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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ATP: adenozin-trifoszfat

BSA: borju vérsavo

CAT: katalaz

CDNB: 1-klor-2,4-dinitrobenzol
CHP: kiimén-hidroperoxid

CM: komplett taptalaj

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol
DCFDA: diklorofluoreszcein-diacetat
DHE: dihidroetidium

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

DTNB: 5,5-ditiobis-nitrobenzoesav
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav
EtBr: etidium-bromid

G6PD: gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz

GC-MS: gazkromatograf-
tomegspektrométer

GFP: z06ld fluoreszcens fehérje

GPx: glutation-peroxidaz

GR: glutation-reduktaz

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation-S-transzferaz

GTP: guanozin-trifoszfat

HEPES: hidroxietilpiperazin-etanoszulfonat
HMG: High Mobility Group

mtDNS: mitokondrialis RNS

LB: Luria-Bertani taptalaj

LETS: LiCl +EDTA +Tris +SDS
MM: minimal taptalaj
mRNS: hirvivé RNS

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid

NADP: nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat, oxidalt

NADPH: nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat, redukalt

NBT: nitro-blue tetraz6lium

Paba: para-amino-benzoesav

PCI: fenol-kloroform-izoamil-alkohol
PCR: polimeraz lancreakcio

PEG: polietilén-glikol

PMS: fenazin-metoszulfat

PMSEF: fenil-metil-szulfonil-fluorid
PVDF: polivinilidén-fluorid
RT-PCR: valosidejli polimeraz lancreakcio
RFP: vords fluoreszcens protein
RNS: ribonukleinsav

ROS: reaktiv oxigéngyokok

SDS: natrium-lauril-szulfat

SM: szachar6zos minimal taptalaj
SOD: szuperoxid-dizmutaz

TAE: Tris+ecetsav+ EDTA

TBST: Tris +NaCl +Tween 20

TCA: triklor-ecetsav

TLC: vékonyréteg-kromatografia

Tris: Trisz(hidroximetil)-aminometan



1. BEVEZETES

Az Aspergillus nidulans az egyik legjobban tanulmanyozott fonalasgomba
modellszervezet. Ivaros, ivartalan ¢és paraszexualis ¢letciklussal IS rendelkezd
mikroorganizmus, genomja haploid, ezért esetében konnyen alkalmazhatok mind a
klasszikus, mind pedig a reverz genetikai modszerek. A faj teljes genomszekvenciaja ismert
(Galagan 2005). A faj genetikai modositasa tobb évtizedes multra tekint vissza. Szamos
mutans torzset hoztak létre véletlenszeri mutagenezissel, valamint a faj célzott genetikai
manipulécidja is régota megoldott (Tilburn és mtsai. 1983).

Szamos bioldgiai folyamatot tanulmanyoztak az A. nidulans modellszervezeten, mint
pl. az életciklusat és annak szabalyozasat, a vegetativ és szexualis reprodukcidt, a
mitokondrialis genomszervezddést ¢és intronmobilitast, az organellumokhoz kotott
intracellularis folyamatokat, a membrantranszport-folyamatokat, a kiilonb6zé kornyezeti
hatasok 4ltal kivaltott stresszfolyamatokata az észleléstdl a végsd stresszvalasz

kialakulasaig, az apoptozist, a fehérjeevoliciot, a kromatinfunkciét, a metabolikus

crer

crer

A High Mobility Group fehérjék a kromatinon hatd, nem hiszton-tipust fehérjék
koz¢ tartoznak. Ez a fehérjecsalad az utobbi évtizedekben intenziv kutatdsok targyat képezi.
Széleskorli szereplik bizonyosodott be szamos élettani folyamatban alacsonyrendi
eukariotakkal végzett kisérletek eredményeként, emellett az emberben is fontos funkcidkat
toltenek be pl. a velesziiletett immunitds és tumorok kialakitdsdban, igy egészségiigyi
vonatkozasuk is jelentds (Lee mtsai. 2014, Pallante és mtsai. 2015). Egyre tobb kutatés
foglalkozik az A. nidulans kromatinszervezédésének és kromatinmitkodésének
tanulmanyozasaval, amely soran vizsgaltak a nukleoszomak pozicionalédasat promoter
régiokban (Garcia és mtsai. 2008), valamint a hiszton acetil-transzferazok, hiszton metil-
transzferazok és -demetilazok, a kromatin-remodelling komplexek, a heterokromatin protein
1 ¢és a H1 hiszton kromatinszervezddésben €s miikddésben betdltott szerepét (Ramon és
mtsai. 2000, Reyes-Dominguez és mtsai. 2010). A kromatinkapcsolt, nem hiszton-tipusu
High Mobility Group fehérjék tanulmanyozasa azonban meglehetdsen hattérbe szorult, és
napjainkig egyetlen architekturalis High Mobility Group fehérjét sem azonositottak és
jellemeztek A. nidulans-ban annak ellenére, hogy az éleszté modellszervezet Saccharomyces

cerevisiae és Candida albicans fajokban évtizedekkel ezeldtt elkezd6dott a vizsgalatuk,



amely jelenleg is tart. Munkank célja az A. nidulans architekturalis High Mobility Group
fehérjéinek azonositasa és élettani funkcitjuk vizsgalata volt, ezzel kibovitve az egyéb
tekintetben igen jol jellemzett gombafajjal és a HMG fehérjék mikodésével kapcsolatos

ismereteket.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Az Aspergillus nemzetség jellemzése

Az Aspergillus nidulans az Aspergillus gombanemzetség tagja. A nemzetség
rendszertanilag az Ascomycota torzs Eurotiomycetes osztalyanak Eurotiales rendjében a
Trichocomaceae csaladba sorolhatd. Az Aspergillus nemzetség mind fajszamat (tobb mint
200), mind elterjedtségét tekintve jelentés gombacsoport. Képviseldi el6fordulnak a
talajban, bomld biomasszan, épiiletek belterében, élelmiszernévényeken szantofoldi illetve
kartevOként és esetenként fert6zéseket is okozhatnak (Gugnani 2003).

Az Aspergillusok kozott szamos faj ipari jelentéséggel rendelkezik. Az A. oryzae, A.
sojae és A. tamarii fajokat évezredek Ota hasznaljak tradicionalis fermentalt élelmiszerek
elallitasara (Gugnani 2003). Tobb fajukat a modern iparban is hasznaljak, kozilik a
legjelentésebb az A. niger, A. oryzae és az A. terreus. Az élelmiszeriparban enzimek (pl.
amilaz, gliikoéz-oxiddz, kataldz, lipaz, xilandz) (Fleipner és Dersch 2010), valamint
els6dleges metabolitok (pl. citromsav, gliikonsav) termeltetésére hasznaljak Oket.
Gyogyaszati szempontbol fontos az A. terreus 4altal termelt masodlagos metabolit, a
lovasztatin eléallitasa, amelyet sziv- és érrendszeri betegségek megel6zésére hasznalnak
(Ward és mtsai. 2005, Jaivel és Marimuthu 2010).

Az Aspergillus-ok kozott talalunk novénypatogéneket, de leginkabb szantofoldi és
raktari kartevoként tartjdk Oket szamon. Kiilonosen komoly élelmiszer-egészségiigyi
kockazatot jelentenek az Aspergillus fajok altal termelt mikotoxinok. Karcinogén hatasu
mikotoxinjaik az aflatoxinok (A. flavus, A. parasiticus) és a sterigmatocisztin (A. nidulans,
A. versicolor), valamint a vesekarositdé hatasukrol ismert ochratoxinok (A. ochraceus, A.
niger, A. carbonarius) (Cotty és Bathnagar 1994, Kelkar és mtsai. 1997, Gugnani 2003).
Napjainkra a mikotoxinok analitikai modszerekkel torténd Kimutatasa rutinszeriivé valt, és
az egyre sz¢lesebb korli vizsgalatok eredményeként elmondhatd, hogy az emberi és allati
¢lelmezésben felhasznalt alapanyagok és mikotoxinokkal vald szennyezettsége jelentGs
probléma (Marin és mtsai. 2013). A helyzetet rosszabbitja, hogy a toxinszennyezettség
mértéke a klimavaltozassal parhuzamosan varhatdéan fokozodd tendenciat fog mutatni a
termel6 gombatorzsek elterjedési teriiletének valtozasa miatt (Russell és mtsai. 2010).

Az Aspergillus nemzetségben opportunista humanpatogén fajok is talalhatoak,
melyek évrdl évre egyre tobb megbetegedést okoznak. A leggyakoribb koérokozd az A.
fumigatus, de jelentések még az A. flavus és A. niger fajok is. A szem és a fiil fert6zése

mellett stlyos 1égzdszervi korképeket is kivalthatnak, mint példaul allergias



bronchopulmonalis aszpergillozis, aszpergilloma, illetve invaziv aszpergillozis. Az
Aspergillus fertézések novekvd szama Osszefiiggésbe hozhatdé a kemoterapids ¢€s
immunszupressziv kezelések egyre kiterjedtebb hasznalataval (Gugnani 2003).

Az A nidulans a nemzetségbe tartozo, kisérleti modellorganizmusként nagy
jelentéséggel bird faj, melynek segitségével szamos élettani folyamatot sikeriilt nagy
részletességgel felderiteni. A kovetkezd fejezetekben (2.2. és 2.3.) részletes bemutatasra

keriilnek az altalunk vizsgalt HMG-box fehérjék altal érintett fontosabb élettani folyamatok.

2.2. Az Aspergillus nidulans ivaros és ivartalan életciklusa

Az A. nidulans rendelkezik aszexualis és szexualis €letciklussal is. Az aszexualis
¢letciklus sordn a gomba vegetativ ndvekedési és reprodukcios (konidiogenezis)
folyamatokon esik at. A vegetativ ndovekedés az aszexualis, vagy szexudlis uton létrejott
sporak csirdzasaval kezdddik. Az aszexudlis konidiospdérak csirazasanak els fazisa az
izotropikus novekedés, melynek soran a spérak megduzzadnak, atméréjik megnovekszik.
Ennek oka, hogy a sporafal a kitindzok és a gliikkanazok hatdséra fellazul, valamint a spora
trehaloztartalma glicerinné alakul at, mely erds ozmotikus hatdsdnal fogva a konidiumok
vizfelvételéhez vezet. A duzzadassal egyidoben szamos metabolikus atalakulasi folyamat
kovetkezik be, a mitokondrialis 1égzés megélénkiil, és szamos novekedésben és fejlodésben
érintett gén kifejezédik. A duzzadast kovetden csiratomlé-képzodés figyelheté meg, amelyet
a sejtmag osztoddsa kisér. Ennek a fejlodési fazisnak az elinditasdhoz a mitokondridlis
1égzésfokozodas eredményeképpen 1étrejovo reaktiv oxigén gyokok, mint szigndlmolekulak
elengedhetetlentil sziikségesek (Lara-Ortiz 2003, Cano-Dominguez 2008), de ugyanakkor
jelenlétiiket az intracellularis térben korlatozni is kell, amely a protektiv szerepet betoltd
molekuldk és enzimek aktivitasan alapul (Gille and Sigler 1995). A csiratomld
atlép a micelialis novekedési fazisba. Kiilsd indukcid (pl. ozmotikus stressz, szénéhezés)
hatdsdra a vegetativ hifa néhany sejtje megéll a ndvekedésben és belép az ivartalan
életciklus reprodukcids szakaszdba, melynek sordn egyes hifasejtek differencialédason
esnek at (labsejtek), és ivartalan szaporitoképletet (konidium) képeznek. A vastag falu
labsejtbol aerialis hifa emelkedik ki, amely a konidium ny¢l részét formalja meg (1./A abra).
A nyél cstcsan egy gdmb alaku vezikulum képzdédik (1./B abra), amelyrdl sarjadzassal
utddsejtek képzddnek, és az elsédleges sterigmataréteget, a metuldkat képezik (1./B abra). A

metulakrol egy osztodast kovetden fialidok (1./D) flizddnek le (masodlagos sterigmataréteg),
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amelyek vagy kozvetleniil képzik a 8-8 konidiospdrat, vagy egy tovabbi lefiizddéssel a

fialidok masodik sorat hozzak 1étre, amelyekrél majd a konidiosporak képzodnek.

1. abra: A konidium részeinek kialakulasa pasztazo elektronmikroszkopos felvételeken. A: nyél, B: vezikula,
C: metulak, D: fialidok, E: konidiosporak (Adams és mtsai. 1998)

Az A. nidulans szexualis reprodukciojat tekintve homotallikus faj. Minden
izolatumaban megtalalhatd az ivaros szaporodas iniciaciojaért felelds két faktor: a matB gén
altal kodolt a-box fehérje és a matA gén altal kodolt HMG-box fehérje. Az ivaros ciklus
kialakulasat tobbféle kdrnyezeti tényezd is befolyasolja. A szén- és nitrogénforrasok boséges
jelenléte, illetve a hypoxia eldsegiti, mig bizonyos kornyezeti stresszfaktorok (erés fény,
ozmotikus stressz) gatoljak az ivaros ciklus kialakulasat (Han 2009). A szexualis ciklus elsd
lépéseként két homokariotikus gombafonal (2/a abra) heterokariotikus hifava fazional (2/b
abra). Az els6 morfologiai valtozas a Hiille-sejtek megjelenése (2/c abra). Ez a kerekded,
vastagfalu sejttipus nem képezi részét a kialukul6 zart termotestnek, csak védelmi funkciot
lat el. A Hiille-sejtek gylirijében jon létre a fiatal termdtest (primordium) (2/d abra),
amelybdl kifejlddik az érett termdtest (kleisztotécium) (2/e dbra). A termdtestben az
aszkogén hifak horognak (,, crozier ) (2/f abra) nevezett, dikariotikus struktirakat képeznek,
amelyben megtorténik a sejtmagok fuzidja (2/g abra). A diploid sejtmag meiotikus (2/h
abra), majd mitotikus (2/i dbra) osztédason esik at. A sejtbdl rendezetlen tomld (aszkusz)

alakul ki, melyben az ivaros sporak (aszkosporak) képzodnek (2/j abra).
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2. abra: Az ivaros termOtest és az ivaros sporak képz6désének folyamata A. nidulanshan. a: Homokariotikus
hifak, b: Heterokariotikus hifa, c: Hiille-sejtek, d: Primordium, e: Kleisztotécium, f: Hurok (,,crozier”), g:
Sejtmagok fuzidja, h: Meidzis, i: Mitozis, j: Aszkusz érett sporakkal

Az ivaros ¢és ivartalan szaporodasi ciklus, valamint a masodlagos metabolizmus
szabalyozasa atfedést mutat A. nidulans-ban. Ebben a rendszerben szerepet jatszanak a
,velvet” fehérjecsaladba tartozd VeA, VelB, VelC és VosA fehérjék, valamint a LaecA
fehérje (Bayram ¢és Braus 2012). A szabalyoz6 rendszerben az egyik kulcsszerepet jatszo
komponens a VeA fehérje. Fény hatdsara csokken a fehérje mennyisége €s transzportja a
sejtmagba (Stinnett és mtsai. 2007, Bayram és mtsai. 2008). A veA4 delécids torzsekben azt
tapasztaltak, hogy mind az ivaros termdtestek, mind a masodlagos metabolitok képzdodése
sériilt (Kato és mtsai. 2003). A VeA fehérje a citoplazméaban komplexet képez a VelB
fehérjével. A sejtmagba transzportalddva kolcsonhatasba keriil a LaeA-val és kialakul egy
trimer komplex. A VeA-VelB dimer sziikséges a termétest kialakitasahoz, mig a LaeA a
Hiille-sejtek képzésé€hez, valamint az ivartalan sporaképzéshez, de ezen kiviil a LaeA a
masodlagos metabolizmus altalanos regulatora is (Bok és Keller 2004), amely epigenetikus
szabalyozason keresztiil latja el funkcidjat (Bok és mtsai. 2006). Kimutattdk, hogy
kifejezodésekor csokken a sterigmatocisztin-bioszintézis génklaszterben a H3 hiszton 9-es
fakultativ heterokromatikus régiok aktivalodasanak eldfeltétele. A LaeA masodlagos
metabolizmust szabalyozo szerepében feltételezhetdleg szerepet jatszik a VeA-VelB
komplex-szel torténé kolcsonhatasa (Bayram és mtsai. 2008, Sarikaya Bayram és mtsai.
2010). A VelB fehérje a VosA fehérjével is alkothat heterodimert. Ez a komplex gatolja az

ivartalan szaporitoképletek kialakulasat folyadékkulturaban és fény hidnyaban, valamint



sziikséges a sporak hosszutavi életképességét biztositd trehaldz szintéziséért felelds gének

aktivaciojahoz (Bayram és Braus 2012).
2.3. Oxidativ stressz, reaktiv oxigéngyokok kozombositése A. nidulans-ban

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) szarmazhatnak a normal aerob intracelluldris
folyamatokbol, de kiils6 kornyezeti tényezok (oxidativ stresszdgensek) is eldidézhetik
képzodésiiket. Amellett, hogy a ROS-ok folyamatos veszélyt jelentenek a bioldgiai
membranok és fehérjék épségére, fontos biologiai szerepet is betdlthetnek, mint
szignalmolekulak (Lara-Ortiz 2003, Cano-Dominguez 2008). A ROS-ok semlegesitése
Osszetett védelmi rendszeren keresztiil valosul meg, amely protektiv molekulakbol, mint pl.
tiolokbdl (cisztein, tioredoxin, glutaredoxin és glutation) és kozvetett vagy kozvetlen
védelmi szerepet betdltd enzimekbdl (kataldzok, szuperoxid-dizmutazok, glutation-S-
transzferazok,  glutation-reduktazok, peroxidazok, gliikkdz-6-foszfat-dehidrogenazok,
tioredoxin-reduktazok, nitroreduktazok, flavohemoproteinek stb.) all (Gille és Sigler 1995).
A sejtek redukalt glutation (GSH) tartalma két moédon is eldsegiti a ROS-ok elleni
védekezést: a fehérjék tiol-csopotjait glutationilalhatjak, valamint kozvetleniil elreagalva a
reaktiv gyokokkel, oxidalt glutationnd (GSSG) alakulnak, melyet a glutation-reduktazok
alakitanak vissza GSH-va NADPH felhasznalasaval. A NADPH legf6bb forrasa a pentdz-
foszfat utvonalban mikodd glikkoz-6-foszfat dehidrogenazok miikodése, amelyek a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfatot (NADP-t) NADPH-va redukaljak, mikézben a
gliik6z-6-foszfatot  6-foszfo-glikonatta (6-foszfoglilkonsavva) alakitjak at. A GSH
oxidacioja végbemehet a glutation-peroxidazok altal katalizalt, hidrogén-peroxiddal torténd
reakcid soran is. Sziikséges megjegyezni, hogy A. nidulans esetében a peroxidok elleni
védekezésben kisebb szerepet jatszanak a kataldzok a glutation-peroxidazokhoz képest
(Pocsi és mtsai. 2005).

A sejtek GSH ¢és GSSG tartalma nem csak az oxidativ stressz elleni védekezésben
jatszik fontos szerepet, de kulcsfontossagi molekulak tiol-diszulfid atkapcsolasaival (,,thiol
nano-switching”) szabalyozzak a sejtciklust az osztodastdl kezdve a fejloddésen at a
programozott sejthalalig (Schafer és Buettner 2001). Pocsi és munkatarsai (2005)
bizonyitottdk, hogy a kiegyenstlyozatlan GSSG/GSH arany genomszinti transzkripcios
valtozasokat okoz A. nidulans-ban, és leirtak azon gének korét, amelyek kifejezodésére kihat
a GSSG/GSH arany valtozasa. Ilyenek példaul az oxidativ stresszvalasz (a SAPK/AtfA
szabalyozé Uutvonal elemei, a hozzd tartozd célpontgénekkel), a fehérje-bioszintézis

(riboszomalis fehérjék génjei), a gliikolizis és a sterigmatocisztin-bioszintézis génjei.
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Az oxidativ stresszt okozdé menadion és diamid-vegyiiletek biologiai hatasukat
kiilonbozé folyamatokon keresztiil fejtik ki, ezért alkalmasak a ROS-k6zombositd
rendszerek vizsgélatira olyan mutansok esetében, melyek a vad tipustol eltérd érzékenységet
mutatnak az oxidativ stresszel szemben. A menadion példaul szuperoxid anion (Oy)
képzodését valtja ki egy redox folyamat altal, mely inaktivalja a 4Fe-4S fehérjéket,
mikozben OH gyokok képzddnek. Ez utdbbiak semlegesitésében a glutation-S-transzferazok
is részt vesznek, kozvetleniil befolydsolva a sejt GSH-tartalmat. A diamid egy tiol-
csoportokat oxidalé vegyiilet, mely a GSH-t GSSG-vé oxidalva kozvetleniil megvaltoztatja
az intracellularis GSSG/GSH redox-egyensulyt, valamint képes fehérje-glutation

konjugatumok kialakulasat is eléidézni.

2.4. A ,High Mobility Group-box” fehérjék jellemzése

A ,,High Mobility Group” (HMG) fehérjék a kromatint alkotdé nem hiszton-tipust
fehérjék egyik csoportja. Funkcidjukat tekintve lehetnek a kromatin szerkezeti épitéelemet,
szerepet jatszhatnak génkifejez6dés szabalyozasaban, replikacioban, rekombinacioban és
"repair” mechanizmusokban. Kozos jellemzdjiik, hogy erés polarossaguk és viszonylag kis
méretiik (<30 kDa) kovetkeztében kiilonosen nagy mobilitast mutatnak gélelektroforézis
soran, valamint a legtobb fehérjével ellentétben szolubilisek 2-5% triklor-ecetsavban. A
funkcionalis doménjiik szekvencidja alapjan a HMG fehérjék tovabbi harom alcsoportra
oszthatoak: HMGA, HMGB és HMGN (Reeves 2010, Stros 2010).

A HMGB alcsoportra jellemzé, hogy HMG-box domént hordoznak, ami egy
konzervalt, koriilbeliil 75 aminosav hosszsagl, L-alaka strukturat képez (HMG-box
PF00505), ahol harom o-hélixet hurkok valasztanak el egymastol (Stott és mtsai. 2006,
Rubio-Cosials és mtsai. 2011, Ngo és mtsai. 2011). Szamos fehérje hordozhat HMG-box
domént, de nem minden HMG-box domént hordozé fehérje tartozik a HMGB kategoriaba.
A HMG-box révén a fehérjék szekvencia-specifikusan (altalaban transzkripcios faktorok),
vagy nem szekvencia-specifikusan kotédhetnek a DNS-hez (a kromatinban architektralis
szerepet betolt6 HMGB fehérjék) (Masse és mtsai. 2002, Bustin 1999, Grosschedl és mtsai.
1994). Egy tanulmany a HMG-box masodik hélix el6tt pozicionalddé aminosavanak poléaros
vagy apolaros jellegét 6sszefiiggésbe hozta a fehérje szekvencia-specifikus vagy szekvencia-
fiiggetlen moédon torténd mikodésével (Malarkey és Churchill 2012). Polaros aminosav
esetén a fehérje szekvencia-specifikusan, apolaros aminosav esetén nem Szekvencia-

specifikusan koti a DNS-molekulat (Malarkey és Churchill 2012). A HMG-box fehérjék 1-7
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HMG-box domént tartalmazhatnak (Stros és mtsai. 2007). A DNS-t szekvencia-specifikus
moédon kotd, altaldban transzkripeids faktor funkcidju HMG-box fehérjék altalaban egy, a
nem szekvencia-specifikus fehérjék pedig kettd vagy tobb kopidban hordoznak HMG-box
domént (Stros és mtsai. 2007).

A HMG-box domén a DNS-molekula kis arkaba kot, eltorzitva annak gerincét. Nagy
affinitassal kotodik a nem B-tipusi DNS-struktirdkhoz, mint a hajlitott DNS, az egyszala
DNS, a ,,Holliday” struktara, valamint a ,,supercoiled” és sériilt DNS (Bustin 2010, Stros
2010).

2.5. A kromatinkapcsolt architektaralis HMG-box fehérjék jellemzése

25.1. A4 S. cerevisiae modellszervezetben azonositott, architekturalis szerepet betolto

kromatinkapcsolt HMG-box fehérjék

2.5.1.1. AHmolp és a Hmo2p

A S. cerevisiae-ben 6t architektaralis szerepet betolté kromatinkapcsolt HMG-box
fehérjét azonositottak. Ezek a Hmol, Hmo2, Nhp6A, Nhp6B és az Abf2.

A Hmol és Hmo2 két HMG-box domént hordoz (Lu és mtsai. 1996). Mindkét
fehérje esetében az N-terminalis részen talalhato HMG-box a szintén 2 HMG-box domént
hordoz6é human HMGBL1 fehérje elsé HMG-boxaval mutat homologiat, amely jellegzetesen
kevéssé konzervalt a HMGBI-tipust fehérjék korében. A Hmol és Hmo2 C-terminalis
mutat homologiat (Lu és mtsai. 1996). A C-terminalis HMG-boxot kovet6 farki rész a Hmol
¢s Hmo2 esetében eltérd szervezddésii. A Hmol C-teminalis nyalvanyat egy kissé savas
régiot kovetd, erdsen lizingazdag bazikus régio jellemzi, a Hmo?2 esetében pedig csak egy
savas jellegli régio6 alkotja a C-terminalis farokrégiot, hianyzik a lizingazdag bazikus szakasz
(Lu és mtsai. 1996). A human HMGBI1 C-terminalis nytlvanyara egy lizingazdag bazikus
régio jellemzd, amit egy savas jellegli régié kovet (Lu és mtsai. 1996). A Hmol és Hmo2
eltéréen szervezddd C-terminalis nyulvanydnak nagy szerepe van az eltérd bioldgiai funkcio
betoltésében. A Hmol fehérje esetében megallapitottdk hatdsat a kromatin nukleaz-
érzékenységére, képességét az egyszali DNS-kotésére, és szerepét a plazmidok
stabilitdsdban (Lu és mtsai. 1996). Ezek alapjan kromatinszervezd szerepe mellett

valdszintisithetéen a DNS-replikacidoban is részt vesz. Merz ¢és munkatarsai (2008)
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kimutattak, hogy a Hmol stimulalja a Pol-1 transzkripcios aktivitast, és hogy a
nukleoszomak hianyaban a Hmol fehérje kotddik az aktivan atirodo riboszomalis DNS
(rDNS) szakaszokon. A Hmo2 fehérje esetében kimutattak annak kotédési képességét a
kettds szalh torést szenvedett DNS-molekula végeihez és igazoltak, hogy az INO80 komplex

részeként részt vesz a duplaszali DNS-torések javitasaban (Ray és Grove 2009, 2012).

2.5.1.2. Az Nhp6A és Nhp6B

Kolodrubetz és Burgum (1990) azonositottak az egy HMG-box domént tartalmazo
Nhp6A ¢és Nhp6B fehérjéket. Kimutattak, hogy a két fehérje paraldg, szerepik pedig
redundans. Kizarolag a dupla deléciés nhp6A/B mutans esetében észleltek a vad tipustol
eltéré fenotipust. A mutdns térzs 1 M szorbitol taptalajhoz torténd adagolasaval kuralhatd
hémérséklet-érzékenységet mutatott, valamint a morfologiai eltéréseket (megnyult
sarjsejtek, lancképzés) a vad tipushoz képest (Costigan és mtsai. 1994). Kimutattak, hogy
szerepet jatszanak az RNS-polimeraz III és tobb, az RNS-polimeraz II altal atirt gén
kifejezOdésében, valamint szamos, a kromatinstruktira kialakitasaban, vagy
szignaltranszdukcios folyamatokban résztvevd fehérjével alakithatnak ki kolcsonhatast

(Stillman 2010).

2.5.1.3. Az Abf2p

Az Abf2 a S. cerevisiae mitokondriuméaban lokalizalodo, DNS-koté6 HMG-box
fehérje. Hianya pleiotrop hatast eredményez az ¢€lesztOben, koztik a mitokondrialis
kromoszoma instabilitasat okozza fermentalhato szénforrasokon (MacAlpine és mtsai. 1998,
Diffley és Stillman 1991), ami p~ (citoplazmas ,petite’) torzsek 1étrejottéhez vezet. Ezen
kiviil a mitokondrialis DNS szegregacioja zavart szenved osztodaskor, szignifikdnsan
lecsokken a rekombinacios gyakorisag, a mitokondrialis DNS transzkripcidja pedig sértetlen
(Zelenaya-Troitskaya és mtsai. 1998). Ujabb tanulmanyok bizonyitottak az Abf2 fehérje
szerepét a mitokondrialis nukleoid struktirajanak kialakitdsaban (Brewer és mtsai. 2003,

Miyakawa és mtsai. 2010).
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2.5.2. A nukleoidszervezo mitokondrialis HMG-box fehérjék attekintése

Néhany HMG-box fehérje mitokondridlis lokalizaciot mutat és  képes a
mitokondrialis DNS-hez kotddve azon hatéast kifejteni. Szerkezetiikre jellemzd, hogy két
konzervativ. HMG-box domént tartalmaznak, melyeket a-hélix struktara valaszt el
egymastol. Eddig a gombak koziil S. cerevisiae-ben (Abf2) (MacAlpine és mtsai. 1998),
Candida albicans-ban (Gcfl) (Visacka és mtsai. 2009), C. parapsilosis-ban (CpGcfl)
(Miyakawa és mtsai. 2009), Yarrowia lipolytica-ban (YIMhb1) (Bakkaiova és mtsai. 2014),
Podospora anserina-ban (MtHmgl) (Dequard-Chablat és Alland 2002), valamint a
Physarum polycephalum nyalkagombaban (Glom) (Sasaki és mtsai. 2003) irtak le
mitokondrialis HMG-box fehérjét az alacsonyrendii eukaridtak esetében. Magasabbrendii
eukariotakban a metazoak széles korében azonositottak ilyen fehérjéket, mint a
Caenorhabditis elegans HMG-5 fehérjéje (Sumitani és mtsai. 2011), vagy a human Tfam
fehérje (Parisi és Clayton 1991).

A S. cerevisiae Abf2 az emlds Tfam fehérjékhez hasonloan két HMG-box domént
tartalmaz. S.cerevisiae-ben az abf2 deléci6 komplementalhatdé mind a human (Parisi és
mtsai. 1993) mind az egér (Yoon és mtsai. 2011) Tfam fehérjékkel. Azonban ugyanezt
sikeriilt elérni az Escherichia coli HU fehérje kifejeztetésével is (Megraw ¢és Chae 1993),
amely nem tartozik a HMG-box fehérjék csaladjaba. Ez alapjan gy tlinik, hogy a delécios

Az emlds fehérjék részt vesznek a mitokondridlis DNS transzkripcidjaban és a
nukleoidok kialakitasaban (Kaufman és mtsai. 2007), mig az eddig gombakban azonositott
mitokondrialis HMG-box fehérjék "csak™ nukleoidszervez6 funkcioban vesznek részt. Az
emlds Tfam esetében kimutattak, hogy a két HMG-box kotédése a DNS-molekula drasztikus
torzulasat eredményezi, U-alakian meghajlott strukturat hozva létre. A DNS-molekulanak
ez a torzulasa teszi lehetdvé a transzkripcids iniciacios komplex bekotodését (Rubio-Cosials
¢s mtsai. 2011, Ngo és mtsai. 2011, Rubio-Cosials és Sola 2013), szerepiik tehat
esszencialis.

Az egér Tfam gén homozigdta delécidja embrionalisan letalis (Larsson és mitsai.
1998). A zsirszovetben létrehozott, célzott delécid a mitokondrium-kdpiaszam szdvet-
specifikus csokkenését eredményezi (Vernochet és mtsai. 2012). Paradox modon a mutans
egerek energia-felhasznalasa megné az elhizasra, a kettes tipust diabéteszre és a zsirmaj
kialakulasara valdé hajlam csokkenése mellett (Vernochet és mtsai. 2012). Dopaminerg

neuronokban végrehajtott delécioval ,,MitoPark™ egerek jottek 1étre, melyek Parkinson-szerti
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tiineteket mutattak 20 hetes korukban (Ekstrand és Galter 2009). Az eml6sokon kiviil Tfam-
fehérjéket azonositottak és funkcionalisan jellemeztek mar Caenorhabditis elegans-ban
(Sumitani és mtsai. 2011), Paracentrotus lividus tengeri siinben (Deceglie és mtsai. 2014) és
Gallus gallus-ban is (Matsushima és mtsai. 2003).

A S. cerevisiae-ben taldlhato Abf2 szerepét a 2.5.1.3. fejezetben részleteztiik. Erdekes,
hogy néhany, a Saccharomycetales rendbe tartozd gombabol hidnyoznak az Abf2-szerii
fehérjék, azonban ezekben sikeriilt azonositani egy mitokondridlis lokalizacids szignalt
hordozo, masik tipusat HMG-box fehérjét, mint pl. a Gefl-et a Candida albicans-ban (Visacka
¢s mtsai. 2009). A Gcfl fehérje nem egyértelmiien rokonithaté az Abf2 fehérjével, és csak egy
konzervalt HMG-box szekvenciat tartalmaz kettd helyett. A Gcfl fehérjét kodoldo gén
megtalalhaté a C. albicans-szal rokon fajok pl. a C. parapsilosis (Visacka és mtsai. 2009,
Miyakawa ¢és mtsai. 2009) genomjaban is. A filogenetikai szempontbol az Ascomycota vonal
bazalis fajanak tekintett Yarrowia lipolytica esetében in silico, bioinformatikai modszerekkel
nem sikeriilt mitokondrialis lokalizacids szignalt hordozdo HMG-box fehérjét azonositani,
azonban tisztitott nukleoid-kivonatbdl sikeriilt azonositani és tisztitani egy nagy mennyiségben
jelen levo fehérjét, a YIMhb1-t, amely teljes mértékben kompelmentalta az abf2A fenotipust S.
cerevisiae-ben (Bakkaiova és mtsai. 2014). Csak a fehérje N-terminalis szekvenalasa utan
sikeriilt a kodold szekvenciat azonositani a genomban, amelyrdl kideritették, hogy, nem
szokvanyos modon az ORF atirasa itt GTG-vel (valin kodon) indul és nem ATG-vel. Illy médon
tarult fel egy gén, melynek terméke mitokondrialis lokalizacids szignalt hordoz és két
feltételezhet6 HMG-boxot tartalmaz. Kimutattak, hogy a fehérje koti és csomagolja a mtDNS-t,
¢és hianydban a mtDNS-kopiaszdm lecsokken a mitokondriumokban, ami azonban nem jar a

mitokondridlis 1égzés kapacitasanak megvaltozasaval (Bakkaiova és mtsai. 2014).

A fonalasgombak esetében a Pezizomycotina gombacsoportba tartozé Podospora
anserina fajban egy Abf2-t61 és Gefl-tdl is eltéré HMG-box fehérjét azonositottak, mely
feltehet6leg a mitokondrialis DNS-hez kotédik. A P. anserina MtHmg1 fehérjéje az eddigi
eredmények szerint a mitokondriumban taldlhat6. A fehérjét kodold szekvenciat két
kopiaban hordozé mutansban a tultermelés szupresszalta a ,,korai elhalas” fenotipust, melyet
a mitokondrialis DNS atrendez6dése jellemez (Dequard-Chablat és Allandt 2002). Az
mthmgl gén deletalasanak hatasara csokkent a gomba élettartama, és kialakult egy Kkorai
szeneszcens fenotipus, melyben a mitokondrialis DNS jellegzetes mintazata (Szeneszcens
jellegii) atrendezodését figyelték meg. A delécios torzs esetében megvaltozott a gombafonal

morfoldgiaja, néi sterilitast mutatott, a delécios aszkosporakra pedig megkésett csirazas volt
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jellemz6. Az MtHmgl egyetlen konzervalt HMG-box domént hordoz a C-terminalison
(244.-310. aminosavak), téle N-terminalis iranyban egy feltételezett masodik HMG-box
(147.-211. aminosavak), majd attdl N-terminalisan egy feltételezett AT-hurok szekvencia
(111.-123. aminosavak), valamint az N-terminalison egy feltételezett mitokondrialis
szignalszekvencia talalhato (Dequard-Chablat és Allandt 2002).

A nyalkagomba (Amoebozoa) és az Opistokonta (ide tartoznak az allatok és a
gombak) csoportok koriilbeliil 1,5 milliard évvel ezel6tt valtak el egymastol (Hedges és
Shah 2003). A P. polycephalum valddi nyalkagombaban a két konzervalt HMG-box domént
tartalmazé Glom fehérje felelds a mitokondrialis nukleoid becsomagolasaért (Sasaki és
mtsai. 2003).

Mindezen eredmények a DNS-csomagold mechanizmus extrém konzervaltsagat

jelzik a kromatinkapcsolt architektaralis HMG-box fehérjék esetében.
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3. CELKITUZES

Mivel a régdta kutatott fonalasgomba modellszervezetben, az A. nidulans-ban
egyetlen architektaralis HMG-box fehérjét sem azonositottak eddig annak ellenére, hogy
széles korben kutatjdk eme modellszervezet kromatinszervezddését és funkciojat, célul
tlztiik ki a feltételezett architektaralis HMGB-fehérjék azonositasat €s élettani szerepének

felderitését.

A megvalositashoz bioinformatikai vizsgalatokon alapuld azonositast €s jellemzést
kovetd reverz genetikai és molekularis bioldgiai moddszerekkel torténd vizsgalatokat
terveztiink (génexpresszid vizsgalat; delécio; GFP-vel fazionalt fehérje lokalizaciojanak
vizsgalata; a delécios vegetativ és szexuadlis sporak csirazoképességének vizsgalata; a
delécios torzsek novekedési képességének tesztelése kiilonbozd szén- é€s nitrogén-
forrasokon, eltérd pH-n, eltéré6 homérsékleten, oxidativ- és ozmotikus stressz agensek
jelenlétében; a delécios torzsek masodlagos metabolit termelésének monitorozasa, a
rekonstiticios és GFP-vel fuzionalt fehérjét kifejezd torzsek fenotipus komplementacio
képességének vizsgalata, valamint a kapott eredményeket magyardzdé molekuldris

folyamatok kideritése).

Mivel a HmbB szekvencidja mitokondridlis ¢és sejtmagi lokalizacios
szignalszekvenciat is hordoznak, ezért a vizsgalatok elkezdésekor a hmbBA mutans
vizsgalatara terel6dott a hangsuly, mivel kettds lokalizaciot mutatd gomba mitokondrialis

HMG-box fehérjét még eddig nem irtak le a szakirodalomban.
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4. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Mikroorganizmusok

4.1.1. 1. tablazat: A. nidulans toérzsek. A genotipusok esetében alkalmazott jellések

magyarazatat az |. fiiggelék tartalmazza.

Torzs Genotipus Felhasznalas Hivatkozas

HZS.118 pabaAl; veAl vad tipust kontroll jelen munka
torzs novekedési
tesztekhez,
aszkosporatermelés,
csirazas,
enzimaktivitas és
oxigénfogyasztas
vizsgalatahoz, hmbA4
és hmbB4 torzsek

esetén
HZS.120 riboB2; pabaAl; veAl,; vad tipust kontroll (Hamari és mtsai.
hmbBA torzs esetén 2009)

transzkripcid és
masodlagos metabolit
termelés
vizsgalatahoz,
transzformacios
recipiens torzs a
hmbA és hmbB
delécios torzs

létrehozasahoz

HZS.140 anAl; pantoB100, veAl sziil6i torzs, jelen munka
keresztezésekhez

HZS.212 és HZS 213

torzsekkel
HZS.205 hmbA4::riboB™; pabaAl; riboB2; ndvekedési tesztek jelen munka
veAl (elsédleges
transzformans/2)
HZS.212 hmbBA::riboB™; pabaAl; riboB2; sziil6i torzs, jelen munka
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veAl keresztezésekhez (els6dleges
HZS.140 és HZS.227 transzformans/2)
torzsekkel;
novekedési tesztek
HZS.213 hmbBA::¥iboB™; pabaAl; riboB2; sziil6i torzs jelen munka
veAl keresztezéshez (els6dleges
HZS.140 torzzsel,; transzformans/20)
novekedési tesztek
HZS.227 riboB2, pantoB100, yA2, veAl szil6i torzs jelen munka (utéd
keresztezésekhez a
HZS.212 és HZS.213 HZS.120xNA031
torzzsel 3 keresztezésbol)
HzS.314 riboB2; pantoB100; pabaA; biAl; transzformacios jelen munka
veAl recipiens torzs a
hmbC delécios torzs
létrehozasahoz
HZS.318 hmbBA::riboB™; pantoB100; transzformacios jelen munka (utéd
pabaAl; veAl; riboB2 recipiens torzs a a
hmbB-GFP fuzi6s HZS.212xHZS.22
torzs 1étrehozasahoz 7 keresztezésbol)
HZS.335 PAN-HZS-3 vektor transz régioba fluoreszcens jelen munka (gfp-
integralodva; hmbBA::riboB™; mikroszkopia hmbB fuzids
pabaAl; veAl; (pantoB100), konstrukciot és
riboB2 pantoB™ markert
hordozé pAN-
HZS-3 vektor
HZS.318 torzsbe
transzformalva)
HZS.338 hmbC4::pabaA™; riboB2; ndvekedési tesztek jelen munka
pantoB100; biAl; veAl (pabaAl) (els6dleges
transzformans/1)
HZS.348 "pantoB hmbB-gfp fizids fluoreszcens jelen munka
konstrukcio"-riboB”; mikroszkopia ("pantoB hmbB-
(pantoB100); pabaAl; veAl gfp fziods
riboB2 konstrukeio"

HZS.318 torzsbe
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transzformalva)

HZS.349 "pantoB hmbB-gfp fuzids fluoreszcens jelen munka
konstrukcio"-riboB™; mikroszkopia ("pantoBhmbB-
(pantoB100); pabaAl; veAl gfp fazios
riboB2 konstrukcio"
HZS.318 torzsbe
transzformalva)
HZzS.352 PAN-HZS-4 vektor transz régioba a delécios fenotipus jelen munka
integralédva; AhmbB::riboB™; komplementaciojanak (hmbB-His-Tag
pabaAl; veAl; vizsgalata a HmbB f0zi0s
(pantoB100);riboB2 fehérje konstrukciot és
visszatranszformalasa pantoB™ markert
val tartalmazo pAN-
HZS-4 integrativ
vektor HZS.318
torzsbe
transzformalva)
HZS.358 "pantoB hmbB-gfp fuzids fluoreszcens jelen munka (ut6d
konstrukeid"- riboB*: hhoA- mikroszkopia a HZS.349x
MRFP-AfriboB™; (riboB2); veAl LO1516
keresztezésbol)
HZS.359 "pantoB*hmbB-gfp fuzios heterokarion-képzés jelen munka (utod
konstrukcié"-riboB™; hhoA- HZS.385 torzzsel a HZS.349x
MRFP-AfriboB™;pyroA4; LO1516
pabaAl(riboB2); veAl keresztezésbol)
HZS.363 "pantoB gfp-hmbB fizids fluoreszcens jelen munka
konstrukcié"— riboB™; pabaAl; mikroszkopia ("pantoB™ gfp-
(pantoB100); riboB2; veAl hmbB fuzids
konstrukcio"
HZS.318 torzsbe
transzformalva)
HZS.366 "pantoB gfp-hmbB fizids fluoreszcens jelen munka (utod

konstrukcié"— riboB*; hhoA-
mRFP-

AfriboB™;(riboB2);(pantoB100);ve

Al

mikroszkdpia

a
HZS.363xL01516

keresztezésbol)




HZS.385 hmbBA::riboB"; pantoB100; yA2; heterokarion-képzés jelen munka (utoéd
(riboB2); veAl LO1516 és HZS.359 a
torzsekkel HZS.212xHZS.22
7 keresztezésbol
LO1516 hhoA-mRFP-AfriboB; pyroA4; sziil6i torzs a (Nayak és mtsai.
pyrG89; nkuAA4::argB+ HZS.349 és HZS.363 2010)
torzsekkel torténd
keresztezéshez,
heterokarion-képzés
HZS.385 torzzsel
NAO0313 pantoB100; yA2; veAl; torzs keresztezéshez (Robellet és mtsai.
HZS.120 torzzsel 2010)

4.].2. Escherichia coli torzs

Torzs Genotipus Felhasznalas Hivatkozas
XL-1 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(r¢—, vektor- (Cammack ¢és mitsai.
Blue mg+), SUpE44, relAl, lac, [F', proAB+, konstrukciok 2006)

lacl9ZAM1S, ::Tn10(Tet")] felszaporitasa

4.2. Tenyésztési korillmények

4.2.1. A. nidulans tenyésztésére felhasznalt taptalajok

Minimal tapoldat (MM):

2% (v/v) sooldat, szénforras, nitrogénforras (pH 6,8)

Komplett tapoldat (CM):

2% (viv) sooladt, 1 m/iv% glikkdz, 2 g/l peptonn (Bacto'™), 1,5 g/l kazaminosavak

(Bacto™), 1 g/l élesztékivonat (Bacto'™) (pH 6,8)

Szachar6zos minimal tapoldat (SM):

2% (v/v) sooldat, 1 m/v% gliikoz, 342,39/l szachardz, 0,85 g/l NaNO; (PH 6,8)
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Sooldat:
26 g/l KCI, 26 g/l MgSQO4x7H,0, 76 g/l KH2PO4, 5% (v/v) nyomelem-torzsoldat

Nyomelem-torzsoldat:
40 g/l Na-borat (Na,B407x10H,0), 400 mg/l CuSO4x5H,0, 714 mg/l FePO,, 728 mg/l
MnSQO4xH50, 800 mg/l Na,MoQO4x2H,0, 8 mg/l ZnSO4x7TH,0

Szénforrasok és felhasznalasi koncentracidjuk:
etanol: 2% (v/v), galaktoz: 1 m/v%, glicerin: 2% (v/v), glikoz: 1 m/v%, laktoz: 1 m/v%,

maltdz: 1 m/v%, raffindz: 3 m/v%, szachardz: 1 m/v%, szorbitol: 1 m/v%, Xildéz: 1 m/v%

Nitrogénforrasok és felhasznalasi koncentracidjuk:
allantoin: 0,1 g/l, ammoénium-tartarat: 0,97 g/, hipoxantin: 0,1 g/I, NaNOs: 0,85 g/l, urea:
0,3 g/l, hugysav: 1 g/l

Vitaminok és felhasznalasi koncentraciojuk:
pantoténsav: 40 pg/l, para-amino-benzoesav: 40 pg/l, riboflavin: 50 pg/l, piridoxin: 25 pg/l,
biotin: 0,1 pg/l, tiamin: 50 pg/l

Szerves bazisok és felhasznalasi koncentracidjuk:

uracil: 1g/l, uridin: 1 g/l
4.2.2. Az A. nidulans tenyésztési koriilményel

Téptalajok esetében a tapoldatot 3 m/v% agarral egészitettiik ki. Szachar6zos
minimal taptalaj esetén 1 és 3 m/v% agartartalmu taptalajt is hasznaltunk. Taptalajon torténd
nevelés soran a felhasznalt torzsek 0,01 m/v% Tween 80 oldatban készitett konidium-
szuszpenzioit steril fogpiszkald segitségével pontba oltottuk és sotétben, 37 °C-on
inkubaltuk. Folyadékkulturak esetében 10° konidiumot oltottunk 300 ml MM-tapoldatba és
37 °C-on inkubaltuk 180 rpm razatas mellett 3 6raig (izotropikus ndvekedés fazisa), 22 oraig

(micélialis fazis), vagy 36 oraig (micélialis fazis).
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4.2.3. A csirazo és nem csirazo konidiumok elkiilonitése a hmbBA torzs esetében

A csirazo és nem csiraz6 konidiumok elkiilonitése a nyugvd €s csirdzasnak indult

s

2 literes iiveg Roux-flaskaba 200 ml MM-tapoldatba, majd 37 °C-on inkubaltuk az
elfektetett Roux-flaskdkat 8 oOran keresztill, razatas nélkiil. Ezt kovetéen a nem csirazéd
konidiumokat a tapoldat ledntésével eltavolitottuk. Az tivegfeliiletre kitapadt csirazo
konidiumokat steril sejtkaparoval 6sszegytijtottiik, majd 300 ml MM-tapoldatba oltva 500
ml-es Erlenmeyer lombikban tovabb inkubaltuk 37 °C-on 180 rpm razatas mellett.

4.2.4. E.coli tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok
Luria-Bertani (LB) tapoldat: tripton: 10 g/l, NaCl: 10g/l, élesztokivonat: 5 g/1

Taptalajok esetében a tapoldatot 2 m/v% agarral egészitettiik ki. Transzformansok
szelektalasahoz és felszaporitdsdhoz a tapoldatot, vagy a taptalajt 50 pg/ml ampicillinnel is

kiegészitettiik.

4.3. 11. tablazat: Felhasznalt vektorok

Név Felhasznalas Referencia
pAN52-1 PANHZS-1 vektor 1étrehozasa Punt és mtsai. 1987
pANHZS-1 PANHZS-2; pANHZS-3, pANHZS-4 vektorok jelen munka, 4.10.1.
létrehozasa szakasz
PANHZS-2 hmbB-gfp fizios konstrukcio 1étrehozasa jelen munka, 4.10.1.
szakasz
PANHZS-3 gfp-hmbB fazids konstrukcio 1étrehozasa jelen munka, 4.10.2.
szakasz
PANHZS-4 hmbB-his-tagfizios konstrukcio 1étrehozasa jelen munka, 4.10.3
szakasz

4.4, 111. tablazat: Felhasznalt inditoszekvenciak

Kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A hmbB, aktin, ndhB és oxiB gének

hmbB ReTi frw 5’- AAGACTACAAAGACCAAGAAGACC -3’
hmbB ReTi rev 5’- TTGCTCCTCAGTCAGAACCT -3’

actin ReTi frw 5’- GGTATCATGATCGGTATGGG -3°

actin ReTi rev 5’- TATCTGAGTGTGAGGATACCA -3’

ndhB ReTi frw 5- TATCATTTGCAGGTATTCCTCCTT -3’
ndhB ReTi rev 5- TAAATCCTTCTTGTAAAGCAGCAG-3’
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oxiB ReTi frw

5’- GGACACATTCTAATGGATGCAC -3’

oxiB ReTi rev

5’- CCTCTATTCCTTCCATTTGTGGT -3°

A sterigmatocisztin-bioszintézis génjei és a klaszterregulator gén

aflIR ReTi frw

5’- CGAATACTTCCACCTCCACC -3’

afIR ReTi rev

5’- TACCCTCAAGAAGCGAAGGA -3°

stcU ReTi frw

5’- CATTTCCATTCAAGCCGATGTC-3’

stcU ReTi rev

5’- ATGAGACTATATCCAGGTATCCGA -3°

stcO ReTi frw

5’- CTGCATGGACAAGGTGTAGG -3°

stcO ReTi rev

5’- TCCTCCCTCTAGCAAGAACC -3’

A glutation-S-transzferiz gének

gstA ReTi frw

5’- CTCGCTGAGCAATATGATAAAGAC -3°

gstA ReTi rev

5’- ATACAGCCAGCTGATTGTCTC -3’

gstB ReTi frw

5’- GCAATACTACTCTGAGCGTCC -3’

gstB ReTi rev

5’- CTCCTCTCGTTATCGATGCTC -3’

an10273 ReTi frw

5’- AGAGTCATTCGCAGATCAACC -3°

an10273 ReTi rev

5’- GCTTTACAGCATTCACCTCCT -3’

an0815 ReTi frw

5’- TATAATACCCGCGAAAGATGGA -3’

an0815 ReTi rev

5’- CAGACCAACGAATACTCTAATCAG -3’

an2948 ReTi frw

5’- CAAGACTGCGGATGAGAAGG -3’

an2948 ReTi rev

5’- CACCCATTGATAACAGGCGT -3’

an5831 ReTi frw

5’- GAGTTTGATCACTTACTGCCC -3’

an5831 ReTi rev

5’- GTTCATCGCCTCAATCTCAC -3°

an6158 ReTi frw

5’- CTGGGATTCATCCATGGTGTC -3°

an6158 ReTi rev

5’- AGCTTTACATTGCTCAATGCTG -3’

A glutation-oxidoreduktaz gének

gpxA ReTi frw

5’- GGCAAAGTTATCCTTGTCGTC -3°

gpxA ReTi rev

5’- GCTTTGATGGACTGGTAAAGG -3’

an3255 ReTi frw

5’- CGGTCCTGAATGAACTAGGAG -3’

an3255 ReTi rev

5’- GGGTTGATGTTGATGAACGG -3’

an4215 ReTi frw

5’- GCTCCAGCATCCTTTAACAG -3’

an4215 ReTi rev

5’- GTTCCCAACATCTACATTGCC -3°

an4304 ReTi frw

5’- CCTGAACAAGGAGTTTATTGGTG -3’

an4304 ReTi rev

5’- GCAACTAGGACACCCTTCTC -3’

A glutation-reduktaz gének

glrA ReTi frw

5’- ATCCAATGATCCAGAAGACCA -3’

glrA ReTi rev

5’- GCTGAACCTCCTTGATACCA -3’

A tioredoxin-reduktaz gének

trxR ReTi frw

5’- CTCAAGCCTGTCCTTTACGA -3°

trxR ReTi rev

5’- AAACCGGGAAAGTTCTCGAC -3’

A katalaz gének

catB ReTi frw

5’- GGAAGCTCAGCAAATTTCTGG -3°

catB ReTi rev

5’- CACGTTAAGCTCCCACTCAG -3’

A flavohemoprotein gének

fhbA ReTi frw

5— CGTCATCACCTCGTTCTACC -3’

fhbA ReTi rev

5— CACCTGGATAGAGACGTACTG -3’

A nitroreduktaz gének

an2343 ReTi frw

5’- CGCTCTCAAGGACATCAAGG -3’

an2343 ReTi rev

5’- AAGTACTGAGACATGGCATTGG -3’

A szuperoxid-dizmutaz gének

sodA ReTi frw

5’— GATAAGCTGATCAAGCTCATTGG -3’

sodA ReTi rev

5— GCCAAGGTCATCAGTACCAG -3’

sodB ReTi frw

5— GTATTGATGCTTGGGAGCAC -3’

sodB ReTi rev

5— GTTGATGACCTCCCAGATCG -3’

sodM ReTi frw

5— CAAACTGGACATTGTGACGAC -3°

sodM ReTi rev

5— CAAACTGGACATTGTGACGAC —-3°
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A HmbB-GFP fuzios konstrukeio klonozasa

pantoB Ndel frw

5- TTTTTTCATATGGCATAGCCATCAAGATGCGACTCTGAACC -
3,

pantoB Ndel rev

5’-TTTTTTCATATGACATAATCTTATGATCCATACCACCTAGC -3’

hmbB Ncol frw

S-TTTTTTTTCCATGGCTCTCAAACTCATTCGACG-3'

hmbB linker Ncol rev

5
TTTTTTTTCCATGGAATCAAGATCGACTGTATCAATAAGTTCATC
CTTGCTCGATTTCTTGTTCC-3'

Ast chim frw

5'-
CCTATACCGTCAGTGAACCTCGCCATGGCTCTCAAACTCATTCG
ACG-3'

pantoB hmbB down kim
rev

5
GTAGAGATATGATAGGTTGATCAACAACGCGCACACATAATCTT
ATGATCCATACCACCTAGC-3'

A GFP-HmbB fuzios konstrukcio klonozasa

pGPD int frw

5'- CAGTATATTCATCTTCCCATCCAAGAAC -3

GFP linker chim rev

5
ATCAAGATCGACTGTATCAATAAGCTTGTACAGCTCGTCCATG
CCGTG -3

hmbB linker chim frw

5
ACAAGCTTATTGATACAGTCGATCTTGATATGCCTCTCAAACT
CATTCGACG -3'

hmbB down rev2

5'- GTTCTACACTGAGGTACATTCAAGG -3'

GFP Ncol start frw

5-TTTTTTTTCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC -3

hmbB N BamHI rev

S-TTTTTTTTGGATCCTTCATTCATCCTTGCTCGATTTCTTG -3'

A Hisztidin-taggelt hmbB Kklénozasa

hmbB Ncol frw

S-TTTTTTTTCCATGGCTCTCAAACTCATTCGACG-3'

hmbB HisTag BamHI rev

5’-
TTTTTTTTGGATCCTCAATGATGATGATGATGATGTTCATCCTT
GCTCGATTTCTTG-3°

A hmbB deléciéja

hmbB upst frw

5'- CTTCGACAATCTGCGTAATCTCAGGCGCAACG -3'

hmbB upst rev

5'- CGCGAGGTTCACTGACGGTATAGGATGCC -3'

hmbB upst nest frw

5'- GTCCTTATGAATCTGTGTCGCCAACTCTCG -3'

hmbB ribo chim frw

5.
GGCATCCTATACCGTCAGTGAACCTCGCGCGTACGTAGTGTAG
ATTCAGGCACATTGAAGCG-3'

hmbB ribo chim rev

5.
GTAGAGATATGATAGGTTGATCAACAACGCGCACGGAAAACTG
CCATGACTACTAGGTGGTGCTATC -3'

hmbB down frw

5'- GTGCGCGTTGTTGATCAACCTATCATATCTCTAC -3'

hmbB down rev

5'- CACCGTCACCACCGTTATCACCGTCGTCATC -3'

hmbB down nest rev

5'- GTTAACACAGCATCGCGGACTATGCTCC -3

A hmbB gén felszaporitasa

hmbB frw

5'- ATGCCTCTCAAACTCATTCGACG -3'

hmbB rev 5-TTCATCCTTGCTCGATTTCTTG -3'

A hmbA gén delécidja

hmbA upst frw 5'- CTCTGACCTGCCACGAGGCCTTGCTCTATG-3’
hmbA upst rev 5- GGTGAAGGTCTGAAGCTGTTGGACGAAGAG3’

hmbA upst nested frw

5’- GGAGACATTTCGAACTGTATCAGGGCTAAC-3’

hmbA ribo chim frw

5’-
CTCTTCGTCCAACAGCTTCAGACCTTCACCCGTACGTAGTGTA
GATTCAGGCACATTGAAGCG -3’

hmbA ribo chim rev

5’-
CGGAGGTCAAGCGACTCGACACTAAGGTGGGAAAACTGCCAT
GACTACTAGGTGGTGCTATC-3’

hmbA down frw

5’- CACCTTAGTGTCGAGTCGCTTGACCTCCG -3’
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hmbA down rev

5’- GCATACAATGCGAGCACGGTGGTCGTCATC -3°

hmbA down nested rev

5’- CGGTGCTGTTGCTGCTTGAGGACGAGGAG -3’

A hmbA gén felszaporitisa

5-TTTTTTGGTACCATGCCTAAGGCCAATCCTACCCGCAAGACC

hmbA frw -3
5-
TTTTTTTTGCGGCCGCTTAGGACGACTCCTCATCCTCTTCGGCTT
hmbA rev c-3
A hmbC gén delécioja
hmbC upst frw 5’- GCTGTATTACGTCATGTACGGAGTAG -3’

hmbC upst rev

5- GCGAGGAATGGGTATGCTAGTTG -3’

hmbC upst nested frw

5’- CTGACATTGAGATTCTGAGCCACAAC -3°

hmbC paba chim frw

5’-
CAACTAGCATACCCATTCCTCGCGCACATAGCTATTACACGTA
TGTTTGAGAC -3’

hmbC paba chim rev

5’-
GAAAACCAATTTACTCGTCATCGCCGTAGTTTGCTTGAATGGC
TAACGAGGCATTG -3’

hmbC down frw

5’- GGCGATGACGAGTAAATTGGTTTTC -3’

hmbC down rev

5’- TAATCTGCTCTTCGATGCCAATTCC -3’

hmbC down nested rev

5’- CATCCGTTGACGAGCCGATGATC -3’

A hmbC gén felszaporitasa

hmbC frw

5’- CAGCCAGCTCAAATCGCTTG -3°

hmbC rev

5’- CAGCAACCTTCTCGCGGTACG -3’

alahtizott szekvencia: beépitett restrikcids endonukledz motivum

vastagon szedett szedett szekvencia: a beépitett linker szekvencia vagy kiméra primerek esetén a kiméra

szekvencia

4.5. Bioinformatikai modszerek

4.5.1. Lokalizacios szignal azonositdsa

A lokalizacids

szigndlok keresése

a http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

(Emanuelsson és mtsai. 2000), http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html (Claros és Vincens 1996),
http://www.peroxisomedb.org/ (Schluter és mtsai. 2010), http://golgi.unmc.edu/ptarget/

Guda ¢és Subramaniam 2005, Guda 2006), http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cqgi-
bin/NLS Mapper_form.cqi (Kosugi és mtsai. 2009),
http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html (Horton €s mtsai. 2007),

http://genome.unmc.edu/ngLOC/cite.ntml (King ¢és Guda 2007) weboldalakon talalhatd

TargetP, Mitoprot, PeroxisomeDB-PTSs Predictor, Ptarget, NLS-mapper, Wolfpsort és
ngLOC programok felhasznalasaval torténtek.

4.5.2. Filogenetikai vizsgalatok

A HmbB-vel
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), és

homolog szekvenciak kereséséhez altalanos

specialis
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(http://www.genolevures.org/yeastgenomes.html, http://www.yeastgenome.org/,

http://www.pombase.org/, http://www.aspgd.org/, http://genome.jqi-

psf.org/programs/fungi/index.jsf, ~ http://www.candidagenome.org/)  adatbazisok s
felhasznalasra kertiltek. A szekvenciaillesztések MAFFT (Katoh ¢s Standley 2013)

segitségével, az illesztések megjelenitése doboz-szinezéssel a

http://www.ch.embnet.org/software/BOX form.html. weboldal felhasznilasaval készultek.

A szekvenciaillesztések optimalizalasa a filogenezishez BME 1.0

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::BMGE (Criscuolo és Gribaldo 2010)

szoftver segitségével tortént. A “Maximum Likelihood” filogenezis PhyML (Guindon és
mtsai. 2010, Dereeper és mtsai. 2008) programmal lett szamolva, feltlintetve a megkozelitd
“likelihood” aranyok tesztjeit (Anisimova és Gascuel 2006). A filogenetikai fa megrajzolasa

a Figtree szoftver (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) felhasznalasaval tortént.

4.5.3. Fehérjeszerkezet meghatdrozasa

A PFAM-keresések a http://pfam.sanger.ac.uk/ oldal felhasznalasaval torténtek. A

“Coiled-coil” strukturak meghatarozasa a http://toolkit.tuebingen.mpg.de/pcoils weboldalon

a Pcoils programmal tortént (Parry 1982, Lupas és mtsai. 1991, Lupas 1996). A
fehérjeszerkezet modellezését az I-Tasser programmal végeztik a

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER weboldalon (Zhang 2008, Roy és mtsai.

2010), az  “ab-initio” modellezést a  Quark  programmal  végeztik a
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/ (Xu és Zhang 2012) weboldalon, a modellek
renderelését a VMD 1.9. programmal a http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/ (Humphrey

¢s mtsai. 1996) weboldalon végeztiik. A szerkezetek szuperpoziciéi a VMD-be integralt

MultiSeq segitségével lettek meghatarozva (Roberts és mtsai. 2006).
4.6. Nukleinsav-manipulaciohoz felhasznalt médszerek
4.6.1. Total DNS kivondsa A. nidulans-bol

100 ml, vitaminoldattal kiegészitett folyékony minimal tapoldatban egy éjszakan at
nevelt torzsekbol nyert micéliumtomeget sziiréssel 6sszegyiijtottiik €s folyékony nitrogénben
torténd fagyasztast kovetéen keramiamozsarban nitrogén alatt eldorzsoltik. Az eldorzsolt
micéliumbol kb. 0,1 g mennyiséget 0,8 ml LETS pufferrel (0,1 M LiCl, 0,01 M Na;EDTA,
0,2 miv% SDS, 0,01 M Tris-Cl, pH 7,4) majd 0,8 ml PCl-vel (fenol:kloroform:izoamil-
alkohol, 25:24:1) mikrocentrifugacsében vortexeltik, majd 13000 rpm-el 10 percig
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centrifugaltuk. A vizes fazist Gj mikrocentrifugacsében azonos mennyiségii kloroform-
izoamil-alkohol (24:1) eleggyel vortexeltiik, majd 13000 rpm-el 10 percig centrifugaltuk. A
vizes fazishoz 0j mikrocentrifugacsében 10% (v/v) 3 M Na-acetatot, illetve kétszeres
térfogatnyi abszolut etanolt mértiink, majd -20 °C-on legalabb 20 percig inkubaltuk.
Centrifugalas és 70% (v/v) etanollal torténé mosas utan a pelletre desztillalt vizzel higitott
RN4z-oldatot (0,05 mg/ml) mértiink és fél oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Az RNS-

szennyez8dés eltavolitasat kdvetden az izolalt DNS-t -20 °C-on taroltuk.

4.6.2. RNS kivonasa A. nidulans-bol, cDNS szintézise

Az RNS-tartalom izolalasat folyékony nitrogén alatt, kerdmiamozsarban
puderfinomsagira dorzsolt micéliumokbdl €s konidiumokbdl végeztiik. Erre a célra a
NucleoSpin® RNA Plant Kitet (Macherey-Nagel) hasznaltuk a gyart6 utasitasa szerint. Egy-
egy kivonashoz kb. 100 mg biomasszat hasznaltunk fel. Az izolalt RNS mennyiségét és
min6éségét Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies) berendezéssel ellenériztiik. A
CDNS-szalakat a RevertAid First Strand c¢cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)
segitségével szintetizaltuk, a gyartd instrukcioi szerint. A cDNS szintéziséhez 500 ng
templat RNS-t, valamint oligo-dT és random inditoszekvenciak 1:1 aranyu keverékét

hasznaltuk.

4.6.3. Plazmid minipreparatumok készitése E. coli-bol

A plazmid DNS izolalasat Plasmid Mini Kit (QIAGEN) felhasznalasaval végeztiik, a

gyarto utasitasai szerint.
4.6.4. A DNS-mintak agaroz gélelektroforézise

A DNS-mintdk méret szerinti elvalasztasat gélelektroforézissel végeztik. Az
eljarashoz 0,8 m/v% agaroz gélt és TAE futtatopuffert (40 mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM
EDTA, pH 7,5) hasznéltunk. A DNS lathatova tétele érdekében a gélhez 5 pg/ml etidium-
bromidot mértiink. A mintakhoz a futtatas el6tt 1/5 térfogatnyi felvivé puffert (0,5 m/v%
SDS; 40 m/v% szachardz; 0,1 m/v% bromfenolkék; 50 mM Tris; 10 mM EDTA,; pH 7,5)

mértiink. Az elektroforézist 75 V alland¢ fesziiltségen végeztiik.
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4.6.5. A DNS visszanyerése agaroz gelbol

A gélelektroforézist kovetden a DNS-t tartalmazo savokat UV fényben vizualizaltuk,
majd szikével kivagtuk. A DNS-t a Gel Extraction Kit (Omega bio-tek) felhasznalasaval

tisztitottuk az agardz gélbdl a gyarto leirdsa alapjan.
4.6.6. A DNS emésztése restrikcios endonukledazokkal

A DNS-mintak emésztéséhez tisztitott restrikcios enzimeket (Thermo Scientific)

hasznaltuk fel a gyartd utasitasa szerint.
4.6.7. A DNS-molekulak ligaldasa

A DNS-ligalast T4 ligaz enzimmel végeztiik (Thermo Scientific) a hozza tartozo
pufferrel. A vektor:inszert aranyt tompa vég esetén 1:8-ra, azonos ragados vég esetén 1:4-re,
kiilonb6z6é ragadds végek esetén pedig 1:1 ardnytol 1:4 ardnyig tetszdleges mértékiire

allitottuk be. A reakcidelegyeket 20 °C-on inkubaltuk 16 o6ran keresztiil.
4.6.8. Polimeraz lancreakcio

Polimeraz lancreakciohoz a PfuUltra® II Fusion HS DNA Polymerase (Strategene)
terméket hasznaltuk a gyartd utasitasai szerint. Egy reakcio 50 ul végtérfogatban 100-500 ng

templat DNS-t és 50-50 pmol/pl forward és reverz inditdszekvenciakat tartalmazott.
4.6.9. Kvantitativ valosidejii polimerdz lancreakcio (qRT-PCR)

A 4.6.2. szekcid szerint létrehozott cDNS-mintak qRT-PCR analizisét CFX96 Real
Time PCR System (Biorad) berendezés és SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix
(Thermo Scientific) reakcidelegy felhasznalasaval végeztik. A 94 °C-on torténd 3 perces
elddenaturaciot 40 ciklus kovette az alabbi paraméterekkel: 94 °C, 15 sec, 60 °C 60 sec. Az
adatok kiértékelése a ,,standard curve” eljarassal (Larionov és mtsai. 2005) tértént. Minden

mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.6.10. Southern-hibridizacio

Southern-hibridizaciohoz a restrikciéos endonukleazokkal megemésztett (4.6.6
szekcio) 50-50 ug DNS-mintakat agaroz gélelektroforézissel elvalasztottuk (4.6.4. szekcid),
majd kapillaris modszerrel Hybond N membranra (GE Healthcare) blottoltuk. A jelolt
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probak elballitasat és a detektalast a DIG DNA Labeling and Detection Kit-el (Roche)
végeztiik a gyarto altal megadott protokoll szerint.

4.7. Kompetens E. coli sejtek transzformalasa

A kompentens E. coli XL1-Blue sejteket (Maniatis és mtsai. 1982) jégen
kiolvasztottuk. A ligalasi elegyet (7,5 pl) a kiolvasztott kompetens sejtet tartalmazo
mikrocentrifugacsébe pipettaztuk, majd szuszpendaltuk és 25 percig jégen inkubaltuk. Ezt
kovetden 2 perc 42 °C-os hdsokkot alkalmaztunk, majd a mintdkat azonnal jégen hutdttiik.
800 ul LB-oldatot mértiink a mintdkra és 45 percig 37 °C-on inkubaltunk. Az inkubécio
letelte utan 50 pl térfogat transzformans elegyet ampicillines LB-taptalajra szélesztettiink. A
maradékban a sejteket 5000 rpm 5 perces centrifugalassal Osszegyijtottikk, a feliiluszot
kiontottiik. A visszamaradt folyadékban felszuszpendalt sejteket ampicillines LB-téptalajra

szélesztettiik. A sejteket egy éjszakén at 37 °C-on inkubaltuk.
4.8. Az A. nidulans transzformalasa

Az A. nidulans transzformalasa Antal ¢és mtsai. (1997) alapjan tortént
celofantenyészeten eléallitott (Ferenczy és mtsai. 1975, Kevei és Peberdy 1977)
protoplasztokkal. A protoplasztképzéshez szilard komplett taptalajra helyezett celofanra
leoltott torzs 16 oOras tenyészetét hasznaltuk. A leoltast ecsettel végeztiik frissen gytjtott,
0,01% (v/v) Tween 80-ban oldott konidiumszuszpenzioval. A protoplasztalashoz 0,7 M
KCl-oldatban feloldott Glucanex enzimkeveréket (Novozyme) hasznaltunk, 400 mg/10 ml
koncentracidban. A taptalajtol elvalasztott celofanokat harmasaval steril Petri-csészékbe
helyeztiik és 6-6 ml protoplasztalo folyadékot pipettaztunk rajuk. A protoplasztalast
szobahdmérsékleten végeztiik, minimum 1 6ran keresztiil. A protoplasztokat 100 ml 0,7 M
KCI oldathan lemostuk a celofanokrol. A micélialis szennyezOdések sajtszlirével torténd
eltavolitisa utdn a protoplasztokat 4000 g-vel, 14 °C-on, 25 percen 4t torténd
centrifugalassal Osszegy(jtottik, majd kb. 20 ml 0,7 M KCI oldatban mostuk és tjra
centrifugaltuk. Ezt kovetden a pelletet felszuszpendaltuk 1 ml 0,7 M KCI oldatban. A
Biirker-kamraval ~ allapitottuk meg. 5-7x10" sejtet mikrocentrifugacsébe mérve
lecentrifugaltunk (2500 rpm, 6 perc), majd a pelletet 200 ul TN1 oldatban (5,22 m/v% KClI,
0,735 m/v% CaCly) felszuszpendaltuk, majd hozzaadagoltunk 5-10 ng DNS-t és 50 pl TN2
oldatot (60 m/v% polietilén-glikol 4000; 1,214 m/v% Tris; 0,735 m/v% CaCl,). Az elegyet
30 percen at jégen inkubaltuk, majd 1 ml TN2-t mértiink az elegyhez, és 5 percen at jégen
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tartottuk. Ezt kovetéen kb. 20 ml 0,7 M KCl-oldat hozzaadasaval egyszer mostuk és
centrifugaltuk (4000g, 20 perc) a protoplasztokat, hogy a toxikus PEG-tartalmat eltavolitsuk.
A pelletet 1 ml 0,7 M KCI oldatba szuszpendaltuk és 50 ml max. 42 °C-0s szachar6zos top
agarral (1 m/v%) 10 db szachar6zos minimal taptalajt tartalmazo csészére oOntottik. A
protoplasztokat 37 °C-on regeneraltattuk. Csak azok a protoplasztok tudtak telepet képezni,
melyekben a genomba rekombinalddott konstrukcion hordozott szelekcidos markergén (riboB
vagy pabaA) kifejez6dott és komplementalta a megfeleld auxotrofiat (riboflavin vagy para-
amino-benzoesav). A transzformansokat kiszélesztettiik, majd a monoklonalis telepekrdl

konidiumot gytijtottiink tovabbi felhasznalasra.

s rer

A delécidés mutansok létrehozasdhoz a ,,Double Joint PCR” moédszer (Yu és mtsai.
2004b) felhasznalasaval 3 komponensii delécios kazettakat készitettiink. PCR segitségével

felszaporitottuk az alabbi komponenseket:

A: a deletalni kivant géntdl upstream elhelyezkedd, kb. 3 kbp hossztsagi szekvencia. A
hmbA esetében a ,,hmbA upst frw” és ,,hmbA upst rev”’, hmbB esetében a ,,hmbB upst frw”
¢és ,,hmbB upst rev”’, hmbC esetében pedig a ,,hmbC upst frw” és ,,hmbC upst rev”

inditoészekvenciakat hasznaltuk (III. tablazat).

B: a transzformdaciés markerként hasznalt gén, mely komplementdlja a recipiens tdrzs
valamely auxotrofiajat. A markergén amplifikdlasara specialis kiméra primereket
hasznalunk: a forward primer 5’ vége komplementer az upstream szekvencia nem kodold
szalanak 5’ végével, a reverse primer 5’ vége pedig a downstream szekvencia kodolo
szalanak 5° végével. A hmbA esetében a ,,hmbA ribo chim frw” és ,,hmbA ribo chim rev”,
hmbB esetében a ,,hmbB ribo chim frw” és ,,hmbB ribo chim rev”’, hmbC esetében pedig a
,hmbC paba chim frw” és ,,hmbC paba chim rev” inditoszekvencidkat hasznaltuk (III.

tablazat).

C: a deletalni kivant gént6l downstream elhelyezkedd, kb. 3 kbp hossusagl szekvencia. A
hmbA esetében a ,,hmbA down frw” és ,,hmbA down rev”, hmbB esetében a ,,hmbB down
frw” és ,,hmbB down rev”’, hmbC esetében pedig a ,,hmbC down frw” és ,,hmbC down rev”

inditészekvencidkat hasznaltuk (II1. tablazat).

A létrehozott A, B és C komponenseket High Pure PCR Purification Kit (Roche)

segitségével tisztitottuk meg a reakcidelegyben maradt inditoszekvenciaktol, soktol és az
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enzimt6l. A komponensek Osszeszereléséhez egy ujabb PCR-t mériink 0ssze, templatként az
A, B és C komponensek 1:2:1 molaris aranyG keverékét hasznalva. A hmbA esetében
,hmbA upst nested frw” és ,,hmbA down nested rev”’, a hmbB esetében a ,,hmbB upst nested
frw” és ,,hmbB down nested rev”, a hmbC esetében pedig a ,,hmbC upst nested frw” és
,,hmbC down nested rev” inditoszekvenciakat hasznaltuk (III. tablazat). A delécios kazettak
létrehozasanak folyamatat az 3. dbra foglalja 6ssze. Az Osszeszerelés hatékonysagat agardz

gélelektroforézis segitségével ellendriztilkk, majd a terméket direkt moédon felhasznaltuk a

transzformalashoz.

“A” komponens “B” komponens “C” komponens
A A A

[ \ [ \ [ \

upst. frw. downst. frw. chim. frw.

M M

marker

upst. rev. downst. rev chim. rev.

1
: PCR
upst. nest. frw. v

P
A AN
PSP S
4~

I downst. nest. rev.
: PCR
v
\ )

Y
delécios kazetta

3. abra: A delécids kazettak elkészitésének sematikus abraja. PCR eljarassal felszaporitottuk a deletalni kivant
HMG-box fehérjét kodold géntbl (hmbX) upstream iranyba es6 ,,A” szakaszt (upst. frw és upst. rev.
inditoszekvenciak), illetve a downstream iranyba es6 ,,B” szakaszt (downst. frw. és downst. rev.
inditoszekvenciak). Kiméra-inditoszekvenciakkal (chim. frw és chim. rev.) szaporitottuk fel a transzformansok
szelekcidjahoz felhasznalt marker gént (C komponens). A delécids kazetta A, B és C komponenseinek
Osszeszerelése egy kovetkezd PCR reakcioval tortént, az A és B komponensekre specifikus inditészekvencia
parral (upst. nest. frw. és downst. nest. rev.).
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4.10. A hmbB fazios konstrukciok eléallitasa
4.10.1. A hmbB-gfp-t (C-terminalis GFP-fiizios fehérjét) kodolo konstrukcio létrehozdsa

A GFP-fazios konstrukcid létrehozasahoz a pAN52-1 plazmidot (Punt és mitsai.
1987) hasznaltuk fel. A vektorba a pantoB szelekciot biztositd markergént beklonoztuk,
mely a recipiens torzsben talalhaté pantoB2 mutaciot képes komplementalni és megsziintetni
a torzs pantoténsav auxotrofigjat. A total DNS templatrol felszaporitott 2557 bazispar hossza
PCR-terméket (pantoB Ndel frw és pantoB Ndel rev inditészekvenciak), mely a pantoB
pANS52-1 vektor Ndel hasitohelyére klonoztuk. Az igy 1étrehozott plazmidot pAN-HZS-1-
nek neveztik el. A létrehozott 9030 bp méretli vektor tartalmazta a pantoB szelekcios
marker mellett a gpdA promoéter utan illesztett GFP-t kodolod szekvenciat és a trpC gén
termindcios szekvencidjat. A GFP-t kddolo szekvencia start kodonja egy Ncol hasitohelyet
tartalmaz (Punt és mtsai. 1987). A HmbB-GFP fuzios fehérje 1étrehozasdhoz genomi
templatrol felszaporitottuk a hmbB kodold szekvenciat (hmbB Ncol frw és hmbB Ncol
linker rev inditészekvenciak). A termék tartalmazta a hmbB promoterét is. A PCR-termék
mindkét végén egy-egy Ncol hasitohelyet kddolt, nem tartalmazta a stop kodont, viszont
tartalmazott egy 9 aminosav hosszusagu ,,linker” peptid szekvenciat (LIDTVDLDS). Az igy
létrehozott szekvenciat a pAN-HZS-1 vektor Ncol hasitohelyére klonoztuk megfeleld
orientacioba, létrehozva a pAN-HZS-2 vektort. A vektort templatként felhasznalva PCR
eljarassal felszaporitottuk a HmbB-GFP fuzids fehérjét kodolo régiot (hmbB upst chim frw
¢s pantoB down kim rev inditészekvenciak). A termék tartalmazta a pantoB szelekcios
markergént és a trpC terminacios szekvenciat is. A konstrukcidhoz a Double Joint PCR
eljaras segitségével a hmbB 10kuszt hatarold genomi szekvencidkat épitettiink a 4.9.
fejezetben leirtak szerint. A PCR-termékek eldallitasahoz felhasznalt inditészekvencidkat a

II1. tablazatban tiintettiik fel.
4.10.2. A gfp-hmbB-t (N-terminalis GFP-fiizios fehérjét) kodolo konstrukcio létrehozdsa

Felszaporitottuk a gfp szekvenciat az el6z6 pontban bemutatott pAN-HZS-1
vektorrol ugy, hogy a szekvencia ne tartalmazza a stop kodont (pGPD int frw és GFP linker
chim rev inditdszekvencidk). A hmbB® tdrzs DNS-kivonatat templatként hasznalva
felszaporitottuk a hmbB gént (hmbB linker chim frw ¢és hmbB down rev 2
inditészekvencidk). Mindkét PCR-termék tartalmazott egy 24 bp hosszusagl, atfedd

szekvenciat, mely a fuzid Ilétrehozasdhoz sziikséges, ¢és tartalmaz egy 8 aminosav
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hosszusagl linkert (LIDTVDLD) a flzionalt fehérjék kozt. A két termék fuziojat PCR
segitségével kiviteleztiik (GFP Ncol start frw és hmbB N BamHI rev inditoszekvenciakkal).
A fazioés terméket Ncol és BamHI restrikcios endonukleazokkal emésztettiik és Ncol/BamHI
hasitohelyekre klonoztuk pAN-HZS-1 vektorba. A létrehozott konstrukcidt a tovabbiakban
PAN-HZS-3-nak neveztiik. A ,,pantoB* gfp-hmbB” kazettat (GFP fuzidja a hmbB kodold
szekvenciaval, trpC terminacios szekvencidval és pantoB szelekciés markerrel) PCR
segitségével szaporitottuk fel az ,,Nterm GFP upst chim frw” és ,,pantoB hmbB down chim
rev”’ inditoszekvenciak felhasznalasaval. A terméket a hmbB 16kuszt hatarolo
szekvenciakkal fazionaltattuk a C-terminalis GFP-fuzio elkészitésénél leirtak szerint. A

PCR-termékek el6ballitasahoz felhasznalt inditoszekvenciakat a I11. tdblazatban tiintettiik fel.
4.10.3. A HmbB-His-Tag fiizios fehérjét kodolo konstrukcio létrehozasa

A hisztidin-taggelt HmbB fehérje 1étrehozasahoz a pAN-HZS-1 vektort hasznaltuk
fel. Az expresszios vektort Ncol/BamHI restrikcidos endonukledazokkal emésztettiik, és a
GFP-t nem tartalmazo vektorrészt agaroz-gélelektroforézist kovetden visszaizolaltuk. Ebbe a
vektorkonstrukcioba klonoztuk a genomi DNS-kivonatrdl felszaporitott, 1120 bp méreti,
hmbB kodolo szekvenciat. A forward és reverse inditészekvenciak Ncol, illetve BamHI
hasitohelyet tartalmaztak (hmbB Ncol frw és hmbB HisTag BamHI rev inditoészekvenciak).
A reverse inditészekvencia a stop kodon eldtt 6 darab hisztidin aminosavat is kodolt. A
létrehozott HmbB-His-Tag expresszids vektort a tovabbiakban pAN-HZS-4-nek nevezziik.
A PCR-termékek eldallitdsdhoz felhasznalt inditoszekvencidkat a III. tdblazatban tiintettiik

fel.
4.11. Analitikai modszerek
4.11.1. A Konidiumok cukor- és polialkohol-tartalmdanak GC-MS analizise

3 napig CM-téptalajon nevelt hmbB4 és hmbB™ koléniakrol szarmazo 100 mg
konidiumot 500 pl 5 m/v% TCA (triklorecetsav) oldatban extrahaltunk 30 percig, 80 °C-on.
A feliiluszot centrifugalassal valasztottuk el a szilard fazistol, majd liofilizaltuk. A mintak
elokészitése €s cukorspektruménak analizise a Fiehn-eljardssal tortént (Fiehn 2006). Az
elvalasztas HP-5MSI 50mx=0.25mmx0.25um oszlopon (Agilent, Palo Alto, USA) tortént
7890A gazkromatograffal (Agilent, Palo Alto, USA) mely egy 5975C MS késziilékhez
(Agilent, Palo Alto, USA) volt kapcsolva. A befecskendezési térfogat 1 ul volt porlasztd

modban, a porlasztas aranya 100:1 volt. Az aramlasi sebesség 20 ml percenként. A kezdeti
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hémérséklet 80 °C volt 2 percig, mely percenként 5 °C-al emelkedett 320 °C-ig, majd ezen
az értéken maradt 5 percig. Az ionizécidhoz felhasznalt elektronforrds 70 eV ionizacios
energiara lett beallitva. Az ionforras ¢és az analizator hdmérséklete 230 °C és 150 °C volt. A
1étrehozott ionokat 50-500 amu (Atomic Mass Unit) savban vizsgaltuk. A berendezés
iranyitasahoz és az adatok analiziséhez a MSD ChemStation E.02.00.493 szoftvert (Agilent,
Palo Alto, USA) hasznaltuk. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént. A méréseket a

Fumoprep Kft. (Magyarorszag) végezte.
4.11.2. A Sterigmatocisztin vékonyréteg-kromatogrdfias vizsgalata

7 napig napig CM-taptalajon nevelt koloniakbol 10 mm atmér6jii dugoéfirdval 3-3
agarkorongot vagtunk ki, majd azt 50-50 ml kloroformmal extrahaltuk. Az extraktumokat 65
°C-on torténd melegitéssel 1 ml térfogatra koncentraltuk. A mintakat Kieselgel 60 (Merck)
vékonyrétegre vittik fel ¢és toluol:etil-acetat:ecetsav (8:1:1) eleggyel futtattuk. A
vékonyréteget 15 m/v% AICI; etanolos oldataval fujtuk le, majd 100 °C-on, 10 percig
inkubaltuk. A masodlagos metabolitokat UV-fénnyel torténd megvilagitassal vizualizaltuk.

A sterigmatocisztin azonositasa standard (Sigma) segitségével tortént.
4.11.3. A trehaloz vékonyréteg-kromatogrdfids vizsgalata

Nyugvé konidiumokbél (107 db) és 24 éras MM folyadékkultardban felnvesztett
micéliumokbdl (0,5 g szaraztomeg) a cukrokat 2 ml és 10 ml 5 m/v% TCA (triklor-ecetsav)
oldattal extrahaltuk 80 °C-on, egy Oran at. Az extraktumokat liofilizalassal 1 ml
végtérfogatra toményitettiik be, majd abbol 15-15 ul térfogatokat Kieselgel 60 (Merck)
vékonyréteg feliiletére vittlink fel. A futtatast kloroform:metanol:viz:ecetsav (55:33:8:1)
eleggyel végeztilk. A cukrok detektalasahoz a vékonyréteget fenol-kénsav reagenssel (3 g
fenol + 5 ml kénsav + 95 ml etanol) fujtuk le, majd 100 °C-on, 10 percig inkubaltuk. A

trehal6z azonositasa standard (Fluka) felhasznalasaval tortén.
4.12. Mikroszkopos vizsgalatok

A mikroszképos preparatumok készitéséhez 10* konidiumot oltottunk MM
tapoldatba siillyesztett feddlemez feliiletére és 37 °C-on inkubaltuk 3-24 6ran keresztiil. A
sejtmagok festéséhez DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) festéket hasznaltunk May szerint
(May 1989) és a preparatumokat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk (Zeiss Axiolab A,
Zeiss sziird szett 49). A konidiosporak metabolikus aktivitasat MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolium bromid] festéssel mutattuk ki. A hmbB4 és hmbB™ tdrzsek
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ivartalan sporait 3-24 6raig csiraztattuk, majd 0,7 M KCl-ban oldott 5 mM MTT festékkel
kezeltiik 30 percen at. Negativ kontrollként hdével eldlt (100 °C, 20 perc) sporakat
hasznaltunk. A mitokondriumok lathatéva tételéhez a mintakat 20 nM MitoTracker Red FM
(Invitrogen) festékkel inkubaltuk 37 °C-on, 30 percig, majd fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk (Zeiss Axiolab A, Zeiss sziir6 szett 09). A GFP ¢és RFP fehérjéket kifejezd
mintakat ,,Zeiss szlr0 szett 157 és ,,Zeiss sziird szett 09 szlirOk felhasznalasaval vizsgaltuk,

Axiolab A (Zeiss) fluoreszcens mikroszkoppal.

4.13. Redox enzimek aktivitasanak mérése

4.13.1. Fehérjekivonatok készitése

Fehérjekivonat készitéséhez minimal tapoldatban 3 vagy 36 6rdn at ndvesztett
biomasszat szirtiink le. Erre 36 oras tenyészetek esetén ,,cheese-filter”-t, izotropikus
novekedési fazisban 1€vo spordk esetén 0,45 pm poérusméretli membranszirdt hasznaltunk.
A lesziirt biomasszat egyszer mostuk fehérje-mintapufferrel (0,5 m/v% KH,PO4, 1 m/v%
KoHPO,4 desztillalt vizben). A mosast kovetéen a mintat folyékony nitrogénnel
lefagyasztottuk és keramiamozsarban liszt finomsagura poritottuk (spérak esetében a
feltarast iivegpor hozzaadasaval segitettiik). A mintakat ezt kdvetden folyamatosan jégen
tartottuk. A poritott mintak fehérjetartalmat 1,5 mM PMSF-el (fenil-metil-szulfonil-fluorid)
kiegészitett minta-pufferel extrahaltuk. Kb. 0,5 g mintdhoz 1 ml puffert mértiink, majd
intenziv vortexelést kdvetden a szilard fazist centrifugalassal iilepitettiik (15000 g, 5 perc, 4
°C). A feliiluszot 1) centrifugacsébe pipettaztuk €s ebbdl végeztilkk az enzimaktivitds €s

fehérjetartalom mérését.
4.13.2. Mintadk fehérjetartalmanak meghatarozasa (Bradford 1976)

A mintak fehérjetartalmat Bradford-reagens felhasznéldsaval hataroztuk meg. A
Bradford-reagenst (Sigma, B6916) bidesztillalt vizzel kétszeresére higitottuk. A higitott
reagensbdl 200-200 pl mennyiségeket pipettaztunk 96 lyuka mikrotiter lapra. A reagenshez
5-5 pl mennyiségeket pipettaztunk a mintabol, illetve a kalibralashoz hasznalt BSA (borju
vérsavo albumin) higitasi sorbol. Egy-egy mérést harom parhuzamosban végeztiink el. A
BSA higitasi sort 250; 125; 62,5; 31,25; 15,6 és 7,8 pg/ml koncentracidkban készitettiik el
fehérje-mintapufferben. Mérésnél a vizsgalt mintakat addig higitottuk, amig koncentraciojuk
a BSA kalibraci6é koncentracid-tartomanyaba esett. Minden mérés legaldbb 3 ismétlésben

tortént.
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4.13.3. Glutation-reduktdz (GR) mérése (Pinto és mtsai. 1984)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészitéséhez foszfat-puffert (1,6 m/v% K;HPO,4; 0,08
m/v% KH2POyg; pH 7,6) hasznaltunk. A reakciot az alabbiak szerint mértiik Gssze:

100 ul NADPH-oldat (0,8 mg/ml NADPH foszfat-pufferben) + 650 pul foszfat-puffer + 150
ul GSSG-oldat (6,2 mg/ml GSSG foszfat-pufferben) + 100 pul fehérjekivonat.

A reakcidt fotometridasan kovettiik nyomon 1 percig, 340 nm hulldmhosszon. Az 1

perc alatt mért abszorbanciavaltozasbol szamitottuk ki a GR enzimaktivitast:
aktivitas=AA/(dxeXcprox AV)

ahol AA az 1 perc alatt mért abszorbanciavaltozas, d a fényut (1 cm), € a molaris extinkcios
koefficiens (§appH, 340 nm: 6,3x10° cm® (mol cm)™), Cprot @ minta fehérjetartalma és AV @

minta higulasanak mértéke. Minden mérés legaldbb 3 ismétlésben tortént.
4.13.4. Glutation peroxidaz (GPx) mérése (Chiu és mtsai. 1976)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészitéséhez Tris/HCI puffert (50 mM Tris/HCI; 0,091
mM EDTA; pH 7,6) hasznaltunk. A reakciot az alabbiak szerint mértiik dssze:

120 ul NADPH-oldat (0,8 mg/ml NADPH Tris/HCI pufferben) + 400 ul Tris/HCI puffer +
20 pl GR-oldat (10-szeresen higitott pékéleszté glutation reduktaz, Sigma) + 250 ul GSH
oldat (0,33 mg/ml pufferben) + 200 ul fehérjekivonat + 20 ul CHP-oldat (pufferrel 550-

szeresen higitott kiimén hidroperoxid)

A reakciot fotometridsan kovettilk nyomon 1 percig, 340 nm hullamhosszon. Az 1
perc alatt mért abszorbanciavaltozasbol szamitottuk ki a GPX enzimaktivitast a 4.13.3.

fejezetben leirtak szerint. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.13.5. Glutation-S-transzferdz (GST) mérése (Warholm és mtsai. 1985)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészitéséhez foszfat-puffert (1,1 m/v% KH,PO,4 1 mM
EDTA; pH 6,5) hasznaltunk. A reakciot az alabbiak szerint mértiik dssze:
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50 ul CDNB (6,67 mg/ml 1-klor-2,4-dinitrobenzol etanolban) + 850 ul puffer + 50 pl
fehérjekivonat + 50 pl GSH-oldat (6 mg/ml glutation desztillalt vizben)

A reakcidt fotometridasan kovettilk nyomon 1 percig, 340 nm hulldmhosszon. Az 1

perc alatt mért abszorbanciavaltozasbol szamitottuk ki a GST enzimaktivitast:
aktivitds=AA/(dxeXCpro AV)

ahol AA az 1 perc alatt mért abszorbanciavaltozas, d a fényut (1 cm), € a molaris extinkcios
koefficiens (&s.pns, 340 nm: 9,6x10° cm® (mol cm)™), Cprot @ minta fehérjetartalma és AV a

minta higulasanak mértéke. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.13.6. Gliikéz-6-foszfat dehidrogendz (G6PD) mérése (Emri és mtsai. 1994)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészités¢hez HEPES-puffert (20 mM HEPES; pH 7,6)

hasznaltunk. A reakcidt az aldbbiak szerint mértiik Gssze:

900 pl reagens-oldat (30 mM MgCly; 0,21 mg/ml gliikoz-6-foszfat; 0,5 mg/ml NADP
HEPES-pufferben) + 75 ul HEPES-puffer + 25 ul fehérjekivonat

A reakcidt fotometriasan kovettilk nyomon 1 percig, 340 nm hulldmhosszon. Az 1
perc alatt mért abszorbanciavaltozasbol szamitottuk ki a G6PD enzimaktivitast a 4.13.3.

fejezetben leirtak szerint.
4.13.7. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) mérése (Oberley és Spitz 1984)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészitéséhez foszfat-puffert (0,82 mv% K,HPO,; 0,44
mg/ml KH,PO4; 0,533 mg/ml dietilén-triamin-pentaecetsav.  (DETAPAC); pH 7,8)

hasznaltunk. A reakciot az alabbiak szerint mértiik dssze:

800 pl reagens-oldat (0,06 mg/ml nitro blue tetrazolium (NBT); 0,07 mg/ml xantin foszfat-
pufferben) + 100 pl fehérjekivonat + 50 pl xantin-oxidaz oldat (foszfat-pufferrel 20-

szorosan kihigitott xantin-oxidaz, Sigma)

A reakciot fotometralassal kovettiik nyomon 1 percig, 560 nm hulldmhosszon. A

2

mintanélkiili ,,vak” reakcidhoz viszonyitva meghataroztuk azokat a mintamennyiségeket,
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amelyek a reakcid6 50%e-os gatldsat eredményezik. Ez alapjan szamitottuk a mintak

enzimaktivitasat, gy, hogy 1 egység SOD aktivitas a reakcid 50%-os gatlasanak felelt meg.
4.13.8. Katalaz (CAT) mérése (Roggenkamp mtsai. 1974)

A méréshez 4.13.1. fejezetben leirtak szerint elkészitett fehérjekivonatot hasznaltunk.
A méréshez felhasznalt oldatok elkészités¢hez HEPES-puffert (20 mM HEPES; pH 7,6)

hasznaltunk fel. A reakcioelegyet az alabbiak szerint mértiik 6ssze:

100 pl H,0,-oldat (100 mM H,0; desztillalt vizben) + 880 pul HEPES-puffer + 20 pl

fehérjekivonat

A H,0; fogyésat fotometralassal kovettilk nyomon 1 percig, 240 nm hulldmhosszon.

Az 1 perc alatt mért abszorbanciavaltozasbol szamitottuk ki a CAT enzimaktivitast a 4.13.3.

fejezetben leirtak szerint (€0, 240 nm: 4,36x10° cm® (mol cm)™?),

4.14. Reaktiv oxigéngyokok (ROS) és a semlegesitésiikben résztvevd metabolitok

(oxidalt és redukalt glutation, NADP és NADPH, 6sszes tiol) mérése
4.14.1. Szuperoxid szabadgyokok mérése (Carter és mtsai. 1994)

A vizsgalt folyadékkultarak 10-10 ml-es mennyiségeit kiegészitettiik 10 mM-0s,
etanolban oldott DHE-festékkel (dihidroetidium), hogy a festék koncentracidja 10 uM
legyen. A mintak szuperoxid-tartalma a nem fluoreszcens DHE-festékkel elreagalva
fluoreszcens etidium képzodéséhez vezet. A tenyészetet 30 percig, 37 °C hémérsékleten
razattuk 180 rpm-el. A kezelést kovetden a biomasszat centrifugaldssal kiiilepitettiik (4000
g, 5 perc, 4 °C). A pelletet 2 ml 5 m/v%-os szulfoszalicilsav-oldattal extrahaltuk 20 percig, a
mintakat jégen tartva és 2 percenként vortexelve. Ezt kovetéen a mintakat 4000 g-n 5 percig
centrifugaltuk 4 °C-on. A feliiluszot 0 csébe pipettaztuk és kiegészitettiik azonos térfogati
10xTBE (0,9 M Tris, 0,89 M boérsav, 25 mM EDTA, pH 8) pufferrel. A mintak
fehérjetartalmat a 4.13.2. pontban leirtak szerint hatdroztuk meg. A mintakban képzddott
etidium mennyiségét fluorimetrids eljarassal mértilk Fluostar Optima (BMG Labtech,
Németorszag) berendezéssel 485 nm excitdciés €s 590 nm emissziés hulldmhosszi
szirokkel. A mintdk 200-200 pl-es mennyiségeit 96 lyuka mikrotiterlapra vittiik fel.
Kalibraciora EtBr-oldatot hasznaltunk az alabbi koncentraciokban: 0,63; 1,25; 2,5; 5 és 10

uM. A foto-elektron sokszorozé 1500x erdsitésre volt allitva. Szadmoldsndl a minta
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etidiumtartalmat osztottuk a minta fehérjetartalmaval. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben

tortént.

4.14.2. Diklorofluoreszcein-diacetdt (DCFDA)-oxidalo kapacitas mérése (Ezaki és mtsai.
2000)

A minta elokészitése, extrakcidja és a fehérjetartalom mérése a Szuperoxid
szabadgyok mérésénél leirtak szerint zajlott, kivéve, hogy a DHE helyett 10 uM DCFDA
(10 mM torzsoldat DMSO-ban) festéket hasznaltunk a tenyészetek kezelésénél. A nem
fluoreszcens DCFDA észterazos hasitast kovetden, a reaktiv oxigéngyokokkel elreagéalva
fluoreszcens DCF-¢ alakul at. A mintak DCF-tartalmanak mérését szintén Fluostar Optima
berendezéssel (BMG Labtech, Németorszag) végeztik. Kalibraciora FITC-oldatot
hasznaltunk 0,63; 1,25; 2,5; 5 és 10 uM koncentraciokban. A mérés 485 nm excitacids €s
520 nm emisszids hullamhosszi szlir6kkel tortént. A foto-elektron sokszorozot 2000x
erdsitésen hasznaltuk. Szdmoldsnal a mintdk DCF tartalmat osztottuk a minta

fehérjetartalmaval. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.14.3. Redukalt és oxidalt glutation (GSH és GSSG) mérése (Anderson 1995)

A vizsgalt gombatorzseket folyékony nitrogén alatt puder finomsagura dorzsoltiik,
majd annak koriilbeliil 1 g-0s mennyiségeit 2 ml 5 m/v% szulfoszalicilsavval extrahaltuk 20
percig 4 °C-on. A szilard fazist 15000 g 10 perces tilepitéssel tavolitottuk el. A mintakat ezt
kovetden 500 pl részletekre osztottuk és 25-25 pl trietanolaminnal kozOmbdsitettiik. A
GSSG mérése esetén a GSH-t 12 pl 4-vinilpiridin  hozzdadasaval koézombdositettiik.
Reakciopufferként 1,973 m/v% NaH,POy; 2,232 m/v% Na,EDTA oldatot hasznaltunk. A

reakcidelegyet az aldbbiak szerint mértiik dssze:

100 pl minta + 800 ul NADPH oldat (0,248 mg/ml NADPH reakciopufferben) + 100 pl
DTNB oldat (2 mg/ml DTNB reakciopufferben) + 20 pl glutation reduktaz (élesztd

glutation-reduktaz tizszeresére higitva desztillalt vizzel).

A reakciot fotometralassal kovettiik nyomon, 412 nanométeren mérve, 1 percen keresztiil.
Standardnak 0 uM, 50 uM és 100 uM GSH oldatot, illetve 0 uM, 12,5uM és 25 uM GSSG
oldatot hasznaltunk. Szamolasndl a mintak GSH ¢és GSSG tartalmat biomassza

szaraztomegre vonatkoztattuk. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
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4.14.4. NADP és NADPH meghatarozasa (Tamoi és mtsai. 2005)

A vizsgédlt gombatenyészetek nitrogén alatt eldorzsdlt biomasszajabol
megkozelitéleg 100 mg mennyiséget extrahaltunk 500 pl etanol:viz (1:1) keverékével 20
percig, 4 °C-on. Az extrakcios puffert NADPH-mérés esetén 0,1 M KOH-al, NADP-mérés
esetén 0,1 M HCl-al egészitettiik ki. A szilard fazis centrifugalassal torténd tlepitése (10000
g, 5 perc) utan a feliiluszéval dolgoztunk tovabb. Reakciopufferként HEPES-puffert (100
mM HEPES-KOH, 0,5 mM EDTA, pH 8) hasznaltunk. A reakcioelegyet az alabbiak szerint

mértuk ossze:

980 ul szubsztrat-oldat (0,42 mM MTT, 2,5 mM glikéz-6-foszfat, 1,66 mM PMS
reakcidpufferben oldva) + 10 pl minta vagy standard (0, 25, 50, 100 uM NADP) + 10 nl
enzim-oldat (70 unit/ml gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (Sigma) desztillalt vizben oldva)

A reakcidt fotometralassal kovettiik nyomon, 570 nm hullimhosszon, 1 percen keresztiil. A
meghatarozott NADP- és NADPH-mennyiségeket biomassza szaraztomegre normalizaltuk.

Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.14.5. Osszes tiol mennyiségének meghatdarozasa (Lewinska és Bartosz 2008)

A mintak el6készitése megegyezik a 4.14.3. szekcidban leirtakkal, kivéve, hogy az
extrakcio 5 ml, 2,5 m/v% TCA (triklorecetsav) oldatban torténik. Reakciopufferként Tris-
puffert (0,3 M Tris/HCI puffer, | mM EDTA, pH 8,2) hasznaltunk A reakcidelegyet az

alabbiak szerint mértik ossze:

1800 pl reakciopuffer + 200 pl minta + 20 ul DTNB-oldat (10 mg/ml DTNB, 2 m/v%
NaH003).

A reakciot fotométerrel kovettiikk nyomon, 412 nm hulldmhosszon, 10 percig. A szamitasnal
a 0 és 10 percnél mért értékek kiilonbségét hasznaltuk. A tioltartalom szamitasa az alabbiak
szerint torténik:

Ciol= AA/(dXeXcprot*AV)

ahol AA a tiz perc alatt mért abszorbanciavaltozas, d a fénytt (1 cm), € a molaris extinkcios
koefficiens (&€ nappu=13,6 mmol'1XIxcm'1) ¢s AV a minta higuldsdnak mértéke. A mintak

Osszes tioltartalmat biomassza-szaraztomegre normalizaltuk. Minden mérés legaldbb 3
ismétlésben tortént.
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4.15. Western blot analizis

A vizsgalt torzsek 24 6ras MM-tapoldatban nevelt gombafonalait folyékony nitrogén
alatt eldorzsoltiik és a biomassza 500 mg mennyiségeit 1 ml fehérje-mintapufferrel (4.13.1.
fejezet) extrahaltuk 10 percig 4 °C-on. A szilard fazist centrifugalassal (15000 g, 15 perc, 4
°C) tavolitottuk el. A feliilusz6 fehérjetartalmat 1/10 térfogat TCA (triklorecetsav)
hozzaadasaval 30 perc 4 °C-on torténé inkubacioval csaptuk ki. A pelletet 15000 g 10 perc
centrifugalassal iilepitettiik, majd kétszer mostuk 200 ul jéghideg acetonnal. Beszaritas utan
a pelletet 300 pl fehérje-mintapufferben oldottuk fel, majd meghataroztuk a fehérjetartalmat
(4.13.2. fejezet). 20 ug mintamennyiségeket és 10 ul fehérje molekulasulylétrat (ProSieve
Quad-Color Protein Molecular Weight Marker, Lonza Rockland) 12%-o0s denaturald
poliakrilamid gélen futtattunk meg (Laemmli 1970). A fehérjéket PVDF (polivinilidén-
fluorid) membranra blottoltuk iBlot szaraz blottolérendszer (Invitrogen, USA) segitségével.
A GFP detektalasat anti-GFP szérum (Clontech) felhasznéalasaval kiviteleztiik 1:1000
higitdsban. A torma-peroxiddzhoz kapcsolt masodlagos antitestet (Thermo Scientific)
1:10000 higitasban alkalmaztuk. A mosasokhoz és az antitestek higitasahoz TBST-puffert
(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 19 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,1% (v/v) Tween 20)

hasznaltunk. A filter kezelése az alabbiak szerint tortént:

1. Blokkolas: A filtert 50 ml TBST + 3 m/v% sovany tejporoldatban inkubaltuk

szobahOmeérsékleten, 2 oran keresztil.

2. Jelolés elsddleges antitesttel: Az elsddleges antitestet a gyartd altal megadott mértékben,
30 ml TBST-pufferben higitottuk, majd ebben az oldatban a filtert 1,5 oran at,

szobahémérsékleten razattuk.
3. Mosas: A filtert 3x15 percig mostuk 50-50 ml TBST-pufferben.

4. Jelolés masodlagos antitesttel: A masodlagos antitestet a gyartd altal megadott mértékben,
30 ml TBST-pufferben higitottuk, majd ebben az oldatban a filtert 1,5 o6ran at

szobahOmérsékleten razattuk.

A fehérjék detektalasat ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare) segitségével végeztiik, C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-

COR) berendezés felhasznalasaval.
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4.16. Konidiumok és micéliumbdél szarmazo protoplasztok oxigénfelvételének

meghatarozasa

Az oxigénfelvétel mértékét Yu €s mtsai. (2004a) altal leirt modszerrel végeztiik,
néhany modositdssal. 3 napig CM-taptalajon tenyésztett kolonidkrol begyljtott
konidiumokat MM-tapoldatban inkubaltunk 37 ©°C-on 180 rpm razatas mellett. A
protoplasztokat celofanon nevelt micéliumokbol (Ferenczy és mtsai. 1975, Kevei és Peberdy
1977) allitottuk el 4 m/v% Glucanex (Novozymes, Svajc) 0,7 M KCl-ban felvett oldataval.
Az oxigénfelvételi ratat Respire 1 Clark-tipusu oxigénelektroddal (Hansatech, Anglia)
kovettilk nyomon. A mérések 25 °C hémérsékleten torténtek 1 ml MM-tapoldatban, melyet
a protoplasztok esetén 0,7 M KCl-al is kiegészitettiink. A mintak 108 konidiumot, vagy 10’
protoplasztot tartalmaztak. Az oxigén mennyiségét 10 percen at mértiik. A Kalibraciohoz
oxigénnel (40 pg O, ml™ 25 °C-on) és nitrogénnel telitett (0 pg O, ml™) desztillalt vizet
hasznaltunk. A mintdk Gsszes tioltartalmat biomassza-szaraztomegre normalizaltuk. Minden

mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
4.17. Az A. nidulans homo- és heterozigéta keresztezése

Az A. nidulans homotallikus gombafaj, igy szexualis ciklusra egy-egy torzs
onmagaban is képes induktiv koriilmények kozt (homozigéta keresztezés). Két kiillonbozo
genotipusu micélium fazidja esetén heterokariotikus hifa alakul ki. A heterokariotikus
micélium esetében indukédlva a szexualis ciklust (heterozigota keresztezés), a kialakuld
dikariotikus ,,crozier” struktarak azonos vagy kiilonb6z6 genotipusti sejtmagokat
tartalmazhatnak. Ennek megfelelden egy-egy termdtestben vagy valamely sziilére jellemzd,

vagy rekombinans genotipusu aszkosporak képzddnek.
4.17.1. Homozigota keresztezés

CM-taptalaj feliiletére (15 ml taptalaj, d=60 mm-es Petri-csésze) 5 pontba oltottuk a
vizsgalt torzs spoéraszuszpenziojat fogpiszkaldo segitségével. A tenyészetet 3 napig
inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kdvetden a Petri-csészék peremét cellux szalaggal lezartuk annak
érdekében, hogy oxigénhidnyos kornyezet kialakitasaval indukéljuk a szexudlis ciklus
elinduldsat. A csészéket tovabbi 2-3 hétig inkubaltuk 37 °C-on, az érett termdtestek
megjelenéséig. A  termOtesteket MM-taptala; feliiletén sztereomikroszkop — alatt
fogpiszkaloval gorgetve megtisztitottuk a hifdk és az ivartalan spordk okozta szennyezéstol.

1-1 termétestet 200-200 pl 0,01 m/v%-0s Tween 80 oldatban tortiink dssze (a termdtestet a
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pipettahegy csucsaval a mikrocentrifuga csé falahoz nyomva) és felszuszpendaltuk. A

szuszpenziokat késébbi felhasznaldsig 4 °C-on taroltuk.
4.17.2. Heterozigota keresztezés

A keresztezés céljara két olyan torzset valasztottunk ki, melyek legalabb 1 olyan
auxotrofiat okozo mutaciot hordoznak, ami csak az egyik partner torzsben talalhaté meg. A
leoltashoz CM-taptalajt hasznaltunk (15 ml taptalaj, d=60 mm-es Petri-csésze), amely
mindkét torzs novekedését lehetévé tette. A két tOrzset sporaszuszpenziobol
sakktablaszeriien pontba oltottuk a taptalajra. A tenyészetet 37 °C-on inkubaltuk 3 napig,
majd szike segitségével 5 darab agarkockat (kb. 2 mm x 4 mm) vagtunk ki a tenyészetek
azon részeibdl, ahol a két torzs telepszélei 6sszeértek. Az agarkockakat MM-taptalaj (20 ml
taptalaj, d=60 mm-es Petri-csésze) feliiletére helyeztiik a hifat tartalmazo feliilettel lefelé.
heterokariotikus gombafonal tud. A tenyészetet 37 °C-on inkubaltuk 3 napig. A szexualis
ciklus indukalasa és a termoétestek legyiijtése megegyezik a homozigdta keresztezésnél
leirtaknal. A termotestekb6l késziilt 200 pl szuszpenzid 5-5 pl-es mennyiségét steril
fogpiszkaloval MM-taptalaj feliiletére szélesztettiik. Ezen a taptalajon csak a rekombinans
prototrof aszkosporak tudnak noéni, ezért minden termétest esetében meg tudtuk allapitani,
hogy rekombinans vagy sziil6i termdtestet gyQjtottiink. A rekombinans aszkospora-
szuszpenziokbol 2,5; 5; 10; 15 ul térfogatokat CM-taptalajra szélesztettiink. 2 nap, 37 °C-on
torténd inkubalast kovetden az egyedi telepekbdl spoéraszuszpenziot készitettiink, és a

vizsgalati célnak megfeleld Osszetételli taptalajokon utddanalizist végeztiink.
4.18. A sporak koloniaképzé képességének vizsgalata

Ivaros vagy ivartalan sporakbol, 0,01 m/v% Tween 80-ban késziilt szuszpenzid
sporaszamat Biirker-kamra segitségével allapitottuk meg. A szuszpenzidkbol higitast
készitettiink Gigy, hogy a hmbB4 torzs esetében 4x10°, a tobbi torzs esetében 4x10% spora
legyen a szuszpenzié 1 ml térfogatdban. A szuszpenziok 25 pl mennyiségeit 3-3 CM-
taptalajt tartalmazé Petri-csésze feliiletére szélesztettiik (100-100 spora a hmbB™ esetében, a
hmbBA torzsnél pedig 1000-1000 spora keriil egy csészére). 37 °C-on inkubaltuk a csészéket
a telepek megjelenéséig. A telepeket megszamoltuk, majd az egyes csészéken kapott
értekeket atlagoltuk. A  koloniaképzd képességet a 100 spdrara vonatkoztatott

koloniaszammal jellemeztiik. Minden mérés legalabb 3 ismétlésben tortént.
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4.19. A gombakoloniak novekedési ratajanak vizsgalata

3 napos MM-taptalajon nevelt kolonidk konidium-mentes peremébdl 3 mm atmérdjii
korongokat vagtunk ki dugofaroval. A korongokat a hifat tartalmazo feliiletiikkel lefelé
MM-taptalaj feliiletére helyeztiik. A tenyészeteket 37, vagy 42 °C-on inkubaltuk. A kolonidk
sugarat a masodik naptol kezdve mértiik 24 oranként. A novekedési ratat a kontrollra
vonatkoztatott, szazalékos értékben fejeztik ki. A kisérleteket legalabb 3 ismétlésben

elvégeztiik.
4.20. Statisztikai analizishez felhasznalt modszerek

Az adatok statisztikai kiértékeléséhez a GraphPad Prism 5 szoftver demo verziojat
(GraphPad Prism version 5.0 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com) hasznaltuk. A szignifikanciak meghatarozasat ,,one way ANOVA”

modszerrel végeztiik.
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5. EREDMENYEK
5.1. HMG-box fehérjék A. nidulans-ban
5.1.1. Kromatinkapcsolt HMG-box fehérjék azonositisa A. nidulans-ban

In silico (BLAST) vizsgalattal az A. nidulans genomjaban hét HMG-box domén
fehérjét kodold gént talaltunk (Fiiggelék II.). A HMG-box domént tartalmazd fehérjék
kereséséhez a human HMGBI1 fehérje HMG-box doménjének szekvencidjat hasznaltuk.
Ezek a gének az AN2885, AN1267, AN10103, AN3667, AN4734, AN3549 és AN1962
fehérjéket kodoljak, melyek koziil csak az AN4734 ismert, mint a MatA (MAT2) parosodasi
tipust meghatarozé protein (Paoletti és mtsai. 2007, Pyrzak és mtsai. 2008, Czaja és mtsai.
2011). A tobbi fehérjérél nincsenek ismereteink, azonban az alapjan, hogy a HMG-box
domén masodik a-hélixét megel6z6 aminosav polaros vagy apolaros, nagy biztonsaggal
megjosolhatd, hogy a fehérje szekvencia-specifikusan vagy szekvencia-aspecifikusan
kotédik a kromatikus DNS-hez (Malarkey és Churchill 2012). Amennyiben ez az aminosav
polaros, a fehérje DNS-specifikus kotédést fog mutatni (Malarkey és Churchill 2012).
Polaros aminosav talalhato a nevezett pozicioban a MatA (AN4734, Asn), AN1962 (Asn),
AN3549 (Lys) és az AN3667 (His) esetében, és apolaros aminosav az AN2885 (Phe),
AN1267 (Val) és az AN10103 (Pro) fehérjék esetében (csillaggal jelzett aminosavak a
Fliggelék Il.-ben). Ennek alapjan gy tinik, hogy az AN1962, AN3549, AN3667 és az
ismert AN4734 (MatA) gének vélhetéleg transzkripcids faktorokat kodolnak, mig az
AN2885, AN1267 és AN10103 gének altal kodolt fehérjék altalanos DNS-kotd funkcioval
birnak és valdsziniileg architekturalis szerepet toltenek be a kromatinban. Az utdbbi harom
fehérjét HmbA, HmbB és HmbC-nek, a fehérjéket kodold géneket pedig hmbA, hmbB ¢és
hmbC-nek neveztik el az A. nidulans elfogadott nevezéktananak megfeleléen. Az

azonositott fehérjék néhany fontosabb paraméterét az IV. tdblazatban foglaltuk dssze.

IV. tablazat: A HmbA, HmbB és HmbC fehérjék néhany fontosabb tulajdonsaga.

Fehérje: HmbA HmbB HmbC
Hosszilsag (aminosav) 106 326 297
Molekulatomeg (kDa) 12 36,8 33
Intronok szama 5 2 2
I1zoelektromos pont 9,82 10,84 5,49
Konzervalt HMG-box domé,nek 1 1 2
szama
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5.1.2. HmbA

Az AN2885 (HmbA) egy rovid fehérjét kodol, melyben csak egy HMG-box talalhatéd
a S. cerevisiae-ban leirt Nhp6A és Nhp6B redundans fehérjeparhoz hasonldoan, melyek
architekttralis szerepet toltenek be az éleszt kromatin szervezédésében. Az nhp6A/B dupla
delécios mutansokban sériilt a Pol-II és Pol-1ll altal katalizalt transzkripcid és pleiotrop
mutans fenotipus alakul ki. A sejtek nem tudjak a galaktozt szénforrasként hasznositani,
rezisztensek hidrogén-peroxiddal és UV-besugarzassal szemben, érzékenyek a nitrogén-
¢hezésre és homérsékletérzékeny morfoldgiai elvaltozasokat mutatnak, mint pl. megnyult
sarjsejtek, amelyek 1 M szorbitollal kuralhatoak (Kolodrubetz és Burgum 1990, Stillman
2010).

5.1.3. HmbB

5.13.1. A HmbB feltételezhetd mitokondrialis lokalizacidja, doménszerkezete ¢&s

Osszehasonlitdsa mas mitokondrialis HMG-box fehérjékkel

A HmbB ¢és ortologjai koziil a P. anserina mtHMGI fehérje vizsgalataink alapjan
valosziniileg tartalmaz egy mitokondrialis pre-peptidet az N-terminalison (4. abra, fekete
haromszogek jelzik a prepeptid hasitasi helyét, a haromszogtél az amino-vég felé esd
szekvenciak a lokalizacids szignal szekvencidk). A HmbB és a P. anserina mtHMG1
fehérjék molekulamodellezése alapjan fényt deritettiink arra, hogy az altalanos HMG-box
doménen kiviil tovabbi két HMG-box domént hordoznak, melyek AS-szekvencia alapjan
nem azonosithatbak HMG-box doménnek (5. abra), de a térbeli szerkezetiik nagy
megbizhatosaggal illeszkedik az emlés Tfam fehérjék altalanos HMG-box doménjéhez,
ezért nagy valoszinliséggel HMG-box doménnek tekinthetéek (4. abra B és C ablak). A
tovabbiakban ezt a két, N-terminalis régioban elhelyezked6 domént ,,Shadow-HMG-box”-
nak (ShHMG-B) nevezziik. Néhany fehérje (koztik a HmbB is) tartalmaz sejtmagi
transzportot eredményezd motivumot a szekvenciavizsgalat alapjan (Karacsony ¢€s mtsai.
2014). A HmbB fehérje esetében ez a motivum egy kettéosztott szignalszekvencia a 94-108
mitokondrialis €s sejtmagi transzportot eredményezd motivumok egyiittes megléte azt
sugallja, hogy a HmbB fehérje mind a mitokondriumban, mind a sejtmagban képes szerepét

betdlteni.
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4. abra: Az A. nidulans HmbB és valosziniisithet ortologjainak szekvenciaillesztése, valamint a HmbB és
mtHMGT fehérjék molekulamodellje. A: A szekvenciaillesztés a HmbB szekvencidja mellett a Pezizomycotina
csoportban talalhaté valdszintsithet6 ortologokat (T. melanosporum Tubemel 946, P. anserina mtHMG1) és a

Taphrinomycotina csoportban talalt 2 homologot (P. jirovecii Pnji_1073, S. pombe Schp_954) tartalmazza. A
z6ld doboz az 6sszes homologban megtalalhatd kanonikus HMG-box domént jeloli. Az A. nidulans és S.
pombe szekvencidk esetén valoszintisitett a-hélix strukturakat vords szinil kettés nyilak jelolik. A rovid 3-10
hélixeket (3 oldallanc) hasonloan jel6ltiik, de nem szamoztuk. A HmbB szekvencia feletti zo1d kettds nyilak a
valoszintisitheté Shadow-HMG-boxokat jelolik. A szaggatott fekete kettGs nyilak valdoszinisithetd coiled-coil
strukturakat jelolnek. A P. anserina mtHMG1 szekvencia valosziniisitheté AT-hurok struktarajat szaggatott
fekete téglalap hatarolja. A HmbB valodszintisithet6 a-hélixeit (al-a9) a vords nyilak felett szamoztuk meg. A
fekete haromszogek a mitokondrialis pre-peptid valdszinii hasitasi helyét jelolik. A sarga haromszogek a
Pneumocystis és a Pezizomycotina altal alkotott klad (3.abra) konzervalt intronjait jel6lik. Mindkét intron
konzervalt P. jirovecii-ben, de a Pezizomycotina legtobb tagjatol eltéréen csak a C-terminalis intron konzervalt
P. anserina-ban. Mindkét intron hianyzik a S. pombe homolégban. B: A HmbB N-terminalisanak 3D modellje
(kék) a kezd6 metionintol a kanonikus HMG-boxot megel6z6 valinig és annak illesztése a human Tfam (voros)
szerkezetére. A doménekhez kot6dé DNS (sziirke és narancs) illeszkedése is fel van tiintetve. C: A HmbB N-
terminalis 3D modelljének (kék) illesztése a P. anserina mtHMG1 (vords, a kezdé metionintdl a kanonikus

HMG-boxot megel6z6 prolinig) 3D modelljére. A szamozas megfelel az A dbran bemutatott a-hélixeknek.
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5. abra: A HmbB fehérje Shadow-HMG-boxok (Anid) és az mtHMG]1 (Pans) szekvenciaillesztése. Az 1 és 2

boxok az amino és karboxi Shadow-HMG-boxok. A 3-as box a kanonikus HMG-box mindkét fehérje esetében.
A Shadow-HMG-boxok hatarait a 4. abran bemutatott modellek alapjan hataroztuk meg.

Az 5.1.3.2. fejezetben, a 6. abran feltiintetett filogenetikai vizsgalat eredményei,

valamint a meglévé intronok pozicionalédasanak abszolut konzervaltsaga alapjan (Fiiggelék
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I1T) megallapitottuk, hogy a Pneumocystis fajok és a Pezizomycotina csoport HmbB-vel

ortolog fehérjéi egy monofiletikus kladot alkotnak, egymas ortologjai.
5.1.3.2. A HmbB filogenetikai analizise

Bioinformatikai vizsgélatot végeztiink 32, az Ascomycota-k kiilonb6zd rendjeibe
tartozd fajok genom-adatbazisaiban azonositott, valoszintisithetd HmbB homoldgokkal és az
ismert Ascomycota mitokondrialis HMG-box fehérjékkel (P. anserina MtHmgl, S.
cerevisiae Abf2, C. albicans Gcfl ¢és P. polycephalum Glom), a nyalkagomba P.
polycephalum Glom, valamint a metazoak Tfam fehérjéivel (C. elegans HMG-5,
Paracentrotus, Xenopus, madar, egér és emlds Tfam) (6. abra). A vizsgalatba bevontuk a
HmbA-t és annak S. cerevisiae (NHP6A, NHP6B) ¢s S. pombe (SPAC57A10) homoldgjait
(6. abra).
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Tuber_melanosporumi_1946
—J0.90 | P
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6. abra: Az A. nidulans, P. anserina, Tuber melanosporum, Pneumocystis jirovecii és S. pombe fajok HmbB-
homoldg fehérjéinek, valamint az A. nidulans és S. cerevisiae HmbA-homoldg fehérjéinek
szekvenciaillesztése. A valosziniisithetd ortologok mellett a fa az 6sszes mitokondrialis DNS-en haté HMG-
fehérjét tartalmazza fajoktol fiiggetleniil, valamint néhany S. cerevisiae, S. pombe, Saitoella complicata (a
Taphrinomycotina bazalis faja) és A. nidulans szekvenciat kiils6 csoportként. A mitokondrialis DNS-en hato
ismert fehérjék neveit vords szinnel tiintettiik fel. A kladok szinkddjai az alabbiak: nem gomba szekvenciak:
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sziirke, Saccharomycotina: voros, Taphrinomycotina: fekete. A Pezizomycotina altorzson beliil az alabbi
szinkodokat hasznaltuk: zold: Pezizomycetes, narancs: Eurotiomycetes, oliva: Dothideomycetes, vilagos kék:
Lecanoromycetes, lila: Leotiomycetes, kék: Sordariomycetes. Az elagazasoknal talalhato értékek megkozelitd
“likelihood” ardny tesztek, melyeket csak a fobb elagazasok esetén tiintettiink fel. Az I. és II. kladot
meghataroz6 elagazasokat voros és zold nyilak jelolik.

A HmbB fehérje ortologjai csaknem minden Pezizomycotina csoportba tartozé fajban
megtalalhatéak. Az Aulographum hederae (Dothideomycetes), Blumeria graminis
(Sordariomycetes) és Dissoconium aciculare (Dothideomycetes) fajokban nincs ortolog
fehérje. A kladokba torténd rendezddés alapjan fény deriilt arra, hogy a HmbB ortoldgjai a
Pezizomycotina csoporton kiviill még a Taphrinomycotina csoportba tartozé6 Pneumocystis
fajokban is megjelennek (ll-es klad). Ez rendkiviil érdekes, mivel a szintén
Taphrinomycotina Schizosaccharomyces-ek Pneumocystis fehérjével adott homologjai
inkabb a Saccharomycetales csoportban talalhato fehérjékkel allnak ortoloég kapcsolatban (I-
es klad). A 6. abran egyértelmiien megmutatkoz6 Il-es klad monofiletikus eredetii és jol
elkiiloniil a szintén monofiletikus I-es kladtol, ahol az A. nidulans HmbA, éleszté Nhp6A/B
¢s emlds Tfam is feltiinik a C. elegans HMG-5, C. albicans Gcfl, P. polycephalum Glom és
S. cerevisiae Abf2 fehérjék mellett. Feltételezhetéen a mitokondrialis HMG-box fehérjék a

sejtmagi HMG-box proteinekbdl tobbszor és fliggetleniil evolvalodtak.

5.1.4. HmbC

Az AN10103 (HmbC) két HMG-box domént hordoz. In silico vizsgalataink alapjan a
Hmo1l (S. cerevisiae) és Sp-HmMol (S. pombe) a legkozelebbi jellemzett homologjai. Ezek a
fehérjék (a S. cerevisiae Hmo2 fehérjével egyiitt) az N-termindlison egy kevéssé, a C-
termindlison pedig egy erdsen konzervalt HMG-box domént hordoznak, utdbbit egy erdsen
polaros szekvencianyulvany koveti (Lu és mtsai. 1996, Albert és mtsai. 2013). Ezt a
szerkezeti tagolodast a HmbC fehérjén is megtalaljuk. S. cerevisiae-ben a kevéssé
konzervalt N-terminalis domén a Hmol fehérjében dimerizacids funkciodt 1at el (Xiao és
mtsai. 2010), ugyanakkor a Hmol-el paralog Hmo2 fehérje esetében DNS-ko6td szerepet
jatszik (Ray és Grove 2012). A Hmol szamos szerepet tolthet be, pl. stimulalhatja a Pol-I
transzkripcids aktivitdsat a nukleoluszban (Albert és mtsai. 2013). A Hmo2 pedig a DNS
kettds szala torése esetén kotddik a DNS-hez €és az INO8O komplex részeként részt vesz a

kettds szalu torés javitdsaban (Ray és Grove 2009).

48



5.2. A HmbA vizsgalata
5.2.1. A hmbAA delécios torzs letrehozasa

A hmbA gén deletalasara létrehozott szubsztiticios kazettat a Double Joint PCR
technikaval allitottuk eld (4.9. fejezet). Szelekcios markerként a riboB™ gént hasznaltuk. A
konstrukciokészitéshez felhasznalt inditoszekvenciakat az III. tablazat tartalmazza. A
delécid 1étrehozasahoz egy pabaAl riboB2 auxotr6f A. nidulans torzset hasznaltunk
(HZS.120). A riboflavinra nézve prototrof transzformansok koziil 30 tdérzset izolaltunk
tovabbi vizsgalatokra. A hmbA szekvencia detektalasara tervezett PCR-alapu el6szelekciot
(hmbA frw és hmbA rev inditészekvenciak) kovetéen, Southern-hibridizacié segitségével
valasztottunk ki egy olyan torzset (HZS.205), mely esetében a delécios kazetta egy kopiaban
integralodott a genomba, a hmbA 16kuszban. A Southern-hibridizacios stratégiat a 13. abra

mutatja be.
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| riboB |
hri - hr2

7. abra: A hmbA4 torzsek Southern-blot vizsgalata. A Double Joint PCR eljarassal létrehozott, riboB™
szekvenciat tartalmaz6 szubsztiticios kazetta sémaja az abra aljan lathato. A rovid sziirke szegmensek a
targetalast szolgalo, a genomi régidval homolog szakaszokat jelolik (hrl: a deletalas helyétél upstream iranyba
es6 szekvencia, hr2: a deletalas helyétél downstream iranyba esd szekvencia). A hmbA™ és a potencialis
delécios mutansok DNS-ét Xbal enzimmel emésztettiik. A cikk-cakkos vonalak az Xbal hasitohelyeket jelolik.
Hibridizacios probanak PCR-eljarassal (hmbA upst frw és hmbA upst rev inditoszekvenciak, lasd I11. tablazat)
felszaporitott szekvenciat hasznaltunk, melyet az abran ,,proba” névvel jeloltiink. A kettds nyilak az Xbal-
emésztésbdl szarmazo termékek méretét jelolik. A jobb oldalon egy Southern-hibridizaciés membrant
dbrazoltunk a hmbA™ (HZS.120, bal oldal) és himbAA (HZS.205, jobb oldal) térzsek hibridizacids jeleivel. A
felsé séma az intakt hmbA 1okuszt, az als6 a kazetta beépiilése esetén 1étrejové riboB™ szelekcids markerrel
szubsztitualt 16kuszt abrazolja. A szaggatott vonalak homolog rekombinacios eseményeket jeldlnek.
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5.2.2. AhmbAA torzs jellemzése

Vizsgaltuk az hmbAA torzs szexualis és aszexualis sporaképzését, azok
csirazoképességét és nem tapasztaltunk eltérést a hmbA™ kontroll térzshoz viszonyitva. A
szénforras- és nitrogénforras-hasznositasi képesség, illetve a stresszfaktorokkal szembeni
tolerancia (hd, ozmotikus €s oxidativ stressz) szintén nem valtozott meg a delécids torzsben.

A megfigyelt fenotipusokat az 5.2.2.1.-5.2.2.4. fejezetekben targyaljuk.
5.2.2.1. A hmbA4 torzs alacsony novekedési rataja

Elézetes vizsgalataink eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a hmbA4 torzs a vad
tipusu kontrollhoz képest (HZS.118) alacsonyabb névekedési ratat mutat (8. abra). A
novekedési ratdban megmutatkozd kiilonbség kiilonbozo szénforrasok és nitrogénforrasok
hasznalata esetén sem valtozott. A hmbAA torzs novekedési rataja 41%-os novekedést
(p<0,05) mutatott 1 M szorbitol ozmostabilizator jelenlétében, mig a hmbA™ torzs esetén az

ozmostabilizator nem befolyasolta a novekedést.

A B
hmbA* hmbAA
5- (48 ora) (48 o6ra)

L *kk |

I 1
4
! O
2_

hmbA* hmbAA

8. abra: A hmbA™ (HZS.118) és hmbA4 (HZS.205) torzsek ndvekedésének dsszehasonlitasa. A: 37 °C-on,
MM-taptalajon nevelt hmbA™ és hmbAA koloniak novekedési ratajanak dsszehasonlitasa a 48 és 96 oras
inkubaciok kozti telepatmérd novekedésekbol szamitva. Az atlagokat és a szorasokat 3 mérésbdl szamitottuk.
A szignifikancidkat csillagokkal jeldltiik (*** p<0,0005). B: MM-téptalajon (37 °C, 48 6ra) nevelt hmbA™ és
hmbAA koloniak.
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5.2.2.2. A HmbA hianyaban megvaltozik az alacsony pH-értékhez torténd adaptacio

Kiilonb6z6 kémhatast taptalajon torténd novekedés vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy a hmbAA torzs novekedési rataja csak az erésen savas (pH 2,2) kémhatason tér el a
hmbA™ torzstél. Megfigyeltiik tovabba, hogy a hmbA™ térzs koléniai erésen pigmentaltak
voltak a 2,2 pH-n, ami a hmbA4 torzs esetén nem volt megfigyelhet6. A hmbAA torzs

alacsony pH-val szembeni eltéré tolerancidja 0,7 M KCI taptalajhoz torténd adasaval
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részben komplementalhato volt (9. abra). Ez a fenotipus parhuzamba allithaté az nh6pA/B
dupla delécios S. cerevisiae esetében megfigyelt ozmotikus stabilizator hozzaadasaval

kuralhatd ndvekedési rendellenesség fenotipussal (Costigan és mtsai. 1994).

hmbA* hmbAA
(168 6ra) (168 6ra)
7 b4 4, o

pH 2,2
(MM+0,7 M KCI)

9. abra: A hmbA" (HZS.118) és hmbA4 (HZS.205) kolénidk morfologidja pH 2,2 értékre beallitott,
ozmotikusan nem stabilizalt (MM) és ozmotikusan stabilizalt (MM+0,7 M KClI) taptalajokon. A taptalajok
feliiletére oltott tenyészeteket 37 °C-on inkubaltuk 168 oran keresztiil.

5.2.2.3. A HmbA szerepe a masodlagos metabolitok szintézisében

Mivel a HMG-box fehérjék altalanos kromatinkotd fehérjék, ezért hatassal lehetnek
a heterokromatikus régiok aktivizalasara, ezzel befolydsolva a tipikusan fakultativ
heterokromatinba szervez6dd masodlagos metabolit génklaszterek, igy a sterigmatocisztin
bioszintézis génklaszterek kifejez6dését. Ennek kideritésére megvizsgaltuk a hmbAA4 torzs
sterigmatocisztin-termelését. Vékonyréteg-kromatografias (TLC) eljarassal megvizsgalva a
hmbA4 micéliumok masodlagos metabolit-tartalmat, a kontroll (HZS.118) térzshéz képest
eltér6 masodlagos metabolitprofilt figyeltiink meg. A hmbAA4 térzs nem termelt TLC-vel

kimutathatd mennyiségii sterigmatocisztint (10. abra).

51



sterigmatocisztin

10. abra: Masodlagos metabolitok vékonyréteg kromatogramja hmbA™ (HZS.118) és hmbA4 (HZS.205)
torzsek mintai esetén. A kromatogramon vilagoszold szinii savként megjelend sterigmatocisztin masodlagos
metabolitot nyilheggyel jeldltiik a hmbA"™ mintaban.

5.2.2.4. A HmbA szerepe a trehal6z bioszintézisében

A trehaloz altalanos védo szerepet tolt be az A. nidulans-ban kiilonféle
stresszfaktorokkal szemben (Fillinger és mtsai. 2001), igy a hmbA4 toérzs alacsony pH
értékhez torténd sériilt adaptacidjaban is szerepet jatszhat. Ennek igazolasara vékonyréteg-
kromatografias eljarassal hasonlitottuk 6ssze a hmbA4 és hmbA™ térzsek trehaloztermeld
képességét. A vizsgalatot nyugvé allapoti konidiumokon (0 6ra) és micéliumokon (24 6ra)
is elvégeztiik (11. abra). A vizsgalat eredményeként azt talaltuk, hogy a delécids torzs a

kontroll (HZS.118) térzshoz képest csokkent trehaldztartalommal rendelkezik.

konidium (0 6ra) micélium (24 6ra)

11. abra: Nyugvo konidiumok (0 6ra) és micéliumok (24 ora) trehaloztartalmanak vizsgalata vékonyréteg-
kromatografidval hmbA*™ (HZS.118) és hmbA4 (HZS.205) térzsek mintaibol. A trehalézt standard segitségével
azonositottuk.

A HmbA funkcionalis elemzése az itt bemutatott vizsgalatokkal elkezd6dott, de

tovabbi részletes vizsgalatok sziikségesek a fenotipusok vizsgalatara.
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5.3. A HmbB vizsgalata
5.3.1. A hmbB gén kifejezodése csirazo konidiumokban és gombafonalakban

Megvizsgaltuk a hmbB mRNS kifejez6dését a csirazas 30. percében, valamint 3, 8,

22, 36 és 48 ora tenyésztést kovetden (6. abra).
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12. 4bra: A hmbB mRNS mennyisége a gomba fejlddése soran. Az mRNS-szinteket hmbB™ térzsben
(HZS.120) mértiik nyugvo konidiumokban (0 6ra), csirazod konidiumokban (0,5 és 3 6ra) és micéliumokban (8,
22, 36 és 48 6ra). Az mRNS-szinteket aktinra normalizaltuk.

Lathato, hogy a HmbB-t kodol6 mRNS mennyisége jelentds mar az intaktiv
sporakban is. Az mRNS mennyisége a csirazés elsé 30 percében lecsokken, majd a csirdzas
izotropikus fazisanak végére (3 o6ra) ismét megnd, amely novekedés tovabb folytatédik a

micélialis novekedés soran (8, 22, 36 és 48 ora).

5.3.3. A hmbBA4 delécios torzs és a fiizios konstrukciokat (hmbB-gfp, ofp-hmbB és hmbB-his-

tag) kifejezo torzsek létrehozasa
5.3.3.1. A hmbB4 deléciods torzs 1étrehozasa

A hmbB gén deletalasara 1étrehozott szubsztitiicios kazettat a Double Joint PCR
modszerrel allitottuk el (4.9. fejezet). Szelekcids markerként a riboB™ gént (GTP-
cikohidrolaz, a riboflavin szintéziséhez sziikséges egyik gén) haszndltuk. A
konstrukciokészitéshez felhasznalt inditoszekvencidkat az III. tablazat tartalmazza. A
delécio létrehozasahoz egy pabaAl; riboB2 muticiokat tartalmazo, auxotrof A. nidulans

torzset hasznaltunk (HZS.120). A riboflavinra nézve prototrof transzformansok koziil 30
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torzset izolaltunk tovabbi vizsgalatokra. A hmbB szekvencia detektalasara tervezett PCR-
alapti eldszelekciot kovetéen (hmbB frw és hmbB rev inditészekvenciak), Southern-
hibridizacié segitségével valasztottunk ki két olyan torzset (HZS.212, HZS.213), melyek
esetében a delécids kazetta egy kopiaban integralodott a genomba, a hmbB 1okuszban. A

Southern-hibridizacios stratégiat a 13. abran mutatjuk be.

12747 bp
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13. abra: A hmbB4 térzsek Southern blot vizsgalata. A double joint PCR eljarassal létrehozott, riboB*
szekvenciat tartalmazé szubsztiticios kazetta sémaja az abra aljan lathatd. A rovid sziirke szegmensek a
targetalast szolgalo, a genomi régidval homolog szakaszokat jelolik (hrl: a deletalas helyétdl upstream iranyba
esd szekvencia, hr2: a deletalas helyétél downstream irdnyba esd szekvencia). A hmbB™ és a potenciélis
delécids mutansok DNS-ét ECORI enzimmel emésztettiik. A cikk-cakkos vonalak az ECoRI hasitohelyeket
jelolik. Hibridizacios probanak PCR-eljarassal (hmbB down frw és hmbB down rev inditészekvenciak, lasd II1.
tablazat) felszaporitott szekvenciat hasznaltunk, melyet az abran ,,proba” névvel jeldltiink. A kettds nyilak az
EcoRI-emésztésbol szarmazo termékek méretét jelolik. A jobb oldalon egy Southern-hibridizaciés membrant
abrazoltunk a hmbB™ (HZS.120, bal oldal) és hmbBA (HZS.212, jobb oldal) ltal adott hibridizacios jelekkel. A
felsd séma az intakt hmbB 16kuszt, az alsé pedig a kazetta beépiilése esetén létrejovo riboB™ szelekcids
markerrel szubsztitualt 16kuszt abrazolja. A szaggatott vonalak homoldg rekombinacios eseményeket jeldlnek.

5.3.3.2. A hmbB-gfp fuzids konstrukciot kifejezo torzs 1étrehozasa

A 4.10.1. fejezetben leirtak szerint létrehozott kazettat (,, pantoB™ hmbB-gfp fuzios
kazetta”) a pantoB100 (pantoténsav auxotrof) hmbBA torzsbe (HZS.318) transzformaltuk. 47
transzformans torzset vizsgaltunk meg, melyek koziil 22 mutatott GFP-fluoreszcenciat. A
torzsek Southern-hibridizacioval torténé vizsgalata szerint 5 torzsben integralodott a kazetta
a hmbB régioba. A varakozasokkal ellentétben azonban mind az 5 torzs prototrof volt

riboflavinra nézve. Varakozasaink szerint a fuzios kazetta hmbB 1dkuszba torténd

crer
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magyardzhatd a kazetta cirkularizdlédasaval, majd egyszeres rekombindcioval torténd
integralodasaval a hmbB lokuszt hataroldé szekvencidkba. Ezt az eshetdséget Southern-
hibridizacioval Kivizsgaltuk és a hmbB és riboB kodold szekvenciakat hasznalva jeldlt
probaként a két szekvencia egy DNS-fragmenten torténd lokalizacigjat allapitottuk meg,
amely igazolja az integracidés eseményre vonatkozo elképzelésiinket. A transzforméns
torzsek koziil kettét (HZS.348 és HZS.349) haszndltunk fel a mikroszkopos vizsgalatokhoz,

valamint a fenotipusos jellemzéshez.
5.3.3.3. A gfp-hmbB fuzids konstrukciot kifejezo torzs 1étrehozasa

A 4.10.2. fejezetben leirtak szerint 1étrehozott kazettat (,, pantoB™ gfp-hmbB  fuzios
kazetta”) a pantoB100 (pantoténsav auxotrof) hmbBA torzsbe (HZS.318) transzformaltuk.
Az 54 megvizsgalt transzformans koziil 41 esetében figyeltiink meg GFP-fluoreszcenciat.
Southern-hibridizaciéval kimutattuk, hogy 8 transzformans esetében a kazetta a hmbB
lokuszba integralodott. A C-termindlis GFP-fuzios fehérjét kifejezd torzsekhez hasonloan,
az Osszes transzformans prototrof volt riboflavinra nézve. Southern-hibridizacioval itt is
alatamasztottuk, hogy ez feltehet6leg a kazetta cirkularizalédasa és az azt kovetd, egyszeres
rekombinacioval torténd integralddasa miatt kovetkezett be ugyanugy, ahogyan az a hmbB-

gfp faziés konstrukcid esetén is tortént.
5.3.3.4. A HmbB-His-Tag fuzi6s fehérjét kifejezo torzs 1étrehozasa

A 4.10.3. fejezetben leirtak szerint létrehozott vektort (pAN-HZS-4) a pantoB100
(pantoténsav auxotrof) hmbBA torzsbe (HZS.318) transzformaltuk. Az 6t megvizsgalt
transzformansbol egy torzs esetében (HZS.352) tapasztaltuk a delécios mutdnsra jellemz6

crer

expresszios vektor egy kopidban integralédott ezen transzformdns térzs genomjaba (14.

abra).
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14. abra: A genomba beépiilt hmbB-his-tag konstrukciok kopiaszamanak meghatarozasa Southern-
hibridizacioval. A hmbB* (HZS.120), hmbBA (HZS.212) és hmbB-his-tag (HZS.352) tdrzsek DNS-ét BamHI
enzimmel emésztettik és molekulastly-marker (Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled, Roche) mellett

megfuttattuk. Jelolt probaként a PCR-eljarassal felszaporitott hmbB szekvenciat (hmbB frw és hmbB rev
inditészekvenciak, I11. tablazat) hasznaltuk.

5.3.4. A hmbBA torzsek jellemzése
5.3.4.1. Sejtmorfoldgia-rendellenességek az elsédleges hifdkban

A hmbB delécioja a fiatal hifak eltorzult morfologiajat eredményezte. A delécios
torzs elsddleges gombafonalain kerek kitiremkedések képzodtek (15. abra). A jelenségre
egy lehetséges magyardzat a sejtfalkomponensek sériilt szintézise (Guerriero és mitsai.
2013), vagy a sejtfalintegritast szabalyozé szignalizacids Utvonalak sériilése (Bussink és
Osmani 1999).
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hmbBA
(18 ora)

15. abra: Mikroszkopos felvételek hmbB™ (HZS.118) és hmbBA (HZS.212) micéliumokrol (18 éra inkubalas
37 °C-on). Az ,rp” rovidités kerek kitiiremkedést jelol. A szaggatott vonalak a bedgyazott képeken kinagyitott
részleteket jelolik Ki.

5.3.4.2. Novekedési tesztek — oxidativ stresszorokkal szemben mutatott eltérd érzékenység

A gombakolénidk novekedésének vizsgalatdhoz 24 oran keresztil MM-tapoldatban
elénevelt kolonidkat hasznaltunk, hogy kikiiszoboljik a hmbBA torzsek (HZS.212 és
HZS.213) konidiumaik esetében tapasztalhatd csokkent csirazoképesség hatasat.
Megvizsgaltuk a delécidos torzs ndvekedését kiilonbozd szén- ¢€s nitrogénforrasok
jelenlétében. Ennek soran a delécids torzsek kismértékben csokkent novekedését figyeltiik
meg bizonyos szén-, illetve nitrogénforras hasznalatakor a hmbB™ térzshéz (HZS.118)

képest (16. abra).
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16. abra: A hmbB™ (HZS.118) és hmbBA (HZS.212) torzsek ndvekedési tesztjei. A panel: Novekedés
kiilonboz6 szénforrasokon. Glikoz (glii), laktoz (lak), galaktoz (gal), szorbitol (szorb), szachardz (szach),
maltoz (mal), xiloz (xil), glicerin (gli), raffindz (raff) és etanol (et) mint kizardlagos szénforrasok. Kizardlagos
nitrogénforrasként natrium-nitratot hasznaltunk. B panel: Novekedés kiilonb6zd nitrogénforrasokon. Natrium-
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nitrat (NOj3'), ammoénium (NH,), hugysav (hs), allantoin (all), urea (urea) és hipoxantin (hx). Kizarélagos
szénforrasként gliikdzt hasznaltunk. A ndvekedést 48 ora inkubalast kdvetden rogzitettiik.

A hmbBA torzs galaktéz szénforras hasznalatakor 27%-al (p<0,005), laktoz szénforras
esetén 21%-al (p<0,005), raffindz szénforras esetén 17%-al (p<0,005) ndvekedett lassabban
a hmbB™ torzshoz képest. A vizsgalt nitrogénforrasok koziil az ammoénium esetén mértiink
alacsonyabb novekedési ratat a hmbBA torzsnél (-13%, p<0,0005) a vad tipushoz
viszonyitva.

Megvizsgaltuk a mutdns torzsek tolerancidjat kiillonbozd stresszagensekkel -
ozmotikus stressz (1 M NaCl), héstressz (42 °C) és oxidativ stressz (0,4 mM menadion és
1,8 mM diamid) - szemben (17. abra). A deléci6 hatasara 42 °C-on kismértékben csokkent
novekedési képességet (-23%, p<0,05), 0,4 mM menadion jelenlétében erésen csokkent
novekedést (-85%, p<0,0005) tapasztaltunk. A két fiiggetlen transzformans (HZS.212 és
HZS.213) azonos érzékenységet mutatott a menadionnal szemben, mely tulajdonsag a
delécios torzsek riboB2 auxotrof torzzsel torténd keresztezésekor egyiitt szegregalt a delécid
markereként hasznalt riboflavin prototréfiaval. Mindkét delécids torzs esetében mérsékelt
rezisztenciat tapasztaltunk diamiddal szemben (17. abra).

hmbB* hmbBA

kontrol
48 ora

1M NaCl

1 M szorb

42°C

42°C
+ szorb

kontrol
72 6ra

1,8 mM
diamid*

0,2 mM
diamid*

menadion*

oJ8l - (e loe]|*]O

17. abra: A hmbB* (HZS.118) és hmbB4 (HZS.212) térzsek novekedési tesztjei stresszkoriilmények kozott.
Minden vizsgalat gliikoz-nitrat MM-taptalajon tortént. Az ozmotikus toleranciat 1 M NaCl-dal (1 M NacCl),
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vagy 1 M szorbitollal (1 M szorb) kiegészitett taptalajokon vizsgaltuk. A 42 °C-on mutatott névekedést MM-
¢és 1 M szorbitollal kiegészitett MM-taptalajokon vizsgaltuk. Az oxidativ stressz agensek koziil menadion (0,8
mM) és diamid (1,8 mM ¢és 0,2 mM) hatasat vizsgéltuk. A novekedési teszteket 48 ora inkubaciot kdvetden
vizsgaltuk, kivéve a csillaggal jeldlt esetekben (a csillag 72 6ra inkubaciot jeldl).

5.34.3. A hmbBA torzs oxidativ stresszel szemben mutatott toleranciajanak részletes

vizsgalata

A hmbBA torzsek esetében a vad tipusétdl eltérd toleranciat tapasztaltunk diamiddal
és menadionnal szemben (Kardcsony és mtsai. 2015). Elvégeztik a hmbB*, hmbBA és
HZS.352 torzsek novekedési tesztjeit diamid (0,05-3 mM, 12. abra) és menadion (0,025-0,4

MM, 19. dbra) kiilonb6z6 koncentracidit tartalmazé MM-taptalajokon.

Diamid hatasa a novekedési ratara
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18. abra: A hmbB™ (HZS.118), hmbB4 (HZS.212) és a komplementacids kontrollként hasznalt hmbB-his-tag

(HZS.352) torzsek novekedési rataja kiilonb6z6 diamid-koncentraciok mellett. A feltiintetett adatok a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékek. A szignifikanciakat csillagokkal jeloltik (* p<0,05; **

p<0,005).
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19. abra: A hmbB™ (HZS.118), hmbB4 (HZS.212) és a komplementécids kontrollként hasznalt hmbB-his-tag
(HZS.352) torzsek novekedési rataja kiilonb6zé menadion-koncentraciok mellett. A feltiintetett adatok a

v
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kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékek. A szignifikancidkat csillagokkal jeloltiik (* p<0,05; **
p<0,005; *** p<0,0005).

Ugy talaltuk, hogy az 50%-os gatlast okozd legkisebb menadion-koncentracio
(MICs0) 0,2 és 0,4 mM kozé esett a hmbB™ és HZS.352 torzsek esetében, mig a hmbBA torzs
esetében ez az érték 0,05 és 0,1 mM kozott volt (19. abra). Csak a delécids torzs volt
képtelen novekedni 0,1 mM-nal magasabb menadion-koncentracié esetén. A diamid
esetében a MICsg érték 1,6 mM koncentracional adodott a hmbB™ és HZS.352 torzsek
esetében, a hmbBA térzs esetében pedig 3 mM-nal (18. abra). A delécios torzs minden
vizsgalt koncentracion magasabb toleranciat mutatott a diamiddal szemben, 0,05 mM ¢és 0,1
mM koncentraciokban pedig a diamid még fokozta is a torzs novekedési képességét (+9% és
+12%, p<0,05 és p<0,005) (18. abra). Ez utobbi eredmény arra utal, hogy a HmbB fehérje
hianyaban a gombasejtek redox allapota olyan modon tér el a normalist6l, melyet a diamid a

GSH oxidacidjaval képes részlegesen helyreallitani.

5.3.4.4. Aszkospora- és konidiospora-termelésben, a sporak csirdzoképességében tapasztalt

rendellenességek, és azok lehetséges okainak vizsgalata

A hmbBA torzs esetében az ivartalan sporaképzé képesség csokkenését mutattuk Ki.
Mindkét fliggetlen delécios transzformans (HZS.212 és HZS. 213) 30%-al kevesebb
konidiumot hozott 1étre a hmbB™ torzshoz képest (20.A &bra). A hmbBA torzs esetében a
konidiumok csirazoképessége drasztikusan lecsdkkent. A hmbB™ torzs esetében mért 60%-0s
értékhez képest a delécids torzsnél kevesebb, mint 1%-os csirazoképességet tapasztaltunk
(20.B abra). A két fuggetlen deléciods transzformansnal (HZS.212 és HZS.213) az ivartalan
sporak csirazoképességének azonos csokkenését tapasztaltuk. A két delécios torzset a
HZS.140 torzzsel kereszteztiik, és 19 illetve 22 riboB™ hmbBA genotipusi utédban a
csirdzoképesség azonos mértékii csokkenését figyeltiik meg. Ez az eredmény alatamasztotta,
hogy az ivartalan spordk csirazoképessége fligg a HmbB fehérje jelenlététdl (Karacsony €s

mtsai. 2014).
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20. abra: Az ivartalan és ivaros sporaképzési produktivitas és a sporak csirdzasoképességének dsszehasonlitd
vizsgalata. A: 3 napos kolonidk 1 mm? feliiletén képzédott konidiosporak szama. B: A konidiosporak
szazalékos csirazasi képessége (CFU: colony forming unit). C: 1 kleisztotéciumban képz6dé aszkosporak
szama. D: Az aszkosporak csirazoképessége. Az A és B panelek atlagai és szorasai 3 biologiai parhuzamossal
végzett 3 mérés eredményeit mutatjak. A C és D panelek atlagai és szdorasai 5 bioldgiai parhuzamossal végzett
3 mérés eredményeit mutatjak. A szignifikanciakat csillagokkal jeldltiik (* p<0,05; ** p<0,005; ***
p<0,0005). A kisérleteket hmbB* (HZS.118), hmbB4 (HZS.212), hmbB-gfp (HZS.349, C-terminalis GFP-
fuzios fehérjét kifejezo torzs), gfp-hmbB (HZS.363, N-terminalis GFP-fuzios fehérjét kifejezé torzs) és hmbB-
his-tag (HZS.352, hexahisztidin taggel fazionalt HmbB-t kifejezé torzs) torzsekkel végeztiik.

gy

A konidiosporak a fialidokrol flizdnek le. A folyamat soran a fialidban tal4lhato
sejtmag osztodasabol keletkezd egyik lednymag az apikalis régiohoz vandorolva keriil a
képzddo konidiosporaba (Sewall és mtsai. 1990, Timberlake 1993). Megvizsgaltuk, hogy a
sporaképzés soran képzddd elsé két konidiumsor konidiumainak csirdazoképessége
megasabb-e a késébb képzddott sporakhoz képest. Ez azt jelezné, hogy valamely, a
csirdzashoz sziikséges faktor a vezikulumbol transzportalodik a képzddd konidiumokba és a
konidiogenezis elorehaladtaval kihigul a késobb képzodott konidiumokban. llyen faktor
lehet példaul a Fe?* ion, mely a ferrikrocin szideroforhoz kétédve transzportalodik a
micéliumbdl a képzddd konidiumokba és ott felhalmozodva fontos szerepet tolt be a
csirazoképességben (Eisendle és mtsai. 2006). A kisérlet soran a fialidokon képzddo elso két
konidiumsor (16 ora tenyészet) csirazoképességét 6sszehasonlitottuk az 6sszes konidium (48

Oras tenyészet) csirdzoképességével. A vizsgalat eredményeként megéllapitottuk, hogy a
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fiatal konidiumok csirazoképessége kis mértékben (kb. kétszeresére, p<0,05) novekedett az
Osszes konidium esetében mért értékhez viszonyitva (21. abra), ami még mindig csak kb. 1%

csirazoképességet jelent.

A vezikulumrdl lef(iz6d6 els6 két
konidiumsor spdrainak csirazoképessége
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21. abra: A vezikulumrél lefiizé6dd elsé két konidiumsor sporainak csirazoképessége hmbB* (HZS.118) és
hmbB4 (HZS.212) torzsek esetében. Az abran a konidiumok szazalékos csirazoképességét abrazoltuk (CFU=
colony forming unit). A feltiintetett atlagok és szorasok 3 bioldgiai parhuzamossal végzett 3 mérésbol adodnak.
A szignifikanciakat csillagokkal jeldltiik (*** p<0,0005).

Megvizsgaltuk az alacsony csirdazoképesség oroklédését heterokariotikus micéliumon
nevelt sporak esetében is. Az A. nidulans konidiosporai egymagviak, igy hmbBA/hmbB™
heterokarion  felhasznalasaval vizsgalhato, hogy az alacsony csirazoképesség
komplementalodik-e a hmbB™ allélt hordozé spordkban. Ennek érdekében létrehoztunk két
fliggetlen, kiegyensulyozott heterokariont egy YA2 hmbBA torzs (HZS.385) felhasznalasaval.
Ezt a delécios torzset kereszteztiik egy YA” hmbB™ torzzsel (LO1516, melyben a hhoA-mrfp

I”

fazids konstrukcié a sejtmagok vords fluoreszcenciajat eredményezi, ,,het I” torzs) és egy
yA" hmbB-gfp térzzsel (HZS.359, melyben a hhoA-mrfp és hmbB-gfp fuzios konstrukciok
vorosen fluoreszkalod sejtmagot és zolden fluoreszkalé mitokondriumokat eredményeznek,
Lhet 117 torzs). A torzs csirdzoképessége megegyezett a hmbB™ sziilsi torzs (LO1516)
csirazoképességével (22. abra). A torzsek a felsoroltakon feliil olyan auxotrofia-markereket
is tartalmaztak, amelyek biztositottak a keresztezhetéséget (1. tablazat). A heterokarionokrol
izolalt konidiumszuszpenzidkban az egyes spordk sejtmagjanak tipusa (mely a sziildi
genotipust hordozza) megallapithato fluoreszcencia alapjan, a kicsirazott sporak genotipusa
pedig meghatarozhatd a képzOdott koloniak szinébdl és a hordozott auxotrofia-markerek

alapjan. A mikroszkopos szamolasok szerint a heterokarionok kiegyensulyozottak voltak

(koriilbeliil 45% hmbBA spéra mindkét heterokarion esetében). A heterokarionokrol izolalt
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hmbBA sporak csirazoképessége 0,26%-nak (het 1) és 0,44%-nak (het II) adodott, mely nem
kiilonbozott szignifikansan a hmbBA kolonidkon 1étrejott sporak csirazoképességétol (22.
abra). Megallapitottuk, hogy a konidium-csirazoképességgel kapcsolatos delécios fenotipus
autonom, kovetkezésképpen nem lehet heterokarionokban komplementalni. Ez azért sem
meglepd, mivel a sporuldld heterokarionok vezikulumai is mar homokariotikusak, a metulak
¢s fialidok ezért sziikségszeriien azok, a fialidok pedig mar egymagvuak is (Timberlake
1990). Az eredmények egybehangzoak a mitokondridlis DNS konidiogenezis soran
lejatsz6dd  szegregaciojaval, azonban nem lehet megallapitani, hogy a folyamat

konidiogenezis melyik 1épésekor jatszodik le.
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22. abra: hmbB*/hmbBA genetikai hatterti, heterokariotikus micéliumon képzédott konidiumok
csirazoképességének vizsgalata. Az abran a konidiumok szazalékos csirazoképességét abrazoltuk (CFU=
colony forming unit). A vizsgalathoz a hmbB4 (HZS.385), hhoA-mrfp (LO1516) és hhoA-mrfp hmbB-gfp

(HZS.359) keresztezési partnereket, illetve a HZS.385/LO156 (hetl) és HZS.385/HZS.359 (hetll)
heterokarionok konidiumait hasznaltuk. Az atlagok és a szorasok 3 bioldgiai parhuzamossal végzett 3 mérés
eredményeibdl lettek szamitva. A szignifikanciakat csillagokkal jeldltiik (** p<0,005; *** p<0,0005).

A hmbB gén deletalasa nagymértékben redukalta a homozigota keresztezésekbol
szarmazo aszkosporak szamat és az aszkosporak csirazoképességét (20.C és D abra). A
HZS.212 torzzsel készitett mérések eredményei megegyeznek a HZS.213 torzsnél
tapasztaltakkal. A hisztidin-taggelt HmbB fehérje (HZS.352) teljes mértékben helyreallitotta
a hmbB* fenotipust mind a konidiospordk, mind az aszkospordk képzoédésének és
csirazoképességének tekintetében. A GFP-fuzids konstrukciok esetében helyreallt a

konidiospordk képzddése és csirdzoképessége, valamint az aszkosporak termelddése,
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azonban az aszkosporak csirazoképessége a delécidos mutans szintjén maradt. A jelenséget a

6.4. részben vitatjuk meg az dsszes vizsgalati eredmény tiikrében.

5.34.5. A nem csiraz6 hmbBA konidiumfrakci®6 metabolikusan aktiv konidiosporakat

tartalmaz

A ki nem csirdzott hmbBA konidiumok mikroszképos vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a sporak keresztiilmennek az izotropikus ndvekedésen, viszont mitozisra
nem képesek (Kardcsony és mtsai. 2014). A hmbBA és hmbB™ torzsek konidiumait
MitoTracker Red FM (mitokondrium-specifikus) festéssel vizsgalva nem tapasztaltunk
eltérést a két torzs kozott (23.B abra). MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid) festést kovetd mikroszkopos vizsgalattal (Arseculeratne és Atapattu 2004)
igazoltuk, hogy a hmbBA torzs nem csirazoé konidiumai metabolikus aktivitast mutatnak. A
nem csirdzd konidiosporak metabolikus aktivitasukat 1 napos inkubaciot kovetden is

megOrizték (23.A ébra, 3 és 24 6ra)

MTT festés

hokezelést B MitoTracker
Lathaté feny Red FM

23. abra: Duzzadé konidiumok MTT és Mitotracker Red FM festése. A: MTT festés. hmbB™ (HZS.118) és
hmbB4 (HZS.212) konidiumokat inkubaltunk 3 és 24 6ran at MM-tapoldatban. A mintakat kezeletleniil
hagytuk (bal oldali oszlop), vagy a festés eldtt 20 percig forraltuk (jobb oldali oszlop). B: hmbB™* (HZS.118) és
hmbBA4 (HZS.212) konidiumok MitoTracker Red FM fluoreszcens festékkel festve, 3 6ras, MM-tapoldatban
tortént inkubalast kovetden.

A hmbBA konidiumok metabolikus aktivitasat a 3 Oras inkubaci6 sordn mért
metabolitprofil (5.3.4.6. fejezet) és a sporak respiracios képességének vizsgalata (5.3.4.10.4.

fejezet) is alatimasztja.
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5.3.4.6. A hmbBA konidiumok cukor- €s polialkohol-spektrumanak eltérése a nyugalmi

spora és a duzzad6 spora allapotokban

A nyugalmi és duzzado ivartalan sporak cukor- és polialkohol-profiljat GC-MS
analizissel vizsgaltuk meg. A hmbBA torzs (HZS.212) sporaiban ezeknek a vegyiileteknek
csokkent szintjét mértik a hmbB™ kontroll torzshoz képest (tizszer kevesebb xilitol,
haromszor kevesebb trehaloz, kétszer kevesebb mannoz, galaktdz és mannitol) (V. tablazat).
A vizsgalt vegyiiletek megvaltozott metabolizmusat figyeltik meg harom ora csiraztatast
kovetéen a hmbBA torzsben: a D-manndz, D-gliikkéz, mannitol és az inozitol nagyobb
mértékben metabolizalodott a delécios torzs esetében (V. tablazat).

V. tablazat: Cukrok és polialkoholok mennyisége nyugvé (0 6ra) és duzzadd (3 6ra) konidiumokban hmbB™
(HZS.118) és hmbBA (HZS.212) torzsek esetén.

Minta | xilitol | D-mannéz | E-galaktéz | D-gliikéz | Z-galaktéz | mannitol [ inozitol | trehaléz
hmbB*-0 éra| 40 0,2 4 0,4 4 8 0,04 6
hmbBA-0 6ra| 3 0,1 2 0,3 2 4 0,04 2
hmbB*-3 6ra| 18 0,2 3 0,2 3 4 0,04 0,3
hmbBA-3 6ra| 2 0,05 0,9 0,04 0,9 0,3 0,01 0,1

A feltlintetett értékek 100 mg konidium metabolittartalmat mutatjdk nmol-ban megadva. Az eredmények 3
biologiai parhuzamoson végzett 3 mérés atlagai.

5.3.4.7. A micélium sterigmatocisztin-termelésében tapasztalt eltérések

A hmbBA (HZS.212 ¢és HZS.213) és vad tipusu térzsek masodlagos metabolit-
termelését vékonyréteg-kromatografias (TLC) eljarassal vizsgaltuk meg (24.A abra). A
vizsgalat soran azt talaltuk, hogy a delécios torzsek tenyészeteiben rendkiviil nagymértékben
lecsokkent a sterigmatocisztin gombatoxin mennyisége, annak teljes hidnya sem zéarhat6 ki
(Karacsony és mtsai. 2014). A delécios torzsek mintaiban taldlhato, a sterigmatocisztinnel
megegyez0 retencios faktoru, lila szinli sav feltehetdleg megegyezik azzal a még nem
jellemzett metabolittal, melyet mar Kato és munkatarsai (2003) is megfigyeltek. A hisztidin-
taggelt HmbB fehérjét kifejezé torzs (HZS.352), valamint az N-terminalis (gfp-hmbB,
HZS.363) és C-terminalis (hmbB-gfp, HZS.349) GFP-fuzids fehérjét kifejez6 torzsek
esetében a sterigmatocisztin termelése helyreallt (24.A abra). Annak érdekében, hogy a
delécids torzseknél tapasztalhatd sterigmatocisztin-termelésben bekdvetkezett csokkenés
hatterét kideritsiik, megvizsgaltuk a sterigmatocisztin-szintézisért felelds génklaszter (Yu €s
mtsai. 2004a) néhany tagjanak (aflR klaszter-specifikus transzkripciés faktor (Butchko és

mtsai. 1999) valamint az stcO ketoreduktaz és stcU oxidoreduktaz gének (Yu és mtsai.
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2004a)) kifejez6dését “"standard curve" kiértékeléssel végzett QRT-PCR vizsgalattal. A
hmbBA torzs esetében az aflR, az stcO és stcU gének szignifikansan megemelkedett
kifejez6dést mutattak (24.B abra). A vizsgalat eredményei meglepdek, és nincsenek
Osszhangban a delécios torzsek sterigmatocisztin-bioszintézisében tapasztalt jelentOs
visszaeséssel (24.B abra). Az adatokbol kovetkezéen elmondhatjuk, hogy a HmbB fehérje
direkt, vagy indirekt modon represszalja a vizsgalt gének kifejezddését. Egy részletesebb
transzkriptomikai és metabolomikai vizsgalattal felderithet6 lenne, hogy a sterigmatocisztin-

szintézis mely 1épésénél hat a HmbB pozitiv modon.
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24. abra: A sterigmatocisztin-termelés és néhany a sterigmatocisztin bioszintézisben résztvevé gén
kifejez6désének vizsgalata. A: Masodlagos metabolitok vékonyréteg kromatogramja hmbB™ (HZS.120),
hmbB4-1 (HZS.212), hmbB4-2 (HZS.213), hmbB-gfp (HZS.349, C-terminalis GFP-fuzids fehérjét kifejezd
torzs), gfp-hmbB (HZS.363, N-terminalis GFP-fuzios fehérjét kifejez6 torzs) és hmbB-his-tag (HZS.352,
hexahisztidin taggel fazionalt fehérjét kifejez6 torzs) torzsek mintaibol. B: A sterigmatocisztin-bioszintézishez
kapcsolodo aflIR, stcO és stcU gének aktinra vonatkoztatott relativ mRNS-szintjei, hmbB™ (HZS.120), hmbB4
(HZS.212), hmbB-gfp (HZS.349, C-terminalis GFP-fuzios fehérjét kifejezé torzs), gfp-hmbB (HZS.363, N-
terminalis GFP-fizios fehérjét kifejezo torzs) és hmbB-his-tag (HZS.352, hexahisztidin taggel fuzionalt
fehérjét kifejezo torzs) torzsekben. Az RNS-mintakat szénforrasként 4% laktozt tartalmazo folyékony CM-
taptalaj feliiletén 72 oraig, 37 °C-on, razatas nélkiil nevelt micéliumokbdl izolaltuk. A méréshez felhasznalt
inditészekvenciakat a III. tablazat tartalmazza. A feltlintetett adatok 3 parhuzamos mérésbol lettek szamitva a
"standard curve" modszer szerint.
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5.3.4.8. A sejten beliili lokalizacid kettOssége

Létrehoztuk a HmbB fehérje C-terminalisahoz, illetve N-termindlisahoz
fuzionaltatott GFP-t termelé torzseket. A fuzidos konstrukciokat a hmbB promoter
szekvencidjaval egyiitt a gén eredeti lokuszéba juttattuk vissza delécidés torzs
transzformalasaval. A C-termindlis fuzios fehérjét termeld torzs ,,Western-blot” vizsgalata

soran 60 kDa és 27 kDa méreteknél detektaltunk GFP-pozitiv savot (25. abra).

Western blot
anti-GFP antitesttel

mm140 kDa
w95 kDa
w72 kDa
- mm 55 kDa
mm42 kDa
- k-
w26 kDa
mm17 kDa
== 10 kDa
« & 9
& & &
& & °
< Q

25. abra: A hmbB-gfp (HZS.349, C-terminalis GFP-fuzids fehérjét kifejez6 torzs), gfp-hmbB (HZS.363, N-
terminalis GFP-fuzios fehérjét kifejezd torzs) és hmbB™ (HZS.118) torzsek Western-blot vizsgalata. A fizios
fehérjéket anti-GFP antitesttel detektaltuk. A molekulasulyokat az dbra jobb oldalan tiintettiik fel kiloDalton-

ban.

A 60 kDa-0s méret megegyezik a fuzios fehérje szamitott méretével, a 27 kDa pedig
szarmazhat. Az N-terminalis fuzidt hordozo fehérje esetében kizardlag a 27 kDa méretben
kaptunk jelet. Ez megegyezik azzal a mérettel, melyet a fuzios fehérje feltételezett
mitokondrialis importszignaljanak elhasitasa esetén varunk (25. abra). Ahogy azt a
korabbiakban jeleztiik, mindkét fuzids fehérjét kifejezd torzsben megfigyeltik a hmbB™
fenotipus helyreallasat a konidiosporak csirazoképességének tekintetében (26.B abra),
valamint a vad tipushoz hasonlé novekedést tapasztaltunk menadion ¢és hdstressz
jelenlétében (Kardcsony és mtsai. 2014). Az aszkospordk csirdzoképességére vonatkozo
delécids fenotipus azonban érdekes modon egyik GFP-fuzids torzs esetében sem allt helyre

(26.D abra). Mindkét fuziés torzs a vad tipushoz hasonld mértékben termelte a
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sterigmatocisztint (24.A abra) is, mikozben mindkét térzs magas szinten fejezte ki az aflR,
stcO ¢és stcU géneket. A mért mRNS-szintek a delécids és a vad tipus esetében mért értékek
kozé estek (24.B abra). Az eredmények arra utalnak, hogy a HmbB fehérje két fliggetlen
utvonalon is befolyasolja a sterigmatocisztin termelését. Az aflR, stcO és stcU gének
fokozott atirédasa a delécios torzsben fliggetlen attol a folyamattol, melyben a HmbB

esszencialis a toxin termelddéséhez.

Léthat6 fény _HhoA-mRFP
Oo 0

HmbB-GFP

MitoTracker 0 éra £
Lathat6 fény Red FM HmbB-GFP

86ra|

i
22 6ra|

26 abra: A HmbB-GFP lokalizacioja az ivartalan ciklus kiilonb6z6 szakaszaiban. A: A HmbB GFP
(HZS.349) mitokondrialis lokalizacioja kiilonb6z6 fejlodési fazisokban (a: duzzadd konidiumok, b: csirazo
konidium, c: micélium, d és e: konidiofor). A sejtek mitokondriumait Mitotracker Red FM festékkel festettiik
és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. B: A HhoA-mRFP (H1 hiszton és ,,red fluorescent protein” fuzioja)
HmbB-GFP torzs (HZS.358) vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal a fejlodés kiilonboz6 szakaszaiban (f:
nyugvo konidiumok, g: duzzadd konidiumok, h: csiraz6 konidiumok, i és j: micélium). A nyilak sejtmagokat, a
nyilhegyek mitokondriumokat jeldlnek. A skalak 5 um-t jelolnek. EV: a vords és zold fluoreszcens felvételek
egymasra vetitett, kombinalt képe.
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27. abra: A GFP-HmbB fuzids fehérje sejten beliili elhelyezkedése az ivartalan ciklus kiilonbozo
szakaszaiban. A: A GFP-HmbB (HZS.363) mitokondrialis lokalizacidja kiilonbozé fejlédési fazisokban (a:
duzzado6 konidiumok, b: csirazé konidium, c: micélium). A sejtek mitokondriumait Mitotracker Red FM
festékkel festettiik és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. B: A HhoA-mRFP (H1 hiszton és ,,red
fluorescent protein” fuzidja) GFP-HmbB torzs (HZS.366) vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal a fejlédés
kiilonboz6 szakaszaiban (d: nyugvo konidiumok, e és f: csirazé konidiumok, g és h: micélium). A szaggatott
vonalak a beagyazott képeken kinagyitott részleteket jelolik. A feltlintetett skalak 5 pm méretet jeldlnek. EV: a
vords és zold fluoreszcens felvételek egymasra vetitett, kombinalt képe.

8 ora

22 ora

[ 5 8 ing ST o o

Mindkét fuzios fehérje a mitokondriumban lokalizalodik (MitoTracker Red FM
festéssel vizsgalva) az aszexudlis ciklus Osszes vizsgalt fazisaban (26.A ébra: C-terminalis
GFP fuzid, 27.A abra: N-terminalis GFP fazid). A tény, hogy mindkét fehérje esetében
mitokondrialis lokaliz4cidt tapasztaltunk, arra utal, hogy a transzportot kdvetden lehasadd
N-terminalis szekvencia a mitokondriumban marad. Sejtplazmés lokalizaciot nem
tapasztaltunk egyik fuzios fehérje esetében sem. A konidioforokban a HmbB-GFP (C-
terminalis fuzios fehérje) kolokalizaciot mutat a Mitotracker festékkel (26.A abra). A nyéltol
a vezikulum felé haladva a mitokondriumok feldusuldsat figyeltik meg a vezikulum
disztalis részén (d panel) és a fialidokban (e panel), viszont a metuldk esetében ilyet nem
tapasztaltunk. Habar a nem csirazo sporak szabalytalanul festddnek a Mitotracker festékkel,
a HmbB-GFP-vel mutatott kolokalizacidja egyértelmii a teljes konidioforban (26.A abra/d
panel). Az izotropikus novekedési fazisban 1évé konidiumoknal minden esetben kimutattuk
a HmbB fuziés fehérje és a Mitotracker festék kolokalizacidjat (26.A é&bra/a panel, 27.A

abra/a panel). Azokban a torzsekben melyek a HmbB fuzios fehérje (C- vagy N-termindlis
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GFP) mellett a HhoA-mRFP (H1 hiszton-RFP fuzid) fehérjét is termelték, a HmbB fehérje
mind a nyugvo, mind az izotropikus novekedésben 1évé sporak esetében csak a
mitokondriumokban volt megfigyelhetd, a sejtmagokban nem (26.B abra/ f és g panelek,
27.B ébra). Ezzel szemben ndvekvo gombafonalakban a mitokondrialis jelenlét mellett
alkalomszertien megfigyeltiik a HmbB fehérje sejtmagi lokalizacigjat is (26.B abra/panel h
als6 szekcid és panel j, 27.B abra/panel f és h) ami példatlan a gombak vilagaban. A HmbB-
GFP vagy GFP-HmbB fehérjék sejtmagi el6fordulasa csoportosan volt megfigyelhetd egy
adott rendszer szerint. Megfigyeléseink alapjan a gombafonalakban egy-egy szeptumokkal
hatarolt kompartmentben a sejtmagok mindegyike, vagy egyike sem tartalmazta a HmbB
fuzios fehérjét (26.B abra). Mig a 26.B ébra ,,i” paneljén a HmbB hianyzik a micélium
sejtmagjaibodl, addig a ,,j”” panelen lathaté gombafonal k6zépso és alsé kompartmentjében a
HmMbB-GFP minden sejtmagban megtalalhatd, a fels6 kompartmentben viszont nem
lokalizalodik a sejtmagban. Az N-termindlis fzi6 esetében is a sejtmagi megjelenés

hasonlo, egy-egy kompartmentre korlatozodo mintazatat tapasztaltuk (27.B abra).

Annak érdekében, hogy egyidében vizsgadlhassuk a HmbB-GFP jelenlétét a
mitokondriumban és a sejtmagban, a mintdkat kombinalt DAPI/MitoTracker Red FM
festéssel kezeltik. A DAPI a sejtek DNS-tartalmét (sejtmagi ¢és mitokondridlis), a
Mitotracker pedig a mitokondriumokat teszi lathatova. A vizsgalat eredményeként a HmbB-

GFP fehérje jellemzben a mitokondriumban, ritkan a sejtmagban fordult el6 (28. abra).

MitoTracker
Lathat6 fény DAPI Red FM HmbB-GFP

28. abra: A HmgB-GFP, a DNS (DAPI) és a mitokondriumok (Mitotracker Red FM) sejten beliili
lokalizacioja fiatal hifaban (8 6ra) és micéliumban (22 6ra) HZS.349 torzsben vizsgalva. Mindkét panel a
HmbB mitokondrialis lokalizaciojat mutatja. A DAPI esetenként a mitokondriumok DNS-tartalmat is megfesti
(also6 panel). A nyilak a sejtmagokat, a nyilhegyek a mitokondriumokat jelolik. A skala 2 um méretet jelol. EV:
a kék, voros és zold fluoreszeens felvételek egymasra vetitett, kombinalt képe.
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Mivel a HmbB-GFP fuziés konstrukciok nem allitottak helyre a deléciés mutans
aszkosporainak csirazoképességét, megvizsgaltuk a fuzids fehérjék jelenlétét a hmbB-gfp és
gfp-hmbB torzsek homozigota keresztezéseibdl szarmazo aszkosporakban. A fuzids fehérjét
detektaltuk a Hiille-sejtek mitokondriumaiban, azonban az éretlen és érett aszkospdrakban
csak elvétve figyeltiik meg (29. abra). Az aszkospérak koziil a fluoreszcenciat mutatok

aranya megkozelitéleg megegyezett a csirazoképes aszkosporak aranyaval (26.D abra).

A

B GFP-
Lathat6 fény HmbB

HmbB-

29. abra: A HmbB-GFP és GFP-HmbB fehérjék lokalizacioja a szexualis strukturakban. A: A HmbB-GFP
lokalizacidja a Hiille-sejtekben (a), fiatal aszkosporakban (b) és érett aszkosporakban (c) a HZS.349 torzsben.
A HmbB-GFP-t az aszkosporak az alacsony csirazoképességnek megfeleld aranyban tartalmaztak (mint a GFP-
HmbB esetében). A nyilak konidiumokat, a nyilhegyek aszkosporakat jeldlnek. A d képsorozaton a ,,red
fluorescent protein”-H1 hiszton és HmbB-GFP fuzios fehérjéket kifejez6 HZS.358 torzs aszkosporai és
konidiumai lathatok, bemutatva a HmbB-GFP hianyat az aszkosporakban. A nyilak aszkosporakat, a
nyilhegyek konidiumokat jeldlnek. B: A GFP-HmbB lokalizacidja a Hiille-sejtekben (a) és fiatal
aszkosporakban (b) a HZS.363 torzsben. A GFP-HmbB ritka eléfordulasat az aszkosporakban a ,,red
fluorescent protein”-H1 hiszton és GFP-HmbB flzios fehérjéket kifejez6 HZS.366 torzs konidiumairdl és
aszkosporairol késziilt fotok szemléltetik (c). A nyilak Hiille-sejteket, a nyilhegyek aszkosporakat, a csillagok
konidiumokat jelolnek. EV: a voros és zold fluoreszeens felvételek egymasra vetitett, kombinalt képe. A
kleisztotéciumok a HZS.349, HZS.358, HZS.363 és HZS.366 torzsek homozigota keresztezodéseibol
szarmaztak. A mintakat fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk (Zeiss 15 szlirészett GFP és Zeiss 09 sziirdszett
mRFP esetén).
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5.3.4.9. A mtDNS-kopiaszamban és mitokondridlis transzkripcidoban tapasztalt eltérések

Osszehasonlitottuk a hmbB™ és hmbBA térzsek mitokondrialis DNS-tartalmat. Ennek
érdekében qRT-PCR (quantitative Real Time PCR) eljarassal mértilk meg a torzsek DNS-
kivonataiban az ndhB (NADH-dehidrogenaz II alegység) és oxiB (citokrom c-oxidaz II
alegység) mitokondrialis gének mennyiségét a sejtmagban kodolt kontrollhoz (actA, ¥-aktin)
viszonyitva. Az adatok kiértékeléséhez a ,.Standard curve” eljarast hasznaltuk, ezért az
adatok a mtDNS-kopiaszamot mutatjak a sejtmagi DNS-kopiaszamara vonatkoztatva a
kiilonb6zé mintdkban, melyek egymassal Osszevethetdek és azok a valosagos kopiaszam
viszonyokat tlikrozik. A vizsgalatot izotropikus novekedésben 1évO konidiumokon (3 ora
inkubacid) és micélumokon (22 ora inkubacid) is elvégeztilk. Annak érdekében, hogy
homogén (a nem csirdzd sporaktdl mentes) micéliummal dolgozhassunk a hmbBA torzs
esetében, a nem csirazd sporakat el6zoleg eltavolitottuk a tenyészetbdl (lasd 4.2.3. fejezet),

majd tovabbi 22 oran at inkubaltuk (30. abra).
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30. abra: A mtDNS kopiaszama és a mtDNS kifejezédése duzzadé konidiumokban (3 6ra) és
micéliumokban (22 6ra) hmbB™ és hmbBA torzsekben vizsgalva. A: a hmbB™ torzs esetében mért értékre
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normalizalt mtDNS-tartalom ndhB és oxiB mitokondrialis gének mérésével. B: az ndhB és oxiB gének relativ
MRNS-szintjei. Bels6 kontrollnak a y-aktin (actA) gént hasznaltuk minden mérésnél. Harom ismételt mérésbdl
szarmazo szorasokat tiintettlink fel. A szignifikancidkat csillagokkal jeloltiik (* p<0,05; *** p<0,0005). A
konidiumokat HZS.120 (hmbB™) és HZS.212 (hmbB4) térzsekrdl gyiijtottiik be, és 3 6raig inkubaltuk MM-
tapoldatban. A HZS.212 torzs 22 6ras mintdit a csirdzoképes konidiumfrakciobol neveltiik (1asd 4.2.3. fejezet).
Hasonlo6 eredményeket kaptunk a HZS.213 torzs esetében is.

A hmbBA torzs duzzadd konidiumaiban a mitokondrialis DNS mennyiségének
drasztikus csokkenését (>99 %) mértiik az azonos ideig inkubalt hmbB™ torzshoz
viszonyitva (30.A abra 3h). Ez az érték teljes mértékben korreldl a spérdk esetében
tapasztalt, nagymértékben lecsokkent csirazoképességgel (1% alatti csirazoképesség). A két
fiiggetlen delécios transzformans (HZS.212 és HZS.213) estében kdzel megegyezo értékeket
mértiink. A csirdzd konidiumok 22 o6rds inkubdldsat kovetéen a mitokondridlis DNS
kopiaszama a delécios torzsben a hmbB™ torzs esetében mért érték 4%-anak adodott.
Meglepd, hogy a hmbBA micélumok ilyen alacsony mitokondrialis DNS-tartalom mellett is
képesek novekedni, fejlodni és konidiumokat képezni. Az ellentmondas feloldasa érdekében
gRT-PCR eljarassal vizsgaltuk meg az ndhB ¢és oxiB gének kifejez6dését. Az A. nidulans
mitokondriumaban egy policisztronos mRNS az oxiB mellett 3 masik fehérjét kodolo gént
(oxiA, ndhC, és atp9) tartalmaz, mig az ndhB szekvencia egy masik mRNS-en kodolt (NCBI
Reference Sequence: NC _017896.1), igy méréseink két fliggetlen mitokondrialis
transzkriptumrol nyert adatokon alapulnak. A 30.B abran megfigyelhet6, hogy bar az ndhB
és oxiB MRNS-ek mennyisége alacsonyabb a hmbB™ torzshdz viszonyitva, ezen eltéréseknek
a mértéke nem azonos a mitokondrialis DNS képiaszamban kimutatott eltéréssel. A hmbB™
és hmbBA torzsek mitokondrialis DNS-kopiaszdméban tapasztalt nagymértékii kiilonbség
csak mérsékelt formaban jelentkezett a mitokondridlis DNS-16l 4tirodott mRNS-ek szintjén.
A két fliiggetlen delécios transzforméans (HZS.212 és HZS.213) esetében kozel megegyezd
értékeket mértiink. A mitokondrialis DNS-kopiaszam lecsokkenésének a kodolt mRNS-ek
mennyiségében megmutatkozé mérsékelt hatdsat alatamasztia a delécios torzs hmbB™
torzzsel megegyez0 respiracidos érteke mind a duzzadd sporakban, mind pedig a

micéliumban (1asd 5.3.4.10.4. fejezet).
5.3.4.10. A HmbB fehérje redox folyamatokra gyakorolt hatdsanak részletes vizsgalata

Mivel a hmbBA torzsek érzékenysége menadionra és diamidra jelentésen eltért a
hmbB™ torzsekhez képest, ezért részletesebben megvizsgaltuk a delécids és a kontroll torzs
intracellularis redox kornyezetét, és vizsgaltuk a mért paraméterek értékeinek valtozasat

menadion- és diamidstressz fennallasakor (VI. tablazat).
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VI. tablazat: A redox kdrnyzethez kapcsolodo molekulak és enziaktivitasok.

menadionnal kezelt diamiddal kezelt
kezeletlen konidium kezeletlen micélium micélium micélium
(3 6ra) (36 ora) (30+606ra) (30+6 ora)
hmbB* hmbBA hmbB* hmbBA hmbB* hmbBA hmbB* hmbBA
GR 76 65 37 44 148 374 26 16,4
+31 +25 +7,6 +12 +45 +93%* +4.4 +2,9%
GpP 91 27 a7 45 123 238 22 22
X +8,8 + [2%* +11 +12 +31 +55 +1,9 +2,8
GsT 15 19 4.8 8,2 13 70 54 16
+15 +2,3 +1 +1,1* +1,9 +12 ** +1,2 +39*
G6PD 2810 644 831 2930 1876 1840 3718 2859
+603 + 81** +154 +737 * +246 +410 +274 +512*
sop 492 145 215 406 1209 922 676 524
+67 1405 +51 +51 % +9 +168 * +173 +97
CAT 241 33 1230 562 458 414 415 303
+6 B ko +75 +38* 143 134 +30 21
. lutati 68 47 56 106 21 56 18 139
ossz. glutation 421 +11 +11 £16% £1,9 £16% £2,2 +£36*
GSSG 6,1 0,3 2,1 9,3 0,5 11 2,4 8,4
+2,2 +0,2* +0,2 +(,9*** +0,01 12 .4* +0,6 +1,5*
" tiol 1160 1063 117 126 879 253 648 451
osszes fio +265 £112 425 +11 +66 43w +138 +118
ssszes ROS 350 250 178 193 128 412 271 244
088228 +56 +0%* +10 451 +15 439 +67 426
id 403 274 223 403 367 295 343 311
Szuperoxi +56 +]9% 429 4334+ 431 450%+ 422 £33
NADPH 39,0 43,2 152,2 109,9 NA NA NA NA
+1,6 +4,0 +13,9 +3,6%*
NADP 1,0 79 9,9 31,6 NA NA NA NA
+0,32 +0,3%** +2,1 +12,7*

A menadionnal kezelt micéliumokat 30 6raig ndvesztettiik MM+paba tapoldatban, majd a tapoldatot 0,8 mM
menadionnal kiegészitve a tenyészetet tovabbi 6 oraig inkubaltuk. A diamiddal kezelt micéliumokat 30 oraig
inkubaltuk MM+paba tapoldatban, majd a tapoldatot 1,8 mM diamiddal kiegészitve tovabbi 6 oraig inkubaltuk.

CAT- katalaz (umol H,0,xmg™ fehérjexperc™?), GR- glutation reduktiz (nmol NADPHxmg™ fehérjexperc™),
GPx- glutation peroxidaz (nmol NADPHxmg™ fehérjexperc™), GST- glutation-S-transzferaz (nmol GS-
DNBxmg™* fehérjexperc™), G6PD- gliikoz-6-P dehidrogenaz (nmol NADPHxmg™ fehérjexperc™), SOD-
szuperoxid dizmutaz (unitX mg™ fehérje), dsszes glutation (umolX g™ szaraztomeg), GSSG (umolxg™
szaraztomeg), 6sszes tiol (umolxg™ széraztdmeg), 5sszes ROS (pmol diklorofluoreszceinxmg™ fehérje),
szuperoxid (pmolxmg™ fehérje), NADPH (nmolxg™* szaraztomeg), NADP (nmolxg™ széraztomeg), NA: nincs

adat. Minden mérést haromszor végeztiink el. A hmbBA (HZS.212) és hmbB™ (HZS.118) mintak kozti
kiilonbségek szignifikanciajat csillagokkal jeloltik (* p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005).

5.3.4.10.1. A hmbB delécido hatasa a redox allapotra izotropikus novekedésben 1évo

konidiumokban és micéliumban

A hmbBA és hmbB™ térzsek belsé redox kornyezetének tanulmanyozasihoz

megvizsgaltuk a gombasejtek oxidalt glutation (GSSG), 6sszes glutation (GSH+GSSG),
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Osszes tiol, valamint NADPH ¢és NADP tartalmat. Annak érdekében, hogy a vad tipusu és a
delécios torzs ROS-tartalmardl képet kapjunk, megmértiik a szuperoxid és az dsszes ROS

mennyis€gét is.

Az VI tablazatban feltiintetett eredmények szerint a hAmbBA konidiumokban az
oxidalt glutation (GSSG) mennyisége 20,3-szor kevesebb (p<0,05) volt, mig az Gsszes
glutation mennyisége szignifikinsan nem kiilonbozott a hmbB™ konidiospérdkban mért
értéktdl (68 és 47 umol g™ szaraztomeg). A delécids torzsben mért GSSG és 6ssz glutation
érték arra utal, hogy a delécios torzs konidiumaira reduktivabb belsé kornyezet jellemzo
(Karacsony és mtsai. 2015). Az 6sszes ROS mennyisége 1,4-szer alacsonyabb (p<0,05) volt
a hmbBA konidiumokban, mely elsdsorban a delécidés sporak alacsonyabb szuperoxid-
tartalmanak tudhatd be (403 a 274 pmol mg”’ mennyiséggel szemben). A NADPH
mennyisége nem kiilonbozott a hmbB™ és hmbBA konidiumokban, a NADP mennyisége
azonban 7,9-szer magasabbnak (p<0,0005) bizonyult a delécids torzs esetében. A hmbBA
konidiumokban a GPx, G6PD ¢és SOD enzimek aktivitasa 3,4; 4,4 és 3,4-szeresével csokkent
(p<0,005) a hmbB™ konidiumokhoz képest. A CAT aktivitas 7,3-szor alacsonyabbnak
(p<0,0005) bizonyult a hmbBA konidiumaiban a hmbB* konidiumaihoz képest. (Az

eredmények diszkusszioja a 6.5. fejezetben torténik.)

A mutans térzs micéliumaban az oxidalt glutation mennyisége 4,4-szer (p<0,0005),
az Osszes glutation mennyisége pedig 1,9-szer (p<0,05) magasabb volt a hmbB™ térzshoz
képest (V1. tiblazat). Az dsszes ROS mennyisége nem kiilonbozott a hmbBA és hmbB*
torzsekben, azonban a szuperoxid-tartalom 1,8-szor magasabbnak (p<0,005) bizonyult a
hmbBA torzs esetében. A NADPH mennyisége 1,4-szer alacsonyabb (p<0,005), a NADP
mennyisége 3,2-szer magasabb (p<0,05) volt a AmbBA micéliumokban a hmbB™ térzshoz
viszonyitva. A GST, G6PD és SOD enzimek aktivitasa 1,7; 3,5 és 1,8-szor volt magasabb
(p<0,05) a hmbBA micéliumokban, mint a hmbB™* micéliumokban. A CAT-aktivitas 2,1-szer
volt alacsonyabb (p<0,05) a AimbBA micéliumokban a vad tipushoz képest. (Az eredmények
értékelése a 6.5. fejezetben torténik.)

5.3.4.10.2. A menadion és diamid hatasa a ~imbBA micéliumok redox allapotara

Az 5.3.4.10.1. fejezetben bemutatott eredmények arra utalnak, hogy a hmbBA
micéliumok endogén eredetli oxidativ stressznek lehetnek kitéve. Ennek alapjan felmeril a
kérdés, hogy a delécios torzs vajon képes-e az indukalt oxidativ stresszhez adaptalodni. A

hmbBA és hmbB™ torzsek oxidativ stresszre adott valaszat menadion- és diamid-kezeléseket
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kovetden vizsgaltuk. A stresszagensek koncentracidit a szakirodalomban az A. nidulans
oxidativ stresszvizsgalatai soran hasznalt értékekre allitottuk be (0,8 mM menadion és 1,8
mM diamid), igy lehetévé valt eredményeink értékelése a mar meglévd fizioldgiai,
transzkriptomikai és proteomikai tanulmanyok kontextusaban is (Pocsi és mtsai. 2005,

Pusztahelyi és mtsai. 2011).

Az VI. tablazatban bemutatott adatok szerint a 0,8 mM menadionnal torténo kezelés
hatdsara a hmbB™ micéliumokban a szuperoxid mennyisége 1,6-szorosara nétt (p<0,005), az
Osszes ROS szintje 1,4-szeresével csokkent, mig a ROS-semlegesit6é enzimek aktivitasai 2,3-
5,6-szoros emelkedést mutattak (GR: p<0,05; GPx: p<0,05; GST: p<0,005; G6PD: p<0,005;
SOD: p<0,005). Az Osszes glutation mennyisége 2,6-szorosaval (p<0,005), a GSSG szintje
pedig 4,2-szeresével (p<0,005) csokkent a hmbB™ torzs esetében. A hmbBA micéliumokban
a menadion hatisara a szuperoxid mennyisége lecsokkent (1,4-szeres, p<0,05), az Osszes
ROS mennyisége viszont megduplazodott (2,1-szeres, p<0,005). A  vizsgalt
enzimaktivitasok terén a GR- és GST-aktivitas a 8,5-szeresére novekedett (p<0,005 és
p<0,0005), 5,3 és 2,3-szoros novekedést tapasztaltunk a GPx (p<0,0005) és SOD (p<0,005)
aktivitasban, valamint 1,6-szeres csokkenést mértiink a G6PD (p<0,005) aktivitdsban. A
Osszes glutation mennyisége a hmbBA micéliumokban 1,9-szeresével csokkent (p<0,005),
mig a GSSG mennyisége nem valtozott. Mindezen eredmények szerint a menadionnal kezelt
hmbBA micéliumok nagyobb mértékli oxidativ stressznek vannak kitéve, mint a
menadionnal kezelt hmbB™ micéliumok. (Az eredmények diszkusszioja a 6.5. fejezetben

torténik.)

Az 1,8 mM diamiddal torténé kezelés a hmbB™ micéliumokban az dsszes glutation
3,1-szeres csokkenését (p<0,005), a G6PD és SOD enzimaktivitdsok 4,5 és 3,1-szeres
novekedését (p<0,05 ¢és p<0,0005) eredményezte. A diamid-kezelés hatdsdra hmbBA
micéliumokban a ROS-semlegesitd GR és GPx enzimaktivitasok 2,7 és 2-szeres csokkenést
(p<0,05), a GST-aktivitas 2-szeres novekedést (p<0,05) mutatott, mig - kissé meglepd
moddon - az Osszes glutation mennyisége nem valtozott. Ennek magyarazata lehet, hogy a
hmbBA micéliumokban meglévé endogén oxidativ stressz folyamatosan indukalt allapotban

tartja a glutation szintéziséért felelds enzimeket.

Az eredmények Osszességében eredmények arra utalnak, hogy mig a hmbB*

micélium oxidativ stressznek van kitéve, addig a simbBA micéliumban bizonyos mértékig
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csokkent az endogén oxidativ stressz a diamid-kezelés hatasara (Karacsony és mtsai. 2015).

(Az eredmények diszkusszidja a 6.5. fejezetben torténik.)

5.3.4.10.3. A HmbB hianyaban megvaltozik a redox homeosztazisban szerepet jatszo gének

¢s stresszvalaszgének transzkripcios profilja.

Az A. nidulans oxidativ  stresszvalaszanak és  glutationrendszerének
transzkriptomikai és proteomikai tanulmanyozasa soran (Pocsi és mtsai. 2005, Pusztahelyi
¢s mtsai. 2011, Sato és mtsai. 2009) szamos, az oxidativ stresszvalaszban és a belsd
redoxallapot fenntartdsaban kulcsfontossagii gént és fehérjét azonositottak. Ezek koziil a
gének koziil néhanyat jelen munkankban is megvizsgaltunk. Az aktinra vonatkoztatott

relativ kifejezodések mértékét a 31. dbra mutatja be.
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31. abra: Glutation-S-transzferaz (gstA, gstB, an10273, an0815, an2948, an5831 és an6158), glutation-
oxidoreduktaz (gpxA, an3255, an4215 és an4304), glutation-reduktaz (glrA), tioredoxin-reduktaz (trxR),
katalaz (catB), flavohemoprotein (fhbA), nitroreduktaz (an2343) és szuperoxid-dizmutaz (SodA, sodB és sodM)
kodolé gének kifejezddése micéliumokban (22 6ra) hmbB* (HZS.118) és hmbBA (HZS.212) torzsekben. A
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diagramokon 3 mérésbdl szamitott szérasokat tiintettiink fel. A szignifikanciakat csillagok jelolik (** p<0,005;
*** n<,0005)

A glutation-S-transzferazok az oxidativ stresszt6l védelmet nyujté rendszer fontos
clemei. Ezt a funkciojukat elsGsorban ugy valositjdk meg, hogy a redox-aktiv fehérjék
szulfhidril oldallancaihoz glutationt konjugalnak. Néhany GST azonban képes a GSH-t
GSSG-vé  oxidalni, igy glutation-peroxidaz ¢s diszulfid-reduktdz funkciot ellatni
(glutaredoxinok). Megvizsgaltuk a GST-t kodolo gstA (Fraser és mtsai. 2002) és gstB (Sato
¢és mtsai. 2009), 6t feltételezett GST-t kodolo gén (AN10273, ANO815, AN2948, AN5831 és
ANG6158), valamint négy feltételezett glutaredoxint kédold gén (gpxA, AN3255, AN4215 ¢és
AN4304) relativ mRNS-szintjét. A gstA, gpxA, AN3255, AN4304, GstB és AN10273 gének
korabbi tanulmanyok (Fraser és mtsai. 2002, Pocsi és mtsai. 2005, Pusztahelyi és mitsai.
2011) szerint stressz-indukaltak, ezért valasztottuk ki 6ket a vizsgalatainkhoz. A fennmarado
GST és glutaredoxin gének (ANO815, AN2948, AN5831, AN6158 és AN4215) szerepe még
tisztazatlan, véletlenszertien vélasztottuk ki dket az AspGD adatbazisbdl (Arnaud és mtsai.
2012). Amint az a 31. abran lathato, a gstA és AN1023 gének relativ mRNS-szintjei 12,8 és
2,7-szer magasabbak a hmbBA micéliumban a hmbB™ torzshoz képest, mig a gstB relativ
kifejezodése 2,9-szer alacsonyabb volt. A feltételezett GST-t kodolo ANO815, AN2948,
ANS5831 és ANG6158 gének kifejez6dése nagymértékben megnovekedett a hmbBA
micéliumokban (17,5; 7,5; 2,4 és 51,1-szeres novekedés). A feltételezett glutaredoxinokat
kodolo gpxA, AN3235, AN4215 és AN4304 gének relativ mRNS-szintjei 4,6; 1,3; 3,5 és

5,1-szer magasabbak voltak a ~mbBA micéliumokban a hmbB* t6rzshoz viszonyitva.

A GrlA egy glutation-reduktaz, mely a GSSG-t redukalja GSH-v4, igy kulcsszerepe
van a sejt legfontosabb redox-parjanak, a glutation redox-parnak miikodésében (Sato és
mtsai. 2009). A glrA hianyaban a trxR (tioredoxin-reduktaz, trrA-ként is ismert), catB
(katalaz) és gstB gének kifejezddése fokozddik, kiegyenlitve a GlrA hianyabdl szarmazo
oxidalt redox allapotot (Sato és mtsai. 2009). A glutation redox-par és az egyéb redox
rendszerek Osszefliggd mitkodése miatt megvizsgaltuk gIrA kifejezédése mellett a trxR és
catB gének kifejezOdését is. Azt talaltuk, hogy a glrA kifejezédése 2,8-szeresen magasabb
volt a ~imbBA micéliumokban, valamint a trxR és catB gének kifejezddés is fokozodott (2,1
és 1,8-szeresen). A TrxR ¢és GstB fehérjékrdl megallapitottdk, hogy a FhbA
(flavohemoprotein) és AN2343 (feltételezett nitroreduktdz) mellett részt vesznek a 0,8 mM
menadion indukalta stresszre adott valaszban (Pusztahelyi és mtsai. 2011). Megvizsgaltuk az
utobbi két gén (fhbA és az AN2343) mRNS-szintjét is, ami & ~zmbBA micéliumokban 15,7 és

4,3-szeres talmikodést mutatott a hmbB™ térzshoz viszonyitva.
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Mivel a hmbBA micéliumokban a szuperoxid-tartalom és a SOD enzimaktivitas
kétszer magasabb volt a hmbB™ tdrzshoz viszonyitva, megvizsgaltuk a sodA, sodB, és sodM
gének kifejez0dését. Amint az a 31. abran lathato, a SOdA és sodB mRNS-ek szintje 2,6 és
1,8-szeresen magasabb volt a szmbBA micéliumokban, mig a SodM 2,3-szeresével csokkent.

Az eredmények megvitatasa a 6.5. fejezetben torténik.
5.3.4.10.4. A hmbBA torzs oxigénfelvétele a vad tipushoz hasonlo értéket mutat

A hmbB™ és hmbBA torzsek redox allapotaban megmutatkozé kiilonbségek egyik oka
lehet a mitokondriumok hibas miikodése a delécids torzsben. Ezért megvizsgaltuk a duzzadé
konidiumok (3 o6ra) és micéliumbol (16 o6ra) eléallitott protoplasztok oxigénfelvevo
képességét a hmbB™ (HZS.118), hmbBA (HZS.212) és hmbB-his-tag (HZS.352) torzsek
esetében (32. 4dbra). Meglepd modon a vad tipushoz hasonld oxigénfelvételt mértiink a
delécios torzsben is (Kardcsony €és mtsai. 2015). A fejezet részletes targyaldsa a 6.5.

fejezetben torténik.

A Duzzadé konidiumok (3 6ra) oxigénfelvétele B  Micéliumbol szarmazo protoplasztok (16 6ra)
oxigénfelvétele
15407, T 204074
g 5 -
2 I £ s T L -
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32. abra: Duzzad6 konidiumok (3 dra) €s micéliumokbdl (16 ora) eldallitott protoplasztok oxigénfelvétele. A:
A hmbB™ (HZS.118), hmbBA (HZS.212) és komplementéciés kontroll hmbB-his-tag (HZS.352) torzsek
duzzadé konidiumainak (3 éra) oxigénfelvétele. B: A hmbB™* (HZS.118), hmbBA (HZS.212) és
komplementacios kontroll hmbB-his-tag (HZS.352) térzsek micéliumabol (16 6ra) eldallitott protoplasztok
oxigénfelvétele. A feltiintetett szorasokat 3 mérésbol szamitottuk.

5.4. A HmbC vizsgalata
5.4.1. A hmbCA deleécios torzs létrehozasa

A hmbC gén deletalasara 1étrehozott szubsztiticios kazettat a Double Joint PCR mddszerrel
allitottuk eld (4.9. fejezet). Szelekciés markerként a pabaA® gént hasznaltuk. A
konstrukciokészitéshez felhasznalt inditoszekvenciakat az III. tablazat tartalmazza. A
delécid 1étrehozasahoz egy pabaAl auxotrof A. nidulans torzset hasznaltunk (HZS.314). A
para-amino-benzoesavra nézve prototrof transzformansok koziil 30 torzset izolaltunk

tovabbi vizsgalatokra. A hmbC szekvencia detektalasara tervezett PCR-alapt eldszelekciot

80



(hmbC frw és hmbC rev inditoszekvenciak) kovetden, Southern-hibridizacio segitségével
valasztottunk ki egy olyan torzset (HZS.338), mely esetében a delécios kazetta egy kopiaban

integralodott a genomba, a hmbC lokuszban. A Southern-hibridizacios stratégiat a 33. abran

mutatjuk be.

B 5056 bp N
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33. abra: A hmbCA térzsek Southern-blot vizsgalata. A Double Joint PCR eljarassal létrehozott, pabaA*
szekvenciat tartalmazé szubsztiticios kazetta séméaja az dbra kozepén lathatd. A rovid sziirke szegmensek a
targetalast szolgalo, a genomi régidval homolog szakaszokat jelolik (hrl: a deletalds helyétél upstream iranyba
es6 szekvencia, hr2: a deletalas helyétél downstream iranyba esd szekvencia). A hmbC™ és a potencialis
delécios mutansok DNS-ét ECORV enzimmel emésztettiik. A cikk-cakkos vonalak az ECORV hasitohelyeket
jelolik. Hibridizacios probanak PCR eljarassal (hmbC down frw és hmbC down rev inditészekvenciak, lasd II1.
tablazat) felszaporitott szekvenciat hasznaltunk, melyet az dbran ,,proba” névvel jeldltink. A kettds nyilak az
EcoRV-emésztésbdl szarmazo termékek méretét jelolik. A jobb oldalon egy Southern-hibridizaciés membrant
dbrazoltunk a hmbC™ (HZS.120, bal oldal) és hmbCA (HZS.338, jobb oldal) jelekkel. Az alsé séma az intakt
hmbB 16kuszt, a felsé a kazetta beépiilése esetén létrejovd pabaA™ szelekcids markerrel szubsztitualt 16kuszt
abrazolja. A szaggatott vonalak homolog rekombinacios eseményeket jeldlnek.

5.4.2. A hmbCA torzs jellemzése

A hmbAA és hmbBA torzsek esetén alkalmazott rutin fenotipusvizsgalatokat a hmbhC4
torzs esetén is elvégeztiik, azonban egyik vizsgalat esetében sem kaptunk eltérést a kontroll

torzshoz (HZS.118) képest. A HmbC funkcio vizsgalata tovabbi kisérletek végrehajtasat

igényli a jovOben.

81



6. ERTEKELES
6.1. A HmbA élettani szerepe

A hmbA4 és hmbA™ torzsek Osszehasonlitd vizsgalatival megkezdtik a HmbA
fehérje élettani szerepének felderitését. A delécios torzs esetében a novekedési rata
szignifikans csokkenését tapasztaltuk szénforrasként gliikdzt, nitrogénforrasként natrium-
nitratot tartalmazd MM taptalajon. A novekedési rataban meglévo kiilonbség nem valtozott
tobb megvizsgalt szén ¢és nitrogénforras alkalmazasa esetén sem. A noOvekedési ratat
ozmostabilizator (1 M szorbitol) alkalmazasa hagymértékben fokozta, igy valdsziniisithetd a

sériilt sejtfalszintézis szerepe fenotipus kialakitasaban (Borgia és Dodge 1992).

A kiilonbo6z6 stresszfaktorokkal szembeni tolerancia vizsgalata soran megallapitottuk
abnormalis morfoldgiaban nyilvanult meg. Ez a fenotipus részlegesen komplementéalhato
volt a tapkozeg 0,7 M KCl-al t6rténd ozmotikus stabilizalasaval, igy ennek a fenotipusnak
kialakitasaban is feltehetleg szerepet jatszik a  sejtfalszintézis  sériilése. A
stresszkoriilményekhez torténd adaptacid soran az A. nidulans sejtek a stresszagensek ellen
véd0 metabolitokat (pl. trehaléoz) halmoznak fel (Fillinger és mtsai. 2001). A
trehaloztartalom és a hmbA4 torzs savas pH-val szembeni érzékenysége kozti esetleges
kapcsolat felderitése érdekében osszehasonlitottuk a hmbA4  és hmbA™  torzsek
micéliumainak és konidiumainak trehaldztartalmat. A varakozésoknak megfelelden mind a
micéliumokban, mind a konidiumokban szignifikdnsan alacsonyabb értéket mutattunk ki a

delécios torzs esetén.

Ismeretes, hogy a kromatin szervezddését befolyasold faktorok kihatnak a masodlagos

metabolit génklaszterek, igy a mikotoxinok termelddéséért felelds génkalszterek kifejezédésére

(Bok és Keller 2004), ezért 6sszehasonlitottuk a AmbAA és hmbA™ torzsek sterigmatocisztin

termelését. A vizsgalatok eredményei szerint a HmbA hidnydban a gomba nem képes a

sterigmatocisztint kimutathaté mennyiségben termelni.

A jelen fejezetben bemutatott fenotipusok vizsgalatival a HmbA fehérje
funkcidjanak jellemzése megkezdddott, tovabbi kisérletek sziikségesek a fenotipusok

molekuléris hatterének felderitésére és tovabbi fenotipusok azonositasara.
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6.2. A HmbB szerkezete és lokalizacioja

A jelen dolgozatban jellemzett HmbB fehérje néhany j strukturélis és funkcionalis
tulajdonsagot mutat. A fehérjét kodold gén majdnem a teljes Pezizomycotina altorzsben
megtalalhaté és hianyzik a Saccharomycotina csoportbdl. Az dsi gén tehat, amelybdl a
nevezett fehérjék eredeztethetdk, a Taphrinomycotina és a Pezizomycotina csoportok kozos
6sében megtalalhato volt (Karacsony és mtsai. 2014). A fehérje hianya a Saccharomycotina
csoportban magyarazhato a kddold gén eltiinésével is. Ez ellentmondésnak tlinhet, mivel a
Saccharomycotina és Pezizomycotina csoportokat testvér altorzseknek tartjdk a
Taphrinomycotina-val, mely utobbi az el6z6 kett6 bazalis csoportjanak tekintheté (Liu és
Hall 2004, Liu és mtsai. 2009). Valojaban, még ha a mitokondridlis HMG-box fehérjék
tobbszor is fliggetlentil kialakulhattak a sejtmagi elodokbodl, akkor is univerzalis
elterjedtséget mutatnanak az Opistokonta csoportban (gombak, metazodk és rokon
protistak). A P. polycephalum-ban jelen levé mitokondridlis HMG fehérje 1étezése jol
hangsulyozza a HMG-box fehérjék mitokondrialis szerepét az Unikonta csoportban (mely
magaban foglalja az Opistokontakat), bar egyes eukariotakban masképp fejlédott ki a

MtDNS nukleoidda szervezddése (pl. novények).

Ezidaig sem atfogd genomikai dsszehasonlitasokat, sem pedig kisérletes munkat nem
végeztek a mitokondridlis DNS-hez (mtDNS) kapcsolt fehérjék azonositasara és
eukariotakban tortént evolvalodasanak tisztazasara. Novényekben a mitokondrialis- és
kloroplaszt-DNS nem HMG-box fehérjékkel 1étesit kapcsolatot, hanem az MSH1-el (MutS
homolog 1), amely a bakterialis MutS ,,mismatch repair” fehérjével mutat hasonlosagot
(Abdelnoor és mtsai. 2003, Xu és mtsai. 2011). A trypanoszomak kozé tartozo Crithidia
fasciculata és Trypanosoma cruzi fajokban H1 hiszton-szerti fehérjék kapcsolodnak a
mitokondrialis DNS-hez (Xu és mtsai. 1996, de Souza ¢és mtsai. 2010), mig a Trypanosoma
brucei mitokondrialis nukleoid proteomikai vizsgalatok egy teljesen egyedi fehérjét
azonositottak, amely a trypanoszomak csoportjan kiviil sehol nem fordul el6 (Beck és mtsai.
2013). Egy legujabb tanulmany szerint azonban létezik egy mitokondrialis DNS-kapcsolt
HMG-box fehérje is a T. brucei-ben, a ToKAP6, amely a mitokondriumban talalhato és
esszencialis a viabilitas szempontjabol (Wang és mtsai. 2014). A folyamatrol, amely soran
az evolucidés szempontbol kiilonbozo eredetii fehérjék a mitokondrialis nukleoiddal

alakitottak ki kdlcsonhatast, Kucej és Butow (2007) munk4jaban olvashatunk részletesen.
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A HmbB és a vele ortolog MtHmg1 nem azonosithatd, de masodlagos szerkezet alapjan
struktiralis egységet mutatd régionak 3D modelljét Gsszehasonlitva az emlés Tfam konzervativ
HMG-box doménjével teljes szerkezeti azonossagot mutattunk ki. Ezzel fényt deritettiink arra,
hogy a kanonikus C-teminalis HMG-box-t6l N-terminalisan all6 hélixek két HMG-box szerti
struktarabdl allnak, melyeket ShHMG-box-nak (Shadow-HMG-box) neveztiink el (Karacsony
¢s mtsai. 2014). Az emlds Tfam-ok két HMG-boxot hordoznak, melyek az dket elvalaszto o-
hélix-szel és a HMG-boxoktél C-termindlisan talalhatd farokrésszel egyiitt ol
tanulmanyozottak mind a funkcio-, mind pedig a szerkezet szempontjabol (lasd irodalmi
attekintés). Ezekbdl a vizsgalatokbol deriilt ki, hogy a két HMG-box domén biokémiai
jellemzo6i és azok térbeli elrendezddésének eredményeképpen kovetkezik be a mitokondrialis
DNS U-alakban torténé meghajlitasa, amely lehetové teszi, hogy a fehérje polaros C-terminalis
farokrésze kolcsonhatasba tudjon Iépni a transzkripcidés inicidcids régioban taldlhatd
fehérjékkel (Rubio-Cosialis és Sola 2013). Amikor a Tfam a human LSP mitokondrialis
promoéterhez  kotdédik, a C-terminalis farokrész kolcsOnhatasba 1ép a mitokondrialis
transzkripcios faktor B-vel, mely ennek hatasara kapcsolatot 1étesit az mtRNS-polimerazzal
(McCulloch és Shadel 2003). Az A. nidulans HmbB fehérjéje az emlés Tfam fehérjékhez
hasonloan - és ellentétben a S. cerevisiae Abf2p-vel, mely nem vesz részt a transzkripcioban -
rendelkezik egy hosszu polaros farokrégioval, amely a kanonikus HMG-boxt6l C-terminalisan
helyezkedik el (4. abra). Ez alapjan valdszintinek tiinik, hogy a HmbB képes részt venni a

mitokondridlis transzkripcids apparatus kialakitdsdban a human Tfam-hoz hasonl6an.

A HmbB mitokondrialis jelenléte egyiitt jar az altalunk kimutatott proteolitikus
hasitassal, ami a fehérje mitokondridlis matrixba torténé importjat kiséri. Ez a
mitokondrialis lokalizaciot eredményezé proteolizis az N-terminalis végi ShHMG-boxot
megcsonkitja, azonban tudjuk, hogy két HMG-box is elégséges a mtDNS hajlitasahoz
(Rubio-Cosialis és Sola 2013). Az MTS (Matrix Targeting Sequence) proteolizisét kovetéen
a HmbB fehérjén két komplett HMG-box, és két ismeretlen funkcidji N-terminalis a-hélix
marad, mely utobbin sejtmagi szignalszekvencia is talalhato. A HmbB fehérje

doménszerkezetét az 34. abran mutatjuk be.
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34. abra: A HmbB fehérje doménszerkezetének sematikus, méretaranyos abraja. Az N-terminalis iranybol
haladva a fehérjén két Shadow-HMG-box (Sh-HMG-box1 és Sh-HMG-box2), majd egy kanonikus HMG-box
(HMG-box) domén talalhato. A Sh-HMG-box1 domén N-terminalis régidjaban mitokondrialis

kezdo és utols6 aminosavak sorszamai.

Meglepd eredmény volt a HmbB sejtmagi jelenléte (Kardcsony €s mtsai. 2014).
Amikor a humén Tfam fehérjét taltermelik, vagy deletaljak az MTS-szekvencidjat, a fehérje
a sejtmagban lokalizalédik (Pastukh és mtsai. 2008). Az egér Tfam fehérje alternativ
splicing-al 1étrejové variansai koziil az MTS-el nem rendelkez6 forma a spermatocita és
spermatida sejtekben kizarolag a sejtmagban jelenik meg (Larsson és mtsai. 1996). A HmbB
esetében mutatkozo kettds lokalizacié magyarazatara az MTS hasitasan vagy nem hasitasan
(és nem az alternativ splicing-on) alapuld sejtmagi és mitokondridlis izoformak 1étrejottét
feltételezziik. Rendkiviil érdekes megfigyelésiink, amely a HmbB sejtmagi lokalizacijanak
a gombafonal egyes kompartmentjeire valo korlatozodasat mutatja, felveti a hifa kiilonb6z6

régidinak funkcionalis specializaltsagat, amelynek tisztazasa tovabbi kutatasokat igényel.
6.3. A HmbB szerepe a sterigmatocisztin bioszintézisében

Kimutattuk, hogy a HmbB sziikséges a sterigmatocisztin bioszintéziséhez, ami
latszolag ellentmond a sterigmatocisztin bioszintéziséért felelés génklaszter vizsgalt 3 génjét
érintd transzkripcids vizsgdlat eredményeivel (Karacsony ¢és mtsai. 2014). Vonzo
magyarazatként meriil fel annak a lehet6sége, hogy a sterigmatocisztin-bioszintézis
génklaszter azokban a hifakompartmentekben irodik at, amelyekben a HmbB sejtmagi
lokalizaciot is mutat (5.3.4.8. fejezet). Ez egyben azt jelentené, hogy a masodlagos
metabolitok képzddése specializalodott hifakompartmentekre korlatozodik. Ez nem lenne
meglepd eredmény, ugyanis a Fusarium graminearum-ban, ahol megtalalhat a HmbB
egyik ortoldgja, a trichotecén mdasodlagos metabolit bioszintéziséért felelés enzimek egy
specifikus képletben, specializalt ovoid sejtekben, a toxiszomakban lokalizalodnak (Menke
¢s mtsai. 2013). A sterigmatocisztin és egyéb masodlagos metabolitok génklasztereinek
aktivaciojaban és csendesitésében szdmos kromatin-kapcsolt protein vesz részt (Bok és

mtsai. 2006, Reyes-Dominguez €s mtsai. 2010, Soukup és mtsai. 2012, Nutzmann és mtsai.
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2013), ezért a HmbB konkrét szerepének meghatarozasa, és ezen szerep bemutatasa a mar
ismert kromatinszabalyozo6 faktorok viszonylataban rendkiviil izgalmas 1j kutatasi irdnyhoz
vezet. Kisérleti eredményeink alapjan nem zarhatjuk ki azt sem, hogy a HmbB szerepe a
sterigmatocisztin  bioszintézisében indirekt moddon, a mitokondriumban  betoltott
mely alapjan a NAD+ és NADH mennyisége befolyassal van a masodlagos metabolizmus
génklaszterek kifejezodésére, feltehetdleg a H4 hiszton 16-os lizin aminosavanak SirA
medialt deacetilalasan keresztiil. Sajat kutatasi eredményilink alapjan talan még nagyobb
mélységben tarulhat fel a sterigmatocisztin-bioszintézis reguldcioja, hiszen a delécios
mutansban tapasztalt paradoxon a génklaszter gének transzkripcidés aktivitasa és a
sterigmatocisztin bioszintézisének hianya kozott, valamint a GFP-faziés HmbB-t kifejez6
torzs esetében megfigyelt, vad tipushoz hasonlé mértékii sterigmatocisztin-termelédés a
hmbBA torzshoz hasonld mértékii génkifejezédés mellett arra utal, hogy a HmbB fehérje a
sterigmatocisztin bioszintézisére legalabb két, egymastol fliggetlen mdodon is képes hatni

(Karacsony és mtsai. 2014).
6.4. A HmbB szerepe az ivartalan és ivaros sporak csirazasaban

A hmbBA torzs esetében megfigyelt, a fehérje mitokondridlis szerepével
Osszefiiggésbe hozhatd szdmos pleiotrop fenotipus (micélidlis ndvekedés, morfologia, a
konidiumok metabolizmusa, az oxidativ stresszel szembeni érzékenység) kozil a
legszembetlinbb a HmbB fontossdga a konidiospordk és aszkosporak csirazasdban. A
HmbB hidnydban a konidiumok nagy részében drasztikusan lecsokken a mtDNS
kopiaszdma, melynek mértéke teljes mértékben korrelal a konidiumok csirazoképességével
(Karacsony és mtsai. 2014). Logikus azt feltételezni, hogy ok-okozati Gsszefiiggés van a
mtDNS hidnya ¢és a konidiumok alacsony csirdzoképessége kozott. A hmbBA
konidiumokbol mindemellett nem hianyoznak a mitokondriumok, amelyekrél MTT és
MitoTracker RedFM festésekkel, valamint oxigénfogyasztasuk mérésével bizonyitottuk,
hogy metabolikusan aktivak. Megallapitottuk, hogy a HmbB-fehérjék érett konidiumokban
torténd jelenléte a mitokondriumokban elengedhetetlen a mMtDNS koépiaszamanak
fenntartasaban (Karacsony és mtsai. 2014). A duzzadd konidiumokban fennall6 mtDNS-
kopiaszam és az arrdl atirodd6 mRNS-ek mennyisége kozotti aranytalansag (30. abra)
feltehet6leg a vizsgalt mRNS-eknek a konidiogenezis soran bekovetkezd, a mtDNS
szegregalodasat megel6zo transzkripcionak koszonhetd és az mRNS-ek érett konidiumokban

torténd felhalmozodasanak. A HmbB-GFP fehérje konidiofoérokban torténd eloszlasa olyan
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események sorozatat veti fel, amelyek felelosek lehetnek a mtDNS elvesztésében a imbBA
torzs konidiogenezise soran. Erds HmbB-GFP fluoreszcencia figyelhetd6 meg a
vezikulumban és a fialidokban, ahol a mitokondriumok erds felhalmozodasat is
megfigyeltik (26.A 4bra, d és e panel). Esszeri azt feltételezni, hogy a konidiumok
fialidokrol torténé leflizOdése soran a mtDNS replikacion esik at a konidiumok
mitokondriumaiban, amely folyamatban a HmbB-nek fontos szerepe van. Jelenleg nincs adat
a szakirodalomban, ami bemutatna a mitokondriumok sorsat a konidiogenezis soran az
Aspergillus-okban, leszdmitva néhany korai elektronmikroszkopos vizsgalatot, amely nem
kifejezetten ezt a célt szolgalta, de mindenesetre igazoltdk a mitokondriumok
vezikulumokban torténd felhalmozodasat (Weisberg és Turian 1971, Sewall és mtsai. 1990).
Amibdl kiindulhatunk, az az, hogy a konidiumok fialidokrél torténd leflizodésekor
bekovetkez6 sejtmagosztodast parhuzamba lehet allitani a S. cerevisiae sarjadzasakor

bekovetkez6 sejtmagosztodasaval (Timberlake 1993), tovabba az, hogy a mitokondrialis

cres

e ey

sériillését, ami a mMtDNS kopiaszamanak csokkenését eredményezte a leanysejtekben
(Miyakawa ¢és mtsai. 2010). Igazoltuk, hogy a konidium csirazoképessége a hmbBA torzs
esetében autonom, nem komplementalhatd heterokarionokban (Karacsony és mtsai. 2014).
Ez nem meglepd, mivel a sporuldlé heterokarionok vezikulumai szinte kivétel nélkiil
homokariotikusak, amibdl sziikségszertien kovetkezik, hogy a metulak és fialidok is azok,
melyek koziil az utobbi mar csak egy sejtmaggal rendelkezik (Timberlake 1990).
Eredményeink mindenféleképpen arra utalnak, hogy a mtDNS szegregalodik a
konidiogenezis soran, de nem adnak valaszt arra a kérdésre, hogy a konidiogenezis melyik

1épésében kovetkezik be ez a folyamat.

A HmbB fehérjének az aszkospdrak csirazoképességében betdltott szerepe analdog a
konidiumok esetében megfigyelttel. Azonban a konidiospordk csirazoképességével
ellentétben sem a HmbB-GFP sem a GFP-HmbB fuzids konstrukcio nem volt képes
komplementalni az aszkosporak alacsony csirazoképességét (26. D abra), amivel
egybehango6zan azt tapasztaltuk, hogy a fizios fehérjék az aszkuszoknak és aszkosporaknak
csak kis szazalékaba jutnak be (29. abra). Ugy tiinik, hogy a fuzios HmbB fehérje képtelen
bejutni az aszkospoérak mitokondriumaiba. Ez az eredmény barmilyen zavard is elso
ranézésre, ramutat arra, hogy a mitokondriumok szegregécioja az ivaros ¢és ivartalan ciklus

soran eltéré modon valdsulhat meg.
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6.5. A HmbB fehérje hatasa a redox kornyezetre

Mig az &sszes glutation mennyisége nem kiilonbozott a hmbB™ és hmbBA torzsek
konidiumaiban, a GSSG mennyisége 20-szor kevesebb volt a delécids torzsben. Ez az
alacsony ROS- ¢és SOD-mennyiségekkel egyiitt azt sugallja, hogy a AmbBA konidiumok
reduktiv redox allapotban vannak (5.3.4.10.1. fejezet). Feltételezziik, hogy ez az erdsen
reduktiv belsé kornyezet — akar kizarolagos — szerepet jatszhat a delécids torzs ivaros €s
ivartalan sporainak rendkiviil alacsony csirazoképességében. A hmbB* és hmbBA torzsek
micéliumanak 5.3.4.10.1. fejezetben részletezett intracellularis redox jellemzdinek fébb

vonasat a 35. abran foglaljuk Ossze.
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35. abra: A GSH-, GSSG- ¢és szuperoxid-tartalom, valamint a SOD aktivitas sematikus szemléltetése
kezeletlen és menadionnal, vagy diamiddal kezelt hmbB™ (HZS.118) és hmbBA (HZS.212) torzsek
micéliumaiban. Az adbra az VI. tablazat adatait szemlélteti. A kezeletlen micéliumokat 36 oraig neveltiik
MM-paba tapoldatban. Menadion- és diamidkezeléshez a torzseket 30 6raig MM-+paba tapoldatban neveltiik,
majd a tapoldatokat 0,8 mM menadionnal, vagy 1,8 mM diamiddal kiegészitve tovabbi 6 oraig inkubaltuk a
tenyészeteket. GSH: redukalt glutation, GSSG: oxidalt glutation, SOD: szuperoxid dizmutaz.

A hmbBA micéliumok magasabb GSSG-tartalma arra utal, hogy a glutation redox-
par az oxidalt allapot felé mozdul el, melyet csak kis mértékben tud kompenzalni a kimért
GSH-szint novekedés, ami a redox-par redukald kapacitasat probalta novelni. A glutation
redox-rendszer oxidalt allapotabol, valamint a megduplazodott szuperoxid- és SOD-
mennyiségekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a AmbBA micéliumok endogén oxidativ
stressznek vannak kitéve (35. abra). Feltételezésiink szerint a hmbBA torzs paradox
viselkedése, a menadionnal szemben mutatott fokozott érzékenysége €s a diamiddal
szemben mutatott tolerans fenotipusa a glutation redox-rendszerben bekdvetkez6 valtozassal

¢s az endogén oxidativ stresszel magyarazhato.

room

A menadionnal torténé kezelés soran a himbBA micéliumok Osszes glutationtartalma

a felére csokkent a hmbB™ t6rzshoz hasonloan, a GSSG-tartalom azonban meglepd modon
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véltozatlan maradt a mutans torzsben (35. dbra). Fontos, hogy a hmbB* micéliumokban a
kezelés hatasara a GSSG-tartalom 4,2-szeresével csokken, ami egy olyan kompenzacios
folyamat eredménye, amelynek szerepe a glutation redox-par redox potencialjanak
fenntartasara iranyul (35. dbra). Ez a kompenzacios folyamat a smbBA micéliumokban nem
mukodik sikeresen (35. abra) és ebbdl kifolyolag a glutation redox-par egy oxidaltabb redox
allapotba sodrédik. Azt, hogy a hmbBA micéliumok menadion hatdsara fokozottabb oxidativ
stressznek vannak kitéve, tovabbi kisérleti eredmények is igazoltdk. A G6PD aktivitasa 1,6-
szorosaval csokkent, ezzel szemben a glutation redox rendszer fenntartasaért felelOs
enzimek egy része hiperaktivalodott (8,5-sz6rés novekedés a GR és GST; 5,3-szoros
novekedés a GPx aktivitdsban). Mivel a G6PD felelés a NADP NADPH-va torténd
redukalasaért (mely utobbi a glutation redox rendszer termodinamikai hajtoereje), ezért a
G6PD mennyisége limitalo tényezoként jelentkezik a delécids micéliumokban. A G6PD-
aktivitds csokkenése a hmbBA micéliumokban a glutation redox kor kapacitdsanak

csokkenéséhez vezet, ezért a mutans tdrzs nem képes az intracellularis redukald erét potolni.

A diamid biologiai hatasat elsdsorban a redukalt glutationtartalékok kimeritésén
keresztiil fejti ki, megvaltoztatva a glutation redox-par redox kapacitasat (lasd hmbB™, 35.
abra). A hmbBA micéliumok diamiddal szemben mutatott rezisztencidjanak valdszinli oka a
GSH-tartalomban kereshetd, amely a mutins torzsben az alapallapothoz képest nem
valtozik, a vad tipusban azonban lényegesen lecsdkken a diamiddal torténd kezelés hatasara
(35. abra). Azt gondoljuk, hogy ennek oka az, hogy a kezeletlen ~imbBA micéliumokban a
magas GSSG-szint altal eldidézett kompenzacids folyamat eredményeként megemelkedik a
GSH-termelés, amely kozvetleniil azt eredményezi, hogy diamidkezelés hatdsdra a mutans

torzs rezisztens modon viselkedik.

A hmbB™ és hmbBA micéliumok és duzzadé konidiumok NADPH és NADP
tartalménak Osszehasonlitisa a glutationkorforgas tekintetében ravilagitott arra, hogy a
hmbB* és hmbBA micéliumok és duzzadd konidiumok NADPH-tartalma ellentmondé
eredményeket adott a mintdk NADP-tartalméanak és G6PD-aktivitdsanak tiikrében. A hmbBA
konidiumokban a NADPH mennyisége a hmbB™ torzzsel megegyezd értéket mutatott,
azonban a NADP mennyisége 7,9-szer magasabb, a G6PD aktivitasa pedig 4,4-szeresével

alacsonyabb volt a hmbB™ konidiumokhoz képest (36. abra).
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A:hmbBA konidiumok B:hmbBA micéliumok

2GSHY-1.4x GSSGY-20x 2GSHA+4,4x GSSGA+2x
GR GR

NADPH+H* NADP*A+7,9x  NADPH+H*Y-1,4x  NADP*A+3x

A Y

a ? M s ? M

A G6PD V-4,4x M G6PD A+3,5x

36. abra: A GSH regeneracios ciklusaban résztvevé GSH-, GSSG-, NADPH- ¢s NADP-értékek, valamint a
GR- és G6PD-aktivitasok valtozasanak bemutatasa a hmbBA (HZS.212) duzzad6 konidiumokban (A, 3 ora
inkubalas) és a micéliumokban (B, 36 6ra inkubalas) a hmbB™ (HZS.118) kontroll térzs estében mért
értékekhez viszonyitva. Az értékeket az V1. tablazatban feltiintetett adatokbol szamoltuk. GSH: redukalt
glutation, GSSG: oxidalt glutation, NADP: oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat, NADPH+H":
redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat, GR: glutation-reduktaz, G6PD: gliikoz-6-foszfat
dehidrogenaz. A kérddjelet tartalmazoé sziirke dobozok nem felderitett folyamatokat jeldlnek. A felfelé iranyulo
nyilak a NADPH-betaplalast, a lefelé iranyul6 nyilak a NADPH-szivargast mutatjak.

A NADPH mennyisége jol korrelalt a GSSG- és GSH-tartalommal, valamint a GR-
aktivitassal, ami alatamasztja azt a kovetkeztetésiinket, hogy a konidiumok reduktiv bels6
kornyezettel rendelkeznek. Azonban a vad tipuséhoz hasonl6 NADPH-mennyiség van jelen
a hmbBA duzzadd konidiumaiban, annak ellenére, hogy a G6PD-aktivitas Iényegesen
alacsonyabb (36. abra). A glutation-korforgasba torténé varatlan NADPH-betaplalas
legkézenfekvdbb magyarazata vagy a pentozfoszfat Gitvonalon kiviili egyéb NADPH-termeld
metabolikus folyamatok tilmiikodése (pl.: malat Gitvonal, izocitrat Gtvonal, glutamat Gtvonal,
vagy a nemrég jellemzett 10-formil-tetrahidrofolat utvonal (Fan és mtsai. 2014), vagy a
NADP mitokondriumhoz kotott redukcidjanak fokozodédsa, amelyben a mitokondrialis
NADH ¢és a transzhidrogenazok vesznek részt. Ezzel éppen ellentétes jelenséget figyeltiink
meg a hmbBA micéliumokban. Itt annak ellenére, hogy a hmbB* micéliumokhoz képest a
NADP-szint 3,2-szeresen megemelkedett, a G6PD pedig 3,5-szeresen megemelkedett
aktivitast mutatott, a NADPH mennyisége 1,4-szeresével lecsokkent (36. abra). A NADPH
mennyiségének varatlan csokkenése, a glutation-korforgasbol torténd elszivargésa
hozzdjarul a hmbBA micéliumok oxidativ redox allapotdnak létrehozasahoz, a GSSG
felhalmozodasahoz ¢s GSH mennyiségének elégtelenségéhez. A NADPH elszivargasat
okozhatja a NADPH-t igénylé6 metabolikus folyamatok tulmiikddése és/vagy a
mitokondrialis P450 rendszer aktivitdsdnak fokozddéasa, mely utdbbi az oxigénmolekulakat

egy elektronnal redukalva artalmas szuperoxid gyokok képzddését eredményezi. Ez utobbi
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tamasztja ald a hmbBA micéliumok magasabb szuperoxidtartalma (35. abra), mely a vad
tipushoz hasonl6 oxigénfelvétel miatt (5.3.4.10.4. fejezet) nem szarmazhat a 1égzési lancbol.
Ezeknek a megfigyeléseknek alapjan valdsziniileg a mitokondrialis P450 rendszer fokozott

mukodése felelos a AimbBA micéliumok magas szuperoxid- ¢és alacsony NADPH-tartalmaért.

A korabbi transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatok sordn azonositott, a
menadionkezelés hatasara kifejezodd gének (Pocsi és mtsai. 2005, Pusztahelyi és mtsai.
2011) hmbBA micéliumokban torténd atirodasa jelentdsen megvaltozott (5.3.4.10.3. fejezet).
Az 0Osszes GST-aktivitds megkétszerez6dott a AmbBA micéliumokban és a vizsgalt
feltételezett vagy azonositott GST-t kodold gén kifejezddése is fokozddott a gstB
kivételével. Erre a kivételre magyarazatot adhat a grlA megemelkedett atirddasa. Sato és
mtsai. (2009) megfigyelték, hogy a gstB magasabb szinten fejezédik ki grid4 genetikali
hatteri torzsekben. A hmbBA torzsben a grlA 2,8-szor magasabb, a gstB viszont 2,9-
szeresével alacsonyabb szinten fejezédik ki, mint a hmbB™ torzs esetében, ami dsszhangban

lehet a grlA expresszidjanak vart csokkenésével a gstB fokozott atirddasa esetén.

Az altalunk tanulmanyozott §sszes ismert vagy feltételezett glutaredoxint kédolé gén
magasabb szinten irodott at a AmbBA torzsben. Mivel a glutaredoxinok GSH-fiiggd
diszulfid-redukalok, kézenfekvé azt feltételezni, hogy ok-okozati Gsszefliggés van a hmbBA
micéliumban a glutaredoxinok fokozott atirodasa és magas a GSSG-tartalom kozott.
Emellett a glutaredoxinokat kodold gének tulmilkodése jelezheti azt is, hogy a hmbBA
micéliumban fennall6 intracelluldris oxidativ stressz kihat a redox-érzékeny (szulthidril

csoporttal rendelkezd) fehérjekre.

Erdekes modon az AspGD genomi adatbazisbol (Arnaud és mtsai. 2012)
véletlenszerlien kivalasztott, feltételezett GST-t vagy glutaredoxinokat kodold gének
(ANOS815, AN2948, AN5831, AN6158 és AN 4215) szignifikdns talmiikodést mutattak a
hmbBA micéliumokban. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy ezek a feltételezett GST-
vagy glutaredoxin-aktivitassal bird géntermékek részt vesznek a glutationrendszer
muikodésében ¢és az oxidativ stresszel szembeni védelemben, igy tovabbi kutatasok
célpontjai lehetnek, melyek hozzdjarulndnak a bioldgiai redox folyamatok mélyebb

megismerésé¢hez.

Az 0Osszes GR-aktivitds nem kiilonbozott a hmbB* és hmbBA micéliumokban,
azonban a glrA mRNS-ek 2,8-szeres mennyiségét mutattuk ki a mutans torzsben a vad

tipushoz képest. Ennek oka lehet az enzim kifejez8désének transzlacid szintjén torténd
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szabalyozasa, vagy egyéb ok, pl. az enzim mikodését befolyasold koriilmények (pl.: poszt-

transzlacidos modositas) hatasa.

Az 6sszes SOD-aktivitas megduplazddott a hmbBA micéliumokban. A SOD enzimet
kodolod gének koziil (sodA, sodB, sodM) egyediil a sodA kifejez6désének mértéke nétt meg
Iényegesen, 2,6-szeresére. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy a SodA enzim egy dominans

valaszfehérje a hmbBA torzs esetében kimutatott endogén oxidativ stressz soran.

Mivel a 1égzést az artalmas ROS-ok folyamatos termelddése kiséri, feltételeztiik,
hogy a hmbB™ és hmbBA micéliumok szuperoxid-tartalmanak kiilonbozésége (V1. tablazat) a
1égzési aktivitds megvaltozasara vezethetd vissza. Nem vart eredményként kozel megegyezd
oxigénfelvételi ratdit mértink a mutdns és vad tipusok esetében a micéliumokban ¢és a
konidiumokban is. Annak tiikrében, hogy Bakkaiova és mtsai. (2014), akik a Yarrowia
lipolytica mitokondrialis nukleoidot organizald HMGB fehérjéjét vizsgaltak (Ylmhblp), a
ylmhb1 géndelécids torzsben vad tipust 1égzést mértek ki annak ellenére, hogy a delécios
mutansban a hmbBA deléciés mutanshoz hasonloan mtDNS kopiaszam-csokkenést és az
arrol  atirodd6 mRNS-ek mennyiségének csokkenését tapasztaltdk, a sajat 1égzési
eredményeink aldtdmasztottnak tekinthetdek. Feltételezziik, hogy a HmbB fehérje nincs
befolyassal a 1égzés aktivitdsdra, vagy ha igen, akkor a fehérje szerepének hianya
kompenzalhatd mas fehérjék aktivitasa altal. Azt, hogy a HmbB hidnyaban ennek ellenére
novekszik a micéliumok szuperoxid tartalma, valamely a 1égzési lanchoz nem kot6do,
szuperoxidot termelé folyamat, pl. a mitokondrialis citokrom P450 rendszer fokozott

mitkddése okozhatja.
6.6. A HmbB funkcidinak osszefoglalasa

Kisérleteink eredményei igazoltdk a HmbB fehérje szerepét szdmos élettani
folyamatban. Mivel a HmbB fontos szerepet t6lt be az ivartalan és ivaros sporak
csirazoképességében, a mitokondridlis DNS replikacidjaban, a sterigmatocisztin-termelésben
¢és a sejt redox kornyezetének fenntartasaban, rendkiviil izgalmas tavlatokat nyitna annak
vizsgalata, hogy ezek a biologiai folyamatok direkt vagy indirekt médon kotédnek a HmbB
fehérjéhez. Az oxidativ stressz, a masodlagos metabolizmus és a szexudlis ciklus kozotti
érdekes Osszefliggésekre csak az utobbi években kezdtek felfigyelni, amely sordan példaul
fényt deritettek arra, hogy A. nidulans-ban a NapA és DIpA stresszvalasz-fehérjék fontos
szerepet toltenek be a fejlddési folyamatokban és a sterigmatocisztin-termelésben

(Wartenberg és mtsai. 2012, Yin és mtsai. 2013)
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A HmbB fehérje részletes vizsgélataval, nem csak a HMG-box fehérjék szerepével
kapcsolatos ismereteket sikeriilt béviteniink, de eredményeink ravilagitottak néhany érdekes,

eddig nem kutatott folyamat lehetéségére A. nidulans esetén.

A HmbB az ivartalan és ivaros sporak csirazasaban betoltott szerepét valosziniileg a
gomba redox allapotanak befolyasolasaval éri el (Karacsony és mtsai. 2015), ramutatva a

redox allapot és a csirazoképesség 0sszefiiggésére.

A GFP-vel fuzionalt HmbB fehérje a deléciés mutansban Kifejeztetve csak az
ivartalan sporak mitokondriumaiban halmozodott fel és javitotta a csirazoképességet. Az
ivaros sporak esetében ez nem valdsult meg (Kardcsony és mtsai. 2014). Az eredmény
egyértelmiien arra utal, hogy a mitokondriumok sporakba keriilése az ivaros ¢€s ivartalan
sporak esetében kiilonb6z6 mechanizmusok altal valosul meg. A folyamatok felderitése

tovabbi kutatisok targyat képezheti.

A fehérje lokalizacigjanak vizsgalatdval megdallapitottuk annak kettds jellegét. A
GFP-vel fuzionalt HmbB a mitokondriumban minden esetben, a sejtmagban viszont csak

alkalmanként, néhany sejtben fordult el6 (Karacsony és mtsai. 2014). Ez az eredmény

crer

A sterigmatocisztin termelés €és a szintézisgének atirddasa kozti ellentmondas azt
sugallja, hogy a mikotoxin szintézise nem csak a transzkripcio szintjén szabalyozott, hanem
a transzkripcid utdn (transzlacid/poszt-transzlacid), vagy a bioszintézisben szerepet jatszo

faktorok szabalyozasaval valosul meg (Karacsony és mtsai. 2014).

Az endogén oxidativ stressz alatt all6 hmbBA micéliumokban az altalunk
megvizsgalt, a szekvenciajuk alapjan feltételezhetéen GST-t, vagy glutaredoxinokat kodold
gének atirodasa megemelkedett (Karacsony és mtsai. 2015). Ez az eredemény alatamasztja
az emlitett gének szerepét a normal redox allapot fenntartdsaban, igy indokolt a gének altal

kodolt fehérjék oxidativ stressz elleni védelemben bet6ltott szerepének kutatasa.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az Aspergillus nidulans az egyik legjobban tanulmanyozott fonalasgomba
modellszervezet. Szamos biologiai folyamatot tanulmanyoztak részletesen segitségével, pl.
az életciklus szabalyozasat, transzportfolyamatokat, masodlagos metabolit-termelést ¢és
stresszfolyamatokat. Az utobbi években intenziven tanulmanyoztdk az A. nidulans
kromatinszervezddését és kromatinszerkezetét is. Ezek a kutatdsok azonban nem terjedtek ki
az A. nidulans-ban talalhato architektaralis High Mobility Group (HMG) fehérjékre, mely
fehérjék azonositasa és jellemzése Saccharomyces cerevisiae és Candida albicans fajokban
mar régota folyik. Ezért munkank céljaul tztik ki az A. nidulans HMG fehérjék
azonositasat és élettani szerepiik jellemzését, kiillonos tekintettel a mitokondrialis HMG-box

fehérjére.

In silico vizsgalattal az A. nidulans genomjaban hét HMG-box domén fehérjét
kodold gént talaltunk, melyek koziil harom, feltehetdleg architekturalis szerepet betoltd
HMG-box fehérjét valasztottunk ki vizsgalatainkhoz (AN2885 azaz HmbA, AN1267 azaz
HmbB és AN10103 azaz HmbC). Bioinformatikai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a HmbC
fehérje két HMG-box domént hordoz, legkdzelebbi jellemzett homologjai a Hmol (S.
cerevisiae) és Sp-Hmol (S. pombe) fehérjék. A HmbA fehérje egyetlen HMG-box domént
hordoz, ortoldg az architektaralis szerepet betolté Nhp6A/B (S. cerevisiae) fehérjékkel. A
HmbB egyetlen konzervalt HMG-box domént hordoz, amit rendkiviil hosszi N-terminalis
régi6 el6z meg. A hosszt N-termindlis régidhoz semmilyen ismert PFAM domén nem volt

kotheto.

Az HmbB filogenetikai vizsgalatanak eredményei, valamint a meglévé intronok
pozicionalédasanak abszolut konzervaltsaga alapjan megallapitottuk, hogy a teljes
Pezizomycotina csoport, valamint a Taphrinomycotina csoporton beliil a Pneumocystis fajok
HmbB-vel ortolog fehérjét hordoznak. Ez arra utal, hogy az 6si gén, amelybdl a mai
ortologok eredeztethetdk, a Taphrinomycotina €s a Pezizomycotina csoportok k6zos dsében

megtalalhato volt.

Bioinformatikai elemzésiink alapjan a HmbB és néhany ortologja valdsziniileg
tartalmaz egy mitokondrialis pre-peptidet az N-terminalison. A HmbB tartalmaz sejtmagi
transzportot eredményez6 motivumot IS a szekvenciavizsgalat szerint. Haromdimenzids
modellezéssel 3 HMG-box jelenlétét azonositottuk a HmbB-ben, melyek mindegyike

tokéletesen illeszthetd volt a human HMGB1 konzervalt HMG-boxanak haromdimenzids
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modelljére. Ez arra deritett fényt, hogy bar a koédold szekvencia rendkiviili mértékben
divergal, a szerkezet szigortian konzervativ marad. Mivel AS-homologia alapjan nem lehet a
HmbB két N-terminalis HMG-boxat azonositani, azonban szerkezetileg egyértelmiien
HMG-box domének, ezért ShHMG-box-nak (Shadow-HMG-box) neveztiik el 6ket. A
HmbB rendelkezik egy hosszii C-terminalis polaros farokrégidéval, ami a huméan Tfam
fehérjék analdgidja alapjan valdszinlisithetéen kolcsonhatdsba 1ép a mitokondridlis

transzkripcids apparatussal - ellentétben a vizsgalt ¢leszté mitokondrialis fehérjékkel.

Megvizsgalva a hmbB transzkripcios szintjét, kimutattuk, hogy a HmbB fehérjét
kodold mRNS az A. nidulans fejlédése soran folyamatosan és nagy mennyiségben van jelen,

ami a fehérje fontossagara illetve szerepének altalanos sziikségességére utal.

A HmbB-GFP és GFP-HmbB fuzids fehérjék lokalizaciojat hmbBA genetikai
hattéren vizsgalva megéllapitottuk, hogy a HmbB fehérje mitokondridlis lokalizaciét mutat
nyugvo spoéraban, valamint az izotropikus novekedési és micélialis fazisban is. Ritkan,
szeptumok altal hatarolt kompartmentekben megfigyeltik a fuzios fehérjék kettds
(mitokondridlis és sejtmagi) lokalizaciojat is, amely Western-blot analizisiink alapjan inkébb
a MLS motivum pre-peptid hasitdsa, vagy nem hasitdsa okan kialakuld6 HmbB izoformaknak
koszonhetd, semmint mRNS splicinggal 1étrejovo izoformaknak. A kompartment-specifikus
nuklearis lokalizacié felveti annak a IehetOségét, hogy egyes hifakompartmentek
specializalodtak valamilyen biologiai folyamatra (pl. sterigmatocisztin-bioszintézis), melyre

a HmbB hatast gyakorol.

Kimutattuk, hogy HmbB hianydban a sterigmatocisztin-bioszintézis vagy
drasztikusan lecsokkent vagy elmaradt, mikozben a sterigmatocisztin-szintézisért felelGs
génklaszter 3 vizsgalt génjének transzkripcidja jelentdsen fokozodott. Ezen kiviil a GFP-vel
fuzionaltatott HmbB fehérjét kifejez6 torzsek a vad tipushoz hasonlé mértéki
sterigmatocisztin-termelést mutattak, de a bioszintézis génklaszter vizsgalt génjei a hmbBA
torzshoz hasonld szinten fejezédtek ki. Ez a latszolagos ellentmondas konnyen feloldhatd
azzal, hogy a HmbB fehérje a sterigmatocisztin bioszintézisére legalabb két, egymastol
fiiggetlen modon is képes hatni. A szintézisgének transzkripcidjanak szabalyozasan felil a
HmbB példaul a megfeleld6 NADPH/NADP arany fenntartdsaval is befolyassal lehet a

sterigmatocisztin szintézisére.

Kimutattuk, hogy a HmbB esszencidlis az ivartalan és ivaros sporak csirazasdhoz. A

fehérje hianyaban az ivartalan sporak mtDNS-kopiaszdma drasztikusan lecsokken, melynek
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mennyisége korrelal a sporak csirazoképességével. Feltehetdleg 0sszefiiggés van az alacsony
csirazoképesség és a lecsOkkent mtDNS-tartalom kozott. Mindemellett a  hmbBA
konidiumok mitokondriumainak mikroszkopos vizsgalata és az oxigénfelvétel sebességének
meghatarozasa alapjan ugy tlinik, hogy a hmbBA konidiumok a vad tipussal megegyez6
szamu, funkcionald mitokondriummal rendelkeznek. A HmbB-GFP koncentralédasa a
vezikulumokban ¢és a fialidokban, valamint az ivartalan sporak lecsokkent mtDNS-tartalma
arra utal, hogy a HmbB fehérjének fontos szerepe van az mtDNS konidiumokba torténd
szegregalodasaban a konidiogenezis soran. A HmbB fehérjének az aszkosporak
csirazoképességében betoltott szerepe analdg lehet a konidiumok esetében megfigyelttel,
azonban a konidiosporakkal szemben a GFP fuziés HmbB csak az aszkuszok €s aszkosporak
kis széazalékdba jutott be, ezért a GFP-fuziés fehérje az aszkospordk alacsony
csirazoképességét nem komplementalta. Ez arra utal, hogy a mitokondriumok szegregacioja

az ivaros és ivartalan ciklus soran eltéré modon valdsul meg.

A hmbBA konidiumok redox rendszereinek vizsgalati eredményei (alacsony GSSG-,
szuperoxid- és SOD-tartalom) arra utalnak, hogy a AmbBA izotropikus novekedésben 1évo
konidiumokat reduktiv intracellularis redox kornyezet jellemzi. Ez a jelenség dsszefiigghet a
hmbBA spordk alacsony csirazoképességével. A hmbBA konidiumokban a hmbB™
konidiumokkal megegyez6 NADPH-szint ellenére alacsonyabb G6PD-aktivitast észleltiink,
mint ami a hmbB" konidiumokban megfigyelhetd. Ez arra utal, hogy a pentoz-foszfat
utvonalon kiviilrdl NADPH-betaplalas torténik a legfébb redox-kornyezetet befolyasolo
rendszerbe (GSH-GSSG rendszer), amely szarmazhat egyéb NADPH-termelé metabolikus
folyamatok tulmiikodésébdl, vagy a NADP mitokondriumhoz-kotott redukcidjanak

fokozodasabol.

Megallapitottuk, hogy a hmbBA micélium endogén oxidativ stressznek van kitéve,
ami Osszefiigg azzal, hogy a glutation redox rendszerb6l NADPH-szivargas torténik. Ennek
egyik lehetséges oka a mitokondridlis P450 rendszer talmiikddése, mely NADPH-
felhasznalas mellett szuperoxid gyokoket termel. Ez dsszhangban all a micéliumok magas

szuperoxid-tartalmaval.

Részletesen feltartuk a hmbBA mutdns menadionnal szemben mutatott fokozott
érzé¢kenységének, valamint a diamiddal szemben mutatott fokozott toleranciajanak
kialakitasahoz hozzajarulé faktorokat. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy menadion-

stressz alatt a imbBA micéliumokban a hmbB™ tdrzshdz képest a glutation redox-par
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oxidaltabb allapotba keriil, valamint csokken a hmbBA sejtek G6PD-aktivitasa. A cs6kkent
mennyiségli G6PD nem képes a glutation redox kor kapacitdsat fenntartd, megfeleld
mennyiségli NADPH eldallitasara. A glutation-rendszer csokkent kapacitdsa és a sejtek
endogén oxidativ stressznek vald Kkitettsége lehet az oka a hmbBA térzs menadionnal
szemben mutatott fokozott érzékenységének. Diamid oxidativ stresszagenssel torténd
kezelés hatdsdra a hmbB™ térzsben a felére csokken a GSH-tartalom, mig a smbBA térzsben
az valtozatlan marad. Igy a kezeletlen 7mbBA micéliumokban a magas GSSG-szint éltal
eléidézett kompenzacids folyamat eredményeként megemelkedik a GSH-termelés, ami azt
eredményezi, hogy a diamid — egy adott alkalmazott koncentracidig — a fennallo glutation-
rendszer miikodésének karositdsa nélkiil redukalodik. A jelenség fenotipikusan a delécids

torzs diamid-tolerancidjanak novekedésében nyilvanul meg.

A HmbB élettani szerepének részletes vizsgalata mellett elkezdtik a HmbA és
HmbC fehérjék szerepének vizsgalatat. A hmbAA torzs vizsgalataval kimutattuk a HmbA
szerepét a novekedésben, a trehaldéz- és sterigmatocisztin-bioszintézisben, valamint
fontossagat az alacsony pH-értékhez torténd adaptacidban. Az alacsony novekedési rata és
az alacsony pH értékhez torténd adaptacio sériilése részlegesen komplementalhato volt a
tapkozeg ozmostabilizaldsaval, igy feltételezhetd a HmbA szerepe a sejtfalszintézis
szabalyozasaban. A fenotipusok molekulédris hatterének felderitése tovabbi kisérleteket
igényel. A hmbCA torzs esetében elvégzett ndvekedési képesség- €s stresszvizsgalatok

eredményei nem mutattak eltérést a kontroll hmbC™ tdrzshdz viszonyitva.
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8. SUMMARY

Aspergillus nidulans is a well characterized model organism. Several biological processes
have been studied in this species (such as regulation of life cycle, transport processes,
secondary metabolite synthesis, signal transduction processes, stress responses etc.)
Although the chromatin structure and chromatin organization of A. nidulans have been
intensively studied in the last years, these researches haven’t involved the architectural High
Mobility Group (HMG) proteins of A. nidulans. In the Saccharomyces cerevisiae and
Candida albicans model organisms, and even in higher metazoans as humans, the
identification and characterization of the architectural HMG proteins is a widely studied
area. Therefore we aimed to identify the HMG proteins in A. nidulans and characterize their

physiological role.

Seven HMG-box protein coding genes were identified in the A. nidulans genome by
BLAST search. Three putative architectural HMG-box proteins were chosen for our further
work (AN2885 or HmbA, AN1267 or HmbB, AN10103 or HmbC). Bioinformatic studies
showed that HmbC has two HMG-box domains and its closest orthologues are the Hmol (S.
cerevisiae) and Sp-Hmo1l (S. pombe) proteins. The HmbA protein contains one HMG-box
domain. The putative orthologues of HmbA are the architectural Nhp6A/B proteins of S.
cerevisiae. The HmbB contains one conserved HMG-box domain and a long N-terminal

sequence. The long N-terminal region could not be recognized as any of the PFAM domains.

The phylogenetic investigation of HmbB and the conserved intron positions showed
that the orthologues of HmbB are present in the whole Pezizomycotina group and in the
Pneumocystis species of Taphrinomycotina. This suggests that the ascendant gene was
present in the common ancestor of Taphrinomycotina and Pezizomycotina groups.

According to our bioinformatic investigations, all of the HmbB orthologues carry a
mitochondrial pre-peptide on the N-termini. The HmbB contains a nuclear transport signal,
too according to the sequence analysis. We identified two HMG-boxes at the N-terminal
region that precedes the conserved C-terminal HMG-box in HmbB on terms of structural
resemblance instead of amino acid homology. 3D models of these two N-terminal HMG-
boxes were superimposed to the conserved second HMG-box of the human HMGBL1 protein
and we got that they were perfectly aligned with the human HMG-box. This study revealed
that while the amino acid sequence may diverge at such scale that forbids the identification

at amino acid levels, the structure remains astonishingly conserved. Since the two N-
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terminal HMG-box domains of HmbB can’t be identified by sequence homology, but clearly
show the structure of a HMG-box, they were named as Sh-HMG-boxes (Shadow-HMG-
box). Despite of the other studied fungal mitochondrial HMGB proteins, the HmbB contains
a C-terminal polar region, which possibly interacts with the mitochondrial transcription

complex like Tfam proteins of human and mice.

By measuring the transcriptional activity of hmbB we found that the gene is
expressed at a high level during all phases of the development of A. nidulans. This suggests
that the HmbB protein has important and general functions.

The HmbB-GFP and GFP-HmbB fusion proteins were localized in the mitochondria
in resting conidia, isotropic growth phase conidia and mycelia. Occasionally the GFP fusion
proteins were localized both in mitochondria and nuclei in particular hyphal compartments
enclosed by septa. According to our Western blot experiments, the dual localization is
possibly the result of the HmbB isoforms formed by the cleavage of the N-terminal MTS
(Matrix Targeting Sequence) instead of alternative mRNA splicing. The fact that the nuclear
localization of HmbB is limited to distinct hyphal compartments suggests that these
compartments are specialized to some biological processes (e.g. sterigmatocystin synthesis)

in which the HmbB may take part.

We showed that in the abscence of HmbB the sterigmatocystin biosynthesis was
drastically decreased or absent, despite the transcription of three investigated genes of
sterigmatocystin biosynthesis cluster were significantly increased. The strains which
expressed the GFP-fused HmbB showed wild type-like sterigmatocystin synthesis but a
hmbB4-like transcription profile of the investigated biosynthesis genes at the same time.
This phenomenon indicates that the HmbB has an effect on sterigmatocystin synthesis by at

least two independent ways.

We showed that the HmbB is essential for the germination of sexual and asexual
spores. In the absence of HmbB the mtDNA copy number drastically decreases which
correlates with the germination ability of the spores. There is possibly a relationship between
the decreased copy number of mtDNA and the low germination ability. The microscopic
examinations and the respiration rate measurements suggest that the hmbB4 conidia have the
same number of functioning mitochondria as wild type. The accumulation of HmbB-GFP in
the vesicle and phialides and the reduced mtDNA content of the conidia indicate that the

HmbB has an important role in the segregation of mMtDNA into conidia during
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conidiogenesis. The role of HmbB in the germination of ascospores may be analogous with
that observed in the case of conidia. Contrary to the conidia, the GFP-fused HmbB proteins
were accumulated in just a few percent of asci and ascospores, thus the GFP-fused protein
could not complement the low germination ability of ascospores. This indicates that the
segregation of mitochondria occurs by different processes during the sexual and asexual

cycle.

Study of the redox systems revealed that the isotropic growth phase conidia of
hmbB4 have a reductive intracellular environment (characterized by low GSSG, superoxide
and SOD content), which might be related to the reduced germination ability of the
conidiospores. In the hmbB4 conidia we measured the same level of NADPH as in hmbB™
conidia but a lower G6PD activity at the same time. This together with the low GSSG level
indicates a source of NADPH for the GSSG-GSH redox system other than the pentose-
phosphate pathway, such as other metabolic processes and/or the mitochondrial NADP

reduction.

We revealed that the hmbB4 mycelia are exposed to endogenous oxidative stress
which may be in causal relation with the detected leakage of NADPH from the GSH/GSSG
redox cycle. The possible cause of the NADPH leakage may be the increase of NADPH
consuming metabolic processes or the increased activity of mitochondrial P450 system,
which consume NADPH and produce superoxide. This latter corresponds well to the

elevated superoxide content of zmbBA mycelia.

We revealed those factors which contribute to the increased menadione and the
decreased diamide sensitivity of zimbBA mycelia. We found that during menadione treatment
the glutathione redox pair was in a more oxidised state than in hmbB™ mycelia and the G6PD
activity was decreased in hzmbBA compared to hmbB* mycelia. The decreased G6PD activity
can not produce the necessary amount of NADPH to maintain the capacity of the glutathione
redox cycle. The decreased capacity of the glutathione redox system and the endogenous
oxidative stress may be the causes of the increased menadione sensitivity of szmbBA mycelia.
During diamide treatment the GSH content was halved in hmbB™ while it did not change in
hmbBA. The elevated level of GSSG in the untreated /#mbBA mycelia induced a
compensatory process leading to an increase in the GSH production, therefore the diamide

can be reduced in the mutant (at a certain applied concentration) without the concomitant
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damage of the glutathione redox system. This leads to the increased tolerance of hmbBA
against diamide.

We began the examination of the physiological roles of HmbA and HmbC proteins.
We proved the important role of HmbA in mycelial growth, trehalose and sterigmatocystin
synthesis, and in the adaptation to acidic pH. The decreased growth and the abnormal
adaptation to acid stress were partially complemented by the osmostabilization of the
medium. This suggests that the HmbA may plays a role in the regulation of cell wall
synthesis. Further experiments are needed in the future to unravel the molecular background

of these phenotypes. The growth and stress tolerance experiments carried out on 2zmbCA did
not reveal any phenotype.
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10. FUGGELEKEK

Fiiggelék 1.: A felhasznalt A. nidulans torzsek genotipusanak leirasakor hasznalt jel6lések
magyarazata. Feltlintettiilk az egyes génekrol atirodo fehérjék funkciojat, illetve az altalunk

hasznalt torzsek esetén eléforduld mutans allélok altal okozott fenotipust.

Gén neve Atir6dé fehérje funkcidja Fenotipus muticio esetén
anA foszfometil-pirimidin-kinaz tiamin auxotrofia
argB ornitin-karbamoil-transzferaz arginin auxotrofia
biA dethiobiotin-szintaz biotin auxotrofia
gfp z61d fluoreszcens fehérje -
mRFP vOrds fluoreszcens fehérje -
nkuA ATP fiiggd DNS-helikaz homolog DNS-integraci6 fokozodasa
pabaA para-aminobenzoesav szintaz para-aminobenzoesav auxotrofia
pantoB ketopentoat-hidroximetil-transzferaz pantoténsav auxotrofia
pyrG orotidin-5-foszfat-dekarboxildz uracil auxotrofia
pyroA piridoxin szintézis piridoxin auxotr6fia
riboB GTP-ciklohidrolaz riboflavin auxotr6fia
veA transzkripcids faktor ivartalan sporaképzés fény hianyaban is
yA para-difenol oxidaz sériilt pigmentszintézis (sarga konidiumok)

Fiiggelék Il.: Az A. nidulans genomtarban azonositott 7 HMG-box fehérje (AN288S5,
AN1267, AN10103, AN4734, AN3549, AN1962, AN3667) szekvenciaillesztése ismert
¢lesztd és human architekturalis HMG-box fehérjékkel. Az A. nidulans AN1267 konzervativ
C terminalis HMG-boxatdl upstream szekvencidkat nem vontuk be a bemutatott
Osszehasonlitdsba, mert eldvizsgélataink alapjan sem HMG-box homolodgia, sem egyéb
ismert Pfam domén homoldgia nem mutatkozott ezen régioval. Az illesztésben szerepld
AN1267 szekvencia csonkolt verzidjat truncAN1267-ként tiintettiik fel. Az ScNhp6A,
ScHMO1, SCHMO2 a Saccharomyces cerevisiae Nhp6A, Hmol és Hmo2 fehérjéket jelolik,
a HsHMGB1 pedig a Homo sapiens HMGBI1 fehérjét jeloli. A HMG-box domén
szekvenciaspecifikus/nem szekvenciaspecifikus DNS-kotését meghatarozo6 aminosavat a
bedobozolt aminosavak alatt csillaggal jeloltiik. Az elsé sziirke dobozos kiemelés a human
HMGBI kevésse konzervalt els6 HMG-box doménjét jeloli, mellyel az SCHMO1, SCHMO2
¢s AN10103 gyenge homoldgiat mutat. A masodik sziirke dobozos kiemelés a human
HMGBI1 erésen konzervalt masodik HMG-box doménjét mutatja, mellyel mindegyik
bemutatott fehérje erds homoldgiat mutatott. Az erdsen konzervalt aminosavakat vilagoskék

kiemeléssel és kék betiikkel, valamint sarga szinti kiemeléssel és piros betiikkel mutatjuk.
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Fiiggelék Ill.: A koédolo szekvencidban talalhatd intronok poziciondlodasanak bemutatasa

Pezizomycotina és Taphrinomycotina HmbB (AN1267) homolog fehérjéken abrazolva.
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KPTTSFILFSKAVRTDAKLSAEYG-IDKHMPGGVGAKLLGEAWRKLSDAEKEPYVKMYAQ

121



PNEG 02130 DKERYQKELETYYKL———————————m——mm - ———

Pnejil 1073 SRERYQKEMETYQKL ————————————————————————
Clagr 95847 DANRYAQEIKTVYNRDVVHSKPRAQAAAAA-————————
Xanpa_12669 DLARYVQEVKAVYDRDVKLGATKA-————=—————————
Botci_6194 DQERYIQEYRTIVYGEEPKVALKAQVQA————————————
Amore_18405 DKERYIQEFRAAFHRDPPYLHKQATA-————————————
Aurpu_73505 DVERYHREHLEVYGFEVPVSPRSAKAALAEAEAGIEPSA
Settu 165676 AKQRVNAA - === == m e m e e e e
AN1267 DRARYEREYLEVYGQPVPKLKGNKKSSKDE-————————
PenchWiscl 59309 DRRRYERECQEVYGIPAPESSHYQSPEDYLFQEEPET--
Talma 1946 DRQRYITEYRDTYGEDPNFIKEGGSKQKAEEADL-———-
Triru 2624 DRKRYINEYKSTYGEEPKLVESSDAEDL-—————-—————
Neucr 890 DKERYLSERAAAAAAHAAA ————————————————————
TriviGv_ 16721 LNKSSGTQAKDLREKGAKYWKEKLASPS——————————-
Fusox_187 QSVKYKAEMEKLDARAKVIQETGLA-—————————————
Maggrl 118755 ERADYDRKKME LNT, - — = - —— = — ———— e
Tubmel 1946 ERAVYKKAMAELFGDISKL————————————————————
Schpol 954 LKEQYDKFMKEAGFR————————————————————————
Saicol 28314 QKEEYDAAHKAWKESTLRRERQLES———————————————

Az illesztéshez felhasznalt szekvenciak: Pneumocystis murina PNEG 02130, Pneumocystis
jirovecii Pnejil_1073, Cladonia grayi Clagr_95847, Xanthoria parietina Xanpa_12669,
Botrytis cinerea Botci_6194, Acremonium recifei Amore_18405, Aureobasidium pullulans
Aurpu_73505,  Setosphaeria  turcica  Settu 165676,  Penicillium  chrisogenum
PenchWicl 59309, Talaromyces marneffei Talma_1946, Trichophyton rubrum Triru_2624,
Neurospora crassa Neucr_890, Trichoderma virens TriviGv_16721, Fusarium oxysporum
Fusox_187, Magnaporthe grisea Maggrl 118755, Tuber melanosporum Tubmel 1946,
Schizosaccharomyces pombe Schpol 954, Saitoella complicata Saicol 28314. A piros
vonal az intron inszercids helyeket jelolik, az athuzott kér pedig a vonatkozo intron hianyara

utal.
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