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1. Bevezetések és célkitiizések

A gombak hatékony eszkozoket fejlesztettek ki a
kiilonb6zé kornyezeti stressz tipusok érzékelésére és
lekiizdésére, amely altal kiilonbozé oOkologiai helyek
elfoglalasara képesek.

Oxidativ stressz alatt a reaktiv oxigénformak (ROS)
szama és koncentracioja kérosan megndvekszik a sejten beliil,
amely a redox homeosztazis felboruldsat eredményezi. Az
oxidativ stressz kdvetkeztében lipidperoxidacio, tovabba fehérje
és DNS degradacio jon létre.

A gombak oxidativ stresszvalasza a modern
mikrobioldgia intenziven tanulméanyozott teriilete, amely
segithet megfejteni a gombak stresszhez valdo gyors
alkalmazkodasi stratégiait.

Az Aspergillus nemzetséghez tartozo ismert gombak
szama egyre novekszik, és egymastdl nagyon eltérd élettani
tulajdonsagaik miatt gyakorlati felhasznalasuk is egyre
szélesebb  korti. Taladlhatunk  koztik élelmiszer- és
gyogyszeriparban hasznos fajokat, mint példaul a keleti
konyhakultirdban hasznos A. oryzae-t, és a citromsav-
gyartasban fontos A. niger-t (Papagianni, 2007; Pel és mtsi,
2007; Francis és mtsi, 2003; Vandenberghe és mtsi, 2000).
Ugyanakkor léteznek veszélyes mikotoxinokat termeld
Aspergillusok is, amelyek allati és ndvényi betegségeket
okozhatnak. Ilyen gomba példaul a human opportunista
patogén A. fumigatus (Dagenais és mtsi, 2009; Latgé, 2001),
az aflatoxint termel6 A. flavus (Kozakieiwicz, 1995), a patulin
toxint termelé A. clavatus (Wortman és mtsi, 2006; Payne és
mtsi, 2006), vagy az ochratoxin A bioszintézisére képes A.
ochraceus, A. carbonarius és A. niger fajok (Bui-Klimke és
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Wau; 2015). Mindezért ezen gombacsoport valtozatos genetikai
és élettani jellemzdinek a feltardsa az elmult néhany évtized
mikrobiologiai kutatasainak egyik kdzponti teriilete.

A Debreceni Egyetem Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai
Tanszékén mdra mar szamos oxidativ stressz szabalyozo
mechanizmust tartak fel (Bakti és mtsi, 2017; Leiter és mtsi,
2012; Jakab és mtsi, 2015; 2014; Emri és mtsi, 2015;
Spitzmiiller és mtsi, 2015; Balazs és mtsi, 2010). Ezen beliil
néhany jelentés szerepet jatszd bZIP-tipust transzkripcios
faktort is jellemeztek. Ilyen az A. nidulans szekunder
metabolizmusanak helyreallitdsaban fontos RsmA (,,restorer of
secondary metabolism™) fehérje, vagy a gomba oxidativ és
ozmotikus  stresszvalaszban jelentés NapA ¢és AtfA
transzkripcios faktorok (Yin és mtsi, 2013; Baldzs és mitsi,
2010; Miskei és mtsi, 2009).

Doktori munkam soran 18 Aspergillus torzset (két A. niger
torzs) reprezentald 17 Aspergillus faj oxidativ stressz
vizsgalataban vettem részt. Ennek soran célul thztik ki az
alabbi vizsgalatok megvaldsitasat:

e A kivalasztott 17 Aspergillus gombafaj Gsszehasonlitd
genomikai és élettani elemzését.

e F§ célunk volt, hogy kivalasszunk koziilik egy olyan
gombafajt, amelyet a  jovbben hatékonyan
felhasznalhatunk, mint modellorganizmust az
Aspergillusok vagy mas fonalas gombak stresszvalaszat
megcélzo kutatdsokban.

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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yin%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154967

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

Végiil jellemztiik az AtfA fehérje A. nidulans oxidativ
stresszvalaszaban betoltott szabalyozo funkciojat.



2. Anyagok és modszerek

21 A 17 Aspergillus faj oxidativ stressz
toleranciajanak vizsgalata

Az alabbi Aspergillus torzsek oxidativ stresszvalaszat

tanulmanyoztuk:
1. Aspergillus aculeatus (CBS 172.66)
2. Aspergillus brasiliensis (CBS 101740)

3. Aspergillus carbonarius (CBS 141172 = DTO 115-B6)
4. Aspergillus clavatus (CBS 513.65 = NRRL1)
5. Aspergillus fisheri
(Neosartorya fisheri) (CBS 544.65)
6. Aspergillus flavus (CBS 128202 = NRRL 3357)
7. Aspergillus fumigatus (CBS 126847 = Af293)
8. Aspergillus glaucus
(Eurotium herbariorum) (CBS 516.65)
9. Aspergillus luchuensis (acidus)(CBS 106.47)
10. Aspergillus nidulans (FGSCA4)
11. Aspergillus niger (CBS 113.46)
12. Aspergillus niger (NCCB 402)
13. Aspergillus oryzae (Rib40)
14. Aspergillus sydowii (CBS 593.65)
15. Aspergillus terreus (NIH2624)
16. Aspergillus tubingensis (CBS 134.48)
17. Aspergillus versicolor (CBS 795.97)
18. Aspergillus wentii (CBS 141173 =DTO 134-E9)

A 18 gombatorzseket 25 °C  hémérsékletii
inkubatorban 6 napon at sotétben sporaztattuk malatas
taptalajon, majd a 6. napon a gombasporakat a stressz
kisérletekhez 6sszegyiijtottiik. Az Aspergillus glaucus (CBS
516.65) gombatorzs tenyésztése 1,0 M NaCl-dal kiegészitett
malatés taptalajon tortént (de Vries és mtsi, 2017).



A stressz kisérleteket nitrat minimal tapagaron
végeztikk 37 °C-os inkubaciés hémérséklet mellett 5 napig,
mig 25 °C-os inkubacioés hémérsékleten 5 és 10 napig (Barratt
és mtsi, 1965).

A kivalasztott torzseket 10° szamu sporaval 5 pul
térfogatban pontszerien inokulaltuk stressz  agenseket
tartalmazo nitrat minimal tapagarra. Oxidativ  stressz
agensként a H,O.-t és MSB-t (menadion-natrium-biszulfit)
alkalmaztunk. A 17 Aspergillus faj stressz élettani adatinak
Osszegyljtésére a Fungal Stress Database adatbazist hoztuk
létre (de Vries és mtsi, 2017; Fungal Stress Database;
http://www.fung-stress.org/).

2.2 Az Aspergillus nidulans kontroll és AatfA
torzsekkel végzett oxidativ stressz vizsgalatok és
transzkriptomikai elemzések

Az Aspergillus nidulans THS 30.3 kontroll és TNJ
92.4 AatfA torzseinek oxidativ stresszre adott valaszat
tanulmanyoztuk.

TNJ 92.4 (pyrG89, AfupyrG*; pyroA4; AatfA::pyroA; veA™)
THS 30.3 (pyrG89, AfupyrG+; pyroA+; veA+)

A két A. nidulans torzset szilard nitrat minimal
taptalajon tenyésztettiik 37 °C-on, 6 napon keresztiil (Barratt
és mtsi, 1965). Ezt kdvetden a kindtt sporakat sszegytjtottiik,
és 10° szamua friss sporat kiilonbozd stressz  4gens

Az alkalmazott stressz agensek és koncentracidik az
alabbiak voltak:

tBOOH: 0,8 mM
H,0,: 6,0 mM
MSB:0,12 mM



diamid: 2,0 mM
NaCl: 0,6 M

A feliileti kultarakat 37 °C-on, 5 napon at inkubaltuk.
A tenyészetek  atméréinek  lemérésével a  torzsek
stresszérzékenységét jellemeztik (4 egymastdl fiiggetlen
kisérlet eredményei alapjan).

A két A. nidulans torzs genomszintli transzkripcios
valtozasainak vizsgalatdhoz a torzseket szintén szilard
halmazallapoti nitrat minimal taptalajon 37 °C-on, 6 napon
keresztiil tenyésztettiik (Barratt és mtsi, 1965). Ezutan 10°
szamu sporat folyékony nitrat minimal tapkodzegbe oltottunk.
A sillyesztett kulturas tenyészeteket 37 °C-os inkubacios
hémérsékleten, 3,7 Hz razatd frekvencian és 20 oran razattuk.

A tenyészeteket 16 oranyi inkubalasa (220 rpm, 37 °C-

- 0,12 mmol/l MBS
- 0,8 mmol/l tBOOH
- 1,8 mmol/l diamid

A stresszorok hozzaadasat kdvetd 30. perceben DNS-
chip és RT-gPCR vizsgalatokhoz a tenyészetekb6l mintat
vettlink, a 4. 6raban pedig enzimaktivitas méréséhez, szterol
tartalom meghatarozasdhoz és a stressz hatas kovetkeztében
termelodott  extracellularis  szideroféor — mennyiségének
meghatarozasahoz.

A kezelt és kezeletlen mintak liofilizalt micéliumaibol
teljes RNS-t izolaltunk, amelyeket microarray vizsgalathoz
(DNS-chip) hasznaltunk fel. Ezt kovetéen géndusulasi
vizsgalatokat  végeztiink, hogy elemezzik az egyes
géncsoportokhoz tartozd gének halmozodasat. A DNS-chip
eredményeket RT-qPCR kisérlettel validaltuk.



3. Eredmények és megbeszélésiik

3.1 A vizsgalt 17 Aspergillus gombafaj eltéré
oxidativ stresszvalasza

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt 17
gombafaj egymastol eltéréen reagalt a HoO, illetve az MSB
hatasara kialakult stresszre (de Vries és mtsi, 2017).

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

A de Vries ¢és munkatarsai altal elvégzett
Osszehasonlitd genomikai elemzés feltarta, hogy A. fumigatus
gombaban megfigyelt cIV csoportbeli CatC hianya és a clll
csoportba tartozd CatC jelenléte talan magyardzat lehet a
gomba viszonylag gyenge H.O, tiirésére. Mindezek alapjan azt
feltételezziik, hogy cIIl csoportbeli katalazok egy &si
duplikdcios esemény kovetkeztében alakultak ki, ¢és
valdsziniileg a tobbi C-tipustu katalaztol eltéré miikddéstiek.

Tovabbi oxidativ stressz tolerans fajok voltak az A.
brasiliensis, A. wentii, A. versicolor és az A. aculeatus. Ezek a
gombak viszont az MSB okozta stresszt voltak képesek erdsen
toleralni 37 vagy 25 °C-on. Az A. brasiliensis esetében a
kiemelked6 MSB rezisztenciat valoszinilleg a benne Ujonnan
feltart két jtipusi SodA fehérjék okozzak (de Vries és mtsi,
2017; Orosz ¢és mtsi, 2018; http://www.fung-stress.org/;
Oberegger és mtsi, 2000).



A vizsgalt 16 Aspergillus fajhoz viszonyitva a
modellorganizmusként hasznalt A. nidulans toleralta az H>O»
és MSB stresszt.

crr

stresszvalaszban betoltott szabalyozo szerepét vizsgaltuk.

3.2 Az atfA delécigjanak élettani hatasai az
Aspergillus nidulans gombafajban

A tenyészeteket 37 °C-on 5 napon at inkubaltuk.
Eredményiil azt kaptuk, hogy a Jatf4A mutans sokkal
érzékenyebb volt MSB, H»0,, tBOOH jelenlétére, mint a
kontroll torzs.

3.3 Az Aspergillus nidulans atfA deléciojaval
bekovetkezett genomszinti transzKripcios
valtozasok

Osszességében az atfA gén torlésével az alabbi f6
stresszvalasz szabalyozasban 1étrejott valtozasokat
tapasztaltuk:

e Szamos gén (1045) expresszidja elvesztette
gének (704) stresszérzékennyé valtak

e Az AtfA hidnydban meglévé egyiittesen szabalyozott
(koregulalt) gének szama és a géncsoport Osszetétele is
megvaltozott a kontroll tdrzsben megtalalhat6 COSR
géncsoporthoz képest. Ugyanis az atfA gén delécidja
kovetkeztében 88 gén elveszitette korabbi ,koregulalt
természetét”, mig tovabbi 152 koregulalt génné valt.



e Osszesen 312 tBOOH specifikus gén AatfA mutins
torzsben MSB stresszfiiggést mutatott. Tovabba 883 AtfA-
fliggd gén elvesztette MSB stresszérzékenységét

e Mindemellett, 52 diamid stressz-specifikus gén tBOOH
stressz-fiiggést, mig 120 tBOOH-fliggd gén diamid-fiiggést
kezdtek mutatni az AtfA fehérje hidnyéaban.

A géndlsuldsi vizsgalatok (,gene enrichment
analysis”) alapjan az AtfA-fliggd gének kozott az alabbi GO
kategoriak dusulésat sikeriilt kimutatnunk:

1. Riboszoma biogenezis gének”

2. ”Mitotikus sejtciklus” gének

Antioxidans enzimeket kodolo gének

Sziderofor bioszintézisben résztvevo gének.

,»Vas-kén klaszter 6sszeszerel6” gének
»Két-komponensii  szignaltranszdukcidés  rendszer”

o g~ w

génjei

~

»Nitrat felhasznalasi” gének

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

9. Szkvalén-ergoszterol bioszintézis utvonal génjei.

10. ,,Szignal-transzdukcios” gének

A kapott transzkripciés adatokbol egy harom
hipotézisbdl allo modellt allitottunk fel, hogy értelmezhessiik
az A. nidulans AtfA transzkripcios faktoranak oxidativ
stresszben bet6ltott funkciojat.

1. hipotézis: Az AtfA fehérje kdzvetve vagy kozvetleniil
szamos olyan gén szabalyozasaban vesz részt, amelyek a
stresszvalasz  regulator  elemeket  kodolnak.  Mindez



magyarazat lehet arra, hogy az atfA delécié miért volt hatassal
a kiilonb6zd funkcioval rendelkezd gének expresszidjara ilyen
nagy szamban.

Kisérleteinkben 6sszesen 26 szigndltranszdukcios
fehérjét vagy feltehetden szignaltranszdukcids fehérjét kddolod
gén kifejez6dése mutatott  AtfA-fiiggést. Koziilik a
kétkomponensii szignaltranszdukcids rendszer” néhany eleme
érdekesnek tlinik. Sok, ebbe a csoportba tartozd gén mas
génekkel egylitt szintén AtfA-fliggd szabalyozast mutatott,
amikor a stresszmentes koriilmények kozott tenyésztett
kontroll és AatfA mutans torzsbol szarmazé transzkriptomokat
0sszehasonlitottuk (Emri és mtsi, 2015). Silva és munkatarsai
nemrégiben leirtak, hogy A. fumigatus gombaban az atfA és
atfB szabalyozas alatt allo MpkC és SakA fehérjék (Hogl
ortologok, hiperozmotikus stresszvalasz elsddleges
szabalyozoja) szintén hatassal vannak a “kétkomponensii
szignaltranszdukcios rendszer” génjeire (Pereira Silva és mtsi,
2017). A legtobb, 0Osszesen 7 db ,kétkomponensii
szignaltranszdukcios rendszer” gén MSB stressz alatt up-
regulalodott, amely valdszintileg fontos pozitiv visszacsatolas
ebben a fajta stresszvalaszban. Ezek koziil a gének kozil 5
AtfA-fiiggést mutatott, amely megindokolhatja az MSB stressz
alatt bekdvetkezett transzkriptomikai valtozast. Ugyanis az
AtfA fiiggd gének (1557) tobb mint a felének (57%) az
expresszioja MSB stresszkezelés hatdsara valtozott meg.

2. hipotézis: Az AtfA mas stressz szabalyozé elemekkel
és/vagy transzkripcids szabalyozd fehérjékkel mikodhet
egyiitt. Korabban kimutattdk, hogy az AtfA transzkripcios
faktor mas fajokban meglévé ortologjai és paraldgjai képesek
kolcsonhatasba  lépni  mas  bZIP-tipusi  transzkripcios
faktorokkal, vagy akar szignaltranszdukcids tvonalak
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fehérjéivel is (Reinke és mtsi, 2013). Ilyen példaul a S. pombe
Atfl fehérjéje, amely a Pcrl bZIP-tipust transzkripcios
faktorral heterodimert képez (Sanso és mtsi, 2008), mig a
Cid12 poli(A) polimerdzzal fizikai interakcidoba 1ép (Vo és
mtsi, 2016). Ezenkiviil az A. parasiticus AtfB fehérjéje a
szintén bZIP-tipusu AP-1 fehérjével képez heterodimert (Roze
és mtsi, 2011). Ezenfeliil Sanso ¢s munkatarsai azt feltételezik,
hogy az A. nidulans AtfA fehérje fizikai kolcsonhatast
alakithat ki az AtfB (AN8643) fehérjével (Sanso és mitsi,
2009). A létrejott kolcsonhatas modosithatja mind az AtfA,
mind az interakcios partner biologiai aktivitasat. Feltételezziik,
hogy az AtfA stresszenként kiilonboz6 fehérjékkel 1éphet
kolesonhatasba, és ettdl fliggden eltérdé gének szabalyozasaban
vesz részt. Ugyanis tBOOH, MSB és diamid okozta stresszben
Osszesen 1557 génbdl 785 gén up-regulalddott és 772 gén
down-regulalodott AtfA-fliggd mddon, amelyek tobb mint a
fele (883, a gének 57 %) MSB stressz alatt volt mérhetd.

3. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy
kozvetleniil gatolja a szignaltranszdukcios haldzat elemek
és/vagy egyéb transzkripcids faktorok aktivitasat. Ugyanis
AtfA hidnyaban a koregulalt gének Szamaban meghatarozo
eltérést nem lattunk, viszont Osszetételik jelentdsen
megvaltozott. Az AtfA fehérje MSB stressz alatt nagy
valdsziniiséggel meggatolta a tBOOH stressz specifikus gének
valaszat. A tBOOH és MSB stressz kozotti tin. aszimmetrikus
»cross talk” hatdsara szamos AtfA-fiiggd gén (883 gén)
elveszitette MSB stresszérzékenységét, mig jo néhany tBOOH
stresszvalasz gén (312 gén) MSB stresszérzékennyé valt a
AatfA mutans torzsben.
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E modell alapjan az AtfA transzkripcids faktor az
oxidativ stressz szabdlyoz6 mechanizmusaiban fontos szerepet
tolt be, ezen beliil kdzvetve vagy kozvetlentil képes aktivalni
¢és down-regulalni bizonyos oxidativ stresszvalasz géneket.

3.4 Az AtfA fehérje szerepe az Aspergillus nidulans
szekunder metabolizmusaban

Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy az AtfA
transzkripcios faktor fontos szerepet tolthet be az A. nidulans
oxidativ  stresszvalaszanak és  szekunder = metabolit
termelésének Osszehangolt szabalyozasaban. Ugyanis a
kontroll és a Aatf4 torzs szekunder metabolit bioszintetikus
génjeire szinte valamennyi stresszor hatassal volt. Emellett a
AatfA torzs szekunder metabolit génjei kicsi (5,0 mM) és nagy
(75,0 mM) H,0; koncentraciok hatasara nagymértékben up-
regulalodtak. Munkéank azt bizonyitja, hogy ha oxidativ stressz
alatt egy gomba Iétfontossagu, oxidativ stresszvalaszt
szabalyozo fehérjéjének génje hianyzik, akkor kedvezd
feltételek johetnek 1étre szekunder metabolitjainak a
tultermelésére.
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4. Osszefoglalas

Az  Aspergillus  fajok  molekularis  bioldgiai,
mezdgazdasagi, ipari és orvosbioldgiai jelentdségiik miatt
napjaink egyre inkabb kutatott organizmusai kdzé tartoznak.
(Dagenais és mtsi, 2009; Sijmen és mtsi, 2007; Payne és mtsi
2006; Wortman és mtsi, 2009; Latgé, 2001; Oakley és mtsi,
1981).

A 17 Aspergillus faj oxidativ stresszvalaszanak
kutatasahoz ¢lettani elemzéseket végeztiink. Bioinformatikai
modszerekkel de Vries ¢€s munkatarsai megkeresték a
kulcsfontossagi oxidativ stresszvalasz fehérjék ortologjait.
Ezeket az adatokat Osszevetettiik az élettani kisérletek
eredményeivel. Megfigyelésink koziil az aldbbiak a
legfontosabbak:

o HyO; altal indukalt oxidativ stresszben az A. niger (CBS
113.46 és NCCB 402), az A. oryzae (Rib40) és az A.
nidulans (FGSCA4) fajok vizsgalt torzsei voltak a
legtoleransabbak.

e Az A. fumigatus human opportunista patogén gomba volt a
legérzékenyebb faj a H,O, okozta stresszre. Az
Osszehasonlitd genomikai vizsgalat eredményei alapjan azt
talaltuk, hogy ennek hatterében a benne megtalalhato, tobbi
fajtol  eltér6  katalazok  (clll ~ csoportbeli  CatC)
jelenléte/hidnya allhat (Dr. Miskei Marton munkéja alapjan,
de Vries és mtsi, 2017)

e Az Osszehasonlitd genomikai vizsgalatok az MSB stressz
tolerans A. brasiliensis (CBS 101740) genomjaban két 1j
tipusu SodA fehérje ortologot tartak fel. Valoszintileg az A.
brasiliensis ezen genetikai tulajdonsaga révén képes
hatékonyan védekezni az MSB stressz alatt létrejott
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szuperoxid gyokok ellen (Dr. Miskei Marton munkédja
alapjan, de Vries és mtsi, 2017).

e Az Aspergillusok oxidativ stresszvalaszanak megértéséhez, a
tovabbiakban az A, nidulans gombat  vizsgaltuk
részletesebben. Az A. nidulans egy jol ismert és jellemzett
gombafaj, amelyrdl nagyszamu informacié all rendelkezésre
a kutatok szdmara. Ezért modellorganizmusként hatékonyan
felhasznalhato lehet a fonalas gombdk oxidativ
stresszvalaszaval kapcsolatos kutatasokban (Sporte, 2009;
Sijmen és mtsi, 2007; Keller, 2005; Pdcsi és mtsi, 2005;
Sweeney és Dobson, 1998; Martinelli és Kinghorn, 1994;
Oakley és mtsi, 1981).

Munkank soran tBOOH, MSB ¢és diamid altal kivaltott
oxidativ stressz alatt az A. nidulans egy bZIP-tipusa

szerepét tartuk fel.

Transzkriptomikai analizissel a kiilonbozé kornyezeti
stresszvalasz reguldtor gének expresszidjanak AtfA-fliggését
elemeztiik. Funkcidjuk alapjan csoportositottuk az AtfA-fiiggd
géneket. Koziilik az antioxidans gének mind a harom
kiilonb6zo stressz kezelés alatt up-regulalodtak. Ez a jelenség
egy altalanos oxidativ stresszvalasznak is tekinthet. Az AtfA a
»kétkomponensii szignaltranszdukcios rendszer” gének pozitiv
regulatora. Ezen gének AtfA-fiiggd up-regulacidja foleg MSB
okozta oxidativ stressz alatt volt jelentds. Emellett gliikoz
szénforrason ndvekvd A. nidulans gombaban a pentoz-foszfat
utvonal génjei oxidativ stressz alatt nem up-regulalodtak. A
tBOOH indukalta stresszben a szterin bioszintézis gének down-

crcr

regulaciojat és a sziderofér bioszintézis gének fokozott

crer
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szerepet tolt be az A. nidulans oxidativ stressz alatti szekunder
metabolit termelésében.

Az eredmények alapjan egy harom hipotézisbdl allo
modellt hoztunk létre az A. nidulansban 1évé AtfA fehérje
oxidativ stresszvalaszban betoltott szabalyozd funkcidjanak
meghatarozasara:

. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetleniil szamos
olyan gén szabalyozasaban vesz részt, amelyek fontos
stresszvalasz elemeket kodolnak. Ez a feltevés indokolhatja az
atfA delécio kiilonboz6 funkciojt génekre gyakorolt hatasat.

. hipotézis: Az AtfA kolcsonhatasba 1ép mas, fontos stressz
szignal haldézati elemmel és/vagy transzkripcids szabalyozo
fehérjével.

. hipotézis: Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetlenill gatolja
bizonyos szignal transzdukcios halozati elemek és/vagy egyéb
transzkripcios faktorok aktivitasat.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az AtfA
nagyon fontos fehérje az A. nidulans oxidativ stresszvalaszanak
szabalyozasaban. Feltehetéen az AtfA fehérjének egy vagy tobb
interakcios partner fehérjéje van.

Végeredményiil elmondhatdé, hogy az A. nidulans
oxidativ  stresszvalasz  szabalyozasat  tobb  jelatviteli
mechanizmus ¢és regulator fehérje Osszehangolt mikddése
végzi.

Varhatéan a jovében az A. nidulans modell fonalas
gomba hatékonyan felhasznalhatdé lesz sok mas gombakban
végbemend stresszt szabalyozd folyamatok modellezéséhez és
megértéséhez.
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5. Tézisek

A vizsgalt 17 Aspergillus fajok a H2O, és MSB indukalta
oxidativ stresszt eltéré mértékben tlirik.

A HyO, altal indukalt oxidativ stresszben az A. niger
(CBS 113.46 és NCCB 402), az A. oryzae (Rib40) és az
A. nidulans (FGSCA4) fajok vizsgalt torzsei voltak a
legtoleransabbak.

Az A. fumigatus (Af293) kiemelkedéen oxidativ stressz
érzékeny faj volt, amelynek hatterében valdsziniileg a
benne megtaldlhatd, tobbi fajtol eltéré clll-tipusu
katalazok jelenléte és cIV-tipusu katalazok hianya allhat.
Az A. brasiliensis kiemelked6 MSB stressz toleranciajat a
benne talalhaté két SodA ortolog fehérjék okozhatjak.

Az A. nidulans AtfA transzkripcios faktora fontos
szerepet jatszik a gomba oxidativ stresszvalaszanak
szabalyozasaban.

Az AtfA fehérje kulcsfontossdgu szerepet tolt be az A.
nidulans oxidativ stressz alatti Sszekunder metabolit
termelésében.

Az AtfA fehérje szamos stresszvalasz elemet kodold gén
szabalyozasaban vesz részt.

Az AtfA fehérje kozvetve vagy kozvetleniil bizonyos
szignal transzdukcids halozati elemek és/vagy egyéb
transzkripcios faktorok aktivitasat gatolja.

Az AtfA tobb fehérjével is kdlcsonhatasba 1éphet az A.
nidulans oxidativ stressz alatti szabalyozasaban.
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6. Koszonetnyilvanitas

Nagyon koszondm témavezetomnek, Prof. Dr. Poécsi Istvan
egyetemi tanarnak, hogy lehetdvé tette és szakmailag tdmogatta a
doktori munkam elkészitését a Debreceni Egyetem
Természettudomanyi Karanak Biotechnologiai és Mikrobiologiai
Tanszékén.

Halasan koszonom Dr. Emri Tamas egyetemi docensnek
microarray és RT-qPCR kisérletek kivitelezésében és kiértékelésében
nyujtott értékes €s hasznos munkajat, tovabba szakmai tandcsait és
Onzetlen segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Ronald P. de Vries
professzor urnak (Westerdijk Fungal Biodiversity Institute and Fungal
Molecular Physiology, Fungal Physiology Group, Utrecht University,
The Netherlands), hogy kutatomunkdm 4altal bekapcsolédhattam a
,Comparative analysis of Aspergilli to facilitate novel strategies in
fungal biotechnology” nevezeti KNAW-JGI teljes genom
szekvenalasi és annotalasi projektbe, tovabba, hogy lehetové tette és
tamogatta, hogy kutatocsoportjaban dolgozhassam. Mindez a Campus
Hungary Palyazat féléves részképzésében valdsulhatott meg
szamomra.

K6sz6n6m Dr. Miaomiao Zhou (Westerdijk Fungal Biodiversity
Institute and Fungal Molecular Physiology, Fungal Physiology Group,
Utrecht University, The Netherlands) bioinformatikus, a Fungal Stress
Database l1étrehozdsaban végzett munkajat €s szakmai segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Vincent Robert és Nathalie van de Wiele
(Westerdijk Fungal Biodiversity Institute and Fungal Molecular
Physiology, Bioinformatics Group, Utrecht University, The
Netherlands) kutatoknak a Fungal Stress Database szerkezetének
felépitésében ¢és megvaldsitdsaban nyujtott felbecsiilhetetlen és
aldozatos munkajukért.
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Tovabba halasan koszondm Dr. Miskei Marton (Debreceni
Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) Aspergillus
fajokkal torténd 0sszehasonlité genomikai elemzését.

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

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

Ko6sz6nom Dr. Antal Kéroly (Eszterhazy Kéroly Féiskola, Biologia
Intézet, Allattani Tanszék Eger) féiskolai docensnek, hogy elvégezte a
transzkriptomikai vizsgalati eredmények hasonlosagi szamitasait.

Nagyon koszondm Toéth Gaborné laboratériumi —asszisztens
Aspergillus gombafajokkal végzett élettani kisérletekben nyujtott
aldozatos munkéjat és segitségét.

Ko6szondm Szabd Zsuzsa PhD hallgatd transzkriptomikai
elemzésben nyujtott segitségét.

Koszonetemet szeretném kifejezni Szarvas Vera Etelka, Kicska
Livia (Biotechnologus MSc) Radocz Orsolya, Rakosi Annamaria,
Gazdag Annamdria, Mohécsi Rebeka (Bioldgia BSc) ¢és Ittes Enikd
(Biomérndk BSc) szakdolgozonak kitarto és lelkes munkéjukért.

Halasan koszonom férjemnek, édesanyamnak, testvéreimnek
(csaladomnak), ¢és barataimnak, hogy doktori munkam soran
mindvégig kitartdan timogattak és biztattak.

Kutatomunkam a NKFIH K100464, K112181 ¢és K119494,
valamint EFOP-3.6.1-16-2016-00022 palyazatok anyagi
hozzajarulasaval valosult meg, amelyet ezaton is nagyon kdszonok.
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7. Introduction and objectives

The fungi have evolved effective tools for sensing and
overcoming various environmental stress types, hence they
can occupy diverse ecological habitats.

During oxidative stress, the number and the concentration
of reactive oxygen species (ROSs) are pathologically
increased in the cell, what results the turnover of the redox
homeostasis. Due to the oxidative stress lipid peroxidation,
furthermore protein and DNA degradation occurs.

The fungal oxidative stress response is an intensively
studied area of the modern microbiology, which can help to
interpret fast stress adaptation strategies of fungi.

The number of the fungi belonging to Aspergillus genus is
increasing, and because of their very different properties their
practical use is becoming increasingly widespread. Among
them we can find some useful species in the food and
pharmaceutical industry, such as A. oryzae used in the eastern
kitchen and A. niger that is important in the citric acid
production (Papagianni, 2007; Pel et al., 2007; Francis et al.,
2003; Vandenberghe et al., 2000). There are, however, also
dangerous mycotoxin producing aspergilli, which may cause
animal and plant diseases. Such fungi are for example the
human opportunistic pathogen A. fumigatus (Dagenais et al.,
2009; Latgé, 2001), aflatoxin producer A. flavus
(Kozakieiwicz, 1995), patulin toxin producer A. clavatus
(Wortman et al., 2006; Payne et al., 2006), or A. ochraceus, A.
carbonarius and A. niger capable of biosynthesis of ochratoxin
(Bui-Klimke and Wu; 2015). For these reasons, exploring the
diverse genetic and physiological characteristics of this group
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of fungi is one of the central area of the microbiological
research in the last few decades.

A number of oxidative stress control mechanisms have
been discovered at the Department of Biotechnology and
Microbiology of University of Debrecen. (Bakti et al., 2017,
Leiter et al., 2012; Jakab et al., 2015; 2014; Emri et al., 2015;
Spitzmiiller et al., 2015; Balazs et al., 2010). Within these,
some of the bZIP-type transcription factors were characterized
which play a significant role. Such as the RsmA (,,restorer of
secondary metabolism™) protein, which is important in the
restoration of secondary metabolism of A. nidulans, or the
NapA and AtfA proteins, which are remarkable transcription
factors in the oxidative and osmotic stress response of the
fungus. (Yin et al., 2013; Balazs et al., 2010; Miskei et al.,
2009).

During my PhD research | have participated in oxidative
stress analysis of 18 Aspergillus strains representing 17
Aspergillus species (two A. niger strains).

In this context, we aimed the following experiments:

e Comparative genomics and stress physiological analysis
of the selected 17 Aspergillus species.

e Our main goal was to select one species of them that
could be used effectively in the future as a model
organism in researches aimed at stress response of
aspergilli or other filamentous fungus.

e Therefore the oxidative stress response of A. nidulans
species was investigated in more detail. In this case we
carried out transcriptomic and molecular genomics
research with A. nidulans control and datf4 strains.
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We were looking for an answer to the question of how the
AtfA (locus ID AN2911) transcription factor participates
in the regulation of the environmental stress response
genes of A. nidulans.

Finally, we characterized the function of AtfA protein in
the oxidative stress response of A. nidulans.
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8. Materials and methods

8.1 Investigating the oxidative stress tolerance of the
17 Aspergillus species

The oxidative stress response of the following
Aspergillus species were studied:

1. Aspergillus aculeatus (CBS 172.66)
2. Aspergillus brasiliensis (CBS 101740)
3. Aspergillus carbonarius (CBS 141172 =DTO 115-B6)
4. Aspergillus clavatus (CBS 513.65 = NRRL1)
5. Aspergillus fisheri
(Neosartorya fisheri) (CBS 544.65)
6. Aspergillus flavus (CBS 128202 = NRRL 3357)
7. Aspergillus fumigatus (CBS 126847 = Af293)

8. Aspergillus glaucus
(Eurotium herbariorum) (CBS 516.65)
9. Aspergillus luchuensis (acidus)(CBS 106.47)

10. Aspergillus nidulans (FGSCA4%)

11. Aspergillus niger (CBS 113.46)

12. Aspergillus niger (NCCB 402)

13. Aspergillus oryzae (Rib40)

14. Aspergillus sydowii (CBS 593.65)

15. Aspergillus terreus (NIH2624)

16. Aspergillus tubingensis (CBS 134.48)

17. Aspergillus versicolor (CBS 795.97)

18. Aspergillus wentii (CBS 141173 = DTO 134-E9)

The 18 strains were sporulated in the dark at 25 °C for 6
days, and the spores were collected on the sixth day for the
stress experiments. The sporulation medium for A. glaucus
(CBS 516.65) was supplemented with 1.0 M NaCl (de Vries et
al., 2017).

The stress experiments were performed on nitrate
minimal medium at 37 °C for 5 days and at 25 °C for 5 and 10
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days (Barratt et al., 1965). The selected strains were
inoculated with 10°and 5 pl conidia to stress agents containing
nitrate minimal medium agar. H.0. and MSB (menadione
sodium bisulfite) were used as oxidative stress agents. To
collect the stress physiology data of 17 Aspergillus species the
Fungal Stress Database was created (de Vries et al., Fungal
Stress Database; http://www.fung-stress.org/).

8.2 The oxidative stress tests and transcriptomic
analyses carried out with Aspergillus nidulans
control and datfA strains

The oxidative stress response of A. nidulans THS30.3
and TNJ 92.4 strains was studied.

TNJ 92.4 (pyrG89, AfupyrG™; pyroA4; AatfA::pyroA; veA™)
THS 30.3 (pyrG89, AfupyrG+; pyroA+; veA+)

The A. nidulans strains were cultured on nitrate minimal
medium at 37 °C for 6 days (Barratt et al., 1965). The conidia
were collected and 10° pieces were spot-inoculated on nitrate
minimal medium containing with different concentrations of
stress agents

The stress agents used and their concentrations were as
follows:
tBOOH: 0.8 mM
H,0,: 6.0 mM
MSB:0.12 mM
diamide: 2.0 mM
NaCl: 0.6 M

The surface cultures were incubated at 37 °C for 5 days.
Diameters of the colonies were measured and used for the
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characterization of the stress sensitivities of the strains (based
on 4 parallel experiments).

To study for the genome-wide transcription changes, the
two A. nidulans strains were also cultured on solid nitrate
minimal medium at 37 °C for 6 days. Conidia were harvested
and 108 pieces of conidia were inoculated in liquid nitrate
minimal medium (Barratt et al. 1965). The submerged cultures
were shaken at 37 °C incubation temperature, 3.4 Hz shaking
frequency for 20 h.

The cultures were treated after 16 hours incubations
with the following concentrations of stress agents:

- 0.12 mmol/l MBS
- 0.8 mmol/I tBOOH
- 1.8 mmol/l diamide

In the 30th minute following the addition of stressors,
samples were taken from the cultures for the DNA-chip and
RT-gPCR assays, and at 4 hours for measuring specific
enzyme activities, sterol contents, and extracellular
siderophore contents after stress exposures.

Total RNA was isolated from lyophilized mycelia of
treated and untreated cultures, which were used for microarray
analyses (DNA-chip). Subsequently, gene enrichment analyses
were carried out to analyse the accumulation of genes
belonging to specific groups. The DNA-chip results were
validated by RT-gPCR experiments.
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9. Results and discussion

9.1 The different oxidative stress responses of the 17
tested Aspergillus species

Our results show that the 17 examined fungi species
reacted differently - compared to each other - to the stress
indicated by H,O, and MSB (de Vries et al., 2017).

The most tolerant ones among the 17 Aspergillus species in
the presence of H,O, were the two A. niger (CBS 113.46 and
NCCB 402) together with the A. oryzae (Rib40) and the A.
nidulans (FGSCAA4) in the course of five days of incubation at
37 °C. Conversely we found that A. fumigatus was the most
sensitive to stress indicated by H.O- (de Vries et al., 2017)

The comparative genomic analysis performed by de Vries
and his associates revealed that the lack of group clV catalase
CatC and the presence of the group clll catalase CatC can
explain the comparatively poor tolerance of H,O, in A.
fumigatus. Based on all these findings, we suppose that group
clll catalases has been evolved through an ancient duplication,
and they likely operate different compared to other C-type
catalases.

Further oxidative stress tolerant species were the A.
brasiliensis, A. wentii, A. versicolor and the A. aculeatus. But
these species were specific in tolerating oxidative stress
caused by MSB at either 37 or 25 degrees. In the case of A.
brasiliensis the outstanding MSB resistance was probably
caused by the two SodA proteins newly discovered in it. (de
Vries et al.,, 2017; Orosz et al., 2018; http://www.fung-
stress.org/; Oberegger et al., 2000)
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The A. nidulans used as a model organism tolerated H»O;
and MSB induced stress well compared to the other examined
16 Aspergillus species. That is why we studied the regulatory
role of the AtfA protein of the A. nidulans in the oxidative
stress response.

9.2 The physiological effects of deletion of atfA in the
Aspergillus nidulans species

We incubated the fungi at 37 degrees for five days. Our
results showed that the Aa#f4 mutant was far more sensitive to
the presence of MSB, H;O, and tBOOH, than the control
species.

9.3 Genome-wide transcription changes caused by
deletion of atfA in the Aspergillus nidulans

The undermentioned main changes in stress response
regulation caused by deletion of atfA gene were experienced:

e Numerous genes’ (1045) expression lost its stress
sensitivity with deletion of atfA gene, whilst other genes
(704) became sensitive to stress.

e  The number of coregulated genes and the constitution of
gene group also changed in the absence of AtfA compared
to the COSR gene group of the control strain. Because of
the deletion of atfA gene 88 genes lost their former
»coregulated nature”, whilst further 152 genes became
coregulated.

e Altogether 312 tBOOH specific genes showed MSB stress
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dependence in AatfA mutant strains. Further 883 AtfA-
dependent genes lost its sensitivity to stress caused by
MSB.

e 52 diamide stress specific genes started to show
dependence to stress caused by tBOOH, at the same time
120 diamide stress specific genes got dependent to tBOOH
stress in the lack of AtfA protein.

On the basis of gene enrichment analysis the
enrichment of the listed GO categories were traceable among
the AtfA dependent genes:

1. “Ribosome biogenesis” genes

2. Mitotic cell cycle” genes

Genes encoding antioxidant enzymes

Siderophore biosynthesis genes

“Tron-sulphur cluster assembly” genes

”Two component signal transduction system" genes
“Nitrate utilization” genes

”ER to Golgi vesicle-mediated transport” genes
“Squalene-ergosterol biosynthetic pathway” genes
10. ”Signal transduction” genes

© N~ ®

From the obtained transcription data a model of three
hypothesis was set up to interpret the function of AtfA
transcription factor of A. nidulans under oxidative stress.
Hypothesis 1. AtfA directly or indirectly takes part in the
regulation of numerous genes encoding elements of stress
response network. This assumption may explain why atfA
deletion affected a great number of genes with versatile
functions.
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Altogether, 26 genes encoding or putatively encoding
signal transduction proteins showed AtfA-dependent expression
in our experiments. Among them, some “two-compartment
signal transduction system” genes seems interesting. Many of
the genes in this group, together with other genes, also exhibited
AtfA-dependent regulation compared to the transcripts derived
from stress free conditions enhanced control and Aatf4 strains
(Emri et al., 2015). Silva and co-workers recently reported that
the MpkC and SakA protein controlled by regulatory of atfA
and atfB also affect the “two-component signal transduction
system” genes (Pereira Silva et al., 2017). The most ,,two-
component signal transduction system” genes (7 genes) were
upregulated under MSB stress suggesting that this positive
feedback regulation is particularly important under this type of
oxidative stress. Five of these genes were AtfA-dependent
which can be a possible reason for why the highest changes
observed in the transcriptome were detected under MSB stress.
Namely, the expression of more than half (57%) of AtfA-
dependent genes (1557) changed under MSB stress treatment.
Hypothesis 2. AtfA interacts with other stress signalling
elements and/or transcriptional regulatory proteins.

Previously, it was shown that the orthologues or paralogues of
AtfA transcription factor in other species were able to interact
with bZIP-type transcription factor or proteins of signal
transduction network (Reinke et al., 2013). The Atf1 proteins of
S. pombe is an example of this, which forms a heterodimer with
the Pcrl bZIP-type transcription factor (Sanso et al., 2008),
while the Cidl12 physically interacts with the poly(A)
polymerase (Vo et al., 2016). In addition, the AtfB protein of A.
parasiticus also forms a heterodimer with the bZIP-type AP-1
protein (Roze et al., 2011). More, Sanso et al. suggest that the
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AtfA protein of A. nidulans may form physical interaction with
the AtfB protein (AN8643) (Sanso et al., 2009). The resulting
interaction may modify the biological activity of both AtfA and
the interaction partner.
We assume that AtfA can interact with different proteins and
participates in regulation of different genes depending on the
type of the persisting stress. Indeed, 785 genes upregulated and
772 genes downregulation from the total 1557 genes under
tBOOH, MSB and diamide induced stress in an AtfA-dependent
manner, more than half of which (883, 57% of genes) were
measurable under MSB stress.
Hypothesis 3. AtfA directly or indirectly inhibits the activity of
certain signal transduction network elements and/or other
transcriptional factors. As there was no determining difference
in the number of coregulated genes in the absence of AtfA, but
their spectrum changed significantly. The AtfA protein most
likely prevented the response of tBOOH stress specific genes.
As a consequence of this AtfA-mediated asymmetric cross talk
between MSB-elicited and tBOOH-elicited stress responses,
several AtfA-dependent genes lost their MSB stress
responsiveness (883 genes), while several tBOOH stress
responsive genes became MSB stress responsive (312 genes).
Based on this model, the AtfA transcription factor plays
an important role in the oxidative stress control mechanisms of
A. nidulans, including directly or indirectly activating and
downregulating certain oxidative stress response genes.
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9.4 The role of AtfA protein in secondary
metabolism of Aspergillus nidulans

On the basis of our results, we assume that AtfA
transcription factor may play an important role in the
harmonized regulation of oxidative stress response and
secondary metabolite production of A. nidulans. Since the
biosynthetic genes of secondary metabolite of control and
AatfA strains were affected by almost all stressors. In addition,
the secondary metabolite genes of AatfA strains were greatly
upregulated at low (5.0 mM) and high (75.0 mM) H:0,
concentrations. Our work proves that if the gene of an
essential oxidative stress response protein is missing in a
fungus under oxidative stress, then favourable conditions may
arise for overproduction of their secondary metabolites.
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10. Summary

The Aspergillus species, owing to their remarkable
molecular biological, agricultural, industrial and biomedical
importance, are among today’s most studied microorganisms.
(Dagenais et al., 2009; Papagianni, 2007; Pel et al., 2007,
Sijmen et al., 2007, Wortman et al, 2006; Payne et al., 2006;
Latgé, 2001; Oakley et al., 1981).

To investigate the oxidative stress responses of 17
Aspergillus species stress physiological analysis was performed.
The orthologs of the key oxidative stress response proteins have
been identified with bioinformatics methods by de Vries et al.
These data were collated with the results of the physiological
experiments to shed light on the genetic background of the
diverse stress tolerances (de Vries et al., 2017; Orosz et al.,

2018). The following are our most important observations:

e Under H2O; induced oxidative stress, the studied strains of
A. niger (CBS 113.46 and NCCB 402), A. oryzae (Rib40)
and A. nidulans (FGSCA4) were the most tolerant species.

e The human opportunistic pathogen A. fumigatus fungus
was the most sensitive species under HO. induced
oxidative stress. Based on the results of comparative
genomic analyses we found that this observation could be
coupled to the presence or absence of some catalases
present in other Aspergillus species (based on the work of
Dr. Marton Miskei, de Vries et al, 2017).

e As aresult of the comparative genomic analyses two new-
type SodA orthologues were revealed in the genome of
MSB stress tolerant A. brasiliensis (CBS 101740).
Probably because of this genetic feature this fungus is able
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to cope effectively with superoxide radicals formed under
MSB stress (based on the work of Dr. Marton Miskei, de
Vries et al, 2017).

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

In our work, we revealed the important regulatory role
of the bZIP-type transcription factor AtfA (locus ID AN2911)
of A. nidulans under tBOOH, MSB and diamide induced
oxidative stress.

We investigated the AtfA-dependent expression of
different stress response genes with transcriptomic methods.
AtfA-dependent genes were categorized according to their
functions. Among them, the antioxidant genes up-regulated for
the all three stress treatments. This phenomenon can be
considered as a general oxidative stress response. AtfA is a
positive regulator of the “two-component signal transduction
system” genes. The AtfA-dependent upregulation of these genes
was significant under MSB stress. In addition, the pentose
phosphate pathway was not activated under oxidative stress
agents in A. nidulans grown on glucose carbon source. The
repression of the sterol biosynthesis genes and the increased
expression of the siderophore biosynthesis genes have been
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described under tBOOH induced stress. Furthermore, AtfA
protein played a key role in the regulation of secondary
metabolite production in A. nidulans under oxidative stress.

Based on these results, a model was constructed for the
determination of the regulatory function of the AtfA in the
oxidative stress response of A. nidulans. The model includes the
following three hypotheses:

Hypothesis 1. AtfA directly or indirectly takes part in the
regulation of numerous genes encoding elements of stress
response network. This assumption may justify the effects of
atfA deletion on genes with versatile functions.

Hypothesis 2. AtfA interacts with other important stress
signalling elements and/or transcriptional regulatory proteins.
Hypothesis 3. AtfA directly or indirectly inhibits the activity of
certain signal transduction network elements and/or other
transcriptional factors.

From these data and observations, we concluded that
AtfA is a very important regulatory protein in the oxidative
stress response of A. nidulans. Putatively, AtfA has one or more
interacting partner proteins.

Finally, we can conclude that the regulation of
oxidative stress response in A. nidulans is accomplished by the
coordinated action of several signalling mechanisms and
regulator proteins.

Probably in the future the A. nidulans model
filamentous fungus can be effectively used to model and
understand stress-control processes in many other fungi.
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11. Thesis

The studied 17 Aspergillus species tolerate the H.O, and
MSB induced oxidative stress differently.

Under H,0O; induced oxidative stress the tested strains of A.
niger (CBS 113.46 and NCCB 402), A. oryzae (Rib40) and
A. nidulans (FGSCA4) are the most tolerant species.

The A. fumigatus (Af293) is an outstandingly sensitive
species to oxidative stress, probably due to the presence of
clll-type catalases which differ from the ones of other
Aspergillus species and because of the absence of clV-type
catalases.

The outstanding MSB stress tolerance of A. brasiliensis
(CBS 101740) can be caused by the presence of two
SodA orthologue proteins.

AtfA transcription factor of A. nidulans is a very
important regulator protein in the oxidative stress
response of the fungus.

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

AtfA takes part in regulation of numerous genes encoding
elements of stress response.

AtfA directly or indirectly inhibits the activity of certain
signal transduction network elements and/or other
transcriptional factors.

AtfA can interact with other proteins in the regulation of
oxidative stress response of A. nidulans.
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