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1. Bevezetés és célkitiizések

Az Aspergillus fumigatus egy ubikviter, szaprotrof, opportunista patogén
fonalas gomba. Boml6 n6vényi maradvanyokban gazdag él6helyeken a Fold
nagy részén eléfordul (Rhodes és Askew 2010). Az Aspergillus fajok altal
okozott human fert6zések tobb, mint 90%-aért ez a faj felelds (Paulussen és
mtsai. 2016). Az emberi szervezeten belil az A. fumigatus-nak tobbféle
stresszel, illetve ezek kombinacidjaval is meg kell birkdznia. Ilyen tipikus
stressz hatasok a vaséhezés és az oxidativ stressz is (Brown és Goldman 2016).
E két stressz szorosan kapcsoldodik egymashoz: a tal sok vas — redox
aktivitasanak koszonhetden — oxidativ stresszt generalhat, de a tal kevés vas is
felborithatja a sejtek redox egyensulyat, hiszen szamos antioxidans enzim (pl.
katalazok, peroxidazok) vasat igényel mikddéséhez (Dlouhy és Outten 2013).

A stressz az emberi szervezeten kivil is alapvetéen befolyasolja a gomba
viselkedését. Az antropogén eredetii stresszhatasok koziil az egyik
legjelentsebb a kadmium szennyezés okozta stressz (Godt és mtsai. 2006). Az
emberi tevékenység hatisara évente mintegy 13000 tonna kadmium keriil a
kornyezetiinkbe, leginkabb a mezdgazdasagban is hasznalt foszfat tartalmu
mitragyak altal (Zhou és Qiu 2005; Chakraborty és mtsai. 2014; Tang és mtsai.
2016). A kadmium stressz szorosan kapcsolodik a vas anyagcseréhez (a
kadmium transzportja gyakran vas transzporterek segitségével valosul meg) és
bar a kadmium nem redox aktiv fém, jelenléte oxidativ stressz kialakulasdhoz
is elvezet (Cuypers és mtsai. 2010; Rani és mtsai. 2014; Kukongviriyapan és
mtsai. 2016).

Dolgozatomban a vaséhezés és az oxidativ stressz kozotti kdlesonhatasokat,
valamint a kadmium stressz élettani hatasait vizsgaltam. Az els6 téma keretében
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arra voltunk kivancsiak, hogy az emberi szervezetben valdo ndvekedéskor is

jellemz6 vaséhezés hogyan befolyasolja a gomba oxidativ stresszel szembeni

védekezését. Annak érdekében, hogy megtalaljuk a valaszt a kérdésre, az alabbi

vizsgalatok elvégzését terveztiik:

A kontroll (+Fe/-H,02) és hidrogén-peroxiddal kezelt (+Fe/+H;0,),
illetve a vasé¢hezo (-Fe/-H205) és a hidrogén-peroxiddal kezelt vaséhez6
(-Fe/+H.0,) tenyészetekben a transzkriptom szintii valtozasok
detektalasa RNS szekvenalds segitségével, illetve az RNS
szekvenalassal kapott eredmények ellenérzése 26 gén esetében RT-
qPCR mérésekkel,;

A fenti tenyészetekben proteomikai vizsgalatok elvégzése LC-MS/MS
késziilékkel;

A transzkriptom és proteom valtozasok kiértékelése, illetve ezen
eredmények alapjan a vassal ellatott €s a vaséhez6 tenyészetek oxidativ

stresszvalaszainak 0sszehasonlitasa.

A masodik téma keretében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az A.

fumigatus Af293 torzs miért rezisztens a kadmiumra, illetve kadmium

tolerancidja (de Vries és mtsai. 2017) kapcsolatba hozhato-e vas

anyagcseréjével és ezen keresztiil befolyasolhatja-e in vivo virulenciajat. A

kérdések megvalaszolasa érdekében az alabbi vizsgalatok elvégzését terveztiik:

Eltéré eredetit A. fumigatus torzsek kadmium toleranciajanak
0sszehasonlitasa;

A kadmium oxidativ stresszt kivaltd képességének ellendrzése
/igazolasa a szuperoxid dizmutaz (SOD), kataldz, gliikoz-6-foszfat
dehidrogenaz (G6PD), glutation reduktaz (GR), glutation peroxidaz

(GPx) antioxidativ enzimek specifikus aktivitasanak és a sejtek
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glutation  tartalmanak  mérésével, illetve a sejtek  redox
egyensulyvesztésének vizsgalata 2,7-diklorofluoreszcein  (DCF)
teszttel;

A torzsek diamiddal, hidrogén-peroxiddal (H.0.), terc-butil-
hidroperoxiddal (tBOOH), illetve natrium-menadion-biszulfittal
(MSB) indukalt oxidativ stresszel szembeni tolerancidja és kadmium
toleranciagja kozotti korrelacid vizsgalata novekedési tesztek
segitségével feliileti kultarakban;

A torzsek FeCls, CuSOs, ZnSO4 CoCly, NiSOs fémvegyiiletekkel
szemben mutatott érzékenysége és kadmium toleranciaja kozotti
kapcsolat vizsgalata feliileti kultarakban;

A  kadmium tolerancia mechanizmusanak/hatterének kideritése
érdekében a pcaA gén transzkripcidjanak vizsgalata, illetve a
torzsekben mért relativ transzkripcios értékek Osszevetése a kadmium
tolerancia adatokkal;

Vaséhez6 tenyészetek intra- és extracellularis sziderofortartalmanak
meghatarozasa HPLC segitségével, majd a kapott adatok dsszevetése a
torzsek kadmium tolerancidjaval;

Eltér6 kadmium tolerancidju torzsek bioszorpcios kapacitasanak
meghatarozasa atomemisszios spektrométerrel;

Eltér6 kadmium toleranciaju torzsek in vivo virulenciajanak

Osszehasonlitasa.



2. Anyagok és modszerek
2.1 Vizsgalatainkhoz felhasznalt torzsek és tenyésztésiik

A kisérleteinkhez felhasznalt A. fumigatus torzsek a kovetkezOk voltak:
Af293; DBMCC101; DBMCC201-5; NCAIM F00056, F00673, F00948;
SZMC3100, SZMC3102-4, SZMC3106. A torzsek fenntartasa Barratt-féle
minimal nitratos taptalajon (Barratt és mtsai. 1965) tortént.

A talajmintakbol szarmazd torzsek (DBMCC201-5) izolalasahoz Rose-
Bengal Kloramfenikol Agart (Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag),
hasznaltunk. Identifikdlasuk a parcidlis kalmodulin  génszekvenciak

meghatarozasaval tortént (Hong és mtsai. 2005).

2.2. Az Aspergillus fumigatus tenyésztése folyékony tapkozegben

A kadmium élettani vizsgalatokhoz a 10 klinikai izolatum (Af293; DBMCC
101; NCAIM F00056, NCAIM F00673, NCAIM F00948; SZMC3100,
SZMC3102-4, SZMC3106) tenyészeteit alkalmaztuk. A kisérletekhez 500 mL-
es Erlenmeyer lombikokat hasznaltunk, melyek 100 mL, éleszt6kivonatot is
(0,5 w/v %) tartalmazo Barratt féle minimal nitratos tapfolyadékot tartalmaztak
(Barratt és mtsai. 1965). A tapleveseket 5x107 db, frissen dsszegyijtott sporaval
oltottuk be és razogépben inkubaltuk ket 37 °C-on és 220 rpm fordulatszamon.
A CdClI; oldatot a 17 6ras, még exponencialis fazisu tenyészetekhez adtuk —a
vizsgalt torzs kadmium tolerancigjatol fliggéen — 0,2; 0,5 és 1 mM
végkoncentracioban. A kezelt és a kontroll tenyészeteket a mintavételig tovabbi
5 oran at inkubaltuk (37 °C, 220 rpm).

A transzkriptomikai €s proteomikai vizsgalatokban az alabbi négyféle
koriilmény kozott felndvesztett A. fumigatus Af293 torzs tenyészeteivel

dolgoztunk: A kontroll (+Fe/-H20:) és a H.O.-dal kezelt (+Fe/+H20>), illetve a
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vaséhez6 (-Fe/-H202) és a H.O,-dal kezelt vaséhezd (-Fe/+H20y)
tenyészetekkel. Ebben az esetben is 500 mL-es Erlenmeyer lombikokat
hasznaltunk, melyek 100 mL taplevest tartalmaztak. A kontroll (+Fe/-H>05) és
a HxO.-dal kezelt (+Fe/+H.0,) tenyészetekhez Barratt-féle minimal
tapfolyadékot hasznaltunk, melyet 4x10® db spoéraval oltottunk le és 33 6ran
keresztiil inkubaltuk (37 °C, 220 rpm). A vaséhez6 (-Fe/-H.0,) és a H,0--dal
kezelt vaséhez6 (-Fe/+H.0,) tenyészetekhez modositott Barratt-féle taplevest
hasznaltunk. Ebben a taplevesben a nyomelemoldat nem tartalmazott
Na,EDTA-t és vasat. Az inokulalas ebben az esetben 8x108 db sporaval tortént
¢s a tenyészeteket 50 o6ran at inkubaltuk (37 °C, 220 rpm).

Az eltérd inkubalasi id6 és sporaszam hasznalatanak célja az volt, hogy a
tenyészetek szdrazanyagtartalma és a megmaradt gliikéz koncentracidja kozel
azonos legyen az inkubalast kovetden. A kontroll és a vaséhez0 tenyészetek egy
részét (a fent megadott inkubacios id6 leteltekor) H2O» (3 mM végkoncentracio)
hozzaadasaval kezeltiik, majd a kezelt és a kezeletlen tenyészeteket is 1 6ran at

inkubaltuk a mintavételig.

2.3. Fémionok és oxidativ agensek novekedést gatlo hatasanak, illetve az
ezek kozotti interakciok vizsgalata

Az A. fumigatus térzsek kadmium toleranciajanak jellemzéséhez a Barratt-
féle nitratos minimal tapagarhoz CdCl,—ot adtunk 0-3 mM végkoncentracioban.
pontinokulaltuk, majd 5 napig 37 °C-on inkubaltuk. A kadmium toleranciat a
kezelt ¢és a kezeletlen tenyészetek telepatmérdinek ardnyaval (relativ
novekedés) és/vagy az 50 %-os ndvekedésgatlas eléréséhez sziikséges kadmium

koncentracidval (IC50) jellemeztiik. Hasonld modon jartunk el a térzsek CuSO.
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(0,5 mM), NiSO4 (1 mM), CoCl, (3 mM), FeCls (5 mM), ZnSO4 (10 mM),
illetve MSB (0,01 mM), tBOOH (0,8 mM), diamid (1 mM) és H.O. (3 mM)
jelenlétében mutatott novekedésének jellemzésekor is.

A novekedést gatlo szerek kozotti interakcidk vizsgalata soran az
alkalmazott stressz agensek a kovetkezk voltak: CuSO4 (0,3 mM), FeCls (5
mM), ZnSO4 (5 mM) és/vagy 0,2, illetve 2 mM CdCl; a vizsgalt torzsek
(NCAIM F00056, SZMC3106, Af293) kadmium toleranciajatol fliggben. Az
interakciot az IR hanyadossal jellemeztiik, amit az Abbott-formula segitségével

(Galgoczy és mtsai. 2008) hataroztunk meg.

2.4, Feliileti Aspergillus fumigatus tenyészetek kadmium biszorpciéjanak
tanulmanyozasa

A vizsgalt torzseket (NCAIM F00056, SZMC3106, Af293) ebben az esetben
steril celofan lappal lefedett Barratt-féle minimal nitratos tapagarra oltottuk le.
A torzst6l fliggben a tapagar 0,2, illetve 2 mM CdCl,—ot tartalmazott. A
tenyészeteket 5 napig inkubaltuk 37 °C-on, majd a celofanlapok felszinérdl
Osszegytjtottik a micéliumot. A cc. HNOs-val végzett feltarast kévetben a
mintak kadmium tartalmat atomemisszios spektrométerrel (Kurucz és mitsai.

2018) hataroztuk meg.

2.5. Az oxidativ stresszvilasz elemek detektilasa

A tenyészetek (NCAIM F00056, SZMC3106, Af293) redox egyensulyanak
felborulasat a DCF-teszttel (Royall és Ischiropoulos 1993) vizsgaltuk. A SOD
(Oberley és Spitz 1984), katalaz (Roggenkamp és mtsai. 1974), G6PD (Emri és
mtsai. 1997), GR (Pinto és mtsai. 1984) és GPx (Chiu és mtsai. 1976) enzimek

specifikus aktivitasat ,rate assay” modszerrel fotometriasan detektaltuk. A
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mintadk fehérjetartalmdnak meghatarozasa Bradford reagenssel tortént
(Bradford 1976). A hifak GSH ¢és GSSG tartalmat DTNB (5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoat sav) — GR assay segitségével mértiilk (Anderson 1985; Sami és

mtsai. 2001).

2.6. Szideroforok képzodésének detektalasa

A torzsek (Af293; DBMCC101; NCAIM F00056, NCAIM F00673, NCAIM
F00948; SZMC3100, SZMC3102-4, SZMC3106) triacetilfuzarinin C (TAF-C)
¢s ferrikrocin (FC) termeld képességét vaséhezd tenyészetek felhasznaldsaval
(Szigeti és mtsai. 2014) HPLC-s eljarés segitségével hataroztuk meg (Hordt és
mtsai. 2000; Pdcsi és mtsai. 2008).

Az omikai vizsgalatoknal a tenyészetek vaséhezésének kialakulasat a
fermentlé megnovekedett sziderofor tartalmaval igazoltuk, amit ebben az

esetben CAS-assay (Machuca és Milagres 2003) segitségével mértiink meg.

2.7. Transzkripcios vizsgalatok

Az RNS izolalasdhoz a siillyesztett kultirakbol szarmazoé mintakat
liofileztiikk. A teljes RNS-t TRISOL reagens (Invitrogen, Lofer, Ausztria)
felhasznalasaval izolaltuk (Chomczynski 1993; Emri és mtsai. 2017). Az RT-
gPCR vizsgalatokhoz referencia génnek az Afu7g00250 (tub2), illetve az
Afu6g12400 (fksl) géneket valasztottuk. Az RNS szekvenalasi adatok
feldolgozasanal a CASAVA szoftvert (adatok sziirése és demultiplexalasa), a
TopHat programot (a read-ek illesztése) (Trapnell és mtsai. 2009), illetve a
Cuffdiff szoftvert (a differencialtan expresszalt gének meghatarozasa) (Trapnell
¢s mtsai. 2013) hasznaltuk. A feliilszabalyozott, alulszabalyozott €s stressz-

fiiggd géneknek azokat a differencialtan expresszalt géneket (p<0,05)

7



tekintettiik, ahol logoFC>1 (feliilszabalyozott gének), log.FC<-1 (alul-
szabalyozott gének), |[log.FC|>1 (stressz-fiiggé gének), illetve FC (“fold-

change”) = Tkezeit/ lreferencia @0l T a génhez tartozo ,,read”-ek normalizalt értéke.

2.8. Proteomikai vizsgalatok

A proteomikai vizsgalatokat a transzkriptomikai vizsgalatoknal
hasznaltakkal megegyezd tenyészetek felhasznalasaval végeztilk. A mintadk
el6készitése soran a fagyasztott szlirt micéliumot poritottuk, és kb. 50 mg
homogenizatumbol a fehérjéket kivontuk (Kniemeyer és mtsai. 2006). A
mintaban 1évé RNS-t és DNS-t eltavolitottuk, majd a fehérjéket tripszinnel
emésztettiik. A triptikus peptidek jelolése iTRAQ 4-plex (Sciex, Darmstadt,
Németorszag) kit-tel tortént a gyartd altal meghatarozott eljarast kdvetve. A
mintak proteomikai analizise LC-MS/MS késziiléken tortént (Baldin és mtsai.
2015). Az adatok elemzéséhez a Proteome Discoverer 1.4 (Thermo), MASCOT
(Matrix Science, UK) 2.4, Sequest HT és MS Amanda programokat hasznaltuk.
Egy fehérjét akkor tekintettiink feliil-, illetve alulszabalyozottnak, ha a
normalizalt jelintenzitas valtozas mértéke (FC) nagyobb, illetve kisebb volt,

mint 1,5.

2.9. A transzkriptom és proteom adatok funkcionalis elemzése

A géncsoport dusulasi vizsgalatokhoz, a KEGG és a FunCat gén csoportok
esettben a  FungiFun2  programot  (https://elbe.hki-jena.de/fungifun
/fungifun.php) hasznaltuk (Priebe és mtsai. 2015). A ,,biological process” GO
kategoriak esetében az AspGD adatbazis Gene Ontology Term Finder
(http://www.aspergillusgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder) alkalmazasa-

val dolgoztunk (Cerqueira és mtsai. 2014).
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2.10. Allatkisérletek

A dolgozatban szerepl6 allatkisérleteket Dr. Mathéné Dr. Szigeti Zsuzsa és
Dr. Szeméan-Nagy Gabor (Debreceni Egyetem), valamint Dr. Hargitai Zoltan
(Kenézy Gyula Egyetemi Korhaz) végezték (engedélyszam: 2/2014 DEMAB,
GN). A kovetkezd kiilonbdzé kadmium toleranciaju torzseket hasznaltuk fel:
Af293, NCAIM F00056, NCAIM F00948, SZMC 2103, SZMC 3104, SZMC
3106. A kisérletekhez, 3 nappal a fertézés elott 200 mg/tskg ciklofoszfamiddal
immunszupprimalt, BALB/c egereket (10 egér/torzs) hasznaltak, melyeket 50
uL, 7x10° konidiumot tartalmaz6é frissen készitett sporaszuszpenzio
segitségével intranazalisan fert6ztek meg altatast kovetden (100 mg/tskg
pentobarbital). A kezelt allatokat 1, 4 és 7 nap milva ujra immunszupresszaltak.
A kontroll egerek a sporaszuszpenzid készitéséhez is hasznalt fiziologias
sooldattal lettek kezelve. A 10 napos kisérlet alatt elpusztult egerekben a
fertdzés kialakuldsat szovettani vizsgalatokkal ellendrizték (Palicz és mitsai.

2016). A kontroll csoportban elhullas nem tortént.

3. Eredmények és megbeszélésiik
3.1. Az omikai vizsgalatok eredményei és megbeszélésiik

Az emberi szervezetben a vashiany egy jellemzé stressz, ami alapvetden
befolyasolja az A. fumigatus virulenciajat (Haas és mtsai. 2008; Johnson 2008).
A vaséhezés hatassal lehet a gomba oxidativ stresszvalaszara is, azaz
befolyasolhatja, hogy a gomba hogyan reagdl az immunrendszeriink altal
generalt reaktiv oxigén részecskékre (ROS). A vaséhezés és az oxidativ stressz
kozotti  interakcid meghatarozdsa érdekében az aldbbi  tenyészetek

transzkriptomikai és proteromikai vizsgalatat végeztiik el: +Fe/-H,O, (kontroll,



kezeletlen tenyészet), +Fe/+H20, (H20.-dal kezelt tenyészet), -Fe/- HO;
(vashianyos tenyészet) és -Fe/+ H,0, (vashianyos, H.O.-dal kezelt tenyészet).

A vaséhezés kialakulasat az extracellularis sziderofor tartalom
novekedésével, a HoO, kezelés hatasossagat a DCF-teszt segitségével igazoltuk.
Nem vart modon a vaséhezés mar Gnmagaban is képes volt megzavarni a sejtek
redox egyensulyat, azaz a vashidnyos tenyészetekben a DCF teszttel mért érték
szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult, mint a kontroll tenyészet esetében.

A transzkriptom és proteom szinten tapasztalt valtozasok nagyobb mértékil
pozitiv korrelaciot mutattak a vaséhez6 (-Fe/-H»0,) és a kombinalt stressznek
kitett (-Fe/+H»0;) tenyészetek kontroll (+Fe/-H20) tenyészetekkel torténd
Osszehasonlitasakor, mint a H»O, kezelés hatasat vizsgalod Osszevetésekben
(+Fe/+H20; vs. +Fe/-H,0,, illetve -Fe/+H20- vs. -Fe/-H,0,).

A transzkriptom adatok fokomponens analizise alapjan a tenyészetek
viselkedését elsdsorban a vaséhezés befolyasolta, a peroxid kezelésnek
jelentGsebb hatasa csak vaséhez6 koriilmények kozott volt. Az élettani adatokon
is ez latszik. A kombinalt kezelés sokkal nagyobb redox egyensulyvesztést
okozott, mint az az egyszer(i kezelések szerint varhat6 lett volna. A kétutas
ANOVA teszt alapjan szignifikans interakcio volt a két kezelés hatasa kozott.
A szarazanyagtartalom (DCM) valtozasaban szignifikans kiilonbség nem volt,
mivel a kisérlet tervezésénél arra torekedtiink, hogy a hidrogén-peroxidos
kezelés idOpontjaban a vaséhezd és a referencia tenyészetek szarazanyag-, és
gliikkoztartalma kozel azonos legyen (részletesebben Id. az 5.3.2. Omikai
vizsgalatokhoz hasznalt tenyészetek fejezetet). Az 1 h-s hidrogén-peroxid

kezelés ezen értékeken érdemben nem valtoztatott.
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3.1.1. Hidrogén-peroxid kezelés hatisa a kontroll tenyészetekre
(+Fe/+H20: vs. +Fe/-H,05)

Bar az alkalmazott oxidativ stresszkezelés jol detektalhatdo valtozasokat
okozott a hifak redox homeosztazisaban, a transzkriptomban és a proteomban
csak minimalis valtozasokat tapasztaltunk. Transzkriptom szinten a réz
transzportért felelés gének alulszabalyozddtak, proteom szinten pedig egyes
antioxidans fehérjék, mint a Trrl (feltételezett tioredoxin reduktaz) és Cat2

(katalaz) mennyiségének novekedését figyeltiik meg.

3.1.2. A hidrogén-peroxid altal indukalt oxidativ stressz hatasa a
vashianyos tenyészetekre (-Fe/+H>O; vs. —Fe/-H,0,)

Vashidnyos tenyészetekben meglepé modon a Fe-S klaszter szintézisért
felelos gének feliilszabalyozddtak, mig a multidrog transzmembran transzport
génjei alulszabalyozodtak hidrogén-peroxid kezelés hatasara. Szamos hem-koté
fehérje (9 fehérje), illetve Fe-S klaszter tartalmu fehérje (14 fehérje) génje
szintén feliilszabalyozodott. Tovabbi négy, a vasanyagcseréhez kothetd gén
aktivalodasat szintén megfigyeltiik: acoA (akonitaz), hem13 (hem bioszintézis
gén), catl és cat? (katalaz gének). A hésokk és oxidativ stresszvalasz gének
nagyszamu feliilszabalyozodasa szintén detektalhato volt. A fentiek alapjan a
kétféle (megfelel vas ellatottsagun, illetve vaséhez6 tenyészeteken alkalmazott)
hidrogén-peroxid kezelés a stresszre reagald gének szamaban és tipusaban is

jelentésen eltért egymastol.
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3.1.3. A vashiany és a hidrogén-peroxid kezelés kombinalt hatisa a kontroll
tenyészetekre (-Fe/+H20; vs. +Fe/-H,0,)

A kombinalt kezelés igen jelentds transzkripcios valtozast okozott a
tenyészetekben, ami a stresszre reagald gének szamaban és tipusaban is eltért a
vaséhezés 6nalld hatasatol. (i) A glutation-glutaredoxin-tioredoxin rendszer
szdmos eleme, valamint a szuperoxid dizmutazok (‘“vastdl fiiggetlen anti-
oxidans enzimek™) feliilszabalyozodtak. (ii) A fehérje lebontd utvonalak
(makroautofagia, ubikvitin-fliggd fehérje  degraddcid)  aktivalodtak;
segitségiikkel a gomba novelhette a felhasznalhaté (ebben az esetben
,Ujrahasznosithat6”) vas mennyiségét (Richie és mtsai. 2007). (iii) A ribo-
szomak képzodésében és a transzlacidoban kozremiikodé gének transzkripcidja
a kombinalt kezelés alatt annak ellenére csokkent, hogy a vaséhezés mar
Oonmagaban is jelentds alulszabalyozodashoz vezetett. Feltehet6leg ez tovabb
lassitotta a tenyészetek ndvekedését és ezen keresztiill a vasfelhaszndlas
sebességét. (iv) A vaséhezd tenyészetekben a hidrogén-peroxid kezelés
Osszesen 9 hem koto fehérje, 14 Fe-S klaszter koto fehérje és 13 Fe-S klaszter
szintézisben résztvevd fehérje génjét szabalyozta feliil. Ez utobbi arra utalhat,
hogy ezen gének, illetve folyamatok kulcsfontossaguak lehetnek a kombinalt
stressz tulélésében. Ez azt is jelenti, hogy a vastartalmu fehérjék képzésének

gatlasa igéretes terapias célpont lehet a jovoben.

3.1.4. Az A. fumigatus néhany, orvosi szempontbél potencialisan fontos
tulajdonsaganak valtozasa
hatassal lehet a virulencidjanak és/vagy az antifungalis szerek iranti

érzékenységének megvaltozasara is. A vaséhezés (-Fe/-H20;) és a kombinalt
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stressz (-Fe/+H20>) tobb olyan gén transzkripcidjat is befolyasolta, melyek
multidrog transzportereket kodolnak, ezek koziil kiemelendé az abcB (CdrlB)
transzporter gén, mely igazolt modon szerepet jatszik az A. fumigatus Cyp51la-
fiiggetlen azol-rezisztencia kialakulasaban (Fraczek és mtsai. 2013). Tekintettel
arra, hogy a proteomikai adatok alapjan az AbcB fehérje mennyisége is
megnovekedett a kezelés hatasara, eredményeink megeréGsitik az efflux
rendszerek gatlasan alapul6d antifungalis stratégiak jelent6ségét (Cannon és
mtsai. 2009; Tegos €s mtsai. 2011).

A vaséhezés negativan befolyasolta a cink transzportereket kodold szamos
gén transzkripciojat. Kisérleteinkben a vaséhezés alulszabalyozta a zrfB
plazmamembran Zn?" transzportert és feliilszabalyozta a zrcA vakuoléris Zn?*
transzporter géneket, illetve alulszabalyozta a zafA transzkripcios faktort, amely
a cinkfelvétel szabalyozasaért felelés (Yasmin és mtsai. 2009) €s a gomba
virulenciaja szempontjabdl is alapvet6 fontossagu (Vicentefranqueira és mtsai.
2015). A cink anyagcsere gatlasa/megzavarasa az antifungalis terapiak igéretes
célpontja lehet a jovoben (Yasmin és mtsai. 2009; Amich ¢és Calera 2014;

Vicentefranqueira és mtsai. 2015).

3.2. Az A. fumigatus Af293 térzs kadmium tolerancidjanak vizsgalata
3.2.1. A kadmium tolerancia és a pcaA gén kapcsolata

Korabbi vizsgalatokban az Af293 toérzs meglepGen rezisztensnek bizonyult
kadmiumra (de Vries és mtsai. 2017), ezért megvizsgaltuk, hogy mas A.
fumigatus torzsekre is jellemz6-e ez a tulajdonsag. Ot torzset izolaltunk talajbol
¢s a parcialis kalmodulin génszekvencigjuk alapjan igazoltuk, hogy valoban az
A. fumigatus fajhoz tartoznak. Ezen torzsek és 10 kiilonbdz6 klinikai izolatum

CdCl; tolerancigjat hataroztuk meg. Az IC50 értéke széles tartomanyban
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valtozott (0,25 mM - 1 mM), de meglepé modon egyik térzs sem rendelkezett
olyan magas kadmium tolerancidval, mint az Af293. Mindezek alapjan az
Af293 torzs nagy kadmium tolerancidgja nem, hogy nem egyediilallé az
Aspergillus nemzetségben (de Vries és mtsai. 2017), de még csak nem is
sziikkségszeriien jellemzé az A. fumigatus fajra. Az altalunk vizsgalt A.
fumigatus torzsek mindegyikében jelen volt és kifejez6dott a pcaA gén. Sot
pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a gén transzkripcidja és a torzs kadmium

toleranciaja kozott.

3.2.2. A kadmium hatdsa az oxidativ stressztoleranciara és a fémion
toleranciara

A kadmium kezelés minden esetben redox egyensulyvesztést okozott a
DCF-teszt alapjan. Fokozta a SOD (és egyes esetekben a GR) specifikus
aktivitasat, de a kezelés nem volt hatassal a GPx és a katalaz specifikus
aktivitasaira. A kadmium jelenléte eltéré mértékben novelte a GSH és a GSSG
stressz ezen esetben egyértelmilen nem a GSH raktarak kitiriilésének, vagy az
altalunk vizsgalt antioxidans enzimek (katalaz, SODs, GPx és GR)
aktivitasvesztésének volt a kovetkezménye. Nem talaltunk pozitiv korrelaciot a
kadmium tolerancia és az oxidativ stressztolerancia kozott sem.

Szintén nem volt osszefiiggés a kadmium tolerancia és fémion tolerancia
(Cu?, Zn%, Co?" és Ni?") kozott, kivéve a Cd?* és a Fe®* tolerancia kapcsolatat,
amely pozitiv korrelaciot mutatott. A Cd?* és Cu?®*, Cd?* és Zn?*, illetve részben
a Cd* és Fe* novekedésgatld hatdsa kozott megfigyelt szinergizmus
ugyanakkor arra utal, hogy a kadmium megzavarhatja a sejtek fémion

homeosztazisat, ami irodalmi adatok alapjan elvezethet oxidativ stressz
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kialakulasahoz, de 6nmagaban is karosithatja a sejteket (Rani és mtsai. 2014;
Jacobo-Estrada és mtsai. 2017). Meglep6 mdodon az Af293 torzs esetében nem

tapasztaltunk szinergizmust a Fe3* és a Cd?** novekedést gatld hatasa kozott.

3.2.3. A kadmium tolerancia és a vasmetabolizmus kapcsolata

A vizsgalt térzsek kadmium tolerancija jol korrelalt a vas felvételért felel6s
TAF-C sziderofor termelésével. Hasonldan nagy korrelaciot a vas
raktarozasaban fontos FC termeléssel nem tapasztaltunk. Az intenziv
extracellularis sziderofor termelés védelmet nytjthat a kadmiummal szemben,
mivel mérsékli azon kevésbé szelektiv transzport folyamatok miikodését,
melyen keresztil a kadmium bejuthat a sejtekbe (kis affinitasu
vastranszporterek) (Dimkpa és mtsai. 2009; Banakar és mtsai. 2017). fgy az
intenziv pcaA transzkripcié6 mellett, az intenziv TAF-C termelés is
hozzajarulhat az Af293 torzs jelentds kadmium toleranciajahoz.

Az egérmodellben végzett in vivo virulencia vizsgalatok alapjan az Af293
torzs szignifikansan virulensebbnek bizonyult, mint a kisebb kadmium
toleranciat mutato torzsek.

A vasanyagcsere és a kadmium tolerancia kozott altalunk is megfigyelt
osszefiiggések alapjan elképzelhetd, hogy a PcaA elsédleges feladata a Fe?*
ionok kipumpalasa a sejtekbdl és csak a Fe?* és Cd?* ionok hasonldsdga miatt
tudja a Cd?* ionokat is eltavolitani. Feltételezésiink szerint az Af293 torzs
természetes éléhelyén egyfajta ,,hol tal sok, hol til kevés vas” helyzethez
alkalmazkodva alakulhatott ki. Minthogy hasonldé stressz az emberi
szervezetben is eléfordul, igy adottsagai révén e torzs itt is képes hatékonyan
ndvekedni, ami megmagyarazza nagy in vivo virulenciajat. A fentiek alapjan az

intenziv TAF-C termelés és pcaA expresszio csak véletlenill vezetett nagy
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kadmium tolerancia kialakulasahoz. E feltételezés alatamasztasahoz

mindenekeldtt a PcaA Fe?* transzportban betdltdtt szerepét kellene igazolni.

3.2.4. A nagy kadmium bioszorpcios kapacitas gyakorlati jelentosége
Szamos gomba rendelkezik kiemelked6en magas bioszorpcids kapacitassal,
amely kihasznéalhat6 a toxikus fémionok (Cd?*-ot is beleértve) szennyvizbol
oldatokbdl az értékes fémionok tovabbi felhasznalas céljabol torténd
kinyerésére (biomining) (Johnson 2014). Vizsgalatainkban nagy kadmium
tolerancidjanak koszonhetben az Af293 torzs képes volt akar 2 mM Cd?
koncentracidé mellett is novekedni és ilyen koriilmények kozott akar 850 mg
kadmiumot is képes volt adszorbealni szaraz sejttomeg kilogrammonként. Ez
egyben azt is jelenti, hogy minden olyan esetben, amikor él6 gomba
biomasszaval szeretnénk a Cd?*-ot megkdtni, a pcaA gén heteroldg expresszidja
a kérdéses gombaban elonyos lehet, hiszen képes novelni a torzs kadmium

toleranciajat anélkiil, hogy csokkentené bioszorpcids potencialjat.
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4. Osszefoglalas

A dolgozatom els6 témaja soran arra voltunk kivancsiak, hogyan
befolyasolja a gomba oxidativ stresszel szembeni védekezését az emberi
szervezetben valdé ndvekedéskor is jellemzO vaséhezés. Kisérleteinkben
felhasznalt kontroll (+Fe/-H,0,), hidrogén-peroxiddal kezelt (+Fe/+H.0,),
vaséhez6 (-Fe/-H20y), illetve hidrogén-peroxiddal kezelt vaséhez6 (-Fe/+H,0,)
kultarak transzkriptomikai €s proteomikai vizsgalataibol nyert adataibol az
alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

A vaséhezés €s az oxidativ stressz kdzott szinergista kolcsonhatas van. Azaz
a vaséhez6 A. fumigatus tenyészetek szamara viszonylag gyenge oxidativ
stressz lekiizdése is igen komoly kihivast jelenthet.

A vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszre adott stresszvalasz er@sségében
és jellegében is eltért mind az oxidativ, mind a vaséhezésre adott
stresszvalasztol. igy a kombinalt kezelésre adott stresszvéalasz szamos elemének
megjelenése nem volt megjosolhatd az egyszer(i stresszkezelésekbdl nyert
adatok alapjan. Mindez azt is jelenti, hogy ha az in vitro vizsgalatokbdl nyert
adatok segitségével akarjuk megjosolni a mikrobak in vivo viselkedését,
koriiltekintének kell lenniink, mert igen jelentdsen modosithatjak a mikréba
reakcidjat a viszonylag kis, az emberi szervezetben jelentkezd, de az in vitro
rendszerben figyelmen kiviil hagyott (stressz) hatasok.

Az oxidativ stresszel kombinalt vaséhezés alatt a kdvetkezd valtozasokat
tapasztaltuk:

A kombindlt kezelésnek kitett tenyészetekben a DNS repair, a hosokk €s
oxidativ stresszvalasz gének feliilszabalyozodasa egybeesett a makroauto-
fagiaban és az ubikvitin-fiiggd fehérje degradacioban részt vevd gének
feliilszabalyozodasaval. Az eldbbi arra utal, hogy aktivalodott a sejtvédelem,
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amelynek célja, hogy megvédje a sejteket a ROS altal okozott karosodasoktol.
Az utobbi pedig feltehetdleg nem csak a sériilt fehérjéktdl vald megszabadulast
tette lehetové, de a sériilt/felesleges vastartalmu fehérjék lebontasaval novelte a
felhasznalhat6 vas mennyiségét (Richie és mtsai. 2007).

A riboszomak képzOdésében és a transzlacidoban résztvevd gének
transzkripcioja annak ellenére csokkent kombinalt kezelés alatt, hogy a
vaséhezés mar Onmagaban is jelentds alulszabalyozddashoz vezetett. E
valtozasok hozzajarulhattak a tenyészet novekedésének és ezen keresztiil a vas
igényének tovabbi csokkenéséhez.

Bar altalaban a vasigényes folyamatok alulszabalyozddtak, egyes
vastartalmu fehérjét kodold gének, valamint a Fe-S klaszter bioszintézisben
résztvevl gének jelentds feliilszabalyozodast mutattak. Ez alapjan egy
lehetséges terapids célpont lehet a vastartalmti fehérjék képzésének gatlasa a
jovoben.
multidrog transzportereket kodolnak, vagyis hatassal lehetett a gomba
antifungalis  szerek iranti érzékenységére. Ezen gének tObbsége
feliilszabalyozodott. Ezek koziil kiemelend6 az abcB gén, melynek szerepe van
az A. fumigatus Cyp51a-fiiggetlen azol-rezisztencia kialakulasaban (Fraczek és
mtsai. 2013). Ez alapjan fontos tamadasi célpont lehet az efflux rendszerek
gatlasa a gyogyszeres terapiaban (Cannon és mtsai. 2009; Tegos és mtsai.
2011).

Dolgozatom masodik felében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy miért
rezisztens az A. fumigatus Af293 torzs a kadmiumra, illetve kadmium
tolerancigja (de Vries ¢és mtsai. 2017) kapcsolatba hozhato-e vas

anyagcseréjével és ezen keresztiil befolyasolhatja-e in vivo virulencigjat.
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Mindezek megismeréséhez kornyezeti és orvosi mintakbol szarmazo, eltérd
kadmium toleranciaju torzsek élettani tulajdonsagait hasonlitottuk Ossze.
Legfontosabb megallapitasaink a kdvetkezok voltak:

A vizsgalt A. fumigatus torzsek kadmium tolerancidja széles tartomanyban
valtozott (0,25 mM<IC50<1 mM), viszont csak az Af293 tdrzs esetében
tapasztaltunk kiemelked6en magas (IC50>2 mM) kadmium toleranciét.

A pcaA gén minden toérzsben aktiv volt és relativ transzkripcidja jol korrelalt
a kadmium toleranciaval. Ez alapjan ugy gondoljuk, hogy bar a pcaA gén
jelenléte a genomban énmagaban nem elegendd a kadmium toleranciahoz, de
megfelelden aktiv kifejezOdése esetén lehetdséget biztosit a nagy kadmium
tolerancia kialakuldsara.

Noha a kadmium kezelés oxidativ stressz kialakulasdhoz vezetett, a vizsgalt
torzsek esetében nem tapasztaltunk pozitiv korrelaciot az oxidativ stressz
tolerancia és a kadmium tolerancia kozott. Azaz, bar az oxidativ stressz elleni
védekezés fontos lehet a kadmium toxicitdsanak lekiizdésében, az antioxidans
védelemben megmutatkozo6 kiilonbségek nem magyaraztak a térzsek kadmium
tolerancia kiilonbségeit.

Az oxidativ stressz egyértelmiien nem a GSH raktarak kiiiriilésének, vagy az
altalunk vizsgalt antioxidans enzimek (katalaz, SODs, GPx és GR)
aktivitasvesztésének volt a kdvetkezménye. A kadmium kezelés altal okozott
redox egyensulyvesztés hatterének tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Nem tapasztaltunk korrelaciot a kadmium tolerancia és a Cu®*, Zn?*, Co?*,
Ni?* ionokkal szemben mutatott tolerancia kozott. Ugyanakkor a Cd?* és Cu?,
illetve a Cd?" és Zn?" ndvekedésgatlod hatdsa kozott szinergizmust figyeltiink
meg. Ez arra utalhat, hogy a kadmium megzavarhatja a sejtek fémion

homeosztazisat, ami irodalmi adatok alapjan elvezethet oxidativ stressz
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kialakuldsahoz, de 6nmagaban is karosithatja a sejteket (Rani és mtsai. 2014;
Jacobo-Estrada és mtsai. 2017).

A kadmium tolerancia jol korrelalt a torzsek Fe®' tolerancidjaval és
extracellularis sziderofor termelésével. Raadasul az Af293 tdrzs esetében nem
tapasztaltunk szinergizmust a Cd?* és Fe®" novekedést gatld hatdsa kozott.
Mindezek alapjan szoros kapcsolat lehet a vas anyagcsere és a kadmium
tolerancia kozo6tt. Az intenziv pcaA transzkripcio mellett, az intenziv TAF-C
termelés is magyarazhatja a torzs jelentés kadmium toleranciajat. Ugyanakkor
az is elképzelhetd, hogy a Fe?* ionok eltavolitasa a PcaA elsddleges feladata, és
csak a Fe?* és Cd?" ionok hasonldsaga miatt tudja a Cd?* ionokat is kipumpélni
a sejtekbdl, hasonldan ahhoz, ahogy a Fe?* transzporterek a Fe?* ionok mellett
Cd?*-t is szallitanak. A vas — kadmium kapcsolat megmagyarazhatja a nagy

A nagy kadmium tolerancidjanak kdszonheten az Af293 torzs 2 mM Cd**
koncentracio mellett is tudott névekedni és ilyen koriilmények kozott akar 850
mg kadmiumot is képes volt adszorbealni szaraz sejttomeg kilogrammonként.
A gombasejtfal igen jelentds Cd**-kotd képessége révén a gomba biomassza
felhasznalhat6 szennyvizek nehézfém tartalmanak csokkentésére (biosorption,
bioleaching), s6t egyes nehézfémek — kozéjiikk tartozik a kadmium is —
gazdasagos kinyerésére (biomining) is (Jiang és mtsai. 2018; Boczonadi és

mtsai. 2020).
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5. Tézisek

1) A vaséhezés és az oxidativ stressz kozott szinergista kolcsonhatast
tapasztaltunk.

2) A két stressz egyiittes hatasa erdsségében és jellegében is eltért a kiilon-kiilon
elvégzett stressz kezelésekre adott valaszoktol.

3) A vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz soran a vastol filiggetlen
antioxidans rendszerek, a makroautofagia és egyes vastartalmu fehérjék, illetve
Fe-S klaszter szintézis 1t feliilszabalyozddasat, a ndvekedés és sok vastartalmu
fehérje képzddésének alulszabalyozdodasat figyeltiikk meg.

4) Kombinalt kezelés hatasara a multidrog transzportert kodolo, az
azolrezisztencia kialakulasaban is fontos abcB gén feliilszabalyozodott.

5) Az A. fumigatus Af293 térzs kadmium tolerancigja kiemelked6en nagy a
tobbi vizsgalt A. fumigatus torzshoz képest.

6) A pcaA gén minden torzsben aktiv volt és relativ transzkripcidja pozitiv
korrelaciot mutatott a kadmium toleranciaval.

7) A kadmium tolerancia pozitiv korrelaciét mutatott a torzsek Fe®*
toleranciajaval és extracellularis sziderofor termelésével is.

8) Az Af293 torzs esetében nem tapasztaltunk szinergizmust a Cd?* és Fe®*
novekedésgatlo hatasa kozott.

9) A fentiek alapjan a kadmium tolerancia és a vas anyagcsere kozott szoros
kapcsolat van.

10) Nagy kadmium adszorpcids kapacitasanak koszonhetden az Af293 torzsnek

jelentds szerepe lehet a “bioleaching”, illetve “biomining” folyamatokban.
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6. Koszonetnyilvanitas

Oszinte kdszonetet szeretnék mondani témavezetémnek, Dr. Emri Tamas
egyetemi docensnek, oOnzetlen szakmai segitségnyujtasaért, lendiiletes és
dinamikus témavezetéséért, illetve szakmai tudasanak tovabbadasaért.
Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Pocsi Istvan tanszékvezetd
egyetemi tanarnak, aki értékes tanacsaival hozzajarult és eldsegitette a doktori
munkdm elkészitését a Debreceni Egyetem Természettudomanyi ¢és
Technologiai Karanak Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobioldgiai
Tanszékén.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Mathéné Dr. Szigeti Zsuzsanak
(Debreceni Egyetem), Dr. Szeman-Nagy Gabornak (Debreceni Egyetem) és Dr.
Hargitai Zoltannak (Kenézy Gyula Korhaz, Debrecen) az allatkisérletek
elvégzéséért, Dr. Harangi Sandornak (Debreceni Egyetem) az atomemisszios
spektrométeres mérésekért, Dr. Antal Karolynak (Eszterhazy Karoly Egyetem)
a statisztikai elemzésekben nyujtott segitségéért. Dr. Varga Janosnak (Szegedi
Tudomanyegyetem) kdszonettel tartozunk, hogy rendelkezésiinkre bocsatott 5
A. fumigatus torzset (SZMC3100, SZMC3102-4, SZMC3106). Tovabba Dr.
Olaf Kniemeyernek és munkatarsainak (Leibniz Institute for Natural Product
Research and Infection Biology— Hans Knoll Institute, Jena, Germany), hogy
lehet6séget adtak, tamogattak és segitséget nyujtottak a proteomikai vizsgalatok
elvégzéséhez a jénai Hans-Knoll Intézetben, koziiliikk kiemelném Dr. Thomas
Kriigert, aki az LC-MS/MS méréseket végezte.

Szeretném megkdszonni Kiss Beata szakdolgozonak alapos €s megbizhato
munkajat, illetve Toth Gaborné laboransnak, aki segitett kiigazodni a Tanszéki

laborokban, tovabba a Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék
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minden egyes munkatarsanak, PhD hallgat6janak megbizhato segitségiiket, €s
hogy munkam soran kellemes 1égkoérben dolgozhattam.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonetemet és halamat szeretném kifejezni
férjemnek és csaladomnak, akik tamogattak, biztattak a munkam soran, és
tiirelemmel viselték az elmilt id6szak megprobaltatasait.

Kutatomunkam elkészitése az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 szdmu projekt
(Eurdpai Unio, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval), az Innovacios
¢s Technoldgiai Minisztérium altal meghirdetett Felsdoktatdsi Intézményi
Kivalosdg Program NKFIH K112181 és K119494, valamint a TAMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045, DAAD (German Academic Exchange Service
- 91529720-50015537), Campus Hungary (B2/1F/7506) anyagi hozzajarula-
saval valosult meg, illetve részben tdmogatta az Osztrak Tudomanyos Alap/
Infect-ERA program (FWF 11616 tamogatas / Infect-ERA AspMetNet projekt)
¢és A-M.D. HOROS doktori program (W1253). Mindezen tamogatasokat eziton

is nagyon kdszonom.
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7. Introduction and objectives

Aspergillus fumigatus is a ubiquitous, saprotrophic, opportunistic
pathogenic filamentous fungus found in habitats that are rich in decomposed
plant remains, over most of the Earth (Rhodes and Askew 2010). This species
is responsible for more than 90% of human infections caused by Aspergillus
species (Paulussen et al. 2016). Within the human body, A. fumigatus has to
cope with several types of stress, as well as a combination of these. Such typical
stress effects include iron starvation and oxidative stress (Brown and Goldman
2016). These two stresses are closely related: too much iron can generate
oxidative stress due to its redox activity, but a too low amount of iron can upset
the redox balance of cells, as many antioxidant enzymes (e.g. catalases,
peroxidases) require iron to function (Dlouhy and Outten 2013).

The behavior of the fungus is also fundamentally influenced by stress outside
the human body. One of the most significant anthropogenic stress is cadmium
pollution (Godt et al. 2006). As a result of human activity, about 13,000 tons of
cadmium are released into our environment annually, mostly through
phosphate-containing fertilizers used in agriculture (Zhou and Qiu 2005;
Chakraborty et al. 2014; Tang et al. 2016). Cadmium stress is closely related to
the iron metabolism (cadmium is often transported by iron transporters) and
although cadmium is not a redox active metal, it also leads to oxidative stress
(Cuypers et al. 2010; Rani et al. 2014; Kukongviriyapan et al. 2016).

In my dissertation, | investigated the interactions between iron starvation and
oxidative stress as well as the physiological effects of cadmium stress. In the
first topic, we were interested in how the protection of the fungus against
oxidative stress is affected by iron starvation. In order to find the answer to this

question, we planned to perform the following tests:
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The transcriptome level detection of changes by RNA sequencing and
controlling of the results for 26 genes by RT-gPCR measurements in
control (+Fe/-H,O2) and hydrogen peroxide-treated (+Fe/+H20,) as
well as iron-deprived (-Fe/-H:0.) and iron-deprived and hydrogen
peroxide-treated (-Fe/+H.0-) cultures;

Performing proteomic studies in the above cultures with LC-MS/MS;
Evaluation of transcriptome and proteome changes as well as the
comparison of the oxidative stress response of the control and iron-

deprived cultures based on these results.

In the second topic, we investigated why the A. fumigatus strain Af293 is

resistant to cadmium and whether its cadmium tolerance (de Vries et al. 2017)

can be related to the iron metabolism and thereby affect its in vivo virulence. To

answer these questions, we planned to carry out the following experiments:

Comparison of the cadmium tolerance of A. fumigatus strains from
different habitats;

Verification of the oxidative stress-inducing ability of cadmium by
measuring the specific activity of superoxide dismutase (SOD),
catalase, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), glutathione
reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx) and cellular glutathione
content, as well as examining the redox imbalance of cells with the 2,7-
dichlorofluorescein (DCF) test;

Studying the correlation between the cadmium tolerance and the
oxidative stress tolerance of strains induced by diamide, hydrogen
peroxide (H.0,), terc-butyl hydroperoxide (tBOOH) and sodium

menadione bisulfite (MSB) using growth tests in surface cultures;
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Investigation of the connection between cadmium tolerance and the
susceptibility of strains to FeCls, CuSQOs, ZnSO4, CoClz, NiSO; in
surface cultures;

Studying the transcription of the pcaA gene as well as comparison of
the relative transcription values measured in the strains with the
cadmium tolerance data to elucidate the mechanism/background of the
cadmium tolerance;

To find out whether there is a correlation between the iron metabolism
and high cadmium tolerance, determining the intra- and extracellular
siderophore content of iron-starved cultures of A. fumigatus strains
using HPLC, and then comparing the obtained data with the cadmium
tolerance of the strains;

Determination of the biosorption capacity of three strains with different
cadmium tolerances by atomic emission spectrometry;

Comeparison of in vivo virulence of strains with different cadmium

tolerance.
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8. Materials and methods
8.1 Strains used for our experiments and their culturing

The A. fumigatus strains used for our experiments were: Af293;
DBMCC101; DBMCC201-5; NCAIM F00056, FO0673, F00948; SZMC3100,
SZMC3102-4, SZMC3106. The strains were maintained on Barratt's minimal
nitrate medium (Barratt et al. 1965).

Rose-Bengal Chloramphenicol Agar (Sigma-Aldrich Kft, Budapest,
Hungary) was used to isolate the strains from soil samples (DBMCC101-5).
They were identified by the determination of partial calmodulin gene sequences
(Hong et al. 2005).

8.2. Culturing Aspergillus fumigatus in liquid medium

Cultures of 10 clinical isolates (Af293; DBMCC101; NCAIM F00056,
NCAIM F00673, NCAIM F00948; SZMC3100, SZMC3102-4, SZMC3106)
were used for cadmium physiological studies. For the experiments, 500 mL
Erlenmeyer flasks containing 100 mL of Barratt minimal nitrate medium with
yeast extract (0.5 w/v%) were used (Barratt et al. 1965). The broths were
inoculated with 5x107 freshly collected spores and incubated in a shaker at 37
°C and 220 rpm. The CdCl; solution was added to cultures after 17 hours. The
CdCl; solution final concentrations are 0,2; 0,5 and 1 mM depending on the
cadmium tolerance of tested strains. Treated and control cultures were
incubated for 1 additional hour (37 °C, 220 rpm) until sampling.

In transcriptomic and proteomic studies, cultures of A. fumigatus Af293
strain grown under the following four conditions: Control (+Fe/-H,0,) and
H,O,-treated (+Fe/+H,0,) as well as iron-deprived (-Fe/-H2O;) and H>O,-

treated iron-deprived (-Fe/+H>O;) cultures. In this case, we used 500 mL
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Erlenmeyer flasks which contained 100 mL broth. Barratt's minimal medium
was used for control (+Fe/-H20.) and H.O.-treated (+Fe/+H20.) cultures. They
were inoculated with 4x108 spores and incubated for 33 hours (37 °C and 220
rpm). Modified Barratt broth was used for iron-deprived (-Fe/-H.0) and H20,-
treated iron-deprived (-Fe/+H20O;) cultures. In this case, the trace element
solution did not contain Na,EDTA and iron. They were inoculated with 8x108
spores and incubated for 50 hours (37 °C, 220 rpm).

The reason for using different incubation times and spore numbers was that
the dry cell mass of the cultures and the concentration of residual glucose should
be nearly the same after incubation. Parts of the control and iron-deprived
cultures (at the end of the incubation time given above) were treated with H,O>
(at 3 mM final concentration), and then they were incubated for 1 hour until

sampling.

8.3. Study of the growth inhibitory effect of metal ions and oxidative agents
as well as their interactions

To characterize the cadmium tolerance of A. fumigatus strains, CdClI, was
added to Barratt's nitrate minimal medium at a final concentration of 0-3 mM.
The media were point inoculated with spore suspension of 5 uL (2x107
spores/mL) and incubated for 5 days at 37 °C. Cadmium tolerance was
characterized by the ratio of colony diameters (relative growth) of treated and
untreated cultures, and/or by the cadmium concentration required to achieve
50% growth inhibition (IC50). A similar procedure was used to characterize the
growth of the strains in the presence of CuSOs (0,5 mM), NiSOs4 (1 mM), CoCl;
(3 mM), FeCls (5 mM), ZnSO4 (10 mM), and MSB (0,01 mM), tBOOH (0,8
mM), diamide (1 mM) and H>O; (3 mM).
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The following agents were used to study the interactions between the growth
inhibitors: CuSO4 (0,3 mM), FeCls (5 mM), ZnSO. (5 mM) and/or depending
on the cadmium tolerance of the strains, 0,2 or 2 mM CdCl,. The interaction
was characterized by IR ratio based on Abbott's formula (Galgdczy et al. 2008).
For interaction experiments we used NCAIM F00056, SZMC3106, Af293

strains.

8.4. Study of cadmium bisorption on surface Aspergillus fumigatus cultures

In this case, the tested strains (NCAIM F00056, SZMC3106, Af293) were
inoculated on Barratt's minimal nitrate medium covered with a sterile
cellophane sheet. The medium contained 0,2 and 2 mM CdCl; depending on the
strain. The cultures were incubated for 5 days at 37 °C and then the mycelium
was collected from the surface of the cellophane sheets. After treatment with
cc. HNO3, the cadmium content of the samples was determined with an atomic

emission spectrometer (Kurucz et al. 2018).

8.5. Detection of oxidative stress response elements

The redox imbalance in cultures (NCAIM F00056, SZMC3106, Af293) was
determined using the DCF test (Royall and Ischiropoulos 1993). The specific
activity of the enzymes SOD (Oberley and Spitz 1984), catalase (Roggenkamp
et al. 1974), G6PD (Emri et al. 1997), GR (Pinto et al. 1984) and GPx (Chiu et
al. 1976) were detected photometrically using the ,,rate assay” method. The
protein content of the samples was determined using the Bradford reagent
(Bradford 1976). The GSH and GSSG contents of the hyphae were measured
using DTNB (5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid) - GR assay (Anderson 1985;
Sami et al. 2001).
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8.6. Detection of siderophores

The ability of the strains (Af293; DBMCC 101; NCAIM F00056, NCAIM
F00673, NCAIM F00948; SZMC3100; SZMC3102-4; SZMC3106) to produce
triacetylfusarin C (TAF-C) and ferricicrocin (FC) was determined via HPLC
(Hordt et al. 2000; Pdcsi et al. 2008) using iron-deprived cultures (Szigeti et al.
2014).

In the omics studies, the development of iron starvation in cultures was
confirmed by the increased siderophore content of the broth, which was

measured using CAS assay (Machuca and Milagres 2003).

8.7. Transcriptional studies

Samples from submerged cultures were lyophilized to isolate RNA. Total
RNA was isolated using TRISOL reagent (Invitrogen, Lofer, Austria)
(Chomczynski 1993; Emri et al. 2017). Afu7g00250 (tub2) and Afu6g12400
(fks1) were selected as reference genes for RT-gPCR assays. When processing
RNA sequencing data, the software CASAVA (data filtering and
demultiplexing), TopHat (read alignment) (Trapnell et al. 2009), and Cuffdiff
(determination of differentially expressed genes) (Trapnell et al. 2013) were
used. Differentially expressed genes (p<0.05) were considered upregulated,
downregulated, and stress-dependent genes, where log,FC>1, log,FC<-1,
[log2FC|>1, respectively. FC (“fold-change™) = Tireated/ lreference Where ,,I” is the

normalized value of the “reads” belonging to the gene.
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8.8. Proteomic studies

Proteomic assays were performed applying the same cultures as used in the
transcriptomic assays. During sample preparation, frozen filtered mycelium was
pulverized, and proteins were extracted from approximately 50 mg of
homogenate (Kniemeyer et al. 2006). RNA and DNA in the sample were
removed and the proteins were digested using trypsin. Tryptic peptides were
labeled with the iTRAQ 4-plex kit (Sciex, Darmstadt, Germany) following the
manufacturer's protocol. Proteomic analysis of the samples was carried out by
LC-MS/MS (Baldin et al. 2015). Data were analyzed using Proteome
Discoverer 1.4 (Thermo), MASCOT (Matrix Science, UK) 2.4, Sequest HT,
and MS Amanda. A protein was considered upregulated or downregulated if the
rate of change in normalized signal intensity (FC) was greater or less than 1,5,

respectively.

8.9. Functional analysis of transcriptome and proteome data

The program FungiFun2 (https://elbe.hki-jena.de/fungifun/fungifun.php)
was used for the KEGG and FunCat gene groups (Priebe et al. 2015) in the gene
enrichment studies. For the “biological process” GO categories, we worked
using the AspGD database @ Gene Ontology Term  Finder
(http://www.aspergillusgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder) (Cerqueira et
al. 2014).

8.10. Animal experiments

The animal experiments were performed by Dr. Mathéné Dr. Zsuzsa Szigeti,
Dr. Gabor Szeman-Nagy (University of Debrecen) and Dr. Zoltan Hargitai
(Kenézy Gyula Hospital of University of Debrecen) (license number: 2/2014
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DEMAB, GN). The following strains with different cadmium tolerance were
used: Af293; NCAIM F00056; NCAIM F00948; SZMC 2103; SZMC 3104;
SZMC 3106. For the experiments, BALB/c mice immunized with 200 mg/kg
cyclophosphamide (10 mice/strain) 3 days before infection and infected
intranasally with a freshly prepared spore suspension containing 50 pL, 7x10°
conidia after anesthesia (100 mg/kg). Treated animals were re-
immunosuppressed after 1, 4 and 7 days. Control mice were treated with
physiological saline solution, which was also used to prepare the spore
suspension. In mice that died during the 10-day experiment, the development of
infection was monitored by histological examinations (Palicz et al. 2016). There

were no deaths in the control group.

9. Results and discussion
9.1. Results of omics studies and their discussion

In the human body, iron deficiency is a typical stress that fundamentally
affects the virulence of A. fumigatus (Haas et al. 2008; Johnson 2008). Iron
starvation can impact the oxidative stress response of the fungus, so it can affect
how the fungus responds to reactive oxygen species (ROS) generated by our
immune system. To determine the interaction between iron starvation and
oxidative stress, we performed transcriptomic and proteomic studies of the
following cultures: +Fe/-H,0- (control, untreated culture), +Fe/+H,0, (culture
treated with H,0,), -Fe/-H,O, (iron deficient culture) and -Fe/+H,O. (iron
deficient culture treated with H.O,).

The development of iron starvation was confirmed by the increase of the
extracellular siderophore content, and the effectiveness of H.O. treatment was

verified using the DCF test. Unexpectedly, the iron starvation only was able to

35



disturb the redox balance of the cells, namely, the value measured by the DCF
test was found to be significantly higher in iron-deficient cultures than in the
control culture.

Changes at the transcriptome and proteome levels showed a more relevant
positive correlation when comparing iron-deprived (-Fe/-H,0-) and combined
stress (-Fe/+H.0,) cultures with control (+Fe/-H.0,) cultures than with H,O,
treatment (+Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0; and -Fe/+H,0; vs. -Fe/-H,02).

Based on the principal component analysis of the transcriptome data, the
behavior of the cultures was mainly influenced by iron starvation, the more
significant effect of peroxide treatment was only under iron starvation
conditions. This is also evident from the physiological data. The combined
treatment caused much greater redox imbalance than would have been expected
with the simple treatments. There was a significant interaction between the
effects of the two treatments based on the two-way ANOVA test. There was no
significant difference in the change in dry cell mass (DCM), as the experimental
design aimed to ensure that the dry matter and glucose contents of the iron-
starved and reference cultures were almost the same at the time of hydrogen
peroxide treatment. The 1 h hydrogen peroxide treatment did not substantially

change these values.

9.1.1. The effect of hydrogen peroxide treatment on control cultures
(+Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0,)

Although the applied oxidative stress treatment caused well-detectable
changes in the redox homeostasis of hyphae, only minimal changes were
observed in the transcriptome and proteome. Genes responsible for copper

transport were downregulated at the transcriptome level, and increase in some
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antioxidant proteins such as Trrl (putative thioredoxin reductase) and Cat2

(catalase) were observed at the proteome level.

9.1.2. The effect of hydrogen peroxide-induced oxidative stress on iron-
deprived cultures (-Fe/+H,0; vs. -Fe/-H,0,)

Surprisingly, in iron-deprived cultures, the genes responsible for Fe-S cluster
synthesis were upregulated, while the multidrug transmembrane transport genes
were downregulated by hydrogen peroxide treatment. The genes of several
heme-binding proteins (9 proteins) and Fe-S cluster-containing proteins (14
proteins) were also upregulated. Activation of four other genes involved in iron
metabolism was also observed: acoA (aconitase), hem13 (heme biosynthesis),
catl and cat2 (catalase). A large number of upregulations of heat shock and
oxidative stress response genes were also detected. Based on the above, the two
types of hydrogen peroxide treatment (used in iron-repleted and iron-deprived
cultures) also differed significantly in the number and type of stress-responsive

genes.

9.1.3. The combined effect of iron deficiency and hydrogen peroxide
treatment on control cultures (-Fe/+H;0; vs. +Fe/-H;0,)

The combined treatment caused a very significant transcriptional change in
the cultures. It also differed from the independent effect of iron starvation in the
number and type of genes responsive to stress. (i) Several elements of the
glutathione-glutaredoxin-thioredoxin system as well as superoxide dismutases
(“iron-independent antioxidant enzymes”) are upregulated. (ii) Protein
degradation pathways (macroautophagy, ubiquitin-dependent protein

degradation) were activated; thus, the fungus may have increased the amount of
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,recycled” iron (Richie et al. 2007). (iii) Transcription of genes involved in
ribosome formation and translation was reduced during combined treatment,
despite the fact that iron starvation alone led to significant downregulation. This
may indicate a further slowdown in the growth of cultures and through this, the
rate of iron consumption. (iv) In iron-deprived cultures, hydrogen peroxide
treatment upregulated the genes of 9 heme binding proteins, 14 Fe-S cluster
binding proteins, and 13 Fe-S cluster proteins involved in synthesis. The latter
may suggest that these genes or processes may be the key to surviving combined
stress. This also means that inhibiting the formation of iron-containing proteins

may be a promising therapeutic target in the future.

9.1.4. Changes in some medically important properties of A. fumigatus

Stress can significantly alter the physiology of fungal cells, which may also
affect changes in its virulence and/or sensitivity to antifungal agents. Iron
starvation (-Fe/-H.O;) and combined stress (-Fe/+H,0;) also affected the
transcription of several genes encoding multidrug transporters, including the
abcB (CdrlB) transporter gene, which has a role in in the development of
Cyp51la-independent azole resistance in A. fumigatus (Fraczek et al. 2013).
Considering that the amount of AbcB protein also increased as a result of
treatment based on proteomic data, our results confirm the importance of
antifungal strategies based on inhibition of these efflux systems (Cannon et al.
2009; Tegos et al. 2011).

Iron starvation negatively affected the transcription of several genes
encoding zinc transporters. In our experiments, iron starvation downregulated
the zrfB plasma membrane Zn?* transporter and upregulated the zrcA vacuolar

Zn? transporter genes, and downregulated the zafA transcription factor, which
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is responsible for regulating zinc uptake (Yasmin et al. 2015). Inhibition
[disruption of zinc metabolism may be a promising target for antifungal
therapies in the future (Yasmin et al. 2009; Amich and Calera 2014,
Vicentefranqueira et al. 2015).

9.2. Studying cadmium tolerance of A. fumigatus strain Af293
9.2.1. Connection between cadmium tolerance and the pcaA gene

In previous studies, the Af293 strain was found to be surprisingly resistant
to cadmium (de Vries et al. 2017), so we examined whether this feature was
characteristic of other A. fumigatus strains as well. Five strains were isolated
from soil and they belonged to the species A. fumigatus confirmed by their
partial calmodulin gene sequence. The CdCl; tolerance of these strains and 10
different clinical isolates was determined. The IC50 values varied over a wide
range (0,25 mM to 1 mM), but surprisingly, the Af293 strain had the highest
cadmium tolerance. Based on these, the high cadmium tolerance of the Af293
strain is not unique in the genus Aspergillus (de Vries et al. 2017), but is not
even necessarily characteristic of the A. fumigatus species. The pcaA gene was
present and expressed in each of the A. fumigatus strains we examined.
Moreover, we found a positive correlation between gene transcription and

cadmium tolerance.

9.2.2. The effect of cadmium on oxidative stress tolerance and metal ion
tolerance

Cadmium treatment caused redox imbalance based on the DCF test. It
increased the specific activity of SOD (and in some cases GR), but it had no

effect on the specific activities of GPx and catalase. The presence of cadmium
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increased GSH and GSSG concentrations to varying degrees, leading to a
decrease of the GSH/GSSG ratio. In this case, oxidative stress was clearly not
the result of the depletion of GSH stores or loss of activity of the antioxidant
enzymes we examined (catalase, SODs, GPx and GR). No positive correlation
was found between cadmium tolerance and oxidative stress tolerance either.

There was also no correlation between cadmium tolerance and metal ion
tolerance (Cu?*, Zn?*, Co?" and Ni?*), except for the connection between Cd?*
and Fe®*' tolerance, which showed a positive correlation. However, the
synergism observed between the growth inhibitory effects of Cd?* and Cu?*,
Cd?* and Zn?*, and, in part, Cd?* and Fe**, suggests that cadmium may interfere
with cellular metal ion homeostasis, leading to oxidative stress, but may also
damage cells (Rani és mtsai. 2014; Jacobo-Estrada et al. 2017). Surprisingly, no
synergism was observed between the growth inhibitory effect of Fe3* and Cd?*
in the Af293 strain.

9.2.3. Connection between cadmium tolerance and iron metabolism

The cadmium tolerance of the tested strains correlated well with the
production of the TAF-C siderophore responsible for iron uptake. A similarly
high correlation was not found with FC production accountable for iron storage.
Intensive extracellular siderophore production may provide protection against
cadmium by reducing the function of less selective transport processes, through
which cadmium can enter cells (low-affinity iron transporters) (Dimkpa et al.
2009; Banakar et al. 2017). Thus, intense pcaA transcription and TAF-C
production may also contribute to significant cadmium tolerance in the Af293

strain.
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Based on in vivo virulence studies in a mouse model, the Af293 strain was
found to be significantly more virulent than strains with lower cadmium
tolerance.

On the basis of correlations we observed between iron metabolism and
cadmium tolerance, it is conceivable that the primary function of PcaA is to
pump out Fe?" ions from cells and it can remove Cd?* ions only due to the
similarity of Fe?* and Cd?" ions. We hypothesize that the Af293 strain may have
evolved in its natural habitat by adapting to a kind of “sometimes too much,
sometimes too little iron” situation. As similar stress occurs in the human body,
due to the features of this strain it can effectively grow here, which explains the
high virulence in vivo. Based on the above, intensive TAF-C production and
pcaA expression only accidentally led to the development of high cadmium
tolerance. To support this hypothesis, the role of PcaA in Fe?* transport should

be confirmed.

9.2.4. The practical significance of high cadmium biosorption capacity
Many fungi have an exceptionally high biosorption capacity that can be
exploited to remove toxic metal ions (including Cd?) from wastewater
(Boczonadi et al. 2020) or to extract valuable metal ions from low-concentration
solutions for further use (biomining) (Johnson 2014). In our studies, the Af293
strain was able to grow up to a concentration of 2 mM Cd?* due to its high
cadmium tolerance, and it was able to adsorb up to 850 mg of cadmium per
kilogram of dry cell mass under these conditions. This also means when we
want to bind Cd?* with living fungal biomass, heterologous expression of the
pcaA gene in the fungus may beneficial, as it can increase the cadmium

tolerance of the strain without reducing its biosorption potential.
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10. Summary

In the first topic of my dissertation, we were interested in how the defense
of the fungus against oxidative stress is affected by iron starvation, which is also
characteristic during the growth of fungus in the human body. From
transcriptomic and proteomic studies of control (+Fe/-H;0,), hydrogen
peroxide-treated (+Fe/+H,0;), iron-deprived (-Fe/-H.O2) and hydrogen
peroxide-treated-iron-deprived (-Fe/+H.0,) cultures used in our experiments
The following conclusions were drawn from the data obtained:

There is a synergistic interaction between iron starvation and oxidative
stress. That is, coping with relatively weak oxidative stress can also be a very
serious challenge for iron-starving A. fumigatus cultures.

The strength and nature of the stress response to oxidative stress combined
with iron starvation also differed from the stress response to both oxidative and
iron starvation. Thus, the appearance of many elements of the stress response to
the combined treatment could not be predicted from data obtained from simple
stress treatments. This also means that if we want to predict the in vivo behavior
of microbes using data from in vitro studies, we need to be careful, because the
relatively small (stress) effects that are present in the human body and not taken
into account in the in vitro system, can significantly change the microbial
response.

During iron starvation combined with oxidative stress, the following
changes were observed:

In combined cultures, upregulation of DNA repair, heat shock, and oxidative
stress response genes coincided with upregulation of genes involved in
macroautophagy and ubiquitin-dependent protein degradation. The former

suggests that cell defense has been activated to protect cells from ROS-induced
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damage. And the latter presumably not only allowed the disposal of damaged
proteins, but increased the amount of usable iron by breaking down
damaged/excess iron-containing proteins (Richie et al. 2007);

Transcription of genes involved in ribosome formation and translation was
reduced during combined treatment, despite the fact that iron starvation alone
led to significant downregulation. These changes may have contributed to a
further decrease in growth and iron demand,;

Although iron-demanding processes were generally downregulated, some
genes encoding iron-containing protein as well as genes involved in Fe-S cluster
biosynthesis showed significant upregulation. Based on this, a potential
therapeutic target may be to inhibit the formation of iron-containing proteins in
the future.

The combined stress also affected the transcription of several genes
encoding multidrug transporters. It may have affected the sensitivity of the
fungus to antifungal agents. Most of these genes are upregulated. Highlighted
the abcB gene, which plays a role in the development of A. fumigatus Cyp51a-
independent azole resistance (Fraczek et al. 2013). Based on this, inhibition of
efflux systems in drug therapy may be an important target for attack (Cannon et
al. 2009; Tegos et al. 2011);

In the second half of my dissertation, we sought to answer the question of
why A. fumigatus Af293 strain is resistant to cadmium and whether high
cadmium tolerance (de Vries et al. 2017) can be related to iron metabolism and
thereby affect its virulence in vivo. To understand all this, we compared the
physiological properties of strains from environmental and medical samples

with different cadmium tolerances. Our main findings were:
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The cadmium tolerance of the tested A. fumigatus strains varied over a wide
range (0.25 mM<IC50<1 mM), but only the Af293 strain showed an
exceptionally high (IC50>2 mM) cadmium tolerance.

The pcaA gene was active in all strains and its relative transcription
correlated well with cadmium tolerance. Based on this, it is believed that
although the presence of the pcaA gene in the genome alone is not sufficient for
cadmium tolerance, but it provides the potential for high cadmium tolerance if
properly expressed.

Although cadmium treatment led to the development of oxidative stress, no
positive correlation was found between oxidative stress tolerance and cadmium
tolerance in the tested strains. Although protection against oxidative stress may
be important in overcoming cadmium toxicity, differences in antioxidant
protection did not explain differences in cadmium tolerance between strains.

Oxidative stress was clearly not the result of depletion of GSH stores or loss
of activity of the antioxidant enzymes we examined (catalase, SODs, GPx, and
GR). Clarification of the background of redox imbalance caused by cadmium
treatment requires further investigation.

No correlation was found between cadmium tolerance and tolerance to Cu?*,
Zn?**, Co?*, Ni?* ions. However, a synergism was observed between the growth
inhibitory effects of Cd?* and Cu?*, as well as Cd?* and Zn?*. This may suggest
that cadmium may disrupt the metal ion homeostasis of cells, which, according
to literature data, may lead to the development of oxidative stress, but may also
damage cells alone (Rani et al. 2014; Jacobo-Estrada et al. 2017).

Cadmium tolerance correlated well with Fe3* tolerance and extracellular
siderophore production in the strains. In addition, no synergism was observed
between the growth inhibitory effects of Cd?* and Fe** in Af293 strain. Based
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on all this, there may be a close relationship between iron metabolism and
cadmium tolerance. In addition to intense pcaA transcription, intense TAF-C
production may also explain the significant cadmium tolerance of the strain.
However, it is also conceivable that the removal of Fe?" ions is the primary
function of PcaA and can pump Cd?* ions out of cells only because of the
similarity of Fe?" and Cd?* ions, similar to the way Fe?* transporters transport
Cd?*. The iron - cadmium relationship may also explain the high in vivo
virulence of the high cadmium tolerant Af293 strain.

Due to its high cadmium tolerance, Af293 strain was able to grow at a
concentration of 2 mM Cd?* and was able to adsorb up to 850 mg of cadmium
per kilogram of dry cell mass under these conditions. Due to the very significant
Cd?* -binding capacity of the fungal cell wall, fungal biomass can be used to
reduce the heavy metal content of wastewater (biosorption, bioleaching) and
even to economically extract certain heavy metals (Jiang et al. 2018; Boczonadi

et al. 2020).
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11. Theses

1) A synergistic interaction was observed between iron starvation and oxidative
stress.

2) The combined effect of the two stresses differed in both their strength and
nature from the responses to the stress treatments performed separately.

3) During oxidative stress combined with iron starvation, we observed the
upregulation of iron-independent antioxidant systems, macroautophagy and
certain iron-containing proteins, as well as the Fe-S cluster synthesis pathway,
and downregulation of growth and formation of many iron-containing proteins.
4) As a result of combined treatment, the abcB gene encoding the multidrug
transporter, which is important in the development of azole resistance, was
upregulated.

5) The cadmium tolerance of the Af293 A. fumigatus strain is remarkably high
compared to the other tested strains of A. fumigatus.

6) The pcaA gene was active in all strains and its relative transcription showed
a positive correlation with cadmium tolerance.

7) Cadmium tolerance also showed a positive correlation with Fe3* tolerance
and extracellular siderophore production of the strains.

8) No synergism was observed between the growth inhibitory effect of Cd?* and
Fe®" in the Af293 strain.

9) Based on the above, there is a close connection between cadmium tolerance
and iron metabolism.

10) Due to its high cadmium adsorption capacity, the Af293 strain can play a

significant role in “bioleaching” and “biomining” processes.
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