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BEVEZETES

Az Aspergillus nidulans az egyik legjobban tanulmanyozott fonalasgomba
modellszervezet. Ivaros, ivartalan ¢és paraszexualis életciklussal is rendelkez6
mikroorganizmus, genomja haploid, ezért esetében konnyen alkalmazhatok mind a
klasszikus, mind pedig a reverz genetikai modszerek. A faj teljes genomszekvencidja
ismert. A faj genetikai modositasa tobb évtizedes multra tekint vissza. Szamos mutans
torzset hoztak Iétre véletlenszeri mutagenezissel, valamint a faj célzott genetikai
manipulacidja is régdta megoldott.

Szamos bioldgiai folyamatot tanulmanyoztak az A. nidulans modellszervezeten,
mint pl. az életciklusat és annak szabdlyozdsat, a vegetativ és szexualis reprodukcidt, a
mitokondrialis genomszervezddést ¢és intronmobilitast, az organellumokhoz kdotott
intracellularis folyamatokat, a membrantranszport-folyamatokat, a kiilonb6z6 kornyezeti
hatasok 4ltal kivaltott stresszfolyamatokat az észleléstdl a végsé stresszvalasz

kialakulasdig, az apoptozist, a fehérjeevolucidt, a kromatinfunkciot, a metabolikus

crer

crer

A High Mobility Group fehérjék a kromatinon hat6, nem hiszton-tipusu fehérjék kozé
tartoznak. Ez a fehérjecsalad az utobbi évtizedekben intenziv kutatdsok targyat képezi.
Széleskorli  szerepiik bizonyosodott be szamos élettani folyamatban alacsonyrendii
eukariotakkal végzett kisérletek eredményeként, emellett az emberben is fontos szerepet
toltenek be pl. a velesziiletett immunitds és tumorok kialakitasdban, igy egészségiigyi
vonatkozasuk is jelentés. Egyre tobb kutatds foglalkozik az A. nidulans
kromatinszervez8désének ¢és kromatinmilkddésének tanulmanyozéasaval, amely soran
vizsgaltak a nukleoszomak pozicionalodasat prométer régiokban, valamint a hiszton acetil-
transzferazok, hiszton metil-transzferazok és -demetilazok, a kromatin-remodelling
komplexek, a heterokromatin protein 1 és a HI hiszton kromatinszervezddésben ¢és
miitkodésben betoltott szerepét. A kromatinkapcsolt, nem hiszton-tipusu High Mobility Group
fehérjék, igy a HMG-box fehérjék (HMGB) tanulmanyozasa is meglehetdsen hattérbe szorult,
¢és napjainkig egyetlen architekturadlis HMGB fehérjét sem azonositottak €s jellemeztek A.
nidulans-ban annak ellenére, hogy az éleszté modellszervezet Saccharomyces cerevisiae és
Candida albicans fajokban évtizedekkel ezel6tt elkezdddott a vizsgalatuk, amely jelenleg is

tart. Munkank célja az A. nidulans architektiuralis HMGB fehérjéinek azonositasa és élettani
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funkcidjuk vizsgélata volt, ezzel kibdvitve az egyéb tekintetben igen jol jellemzett

gombafajjal és a HMGB fehérjék miikodésével kapcsolatos ismereteket.
CELKITUZESEK

Mivel a régota kutatott fonalasgomba modellszervezetben, az A. nidulans-ban
egyetlen architektiralis HMG-box fehérjét sem azonositottak eddig annak ellenére, hogy
sz¢éles korben kutatjadk eme modellszervezet kromatinszervezddését és funkciojat, célul
tliztiik ki a feltételezett architektaralis HMGB fehérjék azonositasat és élettani szerepének

felderitését.

A megvaldsitashoz bioinformatikai vizsgalatokon alapuld azonositast és jellemzést
kovetd reverz genetikai és molekularis biologiai modszerekkel torténd vizsgalatokat
terveztliink (génexpresszid vizsgalat; delécid; gfp-fuziondlt fehérje lokalizacidjanak
vizsgalata; a delécids vegetativ és szexualis sporak csirdzoképességének vizsgalata; a
delécios torzsek novekedési képességének tesztelése kiilonbozd szén- é€s nitrogén-
forrasokon, eltéré6 pH-n, eltéré homérsékleten, oxidativ- és ozmotikus stressz agensek
jelenlétében; a delécios torzsek masodlagos metabolit termelésének monitorozasa, a
rekonstitlicios és gfp-fuzios torzsek fenotipus komplementacido képességének vizsgalata,

valamint a kapott eredményeket magyardzé molekularis folyamatok kideritése).

A HmbB szekvencidja mitokondridlis €és sejtmagi lokalizacids szignalt is hordoz,
ezért a vizsgalatok elkezdésekor a hmbBA mutans vizsgalatara terel6dott a hangsuly, mivel
kettds lokalizaciot mutatdé gomba mitokondridlis HMG-box fehérjét még eddig nem irtak le

a szakirodalomban.
ALKALMAZOTT MODSZEREK
Klasszikus mikrobiologiai modszerek

Az A. nidulans tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok és tenyésztési koriilmények

A csirazo és nem csirazo konidiumok elkiilonitése a hmbBA torzs esetében

Az Escherichia coli tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok és tenyésztési koriilmények
Sporak koloniaképz6 képességének vizsgalata

Szén és nitrogénforras asszimilacios tesztek, stressztolerancia vizsgéalatok

Bioinformatikai modszerek

e Lokalizécios szignal azonositasa
e Filogenetikai vizsgalatok
e Fehérjeszerkezet meghatarozasa



Nukleinsav-alapu technikak

Total DNS kivonasa A. nidulans-bol

RNS kivonasa A. nidulans-bol, cDNS szintézise
Klonozas, konstrukcioépités

Polimeraz lancreakcio

Kvantitativ valosideji polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)
Southern-hibridizacio

Az A. nidulans genetikai manipulacioja

Az A. nidulans transzformalasa deléciok 1étrehozasara vagy fuziods fehérjék

kifejeztetésére
Az A. nidulans homo- és heterozigéta keresztezése

Analitikai modszerek

Reaktiv oxigéngyokok és a semlegesitésiikért felelos enzimek és metabolitok mérése

A konidiumok cukor- és polialkohol-tartalmanak GC-MS analizise
A sterigmatocisztin vékonyréteg-kromatografias vizsgalata
A trehal6z vékonyréteg-kromatografids vizsgalata

Glutation-reduktaz (GR) mérése

Glutation peroxidaz (GPx) mérése
Glutation-S-transzferaz (GST) mérése
Gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD) mérése
Szuperoxid-dizmutaz (SOD) mérése

Kataldz (CAT) mérése

Szuperoxid szabadgyokok meérése
Diklorofluoreszcein-diacetat (DCFDA)-oxidalo kapacitas mérése
Redukalt ¢és oxidalt glutation (GSH és GSSG) mérése
NADP és NADPH meghatarozasa

Osszes tiol mennyiségének meghatirozasa

Western blot analizis

Mikroszkopos vizsgalatok

GFP-fuzios fehérjék lokalizacidjanak vizsgalata
Viabilitasi vizsgalatok festési eljarasokat kovetden



EREDMENYEK
Kromatinkapcsolt HMG-box fehérjék azonositasa A. nidulans-ban

In silico (BLAST) vizsgalattal az A. nidulans genomjaban hét HMG-box domén
fehérjét kodolo gént talaltunk. A HMG-box domént tartalmazo fehérjék kereséséhez a human
HMGBI fehérje HMG-box doménjének szekvencidjat hasznaltuk. Ezek a gének az AN288S,
AN1267, AN10103, AN3667, AN4734, AN3549 és AN1962 fehérjéket kodoljak, melyek
koziil csak az AN4734 ismert, mint a MatA (MAT2) parosodasi tipust meghatarozo protein. A
tobbi fehérjérdl nincsenek ismereteink, azonban az alapjan, hogy a HMG-box domén masodik
a-hélixét megel6z6 aminosav polaros vagy apolaros, nagy biztonsaggal megjosolhato, hogy a
fehérje szekvencia-specifikusan vagy szekvencia-aspecifikusan kotédik a kromatikus DNS-
hez. Amennyiben ez az aminosav polaros, a fehérje szekvencia-specifikus kotédést fog
mutatni. Polaros aminosav talalhat6 a nevezett pozicioban a MatA (AN4734, Asn), AN1962
(Asn), AN3549 (Lys) és az AN3667 (His) esetében, ¢s apolaros aminosav az AN2885 (Phe),
AN1267 (Val) és az ANI10103 (Pro) fehérjék esetében. Ennek alapjan, valamint a
monodomén szervezddés alapjan ugy tinik, hogy az AN2885, AN1267 és AN10103 gének
altal kodolt fehérjék altalanos DNS-ko6td funkcidval birnak és valoszinilileg architektaralis
szerepet toltenek be a kromatinban. Az utdbbi harom fehérjét HmbA, HmbB és HmbC-nek, a
fehérjéket kodold géneket pedig hmbA, hmbB és hmbC-nek neveztiik el az A. nidulans

elfogadott nevezéktananak megfelelden.

A HmbA egy rovid fehérjét kodol, melyben csak egy HMG-box talalhato a S.
cerevisiae-ben leirt Nhp6A ¢és Nhp6B redundans fehérjeparhoz hasonldéan, melyek

architekturalis szerepet toltenek be az éleszté kromatin szervezddésében.

A HmbB ¢és ortologjai koziil a P. anserina mtHMG1 fehérje vizsgalataink alapjan
valosziniileg tartalmaz egy mitokondrialis pre-peptidet az N-terminalison, illetve egy sejtmagi
transzportot eredményez6 motivumot is. A HmbB és a P. anserina mtHMG]1 fehérjék 3D
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. Ezeket a doméneket ,,Shadow-HMG-box” doméneknek

neveztik el.

A HmbC két HMG-box domént hordoz. In silico vizsgalataink alapjan a Hmol (S.

cerevisiae) és Sp-Hmol (S. pombe) a legkdzelebbi jellemzett homologjai. Ezek a fehérjék (a



S. cerevisiae Hmo?2 fehérjével egyiitt) az N-terminalison egy kevéssé, a C-terminalison pedig
egy erésen konzervalt HMG-box domént hordoznak, utobbit egy erdsen polaros
szekvencianyulvany kovet. Ezt a szerkezeti tagolodast a HmbC fehérjén is megtalaljuk. S.
cerevisiae-ben a kevéssé konzervalt N-terminalis domén a Hmol fehérjében dimerizacios
funkciot lat el, ugyanakkor a Hmol-el paralog Hmo2 fehérje esetében DNS-kotd szerepet
jatszik. A Hmol szamos szerepet tolthet be, pl. stimulalhatja a Pol-I transzkripcios aktivitasat
a nukleoluszban. A Hmo?2 pedig a DNS kettds szalu torése esetén kotddik a DNS-hez és az

INO8O0 komplex részeként részt vesz a kettds szala torés javitasaban.
A HmbA élettani szerepe

A hmbA4 és hmbA™ torzsek dsszehasonlitd vizsgalataval megkezdtiik a HmbA fehérje
¢lettani szerepének felderitését. A delécids torzs esetében a ndvekedési rata szignifikdns
csOkkenését tapasztaltuk szénforrasként gliikozt, nitrogénforrdsként natrium-nitratot
tartalmazd MM taptalajon. A ndvekedési ratat ozmostabilizator (1 M szorbitol) alkalmazasa
nagymértékben fokozta, igy valdszintsithetd a sériilt sejtfalszintézis szerepe fenotipus

kialakitasaban.

sériilését, mely fenotipus részlegesen komplementalhatd volt ozmostabilizator (0,7 M KCI)
alkalmazésaval, igy feltehetdleg ennek a fenotipusnak a kialakitdsdban is szerepet jatszhat a

sejtfalszintézis sériilése.

Vékonyréteg kromatografias vizsgalattal kimutattuk, hogy a hmbAA torzs esetén
nagymértékben lecsokken a sterigmatocisztin mikotoxin €s a stresszfaktorok ellen védo

trehal6z szintézise a vad tipushoz viszonyitva.
A HmbB szerkezete és lokalizacidja (Karacsony és mtsai. 2014)

A jelen dolgozatban jellemzett HmbB fehérje néhany 0j strukturalis és funkcionalis
tulajdonsagot mutat. A fehérjét kodoldo gén majdnem a teljes Pezizomycotina altdrzsben
megtalalhatd és hidnyzik a Saccharomycotina csoportbdl. Az 6si gén tehat, amelybdl a
nevezett fehérjék eredeztethetok, a Taphrinomycotina és a Pezizomycotina csoportok kdzds
6sében megtalalhato volt (Karacsony és mtsai. 2014). A fehérje hianya a Saccharomycotina

csoportban magyarazhat6 a kodold gén eltiinésével is.



A HmbB mitokondridlis jelenléte egylitt jar az altalunk ,,Western blot” eljaras
segitségével kimutatott proteolitikus hasitassal, ami a fehérje mitokondrialis matrixba torténd
importjat kiséri. Ez a mitokondrilis lokalizaciét eredményezd proteolizis az N-terminalis
végi ShHMG-boxot megcsonkitja, azonban tudjuk, hogy két HMG-box is elégséges a
mtDNS hajlitasahoz. Az MTS (Matrix Targeting Sequence) proteolizisét kovetéen a HmbB
fehérjén két komplett HMG-box, és két ismeretlen funkcidju N-terminalis a-hélix marad,

mely utdbbin sejtmagi szignalszekvencia is talalhato.

A HmbB fehérje N-terminalisahoz (GFP-HmbB) és C-terminalisahoz (HmbB-GFP)
fuzionaltatott GFP fehérjéket a mikroszkopos vizsgélataink sordn a gomba minden fejlédési
szakaszaban a mitokondriumban figyeltiilk meg. A fzios fehérjék alkalmanként eléfordultak a
fiatal és id6s micéliumok sejtmagjaban is. A HmbB esetében mutatkozo kettds lokalizacio
magyarazatara az MTS hasitasan vagy nem hasitdsan (és nem az alternativ splicing-on)
alapuld sejtmagi és mitokondridlis izoformék létrejottét feltételezziik. Rendkiviil érdekes
megfigyelésiink, amely a HmbB sejtmagi lokalizdcidjanak a gombafonal egyes
kompartmentjeire vald korlatozédasat mutatja, felveti a hifa kiilonb6z6 régidinak funkcionalis

specializaltsagat, amelynek tisztazasa tovabbi kutatasokat igényel.
A HmbB fehérjét kodoloé gén kifejezédése (Karacsony és mtsai. 2014)

Megvizsgaltuk a hmbB mRNS kifejez6dését a csirazas 30. percében, valamint 3, 8,
22, 36 és 48 ora tenyésztést kovetden. Megallapitottuk, hogy a HmbB-t kodol6 mRNS
mennyisége jelentés mar az intaktiv sporakban is. Az mRNS mennyisége a csirdzas elsd 30
percében lecsokken, majd a csirazas izotropikus fazisanak végére (3 6ra) ismét megnd, amely

novekedés tovabb folytatodik a micélialis ndvekedés soran (8, 22, 36 és 48 ora).

A HmbB fehérje szerepe a normalis sejtmorfologia kialakitasaban (Karacsony és
mtsai. 2014)

crer

torzs elsodleges gombafonalain kerek kitliremkedések képzddtek. A jelenségre egy
lehetséges magyardzat a sejtfalkomponensek sériilt szintézise, vagy a sejtfalintegritast

szabalyoz6 szignalizacios utvonalak sériilése.



A HmbB szerepe szén ¢és nitrogénforras hasznosité képességben és a

stressztoleranciaban (Karacsony és mtsai. 2014)

Megvizsgaltuk a hmbB4 torzs novekedését kiilonbozd szén- és nitrogénforrasok
jelenlétében. A delécids torzs galaktdéz szénforrds hasznalatakor 27%-al (p<0,005), laktéz
szénforras esetén 21%-al (p<0,005), raffindz szénforras esetén 17%-al (p<0,005)
novekedett lassabban a hmbB* toérzshoz 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 mutans torzsek tolerancidjat kiilonbozd stresszagensekkel -
ozmotikus stressz (1 M NaCl), héstressz (42 °C) és oxidativ stressz (0,4 mM menadion és 1,8
mM diamid) — szemben. A delécié hatasara 42 °C-on kismértékben csokkent névekedési
képességet (-23%, p<0,05), 0,4 mM menadion jelenlétében erésen csokkent novekedést (-
85%, p<0,0005) tapasztaltunk. Mindkét delécios torzs esetében mérsékelt rezisztenciat
tapasztaltunk diamiddal szemben. Az oxidativ stressztolerancia részletes vizsgalata soran gy
talaltuk, hogy az 50%-os gatlast okoz6 legkisebb menadion-koncentracié (MICso) 0,2 és 0,4
mM kozé esett a hmbB* és HZS.352 (rekonstitucios kontroll) térzsek esetében, mig a hmbBA
torzs esetében ez az érték 0,05 és 0,1 mM kozott volt. A delécids térzs 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 ndvekedési képességét (+9% ¢és
+12%, p<0,05 és p<0,005). Ez utobbi eredmény arra utal, hogy a HmbB fehérje hidnyaban a
gombasejtek redox dallapota olyan modon tér el a normadlistol, melyet a diamid a GSH

oxidaciojaval képes részlegesen helyreallitani.
A HmbB fehérje hatasa a redox kornyezetre (Karacsony és mtsai. 2015)

Mig az Osszes glutation mennyisége nem kiilonbozott a hmbB* és himbBA torzsek
konidiumaiban, a GSSG (oxidalt glutation) mennyisége 20-szor kevesebb volt a delécids
torzsben. Ez az alacsony ROS (reaktiv oxigéngyokok) és SOD (szuperoxid-dizmutaz)
aktivitassal egylitt azt sugallja, hogy a hAmbBA konidiumok reduktiv redox allapotban
vannak. Feltételezziik, hogy ez az erdsen reduktiv belsé kdrnyezet — akar kizarélagos —
szerepet jatszhat a delécids torzs ivaros ¢és ivartalan spordinak rendkiviil alacsony

csirazoképességében.



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 (redukalt glutation) szint ndvekedés, ami a redox-par redukalod kapacitasat probalta
novelni. A glutation redox-rendszer oxidalt allapotabol, valamint a megduplazodott
szuperoxid- és SOD-aktivitds mennyiségekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a hmbBA
micéliumok endogén oxidativ stressznek vannak kitéve. Feltételezésiink szerint a hmbBA
torzs paradox viselkedése, a menadionnal szemben mutatott fokozott érzékenysége €s a
diamiddal szemben mutatott tolerans fenotipusa a glutation redox-rendszerben

bekovetkezd valtozassal €s az endogén oxidativ stresszel magyarazhato.

A menadionnal torténd kezelés soran a sqmbBA micéliumok Osszes glutationtartalma
a felére csokkent a hmbB™ torzsh6z hasonldan, a GSSG-tartalom azonban meglepé modon
valtozatlan maradt a mutdns térzsben. 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 potencidljdnak fenntartisara
iranyul. Ez a kompenzacids folyamat a imbBA micéliumokban nem miikddik sikeresen és
ebbdl kifolydlag a glutation redox-par egy oxidaltabb redox allapotba sodrodik. Azt, hogy
a hmbBA micéliumok menadion hatasara fokozottabb oxidativ stressznek vannak kitéve,
tovabbi kisérleti eredmények is igazoltdk. A G6PD (gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz)
aktivitasa 1,6-szorosaval csokkent, ezzel szemben a glutation redox rendszer fenntartasaért
felelds enzimek egy része hiperaktivalodott (8,5-szorés novekedés a GR (glutation-
reduktaz) és GST (glutation-S-transzferaz); 5,3-szoros novekedés a GPx (glutation-
peroxidaz) aktivitasban. Mivel a G6PD felelds a NADP NADPH-va torténd redukalasaért
(mely utobbi a glutation redox rendszer termodinamikai hajtdereje), ezért a G6PD
mennyisége limitalo tényezOként jelentkezik a delécios micéliumokban. A G6PD-aktivitas
csokkenése a AmbBA micéliumokban a glutation redox kor kapacitdsanak csokkenéséhez

vezet, ezért a mutans torzs nem képes az intracellularis redukalé erét potolni.

A diamid biologiai hatdsat elsdsorban a redukalt glutationtartalékok kimeritésén
keresztlil fejti ki, megvaltoztatva a glutation redox-par redox kapacitasit. A hmbBA
micéliumok diamiddal szemben mutatott rezisztenciajanak valdszinii oka a GSH-
tartalomban kereshetd, amely a mutans torzsben az alapallapothoz képest nem valtozik, a
vad tipusban azonban lényegesen lecsokken a diamiddal torténd kezelés hatdsara. Azt
gondoljuk, hogy ennek oka az, hogy a kezeletlen 2imbBA micéliumokban a magas GSSG-

szint altal eldidézett kompenzacids folyamat eredményeként megemelkedik a GSH-
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termelés, amely kozvetlentil azt eredményezi, hogy diamidkezelés hatdsara a mutans torzs

rezisztens modon viselkedik.

A hmbB* és hmbBA micéliumok és duzzadd konidiumok NADPH és NADP
tartalmanak Osszehasonlitdsa a glutationkorforgds tekintetében ravilagitott arra, hogy a
hmbB™ és hmbBA micéliumok és duzzadé konidiumok NADPH-tartalma ellentmondo
eredményeket adott a mintdk NADP-tartalménak ¢és G6PD-aktivitdsanak tiikrében. A
hmbBA konidiumokban a NADPH mennyisége a hmbB* torzzsel megegyez6 értéket
mutatott, azonban a NADP mennyisége 7,9-szer magasabb, a G6PD aktivitasa pedig 4,4-

szeresével alacsonyabb volt a hmbB* konidiumokhoz képest.

A NADPH mennyisége jol korrelalt a GSSG- és GSH-tartalommal,
valamint a GR-aktivitassal, ami alatimasztja azt a kdvetkeztetésiinket, hogy a konidiumok
reduktiv belsd kornyezettel rendelkeznek. Azonban a vad tipuséhoz hasonlé6 NADPH-
mennyiség van jelen a hmbBA duzzadd konidiumaiban, annak ellenére, hogy a G6PD-
aktivitas lényegesen alacsonyabb. A glutation-korforgasba torténé varatlan NADPH-
betaplalas legkézenfekvobb magyarazata vagy a pentdzfoszfat utvonalon kiviili egyéb
NADPH-termelé metabolikus folyamatok tulmiikodése (pl.: malat Utvonal, izocitrat
utvonal, glutamat utvonal, vagy a nemrég jellemzett 10-formil-tetrahidrofolat ttvonal),
vagy a NADP mitokondriumhoz kotott redukcidjanak fokozddasa, amelyben a
mitokondridlis NADH ¢és a transzhidrogendzok 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 aktivitdst mutatott, a NADPH mennyisége 1,4-szeresével
lecsokkent. A NADPH mennyiségének varatlan csokkenése, a glutation-korforgasbol
torténd elszivargasa hozzdjarul a hAmbBA micéliumok oxidativ redox allapotanak
l1étrehozéasahoz, a GSSG felhalmozddasdhoz ¢s GSH mennyiségének elégtelenségéhez. A
NADPH elszivargéasat okozhatja a NADPH-t igényl6 metabolikus folyamatok talmiikddése
¢s/vagy a mitokondriadlis P450 rendszer aktivitdsanak fokozddasa, mely utobbi az
oxigénmolekuldkat egy elektronnal redukalva &rtalmas szuperoxid gyokok képzdodését
eredményezi. Ez utobbit tamasztja ala a hmbBA micéliumok magasabb szuperoxidtartalma,
mely a vad tipushoz hasonld oxigénfelvétel miatt nem szarmazhat a 1égzési lancbol.
Ezeknek a megfigyeléseknek alapjan valdsziniileg a mitokondrialis P450 rendszer fokozott
mitkddése felelds a hmbBA micéliumok magas szuperoxid- és alacsony NADPH-

tartalmaért.
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A kordbbi transzkriptomikai és proteomikai vizsgalatok sordn azonositott, a
menadionkezelés hatasara kifejez6dé gének AmbBA micéliumokban torténd atirddasa
jelentésen megvaltozott. Az Osszes GST-aktivitds megkétszerez6dott a hmbBA
micéliumokban és a vizsgalt feltételezett vagy azonositott GST-t kédold gén kifejezddése

is fokozodott a gstB kivételével.

Az éaltalunk tanulmanyozott 6sszes ismert vagy feltételezett glutaredoxint kodold
gén magasabb szinten irédott at a hmbBA térzsben. Mivel a glutaredoxinok GSH-fiiggd
diszulfid-redukalok, kézenfekvd azt feltételezni, hogy ok-okozati Osszefiiggés van a
hmbBA micéliumban a glutaredoxinok fokozott atirddasa és magas a GSSG-tartalom
kozott. Emellett a glutaredoxinokat kodold gének tilmiikddése jelezheti azt is, hogy a
hmbBA micéliumban fenndllo intracellularis oxidativ stressz kihat a redox-érzékeny

(szulfhidril csoporttal rendelkezd) fehérjékre.

Erdekes modon az AspGD genomi adatbazisbol véletlenszeriien kivalasztott,
feltételezett GST-t vagy glutaredoxinokat kodold gének (ANO815, AN2948, ANS5831,
ANG6158 és AN 4215) szignifikans talmiikodést mutattak a smbBA micéliumokban. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy ezek a feltételezett GST- vagy glutaredoxin-aktivitassal
bird géntermékek részt vesznek a glutation-rendszer miikodésében €s az oxidativ stresszel
szembeni védelemben, igy tovabbi kutatasok célpontjai lehetnek, melyek hozzajarulnanak

a bioldgiai redox folyamatok mélyebb megismeréséhez.

Az Osszes GR-aktivitds nem kiilonbozott a hmbB™ és hmbBA micéliumokban,
azonban a glrA mRNS-ek 2,8-szeres mennyiségét mutattuk ki a mutans tdrzsben a vad
tipushoz képest. Ennek oka lehet az enzim kifejezddésének transzlacio szintjén torténd
szabalyozasa, vagy egyeéb ok, pl. az enzim mitkodését befolyasold koriilmények (pl.: poszt-

transzlacidos modositas) hatasa.

Az 0Osszes SOD-aktivitas megduplazodott a hmbBA micéliumokban. A SOD
enzimet kodolo gének koziil (SodA, sodB, sodM) egyediil a SodA kifejez6désének mértéke
nétt meg lényegesen, 2,6-szeresére. Ennek alapjan feltételezhetjiilk, hogy a SodA enzim
egy dominans valaszfehérje a hmbBA torzs esetében kimutatott endogén oxidativ stressz

soran.

Mivel a légzést az artalmas ROS-ok folyamatos termelddése kiséri, feltételeztiik,

hogy a hmbB* és hmbBA micéliumok szuperoxid-tartalmanak kiilonb6zOsége a 1égzési
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aktivitds megvaltozdsara vezethetd vissza. Nem vart eredményként kozel megegyezo
oxigénfelvételi ratat mértiink a mutans és vad tipusok esetében a micéliumokban és a
konidiumokban is. Feltételezziik, hogy a HmbB fehérje nincs befolyassal a 1égzés
aktivitasara, vagy ha igen, akkor a fehérje szerepének hidnya kompenzalhaté mas fehérjék
aktivitasa altal. Azt, hogy a HmbB hidnyaban ennek ellenére ndvekszik a micéliumok
szuperoxid tartalma, valamely a légzési lanchoz nem ko6t6dd, szuperoxidot termeld

folyamat, pl. a mitokondrialis citokrom P450 rendszer fokozott mitkddése okozhatja.

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

2014)

A hmbBA torzs esetében megfigyelt, a fehérje mitokondrialis szerepével
Osszefiiggésbe hozhaté szamos pleiotrop fenotipus (micélialis ndvekedés, morfologia, a
konidiumok metabolizmusa, az oxidativ stresszel szembeni érzékenység) koziil a
legszembetiindbb a HmbB fontossaga a konidiospérdk ¢s aszkosporak csirdzasaban. A
hmbBA konidiumok esetében tapasztalt, megvaltozott cukor és polialkohol tartalom és
metabolizmus is a konidiogenezis és csirdzas folyamatanak sériilésére utal a delécios torzs
esetében. Emellett a HmbB hianyaban a konidiumok nagy részében drasztikusan lecsokken
a MtDNS kopiaszama, melynek mértéke teljes mértékben korreldl a konidiumok
csirazoképességével (Karacsony és mtsai. 2014). Logikus azt feltételezni, hogy ok-okozati
Osszefliggés van a mtDNS hidnya és a konidiumok alacsony csirazoképessége kozott. A
hmbBA konidiumokbol mindemellett nem hianyoznak a mitokondriumok, amelyekrél MTT
¢s MitoTracker RedFM festéssel, valamint oxigénfogyasztasuk mérésével bizonyitottuk,
hogy metabolikusan aktivak. Megallapitottuk, hogy a HmbB-fehérjék érett konidiumokban
torténd jelenléte a mitokondriumokban elengedhetetlen a mtDNS kopiaszamanak
fenntartasaban (Kardcsony és mtsai. 2014). A duzzad6 konidiumokban fennall6 mtDNS-
kopiaszam ¢€s az arrdl atirddo mRNS-ek mennyisége kozotti aranytalansag feltehetdleg a
vizsgalt mRNS-eknek a konidiogenezis soran bekovetkezd, a mtDNS szegregalodasat
megel6zd transzkripcidnak koszonhetd és az mRNS-ek érett konidiumokban torténd
felhalmozodasanak. A HmbB-GFP fehérje konidioforokban torténd eloszlasa olyan
események sorozatat veti fel, amelyek feleldsek lehetnek a mtDNS elvesztésében a hmbBA
torzs konidiogenezise sordn. Erés HmbB-GFP fluoreszcencia figyelheté meg a
vezikulumban ¢és a fialidokban, ahol a mitokondriumok erds felhalmozodasat is
megfigyeltik. Esszerti azt feltételezni, hogy a konidiumok fialidokrél torténé lefiizédése

soran a mtDNS replikéacion esik at a konidiumok mitokondriumaiban, amely folyamatban a
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HmbB-nek fontos szerepe van. Jelenleg nincs adat a szakirodalomban, ami bemutatna a
mitokondriumok sorsat a konidiogenezis soran az Aspergillus-okban, leszamitva néhany
korai elektronmikroszkdpos vizsgalatot, amely nem kifejezetten ezt a célt szolgalta, de
mindenesetre igazoltak a mitokondriumok vezikulumokban torténé felhalmozodasat.
Igazoltuk, hogy a konidium csirazoképessége a hmbBA torzs esetében autondém, nem
komplementalhatd heterokarionokban (Karacsony ¢és mtsai. 2014). 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 aszkosporak csirdazoképességében betdltott szerepe analog a
konidiumok esetében megfigyelttel. Azonban a konidiospordk csirazoképességével
ellentétben sem a HmMbB-GFP sem a GFP-HmbB fuziés konstrukcio nem volt képes
komplementalni az aszkosporak alacsony csirazoképességét, amivel egybehangzoan azt
tapasztaltuk, hogy a flzios fehérjék az aszkuszoknak és aszkosporaknak csak Kis
szazalékaba jutnak be. Ugy tiinik, hogy a fizios HmbB fehérje képtelen bejutni az
aszkosporak mitokondriumaiba. Ez az eredmény barmilyen zavard is elsé ranézésre,
ramutat arra, hogy a mitokondriumok szegregéacioja az ivaros és ivartalan ciklus soran

eltér6 modon valosulhat meg.
A HmbB szerepe a sterigmatocisztin szintézisében (Karacsony és mtsai. 2014)

A hmbBA és vad tipusu torzsek masodlagos metabolit-termelését vékonyréteg-
kromatografias (TLC) eljarassal vizsgaltuk meg. A vizsgalat sordn azt talaltuk, hogy a
delécios torzsek tenyészeteiben rendkiviil nagymértékben lecsdkkent a sterigmatocisztin
gombatoxin mennyisége, annak teljes hidnya sem zarhat6 ki (Karacsony és mtsai. 2014). A
hisztidin-taggelt HmbB fehérjét kifejezé torzs (rekonstiticios kontroll), valamint az N-
terminalis (GFP-HmbB) és C-terminalis (HmbB-GFP) GFP-fuzids fehérjét kifejezé torzsek
esetében a sterigmatocisztin termelése helyreallt. Annak érdekében, hogy a delécids
torzseknél tapasztalhatd sterigmatocisztin-termelésben bekdvetkezett csokkenés hatterét
kideritsiik, megvizsgaltuk a sterigmatocisztin-szintézisért felelés génklaszter néhany
tagjanak (aflR klaszter-specifikus transzkripcios faktor, valamint az stcO ketoreduktaz és
stcU oxidoreduktaz gének) kifejezddését "standard curve" kiértékeléssel végzett qRT-PCR
vizsgalattal. A hmbBA torzs esetében az aflR, az stcO és stcU gének szignifikansan

megemelkedett kifejezOdést mutattak. A vizsgalat eredményei meglepdek, és nincsenek
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Osszhangban a delécios torzsek sterigmatocisztin-bioszintézisében tapasztalt jelentds
visszaeséssel. Az adatokbdl kovetkezden elmondhatjuk, hogy a HmbB fehérje direkt, vagy
indirekt mdodon represszalja a vizsgalt gének kifejezddését, valamint, hogy egy ettdl a

folyamattol fiiggetlen utvonalon képes pozitivan is hatni a sterigmatocisztin termelddésére.
A hmbCA torzs jellemzése

A hmbAA és hmbBA torzsek esetén alkalmazott rutin fenotipus-vizsgalatokat a
hmbCA torzs esetén is elvégeztiik, azonban egyik vizsgalat esetében sem kaptunk eltérést a
kontroll torzshoz képest. A HmbC funkcid vizsgalata tovabbi kisérletek végrehajtasat

igényli a jovoben.
OSSZEFOGLALAS

1. Az A. nidulans genomjaban bioinformatikai modszerekkel 3 architektralis HMG-
box domén fehérjét (HmbA, HmbB, HmbC) azonositottunk. A fehérjéket kodolo
génekre nézve delécidos mutans torzseket Aallitottunk eld, hogy segitségiikkel

vizsgaljuk meg a fehérjék élettani szerepét.

2. Megallapitottuk a HmbA fehérje szerepét a normalis ndvekedési rata
fenntartasaban, az alacsony pH értékhez torténd adaptacidban, valamint a trehaldz

¢s sterigmatocisztin bioszintézisében.

3. A HmbB fehérje esetén végzett szerkezeti modellezéssel két, szekvencia homologia
alapjan nem azonosithat6 HMG-box domén (Shadow-HMG-box) meglétét
felil. GFP-fuzios HmbB fehérjéket kifejez6 torzsek felhasznalasaval
megallapitottuk a fehérje kettds (mitokondridlis €s sejtmagi) lokalizacigjat. Ez
utobbi esetlegessége felveti specializalt micélialis sejtek jelenlétét. ,,Western blot”
vizsgalataink igazoltdk, hogy a fehérje a mitokondridlis transzport soran az N-

terminalis régioban elhasad.

4. Megallapitottuk, hogy a HmbB fehérje hidnyaban az ivartalan és ivaros sporaképzd
képesség és a spordk csirazoképessége is drasztikusan lecsokken. A csokkent
csirazoképesség egyiitt jart a konidiumok megvaltozott cukor és polialkohol
spektrumaval ¢és a mitokondridlis DNS (mtDNS) kopiaszdm nagymértékii

csokkenésével. A lecsokkent mtDNS mennyiségek ellenére a delécids sporak a vad
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tipussal megegyezd szamu, mikodé mitokondriumot tartalmaznak. A HmbB fuzids
fehérjékkel végzett komplementacios vizsgalatok ramutattak arra, hogy az ivaros és
ivartalan sporak képzdédése soran a mtDNS mas-mas folyamat altal szegregalddik a

sporakba.

5. A hmbBA torzs érzékenynek bizonyult menadion- és toleransnak diamid oxidativ
stresszagensekkel szemben. A megvaltozott oxidativ stressztolerancia hatterében
eredményeink szerint a hmbBA micéliumokban jelen 1évé, endogén eredetii
oxidativ stressz, valamint a glutation-regeneracios ciklus komponenseinek

megvaltozott mikodése allhat.

6. Megallapitottuk, hogy a HmbB hianyaban az A. nidulans a szintézisgének fokozott
atirddasa ellenére sem képes sterigmatocisztin termelésére. A sterigmatocisztin
termelés és a szintézisgének atirddasa kozti ellentmondas azt sugallja, hogy a
mikotoxin szintézise nem csak a transzkripcidé szintjén szabalyozott, hanem a
transzkripcid utan (transzlacid/poszt-transzlacid), vagy a bioszintézisben szerepet

jatsz6 faktorok szabalyozasaval valosul meg.
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