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Roviditések jegyzéke

CAZyme: szénhidrat-aktiv enzim (carbohydrate-active enzyme)
CSR: szénstresszvalasz (carbon-stress-response)

DCF: 2,7-diklorfluoreszcein

DCM: szaraz sejttémeg (dry cell mass)

DTT: ditiotreitol

DUG: glutation-hasznositasban deficiens (deficient in utilization of glutathione)
fenotipus

ER: endoplazmatikus retikulum

ESR: kdrnyezeti stresszvalasz (environmental stress response)
GSE: géncsoport dusulas (gene set enrichment)

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

vGT: y-glutamil transzpeptidaz

MAPK: mitogén-aktivalt protein-kinaz

MTT: metil-tiazol-tetrazolium

RNAseq: RNS-szekvenélas

ROS: reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species)
RT-gPCR: reverz transzkripciot koveto kvantitativ polimeraz lancreakcio
SMG: szekunder metabolit gén

SOD: szuperoxid dizmutaz

STC: szterigmatocisztin



1. Bevezetés és célkitiizés

1.1. Bevezetés

A Saccharomyces cerevisiae és Candida albicans fajoknadl mar
bebizonyosodott, hogy elsédlegesen az Un. DUG (,deficient in utilization of
glutathione™) Gtvonal fehérjéi (Dugl, Dug2, Dug3) végzik az intracellularis glutation
(GSH) degradaciot, azonban az Aspergillus nidulans esetében ezen fehérjéek génjeinek
(dugA/AN3459: S. cerevisiae dugl ortologja; dugB/AN1879: S. cerevisiae dug2
ortoldgja; dugC/AN1092: S. cerevisiae dug3 ortoldgja) funkcidéja még nem volt
tisztazott (Spitzmuller és mtsai., 2015a). Mar korabban megfigyelték, hogy a
szénéhezés okozta stressz hatdsara jelentdsen csokken a Penicillium chrysogenum,
valamint az A. nidulans tenyészetek hifainak GSH-tartalma, illetve a yGT aktivitasa is
indukalédik (Emri és mtsai., 2004). Azonban az is megallapitasra kerilt, hogy a ggtA
(yGT-t kodolo gén) delécidja nincs jelentds hatassal az A. nidulansnél szenéhezés
soran tapasztalhaté GSH koncentracio csokkenésre (Spitzmuller és mtsai., 2015b). A
dugA és a dugC transzkripcios aktivitasa ezzel szemben pozitivan korrelalt a GSH-
lebontassal, mig a ggtA és a dugB expresszidja esetén hasonld 6sszefliggés nem volt
tapasztalhaté (Spitzmuller és mtsai., 2015a). A GSH, mint antioxidans molekula
degradéaciojanak tisztazasa gyakorlati szempontbol azert is indokolt, mert a gombak
nem csak a természetben, hanem ipari korilmények kozott is talalkozhatnak olyan
stressz korilményekkel (pl. szénstressz és oxidativ stressz), amelyek serkenté hatéssal
lehetnek a nem kivanatos szekunder metabolit-termelésre (pl. mikotoxinok), mely
anyagok képzodésének visszaszoritasara az antioxidans-kezelést egy igéretes
lehet6ségnek tartjak (Koza és mtsai., 2022).

A fonalas gombakat altalanossagban is nagyon sokszinli enzimszekrécid €s
szekunder metabolit-termelés jellemzi. Az A&ltaluk szekretalt enzimek, valamint
szekunder metabolitok nagyban meghatarozzak a fajok elterjedését (képesek-e az
adott élettér biopolimerjeinek hasznositasara), befolyasoljak virulencigjukat

(patogenitasukat), valamint a fajok kdzo6tti kompeticiot és a fajok kozotti/fajon belili
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kooperaciot is (Keller, 2019; Sakekar és mtsai., 2021). Azokat az enzimeket, amelyek
a kilonboz6 szénhidratok bioszintézisében, modositasaban, megkotésében és
lebontasaban vesznek részt an. szénhidrat-aktiv enzimeknek (,,carbohydrate-active
enzyme”; CAZyme) nevezziik (Davies és mtsai., 2005). A CAZyme-ok Ujabban a
biotechnoldgiai és ipari alkalmazhatésaguk miatt kerultek a figyelem kdzéppontjaba,
ugyanis aktivitasuknak koszonhetéen megoldhatova valt a komplex ndévényi anyagok
hatékony szacharifikacidja. Az ilyen modon létrehozott prekurzor anyagok pedig
felhasznalhatdk kiilonb6z6 bioldgiai alapd termékek, mint pl. élelmiszerek, allati
takarmanyok, papir, textil, vagy egyéb vegyiletek, kdztik akar biolizemanyagok
eléallitasara is (Chettri és mtsai., 2020).

A globalis klimavaltozassal parhuzamosan egyre nagyobb problémat okoznak a
mikotoxin termelé gombafajok, ami Szintén sziikségessé teszi a gombak szekunder
metabolit-termelésének kutatasat. Magyarorszag az éghajlatvaltozas kovetkezmeényeit
tekintve Eurdpa egyik legsériilékenyebb orszaga Iehet; mezdgazdasagi ¢s
egeszsegiigyl szempontbdl is sulyos probléemava valhat a jelenleg csak t6liink délre
elterjedt, melegkedvel6 toxinogén Aspergillus fajok, mint példaul az aflatoxin termel6
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nominus fajok térnyerése.
Mivel masodlagos anyagcseretermekeik szintén jelentésen befolyasolhatjak a human
patogén gombak virulencigjat (pl. Aspergillus fumigatus), klinikai szempontbol is
érdemes figyelmet forditani ezen metabolitok stressz alatti képzédésére (Pfliegler és
mtsai., 2020).

Amikor a szénforrds mennyisége vagy mindsége nem teszi lehetdvé a
tenyeszetek gyors vegetativ ndvekedeset szénstresszrél (szénéhezés vagy szénforras-
limitacio) beszélink. A szénstressz nemcsak a gombak GSH anyagcseréjét, de
szekunder metabolit- és a CAZyme-termelését is jelentésen befolyasolja. Szamos,
minket érdekld jelenség (a GSH lebontasi utvonalak aktivalodasa, mikotoxinok
képzddése, egyes CAZyme fehérjék termelédése) konnyebben tanulmanyozhato
szénéhezd, illetve szénforras-limitalt tenyészetekben, mint a gyors vegetativ
novekedést lehetové tévo gliikkoz szénforrason (Pocsi és mtsai., 2003, 2004; Contesini

és mtsai., 2021). Vizsgalatainkban ezért elsésorban szénstressznek Kkitett
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tenyészetekkel dolgoztunk. A transzkriptom valtozasanak nyomonkovetésevel atfogo
képet kaphatunk a tenyészet egésznek viselkedésében bekdvetkezett valtozasokrol.
Kisérleteink kdzéppontjaban az RNS szekvenalassal gyiijtott transzkriptom adatok
feldolgozasa ¢és értelmezése allt, ami lehetdvé tette szamunkra, hogy a GSH
anyagcserét, a miktoxinok és CAZyme fehérjék képzOodését a szénstressz valasz
részekent értelmezziik. Reményeink szerint, ez a megkozelitési mod atfogobb képet
adhat szamunkra a vizsgalt folyamatokrdl, mint egy-egy enzim vagy metabolit

vizsgélata.

1.2. Célkitiizés

Doktori munkam kidolgozasahoz célul tiiztem ki az A. nidulans modellszervezet
szénstressz valaszanak alaposabb megismerését. A dolgozat elsé felében a dugB és
dugC, feltételezhetéen a GSH-lebontasban kdzremiik6dé gének funkciojat szerettem
volna igazolni, majd megvizsgalnihogy a GSH lebontasanak gatlasa milyen hatéssal
szekunder anyagcserében megfigyelhet6 valtozasokra szénéhezd koriilmények kozott,
illetve glukoz szénforrason. A dolgozat masodik felében a lakt6z szénforrason
megfigyelhetd szénforras-limitacios stresszvalaszt tanulmanyoztam és hasonlitottam
0ssze a glukdzon, arabinogalaktanon, illetve szénforrds hianyaban tapasztalhato
valtozasokkal. Els6sorban arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy miként befolyasolja

a szénforras mindsége a gomba CAZyme-termelését és szekunder anyagcsereéjét.

A celok megvalositasdhoz az alabbi kisérleteket terveztem/végeztem el:

1. A szénehezes alatti GSH-metabolizmus vizsgalata

Az A. nidulans AdugB, AdugC és AdugB-AdugC géndelécios térzsek, valamint

egy referencia torzs sullyesztett folyadékkultiras (szubmerz) tenyészeteinek

Osszehasonlitdsa szénforrasmentes (szé€néhezd) ¢és gliikoztartalmi (ndvekedd)
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tapkdzegen: biomassza-gyarapodas nyomon kdvetése (DCM); glutationtartalom és
valtozasanak meghatarozdsa (GSH, GSSG); redox-statusz ellendrzése (DCF-teszt);
antioxidans ¢és autolizishez kotheté enzimaktivitdsok meghatarozasa; globalis
génexpresszios mintazatok 6sszehasonlitasa (RNAseq) és validalasa (RT-gPCR);
szekunder  metabolit-termelés  vizsgdlata (TLC, HPLC, Kklasztergének
transzkripcidjanak vizsgalata).

A fenti A. nidulans torzsek feluleti (tapagarra leoltott) tenyészeteinek
osszehasonlitasa glilkézban gazdag (40 g I'?) és szénforras limitalt (10 g I glikéz)
tapkozegen: reduktiv, oxidativ, ozmotikus, nehézfém- és sejtfalstressz tolerancia
vizsgélata (telepatmérék meghatarozasa); konidium- és aszkospora-képzodés

vizsgalata.

2. A laktozon megfigyelhetd szénforras limitacids-stresszvalasz vizsgalata

Négy slllyesztett A. nidulans tenyészet dsszehasonlitasat terveztem, amelyek a
rendelkezésre allo szénforrés tekintetében glukdzt (mint kdnnyen hasznosithato
monoszacharidot), vagy laktozt (mint diszacharidot, amely lassabb névekedést tesz
lehet6vé, mint a gliikdz), vagy arabinogalaktant (mint komplex poliszacharidot, amely
csak lassti novekedest biztosit) tartalmaztak, vagy egyaltalan nem tartalmaztak
semmilyen szénforrast: metabolikus aktivitis ellenérzése (MTT-teszt); biomassza-
gyarapodas nyomon kovetése (DCM); autolizishez és lakt0z-hasznositashoz kothetd
enzimaktivitasok meghatarozasa; extracellularis fehérjék azonositasa (2D-PAGE,
nanoHPLC); globalis génexpressziés mintazatok 0Osszehasonlitasa (RNAseq) és
validalasa (RT-gPCR); szekunder metabolit-termelés vizsgalata (TLC, klasztergének

transzkripciojanak vizsgéalata).



3. Anyagok és mddszerek

A Kisérleteink soran vizsgalt A. nidulans torzsek a kovetkezok voltak: THS30
(referencia torzs), THM2 (4dugB mutans), THM3 (4dugC mutans), THM4 (4dugB
AdugC mutans), THM7 (dugC* komplementalt térzs), THM8 (dugB™ komplementalt
torzs). A delécids, valamint komplementalt térzseket Dr. Heungyun Harrison Moon és
Prof. Dr. Jae-Hyuk Yu (University of Wisconsin-Madison, Madison, WI, USA) hozta
létre és bocsatotta rendelkezésinkre.

A torzsfenntartast, valamint a feluleti tenyészetek vizsgalatat Barratt-féle
minimal tapagarral (AMM) végeztik (Barratt és mtsai., 1965). A taptalajok leoltas
elétt mar kiilon-kilon tartalmaztak a stressz agenseket, melyek koncentracioja a
kovetkez6é volt: 0,18 mM menadion-natrium-biszulfit (MSB); 0,8 mM terc-butil-
hidroperoxid (tBOOH); 1,5 mM diamid; 1 M NaCl, 50 mM kongovorés (CR). A
fellleti tenyészetek altal termelt konidiumok mennyisegének meghatarozasahoz
egységnyl agarhasabok feliiletér0l szarmazd sporaszamot hataroztnuk meg
hemocitométerrel (Emri és mtsai., 2018).

A siillyesztett kultirdakhoz Barratt-féle taplevest (a taptalaj agarmentes
valtozatat) hasznaltuk rézatott Erlenmeyer lombikokban. A még exponencialis
novekedési fazisban 1évé micéliumok atmosasat kovetéen a friss taplevesek
szénforrastartalma a kovetkezOképpen alakult: szénforras mentes (szénéhezd
tenyészetek), 20 g It laktdz (laktdzos/szénforras limitalt tenyészetek), 20 g I+
arabinogalaktan (arabinogalaktanos/szénforras limitalt tenyészetek), 20 g I gliik6z
(gliikbzos/movekedo referencia tenyészetek) (Gila és mtsai., 2021, 2022).

Az RNS-izolalas fermentlébdl atsziirt miceliumbol tortént, amelyekbdl az RNS-
tartalmat Chomczynski (1993) mddszere alapjan nyertik ki. Az RNS mintak
ellenérzését, valamint szekvenalasatt a DE AOK Genomi Medicina és Bioinformatikai
Szolgaltatd Laboratérium munkatarsai végezték.

Az RT-gPCR vizsgélatok soradn a relativ transzkripcid mértékét a AACt
modszerrel hatdroztuk meg. Referencia génként a kisérletsorozatoktol fiiggéen a gfdA
és az AN6700 géneket hasznéltuk (Gila és mtsai., 2021, 2022).
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Az RNS-szekvenciak illesztésétt, valamint a differencialtan expresszalt gének
meghatarozasat Dr. Antal Karoly (EKKE TTK Allattani Tanszék) végezte.

A felll-, illetve alulszabalyozott génekhez kapcsolhat6 bioldgiai folyamatok
meghatarozasat géncsoport dusulas (Gene Set Enrichment; GSE) analizisek
segitségével jellemeztiik. Az altalunk definialt kategdridkba tartoz6 gének dusulasat a
Fisher-egzakt teszt segitségével teszteltik. A GSE analizist a szekunder metabolit
Klaszter genek esetében klaszterenként is elvégeztik (Gila és mtsai., 2021, 2022).

A fiziologiai vizsgalatokhoz sziirt micélium mintadkat hasznaltunk fel. Az
intracellularis paraméterek vizsgalatdhoz a mintdkat homogenizator segitsegével
tartuk fel. A sillyesztett tenyészetek nodvekedését a biomassza szaraztdomegéenek
meghatarozasan keresztul jellemeztik. A tenyészetek metabolikus aktivitasanak
(,.életképességének”) meghatarozasakor MTT-assay-t végeztink. A szénforras-
hasznositass mértekét a fermentlében 1évé redukalocukor mennyiségének
meghatarozasan keresztll allapitottuk meg. A kultdrdk redox egyensulyaban
bekovetkezd valtozasokat DCF-teszttel vizsgaltuk. A fehérjetartalmak vizsgalatat a
feltart sejtmentes micélium kivonatokbol és a szlirt fermentlevekbdl is elvégeztik
Bradford-modszerrel (Gila és mtsai., 2021, 2022).

A fehérje-, glutation- (GSH, GSSG) és melanintartalmak meghatarozasat,
valamint az enzimaktivitas méréseket (proteaz, kitinaz, p-glikozidaz, p-galaktozidaz,
hex6zaminidaz, y-GT, celluldz, katalaz, nitrat reduktaz, glutation reduktaz, SOD)
spektrofotométer segitségével végeztiik (Szilagyi és mtsai., 2018).

A tenyészetek STC-termelésének kvalitativ ellendrzéséhez vékonyréteg-
kromatografias (TLC) eljarast alkalmaztunk (Amon és mtsai., 2018). A micéliumok
STC-tartalmanak kvantitativ vizsgalata HPLC analizissel Prof. Dr. Pusztahelyi Tiinde
segitségével (DE MEK, Agrarmiiszerkzpont) tortént.

A fermentlébe szekretalt fehéerjék proteomikai vizsgalatahoz a a fehérjek 2D
gélelektroforézissel torténd elvalasztasat Dr. Keserii Judit (DE AOK, Humangenetikai
Tanszék) végezte el. A kapott LC-MS/MS adatokbol a fehérjek azonositasat Prof. Dr.
Cs6sz Eva és munkatarsai végezték (DE AOK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai

Intézet).



4. Eredmények
4.1. A szénéhezés alatti GSH-metabolizmus vizsgélata

Dr. Heungyun Harrison Moon és Prof. Dr. Jae-Hyuk Yu (University of
Wisconsin-Madison, Madison, WI, USA) harom A. nidulans térzset (egy AdugB és
egy AdugC muténst, valamint egy AdugB-AdugC duplamutanst) és a hozzajuk tartozo
komplementalt torzseket bocsajtott rendelkezésiinkre annak érdekében, hogy a
feltételezett DugB-DugC komplex citoszolikus GSH lebontasaban bet6ltott szerepét
tisztazzuk. Els6ként a mutans torzsek, a referencia torzs és a komplementalt torzsek
szénéhezd tenyészeteiben vizsgaltuk meg a dugB és dugC gének expresszios
aktivitasat. Erdekes mddon a dugC delécija a dugB expressziojat is csokkentette,
aminek aktivitasat visszaallitotta a dugC komplementécioja. Ezzel szemben a dugB
hianya és annak komplementaciéja sem befolyasolta a dugC transzkripcidjat. A
géndelécidok nem valtoztattdk meg a sejtek GSSG-tartalmat.Szénéhezo koriilmények
kdzott, mindegyik delécids torzsnek szignifikansan nagyobb volt a GSH-tartalma. A
AdugB és AdugC delécios torzsek dugB, illetve dugC génekkel valé komplementacidja
azonban csokkentette a torzsek GSH-tartalmat, és helyreallitotta a THS30 referencia
torzs fenotipusat. A GSH-tartalom egységes ndvekedése a delécios mutansokban arra
utal, hogy a DugB és a DugC egyarant részt vesz a citoszolikus GSH lebontasaban
szénéhezés soran, illetve arra, hogy nem képesek egymast helyettesiteni. Ez egybevag
azzal a megallapitassal, hogy a Dug2p és Dug3p (amelyek a DugB és DugC ortoldgjai
az S. cerevisiae-ben) ayp, heterotetramert alkotnak az élesztd sejtekben, és csak ez a
heterotetramer rendelkezik GSH-hidrolizalo (glutamin-amidotranszferaz) aktivitassal
(Kaur és mtsai., 2012). Igy, a GSH lebontasa a heterotetramer jellegbél adodoéan a
dugB vagy a dugC barmelyikével szabalyozhat6. A két gen kozott megfigyelt
aszimmetrikus kolcsdnhatés (pl. a DugC képes fellilszabalyozni a dugB-t) segitheti a
dugB és a dugC expresszidjat befolyasold hatdsok finomhangolasat. Ez kiléndsen

fontos lehet, ha ellentétes hatdsok szabalyozzak a két gén aktivitasat.



A siillyesztett kultirdk vizsgalatai soran exponencidlis fazist, novekedd
micélium pelletek kertiltek atmosasra szénforrasmentes tapkdzegbe. A dugB és/vagy
dugC delécidja a varakozasoknak megfelel6en a kontroll térzs GSH-szintjehez képest
emelkedett GSH-tartalmat eredményezett. A micéliumok GSSG-tartalmaban egy
esetben sem volt kilénbség, tovabba a fermentlevekbdl nem mutattunk ki GSH-t és
GSSG-t sem. Erdekes mddon még a dugB és a dugC kettés delécidja sem blokkolta
teljesen a GSH-raktarak kimerilését. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a DUG-
utvonalon kivil méas atvonal(ak) is hozzajarul(nak) a GSH lebontasahoz szénéhezés
soréan.

A csokkent GSH-lebontast a redox-egyensuly késleltetett felboruldsa kisérte,
ami arra utal, hogy a szénéhezés alatt lecsokkent GSH-tartalom részben felelés a
reaktiv oxigengyokok felhalmozodasaért. Fontos azonban kiemelni, hogy a
vizsgalatba bevont torzsek redox-allapotaban nem volt szignifikans eltérés a
tenyésztés végere.

A szénéhezés alatti autolitikus sejtfallebontasban féként extracellularis
hidrolazok (pl. kitindzok, hexdzaminidadzok és gliikanazok) vesznek részt (van
Munster és mtsai., 2016). Az é16 hifasejtek — tébbek kdzott — melanint termelnek, hogy
megveédjék sejtfalukat ezen hidrolazokkal szemben (Emri és mtsai., 2018). A DUG-
utvonalban gatolt mutansok kevesebb Kkitindzt és hexdzaminidazt szekretéltak a
fermentlébe, és esetikben a DCM is kisebb mértékben csokkent, emellett pedig
kevesebb melanint termeltek, mint a kontroll t6rzs. A vizsgalatok soran a delécios
torzsek kevesebb proteazt és yGT-t termeltek a kontroll térzshoz képest.

A hex6zaminidaz és az extracellularis yGT-termelés esetében a H,O,-kezelés
hatését is vizsgaltuk. A H,O, mindkét extracellularis enzim képz6dését névelni tudta
a vizsgalt THM4 mutansban, azonban ugyanez a kezelés a kontroll térzsben ellentétes
hatést fejtett ki.

Mivel a AdugB és AdugC mutansok (THM2 és THM3), illetve a AdugB-AdugC
duplamutans (THM4) nagyon hasonléan viselkedtek a fent leirt kisérletekben, ezért a
tovabbi elemzésekhez csak egy mutanst (THM4) vélasztottunk ki. Bar a dugB és dugC

kettés delécidja novelte a sejtek GSH-tartalmat és lassitotta a GSH-lebontést

10



szénéhezes alatt, a THM4 torzs oxidativ, s0- és kongovords- (CR) stressztiirése nem
kilonbozott jelentésen a referencia torzsétél. Azonban a THM4 mutans fokozott
toleranciat mutatott a CdCl,-dal szemben.

A dugB és dugC gének kett6s delécidja nem valtoztatta meg lényegesen a
gomba konidium-termelését 10 g I glikozt tartalmazo taptalajon. A 40 g It kiindulasi
és novelte a kontroll torzs konidium-termelését. Az emelt glikozkoncentracié a THM4
mutansban is csokkentette a radidlis novekedést, azonban nem ndvelte a
konidiumképzddést. Emellett a szexudlis és aszexualis fejlodés kozotti egyensuly a
szexualis fejlodés iranyaba tolodott el: megindult a Kleisztotéciumok fejlédeése
(primordium) és csokkent a specifikus konidiumtermelés, illetve a telepek
konidiummal boritott részének aranya is csokkent.

A 10 g It glikézt tartalmaz6 tenyészetek esetében 10 mM GSH vagy ditiotreitol
(DTT) hozzaadadsa csokkentette a radidlis ndvekedést, valamint a konidium-
képzodését mindket torzsnél, tovabbd 10 mM GSH jelenlétében a THM4 mutans
szignifikansan kevesebb konidiumot termelt, mint a kontroll térzs. A 10 mM GSH
jelenlétében megfigyelt kilonbség a két torzs konidium-termelése kozott a 40 g It
gliikozt tartalmazd taptalajon még szembetiindbb volt.

Transzkriptomikai vizsgalatainkhoz a THM4 dupla mutans és THS30
kontrolltorzs szénéhezé slllyesztett kulturainak RNAseq adatait vettlik alapul,
referenciaként pedig glikézon ndvekedd tenyészeteket hasznéltunk.A felvehetd
szénforras hianya jelentésen modositotta a tenyészetek transzkriptomat. A dugB és
dugC gének kettés delécidja csak Kkis mértékben volt hatassal a gomba
transzkriptomara, ez a hatas glikoz esetén volt hatarozottabb, mintsem szénehezeés
alatt.

A szenéhezés altal kivaltott fobb valtozasokat géncsoport dusulédsi (GSE)
vizsgalatokkal azonositottuk, melyek soran az alabbiakat allapitottuk meg: (i) A
zsirsav-lebontés fellilszabalyozodott, a nukleotid- és aminosav-bioszintézis pedig
alulszabalyozodott. (ii) Az autofagiaval kapcsolatos gének, az extracellularis proteaz,

a szénhidrat-aktiv enzim (CAZyme) és a sejtfallebontasért felelés gének
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felulszabalyozodtak, a sejtfal-bioszintézis genjei pedig alulszabalyozodtak. (iii) A
glikolizis, az oxidativ pentdz-foszfat utvonal, a citromsav ciklus és a 1égzés genjei
alulszabalyozodtak. (iv) A vas-kén klaszter Osszeszereld gének, az ergoszterol
bioszintézis génjei és a transzlacioban részt vevd gének alulszabalyozodtak. (v) Az
antioxidans enzimgének (pl. a novekedd tenyészetekre jellemz6é CatA és CatB
katalazokat, SodA és SodB szuperoxid-dizmutazokat, GIrA glutation reduktazt, TrxR
tioredoxin reduktazt és Ccpl citokrom c-peroxidazt kdédolo gén) szignifikansan
feldUsultak az alulszabalyozott gének csoportjaban. Bar az antioxidans enzimgének
nem dusultak fel a feltlszabalyozott gének csoportjaban, szdmos kevésbé ismert
antioxidans enzimgén mutatott fellilszabalyozottsagot: a CatC katalaz, a CpeA
katalaz-peroxidaz, az AN7924 peroxiddz, az AN1131 es ANOQ785 szuperoxid-
dizmutédzok, a TrxB tioredoxin reduktaz es az AN5440 citokrom c-peroxidaz génjei.
(vi) A cisztein-, metionin- és GSH-anyagcseréhez kapcsolodo gének szintén
feldusultak a két toérzs alulszabalyozott génkészleteiben. A dugA (feltételezett
dipeptidaz gén), a ggtA (yGT gén) és az ANS5658 (feltételezett yGT gén)
felulszabalyozodtak, mig a gcsA (feltételezett y-glutamilcisztein-szintetaz gén)
alulszabalyozodott. Az AN12476 GSH-szintaz és az AN2988 feltételezett y-glutamil-
ciklotranszferaz génjei a THS30 es a THM4 torzsben is alulszabalyozodtak. A
referencia térzsben a dugB alul-, a dugC pedig felllszabalyozodott. (vii) Az SMG-k
szignifikans dusulast mutattak a felllszabalyozott génkészletekben: A szénéhezés
alatti allapot 206 SMG transzkripciojat aktivalta a THS30 torzsben és 209-et a THM4
torzsben. Bar az SMG-klaszterek génjei altalanossagban nem dusultak fel az
alulszabalyozott génkészletekben, egyes klaszterek génjei mégis jelentds ddsulast
mutattak. Ezen klaszterek kdze tartozik a kontroll torzs esetében az inp klaszter és a
pkh Klaszter, mindkét torzsnél pedig a mikroperfuranon klaszter és a ,,No PKS/NRPS
backbone 1” klaszter.

A szénéhez6 tenyészetek transzkriptom-adatainak kdzvetlen dsszehasonlitasa
(THM4 mutéans vs. THS30 referencia tdrzs) azt mutatta, hogy bizonyos SMG-
Klaszterek (AN7884 klaszter, benzaldehid szarmazék 1, F9775 hibrid klaszter 2, pkg

Klaszter, STC-klaszter) aktivabbak voltak a THM4 mutansban, mint a referencia
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torzsben. Ami az STC-klasztert illeti, a THM4 mutansban ezen klasztergének nagyobb
transzkripciés aktivitdsat fokozott STC-termelés is kisérte. A AdugB-AdugC
duplamutansban a referencia térzshdz viszonyitott minddsszesen 40 felllszabalyozott
gén kozul 24 gen valamely SMG-klaszter tagja volt.

A ndveked6 kultarék transzkriptom adatainak kozvetlen ¢sszevetése (THMA4
mutans vs. THS30 referencia torzs) azt mutatta, hogy a dugB és dugC kettds delécidja
felllszabalyozta az ergoszterol-bioszintézis génjeit, mig a vas-kén klaszter
Osszeszereld géneket és a hacA gént, amelyek részt vesznek a ,nem feltekeredett
fehérje” (UPR) stresszvalaszban, alulszabalyozta. Ezen tulmenéen szamos MAPK-
utvonal gén (pl. steC, sskB, pbsA, hogA és mkkA), valamint a fejlédési folyamatok
(konidiumképzddés és aszkosporaképzodés; pl. fIbA, fIbC, fIbE, nosA, rosA, nsdC és
nsdD) és a sejtfal bioszintézisének szabalyozasaban részt vevo gének
alulszabalyozottsdga is megfigyelhetd volt. Ezek a transzkripcidés valtozasok
dsszhangban voltak a felileti tenyészetek glikdzban gazdag taptalajon megfigyelt

mérsékelt konidium-termelésével és megvaltozott ivaros fejlodésével.

4.2. A lakt6zon megfigyelheté szénforras limitacios stresszvalasz vizsgalata

A tovabbiakban harom eltéré szénstressznek (szénéhezés, valamit szénforras-
limitacio egy diszacharid és egy poliszacharid jelenlétében) Kitett tenyészetben
bekovetkezez6 élettani valtozasokat vizsgéltuk meg tlizetesebben. A miceliumok
glikoztartalmu tapkozegbdl szénforrasmentes, illetve laktoz/arabinogalaktan tartalma
kozegbe torténd atmosdsa jelentdsen csokkentette a kultirak MTT-redukalo
aktivitasat. Ez a csokkenés azonban csak atmeneti volt, ugyanis 4 ora elteltével a
szénstresznek Kitett kultardk MTT-redukald aktivitasa még a szénéhez6 tenyészetek
esetében is ndvekedni kezdett. A szénstressz a varakozasnak megfeleléen a gombak
novekedeését is mérsékelte. A glikozos tenyészetekhez viszonyitva a legnagyobb
mértékii biomassza-csokkenést a szénéhez6 kultdrakban figyeltik meg, amelyeket az
arabinogalaktanos és a lakt6zos tenyészetek kovettek. Habar a hosszUtavu szénéhezés

altalaban DCM-csokkenéssel jar egydtt, esetlinkben csak egy kismértékii (de
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statisztikailag nem szignifikdns) DCM-csokkenés volt megfigyelheté a szenforras
mentes tenyészetekben 12 ora elteltével.

A szénstressz minden kultaraban jelentGsen csokkentette a nitrat reduktaz és a
glutation reduktaz aktivitasat, mig az intracellularis P-galaktozidaz aktivitasat
megemelte. Ez az emelkedés a lakt6zos tenyészetek esetében volt a legnagyobb, amit
az arabinogalaktan tartalmu, majd a szénéhez6 tenyészetek kdvettek. Az tenyészetek
intracellularis SOD-aktivitasa arabinogalaktdnon és szénéhezé koriilmények kozt
megn6tt. Mind a négy kultara fermentlevében volt kimutathaté SOD aktivitas, illetve
szénéhezes soran katalaz aktivitast is detektaltunk. A szénstressz novelte az
extracellularis proteaz, yGT, kitinaz és B-glikozidaz aktivitast, emellett pedig a
szénéhezeést leszamitva a laktozon vagy arabinogalaktanon torténd tenyésztés novelte
az extracellularis B-galaktozidaz és a cellulaz aktivitasat is.

A szénéhez6 kulturak fermentlevébdl az alabbi fehérjek jelenlétét mutattuk ki:
AbnC (ANB8007; feltételezett extracellularis endo-1,5-a-L-arabinozidaz), EgIB
(AN3418; cellulaz); BglA ¢és BglL (AN4102 ¢és AN282S8; feltételezett PB-
glukozidazok), ChiB (AN4871; Kkitindz); EQIC (AN7950; feltételezett GPI-
horgonyzott glikan endo-1,3-B-D-gliikozidaz), PepJ (AN7962; proteaz), CatB
(AN9339; kataldz) es SodA (ANO0241; Cu/zZn-SOD). Mindennek megfeleléen a
fehérjek genjei is feliilszabalyozddtak a megfeleld szénstressz hatasara az alabbi
kivételekkel: Nem tudtuk kimutatni az egIB felllszabalyozottsagat szénéhezés alatt,
illetve a sodA és AN8445 fellilszabalyozottsagat a laktozos tenyészetekben, a kodolt
fehérjék jelenletét azonban ki tudtuk mutatni a fermentléb6l. A SodA és az EgIC
(szénéhez6 tenyeészetekben kimutatott), valamint a CatB (szénéhez6 eés laktdzos
tenyészetekben is kimutatott) fehérjék esetében azonban a megfelelé gének még
szénstressz hatasara is alulszabalyozodtak.

Bar a mintavételezest olyan idopontokban végeztik a transzkriptomikai
elemzésekhez, amikor a lakt6z és az arabinogalaktdn hasznositdsa mar
nagyvaloszintiséggel megkezd6dott a DCM és MTT redukcids mintazatok alapjan.
Azonban még ennek ellenére is jelent6s atfedést tapasztaltunk a harom kultura

genomszintii expresszios valtozasai kdzott.
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A GSE-analizisek alapjan, a szénéhezés alulszabalyozta a fehérjeszintézist, a
primer anyagcsere szamos elemét (pl. gliikdz-hasznositas, aminosav-bioszintézis,
szteroidszintézis), valamint tobb stresszgén atirdsat is. Masrészt azonban
felllszabalyozta a sejtfal szervezédésben, a kitin-, Xilan- és pektin-lebontasban,
valamint a zsirsav-oxidacidban részt vevé géneket. A glikkoz laktdzzal vald
helyettesitése a primer anyagcsere szamos elemét (pl. glukdz-hasznositas €s
szteroidszintézis) szabalyozta alul, azonban a szénéhez6 tenyészetekkel ellentétben az
aminosav-bioszintézis, a riboszoma-biogenezis és a transzlacié alulszabalyozottsagat
nem tapasztaltuk. Felulszabalyozddott az extracellularis poliszacharid-hasznositas,
beleértve a glukoztdl eltér6 hexdzok €s pentdzok metabolizmusa is. Az
arabinogalaktanon vald novekedés alulszabalyozta a gliik0z-hasznositas, az aminosav-
bioszintézis és a szteroidszintézis génjeit. Viszont a laktézhoz hasonléan a nagy
volumenti fehérjeszintézis alulszabalyozottsaga ez esetben sem volt megfigyelhetd.
Az extracellularis poliszacharid-hasznositas génjei szintén felllszabalyozodtak,
azonban a pentoz- vagy hexdz- (pl. galaktdz, mann6z) anyagcserében részt vevo gének
mind a feltl-, mind az alulszabalyozott géncsoportokban felddsultak. A glikdz-
specifikus gének GSE-analizisének eredményei arra utalnak, hogy a glikéz
hasznositassal és a ndvekedéssel kapcsolatos folyamatok (pl. glikolizis, 1égzés, illetve
szteroidok, vitaminok, kofaktorok prosztetikus csoportok  bioszintézise)
felllszabalyozodtak, mig a poliszacharid katabolikus folyamatok és a lipidanyagcsere
(pl. zsirsav-oxidacid) alulszabalyozodott a glikozban gazdag tenyészeteknél a tobbi
kultirdhoz képest. Ezzel parhuzamosan a szénstressznek Kitett tenyészetekre a
szénhidrat-katabolizmus kiilonboz6 elemeinek fellllszabalyozésa, valamint néhany,
foként a novekedéssel kapcsolatos folyamat alulszabalyozésa volt jellemzé. A
glikolizis gének atirasa lecsokkent a szénstressz hatasara, de az oxidativ pentoz-foszfat
utvonal és a citromsavciklus génjeinek alulszabalyozottsaga csak a szénéhezd és az
arabinogalaktanos tenyészetekre volt jellemzd, amelyek novekedési ratajukat tekintve
is alulmaradtak a kisérletek soran.

A szénstressz jelentdsen befolydsolta a sejtfal homeosztazisat is.

Altalanossagban csokkent a szintazok, transzglikozilazok és szabalyozd fehérjék
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génjeinek expresszidja, valamint a hidroldz gének feliilszabalyozottsaga volt
megfigyelhetd, ami szintén egybeesik a kultirak mérsékelt ndvekedésével. Azonban a
laktdzos kultirak esetében — amelyek a harom stresszkezelelés kozil a legintenzivebb
novekedést mutattak — a fent emlitett géncsoportok dusulasa nem volt szignifikans. A
sejtfal-hidrolaz gének kozil az engA (endo-1,3-B-gliikandz), chiB (endokitinaz) és
nagA (N-acetil-B-glikozaminidaz), amelyek bizonyitottan fontosak az elhalt sejtek
falanak hasznositasaban (autolitikus sejtfaldegradacid; van Munster és mtsai., 2016),
felulszabalyozodtak a szénéhezd és arabinogalaktanos tenyészetekben. Kiemelendo,
hogy a sejtfalintegritds fenntartasaert felelds géncsoportok transzkripcids aktivitasa
sem valtozott meg. Ismert, hogy a melanin-termelés megvedheti a sejteket a
Kitinazoktol, beleértve a ChiB Kitinazt is (Szilagyi és mtsai., 2013). A chiB gén nem
csak a szén¢hezd €s arabinogalaktanos tenyészetekben, hanem a laktozon névekedo
kulturakban is fellilszabalyozédott. Nem meglepé6 modon az N-acetil-6-hidroxi-
triptofan tipust melanin képzdodéséért felelds ivo (,,ivory”) génklaszter és az aromas
aminosavak metabolizmusaért felelés géncsoport génjei is felllszabalyozodtak a
harom kezelés soran, emellett tobb sejtfal-hidrolaz genje is alulszabalyozottsagot
mutatott a tenyészetekben. Autofagidhoz kothetd géneket csak a szénéhezd
tenyészeteknél azonositottunk.

A laktoz hasznositasaért felelés gének transzkripcios faktorait kodold galR és
galX gének csak a laktozt tartalmazo tenyészetekben szabalyozddtak felill. Ez egyiitt
jart a D-galaktozt bontd oxidoreduktiv Gtvonal génjeinek, valamint szamos ismert,
vagy feltételezett laktdéz-permeazt és B-galaktozidazt kodold gén, beleértve a laktoz-
hasznositasban résztvevé legfontosabb B-galaktoziddz (lacD) és laktozpermeéazok
(lacpA, lacpB) génjeinek fellilszabalyozodasaval is. A laktéz-lebontd Leloir-ttvonal
génjei kdzll azonban egy sem szabalyozddott felll.

Az arabinogalaktanos tenyeszetek esetében az araR fellilszabalyozodott,
viszont a galR és galX aktivitasa nem valtozott meg. Megfigyelheté volt a D-galakt6z
oxidoreduktiv Gtvonal génjeinek felllszabalyozottsdga is, amelyek megegyeztek a
laktdzon is aktivalodott genekkel, ugymint a lacD, lacpA, lacpB, illetve szamos méas

ismert vagy feltételezett laktoz-permedz és B-galaktozidaz gén. Erdekes modon a
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Leloir-titvonal génjei még a szénéhezd kultarak esetben is alulszabalyozottsagot
mutattak. A lacpB és lacD, valamint néhany mas ismert vagy feltételezett [B-
galaktozidaz gén még szénéhezés hatasara is fellilszabalyozodott.

A szénstressz minden kultardban fokozta bizonyos extracellularis peptidaz
(proteaz) gének transzkripciojat. Felllszabalyozott géncsoportok dusuldsa csak a
szénéhezO ¢s az arabinogalaktanos tenyészetekben volt jelentds, azonban még a
laktozon felllszabalyozott 10 ismert/feltételezett extracellularis peptidaz gen is
Kimutathato proteaz aktivitassal jart egyutt.

Mindharom kezelés hatdsara szintén szignifikans mértékben szabalyozodtak
felul a CAZyme fehérjék genjei. Az AN9166 (feltételezett exo-1,6-galaktanaz)
felulszabalyozottsaga szintén csak arabinogalaktanon volt megfigyelhetd. Szamos
felulszabalyozott CAZyme génnek azonban inkdbb olyan szénhidratok
hasznositdsaban lehet szerepe, amelyek nem voltak jelen a tapkozegben, hiszen a -
1,4-endoglitkanaz/cellulaz, B-gliikozidaz, cellobiohidrolaz és cellobiozidaz gének
arabinogalaktanon, mig a xilozidaz, illetve a ramnogalakturonan hasznositd gének
mindharom kezelésnél is feldusultak a feliilszabalyozott gének csoportjaban.A legtobb
CAZyme gént (65 gén) az arabinogalaktanos kultardkban figyeltiik meg, oket pedig
meglepd mdédon a gliikkdzban gazdag (29 gén), majd a szénéhezd (16 gén), végiil a
laktoztartalmu tenyeszetek (6 gén) kovették. Az arabinogalaktanon feliilszabalyozott
CAZyme gének esetében szamos kulon alkategoriaba tartozd géncsoport is
szignifikans dusulast mutatott. A szénéhez6 tenyészeteknél ilyen dusulast azonban
nem tapasztaltunk. Erdekes médon laktézon csak az o-galaktozidaz géncsoport
szabalyozodott felil, a B-galaktozidaz gének csoportja azonban nem. Valdjaban
laktozon a B-galaktoziddz gének koziil csak a lakt6z-hasznositashoz nélkildzhetetlen
B-galaktozidazt kodolo lacD expresszalodott szignifikansan nagyobb aktivitassal a
tobbi tenyészethez képest. A gliikkdzos referencia kultardkat ilyen szempontbol a -
1,4-endoglukanaz/cellulaz géncsoport dusulasa jellemezte.

A szénforras-specifikus géneket illetéen a transzkripcids faktorok génjeinek
csoportja a stresszkezelt tenyészeteknél felllszabalyozottsagot, glikkoz-specifikusan

pedig alulszabalyozottsdgot mutatott. A galR és galX laktdézon, valamint az araR
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arabinogalaktanon és szénéhezés soran torténd fellilszabalyozddasa mellett a cellulaz-
¢s xilanaztermelés szabalyozasaért felelds clrA, a ramnoz hasznositasaért felelds rhar,
valamint az extracellularis peptidaz- és sejtfal-hidrolaz-termelésért felelés brlA és
xprG geének feliilszabalyozodasa volt jellemz6 a szénstressznek kitett tenyeszetekre. A
rosszul  feltekeredett fehérjevalaszért (unfolded protein response; UPR;
endoplazmatikus retikulum stressz) felelés HacA transzkripcios faktor génjének
transzkripcidja is megndtt Szeénstressz hatasara hatasara.

Mivel a sejtek méasodlagos anyagcseréjét nagymértékben meghatarozza a
rendelkezésre all6 szénforras mindsége és mennyisége, az SMG-klaszterek
transzkripcids aktivitasat is ertékeltik. Ezeknél a gencsoportoknal vegyesen fordultak
el felll- és alulszabalyozodott klaszterek mindharom kezelés soran. Mind a négy
kultdraban volt egy-egy jellegzetes SMG-klaszter, amely a legnagyobb transzkripcids
aktivitast mutatta az adott tenyeszetnél, de a differencialtan expresszalt klaszterek
Osszessegében hasonlé mintazatot mutattak. A szénstressz hatasara fellilszabalyozott
legfontosabb SMG-klasztereket kozil kiemelkedik a STC-klaszter transzkripcids
aktivitasa, illetve a kodolt mikotoxin képzddését TLC-lemezen is sikerult Kimutatni.
Habar az alulszabalyozott génklaszterek glikdzon jelentkeztek a legnagyobb
szamban, voltak olyan klaszterek (mikroperfuranon klaszter, pkh klaszter és AN3273
klaszter), amelyek a harom stressznek Kkitett tenyeszethez képest nagyobb aktivitast

mutattak a referencia kultirakban.

5. Megbeszélés

5.1. Szénéhezo tenyeszetek GSH-metabolizmusa

5.1.1. A DUG-Utvonal szerepe a glutation intracellularis lebontasaban

Kimutattuk, hogy az A. nidulansban a DUG-uUtvonal részt vesz a citoszolikus
GSH lebontéasaban, hiszen a mutans tenyészetek GSH-tartalma lassabban csokkent
szénéhezeés soran, mint a referencia torzsé. Ezek az adatok egyértelmiien igazoltak azt

is, hogy a DUG-0tvonal nem az egyetlen GSH-lebontd utvonal az A. nidulansban,
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mindezért még tovabbi vizsgalatokra van sziikség a GSH-lebontas reszleteinek
tisztazasédhoz. Bar a GSH bioszintézisének szigoru negativ feed-back kontrollja (Pécsi
és mtsai., 2004; Lushchak, 2012) és az A. nidulans alternativ GSH-eliminald
mechanizmusai miatt a DUG-Utvonal inaktivalasa csak mérsékelten befolyasolta a
sejtek GSH-tartalmat, azonban mar ez is lehetévé tette szamunkra a megvaltozott

GSH-szintek fiziologiai kovetkezmeényeinek vizsgalatat.

5.1.2. A redox-szabalyozas és a szénéhezésre adott stresszvalasz kapcsolata

A GSH-anyagcsere kapcsolatot teremthet a szénéhezésre adott stresszvalasz €s
a redox-szabalyozas kozott, hiszen a nagy intracellularis GSH-koncentracionak
koszonhetden a sejtek tarolt szén/energiaforrasként hasznosithattdk azt.
Hasonloképpen, a GSH akar nitrogén- vagy kénraktarként is szolgalhat nitrogén-/kén-
limitacié vagy éhezés soran (Pocsi es mtsai.,, 2004). A csokkené GSH-tartalom
megvaltoztathatja a sejtek redox-allapotat, tovabba aktivalhatja azokat a szabalyoz6
utvonalakat, amelyek a szénéhezeskor fellépo stresszvalaszok elemeit szabalyozzak.

Az itt bemutatott vizsgalatokbol is kideril, hogy a makroautofagia és az
autolitikus sejtfallebontas a sejtek redoxallapotatol is fligg (Emri és mtsai., 2004;
Bartoszewska és Kiel, 2011; Deng és mtsai., 2012), ugyanis a mérsékelt oxidativ
stressz kedvezden hatott az sejtfal lebontd enzimek termelésére, mig a H,O, okozta
sz€lsGséges stressz azonban gatolta ezt a folyamatot (Emri és mtsai., 2004). A proteaz
¢és yGT aktivitdsokat szintén befolyasolta a GSH-szint valtozasa. Mivel a szénéhezo
tenyeszetek extracellularis enzimaktivitasdnak nagy részéért felelés enzimeket (pl.
ChiB, EngA, PrtA, PepJ és GgtA) kodolo gének transzkripciojaban nem detektaltunk
jelentds valtozasokat, lehetseges, hogy a redox-szabalyozasnak ez a szegmense
poszttranszkripcios szinten fejtette ki a hatadsat. Azonban az is el6fordulhat, hogy a
sejtek redox-allapota kozvetlenil a feheérje-szekrécio szabalyozasan keresztill
befolyasolta a fehérjék termelését.

Habar a GSH-anyagcserében bekdvetkezett valtozasok mddositottak az

intracellulalis ROS-szinteket, a megndvekedett ROS-képz6dés oka még igy sem
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teljesen nyilvanvald. Ehhez a GSH-szintek csokkenése mellett a megndvekedett
fehérjeszekrécio (Yu és mtsai., 2016), valamint az antioxidans enzimek termelésében
bekovetkezett erdteljes valtozas is hozzajarulhatott. Nem zarhat6 ki tovabba a
kdzvetlen ROS-termelés sem, peldaul a NADPH-oxidazok altal (Aguirre és mtsai.,

2005; Cano-Dominguez és mtsai., 2008).

5.1.3. Az oxidativ stressz hatasa a szekunder metabolitok termelésére

Kiserletiinkben t6bb SMG-klaszter is felll szabalyozddott a szénstressz (és a
vele egyltt jar6 oxidativ stressz) hatdsara, emellett néhany klaszter azonban
alulszabalyozottsagot mutatott. Meglep6 mdédon a DUG-Utvonal gatlasa egyes, a
szénehezés altal aktivalt klaszterek aktivitasat tovabb novelte. Erre jo példa az STC-
klaszter miikodése: A szén¢hezeés aktivalta a klasztergének transzkripcidjat és ez a
felllszabalyozottsag a THM4 DUG mutansban lényegesen nagyobb volt, mint a
kontroll torzsben. A klaszter mitkdésében bekovetkezett valtozasok a termelt STC
mennyisegét is megvaltoztattak. Korabban mér kimutattdk, hogy ivarosan fejl6do
fellleti tenyészetek esetében az STC-termelés idoben egybeesik a kleisztotéciumok
képzbdésével, és a Hiille-sejtekben lokalizalddik (Bayram és Braus, 2012; Amon és
mtsai., 2018). Feltételezheten elsddleges funkcidja az, hogy védje a termdbtesteket a
fungivor izeltldbuaktdl (Staaden és mtsai., 2011; Do6ll és mtsai., 2013). Mindezek
alapjan nem meglepd, hogy a dugB-dugC kettés delécido az ivaros folyamatokkal
egyitt a STC-termelést is befolyasolta.

A korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban a mérsékelt oxidativ stressz
serkentheti, mig az er6s oxidativ stressz inkabb gatolja egyes SMG-klaszterek
mitkodését (Emri és mtsai., 2015). Sajnos ez azt is jelenti, hogy a mikotoxintermelés
visszaszoritdsat célz6 antioxidans-kezelések paradox modon akar felll is
szabalyozhatnak egyes SMG-genklasztereket fokozva a nemkivanatos mikotoxinok

képzddését.
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5.1.4. A DUG-0tvonal inaktivalasanak szignaltranszdukcids aspektusai

A fokozott oxidativ, ozmotikus, sejtfal integritdsi, hoémérsékleti és
antimikotikus stresszérzékenység, amelyet irodalmi adatok alapjan az A. nidulans
AglrA torzsei is mutatnak, egyértelmiien jelzi a GSH altaldnos jelentdségét a stressz
tlrésben (Sato és mtsai., 2009; Bakti és mtsai., 2017). Ezzel szemben a dugB és dugC
delécidja nem novelte a gomba oxidativ stresszel szembeni tolerancidjat. Lehetseges,
hogy a GSH felhalmozodéasanak negativ mellékhatésai (pl. a tilzottan reduktiv belsé
korilmények megakadalyozhatjak az oxidativ stresszvalasz megfeleld szabalyozasat),
ellensulyozzak a megnovekedett antioxidans kapacitast. Jol tukrozi a GSH tulzott
jelenlétének karos kovetkezményeit egy korabbi megfigyelés, miszerint a tapktzeghez
adott GSH nagykoncentracidban kifejezetten toxikus az A. nidulans szdmara (Bakti és
mtsai., 2017).

Az oxidativ stressztoleranciaval szemben, a kadmium tolerancia jol detektalhato
modon megndvekedett a DUG-0tvonal inaktivalasaval. Ez a megfigyelés
Osszeegyeztethetd azzal a feltételezéssel, hogy a gomba GSH-kadmium komplex
képzésével védekezik e nehézfém ellen (Emri és mtsai., 2021). Ebben az esetben a
nagyobb GSH-szintek negativ mellékhatasaik ellenére is elényosek a gomba szamara.
Mindez azt is jelenti, hogy a kadmiumtolerans mutansok keresése jobb strategia lehet
GSH-tultermel?6 torzsek izolalasara, mint a megndvekedett oxidativ stressztolerancia
tesztelése.

A THM4 mutans viselkedése nem csak szénéhez6 korlilmények kdzott, hanem
a gluikozon névekedd tenyészetekben is jelentsen kiilonbozott a vad tipusu torzsétol.
Szamos mitogen-aktivalt protein-kindz (MAPK) utvonal gén (pl. steC, sskB, pbsA,
hogA, mkkA) transzkripcidjaban mutatkozott valtozas. Mivel a MAPK-Utvonalak
kdzponti szerepet jatszanak a sejtek homeosztazisdnak fenntartdséban, a
megndvekedett GSH-szint ezekre a génekre gyakorolt kévetkezményei magyarazatot
adhatnak arra, hogy a GSH tuladagolasa miért karos az A. nidulans szamara (Bakti és
mtsai., 2017) és a DUG utvonal inaktivalasa miért nem ndvelte az oxidativ

stressztoleranciat.
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A MAPK-Utvonalak a stresszvalaszok mellett fejlédési/differencialodasi
folyamatokat is szabalyoznak az Aspergillus fajokban (Duran és mtsai., 2010). igy
nem meglepd, hogy a konidiumok és az aszkosporak képzddésének szabalyozasaban
részt vevo gének (pl. fIbA, fIbC, fIbE, nosA, rosA, nsdC és nsdD) transzkripcioja is
megvaltozott a THM4 torzsben szénéhezés hatasara. Ezen génexpresszios
valtozasokkal dsszhangban a THM4 mutansban csdkkent konidium-képzodést és az
ivaros folyamatok szabalyozasanak zavarat figyeltiik meg.

A MAPK-utvonalak felsébb szintii szabalyozoelemei koz¢ tartoznak a redox-
érzékeld His-Asp foszforilald (kétkomponensii) rendszerek. Az A. nidulans genomja
15 hisztidin-kinazt, négy valaszregulatort és egy hisztidintartalma foszfotranszfer-
proteint kodol. A négy valaszreguldtor kozil kettd (SskA és SrrA) az oxidativ
stresszvalasz szabalyozédsaban vesz részt, az SskA pedig a HogA MAPK-utvonalon
keresztll hat (Furukawa és mtsai., 2005; Hagiwara és mtsai., 2007). A Candida
albicans Hogl MAP-kinaz enzimje reaktiv cisztein-oldallancokkal rendelkezik,
melyek redox-statuszanak valtozasa (az enzim foszforilacioja mellett) fontos szerepet
jatszik a kindz sejtmagban torténd akkumuldlodasdban nitrozativ stressz alatt
(Herrero-de-Dios és mtsai., 2018). A redox-érzékelé His-Asp foszforilalo rendszerek
mellett ez is egy érdekes példa arra, hogy a redox-valtozasok hogyan valtoztatjak meg
egy MAPK-Utvonal aktivitasat. Osszességében tehat azt feltételezhetjiik, hogy a DUG-
utvonal inaktivalasa altal okozott megnovekedett GSH-szint a redox-érzékeld
mechanizmusok révén moédosithatta a MAPK-kaszkadok aktivitasat, amely szamos

gén, koztuk a MAPK dtvonalak feherjéit kodold gének és a differencialddasi

ey

5.2. A laktézon megfigyelheté szénforras-limitacios stresszvalasz

5.2.1. Enzimatikus ,, felderités ” szénéhezés soran

Az extracelluléris poliszacharidok hasznositdsa komoly kihivast jelent a
mikrobak szamara, hiszen mindenekel6tt azonositaniuk kell a kdrnyezetben jelenlévo
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szénhidratokat, hogy a megfelel6 enzimet vagy enzim mixet szekretaljak a hatékony
lebontashoz. Ezt a problémat altalaban ,,felderit6” enzimek kivalasztasaval oldjak meg
(van Munster és mtsai., 2016). Ezek az enzimek ,,kd6zonséges” CAZyme fehérjék,
amelyek 6énmagukban nem tudjak lebontani teljes mertékben a polimert, azonban
energia hatékonyan képesek felszabaditani nehany oligomert vagy monomert. Ez
utdbbi vegylleteket (mint ,.szabalyoz6 molekulakat™) ismerik fel a sejtek, ami
aktivalja az adott polimer teljes és hatékony lebontasdhoz sziikséges valamennyi
enzim fokozott termelését (van Munster és mtsai., 2014).

A mi esetiinkben a vizsgalt CAZyme alkategoriak kozul egy sem dusult fel a
szénéhezés-specifikus felulszabalyozott gének csoportjaban, és legtobbjik még a
teljes szénéhezesre aktivalddott gének csoportjaban sem. Ezek az eredmények
egybevagnak a felvazolt ,enzimatikus felderités” stratégiaval, miszerint a
gombaéhezés soran egyszerre tObb enzimet szekretdl az alternativ szenforrasok
felkutatdsa érdekében anélkil, hogy felulszabalyozna egy-egy poliszacharid
hasznositasahoz szlikséges teljes génkészletét.

Szénehezés soran a raktarozott vegyuletek (pl. a glikogén vagy akar a GSH)
hasznositdsa, az autofagia és az autolitikus sejtfaldegradacio is energiaforrast
biztosithatnak a sejtek szamara (Szilagyi és mtsai., 2013; van Munster és mtsai., 2016).
A potencialis szénforrdsok felderitése mellett az autolitikus sejtfallebontashoz is
intenziv extracellularis enzimtermelésére van szilkség. A riboszéma biogenezis és az
ER-specifikus folyamatok (mint az ER és a Golgi-vezikulak kozotti transzport, a
fehérjék glikozilacioja és az ER-stressz) génjei nem meglepé médon mar a szénstressz
valasz korai szakaszaban fellilszabalyozodnak (Szilagyi és mtsai., 2013). Habéar az
altalunk vizsgalt kesei stresszvalasz soran az ER-specifikus folyamatok nem
aktivalodtak szignifikansan, azonban intenziv volt az ER-stresszt szabalyozo
transzkripcids faktort kodold hacA expresszidja. Ugy tinik tehat, hogy a sejtek

szénstresszhez val6 alkalmazkodasaban az ER megfelelé mitkodése kiilondsen fontos.
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5.2.2. Az adaptiv elérejelzés jelentésége a CAZyme gének szabalyozasaban

Az ,adaptiv elérejelzés” egy olyan jelenség, amelyet a stresszbiol6gidban a
,.Stressz keresztvédelem” (stress cross-protection) magyarazatara szoktak alkalmazni
(Brown és mtsai., 2019). Ez azt jelenti, hogy egy adott stresszorral szembeni
stresszvalasz sordn a sejtek nem csak a stresszorra specifikus génkészleteket
szabalyozzak felul, hanem mas elemeket is, hogy esetlegesen felkésziiljenek a
legvalosziniibb késObbi stresszhatasokra is. Ennek kdvetkeztében az egyik stresszor
jelenléte ndvelheti a sejtek toleranciajat egy masik fajta stresszorral szemben. Novényi
sejtfal-poliszacharidok ritkan fordulnak el elszigetelt formaban a gombéak
természetes élohelyein. Ebbdl adodoan az egyik szacharid tipus jelenléte ndveli annak
valoszinliségét, hogy mas tipusok is eléfordulnak ott. Emiatt ésszerti feltételezni, hogy
az egyik tipusi poliszacharid lebontdsa sordn képzddd szabalyozo molekuldk
felllszabalyozzak a gombak tobb CAZyme génjét is, amelyek mas, esetlegesen egyuitt
eléforduld polimerek felismeréséhez, illetve lebontasahoz is sziikségesek lehetnek
(,,cross-upregulation”).

A vizsgalataink sordn is hasznalt vorosfenyé (Larix) faanyagbol szarmazé
arabinogalaktan polimert egy p-1,3-D-galaktopiranozil félanc alkotja, melynek
oldallancai kozott o-L-arabinofuranozil (C6”), B-1,6-L-galaktobiozil (C4’ vagy C6°)
és 4-O-(a-L-arabinofuranozil)-p-D-galaktopiranozil (C6’) egységek talalhatok. igy
nem meglepd, hogy szamos, ennek a polimernek a lebontaséban potencialisan részt
vevd enzimet kodolo gén, koztiik galaktozidaz és arabinofuranoziddaz gének is
felulszabalyozodtak. Az arabinogalaktanon valdé névekedés nem szabalyozott feldl
autofagia geneket, ami arra utal, hogy a sejtek energiatermelése az arabinogalaktan
komponenseinek hasznositasa felé tolddott el, azonban az autolitikus
sejtfallebontasban résztvevo gének (pl. chiB, engA, nagA) transzkripcioja tovabbra is
intenziv volt. Az arabinogalaktanos tenyéeszetek génexpresszios mintazataban a xilan,
a galakturonan, a ramnogalakturonan €s a cellul6z hasznositasaban részt vevo genek
nagymérték aktivitasa is kimutathato volt. Ezen gének feliilszabalyozottsaga azonban

mar nem magyarazhato a ,.felderit6 enzimszekrécio” stratégidval: ezek kdzll szamos
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gén szignifikansan nagyobb transzkripcids aktivitast mutatott arabinogalaktanon mint
a tobbi tenyészetben, emellett pedig a szénéhezé kultirakhoz képest tobb
alkategoriaban is tébb gén volt aktivabb. Az arabinogalaktanon névekedo tenyészetek
ezen tulajdonsdga leginkabb az arabinogalaktan hasznositasa soran felszabaduld

molekuldk ,,cross-upregulaton” hatasaval magyarazhato.

5.2.3. ,A kézlegelok tragédiaja” (,, Tragedy of the commons”)

Hardin (1968) kdzleménye alapjan 6koldgiai, illetve gazdasagi értelemben, ha
a kozjavak hasznositasanak stratégidja az egyén szamara elonyos, a kozosség szamara
viszont nem, akkor bekovetkezik a ,kozlegelok tragédidja” (tragedy of the
commons”), ugyanis a folyamat a kozjavak teljes Kkimerllésehez vezet. A
poliszacharidok extracellularis lebontasa a degradacio kérnyezetében 1év6 barmely
mikroorganizmus szamara szabadon hozzaférhetd extracellularis mono- €és
oligoszacharidok felszabadulasat eredményezi, tehat a folyamat ebben az értelemben
mikrobidlis ,,kozjavakat” (,,public goods”; ,.kozjoszag”) teremt. Ha egyes mikrébak
ezeket a kozjavakat hasznositjak, de nem fektetnek energiat lebonté enzimek
enzimet szekretalo tarsaikkal szemben (Smith és Schuster, 2019). Mivel minden
sejtnek az az érdeke, hogy a kozjavakbol a lehetd legtobbet hasznalja fel a lehetd
legkevesebb enzimszekrécio befektetése mellett, prognosztizalhat6 a kdzjavak gyors
kimerilése, ha csak az enzimet szekretadlo egyedek nem tudjak megakadalyozni a
(fakultativ) csalok térnyerését. Erre tobb lehetéség is kinalkozik: pl. a felszabaditott
enzim sejtfelszinhez valo rogzitésevel, illetve az enzimet szekretalo egyedek térbeli
izolacioja a csaloktol (Lerch és mtsai., 2022). A biopolimerek extracellularis lebontasa
altalaban feed-back gatlas és feed-back represszio altal szabalyozott (Glass és mtsai.,
2013; Wang és Lu, 2016). E negativ visszacsatoldsos mechanizmusoknak, a
felszabadult molekuldk gyors felhasznalasa mellett fontos szerepe lehet a fakultativ

csalok korlatozasaban, hiszen megakadalyozza a kdzjavak gyors felhalmozodasat.
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5.2.3.1. A laktoz regulator szerepe a fakultativ csalas korlatozasaban

Bar a laktdz szabad formaban igen ritkan fordul el6 a természetben (altalaban
csak az emlésok tejében), mégis mind a f-galaktozid kotés (pl. xiloglikanokban,
ramnogalakturonanokban, arabinogalaktan-fehérjékben), mind az a-galaktozid kotés
(pl. galaktomannanokban, galakto-glikomannanokban, extenzinekben) gyakoran
megtalalhaté a névényi sejtfal-poliszacharidokban (Held és mtsai., 2015). A galakt6z
szintén részét képezi a gombasejtfal galaktomannan (galaktofuran oldallancok) és
galaktézaminogalaktan (o-1-4-galaktozid és N-acetil-galaktézamin oldallancok)
Osszetevoinek is. Nem meglepé modon az A. nidulans genomja, sok mas gombéhoz
hasonléan, szamos a- és B-galaktozidaz, valamint néhany galaktanéz gent is tartalmaz,
amelyek ezen poliszacharidok, illetve az azok lebontésa soran felszabadulo oligo- és
diszacharidok hidrolizalasara szolgalnak.

A laktdzos tenyészeteket a lakt0z hasznositasaban kozvetleniil részt vevé gének,
mint a lacD B-galaktozidaz, lacpA és lacpB laktoz permeézok, valamint a D-galaktoz
oxidoreduktiv utvonal aktiv transzkripcidja jellemezte. Ezek mellett csak 81 CAZyme
gén szabalyozddott felll laktdzra, amelyekbdl egy gén Kivetelével mindegyik aktiv
volt arabinogalaktanon és szénehezés alatt is. A laktdz tovabba kevesebb
extracellularis peptidaz és gombasejtfal-hidrolaz gén indukciojat eredményezte a
masik két szénstresszhez képest. Erdekes modon a lacD-tSl eltérd B-galaktozidaz
gének is feliilszabalyozodtak, sét, tobb a-galaktozidaz gén is indukalddott. Azonban a
felulszabalyozott galaktozidaz gének tdbbsége alapvetben a laktoztol eltérd galaktoz-
tartalmd vegylletek hasznositasaban vesz részt. A galaktoztartalmd polimerek
lebontasaban szerepet jatszd gének (xiloglikan- és ramnogalakturonan-lebonté gének,
valamint galaktandz, arabinofuranozidaz és endo-arabinozidaz gének) koziil kevesebb
aktivalodott laktozon, mint a tobbi kezelésnél. A galaktozt nem tartalmazo vegyuletek
lebontéaséval kapcsolatos feliilszabalyozott gének (B-1,4-endoglitkanaz, 3-glikozidaz,
cellobiosidaz és cellobidz-dehidrogenaz gének) koziil 11 volt talalhato laktozon, azaz
tobb, mint a szénéhezo tenyészeteknél (8 gén) és kevesebb, mint az arabinogalaktanos
kultaraknal (19 gén).
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Ezek a valtozasok egyuttesen azt sugalljak, hogy a nagy laktdzkoncentracio egy
olyan szituaciét imitalhatott a gomba szdmara, mintha a kdrnyezetben
galaktéztartalmd poliszacharidok lettek volna jelen, amelyek lebontasa olyan
hatékony volt, hogy a galaktdztartalmi oligomerek elkezdtek felhalmozddni sejten
Kivil. Ebben a helyzetben mar csokken a jelent6sége az alternativ tapanyagok
keresésenek, valamint az esetlegesen egyiittesen eléforduld poliszacharidok
lebontasahoz szlikseges gének feliilszabalyozasanak, az autofagia aktivalasanak, vagy
pl. az autolitikus sejtfaldegradacié fenntartdsanak. Ugyanakkor, a sejteknek egy
optimalis (nem tal magas) szinten kell tartaniuk a mikrobialis kézjavak mennyiségét,
hogy megakadalyozzak a fakultativ csalok elszaporodasat. Epp ezért a potenciélis
kdzjavak megteremtésének és hasznositasanak tUtemet egyensulyban kell tartani. Ez
génexpresszios szinten egy olyan CAZyme-profilt eredményezett laktozon, ahol tébb
erzékelt/elorejelzett  poliszacharid lebontasaban részt vevé CAZyme-gen
szabalyozodik felul, mint szénéhezés soran, de kevesebb, mint az arabinogalaktan
jelenlétében. lgen nagy a valdszintisége, hogy a laktdz hatdsa szorosan 0sszefligg
annak koncentraciojaval, és hogy a molekula kettds szabalyozoként miikodik (azaz kis

koncentracidban indukalo, nagy koncentracioban represszald hatasu).

5.2.3.2. Az A. nidulans, mint fakultativ csal6

Habar a szabad glukdz nem szamit olyan ritka molekulanak a kdrnyezetben,
mint a laktoz, jelenléte kozel sem nevezhetd bdségesnek a talajban, illetve az
Aspergillus fajok legtobb természetes élGhelyén. Az elérheté glikoz javarészt
kilonfele a- és B-gliikkanok monomerjeként fordul eld. Ami a ndvényi sejtfalat illeti, a
celluloz, a vegyes kotésti glikkan, a xiloglilkan és a gliikomannan a leggyakoribb
glikoztartalmu vegyiletek, mig a gombak sejtfalaban a B-1,3- és a-1,3-glikanok
rendelkeznek a legjelentdsebb gliikdztartalommal (de Groot és mtsai., 2009; Held és
mtsai., 2015).

Esetlinkben a glikdzban gazdag koralmények felulszabalyoztdk a glikolizis
génjeit, mig az autofagiaert és az autolitikus sejtfaldegradacioért felelés gének
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alulszabalyozodtak a szénstressznek kitett tenyészetek profiljahoz képest. Az
extracellularis peptidaz gének, valamint a CAZyme gének szintén Kis transzkripcios
aktivitast mutattak. Erdekes mddon néhany CAZyme gén glilkozon érte el a
legnagyobb transzkripcios aktivitast. Ezek a gének a gliikdz-polimerek lebontasaban
részt vevd (vagy feltételezhetben részt vevd) enzimeket kddolnak. A glukdzos
tenyészetek jellemz6i (pl. a PB-glikan lebontasdban részt vevO szamos
felulszabalyozott  gliikoz-specifikus gén) hasonlitanak a laktdz esetében
megfigyeltekhez. Elképzelhet6, hogy a nagy glukdz-koncentracié is azt a szituaciét
imitalja az A. nidulans szamara, mintha egy poliszacharid lenne a kdrnyezetében,
amely olyan hatékonyan bomlik, hogy a monomerjei felhalmozodtak a sejten Kiviil.
Emiatt a sejtek elkezdték fokozni a glukdz-hasznositasukat, illetve gatolni a glikoz-
monomerek felszabaduldsat, valamint alulszabalyoztdk az alternativ tapanyagok
keresésére vagy a glikanoktol eltér6, poliszacharidok lebontésara iranyulo
folyamatokat, tovabba represszalddott az autofagia és az autolitikus sejtfallebontas is.
Az extracellularis enzimek (pl. peptidazok vagy névényi és gombasejtfal-hidrolazok)
génjeinek alacsony transzkripcios aktivitasa a laktézhoz képest glikozon viszont
szembetlindbb volt, ami arra utal, hogy a fakultativ csalds elényGsebb taktikanak
bizonyul glikézon, mint laktézon. Ez azzal lehet Gsszefliggesben, hogy a sejtek sokkal
gyorsabban kepesek hasznositani a glikozt, mint a laktdzt. A gliikdz, mint kdzjészag
kimerilésének megakadalyozasahoz nagyon intenziv glukan-lebontasra lenne
szlikség, és az ehhez szlikséges nagy enzimaktivitas elérése jelentds energiakoltséget
vonzana maga utan, ami nem kedvez a kooperacionak. Ez a stratégia azonban konnyen
a fakultativ csalas elterjedéséhez vezethet, ami a ,,kozlegel6k tragédiajat” vonzza maga
utan. A fakultativ csalok szamara jo taktika a gyors vegetativ ndvekedésbe valo
befektetés. A novekedés, mint autokatalitikus folyamat, Gnmagaban is nagy
mennyiségii gliikozt hasznél el energia- eés szénforrasként, emellett az Gjonnan
képz6dé sejtek is glikozt fognak hasznositani a tovabbi ndvekedésiikhoz.
Kovetkezésképpen a gyors novekedés lehetové teszi azt, hogy a sejtek és utodsejtjeik
tobbet hasznaljanak fel a kdzjavakbol, mint més, lassabban novekedd sejtek. Nem

meglepd modon a gliikoz hasznositdsaval és a vegetativ novekedéssel kapcsolatos
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gének csoportjai mellett az antioxidans enzimgének csoportja dasult fel gliikoz-
specifikusan a fellilszabalyozott genek kozul. Ez egybevag azzal a tennyel, hogy az
aerob glukdz-hasznositas reaktiv oxigénformak (ROS) képzddéséhez vezet, valamint
alatamasztja azt az elképzelést, hogy az aerob anyagcserén alapuld gyors névekedes
veszelyes lehet a mikrobak szamara (Hallsworth, 2018). Ezen tilmenden a legnagyobb
szamu alulszabalyozott szekunder metabolit génklaszterek csoportja is a glikozos
tenyészetek génexpresszios profiljaban volt megfigyelheté. A transzkripcios faktor
gének alulszabalyozott expresszidja — attol fuggetlenil, hogy némelyik negativ
szabalyozdelemet kodol — dnmagéaban is arra utal, hogy szdmos szénstressz alatt aktiv
folyamat represszalodott glikdzon. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a sejtek
nemcsak a gliikoz hasznositasat igyekeztek fokozni, hanem szadmos olyan ,.felesleges”
bioldgiai folyamatot is alulszabalyoztak (beleértve szdmos szekunder metabolit
termelését), amelyek egyébkent csdkkentenék a novekedési ratajukat, ezaltal pedig a

mikrobialis kézjavak gyors hasznositasat is.

5.2.4. A CAZyme-szekrécio szabalyozdsanak jelentosége

Az A. nidulans, mint tipikus talajlako fonalas gomba, altalaban bomlé névényi
maradvanyokon noévekszik. A ndvényi biopolimerek hatékony lebontasahoz
szilkseges tobb szaz CAZyme, illetve egyéb mas gén szabalyozasa nagyon komplex
folyamat, amiben a polimerek hasznositasa soran keletkezé ,,szabalyozé molekulak”
kdzponti szerepet toltenek be (Glass és mtsai., 2013; Znameroski és Glass, 2013;
Wang és Lu, 2016). Részt vesznek a jelenlévd vegyliletek felismerésében (lasd:
szénéhezes alatti ,.enzimatikus felderités), kereszt-iranyu felllszabalyozast
valthatnak ki (lasd: ,a rendelkezésre all6 biopolimerek adaptiv elérejelzése”
arabinogalaktan jelenléte alapjan), illetve nagy koncentraciéban represszalhatnak is
olyan géneket, amelyek fontosak lehetnek a fakultativ csalas korlatozasaban (lasd:
laktdz-hasznositas), vagy akar a fakultativ csalas stratégidjara valo atkapcsolashoz is
vezethetnek (lasd: gliikdzon val6 gyors névekedés). E bonyolult szabalyozasi halozat

molekuléris és viselkedésokologiai aspektusainak részletes vizsgalata a jovOben
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hozzasegithet minket a gombak CAZyme-szekréciojanak alaposabb megértésében,
ami javithatja ipari alkalmazhatosagukat.

A CAZyme gének transzkripcios szabalyozasa jo példa arra, hogy a sejtek
kezdetben miként képesek felismerni a stresszt (valtozast), de még nem ,tudjak”,
hogyan is alkalmazkodjanak hozza. Ezért els6 1épésben egy ,.felderité valaszt” adnak,
majd az Osszegyljtdtt informacié alapjan tovabbi 1épéseket tesznek a megfeleld
iranyba. Esszerti feltételezni, hogy a szénforras-limitacios stresszvalaszok mellett mas
stresszvalaszok sordn is lehetnek olyan ,.felderité elemek”, amelyek a megfeleld
irdnyba terelik az adott valaszreakciot. Ez megmagyarazna a gombak azon képességét,
hogy miként is alkalmazkodhatnak ilyen sikeresen a kiilonféle (akar erésen

manipulalt) kdrnyezeti tényezékhoz, még modositott genetikai hattérrel is.

6. Osszefoglalas

Kisérleteink kdzéppontjaban az A. nidulans fonalas gomba modell
szénstressznek Kitett tenyeszeteinek RNS-szekvenalassal gytijtott transzkriptom-
adatai feldolgozéasa ¢és értelmezése allt. Ez a megkozelitési mod lehetove tette
szamunkra, hogy a GSH anyagcserét, a szekunder-metabolitok és CAZyme fehérjék
képzddését a szénstressz-valasz részeként értelmezziik egy-egy enzim vagy metabolit
vizsgalatahoz képest atfogobb madon.

Korabban az A. nidulans esetében az un. DUG (,,deficient in utilization of
glutathione”) GSH-lebont6 Gtvonal feltételezett fehérjéinek (DugA, DugB és DugC)
funkcidja meg nem volt tisztdzott. Azonban a GSH-metabolizmus megismerése
megertése létfontossagu a mikroorganizmusok redox-szabalyozasanak megfejtéséhez,
valamint gyakorlati szempontbdl is indokolt, hiszen a gombak nem csak a
természetben, hanem ipari alkalmazas soran is talalkozhatnak olyan koriilményekkel
(pl. szénstressz), amelyek serkentd hatissal lehetnek a nem kivanatos szekunder
metabolit-termelésre (mikotoxinok), mely anyagok képzddésének visszaszoritasara az
antioxidans-kezelést egy igéretes lehetdségnek tartjak. Mindezért kiseérleteink elsé

felében a dugB és dugC geének funkcidit vizsgaltuk A. nidulans-ban. A dugB, dugC,
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vagy azok kettés delécidja a glikézon novekedé micéliumok GSH-tartalmanak
mérsékelt novekedését, csokkent konidiumtermelést €s zavart ivaros fejlodést
eredményezett. A transzkriptom adatok kimutattak, hogy a megfigyelésekkel
0sszhangban alulszabalyozddtak egyes a differenciacioban is fontos MAPK-Utvonal
gének (pl. steC, sskB és hogA), illetve a konidiumképzodést és a szexudlis
differencialodast szabalyoz6 fehérjéket (pl. FIbA, NosA, RosA és NsdC) kodold géenek
a AdugB-AdugC mutansban. A dugB és/vagy a dugC delécidja lassitotta a GSH-
raktarak kimerllesét szenéhezés soran, emellett csokkentette a ROS-felhalmozddast,
az autolitikus sejtfaldegradaciot és az enzimszekréciot, de megndvelte az STC-
termelést. Transzkriptomikai vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a gomba
enzimszekrécioja a mikotoxintermeléssel ellentétben poszttranszkripcios szinten
szabalyozddik. Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a GSH alighanem 0sszekdéti az
éhezést és a redox-szabalyozast, hiszen a sejtek a GSH-t raktarozott szénforrasként is
hasznositjadk, ez a GSH-tartalom csokkenése révén redox-egyensulyvesztést
eredményez, ami aktivalhatja a szénstressz valaszeért felel6s jelatviteli utvonalakat.

A gombak genomjdban eléforduld tobb szdz CAZyme gén Osszehangolt
szabalyozdsanak megismerése szintén nagy gyakorlati jelent6séggel bir. Ezért
Kisérleteink masodik felében négy A. nidulans kultdra viselkedesét hasonlitottuk
0ssze, amelyeket gliikoz, laktoz, vagy arabinogalaktan jelenlétében, illetve szénéhez6
koralmények kozott tenyesztettink. Meghataroztuk a  szénstressz-specifikus
valtozasokat (gyenge szenforras vagy annak hianya vs. gliikoz), és a szénforras-
specifikus valtozasokat (egyfajta kultura vs. az 6sszes tobbi kultira). Mivel a sejtek
szekunder-anyagcseréjét nagymértékben meghatarozza a rendelkezésre allé szénforras
minésége ¢és mennyisége a Szekunder-metabolit génklaszterek transzkripcios
aktivitasat is értékeltik. Szamos CAZyme gén mutatott szénstressz-specifikus és/vagy
szénforras-specifikus fellilszabalyozodast arabinogalaktdnon (138 és 62 gén), ahol
galaktozidaz és arabindnbont6 enzimgének mellett cellulolitikus, pektinolitikus,
mannan- és xilanbont6 enzimgének transzkripcios aktivitasa volt jellemz6. Laktozra
81 és 6 (galaktozidazok, xilozidazok és ramnogalakturondzok), széenéhezésre 107 és

16 (ramnogalakturonazok) szénstressz-specifikus, valamint szénforras-specifikus
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felllszabalyozott CAZyme gént talaltunk. Glikozon csak néhany (29 gén) szénforras-
specifikus indukciot mutattunk ki, amelyek jellemz6en B-1,4-glikandz gének voltak.
Mind a négy kultaraban volt egy-egy jellegzetes szekunder-metabolit génklaszter,
amely a legnagyobb transzkripcios aktivitdst mutatta az adott tenyészetnél, de a
differencialtan expresszalt klaszterek dsszességében hasonld mintazatot mutattak. A
dolgozatban ezen jellemz6k viselkedésokologiai hatterét is értékeltik felhasznélva az
,enzimatikus felderités” (secretion of scouting enzymes)”, ,,adaptiv elorejelzés”
(adaptive prediction), a ,kozlegel6k tragédiaja” (tragedy of the commons) és a
,fakultativ csalok” (facultative cheating) modelleket, illetve rendszereztik a
CAZyme-termeléssel  kapcsolatos  ismereteinket, amelyek (j  stratégiak
kidolgozasahoz vezethetnek a ndvényi anyagok szacharifikaciojahoz sziikséges

enzimek elodallitasara.
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7. A PhD értekezés Uj tudomanyos eredményei

[EEN

A DUG-0tvonal részt vesz a citoszolikus GSH lebontasaban az Aspergillus
nidulans fonalas gombaban.

A DUG-0tvonal nem az egyetlen GSH-lebonté Utvonal az A. nidulansban;
szénéhezeés alatt a GSH koncentracio csokkenése az inaktiv DUG utvonallal
rendelkezd torzsekben sem sziinik meg teljesen.

A GSH-anyagcsere 0sszekoti a gomba szénéhezésre adott stresszvalaszat és
redox-szabalyozasat: A GSH szén/energiaforrasként hasznosithatd szénéhezés
alatt, koncentrcidjanak cstkkenése azonban megvaltoztatja a sejtek redox
egyensulyat.

A mérsékelt oxidativ stressz serkentheti, mig az erds oxidativ stressz inkabb
gatolja egyes szekunder-metabolit  génklaszterck  milkodését. (A
mikotoxintermelés visszaszoritasat célzo antioxidans-kezelések paradox modon
akar felul is szabalyozhatnak egyes SMG-klasztereket fokozva a nemkivanatos
mikotoxin termelését.)

Az endoplazmikus retikulum (ER) mikodése nagy jelent6séggel bir a
szénstressznek Kitett tenyészetek életében. Ez felveti gomba ER-aktivitasanak
megzavarasan alapulo antifungalis stratégiak lehetoségét.

A mikrobialis ©koldgiai megkdzelités segithet jobban megérteni az
extracellularis poliszacharidok lebontasaban résztvevd enzimek képzodését,
ami Uj molekuléris szabalyozéelemek felfedezésehez vezethet el.

A CAZyme gének transzkripcids mintdzatai magyarazhatoak az ,,enzimatikus
felderités” (szénchezés alatt), az ,,adaptiv eldrejelzés” (arabinogalaktanon),
valamint ,,a kozlegelok tragédidja” és a ,fakultativ csalok visszaszoritasa”
(laktézon és gliikdzon) 6kologiai modellek segitségével.
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