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A gombak nagyon hatékony stresszérzékelo és stresszvalasz rendszerekkel rendelkeznek, ami
magyardzza a bioszféraban valo jelentds elterjedésiiket, evolucids sikeriiket. Bar a gombak
stresszvalasz rendszerének az alaposabb megismerése hozzasegithet minket 1j tipust
gombaellenes szerek kifejlesztéséhez, a gombak szekunder metabolit (pl. mikotoxinok,
gyogyszer-alapanyagok) termelésének a hatékony kontrolljahoz, tovabba 1j, hatékony
stressztiird képességgel rendelkezo ipari torzsek kifejlesztéséhez, a fonalas gombak, koztiik az
Aspergillus fajok, stresszérzékelésérol és stressz elleni védelmérdl egyelére meglepden
keveset tudunk. A meglévé ismereteink jo része az élesztok (mindenekel6tt Saccharomyces
cerevisiae és Schizosaccharomyces pombe) stresszvalasz rendszerének a fonalas gombakban
torténd in silico rekonstrualasabol szarmazik, amelyek igy a nagy evolicios tavolsagok és a
,hedves” laboratoriumi megkozelitések hidnya miatt gyakran nem elégségesek, sot akar
félrevezetdek is lehetnek. Mindezekre tekintettel célul thiztiik ki az Aspergillus nidulans
fonalas gomba modellszervezet oxidativ stresszvalasz rendszerének, illetve ennek
szabalyozasanak az alaposabb felderitését. Ezzel parhuzamosan és terveinknek megfeleléen
elvégeztiik néhany kivalasztott stresszvalasz elem funkcionalis jellemzését is. A munkank
soran arra torekedtiink, hogy minél inkabb megfeleljiink az alapkutatasi célkitizéseinknek, de
emellett eredményeinket a gyakorlo biotechnologus szemével is folyamatosan elemeztiik. A
projekt zarojelentésének az dsszedllitasakor jolesd érzéssel allapitottuk meg, hogy
eredményeink tobb esetben is igéretes jovObeni alkalmazott kutatasi projektek kiindulasi
pontjai lehetnek, illetve az altalunk eldallitott mutansok és adathalmazok eldsegithetik a
szélesebb szakmai kozosségiink, az Aspergillus kutatok, kutatasi céljai elérését is. Ezen
tulmenden, a létrehozott adatbazisok hozzasegithetnek minket ahhoz, hogy a jovében fonalas
gombak stresszvalaszanak a tanulmanyozasakor az ¢leszté modellek mellett/helyett az
evolucidsan sokkal kozelebbi A. nidulanssal nyert adatokat hasznalhassuk fel. Ki szeretnénk
emelni, hogy az elért eredményeinket donté mértékben a kutatasi célok komplex eszkozokkel
(korszer(i 6sszehasonlitd genomikai, transzkriptomikai, molekularis genetikai, mikrobialis
élettani és mikroszkopi metodusok, tovabba adatbazis épitések, stb.) torténd
megkozelitésének koszonhetjiik.

1. Az Aspergillus nidulans kézponti oxidativ stresszvalasza (,,core oxidative stress response”,
,COSR”)

Kutatasainkban teljes genomi DNS chipek (Emri és munkatarsai, 2015, 2016) alkalmazasaval
meghataroztuk azon gének csoportjat (6sszesen 873 gén), amelyek transzkripcioja hasonldan
szabalyozddott haromféle (menadion-natrium-biszulfit, tert-butil-hidroperoxid és diamid)
oxidativ stresszhatés alatt. Ezeket a géneket ,,COSR” (,,Core oxidative stress response”,



kozponti oxidativ stresszvélasz) géneknek neveztiik el (Emri és munkatarsai, 2015). Erdekes
(hiperozmotikus stressz) tortént kezelések esetén észlelt génexpresszids valtozasokat is
figyelembe vettiik a kdzponti stresszvalasz elemek keresésekor, akkor a hasonl6 szabalyozast
mutatd gének szama dramaian lecsokkent, sszesen 13 ilyen gént talaltunk. Mindezek az
eredmények jelzik, hogy az ¢élesztok esetében leirt altalanos kdrnyezeti stresszvalasz
(,,environmental stress response” vagy ,,core environmental stress response”, ,,ESR” vagy
,,CESR”) az A. nidulans esetében nem mutathat6 ki (Emri és munkatarsai, 2015).

Ugyancsak tanulmanyoztuk egy, az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban szerepet jatszo b-
Zip tipust transzkripcios faktor, az AtfA (Balazs és munkatarsai, 2010), génje (atfA)

illetve hiperozmotikus stressznek kitett tenyészetekben. Megallapitottuk, hogy a AatfA
torzsben, ami oxidativ stresszre érzékeny, jelentdsen megvaltozott bizonyos gének
expresszidja mind stresszmentes kulturdkban, mind stresszt kivalto agensek jelenlétében.
Ugyanakkor meglepetéssel vettiik észre, hogy az AtfA altal szabalyozott gének csoportja az
adott stresszhatastol fiiggd modon véltozik. Osszességében az AtfA szerepe az Aspergillus
stresszvalaszok szabalyozasaban jelentdsen eltért, illetve kisebb volt attol, mint a funkcionalis
ortolog Atfl transzkripcios faktoré az S. pombeban, ahol ez a faktor a ,,CESR” gének
expressziojat szabalyozza (Emri és munkatarsai, 2015). Nagyon fontos megjegyezniink, hogy
minden stressztipus és az atfA delécidja is szamos szekunder metabolit (pl. mikotoxinokat
kodolo) génklaszter kifejezddését befolyasolta, de a varakozassal ellentétben ezek a
valtozasok nem egyiranyuan pozitivak (indukciok) voltak, hanem szamos esetben jelent6s
repressziot figyeltiink meg.

Tovabbi kutatasok sziikségesek annak megallapitasara, hogy az AtfA tényleg a vartnal
kevesebb gén kifejez6dését szabalyozza, vagy a AatfA térzsben mas stresszvalasz szabalyzo
faktorok at tudjak venni a hianyzo fehérje funkcidjat. Ezen utdbbi lehetdseg, tekintettel az A.
nidulans stresszvalasz szabalyzo rendszerének a komplexitasara, illetve robosztussagara
(Miskei és munkatarsai, 2009), véleményiink szerint mindenképpen tovabbi vizsgalatokra
érdemes felvetés. Ugyancsak jovObeni kutatasok célja lehet annak a felmérése, hogy a
szekunder metabolit génklaszterek kornyezeti koriilményektdl fiiggd expresszidja miképpen
befolyasolhatja a toxinokat (pl. aflatoxinokat) termelé gombak kontrolljara vonatkozo
elképzeléseket (Pocsi és Pusztahelyi, 2013; Emri és munkatarsai, 2015, 2016; Pusztahelyi és
munkatarsai, 2015).

2. Az Aspergillus nidulans menadion stresszvalaszaban szerepet jatszo, ismeretlen funkcioju
gének jellemzése

Megfigyeléseink szerint (Emri és munkatarsai, 2015), az AtfA transzkripcids faktor a
menadion altal kivaltott oxidativ stressz elleni valasz szabalyozasaban jatssza a legjelentdsebb
szerepet. Transzkriptomikai (Pocsi és munkatarsai, 2005; Emri és munkatarsai, 2015) és
proteomikai (Pusztahelyi és munkatarsai, 2011) vizsgélataink alapjan kivalasztottunk négy
ismeretlen funkci6ji gént (lokusz azonositok: ANID 03987.1, ANID 06058.1,



ANID 10219.1 és ANID 10260.1), melyek expresszidja és az altaluk kodolt fehérjéknek a
mennyisége is megnd menadion expozicid hatdsara. Ezeket a géneket egyenként
eltavolitottuk, majd a delécios torzseket valtozatos (oxidativ, hiperozmotikus, nehézfém)
stresszhatasoknak tettiik ki. Megfigyeléseink szerint, ezek a torzsek kiilonféle, random méodon
valtozoé stresszérzékenységeket mutattak (Leiter és munkatarsai, 2016a), példaul menadionra
csak a AANID 10219.1 torzs volt érzékeny, s6t a AANID 10260.1 torzs stressztoleranciaja
mindenben a kontroll torzsével egyezett meg. A stresszvalasz fehérjéket kodold gének
eltavolitasa tehat nem feltétleniil eredményez stresszérzékeny fenotipust, ami ismételten jelzi
az A. nidulans stresszvalasz rendszerének a robosztussagat, illetve az egyes elemek atfedo
munkatarsai, 2009; Emri és munkatarsai, 2015; Leiter ¢s munkatarsai, 2016a). Meg
szeretnénk még emliteni, hogy a vallalasoknak megfelelden elkészitettiik a AANID 08815
mutanst is, ami érzékenynek bizonyult H,O, és menadion kezelésekre. Az ANID_08815 gén
szintén részt vesz a menadion stresszvalaszban (Pusztahelyi és munkatarsai, 2011), és a
feltételezések szerint izoflavon reduktdz enzimet kddol. A mutdns tovabbi élettani vizsgalata
folyamatban van, és ezeket az adatokat egy kiilon kdzleményben szeretnénk publikalni
lehet6ség szerint 2016-ban.

3. Az Aspergillus nidulans glutationmetabolizmusanak a tanulmanyozasa

A gombak glutationmetabolizmusa nagy fontossaggal bir, hiszen ez a kéntartalmu tripeptid
(y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin, GSH) szamos bioldgiai folyamatban jatszik esszencialis
szerepet, pl. a karos reaktiv oxigén részecskékkel, nehézfémekkel, xenobiotikumokkal
szembeni védelemben, valamint a membrannal hatarolt sejtstruktardk, pl. mitokondriumok és
sejtmagok, redox milidjének a stabilizalasaban. Ezen tilmenden tartaléktapanyagként is
funkcional, valamint részt vesz a vas-kén klaszterek érési folyamataban is (Bakti és
munkatérsai, 2016). Eleszté-alapt homologiakutatasok alapjan valosziniisithetjiik, hogy az A.
nidulans GSH metabolikus rendszere két peroxiredoxint és szamos GSH S-transzferazt
tartalmaz, sét a citoplazmamembranban két GSH-transzporter is van. Jelen projekt keretében
a GSH metabolizmus két kulcsenzimének, a y-L-glutamil-L-cisztein szintetaznak (y-GCS,
lokusz azonosito: ANID 03150, gcsA) és a glutation reduktaznak (GR, lokusz azonosito:
ANID_00932, glrA) a génjeit deletaltuk. A varakozasnak megfeleléen a AgesA torzs csak
GSH jelenlétében volt életképes, és feliileti tenyészetben a novekedéshez sziikséges GSH
koncentraci6 nagysagrendileg meghaladta az S. cerevisiae esetén megfigyelt értéket (8-10
MM az pékélesztd esetén leirt 0.5 uM koncentracidval szemben), ami jelzi a fonalas gomba A.
nidulans fokozott GSH igényét (Bakti és munkatarsai, 2016). El6szor sikertilt igazolnunk,
hogy mindkét enzim sziikséges a konidiosporadk csirazasahoz, de folyékony kultiraban a
AglIrA és a kontroll torzsek novekedését 10 mM GSH mar gatolta, amit nagy GSH
termeldképességii ipari torzsek jovobeni fejlesztésekor figyelembe kell venni (Bakti és
munkatarsai, 2016). A GSH altalanos stressz elleni védo funkcidjat szépen aldtdmasztotta a
AglrA torzs fokozott hiperozmotikus stressz (KCl, NaCl, szorbit), sejtfal integritas stressz
(kongovoros) és antimikotikum (flukonazol, amfotericin B) érzékenysége (Bakti és
munkatarsai, 2016).



Munkatarsaimmal szénéhez0 és szénforras-limitalt tenyészetekben jelentds extracellularis y-
glutamil transzpeptidaz (yGT) aktivitast detektaltunk. Erdekes modon a yGT termelédést a
gliikoz jelenléte gatolta, mig a kazein jelenléte stimulélta. Az enzim termelddésére a CreA
karbon metabolizmus szabalyoz6 fehérje nem volt hatassal, ugyanakkor ahhoz MeaB nitrogén
metabolizmus szabalyzo fehérjére volt sziikség (Spitzmiiller és munkatarsai, 2015a; van
Munster és munkatarsai, 2016). Ezt kovetéen megfigyeltiik, hogy az ANID_10444 (ggtA) gén
eltavolitasa teljesen eliminalta a gomba yGT aktivitasat. Bar a ggtA gén nem kodol klasszikus
szignalpeptidet, a fermentlevekben jelentés yGT aktivitasokat figyelhettiink meg. Erdemes
megjegyezni, hogy a GgtA fehérjeszekvencia elemzése egy belso, ,,rejtett” szignalszekvenciat
tart fel, ami ipari szempontbdl hasznosithatdo megfigyelés lehet jovobeni heterolog
fehérjeexpresszios rendszerek fejlesztésekor. Tovabbi igen meglepd megfigyelés volt az, hogy
szénéhezéskor, illetve szénforras-limitalt koriilmények kozott az intracellularis GSH raktarak
a AggtA torzsben is lebontasra keriiltek, azaz a yGT aktivitas a GSH lebontasban nem volt
esszencialis. Leglijabb eredményeink szerint a sejten beliili GSH lebontasért a yGT helyett a
,DUG” (,,deficient in utilization of glutathione”) rendszer lehet felelds, amit sikeriilt élesztd
modell segitségével in silico rekonstrualnunk A. nidulansban (Spitzmiiller és munkatarsai,
2015b). Ezt tamasztja ala az a megfigyelés, hogy a dugl és dug3 gének (a DUG rendszer
elemei) mind szénéhezés, mind nitrogénéhezés hatasara indukalodtak A. nidulansban
(Spitzmiiller és munkatarsai, 2015b). A GgtA enzim funkcidja pedig extracellularis
aminosavak ¢és peptidek y-glutamilizacidja lehet szénéhezés, illetve szénlimitacio esetén, ami
révén feltehetéen ndvekszik ezen vegyiiletek oldhatdsaga, stabilitasa, azaz biologiai
hasznosithatosaga (Spitzmiiller és munkatarsai, 2016).

4. Az Aspergillus nidulans mitokondrium mutansok élettani vizsgalata

A péalyézat vallalasaival 6sszhangban kivalasztottunk négy olyan gént, amelyek fehérje
termékei fontos €élettani funkciot lathatnak el az A. nidulans mitokondriumokban, és
elkészitettiik a megfeleld géndelécios €s tultermeld (,,overexpresszald”) torzseket (Leiter és
munkatarsai, 2016b). A kivalasztott gének €s az ezek altal kodolt fehérjék a kovetkezOk
voltak: aodA (alternativ oxidaz), mnSOD (mangan szuperoxid dizmutaz), pimA (Lon-szer(
mitokondrialis protedz) és dnmA (,,dynamin-related protein”, a mitokondrium osztodasaért
felelos GTPaz). Ezt a munkat az indokolta, hogy a mitokondriumok meghatarozo szerepet
jatszanak a sejtek energiatermelésében, tovabba hatdssal vannak a sejtek élettartamara is, pl.
apoptotikus folyamatok inicialasa révén. A gombak stresszvalasz rendszereihez hasonléan
sajnos csak korlatozottan allnak rendelkezésiinkre a gomba mitokondriumok funkcioit, illetve
gombak apoptotikus sejtpusztulasat modellez6 rendszerek. Ilyen jellegli kutatasok eddig
els6sorban pékélesztében (S. cerevisiae), illetve a meghatarozott élettartammal rendelkez6 és
jellegzetes szeneszcencia jelenséget mutatd Podospora anserina fonalas gombaban zajlottak.

Az elkészitett mutansoknak mind az élettani (novekedés, stressz tolerancia, 1égzés, autolizis,
apoptotikus sejthalal, sterigmatocisztin termelés, reaktiv részecske, illetve szuperoxid
termelés) mind a morfolégiai (hifak vastagsaga, a mitokondriumok mérete és mennyisége)
tulajdonsagait kiterjedten vizsgaltuk, tovabba jellemeztiik a torzsek szexualis és aszexualis



sprorazasat is. Osszességében a kivalasztott gének genetikai manipulalasa kisebb hatassal volt
a gomba sejtélettani és dregedési folyamataira, mint azt el6z6leg a P. anserina esetében
megfigyelték, ami nagy valdszintiséggel a két gomba mitokondridlis genomja stabilitdsaban
meglévo jelentds killonbségekre vezethetd vissza. Az A. nidulans mutansok esetében
megfigyelhetd, legtobbszor marginalis fenotipus valtozasok arra is utalnak, hogy ebben a
fonalas gombaban hatékony, kompenzacios mechanizmusokat is magukba foglalo,
mitokondrialis minéségbiztositasi (,,mitochondrial quality control”’) és védelmi rendszerek
mukoddnek (Leiter és munkatarsai, 2016b).

Erdemes megjegyezniink, hogy néhany mutans esetében mégis észleltiink olyan 0;
tulajdonsagok megjelenését, melyek ipari szempontbol is igen érdekesek lehetnek. Ilyen pl. a
AaodA géndelécids mutans csokkent sterigmatocisztin (egy rakkelté mikotoxin) és proteinaz
termelése, amely hozzdjarulhat egy 10j, hatékony és biztonsagos heterolog fehérjeexpresszids
rendszer kidolgozasahoz. Ugyancsak emlitést érdemel a pimAOE tultermelé mutans
kiemelkeds Cd**-tolerancigja, amely megfigyelés Aspergillus-alapt nehézfém-bioremediacios
rendszerekben lesz reményeink szerint hasznosithat6 (Leiter és munkatarsai, 2016b).

Osszefoglalasképpen megallapithatjuk, hogy kutatisaink nyoman a jovében, a széles kdrben
hasznalt S. cerevisiae és P. anserina rendszerek mellett, egy uj, jol jellemzett, A. nidulans-
alapti modellrendszer szintén a rendelkezésére all majd azoknak a kutatoknak, akik a gomba
mitokondriumok miik6dését, valamint a gombak oregedési és sejtpusztulasi folyamatait
tanulmanyozzak (Leiter és munkatarsai, 2016b).

5. Gomba stresszadatbazisok létrehozasa

Annak érdekében, hogy a stresszkisérleteink eredményeit konnyebben kiértékelhessiik,
tobbféle stresszadatbazist is 1étrehoztunk. Ilyen példaul a gomba stresszvalasz adatbazis
(,,fungal stress response database, ,,FSRD”), amely 1985 kisérletileg igazolt funkci6ji gomba
stresszvalasz fehérjét, illetve ezek homoldgia kutatassal megtalalt ortoldgjait (6sszesen 28
fajban) foglalja magaba (Karanyi és munkatarsai, 2013). Nagy 6romiinkre szolgal, hogy a
stresszvalaszfehérje adatbazisunk felhasznalasaval tovabbi teljes genom annotacios
kutatasokba tudtunk bekapcsolddni, pl. a nematoda endoparazita Drechmeria coniospora
gomba esetében, ahol sikeriilt a gomba stresszvalasz rendszerének az elemeit azonositanunk
(Pocsi és munkatarsai, 2015; Zhang és munkatarsai, 2016). Ezen tilmenden, holland (CBS-
KNAW, Utrecht) kollégainkkal kozdsen 1étrehoztuk a gomba stresszadatbazist (,,fungal stress
database”, ,,FSD”), amely jelenleg 17 Aspergillus faj részletes stresszérzékenységi adatait
tartalmazza (Pdcsi, 2015; http://www.fung-stress.org/). Reményeink szerint ezek az
adatbazisok jelent6s mértékben eldsegitik majd a kiilonféle Aspergillus fajok stresszvalasz
rendszerének az alaposabb megismerését.



6. Egyéb eredmények

Erdemes megemliteniink, hogy bar az elért eredményink jelentds részét mar kozoltiik, illetve
ezek kozlése folyamatban van, 2016-ban tovabbi cikkek (el6re lathatéan 3) benyujtasa
varhato, pl. az izoflavon reduktaz enzimet kodold génnel, illetve az FSD adatbazissal, illetve
ennek felhasznalasaval kapcsolatban. Az itt bemutatott eredmények alapjan két PhD értekezés
(Spitzmiiller Zsolt és Orosz Erzsébet) és egy habilitacids értekezés (Dr. Leiter Eva)
elkészitését reméljiik 2016-ban. A palyazat vallalasainak a kidolgozasa kozben olyan
metodikai fejlesztések is torténtek (pl. az Aspergillus fajok és mas gombak novekedésének
,.time-lapse” video-mikroszkopias vizsgalatara alkalmas rendszerek kiépitése), melyek a
feltlintetett kozleményekben ugyan még nem jelentek meg, de a jovObeni felhasznalasuk és
kozlésiik szintén varhato.

7. Valtozasok az eredeti munkatervhez viszonyitva

Alapvetéen a palyazati munkatervben leirtak szerint haladtunk, de néhany esetben a kapott
eredmények kiértékelését kdvetden a tovabbi kisérletek tervezésékor hangsulyeltolodasok
torténtek, illetve bizonyos valtoztatasokat is tettiink. Pl. a y-L-glutamil-L-cisztein szintetazt
kodold gesA gén delécidja letalis volt, amit csak a tapkozeghez igen nagy koncentracioban (8-
10 mM) hozzaadott glutationnal (GSH) tudtunk komplementalni. Az alkalmazott nagy GSH
koncentracid viszont toxikus volt a kontroll torzsre, és emellett szamos, eredetileg tervezett
oxidativ stresszhatés vizsgalatot nem tudtunk elvégezni, mert a GSH a stresszt generald
agensek nagy részével kozvetleniil is reagal. Ezért a tervezett y-L-glutamil-L-cisztein
szintetaz - izoflavon reduktaz kettds mutanst mar nem allitottuk eld. Ezzel szemben a GSH
metabolizmus széleskori vizsgalata reflektorfénybe allitotta a GSH-t lebontani képes,
extracellularis y-glutamil transzpeptidaz enzimet, amelynek tanulmanyozasat eredetileg ugyan
nem tiiztiik ki célul, de éppen ezen kutatasok révén nagyon szép és igen jelentds, a gomba
GSH metabolizmusara vonatkozé eredményekkel gazdagodtunk. Mindenképpen emlitést
érdemel még a stresszadatbazisok létrehozasa, amelyek mar megkonnyitették és remélhetéen
a jovoben is megkonnyitik majd a fonalas gombak, ezen beliil foképpen az Aspergillus fajok
stresszgénjeinek (illetve stresszfehérjéinek) az azonositasat és jellemzését. Meg kell
emliteniink, hogy az OTKA Elettudomanyi Kollégiuma hozzajarult ahhoz, hogy jelen
palyazat tamogatasaval az utrechti CBS-KNAW kutatéintézettel és Orosz Erzsébet PhD
hallgat6 részvételével, a Fungal Stress Database (,,FSD”) adatbazist 1étrehozhassuk (az
engedély szama: EIK-5619/2014.10.09.).
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