KATALAZ AKTIVITAS VIZSGALATAA RHIZOPUS
ORYZAE OPPORTUNISTA PATOGEN JAROMSPORAS
GOMBABAN

DOKTORI ERTEKEZES

LINKA BEATA

TEMAVEZET O:
DR. PAPP TAMAS
EGYETEMI DOCENS

BioLOGIA DOKTORI |SKOLA

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES |NFORMATIKAI KAR
M IKROBIOLOGIAI TANSZEK

SZEGED
2012



Dolgozatomat Edesapam emlékére ajanlom.



Tartalomjegyzék 1

TARTALOMJEGYZEK
TARTALOMIEGYZEK  .uiuiiiiitttttteeeeeeeeeeeeeeaaaeeeaes st samse st e e e et e e e e e e eeeeeesaaasasaaannnnnbbbbeeeeess 1
1. ROVIDITESEK JEGYZEKE ..uiituuiitiittueetias et e et seetsset e et seets s esaa s e et s e ea e e et e esaeesaeeaneeens 3
P YAV 4 = o A PP 5
3. TRODALMI ATTEKINTES  oiiiiiiiiiiiiiiiiiiittbtbtse et e et et e eeeesaeesensssbbbbbete e et e e e e e eeeeaeaeeeeaeasassanannnns 7
3.1 A Rhizopus NemMzetSEQ JEIIEMZESE......uvviiiiiiiiiiie et 7
3.2. A jaromspoéras gombak, mint humanpatogén szerzetek..........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiniinnnn, 9
3.2.1. Az opportunista jaromspoéras gombéfarsek kialakulasanak rizikofaktorai..... 10
3.2.2.A ZigOMIKOZISOK PALOGENEZISE ....uvvvveeeeeiiicmme e e e e e e e e e e e s e eeeeeanans 11
3.3  AKALAIAZ ENZIML..eiiiiii e e 12
3.3.1. A kataldz géncsaladok kialakuldsa €s csogitdsa ................ccoeeeeeinnnnnnnnnnn. 13.
3.3.2. HEM KALAlAZOK ......ccco oo eeeeee ettt e e e e e e e e mnnnnr e e e e e e e e e e e as 16
3.3.3. Nem hem KatalAzoK ...........cooo oo ceeeeee e e 20
3.3.4. A kataldzok, mint lehetséges virulenciafadkaqgombakban............cccccccveeeeenn. 20
3.4. Molekulamodellezés szerepe €S JElEBEJE...........ccoeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 22
3.5. AllatkiSErIeti MOUEIIEK. .........ccveeveeeeiee ettt ete e 24
O I 074 =1 =1 28
5. ANYAGOK ES MODSZEREK ....cctttttiiiteaeeeiasssssasasiasssssssssseeeaasssasaaassnssssssssssseseeeeeaaseeens 29
5.1. A kisérletek soran alkalmazott tOrzsek............coooeeiviiiiiiiiiiiiiie e 29
5.1.1. A kisérletek soran alkalmazott gombatorzsek............ueeeeeeviiiieeeiieeeiiiiiiins 29
5.1.2. A baktérium-transzformacié soran alkalmatittsek................cceeeeeecnvvivnnnne. 29
5.2. Az alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenysztési korilmények..................... 29
5.2.1. Az alkalmazott taptalajok €s tapoldatoK..cce.ceveeeeeeeeeeeeeiiiiiiiie e, 29
5.2.2. Tenyésztesi KOrUlMeENYEK ..........cooieeeeeeeiiiie e e e e e 30
5.3. Az alkalmazott pufferek, oldatok és reagensek...........ccccuvuveeeeiiiiiiiiiieiiinniiiians 31
5.4. A kisérletek soran hasznalt inditd szekvencCidk............cccccvvveeiiiiiiiiiiiiiiiniiiinns 34
5.5. A kisérleti munka soran dsszedllitott transzfonald vektorok .............cccccvvvvvnneee. 35
5.6. VizSQAlati MOUSZEIEK........uvuiiiiiiiiiiiiieeeee ettt 36
5.6.1. GeNOMi DNS tISZETASA ......ccceue o s s ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeseeeeeeeees 36
5.6.2. RNS tiSzZtitaR. OryZadiil.........cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiccee e eeeee e 36
5.6.3. DNS geIeleKtrofOr€zis ......ccceeiiii e e e 36
5.6.4. DNS izolaldsa agar0z géllh...............oooiiiiiiiiiiiieeeeeee e 37
5.6.5. PCR tECHNIKAK ...ttt eeeeeetiiiie ettt e s s ennnne e e e e e e e e e 37
5.6.6. Génklénozas soran alkalmazott mOdszereK........ccccvvveeeevveieeeeeeenennnnnnn . 40
5.6.7. DNS szekvenciak meghatarozasa €s elemzese.........cccccvvvvvveeeeneeneennn.... 40,
5.6.8. KompetenE. cOoli SeJtek KESZItESE........uuuuiiiiiiiiiiiiii i eeeeeee it 41
5.6.9.E. colisejtek transzformaciOja ..........cooeeeeiiiiicccceceeee 14
5.6.10. ProtoplasztképzBs OryZaiil............veveeiiiiiiiiieiei e 41
5.6.11. Gomba protoplasztok PEG-medialt integratinszformacioja .............c.......... 42
5.6.12. In vitro oxidativ StresSz KiSEretek ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiies 42
5.6.13. A sSpOra CSirdzas VizSQAlata........cccceeeviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 43

5.6.14. Katalazok aktivitasanak meghatar0ZAaSa .« .eveeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiviirieeens 43



Tartalomjegyzék 2

5.6.15. 1Z0€NZIM ANAIIZIS ....uvueeiiiiee e r e 44
5.6.16. AlIALKISEIIEL .......cveviieeiiiieieieiste ettt ene et seenens 45
5.6.17. A katalaz gének filogenetikai €l€MZESe . ......uvvveriiiiiiieeiee e, 46
5.6.18. A haromdimenzios szerkezet homologia-medeéfe.................ccceevvvvvvviviinnnnnns 46
6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK 1iiiiiiieieiiiiiiiesiiiiitteteteeeee e e e e e e s sssssssnnsssssssssseeeeeaaeeeeas 48
6.1. AR. oryzae oxidativ stresszel szembeni érzékenységének vidsdg kiilonb6zo
tenyésztési feltételek mellett, a gomba elt@€letallapotaiban................cccccceennnn. 48
6.1.1. Hidrogén-peroxidital kivaltott oxidativ stressz hatasanak vizsgathaikrotiter
[EIMEZEN ... e ae e e e e e e eaaaaaana 48
6.1.2. Hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativestsz hatdsanak vizsgéalata taptalajon 51
6.1.3. A SpOra CSIrdzas VIizSQAlata.........cocooeiiiiiiiiiiiieee e 52
6.1.4. Katalazok aktivitasanak meghatar0Zasa e vvvvvvereeeiiiiiiiiieeeeeeeeieeeeseeeee 53
6.2. A kataldz gének szekvencia - és filogenetikgemzése.............ccccccvvviiveviiiiinnnnnnn. 55
6.2.1. ARhizopus oryzakatalaz gének filogenetikai kapcsolatainak vizatgl......... 55
6.2.2. ARhizopus oryzakataldz gének szekvencia elemzése.......cccccceee........... B7
6.3. A haromdimenzids szerkezet homoldgia-modellesg.................ccccviviiiiinnnee. 60.
6.4. A kataldz gének kifejeddesének vizsgalata .............eeeevveeeiiies o eeeeeeeeeieecins 72
6.4.1 A transzKripCio VIZSQAIALA ........uuvvieeeee it 72
6.4.2. 120€NZIM @NAIIZIS ...cccieiee e 76
B.5. AlIALKISEITEIEK. .......ccveieiieeeeecee ettt e ettt et eetesteereeneeaens 78
6.5.1. IMMUNSZUPIeSSZi0, INFEKCIO ..........t e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e ennnnes 79
6.5.2. A MIKOZIS |€FOIYASA ....eevvvveeiiiii e 80
6.5.2.1. Immunszupresszalt csodertoryzaeuracil auxotrof torzzsel faftve.......... 80
6.5.2.2. Immunszupresszalt csop&tmicrosporusorzzsel ferdzve..................... 81
6.5.2.3Nem-immunszupresszalt kontroll csop®tt,oryzaeauracil auxotrof
tOrzzsel ferzve.........coovi i a8
6.5.2.4 Nem-immunszupresszalt abszolut kontroll csoport.......cccceeviiiininnnnen. 81
6.5.3. A mikdzis lefolyasanak 6sszefoglalasa ccooee.ovvvvvvvvieeiiiiiieiieeeeeeeeeeeeee, 82
6.5.4. A kisérleti allatok szerv-szuszpenzibdinaisgglata YEG taptalajon................... 82
6.6. A katalazt kdédol6 gének deléciéjahoz sziikségeanszformal6 vektorok
MEQSZEIKESZIESE. ... i i e ettt e e e e e e e e e e e aaaaeaeaaeeeeenanns 36
6.6.1. Transzformacids KiSErletek...........oomeeriiiiiiiiiiiiiiee e 88
7. OSSZEFOGLALAS .....veeteeeeeeeetee et eeteee et e e e eee e e eeete e e eteeeteeeteenteeteesteaeeeneesseeneanns 91
8. SUMMARY  ..iiiiiitttttte ettt ettt e et e e e e e e e e e e e e e e sttt et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e bbb rreaee e e e e e e e n s 94
O. IRODALOMUIEGYZEK  ...ieeeieetuiaeeeeeettia e e e e eettta s e e e e e aeemmass e e e eeessa e e e e e ensbn e aeeeennnnnnaann 97
L10.KOSZONETNYILVANITAS .eeiiiieiiiiiiee e e e ettt e e ettt e e e e e eemmeaia e e e e e eesaa e e e eeeeennaaaeaeees 109



Roviditések jegyzéke

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BLAST
Cl
CGD
DEPC
dNTP mix
EDTA
IPTG
LB
MEA
MOPS
NCBI
NRRL
oD
PBS
PCR
PEG
PER
PMC
PCI

RPM
SMC
SO
SZMC
TAE
TCM
TEMED
TRIS
X-gal
YEG

YNB

Basic Local Alignment Search Tool
chlorophorm-isoamylalcohol (kloroform-izoamilalkol)
Chronic granulomatous disease (kronikus granatdzis)
dietil-pirokarbonat

deoxinukleotid trifoszfat mix
etilén-diamin-tetraecetsav
izopropil3-D-tiogalaktopiranozid

Luria-Bertani tapkdzeg

Malt Extract Agar (malatakivonat agar)
3-N-morfolin-propanszulfonsav

National Center for Biotechnology Information
Agricultural Research Service Culture CollentiUSA
optikai denzitas

foszfat-pufferelt sdoldat

Polimerase Chain Reaction (polimeraz lancréakci
polietilén-glikol

ammonium-perszulfat

PEG - szorbitol — MOPS — kéalcium-klorid
phenol-chlorophorm-isoamylalcohol (fenol — kifmrm —
izoamilalkohol)

Revolutions Per Minute (percenkénti fordulatsya
szorbitol — MOPS — kélcium-klorid

szerkezet azonossagi ertékek

Szeged Microbial Collection, University of Szegeldingary
trisz — ecetsav — dinatrium — EDTA

Tris — Calcium — Magnesium (trisz — kalcium — mazjnén)
tetrametil-etil-diamin
Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan
5-bromo-4-kloro-3-indoliB-D-galaktopiranozid

Yeast Extract Glucose medium (élegzkivonat- glikoz
tapkdzeq)

YeastNitrogenBase (éles#tnitrogénforras)



Roviditések jegyzéke

YPG Yeast Extract — Pepton — Glucose medium (ébddzbnat —
pepton — glukdz tapkdzeq)

Az értekezéshben @lfordulo fontosabb gének jeldlései:

Aspergillus fumigatus

catA CatAp monofunkcionalis, spora specifikus katalaz
catl Catlp miceélialis katalaz
cat2 Cat2p bifunkcionalis micélialis katalaz

Aspergillus nidulans

catA CatA spora specifikus katalaz

catB CatB micelialis, stressz altal indukalt katalaz

catC CatC allandoan kifejéld, monofunkciondlis katalaz
catD CatD kési fazisban aktivalodo katalaz

Aspergillus niger
catA CatA spora specifikus katalaz

catB CatB micélialis katalaz
Aspergillus oryzae
catA CatA spora specifikus katalaz

catB CatB micélialis katalaz

Candida albicans
catl katalaz

Mucor circinelloides

pyrG orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz

Rhizopus oryzae

catl RO3G_9804.3 peroxiszémalis katalaz
cat2 RO3G_9026.3 katalaz
cat3 RO3G_9027.3 katalaz

cat4 RO3G_16995.3 katalaz
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2.BEVEZETES

A jaromspoéras gombak toébbségeMaicoralesrend tagja, etisorban noévényi és
allati eredei bomlo szerves anyagokorofrduld, talajbdl izolalhato szaprofita szervezet.
Ezek a gombak gyakran vizsgélt modellszervezetekjlonkds szabalyozo
mechanizmusok, sajatos szexualis folyamataik, vagynorfogenezis tanulmanyozasa
soran. Jeleséguket tovabb noveli, hogy kdzoéttik szamos orvpatj, biotechnoldgiai és
mezgazdasagi szempontbdl fontos fajt talalunk. Onsx@mpontbol egyes fajok, mint
zigomikdzist okozd opportunista patogének érdenkelrfegyelmet. A szervezet
immunrendszerének csokkentikddése a zigomikdzisok dd@ntobbségében bizonyitott
(GREENBERGEéS mtsi. 2004, BELLBERG és mtsi. 2005). Ritkan egészséges immunrendszer
mellett is ebfordul megbetegedeés, pl. tartdés antibiotikum halsendletve szoveti sérilés
esetén. A zigomikozis kialakulasanak kockazatéseldban cukorbetegség (kulénésen az
ezzel Osszeflggésben fellép ketoacidozis), tovabba fédéshez, vagy orvosi
beavatkozashoz (pl. transzplantacid) kapcsol6dé unsrupresszid esetérd nmeg. A
jaromspoéras gombaférések, bar viszonylag ritkan fordulnalé,.etle eésen progressziv
és nehezen kezelldetjellegik miatt igen veszélyesek @@zaLEz és mtsi. 2011,
HEMASHETTAR €s mtsi. 2011).

Annak ellenére, hogy a jaromsporas gombak altakodtanikozisok esetszamban
elmaradnak aCandida és azAspergillus fajok altal okozott megbetegedések mdogatt,
figyelmet érdemel, hogy a zigomikdzisok gyakoris@&geelkedik, valamint e szervezetek
sajatosan nagyfoku rezisztenciat mutatnak a legigdinbaellenes szerrel (pl. azolok)
szemben. Zigomikdzisok kialakulasa esetén magasrtalitasi rata (75-95%), a terapias
lehetségek korlatozottak, ezért rendkivul fontos a j@pomas gombak altal kivaltott
fertézésekben szerepet jatszé virulencia faktorok glesietiatterének feltarasa, melyek
diagnosztikai és terapias moédszerek kidolgozagfithetik eb (CsoMOR és mtsi. 2004,
EINSELE és mtsi. 1997EUCKER és mtsi. 2001, @annouM 2000,RIBES és mtsi. 2000).

A zigomikdzisok tébbséegeénél a betegseg kialakulad&irnyezetben megtalalhato
sporangiospoérak belélegzése teszi @t Az alsé és a falslégutak megbetegedését
koveben a ferdzés tébbnyire a kbzponti idegrendszerre is atteAerigomikdzisok kozel
harmadat-felét az ilyen, legtébbszor rhinocerebrdiikdzis formdban megnyilvanuld
betegség teszi ki. A betegséeg rendkivil progressziamennyiben a féaés a szemideget
is eléri, a kdzponti idegrendszer érintettségezémsdegen keresztil terj@dtorokozoéval)

gyakorlatilag elkerilhetetlenné valik. A human datamikdzisok kialakulasaért felés
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kilénb6d mikroszkdpikus gombak szdmos olyan bioldgiai saigdggal rendelkeznek,
amelyek a kérfolyamat kialakuldsadban szerepetgatiz Mindez (és ez az opportunista
fertozéseknél kuléndésen hangsulyos) a gazdaszervezeteke®dd rendszereivel
kolcsbnhatasban valthatja ki az adott megbetege@égiromsporas gombak esetében a
gazdaszervezet oldalardl alapien két tények jarul hozza a zigomikdzis kockazatahoz:
egyrészt a spoéracsirazas gatlasanak elmaradasaseidaz intenziv novekedésnek indult
micélium elleni védekezreakcio elégtelensége. Egészséges szervezetbels) &zisban
a makrofagok fagocitozisa és a spoérak oxidativ sptasa biztositja a védelmet (ezen
Kivll, a sporak csirazasat mérsékelten gatlo relt@ssormal szérum is rendelkezik). A
védekezés masodik szakaszaban a neutrofil gramdoczerepe a daht amelyek
kemotaxis révén a névekvgombafonalakhoz jutva és annak felszinén megtapadv
oxidativ citotoxikus folyamatok révéen képesek ahKarositani, illetve fagocitozis nélkul
is elpusztitani (BCkEr 2001, KoLOTILA és DAMOND 1990). A kordbban felsorolt
fontosabb kockazati csoportokba tartozd betegekitiélaban mindkét védekezési l1épés
elégtelen. Az invaziv gombaféresekkel szembeni védekemechanizmusok kdzt fontos
szerepe van az oxidativ pusztitd mechanizmusokfatagocitak altal termelt oxidativ
termékek egy iranyitott folyamatban elarasztjalelgsisztitiak a mikroorganizmusokat. A
neutrofil sejtek altal termelt hidrogén-peroxid dianyan pusztitja el a gomba hifakat,
ugyanakkor ez a hatas katalazzal blokkolhatéa(& és mtsi. 1998). Mindezek alapjan a
mikrobialis katalaztermelést lehetséges virulerfaidornak gondoljak, kilénésen olyan
betegeknél, akiknél a neutrofil sejtek funkcidjadsodott.

Jelen munka &hizopus oryzgaemely a zigomikozisokbdl leggyakrabban izolalt
gomba, kataladzainak, illetve az ezeket kodolé ggalmzésének megkezdésérte ki

célul.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A Rhizopus nemzetséqg jellemzése

A Rhizopus nemzetséget korabban Mucoraceae csaladba soroltak, késb
athelyeztékoket az Absidiaceaecsaladba (ARx 1983), mely az egyik legnagyobb a
Mucorales rendben. Morfolégiai alapon Schipper harom fajcstgo (R. stolonifer-
csoport,R. oryzaessoport,R. microsporussoport) kuldnboztetett meg a nemzetségen
belll, és a fajcsoportokon belil 6t fajba vontazésaz addig attekinthetetlenl nagyszamu
fajokat (HIPPER 1984). Ké&bb a DNS renaturaciés kinetika vizsgalatok eredraérsy
tamogattak ezt a felosztastL(E5 1985, 1986) azzal a kuloénbséggel, hogiR.aoryzae
helyett aR. arrhizuselnevezést hasznaltak. A RAPD-analizis a geneti&bzékonysagot
tartja fel R. stoloniferfajokon belll (VMGVOLGYI és mtsi. 2004). Ma mar a molekularis
genetikai megkozelitések altaldnosan hasznalatesdknalasgombak esetében is, és
alapvetk a modern taxonémidban I(B®ER és HIBBETT 2002, \OIGT és mtsi. 1999). A
Rhizopuscsoportok  kozotti  filogenetikai  kapcsolatok meginazasat  molekularis

taxonOmiai vizsgalatokkal #e €s munkatarsai (2010) végezték el (1. abra).

1000 887 R. americanus CBS 340.62
R. sexualis CBS 336.39 . ifer
IR. stolonifer CBS 609.82 stolonifer

1000 R. stolonifer CBS 150.83|
IR. reflexus CBS 319.35 -of] e .
1000 '’ n‘;ﬁg_m CBS 32035 I reflexus
R. microsporus var. tuberosus CBS 113206
R. microsporus var. rhizopodiformis CBS 536.80
R. microsporus var. oligosporus CBS 338.62
R. microsporus var. f)}{}gnspr??'e&'__‘c é_‘RB(SB?BK?";m
microsporus var. chinensis CBS 631.82 P —
861| |R- microsporus var. rhizopodiformis CBS 343.29 MICrosporus
R. microsporus var. azygosporus CBS 357.92
R. microsporus var. azygosporus CBS 357.93
703 R.microsporus var. chinensis CBS 262.28
R. microsporus var. microsporus CBS 699.68
1000 -‘ R. microsporus var. microsporys CBS 7 J(J.?}i
—__ R homothallicus CBS 33fu.i2 ?‘IO}?IO.’ atlicus

R. caespitosus CBS 427 87 N T T
936 Y delemar CBS 30554 § @ CAESPLUOSUS

9301 R. delemar CBS 395.34
R. niveus NBRC 4759 .
K. nives NBRC as10 || delemar
R. delemar CBS 120.12

r:osk

|9C
o
=

1000 R. delemar CBS 278.38

234 R. oryzae CBS 112.07
R. oryzae CBS 127.08 .
R. oryzae CBS 330.53 | 0ryzae
R. oryzae CBS 257.28
R. schipperae ATCC 96514 T -
1000 R. schipperae ATCC 204270 I schipperae
Phycomyces blakesleeanus

1. abra: A Rhizopus nemzetség jelenlegi felosztasAgE és mtsi.2010)

A nemzetségbe tartoz6 gombak jellegzetes morfalégialetei a sporangiumtartok
eredésénél talalhatd sztolonok és rizoidok, ezegléte kilonbozteti megket a tobbi
nemzetsé@i. A sztolonok indaszér Iéghifdk melyek, ha érintkeznek a szubsztrttal

sporangiumtartdkat és azok eredésénél rizoidoRasienek (2. abra).
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e Sporangiospora

ﬁ_ Kolumella

\\/ - Sporangiofor
—___=— Stolon
S

2. abra: A Rhizopus nemzetségbe tartozé gombak jellegzetes morfologiedpletei

Sporangium=»{

Nem eldgazo6 sporangiumtartoik egyeértédm megkilonboztetik ezeket a fajokat a
Thermomucorés Rhizomucornemzetségek tagjaitdl. A sporangiumtartok maganyosa
vagy csoportosan fordulnakéelsok sporas, termindlis sporangiumot hoznak Iéive.
sporangiumok gombszek, éretten sziurkés-barnas selk Sporangiosporaik ellipszoid
alakuak, szogletesek, soha nem gomiister A zigospordk szemolcsokkel vagy
barazdakkal diszitettek. A micéliumon az oldalitgay ndveked zigofér kémiai indukcio
hatasara talalja meg a vele kompatibilis hifanyajga A két gametangium kozt a fuzios
szeptum feloldasaval lejatszédik a plazmogamia, lyehea kariogamia kovet. Az igy
kialakult zigosporangiumban jon létre a zigospdtdajok dont tdbbsége heterotallikus,
de vannak homotallikus fajok is (. sexualisR. homothallicus

A Rhizopus nemzetség képvis@#l konnyen izolalhatbk a természétb
El6fordulnak a talajban, bomlo szerves szubsztratokkinpnbo® eélelmiszereken,
gyumolcsokon. Szamos raktari karses talalhatdo kozottik. Egyes termofil fajok (pk a
altalunk vizsgaltRhizopus oryzgeopportunista invaziv gombaféréseket okozhatnak.
Novénykarositoként aR. stolonifer szerepét tartjdk legmeghatarozobbnak. Az altala
okozott lagyrothadast konfiydsszetéveszteni ®lucor fajok altal kivaltott tlinetekkel
(SMITH és mtsi. 1979, MHAILIDES 1991). AR. stoloniferis képes egészséges gyimalcsot
fert6zni és gyumolcsrothadast kivaltani A/@=LE és mtsi. 2010). Jeleid veszteségeket
okozhatnak a mégazdasagban, mivel szamos masodlagos ndvénypatsgatalhatod
kozottuk, amelyek névenyi terményeket éetietnek. AR. microsporussar. oligosporus

és aR. oryzaemegtalalhatdo szamos specialis fermentacidval kégauolkeleti étel starter
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kultarajaban is (v és mtsi. 2010). A sz0ja erjesztéSléblrarmazo tempehdllitasnalr.
oligosporust hasznélnak, Azsidban és AfrikabRnoryzaet alkalmaznak alkoholtartalmu
italok eballitAsahoz (ENG és mitsi. 2006). Par éve fedezték fel, hogyhezopustdrzsek
gyakran hordoznak a micéliumon belll egy Baurkholderia nemzetségbe tartozo
endoszimbionta baktériumot ARTIDA-MARTINEZ €s HERTWECK 2005). Kéébb igazoltak,
hogy a mar korabban ismert, a poliketid tipusu akiiz és a hepatotoxikus rhizonin
toxinokat nem a rizs penészesedését okoz6 gomlaenh ez a baktérium termeli
(PARTIDA-MARTINEZ €s mtsi. 2007). Korabbi vizsgalatokban egy rhimetlermeb torzs
virulensebbnek bizonyult egerek f&ésekor més, nem-terndeRhizopusizolatumoknal
(STEYN és mtsi. 1983, WSON és mtsi. 1984). Erre épulH&mvILOS és mtsi. (2007)
hipotézise, amely szerint a szélesk@ntibakterialis droghasznalat multidrog-rezisztens
endoszimbionta baktériumokat hordozo jaromsporasbgd kiszelektalédasahoz, illetve a
jaromspéras gombafénések szamanak novekedéséhez vezetett. Toxicitisttinzsek
esetében is detektéltak, de a feltételezett mikotdat nem azonositottak ARIE €s mtsi.
1985). Rhizopus nemzetség tagjait fakultativn humanpatogén korokkeonk is
nyilvantartjak. Az altalaban sulyos kimendéteklsisorban karosodott, vagy legyengitett
immunrendszér betegeket érit zigomikozisok leggyakoribb kérokozéiként tartjdket

szamon.

3.2. A jaromsporas gombak, mint humanpatogén szerzetek

A mostandig megismert tobb mint hetvenezer gombedajil viszonylag kevés
azoknak a szama, melyek képesek emberbefizést okozni. Az elmult évtizedekben
jelentbsen megébtt, €s napjainkban is novekvtendenciat mutat az opportunista
gombaferbzések esetszama HEYAKULKEEREE €s mtsi. 2006). Az emberi
megbetegedéseket okozd mikroszkopikus gombak negperdn. opportunista korokozo,
tehat csak bizonyos hajlamosité térlehatdsara képes betegséget okozrap(EL-
INGROFF és mtsi. 1987). Az egészséges szervezet terméspmtamitassal rendelkezik
ilyen gombafeizések ellen. A febizés, illetve egyéb okok miatt kialakuld
immundeficiens allapot €és a mesterséges Iimmunsgegite az opportunista
gombainfekciok legnagyobb rizikofaktora. Az oppoigia gombafeéizésekben a
CandidaésAspergillusfajok dominalnak, de az utobbi évtizedben ndveggyakorisaggal
irtak le egyeb gombak altal okozott feréseket is, tobbek kdzo6tt a jaromspdoras gombak
altal okozott mikozisokat (BDEN €s mtsi. 2005, WLSH és GRoLL 1999). A jaromsporas

gombdék altal okozott fefzéseket sszefoglald néven zigomikdzisoknak newezmélyek
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beteg, legyengllt-, vagy immunszupreszalt szerbereheves lefolyasuak, és akar halalos
kimenetetiek is lehetnek (A-AsIRI és mtsi. 1996, ARR és mtsi. 1999, MLLIS €s mtsi.
2010). A Mucoromycotina altdrzson belil human megbedésekkel a kovetkéfajokat
hoztak leggyakrabban kapcsolatb&bsidia corymbifera Apophysomyces elegans
Cokeromyces recurvatus, Cunninghamella bertholeti&khizomucor pusillus R.
microsporusvar. rhizopodiformis R. oryzae Saksanea vasiformigs Syncephalastrum
racemosunf{FREIFELD €s WEN 2004). Az esetszamot tekintve mind kozul kiemeikeoR.
oryzaea Rhizopusnemzetség mas termotolerans képwisel egyltt (FHHAYAKULKEEREE

és mtsi. 2006, RES és mtsi. 2000).

3.2.1. Az opportunista jaromsporas gombafeizések kialakulasanak rizikofaktorai

A jaromsporas gombak spoérai egészseges immunradidsawerekben altalaban
nem képesek fefzéseket kialakitani. A sporék aktivaljak az immumaszert, mely
megakadalyozza a spéra csirazasat. Napjainkésalsan a fejlett orvosi technikak (pl.
csontveb- é€s szervatlltetés, kemoterapia, szteroid kezehledpsara tObbszorosére
emelkedett az immunszupreszalt betegek szama, Zggpaortunista gombainfekciok
szamanak novekedése a @edsekre fogékony immunszupresszalt betegek szamaval
parhuzamosan novekszik UEKER és mtsi. 2001, KGENSEE és mtsi. 1994MALLIS és
mtsi. 2010,MAERTENS €s mtsi. 1999, 18GH 2001, ToBON és mtsi. 2003).

A zigomikozisok kialakulasdban a gazdaszervezemppeatjabdl két ténydi
nagyon jelertis: el$ és legfontosabb a spéracsirdzas gatlasanak elasarathajd ezt
koveten, az intenziv ndvekedésnek indulé micélium ellgddeked reakcid nem
megfeleb mikddése (MBes és mtsi. 2000). Egészséges szervezetben az alseola
makrofagok és a neutrofil sejtek meggatoljak a mikok kialakulasat (BAKHAGE és
mtsi. 2010, KSENBERG€s mtsi. 2011). Az eldlleges védelmet a makrofagok biztositjak a
szervezetbe jutott csirazé spoérak fagocitdzisa xddativ elpusztitdsa altal. A normal
szérum is rendelkezik a spérak csirazasat gatkisbkal, azonban cukorbetegek esetén ez a
védelem is gyengébb (RMALA és mitsi. 2011, RES és mitsi. 2000). Egészséges
szervezetben a védekezés masodik szakaszabanrafineajtek jatszanak kulcsszerepet.
A ndvekw gombafonalakhoz kemotaxis altal jutnak el, azolszZi@én megtapadva
oxidativ citotoxikus folyamatokat inditanak, ezélrositjdk a hifikat. Ketoaciddzis és
neutropénia allapotaban a kemotaxis, fogocitozisagsoxidativ karositdé folyamatok
gatoltak (BJTLER é€s mtsi. 2005). Ez a rendszer azonban a nyugvi@lsgtonem képes

megsemmisiteni. A cstkkent immunitasd betegek esél@laban mindkét védekezési
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reakcié elégtelen. A makrofagok funkciovesztéseyvagsztulasa kdvetkeztében a sporak
csirazasa megindul, a neutrofil sejtek nem medfat@lkodése miatt a gomba micélium
invaziv novekedése ke&dik, igy a gomba a mélyebb szoveti rétegekbe iteljutni
(EUCKER és mitsi. 2001, &LOTILA és DAMOND 1990). A glukokortikoid kezelés
atmenetileg alacsonyabb s#ir@-sejt szamot eredményez, és csdkkenti az immbotio
termebdést, valamint a neutrofil granulocitak tkbdését (neutropénia igen jelésit
rizikofaktor a zigomikdzisok kialakulasa szempob§B. Az intravénas gyogyszerek
helytelen adagolasa tovabbi hajlamosito tetydz AIDS-es betegeknél is jelentkezhet
jaromspéras gombak altal kivaltott infekcid. A Hf@6z6tt paciensekben tébb oka lehet
a zigomikozis kialakuldsanak (@®HoLs és mtsi. 2011, WN DEN SAFFELE és BOELAERT
1996). Cukorbetegeknél jelentkeketoaciddzis szintén kockazatot jelent, az acglozi
kovetkeztében cstkken a transzferrin vaSkképessége, ami magas vaskoncentracio
kialakulasdhoz vezet (@IANI és mtsi. 2010). A hematoldgiai megbetegedésekradayi
vorosveértest transzflzid soran, a szérumban emélkaskoncentracio figyelh&meg (AL
AKHRASS és mtsi. 2011,BRAHIM 2011, GNzZALEZ és mitsi. 1997). A fellépvas tbbblet
szintén rizikéfaktor lehet a zigomikdzis patogesébien (BELLBERG €s mitsi. 2012). Az
autoimmun betegségek, illetve sulyos égési sérkilaggancsak novelhetik a zigomikdzis
kialakulasadnak esélyét G&e ésPEREZ 2010). A hosszantartd kemoterapias kezelések, a
széles spektrumu antibiotikumok hasznélata, azrékbbialis profilaxis szintén noveli a
zigomikozisok kialakulasanak kockazatat AMIUR é€s mitsi. 1999, MTHERMAN €és
PEACOCK 1995).

3.2.2.A zigomikOzisok patogenezise

Néhany jaromsporas gomba termotolerans szervegetziemberi testimérseklet
optimalis a gyors novekedésukhdz. A zigomikozisodbbsegéenek hatterében a
sporangiospérak belélegzése révén kialakulé rhiedecélis infekcié all. A gyors és
agressziv lefolyasu rhinocerebrdlis zigomikézis amnyalkahartya feéizodésével
kezdidik, de a gyorsan novekhifak kesbb a latdideget és a kdzponti idegrendszert is
karosithatjak (PTERSON és mtsi. 1997, RNGEL-GUERRA é€s mtsi. 1996). A belélegzett
spoérak lerakodhatnak a félggutakban és a paranazalis szinuszokbargBEson2000).
Megfelebb immunvalasz hianyaban a sporangiospérak orrnyalkgdn vald megtapadasat
gyors sporacsirazas koveti, majd a gomba fonalaskedlése indul el, amely soran
felemészti a kérnyezetében égzovetallomanyt. A fetslégutakbol a fefizés gyorsan

tovabbterjedhet a kornyézszovetekre. Gyakori az arclregek dedse, amely rovid il
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alatt tovabb terjed az arcszovetekre, az orr ézdpad teriletére. Olykor atterjedhet a
fert6zés a szemekre, ahonnan tovabb halad a kdzpogtendszer terlletére is JEKER

és mtsi. 2000, Res és mtsi. 2000). Gyakori megbetegedések kozottekeliteni a tud
megbetegedését is, amit gyakran dsszetévesztendgpazgillusokozta ferdzéssel vagy
bakteridlis pneumonidval ANTERNIER és mtsi. 2012ReYES és mtsi. 2008, HDDER €és
mtsi. 1994, WALSH és mtsi. 2012). Extrém alultaplalt betegeknél, 6ssban
gyermekeknél, fordul éla tapcsatorna féizédése (RIMUND ésRAMOS 1994, ZAVASKY

eés mitsi. 1999). Kisebb mértekben fordulé etlsidleges mikdzis &r és szoveti
sérulésekben, égési sérulésben, sérilt implanttjdintravénas katéterek alkalmazasa
soran (AMAM és mtsi. 1994, INGEROTH é€s mtsi. 1994). Amennyiben a f&gés eléri a
véredényeket, azok invazidja altal a szervezet padisjaira is atterjedhet (pl. sziv, vese,
maj, agy) vérzést, trombozist, infarktust és szieltozist eredményezhet UEKER €s
mtsi. 2000, NGHAM és mtsi. 2010, MTHUR és mtsi. 1999AGANO és mtsi. 1997).

A zigomikdzisok jeleniségét noveli, hogy kialakulasuk esetén a terdpias
lehetiségek meglehésen korlatozottak €s igen magas az ilyen tipusézések halalozasi
aranya. Ez részben e fajok gyors, a normal éeséinsékleten optimalis feltételeket talald
novekedésével, masrészt a gombaellenes hatéany@phiségével szemben mutatott
nagyfoku rezisztencigjaval magyarazhat6. Ennekatalbe, hogy BDEN és mtsi. (2005)
felmérése szerint, a rhinocerebralis zigomikozistmegbetegedettek esetében a mortalitas
elérte a 97%-ot, amely értéket nagy dozisu amfuteB kezelés alkalmazasaval is csak

49%-ra lehetett csokkenteni.

3.3. A katalaz enzim

A katalazok (EC 1.11.1.6., hidrogén-peroxid oxidimgaz) a metalloenzimek
egyik leggyakoribb csoportja. Széles koérben eltkgle az élvilagban. Az aerob
baktériumoktdl kezdve a magasabb tembvényekig és allatokig mindends@nyben
megtalalhatok. Feladatuk a hidrogén-peroxid lelsm@xigénné és vizzé HENARD mar
az 1811-es vizsgalatai soran arra a kovetkeztejesyt, hogy létezik egy olyan anyag,
amely a hidrogén-peroxidot, mint sejthalalt okozgyiiletet semlegesiteni képes ai él
szervezeten belll. Ezt az anyagot 1901-beevi kataldznak nevezte el, utalva a hidrogén-
peroxid katalitikus bontasara.

A katalazok a hidrogén-peroxid dizmutacioval toété@dzombaositését vegzik. A
hidrogén-peroxidkoncentraciotol fugéen a katalaz enzimnek kétféle lehetségékduése

van (DeisserROTHés DbuNceE 1970). Magas hidrogén-peroxidncentracié mellett egy
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gyorsabb, Un. katalatikus modonikddik (PASSARDI €s mtsi. 2007b). Az elshidrogén-
peroxid molekulaval képezi az élenzim-szubsztrat komplexet, majd a masodik hidiegé
peroxid molekulaval képezi a masodik enzim-szubsztrat kewgil Ebben az esetben a
donor és az akceptor szerepét is a hidrogén-petolticbe, igy a katalaz egyszerre két
molekula hidrogén-peroxidot képes kdzombdsitenigléisez nem igényel redukaléser
(ScHONBAUM és mtsi. 1982). Eldth a reakcidbdl két termék keletkezik, az € a HO,
majd az enzim UGjra aktiv formava valikaga €s mtsi. 2007). A katalaz enzim igy a

kovetked reakciot katalizalja:
2 HO2 - 2 H20 + O2

Nagy hidrogén-peroxid-koncentracié esetén egy &amablekula egy perc alatt
tobb mint egymillié szubsztratot bont. Az enzimaskreakcié sebessége csak akkor ilyen
nagy, ha a hidrogén-peroxid koncentracidja a taxidékhez kozeli.

Ezzel szemben alacsony hidrogén-peroxid-konceibtesztén az enzim affinitasa a
szubsztrathoz nagyon kicsi. Ennél a koncentraci¢aid® M), az un. peroxidatikus Gt
mokodik, ahol kilonbo& vegylletek (etanol, aszkorbat, BHoIthetik be a hidrogén-

donor szerepét az alabbi reakcié szerias@ARDIés mtsi. 2007b):

RH2+ H202 - R + 2 HO

3.3.1.A kataldz géncsaladdok kialakulasa és csoportositasa

Az éllenyek energiatermeél folyamataiban tulnyomérészt oxidativ folyamatok
vesznek részt. Ennek kdvetkeztében az evoluci@mo@n, egyre fejlettebb detoxifikacios
rendszerek alakultak ki, amelyek az ilyen folyarkasoran kép&ds reaktiv oxigén
molekuldkat semlegesiteni tudjak.

fotoszintézist folytatd, és a fotoszintetikus faty@ok melléktermékeként
molekularis oxigént termé&l szervezetekként. A termelt oxigén hatasara a kgko
oxidativva valt és a kialakult aerob 1égzés sziksg§ tette olyan rendszerek kialakulasat,
amelyek védelmet biztositanak az aerob szervezstéiara a képdo reaktiv oxigén
gyokokkel (ROS) szemben. A cianobaktériumok nemcsakdési oxigén termelés
szempontjabol voltak fontosakk voltak az el§ olyan organizmusok is, amelyekben az
oxidativ |égkdr karosité hatasait kivigdelektron-transzport rendszerek jottek I|étre
(http://bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase/), kuloggmd jatszva az evolucié folyaman az

oxidativ légkor altal hatarolt életterek meghdditzmn. A cianobaktériumok ezzel jelént
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szerepet toltdttek be a geoldgiai és bioldgiai évidban, teret nyitva az aerob és oxigén
tartalmu bioszféra vildganak EBNROITNERES mtsi. 2009).

Ennek megalapozasa jelen tudasunk szerint a cikt@hanokhoz kothéd,
amelyek a tobbi prokariétdhoz hasonléan, a Folddibdp szervezetei kdzé tartoznak.
Mintegy 3,5 milliard évvel ezétt alakultak ki az elslegprimitivebb névény-tipusu

Jelendségukre tekintettel a cianobaktériumok korében &#zst katalaz és
peroxidaz genomszekvencigjat elemezték. Ezen geizskalata soran megallapitottak,
hogy azési genomban az oxidativ léegkor kialakulasanak mlejgamos olyan géncsalad
alakult ki, amely képes a kidlsvagy bel§ kornyezet folyamatai altal Iétrejétt oxidativ

molekuldk lebontasara ERNROITNERES mtsi. 2009).

A katalaz géncsaladok csoportositasa:

Hem kataldzok:

1. A hem tartalmi monofunkciondlis katalazok:
- monofunkcionalis katalazok (minderb&ny csoportban megtalalhatoak)
(ZAmoCKY és mtsi. 2008a)
- hem peroxidaz szupercsalad (megtalalhatdék nowdeye gombakban,
protistdkban és archeakbanpgBARDI€S mtsi. 2007b, WLINDER 1992)
- peroxidaz- ciklooxigenaz szupercsalad (mindétealy csoportban
megtalalhatoak) (&mMocKy és mtsi. 2008b)
2. Bifunkcionalis katalaz-peroxidazok (KatGs) (lakimokban és gombakban
fordulnak eb).

Nem-hem katalazok:

3. A nem-hem monofunkcionalis katalazok:
- Mangan-katalazok (MnCat) (csak baktériumokbaddbrak eb)
(ZamoOcCKY és mtsi. 2008a)
- Vanadium peroxidazok (LTLECHILD 1999)

- Tiol peroxidazok (RUHIER ésJACQUOT 2005)

A hem tartalmi monofunkciondlis kataldzok I., B.18. tipus& (KLOTz ESLOEWEN
2003, a hem tartalma bifunkciondlis katalaz-peroxidazok & nem-hem tartalmu

monofunkciondlis katalazok leszarmazasi viszory &t abra mutatja be.
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subkingdom UNIBACTERIA

EUKARIOTAK birodalma:

/ Archaebacteria

/ Eurvarchaeota
(Methanobacteriales, 3
Methanococcales,
Methanomicrobiales,
Methanopyrales,
Methanosarcinales, (2) 3 (4)
Halobacteriales, 4
Archeoglobales, (4)
Picrophilales,
Thermococcales)

Cren-
Archaeota

(5)

~

/

{

NOVENYEK ALLATOK
Kloroplasztisz GOM BAK A 3
@ (2). 3, (4)
A

8 PROTISTA 3

mitokondrium

A

\

L

revolution”

1850 m.é. J \

~Skeleton
A

\

05|bacter|a

Mycobacteria

1,2,3,(4)

Actinobacteriua

Streptomycetes

Arthrobacteria
(Micrococcus)

Endobateria_

1,2,3,(4),5

(Bacillus, Listeria, Staphylococcus
Selenomonas Heliobacterium)
(Mycoplasma)

S

f)

Cyanobacteria 4 O ( :
. 1,2,5 Eobacteria
(3), (4),5 +Glycobacteria ; — «,Halobacteria”
-3,500 m.é. .Eobacteria . h
59 597 (Deinococcus, Themus) .
Ty *Green non-ulphur bacteria
(Chloroflexus)
subkingdom NEGIBACTERIA .Cenancestor” _ -3.700 _milli6 év (m.6.)

\

+Z06ld kén baktériumok

(Chlorobium) Proteobacteria
*Flavobacteria, 1, 2, (3), 4,5
(Bacteroides, Cytophaga,
Fusobacterium)
Sphingobacteria (3), (4),5
Planctobacteria
*Chlamydiae

*\VVerrucomicrobiae
*Planctomycea

Spirochaetae
(3 *Spirochaetes
)(Treponema, Borrelia)

Prokariotak birodalma: BAKTERIUMOK

3. abra: A katalazok eloszlasa a BVALIER -SMITH (2002a, 2002baltal

javasolt rendszertani csoportokban (KLOTz ES L OEWEN 2003).

Monofunkcionalis katalazok a katalaz életfan: atigusu katalazok 1-es, Il. tipusu katalazok 2ee$ll.
tipust katalazok 3-as szammal vannak jel6lve. Alkatperoxidazok (CPX) eloszlasat a 4-es szam jalzi
nem-hem (Mn) katalazok @&brduldsat az 5-6s szam mutatja. A zarojelbens leszdmok a nagy
valosziriiséggel lezajlott, lateralis géntranszfereket jelzik
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3.3.2. Hem kataladzok
3.3.2.1. A monofunkcionélis katalazok

A monofunkcionalisvagy mas néven ,valédi” katalazok alkotjak a legywbb

csoportot a katalaz géncsaladok kozil. Ezen a csopbelll két alcsoportot kilonitenek
el: a kis és a nagy alegyséylallé katalazokat. A kis alegység katalazok tovakét
csoportra oszlanak: az 55-69 kDa és a 43-75 kDatinénzimekére. A nagy alegység
kataldzok a 75-84 kDa méret tartomanyba esnek. A akegység katalazoknal a C-
termindlis rész csonkolodasa kovetkezett be, aldhtrumukban herh és esetenként egy
méasodik redox aktivitasu NADPH kofaktor talalhaté. nagy alegység katalazoknal
génfaziés eseményeket kodegénszakasz vesztéssel jard folyamatok zajlottalaktiv
centrumukban hemd talalhatd (KoTz és LOEweN 2003). Az rendelkezésre allo
monofunkciondlis katalaz fehérjék szekvenciajanaizsgalataval az enzim aktiv
hataroztak meg. A hem molekula disztélis oldalan(lis, Ser, Val, Asn és Phe) a
proximalis oldalan két (Tyr, Arg) konzervalt poZigi aminosav talalhatd. Ezen
eredmények alapjan megallapitottdk, hogy a monaionilis katalaz fehérjék aktiv
centruménak szerkezete az evolucio folyaman reatikionzervalt maradt. A katalazok
egy kisebb csoportjaban, a nagy alegység katal@amlkd C-terminalis részen egy extra
domén talalhatd, mely egy flavodoxinszerzakasz (EMocKy and KOLLER 1999).

A enzimatikusan aktiv monofunkcionalis katalazokaldban homotetramerek,
minden alegység egy hem csoportot tartalmaz. Ritgéfordul dimer, hexamer és
heterotrimer formaban aktiv szerkezet is. A herraliaxi enzimek altaldbander katalaz és
csekély peroxidaz aktivitassal rendelkeznek. A ikake aktiv centrumahoz egy
csatornarendszeren keresztul jut a hidrogén-perdki#tatalaz molekula felszinén ez a
csatorna 17 A atméji, melyet 4,5-5,5 A mérét,fedél” zar. Az aktiv centrum felé
haladva a csatorna 5 A atréigire sZikiil, hossza 25-30 A (QUET és mtsi. 1995).

A monofunkcionalis hem katalaz gének elkulonilésédlabi kataldz gét a
katalazok evolucios fdjlésének korai szakaszara téhdibben a fefldési szakaszban
legaldbb két génduplikaciot kbvegenfuzios esemeény is lezajlott AocKy €s mitsi.
2008a).

Klotz és munkatérsai megvizsgaltdk a prokariéta eéskariota hem
monofunkciondlis katalazok filogenetikai kapcsala(&LoTz és mtsi. 1997KLOTZ és
LOEWEN 2003). Az altaluk készitett torzsfat a 4. abra deHati; a nem gyokereztetett

torzsfan az 4gak hossza az evollcids tavolsagaizilk
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Elemzéseik alapjan a kataldz gének harom csoporiiddniltek el. Az |.
csoportba bakterialis és névényi katalaz génebkzaek. A Il. csoportban baktériumok és
gombak kataldz génjei talalhatok, mig a Ill. csomobaktériumok, allatok és gombak
kataldz génjei alkotjak. A névényi és allati erédedtalaz gének egy csoportban, a gomba
katalaz gének két csoportban és a bakteridlis &atgének mind a harom csoportban
megtalalhatok.

A katalazok evoldcibja soran legalabb két olyandygrikacios esemeény zajlott le,
amelynek kovetkeztében kialakult a ma ismert hamoonofunkcionalis katalaz géncsalad.
A bakteridlis kataldz géneket mind a harom agontat@gik. Az 1. és Ill. csoportban a
prokariota kis alegység katalaz gének helyezkeahekig a Il. csoportban a baktérium és
gomba nagy alegység katalaz gének fordulnékAekis alegység katalazok két alcsoportja
a filogenetikai torzsfan élesen elhatarolodva egtoidaz 1. é€s lll. csoportban foglalnak
helyet. Az |. csoportba baktérium, alga és novéisyakegység katalaz gének tartoznak,
mig a lll. csoportbandteg proteobaktérium, protista, gomba és Allati etedjének
talalhatok (KoTtz és mtsi. 1997). Ebben a csoportban talalhatok aniadyos és orvosi
szempontbdl is sokat vizsgalt szarvasmarha majldztia és az emberi vorosversejt
katalazok. A Il. csoportba baktérium és gomba nalggység kataldz fehérjék tartoznak,
melyek alaposabb vizsgalatat kdsest megdllapitottak, hogy rokonagukért horizontalis
géntranszfer felés. Az ebbe a csoportba tartozo fehérjék heprosztetikus csoportot
hordoznak. A nagy alegység katalazokat kodolo gémaknlasa kilonb@z baktérium
fajok kdzott, valamint baktérium és gomba fajok éba6rténhetett. Az, hogy a génatvitel
egyirdnyu volt a baktériumokbdél gombakba vagy akdér mindkét iranyban is
végbemehetett, nem tisztazottAMFIELD és DUvVALL 1996).

Jelents kulonbség mutatkozik a ndvényi és allati kis yeg kataldzok kozott,
melyek két kilén csoportban az I. és a lll. csdpamthelyezkednek el. Gomba katalazok
két csoportban is megjelennek: a lll. csoportbarekéz allati eredétkis alegység katalaz
aghoz, valamint a Il. csoportban a baktériumok nalggység agon foglalnak helyet (4.
abra).

A ll. csoportban talalhatd nagyalegység katalazgéital kodolt fehérjék tomege
80 kDa korul van, mig az I. és Ill. csoportban ltedéd génekdl atirodd fehérjék 43-75
kDa kozott mozognak. A Il. csoportba tartozd gondisabakterialis katalazok kinetikai
sajatossagait nagy intenzitassal vizsgaljak, HKyisgzerkezetik jellemzésével fizikai

megjelenésiiket azonositjak.
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[I. Csoport
Baktériumok/Gombak

lll. Csoport

I. Csoport Baktériumok

Baktériumok

Gombak
Allatok

1 szubsztittcié/ 10 aminosav

I. N6vények
[l. Novények |

IIl. N6vények

4. 4bra: Klotz és munkatarsai altal Iétrehozott prokaridta é eukariéta monofunkcionalis kataldz gének

rokonsagéat meghataroz6 nem gyokereztetett filogenkai torzsfa (KLoTz és mtsi. 1997).

Nagyszamu nagy alegység kataldz gén szekvenciagnhtottak 0ssze valaszt
keresve a kis és nagy alegység katalazok kialakotks folyamataira. A gének
tobbségénél azt talaltak, hogy a C-terminalis dosgakvenciaja kicsit nagyobb, mint az
N-terminalis domén szekvenciajanak kétszerese. gyz kipott adatokbdl nem tudtak
megallapitani, hogy a C-terminalis domén egy szarguddiciés esemény kovetkeztében
alakult igy, vagy az N-terminalis domén csonkolddé&t vizsgalatok alapjan nem lehet
megmondani, hogy az evolucié milyen irAnyba zajlatkis alegység katalazoktél a nagy
alegység katalazokig, vagy a nagy alegység katiaaiza kis alegység katalazokig. De a
nagyon egyszérszerkezeti kuldnbségek az egyes csoportok kdzbtsagalljak, hogy
barmelyik uUtvonal megvaldsulhatott a tejeés folyaman, amely magaba foglalja a gén
fuziés vagy delécios eseményeket, melyeknek kozéthen szekvencia hozzaadas vagy
szekvencia vesztés johetett létre.

A nagy alegység katalazok kiterjedt szekvenciagyn#rtékben stabilizéljak a
katalaz fehérje belsszerkezetét. Ennek eredményeképpen az enzim QR&-@n is aktiv
maradhat és detergensekkel szemben is viszonyEtakd. Az organizmusokban a nagy

alegység enzimek a kérnyezeti stressz hatasok ébédbn toltenek be jeléstszerepet,



Irodalmi attekintés 19

ezt a véd funkciot kisérletesen bizonyitotték coli esetében a KatE fehérje vizsgélatakor
(LOEWEN és mtsi. 1985).

A 1l. csoportba tartozo nagy alegység katalaz fékéek feltiné sajatossaga, hogy
a gent alkoté domének elééevolucios utvonalbdl szarmaznak a tébbi monofumkalis
katalazhoz viszonyitva. A nagy alegység katalaz &wk szarmazasat, két mechanizmus
lezajlasaval magyarazzak: az endoszimbionta elteéts horizontalis gén transzferrel.

Az eukaridta katalazok tobbsége membrannal hatasejtorganellumban, a
peroxiszoOmaban foglal helyet {SRAMANI 1993). A peroxiszémalis katalazokon egy
szignal peptid taldlhatd, ugynevezett apokatalézgység, amelynek irdnyitadsaval a
citoplazmabdl a peroxiszomahoz szallitodnak a fehdonomerek, majd a peroxiszoma
belsejébe egy receptor altal kdzvetitett folyanéga®en kertlnek. A peroxiszOmaban hem
prosztetikus csoport kapcsolédik a katalaz monokiez majd tetramer formava

szerebdnek 6ssze, ezaltal valnak funkcioképes fehérjéve.

A kulénb6s géncsaladokba tartoz6 kataldz gének kinetikaizésaf tulajdonséagai
eltéek, ezek az eltér tulajdonsagok szelekcios 6alyhoz juttathattak a kilonbdz
elohelyeken alforduld éblény csoportokat. Az egyértelimhogy kulonboé katalitikus
aktivitdssal rendelkeznek a nagy és a kis alegysdgimek. A Ill. csoportba tartd
bakteridlis kis alegység katalaz gének altaldbtmadellularis korokozokban fordulnaksel
eés az intracellularis oxidativ stressz kivédéséfazanak szerepet, ezaltal szelektiv
elénydkhoz juttatjak a mikrobat. Az I. csoportban letlipglalo kis alegység katalaz gének
foleg talajlakdé baktériumokban fordulnak 6e(KLotz é€s mitsi. 1997). Az viszont
tisztazatlan, hogy milyen tikddésbeli kilonbségek vannak az 1. és lll. csopotHtoz6

kis alegység katalazok kozott és mi a szerepUkretelt nikddésbeli kilonbségeknek.

3.3.2.2. A bifunkcionalis katalaz-peroxidazok (KatG
A bifunkcionalis katalaz-peroxidazok (Kat@ptaldz és peroxidaz aktivitassal is

rendelkeznek. Az algékra, protistakra és gombéketemz az ebfordulasuk.
Talnyomorészt ezekben a fehérjékben is megtaldlaattemb. Dimer vagy tetramer
formaban aktivak. Két hasonld felépitedN- és C-terminalis doméfiballnak. Az N-
terminalis domén méygizte aktivitasat, a C-terminalis domén viszontkifa formaban
van jelen. A génduplikdciés események sordn az et@re@-terminalis domén
megketézodott, hianyzik belle a prosztetikus csoport GMNDER 1991, 1992), 6nallo

funkciot nem lat el, viszont részt vesz az aktimtaan felépitésében @BER és mitsi.
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2004). A KatG fehérjék haromdimenzids szerkezetéwiegkgalatakor, megallapitottak,
hogy a C terminalis domén szerkezetére harom naggkhjellemz, ezek kozill kett
erdsen konzervalt szekvenciaval rendelkezilkaM@cky és mtsi. 2001). A C-terminalis
doménben talalhaté hurkok, 6sszeszoritjak a hidrgepdoxid befogadd csatornat a hbm
prosztetikus csoport disztélis oldalan, igy azvak#ntrumhoz vezétcsatorna tolcsér
alakot vesz fel.

A cianobaktériumok bifunkciondlis katalaza az eweddu korai szakaszaban
szegregalddott a tobbi katalaz gént.egalabb két fuggetlen lateralis gén transzglott
le ezen a fehérjecsaladon belll. Az eukariotakbén dgymastél flggetlen evollcios
atvonal eredményeként jottek létrekatG gének: egy az algakban és egy a gombakban.
Nagy valoszifiséggel mindkét esetben a laterélis gén transzfealdériumok és az

eukaridtak szoros egyuttelésenek kovetkezmenydxmitocky és mtsi. 2008a).

3.3.3. Nem hem kataldzok

A nem-hem monofunkcionalis katalazok csoportjatmagiainak helyet a di-mangan
vagy régi nevilkon pszeudo-katalazok, egy kis géadst alkotva. Az dsszes ismert di-
mangan fehérje szekvenciat megvizsgalva, a nem-Ratalaz géncsaladot, harom
alcsaladra osztottak fel: mangan-katalazok, (MnGCathadium peroxidazok és tiol
peroxidazok (RssArRDI és mtsi. 2007a). E fehérjék hat azonos alegy#églinak (30
kDa), minden alegység kdzpontjaban egy binukledwasmgan hid talalhatd, melyet négy
hélixbol allé komplex fog koérbe. Az aktiv centrum ebbennwlekulacsoportban is
konzervalt, minden mangan iont egy hisztidin és glyyamin fog koézre. Egy kdzponti
csatornarendszer halad végig a hexamer molekulégaz/a az egyes monomerek
irAnyaba, minden di-mangan aktiv centrum iranydWai{TAKER és mitsi. 2003). Ezek a
csatornak diteljes hasonlésagot mutatnak a monofunkcionalisa 8satalaz-peroxidaz
kataldzok csatorna szerkezetével. Ezen enzimelodédrperoxid semlegesitktivitasa
joval kisebb a monofunkcionalis hem kataldzokéhépdst, valoszileg ez az oka, hogy
nem terjedtek el széles koérben, advidhgban. Bleg nitrogénfixald organizmusokban

talalhatok meg (EmMocky és mtsi. 2008a).

3.3.4. A katalazok, mint lehetséges virulenciafaktok gombakban
Az invaziv gombafefizésekkel szembeni védekemechanizmusok kdzott fontos
szerepe van az oxidativéokejteknek. A fagocitak altal termelt oxidativ tékek egy

irAnyitott folyamatban elarasztjak és elpusztigakikroorganizmusokat. A neutrofil sejtek
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altal termelt hidrogén-peroxid hatékonyan puszéija gomba hifakat, ugyan ez a hatas
katalazzal blokkolhaté (@NG és mtsi. 1998). Mindezek alapjan a mikrobialis
katalaztermelést lehetséges virulenciafaktornak dgipgk. Példaul, a krénikus
granuldmatdézis (CGD), — ritka ord@dé rendellenesség — melyre jelletna fagocitak
szuperoxid és hidrogén-peroxid terthédépességének hianya a NADPH oxidaciojanak
defektusa kovetkeztében I@MOND és CLARK. 1982). Az ilyen betegségben szenved
emberekbl hianyzik ez az antimikrobialis mechanizmus, edatiagyon érzékenyek a
baktérium és gomba fénesekkel szemben.

A katalazoknak az opportunista gombafeések kialakulasaban betdltott szerepét
Aspergillus fumigatusés Candida albicansesetében vizsgaltak részletesebben. Az
Aspergillusfertézés az egyikd megbetegit és halalhoz vezéttényed CGD betegeknél.
CGD egér modellben a&. fumigatudracheaba kerilése nagyfokd mortalitassal jar, anig
vad tipusu egerekben nem okoz betegséget. Ezamldelds alatamasztja a fagocitak altal
termelt reaktiv oxigénféleségek fontossagat a gazdafumigatusszal szembeni
védekedkéepessege szempontjabOHEBIG és mtsi. 1998).

A. fumigatuhan harom aktiv katalazt azonositottak: CatAp, gaid Cat2p. A
CatAp monofunkcionalis katalaz, mely di- és tetraffteméban van jelen. Jelleihza,
hogy ellendll a 8, a fém ionok és a detergensek hatdsanak. Nagylbaggot mutat aa.
niger CatA és azEscherichia coliHPII kataldzzal. Csak a csirazo konidiumokban
termebdik. CatA mutansok ugyanolyan fédcképesnek bizonyultak allatkisérletekben,
mint a vad tipus, jelezve, hogy a CatAp valésldg nem tekinthét virulenciafaktornak
(CHANG és mtsi. 1998). A Catlp és Cat2p fehérje a mic#an talalhatd meg. A Cat2p
bifunkcionalis katalaz-peroxidaz, monomer formattamuerzékeny ad) fémionok és a
detergensek hatasanaka@s és mtsi. 2003). A monomer forma megdlemugyanis a
bifunkcionalis katalazok tébbnyire dimer vagy tetex formaban aktivak. Ez idaig csak a
halofil baktériumoknal talaltak monomer formatu@moRr! és mtsi. 1985). Acat2 gén
nem tartalmaz intronokat, nagyfoki homolégidt musattmos gomba és baktérium
kataldzaval. Acatl, cat2 deficiens torzseknek jelgigen csokkent a férzoképességuk
patkany szisztémas aspergillozis modellbenigSvA és mtsi. 2006). A neutrofil sejtek
altal termelt hidrogén-peroxid hatdsara megnovekeaiteékenységet mutattakAfs és
mtsi. 2003 SHIBUYA é€s mtsi. 2006).

A. nidulansban négy katalazt kodolé gént azonositottakta, catB, catC és catD
géneket. Mind a négy gén eliészabalyozas alatt all. fatA éscatB divergens evolucio

révén alakult ki, kilonézé exon struktirakat tartalmaznak. A CatA és CatBtalidz nagy
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alegység csaladba tartoznak, valodi katalazok eotpésh-peroxid és egyéb stressz hatasok
kivédésében jatszanak szerepet. @&atArol fokozott mRNS atirédas konidium
képzdeéskor, valamint kilonbdz tipusu stressz hatasok esetén figyélheteg. A
sporakban magas CatA szint figyelheheg. A catB gén dinamikus névekedésben dév
hifakban, valamint oxidativ stressz hatasara inthdié& A catA, catB, catCkisalegysége
peroxiszémalis target szignalt tartalmaz, és namgohlésagot mutat a monofunkcionalis
kataldzokkal, valamint kozeli rokonsagban all abai@eriumokban és allatokban is
megtalalhato kataldzokkal. A CatC-re viszonylagu@dld expreszios szint jellediznem
indukalédik oxidativ, vagy egyéb stressz hatas&re&CatD a fejbdés késéi fazisaban
aktivalodik, glukéz-éhezés, 6mérsékletnbvekedés, vagy novékvhidrogén-peroxid
koncentracié hatasara AM/ASAKI és AGUIRRE2001).

A. nigerben két elté szabalyozas alatt allo katalaz gén talalhatGataA és catB
(KAWASAKI €s mtsi. 1997NAVARRO és mtsi. 1996). A CatA a spordban expresszalodik,
mig a CatB csak a micéliumban, mindkét fehérje athidstressz hataséara indukalédik (L
és mtsi. 2008).

A. oryzaeben a catA és catB gént azonositottak. A CatAGaan fejeadik ki,
oxidativ stresszre nem mutatéseebb aktivitdst, ezzel szemben a CatB a micéliumban
expresszalodik oxidativ stressz hatasanaAbh €s mtsi. 2005).

C. albicansban egy katalaz gén talalha@AT1.A gént izolaltak és homozigéta
catl null-mutansokat allitottak él Egér modellben végzett kisérletek azt mutattayha
CAT1-nek jelents a szerepe a disszeminalt candidiazis kialakusasanpontjabdl. Az
ilyen muténs térzsek sokkal érzékenyebbek voltghza neutrofil sejtjeinek tamadasaval
szemben (WSONG és mtsi. 1998).

Diabéteszes és kortizon-kezelt egér modellek fogghkak bizonyultak d&. oryzae
spoéra infekciojara. Viszont egészséges egébsiiiletében nem kodvetkezett be a spoéra
csirazasa. A neutropénia, illetve a neutrofil $ejtpl. ketoacidozis kdvetkeztében foliép
diszfunkcioja megnoveli a zigomikozisok kialakulask lehebségét (RBES és mtsi. 2000,
Nuccl 2003, WALSH és mtsi. 2004).

3.4. Molekulamodellezés szerepe és jelésége

Napjainkban nagyszamu bakteridlis és kevés gombdaldza fehérje
rontgendiffrakcios modszerrel meghatarozott knszabrkezete ismert. A haromdimenzios
homoldgia-modellezés leltsieget kinal szamunkra, hogy 6sszehasonlitast viégezgy

hipotetikus fehérje és mas mikroorganizmusokboireaad katalaz fehérjék kisérleti tton
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meghatarozott haromdimenzids szerkezetével. Eznebdszerrel egy j0 elméleti modell
megalkotasa valik leh&té, amely szamos informacioval szolgalhat a higaistfehérje
szerkezetére ésitkodésére vonatkozoan.

Tudasunk foka egy problémakoron belil a megalkototidell mirbségével
mérhet, ami kisérletekkel elldmizhett és elledrizendd. Modellezés tehat sziikséges
mind a kisérletek optimélis megtervezéséhez, minddsszeg§it adatokbol levont
kovetkeztetések értelmezéséhez és megértéselmmsi(Bées ZLEzNIkOw 1999). Az
altalanositd képesség (prediktivitas) a modell aképességét jelzi, hogy mennyire
pontosan tudja megjosolni az Uj eseteket, vagyismadell elméleti/gyakorlati
hasznalhatésagat mutatja. A kisérlettervezésbeadeliezés kulondsen jeldist azokon a
terlleteken, ahol a rendszerek és folyamatok méggrikombinatorikai jelleglkib
adodoan nagyszamu kisérletet igényelne. A molekukiiicsonhatasok minél pontosabb,
prediktiv modelljeit alkalmazo étetes sirés segithet felismerni azokat a kulcsfontossagu
kisérleteket, melyek sziikségesek az aktudlis prabl@degoldasahoz. A relevans és pontos
szamitdgépes modellek alkalmazhatok a laboratérkiséirletek kiegészitésekéntRiBsIC
eés ZLezNIKow 1999). A modell-relevancia kifejezés a feltételexehelyességére utal —
melyeknek dsszhangban kell lenniik a tanulmanygaatblémaval kapcsolatos legujabb
tudomanyos és technikai ismeretekkel.

A szamitogépes modellezés eleinte a kisérleti &statamogatd, kiegéséit
technoldgiaként kerilt élérbe, de jeledsége a szamitdogepek kapacitasanak aranyaban
nétt. Az olyan Uj megkdzelitési médok, mint példagemnomika vagy proteomika, a gének
és fehérjék kifejedésédl hatalmas mennyiségadatot allitanak 6l (AUFFRAY €s mtsi.
2003), ezek feldolgozasa a lehetséges Osszefugdgis@iasara mar csak szamitégéppel
lehetséges, ©0nall6 szamitdégépes tudomanyteriletektve életre (pl. filogenetika,
bioinformatika, stb.), gyokeresen U] eredményekkit élettudomanyok tertletén a
Kisérlettervezés szorosan Osszefonddik egy rersksratéled, heurisztikus
modellépitéssel, amiben a® ézervezet informatikai kdédrendszere, igy pl. aaielikus
vagy szabalyozé folyamatok héalézata, az egyes ifimdyak atomi-molekularis sziint
modellezésével integralodik, példaul a transzképcszabalyozas @&R és TAVAZOIE
2004), vagy az antigénfeldolgozas és prezentaciboWErR 2003), a molekula
h&dromdimenzios szerkezetének megalkotasa, aktivuoenmeghatarozasa (BOREOLETTI
és mtsi. 2009).

A szerkezet és funkcido egyértdlmmeghatarozottsdga miatt a bioldgiai

makromolekuldk, illetve molekularis rendszerek Indgdomenziés modelljeinek
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megismerése alapvefontossagu, emiatt napjainkbanstetjes fejbdés tapasztalhatdé a
DNS, RNS, fehérje- és szénhidratszerkezetek haroerdiios modelljeinek
meghatarozasa terlletén, mind kisérleti, mind athémodszerekkel. Az elméleti
modszerek, igy a fehérjeszerkezet homoldgia-mariedkel tortéh kiszamitasa iranti
igény egyre i, mivel a mddszerek pontossaga rohamosan javud ésedmény gyorsan, a
kisérleti modszerek anyag, eszkdz é8smerigényéhez képest (pl. rontgendiffrakcios
kristalyszerkezet meghatarozasa esetén ciklotib@ngagolhatd koltséggel megkaphato.
Az elméleti mdédszerek tovabbiselye, hogy a molekularis folyamatok atomi felbon#hss
tanulmanyozhatok, mig a kisérleti technikak ezio&hgiai makromolekulak esetében nem
teszik lehetvé.

Mindezek alapjan a fehérjék szerkezet-funkcié dssgsének vizsgalatdban az
elss lépés lehet a megfetel minésédi szerkezeti modell megalkotasa homoldgia-

modellezéssel, majd a modell vizsgalata a funkoratéa alkalmassag tekintetében.

3.5.Allatkisérleti modellek

Mint sok mas szisztémas mikozis esetében, igy @nalgzisok kialakulasaban és
lefolydsaban is fontos szerepet tolt be az allatlds modellszervezetekben végberhien
fert6zési folyamatok tanulmanyozasa. Az igy szerzetterstek, kilonds tekintettel a
korfejlodésre, fontos informaciot adnak a human szervemettigtérd fertozések
dinamikdjardél, valamint tampontot adnak a diagn&szta kezelés és a me@eds
szamara. Az esetek tdbbségében, zigomikézisok isadelezetben torténvizsgalatat
hasonl6 mddon lehet elvégezni, mint az aspergdlikzitanulmanyozasat, azonban a
kisérletek soran szemadl kell tartani azAspergillus spp. €s a jaromsporas gombak
kilénb6d voltéat.

Egy jO0 allatmodellben lezajlo féizési folyamatnak nagymértékben hasonlitania
kell a human szervezetben végbeth@artozés sok aspektusara: ilyenek példaul & ies
mértéke, a szervekben lezajlé korfolyamat mintgzdtarszovettani és fizioldgiai
valtozasok hasonlosaga. Kisérletek soradkeélist valasztandd modell az egér, viszonylag
olcs6, konny a fenntartasa, nagy mennyigégnformacio all rendelkezésre sok
szempontbdl, pl. koérélettan. Patkanya§ CuTsem és mtsi. 1988), tengerimalac
(BOELAERT és mitsi. 1993) és a nyul dSHI és mtsi. 1996, 1998) szintén gyakran
hasznalatos modellszervezet.

A jaromspéras gombak opportunista kérokozé szetekzeezért a Kkisérlet

megkezdése é&tt, gyakran szikséges a kisérleti allatok kulowb&zerekkel tortéh
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elokezelése, amely A4ltal a féres kialakuldsdhoz szikséges feltételeket lehet
megteremteni. llyen szerek példaul az immunszupi@skialakitasaban alkalmazott
citotoxikus reagensek, mint a ciklofoszfamid, vaglortikoszteroidok, példaul a kortizon-
acetat és a hidrokortizon @NDA és mtsi. 1999MALLIS és mtsi. 2010, WLDORF és mtsi.
1982). A diabétesz kivaltasara szolgélo kémiai grga alloxan, amelyet intraperitonedlis
injekcié form4jaban adagolnak ERHARDT és mtsi. 1981, RAND és mtsi. 1992) vagy a
streptozocin, amelyet intravénasan juttatnak beletokba (WALDORF és mtsi. 1984).
Gyakran hasznaljak a vaskelatolé deferoxamint, ark@tismerten hajlamosité tényea
zigomikdzisok kialakulasdban g& és mtsi. 1990,BRAHIMV és mtsi. 2007). Abban az
esetben, ha nagy mennyif§éggombaspérat juttatunk be intravénasangzetes
immunszupresszio kialakitasa nélkul is indukalhlatuiszisztémas fefzést, ugyanis
ilyenkor a gomba kodzvetlentl belép a vérarambayeds kell attbérnie magat a szervezet
védeked rendszerein.

A fertézések kialakitasaban fontos a megftelertézési atvonal megvalasztasa is.
Az intravénads modszer viszonylag gyors, technilgailkonnyen Kkivitelezhét |ol
reprodukalhaté. A tidhyulladas modellezésekor a légutakon keresztiérdriertézési
atvonal a legmegfelébb: spéra szuszpenzid ,belélegeztetése” vagy aatiathedlis
injekcié ajanlott, viszont technikailag nehezebbacsonyabb reprodukalhatésagot
eredményez. A rhinocerebralis mikdzis modellezéseko célszerv az agy, ilyenkor
intraszinusz injekcio vagy spoOra szuszpenzié ,begEttetése” az alkalmazott modszer
(REINHARDT és mtsi. 1981, RAND és mtsi. 1992). A zigomikdzisok leggyakoribb
megjelenési formaja a kisérleti allatokban adtézisztémas mikdzis és a rhinocerebralis
zigomikézis. Erdekesség hogy az utobbi mikézisfornggakran jelenik meg
ketoacidOzisban szenu&d diabéteszes betegek korében, melyet az Aallati&isérl
eredmények is jOl tikroznek.

Szamos Kklinikailag jeletis jaromspéras gombavalAl§sidia corymbifera, R.
oryzae, R. microsporus var. rhizopodiformis, R.iljusés Cunninghamella bertholletiae)
végeztek felizéses vizsgalatokat allatmodellekben. Jaromspéoisbgk vizsgalatara
hasznalt allatkisérleti modelleket a 1. tablazgtdipa dssze.

Az éallatmodell vizsgélatokkal kapcsolatos egyiklgéma, hogy dként kdrnyezeti
izoladtumokat hasznalnak. Klinikai és kornyezetild&omok eltéé jellemzikkel birhatnak,
az utébbiaknal hianyozhat néhany olyan fontos fakimely szerepet jatszik a virulencia

kialakitasaban.
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A kisérlet soran Ugyelni kell a felhasznalt allata@trecének, az alomnak, a tdpnak
és az itatott viznek a sterilitdsara. Az immunsesgzdlt allatok bakteridlis fé#ésének
elkerilése érdekében célszeraz itatovizbe antibiotikumot oldani, ez altalaban
trimethoprim-sulfamethoxazole 1:5 aranyu keveréke.

Zigomikézisos modellekben a kérszovettani elemzéselagyfoku figyelmet kell
forditani. A kisérleti allatok elhullasat koven azonnal el kell végezni a boncolast.
Szervek, beleértve a tddagy, mdj, lép, hasnyalmirigy €s a vesék ovattévelitasat
koveten, makroszkopos és mikroszkdpos vizsgalatok ebssgszilkséges. A szervékb
fixalast koveten metszeteket készitenek. Ezeket, a metszetekailki®ty modszerekkel
festik, ezaltal a szoveti metszetekben taldlhathlggfonalakat lathatova teszik. llyen
festési modszer példaul a PAS-festBsriodicacid-Schiff), amellyel a makromolekularis
szénhidrat komponenseket valnak lathatova. A PAS$erutinszéien hasznalt festési
eljaras a gombas férések esetén, &m a jaromsporas gombak altalabarfeséonek tul
jOl ezzel a mébdszerrel. A legmegféleb mddszer GMS festés (vagy Grocott festés), de
ezzel a modszerrel is valtozo festési eredményt&rble ebfordulhat, hogy maradnak
festetlen hifak is. A Calcofluor festés soran héé&oproblémaval talalhatjuk szembe
magunkat. Az immunhisztokémiai festések sordn alkabtt monoklonalis antitestek
segitségével j6 eredményt lehet elérmpisA és mtsi. 1999).

A fert6zést kialakito gomba jelenlétét és annak életk@pessa szervekben
tenyésztéssel is igazolni kell. A szervek eltaasiinal kilonds évatossaggal kell eljarni, a
keresztszennyédések megakadalyozasa érdekében. A szervek ettdwaili majd
homogenizaldsat kouwEn a szerv-szuszpenzidk taptalajra tditékioltasa altal
informaciot kapunk az adott szerv frdttségéadl. Ez a mddszer kvalitativ. Kvantitativ
elemzést fonalas gombak esetében nem tudunk végemyanis az esetlegesen
novekedésnek indult telepek szama nem a&Zég meértékeét tikrozi, hiszen a szervek
homogenizaldsa soran, a fonalas gomba még életki@palsokra torhet, igy &brdulhat,
hogy egyetlen fonal térmelékébtobb ndovekv telepet is kapunk. A mai napig nem all
rendelkezésiinkre megbizhaté modszer, amely szigaréae kvantitativ. Amennyiben a
fertozés sulyossaganak szeretnénk utana jarni hisztopato elemzéseket célszer

végezni.
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Elékezelés/
Fertog%i:lsgfgf\sznalt fogfée;m?gfe % Infekciés Utvonal Fert6zés-forma Publikacio
faktor
Athimuszos egér - . . . - o CORBELés
Absidia corymbifera Athimuszos allapot iv, ip, sc szisztémas EADES1977b
Egér Cunninghamella . . pulmonalis/ HONDA és
bertholletiae CPA/ szteroid It szisztémas mtsi. 1999
. N . . - CORBEL és
Mortierella wolfii nincs ic cerebralis mtsi. 19772
. . . . - WALDORF és
Rhizomucor pusillus szteroid in pulmonélis mtsi. 1982
s WALDORF és
: Diabétesz . -
Rhizopus oryzae : is cerebralis DIAMOND
(streptozocin) 1084
: Diabétesz : - WALDORF és
Rhizopus oryzae (streptozocin) in pulmonélis mtsi. 1984
Rhizopus oryzae Diabétesz in.io. iv. inhalacios pulmonalis/ VAN CUTSEM
RhiZopus micreosporus (streptozocin) 1PV, szisztémas és mtsi. 1988
var rhizopodiformis
Rhizopus oryzae Deferoxamine iv cerebralis ABElg;gqts"
Diabétesz .
Rhizopus oryzae (alloxan), is cerebralis Q?S/?Nfggsz
desferrioxamin )
. . . pulmonalis/ SUGAR és LU
Rhizopus oryzae szteroid in SzisZtmAS 2000
Terhes egér .- ) . ) N JENSEN és
Absidia corymbifera Terhesség iv szisztémas mtsi. 1995
borju - ) ) . N JENSEN és
Absidia corymbifera nincs iv szisztémas mtsi. 1993
Nydl Absidia corymbifera
Cunnlngh_amella Diabétesz REINHARDT és
bertholletiae . . ;
Rhizopus oryzae (alloxan) in cerebralis mtsi. 1981
Rhizomucor pusillus
Rhizopusspp.
: . ’ - szisztémas/ CORBEL és
Mortierella wolfii nincs iv,ic cerebralis EADES 1991
Absidia corymbifera nincs iv szisztémas SODTQZSGmtS"
Absidia corymbifera nincs in pul_mor)allls/ SODHI €s msi.
szisztemas 1998
- . . . pulmonalis/ SONDHI és
Absidia corymbifera nincs in SzisZtmAS mtsi. 1998-99
Absidia corymbifera CPA/ szteroid it pul'morjah’s/ SON.DH' s
szisztémas mtsi. 2000
Patkany i
Rh?zopus or'yzae Diabétesz in i, iv. inhalacio pulmonalis/ VAN CUTSEM
Rhizopus micreosporus (streptozocin) 1PV szisztémas és mtsi. 1988
varrhizopodiformis
Tengerimalac i
g Rh!zopus or'yzae Diabétesz in i iv. inhalacié pulmonalis/ VAN CUTSEM
Rhlzr(])_pus n(;l_?reogporus (streptozocin) 1P, WV, szisztémas és mtsi. 1988
var rhizopodiformis
Rhizopus microsporus
var. hizopodiformis nincs iv SZiSZtEMAS (;/SA’r\‘nt(;LiJTlSSl)ES'\AQb
Rhizopus oryzae ’
Rhizopus microsporus
var. tizopodiformis Deferoxamin iv szisztémas gﬁ%g??ggga
Rhizopus oryzae '
Rhlzopus MICTOSPOrus Desferrioxamin iv szisztémas BOEL.AERT es
var.rhizopodiformis mtsi. 1993
. . ) . . o BOELAERT és
Rhizopus microsporus Desferrioxamin iv szisztémas mtsi. 1994

1. tAblazat: Jaromspdras gombaferizések vizsgalatara hasznalt allatkisérleti modelleésszefoglalasa
(KaMEI 2001).
ic: intacerebralis; in: intranazalis; ip: intragenealis; is: intraszinusz; it: intratrachealis;
iv: intravénas; sc: szubkutan; CPA: cyclophosphamid
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4. CELKIT UZESEK

Munkank soran célulitztik ki a jaromspéras gombak kozé tart®ttvzopus oryzae
katalazt kodold génjeinekcdtl, cat2, cat3, caj4azonositasat és részletes molekularis
jellemzését, valamint a kédolt fehérjék szerkezmtidellének megalkotdsat. Ezért a
kovetke® konkrét célokatiiztuk ki:

1. A R. oryzae oxidativ stresszel szembeni érzékenységének vizsdg
kilénb6z6 tenyésztesi feltételek mellett, a gomba eli@életallapotaiban.
2. A kataladz gének szekvencia és filogenetikai elemees
3. A R. oryzae katalaz fehérjék 3D molekulamodelljének megalkotés
4. Az izolalt gének kifejeidésének vizsgalata
- A katalaz gének transzkripcidéjanak elemzése &l@xidativ viszonyok
esetén és a gomba kulonbdejlodési allapotaiban kvantitativ PCR (qPCR)
analizissel
- A kataldzok kifeje#désének vizsgalata izoenzim analizissel
5. R. oryzae ésR. microsporus altal kialakitott szisztémas fertzések vizsgalata
egészseéges es immunszupresszalt allati modellben

6. Kataladz delécids torzsek létrehozasa



Anyagok és modszerek 29

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletek soran alkalmazott torzsek

5.1.1. A kisérletek soran alkalmazott gombatdrzsek

Fajnév Torzsgyiijteményi szam | Megjegyzések
. Pyrl7: NRRL 395 izolatum ura
ROEEISEYEE SZMC 8100 auxotréf mutans térzse
Rhizopus microsporus SZMC 13647 -

2. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott gombatizsek

5.1.2. A baktérium-transzformacié soran alkalmazotttérzsek
A génklénozasi munkak soran &sherichia coliDH5a és TOP10Ftorzseket
hasznaltuk. A szubklénozasi és vektorépitési muip&aka pBluescript SK+ (Stratagene)

és a pUC18 (Fermentas) plazmidokat hasznaltuk.

5.2. Az alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenysztési koriilmények
5.2.1. Az alkalmazott taptalajok és tapoldatok
A gombatdrzsek fenntartasahoz és szaporitasahalmakott taptalajok:
Eleszi6-glukoz tapoldat/taptalaj (YEG): 1% D-gliikoz

0,5% éleszikivonat

1,5% agatéptalaj esetén
Malatas taptalaj (MEA): 1% D-glikoz
1% malatakivonat
0,5% éleszikivonat

2% agar

Baktérium torzsek fenntartdsahoz és szaporitasdlkalmazott taptalajok:
Luria-féle tapoldat/taptalaj (LB) : 1% NaCl

1% tripton

0,5% éleszikivonat

1,5% agar taptalaj esetén (pH 7,0)

(Mindkét esetben 100 pg/ml ampicillin antibiotikuralregészitettik ki a transzformans

torzsek szelekciojahoz).
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PEG-medialt transzformacid soran hasznalt taptelajo

Elesz6-pepton-glikéztapoldat (YPG): 1% D-gliikdz
1% pepton

0,5% éleszikivonat

Minimal taptalaj (YNB) : 1% D-gliik6z
0,15% (NH).SO,
0,15% Na-L-glutaminat
0,05% YNB
1,5% agar, fethgar esetén 1% agar
(amennyiben szikséges 0,05% uracillal kiegészitve)

A taptalajokat ozmotikus stabilizatorként 0,8 M dutollal egészitettik Ki.

5.2.2. Tenyésztési kortlmények

A gomba torzsek fenntartasa YNB és MEA taptalajon °@-on tortént,
kéthavonkénti atoltdssal. A gomba torzsek teny8szMEA vagy YEG téptalajon tortént
37°C-on.

A baktérium torzsek tenyésztése a meglelahtibiotikummal kiegészitett LB
tapoldatban/taptalajon toértént 3T-on. Felhasznalasig a baktériumsejteket 2Z0-on
taroltuk.

A genomi DNS kivonashoz a tenyészeteket YEG taploéa 3 napon keresztil
razatva neveltik, 377C homérsékleten. Az igy kapott micéliumtdmegetirgessel
gyijtottik, steril desztillalt vizzel tébbszor atmdstmajd -20°C-on fagyasztva taroltuk a
késsbbi felhasznalasig.

Az RNS kivonashoz a tenyészeteket YEG tapoldat@dftCIhomersekleten razatva
neveltik. A leoltastol szamitott 4 éra, 7 6ra valanl nap és 2 nap elteltével mintavétel
tortént. Az igy kapott micéliumtomeget ts@ssel gyijtottik, steril desztillalt vizzel
tobbszor atmostuk. A mosast koéem a micéliumot azonnal folyékony nitrogénben
feltartuk és RNS kivonast végeztink.

Osszfehérje kivonashoz és a kataldz teszthez adeeteket YEG tapoldatban
razatva neveltik, 37C homérseékleten. A leoltastol szamitott 4 6ra, 7 odamant 1 nap €s
2 nap elteltével mintavétel tortént. Az igy kapaticéliumtémeget sréssel gyijtottik,
steril desztillalt vizzel tdbbszor atmostuk.
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5.3. Az alkalmazott pufferek, oldatok és reagensek
Kompeten<E. colisejtek készitéséhez és transzformacidjahoz hastdatok:
100 mM Cad({ oldat, Hitve, tarolva
70% glicerin
TCM puffer : 10 mM Tris (pH 7,5)
10 mM CaC}
10 mM MgCb

Szinszelekcidéhoz:

X-gal: 20 mg/ml GH1g0sS dimetilformamidban oldva (Fermentas)
IPTG: 20 mg/ml G4H1sBrCINOg steril desztillalt vizben oldva (Fermentas)

Antibiotikum torzsoldat:

Ampicillin: 50 mg/ml steril desztillalt vizben old\Sigma)

E. colisejtekil torténs plazmid DNS tisztitdsdhoz hasznélt oldatok:
Sol I: 5mM glukoz

25 mM Tris (pH 8,0)

10 mM EDTA

RNaz 10 mg/ml
Sol 1l: 0,2 M NaOH

1% SDS

Sol lll: 3 M Na-acetat 75% jégecetben és 25% desztilidlien oldva (pH 4,5)
Plazmidtisztito kitek: Viogene Mini PlusTM PlasmitNA Extraction System (Viogene),
Viogene Midi Plus V100TM Plasmid DNA Extraction $gm (Viogene)

Genomi DNS tisztitashoz hasznalt anyagok:
Lizis puffer: 50 mM Tris HCI (pH 8,0)
20 mM EDTA

1% Na-lauril-szarkozin

PCI: fenol kloroform izoamilalkohol 25:24:1 aranyu leseke
ClI: kloroform izoamilalkohol 24:1 aranya keveréke
RN&z A (Sigma): 10 mg/ml térzsoldat

10 mM Tris-HCI

15 mM NaCl oldatban oldva
DNS tisztit6 kit: DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)



Anyagok és modszerek 32

Gomba RNS tisztitAsdhoz haszndlt anyagok:

Lizis puffer: 30 mM Natrium-acetéat (pH 5,2)
4 M guanidin-izotiocianat
1 M B-merkaptoetanol
DEPC kezelt desztillalt viz
3 M Nétrium-acetat oldat (pH 5,2)
RNS tisztito kit: E.Z.N.A. Fungal RNA Kit (Omegadtek)

Gélelektroforézishez hasznalt anyagok:
TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6)
1 mM NgEDTA
Agar6z gét 0,8 vagy 1% agar6z TAE pufferben oldva

Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer : 40% szachar6z

0,25 M bromfenolkék

0,2 M EDTA (pH 8,0)

6x DNS mintapuffer (Fermentas)
Molekulasuly marker: 1 kb DNS létra (Fermentas)

Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformazidhsznalt oldatok:

Protoplasztal6 oldat 100 mM Na-foszfat puffer
0,8 M szorbitol
1,5% csigaenzim
Na-foszfat-puffer (100 mM} 25 mM NaHPO,
75 mM NahBPO,
SMC puffer: 50 mM CaCl
10 mM MOPS
0,8 M szorbitol
PMC puffer: 40% PEG 4000
10 mM MOPS
0,6 M szorbitol
50 mM CaC}
PEG: 60% polietilén glikol HLOCHCH,)nOH
MOPS: 0,5 M 3-morfolino-propanszulfonsav
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Az izoenzim analizishez alkalmazott oldatok:

Fehérjekivonas
Extrakcids puffer: 0,37 M Tris/HCI
1 mM EDTA
5 mM 2-merkaptoetanol
1% Triton X-100 (pH 7,5)
Mintapuffer : 30% glicerin
0,01% bromfenolkék

Gélkészités
1. Elektréd puffer torzsoldat (10x): 2,88% glicin
0,6% Tris (pH 8,3)
2. Szeparalogél puffer térzsoldat 36,6% Tris (pH 8,9)
3. Gyiijt 6gél puffer torzsoldat 4,54% Tris (pH 6,8)
4. Szeparalogél torzsoldat39% akrilamid + 1% bisz-akrilamid

5. Gyiijt 6gél torzsoldat 38% akrilamid + 2% bisz-akrilamid

Az izoenzim gélek Osszedllitdsa:

A/ Szeparalogél: B/ Gyijtogél:
7,5% 4%
2. 18,75 ml 3. 10 ml
4, 28,84 ml 5. 5,26 mi
d. viz 102 mi d. viz 34,42 ml
TEMED 0,075 ml TEMED 0,075 ml
PER 40 mg PER 30 mg
150mi 50 ml

Eqgyéb felhasznalt anyagok és reagensek:

Ciklofoszfamid monohidrat (Sigma)

Foszfat puffer séoldat (PBS) (Sigma)

Pen-strep oldat (Sigma)

Sulfamethoxazole (Sigma)

Trimethoprim (Sigma)

H,0, (Sigma): 33%-0s térzsoldat

K3(CN)e (Reanal): 1 M torzsoldat steril desztillalt vizbadva
FeCk (Reanal)
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5.4. A kisérletek soran hasznalt indité szekvencidk

Munkank soran specifikus primereket terveztiink Aoryzaekatalazgének promaoter
és a terminalis régioinak felszaporitdsara. A haszmprimerek szekvenciajat, a
felszaporitott termékek méretét, és a specifikuska®t biztosito primerek bekotési
hémérsékleteit a 3. tdblazat foglalja 6ssze.

A R. oryzaekatalaz gének transzkripcidjanak valds idefReal-Time) kvantitativ
PCR (gPCR) modszerrel végzett elemzéséhez haspwadifikus primereket a 4. tablazat
tartalmazza.

PCR primer e Felszaporitott PCR termék | Bekotési

parok kataldz génszakasz | mérete (bp) | hém. (°C)
9804 catl tttcgagctactgctggtgectg* catl 5’ 805 62,75
9804 cat2r ttccgecggecgtegttgaccaacttgag (catlgéneleje) 68,37
RhOcatl dwl ttcctcgaggcaagcagcaatat* catl 3 803 65,27
RhOcatl dw2r ttcggtaccgtactgctattcgat* (catldw) 59,27
RhOcat2 upl ttcgagctgcattagatcatagtgcat* cat2 5 126 60,12
RhOcat2 up2r ttcgcggcecggtgtacataatgatt* (cat2up) 63,27
RhOcat2 dwl ttcctcgagcegctgtaatcatta* cat2 3 846 59,31
RhOcat2 up2r ttcggtaccgcegttcaggtattcta* (cat2dw) 61,11
RhOcat3 upl ttcgagctecgtggtagacttcgt* cat3 5’ 867 61,35
RhOcat3 up2r ttcgcggcgcegatgtctatcttat* (cat3up) 62,30
RhOcat3 dwl ttcctcgagatcacctatggtttccat* cat3 3 934 60,59
RhOcat3 dw2r ttcggtaccgtcggatgtgaacat* (cat3dw) 61,82
Rcat 1E atgagttagacgattgata cat5’cat’ 1201 44.4
Rcat 6C attatgagcagtcgcagctt (cat4up+gén eleje) 54,4
Rcat| 3 ggatcgatgtcaatcaagctagcga cat’cat3’ 1495 59,2
Rcat 14 tcaattgtgttgtaaaacctgtaggt (cat4gén vége+dw) 55,9

3. tdblazat: A PCR alapu technika soran &R. oryzae katalaz gének promoter és a terminalis régidinak
felszaporitdsahoz hasznalt specifikus primerek, fetaporitott termékek neve és mérete, primer
bekdtési imérsékletek.

*az alahuzott szakasz a restrikcios enzimek hasly@tjeldli.
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PCR primer e Felszaporitott PCR termék | Bekotési
parok kataldz génszakasz | mérete (bp) | hém. (°C)
retioaf 7 acc ctg ata ctc acc gtc atc gt 67,81
. catl 87
retiO4r 8 cgc tga tga tta gag aca cgg ¢ 67,73
reti26f 3 cct gat gga acc tca tcc cge t 68,53
. cat2 105
reti26r 4 gca acg gcc tta cca gag aca 67,69
reti27f 9 ctt ttg ttc gct tct cta ccg tcc 65,52
. cat3 115
reti27r 10 ggc atc cag atc cca gtt tcc 65,27
retiosf 1 aca agc ctg aac ctg ttt ctc ccq 68,45
) cat4 97
reti9sr 2 agc ttc ttg cca tgt ttg cct ctc 67,96
reti-aktin f1 gcc att caa gct gte ctt tce ) 64,23
L aktin 72
reti-aktin r2 cca tca cca gag tca aga acg 64,32

4. tablazat: A R. oryzae kataldz gének transzkripcidjanak valos ideji (Real-Time) kvantitativ PCR

(qPCR) modszerrel végzett elemzéséhez hasznalt Sfikas primerek.

5.5. A kisérleti munka soran osszedllitott transzfonalo vektorok
A négy katalaz gént PCR technika segitségével dptwitottuk és szabalyoz6
régidival egyutt pBluescript SK+ plazmidba (Stratag) klénoztuk. A kodolé részt
hatérol6 szakaszokat hasznaltuk adkésekben a transzformal6 vektorok létrehozésara.
A transzformansoknak hordozniuk kell egy szelekcidiztosito gént.

Rendelkezéstinkre allt egy uracil auxotréfiaval reeekettR. oryzaemutans torzs (RA-

99-880), illetve az ezen auxotréfiat komplement@én az orotidin-5monofoszfat

dekarboxildzt kdédolpyrG gén (BNITO €s mtsi. 1992) pBluescript SK+ vektorba épitve
(PEPM901, ENITO és mtsi. 1992).
A plazmidok ampicillin rezisztencia gént tartalmadezta vektort hordozd. coli

torzsek szelekciés markereként.

A katalaz delécios torzsek Iétrehozasahoz épigtiovok:

= A pLBcatl plazmid esetén 8. circinelloides pyrG gént aR. oryzae catl
(RO3G_09804.3) kataldz gént hatarolo régiok kozée#fink pBluescript SK
vektorban.

= A pLBcat2 plazmid esetén &I1. circinelloides pyrG gént aR. oryzae cat2
(RO3G_09026.3) kataldz gént hatarolo régiok kozée#fink pBluescript SK
vektorban.
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= A pLBcat3 plazmid esetén 8. circinelloides pyrG gént aR. oryzae cat3
(RO3G_09027.3) kataldz gént hatarolo régiok kozée#fink pBluescript SK
vektorban.

= A pLBcat4 plazmid esetén 8. circinelloides pyrG gént aR. oryzae cat4
(RO3G_16995.3) katalaz gént hatarol6 régiok kdoztetpnk pUC18 vektorba.

5.6. Vizsgalati modszerek
5.6.1. Genomi DNS tisztitasa

A jaromspéras gombak genomi DNS-ének kivonasadhozicgliumot folyékony
nitrogénnel dérzsmozsarban elporitottuk. A feltaitéliumhoz grammonként 2,5 ml lizis
puffert adtunk és a homogén allapot eléréséig nttgibkevergettik. RNaz-t adtunk a
homogenizatumhoz (20g/ml koncentracioban), majd a lizisieégitéséhez 15-20 percig
65 °C-on inkubaltuk, majd szobémmeérsekletre torténhités utan centrifugaltuk (8000 g,
10 perc, 4C). A fellliszdéhoz azonos térfogatt PCI-t adturdutén 4°C-on 2-3 6ran at
enyhén razattuk (45 rpm). Centrifugalas (8000 g,p&bc, 4°C) utan a vizes fazishoz
kétszeres térfogat@6%-osetanolt adva a DNS-t 30 percig -7C-on kicsaptuk, majd
centrifugalassal (13000 g, 20 perc, °@) killepitettik. A csapadékot vakuum alatt

beszaritottuk, majd 2@ desztillalt vizbe visszaoldottuk . TORRIAGA €s mtsi. 1992).

5.6.2. RNS tisztitaRR. oryzae-bél

Az 0ssz-RNS kivonashoz a sporakat és a micéliubtékony nitrogénnel
dorzsmozsarban elporitottuk. Az RNS tisztitast ZzNEA. Fungal RNA Kit (Omega Bio-
NanoDrop spektrofotométerrel és ND-1000 V prograh8.0. verzio) segitségével 260

nm-en mértik. A mintakat tovabbi felhasznéalasig®ZGon taroltuk.

5.6.3. DNS gélelektroforézis

A nukleinsavak elvélasztdsara agar6z gélelektrafstr@lkalmaztunk. A mintékat
1/5 mennyiséfy mintapuffer hozzaadasa utan 0,8 illetve 1%-0s @GHBAE gélen
elvélasztottuk (80 V, 1-1,5 6ra). A nukleinsavakiett¢blasa etidium-bromidos festést
koveten (0,5ug/ml) UV fényben tortént. A fragmentumok méretémagghatarozasadhoz

1 kb-os illetve pUC mix molekulasuly markereketrfRentas) hasznaltunk.
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5.6.4. DNS izolalasa agar6z géib

A PCR és a restrikcios emésztések soran kapott foé¢nentumokat tartalmazo
gél részletet steril szikével UV lampa alatt vagkula 0,8% agarézt tartalmazo gélbA
kivagott géldarabbél a DNS-t a DNA Extraction KEefmentas) vagy a Gel-M Gel
Extraction System (Viogene) kit segitségével nyertki a gyartdé utasitdsainak
megfeleben.

5.6.5. PCR technikak

A kisérleti munka soran tobbféle PCR mddszert hétank. Az amlifikdlasohoz
T3 Thermocycler (Biometra), valamint MJ Mini (BicaR) készulékek alkalmaztunk. A
Real-time PCR esetében C1000 Thermal Cycler-t CFR88l-Time System detektalo

rendszereket alkalmaztunk.

Génklénozashoz, vektorépitéshez alkalmazott rekdidmények

A reakciokat Long PCR enzim mix (Fermentas), vagypla-Taq DNS polimeraz
(ZenonBio) kitek segitségével mértik 6sszquPBégtérfogatban. A PCR reakciok soran a
kotodési és a lanchoszabbitastkdt az adott primerekhez, illetve a vart fragmentum

hosszhoz igazitottuk.

A catl, cat2, cat3 kataldgének hatarol6 régidinak klbnozasakor a PCR réalejyek
Osszetétele:

20-50 ng genomi DNS

0,4 uM specifikus primer |

0,4 uM specifikus primer I

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Long PCR puffer MgGtlal (Fermentas)

1,25 U Long PCR enzim mix (Fermentas)

A PCR reakci6 korulményei:

1. 94°C, 3 perc 1 ciklus denaturalés
2 94°C, 20 mp 5 ciklus denaturalés
3 38°C, 1 perc primer kéteés
4, 72°C, 5 perc lancszintézis
5 94°C, 20 mp 5 ciklus denaturalas
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6. 43°C, 1 perc primer kéteés
7. 72°C, 5 perc lancszintézis
8. 94°C, 20 mp 25 ciklus denaturalas
9. 50°C, 1 perc primer kétés
10. 72°C, 5 perc lancszintézis
11. 72°C, 10 perc végdancszintézis

A cat4 katalazyén klonozasakor a PCR reakcidelegy 6sszetétele:
20-50 ng genomi DNS
0,4 uM specifikus primer |
0,4 uM specifikus primer Il
0,4 mM dNTP mix (Fermentas)
1x Dupla-Tagpuffer (ZenonBio)
2,5 mM MgCb (ZenonBio)
2 U Dupla-TagDNS polimeraz (ZenonBio)

A PCR reakcio kérilményei:

1. 94°C, 2 perc 1 ciklus denaturalas

2. 94°C, 30 mp 10 ciklus denaturalas

3. 56°C, 1 perc primer kétés

4. 72°C, 3 perc lancszintézis

5. 94°C, 30 mp 20 ciklus 5 sec denaturalas

6. 56°C, 1 perc primer kéteés

7. 72°C, 3 perc lancszintézis

8. 72°C, 10 perc 1 ciklus végsancszintézis

cDNS szintézis (reverz transzkripcid)

Az RNS mintakat DNaz kezeltik a gyarto utasitasaisiz

1 ug RNS

1x-DNaz puffer (2,5 mM MgGtdal)
1 U RNaz inhibitor

1 U DNaz (Fermentas)

Az elegyet 30 percig inkubaltuk 37TC-on, ezt kdvéien 5 mM EDTA-t adtunk
hozza a reakcio leallitasara, majd 10 percig@®mn tovabb inkubaltuk. A DNaz kezelést

koveben ellerdrzé6 PCR reakciot mértiink dssze a kezelés hatékonysaggtlva ezzel.
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A DNa&z kezelést kbvéen az RNS mintakbdl a reverz transzkripciot ReviertA
Premium First Strand cDNA Synthesis Kit-el (Fernaaitvégeztik a gyartd utasitasai
szerint.

0,1-100ug RNS

5 uM oligo (dT)g vagy random hexamer primer

1 mM dNTP mix
A mintakat 5 percig 65°C-on kezeltik, majd 4°C-ra Hit6ttik. A tovabbi
reakciokomponenseket adtunk hozza:

1x RT Buffer

20 U RNaz inhibitor

200 U RevertAid Premium Enzyme Mix Reverse Traméase enzim
A reakcioelegyet 10 percig 2&-on kezeltik, majd 60 perc 4€-on inkubaciot kovéen

5 percig tarté 88C-os kezeléssel allitottuk le a reakciot.

Valds ideli PCR reakcidk transzkripciés szintek meghatarozisah

A reakciokat Maxima™ SYBR Green Master Mix segitséd (Fermentas) mértik

ossze. A relativ transzkripciés szintek szamitasa*¥' modszerel tortént (ak és
SCHMITTGEN 2001).

A reakciok 6sszemérése ghveégtérfogatban tortént 96 lyuku lemezeken

20-50 ng cDNS

0,4 uM specifikus primer |
0,4 uM specifikus primerll
1x SYBR Green Master Mix

A valos ideji PCR soran alkalmazott reakciékorulmények:

1. 95°C, 3 perc denaturalas
2. 95°C, 15 mp 40 ciklus denaturalés
3. 60°C, 30 mp primer kédés
4 72°C, 30 mp lancszintézis

Melting curve analizis:

1. 95°C, 3 perc 1 ciklus
2. 65°C, 2 perc 1 ciklus
3. 55°C -95°C 10 masodperc 0,5 -onként emelkailhémérséklet



Anyagok és modszerek 40

5.6.6. Génklénozas soran alkalmazott médszerek
Restrikci6s emésztések, ligalas

A restrikcidos emésztéseket, ligalasokat a standaédiszerek szerint végeztik
(SAMBROOK €s mitsi. 1989) mindig az adott kérilményekhez roplizalva. A DNS
fragmentumokat pBluescript SK+ (Stratagene) vagyCp8 (Fermentas) klénozo6
vektorokba ligaltuk. A PCR reakciobol szarmazo fagtumok tisztitasat PCR-M Clean
Up System (Viogene) kittel végeztik. A ligalast DANS ligazzal (Fermentas) 16 6ran

keresztil 16C-on végeztik, majd 10 perces, €50s lbkezeléssel allitottuk le a reakciot.

7 ul DNS fragmentum

1 pl pBluescript SK+ plazmid

1 pl T4 DNS ligaz puffer (Fermentas)
5 U T4 DNS ligaz enzim (Fermentas)

Plazmid DNS tisztitasa

Az ampicillin tartalma (7ug/ml) LB tapoldatban nevelt transzformans sejteket
centrifugalassal (8000g, 2 perc) killepitettlk, anajtapoldat eltavolitasa utan a sejteket
150 pl Sol | oldatban felvettik, felszuszpendaltuk éspércig szobatmérsékleten
inkubaltuk. A mintdkhoz 20Ql Sol Il oldatot adtunk, majd 10 percig jégen ataigytuk.

A sejtek szétesesét koven a fehérjeket 1501 Sol Il oldat hozzdadasaval kicsaptuk ki,
ezt kdveben 15 perc, 4C-on inkubaltuk. Majd centrifugalassal killepitétidi fehérjéket
(8000 g, 10 perc). A mintak feltluszéjabol a pladNS alkoholos tisztitast és szaritast
koveen vizben oldottuk. Az igy kitisztitott plazmid DN$ovabbi plazmid konstrukciok
létrehozAsanal hasznéltuk fel. Esetenként a VioddineM ™ Plasmid DNA Extraction
System (Viogene) kit-et is haszndltuk, a gyartésitésai szerint. Nagyobb mennyigég
plazmid DNS kinyerését transzformalasi kisérletekheViogene Midi-v108¥ Plasmid

DNA Extraction System (Viogene) gyari kit-tel végjidkz

5.6.7. DNS szekvenciak meghatarozasa és elemzése
A klénozott DNS fragmentumok szekvenalasa az MTAededi Bioldgiai
Kbdzpontjaban tortént. A DNS szekvenciak eflerését a Chromas program (1.5 verzio,

Technelysium) segitségével végeztBkDNS szekvencidk ellémzése a Chromas program
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segitségevel tortént, mig a nukleotid szekvencrétizisét az NCBI BLAST 2 programjanak
segitségeével végeztik (http://blast.ncbi.nim.niBtast.cgi).

A gének nukleotid és a kddolt fehérjék aminosawesutjének elemzésére az
.EXpasy” proteomikai szerveren (http://www.expasy.chozzaférhét programokat
hasznaltuk. A fehérjék alap¥eparamétereinek szamitasara a ProtParansTGGER €s
mtsi. 2005), a szignalpeptidek megallapitdsara gne® (BENDTSEN és mitsi. 2004)
programokat hasznaltuk. A fehérjék doménjeinek étivamainak hasonldésag alapjan
tortérd predikcidja a Motif Scan (MyHits) program segitéegl tortént (RGNI €és mitsi.
2007).

5.6.8. Kompeten<. coli sejtek készitése

E. coli TOP10F torzsének 14 o6ras LB tapoldatban nevelt tenyéls&eBmi-t 30
ml LB tapoldatba atoltva a baktériumokat £&= 0,6 értek eléréséig novesztettik (200
rpm, 37°C). A tenyészet 15-15 ml-ét centrifugaltuk (216A.@,perc, 4C), majd a sejteket
azonos mennyiség4 °C-os, 100 mM-os Cagloldatban felszuszpendaltuk. Azélebi
miiveletet megismételtik, majd a 100 mM-0s;Gos CaCl oldatban felvett sejteket 1
oran at jegfurdben inkubaltuk, ezt kovéen ujra centrifugéltuk (2160 g, 10 perc;@). A
kitlepedett sejteket 1/20 térfogatu, 100 mM-os 2Piterol tartalmu hideg Cagbldatban
szuszpendaltuk fel és 2@0 mennyiségenként Eppendorf csévekbe osztottuk széket -

70°C-on fagyasztva taroltuk.

5.6.9.E. coli sejtek transzformacioja

A baktériumok transzformécidjat aa8BROOK és mtsi. (1989) altal ismertetett
mabdon hajtottuk végre. 200l fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen feldtatsunk,
majd 5-10ul ligatumot (plazmidot) és 10Ql TCM puffert adtunk hozza. Osszekeverés
utan 25 percig jégen inkubaltuk, ezt ket 3,5 perces 37C-o0s lbsokkot alkalmaztunk,
majd a mintakat 10 percig szolamérsékleten allni hagytuk. A mintakbdl kiloniboz
mennyiségeket szélesztettiink 10§'ml ampicillint tartalmazo6 LB taptalajra 40 IPTG

(20 mg/ml, Fermentas) és 40X-gal (20 mg/ml, Fermentas) jelenlétében.

5.6.10. ProtoplasztképzéR. oryzae-bél
A protoplasztaldshoR. oryzaeuracil auxotrof torzs MEA taptalajon nevelt 4 napo

tenyészetdl steril desztillalt vizzel mostuk le a sporangiosikat. Majd a tdmeény
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spéraszuszpenziébdl YEG taptalaj felszinére hetyezelofankorongokra oltottunk
oltékorong segitségével. A tenyészeteket 14-16 Okéresztil inkubaltuk 37°C
hémérsékleten. A celofanon nevelt fiatal telepeketqulasztalé oldatba helyeztiik, majd 3
oran at 28C-on protoplasztaltuk. A sejtfal oldasara a pradsptald oldathoz 1,5% sajat
készités, csigaenzimet adtunk. Majd a keletkezett protgtdsat elvalasztottuk a
micélium térmelékil, steril gézen valé atfréssel. Az atdmt protoplasztokat mostuk
SMC pufferrel, majd centrifugaltuk (2160 g, 15 pet€C). Ismételt SMC pufferrel tortén
MOosas utan a protoplasztokat Ujra centrifugéltukii®epitett protoplasztokat 2Q0 SMC

pufferben vettik fel, majd Burker kamraban megluatiiuk a protoplasztok szamat.

5.6.11. Gomba protoplasztok PEG-medialt integrativranszformacioja

Az altalunk alkalmazott modszer a van HeeswijckRéscero (1984) altal leirt
PEG-medialt transzformacié moédositasa. A micéliumtéegtisztitott, SMC pufferrel
atmosott protoplasztokat 2Q0 SMC pufferbe vettik fel. Ehhez hozzaadtuk a restrs
emésztéssel linearizalt transzformald DNS-t (kbud). A transzformacio ékegitése
érdekében 2@l PMC-t adtunk a protoplaszt-DNS keverékhez. Eztetien a mintakat 30
percig jégen inkubaltunk. Ezutan tovabbi 2,5 ml PRi@fert adtunk a protoplasztokhoz,
majd azt szobamérsékleten 25 percig inkubaltuk. A protoplaszt&&ml SMC pufferrel
higitottuk, majd centrifugaltuk. A killepedett sdjt 0,8 M szorbitot tartalmaz6é YPG
tapoldatban regeneraltattuk 26-on 30 percig, majd mostuk SMC pufferrel. A kilitept
sejteket 1 ml SMC pufferbe vettik fel és 0,8 M &ittal kiegészitett YNB fedl agarral
0sszekeverve 0,8 M szorbitot tartalmazé YNB tapéita ontottik. A csészéket 3T-on
inkubaltuk.

5.6.12. In vitro oxidativ stressz kisérletek

Hidrogén-peroxidltal kivaltott stressz hatasanak vizsgalata mitaotemezen:

A leoltast 96 mintahelyet tartalmaz6 mikrotiter kran végeztik el. Az egyes
mintehelyekre 100-10Qul hidrogén-peroxiddal kiegészitett tapoldatot (YES YNB)
vittiink fel, majd ehhez 100-1Qd tapoldatban elkészitett sporaszuszpenziét ohikttidz
alkalmazott inokulum tdménysége®l¥péra/ml voltR. microsporugsR. oryzaeesetén is.
Az alkalmazott hidrogén-peroxid koncentraciok a p0@erfogatban a kdvetkék voltak:
0,078 mM, 0,152 mM, 0,312 mM, 0,625 mM, 1,25 mMg InM, 1,75 mM, 2 mM, 2,5
mM, 3 mM és 5 mM. A leoltott lemezeket 3T-on inkubaltuk, majd 24, 48 és 72 6ra
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elteltével, Jupiter HD fotométer (ASYS Hitech GmbEg DigiRead program (1.2.0.2.
verzio) segitségével 620 nm-en mértik a mintdkkaptilenzitasat. A kapott ertékekb
kivontuk a tapoldat szine altal mérbiehatteret. A nodvekedés gatlas mértékének
meghatarozasahoz hasznalt kontrollok esetébencddtdpk nem tartalmaztak hidrogén-

peroxidot. Az igy mért ndvekedést vettilk 100%-nak.

Hidrogén-peroxidltal kivaltott stressz hatdsanak vizsgalata tajal

A vizsgalatokat YNB taptalajon 90 mm atrégr Petri csészén végeztilk Robbertse
és mtsi. (2003) szerint. A taptalajhoz a sterilek@vethen adtuk a hidrogén-peroxidot a
kivant koncentraciokban, melyek a kdveilexoltak: 0,0625 mM, 0,125 mM, 0,25 mM,
0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, 1,5 mM, 2 mM, 2,5 mM, 3 mM. megszilardult taplemez
fellletének kdzéppontjaba 3 mm atgjérmicélium korongot helyeztiink. A mintakat 37

°C-on inkubaltuk, majd 24 és 48 o¢ra elteltével mégtoatuk a telep atmé.

5.6.13. A spora csirdzas vizsgéalata

R. oryzaeuracil auxotréf torzs csirazasi dinamikajat YEGdi@atban tortéh
leoltast kdveten, 37°C-on 200 rpm-en razatott tenyésztése mellett, bztidk meg. 10
db sporat oltottunk 100 ml YEG tapoldatba, valandi®® ml 1,5 mM hidrogén-peroxiddal
kiegészitetY EG tapoldatba. A tenyészétboranként mintat gyjtottink és mikroszkopos
vizsgélat ala vetettik. A sporék csirazasanak dikgat fotokkal dokumentaltuk.

5.6.14. Katalazok aktivitasanak meghatarozasa

Fehérje kivonas:

A R. microsporusés R. oryzaeuracil auxotréf térzs MEA taptalajon 3 napon
keresztil nevelt tenyészet€steril desztillalt vizzel mostuk le a sporangiésikat, majd
16 db spérat oltottunk 200 ml YEG tapoldatot tartahdidombikba. A stresszhatas
vizsgalata 1,5 mM hidrogén-peroxiddal kiegésziG tapoldatban zajlotlenyésztési
kortlmények: 200 rpm, 37C minden minta esetében. A frissen szlretelt nuio@i
folyékony nitrogénben, kvarchomok jelenlétében dizeasoltik, majd 2,5 ml jéghideg
PBS puffert adtunk hozza. Kéndésvevel megkevertik, ezutan néhany percig jeges
vizfurdében inkubaltuk. Az extrahalast kogeh a mintat £C-on 30 percig centrifugaltuk
(10000 g). A centrifugalast utan a fellluszot 6gato lepipettdztuk, agy hogy micélium

térmelék ne kerlljon bele. Az igy kapott mintatedhfisznalasig -20C-on taroltuk. A
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mintak 6sszfehérje koncentraciéjat NanoDrop spéiiométerrel és ND-1000 V program
(3.3.0. verzid) segitségével 280 nm-en mértuk.

Katalaz teszt

A kataldz teszthez Catalase Assay Kit-et (Calbiogheasznaltunk. A kit a katalaz
aktivitadst a metanolbdl a kataldz segitségévelogién-peroxiddal kégds formaldehid
mennyiségének meghatarozasaval méri. A protok@jadaszamolt enzim aktivitasokat a
mintaebkészitésbl adodo higitassal szoroztuk (2,5 ml/20 ul) és heglves micélium

tomegre vonatkoztatva specifikus aktivitast haténoz meg.

5.6.15. Izoenzim analizis

Fehérje kivonas:

Az alkalmazott térzsek és a tenyeésztési korilméngegegyeznek a 5.6.14.
pontban leirtakkal. A mintagijtést koveten 1,5 gramm micéliumot folyékony nitrogénbe
azonnal lefagyasztottunk és kvarchomok jelenlété&zénd6rzsoltik, majd 2.5 ml jéghideg
extrakcidos puffert adtunk hozza. Kemksvevel megkevertik, ezutan néhany percig
jeges vizfurdben inkubaltuk. Az extrahalast kégeh a mintat 4°C-on 30 percig
centrifugaltuk (10000 g). A centrifugalas utan #lligszot (fehérjekivonatot) Gvatosan
lepipettaztuk, ugy hogy a micélium térmelék ne Kéni a fel$ fazisba. A mintak
verzid) segitségével 280 nm-en mértik. Mérést Kireta fehérjemintdkat extrakciés
puffer hozzaadasaval azonos tomeényisegallitottuk be. Ezt kdvéen 1:3 aranyban
mintapuffert adtunk a fehérje kivonatokhoz, alaposievertiik. Az igy kapott mintat a

felhasznalasig -20C-on taroltuk.

Fehérje gélelektroforézis:

A fehérje mintadk izoenzim analizisét poliakrilamigtlen torted elvalasztassal
végeztuk. 100-10@l mintat vittiink fel a gélre. Az elvalasztas, rowfuttatas utan (15
perc, 240 V), alland6 feszlltség mellett (220 V) drdn at tortént. Minden kisérletet a
Protean Il vertikalis elektroforézis rendszerbeio{Bad) végeztink 1:800x160 mm-es

géllapok alkalmazéasaval.
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Enzimaktivitds detektalas:

Az Uveglapok kozil eltavolitott g&lba gyijtogélt levagtuk és a szeparal6 gélt, a
WOODBURY és mitsi. (1971) altal kidolgozott ferricianidostdaz ebhivasi modszerrel
festettik meg. A gélt desztillalt vizben mostukx(35 perc), majd szobémérséekleten
0,003% HO,-ot tartalmazd desztillalt vizes oldatban inkubléltaO percig. Gyors
desztillalt vizes oblitést kowén, a gélt 2% Fegt 2%K3(CN)s oldatba helyeztik, majd
sotétben 10 percig allando razatas mellett inkukazt kbveben a gélt desztillalt vizben

haromszor mostuk. A katalaz aktivitast s6tétzokténédn megjelefisarga savok jelezték.

5.6.16. Allatkisérlet

Immunszupresszio

A kisérlethez 6-8 hetes CFLRstény egereket hasznaltunk, atlagsulyuk 25-28 g
kozott volt. Gombattrzsenként 10-10 db egérrel alrtignk. A vizsgalat 12 6ra s6tét és 12
ora megvilagitott napi periodus mellett zajlott, Z50s teremben, a bearamlo letess a
terem leve@jének allandé sterilizalasa mellett. A ketrecekagsalom patogénmentesités
utén keriltek felhasznalasra. (Ketrecek feluletictéenitovel lettek patogénmentesitve, az
alom 12 oran at UV lampaval volt kezelve). Drogukdlta immunszupressziét valtottunk
ki a CFLP egerekben. A féést megéizéen, a -3., -2. és -1. napon, valamint aésest
koveb +1. napon 200 mg/kg ciklofoszfamiddal oltottukalatokat intraperitonealisan. A
kontroll csoport és az abszolut kontroll csoporSRRIfferrel (foszfat-puffer) lett oltva. Az
oltdsokat megékéen, minden egyed sulyat lemértik, ennek medfetel lett az
immunszupressziv anyag dozisa meghatarozva és ladeger. Bakterialis fefzések
elkertilése érdekében trimetoprim-szulfametoxazactBm; 600 mg/l viz) 1:5 aranyu
keverékét adagoltuk az immunszupresszalt allatékoklg sterilezett itatd vizébe, (a

kontroll egér csoportok steril csapvizet kaptalGtben hozzaadasa nélkul).

Infekcio

A 0. napon inhalaciés mddszerrel &atilk az allatokat 1T0spéra/25 pl/egér
(CHANG és mitsi. 1998). A fer6zést R. oryzae uracil auxotréf térzs, valaminR.
microsporustdrzs sporangiosporaval hajtottuk vegre. A konteggr csoporR. oryzae
uracil auxotréf torzsével lett féidve. Ezen felll egy abszolat kontroll csoportot is
alkalmaztuk, amely PBS puffert kapott intraperitéiiee infekcié soran 20 ul PBS puffert

inhalaltattunk (sporaval nem lett fézwe).
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Infekcid vizsgalata

Az infekciot kdveben az egyedeket azskisérletek alapjan meghatarozott napokon
boncoltuk fel. A szerveket lemértik és PBS puffarlt@roltuk 4C-on a boncolas
végeztéig. Majd a szervellh szervszuszpenzidt készitettiink Uveg homogenizdio
Tomeény mintakbdl és azok 10x-es higitasabol pdinigtreptomicinnel kiegészitett YEG

taptalajra 10Qul-t szélesztettiink. 12 6ran at°&€#on inkubaltuk a csészeket.

5.6.17. A katalaz gének filogenetikai elemzése

A filogenetikai elemzést egyrészt az NCBI GenBandkibtoltott monofunkcionalis
kataldzok aminosav sorrendjével végeztik, maseeBztoryzae a M. circinelloidesés a
Phycomyces blakesleean(iBoE Joint Genome Instituteyl. circinelloides CBS277.49
v1.0; http://genome.jgi-psf.org/Muccil/Muccil.hotminl; DoE Joint Genome Institute
blakesleeanus v1.1; http://genome.jgi-psf.org/Phybl1/Phybll.hohtenl)  genom
adatbazisabdl letoltottik a monofunkcids kataldabkkomoldgiat mutatd hipotetikus
fehérjék szekvenciait. A szekvenciak elemzését\etk@zd megkozelitéssel vegeztik: a
nagyobb csoportok azonositasat egy édleges, ClustalW segitségével tortént
szekvenciaillesztés felhasznélasaval készitett(koNiPSON és mtsi. 1994), az ebil
szamolt Neighbour Joining fa alapjan. Az igy kapodbportok szekvenciait kilon is
illesztettik a ProbCons (D és mtsi. 2005) szoftver alkalmazasaval. Az adatbbkbo
aminosav helyettesitési matrixot szamoltattunk, kezd-ismétlésben. A minél jobb
illesztés érdekében elvégeztettik @veletet 25 ismétlésben. Az igy nyert illesztések
alapjan torzsfakat szamoltattunk a Bayes analildalmazasaval, a MrBayes szoftver
3.2.1. verzidjanak felhasznalasavalofRuisT és HJELSENBECK 2003). Az adatokhoz
legjobban illeszkedl szubsztiticios modell becslését a Reversible JudPMC
megkdzelités szavatolta. A Markov lancokat harondngeneracion keresztil futtattuk,
minden szazadik generaciobdl tokiénintavétel-bedllitassal. Burn-in értékét 1 000 000-
ban hataroztuk meg, az €I$0 000 fat kizartuk az elemzégbA fennmarado fakbol 50%
tobbségi konszenzus fat szamoltattunk, melyen a5-09 magasabb poszterior
valosziriségi  értéekekkel bir6 elagazdsi pontokat tekintettikzignifikdns
tamogatottsagunak.

5.6.18. A haromdimenzios szerkezet homologia-modetiése
A homolégia-modellezéshez a MODELLER (9.9) programasznaltuk (8.1 és
mtsi. 1993), mivel ez a program jol konfiguralhatimux kérnyezetben (Kubuntu 11.4,
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Mandriva 2011) és szamos beépitett eszkdzzel segmoldgia-modellezést. Ezek kozul
a kovetkedket hasznaltuk ki: tdbb lancbdl allo fehérjekompleodellezése a lancok
egymashoz illesztésével lehetséges; ttges szamu (tbbb lancbol allo) templathoz
illesztés megengedett. Tovabba, nem fehérje egg@tves, vagy szervetlen komponensek
figyelembe vétele lehetséges; a konkrét masodlageskezettel nem jellemezBeatszek

az erre a célra kifejlesztett ,,dopehr_loopmodeattinilal pontosabban kozelitléét mint

az ,,allhmodel” modullal; szimmetrikus komplexeletében a szimmetria a modellezésbe
bevonhatdé. A négy lancbdl allé homotetramer esetébeek egyittes alkalmazasa
szliikséges volt. Tovabbiselye a MODELLER programnak, hogy algoritmusanak négé
egy molekuladinamikai, szimulalt anellaciés szedtBaomitasi |épést alkalmaz
Charmm22 molekularis éteret alkalmazva. A kapott szerkezetek kozul a MQDER
iterative_structural_align® moduljaval kapott, absszeillesztett haromdimenzids
szerkezetek szdzalékos atfedését kitegazekkel (SO) rangsorolva keriiltek kivalasztasra
a tobb templatos illesztéshez legalkalmasabb tdoipldA tobb (4) lanchoz tortén
illesztéseknél azon pdb fajlok esetében, amelyelnétramerél csak az aszimmetrikus
egység volt megadva, a MakeMultimer.py python eyt
(http://watcut.uwaterloo.ca/cgi-bin/makemultimer) Ikedmaztuk a teljes szerkezet
helyredllitAsara. A szerkezetek megjelenitése a VMEbgramcsomaggal tortént
(HUMPHREY és mtsi. 1996). A homologia-modellezéssel nyedrlszet ellerzését a
PROCHECK programmal @skowskl és mtsi. 1993), a homoldgia-modellezéssel kapott
szerkezet tovabbi molekuladinamikai finomitdsat MAMD programmal végeztik
(PHILLIPS és mitsi. 2005). A dinamikai szamitdsok a Charmme®iérrel torténtek, a
kiindulasi, az 6sszes hidrogén atomot tartalmazdgrdinata fajlok (pdb formatum) és a
Charmm topologia fajlok (psf formatum)oééllithsat a VMD programcsomag psfgen
moduljaval hajtottuk végre. A szamitasok az SzBlKKémiai Intézetben tkodd Linux

szamitégép klaszteren torténtek.

Linux klaszter:
A Linux HPC klaszter nikodtetése a ,, Rocks Cluster Distribution”

(http://www.rocksclusters.org/) 5.4.2 verziojavartént, a szamitadsok végrehajtasat az
SGE roll (,,Sun Grid Engine" feladat Uterdehttp://gridengine.sunsource.net/) vezérelte.

A Kklaszter vezérgépe a Szegedi Biologiai KozpomwkBmiai Intézetének a tulajdona.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. A R. oryzae oxidativ stresszel szembeni érzékenységének vizsgg kiulonbozé
tenyeésztési feltételek mellett, a gomba elt@é@letallapotaiban
6.1.1. Hidrogén-peroxidaltal kivaltott oxidativ stressz hatdsanak vizsgala mikrotiter
lemezen

A neutrofil granulocitak a kérokozokat bekebelez#dn a fagoszomalis térben
kilonbod toxikus oxigénmetabolitokkal (pl. szuperoxid-anidmpoklorit-anion) vagy

hidrogén-peroxiddal pusztitjak el.

Ezek®dl a tényekiBl kiindulva, fontosnak talaltuk megvizsgélnin vitro
kordlmények kozott a hidrogén-peroxid altal kivéiitoxidativ stressR. oryzaeés R.
microsporusnovekedésére gyakorolt hatasat. A vizsgalatokatméntahelyet tartalmazé
mikrotiter lapra oltva hidrogén-peroxiddal kiegésiti YEG és YNB (+ ura) tapoldatokban
10° sporangiospéra/ml koncentracié alkalmazasaval atége A novekedés gatlasat a

hidrogén-peroxid hianyaban tapasztalt ndvekedégisennyitva hataroztuk meg.

H,0, stressz YEG tapoldatban

100% +
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0,152 mM
0,312 mM
0,625 mM
1,25 mM
1,5mM
1,75 mM
2mM
2,5mM
3mM
5mM

H,0, koncentréacié

5. &bra: Kullénb6zé hidrogén-peroxid koncentraciok hatdsa &R. oryzae ndvekedésére
YEG tapoldatban.
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6. abra: Kulénb6zé hidrogén-peroxid koncentraciok hatasa a&R. microsporus névekedésére
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. abra: Kiildnb6z6 hidrogén-peroxid koncentraciok hatasa &R. oryzae ndvekedésére

YNB + ura tapoldatban.
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H,0, stressz YNB tapoldatban

100%
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—0—48 dra
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1,25mM |13
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8. abra: Kiilénb6zé hidrogén-peroxid koncentraciok hatdsa aR. microsporus ndvekedésére
YNB tapoldatban.

A kisérleteket harom parhuzamosban végeztik dR. dryzaetorzs esetében 24
oras tenyészetekben 1,5 mM hidrogén-peroxid jele&G és YNB + ura tapoldatban is
50% kordli novekedés gatlast eredményezett. A 18 feletti hidrogén-peroxid
koncentracid6 mindkét tapoldatban tokétenyésztésnél mar d@eljesen visszafogta a
novekedeést. A 1,5 mM alatti hidrogén-peroxid koricaeiok viszont csak kismértékben
gatoltdk a gomba fdjiését. AR. microsporugorzs vizsgalatakor 24 6ras tenyészetekben
1,5 mM-os hidrogén-peroxid koncentraci6 YEG taptilda 53%-os (6. abra), YNB
tapoldatban 99%-0s novekedés gatlast okozott (8a).abAzonos hidrogén-peroxid
koncentracié esetén, R. oryzaetdrzshtz képest, YEG és YNB tapoldatban isR.a
microsporustorzs bizonyult érzékenyebbnek az oxidativ strdsstésra. Mindkét torzs
esetén a 48 és 72 6ras mintaknal a nbvekedés méntdkhasonlésagot mutatott a 24 6ras
tenyészetek adott hidrogén-peroxid koncentracidjdnddit névekedési tendenciajaval (5. —
8. abra). A hidrogén-peroxid, gyorsan bomlé tulaghgara tekintettel, a tenyészetek
fejlodésének korai szakaszaban, a spéra csirazas patidfsitett ki efteljes hatast. (A
kilénb6d hidrogén-peroxid koncentracidok gombandvekedésreakgyplt hatasat

szazalékban kifejezve a 1. melléklet foglalja 6ksze
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6.1.2. Hidrogén-peroxid &ltal kivaltott oxidativ stessz hatasdnak vizsgalata
taptalajon

A hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stresdmtasatR. oryzae és R.
microsporustorzsre a folyadék tenyészetek mellett szilard daplgben is (YNB + ura
taptalajon) megvizsgéltuk. A hidrogén-peroxid éerdjség vizsgalata 90 mm atrdiér
Petri csészében tortént. A szilard taptalajon, M8 hidrogén-peroxid koncentracio
mellett, mindkét térzs ételjesebb ndovekedést mutatott, mint folyadek tergtmen. A
novekedésbeli eltérésnek tobb oka is lehet. Oxidsttessz folyékony kézegben végzett
vizsgélatakor a sporangiosporék kozvetlenil az tati@rogén-peroxid koncentraciot
tartalmazé tapoldatba kerlltek, mig a szilard fapia végzett vizsgalat esetében egy
kozvetett 1épést iktattunk be. Hig spéra szuszpenzészitettiink (19, azt R. oryzae
esetén YNB + uraR. microsporusesetén YNB taptalaj felszinére szélesztettiik, naajd
gombakat 12 oran keresztil 3Z-on ebtenyésztettilk. A ndvekedésnek indult, egymastol
jOl elkulonithed telepekidl 3 mm atmédji telepdarabokat tltettlink a kulonlédzidrogén-
peroxid koncentraciot tartalmazé csészékre. igyutudiztositani, hogy egy-egy csészén
csak egy telep induljon névekedésnek. Ez a kozvigeés eredményezhetett a hidrogén-
peroxid altal kivaltott oxidativ stresszel szembeagyobb foku toleranciat, ugyanis itt mar
nem a sporangiospora, hanem az aktivan csirazasmikt telep lett oxidativ

stresszhatasnak kitéve.

H,0, stressz taptalajon
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9. dbra: Kuilénb6zé hidrogén-peroxid koncentraciok hatdsa &R. oryzae ésR. microsporus

novekedéséreYNB és YNB +ura taptalajon.
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A masik ténye&, amely befolyasolhatta a ndvekedést adott hidrgmgroxid
koncentraciénal a két kulonb®zkdzegben, hogy folyadék és szilard tdptalajban az
oxidativ gyokok elté mennyiségben diffundaltak a telepek kdzeléb&.Aryzaeds aR.
microsporusszilard fellleten végzett tenyésztésének diagramnep. abra mutatja be. A

10. &bran lé¥ fotdk aR. oryzaentvekedését szemléltetik.

10. abra: H,O, altal kivaltott oxidativ stressz hatadsanak vizsgalka YNB-+ura

taptalajon R. oryzae esetén.

H,O, koncentraciok 1: 3 mM; 2: 25 mM; 3: 2 mM; 4: 1,5 mM; 5: 1 mM;
6: 0,75 mM; 7: 0,5 mM; 8: 0,25 mM; 9: 0,125 mM;
10: 0,0625 mM;K: H,0,-ot nem tartalmazott.

6.1.3. A spora csirazas vizsgalata

A kataldz gének funkciondlis jellemzésének kezdetdam rendelkeztliink
informacioval a sporak csirazasanak dinamikajdtaért el$ Iépésként meghataroztuk a
spérak csirdzasanak idej&. oryzaeuracil auxotréf térzs esetén, hidrogén-peroxid
jelenlétében és hianydban egyarant. A kisérletbedh rmhM-os hidrogén-peroxid
koncentraciét alkalmaztunk, amelyet az oxidatiesgr kisérletekben tapasztalt 50%-0s
novekedés gatlasa alapjan valasztottunk ki. Ordnkémtat gyijtottiink a tenyészetekh
majd mikroszképos megfigyeléseket végeztink.
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A kisérletldl megéllapitottuk, hogy ha hidrogén-peroxid ninagmadszerben, akkor
a leoltast kovét 3. 6raban legtobb spora a kiindulasi méretéheerdtepétszeres métiee
duzzad. Sok helyen a spora Kilurkanak felrepedése volt megfigyellhehéhol mar a
csiratomé is megjelent. A leoltast kowet4. ordban beindul a csirat@imkerteljes
képddése, 5 Ora elteltével pedig a csira®miar két és félszerese volt a spéra méretének.
A leoltast koved 6. 6raban mar hifa eldgazasokat is meg lehetgyelini. A leoltastol
szamitott 7. éraban @eljes volt a hifatbmeg képzése.

1,5 mM hidrogén-peroxid jelenlétében a sporak easa lassabb volt. Ekkor a
leoltastél szamitott 5. Ordban kéddtt meg a spoérdk &eljes megduzzadasa, és
esetenként mar meg lehetett figyelni, hogy felrépmedils spora burok. A 6. éraban
kezdhdott meg a csiratol képddés. A 7. Oradban lassu csirandvekedést lehetett

megfigyelni (11. abra).

11. abra: R. oryzae spora csirazasanak dinamikaja YEG, YEG + 1,5 mM KO,
tapoldatban.
Nyillal jel6lve a csiratondl képZddés korai stadiuma. A méretaranyt felonal 10um-

nek felel meg.

6.1.4. Katalazok aktivitasanak meghatarozasa

Az egyes életszakaszokra jelleinissz-katalaz aktivitast katalaz teszt segitségével
mértik meg ezéltal mennyiségi adatokat nyerve a&rkids fejlédési stadiumokra
jellemzs 6ssz-katalaz aktivitasarol.

A mintavétel idpontjainak kivalasztasakor a sporacsirdazas dingami#
meghatarozasa soran kapott eredményeket vettiklakigs mintagyijtési idspontnak a
leoltastdl szamitott 7. orat jeloltuk ki, ekkorredmaktiv hifaképédés figyelhet meg.
Masodik és harmadik mintavételi digdontnak a leoltdstol szamitott 24. és 48. Odrat
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hatdroztuk meg. Az oxidativ stresszhatas mellettémd enzimaktivitds valtozas
vizsgélatara a leoltastdl szamitott 4. és 7. Gadsztottuk ki. A tenyészetek nbvesztése 1,5
mM hidrogén-peroxid jelenléte mellett tértént. Mepgaltuk tovabba, hogy a gomba
novekedésének egy kdxbi szakaszaban bekovetkeoxidativ stresszhatasra hogyan
valtozik a katalaz fehérjék aktivitdsa. A leoltdss@amitott 7. éraban adtunk 1,5 mM
hidrogén-peroxidot a tenyészethez, amelyet tovakhbaltuk, majd a hidrogén-peroxid
hozzadadasatél szamitott 30 és 60 perc elteltéveltamigyijtottink. A meérésekhez

kalibraciés gorbét készitettiink formaldehid staddagitsegevel (2. melléklet).

Katalaz teszt
14
OR.oryzae
ES 0 R. microsporus
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Tenyésztési id

12. 4bra: Catalase Assay Kit-el mért 6ssz-katalazetvitas.
Tenyésztési idk: 1: 7 éra YEG tapoldatbar?: 24 6ra YEG tapoldatbar8: 2 nap YEG tapoldatbat: 4
Ora YEG tapoldata leoltaskor kiegészitve 1,5 mMy®h-dal; 5: 7 6ra YEG tapoldat leoltaskor kiegészitve
1,5 mM HO,-dal; 6: 7 éra YEG tapoldatban, majd 7 éra elteltével 1,5 HMD,-dal kiegészitve, tovabb
nevelve 30 percig7: 7 6ra YEG tapoldatban, majd 7 6ra elteltével 1,5 HMD,—dal kiegészitve, tovabb

nevelve 1 6ran keresztul.

A 7 6rds mintaban csekély aktivitas volt detekttdhaindkét torzs esetén. R.
oryzaeben mért kataldz aktivitas 70%-kal volt magasabR.amicrosporuan mert
etekhez képest (12. abra; tenyésztési 1d 7 6ra YEG tapoldatban). A 7 6éras mintakbol
szarmazé értekekhez viszonyitva a kovetkeaktivitas novekedések voltak

megfigyelhebek: aR. oryzaeesetén 1 napos mintaban négyszeresére, 2 napdbarnint
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tizenkétszeresére, miRy microsporud napos mintdban nyolcszorosara, 2 napos mintaban
kilencszeresére emelkedett a katalaz aktivitasa dtbea; tenyésztésidd2: 1 nap YEG
tapoldatban3: 2 nap YEG tapoldatban). A leoltaskor a tapoldatadott hidrogéen-peroxid
altal okozott oxidativ stressz hatasarételjes aktivitasnovekedés volt mérbeMar a
stresszhatast kovett. érabarR. oryzaeben kilencvennyolcszorosam, microsporusan
szaztizszeresére novekedett a katalaz aktivitdsaafira. tenyésztésidd4: 4 6ra YEG
tapoldat, a leoltaskor kiegészitve 1,5 mMCOzdal). A 7 Ora oxidativ stressz hatas&a
oryzaeben szazhuszonhétszeresdre, microsporudban kétszazszorosara emelkedett a
katalaz aktivitds (12. 4bra. tenyésztési it 7 6ra YEG tapoldat, a leoltaskor kiegészitve
1,5 mM HO.-dal). Abban az esetben, amikor az intenziven nédiekifat tettik ki
hidrogén-peroxid altal kivaltott oxidativ stresstAsmak, mar egy oran beldl intenziv
kataldz aktivitas volt detektalhatd. A stresszt 6v30 perc elteltéveR. oryzaeben
haromszoroséara, 60 perc elteltével négyszereRrejicrosporusdan 30 perc elteltével
Otszorosére, 60 perc elteltével hatszorosara enettken kataldz akitivitas (12. abra.
tenyésztési 6t 6: 7 6ra YEG tapoldatban, majd 7 ora elteltével in» H,O.-dal
kiegészitve, tovabb nevelve 30 percig7 6ra YEG tapoldatban, majd 7 6ra elteltével 1,5
mM H,O—dal kiegészitve, tovabb nevelve 1 éran keresztlil).

A katalaz teszt altal meghatarozott értékek seggisdl képet kaptunk a katalaz
aktivitasokrol egy-egy életszakaszra jelléez. Ebben az esetben csak az 6ssz-katalaz
aktivitasrol nyertiink informaciot az eltéfejlédési fazisokra nézve. Szukseégesnek lattuk
tovabbi vizsgélatok elvégzését, amelyek altal psaidd képet kapunk a kilonkitkatalaz
gének aktivitdsarél a gomba figjlése soran.

6.2. A katalaz gének szekvencia - és filogenetikelemzeése

6.2.1. ARhizopus oryzae katalaz gének filogenetikai kapcsolatainak vizsgata

Tovabbi vizsgalataink célja volt &. oryzaekataldz génjeinek filogenetikai
analizise. Katalazt kdédolo géneket tobb humanpatétgszt- és fonalasgombabdl, illetve
szamos mas organizmusbol mar azonositottak eémgthek.

A filogenetikai elemzést az NCBI GenBank-bdl lebitt monofunkcionalis
katalazok aminosav sorrendjével, valamintRa oryzae a M. circinelloides és a
Phycomyces blakesleeangenom adatb&zisabdl letdltott, a monofunkcids katatkal
homoldgiat mutatd hipotetikus fehérjék szekvenahivégeztik. AR. oryzaegenom
adatbazisban négy DNS szekvenciat talaltunk, arke@fal kodolt fehérjek nagyfoku
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hasonldsagot mutatnak mas gomba monofunkcionai@azmkkal. Ezek a szekvencidk az
adatbazisban a RO3G_9804.3, RO3G_09026.3, RO3G7®08s RO3G_16995.3
azonositokkal szerepelnek, mi a génekne&itd, cat2, cat3 és catdevet adtuk.

Az aminosav szekvenciakkal filogenetikai elemzésjeztiink, a Bayes analizissel
kapott 50% tobbségi konszenzus torzsfat a 13.raotatja.

A torzsfa alapjan, aR. oryzaegenomadatbazisaban talalhaté katalazok aminosav
szekvenciai a Kotz és munkatarsai (1992003) altal készitett katalaz térzsfa hem
tartalmd monofunkcionalis katalazainak 2. és 3dj@ha (csoportjaba) tartoznak. oatl
gén a 3. kladban, a kis alegység katalazok kozigtafF helyet és a peroxiszmalis
kataldzokkal mutat nagy hasonlésagot.

A cat2, cat3, catggének a monofunkcinalis katalazok 2. kladjaba gyrelegység
katalazok kozeé illeszkednek be, mindharom gén zstén egymashoz kozel helyezkedik

el.

Saccharamyces cerevisiae k04625 CTT1
Filobasidiella necformans ABG26355 catd
Schizosaccharomyces pombe PSS306 CATA
Alellomyces capsulata AF189368 .1 CATP

Emericella nidulans AF316033.1 catC

Aspergillus fumigatus XP_ 756140 Cat

Clade 3

Rhizopus oryzae RO3G_09804
Mucar circinelioides jgiMucci132770e_gwla2
Privomyces blakesleeanus joiPhybl 14095 7estEx Gerewlse1PIUsC_ 270012182
rucor circinelloides jgiMucci1 5035 7estEd Genewise1PlusC_61180178
Dictiostelium discoideum AF090443
Meurospora crassa Av0D7545 catl
Podospora ansering gene AJ0T1298 cata
1.00 Aspergillus fumigatus P78574 cata spore-specific
|t Eemericella nidulans cata P aa 1908
Ajellomyces capsulata AF 189568 cat
Filobasidiella neoformans ABG2E3584 cat3
Filobasidiella heoformans DOLER 109 £atl
Dictinstelium discoideum AF 183177 1 cat Clade 2
Streptomyces coelicolor catB
Rhizopus oryzae ROIC 16995
Rhizopus oryzae RO3C 09026
Rhizopus oryzae RO3C 09027
Rucor circinelinides Jgivucci 1811 72fgeneshMC3 121
1 b Phycomyces blakeslesanus [oiFhybl 1240782 qwl 2111
Mucor circnelloides JgiMucci] 26828estEx. Genewlse 1163
Aspergillus niger CATE
Aspergillus fuminatus 082408 CATE
| o Emericelia nidulans X 6R2608 cath
Alellomyces capsulata cat
Neurospora crassa Q9C 168 cata
— Podospora anserina AJ01 1308 cath
Listeria seeligeri M75944 cat

100

og

o0
100 UED

oo

13. abra A katalaz fehérjék aminosav sorrendje alapjan Bayesralizissel nyert 50% tébbségi

konszenzus torzsfa.



Eredmények és értékelésik 57

Korabbi vizsgélatok &. oryzaeesetében a teljes genom duplikacidjat allapitottak
meg (Ma és mtsi. 2009), melyet tovabbi génduplikacios esgmié kbvettek. Vélhéen
ezen geénduplikaciés események kovetkeztében addkkit hasonld funkciot betdlt
szekvenciaban minimalisan eliégének, mint pl. katalaz gének. Hasonlé géndupidsic
folyamatokat mas rokon nemzetségek esetében isiggeljék, illetve feltételeznek, pl. a
Mucor nemzetségen belll 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzifn reduktazt (HMG-CoA)
(LUKACS és mtsi. 2009) vagy glicerinaldehid-3-foszfat debgenazt kodolgének (Riz-

ALBERT és mtsi. 2002).

6.2.2. ARhizopus oryzae katalaz gének szekvencia elemzése

A négy katalaz gén jellenit az 5. tablazat, a szekvencia elemzéké&karmazé
adatokat, a szamitott molekulatomeget, teoretikaselektromos pontot (pl), a
molekuldkon belll éforduldo fontosabb motivumokat (pl: Hem prosztetikesoport

disztalis, proximalis oldala, tetrameriacios doma) tablazat foglalja 6ssze.

A kodolo
’ o i Gén h réegio Int K Aminosav
Gén| Génloékusza | Kromoszéma €N NoSszar  ,hsszaq | 'MUONOK | o ckvencial
(bp) : szdma
intronok hossza
nélkil (bp)
catl | RO3G_09804.3 6 1838 1455 6 484
cat2 | RO3G_09026.3 3 2457 2133 6 710
cat3 | RO3G_09027.3 3 2616 2157 6 718
cat4 | RO3G_016995.3 nincs feltérképezye 2508 2133 5 710

5. tablazat: A négy katalaz gén szekvencia jellerbiz

KLoTz és munkatarsai kis és nagy alegység kataldzokgalas soran
megallapitottak, hogy a nagy alegység kataldzoélamz egy peroxiszomalis szignal
peptid, amely a peroxiszOmaba szdllitia a fehérmamereket (Kotz és mtsi. 1997,
KLOTZ és LOEWEN2003).

Munkank sorén, a CAT1 fehérje aminosav szekvenudj&izsgalatakor talaltunk
egy harom aminosavbdl allé (Ser-Lys-Ala) lehetségeperoxiszémaba jutast iranyito
target szignalt a fehérje C-terminalis doménjén.sHgnalpeptid altal a fehérjének

lehetisége van a bejutni a peroxiszémaba és ott funkdni (GCouLD és mtsi. 1988). Az
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altalunk készitett katalaz torzsfan, valamint argrdit molekulatbmeg alapjan (monomer:
54,5 kDa) is a CAT1 fehérje a 3-as klad kis alegykataldzai kozé tartozik. Ezek az
eredmények meglepetésiinkre szolgaltak, ugyanisldigievizsgalatok azt mutattak, hogy
elsssorban nagy alegység katalazokkidnek peroxiszémalis enzimként. Ugyanakkor azt
is meg kell emliteni, hogy a korabbi alaposabb dorekemzési vizsgalatol6képpen a
nagy alegység katalazokra terjedtek ki. A monofiokalis katalazok vilaga jelenleg is
aktivan kutatott terdlet.

A CAT2, CAT3 és CAT4 fehérjek (monomer: 79-80 kCapR. kladban, a nagy
alegység kataldzok kozott foglalnak helyet. A CAfehérje elején talalhaté egy 20
aminosavbdl allé peptid, mely esetleges extrac@ilsijellegre utal.

Fehérje CAT1 CAT2 CAT3 CAT4
Szamitott monomer
54.564 80.130 81.232 79.658
molekulatémeg (kDa)
Szignal peptid - - 1-20 aa -
Teoretikus pl 7.07 6.05 5.53 6.14
C-termindlis target szignal 482-484 aa - - -
] ] ) H72, S111, H72, S111,
Hem prosztetikus csoport disztélis H54, S93, V95, H90, S129,
V113, N145, V113, N145,
oldala N127, F132 V131, N-, F-
F150 F150

Hem prosztetikus csoport
Y337, R344 Y359, R366 Y366, R373 Y359, R346
proximalis oldala

) _ H173, R182, | H195, R204,| H202, R211,| H195, R204,
NADPH kétéhely disztalis oldala

H214, H284 H236, H-, H343, H- H236, H-
NADPH kotéhely proximalis oldala L421, L-, E- L-, L449,E-| L-, L457,E-| L- L449,E
Tetramerizacios domén 1-50 aa 1-68 aa 21-86 aa 1-68 aa
Klad 3 2 2 2

6. tablazat: A négy katalaz fehérjében talalhatdo mdvumok.

A kis és nagy alegység katalazok t6bbszoros szekvenllesztésével
megallapitottak, hogy a katalaz fehérjék szekve¢aloén konzervalt szerkezeti motivumok
taldlhatok, a hem prosztetikus csoport és a NADRitbHely disztalis és proximalis
oldalan (2amocky és KOLLER 1999). Ezen eredmények alapjan tdbbsz6rds szekvenc

illesztéssel &R. oryzaenégy katalaz fehérjének szekvenciajdban megtklaltionzervalt

s s



Eredmények és értékelésik 59

fehérje tartalmazza ezeket (6. tablazat; 14b. Abraljsztalis oldalon a CAT3 fehérjében
hianyzik egy 11 aminosavbol all6 szakasz, amelyem ltsoport rilkbdésében alapwuit
szerepet betdtaminosavakat (Asn és Phe) tartalmaz (6. tabldzat; abra). A NADPH
kotohelyen mind a disztalis, mind a proximalis oldaltibb funkciondlisan fontos
aminosav hianyzik (6. tabladzat, 14c-14d. abra). dramerizaciés domének eliér

hosszlUsaguak a négy katalaz fehérjében (6. tapBzaelleklet).

a) Hem prosztetikus csoport disztélis oldala

AGAHGYFEVTN DVTKYTKAAFLSEVGKRTPLFIHEFS
GAYGTFTLTR DVSRWTRAAFLSEVGKRTETFERFS
SGAFGTFTVTH DITKYTRAKIFSEVGKKTEMFA
SGAFGTFTVTH DITKYTRAKIFSEVGKKTEMFA
GAGAHGVFEVTNDITHLTKAFLSHVGKTTPVFL
GAFGYFEVTH DITRYSKAKVFEHIGKRTPIAVR
RGFGVHGYFQTYKDWSQLTRRLCHPSKKTPVFV
FGVHGYFQPYKDWSELTCAKFLCDPNKKTPVFV
RGVAVHGYFQSYEDWSNITRALQDPDTKTPVFV
AGAYGTFKSYA DWSNVTAADFLSANDKETPMFRERFS
AAHGYFQPYK  SLSDITKADFLSDPNKITPVFVRES

AHGTFLSYE DWSNLTAASFLSAEGKFTPEMERFS
SAKGFFEVTH DISNLTCADFLRAPGVQTPVIVHES

GGCRLEFELTD SLSDITYAAPYQNVGYKCPGLVRFS
SGAFGYFEVTD DITDICGSAMFSKIGKRTKCLT

Bacsu 35_HLLEKLAHFNRERVPERVVHA
Br-perox  35_LLLEKLAHFNRERIPERVVHAR
Haein 44 WLNEKLADFVREVIPERRMHAK|
Promi 35_WFLEKLAHFDREVIPERRMHAK
Rorycat1l 35 HLVDKLAHFDRERIPERVVH
Bovin 55_VFTDEMAHFDRERIPERVVHAK
Rorycat2 53_VYREKMTHFDHERIPERVVH
Rorycat4 55 AFREKITHFG--TIPERVVHAR
Rorycat3 71_MMREKVMHFDHERIPERAV
Aspng 86_IFRQKLQRFDHERVPERVVHA
EcoHPIl 109 ILREKITHFDHERIPERIVHAR
Penja 45 LFTEIIFAFDRERVPERAVHARG
Arath 46_HLVEKLANFDRERIPERVVHAR
Sacce t  56_HLLENIASFDRERVPERVVHA
Sacce_ a 51 NLIDSLAHFNRENIPQRNPHA

nnn®nn A

Bacsu 94_TVAGHRGSADTVRDPRGFAVKFYTEEGNYDIVGIgNTPVEFIRDAIKFPDFI--HTQKRDPK
Br-perox 94 TVAGE® GAADAVRDPRGWALKFYTEEGNYDLV@NN FIKDAIKFPDFI--HTQKRDPY
Haein  103_TVAGHRGAADAERDIRGFALKFYTEEGNWDLVGENTPVEFLRDPRKFPDLN--KAVKRDPR
Promi 94_TVAGERGAADAERDIRGFALKFYTEEGNWDMVGRINPVEYLRDPLKFPDLN--HIVKRDPR
Rorycatl 94 _TVGREEKGSADTARDPRGFALKFYTEEGNWDNSGNNEPVFFIBKFPDFI--HTQKRNPR
Bovin 114 TVAGHBGSADTVRDPRGFAVKFYTEDGNWDLV@NNFIE-IRDALLFPSFI--HSQKRNPQ
Rorycat2 112 TVUEBNRGSPDCVRDVRGFATRFYTDEGNFDIUGNVENPFFVQRPVDLI--HAGKPEPD
Rorycat4 112 TVLEENRGSSDTVRDVRGFATRFYTEEGNFDLGNDRAPFFMREMDLI--HAAKPEPN
Rorycat3 130_TVUWSRGSPDTVRDVRGFATRFYTEEGNWDL----------- DA IKFPDLI--HAAKPEPD
Aspng 145 TVVGERGSVDTARDVHGHACRFYTDEGNYDIVGINFAREFIQDAIQFPDLV--HAIKPMPN
EcoHPIl  168_TVQU{AGSADTVRDIRGFATKFYTEEGIFDLVGENTPIRFIQDAHKFPDFV--HAVKPEPH
Penja  104_TVSGARGSADTARDVHGFATRFYVDEGNFDIVGENIPVEFIWDVIIEPTLMALHAQKPNPR
Arath  105_TVIHEHESSPETLRDPRGFAVKFYTREGNFDLVGNRIF PVEFIRDGMKFPDMV--HALKPNPK
Sacce_t 115_TVGOESGTPDTARDPRGVSFKFYTEWGNHDWRF FLRDAIKFPVFI--HSQKRDPQ
Sacce_a 110 T GGDKGSADTVRDPRGFATKFYTEEGNL] FIRDPSKFPHFI--HTOKRNPQ

b) Hem prosztetikus csoport proximalis oldala

Bacsu 321_GIDVSPDKMLQGRLFAYHDJJHRYRV{@-ANHQAL PIN
Br-perox  321_GIGPSPDKMLQGRLFAYGOAHRYRVB-INADHL PVN
Haein 330_GIGASPDRMLQARLFNYADADRYRLEVNYRQI  PVN
Promi 321_GISFSPDKMLQGRLFSYGDAHRYRLJIVNHHQI  PVN
Rorycatl 321 _GIDVSPDRMLQGRLFSYHDTHRHAN.G-VNYAQIPIN
Bovin 341_GIEPSPDKMLQGRLFAYPDTRRHRLGIPNYLQI  PVN
Rorycat2 343 GIGFTDDPLLQGRLFSYIQINRMEISVNFHQLPIN

Rorycat4 343 GIGITDDPLLQGRLFSYTIF QINRMEISANYHQIPIN

Rorycat3  350-GITFTDDPLLQGRLFSYTI QLNRMHSANYLQLPIN

Aspng 376_GIDFTDDPLLQGRLFSYLDT@LTRHGEPNFEQI  PVN
EcoHPIl 399 GLDFTNDPLLQGRLFSYTDEQISRLAEPNFHE!  PIN
Penja 337_GVDFTEDPLLQGRLFSYLDTPLNRHAIPNIQQL ~ GFN
Arath 332_GIHYSDDKLLQTRVFSYADT@RHRLGIPNYLQL ~ PVN
Sacce t  366_GIKPSNDSVLQARLFSYPDEQRHRLEANYQQL PVN
Sacce a 339 YQEASADPVLQARLFS [JADAHRELG-PNFHQIPVN
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c) NADPH kothely disztalis oldala

Bovin 184 _FWSLRPES--LHQVS
Human 185 FWSLRPES---LHQV
Rorycat1l 164 FLSLVPES---IHQV

FSDRGIPJGHRHMNGYG SHTFKLVNANGEAVYCJJFHYKTDQG
LFSDRGIRDGHRHMNGYG SHTFKLVNANGEAVYCFHYKTDQG
LFSNRGTlIDGYRHLNGYSSHTLKLVN DKGEFKYVKEVHFKTDQG
Promi  164_FFSHLPES---LHQLTIMSDRGLPSYRFVHGFG  SHTYSFINKDNERFWV@FHFRCQQG
Miclu 164 _FWTNNPES---AHQVT L MGPRGLERTWREMNGYG SHTYLWVNAQGEKHWRKYHFISQQG
Rorycat2 186 _FFAQQPET--THT\MWVLSGRE@TPKSFRQVEGFGVNTFRLIEQGKWVFVIFHWKPLQG
Rorycat4 186 FFSRQPES---IHTVRWALSGRJ¥PKSLRQVEGFGVHTMRLINEQGKSVFVKEFHWKPCQG
Rorycat3 193 FFSQHTET---IHTVWALSGRETPRSFRQVEGFGVHTFRFINEDRKTVLVKEHWKPLQG
EcoHPIl  242_YVSLQPET---LHNVMIVAMSDRGIPRSYRTMEGFG IHTFRLINAEGKATFVREHWKPLAG
Sacce_a 180 _FLTT-PENQVAIHQVIILFSDRG JPANYRSMHGYS GHTYKWSNKNGDWH Yl QVHIKTDQG
Sacce t 188 YLTLNPES--IHQITYFGDRGTHRSWASMNAYS GHSFIMVNKEGKDTYVJJFHVLSDTG

Bovin 293_FNPFDLTKVWPHGDPLIPVGKLVLNRN
Human 294 FNPFDLTKVWPHKI@YPLIPVGKLVLNRN
Rorycatl 272_FNPFDVTKVWSHEDYPLQPVGKLTLNRN
Promi 273_YNPFDLTKVWPHADPLMDVGYFELNRN
Miclu 2973FNPFDLTKTISQKDYPRIKVGTLTLNRN
Rorycat2 295_FDILDATKIWPESIIPVTILGKMVLNRT
Rorycat4 295 FDLLDSTKIVPESLVPVTPLGKMVLNRN
Rorycat3 302_FDLLDATKIPESLVPVTKLGKMVLNRN
EcoHPIl 351 _FDLLDPTKLIPEELVPVQRVGKMVLNRN
Sacce_a 291_FSVFDLTKVWPQGQFPLRRVGKIVLNEN
Sacce_t 297 _YSVNDLTKIWPHKEJJPLRKFGTITLTEN

d) NADPH koéhely proximalis oldala

Bovin 422_THFSGDVQRFNSAND------DNVTQVRTFYLK LN--EfRR
Human 423_|QYSGEVRRFNTAND-----DNVTQVRAFYVN LN--EHRR
Rorycatl 438 TTFTAEELEGVTGRH------SFTLTDDDFVQAGDL--YRL M
Promi 401_LSIEGAADHWNHREDE-----DYFSQPRALYEL SD--DHQ
Miclu 401-WEAVGVLTREAEALRAND---NNFGEAGTLTR FS--NfER
Rorycat2 422 _GGYIEVPQKINGVKQ-----RGKHGKKLEQQQVVI-NFR  F
Rorycat4 422 _GGYIEPPQRVNGIKQ------RGKHGKKLEQQLLINENTR  F
Rorycat3 429 GGYLEYPENIRGRKQ-----RGKHGKFAEQQQLVE--NFR F

EcoHPII 482_FESYQERVEBNKVRERSPSFGEYYSHPRLFLS QTP--FIDR
Sacce_a 433_EVWNGPAIPYHWATSPGD---NNFGEAGTLTRE NFS--NHER
K

Sacce_t 473_HIVDAKINQYYYVYGISP---LDFEQPRALYEK YN--F

14. &bra: A valodi katalazok és a nédR. oryzaekataldz hem posztetikus csoport NDPH

szekvencia alignmentje. A funkcionalisan fontosZemalt pozicioji aminosavak fekete hattérrel padol

6.3. A haromdimenzios szerkezet homoldgia-modelless®

A hipotetikus fehérjék valddi funkciojat haromdinzéds szerkezetik nagy
valosziriséggel meghatarozza, ezért ezek felderitése egyikcélkitizésink volt.
Tekintettel arra, hogy fontossaguk miatt szdmosal&at szerkezetét meghataroztak
kisérletileg (kdztik gombakét is), a szekvencidkdretében ez homoldgia-modellezéssel
lehetséges. A minél realisabb szerkezeti modeteséhez homoldgia-modellezést és a
szerkezet molekuladinamikai szimulaciéval toéénomitasat egytitt alkalmaztuk.

A R. oryzaegenomadatbazisban négy katalaz homolog szakddlttitk. A gének
aminosav sorrendjét egyesével az NCBI seblastp,fglérje adatbankban l&vpozicid

specifikus PSI-BLAST algoritmus opcié megvalasztasaillesztettiik. llyen keresési
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opciokkal kapott rangsor alapjan 43 katalaz fehéspgerkezete iint alkalmasnak
homoldgia-modellezésre. A 43 katalaz fehérje ssmeendjét, a fehérjékben talalhatd
hem csoportok tipusat és a molekula felszinénhi@idl NADPH jelenlété a 4. melléklet
foglalja 6ssze. Ezek kozlil BioEdit programmal védpzezekvencia 0sszehasonlitas
eredményeképpen 28 fehérjét valasztottunk ki a texmis szempontjabdl redundansnak
tekinthet, egymastol csak pontmutacidkban kulonbdz colikbol szarmazé fehérjék
elhagyasaval (mind a nég oryzaekatalaz gen esetében).

Az elozetes kisérletek alapjan eatl gén altal kodolt fehérje szerepént
meghatarozonak. Ezen fellicatl gén egy 484 aminosavbol, a masik harom kataldz gén
pedig egy-egy tobb mint 700 aminosavbol all6 fedtérkddol. A modellezéshez
hasznalhatdé templat molekulak nagy részének meéret84 aminosavhoz all kézelebb.
Ezek alapjan aatl gén altal kédolt fehérjével kezdtik meg a molelddellezést. Mivel
a négy gén kozul ez &l a legkevesebb aminosavkdl, a molekula iint a
legalkalmasabbnak a modellezéshez hasznélt algwitkn tokéletesitésére is. Az igy
megalkotott kivaldo hatasfokkal tkodo algoritmusokat alkalmaztuk a tovabbiakban a
masik harom fehérje haromdimenzios szerkezeténglalkmasahoz is. A dolgozatban a
CAT1 fehérje modellezése sordn kapott szerkezetegitsegével szemléltetjilk a
haromdimenziés molekula modellezés 1épéseit.

Az aktiv forma, vagyis a homotetramer modellezéséhelhasznalandd
szerkezeteket a monomerek modellezésével wridisziréssel valasztottuk ki. A
kizar6lag fehérjelancokkal torténillesztés sok esetben gytnge modellt eredményezett
ezért a funkcionalitAishoz elengedhetetlehem molekula jelenlétével, mint
kényszerfeltétellel Ujbdl elvégeztik a modellégitészzel a modszerrel nagyszanmgm
nélkil rossznak bizonyult modell igen j6 illeszkstdgutatott a templatokkal. A modellek
tovabb javultak, ha e mellett a meghatarozott miagod szerkezeteku{hélix, p-reds,
szabalyos kanyarszerkezetek) k6zé nem sorolhatrészeket tovabb finomitottuk. A
szamolt modellek mifsitését a MODELLER programcsomag specialis modaljav
(,,iterative_structural_align™) végeztik (CAT1 fejeéesetén: 7. tAblazat, CAT2, CAT3 és
CAT4 esetén: 5. melléklet). Ezt a BLAST szekveritsazehasonlitas alapjan legjobbnak
mutatkoz6 3RGP pdb ko6duBds tauruy fehérje templattal kapott modellekkel
szemléltetjuk.
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15. &bra: A CAT1l és 3RGP pdb kdédu fehérje monomerekillesztésélsl kapott
homol6giamodellek.(Minden modell esetén a templat molekula piroarsziijelzett).

a: heteroatomok (hem) nélkili monomer homoldgiamoeelhy: heteroatomokkal (hem)
vald illesztésédl kapott monomer homoldgiamodellje;. heteroatomokkal (hem) vald
loopmodellezéssel finomitott monomer homolégiamipeted: 11PH_A pdb k&d(E.coli-bol

szarmaz@, 200 aminosavval hosszabb fehérjéhenddDaT 1 illesztés.

Lathato, hogy demjelenlétével kapott modellbenteemtdl tavoli, kilss fehérje
lancrészek is a templatban megtalalhaté pozicidbklzaddnak (15b. abra), 6sszehasonlitva
a hemnélkul kapott 1ényegesen fellazult szerkezett&a(labra). A ,loopmodel” modul
alkalmazasaval kapott modellben a masodlagos szstké nem jellemezhé&tlancrészek
tovabb kozeledtek a templat megfélel szakaszaihoz (15c. abra). Az

iterative_structural_align" modul a modellnekeanplathoz valé illeszkedését 0-100-ig
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terjedd skaldn midsiti (7. tabldzat). Az NCBI BLAST szekvencia 0ssastnlitas alapjan
legjobbnak mutatkozé 3RGP pdb kodBioé tauruy fehérje a modul értékelése alapjan
loopmodellezés esetén is csak 97,33-as értéketitkapiy a 1M85 és 3HB6 pdb kodu
Proteus mirabilisfehérjék loopmodellezéssel 100-as értéket kaptaBLAST szekvencia
illesztés alapjdn a magasabb rendiblényekldl szarmazd katalaz fehérjék, mig a
modellezés sordn kapott haromdimenzids szerkezetekamtve az alacsonyabb rénd
szervezetekben talalhatd katalaz fehérjék mutatrak oryzaeCAT1 fehérjével nagyobb
fokd hasonlésagot. Klotz és munkatarsai (1997, p@@al végzett prokariota és eukariota
katalazok rokonsdgat meghatdrozé filogenetikai iaisal soran, prokaridtakbdl
eukariotdkba tortéh laterdlis géntranszfert feltételeztek, az altalunkégzett
haromdimenzids fehérje szerkezet illesztési eregaieazzel 6sszhangban vannak.

Tovabbi munkankhoz a kilenc legnagyobb illesztésieket kapott fehérje
szekvenciait valasztottuk ki, ezek felhasznalasagegeztilk a CAT1 fehérje homotetramer
megszerkesztését. A 15d. abran az 1IPH pdb Eddiplibol szarmazd, 200 aminosavval
hosszabb fehérjéhez tortenllesztés egyik esete lathatd. Bar a konzervatalkikus
domén modellezése kielégitfedéssel valdsul meg, a pontosabb modellallétiekében
ezeket a hosszulancu fehérjéket tovabbi munkardnsomem alkalmaztuk.

A fehérjeszerkezet minél realisabb modellje csalégy lanc egyuttes illesztésével
képzelhet el. A 16a. abran a négy azonos lanc egy templatapulé (pdb ID: 3RGP)
egyuttes homologiamodellje lathato. Nem kényszerity szimmetrikus elrendezést,
szemmel lathatéan az egyes monomerek nem azondékiven illeszkednek a templat
megfeleb monomerjeihez, ezért a MODELLER programcsomaglardalkezésre allé
szimmetria feltételt alkalmazva megismételtiik a blimgia-modellezést, amivel elértik,
hogy a lancok azonos modon illeszkedtek a templahamerjeihez (16b. abra). A
modellezést mindkét esetben rmonomerenkéntihem molekulak jelenlétével és a
~dopehr_loopmodel” loop modelléz algoritmus alkalmazasaval végeztik. Ezen
tapasztalatok birtokaban a végmodellt a MODELLER program rangsora alapjan kilenc
legjobbnak talalt templattal, egyittes szekventtesitéssel (multiple alignment) induld
homoldgia-modellezéssel hoztuk létre. Ezt szintduégeztik fliggetlen lancokat
feltételezve (16c. 4bra) és a szimmetria feltatldalmazva (16d. dbra). A varakozédsnak
megfeleben a templat szerkezetével val6 legszorosabb egtyezéutobbi esetben kaptuk,
amelyben a tobb templaton alapulé szekvenciaibsszinind a négy lanc egyuttes
jelenléte, szimmetria feltétehem molekulak jelenléte és a loopmodetiealgoritmus

egyuttesen valdsult meg.
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Monomer Tetramer Tetramer + szimmetria
PDB ID Hossza
(@a) lanc + hem +loop . lanc + hem +oop . lanc + hem +oop .
modellezés modellezés modellezég
Bos taurus (cattle) Purwar és mtsi. 2011. 1 |3RGP_A| 499 91,73 | 98,34 98,96 98,96 98,9p 98,96 98,96 98,96 98,96
Bos taurus (cattle) Fita és Rossmann 1985. 2 | 7CAT_A 506 90,49 | 98,14 98,76 98,44 98,7p 98,76 98,76 98,76 98,76
Bos taurus (cattle) Foroughi és mtsi. 2011. 3 |3NWL_A 527 92,56 | 97,75 98,96 98,96 98,9p 98,96 98,96 98,96 98,96
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 4 | 1DGH_A 498 93,38 | 98,55 98,76 98,651 98,65 98,65 98,65 6594, 98,65
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 5 |1DGG_A 497 93,38 | 98,76 98,76 98,76 98,7p 98,76 98,76 98,76 98,76
Human erythrocyte Ko és mtsi. 2000. 6 |1QQW_A| 527 91,73 | 98,76 98,96 99,01 99,01 99,01 99,01 99,01 99,01
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 7 |1DGH_B 498 93,38 | 98,55 98,76 98,65 98,6p 98,65 98,65 98,65 98,65
Frankenberg és mtsi. 2000. 8 1SI8_A 484
Pichia angusta Penya-Soler ésmtsi. 2011. | 9 |2xQ1 A| 5090 | 9256 | 9669 9814 | 9824 980B 98034  98p9 1912 9343 |
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004, 10 [1QWL_A| 505
Helicobacter pylori Loewen és mitsi. 2004 11 [2a9E A| 505 | 9111| 93s59[ 9896 | 9896 989p 9896 9896 98969896 |
Andreoletti és mtsi. 2003. 12 | 1H6N_A 484
Andreoletti és mtsi. 2003. 13 | 1M85_A 484
Riise és mtsi. 2007. 14 | 2ISA A 483
Andreoletti és mtsi. 2003. 15 1E93_A 484
Andreoletti és mtsi. 2009. 16 | 3HB6_A 484
Andreoletti és mtsi. 2001. 17 | IH7K_A 483
Hara és mtsi. 2007. 19 | 22M_A 491
Pseudomonas syringae Carpena és mtsi. 2003. 20 | IM7S_A 484 91,94 97,1 98,14 97,924 97,925 97,92 98,03 8940 97,92
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 21 |1GWH_A| 503 91,11 96,9 99,17 99,38 99,38 99,23 99,38 99,38 99,17
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 1992. 22 | 1HBZ_A 498 90,9 94,42 99,17 99,32 99,3p 99,17 99,38 99,38 99,17
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 23 |1GWF_A| 503 89,25 90,7 98,14 98,34 98,34t 98,441 98,84 98,34 98,39
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 24 | 3P9S_A 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 25 | 3P9R_A 754 - - - - . R - . -
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 26 | 1QF7_A 753 - - - - . R - . -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 27 | 3P9P_A 753 - - - - . R - . -
Escherichia coli Bravo és mtsi. 1995. 28 | 1IPH_A 753 75,61 | 75,58 84,25 75,56 80,625 86,34 7799 1748 86,62
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 29 | 1CF9_A 753 - - - - . R - . -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 30 | 1P81_A 753 - - - - . R - . -
Escherichia coli Chelikani Gés mtsi. 2003. 31 |1QWS_A| 753 - - - - . R - . -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200 32 |1GGK_A 753 - - - - - - - B B
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Monomer Tetramer Tetramer + szimmetria
PDB ID Hossza
(aa) lanc +hem *loop . lanc + hem +loop . lanc + hem +loop .
modellezés modellezés modellezég
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 33 | 1P7Z_A 753 - - - - - - - - _
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 34 | 1P80_A 753 - - - - - - - - B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200] 35 | 1GG9_A 753 - - - - - - - - B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200] 36 | 1GGJ_A 753 - - - - - - - - B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 37 | 1P7Y_A 753 - - - - . R - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 38 | 3P9Q A 753 - - - - . R - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200] 39 |1GGH_A 753 - - - - - - - - B
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2009. 40 | 3EJ6_A 688 81,61 | 83,88 93,38 88,38 89,9p 93,5 89,87 89,66 94,26
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2004. 41 | 1SY7_A 715 84,5 88,84 94 87,80 89,87 92,199 88,16 89(46 7692
Penicillium janthinellum Borovik és mtsi. 2011. 42 | 2XF2_A 688 80,78 [ 79,13 93,38 91,11 91,11 93,69 91,67  91,6794,26
Penicillium vitale Alfonso-Prieto és mtsi. 2007} 43 | 2IUF_A 688 77,89 | 77,89 92,97 90,38 90,3B 93,12 90,07 90,07 94,15

7. tablazat: Az ,,iterative_structural_align" modul a modellnek a templathoz valé illeszkedését 0-10@+terjedé skalan mindsiti.

Pirossal jel6lve a ,iterative_structural_align"dnobaltal legnagyobb értéket kapott fehérjék, eefthasznalasaval végeztilkk a CAT1 fehérje homotetranegszerkesztését.
PDB: fehérje pdb kadjaylonomer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott monomer mogd®bnomer: lanc + hem: hem jelenlétében kapott monomer modelgnomer: lanc

+ hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott mononueleih Tetramer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer mod&ktramer: lanc +
hem: hem jelenlétében kapott tetramer mod@&ktramer: lanc + hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramedell; Tetramer +
szimmetria: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modell szimrrmanodellezésselletramer + szimmetria: lanc + hem:hem jelenlétében kapott tetramer modell

szimmetria modellezéssédlptramer + szimmetria: lanc + hem + loop modellez hem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramoetell szimmetria modellezéssel.
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16. &bra: A CAT1 és 3RGP pdb kodu fehérje tetramere illesztésélsl kapott homolégiamodellek.
(Minden modell esetén a templat molekula pirosreziifelzett).

a: A négy azonos lanc egy templaton alapulé (3RGBjittgs homologiamodellje, szimmetria feltétel
nélkdl; b: A négy azonos lanc egy templaton alapulé (S3RGBJttgs homoldgiamodellje, szimmetria
feltétellel; c: 9 templat illesztésével, flggetlen lancokat fel&tve, szimmetria feltétel nélkdl,
homoldgiamodellezett fehérjed: 9 templaton alapulé szekvenciaillesztés, mind gynkanc egyiittes
jelenléte, szimmetria feltétehemmolekulak jelenléte és a loopmodetiealgoritmus egyittesen valosult

meg.

Az igy kapott, legredlisabbnak tekintbeholekula aktiv centrumaban (amham
et korllveww aminosavak egyulttesét jelenti) a kulcsfontossamin@savak pozicidja
lényegében megegyezik a templat molekuladéval (RIb3RGP) (17a.-17b. abra). R.
oryzaeCAT2, CAT3 és CAT4 fehérje homologiamodelljei ggébb SO értékkel voltak

jellemezhetk a CAT1-hez viszonyitva. A 200 aminosavval révideéemplat molekulakra
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valo illesztés sordn a loopmodellezalgoritmus alkalmazdsa gyengébb modellt
eredményezett, aminek valdsizioka, hogy a tulsagosan hosszu templatszerkezeiinél
val6 szerkezet becslésre a MODELLER nem képesvigzbnt fontos megjegyezni, hogy
ezekben az esetekben a tetramer modellek SO éedélgegesen jobb volt a monomer
modellekénél. A CAT1 modellhez hasonléan a szimimetikalmazésaval javult a
modellek hasonlésaga. A 710-718 aminosav hosszUG&J2, CAT3 és CAT4 katalaz
fehérjék homoldgia-modellezése csak harom tempéb (ID: 3EJ6, 1HBZ, 1GWF)
esetében eredményezett hasonlé javulast a modeteléségében a kulonbéz
algoritmusok alkalmazasa, mint ami a CAT1 esetébelh tapasztalhaté. A templét
molekuldk nagyrésze a 477-503 aminosav hosszusdglcsak az emlitett harom templat

fehérje esett a 689-736 aminosav hosszusagu tarydraa

A molekulamodellezés legfontosabb eredményeit & akentrumok vizsgalataval
kaptuk. A kataldzok aktiv centrumaban elhelyeskahinosavak nagyfoku konzervaltsaga
figyelhe® meg, igy példaul a CAT4 modellek esetében az $&k &bzel 100% volt, még
akkor is, ha a templat molekula tébb mint 200 armsawval rovidebb volt mint a
modellezni kivant fehérje (3. melléklet).

A modellezett fehérjékben a hem molekulak kozvetk@nnyezetét a 17. abra
mutatja. A hem ritkbdéséhez kulcsfontossagu aminosavak a diszté@aool 16w His és
proximalis oldali Tyr elhelyezkedése a Fe ion kjAllg a hem karboxil csoportjai kozé
ekebdve, és négy hidrofob aminosav a herir§yszemkdozti oldalan (Asn, Phe, Phe, Met).
A CAT1 aminosav elrendédése megegyezik a 3RGP aminosav elrefdiesgvel (15a.-
17b. abra). A CAT2 és CAT4 esetében Leu talalhatdea helyett (17c.-17e. abra). A
CAT3 esetében a hem koruli 11 aminosav hosszu jeehsakasz hianyzik, ennek
kovetkeztében a Asn és hozza kozelebbh e hianyzik a hem prosztetikus csoport
kozeléldl, Met helyett Asp talalhato (17d. abra).

A fehérjék haromdimenzios szerkezet Osszerendesgge fontos eszkdz a
szerkezeti bioldgiaban evolucios és funkciondlikorsagi viszonyok megallapitasara
(WILSON és mitsi. 2009). Az ,iterative_structural_alignfeea célra készult program, és
mivel mi ezt hasznaltuk a legmegféleb templat kivalasztasara, igy egyuttal az
evoluciosan legktzelebbi katalazokat valasztotiuk k

Ezek alapjan a CAT1 és CAT4 fehérjék haromdimensierkezete legnagyobb

hasonlosagot a bakterialis katalazok szerkezetéu#tott, a templat molekulak hosszatol
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fuggetlentl, mig a CAT2 és CAT3 modellek kisebbdmigsagot mutattak bakterialis
katalazok szerkezetével és nagyobbat a gomba keka@al (5. melléklet).

Asn 147

Phe 152

Asn 127 Phe 132 i / Asn 145 ‘! Phe 150

Phe 140

Met 329 E —

Arg 51 Arg 69

Leu 351

Phe 165

17. 4bra: A katalaz fehérjék aktiv centrume. B. taurus(pdb ID: 3RGP)b: R. oryzaeCAT1,c: R.
oryzaeCAT2,d: R. oryzaeCAT3, e: R. oryzaeCATA4.



Eredmények és értékelésik 69

A 3-as klad kis-alegység katalazok kozé sorolt CA&fgnagyobb SO értéket
(szerkezet azonossagi értékek) (99% feletti), dévihis katalazokkal mutatott. A CAT2
eés CAT4 fehérjék a filogenetikai torzsfa 2-es kéddjn testvércsoportot alkotnak. A CAT4
nagyobb SO értéket adott a bakterialis katalazoldsahéhany gombaval (csak ked9%
feletti). Ezzel szemben a CAT2 SO-értéke 99% fieletisonlésdgot mutat a gomba
kataldzokkal. A CAT2 és CAT4 katalazok szekvendiesttésekor 87%-0s azonossag
mutatkozott. A nagy alegység katalazok 2-es kladb#aihatdé CAT3 a CAT2 és CAT4
parostol tavolabb helyezkedik el, SO érteke 97%asonldésagot mutat a Penicillium és
Neurospora katalaz fehérjéekkel.

Az SO értékek alapjan a bakterialis katalazok szaztével észleltiik a legnagyobb
szerkezeti hasonldsagot, éblarra lehet kévetkeztetni, hogy ézi R. oryzaegenomban
csak acatl eéscat4 gén volt jelen. Feltételezlien acat2 gén a genondsi duplikacioja
idején alakulhatott ki, &at4 megduplazédasa altal catl gén sokkal roévidebb, mintt
cat3 Ez azzal magyarazhatd, hogycat3 gén kialakulasa a genom duplikaciot kdvet
tovabbi gén duplikaciés esemeények eredménye. A BLASreséssel a CAT1 fehérje
aminosav sorrendje a magasabb fenskervezetek kataldzaival mutatott nagyobb
hasonldsagot, mig a homoldgia-modellezés az algabbrrend szervezetek katalazaival
talalt nagyobb hasonlésagot. Ez dsszhangban vatz €k mtsi. (1997) altal feltételezett
lateralis gén transzferrel, amely prokaridtakbokakariotak iranyaba zajlott le (KTz és
mtsi. 1997 KoTz és LoEweNn2003).

Andreoletti és mtsi. (2009) beszamolnak arrél, ha@y mirabilis (pdb ID: 3HB6)
katalaz fehérjéjében meghataroztak azt az amingsaw#ly cseréjével a katalaz aktiv
centruma mikodésképtelenné valik, ez a His54. Ennek lecsereéd®lyan katalaz fehérjét
hoztak létre, amelyben az aktiv centruntikddése inaktivalodott dem d kdrnyezet
megvaltozasa kovetkeztében (18. abra).

Az Altalunk végzett ,iterative_structural_align” odullal tortérd szamolas
eredményeképpen a ndsitési skalan a modellnek a templathoz vald illedését
vizsgalva 3HB6 pdk kod®. mirabilis katalaz fehérje ésR. oryzaeCAT1 fehérje 100-as
értéket kapott. Ez azt jelenti, hogy a két fehdggomdimenzios szerkezete, nagyfoku
hasonlésagot mutat. Megvizsgaltuk Ra mirabillis katalaz fehérje aktiv centrumat,
0sszehasonlitottunk R. oryzaeCAT1 fehérje aktiv centrumaval és megallapitottubgy

jelen molekula esetében is megvalésithat6 lennisziidin cseréje altal hemd kdrnyezet
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azonos modositasa, melynek kovetkeztében a febérgsziti katalaz aktivitdsat (17b.

abra).

- N144

M53 (no sulfone)

Absent

18. abra: Proteus mirabilis (pdb: 3HB6_A) katalaz aktiv centrumanak inaktivalas Hem d kérnyezet
maodositasavaHis 54 (H54F) mutéacio altal. (Andreoletti és mtsi. 2009).

A CATL1 fehérje homoldgia-modellezésével kapott hddomenzids szerkezet ol
megfelel a CAT1 fehérje szekvencia elemzésével tkaguatokkal. Mindkét maédszerrel
megallapitottuk, hogy a CAT1 fehérje aktiv centrumaHis54-et tartalmazza. Ezen
eredmények alapjan a tavlati tervek kozott szehegpped kulcs aminosav His54 cseréjével

megvalosul@atl mutansR. oryzadorzs létrehozésa.

A haromdimenziés molekulamodellezés lépéseinek defaglalasa:

A katalaz fehérjek modellezése soran alkalmazptidék, melyek altal lehkevalt
egy j0 haromdimenziés modell megalkotasa, mind gynkatalaz gén esetében a
kovetkedk voltak (19. abra):
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A)  Monomer B)  Tetramer C) Tetramer +szimmetria
1) lanc . lanc > lanc
2) lanc + hem > lanc + hem > lanc + hem

Y Y

lanc + hem + loop lanc + hem + loop

A4

3) lanc + hem + loop

A4

19. 4bra: Haromdimenziés molekulamedellezés |épéséi nyilak iranyaba a modell

minéség javulasa varhato.

A: Monomer egységek g®se a multitemplatos modellezéshez td@rt&ivalasztashaz

1.: durva modell, csak a fehérjeszekvencia alapjatablazat, 5-6s melléklet: lanc)
2.: finomitott modell, a hem jelenlétével, mint kéngdeltétellel (jelents javulas)
(7. tablazat, 5-6s melléklet: lanc + hem)

3.: tovabbi finomitas loopmedellezéssel (7. tablé&dis melléklet: lanc + hem+ loop)

B: Tetramer modellezés a kivalasztott templatokkal:

1.: tetramer modell csak a fehérjeszekvencia alapjéamnplatokkal egyenként
(7. tAblazat, 5-6s melléklet: lanc)

2.. tetramer modell hem jelenlétével (jelénjavulas) (7. tablazat, 5-6s melléklet: lanc
+ hem)

3.: tetramer modell tovabbi finomitdsa loopmodellegEgs. tablazat, 5-6s melléklet:
lanc + hem + loop)

4.: tetramer modell tovabbi finomitasa szimmetriaéhelt (négy egyforma lanc)
bevonasaval (7. tablazat, 5-6s melléklet: lanc dgm; + hem sym, lanc + hem +

loop + sym)

C: Véqgs tetramer modell az 6sszes templattal eqyidgj hem jelenlétével:

1.: loopmedellezéssel, szimmetria feltétel alkalmaza@lsd 6d. abra).
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6.4. A kataldz gének kifejeédésének vizsgalata
6.4.1 A transzkripcio vizsgalata

Vizsgaltuk a négy katalaz gén kifejelését R. oryzaeben eltéé tenyésztési
korilmények kozott. A négy gén relativ transzkmisci szintjének vizsgalatahoz a
tenyésztéseket YEG tapkdzegben végeztik. A relatignszkripcidés szintek
meghatarozasahoz bélgontrollként az aktin gént, biologiai kontrollkéatnégy katalaz
gén 4 oras tenyeszéttszarmazo aktivitasi értékeit hasznaltuk fel.

Meghataroztuk a katalaz gének aktivitasat kompégibldatban (YEG) tenyesztett
mintak esetén. Az RNS kivonasokat a leoltastdl s, 6raban (a sporangiospérak
csirazasanak megindulasakor), a 7. 6raban (deljes hifandvekedés kezdetén), valamint

a fejlodés késbbi szakaszaiban, azaz az 1., 2. és 3. napon uggeZ0. abra).

20
O catl

0O cat2

0O cat3

| cat4
15

10

Relativ expresszios szint

1 2 3 4 5
Tenyésztési id 6

20. abra: YEG tapoldatban neveltR. oryzae kataldz génjeinek relativ transzkripcios szintje.
Tenyészési id: 1: 4 6ra (bioldgiai kontroll)2: 7 6ra;3: 1 nap4: 2 nap;5: 3nap.

Minden mintavételi idpontban acatl gén aktivitasa volt legmagasabb. A 7 oras
tenyészetben aatl éscat2 gének aktivitasa volt megfigyellietA tovabbi mintavételi
idépontokbancatl gén mellett a&at2 éscat4 gén mutatott névekvaktivitast. Mindharom
gén transzkripcioj a 3. napon volt a legintenzivelbcatl gén transzkripcidja minden
mintavételi idpontban megkozetiteg kétszerese volt &at2 génnek, és harom és

félszerese aat4 génnek.
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Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy oxwmastressz hatasara hogyan
valtozik a kataldz gének expresszidja a sporabaa gscéliumban. A kisérlet soran a
tenyésztés 1,5 mM hidrogén-peroxidot tartalmazo Y&galdatban toértént.

A spora génaktivitds valtozasainak vizsgalataraR&NS kivonast a leoltastol

szamitva 10, 20, 30 és 60 perc elteltével vegeiikabra).

Ocatl

Relativ expresszios szint

3
Tenyésztési id 6

21. abra: R. oryzae katalaz génjeinek relativ transzkripciés szintje YEG + 1,5 mM hidrogén-peroxiddal
kiegészitett tapoldatban.

Tenyészési id: 1: 4 ora tenyésztés YEG tapoldatban (bioldgiai kohtr@t 10 perc tenyésztés, YEG + 1,5

mM hidrogén-peroxiddal kiegészitett tapoldatban; 20 perc tenyésztés, YEG + 1,5 mM hidrogén-

peroxiddal kiegészitett tapoldatbah,30 perc tenyésztés, YEG + 1,5 mM hidrogén-percdittébgészitett

tapoldatban5: 60 perc tenyésztés, YEG + 1,5 mM hidrogén-peroXikiggészitett tapoldatban.

A spérara gyakorolt oxidativ stressz hatasara nmmdmtavételi idpontban acat4
gén relativ expresszios szintje volt kiemelkea magas. Mar a leoltastdl szamitott 10.
percben éfs transzkripcié ndvekedés volt megfigyetheami a késbbi mintavételi
idépontokba tovabb emelkedett.

A kataldz gének transzkripcidjanak valtozasat aétmimban oxidativ stressz
hatasara, a kdvetkézdépontokban vizsgaltuk: RNS kivonast a leoltastéhsitéa 4 6ra, 7
Ora elteltével végeztik (22. abra). Minden mintalrétdépontban acat2 aktivitasa
mutatott kiemelkedl értéket, maximuma 7 oranal volt. A stressz haédlsih YEG tapoldat

tenyésztett 7 6ras mintdban mért aktivitashoz kégizel haromszazszorosaréttna cat2
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gén expresszios szintje. éatl éscatd gének aktivitasa is megtt a YEG tapoldatban
stressz hatds nélkil nevelt tenyészetekhez képestk az aktivitasok viszont joval
elmaradnak aat2 éscat4 gének oxidativ stressz hatasara kialakulo tramsaks szint
novekedéséhez képest. Az oxidativ stresszhatasitakt kenyészetek génexpresszios
értéke minden mintavételidgontban a YEG tdpkdzegben nevelt tenyészetek geiagi
értékeihez viszonyitva, jelgig mértek novekedést mutatott.

70
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22. abra: A négy katalaz gén relativ transzkripcioszintjei 1,5 mM hidrogén-peroxiddal kiegészitett
YEG tapoldatban.
Tenyésztési id: 1: 4 ora tenyésztés YEG tapoldatban (bioldgiai kohtr@: 4 6ra tenyésztés, YEG + 1,5
mM hidrogén-peroxiddal kiegészitett tapoldatbany ora tenyésztés, YEG + 1,5 mM hidrogén-peroXidda

kiegészitett tapoldatban.

Szerettink volna képet kapni arrél is, hogy oxidatfessz hatasara milyen gyorsan
és milyen mértékben valtozik a kataldz gének esaiés szintje. Kisérleteinket szilard és
folyadék tapktzegben végeztik.

Leoltas utan 4 oran keresztil tenyésztettik a ébrzskkor kezédik a sporak
csirazasa. A 4 oOras tenyészethez hidrogén-peroaitonk, majd 10 és 60 perc elteltével
végeztink RNS kivonast. A 4 éras mintabol szarmézékhez képest mar 10 perccel a
stresszhatast kovin ebteljes expresszios értek noévekedés volt deteki@lhamni 60
perccel az oxidativ stresszt kodem tovabb att (23. abra). A kisérlet sorancat2 gén

expresszios szint valtozasa volt a légeljesebb. A 4 6ras tenyészetben mért értékhez
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képest acat2 gén a stresszhatast kavé0. percben 6tvenhatszorosara emelkedett. Ezt az
aktivitast acatl gén transzkripcios szint emelkedése kovettead gén aktivitdsa tizede
volt a cat2 gén aktivitasanak. Aat3 és cat4 gének expresszids értekében is ndvekedeés

mutatkozott, am ez az értélcatl géen aktivitasanak negyede volt.
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23. dbra: YEG tapoldatban novesztett tenyészet kal@z génjeinek génexpresszio valtozasa, 10 és 30
perccel a hidrogén-peroxid kezelés utan.
Tenyésztési id: 1: 4 Ora tenyésztés, YEG tapoldatban (biologiai kditr®: 4 6ra tenyésztés, YEG
tapoldatbanRNS kivonas 10 percel a 1,5 mM hidrogén-peroxidddd kezelés utar3: 4 éra tenyésztés,
YEG tapoldatban, RNS kivonas 60 percel a 1,5 mMdgén-peroxiddal val6 kezelés utan.

Szilard taptalajon, 1 napos tenyészetben a micélntenziv ndvekedése idején
megvizsgaltuk az expressziés mintazatot. Majd ayésretre 1,5 mM toOménysiég
hidrogén-peroxidot ontottink, 5, 15 és 30 percltékel mintat gyjtéttink. Mar az
oxidativ stresszhatas koweb percben elindult aatl gén expresszids szint névekedése.
Ami a 15. és 30. percben tovabétm A cat2 gén kisebb intenzitasu aktivitasnévekedést
mutatott, mint acatl gén. Acatl gén huszonhdromszoroséraad2 gén kilencszeresére a
cat3 éscat4 gének a haromszorosara novekedtek a stresszhatésh 30. percre (24.
abra). Ebben az esetben az 1 napos tenyészztirmazo értékeket hasznaltuk bioldgiai

kontrolként.
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24. dbra: YEG taptalajon novesztett tenyészet katak génjeinek génexpresszids szint véltozasa, 5, 15
és 30 perccel a hidrogén-peroxid kezelés utan.

Tenyésztési id: 1: 1 nap tenyésztés YEG taptalajon (biologiai konfrol: 1 nap tenyésztés YEG

taptalajon, RNS kivonéas 5 perccel a 1,5 mM hidregéroxiddal valé kezelés uta®; 1 nap tenyésztés YEG

taptalajon,RNS kivonas 15 perccel a 1,5 mM hidrogén-peroxidadd kezelés utard: 1 tenyésztés YEG

taptalajon, RNS kivonas 30 percel a 1,5 mM hidregéroxiddal valé kezelés utan.

A Kkatalaz gének transzkripciés szint valtozdsanaksgalatat 0sszegezve
megallapithatjuk, hogy a négy gén kozul YEG tapiblda acatl gén fejeddik ki a
legesebben, amit aat2 gén aktivitdsa kdvet. Oxidativ stresszhatasrataafan acat4
gén, micéliumban &at2 és cat4 gének expressziés szintje emelkedik meg. A csraza
idején kialakul6 stressz hatasraa2 gén mutat legnagyobb expresszios szint novekedést,
amit a catl gén aktivitasa kovet. Az @&eljes fonalas ndvekedés idején az oxidativ
stresszre @atl éscat2 gén expressziés szintje mutat intenziv emelkedésdf3 éscat4

gének esetében kis expressziis szint valtozastditato.

6.4.2. Izoenzim analizis

Tanulmanyoztuk a katalaz fehérjek kifejdeését is. Ezen vizsgalataink soraR.a
oryzaet YEG tapoldatban tenyésztve Osszfehérje kivowégeztiink, majd a mintakat
izoenzim analizissel vizsgaltuk. A mintavételpontjainak kivalasztdsakor a sporacsirdzas

dinamikdjanak vizsgalatabdl és a katalaz tes#leddarmazo eredmenyeket vettik alapul.
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Kivancsiak voltunk arra, hogy izoenzim analizis itsggével kimutathato-&.
oryzaeben a fejpdés korai szakaszaban aktivalédd un. spora spesifikagy korai
kataldzokat, valamint az d@eljes hifandvekedés beindulasakor valtozik-e aalkabk
enzimmintazata. Eds két mintagyjjtési iddpontnak a leoltastdl szamitott 4. és 7. oOrat
jeloltuk ki. A spérak efteljes csirdzasa a leoltastol szamitott 4. orabdulibe, a 7.
oraban mar aktiv hifaképdés figyelhet meg. Ezért agy gondoltuk, hogy ezekben az
idépontokban enzimaktivitas valtozasokat lehet majdfiggelni. Harmadik mintavételi
idépontnak a leoltastél szamitott 24. drat, a negyeditktavételi idpontnak a tenyészet
fejlédésének 48. ordjat hataroztuk meg. Ezekben a niatéliz Un. kés vagy micélialis
katalazok aktivitasat kivantuk azonositani.

A szakirodalombol jol ismert, hogy vannak olyan dtar gének, amelyek a
stresszhatasok kivédéseben jatszanak szerepetatioxidtressz hatdsara mutatnak
erteljesebb aktivitAsndvekedést, mig mas gének adiegl kési fazisaban aktivalédnak,
pl. éhezés, vagy dmérsékletnbvekedés hatdsaraalisaki és AGUIRRE 2001). Ezek
alapjan kivancsiak voltunk arra, hogy 1,5 mM hidnogeroxid jelenléte altal kivaltott
oxidativ stresszhatasra hogyan valtozik a katal&amaktivitasa. A tenyésztés 1,5 mM
hidrogén-peroxiddal kiegészitett YEG t4poldatbanétii, a leoltastdl szamitott 4. és 7.
ordban gyjtottink mintat. Valamint a gomba névekedésének ketgibbi szakaszaban a
leoltastol szamitott 7. éraban adtunk 1,5 mM hidregeroxidot a rendszerhez, majd a
hidrogén-peroxid hozzaadasatél szamitott 30 éseBO @lteltével mintat gijtottink. Az
izoenzim analizis eredménye a 25. dbran lathato.

YEG tapoldatban optimalis koérilmények kozott temypés a fejbdés korai
szakaszaban gyenge katalaz aktivitas volt megtgjiel A leoltastdl szamitott 4. éraban
gyiijtétt mintaban (25. abra, 1-es minta) kis méitékzimaktivitast detektaltunk. A 7 oras
(25. abra, 2-es minta) tenyészetben mar fokozodokatalazok aktivithsa a 4 oOras
tenyészetl szarmaz6 mintahoz viszonyitva. Az 1 napos éspgbsianintakban (25. abra,
3-as, 4-es minta) tovabléth az enzimaktivitas. A hidrogén-peroxid hozzaad#sa 4 és 7
oraval gwjtott mintdkban(25. abra, 5-6s, 6-0s mintajteljes enzimaktivitas volt lathato,
a gélen a savok egybemosodtak. A 7-es és 8-asbamtévid idej hidrogén-peroxid altal
kivaltott oxidativ stressz hatdsara némi fehérjéivaisfokozodas volt észlelhiet Az
0sszes minta tekintetében oxidativ stressz hatéasetk 7. éraban volt legésebb

enzimaktivitas megfigyelhét
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25. abra: 1zoenzim analizis kilonbog kortilmények kozétt nevelt tenyészetekd.
Mintasorrend: 1: 4 éra YEG tapoldatbar: 7 6ra YEG tapoldatban3: 1 nap YEG tapoldatbad, 2 nap
YEG tapoldatban: 4 éra YEG + 1,5 mM kD, tapoldatban6: 7 6ra YEG + 1,5 mM kD, tapoldatbany:
7 6ra YEG tapoldatban, majd 7 6ra elteltével 1,5 MjD,-dal kiegészitve, tovabb nevelve 30 per@gy?

ora YEG tapoldatban, majd 7 6ra elteltével 1,5 mpD4dal kiegészitve, tovabb nevelve 1 6ran keresztiil.

Az izoenzim analizis soran minden minta esetébéms&éot detektaltunk. A savok
eltés intenzitassal jelentek meg a gélen, az &lérzim mennyiségeket jelezve.

Oxidativ stresszhatasra a fehérjék atirasa gyoeimdul (25. abra, 7-es és 8-as
minta) és nagy mennyiségben jelennek meg a sejddin, ezt lathattuk 4 és 7 6ra

stresszhatas mellett tortetenyésztés esetén (25. abra, 5-0s és 6-0s minta).

6.5. Allatkisérletek

Munkank soran lehéségink nyilt allatmodellben vizsgalni R. oryzaeés R.
microsporus altal okozott mikézis lefolyasat. Ez a kisérletpkésérletként szolgalt,
amelyben a vad torzsek altal kialakitott mikézitolgasarol kaptunk képet, tovabba az
allatkisérleti rendszert optimalizaltuk. Terveinkzktt szerepel katalaz delécios mutans
torzseket késziteni és ezekkel is lefolytatni aéhéteket, katalazok patogenitasban
bet6ltott szerepét vizsgalva.

A jaromsporas gombakrol tudjuk, hogy nem virulemergezetek, ezért az altaluk
kivaltott mikdzisok lezajldsanak elemzésére a lkasémegkezdése @t a modell-
szervezetekben a fémes kialakulasahoz sziikséges feltételeket meg tkeédeemteni
(immunszupresszié). A szakirodalom alapjan Rz oryzaeesetén deferoxaminnal és

sztreptozocinnel valtottak ki immunszupressziot egédellben @BRAHIM és mtsi. 2007).
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6.5.1. Immunszupresszio, infekcid

A kisérleti allatok immunszupresszidjat az irodabdiatok alapjan meghatarozott
koncentraciéju (200 mg/kg) ciklofoszfamid harom oagkeresztili intraperitonealis (ip.)
oltasaval valtottuk ki. A kisérletben résztéedsszes egyed testsulyat naponta mértik és
feljegyeztik. Az immunszupresszalt csoportba taértegerek sulya atlagosan 3 g-os
visszaesést mutatott a kiindulasi sulyukhoz képést.kontroll allatcsoportokéhoz
viszonyitva az immunszupresszalt egyedek taplabidave visszaesett.

A nulladik napon inhalaciés mdédszerrel &atilk az &llatokat (10spéra/25
ul/egér). A ferbzéstR. oryzaeuracil auxotrof torzsének, valamiiR. microsporusvad
tipusu torzsének sporangiosporaival hajtottuk végke sporangiospordkat 3 napos
tenyészeteki mostuk le, Burker-kamra segitségével allitottekabkivant sporaszamot. A
kontroll egér csoport, amelynél nem alakitottunkirimunszupresszidR. oryzaeuracil
auxotrof torzsével lett fefzve. Kisérlet sordn egy abszolit kontroll csoporiet
alkalmaztuk, amelyet PBS pufferel oltottunk intrajmmedlisan, infekcié soran
sporaszuszpenzid helyett 25 ul PBS puffert inhettélbk (spoéraval nem lett férve). Az
egyes kisérleti csoportokra vonatkozé immunszupiésés a fefizés kivaltasat a 8.

tablazat foglalja 6ssze.

Kezelés Kezelés

Gomba térzs / egér csoport ciklofoszfamid / PBS Fertézés napja ciklofoszfamid / PBS

-3nap | -2nap | -1 nap +1 nap
R.oryzae/ i.s. +/- +/- +H- |y OSF;.pC()’)rm/yzazes u +/-
R. microsporus/ i.s. +/- +/- +/- ?bsrgi;(t)(r):laggua +/-
R. oryzae/ nem i.s. -[+ -[+ -[+ 1052.p(2’)rm/yzaze5 ul -[+
PBS /nemi.s. -+ -+ -+ PBS/25 pl -+

8. tablazat: Immunszupresszid és a feézés menete.
R. oryzae/i.s.: R. oryzaddrzzsel ferdz6tt csoport / immunszupresszalt;
R. microsporus/ i.s.: R. microsporustrzzsel fe6zott csoport / immunszupresszalt;
R. oryzae / nem i.s:Kontroll csoportR. oryzaeuracil auxotrof térzzsel fafzve - nem immunszupresszalt;
PBS / nem i.s.abszolut kontrollcsoport, nem immunszupresszaftréml nem lett feéizve;

i.s.. Immunszupresszaltiem i.s: nem immunszupresszaRBS. foszfat puffer.
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6.5.2. A mikézis lefolyasa
A fert6zést kéveien is folyamatosan nyomon kévettik az allatok ulga infekcio

utan az esetleges invazio kiigineteit egyedenkeént feljegyeztik. Azoknal az dgkeél,
amelyekben sikeresen valtottunk ki mikézist, a geégre utald tinetek szemmel is jol
lathatoak volt. Sarik borzas volt, egyre inkdbb gubbaszté magataviisek fel, némely
egyednél szemgyulladas jelei mutatkoztak, zihal@taa l1égzésik, légzési hangjuk sipold
lett, folyamatos és nagymértékulyvesztés Iépett fel. Az ilyen tiineteket muteggedeket
fokozottabb megfigyelés ala vontuk, hogy a halallke utdn azonnal megkezdhessik a
szerveik vizsgalatat. A feéizést kovet két hétben folytak a megfigyelések, a deés
napjatol szamitott 8. napon tul mar nem kovetkezettijabb elhullas. Az egyes f&zési

csoportok elhullasi dinamikajat és mértekét a Blaizat és 26. abra mutatja be.

Allatkisérlet

12

Egyedszam

—&— R oryzae uracil auxotréf térzs /i.s. \

27 . R. microsporus torzs /i.s.
—<— R. oryzae uracil auxotrof torzs / nemi.s. (pozitiv kontrol)

—*— Abszolut kontrol

0 T T T T T T T T T T T T T T T T
3 -2 -1 0 +1 +1,5 +2 +25 +3 +35 +4 +45 +5 +55 +6 +6,5 +7 +7,5
Napok szama

26. abra: Az egyes kisérleti csoportok elhullasi damikajanak és mértékének diagrammija.
R. oryzae/ i.s.: R. oryzagtrzzsel fertz6tt csoport - immunszupresszalt;
R. microsporus/ i.s.: R. microsporustrzzsel fezott csoport - immunszupresszalt;
R. oryzae / nem i.s:Kontroll csoporR. oryzaauracil auxotrof torzzsel fefzve - nem immunszupresszalt;
PBS / nem i.s.abszolut kontroll csoport, nem immunszupresszpfiréval nem lett febizve.
Napok szdma: is:immunszupresszalt:3,-2,-1: immunszupresszié kialakitAsanakssdaka;0: fert6zés
napja;+1 — +7,5:az allatok elhullasanakddzaka.

6.5.2.1. Immunszupresszalt csopoR. oryzae uracil auxotréf torzzsel fertézve

A vartnak megfelélen, az immunszupresszalt egércsoportok koziR.aaryzae
torzzsel ferdzott csoportnal kezaltt el korabban a pusztulas és a legitemesebli egye
elhullast lehetett megfigyelni. Az elhullas mar adekciotdl szamitott masfél nap
elteltével elkezddott. Az infekcidtdl szamitott 2. napon Ujabb 2 edypusztult el (9.
tablazat), ekkorra mar a csoport tobbi tagjanatzemmel lathaté kidsjelei voltak a
zigomikdzis kialakulasanak. &#ik borzas volt, valamint az egyedek nagy részémél
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egyik vagy mindkét szem gyulladas jeleit mutattdladékozott. Ezen felll, a legtébb
egyednél az orr koridli rész duzzadt, gyulladt véltfert6zéstl szamitott 3. napon az
életben maradt egyedek tobbsége, gubbaszté magatariutatott, kevésbé voltak
mozgekonyak, sulyuk folyamatosan cstkkent. Harorféésap valamint 4 nap elteltével
ismét 2 - 2 egyed pusztult el (9. tablazat). EBsKbr az egyedek atlagosan 20 - 21 g-osak
voltak. Egyetlen egyed élte tul a #&xést. Ebben az esetben vélteet nem sikerilt
immunszupressziv allapotot kialakitani, testsulyéldi egyedhez képest nem csdkkent az
immunszupressziv anyag adagolasat kieretsem, mig a kisérletben résziverdbbi
egyednél a kezdeti sulyhoz viszonyitva atlagosam fagyas volt megfigyelhétharom
napos ciklofoszfamid kezelés utan.

6.5.2.2. Immunszupresszalt csoporR. microsporus térzzsel fertozve

A R. microsporudorzzsel ferdzott egércsoportnal az infekciot koged. napon
kezdidott az elhullas (9. tablazat). Majd a éadst kovet 4,5 nap elteltével 1 Ujabb egyed
elhullasa kovetkezett be, 5. napon 2 egyed ésafeheltével még 1 egyed pusztult el (9.
tablazat). AR. microsporusorzzsel ferdzott egyedek kdrében az elhullas Gteme hosszabb
lecsengés volt, mint R. oryzaeesetében. Az infekciotdl szamitott 5. napon vadnsmel
lathatova 2 egyednél a mikozis jelepdik borzas lett, kevésbé voltak mozgékonyak a
tébbi egyedhez képest, valamint a hadtadjes felfGvodasa volt megfigyelléet A
fertézéstl szamitott 7,5 nap utan tovabbi elhullast nem Kkezett be. 5 egyed élte tal a

fert6zést immunszupresszalt allapotbammicrosporustrzzsel tortéd fertozést koveten.

6.5.2.3.Nem-immunszupresszalt kontroll csoport,R. oryzae uracil auxotrof torzzsel
fertézve

Ennél a csoportnal nem tortént immunszupresszikisArletet megékos -3., -2., -
1. napon a csoport egyedei PBS pufferrel lettekaaltraperitonealisan. Az infekcid utan
az egyedek élénksége megmaradt, sulyuk a napikheladtaval folyamatosanoth,

betegség jelei nem mutatkozotak rajtuk. Az infekdi#n egyetlen egyed sem pusztult el.

6.5.2.4 Nem-immunszupresszalt abszolut kontroll csoport

Az abszolut kontroll csoport egyedei PBS puffelettiek oltva ip. a kisérlet -3., -2.,
-1. napon. Az infekcid napjan az egyedekkeluP®BS puffer lett inhalaltatva. A kisérlet
soran a kontroll és az abszolut kontroll csoposteelginek a sulya hasonlo gyarapodasi

mértéket mutatott. Ebben a csoportban egyetlendeggen pusztult el.
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6.5.3. A mikdzis lefolydsanak 6sszefoglalasa

A R. oryzaeuracil auxotrof torzzsel torténfertozést kovet 1,5 nap elteltével
kezddott el az immunszupresszalt egyedek elhullasa @ésfekciot koved 4. napra 10%-
os tulélési arannyal zarult. Valbsitjn hogy az életben maradt egyednél az
immunszupresszié nem volt sikeres, ugyanis az etgsdulyabol nem veszitett a kisérlet
soran, valamint a feftést kovet gubbaszté magatartas is elmaradt. A csoport tobbi
egyedéhez képest szemmel is jol lathatéan egészsélieélénken mozgott, és a kontroll
nem-immunszupresszalt egerekhez hasonlé met&kalék mennyiséget fogyasztott el,
mig a tobbi immunszupresszalt egyed taplalkozasivéevisszaesettR. microsporus
torzzsel tortéa fertozés utarb0%-os volt a tulélési arany. A2. oryzaeotrzzsel ferdzott
egyedek elhullasa mar lezarult, amikdR amicrosporugérzsel ferdz6tt egyedek ételjes
pusztulasa megkeédott. A két torzs esetén a zigomikdzisos egyedékilidsat a 10.

tablazat foglalja 6ssze:

Gomba torzs / egél Pusztulas kezdete Pusztulas vége (nap Talélék
csoport (nap)

R. oryzae/ i.s. +15 + 3,5 10%

R. microsporus/ i.s +3 +75 50%

R. oryzae/ nemi.s, 0 0 100%

PBS/nemi.s. 0 0 100%

10. tablazat: Tulélés egyes febzési csoportokra nézve.
R. oryzaetdrzs esetén 1,5 naptdl 3,5 nagiy, microsporudérzsesetén a 3. naptol 7,5 napig

tartott az elhullas. A kontroll és abszol(t kortasoportok esetében nem tortént halalozas.

A fert6zést tuléd egyedek sulya - minden kisérleti csoportot szambae - az
infekcidt koved 10. naptdl kezdve ndvekedni kezdett. Valosldag az immunszupresszio

hatdsa ekkorra mardaeljesen lecsokkent.

6.5.4. A kisérleti allatok szerv-szuszpenzidinak zggalata YEG taptalajon

Az infekci6, majd az invazidé kialakulasa utan elpfu egereket felboncoltuk, a
pusztulast kdvét 10 percen belll. Az allatok életének kioltasa,@&@mraban tortént,
amikor mar az egyed mozgéasra képtelen volt és akdid@ légzésik. A szerveket
lemértik, sulyukat feljegyeztik és PBS pufferbawnltédk 4 °C-on a boncolas végeztéig.
Majd a szervek#l szerv-szuszpenziot készitettiink Uveg-homogenizdtoA tomeny

mintabdl és annak 10x-es higitasabol valamint a&va inferior-bol gyjtott vérmintat



Eredmények és értékelésik 83

penicillin-streptomicinnel (10,000 unit penicilliés 10 mg/ml streptomycin 0,9% NaCl
oldatban) kiegészitett YEG taptalajra szélesztetfilk 6ran at 37C-on inkubaltuk a
csészéket. Majd fotot és feljegyzést készitettiamqkrol a csészél; amelyekben a
Kioltott szerv-szuszpenziobol gomba telep indultet@désnek.

Az elpusztult egyedeknél a kovetkegzervekBl készitettlink szuszpenzicagy,
sziv, gyomor, vastagbél, mgj, Iép, hasnyalmirigidot vesék. Valamint a lehetséges
fertozott tertletekél szovetmintat vettiink és taptalajra helyeztik:csont, orrireg,

szemzug, szemgolyo, pofée, fejldr, ver.

A taptalajon novekedésnek indult telepek szamabém nlehet szambeli
kovetkeztetést levonni, csupan hozzéleges informaciot ad az adott szerv dedttségi
fokérol. Ugyanis a szervek homogenizalasa sorameavisen talalhaté gombafonalak is
felaprozédnak, igy egy spoérabol képidtt gombafonalbdl a tdptalajon tébb telep is
novekedésnek indulhat. Viszont egyértélmformaciot kapunk, arrol hogy az adott szerv
gombaval feizott vagy sem. Az egyes kisérleti csoportoknal dattagombatdrzsre
vonatkozo szervek feizdttségésl a 11-12. tdblazat ad informaciot.

A mikdzisban elpusztult egyedeknél atlagosan 2e3vsxolt érintett a fetizésben. Az
0sszes felboncolt egyed szerveinekdaitisége a kdovetkéképpen alakult: leggyakoribb
mikdzisforma volt a nazalis mikozis, 12 esetbelyditik meg, ebbl csak a szinuszokra
kiterjeds fert6zés 2 esetben fordult el 17 egyedet boncoltunk fel, eilbl0 esetben
mutattuk ki cerebralis mikdzist, mel§b9 esetben lehetett megallapitani rhinocerebralis
zigomikozist. A 9 rhinocerebralis zigomikozis ellZsa a kdvetkdy volt: 7 eset aR.
oryzae torzzsel tortéd fertozéskor alakult ki,R. microsporustorzs esetén 2 egyednél
lehetett beazonositani (11.-12. tablazatban lilnred jeldlve). Orbitalis infekciot 2
alkalommal, pulmonalis fefzést 1 esetben és gasztrointesztinalis mikdzissdiben
figyeltink meg. A gasztrointesztinalis mikozisoke®&ben a gyomor féizését 3, a Iép
fertozottséget 1, a vastagbél mikdzisat 2 esetben itaunk 13. tablazat az egyes kisérleti
csoportokban az 6sszes felboncolt allat szerveswkmat az adott kisérleti csoport
fert6zott szerveinek szamaval, valamint 6sszegzésképpeegyes szervekre vonatkozé
0sszes febizés szamot a felboncolt egyedek szamaval hasodffae. A 14. tablazat az
egyes kisérleti csoportokban az o6sszes felbondtdt 4zamat és egyes szerveinek
fertozottségét, valamint az 6sszes felboncolt egyedveiresk fertzottségét mutatja be

szazalékosan kifejezve.
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R. oryzae/ i.s.

egyed/szerv agy sziv| gyomqwastagbél| maj lép [ hasnyalmirigy| tiildé |orrcsont|orrireg [ szemzug szem| pofabér | fejbér | vese vér

f X - X - - - X X X - - - - - -

h - - - - - - - - - - x b - - x b - -

r X - - - - - - - - X X ] - - - - -

j1 nem lett boncolva

j2 nem pusztult el

bl - X

b2

hf

X X X |X
]
1
]
1
1
|

hj2 - - - - - - - - X - - - - -

X [ X X X |[X

hb2 X - - - - - - - - x b - - - - -

11. tblazat: Immunszupresszalt csoporR. oryzae uracil auxotrof térzzsel fertézve
R. oryzae/ i.s.: R. oryzaddrzzsel ferdz6tt csoport — immunszupresszélgerek jeldlése: f:fej; h: hat;r: farok;j1: jobb mell$ 1&b;j2: jobb hatso 1abbl: bal mells
Iab; b2: bal hatso laphf: hat-far;hj2: hat-jobb hatso lathb2: hat-bal hatsé Iath: baloldal j: jobb oldal x: szervigl izolalhato voltR. oryzae

R. microsp./i.s.

egyed/szerv agy| sziv| gyomdrvastagbéﬂ maj | lép |hasnyélmirigy| tudé |orrcsont|0rrUreg|szemzud szem| pofab6r|fejb6r| vese| vér
f nem pusztult el
h - - - -7 -7 - [ -] -] -] - [xo] - [xb] - ] -
r nem pusztult el
1 x [ [ -/ ~ ! -1-1 - -1 -°f{-f{-]1-[f- -] -]-7]-
j2 nem pusztult el
b1 x | - [ x [ - | -f{-7 - [ -] - [P -f7-]7-7-f7-7J]-
b2 nem pusztult el
hf - - - - - - - - - X - - - - - -
hj2 X - - X - X - - - X - - - - - -
hb2 nem pusztult el

12. tblazat: Immunszupresszalt csoportR. microsporus térzzsel fertjzve.
R. microsporus/ i.s.: R. microsporugorzzsel fe6zott csoport — immunszupresszéigerek jeldlése: f:fej; h: hat;r: farok;j1: jobb mell$ Iab;j2: jobb hatsé 1abb1: bal
mellss lab; b2: bal hatso 1aphf: héat-far;hj2: hat-jobb hatsé lathb2: hat-bal hatsé lakh: baloldal j: jobb oldal x: szervil izolalhat6 voltR. microsporus
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Osszminta/ Fer6zott minta
egér csoport/szerv agy| sziygyomor |vastagbéll maj | 1ép | hasnyalmirigy | tidé | orrcsont | orrlireg | szemzug szem| pofa bér | fejbér | vese| vér
R. oryzae/i.s. 8/7 | 8/0 8/1 8/0 8/q 8/(q 8/0 8/D 8/2 8/7 8/4 8/0 8/) 8/1 | 8/0| 8/0
R. microsporus/i.s 5/3 | 5/1 5/2 5/2 5/ 5/1 5/0 5/1 5/0 5/3 5/0 51 5/0 5/1 | 5/0| 5/0
R. oryzae/ nem i.s. 3/0 | 3/0 3/0 3/0 3/q  3/q 3/0 3D 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 | 3/0f 3/0
Abszolat kontroll 1/0 | 3/0 3/0 3/0 3/q  3/q 3/0 3D 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 3/0 | 3/0f 3/0
Ossz minta/ Fer6zott minta | 17/10{ 17/1| 17/3 17/2 [17/0|17/1 17/0 17/1| 17/2 17/10 17/4 | 17/1| 17/0 17/2 |17/0| 17/0
13. tablazat: Az egyes egér csoportokban felboncagyedek szama/az adott feézott szervek szama.
R. oryzae/i.s.: R. oryzaddrzzsel ferz6tt csoport - immunszupresszalt;
R. microsporus/ i.s.: R. microsporustrzzsel ferdzott csoport - immunszuppesszalt;
R. oryzae / nem i.s:Kontroll csoportR. oryzaeuracil auxotrof térzzsel fafzve - nem immunszupresszalt;
PBS / nem i.s.abszolut kontroll csoport, nem immunszupresszafiréval nem lett febizve.
Szervenkénti ferbzottség egyes toérzsekre nézve %-ban kifejezve
egeér csoport/szerv agy| sziy gyomdrvastagbéll maj | l1ép | hasnyalmirigy | tiidé [ orrcsont [ orriireg | szemzug| szem| pofa bér | fejbér | vese] vér
R. oryzae/i.s. 87,5%| 0% | 12,5% 0% 0% 0% 0% 0% 25% 87,5% 50% 0% 0% 12,5%% | 0%
R. microsporus/i.s 60% | 20%| 40% 40% 0%20% 0% 20%| 0% 60% 0% 209 0% 20% | 0%| 0%
R. oryzae/ nem i.s. 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 09 0% 0% | 0% | 0%
Abszolut kontroll 0% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% [ 0% | 0%
Ossz ferzott minta %-ban | 58% | 5,8% | 17,6% | 11,7% | 0% | 6% 0% 5,8%| 11,7% | 58,8% | 23,5% [5,8%| 0% |11,7%| 0% | 0%

14. tblazat: Az egyes egér csoportokban felbonca@tyedek szerveinek fefizéttsége %-ban kifejezve.
R. oryzae/i.s.: R. oryzaedrzzsel ferz6tt csoport - immunszupresszalt;

R. microsporus/ i.s.: R. microsporusorzzsel fezott csoport - immunszupresszalt;

R. oryzae / nem i.s:Kontroll csoportR. oryzaeuracil auxotrof térzzsel fafzve - nem immunszupresszalt;

PBS / nem i.s.abszolut kontroll csoport, nem immunszupresszafiréval nem lett febizve.
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6.6. A katalazt kodold gének delécidjahoz szikségesanszformalé vektorok
megszerkesztése

A kataldzok patogenitasban betoltott szerepénetatiasahozxatl, catZ, cat3,
cat4 delécios mutans torzsek létrehozasat terveztiikkatalaz gének deléciojahoz a
Rhizopusadatbazis alapjan azonositatatl, cat2, cat3, cat4ggének hatérold régidira
alapozott transzformalé vektorokat készitettiinkelgek aR. oryzaecatl, cat2, cat3, cat4
génbe inszertalva tartalmaztak az orotidin-5’-mosafat-dekarboxilazt kodoldyrG gént,
mint szelekcios markert.

A patogén gombdék genetikai hatterének vizsgalataékbayan nikodo
transzforméacidés rendszereket igényel. A transzfordsa moddszerek sikeres
alkalmazasanak alapja a transzformansok szelekcidgositd rendszerek megléte.
Jaromsporas gombaknal a transzforméacidés rendszédkknt auxotrof markerek
muténs torzs, mely egy zigomikdzisbdl izol&t oryzaetdrzs szarmazéka. Rhizopus
genom adatbazisbol nyert DNS szekvencia alapj@atd, cat2, cat3géneket hatarolo
szakaszok felszaporitasara specifikus indité szekakat terveztiink.

A géneket megéké szakasz felamplifikaldsat szolgald forward prinkeneinden
esetbenSad, mig a reverz primerelNotl hasitohelyet hordoztak. A géneket kdvet
szakaszoknal alkalmazott forward primerek mindegy¥hd, reverz primerekKpnl
hasitohelyet hordozott. Aatl gén esetében a gént mégél szakaszban Iévszekvencia
magas adenin €és timin bazis tartalma miatt prirerezési nehézségekbe Utkoztink. Ezért
ennél a génnél a gént mefE szakasz helyett a katalaz gén eléj&zaporitottunk fel és
izolaltunk egy 805 bp-os szakaszt. A tObbi généset gént megété és gent koveét
szakaszok kerultek felszaporitasra. A PCR-rel riéakéveten a gének étti szakaszokat
Sad-Notl restrikcios enzimekkel emésztettik, pBluescrikt-Sektor azonos hasitéhelyei
kozé épitettink. A kovetkéz |[épés a szelekciét biztositd gén bevitele volt. A
rendelkezésunkre all6 pEPM901 plazmidbdl pyrG gént Notl-Xhd restrikcios
endonukleazokkal kivagtuk és beépitettik a pBlueiscBK+ vektor Notl és Xhad
hasitohelyei kozé. A PCR-rel reakciét ket a gének utani szakaszokébd-Kpnl
restrikcidés enzimekkel emésztettik, a pBluescript Sektorokba gyrG gént utanixha-
Kpnl hasitéhelyekre klonoztuk. Ezaltalééllitottuk a kataldz gének deléciojat lehet
tevo vektorokat: pLB catl, pLB cat2 és pLB cat3 (27adb
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= il . ,
Ap I 663 C_CTAC'C > /""FN»( Kpnl - 657 - G_GTAC'C
\//?‘ , ) 4 \ \
\ \ ok
ACSN } ARAN
CAY A
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pLBcat1 J_ pLBcat2 L
Xhol - 1468 - C'TCGA_G Py — Xhol - 1505 - C'TCGA G
5849 bp 5813 bp o S
"\. < L e
Sacl-3650 - G_AGCT'C "\ Sacl - 3608 - G_AGCT'C "\ Cafgi™
~—— — ]
Nodl - 2834 - GC'GGCC_GC Nodl - 2871 - GC'GGCC_GC

<
Sacl - 3837 - G_AGCT'C \_\

Notl - 2959 - GC'GGCC_GC

27. abra: A katalaz gének delécidjat lehéié tewé pLBcatl, pLBcat2 és pLBcat3

plazmidok sematikus rajza.

A cat4 gén elejét és veéget izolaltuk a hatarold régidkkar 1201 bp-os
felszaporitott termék (cat5'cat’), eat4 gént megediz6 392 bp-os szakaszt (amely a
promotert is hordozza), valamintcat4 gén elejébl 809 bp-t tartalmaz. Az 1495 bp-os
PCR termék (cat’cat3’) eat4 gén veégenek 494 bp-os szakaszat és a gentoskdoed bp-t
foglalja magéba. Mindkét fragmentum pBIuescript Swektorba lett klonozva. Aat4
tartalmaztak, ennek kdvetkeztében a traszformdktﬁovéjsszeepltese néhany plusz |épést
igényelt. A pBluescript SK+_cat’cat3’ plazmidbolkatalaz gén végét és a gént kdvet
régiot kodolo szakaszma-Hincll enzimekkel kivagtuk és#incll enzimmellinearizalt
pUC18 plazmidba klonoztuk. Ezt koven a pUC18 cat’cat3’ vektorClal-BanHl
enzimekkel linearizaltuk, pEPM901 vektorboMaicor pyrG géntClal-BanmHI enzimmel
kiemésztettik és a linearizalt vektorba kldbnoz#tukBluescript SK+_cat5’cat’ plazmidbol
a katalaz gén promoterét és a gén elejét kodokasztPst-Sal enzimekkel vagtuk ki és
a pUC18 plazmid megfelelhelyére klénoztuk. Ezzel a Iépéssel plusz hasiligekhez
jutottunk, amelyek @ékegitették a végleges vektor konstrukcid 0OsszestitéA
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pUC18 catb'cat’ vektorbdl a cat5'cat'génszakasztoR-BanHI-el kivagtuk és a
pUC18_cat’cat3’_pyrG vektor megfeldéd helyére klbnoztuk. Az igy kapott plazmid a
pLBcat4 (28. abra). ). A klonozott DNS szakaszodksenciajanak meghatarozasa mind a
négy transzformald vektor esetén pBluescript SKktaren talalhaté T3 és T7 primerek

segitségével tortént.

Ndel - 128 - CA'TA_ TG

! Ndel - 498 - CA'TA_TG
/

T
%

pLB cat4
6359 bp
Q
N

Fe
Kpnl - 4059 - G_GTAC'C

cat”

" Clal - 1830 - AT'CG_AT

C‘al.

Clal - 3183 - AT'CG_AT BamHI - 3161 - G'GATC_C

28. abra A cat4 gén delécidjahoz készitett pLBcat4 plazmid térképe.

A vektorok tehat hordozzakMucor pyrG gént (mint szelekciés markert) kortlvéve
a katalaz gének 5 és 3’ iranybol hatarolo regibifezek iranyitjak a keis homolog
rekombinaciét, amelynek eredményeként az egeészttkaaekittni kivant gén helyére
integralodhat), valamint a bakteridlis transzforrbasoran alkalmazott ampicillin

rezisztencia gént is.

6.6.1. Transzformacios kisérletek

A transzformacios kisérletek alapjaN HEESwiJCK €s FONCERO (1984) altal leirt
PEG-medidlt transzformécié protokoll volt.

A pLBcat4 vektorb6INdd és Kpnl, mig pLBcatl, pLBcat2, pLBcat3 vektorok
esetébersad ésKpnl restrikciés enzimek segitségével vagtuk ki eetetjelécios kazettat.

A tisztitott lineéaris fragmentumokkal PEG-medialbtplaszt-transzformacios kisérleteket
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végeztinkR. oryzaeuracil auxotrof térzzsel. A pLBcat plazmidokbdl emy linearis
delécios kazettakkal torténtranszforméacidval parhuzamosan, kontrollként, pEBM
cirkularis plazmiddal (mely csak@yrG gént hordozza, a sejten belll autondm replikalédé
modon fennmaradva komplementélja az uracil auxidiors transzformaltuk a recipiens
torzset. Jaromspords gombdék esetén a transzformplalfmidok altalaban autoném
replikalddé modon maradnak fenneghHIM és KORY 2006), azonban teljesen
alkalmatlanok olyan vizsgalatokban, amikor a gen®@NS célzott elrontasa, illetve a
génkiltés kovetkezmeényeinek vizsgalata a cél. (Eazéranszformacioval a késbi
kisérletekben azt kivanjuk igazolni, hogy a létvéjkatalaz delécids torzsek hidrogén-
peroxid toleranciajanak a valtozasa, valéban a&aigének elrontasanak a eredménye és
nem pusztan az auxotrofia komplementalasa, vagy tmedszformacio altali behatas

kovetkezménye).

Li > 4ci6h Kettds rekombinacidéban

Slazmid mehanzac,l?t 0Z| |inearizalt résztvevs homolég ST

név | reswikeiss | fagmentum | szakaszok hossza (bp) | "t T

enzimek meérete (bp) up dw

pLBcatl | Sad- Kpnl 2987 816 805 10
pLBcat2 | Sad- Kpnl 2951 737 848 10
pLBcat3 | Sad- Kpnl 3180 878 936 10
pLBcat4 | Ndd- Kpnl 3556 891 1332 10

15. tdblazat: Transzformécio soran alkalmazott linearis fragmentunok jellemzéi.

up: gént megeizé szakaszdw: gént kdvet szakasz.

MICHIELSE és mtsi. (2004) kisérletek alapjan arra a megédlama jutottak, hogy
jaromsporas gombék stabil, integrativ transzforgjactsak endogén vagy rokon DNS
bevitelével érhét el. Az altalunk megszerkesztett linearis fragmertk a tonkretenni
kivant géneket szegély&znagy kiterjedés homolog szakaszokat hordoznak, amelyek
lehetvé teszik aR. oryzaegenomjaban megtalalhaté kataldz géneket hataem@k
kozotti ketbs rekombinacio lejatszodasak(®Ry 2002), ami a katalaz génglyrG génre
tortérd kicserébdését eredményezi (29. abrA)négy kulonbo# katalaz delécids torzs

létrehozasa, illetve a transzformansok elemzése gelleg még folyamatban van.A



Eredmények és értékelésik 90

transzforméacié soran alkalmazott linearis fragmerttk jellem®it 15. tablazat foglalja

0ssze.

L,’—-""'—I"

pLBcat4

Kpn |

29. abra: A katalaz géneket hatarolé régiok kozottkettés rekombinacio lejatszodasa, ami a

kataldz génekpyrG génre torténs kicserélbdését eredményezi.
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7.OSSZEFOGLALAS

A jaromsporas gombak opportunista patogénként inszwpreszalt betegekben heves
lefolyasu és gyakran halalos kimeneét&ritzéseket okozhatnakCandidaésAspergillus
fajok &latl okozott megbetegedések mellett, figysimérdemel a zigomikozis
kialakulasanak szama, amely az elmult években ricdyasan és ételjesen emelkedik. A
szervezet immunrendszerének csokkerikddése a zigomikdzisok d@ntdobbségeben
bizonyitott. Az invaziv gombafdizésekkel szembeni védekeanechanizmusok kozt
fontos szerepe van az oxidatib @ejteknek. A fagocitak altal termelt oxidativ tékek
egy iranyitott folyamatban elarasztjak és elpusktita mikroorganizmusokat. A
kataldzoknak az opportunista gombafeéisek kialakulasdban beto6ltott szerepét
Aspergillus fumigatuses Candida albicansesetében vizsgaltak részletesebben. Ezek a
vizsgélatok aldtdmasztottak a fagocitak altal tdrnoxidansok fontossagat a gazda
mikrobaval szembeni védeki#@pessége szempontjabdl. A neutrofil sejtek adanelt
hidrogén-peroxid hatékonyan pusztitja el a gomiékhat. Mindezek alapjan a mikrobialis
kataldztermelést lehetséges virulenciafaktornakdglpgk, kiulonésen olyan betegeknél,

akiknél a neutrofil sejtek funkcidja karosodott.

. Munkéank soran ceéluliiztik ki in vitro korilmeények kozott szilard és folyadék
tapoldatban a hidrogén-peroxid altal kivaltott @tig stressR. oryzaedsR. microsporus
novekedésére gyakorolt hatasanak vizsgalatat, kdntenyésztési feltételek mellett a
gomba elt& életallapotaiban. Megallapitottuk, hogy 1,5 mM &entraciéju hidrogén-
peroxid altal kifejtett oxidativ stressz hatasa dahigt torzs esetén 50% kortli névekedés
gatlast eredményez. Ennél kisebb koncentraciéjaropé&h-peroxidhatasdra csak kis
mértékben gatlédott a gomba tdrzsek noévekedéseélEnagyobb koncentracioban
alkalamzott hidrogén-peroxid hatasar®.aoryzaetbrzshoz képest mind minimal (YNB),
mind komplett tapoldatban (YEG)R. microsporusorzs bizonyult érzékenyebbnek.R.
oryzaetorzs esetén, YNB tapoldatban 2,5 mM felett, YE@otdatban 5 mM felett teljes
novekedés gatlas volt megfigyelbet Tovabbi kisérleteinkben az oxidativ stressz
kivaltasara 1,5 mM hidrogén-peroxido koncentrabagznaltunk.

. A kataldz gének funkciondlis jellemzésének kezdetm rendelkeztiink
informacioval a spérak csirazasanak dinamikajavidghataroztuk a spérak csirazasanak
idejét R. oryzaeuracil auxotrof torzs esetén, hidrogén-peroxién@tében és hianyaban.
Optimélis korilmények kozott tortdntenyésztés esetén a sporangiospora a leoltéastol
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szamitott 4. éraban, mig oxidativ stressz hatés al®. 6rdban kezdtett csirazni. Ez a
kisérlet fontos tAmpontot adott a tovabbi vizsgdidt soran tortéh mintaveételi idpontok
meghatarozasaban.

. Catalase Assay Kit segitségével, étéejlodési szakaszokban megmértikRa
oryzaeés aR. microsporugissz-katalaz aktivitasanak valtozasat.

. A R. oryzaegenomadatbazisban négy kataldz homoldég szakakdtumk. A
fehérjék aminosav szekvencigjat mas mikrobakbolrnsaad katalazok aminosav
sorrendjével 0Osszehasonlitottuk. Az aminosav szel@k filogenetikai elemzésével
torzsfat készitettink. AR. oryzae genomadatbazisaban talalhaté katalaz fehérjék
szekvenciai a filogenetikai torzsfa analizis alapgdKLoTz €s munkatarsai altal 2003-ban
készitett katalaz torzsfa hem tartalmud monofunkalisrkatalazainak 2-es és 3-as kladjaba
sorolhatéak be. Aatl gén a 3-as kladban foglal helyet, a peroxiszomdéislazokkal
mutat nagy hasonléségot. @at2, cat3, catdgének a monofunkcionalis katalazok 2-es
kladjaba illeszkednek be, mindharom fehérje a fareegymashoz kdzel helyezkedik el.

. A R. oryzaekataldzok haromdimenziés molekulamodellezése a été&Enyekisl
meghatarozott katalaz fehérjék haromdimenzidés nubdekodelljének homoldgia-
modellezése altal valosult meg. Az NCBI adatbazsabéw haromdimenzios
molekulamodellezett kataldzok édRaoryzaekatalazok aminosav sorrendjének illesztése
utan kapott rangsort alapul vévéstor a monomerek molekulaszerkezetének illesztését
végeztuk el. Kdzismert, hogy a katalazok poliméképpen homotetramer formaban
aktivak, monomerenkeént aktiv centrumukban egy-egy-kt tartalmazva. A monomerek
illesztését heteroatomok (hem) nélkil, majd heternakkal végeztik, az igy kapott
szerkezetet loop modellezéssel finomitottuk. Aelétizott monomereket négy lancbél allé
homotetramerek félépitésére hasznaltuk fel, ameljekgalataval megallapithatd volt,
hogy a modellezett katalazok aktiv centruma nagiékben konzervalt. Az igy kapott
modellek aktiv centrumaban egyforman jelen voladrsztidin, amelynek mutacidjaval a
fehérjék funkcioképtelenné valnak.

. Ezek az eredmények leldeé teszik, a teljes katalaz gének izolalasa ut§@ano
mutans katalaz gének létrehozaséat, amelyek a neadsllaltal meghatarozott aminosav
cseréjével a leirt kisérleti korilmények kozottkdsnt védeked képesséilygombatdrzset
eredményeznek. Ennek teljes kisérleti mégjegse sejtes rendszerben nagy menntyiség
fehérje termeltetése, és kristalyositas utan raitiffeankcidos szerkezet meghatarozassal
lehetséges.
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. Kvantitativ PCR segitségével megallapitottuk egyegy gén aktivitAsanak
valtozasat a fejidés ebrehaladtaval, oxidativ stressz jelenlétében ésyhidan. YEG
tapoldatban optimalis kortlmények kozott toftéenyésztés soran aatl gén aktivitas,
oxidativ stressz hataséraat2 éscat4 gének aktivitdsa volt jeletd. A sporat ért oxidativ
stressz eseténcat4 gén mutatott ételjes aktivitast.

. Izoenzim analizis altal képet kaptunk arrdl, hoggamba elté& életallapotaiban
valtozas all be a kulénbézkatalazok kifejegdésének intenzitasaban. Vizsgalatainkban
vildgossa Vvalt, hogy hidrogén-peroxid &ltal keltettidativ stressz hatasaradwedljes
enzimaktivitds novekedés kovetkezik be.

. Allatkisérletek sorarR. oryzaeés R. microsporusfertézéképességét vizsgaltuk,
egészséges és immunszupresszalt egyedekben egy@fmin egérmodelt nem
talaltunk irodalmi adatot, ahol &. oryzae mikdzis ciklofoszfamiddal indukalt
immunszuppresszio esetében kovetkezett be. Kisiébl kiderilt, hogy aR. oryzae
immunszupresszalt egyedekbensteliesebb fedzést képes kivaltani, a mikozis f
megjelenési formdja a rhinocerebralis zigomikdaisely gyors lefolyasu, és a féxbit
egyedek 90%-0s elhullasat okozza adesst kbved 3 napon belllR. microsporugsetén

a fertbzés lassabb lefolyasigkiéppen a gasztrointesztinalis tertleteket érintfeAdzést
kove® tulelés 50%-o0s a ferzést kovet 7,5 nap elteltével.

. A R. oryzaegenomadatbazisban talalhaté négy katalaz homalaipsz elejére és
végére specifikus primereket terveztink, PCR-edzigboritottuk, izolaltuk és plazmidba
klénoztuk. A kataldz enzimek patogenitasban bettoftperepének vizsgalatahoz mind a
négy gén esetén gének elrontasat teleette\b transzformald vektorokat keészitettlink,
melyek a katalaz génekbe inszertalva tartalmazs#ekekciot biztosit@yrG marker gént.

A patogenitas hatterének és a katalazok viruleacidtetoltott szerepének vizsgalatahoz
szelekcids és transzformaciés rendszerre van sgiksndelkezéslnkre alltR oryzae
zigomikozisbol izolalt, uracil auxotropyrG mutans torzse, igy nem Kkellett kilén a
transzformaciohoz szikséges mutansbaldtani. Az altalunk készitett delécios

vektorokkal jelenleg transzformacios kisérletek/halk.
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8. SUMMARY

Certain zygomycetes are opportunistic pathogenéschwcan cause severe and
frequently fatal infections in immunosuppressedgpas. The importance of this fungal
group is underlined by the fact that the numberso€h infections has been rising
continually and dynamically in the last few decadeatural killer cells play an important
role in the defensive mechanisms against invasiyeosis. Oxidative products generated
by phagocytic cells kill the microorganisms in atolled process. The role of catalases in
the development of opportunistic mycosis has beediesd in detail in the cases of
AspergillusfumigatusandCandida albicansThese tests confirmed that catalases provide
protection against reactive oxygen radicals produicg neutrophil granulocytes of the
human immune system. Hydrogen peroxide producedhkyneutrophil granulocytes
destroys fungal hyphae efficiently. Based on tHes#ings, microbial catalase production
can be considered a possible virulence factor.

. The aim of our study was to investigate the eftédt,O, induced oxidative stress
on the growth oR. oryzadn vitro. This effect was examined in solid and liquid nuedli
and at different developmental stages of the funfjusas found that the oxidative stress
generated by 1.5 mM 4@, caused about 50% growth inhibition. Lower concaians of
H,0O, caused only a slight growth inhibition, while heghconcentrations of 1D, (>2.5
mM) led to total blockade of the fungal growth innimal (YNB) and complete (YEG)
media. According to these findings, 1.5 mMQ4 was used to generate oxidative stress in
the further experiments.

. At the beginning of the functional characterizatairthe catalase genes, we did not
have information on the dynamics of spore germimatWe determined the time of the
spore germination of the. oryzaeuracil auxotrophic strain in the presence and mtesef
H.O,. Under optimal growth conditions, the germinatminsporangiospores started at 4
hours after inoculation, while this time shifted @hours under oxidative stress. This
experiment served important information for furttstudies about the time intervals of
sampling.

. The total enzyme activity of the catalases deteechiby a Catalase Assay Kit
showed variations in the different developmentafss of the fungus and under oxidative

stress conditions.
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. Phylogenetic analysis of thR. oryzaecatalase genes. We found four catalase
homologous regions in the genome database oRtleryzae Several catalase genes have
been identified in other filamentous fungi and yea¥he amino acid sequences of the
corresponding proteins were compared to thoseeofdbr R. oryzaecatalases. Based on
these amino acid sequences, a phylogenetic tree imfasred. Topology of this
phylogenetic tree corresponded well to that preskmreviously by Klotz at al (2003).
Catalases ofR. oryzae situated in the clades 2 and 3 of the heme-cdantin
monofunctional catalases on this tree. CAT1 seeniseta member of clade 3 and shows
great similarity to the peroxisomal catalases, &/lGlAT2, CAT3 and CAT4 belong to
clade 2.

. The 3D structure of catalasesRf oryzaewas built by homology modelling based
on experimental structures of other catalases. Taagpfor the homology modelling were
obtained by sequence alignment of Reoryzaesequences against the pdb database of
NCBI by PSI-BLAST search. Proteins above a reliaddignment score were selected..
Although it is well known that catalases functionhiomotetrameric form, a preliminary
ranking of the templates was performed by homologydelling for later tetramer
modelling using the protein monomeric chains. Bacmomer contains lsemb fused ring

in its active centrum, thus the homology modelliwgs performed with not only the
protein chains but also using themmolecules in place. The presencehemcaused a
great improvement in the quality of the models.tker refinement of the models was
observed by applying a second loop modelling stdme templates were ranked by the
percent structural overlap values between the menamodels and the corresponding
templates and the best scored templates were astt ifinal multichain-multitemplate
homology modelling. In these models, the activetresnwere found to be highly
conserved containing the key amino acid histidirtee mutation of this residue was found
to demolish the activity of the catalasePinmirabilis

. After isolation of the catalase genes, these resulike possible to determine the
site of the point mutations, which may result imdal strains with decreased defence
ability in the described experimental conditionkeTinal verification of these hypotheses
could be performed by X-ray diffraction of crystatd the proteins obtained from
expression the genes in proper cells.

. Quantitative PCR was used to determine the chamdfeei gene expression during

the growth of the fungus and in the presence alaikie stress. The strongest activity was
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measured fothe catl gene in each developmental stage under normaltroenditions,
followed by the gene expression activity @dt2 Under oxidative stress conditions, the
cat2 gene showed the highest expression level. CEté gene was activated by oxidative
stress in the spore and by internal stress undemaloconditions in later periods of
cultivation.

. Isoenzyme analysis revealed changes in the injenditthe expression of the
different catalases during the fungal growth.

. Studies using both healthy and immunosuppressedahnnodels were used to
study the virulence dR. oryzaeandR. microsporusAnimal models oR. oryzaemycosis
developed in mice, in which immunosuppression wakiced by cyclophosphamid, has
not been reported before. In these experim&htoryzaeinfection frequently caused
rhinocerebral zygomycosis causing a 90% mortalitthe infected animals within 3 days
following the infection.R. microsporuscaused a slower course of infection with milder
consequences thaR. oryzaeand affected particularly the gastrointestinalaareThe
survival rate was about 50% at 7.5 days after tidac

. The genome database & oryzaecontains four catalase homologous genes.
Specific primers were designed to the upstream dowinstream regions of the genes.
Then the genes were amplified from the genomic Dd§Ahe fungus and cloned into
plasmid. To investigate the role of the four cataain the pathogenicity, transformation
vectors were constructed for deletion of the gefés. vectors carried theyrG selection
marker gene inserted in the catalase genes. Thefdranation experiments using the

deletion vectors are currently in progress.
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11.MELLEKLETEK

1. melléklet:
H,0, stressz mikrotiter lemezen folyadék tenyészetben
YEG kontroll |0,078 mM | 0,152 mM | 0,312 mM| 0,625 mM| 25 mM 1,5mM 1,75 mM 2 mM 2,5 mM 3 mM 5mM
24 6raR.o. 100% 100% 57% 43% 34% 18% 8% 0%
24 6rarm. | 100% 100% 0% 0% 0% 0%
48 éraR.o. 100% 100% 96% 92% 55% 45% 24% 0%
48 6raR.m. 100% 100% 0% 0% 0% 0%
72 6raR.o. 100% 100% 97% 93% 92% 69% 64% 39% 0%
72 6raR.m. 100% 95% 0% 0% 0% 0%
YEG tapoldatban a kulénb6z hidrogén-peroxid koncentraciok hatasa a ndvekedésr R.o.: R. oryzaeR.m.: R. microsporus
YNB kontroll {0,078 mM | 0,152 mM | 0,312 mM| 0,625 mM| 25 mM 1,5mM 1,75 mM 2mM 25mM 3mM 5 mM
24 éraR.o. 100% 52% 39% 2% 0% 0% 0%
24 6raRm. |  100% 1% 0% 0% 0% 0% 0%
48 6raR.o. 100% 64% 54% 14% 0% 0% 0%
48 6raRm. |  100% 5% 0% 0% 0% 0%
72 6raR.o. 100% 64% 18% 0% 0% 0%
72 6raR.m. 100% 5% 0% 0% 0% 0%
YNB és YNB + ura: tdpoldatban a kiilénb6s H,0, koncentracidk hatasa a ndvekedésrB. oryzae ésR. microsporus esetén.
R.o.: R. oryzagYNB+ura tapoldat)R.m.: R. microsporugYNB tapoldat)
H,0, stressz petri csészében szilard taptalajon
24 6ra kontroll 0,0625 mM | 0,125 mM Jd5 mM 1mM 1,5mM 2 mM 2,5 mM 3 mM
R. oryzae 100% 68% 62% 60% 59% 35% 0%
R. microsporus 100% 39% 20% 6% 0 0 0

YNB és YNB +ura taptalajon a kulénbd# H,O, koncentraciok hatasa a névekedésrB. oryzae ésR. microsporus esetén.
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2. melléklet:
A: Formaldehid standars készitése kalibraciohoz:
100x osan higitott sormaldehid standardbdl kéziitett

100xhigitott

Puffer (katalaz detektalo kitt

Végkoncentracio ( uM

€61 formaldehid ( p) tartalmazza) formaldehid)*
A 0 1000 0
B 10 990 5
c 30 970 15
D 60 940 30
E 90 910 45
F 120 880 60
G 150 850 75

*Formaldehid koncentraciéja 170 ul végtérfogatu reakcié kézegben.

B: Kalibracié gorbe

od 570

0,7

y=0,0086x +0,0121

0,6

R®=0,9931

0,5

0,4
0,3
0,2

20 40
uM formaldehid

60 80
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3. melléklet:

CAT1 fehérje: 484 aa

MTKNVLTTSNGNPVENNQTSQTAGAWGPVLIQDFHLVDKLAHFDR ERGAGAHGVFEVTNDITHL
TKAKFLSHVGKTTPVFL-I'VGGEKGSADTARDPRG FALKFYTEE FIRDPSKFPDFIHT
QKRNPRTNYADPDAFWDFLSLVPESIHQVTILESNRGTPDGYRHLNGYSSHNDKGEFKYVKWHFKTDQ
GIKNLTAQKAGELAGSDPDYATRDLFNAIERGDYPSWSVYIQVMNPERBAKRFDVTKVWSHKDYPLQPV
GKLTLNRNPENYFAETEQAAFSPSHIVPGIDVSPDRMLQGRLFSYPBUERMYAQIPINQPQCRVSNHQ
RDGQMAVLGNGGSAPNYEPNSFSGPQQTNIAATTFTAEELEGVTGRBBBFYQAGDLYRLMSAEEKTD
LINNIARHLKNAKKHIQERQIGHFKRADPEYGQRIEQTILALSSKA

CAT2 fehérje: 710 aa
MSNIQDKTPPVTNVDTKIDSKGAQETTQFGVKVDSRDSLTAGERGARYVREKMTHFDHERIPERMVHA
RGFGVHGYFQTYKDWSQLTCANFLCHPSKKTRYIFlIRFSTVLGNRGSPRGNVRTRFYTDEGNFD NV
QDPSKFVDLIHAGKPERDRDIPQAATAHNSTYDFFAQQPETIWYN/ SGRGTPKSFRQVEGFGVN
TFRLINEQGKWVFVKFHWKPLQGLNNLEWDEAQKLNGKDPDFHRNINGHFREYELGVQIIPEEDEEK
FEFDILDATKIWPESIIPVTILGKMVLNRTPDDFFGETEQVTYHMGHVNFFGDDPLLQGRLFEYIDTQIN
BMNSVNFHQLPINRPVVPVHNVNREGFMNFNCHKGAVNYFPNTMQGBNKBAFSYIEVPQKINGVKQRG
KHGKKLEFYSQAQLFYNSLTTAEQQQVVNNFRFELGRCNNFTVRENYWHKIHNLARRVANGIGVKPPEK
PDIENKKQTSVGLSIDNYKRPNHIRGKTVAIVVAPGIDVIQANGMYKHESBVVDFVGPTPGEVDGMPVVK
TFLTSPSVFYDAVFVPTGEVSTFEGLMEPHPAFPYGEPVQFVLDCYRANSGKAVALLKAAHIPLVTSE
KDEIKYGLFIAENLDKLKSNFKKGIIIQRFWTRLPIDPDAEESPTPLDN\ED

CAT3 fehérje: 718 aa

GSSDSRTAPVTDIDADVYDAGTQETTQFSNVKRDSLTAGDRGPTLLEDFMMR
EKVMHFDHERIPERAVHARGVAVHGYFQSYEDWSNITAAKFLQDP PURHBV LGSRGSPDTVRDVRG
FATRFYTEEGNWDLDAIKFPDLIHAAKPEPDKEVPQAGTAHSTAYDHAESHIVMWALSGRGTPRSFRQ
VEGFGVHTFRFINEDPRKTVLVKFHWKPLQGLSNLVWDEAQKIAGKDNDENRAIENGDYPEYELGVQIV
SEEDQDKFDFDLLDATKIPESLVPVTKLGKMVLNRNPDNYFSETEQNGHWRGITFTDDPLLQGRLFS
ETDTQLERMHSANYLQLPINRPLVPVHNNQRDGFMQFNVYHGRVAYPRNREVVSEEEGGYLEYPENI
RGRKQRGKHGKFADHFSQAQLFYNSLTTHEQQQLVNNFRFEVGKCDNRIDAR_.NRVDNNLARRVARGV
GVEEPSPVSENEGETTINLSIENYKRPDHIRAKKVAILTGPGIDDSQVKE¥WLTGENAYVDLVGLNLDEDN
SEGLNITQTYSTTSSVLYDAVYVPSGEKRTFEILTSPRPEFPYDEPLNPAMRHGKPIAVSGRGLELLKSA
KVPTFNGTDAAANHGIYISSDVSNLASDFRKGIQRFWNRMALDHDRKESHIKIED

CAT4 fehérje: 710 aa
MSNPTHSSSQPPITNVNTVVDNQGTQETTQFGTKVDTRDSLTAGERGPWAREKITHFGTIPERVEHA
RGFGVHGYFQPYKDWSELTCAKFLCDPNKKTRYIFIRFSTVLGNRGBEREYRTRFYTEEGNFD ND
VAREFVQDAIKFVDLIHAAKPEPNKDVPQAATAHNTAYDFFSRQPESIWAL SEGRGTPKSLRQVEGFGVH
TMRLINEQGKSVFVKFHWKPCQGLNCLEWDEAKKINGNDPDFHRNBRKYMAPEYEFGVQIIPEEDEDK
FEFDLLDSTKIVPESLVPVTPLGKMVLNRNPDDFFGESEQVTFHVAHGIRBDPLLQGRLFY TDTQIN
BVMNSANYHQIPINRPITPVHNNNREGFMNFNVHKGAVSYYPNAMQNSRREBGYIEPPQRVNGIKQRG
KHGKKLEYFAQAQLFYNSLTTHEQQLLINNTRFELGKCTDLNVRQNRNAMDFNLAVRVANGIGVKAPEK
PANENKKQTSVGLSIENYKRPNHIKAKTVAIVAPGIDVNQASDMYKREEGALVDYVGPTVGDFEGLPIKQ
TFLTSSSVLYDAVFVPNGEADAFYKMLEPCPAFPYGEPIQFIFDTYRHSKEGNATGLLKAAHVPVYNSK
EDQEKYGICTADDLNQLKADFKKAIIIQRFWARIPLDPDAKESPTAASEN

R. oryzae négy katalaz fehérjéjének aminosav sorrendje a beaidk talalhaté motivumok jel6lésével.
Kék: a monomerek polimerizacidjat iranyitd domédlg: disztalis hem kdt hely; piros: proximalis hem
kotshely; zold: NADPH kothely; sziurke: peroxiszémalis szignal peptidhaki: extracellularis leader

peptid
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4. melléklet:
A BLAST keresés eredménye
CAT1 CAT2 CAT3 CAT4
PDB ID gf:?r(e cgv'ﬁgée il\(gl:r):t gf:?r(e cgv'ﬁgée il\(gl:r):t gf:?r(e cc?vi?%e il\(gl:r):t gf:?r(e cc?vi?%e i’\(;l:r):t Hem NADPH
1 3RGP_A | Bos taurus (cattle) 592 97% 60% 311 60% 39% 310 59% 40% 305 54% 42% Hem b -
2 7CAT_A | Bos taurus (cattle) 590 97% 60% 312 60% 39% 312 59% 40% 308 68% 38% Hem b +
3 | 3NWL_A | Bos taurus (cattle) 591 97% 60% 312 60% 39% 312 62% 39% 308 68% 38% Hem b +
4 1DGH_A | Human erythrocyte 586 97% 60% 309 54% 41% 302 61% 38% 305 54% 42% Hem b +
5 1DGG_A | Human erythrocyte 585 97% 60% 309 54% 41% 302 61% 38% 305 54% 42% Hem b +
6 | 1QQW_A | Human erythrocyte 586 97% 60% 310 54% 41% 302 61% 38% 305 54% 42% Hem b -
7 1DGH_B | Human erythrocyte 583 97% 59% 306 54% 41% 299 61% 38% 301 54% 41% Hem b +
8 1SI8_A | Enterococcus. faecalis 566 98% 58% 368 68% 41% 368 64% 42% 368 67% 42% Hem b -
9 2XQ1_A | Pichia angusta 537 99% 56% 300 63% 37% 300 60% 39% 300 64% 38% Hem b -
10 [ 1QWL_A | Helicobacter pylori 537 97% 57% 352 68% 38% 339 65% 38% 352 64% 42% Hem b -
11 | 2A9E_A | Helicobacter pylori 533 97% 56% 349 68% 38% 335 65% 38% 348 64% 41% Hem b -
12 [ 1H6N_A | Proteus mirabilis 515 99% 54% 325 66% 37% 342 64% 40% 330 66% 38% Hem b -
13 | 1M85_A | Proteus mirabilis 514 99% 54% 326 66% 37% 343 64% 40% 332 66% 39% Hem b -
14 2ISA_A | Vibrio salmonicida 513 97% 53% 317 62% 41% 320 60% 40% 315 60% 39% Hem b -
15 1E93 A | Proteus mirabilis 512 99% 54% 325 66% 37% 342 64% 40% 330 66% 38% Hem b -
16 | 3HB6_A | Proteus mirabilis 511 99% 54% 323 66% 37% 341 64% 40% 329 66% 38% Hem b -
17 | 1H7K_A | Proteus mirabilis 510 99% 54% 326 66% 37% 344 64% 40% 332 66% 39% Hem b -
18 [ 1A4E_A | Saccharomyces cerevisiae 478 97% 52% 266 50% 39% 259 62% 34% 256 50% 39% Hem b -
19 | 2J2M_A | Exiguobacterium oxidotolerar] 457 97% 48% 345 67% 40% 366 65% 42% 332 67% 38% Hem b -
20 | 1M7S_A | Pseudomonas syringae 437 97% 47% 339 65% 42% 336 63% 42% 321 65% 40% Hem b -
21 | 1IGWH_A | Micrococcus luteus 431 97% 48% 284 52% 40% 284 52% 41% 293 56% 40% Hem b +
22 | 1HBZ_A | Micrococcus luteus 429 97% 48% 283 52% 40% 284 52% 41% 293 56% 40% Hem b -
23 | 1GWF_A | Micrococcus luteus 427 97% 48% 281 52% 40% 280 52% 41% 288 56% 40% Hem b -
24 | 3P9S_A | Escherichia coli K-12 389 79% 50% 598 95% 46% 590 91% 46% 598 93% 46% Hem d -
25 | 3P9R_A | Escherichia coli K-12 389 79% 50% 597 95% 45% 588 91% 46% 597 93% 46% Hem d -
26 | 1QF7_A | Escherichia coli 389 79% 50% 596 95% 45% 588 85% 47% 595 93% 46% Hem b -
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CAT1 CAT2 CAT3 CAT4
PDB ID g:?r(e cgv'ﬁgée il\(gl:r):t g:?r(e cgv'ﬁgée il\(gl:r):t g:?r(e cc?vi?%e il\(gl:r):t g:?r(e cc?vi?%e i’\(;l:r):t Hem NADPH
27 | 3P9P_A | Escherichia coli K-12 389 79% 50% 600 95% 45% 592 85% 48% 598 93% 46% Hemd -
28 | 1IPH_A | Escherichia coli 389 79% 50% 599 95% 45% 591 85% 48% 598 93% 46% Hem b -
29 | 1CF9_A | Escherichia coli 388 79% 50% 597 95% 45% 590 85% 47% 596 93% 46% Hem b -
30 | 1P81_A | Escherichia coli 387 79% 50% 597 95% 45% 590 85% 47% 597 93% 46% Hem d -
31 | 1QWS_A | Escherichia coli 387 79% 50% 598 95% 45% 589 85% 47% 596 93% 46% Hem b -
32 | 1GGK_A | Escherichia coli 387 79% 50% 597 95% 45% 591 85% 48% 596 93% 46% Hem b -
33 | 1P7Z_A | Escherichia coli 386 79% 50% 597 95% 45% 588 85% 47% 596 93% 46% Hem b -
34 | 1P80_A | Escherichia coli 386 79% 50% 598 95% 45% 589 85% 47% 596 93% 46% Hem b -
35 | 1GG9_A | Escherichia coli 386 79% 50% 597 95% 45% 588 85% 47% 595 93% 46% Hem b -
36 | 1GGJ_A | Escherichia coli 386 79% 50% 597 95% 45% 591 85% 48% 596 93% 46% Hemd -
37 | 1P7Y_A | Escherichia coli 385 79% 50% 597 95% 45% 588 85% 47% 596 93% 46% Hem b -
38 | 3P9Q_A | Escherichia coli K-12 385 79% 50% 598 95% 45% 590 85% 48% 598 93% 46% Hemd -
39 | 1GGH_A | Escherichia coli 385 79% 50% 596 95% 45% 588 85% 47% 595 93% 46% Hem b -
40 | 3EJ6_A | Neurospora crassa 371 93% 44% 597 95% 45% 605 93% 47% 577 95% 43% Hem b -
41 | 1SY7_A | Neurospora crassa 355 93% 42% 579 92% 46% 567 92% 44% 563 93% 45% Hem b -
42 | 2XF2_A | Penicillium janthinellum 353 82% 46% 566 94% 45% 611 93% 47% 555 95% 43% Hemd -
43 | 2IUF_A | Penicillium vitale 352 82% 46% 566 94% 45% 608 93% 47% 553 95% 43% Hemd -
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5. melléklet:
CAT2 fehérje modell templatokhoz vald illeszkedés@-100 skalan.

PDB ID Hossza Monomer Tetramer Tetramer
@) lanc + hem mo+c:z?|epzés lanc + hem m;dlg(ljlgzés lanc + hem m;dlgﬁgzés

Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 1 | 3P9s_A| 753 - ; - - ] ; i i i
Escherichia coli Bravo és mtsi. 1995. 2 | 1PHA| 753 91,60 | 91,12 96,61 96,72 96,88 96,91 96,76 96,9 96,9
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 3 |3rP9QA| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 4 | 3P9P_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 5 | 1P8o_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani €s mtsi. 2003. 6 |1Qws_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani €s mtsi. 2003. 7 | wP7zA| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200§ g | 1GGK_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 9 | 1P8o_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 10 | 1cFo_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 11 | 3P9rR_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200} 12 | 16GJ_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 13 | wp7y_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 2001 14 | 16G9_A| 753 - - - - - i i R R
Escherichia coli MateA €s mtsi. 1999a. 15 | 1QF7_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 2001 16 | 1GGH_A| 753 - - - - - - - i i
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2009. 17 | 3EJ6_A| 688
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2004. 18 | 1sy7.A| 715
Penicillium janthinellum Borovik és mtsi. 2011. 19 | 2xFr2_A | 688
Penicillium vitale Alfonso-Prieto és mtsi. 2007420 | 21UF_A | 688
Enterococcus faecalis Frankenberg és mtsi. 2000. | 21 | 1SI8_ A 484 100
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 22 | 1QWL_ A| 505 91,64 | 99,18 95,92 99,74 99,79
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 23 | 2a0E_A| 505 92,19 | 95,58 96,5
Exiguobacterium oxidotolerar Hara és mtsi. 2007. 24 | 222m A | 491 9354 | 97,3 95,62
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PDEB 1D Hossza Monomer Tetramer Tetramer
(@2) lanc + hem mo+c:z?|epzés lanc m;dlg(ljlgzés m;c:gﬁgzés

Pseudomonas syringae Carpena és mtsi. 2003. 25 | 1im7s_A| 484 92,14 [ 100 92,14 99,79
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2001. 26 | 1H7TK_ A | 483 93,35 | 97,68 90,52 98,7
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 27 | 1m85_A | 484 93,05 | 97,05 89,89 98
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 28 | 1E93 A | 484 92,84 | 97,89 91,36 97,6
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 29 | 1HeN_A | 484 94,42 96 90,73
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2009. 30 | 3HB6_A| 484 93,48 | 97,47 91,38 97,79
Vibrio salmonicida Riise és mtsi. 2007. 31 | 2ISA A 483 89,91 | 98,75 94,8 08,49
Bos taurus (cattle) Fita and Rossmann 1985. 32 | 7cAT_A| 506 90,56 | 97,79 94,37 98,74
Bos taurus (cattle) Foroughi és mtsi. 2011. 33 [3NWL_A| 527 91,38 | 97,39 94,38 97,99 | 97,59 93,23
Bos taurus (cattle) Purwar es mtsi. 2011. 34 | 3RGP_A| 499 90,98 | 96,59 94,18 98,59 4974 87,12
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 35 | 1DGH_A| 498 90,74 | 99,39
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 36 | 1DGG_A| 497 90,94 | 99,19
Human erythrocyte Ko és mtsi. 2000. 37 |1QQW_A| 527 90,38 | 99,19
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 38 | 1DGH B| 498 90,74 | 99,39
Pichia angusta Penya-Soler és mtsi. 2011. | 39 | 2xQ1_ A | 509 8594 [ 9591 92,65 } 9806 9507| 9599 9944 897 |
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. |40 [1GwH_A| 503 9538 | 96,18 92,57
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 1992. 41 | 1HBZ_ A 753 92,97 | 95,89 92,36 98,94 99,1 95,23 99,89 9989 96,88
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 42 | 1GwF_A| 753 92,49 | 96,14 93,71 99,04 99,1p 95,23 99,89 9993 93,34
Saccharomyces cerevisiae | MateA és mtsi. 1999b. 43 | 1MdE_A| 753 96,1 | 99,18 94,67 99,04 99,28 94,05 99,38  99,3894,31

Pirossal jeldlve a ,,iterative_structural_align"dubaltal legnagyobb értéket kapott fehérjék, defthasznalasaval végeztik a CAT1 fehérje homotatranegszerkesztését.

PDB: fehérje pdb kddjavionomer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott monomer mogd®lbnomer: lanc + hem: hem jelenlétében kapott monomer modglbnomer: lanc

+ hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott mononueteih Tetramer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer mod&ktramer: lanc +

hem: hem jelenlétében kapott tetramer mod@ktramer: lanc + hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramedell; Tetramer +

szimmetria: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modell szirmmenodellezésselletramer + szimmetria: lanc + hem:hem jelenlétében kapott tetramer modell

szimmetria modellezéssdlgtramer + szimmetria: lanc + hem + loop modellez hem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramagiell szimmetria modellezéssel.
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CATS3 fehérje modell templatokhoz vald illeszkedés@-100 skalan.

PDB I Hossza Monomer Tetramer Tetramer
(aa) +loop +loop +loop
modellezés modellezés modellezéq

Penicillium janthinellum Borovik és mtsi. 2011. 1 | 2xF2_A 688
Penicillium vitale Alfonso-Prietoés mtsi. 2007. | 2 | 2IUF_A 688
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2009. 3 | 3EJ6_A 688
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 4 | 3P9P_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200} 5 [ 1GGJ_A 753 - - - - - - - B
Escherichia coli Bravo és mtsi. 1995. 6 | 1IPH_A 753 92,61 | 95,68 97,49 92,61 95,6B 97,49 92,61 8936 97,49
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200} 7 | 1GGK_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 8 |[3P9Q A 753 - - - - - - - B
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 9 |1cr9 A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 10 | 3P9S_A 753 - - - - - - - B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 11 | 1P80_A 753 - - - - . R - _
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003 12 |1QWS_A 753 - - - - - - i i
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 13 | 1P80_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200] 14 | 1GG9_A 753 - - - - - - i i
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 15 | 1P7Z_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 16 | 1P7Y_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 17 | 1QF7_A 753 - - - - - . - -
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 18 | 3P9R_A 753 - - - - - - - -
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200§ 19 |1GGH_A 753 - - - - - - - -
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2004. 20 |[1sy7. A 715 90,54 | 90,54 93,69 97,04 96,99 96,56 97,02 9969 96,99
Enterococcus faecalis Frankenberg és mtsi. 2000. | 21 [ 1sS18_A 484 89,66 [ 96,83 88,6 97,2 97,58 88,17 98,31 96[41 86,59
Exiguobacterium oxidotoleral Hara és mtsi. 2007. 22 | 22M_A 491 93,12 | 91,66 91,66 97,54 97,95 93,79 9442 2756 27,54
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2001. 23 [ 1H7K_A 483 86,73 87,57 88,84 95,94 96,68 89,41 9578 2945 90,25
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 24 [1m85 A 484 89,26 91,36 89,26 97,1( 96,88 88,05 94,J3 524, 89,47
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 25 | 1H6N_A 484 88 87,78 88,42 96,99 96,3 89,20 95,36 96 5789,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 26 | 1E93 A 484 88,63 | 90,73 88,42 96,14 96,417 89,36 94,57 3194, 89,89
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2009. 27 | 3HB6_A 484 87,81 | 90,75 89,07 96,63 95,94 89,33 95,10 794, 89,80
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 28 [1QwL A 505 92,05 | 93,48 94,09 97,54 97,4p 93,37 96,J4  476,7 92,51
Pseudomonas syringae Carpena és mtsi. 2003. 29 [1M7S A 484 91,32 | 95724 92,35 97,41 97,77 88,56 97,82 2977 90,69
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 30 | 2A9E_A 505 93,01 | 94,25 94,04 97,34 96,9 93,93 97,63  196,9 92,85
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Monomer Tetramer Tetramer

PDB ID rossza +loop +loop +loop

(@) lanc + hem modellezés lanc + hem modellezés lanc + hem modellezéq
Vibrio salmonicida Riise és mtsi. 2007. 31 | 2ISA_A 483 89,6 89,6 88,56 97,80 96,64 94,12 97,92 9688 93,91
Bos taurus (cattle) Fita and Rossmann 1985. 32 [7cAT A 506 87,14 | 96,58 90,6 96,84 96,88 84,18 96,78 97,20 86,39
Bos taurus (cattle) Foroughi és mtsi. 2011. 33 [3NWL_A 527 88,57 | 97,59 88,17 97,54 97,6p 91,93 97,69 1976 90,53
Bos taurus (cattle) Purwar és mtsi. 2011. 34 [3RGP_A 499 87,57 | 97,59 84,36 97,24 97,5p 89,77 97,69 4977 94,03
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 35 |1DGG_A 497 87,72 | 9577 90,94 96,77, 96,50 93,10 96,87 2897, 93,1
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 36 |1DGH_A 498 87,32 | 96,17 92,15 96,61 96,3p 92,60 96,88 8970 94,56
Human erythrocyte Ko és mtsi. 2000. 37 |1QQW_A 527 96,37 | 95,19 92,58 96,04 96,91 92,73 9589 9973 93,88
Pichia angusta Penya-Soler és mtsi. 2011. | 38 [2XQ1_A 509 90,02 | 90,02 88,97 97,04 96,98 90,05 86,43 86,9 77,01
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 39 |1DGH_B 498 87,32 | 96,17 92,15 96,61 96,3p 92,60 96,88 8970 94,56
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 40 |1GWH_A 503 85,54 | 89,15 86,34 96,74 96,6B 89,55 96,68  896,1 87,54
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 1992. 41 | 1HBZ_A 498 87,75 90,16 83,33 96,14 96,4B 89,60 96,68  8953,1 89,80
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 42 [1GWF_A 503 87,82 | 89,65 83,56 96,74 96,8 88,73 96,68  596,7 90,06
Saccharomyces cerevisiae | MateA és mtsi. 1999b. 43 | 1A4E_A 488 86,68 | 94,46 82,99 91,95 90,9 84,78 91,95 88,00 85,5

Pirossal jel6lve a ,,iterative_structural_align"dubaltal legnagyobb értéket kapott fehérjék, defthasznalasaval végeztik a CAT1 fehérje homotatranegszerkesztését.

PDB: fehérje pdb kddjavionomer: lanc: hem jelenléte nélkul kapott monomer mogd®lonomer: lanc + hem: hem jelenlétében kapott monomer modglbnomer: lanc

+ hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott mononueteth Tetramer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modéktramer: lanc +

hem: hem jelenlétében kapott tetramer mod@ktramer: lanc + hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramedell; Tetramer +

szimmetria: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modell szirmmenodellezésselletramer + szimmetria: lanc + hem:hem jelenlétében kapott tetramer modell

szimmetria modellezéssdlgtramer + szimmetria: lanc + hem + loop modellez hem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramagiell szimmetria modellezéssel.
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CAT4 fehérje modell templatokhoz valé illeszkedés@-100 skalan.
Monomer Tetramer Tetramer
PDB ID Hossza
(aa) lanc +hem *loop lanc +hem *loop lanc +hem| *loop
modellezés modellezés modellezég

Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 1 3P9s Al 753 - - - - - - - - _
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 2 3P9P_A| 753 - - - - - - - _ B
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 3 3P9Q Al 753 - - - - - - - _ B
Escherichia coli Bravo és mtsi. 1995. 4 1IPH_A 753 90,84 | 90,56 96,9 97,284 97,21 97,28 97,39 97)18 3297,
Escherichia coli K-12 Jha és mtsi. 2011. 5 3P9R_A| 753 - - - - - - - - -
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 6 1P80_A 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 7 1CF9_ A| 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 8 | 1Qws Al 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200 9 | 1GGK_A| 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 10 | 1P7Z_A 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200§ 11 | 1GGJ A| 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 12 | 1P7Y_A 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Chelikani és mtsi. 2003. 13 | 1P80_A 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli MateA és mtsi. 1999a. 14 | 1QF7_A|l 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200§ 15 | 1GG9 A| 753 - - - - - - - . B
Escherichia coli Melik-Adamyan és mtsi. 200} 16 | 1GGH_A| 753 - - - - - - - - -
Neurospora crassa Diaz és mtsi. 2009. 17 | 3EJ6_A 688 94,12 | 92,56
Neurospora crassa Diaz és misi. 2004. 18 | 1sy7.A| 715 | 9197 | 9226] 9727 | 982425 980p  9816] 9843 9813 8139 |
Penicillium janthinellum Borovik és mtsi. 2011. 19 | 2XF2_A 688 93,16 | 93,02
Penicillium vitale Alfonso-Prietoés mtsi. 2007. | 20 | 2IUF_A 688 93,26 | 92,67
Enterococcus. faecalis Frankenberg és mtsi. 2000. | 21 [ 1si8_A 484 93,45 94,3 94,93
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 22 | 1QWL_A| 505 90,63 94,7 96,53 99,07 98,97 94,90 8  99/13 2959
Helicobacter pylori Loewen és mtsi. 2004. 23 | 2A9E_A| 505 90,55 | 93,01 94,86 98,96 98,91 93,99 98,45  97/94 2795,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2001. 24 | 1H7K A 483 91,57 | 92,84 96,21 97,94 97,84 95,255 97,89 97|68 ,3695
Exiguobacterium oxidotoleral Hara és mtsi. 2007. 25 | 212M_A| 491 90,62 | 91,45 95,41 98,48 98,4 95,98 98,38 97/91 0496,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 26 | 1M85_A 484 92,42 | 93,26 93,68 98,41 98,31 95,52 97,48 97/68 6295,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 27 | 1H6N_A 484 89,89 | 96,21 92,84 98,25 98,2 96,47 97,49 97/89 4197,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2003. 28 1E93 A 484 91,57 | 93,05 97,05 98,1 98,04 94,94 97,05 97)89 496,
Proteus mirabilis Andreoletti és mtsi. 2009. 29 | 3HB6_A 484 92,01 | 93,06 94,53 97,83 97,835 95,26 97,89 98|04 ,7896
Pseudomonas syringae Carpena és mtsi. 2003. 30 | IM7S_A| 484 91,11 | 89,66 96,28 98,44 98,61 98,34 98,96 98|34 9297,




Mellékletek 120
Monomer Tetramer Tetramer
PDB ID rossza +loop +loop +loop
(@) lanc + hem modellezés lanc + hem modellezés lanc + hem modellezég
Vibrio salmonicida Riise és mtsi. 2007. 31 | 2SA A| 483 | 91,06 | 9417 9501 | 9942 | 9958 | 9833 | 99,31 | 9958 | 98,38 |
Bos taurus (cattle) Fita and Rossmann 1985. 32 | 3NWL_A 527 89,57 89,97 94,58 98,54 98,64 97,89 98,19 98[59 0897,
Bos taurus (cattle) Foroughi és mtsi. 2011. 33 7CAT_A 506 91,16 90,96 96,18 98,29 98,3 94,48 98,59 98[59 3897,
Bos taurus (cattle) Purwar és mtsi. 2011. 34 | 3RGP_A 499 90,78 90,98 96,79 98,54 98,6 97,49 98,59 98[59 2497,
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 35 | 1IDGG_A 497 92,35 92,55 94,16 98,59 98,7 96,82 98,99 98[84 5796,
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 36 | 1DGH_A 498 93,56 91,14 96,57 98,64 98,6 96,47 97,98 97(83 8295,
Human erythrocyte Ko és mtsi. 2000. 37 | 1QQW_A 527 92,18 91,78 94,98 98,49 98,4 95,08 97,844 98[14 3073,
Human erythrocyte Putnam és mtsi. 2000. 38 | 1DGH_B 498 93,56 91,14 96,57 98,64 98,6 96,47 97,13 97/83 8295,
Pichia angusta Penya-Soler és mtsi. 2011. 39 2XQ1_A 509 87,37 88,57 91,83 97,54 97,5 94,84 96,97 94/69 5293,
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 40 | 1IGWH_A 503 93,87 91,56 97,79 98,94 99,14 98,69 99,19 99(39 8998,
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 1992. 41 1HBZ_A 498 94,57 91,76 97,79 99,09 99,0 98,99 99,19 99{19 1999,
Micrococcus luteus Murshudov és mtsi. 2002. 42 1GWF_A 503 92,29 91,07 98,17 99,23 99,2 76,53 99,39 99)59 3999,
Saccharomyces cerevisiae MateA és mtsi. 1999b. 43 1A4E_A 488 91,39 95,9 96,1 98,30 98,51 96,30 98,20 98,61 96,51

Pirossal jel6lve a ,,iterative_structural_align"dubaltal legnagyobb értéket kapott fehérjék, detthasznalasaval végeztik a CAT1 fehérje homotatranegszerkesztését.

PDB: fehérje pdb kddjavionomer: lanc: hem jelenléte nélkul kapott monomer mogd®lonomer: lanc + hem: hem jelenlétében kapott monomer modglbnomer: lanc

+ hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott mononueteth Tetramer: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modéktramer: lanc +

hem: hem jelenlétében kapott tetramer mod@ktramer: lanc + hem + loop modellezéshem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramedell; Tetramer +

szimmetria: lanc: hem jelenléte nélkil kapott tetramer modell szirmmenodellezésselletramer + szimmetria: lanc + hem:hem jelenlétében kapott tetramer modell

szimmetria modellezéssdlgtramer + szimmetria: lanc + hem + loop modellez hem jelenlétében loopmodellezéssel kapott tetramagiell szimmetria modellezéssel.



