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1. Bevezetés

A stresszel minden ¢él6lénynek meg kell kiizdenie, ez az élet
természetes része. Selye Janos fogalmazta meg a szé jelentését, amely szerint
egy szervezet vagy sejt stressznek kitéve a nem specifikus ingerekre nem
specifikus modon, egy adott altalanos adaptacios szindromaval reagal (Selye,
1950).

A gombdak hatékony eszkozoket fejlesztettek ki a kiillonb6zo
kornyezeti  stressz  tipusok  érzékelésére és  lekiizdésére, amely
megmagyarazza, hogyan képesek a kiilonb6zdé okoldgiai helyek hatékony
elfoglaléséra.

Oxidativ stressz alatt a reaktiv oxigénformdk (ROS) szdma és
koncentracidja korosan megnovekszik a sejten beliill, amely a redox
homeosztazis felborulasat eredményezi. Az oxidativ stressz kovetkeztében
lipidperoxidacid, tovabba fehérje ¢s DNS degradacio jon létre. A reaktiv
oxigénformak mind eukaridta mind prokaritéa sejtekben a kiilonbozo
anyagcsere folyamatok révén szabadulnak fel. Mérsékelt, esszencialis
mennyiségben altalanosan részt vesznek a fonalas gombasejt szabalyozd
folyamataiban is, mint példaul Aspergillus fajokban a vegetativ névekedés és
aszexualis sporaképzés kozotti morfogenetikus atmenetben (Circu és Aw,
2010, Hernandez-Onate, 2012; Gydngyosi és mtsi, 2013).

Az oxidativ stressz alatti ROS mennyiségének fenntartasat szabalyozo
folyamatokrol szamos adat all rendelkezésiinkre (Toledano és mitsi, 2003;
Angelova és mtsi, 2005). A gombakban a reaktiv oxigénformak jo néhany
funkcidért felelnek. Részt vesznek a sejtek differencidlddasaban,

Oregedésében, ¢és fontos szerepet jatszanak a sejtek apoptdzisanak



kivaltasaban is (Madeo és mtsi, 1999; Laun és mtsi, 2001; Ludovico és mtsi,
2002; Mazzoni és mtsi, 2003).

Tobb évtizede mar, hogy a gombak szabalyozasi utvonalainak
feltarasa a mikrobiologiai kutatasok egyik legfobb témdjat adjak. Szédmos
olyan gombafaj 1étezik, amelyeket modellszervezetként konnyen
vizsgalhatunk, és altaluk a nehezebben tanulményozhaté rokon gombafajokra
vonatkozoan is konnyebben juthatunk alapvetéen fontos informaciokhoz.
Mivel ezek eukariota szervezetek, a gombakat tanulmanyozva nem csupan
mas gombafajokat ismerhetlink meg részletesebben, hanem ndévényi, allati és
akdr human sejtekben zajlé szabalyozé folyamatokkal kapcsolatban is
iranyado lehet a veliik folytatott kutatds. Tovabbda, a gombak az élelmiszer-
és a gyogyszeriparban is kiemelkedden fontos szerepet toltenek be, igy a
kutatasok révén kapott ismeretek hatékonyan felhasznalhatok 0j élelmiszer
fermentacidos  technikdk illetve  gyogyszeralkotok, vagy enzimek
kifejlesztéséhez. Mindemellett a legyengiilt immunrendszerii egyéneket,
foleg AIDS fertézotteket, daganatos vagy transzplantacion atesett betegeket
kiilonb6z6 gombatorzsek fertézhetnek, melynek kovetkezményeként egyre
novekszik az invaziv mikozisok el6fordulési gyakorisdga. A gombak élettani
funkcioit feltarva 0j tipusu, hatékonyabb védekezd modszerek, mint példaul
uj antifungalis szerek fejlesztheték a humanpatogén gombafajok okozta
fertézésekkel szemben is (Scazzocchio, 2009; Houbraken és mtsi, 2014).

A gombak oxidativ stresszvalasza a modern mikrobioldgia intenziven
tanulmanyozott teriilete, amely segithet megfejteni a gombak stresszhez valo
gyors alkalmazkodési stratégiait. Mindez segithet valaszt adni arra a
kérdésre, hogy a gombdak hogyan képesek gyorsan adaptalodni az allanddan
valtoz6 kornyezethez, ezen beliil a stressz jelatvitel és szabalyozas

molekularis mechanizmusainak a modositasara. Az eddigi megfigyelések
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szerint oxidativ  stressz altaldnosan jelen van a @gazda—patogén
kapcsolatokban, mint példaul a human opportunista patogén Candida
albicans gomba altal okozott fertézéskor (Dantas és mtsi, 2015), valamint a
szintén opportunista patogén A. fumigatus indukalta invaziv aszpergillozis
folyamataban (Dagenais, 2009). Emellett oxidativ stressz szintén gyakran
eléfordul a mikroorganizmusok altali nehézfém bioszorpcioban, amelynek
soran a gomba vagy baktérium sejtek feliiletén vagy magukban a sejtekben
nehézfém ionok kotédnek meg. Ilyen nehézfém koté gombak lehetnek az A.
fumigatus, A. clavatus és A. oryzae fajok (Gunjal és mtsi, 2017). Tovabba
oxidativ stressz jon létre a kornyezetidegen, nem természetes anyagokat, a
xenobiotikumokat lebontd folyamatokban. Példaul Ameen és munkatarsai
kimutattak, hogy az A. fumigatus, az A. niger és A. terreus a textiliparban
széles korben hasznalt azofestékeket tartalmazd szennyvizek tisztitdsdban
hatékonyan felhasznalhatok lehetnek (Ameen és mtsi, 2017).

Az Aspergillus nemzetséghez tartozé ismert gombak szama egyre
novekszik, és egymastdl nagyon eltéré élettani tulajdonsagaik miatt
gyakorlati felhasznalasuk is egyre szélesebb korii. Talalhatunk koztik
¢lelmiszer- és gyogyszeriparban hasznos fajokat, mint példaul a keleti
konyhakultaraban hasznos A. oryzae-t, és a citromsav-gyartasban fontos A.
niger-t (Papagianni, 2007; Pel és mtsi, 2007; Francis és mitsi, 2003;
Vandenberghe és mtsi, 2000). Ugyanakkor 1éteznek veszélyes mikotoxinokat
termel6 Aspergillusok is, amelyek allati és n6vényi betegségeket okozhatnak.
Ilyen gomba példaul a human opportunista patogén A. fumigatus (Dagenais
¢és mtsi, 2009; Latgé, 2001), az aflatoxint termel6 A. flavus (Kozakieiwicz,
1995), a patulin toxint termel6 A. clavatus (Wortman és mtsi, 2006; Payne és
mtsi, 2006), vagy az ochratoxin A bioszintézisére képes A. ochraceus, A.

carbonarius és A. niger fajok (Bui-Klimke és Wu; 2015). Mindezért, ezen
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gombacsoport valtozatos genetikai és élettani jellemzéinek a feltarasa az
elmult néhany évtized mikrobiologiai Kutatasainak egyik kozponti teriilete.

A fonalas gombak koziil szamos Aspergillus nemzetségbe tartozo fajt
hasznalnak modellként a jelatviteli és genetikai folyamatok mélyebb szinti
megértésére. Ilyen jelentés faj az A. nidulans és az A. (Neosartorya) fischeri
is. Kutatasban val6 gyakori felhasznalasuk oka az, hogy genetikailag igen jol
jellemzett organizmusokrdl van sz6 (Martinelli és Kinghorn, 1994; Wyatt és
mtsi, 2015; Miskei és mtsi, 2009; Rydholm és mtsi, 2006). Az A. nidulans
gomba egy igénytelen, laboratoriumi koriilmények kozott konnyen
tenyészthetd faj, genomja teljesen ismert (Martinelli és Kinghorn, 1994). Az
A. nidulans altalanosan alkalmazott modellorganizmus a molekularis
bioldgiaban, tobbek kozott a sejtciklus szabalyozasdnak vizsgalataban vagy
rekombinacios technikakban alkalmazva (Sijmen és mtsi, 2007; Oakley és
mtsi, 1981). Ezaltal az A. nidulans felhasznalasa egyre Kiterjedtebb a
molekularis biologiai kutatasokban, amelyek eredményeként még pontosabb
informaciokhoz juthatunk példaul a gomba stresszvalasz folyamatainak a

Szabalyozasarol.

1.1 Célkitiizések
Az Aspergillus nemzetségbe tartoz6 gombafajok tehat ipari és biomedikai

szempontbol egyarant igen fontosak ¢€s kutatottak, viszont stresszvédelmi
rendszereikr6l keveset tudunk. A Saccharomyces cerevisiae éleszté gomba
stresszvédelmi rendszerérél és ennek szabalyozo6irdl szdmos adat all
rendelkezésiinkre, a pékéleszté azonban az A. nidulans fonalas gombatol
filogenetikailag viszonylag messze 1év6 faj (Taylor, 1993; Toledano és mtsi,
2003). Korabban szamos 1j informaciot irtak le az A. nidulans oxidativ
stresszvalaszarol. Tobbek kozott kiilonbozd stresszvalaszokban résztvevd

szabalyoz6 fehérjéket (pl. FIbA (az aszexualis sporulacié negativ regulatora),
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RgsA, az aszexualis sporuldcio pozitiv regulatora) (Yu és mtsi 1996; Han és
mtsi, 2004;) és transzkripcids faktort (pl. AtfA) is sikerilt feltdrniuk a
kutatoknak (Emri és mtsi, 2015; Yin és mtsi, 2013; Lara-Rojas és mtsi, 2011;
Balazs ¢és mtsi, 2010; Hagiwara ¢és mtsi 2009, 2008). Ennek
eredményeképpen ennek a fajnak a stresszvédelmi mechanizmusainak a
megismerése még inkabb az érdeklddés kozéppontjaba keriilt.

A Debreceni Egyetem Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszékén
mara mar szamos oxidativ stressz szabalyozé mechanizmust tartak fel (Bakti
és mtsi, 2017; Leiter és mtsi, 2016, 2012; Jakab és mtsi, 2015; 2014; Emri és
mtsi, 2015; Spitzmiiller és mtsi, 2015; Kovacs és mtsi, 2014; Balazs és mtsi,
2010). Ezen belil pl. néhany jelentds szerepet jatszo6 bZIP-tipusu
transzkripcios faktort is jellemeztek. Ilyen az A. nidulans szekunder
metabolizmusanak helyreallitasaban fontos RsmA (,,restorer of secondary
metabolism™) fehérje, vagy az oxidativ és ozmotikus stresszvalaszban
jelentds NapA és AtfA transzkripcios faktorok (Yin és mtsi, 2013; Balazs és
mtsi, 2010; Miskei és mtsi, 2009).

Doktori munkam soran 18 Aspergillus torzset (két A. niger torzs)
reprezentald 17 Aspergillus faj oxidativ stressz vizsgaltaban vettem részt.

A kivalasztott fajokkal oxidativ stressz vizsgalatokat végeztiink alabbi
szempontok szerint:
e Célul tuztik ki a 17 Aspergillus gombafaj 6sszehasonlitd
genomikai és élettani elemzését.
e F§ célunk volt, hogy kivalasszunk kozilik egy olyan gombafajt,
amelyet a jovOben hatékonyan felhasznalhatunk, mint
modellorganizmust az Aspergillusok vagy mas fonalas gombak

stresszvalaszat megcélzo kutatdsokban.
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Ezért az A. nidulans gombafaj oxidativ stresszvalaszat vizsgaltuk
részletesebben. Ennek soran az A. nidulans kontroll és AatfA
torzsével transzkriptomikai és molekularis genomikai kutatast
végeztiink.

Valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy vajon az AtfA (lokusz ID
AN2911) transzkripcios faktor hogyan vesz részt az A. nidulans
kornyezeti stresszvalasz génejinek szabalyozasaban?

Végiil jellemztik az AtfA fehérje A. nidulans oxidativ

stresszvalaszdban betdltott szabalyozd funkciojat.
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2. Irodalmi attekintés
2.1 Az Aspergillus nemzetségbe tartozo néhany fontos faj

Az Aspergillus nemzetség az Ascomycota torzs Eurotiomycetes
osztalyaba tartozik, amelyen beliil pedig az Eurotiales rend Trichocomaceae
gombacsaladhoz tartozik. Az Aspergillus nemzetségbe sorolt fajok szama
jelenleg 350 koriilire tehetd, mely folyamatosan novekszik (Samson és mtsi,
2014).

Jo néhany Aspergillus fajt, mint modellt felhasznalnak az Ascomycota
torzs vizsgalatara és genetikai tulajdonsagainak a pontos megértésére. Az
Aspergillus fajok jol alkalmazhatok kiilonb6z6 modszerek kidolgozasara,
amelyek segitségével hatékonyabb, 0j tipusu antifungalis szerek létrehozasat
célozzadk meg a kutatok, vagy kiilonbozd metabolitok, enzimek eldallitasa
érdekében olyan nagyobb stressztlird képességgel rendelkezd torzsek
kifejlesztésére vallalkozhatnak, melyeket az iparban hasznosithatnak. Nagy
jelentdségii és intenziven kutatott fajok példaul az A. oryzae, az A. flavus, és
A. niger, és az A. clavatus is. Az A. oryzae a kinai és japan
ételkiilonlegességek fermentalasara hasznalt mikroorganizmus, az A. flavus
az A. parasiticus fajhoz hasonloan aflatoxin termeld, mig az A. clavatus
patulin toxint termeldé fajként ismert (Kozakieiwicz, 1995; Payne és mitsi
2006; Wortman és mtsi, 2006). Az el6bbieckhez hasonléan az A. niger
jelentds extracelluldris hidroldz, tobbek kozott glilkdéz oxidaz, proteaz,
valamint kiemelkedd szerves sav, pl. gliikuronsav és citromsav termelése
miatt vizsgalt €s az iparban felhasznalt gombafaj (Pel és munkatarsai, 2007).
Emellett az A. terreus-t itakonsav és cis-akonitsav termelése teszi az egyik
leginkabb vizsgalt Aspergillus fajja, emellett kiemelked6 produktuma a
lovasztatin, amely a vér koleszterinszintjének a csokkentését teszi lehetdvé a

human gyogyaszatban (Okabe és mtsi, 2009; Patil és mtsi, 2011).
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Szamos, kiemelkedd jelent6ségiik miatt kutatott Aspergillus faj (A.
acidus, A. aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A. clavatus, A. flavus,
A. fumigatus, A. glaucus, A. nidulans, A. niger, A. oryzae, A. sydowii, A.
terreus, A. tubingensis, A. versicolor, A. wentii, Neosartorya fischeri)
stresszvalaszat vizsgaltam. A részemrdl leginkabb tanulmanyozott fajok kozé
tartozik a human opportunista patogén A. fumigatus, A. flavus és az A.
terreus, az iparilag fontos A. niger és A. oryzae, és a mar jol jellemzett
modellszervezetek, mint pl. A. nidulans (Benoit és mtsi, 2013; Arnaud és
mtsi, 2011; Perrone és mtsi, 2007; Rokas és mtsi, 2007; Alker és mtsi, 2001).

Az A. fumigatus egy human opportunista patogén gomba, mely
legyengiilt, immunszupresszalt betegekben (pl. AIDS fertézottekben,
transzplantalt vagy leukémias betegekben) tiidéaszpergillozist okoz (Samson
¢és mtsi, 2004).

Az élelmiszeriparban kiemelked6en fontos A. oryzae haziasitasa
mintegy 2000 évvel ezeldtt kezdddott és jelenleg a szojaszdsz €S a szakeé
termelésére is felhasznaljak a hagyomanyos japan és kinai konyhakultiraban.
Mikotoxin termelés nem figyelhetd meg ennél a fajndl, biztonsagosan
felhasznalhato ,,GRAS” {,,Generally Recognized as Safe”; az USA
Elelmiszer és Gyogyszeriigyi Hatosaga (FDA; ,Food and Drug
Administration”) altal besorolt} szervezet (Machida és mtsi, 2005).

2.2 Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) fonalas gomba
modellszervezet f6bb jellemz6i

Az A. (Emericella) nidulans fonalas gomba az Aspergillus nemzetség
tagjaként, a talajpan és novényi maradvanyokban ¢él6 szaprofita gomba,
amely emberre nézve nem, vagy alig patogén (Winter és mtsi, 1884).
Laboratoriumi koriilmények kozott is konnyen indukalhatd ivaros ¢és

paraszexualis szaporodasti gombardl van szo (Etxebeste és mtsi, 2010). In
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Vitro szamos szén- és nitrogénforrason képes novekedni, valamint a nitrat
minimal tapkozeget is jol hasznositja (Hynes, 1973). Viszonylag gyors
novekedésli faj, melynek a pigmentalt konidiumai adjak a telepei zold szinét
(Oliver, 1972).

Szekunder metabolitokat, mint példaul penicillint és az aflatoxin
prekurzorat, a szterigmatocisztint is termeli, ezért felhasznaljak
antibiotikumokkal (Sweeney és Dobson, 1998; Keller 1997, 2005; Sporte,
2009) ¢és mikotoxinokkal kapcsolatos kutatasokban (Reijula és mtsi, 2003;
Shimizu ¢és Keller, 2001), valamint extracellularis enzimtermelés
vizsgalatokban is (Emri és mtsi, 2008).

Emellett a klasszikus és molekularis genetika teriiletén napjaink
leggyakrabban  alkalmazott ¢és  tanulmanyozott  fonalas  gomba
modellszervezete (Sijmen és mtsi, 2007; Pocsi és mtsi, 2005; Martinelli és
Kinghorn, 1994; Oakley ¢és munkatarai, 1981). Ennek oka konnyen
kivitelezhetd laboratoriumi tenyésztése mellett az, hogy teljes
genomszekvenciaja ismert, igy tobb adatbazist is létrehoztak, amelyek
segitségével konnyen azonosithatjuk a faj bizonyos génjeit (Etxebeste és
mtsi, 2010; Sims és mtsi, 2004; http://www.aspergillusgenome.org/). Szamos
vektor, génkonyvtar és A. nidulans mutans torzs all a kutatok rendelkezésére
(Nayak ¢és mtsi, 2006; Hoffmann és mtsi, 2001; Brody és mtsi, 1991).
Emellett ez a gombafaj az eukariota sejtbioldgiaban rendszeresen alkalmazott
modell a sejtciklus szabalyozas, a DNS-hibajavitas (,,repair”) és
rekombinacid vizsgalatokban is (Kafer és mtsi, 2008; Sijmen és mtsi, 2007;
Galagan és mtsi, 2005; Oakley és mitsi, 1981). Napjainkban mar a teljes
genomot reprezentalo az A. nidulans fonalas gombara kifejlesztett DNS-
chipek is hozzaférhetdk (Sims és mtsi, 2004). Tovabba emlitést érdemel az,

hogy az A. nidulanst, mint eukariota modellt, sikeresen felhasznaljak az 1-es
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tipusu tirozinémia ¢s az alkaptoniria huméan Orokletes betegségek
genetikdjanak tanulmanyozasara (Fernandez-Canén és Penalva, 1995;

Rodriguez és mtsi, 2000).

2.3 A kornyezeti stressz hatasa a kiemelked6 jelentéségii
gombakban

A gombdk a kornyezeti stressz érzékelésére szamos mechanizmust
fejlesztettek ki evoluciojuk folyaman, és a valtozd koriilményekhez vald
allando alkalmazkodasuk altal nagyon kiilonb6z6 élohelyeken is életképesek
tudnak maradni (Nikolaou és mtsi, 2009, Gasch 2007).

Stressz alatt egy sejtben specifikus reakciok jonnek Iétre minden
olyan ingerre, amely a sejtet kibillenti eredeti redox egyensulyabol. Ennek
kovetkeztében a sejt alkalmazkodik a megvaltozott koriilményekhez. A
létrejott ,,adaptacidés szindroma” az aldbbi folyamatokbol épiil fel: 1.
Vészreakcio (alarm), 2. Altiv ellenallas fazisa, 3. Kimeriilés allapota (Selye,
1950).

Emellett a stressz keresztvédelem jelensége szintén széles koriien
megfigyelheté a gombak kozott. A stressz keresztvédelem esetén egy gomba,
ndvény, allat, vagy akar maga az ember is, bizonyos enyhe stressznek kitéve
védelmet élvezhet mas tipusu stresszekkel szemben (Chauhan és mtsi, 2015;
Kensler és mtsi, 2007; Matsumoto és mtsi, 2007; Charng és mtsi, 2006; Zhao
¢és mtsi, 2006; Chinnusamy és mtsi, 2004; Durrant és Dong, 2004; Hahn és
mtsi, 1989). Ezaltal a gombak is nagyobb dozist, akar ugyanolyan tipusu,
akar teljesen eltérd kornyezeti stresszek lekiizdésére képesek (Brown és mtsi,
2014). A gombak e tulajdonsaga szintén elésegitette, hogy okologiailag még
sikeresebbé valjanak (Nikolaou ¢és mtsi, 2009; Gasch 2007). A stressz
keresztvédelem hatterében a kornyezeti stressz kiilonb6z6 tipusaiban szerepet

jatszo stressz-specifikus géncsoportok allhatnak, melyek tagjai az tn.
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kornyezeti stresszvalasz gének, vagy ESR gének (,,Environmental Stress
Response” genes) (1. tablazat). Szamos gombafajban azonositottak mar
ESR-géneket, mint pl. a S. cerevisiae, C. albicans, és C. glabrata
élesztbgombakban. Igy példaul az Msn2/4 C2H2 cink-ujj tipust
transzkripcidés faktor mesterregulator fehérjeként miikodik kozre a S.
cerevisiae és a C. glabrata stresszvalaszaiban (1. tablazat). Amig a S.
cerevisiae esetében koriilbelil 900 gén vesz rész a kornyezeti
stresszvalaszaban, addig a C. glabrata esetében 752 ilyen génnel
szamolhatunk (Roetzer és mtsi, 2008; Gasch és mtsi, 2000). A C. albicans
¢lesztdgomba esetében viszont a Hogl stressz aktivalt protein kinaz a
kiilonboz6 stressz  folyamatokban viszonylag kevés ESR gén (csak 61)
szabalyozasaban vesz részt. Ennek oka, hogy a HOG1 f6leg ozmotikus és
nehézfém stressz estében aktivalodik. A C. albicans oxidativ stressz
regulatora a Capl transzkripciés faktor. (Enjalbert ¢€s mtsi, 2006).
Valoésziniileg az ESR gének aktivalodasa €s gatlasa fligg a stressz erdsségétol
¢s az adott gomba szaporoddsatol (Slavov és mtsi, 2012; Brauer és mitsi,
2008). Az S. pombe hasado élesztében a kornyezeti stresszvalasz
szabalyozasaban a Styl (S. cerevisiae Hogl ortoldg) fehérje vesz részt, mint
mesterregulator. Chen és munkatarsai feltartak, hogy a S. pombe gombaban
oxidativ stressz hatasara bekdvetkezd teljes transzkripcids valtozds és
szabalyozas a stressz mértekétol fligg, illetve kisebb részben egy bZIP-tipusu
transzkripcids faktor, a Pcal hianyatdl vagy meglétérdl is, amely fehérje
heterodimert alkot az Atfl fehérjével (Chen és mtsi, 2003).

Az Aspergillus fajok oxidativ stressz elleni védelmérdl sajnos még
mindig kevés informacioval rendelkeziink, az Aspergillusok kornyezeti
stresszvalaszanak (ESR) meglétérél vagy éppen hidnyardl pedig 1ényegében

semmilyen adat nem allt rendelkezésiinkre a kutatds megkezdésekor. Az

18



Aspergillusok stresszvalasz rendszereinek részletesebb megismerése segithet
példaul 1j antifungalis célpontok felderitésében, illetve a toxikus Aspergillus

gombak veszélyes mikotoxin termelésének kontrollalasaban.

1. tablazat A kiilonb6z6 gombafajok ESR jellemzdi.

Kiilonbozo

ESR
Fajok Gének szima stresszekre Hivatkozas
altalanosan regulator
reagal6 gének
Saccharomyces cerevisiae 5907 (WGD?) 868 Msn2/4 Gasch et al. (2000)
Candida glabrata 5214 (WGD?) 752 Msn2/4 Roetzer et al. (2008)
Schizosaccharomyces pombe 5123 140 Styl Chen et al. (2003)
Candida albicans 6219 61 Hogl Enjalbert et al. (2006)
Aspergillus nidulans 10678 116 ? Emri et al. (2015)

8- WGD: (,,whole genome duplication”) ,.teljes genom duplikacio” (Emri és mitsi,

2015).

2.3.1 Az oxidativ stressz jellemzése a kiemelkedéen kutatott
gombakban

Oxidativ stressz alatt reaktiv oxigénformak jonnek Iétre, melyek
kozott megtalalhatjuk a szinglet oxigént (*O2), a hidrogén-peroxidot (H202),
a szuperoxid gyok aniont (O2¢) és a hidroxil szabadgyokot (OHe) (Halliwell
és Gutteride, 1999). A reaktiv oxigénformak kifejezés nem csak
szabadgyokoket foglal magaba, hanem a H202 mellett a hipoklorossav
(HOCI) is idetartozik, amelyet a neutrofil granulocitdk termelnek
micloperoxidaz enzimiik altal a gyulladasos folyamatokban. Ez utdbbi
reaktiv oxigén fajtdk pdarositatlan elektront nem tartalmaznak, de
reaktivitasuk a szabad gyokokhoz hasonld. Reaktiv oxigénformak elsésorban

az aerob 1égzési lanchoz kapcsolodoan a mitokondriumban termelédnek, az
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oxidativ foszforilaci6 folyamataban, tovabba a zsirsav metabolizmus, és a
fotoszintézis révén is képzédhetnek (Ray és mtsi, 2012).

A reaktiv oxigénformak a kornyezettél fiiggéen mind elényds, mind
karos hatastak is lehetnek a sejt szamara (Glade, 2003; Lopaczynski és
Zeisel 2001). Altalanos élettani funkciojuk, hogy gyulladasos folyamatokban
a fert6z6 agensek elleni védelemben vesznek részt. A ROS-ok Kis
koncentracidban pozitiv szerepet jatszanak a gombak szexualis és aszexualis
szaporodasaban (Circu és Aw, 2010). Ellenben nagy koncentracioban negativ
hatasuk érvényesiil, mivel felboritjak a sejtek redox egyensulyat. Ennek
kovetkeztében  karositjdk a  sejtek  makromolekulait,  emellett
lipidperoxidaciot, tovabba fehérje és DNS degradaciot okoznak, illetve
felhalmozodasuk altal oxidativ stresszt generalva a sejtek pusztulasahoz
vezethetnek (Poli és mtsi, 2004). Hatastalanitasukat antioxidans molekulak
végzik azért, hogy a sejten belili redox egyensuly fennmaradjon. Ilyen
kulcsfontossagu antioxidans molekula példaul a glutation (GSH), mig az
antioxidans enzimek koziil kiemelkedé a GSH-fliggd antioxidans enzimek
elemei, mint példaul a glutation peroxidaz, a glutation S-transzferdz és a
glutaredoxin (Fahey és mtsi, 1984; Meister és Anderson 1983). Emellett
GSH-fiiggetlen antioxidans enzimek is részt vesznek a ROS
hatastalanitasaban, mint példaul a katalazok és szuperoxid-dizmutazok
(Birben és mtsi, 2012).

A ROS-0k koziil a szuperoxid gyokanion (O2¢) és a peroxid anion
(02%) meglehetésen stabil ionok. A szuperoxid gyok anion (Oz¢) a
fehérjékben 1évo Fe-S klasztereket stlyosan karositja. A molekularis oxigén
redukciojaval jon létre a peroxid anion (02%), de az el8z6tdl eltérden az

oxigén nem egyelektronos, hanem kételektronos redukcidja révén. A peroxid
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anion (02%) ugy karositia a fehérjéket, hogy oxidalja a kéntartalmu
aminosavakat, ezaltal példaul metioninbol metionin-szulfoxid keletkezik,
valamint cisztein oldallancaibol diszulfid-hidak, valamint szulfenil (-SO),
szulfonil (-SO2), és szulfinil (-SO3’) csoportok alakulnak ki. Szinglet oxigén
(*02) leginkabb a fotoszintézis melléktermékeként képzodik, és gytiriis
peroxidokat, szerves hidroperoxidokat képez. A hidroxil-szabadgyok (OHe) a
peroxid anionbdl (02%) szarmazik, annak egyelektronos redukcioja altal. A
hidroxil-szabadgyok (OHe) a ROS ko6z6tt messze a legreakcioképesebb,
gyakorlatilag minden szerves makromolekulat karosit.

A kiilonboz6 antifungalis szerek, xenobiotikumok oxidativ stresszt
képesek kivaltani a gombakban. (Romero ¢s mtsi 1996). Emellett oxidativ
kialakul (Emri és mtsi 1997). A gombakban oxidativ stressz mas stressz
koriilmények, mint példaul, ozmotikus stressz, hdstressz, illetve szénéhezés
miatt kialakul6 stressz velejarojaként, vagy kovetkezményeként is 1étre johet.

Oxidativ stresszr6l beszélhetiink akkor is, ha a gombasejtek folyadék
fazisbol levegdre jutnak, amely sejtdifferencialodast, mint példaul
konidiogenezist inicialhat (Hansberg és mtsi, 1993).

Sok patogén gombafaj esetében a gazdaszervezet immunrendszerének
védekezd mechanizmusai okoznak oxidativ stresszt. Példaul a makrofagok
ROS-t képeznek plazmamembranjukban elhelyezkedd NADPH oxidazaik
altal. Ennek eredményeként Oz molekulabol szuperoxid gyokanion (O:e)
keletkezik, mely megtamadja a korokozo sejtet, és végsé soron elpusztitja azt
(Craig és mtsi, 2009).
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2.4 A gombak altalanos oxidativ stresszvalasza

Oxidativ stresszre a gombak kiilonb6z6 védekezé mechanizmusok
bekapcsolasaval reagdlnak, amely altal a sejten beliil szamos jelatviteli
utvonal aktivalédik. Ennek eredményeképpen kiilonb6zd  oxidativ
stresszvalasz gének expresszalodnak a felhalmozodott ROS hatastalanitasara,
mint példaul katalaz és szuperoxid-dizmutaz (Toledano és mtsi, 2003).
Gombakban oxidativ stressz leggyakrabban mas mikroorganizmusokkal és
novényekkel vald interakcidjuk kapcsan jon létre, tovabba a gombak
lignocellulozt lebontd folyamataiban (Breitenbach és mtsi, 2015). A patogén
gombakat szintén nagyon gyakran éri oxidativ stressz, amely az emberi
szervezetben a neutrofilek tamadasa révén jon 1étre (Dantas és mtsi, 2015;
Dagenais, 2009), Emellett szekunder metabolitokat, vagy heterolog
fehérjéket termeld ipari gombatdrzsek tenyésztésekor a fermentorokban 1évo
magas oxigéntenzio révén is gyakran jon létre oxidativ stressz (Wongwicharn
és mtsi, 1999). Az elmult néhany évtizedben tobb publikacié is sziiletett a
gombdk oxidativ stresszét kivaltd okokrol és koriilményekrdl, és ennek
kovetkeztében Kialakult védekezési mechanizmusairdl (Emri és mtsi, 2015;

Komalapriya és mtsi, 2015; da Silva Dantas, 2015; Morano és mtsi, 2012).

2.4.1 A gombak oxidativ stresszvalaszat szabalyozo fobb
antioxidans molekulak

Szdmos antioxidans molekula kiemelkedd szerepet jatszik a
sejtvédelemben, viszont mennyiségiik csokkenése oxidativ stresszt general
(Emri és munkatarsai 1997). Az enzimes védekez6 rendszeriik két részbdl all,
a GSH-tol fiiggetlen és a GSH-fiiggd enzimek csoportjabol (Glesser és mtsi,
2007; Pocsi és mtsi, 2004; Toledano és mtsi, 2003; Lee és mtsi, 2002;
Bouettner és mtsi, 1993).
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A GSH a prokaridta és eukaridta sejten beliil egyarant a legnagyobb
mennyiségben jelenlévo tiol vegyiilet (1.0-10 mmol/l). S6t, a GSH a legfobb
intracellularis antioxidans molekula (Fahey, 2001; Hell, 1997; Meister ¢és
Anderson, 1983). Szerkezetét tekintve a GSH y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin
tripeptid molekula (Meister és Anderson, 1983). Szintézisében a vy-L-
glutamil-L-cisztein szintaz és a glutation szintaz enzimek vesznek részt. A
GSH szamos folyamatban részt vesz, tobbek kozott az oxidalodott tiol-
csoportok redukélasaban, valamint a sejt redoxpotencialjanak fenntartasaban.
Emellett a GSH fontos szerepet tolt be egyes toxikus fémionok
detoxifikalasaban. A reaktiv oxigénformak megjelenésével a GSH molekula
glutation-diszulfidda (GSSG) oxidalodik, amit a glutation reduktaz NADPH
felhasznélasaval alakit vissza GSH-na. A GSH, mint elektrondonor vesz részt
a H>O2 semlegesitésében, mikézben a peroxiredoxin (Prx) vizzé redukalja
azt. Alapvetden megkiilonboztetiink monotiol peroxiredoxint ¢és ditiol
peroxiredoxint, aszerint, hogy az aktiv centrumaikban egy vagy két darab
cisztein (Cys) oldallanc helyezkedik-e el. A peroxidok hatastalanitasara a
monotiol peroxiredoxin a GHS-t, mig a ditiol peroxiredoxin tioredoxint
hasznal fel redukalo er6ként cisztein oldallancaik révén (Pocsi és mtsi, 2004;
Wood és mtsi, 2002). GSH-fliggé és GSH-fliggetlen antioxidans enzimek és
molekuldk vesznek részt a megemelkedett ROS koncentracid elleni
védelemben (Pocsi és mtsi, 2004).

2.4.2 A gombak oxidativ stresszvalaszat szabalyozé f6bb
GSH-fiiggé antioxidans enzimei

A glutation peroxidaz (GPx) enzim a GSH redukalasaval a H.O>

hatastalanitasa mellett a lipidperoxidok redukalasaban szintén részt vesz.

Egyes GPx-ok foszfolipid-hidroperoxid peroxidaz aktivitasuak is lehetnek,
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amelyek fontos szerepet jatszanak a sejtekben zajlo lipidperoxidaciot gatld
folyamatokban (Brigelius-Flohé és mtsi, 2013).

A tovabbi, hasonléan fontos antioxidans fehérjék kozé tartoznak a
glutaredoxinok (Grx) ¢és a tioredoxionok (Trx). A glutaredoxinok
glutation-fliggé modon olyan fehérje diszulfid-hidakat redukalnak, amelyek a
fehérjék ROS hatasara oxidalodott szulfhidril-csoportjaibol szarmaznak.
Ezaltal a glutaredoxionok a fehérjék redox allapotanak helyreallitasaval
fontos szerepet toltenek be a proteinek oxidativ karosodasa elleni védekez6
mechanizmusokban. A glutaredoxin mind monotiol és mind ditiol formaban
elé6fordulhat. Emellett a metionin-szulfoxid reduktdaz (MSRA) tioredoxin
kozremiikodésével képes az oxidaloédott metionin oldallancok redukalasara
(Pocsi és mtsi, 2004; Totter és mtsi, 2003; Mustacich és Powis, 2000).

Ezen tulmenéen a glutation S-transzferazok (GST) szintén
kiemelked6 fontossaggal birnak az oxidativ stressz elleni védelemben (Board
és Menon, 2013). Részt vesznek kiilonboz6 toxikus molekulak
semlegesitésében, tobbek kozott az aldehidek lebontasaban. E folyamatban a
GST Kkatalizalja a GSH és a toxikus molekulak ko6zotti konjugatum
kialakulasat, amely igy transzportereken keresztiil a sejtbdl ki tud jutni
(Board és Menon, 2013). A glutation S-transzferaz csaladot 3 enzimtipus
alkotja, a mitokondrialis, citoszolikus és mikroszomalis, vagy mas néven
membranasszocialt GST enzimek (Udomsinprasert és mtsi, 2005; Sheehan és
mtsi, 2001; Allocati 2009 ).

2.4.3 A gombak oxidativ stresszvalaszat szabalyozo fébb
GSH-fiiggetlen antioxidans enzimei

A GSH-t6l fiiggetlen antioxidans funkciéju enzimek kozé tartoznak a

katalazok, szuperoxid-dizmutazok (SOD) (Pham-Huy és mtsi, 2008).
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A Kkatalaz enzim hem-tartalma fehérje, amely a H.O»-ot
diszproporcionalja, melynek eredményeképpen viz ¢és Oz Kkeletkezik
(Chelikani és mtsi, 2003).
2H20; —— 2H0 + O2

Szekvencidjuk ¢és szerkezetiik alapjan a kataldzok harom csoportjat
kiilonboztetjik meg. Filogenetikai analizisek alapjan kimutattak, hogy a
fonalas gombak katalaz enzime két tipusu nagy alegységet tartalmazhat (L1
és L2 alegységek, L1 és L2-tipusu katalaz enzimek). Amig az L2-tipust
alegységet hordoz6 enzimek altaldban a sejten kiviil miikddnek és a stressz
elleni védelemben fontosak, addig az L1-tipusu katalaz az aszexualis
sporakban halmozodik fel. A kétféle kataldz koziil az L2-tipust
elengedhetetleniil sziikséges a novekedésben és a sejtdifferencialédasban, az
L1-tipusu pedig a sporak csirazasaban. Az Ascomycota torzs tagjaiban még
1-4 kis alegységbdl allo enzim is megtalalhato (Hansberg és mtsi, 2012).

A S. cerevisiae pékélesztd tartalmaz egy citoszolikus katalazt, a Cttl
fehérjét, és egy peroxiszomalis lokalizacioju katalazt, a Ctal enzimet. (Ruis
¢s Hamilton, 1992). A ACTT1 és ACTAL egyedi vagy kettés mutansok
fokozott H20- érzékenységet mutattak (Izawa és mtsi, 1996).

Emellett érdemes megemliteni, hogy a C. albicans élesztdsejtek
rezisztensebbnek bizonyultak oxidativ stresszre, mint a S. pombe és S.
cerevisiae modell gombaorganizmusok (Enjalbert és mtsi, 2006; 2003). A C.
albicans katalaz antioxidans enzimek (Catl ¢és Ctal) alapvetden
hozzajarulnak ezen human opportunista patogén gomba kiemelkedd
virulencigjahoz (da Silva Dantas és mtsi, 2010; Chaves és mitsi, 2007;
Martchenko és mtsi, 2004; Hwang és mtsi, 2002).

A Neurospora crassa harom kataldz fehérjével rendelkezik, a cat-1,

cat-2 és cat-3 gének altal kodolt Cat-1, Cat-2 és Cat-3 enzimekkel (Peraza és

25



mtsi, 2002; Schliebs és mtsi, 2006). A Cat-1 aktivitast konidiumokban, mig a
Cat-3-t a késdi exponencialis fazisban 1évd tenyészetekben detektaltak. A
Cat-2 esetében pedig katalaz és peroxidaz aktivitast is megfigyeltek, és a
kés6i stacioner fazisban, a hifak nagyfoku vakuolizacidjakor volt
kimutathat6. Emellett a Cat-1 katalazok hésokk és etanol hatasara
indukalodnak, mig a Cat-3 tipusu katalazok H>O2, hésokk, nitrat, kadmium és
hugysav kezelések esetén (Michan és mtsi, 2003; 2002).

Az Aspergillus fajokban is altalanosan két katalaz enzim génje
talalhato meg. A leginkabb kutatott A. nidulans gombaban a catA és catB
géneket irtak le (Navarro és mtsi, 1996; Kawasaki és mtsi, 1997; Navarro és
Aguirre, 1998). A katalaz A (CatA) egy spora-specifikus katalaz fehérje. A
CatA génjérdl atirodott mRNS-t a ndvekvd micéliumokban is detektaltak,
valdsziniileg a sporulacid folyamatdban indukalodik, és végiil a spordkban
talalhatd meg. Ezzel szemben a katalaz B (CatB) aktivitdsa az aszexualis
sporulacié (kodidiumokban) folyamataban alig észlelhetd, viszont a micélium
novekedésekor és a konidiumképzéskor felhalmozddik. Mindkét katalaz
enzim kifejez6dése szamos stressz hatasara indukalodhat. A CatA az
oxidativ, ozmotikus stressznek, illetve a nitrogén- és szénéhezésnek Kitett
vegetativ micélumokban halmozodik fel. A CatB pedig els6sorban H20>
okozta oxidativ stressz, hdsokk és hugysav hatasara indukélodik, viszont
ozmotikus stressz esetén nem vesz részt a stressz elleni védelemben (Li és
mtsi 2009).

Az A. nidulans CatA és CatB fehérjék homologjait mas Aspergillus
fajokban is kimutattak, mint példaul az A. oryzae (Hisada és mtsi, 2005) és az
A. fumigatus gombakban (Takasuka és mtsi, 1999). Az A.oryzae catA az

aszexualis sporulaciokor expresszalodik és a H20» nincs hatassal
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kifejezodésére, addig a catB gén H>O, expozicido hatdsara nagymértékben
fejezdédik ki (Li és mtsi. 2009).

Uj tipust kataldz fehérjéket mutattak ki az A. nidulans gombaban. Az
egyik az ugynevezett C-tipusu katalaz, CatC fehérje, amelynek génje
konstitutivan expresszalodik, és endogén vagy egyéb stressz hatdsara nem
indukalodik (Kawasaki és Aguirre, 2001). Ezen kiviil még egy negyedik
tipust, CatD fehérjét is kimutattak ebben a fonalas gombaban. A D-tipust
katalaz fehérje a kés6i stacioner fazisban 1évd gliikoz éhezés, magas
homérséklet, és kisebb mértékii, H202 okozta stressz hatasara termelddhet
(Kawasaki és Aguirre, 2001). A N. crassa gombaban is kimutattak a
harmadik (Peraza ¢és Hansberg, 2002) és a negyedik tipusu katalazok
jelenlétét (Schliebs és mtsi, 2006).

A kataldz enzim mellett kiemelkedden fontos GSH-fliggetlen fehérje a
szuperoxid-dizmutaz (SOD) is. Ez az antioxidans enzim a Szuperoxid
gyokok (O2¢) diszproporcionalasat végzi és ennek eredményeként H.O> és
Oz szabadul fel.

202 2H"——» H20:+ 02

Ez az enzimcsoport megtalalhatd6 minden aerob ¢l6lényben. A
katalizishez atmeneti fémionok sziikségesek, pl. Fe, Mn, Ni vagy Cu-Zn
ionok, melynek alapjan megkiilonboztetiink vas-SOD (FeSOD), réz-cink
SOD (Cu,ZnSOD), mangan-SOD (MnSOD) és nikkel-SOD (NiSOD)
szuperoxid-dizmutazokat (Fukai és mtsi, 2011; Culotta és mtsi, 2006).

Az S. cerevisiae élesztében két intracellularis SOD, a sod2 altal
kodolt MnSOD és a sod1 gén altal kodolt Cu,ZnSOD talalhat6 (Fridovich és
mtsi, 1995). Az el6bbi a mitokondrialis matrixban, az utobbi a citoszolban és

crer

Nedeva és mtsi, 2004; Krumova és mtsi, 2008). A két SOD enzim koziil a
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Cu,ZnSOD felel a S. cerevisiae pékélesztében 1évé SOD aktivitas 90-95 %-
aért (O’Brien és mtsi, 2004).

A C. albicans ¢élesztében 1évé6 SOD molekulak jelentdsen
hozzajarulnak a gomba patogenitisihoz, ugyanis sejtfelszinén mas
antioxidans fehérjék mellett extracellularis szuperoxid dizmutaz enzimek is
megtalalhatok. A C. albicansban hat ilyen SOD enzimet kiilonboztetiink
meg. A SOD1-3 intracellularis enzimek, a SOD4-6 pedig glikozil-foszfatidil-
inozitol (GPI) tartalmu sejtfalhoz kotott enzimek. A réz- és cinktartalmi
SOD1 enzimek fagocitozis hatasara indukalddnak, és elengedhetetlenek a C.
albicans makrofagok elleni kiizdelmében (Hwang ¢és mtsi, 2002). Az
extracellularis SOD4 és SOD5 enzimek is 1étfontossagi szerepet jatszanak,
ugyanis részt vesznek a fagocitdk 4ltal termelt szuperoxid gyokok
detoxifikaciojaban. A két enzim megjelenése fiigg a C. albicans
morfologiajatol. A SOD4 enzim az éleszté alakban, mig a SOD5 a hifa
formakban fordul el6 (Fradin és mtsi, 2005).

Altalanossagban elmondhat6, hogy a fonalas gombaknak szintén két
kiilonb6z6 tipusti szuperoXid-dizmutaz enzimilk van. A benniik talalhatd
MnSOD a mitokondriumban, mig a Cu,ZnSOD a citoszolban talalhato
szuperoxid-dizmutazok (Fridovich, 1995; Angelova és mtsi, 2005). A
Penicillium chrysogenum gombaban a menadion-natrium-biszulfit kezeléssel
kivaltott szuperoxid stressz hatdsdra mindkét tipusu szuperoxid-dizmutaz gén
indukalddott (Emri, Pocsi, és Szentirmai, 1999).

Az iparilag fontos A. niger fajban a kutatok négy kiilonb6zo
szuperoxid-dizmutazt tartak fel. Ez a SodA (Motter és mtsi. (2014), SodB
(Meyer ¢és mtsi. (2009), SodC (Lu és mtsi (2010) és Sod2 fehérjék
(An02g12530, http://aspergillusgenome.org). Az A. fumigatus human

opportunista patogén gombanak szintén négy eltéré tipusa Szuperoxid-
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dizmutaz enzime van (Lambou, 2010). A Sodl egy Cu/ZnSOD, amelyet
els6ként tidé aszpergillézisban szenvedd beteg vérsavojaban 1évo
konidiumokban felhalmozodva mutattak ki (Holdom, 2000). Transzkripciojat
rézéhezés, menadion-natrium-biszulfit (MSB) kezelés, valamint magas
hémérsékleten valo tenyésztés valtja ki. Emellett megfigyelték, hogy az A.
fumigatus Sodl fehérjéje szamos mikotoxin hatasara is indukalodik. Ilyen
mikotoxin lehet a tengeri eredetli gombak altal termelt kéntartalmua gliotoxin
(Carberry és mtsi, 2012; Scharf és mtsi, 2012; Oberegger és mtsi, 2000). A
H.O: szintén kivalthatja a gomba Sodl fehérjéjének indukcidjat (Cagas és
mtsi, 2011).

Az A. nidulans fonalas gombaban harom kiilonb6z6 Szuperoxid-
dizmutaz fehérje jatszik fontos szerepet az oxidativ stressz elleni
védekezésben, konkrétan a SodA, SodB és a SodM fehérjék. A SodA fehérje
egy réz/cink-szuperoxid dizmutaz, amely vas- és rézéhezés kovetkeztében
indukalodik (Oberegger és mtsi, 2000). A SodB enzim mangan-szuperoxid
dizmutdz aktivitassal rendelkezik (Oberegger és mtsi, 2001). Ugyan még
funkcigjat nem igazoltak, de feltételezhetd, hogy a SodM fehérje is egy
MnSOD tipusu antioxidans fehérje (Sato és mtsi, 2009).

244 A gombiak  GSH-fiiggetlen antioxidans

molekuldinak szerepe az oxidativ stressz elleni
védekezésében

Az oxidativ stressz elleni védekez6 folyamatokban kiemelkedden
fontos szerepet jatszanak a kis molekulatomegii antioxidans molekuldk, mint
példaul a karotinoidok. Ezek koziil a B-karotin, vagy az asztaxantin az
intenziv  UV-sugarzds hatdsara létrejové ROS  hatéstalanitasaban
potolhatatlanok.

Ezenkiviil az E-vitamin oxidativ stressz ellen nyujtott véddhatasa is

szamotteve. Az E-vitamin hidrofob tulajdonsagu, amely képes gatolni a
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lipidek peroxidaciojat azaltal, hogy a reaktiv oxigénformakkal kozvetleniil
reagal. Hasonléan miikodik az aszkorbinsav is, amely hidrofil tulajdonsaga
révén intracellularis antioxidans kapacitast biztosit, és elsésorban az oxigén
szabadgyokok eleminalasaval képes részt venni az oxidativ stressz elleni
védelemben (Tamari és mtsi, 2013; Birben és mtsi, 2012; Singh, 2005).

Az ugyancsak  GSH-fiiggetlen  molekulak  ko6z¢é  tartozo
metallotioneninek (MT) is aktivalodnak oxidativ stressz alatt. Ezek a
fehérjék gatoljak a Fenton és Haber-Wiess reakciokban keletkezé hidroxil
szabadgyokok keletkezését. A rendkiviil citotoxikus hidroxil gyokok (OH®)
az alabbi egyenletnek megfelelden keletkeznek.

02 +e-— (02~

(02)” + H202 + M" —» HO + (OH®) + Oz + M

(A fenti reakcioban az ,M™ és ,,M™1” egy adott dtmeneti fém vagy félfém
kiilonb6z6 oxidacios allapotat jelolik.)

A metallotioneninek (MT) az adott fém/félfém ionok megkdotésével gatoljak
meg ezeket a folyamatokat (Kre¢zel és mtsi, 2017; Schmeisser és mtsi, 2013;
Peterson és mtsi, 1995).

Tovabbi GSH-fliggetlen molekulak a citokrém b5 reduktaz és
citokrom ¢ peroxidaz, amelyek a 1égzési lanc elektronjainak
felhasznalasaval redukaljak a H20.-t. A mitokondrialis citokrém c peroxidaz
redukalddva a H20o-t oxidalja, mikdzben viz keletkezik (Yonetani, 1965).

A GSH mellett az oxidativ stressz elleni védekezésben szerepet jatszo
enzimek jelentds hanyadanak a f6 redukalo eréforrasa a NADPH, mely
elsésorban a  pentoz-foszfat utvonalhoz  tartozd  gliik6z-6-foszfat
dehidrogenaz ¢s  foszfoglukonat dehidrogenaz altal  katalizalt
folyamatokban keletkezik. Emellett ezek az enzimek a GSH és tioredoxin

rendszer mitkodésében latnak el fontos feladatot. Tovabba a GSH szintjét is a
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NADPH-fiigg6é glutation reduktaz (GR) tartja fenn. A FAD kofaktorokkal
rendelkez6 GR enzimek NADPH-fiiggé reakcioban az oxidalt glutation
(GSSG) mennyiségét csokkentik. Mindez elengedhetetlen a sejt redox
allapotanak, azaz a megfelel6 redukalt (GSH) és oxidalt glutation aranyanak
(GSSG) fenntartasahoz (Dym és Eisenberg, 2001).

2.5 Az oxidativ stresszvalasz szabalyozasa a kiemelkedéen fontos
gombakban

Az  oxidativ  stresszvalasz ~ szabalyozdsat ~mar  szamos
mikroorganizmusban feltartdk. Gombdakban kiilsé vagy belsd oxidacio
hatasara egyarant l1étrejohet oxidativ stressz (Wu és mtsi 2011). A gombak
koziil a S. cerevisiae és a S. pombe ¢lesztdk esetében tanulmanyoztak
részletesen az oxidativ stresszvalasz szabalyozasanak molekularis hatterét.

25.1 A Saccharomyces cerevisiae gomba oxidativ
stresszvalaszanak szabalyozasa

A 'S. cerevisiae gomba oxidativ stresszvalasz szabalyozasat els6sorban
a Yapl és a Skn7, valamint az Msn2/4 transzkripcios faktorok koordinaljak
(He és mtsi, 2009; Martinez-Pastor és mtsi, 1996).

A Yapl transzkripcios faktor 30 aminosavbol épiil fel, és egy leucin-
cipzar motivumot ¢€s ditiol-csoportot is tartalmaz. Stresszmentes koriilmények
kozott a citoszolban helyezkedik el. Képes stressz hatasara a sejtmagba
bejutni a Psel (Kapl21) nuklearis import receptoron keresztiil, majd innen a
Crml fehérje juttatja vissza a citoszolba. A Yapl fehérje elsdsorban H20,
tBOOH, diamid, és kadmium (Cd(I1)) hatasara oxidalodik, benne diszulfidok
alakulnak ki, és igy azt a Crml protein mar nem tudja felismerni.
Kovetkezésképpen a Yapl a sejtmagban marad, és szamos olyan
stresszvalasz  gén  expresszidjat  indukalja, amelyek promoterében

megtalalhatdo a  Yapl-valaszelem (YRE; Yaplp-response-element)
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(Fernandes és mtsi, 1997; Cyert, 2001; Toone ¢és mtsi, 2001). Ilyen
stresszvalasz gének példaul a tioredoxin fehérjét kodoldo TRX2, a tioredoxin-
reduktazt kodold TRR1 (Kuge és Jones, 1994; Morgan és mtsi, 1997),
valamint a glutation szintetdz és a glutation reduktaz génjei, a GSH1 és a
GLR1 (Wu és Moye-Rowley, 1994; Stephen és mtsi, 1995; Grant és mitsi,
1996).

Az Skn7 a S. cerevisiae élesztdben a peroxid stresszvalaszban fontos
stresszvalasz-koordinator molekula Az Skn7 mas transzkripciés faktorokkal
is képes egylittmiikddni, példaul a Yapl transzkripciés faktorral
asszocialodva indukalja szamos gén atirasat. Az Skn7 a H2O altal keltett
oxidativ stressz alatt aktivalodik és komplexet vagy heterodimert képez. Az
Skn7 fehérje a Hsfl hdsokk fehérjéhez hasonldan konzervalt DNS-kotd
domént tartalmaz. Az Skn7 fehérje egy DNS-k6td doménen kiviil még egy
masik, tgynevezett fogadd domént is tartalmaz. A fogadé domén képes
fontos az oxidativ stresszvalaszban (Mulford és mtsi, 2011; Krems és mtsi,
1996). Az Skn7 transzkripcios faktor két kiilonb6z6 szignalizacios Gtvonalon
keresztiil aktivalodhat. Egyrészt ozmotikus stressz hatasara az SInl hisztidin
kinaz foszforilalja az Skn7 D427 aszpartat fogaddo doménjét, és ezaltal az
Skn7 ozmotikus stresszvalasz elemeket indukal. Ezzel szemben az oxidativ
stresszvalaszban nem sziikséges az Skn7 D427 fogadd doménjének Sinl
altali foszforilacioja. Az Skn7 sejtmagba torténd lokalizaciojakor ugyanis
egylttmikodik a Yapl fehérjével €és igy szamos oxidativ stressz valasz
fehérje génjének aktivalasaban vesz részt (1. abra). Ilyen gének példaul a
tioredoxint ¢és tioredoxin-reduktazt kodolo TRX2, TRR1, valamint a
tioredoxin-peroxidazt kodoldo TSAL, illetve a GPX2 (glutation-peroxidaz),
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AHP1 (tiol-specifikus peroxidaz génje), CCP1 (mitokondrialis citokrom c
peroxidaz génje), és CTT1 (citoszolikus katalaz T génje) ( He, 2009).

Plazma membran

SLN1-P
YAP1 — YAP1 ox
YPD1 -P —\ \
SSK1-P SKN7-D427-P &5 SKN7 YAP1 ox
_‘ Ozmotikus Oxidativ
stressz valasz stressz
HOGI! ozmotikus gének valasz
stressz MAPK. ut genek

crer

utvonalban betoltott szerepe (He és mtsi, 2009) Az SLN1-P, YDP-1, SSK-1 ¢és az
SKN7-D427-P a fehérjék foszforilalt formai. Az SKN7 D427 doménje
foszforilaloédik az SLNI1 utvonal ozmotikus stressz altali aktivacidjanak hataséara
(balra). Az SKN7 oxidativ stressz hatasara a YAP1 transzkripcios faktorral 1ép
kolcsonhatasba és vesz részt az oxidativ stresszvalasz gének indukalasaban (jobbra).
Az SKN7 oxidativ stresszvalasz szerepe fiiggetlen a D427 fogadé doménjének
SLN1 altali foszforilaciojatdl. Az ,,0x” a YAPI transzkripcios faktor oxidativ
stresszvalasz hatasara létrejovo ismeretlen modosulasait jelenti.

Ezen tilmenden a S. cerevisiae élesztOben az Msn2/4 transzkripcids
faktorok, mint ,altalanos stresszvalasz” regulatorok szamos védekez6
folyamatot képesek szabalyozni. Ezen beliill a kiilonb6z6 kornyezeti

stresszhatasoknak kitett élesztd sejtben szamos oxidativ stresszvalasz gént
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indukalnak. Emellett a Hsfl hésokk fehérje is fontos szerepet jatszik a S.
cerevisiae stressz elleni védekezésében, mivel ez a transzkripciés fehérje
nemcsak a hostressz alatt aktivalodik, hanem az oxidativ stresszre adott
valaszban is (Toledano ¢és mtsi, 2003). A citoplazmaban 1év6 redox
folyamatokban résztvevd tioredoxin fehérjék normal, stresszmentes
koriilmények kozott megfigyelt redukalt allapotukat (Trx"?) elveszitik, és
oxidalédnak (Trx®) ha H20.-dal taldlkoznak (2. abra). E folyamat
kovetkezményeként az Msn2 fehérje egyre nagyobb mennyiségben 1ép be a
sejtmagba, ahol a stresszvalasz elemekkel (STRE) interakcioba lépve szamos
stresszvalasz gén kifejez0dését aktivalja. Ugyanakkor a Hsfl fehérje a
promoter régidjukban hésokk valasz elemeket (HSE) tartalmazé génekkel hat
kolcson (2. abra). Oxidativ stressz alatt a Hsfl transzkripcios faktort
»tapanyag-¢érzékeld” protein kinazok szabalyozzak, mint az Snfl és a PKA
fehérjék. Az Snfl egy AMP-fiiggd szerin/treonin protein-kinaz, amely
foszforilalja, ezaltal gatolja az Msn2 aktivacidjat. A PKA fehérje pedig egy
CAMP-fiiggd porein kinaz, amely szintén az Msn2 negativ regulatora. A PP1
végzi. A PP1 tehat defoszforilalja az Msn2-t, amellyel negativan hat az Snfl
aktivaciojara, €és ezaltal két Gitvonalat is biztosit az Msn2 aktivacidjanak. Az
Msn2 szabalyozza a Yakl szerin-treonin protein kinaz génjének
expresszidjat, amelyet a PKA foszforilal és ezéltal gatolja a Yak1 fehérjét. A
Yacl kevés rendelkezésre allo gliikoz jelenlétben foszforilalja és aktivalja az
Msn2/4 és Hsfl fehérjéket (Morano és mtsi, 2012; Mayordomo és mtsi,
2002; Estruch és mtsi, 1993) (2. abra).
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2. abra S. cerevisiae élesztében 1évé Msn2/4 és Hsfl transzkripcios faktorok
szabalyozasa (Morano és mtsi, 2012). Az Msn2/4 regulalasaban novekedést
szabalyozo fehérjék és oxidativ stresszvalasz fehérjék vesznek részt. A normal
esetben redukalt allapotban 1évé tioredoxin (Trx™’) H,O, hatdsara oxidalodik
(Trx®). Ennek hatasara az Msn2 fehérje belép a sejtmagba ahol olyan génekkel 1ép
kolcsonhatasba, amelyek promoteriikben stresszvalasz elemet (STRE) tartalmaznak.
A Hsfl hésokk fehérje a sejtmagban hésokk valaszelemet (HSE) tartalmazé
génekkel 1ép kapcsolatba. A Hsfl szintén az Snfl és a PKA szabdlyozésa alatt all,
illetve ismeretlen mechanizmus révén az oxidativ stressz is hatassal van
aktivaciojara.

2.5.2 A Schizosaccharomyces pombe gomba oxidativ
stresszvalaszanak szabalyozasa

Az eddigi kutatasi eredmények azt mutatjak, hogy a fonalas gombak -
igy az Aspergillus fajok is - filogenetikailag kozelebb allnak az S. pombe
hasad6 éleszt6hoz, mint a S. cerevisiaehez (Wang és mtsi, 2009; Kuramae és
mtsi, 2006). A S. pombe élesztében az az Spcl/Styl MAP kindz az ESR
(kornyezeti stresszvalasz) kozponti eleme. Ez a fehérje funkcionalisan

ortolog a S. cerevisiae Hogl MAP kinazzal (YLR113W). Az Spcl/Styl
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MAPK szignal utvonal nagyszamu fiziologiai folyamatra van hatéssal.
Befolyasolja a szexualis differencialodast, a mitotikus osztddast, tovabba az
ozmotikus, oxidativ, hé és egyéb kornyezeti stresszvalaszt (Millar, 1999;
Toone és Jones, 1999; Millar és mtsi, 1995; Shiozaki és Russell, 1995;
Degols és mtsi, 1996; Kato és mtsi, 1996; Degols és Russell, 1997; Shieh és
mtsi, 1997; Toone és mtsi, 1998). Az Spcl/Styl MAP kinaz utvonal oxidativ
stressz esetén Mak1-3 hisztidin kinazok altal aktivalodik (Toledano és mitsi,
2003). Az Spcl/Styl MAPK kaszkad oxidativ, ozmotikus, h6, H2O2, UV, és
mas egy¢éb stressz hatasara aktivalodik (Millar és mtsi, 1995; Degols és mtsi,
1996; Wilkinson és mtsi, 1996; Degols és Russell, 1997; Shieh és mitsi,
1997). Szamos mas transzkripciés faktor miikodésére hat, koziilik a
legfontosabb az Atfl és a Papl fehérjék. Ez utébbi nagyfokii homologiat
mutat a S. cerevisiae a Yapl transzkripcios faktoraval, amely az oxidativ
stresszvalasz koOzponti szabalyozoja. Mindkét fehérje bZIP-protein, és
oxidaciot kdvetden a sejtmagban akkumulalodnak (Toone és mtsi, 1998).

Az S. pombe Atfl transzkripcios faktora Spcl/Styl MAPK
szabalyozas alatt all és szubsztratja is ennek a kinaznak, akarcsak a Papl
oxidativ stressz valasz regulator fehérje, amely elsésorban alacsony H20-
hatasara aktivalodik (S. cerevisiae Yapl homolog) Ugyanakkor az Atfl
fehérje génjének expressziojat a novekvoé HoOz szint indukalja (Chen és mitsi,
2003; Takeda ¢és mtsi, 1995; Kanoh és mtsi, 1996; Shiozaki és Russell, 1996;
Wilkinson és mtsi, 1996). A Aatfl S. pombe torzsek sterilek voltak, és nem
¢élték meg a stacioner fazist (Takeda as mtsi, 1995; Shiozaki ¢s Russell, 1996;
Wilkinson és mtsi, 1996). Az Atfl fehérje H2O> hatasara oxidativ
stresszvalaszt indit el, ellenben az Atfl hianyaban a Papl transzkripcios
faktor szabalyozza S. pombe oxidativ stresszvalaszat (Toone, 1998; Toledano
és mtsi, 2003).
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2.5.3 A Candida albicans élesztogomba oxidativ
stresszvalaszanak szabalyozasa

A C. albicans gombafaj oxidativ stresszvalaszarol is szamos kutatasi
eredmény latott napvilagot (Nagahashi, 1998; Wenzel, 1995; Fradin ¢és mtsi,
2005; Enjalbert, és mtsi, 2006; Jakab és mtsi, 2014, 2015; Bertoti és mtsi,
2016). A C. albicans élesztében harom kiilonboz6 utvonal is indukaldédhat
oxidativ stressz hatasara. Ezek magukba foglaljak a Capl transzkripcios
faktort, a Hogl stressz aktivalt protein kinazt (PK), és a Rad53 DNS
karosodast ellenérzé pont (,,ckeckpoint”) kinazt (Xu és munkatarsai, 2013).

A C. albicans sejt HOG MAPK ftutvonalon az ozmotikus stressz
érzékelés mellett az oxidativ stresszre szintén reagal, mindez transzkripcios
valtozasokat indukal, és a C. albicans sejt adaptalodik a megvaltozott
koriilményekhez (Moye-Rowley, 2003; Hohmann, 2002).

Szamos fehérjéje koziil a Capl transzkripcios faktor kimagaslo
szerepet tolt be a human szervezetbe jutott C. albicans sejtek esetén a
neutrofil granulocitak altal keltett oxidativ stressz lekiizdésében (Fradin és
mtsi, 2005). Nagyfoka homologiat mutat a S. cerevisiae Yapl és az S. pombe
Pap1 fehérjékkel, amelyek az AP-1 fehérjecsaladba tartoznak (Toone és mtsi,
2001; Alarco és mtsi, 1999). A Capl fehérje a C. albicans virulenciajaban
t6lt be fontos szabalyozo szerepet, mint példaul a neutrofil granulocitak altali
sejtolés gatlasaban (Fradin és mtsi, 2005; Patterson és mtsi, 2013; Jain ¢és
mtsi, 2013).

Tovabba a C. albicans oxidativ stressz valaszaban a HOG SAPK
(stressz aktivalt MAPK) utvonal is jelentds szerepet jatszik, ugyanis H2O-
hatasara a Hogl fehérje a MAP kinaz kaszkadon keresztiil foszforilalodik, és
a sejtmagban akkumulalédik (Enjalbert és mtsi, 2006). A Hogl fehérje a
nagy H20. koncentracionak kitett C. albicans sejtekben aktivalodik,

hasonléan S. pombe Styl MAPK utvonallal. A C. albicansban megfigyelt
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jelenség valdszinti oka, hogy ezen human opportunista patogén gomba a
fert6zés soran a nagy ROS tartalmi kornyezethez adaptalodott (Smith és
mtsi, 2004). Tovabba, az S. pombe-ban Ilétrejott HoO» stresszben a Styl
MAPK kinaz elengedhetetlen a f6 kornyezeti stresszvalasz gének (CESR)
indukalasaban, amelyek tobbek kozott fontos antioxidans enzimeket
kodolnak, példaul katalazt vagy glutation peroxidazt (Chen és mtsi, 2003).
Azonban a C. albicans Hogl fehérjéje nem sziikséges az antioxidans gének
aktivalasaban H>O indukalta stresszben (Enjalbert és mtsi, 2006). Ehhez
fiz6d6en da Silva-Dantas és munkatarsai kutatasaikban azt a magyarazatot
vetették fel, hogy a C. albicans Hogl fehérjéjének valosziniileg csupan poszt-
transzkripcids szinten van szerepe ebben a folyamatban (da Silva-Dantas,
2015). A Hog 1 fehérje a Pbs2 MAPKK fehérjétdl fiiggd modon aktivalodik
oxidativ stressz hatasara (Arana és mtsi, 2005). A Pbs2 MAPKK-t pedig a
Ssk2 MAPKKK regulalja (3. abra). Tovabba fontos megfigyelés volt, hogy a
mitokondrialis biogenezis faktor, a Fzol hianyanak kovetkeztében a Hogl
fehérje H20.-ra érzékenyebb volt, mint az Fzol fehérje jelenlétében (Thomas
és mtsi, 2013). Mindemellett két redox szenzitiv antioxidans enzim is
szabalyoz6 hatassal volt a Hogl oxidativ stressz hatasara torténd
aktivacidjara, a tioredoxin peroxidaz enzim, a Tsal, valamint a tioredoxin
enzim, a Trx1 (da Silva Dantas és mtsi, 2010; Veal és mtsi, 2007) (3. abra).
A Tsal fehérjének kiilonlegesen fontos szerepe van a Hogl H20O2-indulalta
foszforilacidjaban, ugyanis két cisztein oldallancot tartalmaz, amelyek részt
vesznek a H20O: tioredoxinhoz kapcsolt katalitikus redukcidjaban. Tovabba a
Trx1 fehérje fontos a Capl fehérje H202 stressz kivaltotta aktivacidjaban (da
Silva Dantas és mtsi, 2010). Mindezek azt mutatjak, hogy a Trx1/Tsal
rendszer kozponti szabalyozd szereppel rendelkezik a C. albicans oxidativ

stresszvalaszanak koordinalasaban (3. abra) (da Silva Dantas és mtsi, 2010).
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Hasonlo6 szabalyozoé funkciot a S. pombe Styl MAPK ttvonal kapcsan
Is kimutattak, ugyanis ez a MAPK szintén kolcsonhatasba 1ép mas
transzkripcids faktorokkal az oxidativ stressz szabalyozasakor (Dantas és
mtsi, 2015; Enjalbert és mtsi, 2006; Chen és mtsi, 2003). A Hogl H.O>
hatasara torténé aktivaciojanak kovetkeztében az Mkcl (MAP kinaz protein)
foszforilalodik. Viszont errdl a fehérjérél korabban kimutattdk, hogy H20-
indukélta stresszben a sejt tulélésében betoltott szerepe elhanyagolhatéd
(Navarro-Garcia és mtsi, 2005). Tovabba az Skol fehérje stressz hatasara
szintén Hogl-fiiggé modon foszforilalodik. Ugyanakkor a Hogl fehérjének
nincs jelentés szerepe a C. albicans oxidativ stresszvalaszanak
szabalyozasaban (Enjalbert és mtsi, 2006), ami miatt a Skol fehérjének is
csak masodlagos szerepe lehet a H2O> hatasara bekovetkezett transzkripcios
valtozasokban. Mindezért feltételezhetd, hogy egyéb, még feltarasra vard

Hogl targetek 1étezhetnek (3. abra) (Dantas és mtsi, 2015).
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3. abra A C. albicans gombaban H,O hatasara indukalodott Hogl SAPK
utvonal. A Hogl fehérje H,O; stressz alatti aktivatorai zold szinnel jelzettek,
Ezek koz¢é tartozik a stresszvalasz regulator fehérje (Sskl), a redox szenzitiv

antioxidansok (Tsal és Trx1), valamint a mitokondrium biogenezis faktor
(Fzo1) (Dantas és mtsi, 2015).
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2.6 Az Aspergillus fajok AtfA transzkripciés faktoranak szerepe

Hagiwara és munkatarsai bé egy évvel ezel6tt harom kiilonb6zo
Aspergillus faj Osszehasonlito genomikai elemzését végezték el. Az A.
fumigatus, A. niger, és az A. oryzae gombafajok hifaibol, nyugalmi allapot
sporaibol  és egy oOrdn 4t inkubdlt konidiosporaibol  szarmazo
transzkriptomokat  hasonlitottak  0ssze (Hagiwara és mtsi, 2016).
Eredményeikben azt lattak, hogy az AtfA transzkripcios faktor mind a harom
gombafaj esetében pozitivan szabdlyozza a konidiospordkban 1évo
stresszgéneket, illetve negativan hat a csirdzasi folyamathoz kapcsolddd
génexperssziora (4. abra). Ennek alapjan a kutatok azt feltételezik, hogy az
AtfA fehérjének jelentds szerepe van az Aspergillus gombasprorak nyugalmi
allapotanak fenntartasiban. Ezen belil az A. fumigatus esetében az
altalanosan  konidiogenezishez — kotheté gének  AtfA-fiiggd modon
expresszalodtak, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az AtfA dontd szerepet
jatszik a konidiosporak stressz tolerancidjanak a biztositdsaban (Hagiwara €s
mtsi, 2016).
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A Kozés CAGs B Kozos GeAGs

A. fumigatus A. fumigatus
(687 gén) (766 gén)

N-Y,
y

A. niger A oryzae A. niger A. oryzae
(694 gén) (812 gén) (1241 gén) (749 gén)

4. abra Az Aspergillus fajok k6z6s konidium asszocialt génjeit (conidia associated
genes: CAGSs) ¢s csirazashoz kapcsolt génjeit (germination-associated genes:
GeAGSs) osszehasonlitdo kordiagram (Hagiwara és mtsi, 2016) A) A CA gének
kozott 91 talalhaté meg mind a harom fajban, amely a gének csupan 11.2 — 13.2 %-a
(piros szin). B) A harom fajban 391 koz6s gén talalhato a CeA gének kozott, amely
a gének 31.5 — 52.2 %-a (kék szin).

2.6.1. Az Aspergillus fumigatus AtfA transzkripcios
faktoranak szerepe

Az A. fumigatus datfA mutans torzse érzékenyebben reagalt oxidativ
¢és hostresszre, mint a vadtipus (Hagiwara és mtsi, 2014).

Korabban kimutattdk, hogy a CatA, Cu/Zn szuperoxid dizmutdz
(sodl) és a trehaloz szintaz (tpsA) gének nagymértékben expreszalodtak az A.
fumigatus konidiumaiban (Paris és mtsi, 2005; Lombou és mtsi, 2010, Al-
Bader és mtsi, 2010). Tovabba transzkriptomikai analizissel alatamasztottak,
hogy az AtfA transzkripcios faktor kiilonbozd stresszvalasz gének, mint
példaul catA, dprA, scfl és a conJ gének expressziojat is szabalyozza ezen
gomba sporazasi fazisaiban. A dehidrinszerti DprA fehérje az A. fumigatus
konidiumaiban fellépd oxidativ stressz elleni védelemben meghatarozo

szerepet tolt be. A dehidrinszeri fehérjék nem rendelkeznek meghatarozott
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hajtogatodasi és haromdimenzids szerkezettel, de kiilonb6zé szerkezeti
motivumok, mint példdul a-hélix szerkezet felvételére képesek (Koag és
mtsi, 2003). A DprA, mint chaperon fehérje vesz részt az A. fumigatus
oxidativ stressz elleni védekez6 mechanizmusaiban (Hoi és mtsi, 2011). A
ConJ egy konidium-specifikus fehérje, amely spoérazaskor és fény hatasara
indukalodik. Oxidativ stressz alatt mindkét fehérje AtfA-fiiggé modon down-
regulalodik (Hagiwara és mtsi, 2014). Az Scfl molekula egy hésokk protein
csaladba tartozo fehérje és jelentés homologiat mutat a S. cerevisiae HSP12
kiszaradastol, a hésokktol, az ozmotikus és oxidativ stressztdl (Welker és
mtsi, 2010). A. fumigatus gombaban az AtfA pozitivan szabalyozza e fehérje
génjének expressziojat. Emellett az AtfA fehérje reguldlja a konidiumokban a
HOG MAPK futvonalat, amely fontos szerepet jatszik ennek a gombafajnak a

stresszvédelmi rendszereiben (Hagiwara és mtsi, 2014).

2.6.2 Az Aspergillus oryzae AtfA transzkripcios faktoranak
szerepe

Az A. oryzae gombédban harom kiilonb6zé ATF-tipusu fehérje
talalhato, amelyek koziil az AtfA-t és az AtfB-t funkcionalisan is jellemezték
(Sakamoto és mtsi, 2008, 2009). A AatfA mutans toérzs a AatfB mutans
torzshoz viszonyitva stresszre érzékenyebb fenotipussal rendelkezett, és
csirazasi rataja is sokkal kisebb volt. Az atfA és atfB dupla mutans viszont a
AatfAd és a AatfB mutansokhoz képest szdmos stresszre, koztiikk az oxidativ
stresszre, UV sugarzasra és hostresszre IS még szenzitivebben reagalt
(Sakamoto és mtsi, 2009).

Az A. oryzae AtfA ¢és AtfB fehérjék szamos gén expresszidjat
kozosen szabalyozzak, viszont az AtfA transzkripcids faktor szamos olyan

fehérje génjének indukcidjat is befolyasolja, amelyét az AtfB nem. Ezek
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kozott olyan géneket talalunk, amelyek az A. oryzae oxidativ stressz
metabolizmuson  keresztil bekapcsolodik a csirazds folyamatanak
szabalyozasaba is. Ugyanis nitrat minimal taptalajon a vad tipusu és Aatf4
mutans torzs csirazasi rataja ugyanolyan volt, azonban glutamat egyediili
nitrogén-forrason a AatfA mutans térzs csirdzasi ratdja ndvekedett.
Mindemellett a Aatf4A mutans torzs konidiumai kevesebb glutamatot
tartalmaztak, amely molekula a konidiumokban megtalalhatdo legf6bb
aminosav tipus. Mindez azt mutatja, hogy az AtfA fehérje kontrollalja a
konidiumokban torténé aminosav felhalmozodast, amely nélkiilozhetetlen a

megfeleld csirazashoz (Sakamoto és mtsi, 2009).

2.6.3 Az Aspergillus nidulans AtfA transzkripcios fehérjéje

Az A. nidulansban is megtalalhatok az S. pombe Atfl és Papl
fehérjékhez  hasonld  szerkezeti  molekuldk, melyek  kiilonb6zd
stresszvalaszok szabalyozasaban vesznek részt (Pocsi és mtsi, 2005; Balazs
¢s munkatarsai, 2010; Hagiwara és munkatarsai, 2008; Asano és munkatarsai
2007). Az A. nidulansban zajlo szabalyozo folyamatok nagyfoku homologiat
mutatnak a S. cerevisiae és a S. pombe élesztékben lejatszodo folyamatokkal
(Balazs ¢és mtsi, 2010). Az A. nidulans AtfA transzkripcioés faktora
altalanosan az oxidativ és ozmotikus stresszvalaszért felelds a hasado élesztd
fajban, valamint az Styl MAPK utvonal szabalyozasa alatt all (Toledano és
mtsi, 2003). Balazs és munkatasrai 2010-ben leirtak, hogy a Aatfl S. pombe
ozmotikus stressz toleranciaja részben helyreallt mind felileti, mind
stillyesztett kultrakban, ha a hianyz6 allélt az A. nidulans atfA génjével
helyettesitették. Kovetkezésképp az AtfA valdban funkcionalis ortologja a
hasado6 élesztd Atfl fehérjéjének (Balazs és mtsi, 2010).
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Tovabba kimutattak, hogy az Aspergillus nidulans AatfA mutans
csokkent toleranciat mutat az oxidativ stresszt kivaltd agensekkel szemben.
Ennek ellenére altalanosan stressz érzékeny fenotipus nem jott 1étre, ugyanis
ozmotikus és diamid okozta oxidativ stresszre a mutans térzs nem volt
érzékeny (Hagiwara és mtsi, 2008). E jelenség hatterében az allhat, hogy mas
szabalyozd faktorok is részt vehetnek a kiilonbozo stresszvalaszok
szabalyozasaban (Baldazs ¢és msti, 2010). Ilyen fehérje lehet a NapA
ortolog molekula (Hagiwara és mtsi, 2008). Ez a fehérje szdmos oxidativ
stressz alatti folyamatért felelds, koztik a hifa novekedését szabalyozza
(Asano és mtsi 2007).

Az A. nidulans gombaban kimutattak, hogy az AtfA transzkripcios
faktor interakcioba 1ép a konidiumokban a SakA MAPK ¢és a HOG MAPK
utvonalhoz tartozo fehérjékkel (Lara-Rojas és mtsi, 2011). Valamint leirtak,
hogy az AtfA a HogA/SakA jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyozza az
ozmotikus ¢és oxidativ stresszvalaszhoz sziikséges gének expresszidjat

(Balazs és mtsi, 2010).

45



3. Eredmények

3.1 A vizsgalt Aspergillus gombafajok eltéré oxidativ
stressztiirése H202 és MSB kezelést kovetoen

A 17 fajt reprezentald 18 Aspergillus torzs esetén az oxidativ stressz
vizsgalatokban a peroxid stresszt okozo H.O:-t, valamint a szuperoxid
anionok felhalmozodasat kivalto MSB-t hasznaltuk. A stresszkezelés utdn a
gombatenyészeteket 37 °C-on 5 napig, 25 °C-on 5 és 10 napig inkubaltuk. Az
Aspergillusok stressz vizsgalatai nagyon kiilonb6z6 adatokat eredményeztek
(2. és 3. tablazat).

A H202 és MSB stresszor tartalmu taptalajon tenyésztett és vizsgalt
18 Aspergillus torzs (6sszesen 17 fajt reprezentald torzsek) koziil a két A.
niger torzs esetében kiemelkedd peroxid toleranciat figyeltem meg (2.
tablazat). Ugyanis 37 °C-on és 5 napon at tartd inkubaciot kovetéen az A.
niger CBS 113.46 vadtipusu torzs 36,0 mM H2O. koncentracid jelenlétében
is képes volt novekedni, mig a modellorganizmusként hasznalt A. niger N402
torzs esetében a minimalis gatlo koncentracio (MIC) 30,0 mM volt (5. abra).
Szintén kiemelked6en oxidativ stressz tolerans volt az A. nidulans (MIC:
30,0 mM H20,) és A. oryzae Rib40 gombatorzsek (MIC: 36,0 mM H20) (5.

abra és 2. tablazat).
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Aspergillus niger (CBS 113.46)

Kontroll 30,0 mM H,0,

Aspergillus niger (NCCB 402)

Konitroll 240 mM H,0, 30,0 mMH,0, 36,0 mM H,0,
Aspergillus nidulans (FGSC A4)

Kontroll 240 mMH,0, 30,0 mMH,0, 36,0 mM H,0,

Aspergillus oryzae (Rib40)

Kontroll 30,0mMH,0, 360mMH0, 42,0 mM H,0,

5. abra Az Aspergillusok kiemelkedé H:O, stressz tolerans
fajai 37 °C-on valo 5 napig tartd inkubacio utan: A. niger (CBS
113.46 és NCCB 402), A. nidulans (FGSC26), A. oryzae (Orosz

és mtsi, 2018; http://mwww.fung-stress.org/).

Ugyanakkor az A. fumigatus volt a legérzékenyebb a H>O. indukalta
stresszben, és esetében a H2O2 MIC értéke 3,0 mM volt 37 °C-0s 5 napos

inkubaciot alkalmazva (6. abra és 2. tablazat).

47



Aspergillus fumigatus (Af293)

Kontroll 20mMH,0, 30mMHO, 50mMHO,

6. abra Az Aspergillusok koz6tt a H.O, stresszre
legérzékenyebb faj 37 °C-on vald 5 napig tartd inkubacot
kovetéen: az A. fumigatus (Orosz és mitsi, 2018;
http://www.fung-stress.org/).

Az MSB kivaltotta oxidativ stressz esetén az A. brasiliensis gombafaj
volt a legtoleransabb a 17 faj koziil, ugyanis a MIC értéke 1,2 mM volt, mig a
legérzékenyebb fajnak szintén az A. fumigatus bizonyult (MIC: 0,024 mM
MSB) (7. abra és 3. tablazat) (de Vries és mtsi, 2017; Orosz és mtsi, 2018;
http://www.fung-stress.org/).

Aspergillus brasiliensis (CBS 101740)

Kontroll 092 mMMSB 1,06 mMMSB 120 mM MSB

Aspergillus fumigatus (Af293)

Kontroll 0,024 mM MSB 0,048 mM MSB
Aspergillus nidulans (FGSC A4)

N

Kontroll  0,14mMMSB 0,19 mM MSB 0,24 mM MSB
7. abra Az Aspergillusok kozott a MSB stresszben legtoleransabb
fak az A. brasiliensis volt, mig a legérzé¢kenyebb az A. fumigatus
37 °C-on vald 5 napig tartd inkubacot kovetden (Orosz és mitsi,
2018; http://www.fung-stress.org/).
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A 17 faj stressz tolerancia sorrendje szemmel lathatdan megvaltozott,
ha az inkubacids id6t 25 °C inkubacioés hdmérséklet mellett 5 naprol 10 napra
noveltiik (2. és 3. tablazat). Mindez a stressz-adaptacios folyamatokat is
mutatja, ilyen példaul A. versicolor telepek 25 °C-on 10 napig tarto MSB
jelenlétében megfigyelt novekedése (3. tablazat).

Tovabba a sporaztatasra hasznalt taptalajok Osszetétele ¢€s
hémérséklete is fontos szerepet toltenek be ezen gombak stressz tolerancia
valtozasai szempontjabol. Ugyanis azt figyeltik meg, hogy A. fumigatus és A.
nidulans stressztiirése szignifikdnsan javult malata kivonatot tartalmazo
mikoldgiai peptonon torténd sporaztatas hatasara, illetve a tenyésztési
hémérséklet 25 °C-rol 37 °C-ra torténd emelésekor (de Vries és mtsi, 2017,

Orosz és mtsi, 2018; http://www.fung-stress.org/) (3. tablazat).
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2. tablazat A 17 fajt reprezentalo 18 Aspergillus torzs HoO; stressz agens okozta oxidativ stressz toleranciajanak novekedési sorrendje.

H20:2 stressz kisérletek eredményei

(Stressz tolerancia sorrend*)

37°C,5d 25°C,5d 25°C,10d
1. A nidulans (spéraztatas: NMM, 37 °C) 1. A nidulans (sporaztatas: NMM, 37 °C) 1. A. niger CBS 113.46
2. Al nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 37 °C) A. niger CBS 113.46 A. niger NCCB 402
A. niger CBS 113.46 A. niger NCCB 412 A. oryzae
A. oryzae 4, A flavus 4.  A.glaucus (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve)
5.  A. brasiliensis A. glaucus (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve) A. nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 37 °C)
A. nidulans (spéraztatas: malétés téptalaj, 25 °C) A. oryzae A. fischeri
A. niger NCCB 402 A. wentii 7. A acidus (foetidus)
8.  A.acidus (foetidus) A. fischeri A. flavus
A. tubingensis 9.  A. acidus (foetidus) A. nidulans (spéraztatas: NMM, 37 °C)
A. fischeri A. versicolor A. versicolor
11. A flavus 11. A tubingensis A. wentii
12.  A.terreus 12. A brasiliensis 12. A.tubingensis
13. A carbonarius A. glaucus (NMM + 1,0 M NaCl-on tenyésztve) 13. A brasiliensis
14. A. aculeatus A. nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 37 °C) A. carbonarius
A. clavatus 15. A terreus A. glaucus (NMM + 1,0 M NaCl-on tenyésztve)
16. A. fumigatus (sporaztatas: NMM, 37 °C) 16. A.carbonarius A. nidulans (spéraztatas: malatas taptalaj, 25 °C)
17. A fumigatus (sporaztatas: malatés taptalaj, 25 °C) 17. A aculeatus A. terreus
18. A fumigatus (sporaztatas: malatés taptalaj, 37 °C) A. glaucus (NMM + 0,5 M NaCl-on tenyésztve) 18. A. aculeatus

Folytatas a kdvetkezd oldalon.

50




Folytatas az el6z6 oldalrol.

A. nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 25 °C) A. clavatus

A. sydowii A. glaucus (NMM + 0,5 M NaCl-on tenyésztve)
21. A.clavatus A. sydowii
22.  A. fumigatus (spéraztatas: NMM 37 °C) A. wentii (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve)

A. wentii (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve) 23. A. fumigatus (spéraztatas: NMM, 37 °C)
24. A fumigatus (sporaztatas: malatas taptalaj, 25 °C) 24. A. fumigatus (sporaztatas: malatés taptalaj, 25 °C)
25.  A. fumigatus (sporaztatas: malatés taptalaj, 37 °C) A. fumigatus (sporaztatas: malatas taptalaj, 37 °C)

* Az 18 Aspergillus torzs stressz tolerancia sorrendjét a stressz indukalo agensek azon koncentracioinak figyelembevételével

hataroztuk meg, amely a tenyészetek 100 %-os, vagy kozel 100 %-0s novekedés gatlasat okoztak.
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3. tablazat A 17 fajt reprezentalo 18 Aspergillus torzs MSB stressz agens altal keltett oxidativ stressz toleranciajanak novekedési sorrendje.

MSB stressz kisérletek eredményei

(Stressz tolerancia sorrend*)

37°C,5d 25°C,5d 25°C,10d
1. A brasiliensis** 1. A bDrasiliensis A. brasiliensis
2. A nidulans (spéraztatas: malatas taptalaj, 37°C) 2.  A. aculeatus A. aculeatus
A. oryzae A. wentii (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve) A. versicolor
4. A aculeatus 4, A carbonarius A. wentii (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve)
A. flavus 5. A.wentii 5. A.carbonarius
A. fumigatus (spéraztatas: malétés téptalaj, 37 °C) 6. A.niger NCCB 402 6 A. terreus
7. A nidulans (spéraztatas: NMM, 37 °C) 7. A fumigatus (sporaztatds: malatas taptalaj, 37 °C) A. wentii
A. fischeri A. glaucus (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve) 8.  A.niger NCCB 402***
9. A terreus A. nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 37 °C) A. nidulans (spoéraztatas: malatas taptalaj, 37 °C)***
10. A carbonarius A. flavus 10.  A.niger CBS 113.46***
A. nidulans (sporaztatas: malatas taptalaj, 25 °C) 11.  A.versicolor 11. A.flavus
A. niger CBS 113.46 12. A acidus (foetidus) 12.  A. fumigatus (sporaztats: malatés taptalaj, 37 °C)
A. niger NCCB 402 A. clavatus 13.  A. glaucus (NMM + 2,0 M szorbiton tenyésztve)
14. A acidus (foetidus) A. nidulans (sporaztatas: NMM, 37 °C) 14.  A.tubingensis
A. tubingensis A. oryzae A. acidus (foetidus)
16. A.clavatus A. terreus A. clavatus
17. A fumigatus (sporaztatas: NMM, 37 °C) A. tubingensis A. nidulans (spéraztatas: malatas taptalaj, 25 °C)
18. A. fumigatus (sporaztatas: malatés taptalaj, 25 °C) A. fischeri A. oryzae

Folytatas a kdvetkezd oldalon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

19. Al nidulans (spéraztatas: malatas taptalaj, 25 °C) A. sydowii

A. niger CBS 113.46 A. fischeri

A. sydowii 21. A nidulans (sporaztatas: NMM, 37 °C)
22. A fumigatus (sporaztatds: malatas taptalaj, 25°C)  22.  A. glaucus (NMM + 0,5 M NaCl-on tenyésztve)
23. A.glaucus (NMM + 0,5 M NaCl-on tenyésztve) 23. A fumigatus (sporaztatas: malétas taptalaj, 25 °C)
24. A. glaucus (NMM + 1,0 M NaCl-on tenyésztve) A. glaucus (NMM + 1,0 M NaCl-on tenyésztve)
25. A fumigatus (sporaztatas: NMM, 37 °C) 25.  A. fumigatus (sporaztatas: NMM, 37 °C)

* Az 18 Aspergillus torzs stressz tolerancia sorrendjét a stressz indukalo agensek azon koncentracioinak figyelembevételével
hataroztuk meg, amely a tenyészetek 100 %-os, vagy kozel 100 %-os novekedés gatlasat okoztak.

** 75 %-os novekedés gatlas 1,2 mM MSB mellett.

*** 57-61 % -os ndvekedés gatlas 0,38 mM MSB mellett.
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3.2 Az atfA deléciojanak élettani hatasai az Aspergillus nidulans
gombafajban

stresszérzékenysége

Az A. nidulans kontroll és AatfA mutans torzs feliileti kultarak
stresszérzékenységét kiilon is megvizsgaltuk. Oxidativ stressz generalasara
0,12 mM MSB-t, 6,0 mM H202-t, 0,8 mM tBOOH-t és 2,0 mM dimaidot,
mig ozmotikus stressz indukalasaira 0,6 M NaCl-t alkalmaztunk. A
tenyészeteket 37 °C-on 5 napon at inkubaltuk. Eredményiil azt kaptuk, hogy
a AatfA mutans sokkal érzékenyebb volt MSB, H2O,, tBOOH jelenlétére,
mint a kontroll térzs. Ugyanakkor diamid és NaCl stresszkezelések hatasara a
két torzs novekedésében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. (8. abra; 4.

tablazat).

Control +MSB +H,0, +tBOOH +Diamide  +NaCl

THS30.3

TNJ92.4

8. abra A kontroll (THS30.3) és a datf4 (TNJ92.4) mutans gombatdrzsek stressz
érzékenységének Osszehasonlitdsa. A Petri csészék taptalajara pont inokulaltuk a
friss sporakat (10°), és 37 °C hémérsékleten 5 napon 4t inkubéltuk a tenyészeteket.
Az alkalmazott stresszor koncentraciok az alabbiak voltak: tBOOH: 0,8 mM, H20,:
6,0 mM, MSB:0,12 mM, diamid: 2,0 mM, és NaCl: 0,6 M.
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4. tablazat A kontroll és a AdatfA mutans gombatorzsek feliileti tenyészeteinek
stresszérzékenysége (Emri és mtsi, 2015).

Novekedés? Stresszkezelések
MSB H»0: tBOOH diamid NaCl
(0,22mM) | (6,0mM) | (0,8mM) | (20mM) | (0,6 M)
Tenyészetek  atmérdje | 82+3 84+6 70+8 34+3 56+4
(%) (kontroll torzs)
Tenyészetek  atmérdje | 52+3* 54+6* 41+6* 26+4* 57+4
(%) (datfA torzs)

*A két torzs kozotti szignifikans kiilonbséget a Student-féle t-teszttel ellenériztiik
(p<0,05).

%A tenyészetek novekedést az 5. napon atmérdjik lemérésével jellemeztik. A
tenyészetek atmér6jét a kezeletlen kulturaknal mért atmérék szazalékaban adtuk
meg. A tablazatban 4 fliggetlen mérés atlaga és szorasa szerepel.

3.2.2 Az Aspergillus nidulans kontroll és Aatfd torzsek
tenyészeteinek glutation-peroxidaz, glutaton-reduktaz,
katalaz, gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz és nitrat-
reduktaz enzimaktivitasa és szterin tartalma

Az A. nidulans kontroll és mutans torzsének razatott lombikos
tenyészeteit 16 oras novesztést kovetéen 0,12 mM MSB-vel, 0,8 mM
tBOOH-val és 2,0 mM diamiddal kezeltik. Az ezt kovetdo 4. 6raban a
tenyészetekbdl mintat vettiink a szterin tartalom meghatarozasahoz. Azt
tapasztaltuk, hogy az MSB, tBOOH, diamid kezelések hatasara a NR (nitrat-
reduktdz) aktivitasok szignifikdnsan csokkentek mindkét térzsben, kivéve az
MSB-vel kezelt AatfA torzset, ahol aktivitas novekedést tapasztaltunk (5.
tablazat).

A GR (glutation reduktaz), GPx (glutation peroxidaz) és katalaz
torzs  estében oxidativ

aktivitdsok  mindkét megnovekedtek az

stresszkezelések hatasara (5. tablazat).
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Az MSB, tBOOH, diamid kezelések érdemben nem befolyasoltak a

specifikus G6PDH (glikoz-6-foszfat dehidrogenaz) aktivitasokat egyik

torzsben sem az adott vizsgalati koriilmények kozott (5. tablazat).

szterin tartalmat (5. tablazat).

A harom stresszor koziil a tBOOH jelentdsen csokkentette a sejtek

5. tablazat A kezelt és kezeletlen tenyészetek specifikus enzimaktivitasai és szterin
tartalma (Orosz ¢és mtsi, 2017).

NR G6PDH GR GPx Kataliz Szterin
Tenyészetek (mkat/kg (mkat/kg (mkat/kg (mkat/kg (kat/kg tartalom
fehérje) fehérje) fehérje) fehérje) fehérje) (ng/mq)
Kontroll torzs 2,6+0,3 8,0=x1 3,8+0,5 0,40+ 0,04 0,20+ 0,02 58+0,6
kezeletlen
Kontroll torzs 1,6 £0,3* 85+1 4,8 +£0,6* 0,51 +0,06 0,38+0,03* 5,7+0,2
MSB
Kontroll torzs 0,3 +0,1* 8,3+0,9 4,4+0,6* 0,57+0,06* 0,40+0,03* 3,3+£0,2*
tBOOH
Kontroll torzs 0,6 £0,1* 78+1 4,5+0,5* 0,77+0,08* 0,30+0,03* 7,0+0,7
diamid
AatfA torzs 28+0,3 74+09 34+0,4 0,33+ 0,04 0,18 +0,02 6,8 +0,7
kezeletlen
AatfA torzs 3,1+0,4* 8,0+1 4,6 +£0,5* 0,46 +£0,06* 0,43+0,04* 57+04
MSB
AatfA torzs 0,3+0,1* 7,7+0,8 48 +0,5* 0,58+ 0,06* 0,44+0,04* 2,7+0,2*
tBOOH
AatfA torzs 0,7+0,1* 8,1+1,2 4,6 £0,4* 0,44+ 0,056 0,43+0,04* 7.3 £0,3
diamid

A tablazatban atlagolt + S.D. értékek talalhatok.

“A kezeletlen tenyészetek esetében a Student-féle t-teszttel kapott értékektol
szignifikansan kiilonb6z6 értékek (p < 0,05; n = 3).
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3.3 Az Aspergillus nidulans AtfA transzKkripciés faktoranak
hianyaban  bekovetkezett genomszintii  transzkripcios
valtozasok

3.3.1 Az Aspergillus nidulans torzsek kezelt és kezeletlen
tenyészeteivel végzett microarray vizsgalat és az RT-
qPCR meghatarozas eredményei

A kontroll és a datfA torzsek 16 oran at razatott lombikos tenyészeteit
0,12 mM MSB, 0,8 mM tBOOH és 1,8 mM diamid stresszorokkal kezeltiik.
A stresszkezelést kovetd 30. perceben a torzsek kezelt és kezeletlen
tenyészeteib6l mintat vettiink. A mintak liofilizalt micéliumaibol RNS-t
izolaltunk, amelyeket a DNS-chip és RT-qPCR vizsgalatokhoz hasznaltunk
fel.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kiilonféle oxidativ stresszhatdsok
altal egyiittesen szabalyozott 1265 gén (,,Core Oxidative Stress Response”,
vagy COSR gének) koziil tobb, mint 1000 gén expresszids mintdzata
valtozott meg mind a Adatf4 mutans térzsben, mind a kontroll torzsben MSB,
tBOOH ¢és diamid okozta stresszben (10. abra).

A transzkripcids valtozasok mértékét a 10. tablazatban szerepld 35
gén esetében RT-qPCR segitségével is meghataroztuk. A microarray és az

RT-qPCR vizsgalatok eredményei jol korrelaltak egymassal (9. abra).
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9. abra A microarray ¢és az RT-qPCR adatok kozott megfigyelt korrelacio az A.
nidulans kontroll (a) és Aatf4A mutans (b) torzsben. Az MSB, tBOOH ¢és diamid
stresszkezelések kovetkeztében mind a 35 génhez térzsenként harom kiilonbozé adat
tartozik. Ezaltal az (a) és (b) grafikonok 105 adatot abrazolnak (Orosz és mitsi,
2017).

Tovabba a COSR gének koziil a kontroll tdrzsben 79 gén up-

regulalodott, mig 73 gén down-regulalodott, azaz Osszesen 152 gén
expresszidja valtozott meg (10a. abra). Ugyanakkor ez a szam a Aatf4
mutans térzsben 53 up-regulalodott és 163 down-regulalodott gén volt, azaz
minddsszesen 216 génre volt hatassal az AtfA fehérje hiany. Mindezek a
valtozasok a COSR gének minddssze 6-10 %-at érintik (10b. abra) (Orosz és
mtsi, 2017).

Osszességében 1557 gén expresszioja mutatott AtfA-fiiggést a Aatf4
mutans torzsben legalabb egyféle stresszkezelés hatasara, amelyek koziil 785
up-regulalodott és 772 down-regulalodott gén volt. (10c. abra). A legtobb
AtfA-fiiggd gént az MSB stressz-fliggé gének kozott talaltam. Ugyanis az
AtfA-fiiggd gének koziil 370 up-regulalodott és 513 down-regulalodott (883),
azaz a gének tobb mint 50 %-anak (57%) megvaltozott az expresszidja MSB
stressz alatt (10c. abra). Az 1557 gén koziil viszont mindossze 11 (0,7%) gén

miikddott ugyaniigy mind a harom stressz koriilményben (tBOOH, MSB,
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diamid) AtfA-fliggd modon. A gének tObbségénél azt lattuk, hogy
expressziojuk csak egy bizonyos stressz agens altal keltett stressz alatt

mutatott AtfA-fiiggést (10c. abra).

(@) Kontroll térzs (1381/1173)

MSB (636/653) diamid (493/357)

(e

BOOH (686/645)

(€)  AtrA-fiiggs gének (785/772)

() Aurfd torzs (1173/1083)

MSB (546/557) diamid (449/525)

314/188

4V
-/

fBOOH (504/638)

S

(d) Koregulalt gének (97/207)

MSB (370/513) diamid (154/120) Kontroll (79/73) Aatf4 (53/163)
e o
BOOH (332/258)

10. abra Az oxidativ stresszvalasz gének Venn-diagramja. (a) A kontroll torzs
stresszvalasz (up-regulalodott és down-regulalodott) génjeinek eloszlasa a
haromféle oxidativ stressz alatt. (b) A AdatfA torzs stresszvalasz (up-regulalodott és
down-regulalodott) génjeinek eloszlasa a haromféle oxidativ stressz alatt. (b) A
AatfA torzs stresszvalasz (up-regulalodott és down-regulalodott) génjeinek eloszlasa
a haromféle oxidativ stressz alatt. (C) Az AtfA-fiiggé gének eloszlasa a mutans
torzsbol hianyzo stressz fiiggésiikkel egyiitt (a kontroll térzs up-regulalodott és
down-regulalodott génjeit mutatva.) (d) A két torzs kozotti koregulalt gének
csoportjai (Orosz és mtsi, 2017).
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Osszességében az atfA gén torlésével az alabbi f6 stresszvalasz

szabalyozasban létrejott valtozasokat tapasztaltuk (6. tablazat, 1. fiiggelék):

Szamos gén (1045) expresszidja elvesztette stresszérzékenységét az
(1. fiiggelék).

Az AtfA hidnydban meglévd egyiittesen szabdlyozott (koregulalt)
gének szama és a géncsoport Osszetétele is megvaltozott a kontroll
torzsben megtalalhatdé COSR géncsoporthoz képest. Ugyanis az atfA
gén delécidja kovetkeztében 88 gén elveszitette korabbi ,koregulalt
természetét”, mig tovabbi 152 koregulalt génné valt.

Osszesen 312 tBOOH specifikus gén Aatf4 mutins torzsben MSB
stresszfliggést mutatott. Tovabbad 883 AtfA-fiiggd gén elvesztette
MSB stresszérzékenységét (10. abra).

Mindemellett, 52 diamid stressz-specifikus gén tBOOH stressz-
fliggést, mig 120 tBOOH-fiiggd gén diamid-fliggést kezdtek mutatni
az AtfA fehérje hianyaban (6. tablazat).

crer

gének.

Koregulalt természetét vesztett és koregulaltta valt gének szama 240
Megvaltozott stresszérzékenységli gének 1749
MSB stresszérzékennyé valt tBOOH specifikus gének 312
diamid stresszérzékennyé valt tBOOH specifikus gének 120
tBOOH stresszérzékennyé¢ valt MSB specifikus gének 94
diamid stresszérzékenny¢ valt MSB specifikus gének 88
MSB stresszérzékennyé valt diamid specifikus gének 81
diamid stresszérzékennyé valt tBOOH specifikus gének 52
MSB stresszérzékenységiiket elvesztett gének 883
tBOOH stresszérzékenységiiket elvesztett gének 590
diamid stresszérzékenységiiket elvesztett gének 274
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3.3.1 Az AtfA-fiiggést mutaté stresszvalasz gének

A géndusulasi vizsgalatok (,,gene enrichment analysis”) alapjan az

AtfA-fiiggd gének kozott az 7. tablazatban feltintetett GO kategoriak

dusulasat sikeriilt kimutatnunk.

7. tablazat A géndusulasi vizsgdlat eredményeként kapott AtfA-fliggd gének
csoportjai stressz-fiiggésiik szerint (Orosz és mtsi, 2017).

Vizsgalt

Gén ontoldgiai csoport (GO terms)

géncsoportok és funkcionalis kategéria(FunCat terms)

Stressz-fiiggés

AtfA-fiiggd médon up-reguldlédott gének

a-aminosav bioszintézis (GO) tBOOH
izoleucin, metionin, valin, arginin degradacio (FunCat) tBOOH
peroxiszomalis transzport (FunCat) tBOOH
zsirsav-anyagcsere (GO) tBOOH

AtfA-fiiggd médon down-reguldlodott gének

mitotikus sejtciklus (GO)

MSB, tBOOH, diamid

mitotikus testvér kromatid szegregacio (GO)

MSB, tBOOH, diamid

citokinézis (GO) MSB, tBOOH
riboszoma biogenezis (GO) tBOOH
transzlacié (GO) MSB, tBOOH
citromsav ciklus (FunCat) MSB

aerob l1égzés (FunCat) tBOOH

Fém ion homeosztazis (Na, K, Ca etc.) (FunCat) diamid

Az ER-b6I a Golgi-ba iranyul vezikularis transzport (GO) MSB

Tiz kivalasztott géncsoport viselkedését részletesebben is megvizsgaltuk:

1. A ,Riboszoma biogenezis gének” szignifikans dusuldsat lattuk a

harom stressz agens altal indukalt stressz alatt mind a kontroll, mind a

AatfA torzsben. MSB ¢és diamid stresszben egymastdl eltéré gének

down-regulalodtak, ezért a koregulalt gének szama nagyon kicsi (1)

volt (1l.c abra). Szamos gén, amely tBOOH vagy diamid
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stresszfliggd volt, AtfA hidnyaban MSB stresszfliggést mutatott, és a
koregulalt gének szama 1-r6l 43-ra nétt (11.a és b abra).

a)  Kontroll térzs (114) AatfA torzs (120)
MSB (36) diamide (30) MSB (106) diamide (46)
/BOOH (110) /BOOH (99)
¢)  Kontroll térzs (17/20) AatfA torzs (10/8)
MSB (11/11) diamide (3/6) MSB (7/1) diamide (2/4)
BOOH (7/9) BOOH (5/5)

€) AtfA-fiigeé gének (9/17)
MSB (7/10) diamide (0/3)

A
A

/BOOH (3/6)
11. abra ,,Riboszoma biogenezis” és ,,szignaltranszdukcios” gének stresszenkénti eloszlésa.
(a és b) A down-regulalddott ,,riboszéma biogenezis™ gének eloszlasa a haromféle stressz alatt
mind a kontroll, mind a Adatf4 torzsben. (¢ és d) Az up-regulaldédott/down-regulalodott
»szignaltranszdukcios” gének stresszenkénti eloszlasa a kontroll és Aatf4 torzsben. (e) A
kontroll térzsben megfigyelt a haromféle stressz alatt up-regulalodott és down-regulalodott
AtfA-fiiggd ,,szignaltranszdukcios” gének a AdatfA torzsben elveszitették stresszfiiggésiiket

(Orosz és mtsi, 2017).
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2.

4.

5.

A “Mitotikus sejtciklus” gének nagyszamban down-regulalodtak a
kontroll torzsben mind az MSB, a tBOOH és a diamid stresszben. Az
atfA delécioja viszont jelentdsen csokkentette a haromféle stressz alatt
down-regulalodott gének szamat (2. fiiggelék).

Az antioxidans enzimeket kodold gének up-regulacigjat figyeltiik
meg a kontroll és a Adatf4 térzsben mind a harom stressz esetén. Az
atfA  delécio csekély hatassal volt ezen géncsoport tagjainak
transzkripcidjara (2. fiiggelék). RT-qPCR meghatarozassal mindkét
kontroll és mutans torzsekben 1évé katalaz, GR, GPx enzimek
aktivalodasat mértiik mindkét térzsben (5. tablazat).

A sziderofor bioszintézis gének jelentds mértékben up-regulalodtak a
tBOOH stressz alatt mind a kontroll, mind a Aatf4 torzsben. E
géncsoportra nem volt hatassal sem az atfA delécidja, sem az MSB-
vel vagy diamiddal vald stresszkezelés. tBOOH stresszben a hapX
(egy bZIP-tipust transzkripciés faktor) ¢és SidA  (sziderofor
bioszintézisben résztevd L-ornitin-n5-monooxigenaz) up-regulalodtak
mindkét tOrzsben, valamint a kontroll térzsben MSB stressz alatt.
Ezeket az eredményeinket RT-gPCR adatainkkal is igazolni tudtuk (8.
tablazat, 2. fiiggelék).

A kontroll torzsben MSB stressz alatt 9 ,vas-kén Kklaszter
Osszeszerel6”  gén  up-regulalodott. Az  atfA  delécigjanak
kovetkeztében szamuk csokkent (4). E gének MSB stressz alatti
AtfA-fiiggését RT-qPCR modszerrel is ellendriztiik. A vizsgalathoz
11 gént valasztottunk ki, amelyek mindegyike up-regulalodott a
kontroll térzsben MSB stressz esetén, azonban a AatfA torzsben csak

5 gén expresszalodott (8. tablazat). Emellett a tBOOH stresszben 11,
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6.

7.

8.

9.

crer

kontroll torzsben. Az AtfA fehérje hianyaban az up-regulalodott ,,vas-
kén Osszeszerel gének” szama 8-8 volt a két kiilonbozd stresszben
(8. tablazat, 2. fiiggelék).

A kontroll torzsben 4 ,Két-komponensli szignaltranszdukcids
rendszer” gén up-regulalodott MSB stresszben, viszont atfA
qPCR mérésekkel szintén kimutattuk e gének MSB stressz alatti
transzkripcidés valtozasait, és 7 kivalasztott gén expresszidjat
vizsgaltuk. Eredményiil azt kaptuk, hogy a kontroll torzsben mind a 7
gén, mig a AdatfA toérzsben minddssze 1 gén fejezodott ki MSB stressz
hatasara (8. tablazat).

A 14  nitrat felhasznalasi” gén kozill 4 gén down-regulaciojat
detektaltuk a kontroll térzsben 1étrejott MSB stressz alatt, azonban
AtfA hianyaval a down-regulalodott gének szama nulla volt (2.
fiiggelék). A niaD (nitrat-reduktaz), a niiA (nitrit-reduktaz), és a crnA
(nitrat/nitrit transzporter) csokkent transzkripcidja a kontroll térzsben
AtfA-fliggést mutatott. Ezen eredményeinket RT-qQPCR mérésbol
szarmazo adataink is megerdsitették (8. tablazat).

A down-regulalodott ,,ER-t6l Golgi késziilékhez torténd vezikulum
transzport” gének dusuléasat figyeltiik meg a kontroll torzsben 1étrejott
nagymértékben csokkent (2) MSB altal keltett stresszben (2.
fiiggel€k).

A ,szkvalén-ergoszterin bioszintézis” gének esetében lényeges

transzkripcids valtozast nem tapasztunk. Kozilik csupan néhany
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10.

down-regulalodott a kontroll és a AatfA térzsben a kiilonbozo
stresszkezelések hatasara (2. fiiggelék).

Szamos ,,szignaltranszdukcids” gén volt érzékeny oxidativ stresszre
mind a két torzs esetén (37 és 18). Azonban expresszidjuk
szabalyozasat a legtobb esetben csakis egyféle stressz tipusban lattuk
(11. ¢ és d abra). Tovabba a , kétkomponensii szignaltranszdukcios
rendszer” gének koziil a tcsA (a konidium képzés szabalyozasaban
résztvevé hisztidin kinaz), hk2 (feltételezetten hisztidint tartalmazo
foszfotranszfer), hk-8-2 (hisztidin-kindz, hisztidint tartalmazo
foszfotranszfer), ¢és hk-8-3 (feltételezetten hisztidint tartalmazo
foszfotranszfer) up-regulalodtak MSB stressznek Kkitett kontroll
torzsben. Emellett diamid stresszben a pdeA (alacsony affinitasa
foszfodiészterazt kodolo gén; Lafon és mtsi, 2006) és az IreB (a kék-
fényt érzékeld differenciacioban és a szekunder metabolit termelésben
résztvevd fehérjét kodold gén; Purschwitz és mtsi 2008) az AtfA
fehérje meglétében és hianyaban is up-regulalodtak. Ugyanakkor a
hsp90 (hésokk fehérjét kodolo gén) és AN4419 (feltételezetten tirozin
altal keltett stresszben (2. fiiggelék).

Az atfA deléciojaval MSB stressz alatt jelentGsen csokkent a
down-regulalodott ,,szignaltranszdukcids” gének szama (11-rdl 1-re)
(2. fiiggelék). Az  Osszesen 26  AtfA-fiiggést mutatd
,,szignaltranszdukcids” gén koziil 17 a Adatfd toérzsben elvesztette

MSB stresszérzékenységét (11. ¢ abra).
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8. tablazat AACP értékkel szamitott relativ transzkripciods szintek.

Ismert/ Stressz koriilmények
Gén ID Gén feltételezett Kontroll torzs AatfA mutans
név funkcié MSB | tBOOH | Diamid MSB | tBOOH | Diamid

“Antioxiddns enzim” gének

AN9339 catB katalaz 14+09* (24+12* |12+ 08* [ 29+1,0* | 3,1+1,2* | 1,6+0,8*

AN10220 copl | CHOKIOMC | gy % | 30412% |51£14% | 18407 | 47=1,1% | 1,7+09%
peroxidaz

AN0932 gira | Qlutation- ) o ax | 13208% | 34408 | 17514% | 1,6£14% | 12207*
reduktaz

AN2846 gpxa | QO o o sk T a0 i00% | 355 10% | 1841,0% | 18+09% | 2,8+ 1,0
peroxidaz

AN7567 glutaredoxin | 1,3+0,9* | 25+15% |35+0,7* | 1,1+0,7* | 1,6+11* | 1,9+09*

AN5831 glutation- 53+14% |31+2,0% | 23+£16% |33+15% |20+£10% | 1,6=09*
transzferaz

AN3581 trxR L'l‘:tr:gox'”red 45+1,0% | 29+14% | 28+£14% | 41+£12% | 31£1,0% | 4,9+12%
tioredoxin-

ANB692 prxA | fiiggd 34+1,0% | 38+08% [39+14* |38+14% |27+08* | 39+0,9%
peroxidaz

“Sziderofor bioszintézis” gének
L-ornitin N5-

AN5823 sidA | monooxigen | 2,4+09* | 12+0,6* |-25+11* | 06+08 |12+0,7* |-02+05
az
bzIP

AN8251 hapX | transzkripcié | 2,1+0,8* | 1,2+0,7* | 0,8+05* | 0,6+0,6 1,5+0,6* | 0,8+0,5*
s faktor

Folytatas a kovetkezd oldalon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

“Vas-kén klaszter osszeszereld” gének

AN10584 cisztein deszulfurilaz

2,5+0,8*

1,6 £0,9*

22 +1,0*

04+05

0,8 +0,5*

0,2+0,6

AN2508 cisztein deszulfurilaz

2,0+0,8*

13=+0,7*

0,1+0,5

0,0+£0,6

0,2+0,5

04+1,0

AN4655 vas-kén transzferaz

1,9+0,8*

22+1,0*

2,1+0,9*

23+0,9*

3,0+0,7*

22+1,1*

Szerepe van a vas-kén
ANO0447 klaszter
Osszeszerelésében

32+0,8*

0,8+0,6*

3,1+1,1*

0,6+0,7

09+0,8*

1,6+0,7*

Szerepe van a vas-kén
AN1407 klaszter
Osszeszerelésében

22+0,7*

1,2+0,9*

29+1,1*

0,6+0,8

06+0,7

2,6+0,7*

szerepe van a vas-kén
AN2155 klaszter
Osszeszerelésében

3,1+0,8*

1,2+0,6*

33+14*

09+0,7*

1,4+0,8*

22+0,7*

szerepe van a vas-kén
AN3632 klaszter
Osszeszerelésében

2,9+0,8*

2,0£0,9*

05+09

1,1+£0,6*

2,7+1,1*

0,8+0,6

Szerepe van a vas-kén
AN5953 klaszter
Osszeszerelésében

1,8+0,8*

13+0,7*

1,6+1,0*

0,70+11

1,3+0,8*

2,6 £0,8*

Szerepe van a vas-kén
ANB8485 klaszter
Osszeszerelésében

2,5+1,0*

3,0+1,2*

1,4+0,7%

1,5+0,5*

1,3+0,6*

1,6 £0,5*

szerepe van a vas-kén
AN10012 klaszter
Osszeszerelésében

3,1+£1,0*

0,8 +0,6*

12+05*

03+0,5

04+0,6

1,4+0,9*

szerepe van a vas-kén
AN11060 klaszter
Osszeszerelésében

3,1£0,9*

0,8+0,7*

12+0,9*

2,1+1,1*

09=+0,7*

2,5+0,9*

Folytatas a kovetkez6 oldalon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

“Két-komponensii szigndl transzdukcios halozat” gének

AN5296 | tcsA hisztidin-kinaz 27+08* | 3,1+1,0 | 19+0,9* | 0,6+0,6 19+08* | -0,1+05
AN1800 | tcsB hisztidin-kinaz 42+1,1* | 22+0,7* | 1,3+0,7* | 24+1,2* | 14+08* | -0,3+0,7
AN3101 | phkB hisztidin-kinaz 1,5+08* | -05+05 -1,3+04* | -05+£0,6 -0,6 +0,6 -1,7+0,8*
AN7945 | hk2 hisztidin-kindz | 42+1,1* | -04+0,5 -0,1+0,7 0,2+0,7 0,6+0,7 04+0,8
AN4113 | hk-8-2 | hisztidin-kindz 2,6+05* | -04+0,6 0,4+0,6 -0,3+0,7 -12+0,7*% | -1,1 £0,6*
AN6820 | hk-8-3 | hisztidin-kinaz 29+1,0* | -09+04* | -20+1,1* | 0,3+0,6 0,4+0,6 0,9+0,7*
AN2363 | hk-8-6 | hisztidin-kinaz 35+1,3* | 1,8+0,8* | -0,3+0,6 0,6+0,6 0,2+0,7 -0,9+0,5*
“Nitrdt felhaszndldsi” gének
AN1006 | niaD nitrat reduktaz -1,0+£05* | -22+1,1* | -43+1,2* | 0,5+0,6 -224+09* | -19+1,1*
AN1007 | niiA nitrat reduktaz -1,5£0,7* | -14+0,7% | -32+1,0* | 0,2+0,6 -19+£1,0% | -2,1£1,2*
AN1008 | crna | Mitrdt 48125 | -11£0,7% | 21+£09% | 09+08*% | -24+11* [-05+05
transzporter

Folytatas a kovetkez6 oldalon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

Egyéb gének

AN1168 | cch1 | Kalciumion 1o, 65 | 0gu07% | -13406* | 06407 | 13408 |-04407
transzporter

AN1628 | enap | Kalolumion 1, o g 1 osiy0% | 12407% | 04406 | 124055 | 02407
transzporter

AN4920 | pmeg | Kaldumion 60 68 |1 9400% | 21411% | -13£06% | 1,1£05% | 1.4£07*
transzporter

ANB842 | mig1 | Kalcumion oo 60 1 08207% | 03406 |-13+07% | 13£06% | -02+06
transzporter

A tablazat atlagolt + S.D. értékeket tartalmaz. Az actA (AN6542) referencia gént hasznaltuk.
* - t-teszt alapjan 0-tol szignifikans kiilonbség (p < 0,05, n = 4).

3.4 Az AtfA fehérje hatasa az Aspergillus nidulans szekunder
metabolit génjeinek expressziojara

Az A. nidulans szekunder metabolit gének expresszios valtozasait a
tBOOH, MSB, diamid mellett tovabbi haromféle stresszkezelés utan is
megvizsgaltuk. Ezek a 0,6 M NaCl, valamint az 50 mM ¢és 75,0 mM
koncentracioju H202 voltak (9. és 10. tablazat).

A kontroll és AatfA torzsben a 467 szekunder metabolit gének (63
génklaszter) kozott az up-regulalodott €s down-regulalodott géneket tekintve
az alabbi kiilonbségeket tapasztaltuk az eltérd stresszek alatt.

A gombaban 6sszesen 155 szekunder metabolit bioszintézis gén up-
regulalodott az oxidativ stresszkezelések hatasara. Ezek a gének 5 kiilonb6z6
klaszterbe tartoznak, és koziiliik 6sszesen 29 gén, transzkripcids faktorokat,
nem riboszomalis peptid szintetazokat (NRPS), poliketid szintazokat (PKS),
terpén-szintazokat vagy prenyl transzferazokat kodolnak. Ezeket az up-
regulalodott szekunder metabolit géneket ,kulcsgének” néven definialtuk

(Inglis és mtsi, 2013)(9. tablazat).
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Emellett az atfA delécioval a szekunder metabolit gének és

»Kulcsgének” nagy szamban up-regulalodott Kis (5,0 mM) és a nagy (75,0

........

crer

»Kulcsgén”) up-regulalodott a AdatfA torzsben. Ezzel ellentétben tBOOH ¢és
diamid stressz alatt ezen gének szama jelentdsen Kisebb volt, és a down-
regulalodott gének szama volt magasabb a kontroll torzshoz képest. Ugyanis
tBOOH stressz alatt dsszesen 71 gén (19 ,kulcsgén”), mig diamid stressz
alatt 82 gén (20 ,,kulcsgén”) down-regulalodott a Aatf4 torzsben (9. és 10.
tablazat).

Osszességében a szekunder metabolit gének nagy része nem mutatott

stresszfiiggést (10. tablazat).
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9. tablazat A szekunder metabolit gének és klaszterek stresszfliggd szabalyozasa
(Emri és mtsi, 2015).

Stresszvalasz

. MSB | H202 H.O2 | tBOOH | Diamid | NaCl | ..
Nincs Osszesen
(12mM) | (5,0mM)| (750 mM) | (0,8 mM) | (2,0 mM) | (0,6 M)

Kontroll térzs

Kulcsgének ? 11 2" 5 16 16 4 29
Up- = - = =
P Osszes gén 65 17 25 65 71 34 155
reguldcio
Klaszterek 2 0 0 3 1 0 5
Kulesgének 11 3 8 8 8 9 19
Down- = - gy
Osszes gén 46 22 37 38 52 39 112
reguldcio
Klaszterek 5 1 0 1 3 2 7
AatfA torzs
Kulcsgének 16 15" 16" 11 11 1 42
Up- = = *
P~ ["Osszes gén 53 48 68 60 54 29 179
reguldcio
Klaszterek 2 3 2 2 0 0 7
Kulcsgének 5 3™ 5 19" 20" 17 | 31
Down I s7es gén 167 | 227 267 n 82" 7077 [ 139
reguldcio
Klaszterek 0 1 2 5 7 5 9
AatfA torzs vs. kontroll torzs
Kulesgének 11
Up- =
P Osszes gén 43
reguldcio
Klaszterek 4
Kulesgének 5
D - = P
o Osszes gén 22
reguldcio
Klaszterek 0

* A THS 30.3 (kontroll) és a TNJ 92.4 (4atfA) torzsek kozott jelentds kiilonbség van a Fisher-féle egzakt teszt (p < 0,05; n
kulcsgének :941 néssZeS:467v n klaszierek:66) alapjén-

** Az MSB, tBOOH ¢és diamid kezelések Gsszehasonlitasa alapjan jelent6s kiilonbségek vannak a Fisher-féle egzakt teszt (p
<0,05; n kulesgének =94; Nyss7es=467, N Klaszterek=00) alapjén.

*** Az up-regulalodott és down-regulalodott gének kozotti szignifikans kiilonbségek a Fisher-féle egzakt teszt (p < 0,05; n
kulcsgének =94, n&isszes=467y n klaszterek:66) alapjérL

2 Inglis és mtsi alapjan adtuk meg a ,kulcsgéneket” , amelyek transzkripcios faktorokat, nem riboszomalis poliketid
szintdzokat, poliketid szintazokat, terpén szintazt vagy prenyl transzferazt kodolo szekunder metabolit klaszter gének (Inglis
és mtsi, 2013).
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A szekunder metabolit génklaszterek koziil 6sszesen 5 (AN7884 gén
klasztere, AN6236 gén klasztere, AN1680 gén klasztere, AN10486 gén
klasztere, ,,benzaldehid és F9775 2-es hibrid” klaszter szarmazéka) klaszterbe
tartozo géneknek minimum 50 %-a mutatott up-regulaciot a kontroll térzsben
legalabb egy stresszkezelést kovetéen (10. tablazat). Az up-regulaciot
mutatd klasztergének kozott a klaszter ,kulcsgénje” is megtalalhatd volt. A
stresszfiiggé down-regulaciot mutatdo klasztergének kozé tartoznak az
emericellamid (antibiotikum) klaszterhez, az AN2924, az AN8209 és az
AN7838 (AN12331) gének klasztereihez, valamint a mikroperfuranon, az
AN6236 ¢s a nem ,,PKS/NRPS backbone 4” klaszterekhez tartozé gének (10.
tablazat).

Emellett a Adatf4 torzsben harom kiilonboz6 szekunder metabolit
génklaszterhez (a ,,monodiktifenon” klaszter, a ,,benzaldehid és F9775 1-es
hibrid szarmazéka” klaszter és a ,,pkf” klaszter) tartozd génnek legaldbb a
fele up-regulalodott mind kezeletlen koriilmények, mind kis és nagy

crer

stressz  alatt ezen Klasztergének  down-regulalodtak, kivéve a

crcr

tablazat). A klasztergének nagy része azonban nem reagalt a kiilonb6z6

stressz kezelésekre.
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10. tablazat Az A. nidulans szekunder metabolit génklaszterek stressz-fiiggése.

Klaszter Méret'  Regulalt Stressz-fiiggés® Regulalt “kulcsgének”
gének
ANT7884 klaszter 15 9 MSB stresszben up-regulalodott (kontroll) AN7884 (NRPS), AN7872 (TF)
(14 chip-en) 7 MSB stresszben up-regulalodott (datfA4) AN7872 (TF)
“Monodictyphenone” 12 6 atfA delécidval up-regulalddott ANO0150 (PKS), AN0148 (TF)
(mdp) klaszter
(11 chip-en) 11 5,0 mM H.0 stresszben up-regulalodott ANO0150 (PKS), AN0148 (TF)
10 75,0 mM HO; stresszben up-regulalodott (datf4 ) ANO0150 (PKS), AN0148 (TF)
8 tBOOH stresszben down-regulalodott (darfA4) AN0150 (PKS), AN0148 (TF)
8 NaCl stresszben down-regulalodott (datf4) ANO0150 (PKS)
Benzaldehid és F9775 2-es 10 6 tBOOH stresszben up-regulalddott (kontroll) AN7909 (PKS)
hibrid szarmazék” klaszter
Benzaldehid és F9775 1-es 9 7 atfA delécidval up-regulalodott AN903 (PKS), AN7896 (TF)
hibrid szarmazék™ klaszter
5 75,0 MM H.0 stresszben up-regulalodott (datfA ) AN7903 (PKS), AN7896 (TF)
6 tBOOH stresszben down-regulalodott (datfA4) AN7903 (PKS), AN7896 (TF)

Folytatas a kovetkez6 oldalon.
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Folytatas az el6z0 oldalrol.

diamid stresszben down-regulalodott (datfA)

NaCl stresszben down-regulalodott (datfA4 )

AN7903 (PKS), AN7896 (TF)

AN7903 (PKS), AN7896 (TF)

pkf klaszter® 6 atfA delécioval up-regulalodott AN3230 (PKS)

5,0 mM H,0; stresszben up-regulalodott (datf4 ) AN3230 (PKS)

tBOOH stresszben down-regulalodott (datfA4) AN3230 (PKS)

diamid stresszben down-regulalodott (datfA4) AN3230 (PKS)

NaCl stresszben down-regulalodott (datf4 ) AN3230 (PKS)
Emericellamid (eas) 5 MSB stresszben down-regulalodott (kondtroll) AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)
klaszter

tBOOH stresszben down-regulalodott (kontroll)
diamid stresszben down-regulalodott (kontroll)

NaCl stresszben down-regulalodott (kontroll)

75,0 mM H20; stresszben down-regulalodott (datfA4 )

tBOOH stresszben down-regulalodott (datf4)

AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)
AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)
AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)
AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)

AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)

Folytatas a kovetkezd oldalon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

diamid stresszben down-regulalodott (datfA)

NaCl stresszben down-regulalodott (datf4 )

AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)

AN2545 (NRPS), AN2547 (PKS)

AN1680 klaszter 4 diamid stresszben up-regulalédott (kontroll) AN1680 (NRPS), AN1678 (TF)
AN2924 klaszter® 4 MSB stresszben down-regulalddott (kontroll) AN2924 (NRPS)

diamid stresszben down-regulalodott (kontroll) AN2924 (NRPS)

diamid stresszben down-regulalodott (datfA4) AN2924 (NRPS)
ANB8209 (wA) klaszter® 4 MSB stresszben down-regulalédott (kontroll) ANB8209 (PKS)

AN12331 klaszter, AN7838 4
(AN12331) klaszter®*

75,0 mM H0; stresszben down-regulalodott
(kontroll)

Mikroperfuranon (mic) 3

klaszter®

MSB stresszben down-regulalodott (kontroll)
5,0 mM H,0; stresszben down-regulalodott (datf4)

diamid stresszben down-regulalodott (datfA4)

AN3396 (NRPS)
AN3396 (NRPS)

AN3396 (NRPS)

Folytatas a kovetkezd oldadon.
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Folytatas az el6z6 oldalrol.

ANG6236 klaszter® 3 tBOOH stresszben up-regulalodott (kontroll) ANG6236 (NRPS)
tBOOH stresszben up-regulalodott (datfA4) ANG6236 (NRPS)
MSB stresszben down-regulalédott (kontroll) ANG6236 (NRPS)
NaCl stresszben down-regulalodott (kontroll) ANG6236 (NRPS)
5,0 mM H;0; stresszben down-regulalodott (datf4) ANG6236 (NRPS)
AN10486 klaszter 3 MSB stresszben up-regulalodott (kontroll) AN10486 (NRPS), AN10491 (TF)

tBOOH stresszben up-regulalodott (kontroll)
MSB stresszben up-regulalodott (datf4)
tBOOH stresszben up-regulalodott (datfA4)

diamid stresszben down-regulalodott (datfA)

AN10486 (NRPS), AN10491 (TF)
AN10486 (NRPS), AN10491 (TF)
AN10486 (NRPS), AN10491 (TF)

AN3911 (TF), AN10491 (TF)

“No PKS/NRPS backbone 3

4” klaszter®*

diamid stresszben down-regulalodott (kontroll)

Folytatés a kovetkezd oldalon.
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Folytatas az el6z0 oldalrol.

ivo klaszter® 2 2 atfA delécioval up-regulalodott AN10576 (NRPS)
2 5,0 mM H;O; stresszben up-regulalodott (datf4) AN10576 (NRPS)
2 tBOOH stresszben down-regulalodott (datfA4) AN10576 (NRPS)
2 diamid stresszben down-regulalodott (datfA4) AN10576 (NRPS)
2 NaCl stresszben down-regulalodott (datfA4) AN10576 (NRPS)

! - Manuélisan vagy kisérletesen meghatarozott klaszterek génjei szerepeltek az elemzésben (Vogel és mtsi, 2011).
2 _ Torzsek és stressz koriilmények leirasat 1sd 1. tablazat.
8 _ Nincs transzkripcios faktort kodold gén a manudlisan/kisérletesen meghatarozott vagy annotalt klasztergének kozott.

4. Nincs poliketid szintazt, nem riboszémalis peptid szintdz, prenyl transzferazt vagy terpén szintizt k6dold gén a manualisan/kisérletesen
meghatarozott vagy annotalt klasztergének kozott.
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4. Eredmények megbeszélése

41 A vizsgalt Aspergillus gombafajok eltéré oxidativ
stresszvalasza

Kisérleteinkben 4ltaldban oxidativ stressz létrehozéasara kétféle
stresszort alkalmaztunk, a peroxid stresszet kivaltdo H2O»-t, valamint a MSB-
t, amely megndvekedett szuperoxid anion koncentraciét okoz, és ezaltal
general oxidativ stresszt. A peroxidok és a szuperoxid gyok anioinok (O2™-)
felhalmozodasa sulyos karosito folyamokat eredményez a sejten beliil,
ugyanis kémiailag modositja a fehérjéket, a DNS-t, a lipideket, vagy mas
fontos metabolitokat (Lushchak és mtsi, 2011; Halliwell és Gutteridge,
1999). Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt 17 gombafaj egymastol
eltéréen reagalt a H2O,, illetve az MSB hatasara kialakult stresszre (de Vries
és mtsi, 2017).

A 17 Aspergillus faj koziil H202 jelenlétében a két A. niger (CBS
113.46 és NCCB 402) torzs, valamint az A. oryzae (Rib40) és az A. nidulans
(FGSCA4) fajok bizonyultak a legtiir6képesebbnek 37 °C-on torténd 5 napos
inkubacid soran. Ezzel ellentétben azt tapasztaltuk, hogy az A. fumigatus volt
a legérzékenyebb faj a H2O. okozta stresszre (de Vries és mtsi, 2017; Orosz
¢és mtsi, 2018; http://www.fung-stress.org/).

A feltételezetten peroxiszomalis elhelyezkedésti C tipusu katalaz
fehérje (CatC) allandd expresszios szinttel rendelkezik, ¢és megfigyelték,
hogy az A. nidulans gombafajban oxidativ vagy mas tipusu stressz alatt nem
indukalddik (Kawasaki 2001). Ezen tulmenden a kutatasok feltartak, hogy az
A. fumigatus clIl. csoportba tartozé katalaza, az EasC fehérje az ergot
alkaloid kanoklavin I szintézisében, valamint a H>O lebontasaban is részt
vesz (Goetz ¢és mitsi, 2011). de Vries és munkatarsai altal elvégzett

Osszehasonlitd genomikai elemzés feltarta, hogy A. fumigatus gombaban
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megfigyelt clV csoportbeli CatC hianya és a clII csoportba tartozé CatC
jelenléte talan magyarazat lehet a gomba viszonylag gyenge H2O» tlirésére,
illetve kimagasloan nagy Cd(Il) tolerancidjara (12. abra). Az A. carbonarius
fajban szintén megfigyelhetd volt a clIl csoportu CatC, viszont az A.
fumigatus-tol eltéréen ez a gombafaj rendelkezik cIV csoporti katalazzal
(Acar_5010 203481) is (de Vries és mtsi, 2017) (12. abra). Mindezek
alapjan azt feltételezziik, hogy clIlI csoportbeli katalazok egy 6si duplikécios
esemény kovetkeztében alakultak ki, és valosziniileg a tobbi C-tipusu katalaz
funkciotol eltéré mitkodéstiek.

Emellett, szamos Aspergillus torzsben fellelhetok a CatB fehérjékhez
filogenetikailag kozelallo, 1jtipusu, antioxidans tulajdonsdggal nem
rendelkezé katalazok is (cII csoport). Természetesen ezen enzimek fiziologiai
funkcidjanak igazoldsa érdekében elengedhetetlen tovabbi genetikai ¢és
¢lettani vizsgalat elvégzése és kiértékelése (de Vries €s mtsi, 2017).

Tovabbi ugyancsak oxidativ stressz tolerans fajok voltak az A.
brasiliensis, A. wentii, A. versicolor és az A. aculeatus. Ezek a gombak
viszont az MSB okozta stresszt voltak képesek erésen toleralni 37 vagy 25
°C-on. Az A. brasiliensis esetében a kiemelkedd6 MSB rezisztenciat
valdsziniileg a benne Gjonnan feltart két ujtipust SodA fehérje okozza (de
Vries és mtsi, 2017; Orosz és mtsi, 2018; http://www.fung-stress.org/;

Oberegger és mtsi, 2000).
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Katalizok

Aacu, Aacul16872 030179 I
Acar, Acar5010 050978 |
Anig, An01g01820 bl |
Abra, Aspbri 0028195 csoport |
Aluc, Aspfol 0123412 i
Atub, Asptul 0117345 |

_ﬂﬂmarfmﬂ 009402 I
Afum, Afu2g18030
100 Asyd, Aspsy1 0031196 7
3 Aver, Aspvet 0052152
Anid, AN5918
100  Afla, AFL2G 05296
Aory, AD090011000540
100 pger, ATET 01487
Agla, Aspgl1 0130018 IV

Awen, Aspwe1 0053830 csoport
Aacu, Aacul16872 049838
Acar, Acar5010 203481
Abra, Aspbr1 0192611
Anig, An02g02750
Aluc, Aspfoi 0201592
Atub, Asptul 0027259

96
n
84

12. abra Az Aspergillus fajokban feltart katalazok dendogramja. A katalaz ortologokat a
4 Dbetiib6l all6 fajnevek azonositjak, locus ID-k az AspGD-ben talalhatok. Az A.
carbonarius és A. fumigatus fajok vizsgalt torzseinek genomjaban a t6bbi fajtol eltéréen
megtalalhatd egy clIl csoportbeli katalaz fehérje génje. Emellett az A. fumigatus
genomjabol hidnyzik a cIV-tipust katalaz génje (de Vries és mtsi, 2017; Dr. Miskei
Marton munkaja).
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A gombak valtozatos él6helyekrél szarmaznak, ahol kiilonb6z6 tipusa
stresszeknek vannak kitéve (Nikolaou, 2009; Gasch és mtsi, 2000), mint az
altalunk vizsgalt 18 Aspergillus torzs is (JGI- The Joint Genome Institute
(www. jgi.doe.gov); Samson és mtsi, 2004; Raper és Fennell 1965).
Vizsgalati eredményeink is azt mutatjak, hogy ezen gombak stressz elleni
védekezd rendszerei gyorsan evolvalodnak, amely lehetévé teszi barmely
okologiai ,,niche” hatékony elfoglalasat. Ezért feltételezziik, hogy a
gombakban kialakult eltér6, fajspecifikus stresszvalaszok mogott az
allandoan valtoz6 koriilményekhez vald folyamatos adaptalodas all. Mindent
Osszevetve elmondhatd, hogy az Aspergillusok eltérd oxidativ stressztlirése a
fajonként megjelené 0j antioxidans enzimeknek és szabalyozo elemeknek
koszonhetd, amelyek révén az adott gombafaj hatékony védekezd rendszert
képes kiépiteni.

Mivel az Aspergillus fajok oxidativ stresszvalaszaban szamos
kiilonbséget lattunk, fontos volt egy olyan modellfajt taldlnunk, amelyre
vonatkozoan mar sok feltart és értékes informacioval rendelkeziink. Ezért az
A. nidulans FGSC A4 torzs oxidativ stresszvalaszat kutattuk tovabb, amelyen
beliil az egyik f6 regulator fehérje, az AtfA szabalyozd szerepét vizsgaltuk
(Orosz és mtsi, 2017; Emri €s mtsi, 2015).

4.2 Az AtfA transzKkripcios faktor feltételezett szerepe az Aspergillus
nidulans oxidativ stresszvalaszaban

Az A. nidulans tBOOH, és MSB és diamid altal kivaltott oxidativ
stressz alatt bekdvetkez6 genom szintii transzkripcios valtozasait figyeltiik
meg.

A kapott transzkripcids adatokbdl egy harom hipotézisbdl all6 modellt
allitottunk fel, hogy értelmezhessiik az A. nidulans AtfA transzkripcios

faktoranak oxidativ stresszben betoltott funkciojat.
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1. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetleniil szamos olyan
gén szabalyozasaban vesz részt, amelyek a stresszvalasz regulator elemeket
kodolnak. Mindez magyarazat lehet arra, hogy az atfA delécié miért volt
hatassal a kiilonb6z6 funkcioval rendelkezé gének expresszidjara ilyen nagy

szamban.

Kisérleteinkben 0Osszesen 26 szignaltranszdukcios fehérjét vagy
feltehet6en szignaltranszdukcios fehérjét kodold gén kifejez6dése mutatott
AtfA-fiiggést (11.e abra). Koziilik a ,.kétkomponensi szignaltranszdukcios
rendszer” néhany eleme érdekesnek tiinik (8. tablazat). Sok, ebbe a
csoportba tartoz6 gén mas génekkel egyiitt szintén AtfA-fliggd szabalyozast
mutatott, amikor a stresszmentes koriilmények kozott tenyésztett kontroll és
AatfA mutans torzsbol szarmazo transzkriptomokat 6sszehasonlitottuk (Emri
¢és mtsi, 2015). Silva és munkatarsai nemrégiben leirtak, hogy A. fumigatus
gombaban az atfA és atfB szabalyozas alatt allo MpkC és SakA fehérjék
(Hogl ortoloégok, hiperozmotikus stresszvalasz elsddleges szabalyozodja)
szintén hatassal vannak a “kétkomponensii szignaltranszdukcios rendszer”
génjeire (Silva és mitsi, 2017). A legtobb, 6sszesen 7 db ,.kétkomponensi
szignaltranszdukcios rendszer” gén MSB stressz alatt up-regulalodott, amely
valdsziniileg fontos pozitiv visszacsatolas ebben a fajta stresszvalaszban (8.
tablazat). Ezek koziil a gének kozil 5 AtfA-fliggést mutatott, amely
megindokolhatja az MSB stressz alatt bekovetkezett transzkriptomikai
valtozast. Ugyanis az AtfA fiiggd gének (1557) tobb mint a felének (57%) az
expresszidja MSB stresszkezelés hatasara valtozott meg (10.c abra; Orosz és

mtsi, 2017; Emri és mtsi, 2015).

2. hipotézis: Az AtfA mas stressz szabalyozo elemekkel és/vagy

transzkripcidés  szabalyozo  fehérjékkel mikodhet egyiitt. Korabban
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kimutattak, hogy az AtfA transzkripciés faktor mas fajokban meglévé
ortologjai és paralogjai képesek kolcsonhatasba 1épni mas bZIP-tipusu
transzkripcidés faktorokkal, vagy akar szignaltranszdukcios tutvonalak
fehérjéivel is (Reinke és mtsi, 2013). Ilyen példaul a S. pombe Atfl fehérjéje,
amely a Pcrl bZIP-tipusu transzkripcios faktorral heterodimert képez (Sanso
¢s mtsi, 2008), mig a Cid12 poli(A) polimerazzal fizikai interakcioba 1ép (Vo
és mtsi, 2016). Ezenkiviil az A. parasiticus AtfB fehérjéje a szintén bZIP-
tipust AP-1 fehérjével képez heterodimert (Roze és mtsi, 2011). Tovabbi
példa, hogy a btza patogén Fusarium graminearum gomba FgAtfAl
fehérjéje stressz tipustol fiiggéen hatassal volt az antioxidans enzimek
képzddésére (Van Nguyen €s mtsi; 2013). Ezenfeliil Sanso és munkatérsai azt
feltételezik, hogy az A. nidulans AtfA fehérje fizikai kdlcsonhatast alakithat
ki az AtfB (AN8643) fehérjével (Sanso és mitsi, 2011). A I1étrejott
kolcsonhatas modosithatja mind az AtfA, mind az interakciés partner
biologiai aktivitasat. Feltételezziik, hogy az AtfA stresszenként kiilonb6z6
fehérjékkel léphet kolcsonhatasba, és amelytdl fiiggen eltérdé gének
szabalyozasaban vesz részt. Ez az allitds magyarazat lehet a 10.c abran, a
1l.e abran ¢és az 6. tablazatban is bemutatott valtozasokra. Ugyanis
tBOOH, MSB és diamid okozta stresszben sszesen 1557 génbdl 785 gén up-
regulalodott és 772 gén down-regulalodott AtfA-fliggé modon, amelyek tobb
mint a fele (883, a gének 57 %) MSB stressz alatt volt mérhetd.

3. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetleniil gatolja a
szignaltranszdukcids haldzat elemek és/vagy egyéb transzkripcios faktorok
aktivitasat. Ugyanis AtfA hianyaban a koregulalt gének szabalyozasat nézve
szamukban meghatarozé eltérést nem lattunk, viszont 6sszetételiik jelentésen
megvaltozott (10. a, b és d abrak). Az AtfA fehérje MSB stressz alatt nagy
valosziniiséggel meggatolta a tBOOH stressz specifikus gének valaszat. A
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tBOOH ¢és MSB stressz kozotti un. aszimmetrikus ,,cross talk” hat4sara
szamos AtfA-fiiggd gén (883 gén, 10.c abra) eclveszitette MSB
stresszérzékenységét, mig j6 néhany tBOOH stresszvalasz gén (312 gén)
MSB stresszérzékennyé valt a AatfA mutans torzsben (Orosz és mtsi, 2017).
E modell alapjan az AtfA transzkripcios faktor az oxidativ stressz
szabdlyozd mechanizmusaiban fontos szerepet tolt be, ezen beliil kozvetve
vagy kozvetleniil képes aktivalni és down-reguldlni bizonyos oxidativ

stresszvalasz géneket (Orosz és mtsi; 2017).

4.3 Az AtfA transzkripcios faktor hatasa az A. nidulans oxidativ
stresszvalasz elemeire

Az oxidativ stressz gatolta mind a ,,riboszoéma biogenezis” géneket,
mind a ,,mitotikus sejtciklus” géneket valamennyi stressz generald agens
jelenlétében. Ezen gének inhibicidja altalanosan megfigyelt jelenség az erds
stressz alatti gombdkban (Imlay és mtsi, 2013; Morano és mtsi, 2012).
Példaul az élesztd sejteknél belsd rendszeriik karos kornyezeti hatasokkal
szembeni védelme érdekében ~900 gén (ESR; environmental stress response)
expresszidja valtozik meg, és amely rendszerint megvédi a stressznek kitett
sejtet. Ezen expresszidos valtozasok azonban gén- ¢€s stresszspecifikus
szabalyozas alatt allnak az ¢leszt6 sejtekben (Gasch, 2003).
stressz koriilmény esetén megfigyeltiik (8. tablazat, 2. fiiggelék), amely
jelenség tipikus oxidativ stresszvalasz elemnek is mondhat6 (Staerck és mitsi,
2017; Imaly és mtsi, 2013, Toledano ¢s mtsi, 2003).

Tovabba a tioredoxin, glutaredoxin, és glutation rendszer hatékony
aktivitdsadhoz elengedhetetleniil sziikséges a magas szintli és folyamatos
NADPH ellatas (Ferdandes és Holmgren, 2004). Viszont azt figyeltiik meg,

hogy a pentoz-foszfat utvonal (az egyik legfontosabb NADPH termel6 t)
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génjei nem up-regulalodtak oxidativ stressz alatt a glilkoz szénforrason
novekvo gombaban (8. tablazat, 2. fiiggelék) a vizsgalt koriilmények kozott.
Ugyanis ¢élesztokben a gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH) és a 6-
foszfogliikkonat dehidrogenaz (6PGDH) génjének indukcidja az altalanos
oxidativ stresszvalasz 1épései kozott szerepel (Gasch, 2003; Toledano és
mtsi, 2003). Karacsony és munkatarsai (2015) kimutattak, hogy hosszabb
kezelési idOtartamot kdovetéen a GOPDH enzimaktivitasban jelentds
valtozasok torténtek menadion és diamid kezelések hatasara (Karacsony és
mtsi, 2015). Egy korabbi kutatasban pedig a Tanszék dolgozodi kimutattak,
hogy A. nidulansban 1évé pentdz-foszfat ttvonal feltételezetten gliikoz-6-
foszfat dehidrogenaz funkcioval rendelkezé GsdA fehérjéje (AN2981)
szintén up-regulalodott tartos MSB kezelés soran és a G6PDH fehérje szint
novekedését irtdk le (Pusztahelyi és mtsi, 2011). Emellett a nitrat redukcio
klaszterbe tartozo gének (niaD, niiA, és crnA; Johnstone 1990) mind a harom
altalunk vizsgalt stressz koriilményben down-regulalodtak (8. tablazat). Az
igy csokkent nitrat metabolizacidé segit fenntartani a folyamatos NADPH
termelést az oxidativ stressz generdlo agensek karos hatdsainak
semlegesitésére. Ugyanakkor a nitrat metabolizmus szamos reaktiv nitrogén
részecske keletkezése ellen is védelmet biztosit (Meyer €s mtsi, 2005), vagy a
csokkent metabolizmus egyszerlien a stressznek kitett tenyészetek csokkent
novekedésének tudhaté be.

Az oxidativ stressz a primer metabolizmusban is valtozasokat okozott,
példaul az aminosav-bioszintézishez, valamint az aminosav-degradaciohoz
kothetd géneknek megvaltozott az expresszidja mind a harom stresszkezelés
kovetkeztében. Mindez azonban nem feltétleniil jelenti azt, hogy ezen
folyamatok szabalyozasaban nagyszamii COSR gén vesz részt. Példaul a

,,riboszoma biogenezis” gének esetében 110 down-regulaldédott gén koziil
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csupan 1 gént talaltunk mind a harom stressz generalo agens jelenlétében, &m
a down-regulalodott gének szama jelentds volt kiilon-kiilon is mind a harom
stressz alatt (10.a abra, 2. fiiggel€k).

Eredményeink tovabba azt mutattdk, hogy a lipid peroxidalo
tulajdonsagardl is ismert tBOOH stresszor (Davies, 1989) jelenlétében a
peroxiszomahoz kotheté folyamatok aktivalodtak A. nidulans sejtekben.
Emellett néhany szterin bioszintézis gén down-regulalodott ezen stressz
agens jelenlétében. A szterin csokkent termel6dését az oxidativ stresszvalasz
altalanosan el6forduld folyamataként irtak le, amely a membran
lipidperoxidacio alatti fluiditasanak fenntartasara jott 1étre (Montanes és mtsi,
2011).

Mindemellett a ,,sziderofér bioszintézis” gének expresszidjat is
megfigyeltik tBOOH altal indukalt stresszben. Valésziniileg a szideroforok a
vasfelszivodas ¢és raktarozas mellett oxidativ stressz elleni védekezd
szereppel is rendelkeznek. Az A. fumigatus gomba esetében kimutattak, hogy
a csokkent sziderofor tartalom ndvelte a gomba oxidativ stresszérzékenységét
(Brandon és mtsi, 2015).

MSB stressz alatt jelentés volt az ER-specifikus folyamatok down-
regulacidja. Eredményeink is azt mutatjak, hogy az ER-ban zajlé oxidativ
fehérje hajtogatodas és/vagy az ER-kapcsolt NADPH oxidazok fontos
forrasaul szolgalhatnak a reaktiv oxigénformaknak, mint példaul a
szuperoxidnak (Tan és mtsi, 2009; Rinnerthaler és mtsi, 2012). igy MSB
stresszben 1étrejové ER-kapcsolt folyamatok down-regulacioja egyfajta
valasz lehet az intracellularisan megnovekedett szuperoxid szintre.

Szamos tanulmanyban olvashatd, hogy a katalazt vagy glutation
peroxidazt kodold gének AtfA/Atfl1-fliggd modon indukdlodnak kiilonbozd

stresszek hatasara (Jaimes-Arroyo, 2015; Balazs és mtsi, 2010; Nakagawa,
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2000). Ezzel ellentétben, vizsgalati eredményeinkben az antioxidans enzimek
indukcidja nem mutatott AtfA-fiiggést. Ezen gének aktivacidja altalanosan
megfigyelhetd oxidativ stressz alatt, és szabalyozasuk AtfA-fiiggetlen mdodon
torténik.

Megfigyeltiik, hogy az AtfA fehérje pozitivan szabalyozza a jelatviteli
utvonal elemeit, mint példaul a ,kétkomponensii szignaltranszdukcids
rendszer” génjeit, amelyek jelentdsen megndvelik az AtfA-fliggd
stresszvalasz gének szamat és sokféleségét. Az AtfA-fiiggd ,.kétkomponensii
szignaltranszdukcids rendszer” génjeinek up-regulacidja kiilonosen MSB
okozta oxidativ stressz alatt volt jelentds. Ezenfeliil az AtfA kolcsonhatasba
1ép a jelatviteli utvonal elemeivel, amely a stresszvalasz gének stressz-
specifikus szabalyozasahoz vezet. Az eredmények alapjan azt lattuk, hogy az
AtfA kozvetleniil vagy kozvetve megakadalyozza a tBOOH-specifikus gének
MSB stressz alatti aktivalodasat, amely hozzajarul a Adatf4 mutansban
megtalalhato COSR gének szamanak novekedéséhez (Orosz és mtsi; 2017).

Tehat lathatjuk, hogy a stressz-specifikus kiilonbségek a kiilonb6zo
stresszvalasz gének stresszfliggd szabalyozasaval allnak kapcsolatban (11.
abra). Mindezek az eredmények azt mutatjak, hogy az MSB, tBOOH és
diamid stressz agensek egymastol teljesen eltéré természetli Stresszt

indukalnak az A. nidulans gombaban.

4.4 Az AtfA fehérje szerepe az Aspergillus nidulans szekunder
metabolizmusaban

Adataink azt mutatjak, hogy oxidativ stressz soran az A. nidulans
szekunder metabolit termelésének szabalyozasa is megvaltozik. Korabban

mar szamos gombafaj esetében megfigyelték az oxidativ stressz alatti

crer

crcr
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Rampitsch, 2013; Yin és mtsi, 2013; Roze és mtsi, 2011; Reverberi és mtsi,
2010). Montibus ¢s munkatarsai novény patogén gombak (Fusarium spp.)
estében irtdk le azt, hogy az oxidativ stressz és a szekunder anyagcsere
kozotti kapcesolat ugy értelmezhetd, mint egy adaptiv mechanizmus, amely a
gazdandvény ¢€s a gomba kozotti molekularis parbeszédbdl szarmazik
(Montibus ¢és mtsi, 2013). Ugyanis a Fusarium graminearium gomba
esetében a bluzat megbetegitd dezoxinivalenol mikotoxin termelése
fokozddott peroxid stressz hatasara (Ponts és mtsi, 2007). Ezenfelil az
Aspergillus gombafajokban is mar feltartak a szekunder metabolizmust és
oxidativ stresszvalaszt szintén szabalyozo transzkripcios faktorokat, mint
példaul a NapA, AtfB, AP-1 fehérjéket (Hong és mitsi, 2013; Roze és mitsi,
2011). Tovabbi hasonld szabalyozd fehérjét az A. nidulansban is leirtak,
ugyanis az RsSmA bZIP-tipust fehérjéje a szterigmatocisztin (ST) bioszintézis
génjeinek aktivalasan keresztiill a masodlagos anyagcsere helyreallitasaban
vesz részt (Yin és mtsi, 2013, 2012).

Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy az AtfA transzkripcios
faktor fontos szerepet tolthet be az A. nidulans oxidativ stresszvalaszanak és
szekunder metabolit termelésének Osszehangolt szabalyozasaban. Ugyanis a
kontroll és a AatfA toérzs szekunder metabolit bioszintetikus génjeire szinte
valamennyi stresszor hatassal volt (9. tablazat). Emellett a Aatf4 torzs
szekunder metabolit génjei kicsi (5,0 mM) és nagy (750 mM) H.0»
koncentraciok hatdsdra nagymértékben up-reguldlodtak. Munkank azt
bizonyitja, hogy ha oxidativ stressz alatt egy gomba létfontossadgu, oxidativ
stresszvalaszt szabalyozo fehérjéjének génje hianyzik, akkor kedvezd
feltételek johetnek létre szekunder metabolitjainak a taltermelésére. E
modszer altal ismeretlen klasztergéneket aktivalhatunk, ami 0j szekunder

metabolit molekulak feltarasdhoz vezethet el.
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Ezen tilmenden azt lattuk, hogy amig a NapA transzkripcios faktor
csak a kontroll torzsben up-regulalodott, addig az RsmA fehérje mindkét
torzsben aktiv volt az oxidativ stressznek kitett tenyészetekben. Ennek
alapjan mind a sejt redox homeosztazisanak fenntartdsa, mind szekunder
metabolit termelése az A. nidulans oxidativ  stresszvalaszanak
elvalaszthatatlan részeit képezik (Emri és mtsi, 2015). Mindez arra enged
kovetkeztetni, az RsmA és a NapA képes az A. nidulansban végbemend
stresszvalasz szabalyozés és szekunder metabolit termelés Osszekapcsolasara
(Hong, 2013; Yin és mtsi 2013, 2012).

Szamos tanulmany leirta a gombak szekunder metabolitok termelése
és egyes fejlédésbeli folyamataik kozotti Osszefiiggéseket. Calvo és
munkatarsai a szekunder metabolit termelés és a sporulacid kozotti bioldgiai
kapcsolatot tartak fel. Ennek alapjan a szekunder metabolitokat harom nagy
csoportba sorolhatjuk: 1. sporulacidt aktivaldé metabolitok (pl. az A.
nidulansban termel6d6 linolénsav szarmazékok), 2. pigmentek (pl. a gomba
spordkban megtalalhatd melanin), 3. toxikus anyagcseretermékek (pl.
mikotoxinok) (Calvo és mtsi, 2002). Rodriguez-Urra és munkatarsai pedig
két szekunder metabolit, a diorcinol és a dehidroausztinol sporaképzédésre
gyakorolt pozitiv hatasat irtak le A. nidulansban. (Rodriguez-Urra és mitsi,
2012).

Emellett az aflatoxint termeld A. parasiticus fonalas gomba szekunder
metabolizmuséaban oxidativ stressz regulator transzkripcids faktorok vesznek
részt. Ezek az ApyapA, AtfB ¢és Napl fehérjék. Kimutattak, hogy
Osszefliggés van ebben a gombaban végbemené ROS akkumulacio, az
oxidativ stresszvalaszban résztvevd transzkripcios faktorok aktivécidja, az
antioxidans gének up-regulacioja, illetve az aflatoxin termelddésének

fokozodasa kozott (Hong és mtsi, 2013; Roze és mtsi, 2011). Ugyanis A.
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parasiticusban az ApyapA (YAPL ortolog gén) delécidja kovetkeztében a
gomba a vad tipushoz képest fokozottan érzékennyé valt az extracellularis
oxidansokra, a hirtelen kialakult ROS és aflatoxin akkumulaciéra, valamint a
konidiumok korai kialakulasara (Hong és mtsi, 2013; Reverberi és mitsi,
2008). Tovabba leirtak, hogy ezen gombafaj AtfB fehérjéje hozzakotédik az
olyan aflatoxin bioszintetikus génekhez, amelyek promoterikben CRE
motivumot tartalmaznak (nor-1, fas-1, ver-1 és omtA) (Hong és mtsi, 2013;
Roze és mtsi, 2011).

Tehat az oxidativ stressz szekunder metabolit termelésre, koztiik
mikotoxinok képzdédésére gyakorolt hatasat mindenképpen figyelembe kell
venniink kutatdomunkank sordn, legyen az egy kisérlet, vagy az iparban
végbemend barmilyen kis- vagy nagyléptékii gyartési technika megtervezése.
A fonalas gombak stresszvalaszat és szekunder metabolizmusat szabalyozo
szignaltranszdukcios halozatok megértésével a jovOben 1j, stressztolerans
szekunder metabolit termeld vagy csokkent mikotoxin eléallitd gombatorzsek
fejleszthetok.

Eredményeink szamos 0j informaciot tartak fel az Aspergillusok
oxidativ stresszvalaszaval kapcsolatban. Ahhoz, hogy feltételezésinket
megerdsitsilk a jovoben tovabbi gén delécids mutans Aspergillus torzsek
létrehozasaval vizsgéalhatnank a kiilonb6z6 szabalyozd fehérjék szerepét.
Ezenfeliill az A. nidulansban mar leirt és vizsgalt AtfA transzkripcios faktor
ortologjait is megtalalhatjuk bioinformatika elemzésekkel, hogy amennyiben
jelen vannak, feltérképezhessiik a tobbi Aspergillus faj hasonld kdzponti
stresszvalasz szabalyozoéit. Ezaltal példaul az élelmiszeriparban citromsav
gyartasara hasznalt A. niger gomba oxidativ stresszel szembeni védelmi
mechanizmusait is jobban megismerhetnénk, amely egy hatékonyabb

fermentacios technologia kifejlesztéséhez vezethetne (Kola és mtsi, 2017,
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Park és mtsi, 2017; Li és mtsi, 2009). Ezen adatok szintén nagyon hasznosak
lehetnek a humén orvosldsban stlyos aszpergillézist okoz6 opportunista
patogén gombaval, az A. fumigatusal folytatott kutatasokban (Li és mitsi,
2017; Hagiwara, 2014; Abad és mtsi, 2010; Latgé JP, 1999). Korabban mar
leirtadk e gomba AtfA transzkripcids faktoranak a csirazas folyamataban valo
szerepét, ugyanis hidnyaban az A. fumigatus konidiumok oxidativ stresszre
fokozottan érzékenyekké valtak (Hagiwara és mtsi, 2014). Emellett a
mikotoxinokat eldallité gombak, mint példaul aflatoxint termelé Aspergillus
gombak biokontroll alatt tartasaban is felhasznalhatok lehetnek ezek az

informaciok (Hong és mtsi, 2013; Roze és mtsi, 2011; Payne és mtsi, 2006).
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5. Anyagok és modszerek
5.1 A vizsgalt Aspergillus fajok

A 18 Aspergillus torzs koziil 9 gombatorzs genomszekvenciajat Prof.

Dr. Ronald de Vries altal koordinalt (Westerdijk Biodiversity Institute,

Utrecht, The Netherland) ,,Comparative analysis of aspergilli to facilitate

novel strategies in fungal biotechnology” nevezetii JGI-KNAW teljes genom
szekvenalasi és annotalasi projekt keretein beliil tartak fel.

Szamos kiemelked6 tulajdonsaguk miatt kutatott 17 Aspergillus faj (18

torzs, Aspergillus niger faj esetében két kiilonb6zé torzs) oxidativ

stresszvalaszat vizsgaltuk.

Az alabbi Aspergillus torzsek stresszvalaszat tanulmanyoztuk:

1. Aspergillus aculeatus (CBS 172.66)
2. Aspergillus brasiliensis (CBS 101740)
3. Aspergillus carbonarius (CBS 141172 =DTO 115-B6)
4. Aspergillus clavatus (CBS 513.65 = NRRL1)
5. Aspergillus fisheri
(Neosartorya fisheri) (CBS 544.65)
6. Aspergillus flavus (CBS 128202 = NRRL 3357)
7. Aspergillus fumigatus (CBS 126847 = Af293)
8. Aspergillus glaucus
(Eurotium herbariorum) (CBS 516.65)
9. Aspergillus luchuensis (acidus) (CBS 106.47)
10. Aspergillus nidulans (FGSCA4)
11. Aspergillus niger (CBS 113.46)
12. Aspergillus niger (NCCB 402)
13. Aspergillus oryzae (Rib40)
14. Aspergillus sydowii (CBS 593.65)
15. Aspergillus terreus (NIH2624)
16. Aspergillus tubingensis (CBS 134.48)
17. Aspergillus versicolor (CBS 795.97)
18. Aspergillus wentii (CBS 141173 =DTO 134-E9)
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5.2 A vizsgalt Aspergillus nidulans torzsek
Aspergillus nidulans THS 30.3 kontroll és TNJ 92.4 Aatf4 mutans

torzseinek oxidativ stresszre adott valaszat tanulméanyoztuk.

TNJ 92.4 (pyrG89, AfupyrG*; pyroA4; AatfA::pyroA; veA")

THS 30.3 (pyrG89, AfupyrG+; pyroA+; veA+)

A TNJ 924 Aatf4 delécios mutanst double-joint PCR (DJ-PCR)
modszerrel Jae-Hyuk Yu és munkatarsai hoztak létre. A torzseket Prof. Dr.
Jea-Hyuk Yu (University of Wisconsin, Madison, USA) bocsatotta

rendelkezésiinkre (Emri és mtsi, 2015).

5.3 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsek tenyésztése
A 18 gombatorzseket 25 °C hdmérsékletli inkubatorban 6 napon at
sOtétben sporaztattuk malatas taptalajon, majd a 6. napon a gombasporakat a
stressz kisérletekhez 6sszegytijtottiik. Az Aspergillus glaucus (CBS 516.65)
gombatorzs tenyésztése 1,0 M NaCl-t tartalmazé malatas taptalajon tortént

(de Vries és mtsi, 2017).

54 A vizsgalt Aspergillus nidulans TNJ 924 és THS 30.3
torzsekkel végzett oxidativ stressz Kkisérletek

A két Aspergillus nidulans torzset szilard Barratt-féle minimal
taptalajon tenyésztettilk 37 °C-on, 6 napon keresztiil. Ezt kovetden a

kindtt sporakat Osszegytijtottiik, és 10° szamu friss sporat kiilonbdzd

crer

stressz  dgens koncentracidji  szilard minimal tapkozegre pont
inokulaltunk. Az alkalmazott stressz agensek ¢€s koncentracioik az
alabbiak voltak:

tBOOH: 0,8 mM
H202: 6,0 mM
MSB:0,12 mM
diamid: 2,0 mM
NaCl: 0,6 M
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A feliileti kultarakat 37 °C-on, 5 napon at inkubaltuk, majd az 5.
napon atméréjiiket lemérve stresszérzékenységiiket jellemeztik (4
egymastol fiiggetlen kisérlet eredményei alapjan).

Ezt kdvetéen a két A. nidulans torzset szintén szilard halmazallapota
Barratt-féle nitrat minimal taptalajon 37 °C-on, 6 napon keresztiil
tenyésztettiik. A 6. napon a sporakat lemostuk és 10® szamban folyékony
minimal tdpkozegbe oltottuk. A razatds alatt 37 °C-os inkubacios
homérsékletet, 3,7 Hz razatd frekvenciat és 20 oOras iddGtartamot

alkalmaztunk (Barratt és mtsi, 1965).

5.5 Alkalmazott taptalajok

Valamennyi 18 Aspergillus torzset az alabbi Osszetétel(i taptalajon
tenyésztettiik. A torzsek sporaztatdsahoz malatas taptalajt alkalmaztunk, mig
a stressz kisérletek alatt Barratt féle nitrat minimal taptalajt hasznaltunk a

gombatenyészetek novesztésére.

A minimal taptalaj az alabbi komponensekbdl allt:

10 g/1 gliikoéz

5 v/Iv % 20xNSS oldat

0,1 v/iv % nyomelem oldat

pH 6,5

Szilard halmazallapotd minimal taptalaj 1étrehozasdhoz 20 g/l agart

adtunk a tapleveshez.

Malatas taptalaj osszetétele:
30 g/l Malt extract

5 g/l mikologiai pepton

15 g/l agar

pH 6,0
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A 20xNSS oldat osszetétele az alabbi volt:
6 g/l NaNOs

1,5 g/l KH2PO4

0,5 g/l MgS0O4-4H,0

0,5 g/l KCI

A nyomelem oldat a kovetkez6 alkotokbdl tevodott Gssze:
22 g/l ZnSO4-7H,0

11 g/l H3BO3

5 g/l MnCl,-4H0

5 g/l FeSO4-7H20

1,6 g/l CoSO4-5H20

1,6 g/l CuSO4-5H20

1,1 g/l (NH4)sM07024:4H20

50 g/l EDTA

Spéramosdé folyadék
9 g/l NaCl
100 pl/l Tween 80

56 A 17 Aspergillus faj oxidativ stressz toleranciajanak
vizsgalata

A stressz kisérletekben 37 °C-0s inkubaciés hémérséklet mellett 5
napos inkubécios iddt, mig 25 °C-os inkubécios hdmérsékleten 5 és 10 napos
inkubacios 1d6t alkalmaztunk.

A kivalasztott fajokat 10° szamu sporaval 5 ul térfogatban
pontszeriien inokulaltuk a stressz agenseket mar tartalmazo nitrat minimal
tapkozegre.

A 17 Aspergillus faj koziil az A. glaucus (CBS 516.65) és az A. wentii
(DTO 134-E9) ozmofilitast mutattak NaCl és szorbit mellett. Ezért az A.
glaucus esetében a kiilonb6z6 koncentracioban a stressz agenseket mar a
szilard taptalaj elkészitésénél hozzaadott 2,0 M szorbitot, 0,5 M és 1,0 M

NaCl-t tartalmaz6 folyékony nitrat minimal taptalajhoz adtuk hozza. Mig az
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A. wentii gombatorzs stressz élettani vizsgalatat a minimal taptalajhoz adott

Az oxidativ stressz agensként a H202-t és MSB-t alkalmaztuk. A 18
Aspergillus torzs stresszérzékenységét stressztiirésiikt6l fiiggéen az alabbi
stressz agens koncentraciok mellett vizsgaltuk (de Vries és mtsi, 2017; Orosz

¢és mtsi, 2018; http://www.fung-stress.org/):

H202: MSB:
-1.0mM - 0,024 mM
-1,2mM - 0,048 mM
-1,6 mM - 0,096 mM
-2,0mM -0,12 mM
-3,0mM -0,14 mM
-5,0mM -0,19 mM
- 6,0 mM -0,24 mM
-9,0mM -0,29 mM
-12,0 mM -0,33 mM
- 15,0 mM -0,38 mM
- 18,0 mM - 0,46 mM
-20,0 mM -0,48 mM
-21,0mM - 0,49 mM
- 24,0 mM -0,62 mM
-28,0mM -0,77 mM
- 30,0 mM -0,92 mM
- 36,0 mM -1,06 mM
-42,0mM -1,20 mM
- 48,0 mM

Az oxidativ stressz élettani kisérletek elvégzését kovetden a
tenyészeteket lefényképeztiik, illetve a gombdk ndovekedését a tenyészetek
atmérdjének lemérésével, illetve 0-10-es vizualis skala alapjan is
meghataroztuk. Miutdn a stressz 4agenst kiilonb6z6 koncentracidoban
tartalmazo taptalajon felndvekedett tenyészetek atmérdjének kontroll
tenyészethez vald viszonyitdsaval a novekedés pontos csokkenését is

kiszamitottuk, a gombatorzsek stresszérzékenységét %-ban fejeztiik ki.
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Végiil az élettani eredményeket a Fungal Stress Database (www.fung-

stress.org) adatbazisba gyjtottiik ssze (Orosz és mitsi, 2018).

5.7 Az Aspergillus nidulans gombatorzsekkel végzett oxidativ
stresszérzékenység vizsgalata

A kisérletek el6tt Aspergillus nidulans THS 30.3 kontroll és TNJ 92.4
AatfA muténs torzset 6 napon at 37 °C-on inkubaltuk, majd a kisérletekhez 6.
napon a feliileti tenyészetekrdl lemosott konidiosporakat hasznaltunk fel.

A razott lombikos tenyészetek (100 ml) leoltasat 100 millié spoéraval
végeztiik Bilirker-kamraban torténd sporaszdmolést kdvetden. A tenyészetek
16 6ranyi inkubalasa (220 rpm, 37 °C-on) utan stressz agenseket a minimal
tapoldathoz adtuk az alabbi koncentraciokban:

- 0,12 mmol/l MBS
- 0,8 mmol/l tBOOH
1,8 mmol/I diamid
A stresszorok hozzaadasat kovetd 30. perceben a tenyészetekbol

mintat vettiink, amelyeket DNS-chip ¢és RT-gPCR vizsgalatokhoz
hasznaltunk fel. Majd 4 oraval késobb ismét mintat gyijtottiink, melyet
enzimaktivitds méréséhez, szterol tartalom meghatdrozasahoz és a stressz
hatas kovetkeztében termelddott extracelluldris sziderofor mennyiségének

meghatarozasahoz hasznaltunk fel.

5.8 TranszKkripcios vizsgalatok

5.8.1 RNS izolalas
Az A. nidulans kontroll (THS30.3) és Aatf4 (TNJ92.4) torzsek kezelt
¢és kezeletlen tenyészeteibdl vett mintakat (5-15 ml) az RNS izolalasahoz
zsugoritott iivegsziiron atsziirtiik és a mosashoz 0 °C hémérsékletli vizet
hasznaltunk. A steril Eppendorf csoveket elohiitottiik, amelyekben -70 °C

hémérsékleten taroltuk a micéliumokat egészen a felhasznaldsig. Ezt
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kovetden liofilizalt micéliumokbol TRIsol reagens hozzaadasa utan RNS-t

izolaltunk Chomczynski szerint (Chomczynski, 1993).

A RNS mintak egy részébol DNaz (Fermentas) kezelést kovetéen RT-
PCR méréseket végeztik. Spektrofotometridasan (A = 280/26 nm)
mintdk és az RT-PCR termékek mindségét is ellendriztiik denaturald agardz
gélelektroforézissel. Az agar6z gél a kovetkezd komponensekbdl allt:
10 g/l agardz
10 % (v/v) 10x MOPS-EDTA oldat
0,002 % (v/v) etidium-bromid

(10 mg/ml) és 5 % (v/v) formaledhid
A gélek futtatasa 80 V fesziiltség alkalmazasaval 1x MOPS-EDTA

oldatban tortént.
Az agaroz gélelektroforézist megel6zéen az RNS mintakat (7,5 pg) 5 ul 25
mmol/I etilén-diamin-tetraecesavat és 10 g/l natrium-dodecil-szulfatot (SDS)
tartalmazé oldal és 25 ul mintafelvivé puffer (RNA loading buffer,
Invitrogen, Lofer, Ausztria) elegyében 68 °C hdOmeérseékleten 10 percen at
inkubaltuk.

A 10 x MOPS-EDTA az alabbi 6sszetevokbdl all:
200 mmol/l MOPS

50 mmol/l natrium-acetat

10 mmol/l EDTA

pH 7,0

5.8.2 Microarray Kkisérletek és génexpressziés adatok
kiértékelése

A 0,12 mM MSB-vel, 0,8 mM tBOOH-val és 1,8 mM diamiddal

kezelt és kezeletlen tenyészetek liofilizalt micéliumaibol teljes RNS-t

izolaltunk. A mintavétel a stresszkezelést kovetd 30. percben tortént. Az RNS

mintdk harom egymastol fliggetlen siillyesztett kultaras kisérletbdl

szarmaztak, amelyeket 1:1:1 aranyban elegyitve hasznaltunk fel a DNS-
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chipes transzkriptom meghatarozashoz. A Kromat Kft (Budapest) végezte a
DNS-chip elkészitését, hibridizaciojat és leolvasasat is. A DNS- chip
felilletén géneket reprezentdld (Agilen szoftverrel megtervezett) oligomer
probak vannak a genom legfrissebb modositasait figyelembe véve (AspGD;
http://www.aspergillusgenome.org). A 60 nukleotid hossziisagi oligomerek
megtervezése Agilent eArray szoftverrel valdsult meg (4x44 K; tervezési
szam 0311400; Kromat Kft, Budapest). A hibridizaciohoz felhasznalt mintak
egyszinll fluoreszcens festékkel (cyanine-3; Cys3) jelolt cRNS (specifikus
egyszali DNS templatrol transzkripcioval elballitott szintetikus RNS)
molekulak voltak, amelyek az ,,Agilent One-Color Microarray-Based Gene
Expression Analysis protocol” alapjan keriiltek eldkészitésre. A mintakat
RNeasy mini spin oszlopokon (Qiagen) tisztitottak, mindségiiket az Agilent
Bioanalyzer 2100 késziilékkel ellendrizték, mennyiségiiket pedig ND-1000
NanoDrop spektrofotométerrel hataroztak meg. Valamennyi blokkra 1650 ng
mennyiségii cRNS-t hibridizaltak (17 h, 65 °C, 10 rpm; Agilent
hibridizaciéval). Ezt kovetéen a mintdkat szobahOmérsékleti 1-es GE
mosopufferrel (Agilent) és 37 °C hdmérsékletli 2-es GE mosopufferrel
mostak le. A DNS-chip lemezek azonnal leolvasasra keriiltek az Agilent
DNA Microarray Scenner késziilékkel (FE SW 11.1). Az adatok detektalasa
az Agilent MicroArray Extraction szoftver-el tortént, az elénormalizalasukra
Agilent Feature Extraction szoftver (11.1 verzio) szolgalt. A teljes
adatkészlet a GSE63019 leltari szammal ellatva és nyilvanos funkcionalis
genomikai  adattarba, a Gene Expression Omnibuszba (GEO;
http://ncbi.nlm.nih.gov/geo/) keriiltek elhelyezésre. Végiil a transzkripciods
adatok kozotti hasonlosag szamitasat Dr. Antal Karoly (Eszterhdzy Karoly
Egyetem, Eger) végezte el.
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Az up-regulalodott és down-regulalodott stresszvalasz géneket 3-as
kiiszobértékkel ellatott D1 normalizacids szamitassal valasztottuk ki. A D1
teszt egy kétszer megismételt J5 teszt, ahol az els6ként feltart jelentds gének
eltavolitdsaval a megmaradt géneket vizsgaltadk. A J5 teszt pedig egy gén-
specifikus arany két géncsoportok expresszids intenzitasainak atlagos

kiilonbségei kozott (Jordan, 2008; Patel és Lyons-Weiler, 2004).

5.8.3 A transzkripciés adatok kozotti hasonlosag szamitasa
A teljes transzkripcids profilok kozotti parhuzamos hasonldsagokat a
normalizalt microarray adatok abszolit korrelacioéi alapjan mértiik, és
foglaltuk 0ssze az R 2.12.5. szoftver (R programozéasi nyelv ¢és
szoftverkornyezet statisztikai szamitasokhoz) altal végzett teljesen komplett
Osszevonason alapulo (agglomerativ) hierarchikus klaszterelemzéssel (Orosz

etal. 2017).

5.8.4 Géndusulasi vizsgalatok

A microarray transzkriptom meghatarozast kovetden géndasulasi
vizsgalatokat végeztiink, hogy elemezziik az egyes géncsoportokhoz tartozo
gének halmozodasat.

Ehhez az AspGD Gene Ontology  Term Finder
(http://www.aspergillusgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder)  szoftverrel
(az alapértelmezett beallitasok alkalmazasaval és megfeleld hattérgén
hasznalataval), bioldgiai folyamatokat feltaré gén ontolégiat (GO terms)
hataroztunk meg. FungFun2 csomagot (https://elbe.hki-
jena.de/fungifun/fungifun.php), az alapértelmezett hattér gén készletet
szintén felhasznaltuk a géndusulasi vizsgalatban a kivalasztott géncsoportok
FunCat kategorizalasahoz (Priebe és mtsi, 2015). Csupén a 0.05-nél kisebb p-
értekkel rendelkezé egyezéseket vettik figyelembe a kiértékelési

folyamatban.  Tovabba az  Aspergillus  Genome  Database-bdl
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(http://www.aspergillusgenome.org) nyert informaciok alapjan hoztuk létre
az egyedi szabdlyozasu, koregulalt ¢és AtfA-fiiggd gének, illetve
funkcionalisan rokon gének csoportjait. A gének tulajdonsagait a hozzajuk
rendelt GO term-ek alapjan jellemeztiik, és azt néztiikk, hogy a bizonyos
génekhez tartozdé GO term-ek koziil melyek szerepelnek gyakrabban a genom
Osszes génjéhez rendelt GO term-ek gyakorisagahoz viszonyitva.

A géndusulési vizsgalatokkal azt kerestiilk, hogy a kiilonb6zo ,,GO
term”-be tartozo gének nagyobb ardnyban vannak-e jelen adatkészletiinkben,
mint altaldban a genomban. Azokat a géneket, amelyek expresszidja AtfA
hianyaban megvaltozott, AtfA-fiiggd génekként definialtuk. Ezen beliil
alapvetéen két géncsoportot kiillonboztettink meg. Egyrészt idesoroltuk
azokat a géneket, amelyek kezeletlen koriilmények kozott a AdatfA mutans
torzsben eltérd expresszigjiak voltak a kontroll tdrzsben leirtakhoz
viszonyitva. Tovabba AtfA-fliggd géneknek tekintettiik azokat a géneket,
amelyek a kontroll torzsben stresszfiiggést mutattak, amig ez a jelenség a

AatfA mutans térzsben nem volt megfigyelhetd.

-Az alabbi gén ontoldgiai csoportokat az 5. és 6. tablazatban irtuk le,

illetve hasznaltuk fel a transzkriptomikai adatok kiértékeléséhez.

1. ,,Riboszéma biogenezis gének”

2. ”Mitotikus sejtciklus” gének

3. Antioxidans enzimeket kodold gének. Ez a csoport ismert és
feltételezetten antioxidans enzimeket kodolo géneket foglal magaba.

4. Sziderofor bioszintézisben résztvevd gének. Idetartozik valamennyi
olyan gén, amelyek a ,sziderofor bioszintézis”, a ,sziderofor
bioszintézis  pozitiv  regulacidja”’,  valamint N’ N’ N’’’-
triacetilfuzarinin C bioszintézis” folyamatdban fontos enzimeket

kodolnak.
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5. ,,Vas-kén klaszter 6sszeszereld” gének

6. ,,Két-komponensii szignaltranszdukcids rendszer” génjei

7. ,Nitrat felhasznalasi” gének. Itt a ,,nitrat transzmembran transzporter
aktivitas”, ,nitrat felvevo transzporter aktivitds”, ,nitrat reduktaz
(NADPH) aktivitas”, ,,nitrat asszimilacio” és ,,nitrat asszimilaciot
szabalyoz6” tulajdonsagokkal jellemzett enzimeket kodold géneket
talaljuk meg.

8. ,,ER-t6] Golgi késziilékhez torténd vezikulum transzport” gének

9. ,,Szkvalén-ergoszterol bioszintézis” utvonal génjei. Ez a csoport a
szkvalénbol ergoszterol bioszintézisét végzd enzimeket kodolo A.

fumigatus ortolog géneket tartalmaz.

10. ,,Szignal-transzdukcids” gének. Ez a csoport kizardlagosan olyan
géneket tartalmaz, amelyek a ,,szignaltranszdukcid” gén ontologiai
csoportba (,,signal transduction” GO term) tartoznak.

5.8.5 Génexpresszié vizsgalata RT-QPCR médszerrel

Az MSB, tBOOH ¢s diamid kezelés utan nyert DNS-chip
eredményeket RT-qPCR moddszerrel validaltuk.

A mintdkat a stressz kezelést kovetd 30. percben vettik. A 4
kiilonb6z6 parhuzamos kisérletbdl szarmazo liofilizalt micéliumokbol teljes
RNS izolalast végeztiink.

A mutans torzs AdatfA genotipusat minden kisérlet elétt RT-PCR
kisérlettel erdsitettiik meg. Az RT-PCR reakciokat QuantiTect™ SYBR®
Green RT-PCR kit felhasznalasaval (Qiagen, Hilden, Németorszag)
végeztiik, a gyartotol kapott protokoll alapjan. Minden reakcidelegy 400 ng
total RNS-t, 2,5 mmol/l Mg?*-t és 0,5 pmol/l atfA specifikus primert (5'—
ACT ACT CCC CCC TGC CTT ATC-3’ ¢és 5’-GCC AGC AAA TCT TAG
GTT AG-3’) tartalmazott.
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Az RT-PCR reakcio ezeket a 1épéseket tartalmazta:

(1) reverz transzkripcio, 50 °C, 30 perc

(2) reverz transzkriptaz denaturacio, 95 °C, 15 perc

(3) DNS denaturacio, 94 °C, 15 masodperc

(4) primer hibridizacié (annalas), 53 °C, 30 masodperc

(5) lanchosszabbitas (extenzio), 72 °C, 30 masodperc

(6) a ciklus ismétlése a harmadik 1épéstdl 40 ciklus erejéig.

Az alabbi primerpérokat hasznéltuk fel RT-qPCR vizsgélatainkhoz:

1. ANG6542 (actA)

Forward: 5'-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3

Reverse: 5'-AAGAACGCTGGGCTGGAA-3’ (51 °C)

2. ANT7567 (funkci6ja nem jellemzett)

Forward: 5'-GCCTCATCTTGCCTCCATTC-3’

Reverse: 5-CTTTGTCGCCTCACTGCC-3’

3. ANZ2846 (gpxA)

Forward: 5-TTACCAGTCCATCAAAGCCAAG-3’

Reverse: 5'-TTCAGCCAAGTCCAAAGAGG-3’

4. AN0932 (gIrA)

Forward: 5-CCGTTCGTCTCTCGTCTGTTC-3"

Reverse: 5'-GTCATACTGTTTTGTCTCCACCG-3’

5. ANb5831(funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-CTGAGGGGTGAGATTGAGG-3’

Reverse: 5'-AAAGAGATACGGCTGGTGC-3"

6. AN3581 (trxR)

Forward: 5'-TGGCAGAACGGTATCAGCG-3’

Reverse: 5'-GCGGACAAGCACGGTAAC-3’

7. ANB8692 (prxA)

Forward: 5'-CTGGACTGAGGAGAAGGG-3’

Reverse: 5'-CAAGGACGGCAACAACATCG-3”

8. AN10220 (ccpl)

Forward: 5'-GCGACCAAGAACCAAGACC-3’

Reverse: 5’-AACCAACAGGCGGAAAAACTC-3’

9.  ANO0447 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-GACTTCCCTACCTCCTTCTTG-3"

Reverse: 5'-GCTCCACTCTTTTCCACGG-3’

10. AN10012 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-CTAACACAAGCGGATGAGCC-3’

Reverse: 5'-GGAACAACAAGACGGGAACC-3’

11. AN10584 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5-GGTCTCTGTTTCGCTCTCTG-3’
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Reverse: 5'-ACGGTTTGCCTCTTCATCATTC-3"
12.  AN11060 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-CAAGTCGTCAGTCACCCTC-3’
Reverse: 5'-ATTCTCATCTCCACCATCGTC-3’
13.  AN1407 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-CGACGCTCTCTCTGACTAC-3’
Reverse: 5-CCTATGACTGTGGCTAAACTG-3’
14.  AN2155 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-AGTCCACATTTTCGTCGCTTCTC-3’
Reverse: 5’-TCACCCCAGTCCACATCTTTC-3’
15.  AN2508 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5’-GGACCAAGGAACACGACC-3’
Reverse: 5’-CGCATCAGCCCCAATCAAG-3’

16. AN3632 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-GAGAATCCCTACGAAGTCACC-3’
Reverse: 5-GCTGGCAACGAAAATCCGC-3’

17.  ANA4655 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5"-AGACTTTTGGCTGTGGCTCG-3’
Reverse: 5-TTGATGGCGGCGGTAACG-3’

18. ANS5953 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5’-CGTCCAGCAGTGTCATCC-3’
Reverse: 5'-TCCATCGTCATCGGTCCTTG-3"
19.  ANB8485 (funkcidja nem jellemzett)

Forward: 5'-CGACACAACCCCAGACTTC-3"
Reverse: 5’-AACAGCCGCATAGACCTC-3"

20. AN8251 (hapX)

Forward: 5'-CGAAATGGGATGGTGGCG-3
Reverse: 5-TCTTGACGAACGAGGCGG-3”

21. AN5823 (sidA)

Forward: 5'-GCTTCACCTTCCTCAACTAC-3’
Reverse: 5'-ACTTCAATCACCTCCTCTCC-3’
22.  AN1800 (tcsB)

Forward: 5'-TCATACAATCCGCCTTACAGC-3’
Reverse: 5'-ATCCCAATCCTTCATCCCC-3’

23.  AN2363 (hk-8-6)

Forward: 5'-GGAAGAAGCCTACAAACACCG-3’
Reverse: 5'-GCAATACGATAGCCGAACAGTC-3’
24.  AN3101 (phkB)

Forward: 5-TGGTGGCTTTTACGGATTGG-3’
Reverse: 5-AGTTCTTTCAGGGTCGGC-3’
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25.  AN4113 (hk-8-2)

Forward: 5-TTCTCGCCAGCATCTTCGC-3’
Reverse: 5"-AGCCGTAGTTCGTCGTCAG-3’

26. ANb5296 (tcsA)

Forward: 5"-GTTGAGCCGCATCTACCG-3’
Reverse: 5'-CTATCTTTTCCCCGACCACG-3”
27.  AN6820 (hk-8-3)

Forward: 5"-AGGCTGATGGCTTATGGC-3"
Reverse: 5-CTGGATGGGCACGGAAAC-3”’

28.  AN7945 (hk2)

Forward: 5"-CGATGTCACTTACGCCGC-3’
Reverse: 5"-AAACCGCTCTTGCTGCTG-3"

29. AN1168 (cchl)

Forward: 5"-CAATCCCCTTACAAGACCTTAC-3"
Reverse: 5"-AACCCAGAGACTTCCAATCC-3
30. AN1628 (enaB)

Forward: 5-TGTTGTCGGGTTCTTCCAGG-3’
Reverse: 5"-AGGGCTTCATCGGTCTCG-3"
31.  AN4920 (pmcB)

Forward: 5-CGGTTGTCTCTCTTTCTTTGGG-3"
Reverse: 5-GATGATTCGTCGCACTTGATTCC-3’
32. ANB8842 (midl)

Forward: 5'-CATAAGAGCGATAGTGGTCAAAC-3’
Reverse: 5"-TAACAGTAGTCAGAAGTGCCG-3’
33. AN9339 (catB)

Forward: 5’-CCGAGCCCGACAACACTTAC-3
Reverse: 5’>-GTTCAGCGACGACAATGACG-3’
34. AN1006 (niaD)

Forward: 5’-TATGTCGTCCCAAAACCCG-3’
Reverse: 5S>-TTATTCTTCGTCCGCCTCC-3’
35.  AN1007 (niiA)

Forward: 5’-TCGTGATTGGAGAAGAGCC-3’
Reverse: 5’-CGGGTATTGAGGTAGTAGTC-3’
36.  AN1008 (crnA)

Forward: 5"-CGCTTCTTCATCGGCATCC-3"
Reverse: 5-CATTTTCCAGTCGGGGTGTC-3’
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A relativ transzkripcio mértékét A modszerrel hataroztuk meg:

ACP=CP vizsgslt gén—CP referencia gén, @ah0l ACP a relativ transzkripcid mértékét
jelenti, és CP a PCR termék akkumulaldédasahoz sziikséges ciklusszdmot
fejezi ki a gének és a referencia gén vizsgalataban.

Referenciaként az actA (AN6542) gént hasznaltuk (Kovacs és mtsi, 2013).
Az RT-qPCR kisérleteket a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és

Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratorium munkatarsai végezték el.

59 Enzimaktivitas mérések

59.1  Glutation-peroxidaz, glutaton-reduktaz, katalaz, gliikéz-6-

foszfat-dehidrogenaz és nitrat-reduktaz enzimaktivitasok mérése

A rate assay” eljards segitségével tortént a mérés, miutan a

fagyasztott sejteket X-pressz késziilékkel feltartuk. A sejtmentes mintakat
centrifugaltuk (4 °C, 10 perc, 13000 G) majd a sejtmentes mintakbol
specifikus enzimaktivitasokat mértiink (Chiu és mtsi, 1976). A mintak
glutation-peroxidaz (GPx) (Chiu és mtsi 1976), glutation reduktaz (GR)
(Pinto és mtsi, 1984), katalaz (Roggenkamp és mtsi, 1974), gliikk6z-6-foszfat
dehidrogenaz (G6PD) (Emri és mtsi, 1994.), nitrat reduktiz (NR)
(Bruinenberg és mtsi, 1983) aktivitasat hataroztuk meg (Orosz ¢ mtsi, 2017).

Az enzimek reakcioelegyének végtérfogata 1 ml volt az alabbi dsszetevokkel:
- Glutation-peroxidaz (GPx):

TRIS/HCI-EDTA (50 mM TRIS/HCI, 0,091 mM EDTA, pH 7,6)
puffer, 1 mmol/l kuman-hidroperoxid, 1 mmol/l NADPH, 1 mmol/Il
redukalt glutation, 440 U/l GR. Az enzimaktivitas kifejezésére
hasznalt enzimegység (U, ,,unit”, egység), az 1 perc alatt keletkezett 1
umol reakcioterméket jelenti. A GPXx aktivitasanak meghatarozasakor

1U az az enzim mennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmol GSSG-t
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redukal). A reakcio szinvaltozasat A=340 nm-en 1 percig kovettiik

nyomon (Chiu és mtsi 1976).

- Glutation-reduktaz (GR): 0,1 ml/I Na-foszfat pufferben (pH 7,6) 0,1
mmol/l NADPH, 1,5 mmol/l oxidalt glutation (GSSG) ¢és 10 v/v %

minta. A NADPH fogyas sebességét szintén A= 340 nm-en detektaltuk

fotometriasan (Pinto és mtsi, 1984).

- Katalaz: 20 mmol/l Hepes puffer (pH 7,6) 0,1 mmol/l H20> és 1 viv
% minta. A katalaz aktivitast a H.O2 mennyiségének csokkenésével
mértiik, amelyet 1 percig A=240 nm-en figyeltik meg (Roggenkamp
és mtsi, 1974).

- Gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD): 20 mmol/l Hepes puffer (pH
7,6), 1 mmol/l NADP, 10/200 mmol/l MgCI2, 1 mmol/l gliik6z-6-

foszfat. A reakcioelegy abszorbancia valtozasat A= 340 nm-en 1
percen at mértiik (Emri és mtsi, 1994).

- Nitrat-reduktaz (NR): 20 mmol/l Hepes puffer (pH 7,6), 0,1 mmol/l
NADPH, 0,3 mmol/l NaNOz és 10 v/v % minta. A NADPH fogyas

sebességének mérése A=340 nm-en tortént (Bruinenberg és mtsi,

1983).

A mintak protein tartalmat Bradford reagenssel hatdroztuk meg
(Bradford,1976.) A mintak  fehérjetartalmanak  megfeleltetve az
enzimaktivitasokat mkat/kg-ban (katalaz esetében: kat/kg fehérje) fejeztiik ki.
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510 Az Aspergillus nidulans torzsek kezelt és Kkezeletlen
tenyészeteinek szterin tartalom meghatarozasa

Az A. nidulans tenyészeteinek szterin tartalmat Dr. Gazdag Zoltan
(Pécsi  Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Altaldnos és
Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék) hatarozta meg (Orosz €s mtsi, 2017).

Ehhez a stressz kezelés utdn 4 6raval mintat vettiink a tenyészetekbol.
Majd a teljes szterin tartalom meghatarozasat liofilizalt micéliummal
végezték el Arthington-Skaggs ¢és munkatarsai altal leirtak alapjan
(Arthington-Skaggs és mtsi, 1999.). Eszerint a mintakat 25 w/v %-os kalium-
hidroxiddal (KHO) elszappanositottak, majd 65 v/v % -os etanolban oldottdk
Oket 1 oran at 85 °C-on. Ezt kdvetden a szterin tartalmat n-heptannal vontak
Ki. Az n-heptan altal megkdtott szterin tartalmat spektrofotométerrel mérték

ergoszterinnel késziilt standard gérbe alapjan.

511 Az Aspergillus nidulans torzsek kezelt és kezeletlen
tenyészeteinek extracellularis sziderofor termelés
meghatarozasa

A gombatdrzsek altal termelt extracellularis sziderofor tartalom
meghatarozasat szintén liofilizalassal elokészitett mintakkal végeztiik el Toth
€s munkatarsai altal leirtak szerint fermentacios tapkozegben vagy (10x-esen)
koncentralt fermentécios tapkozegben (Toth és mtsi, 2009). A meghatarozas
standardizalt HPLC modszerrel tortént, amelyet Dr. Gyémant Gyongyi
egyetemi docens és munkatarsai végeztek el a Debreceni Egyetem
Természettudoméanyi és Technologiai Karanak Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszékén (Toth és mtsi, 2009).

A tenyészetek 5 ml mennyiségi mintait livegsziirén sziirték, majd 1
o/l FeClz-dal pH 6,5 kémhatasura allitottak. A vas-komplex szideroforok

HPLC elvalasztasa soran 20 pl mintat injektaltak kozvetleniil a forditott
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fazisu oszlopra (Spherisorb ODS2, 250 4,6 mm, 5 um) Iml/perc aramlési
sebességli gradiens eluciot alkalmazva.
A linearis gradiens 1épései a kovetkezok voltak:

- 0. perc: viz/acetonitril = 94/6
- 10. perc: viz/acetonitril = 80/20
- 15, perc: viz/acetonitril = 75/25
- 16. perc: acetonitril = 100 %
A detekor hullamhossza A=435 és A=220 nm volt, referencia

hullamhosszkant 2A=580 nm-t alkalmaztak. A sziderofér csucsok
azonositasahoz a HPLC koprogén és fuzarinin kalibracids kitet (EMC
microcollection GmbH, Tiibingen, Németorszag) hasznaltak (Pdocsi és mitsi,
2008). Végill a sziderofébr mennyiségét abszorbancia koefficiens

alkalmazasaval szamoltak ki (Téth és mtsi, 2009; Konetschny-Rapp, 1988).

5.12 Felhasznalt vegyszerek

Kisérleteinkben a Sigma-Aldrich Kft. és a WVR Kft. analitikai

tisztasagu termékeit hasznaltuk fel.
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6. Osszefoglalas

Az Aspergillus fajok molekularis biologiai, mezdgazdasagi, ipari €s
orvosbiologiai jelentdségilk miatt napjaink egyre inkabb kutatott
organizmusai kozé tartoznak. Ennek kovetkeztében kiillonbozd stressz
aktivalt biologiai folyamataikat is igen széles korben tanulmanyozzak
(Dagenais és mtsi, 2009; Papagianni, 2007; Pel és mtsi, 2007; Sijmen és mitsi,
2007; Payne és mtsi 2006; Wortman és mtsi, 2006; Latgé, 2001; Oakley és
mtsi, 1981).

A 17 Aspergillus faj oxidativ stresszvalaszanak kutatasahoz élettani
elemzéseket végeztiink. Bioinformatikai modszerekkel de Vries és
munkatarsai megkeresték a kulcsfontossagu oxidativ stresszvalasz fehérjék
ortologjait.  Ezeket az adatokat az élettani kisérletek eredményeivel
Osszehasonlitottuk, hogy fény deriiljon a kiilonb6z6 stressztiirések genetikai
hatterére. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy e fajok élettani
tulajdonsagai nagyon valtozatosak (de Vries és mitsi, 2017; Orosz €és mitsi,
2018). Megfigyelésink koziil az alabbiak a legfontosabbak:

- H20> altal indukalt oxidativ stresszben az A. niger (CBS 113.46 és
NCCB 402), az A. oryzae (Rib40) és az A. nidulans (FGSCA4) fajok
vizsgalt torzsei voltak a legtoleransabbak 37 °C-on 5 napig tartd
inkubaci6 utan (de Vries és mtsi, 2017, Orosz és mtsi, 2018).

- Ugyanakkor az A. fumigatus human opportunista patogén gomba volt a
legérzékenyebb faj a H20 okozta stresszre 37 °C-on. Az
Osszehasonlito genomikai vizsgdlat eredményei alapjan azt talaltuk,
hogy ennck hatterében a benne megtalalhatd, tobbi fajtol eltérd
katalazok jelenléte/hianya allhat. Ugyanis az A. fumigatusnak a C-
tipust katalaz fehérjék koziil csupan clll csoportbeli CatC enzime van,
mig a tobbi Aspergillus fajtol eltéréen a jol ismert cIV csoportba sorolt
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CatC fehérje nem taldlhaté meg benne (Dr. Miskei Marton munkaja
alapjan, de Vries és mtsi, 2017; Orosz €s mtsi, 2018).

- MSB stresszben az A. brasiliensis (CBS 101740) A. wentii (CBS
141173 = DTO 134-E9), A. versicolor (CBS 795.97) és az A. aculeatus
(CBS 172.66) vizsgalt torzsei bizonyultak a legtoleransabbaknak 37 és
25 °C-on. Az 6sszehasonlitd genomikai vizsgalat eredményeként az A.
brasiliensis genomjaban két Gj tipusi SodA fehérje ortologot tartak fel.
Valosziniileg az A. brasiliensis ezen genetikai tulajdonsaga révén képes
hatékonyan védekezni az MSB stressz alatt 1étrejott szuperoxid gyokok
ellen (Dr. Miskei Marton munkdja alapjan, de Vries és mtsi, 2017,
Orosz és mtsi, 2018).

Az Aspergillus fajok oxidativ stresszvalaszat tanulmanyozva azt
tapasztaltuk, hogy nagyon sokszinii gombacsoportrol van szo. Mivel ezen
gombafajok izolaciés helyeiket tekintve szintén nagyon kiilonboznek
egymastol, lehetséges, hogy ennek kovetkeztében alakulhatott ki egymastol
eltérd oxidativ stressztolerancidjuk is. A gombak evolucidjuk soran
folyamatosan adaptalodnak aktudlis kornyezetiikh6z, melynek kovetkeztében
hatékony védekezd rendszereket fejlesztenek ki a kiilonb6zd stresszek
lekiizdésére.

Az Aspergillusok oxidativ ~stresszvalaszanak megértéséhez, a
tovabbiakban az A. nidulans (FGSC A4) stresszvalaszat vizsgaltuk
részletesebben. Az A. nidulans egy jol ismert és jellemzett gombafaj,
amelyrél nagyszamt informacio all rendelkezésre a kutatok szamara. Ezért
modellorganizmusként hatékonyan felhasznalhato lehet a fonalas gombak
oxidativ stresszvalaszaval kapcsolatos kutatasokban (Sporte, 2009; Sijmen és
mtsi, 2007; Keller, 2005; Pocsi és mtsi, 2005; Sweeney és Dobson, 1998;
Martinelli és Kinghorn, 1994; Oakley és mtsi, 1981).
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Munkank soran tBOOH, MSB és diamid altal kivaltott oxidativ

stressz alatt az A. nidulans egy bZIP-tipusu transzkripcids fehérjéjének, az
AtfA-nak (AN2911) szabalyozo szerepét tartuk fel (Orosz és mtsi, 2017;

Emri és mtsi, 2015). Transzkriptomikai analizissel a kiilonb6z6é kornyezeti

stresszvalasz regulator gének expressziojanak AtfA-fliggését elemeztiik.

Funkcidjuk alapjan csoportositottuk az AtfA-fiiggd géneket (7. tablazat)
(Orosz és mtsi, 2017).

1évo

Fontos megemlitenem, hogy az antioxiddns gének mind a hdrom
kiilonbozd stressz kezelés alatt up-regulalodtak. Ez a jelenség egy
altalanos oxidativ stresszvalasznak is tekinthetd. Viszont ezek a gének
nem AtfA-fiiggd modon up-regulalodtak. Aktivaciojukat valoszintileg
tobb transzkripcios faktor egylittesen szabalyozza.
Az AtfA a ,kétkomponensii szignaltranszdukcios rendszer” gének
pozitiv regulatora. Ezen gének AtfA-fliggd up-regulacioja foleg MSB
okozta oxidativ stressz alatt volt jelentds.
Emellett gliikkoz szénforrason névekvé A. nidulans gombéban a pentdz-
foszfat Gitvonal génjei oxidativ stressz alatt nem up-regulalodtak. Ezért
azt feltételezziik, hogy a pentoz-foszfat ciklus szabalyozasa nem a
génexpresszid szintjén torténik.
A tBOOH indukalta stresszben a szterin bioszintézis gének down-
irtuk le.
Az AtfA fehérje kulcsfontossagi szerepet tolt be az A. nidulans
oxidativ stressz alatti szekunder metabolit termelésében.

Az eredmények alapjan egy modellt hoztunk Iétre az A. nidulansban

AtfA  fehérje oxidativ stresszvdlaszban betdltott szabalyozo
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funkcidjanak meghatarozadsara. A modell az aldbbi harom hipotézist
tartalmazza (Orosz és mtsi, 2017):

1. hipotézis: Az AtfA fehérje kdzvetve vagy kozvetleniil szamos olyan
gén szabalyozasaban vesz részt, amelyek fontos stresszvalasz elemeket
kodolnak. Ez a feltevés indokolhatja az atfA delécido kiilonbozo
funkcidju génekre gyakorolt hatasat.

2. hipotézis: Az AtfA kolcsonhatasba 1ép mas, fontos stressz szignal
halézati elemmel és/vagy transzkripcios szabalyozé fehérjével.

3. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetleniil gatolja bizonyos
szigndl transzdukcids halozati elemek és/vagy egyéb transzkripcids
faktorok aktivitasat. Ugyanis AtfA hidnyaban a COSR gének szama
jelentésen nem valtozott, viszont 0Osszetételiikben kiemelkedd
eltéréseket lattunk (10. a, b és d abra).

Adataink és észrevételeink alapjan megallapitottuk, hogy az AtfA
nagyon fontos fehérje az A. nidulans oxidativ stresszvalaszanak
szabalyozasaban. Az A nidulansban az élesztoktol eltéréen nincs kdzponti
kornyezeti stresszvalasz (CESR) (Emri és mtsi, 2015). Ebbdl kifolydlag is az
AtfA nem tekintheté az A. nidulans gomba egyediili oxidativ stresszvalasz
regulatoranak, hanem feltehetden egy vagy tobb interakcios partner fehérjéje
van.

Végeredményiil elmondhatd, hogy az A. nidulans oxidativ
stresszvalasz szabalyozasat tobb jelatviteli mechanizmus és regulator fehérje
Osszehangolt miikodése végzi (Orosz és mtsi, 2017) (13. abra).

Varhatoan a jovoben az A. nidulans modell fonalas gomba
hatékonyan felhasznalhatd lesz SOK mas gombakban végbemend stresszt
szabalyozo folyamatok modellezéséhez és megértéséhez. Valosziniileg,

mindez segithet annak a kérdésnek a megvalaszoldsaban, hogy a gombak
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hogyan képesek gyorsan adaptdlodni a folyamatosan valtozo kornyezethez,
ezen beliil 0j stresszvalaszokat kifejleszteni. Ezen ismeretek birtokédban a
jovOben 1j és hatékonyabb gombaellenes védekezd modszerek - mint példaul
ujfajta antifungalis szerek-, tovabba Uj ¢lelmiszeripari fermentacids

technikak, vagy éppen szekunder metabolit tiltermeld ipari torzsek.

Aspergillus nidulans hifa

13. abra Az Aspergillus nidulans fonalas gombaban lejatszodo oxidativ stresszvalasz
feltételezett modellje: A tBOOH, MSB, H20; és diamid indukalta oxidativ stresszben az AtfA
transzkripcids faktor szamos valtozatos funkcioval rendelkezd gén expresszidjat szabalyozza
(sarga szinnel jelzett nyil: up-regulacio, kék szinnel jelzett nyil: down-regulacio). A gomba
oxidativ stresszvalasza soran az AtfA kozvetve vagy kozvetlenill regulalni képes a COSR
géneket. Az AtfA MSB stressz alatt gatolta a tBOOH-specifikus stresszvalasz gének
expresszidjat, Un. aszimmetrikus ,,.cross talk” részeként. Az AtfA transzkripcidos faktor A.
nidulans oxidativ stresszvalaszaban mas transzkripcios faktorral vagy szabalyozo elemmel
1éphet kolcsonhatiasba. Tovabba az RsmA és NapA transzkripcios faktorok mellett az AtfA
fontos szabalyozo szerepet jatszik a gomba oxidativ stressz alatti szekunder metabolit
termelésében, kiilonosen a gének H,O; stressz kivaltotta up-regulacioja altal.
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7. Summary

The Aspergillus species, owing to their remarkable molecular
biological, agricultural, industrial and biomedical importance, are among
today’s more and more studied microorganisms. As a consequence, their
various stress-activated biological processes are also widely observed
(Dagenais et al., 2009; Papagianni, 2007; Pel et al., 2007; Sijmen et al.,
2007; Wortman et al, 2006; Payne et al., 2006; Latgé, 2001; Oakley et al.,
1981).

To investigate the oxidative stress responses of 17 Aspergillus species
stress physiological analysis was performed. The orthologs of the key
oxidative stress response proteins have been identified with bioinformatics
methods by de Vries et al. These data were collated with the results of the
physiological experiments to shed light on the genetic background of the
diverse stress tolerances. Based on our results, we can conclude that these
species have very diverse physiological properties (de Vries et al., 2017;
Orosz et al., 2018). Our most important results are as follows:

- Under H20. induced oxidative stress, the studied strains of A. niger
(CBS 113.46 and NCCB 402), A. oryzae (Rib40) and A. nidulans
(FGSCA4) were the most tolerant after incubation at 37 °C for 5 days
(de Vries et al., 2017; Orosz et al. 2018).

- At the same time, the human opportunistic pathogen A. fumigatus
fungus was the most sensitive species in H2O. induced oxidative stress
at 37 °C. Based on the results of comparative genomic analyses we
found that this observation could be coupled to the presence or absence
of some catalases present in other Aspergillus species. While many
Aspergillus species possess the representatives of the clV-subtype of
the C-type catalases, no clV-subtype catalase was found in A.
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fumigatus. In this species only one representative of the clll-subtype of
C-type catalases was identified (based on the work of Dr. Marton
Miskei, de Vries et al, 2017; Orosz et al., 2018).

- Under MSB stress, the studied strains of A. brasiliensis (CBS 101740)
A. wentii (CBS 141173 = DTO 134-E9), A. versicolor (CBS 795.97)
and A. aculeatus (CBS 172.66) were the most tolerant at both 37 and 25
°C. As a result of the comparative genomic analyses two new-type
SodA orthologues were discovered in the genome of A. brasiliensis.
Probably because of this genetic feature this fungus is able to cope
effectively with superoxide radicals formed under MSB stress (based
on the work of Dr. Marton Miskei, de Vries et al, 2017; Orosz et al.,
2018).

Studying oxidative stress responses of the tested Aspergillus species,
we found that it is an outstandingly diverse group of fungi. Because these
fungi occupy quite different habitats it is likely that they developed different
oxidative stress tolerances. Fungi are constantly adapting to their current
environment through their evolution, as a result of which effective stress
defence systems are developed to overcome the various stresses.

To understand the oxidative stress responses of the aspergilli more
deeply, we examined the stress response of the model organism A. nidulans
(FGSC A4) in more details. This is a well-known and well-characterized
species with a large amount of information available for the researchers.
Therefore, it can be effectively used as a model organism for research in the
oxidative stress responses of filamentous fungi (Sporte, 2009; Sijmen et al.,
2007; Keller, 2005; Pocsi és et al., 2005; Sweeney and Dobson, 1998;
Martinelli és Kinghorn, 1994; Oakley et al., 1981).
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In our work, we revealed the important regulatory role of the bZIP-

type transcription factor AtfA (locus ID AN2911) of A. nidulans under
tBOOH, MSB and diamid induced oxidative stress (Orosz et al., 2017; Emri
et al., 2015). We investigated the AtfA-dependent expression of different

stress response genes with transcriptomic methods. AtfA-dependent genes

were categorized according to their functions (Table 7.) (Orosz et al., 2017).

It is important to note that oxidative stress defence genes were typically
upregulated under all three stress treatments. This phenomenon could
be considered as a general oxidative stress response, however, these
genes were not upregulated in an AtfA-dependent manner. Their
expression was likely controlled by various transcriptional factors
jointly.

AtfA is a positive regulator of the “two-component signal transduction
system” genes. The AtfA-dependent upregulation of these genes was
significant under MSB stress.

In addition, in A. nidulans grown on glucose carbon source the pentose
phosphate pathway was not activated after 30 minutes of treatment with
oxidative stress agents. Therefore, we suppose that the pentose
phosphate cycle was not regulated at the level of gene expression.

The repression of the sterol biosynthesis genes and the increased
expression of the Siderophore biosynthesis genes have been described
in tBOOH induced stress.

The AtfA protein played a key role in the regulation of secondary
metabolite production in A. nidulans under oxidative stress.

Based on these results, a model was constructed for the determination

of the regulatory function of the AtfA in the oxidative stress response of A.
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nidulans. The model includes the following three hypotheses (Orosz et al,
2017):
Hypothesis 1. AtfA directly or indirectly takes part in the regulation of
numerous genes encoding elements of stress response network. This
assumption may justify the effects of atfA deletion on genes with versatile
functions.
Hypothesis 2. AtfA interacts with other stress signalling elements and/or
transcriptional regulatory proteins.
Hypothesis 3. AtfA directly or indirectly inhibits the activity of certain
signal transduction network elements and/or other transcriptional factors.
The number of COSR genes did not change significantly, but there were
outstanding differences in their composition in the absence of AtfA
(Figure 10. a, b, and d).

From these data and observations, we concluded that AtfA is a very
important regulatory protein in the oxidative stress response of A. nidulans.
Unlike in yeasts, there is no Core Environmental Stress Response (CESR) in
A. nidulans (Emri et al., 2015). Therefore, the AtfA also cannot be
considered the only master regulator of oxidative stress response in this
fungus but it is likely to have one or more interacting partners.

Finally, we can conclude that the regulation of oxidative stress
response in A. nidulans is accomplished by the coordinated action of several
signalling mechanisms and regulator proteins (Orosz et al., 2017) (Figure
13)).

Probably in the future the A. nidulans model filamentous fungus can
be effectively used to model and understand stress-control processes in many
other fungi. Probably, this can also help us to answer the important question

of how fungi can adapt quickly to continuously changing environment,
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including the development of novel stress responses. Having this knowledge
new and more effective antifungal defence methods — for example novel
antifungal agents -, new food fermentation techniques, or even new

secondary metabolite overproducing industrial strains can be developed in

the future.
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Figure 13. A hypothetical model of the regulation of oxidative stress response in the
filamentous fungus Aspergillus nidulans: The AtfA transcription factor affects the expressions
of a number of genes with diverse functions under tBOOH, MSB, H,0, and diamide induced
oxidative stress (yellow-colored arrow: upregulation, blue-colored arrow: downregulation).
AtfA can directly or indirectly control COSR genes in the oxidative stress response of A.
nidulans. AtfA inhibited the expression of tBOOH-specific genes under MSB stress as part of
so-called asymmetric "cross talk”. AtfA can interacts other transcription factor or regulatory
element in the oxidative stress response of A. nidulans. Furthermore, besides the RsmA and
NapA bZIP-type transcription factors, the AtfA also plays an important regulatory role in the
secondary metabolite production of the fungus under oxidative stress, in particular, by the H.O,
stress induced upregulation of genes.
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8. Koszonetnyilvanitas

Nagyon koOszondm témavezetomnek, Dr. Pocsi Istvan Professzor
Urnak, hogy lehetdvé tette és szakmailag tamogatta a doktori munkam
elkészitését a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Kardnak
Biotechnolégiai és Mikrobioldgiai Tanszékén.

Haldsan k6szondm Dr. Emri Tamas egyetemi docensnek microarray
¢s RT-qPCR kisérletek kivitelezésében ¢és kiértékelésében nyujtott értékes €s
hasznos munk3ajat, tovabba szakmai tanacsait €s onzetlen segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Ronald P. de Vries
professzor urnak (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute and Fungal
Molecular Physiology, Fungal Physiology Group, Utrecht University, The
Netherlands), hogy kutatémunkam altal bekapcsolodhattam a ,,Comparative
analysis of Aspergilli to facilitate novel strategies in fungal biotechnology”
nevezetit KNAW-JGI teljes genom szekvenalasi és annotalasi projektbe,
tovabba, hogy lehetdvé tette ¢és tamogatta, hogy kutatdcsoportjaban
dolgozhassam. Mindez a Campus Hungary Palyazat féléves részképzésében
valdsulhatott meg szamomra.

Koszonom Dr. Miaomiao Zhou (Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute and Fungal Molecular Physiology, Fungal Physiology Group,
Utrecht University, The Netherlands) bioinformatikus munkatarsnak a Fungal
Stress Database létrehozasadban végzett munkdjat és szakmai segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Vincent Robert és Nathalie van de Wiele
(Westerdijk Fungal Biodiversity Institute and Fungal Molecular Physiology,
Bioinformatics Group, Utrecht University, The Netherlands) kutatoknak a
Fungal Stress Database szerkezetének felépitésében és megvalositasaban

nyujtott felbecsiilhetetlen és aldozatos munkajukért.
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Tovabba halasan kdszonom Dr. Miskei Marton (Debreceni Egyetem,
Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) Aspergillus fajokkal torténd
Osszehasonlitd genomikai elemzését.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Jae-Hyuk Yu (Department of
Bacteriology, University of Wisconsin, Madison, USA) professzor trnak és
munkatarsainak, hogy az Aspergillus nidulans Aatfa torzset elkészitették és
rendelkezésemre bocsatottak.

Nagyon koszonom Dr. Gazdag Zoltdn (Pécsi Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi Kar, Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék)
egyetemi adjunktusnak, hogy az A. nidulans tenyészetek szterin tartalmanak
meghatarozasat elvégezte.

Koszonom Dr. Antal Karoly (Eszterhazy Karoly Féiskola, Biologia
Intézet, Allattani Tanszék Eger) f&iskolai docensnek, hogy elvégezte a
transzkriptomikai vizsgalati eredmények hasonldsagi szdmitasait.

Nagyon koOszonom Toth Gaborné laboratériumi — asszisztens
Aspergillus gombafajokkal végzett ¢lettani kisérletekben nyujtott aldozatos
munkajat és segitségét.

Ko6szondm Szab6 Zsuzsa PhD hallgat6 transzkriptomikai elemzésben
nyujtott segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Szarvas Vera Etelka, Kicska Livia
(Biotechnologus MSc) Radocz Orsolya, Rakosi Annamaria, Gazdag
Annamaria, Mohécsi Rebeka (Biologia BSc) és Ittes Enikd (Biomérnok BSc)
szakdolgozoknak kitarto és lelkes munkajukért.

Héldsan koszonOm férjemnek, édesanyamnak, testvéreimnek, ¢&s
barataimnak, hogy doktori munkdm sordn mindvégig kitartéan tdmogattak és

biztattak.
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Kutatémunkam a NKFIH K100464, K112181 és K119494, valamint
EFOP-3.6.1-16-2016-00022 palyazatok anyagi hozzajarulasaval valdsult

meg, amelyet ezuton is nagyon kdszonok.
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11. Fiiggelékek

1. fiiggelék A kiilonb6zd stresszérzékenységli gének szama a kontroll és a Aatf4

torzsben.
Kontroll torzs
| MSBés | MsBés | diamides | M2 stre’s\lsiznvcéslasz Osszesen
MSB | tBOOH |diamid| o | giamid | tBOOH ‘T;glgHeS

MSB 70 | 3 58 10 6 5 297 449

{BOOH 33 5 83 2 6 13 161 303

diamid 17 | 1 2 38 14 8 136 226
£ |msBeswoon| 10 | 120 | 0 1 5 14 21 171
% MSBésdiamid | 3 | 4 | 10 1 8 18 6 50
" |damide 17| 10 |19 21 20 19 62 168

{BOOH

hos demdes | g | 52 | 2 19 3 47 21 152
Nincs stresszvalasz 484 262 156 95 20 17 11 1045
Osszesen: 572 | 529 | 195 279 94 103 88 704

148



2. fiiggelék Az AtfA-fliiggd géncsoportokhoz tartozo microarray adatok. Az up-regulalodott és down-regulalodott géneket a piros
¢s a kék szinek jelzik.

»Rib0oszéma biogenezis” gének

Gén ID

ANO0074
ANO0092
ANO0124

ANO0133

ANO0189
ANO0237

AN0247
AN0262
ANO0305

ANO0327

ANO0410

Gén név

rio2

bimG

GO term
ribosomal large subunit biogenesis
rRNA processing

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA processing

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit biogenesis
ribosomal large subunit assembly

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA processing

rRNA processing

149

MSB
-0,78673
0,070913

-0,8197

-0,70808

-0,56239
-0,82469

-0,56854
-3,21617

-0,29429

-1,57496

0,376805

Microarray adatok (log2 R)

Kontroll torzs AatfA torzs

tBOOH
-3,00441
-2,50935

-1,36085

-1,54321

-1,33021

-1,71584

-2,87612
-3,2208

-2,81853

-0,73518
0,231847

diamid
-3,1088
-1,1596

1,645051

-0,51206

-1,52576
-2,28214

-2,26562
-0,32881

-1,60758

0,38345

1,30514

MSB
-2,9417
-2,87836

-1,03291

-1,48834

-0,83795

-1,78707

-2,57441
-1,48494

-2,48319

-0,83101
-0,48906

tBOOH
-4,05494
-4,36328

-3,24

-1,64355

-1,65087

-2,90168

-4,15191
-3,30536

-3,75433

-0,95572
0,367895

diamid
-3,74117
-2,69938
0,632771

-0,57024

-1,60738

-3,06885

-3,29958
-0,18197

-2,95137

0,418711

1,39494



AN0421

ANO0465

ANO0475

ANO0647
ANO0685
ANO0695
ANO0707
ANO0728
ANO0745
ANO0767
ANO0796
AN0843
AN0946
AN10058
AN1013

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit biogenesis
rRNA base methylation

rRNA pseudouridine synthesis
rRNA processing

ribosome biogenesis

tRNA processing

maturation of SSU-rRNA

rRNA processing

rRNA export from nucleus
ribosomal large subunit biogenesis
ribosomal large subunit assembly

ribosomal large subunit assembly

150

0,272066

-2,91822

0,03184

-0,44489
0,235853
-0,93695
0,006075
-0,19952
-1,13417
0,136429
1,264577
-2,69428
0,107536

-0,6311

-2,40364

-2,75785

-2,45014

-2,2536

-3,03464
0,221361
-3,73543
0,149677
-1,54433
-3,65832

-0,0134
-1,75472
-2,64405
-1,68636
-2,07603

-2,37155

-3,8914

-1,04435

-2,06727

-2,6888
0,120577
-1,99536

-1,6495
-1,65692

-2,2268
0,840389
0,405776
-1,46906
-1,36423

0,23282

-0,4975

-2,10358

-1,5153

-1,89211

-2,72743
0,045758
-2,55155
-0,49274
-1,21411
-2,79266
-0,39487

-2,1744
-1,95483
-2,32062
-2,24413

-0,73987

-3,33726

-2,72755

-2,83594

-4,51193
0,229144
-4,77811
0,572775
-1,22891
-5,08577
-0,28485
-2,95431
-2,28376
-2,70699
-3,14401

-2,19548

-3,18908

-0,50921

-3,06642

-3,1068
0,411581
-1,72161
-0,19071
-1,38016
-2,67027
0,069646
-1,13175
-0,80251

-2,1051
-0,43738

-0,01707



AN10175
AN10200
AN10348

AN10352
AN10618
AN10712
AN10719
AN10721
AN10865

AN10940
AN10943
AN10955
AN11145
AN11224

AN11250

rpf2

cgrA

ribosome biogenesis
ribosomal large subunit biogenesis

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

rRNA processing

ribosomal small subunit export from nucleus
ribosome biogenesis

maturation of SSU-rRNA

maturation of LSU-rRNA

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S

rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA methylation

ribosomal large subunit export from nucleus

rRNA processing

rRNA processing

endonucleolytic cleavage involved in rRNA processing

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

151

-0,84749
-0,57809

1,366515

-0,80876
0,045594
-1,32233
0,105035
0,341449

1,184755

0,231647
0,393497
-0,76044
-0,87114
0,379693

0,5842

-0,35118
-3,25647

0,326479

-3,14274
-2,02155
-3,25537
-0,16108
-0,42661

-0,62613

-0,6637
-1,98366
-1,35888
-2,23601
0,091184

-0,57606

0,498981
-2,40691

0,955812

-2,57808
-0,70455
-2,50694
1,558647
1,189639

1,603779

-1,19679
-0,6443
0,095442
-1,49694
0,29778

1,23449

-0,30041
-3,02523

0,07095

-3,05717
-2,17518
-2,39136
-0,07505

-1,114

-0,61453

-0,54315
-3,03056

-1,674
-2,87128
-0,89115

-1,75055

-1,07745
-4,89105

0,05003

-4,746
-2,42081
-3,44339
0,414796
-1,49811

-1,77487

-0,57454
-4,31424
-2,0904
-2,98661
-0,0161

-1,2118

0,267592
-2,69739

0,541924

-3,12109
-0,41388
-2,38249
1,728915
-0,38759

0,15879

-0,66809
-2,15544
-0,43827
-3,00339
0,149077

-0,27114



AN1166
AN1175
AN11773

AN11929
AN1200
AN1215
AN1228

AN12473
AN1319

AN1345

AN1367

AN1434

AN1474
AN1533

hscA

bopl

ribosomal large subunit assembly
rRNA processing

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

ribosomal small subunit assembly
ribosomal large subunit assembly
ribosomal large subunit export from nucleus

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA processing

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit biogenesis

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosome biogenesis

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-

152

-2,79817
-0,00092

-0,52399

-0,12984
0,361414
-0,50956

-2,74719

-1,88958
-0,94274

-2,62041

-0,6406

0,401115

-0,06114

-1,36694

-2,77767
-1,05372

-2,54137

-1,65437
-1,90586
-2,37414

-2,55074

-3,20106
-2,71948

-2,14248

-3,32

-1,67867

-1,02722

-1,6539

-1,06792
-1,43727

-2,46432

0,073697
-2,21218
-1,33833

-1,05

-1,05872
-0,61022

-0,83059

-2,45667

-1,65304

-0,2463

-2,51271

-1,56062
-1,59335

-2,19002

-1,55419
-2,22853
-2,71906

-1,68471

-2,32142
-1,64167

-1,44927

-2,43359

-1,65444

-1,15154

-1,56496

-2,61062
-1,7906

-4,1611

-2,6246
-2,72958
-1,79569

-2,28772

-4,72398
-2,2692

-2,69934

-3,51709

-1,94937

-1,24716

-2,37802

-0,76062
-2,04395

-3,55126

-1,08064
-2,75431
-1,93481
-0,82691

-0,56174
-0,21598

-0,42518

-3,00989

-1,82942

-0,55076

-2,74078



AN1666
AN1711
AN1875

AN1949

AN1957
AN1964

AN2079

AN2210
AN2262
AN2263
AN2292

AN2437
AN2734
AN2737
AN2759

mexA

rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit export from nucleus
ribosomal large subunit export from nucleus
ribosomal large subunit biogenesis

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA modification

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit export from nucleus
ribosomal small subunit biogenesis
ribosomal large subunit assembly

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

tRNA processing
ribosomal large subunit assembly
ribosomal large subunit export from nucleus

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-

153

-0,11187
0,539833
2,778565

-0,22118

-0,41669

-2,66149

-0,4215

0,153853
1,362236
1,988187

-0,04852

-0,65239
-2,78956
2,19472

0,08513

-3,31712
-1,18173
0,769587

-2,95945

-0,96724

-2,78295

-2,01283

-1,51249
-1,2304
-0,42101

-1,74728

-1,11471
-2,95643
1,699434

-0,61352

-4,23138
-0,37835
0,730188

-0,56587

-1,37841
-1,93011

-0,10394

-0,34419
-0,77811
-1,02929

-2,24675

0,143248
-0,63614
0,836893

-0,64021

-2,63571
-1,91528
-0,66606

-2,69084

-0,88196

-1,54118

-2,14687

-1,30074
-1,32392
-0,68281

-2,38045

-0,96602
-1,43568
0,366365

-1,05389

-4,50547
-3,47366
-0,2469

-4,15061

-0,98759
-1,79514

-2,08982

-0,81115
-1,7745
-1,21783

-2,82152

-1,12059
-2,84024
1,674089

-1,65623

-4,28539
-1,97635
0,172892

-1,98621

-1,06947
-0,93456

-0,36777

0,46124
-1,90576
-2,18707

-2,60916

-0,60485
-0,53753
0,868901

-1,04771



AN2926

AN3056
AN3096
AN3167

AN3172
AN3313
AN3413
AN3455
AN3657

AN3706
AN3745

AN3812

AN3823

nsa2

rmtB

nop58

rrsl

rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA
ribosome biogenesis

endonucleolytic cleavage in 5'-ETS of tricistronic rRNA transcript
(SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit assembly
rRNA modification

rRNA export from nucleus

rRNA processing

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

rRNA export from nucleus
ribosomal large subunit export from nucleus

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-

154

-0,63302

-0,66504
-0,44367
-0,80372

-3,31677
-0,68682
-3,0608
0,2394

-0,45278

-3,26913
-0,54418
-0,70312

-2,45224

-2,62799

-2,43227
-2,16872
-3,05372

-3,10327
-2,22653
-2,73798
0,161938

-0,98437

-3,30306
-3,43385

-0,91457

-1,64294

-1,45583

-2,00067
-0,92658
-2,21491

-1,5696
-2,68075
-1,47672
-0,88446

-0,4185

-0,91125
-3,04524
-1,50759

-0,3054

-2,39868

-1,62231
-0,65758

-2,4962

-1,90942

-1,7389
-1,97469
-1,51603

-0,64007

-1,88091
-3,01155
-1,10967

-0,81305

-3,51385

-3,04893
-3,8692
-3,98088

-2,32511
-2,90407
-2,41854
-0,39175

-0,87218

-2,99752
-4,15924

-1,80171

-1,65923

-2,31219

-2,3363
-1,65907

-2,34137

-0,58629
-2,55047
-0,9079
-2,036

-0,23024

-0,3523
-3,39922
-1,61088

0,21655



AN3827
AN4060
AN4087

AN4226

AN4232
AN4298

AN4419
AN4460
AN4469
AN4471
AN4475
AN4560
AN4594

AN4599

rpsl6

rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosome biogenesis

ribosomal small subunit biogenesis
ribosomal small subunit export from nucleus

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit assembly

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit assembly
rRNA processing

ribosomal large subunit biogenesis
ribosomal large subunit assembly
ribosomal large subunit assembly
ribosomal large subunit biogenesis

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

cleavage in ITS2 between 5.8S rRNA and LSU-rRNA of tricistronic
rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

155

-0,59711
-2,85701
-2,74527

-0,24512

0,048168
0,204266

0,107179
-0,75598
-0,49836
-0,33543
-3,01821

-0,5976

-3,62695

-0,34171

-3,79209
-3,05285
-2,335

-1,34238

-2,44629

-2,34261

2,2445
-2,83697
-2,61559
-2,17577
-2,99553
-2,25621

-3,74864

-0,74293

-2,60444
-1,25283
-0,47972

-1,60485

-2,54094

-2,57076

0,408009
-3,20999
-0,01459
-0,67618
-0,36096
-0,76288

-0,68241

-0,3225

-3,09928
-1,77168
-0,9185

-1,2572

-2,41907
-2,7758

0,173448
-1,40286
-2,31617
-2,64105
-1,29102
-2,30272

-1,48126

-0,67771

-5,05095
-2,85194
-2,40434

-1,25508

-3,95833

-4,31933

1,901091
-1,77324
-2,71133
-3,82216
-3,18969
-2,76138

-4,55231

-0,54828

-3,47511
-0,66855
-0,15113

-1,46964

-3,69436
-3,04712

0,13117
-3,35761
-0,52175
-1,86501
-0,22905
-1,54928

-0,62311

-0,17183



AN4616
AN4648
AN4771
AN4TTT

AN4803

AN4872
AN4916
AN5013

AN5177
AN5222
AN5340

AN5441
AN5443
AN5455

sszl

ubil

rRNA processing
rRNA processing
ribosomal large subunit assembly
ribosomal small subunit assembly

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit assembly
ribosome biogenesis

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

ribosomal large subunit biogenesis
ribosomal small subunit assembly

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA export from nucleus
mature ribosome assembly

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)
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-0,62474

-0,444
-0,27237
-1,41923

-3,10915

-2,34792
-2,9435
0,40534

-2,96517
-3,02685

0,367287

-2,85865
0,368968

-0,24142

-2,78541
-2,65835
-1,84644
-0,99741

-2,86525

-2,11765
-2,39644
0,107515

-2,32694
-3,00058

-2,22825

-2,70683
-0,26454

-1,45353

-1,28749
-2,61748

-2,748
0,028728

-1,11641

-0,25064
-1,73624
-0,60749

-3,23042
-1,07269

-2,54504

-0,84529
-1,18095

-1,57714

-2,32729
-2,43329

-1,6396
-1,11563

-1,01731

-1,16334
-1,32302
0,233192

-0,64149
-1,42081

-2,63698

-1,21165
-0,65002

-0,95701

-3,16132
-3,20508

-2,8075
-0,70885

-2,21757

-1,82151
-1,67557
-0,1622

-1,8349
-2,90442

-3,34906

-2,9622
-0,18297

-0,86931

-0,42314
-2,73413
-3,08341

0,26499

-0,35892

0,123553
-0,69221
-0,11352

-1,97144
-0,77665

-2,9848

-0,58434
-1,25529

-0,83396



AN5520
AN5702
AN5711
AN5715

AN5785

AN5789
AN5865
AN5871
AN5875

AN5910
AN5960
AN5979
AN5997
ANGO67
ANG6082
ANG6083

maturation of LSU-rRNA
ribosomal large subunit biogenesis
maturation of SSU-rRNA

rRNA export from nucleus

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit export from nucleus
ribosomal subunit export from nucleus
rRNA methylation

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

rRNA processing

ribosomal small subunit assembly
ribosomal small subunit assembly
rRNA export from nucleus
mature ribosome assembly

rRNA processing

ribosomal large subunit assembly

157

-3,1202
-0,60602
0,250147
-2,85867

0,012199

-0,60861
-0,26744
0,284397

-0,33483

-1,13882
-2,59832
-2,91801
-2,96224
0,427101
-1,28562

0,139948

-3,48265
-3,12198
-0,49786
-2,20134

-1,8959

-2,49865
-2,63762
-2,10657

-1,96774

-0,85517
-2,91745
-2,31311
-2,27256
-1,16262
-1,30056

-0,21132

-1,41898
-1,71342

-1,2292
-0,54742

-1,09439

-2,29343
-3,39397
-2,00833

0,104352

-2,93111
-0,99324
-0,26794
-0,67225
-2,57469
0,335659

0,310783

-1,24173

-2,1101
-0,73281
-1,29954

-1,74421

-2,27696
-2,49424
-2,21281

-1,38319

-0,25136
-1,43514
-1,06962
-1,19896
-1,37923
-0,79702

0,727979

-2,77137
-3,48917
-0,76379
-1,98849

-3,89673

-3,771
-3,11696
-3,26994

-1,71172

-0,18176
-2,09926
-2,63714
-2,70742
-1,79402
-1,51163

0,088322

-0,45139
-1,50537
-1,20264
-0,19095

-2,18755

-1,94211
-2,87396
-3,17371

0,21045

-1,26503

-0,4365
-0,20985
-0,45008
-3,02211
0,285429

0,464146



ANG6112
ANG6149
ANG6171
AN6202

ANG6244

ANG6265

ANG266
AN6310
AN6334
ANG6374

ANG6514

ANG556

ANG561

dnfB

rpl3

ribosomal small subunit assembly
mitochondrial large ribosomal subunit assembly
ribosomal small subunit biogenesis

ribosomal large subunit assembly

exonucleolytic trimming to generate mature 3'-end of 5.8S rRNA
from tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-
rRNA)

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosome biogenesis
ribosomal large subunit assembly
ribosome biogenesis

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

endonucleolytic cleavage in 1TS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)
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-0,62439
0,731919

-0,8865
-3,46818

-0,54474

0,586849

-0,66357
-1,16908
-0,13135

-0,36764

0,387

-1,57861

0,424803

0,475584
-1,83706
-3,48901
-2,77512

-0,90051

-1,32389

-3,39841
-3,06446
-1,9338

-2,46914

0,631401

-3,859

-0,5786

0,360203
-0,04372
-2,02301
-0,87634

-0,13058

-1,36825

-0,52616
-2,52155
-0,05068

-1,02452

0,050629

-2,86122

-0,8962

-0,14163
-0,82691
-2,30091
-0,69876

-1,56413

-1,87704

-1,84436
-2,21557
-1,67376

-2,57594

-0,05203

-2,73541

-1,63841

0,775906
-1,12747
-4,43237
-2,41595

-1,20433

-2,54873

-4,06026
-4,00977
-1,76182

-3,78031

0,288189

-4,89362

-1,40919

0,859035
0,181558
-2,31416
-0,34615

0,110802

-2,1671

-0,50067
-3,55862
0,270563

-2,24516

0,016395

-3,19303

-1,24089



ANG563
ANG585

ANG612

ANG6632
ANG6651
ANG6679

ANG902
ANG9I78
ANG980
ANT205
AN7260
AN7305

AN7424

AN7526

rccl

nic96

ribosome biogenesis

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal small subunit assembly
ribosomal small subunit biogenesis

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit assembly

ribosomal subunit export from nucleus
ribosomal large subunit export from nucleus
ribosome biogenesis

rRNA processing

endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from 5.8S
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

endonucleolytic cleavage in ITS1 upstream of 5.8S rRNA from
tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)
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-2,25506
-0,4224

-0,15472

-2,84115
0,780159

-2,90802

-0,67321
-0,71794
-1,02533
-0,16913
-0,28684

-1,11044

0,947342

-0,15775

-2,67381
-2,17524

-3,0708

-2,941
-1,70078
-2,00651

-3,49981
-1,46664
-0,32142
-2,64251
-2,81369

-2,00284

-0,59124

-2,50482

-1,47184

-2,39552

-2,60748

-0,87813
-3,72783
-0,30661

-4,01404
-0,95945
-1,09382
-1,20917
-1,96534

0,373387

0,416919

-2,6814

-1,179

-1,30111

-2,87381

-1,44588
-1,665
-1,70549

-2,73416
-0,97954
-1,43826
-2,54077
-1,78877

-2,00126

-2,69868

-2,12721

-2,61179
-1,82802

-4,67799

-3,13089
-0,75782

-2,32505

-4,6115
-1,31261
-1,54113
-4,30418
-3,28084

-2,50831

-1,54586

-2,86412

-0,73536
-1,8587

-3,92196

-0,68622
-3,14004
-0,07728

-4,07888
-1,18974
-1,59768
-1,98033
-2,50114

0,228929

-0,07348

-2,6534



AN7630
AN7674
ANB8O073
ANB8247

ANB8254
AN8293
ANB8491

ANB8668
ANB671
ANB691
ANB8805
ANB8824
ANB8834
ANB8849
AN8851
ANB8856
ANB8860

nop10

swoC

ribosomal large subunit assembly
ribosomal large subunit biogenesis
rRNA processing

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

cleavage involved in rRNA processing
rRNA processing

maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

ribosomal large subunit assembly

rRNA processing

rRNA processing

ribosomal small subunit export from nucleus
ribosomal subunit export from nucleus
ribosomal large subunit assembly

rRNA base methylation

rRNA pseudouridine synthesis

ribosomal large subunit assembly

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
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1,624379
0,051733
-0,65406

0,191317

-0,70237
-0,31722
-0,3496

-0,25689

-0,9669
-0,23339
-0,07973
-0,19501

0,20034
-0,90548
-1,19888
-2,63544

-0,22261

-0,34692
-2,3637
-3,5178

-2,60954

-2,97671
-1,41762

-3,03972

-0,58372
-0,37998
0,015158
-0,18093
1,145849
-1,53997
-0,30706
-3,37715
-1,82233

-0,51202

1,061232
0,072675
-0,39071

-1,2775

-0,91618
-1,01469
-1,77315

-0,54531
-1,29613
1,181375
0,019031
0,316585
-1,51937
0,497856
-1,92107
-0,71811

0,100701

-0,65937
-2,75562
-2,33166

-2,28263

-2,62154
-1,66167

-2,73846

-0,79409
-0,62773
-0,12145
-0,03635
-0,62228
-1,66315
-1,05081
-2,90922
-1,14285

-0,62211

-1,59802
-4,27551
-4,07448

-3,27972

-3,85086
-1,98241

-4,32403

-0,52073

-0,2485
0,896557
-0,21315
1,084807
-2,18114
-0,52374
-5,04669
-1,44891

-2,03346

0,535277
-2,34758
-0,62104

-2,11527

-1,99664
-0,79018

-2,61368

-0,66501
-0,70658

1,19097
-0,00301
-0,05742
-1,84578
-0,00021
-2,87709
-0,53475

-0,29627



rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

AN8870 maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU- -2,64829
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

AN9060 ribosomal large subunit export from nucleus 0,996965

AN9097 maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU- -2,30534

rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

AN9398 endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA from5.8S  0,495176
rRNA and LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

AN9468 maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU- -2,98665
rRNA, 5.8S rRNA, LSU-rRNA)

Frequency in the up-regulated gene group: 3/636
Background frequency 177/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
NO
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
Frequency in the down-regulated gene group: 36/653
Background frequency 177/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
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-2,0338

0,50131

-2,32274

-2,05621

-2,64953

2/686

NO

110/645

YES

-0,09184

0,325428
-0,80995

-0,72888

-0,67132

0/493

NO

30/357

YES

-1,39517

0,149142
-1,33152

-2,72102

-1,18593

0/546

NO

NO
106/557
YES

YES

-2,46247

0,01919

-2,5117

-3,84914

-2,56496

0/504

NO
NO
99/638
YES

NO

-0,09948

-0,20871
-0,65281

-1,89843

-0,24442

0/449

NO
NO
46/525
YES

NO



»Mitotikus sejtciklus” gének

Gén ID

ANO0084
ANO0091
ANO0118
ANO0135
ANO0140
ANO0143
ANO0166
ANO0226
ANO0228
ANO0253
ANO0270
ANO0281
ANO0290
ANO0295
ANO0347
ANO0410
ANO0420
ANO0504
ANO0556
ANO0676
AN0696
ANO0733
ANO0808
ANO0814
ANO0872
ANO0960

Gén

nudA

topl

bubA

rabE
bimG
nudG
SitA
mreA
mipA
madl
hhtA
swdl
cdc20

GO term

G1/S transition of mitotic cell cycle

intra-S DNA damage checkpoint

mitotic sister chromatid segregation

mitotic actomyosin contractile ring assembly
mitotic actomyosin contractile ring assembly
mitotic spindle organization in nucleus
attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
G2/M transition of mitotic cell cycle

mitotic DNA replication

mitotic chromosome condensation

cellular bud site selection

mitotic spindle assembly checkpoint

mitotic actomyosin contractile ring contraction
mitotic spindle disassembly

mitotic cytokinesis

mitotic spindle elongation

establishment of mitotic spindle localization
G1/S transition of mitotic cell cycle

intra-S DNA damage checkpoint

mitotic cytokinesis, site selection

mitotic spindle assembly checkpoint

mitotic spindle assembly checkpoint

G2/M transition of mitotic cell cycle

mitotic sister chromatid segregation

mitotic DNA replication preinitiation complex assembly
mitotic spindle organization
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MSB
-0,45922
1,806465
-1,59635
0,813409
-0,81999
-0,66159
-1,80431
3,038503
-3,32694
0,518939
-1,61364
0,629857
-1,44067
0,225726
-0,85452
0,376805
-1,88997
0,177824
1,101219

-23909
0,141156
-0,59415
-0,77587
-4,30124
-0,97517
0,150869

Microarray adatok (logz R)

Kontroll térzs
tBOOH
-0,77029
0,505875
-0,73486
0,772024
-0,19503

-0,4667
-1,30361
2,281981
-2,42693
0,938091
0,694324
0,086261

0,20948
1,791702
-0,32406
0,231847
-1,28718
-0,13076
2,210944
-1,02194
1,029624
-0,53936
-0,71054
-4,41727
-0,88992
0,976027

diamid
0,263204
1,437937
-0,62868
-1,31359
-0,45357
0,124104
0,177744
1,952901
-4,60447
-0,49348
0,695887
1,965287
0,705168
2,730504
1,262223

1,30514
0,344386

-1,1542
1,150907
-1,83511
-0,29064
-1,25971
-0,99174
-1,78485
-2,28239
-0,55985

MSB
-0,43024
-0,25607
-0,37792
1,165749
0,078403
0,093633
-0,71416
1,451394
-2,07405
0,369646

0,36831
0,060043
-0,03385
-0,20589
-0,65787
-0,48906
-1,35169
0,657038
0,443391
-0,98533
-0,20658
-0,14554

-0,9284
-0,52394

-1,2253

-0,6742

AatfA torzs
tBOOH
-1,03623
0,743028
0,009271
0,533107
0,081341
0,034652
-1,20003
1,649074

-1,8958
1,022028
0,595783
0,686588
0,284764
1,885659
-0,99462
0,367895
-1,06246
-0,31614
2,072729
-1,18856
0,740951
0,121468
-0,61055
-3,05817
-0,67513

0,88741

diamid
0,310216
0,976135
0,027402
-0,86207
0,232972
-0,23868

-0,2641
1,651229
-3,20782
0,058325
0,958953
2,144954
0,740936
3,105157
0,795202

1,39494
0,187915

-0,7794
0,812276
-1,24712
-0,08306

-0,8802

-0,6304
-0,40137
-2,46156
-0,42297



AN10008
AN10111
AN10137
AN10225
AN10253
AN1026

AN10336
AN10516
AN10635

AN10755
AN10956
AN11055
AN11059
AN11071
AN11101
AN11344
AN1170
AN1171
AN11721
AN1182
AN1191
AN1207
AN12161
AN1255
AN1286
AN1324
AN1335
AN1394
AN1398
AN1546

culD

grrA
sepB

esal

gind

clrD
kinl

benA
sumO

budA

aspD

mitotic sister chromatid segregation

mitotic spindle organization in nucleus

mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid cohesion

mitotic spindle organization in nucleus

mitotic chromosome condensation

G1/S transition of mitotic cell cycle

Okazaki fragment processing involved in mitotic DNA

replication
mitotic DNA replication initiation

mitotic sister chromatid segregation

G2/M transition of mitotic cell cycle

cellular bud site selection

barrier septum assembly

morphogenesis checkpoint

mitotic spindle organization in nucleus

attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
mitotic cytokinesis, site selection

Okazaki fragment processing involved in mitotic DNA
mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid segregation

mitotic DNA replication checkpoint

intra-S DNA damage checkpoint

mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid segregation

bipolar cellular bud site selection

mitotic sister chromatid segregation

mitotic cytokinesis

mitotic spindle organization in nucleus

regulation of transcription involved in G2/M transition of
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0,062941
0,830909
-3,36026
-1,66431
-0,21095

-0,3164
1,899655
0,690413

-0,9663

-2,98073
1,580801
0,643391
0,048177
1,792154
0,186121
-0,53822

-0,0702
-0,29783
-1,10528
-2,98237
-0,05496
-0,52073
-0,34233

-0,4717

-1,6994
-0,06001
-0,20164
-3,26325
-0,41229
0,119515

1,133609
-0,10405
-2,70428

-1,6702
-0,62669
-0,88226
1,598249
0,255861
-0,61808

-1,59292
0,295623
0,026303
-0,0343
1,345994
0,354891
-0,5849
-0,57559
-0,00149
-0,20014
-1,049
0,369125
-0,52898
-0,1927
-0,45337
-0,89608
0,258063
0,774548
-1,68669
-0,60875
0,812753

-0,15401

2,15606
-1,74594
-2,89038

-0,1327
-0,03417
-1,24719
-0,59104
-1,44503

-2,8464
0,231909
0,479984
-0,01284

1,63555
5,058591
-0,65678
-0,54924
-0,92991
-1,39252

-0,6278
1,201838

-1,2076
-0,90781
-0,73913
-1,76901
0,276845
-0,30645
-1,25114
0,334637
0,361255

0,766204
0,358626
-1,07008
-1,07939
-0,11881
0,263144
0,536818
0.,151933
-0,97265

-1,51532
-0,05665
-0,54246
0,012187
1,016188
-0,14931
-0,76181
-0,29503

0,85065
-0,51133
-1,37365
0,136576

-1,2293
-0,63282
-0,30552
-0,66884
0,175177
0,346781

-1,6117
-0,53873
-0,01248

0,173989
-1,193
-3,49355
-1,5787
0,169835
-0,34514
1,274531
0,306079
-0,62253

-0,6407
0,279355
-0,10575
-0,16896
1,253426
0,131093
-1,21839
-0,26972
0,061659
0,565309
-0,21187
0,039039
-0,31551
-0,52191
-0,36234
0,085889
0,365127
0,517344
-1,69437
-0,59148
0,994419

-0,17998
1,419631
-1,93697

-3,126
0,314957
-0,16253
-1,28094
-0,85226
-1,27985

-2,1535
0,158132
0,494469
0,008488
2,218999
3,576809
-0,94148
-0,44827
-0,46793
-0,81801
0,092787

0,88627
-1,60821
-1,12843
-0,21823
-0,81348
0,560758
-0,27059

-0,828
-0,01342
0,865501



AN1560
AN1779
AN1875
AN1905
AN1929
AN2047
AN2126
AN2128

AN2143
AN2246
AN2302
AN2412
AN2417
AN2438
AN2439
AN2484
AN2511
AN2686
AN2761
AN2764
AN2768
AN2772
AN2848
AN2854

AN2862
AN2963
AN2969
AN3062
AN3067

plkA
nimO

hepA

CaM

gen2
sconC
cmkA

sldB

mad2

bimE

PCPA

mitotic spindle elongation

maintenance of mitotic sister chromatid cohesion, centromeric
mitotic cell cycle

mitotic sister chromatid cohesion

G2/M transition of mitotic cell cycle

mitotic spindle assembly

mitotic cytokinesis

microtubule bundle formation involved in mitotic spindle
midzone assembly

mitotic sister chromatid cohesion

mitotic G1 DNA damage checkpoint

G1/S transition of mitotic cell cycle

G2/M transition of mitotic cell cycle

signal transduction involved in mitotic DNA replication
establishment of mitotic sister chromatid cohesion
mitotic spindle assembly checkpoint

mitotic actomyosin contractile ring assembly

mitotic spindle assembly checkpoint

mitotic spindle organization in nucleus

mitotic sister chromatid segregation

removal of RNA primer involved in mitotic DNA replication
mitotic spindle organization in nucleus

mitotic nuclear division

mitotic nuclear division

positive regulation of transcription involved in G2/M transition

of mitotic cell cycle
mitotic sister chromatid cohesion

mitotic sister chromatid cohesion
mitotic DNA replication checkpoint
mitotic sister chromatid segregation
mitotic sister chromatid cohesion
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-2,79732
-1,38935
2,778565
-2,43472
-1,94482
-1,95312
-1,79275
-2,77134

-0,80714
-0,77387
-0,00497
-0,74615
-0,30912
0,867474
0,075987
-1,22544
-4,39848

-21746
-0,21337
-0,93721
1,729415
-1,32651
0,132839
1,464907

-2,45647
-2,06505
-2,26653
-1,14347
-2,84284

-2,97327
-0,38471
0,769587
-1,99578
-1,43967
-0,33297

0,10781
-2,39269

0,320061
-0,61587
1,193439
0,600879
-0,27461
0,601863
-0,22303
0,011703
-3,25828
-1,34202
0,064675
-0,04624
0,243444
-0,88727
1,138818
0,373406

-1,08703
-0,68859
-0,46704
-0,70105
-1,19747

-0,8804
-1,15167
0,730188
-1,97652
-3,54716
0,479385
0,013301

-1,1733

-2,64733

0,28436
0,221338
-1,16993

-0,5411

1,27956
0,900813
0,956071
-2,29089
-1,16687
0,722209
-0,60069
1,207827
-2,31155
1,251587
2,004791

-1,59053
-1,36963
0,453391
-1,38979
-3,72469

-0,72587
-0,39536
-0,66606
-2,25734
-0,98121
-0,15307
0,504139
-0,90922

0,062693
0,389733
0,199669
0,156033
-0,29942
-0,04518
-0,35618
0,443508
-1,28665

-0,3262
-0,03237
-1,36676
-0,24261
-0,26658
-0,05546
-0,53608

-0,9941
-1,09169
-1,34081
-1,28138
-1,29211

-1,83155
-0,14255

-0,2469
-1,55954
-0,87635
-0,14949
0,294392
-1,11309

0,493363
-0,90702
0,925246
1,411716
-0,26963
0,591421
-0,62274
0,273021
-2,85653
-1,30687
-0,08244
-0,04583
0,662818
0,148742
1,267557
0,796941

-0,89744
-1,37944
-0,68603
-0,62763
-0,61278

-0,00643
0,192113
0,172892
-1,50988
-2,02443
0,345621
0,745117

0,05746

-1,08759
-0,31453
-0,31932

-1,143
-0,30986
0,972519
1,239427
0,643611
-1,16242
-0,73628
0,508412
-0,34717
1,260567
-0,78344
0,835793
1,711315

-0,78964
-1,34294
0,425454
-0,99948
-2,52903



AN3118 intra-S DNA damage checkpoint 0,752292 0,112223 0,182829 -0,30636 0,175915 -0,00612

AN3124 mitotic spindle elongation -4,33004  -3,43235 -2,60592 -1,05815 -2,35076  -1,15713

AN3154 rgdA positive regulation of transcription involved in G1/S transition -0,93029  -0,23388 -2,65632 -1,19618 0,111526 -2,77426
of mitotic cell cycle

AN3156 mitotic G1 DNA damage checkpoint -0,50327  -0,60149 0,389391  -0,86691  -1,32448 0,615724
AN3363 bimC mitotic spindle midzone assembly -1,47676  -1,83157 -2,00941  -0,50195  -1,83427  -1,45185
AN3372 scaA mitotic G2 DNA damage checkpoint 1,343176 1,16704  -1,08139 0,403601 1,209782  -2,10847
AN3373 DNA damage checkpoint 2,33189  2,358927 1,057073 0,915705 1,681299 0,073839
AN3437 apsB attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore -0,06083 -0,68962 -2,57362 -0,63482  -0,48679  -2,38055
AN3450 cdc7 G1/S transition of mitotic cell cycle 0,035424  -0,45754 0,048389 -0,16889 -0,77858  -0,10873
AN3451 mitotic chromosome condensation -1,34862  -1,43496  -1,61373  -0,77892  -2,19101  -1,62074
AN3579 mitotic spindle elongation 0,15862 0,111952  -0,42494  -0,23793  -0,54016  -0,69306
AN3619 sidl intra-S DNA damage checkpoint 0,860602 1,357031 0,654958 0,700611 0,916022 -0,03982
AN3620 mitotic G2 DNA damage checkpoint -153472  0,244987 1,2783  -0,58826  1,062006  1,409393
AN3622 rgsB cellular bud site selection -0,50895 -0,65315 -0,67137 -0,55981  -0,30044  -0,48916
AN3648 nime correction of merotelic kinetochore attachment, mitotic -1,85414 -1,3727 -2,52902 -0,52801 -0,05019 -0,7917
AN3666 mitotic DNA replication initiation -0,26159  0,092676  1,242401  -0,03658 0,203504 0,735204
AN3710 attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore 0,326777  0,227637  2,140954  0,317039 0,62733  2,190882
AN3729 fksA primary cell septum biogenesis -0,40722 -0,33086  -0,55626  0,143424 0,239524 0,112631
AN3735 axial cellular bud site selection -0,78644  0,180583  -1,34158 0,434457 0,149446  -1,07139
AN3910 mitotic sister chromatid segregation -1,85542  -1,83003 -1,65076 -0,6337  -0,90978  -0,47266
AN3941 nimT G2/M transition of mitotic cell cycle -1,98362 -1,27962 -1,85299 -0,42614  -0,23196  -0,71601
AN3946 sldA attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore -3,59408 -3,34061 -1,80165 -0,86928 -2,74942  -1,00516
AN4182 nimX G1/S transition of mitotic cell cycle -2,43976  -1,22134  -2,62319  -0,42792  -0,85062  -1,41292
AN4265 mitotic chromosome condensation -1,94096  -0,54667  -0,52998 -036999 0,207011  0,069031
AN4270 axial cellular bud site selection 0,619878 0,264169 -0,22618 0,099316 0,624178 0,058495
AN4279 chkB intra-S DNA damage checkpoint -0,71181 -0,63444  -0,40675 -1,31216 -0,27807  -0,31827
AN4360 establishment of mitotic sister chromatid cohesion -0,01452  0,246047 0,1842 0,269274 0,623057 0,458574
AN4399 ubcN mitotic spindle elongation 0,009903 0,416099 0,631667 -0,51415 -0,06459 0,52697
AN4411 mitotic sister chromatid segregation 0,465991 0,405264 0,652543 0,222606 0,763504 0,882734
AN4417 ndcl mitotic spindle assembly -0,98065  -1,40181 -1,99732  -0,95287 -0,47885  -1,59749
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AN4493

AN4501
AN4513
AN4555
AN4564
AN4571
AN4597
AN4612
AN4667
AN4678
AN4685
AN4706
AN4790
AN4804
AN4862
ANA4867
AN4961
AN4963
AN4969
AN4996
AN4997
AN5057
AN5195
AN5406
AN5483
AN5494
AN5517
AN5518
ANS5521

rpdA

artA
kipB

teaA

aspA
myoB
rrpB
ranGAP
gcpC

ndc80

cdcA
top2

chkA
foxB

alpA

regulation of transcription involved in G1/S transition of
mitotic cell cycle

DNA damage checkpoint

attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
mitotic sister chromatid segregation

mitotic actomyosin contractile ring localization

intra-S DNA damage checkpoint

mitotic chromosome condensation

mitotic spindle organization in nucleus

mitotic cytokinesis

establishment of mitotic sister chromatid cohesion
cellular bud site selection

mitotic cytokinesis

mitotic sister chromatid segregation

attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
mitotic sister chromatid segregation

mitotic spindle assembly

mitotic spindle organization in nucleus

mitotic actomyosin contractile ring localization
attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
mitotic sister chromatid segregation

mitotic cytokinesis

correction of merotelic kinetochore attachment, mitotic
axial cellular bud site selection

mitotic sister chromatid separation

mitotic DNA replication maintenance of fidelity

mitotic G2 DNA damage checkpoint

G1/S transition of mitotic cell cycle

barrier septum assembly

attachment of mitotic spindle microtubules to kinetochore
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0,447639

-1,20552
-2,70617
-1,51771
-0,59911

-1,0285
-1,84197
0,628245
-2,53741
0,856989
-2,13788
-2,75785
0,075757
-0,93898

0,73389
-0,82821

-0,5182
-1,10549
-1,04518
-0,48382
-0,56729
-2,69865
0,246338
-2,53896

0,00267
-0,71586
0,435287

0,37721
-0,94299

0,443777

-0,19302
-2,77901
-1,22094
-0,74191
-0,65973
-1,43423
0,035427
-1,36349
-0,13643
-1,60247
-1,91746
0,004103
0,484274
0,187706
0,364919
-0,89406

-1,7956
-0,36125
-0,14715
-1,00354
-2,95897
0,652061
-2,03432

0,33279
0,031637
0,475576
0,461767
-0,26896

0,18605

-0,68758
-3,19556
-1,21436
-2,78057
-0,8049
-0,64376
1,567081
-1,6712
-0,46641
-2,96655
-2,19995
0,985824
0,897774
2,425319
0,194912
0,574684
-0,85401
-1,27158
-1,23246
-0,375
-2,17979
1,796668
-2,06423
0,658034
-0,08814
0,531547
1,978007
-1,14081

-0,48267

-0,37419
-0,69403
-1,28515
-0,43183
-0,77982
-0,48246
0,360633
-1,18188
-0,37437

-0,9521
-0,75984

-0,0946

0,00583
-0,68414
-0,15809
-0,02305
0,267806
-0,47658
-0,35622
-0,33923
-0,89765
-0,39749
-0,68221
0,059716
0,288305
0,100617
-0,27315
-0,40132

0,645989

0,411489
-2,22713
-2,15034
-0,24712
-0,25539

-1,0864
0,105919
-0,98756
-0,52942
-2,87033
-1,51628
0,258802
-0,05434
-0,21524

-0,2658

-0,8778

0,51419
-0,49884
0,435263
-0,24692
-1,94041
0,281619
-1,86805
0,313655
-0,52487
0,204124

0,36467
-0,19164

0,780691

-0,10371
-1,96658
-2,03065
-1,8298
-0,5936
-0,01518
1,488716
-0,53792
-0,78213
-3,62806
-1,40394
0,889064
0,857902
1,858334
-0,05983
0,130017
-1,02155
-0,74271
-0,23019
0,023174
-0,86632
0,850847
-1,34604
0,59141
-0,11578
0,452054
2,007
-0,4273



AN5574
AN5618
AN5631
AN5676
AN5686
AN5778
AN5789
AN5803
AN5815
AN5822
AN5873
AN5885
AN5899
AN5910

ANG6044
ANG069

ANG6070
AN6114
ANG6138
ANG6147
AN6303
ANG6340
ANG359

ANG364
ANG391
AN6505

cdc31

tpmA

fimA

ankA
gcpB
agsA
smcB

npkA

bimA

uvsF
KIpA
sconB

SudA
pphA
rcoA

mitotic DNA replication initiation

mitotic spindle pole body duplication

G1/S transition of mitotic cell cycle

mitotic DNA replication checkpoint

mitotic cytokinesis

mitotic cytokinesis

cellular bud site selection

mitotic actomyosin contractile ring assembly
correction of merotelic kinetochore attachment, mitotic
G2/M transition of mitotic cell cycle

mitotic spindle assembly

primary cell septum biogenesis

mitotic chromosome condensation

regulation of transcription involved in G1/S transition of
mitotic cell cycle

intra-S DNA damage checkpoint

Okazaki fragment processing involved in mitotic DNA
replication

mitotic DNA replication initiation

synthesis of RNA primer involved in mitotic DNA replication
mitotic sister chromatid segregation

DNA damage checkpoint

mitotic DNA replication

mitotic spindle elongation

regulation of transcription involved in G1/S transition of
mitotic cell cycle

mitotic sister chromatid cohesion

G1/S transition of mitotic cell cycle

negative regulation of transcription from RNA polymerase |1
promoter durina mitosis
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-0,17929
-1,36831
0,726875
-2,26509
-2,58228
-0,82001
-0,60861
-0,51349
-4,47517
-0,19524
-0,18087
-0,33497

-2,3045
-1,13882

1,69976
1,128889

-1,76362
0,107628
-0,49599
-0,70823

0,68036
-3,74468
0,799417

-2,17798
-0,50733
0,492084

-0,22768
-0,50809
0,386128
-0,94054
-1,02777
0,004689
-2,49865
-0,34439
-3,92799
-0,45961
0,039306
-1,42542
-1,58083
-0,85517

1,179093
2,554592

-1,50431
0,420715
-0,45863
-0,39637
1,236536
-2,94627
-0,02572

-0,39302
-0,39114
-0,14449

1,076448
-0,82547
-0,95654
-3,76084
0,307819
0,659344
-2,29343
-0,74856
-1,44406

-1,2794
0,041819
-0,31655

-2,7455
-2,93111

1,01048
-0,6228

-3,16237
-0,93076
0,813817
-1,06558
-1,20225
-2,16731
0,308214

-1,29088
-0,57329
0,881612

-0,12281
-0,67066
0,949526
-1,67238
-0,62812
-0,00138
-2,27696
-0,24258
-1,53773
-0,59047
-0,06819
-0,93111
-0,72524
-0,25136

0,851995
0,611502

-1,44506
0,277518
-0,92305
-0,31063
-0,50614
-0,50694
0,056473

-1,01438
0,480045
0,079958

-0,28533
-0,04405
0,94735
-0,66307
-1,40618
-0,38796
-3,771
-1,07908
-4,30871
0,449815
0,324461
-3,55528
-1,76141
-0,18176

1,292051
1,613978

-0,57665
-0,00536
-0,41839
-0,11021
0.255678
-2,21658
0,480018

-0,54342
0,658836
0,172322

1,785818
0,275936
-0,21778
-4,18922
0,030974
0,529191
-1,94211
-0,63248
-1,19682
-0,40769
0,886074
-3,06736

-1,9643
-1,26503

1,466045
-0.26949

-2,27592
-0,41391

0,24602
-0,85039
-1,85121
-0,86857
0,746885

-0,87502
0,363643
0,915968



ANG6523
ANG542
ANG6553
ANG574
ANG600
ANG6611
ANG6616
ANG6685
ANG687
ANG688
ANG6689
ANG6705
ANG6732

ANG896
AN6975
AN7007
ANT7206
AN7254
AN7296
ANT7309
AN7423
AN7439
AN7440
AN7441
AN7465
AN7499
AN7562
AN7576
AN7707
ANB8056

sepA
actA

nuvG

aspB

uvsB
SpgA

bimD
uvsH

establishment of mitotic spindle orientation
mitotic actomyosin contractile ring assembly
establishment of mitotic sister chromatid cohesion
mitotic G1 DNA damage checkpoint

mitotic sister chromatid segregation

intra-S DNA damage checkpoint

intra-S DNA damage checkpoint

cellular bud site selection

mitotic sister chromatid segregation

mitotic cytokinesis

mitotic cytokinesis, site selection

G1/S transition of mitotic cell cycle

mitotic actomyosin contractile ring assembly actin filament
organization

mitotic DNA replication checkpoint

mitotic G2 DNA damage checkpoint

mitotic DNA replication checkpoint

exit from mitosis

mitotic spindle disassembly

mitotic sister chromatid cohesion

DNA damage checkpoint

mitotic DNA replication

mitotic DNA replication initiation

mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid biorientation

mitotic sister chromatid cohesion

mitotic sister chromatid cohesion

barrier septum assembly

barrier septum assembly

mitotic actomyosin contractile ring assembly
mitotic chromosome condensation
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0,579685
-0,85427
0,611695
-0,08272
-2,54299
-0,14284
-2,25471
-0,81809
-1,01036
-1,82134
-0,73164
-0,58278
-2,50321

-1,68686
-0,96212
-2,04072
-0,37039
1,788927
-2,47007
-0,22923
-0,71096
-1,03529
-0,62387
-0,99701
-0,36684
0,16915
0,560683
-1,0129
-1,39466
-1,881

0,223749
-0,18435
-0,19538

-0,1667
-1,70616
0,238825
-1,34746
-0,22652
0,060785
-0,68415
-0,36904
-0,43667
-1,87788

-0,8968
0,148782
-0,95601
0,409319
2,030778
-1,21604
-0,22197
0,318483
-0,55157
-0,69637
-0,59228
-0,65932
0,296432
1,129967
0,039225
0,272479
-1,35482

-1,36102
-0,30875
-1,48587
0,396355
-1,90941
0,734883
-0,28225
-1,19929
0,060502
-1,44526
-0,61362
-0,29038
-0,66113

-2,03176

0,28283
-3,70851
-0,20774
1,234009
-2,49102
-0,78591
-0,75673
-0,88509
-1,87755
-0,89277
0,432755
-2,48617
0,730179
-1,72811
0,600947
-1,00058

0,169188

-0,628
0,216827
-0,75834
-1,49297
-0,03591
-0,66461
-0,46302
-1,00054
-0,45448
-0,23903
-0,68942
-0,72066

-0,73745
-0,28801
-1,51468
0,740051
1,089803
-0,59327
-0,72457
-0,90047
-1,27385
-1,51644
-1,24327
-0,14225
-0,09025
0,196248

-0,5117
-0,75304
-0,07847

0,88644
0,526653
0,309889
-0,42098
-1,94665
0,149172
-1,62264
-0,01162
0,256721
0,182766
0,330053
0,023522
-2,04964

-1,1408
0,23332
-1,26419
1,14676
2,056613
-0,27484
0,237978
0,30335
-0,77873
-1,09517
-0,72066
-0,5911
0,553988
0,286528
-0,02121
-0.1137
-0,90454

-0,05818
0,359067
-0,99598
0,059649
-0,86246
1,156676
-0,72422

-1,1123
0,442586
-0,16069
-0,06472
0,762679
-0,47854

-1,86044
0,718312
-3,51811
0,916899
1,616265
-1,16419
-0,50895
-0,84795
-0,79749
-1,95019
-0,38247
0,660156
-1,54336
0,240948
-0,55965
-0,41709
0,103072



ANB8064
ANB8182
AN8187
AN8211
AN8261

AN8282
AN8751
AN8783
AN8820
AN8831
AN8844
AN8857
AN8862
ANB8876
AN9435
AN9463
AN9467
AN9504

aspC

phoA

sidB
bimB
cnaA
ampB
rbxA

myoV

parA
nimA

DNA damage checkpoint

mitotic cytokinesis

mitotic sister chromatid segregation

mitotic sister chromatid segregation

regulation of transcription involved in G1/S transition of
mitotic cell cycle

mitotic sister chromatid segregation

barrier septum assembly

mitotic spindle organization

G1/S transition of mitotic cell cycle

mitotic actomyosin contractile ring assembly
G1/S transition of mitotic cell cycle

cellular bud site selection

establishment of mitotic spindle orientation
mitotic G2 DNA damage checkpoint

mitotic nuclear division

mitotic actomyosin contractile ring localization
cellular bud neck septin ring organization
G2/M transition of mitotic cell cycle

Frequency in the up-regulated gene group:

Background frequency

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group:

Background frequency

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

-1,3407  -0,71082
-2,0561  -0,69526
-3,15079 -1,6993
-0,4522  -0,61758
0,795445  0,451791
-0,81084  -0,50942
0,006051 -0,11274
-2,59179  -2,40032
-0,04976  0,201985
0,635772  0,921262
-0,03112  -0,15109
0,141045 0,261685
-1,19556  -0,71081
0,442231  1,089709
-0,52873  0,676708
-0,78309  -1,39277
-0,78752  -0,44206
-1,11537  -1,03236
3/636 6/686
218/10390
NO NO
41/653 25/645
218/10390
YES YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
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-1,93303
-1,0973
-0,3079
-1,6667

1,461934

-0,19607
-0,98266
-2,63376
-0,34856
-0,26153

-0,2501
1,862422
-1,32024
0,327185
-0,06615
-1,53368
-0,80848
-0,92723

3/493

NO

22/357

YES

-0,46109

-1,6968
-1,97188
0,150401
-0,33276

-0,42786
0,111055
-0,86599
0,515461
0,023282
0,046774
-0,45019
-1,16989
-0,84452
-0,29172
-0,11525
0,366769
-0,51722

1/546

NO
NO
14/557
NO

YES

-0,77562
-0,94151

-195864
0,907204
-0,10995

-0,50392
0,822948
-1,84734
0,294902
0,765901
-0,34124
0,102916
-1,16345
-0,15814
0,091781
-1,23955
-0,04535
-0,86297

0/504

NO
YES
12/638
NO

YES

-1,37901
-0,79724
-0,27211
-0,14262
1,020439

0,10545
-0,18869
-152637
0,494189
-0,46412
-0,46466
1,272084
-1,01021
-0,09064
-0,04741
-0,98663
0,2669
-0,50483

3/449

NO
NO
11/525
NO

YES



Microarray data (logz R)
Kontroll torzs AatfA torzs

Gén ID Gén AspGD leiras Ismert/feltételezett MSB tBOOH diamid MSB tBOOH diamid
név funkcio

»Antioxidans enzim” gének

ANB8637 catA Conidia-specific catalase; predicted catalase 2,53202 -0,26326 -0,08009  0,024292 -0,03543  0,082213
role in gluconic acid and gluconate
metabolism

AN9339 catB Hyphal catalase with a predicted role catalase 1,577687 1,904128 0,963041 2570815 2,530858  2,080187
in gluconic acid and gluconate
metabolism

AN5918 catC Putative catalase with a predicted catalase 0,250177 -1,0757  2,423565 0,67431  -1,51849 2,59659
role in gluconic acid and gluconate
metabolism

ANB8553 Putative catalase with a predicted catalase -0,27878  -0,48954 -0,15259  0,390625 -0,06005  -0,02515
role in gluconic acid and gluconate
metabolism

AN7388 cpeA Putative catalase-peroxidase with a catalase-peroxidase -2,1329 0,578024 0,593046  0,539404 -1,9138  -0,45364
predicted role in gluconic acid and
gluconate metabolism; protein also
identified as laccase 11 which is
expressed during sexual
development

AN7924 Has domain(s) with predicted peroxidase 0,403601 1,74018  -0,05628 0,637497 1,898512 0,183602
peroxidase activity
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ANB8395

AN1252

AN4023

AN5232

AN9464

AN4215

AN4304

Has domain(s) with predicted
peroxidase activity

Has domain(s) with predicted
peroxiredoxin activity and role in
oxidation-reduction process

Has domain(s) with predicted
peroxiredoxin activity and role in
oxidation-reduction process

Has domain(s) with predicted
peroxiredoxin activity and role in
oxidation-reduction process

Has domain(s) with predicted
electron carrier activity, protein

disulfide oxidoreductase activity and

role in cell redox homeostasis

Ortholog(s) have glutathione
disulfide oxidoreductase activity,
glutathione peroxidase activity,

glutathione transferase activity and

role in glutathione metabolic
process, pathogenesis, removal of
superoxide radicals

Ortholog(s) have glutathione
disulfide oxidoreductase activity,

role in cellular response to oxidative
stress, response to osmotic stress and

peroxidase

peroxidase

peroxidase

peroxidase

glutaredoxin

glutaredoxin

glutaredoxin
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0,450605

0,13723

-1,94212

0,234357

-0,79922

0,843355

1,150267

-0,00233

-0,04916

-1,33755

-0,22394

-0,5813

0,32699

0,727992

0,128414

-0,0993

0,345409

0,203479

0,666651

2,011038

1,098253

-0,11252

-0,00094

-0,38981

2,13982

0,042587

1,088302

0,223376

-0,02863

0,1633

-0,7858

0,101308

-0,38644

0,713436

0,582679

-0,03562

0,03041

0,188673

0,790428

0,958503

1,605541

0,881764



ANT7567

AN2846 gpxA

AN0629

AN0932 glrA

AN10379

AN5831

AN0629

mitochondrial matrix localization

Ortholog(s) have RNA polymerase
Il activating transcription factor
binding, glutathione disulfide
oxidoreductase activity

Putative glutathione peroxidase with
a predicted role in glutathione
biosynthesis; protein induced by
farnesol

Ortholog(s) have glutathione
peroxidase activity, glutathione
transferase activity, role in
glutathione metabolic process and
endoplasmic reticulum,
mitochondrial outer membrane,
plasma membrane localization

Putative glutathione oxidoreductase
with a predicted role in glutathione
biosynthesis

Ortholog(s) have glutathione
peroxidase activity, glutathione
transferase activity, role in

glutaredoxin

glutathione
peroxidase

glutathione
peroxidase/S-
transferase

glutathione
reductase

glutathione-S-
transferase

glutathione-S-
transferase

glutathione-S-
transferase
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2,308464

4,080624

0,480622

3,025328

0,677646

6,246743

0,480622

1,201388

4,276949

0,888055

1,675646

-0,74713

2,906293

0,888055

2,397365

3,964027

0,620296

1,976961

-0,73874

3,316331

0,620296

1,582511

3,293896

-0,2186

2,461164

1,014031

3,613966

-0,2186

1,401377

3,520865

1,681555

2,063219

-0,40619

3,025294

1,681555

1,748657

3,551213

0,786785

1,701423

-0,56462

2,046538

0,786785



AN3255

ANG6024

AN10273

AN4905

AN10223

AN3973

AN0241

gstB

gst3

gstA

sodA

glutathione metabolic process and
endoplasmic reticulum,
mitochondrial outer membrane,
plasma membrane localization

Predicted glutathione peroxidase;
predicted secondary metabolism
gene cluster member

Protein with glutathione S-
transferase and glutathione
peroxidase activities; intracellular,
menadione stress-induced protein

Putative glutathione S-transferase;
intracellular, menadione stress-
induced protein

theta class glutathione S-transferase;
involved in resistance to a variety of
xenobiotics and metals; confers
susceptibility to the systemic
fungicide carboxin

Putative 1-Cys peroxiredoxin;
intracellular; protein abundance
decreased by menadione stress;
expression reduced after exposure to
farnesol

Putative peroxiredoxin

Cu/Zn-superoxide dismutase;

glutathione-S-
transferase

glutathione-S-
transferase

glutathione-S-
transferase

glutathione-S-
transferase

peroxiredoxin

peroxiredoxin

Cu/Zn-superoxide
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-0,14027

1,286058

2,961467

3,955239

-2,46667

-0,10304

0,054861

-0,86068

-0,04989

0,23568

1,930915

-1,17312

-0,51897

0,341781

-0,23084

0,746233

1,724192

3,808343

0,607526

0,816111

1,073512

-0,74151

2,628464

1,648779

3,095397

-0,02716

-0,03877

0.459504

-1,35271

-1,08328

-0,46451

0,130389

-2,2495

0,209461

0,143187

-0.67131

-0.52259

0.97618

2.660196

0,8888

0,687216

0,477517



ANS577

AN1131

ANO0785

ANB8080

ANB8218

AN3581

ANO0170

sodB

sodM

trxB

trxR

trxA

induced under iron starvation and
repressed under copper starvation

Manganese-superoxide dismutase

Putative cytosolic Cu/Zn superoxide
dismutase; transcript repressed by
light in developmentally competent
mycelia

Putative manganese superoxide
dismutase

Ortholog(s) have thioredoxin
peroxidase activity, role in cell
redox homeostasis, cellular response
to oxidative stress, response to metal
ion and hyphal cell wall,
peroxisome, plasma membrane,
yeast-form cell wall localization

Putative thioredoxin reductase

Thioredoxin reductase with a
predicted role in pyrimidine
metabolism; putative flavoprotein;
intracellular, menadione stress-
induced protein; transcripts of two
different sizes have been detected

Thioredoxin; predicted role in cell

dismutase

Mn-superoxide
dismutase

Cu/Zn-superoxide
dismutase

Mn-superoxide
dismutase

thioredoxin
peroxidase

thioredoxin
reductase

thioredoxin
reductase

thioredoxin
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0,832709

-3,96675

-0,17347

-2,30223

-5,86817

3,306954

1,040323

0,364484

-2,93824

0,000807

-1,252

-3,72011

2,579743

0,758582

1,380569

-3,44807

0,775274

-1,0538

-5,38949

2,909812

1,424117

0,720381

-0,79228

-0,08003

0,48857

-3,62077

3,122002

1,948051

0,190703

-2,5637

0,271384

-1,08574

-3,74891

3,481354

1,234892

0,664066

-2,08831

0,742917

-0,63763

-4,81686

4,09749

1,312314



redox homeostasis; required for
conidiation; expression upregulated
after exposure to farnesol

ANB8692 prxA Thioredoxin-dependent peroxidase; thioredoxin 2,086116  1,714789
intracellular; PRX5-like domain; peroxidase
highly similar to the allergen Aspf3
from related fungi; menadione
stress-repressed protein;
osmoadaptation-induced protein;
repressed by starvation-induced

autophagy
AN10220  ccpl Putatice cytochrome c peroxidase; cytochrome ¢ 2,754701  2,267977
intracellular; protein abundance peroxidase

decreased by menadione stress

AN5440 Putative cytochrome ¢ peroxidase; cytochrome ¢ 2,861801  3,225285
expression upregulated after peroxidase
exposure to farnesol

Frequency in the up-regulated gene group: 11/636 10/686

Background frequency 38/10390

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
YES YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group: 5/653 2/645

Background frequency 38/10390

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
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2,120148

3,410876

0,163839

71493

YES

2/357

NO

2,171866

2,331556

2,527085

14/546

YES
NO
1/557
NO
NO

2,305055

1,654761

4,634726

6/504

YES
NO
3/638
NO
NO

2,357844

3,250162

2,170015

6/449

YES
NO
1/525
NO
NO



»Sziderofér bioszintézis” gének Microarray adatok (logz R)

Kontroll torzs AatfA torzs
Gén ID Gén GO term MSB tBOOH diamid MSB tBOOH
ANB8770 positive regulation of siderophore biosynthetic process -0,08165  0,340727 0,230363 0,615854  1,194173
ANO0608 siderophore biosynthetic process 0,324871  2,283974 -0,63525 0,66384  1,688017
ANO0758 siderophore biosynthetic process 0,038288 -0,1808 -0,1255  -0,10966  0,348358
AN10080  sidL siderophore biosynthetic process -0,89664 -1,91524 -0,92944  0,341829 -1,08238
AN5823 sidA siderophore biosynthetic process 1,749048  1,723496 -0,77914 0,78867  1,825104
ANG6234 sidF siderophore biosynthetic process -1,05251  1,486556 -0,43613 -0,01457  0,991004
ANO0607 sidC ferricrocin biosynthetic process -1,19233 -1,19922 -1,30227 -0,6339 -0,24937
ANO0609 sidl ferricrocin biosynthetic process 0,935103 4,9361 -0,128  2,524883  4,186023
AN6140 npgA ferricrocin biosynthetic process -0,15878  1,568819  1,392151  1,355626  0,933341
AN8251 hapX N',N",N"-triacetylfusarinine C biosynthetic process 2,123733 1957743  0,981716 2,017706  2,198677
ANG6236 sidD N',N",N""-triacetylfusarinine C biosynthetic process -1,28359  1,671183 -0,851 -0,56831  1,903515
ANG6235 sidH N',N",N"'-triacetylfusarinine C biosynthetic process 0,404323  1,708656  0,802602 -0,03833  1,946715
AN10764 N',N",N"'-triacetylfusarinine C biosynthetic process -0,57438  0,765953  3,584462  0,119254  0,210486
AN3817 N',N",N"-triacetylfusarinine C biosynthetic process -1,25065 -1,29992 -1,60601 -0,64011 -0,8495
AN2855 pacC N',N",N"'-triacetylfusarinine C metabolic process 0,773313 1,760995 -2,08879 -0,15245  2,328345
Frequency in the up-regulated gene group: 1/636 7/686 1/493 2/546 3/504
Background frequency 15/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
NO YES NO NO YES
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO
Frequency in the down-regulated gene group: 0/653 1/645 0/357 0/557 0/638
Background frequency 15/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO NO NO NO
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO
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diamid
1,021762
-0,26688
-0,0533
-1,35967
0,157685
0,332142
-0,59782
-0,21142
1,312084
1,390373
-0,90028
0,572034
2,608474
-0,79796
-0,86964

1/449

NO
NO
0/525
NO

NO



,,Vas-kén klaszter 6sszeszerel6” gének Microarray adatok (logz R)

Kontroll torzs AatfA torzs
Gén ID Gén GO term MSB tBOOH diamid MSB tBOOH
ANO0447 iron-sulfur cluster assembly 2,660729 0,65455  2,297478 -0,23069  0,426096
AN10012 iron-sulfur cluster assembly 2,5612621 0,57325 1,206166 0,481278 0,766282
AN10237 iron-sulfur cluster assembly 0,834468 -1,84616 -0,86573 -0,8169 -1,03877
AN10584 iron-sulfur cluster assembly 1,476012 0,827408 1,55575 -0,28702  0,530505
AN11060 iron-sulfur cluster assembly 2,067987 0,857735  1,169666  1,540315 0,642413
AN12201 iron-sulfur cluster assembly 1,652846 -0,65052  0,809429 -0,77965 -0,53621
AN1385 iron-sulfur cluster assembly -0,14032 0,438476  0,554799 1,02527 -0,18029
AN1407 iron-sulfur cluster assembly 1,873672 0,873282  3,173584  0,827527 0,18959
AN1469 iron-sulfur cluster assembly 0,794075 0,104885  -0,04603  -0,49976  0,035039
AN1986 iron-sulfur cluster assembly 0,136267 0,006146  0,291217 0,159473  0,689644
AN2155 iron-sulfur cluster assembly 2,656725 1,078052 2,638548  0,274855  0,991459
AN2508 [2Fe-2S] cluster assembly 2,062766  1,006821  0,843601 0,389177  1,078397
AN3632 iron-sulfur cluster assembly 3,681724 2,37831 0,84156  1,646949  2,412409
AN4297 iron-sulfur cluster assembly -0,72899 -1,02321 -0,68944 -0,9127 -0,97096
AN4655 [2Fe-2S] cluster assembly 2,423446  1,395341  1,555911 2,38108  2,274038
AN5953 iron-sulfur cluster assembly 2,2085 0,944911 1,809203 0,741036  1,491771
ANB8485 iron-sulfur cluster assembly 2,986721  2,048342 0,95415 2,090465 1,463512
Frequency in the up-regulated gene group: 9/636 2/686 2/493 4/546 2/504
Background frequency 17/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
YES NO NO YES NO
Significant difference between the 4atfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO
Frequency in the down-regulated gene group: 0/653 1/645 0/357 0/557 0/638
Background frequency 17/10390
Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO NO NO NO
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
NO NO
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diamid
2,091939
1,48998
-0,96303
0,961154
1,311387
0,266399
0,563991
2,497271
0,530507
0,555213
2,144233
1,001497
0,541549
-0,20696
2,358217
2,158264
1,23465

2/449
NO
NO

0/525

NO

NO



»Két-komponensi szignaltranszdukcios rendszer” gének

Gén ID Gén név GO term MSB tBOOH

AN1800 tcsB phosphorelay response regulator activity 1,449356 1,179032
AN2363 hk-8-6 phosphorelay response regulator activity 1,213499 0,439705
AN2581 hk-8-1 phosphorelay response regulator activity 1,918613 0,427624
AN3101 phkB phosphorelay response regulator activity 1,286063 -0,59831
AN3102 phkA phosphorelay response regulator activity -0,37582 -0,54976
AN3214 hk-8-5 phosphorelay response regulator activity 0,509518 -0,3859
AN4113 hk-8-2 phosphorelay response regulator activity 1,98928 -2,89575
AN4447 hk-9 phosphorelay response regulator activity 0,529945 -0,1727
AN4479 nikA phosphorelay response regulator activity -0,58723 -0,45832
AN4818 hk-8-4 phosphorelay response regulator activity 0,317187 -0,9531
AN5296 tcsA phosphorelay response regulator activity 1,956396 1,418536
AN6820 hk-8-3 phosphorelay response regulator activity 3,5682754 -0,44323
AN7945 hk2 phosphorelay response regulator activity 3,606028 0,082858
AN9008 fphA phosphorelay response regulator activity 0,077454 0,336877
AN9048 hk-8-7 phosphorelay response regulator activity 0,516806 0,524564
AN4134 srrC phosphorelay response regulator activity 0,218828 -0,41353
AN7697 sskA phosphorelay response regulator activity 0,078961 0,362892
AN2005 ypdA osmosensory signaling via phosphorelay pathway 1,228537 -0,25128

Frequency in the up-regulated gene group: 4/636 0/686
Background frequency 18/10390

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

YES NO
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group: 0/653 1/645
Background frequency 18/10390

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

NO NO
Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):
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diamid
-0,17323
-1,69092
-2,20767
-1,86096
-0,97811
-1.21522
-2,28219
-0,25681
-1,41798
-0,8078
-0,2489
-0,16874
-0,50443
-0,04439
-0,99095
0,520748
-0,16793
-0,33044

0/493

NO

0/357

NO

Microarray adatok (logz R)
Kontroll torzs

MSB

1,26892
0,902009
0,396521
-0,39423
0,565708
-0,12403
0,415292
0,438052
0,033471
0,278215
1,121185
0,568759
0,051349
1,059758
1,004839
-0,31271
0,238102
-0,32663

0/546
NO
NO

0/557

NO

NO

AatfA torzs
tBOOH
1,83781
0,86368
1,065991
-0,28033
0,663332
0,799719
-0,95034
-0,27278
0,178544
0,173623
1,378517
0,552803
0,094511
0,644193
0,500283
-0,19633
1,099949
-1,1273

0/504
NO
NO

0/638

NO

NO

diamid
-0,22252
-1,10498
-0,74009
-1,21925
-0,19339
-1,13528
-1,70969
0,068183
-0,63269
0,130022
0,025084
0,494146
-0,02031
0,71941
-0,43524
0,143931
-0,56049
-0,73912

0/449

NO

NO

0/525

NO

NO



»Nitrat felhasznalasi” gének

Gén ID

ANO0399
AN0947
AN1006
AN1007
AN1008
AN2327
AN3778
AN4841
ANB8058
ANB8168
ANB8449
ANB647
ANB8667
AN9143

Gén név
nrtB
cnxABC
niaD
niiA
crnA
cnxF
cnxE
cnxH

nmrA
nitA
areA
cnxG

GO term

nitrate transmembrane transporter activity
nitrate reductase (NADPH) activity
nitrate reductase (NADPH) activity
nitrite reductase [NAD(P)H] activity
nitrate transmembrane transporter activity
nitrate reductase (NADPH) activity
nitrate reductase (NADPH) activity
nitrate reductase (NADPH) activity
nitrate assimilation

regulation of nitrate assimilation

nitrate assimilation

nitrite uptake transmembrane transporter activity

nitrate assimilation
nitrate reductase (NADPH) activity

Frequency in the up-regulated gene group:

Background frequency

Microarray adatok (logz R)

Kontroll torzs

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group:

Background frequency

MSB tBOOH
-2,65594  -0,39351
0,056343  0,186207
-2,22867  -1,08058
-1,58316  -1,26003
-3,11913  -1,22512
-0,0534 -0,788
-1,5463  -0,28834
-0,63285  -0,29865
3,133975  -0,48817
0,060496  -0,30885
2,851649  -0,08877
-3,19103  -0,69979
0,483076  0,913811
-0,66841  -1,04678
2/636 0/686
14/10390
NO NO
4/653 0/645
14/10390

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

NO

diamid

-3,31373
-1,13818
-2,64802
-2,18353
-1,47727
-0,70601
-2,14618
-0,39913
-0,13073
0,513147
-0,11297
-0,61665
-0,10712
0,657965

0/493

NO

2/357

NO

MSB
1,528316
0,326368
0,908136

0,84751
1,848896

-0,1657
0,497773
-0,00078
-0,10541
0,159905
0,380284
0,783369
-0,05605
-0,90886

2/546

NO
NO
0/557
NO

NO

AatfA torzs
tBOOH
-1,70899
-0,35566
-1,67266
-1,1701
-0,93159
-0,93203
-0,94785
0,413628
-0,09235
0,360453
-0,23487
-0,09795
1,571583
-0,10381

0/504

NO
NO
0/638
NO

NO

diamid
-4,30728
-0,76532
-2,73303
-1,86186
-0,40109
-1,12595
-1,82063
0,052937
0,362777
0,987297
-0.10903
-0,54977
0,494472
0,447047

0/449

NO
NO
2/525
NO

NO



Microarray adatok (logz R)

»ER-t0l Golgi késziilékhez torténé vezikulum transzport” gének Kontroll térzs AatfA torzs

Gén ID Gén név GO term MSB tBOOH diamid MSB tBOOH diamid
ANO0170 trxA ER to Golgi vesicle-mediated transport 1,040323 0,758582 1,424117 1,948051 1,234892 1,312314
AN0261 sec23 ER to Golgi vesicle-mediated transport -2,18056  -0,08915 -0,54166 -0,0004 0,586876 0,175699
ANO0411 ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,1104 -0,24645 -0,37052 -0,76181 -0,54535 -0,98513
ANO0706 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,05898 -0,18885 -1,65164 -0,66575 -0,71082 -1,28346
AN0922 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,75504 -0,41319 -0,88462 -0,42867 -0,21632 -0,19648
AN10186 ER to Golgi vesicle-mediated transport 0,461876 0,260779 -0,30924 0,254006 -0,02178 -0,35805
AN10313 ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,92085 -1,14615 0,584593 -1,79896 -1,32233 -0,29228
AN1069 ER to Golgi vesicle-mediated transport 0,746211 0,304381 0,751009 -0,23163 1,575963 0,844585
AN10878 ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,31311  -0,11515 1,062052 -0,31555 -0,04318 0,602888
AN1117 ER to Golgi vesicle-mediated transport -2,79708 -0,69068 -1,81174 -1,13295 -0,47458 -1,35773
AN11226 ER to Golgi vesicle-mediated transport -2,10138 -1,31608 -0,28825 -2,18332 -1,23839 -0,75907
AN1126 arfA ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,59144  -0,26205 0,110717 0,064438 0,248107 0,098157
AN11500 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,46933 0,266423 -2,31339 0,515085 0,156174 -1,68484
AN1154 ER to Golgi vesicle-mediated transport -2,75878  -1,00277 -0,74387 -1,28148 -0,65446 -0,6839
AN11715 ER to Golgi vesicle-mediated transport 0,517391  0,43008 0,381818 -0,49053 0,311071 0,173233
AN1845 shrA ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,12924  -0,00294 -1,77663 -0,90163  0,15549  -1,39123
AN1980 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,71984 -0,31853 -0,37639 0,223008 0,163442 0,293291
AN1981 ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,03411 0,220938 -0,30219 -0,39224 -0,67589 -0,39201
AN2222 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,60098 -0,83992 2,369198 -1,32771 -1,17492 1,306346
AN3026 COpA ER to Golgi vesicle-mediated transport -3.,03285 -0,75074 -1,34665 -0,62071 0,270506 0,328907
AN3080 ER to Golgi vesicle-mediated transport -2,95035 -1,0484 -3,90585 -0,43662 -0,48712 -2,37831
AN3720 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,83196  -0,57504 -1,7537 -0,03234 0,331686 0,075288
AN3747 ER to Golgi vesicle-mediated transport 1,313804 -0,06256 0,243875 -0,26146 0,361656 0,605022
AN4165 ER to Golgi vesicle-mediated transport -1,07948 -0,20802 2,439939 -0,75599 0,728409 1,739365
AN4281 rabO ER to Golgi vesicle-mediated transport -0,02192 0,372528 0,400219 -0,33917 0,596117 0,469241
AN4317 secl3 COPIlI-coated vesicle budding -3,13129  -0,46553  -0,23097 -1,2887 -0,34608 0,153006
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AN4446
AN4495
AN4886
AN5127
AN5131 atgH
AN5195
AN5788
AN5915 rerA
AN5972
ANG6033
AN6257
ANG6709 hypB
AN6825
AN7302
AN7679
ANB8488
ANB8828
AN9086

Frequency in the up-regulated gene group:
Background frequency

ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport
ER to Golgi vesicle-mediated transport

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

Significant difference between the 4atfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group:
Background frequency

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

-2,47905  -0,79566
-1,09518  -0,76976
-1,18685 -0,3069
-0,37309 0,251705
0,287998 1,701173
0,246338 0,652061
0,295994 0,232786
-1,25132  -0,40627
-2,97196  -0,50576
-0,63902  0,013398
-2,74867  -0,62609
-0,79462 -0,0059
-0,09054 0,241735
-3,24652  -0,88843
-3,83036  -0,83851
-0,76634  0,231558
0,294408  0,00553
-1,85272  -0,30058

0/636 1/686

44/10390

NO NO

12/653 0/645

44/10390

YES NO

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

181

-0,95223
0,85523
0,520932
-0,09732
1,520977
1,796668
0,342705
0,023382
-1,46
-0,29477
-1,84077
-1,35845
0,483791
-0,4989
-0,84011
1,203103
1,865133
1,095395

2/493

NO

1/357

NO

-1,22864
-0,55417

-0,3692
-0,07943
1,136414
-0,39749
-0,91582
-0,71738
-0,77062
-0,13305
-0,10696
0,065334
0,090595
-1,12701
-0,97159
0,119321
-0,40793

-0,1558

1/546

NO
NO
2/557
NO

YES

-0,63002 -0,98634
-0,40413  0,951976
-0,74476  0,186562
0,352743  -0,00251
1,244428 0,925906
0,281619 0,850847
0,121147  -0,10526
0,383747 -0,14514
0,137116  -0,38448
0,093908 0,143112
0,220629  -0,62775
0,660482  -0,33005
0,069085 0,364213
-1,00723 -0,3078
-0,92203  -0,85037
-0,19462 0,708206
-0,33987  1,289817
-0,91305 0,586775
0/504 0/449
NO NO
NO NO
0/638 1/525
NO NO
NO NO



»3zKkvalén-ergoszterin bioszintézis” gének

Gén ID

ANO0451

AN10648

AN11008

AN11065

AN11081

AN1147
AN1901

AN2684

AN4042

AN4094

Gén név

ergA

pdmA

Cyp61Al

GO term

ergosterol biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

steroid biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

sterol metabolic process

ergosterol biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic

Ortologok A.
fumigatus

erg2

erg4 (erg4B)

ergl

erg7 (erg7A), erg7B
¢éserg7C

erg26

erg27

cyp51A és cyp51B

ergdA

ergs

erg24 (erg24A) és

MSB

-1,25934

-2,75897

-0,75862

0,925465

-1,82985

0,840943

-0,68054

1,480782

-1,95873

-0,52191

182

Kontroll torzs

tBOOH

-0,59693

-2,83219

-1,53076

0,000637

-2,18231

0,007629

0,197421

0,99851

-1,67793

0,386212

Microarray adatok (logz R)

diamid

-1,09502

-1,76455

-1,71823

1,336381

-1,53533

-1,29125

-1,01939

-1,09572

-2,51366

-3,8874

MSB

-0,59736

-1,50778

0,186696

-1,10659

-0,9098

-0,50084

0,526017

0,074553
-0,52758

0,394919

AatfA torzs

tBOOH

-0,69584

-2,19319

0,346196

-0,33024

-1,75251

0,522627

1,212637

1,254256

-0,54072

-0,48407

diamid

-0,44794

-0,86136

-1,02373

0,84323

-1,06906

-1,40132
0,32648

-0,78281
-0,94238

-3,35443



ANG506
ANG973
ANT7146
AN7575
AN8283

cyp51B

ANB8907

process

ergosterol biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

steroid biosynthetic
process

ergosterol biosynthetic
process

sterol metabolic process

Frequency in the up-regulated gene group:

Background frequency

erg24B

erg3A, erg3B ¢és
erg3C

erg25 (erg25A) és
erg25B

erg6

erg26

cyp51A és cyp51B

erg25 (erg25A) és
erg25B

-0,46121

0,034063

-1,82777

-0,56657

-1,53026

-1,09479

0/636
16/10390

-0,82315

-0,37015

-1,0139

0,024894

-1,00458

-1,39827

0/686

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

NO

Significant difference between the 4atfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group:

Background frequency

2/653
16/10390

NO

3/645

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

NO

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

183

NO

-1,46246

-1,06899

-1,54259

0,359451

-0,54419

-1,30931

0/493

NO

2/357

NO

-0,49354

0,005517

-2,40422

-0,7184

-1,80053

-0,26329

0/546

NO
NO
3/557
NO

NO

-0,08365

-0,04685

-0,96373

0,098029

-1,72793

-0,54785

0/504

NO
NO
1/638
NO

NO

-1,31458

-1,07093

-0,63693

0,523469

-0,73989

-1,47024

0/449

NO
NO
1/525
NO

NO



»Szignaltranszdukcios gének”

Gén ID
ANO0163
ANO0655
ANO0664
AN0829
AN10614
AN11032
AN1296
AN1560
AN1573
AN1797
AN2067
AN2687
AN3129
AN3159
AN3468

Gén név

sepM

plcA

pdeA

sepL

pIkA

ste20

rho4

PrpA
H2A.X

184

MSB
-2,98336
-1,86695
0,618893
-0,56656
-3,41172
-1,69722
1,200541
-2,79732
1,630831

1,10258
0,077306
-2,89799
4,867129
2,979718

-1,016

Kontroll torzs

tBOOH

-1,20845
-2,40122
-0,32801
-0,27958
-2,94255
-1,77773
3,035607
-2,97327
1,152179
2,629849
-0,70429
-2,92524
5,680158
3,061367

-1,70429

diamid
-0,61594
-0,81766
-2,11466
3,12226
-1,48849
-0,33115
1,02713
-0,8804
-1,86979
0,476744
-2,59399
-0,77876
2,645235
0,482907

-1,47018

Microarray adatok (logz R)
AatfA torzs

MSB
-0,01066
-0,58973
0,071527
0,053759
-1,57727
-0,88022
0,890349
-0,72587
1,408885
0,966652
0,389111
-0,90379
2,854426
1,627296

-0,92612

tBOOH
-0,76986
-2,10783
-0,51654
-0,67728
-2,82854
-1,55711
2,524152
-1,83155
0,56652
0,833705
-0,65958
-1,46916
3,03184
2,557511

-1,84581

diamid

-0,33542
-0,38621
-2,20358
2,959187
-0,93385
0,445509

1,36212
-0,00643
-1,97301
-0,40988
-2,18632
-0,08612
0,354519
0,740912

-1,5256



AN3592
AN3598
AN3607
AN3934
AN3941
AN3946
AN4113
AN4163
AN4238
AN4419
AN4483
AN4623
AN4685
AN4745
AN4998
AN5296
AN5768

AN5791

cIxA
fprA

IreB

nimT
sldA
hk-8-2
cpcB

schA

cmkD

gapA

tcsA

PPYA

185

-3,85007

-2,6894
-0,10644
1,967837
-1,98362
-3,59408

1,98928
-4,02087
0,067146
0,107179
1,623753
-1,99168
-2,13788
2,273401
-1,32302
1,956396
3,089501

3,192296

-0,11482
-0,87226
0,208142
1,090804
-1,27962
-3,34061
-2,89575
-2,88477
-0,32335

2,2445
-0,72965
-0,20006
-1,60247
0,217701
-1,17088
1,418536
1,353196

-0,44724

-1,44998
-0,21426
2,593055
1,305768
-1,85299
-1,80165
-2,28219

-1,2593

-2,6507
0,408009
-3,71597
-0,45533
-2,96655

-0,3809
-0,49264

-0,2489
-0,55945

0,232264

-1,11609
-0,25142
-0,01784
-0,15865
-0,42614
-0,86928
0,415292

-1,3338
0,874171
0,173448
-0,45852
-0,06846

-0,9521

1,44895
0,528046
1,121185
1,553101

-0,07856

0,939987
-0,70179
0,061001
-0,01412
-0,23196
-2,74942
-0,95034
-2,67208
0,119948
1,901091
-0,25191
0,813148
-2,87033
1,302268

-2,3715
1,378517
1,089481

-0,73974

-0,7296

0,01475
2,962807

0,69008
-0,71601
-1,00516
-1,70969
-0,65694
-2,47016

0,13117
-1,32341
0,656617
-3,62806
0,282658
-0,97665
0,025084

0,24392

-0,21136



AN5893
ANG6249
AN6820
AN7661
ANT7698
ANT7945
AN8269

Frequency in the up-regulated gene group:

Background frequency

flbA
rcnA

hk-8-3

shoA
hk2
hsp90

2,465672
0,093517
3,582754
0,569837
-0,39396
3,606028

1,041072

11/636
40/10390

2,254489
1,434281
-0,44323
0,384607
0,066475
0,082858

2,114549

7/686

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

Frequency in the down-regulated gene group:

Background frequency

11/653
40/10390

YES

9/645

Significant enrichment in the studied gene group in compare to the background frequency (Fisher's exact test, p<0.05):

YES

Significant difference between the AatfA and the appropriate control strain (Fisher's exact test, p<0.05):

186

YES

1,383988
-0,00059
-0,16874
-2,90228
-2,78325
-0,50443
0,979345

3/493

NO

6/357

YES

0,724556
1,473107
0,568759
1,096848
-0,61366
0,051349

1,957558

7/546

YES

NO

1/557

NO

YES

2,109454
3,876786
0,552803
1,08432
0,15546
0,094511

3,021189

5/504

YES

NO

5/638

NO

NO

1,152817
0,919375
0,494146
-2,75271
-1,77394
-0,02031
2,105848

2/449

NO
NO
4/525
NO

NO



