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2. Tartalmi 6sszefoglald

Az élesztdgombak oriasi gyakorlati jelentéséggel birnak: amellett, hogy ebbe a csoportba
tobb iparban hasznositott faj és modellorganizmus is tartozik, dimorf patogénként szamos
fajuk évente millidkat betegit meg. Gyakorlati jelentoségiik ellenére azonban az élesztok
morfogenetikai eredetérdl méltatlanul keveset tudunk: jelenlegi tudasunk kimeriil abban, hogy
fonalas 6sokbdl jottek létre masodlagos egyszeriisodéssel. Célunk az éleszték evolucidjaval
kapcsolatos tudasunk bdvitése. Hipotézisiink szerint az Ascomycota torzs sarjadzo élesztoi
alland6  stressznek kitett konidiumokbol (fonalas gombdakra jellemzd ivartalan
szaporitoképletekbdl) eredeztethetok. Az én részprojektem arra épiil, hogy amennyiben az
¢lesztosejt €s a konidium valoban homologok, ugy az utobbira is jellemzd lehet az €lesztdk
vonatkozasaban mar ismert denzitasfiiggd viselkedés, azaz a quorum sensing (QS). A QS a
kdzegbe szekretalt jelmolekuldk (quorum sensing molekula, QSM) segitségével megvaldsuld
denzitasfliggd inger-valasz rendszer. Ismert egyes fonalas gombak masodlagosmetabolit-
termelésének denzitasfliggése is, azonban a szakirodalomban nincs nyoma annak, hogy a
konidiumok denzitasfiggésével kapcsolatban lettek volna kutatdsok. Eredmeényeim szerint a
magasabb denzitas mellett inkubalt Aspergillus niger konidiumok kisebb aranyban
duzzadnak, és a duzzadt konidiumok atméréje nagyobb, mint az alacsonyabb denzitasok
esetén. Egy szerves extrakcioval egybekotott an. felliluszétranszfer-kisérlettel sikerilt
bizonyitanom a QSM jelenlétét az Aspergillus niger konidiumainak tapkozegében. Azonos
konidiumkulturabdl szarmazd, szerves extrakcion atesett €s at nem esett sejtmentes feltiliszok
koziil az elébbiben inkubalt konidiumok szignifikdnsan nagyobb aranyban duzzadnak. A
szerves extraktum kémiai 6sszetételének folyamatban 1évé meghatarozasaval fény deriilhet
arra, hogy a konidiumokra jellemzé QS fliggetlen-e a gombafonalakra jellemzd QS-tdl,
valamint hogy mutat-e hasonlosagot az élesztokre jellemzé QS-gel. Reményeim szerint
kutatdsaimmal hozzajarulhatok egy, az élesztékkel kapcsolatos hianypotld evolacios
koncepcié megsziiletéséhez. Az élesztOk €s a fonalas gombak morfogenetikai viszonyainak
megeértése, valamint a gombakra jellemzd quorum sensing alaposabb megismerése a jovoben
lehetévé teheti eredményesebb antifungalis terapidk kidolgozésat, illetve az ipar

szempontjabol relevans gombéak hatékonyabb alkalmazasat.



3. Irodalmi attekintés

Oriasi gyakorlati jelentdségiik ellenére az élesztdk morfogenetikai eredetérél méltatlanul
keveset tudunk. A Lendilet Gomba Genomika és Evolicid Csoportban szeretnénk egy
hianypétld evolucios koncepciot kidolgozni az élesztémorfoldgia eredetére vonatkozoan. Az
alabbiakban 0sszegzem a dimorfizmusrol és az ¢élesztok evoluciojardl fellelhetd ismereteket,
példakat hozok az éleszték relevancidjara; és mivel hipotézisiinkben (Id. 4. Célkitiizések) a
fonalas gombakkal hozzuk Osszefliggésbe az €lesztOmorfologia kialakulasat, targyalom ezen
csoport néhany aspektusat is. Az én részprojektem céljaként a két csoport kdzotti tovabbi egy
hasonlosag, a quorum sensing meglétének bizonyitasat tiiztik ki, melyhez a masodik
alfejezetben Osszegzem a quorum sensing koncepcidjat, annak fejlodését, eléfordulasat

¢lesztOknél, valamint értelmezését fonalas gombakra.

3.1. Elesztdk és fonalas gombak

3.1.1. Dimorfizmus

Az ¢élesztok polifiletikus csoportjaba masodlagosan egyszeriisodott, a filogenezis soran
fonalas gombakbol létrejott egysejtli és fakultativ soksejtli gombak tartoznak (Fisher és
Regenberg, 2019; Nagy és mtsai., 2014).

A dimorfizmus az egysejtii és fonalas formak kozotti interkonverzidra, az Gin. a dimorf
tranziciora vald képesség (Stephen és mtsai., 2005), tehat azon gombakat tekintjuk dimorfnak,
melyek élesztészerti €s fonalas morfoldgiat is mutathatnak, azaz fakultativ soksejtiiek. Az
¢lesztéfajok tobbsége dimorf, a gyakoribb morfologia lehet a fonalas vagy az élesztészerd is.
A Kkétféle morfolégia mas-mas gének kifejezodését igényli, mas stresszlitvonalak aktivak
(Csernetics és mtsai, 2022). A dimorf tranzicié eldidézésében szerepet jatszhat a hdmérséklet
(Gauthier, 2015), a tapanyagellatottsag, illetve a quorum sensing (Id. 3.2.2. Quorum sensing
¢lesztogombaknal). Példaként, a Schizosaccharomyces pombe esetében a preferéalt morfologia
az élesztOalak, nitrogénéhezés hatasasra azonban a taptalaj mélyebb rétegeibe hatolo hifakat
képez (Amoah-Buahin és mtsai., 2005). A human (és mas emldsokre jellemz6) patogéneknél
a tranzici6 a magas testhOmérséklet hatasdra torténik meg, tobb korokozénal a quorum
sensing szerepét is kimutattak. A kétféle morfologia nagyon kiilonb6z6 niche-ek elfoglalasat
teszi lehetévé (pl. talaj — emberi test), és funkciofelosztas is megfigyelhetd az alakok kdzott.

A human patogének esetén a fonalas alak a gazdan kiviili fennmaradast szolgalja, eldsegiti a
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gazdak kozotti terjedést, és fenntartja a genetikai diverzitast (Gauthier, 2015), emellett az
anatémiai gatakon vald atjuttatas is fontos feladata lehet (pl. a Candida albicans esetében); az
¢lesztdalak pedig lehetové teszi a szervezetben vald elterjedést. Azt az allapotot, melyben
¢lesztOsejtek vannak jelen a vérben, fungaemianak nevezziik. Egyes fajok (pl. Histoplasma
capsulatum) élesztdalakjai  képesek életben maradni és sarjadzassal szaporodni a

makrofagokban (Q. Shen és Rappleye, 2020).

Osikarakerallapot-rekonstrukcios vizsgalatok szerint a dimorfizmus az evoldcié soran
legalabb tizennégy alkalomman alakult ki egymastdl fuggetlenil (Csernetics és mtsai, 2022)
(1. &bra).

Geotrichum candidum

Hary

Candida albicans W&

Blastomyces dermatidis
Histoplasma capsulatum

Ophiostoma novo-ulmi

Metarhizium acridum

1. abra. A Dikarya kladba tartoz0 gombak rokonsagi viszonyai morfoldgiali

komplexitasuk és a rekonstrualt &si karakerallapotok jeldlésével. A vords szin fonalas, a

z6ld dimorf gombakat jelol. Az abran szerepel a hat legaltalanosabban vizsgalt dimorf

patogén neve. (Forras: Csernetics és mtsai, 2022)

Tagabb értelemben a kétféle élesztdalak eléfordulasat is dimorfizmusnak nevezzik. A
Trigonopsis variabilis egy tagabb értelemben vett dimorf faj, mely képes haromszogletii,

illetve ellipszoid morfol6giaju sejtek kialakitasara (Sasek és Becker, 1969).

Tobbféle morfologia kialakitasanak képességét a polimorfizmus fogalmaval illetjuk. Sok
faj (pl. Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) képes un. pszeudohifakat képezni. A

pszeudohifa megnyult, szinkronban 0szt6do élesztosejtek rovid lancolata (Mukaremera €s
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mtsai., 2017), mintegy atmenet az élesztdszeri és a fonalas morfologiak kozott. A Candida
albicans a fonalas forma mellett haromféle élesztéalakkal rendelkezik (white, gray, opaque),
melyek mikro- és makromorfologiaja is eltér, valamint eltéré hajlandosagot mutatnak az

ivaros szaporodasra (Tao és mtsai., 2014).
3.1.2. Az ¢lesztok jelentOsege

Az ¢lesztok oOriasi gyakorlati jelentdséggel birnak az alapkutatis, a biotechnologia, az

alkalmazott névénybioldgia és az orvosbioldgia teruletén is.

Olyan fontos modellorganizmusok keriilnek ki ebbdl a csoportb6l, mint a
Schizosaccharomyces pombe (hasadé ¢élesztd), melyet példaul a sejtciklussal és az ivaros
szaporodassal kapcsolatos kutatasokban hasznalnak elészeretettel (van Werven és Amon,
2011), vagy a Saccharomyces cerevisiae (pékélesztd, sorélesztd), mely szamtalan
tudomanytertilet kiemelkedd fontossagu modellorganizmusa. A pékélesztd
megkerilhetetlenségét mi sem bizonyitja jobban, mint hogy szamos Nobel-dijas felfedezés
alanya volt. 2001-ben a sejtciklus szabalyozémechanizmusainak megértését, 2006-ban az
eukariota transzkripcié molekularis alapjainak vizsgalatat, 2009-ben a telomer és telomeraz
kutatasat, 2013-ban a vezikularis transzport, 2016-ban pedig az autofagia mechanizmusanak
feltérképezéset ismertéek el Nobel-dijjal. Az emlitett kutatdsok mindegyike részben vagy
egészben Saccharomyces cerevisiae mint modellorganizmus hasznalataval valosult meg
(Hohmann és mtsai, 2016). Mindemellett a pékéleszté volt az elsé olyan eukaridta, melynek
teljes genomjat megszekvenaltak, igy a genomika fejlédéséhez is felbecsiilhetetlen a

hozzajarulasa (Goffeau A és Barrel B. G., 1996).

A Saccharomyces cerevisiae-t évezredek Ota hasznalja az emberiség élelmiszerek és
élvezeti cikkek eldallitasara. A tésztakelesztésen tul alkoholos italok készitésére is
alkalmazzak kihaszndlva azt, hogy fakultativ anaerob organizmus Iévén alkoholos
fermentaciora képes. A pékélesztdn kiviil mds, a biotechnolégia szakirodalma 4ltal nem
szokvanyos élesztoként (NCY, non-conventional yeast) hivatkozott fajokat is hasznosit az
ipar (Geijer és mtsai., 2022): példaul a lakt6zmentes tejtermékeket korabban a Kluyveromyces
lactis nevii éleszté segitségével allitottak eld, a Yarrowia lipotycaval hidrolitikus enzimeket és
kiilonboz6 metabolitokat termeltetnek (Zieniuk és Fabiszewska, 2019), a Phaffia rhodozymat

pedig karotinoidok termeltetésére hasznaljak.



Az Ustilago tritici és Ustilago maydis nevii dimorf tisz6ggombak haszonnovényeken
¢loskddnek eldszor élesztéformaban, majd fonalas morfologidra valtva a gazdandvény
szoveteib6l létrehoznak egy olyan tumoros elvaltozast, mely alkalmas a sporék terjesztésére.
Az Ustilago tritici akar 40%-os terméskiesést is okozhat (Quijano és mtsai., 2016). Az utobbi
id6ében nagy figyelem iranyul az endofiton élesztékre (Joubert és Doty, 2018). Az endofiton
¢leszték novényi szovetek kozott élnek; megértésiik nagyon fontos az agrarium szdmaéra,
mivel javithatjak a termés minGségét. Erzékenyek a fungicidekre, és bar a fungicid ndvényi
testbdl valo kitiriilése utan megvaltozott fajosszetétellel rekolonizalhatjdk a gazdat, a niche
idbleges kiiliresedése lehetdséget ad potencidlis patogéneknek a bejutasra, igy a
novényvédodszerek megvalasztasanal az is egy fontos szempont kell, hogy legyen a jovOben,
hogy a novény élesztékozossége ne sériiljon a kezelés hatdsara. A csoport egyes képviseldi
(pl. Rhodotorula graminis) a nehézfémszennyezés utani bioremediacios célra valo alkalmazés

szempontjabol is igeretesek (Joubert és Doty, 2018).

A dimorf human patogének féleg immunkompromittalt embereket képesek megtamadni, és
bar a human mikézisok el6fordulasara vonatkozoan csak pontatlan adatok és becslések allnak
rendelkezésre, azok arrdl tanuskodnak, hogy a dimorf patogének évente sokmillio embert
betegitenek meg és szazezrek haldlat okozzak. Ebbe a csoportba tartozik tébbek kozott a
Candida albicans, a Cryptococcus neoformans (Filobasidiella neoformans), a Blastomyces
dermatitidis, a Histoplasma capsulatum és a Paracoccidioides brasiliensis (Fausto és mtsai.,
2019; Gauthier, 2015). A Candida albicans a human mikrobiom része, viszont kellemetlen
borbetegség, illetve a véraramba vald bejutasaval egy, az egész szervezetet érintd, magas
mortalitast korkép, az invaziv candidiasis kialakitasara képes. A Cryptococcus neoformans
leggyakrabban a tiidoben telepszik meg, de sulyos esetekben akar agyhartyagyulladast és

kdzponti idegrendszeri gyulladast is okozhat (Schmiedel és Zimmerli, 2016).

3.1.3. Az ¢€lesztdk evolucioja

3.1.3.1. Reduktiv evoluci6

Kozkeletli, de alapjaiban téves asszocidcid az evolicioval kapcsolatban, hogy az a
komplexifikacio ,,iranyaba mutat”, magasabb Osszetettség felé tendal. Az evollcidé ennél
sokszinlibb. Nem magatol értet6dd, hogy komplexitds fenntartdsa sikeres evolicids stratégia

lenne. A testméret és a genomméret csokkenésével, génvesztésekkel, a morfoldgia és a



metabolikus repertoar egyszeriisodésével jaré reduktiv evolucio fajsulyos alakitoja a
genomoknak (O’Malley és mtsai., 2016; Wolf és Koonin, 2013).

Az élesztokre is jellemzé a reduktiv evolicié. Genomjuk igen kompakt a fonalas
gombékhoz képest. Példaul a fonalas Aspergillus niger genomja 2,83-szor akkora, és 1,72-
szor annyi gént tartalmaz, mint a Saccharomyces cerevisiae genomja. Az élesztéfajok
genomjaiban kevés pszeudogeén taldlhato, génjeik pedig kevesebb intront tartalmaznak, mint
fonalas rokonaikéi (Dujon, 2010). A genomika kora el6tt ugy vélték, hogy a fonalas
ndvekedéshez sziikséges génjeik (egy része) veszett el, ez azonban nem igaz &ltalanosan,
hiszen az ¢lesztéfajok nagy részénél (a Saccharomycotina altdrzsben a laboratoriumi
Saccharomyces cerevisiae torzsek kivételével (Dickinson, 2008), melyek csak pszeudohifakat
tudnak képezni, minden faj esetén) kivalthatdo a fonalas novekedés, azaz dimorfok. A

génvesztések peldaul bizonyos metabolikus géneket érintenek (X. X. Shen és mtsai., 2018).

A reduktiv evollcié legszemléletesebb példai az obligat intracellularis parazitak
(Rickettsia sp., Chlamydia sp.) és a masodlagos endoszimbiogenezissel Iétrejovo
organellumok nukleomorfjaiban talalhaté eukariota genommaradvanyok. Ugyanakkor a
genomredukcio jelensége nem korlatozddik adott életmoddokra. Kiilonboz6 mértékben ugyan,
de minden organizmus genomdinamikajaban érvényesul egy olyan nyomas, ami a
genommeéret csokkentésére torekszik, mivel a nagyméretii genom fenntartasa koltséges. Ez a
nyomas id6vel valtozhat. Az utdbbi két évtizedben valt nyilvanvalova, hogy a redukcio
nemcsak hogy el nem hanyagolhatd tényezdje a genomevolucidonak, hanem az egyik
legfontosabb hajtoereje, mely a diverzifikaciot is elosegitheti (O’Malley és mtsai., 2016; Wolf
és Koonin, 2013). A torzsfejlédés rovid és intenziv genomexpanzios, komplexifikacios és

hosszU redukcids fazisok egymasutanisagaként is interpretalhatd (Wolf és Koonin, 2013).

A reduktiv evolicio lehet neutralis, mint a mar emlitett intracellularis parazitak esetén,
vagy adaptiv (darwini), mint a F6ldon a legabundansabb életformak kozé tartozd Pelagibacter
ubique esetén (X. X. Shen és mtsai., 2018). A neutralis redukcidéval megvalosulé génvesztés
ugy értelmezhetd, hogy az adott milibben nem esszencidlis génekben szelekcios nyomas
hidnyaban mutéaciok halmozodnak fel, igy az érintett gének miikodésképtelenné valnak. Ez a
mechanizmus hosszu tavon specialista fajokat hoz létre, melyek sériilékenyek a kornyezet
megvaltozasaval szemben. Adaptiv redukciordl akkor beszéliink, ha a kisméretli és magas
informacidstiriiségli genomhoz ¢és a minimalisan sziikséges génrepertodr fenntartdsdhoz

szelekcios elény tarsul (Wolf és Koonin, 2013). Az élesztOk redukciojanak neutralis és



adaptiv jellegeére is talalunk bizonyitékot a szakirodalomban (Lang és mtsai., 2009; Sliwa és
Korona, 2005).

A Saccharomycotina altérzshe tartoz6 ¢élesztéfajok genomjainak azonban sajatos
rendundancidik is vannak, ami arra utal, hogy torzsfejlodésiiket expanzios epizddok is
tarkitottdk, a redundancia pedig nyersanyagot szolgaltat az evolici6 szdmara. A
Saccharomycotina altdrzs egy, a Saccharomyces sensu stricto nemzetséget is magaban foglalo
kladjanak kozos 6sében kb. 100 millio évvel ezeldtt genomduplikacié tortént (Dujon, 2010).
Az altorzs képviseldinek genomja altalaban is sok paraldogot tartalmaz, emellett de novo
keletkezett génjeik szama sem elhanyagolhatd. Valtoz6 szamd, akar tobb szaz tRNS-lokusszal
rendelkezhetnek (Dujon, 2010; X. X. Shen és mtsai., 2018). A Saccharomyces cerevisiae
kromoszomainak végén elhelyezkedd metabolikus gének is redundanciat mutatnak (Goffeau

A és Barrel B. G., 1996).

Olyan genetikai sajatossagokat is mutat ez a csoport, melyek a rokonsagi viszonyok
ismeretében igen meglepoek, €s a felgyorsult evolucidjuk kovetkezményei, mely szintén
Osszefligg a reduktiv evollcioval. Az evollcié sebességvaltozasat heterotachianak nevezzik.
Ilyen meglepd sajatossagok az eukariotdk korében elterjedt H3K9me3 epijel és az RNS-
interferencia mechanizmusanak hianya, illetve hogy a Saccharomycotina altérzs egy, a
Candida albicanst is magaban foglalé kladjaban (CUG csoport) a CUG kodon szerint kodol
(X. X. Shen és mtsai., 2018). A kompakt genom lehetévé teszi a gyors klonalis szaporodast,
igy evoltcios skalan viszonylag rovid id6 alatt is nagyobb valtozasok mehetnek végbe. A
Saccharomycotina altorzs utolsd kozos 6se (BYCA) 317-523 millio éve élhetett, azéta a gyors
klonalis szaporodasnak koszonhetéen nagysagrendekkel tobb generdcid valtotta egymast,
mint a legalabb kétszer annyi idds allatok vagy névények klddjaban. Ennek ismeretében nem
meglepd, hogy a Saccharomycotina altdrzs dnmagéaban olyan genetikai soksziniiséget hordoz,
amely Osszevethetd az allatok vagy a novények orszagainak diverzitdsaval (még ha ez a

morfoldgia tekintetében nem is nyilvanul meg) (Dujon, 2010).

Az élesztdk olyan evolucios stratégiara rendezkedtek be, mely elényben részesiti a gyors

szaporodast a komplexitassal szemben.



3.1.3.2. Homoldgiaviszonyok

Homol6gnak nevezzik azon tulajdonsdgokat és struktirakat, melyek a vizsgalt fajok
legkGzelebbi kozos 6sére is jellemzéek voltak; azon hasonldsdgokat pedig, melyek a kdzos
O6snél hianyoztak, homoplasztikusnak. A homoplazia leggyakrabban konvergencia
eredményeként jon létre. Az élesztok fonalas Osokbol alakultak ki tobbszor egymastol
fuggetlenul, filogenetikailag tavoli rokon kladokban (Nagy és mtsai.,, 2014) (ld. 3.1.1.
Dimorfizmus), igy ezen tavoli kladok 0sszehasonlitasaban az egysejtii élesztémorfologiat, a
genom kompaktsadgat, a gyors klonalis szaporodas elényben részesitését, a metabolikus

hasonlésagokat, jellemzé sejtfalszerkezetet sth. is mind-mind homoplazidknak tekintjik.

Ugyanakkor tobben felhivjak a figyelmet arra, hogy a homoplazia koncepcidja nem
teljesen a homologia antitézise, és a két fogalom nem kizarolagos, valojaban ugyanazon
kontinuum hatarértékei; homolog gének bevethetok homolog €és homoplasztikus struktarak
létrehozasahoz is (Hall, 2007). Az atmenet a mélyhomologia (deep homology) és a latens
homologia fogalméan keresztiil érzékeltethetd leginkabb. Mindkét esetben az egymastol
fiiggetleniil kialakult struktirdk fejlddésgenetikai alapja mar jelen volt a kdzds dsben is.
Mélyhomolédgiarol akkor beszEliink, ha a homoplasztikus strukturdak (pl. emlésdk ¢és
labasfejiiek fejlett holyagszeme) fejlddésgenetikai alapja (Pax6 transzkripcios faktor) hasonlo
funkcidért felelt (fotorecepcidra alkalmas struktdra kialakitadsa) a k6zos 6sben is (Shubin és
mtsai., 2009). Latens homologia esetén azonban a homoplazia fejlédésgenetikai alapja
eredetileg mas funkciot toltott be. A latens homoldgia fogalma kapcsolatban all a
preadaptacié vagy exaptacié koncepciojaval, melynek alapjaival mar Darwin is foglalkozott.
Az elmélet szerint a potencial egy fenotipus kialakitasara joval hamarabb megjelenhet, mint
maga a fenotipus. Természetesen erre a potencialra szelekcid kell, hogy hasson, ami a
fenotipus megjelenése elott tigy lehetséges, ha korabban mas folyamatban vett részt. Példa az
exaptaciora, hogy a toll hamarabb jelent meg, mint a repllés képessége, eredetileg a

hdszabalyozasban vett részt (Gabora és mtsai., 2013; Hall, 2007).

Egy hipotézis szerint az élesztOk konvergens evolicidja is jellemezhetd a latens homologia
fogalméaval (Nagy és mtsai., 2014). Az élesztészerii életmdd megjelenése, az egysejtii
morfologia fenntartasa joval késobb kovetkezhetett be, mint az ehhez sziikséges gének (pl.
alfa-glukanazt kodold agnlp, glikdn szintazt kodold cpslp) kialakulasa. Az élesztékre
jellemzd legtobb genetikai innovacio leszarmazasi vonalra specifikus, kivéve egy éleszto-

fonalas atmenethez kothet6 transzkripciosfaktor-csalddot (Zn cluster), mely a hivatkozott
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kutatasban vizsgalt mind az ot élesztokladban nagy kopiaszammal van jelen. Ez a

transzkripcios faktor azonban szintén a fenotipus el6tt jelent meg.

Tehat az élesztok egymastol fliggetleniil vald tobbszori megjelenése mogott az allhat, hogy
6si (kozos) gének szabalyozasanak konvergens megvaltozasa révén, az eukariota sejtciklusra
szervezddve egymastol fliggetleniil johetett 1étre az a genetikai program, amely lehetévé teszi

az egysejtii morfoldgia fenntartasat (Nagy és mtsai., 2014).
3.1.4. Az Aspergillus nemzetséeg jelentosége

Az Aspergillus nemzetseg az Dikarya klad Ascomycota torzsén belll az Eurotiomycetes
osztaly Eurotiales rendjébe sorolt Aspergillaceae csaladba tartozik (Houbraken és Samson,
2011). Korabban a mesterseges Deuteromycota (Fungi Imperfecti, konidiumos gombék)
csoportba soroltdk, mivel kizarolag az anamorf, vagyis az ivartalanul, konidiumokkal
szaporodd alakok voltak ismertek, azota azonban tébb faj ivaros formajat is leirtak (Kwon-
Chung és Sugui, 2009). A nemzetségbe korulbelll kétszaz faj tartozik (Scazzocchio, 2019).
Az alabbiakban az Aspergillus nemzetseg 6koldgiai, természetvédelmi, alapkutatasbeli, ipari

biotechnoldgiai és orvosbioldgiai relevanciajara hozok példakat.

A nemzetség tagjai talnyomodrészt szaprotréfok, elhalt ndvényi maradvanyokon
tenyeésznek, igy fontosak az 6koldgia anyagkdrforgasban. Egyes fajaik (pl. A. niger) képesek a
faanyag bontasara is, an. lagykorhadast okoznak (Hamed, 2013). A lagykorhasztok
jellemzéen magas paratartalmon képesek megtamadni az alacsony lignintartalmu fat, és
Uregeket hoznak Iétre a ndvenyi sejtfalban (Goodell és mtsai., 2008). Tovabbi dkologiai
relevancia, hogy az A. sydowii a Gorgonia szarukorallok témeges pusztulasat okozza
(Scazzocchio, 2019).

Az Aspergillus nidulans a sejtbiologia és a molekularis biolégia fontos
modellorganizmusa. Hasznaljak példaul genetikai eredeti metabolikus betegségek (pl.
alkaptonuria) modelljeként (Scazzocchio, 2019). Genomja j6l annotélt, igy rokon fajok

genomikai vizsgalatakor kiindulépontként szolgalhat.

Az A. sojae-t és az A. oryzae-t el6szeretettel alkalmazza a tavol-keleti konyha erjesztett
ételek (pl. koji) készitéséhez. Az Aspergillus-fajok extracellularis enzimeket szekretalnak,
melyek koncentracidja a médiumban a 20 g/I-t is meghaladhatja. Erre a célra az A. nigert, az

A. sojae-t, és az A. oryzae-t hasznaljak. Az els6 kereskedelemben kaphatd mikrobialis enzim
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az A. oryzae amilaza volt, melyet 1894-ben hoztak forgalomba. Erdekes médon transzgenikus
Aspergillus-torzsekkel heterol6g enzimeket csak mg/l-es nagysdgrendben lehet termeltetni.
Az Aspergillus niger szerves savak termeltetésére is alkalmas. Citromsavat, gliikonsavat,
oxalsavat és itakonsavat is elédllit az ipar az emlitett mikroorganizmus segitségevel. Az
elallitott citromsavat, melynek mennyisége 2021-ben elérte a 2,7 millio tonnat, példaul
iditéitalok adalékaként vagy az oxalsavhoz hasonloan fémfeliiletek kezelésére hasznaljak, az
itakonsav polimerkémiai alapanyag, a glikonsavat pedig egyebek mellett tisztitdszerek
gyartasahoz hasznaljak (Scazzocchio, 2019).

Az Aspergillus-fajok bizonyos torzsei ochratoxinokat és aflatoxinokat termelek. Az
ochratoxin A nefropatiat okoz, de sok korképpel kapcsolatban felmeriilt mar az ochratoxinok
hozzajarulasa, az aflatoxinok pedig erds karcinogén hatasu vegyiiletek. Az Aspergillus
fumigatus egy huméan patogén. A Kkivaltott korkepet invaziv aspergillosisnak nevezzik, a
gomba a tiidoben Un. aspergillomakat hoz létre. Immunkompromittalt emberek korében
kezeletlenul 100%-o0s, de kezelésekkel is legalabb 60%-0s mortalitast produkal (Scazzocchio,
2019). Az Aspergillus terreus lovasztatint termel, melyet koleszterincsokkentd gyogyszerek

hatoanyagként hasznalnak (Boruta és Bizukojc, 2017).
3.1.5. Konidiumképzes

Az Aspergillus-fajok blasztikus konidiumokat termelnek, viszont nem tekintheték sem
holo-, sem enteroblasztikusnak, mivel az érés soran a konidium eredetileg enteroblasztikusan
létrejovo sejtfala lebomlik, és egy uj sejtfal szintetizalodik a helyébe (Tiedt, 1993). A
nemzetségre néhany mikrométeres atmérdjii, vastag fali, pigmentalt, erdsen hidrofob felszinti
konidiumok jellemzbek, melyek elsédleges feladata a genom védelme és a terjesztés. A
konidiumokat termel6, hordozo strukturat konidioféornak nevezziik. A konidiofor a kovetkez6
képletekbdl all: a 1dbsejthez szeptum nélkiil kapcsolodik a ny¢€l, melynek kioblosddd végén, a
vezikulan alakul ki a metularéteg, melybdl sarjadzasra emlékezteté aszimmetrikus osztddassal
jon létre a sporogeén fialidréteg, mely a konidiumokat ugyancsak az éleszt6k bimbozasara

emlékezteté moédon hozza létre (Sewall és mtsai., 1990; Yu, 2010).

A konidiaci6 a fonalas ndvekedés Kkiiktatasaval is megvaldsithatd: mikrociklikus
konidiaciénak nevezziik azt a jelenséget, mely sordn a csirdzd sporak rogton ivartalan
szaporitoképleteket fejlesztenek (Hanlin, 1994). Sok taxonban (pl. Ustilaginales,

Entomophthorales) ez a jelenség a normal életciklushoz tartozik (Hanlin, 1994), egyes fonalas
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gombéknal azonban az ivartalan életciklus ilyennemii leegyszeriisodése egy stresszelkeriilé
mechanizmus: a kedvezotlen koriilmények (pl. hdstressz, szarazsag) kozé keriild konidiumok
a fonalas novekedés energiaigényét megsporolva hozzak létre a genetikailag azonos
masodlagos konidiumokat, melyek a sz¢l vagy a viz révén kedvezébb koriilmények kozé is
kerllhetnek. Az Aspergillus niger mikrociklikus konidiacidja esetén a normal konidiaciéhoz
képest joval kisebb méretli a konidiofér, hianyzik a metularéteg ¢s a masodlagos konidiumok
nagyrészt pigmentalatlanok (Anderson és Smith, 1971) (2. abra, 3. abra). A stressz
ndvelésével egyre redukalddik a konidiofér.

ogo §<t 3-5 um.

35 ym.
> 12 pm.

U% Hm
[} :
[}
11
: : 1010 m.
[ 186 pm.
1
1 1

>
58 um. 19 4m.

2. abra. Normal konidiaciora (baloldalt) és mikrociklikus konidiaciéra (jobboldalt)
jellemzo konidiofoérok dsszehasonlitasa. (Forras: J. G. Anderson és J. E. Smith, 1971.)

3. abra. Mikrociklikus konidiaciordl készitett sajat mikroszkdpos felvétel.
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3.2. Quorum sensing

3.2.1. A quorum sensingrol altalaban

A quorum sensing (QS) mechanizmusénak megismerése, mely az 1960-as evekben
kezd6dott, megcafolta azt a nézetet, hogy az egysejtli organizmusok esetén a soksejtlickkel
ellentétben a sejtek k6zott nincs kommunikacidé és egyiittmiikodés. A quorum sensing
koncepcidja hatvan év alatt sokat fejlodott: kezdetben a bakteridlis kommunikéciot jeldlte,
olyan tulajdonsagként irtdk le, mely képessé teszi a baktériumokat arra, hogy a soksejtiiekhez
hasonl6an viselkedjenek (Waters és Bassler, 2005). Ma mar tudjuk, hogy a QS nem csak

baktériumokra, s6t, nem is csak egysejtiickre jellemzo.

A quorum sensing egy denzitasfliiggé inger-valasz rendszer, olyan sajatossidga egyes
mikrobialis populécioknak, mellyel a kornyezeti paraméterekhez hasonloan érzékelhetik
onmagukat, és a populaciodenzitas megvaltozasara reagalni képesek (Poole, 2001). A sejtek
kisméreti, diffuzibilis jelmolekulakat szekretdlnak a  koOrnyezetilkbe, melyeket
autoinducereknek vagy quorum sensing molekuldknak (QSM) nevezink. A QSM-ek
koncentracioja aranyos a populaciodenzitassal, és elérve egy kiiszobdenzitast, olyan jelutat
inditanak be, mely képes bizonyos gének expresszidjat megvaltoztatni. A quorum sensing
altal szabalyozott gének halozatara QS-regulonként hivatkozik a szakirodalom (Poole, 2001;
Waters es Bassler, 2005). A legrégebb o6ta ismert QSM-ek az N-acil-homoszerin laktonok. A
regulon tartalmazhatja (nem minden esetben) a QSM szintéziséhez szlikséges géneket is, igy a
kiiszobdenzitds felett a QSM a sajat szintézisének serkentésébdl szarmazd pozitiv
visszacsatolas miatt felhalmozodik (Poole, 2001), igy hirtelen valtas kovetkezhet be a

fenotipusban.

A quorum sensing szabalyozhat biolumineszcenciat, mint a tintahalakkal mutualista
kapcsolatban €16 Vibrio fischeri esetén, tovabba befolydsolja virulenciafaktorok és
méasodlagos metabolitok termelését, a sejtmotilitast és a biofilmképzést is (Poole, 2001). A
biofilm mikroorganizmusok alkotta kompakt és komplex struktura, mely lehetové teszi a
tulélést kedvezdtlen koriilmények kozott, illetve egyes fajoknal a patogenezis folyamataban is
szerepet jatszik. Olyan bakterialis biofilmfosszilia is ismert, melynek korat 3,25 milliard évre
becsulik (Hall-Stoodley és mtsai., 2004).

Kiilonboz6 fajok egymassal informéciés haborat viselhetnek, quorum sensing

inhibitorokkal (QSI) beavatkozhatnak egyméas populacioszinti kommunikaciojaba. A
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mechanizmust quorum quenchingnek (QQ) nevezik. A QSI-knek a jovOben nagy gyogyaszati
jelent6sége lehet (Kalia, 2013; Padder és mtsai., 2018).

A quorum sensing bizonyithat6 fellluszétranszfer-kisérletekkel, melynek Iényege, hogy
quorum sensing esetén a sejtek a jelmolekulat a kdrnyezetiikbe szekretéljak, igy az eredetileg
magas sejtdenzitadst kultarar6l a sejtmentes feluliszoval (kondicionalt médium, CM), a
viselkedés atvihetd alacsonyabb denzitast kultirara, ahol a sejtek igy nem a tényleges, hanem

a QSM koncentracioja 4ltal indikalt denzitasnak megfeleléen fognak viselkedni.
3.2.2. Quorum sensing élesztégombaknal

Husz évvel ezel6tt a Candida albicans denzitasfiiggd viselkedésének leirasa megreformalta
a quorum sensing koncepciojat: azéta tudjuk, hogy eukaridtakra is jellemzd. A quorum

sensing szerepe valosziniileg altalanos a dimorf tranzicidban (Nickerson és mtsai., 2006).

A C. albicans 10°/ml sejtdenzitas alatt fonalasan né, afelett élesztdszertien. Magas denzitas
mellett egy izoprenoid alkohol, a parfimipar altal is régota alkalmazott E,E-farnezol gatolja a
fonalas novekedést és a biofilmképzést, valamint ellenallobba teszi a sejteket az oxidativ
stresszel szemben ¢és az ABC multidrogtranszporterek miikodését is befolyasolja
(Albuquerque és Casadevall, 2012; Nickerson és mtsai., 2006; Padder és mtsai., 2018).
Mindemellett a farnezol sok mas, farnezolt nem termel6 fajnal apoptozist tud kivaltani, illetve
az Aspergillus niger esetén gatolja a konidiaciot (Lorek és mtsai., 2008). Egy farnezolt nem
termelé C. albicans torzsben is megfigyelték a dimorfizmus denzitasfliggését, itt a
farnezolsavat azonositottak QSM-ként. Egy masik C. albicansra jellemz6 autoinducer a
MARS (morphogenic autoregulatory substance), melynek szerkezete maig nem ismert.
Tovabbi QSM a tirozol, mely serkenti a fonalas novekedést, hatdsa azonban farnezol
jelenlétében nem érvényesiil; ez az antagonizmus finomszabalyozasra ad Iehetéséget. A
tirozolhoz hasonléan aromas aminosavszarmazék a feniletanol és a triptofol, melyeket bar
mar a ’60-as években felfedeztek, akkor még a fonalas novekedést géatld
,mautoantibiotikumok”-ként irtak le 6ket (Albuquerque és Casadevall, 2012). Ez a két aromas
alkohol a Saccharomyces cerevisiae-re is jellemzé QSM, ott a parosodasi (mating) faktorok és
az ammonia mellett denzitasfiiggd modon szabalyozzak az apoptdzist. Az ammonidhoz
hasonldéan gaz halmazallapotd QSM a szén-dioxid, mely jellemz6é példaul a C. albicansra.
Histoplasma capsulatum esetén a dimorf tranziciét az a-1,3-glikan szabalyozza. A

Neurospora crassanal a konidialis anasztoméziscsovek képzésében nyilvanul meg a QS
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hatasa; a Cryptococcus neoformans bizonyos, TUP1 altaldnos represszorgénre mutans torzsei
esetén pedig a QSP1 oligopeptid altal szabalyozva, alacsony denzitdson a ndvekedés
hianyaban (Padder és mtsai., 2018). (1. tablazat)

3.2.3. Quorum sensing fonalas gombaknal

A quorum sensing koncepcidja soksejtli, fonalas morfolégiara is kiterjeszthetd. A fonalas
gombédk masodlagosmetabolit-termelése né a populaciodenzitassal. Ez egy kompeticios
stratégia, a tapanyagokért és az él6helyért folytatott kiizdelem eszkoze. Ilyen allelopatikus
metabolitok példaul az Aspergillus terreus altal termelt antibakterialis és antifungalis hatasu
lovasztatin (Barriuso, 2015; Boruta és Bizukojc, 2017) vagy a Penicillium sclerotiorum altal
termelt sclerotiorin. E16bbi esetben a a linolsavat, oxilipineket (9(S)-HpODE, 13(S)-HpODE)
és a y-butirolaktont (ld. 1. tablazat), utobbi esetben a multicolic acidet (magyar neve nincs)
azonositottdk QSM-ként (Affeldt és mtsai.,, 2012; Barriuso, 2015). Az A. nidulans

penicillintermelése is denzitasfiiggd, bar a jelmolekula nem ismert; emellett sok mas

,,,,,,

1. téblazat. Ismert quorum sensing molekuldk élesztégombaknal, illetve az
Aspergillus nemzetsegben.

Ismert QSM-ek élesztéknél Ismert micélialis QSM-ek az Aspergillus
nemzetségben
E,E-farnezol 13(S)-HpODE oxilipin
farnezolsav 9(S)-HODE oxilipin
tirozol linolsav
1-feniletanol v-heptalakton
triptofol y-butirolakton
NHs
CO2
QSP1 (NFGAPGGAYPW)
a-1,3-glikén
S. cerevisiae parosodasi
(mating) faktorok
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4. Célkitizések

Gyakorlati jelentdségiik ellenére az élesztégombak morfogenetikai evoluciojarol
méltatlanul keveset tudunk, célunk ezen tudas bovitése. A konidiumképzés és a sarjadzas
mechanizmusénak morfoldgiai hasonldséagaira, illetve a mikrociklikus konidiacio jelenségére
(Id. 3.1.5. Konidiumképzés) alapozott hipotézisiink szerint az Ascomycota térzs sarjadzo
¢leszt6i folyamatos stressznek kitett konidiumokbol jottek létre. Tehat feltételezziik, hogy a
konidium az élesztdsejt latens homolodgja (1d. 3.1.3.2. Homoldgiaviszonyok), vagyis az az 0si
struktdra, melyben mas funkciot betdltve mar létezett a potencial az élesztémorfologia
kialakitasara lehetévé téve, hogy az 1) morfologia egymastol filiggetleniil tobbszor
megjelenjen. Ez a potencial vagy exaptacios karakter lehetett az életciklus leroviditésére
(mikrociklikus konidiacio) valo kepesség, mely a fenotipust mutatd mai fonalas gombéaknal
egy stresszelkeriilé mechanizmus, igy elképzelésiink szerint az egysejtli ¢lesztdmorfologia
folyamatos stressz altal végtelenitett mikrociklikus konidiacio eredménye. A kutatécsoport
méas tagjai erre a feltételezett evolUcios kapcsolatra keresnek bizonyitékot komparativ
genomikai és transzkriptomikai eszk6zokkel. A feltételezett evollciés utvonalat azzal
szeretnénk modellezni, hogy a mikrociklikus konidiacid egyszertisodési tendenciajat

cres

kezelhetdség szempontjabol az ipar szamara is rendkiviil elényds volna.

Az én részprojektem arra a munkahipotézisre épiil, hogy amennyiben az élesztdsejt és a
konidium val6ban latens homoldgok, ugy a konidiumokra is jellemz6 lehet az élesztéknél mar
ismert quorum sensing (1d. 3.2.2. Quorum sensing élesztégombaknal). Tehat célom annak
igazolasa, hogy az Aspergillus niger konidiumaira is jellemzé a denzitasfiiggd viselkedés. A
quorum sensinget eddig a konidiumok duzzadasi mintazataban igyekeztem tetten érni. A
quorum sensing konidiumoknal valé meglétének bizonyitasa és az élesztokre jellemz6 QS-gel
valo Osszevetése (a befolyasolt fenotipusokat, QSM-ek szerkezetét és a jelatviteli utakat
tekintve) megtdmogathatja a fentebb ismertetett evollcids hipotézist. A konidiumokra
jellemzé QSM(-ek) meghatarozasaval szeretnénk tisztdzni, a konidiumkra jellemzd QS
fuggetlen-e a gombafonalak méasodlagosmetabolit-termelésében megnyilvanulé QS-t61 (1d.
3.2.3. Qurum sensing fonalas gombaknal), illetve mutat-e a QSM-ek tekintetében kémiai

hasonlosagot az élesztokre jellemzé QS-gel.
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5. Anyagok és modszerek

Alkalmazott taptalaj: MEA (2% malatakivonat, 0,05% éleszt6kivonat, 1,5% agar — a

koncentraciok vegyesszazalékban (g/100 ml) értenddk)

Alkalmazott tapoldatok: Na-L-glutamattal kiegészitett MM (1 g/l gliléz; 5 g/l Na-L-
glutamat; 1,98 g/l (NH4)2SO0s4; 1 g/l KH2PO4; 0,1221 mg/l MgSOs; 0,15 mg/l CuSQOs; 3,453
mg/l FeSQO4; 0,618 mg/l ZnSO4; 2,369 mg/l MnSO4 és 46,7 mg/l CaCl; pH=4,6); Na-L-
glutaméttal kiegészitett glik6zmentes MM

Tenyésztési korllmények: Az Aspergillus niger ATCC1015 torzséb6l MEA téaptalajra
agarkockéval oltok at, a tenyeszeteket soOtétben, 10-14 napig 37°C-on nevelem a
konidiumszuszpenzio készitése elott. A kiegészitett MM tapoldatot konidiumszuszpenzidval
oltom le, a konidiumkulturakat tveglombikban 45,5°C-on, 160 rpm-en razatom. 45,5°C-on a
konidiumok nem csiraznak, csak duzzadnak. A QSM meghatarozasahoz fonalas tenyészetet is

készitek, ekkor az inkubacié hdmérsékletét 27°C-ra allitom be.

Konidiumszuszpenzid készitese: A konidiumokat MEA-val kiontott csészékrél Tween 20
0,05%-0s vizes oldataval gytjtom le 40 pum porusméretli sejtsziirén keresztiill Falcon
csovekbe. A Tween 20 (polioxietilén(20)-szorbitan-laurat) egy felliletaktiv anyag, mely
centrifugadlom 15 percig, majd a feltluszé eltavolitdsa utdn a konidiumokat még egyszer
atmosom: csovenként a pelletet 1,5 ml 0,2%-0s Tween 20-oldatban veszem fel, és alapos
vortexelés utdn Eppendorf csovekben 2000 g-n centrifugdlom 5 percig. A feliliszo
eltavolitasa utan a pelletet csovenként 400 pl 0,2%-0s Tween 20-oldatban felvéve egyesitem
azok tartalmat, és alapos vortexelést kovetéen 500-szoros higitdsban Birker-kamra

segitségével meghatarozom a konidiumszuszpenzio sejtdenzitasat.
Kiserleti elrendezések:

A denzitasfiiggés bizonyitasahoz 30-30 ml MM tapoldatot oltottam le 10°, 108, 107 és 108
konidium/ml denzitasi konidiumkultdrakat létrehozva, harom technikai és két bioldgiai
ismétléssel; kétnapi inkubaci6 utdn mikroszkoppal megvizsgaltam a mintdkat. A
denzitasfliggést két technikai és két biologiai ismétléssel ellendriztem sejtdenzitasra normalt

tapanyagkoncentracion is, melyen sejtdenzitastdl fiiggetlenil minden mintdban egy
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konidiumra ugyanannyi tapanyag jutott: 10° konidium/ml denzitasi kultGra készitéséhez
tizszeres higitasd, 107/ml denzitastihoz higitatlan, 5x10’/ml denzitasuihoz 6tszoros, 10%/ml
denzitdsu kultira készitésé¢hez pedig tizszeres toménységii MM tapoldatot hasznaltam. Ezen

=z =7

tapoldatba oltott azonos denzitast konidiumkulturakéival hasonitottam dssze.

A QSM [étének bizonyitasara fellliszdtranszfer-kiserleteket (Id. 3.2.1. A quorum
sensingrél  altaldban) végeztem. Tapasztalataink szerint a duzzaddsi mintazat
meghatarozasaban fontos szerepe van a rendelkezésre allo gliikdznak, igy két olyan kisérleti
elrendezést dolgoztam ki a feltilusz6transzfer megval6sitasara, melyben a glikozellatottsag
nem szerepel valtozoként. Mindkét elrendezésnél el6szor nagy térfogatu (I. elrendezés: 100
ml, 1. 200 ml), magas kondicionalé denzitasi (10® vagy 2x10%® konidium/ml)
konidiumkulturat inkubaltam 4 napig, majd 3200 g-n térténé 10 perces centrifugalassal és a
feliilaszo 0,1 um poérusméretii sejtsziirOn torténd atjuttatasaval eltavolitottam a konidiumokat.
Az 1. elrendezésnél kolorimetrias glikozdetektaldo kit (Thermo Fisher invitrogen Glucose
Colorimetric Detection Kit) segitségevel, a gyartd utasitasait betartva meghataroztam a
szorosan higitottam a méréshez. A modszer azon az elven alapszik, hogy mig a glikdz-oxidaz
a gliikdzbal glilkono-6-laktont szintetizal, H,O2 szabadul fel, melyet a rendszerben 1évé masik
enzim, a tormaperoxiddz (HRP) elektrondonorkent tud felhasznalni a kromogén szubsztrat
redukciojahoz, a rozsaszinli termék abszorbancidja pedig mikrotiter plate readerrel
mértem 0ssze. Az (A) kontroll esetén a kondicionalt médiumban mért glik6zkoncentraciot
ugy allitottam be, hogy friss, gliikozmentes tapoldathoz megfeleld mennyiségi 500 g/l
tapoldatbdl higitottam ki desztillalt vizzel. A kétféle kontrollban kilénbozik a
nitrogénforrasok és szervetlen ionok koncentracidja, valamint emiatt a kontrollok
0zmdzisnyomasa is eltér. A kondicionalt médiumbdl harom lombikba 30-30 ml-t dntdttem, és
melléjik harom (A), illetve harom (B) kontrollt mértem &ssze. A 1l. elrendezésnél az
eléallitott sejtmentes kondiciondlt médium felébdl extrahaltam az apolaros molekulékat.
Olyan szerves oldoszereket valasztottam, melyek vizoldékonysaga elhanyagolhat6
(petréleumbenzin és hexan); ez azért fontos, hogy a kondicionalt médium az extrakcié utan is
hasznalhaté maradjon. 15 ml apolaris oldoszert adtam a 100 ml sejtmentes fellilisz6hoz.

Alapos vortexelés utan 20 percig razdinkubatorban 200 rpm fordulatszamon inkubaltam, majd
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20 percig allni hagytam, hogy a frakciok elvéljanak egymastol. Lepipettaztam a szerves
frakcidt, majd az edény aljarol 90 ml kondicionalt médiumot vettem ki, és harom lombikba
szetosztottam. Az extrakcion at nem esett kondicionalt médiumbol is harom lombikba 30-30
ml-t mértem. Igy ebben az elrendezésben az extrakcion atesett és 4t nem esett kondicionalt
médiumokban minden tapanyag koncentraciéja megegyezik (nemcsak a gliik6zé), az
extrakcioval csak a konidiumok altal termelt apolaris molekulékat tavolitottam el. Mindkeét
Kisérleti elrendezés esetén a lombikokat frissen létrehozott konidiumszuszpenzioval oltottam
le 5x10° konidium/ml denzitastra, és két napig razdinkubatorban neveltem. Az emlitett
denzitds megvalasztisa optimalizacids elokisérletek eredménye. Olyan denzitast kellett
valasztanom, mely lényegesen alacsonyabb a kondicionald denzitasnal, hogy a ,,sajat” QSM-
ek mennyisége elenyész0 legyen a kondicionalt médiummal atvitt mennyiséghez képest;
illetve amelyen centrifugalas nélkil is vizsgalhatok a sejtek, ugyanis a centrifugalas noveli az
aggregacid valoszinliségét, amely zavard a sejtszamolasnal. A duzzadt konidiumok
hajlamosabbak aggregatumok kialakitasara, mint a nyugvok, igy az optimélis denzitas
megvalasztasanal azt is szem el6tt kellett tartanom, hogy a konidiumok tobbsége nyugvo
legyen, viszont ne az 6sszes, hiszen akkor nem lathatnank a kondicionalt médium hatasat. A
kétnapos inkubacié utdn mikroszkdppal megvizsgaltam a mintakat, és beépitett szoftver
segitségével felveteleket keszitettem 200-szoros névleges nagyitason. Az I. elrendezési
feluluszotranszfer-kisérletet az optimalizacio utan kétszer, a Il. Kisérletet haromszor végeztem

el 3-3 bioldgiai replikaval.

A QSM meghatarozasa folyamatban van. Ehhez 40-40 ml térfogatban 8 lombikba
2x108/ml, 5 lombikba 10%/ml és 5 lombikba 5x10%ml denzitast konidiumkultirakat hozok
létre, elobbieket 45,5°C-on inkubalom, utobbi 6t6t pedig 27°C-on ndvesztem fonalasan négy
napig. A Il. elrendezésben megvaldsulé feltluszdtranszfer-kisérlethez hasonléan centrifugalas
¢és szlirés utan extrahalok 5-5 ml szerves oldoszer felhasznalasaval a fonalas kultarakbol és a
10%ml denzitast konidiumkultardkbol szarmazo kondiciondlt médiumok mindegyikébél, a
2x108/ml denzitast konidiumkulturakbol szarmazo kondicionalt médiumok koziil pedig 6tbél.
Mind a nyolc magas denzitason koncidionalt médiumot (5 extrahalt, 3 nem extrahalt) friss
konidiumokkal leoltom ellendrzés céljabol. Amennyiben van Kkiilonbség a duzzadasi
mintazatban, ugy a hipotetikus QSM atoldddott a szerves fazisba. A szerves extraktumok
kémiai Osszetételét a Szegedi Tudomanyegyetemen egy kollaboraciés partneriink fogja

meghatarozni témegspektrometrias eljarassal.
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Kiértékelés: A konidiumkultirak duzzadasi aranyat, és a duzzadt konidiumok atlagos
atmérdjét vizsgaltam. A denzitasfiiggés bizonyitasanal a mikroszkopos felvételeket
manualisan értékeltem ki, mintanként 20 konidium atmérdjét mértem meg. A
fellluszétranszfer-kisérletek kiértékelésénél a Colony Counter bévitménnyel kiegészitett
ImagelJ szoftverrel dolgoztam. A kdvetkezd paramétereket allitom be: minimalis a&tmérd: 130
pixel, maximalis atmérd: 5000 pixel, minimalis cirkularitas: 0,6. Mintanként kb. 1000-6000
konidiumot mérek le a szoftver segitségével. Az elballt adatsokasagra R-ben végeztem a
statisztikai Kkiértékelést segitséggel. Az 5 um feletti atmér6vel rendelkez6 konidiumokat
tekintem duzzadtnak. A mintak duzzadasi aranyait az alkalmazhatdsag feltételeinek
teljestilése esetén Student-féle t-probaval hasonlitottam 6ssze. A duzzadt konidiumokat
vizsgalva megéllapitottam, hogy a mintdk szignifikansan kulonboznek-e egymastol; a
tobbfaktoros ANOVA (varianciaanalizis) fliggvényt és a Tukey-féle post-hoc tesztet
hasznaltam erre a célra. A tObbfaktoros ANOVA (gy hasonlitja 0ssze a biologiai replikak

Osszevonasaval létrejott populacidkat, hogy figyelembe veszi a replikak kdzotti varianciat is.
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6. Eredmenyek

A quorum sensing Aspergillus niger konidiumok duzzadédsara gyakorolt hatdsanak
igazolasa céljabol eldszor a denzitadsfliggést vizsgaltam meg standard, illetve
populaciddenzitadsra normalt tapanyagkoncentracioju tapoldatban; majd a quorum sensing
molekula (QSM) Iétének igazolasara felliliszotranszfer-kisérleteket végeztem.

6.1. Denzitasfliggés standard tapoldatban

=77

Standard, azaz populdciodenzitastol fliggetlen tdpanyag-koncentracioju tapoldat
felhasznalasaval készitett eltéré denzitasa (10°%, 108, 107 és 10%/ml) konidiumkultirakat

inkubaltam harom technikai és bioldgiai ismétlésben.

Megallapitottam, hogy a konidiumok populaciodenzitasuktol fliggden duzzadtak (5.
abra). Minél nagyobb a populaciodenzitas, a konidiumoknak annal kisebb hanyada duzzad,
viszont a duzzadt konidiumok 4tlagos atméréje annal nagyobb (4. &bra). 10%/ml, valamint
10%/ml denzitasokon a konidiumok tobbsége (~90%) duzzad; ezzel szemben 10%/ml
denzitdson a duzzadasi arany csak 1-2%. 107/ml denzitason a legnagyobb bioldgiai és

technikai ismétlések duzzadasi aranyai kozott a szoras.

Konidiumok duzzadasi aranya Duzzadt konidiumok atlagos atméroje
1 20
I I

é‘ 0,8 15
£ 06 > l 1 1
-2 =10 I
3 =
3 0,4 j=
3 < 5
A 02 -

0 = 0

1075 1076 1077 1078 1075 10%6 1077 10°8
Konidiumdenzitas (db/ml) Konidiumdenzitas (db/ml)

4. abra. A duzzadt konidiumok aranya (baloldalt) és atlagos atmérdje (jobboldalt)
kiilonb6z6 populaciddenzitasokon standard tépoldatban. Az oszlopok harom technikai
ismétlés két-két bioldgiai parhuzamosanak atlagat reprezentaljak, feltlintetve a hat-hat
erték szorasat.
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5. abra. Populaciodenzitasra jellemzé duzzadasi mintazatok standard tapoldatban. A
mikroszkopos felvételek 200-szoros névleges nagyitassal késziiltek az alabbi denzitasu
kultarakrol (balrol jobbra, majd fentrdl lefelé haladva): 10°, 108, 107, 5x107 és 108
konidium/ml. Valamennyi fényképen a lépték 100 pum-t jelol.

6.2. Denzitasfliggés populaciodenzitasra normalt tapanyag-

koncentracioju tapoldatban
A duzzadasi aranyok standard tapoldatban tapasztalhatd trendje magyarazhatd lehetne
azzal is, hogy az alacsony denzitasokhoz képest magasabb denzitasokon dsszesen tobb sejtre

jut ugyanannyi tapanyag, és emiatt képes aranyaiban kevesebb sejt duzzadni. Annak

eldontésére, hogy az eltéré duzzadasi mintazat mogott valoban csak az eltérd tapanyag-
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ellatottsag all-e, populaciddenzitasra normalt tdpanyag-koncentréacidju tdpoldatban inkubaltam
a konidiumokat, melyben denzitastol fiiggetlenil minden konidiumra ugyanannyi tapanyag
jut. 10° konidium/ml denzitast kultGra készitéséhez tizszeres higitast, 10’/ml denzitastihoz
higitatlan, 5x10/ml denzitasihoz G6tszoros, 10%/ml denzitasi kultira készitéséhez pedig
tizszeres toménységli MM téapoldatot hasznaltam. A kisérletet két technikai és harom biologiai

ismétléssel végeztem el.

10%/ml denzitas esetén a duzzadasi arany alacsonyabb (96,93% helyett 71,77%), mint a
standard tapoldatban tapasztalhatd; 5x107/ml denzitdson pedig magasabb (5,34% helyett
25%), viszont a duzzadasi aranyokra a standard tapoldatban megallapitott trend tovabbra is
fennall: magasabb denzitdson a duzzadas aranya alacsonyabb (6. abra). Fontos megjegyezni,
hogy a magas tapanyag-koncentracio és az ezzel jard hiperozmotikus viszonyok, valamint az
alacsony tapanyag-koncentracion jelentkezé hipozmolaritas stresszt jelenthetnek a sejtek

szamara, mely szintén befolyasolhatja a duzzadasi mintazatot.

Duzzadasi arany populaciodenzitasra normalt
tapanyagkoncentracion
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6. abra. A duzzadt konidiumok aranya populaciédenzitasra normalt tapanyag-
koncentracion. A zardjelben a tapoldat toménységét tintettem fel (pl. 0,1MM tizszeres
higitast, 10MM tizszeres toménységii). A z6ld oszlopok két technikai ismétles két-két
biologiai parhuzamosanak atlagat jelolik. A lila oszlopok standard (higitatlan)
tapoldatban inkubalt kontrollok, két technikai ismétlés egy-egy mintajanak atlagat
jelolik. A hibasdvok a z0ld oszlopok esetén negy, lila oszlopok esetén a két minta
szorésat jeloli.

23



6.3. FelUluszotranszfer-kisérlet — 1. kisérleti elrendezés

Az Kkét technikai és harom bioldgiai ismétléssel megvalosult, 1. elrendezésben végzett
fellluszétranszfer-kisérletben (Id. 5. Anyagok és modszerek) a négynapos kondicionalt
mediumban (CM) inkubalt konidiumokat kétféle, azonos glukozkoncentracioju kontrollal
hasonlitottam Gssze.

A négynapos kondicionalt médiumban (CM) inkubalt konidiumok eltérébben viselkedtek a
(B) kontrolltdl, mint az (A)-tol. A vizsgalt paramétereket tekintve a kétféle kontroll kozotti
eltéres legaldbb akkora, mint az (A) kontroll és a négynapos kondicionélt médiumban inkubalt
konidiumpopulaciok kozotti eltérés (2. tablazat, 3. téblazat, 7. abra). A két technikai
ismétlést kilon abrazoltam és értekeltem ki, azokon belul a harom-harom replikat
Osszevontam. A kétféle kontroll kilonbozik a nitrogénforrasok és szervetlen ionok
koncentraciojaban, valamint emiatt az ozmozisnyomasuk is eltér. Nem tudjuk, melyik a
megfelelébb kontroll, mivel nem ismerjuk a nitrogénforrdsok fogyasi sebessegét. Azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy ez a Kisérleti elrendezés nem ad relevans informaciot a
quorum sensing vonatkozasaban, ugyanakkor megmutatta, hogy a glikéz mellett mas

tapanyagok is befolyassal birnak a duzzadasra.

2. téblazat. Az 1. elrendezésben megvaldsuld fellluszdtranszfer-kisérlet esetéen a
duzzadt konidiumok aranya és atlagos atméréje.

1. Kisérlet 2. Kisérlet

Duzzadt konidiumok | 4 napos CM 0,37481 0,19875
aranya (A) kontroll 0,39974 0,22444

(B) kontroll 0,66128 0,41218
Szbrés a harom 4 napos CM 0,04120 0,04714
replika duzzadasi (A) kontroll 0,13241 0,09843
aranyaibol (B) kontroll 0,1032 0,07151
Duzzadt konidiumok | 4 napos CM 8,972 6,604
atlagos atméréje (A) kontroll 8,531 6,897
(um) (B) kontroll 9,611 8,399
Szbrés a harom 4 napos CM 0,1839 0,5259
replika atlagos (A) kontroll 0,9173 1,1772
atmér6ibol (B) kontroll 0,6117 0,1463
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3. tblazat. Az I. elrendezeshen megvaldsuld feliiluszotranszfer-kisérletben a kétféle
kontroll és a négynapos kondicionalt médiumban (CM) inkubalt konidiumok atlagos
duzzadasi arényainak Student-féle t-prébaval, valamint a duzzadt konidiumpopulaciok
tobbfaktoros ANOVA fuggvénnyel és Tukey-féle post-hoc teszttel torténd paronkénti
dsszehasonlitasanak eredménye. Az 5%-0s hagyomanyos szignifikanciakiiszob alatti p-
értékeket *-gal jelolom.

1. Kisérlet 2. Kisérlet

(A) kontroll (B) kontroll | (A)kontroll | (B) kontroll
Student-féle | 4 napos CM | p=0,3856 p=0,00561* | p=0,04888* | p=0,003861*
t-proba
s | AYkontroll p=0,02714 p=0,04294*
aranyokra
Tobbfaktoros | 4 napos CM | p=0,0001698* | p<10-16* p<10-16* p<10-16*
ANOVA
duzzadt (A) kontroll p<10-16* p<10-16*
konidiumok
populaciodira

Duzzadt konidiumok atmeérdje
I. elrendezés, 1. kisérlet
20

-
a

Konidiumok atmérdje (pm)
=)

7. &bra Az |. elrendezésben megvaldosuld 1. feltlUszotranszfer-kisérletben a duzzadt
konidiumok atmérd szerinti eloszlasat szemlélteté dobozabra.
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6.4. FelUlUszotranszfer-kisérlet — I1. elrendezés

A harom technikai és harom bioldgiai ismétléssel megvaldsult, 11. elrendezésben végzett
feltluszotranszfer-kisérletek sordn szerves extrakcion atesett és a nem esett kondicionalt
médiumban inkubalt konidiumok duzzadasi mintazatdt hasonlitottam 0ssze. Ezen
elrendezésnek az az elénye a 1.-h0z képest, hogy az extrakcion &tesett és at nem esett
feliluszékban a tapanyagok koncentrécidja megegyezik, mivel ugyanabb6l a
konidiumkultirabol szarmaznak. A harom technikai ismétlést kiilén abrazoltam és értékeltem

ki, azokon beliil a harom-harom replikat dsszevontam.

A Student-féle t-prdba szerint az extrakcion atesett és at nem esett feliiliszokban inkubalt
konidiumok duzzadasi aranyai kozott szignifikdns eltérés tapasztalhatd, valamint a
tobbfaktoros ANOVA és Tukey-féle post-hoc teszt tanlisaga szerint a két csoport duzzadt
konidiumpopulacioi is szignifikansan eltérnek (4. téblazat, 8. abra, 9. abra). Mind a
duzzadasi arany, mind a duzzadt konidiumok atlagos atmérdje az extrakcion atesett
tapoldatban inkubalt konidiumok esetén a magasabb. A 3. kisérletnel (technikai ismétlés) az
extrakcion atesett feliliszéban inkubalt konidiumok egy része csirazott is, mig az extrakcion

at nem esett feltiliszoban inkubalt konidiumokra ez nem volt jellemzé.

4. tablazat. A 11. elrendezésben megvaldsulé feltluszotranszfer-kisérletben mért atlagos
duzzadasi aranyok és a duzzadt konidiumok atlagos atméréje; valamint ezen jellemzoék
Student-féle t-probaval, tobbfaktoros ANOVA-val és Tukey-féle post-hoc teszttel
torténd O0sszehasonlitadsanak eredménye extrakcion atesett €s at nem esett feliiliszéban
inkubalt konidiumpopulaciok esetén. Az 5%-0s hagyomanyos szignifikanciakiiszob
alatti p-értékeket *-gal jelo1om.

1. kisérlet 2. kisérlet 3. kisérlet

Duzzadt konidiumok aranya | 0,23633 0,32925 0,40935
(extrakcion atesett CM)

Duzzadt konidiumok aranya | 0,16753 0,20127 0,14002
(extrakcién at nem esett

CM)

Student-féle t-préba p=0,02143* p=0,00316* p=0,01161*
duzzadasi ardnyokra

Duzzadt konidiumok atlagos | 8,085 pum 8,622 um 10, 157 pm

atmérdje (extrakcion atesett
CM)

Duzzadt konidiumok atlagos | 7,843 pm 6,706 um 6,707 pum
atmérdje (extrakcion at nem
esett CM)

Tobbfaktoros ANOVA p=5,2x106* p<10-te* p<l107*
duzzadt konidiumok
populécidira
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8. abra. A Il. elrendezésben megval6sulé felulUszotranszfer-kisérletben a duzzadt
konidiumok atmér6 szerinti eloszlasat szemlélteté dobozabrak.

Duzzadasi mintazat (extrakcio)- 3. kisérlet

—
=]

Konidiumok atmérdjiik szerinti névekvé sorrendben

(5091 db)

Konidiumok 4tm

Duzzadasi mintazat (nincs extrakeio) - 3. kisérlet

Konidiumok atmérdjiik szerinti nvekvd sorrendben

(5442 db)

9. dbra. A I1l. elrendezésben megvaldsuld 3. felliliszotranszfer-kisérletben az 6sszes
konidium atmérd szerinti eloszlasat szemléltetd diagramok. A baloldali diagram a
szerves extrakcion atesett, a jobboldali az extrakcidn at nem esett feltiliszoban inkubalt
konidiumokra vonatkozik. A konidiumokat 5 pum felett tekintem duzzadtnak.
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7. Diszkusszio

Annak bizonyitasat tlztik ki jelen kutatds céljaként, hogy az Aspegillus niger

konidiumaira is jellemz6 a quorum sensing, azaz a denzitasfliggd viselkedés.

Az a megfigyelés, hogy a konidiumok mind standard, mind populaciédenzitasra normalt
mutatnak, bizonyitja a denzitasfiiggd viselkedést. Annak igazolasara, hogy a denzitasfiiggés
hatterében egy szekretélt kismolekula all, két kisérleti elrendezést dolgoztam ki. 1. kisérleti
elrendezésben megvalositott feluliszotranszfer-kisérletek csak arra vonatkozdan adtak
informéciot, hogy a konidiumok duzzadasaban a tdpanyag-ellatottsag is fontos tényezd. A II.
elrendezésben a feltiluszo-transzfert szerves extrakcioval kotottem 6ssze, mely Gtletemet arra
alapoztam, hogy amennyiben a konidiumokra jellemzé QSM is apolaros, mint az Aspergillus
nemzetseg tagjaira jellemz6 Gsszes ismert QSM, és az élesztoknél megismert QSM-ek egy
része, akkor szerves extrakcioval gy tavolithatom el azt a felliliszobol, hogy semmilyen
tapanyag koncentracidja nem valtozik. Ezzel athidalom azt, az 1. kisérleti elrendezésnél
jelentkez6 problémat, hogy a duzzadasi mintazat tapanyag-ellatottsagtol vald fliggése miatt
nem tudtam megfelelé kontrollt létrehozni. Az extrakcion atesett feliliszoban inkubalt
konidiumok esetén tapasztalt nagyobb duzzadasi arany megfelel a varakozasaimnak: a QSM
hianyaban kevésbé érvenyesil a duzzadds gatlasa. A Il. elrendezésben végzett
feluluszotranszfer-kisérletekkel tehat bebizonyitottam, hogy a denizasfliggés hatterében egy
szekretalt, apolaros molekula all. Osszegezve, igazoltam, hogy a konidiumok duzzadasaban
szerepet jatszik a tapanyag-ellatottsag mellett a quorum sensing altali szabalyozas is, mely

magas denzitasokon a konidiumok duzzadasanak gatlasaban nyilvanul meg.

A nyugvl konidiumok metabolikus és transzkripcids aktivitdsat az utdbbi években
bizonyitottdk (Novodvorska és mtsai., 2016; Wang és mtsai., 2021). A dormancia
megtorésekor a konidiumok eldszor duzzadnak, majd csirdznak, mialatt metabolikus és
szintetikus aktivitasuk jelentésen megné (D’enfert, 1997). Ugy gondoljuk, hogy a konidiumok
esetén a duzzadas denzitasfliggésének evolicios haszna és populaciodkologiai értelme az
lehet, hogy a mechanizmus segitségével a konidiumok még azel6tt kommunikalhatnak
egymassal, hogy a rendelkezésre all6 tapanyagmennyiség elfogyna, és magas
populaciddenzitds esetén a konidiumpopulacié tobbségénél a duzzadas gatlasaban

megnyilvanuld valasznak koszonhetéen lehetnek olyan konidiumok, melyek befejezhetik az
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életciklusukat. Ezzel szemben, ha magas denzitdson minden konidium duzzadasnak indulna,
elképzelhetd, hogy a csirdzés utan egyik egyed sem lenne képes befejezni az életmenetét,

mieldtt a tapanyagok elfogynanak.

A szakirodalomban nem taldlkoztam olyan példaval, ahol a quorum sensing altal
szabalyozott fenotipusra a tapanyag-ellatottsag is befolyassal birna, és annak sincs nyoma az
irodalomban, hogy populaciédenzidsra normalt tapanyagkoncentraciojui médiumban
vizsgéltdk volna a denzitasfiiggést. Azonban, ha igaz a feltételezésiink, hogy a konidiumok
esetén a QS célja az éhezés elkeriilése, gy nem meglepd, hogy az optimalis duzzadasi

mintazat kialakitdsahoz szlikségesek a tapanyag-ellatottsaghol szarmazo jelek is.

Az, hogy az Aspergillus niger konidiumokra jellemz6 a quorum sensing, amely egy
masodlagosmetabolit-termelést6l eltéré folyamatban nyilvanul meg, tamogatja az éleszték
morfogenetikai eredetére vonatkozo elméletiinket. A QSM azonositasaval és a jelatviteli Gt

feltérképezésével tovabbi hasonlosagokat kereshetiink a jovoben.

A szerves extraktumok kémiai 0©sszetételének meghatarozasa folyamatban van.
Osszehasonlitjuk a magas (2x10® konidium/ml) és alacsony (10° konidium/ml) denzitasu
konidiumkulturak kondicionalt médiumabdl szarmazo extraktumok 0Osszetételét, a kapott
QSM-jeloltek hatasat pedig kisérletesen ellendrizni fogjuk. A QSM-et 0sszevetjik majd az
ismert, élesztékre jellemz6 QSM-ekkel. A konidiumkultardk és a fonalas tenyészetek
extraktumainak 6sszehasonlitasaval azt szeretnénk tisztazni, hogy a konidiumokra jellemzo,

valamint a gombafonalakra jellemzé QS fiiggetlen-e egymastol.

Szamos dimorf human kdrokozot ismeriink, melyek patogenezisében fontos szerepet
jatszik a dimorf tranzicio, mely egyes fajoknadl a quorum sensing szabalyozésa alatt all.
Szamos ¢élesztofajt és fonalas gombat hasznosit az ipar, mindkét csoportban ismert a quorum
sensing jelensége (utdbbiak masodlagosmetabolit-termelésében jatszik fontos szerepet). Ezen
okokbdl kifoly6lag ugy gondoljuk, hogy az élesztok és a fonalas gombak viszonyainak
megeértése, valamint a gombakra jellemzd quorum sensing alaposabb megismerése a jovoben
lehetévé teheti eredményesebb antifungalis terapidk kidolgozésat, illetve az ipar
szempontjab6l relevans gombak hatékonyabb alkalmazasat. Reményeim szerint
kutatasaimmal hozzajarulhatok egy, az éleszték morfogenetikai eredetével kapcsolatos

hianypotlé evolucids koncepcié megszuletéséhez.
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