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Bevezetés

Az Aspergillus nidulans igen széleskorben alkalmazott modellszervezet az alap- és
alkalmazott mikrobiologiai kutatasokban. Filogenetikailag az Aspergillus nemzetség egyik
legismertebb tagja, amely kiilondsen fontos a fonalas gombdk ndvekedési és fejlodési
mechanizmusainak, sejtciklusanak,  valamint a  masodlagos anyagcseréjének
tanulmanyozasaban. Az Aspergillus fumigatus egy igen elterjedt szaprofiton fonalas gomba,
amely elsésorban lebomld szerves anyagokon, talajban, komposztban és egyéb ndvényi
maradvanyokon fordul elé. Bar az A. fumigatus alapvetden szaprofiton, de bizonyos
kortilmények kozott patogénként viselkedik, kiilondsen az immunhianyos személyek esetében.
Elelmiszer-biztonsagi szempontbél is kockazatot jelent, viszont jelentdsége kisebb, mint az
Aspergillus flavus-é, vagy az Aspergillus niger-¢, amelyek kozismert mikotoxin termeldk és
igen nagy problémat okoznak az élelmiszeriparban. Egyes tanulmanyok kimutattak, hogy az 4.
fumigatus jelen lehet gabonaféléken, dpran, rizsen, buzan, tovabba didféléken, mogyordn, dion,
foldimogyoron.

Ebben a munkaban az oxidativ stressz hatdsainak vizsgélata keriilt el6térbe a két fajban,
azon beliil is a mitokondriumban lokalizalt mangan tartalma szuperoxid dizmutdz (MnSOD)
enzim szerepére voltunk kivancsiak. A gombdk szdmara az oxidativ stressz kezelése
meglehetdsen fontos, hiszen a természetes kdrnyezetben is eldforduld stresszforma, valamint a
patogén gombak esetében a gazdaszervezet kolonizacidja kozben is gyakran megemelkedik az
oxidativ stressz mértéke. Sziikséges megérteniink a gombak talélési stratégiait, sejtvédelmi
mechanizmusaikat, hogy azonosithassuk azokat a célpontokat, amelyek gombaellenes terapidk
¢s stratégiak fejlesztésére fordithatok vagy ipari torzsfejlesztésekben hasznosithatok. A
génfunkcio jobb feltérképezése érdekében mindkét Aspergillus faj olyan delécids mutansat is
bevontuk a kisérleteinkbe, melyekbdl hidnyzott a mitokondrialis MnSOD enzimjét kodolo gén.

Az oxidativ stresszvalasz szoros kapcsolatban allhat a szekunder metabolitok termelésével
is. Egyes mikotoxinok, példaul az aflatoxinok, ochratoxinok és trichotecének termelését
oxidativ stressz indukalhatja, mig antioxidansok jelenlétében ezek a folyamatok
visszaszorulnak. Tovabba egyes gombdak esetében a szekunder metabolitok termelése a sejtek
redox-egyensulyanak fenntartdsdhoz is hozzajarulhat, mig mas esetekben ezek a vegyiiletek
kompetitiv elényt biztosithatnak mdés mikroorganizmusokkal szemben. Patogén gombak

esetében a gazdaszervezet immunrendszere elleni védekezésben is jelentdsek.
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Osszefoglalva, a fonalas gombék oxidativ stresszre adott valaszainak megismerése ipari és
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbdl is kiemelkedden fontos. A gombak oxidativ stresszhez vald
alkalmazkodasa alapjaiban befolyasolja tulélésiiket és szekunder metabolitjaik, koztik
igazoltan vagy potencidlisan toxikus vegyiiletek termelését. Mivel egyes mikotoxinok
képzodését oxidativ stressz hatasok kivalthatjak vagy fokozhatjak, az ilyen folyamatok
feltérképezése az élelmiszerek szennyezddésének megelézéséhez vezethet. Az oxidativ
stresszre adott valaszok feltérképezése tovabba segitheti az ipari felhasznalasra szant
gombatorzsek fejlesztését, valamint j gombaellenes célpontok azonositasat, ami mind a

gyogyszeripar, mind a biotechnoldgia szamdra a gyakorlatban is értékes eredmény.

Célkitiizés

PhD munkém célja az A. nidulans és az A. fumigatus MnSOD enzimjének dsszehasonlitd
funkcionalis jellemzése volt, kiilonds tekintettel az enzimeknek az oxidativ stressz elleni
védelemben betoltott szerepére. Az A. nidulans kivaldo modellszervezet, amely a jol jellemezett
genomjanak ¢és az azonositott génjeinek koszonhetden transzkriptomikai munkakban
megbizhatéan alkalmazhat6 és jol felhasznalhato 0j génfunkciok és gének kozotti kapesolatok
megallapitasara. Osszevetve az A. fumigatus transzkriptomaval a két fonalasgomba kozotti
kiilonbségek jobban azonosithatova valtak. Vizsgalatunkkal lehetdség nyilt arra, hogy a két
fonalas, sporaképzd és szekunder metabolitokat termeld gomba oxidativ stresszvalaszat
mélyebben megértsiik, mely képességek feltarasa gydgyaszati és ipari szempontbol is fontos
lehet. Az A. fumigatus, mint opportunista humanpatogén, kiilonos jelentdségii klinikai
szempontbol. Transzkriptomikai adatainak az 0sszehasonlitdsa az A. nidulans-ban talalhato
ortologok expresszids mintdzatdval hozzajarulhat az oxidativ stresszvédelem evolucids és

funkcionalis kiilonbségeinek feltarasahoz.
Munkénkban a kovetkezd 1épések végrehajtasat tiiztiik ki:

1. Folyékony tapoldatban normadl és oxidativ stressznek kitett koriilmények kozotti
tenyésztés, ebbdl RNS izolalés, szuperoxid szint €s SOD aktivitds mérés. Szilard taptalajon az
oxidativ stressz érzékenységnek az dsszehasonlitasa.

2. Az RNS szekvendlasbol szarmazo adatok kiértékelése, a differencidlisan expresszalddo
gének meghatarozasa, géncsoportok génkészlet-dusulasi elemzéseinek végrehajtasa.

3. qPCR-rel az eredmények validalasa a transzkriptomikai adatokbol kivalasztott génekkel.



4. A kapott eredmények fényében tovabbi munkak elvégzése (pl. makrofagokkal szembeni

érzékenység vizsgalat).
Munkankban az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

MnSOD enzimek ¢lettani szerepe:

1. Milyen szerepet jatszanak az A. nidulans és A. fumigatus mitokondrialis MnSOD
enzimei az oxidativ stressz elleni védelemben?
sodB és sod2 gén delécid hatésai:

2. Milyen mértékben noveli az A. nidulans sodB és az A. fumigatus sod2 gén delécioja

a gombak oxidativ stresszérzékenységét?

Alternativ védekezési mechanizmusok:

3. Milyen antioxidans enzimek aktivalédnak az MnSOD hidnyanak kompenzalasara?

A. nidulans és A. fumigatus eltérd stresszvalaszai:

4. Milyen kiilonbségek tarulnak fel az 6sszehasonlité funkcidanalizis révén a két torzs
stresszvalaszaban?

5. Az A. fumigatus-specifikus kiilonbségek vajon miképpen hasznalhatok majd ki a

joviben a gyogyszerfejlesztésekben?

Anyagok és modszerek

A két Aspergillus faj mangan SOD génjének osszehasonlitasa

Az A. nidulans sodB és az A. fumigatus sod2 génjeinek esetében elvégeztiik a nukleotid-
€s aminosav-szekvencidk Osszehasonlitasat, a FungiDB adatbazisbol szarmazé szekvenciak
alapjan. Az intron- ¢és UTR-régiokat szintén a FungiDB-vel azonositottuk. A
szekvenciaillesztéseket a BioEdit programmal végeztiik, mig az aminosav-szekvenciak kozotti
homolodgia meghatarozasa az NCBI BLAST feliiletén tortént.
A két fehérje prediktalt 3D szerkezeti modelljeit AlphaFold 2 programmal generaltuk, majd az
RCSB Protein Data Bank feliiletén illesztettiik egymasra a hasonldsag vizsgéalatahoz. Emellett
funkcionalis domének meghatarozasat is elvégeztik a SMART online programmal, amely

ismert doménstrukturak alapjan keres homologiat a megadott fehérjeszekvenciakban.



A Kisérletekben felhasznalt torzsek és tenyésztésiik

Az altalunk hasznalt térzsek a kovetkezOk voltak: Aspergillus nidulans THS30.3 és
AsodB, valamint Aspergillus fumigatus akuB"™3° és Asod2/IP345. A torzseket Barratt-féle nitrat
tartalmu minimal taptalajon (AMM) tartottuk fent (Barratt és mtsai., 1965) és sporaztattuk
kisérleteinkhez. A kisérletek el6tt glicerines szuszpenziordl oltottunk le a friss spordk

eléallitasahoz és a tenyésztés 6 napig tartott minden esetben 37 °C-on.

Micélium eloallitasa RNS izolalasahoz

5 x 107 db konidiospérat tartalmazd szuszpenziot mértiink be folyékony 100 ml Barratt-
féle tapoldatba, A. fumigtus esetében diammonium-tartaratot tartalmazé modositott tdpoldatba,
500 ml Erlenmeyer-lombikokba. Ezutan a lombikokat 37 °C-on inkubdaltuk 16 6ran keresztiil
az A. nidulans torzsek esetében, mig az A. fumigatus térzseknél ez 20 ora volt, 3,7 Hz-en (Leiter
¢s mtsai., 2016). Az A. nidulans tenyészetek egy részéhez 16 ora elteltével 0,16 mM MSB-t
adtunk, mig az A. fumigatus tenyészetek egy részéhez 20 ora elteltével 6 mM MSB-t, igy
létrehozva a kezelt és kezeletlen tenyészeteknek harom-harom biologiai ismétlését. A kezelés

utan 30 perc elteltével lesziirtiik a micéliumot és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on taroltunk.

A szilard taptalajon végzett stresszkisérletek koriilményei

Barratt minimal taptalajt hasznaltunk az 4. nidulans torzseknél, mig az A. fumigatus-sal
zajlo kisérleteket a diammonium-tartarattal modositott taptalajjal végeztiik el. Ezeknél a
kisérleteknél az agarba kevert MSB koncentraciok az 4. nidulans torzsekkel zajlo kisérletekben
25 uM, mig az A. fumigatus-nal 0,5 uM, 1 uM ¢és 15 uM voltak. Az agar lemezek kozepére 5
ul spéraszuszpenzi6t inokulaltunk 2 x 107 konidium/ml térzsoldatbol, majd a Petri csészéket 37
°C-on inkubaltuk 5 napig és a gatlas mértékét a telepek atmérdjének mérésével hataroztuk meg.
Az A. fumigatus torzsekkel végzett vas-limitacios kisérleteknél 0,8 mM deferipronnal (DFP) is
kiegészitettiik a taptalajt, tovabba vasmentesen készitettiink el azt. A taptalajok felszinén 100
ul kondidiumszuszpenziot (107 konidium/ml tdrzsoldatbél) szélesztettiink szét, majd minden
lemez kozepére pipetta heggyel lyukat vajtuk. A csészék egy részének vajataiba azonnal, a
masik részébe 1 napig tartd inkubacio utan 50 pl 12 mM-os MSB oldatot pipettaztunk, majd a
tenyészeteket 4 napig 37 °C-on inkubaltuk. A kisérlet kiértékelésekor megmértiik a gatlasi zona

atmérojét.



Mintak eléallitasa szuperoxid-képzodés és SOD-aktivitas mérésre

A szuperoxid-képzédés meghatarozasahoz ugyanazon koriilmények kozott végeztiink
tenyésztést, mint az RNS izolalashoz késziilt micéliumok esetében. A szuperoxid-képzddéshez
az MSB hozzaadasat kovetden a taptalajbol vettiink mintat, a SOD-aktivitas méréséhez pedig
5 ora elteltével micéliumot szlrtiink le. Ebben az esetben is harom biologiai ismétléssel

dolgoztunk.

A szuperoxid képzodés mérése

A szuperoxid kimutatasahoz dihidroetidiumos kezelést alkalmaztunk, a Carter és mtsai
(1994) altal leirt protokoll alapjan. 20 ml tenyészethez 100 pul 2mM-os dihidroetidium oldatot
adtunk, majd a mintakat 1 6ran at inkubaltuk razégépen, 37 °C-on ~3,6 Hz-en (220 rpm).
Ezutdn 6 ml tenyészetet sziirtiink le, melyet desztillalt vizzel dtmostunk. A micéliumokat
Eppendorf cs6be helyeztiik és 1 ml 4 fokos, 5 w/v %-os szulfoszalicilsav oldatban vettiik fel a
mintakat. 10-20 percet inkubaltunk jégen, majd 10 perc centrifugaléas (4 °C, 10000 g) utan 500
ul feliiluszohoz 500 pl 2 M-os NaOH-t adtunk. A mintak fluoreszcenciajat spektrofotométerrel
hataroztuk meg (Aext = 488 nm, Aem = 610 nm) és a képzddott etidium mennyiségét etidium-

bromid kalibrald sor felvétele utan szamoltuk ki.

A szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitasanak mérése

A szuperoxid dizmutaz (SOD) aktivitast Oberley és Spitz (1984) modszere alapjan
hataroztuk meg. A meghatarozashoz 1 ml végsé térfogath reakcidelegyet alkalmaztunk, amely
10 v/v% mintat tartalmazott. A reakcidelegy komponensei a kovetkezdk voltak: 50 mM
natrium-foszfat puffer (pH 7,8), 70 uM nitro blue tetrazolium-klorid (NBT), 1,4 mM dietilén-
triamin-pentaecetsav (DETAPAC), 0,2 mM xantin, 10 U/l xantin oxidaz, valamint 1000 U/I
kataldz. Az enzimaktivitds meghatarozasa az NBT oxidacidjanak nyomon kovetésén alapult,
amelyet 560 nm hulldmhosszon mértiink, 2 percen keresztiil. Kontrollként minta nélkiili
reakcidelegyet hasznaltunk. Az enzimaktivitast a kontroll és a minta abszorbanciaértékeinek

hanyadosabdl szamitottuk ki, majd ebbdl 1-et vontunk le.

A fehérjetartalom meghatarozasa

A minték fehérjetartalmat Bradford-reagens hozzdadéasaval hataroztuk meg. Feliilusz6
mintakhoz Bradford reagenst adtunk €s 10 perc szobahdn torténd inkubaciods id6 elteltével a

mintakat spektrofotométerrel mértiik le, A=595 nm hullamhosszon. Az abszorbancia adatokbol



szarvasmarha szérum albumin (BSA) kalibraloésor segitségével hataroztuk meg a
fehérjetartalmat, és az igy kapott értékeket a fermentlé¢ térfogatdra vonatkoztatva mg/l

mértékegységben adtuk meg.

A. fumigatus konidiumok tulélése makrofagokkal szemben

A kisérlethez kétféle makrofdgot hasznaltunk. Voltak granulocita-makrofag
koloniastimulalo faktorral (GM-CSF; Gentaur Molecular Products, London, UK, 80 ng/ml)
létrehozott M1 makrofag fenotipusu, illetve makrofag koloniastimulald faktorral (M-CSF;
PeproTech, Briisszel, Belgium, 50 ng/ml) indukalt M2 makrofag fenotipusii makrofagok. A
makrofagokat 96 lyuku sejttenyésztd lemezekbe oltottuk 1x10° sejt/100 pul sejtstirtiségben.
Minden lyukba 100 pl 1x10° A. fumigatus spéra/RPMI 1640 médium szuszpenzidt adtunk. A
kontroll 100 pl spdraszuszpenzié és 100 pl RPMI médium volt makrofagok nélkiil. 4 ora
inkubdciot és centrifugélast kdvetden a feliiluszot eltavolitottuk, és desztillalt vizzel sejtlizist
idéztiink elé. A kapott mintakat sorozatos higitds utdn Barratt-féle minimal nitrat agarra
oltottuk, és az életképes sejtek szamat 37 °C-on, 36 6rds inkubacidt kdvetden telepképzo

egységek (CFU) meghatarozasaval értékeltiik.

Az RNS izolalas menete

Az RNS szekvenalashoz és génexpresszios vizsgalatokhoz felhasznalt RNS-t liofilizalt
micéliumokbol Chomczynksi (1993) protokollja alapjan TRIzol reagenssel (Invitrogen,
Waltham, MA, USA) izolaltuk, majd ezt kovetden a mintdk RNS tartalmat eldzetesen
Nanodrop UV/Vis (Nabi, p2 Microdigital) késziilékkel mértiik le, 260 nm-en. Felhasznalasig a
mintakat -70 °C-on taroltuk. Tovabba az RNS minték tisztasagat a DE AOK Genomi Medicina
¢s Bioinformatikai Szolgaltatd6 Laboratérium munkatarsai ellendrizték mikrofluid
elektroforézis rendszerrel (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

Kvantitativ valos ideju polimeraz lancreakcio (RT-qPCR)

Az RNS-szekvenalasbol szarmazd génexpresszids eredményeket RT-qPCR-rel
validaltuk. Az RNS mintak el6készitésekor el6szor DNS-mentesitést végeztiink, majd a qPCR-
reakciot az Xceed qPCR SG 1-step 2x Mix Lo-ROX Kit (Applied Biotechnologies, Praha,
Csehorszag) kiss¢ modositott protokollja alapjan mértiikk Ossze. Referencia génként az A.
nidulans esetén az AN9168 (feltételezett glicerin transzportert kodold gén), mig az A. fumigatus
esetében az AFUB_078400 (feltételezhetéen az 1,3-B-D-gliikkan szintaz katalitikus alegységét
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kodolja) gént hasznaltuk. Az RT-qPCR-ben kapott Cq értékeket a megfeleld referencia génhez
viszonyitottuk, majd a AACP értékeket négy kiilonbozo dsszehasonlitas alapjan szamoltuk ki.
Ezeket vetettiik 0ssze a szekvenaléasi adatokbdl szarmazo log2FC értékekkel, amelyeket szintén

ugyanilyen 6sszehasonlitdsokban hataroztunk meg.

A nagy-ateresztoképességiit RNS szekvenalas menete

A kovetkezé mintakat allitottuk el harom bioldgiai ismétléssel: 4. nidulans THS30.3
kezeletlen, THS30.3 MSB-vel (0,16 mM) kezelt, AsodB kezeletlen, AsodB MSB-vel (0,16 mM)
kezelt mintai, valamint 4. fumigatus akuB*®’ kezeletlen, akuB"%° MSB-vel (6 mM) kezelt,
Asod? kezeletlen, illetve 4sod2 MSB-vel (6 mM) kezelt tenyészetei. Az egy iranyu (single-
read) 75 bp-os [llumina RNS szekvenalashoz sziikséges RNS konyvtarat a TruSeq RNS Library
Prep Kit-tel (Illumina, San Diego, CA, USA) készitették el a gyartd leirdsa szerint. A

szekvenalast az [llumina NextSeq 500 miiszeren hajtottak végre.

A szekvencia adatok feldolgozasa (RNAseq)

A szekvenalasbol szdrmazo olvasatokat az 4. nidulans FGSC A4, illetve az 4. fumigatus
A1163 genomjahoz illesztettiik a HISAT2 szofter (2.1.0 verzio) futtatdsaval. Az, hogy pontosan
hany olvasat tartozott egy génhez azt a featureCounts szoftver (2.0.0 verzio) hatarozta meg. A
differencialtan expresszalt géneket (DEG) a DESeq2 (1.34.0 verzid) szoftverrel kaptuk meg.
Az RPKM értékeket az edgeR csomag ,,rpkm” fliggvényével hataroztuk meg, tovabba a PCA
(fékomponens analizis) pedig az RStudio (https://rstudio-
education.github.io/hopr/starting.html) ,,pcromp” fiiggvénnyel tortént.

A transzkriptomikai adatok kiértékelése

Két transzkriptom 0sszehasonlitasakor a feliil- és alulszabalyozott géneket olyan DEG-
ekként definidltuk (korrigalt p-érték <0,05), ahol az ‘longC‘ értekek egy meghatarozott
kiiszobértéknél (ha masként nem jeldltiikk 1-nél) nagyobbak voltak. Az logoFC értékeket a
DESeq?2 szoftverrel (1.34.0 verzio) szamitottuk ki referenciaként a kezeletlen tenyészeteket,
vagy a vad tipusu torzsek tenyészeteit hasznalva. A kivalasztott génkészletek Osszetételének
jellemzésére a ShinyGO 0.77 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/) platformon génkészlet-
dusitasi elemzéseket (“gene set enrichment analysis”) hajtottunk végre. A haromnal kevesebb
gént tartalmazo kifejezéseket vagy a csak egy gént tartalmazd taldlatokat kihagytuk az
elemzesbdl, €s csak a korrigalt-p <0,05 értékekkel rendelkezd talalatokat vettiik figyelembe. Az

elemzéseket a DEG-ek tobb, kiilonb6zé logoFC kiiszobérték beallitasaval kapott részhalmazan
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is elvégeztik. Az A. nidulans esetében|log2FC‘ > 0, |log2FC| > 1, ‘longC‘ > 2
log2FC|> 0,5 és |logFC | >

kiiszobértékeket, mig az A. fumigatus esetében | logoFC | >0,

1 kiiszobérték hasznaltunk.

Az A. nidulans transzkriptomikai adatainak elemzése

Az Fe-S Kklaszter 0Osszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), az antioxidans enzim
(“Antioxidant enzyme”), a respiracié (“Respiration”) ¢és a szterigmatocisztin klaszter
(“Sterigmatocystin cluster”) géncsoportok génkészlet-dusulasi elemzéseinek eredményeit
Fisher féle egzakt probaval is megvizsgaltuk (“fisher.test” funkcié az R projektben; ww.R-
projekt.org/). A Fe-S klaszter Osszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”) és a 1égzés
(“Respiration”) géncsoportotokat a FungiDB adatbazisa szerint hataroztuk meg. Az antioxidans
enzim géneket is szintén a FungiDB-ben (https://fungidb.org/fungidb/app) elérheté adatok
szerint azonositottuk be. A szterigmatocisztin temeléséért felelds génklasztert Inglis és
munkatarsai (2013) tanulmanyabol gyujtottiikk ossze. A stresszgéneket pedig a Fungal Stress

Response Database (FSRD) A. nidulansban talalhat6 stresszgének alapjan azonositottuk.

Az A. fumigatus transzkriptomikai adatainak elemzése

A glikolizis (“Glycolysis”), az antioxidans enzim (““Antioxidant enzyme”), a vasfelvétel
(“Iron uptake”), a sziderofor klaszter (“Siderophore cluster”), az Fe-S klaszter fehérje (“Fe-S
cluster protein”), az Fe-S komplex klaszter dsszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), a hemkotd
fehérje (“Heme binding protein”), a hem bioszintézis (“Heme biosynthesis™), és a riboszéma
fehérje (“Ribosome protein™) géncsoportokba tartozd gének dusulasat a Fisher féle teszttel is
megvizsgaltuk  (,fisher.test” funkci6 az R projektben; www.R-project.org/). A
riboszomafehérje (“Ribosome protein’) géncsoporthoz az A. fumigatus Af293 génjeit a KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) utvonal-adatbazisbol gytjtottiik Ossze
(https://www.kegg.jp/pathway/atm03010). A tobbi géncsoportot az alabbi helyekrdl szereztiik
meg: a glikolizis (“Glycolysis”) gének Flipphi és munkatarsaitol (2009), az antioxidans enzim
(“Antioxidant enzyme”), a vasfelvétel (“Iron uptake”), a Fe-S klaszter fehérje (“Fe-S cluster
protein”), az Fe-S komplex klaszter 6sszeszerelés (“Fe-S cluster assembly”), a hemkotd fehérje
(“Heme binding protein”), a hem bioszintézis (“Heme biosynthesis”) Emri és munkatarsaitol
(2022), valamint a sziderofor klaszter gének (“Siderophore cluster”) Inglis és munkatarsai
(2013) altal leirt 4. fumigatus Af293 génlistajabol. Az A. fumigatus Af293 ortologjait az A.
fumigatus A1163-ban az OrthoMCL v2.0 (https://orthomcl.org/orthomcl/app/) felhasznéalasaval

hataroztuk meg. Az elemzési folyamatban a homologia kereséshez a blast algoritmust, a
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megtalalt ortologok klaszterezéséhez pedig az MCL (Markov Cluster Algorithm) algoritmust

(www.micans.org/mcl/index.html) hasznaltuk.

Uj tudoményos eredmények

Az adataink alapjan a két gombafaj oxidativ stresszre adott valasz mechanizmusai
meglehetdsen kiillonbozdek voltak. Az A. nidulans esetében a stresszvalasz jellege €s az érintett
gének szama hasonld volt a THS30.3 és a AsodB mutéans toérzsekben, mig az 4. fumigatus-ban

a génexpresszios valaszok nagymértékben eltértek egymastol az akuB™’ és Asod2 térzsekben.

A csirazas és az oxidativ stressz

Az A. nidulans és A. fumigatus sporak fokozottan érzékenyek voltak az oxidativ stresszre,
mivel csirazaskor fokozodik a mitokondridlis aktivitds, ami megndveli a ROS-szintet.
Vizsgalataink szerint a tenyésztési koriilmények és az oxidativ stressz idézitése (csirdzas eldtt
vagy utan) jelentésen befolyasolja a torzsek érzékenységét. Az A. nidulans AsodB és az A.
fumigatus Asod2 torzsek kiilondsen sériilékenyek voltak, amikor csirazas el6tt érte Oket a
stressz. Ugyanakkor, ha csirdzast kdvetden alkalmaztuk a kezelést (pl. siillyesztett kultiraban),
a referencia és mutans torzsek kozotti kiillonbségek csokkentek. Ebbdl arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a konidiumok elleni célzott stratégiak hatékonyabbak lehetnek, mint a mar

novekedd micéliumokkal szembeni beavatkozasok.

Az MnSOD hianyanak kompenzalasa

Az MSB kezelés hatdsara tobb antioxidans gén — példaul a sodA, catB, ccpl, AN5440
(feltételezett citokrom c peroxidazt kodold gén), trxR, tpxB és trxA — feliilszabalyozodott a
AsodB mutansban a referencia torzshoz képest, ennek ellenére a mutdns torzsben
megnodvekedett Et-termelés a redox-homeosztazis felborulasara utalt. Bar a SOD aktivitas a
kezelés alatt nem kiilonbozott jelentdsen a vad tipushoz képest, az alternativ mechanizmusok
nem voltak elegenddek a teljes kompenzaciohoz. Hasonloan az 4. fumigatus Asod2 mutéans
torzsben kisebb SOD aktivitast és magasabb szuperoxid szintet mértiink MSB hataséra, ami a
sod2 gén hianyabol eredd csokkent védekezdképességre utal. Az oxidativ stressz jelenlétében
a 4sod2 mutansban joval tobb antioxidans gén mutatott feliilszabalyozddast, mint a vad tipusu
torzsben, ami hozzéjarult részben az oxidativ stressz elleni védekezéshez. Megvizsgéalva a

tovabbi sod géneket megallapitottuk, hogy egyik sem kompenzalta a génhianyt szignifikansan,
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kivéve a AFUB-073150 gént (az A. fumigatus AF293 sod4 ortoldgja), amely mérsékelt

transzkripcids ndovekedést mutatott a Asod2 mutansban.

Az oxidativ stressz hatasa a géndelécios és a referencia torzsek
transzkriptomara

Az A. nidulans két torzsében az MSB stressz altal indukalt transzkriptom szintli valtozasok
mind jelleglikben, mind az érintett gének szadmat tekintve hasonldak voltak. A sejtndvekedéshez
¢s osztddashoz kapcsolodd gének alulszabalyozddtak, mig az autofagia, oxidativ stresszvalasz
¢s Fe-S klaszter O0sszeszerelés génjei feliilszabalyozodtak mindkét tdrzsben. Az adataink
alapjan az MSB csokkentette a mitokondridlis funkcidok génjeinek (pl. aerob 1égzés,
mitokondridlis transzlacid) expressziojat, mikdzben a sériilt mitokondriumok eltavolitasaért
felelos gének aktivalodtak. Ezen kisérleti koriilmények kozott Gigy tlinik, a javithatatlan
mitokondriumok eltavolitdsa éppen olyan jelentdséggel bir, mint a mitokondriumok
integritdsanak és funkcioinak fenntartasa. Ezzel szemben az A. fumigatus Asod2 mutansanak
transzkriptomaban bekovetkezett valtozasok jelentésebben eltértek a kontroll torzsben
megfigyelhetoktdl. Az oxidativ stresszre reagald gének szdma jelentdsen nagyobb volt, mint a
vad tipusban és a sejtek fokozottan aktivaltadk a mitokondrialis funkciokat, antioxidans géneket,
valamint a vasanyagcseréhez és Fe—S klaszter 0sszeszereléshez kapcsolodd géneket is. A
riboszomafehérje gének erdteljes feliilszabalyozasa azt jelzi, hogy a mutins fokozott
fehérjeszintézissel probalhatta kompenzalni az oxidativ stressz okozta sejtkarosodasokat. Bar
az Asod2 mutansban tobb MSB-re reagald gént azonositottunk, ezek dontd tobbsége hasonld
biologiai folyamatokhoz kapcsolodott, mint a vad tipusban. Ez arra utal, hogy a Sod2 hidnya
nem teljesen Uj stresszvédelmi Utvonalakat aktivalt, hanem inkabb az oxidativ stresszvalasz
intenzitasat fokozta. Eredményeink alapjan a Sod2 enzim kiemelt szerepet jatszik az MSB éltal

okozott mitokondrialis karosodasok mérséklésében.

A sodB és sod?2 gének deléciojanak eltéro transzkriptomikai hatasa

Az A. nidulans AsodB mutans és a referencia torzs kozott mar MSB kezelés nélkiil is
jelentds kiilonbség mutatkozott a transzkriptomban (808 gén), amely MSB stressz hatasara
tovabb nott (1741 gén). A delécido a sejtciklushoz, DNS replikacidhoz, mitokondrium-
szervezOdéshez és stresszvalaszhoz kapcsolddd gének feliilszabalyozasat, mig a riboszoma
biogenezis, konidiumfejlédés és lipid szintézis gének csokkent expresszidjat eredményezte. A
szterigmatocisztin bioszintetikus klaszter génjei alulszabalyozodtak, jelezve a masodlagos

metabolit termelés csokkenését. Az aerob 1égzés génjei MSB hatasara mindkét torzsben
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alulszabalyozodtak, de a mutansban ez a hatas kisebb volt. Az alternativ oxidaz gén (aodA)
mindkét torzsben aktivalodott. Az A. fumigatus-ban viszont még ennél is 1ényegesen tobb
valtozast okozott a sod? hianya. 446 gén kifejezddésében tortént valtozds a génkilités
kovetkeztében, majd ez a szdm 1940-re nott az MSB kezelést kdvetden. A mutans sokkal
erételjesebb transzkripcios valaszt adott az MSB kezelésre, mint a vad tipus, de a Asod2
torzsben nem aktivalodtak teljesen 10 stresszvédelmi mechanizmusok. Az A. fumigatus két
torzsének stresszvalaszai kozti kiilonbség inkabb a vélasz intenzitdsdban mutatkozott meg. Bar
a mutansban tobb gén reagalt az MSB jelenlétére, ezek tulnyomorészt ugyanazon biologiai
folyamatokhoz kapcsolddtak, mint a referencia torzs esetében. A mutansban tobb gén reagalt,
kiilondsen a riboszoéma-, mitokondrium- ¢€s hemkotd funkciok terén. A glikolizishez ¢€s
antioxidans enzimekhez tartoz6 gének kifejezédése mindkét torzsben nétt, de a mutansban

nagyobb mértékben.

Makrofagokkal szembeni érzékenység

Az A. fumigatus Asod2 mutans torzs fokozott érzékenységet mutatott az emberi M-CSF- és
GM-CSF-indukalt makrofagokkal szemben végzett interakcids kisérletekben. Eredményeink
szerint a MnSOD enzim igen fontos szerepet jatszik a gazdaszervezet immunrendszere altal
kivaltott oxidativ stressz elleni védekezésben, és hozzajarulhat a gomba tal¢léséhez a

makrofagok tdimadasaval szemben.

A vas limitacio hatasa és kombinalt terapia lehetosége

Az A. fumigatus Asod2 mutans torzs fokozott érzékenységet mutatott mind az MSB-vel
kivaltott oxidativ stresszre, mind a deferipron (DFP) altal eldidézett vaslimitalt kornyezetre. A
két stresszhatas egyiittes alkalmazédsa erdteljes novekedésgatlast okozott a mutans torzs
esetében, amibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az oxidativ stresszel szembeni tolerancia
szorosan Osszefligg a vas elérhetdségével, és a hatékony vasanyagcsere hozzédjarul a gomba
stressztliréséhez. Mivel az Asod2 torzs virulencidja nem csokkent jelentdsen, 6nmagaban az
MnSOD gatldsa nem tlinik hatékony terdpias célpontnak. Viszont a vasfelvétel egyidejii
gatlasdval kombindlva jelentdsebb oxidativ karosodéas valthaté ki, ami fokozza a gomba
vasigényét és ezaltal hatékonyabba teheti a kezelést. Ez a kombinalt stratégia igéretes lehet a
klintkumban is, mivel nemcsak a virulenciat csokkentheti, hanem a napjainkban terjedd

rezisztencia megoldésat is eldsegitheti.
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Az uj tudomanyos eredmények Osszefoglalasaképpen szeretném felsorolni a doktori
munkam célkitiizéseiben feltett kérdésekre adott valaszokat és az ujabb tudomdanyos
eredményeimet:

1. Az A. nidulans és A. fumigatus sporak érzékenyebbek voltak az oxidativ stresszre, mint
a micéliumok, mert a csirazas kozben megndvekedett mitokondrialis aktivitasra van sziikség,
ami eleve fokozott ROS termelést okoz.

2. Az A. fumigatus sod2 gén delécidja jelentdsebb valtozast idézett el6 MSB-re adott
stresszvalaszban, mint az A. nidulans sodB gén hianya.

3. A. nidulans-ban a sodB delécios mutansaban egyes antioxidans gének (pl. sodA4, catB-
katalaz, peroxidazok) aktivitdsa megndvekedett, kompenzalva az MnSOD hidnyat.

4. Az A. fumigatus Asod?2 torzsében MSB hatasara szintén fokozdodott mas antioxidans
gének kifejezddése, viszont a tovabbi sod gének esetében nem tortént szignifikans valtozas.

5. A stressz hatasara az A. nidulans torzsek fokozhattdk a karosodott mitokondriumaik
eltavolitasat a transzkriptomikai adatok szerint.

6. Az A. fumigatus hatékony vas anyagcseréje segiti az oxidativ stressz tulélését, ezért
gatolva a vasfelvételt nagyobb oxidativ stresszérzékenységet figyeltiink meg.

7. Az A. fumigatus-ban a sod2 delécidja érzékenyebbé tette a mutans térzset M-CSF- és
GM-CSF-indukalt makrofagokkal szemben.

8. A konidiumok elpusztitdsat célz6 stratégiak hatékonyabbak lehetnek, mint a mar
novekedésben 1évd gombafonalakra kifejlesztett modszerek.

9. MnSOD gatlasa szakirodalom szerint 6nmagéban nem hatékony terapias célpont, de a

vasanyagcsere gatlasaval kombinalva erdsebb oxidativ stresszt valthato ki a gombasejtekben.

Osszefoglalas

A fonalas gombdk oxidativ stressz elleni védelme igen fontos a tulélésiik és az
alkalmazkodasuk szempontjabodl. Ez a stresszforma mindenhol fellelhetd, de a patogén fajok a
gazdaszervezet immunrendszere altal még nagyobb mértékii oxidativ stressznek vannak kitéve.
Ezt a stresszformat leginkdbb a ROS, koztik a O™, HxO, és "OH okozzdk, melyek
felhalmozodva kérositjdk a sejtek fehérjéit, lipidjeit és DNS-ét. A sejtek integritdsanak
védelmében sziikség van hatékony védekezési mechanizmusokra e stresszformaval szemben.

A mitokondriumban lokalizalt mangéan tartalmt szuperoxid dizmutdz (MnSOD) az

oxidativ stressz elleni védelem egyik antioxidans enzime gombdkban. A sejten beliili
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elhelyezkedése miatt a mitokondriumok megfelelé mitkodésének fenntartasaban van szerepe.
Az elektrontranszport-lanc alatt keletkezd szuperoxid anionokat alakitja hidrogén-peroxidda,
melyet majd a védelmi rendszer tovabbi tagjai semlegesitenek. Az MnSOD segit fenntartani a
sejtek homeosztazisat €s megeldzni a sejtkarosodast.

A sodB ¢és sod2 gének MnSOD enzimet kodolnak, melyek a transzkriptomikai
elemzéseink szerint is meghatarozoak a mitokondriumok védelmében és megfelelé miikodésiik
biztositasdban. Megfigyeléseink szerint az A. nidulans vad tipusu €s AsodB deléciés mutans
torzsének oxidativ stresszre adott transzkripcios valaszaik hasonlok voltak. Mig az A.
fumigatus-ban Asod2 muténs torzsben a stresszre adott valaszok igen eltértek a referencia
torzsétol. Eredményeink szerint az oxidativ stressz elleni védelemben a gombak tobbféle
stratégiat is alkalmaznak, ez alapulhat alternativ antioxiddns enzimek génjeinek
feliilszabalyozasan vagy a sériilt mitokondriumok hatékonyabb eltadvolitasan.

Kisérleteinkben, ahol az A. fumigatus Asod? muténs torzset vizsgaltuk, fontos
kapcsolatot allapitottunk meg a vas-anyagcsere és oxidativ stressz kozott. A Sod2 enzim a
mitokondriumok Fe-S klaszter fehérjéinek védelmében igen meghatarozd. A deléci6 utan a
Asod? mutéans igen érzékennyé valt vas-limitalt, oxidativ stressznek kitett kdrnyezetben. A
transzkriptomikai eredményeink szerint MSB hatdsara a riboszomalis és a vasanyagcsere
génjeinek szabalyozasaban olyan valtozasok 1éptek fel, melyek valdsziniileg a sejtek tulélését
segitik.

A human patogén gombakban, mint az A. fumigatus-ban is, igen hatékony védelmi rendszer
alakult ki az oxidativ stressz ellen. Szdval, ha figyelembe vessziik, hogy az MnSOD gatlasa
onmagaban nem elég stratégia, de ha kombinaljuk vas-anyagcsere gatlassal erdsebb oxidativ
stresszt valthatunk ki. Tovabba azt is megtfigyeltiik kisérleteinkben, hogy a csirazas eldtti
konidiumokat célz6 stratégiak joval hatékonyabbak lehetnek, mint a csirdzés utani negativ
hatasok. Ezen kombinéciok figyelembevétele hasznosak lehetnek a jovében a gomba ellenes

stratégiak fejlesztésénél.
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