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Roviditések jegyzéke

CAS krémazurol S

DCF 2,7’-diklorofluoreszcein

DCM szaraztomeg = dry cell mass

DHN-melanin 1,8-dihidroxinaftalén-melanin

DTNB 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoat sav

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

FC ferrikrocin

G6PD gliik6z-6-fosztat dehidrogenaz

GPx glutation peroxidaz

GR glutation reduktaz

GSH glutation (redukalt)

GSSG glutation-diszulfid (oxidalt)

H20> hidrogén-peroxid

HFC hidroxi-ferrikrocin

iTRAQ izobarikus jelolések a relativ és abszolit mennyiségi
meghatarozashoz = isobaric tags for relative and

absolute quantitation

MOPS 3-N-morfolinopropanszulfon sav

MSB natrium-menadion biszulfit

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
NBT nitro blue tetrazolium

RIA reduktiv vasfelvétel = reductive iron uptake

ROS reaktiv oxigén formak = reactive oxygen species



RT-gPCR

SDS
SOD
TAE
TAFC
tBOOH
TEAB

reverz transzkripcids kvantitativ polimerdz lancreakcio
= reverse transcription quantitative polymerase chain
reaction

natrium-dodecil-szulfat

szuperoxid dizmutaz

tris-acetat-EDTA

triacetil-fuzarinin C

terc-butilhidroperoxid

tetraetilammonium-bromid



1. Bevezetés

Az Aspergillus fumigatus egy ubikviter, szaprotrof, opportunista patogén
fonalas gomba. Boml6 ndvényi maradvanyokban gazdag €¢l6helyeken a Fold
nagy részén eléfordul (Rhodes és Askew 2010). Az Aspergillus fajok altal
okozott human fert6zések tobb, mint 90 %-aért ez a faj felelés (Paulussen és
mtsai. 2016). Els6sorban a 1¢gz6 rendszeren keresztiil jut be a szervezetbe, ahol
— tobbek kozott — allergias bronchopulmonaris aszpergillozist, aszpergillomat,
illetve leginkabb a legyengiilt immunrendszerii egyéneknél invaziv
aszpergillozist okozhat (Latgé 1999; Park és Mehrad 2009). Az emberi
szervezeten belill az A. fumigatus-nak tobbféle stresszel, illetve ezek
kombinaciojaval is meg kell birkoznia. Ilyen tipikus stressz hatasok a
vaséhezés és az oxidativ stressz is (Brown és Goldman 2016). E két stressz
szorosan kapcsolodik egymashoz: a tal sok vas — redox aktivitasanak
koszonhetden — oxidativ stresszt generalhat, de a tul kevés vas is felborithatja
a sejtek redox egyensulyat, hiszen szamos antioxidans enzim (pl. katalazok,
peroxidazok) vasat igényel a miikddés€¢hez (Dlouhy €s Outten 2013).

A stressz az emberi szervezeten kiviil is alapvetden befolyasolja a gomba
viselkedését. Az antropogén eredetli stresszhatdsok kozil az egyik
legjelentdsebb a kadmium szennyezés okozta stressz (Godt és mtsai. 2006). A
kadmium természetes koriillmények k6zott a cink-, réz- és 6lomércekben fordul
elé, kovetkezésképpen a wvulkani aktivitdas ideiglenesen novelheti a
természetben a helyi kadmiumkoncentraciokat. Jelentésebb kadmium
szennyezés azonban jellemzOen csak emberi tevékenység hatasara (pl.
kadmiummal szennyezett foszfat miitragydk intenziv hasznalata) alakul ki
(Zhou és Qiu 2005; Chakraborty és mtsai. 2014; Tang és mtsai. 2016). Az
emberi tevékenység kovetkeztében évente mintegy 13000 tonna kadmium
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kertil ki kornyezetiinkbe (Gallego és mtsai. 2012). A kadmium stressz szorosan
kapcsolodik a vas anyagcseréhez (a kadmium transzportja gyakran vas
transzporterek segitségével valosul meg) €s bar a kadmium nem redox aktiv
fém, jelenléte oxidativ stressz kialakuldsdhoz is elvezet (Cuypers és mtsai.
2010; Rani és mtsai. 2014; Kukongviriyapan és mtsai. 2016).

Dolgozatomban a  vaséhezés ¢és  oxidativ  stressz  kozotti
kdlcsonhatasokat, valamint a kadmium stressz ¢élettani hatésait vizsgaltam. Az
els6 téma keretében arra voltunk kivancsiak, hogy az emberi szervezetben valod
novekedéskor is jellemzd vaséhezés hogyan befolyasolja a gomba oxidativ
stresszel szembeni védekezését. Ezen vizsgdlatok eredményei segithetnek
megérteni, hogy az A. fumigatus a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszhez
hogyan alkalmazkodik, ami elvezethet 1j antifungalis megoldasok
kifejlesztéséhez a jovében. Annak érdekében, hogy megtalaljuk a valaszokat a
kérdésekre, az alabbi vizsgalatok elvégzését terveztiik:

e A kontroll (+Fe/-H202) és hidrogén-peroxiddal kezelt (+Fe/+H20y),
illetve a vaséhez6 (-Fe/-H.O2) és a hidrogén-peroxiddal kezelt
vaséhez6 (-Fe/+H202) tenyészetekben a transzkriptom szintil
valtozasok detektaldsa RNS szekvenalas segitségével, illetve az RNS
szekvenalassal kapott eredmények ellendrzése 26 gén esetében RT-
qPCR mérésekkel;

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

e A transzkriptom és proteom valtozasok kiértékelése, illetve ezen
eredmények alapjan a vassal ellatott €s a vaséhez0 tenyészetek oxidativ

stresszvalaszainak 0sszehasonlitdsa.



A masodik téma keretében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az A.
fumigatus Af293 torzs miért rezisztens a kadmiumra, illetve hogy kadmium
tolerancidja (de Vries ¢és mtsai. 2017) kapcsolatba hozhato-e vas
anyagcseréjével és ezen keresztiil befolyasolhatja-e in vivo virulenciajat. E
vizsgalatok segithetnek megérteni a kadmium tolerancia kialakulasdnak és
mechanizmusdnak okait és hozzédjarulhatnak nagy kadmium bioszorpcids
potenciallal rendelkez6 Aspergillus torzsek, vagy kadmiumot nem akkumulalo
szantofoldi novények kifejlesztéséhez. A kérdések megvalaszolasa érdekében
az alabbi vizsgalatok elvégzését terveztiik:

o EItéré6 eredeti A. fumigatus torzsek kadmium toleranciajanak
Osszehasonlitasa;

e A kadmium oxidativ stresszt kivaltdé képességének -ellendrzése
/igazolasa a szuperoxid dizmutdz (SOD), katalaz, gliikoz-6-foszfat
dehidrogenaz (G6PD), glutation reduktaz (GR), glutation peroxidaz
(GPx) antioxidativ enzimek specifikus aktivitasanak és a sejtek
glutation  tartalmanak  mérésével, illetve a sejtek redox
egyensulyvesztésének vizsgalata 2,7’-diklorofluoreszcein (DCF)
teszttel;

e A torzsek diamiddal, hidrogén-peroxiddal (H20.), terc-butil-
hidroperoxiddal (tBOOH), illetve natrium-menadion-biszulfittal
(MSB) indukalt oxidativ stresszel szembeni tolerancidja és kadmium
tolerancidja kozotti korrelacid  vizsgalata novekedési tesztek
segitségével feliileti kultarakban;

e A torzsek FeCls, CuSQO4, ZnSO4, CoCly, NiSOs fémvegyiiletekkel
szemben mutatott érzékenysége €s kadmium tolerancidja kozotti

kapcsolat vizsgalata feliileti kulturakban;



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

A vaséhez6 tenyészetek intra- és extracellularis sziderofortartalmanak
meghatarozasa HPLC segitségével, majd a kapott adatok osszevetése a
torzsek kadmium toleranciajaval;

Eltér6 kadmium tolerancidju torzsek bioszorpcios kapacitasanak
meghatarozasa atomemisszids spektrométerrel;

Eltér6 kadmium toleranciaju torzsek in vivo virulenciajanak

Osszehasonlitasa.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Az Aspergillus genus és az Aspergillus fumigatus jellemzése

Az Aspergillus nemzetségbe tobb, mint 300 faj tartozik (Samson és
mtsai. 2014). Az egyik legintenzivebben vizsgalt gomba csoport, mivel
jelentds élelmiszeripari, egészségiigyi és biotechnologiai szerepe van
(Gugnani 2003). Az Aspergillus fajok az Ascomycota torzs, Pezizomycotina
altorzs, Eurotiomycetes osztaly, Eurotiales rendjén beliil a Trichocomaceae
csaladba tartoznak (Lutzoni és mtsai. 2004). A jelenleg ebbe a taxonba sorolt
fajok rDNS, ITS, illetve kalmodulin, parcialis B-tubulin és RNS polimeraz II
szekvenciaik szerint eredetiiket tekintve monofiletikusak (Peterson 2008;
Houbraken és mtsai. 2014). A szekvencia adatok alapjan 8 alnemzetségre és
18 szekciora tagolodik, melyek a kovetkezok: Aspergillus (Aspergillus,
Restricti), Candidi (Candidi), Circumdati (Circumdati, Nigri, Flavi, Cremei),
Fumigati (Fumigati, Clavati, Cervini), Nidulantes (Nidulantes, Usti, Sparsi)
Ornati (Ornati), Terrei (Terrei, Flavipedes), Warcupi (Warcupi, Zonati)
(Samson és Varga 2010).

Az Aspergillus fajok telepei novekedés kozben fonalas morfologiat
mutatnak, ugyanakkor éhez6 koriilmények kozott a hifaik képesek a
feldaraboldédasra (Emri és mtsai. 2004). Szeptalt hifakkal rendelkeznek, a
szeptumok egyszerli porusai pedig lehetdvé teszik az interszeptumok kozotti
szoros kapcsolatot. Tobb haploid mag is el6fordulhat az interszeptumokban. A
legtobb sejtmag a hifacsticsokban helyezkedik el. A sejtmagok rovid ideig
fennallo diploid allapota csak az ivaros, illetve paraszexualis ciklusra jellemzd
(Jakucs €s Vajna 2003). Az Aspergillus taxonomiaban az egyik legfontosabb
morfologiai karakter a konidiofor felépitése (Bennett 2010). A konidioforok

az ivartalan szaporodas soran differencidlodnak; talpsejtbdl és az abbol
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kiindul6 oldalelagazasbol allnak. Az oldalelagazas végén elhelyezkedd
vezikulumokhoz kapcsolédnak a konidiogén sejtek (fialidok). Ha a
kapcsolodas kozvetleniil torténik, akkor uniszeriat tipusrol van szo, kdzvetett
kapcsolddas esetén pedig biszeriat tipusrél beszélink. A biszeriat
konidioférnal egy olyan sejtréteg ¢kelddik be a fialidok €s a vezikulumok kozé,
amely nem termel konidiumot. Ezt a sejtréteget nevezziik a metulak rétegének.
A kétféle felépitést konidiofor akar egyszerre is jelen lehet a telepeken a
tenyésztési koriilményektol fiiggéen (Kevei ¢és Kucsera 2010). A
konidioférokon fejlédé konidiumok (fialo konidium) gyakran szinesek. Az
Aspergillus fajok tobbségénél csak az aszexualis szaporodas ismert. Jelenleg
azonban tobb kutatas is azt bizonyitja, hogy sok allitélagos obligat aszexualis
Aspergillus faj valdjaban képes szexualis Uton is szaporodni (O’Gorman és
mtsai. 2009; Horn és mtsai. 2011). Ez azért is fontos jelenség, mert a szexualis
rezisztencia gyorsabb kialakuldsara, ugyanakkor értékes genetikai eszkdzként
szolgdl a klasszikus genetikai elemzésekhez és a torzsek nemesitéséhez az
iparban (Dyer és O’Gorman 2012). Az Aspergillus fajok tobbsége
homotallikusan szaporodik (Dyer és O’Gorman 2012); a heterotallia csak
elvétve fordul eld a nemzetségben (pl. Aspergillus heterotallicus, egyes
Neosartorya, Emericella és Petromyces fajok). Az aszkuszok ovoid alaktiak és
zart, kleisztotécium tipust termétestekben képzddnek (kivételt képez az A.
athecius, ahol nem alakul ki kleisztotécium és igy szabadon fejlédnek az
aszkuszok). Az aszkuszokban 8 aszkospodra talalhaté (Dyer és O’Gorman
2012).

Az Aspergillus fajok életmodjukat tekintve jellemzdéen szaprofitak, igy
megtalalhatjuk 6ket a talajban (rizoszféraban is), az avarban, a széndban és

szalméban, a komposztban és mas leboml6 névényi maradvanyokban gazdag



habitatokban, de gyakoriak nedves, dohos épiiletekben is és eléfordulhatnak
sos, szikes talajokban, vagy akar tengerekben is. Léteznek opportunista
novényi, allati és human patogén fajaik is. Példaul az A. sydowii a tengeri korall
fajok fontos patogénje, egyes képviseldik lehetnek endofitonok és epifitonok
is (Bruno és mtsai. 2011; Cai és mtsai. 2011; Xu és mtsai. 2015).

Az Aspergillus fajok kifejezetten magas paratartalmu kozegben jelentds
gazdasagi karokat okozhatnak, mint raktari kartevok (Christensen ¢és
Kaufmann 1969), illetve mint a szant6foldi termények karositéi (Cotty és
mtsai. 1994). Mikotoxintermel6 képességiik igen jelentés (Cole és Cox 1981).
Az aflatoxinok az Aspergillus fajok altal termelt mikotoxinok kozott a
legtoxikusabbak és legkarcinogénebbek (Eaton és Groopman 1994; Bennett és
Klich 2003). Az aflatoxinok olyan difuran-kumarin szarmazékok, amelyek
jelent6s hostabilitassal birnak. A legnagyobb mennyiségben olyan Aspergillus
fajokban (pl. A. pseudotamarii, A. nomius, A. flavus, A. parasiticus)
termelddnek, amelyek olajos magvakon (pl. szo6ja, gyapotmag, napraforgo,
mogyoro), illetve gabonandvényeken (pl. koles, buza, kukorica és rizs) élnek
(Weidenborner 2001; Dagenais és Keller 2009). Az ochratoxinok dihidro-
izokumarin szarmazékok, melyek amid kotéssel kapcsolddnak a f3-
fenilalaninhoz. Ezt a nefrotoxikus, karcinogén, mutagén, immunszuppressziv,
teratogén hatasu vegyiiletet eldszor az A. ochraceusbol izolaltak. Az
Aspergillus fajok koziill még az A. niger az a torzs, amelynek igazoltak
ochratoxin termeld képességét (Abarca és mtsai. 1994; Barkai-Golan 2008b).
ElsOsorban széaraz €élelmiszereken fordulnak eld (pl. kavé, szaraz gyiimolesok,
mogyorod). Szintén erésen mérgezd, karcinogén vegyiilet az A. giganteus, A.
terreus, A. clavatus és A. nominus altal termelt patulin, amely karosithatja a
vesét, az emésztoszerveket, a Iépet és a mdjat. Eléfordul gyiimolesdkben,

zoldségekben, és az ezekbdl késziilt termékekben (Barkai-Golan 2008a). Az



A. niveus és A. terreus altal termelt citrinin egy vesekarosité hatasu toxin,
amely leginkabb gabonaféleségeken fordul el (Turner ¢és Aldridge 1981;
Dame ¢és mtsai. 2015).

Az Aspergillus fajokra nem csak kartevoként tekintiink, ugyanis szamos
lehet6ség van - valtozatos enzim ¢&s metabolit termelésiik miatt -
biotechnolodgiai ipari, ¢lelmiszeripari és gyogyszeripari felhasznalasukra. Az
A. niger-t példaul primer metabolitok (pl. citromsav, gliikonsav) és enzimek
(pl. glikéz oxiddz, amildzok, fitdzok, proteazok ¢és pektinazok) ipari
termelésére alkalmazzak. Az A. terreus-t szekunder metabolitok (pl.
lovasztatin, itakonsav és cisz-akonitsav) termeltetéséhez hasznaljak, mig az A.
pachicristatus, A. rugulosus, A. sydowi ¢és A. aculeatus fajokkal
echinocandinokat allitanak el6 (Ward és mtsai. 2005; Dagenais és Keller 2009;
Okabe ¢és mtsai. 2009; Jaivel és Marimuthu 2010). Az ¢lelmiszeriparban az A.
alkalmazzak (Gugnani 2003; Dagenais és Keller 2009). Egyes kis proteaz
termelésti Aspergillus torzsek (pl. A. oryzae, A. niger torzsek) intenziv fehérje
szekrécios képességiik miatt alkalmasak lehetnek humanterapias, vagy
¢lelmiszeripari jelentdségli fehérjék (pl. laktoferrin, neokulin, taumatin)
gazdasagos heterolog expresszidjara ipari koriilmények kozott is (Archer
2000; Abe és mtsai. 2006; Archer és Turner 2006; Fleissner és Dersch 2010).
A szekunder metabolit gyartasban hasznalt fajokat, mas gombafajok, vagy akar
novények szekunder metabolitjainak heterolog eldallitasara tervezik
felhasznalni (Anyaogu és Mortensen 2015). S6t, az Aspergillus fajok, sejtfaluk
igen nagy bioszorpcids aktivitdsa miatt, az ipari szennyvizek tisztitdsara,
vagyis nehézfém tartalmuk csokkentésére is alkalmasak lehetnek (Ahluwalia
¢és Goyal 2007).



Az Aspergillus fajok k6zott tobb opportunista humanpatogén fajt is
ismeriink. Ezek koziil kiemelend6 az A. niger, A. flavus és az A. fumigatus. Ez
utobbit a leggyakoribb nem Candida tipusi humanpatogén gombanak tekintik.
Tobbek kozott komoly 1égzdszervi korképek kialakuldsaért felelosek a szem
és a fiil fert6zései mellett (Gugnani 2003).

A Fumigati szekcioba tartozo A. fumigatus egy ubikviter, szaprotrof,
opportunista patogén fonalas gomba. Az Aspergillus fajok altal okozott human
fert6zések tobb, mint 90%-aért felelés (Paulussen és mtsai. 2016). Elsdsorban
boml6 névényi maradvadnyokban gazdag éldhelyeken fordul eld (Rhodes és
Askew 2010). Az A. fumigatus egy fontos szerepld a komposztalasi
folyamatban, ahol kozponti szerepet jatszik a szén és nitrogén
ujrafeldolgozasaban (Rhodes és Askew 2010). Megtalalhaté az almozasra
hasznalt szalmaban és a takarmanyozasra hasznalt szénaban is (Marsh és mtsai.
1979; Gugnani 2003), fellelhet6 még gabonataroldo tartalyokban,
kazanhazakban, szaunakban és dohos épiiletekben (Marsh és mtsai 1979). Az
igen valtozatos természetes kornyezetéhez vald alkalmazkodasa sordn szamos
olyan fiziologiai ¢és metabolikus tulajdonsagra tett szert, amelyek
hozzéjarulhatnak az emlés gazdaszervezethez torténd alkalmazkodasahoz is
(Rhodes és Askew 2010). A gomba termotolerancidgja (37 °C-on né a
leggyorsabban, de elviseli az 50-55 °C-ot is, illetve 75 °C-ig képes talélni)
(Beffa és mtsai. 1998; Chang és mtsai. 2004; Tekaia és Latgé 2005) lehetoveé
teszi a gyors €s erdteljes novekedést akar a komposztdombokban is. Ez a
tulajdonsaga hozzajarul opportunista patogénként vald el6fordulasahoz is
(Rhodes és Askew 2010). Konidiumai bekebelezésiik utan képesek kicsirazni
a protozoak fagolizoszomaiban. Ez a jellemz6 viselkedés lehetévé teszi
szamukra, hogy tuléljék a makrofagok tamadasat is az emberi szervezetben

(Van Waeyenberghe és mtsai. 2013). Az A. fumigatus altal termelt



mikotoxinok [a fumagillin (Guruceaga és mtsai. 2018), a gliotoxin (Spikes és
mtsai. 2008; Scharf és mtsai. 2012), fumitremorgin C (Rabindran és mtsai.
2000), verrukulogén (Khoufache és mtsai. 2007), szulokrin (Ohashi és mtsai.
1998) és a pszeurotin (Ishikawa és mtsai. 2009; Vidisch és mtsai. 2011)] nem
csak természetes ¢€lohelyein jelentenek eldonyt szamara, de némelyikiik az
immunrendszer mikodésének megzavarasaval jelentésen befolyasolhatja a
gomba patogenitasat iS (Frisvad és Larsen 2016).

Az A. fumigatus (,,Neosartorya fumigata’) ivaros szaporodasanak
meglétét elsonként O’Gorman és munkatarsai igazoltak 2009-ben. Ivaros
szaporodasara a heterotallia jellemz6é (O’Gorman és mtsai. 2009). Ivartalan
szaporodasakor 1,8-dihidroxinaftalin melanin tartalmuk miatt kékeszold sziniti
konidiumok termelddnek az uniszeriat tipusu konidioférokon (Boylan és
mtsai. 1987; Mirabito és mtsai. 1989; Adams és mtsai 1998; Etxebeste és
mtsai. 2008). Konidiumai gémb alaktiak, kicsik (atmérgjik 1,8-2 um,
legfeljebb 3-3,5 um), hidrofébok, raadasul melanintartalmuk miatt ellenallnak
az UV sugarzasnak. E tulajdonsagaiknak koszonhetéen igen nagy a
diszperzibilitasuk. A levegé konidiumtartalma akar 1-100 konidium/m? is lehet
(Kwon-Chung és Sugui 2013). A konidiumokat az emberek és allatok konnyen
belélegezhetik (Rhodes és Askew 2010). Kis méretiik elegendd a mukociliaris
clearance (a folyamat soran a belélegzett mikroorganizmusok nyalkas
valadékba burkolva a garat irdnydba sodrodnak és altaldban a gyomorba
kerlilnek) elkeriiléséhez és az also 1égutak eléréséhez (Kwon-Chung és Sugui
2013). A konidialis falban talalhaté melanin az emberi szervezetbe bejutd
konidiumok szamara is elonyds, ugyanis védelmet nyujt az immunsejtek altal
termelt reaktiv oxigénformak (ROS) ellen, de megvédi a konidiumot a
hidrolitikus enzimek karositd hatasaitdl is (Tekaia és Latgé 2005; Kwon-

Chung és Sugui 2013). Rdadéasul a konidiumok felszinén elhelyezkedd, negativ
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toltésti szialsav oldallancok segitik a megtapadast a gazdaszervezet bazalis
membranfehérjéihez. Mindezen eldnyds tulajdonsagai ellenére az A. fumigatus
konidiumai sem képesek ellendllni az egészséges emberi szervezet
immunrendszerének  (Kwon-Chung és  Sugui  2013). Jelent6sebb
fert6zésveszélynek a legyengiilt immunrendszerti egyének (Kwon-Chung és
Sugui 2013) vannak kitéve, mint példaul hematolégiai rosszindulati
daganatos, magas dozisu  kortikoszteroidterapiat  igényld, illetve
hematopoetikus  Ossejt- és szervtranszplantalt betegek. Az invaziv
aszpergillozis egyéb kockdzati tényezdi kozott szerepel a széles spektrumu
antibiotikus kezelés, a citomegalovirus fertdzés és orokletes allapotok is, mint
példaul a kronikus granulomatézus rendellenesség (Rhodes és Askew 2010).
Ezen veszélyeztetett betegcsoportokon beliil a fertdzés akar a betegek 25%-
aban is el6fordulhat (Oren és Paul 2014) és a fertdzések kimenetele 50-96%-
os haldlozassal jarhat az antifungalis terapia ellenére (Balloy és Chignard

2009; Park és Mehrad 2009; Brown és mtsai. 2012).

2.2. Az Aspergillus fumigatus patogenezise

Az A. fumigatus f6 bejutasi pontja és fo fert6zési helye a gazdaszervezet
1€gz06 rendszere (Latgé 1999). A nem-légzdrendszeri fertdzések ritkak. Leirtak
mar fertézést normal immunrendszerli és immunszupprimalt egyéneknél
egyarant, a bor, a korom, a hashartya, a veséek, a csontok, a szemek, a hallojarat
¢és emésztorendszer esetében is. Az A. fumigatus altal okozott tiddbetegségeket
az immunrendszer allapota alapjan csoportositjuk (Latgé és Chamilos 2019).

Immunszuppresszid esetén: akut invaziv aszpergillozis (IA) és szubakut
invaziv aszpergillozis. Az invaziv aszpergillozist nehéz diagnosztizalni.

Leggyakrabban a sziv-tiidé transzplantalt betegeknél fordul eld. Képes
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elterjedni a szervezetben, igy az agyat és mas szerveket is érinthet (Latgé
1999).

Ep immunrendszeresetén: tracheobronchitis (a 1égesd és horgdk
gyulladasa), aszpergilloma ¢és kronikus fibrozis. Aszpergillomanal a gomba
mar 1étez0 - tuberkulozis, szarkoiddzis, vagy mas holyagos tiidobetegség altal
okozott - tiidéiiregekben fordul eld. Az aszpergilloma olyan fehérjetartalmu
matrixba agyazott hifak gombszerti tomegébdl all, amelynek periféridjan
sporulalo struktarak vannak (Latgé 1999). Ezek a labdak noninvaziv,
szaprofita formai az Aspergillus-nak. Lehet tiinetmentes, de el6fordulhat
alland6 és produktiv kohogés, vérkopet (haemoptysis) és sulycsokkenés is
(Paulussen és mtsai. 2016).

Immunrendszer talmiikodés esetén: Allergids Bronchopulmondris
Aszpergillozis  (ABPA), allergias sinusitis (arc-és  orrmellékiireg,
orrnyalkahartya gyulladas). Jelenleg az ABPA a legsulyosabb allergias
tidékomplikaco, amelyet Aspergillus fajok okoznak. Jellemzbéen olyan
betegeknél fordul eld, akik atopias asztmdban, vagy cisztikus fibrozisban
szenvednek (Latgé 1999). A gomba szaprofitikusan ndvekszik a bronchialis
lumenben  (hérgéham)  bronchidlis  gyulladast  (horgdgyulladast)
eredményezve; a konidiumok egy IgE medidlt allergias gyulladasos valaszt
valtanak ki, bronchidlis obstrukciot (a horgdk elzarodasat) okozva (Paulussen
¢és mtsai. 2016). Tlinetei a visszatérd laz, kohogés (barnds vagy véres kopettel),
zihalas, rossz kozérzet, altalanos gyengeség €s fibrozis (Paulussen és mtsai.
2016).

Mi torténik az A. fumigatus-sal, ha bekeriil a gazdaszervezetbe? A spora
sériiléseken keresztiil, taplalékfelvétel soran, vagy leggyakrabban inhaldcidval
jut be a gazdaszervezetbe. Az A. fumigatus rendkiviil kisméretti sporai képesek

az alveolusokig eljutni, ahol a tiid6 hamsejteihez (pneumocita) kotddnek
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(Paulussen ¢és mtsai. 2016). A 2-es tipusi pneumocitak endocitdzis
segitségével gyorsan bekebelezik a megtapadt konidiumokat (Zhang és mtsai.
2005; Paulussen ¢s mtsai. 2016). Ezt koveti a kolonizacid és fertozés. A
bekebelezett konidiumok kicsiraznak (Slavin és mtsai. 1988), ami a
pneumocita (a tid6 egyrétegii laphamsejtje) pusztulasahoz vezet a csirazo
sporak altal termelt proteazok miatt (Kauffman 2003). Ezutan a hifak
belendnek a kozeli véredényekbe, ahol hifaszegmenseket képeznek, amelyek
a vérkeringés segitségével az egész szervezetben elterjedhetnek. A véredények
penetracioja haemorrhagiat (vérzést) is okozhat (Lopes Bezerra és Filler 2004;
Paulussen ¢és mtsai. 2016). A hifdk extracellularis polimer anyagokat
termelnek, igy mas mikrobakkal egyiitt biofilmet képezhetnek, aminek
koszonhetden ellenadllobbak lesznek a gazdaszervezet védekezd rendszerével,
illetve az antifungalis szerekkel szemben (Mowat és mtsai. 2007; Seidler és
mtsai. 2008; Paulussen és mtsai. 2016). Az A. fumigatus hatassal van a
gazdaszervezet mikrobiomjara is. Jelenléte antimikrobidlis peptidek
termelddését indukalja (Kolwijck és van de Veerdonk 2014; Paulussen és
mtsai. 2016); ezek, illetve a gomba altal termelt szekunder metabolitok is
képesek gatolni mas mikrobak novekedését (Losada és mtsai. 2009; Paulussen
és mtsai. 2016).

A gombanak az emberi szervezetbe bejutva igen sokféle stresszel kell
szembenéznie a megvaltozott kornyezeti tényez6k miatt (Askew 2008; Cooney
¢s Klein 2008; Paulussen €és mtsai. 2016). Ezek koziil emlitésre érdemes az
oxidativ, nitrozativ €s réz stressz, a nagy CO> koncentracio okozta stressz, a
tapanyag limitacié és — pl. a fagolizoszomak esetében — a tapanyag hiany,
illetve a vas, cink €és oxigén limitacio (Cooney és Klein 2008; Brown és
Goldman 2016; Paulussen és mtsai. 2016). Alkalmazkodnia kell a szervezet

homérsékletéhez, a nydlkahartydk és fagolizoszomak savas, illetve a vér és a
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szovetek kozel semleges kémhatdsdhoz, valamint az immunrendszer altal
termelt, vagy a terdpia részeként az emberi szervezetbe juttatott antifungalis
hatast anyagok jelenlétéhez is (Cooney és Klein 2008).

A patogén A. fumigatus torzseknek szamos olyan tulajdonsaga van,
melyek fontosak, esetenként nélkiilozhetetlenek patogenitasahoz (Paulussen és
mtsai. 2016). Ilyen virulenciat befolyasol6 tulajdonsag az adhézios faktorok
(pl. hidrofobinok) megléte, melyek segitségével a konidiumok a
gazdaszervezet epitelidlis sejtjeihez (hamsejtjeihez) képesek kotddni (Latge
1999; Tomee és Kauffman 2000; Aimanianda és mtsai. 2009; Paulussen és
mtsai. 2016). A konidiumok felszinén elhelyezkedd, negativ toltésti szialsav
oldallancok segitik a megtapadast a membranfehérjékhez (Kwon-Chung és
Sugui 2013). A konidium pigmentaltsaga a ROS és a hidrolitikus enzimekkel
szemben nyujt védelmet (Heinekamp és mtsai. 2013). Idetartoznak még a hifak
sejtfalaban 1év6 gyulladasgatld hatast galaktozaminogalaktanok (Gresnigt és
mtsai. 2014), a szoveti penetraciot eldsegitd extracellularis elasztinolitikus
proteazok (Kothary és mtsai. 1984; Tomee és Kauffman 2000; Binder és Lass-
Florl 2013), a hatékony vas- €s cink transzport (Haas 2012; Amich és Calera
2014), valamint a makrofagok és neutrofilek altal generalt oxidativ és
nitrozativ stressz kivédését segité enzimek és transzporterek (Abad és mtsai.
2010; Hillmann és mtsai. 2016; Cai €s mtsai. 2017; Wiemann és mtsai. 2017).
A mikotoxinok, mint a gliotoxin (Scharf és mtsai. 2012), a fumagillin és a
restriktocin (Tomee és Kauffman 2000) immunszuppresszansként gatoljak a
gazdaszervezet immunvalaszat, igy szintén hozzajarulnak a gomba
virulenciajahoz (Latgé 1999; Sugui és mtsai. 2007; Sales-Campos €s mtsai.
2013; Paulussen és mtsai. 2016).

Az Aspergillus fertdzést leggyakrabban tenyésztéssel,

hisztopatologiaval, illetve vérbdl vagy a bronchoalveoldris (tiidd) oOblitési
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folyadékbol (BALF) torténé galaktomannan antigén detektalasaval
diagnosztizaljak. A fert6zés optimalis kezelésének elemei a megel6zés, a korai
diagnoézis, az antifungdlis terapia korai megkezdése, az immunszuppressziv
terapia csokkentése (ha lehetséges); néha mitétre is sor keriilhet (Jenks és
Hoenigl 2018). Az aszpergillozis kezelésére leggyakrabban hasznalt
antifungalis szerek a membran permeabilizald poliének (liposzomalis
amfotericin B), a sejtfalszintézisgatld echinocandinok (pl. caspofungin,
micafungin) ¢és az ergoszterolszintézis gatld azolok (pl. vorikonazol,
itrakonazol, isavukonazol, posakonazol) (Odds és mtsai. 2003; Jenks és
Hoenigl 2018; Toyotome és mtsai. 2018). Az Amerikai Fert6z6 Betegségek
Tarsasaga (IDSA) 2016. évi ajanlésa szerint az elsé vonalbeli szer az 1A
kezelésére a vorikonazol, masodvonalbeli szerként pedig az isavukonazolt és
L-amfotericin B-t javasoljak (Patterson és mtsai. 2016; Jenks és Hoenigl
2018). A posakonazolt elsésorban olyan betegeken alkalmazzak, akik mas

kezelésre nem reagalnak (Walsh és mtsai. 2007; Jenks és Hoenigl 2018).

2.3. Az Aspergillus fumigatus vas anyagcseréje

A vas létfontossagl biogén elem az Osszes eukariota és szinte az 9sszes
prokariota szamara (Johnson 2008). Gombakban nélkiilozhetetlen — tobbek
kozott — a citromsav-ciklushoz és a 1égzéshez, a nitrat és szulfat redukcidhoz,
az ergoszterin €s hem bioszintézishez, az aminosav-anyagcsere egyes
Iépéseihez, valamint a fehérjék és a nukleinsavak szintéziséhez is (Moulis
2010; Schrettl és Haas 2011). Annak ellenére, hogy a vas az egyik
leggyakrabban el6fordulo elem a f6ldon, biologiai hozzaférhetdsége oxigén
jelenlétében (€s semleges pH-n) korlatozott. Ilyen koriilmények kozott ugyanis

a vas ferri (Fe**) oxidacios allapota a stabil, ami hajlamos igen rosszul old6dé
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csapadékokat képezni (Johnson 2008; Schrettl és Haas 2011). Nem meglepd
moédon a vas limitacid €s a vaséhezés igen gyakran eléforduld stresszek a
természetben. E stresszhatdsok az emberi szervezetben valdé novekedéskor is
fellépnek. Szervezetiink mindent megtesz annak érdekében, hogy gatolja a
bejutd gombak (és mas mikroorganizmusok) vashoz jutasat. Az emberi
szervezetben a vas tilnyomé tobbsége raktarozd és szallitd fehérjékkel
(ferritin, transzferrin és laktoferrin) alkot komplexet, vagy a hemoglobinhoz
kotott hem részeként fordul eld (Cassat és Skaar 2013; Blatzer és Latgé 2017;
Matthaiou és mtsai. 2018). Az A. fumigatus ugyanakkor nem képes e
molekulakat vasforrasként felhasznalni (Schrettl és mtsai. 2004; Haas és mtsai.
2008). Raadasul a neutrofil granulocitak szideroforkoté fehérjéket
(sziderocalin/lipocalin-2) termelnek, hogy megakadalyozzak a gombak
sziderofor-fiiggd vasfelvételét (Id. lentebb) (Cassat és Skaar 2013). A B
limfocitak ugyanakkor olyan antitesteket (is) termelnek, melyek a gombasejt
felszinéhez kotédve a sziderofor transzporterek miikodését gatoljak (Ganz
2009; Weinberg 2009). A vas az egyetlen olyan ismert mikro tapanyag az
emberi szervezetben, amelynek szabalyozo hormonja, a hepcidin, nemcsak a
tapanyagallapotra, de a fertdzésre is reagal (Blatzer és Latgé 2017). Fertdzés
soran a hepcidin hipoferrémids valaszt alakit ki: gatolja a sejtek vas
neutrofil granulocitak vasfelvételét és alacsony szinten tartja fagolizoszomaik
vastartalmat is (Krause €s mtsai. 2000; Park ¢s mtsai. 2001; Cassat és Skaar
2013).

A gombakban 4 kiilonb6z6 vasfelvételi mechanizmust irtak le: Kis
affinitasu vas transzporterek, reduktiv vas asszimilacio (RIA) (ezek nagy
affinitast rendszerek), sziderofor medialt vasfelvétel, és hem transzporterek

(Schrettl és Haas 2011; Blatzer és Latgé 2017). Ez utobbi az A. fumigatusbol
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hianyzik (Schrettl és mtsai. 2007; Schrettl és Haas 2011). A kis affinitasu vas
permeazok nagy kiilsé vas koncentracio esetén milkddnek hatékonyan és
nemcsak vasat (Fe®") szallitanak, hanem mas kétértékii fémeket is, mint
példaul rezet és cinket (Kaplan és Kaplan 2009; Schrettl és Haas 2011). A RIA
miikddésének lényege, hogy a gomba a Fe* forrasait (szabad, vagy
komplexben  koétott  Fe®*) a  plazmamemberanon  elhelyezkedd
ferrireduktazokkal oldhatobb Fe?*-vé redukalja, majd a Fe?* oxidacioval kisért
modon egy ferroxidazbol (FetC) és egy vas permeazbdl (FtrA) allo
fehérjekomplex segitségével bejut a sejtekbe (Kosman 2010; Schrettl és Haas
2011). A RIA aktivalodasa — bar fontos eleme a vaséhezésre adott
stresszvalasznak — nem sziikséges az A. fumigatus patogén novekedéséhez
(Bairwa és mtsai. 2017; Blatzer és Latgé 2017).

A sziderofor medidlt vastranszport sordn, a sejtek vaskelatolo
molekuldkat (extracellularis szideroforokat) szekretalnak a tapkozegbe. E
molekulak igen nagy affinitdssal kotik a Fe®'-t, igy akdr az oldhatatlan Fe®*
csapadékokat is szolubilizalni tudjak. A ferri-sziderofor komplexeket specialis
sziderofor-vas transzporterek (SIT; MFS proton szinporterek) veszik fel. A
szideroférok észteraz altali hidrolizisét kovetden a Fe3* felszabadul és mas
(intracellularis) szideroforokhoz kotddve tarolddik (Schrettl és Haas 2011;
Haas 2012). Bar a sziderofor-medialt vasfelvétel a legtobb baktériumban és
néhany novényfajban is megtalalhato, az intracellularis szideroforokhoz kotott
vas raktarozds kifejezetten a gombakra jellemzd. A ferritin medialt
vasraktarozas a gombakbol hianyzik (Schrettl és Haas 2011). Az A. fumigatus
kétféle extracellularis sziderofort — fuzarinin C (FsC) és triacetil-fuzarinin C
(TAFC) — ¢és kétféle intracellularis sziderofoért — ferrikrocin (FC) és
hidroxiferrikrocin (HFC) — termel (Schrettl és mtsai. 2007; Wallner és mtsai.
2009; Schrettl és Haas 2011). A TAFC az A. fumigatus els6dleges

17



extracellularis szideroférja; a FC a vegetativ hifakban, a HFC a
konidiumokban tarolja a vasat (Schrettl és Haas 2011). Szemben a RIA-val, a
sziderofor medialt vastranszport nélkiilozhetetlen az A. fumigatus
patogeneziséhez (Schrettl és Haas 2011). A vasanyagcsere szabalyozasaban
két kozponti jelent6ségii transzkripciods faktor vesz részt az A. fumigatus-ban:
a SreA ¢és a HapX (Schrettl és mtsai. 2008; 2010; Schrettl és Haas 2011).
Megfeleld vasellatottsag alatt a SreA GATA tipusu transzkripcids faktor
gatolja a hapX transzkripcidjat, valamint a RIA rendszer és a sziderofor
rendszer miikodését megakaddlyozva a vas tlzott mértékii felhalmozodésat.
A vas redox tulajdonsagainak koszonhetéen erdsen toxikus elsGsorban a
Fenton-reakci6 soran keletkezd hidroxil szabadgyok miatt (Blatzer és Latgé
2017), ezért a vasraktarak tulterhelése veszélyes lehet. Vashiany alatt a bZip-
transzkripcids faktor HapX gatolja a sreA transzkripciot (Hortschansky és
mtsai. 2007), represszalja a vasat igénylé folyamatokat, mint példaul a
hembioszintézist, 1égzést és riboszomak képzodését, illetve aktivalja a
vastranszportot (Schrettl és mtsai. 2010; Schrettl és Haas 2011). A vas
kozponti szerepének koszonhetden nem meglepd modon a vasanyagcesere
szabalyozasa szorosan kapcsolodik a pH ¢és a cink anyagcsere
szabalyozasahoz, valamint az oxidativ stressz valasz és az oxigén limitaciora
adott stressz valasz szabalyozasahoz is (Eisendle és mtsai. 2004; Yasmin és

mtsai. 2009; Liu és mtsai. 2010; Thon és mtsai. 2010; Schrettl és Haas 2011).

2.4. A kadmium bioldgiai vonatkozasai

A kadmium az egyik legartalmasabb nehézfém az éldlényekre nézve
(Davis 1984; Dong és mtsai. 2008; Chakraborty és mtsai. 2014). A kadmium

megtalalhat6 a cink-, réz- és 6lomércekben, vagyis a természetben a vulkani
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aktivitas hatasara ideiglenesen né a kadmium koncentracié (Godt és mitsai.
2006). A kornyezetben kimutatott megemelkedett kadmium szint jelentds
része azonban antropogén eredetii, vagyis ipari (Godt és mtsai. 2006), illetve
mezOgazdasagi szennyezés okozza (Jarup €s Akesson 2009; Chakraborty ¢és
mtsai. 2014). Az emberi tevékenység miatt évente mintegy 13000 tonna
kadmium keriil a kornyezetbe (Gallego ¢és mtsai. 2012). Megtalalhato
ujratdlthetd elemekben, elektronikus eszkdzokben, csapagy dtvozetekben, de
felhasznaljak keramia mazakhoz, festékekhez és miianyagokhoz is (Ayres
1992; Adamis és mtsai. 2003; Chakraborty és mtsai. 2014). A kadmiumot az
atomerémiivek is hasznaljak neutronelnyel6ként (Godt és mtsai. 2006). Jelen
van a dohanyfiistben is. Az emberi tiido a dohanyfiistben 1évé kadmium 40-
60%-at elnyeli (Elinder és mtsai. 1976; Godt és mtsai. 2006; Rani és mtsai.
2014), ami a légutak sériiléséhez, illetve légzbrendszeri problémakhoz
vezethet, mint emfizéma (tiidétagulat), anozmia (szaglashiany) és kronikus
rinitisz (orrnyalkahartya gyulladas) (Lampe és mtsai. 2008; Rani és mitsai.
2014). A kadmium megtalalhato egyes foszfattartalmt miitragyakban is (Pérez
¢és Anderson 2009; Chakraborty és mtsai. 2014), amelyek igen nagymértékben
felelések kornyezetiink kadmium szennyezettségéért (Zhou és Qiu 2005;
Chakraborty ¢és mtsai. 2014). A miitragyaval kijutatott kadmium rdadasul
konnyen bekeriilhet a takarméanyozasra, vagy élelmiszeripari felhasznéalasra
szant novényekbe is, igy komoly egészségiigyi kockazatot jelent (Zhou és Qiu
2005; Chakraborty és mtsai. 2014).

Legveszélyesebb tulajdonsaga, hogy hosszu a bioldgiai felezési ideje,
igy felhalmozddhat a szervezetben (Jones és Cherian 1990; Ercal és mitsai.
2001; Shimada ¢s mtsai. 2008; Rani és mtsai. 2014). Az 1960-as években
Japanban leirt itai-itai betegség f6 oka is a kadmiumal szennyezett élelmiszer

volt (Nordberg 2009; Rani és mtsai. 2014). Az emberi szervezetben
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felhalmozddott kadmium oszteoporédzishoz (csontritkulashoz) vezet, de
karositja a vesét, a majat, a tiid6t, az agyat, a heréket, a szivet és a kozponti
idegrendszert is (Jin és mtsai. 1998; Alfvén és mtsai. 2000; Valko és mtsai.
2005; Rani és mtsai. 2014). Szerepet jatszik a rak kialakuldsaban is; a
Nemzetkdzi Rakkutatasi Ugyndkség (International Agency of Cancer
Research) 1. tipust karcinogén anyagként osztalyozta (International Agency
for Research on Cancer és International Agency for Research on Cancer 1993;

Rani és mtsai. 2014).

2.4.1. A kadmium toxicitasanak hattere

A kadmium tobbféle modon is befolyasolja a sejtek mitkodését. Képes
hozzakdtddni a vicinalis tiol-csoportokat tartalmaz6 enzimekhez ¢és mas
fehérjékhez inaktivalva azokat (Wu és mtsai. 2016). Minthogy igen nagy a
szerkezeti hasonlosag a Cd?* és a Zn?" kozott (Moulis 2010), a Cd?* kénnyen
beépiilhet a metalloproteinekbe a Zn?* ionok helyére (Witkiewicz-Kucharczyk
¢s Bal 2006). Ez utobbi hatast tartjak feleldsnek a DNS repair rendszerek
kadmium jelenlétében megfigyelt inaktivalodasaért és a kadmiummal kezelt
sejtek genotoxikus szerekkel szemben mutatott fokozott érzékenységéért
(Witkiewicz-Kucharczyk és Bal 2006). A Cd?* nem csak a repair fehérjék, de
mas cink-ujj fehérjék, példaul transzkripcios faktorok, miikodését is képes
megzavarni (Hartwig 2001). A Cd** interferdlhat a Zn?*, Fe?* és Ca?*
transzporttal és ezen keresztiil is hatast gyakorol a sejtek mitkodésére (Jacobo-
Estrada és mtsai. 2017). Bar nem Fenton fém, mégis képes oxidativ stresszt
indukalni. Ennek t6bb oka is van (Cuypers és mtsai. 2010; Rani és mtsai. 2014;
Kukongviriyapan és mtsai. 2016): A Cd?* nem csak a Zn®*-et, de a Fe**-t és a

Cu®*-t is képes lecserélni a fehérjékben, ami ezen redox aktiv fémionok
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felszabaduldsahoz ¢és oxidativ stressz kialakuldsdhoz vezethet. A
mitokondrialis elektron transzport lanc fehérjéinek miikodését megzavarva
szintén fokozhatja a 1égzés soran keletkez6 ROS mennyiségét. Az antioxidans
enzimek inaktivalasa (valamint a kadmium detoxifikdlasa kovetkeztében
csokkené GSH (glutation) koncentracid; 1d. lentebb) szintén segitheti az
oxidativ stressz 1étrejottét. A kadmium oxidativ stresszt indukalo tulajdonsagat
teszik els6dlegesen feleldssé citotoxikus hatasaért (Jacobo-Estrada és mtsai.

2017).

2.4.2. A kadmium detoxifikdacioja

A gombak sokféle olyan mechanizmussal rendelkeznek, amelyek

alkalmasak a kadmium kéros hatasainak kivédésére.

2.4.2.1. A kadmium felvétel mérséklése

A kadmium leggyakrabban Fe?* transzporterek, illtetve aspecifikus
fémion transzporterek segitségével jut be a sejtekbe. Ilyen, a kadmium toxikus
hatasainak kialakitasaban fontos transzporterek a S. cerevisiae Fet4 (Dix és
mtsai. 1997), illetve rizs OsIRT1 és OsNRAMPS transzporterei is (Nakanishi
¢s mtsai. 2006; Sasaki ¢és mtsai. 2012). A kadmium felvétel
megakadalyozasanak egyik modja a vasra specifikus transzportfolyamatok —
pl. a sziderofor, illetve novényekben a fitosziderofor medialt vasfelvétel —
feliilszabalyozasa a vasat és kadmiumot is szallitdé transzporterek rovasara

(Dimkpa és mtsai. 2009; Banakar és mtsai. 2017).
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A gombasejtfal igen jelentés Cd?*-kotd képessége szintén mérsékli a
kadmium bejutdsat a sejtekbe. E tulajdonsdga révén a gomba biomassza
felhasznalhat6 szennyvizek nehézfém tartalménak csokkentésére (biosorption,
bioleaching), s6t egyes nehézfémek — kozéjik tartozik a kadmium is —
gazdasagos kinyerésére (biomining) is (Barros Janior és mtsai. 2003; Aung és
Ting 2005; Santhiya és Ting 2006; Abdel -Aty és mtsai. 2013; Chakraborty ¢s
mtsai. 2014; Johnson 2014; Jiang és mtsai. 2018; Zhao és Huang 2018).

Az A. fumigatus esetében is megfigyelt oxalat szekrécid szintén mérsékli
a kadmium bejutasat a sejtekbe, hiszen a kadmiummal oldhatatlan csapadékot
képez (Chakraborty és mtsai. 2014).

2.4.2.2. A kadmium eltavolitasa a sejtekbol

Efflux pumpak segitségével a sejtek képesek eltavolitani a mar bejutott
Cd?" -ot és ezaltal alacsony értéken tudjak tartani az intracellularis kadmium
koncentraciét. A legismertebb Cd?* efflux rendszer a S. cerevisiae pcalp, Pig-
tipust ATPaza (Rad és mtsai. 1994; Shiraishi és mtsai. 2000; Adle és mtsai.
2007). E fehérje amellett, hogy eltavolitia a Cd?" ionokat a sejtekbdl,
ciszteinben gazdag régidja segitségével megtudja kotni a Cu?* ionokat is. Ez
utébbi tulajdonsagéval magyardzzak, hogy bar Cu?* ionokat nem transzportal
mégis hozzajarul a réz toxikus hatasainak mérsékléséhez (Rad és mtsai. 1994;
Adle és mtsai. 2007). A pcalp ortologjai egyes Aspergillus fajokban is
megtaldlhatoak és bar nincs szoros dsszefliggés a pcal ortolégok jelenléte és a
kadmium tolerancia k6zott (de Vries és mtsai. 2017), e fehérje az A. fumigatus
esetében bizonyitottan részt vesz a kadmium kéros hatdsainak mérséklésében

(Bakti és mtsai. 2018).
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2.4.2.3. A kadmium megkotése a sejtekben

A kadmium intracellularis megkdotésében tiol tartalmi molekulak
(metallotioneinek, fitokelatinok és GSH) vesznek részt (Pal és Das 2005).

A metallotioneinek kis molekulaméretii (< 7 kDa), Cys-ben gazdag (akar
33%-o0s Cys tartalom) fehérjék (Rauser 1995; Cobbett és Goldsbrough 2002),
kiilondsen az ektomikorrhiza képzd gombak esetén nagy jelentdséglick az
intracellularis Cd?* inaktiv komplexbe torténd zarasaért (Jacob és mtsai. 2004;
Ramesh és mtsai. 2009).

A  fitokelatinok  glutationbol  fitokelatin-szintaz ~ segitségével
szintetizal6do, (y-Glu-Cys)n-Gly szerkezeti polimerek (Grill és mtsai. 1989;
Cobbett és Goldsbrough 2002). Viszonylag ritkan fordul eld gombakban;
megtalalhaté a Candida glabrata-ban (J. Zhou és Goldsbrough 1995) és a
Heliscus lugdunensis-ben (Jaeckel és mtsai. 2005), de nagy jelentéségii a
Simm 2003).

A GSH nemcsak a fitokelatin szintézis révén vesz részt a Cd**
megkdtésében, de 6nmagaban is képes Cd-GS; szerkezetli komplexet képezni
ezzel a fémionnal. E folyamatot tartjdk az egyik legelterjedtebb kadmium
detoxifikacionak az éldvildgban (Prévéral és mtsai. 2009).

A fentieken tal a megfeleld antioxidédns védelem biztositasa és a Zn?*
ionok akkumulédldsa szintén hozzdjarul e nehézfém toxikus hatdsainak
mérseklésehez (Jacquillet €s mtsai. 2006; Jihen és mtsai. 2009; Rogalska és

mtsai. 2009; Moulis 2010; Jacobo-Estrada és mtsai. 2017).
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3. Eredmények

3.1. A vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz hatasa az A. fumigatus
Af293 torzsre

3.1.1. Transzkriptomikai és proteomikai adatok ésszehasonlitasa

Az emberi szervezetben a vashidny egy jellemz6 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 ROS-ra. A vaséhezés és az oxidativ stressz kozotti interakcid
meghatarozdsa érdekében az aldbbi tenyészetek transzkriptomikai ¢és
proteomikai vizsgalatat végeztik el: +Fe/-H2O> (kontroll, kezeletlen
tenyészet), +Fe/+H>02 (H20.-dal kezelt tenyészet), -Fe/-H>O2 (vashianyos
tenyészet) és -Fe/+H20 (vashianyos, H.O>-dal kezelt).

A vaséhezés kialakuldsat az extracellularis sziderofortartalom
novekedésével, a H20: kezelés hatdsossagait a DCF-teszt segitségével
igazoltuk (1. abra). A vaséhezés 6nmagaban és a kombinalt kezelés alatt is jol
detektalhaté mennyiségii extracellularis sziderofor termelddéséhez vezetett (1.
abra). A vastartalmi tenyészetekben az extracellularis szideroférok
mennyisége kisebb volt, mint 3 uM (1. dbra). A statisztikai vizsgalatok (kétutas
ANOVA, majd Tukey posthoc teszt) alapjan a H2O> kezelés és a vaséhezés
onmagaban is szignifikdnsan (p<0,05) megndvelte a termelt DCF
mennyiségét. A két kezelés egylittes hatasa szignifikansan (p<0,05) eltért a két
kezelés hatasanak 6sszegétdl. Azaz, a kombinalt kezelés szignifikdnsan jobban
novelte a tenyészetek redox egyensulyvesztését, mint ahogy az az egyszeri
stresszkezelések alapjan varhato lett volna (1. dbra). A szarazanyagtartalom

(DCM) valtozasaban szignifikdns kiilonbséget nem talaltunk. Ez nem
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meglepd, hiszen a kisérlet tervezésénél arra torekedtiink, hogy a hidrogén-
peroxidos kezelés idopontjdban a vaséhezd és a referencia tenyészetek
szérazanyag-, ¢s gliikkdztartalma kozel azonos legyen (részletesebben 1d. az
,,5.3.2. Omikai vizsgalatokhoz hasznalt tenyészetek” fejezetet). Az 1 6ras
hidrogén-peroxid kezelés ezen értékeken érdemben nem valtoztatott (1. abra).

A transzkriptom adatok megbizhatdsagat 26 gén esetében RT-gPCR
mérésekkel is ellendriztiik (3. melléklet). Minden esetben szoros pozitiv
korrelaciot tapasztaltunk az RNSseq és RT-qPCR adatsorok kézott. A Pearson-
féle korrelacios koefficiens értékei a kovetkezOk voltak: 0,94 (-Fe/-H202 vs.
+Fe/-H205); 0,78 (+Fe/+H20- vs. +Fe/-H202); 0,71 (Fe/+H20- vs. -Fe/-H205);
0,93 (-Fe/+H202 vs. +Fe/-H20>).
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1. abra Az A. fumigatus Af293 tenyészetek extracellularis sziderofor (narancs-
sarga szinnel jelolt oszlop) és DCF (2,7-diklorofluoreszcein) (zold szinnel
jelolt oszlop) termelése, illetve a szaraztomeg (DCM) valtozasa a négyféle
kezelés alatt

Az abrakon harom bioldgiai ismétlés atlagai és szorasai vannak feltiintetve. A
statisztikai vizsgalatokhoz kétutas ANOVA, illetve Tukey posthoc tesztet
hasznaltunk. A szignifikansan nem eltéré értékeket az oszlopok felett azonos betiik
jelslik.
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0.68 (p<0.05)
-0.03 (p=0.89)
n.cC.

0.66 (p<0.05)

2. abra Korrelacio a proteom és transzkriptom adatok kozott

Az abrék a feliil-, illetve alulszabalyozott gének transzkripcids valtozasai és a
hozzajuk tartozo fehérjék abundancia valtozasai kozotti kapesolatot mutatjak. A: -Fe/-
H,0, vs. +Fe/-H,0;; B: +Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0,; C: -Fe/+H,0; vs. -Fe/-H,0,; D: -
Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0,. Az abrahoz tartozo tablazatban a transzkriptom és proteom
valtozasok kozotti Spearman korrelacids koefficiensek értéke van feltiintve. a: A
korrelacios koefficiens értékének kiszamolasakor az Osszes olyan gén adatat
felhasznaltuk, ahol transzkriptom és proteom adat is rendelkezésre allt. b: A
szamolashoz csak a feliil-, illetve alulszabalyozott gének transzkriptom és proteom
adatait hasznaltuk fel. c: A szamolas csak a feliil-, illetve alulszabalyozott fehérjék
transzkriptom €s proteom adatainak figyelembevételével tortént. n.c.: Minthogy
ebben az Osszehasonlitasban csak 3 feliil-, vagy alulszabalyozott fehérjét talaltunk,
ezért a korrelacios koefficiens értékét nem szamoltuk ki.
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A transzkriptom és proteom szinten tapasztalt valtozasok nagyobb
mértékii pozitiv korrelaciot mutattak a vaséhez6 (-Fe/-H202) és a kombinalt
stressznek Kitett (-Fe/+H»0O>) tenyészetek kontroll (+Fe/-H202) tenyészetekkel
torténd osszehasonlitasakor (2./A és 2./D abra), mint a H.O> kezelés hatasat
vizsgald Osszevetésekben (+Fe/+H20: vs. +Fe/-H20; és -Fe/+H20; vs. -Fe/-
H20;) (2./B és 2./C abra). Szemben a vaséhezéssel, amit egy hosszabb
vashidnyos koriilmények kozott torténd tenyésztéssel alakitottunk ki, a
peroxidos kezelés rovid ideig tartott (a kezelés utan egy oraval tortént a
mintavétel). Elképzelhetd, hogy ebben az esetben nem 4allt rendelkezésre
elegendd i1d6 a proteom detektalhatdé mértékli megvaltozasara, ami
megmagyarazhatja a korrelacios koefficiensek kis értékét (2. abra).

A transzkriptom adatok fokomponens analizise alapjan a tenyészetek
viselkedését elsdsorban a vaséhezés befolyasolta, a peroxid kezelésnek
jelentdsebb hatdsa csak vaséhezd koriilmények kozott volt (3. abra). A feliil-,
illetve alulszabalyozott gének és fehérjék szama, valamint a kezelések kozotti

megoszlasa szintén ezt mutatta (4. abra).
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3. abra A transzkriptom adatok f& komponens analizise (PCA)

Az egyes kezeléseket eltér6 szinek jelolik: +Fe/-H20; (z61d), +Fe/+H20; (kék), -Fe/-
H.0; (piros) és -Fe/+H,0; (sarga). Az abran az elsé két fokomponens (PC1 és PC2)
értékei vannak feltiintetve.

4. abra A transzkriptom ¢s proteom szinten detektalt valtozasok Venn-

A B
+Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0, -Fe/-H,0, vs. +Fe/-H,0, +Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0, -Fe/-H,0, vs. +Fe/-H,0,
347/339 1107/1383 17/0 122/95
2420/2344 108/105
-Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0, -Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,
diagramjai

Az abrak az alulszabalyozott/feliilszabalyozott gének (A) és fehérjék (B) szamat,
illetve a kezelések kozotti megoszlasat mutatjak.
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3.1.2. A stresszkezelések hatasa az A. fumigatus tenyészetekre

3.1.2.1. A vaséhezés hatasai (-Fel-H202 vs. +Fe/-H20,)

A gén/fehérje csoport dusuldsi vizsgalatok alapjan a vaséhezés
feliilszabalyozta a szideroférok bioszintézisét és a ferri-szideroférok
transzportjat, megvaltoztatta a szekunder anyagcserét €s az aminosav
metabolizmust, valamint a transzlacido, a hem és Fe-S klaszter fehérjék
képzOddésének, a citromsav-ciklus és a respirdcié alulszabalyozodasédhoz
vezetett (1-3. tablazatok, 2. melléklet).

A sziderofor anyagcsere feliilszabalyozodasat az amcA és a hmg2 gének
feliilszabalyozodasa is jelzi (4. melléklet). Az AmcA az L-ornitin, azaz az A.
fumigatus sziderofor bioszintézise egyik prekurzoranak mitokondrialis
exportjaban vesz részt (Haas 2014). A hmg2 gén a hidroximetilglutaril-CoA
reduktaz enzimet kddolja, amely az extracellularis szideroforok — fuzarinin C
¢és TAF-C — képzbédéséhez sziikséges mevalonsav szintéziséért felelds (Yasmin
¢s mtsai. 2012). A fentieken tul, a vaséhezésre adott stresszvalasz kialakitasaért
felelés HapX bZip transzkripcids faktor génjének (Schrettl és mtsai. 2010)
feliilszabalyozodasat €s a HapX altal aktivalt folyamatok gatlasaért felelds
SreA GATA-faktor (Schrettl és mtsai. 2008; Blatzer és mtsai. 2011) egyidejt
alulszabalyozodasat is megfigyeltiik (3., 4. melléklet). Mindezen véltozasok
Osszhangban voltak a vaséhezés alatt megfigyelt intenziv extracellularis
sziderofor termeléssel (1. dbra).

A vaséhezés hatassal volt az A. fumigatus antioxidans enzimeinek
képzddésére is. Egyes vastartalmu enzimek, mint példaul a Catl (katalaz) és
Cepl (citokrom c-fiiggd peroxidaz) alulszabalyozodtak transzkriptom és
proteom szinten egyarant. Ezzel parhuzamosan néhany, miikodéséhez vasat

nem igényld enzim, mint példaul a Trrl (feltételezett tioredoxin reduktaz) és
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az Afu5gl1320 (feltételezett tioredoxin, aspf29) proteom szinten, a Sodl
(CuzZn-SOD) proteom és transzkriptom szinten is feliilszabalyozodtak (3., 4.
melléklet).

Figyelemre mélto, hogy bar szamos Fe-S klaszter és hem-koto fehérje,
valamint egyes a Fe-S klaszter képzésért (pl.: isal; Schrettl és mtsai. 2010) és
hem bioszintézisért (pl.: hemA) (Schrettl és mtsai. 2010) felelds gének
alulszabalyozodtak (4. melléklet), mégsem figyeltilk meg ezen gének tomeges
alulszabalyozddasat (2. melléklet). Sot, egyes vas-fliggd enzimet kodold gének
esetében (erg3A, erg3B, erg25A, erg25B) transzkriptom szinten (az Erg3A
proteom szinten is) Kkifejezetten feliilszabalyozodast detektaltunk (4.
melléklet).

A fentiek mellett multidrog transzmembran transzport gének (abcB),
illetve egy Zn?* transzport gén, a zrcA feliilszabalyozodasat, valamint Cu?* és
mas Zn?* (zrfB) transzport gének alulszabalyozodasat figyeltik meg (2.
melléklet). Ot szekunder metabolit bioszintetikus gén klaszter (fumagillin,
sziderofor, hexadehidro-asztekrom, pszeurotin A és Afu3g02670 klaszterek)
esetében feliilszabalyozodast, mig 10 klaszter (1,8-dihidroxinaftalén (DHN)-
melanin, endokrocin, fumigaklavin C, fumipirrol, fumiquinazolin,
fumitremorgin B, gliotoxin, Afu3g13730, Afu6g13930 és a “No PKS or NRPS
backbone 6” klaszter) esetében alulszabalyozodast tapasztaltuk transzkripcios

szinten (3. tablazat).
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1. tablazat A géncsoport disulasi vizsgélatok eredményeinek 6sszefoglald tablazata

Osszehasonli-

tas

Feliil

szabalyozott

gének szama

Alul-
szabalyozott

FunCat géncsoportok®

felillszabalyozott génekre

alulszabalyozott génekre

-Fe/-Hzoz VS.
+Fe/-H,0,

+Fe/+H20; vs.

+Fe/-H,0,

-Fe/+H>05 vs.
-Fe/-H,0;

-Fe/+H20; vs.
+Fe/-H,0,

1107

347

2125

2420

1383

339

2028

2344

szekunder anyagcsere, drog/toxin
transzport, fémion homeosztazis,
ferri-sziderofor transzport, aszpartat
katablizmus

szekunder anyagcsere

proteoszomalis degradacio, hdsokk
valasz, vakuolaris/lizoszomalis
transzport, oxidativ stressz valasz,
DNS repair

vakuolaris/lizoszomalis transzport,
hésokk valasz, proteoszomalis
degradacio, a transzkripcio
inicidcidja, vakuolaris/lizoszomalis
transzport, DNS repair

transzlacio, Fe/S klaszter kotés, riboszéma
biogenezis, szekunder anyagcsere, aerob
1égzés, citokrom P450-fiiggd detoxifikacio,
hemkatés, citrat kor, melanin anyagcsere,
katalaz aktivitas

szekunder anyagcsere, ferri-sziderofor
transzport, extracellularis poliszaharid
degradacio, fémion homeosztazis

riboszéma biogenesis, transzlacio, allantoin
¢s allantoat transzport, szekunder anyagcsere,
vitamin/kofaktor transzport, zsirsav
anyagcsere, glutamin katabolizmus

riboszéma biogenezis, transzlacio, Fe/S
klaszter kotés, citromsav ciklus, szekunder
anyagcsere, aerob légzés, citokrom P450-
fliggd detoxifikacid, allantoin és allantoat
transzport, hemkotés

2 — A tablazatban azon legfontosabbnak itélt FunCat kategoriak szereplenek, melyek génjei szignifikdnsan (p<0,05) feliilreprezentalva voltak a
stressz kezelésre feliilszabalyzodott vagy alulszabalyozdédott gének csoportjan beliil. A géncsoport dusulasi vizsgalatok dsszes eredménye
megtalalhaté a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) kozlemény 2. mellékletében. E tablazatok terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele

a dolgozatba.
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2. tablazat A fehérjecsoport dusulési vizsgalatok eredményeinek dsszefoglalo tablazata

- Felil- Alul- FunCat géncsoportok®
Osszehasonli-tas  szabalyozott szabalyozott
fehérjék szama feliilszabalyozott fehérjékre alulszabalyozott fehérjékre
Fe/S klaszter kotés, aerob 1égzés,
transzlacio, riboszoma biogenezis,
-Fe/-H,0, vs. 199 95 ferri-sziderofor transzport, ROS ¢és szulfat asszimilacid, leucin
+Fe/-H,0, szabadgyok detoxifikacid bioszintézis, “unfolded” stresszvalasz,
homocisztein bioszintézis, citromsav
ciklus
+Fe/+H,0; vs. 17 0 i i
+Fe/-H,0,
_Fe/+H,0, vs. 3 0 hésokk Vélasz: oxidativ stressz i
Fel-H,0, valasz
Fe/S klaszter kotés, aerob 1égzés,
_Fe/+H,0, vs. o ’ transz'léci('), ribqszéma biogerrlezis,
108 105 ferri-sziderofor transzport citromsav ciklus, glutamat
+Fe/-H,0,

bioszintézis, hemkotés, leucin
bioszintézis, homocisztein bioszintézis

& — A tablazatban azon legfontosabbnak itélt FunCat kategoridk szereplenek, melyek génjei szignifikansan (p<0,05) feliilreprezentalva voltak a
stressz kezelésre feliilszabalyozddott, vagy alulszabalyozodott gének csoportjan beliill. A géncsoport dusulédsi vizsgélatok Osszes eredménye
megtalalhaté a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) kozlemény 2. mellékletében. E tablazatok terjedelmi okok miatt nem Keriiltek bele
a dolgozatba.
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3. tablazat A jelentOs transzkripcids valtozast mutatd szekunder metabolit génklaszterek transzkripcids adatai

Kapcsolédé gének (feliilszabalyozott/alulszabalyozott)®

Klaszter
Klaszter mérett  -Fel-H0, vs. +Fe/+H,0,vs.  -Fel+H,O,vs.  -Fel+H,0, vs.
+Fe/-H.0; +Fe/-H20: -Fe/-H:0; +Fe/-H20:
DHN-melanin klaszter 10 1/8¢ 1/0 3/0 2/7°
Endokrocin klaszter 9 2/4° 51 1/4 1/5¢
Fumagillin klaszter 15 8°/0 11°/0 0/15° 1/2
Fumigaklavin C (fga) klaszter 11 0/5°¢ 4°/0 0/1 0/6°
Fumipirrol klaszter 7 0/7¢ 0/0 2/1 1/7°
Fumiquinazolin klaszter 5 0/5¢ 1/0 1/0 0/4°
Fumitremorgin B (ftm) klaszter 9 0/4¢ 0/0 0/7°¢ 0/8°
Sziderofor klaszter 18 10°/5 0/10° 9°/3 11°3
Gliotoxin (gli) klaszter 12 0/12° 2/0 4/1 0/12°
Hexadehidro-asztekrom klaszter 8 7°0 50 1/4 3/0
Pszeurotin A klaszter 4 340 4°/0 0/4° 0/1
Afulg01010 klaszter 4 2/0 1/0 0/4¢ 0/1
Afu3g01410 klaszter 9 2/0 2°/0 3/4 2/3
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Afu3g02570 és Afu3g02530 klaszter 15 4/3 0/2 7¢/0 6/2

Afu3g02670 klaszter 7 3°/0 0/1 1/2 3/0
Afu3g13730 klaszter 9 0/5¢ 0/4¢ 0/1 0/5¢
Afu5g10120 Kklaszter 10 3/0 1/0 2/0 6°/0
Afu6g13930 klaszter 9 0/9¢ 0/2¢ 1/5° 0/9¢
Afu7g00170 Klaszter 7 11 4°/0 1/0 1/0
No PKS vagy NRPS backbone 6 13 1/5¢ 0/2 31 35
klaszter

Upregulalt klaszterek szama 5

Downregulalt klaszterek szama 10

& — A klaszterhez tartozo gének szama.

b _ A szekunder metabolit klaszter gének és fehérjék adatai a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) kozlemény 4.
mellékletében talalhatoak meg. A jelen tablazat ezen eredményeket foglalja O0ssze. Az eredeti tablazat terjedelmi okok miatt nem
keriiltek bele a dolgozatba.

¢ — A Fischer-féle egzakt teszt alapjan a klaszter génjei szignifikdnsan (p<0,05) feliilreprezentaltak voltak a kezelés hatasara
feliilszabalyozott, vagy alulszabalyozott gének csoportjaban. Ezen klasztereket tekintettiik feliilszabalyozott, illetve alulszabalyozott
klaszternek.
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3.1.2.2. Hidrogén-peroxid kezelés hatasa a kontroll tenyészetekre (+Fe/+H20>
vs. +Fe/-H202)

Az alkalmazott oxidativ stresszkezelés jol detektalhatd valtozasokat
okozott a hifak redox homeosztazisaban (1. abra), a transzkriptomban és a
proteomban csak minimalis valtozasokat tapasztaltunk. A transzkriptom
szinten bekovetkezett valtozasok alapjan a kezelés jelentésen megvaltoztatta a
szekunder anyagcserét (3. tablazat). Hét gén klaszter (endokrocin, fumagillin,
fumigaklavin C, hexadehidro-asztekrom, pszeurotin A, Afu3g01410 és a
Afu7g00170 Klaszter) feliilszabalyozdodott, mig harom klaszternél (sziderofor,
Afu3gl13730 és Afu6gl13930) alulszabalyozodast tapasztaltunk (3. tablazat).

A fentiecken tul, transzkriptom szinten a Cu?" transzport
alulszabalyozodasat (2. melléklet), proteom szintjén a Trrl (feltételezett
tioredoxin reduktaz) és a Cat2 (katalaz) feliilszabalyozodasat figyeltiik meg (4.
melléklet).

3.1.2.3. A vashiany és a hidrogén-peroxid kezelés kombinalt hatasa a kontroll
tenyészetekre (-Fe/+H202 vs. +Fe/-H0,)

A vaséhezd tenyészetek hidrogén-peroxid kezelése jelentdsen
megzavarta a hifak redox homeosztazisat; a bekovetkezett valtozas nagyobb
volt, mint az dnmagaban elvégzett kétféle stresszkezelés alapjan varhato lett
volna (4. ébra).

A kombindlt kezelés igen jelentds transzkripcids valtozast okozott a
tenyészetekben, ami a stresszre reagdld gének szamaban é€s tipusaban is eltért
a vaséhezés 6nallo hatasatol (1., 2. tablazat). A géncsoport disulési vizsgalatok
alapjan a sziderofor metabolizmus és a RIA utvonal (freB, fetC, ftrA), valamint
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a multidrog transzmembran transzport gének (koziilik kiemelend6 az abcB
gén) és egy Zn?* transzport gén, a zrcA feliilszabalyozodtak, mig a transzlacio,
a riboszéma biogenezis, a citromsav ciklus, a 1égzés, a szkvalén/ergoszterol
bioszintézis Gtvonal, mas Zn?* transzport gének (zrfB) alulszabalyozodtak (1.
tablazat; 2., 4. melléklet). A fentieken tal, a makroautofagia és az ubiquitin-
fliggd fehérje degradacié génjei, a DNS repair gének, a hosokk és az oxidativ
stressz valaszban fontos gének (1. tadblazat), valamint az e géncsoportok
aktivalasaban kozremiik6do transzkripcios faktor gének (4. melléklet; atfA,
yapl és hsfl gének; Lessing és mtsai. 2007; Albrecht és mtsai. 2010; Wong
Sak Hoi és mtsai. 2011; Hagiwara és mtsai. 2014) szintén feliilszabalyozodtak.

Bar a hem-, illetve Fe-S klaszterkotd fehérjéket kodold gének — a
géncsoport dusulasi vizsgdlatok alapjan — jellemzden alulszabalyozddtak (2.
melléklet), 12 hem tartalmu fehérje, 11 Fe-S klaszter tartalmu fehérje, valamint
7 Fe-S Klaszter képzésért felelés fehérje génje feliilszabalyozodott (2.
melléklet). Erdemes kihangsulyozni azonban, hogy ezen
feliilszabalyozodasokat (az Afu2g14960 gén kivételével) proteom szinten nem
figyeltiik meg (2. melléklet).

A szekunder metabolizmust tekintve az Afu5gl0120 és sziderofor
klaszterek mutattak feliilszabalyozodast, mig 9 klaszter (DHN-melanin,
endokrocin, fumigaklavin C, fumipirrol, fumiquinazolin, fumitremorgin B
gliotoxin, Afu3gl13730 és Afu6gl13930 klaszterel) alulszabalyozodott (3.
tablazat).
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3.1.2.4. A hidrogén-peroxid altal indukalt oxidativ stressz hatasa a vashianyos
tenyészetekre (-Fel+H202 vs. -Fe/-H20>)

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik a H2O, kezelés hatasat a
vashianyos tenyészetekre, Osszehasonlitottuk a vashianyos és a kombinalt
stressznek kitett tenyészetek transzkriptom €s proteom adatait is (-Fe/+H20:
vs. -Fe/-H202). A fontosabb megallapitasaink az alabbiak voltak: Vashianyos
tenyészetekben a hidrogén-peroxid kezelés nem okozott tovabbi valtozast a
vas, illetve a Zn?* transzportért felelds gének transzkripcidjaban (2. melléklet).
Meglepd mddon a Fe-S klaszter szintézisért felels gének feliilszabalyozodtak,
mig a multidrog transzmembran transzport génjei alulszabalyozddtak
hidrogén-peroxid jelenlétében (2. melléklet). Szamos hem-kotd fehérje (9
fehérje), illetve Fe-S klaszter tartalmu fehérje (14 fehérje) génje szintén
feliilszabalyozodott, bar ezen esetben a géncsoport dusuldsi vizsgalatok
szignifikans valtozadst nem mutattak ki (2. melléklet). Tovabbi négy, a
vasanyagcser¢hez kothetd gén aktivalodasat szintén megfigyeltiik: acoA
(akonitaz), hem13 (hem bioszintézis gén), catl és cat2 (katalaz gének) (4.
melléklet).

A kétféle (megfeleld vas ellatottsagu, illetve vaséhezd tenyészeteken
alkalmazott) hidrogén-peroxid kezelés a stresszre reagald gének szamaban és
tipusaban is eltért egymastol (1., 2. tablazat). A stresszre reagdlod gének alig
5,8%-a mutatott mindkét kezelésben feliilszabalyozodast, vagy mindkét
kezelésben alulszabalyozodast (5. abra). S6t, a gének egy része (2,8%-a)
kifejezetten ellentétes mdodon viselkedett a kétféle kezelésben (5. abra). A
transzkripcionalis valtozasok vas fliggését jol szemlélteti az antioxidans
enzimeket kodold gének viselkedése: A H20, kezelés a megfeleld vas

ellatottsagu tenyészetekben csak egy gén aktivitasat csokkentette, mig a
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vaséhez0 koriilmények kozott ugyan ez a kezelés 19 gént feliilszabalyozott és

3 gént alulszabalyozott (2. melléklet).

u A H202 kezelésre kizarolag csak
vaséhezo koriilmények kozott
reagalo gének aranya.

= A H202 kezelésre kizarolag csak a
megfelelo vasellatottsaga
tenyészetekben reagalo gének
aranya.

= A kezelésre mindkét tenyésztési
kiriilmény kozott egyarant
feliilszabalyozott, vagy egyarant
alulszabalyozott gének aranya.

A Kkezelésre az egyik tenyésztesi
koriillmeény kozott felillszabalyozott,
mig a masik tenyésztési koriilmény
kazott alulszabalyozott gének
aranya.

5. abra Az oxidativ stressz hatdsa vaséhezd és megfeleld vas ellatottsagu A.
fumigatus tenyészetekben

Az 4bra a +Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,O, és a -Fe/+H»>O, vs. -Fe/-H,O, 06ssze-
hasonlitasokban stressz-fliggd viselkedést mutaté gének szdzalékos megoszlasat
szemlélteti.
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3.2. Az A. fumigatus kadmium toleranciajanak vizsgalata

3.2.1. Eltéero eredetii A. fumigatus torzsek kadmium érzékenységének
osszehasonlitdsa

Korabbi vizsgalatokban az Af293 torzs meglepden rezisztensnek
bizonyult kadmiumra (de Vries és mtsai. 2017), ezért megvizsgaltuk, hogy mas
A. fumigatus torzsekre is jellemzé-e ez a tulajdonsag. Ot tdrzset izolaltunk
talajbol és a parcialis kalmodulin génszekvenciajuk alapjan igazoltuk, hogy
valoban az A. fumigatus fajhoz tartoznak. Ezen torzsek és 10 kiillonbozo
klinikai izolatum CdCl> toleranciajat hataroztuk meg (4. tablazat), amit az
IC50 értékkel jellemeztink. Az 1C50 érték azt a legkisebb hatéanyag
koncentraciot jelenti, ahol a kezelt tenyészetben mért telepatméré kevesebb,
mint a fele volt a nem kezelt feliileti tenyészetekben mért telepatmérének (R =
Diezeit/Dkezetetien < 0,5, ahol R a relativ novekedés, mig D a kezelt, illetve
kezeletlen tenyészetek telepatmérdje). Ez az érték széles tartomanyban
valtozott (0,25 mM - 1 mM), de meglepd mddon egyik térzs sem rendelkezett
olyan magas kadmiumtoleranciaval, mint az Af293 (4. tablazat). A pcaA gén
minden torzsben aktivnak bizonyult és aktivitdsa jol korrelalt a kadmium

toleranciaval (6. abra).
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4. tablazat A kivalasztott A. fumigatus térzsek kadmium toleranciaja

Torzs Novekedés 2 mM IC50 (mM)
CdCl; jelenlétében?

Af293 + >2
SZMC3102-4 és SZMC3106 + 1
DBMCC101 - 1
F00673, DBMCC205 és N 05
SZMC3100 ’
DBMCC201-4, F00056 és F00948 - 0,25

.+ szimbolummal jeloltiik azon térzseket, ahol a 2 mM CdCl, tartalmu taptalajon
novekvo telep atmérdje meghaladta a CdCl, hidnyaban mért érték 10%-at. A tablazat
harom biologiai ismétlés eredményei alapjan késziilt.

5 ]

- ?
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<3 :
5 I
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Relativ novekedés (%)

6. abra A pcaA gén relativ transzkripcidja (ACP) és a vizsgalt torzsek
kadmium tolerancidja kozotti korrelacid

A relativ névekedés az 1 mM CdCl,-dal kezelt tenyészetek kezeletlen tenyészetek
novekedésére vonatkoztatott szdzalékos nodvekedését jelenti. A Pearson-féle
korrelacios koefficiens értéke: R = 0,84 (p=0,002; n=10). Az abran harom bioldgiai
ismétlésbdl szarmazo adatok atlagai és szorasai szerepelnek.
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3.2.2. Eltéro kadmium érzékenységii torzsek osszehasonlito vizsgalata

A megfelel6 koncentraciokban alkalmazott CdClz minden vizsgalt
torzsben oxidativ stresszt idézett el6 (fiiggetleniil azok kadmium
kadmiumkezelés fokozta a SOD (és egyes esetekben a GR) specifikus
aktivitasat, de érdekes modon a kezelés nem volt hatassal a GPx és a katalaz
specifikus aktivitasaira. A kadmium jelenléte eltéré mértékben novelte a GSH
¢s GSSG (glutation-diszulfid) koncentraciojat, ami a GSH/GSSG arany

csOkkenéséhez vezetett (5. tablazat).

Bar minden tesztelt torzsnél tapasztaltunk CdCl; altal indukalt oxidativ
stresszt, nem talaltunk korrelaciot a kadmium tolerancia és az oxidativ
stressztolerancia kozott (6. tablazat). Nem volt erés korrelacié a kadmium
tolerancia és fémion tolerancia (Cu?*, Zn?*, Co?* és Ni?") kozott sem, kivéve a
Cd?* és a Fe*" toleranciat, amely egy mérsékelten pozitiv korrelaciot mutatott

(7. tablézat).
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5. tablazat A kadmium redox homeosztazisra gyakorolt hatdsa harom, eltérd
kadmium toleranciaji A. fumigatus torzsben

F000562 SZMC3106 Af293
0,2 mM 0,5mM 1mM
Kontroll cdcl, Kontroll cdcl, Kontroll CdCl,
GR
(mkat/kg 46+05 6,0£0,6° 4,6+05 5,5+£0,6° 4,5+0,5 5,1+£0,5
protein)
GPx
(mkat/kg 2,3+0,2 19+0,2 2,6+0,2 2,2+0,2 2,3+0,2 2,0+0,2
protein)
Katalaz
(kat/kg 12+0,2 1,0+£0,2 2,0£0,2 2,0£0,2 1,6+0,2 1,4+0,2
protein)
SOD(UImg ) s 4pi6c 3345 55470 2845 4947
protein)
GSH

(nmol/mg 1,840,3 32+0,5° 2,8£04 51+0,7° 3+03  4,840,7°
DCM)

GSSG
(hmol/mg  0,1£0,03 0,8+0,1° 0,340,04 1,5£0,3° 0,2+0,04 1,1+0,2°
DCM)

GSH/GSSG 18+ 6 44 1° 9+2 3+1° 10+£2 44+1°

DCF®
(pmol/mg  0,3+0,05 1,240,2° 0,4+0,06 2+04° 03+005 1+0,3°
DCM)

& — A téablazat 3 bioldgiai ismétlés alapjan szamolt atlag- és szorasértékeket
tartalmazza. Hasonl6 redox valtozasokat figyeltiink meg az F00948, SZMC3100 ¢és
SZMC3104 torzsekben is.

b _ A redox egyensulyvesztés mértékét a képzodott 2’°,7’-diklorofluoreszcein
mennyiségével (DCF teszt) jellemeztiik (Royall és Ischiropoulos 1993).

¢ — Szignifikans kiilonbség (Student féle t-teszt, p<0,05) a kontroll és kadmiummal
kezelt tenyészetek kozott.
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6. tablazat A vizsgalt A. fumigatus torzsek oxidativ stressztolerancija

Kezeletlen mintara vonatkoztatott relativ novekedés (%)?

F F F DBMCC Af SZMC SZMC SZMC SZMC SZMC RP
00673 00056 00948 101 293 3100 3102 3103 3104 3106
1 mM CdCl, 19+£2° 11+1° 12+ 1°¢ 48 + 3¢ 61 +£2 22 +2¢ 28 £ 1°¢ 28 +2¢ 32 +£2¢ 46 + 3¢

1 mM diamid 60+4° 77+£3  59+£2°  56+4° 71+4 60 £ 2° 60 £+ 4° 64+3 58+3°  89+3° 0.24
0,01 mM MSB 83+3 81+3 90+ 4 92+4 89+3 87+4 87 x4 86+3 85+5 67+3° -0,02
08mMMtBOOH 60+4 63+4 87 + 3¢ 93 £ 4° 64+ 4 73+£3° 67+4 67+4 67+3 60+3 -0,01

3 mM H:0; 49+4 34+£5° T79+3° 84 £ 5° 51+4 59+5 51+4 47+2 48+ 6 48+2 0,13

& — A tablazat harom bioldgiai ismétlés alapjan szamolt atlag- és szorasértékeket tartalmazza. A kezeletlen (kontroll) kultarak
telepatmérdi a kovetkezok voltak: 78 £ 2 mm (F00673) 74 £ 3 mm (F00056), 76 + 4 mm (F00948), 77 + 3 mm (DBMCC101), 67 £4
mm (Af293), 67 + 5 mm (SZMC3100), 77 + 3 mm (SZMC3102), 75 = 3 mm (SZMC3103), 78 + 3 mm (SZMC3104) és 77 + 4 mm
(SZMC3106).

b_ A CdCl; kezelt tenyészet és a vizsgalt oxidativ stresszt generalé szerrel kezelt tenyészetek telepatmérdi kozott szamolt Pearson-
féle korrelacios koefficiens értéke.

¢ — Szignifikans kiilonbség (Student féle t-teszt, p<0,05) a vizsgalt torzs és az Af293 torzs telepatmérdi kozott.
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7. tablazat A vizsgalt A. fumigatus térzsek fémion toleranciaja

Kezeletlen mintara vonatkoztatott relativ novekedés (%)?

F F F DBMCC Af SZMC SZMC SZMC SZMC  SZMC R

00673 00056 00948 101 293 3100 3102 3103 3104 3106
1 mM CdCl; 19+£2° 11+1° 12=+1° 48 + 3¢ 61+2 22+ 2° 28 £ 1° 28 +£2° 32+2°  46+3°
5 mM FeCls; 68 + 3¢ 74+3 64+2° 76 +£3 79+£3 79+£2 71 £4°¢ 68 +£2° 76+3 84 +£3 0,64
0,5 mM CuSQOg4 42 +2 46 +£3° 61+£2° 67 £2° 37+£2 55 +£2° 45+ 2°¢ 42 +3 39+£2 47+2¢ -0,14
10 mM ZnSO4 60+4° 59+£3° 4842 58 +2° 46 +2 57 +£3°¢ 50+4 46+3 53+£2°  56+2° -0,24
3 mM CoCl; 68 £3° 65+2° 85+4° 87 + 3¢ 46+3 80 + 3¢ 82 + 4°¢ 92 + 3¢ 65+£2° 85+4° -0,26
1 mM NiSO, 82+3 82+2 T79+£2 60 + 2° 86+ 4 58 £3°¢ 67 + 3¢ 70 + 2° 72+ 2° 79+3 -0,01

& — A tablazat harom bioldgiai ismétlés alapjan szamolt atlag- és szorasértékeket tartalmazza. A kezeletlen (kontroll) kultarak

telepatmérdi a kovetkezok voltak: 78 £ 2 mm (F00673) 74 £ 3 mm (F00056), 76 + 4 mm (F00948), 77 £ 3 mm (DBMCC101), 67 + 4
mm (Af293), 67 £ 5 mm (SZMC3100), 77 + 3 mm (SZMC3102), 75 £ 3 mm (SZMC3103), 78 + 3 mm (SZMC3104) és 77 + 4 mm

(SZMC3106).

b_ A CdCl; kezelt tenyészet és a vizsgalt oxidativ stresszt generalé szerrel kezelt tenyészetek telepatmérdi kozott szamolt Pearson-

féle korrelacios koefficiens értéke.

¢ — Szignifikans kiilonbség (Student féle t-teszt, p<0,05) a vizsgalt torzs és az Af293 torzs telepatmérdi kozott.
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8. tablazat Bizonyos atmeneti fémek hatdsa a Cd?* toxicitasara a kivalasztott
torzsekben

Tesztelt Kezeletlen mintara vonatkoztatott relativ novekedés (%)?
vegyiiletek F00056 SZMC3106 Af293
0,2 mM CdCl, 57+3 84+5 91+3
2 mM CdCl, - - 56+3
0,3 mM CuSOq 92+3 78 +4 96 +4
5 mM ZnSO, 99 +4 91 +4 94+3
5 mM FeCl; 82+3 79+3 84 +3
0,3 mM CuSO, +

0.2 mM CdCl, 0 0 72+4
IR® 2,10 2,90 2,22
5 mM ZnSO, +

0,2 mM CdCl, 0 32+3 67 +4
IR 2,29 2,88 2,28
5 mM FeClsz +

0,2 mM CdCl, 0 0 24
IR 1,88 2,97 1,18
0,3 mM CuSO, +

2'mM CdCl, ] ] 1042
IR 1,95
5 mM ZnSO, +

2 MM CdCl, ] ] 28+3
IR 1,52
5 mM FeClsz +

2 MM CdCly ] ] I3
IR 0,93

& — A relativ novekedési értékek atlagat és szorasat 3 fliggetlen mérés alapjan

hataroztuk meg. A kezeletlen (kontroll) kultarak telepatmérdéi a kovetkezok voltak: 74
+ 3 mm (F00056), 77 + 4 mm (SZMC3106) és 67 + 4 mm (Af293).

b _ |R<0,5 antagonista és IR>1,5 szinergista kolcsonhatasra utal, Ha 0,5<IR<1,5
esetén additiv hatasrol (interakcié hidnyarol) beszéliink (Moreno és mtsai. 2003;
Galgocezy és mtsai. 2008).

A stressz interakcios vizsgalatokbol kideriil, hogy a Cd?** novekedést
gatld hatasat szinergista moédon a Cu?* és a Zn?* is felerdsiti mindharom
vizsgalt torzsnél (8. tablazat). Hasonlo interakciot a Fe®* és a Cd?* esetében az
Af293 torzsnél nem talaltunk, noha az F00056 és SZMC3106 torzseknél

megfigyelhetd volt (8. tablazat). Szintén a kadmium és a vas anyagcsere
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kozotti kapcsolatra utal, hogy a vizsgalt torzsek kadmium tolerancija jol
korrelalt a vas felvételért felelés TAF-C sziderofor termelésével (7./A abra).
Igaz, hasonl6 korrelaciot a vas raktarozasaban fontos FC termeléssel nem

tapasztaltunk (7./B abra).

A 10 B o016
0.014 1 E}‘ 'i—'
0.012 E}J o
- % 0,01
E . 20,008 a
&) &0 L]F
! g0 0.006
: Ej 0.004 1 @ ET?
= = O
0,002
‘ ‘ 0 -
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Relativ novekedés (%) Relativ novekedés (%)

7. abra A vizsgalt térzsek kadmium toleranciaja és sziderofortermelése (TAF-
C, A ¢és FC, B) kozotti korrelaciéd

A relativ novekedés az 1 mM CdClz-dal kezelt tenyészetek kezeletlen tenyészetek
novekedésére vonatkoztatott szazalékos novekedését jelenti. A Pearson-féle
korrelacios koefficiens értéke: R = 0,70 (p = 0,024; n=10; A) és R =0,40 (p = 0,246;
n = 10; B). Az abrakon harom biologiai ismétlésbol szarmazo adatok atlagai és
szorasai szerepelnek.

3.2.3. A kadmium tolerancia potencidalis gyakorlati jelentésége

Figyelembe véve, hogy az A. fumigatus vas anyagcseréje és in vivo
virulenciaja kozott régota ismert a kapcsolat (Schrettl és mtsai. 2004; Haas
2012) és vizsgalataink arra utalnak, hogy a kadmium tolerancia és a vas
anyagcsere is Osszefligghet egymassal, igy elképzelhetd, hogy a kadmium
tolerancia eldrejelezheti a torzs in vivo virulenciajat. Az eltéré6 kadmium

toleranciaju torzsek in vivo virulenciajat egérmodellben vizsgaltuk. A kisérlet
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torzsenként 10 immunszupprimalt egérrel lett elvégezve. A kontroll egereknél
a sooldat, a fertézott egereknél a sporaszuszpenzid befecskendezése
intranazalisan tortént (bévebb leirds az ,,Anyagok és modszerek” rész ,,5.14
Allatkisérletek” fejezetben talalhaté). A Kaplan-Meier tilélési teszt alapjan a
nagy kadmium toleranciaval, intenziv pcaA transzkripcioval €s fokozott TAF-
C termeléssel jellemezheté Af293 torzs szignifikdnsan virulensebb volt, mint
az SZMC3102, SZMC3104, SZMC3106, F00056 ¢s F00948 torzsek,
amelyeknél mérsékelt vagy gyenge kadmiumtoleranciat, alacsony pcaA

transzkripcios szintet és mérsékelt TAF-C termelddést tapasztaltunk (8. abra).
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8. abra A vizsgalt A. fumigatus torzsek in vivo virulenciaja

Az egereket az alabbi A. fumigatus torzsekkel fertéztiik meg (10 egér/torzs):
Af293 (+; “nagy” kadmium tolerancia), FO0056 (e ;*kis” kadmium tolerancia),
F00948 (e; “kis” kadmium tolerancia), SZMC3102 (m; “kdzepes” kadmium
tolerancia), SZMC3104 (=; “kdzepes” kadmium tolerancia) és SZMC3106 (A;
“kozepes” kadmium tolerancia). A Kaplan-Meier tulélési teszt alapjan az
Af293 torzs in vivo virulenciaja szignifikansan (p<0,05) eltért a tobbi torzsétol.
A kontroll, s6oldattal kezelt egerek esetében elhullast nem tapasztaltunk.
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Kis kadmiumkoncentraciot alkalmazva a tesztelt torzsek bioszorpcids
kapacitasa hasonlo volt kiilonb6zo kadmium tolerancidjuk ellenére (9.
tablazat). Nagy kadmium tolerancidjanak koszonhetdéen azonban az Af293
torzzsel 2 mM kadmium jelenlétében is tudtunk dolgozni. Ilyen koriilmények
kozott akar 850 mg/kg szaraztomeg kadmiumot is képes volt adszorbealni (9.

tablazat).

9. tablazat Eltér6 kadmium toleranciaju A. fumigatus torzsek kadmium
bioszorpcidja

Cd tartalom (mg/kg DCM)?

Kezelés

F00056 SZMC3106 Af293
0,2 mM CdCl; 55+6 60+4 56 +5
2 mM CdCl; - - 850+ 110

& — A tablazat harom biologiai ismétlés atlagait és szorasait tartalmazza. A 0,2 mM
CdCl,-ot tartalmazo tenyészetek bioszorpcidja kozott szignifikans eltérés nem volt
(Student-féle t-teszt, p<0,05).

48



4. Eredmények megbeszélése

4.1. Omikai eredmények megbeszélése

A vas a Fo6ldon igen gyakori atmeneti fém, amelyre minden €16
szervezetnek sziiksége van. Gyakorisaga ellenére a vas hozzaférhetdsége
szamos habitatban kulcsfontossagl szerepet jatszik a mikrobak életében. A vas
¢hezés ¢és a vas limitacid az emberi szervezetben vald novekedéskor is az egyik
legfontosabb stressz a mikroorganizmusok szamara (Haas 2012; 2014). Nem
meglepd modon, a vas metabolizmus szamos elemének meghatarozo hatasa
van az A. fumigatus virulenciajara (Schrettl és mtsai. 2004; Haas és mtsai.
2008; Schrettl és mtsai. 2010; Moore 2013; Park és mtsai. 2016). A
gazdaszervezetben vald novekedés sordn nem a vashidny az egyediili stressz,
amivel az A. fumigatus-nak meg kell birkdznia. Kisérleteinkben arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy a vaséhezés hogyan befolyasolja az A. fumigatus egy
masik, az emberi szervezetben gyakran kialakuld stresszhez, az oxidativ

stresszhez val6 alkalmazkodasat.

4.1.1. Vaséhezeshez tortend alkalmazkodas

A szideroforok szintézisének és a ferri-szideroforok transzportjanak
aktivalddasa az egyik legismertebb eleme a vaséhezésre adott stresszvalasznak
A. fumigatus-ban (Hortschansky és mtsai. 2007; Schrettl és mtsai. 2008; 2010;
Haas 2014). E jelenség a mi kisérleteinkben is megfigyelheté volt, amit a
transzkriptomban, a proteomban ¢és a fermentlé sziderofor tartalméaban
megfigyelt valtozasok is alatdmasztanak (1. dbra; 1., 2. tablazat; 2. melléklet).

Erdekes modon, a RIA elemeinek — FetC, FreB, FtrA; (Schrettl és mtsai. 2004;
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Blatzer és mtsai. 2011) — feliilszabalyozodasa nem volt annyira egyértelmii,
mint amit a sziderofor anyagcsere esetében megfigyeltiink (2.-4. melléklet).

A vasfelvétel intenzivebbé tétele mellett szamos olyan valtozast
figyeltiink meg, melyek eldsegithették a gomba alkalmazkodédsat a vas
hianydhoz. E folyamatok alapvetden a vas igényes folyamatok gatlasat
céloztak meg:

1) A mitokondrialis elektrontranszport ldnc, valamint a citromsav ciklus
egyes elemeinek, mint példaul a vasat tartalmazo akonitaznak és szukcinat
dehidrogenaznak, alulszabalyozddasat figyeltik meg (2., 4. melléklet), ami
Osszhangban van a Schrettl és munkatarsai (Schrettl és mtsai. 2010) korabbi
megfigyeléseivel. A mitokondridlis folyamatok gatlasa nem meglepd, hiszen a
mitokondriumok a gombdk esetében is igen nagy mennyiségli vasat
tartalmaznak (Miao és mtsai. 2011).

ii) A riboszomak képzddésének folyamata és maga a transzlacid is
szintén alulszabalyozodott Gsszhangban Schrettl és munkatarsai (2010)
korabbi eredményeivel.

iii) Osszesen 21 Fe-S klaszter koté fehérje és 22 hem kotd fehérje
alulszabalyozddott (2. melléklet).

A miikodésiikhoz vasat i1gényld antioxidans enzimek (kataldzok,
peroxidazok; pl. Catl, Ccpl) alulszabalyozddasat a sejtek feltehetdleg a vas
nélkiili fehérjék, Trrl (putativ tioredoxin reduktaz), Afu5gl1320 (putativ
tioredoxin) ¢és Sodl (CuZn-SOD) feliilszabalyozddasaval probaltak
ellensulyozni (4. melléklet). A Sodl — transzkriptom €s proteom szinten is
megfigyelt - feliilszabalyozodasa 6sszhangban van Oberegger és munkatarsai
(Oberegger és mtsai. 2000) korabbi eredményeivel. Ezen enzimnek fontos
szerepe lehet abban, hogy szuperoxid ne kéarosithassa a Fe-S klaszter fehérjéket

(Fridovich 1995; Oberegger és mtsai. 2000).
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A vashiany alatt megfigyelt redox egyensulyvesztés (1. dbra) oka nem
egyértelmii. A fentiek alapjan a 1égzési elektron transzportlanc miikodésében,
illetve az antioxidans enzimek aktivitdsaban bekovetkezett valtozasok
egyarant hozzajarulhattak kialakulasédhoz.

Meglepd moédon egyes vasfiiggd folyamatok, pl. szterol bioszintézis (a
szkvalén - ergoszterol utvonal), feliilszabalyozdodtak (2. melléklet). Korabbi
tanulmanyok azt mutattak ki, hogy a vaséhezés csokkentette a sejtek szterin
tartalmat (Hortschansky és mtsai. 2007), amit két f6 okkal magyaraztak. Az
elsd, hogy a mevalonsav mind a TAF-C, mind a szterin bioszintézis fontos
alapanyaga (Yasmin és mtsai. 2012; Haas 2014), igy az intenziv TAF-C
termelés kozvetett modon fékezte a szteranvazas vegyliletek kialakulasat. A
masodik lehetséges ok, hogy a vas sziikséges az ergoszterin bioszintézis
utvonal tobb enzimjének miikodéséhez (Yasmin és mtsai. 2012). Annak
érdekében, hogy a sejtekben a szterin tartalom ne csokkenjen le tulsagosan
vas€hezés alatt, meg kell talalni az egyensulyt a TAF-C és az ergoszterin
bioszintézis kozott. Ez — tobbek kozott — ugy érhetd el, hogy ha a sziderofor
szintézis feliilszabalyozodik, akkor a sejtek a szkvalén-ergoszterin Utvonal
géneket 1s feliilszabalyozzak. Az ergoszterin bioszintézis gének
feliilszabalyozodasa, illetve a Fe-S klaszter képzés és a hem-bioszintézis gének
alulszabélyozodasanak elmaradasa (2. melléklet) arra utal, hogy a vaséhezés
nem eredményezi szlikségszerlien az Osszes vasfliggd folyamat
alulszabalyozddasat. Leginkabb arrdl lehet szo, hogy a sejtek megprobaljak a
rendelkezésre 4llo vas felhasznalasait a megvaltozott koriilményekhez
igazitani. Ez magéaban foglalja sok vasigényes folyamat gatldsa mellett néhany

vasigényes folyamat aktivalasat is.
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4.1.2. Az oxidativ stressz hatasa a vashianyos tenyészetekre

A tapkozeghez adott HoO2 csak kis mértékben befolyasolta a vassal
kiegészitett tenyészetek viselkedését (4. abra; 1., 2. tablazat; 2. melléklet).
Ezzel szemben vashianyos tenyészetek esetében a H2O2 kezelés igen latvanyos
kovetkezményekkel jart (4. abra; 1., 2. tablazat; 2. melléklet): i) Tobb, mint
hatszor annyi gén, illetve fehérje mutatott feliil-, vagy alulszabalyozddast
vashianyos tenyészetek esetén, mint a kontroll, vasat tartalmaz6 kultirdkban,
vagyis a vashidnyos tenyészetekben 4764 gén, illetve 213 fehérje, a vasat
tartalmazd kulturdkban pedig minddsszesen csak 686 gén, illetve 17 fehérje
valtoztatta meg aktivitasat (4./A é&bra; 1.tdblazat). 1i)) A hdésokk és oxidativ
stresszvalasz gének (beleértve az ezen folyamatokat szabalyzé transzkripcios
faktor géneket is) szignifikdns mértékli akkumuladlodasa a feliilszabalyozott
gének csoportjadban szintén csak a hidrogén-peroxiddal kezelt vaséhezo
tenyészetekre volt jellemz6 (1. tablazat; 2., 4. melléklet). ii1)) A DNS repair, a
hésokk és oxidativ stresszvalasz gének feliilszabdlyozodéasa egybeesett a
makroautofagidban és az ubikvitinfiiggd fehérje degradacidban részt vevo
gének feliilszabalyozddasaval a kombindlt kezelésnek kitett tenyészetekben,
ami arra utal, hogy a hidrogén-peroxid kezelés ebben az esetben sokkal
sulyosabb kovetkezményekkel jart (1. tdblazat). iv) A H202 kezelés hatisara
bekdvetkez6 redox-egyenstlyvesztés mértéke szignifikdnsan nagyobb volt a
vaséhez0, mint a vassal kiegészitett tenyészetekben (1. abra).

A fentieken tul Haas és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) sziderofor
szintézisben defektes A. fumigatus torzsek felhasznalasaval kisérletesen is
igazoltak, hogy a vaséhezd (sziderofort nem termeld) torzsek oxidativ stressz
érzékenysége szignifikdnsan nagyobb a megfeleld vasellatottsagu torzsekénél.

Hasonlo jelenséget (a sziderofor termelés zavara ndveli az oxidativ stressz
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érzékenységet) a Cochliobolus heterostrophus esetében is megfigyeltek
(Mitchell és mtsai. 2009).

Erdemes kihangstlyozni, hogy az a megfigyelés, miszerint egy stressz
(ebben az esetben a vaséhezés) noveli egy masik stresszorral (pl. H203)
szembeni érzékenységet, nem sziikségszerii. Eleszték esetében példaul a
szénéhezés nem csokkentette, hanem kifejezetten novelte az oxidativ
stressztoleranciat (Roetzer és mtsai. 2011). Hasonlo jelenséget az A. nidulans
esetében a tanszék munkatarsai szintén megfigyeltek (Emri és mtsai. 2019).
Az emberi szervezet korokozokkal szembeni védekezésének egyik fontos
eleme, hogy megprobalja korlatozni a mikroorganizmusok vashoz jutdsat és
ezzel parhuzamosan ROS-kel is tAmadjak 6ket. Az altalunk a vaséhezés és az
oxidativ stressz kozott megfigyelt szinergista kdlcsonhatas (1., 2. tablazat; 1.,
3. abra) alapjan ez a stratégia kifejezetten elényds lehet és egyben
megmagyarazza, hogy a vas hozzaférésének korlatozasa, illetve a
koérokozokkal szembeni oxidativ timadas miért ennyire elterjedt stratégidk az
allat- és novényvilagban egyarant (Zarember és mtsai. 2007; Haas 2012; Priifer
¢s mtsai. 2014).

A vashiannyal kombinalt oxidativ stressz kezelést az A. fumigatus
tenyészetek feltehetdleg az alabbi folyamatok révén tudta talélni (9. abra):

i) A glutation-glutaredoxin-tioredoxin rendszer szamos eleme, valamint
a szuperoxid dizmutazok (“vastol fiiggetlen antioxidans enzimek™)
feliilszabalyozodtak (2., 4. melléklet). Ezzel parhuzamosan szamos olyan
folyamat aktivalodott (DNS repair, hdsokk valasz, makroautofagia, ubikvitin-
fliggd fehérje degradacio), melyek célja, hogy megvédjék a sejteket a ROS
altal okozott karosodéasoktol (1. tablazat; 2. melléklet).
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il) Bar tovabbi feliilszabalyozddast a sziderofor anyagcsere génekben
nem figyeltiink meg, a RIA gének feliilszabalyozddasa jol detektalhatonak
bizonyult (3., 4. melléklet).

i) A korabban emlitett fehérje lebontdé utvonalak (makroautofagia,
ubikvitin-fiiggé fehérje degradacio) segitségével a gomba szintén novelhette a
felhasznalhat6 (ebben az esetben ,,ijrahasznosithatd’’) vas mennyiségét. Richie
¢s munkatdrsai (Richie és mtsai. 2007) makroautofagidban sériilt mutans
(datgl torzs) felhasznalasaval kimutattak, hogy ez a folyamat lehetévé teszi a
telepben felhalmozott fémionok (koztiik a vas) ujrahasznositdsat olyan
esetekben, amikor ezen ionok a tidpkozegbdl nem vehetdk fel kelld
mennyiségben. Ebbdl a szempontbol nézve a vaséhezés hasonlit a
szénéhezésre. Szénéhezés alatt a sejtek nagyszdmu szénhidrat-aktiv enzimet
(CAZymes) szekretdlnak, hogy a kornyezetiikkben esetlegesen jelenlévd
tapanyagokat hasznositani tudjdk. Ezzel parhuzamosan azonban aktivaljak a
makroautofagiat, valamint az elhalt sejtek sejtfal lebontd enzimeket termelnek,
hogy ujrahasznositsdk a telep sajat anyagait (Szilagyi és mtsai. 2013; van
Munster és mtsai. 2016).

iv) A riboszomak képzddésében és a transzlacidban kdzremitkdo gének
transzkripcidja a kombindlt kezelés alatt annak ellenére csokkent, hogy a
vas¢hezés mar Onmagaban is jelentds alulszabalyozddashoz vezetett (1.
tablazat; 2. melléklet). Feltehetdleg ez tovabb lassitotta a tenyészetek
novekedését és ezen keresztiil a vasfelhasznélas sebességét.

V) A vas-tartalmu fehérjék eldallitasa esetében még hangsulyosabban
megfigyelhetd volt az a jelenség, amit a vaséhezd tenyészetek viselkedése
kapcsan 1s  megfigyeltiink:  Szdmos  vas-fiiggd  fehérje/folyamat
alulszabalyozodott ugyan, de egyes esetekben feliilszabalyozodast is meg-

figyeltiink. A vaséhezd tenyészetekben a hidrogén-peroxid kezelés dsszesen 9
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hem ko&t6 fehérje, 14 Fe-S klaszter koto fehérje és 13 Fe-S klaszter szintézisben
résztvevd fehérje génjét szabalyozta felil (2. melléklet). Fontos
kihangstlyozni, hogy ezek a véltozasok szinte minden esetben csak a
transzkriptom ¢és nem pedig proteom szinten voltak megfigyelhetok (2.
melléklet). Ez azt jelentheti, hogy ezeknek a géneknek a feliilszabalyozddasa,
elegendé mennyiségli vas hidnyaban, nem képes megndvelni a kérdéses
fehérje mennyiségét. Ugyanakkor e véaltozasoknak fontos szerepe lehet abban,
hogy a tuléléshez alapvetden fontos vastartalmu fehérjék mennyisége ne
csOkkenhessen le tulsdgosan. Mindez azt is jelenti, hogy a vastartalmu fehérjék

képzésének gatlasa igéretes terapids célpont lehet a jovoben.

Fe
RIA Fe-sziderofor
Aspergillus fumigatus transzport

vv Fe-flggetlen antioxidans proteinek -%

dp katalazok, peroxidész/ Fe @

v / 2

T \ j ;

hem bioszintézis g

Fe-S klaszter _ _ _ g
dsszeszerelddés mitokondrium  riboszéma

9. abra A vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszhez torténd adaptacio
mechanizmusanak egyszeriisitett modellje A. fumigatus-ban

A piros vonalak a transzkriptomikai és proteomikai adatok alapjan feliilszabalyozott,
mig a kék vonalak az alulszabalyozott folyamatokat jelolik. Z6ld vonallal olyan vas
igényes folyamatok vannak jeldlve, melyek aktivitiasat a gomba megprobalja a
vashiany ellenére is ,,szinten tartani”.

Vizsgalataink alapjan a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszre adott
stresszvalasz erdsségében ¢és jellegében 1is eltért mind az oxidativ
stresszvalasztol, mind a vaséhezésre adott stresszvalasztol. A kombinalt

kezelésre adott stresszvalasz szamos olyan elemet tartalmazott, melyek
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megjelenése nem volt megjosolhatd az egyszerli stresszkezelésekbdl nyert
adatok alapjan (5. abra). Hasonl¢6 jelenséget Owens €s munkatarsai (Owens és
mtsai. 2014) is megfigyeltek, amikor az A. fumigatus proteomjanak valtozasait
vizsgaltdk a H,0O; ¢és gliotoxin kezelések kombinalt alkalmazasakor. Sot,
szamos Candida albicans-szal kapcsolatos vizsgalat is azt mutatta, hogy a
kombinatorikus stresszvalaszok nem josolhatoak meg az egyszeri kezelésekre
adott stresszvalaszok segitségével (Brown és mtsai. 2014). Mindez azt is
jelenti, hogy ha az in vitro vizsgalatokbol nyert adatok segitségével akarjuk
megjosolni a mikrobak in vivo viselkedését, igen koriiltekintdnek kell lenniink,
mert viszonylag kis, az emberi szervezetben jelentkezd, de az in vitro
rendszerben figyelmen kiviil hagyott (stressz) hatdsok igen jelentOsen

modosithatjak a mikroba viselkedését.

4.1.3. Az A. fumigatus néhany, orvosi szempontbol fontos tulajdonsagainak
valtozasa

crer

hatassal lehet a virulencidjanak és/vagy az antifungalis szerek iranti
érzékenységének megvaltozasara is. A vas éhezés (-Fe/-H202) és a kombinalt
stressz (-Fe/+H202) tobb olyan gén transzkripcidjat is befolyasolta, melyek
multidrog transzportereket kddolnak (2. melléklet). E gének tobbsége (17/25
gének) feliilszabalyozodott legalabb az egyik stressz alatt (2. melléklet),
raadasul az abcB gén esetében a kodolt fehérje mennyiségének novekedését is
megfigyeltiik (4. melléklet). Az AbcB (Cdr1B) transzporter igazolt modon
szerepet jatszik az A. fumigatus Cyp5la-fiiggetlen azol-rezisztencia

kialakulasaban (Fraczek €s mtsai. 2013). Eredményeink megerdsitik az efflux
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rendszerek gatlasan alapuld antifungalis stratégidk jelentdségét (Cannon és
mtsai. 2009; Tegos ¢és mtsai. 2011).

A vaséhezés negativan befolydsolta a cink transzportereket kodold
szamos gén transzkripcidjat (2. melléklet). E valtozdsokat a nodvekedés
intenzitasanak stressz alatti csokkenése, illetve az atmeneti fémek
homeosztazisat szabalyoz6 folyamatok kozotti interakciok is eldidézhették. A
vas ¢és a cink homeosztazis kozotti szoros kolcsonhatas 1étezését Yasmin ¢€s
munkatarsai (Yasmin ¢és mtsai. 2009) vizsgaltak A. fumigatus-ban.
Kisérleteinkben a vaséhezés alulszabalyozta a zrfB plazmamembran Zn?*
transzportert és feliilszabalyozta a zrcA vakuolaris Zn?* transzporter géneket,
illetve alulszabalyozta a zafA transzkripcios faktort (4. melléklet), amely a
cinkfelvétel szabalyozasaért felelés (Yasmin és mtsai. 2009) és a virulencia
szempontjabol alapveté fontossagi (Vicentefranqueira és mtsai. 2015).
Meglepd médon a micélium Zn?* tartalma ennek ellenére ndvekedett, amit a
nem specifikus fém transzporterek aktivitdsanak tulajdonitottak (Yasmin és
mtsai. 2009; Vicentefranqueira és mtsai. 2015). A cink anyagcsere a vas
anyagcseréhez hasonldan az antifungalis terapidk igéretes célpontja lehet
(Yasmin és mtsai. 2009; Amich és Calera 2014; Vicentefranqueira és mtsai.
2015). Eppen ezért a cinkanyagcsere és szabalyozasanak mélyebb megértése,
kiilonosen vaslimitalt koriilmények kozott, fontos jovObeli kutatasi teriilet
lehet. Megtfigyeléseink (a cink transzport alulszabalyozodéasa vaséhezés alatt)
megerdsitik a  korabbi tanulmanyokat (Yasmin ¢és mtsai. 2009;
Vicentefranqueira és mtsai. 2015), miszerint a vaséhezd tenyészetek nem a
megszokott mddon veszik fel a miikodésiikhoz sziikséges cinket.

A szekunder anyagcsere és az oxidativ stressz kozotti kapcsolattal
szamos tanulmany foglalkozik (Fréalle és mtsai. 2013; Hong és mtsai. 2013;

Montibus és mtsai. 2015). So6t, egyes szekunder metabolitok képzddésének
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vas-fliggd szabalyozasat szintén leirtak mar A. fumigatus-ban (Wiemann és
mtsai. 2014). A stressz szekunder metabolit génklaszterekre gyakorolt hatasa
nagymértékben fligg a stressz tipusa mellett annak erdsségétdl és a vizsgalt
klasztert6l is (Fallon és mtsai. 2011; Scharf és mtsai. 2012; Yin és mtsai. 2013).
Ezt tapasztaltuk a vizsgalatainkban is (3. tablazat). Az A. fumigatus
virulenciajat igazoltan befolyasold szekunder metabolit génklaszterek (Fallon
¢és mtsai. 2011; Scharf és mtsai. 2012; Yin és mtsai. 2013) koziil a vaséhezés
alulszabalyozta a gliotoxin klaszter miikddését, mikézben mind a H20>
kezelés, mind a vaséhezés feliilszabalyozta a hexadehidro-asztekrom,
fumagillin és pszeurotin A bioszintéziséért felelds klasztereket (3. tablazat).
Fontos megjegyezni, hogy az erds stressz jellemzden alulszabalyozza a
szekunder metabolit génklaszterek tobbségét (Emri és mtsai. 2015). Ezzel
Osszhangban a vaséhezéssel kombindlt oxidativ stressz a virulencia
kialakitasaban igazoltan kozremiik6dd szekunder metabolit génklaszter

transzkripcidjat sem novelte (3. tablazat).

4.2. A kadmium élettani hatasai

4.2.1. A kadmium tolerancia és a pcaA gén jelenlétének kapcsolata

Egy korabbi, 17 Aspergillus fajt magaba foglalo Gsszehasonlitd
stressztolerancia vizsgélatban, bar a tenyésztési koriilmények (inkubacids ido,
homérséklet, a sporak eredete) eltérdek voltak az altalunk hasznaltaktol, az A.
fumigatus Af293 torzs szintén nagy kadmium toleranciat mutatott az Gsszes
tesztelt kondici6 mellett (de Vries és mtsai. 2017). E vizsgéalatban az 1C50
értéke (25°C-on, 10 nap tenyésztési id0 mellett) 1,5 mM volt, mig mas
Aspergillus fajok esetében ugyanazon koriilmények kozott mérve ez az érték
0,15-3 mM kozott valtozott (de Vries és mtsai. 2017). A legkisebb 1C50

értékkel jellemzett torzsek (A. glaucus CBS 516.65, 0,19 mM; A. aculeatus
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CBS 172.66, 0,19 mM ¢és A. carbonarius DTO 115-B6, 0,15 mM) nem
rendelkeznek pcaA ortologgal, mig a legnagyobb IC50 értéki torzsek (A.
fumigatus Af293, 1,5 mM; A. versicolor CBS 795.97, 3 mM és A. sydowii CBS
593.65, 2,9 mM) genomjaban egy, vagy akar két (A. sydowii) pcaA ortolog gén
is talalhato (de Vries és mtsai. 2017). A Kruskal-Wallis teszt azonban nem
mutatott szignifikans kiilonbséget (p = 0.068) a harom csoport (“nincs pcaA
ortologja”, “egy pcaA ortologja van”, “két pcaA ortologja van”) kadmium
tolerancidja kozott (Kurucz és mtsai 2018b). Fazli és munkatarsai szamos
gombatoOrzset izolaltak kadmiummal szennyezett talajbol (Fazli és mitsai.
2015). E torzsek koziil egy A. versicolor és egy A. fumigatus torzs (mindkét faj
genomjaban megtalalhat6 egy-egy pcaA ortoldg) is megtalalhato volt, melyek
IC50 értéke meghaladta az 1,6 mM-t (Fazli és mtsai. 2015). Ezzel szemben,
Chakraborty és munkatarsai (Chakraborty és mtsai. 2014) egy A. foetidus
torzset izolaltak szennyezett talajbol, amely 63 mM kadmium jelenlétében is
képes volt novekedni annak ellenére, hogy ezen faj genomja nem tartalmaz
pcaA ortologot (de Vries és mtsai. 2017). A fenti megallapitasok és a 4.
tablazatban szerepld adatok alapjan megallapithato, hogy az Af293 torzs nagy
kadmium tolerancidja nem, hogy nem egyediilallo az Aspergillus
nemzetségben (de Vries és mtsai. 2017), de még csak nem is sziikségszeriien
jellemz6 az A. fumigatus fajra. Tovabba a pcaA gén jelenléte a genomban
onmagéaban nem elegendd a magas kadmium tolerancia kialakulaséhoz.

A pcaA gén jelenléte — megfelelden aktiv kifejezédése esetén -
ugyanakkor lehetdséget biztosit a nagy kadmium tolerancia kialakulasédhoz.
Erre utal, hogy az altalunk vizsgalt A. fumigatus torzsekben erds pozitiv
korrelaciot tapasztaltunk a gén transzkripciodja és a torzs kadmium tolerancigja

kozott (6. abra). Sot, az Af293 torzs pcaA génjének delécidja szamottevden
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csokkentette annak kadmium toleranciajat, mig overexpresszioja lényegesen

novelte azt (Bakti és mtsai. 2018).

4.2.2. A kadmium hatasa az oxidativ stressztoleranciara és a fémion
toleranciara

Bar a kadmium nem-Fenton fém, irodalmi adatok alapjan mégis oxidativ
stresszt indukalo képességével magyarazzak erds toxicitasat (Cuypers €s mtsai.
2010). Az A. foetidus-ban (Chakraborty ¢s mtsai. 2014) megfigyeltekhez
hasonldan azonban a kadmium kezelés az A. fumigatus esetében is oxidativ
stressz kialakulasahoz vezetett (5. tablazat). Az oxidativ stressz ezen esetben
egyértelmilen nem a GSH raktarak kiiiriilésének, vagy az altalunk vizsgalt
antioxidans enzimek (katalaz, SODs, GPx ¢s GR) aktivitasvesztésének volt a
kovetkezménye (5. tablazat). Meglepé modon a vizsgalt A. fumigatus torzsek
esetében nem tapasztaltunk pozitiv korrelaciot az oxidativ stressz tolerancia és
a kadmium tolerancia kozott (6. tablazat). Szintén nem volt Osszefiiggés a
kadmium tolerancia és fémionokkal (Cu®*, Zn?*, Co%*' és Ni?") szemben
mutatott tolerancia kozott, kivéve a Cd?* és a Fe' tolerancia kapcsolatat,
amely pozitiv korrelaciot mutatott (7. tablazat). A Cd?* és Cu?*, Cd?* és Zn?*,
illetve részben a Cd?* és Fe®* novekedésgatld hatasa kozott megfigyelt
szinergizmus (8. tablazat) ugyanakkor arra utal, hogy a kadmium
megzavarhatja a sejtek fémion homeosztazisat, ami irodalmi adatok alapjan
elvezethet oxidativ stressz kialakuldsdhoz, de onmagéaban is kérosithatja a
sejteket (Rani és mtsai. 2014; Jacobo-Estrada és mtsai. 2017). Meglep6 mddon
az Af293 torzs esetében nem tapasztaltunk szinergizmust a Fe®" és a Cd?*

novekedést gatld hatasa kozott.
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4.2.3. A kadmium tolerancia és a vasmetabolizmus kapcsolata

A kadmium, amellett, hogy helyettesitheti a vasat a fehérjékben
(Cuypers ¢és mtsai. 2010), mar a vasfelvétel soran kdlcsonhatasba 1éphet a vas
anyagcserével: A S. cerevisiae esetében kimutattak, hogy a Cd?* jelentds része
a Fet4 kis affinitasu Fe?* transzporter segitségével jut be a sejtekbe (Dix és
mtsai. 1997; Caetano és mtsai. 2015). Az OsIRT1 és OsNRAMP5 Fe?*
transzporterek ugyanakkor a rizs gyokerében teszik lehetévé a kadmium
,beszivargasat” a sejtekbe (Nakanishi és mtsai. 2006; Sasaki és mtsai. 2012).
Nem meglepd modon a ndvények vasra specifikus vas transzport rendszerek —
fitosziderofor medialt vas transzport — aktivalasaval €s a vasra kevésbé
specifikus fémion transzporterek alulszabalyozasaval probaljak mérsékelni a
vasfelvételhez kotott kadmium transzportjukat kadmiummal szennyezett
korilmények kozott (Dimkpa és mtsai. 2009; Banakar és mtsai. 2017). Ez
alapjan az A. fumigatus TAF-C termelése és CdCl2 jelenlétében mutatott
novekedése kozotti pozitiv korrelacio (7./A abra) is értelmezheté: az intenziv
sziderofor anyagcsere védelmet nyujt a kadmiummal szemben, mivel mérsékli
azon kevésbé szelektiv transzport folyamatok mitkodését, melyen keresztiil a
kadmium bejuthat a sejtekbe (Dimkpa és mtsai. 2009; Banakar és mtsai. 2017).
fgy az intenziv pcaA transzkripcié mellett, az intenziv TAF-C termelés is
magyarazhatja a torzs jelentds kadmium toleranciajat.

Nem egyértelmii azonban, hogy miért alakult ki az Af293 torzsben nagy
kadmium tolerancia. E fenotipus legegyszeriibb magyarazata az lehetne, hogy
kadmiummal szennyezett él6helyen (talajban) valéo novekedés érdekében jott
létre. Sajnos az Af293 torzs természetes €l6helye nem ismert, mivel ezt a
torzset egy invaziv aszpergillézisban szenvedd beteg tlidejébdl izolaltak.

Réadasul a tragya, az allati alom, a szennyviziszap és a komposzt, melyek
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tipikus él6helyei az A. fumigatus-nak, kadmiumban jellemzéen szegények
(Wong 1999; Sistani és mtsai. 2003; Sager 2007).

A S. cerevisiae Pcal Pig-tipusu ATPaza nemcsak egy hatékony
kadmium efflux pumpa (Rad és mtsai. 1994; Shiraishi és mtsai. 2000; Adle és
mtsai. 2007), de részt vehet mas toxikus fémionok hatastalanitasaban is (De
Freitas és mtsai. 2004; Adle és mtsai. 2007). Bar nem képes Cu?* ionokat
transzportalni, az intracellularis régidja jelentés mennyiségli rezet képes
megkotni és ezaltal noveli a gomba réz toleranciajat (De Freitas és mtsai. 2004;
Adle és mtsai. 2007). SOt, a pcal transzkripcidjat az Aftl (a vas anyagcsere
fontos transzkripcids faktora a S. cerevisiaeben) szabalyozza, ami arra utal,
hogy a Pcal-nek koze lehet a vas anyagcseréhez is (De Freitas és mtsai. 2004).
Az A. fumigatus-ban a pcaA gén expressziojat a vas (Fe?"), a réz (Cu?"), illetve
kadmium (Cd?*) is megnovelte (Bakti és mtsai. 2018). A pcaA gén delécidja
csokkentette, mig overexpresszidja novelte az A. fumigatus in vivo
virulencidjat viasz moly (Galleria mellonella) modellben (Bakti és mtsai.
2018). Raadasul mi is azt tapasztaltuk, hogy a nagy pcaA expresszioval
jellemezhetd Af293 torzs egér modellben mutatott in vivo virulenciaja nagyobb
volt, mint a kisebb pcaA transzkripcios aktivitasu torzseké (8. abra). A fentiek
alapjan valdszintisithetd, hogy a PcaA fehérje nem csak a kadmium sejtekbdl
val¢ eltavolitdsdban vesz részt, funkcidja ennél dsszetettebb kell, hogy legyen.

Vizsgalatainkban az Af293 viszonylag kis Cu?* toleranciat mutatott a
tobbi vizsgalt torzshoz képest (7. tablazat). igy feltehetéleg a PcaA nem
kozponti eleme az A. fumigatus Cu?* homeosztazis fenntartasanak. Az Af293
vastliré képessége azonban meghaladta a tobbi vizsgalt torzsét (7. tablazat), és
az Af293 volt az egyetlen olyan torzs, amelyben nem volt szinergizmus a
kadmium és a vas novekedést gatld hatasa kozott (8. tablazat). Elképzelheto,

hogy a PcaA elsédleges feladata a Fe?* ionok eltavolitasa és csak a Fe?" és Cd?*
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ionok hasonlésaga miatt tudja a Cd?* ionokat is kipumpalni a sejtekbdl,
hasonléan ahhoz, ahogy a Fe?* transzporterek a Fe** ionok mellett Cd**-t is
szallitanak.

A Fe?* pumpak (Fe?" P1g tipusi ATPazok) széles korben elterjedtek a
baktériumok kozott. E fehérjék feladata, hogy megvédjék a baktérium sejteket
a felesleges vas toxikus hatédsaitol (Pi és Helmann 2017). Humén patogén
baktériumokban (Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis és
Streptococcus fajok) a Pig tipusti Fe?* ATPazok (FrvA, CtpD és PmtA)
virulencia faktorokként is ismertek (McLaughlin és mtsai. 2012; Pi és mtsai.
2016; Patel és mtsai. 2016; VanderWal és mtsai. 2017). Feltételezések szerint
az a feladatuk, hogy amikor a fagocitak altal bekebelezett baktériumok
kiszabadulnak a vasban szegény fagolizoszomakbol és bekeriilnek a vasban
gazdag citoszolba, akkor védelmet nyujtsanak a sejtekbe hirtelen bedramlo
nagy mennyiségii vastol (Pi és Helmann 2017). Egy masik elképzelés szerint,
a gazdaszervezet altal generdlt oxidativ stressz sordn elszabaduld vas
eltavolitasa a feladatuk (Pi és Helmann 2017). Hasonlé mechanizmusok
human patogén gombék esetében is elképzelhetdek.

Bar a vas a talajban nagy mennyiségben el6forduld elem (Colombo és
mtsai. 2014), a vas-oxidok kis oldékonysaga miatt az oldott vas ionok
koncentracidja igen kicsi (mintegy 1071° mol/L), legalabb is levegdvel
érintkez6 talajban 7-es pH mellett (Boukhalfa és Crumbliss 2002). Lokalisan
¢s idélegesen azonban a felvehetd vas mennyisége sokszorosara néhet (Becker
és Asch 2005). Emiatt fellépd vas toxicitds komoly problémat okoz pl. a
rizstermesztés soran is (Becker és Asch 2005). Azaz, a ,,hol tal sok, hol tul
kevés vas” okozta probléma nem csak a gazdaszervezetben ndvekvd patogén
fajok szamara jelent kihivast, hanem egy lényegesen altalanosabb probléma

lehet a mikroorganizmusok szamara.
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Az A. fumigatus Af293 intenziv TAF-C termelésnek koszonhetéen (7./A
abra) igen hatékonyan képes felvenni a vasat a kornyezetébdl. Ez az intenziv
vas felvétel azonban, a vas elérhetéségének novekedése esetén veszélyes is
lehet, ami miatt a gombanak sziiksége lehet a veszélyes Fe?" ionokat
hatékonyan eltavolito mechanizmusokra, mint pl. kelléen aktiv P1g tipusti Fe?*
ATPazokra. Feltételezésiink szerint az Af293 torzs természetes élohelyén
egyfajta ,,hol til sok, hol tul kevés vas™ helyzethez alkalmazkodva jott 1étre, és
a kérdéses ATP4az a PcaA. Minthogy hasonl6 stressz az emberi szervezetben is
kialakul, igy adottsagai révén e torzs az emberi szervezetben is képes
hatékonyan novekedni, ami megmagyarazza nagy in vivo virulenciajat (8.
abra). A fentiek alapjan az intenziv TAF-C termelés €s pcaA expresszi6 csak
véletleniil vezetett nagy kadmium tolerancia kialakulasdhoz. E feltételezés
igazolasahoz mindenekelStt a PcaA Fe?' transzportban betdltdtt szerepét

kellene igazolni.

4.2.4. A nagy kadmium bioszorpcios kapacitds gyakorlati jelentosége

Szamos gomba rendelkezik kiemelkedden magas bioszorpcios
kapacitassal, amely kihasznalhato a toxikus fémionok (Cd?*-ot is beleértve)
szennyvizbdl torténd eltavolitasara (Boczonadi és mtsai. 2020), vagy Kis
torténd kinyerésére (biomining) (Johnson 2014). Vizsgalatainkban a pcaA
nagy relativ transzkripcidja nem csokkentette az Af293 torzs bioszorpcids
kapacitasat a kis pcaA transzkripciot mutatd torzsekéhez viszonyitva (9.
tablazat). S6t, nagy kadmium tolerancidjanak koszonhetden az Af293 torzs
képes volt akar 2 mM Cd?* koncentracié mellet is ndvekedni és ilyen

koriilmények kozott akar 850 mg kadmiumot is képes volt adszorbealni szaraz
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sejttomeg kilogrammonként (6. tdblazat). Ez egyben azt is jelenti, hogy minden
olyan esetben, amikor é16 gomba biomasszaval szeretnék a Cd?*-ot megkotni,
a pcaA gén heterolog expresszidja a kérdéses gombaban elonyos lehet, hiszen
képes novelni a torzs kadmium tolerancidjat anélkiil, hogy csokkentené

bioszorpcids potencialjat.

5. Anyagok és modszerek

5.1. A vizsgalt gombatorzsek, torzsfenntartas

A kisérletekhez felhasznalt A. fumigatus torzsek a 10. tablazatban
vannak feltlintetve. A torzsek fenntartasa Barratt-féle minimal nitratos
taptalajon (Barratt és mtsai. 1965) tortént. A tapagar az alabbi
komponensekbdl allt: 10 g/L gliikkoz, 6 g/ NaNOs, 1,5 g/L KH2PO4, 0,5 g/L
MgSO4x4H>0, 0,5 g/L KCI, 0,1 v/v % nyomelem oldat, 20 g/L agar, pH 6,5.
A nyomelem oldat az alabbi GsszetevOket tartalmazta: 22 g/L ZnSOsx7H20,
11 g/L HzBOs3, 5 g/L MnCl2x4 H20, 5 g/L FeSO4x7H20, 1,6 g/L CoSO4x5
H20, 1,6 g/L CuSO4x5 H20, 1,1 g/L (NH4)sM07024x4H20 és 50 g/L
Na;EDTA (dinatrium-etilén-diamin-tetraecetsav). Kisérleteimben az 5
(proteomikai/transzkriptomikai  vizsgalatok), illetve 6 (kadmiumos
vizsgalatok) napon 4t 37 °C-on inkubdlt tenyészetek frissen lemosott
konidiumai lettek felhasznalva. A sporak lemosasahoz az alabbi Gsszetételi

oldatot hasznaltam: 0,9 w/v % NacCl, 0,001 v/v % Tween 80.
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5.2. Az Aspergillus fumigatus torzsek izolalasa és identifikalasa

A DBMCC201-205 torzsek kiilonbozo talajmintdkbdl szarmaznak. A

mintak eredete, a mintavétel helyének GPS koordinatéi és a gyiijtés datuma a

kovetkezdk voltak:

DBMCC201: Farkaslaka, Romania (N46.393333; E25.257222)
(2013/10/06);

DBMCC202: Debrecen, Magyarorszag (N47.561169; E21.617483)
(2013/09/21);

DBMCC203: Hortobagy, Magyarorszag (N47.492965; E21.143861)
(2013/09/22);

DBMCC204: Hajduszoboszld, Magyarorszag (N47.490558; E21.318920)
(2013/09/22);

DBMCC205: Debrecen, Magyarorszdg (N47.559087; E21.622407)
(2013/10/02).
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10. tablazat A vizsgalt gombatorzsek

Torzs? Leiras®

Af293 FGSC1100, CBS 101355; human  szisztémas
aszpergillozisbol izolalt minta

DBMCC101 human szisztémas aszpergillozisbdl izolalt minta

DBMCC201-5 talaj izolatumok

NCAIM F.00056 NVK 33

NCAIM F.00673 CCM F-373

NCAIM F.00948 CBS 457.75; talajbdl izolalt minta

SZMC3100,

SZMC3102-4, human keratitiszb6l izolalt minta

SZMC3106

& — FGSC (Fungal Genetic Stock Centre, Kansas City, Missouri, USA); NCAIM
(National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms; Budapest,
Magyarorszag, http://ncaim.uni-corvinus.hu); SZMC (Szegedi Mikrobiologiai
Gylijtemény; Szegedi Tudomanyegyetem, Szeged, Magyarorszag; http://www2.sci.u-
szeged.hu/microbiology /collection.htm); DBMCC (Molekularis Biotechnologiai és
Mikrobiologiai Tanszék Torzsgylijtemény; Debreceni Egyetem; Debrecen,
Magyarorszag).

b_ A DBMCC201-205 térzsek sajat izolatumok, az SZMC torzseket (Manikandan és
mtsai. 2013) Prof. Dr. Varga Janos (Szegedi Tudomanyegyetem) bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az 0Osszes tObbi torzset a feltlintetett tdrzsgylijteményektol
szereztiik be.

A talajmintékat (1 g) 2 mL steril vizben szuszpendaltuk, majd 0,1 mL
térfogatokat szélesztettiink ki Rose-Bengal Kloramfenikol Agar taptalajokra
(Sigma-Aldrich Kft, Budapest, Magyarorszag), illetve Cd-minimal taptalajra.
A Rose-Bengal tapagar a kovetkezd komponensekbdl allt: 10 g/L gliikoz, 5
g/L sz6ja pepton, 1 g/L KH2PO4, 0,5 g/L MgSO4, 50 mg/L Rose-Bengal, 100

mg/L kloramfenikol és 30 g/L agar. A kadmium-minimal taptalaj csak abban
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kiilonbozott a Barratt-féle minimal nitratos tapagartol (Barratt és mtsai. 1965),
hogy 2 mM CdClz-t is tartalmazott.

A tenyészeteket 7 napig inkubdltuk szobahdémérsékleten és ,,A.
fumigatus-szerii” (az Aspergillus-okra jellemz6 konidioférral rendelkez6, és
z0lden pigmentalt konidiumokat termeld) telepeket izolaltunk. A telepeket 18
oran keresztiil, 220 rpm fordulatszdmon, 37 °C-on folyékony Barratt-féle
nitratos minimdl taplevesben novesztettilk fel. A kezeletlen tenyészetekbdl
szarmazo micéliumbol Thermo Scientific GenelJet Gel Extraction kit
segitségével genomi DNS-t izolaltunk, majd a kalmodulin gén (Afulg02930)
2005). A PCR reakciodelegy (50 ul) a kovetkezoket tartalmazta: 10 v/v % 10x
Taq polimeraz puffer, 2 mmol/L MgCly, 0,2 umol/L génspecifikus primer par,
0,2 umol/L dNTP (deoxinukleotid-trifoszfat) mix, 2 U/50 uL Taq polimeraz.
A PCR reakcié hémérséklet profilja az alabbi volt:

(1) Iniciécio, 95 °C, 5 perc
(2) Denaturacio, 95 °C, 45 mésodperc
(3) Annealing, 52,3 °C, 30 masodperc
(4) Extenzid, 72 °C, 80 masodperc (35 ciklusban ismételve a 2.-4. 1épést)
(5) Befejezo extenzio, 72 °C, 10 perc

A PCR termékek elvalasztasa agardz gélelektroforézis segitségével
tortént. Ennek soran 1%-os TAE agar6z gélt és TAE puffert hasznaltunk. A
TAE puffer 0,4 mol/L Tris-t, 0,01 mol/L EDTA-t és 0,2 mol/L ecetsavat (pH
8,5) tartalmazott. A savok/termékek kinyerése a gélbdl a Silica Bead DNA
Extraction Kit K0513 (Fermentas) felhasznélasaval a gyartd utasitasai szerint
tortént. A megtisztitott PCR termékek szekvendldsa a Debreceni Egyetem
Genomi Medicina €s Bioinformatikai Szolgéltaté Laboratoriumaban tortént. A

DBMCC201-5 torzsek esetében a kalmodulin gén parcialis szekvenciaja

68



100%-o0s azonossagot mutatott az A. fumigatus NRRL163 torzs kalmodulin
génjének szekvenciajaval. A szekvenciakat a GeneBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) adatbazisba toltottiikk fel, ahol az alabbi
hivatkozasi szdmmal érhetdek el: KY421201-5. A talajbol izolalt torzseket
(DBMCC201-5) csak a kadmium tolerancia meghatarozasanal hasznaltuk fel,

a tovabbi élettani vizsgalatokban nem szerepeltek.

5.3. Az Aspergillus fumigatus tenyésztése folyékony tapkozegben

5.3.1. A kadmium élettani hatasainak tanulmanyozasahoz hasznalt tenyészetek

Az ¢élettani vizsgalatokhoz a 10 klinikai izolatum (Af293; DBMCC101;
NCAIM F00056, NCAIM F00673, NCAIM F00948; SZMC3100;
SZMC3102-4; SZMC3106) tenyészeteit alkalmaztuk. A kisérletekhez 500
mL-es Erlenmeyer lombikokat hasznaltunk, melyek 100 mL, élesztékivonatot
is (0,5 w/v %) tartalmazd Barratt-féle minimal nitratos tapfolyadékot
tartalmaztak (Barratt és mtsai. 1965). A Barratt-féle minimal nitratos
tapfolyadék Osszetétele megegyezett a korabban emlitett tapagar
Osszetételével, de agart nem tartalmazott. A tapleveseket 5x107 db, frissen
Osszegylijtott sporaval oltottuk be és razoégépben inkubaltuk dket 37 °C-on és
220 rpm fordulatszamon. A CdCl; oldatot a 17 éras, még exponencialis fazist
0,5 és 1 mM végkoncentracioban. A kezelt és a kontroll tenyészeteket tovabbi

5 6ran at inkubaltuk (37 °C, 220 rpm).
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5.3.2. Omikai vizsgalatokhoz hasznalt tenyészetek

A transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatokhoz az A. fumigatus
Af293 torzs siillyesztett kultirdit hasznaltuk. Négyféle tenyészettel
dolgoztunk, mindegyiknél 500 mL-es Erlenmeyer lombikokat hasznaltunk,
melyek 100 mL taplevest tartalmaztak: A kontroll (+Fe/-H20z) és a H2O»-dal
kezelt (+Fe/+H202) tenyészetekhez Barratt-féle minimal tapfolyadékot
hasznaltunk, melyet 4x108 db sporaval oltottunk le és 33 6ran keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on 220 rpm mellett. A vaséhezd (-Fe/-H2032) és a H20,-dal
kezelt vaséhez6 (-Fe/+H20.) 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 spéraval tortént
¢s a tenyészeteket 50 6ran at inkubaltuk (37 °C, 220 rpm). Az eltérd inkubalasi
idéo ¢és sporaszam haszndlatdnak célja az volt, hogy a tenyészetek
szarazanyagtartalma és a megmaradt glilkéz koncentracidja kozel azonos
legyen az inkubalést kdvetden. A kontroll és a vaséhezd tenyészetek egy részét
(a fent megadott inkubacios id6 leteltekor) H2O2 (3 mM végkoncentracio)
hozzdadasaval kezeltiik, majd a kezelt és a kezeletlen tenyészeteket is 1 6ran

at tovabb inkubaltuk a mintavételig.

5.4. A tenyészetek novekedésének és életképességének vizsgalata

5.4.1. Szarazanyag tartalom (DCM) meghatarozasa

A mérés soran 5 mL tenyészetet atsziirtiink zsugoritott iivegszliron,
ezutan desztillalt vizzel atmostuk, ezt kovetden stlyallandosagig (2 napig)
szaritottuk. A megszaradt micélium tomegét lemértiikk (Pusztahelyi és mtsai.

1997) és g/L mértékegységben adtuk meg a kapott értéket.
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5.5. Gliikkozkoncentracio mérése

A gliikozkoncentracid mérése soran egy olyan ,rate assay” modszert
hasznaltunk, amelyet Leary és munkatarsai (Leary és mtsai. 1992) dolgoztak
ki. A reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta: 1 kU/L peroxidaz, 4 kU/L
gliikoz-oxidaz, 0,1 mol/L K-Na-foszfat puffer (pH 6,6), 0,76 mmol/L 4-
aminoantipirin, 11 mmol/L fenol és 3 v/v % minta. Az adszorbancia valtozas
detektaldsa 500 nm-en tortént. A mintak gliilkdztartalmat az 1 perc alatt
bekovetkezett adszorbancia valtozas alapjan gliik6z oldat tartalmu kalibralo

sor segitségével szamoltuk ki.

5.6. Fémionok és oxidativ agensek novekedést gatlo hatasanak vizsgalata

Az A. fumigatus torzsek (Af293; DBMCC101; NCAIM FO00056,
NCAIM F00673, NCAIM F00948; SZMC3100; SZMC3102-4; SZMC3106)
kadmium toleranciajanak jellemzéséhez a Barratt-féle nitratos minimal
tapagarhoz CdCl,—ot adtunk 0-3 mM végkoncentracioban. A taptalajokat 5 pL
frissen készitett sporaszuszpenzioval (2x107 spéra/mL) pontinokuldltuk és a
tenyészeteket 5 napig 37 °C-on inkubaltuk. A kadmiumtoleranciat a kezelt és
a kezeletlen tenyészetek telepatmérdinek aranyaval (relativ ndvekedés),
és/vagy az 50 %-os novekedésgatlds eléréséhez sziikséges kadmium
koncentracioval (IC50) jellemeztiik. Hasonld6 mddon jartunk el a torzsek
CuSOs4 (0,5 mM), NiSOs (1 mM), CoCl; (3 mM), FeClsz (5 mM), ZnSO4 (10
mM), illetve MSB (0,01 mM), tBOOH (0,8 mM), diamid (1 mM) és H202 (3
mM) jelenlétében mutatott novekedésének jellemzésekor is.

A méréseket 3 fiiggetlen kisérletben végeztiik el és az eredményeket az

atlag és a szoras értékek feltlintetésével adtuk meg. A vizsgalt torzsek adatait
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a Dunnett-teszt (p<0,05) segitségével vetettik egybe az Af293 referencia
torzsiink adataival. A torzsek kadmium és oxidativ stressz tolerancia, illetve a
kadmium és fémion tolerancia adatai kozotti kapcsolatot a Pearson-féle

korrelacios koefficienssel jellemeztiik.

5.7. A novekedést gatlo szerek kozotti interakcio vizsgalata

A vizsgalatokat az el6z6 fejezetben (5.6.) leirtak alapjan végeztiik el. A
novekedést gatld szerek kozotti interakciok vizsgéalata soran az alkalmazott
stressz agensek a kovetkezok voltak: CuSO4 (0,3 mM), FeCls (5 mM), ZnSO4
(5 mM) és/vagy 0,2, illetve 2 mM CdClz> a torzsek (NCAIM F00056;
SZMC3106; Af293) kadmium toleranciajatol fiiggden. Az interakciot az IR
hanyadossal jellemeztiik, amit az Abbott formula segitségével (Galgoczy és
mtsai. 2008) hataroztunk meg. IR = Io/le, ahol lp a két Gsszetevd egyiittes
jelenlétében mért szazalékos novekedésgatlas, Ie pedig a két Gsszetevo egylittes
jelenlétében varhat6 (a kiilon-kiilon mért ndvekedésgatlasok alapjan szamolt)
szazalékos novekedésgatlas. Ehhez feltételeztiik, hogy a két komponens
egymastol fiiggetleniil hat, igy [e = X +Y — (XY/100), ahol X és Y a vizsgalt
anyagok jelenlétében kiilon-kiilon mért szazalékos nodvekedésgatlas. Ha
IR<0,5 akkor antagonista, ha IR>1,5 akkor szinergista, ha 0,5<IR<1,5 akkor
additiv (vagyis nincs interakcid) hatést allapitottunk meg (Moreno és mtsai.

2003; Galgbezy €és mtsai. 2008).
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5.8. Feliileti Aspergillus fumigatus tenyészetek kadmium biszorpciéjanak
tanulmanyozasa

A NCAIM F.00056, SZMC3106 ¢és Af293 torzseket Barratt-féle
minimal nitritos tapagarra pontinokulaltuk 5 plL, 2x107 spora/mL
steril celofanlappal fedtiik le. A torzstdl fiiggden a tapagar 0,2-2 mM CdCl,—
ot tartalmazott. A tenyészeteket 5 napig inkubaltuk 37 °C-on, majd a
celofanlapok felszinérdl osszegylijtottiik a micéliumot. Liofilezést kovetden
meghataroztuk a mintak szarazanyag tartalmat, majd 3 mL cc. HNO3 —ban
forraltuk 6ket mindaddig, amig az oldat szintelenné nem valt. A sejtmentes
kivonatok kadmium tartalmat Dr. Harangi Sandor (Debreceni Egyetem)
hatarozta meg Agilent MP-AES 4100 tipusu atomemisszids spektrométeren
(Kurucz és mtsai. 2018b). A mért értékeket a mintak szarazanyagtartalmara

vonatkoztatva adtuk meg.

5.9. Az oxidativ stresszvalasz elemek detektalasa

5.9.1. Diklorofluoreszcein (DCF) teszt

A tenyészetek (NCAIM F00056; NCAIM F00948; SZMC3106;
SZMC3100; SZMC3104; Af293) redox egyensulyanak felborulasat a DCF-
teszttel (Royall és Ischiropoulos 1993) vizsgaltuk. A siillyesztett kultarak 15
mL-¢hez 50 plL, 3 mg/mL toménységli etanolban oldott 2°,7°-
diklorodihidrofluoreszcein-diacetatot adtunk. A tenyészeteket 1 6ran keresztiil
37 °C-on, 220 rpm-el razattuk, majd a micéliumot zsugoritott livegsziirén
leszlrtiik, és desztillalt vizes mosast kovetoen 5 w/v %-o0s, 4 °C-0s
szulfoszalicilsav oldatban szuszpendaltuk. Rovid inkubalast kdvetéen (10
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perc, 4 °C) a mintdkat centrifugaltuk (10000 G, 10 perc, 4 °C), majd a
feliiliszot 1:1 aranyban meghigitottuk 2 M NaOH oldattal. A mintdk DCF
tartalmat egy kalibralé gorbe segitségével spektrofluoriméterrel 523 nm-en
(502 nm-en torténd gerjesztés mellett) hataroztuk meg. A tenyészetek altal
termelt DCF mennyiségét a tenyészetek DCM tartalmara vonatkoztatva nmol

DCF/mg DCM mértékegységgel adtuk meg (Emri és mtsai. 1997).

5.9.2. Antioxidativ enzimek aktivitasanak mérése

A SOD, katalaz, G6PD, GR ¢és GPx enzimek specifikus aktivitasat ,,rate
assay” modszerrel fotometriasan hataroztuk meg. A tenyészetekb6l (NCAIM
FO00056; NCAIM F00948; SZMC3100; SZMC3104; SZMC3106; Af293)
kiszlirt micéliumot ezen méréseknél 0,1 M K-foszfat pufferben (pH 7,6)
szuszpendaltuk fel és a fagyasztott (-20 °C) mintakat X-press segitségével
tartuk fel (Emri és mtsai. 1997). 1 mL volt a reakcidelegyek végtérfogata és 5-
15 (v/iv) % sejtmentes kivonatot tartalmaztak. Az egyes mérések esetében a
reakcioelegy Osszetétele az alabbi volt:

- GR: 0,1 M Na-foszfat puffer (pH 7,6), 0,1 mmol/L NADPH (nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat), 1,5 mmol/L GSSG. A NADPH fogyasanak
detektalasa 340 nm-en tortént 1 percen keresztiil (Pinto és mtsai. 1984).

- GPx: 50 mmol/L Tris-HCI (pH 7,6), 0,091 mmol/L EDTA, 0,12 mmol/L
NADPH, 0,25 mmol/L GSH, 440 U/L GR, 0,1 mmol/L kumén-hidroperoxid.
A NADPH fogyasanak detektalasa 340 nm-en tortént 1 percen keresztiil (Chiu
¢és mtsai. 1976).

- G6PD: 20 mmol/L Hepes (pH=7,6), 1 mmol/L gliikkdz-6-foszfat, 1 mmol/L
NADP, 10 mmol/L MgCl.. A NADPH képzédésének nyomonkovetése 340

nm-en tortént 1 percen keresztiil (Emri és mtsai. 1997).
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- Katalaz: 20 mmol/L Hepes (pH=7,6), 0,1 mmol/L H,0,. A H,0; fogyasat 1
percen keresztiil 240 nm-en kovettiikk nyomon (Roggenkamp és mtsai. 1974).
- SOD: 50 mmol/L Na-foszfat puffer (pH=7,8), 1,4 mmol/L DETAPAC
(dietilén-triamin-pentaecetsav), 70 umol/L Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0,2
mmol/L xantin, 10 U/L xantin oxiddz, 1000 U/L katalaz. Az NBT oxidalédasat
560 nm-en mértiikk 1 percen keresztiil (Oberley és Spitz 1984). A mért
enzimaktivitasi értékeket a mintdk fehérjetartalmara vonatkoztattuk és a
specifikus aktivitasokat — a SOD aktivitasok kivételével - kat/kg protein
mértékegységgel adtuk meg. A SOD esetében azt az enzimmennyiséget, amely
50 %-os gatlast okozott az NBT redukciojaban 1 U-nak (unit) tekintettiik. A
mintak fehérjetartalmanak meghatdrozdsa Bradford reagenssel tortént

(Bradford 1976).

5.9.3. 4 tenyészetek glutation (GSH) tartalmanak mérése

A hifak GSH és GSSG tartalmat DTNB (5,5’°-ditio-bis-2-nitrobenzoat
sav) — GR assay segitségével hataroztuk meg (Anderson 1985; Sami és mtsai.
2001). A vizsgalt micéliumot, amelyet 5 mL tenyészetbél (NCAIM FO0056;
NCAIM F00948; SZMC3100; SZMC3104; SZMC3106; Af293) sziirtiik ki és
mostunk at desztillalt vizzel, 1 mL 5 w/v % 5-szulfoszalicilsav oldatban tartuk
fel. A GSSG tartalom mérésekor a sejtmentes kivonat GSH tartalmat
elozetesen elreagaltattuk 2-vinilpiridines kezeléssel (185 mmol/L, 1 6ra, pH
6,0-7,0). A felhasznalt reakcidelegy 1 mL végtérfogata volt és 10 (v/v) % 2-
vinilpiridinnel kezelt mintan kiviil még az alabbi 6sszetevokbdl allt: 115 mM
Na-foszfat puffer (pH 7,5), 1,5 kU/L GR, 50 mM Na,-EDTA, 0,2 MM NADPH
¢s 0,6 mM DTNB. A DTNB redukalédasanak nyomonkdvetése 412 nm-en

tortént 1 percen keresztiil. A GSSG mennyiségét kalibralo sor segitségével
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szamoltuk ki, és a kapott értékeket a mintdk szarazanyag tartalmara
vonatkoztatva nmol/mg DCM mértékegységgel adtuk meg. A GSH
meghatdrozasat a fentiek alapjan végeztiik el, viszont itt meghataroztuk a
mintak teljes glutation (GSH+GSSG) tartalmat, mégpedig egy olyan kalibrald
sor segitségével, amely GSH-val késziilt a 2-vinilpiridines kezelés
elhagyasaval. Igy ki tudtuk szamolni a GSH mennyiségét a GSSG tartalom

ismeretében.

5.10. Szideroforok képzodésének detektalasa

5.10.1. Szideroforkoncentraciok mérése HPLC eljarassal

A torzsek (Af293; DBMCC101; NCAIM F00056, NCAIM F00673,
NCAIM F00948; SZMC3100; SZMC3102-4; SZMC3106) triacetilfuzarinin C
(TAF-C) és a ferrikrocin (FC) termelé képességét vaséhezd tenyészetek
segitségével hataroztuk meg (Szigeti és mtsai. 2014). Ebben az esetben 100
mL vasmentes Barratt-féle minimal nitratos tapkdzeget tartalmazo 500 mL-es
Erlenmeyer lombikokat (Id. 5.3.1. fejezet) 5x107 db frissen lemosott sporaval
inokulaltunk és 37 °C-on, 220 rpm mellett 6 napon keresztiil inkubaltuk. Ezt
kovetden sziiréssel elvalasztottuk a micéliumot a fermentlétdl. A fermentléhez
1 g/L FeClz-ot adtunk 1 g/L végkoncentracioban és a pH-t 6,5-re allitottuk. A
micéliumot liofilizaltuk, majd desztillalt viz segitségével extrahaltuk.
Centrifugalast (5000 g, 10 perc, 4 °C) kovetden a feliiliszot FeClz-dal kezeltiik
a korabbiak szerint. A fermentlé ferri-TAF-C és a micélium ferri-FC tartalmat
Dr. Mathéné Dr. Szigeti Zsuzsa (Debreceni Egyetem) hatarozta meg HPLC-S
eljaras segitségével (Hordt és mtsai. 2000; Pdcsi €s mtsai. 2008). A mintak
sziderofor tartalmat a minta térfogatara (g/L) (TAF-C), illetve

szarazanyagtartalmara (g/g) (FC) vonatkoztatva adtuk meg.
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5.10.2. CAS (Chrome azurol S) assay

Az omikai vizsgalatoknal a tenyészetek vaséhezésének kialakuldsat a
fermentlé megnovekedett sziderofér tartalmaval ellendriztiik. A fermentlé
sziderofortartalmat ebben az esetben CAS assay segitségével hataroztuk meg
(Machuca ¢és Milagres 2003). A mintak 0,5 mL-¢hez 0,5 mL frissen készitett
CAS oldatot adtunk, majd 1 h szobahOmérsékleten és sotétben torténd
inkubéciot kdvetden a keletkezett szines komplex mennyiségét fotometriasan
hatdroztuk meg 630 nm-en. A sziderofor koncentraciot EDTA-val készitett
kalibralo sor segitségével becsiiltiilk meg. A CAS oldat dsszetétele az alabbi
volt: 1 mM FeClI3 oldat (10 mM HCI-ben feloldva), 2 mM Kromazurol-S oldat,
10 mM hexadecil-trimetil-ammoéniumbromid, 1 M piperazin (pH beallitas:
37%-0s HCl oldattal; pH: 5,6), 4 mM 5°-szulfoszalicilsav (Schwyn és Neilands
1987).

5.11. Transzkripcids vizsgalatok

5.11.1. RNS izoldlds

Az RNS izolalasdhoz a siillyesztett kultirakbol szdrmazd mintakat
zsugoritott tivegsziirdn atszlrtiik, és a micéliumot atmostuk jéghideg (4 °C-05s)
dietil-pirokarbonattal (DEPC) kezelt vizzel, ezutan liofileztiik. A teljes RNS-t
TRIZOL reagenssel (Invitrogen, Lofer, Ausztria) izolaltuk a gyartd leirasat
kovetve (Chomczynski 1993; Emri és mtsai. 2017). Az RNS minGségét
denatural6 agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az utobbi vizsgalathoz az
1 wiv %-0s MOPS (3-N-morfolinopropanszulfon sav)-EDTA agar6z gélt
kiegészitettiik 5 v/v % formaldehiddel. A mintakat el6zdleg 10 percig 68 °C-

on inkubaltuk 25 mmol/L Na-EDTA ¢és 10 g/L SDS (natrium-dodecil-szulfat)
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jelenlétében. A MOPS-EDTA puffer az alabbiakbdl allt: 200 mmol/L MOPS,
10 mmol/L EDTA, 50 mmol/L Na-acetat (pH 7,0).

5.11.2. RT-qPCR (reverztranszkipcios Kvantitativ valds idejii polimerdz
lancreakcio)

Az RT-qPCR reakciokhoz az Xceed qPCR SG 1-step 2 x Mix Lo-ROX
kittet hasznaltuk (iBioTech, Praga, Csehorszag) a gyartd utasitdsainak
megfelelden. A reakcioelegy 400 ng DNazzal kezelt teljes RNS-t, 0,5 pmol/L
génspecifikus primer part és 2,5 mmol/L MgCl,-ot tartalmazott. Az RT-qPCR-
hez hasznalt primerparok az 1. mellékletben vannak feltiintetve. A primer
parokat az Aspergillus Genome Database (http://aspergillusgenome.org/)
adatbazisbol elérhetd szekvencidk alapjan terveztiik. Az RT-qPCR reakci6 az
alabbi 1épések alapjan ment végbe:

(1) reverz transzkripcid, 45 °C, 10 perc
(2) reverz transzkriptaz denaturacid, 95 °C, 2 perc
(3) DNS denaturéacio, 95 °C, 5 sec
(4) annealing (primer hibridizacio), 51 °C, 10 sec
(5) extenzi6 (Ianchosszabbitas), 65 °C, 20 sec
a (3)-(5) 1épések ismétlése 40 ciklus erejéig

Az RT-qPCR termékek homogenitdsanak €s mindségének ellendrzése
olvadaspontjanak meghatarozasaval tortént. A relativ transzkripcio mértékét a
ACP, illetve AACP értékekkel jellemeztiik. AACP = ACPkezett-ACPkontroll, €s
ACP = CPreferencia gén-CPuizsgatt gon. A képletben szerepld CP az a ciklusszdm,
amely a PCR termék akkumulalodasahoz sziikséges. A referencia gén a
kadmium élettani hatasainak vizsgalatanal az Afu7g00250 (tub2), mig az
omikai vizsgalatok esetében az Afu6g12400 (fksl) volt.
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Kisérleteinkhez a Debreceni Egyetem a Genomi Medicina ¢és
Bioinformatikai ~Szolgaltatd Laboratérium (DE-AOK, Biokémiai ¢és
Molekularis Biologiai Intézet) LightCycler-480 (Roche Applied Science,
Penzberg, Németorszag) PCR késziilékét hasznaltuk.

5.11.3. RNS szekvendlas

Az RNS szekvenalashoz az alabbi tenyészetekbdl lettek izoldlva az RNS
mintak: +Fe/-H202 (kontroll), +Fe/+H20, (H20.-dal kezelt), -Fe/-H20:
(vaséhez6) és -Fe/+H202 (H202-dal kezelt vaséhezd) (Id. 5.3.2. fejezet). Az
RNS szekvenalast (a konyvtarak elkészitésétdl a fastq.gz file-ok generalasaig)
a Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgéltatdo Laboratorium (Biokémiai
¢s Molekularis Bioldgiai Tanszék, Orvostudomanyi Kar, Debreceni Egyetem)
munkatarsai végezték. A szekvenalashoz (,,single-read sequencing”, 50 bp,
14,6-19x10° read/sample) az lllumina HiScan SQ (Illumina, San Diego, CA,
USA) késziiléket és az Illumina altal meghatarozott protokollokat hasznaltak.
A szekvencia adatok sziirését és demultiplexalasit a CASAVA szoftver
segitségével, a ,,read”-eknek a 2.0.9 verzidji ,,TopHat” program (Trapnell,
Pachter, és Salzberg 2009) felhasznalasaval az A. fumigatus (Af293)
genomjara (Genome: A fumigatus Af293 version s03-m05-r04_chromo
somes.fasta.gz;  http://www.aspergillusgenome.org/download/sequence/A
fumigatus_Af293/archive; Genome features file (GFF): A_fumigatus_
Af293 version_s03-m05-r04_features with_chromosome_sequences.gff.gz;
http://www.aspergillusgenome.org/download/gff/A_fumigatus_Af293/archiv
e) torténd illesztését (minden minta esetében 95-96%-0s volt), a differencialtan
expresszalt gének 2.2.1 verzidja ,,Cuffdiff” (Trapnell és mtsai. 2013) szoftver

segitségével torténd meghatarozasat Dr. Antal Karoly (Eszterhazy Karoly
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Egyetem) végezte. A feliil-, alulszabalyozott és stressz-fiiggd géneknek azokat
a differencialtan expresszalt géneket (p<0,05) tekintettiik, ahol log.FC>1
(feliilszabalyozott gének), logoFC<-1 (alulszabalyozott gének), |log2FC[>1
(stressz-fiiggd gének), ahol FC (“fold-change”) = Ikezelt/ lreferencia €s I a génhez

tartozo ,,read”’-ek normalizalt értéke.

5.12. Proteomikai vizsgalatok

5.12.1. A mintdk el6készitése

A proteomikai vizsgdlatokat a transzkriptomikai vizsgéalatoknal
hasznaltakkal megegyezd tenyészetek felhasznalasaval végeztiik. A mintdk
elokészitése soran a fagyasztott sziirt micéliumot folyékony nitrogén
jelenlétében poritottuk, és kb. 50 mg homogenizatumbol a fehérjéket
triklorecetsavas-acetonos precipitacioval Kkivontuk (Kniemeyer ¢€s mtsai.
2006), majd 300 uL lizis pufferben (Osszetétele: 1 w/v % SDS, 150 mM NaCl,
100 mM TEAB (tetractilammonium-bromid), 1 tabletta/10 ml cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, Roche és 1 tabletta/10 ml PhosSTOP, Roche)
feloldottuk. Szonikalast (15 perc, szobahémérséklet) kovetéen a mintaban 1évé
RNS-t és DNS-t 5 pL benzonéz (25 U/pL, Novagen) kezeléssel (37 °C, 30
perc) tavolitottuk el. Centrifugaltuk 4 °C-on 15 percig, 14000 g-n. A feliiluszo
fehérjekoncentraciojat Bradford reagens segitségével meghataroztuk
(Bradford 1976) és a mintakat 50 mM TEAB segitségével 1 pg/ul-re
higitottuk. A fehérjék diszulfid hidjait redukcios puffer segitségével sziintettiik
meg (5 puL redukcios puffer/100 uL minta; 1 h, 55 °C). A redukcios puffer 200
mM TCEP-et (tris(2-karboxiletil)foszfin) tartalmazott 200 mM TEAB-ban
oldva. Ezt kdvetden a mintakhoz 5 pL alkilacios puffert (375 mM jodacetamid

100 mM TEAB-ban) adtunk és sotétben 30 percen keresztiil inkubaltuk
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szobah6émérsékleten, majd -20 °C-on tovabb inkubaltuk 15 percig. A fehérjék
kicsapasa érdekében a mintakhoz 4 térfogategység -20 °C-os metanolt, 1
térfogategység -20 °C-0s kloroformot és végiil 3 térfogategység jéghideg vizet
adtunk és 5 percig -20 °C-on inkubaltuk. VVortexelést és centrifugalast (4 °C, 5
perc, 14000 G) kovetden eltavolitottuk a legfelsd vizes réteget, majd 400 uL -
20 °C-0s metanolt adtunk hozza. Ismételt vortexelés és centrifugalas (4 °C, 5
perc, 14000 G) utan eltavolitottuk a metanolos feliiliszot és a fehérje
csapadékot Ovatosan megszaritottuk SpeedVac (ThermoFisher Scientific)
segitségével. A fehérje mintakat 100 uL. 100 mM TEAB-ban, 20 perces
szonikalas segitségével oldottuk vissza. A liofilizalt tripszint (Trypsin + LysC
protedz mix, Promega) 50 mM ecetsavban (reszuszpenzios puffer) oldjuk fel,
hogy a végkoncentracioja 1 pg/uL legyen. A tripszin fehérje arany 1:25 volt
¢s az emésztés 18 oran keresztiil 37 °C-on tortént. A triptikus peptidek jeldlése
ITRAQ (izobarikus jelolések a relativ és abszolit mennyiségi
meghatdrozashoz) 4-plex (Sciex, Darmstadt, Németorszag) kit-tel tortént a

gyart6 altal meghatarozott eljarast kdvetve.

5.12.2. LC-MS/MS mérés

A mintak proteomikai analizisét Dr. Thomas Kriiger (Molecular and
Applied Microbiology, Leibniz Institute for Natural Product Research and
Infection Biology — Hans Knoll Institute (HKI), Jéna, Németorszag) végezte
Ultimate 3000 nano RSLC / QExactive Plus LC-MS/MS késziiléken (Thermo
Fisher Scientific). Mindegyik 4-plex reakcié elemzése haromszor lett
elvégezve 4 pul-nyi minta injektalasaval. A vizsgélatokat Baldin és munkatarsai
(Baldin ¢és mtsai. 2015) altal leirtak szerint végezték a kovetkezd

valtoztatasokkal: Az A mozgéfazis 0,1%-os hangyasavat tartalmazé LC-MS
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mindségli vizbdl, mig a B mozgofazis 0,1%-os hangyasavat tartalmazo
acetonitrilbdl allt. Az elvalasztas soran a B fazis térfogataranyat az alabbiak
szerint valtoztattak: 0-4 perc 0—4%, 5-150 perc 14%, 151-200 perc 19%, 201-
300 perc 42%, 319-329 perc 90%, majd 330-400 perc 90%—4%.

5.12.3. MS/MS spektrumok elemzése

Az emésztett fragmentalt peptidek tomegspektrumabol a fehérjék
azonositdsa a Proteome Discoverer 1.4 (Thermo) szoftverrel tortént. Az
MS/MS spektrumokat az A. fumigatus Af293 AspGD fehérje adatbazisahoz
hasonlitottuk (www.aspergillusgenome.org/download/sequence/A_fumigatus
_Af293/current/A_fumigatus_Af293 current_orf_trans_all.fasta.gz), MAS-
COT (Matrix Science, UK) 2.4, Sequest HT és MS Amanda keresdprogramok
alkalmazésaval. A MASCOT keresés esetében a kovetkezdk voltak a valtozd
modositasok: Met oxidéacio és Tyr maradvanyok iTRAQ jelolése; az allando
modositasok pedig: Cys karbamidometilacio, illetve Lys maradvanyok és a
peptidek N-terminalis végének iTRAQ jel6lése. A hasitd enzim a tripszin volt,
¢s a kihagyott hasitasi hely legfeljebb 2. Egy fehérjét akkor tekintettiink feliil,
illetve alulszabalyozottnak, ha a normalizélt jelintenzitds valtozas mértéke

(FC) nagyobb, illetve kisebb volt, mint 1,5.

5.13. A transzkriptom és proteom adatok funkcionalis elemzése

A géncsoport dusulasi vizsgalatokhoz, a KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes = Gének és genomok kyotoi enciklopédija) és a FunCat

gén csoportok (kategoriak) esetében a FungiFun2 programot (https://elbe.hki-
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jena.de/fungifun/fungifun.php) hasznaltuk (Priebe ¢és mtsai. 2015). A
,biological process” GO (Gene Ontology) kategériak esetében az AspGD
adatbazis Gene Ontology Term Finder (http://www.aspergillusgenome.
org/cgi-bin/GO/goTermFinder) alkalmazasaval dolgoztunk (Cerqueira és
mtsai. 2014). A protcomikai adatok feldolgozasakor a fehérjék azonositoit
elézetesen a megfeleld génazonositokra cseréltiik le. Az aldbbi gén csoportok
esetében a vizsgalatokat Fisher egzakt-teszt segitségével is elvégeztiik:

- ,LAntioxidans enzimek”. Az  Aspergillus Genome Database
(http://aspergillusgenome.org/) adatbazisbol kigy(jtott ismert antioxidans
enzimek (pl. katalaz, peroxiddz, szuperoxid dizmutaz, a tioredoxin ¢&s
glutaredoxin rendszer enzimei stb.) génjei, illetve feltételezhetden antioxidans
enzimeket kodold gének csoportja.

- ,,Citromsav ciklus”. A Flipphi és munkatarsai (Flipphi és mtsai. 2009)
kozleményben szerepld a citromsav ciklus enzimeit kodold gének csoportja.

- ,,Vas transzport”. A Haas (Haas 2012) kozleménye és az Aspergillus Genome
Database alapjan 0sszedllitott, a sziderofor anyageseréhez €s a RIA tvonalhoz
kothetd gének.

- ,,Szkvalén-ergoszterin Gtvonal”. Az Alcazar-Fuoli és munkatarsai (Alcazar-
Fuoli és Mellado 2012) cikkében szerepld, a szkvalén — ergoszterin
atalakitashoz kothetd gének. (A géncsoport nem tartalmazza az ergoszterin
bioszintézis ttvonal elsd — tobbek kozott a sziderofor anyagceserével is atfedd
— szakaszanak génjeit.)

- ,,Hem-koté fehérjék”. Ez a csoport a ,,Heme bind” FunCat kifejezéshez
tartoz6 fehérjék génjeit tartalmazza.

- ,,3zekunder metabolit klaszter gén”. Ezt a géncsoportot Inglis és munkatérsai
(Inglis és mtsai. 2013), valamint Lin és munkatarsai (Lin €s mtsai. 2013)

kozleményei alapjan allitottuk Ossze. A szekunder metabolit génklaszterek
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manualisan (is) annotalt, illetve kisérletesen is igaztolt génjeit tartalmazza. E
gének esetében a dusulasi vizsgalatokat nem csak a teljes csoporttal, de
klaszterenként is elvégeztiik.

- ,,Respiracio”. A géncsoportot az Aspergillus Genome Database alapjan
allitottuk 6ssze a respiracioval kapcsolatba hozhato GO kifejezésekhez tartozo
gének Osszegylijtésével. A géncsoportbol utdlag eltavolitottuk azon géneket,
melyek a ,,citromsav ciklus” géncsoportban mar szerepeltek.

- ,,CUu?" transzport”, ,,Zn?" transzport”, ,,Fe-S klaszter képzés”, ,,Fe-S klaszter
kotd fehérjek”, ,hem bioszintézis”, ,transzkripcidés faktor”, ,multidrog
transzporterek”. E géncsoportokat szintén az Aspergillus Genome Database
alapjan allitottuk 6ssze a megfeleld GO géncsoportok felhasznalasaval.

A fenti géncsoportok pontos 0sszetétele a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és

mtsai. 2018a) kozlemény 3. mellékletében érheto el.

5.14. Allatkisérletek

A dolgozatban szerepl6 allatkisérleteket Dr. Mathéné Dr. Szigeti Zsuzsa
¢s Dr. Szeman-Nagy Gabor (Debreceni Egyetem), valamint Dr. Hargitai
Zoltan (Kenézy Gyula Egyetemi Korhaz) végezte (engedélyszam: 2/2014
DEMAB, GN). A kovetkez6 kiilonbozé 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/A.
fumigatus torzs) alkalmaztak, melyeket 50uL, 7x10°® konidiumot tartalmazé
frissen készitett sporaszuszpenzio segitségével intranazalisan (orron keresztiil)
fert6zték meg altatas utan (100 mg/ tskg pentobarbital). A kezelt allatokat 1, 4,

7 nap mulva Gjra immunszupresszaltak a mar leirt modszerrel. A kontroll
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egerek a sporaszuszpenzio készitéséhez is hasznalt fiziologias sooldattal lettek
kezelve. A 10 napos kisérlet alatt elpusztult egerekben a fertdzés kialakulasat
szovettani vizsgalatokkal ellendrizték (Palicz és mtsai. 2016). A kontroll

csoportban elhullas nem tortént.
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6. Osszefoglalas

Az A. fumigatus boml6 ndévényi maradvanyokban gazdag él6helyeken a
Fold nagy részén elofordulo ubikviter, szaprotrof, opportunista patogén
fonalas gomba (Rhodes és Askew 2010). Ez a gomba felels az Aspergillus
fajok altal okozott human fertdzések tobb, mint 90 %-aért (Paulussen és mtsai.
2016). Tobbnyire a 1égz6 rendszeren keresztiil jut be a szervezetbe, ahol
elsésorban a legyengiilt immunrendszeri egyéneknél  kiilonbozo
tiidobetegségeket okozhat (Latgé 1999; S. J. Park és Mehrad 2009; Latgé és
Chamilos 2019). Az emberi szervezeten beliil az A. fumigatus-nak tobbféle
stresszel, illetve ezek kombinécidjaval is meg kell birkéznia. Ilyen tipikus
stressz hatasok a vaséhezés és az oxidativ stressz is (Brown és Goldman 2016).
E két stressz szorosan kapcsolodik egymashoz: a tal sok vas — redox
aktivitasanak koszonhetden — oxidativ stresszt indukalhat, de a tal kevés vas is
felborithatja a sejtek redox egyensulyat, hiszen szamos olyan antioxidans
enzim (pl. katalazok, peroxidazok) van, melyek vasat igényelnek
miikodésiikhoz (Dlouhy és Outten 2013).

A dolgozatom elsé témdja soran arra voltunk kivancsiak, hogyan
befolyasolja a gomba oxidativ stresszel szembeni védekezését az emberi
szervezetben vald ndvekedéskor is jellemzé vaséhezés. Ezen vizsgélatok
eredményei alapjan megérthetjiik, hogy hogyan alkalmazkodik az A. fumigatus
a vas€hezéssel kombinalt oxidativ stresszhez, ami 10 antifungélis szerek
kifejlesztéséhez vezethet el. Kisérleteinkben kontroll (+Fe/-H20z2), hidrogén-
peroxiddal kezelt (+Fe/+H20,), vaséhezé (-Fe/-H20.), illetve hidrogén-
peroxiddal kezelt vaséhezé (-Fe/+H202) kultarak transzkriptomikai és
proteomikai analizisével probaltunk kozelebb keriilni a valaszokhoz.

Eredményeinkbdl az alabbi kdvetkeztetéseket vontuk le:
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A vaséhezés és az oxidativ stressz kozott szinergista kolcsdonhatas van
(1., 2. tablazat; 1., 3. abra). Azaz a vaséhez6 A. fumigatus tenyészetek szamara
viszonylag gyenge oxidativ stressz lekiizdése is igen komoly kihivast jelenthet.
Ez a jelenség — amennyiben mas mikrébakra is altalanosithatdé — megma-
gyardzhatja, hogy a vas hozzaférésének korlatozasa, illetve a korokozokkal
szembeni oxidativ tdmadds miért ennyire elterjedt stratégidk a fertdzések
lekiizdésére az allat- és novényvilagban egyarant (Zarember és mtsai. 2007;
Haas 2012; Priifer és mtsai. 2014).

A vaséhezéssel kombindlt oxidativ stresszre adott stresszvalasz
erdsségében €s jellegében is eltért mind az oxidativ, mind a vaséhezésre adott
stresszvalasztol. Igy a kombindlt kezelésre adott stresszvalasz szamos
elemének megjelenése nem volt megjosolhato az egyszeri stresszkezelésekbol
nyert adatok alapjan (5. abra). Mindez azt is jelenti, hogy ha az in vitro
vizsgalatokbol nyert adatok segitségével akarjuk megjosolni a mikrobak in
vivo viselkedését, koriltekintének kell lenniink, mert igen jelentdsen
modosithatjak a mikroba reakciojat a viszonylag kis, az emberi szervezetben
jelentkez6, de az in vitro rendszerben figyelmen kiviil hagyott (stressz)
hatasok.

Az oxidativ stresszel kombinalt vaséhezés alatt a kdvetkezd valtozasokat
tapasztaltuk:

A kombinalt kezelésnek kitett tenyészetekben a DNS repair, a hosokk és
oxidativ stresszvalasz gének (elsdsorban a ,,vastol fiiggetlen antioxidans
enzimek™: Sodl, Trrl, Aspf29) (4. melléklet) feliilszabalyozodasa (1., 2.
tablazat; 2. melléklet) egybeesett a makroautofagiaban és az ubikvitin-fliggd
fehérje degradacioban részt vevd gének feliilszabalyozodasaval (1. tablazat).
Az elébbi arra utal, hogy aktivalodott a sejtvédelem, amelynek célja, hogy

megvédje a sejteket a ROS altal okozott karosodasoktol. Az utobbi pedig
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feltehet6leg nem csak a sériilt fehérjéktdl valo megszabadulast tette lehetdve,
de a sériilt/felesleges vastartalmu fehérjék lebontdsdval novelte a fel-
hasznalhat6 vas mennyiségét (Richie és mtsai. 2007).

A riboszomak képzdodésében és a transzlacioban résztvevd gének
transzkripcidja annak ellenére csokkent kombinalt kezelés alatt, hogy a
vaséhezés mar Onmagaban is jelentds alulszabalyozodashoz vezetett (1.
tablazat; 2. melléklet). E valtozasok hozzdjarulhattak a tenyészet
novekedésének €s ezen keresztiil vas igényének tovabbi csokkenéséhez.

Bar altalaban a vas igényes folyamatok alulszabalyozddtak — Ossz-
hangban a hapX feliilszabalyozodasaval — egyes vastartalma (hem és Fe-S
klaszter tartalmu) fehérjét kodold gének, valamint a Fe-S Klaszter
bioszintézisben résztvevé gének jelentés feliilszabalyozodast mutattak (3.
tablazat; 2., 4. melléklet). A proteomikai vizsgalataink alapjan ezen géneknek
a fellilszabalyozddasa, elegendd vas hianyaban, nem volt képes megnovelni a
fehérje mennyiségét (3. tablazat; 4. melléklet). Ugyanakkor ezen
valtozasoknak fontos szerepe lehetett a kombinalt kezelés tulélésében. Ez
alapjan egy lehetséges terapids célpont lehet a vastartalmu fehérjék képzésének
gatlasa.

A kombinalt stressz tobb olyan gén transzkripciojat is befolyasolta,
amelyek multidrog transzportereket kodolnak, vagyis hatassal lehetett a gomba
antifungalis szerek irdnti érzékenységére. Ezen gének tobbsége
feliilszabalyozodott (2. melléklet), raadasul az abcB gén esetében a kodolt
fehérje mennyiségének novekedését is megfigyeltiik (4. melléklet). Az AbcB
(Cdri1B) transzporternek szerepe van az A. fumigatus Cyp5la-fiiggetlen azol-
rezisztencia kialakulasdban (Fraczek és mtsai. 2013). Ez alapjan fontos
tdmadasi célpont lehet az efflux rendszerek gatlasa a gyogyszeres terapidban

(Cannon ¢és mtsai. 2009; Tegos és mtsai. 2011).
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Az A. fumigatus viselkedését az emberi szervezeten kiviil ér6 stressz is
alapvetden befolyasolja. Az antropogén eredetii stresszhatdsok koziil az egyik
legjelentsebb a kadmium szennyezés okozta stressz (Godt és mtsai. 2006). A
kadmium az egyik legartalmasabb nehézfém az él6lényekre nézve (Davis
1984; Dong ¢és mtsai. 2008; Chakraborty és mtsai. 2014). A kornyezeti
kadmiumszennyezés jelentds része ipari (Godt €és mtsai. 2006), illetve
mezdgazdasagi eredetli (Jarup és Akesson 2009; Chakraborty és mtsai. 2014).
A kadmium megtalalhaté egyes foszfattartalmu miitragyakban is (Pérez és
Anderson 2009; Chakraborty és mtsai. 2014), igy az ezaltal kijutatott kadmium
konnyen felhalmozddhat a takarmanyozasra, vagy élelmiszeripari
felhasznalasra szant novényekben is, ami pedig komoly egészségiigyi
kockézatot jelent (Zhou és Qiu 2005; Chakraborty és mtsai. 2014).

Dolgozatom masodik felében arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az
A. fumigatus Af293 térzs miért rezisztens a kadmiumra, illetve kapcsolatba
hozhat6-e kadmium tolerancidja (de Vries és mtsai. 2017) vas anyagcseréjé-
vel és ezen keresztiil befolyasolhatja-e in vivo virulencigjat. E vizsgalatok
segithetnek megérteni a kadmium tolerancia kialakuldsdnak és mechaniz-
musanak okait, és hozzajarulhatnak nagy kadmium bioszorpcids potenciallal
rendelkez6 Aspergillus torzsek, vagy kadmiumot nem akkumulalé szant6foldi
novények kifejlesztéséhez is. Mindezek megismeréséhez kornyezeti és orvosi
mintakbol szadrmazo, eltérd kadmium tolerancidju torzsek élettani tulaj-
donségait hasonlitottuk 6ssze. Legfontosabb megéllapitasaink a kovetkezdk
voltak:

A vizsgalt A. fumigatus torzsek kadmium toleranciaja széles tarto-
manyban valtozott (0,25 mM <1C50 <1 mM) (4. tablazat). Csak az Af293 torzs
esetében tapasztaltunk kiemelkedéen magas (IC50 > 2 mM) kadmium

toleranciat (4. tablazat).
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A pcaA gén minden térzsben aktiv volt és relativ transzkripcidja jol
korrelalt a kadmium tolerancidval (6. dbra). Ez alapjan ugy gondoljuk, hogy a
PcaA onmagaban nem elegendé a kadmium tolerancidhoz, de megfeleléen
aktiv kifejez6dése esetén lehetdséget biztosit a nagy kadmium tolerancia
kialakulasara.

Noha a kadmium kezelés oxidativ stressz kialakulasahoz vezetett (5.
tablazat), a vizsgalt torzsek esetében nem tapasztaltunk pozitiv korrelaciot az
oxidativ stressz tolerancia és a kadmium tolerancia kozott (6. tablazat). Bar az
oxidativ stressz elleni védekezés fontos lehet a kadmium toxicitasanak
lekiizdésében, az antioxidans védelemben megmutatkoz6 Kiilonbségek nem
magyarazzak a torzsek kadmium tolerancia kiilonbségeit.

Az oxidativ stressz egyértelmilen nem a GSH raktarak kiiiriilésének,
vagy az altalunk vizsgalt antioxidans enzimek (katalaz, SODs, GPx és GR)
aktivitasvesztésének volt a kovetkezménye (5. tablazat). A kadmium kezelés
altal okozott redox egyensulyvesztés hatterének tisztazadsa tovabbi
vizsgalatokat igényel.

Nem tapasztaltunk korrelaciét a kadmium tolerancia és a Cu®*, Zn?,
Co%*, Ni*" ionokkal szemben mutatott tolerancia kozott (7. tablazat).
Ugyanakkor a Cd?* és Cu?*, illetve a Cd?* és Zn?* novekedésgatld hatdsa kozott
szinergizmust figyeltiink meg (8. tablazat). Ez arra utalhat, hogy a kadmium
megzavarhatja a sejtek fémion homeosztazisat, ami irodalmi adatok alapjan
elvezethet oxidativ stressz kialakuldsahoz, de onmagaban is karosithatja a
sejteket (Rani és mtsai. 2014; Jacobo-Estrada és mtsai. 2017).

A kadmium tolerancia jol korrelalt a torzsek Fe®" toleranciajaval (7.
tablazat) és extracellularis sziderofor termelésével (7. abra). Az Af293 torzs
esetében nem volt szinergizmus a Cd?" és Fe3* kozott (8. tdblazat). A fentiek

alapjan szoros kapcsolat lehet a vas anyagcsere és a kadmium tolerancia
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kozott. Az intenziv sziderofor termelés miatt a gomba nincs rautalva a vasat a
hifakba beengedd vas transzporterek miikodtetésére. Igy, az intenziv pcaA
transzkripcid mellett (6. abra), az intenziv TAF-C termelés (7./A abra) is
magyarazhatja a torzs jelentés kadmium toleranciajat. Ugyanakkor az is
elképzelhetd, hogy a a Fe?* jonok eltavolitasa a PcaA elsddleges feladata, és
csak a Fe?* és Cd?* ionok hasonlésaga miatt tudja a Cd®* ionokat is kipumpdlni
a sejtekbdl, hasonloéan ahhoz, ahogy a Fe?* transzporterek a Fe?* ionok mellett
Cd?*-t is szallitanak. A vas - kadmium kapcsolat megmagyarazhatja a nagy

Nagy kadmium tolerancidjanak koszonhetdéen az Af293 térzs akar 2 mM
Cd? koncentracié mellett is tudott ndvekedni és ilyen koriilmények kozott akar
850 mg kadmiumot is képes volt adszorbedlni szaraz sejttdmeg
kilogrammonként (9. tablazat). A gombasejtfal igen jelentés Cd?*-kotd
képessége révén a gomba biomassza felhasznalhatd szennyvizek nehézfém
tartalmanak csokkentésére (biosorption, bioleaching), s6t egyes nehézfémek —
kozéjiik tartozik a kadmium is — gazdasagos kinyerésére (biomining) is (Jiang
¢és mtsai. 2018; Boczonadi és mtsai. 2020). A pcaA gén heterolog expressziodja,
vagy a megfeleld ortolog gén homolog expresszidja segitségével ndvelhetd a
gombatdrzsek kadmium tolerancidja, ami minden olyan esetben hasznos lehet,
amikor a kadmiumot é16 biomasszaval szeretnénk megkdtni. A pcaA, illetve
ortologjainak novényekben torténd expresszidja ugyanakkor elvezethet

kadmiumot nem akkumulalé haszonnovények kifejlesztéséhez.
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7. Summary

A. fumigatus is a saprotrophic, ubiquitous, opportunistic, pathogenic
filamentous fungi found in habitats, that are rich in decomposed plant remains,
over the Earth (Rhodes and Askew 2010). This fungus is responsible for more
than 90 % of human infections caused by Aspergillus species (Paulussen et al.
2016). It enters primarily through the respiratory system in the body, where it
can cause various lung diseases mostly in individuals with immunsuppressed
immune system (Latgé 1999; Park and Mehrad 2009). A. fumigatus has to cope
with several stresses or a combination of them within the human body. Such
typical stresses are iron starvation and oxidative stress (Brown and Goldman
2016). These two stresses are closely related: excess iron can generate
oxidative stress due to its redox activity, but too low amount of iron can upset
the redox balance of cells, as many antioxidant enzymes (e.g. catalases,
peroxidases) require iron to their function (Dlouhy and Outten 2013).

In the first topic of my dissertation, we were interested in how the
protection of the fungus against oxidative stress is affected by iron starvation.
The results of these studies may help us to understand the adaptation of A.
fumigatus to oxidative stress combined with iron starvation in the human body,
which may conduct to the development of new antifungal strategies and agents.
To find answers, we compared the transcriptom and proteom of control (iron-
replete) (+Fe/-H.05), hydrogen-peroxide-treated (+Fe/+H-05), iron-deprived
(-Fe/-H202) and iron-deprived-hydrogen-peroxide-treated  (-Fe/+H20>)
cultures. From the results of these experiments, we concluded the followings:

A synergistic interaction was observed between iron starvation and
oxidative stress (Tables 1, 2; Fig. 1, 3). Thus, coping with relatively weak

oxidative stress can also be a very serious challenge for iron-starving A.
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fumigatus cultures. This phenomenon, if generalized to other microbes, may
explain why limitation of iron access and oxidative attack on pathogens are
such widespread strategies to combat infections in both the plant and animal
world (Zarember et al. 2007; Haas 2012; Priifer et al. 2014).

The stress response to oxidative stress combined with iron starvation
differs in both strength and quality from oxidative and iron starvation stress
responses, separately. The presence of many elements of the stress response to
the combination therapy was not predictable based on data from simple stress
treatments (Fig. 5). It also means that we have to be very careful if we want to
forecast the in vivo behavior of microbes based on data obtained from in vitro
studies. Even a relatively small difference between the in vitro and in vivo
systems can substantially modify the response of the microbes.

During the combined (iron starvation plus oxidative) stress treatment, the
following changes were observed:

Heat shock response, DNA repair, and oxidative stress response genes
(mainly the genes of “iron-independent antioxidant enzymes” such as Sod1,
Trrl, Aspf29; Appendix 4) (Tables 1, 2; Appendix 2) were upregulated which
was followed by the upregulation of genes included in macroautophagy and
ubiquitin-dependent protein degradation (Table 1). The former suggests that
cell defense has been activated to protect cells from ROS-induced damage. The
latter presumably not only made it possible to eliminate the damaged proteins,
but also increased the amount of (re)usable iron by breaking down the damaged
/excess iron-containing proteins (Richie et al. 2007).

Transcription of genes involved in ribosome formation and translation
was reduced during combination therapy, despite the fact that only iron

starvation led to their significant downregulation (Table 1; Appendix 2). These
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changes may have contributed to the growth of the culture and thus to a further
decrease in iron demand.

Although iron-dependent processes were generally downregulated in
accordance with hapX upregulation, some genes encoding iron-containing
proteins (i.e. heme and Fe-S cluster binding proteins) as well as genes involved
in Fe-S cluster biosynthesis showed significant upregulation (Table 3;
Appendix 2, 4). Based on our proteomic studies, the upregulation of these
genes, in the absence of sufficient iron, was not able to increase the amount of
protein (Table 3; Appendix 4). However, these changes may have played an
important role in the survival of combination therapy. Based on this, inhibition
of iron-containing proteins can be a potential therapeutic target in the future.

The combined stress also impacted the transcription of numerous genes
encoding multidrug transporters thus it may have affected the sensitivity of the
fungus to antifungal agents. Most of these genes were upregulated (Appendix
2). Moreover, an increase in the amount of encoded protein was also detected
for the abcB gene (Appendix 4). The AbcB (CdrlB) transporter has a role in
the development of Cyp51la-independent azole resistance in A. fumigatus
(Fraczek et al. 2013). Based on these results, the inhibition of the efflux
systems during antifungal therapy may be an important target for attack.
(Cannon et al. 2009; Tegos et al. 2011).

The behavior of A. fumigatus is also fundamentally influenced by stress
outside the human body. One of the most significant effects of anthropogenic
origin is the stress caused by cadmium pollution (Godt et al. 2006). Cadmium
is one of the most harmful heavy metals for living organisms (Davis 1984;
Dong et al. 2008; Chakraborty et al. 2014). A significant proportion of
environmental cadmium pollution is derived from industry (Godt et al. 2006)
and agriculture (Jarup and Akesson 2009; Chakraborty et al. 2014). Cadmium
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is found in some phosphate-containing fertilizers (Pérez and Anderson 2009;
Chakraborty et al. 2014), therefore cadmium can easily accumulate in plants
utilized for feed or food, which represent a serious health risk (Zhou and Qiu
2005; Chakraborty et al. 2014).

In the second half of my dissertation, we investigated why A. fumigatus
Af293 is resistant to cadmium, and whether cadmium tolerance of this strain
(de Vries et al. 2017) can be related to iron metabolism and through it can
affect its in vivo virulence. These studies may help to understand the molecular
background of cadmium tolerance and may also contribute to the development
of Aspergillus strains with high cadmium biosorption potential or plants that
do not accumulate cadmium. To understand all this, we compared the
physiological properties of strains with different cadmium tolerances isolated
from environmental and medical samples. Our main findings were as follows:

The cadmium tolerance of the tested A. fumigatus strains is variable over
a wide range (0.25 mM <IC50 <1 mM) (Table 4). Only the Af293 represented
a remarkably high (IC50 > 2 mM) cadmium tolerance (Table 4).

The pcaA gene was active in all tested strains and its relative
transcription correlated well with cadmium tolerance (Fig. 6). Based on this, it
is believed that PcaA alone is not sufficient for cadmium tolerance, but if
properly expressed, it provides an opportunity for the development of it.

Though cadmium treatment induced oxidative stress (Table 5), no
positive correlation was discovered between oxidative stress tolerance and
cadmium tolerance in the tested strains (Table 6). Although protection against
oxidative stress can be important in coping with cadmium toxicity, differences
in antioxidant protection do not explain the observed differences in cadmium

tolerance between strains.
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The observed oxidative stress was clearly not the result of the depletion
of GSH pools or the loss of catalase, GPx, GR or SODs activities (Table 5).
Therefore, further researches are needed to clarify the background of the
cadmium induced oxidative stress.

No correlation was detected between cadmium tolerance and tolerance
to Cu?*, Zn%*, Co?*, Ni?* ions (Table 7). However, a synergism was observed
between the growth inhibitory effects of Cd?* and Cu?* as well as of Cd?* and
Zn?* (Table 8). This suggests that cadmium may perturb the metal ion
homeostasis of cells, which — according to literature data (Rani et al. 2014;
Jacobo-Estrada et al. 2017) — may lead to the development of oxidative stress,
but it may also damage the cells directly.

Cadmium tolerance correlated well with Fe®* tolerance (Table 7) and
extracellular siderophore production (Fig. 7). Moreover, in the case of the
Af293 strain showing high cadmium tolerance, there was no synergism
between Cd?* and Fe** (Table 8). According to it, there can be a close
connection between iron metabolism and cadmium tolerance. Due to the
intensive siderophore production, the fungus does not need to use iron
transporters that allow to enter cadmium into the hyphae. Thus, in addition to
elevated pcaA expression (Fig. 6), the increased TAF-C production (Fig. 7./A)
may also explain the significant cadmium tolerance of the strain. It is also
feasible that the main function of PcaA is to remove excess Fe?* from cells and
it can pump Cd?* only because it is similar to Fe?* as it was described with Fe?*
transporters responsible for iron uptake. The iron-cadmium connection may
also explain the high in vivo virulence of the high cadmium-tolerant strain
Af293 (Fig. 8).

Due to its high cadmium tolerance, Af293 strain was able to grow at
concentrations up to 2 mM Cd?* and under these conditions it was able to
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adsorb up to 850 mg Cd/ kg DCM (Table 9). Due to the very significant Cd?*-
binding capacity of the fungal cell wall, fungal biomass can be used to diminish
the heavy metal content of wastewater (biosorption, bioleaching) and even to
extract certain heavy metals, economically (biomining) including cadmium
(Jiang et al. 2018; Boczonadi et al. 2020) . Heterologous expression of the
pcaA gene, or homologous expression of the corresponding orthologoue gene,
can increase the cadmium tolerance of fungal strains, which can be useful in
all cases where cadmium is wished to be bound by living biomass. Moreover,
expression of pcaA or its orthologs in plants may lead to cultivate crops that

do not accumulate cadmium.
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9. Mellékletek

1. melléklet: Az RT-qPCR vizsgalatokban hasznalt primerparok

A vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszvalasz kisérletekben hasznalt

primer parok:

A vizsgalt gén A primerek szekvenciaja

5'-AAGTCCGAGCGTGAGCGTG-3"
Afulg06390

5'-GGTGAAAGCGAGCAGAGCG-3”

5'-GCTATCGGTGTCGGTGGTG-3’
Afulg06810

5'-ACTGGGGGAGAAGGGGAAG-3”’

5-GTGTTTATGCTCTCGGTGATGTC-3"
Afulg15960

5-CGGGTTCTTCTTCTTCTCTTCTG-3"

5'-TGCGGGAATGCGAGATGAG-3"
Afulgl6130

5'-AGTGATGTGCGAAGGGAGC-3”’

5'-CAGTCAGATGCGGGTAGTTG-3’
Afulgl7270

5'-AAGGAAAAGGAGGTAGCGATG-3"

5-TCTTCTGTGTGTTGGGTTTGG-3"
Afu2g07680

5-TTCTGGTGGAGGTAGTTGAG-3’

5'-CTCAACGACACCAACACCAAC-3”
Afu2g17600

5"-TGCTTCAACATCAACAGGACC-3”

5"-TCACTGCGGCTTCTTTCC-3’
Afu3g02270

5-ATCTCGTTGTCACCTCTGGG-3"

5-CTTTTATCGTGGCTCATTGCG-3’
Afu3g03420

5-AACCCTTCATCTTTTGCTTCGTC-3"

5'-GGTCGTTGTTGCCATCGGTG-3"
Afu3g08160

5-CATCTTCAGGTTGTCGGTGCG-3"

5-AGTCGTCCTCGTCGTCAAC-3’
Afu3gl12270

5-TTCAGCCCCATAAGTCCAG-3’
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Afu3g12920

Afu3g14240

Afudgo6770

Afu4g09110

Afu5g03790

Afu5g03800

Afu5g03920

Afu5g10370

Afu5g11260

Afu5g11760

Afu6g03480

Afu6g03890

Afu6g04360

Afu6g09660

Afu6g12400

5'-GTAACGGGACTCAATGGACAC-3’
5'-CAAAAGCGATGGAACAGATG-3’
5'-GGAACACACCACGCTCAATG-3’
5'-CAATGCCAAAACGAATGCTG-3"
5-CTCCTGATGTCGGTCTCGG-3’
5-TAATAGCGTCCTCGGCAAGC-3’
5'-GGCACTGGAGGAAGCAAC-3’
5'-GCGGTAGAAGATGTCACGG-3’
5-TCATCAGCATCAGCAATCCC-3’
5’-TCCACCTCAACAATCTTCATCG-3"
5-TTGACTGGCGGCACATTC-3’
5-TGGAGGGAGGCTTGGTTTC-3"
5'-ATTCCACCACGACCAAAACC-3’
5'-CACCGATACCTCCTTCTCCAAC-3’
5'-CGCTACTGGTGTCGGTCG-3’
5'-GGAAGGTCAAGGTGGGGTC-3’
5'-GAGACCACATCATCCACCG-3’
5'-TTCAAGTTCAGACACGCCAG-3’
5'-GGAGACAGCGGGTGATAAG-3’
5'-GAGGGAGGGAGTTGAGTTG-3’
5’-ATCAGCCACTTCTTCCTCAGC-3’
5"-ACCTTGTTAGCCACCACCG-3’
5-CTTGTGCCCCTTCGTGTG-3’
5’-GCCAGTAGTTGACCGTGCC-3’

5'-ATCGGCAACAAGCACAACAATGG-3’

5’-TCCTCATCTCCTCAAAATCCTCC-3’
5'-GAGGGCACCGATGATGAAG-3’
5’-AGGCAGACCAGAATGAGCAAG-3’
5'-GTCAGGTCCCCGTTTCCAAG-3’
5'-GGCATCATCCAAGTCCAGGTG-3"
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5-GATACTCTTTCCCGCTGCTG-3’
5-TGACGATGATGACGATGCTAC-3"
5'-GACGCCCTGCCTATCAAG-3’
5'-GAAAACCCAACGCTCTGC-3"
5'-GGGCGTGTGTGTCTTCTTC-3"
5'-CAATGGCGTATGCTTCTCTG-3"

Afu8g00370

Afu8g00490

Afu8g00540

A CdCl: stresszvalasz vizsgalatokban hasznalt primerparok:

A vizsgélt gén

A primerek szekvenciaja

Afu2g18030

(feltételezett katalaz C gén)
Afulgl6130

(feltételezett pcal kadmium
pumpa gén)

Afu7900250

(feltételezett B-tubulin gén)
Afulg06390

(feltételezett EF-1 transzlacids
elongaciods faktor a-alegység gén)
Afu3g13900

(feltételezett y-glutamil-cisztein

ligaz gén)

F: 5"-AGTTGACGCTGAATCGCATCC-3’
R: 5"-GAATTTTGTGGTGGTTGGGGC-3’

F: 5"-TGCGGGAATGCGAGATGAG-3’
R: 5'-AGTGATGTGCGAAGGGAGC-3’

F: 5"-ACCTGCTCGGCTCTTTTCC-3"
R: 5"-CATCTCGTCCATTCCCTCGC-3’

F: 5"-AAGTCCGAGCGTGAGCGTG-3’
R: 5'-GGTGAAAGCGAGCAGAGCG-3’

F: 5"-GATGCGATGGCGTTTGGAATG-3"
R: 5-GAGATGTAGGTGGAGTTGGAC-3’
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2. melléklet: A vizsgalt gén/fehérje csoportok viselkedése

A gén/fehérje csoport neve?

A stressz-fliggd gének/fehérjék szama

Transzkriptomikai adatok

Proteomikai adatok

b

A B C D A B C D
Antioxidans enzimek (31) 1/12¢ 01 1993 16910  4%2°  2°0 0/0 3¢/2°
Vastranszport (35) 207 0/11°  10/5 23%7  10°%  0/0 0/0 11°/0
Fe-S klaszter képzés (16) 0/5 0/0  13%0 712 0/1 0/0 0/0 0/1
Hem bioszintézis (11) 0/4 0/0 1/2 0/4 0/0 0/0 0/0 0/1
Fe-S klaszter kotés (43) 0/21 0/0 14/4  11/20° 1/10°  0/0 0/0 1/12°
Hem kotés (64) 8/22°  4/3  9/22° 12/28°  0/3° 0/0 0/0 0/5¢
Citromsav-ciklus (36) 3/12° 1/0  9/15°  6/21° 0/4¢ 0/0 0/0 1/6¢
Légzés (53) 1/15°  0/0 9/3 6/18° o/7¢ 0/0 0/0 o/7¢
Szkvalén-ergoszterin utvonal (21) 7°3 0/0 5/8° 8/10°¢ 2°/0 0/0 0/0 2°/0
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Cu?* transzport (18) 2/6° 0/4° 7/3 5/5 0/0 0/0 0/0 0/0

Zn?* transzport (9) 2/5°¢ 0/1 1/2 2/5° 0/0 0/0 0/0 0/0
Multidrog transzporterek (25) 8°/1 2/0 7/10°  12°5 1/0 0/0 0/0 1/0
Transzkripcios faktorok (331) 56°29 14/5 65/88° 82/73 0/0 0/0 0/0 1/0

&— A gén/fehérje csoport mogotti szam a csoportba tartozé gének/fehérjék szamat jeloli.

b_ A gén/fehérje csoportok adatai a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) kozlemény 3. mellékletében talalhatoak meg. A
jelen tablazat ezen eredményeket foglalja 6ssze. A szamok a feliilszabalyozott/alulszabalyozott gének, illetve fehérjék szamat jelolik.
Az eredeti tablazatok terjedelmi okok miatt nem kertiltek bele a dolgozatba. A: -Fe/-H0- vs. +Fe/-H,0,; B: +Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0y;
C: -Fe/+H,0, vs. -Fe/-H,0,; D: -Fe/+H»0; vs. +Fe/-H,0,

¢ — Szignifikans (p<0,05; Fischer-féle egzakt teszt) dusulas a feliilszabalyozott, vagy az alulszabalyozott gének csoportjan beliil.
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3. melléklet: Az RT-qPCR mérések eredményei

RT-GPCR (AACP)?

Gén ID Gén név Kodolt fehérje
A B C D
Afu3g02270 catl katalaz -3,2+0,5¢ 063+0,5 058+05 -26+0,7°
Afu6g03890 catA sporaspecifikus katalaz -1,1+0,5¢ 062+0,5 002+04 -1,1+0,6°
Afu4g09110 ccpl feltételezett citokrom ¢ peroxidaz -1,1+04° 0,02+04 -053+0,5 -1,7+0,6°
Afulg15960 feltételezett glutation reduktaz -020+04 055+0,6 1,3+0,6° 1,1+0,7°
Afu3gl12270 feltételezett glutation peroxidaz -0,96+0,5° -027+04 12+ 0,7b 0,23+0,9
Afu5g10370 sdh2 & Szukeindt-dehidrogendz vas- 13+0,5° -0,77+0,6 -0,75+0,6 -2,1+0,8°
kénfehérje alegysége

Afulg06810 feltételezett akonitaz 24404 -053+04 12+06° -12+0,7°
Afu3g14240 Ee‘iésrjilasz"er képzOdesben résztvevé 504404 033205 12406 1,1+0,7°
Afudg06770 Fe-S klaszter képzOdesben résztvevd 194 04 040404 12406 16407

fehérje
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Afu5g03790
Afulgl7270
Afu5g03800
Afu2g07680
Afu3g03420
Afu5g11260
Afu5g03920
Afu2g17600
Afu8g00370
Afu8g00490
Afu6g09660

Afu3g12920

fetC
freB
ftrA
sidA
sidD
sreA
hapX
pksP

fma-PKS

gliP

nrpss

feltételezett ferroxidaz; a RIA tagja

feltételezett metalloreduktaz; a RIA
tagja

feltételezett nagy affinitasu vas
permedz; a RIA tagja

L-ornitin N5-oxigenaz (sziderofoérok
bioszintézise)

NRPS (szideroforok bioszintézise)

GATA transzkripcios faktor (vas
anyagcsere)

bZIP transzkripcios faktor (vas
anyagcsere)

PKS (DHN-melanin klaszter)
PKS (fumagillin klaszter)
PKS (fumagillin klaszter)

NRPS (gliotoxin klaszter)

NRPS (hexadehidro-asztechrom
Klaszter)
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0,30+ 0,5
4,7+ 1,0°
-0,50 + 0,4
30+1,1°
58+ 1,5°
-2,3+£0,6°
2,8+0,4°
-2,0+1,0°
2,4+0,9°
0,55+ 0,7
-3,1+1,2°

0,23+0,4

-0,20 + 0,4
-0,07+0,5
-1,0£0,6°
0,21+0,5
-2,0+£0,8°
-0,38+ 0,5
0,33 + 0,4
-0,75 + 0,6
2,0+ 1,1°
2,2+ 1,0°
0,47 + 0,4

2,0+ 1,0°

0,81+ 0,4°
-0,11+ 0,4
1,7+0,7°
0,91 +0,5°
0,28 + 0,6
1,2 +0,6°
0,67 +0,5
0,26 + 0,5
-1,6 +0,9¢
1,4+ 0,6°
-0,38 + 0,6

-1,1+0,7°

1,1+0,6°
4,6+1,1°
1,2+0,8°
4,0+ 1,2°
6,1+ 1,6°
-1,2 +0,8°
35+0,6°
-1,7+1,1°
0,76 + 1,3
-0,81+ 0,9
-3,4+1,3°

-0,89+0,8



Afu6g03480 NRPS (fumipirrol klaszter) -14+0,6° -003+04 018+0,5 -1,3+0,8°

hibrid NRPS/PKS (pszeurotin A

Afu8g00540 nrpsl4 27+£0,9° 071+0,6 -064+07 20+1,1°

klaszter)
Afu6g04360 atrF feltételezett ABC transzporter 1,5+08> 051+05 1,1+05" 26+0,9°
Afu5g11760 hemC feltételezett hem bioszintézis enzim -0,14+0,5 0,71+£0,6 14+ 0,8b 1,3+ 0,8b
Afulgl6130 pcal feltételezett kadmium efflux pumpa -0,21+0,7 081+0,6 037+04 0,16=+0,8

2 — A tablazatban harom biologiai ismétlésbdl szarmazd mérés atlagai és szorasai szerepelnek. AACP = ACPuezeit — ACPiontrol, @hol
ACPyezeit = CPreferencia gén — CPleszielt gen @ tesztelni kivant kultirabol mérve, mig ACProntroll = CPreferencia gén — CPleszielt gén @ referencianak
valasztott kultarabol mérve. A referencia gén az fksl gén volt. A: -Fe/-H,0, vs. +Fe/-H,0,; B: +Fe/+H,0, vs. +Fe/-H202; C: -Fe/+H,0;
vs. -Fe/-H202; D: -Fe/+H20: vs. +Fe/-H20:

b feliilszabalyozott gén (A AACP a Student-féle t-teszt alapjan szignifikansan nagyobb volt, mint nulla; p<0,05.)

¢ — alulszabalyozott gén (A AACP a Student-féle t-teszt alapjan szignifikansan kisebb volt, mint nulla; p<0,05.)
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4. melléklet A dolgozat szempontjabol fontosnak itélt gének transzkriptomikai és proteomikai adatai

Transzkriptom adatok?®

Proteom adatok

Gén név A B C D A B C D
amcA 3,636 -0,173 -0,148 3,487 0,467 -0,085 -0,014 0,421
hmg2 2,286 0,466 -2,082 0,204

hapX 3,350 -0,219 0,652 4,002 0,514 0,107 0,134 0,644
sreA -3,628 -0,385 1,791 -1,837

catl -6,033 -0,529 3,633 -2,400 -1,120 -0,057 -0,003 -1,132
ccpl -5,886 -0,208 2,968 -2,918 -1,198 0,367 -0,056 -1,248
trrl 0,172 -0,354 4,984 5,157 0,607 0,610 0,114 0,668
aspf29 -1,145 -0,481 3,228 2,083 0,712 0,509 -0,181 0,536
sodl 2,345 0,464 1,160 3,505 0,772 0,072 -0,038 0,720
isal -3,576 -0,276 2,170 -1,406

hemA -3,647 -0,700 -0,593 -4,239 -0,265 -0,047 0,011 -0,249
erg3A 2,024 -0,362 0,814 2,838 0,892 0,048 0,080 0,962
erg3B 1,640 -0,536 1,549 3,189

erg25A 1,011 -0,644 1,600 2,611
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erg25B 1,605 0,062 0,396 2,000 0,163 -0,063 0,318 0,359

abcB 1,324 -0,377 -1,063 0,262 0,860 0,163 -0,014 0,828
ZIcA 4,320 0,645 3,470 7,790
zrfB -4,975 -2,323 -0,013 -4,989
cat? -4,820 0,301 10,563 5,743 -0,289 1,394 0,103 -0,168
fetC 0,333 -0,821 0,892 1,225 0,771 0,029 -0,206 0,546
freB 4,572 -0,877 -0,309 4,263
ftrA 0,291 -1,104 1,889 2,180
atfA -1,035 -0,271 2,249 1,214 0,269 0,059 0,159 0,425
yapl -0,309 -0,381 1,838 1,529 0,034 0,070 0,061 0,133
hsfl 0,022 -0,028 1,039 1,061 0,385 0,100 -0,264 0,106
acoA -3,141 -0,158 4,262 1,121 -0,804 -0,083 0,045 -0,745
hem13 -2,293 -0,759 2,113 -0,180 -0,358 0,009 -0,007 -0,321

4 — A tablazat a Kurucz és munkatarsai (Kurucz és mtsai. 2018a) kozlemény 3. mellékletének roviditett valtozata, amely a dolgozat
szempontjabdl fontos gének/fehérjék transzkriptomikai és proteomikai adatait tartalmazza. Az eredeti melléklet terjedelmi okok miatt
nem keriilt bele a dolgozatba. A: -Fe/-H,0, vs. +Fe/- H,02; B: +Fe/+ H,0; vs. +Fe/- H20,; C: -Fe/+ H,0; vs. -Fe/- H20y;

D: -Fe/+H20: vs. +Fe/- H20:

b_ A feliilszabélyozott géneket/fehérjéket piros, az alulszabalyozottakat kék szin jeldli.
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10. Koszonetnyilvanitas

Oszinte koszonetet szeretnék mondani témavezetdmnek, Dr. Emri
Tamaés egyetemi docensnek, Onzetlen szakmai segitségnyujtasaért, lendiiletes
és dinamikus témavezetéséért, illetve szakmai tudasanak tovabbadasaért.
Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Poécsi Istvan tanszékvezetd
egyetemi tanarnak, aki értékes tanacsaival hozzajarult és elésegitette a doktori
munkam elkészitését a Debreceni Egyetem Természettudomanyi és
Technologiai Karanak Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai
Tanszékén.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Mathéné Dr. Szigeti Zsuzsanak
(Debreceni Egyetem), Dr. Szeman-Nagy Gabornak (Debreceni Egyetem) ¢és
Dr. Hargitai Zoltannak (Kenézy Gyula Koérhaz, Debrecen) az allatkisérletek
elvégzéséért, Dr. Harangi Sandornak (Debreceni Egyetem) az atomemisszids
spektrométeres mérésekért, Dr. Antal Kérolynak (Eszterhdzy Karoly Egyetem)
a statisztikai elemzésekben nytjtott segitségéért. Dr. Varga Janosnak (Szegedi
Tudomanyegyetem) kdszonettel tartozunk, hogy rendelkezésiinkre bocsatott 5
A. fumigatus torzset (SZMC3100, SZMC3102-4, SZMC3106). Tovabba Dr.
Olaf Kniemayernek 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, koziilik kiemelném
Dr. Thomas Kriigert, aki az LC-MS/MS méréseket végezte.

Szeretném megkoszonni Kiss Beata szakdolgozénak alapos ¢és
megbizhatd munkajat, illetve Toth Géabornének laboransnak, aki segitett
kiigazodni a Tanszéki laborokban, tovabba a Molekularis Biotechnologiai és

Mikrobiologiai Tanszék minden egyes munkatarsanak, PhD hallgatojanak
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megbizhatd segitségiiket, és hogy munkam soran kellemes légkorben
dolozhattam.

Végiil, de nem utols6 sorban koszonetemet és hdlamat szeretném
kifejezni férjemnek és csaladomnak, akik tamogattak, biztattak a munkam
soran, ¢€s tiirelemmel viselték az elmult id6szak megprobaltatasait.

Kutatomunkam elkészitése az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 szadmu
projekt (Eurdpai Unid, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval), az
Innovacids ¢és Technologiai Minisztérium altal meghirdetett FelsGoktatasi
Intézményi Kivalosag 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 hozzajarulasaval valosult meg, illetve részben tdmogatta az Osztrak
Tudomanyos Alap / Infect-ERA program (FWF 11616 tamogatés / Infect-ERA
AspMetNet projekt) és A-M.D. HOROS doktori program (W1253), amelyet

ezuton is nagyon koszonok.
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