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Bevezetés

Az 1990-es években megnétt azon kutatdsok szama, melyek az aromas
heterociklusos gylirik mikrobak altali lebontasat vizsgaltak. Céljuk az
alapkutatason tGlmenden olyan mikrobialis enzimek azonositisa volt, amelyeket
bevonhatnak a gydgyszer- és ndvényvéddszer alapanyagok eldallitdsaba és ezaltal
csokkenthetik a hatéanyagok el6dallitasi koltségeit.

Az évek soran szamos prokariota szervezetet azonositottak, amelyek képesek a
nikotinsavat (NA) lebontani, szén- és nitrogén forrasként hasznositani, de az
eukariotak katabolikus utvonalanak feltarasa maig sem tortént meg. Az utvonalrol
szerzett eddigi informacidink a purin lebontasi Gtvonal tanulmanyozasa kapcsan
keriiltek felszinre, amikor felismerték, hogy az A. nidulans modellszervezetben a
hipoxantin xantinnd torténé hidroxilalasait a PHI mellett egy masik xantin
dehidrogenaz, a PHII-nek nevezett enzim is el tudja végezni. Bar a PHII sok
hasonlésdgot mutat a PHI-el, szdmos biokémiai jellemzdjében eltér attol.
Mindkett6 NADPH-dehidrogenaz aktivitassal rendelkezé molibdoprotein, amelyek
Moco-t és szulfurilaciét igényelnek az aktiv enzim kialakulasahoz. A PHI-hez
hasonléan a PHII is képes a hipoxantint szubsztratként felhasznalni és xantinna
hidroxilalni, de a xantin tovabbi atalakitadsat mar nem tudja elvégezni. Egyedi
modon a NA-t is képes szubsztratként kotni és azt 6-hidroxi-nikotinsavva (6-NA)
alakitani. A kisérletek soran azonban PHII enzimaktivitast csak akkor tudtak
detektalni, ha a tapoldatban alkalmazott nem-represszald nitrogénforras mellé
inducer mennyiségben NA-t vagy 6-NA-t adagoltak, ami azt suggallta, hogy a
PHII nem a purin lebontasi utvonal, hanem a NA katabolikus itvonal szabalyozasa
alatt all.

Ezen uttéré ismeretek nyoman kutatdocsoportunk elséként kezdte el az A.
nidulans eukariota modellszervezetben a NA katabolikus utvonal szabalyozasanak

¢és biokémiai hatterének részletes feltarasat.



Célkitizések
Jelen munka soran célul tiiztiik ki:
+ annak igazolasat, hogy a PHII a hxnS gén, a HxnR pedig az AN11197 gén
termékével azonos
* aHxnS és HxnR szerkezet-funkci6 vizsgalatat
*  Génexpresszios vizsgalatokkal:
— aHxnR szerepének felderitését
— ahxnR-t és hxnS-t hatarol6 gének génexpresszios vizsgalatat
— az AreA ko-regulator szerepének vizsgalatat
» akoregulaciot mutatd gének NA hasznositasban betoltott Iehetséges
szerepének feltarasat

» aHxnR intracellularis lokalizacidjanak vizsgalatat

Alkalmazott modszerek

A kisérletekben hasznalt sejtek tenyésztése

E.coli, A. nidulans torzsek fenntartasa, tenyésztés taptalajon és folyadék kultaraba.

Molekularis technikak

DNS, RNS és fehérje izolalas fonalas gombabol; cDNS szintézis; A. nidulans
protoplasztalas -transzformalas; kompetens E. coli készités és kémiai
transzformalas; plazmid kivonas baktériumbol; PCR, gRT-PCR, Double-Joint
PCR; DNS gélelektroforézis; molekularis klonozas

Egyéb mddszerek

Southern-hibridizacio; A. nidulans torzsek heterozigdta keresztezése, UV
mutagenzis kisérletek; enzim aktivitas vizsgalat; nitrogénforras hasznositasi tesztek
és inducer képzdédés tesztek; fluoreszcens mikroszkopia, lézer szkenneld

mikroszkopia; In silico vizsgalatok



Eredmények

A HxnS-t és HxnR-t kédolé gének azonositdsa (Amon és mtsai.: 2017)

Mivel a PHI és PHII vélhetéen paralég fehérjék, kollaboracios
partnereinkkel egytittmiikodve sikeriilt azonositani és deletalni a feltételezett hxnS
gén leolvasasi keretét. Deletaltuk tovabba a hxnS szomszédos génjét is, ami
feltételezésiink szerint a NA hasznositasi utvonal specifikus transzkripcios faktorat,
a hxnR-t kédolja. A delécids hxnS és hxnR valamint PHII enzimaktivitasban gatolt
mutansokkal (hxnS29, hxnS35, hxnS41, hxnR2) végeztink névekedési és enzim
aktivitas teszteket, amelyekkel bizonyitottuk, hogy a PHII-6t a hxnS gén, mig a
HxnR-t az AN11197 gén kodolja.

A mutansok szekvencianalizisével azonositottuk a  mutansok
enzimaktivitds hianyaért felel6és valtozasokat. hxnS35-ben és hxnS41l-ben lanc
terminaciot el6idéz6 mutacié eredményezte a PHII enzim miikddésének teljes
PHII enzim cs6kkent miikodését okozta, valosziniileg az enzim stabilitasanak
gyengitésével.

Azonositottuk a hxnS ¢cDNS szekvenciajat, majd részletes Gsszehasonlitast
végeztiink a PHI (HxA), PHII (HxnS) és a kémilailag mar jol jellemzett B. taurus
xantin dehidrogenaz aminosav (AS) szekvenciaival és kijeloltiik azokat az AS-Kat,
amelyek konzervaltak nem csak a HxnS, de az adatbankban talalhatd 6sszes HXnS
ortolog esetében. Kiilon jeloltiik azokat a konzervalt régioba esé AS-akat, amelyek
eltérést mutatnak a HxA-ban vagy pedig a B. taurus XDH-ban. A HxnS paralog a
HxA-val, igy a funkcionyerést vagy —vesztést eredményezé AS kiilonbségek
valaszt adhatnak arra, hogy a HxnS hogyan tett szert kiilonleges, NA kot6 és
hidroxilalo képességére az evolucio soran.

Megvizsgaltuk a NA katabolikus utvonal specifikus transzkripcios

faktoranak (HxnR) szerkezetét. A hxnR egy Cys2His2 cink-ujj proteint kodol,



aminek C-terminalis részén a két Cys2His2 motivumot NLS és NES szignalok,
valamint gomba-specifikus transzkripcids faktor domének kovetnek.

Konstitutiv HxnR mutansok izolalasaval és elemzésével megkezdtiik a
HxnR funkcié vizsgalatat. A konstitutiv hxnR allélok szekvencia analizise soran
azonositottuk azokat az AS valtozasokat, amelyek a fehérje konstitutiv
kifejez6déséhez vezettek. Az eredmények alapjan ugy véljik, hogy a 226. és 228.
pozicidban valdszinlileg aromas AS-nak, a 605. poziciéban pedig bazikus AS-nak
kell lenni ahhoz, hogy a protein fiziologiailag inaktiv allapotban legyen a valodi
inducer megjelenéséig.

123 Pezizomycotina faj lehetséges ortolog fehérje szekvenciait felhasznalva
elkészitettiik a HxnR CONSURF modelljét, majd 3D képét. A hxnR mutansok
szekvenciaanalizise soran azonositott konstitutivitast-, valamint funkcid vesztést
okozo mutaciok mindkét modell esetén erésen konzervalt régiora térképezddtek,
amelyek a 3D modell alapjan a fehérje kiilsd felszinén, egymassal szemben

lokalizalodnak.

Egy szorosan konzervilt sénklaszter felfedezése a VI. kromoszéman (Amon és

mtsai.; 2017)

A hxnS és hxnR genomi kapcsoltsaga alapjan felmeriilt a lehet6sége annak,

hogy a prokariéta NA degradacios utvonalakhoz hasonléan az ttvonal génjei A.
nidulans-ban is klaszterekbe rendezddnek. A hxnS és hxnR kdrnyezetében talalhato
gének expresszids mintazatanak vizsgalataval tovabbi 4 gént (hxnP, hxnT, hxnZ és
hxnY) azonositottunk, amelyek koregulaciot mutatnak: csak NA vagy 6-NA
indukcié hatasara expresszaldodnak ¢és kifejez6désiik a HxnR-t6l fiigg. Az
eredményeknek kdszonhetéen egy 6 génbdl alld génklasztert azonositottunk a VI.
kromoszoéman, amit hxn klaszternek neveztink el. A qRT-PCR eredmények
alatimasztottdk, hogy a hxnR nem represszalt korilmények kozott

derepresszalodik és inducer jelenlétében képes a sajat génkifejezodését fokozni
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(autoregulacio), valamint fény deriilt arra is, hogy a kordbban neutralisnak vélt
urea nitrogénforras, kisérleti rendszeriinkben gatlo nitrogénforrasként hat.

Az ammoénium drasztikusan gatolta a klaszter 0Osszes génjének
kifejez6dését, beleértve a hxnR-t is. Mivel a klasztergének ilyen extrém
érzékenységet mutatnak az ammonium jelenlétére, megvizsgaltuk a nitrogénforras
hasznositasi utvonalaknal gyakran el6forduld ko-regulator, az ArecA NA
katabolikus utvonal génjeire kifejtett hatasat funkciovesztéses €s derepresszalt
areA mutansok vizsgalataval. Génexpresszios vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a
HxnR mellett az AreA a NA lebontési utvonalban is esszencialis a klaszter gének

kifejez6déséhez, melyekre pozitiv szabalyozoként fejti ki hatasat.

A hxn gének in silico vizsgalata

Az adatbankban publikalt, AN11198 16kuszhoz rendelt génmodell vizsgalata soran
ugy véltiik, hogy a HxnP fehérje szekvenciaja hibasan van megjelolve. Az adott
régiot lefedé6 cDNS szekvenaldsa soran kimutattuk, hogy a negyedik intronon
feltételezett splicing akceptor hely és ebbdl eredGen az 6tos exon szekvencigja is
helytelen. A javitott génmodellt az adatbankban kozoltiik.

Szamitogépes analizis alapjan (NCBI-Blastp) megallapitottuk, hogy a
HxnP feltételezhetéen az MFS, "Major facilitator superfamily” 12 szegmensbdl
all6 transzmembran (TM) proteinje.

A HxnZ-t szintén az MFS1 szupercsaladd 12 TM fehérjéjeként
azonositottuk, amely valdsziniileg a NA hasznositasi utvonalhoz kapcsolodo
néhany aromas metabolitot transzportalja.

A hxnT gén egy flavin-oxidoreduktazt kodol, ami NADH dehidrogenaz
aktivitassal is rendelkezik, amit enzimaktivitas festéssel igazoltunk.

Az NCBI-Blastp alapjan a HXnY egy a-ketoglutarat fliggé dioxigenaz.



A delécios torzsek létrehozasa és azok NA hasznositasi  képességének

vizsgalata Kiilonb6zo NA szarmazékokon

Minden hxn klasztergénre deléciés mutanst hoztunk létre és vizsgaltuk azok
NA hasznositasi képességét. A delécidos mutansokkal végzett ndvekedési tesztek
sordn a NAA ¢és a prokariota utvonalakbdl ismert 2,5-DP is az ttvonal
inducereként mutatkozott. Megallapitottuk, hogy a 2,5-DP a NA katabolikus ut
intermedier terméke, a NAA pedig egy deaminalast kovetden betaplalodik a NA
katabolikus tutvonalba.

Egyik vizsgalt gén delécidja sem okozta sem a 6-NA, sem a 2,5-DP
hasznositas képességének teljes elvesztését, ami megerdsiti azt a korabbi
elképzelésiinket, hogy a 6-NA metabolizmusa tobb utvonalon keresztiil zajlik,
amelyben a 2,5-DP tovabbi metabolizmusaban ezen a klaszteren kiviil talalhato

gének is részt vesznek, amik szintén a hxnR szabalyozasa alatt allhatnak.

A HxnR intracellularis lokalizaciéjanak vizsgalata hxnR-qfp fazidés

konstrukciok Kifejeztetésével és vizsgalataval

A NA lebontasi utvonal regulatoranak funkcid vizsgalatat a fehérje
intracellularis lokalizacidjanak tanulmanyozasaval egészitettiik ki, C-terminalis és
N-terminalis HxnR-GFP fzios proteinek 1étrehozasaval. A C-terminalis Gfp fuzid
esetében haromféle konstrukciot hoztunk létre, amelyekben a HxnR-t miikddtetd
promoter kiilonbozé volt. A nativ prométer mellett a konstitutiv gpdA és a prolin
indukalhaté prnD prométerekkel is konstrukcidkat épitettiink, de egyik konstrukcid
transzformalasat kovetéen sem sikeriilt olyan transzformansokat izolalni, amelyek
képesek lettek volna a AxnRA fenotipust egy kopidban komplementalni minden
teszt N-forrason. Azok a transzformansok, amelyek nagyobb példanyszamban
tartalmaztak a konstrukciokat, csak 6-NA ¢és a diagnosztikai hipoxantin taptalajon
(1 mM 6-NA inducer) mutattak részleges komplementaciot, mig NA nitrogén

forrason egyaltalan nem voltak képesek ndvekedni.



A késoébbiekben bizonyitottuk, hogy a transzformalas soran alkalmazott,
Chaveroce-féle eljaras szerint létrehozott hxnRA recipiens torzsben a hxnR-t
hatarold gének halmozottan vannak jelen, amelyek gyakorlatilag kihigitjak a
rendelkezésre 4ll6 HxnR molekuldkat a promotereken. A NA-on tapasztalat
komplementacio hianya pedig magyardzhat6 azzal, hogy a HxnR-GFP nem képes
megfeleléen egyiitt milkodni a HxnS promoterrel, de a tobbi hxn gén elegendd
mértékben  kifejez6dik ahhoz, hogy hipoxantin taptalajon részlegesen
komplementaljak a hxnRA fenotipust (pl. hxnY, hxnP). Ez a hipotézis korrelal azzal
az eredményiinkkel, amellyel bizonyitjuk, hogy a HxnR mellett az AreA is pozitiv
szabalyozoként hat a hxn promoétereken. Ez azt jelenti, hogy attol fiiggéen, hogy az
AreA kotéhely hol helyezkedik el egy hxn gén prométerén, a HxnR-Gfp flzids
fehérje kevésbé vagy egyaltalan nem fér hozza a természetes kotdhelyéhez. A
legrosszabb esetben az AreA kotShely annyira kozel van a HxnR ko6tShelyhez,
hogy a fuzids fehérje nem fér hozza a HxnR helyhez. Lokusz integralt tozsek
elemzése is ezt a hipotézist tamasztotta ala.

A C-terminalis fazié kudarcat kévetéen, amino-terminalis GFP-HxnR faziot
hoztunk 1étre, amelyet Double-Joint PCR technika alkalmazasaval létrehozott
hxnRA  torzsbe transzformaltunk. Sajnos a HXNR N-terminalis részével
fuzionaltatott GFP-s konstrukcié esetén is hasonld tapasztalataink voltak. Bar a
kazettat hordozo transzformansok komplementacidja nagyobb kopiaszam esetén
szinte teljes volt a hipoxantin diagnosztikus taptalajokon, ahol a novekedés a
metabolikus inducer képzO8désétdl és a HxnS aktivalasatol fiigg, az egykopias gfp-
hxnR 16kusz integralt torzs novekedése messze elmaradt az egykopias
rekonstitucios torzsnél tapasztalt novekedéstdl. Raadasul, NA és 6-NA
taptalajokon nem tortént komplementacié még magas kopiaszam esetén sem. Az
eredményeket azzal magyarazhatjuk, hogy ebbe az esetben a GFP-HXnR a HxnS
promoterrel jol egyiitt tudott mikddni, aminek koszonhetéen a hipoxantin

diagnosztikus taptalajon kiilondsen jo novekedés figyelheté meg. Mivel a NA és a



6-NA hasznositasahoz mas hxn gének megfelel kifejezédése is sziikséges, a GFP-
HXnR elégtelen miikodése mar egyetlen hxn promoteren is a 6-NA (pl. hxnT) vagy
NA hasznositas rendellenességét okozhatta. Ezen eredményeket az AreA és HxnR
kotéhelyek kiilonb6z6 hxn promotereken torténé eltéré  elrendez6désével
magyaraztuk.

Mindezeket Osszegezve elmondhatjuk, hogy mind a C-terminalis, mind
pedig az N-terminalis részhez flzionaltatott GFP zavarja a HxnR funkcidjat,
ezaltal alkalmatlannak bizonyult a fizios fehérje a HxnR fiziologias intracellularis
lokalizacidjanak vizsgalatara. A PprnD prométeres hxnR-gfp transzformansok
esetében a fluoreszcens mikroszkopia sordn tapasztalt konstitutiv sejtmagi jelenlét
valdsziniileg a HXNR-Gfp taltermelddése miatt torténhetett, és nem feltétlen tikrozi
a természetes élettani helyzetet. Annak tudataban, hogy az NLS mellett a HXnR-
ben NES is jelen van, a protein nukleusz és citoplazma ko6zo6tti mozgasat

feltételezziik tovabbra is.

Osszefoglalas
Jelen munka soran:
e bizonyitottuk, hogy a PHII enzimet a hxnS gén, a HxnR-t pedig az AN11197
gén kodolja
e azonositottuk a HxnS és HxnR enizmek aktivitasaért, illetve
szubsztratspecifitasaért felelos AS régiokat
e a HxnR szerkezeti vizsgalata soran a két Cys2His2 cink-ujj doménen kiviil
NLS és NES szignalt valamint gomba-specifikus transzkripcidés faktor
doméneket azonositottunk
o kijeloltiik a hxnS és hxnP helyes cDNS szekvenciajat
e azonositottunk egy 6 génbdl allo génklasztert a VI. kromoszéman, amit hxn
klaszternek neveztiink el
o expresszios analizisek soran bizonyitottuk, hogy
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o a HxnR a NA katabolikus utvonal transzkripcios faktora

oa hxnR nem represszalt koriilmények kozott derepresszalodik és
autoregulaciot mutat

o az urea kisérleti rendszeriinkben gatl6 nitrogénforrasként hat

o azAreA a klaszter gének pozitiv koreguldtora

e meghataroztuk a klaszterezddést mutatd gének lehetséges funkcioit

e megerdsitést nyert, hogy a NA metabolizmusa t6bb itvonalon keresztiil zajlik,
amelyben ezen a klaszteren kivill talalhato gének is részt vesznek, amik szintén
a hxnR szabalyozasa alatt allhatnak.

e a HxnR C-terminalis és N-terminalis részéhez fzionaltatott GFP is zavarja a
HxnR funkcidjat, ezaltal alkalmatlannak bizonyult a HxnR fiziologids
intracellularis lokalizacidjanak vizsgalatira. A néhany esetében fluoreszcens
mikroszkdpia soran tapasztalt konstitutiv sejtmagi jelenlét valdszinileg a
fehérje taltermelddése miatt torténhetett, és nem feltétlen tikkrozi a természetes

¢lettani helyzetet.
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