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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,5-DP: 2,5-dihidroxipiridin

6-NA: 6-hidroxi-nikotinsav (6-hydroxynicotinic acid)

Allp: allopurinol

AS: aminosav

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

bp: bazis par

cDNS: komplementer DNS (complementary DNA)

CM: komplett taptalaj (complete medium)

downst (down): lentebbi (downstream)

frw: el6re iranyul6 (forward)

GC-MS: gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry)

GFP: zold fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)

HPLC-MS: folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (High Performance
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

Hx: hipoxantin

kb: kilobazis

MM: minimal taptalaj (minimal media)

NA: nikotinsav (nicotinic acid)

NAA: nikotinamid (nicotinic acid amide)

NDC: nikotinsav degradacios klaszter (nicotinic acid degradation cluster)

nt: nukleotid

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PHI: purin hidroxilaz |

PHII: purin hidroxilaz 11

RT-gqPCR: kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakcio (Quantitative real-time polymerase
chain reaction)

rev: visszafelé iranyulo (reverse)

RFP: voros fluoreszeens fehérje (red fluorescent protein)

SDR: rovid lanct dehidrogenaz/reduktaz (short chain dehydrogenase/reductase)

upst (up): fentebbi (upstream)



2. BEVEZETES

Habar szamos mikroorganizmus képes a nikotinsav (NA) nitrogénforrasként torténd
hasznositasara, eddig minddssze prokariotakban vizsgaltak a lebontasi utvonalakat. Eukariotak
esetében teljesen tisztazatlan a lebontas folyamata. Csoportunk munkajat megelézéen csak az
utvonal feltételezett regulatora (HXNR), valamint az Gitvonal els6 1épése volt ismert Aspergillus
nidulans modellorganizmusban, mely soran a Purin hidroxilaz II (PHII) enzim a NA-at 6-
hidroxi-nikotinsavva (6-NA) alakitja at. Kutatocsoportunkban ezen ismeretekbdl kiindulva
kezdtiik el a NA lebontasi utvonal tanulmanyozasat. Feltartunk egy NA katabolizmusban
szerepet jatszo géneket magaba foglalo génklasztert, amelybe a transzkripcios faktort és a PHII
enzimet kodold hxnR és hxnS gén, valamint tovabbi négy gén, a hxnY, hxnT, hxnP és hxnZ
tartozik (Amon és mtsai., 2017). A klaszter génjei koregulaciot mutatnak, amely a NA és annak
downstream metabolitjai, 6-NA ¢és 2,5-dihidroxi-piridin (2,5-DP) altal aktivalodnak és
fiiggenek a HxnR transzkripcids faktortol, valamint az utvonal pozitiv koregulatoratol, az
AreA-t6l (Amon és mtsai., 2017). A klaszter hxnY, hxnT, hxnP és hxnZ génjeire nézve delécios
torzsek kombinalt delécids pérositdsban is ugynevezett ,leaky” fenotipust mutatnak, amely
egyrészt elore jelzi a NA alternativ utakon torténd lebontasanak lehetdségét, masrészt pedig
utal arra, hogy tovabbi, eddig még nem azonositott gének is szerepet jatszanak a lebontasban.

Munkénk soran célunk volt a NA lebontasban szerepet jatszo tovabbi gének felfedezése
¢s azok funkciojanak elemzése delécios mutansok eldallitdséval, vizsgdlatdval, valamint
analitikai vizsgalatokkal. Jelen doktori értekezésben a NA katabolikus utvonalban szerepet
jatszo, két klaszterbe rendezddd tovabbi 6t gén felderitése €s vizsgalata keriil bemutatasra
delécios mutansok létrehozasan és NA hasznositasi képességének vizsgalatan keresztiil.
Emellett bemutatjuk a deléciés mutansokkal végzett in silico, GC-MS és HPLC-MS vizsgalatok
eredményeit. A vizsgalatok soran kapott eredményeink alapjan a NA lebontéasa eukariotakban
a prokariotaktol eltérd modon, alternativ utakon torténik. Az utvonal teljes feltdrasa soran
azonositott enzimek és enzimreakciok heterociklus modosité aktivitasuknal fogva, valdsziniileg
nagy érdeklddésre fognak szert tenni a gyogyszeriparban (hatéanyag prekurzorok), valamint az
agrokémia iparban (ndvényvédo szer prekurzorok) a heterociklus alaptu bioaktiv hatdoanyagok

olcso, kornyezetkimélo eléallitasdhoz.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az Aspergillus nemzetség jellemzése

Az A. nidulans fonalasgomba az Ascomycota torzs Eurotiomycetes osztalyanak
Eurotiales rendjébe tartozd Trichocomaceae csalad Aspergillus nemzetségének tagja. A
csaladba tartozé megkozelit6leg 250 faj (Sugui és mtsai., 2014) koziil a legtobb csak aszexualis
szaporodasra képes, szexualis ciklussal mindossze a nemzetség néhany faja rendelkezik, koztiik
az A. nidulans. Az A. nidulans termdéteste egy kerek, zart struktara (kleisztotécium), amelyben
a 8 aszkosporat tartalmazo aszkuszok talalhatdéak. A kleisztotéciumok falat differencialddott
hifak alkotjak és a termdtestet kiviilr6l vastag fala Hiille sejtek boritjak be (Pontecorvo és
mtsai., 1953).

Az Aspergillus fajok az ember kornyezetében eléforduld egyik legelterjedtebb
gombacsoport. Valtozatos ¢élohelyeken taldlkozhatunk wveliik, mint példdul a talajban,
takarmanyndvényeken, kiilonbozd élelmiszereken, valamint a bomlo szerves anyagokban is
(Fogarty, 1994). Az Aspergillus fajok szamos elényos tulajdonsaggal rendelkeznek. Nagy
mennyiségben termelnek az ipar szamara komoly jelentéséggel bird szerves savakat (pl.
citromsav, gliikonsav és itakonsav) és enzimeket (pl. celluldzok, amilazok, proteazok, lipazok
¢és pektinazok), emellett egyes masodlagos metabolitok (pl. lovasztatin, kiillonb6z6 peptid
antibiotikumok, ¢€s béta-laktam penicillin) gydgyaszati hatdanyagokként valtak életiink
nélkiilozhetetlen részévé (Ward és mtsai., 2005). Ugyanakkor bizonyos masodlagos
metabolitjaik egészségkarosito hatasukrol hirhedtek. Az aflatoxin, ochratoxin, vagy az
aflatoxin prekurzora, a sterigmatocisztin (Schroeder & Kelton, 1975, Bennett & Papa, 1988)
allati vagy emberi taplalékba jutasa komoly gazdasagi és egészségiigyi problémat jelent.

Az A. nidulans fonalasgomba a molekularis biologidban gyakran alkalmazott
modellszervezet, amely koszonheté a taptalajon és folyadékkultiraban torténd gyors
novekedésének; széles korben tanulméanyozott szexudlis-, vegetativ- &s paraszexualis
¢letciklusanak; metabolikus sokoldalusaganak; a hozzaférhetd sokféle auxotréf mutansnak,
amelyek nagyban megkonnyitik a genetikai, illetve molekuldris biologiai vizsgélatokat;
onkeresztezhetdségének; valamint haploid genomjanak. Szamos bioldgiai folyamatot
vizsgaltak rajta, mellyel hozzajarult a metabolikus szabalyozas, fejlédés, sejtciklus-
szabalyozas, mitokondrialis intron terjedés, a kromatinszerkezet, citoszkeleton-funkcio, a
human genetikai betegségek és még szamos mas, sejtmiikodésben érintett folyamat
megértéséhez (Pontecorvo és mtsai., 1953, Goldman & Kafer, 2004, Osmani & Mirabito,
2004). Mivel az A. nidulans teljes genomszekvencidgja 2005 ota  elérhetd



(www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/fungal-genome-

initiative/aspergillus-genome-projects), képes a NA-at egyediili nitrogénforrasként
hasznositani, és a *60-as évekbdl fennmaradt néhany elérheté NA nem-hasznosité mutans, az
A. nidulans megfelel6 modellszervezetnek bizonyult az eukariota NA Katabolikus utvonal

felderitéséhez.

3.2. A nikotinsav élettani szerepe

A NA (niacin, B3-vitamin) egy N-heterociklusos aromas vegyiilet, vizben o0ld6do
vitamin, amely a nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD) és a nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat (NADP) koenzimek prekurzoraként szdmos metabolikus folyamatban jatszik szerepet
(pl. glikolizis, pentoz-foszfat ciklus) (Ikeda és mtsai., 1965). A NA-at a szervezet kiils6 és belsd
forrasbol is képes potolni. Kiilsé forrasbol a taplalkozas ttjan, belsd forrasbol pedig a triptofan
niacinnd torténd atalakitdsa révén, illetve a vastagbél normdl mikroflordja altal megtermelt
niacin felvétele altal (Said, 2011). A NA képes a plazmaban novelni a high-density lipoprotein
(HDL)-koleszterin szintjét, illetve csokkenteni a low-density lipoprotein (LDL)-koleszterin-, a
hatéanyagnak tekintheté (MacKay és mtsai., 2012). A sztatinok (lipoprotein-koleszterin szint
csokkentésére alkalmazott terapids szerek) ismeretesek arrol, hogy képesek 25-40%-kal
csokkenteni a kardiovaszkuldris elégtelenségek kialakulasanak esélyét ¢és az emiatt
bekovetkezo elhalalozas lehetdségét. Abban az esetben azonban, amikor a sztatinokat NA-val
kombinaltak, 60-90%-os csokkenést tapasztaltak a szivelégtelenség €s az emiatt bekovetkezett
elhalalozasok szamaban (Al-Mohaissen és mtsai., 2010). Ezeknek a statisztikai adatoknak a
Magyarazata az, hogy habar a sztatinok csokkentik az ugynevezett ,,rossz” koleszterinek (LDL-
koleszterinek) szintjét, ha NA-val kombinaljak, amely az tgynevezett ,,j6” koleszterinek (HDL-
koleszterinek) mennyiségét noveli, akkor a sztatinok hatékonyabban védenek a
kardiovaszkularis elégtelenségekkel szemben.

A NA hianya a pellagra nevii betegséghez vezethet, mely a nyalkahartyak gyulladasaval,
borelvaltozasokkal, hasmenéssel és idegrendszeri rendellenességekkel jar. A NA hidnya, vagy
nem optimalis szintje leginkdbb alkoholbetegeknél, valamint Hartnup-korban szenvedd
egyéneknél fordul eld. Az utdbbi esetében a triptofin aminosav (AS) (az endogén NA
szintézisének prekurzora) transzportere szenved mutaciot (Said, 2011).

A NA a prokariotak szamara szén- ¢és nitrogénforrasként is hasznosithatd, azonban

jelenlegi ismereteink alapjan a gombak szamara csak nitrogénforrasként tud hasznosulni. A



prokariota NA lebontasat szolgdldo biokémiai utvonalak tanulményozéasakor azonositott
enzimek €s metabolikus koztitermékek komoly ipari jelentOséggel birnak a farmakoldgiaban és
az agrokémiaban. Széles szubsztrat-specificitasa miatt a nikotinsav-dehidrogenazt tobbek
kozott Mycobacterium fajok altal okozott tuberkulo6zis elleni szerek gyartasa soran alkalmazzak
(Yoshida & Nagasawa, 2000). A 6-hidroxi-nikotinsav-3-monooxigenaz enzim miik6dése soran
a 6-NA-bol 2,5-DP képzddik, amely az 5-aminolevulinsav képzddésének koztesterméke. Az 5-
aminolevulinsavat novekedésszabalyozo ndvényi hormonként, rovar6ld szerként, valamint bor-
és szajrak fotodinamikus diagnozisa és terapiaja soran alkalmazzak (Nakano és mtsai., 1999),
a 6-NA-at pedig els6sorban tjgeneracios rovardld szerek épitéelemeként alkalmazzak (Schmid
¢s mtsai., 2001). A mikrobialis enzimek tovabba eszkozt jelentenek a komoly kornyezeti
problémakat okoz6 toxikus vegyiiletek (pl. nikotin és hidroxipiridin) lebontasahoz is (Fetzner,
1998, Yoshida & Nagasawa, 2000, Wang és mtsai., 2004).

3.3. A nikotinsav hasznositasa prokariotakban

A természetben a NA endogén moddon szintetizalodhat a sejteken beliil (kivételt
képezhetnek egyes parazita fajok), de transzporterek segitségével be is juthat az extracellularis
kornyezetbdl (Pelczar & Porter, 1940, Tinschert és mtsai., 1997). Ahogy a 3.2. alfejezetben
emlitettiik, sok mikroorganizmus rendelkezik a NA nitrogén- és/vagy szénforrasként torténd
hasznositasanak képességével. Prokariotakban a NA hasznositast kiterjedten tanulmanyoztak
¢és ennek alapjan haromféle katabolikus utvonalat ismertek meg (1. abra) (Behrman & Stanier,
1957, Ensign & Rittenberg, 1964, Alhapel és mtsai., 2006, Jimenez és mtsai., 2008).
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1. abra: A NA lebontasianak folyamata Pseudomonas putida, Bacillus niacini és Eubacterium barkeri

Az abran a P. putida (Jimenez és mtsai., 2008), B. niacini (Ensign & Rittenberg, 1964) és E. barkeri (Alhapel és
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nikotinsav-dehidrogenaz, 4. piridin-2,5-diol dioxigenaz, 5. N-formil maleinsavamid deformilaz, 6.

maleinsavamid amidohidroldz, 7. maleinsav izomeraz, 8. 6-hidroxi-nikotinsav-reduktaz, 9. enamidaz, 10. 3-
hidroxi-izobutirat/foszfoglukonat-dehidrogenaz, 11. szerin-dehidrataz-szer(i enzim, 12. B12-koenzim-dependens
2-metilénglutarat-mutdz, 13. 3-metilitakonat-izomeraz, 14. (2R,3S)-dimetilmalat-dehidrataz, 15. (2R,3S)-

dimetilmalat-liaz.



A NA lebontas legelso 1épése megegyezik mindharom tipusu utvonalban. Ez a 1épés a
NA atalakitasa 6-NA-va egy nikotinsav-hidroxilaz (nikotinsav-dehidrogenaz) altal (1. abra).
Ezt kovetden a lebontas a Pseudomonas fajok esetén (példaul P. putida, P. fluorescens) a 6-NA
2,5-DP-né torténé atalakitasaval folytatodik, amelyben egy 6-hidroxi-nikotinsav-
monooxigenaz jatszik szerepet (1. abra). A 2,5-DP egy N-formil maleinsavamid, majd
maleinsavamid intermedieren keresztiil maleinsavva alakul piridin-2,5-diol dioxigenaz, N-
formil maleinsavamid deformilaz és maleinsavamid amidohidrolaz segitségével (Jimenez és
mtsai., 2008) (1. abra). Az utdbbi amidohidrolaz aktivitas soran a maleinsavamid koztitermék
amid csoportja lecserélddik egy hidroxil csoportra. Az amid csoport végsd soron ammoéniumma
alakulva nitrogénforrasként hasznosul. A maleinsavamid amidcsoportjanak eltavolitasaval
1étrej6tt maleinsav fumarsavva alakul (egy maleinsav izomeraz révén) és betaplalodik a Szent-
Gyorgyi-Krebs-ciklusba és végso soron szén-forrasként hasznosul (Jimenez és mtsai., 2008). A
Bacillus niacini baktériumban a 6-NA-bol egy 2,6-dihidroxi-nikotinsav (2,6-DNA)
intermedieren keresztiil (6-hidroxi-nikotinsav-dehidrogenaz segitségével) jon 1étre a
maleinsavamid, a lebontas tovabbi 1épései pedig megegyeznek a Pseudomonas fajok esetében
leirt Gitvonal Iépéseivel (Ensign & Rittenberg, 1964) (1. abra). Mind a Pseudomonas, mind a
Bacillus altal képviselt Gtvonal esetén feltételezik egy 2,3,6-trihidroxi piridin szarmazék
létrejottét a piridingyliri felnyilasa eldtt (az N-formil maleinsavamid keletkezése elott),
amelybdl nem enzimatikus uton egy kék szinli pigment, egy azakinon szdrmazék jon létre
(Ensign & Rittenberg, 1963) (1. abra).

A NA-bol keletkezett 6-NA lebontasanak harmadik lehetséges modjat a Clostridiales
rend bizonyos tagjai, példaul az Eubacterium barkeri vizsgalata soran irtak le (1. abra). Az E.
barkeri a P. putida illetve a B. niacini degradaciojatol teljesen eltérd, anaerob lebontasi
utvonallal rendelkezik. Az E. barkeriben egy kilenc génbdl allo klaszter egyedi fermentacios
utvonalat biztosit, amelyben a NA-bol végiil piroszéldsav és propionsav képzodik. A NA 6-
NA-va torténé oxidaciojat egy négy alegységes (nem szelenocisztein) szelén tartalmu
nikotinsav-dehidrogenaz enzim Kkatalizalja. A 6-NA-at a 6-hidroxi-nikotinsav-reduktaz
redukalja 1,4,5,6-tetrahidro-6-oxo-nikotinsavva, amelyet az enamidaz enzim ammoniumma és
(S)-2-formil-glutaratta hidrolizal (1. abra). Ez utobbit egy 3-hidroxi-izobutirat/foszfoglukonat-
dehidrogenaz enzim tovabb redukalja (S)-2-hidroximetil-glutaratta, majd feltételezhetden egy
szerin-dehidrataz-szerti enzim 2-metilénglutaratot képez, amely a B12-koenzim-dependens 2-
metilénglutarat-mutdz, a 3-metilitakonat-izomeraz, a (2R,3S)-dimetilmalat-dehidrataz ¢és a
(2R,3S)-dimetilmalat-lidzz miikodésén keresztiil piroszolésavva alakul (1. abra). In silico

elemzéssel kilenc Proteobacteria esetében azonositottak az E. barkeri NA lebontdsanak els6
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harom enzimét kddold gének homologjait, de a teljes NA lebontasi Gtvonalat nem tartak fel, bar
az Utvonal teljes megismerése varatlan ujdonsagokat tartogathat (Alhapel és mtsai., 2006). A
prokariota lebontasi utvonal elsé enzimeinek in silico 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy az E.
barkeri-ben, a Pseudomonas aeruginosa-ban és az Azorhizobium caulinodans-ban el6fordulo
nikotinsav-hidroxilazok nem allnak evolicios kapcsolatban egymassal, ami azt jelenti, hogy a
nikotinsav-hidroxilazok egymastol fiiggetleniil, szamos alkalommal jelentek meg az evolucio

soran (Amon és mtsai., 2017).

3.4. Kék pigment felhalmozodas a Pseudomonas és Bacillus itvonalak esetén

Pseudomonas és Bacillus fajok, valamint Arthrobacter crystallopoietes esetén NA-at, mint
egyediili szén- ¢és nitrogénforrast tartalmazd tapkozegben torténd tenyésztés soran
megfigyelték, hogy kék szinli pigment halmozddik fel a telepekben, amely a tapkozegbe is
kibocsajtodik (Ensign & Rittenberg, 1963, Ensign & Rittenberg, 1964)Jimenez személyes
kozlés). A kék szinli pigmentet kémiai jellemzése soran egy monopiridol oxidacids termékeként
irtak le, amely neutrdlis, vagy enyhén lugos oldatban anionként intenziv kék szinnel
rendelkezik, savas kozegben pedig metal soként precipitalodik. Az 1880-as és 1960-as évek
kozott szamos dipiridol és szarmazékainak kémiai jellemzését publikaltak, melyek koziil
egyesek esetén leirtak, hogy kék szinli pigmentet hoz létre, valdszintisithetden egy tripiridol
intermedier képzddésen keresztiil (1. abra). A 2,3,4-trihidroxi piridin, 2,4,6-trihidroxi pikolin
¢s a 4-metil-2,3,6 tripiridol vegyiiletek mindegyikébdl lehetséges kék szinli pigmentet
létrehozni (Ensign & Rittenberg, 1963). Az Ar. crystallopoietes esetén gy gondoltak, hogy a
kék szinli pigmentet a Boyer és Kruger (Boyer & Kruger, 1957) altal vizsgalt azakinon néven
emlegetett 6-hidroxi-2,3 piridon és 2-hidroxi-3,6 piridon tautomerek alkotjak. Ezek az
azakinonok mély lilas-barna, vagy vordses-barna sziniiek, kozonséges oldoszerekben nem,
vagy nehezen, alkalikus kozegben pedig konnyen oldodnak, mikdézben intenziv kék szintivé

valnak. A kék szin oxigenalt kozegben elhalvanyul az anyag bomléasaval.

3.4. Az els6 eukaridta nikotinsav degradacios klaszter (NDC1) felfedezése

Kutatasaink eredményeképpen az A. nidulans VI. kromoszomajan felfedeztiink egy
génklasztert, amely tartalmazza a NA lebontési Gtvonal génjeinek kozds transzkripcios faktorat
(hxnR), valamint a hxnS, hxnP, hxnZ, hxnY és hxnT géneket (Amon és mtsai., 2017). A
kutatasunk soran alkalmazott vizsgalati rendszerek megértését szolgalja, ha torténeti

sorrendben ismertetjiik az NDC1 klaszter felfedezését.
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Régota ismert a purin hasznositasi itvonalban részt vevo purin hidroxilaz I enzim (PHI,
a hxA gén terméke) (Lewis és mtsai., 1978, Mehra & Coughlan, 1989, Glatigny & Scazzocchio,
1995), mely a hipoxantint (Hx) xantinna, a Xantint pedig huigysavva képes hidroxilalni. A PHI
enzim funkcidvesztéses mutansainak létrehozasa és elemzése soran kidertilt, hogy 1étezik egy
masik enzim (purin hidroxilaz II, PHII), amely azon kiviil, hogy molekulamérete és
izoelektromos pontja igen kozel all a PHI-¢hez és szintén molibdenopterin kofaktort igényel
aktivitasahoz, képes a Hx—Xantin atalakitasra, azonban nem képes a xantin—huagysav
atalakitas elvégzésére (Scazzocchio, 1973, Lewis és mtsai., 1978, Coughlan és mtsai., 1984).
A xantin—hutgysav atalakitast a mutansokban PHI hianyaban egy alternativ, a-ketoglutarat-
fliggd xantin-dehidrogenaz (XanA) végzi (Sealy-Lewis és mtsai., 1978). A PHII enzim
biokémiai vizsgalata soran kideritették, hogy nem csak a Hx—xantin atalakitast, hanem a
NA—6-NA konverziot is képes elvégezni. Az enzim regulacidjara vonatkozodan
megallapitottak, hogy a PHI-el ellentétben a PHII aktivitasat nem befolyasolja sem a hugysav,
sem pedig a purin hasznositasi Gtvonal transzkripcios faktora (UaY), azonban a vad tipusu
torzsben Hx szubsztraton csak akkor detektalhatdo PHII aktivitas, ha inducer mennyiségben (1
mM) NA-at, vagy 6-NA-at adnak a tapoldathoz (Scazzocchio, 1973). Ezek alapjan a PHII-t a
nikotinsav hasznositasi Gtvonal egyik enzimének tekintették és nem a purin lebontasi utvonal
részének. A PHII funkciovesztéses mutansokat két kategoriaba lehetett besorolni. Az egyikbe
azok a mutansok tartoztak, amelyek Hx nitrogénforras mellett allopurinolt (Allp, a PHI enzim
gatloszere) tartalmazod, valamint NA nitrogénforrast tartalmazé taptalajon nem voltak képesek
novekedni, de néttek 6-NA nitrogénforrast tartalmaz6 taptalajon. Ezek a mutansok a PHII-t
koédold gén funkciovesztéses mutansai (PHII-41, PHII-35). A masodik kategéridba azok a
mutansok tartoztak, amelyek a HX nitrogénforras mellett Allp-t tartalmazo, és a NA
nitrogénforrast tartalmazoé taptalajon kiviil még a 6-NA nitrogénforrast tartalmazo taptalajon
sem voltak képesek noni. Ezekrdl azt gondoltdk, hogy vélhetdleg a PHII-t kodold gén
regulatorat érintd6 mutansok (hxnR2, hxnR3). Konstitutiv mutansokat is felfedeztek, amelyek
neutralis nitrogénforrason indukcié nélkiil is aktiv fehérjét termeltek. Ezeket aplA°
mutansoknak nevezték (Scazzocchio és mtsai., 1973). A NA-at nem hasznositd mutansok
klasszikus genetikai vizsgalataval kimutattak, hogy nagyon erés kapcsoltsag van a PHII-t
kodold gén és a hxnR regulator gén, valamint a konstitutivitast okozé aplA gén kozott. A hxnR
és hxnS allélok mutansain kiviil szamos mas, NA és 6-NA nem-hasznositdo mutanst is izolaltak,
melyek a genetikai keresztezésekkel végzett analizisek eredményeként a hxnR és hxnS

alléloktol tavolabb térképezddtek (Joan Kelly és Claudio Scazzocchio személyes kozlés). A
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l1étrehozott mutansokon (a ’60-as években) végzett genetikai munka nem keriilt kozlésre az azt
kovetd id6 soran és egy kivételével (hxn6) a torzsek is elvesztek. Ezen tobb évtizedes
eredmények alapjan a 2000-es évek elején kezdte el csoportunk felderiteni a NA
azonositasa volt az A. nidulans genomban, amely homolég a PHI-et kodold hxA génnel. Ilyen
gén a V1. kromoszdman talalhat6. A VI. kromoszoma génkonyvtaranak transzformalasa a PHII-
41 és hxnR2 mutansokba egy olyan komplementald kozmid izolalasahoz vezetett, mely mindkét
enzim génjeként az AN9178 gént azonositottuk, a HxnR transzkripcios faktor génjeként pedig
az AN11197 gént. Ezeket a géneket a korabban publikalt genetikai ¢s biokémiai vizsgalatok
alapjan hxnS-nek ¢és hxnR-nek neveztik el. A prokariotakban megfigyelhetd klaszterbe
rendez6dés a funkcionalisan Osszefliggd gének esetén, valamint a hxnS és hxnR gének kozott
korabban felfedezett erés kapcsoltsag arra 6sztonzott minket, hogy megvizsgaljuk a hxnS és
hxnR génekkel szomszédos gének kifejezodését vad tipust torzsben indukcid nélkiil és 6-NA
indukcié mellett, valamint funkciovesztéses hxnR2 és funkcionyeréses aplA®7 mutansokban. A
vizsgalat eredményeként egy 6 génbdl allo klasztert (hxnR, hxnS, hxnP, hxnZ, hxnY és hxnT)
azonositottunk, amelyet nikotinsav degradacios klaszternek (NDC) neveztiink el. A hxnS gén
altal kodolt PHII enzim (HxnS) (Amon és mtsai., 2017) végzi a katabolikus ttvonal elsé 1épését,
azaz 6' hidroxilalja a NA-at. A hxnR gén terméke egy Cys2His2 Zinc finger transzkripcios
faktor, amely a klasztergének kifejezédéséhez elengedhetetleniil sziikséges (Amon és mtsai.,
2017). A hxnT és a hxnY géntermékek (FMN oxidoreduktaz és egy a-ketoglutarat fiiggd
dioxigenaz) egy 6-NA szubsztratot érintd Gitvonalban jatszanak szerepet. A hxnTA és a hxnY A
mutansok NA hasznositasi profilja ellentmondéasosnak bizonyult (NA nitrogénforrason képesek
néni, de 6-NA nitrogénforrason csokkent novekedést mutatnak), amely alapjan azt
feltételezziik, hogy egy alternativ Gitvonal miikddik a NA katabolikus folyamatban. A hxnP gén
terméke egy transzporter, amely a 6-NA és valdsziniileg a NA kis affinitdsu transzportere
(Amon, 2018). A hxnZ géntermék is transzporter molekula, azonban a gén delécidja nem
mutatott semmilyen ndvekedésbeli valtozast NA-at, 6-NA-at, vagy 2,5-DP-t tartalmazé
taptalajon, igy ennek a funkcidja még tisztazasra var (Amon, 2018).

A prokariota P. putida NA lebontasi utvonalanak egyik koztesterméke a 2,5-DP
(Jimenez és mtsai., 2008). Az NDCI1 klaszter elemzése soran megvizsgaltuk, hogy az A.
nidulans katabolizmusaban szerepel-e a 2,5-DP. A vad tipusu torzs képes volt novekedni 2,5-
DP nitrogénforrast tartalmazo6 taptalajon, a HxnR transzkripcios faktorra nézve delécios mutans

azonban nem (2. abra) (Amon és mtsai., 2017), tehat a 2,5-DP az A. nidulans lebontasi
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utvonalaban is szerepld koztestermék. Ez az eredmény ravilagit arra, hogy az NDC1
klasztergéneken kiviil mas, szintén a HxnR transzkripcids faktor szabalyozasa alatt allo gének
még részt vesznek a lebontasi folyamatban. Jelen értekezés témdja az utvonal feltételezett
tovabbi génjeinek azonositasa és jellemzése. Mivel az 1960-as és ’70-es évek soran
mutagenezissel 1étrehozott NA-at nem hasznositdo mutans térzsek koziil egy torzs (hxné mutans)
mindmaig fennmaradt, amelyben a funkcidvesztésért felelds gén a genetikai keresztezések
alapjan a hxnR és hxnS lokuszoktol elkiiloniilten, de azok kozelébe (kb. 40 kb tavolsagra)
térképezodott (Joan Kelly személyes kozlés), felbecsiilhetetlen lehetdséget nyujtott szamunkra,

hogy megkezdjiik az Gitvonalba részt vevo tovabbi gének azonositasat.
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2. Abra: Mutans torzsek novekedési képessége kiilonbozé nitrogénforrasokon (Amon és mtsai., 2017)
Minden oszlop felett a vizsgalt térzs relevans mutacidja talalhatdé. Hx: 1mM Hx nitrogénforras. Hx,
Allp: ImM Hx nitrogénforras 5,5 pM Allp-lal kiegészitve, ami gatolja a PHI (HxA) miikodését (viszont a HxnS-
t nem). Hx, Allp, 100 uM NA: 1 mM Hx nitrogénforras kiegészitve 5,5 uM Allp-lal és 100 uM NA-al; Hx, Allp,
100 uM 6-NA: 1 mM Hx nitrogénforras kiegészitve 5,5 uM Allp-lal és 100 uM 6-NA-al. Hx, Allp, 100 pM 2,5-
DP: 1 mM Hx nitrogénforras kiegészitve 5,5 uM Allp-lal és 100 uM 2,5-DP-el, 10 mM NA, 10 mM 6-NA, 10
mM 2-5 DP: az egyediili nitrogénforras 10 mM NA, 6-NA, vagy 2,5-DP. A tenyészetek harom napig 37° C-on
voltak inkubalva, kivéve a *-gal jelolt esetekben, ahol az inkubacios id6 négy nap volt. Kontroll torzsek: sziil6i
kontroll 1 (HZS.120), sziil6i kontroll 2 (TNO2 A21): az 6sszes hxn gén tekintetében vad tipusuak. Mutans
torzsek: hxnSA (HZS.548), hxB20 (HZS.135), hxnRA (HZS.136), hxnR80 (HZS.220), hxnRc7 (FGSC A872). A
felhasznalt torzsek teljes genotipusa megtalalhat6 az 1. mellékletben.
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4. CELKITUZES

A természetben szamos mikroorganizmus képes a NA-at nitrogénforrasként hasznositani, eddig
mégis csak prokariotakban tanulmanyoztak a lebontas folyamatat. Eukariotakban ismeretlen a
katabolizmus genetikai és molekularis hattere, annak ellenére, hogy az A. nidulans
modellszervezetrdl mar az 1970-es években megallapitottak, hogy képes hasznositani a NA-at
egyediili nitrogénforrasként, valamint szamos NA-at hasznositani nem képes mutanst izolaltak
¢s vizsgaltak. Feltartak, hogy a lebontas elsO 1épését, a NA 6-NA-va torténd atalakitasat, a PHI
xantin dehidrogenazzal vélhetden paralog PHII enzim végzi. A NA-at nem hasznosito
mutansok kozott talaltak regulator-mutansnak vélt torzseket is. A mutansok klasszikus
genetikai vizsgalatdin tal azonban tovdbbi tanulmdnyokat nem folytattak. Mivel az
ezredfordulora hozzaférhetové valt szamos modellorganizmus, igy az A. nidulans genom
szekvenciaja is, 0j lehetdségek tarhaza nyilt meg a NA hasznositasi Ut feltarasdhoz.
Kutatocsoportunk eukaridta szervezetben elsdéként kezdett hozzd a NA katabolikus 1t
tanulmanyozasahoz. Azonositottunk egy koregulaciot mutatd, hat génbdl allé génklasztert a V1.
kromoszéman (NDC1), mely a PHII enzimet kodolo hxnS gént, a NA hasznositas transzkripcios
faktoranak génjét, a hxnR-t, valamint két transzporter gént (hxnP és hxnZ) és két oxigenazt
hasznositasi vizsgalata olyan eredményekkel szolgalt, amely vildgosan jelezte, hogy a NA
lebontasaban eddig még nem azonositott tovabbi gének is részt vesznek. Jelen értekezésben
célunk a NA hasznositdsban részt vevd tovabbi gének azonositasa, regulacidjuk vizsgélata,
delécios mutansok létrehozasa ¢€s jellemzése. Ezen kiviil célul tliztiik ki, hogy a delécids
mutansokkal végzett analitikai vizsgéalatok segitségével elkezdjiik az Utvonal koztes
metabolitjainak azonositasat.

Célkitlizéseink részletesen az aldbbiak voltak:

- Az 1970-es években izolalt hxn6 mutans torzs A. nidulans génbank transzformalasaval
célul tlztik ki tovabbi, NDCI1 klaszteren kiviili, NA hasznositasban részt vevd gén(ek)
azonositasat.
vizsgalatat kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcioval (RT-qPCR) torténd transzkriptum
analizissel vad tipusu torzsben és hxnR funkciovesztéses mutansban nem indukalt és 6-NA-val
indukalt koriilmények kozott. Az NDCI1 génekkel mutatott koreguldcid esetén a vizsgalat
igazolja az Uj gén(ek) NA katabolikus utvonalhoz val6 tartozasat, valamint a vizsgalat

szomszédos génekre torténd kiterjesztése lehetdséget nyljt egy ) génklaszter azonositasara.
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- A genom adatbazisokban elérheté gombagenomok 6sszehasonlito in silico elemzésével
vizsgalni kivantuk az NDCI1 klaszter génjeinek és az 0j gén(ek) kromoszoéma lokalizacios
mintazatat (szinténia vizsgalat) evolucids 0sszefliggések feltarasa céljabol.

- Amennyiben az azonositott uj gén(ek) regulacidja 6sszhangban van az NDC1 klaszter
génjeivel, akkor a szoban forgd gén(ek) kiiitésével delécios mutans(ok) elballitasat terveztiik,
amely(ek) novekedési tesztjei bizonyithatjak, hogy a deletalt gén(ek) terméke valoban a
katabolikus utvonalban szerepel. A novekedési teszteket NA-at és a kereskedelemben
forgalmazott szarmazékait tartalmazé taptalajok bevonasaval terveztiik elvégezni.

- Mivel a hxnTA és hxnYA mutansok ndvekedési tesztjei (Amon, 2018) azt sugalltak, hogy
a NA lebontas nem egyetlen utvonalbol all, hanem alternativ utvonalak vesznek benne részt,
célul tiztik ki hxnS, hxnT és hxnY génekre nézve dupla- és tripla delécios mutansok
létrehozasat és ezek nitrogénforras hasznositasi képességének vizsgalatat. A halmozottan
delécios mutansok a HXnT ¢és HxnY utvonalban betdltott szerepének tisztdzasahoz is
hozzajarulnak majd.

- Célul thztik ki, hogy mieldtt in silico fehérje elemzést végziink, kisérletes uton
meghatarozzuk az Ujonnan azonositott gén(ek) cDNS szekvencidjat és Osszehasonlitjuk a
génbank altal feltételezett cDNS szekvenciaval.

- C¢élul thztiik ki tovabba az 0j gén(ek) altal kodolt fehérje(ék) lehetséges funkcidinak
feltarasat in silico elemzéssel.

- Tovabbi célkitlizésiink annak felderitése volt, hogy a katabolikus utvonal milyen
intracellularis térben zajlik. Ezt a lebontési Gtvonal mar ismert és jonnan azonositott tovabbi
torzsek mikroszkopos vizsgalataval terveztiik végrehajtani.

- Tovabba célul tiztik ki, hogy gazkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (GC-
MS) és folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria (HPLC-MS) analizist végziink,
melyekhez tovabbi delécids torzseket hozunk 1étre. Az dsszes delécidos mutans metabolitjainak
elemzésével célunk a katabolikus utvonal kdztes metabolitjainak meghatarozasa és végsé soron

a teljes lebontési utvonal megismerése.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Felhasznalt mikroorganizmusok
A kisérletek soran alkalmazott A. nidulans és E. coli torzsek listaja az 1. és 2. mellékletben

talalhato meg.

5.2. Tenyésztési koriilmények

5.2.1. A. nidulans tenyésztésere felhasznalt taptalajok
Minimal tapoldat (MM):
2% (v/v) sooldat; 1% (m/v) glikkdz; kisérletenként valtozo nitrogénforras (pH 6,8)

Komplett tapoldat (CM):
2% (v/v) sooldat; 1% (m/v) glikoz; 0,2% (m/v) pepton; 0,15% (m/v) kazaminosavak; 0,1%
(m/v) élesztokivonat (pH 6,8)

Szachar6zos minimal tapoldat (SM):

2% (v/v) sooldat; 1% (m/v) gliikéz; 34,2% (m/v) szachardéz (pH 6,8)

Sooldat:
26% (m/v) KCI; 26% (m/v) MgSO4sx7H20; 76% (m/v) KH2PO4; 5% (v/v) nyomelem-torzsoldat

Nyomelem-torzsoldat:
40 g/l Na-borat (Na2B4O7x10H20); 400 mg/l CuSO4x5H20; 714 mg/l FePOs; 728 mg/l
MnSO4xH>20; 800 mg/l Na2MoOsx2H20; 8 mg/l ZnSOsx7H>0

Vitaminok és felhasznalasi koncentracidjuk:
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

Nitrogénforrasok és felhasznalasi koncentracidjuk:

Hx: 1 mM; natrium-nitrat: 10 mM; acetamid: 1 mM; urea: 5 mM; NA: 10 mM

nitrogénforrasként és 100 uM, illetve 1 mM inducerként; 6-NA: 10 mM nitrogénforrasként és
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100 uM, illetve 1 mM inducerként; 2,5-DP: 10 mM nitrogénforrasként és 100 uM, illetve 1

mM inducerként

Gatloszerek ¢€s felhasznalasi koncentraciojuk:

Allp: 5,5 uM

5.2.2. Escherichia coli tenyésztéséhez felhasznalt taptalajok

Luria-Bertani (LB) tapoldat: 10 g/l tripton; 10 g/l NaCl; 5 g/l éleszt6kivonat

Taptalajok esetében a tapoldatot 2% (m/v) agarral egészitettiik ki. A transzformansok
szelektalasahoz és felszaporitdsdhoz a tapoldatot, illetve a taptalajt 50 pg/ml ampicillinnel is

kiegészitettiik.

5.2.3. Az A. nidulans tenyésztési koriilményei

A tapoldatot a taptalajok esetében 2,5% (m/v) agarral egészitettiik ki. Szachar6zos
minimal taptalaj esetén 1% és 2,5% (m/v) agartartalmu taptalajt is alkalmaztunk. Az elébbit top
agarként, az utobbit normal tenyésztésre hasznaltuk. Téptalajon torténd ndvesztés soran a
felhasznalt torzsekb6l 0,01% (v/v) Tween 80 oldatban konidium-szuszpenzidt készitettiink,
majd ezekbdl steril fogpiszkald segitségével pontba oltottunk a taptalajra és 37 °C-on
inkubaltunk. A nitrogénforras nélkiili, a HX nitrogénforrast tartalmazo, az Allp-lal kiegészitett
Hx-t tartalmazo és az Allp-lal kiegészitett Hx nitrogénforras mellett alkalmazott NA, 6-NA,
2,5-DP illetve nikotinamid (NAA) inducert tartalmaz6 taptalajok esetében 3 napos, a NA-at, 6-
NA-at, 2,5-DP-t, illetve NAA-ot nitrogénforrasként tartalmazo taptalajok esetében pedig 4
napos inkubaciot alkalmaztunk. Folyadékkultirak esetében 10® konidiumot oltottunk 300 ml

MM tapoldatba és 37 °C-on 180 rpm razatas mellett inkubaltuk 12 6rén 4t.

5.3. Oldatok

5.3.1. DNS izoldlashoz felhaszndlt oldatok
LETS puffer: 0,1 M LiCl; 0,01 M Na;EDTA; 0,2% (m/v) SDS; 0,01 M Tris-Cl; (pH 7,4)
PCI: fenol:kloroform:izoamil-alkohol, 25:24:1

5.3.2. E. coli kompetens sejt gyartashoz és transzformalasahoz felhasznalt oldatok

SOB tapoldat: 2% tripton; 0,5% éleszt6kivonat; 10 mM NaCl; 2,5 mM kalium-Kklorid

(KCI), 10 mM magnézium-klorid (MgCI2); 10 mM magnézium-szulfat (Mg2SO4*7H,0) (pH
6,7-7,0)

18



TB puffer: 10 mM PIPES; 15 mM kalcium-klorid; 250 mM KCI; 55 mM mangan-Klorid;

(PH 6,7)

GET oldat (100 ml): 2,5 ml 1M Tris (pH 7,5); 2ml 0,5 M EDTA (pH 8); 0,9 g gliik6z
Alkalikus SDS oldat (100 ml): 88ml desztillalt viz; 10 ml 20% SDS; 2 ml 10 M NaOH

High Salt oldat (100 ml, pH 4): 29,4 g kalium-acetat 60 ml desztillalt vizben oldva; 11,5 ml
jégecet; 28,5 ml desztillalt viz

5.3.3. Aspergillus transzformalashoz felhasznalt oldatok

TN1 oldat: 5,22% (m/v) KCI; 0,735% (m/v) CaCl>

TN2 oldat: 60% (m/v) polietilén-glikol 4000 (PEG-4000); 1,214% (m/v) Tris; 0,735% (m/v)
CaCl;

5.3.4. Southern-blottoldshoz felhasznalt oldatok

Denatural¢6 puffer (500 ml): 10 g NaOH; 43,8 g NaCl

Neutralizal6 puffer (500 ml): 125 ml 2M Tris (pH 7,5); 43,8 g NaCl; 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8)
20x SSC oldat (500 ml): 44,115 g Na-citrat; 87,66 g NaCl

5.3.5. Southern-hibridizaciohoz felhasznalt oldatok
A Dig-DNA Labeling and Detection Kit (Roche) felhasznalasaval, a gyarto leirasa alapjan
készitettiik el a felhasznalt oldatokat.

5.3.6. Horizontalis gél elektroforézishez hasznalt oldatok

TAE futtatopuffer: 40 mM Tris; 20 mM ecetsav; | mM EDTA; (pH 7,5)

Felvivo puffer: 0,5% (m/v) SDS; 40% (m/v) szacharoz; 0,1% (m/v) bromfenolkék; 50 mM Tris;
10 mM EDTA,; (pH 7,5)

5.3.7. HPLC-MS mérésekhez hasznalt oldatok
,»A” eluens: acetonitril/viz/100 mM ammoénium-format (pH 3,4), 50/40/10% (v/v)
,,B” eluens: acetonitril/100 mM ammonium-format (pH 3,4), 90/10% (v/v)

5.4. Kompetens E. coli sejtek készitése

Kompetens E. coli sejtek készitéséhez egy telep E. coli IM109 (2. melléklet) inokulumot
oltottunk 25 ml LB tapoldatba, majd 8 oran at 37 °C-on 250 rpm razatassal ndvesztettiik. Az
igy felnovesztett kiindulasi tenyészetbdl 15 ml-t 250 ml SOB tapoldatba oltottunk, majd 16 °C-
on 175 rpm rdzatas mellett egy éjszakan keresztiil ndvesztettilk. Masnap, mikor a tenyészet a

0,7 ODeno értéket elérte, a kultarat 4 °C-on 5000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A sejteket 80
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ml TB pufferben felszuszpendaltuk, majd 8% dimetil-szulfoxidot (DMSO) adtunk hozza. Az
igy elkészitett szuszpenzidt 50 pl-es adagokban, folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

5.5. Kompetens E. coli sejtek transzformalasa

A kompentens E. coli IM109 (2. melléklet) sejtek transzformalasat Maniatis és mtsai
(Maniatis és mtsai, 1982) altal leirtak alapjan végeztiik. A sejteket jégen kiolvasztottuk, majd a
ligalasi elegyet (7,5 pl) a mikrocentrifugacsdbe mértiik a kiolvasztott kompetens sejtekhez,
majd szuszpendaltuk és 25 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetéen az elegyet 2 percig
hésokkoltuk 42 °C-on, majd a mintdkat azonnal jégen hiitottiik. 800 ul LB-oldatot mértiink a
mintakra és 45 percig 37 °C-on inkubaltunk. Az inkubéaci6 letelte utan 50 pl transzformans
elegyet szélesztettiink ampicillinnel kiegészitett LB-taptalajra. A maradék tapoldatbol a sejteket
5000 rpm-en torténd 5 perces centrifugalassal Osszegyujtottik, a feliilluszot kiontottik. A
visszamaradt folyadékban felszuszpendalt sejteket egy masik, ampicillinnel kiegészitett LB-

taptalajra szélesztettiik. A sejteket egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.

5.6. Aspergillus transzformalas

Az A. nidulans transzformalasa Antal és mtsai (Antal és mtsai., 1997) alapjan tortént
celofantenyészeten eléallitott (Ferenczy ¢és mtsai., 1975, Kevei & Peberdy, 1977)
protoplasztokkal. A protoplasztok képzéséhez komplett taptalajra helyezett celofanra leoltott
torzs 16 oras tenyészetét hasznaltuk. A leoltast ecsettel végeztiik frissen gytijtott, 0,01% (v/v)
Tween 80-ban oldott konidiumszuszpenzioval. A protoplasztalashoz 0,7 M KCl-oldatban
feloldott Glucanex enzimkeveréket (Novozyme) hasznaltunk, 40 mg/ml koncentracioban. A
taptalajtol elvalasztott celofanokat harmasaval steril Petri-csészékbe helyeztiik és 6-6 ml
protoplasztald folyadékot pipettaztunk rajuk. A protoplasztalast szobahdmérsékleten végeztiik,
maximum egy oran keresztiil. A protoplasztokat 100 ml 0,7 M KCI oldatba mostuk le a
celofanokrol. A micélidlis szennyezddéseket 100x100 um racsszerkezetii nylon sziird
segitségével tavolitottuk el, majd a protoplasztokat centrifugalassal (4000 rpm, 14 °C-on, 25
perc) gytjtottiik ossze. Ezt kovetden 10 ml 0,7 M KCI oldatba dsszemostuk a pelletet és Gijra
centrifugaltuk. Ezt kdvetden a protoplasztokat dvatosan felszuszpendaltuk 1 ml 0,7 M KCl
oldatban. A szuszpenziobol 100-szoros higitast készitettiink, amelynek protoplaszt-
5x108, illetve 5x107 sejtet, melyeket azutan lecentrifugaltunk (2500 rpm, 6 perc), majd a pelletet
200 ul TNI oldatban felszuszpendaltuk €és hozzdadagoltunk 1-10 pg DNS-t és 55 ul TN2
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oldatot. Az elegyet 30 percen at jégen inkubaltuk, majd 1 ml TN2-t mértiink az elegyhez, és 5
percen at szobahdmérsékleten tartottuk. Ezt kovetéen 10 ml 0,7 M KCl-oldatot adtunk hozza
mosas céljabol és centrifugaltuk (4000 rpm, 20 perc) a protoplasztokat, hogy a toxikus PEG-
tartalmat eltavolitsuk. A pelletet 1 ml 0,7 M KCl oldatba szuszpendaltuk és 50 ml 40 °C-0s 1%
(m/v) SM top agarral kevertiik, majd 10 db SM taptalajt tartalmazo csészére szétteritettiik. A
protoplasztokat 37 °C-on regeneraltattuk. Csak azok a protoplasztok tudtak telepet képezni,
melyekben a genomba rekombinalddott konstrukcion hordozott szelekcids marker gén (pl.

riboB™) kifejez6dott és komplementalta az adott (pl. riboflavin) auxotrofiat.

5.7. A. nidulans torzsek létrehozasa keresztezéssel

Megfelelé genotipussal rendelkezé A. nidulans torzsek létrehozasahoz keresztezést
alkalmaztunk. Olyan torzseket hasznaltunk, melyek minden esetben legalabb egy auxotrofiat
okoz6 mutéciot hordoztak, de a keresztezett torzsek egy esetben sem rendelkeztek ugyanazzal
a mutacioval, igy heterokarion képzése soran képesek komplementalni egymads auxotrofidit. A
keresztezni kivant torzseket eldszor sakktabla-szerti mintdzatban CM taptalajra oltottuk, majd
az Osszendtt telepszélekbdl steril landzsatii segitségével 4-4 agarkockat vagtunk ki, amit fejjel
lefelé MM taptalajra helyeztiink 4at, ahol az auxotrof térzsek onmagukban nem képesek
novekedni, de a hifaanasztomozissal (gombafonalak fuzidja) 1étrejové hetekarionok igen.
Hérom napig 37 °C-on inkubdltuk a telepeket, majd cellux segitségével oxigénmentesen
lezartuk a Petri-csészéket, igy teremtve meg a megfeleld koriilményeket a szexualis életciklus
szamara. Ezt kovetden tovabbi 10-14 napig 37 °C-on inkubaltuk a csészéket a szexudlis
szaporitoképletek (kleisztotéciumok) megjelenéséig. Keresztezésenként nyolc darab
kleisztotéciumot gyiijtottiink, melyeket MM taptalaj felszinén megtisztitottunk a raragadt
hifaktol, micélumoktol, illetve Hiille sejtektdl, majd egyenként 200-200 pl 0,01% (v/v) Tween
80 oldatba helyeztilk ©6ket. A mikrocentrifuga cs6é faldhoz nyomva széttortik a
kleisztotéciumokat, igy az aszkosporak kiszabadulhattak a folyadékba. Annak megallapitasara,
hogy sziildi, vagy rekombinans kleisztotéciumokat gylijtottiink-e, az aszkospora
szuszpenziokbol 5-5 pl-t szélesztettiink MM taptalaj felszinére, amely semmilyen vitamint nem
tartamazott, igy csak a rekombinacioval 1étrejovo prototrof utdodok voltak képesek telepet
képezni. A megfeleld aszkospora szuszpenzidk koziil kivalasztottunk egyet, melybdl 200-
szoros higitast készitettlink, majd ebbdl 30, 40, illetve 50 pul mennyiségéket CM taptalajra

szélesztettiink steril {livegbot segitségével. Két nap, 37 °C inkubaciot kovetden
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sporaszuszpenziokat készitettiink az egyedi telepekbdl és kiilonb6z6 Osszetételli taptalajra

oltottuk dket a pontos genotipusok megallapitasanak céljabol.

5.8. Nukleinsav-manipulaciéhoz felhasznalt modszerek

5.8.1. Total DNS kivonds A. nidulans-bol

A komplett tiptalajon felndvesztett A. nidulans térzsekbél 108 konidiumot oltottunk 100
ml, vitaminoldattal kiegészitett foly¢kony MM tépoldatba, majd egy éjszakan at neveltiik a
torzseket. Az ezekbdl nyert micéliumtomeget sziiréssel gylijtottiik Ossze ¢és folyékony
nitrogénben torténd fagyasztast kdvetden kerdmiamozsarban nitrogén alatt eldorzsoltik. Az
eldorzsolt micéliumbol kb. 0,1 g mennyiséget 0,8 ml LETS pufferrel, majd 0,8 ml PCI-vel
mikrocentrifugacsdben vortexeltiik, majd 13000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A vizes fazist
atmértiik 0j mikrocentrifugacsdbe, majd azonos mennyiségli kloroform-izoamil-alkohollal
(24:1) vortexeltiik és 13000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A vizes fazishoz egy tjabb
mikrocentrifugacsében 10% (v/v) 3 M Na-acetatot, illetve ekvivalens térfogatnyi izopropanolt
mértiink, majd -20°C-on legalabb 1 6raig inkubaltuk. Centrifugalas és 70% (v/v) etanollal
torténd mosas utan a DNS pelletre desztillalt vizzel higitott RNaz-oldatot (0,05 pg/ml, Sigma
Aldrich) mértiink és fél oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk. Az RNS-szennyezddés eltavolitasat

kovetden az izolalt DNS-t -20 °C-on taroltuk.

5.8.2. RNS kivonas A. nidulans-bol, cDNS szintézis

Az RNS-tartalom izoldlasdhoz a sziirt és szarazra csavart micéliumot folyékony
nitrogén alatt, kerdmiamozsarban puderfinomsagura dorzsoltiik. Az RNS kivonashoz az
RNeasy Plus Mini Kit-et (Qiagen) hasznaltuk a gyarto utasitasai szerint. Egy-egy kivonashoz
kb. 100 mg biomasszat hasznaltunk fel. Az izolalt RNS mennyiségét és mindségét NanoDrop
1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) berendezéssel ellendriztiik. A cDNS-
szalakat a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) segitségével
szintetizaltuk, a gyartd instrukcioi alapjan. A cDNS szintéziséhez 1 pg templat RNS-t, valamint

oligo-dT és random inditoszekvenciak 1:1 aranyt keverékét hasznaltuk.
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5.8.3. Plazmid miniprepardtumok készitése E. coli-bol

A transzformalt E. coli JIM109 (2. melléklet) egyedi kolonidk sejtjeit 37 °C-on egy
¢jszakan at tenyésztettik 2 ml, 50 pg/ml ampicillinnel kiegészitett LB tdpoldatban. A
tenyészetet mikrocentrifugacsévekbe mértiikk és a sejteket 5000 rpm-en torténdé 5 perces
centrifugalassal ilepitettilk. A fellazitott pellethez 0,1 ml GET oldatot pipettaztunk, majd
homogénre vortexeltiik. Ezt kdvetéen 0,2 ml alkalikus SDS-sel feltartuk a sejteket. A
mikrocentrifugacsoveket a folyadék feltisztuldsaig dvatos forgatassal elegyitettiik. Ezutan 0,15
ml High Salt oldatot mértiink a csdvekbe, melyeket ismét forgatassal elegyitettiink a fehérje és
lipid komponensek kicsapodéasa kovetkeztében keletkezett fehér csapadék megjelenéséig. 10
perc 13000 rpm-en végzett centrifugalas utan a feliiluszoéhoz 1:1 aranyban kloroform-izoamil-
alkohol (24:1) oldatot adtunk, melyet ujabb 10 perc 13000 rpm-en torténd centrifugalas
kovetett. A vizes fazisbol a plazmid DNS-t megegyez6 mennyiségli izopropanol hozzdadasaval
precipitaltuk, melynek a hatékonysagat 1 ora -20°C-os inkubalassal ndoveltik. Ezutan
centrifugalas és 70% (v/v) etanollal torténé mosas kovetkezett, majd a DNS pelletet nyitott
tetével szobahdmérsékleten szaritottuk. A beszaritott mintakat 50 ul RN-az (10 pg/ml, Sigma
Aldrich) tartalmu desztillalt vizben vettiik fel, majd a megfeleld restrikcios enzimekkel torténd

1,5 oras emésztést kovetden 0,8%-o0s agardz gélen futtatva ellendriztiink.

5.8.4. DNS-mintdk agaroz gélelektroforézise

A DNS-mintdk méret szerinti elvalasztasat agaroz gélelektroforézissel végeztik. Az
eljarashoz 0,8% (m/v) agaroz gélt és TAE futtatopuffert hasznaltunk. A DNS lathatova tétele
érdekében a gélhez 5 pg/ml etidium-bromidot adtunk. A mintdkhoz a futtatas elott 1/5
térfogatnyi felvivo puffert mértiink. Az elektroforézist 100 V allando fesziiltségen végeztiik.

5.8.5. DNS visszanyerése agaroz gelbol
A gélelektroforézist kovetden a DNS-t tartalmaz6 savokat UV fénnyel vizualizaltuk és
szike segitségével Kivagtuk. A DNS-t a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)

felhasznalasaval tisztitottuk az agar6z gélbdl a gyarto utasitdsai alapjan.

5.8.6. DNS emésztése restrikcios endonukledazokkal
A DNS-mintdk emésztéséhez restrikciés endonukledazokat (Thermo Scientific)

hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint.

5.8.7. DNS-molekulak ligalasa
A DNS-ligélast T4 ligdz enzimmel végeztiik (Thermo Scientific) a gyartd utasitdsai

alapjan. A vektor:inszert aranyt tompa vég esetén 1:8-ra, azonos ragadds vég esetén 1:4-re,
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kiilonbozo ragadds végek esetén pedig 1:1 ardnytdl 1:4 ardnyig tetszéleges mértékiire allitottuk

be. A ligalast 20 °C-on végeztiik 5-14 o6ran keresztiil.

5.8.8. Polimerdz lancreakcio (PCR)

PCR-hez a PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase (Stratagene) enzimet hasznaltuk a
gyarto utasitasai szerint. Egy reakcio 50 pl végtérfogatban 1-100 ng templat DNS-t és 20-20
pmol forward és reverz inditdszekvenciakat tartalmazott. A PCR soran a kovetkezd
koriilményeket alkalmaztuk: 98 °C 30 masodperc elddenaturacio, 34 cikluson keresztiil 98 °C
10 maésodperc denaturacio, 58 °C 30 masodperc inditdszekvencia kotédés és 72 °C 30

masodperc/kb polimerizacid, végiil pedig 72 °C 5-10 perc utdpolimerizacio.

5.8.9. Kvantitativ valos idejii polimeradz lancreakcio (RT-QPCR)

Az 5.8.2. alfejezetben leirtak alapjan létrehozott cDNS-mintdk RT-qPCR analizisét
CFX96 Real Time PCR System (Biorad) berendezés és SYBR Green/Fluorescein gPCR Master
Mix (Thermo Scientific) reakcidelegy felhasznalasaval végeztiik. A reakcid els6 1épése egy 94
°C-0s, 3 perces elddenaturacid, majd ezt koveti 40 ciklus az alabbi paraméterekkel: 94 °C 15
masodperc, 60 °C 60 masodperc. Az adatok kiértékelése a ,,relative standard curve” eljarassal

(Larionov és mtsai., 2005) tortént. Minden mérés legalabb 3 technikai parhuzamossal tortént.

5.8.10. Southern-hibridizacio

A restrikcids endonukleazokkal megemésztett (5.8.6. alfejezet) 5-10 pg DNS-mintakat
agaroz gélelektroforézissel valasztottuk el (5.8.4. alfejezet), majd kapillaris modszerrel
(Maniatis és mtsai., 1982) Hybond N membranra (GE Healthcare) blottoltuk. A jeldlt probak
készitését és a detektalast a DIG DNA Labeling and Detection Kit-el (Roche) végeztiik a gyartd

utasitasai alapjan.

5.9. A hxnV és hxnW cDNS szekvenciak felsokszorozasa

A hxnV és hxnW gének cDNS szekvenciajanak ellenérzéséhez vad tipusu A. nidulans
torzs (HZS.145) cDNS-ét alkalmazva sokszoroztuk fel a hxnV és hxnW gének szekvenciajat
PCR segitségével. A hxnV cDNS szekvenciajanak esetében a ,,hxnV ¢cDNA UJ EcoRI frw” és
,hxnV cDNA Pstl rev”, a hxnW c¢cDNS szekvencigjanak esetében pedig a ,,hxnW ispan frw” és
,hxnW 3 UTR rev”inditoszekvenciakat alkalmaztuk (4. melléklet).
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5.10. A szubsztiticids kazettak létrehozasa a hxnS, hxnS/hxnT, hxnV, hxnX, hxnW, hxnM
A delécios mutansokat a ,,Double Joint PCR” modszer (YU és mtsai., 2004) segitségével
hoztuk létre harom komponensi (,,A”, ,,B” és ,,C”) delécios kazettdk készitésével (3. abra).

PCR segitségével felszaporitottuk az alabbi komponenseket:

,»A” komponens: a deletalni kivant gént6l upstream elhelyezkedd, kb. 3 kb hosszisagu

szekvencia (3. abra). Az alkalmazott inditoszekvenciak (4. melléklet) a kovetkezok voltak:

hxnS és hxnShxnT: ,,hxnS rup frw” és ,,hxnS rup rev”

hxnV, hxnWhxnV és hxnXhxnWhxnV: ,,hxnV upst frw” és ,,hxnV upst rev”

hxnX: ,,hxnV AS frw” és ,,hxnV down nest rev”

hxnW: ,,hxnW upst frw” és ,,hxnW upst rev”

hxnM: ,,hxnM upst frw” és ,,hxnM upst rev”’

hxnN: ,,hxnN upst frw” és ,,hxnN upst rev”

»B” komponens: a transzformaldshoz hasznalatos vad tipusi marker gén, mely
komplementalja a recipiens torzs valamely auxotrofigjat (3. abra). A marker gén
amplifikalasara specidlis kiméra primereket hasznalunk: a forward primer 5° vége
komplementer az upstream szekvencia nem kodold szalanak 3’ végével, a reverse primer 3’
vége pedig a downstream szekvencia kodold szalanak 5° végével. Az alkalmazott
inditoszekvenciak (4. melléklet) a kovetkezok voltak:

- hxnS: ,,hxnS rpaba kim frw” és ,,hxnS rpaba kim rev”

- hxnShxnT: ,,hxnS rpaba kim frw” és ,,hxnT paba kim rev”
- hxnV: ,,hxnV ribokim frw” és ,,hxnV ribokim rev”

- hxnX: ,,hxnX ribokim frw” és ,,hxnX ribokim rev”

- hxnW: ,,hxnW ribokim frw” és ,,hxnW ribokim rev”

- hxnM: ,,hxnM ribokim frw” és ,,hxnM ribokim rev”

- hxnN: ,,hxnN ribokim frw” és ,,hxnN ribokim rev”

- hxnWhxnV: ,hxnV ribokim frw” és ,,hxnW ribokim rev”

- hxnXhxnWhxnV: ,,hxnV ribokim frw” és ,,hxnX ribokim rev”
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,,C” komponens: a deletalni kivant gént6l downstream elhelyezkedd, kb. 3 kb hosstsaga

szekvencia (3. abra). Az alkalmazott inditoszekvenciak (4. melléklet) a kovetkezok voltak:

hxnS: ,,hxnS rdown frw” és ,,hxnS rdown rev”

hxnShxnT: ,,hxnT down frw” és ,,hxnT down rev”

hxnV: ,hxnV down frw” és ,,hxnV down rev”

a hxnX és hxnXhxnWhxnV: ,,hxnX down frw” és ,,hxnX down rev”

hxnW és hxnWhxnV: ,hxnW down frw” és ,,hxnW down rev”
hxnM: ,,hxnM down frw” és ,,hxnM down rev”

hxnN: ,,hxnN down frw” és ,,hxnN down rev”

A létrehozott ,,A”, ,,.B” és,,C” komponenseket Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(Geneaid) segitségével megtisztitottuk a reakcidelegyben maradt inditdészekvencidktol, az
enzimektol és a soktol. A komponenseket egy ujabb PCR-rel szereltiik 6ssze az ,,A”, ,,B” és
,,C” komponenseket 1:2:1 aranyban hasznalva templatként (3. abra). Az alkalmazott
inditészekvenciak (4. melléklet) a kovetkezok voltak:

- hxnS: ,,hxnS rup nest frw” és ,,hxnT rev”

- hxnShxnT: ,,hxnS rup nest frw” és ,,hxnT down nest rev”

- hxnV: ,,hxnV upst nest frw” és ,,hxnV down nest rev”

- hxnX: ,,hxnX upst nest frw” és ,,hxnW down rev”

- hxnW: ,,hxnV AS frw” és ,,hxnW down nest rev”

- hxnM: ,,hxnM upst nest frw” és ,,hxnM down nest rev”

- hxnN: ,,hxnN upst nest frw” és ,,hxnN down nest rev”

- hxnWhxnV: ,,hxnV upst nest frw” és ,,hxnW down nest rev”

- hxnXhxnWhxnV: ,,hxnV upst nest frw” és ,,hxnW down rev”
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3. abra: A szubsztiticids kazettak elkészitésének sematikus abraja.

Narancssarga téglalap (HR1): a deletalni kivant géntdl upstream talalhatd szekvencia, a szubsztitucios kazetta
"A" komponense; amplifikacioja "upstream frw"” és "upstream rev” inditészekvencia parokkal tortént
(narancssarga nyilak). Kék téglalap: a deletalni kivant gén szekvencidja. Sarga téglalap (HR2): a deletalni kivant
gént6l downstream iranyban talalhato szekvencia, a szubsztiticios kazetta "C” komponense, amelyet a
"downstream frw”-"downstream rev"” inditoszekvencia parok hasznalataval készitettiink el (sarga nyilak). Zold
téglalap: szelekciot biztositd vitamin auxotrofia marker gén szekvenciaja, a szubsztitucids kazetta "B”
komponense; elkészitése olyan specifikus inditdoszekvenciakkal tortént, amelyek egyik része a deletalni kivant
gén upstream (narancssarga-zold nyil narancssarga része) vagy downstream (zo6ld-sarga nyil sarga része)
szekvenciajaval, masik része pedig a szelekcios marker gén szekvencidjaval homolég (nyil zold része). A 3
komponens 0sszeépitése a "nested upstream frw”(piros nyil) és "nested upstream rev” (aranysarga nyil)
inditoszekvenciakkal tortént.

downstream
régié

(

Az Osszeszerelés sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, majd a terméket

tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk fel transzformalashoz.

5.11. GFP-fazios konstrukciok létrehozasa

5.11.1. A hxnV-gfp-t (C-termindlis GFP-fiizios fehérjét) kodolo konstrukcio létrehozasa

A GFP-fuzids konstrukcid létrehozasahoz a pAN-HZS-1 (4. abra, 3/A melléklet)
plazmidot hasznaltuk fel. A vektor tartalmazza a pantoB vad tipust szelekcios marker gént,
mely a recipiens torzs pantoB100 mutacidjat képes komplementalni, ezaltal megsziintetni a

torzs pantoténsav auxotrofiajat. Emellett tartalmazza a gpdA promoter utan illesztett GFP-t
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kodold szekvenciat és a trpC gén terminacios szekvencidjat. A HXnV-GFP fazids fehérje
létrehozasahoz genomi templatrol felszaporitottuk az adott gén szekvenciajat (,,hxnV Ncol frw”
és ,,hxnV GFP linker Ncol rev” inditészekvenciak, 4. melléklet). A PCR-termék mindkét végén
egy-egy Ncol hasitohelyet hordozott, nem tartalmazta a stop kodont, viszont tartalmazott egy 9
AS hosszusagu ,,linker” peptid szekvenciat (LIDTVDLDS). Az igy létrehozott szekvenciat a
PAN-HZS-1 vektor Ncol hasitohelyére klonoztuk megfeleld orientdcioba, 1étrehozva a pAN-
HZS-12 vektort, melyet azutan transzformaciora hasznaltunk fel (4. abra, 3/A melléklet).

Ncol (zzom

pAN-HZS-1

pAN-HZS-12

9031 bp 11 321 bp

Ncol (4500)

4. abra: A hxnV-gfp-t kifejez6 konstrukciohoz létrehozott pAN-HZS-12 vektor.

Bal oldalon lathato a pAN-HZS-1 vektor, melynek Ncol hasitohelyeire beklénoztuk a hxnV szekvenciat, jobb
oldalon pedig a kész pAN-HZS-12 vektor. Vilagoskék: E. coli replikacios origo, sotétkék: PgpdA promoter,
sarga: Ncol hasitohelyek kozé klonozott hxnV gént kodold szekvencia, z61d: z61d fluoreszcens fehérjét kodolo
szekvencia, sziirke: trpC terminalis szekvencia, lila: pantoB szelekcios marker gén.

5.11.2. A gfp-hxnX-et (N-termindlis GFP-fuzios fehérjét) kédolo konstrukcio létrehozasa
Felszaporitottuk a gfp szekvenciat az el6z6 pontban bemutatott pAN-HZS-1 (5. abra,
3/A melléklet) vektorrol tigy, hogy a szekvencia ne tartalmazza a stop kodont (,,1pGpd int frw”
és ,,10GFP linker hmgB rev” inditészekvenciak, 4. melléklet). A HZS.145 torzs DNS-kivonatat
hasznalva templatként felszaporitottuk a hxnX gént (,,linker kim hxnX frw” és ,,hxnW down
nest rev” inditdszekvenciak, 4. melléklet). Mindkét PCR-termék tartalmazott egy 24 bazispar
(bp) hosszusagu, atfedd szekvenciat, mely a fuzid 1étrehozasahoz sziikséges, s tartalmaz egy
8 AS hosszusagu linker szekvenciat (LIDTVDLD) a fazionalt fehérjék kozt. A két terméket
PCR segitségével fuzionaltattuk (,,5GFP Ncol start frw” és ,,hxnX Notl rev” inditoszekvenciak,
4. melléklet). A fuzids terméket Ncol és Notl restrikcidés endonukleazokkal emésztettiik €s
Ncol/Notl hasitohelyekre klonoztuk pAN-HZS-1 vektorba. A létrehozott konstrukciot a
tovabbiakban pAN-HZS-13-nak neveztik (5. dabra, 3/A melléklet), melyet késbb

transzformacidra hasznaltunk fel.
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"“ ——NcolI (2300)

pAN-HZs-13

pAN-HZS-1

9031 bp — NeoI (z300) 10662 bp

NotI (z024)

.NotI (4655)

5. abra: A gfp-hxnX-et kifejezé konstrukciéhoz létrehozott pAN-HZS-13 vektor.

Bal oldalon lathato a pAN-HZS-1 vektor, melynek Ncol/Notl hasitohelyei kozé beklonoztuk a hxnX szekvenciat,
jobb oldalon pedig a kész pAN-HZS-13 vektor. Vilagoskék: E. coli replikacios origo, sotétkék: PgpdA promoter,
sarga: Ncol/Notl hasitohelyek kozé klonozott hxnX gént kodold szekvencia, z61d: z61d fluoreszcens fehérjét
kodold szekvencia, sziirke: trpC terminélis szekvencia, lila: pantoB szelekcids marker gén.

5.12. In silico analizis

5.12.1. Ortolog keresés
Az ortolog fehérjék keresésére a JGI Fungal Genome Portal adatbazisban
(http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) hozzaférhetd tobb szdz gombagenomot

hasznaltuk, ortolog keresés funkciot és az alapbeallitdsokat alkalmazva.

5.12.2. Lokalizacios szigndl keresés
A lokalizacios szignal szekvenciak keresését a https://wolfpsort.hgc.jp/ szerver
segitségével végeztiik. A http://www.aspgd.org adatbazisbol kigytjtott fehérje szekvenciakat

hasznaltuk fel a lokalizacios szignalok keresése soran.

5.12.3. Homologia keresés

A BLAST analiziseket a fehérjék szekvencidjanak betaplalasaval végeztik a
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov (blastp) program segitségével baktérium- €s gomba genomok
(kizarva az Aspergillaceae csaladot) kozti kereséssel, az alapbeallitasokat alkalmazva.

A PHYRE analizisek esetében is a fehérjék szekvencidit adtuk meg és a
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index =~ programot  haszndltuk a

funkcionalis homolégok kereséséhez, az alapbeallitasokat alkalmazva.
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5.13. Mintael6készités a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokhoz

A mikroszképos prepardtumok készitéséhez 10* konidiumot oltottunk MM tapoldatba
sillyesztett fed6lemez feliiletére ¢és 37 °C-on inkubaltuk 16-20 oOrdn keresztil. A
preparatumokban a GFP és RFP (voros fluoreszcens fehérjével) fehérjéket Zeiss Axiolab A
fluoreszcens mikroszkdp ,,Zeiss szlird szett 15”7 és ,,Zeiss szird szett 09” szirdk

felhasznalasaval vizsgaltuk.

5.14. Mintael6készités és extrakcio GC-MS és HPLC-MS analizishez

A felnovesztett telepek konidiosporait 0,01% (v/v) Tween 80 oldatba gytjtottiik Petri-
csészében novesztett harom napos telepekrdl, majd acetamiddal és vitaminokkal kiegészitett
MM tépoldatba oltottuk és 37 °C-on 24 6ran at inkubaltuk. Az inkubécios id6 letelte utan
sztirtlik és mostuk a tenyészeteket, majd 10 mM NA, vagy 6-NA nitrogénforrast tartalmazo
MM tapoldatban tovabbi 16 6ran at inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden a micéliumokat
szliréssel Osszegyljtottiik. A fagyasztva szaritott, majd elporitott micéliumokbol 20 mg
mennyiséget Eppendorf-csdbe mértiink és hozzaadtunk 1 ml, 4 °C hémérsékletii metanol/viz,
80/20% (v/v) oldoszerelegyet. Az extrakciot 4 °C-on hajtottuk végre, 5 perc ultrahangos kezelés
és az azt kovet6 1 perc vortexelés segitségével, mely 1épéssorozatot haromszor ismételtiink. A
mintakat centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc, 4°C), majd a feliilisz6 Osszetételét vizsgaltuk GC-
MS és HPLC-MS modszerekkel.

5.15. Mérési korillmények GC-MS analizis esetén

A nyers extraktumokbol 200 pl-t nitrogén aram alatt leparoltunk. A szaraz maradékot
75 wl piridinben oldottuk, majd hozzaadtunk 75 ul N-metil-N-(terc-butil-dimetil-szilil)-trifluor-
acetamidot. Az elegyet 5 perc ultrahangos kezelést (Tipus: 656, MTA KUTESZ,
Magyarorszag) kovetden 30 percig 65 °C hdOmérsékleten inkubaltuk. A fél ora
szarmazeékképzési reakcid utan a szobahdémérsékletre hiitott reakcioelegybdl 1 ul térfogatot
injektaltunk a GC-MS rendszerbe. A GC-MS analizist Agilent 6890N gazkromatograffal
kapcsolt Agilent 5973N tomegspektrométerrel hajtottuk végre (Agilent Technologies, USA). A
GC-MS vizsgalat mérési koriilményei a kdvetkezok voltak: kapillaris oszlop: HP-5MS (30 m x
0,250 mm x 0.25 um); injektor hdmérséklete: 250 °C; injektalt mennyiség: 1 ul; vivégaz: He
(1 ml/perc); hémérsékletprogram: 70 °C, 2 perc — 3,5 °C/perc, 215 °C, 15 perc — 3,5 °C/perc,
250 °C, 0 perc — 20 °C/perc, 300 °C, 5 perc; tomegtartomany: 40 — 700 Da; analizator

homérséklete: 150 °C; ionforras homérséklete: 230 °C.
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5.16. Mérési koriilmények HPLC-MS analizis esetén

A nyers extraktumok HPLC-MS analizisét egy dimer pumpaval, gazmentesitd
egységgel, UV detektorral, oszlop termosztattal és automata mintaadagoloval felszerelt Dionex
Ultimate 3000 UHPLC rendszerhez (Thermo Scientific, USA) kapcsolt hibrid kvadrupol-
Orbitrap Q Exactive Plus tomegspektrométerrel végeztiikk (Thermo Scientific, Germany). Az 5
pl mintdk elvalasztasat 25 °C-on termosztalt, 150 mm x 4,6 mm, 5 pm szemcseatmérdji
LUNA-HILIC (Phenomenex) oszlopon, gradiens eluensarammal valdsitottuk meg 0,7 ml/perc
aramlasi sebességgel. Az ,,A” eluens acetonitril/viz/100 mM ammonium-format (pH 3,4),
50/40/10% (v/v) aranyt elegye, mig a ,,B” eluens acetonitril/ammoénium-format (pH 3,4),
90/10% (v/v) aranyu elegye volt. A gradiensprogramot 4 percig tartd 95% ,,B” eluens
tartalommal inditottuk, mely 3 perc alatt 50%-ra csokkent. Ezt kovetéen a mozgdfazis
Osszetételét 4 percen keresztiill ezen az értéken tartottuk, majd tovdbbi 1 perc alatt
visszaallitottuk a kiindulasi értékre és a nyomads stabilizdlodéasaig (8 perc) ezen az értéken
hagytuk. A mintakbol 5 pl-t injektaltunk a HPLC-MS rendszerbe. A nyers extraktumok HPLC-
UV analizise soran a mintdk UV-elnyelését 260, és 330 nm hullamhosszon kovettiik. A
tomegspektrométer irdnyitdsat és az adatgyijtést az Xcalibur™ 2.2.1, az eredmények
kiértékelését és a fokomponens analizist pedig a Compound Discoverer 2.1 (Thermo Fisher
Scientific) szoftverekkel végeztik. A tomegspektrométer beallitasai a kovetkezdk voltak:
ionforras: HESI; ionizacié: pozitiv méd; spray fesziiltség: 3500 V; porlasztogdz aramlési
sebessége: 40 (tetszOleges egység); szaritogdz aramlasi sebessége: 65 (tetszdleges egység);
kapillaris hdmérséklet: 350 °C; S lencsék radidfrekvencids bedllitdsa: 50 V; felbontas: 70000.
A tomegspektrometrids mérések full scan-ddms2 mddban torténtek. A vegyiileteket az 50-500

Da tomegtartomanyban detektaltuk és a kromatografias csticsokban a legintenzivebb 5

crer
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Az NDC1 Kklasztergéneken Kkiviil tovabbi, nikotinsav lebontasban szerepet jatszo
gének keresése

Az 1970-es években a NA-at nitrogénforrasként nem hasznosité mutansokon végzett
klasszikus genetikai vizsgalatok vilagosan jelezték, hogy 1éteznek olyan allélok, amelyek vagy
laza kapcsoltsagban allnak az altalunk azonositott NDC klaszter (NDC1) génjeivel, vagy nem
mutatnak kapcsoltsagot veliik (J. Kelly és C. Scazzocchio személyes kozlése). Mivel a szoban
forgd mutansok koziil egyetlen torzs, a hxn6 mutans (CS308) fennmaradt (C. Scazzocchio
személyes torzsgylijteményében), lehetdségiink nyilt arra, hogy génbank transzformalas utjan
azonositsuk a hxn6 allélt, majd vizsgaljuk a hxn6 allél vad tipust gén és a szomszédos gének
expresszidjat annak reményében, hogy az NDCI1 génjeivel koregulaciét mutatdé gén(ek)re
talalunk. Ezen kiviil in silico elemzéssel az azonositott gén(ek) és az NDC1 klaszter génjeinek
egymashoz viszonyitott lokalizaciojanak konzervaltsagat (szinténia vizsgalat) is vizsgdlni

kivantuk, amely a nikotinsav katabolikus ut evolvalodasarol nyajthat informéaciot.

6.1.1. In vivo megkozelités — hxn6 mutans transzformalasa A. nidulans génbankkal, a hxn6
mutacio azonositasa és az NDC2 génklaszter felfedezése

Az 1970-es évekbdl fennmaradt hxn6 torzs (CS308) olyan NA-at nem hasznosito
mutans volt, amelyben a muténs allél a klasszikus genetikai elemzések alapjan nem az NDCl1
klasztergénekhez térképezddott a genomban, hanem azoktol nagyjabol 40 kb tavolsagra (Joan
Kelly személyes kozlés). A hxn6 torzs azért volt rendkiviil fontos a NA katabolizmus vizsgalata
szamara, mert nem képes hasznositani sem a NA-at, sem pedig a 6-NA-at. Ilyen jellegii
fenotipust korabban csak a hxnR transzkripcios faktor funkcidvesztéses mutacioja, vagy
delécidja esetében tapasztaltunk. Ezek alapjan gy gondoltuk, hogy a hxn6 allél vad tipust
megfeleldje a NA katabolizmus esszencialis komponensét kodolhatja. A hxn6 allél
azonositasdhoz a CS308 torzsbe genetikai keresztezéssel (CS308xHZS.125) pyrG89 mutéciot
vittiink be, hogy lehet6ségiink legyen a pyrd (a pyrG* gén megfeleldje Neurospora crassa-ban)
szelekcios marker gént tartalmazo génbank vektorok transzformacioval torténd bejutdsanak
szelekcigjara. A génbank plazmid szerkezetének bemutatasa a 3/B mellékletben talalhato.

A hxn6 pyrG89 torzset (HZS.257) 5 ug A. nidulans génbank DNS-el (Osherov & May,
2000) transzformaltuk, majd a transzformansokat 6-NA nitrogénforrast igen (csak hxn6-ot
szupresszald transzforménsok ndhetnek), de uracilt és uridint nem tartalmazo téptalajon

(szelektaltunk a pyr4-t kifejezd transzformansokra) novesztettiik. Egyetlen transzformans
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telepet izolaltunk, amelyen plazmid menekitést hajtottunk végre totdl DNS kivonast (5.8.1.
alfejezet) kovetéen a totall DNS E. coli JM109 torzsébe (2. melléklet) tdrténd
transzformalasaval (5.5. alfejezet). A kapott E. coli transzformans torzsek koziil négy telepbdl
készitettiik plazmid minipreparatumot (5.8.3. alfejezet), amelyek BamHI, EcoRIl, EcoRV,
HindIII, Xbal, és Xhol restrikcids profilja megegyezd volt (nem mutatott adat). Az egyik
plazmid preparatumbol 1étrehozott HindIII szubklonok (pBluescript SK plazmidba) T3, T7, és
,walking” inditdszekvencidkkal (4. melléklet) torténd szekvendldsaval (LGC Genomics)
azonositottuk azt a genomi régiot, amely a hxn6 allélt komplementalta (6. abra). Az eredmények
alapjan a génbank plazmid egy 8256 bp-0s genomi DNS-t hordozott, amely az 5’ és a 3’ végén
részlegesen hordozta az AN9159 és az AN9162 gént, koztiik pedig 3 teljes ORF-et talaltunk,
az AN11187-et, az AN11172-t és az AN9161-et (6. dbra). Az AN11187 gén és az NDCI1
klaszter legk6zelebbi génje (hxnZ) kozotti tavolsag 40748 bp. Ez a tavolsag 6sszhangban van a

genetikai keresztezésekkel mért tavolsaggal, amelyet a hxnS és hxn6 16kuszok kozott talaltak.

AN9159 AN11187 AN11172 AN9161 AN9162

6. abra: A génbank plazmid szekvenalasa soran azonositott genomi régio sematikus abrazolasa.
A 8256 bp hossza genomi régid hatarain részlegesen van jelen az AN9159 és AN9162 gén
(megszakitott dobozok), és ezek kozott az AN11187, AN11172 és AN9161 gének talalhatoak (egész dobozok).

Annak lehetdségét kizartuk, hogy a plazmidon részlegesen jelen 1évd gének okoztak a
hxn6 komplementaciojat, igy csak az AN11187, AN11172 és AN9161 géneket szekvenaltuk
meg a hxn6 torzsbdl és a szekvenciakat sszehasonlitva az adatbank megfeleld szekvenciaival
(inditoszekvencidkat lasd 4. mellékletben) az AN11187 génben taldltunk egy nukleotid (nt)
eltérést, amely a hxn6 allélben G1171A mutacioét okozott. A mutacié az AN11187 cDNS
szekvenciaja alapjan (lasd 6.2. alfejezet) leforditott fehérjében W296STOP (nonsense)
mutacionak felel meg. Ez alapjan a 629 AS hosszisagu fehérje helyett a hxn6 torzsben csak egy
295 AS-bol 4llo csonkolt fehérje irodik at, amely funkcidvesztést okoz az AN11187
géntermékben.

Ezt kovetden transzkriptum analizist végeztiink (relativ ,,standard curve” modszerrel
elemzett RT-qPCR analizissel) az AN11187 génen, amelyet kiterjesztettiink a szomszédos
ANO9159 és AN11172 génekre is. A transzkriptum elemzést vad tipust és hxnRA térzseken
végeztiik el nem indukalt (a teny€sztés neutralis, se nem represszald, se nem indukalo acetamid

nitrogénforrason tortént 10 6rdn at) és indukalt (neutralis acetamid nitrogénforrason torténd 8

33



ora tenyésztést kovetden a tapoldathoz 1 mM 6-NA-at adagoltunk és tovabbi 2 oOran at
inkubaltunk) kortilmények kozott. Az AN11187 és az AN11172 is koregulacidét mutatott az
NDCI1 klasztert reprezentalo hxnS génnel, tehat mindkét gént a NA katabolikus utvonal
résztvevoinek tekinthettiik (7. abra). Az AN9159 gén a 6-NA indukciotél és a HxnR
transzkripcids faktortdl teljesen fliggetlen modon fejezddik ki (7. ébra), ezért ezt a gént nem
tekintettiik a NA katabolikus Ut tagjanak. Ezt kovetden vizsgaltuk az AN11172 géntdl upstream
elhelyezkedd harom szomszédos gén (AN9161, AN9162 és AN9163) kifejezddését is. Koziiliik
csak az AN11172-vel kozvetlen szomszédsagban levé AN9161 gén mutatott hxnS-el
megegyez6 regulaciot, a masik két gén azonban 6-NA inducert6l és HxnR-t6l fiiggetlen
kifejezodést mutatott (7. abra). Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy azonositottunk egy
3 génbol (AN11187, AN11172 és AN9161) allo klasztert (a tovabbiakban NDC2 klaszter),
amely génjei koreguldciot mutatnak az NDCI1 klaszter génjeivel, és vélhetdleg szerepet
jatszanak a NA katabolizmusaban. Az AN11187 gént hxnV-nek, az AN11172 gént hxnW-nek,
az AN9161 gént pedig hxnX-nek neveztiik el.

2.57 B hxnS
. ANO162
2,0l B AND163
“ I AN9161/hxnX
Z AN11172/hxnW
£ i
: 1.5 AN11187/hxnV
s AN9159
° I
£ 1.0-
g I
g
® I
£ 0.5- I
2 x . I I
0.0-

nem indukalt vad tipus indukalt vad tipus nem indukalt hxnRA indukalt hxnRA

7. abra: A hxnV, hxnW és hxnX gének, valamint a szomszédos gének génkifejezédésének vizsgalata RT-
gPCR-rel.

Az AN11187 (hxnV), AN11172 (hxnW) és AN9161 (hxnX) gének, valamint a veliik szomszédos AN9162,
AN9163 és AN9159 gének expresszios szintje vad tipusu és ixnRA (hxnR delécids) térzsekben nem indukalt és
indukalt (1 mM 6-NA-val végzett indukcid) koriilmények kozott. A nem indukalt koriilmény 10 6ra acetamidon

torténd tenyésztés volt. Az indukalt koriilmény esetén 8 ora acetamidon trténd tenyésztést kovetden a tapoldatot
1 mM 6-NA-val egészitettiik ki, majd tovabbi 2 6ran at inkubaltunk. Haztartasi génként a gamma-aktint (acnA),
kontrollként pedig a hxnS gént hasznaltuk. Az RT-qPCR eredményeket a ,,relative standard curve” elemzési
modszerrel kaptuk. Az abran harom bioldgiai ismétlés szorasi eredményeit tiintettiik fel.
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6.1.2. In silico megkozelités —a hxn gének egymdshoz viszonyitott genomi elrendezédésének
vizsgalata

Szinténia Osszefiiggést mutaté ortologkeresési eljarassal mintegy 200 elérhetd
Pezizomycotina genomot vizsgaltunk meg a JGI Fungal Genome Portal adatbazis feliiletén.
Fajonként kigytijtottilk az NDC1 és NDC2 gének ortoldgjait a genomi kornyezetiiket is mutato
adatokkal egyiitt és Osszehasonlité vizsgalattal elemeztiik a gének el6fordulasat €s relativ
sorrendjét. Azon kiviil, hogy a vizsgalt gombagenomokban az NDC1 és NDC2 klaszterek nem
mindig kiiloniltek el egymadastdl, hanem altaldban egyetlen klaszterbe szervezddtek,
felfigyeltiink arra, hogy bizonyos gének génparokba rendezddve erds konzervaltsagot
mutatnak. Erdekes modon egyes esetekben a génparok tagjai altalunk hxn-ként nem azonositott
gének voltak. A hxnS a hxnT-vel, a hxnP a hxnY-nal, a hxnW az AN6518-cal, a hxnV pedig az
AN10833-mal alkotott génparokat (1. Téblazat). A 6.1.3. alfejezetben részletesen leirt mdédon
transzkriptum analizissel igazoltuk, hogy az 1. kromoszéman talalhatéo AN6518 és az AN10833
is a NA katabolikus ut szabalyozasa alatt all, azaz feltehetéen részei a NA katabolikus

folyamatnak. Az AN6518-at hxnM-nek, az AN10833 gént pedig hxnN-nek neveztiik el.

1. T4blazat: Az er6sen konzervalt génparokat reprezentdld néhany faj, amelyek hxn génjeinek

genomi elrendezodését a 8. abran mutatjuk be.

Génpar Példa faj

hxnS-hxnT Botryosphaeria dothidea, Pyrenophora tritici-repentis, Phaeosphaeria
nodorum, Paracoccidioides brasiliensis, Hysterium pulicare,

Aspergillus. terreus, A. niger, A. carbonarius, A. nidulans

hxnP-hxnY Talaromyces stipita, Nectria haematococca, Grosmannia clavigera,
Gibberella moniliformis, Glomerella graminicola, A. terreus, A. oryzae,

A. niger, A. flavus, A. carbonarius, A. aculeatus, A. nidulans

hxnW- AN6518 | Tuber melanosporum, Pa. brasiliensis, Gi. moniliformis, GlI.

(hxnM) graminicola, Nectria haematococca

hxnV- AN10833 | Bo. dothidea, Tu. melanosporum, Ph. nodorum, Pa. brasiliensis, H.

(hxnN) pulicare, Gr. clavigera, Gi. moniliformis, Gl graminicola

A vizsgalatba bevont genomok koziil kivalasztottuk azokat, amelyek a klasztergének
eltérd elrendezddését reprezentaljak (6. melléklet) és sematikus abran (8. dbra) foglaltuk 6ssze
klasztereiket annak bemutatdsara, hogy a klasztert hordozd genomi DNS szakasz gyakori
génatrendezddések szintere.
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8. abra: A JGI adatbazis feliiletrol gytijtott klasztergén ortologok genomon beliili szervezodésének
sematikus abrazolasa kiilonb6z6 reprezentativ Pezizomycota fajokban.

Az azonos szin az ortolog géneket jeloli. A szinkddok az A. nidulans abrazolasra felirt gének ortologjait jelolik.
A savozott nyilak a duplikalodott géneket, a csillagozottak a pszeudogéneket, a kérdéjelesek pedig az adott
génnel homolog géneket jelolik. A két fiiggbleges vonal kromoszdémahatarokat jelol, mig az egy fiiggbleges

vonal a szoros kapcsoltsag hianyara utal ugyanazon kromoszéman. Az A. nidulans-ban kérdéjel f616tt talalhato
z01d és halvany lila szinekkel jelzett gének az AN10833 (késébbiekben hxnN) és az AN6518 (kés6bbiekben

hxnM) géneket jelolik. A fehér szinnel jelzett gén egy bakterialis eredetii nitroreduktaz (AN8360), amely nem
mutat koregulaciot az NDC1 génekkel, nem része a NA katabolikus Gtvonalnak (Amon és mtsai., 2017). A
feltiintetett fajok az abrazolas sorrendjében a kovetkezdek: Aspergillus aculeatus, Aspergillus carbonarius,

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus sojae, Aspergillus terreus, Glomerella

graminicola, Gibberella moniliformis, Grosmannia clavigera, Sclerotinia sclerotiorum, Hysterium pulicare,
Mycosphaerella fijiensis, Nectria haematococca, Paracoccidioides brasiliensis, Phaeosphaeria nodorum,

Pyrenophora tritici-repentis, Talaromyces stipitatus, Tuber melanosporum, Botryosphaeria dothidea,
Neosartorya fischeri, Aspergillus nidulans.
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Az é4brazolt gének lokalizicidjanak mintdzata azon kiviil, hogy gyakori
genomatrendezddésekrdl arulkodik, duplikacids és delécios eseményekrdl is tantiskodik. Mar
az NDCI1 klasztergének kiilonb6zd fajokban torténd eldfordulasanak dsszehasonlitd elemzése
soran kidertlt, hogy szamos gombacsoportbol hidnyoznak kulcsfontossagu klasztergének (pl. a
transzkripcios faktort kodolo hxnR gén, és/vagy a hxnS, amely a PHII-t kodolja). Ez alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy néhany gombafaj nem képes a NA-at nitrogénforrasként hasznositani
(Amon és mtsai, 2017). Jelenleg folyik olyan adatelemzés (kollaboracids partnerek
bevonasaval), amely annak megvalaszoldsara iranyul, hogy vajon a génklaszter 1étrejottét
elrendezést eredményezve, vagy pedig folyamatosan, egymastol fiiggetleniil evolvalddott
(konvergens evoltcid). Az értekezésben be nem mutatott kezdeti elemzések alapjan ez utobbi

esemény valosziniisithetd.

crer

vizsgalata — az NDC3 génklaszter felfedezése

Annak kideritésére, hogy az in silico modszerrel azonositott AN6518 és AN10833
gének szerepet jatszanak-e a NA lebontasi utvonalban, relativ ,,standard curve” modszerrel
elemzett RT-qPCR kisérleteket végeztiink nem-indukalt és indukalt (1 mM 6-NA-val végzett
indukcio) korilmények kozott tenyésztett (a koriilmények megegyeznek a 6.1.1. fejezetben
részletezettekkel) hxnR™ és hxnRA allélt hordozo térzsek cDNS-ével. A két feltételezett hxn gén
mellett a vizsgélatba bevontuk a veliik szomszédos géneket is (AN6517 és AN10825) (9. ébra).

hxnS
0.81 ANB517
s AN6518/hxnM
c
N AN10833/hxnN
o 0.6
@ AN10825
14
£ I I
£ 0.4 I
; I 1
X
: I I I
g
> 0.2-
£
. - I
= I = =
0.0 = =
nem indukalt vad tipus  indukalt vad tipus nem indukalt hxnRA indukalt hxnrRA

9. abra: A hxnM és hxnN gének, valamint a veliik szomszédos gének kifejezodésének vizsgalata RT-gPCR-
rel.
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Az AN6518 (hxnM) és AN10833 (hxnN) gének, valamint a veliik szomszédos AN6517 és AN10825 gének
MRNS szintje vad tipust és hxnRA (hxnR delécids) térzsekben nem indukalt és indukalt (1 mM 6-NA-val végzett
indukcid) koriilmények kozott. A nem indukalt kdriilmény 10 éra acetamidon torténd tenyésztés volt. Az
indukalt koriilmény esetén 8 ora acetamidon torténd tenyésztést kovetden 1 mM 6-NA-val egészitettiik ki a
tapoldatot és tovabbi 2 6ran at inkubaltunk. Haztartasi génként a gamma-aktin génjét (acnA), kontrollként pedig
a hxnS gént hasznaltuk. Az RT-qPCR eredményeket a ,,relative standard curve” elemzési modszerrel kaptuk. Az
abran harom biologiai ismétlés szorasi eredményeit tiintettiik fel.

A transzkriptum vizsgalat alapjan azonositottunk egy, a NA lebontidsaban részt vevo
hxnM és hxnN géneket tartalmaz6 harmadik klasztert az 1. kromoszoman, amelyet NDC3-nak

neveztiink el (10. abra).

vi. kr. 40 kb -

O e S e ga——

NDC3 NDC2 NDC1

10. abra: A NA lebontasaban részt vevo gének sematikus abraja.
A két fiiggbleges vonal kromoszomahatarokat jel6l. A szines nyilak az egyes géneket és orientacidjukat jelolik.
L. kr.: 1. kromoszéma, VI. kr.: VI. kromoszoéma. A tort vonal az NDC1 és NDC2 ko6zott 40 kb genomi tavolsagot
jelol.

6.2. A hxnV gén cDNS szekvencidjanak meghatarozasa

Habar az AspGD adatbazisban gépi annotaciéval megallapitjak az exon-intron hatarokat
¢s az alapjan prediktaljak egy gén altal kodolt fehérje szekvenciajat, korabbi tapasztalataink
alapjan el6fordul, hogy az adatbank tévesen prediktal intronokat vagy intron poziciokat. Annak
érdekében, hogy in silico analizist végezhessiink az NDC2 és NDC3 klaszterek hxn
géntermékein, elengedhetetlen volt, hogy ¢cDNS szekvenalassal megallapitsuk a hxn gének
exon szekvenciajat és az azokrol készitett AS szekvencidkkal dolgozzunk tovabb a fehérje-
funkcio elemzések soran. A cDNS szekvendldsok soran (az inditészekvencidkat a 4.
mellékletben listaztuk) a hxnX, hxnW, hxnM ¢és hxnN gének cDNS szekvencidja azonosnak
bizonyult az AspGD adatbazisban talalhaté adatokkal, azonban eltérést talaltunk a hxnV gén
esetén (11. abra).

A hxnV szekvenciajanak vizsgalata soran megfigyeltiik, hogy az adatbazisban exonként
van prediktalva egy 53 nt hosszsagl szakasz (az 1033. nt-t6l az 1085. nt-ig tartd szekvencia),
mely a cDNS szekvenalas alapjan egy intront kédol. Megallapitottuk azt is, hogy az adatbazis
1131. nt-ja utani, intronként prediktalt szekvencia a ¢cDNS szekvenalas alapjan egy 32 nt
hosszusagu exon szekvencia (11. dbra ,,A” panel). Tovabba kideritettiik, hogy az adatbazisban
a 2179. nt-tol a 2442. nt-ig tartd intron szekvencia nem létezik, és a hxnV gén valdjaban a

genomi 2266. nt-nal véget ér (11. abra ,,B” panel).
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adatbazis genomi 2101 TGTGGAAGGGTGTATTGAGAAGTGGGTTGGGGAGCTGCCAGAAACACAGGCTGGGATTGT

7ok o o o e e o o o o o o o o o o e e o o o oF o o 2 o 5 5F o o o 2 3 5 5F 9 o 2 3 5 S 5 o ok 2 ok ok o o o g gk ok o o e ok b

adatbazis cONS 1845 GCTAGTGAGGCCAGACGG

sajat cDONS 1824 GCTAGTGAGGCCAGACGGGTATGTTGCGGGCCTTAGGGTITGGGATCTCGGTGAGGGTGA

adatbazis genomi 2161 GCTAGTGAGGCCAGACGGGTATGTTGCGGGCCTTAGGGTTTGGGATCTCGGTGAGGGTGA
A vl o 3k ke ol o ol e o b o b e e o e ok

adatbazis cDNS
sajat cDONS 1884 GGTGGCAAGACGGTGGGTGGAGGAGTATTTFGGATTCTTCTT ———————————
adatbdzis genomi 2221 GGTGGCAAGACGGTGGGTGGAGGAGTATTTTGGATTCTTCTTRIGAAGATTTCTGCCATT

adatbdzis cDONS
sajat cONS
adatbazis genomi 2281 TCCAAGCGACTTTCTTTATCAAAGGTCCAGCTATATCAGGTTAACAGGATTAATGACATA

adatbdzis cDONS
sajat cDONS
adatbazis genomi 2341 TCAATATGGGATTTATTGTAGTTTATTGTAGCAAAGGCCTTATCATCACTGTATAGACTA

adatbdzis cONS 1863
sajat cDNS
adatbdzis genomi 2401 GATAGACTTCCAATGACTAGGGTTTCTATCATAATTTACCAGCAATTACCCCCGCACGCC

CAATTACCCCCGCACGCC

adatbazis cONS 1881 GAATGCATAA
sajat cDNS
adatbazis genomi 2461 GAATGCATAA

11. abra: A hxnV adatbazisbdl letdltott exon szekvenciajanak osszehasonlitasa az altalunk cDNS
szekvenalassal generalt hxnV szekvenciaval és a genom szekvenciaval.

A panel: Az adatbazistol eltéré exont és intront tartalmazé szekvenciarészlet. Csillaggal jeldltiik az egyezd
bazisokat, piros kerettel az adatbazisban exonnak vélt szekvencia lathato, amely valdjaban intron, z6ld kerettel
pedig az exon szekvencia van jelolve, amely az adatbazis alapjan egy intron. B panel: A hxnV szekvencia 3’
vége. Csillaggal jeloltiik az egyez6 nukleotidokat, bordé kerettel pedig a hxnV STOP kodonjat.

A cDNS szekvenalas alapjan megallapitott exon-intron hatarokat a 2. Téblazat mutatja.
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2. Téablazat: A hxnV gén exon-intron hatarai.
Exon 1-116 nt
Intron | 117-169 nt
Exon 170-344 nt
Intron | 345-441 nt
Exon 442-805 nt
Intron | 806-866 nt
Exon 867-1094 nt
Intron | 1095-1167 nt
Exon 1168-1250 nt
Intron | 1251-1303 nt
Exon 1304-2200 nt

Eredményeink alapjan az adatbazis szerinti 629 AS hosszusagu fehérje helyett egy 600 AS-bol

JON 4

allo, az adatbazisban leirtaktol eltéré AS Osszetétell fehérje irddik at. A ¢cDNS szekvenalas

alapjan a HxnV fehérje AS szekvenciaja a kovetkezd:

MARSADHDQGFANIDTDAAPAGETTVVIVGAGPSGLMLAVNLVRLGTPIVLLDDRPDKTSTGKADGIQPKTIETL
KOLRLADKLLRDGARIYDISFWDSTESHPLRRKGRQTHYPDHLVGASDPYILLVHQGMLEDVLIDDLAERGVTVT
RNSSFLSCSRNPSKKLDVVYEDQSTGTKKVIQTEYLVGCDGARSSVREFIPDAQLEGEMTNASWGVLDGVIETDFE
PDLWSKVAVRTHTVGSLLWIPRERGMTRLYVELSATAGERIDKAKATPQYVMERAKEAMKPEFSLEWKSIEWEGNY
VVGORVARHFSDPDYQIFIAGDAGHCHSALAAQGANTSMHDSEFNLAWKLNLVARGLASPSLLETYETERRKIAND
LIAFDAEHCAAFEAGEAALARNEFDENIRFISGVGAEYDASILTQTKVSDAGKGSRRLKPGALLIPAKATRYIDAN
PVDIQLDVPLLGQFRLYFLIPNVSAAKEKGFLEVVCQILSSPTSILAISAEKAKESYTSRSRGWSATDAYQVPER
YTTVSEIITLSLISGSKREVFEIADLPLALQKSRWTVYLDDVEGCIEKWVGELPETOQAGIVLVRPDGNYPRTPNA
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6.3. Az NDC2 és NDC3 géntermékek in silico jellemzése
A hxnV, hxnX, hxnW, hxnM ¢és hxnN gének felfedezését kovetden in silico
funkcioelemzd vizsgélatokat végeztiink annak érdekében, hogy informaciét nyerjiink a

lebontési ttvonalban részt vevo gének utvonalban betdltott lehetséges szerepérol.

6.3.1. A HxnV jellemzése

A hxnV gén (AN11187, 2266 nt) egy 600 AS hosszasagu fehérjét kodol, mely a 49. és
a 64. AS kozott rendelkezik egy transzmembran doménnel, melyet egy UbiH FAD-fiiggd
oxidoreduktaz domén (COG0654) és egy PHOX-C domén (cd02979) kovet. Az utébbi domén
FAD-fiiggd fenol hidroxilazokra jellemzd, melyek C-termindlisukon a dimerizacidban részt
vevd TRX-fold doménnel rendelkeznek. A PHOX enzimek a fenol és egyszerli fenol
szarmazékok orto pozicidoban torténd hidroxilalasat katalizaljak, mely soran NADPH-t és
oxigént hasznalnak fel. A HxnV fehérje legkozelebbi szerkezeti homoldgja a Trichosporon
cutaneum fenol 2-monooxigenaza (fenol hidroxilaz, PDB: 1pn0; 100% megbizhatdsag, 96%
lefedettség és 33% azonossag). A T. cutaneum fenol 2-monooxigenaz Tyr289 (Tyr255 a HxnV
fehérjében), 11e279 (1le245 a HxnV fehérjében) és Vall14 (Leul28 a HxnV fehérjében) AS-ai
hidrofob kolesonhatést 1étesitenck a fenolgylri 2. és 6. szénatomja kozott, mig a Tyr289
(Tyr255 a HxnV fehérjében) és Asp54 (Asp65 a HxnV fehérjében) AS-ak hidrogén kotést
alakitanak ki a szubsztrat molekula hidroxil csoportjaval (12. abra) (Enroth, 2003). Ezen kiviil
a Tyr289 (Tyr255 a HxnV fehérjében) hidrogén kotésen keresztiil képes kapcsolodni a FAD
kofaktorhoz is (Enroth, 2003). A T. cutaneum fenol 2-monooxigenazanak aktiv centrumat
alkotd AS-ak és a HxnV megfelel6 AS-ainak jelentOs azonossaga alapjan ésszerl feltételezni,
hogy a HxnV szubsztratja a piridingy(iri egy hidroxilalt szdrmazéka. A fenol 2-monooxigenaz
¢és annak fenol szubsztratjaval analdgiat feltételezve lehetséges, hogy a HxnV szubsztratja a
heterociklikus piridingytiriin olyan szénatomon hidroxilalt, amelynek szomszédjai szintén
szénatomok. Ezek a feltételek a 2,5-DP molekula 5. szénatomja esetében teljesiilnek.
Elméletileg a hidroxilalt 5. szénatomtol orto pozicidban torténd hidroxilacid 2.,4,5-
trihidroxipiridint, vagy 2,3,6-trihidroxipiridint eredményez. P. putida esetében a lebontasi
utvonalban a 2,5-DP-t egy, az extradiol gytiriihasitd dioxigendzok egy uj csaladjanak alapito
tagja, a NicX hasznalja szubsztratként, és a 2,5-DP molekulat az 5. és 6. szénatom kozott hasitva
N-formil-maleinsavamidot képez. A HxnV legkdzelebbi P. putida homologja a p-
hidroxibenzoat hidroxildz (PDB: 6dll) 23% azonossaggal (53% lefedettség). Mindezek
értelmében az A. nidulans lebontasi ttvonala a 2,5-DP-t kovetden eltér a P. putida atvonalatol,

¢s a 2,5-DP gytirijének felnyitasa helyett a 2,5-DP hidroxilalasa feltételezheto.
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12. abra: A HxnV szerkezeti hasonlésagot mutat a Trichosporon cutaneum fenol 2-monooxigenazaval

A HxnV prediktalt masodlagos szerkezetének és a T. cutaneum fenol-2-monooxigenaz (PDB: 1pn0) ismert

(fenol hidroxilaz).

(known sec. struct) és prediktalt (pred. sec. struct.) masodlagos szerkezetének 0sszehasonlitdsa Phyre2 analizis

(Kelley és mtsai., 2015) segitségével. A piros nyilak a fenol-kdtésben részt vevé AS-akat jelolik.
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6.3.2. A HxnX jellemzése

A 461 AS hossztsagu fehérjét kodold hxnX gén (AN9161, 1582 nt) génterméke UbiH
FAD-fiiggd oxidoreduktaz domént (COGO0654) tartalmaz, amely NADB Rossmann
szupercsalad (cl21454), PRK06847 szupercsalad (cl27550) és FAD_koté 3 szupercsalad
(pfam01494, cl27552) doménekre jellemzé tulajdonsagokkal rendelkezik és nem specifikus
kapcsolatban all a Szalicilat 1-monooxigendz csaladdal (TIGR03219). A fehérje legkdzelebbi
szerkezeti homoldgja (100% megbizhatosag, 32% azonossag és 83% lefedettség) a HxnX
fehérjével valosziniileg azonos funkcioval bird 6-hidroxinikotinsav 3-monooxigenaz (NCBI:
WP_010954763.1, PDB: 5eow), a P. putida KT2440 NicC fehérjéje (Hicks és mtsai., 2016). A
NicC-rél (Jimenez és mtsai., 2008), valamint az ezzel homolog P. fluorescens TN5 fehérjérdl
(Nakano és mtsai.,, 1999) bebizonyitottak, hogy membran-kapcsolt monooxigenaz
flavoenzimek dekarboxilaz funkcioval, melyek NADH-t, FAD-ot és O2-t hasznélnak fel a 6-
NA 2,5-DP-né t6rténé hidroxilalasa soran (Nakano és mtsai., 1999). A NicC His211 és Tyr215
AS-ai (melyek HxnX megfelel6i a His232 és Tyr236) kozvetleniil kolcsonhatasba 1épnek a 6-
NA szubsztrattal és hat tovabbi AS-val egyiitt (melyek HxnX-ben nem mutatnak
konzervaltsagot) részt vesznek az aktiv centrum kialakitasaban (Hicks és mtsai., 2016) (13.
abra). A 6-NA-kot6 AS-ak konzervaltsaga a HxnX-ben arra utalhat, hogy a NicC-hez hasonléan
a HxnX is elfogadja a 6-NA-t szubsztratként és feltehetéen katalizalja annak dekarboxilalasat
és hidroxilalasat.

A HxnX C-termindlisan talalhat6 peroxiszomas lokalizacios szignal (SRL), valamint az
in silico vizsgalatok soran kapott normal megbizhatosagti (0,36) és magas (76,7%)
valoszinliségii peroxiszomas lokalizacid predikcié (YLoc-HighRes Fungi) alapjan a HxnX
feltételezhetéen a peroxiszoOmakban lokalizalédik. Ezen tilmenden, a 20-35 AS-bol allo
transzmembran domén alapjan a HxnX, hasonléan a P. fluorescens esetén tapasztaltakkal
(Nakano és mtsai., 1999), membranhoz kapcsolt fehérje. A HxnX legkdzelebbi ismert gomba
homologja a Candida parapsilosis CDC317 4-hidroxibenzoat 1-hidroxilaza, az MNX1 (37 %
azonossag, CGD: CPAR2_102790, GeneBank: CCE40241.1, (Holesova ¢és mtsai., 2011).
Hasonlosagot feltételezve a P. putida NicC és a C. parapsilosis MNX1 fehérjékkel (a
benzolgytiriit piridingytirtire cserélve), a HxnX valoszintileg dekarboxilalja a 6-NA-at, majd a

képzddo 2-hidroxi-nikotinsav piridingytrtijének 5-hidroxilalasa révén 2,5-DP keletkezik.
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13. abra: A HxnX szerkezeti hasonlésagot mutat a P. putida 6-hidroxinikotinsav 3-monooxigenazaval, a
NicC-vel.

A panel: A HxnX valdszintisithetd masodlagos szerkezetének (pred. sec. struct) és a P. putida NicC (PDB:
5eow) ismert (known sec. struct) és valosziniisitheté masodlagos szerkezetének 6sszehasonlitisa Phyre2 analizis
(Kelley és mtsai., 2015) segitségével. A teli piros nyilak a szubsztrat-koté AS-akat, mig az tireges piros nyilak a
tovabbi aktiv centrum képzé AS-akat jelolik, melyek a NicC aktiv centrumaba térképezédtek. B panel: A HxnX

és a P. putida NicC (NP_746074) (Jimenez és mtsai., 2008) szekvencidjanak osszehasonlitasa. A szekvenciak
illesztése Muscle programmal tortént, majd a kapott eredményeket MView programmal jelenitettiik meg. A piros
nyilak a HxnX 6-NA szubsztrat-k6td AS-ait jelolik.
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6.3.3. A HxnW jellemzése

A hxnW génrdl (AN11172, 861 nt) egy mindossze 254 AS hosszusagh fehérje irodik at,
amely ar6vid lanca dehidrogenaz/reduktaz (SDR) csalad MDH-szeri. SDR ¢ tipust (cd05352)
fehérjéihez hasonlo jellegzetességekkel rendelkezik. A HxnW rendelkezik egy szerkezetileg
konzervalt NADB Rossmann-fold doménnel, melyben Ser (S146) és Asn (N116) AS-ak,
valamint egy konzervalt Y(X)3:K motivumot formalo Tyr (Y161) és Lys (K165) alkotja a
konzervalt katalitikus tetradot (Kavanagh és mtsai., 2008) (14. abra). Ezen kiviil, a HxnW
fehérjében megtalalhaté egy gomba ketoreduktazokra jellemz6 NAD(P)-koté TG(X)sGXG
motivum is (14-21 AS). A kiilonb6zé MDH-szerli SDR _c tipust fehérjék esetén a C-terminalis
régio a specifikus szubsztrat kotésnek megfelelden variabilis. Az SDR csaladba tartoz6 enzimek
a reakciok széles korét képesek katalizalni, tobbek kozott izomerizaciot, dekarboxilaciot,
epimerizaciot, C=N kotés redukciojat, dehidratdz aktivitast, dehalogenizacidt, az enoil-KoA
redukciojat és karbonil-alkohol oxidoredukcidjat (Kavanagh és mtsai., 2008). A HxnW
ortologja Saccharomyces cerevisiae S288C Spsl9p fehérjéje (30% azonossag 96%
lefedettséggel), egy NADPH-fiiggd peroxiszomalis 2,4-dienoil-KoA reduktaz, mely
homodimer formaban miikodik (Gurvitz és mtsai., 1997). A HxnW legkdzelebbi jellemzett
szerkezeti homologja a Gluconobacter oxydans poliol dehidrogenaza, a Gox2181 (PDB: 3awd,
100% megbizhatosag, 98% lefedettség) (14. abra), mely homotetramert képezve NAD(H)-
fliggd modon latja el funkciojat (Liu és mtsai., 2011). Az SDR fehérjék szerkezeti-funkcionalis
modelleinek hianya miatt a HxnW funkcidjara nem tudunk kovetkeztetni, azonban azt
feltételezziik, hogy vagy ketoreduktazként miikodik, vagy dekarboxilaciot végez a NA lebontas

valamely aromas koztestermékén.
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14. abra: A HxnW szerkezeti hasonlésagot mutat a Gluconobacter oxydans Gox2181 poliol
dehidrogenazaval.

A HxnW valoészintsithetd (pred. sec. struct) masodlagos szerkezetének és a G. oxydans Gox2181 (PDB:
3awd) ismert (known sec. struct) és valosziniisitheté masodlagos szerkezetének dsszehasonlitasa Phyre2 analizis
(Kelley és mtsai., 2015) segitségével. A bekeretezett AS-ak a gomba ketoreduktazokra jellemz6 TG(X)3GXG
NAD(P)-k6té motivumot jelolik. A piros nyilak a NADB_Rossmann-fold domén konzervalt katalitikus tetradjat
jelolik.

6.3.4. A HxnM jellemzése

A hxnM gén (AN6518, 1095 nt) egy 307 AS hossztsagu fehérjét kodol, melyet egy
CE4 HpPgdA_szerti domén (cd10938) alkot, amelyet a Helicobacter pylori peptidogliikan
deacetilaza (HpPgdA; PDB: 3gbu) példaz. A HpPgdA 65% azonossaggal a HxnM legkozelebbi
szerkezeti homologja (93% lefedettség és 100% megbizhatdsag) (15. ébra). A HpPgdA
(HP0310) katalitikus doménje tetramert képez és aktiv helyén Zn iont hordoz (Shaik és mtsai,
2011). A HpPgdA fehérje Zn ionokat koordinalé AS-ainak (His86/His90/Aspl4d), a
vizmolekuldkat kotd katalitikus AS-aknak (His247/Aspl12/Aspl4) és egyéb katalitikus AS-
aknak (Aspl199/Asp200/Vall24) (Shaik és mtsai., 2011, Bhattacharjee és mtsai., 2017)
megfeleld AS-ak konzervaltak a HxnM fehérjében (His87/His91/Asp15, His248/Asp13/Aspl5
¢s Asp200/Asp201/Val125 AS-aknak felelnek meg HxnM fehérjében) (15. dbra). A HpPgdA
deacetilalja a peptidogliikanokat az N-acetilgliikozaminok ¢s az N-acetilmuraminsavak N-

kapcsolt acetil csoportjaiban a C-N kotések hasitasan keresztiil (Bhattacharjee és mtsai., 2017).
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A HxnM 74,3% azonossagot mutatott (100% lefedettség) egy Candida bondii-bol
szarmazo6 enzimmel (OWB68015), melyet C-N (de nem peptid) kotés hidrolazként annotaltak
(enzim csalad: EC 3.5.99, GO term: 0016810). A P. putida fehérjéken végzett BlastP keresés
soran egy ciklikus-imid-hidrolaz (AAY98498) adott nagyfoku (64,2%) azonossagot a HxnM
fehérjével (95,4 % lefedettséggel) (Shi és mtsai., 2007), mig a P. putida NA lebontasi
utvonalanak gy(rtihasité enzime, a NicX (az extradiol gy(riihasit6 dioxigenazok (cl19596) egy
Uj csaladjanak alapit6 tagja, mely az 5. €s 6. szénatom kdzott torténd gyliriihasitas katalizisé¢hez
Fe(Il) iont és molekuldris oxigént hasznal) minddssze 13,8% azonossagot (91,9% lefedettség)
mutatott. Az alapjan, hogy a NicX ¢és a HxnM kiilonb6zé enzimcsalddok tagjai, arra
kovetkeztethetlink, hogy a NA lebontéasa a kiillonb6zé gombakban konvergens evolucié soran
alakult ki.

A HxnM és ciklikus imiddzok (mind gomba, mind bakteridlis) homologidja, valamint a
C-N kotést hasitdo hidrolazok (példaul a HpPgdA peptidogliikkdn deacetildz) aktiv helyén
talalhatdé Zn ion koordinalé és vizmolekula kotd AS-ak nagyfokti hasonlosdga alapjan
feltételezhetd, hogy a HxnM a NA Ilebontds egy telitett piridingytrivel rendelkezo

koztestermékét hasitja fel egy szén és egy nitrogén molekula kozott.
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15. abra: A HxnM szerkezeti hasonlésagot mutat a Helicobacter pylori HpPgdA peptidogliikan

deacetilazaval.

A panel: A HxnM valodsziniisithet6 (pred. sec. struct) masodlagos szerkezetének és a H. pylori HpPgdA (PDB:
3gbu) ismert (known sec. struct) és valoszinisithetd masodlagos szerkezetének Gsszehasonlitasa Phyre2 analizis
(Kelley és mtsai., 2015) segitségével. Az iireges piros nyilak a katalitikus vizkoté AS-akat, a teli piros nyilak az
egyéb katalitikus helyek AS-ait, a kék nyilak pedig a HpPgdA Zn ion koordinalo AS-ait jelolik (Shaik és mtsai.,
2011, Bhattacharjee és mtsai., 2017). B panel: A HxnM szekvenciajanak dsszehasonlitasa a Candida bondii
hidrolazaval (OWB68015), Pseudomonas putida ciklikus imid hidrolazaval (AAY98498) és a H. pylori HpPgdA

fehérjéjével. A szekvenciak illesztése Muscle programmal tortént, majd a kapott eredményeket MView

programmal jelenitettiik meg. A nyilak a HpPgdA katalitikus helyének AS-ait és a Zn ion koordinalé AS-ait

jelolik, melyek megfelelnek a HxnM AS-ainak.
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6.3.5. A HxnN jellemzése

Az 543 AS hosszusagu fehérjét kodoldo hxnN gén (AN10833, 1851 nt) génterméke egy
GatA tipust (Asp-tRNSAsn/Glu-tRNSGIn amidotranszferaz A alegység, vagy kapcsolodo
amidaz domén) amidaz doménbdl (pfam01425) all, és a 463-478 AS régidja transzmembran
jellegzetességeket mutat. A HXnN S. cerevisiae (AMD2) és Schizosaccharomyces pombe
(Fahl) ortologjai feltehetdleg amidazok. A HxnN legkozelebbi szerkezeti homologja a Rattus
norvegicus zsirsavamid-hidrolaz 1 (FAAH) fehérjéje (PDB: 2vya; 100% megbizhatosag, 32%
azonossag, 98% lefedettség) (16. abra). Az amid csoport hidrolizisében szerepet jatsz6 Ser-Ser-
Lys katalitikus triddnak megfeleld AS-ak (Ser217/Ser241/Lys142 a FAAH fehérjében), a
triadot tdmogatd Ser AS (Ser218 a FAAH fehérjében), valamint az oxianion tireget képzd AS-
ak (I11e238/Gly239/Gly240/Ser241 a FAAH fehérjében; (Shin és mtsai., 2002, Mileni és mtsai.,
2008) a HxnN esetében  konzervaltak  (Ser208/Ser232/Lys133,  Ser209  ¢és
11e229/Gly230/Gly231/Ser232) (16. abra). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a HxnN lehasitja
egy felnyilt gylriis szerkezetli koztestermék amid csoportjat, amely ezt kdvetden
nitrogénforrasként hasznosulhat. A novekedési tesztek értelmében azonban a visszamarado

szénvegylilet nem hasznosul szénforrasként.
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16. abra: A HxnN szerkezeti hasonlésagot mutat a Rattus norvegicus zsirsavamid-hidrolaz 1 (FAAH)
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,

thetd (pred. sec. struct) masodlagos szerkezetének és a R. norvegicus FAAH (PDB: 2vya)
ismert (known sec. struct) és valosziniisitheté masodlagos szerkezetének osszehasonlitdsa Phyre2 analizis

(Kelley és mtsai., 2015) segitségével. A teli piros nyilak a katalitikus triadot, az lireges piros nyil a katalitikus
triadot timogato Ser AS-at, a kék pontok pedig a FAAH oxianion lireget képz6 AS-ait jelolik (Shin és mtsai.,

2002, Mileni és mtsai., 2008).
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6.4. A hxnS4, hxnS4/hxnT4, hxnS4/hxnY4, hxnT4/hxnY4 és hxnS4/hxnT4/hxnYA4
delécios torzsek létrehozasa

Korabbi munkank soran mar deletaltuk az NDC1 klaszter génjeit, és vizsgaltuk a hxnSA,
hxnT A és hxnY A szimpla delécios torzsek NA hasznositasi képességét (Amon, 2018). A hxnSA
torzs NA-at nem, 6-NA-at és 2,5-DP-t azonban képes nitrogénforrasként hasznositani (Amon
¢és mtsai., 2017). Mivel a Hx diagnosztikus taptalajon (Hx nitrogénforras PHI gatlo Allp-lal és
a NA katabolikus utvonal metabolit inducerével, 1 mM NA-val, 6-NA-val, vagy 2,5-DP-nel
kiegészitve) torténd novekedés a HxnS mikodésén alapul, a hxnSA torzs nem képes néni a
diagnosztikus Hx taptalajon (Amon és mtsai., 2017). A hxnTA és hxnY A torzsek egymashoz és
a vad tipushoz hasonld NA hasznositasi fenotipust mutattak, de 6-NA nitrogénforrason a hxnT A
torzs novekedése nagy mértékben csokkent, a hxnYA torzs pedig alig észlelhetd mértékben
mutatott redukalt novekedést (Amon, 2018). A 2,5-DP-t mindkét delécios torzs a vad tipust
torzshoz hasonldéan hasznositotta és a diagnosztikus Hx téptalajon is vad tipusit modon
novekedtek (Amon, 2018). A tény, hogy a hxnTA és hxnYA torzsek képesek novekedni NA
nitrogénforrason, de redukalt ndvekedést mutatnak a NA-t6l downstream 6-NA
nitrogénforrason arra utalhat, hogy a lebontasi utvonal a NA atalakulds kezdeti 1épésénél
alternativ utvonalakra agazik el. Az, hogy a hxnTA és hxnY A torzsek NA hasznositasi profilja
mindségileg megegyezik, felveti azt a kérdést is, hogy ugyanazon reakciolépésben vesznek-e
részt, vagy egymast kovetd 1épésekben.

A kérdések megvalaszolasanak céljabol a hxnS, hxnT és hxnY génekre nézve
halmozottan delécids mutansokat hoztunk létre és vizsgaltuk azok NA hasznositasi képességét.
A szimpla delécios torzsek keresztezhetdsége érdekében sziikségessé valt, hogy a laborunkban
hasznalt hxnSA::riboB* torzson kiviil egy hxnSA::pabaA™ torzset is létrehozzunk. A
hxnSA/hxnYA dupla delécidt ugyanis az allélok erds kapcsoltsaga miatt csak akkor tudjuk
hatékonyan létrehozni keresztezéssel, ha a hxnS és a hxnY gének delécioja két kiilonbozo
szelekcios marker génnel tortént meg. A laborunkban korabban létrehozott hxnSA és hxnY A
delécios torzsekben a gének mind a két esetben riboB* marker génnel voltak deletalva, ezért
sziikségszerli volt az egyik delécio elkészitése Ujra, egy masik szelekcids marker génnel
(pabaA™) (1asd 6.4.1. alfejezet). Az 0j, hxnSA::pabaA™ térzzsel és a hxnY A::riboB™ térzzsel mar
olyan genetikai keresztezést tudtunk végrehajtani (hxnSA4::pabaA*, pabaAl, riboB2
keresztezése hxnY A::riboB*, riboB2, pabaAl torzzsel), ahol direkt szelekciot tudtunk végezni
a dupla delécioés mutansok izolalasara (lasd 6.4.2.2. alfejezet). A hxnTA/hxnY A dupla delécios

mutanst 1étre tudtuk hozni mar meglévé hxnTA és hxnY A torzsek keresztezésével.
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A hxnSA/hxnTA dupla mutanst nem kiséreltik meg keresztezéssel eldallitani, mert a
sziil6i torzsekben 1étrehozott deléciok egymas melletti géneket érintettek, és a két manipulalt
genomi régid kdzotti homoldgia olyan csekély, amely kérdésessé teszi a homolog rekombinacid
lehetdségét. Ezért a dupla mutans létrehozéasat génszubsztitucids kazetta transzformalasaval,
egy lépésben hajtottuk végre (lasd 6.4.2.1. alfejezet). A tripla delécidos mutans 1étrehozasat a
hxnSA/hxnT A dupla mutans és egy hxnY A mutans genetikai keresztezésével hoztuk 1étre.

Bar a szoban forgd halmozott delécidés mutansok jelen doktori munka keretében jottek
l1étre, ezek NA hasznositasi tesztjeit egy, az NDCI1 klaszterre fokuszald doktori értekezés

keretén beliil mutattuk be legelész6r (Amon, 2018).

6.4.1. A hxnSA deléciés torzs Iétrehozasa pabad™ szelekcids markerrel végzett
génszubsztitucioval

hogy a riboB™ szelekcids markerrel deletalt torzsekkel torténd keresztezést kovetOen
egyszerlien szelektalhassunk a dupla delécios utddokra. A hxnS delécids torzs 1étrehozasahoz
egy riboB2, pabaAl auxotrof (HZS.120) és egy anAl, riboB2, pabaAl auxotrof (HZS.123)
torzset hasznaltunk. A génszubsztiticios kazettat Double-Joint PCR modszerrel (Yu és mtsai.,
2004) hoztuk létre pabaA* vad tipust gént hasznélva szelekciés markerként. A kazetta
létrehozasahoz felhasznalt inditoszekvenciakat a 4. melléklet tartalmazza. A transzformalast
kovetden a para-amino-benzoesavra nézve prototrof, NA nitrogénforrast nem, 6-NA-at azonban
hasznositani képes transzformansok koziil ketto, illetve harom torzset valasztottunk ki Southern
analizisre. A Southern-hibridizacids stratégia a 13. 4dbran lathat6. Mindkét transzformalast
kovetden azokat a transzformansokat vélasztottuk ki a tovabbi munkdnkhoz, amely a
génszubsztitliciés konstrukciot egy kopiaban hordozta a cél-lokuszban. Ezek alapjan a
HZS.120/trf2 (tovabbiakban HZS.599), a HZS.123/trf9 (tovabbiakban HZS.548), valamint a
HZS.123/trfl18 (tovabbiakban HZS.549) transzformansokat valasztottuk ki a vizsgalatainkhoz
(17. ébra).

52



1

HZS. 120 120 Hzs. 123 123
145 trfl wf2 145 trfo f18

7900 bp -

préba
—/H hxnS HR2 _é//_ e —— -_—
—_—
Pvull Pvull
=

ek — -—
3666 bp
préba J/
—/~ 72—/
\ ‘\ r'_§

1
Pvull \ 1 Pvull v\ 1 Puull
\/ !
v v
n

A

1\ \

1\ \ ¥
1\ \

I 1
R EaaAT +r2

srer

i
-

A Double-Joint PCR eljarassal 1étrehozott, pabaA* szekvenciat tartalmazo szubsztiticios kazetta sémaja az abra
bal oldalan lathat6. A narancssarga és sarga téglalapok a targetalast szolgald, a genomi régioval homolog
szakaszokat jelolik (HR1: a deletalas helyétdl upstream iranyba es6 szekvencia, HR2: a deletalas helyétol
downstream iranyba es6 szekvencia). A hxnS™ és a potencialis deléciés mutansok DNS-ét Pvull enzimmel

emésztettiik (a villam alaku nyilak az Pvull hasitéhelyeket jelolik). Hibridizacios probanak PCR eljarassal (hxnS

rdown frw és hxnT rev inditdszekvenciak, lasd 4. melléklet) felszaporitott szekvenciat hasznaltunk, melyet az
abran ,,proba” névvel jeldltiink. A kettds nyilak az Pvull-emésztésbdl szarmazo termékek méretét jelolik. A jobb
oldalon a két Southern-hibridizaciés membrant abrazoltunk a hxnS* (HZS.145) és a vizsgalt transzformans
torzsek hibridizacios jeleivel. A felsé séma az intakt hxnS 16kuszt, az also a kazetta beépiilése esetén 1étrej6vo
pabaA* szelekcios markerrel kicserélt 10kuszt abrazolja. A szaggatott vonalak homolog rekombinacids
eseményeket jelolnek.

6.4.2. Tobbszordsen delécios torzsek létrehozadsa

A mar meglévé hxnT4 és hxnY4, valamint a 6.4.1. pont alapjan létrehozott uj hxnSA4
torzs segitségével 1étrehoztuk a halmozottan delécids mutansokat.

A hxnSA/hxnT4 dupla mutans torzset egy 1épésben végrehajtott delécioval hoztuk 1étre
egy Double-Joint PCR modszerrel 1étrehozott pabaA* szelekcios marker gént hordozod
szubsztiticids kazetta transzformalasaval (lasd a 6.4.2.1. alfejezetet).

A hxnS4/hxnY4 dupla mutins torzset a hxnS4::pabaA™, pabaAl, riboB2 és
hxnY4::riboB*, riboB2, pabaAl torzsek genetikai keresztezésével hoztuk létre (1asd a 6.4.2.2.
alfejezetet).

A hxnTA/hxnYA dupla mutans torzset a hxnT4::pabaA*, pabaAl, riboB2 és
hxnY4::riboB*, riboB2, pabaAl torzsek genetikai keresztezésével hoztuk létre (1asd a 6.4.2.2.
alfejezetet).

A hxnSA/hxnTA/hxnYA tripla mutans torzset a hxnShxnTA::pabaA*, pabaAl, riboB2 és
hxnY4::riboB*, riboB2, pabaAl torzsek genetikai keresztezésével hoztuk 1étre (lasd a 6.4.2.3.
alfejezetet).
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6.4.2.1. A hxnS/hxnT dupla delécié létrehozdsa

A hxnS és hxnT gének kozvetleniil egymas mellett helyezkednek el a genomban,
valamint k6zds promoter régioval rendelkeznek, mely megnehezitette a genommodositott
hxnS4 és hxnT4 torzsek genetikai keresztezését, vagy az egyik torzs transzformalassal torténd
ujabb genommodositasat, ezért a mutans létrehozasat a hxnS és hxnT gének egy 1épésben
létrehozasahoz felhasznalt inditészekvencidk kombindldsadval készitettiink egy olyan
szubsztitucios kazettat, amelynek segitségével a két gént egyszerre, a k6zos promoterrel egyiitt
deletalhattuk. A felhasznalt inditoszekvenciakat a 4. melléklet tartalmazza. A delécids torzs
létrehozasahoz egy pabaAl, riboB2, pyroA4 auxotrof nkuA4 A. nidulans torzset hasznaltunk
(HZS.564) recipiens torzsként. Az nkuA4 delécid elényds egy rekombinacion alapuld
génmodositasi eljards esetén, ugyanis nagyrészt az NkuA felelés a nem-homolég
rekombinacios események létrejottéért az A. nidulans-ban. Az NkuA hianyaban a nem-
rekombinacids események gyakorisaga minimalisra csokken, azaz nagyobb valdszinliséggel
keriilhet6 el transzformalaskor az ektopikus integracié eseménye (Nayak és mtsai., 2006). A
transzformalast kovetden 33 para-amino-benzoesavra nézve prototrof transzformans koziil
valasztottuk ki azt a 11 transzformanst, amelyek 6-NA nitrogénforrast tartalmazé taptalajon
igen, de NA nitrogénforrast tartalmazo taptalajon nem voltak képesek novekedni. A ,,hxnT
prom frw2” és ,,hxnT prom rev2” inditoszekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR el6észelekcio
alapjan a transzformansok koziil négyet valasztottunk ki Southern analizisre. A Southern-
hibridizalas harom torzs esetében igazolta, hogy a delécids kazetta csak egy kopiaban
integralodott a genomba, melyek koziil a trf10 utddot (késébbiekben HZS.568) valasztottuk ki
a tovabbi vizsgalatokhoz (18. 4bra).
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18. abra: A hxnS/hxnT gének egyiittes deléciojanak ellenérzésére hasznalt Southern-hibridizaciés
stratégia.

A Double-Joint PCR eljarassal 1étrehozott, pabaA* szekvenciat tartalmazé szubsztiticios kazetta sémaja az abra
bal oldalan lathat6. A narancssarga és sarga téglalapok a targetalast szolgald, a genomi régioval homolog
szakaszokat jel6lik (HR1: a deletalas helyétdl upstream iranyba es6 szekvencia, HR2: a deletéalas helyétél

downstream irdnyba es6 szekvencia). A hxnS*/hxnT™* és a potencialis deléciés mutansok DNS-ét Kpnl/HindIII
enzimekkel emésztettiik (a villam alak(l nyilak a Kpnl és a HindIII hasitohelyeket jelolik). Hibridizacios

probanak PCR eljarassal (hxnS rup nest frw és hxnS rup rev inditdszekvenciak, 1lasd 4. mell¢klet) felszaporitott

szekvenciat hasznaltunk, melyet az abran ,,proba” névvel jeloltiink. A kettds nyilak a Kpnl/HindIII-emésztésbol

szarmazo6 termékek méretét jelolik. A jobb oldalon a Southern-hibridizacios membrant dbrazoltunk a
hxnS*/hxnT* (HZS.145) és a vizsgalt transzformans torzsek hibridizacios jeleivel. Az alsé séma az intakt
hxnS/hxnT 1okuszt, a felsé a kazetta beépiilése esetén 1étrejovo pabaA* szelekcids markerrel kicserélt 10kuszt
abrazolja. A szaggatott vonalak homolog rekombinacios eseményeket jeldlnek.

A 1étrehozott delécios torzzsel végzett ndvekedési tesztek soran a 6-NA nitrogénforrast
tartalmazo taptalajon torténd novekedést megfigyelve meglepd fenotipust tapasztaltunk (Amon,
2018). A hxnShxnTA torzs sokkal erésebb novekedést mutatott 6-NA nitrogénforrason, mint a
vad tipust kontroll (lasd, 6.6. alfejezet). Mivel onmagaban a hxnT génre delécios mutans erdsen
csokkent novekedést mutatott 6-NA nitrogénforrason, igy a hxnS és hxnT gének egyiittes
delécioja esetén tovabbi csokkenést vartunk volna. A tapasztalt paradox fenotipus egyik
magyarazata lehet az, hogy a két enzim egyidejli elvesztése egy olyan alternativ Utvonalat
aktivalhat, vagy egy eddig ismeretlen enzim taltermelddését indukalhatja, amely a 6-NA-at
sokkal hatékonyabban képes hasznositani. Az sem zarhato ki, hogy a kozds hxnS-hxnT
promoter régio elvesztése az utvonal mas génjeinek talmitkodéséhez vezet. Ezt a lehetdséget
tamaszthatja ald, hogy korabbi munkank sordn kimutattuk, hogy a katabolikus Utvonalra
specifikus HxnR transzkripcids faktor limitalt mennyiségben termelddik indukcid esetén
(Amon és mtsai., 2017). Annak érdekében, hogy kizarhassuk azt a lehetéséget, hogy a kozos

promoter régid elvesztése okozza a fenotipust, készitettiink egy olyan hxnSA/hxnTA dupla
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mutéans torzset, amely esetében a 6.4.1. alfejezet alapjan elkészitett hxnSA::pabaA*, pabaAl,
riboB2 torzsbe (HZS.599) transzformaltunk egy hxnT::riboB* szubsztiticios kazettat. A
riboflavin és para-amino-benzoesav nélkiil ndvekedni képes transzformansok koziil a ,,hxnS
ReTi frw” és ,,hxnS ReTi rev”, valamint a ,,hxnT frw” és ,,hxnT rev” inditészekvenciakkal (4.
melléklet) végzett PCR eldszelekciot kovetden két transzformans utddot valasztottunk ki
gPCR-rel torténd kopiaszam ellendrzésre, mely alapjan megallapitottuk, hogy mind a két
transzformdns esetében csak egy kopidban épiilt be a genomba a szubsztiticids kazetta. Az
egykopias integracidt hordozd transzformansokon végzett novekedési teszt, melynek
eredményét jelen értekezésben nem mutatjuk be, megerdsitette a paradox ndvekedést, amit a
promoterhianyos dupla mutansnal tapasztaltunk. Azaz, a k6zos promoter régiot tartalmazo
mutans 6-NA-at tartalmazo taptalajon ugyanugy a kontroll torzsnél erdsebb ndvekedést
mutatott, ahogyan azt a promoétert nem tartalmazé HZS.568 dupla mutans torzs esetében
megfigyeltiik. Eredményeink alapjan tehat a fenotipust nem a k6z6s promoter régio elvesztése
okozza. A késébbiekben tovabb fogjuk vizsgélni a jelenséget, hogy valaszt kapjunk a dupla

mutans torzs paradox ndvekedésére.

6.4.2.2. A hxnS/hxnY és hxnT/hxnY dupla deléciok létrehozasa

A hxnSAlhxnYA dupla deléciés mutans keresztezéssel (5.7. alfejezet) torténd
eldallitasdhoz a korabban létrehozott HZS.223 (hxnYA::riboB*, riboB2, pabaAl) és a HZS.548
(hxnSA::pabaA™, pabaAl, anAl, riboB2) torzseket hasznaltuk fel. A hxnY gén esetében a
delécid vad tipust riboB™ génnel, a hxnS gén esetében pedig vad tipusu pabaA™ génnel tortént.
Mind a két torzs auxotrofiat hordozott a masik gén kilitéséhez hasznalt vitamin auxotréfia
marker génre nézve, amelynek kovetkeztében genetikai keresztezéskor csak a delécios
lokuszokban hordozott vad tipusi marker gének egyszerre torténd Oroklodése biztositja a
riboflavint és para-amino-benzoesavat nem tartalmazo taptalajon torténé novekedés
képességét. A létrehozott dupla mutans utdédok koziil egyet valasztottunk Ki a tovabbi
vizsgalatokhoz, melyet HZS.558-nak neveztiik el.

A hxnTA/hxnYA dupla mutans torzset a HZS.222 (hxnT4::pabaA™, pabaAl, riboB2) és
HZS.223 (hxnY4::riboB™, riboB2, pabaAl) torzsek genetikai keresztezésével hoztuk létre
ugyanazt a szelekcios elgondolast kdvetve, mint a fenti AxnSA/hxn YA mutans létrehozasanal. A
létrehozott dupla delécids torzsek koziil egyet valasztottunk ki a tovabbi kisérletekhez

(HZS.502).
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6.4.2.3. hxnS/hxnT/hxnY delécio létrehozdsa

A 6.4.2.1. alfejezet alapjan létrehozott HZS.568 torzs (hxnShxnTA::pabaA™, pabaAl,
pyroA4, riboB2, nkuAA4::argB*) alkalmas volt arra, hogy a HZS.223 torzzsel (hxnYA::riboB*,
riboB2, pabaAl) tortén6 genetikai keresztezéssel (5.7. alfejezet) hxnShxnTAlhxnYA mutans
torzset hozzunk létre. Ahogyan a hxnSA/hxnYA mutans 1étrehozasanal, ebben az esetben is
direkt tudtunk szelektalni a kivant utédokra riboflavint és para-amino-benzoesavat nem

tartalmazo taptalajon. A 1étrehozott mutans torzset HZS.569-nek neveztiik el.

6.5. Az NDC2 és NDC3 gének delécioja

Az NDC2 és az NDC3 génjeinek deléciojat is Double-Joint PCR modszerrel (Yu és
mtsai., 2004) 1étrehozott szubsztitucids kazetta riboflavin auxotrof (riboB2) recipiens torzsbe
torténd transzformalasaval hajtottuk végre (5.6. alfejezet). Szelekcidés markerként minden
esetben a vad tipust riboB* gént hasznaltuk. A 4. melléklet tartalmazza az inditoszekvencidkat,
amelyeket a konstrukciok elkészitéséhez hasznaltunk. A 1étrehozott delécidos mutansok minden
esetben jol lathato fenotipussal rendelkeztek a NA hasznositési tesztekben (1asd 6.6. alfejezet).
fgy annak igazolasara, hogy a delécios torzsek fenotipusa valoban az adott gén delécidja miatt
kovetkezett be és nem valamilyen elére nem tervezett, egyéb genomi véltozas miatt, nem az
adott gén rekonstitaciojat végeztiik el (a vad tipusu gén visszajuttatisa a delécids torzsbe
transzformaléassal), hanem a delécids transzformans torzsek genetikai keresztezésével kapott
utddok vizsgalataval. Mivel a keresztezésekkor a szelekcios marker gén minden delécids torzs
esetében egylitt szegregalt a delécids fenotipust eredményezd genetikai valtozéssal,
bizonyitottnak tekintettiik, hogy a delécid okozza a megfigyelt fenotipust, igy ennek igazoldsara
mar kiilon nem tériink ki.
valamint egy riboB2, pyroA4 auxotréf A. nidulans torzset hasznaltunk (TNO02 A21).
Riboflavinra nézve prototrof transzformansokra szelektaltunk, amelyek koziil a ,,hxnV AS frw”
és ,,hxnV AS rev” inditészekvencidkkal (4. melléklet) végzett PCR alapti eldszelekciot
kovetden hadrom transzformans torzset valasztottunk ki Southern analizisre. Két transzformans
torzs (185/trfl, a tovabbiakban HZS.294 és 185/trf2, a tovabbiakban HZS.295) hordozta a cél
I6kuszba integralt delécios kazettat ektopikus integraciok nélkiil, ezért a tovabbi vizsgalatokhoz
ezeket a hxn VA torzseket hasznaltuk (19. abra, A panel).

crcr

torzset valasztottunk (HZS.251) recipiens torzsként. A nyolc, riboflavinra nézve prototrof
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transzformans koziil két térzsben mutatkozott a hxnX gén hianya a ,,hxnX frw” és ,,hxnX Notl
rev” inditészekvencidkkal (4. melléklet) végzett PCR eldszelekcio soran. Ezek Southern
analizise kimutatta, hogy mind a két torzs esetében csak egy kdpidban integralddott a delécios
kazetta a genomba, a hxnX 16kuszba (19. abra, B panel). A két hxnXA torzset, a HZS.296 (trf4)
¢s HZS.297 (trf7) torzseket hasznaltuk fel a tovabbi kisérletek soran.

torzset alkalmaztunk (HZS.267) recipiens torzsként. A 15 riboflavinra nézve prototrof
transzformans kozil 13 torzset valasztottunk ki Southern-hibridizaciora a ,,hxnW AS frw” és
,hXnW AS rev” inditoszekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR elészelekcio alapjan, melyek
koziil két torzs esetében tortént egykopias integracio a cél 10kuszba (19. abra, C panel). A
HZS.393 (trf12) és HZS.394 (trf15) hxn WA torzseket hasznaltuk fel a tovabbi kisérletekben.
(HZS.251), illetve egy riboB2, pantoB100 auxotrof A. nidulans torzset (HZS.267)
alkalmaztunk recipiens torzsként. Az 6t HZS.251 eredetii riboflavin prototrof transzformans
kozil ketté, a harom HZS.267 riboflavin prototrof transzformans koziil pedig egy torzset
valasztottunk ki Southern analizis céljara a ,hxnM ReTi frw” ¢és ,hxnM ReTi rev”
inditoszekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR eldszelekcid alapjan. Minden kivélasztott torzs
egykopias integraciot hordozott és a tovabbiakban ezek a ixnMA torzsek, HZS.291 (251/trf2),
HZS.292 (251/trf5) és HZS.293 (267/trf3) (19. ébra, D panel) képezték a kutatasok tovabbi
targyat.

A hxnN gén delécidjanak 1étrehozasahoz egy riboB2, biAl, pabaAl auxotrof (HZS.251)
¢és egy riboB2, pyroA4 auxotrof (TNO2 A21) A. nidulans torzset hasznaltunk. A HZS.251
transzformalasbol hat riboflavin prototrof transzformans koziil négy, a TNO2 A2l
transzformalasbol hét riboflavin prototrof transzformans koziil pedig 6t torzset valasztottunk ki
Southern analizisre a ,,nxNN ReTi frw” és ,,hxnN ReTi rev” inditoszekvenciakkal (4. melléklet)
végzett PCR eldszelekciot kovetden. Ezek koziil négy utdd hordozott egykopids integraciot, a
HZS.287 (251/trf5), HZS.288 (185/trf1), HZS.289 (185/trf2) és HZS.290 (185/trf5), melyeket
a tovabbi kisérleteinkben hasznaltunk fel (19. abra, E panel).
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19. abra: Az NDC2 és NDC3 gének deléciéjanak ellendrzésére hasznalt Southern-hibridizaciés stratégiak.
A Double-Joint PCR eljarassal 1étrehozott, riboB* szekvenciat tartalmazo szubsztitiicios kazetta sémaja minden
esetben a Southern-hibridizacios membranoktol balra lathatd. A narancssarga és sarga téglalapok a targetalast
szolgéld, a genomi régidoval homolog szakaszokat jelolik (HR1: a deletalas helyétél upstream iranyba es6
szekvencia, HR2: a deletalas helyét6l downstream irdnyba esé szekvencia). A villam alaku nyilak a restrikcids
enzimek hasitohelyeit, a kett6s nyilak pedig az emésztésb6l szarmazé termékek méretét jelolik. A PCR eljarassal
eléallitott hibridizacids probak pozicidjat minden esetben ,,proba” névvel jeloltiik. Az A, C és E panelek
esetében a felsé séma a vad tipusa 10kuszt, az als6 a kazetta beépiilése esetén 1étrejovo riboB* szelekcios
markerrel kicserélt 10kuszt abrazolja, a B és D panelek esetében pedig forditva. A szaggatott vonalak homolog
rekombinacios eseményeket jellnek. A Southern-hibridizacios membranokon a vad tipust torzs (HZS.145) és a
vizsgalt transzformans torzsek hibridizacios jelei lathatoak. A panel: A hxnV gén deléciojanak ellendrzésére
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hasznalt Southern-hibridizaciés stratégia. A hxnV* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét EcoRI
enzimmel emésztettiik, a hibridizacios probat hxnV upst nest frw és hxnV upst rev inditoszekvenciakkal (lasd 4.
melléklet) szaporitottuk fel. B panel: A hxnX gén delécidjanak ellendrzésére hasznalt Southern-
hibridizaciés stratégia. A hxnX* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét BamHI enzimmel emésztettiik, a
hibridizacios probat hxnV AS frw és hxnV down nest rev inditészekvenciakkal (lasd 4. melléklet) szaporitottuk
fel. C panel: A hxnW gén deléciojanak ellendrzésére hasznalt Southern-hibridizacios stratégia. A hxnW* és
a potencialis delécios mutansok DNS-ét Xbal enzimmel emésztettiik, a hibridizacids probat hxnV AS frw és
hxnW upst rev inditészekvenciakkal (lasd 4. melléklet) szaporitottuk fel. D panel: A hxnM gén deléciéjanak
ellenérzésére hasznalt Southern-hibridizacios stratégia. A hxnM* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét
HindIII és EcoRI enzimekkel emésztettiik, a hibridizacios probat hxnM upst nest frw és hxnM upst rev

srer

hasznalt Southern-hibridizaciés stratégia. A hxnN* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét EcoRI és Xbal
enzimmel emésztettiik, a hibridizacios probat hxnN upst nest frw és hxnN upst rev inditoszekvenciakkal (lasd 4.
melléklet) szaporitottuk fel.

6.6. Az NDC1, NDC2 és NDC3 génekre delécios torzsek NA hasznositasi képességének
vizsgalata

A 1étrehozott hxnS4, hxnShxnT4, hxnSA/hxnY4, hxnShxnTA/hxnYA, hxnVA, hxnXA,
hxnWA, hxnMA és hxnNA delécios torzsek (HZS.599, HZS.568, HZS.558, HZS.569, HZS.294,
HZS.296, HZS.393, HZS.293, HZS.288), valamint a korabban laborunkban létrehozott hxnRA,
hxnT4, hxnY4, hxnPA és hxnZA4 (Amon, 2018) torzsek novekedési képességét Hx diagnosztikus
taptalajokon, valamint NA, 6-NA, 2,5-DP és NAA nitrogénforrasokon vizsgaltuk (20. abra).
Mivel a NA, 6-NA és 2,5-DP az utvonal koztes metabolitjai és mas ismert nitrogénforrasokhoz
képest (ammonium, nitrat, Hx, urea, acetamid, stb.) rendkiviil rosszul hasznosulnak,
megigyeltiik a torzsek novekedési képességét hosszu, hét nap inkubaciot kdvetden is (nem
mutatott adat). Ebben az esetben a hxnWA4 torzs kivételével egyik mutans sem mutatott eltérd
novekedési képességet. A hxnWA hosszi inkubacios id6 esetén NA, 6-NA és 2,5-DP

nitrogénforrason is ugynevezett ,,leaky” fenotipust mutatott.
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Amon Judit PhD értekezés Jelen munka

Hx
Hx, Allp
Hx, Allp,

Hx, Allp,
100 M 6-NA |

Hx, Allp,
100 pM 2,5-DP*

Hx, Allp,
100 uM NAA

10 mM NA*
10 mM 6-NA*
10 mM 2,5-DP*

10 mM NAA*

20. abra: NDC1, NDC2 és NDC3 génekre delécios torzsek novekedési képességének vizsgalata kiilonbozo
nitrogénforrasokon.
A Hx” az lmM Hx nitrogénforrast tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1
MM HX nitrogénforrast tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM NA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett,
1mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 100 uM NA-at tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 pM
6-NA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 100 pM
6-NA-at tartalmaz6 taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM 2,5-DP” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM Hx
nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 100 uM 2,5-DP-t tartalmaz¢ taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM NAA”
az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 100 pM
nikotinamidot tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM NA” a NA-at nitrogénforrasként tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM 6-
NA” a 6-NA-at nitrogénforrasként tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM 2,5-DP” a 2,5-DP-t nitrogénforrasként
tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM NAA” a nikotinamidot nitrogénforrasként tartalmazoé taptalajt, a ,,N-forras
mentes” pedig a nitrogénforrast nem tartalmazo6 taptalajt jeloli. A Hx nitrogénforrast tartalmazo és a
nitrogénforras nélkiili tiptalajokon harom napig, a tobbi (csillaggal jel5lt) taptalajon pedig négy napig
novesztettiik a térzseket 37 °C-on. Kontroll térzsek: sziildi kontroll 1 (HZS.120), sziil6i kontroll 2 (TNO2 A21):
az Osszes hxn gén tekintetében vad tipusuak. Mutans torzsek: hxnSA (HZS.599), hxnRA (HZS.136), hxnR¢7
(FGSC A872), hxnTA (HZS.222), hxnYA (HZS.223), hxnTAhxnYA (HZS.502), hxnPA (HZS.221), hxnZA
(HZS.226), hxnPA/hxnZA (HZS.480), hxnShxnTA (HZS.568), hxnSA/hxnYA (HZS.558), hxnShxnTA/hxnYA
(HZS.569), hxnV4 (HZS.294), hxnX4 (HZS.296), hxnWA (HZS.393), hxnM4 (HZS.293), hxnN4 (HZS.288). A
felhasznalt torzsek teljes genotipusa az 1. mellékletben talalhatoé meg.

Mieldtt kitérnénk a delécios torzsek nitrogénforrds hasznositasi eredményének
elemzésére, roviden bemutatjuk a Hx diagnosztikus taptalajok hasznalatanak okat. A Hx
taptalajt diagnosztikus taptalajnak nevezziik, ugyanis abban az esetben, ha Allp-lal gatoljuk a
PHI enzim aktivitasat, az egyediili nitrogénforrasként adagolt Hx hasznositasa csak a HxnS
enzim miik6désén mulik, amely azonban NA szarmazék inducer nélkiil nem termelédik meg.
A Hx+Allp és Hx+Allp+1 mM NA taptalajon torténd telepképzésbdl tehat két informéciot
kapunk a NA katabolikus atvonalrol. Az egyik az, hogy képzddik-e HxnS enzim, a masik pedig
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az, hogy aktivalodik-e a NA lebontasi utvonal. Vad tipusu torzs esetén ez utdbbi feltétele az
elébbinek. Itt érdemes megjegyezni azt, hogy a NA katabolizmus inducere nem a NA, vagy a
6-NA, hanem egy, a NA lebontasa sordan képz0dd késobbi koztes metabolit. Tehat a taptalaj
tesztek soran a NA akkor indukalja a HxnR-en keresztiil a katabolikus utvonalat, ha miitkodnek
azok az enzimek, amelyek a valodi inducer metabolithoz vezetnek. Ha akar egy enzim hianyzik
a rendszerbdl, amely a valodi inducer képzddéséhez sziikséges, akkor annak hianydban a NA
lebontasi Gtvonal egyik génje sem aktivalodik, a hxnS sem (Amon és mtsai., 2017) (jelen
dolgozatban a 7. és 9. dbran lathato transzkriptum analizis, nem indukalt koriilmények). A NA,
6-NA, 2,5-DP ¢és NAA (még 100 uM mennyiségben is, ldsd 20. abra) képes indukélni a
hasznositasi utvonalat (az inaktivan jelen levd HxnR aktivalaséaval, Amon és mtsai., 2017),
ezért ha a taptalajpan Hx a nitrogénforras, és Allp-lal van kiegészitve, akkor inducer
jelenlétében a megtermelddd HXNnS elvégzi a HX xantinn4 alakitasat.

Az a tény, hogy a hxnVA és a hxnXA térzs nem képes néni Allp-lal kiegészitett Hx
nitrogénforrason egyik inducer jelenlétében sem, a ixnMA, hXnNA és hxnWA torzsek azonban
igen, arra enged kovetkeztetni, hogy a HxnM, HxnN és HXxnW a lebontasi utvonal valddi
inducerének termelddését kovetd 1épésekért lehetnek feleldsek, mig a HxnV és a HxnX a valodi
inducertdl ,,upstream” vesznek részt az lebontasban. Azonban ha figyelembe vessziik a hxn WA
torzs NA, 6-NA ¢és 2,5-DP nitrogénforrasokon tapasztalt ,leaky” fenotipusat, akkor at kell
megfigyelt novekedése azzal magyarazhatd, hogy a HxnW a hxnY4 és hxnT4 torzsek
novekedési tesztje alapjan elSre jelzett alternativ utvonalon (Amon, 2018) vesz részt a
lebontasban, igy lehetséges, hogy a valddi inducer képzddéséhez hozzdjarul, de nem
nélkiilozhetetlen hozza.

NA és 6-NA nitrogénforrason a hxnX4, a hxnV4 és a hxnM4 mutansok egyike sem, a
hxnVA és a hxnXA pedig még Hx diagnosztikus taptalajon sem képes néni. Ez arra utalhat, hogy
ezen gének termékei a vizsgalt NA szarmazékoktol downstream vesznek részt a lebontéasban,
¢és mivel a HXnX és a HXnV enzimeket az Gitvonalban egymas utan véljiik miikddni, valoszind,
hogy a HxnX és HxnV-t6l downstream, de a HxnM elétt képzodik a valodi inducer. 2,5-DP
nitrogénforrason a hxnVA és hxnMA toérzsek nem képeznek telepet (negativ kontrollként a
hxnRA torzs novekedését kell figyelembe venni), a hxnXA4 térzs vad tipust ndvekedést mutat,
mig a ixnNA torzs hatarozottan, de a vad tipushoz képest redukalt mértékben képes noni (20.
abra). Az, hogy a hxnX4 mutans képes ndvekedni 2,5-DP nitrogénforrason igazolja az in silico
vizsgalatok eredményét, miszerint a HxnX 6-NA-bol 2,5-DP-t képezhet. Amennyiben a 2,5-DP
nitrogénforrason kapott novekedési teszteket egyiitt vizsgaljuk a diagnosztikus Hx tesztekkel
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(ahol a ixnVA mutans nem volt képesek névekedni), akkor a NA-at, 6-NA-at, vagy 2,5 DP-t
tartalmazd taptalajokon a hxn VA mutans ndvekedésének a hidnya egyértelmiien arra utal, hogy
a HxnV a 2,5-DP-t6l downstream helyezkedik el és az utvonal valddi inducere ebben a
mutansban nem jon létre. Ha a valodi inducer hidnyadban marad el a hxnVA névekedése a
diagnosztikus taptalajon, akkor amennyiben a valddi inducerképzddés hianyat kikiiszoboljiik a
deléciok konstitutiv hxnR (hxnR°®) genetikai hattérbe helyezéssel, akkor igazoljuk allitasunkat
(lasd 6.7. alfejezet).

A hxnNA torzs NA, 6-NA ¢és 2,5-DP nitrogénforrasokon bar képes névekedni, de csak
redukaltan, ami azt jelzi, hogy nem a HxnN az egyediili amidaz enzim, amely a végsé NA

szarmazék amid csoportjanak lehasitasat végzi.

6.7. A deléciés torzsek konstitutiv hxnR (hxnR®) hattérbe torténé keresztezése NA
szarmazék hasznositasi tesztekhez és analitikai vizsgalatokhoz torténé mintakészités
céljabol

A NA szarmazék hasznositasi vizsgalatok soran az inducerképzdodés kérdésének
kiiktatasahoz, valamint GC-MS és HPLC-MS vizsgalatokra alkalmas mintak eléallitasahoz a
létrehozott Gsszes hxn deléciot konstitutiv hxnR (hxnR°®) hattérbe kellett juttatnunk. A hxnR°®
jelenléte nem csak fliggetleniti az utvonalat az inducer metabolit képzddésétdl, de az Gtvonal
génjeinek kifejezddése is sokkal nagyobb mértékii, amely jol lathatd a konstitutiv mutans
(hxnR®7) NA szarmazékokon mutatkozé erdteljesebb névekedésén (20. abra). A hxnR°® hatterti
mutansokban jobban akkumulalédnak a metabolikus koztestermékek, mint a hxnR™ torzsben.
A hxnVA (HZS.294), hxnMA (HZS.293) és hxnNA (HZS.288) torzseket az FGSC A872 hxnR®7
torzzsel, a hxnXA (HZS.296) torzset a HZS.316 hxnR®7 torzzsel, a hxnWA (HZS.394) torzset
pedig a HZS.307 hxnR°7 torzzsel kereszteztiik és minden esetben a hxn deléciot és hxnR°7 allélt

kombinalva hordoz6 utodokat valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.

6.7.1. Delécios hxnR°® torzsek novekedésének vizsgalata

A létrehozott deléciés hxnR®7 hatterti hixnVA, hxnXA, hxnWA, hxnMA és hxnNA dupla
mutansok (HZS.309, HZS.310, HZS.517, HZS.308, HZS.306) novekedési képességét
vizsgaltuk kiilonb6zd NA szarmazék nitrogénforrasokon ¢€s a diagnosztikus Hx taptalajokon

(21. abra).
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Hx, Allp,
100 uM 2,5-DP

Hx, Allp,
1 mM 2,5-DP

Hx, Allp,
100 uM NAA

10 mM NA*
10 mM 6-NA* |
10 mM 2,5-DP*
10 mM NAA*

N-forrds mentes

21. abra: NDC2 és NDC3 génekre delécios hxnR°7, valamint hxnTA és hxnYA hxnR°7 torzsek novekedési
tesztje kiilonb6z6 nitrogénforrasokon.

A ,Hx” az 1 mM HXx nitrogénforrast tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1
mM HXx nitrogénforrast tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM NA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett,
1 mM HXx nitrogénforrast tartalmaz6, indukaloszerként 100 pM NA-at tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp, 1 mM
NA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 1 mM NA-
at tartalmazo taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM 6-NA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM Hx
nitrogénforrast tartalmazo, indukalészerként 100 uM 6-NA-at tartalmazé taptalajt, a ,,Hx, Allp, 1 mM 6-NA” az
5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukaloszerként 1 mM 6-NA-at
tartalmazo6 taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM 2,5-DP” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM Hx
nitrogénforrast tartalmazd, indukaloszerként 100 uM 2,5-DP-t tartalmazé taptalajt, a ,,Hx, Allp, 1 mM 2,5-DP”
az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM HX nitrogénforrast tartalmazo, indukalészerként 1 mM 2,5-DP-t
tartalmaz6 taptalajt, a ,,Hx, Allp, 100 uM NAA” az 5,5 uM Allp gatloszerrel kiegészitett, 1 mM Hx
nitrogénforrast tartalmazo, indukaldszerként 100 uM nikotinamidot tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM NA” a NA-at
nitrogénforrasként tartalmazo6 taptalajt, a ,,10 mM 6-NA” a 6-NA-at nitrogénforrasként tartalmazo taptalajt, a ,,10
mM 2,5-DP” a 2,5-DP-t nitrogénforrasként tartalmazo taptalajt, a ,,10 mM NAA” a nikotinamidot
nitrogénforrasként tartalmaz6 taptalajt, a ,,N-forrds mentes” pedig a nitrogénforrast nem tartalmazo taptalajt
jeloli. A Hx nitrogénforrast tartalmazo és a nitrogénforras nélkiili taptalajokon harom napig, a tobbi (csillaggal
jelolt) taptalajon pedig négy napig novesztettiik a térzseket 37 °C-on. Kontroll térzs: hxnRc7 (FGSC A872).
Mutans torzsek: hxnVA hxnRc7 (HZS.309), hxnXA hxnRc7 (HZS.310), hxnWA hxnRc7 (HZS.517), hxnMA
hxnRc7 (HZS.308), hxnNA hxnRc7 (HZS.306). A felhasznalt térzsek teljes genotipusa megtalalhat6 az 1.
mellékletben.
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A hxnR°®7 hattérben a HXnR transzkripcios faktor inducertél fiiggetlen, folytonosan aktiv
konformacidja és autoregulacidja kovetkeztében torténd konstitutiv kifejezédése (Amon és
mtsai., 2017) miatt elméletileg az Osszes vizsgalt hxn mutansnak nénie kellett volna mind az
inducer nélkiili, mind pedig az inducert tartalmazé Hx diagnosztikus taptalajokon. A 100 uM
inducerrel kiegészitett Hx diagnosztikus taptalajokon az 6sszes hxn delécids mutans, a vartnak
megfelelden, a vad tipusu torzzsel megegyezd és az inducert nem tartalmaz6 Hx diagnosztikus
taptalajon mutatott mértékben tudott novekedni. Az 1 mM koncentracidoban alkalmazott inducer
esetén azonban a diagnosztikus Hx taptalajon a hxnVA hxnR“7 (HZS.309) és hxnWA hxnR°7
(HZS.517) torzsek a varttol eltéréen viselkedtek (21. abra). A hxnVA hxnR°7 torzs novekedési
képessége 1 mM NA és 6-NA jelenlétében teljesen elmarad, a ixn WA hxnR°7 torzs esetén pedig
csokkenést mutat (21. abra) annak ellenére, hogy inducer nélkiil (a konstitutiv HXnR miatt
elvart modon) a Hx+Allp taptalajon még képesek néni. Ez alapjan a taptalajhoz adagolt inducer
hxnR°7 hatteri mutansban a koztes metabolit talzott mértékben felszaporodva toxikus a gomba
szamara, de az is elképzelhetd, hogy a konstitutivan aktiv HxnR transzkripcios faktort
inaktivalja. NA és 6-NA nitrogénforrason a hxnR°7 hatteri hxnX4, hxnVA4, hxnWA4 és hxnMA4
torzsek nem képesek ndvekedni, ami inkdbb a 10 mM szubsztratbol keletkezd toxikus
anyagfelhalmozasra (vagy a HxnR inaktivaciojara) utal, semmint arra, hogy a géntermékek
minden esetben a lebontasi Gtvonal elagazas nélkiili 4gan jatszananak szerepet.

A hxnR®7 hxnNA torzs az eddigi eredményeinkkel 6sszhangban redukalt médon képes
novekedni 10 mM NA-on, valamint 10 mM 6-NA-on (20-21. abra)

6.8. A hxnVA hxnR°7 torzs esetén felhalmozodo kék pigment vizsgalata

Bakterialis NA lebontasi Gtvonalak esetén tobb tipust prokaridta utvonalnal eléfordul,
hogy a 6-NA-at kovetd di-hidroxilalt koztestermékb6l (2,5-DP, vagy 2,6-DNA)
valoszintisithetéen egy tri-hidroxilalt piridin metabolikus koztesterméken keresztiil nem-
enzimatikus moédon kék szini azakinon pigment képzodik (Boyer & Kruger, 1957).
Megfigyeltiik, hogy abban az esetben, ha a hxnVA hxnR°7 mutanst (HZS.309) 5 mM urea
nitrogénforras mellett 10 mM NA-at, vagy 10 mM 6-NA-at tartalmazo taptalajon tenyésztjiik,
akkor 3-4 nap elteltével a telep koriil a taptalaj kékesre szinez6dik (22. abra).
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Csészék feliilrol Csészék alulrol

urea + urea +
urea 10mM 6-NA urea 10mM 6-NA

kontroll

hxnR<7

hxnVvA

hxnVA/hxnR7

22. abra: A hxnVA hxnR°T mutans novekedési tesztje.
Bal oldalon urea nitrogénforrast tartalmazo, jobb oldalon pedig urea nitrogénforras mellett 10 mM 6-NA-at
tartalmazoé taptalajon végzett novekedési teszt lathatd. wt: HZS.145, hxnR°¢7: HZS.219, hxnVA: HZS.294, hxnVA
hxnR®7: HZS.309.

Ez a jelenség analog a prokariotaknal megfigyeltekkel. Jelenleg zajlanak a kék pigment
azonositasat célz6 GC-MS vizsgalatok, amelyekbe a Axn V4 hxnR®7 mutans tenyésztése mellett
izolalt kék pigmentek mellett a P. putida NicX mutans altal termelt kék szin{i pigmenteket is
bevontuk. Ha a kék pigment szerkezeti képletét nem is sikeriil megfejteniink, akkor legalabb
azt meg tudjuk allapitani, hogy az A. nidulans kék pigmentje azonos-e¢ a bakterialis kék
pigmenttel. Az analitikai kisérleteket és az adatok kiértékelését az SZTE TTIK Mikrobioldgiai

Tanszék analitikai laborjanak munkatarsa, Dr. Varga Moénika végzi.

66



6.8.1. A kék pigment képzodeésének vizsgalata halmozottan delécios mutansokban

Annak érdekében, hogy azonositsuk a kék pigment képzddése eldtt miikodo enzimeket,
a hxnV deléciot kiilonbozé hxn deléciokkal kombinaltuk hxnR®7 genetikai hattérben, majd a
kombinalt delécios torzsekben megvizsgaltuk a pigment termelddést.

A hxnYA/hxnVA hxnR®7 és hxnTA/hxnVA hxnR®7 dupla deléciés mutansokat a HZS.429
(hxnYA::riboB™, riboB2, pabaAl, biAl, hxnR°7) és HZS.309 (hxnVA4::riboB™, riboB2, pyroA4,
hxnR°¢7), valamint a HZS.427 (hxnT4::pabaA*, anAl, hxnR°7) és HZS.537 (hxnV4::riboB*,
riboB2, pabaAl, hxnR®7) torzsek keresztezésével (5.7. alfejezet) hoztuk létre.

A hxnYA/hxnVA hxnR¢7 esetében azonos szelekcids marker génnel (riboB™) torténtek a
géndeléciok, ezért az utddok koziil a ,,hxnY frw” és ,,hxnY ReTi rev”, valamint a ,,hxnV AS
frw” és ,,hxnV AS rev” inditészekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR alapt szelekcioval
valasztottuk ki a mind a két génre nézve delécids torzseket. A 1étrehozott torzsek koziil egyet
(pr3) vélasztottunk ki a vizsgalatokhoz, melyet HZS.747-nek neveztiink el.

A hxnTA/hxnVA hxnR7 torzs esetében a hxnT gén delécidja a vad tipusu pabaA™ génnel,
a hxnV gén delécidja pedig vad tipust riboB™ génnel tortént. Mivel csak a hxnTA::pabaA*
deléciora tudtunk direkt szelekciot végrehajtani, a hxnV delécio esetében a ,,hxnV AS frw” és
,hxnV AS rev” inditészekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR alapt szelekcid segitségével
valasztottuk ki a megfeleld dupla delécios mutansokat. A 1étrehozott torzsek koziil egyet (prl)
valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokhoz, melyet HZS.748-nak neveztiink el.

A hxnWhxnV4 hxnR®7 és a hxnXhxnWhxnV4 hxnR°7 torzsek létrehozasahoz a gének
kozelsége miatt nem genetikai keresztezést, hanem géndeléciot alkalmaztunk. A delécids
kazettakat az egyedi deléciok szubsztiticios kazettdinak készitése soran alkalmazott
inditészekvencidk kombinalasival (4. melléklet) hoztuk létre. Mindkét esetben riboB*
szelekcios marker gént épitettiink a kazettakba és azokat egy riboB2, pantoB100 hxnR®7
recipiens torzsbe (HZS.404) transzformaltuk. A 25 (hxnWhxnV4) és 38 (hxnXhxnWhxnVA)
riboflavinra nézve prototrof transzformanson hxnWhxnVA esetében a ,,hxnV AS frw” és a
LhxnW AS rev”, hxnXhxnWhxnV4 esetében pedig a ,,hxnV AS frw” és ,,hxnX ReTi rev”
inditészekvenciakkal (4. melléklet) hajtottunk végre PCR eldszelekciot. Két-két transzformans
torzset valasztottunk ki Southern analizisre, melyekbdl egy-egy esetében integralodott a
delécios kazetta egy kopiaban a genomba (23. abra). A hxnWhxnV4 hxnR®7 esetében a trfl
utodot (23. abra, A panel), a hxnXhxnWhxnV4 hxnR°®7 esetében pedig a trf5 utodot (23. abra, B
panel) valasztottuk ki a vizsgéalatokhoz, melyeket HZS.749-nek és HZS.750-nek neveztiink el.
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23. abra: Az hxnWhxnV és a hxnXhxnWhxnV delécidk ellenérzésére hasznalt Southern-hibridizacios
stratégiak.

A Double-Joint PCR eljarassal 1étrehozott, riboB* szekvenciat tartalmazo szubsztitucios kazetta sémaja

minden esetben a Southern-hibridizaciés membranoktdl balra lathato. A narancssarga és sarga téglalapok a
targetalast szolgalo, a genomi régidval homolog szakaszokat jelolik (HR1: a deletalas helyétdl upstream iranyba

es6 szekvencia, HR2: a deletalas helyétdl downstream iranyba es6 szekvencia). A villam alaki nyilak a

restrikcids enzimek hasitohelyeit, a kettés nyilak pedig az emésztésbdl szarmazo termékek méretét jelolik. Mind
a két esetben gén-specifikus hibridizdcios probdkat alkalmaztunk, igy a deléciés mutansok esetén nem kaptunk

s

proba” és ,,hxnV proba” nevekkel jeloltik. A felsé séma a vad tipusu lokuszt, az also pedig a kazetta beépiilése
esetén 1étrejovo riboB* szelekcios markerrel kicserélt 1okuszt abrazolja. A szaggatott vonalak homolog

rekombinacios eseményeket jelolnek. A Southern-hibridizacios membranokon a vad tipusu torzs (HZS.145) és a

vizsgalt transzformans torzsek hibridizacios jelei lathatoak. A panel: A hxnWhxnV deléciojanak ellendrzésére

hasznalt Southern-hibridizacios stratégia. A vad tipusu torzs és a potencialis delécios mutansok DNS-ét Xhol
enzimmel emésztettiik, a hxnW génjeldlt hibridizacios probat hxnW AS frw és hxnW AS rev, a hxnV génjeldlt
hibridizacios probat pedig hxnV AS frw és hxnV AS rev inditészekvenciakkal (lasd 4. melléklet) szaporitottuk
fel. B panel: A hxnXhxnWhxnV deléciéjanak ellendrzésére hasznalt Southern-hibridizacios stratégia. A

vad tipust torzs és a potencialis delécios mutansok DNS-ét Xbal enzimmel emésztettiik, a hxnX génjelslt
hibridizacios probat hxnX down frw és hxnW down rev,a hxnW génjeldlt hibridizacids probat hxnW AS frw és
hxnW AS rev, a hxnV génjellt hibridizacios probat pedig hxnV AS frw és hxnV AS rev inditoszekvenciakkal
(lasd 4. melléklet) szaporitottuk fel.

A létrehozott halmozottan delécidés mutansokat és a hxnVA hxnR°7 mutanst (HZS.309)
elobb 16 o6ras inkubacioval neutralis acetamid nitrogénforrason neveltiik fel, majd a
micéliumokat sziirést kovetden athelyeztiik 10 mM 6-NA szubsztratot tartalmaz6 tapoldatba,
¢s tovabbi 24 oran at inkubaltuk Oket. A szilard taptalajon a hxnVA hxnR°7 torzsben kék
szinlinek mutatkoz6 pigment a tapoldatban zo6ld szinili volt. A szinvaltozasnak valdszintileg a
tapkozeg pH eltéréséhez lehet koze, amelyet részletesen a késdbbiek sordn fogunk vizsgalni.
Mivel csak a hxnX deléci6 akadalyozta meg a pigment képz6dését (24. abra), ezzel kisérletesen
bizonyitottuk, hogy a HxnX a HxnV el6tt miikodik az utvonalban, ahogy azt mar a

korabbiakban is feltételeztiik.
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hxnYA/hxnVA hxnTA/hxnVA  hxnWhxnVA4  hxnXhxnWhxnVA
hxnVA hxnR7 hxnR<7 hxnRe7 hxnRe7 hxXnRe7

24. abra: A pigment képzdédésének vizsgalata a 1étrehozott halmozottan deléciés mutansokban.
A mutansokat 16 6ran at neutralis acetamid nitrogénforrason neveltiik, majd a micéliumokat sz{irést
kovetden athelyeztiik 10 mM 6-NA szubsztratot tartalmazé tapoldatba, és tovabbi 24 6ran at inkubaltuk 6ket. A
micéliumok szlirését kovetden 1 ml tdpoldatokat mértiink ki eppendorf csébe a pigmentaltsag dokumentalasara.
Torzsek: hxnVA hxnR°7 (HZS.309), hxnYA/hxnVA hxnR¢T7 (HZS.747), hxnTAlhxnVA hxnR°7 (HZS.748),
hxnWhxnVA hxnR7 (HZS.749), hxnXhxnWhxnVA hxnR°7 (HZS.750).

6.9. Az itvonal intracellularis szinterének vizsgalata GFP-fazios torzsek létrehozasaval és
vizsgalataval

Célunk, hogy mind a 11 hxn gén esetében megvizsgaljuk a kodolt fehérje intracellularis
lokalizaciojat GFP fuzios torzsek 1étrehozasa €s vizsgalata révén. In silico lokalizacids szignal
keresést (5.12.2. alfejezet) hajtottunk végre minden hxn géntermék esetén, és az eredmények
alapjan két Hxn fehérjénél feltételezhetiink kompartmentalizaciét. A HxnR, az utvonal
transzkripcids faktora, nukledris lokalizacios szignalt (NLS) és nuklearis export szignalt (NES)
hordoz (Amon és mtsai., 2017), amely alapjan feltételezhetd a fehérje sejtmagi lokalizacidja. A
HxnR lokalizacidjanak vizsgalata Amon Judit PhD munkéjanak (Amon, 2018) részeként nem
képzi targyat a jelen értekezésnek.

A masik fehérje, amely esetén kompartmentalizaciot feltételezhetiink az elemzések
alapjan, a HxnX. A C-terminalison azonositott klasszikus peroxiszomas lokalizacios szignal
(PTS) szekvencia (SRL) erds indikaciot jelentett arra nézve, hogy a fehérje a peroxiszomakban
lokalizalodik.

A HxnP és HxnZ fehérjék transzporterek, ezért esetiikben membran lokalizaciot
feltételezhetiink, amely lehet a citoplazma membranja, vagy valamely intracelluldris

kompartment membranja (pl. peroxiszoma, vakudlum, stb.).
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A t6bbi hxn géntermék esetében a szignal keresé programok negativ eredményei alapjan
nem felteteleziink kompartmentalizaciot. A citoplazmaban, esetleg a vakuolumokban varnank
a megjelenésiiket.

Jelen dolgozatban a HxnX lehetséges peroxiszomas lokalizacigjat, valamint a HxnV
feltételezett citoplazmas lokalizacidjat vizsgaljuk GFP fuzids konstrukciok létrehozasaval és
delécios befogado torzsben torténd kifejeztetésével. A jovoben minden tovabbi Hxn fehérjére

ki kivanjuk terjeszteni az intracelluldris lokalizacio vizsgélatat.

6.9.1. A hxnV-gfp fiizios konstrukciot kifejezé torzs létrehozdsa

Az 5.11.1. alfejezetben részletesen leirtak alapjan létrehoztunk egy hxnV-gfp fizios
fehérjét expresszald és pantoB* szelekcios marker gént hordozo kazettat (,,pantoB* hxnV-gfp
fuzios kazetta”, amelyben a prolin altal indukalhaté prnD promoterrdl expresszalodik a fuzios
gén), melyet egy pantoB100 (pantoténsav auxotrof) hxnVA torzsbe (HZS.304)
transzformaltunk. A transzformansok koziil 27 volt képes ndvekedni pantoténsav nélkiil,
amelyek koziil az eldzetes mikroszkopos vizsgalatok alapjan hét transzformans bizonyult
megfelelonek. Ezek koziil qPCR segitségével megallapitottuk, hogy a HZS.304 trf25
transzformansba egy kopiaban épiilt be a konstrukcio. Ezt az utédot HZS.555-nek neveztiik el
és ezt hasznaltuk a mikroszkopos vizsgalatokhoz. Az eredmények alapjan nem allithatjuk, hogy
a fehérje a citoplazmédban, vagy valamely membrannal koriilhatarolt kompartmentben
lokalizalodik (25. dbra), mivel a GFP jel valtozd méretli vezikulumokba koncentralodik. A
jovoben Western-blot analizissel vizsgaljuk meg a fuzios HxnV-GFP fehérje stabilitasat,
ugyanis elképzelhetd, hogy a vizsgéalatokndl lathatd GFP jel a fizids fehérje degradalodasa

miatt a vakudlumokban torténd felhalmozodasbol adodik.

lathaté fény

25. abra: A hxnV-gfp fuzioés konstrukciot kifejezé torzs mikroszkopos vizsgalata.
A 6-NA-val, biotinnal és para-amino-benzoesavval kiegészitett MM tapoldatban felnévesztett HZS.555 torzs
Zeiss Axiolab A (Zeiss sziir6 szett 15) mikroszkoppal végzett vizsgalata. Balra lathaté a fénymikroszkopos kép,
jobbra pedig a HxnV-GFP z61d fluoreszcens jel.
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6.9.2. A gfp-hxnX fiizios konstrukciot kifejezd torzs létrehozdsa

Mivel az in silico vizsgalatok alapjan a HxnX fehérje peroxiszomas lokalizacios
szignalja (PTS) a C-terminalison talalhato, ezért a GFP faziot a fehérje N-terminalisara
terveztiik. A transzformalo konstrukciot az 5.11.2. alfejezetben leirtak alapjan készitettiik el
(,,pantoB™ gfp-hxnX fuzios kazetta™). A transzformalashoz keresztezéssel hoztunk létre egy
PTS-RFP-t kifejez6 (peroxiszoémas target jelet hordoz6 Red Fluoreszcens Protein) pantoB100
(pantoténsav auxotrof) hxnXA torzset (HZS.534), amelyet a ,,pantoB™ gfp-hxnX fuzios
kazettaval” transzformaltunk. Az 50 pantoténsav prototréf transzformansbol —14-et
valasztottunk ki el6zetes, GFP és RFP jelek megjelenését teszteld fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalatokhoz, melyek koziil 10 transzformans esetében lattunk zold és piros fluoreszcens jelet
is. A gqPCR-rel végzett kopiaszam meghatarozas kimutatta, hogy a transzformansok egyt6l 10-
ig terjedd kopidban hordozzak a fuzids kazettat. A GFP és RFP fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalatok soran minden esetben a GFP-HxnX peroxiszomas lokalizaciojat figyeltik meg.
Mivel az egy kopiaban integralodott kazettat hordozo torzs zold fluoreszcens jele gyenge volt,
a kolokalizacié dokumentélasara egy hétkopias integraciot hordozé transzformans torzset
valasztottunk (HZS.579), amelyben a zold fluoreszcens jel Osszevethetd volt a
peroxiszomakban lokalizdlodd RFP jel intenzitasaval. A HZS.579 torzzsel végzett
mikroszkopos vizsgalatok alatamasztottdk a HxnX fehérje feltételezett peroxiszomas

lokalizaci6jat (26. abra).
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egymasra vetitett

26. abra: A gfp hxnX fazios konstrukciét kifejezé torzs mikroszkopos vizsgalata.
A 6-NA-val és piridoxinnal kiegészitett MM tapoldatban felndvesztett HZS.579 torzs Zeiss Axiolab A (Zeiss
szlir6 szett 09) mikroszkoppal végzett vizsgalata. Balra fent a fénymikroszkopos kép, jobbra fent a GFP-HxnX
z61d fluoreszcens jel, balra lent a PTS-RFP voros fluoreszeens jel, jobbra lent pedig a kolokalizacid vizsgalata
lathato.

6.10. Tovabbi delécios torzsek létrehozasa analitikai vizsgalatokhoz

Annak érdekében, hogy tovabbi informacidkat gyiijtsiink a lebontds folyamatarol, az
analitikai vizsgalatokat nem csak a szimpla, de a rendelkezésiinkre all6 halmozottan delécios
mutansokon is elvégeztiik. A ndvekedési tesztek eredményei alapjan ugy gondoltuk, hogy a
lebontas génjeire nézve delécidos mutansok kombinalasaval fontos informéaciokhoz juthatunk a
katabolizmus folyamatarol, ezért az analitikai vizsgalatokhoz tovabbi mutans torzseket hoztunk

létre genetikai keresztezéssel.

6.10.1. A hxnMA/hxnX4 dupla mutins térzs létrehozdsa analitikai vizsgdlati anyagok
eloallitasa céljabol

A hxnMA/hxnXA dupla deléciés mutans keresztezéssel (5.7. alfejezet) torténd
létrehozéasahoz a HZS.293 (hxnMA) és a HZS.297 (hxnXA) torzseket hasznaltuk fel. Bar mind
a két gén riboB™ szelekcios marker gén segitségével lett deletalva, de eltéré kromoszoman

talalhatoak, ezért kevés szamu utod atvizsgalasaval is pozitiv eredményt vartunk. Az utédok
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kozil a ,,hxnM ReTi frw” és ,,hxnM ReTi rev”, valamint a ,,hxnX frw” és ,,hxnX Notl rev”
inditészekvenciakkal (4. melléklet) végzett PCR eldszelekcioval valasztottuk ki a megfeleld
utodokat, majd Southern analizis segitségével ellendriztiik, hogy a kivalasztott torzsek valéban
mind a két génre nézve delécios mutansok-e (27. abra, A panel). A létrehozott dupla mutans
utédok koziil egyet (prl) valasztottunk Ki a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyet HZS.582-nek

neveztunk el.

6.10.2. A hxnMA/hxnV4 dupla mutins torzs létrehozdsa analitikai vizsgadlati anyagok
eléallitasa céljabol

A hxnMA/hxnVA dupla mutans torzs keresztezéssel (5.7. alfejezet) torténd
létrehozasahoz a HZS.292 (hxnMA) és a HZS.294 (hxnVA) torzseket hasznaltuk fel. Ebben az
esetben is mind a két torzsben riboB* szelekcios marker génnel deletaltuk a target géneket,
ezért az utdédok koziil szintén PCR elészelekcioval (,,hxnM ReTi frw” és ,,hxnM ReTi rev”,
valamint ,,hxnV AS frw” és ,,hxnV AS rev” inditdszekvenciakkal, 4. melléklet) valasztottuk ki
a mindkét génre nézve mutans torzseket. Ezt kovetden Southern analizis segitségével
ellendriztiik, hogy a vizsgalt torzsek hordozzak-e a deléciot mind a két gén esetében (27. abra,
B panel). A létrehozott dupla mutans utodok koziil egyet (prl) valasztottunk ki a tovabbi
vizsgalatokhoz, amelyet HZS.584-nek neveztiink el.

6.10.3. A hxnMA/hxnWA4 dupla mutans torzs létrehozdasa analitikai vizsgalati anyagok
eloallitasa céljabol

A hxnMA/hxnWA dupla delécidés mutanst a HZS.292 (hxnMA) és a HZS.393 (hxnWA)
torzsek keresztezésével (5.7. alfejezet) hoztuk 1étre. Ebben az esetben is azonos szelekcios
marker génnel (riboB™) torténtek a géndeléciok, ezért az utdédok kozil a ,,hxnM ReTi frw” és
,hxnM ReTi rev”, valamint a ,,hxaW AS frw” és ,,hxnW AS rev” inditoszekvenciakkal (4.
melléklet) végzett PCR eldszelekcioval valasztottuk ki a mind a két génre nézve mutans
torzseket. A kivalasztott torzsek esetében Southern analizissel igazoltuk, hogy valéban mind a
két génre nézve delécidos mutansok voltak (27. abra, C panel). A Iétrehozott dupla mutans
utédok koziil egyet valasztottunk ki (prl7) a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyet HZS.588-nak

neveztink el.
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27. abra: A hxnM/hxnX (A), hxnM/hxnV (B) és hxnM/hxnW (C) mutansok ellenérzésére hasznalt
Southern-hibridizacios stratégiak.

A Double-Joint PCR eljarassal 1étrehozott, riboB* szekvenciat tartalmazé szubsztitticios kazetta sémaja minden
esetben az abra bal oldalan lathatd. A narancssarga és sarga téglalapok a targetalast szolgalo, a genomi régioval
homolog szakaszokat jelolik (HR1: a deletalés helyétdl upstream iranyba esé szekvencia, HR2: a deletalas
helyétdl downstream iranyba es6 szekvencia). A hxnM* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét Hindlll és
EcoRI enzimekkel (A, B, C), a hxnX* és a potencialis delécios mutansok DNS-ét BamHI enzimmel (A), a hxnV*
és a potencialis delécios mutansok DNS-ét EcoRI enzimmel (B), a hxnW* és a potencialis delécidos mutansok
DNS-ét pedig Xbal enzimmel (C) emésztettiik (a villam alaka nyilak a HindIII, EcoRI, BamHI és Xbal
hasitohelyeket jel6lik). Hibridizacios probanak PCR eljarassal felszaporitott szekvenciakat hasznaltunk (hxnM
upst nest frw és hxnM upst rev - [A, B, C], hxnV AS frw és hxnV down nest rev - [A], hxnV upst nest frw és
hxnV upst rev - [B], illetve hxnV AS frw és hxnW upst rev - [C]; lasd 4. melléklet), melyeket az abran ,,probe”
névvel jeloltiink. A jobb oldalon a Southern-hibridizaciés membranokat abrazoltuk a hxnM*, hxnX*, hxnV™* és
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hxnW* (HZS.145) és a vizsgalt utdd torzsek hibridizacids jeleivel. A hxnX és hxnM esetében az also séma az
intakt 10kuszt, a fels6 a kazetta beépiilése esetén 1étrejove riboB* szelekcios markerrel kicserélt 16kuszt, a hxnV
és hxnW esetében pedig a fels6 séma az intakt 10kuszt, az alsé a kazetta beépiilése esetén 1étrejové riboB*
szelekcids markerrel kicserélt 16kuszt abrazolja. A szaggatott vonalak a homoldg rekombindcids eseményeket
jelolik.

6.11. A delécios mutansok GC-MS és HPLC-MS analizissel torténo vizsgalata

A GC-MS ¢és HPLC-MS méréseket ¢és az adatok elemzését az SZTE TTIK
Mikrobiologiai Tanszék analitikai mithelyében Dr. Varga Moénika végezte el. A kisérleteinkbe
a hxnPA és hxnZA torzsek kivételével minden hxn génre nézve delécios torzset bevontunk. A
hxnPA ¢és hxnZA torzsekkel azért nem végeztiink méréseket, mert azok transzportereket
koédolnak, igy kézvetleniil nem vesznek részt a NA molekula atalakitasaban, de a NA, vagy
szarmazékainak extracellularis térbol torténd felvételével €s/vagy intracellularis transzportjaval
részei a NA katabolikus rendszernek.

GC-MS és HPLC-MS modszerrel (5.15. és 5.16. alfejezet) vizsgaltuk a hxnR°® genetikali
hatteri hxnS4, hxnTA, hxnYA, hxnXA, hxnVA, hxnWA, hxnMA és hxnNA szimpla delécios,
valamint a rendelkezésiinkre allo6 halmozottan delécids torzseket (hxnShxnTA, hxnSA/hxnY A,
hxnTA/hxnY 4, hxnShxnT A/hxnY A, hxnMA/hxnV A, hxnMA/hxnXA, hxnMA/hxnWA). A NA és 6-
NA szubsztratok felhasznalasat teszteld tenyészetekbdl készitett vizsgalati mintak metabolit
profiljat, valamint a negativ kontrollként alkalmazott hXnRA térzs metabolit profiljat hasznaltuk
az analitikai vizsgéalatok soran. A tenyésztést nem végezhettiik kizarélag NA-on, vagy 6-NA-
on, hiszen egyes delécids torzsek nem képesek ndvekedni ezeken a nitrogénforrdsokon, még
konstitutiv hxnR°® genetikai hattérrel sem. Ezért a torzseket elébb 24 6ras inkubacidval neutralis
acetamid nitrogénforrason neveltiik fel, majd a micéliumokat sziirést kovetden athelyeztiik 10
mM NA, vagy 10 mM 6-NA szubsztratot tartalmazo tapoldatba, és kiilonb6z6 ideig tovabb
inkubaltuk Oket. Az adagolt NA, vagy 6-NA szubsztrat fogyasat HPLC-UV mérésekkel
monitoroztuk, és megallapitottuk, hogy a legoptimalisabb, ha 16 6ran at inkubalunk NA-val,
vagy 6-NA-val. Ezen inkubacios id6 alatt a NA/6-NA szubsztrat fogyas 80%-0s volt és nitrogén
¢hezés allt be azon mutansok esetén, amelyek nem tudnak néni ezeken a nitrogénforrasokon,
de még nem mutattak a nekrozis jeleit. Ezért 16 oran tuli tenyésztésekkel nem kisérleteztiink.
Mivel a HxnS lassu kinetikaval alakitja at a NA-at 6-NA-va (Sealy-Lewis és mtsai., 1979), ugy
gondoltuk, hogy hatékonyabb lesz, ha 6-NA szubsztrattal inditjuk az analitikai vizsgalatokat.

A delécids torzsek 6-NA felhasznalasat teszteld vizsgalata soran nyert mintdkban

HPLC-MS segitségével az m/z 50-500 tomegtartomanyban detektalt 6sszes metabolitot alapul

75



véve, az adatokat normalizalva a hxnRA torzs metabolit profiljara, fokomponens analizis

végeztiink, melynek eredménye a 28. dbran lathato.
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28. abra: A hxnR° genetikai hatterii hxnS4, hxnTA4, hxnYA4, hxnX4, hxnV4, hxnWA4, hxnMA4 és hxnNA
szimpla deléciés mutiansok fokomponens analizise.
A hxnR®7 hxnSA4, hxnTA4, hxnYA, hxnXA, hxnVA, hxn WA, hxnMA és hxnNA delécios mutdnsok 6-NA
felhasznalasat teszteld vizsgalata soran nyert mintakban az m/z 50-500 tomegtartomanyban detektalt 6sszes
metabolitot vettiik alapul, melyket a ixnRA térzs metabolit profiljara normalizaltunk.

A fékomponens analizis eredménye alapjan a hxnWA muténs elkiiloniil az 6sszes tobbi
delécios torzstl (28. abra). Ez egybevag azzal az elképzelésiinkkel, hogy a HxnW egy
alternativ utvonalban jatszik szerepet, hiszen hossza tenyésztési id6 alkalmazasaval NA-on, 6-
NA-on és 2,5-DP-en ugynevezett ,leaky” fenotipust mutatott. Mivel hasonloan ,leaky”
fenotipust a hxnTA és hxnY A mutansoknal tapasztaltunk NA és 6-NA nitrogénforrasokon, ezért
elképzelhetd, hogy ez a harom enzim a lebontés egy alternativ utvonalan vesz részt. Jelenleg
zajlik a hxnW4, hxnTA és hxnYA deléciok keresztezésével eldallitott hxnWAhxnTA és
hxnWa/hxnYA dupla mutansok, valamint hxnWA/hxnTA/hxnYA tripla mutans ellendrzése
Southern analizissel a tovabbi kisérletekbe torténd bevonasuk eldtt. A hxnXA és hxnVA
mutansok metabolit profilja hasonl6é volt (28. dbra), amely azt jelezheti, hogy kozel allnak

egymashoz a katabolikus utvonalon. Ezt megerdsitik a Hx diagnosztikai taptalajon kapott
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eredmények, amelyek azt mutatjdk, hogy a HxnX és HxnV a valodi inducer képzddés elotti
1épéseknél jatszanak szerepet, mig a HxnM és HxnN a valodi inducer 1étrejotte utan. Ezen kiviil
a kék (zold) szinanyag képzését a hxnVA hxnR®7 mutansban a hxnX delécié megsziintette, ezzel
megvilagitva az HxnX ¢és HxnV miikodésének sorrendjét a lebontési utvonalban. Az inducer
képzddésére vonatkozo novekedési tesztek alapjan a HxnW-t a valddi inducer képzddés utani
1épésekre kellene helyezni a HxnY-nal és HxnT-vel egyiitt, de ahogy azt az elébbiek soran
kifejtettiik, valdszinibb. hogy ez a harom enzim a katabolikus Ut elején, egy alternativ
utvonalon szerepelhet, amely megmagyarazza a Hx diagnosztikai taptalajokon megfigyelhetd
novekedéstiket.

A hxnSA4, hxnTA, hxnY A, hxnMA4 és hxnNA térzsek metabolit profiljuk alapjan egyiitt
klaszterezédtek, bar a hxnMA mutans hatarozottan elkiiloniilt a tobbi delécios profiltdl (28.
abra). A hxnS4, hxnT4 és hxnYA mutansok egyiitt klaszterezédése a hxnNA torzzsel azzal
magyarazhatd, hogy a kiindulasi szubsztrat a 6-NA volt és a hxnSA, hxnTA4, hxnY 4, és hxnNA
torzsek mind képesek (bar eltéré hatékonységgal) hasznositani a 6-NA-at (20. abra). igy
értelemszertien a 4 delécids torzs fokomponens profilja nagyon hasonloan alakul. A hxnMA és
hxnNA torzsek profilja eltér, mégis kozel allnak egymashoz (28. abra), hiszen bar a hxnMA
torzs nem képes a 6-NA-at hasznositani, a HxnM és HxnN enzimek az egyediiliek, amelyek a
valddi inducer létrejotte utan jatszanak szerepet az Gitvonalban, tehat az itvonal végén, egymas
utan miikodhetnek. Ezek az eredmények megerdsitik a HxnM ¢s HxnN in silico
funkcidelemzése soran prediktalt szerepiikkel, valamint 6sszhangban vannak a ndvekedési
tesztekkel is (6.3. alfejezet és 20. 4bra).

A rendelkezésre 4ll6 halmozott delécidos mutansokban detektalt metabolitok a szimpla
deléciés mutansokéval egyezd eljardssal 1étrehozott f6komponens analizisének eredményét a
29. dbra mutatja.

A 29. éabra ,,A” paneljében a hxnS4, hxnTA4 és hxnYA szimpla és halmozottan delécids
mutansokra vonatkoz6 eredményeket abrdzoltuk, mely alapjan a harom szimpla mutdns
egyénileg elkiiloniil a metabolit profilja alapjan. A hxnShxnTA dupla mutans a hxnY A szimpla
mutanssal mutat klaszterezédést, a hxnShxnT A/hxnY A tripla mutans a hxnT A szimpla mutanssal
klaszterez6dik, mig a hxnTA/hxnY A mutans nem mutat klaszterez6dést egyik mutanssal sem.
Mindezekbdl, valamint a ndvekedési tesztekbol (20. abra) arra kovetkeztethetiink, hogy a HXnS
utan a valoszintlileg kettévalo utvonal egyik agan eldbb a HxnY, majd a HxnT kovetkezik, a

masik dgon pedig egy alternativ ut taldlhaté a HxnW miikddésével.
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A 29. abra ,,B” paneljében a hxnX4, hxn\WA4, hxnVA és hxnMA szimpla és a hxnMA el6bbi
deléciokkal 1étrehozott dupla delécidos torzsekben (hxnMA/hxnXA4, hxnMA/hxnWA,
hxnMA/hxnV A) detektalt metabolitok fokomponens analizisének eredménye lathaté. Minden
hxnMA torzzsel képzett dupla mutans a szimpla hxnMA mutanssal klaszterezédik, amely
megerdsiti az alternativ Gtvonal meglétét, hiszen a dupla mutans torzsekben csak abban az
esetben juthat el a lebontas a hxnM génik, ha a hxnX, a hxnV, vagy a hxnW gének hianya

Oonmagaban nem gatolja meg a lebontas eljutasat a k6z0s szakaszig, ahol azonban a hxnM gén

hidnya miatt megall a lebontas.
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29. abra: A szimpla és a halmozottan deléciés mutansok fokomponens analizise.

A panel: a hxnS4, hxnT4, hxnY4, hxnTAMxnYA, hxnShxnTA és hxnShxnTA/hxnYA deléciés mutansok 6-NA
felhasznalasat teszteld vizsgalata soran nyert mintakban a HPLC-MS analizis soran az m/z 50-500
tomegtartomanyban detektalt dsszes metabolitot vettiik alapul, melyket a ~xnRA torzs metabolit profiljara
normalizaltunk. B panel: a hxnM4, hxnV4, hxnX4, hxnW4, hxnMa/hxn¥V4, hxnMA/hxnX4 és hxnMA/hxn A
delécios mutansok 6-NA felhasznalasat teszteld vizsgalata soran nyert mintakban az m/z 50-500
tomegtartomanyban detektalt 0sszes metabolitot vettiik alapul, melyket a hxnRA torzs metabolit profiljara
normalizaltunk.

A metabolomok egyes komponenseinek vizsgalata soran két kivétellel az egyes
metabolitok egynél tobb hxn mutans metabolit profiljaban is eléfordultak. Ez a jelenség a
metabolitok reverz irdnyu atalakuldsdval, valamint az enzimek eltérd kinetikdval torténd
mukodésével €s a kdztes metabolitok stabilitasaval allhat 6sszhangban. A két kivételt képzo

metabolit kozil az egyik a 111g/mol molekulasulyu 2,5-DP volt, amely csak a hxnVA

78



mutansban halmozodott fel (30. dbra ,,A” panel). Ez alapjan valdsziniisithetben a HxnV
szubsztratja a 2,5-DP. A masik metabolit egy 13 1g/mol molekulasulyt vegyiilet volt, amelynek
Osszetétele CsHoO3N és kizardlag a hxnWA mutansban halmozodott fel (30. abra ,,B” panel).
Figyelembe véve a vegyiilet dsszetételét és MS? spektrumat (5. melléklet), feltételezziik, hogy
a molekula az 1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-triol. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy a HxnW
szubsztratja valosziniileg az 1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-triol, ami a B. niacini-ben talalhato
2,3,6-trihidroxi-piridin koztesterméknek (Ensign & Rittenberg, 1964) egy kevésbé telitett
szarmazéka. Kerestiik a metabolitok kozott azokat a vegyiileteket, amelyek a prokariotaknal a
piridingyiiri felnyilasat kdvet6en alakulnak ki, kiilonos tekintettel az N-formil maleinsavamid
¢s a maleinsavamid koztes metabolitokra, azonban egyik mérés soran sem tudtuk ezeket a
vegylileteket kimutatni a mintdinkbdl. Ennek magyardzata az lehet, hogy ezek a vegyiiletek

instabilak, vagy az, hogy nem képzik részét az A. nidulans NA katabolizmusanak.
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30. abra: A 2,5-DP és a 131g/mol molekulasulyu vegyiilet felhalmozédasanak HPLC-MS mérési adatai.
Az ,,A” panel mutatja a 2,5-DP felhalmozodasat a hxn V4 mutans torzsben acetamid nitrogénforrast tartalmazo
tapoldatban torténd elStenyésztést (37 °C, 24 ora) koveté 10 mM 6-NA szubsztraton torténd inkubalas (37 °C, 16
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6ra) utan. A ,,B” panelen a 131g/mol molekulasulyu vegyiilet (feltételezett 1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-triol)
felhalmozoddasa lathatd a hxnWA torzsben az ,,A” panelben részletezett tenyésztési koriilmények mellett.

Figyelembe véve, hogy a bakteridlis NA katabolikus utvonalak csak egyetlen vonalon
torténnek, az A. nidulans esetén azonban egyes atalakulasok alternativ tton is torténhetnek,
valamint hogy azonositottunk olyan metabolitot, amelyet a prokariota itvonalaknal eddig nem
figyeltek meg, igazolja azt a kezdeti elképzelésiinket, hogy az eukaridta lebontasi titvonal eltér
a prokariotaknal megismert utvonalaktol.

Jelenleg minden hidnyz6 halmozottan deléciés mutans eldallitdsa folyamatban van,
amely a hxn delécidkat az 6sszes kombinacioban lefedi. Elképzelésiink szerint ezek metabolom
vizsgalata egyrészt megerdsitheti a mar eldre jelzett Gitvonal 1€péseket, mésrészt pedig szamos,

eddig ismeretlen 1épésre derithet fényt.
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7. OSSZEFOGLALAS

Annak ellenére, hogy a természetben szamos mikroorganizmus képes a nikotinsavat
(NA) nitrogénforrasként hasznositani, a lebontas folyamatat eddig mégis minddssze
prokariotak esetében tanulméanyoztak. Eukaridtdkban teljesen ismeretlen a katabolizmus
folyamata annak ellenére, hogy az Aspergillus nidulans-r6l mar az 1970-es évek ota tudjak,
hogy képes a NA hasznositasara és jellemezték a lebontasi ut elsd 1épését végzd enzimet, a
PHII-t (késébbiekben HxnS), valamint NA-at nem hasznositd mutansokat izolaltak. A PHII
megismerése érdekes modon a purin hasznositasi Gtvonal vizsgalatdhoz kapcsolddik. A purin
hasznositasi itvonalban szerepld hxA gén termékérdl, a purin hidroxilaz I (PHI) enzimrél régota
ismert, hogy képes a hipoxantin (Hx) xantinna, majd a xantint htigysavva alakitani. A hxA génre
nézve mutans torzsek elemzése soran fedezték fel a PHII enzimet, amely szintén képes a Hx-t
xantinna alakitani, azonban a xantin—hugysav 4talakitisra képtelen. A vizsgéalatok soran
kideritették, hogy a PHII enzim a Hx mellett a NA-at is képes szubsztratként hasznositani és 6-
hidroxi-nikotinsavva (6-NA) alakitani. A 2000-es években kutatocsoportunk megkezdte az elsé
eukariota NA lebontasi titvonal felderitését A. nidulans modellszervezetben. Kisérleteink soran
azonositottuk a PHII enzimet kodold hxnS gént (AN9178), valamint a lebontasi utvonal
transzkripcios faktoranak génjét, a hxnR-t (AN11197). Az ezekkel szomszédos gének
vizsgalata soran tovabbi négy olyan gént (hxnT, hxnY, hxnP és hxnZ) talaltunk, amelyek a hxnS-
hez hasonléan a hxnR gén szabalyozasa alatt allnak és kifejez6désiik a NA-tol és annak
downstream szarmazékaitol fiigg. A felfedezett hat génbdl allo klasztert NDC1-nek neveztiik
el. Munkénk sordn az NDCI1 klaszterbe tartozo génekre nézve delécids mutansokat hoztunk
létre, melyek kiilonb6z6 nitrogénforrasokon végzett novekedési tesztjei alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy tovabbi, még ismeretlen gének is részt vesznek a NA
lebontasanak folyamataban.

Annak érdekében, hogy kideritsiik, melyek ezek az eddig ismeretlen gének, egy, az
1970-es évekbdl szarmazd hxnb elnevezésii mutans vizsgalataba kezdtiink, amely nem képes
nitrogénforrasként hasznositani sem a NA-at, sem pedig a 6-NA-at. Mivel az 1970-es években
a hxn6 1okuszt az NDC1 klaszterben talalhatdo hxnS és hxnR lokuszoktol kb. 40 kb tavolsagra
térképezték, tudtuk, hogy a hxn6 lokusz azonositasa jelentésen elésegiti a NA katabolikus 1t
genetikai hatterének feltarasat. A hxn6 mutans térzsbe A. nidulans génbank transzformalast
hajtottunk végre és direkt szelekcid alkalmazésaval izolaltunk egy NA-at hasznositani képes
transzformans torzset. A hxn6-ot komplementalé génbank plazmid menekitését kdvetden

szekvenalas segitségével az AN11187 génben azonositottuk a hxn6 torzs fenotipusat okozé
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mutaciot. Az AN11187 (késébbiekben hxnV) az NDC1 klasztertél mintegy 40 kb tavolsagra
helyezkedik el. A hxn6 egy G1171A nunkleotid cserét hordoz, amely a kodolt fehérjében
W296STOP AS cserét okozva lancterminaciot eredményez. Ezt kovetden megvizsgaltuk a
hxnV, valamint az ezzel szomszédos AN9159, AN11172, AN9161, AN9162 és AN9163 gének
kifejez6dését qRT-PCR segitségével hxnR™ és hxnR4 torzsekben nem indukalt és indukalt (1
mM 6-NA-val torténd indukcio) koriilmények kozott. A hxnV, az AN11172 és az AN9161
gének koregulaciot mutattak az NDC1 génekkel (kifejezodésiik HXNR és NA szarmazék fiiggést
mutatott), mely alapjan igazoltuk, hogy ezek a gének a NA katabolikus itvonalban szerepelnek.
Az AN11172 és AN9161 géneket hxnW-nek és hxnX-nek neveztiik el. A NA lebontasi utvonal
génjeiként azonositott hxnV, hxnW és hxnX gének az NDC1-t6l 40 kb tavolsagra a VI-0s
kromoszoman egy ujabb klasztert alkotnak, amelyet NDC2-nek neveztiink el.

Korabbi in silico vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy szamos gombarendben
megtalalhatdak az NDC1 gének ortologjai. A NA katabolikus génklaszterek evolvalodasanak
megismeréséhez egy kiterjedt in silico analizist végeztiink el kozel 200 Pezizomycotina
genomon szinténidt figyelembe vevd ortologkeresési eljarassal a JGI Fungal Genome Portal
adatbazisat hasznalva. Erdekes modon a legtobb gombafajban az NDC1 és NDC2 génjei
egyetlen klaszterbe szervezddnek. A génsorrend vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy bizonyos
gének génparokba rendezddve erds konzervaltsagot mutatnak. A génparokat alkotd gének koziil
kettd, az I. kromoszéman egymas mellett elhelyezkedd AN6518 és AN10833 gének szamunkra
ismeretlenek voltak.

A két gjonnan felfedezett gén (AN6518 és AN10833, a késdbbiekben hxnM és hxnN)
esetében is transzkriptum analizissel vizsgaltuk a génkifejez6dés HxnR és NA szarmazékok
kapcsolhatoak. A két gén altal alkotott klasztert NDC3-nak neveztiik el.

Az NDC2-be és NDC3-ba tartozé gének cDNS szekvencidinak Kkisérletes uiton
torténo azonositasa soran fényt deritettiink arra, hogy az AspGD adatbazisban szereplé
intronok a hxnV gén esetén nem helytalloak.

Az ujonnan felfedezett két klaszterbe tartozo gének funkciojanak megismeréséhez
in silico elemzést végeztiink el, melynek eredményei alapjan a kovetkezdket kaptuk:

- A HxnV valoszinlileg egy FAD-fiiggd fenol-monooxigenaz, amelynek szubsztratja
feltehet6en a 2,5-dihidroxipiridin (2,5-DP).
- A HxnX egy N-terminalis FAD-k6td doménnel rendelkezd fehérje, mely

monooxigenazokkal mutat homoldgiat, szubsztratja pedig valdszintileg a 6-NA és a 2,5-

DP koztesterméket hozza 1étre.
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- A HxnW fehérje vizsgalataink alapjan révid lanct dehidrogenaz/reduktaz (SDR)
szupercsalad tagjaival, oxidoreduktazokkal és NAD(P)-kotd fehérjékkel mutat
homolégiat. Feltételezhetden vagy ketoreduktdzként miikodik, vagy dekarboxilaciot
végez a NA lebontas valamely aromas koztestermékén.

- A HxnM valoszinlileg egy amido-hidrolaz, amely a NA Iebontds egy telitett
piridingytriivel rendelkez6 koztestermékét hasitja fel egy szén és egy nitrogén molekula
kozott.

- A HxnN pedig egy amidaz, amely valoszintileg lehasitja egy felnyilt gytiris szerkezetli

koztestermék amid csoportjat, mely ezt kovetden nitrogénforrasként hasznosulhat.

Korabbi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a hxnS, hxnT és hxnY gének a
lebontasi Utvonal kezdeti 1épéseiben jatszanak szerepet. Ennek bizonyitasara hxnShxnTA,
hxnSA/hxnYA, hxnTA/hxnYA és hxnShxnTA/hxnYA mutans torzseket hoztunk létre. Ezek
kiilonb6z6 nitrogénforrasokon végzett ndvekedési vizsgalatai soran azt tapasztaltuk, hogy a
hxnShxnTA és hxnShxnTA/hxnYA torzsek nitrogénforrasként 6-NA-at tartalmazo taptalajon a
vad tipushoz képest sokkal erdsebb novekedést mutattak. Erre a meglepd fenotipusra
magyarazat lehet, hogy a hxnSixnTA dupla mutéans eldallitasat egy k6zos szubsztiticios kazetta
transzformalasaval végeztiik, igy ez a térzs nem tartalmazza a hxnS és hxnT gének kozos
promoéter régidt nem érintette a delécid, azonban 6-NA nitrogénforrdson ez a torzs is
ugyanolyan erds novekedést mutatott, mint a promoétert nem tartalmazé mutans. A fenotipus
magyarazatdnak megismeréséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A lebontas folyamatanak megértéséhez az NDC2 (hxnV, hxnW és hxnX) és NDC3
(hxnM és hxnN) klaszterbe tartozé génekre nézve deléciés mutansokat hoztunk létre, és
novekedési képességiiket vizsgaltuk kiilonbozd nitrogénforrasokon. Az Allp-lal és 100 uM
NA-val, vagy 6-NA-val kiegészitett Hx diagnosztikus taptalajon végzett novekedési tesztek
alapjan, ahol a Hx hasznositasat egyediil a HxnS enzim végzi, megallapitottuk, hogy a HXxnM
és a HxnN a katabolikus utvonal valédi inducerének (mely nem a NA, vagy a 6-NA)
termelodését koveto 1épésekért felelosek, mig a HxnV, HxnW és HxnX a valédi inducertol
supstream” vesznek részt a NA lebontasaban. Amikor a NA-at és 6-NA-at
nitrogénforrasként alkalmaztuk a AxnVA, a hxnXA és a hxnMA mutansok koziil egyik sem volt
képes noni, a hxnWA mutéans pedig ,leaky” novekedést mutatott. A hxnVA és a hxnXA
torzsekben halmoz6do koztes termékek vagy toxikus hatasuak, vagy gatoljak a konstitutiv

transzkripcios faktort. Mindezeket figyelembe véve valésziniisithetjiik, hogy a HxnV és
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HxnX az utvonal azonos agan miikodhetnek és részt vesznek a valédi inducer képzésében,
a HxnW az alternativ utvonalon miikodhet, a HxnM pedig a lebontasi it downstream,
elagazas nélkiili agan jatszik szerepet a NA lebontisianak folyamataban. A hxnNA torzs
esetében tapasztalt redukalt novekedés a NA és 6-NA nitrogénforrason, arra utalt, hogy nem a
HxnN az egyediili amidaz a katabolikus t végén, amely az amid csoport lehasitasaért felel.

Annak érdekében, hogy a lebontasi Gt génjeinek funkcidjat az egyes mutansokban az
enzimmiikodés hidnyaban felhalmoz6dd metabolitokon keresztiil vizsgalhassuk, biztositanunk
kellett az Gtvonalgének expressziojat a valddi inducer termelddésétol fiiggetlenitve. Ezt egy
konstitutiv hxnR (hxnR°®) allél kifejeztetésével tudtuk biztositani, ezért minden hxn delécios
mutanst hxnR°®7 hattérbe kereszteztiink és vizsgaltuk a nitrogénforras hasznositasi
képességiiket, valamint metabolit profiljukat. A HxnR folyamatos kifejezdédése ¢s a HxnS
enzim aktivitdsa miatt azt vartuk, hogy minden mutans néni fog, ha az Allp-lal kiegészitett Hx
taptalajhoz NA-at vagy annak downstream szarmazékait adagoljuk indukéalé szer
mennyiségben. Erdekes modon az 1 mM NA-val, vagy 6-NA-val kiegészitett diagnosztikus Hx
taptalajon a hxnVA hxnR°7 torzs nem Vvolt képes néni, a hxnWA hxnR°7 pedig redukalt
novekedést mutatott, ugyanakkor 100 uM mennyiségben adagolva a NA-at, vagy 6-NA-at ezek
a mutansok a vad tipusu térzzsel megegyez6 mértékii novekedést mutattak. A jelenség oka a
koztes metabolit konstitutiv hattér miatti tilzott felhalmozodasa lehet, mely feltehetdleg toxikus
a torzs szamara, vagy inaktivalja a transzkripcios faktort. A hxnX4 és hxnM4 mutansoknal is
megfigyeltiink az eléz6ekhez hasonlo, de kissebb mértékii toxicitast.

A hxnVA hxnR®7 torzset urea nitrogénforras mellett adagolt 10 mM NA-on, vagy 10
MM 6-NA-on tenyésztve kék szinli pigmentképzddést figyeltink meg a telep koril a
taptalajban. Ehhez hasonlo jelenséget baktériumok esetében (Bacillus és Pseudomonas
fajokban) mar leirtak és ugy gondoljak, hogy a bakterialis kék pigment nem-enzimatikus iton
képz6dé azakinon, amely telitetlen tri-hidroxilalt piridin szarmazékbol képzddik. Jelenleg
zajlanak a P. putida és az A. nidulans esetében termel6d6 kék pigmentek 6sszehasonlitasara és
azonositasara iranyulé GC-MS vizsgalatok.

A NA katabolikus utvonal feltarasanak keretén beliil kivancsiak voltunk arra is, hogy az
egyes katabolikus 1épések milyen intracellularis kompartmentben zajlanak. Az itvonal enzimek
lokalizacidjanak vizsgalata céljabol in silico lokalizacios szignal keresést kovetden 1étrehoztuk
¢s vizsgaltuk a GFP fzios HxnV és HxnX fehérjék intracellularis kompartmentalizaciojat. A
HxnV feltételezhetéen a citoplazmaban, vagy valamely membrannal koriilhatarolt

kompartmentben, a HxnX pedig a peroxiszomakban lokalizalédik.
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GC-MS ¢s HPLC-MS vizsgalatokat inditottunk el a NA katabolikus Gt metabolitjainak
azonositasa céljabol. A vizsgalatok soran a konstitutiv hxnR® hattérbe juttatott szimpla delécios
torzseket (hxnSA4, hxnTA, hxnYA4, hxnV, hxnX, hxnW és hxnM), valamint a keresztezésiikkel
1étrehozott halmozottan delécidos mutansokat (hxnShxnTA, hxnSA/hxnYA, hxnTA/hxnY A,
hxnShxnT A/hxnY A, hxnMA/hxnX4, hxnMA/hxnVA és hxnMA/hxnWA) hasznaltuk.

Az eddigi GC-MS és HPLC-MS eredményeink 6sszhangban allnak a novekedési tesztek
eredményeivel. A hxnVA, hxnXA, hxnWA és hxnMA szimpla és hxnMA/hxnXA, hxnMA/hxnV A
¢és hxnMA/hxnWA dupla mutans térzsek vizsgalata megerdsitette az alternativ ttvonal 1étezését.
Metabolit profilja alapjan mind a harom dupla mutans a szimpla hxnMA torzzsel
klaszterez6dott, ami arra utal, hogy a hxnV, hxnX, vagy hxnW gének hianya dnmagaban nem
gatolja a lebontasi Gtvonalat, a hxnM gén viszont mar az Gtvonal kozos szakaszan jatszik
szerepet, igy a lebontds a dupla mutansok esetében is itt akad el.

A hxnSA4, hxnTA4 és hxnYA szimpla és a halmozottan delécids torzsek analitikai
vizsgalatainak eredményei szintén tdmogattdk az alternativ Ut 1étezését a NA katabolikus
folyamatban. Eredményeink alapjan az alternativ utvonalak egyik 4gan a HxnS utan eldbb a
HxnY, majd a HxnT kovetkezik, a masik dgon pedig a HxnW miikddik. A delécios torzsekben
vizsgaltuk, hogy milyen koztes metabolitok halmozddnak fel a NA-on, vagy 6-NA-on torténd
inkubalas soran. Azt figyeltilk meg, hogy a nagy mennyiségben felhalmoz6d6 metabolitok
egynél tobb torzsben voltak megfigyelhetdk, kivéve a 2,5-DP és egy 131 g/mol molekulastlya
vegyiilet esetén. A 2,5-DP felhalmozodast kizardlag a hxnVA hxnR°T torzsben tapasztaltunk,
mely alapjan valosziniisithetjiik, hogy a HxnV enzim szubsztratja a 2,5-DP. A 131 g/mol
molekulkasulyt vegyiilet kizarolag a ixn WA hxnR°7 torzs esetében halmozodott fel. A vegyiilet
szerkezeti azonositdsara iranyuld elemzések alapjan ez a metabolit valdsziniisithetéen az
1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-triol, mely a HxnW szubsztratja lehet.

Eredményeink jelentdsen hozzéjarultak a NA katabolikus 1t feltarasahoz, de az itvonal
teljes felderitése tovabbi kisérleteket igényel. Elképzelésiink szerint a hxnS, hxnT, hxnY, hxnV,
hxnW, hxnX, hxnM és hxnN deléciokra nézve halmozottan deléciés mutansok 1étrehozasa
minden kombinacioban megoldast fog nyujtani az eddig még nem tisztazott katabolikus

1épéseket felderitésére.
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8. SUMMARY

Although many microorganisms are able to utilize nicotinic acid (NA) as a sole nitrogen
source, the degradation process was studied only in prokaryotes so far. The catabolic process is
completely unknown in eukaryotes although it is known that some organisms, such as
Aspergillus nidulans are able to utilize NA as the sole nitrogen source. Very few data were
available about the NA catabolism at the beginning of our research. The enzyme acting in the
first step of the NA utilization (purine hydroxylase 1I/PHII - later HxnS) was characterized and
NA non-utilizer mutants were isolated. Interestingly, the identification of PHII was connected
to the study of the purine utilization pathway. One of the key enzyme of purine breakdown is
the purine hydroxylase | (PHI, encoded by hxA) that can convert hypoxanthine (Hx) to xanthine
and xanthine to uric acid. During the study of PHI functions the PHII enzyme was discovered.
In PHI loss-of-function mutants Hx was successfully utilized in case the medium was
supplemented with low amount (100 uM-1 mM) of NA or 6-hydroxynicotinic acid (6-NA). It
was due to the production of PHII, which is able to convert Hx to xanthine, but is not able to
convert xanthine to uric acid. The xanthine—uric acid transformation was found to be carried
out by an alternative enzyme, an a-ketoglutarate-dependent xanthine dehidrogenase (XanA).
The following studies revealed that besides Hx, PHII can also use NA as a substrate and can
convert it to 6-NA. Several NA non-utilizer mutants were isolated in the 1970’s and classified
into linkage groups. Mutants of the hxnS group could not utilize NA, but could utilize 6-NA as
a sole nitrogen source. Another group named hxnR were composed of mutants, that could utilize
neither NA, nor 6-NA and could not grow on Hx media supplemented with the PHI inhibitor
Allopurinol (Allp) and inducer amount of NA. They were thought to be regulatory mutants.
Mutants of a third group named aplA could utilize NA and 6-NA more efficiently than the wild
type strain and were able to grow on Hx media supplemented with Allp. Since NA induction
was unnecessary in these strains to perform PHII activity, aplA mutants were thought to be
regulatory mutants. Other linkage groups were also defined in the proximity of the hxnS, hxnR
and aplA linkage groups but those results were never published and the strains with one
exception (hxn6) were lost with time.

In the 2000’s our group started to reveal the first NA degradation pathway in the model
organism A. nidulans by identifying the PHII encoding hxnS gene as AN9178 and the
transcription factor coding gene hxnR as AN11197. We also revealed that aplA is the same
locus as hxnR, and aplA mutations refer to gain-of-function mutations, which lead to

constitutive HxnR. We studied the regulation of hxnS and hxnR together with their flanking
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genes (hxnT, hxnY, hxnP and hxnZ) and revealed a co-regulated cluster of six genes that are
inducible by NA or 6-NA and their expression is depended on the transcription factor HxnR
and transcription co-regulator AreA. We named this cluster NDC1. Through the obtaining of
gene deletions for all hxn genes, we studied their role in NA utilization. We concluded that
hxnT and hxnY code for enzymes operating on an alternative route in the pathway, hxnP and
hxnZ code for transporters and hxnS codes for PHII, which is involved not only in NA—6-NA
conversion but in the further conversion of the 6-NA. We found out, that 2,5-dihydroxypyridine
(2,5-DP) is an intermediate compound of the pathway and may serve as inducer. We showed
that other genes outside of the cluster NDC1 are involved in the NA utilization.

In order to find out what these unknown genes are, we started to examine the only extant
mutant from the 1970’s, hxn6, which is not able to utilize NA or 6-NA as a nitrogen source and
was mapped outside of the NDC1 cluster, approximately 40 kb distance from the hxnS and
hxnR. We knew that the identification of the hxn6 locus would be very helpful for unravelling
the genetic background of the NA catabolic pathway. By the transformation of the hxn6 mutant
with the plasmid gene bank of A. nidulans and selection for NA utilizing transformants followed
by plasmid rescue and sequence analysis, we identified one supressor gene of hxn6,
AN11187. The AN11187 (later hxnV) is located approximately 40 kb from NDC1. The
hxn6 allele contains a G1171A nucleotide change that causes a W296STOP (amber) amino acid
change in the protein resulting in chain termination. Subsequently we analysed the expression
of the flanking genes of hxnV (AN9159, AN11172, AN9161, AN9162 and AN9163) by gRT-
PCR in hxnR™ and hxnR4 strains under non-inductive and inductive (induced with 1 mM 6-NA)
conditions. hxnV, AN11172 and AN9161 showed co-regulation with the NDCL1 genes (their
expression depends on HxnR and NA derivatives) so these genes could be connected to the NA
catabolic process. We named AN11172 hxnW and AN9161 hxnX and the gene cluster
formed by them together with hxnV was named NDC2.

In order to understand the evolution of the NA catabolic gene clusters we carried out an
extensive in silico analysis of the HxnS, HxnR, HxnT, HxnY, HxnZ, HxnP, HxnX, HxnW and
HxnV orthologs identified in nearly 200 Pezizomycotina genomes on JGI Fungal Genome
Portal database using gene onthology BLAST search with synteny analysis. Remarkably, we
found that the NDC1 and NDC2 genes are organized into a single cluster in most fungal species.
We noticed the conservation of certain gene pairs through the Pezizomycotina. hxnS was
frequently coupled with hxnT, hxnP with hxnY, hxnW with AN6518 and hxnV with AN10833.
Two of these genes, AN6518 and AN10833, were unknown for us. These genes are located

next to each other on Chromosome 1 in the A. nidulans genome, which together with their
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conserved association with hxn genes through the Pezizomycotina raised the possibility of their
role in NA utilization.

Transcript analysis of these two genes showed that they are co-regulated with the hxn
genes, therefore AN6518 and AN10833 (under names hxnM and hxnN) can be regarded as
new members of the NA utilization route, which form a third cluster, named NDC3.

We constructed the protein models of the NDC2 and NDC3 genes through
sequencing their cDNAs and found out that protein model of hxnV in AspGD database is
wrong.

With the protein sequence of NDC2 and NDC3 genes we carried out in silico
analysis, and hypothesized their possible function in the NA utilization. According to the in
silico analysis:

e HxnV is probably a FAD-binding phenol monooxygenase and its substrate is
supposedly 2,5-DP.

e HxnX has an N-terminal FAD-binding domain and it shows homology with
monooxigenases. It may catalyze the hydroxylation of 6-NA to 2,5-DP.

e HxnW shows homology with members of the short-chain dehydrogenase/reductase
(SDR) superfamily, oxidoreductases and NAD(P)-binding proteins. It is believed that it
either acts as a ketoreductase or it performs decarboxylation on an aromatic intermediate
compound of the degradation pathway.

e HxnM is probably an amido-hydrolase which cleaves between a carbon and a nitrogen
molecule in an intermediate of NA degradation pathway having a saturated pyridine
ring.

e HxnN is an amidase, which supposedly cleaves the amid group from a compound with

opened pyridine ring, that can be utilized as a nitrogen source thereafter.

Based on our previous results we hypothesized that hxnS, hxnT and hxnY genes play role
in the initial steps of the degradation pathway. In order to support this idea, we created
hxnShxnTA, hxnSA/hxnYA, hxnTA/hxnYA and hxnShxnTA/hxnYA multi-deletion strains.
Remarkably, hxnSixnTA and hxnShxnTA/hxnYA mutants showed more efficient 6-NA
utilization properties than the wild type control. The explanation for this surprising
phenomenon can be the lack of the shared promoter region of hxnS and hxnT, since we used a
single substitution cassette for the creation of the hxnSixnT4 double mutant in one step. In

order to prove this theory, we created a double mutant, in which the deletion did not affect the
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promoter region. The new double mutant (with intact hxnS/hxnT promoter) showed the same
improved 6-NA utilization phenotype as the old double mutants (with deleted hxnS/hxnT
promoter). Therefore, the phenotype is independent from the presence or absence of the shared
promoter region. To be able to explain this phenotype, further studies are required.

In order to study the function of the NDC2 and NDC3 gene products, we obtained
gene deletion mutants for hxnV, hxnW, hxnX, hxnM and hxnN and tested their nitrogen
source utilization abilities. Using Hx diagnostic media (Hx nitrogen source supplemented with
Allp and 100 uM NA or 6-NA), where only HxnS can catalyze the conversion of Hx to
xanthine, we revealed that HxnM and HxnN operates downstream to the true metabolic
inducer of the pathway (which is not NA or 6-NA) while HxnV, HxnW and HxnX operates
upstream to the true inducer. When we used NA or 6-NA as nitrogen source ixnVA, hxnXA
and AxnMA strains were not able to grow and sxn WA mutant together with hxnNA4 showed leaky
phenotype. The accumulation of intermediates in ~xn VA4 and hxnXA results in either toxicity or
inhibition of the constitutive transcription factor. Taken together these data, we suppose that
HxnV and HxnX operate on one branch of the route, and are implicated in the formation
of the true inducer, HXxnW operates on the alternative route upstream to the true inducer,
while HxnM operates on a non-splitted route downstream to the true inducer. The leaky
phenotype of 4xnNA foretells that HxnN is not the only amidase responsible for the cleavage of
the amide group from the supposedly opened pyridine ring.

Since we don’t know the true inducer compound (we know only that it derives from the
metabolization of NA, 6-NA or 2,5-DP), we could not activate the gene expression of the hxn
genes in those deletion mutants, which lack enzymes upstream to the true inducer. In order to
circumvent the problem caused by the unknown true inducer, we introduced a constitutive hxnR
allele (hxnR°®) into the hxn¥VA, hxnX4, hxnW4, hxnM4 and hxnNA strains by genetic crossing.
With the hxnR°® background the expression of the hxn genes is independent from the production
of the true inducer metabolite. As we expected, all these mutants were able to grow on Hx+Allp
medium without NA-derived inducer. However, when the Hx diagnostic media was
supplemented with 1 mM NA or 6-NA the AxnVA hxnR® mutant could not grow at all and the
hxnWA hxnR® mutant showed a reduced growth. Interestingly, when the amount of inducer was
decreased to 100 uM, both hxnVA hxnR7T and hxnWA hxnR°7T mutants could grow as much as
the wild type. The explanation of this phenomenon is the toxic or HxnR inactivating nature of
the compound accumulated in the constitutive ixnVA and hxnWA mutants. The hxnX4 and
hxnM4 mutants also showed signs of toxicity (or inhibition of constitutive HxnR) but with

lower extent than that was observed in axnVA hxnR®7 and hxn WA hxnR°7.
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We noticed that the AxnVA hxnR® mutant produced a blue pigment on urea nitrogen
source supplemented with 10 mM NA or 10 mM 6-NA. This phenomenon is similar to that
observed in prokaryotes (Bacillus spp. and Pseudomonas spp.). The bacterial blue pigment
thought to be an azaquinone compound formed by a non-enzymatic conversion of an
unsaturated trihydroxylated pyridine derivative. In order to identify and compare the fungal
blue pigment to that of the prokaryotic, we are currently performing GC-MS analysis on
samples derived from A. nidulans sxn VA hxnR® mutant and P. putida NicX mutant.

We aimed to study the intracellular compartmentalization of the NA catabolic route by
expressing gfp-fused hxn genes in the appropriate hxn deletion strains. So far we studied the
intracellular localization of HxnV and HxnX. According to the in silico localization signal
search HxnV was expected in the cytoplasm, while HxnX in the peroxisomes. In case of HxnV-
GFP we could not exclude the possibility of compartmentalization. Further studies on the
HxnV-GFP expressing strain is needed. In case of GFP-HxnX we clearly proved the
peroxisomal localization of the fused protein, by showing the co-localization of GFP-HxnX
with PTS-tagged mRFP.

In order to unravel the chemical structure of the pathway related compounds, in
collaboration with a chemist expert Dr. Moénika Varga (operating at the analytical work station
of the Department of Microbiology at USz) we performed GC-MS and HPLC-MS analyses on
samples obtained from cultures of constitutive single and multiple-deletion mutants incubated
with NA or 6-NA substrates after pregrowth. The multiple deletion mutants were created by
genetic crosses (hxnMaA/hxnX4, hxnMA/hxnVA, hxnMA/hxnWA).

Although the preliminary GC-MS and HPLC-MS experiments has already provided
valuable data for the uncovering of certain features of the NA catabolic pathway, the
identification of each step of the pathway remains a challenging and robust work done in the
near future.

The primary component analysis of the metabolites obtained from the hxnXA4, hxnWA,
hxnVA and hxnMA4 simple and the hxnMA/hxnXA4, hxnMA/hxnVA and hxnMA4 hxnWA double
deletion mutants confirmed the existance of the alternative route as each double mutant
clusterized with the simple hxnMA mutant, which indicates that the lack of hxnV, hxnX or hxnwW
is not enough to terminate the degradation.

The investigation of hxnSA4, hxnTA and hxnYA simple and their multiple deletion
mutants supported that the NA degradation pathway of A. nidulans splits to alternative routes.

Based on the clusterization of the primary components of the hxnSA, hxnTA and hxnY A simple
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and their multiple deletion mutants we can propose that HxnS operates upstream to HxnY and
HxnT operates downstream to HxnY on a route, which is alternative to that involving HxnW.
We observed that most of the metabolites accumulated in more than one mutants, only 2,5-DP
and an unidentified compound with 131 g/mol molecule weight (Mw131) could be found
exclusively in single mutants. 2,5-DP was exclusively found in the AxnVA strain, that clearly
suggests that the 2,5-DP is the substrate of HxnV. The Mw131 compound was exclusively
found in the hxnW4 strain, which indicates that Mw131 is the substrate of HxnW. We
proposed that Mw131 is a 1,2,3,6-tetrahydropyridine-2,3,6-triol, which is a more saturated
derivative of the intermediate 2,3,6-trihydroxypyridine compound of the prokaryotic routes (in
Bacillus and Pseudomonas spp.).

In summary, our results significantly contributed to the understanding of NA catabolic
pathway, and proved that the eukaryotic route is different from those found in prokaryotes in
many aspects. They are the split of the pathway to alternative routes and production of
intermediate compounds that were not detected in the prokaryotic routes. Despite of our
achievements, further research is needed for the complete understanding of each step of the
pathway.
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11. MELLEKLETEK

1. melléklet

Felhasznalt A. nidulans torzsek

Torzs Genotipus Felhasznalas Hivatkozas
HZS.106 hxnS4::zeo, hxA4::zeo, )
pyrG89, pantoB100, biAl, | sziil6i torzs keresztezéshez | (Amon, 2018)
veAl, pyr4 in trans
. vad tipusu kontroll a (Hamari és mtsai.,
HZzS.120 riboB2, pabaAl, veAl novekedési tesztekhez 2009)
HZS.123 32?11’ MboB2, pabaAl, | ;iilsi torzs keresztezéshez | (Amon, 2018)
HZS.125 pyrG89; yA2, veAl szil6i torzs keresztezéshez | jelen munka
HZS.135 hxB20, biA1, veAl névekedési tesztek g%?;‘;n s misa.,
H7S.136 hxnRA::zeo; pantoB100, kontroll térzs GC-MS (Amon és mtsai.,
' veAl analizishez 2017)
vad tipusu kontroll a (Amon és misai
HZS.145 veAl Southern-hibridizaciok 2017‘; ©s misat.,
soran
hxnP4::riboB™, riboB2, (Amon és mtsai
HZS.220 hxnR80, pyroA4, novekedési tesztek 2017) "
nkuA4::argB*, veAl
. - szil6i torzs
HZS.222 hxnT4::pabaA’; riboB2 keresztezéshez, (Amon, 2018)
pabaAl, veAl - L
novekedési tesztek
hxnYA::riboB*, pabaAl, | tobbszorosen delécids .
HZ5.223 riboB2, veAl mutansok 1étrehozasa (Amon, 2018)
i ) jelen munka (utod a
HZS.250 henSA::zeo, bidl, vedl | Komtrollrzs GC- g 106 H7S. 122
MS/HPLC-MS analizishez Cx
keresztezésbol)
. . transzformacios recipiens | jelen munka (utéd a
HZS.251 riboB2, DIAL pabaAl, | 5 c delecios torzsck HZS.106xHZS.122
veAl . gy rela
1étrehozasahoz keresztezésbol)
recipiens torzs a génbank jelen munka (utod a
HZS.257 hxn6, pyrG89, yA2, veAl P 1258 6 CS308xHZS.125
transzformalashoz 1
keresztezésbol)
transzformacios recipiens | jelen munka (utdéd a
HZS.267 riboB2, pantoB100, veAl | torzs delécids torzsek HZS.308xHZS.227
l1étrehozasahoz keresztezésbol)
hxnNA::riboB*, biAl, . , jelen munka
HZzS.287 pabaAl, (riboB2), veAl | dclécios mutdns (HZS.251 trf/5)
hxnNA::riboB™, pyroA4, .
HZS.288 nkudA:-argB*, (riboB2), | novekedési tesztek Jelen munka (TNO2
VeAl A21 trf/1)
hxnNA::riboB™, pyroA4, létrehozott delécios torzs, | .
HZS.289 nkudA::argB, (riboB2), | nivekedési tesztek (nem JAe'Zeln t:?/“zr;ka (TNO2
veAl bemutatott eredmények)
hxnNA::riboB™, pyroA4, 1étrehozott delécios torzs jelen munka (TNO2
HZS.290 NkuAA::argB*, (riboB2), | novekedési tesztek (nem {0\21 trf/5)
veAl bemutatott eredmények)
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létrehozott delécids torzs

hxnMA::riboB™, biAl " - jelen munka
HZS.291 o . novekedési tesztek (nem
pabaAl, (riboB2), veAl bemutatott eredmények) (HZS.251 trf/2)
HZS.292 hanMA:.riboB", bIAL, féiiiiﬁi?ﬁiiﬁéﬁfiﬁ jelen munka
pabaAl, (riboB2), veAl bemutatott eredmények) (HZS.251 trf/5)
hxnMA: :riboB*, jelen munka
HZS.293 5:2&08100, (riboB2), novekedési tesztek (HZS.267 trfi3)
hxnVA::riboB*, pyroA4, .
HZS.294 Nkudd::argB", (riboB2), | ndvekedési teszick Jelen munka (TNO2
VeAL A21 trf/1)
hxnVA::riboB™, pyroA4, létrehozott deléciods torzs .
HZS.295 nkudA::argB*, (riboB2), | névekedési tesztek (nem JAe'zeln trr']lfzr;ka (TNO2
veAl bemutatott eredmények)
hxnXA::viboB™, biAl, . L . jelen munka
HZ5.296 pabaAL, (riboB2), veal | nOVekedési tesztek (HZS.251 trfi4)
HZS.297 hinXA::riboB’, biAL, féifﬁiﬁ?ﬁﬂiiﬁéf<f§§ jelen munka
pabaAl, (riboB2), veAl bemutatott eredmények) (HZS.251 trf/7)
hxnVA::riboB’, jelen munka (utod a
pantoB100, pyroA4, sziil6i térzs hxnV-gfp
HZS.304 nkuAA::argB*, (riboB2), transzformalashoz HZS'294X,H%S'227
veAl keresztezésbol)
hxnNA::riboB*, pyroA4, k?nstltut}vl mutans jelen munka (utod a
c + novekedési teszthez és
HZS.306 hxnR®7, nkuAdA::argB™, GC-MS/HPLC-MS HZS.288xHZS.219
(riboB2), veAl analizishez keresztezésbdl)
c . o . jelen munka (utod a
H7S.307 hxnR°7, pantoB100, biAl, konstltutn’/ mutans HZS 293xHZS 219
veAl keresztezéshez _y
keresztezésbol)
hxnMA: :riboB”, E?‘)I\:Z;igge}\s/ir‘i?ziﬁsez o jelen munka (utod a
HZS.308 pantoB100, hxnR°®7, GC-MS/HPLC-MS HZS.293xHZS.219
(riboB2), veAl analizishez keresztezésbdl)
hxnVA::riboB*, pyroA4, k?nstltut}v. mutans jelen munka (utdd a
c + novekedési teszthez és
HZS.309 hxnR®7, nkuAdA::argB™, GC-MS/HPLC-MS HZS.294xHZS.219
(riboB2), veAl analizishez keresztezésbol)
konstitutiv mutans jelen munka (utéd a
hxnXA.::riboB*, hxnR%7, novekedési teszthez és
HZzS 310 (riboB2), veAl GC-MS/HPLC-MS HZ85.296<HZ5.316
analizishez keresztezésbol)
c o , jelen munka (utod a
HZS.316 hxnR°7, pyroé4, konst1tut1Y mutans HZS 288xHZS.219
nkuAA::argB™, veAl keresztezéshez qon
keresztezésbol)
hxnWA::riboB*, (riboB2), | .. - jelen munka
HZS.393 pantoB100, veAl ndvekedési tesztek (HZS.267 trf/12)
. 1étrehozott delécios torzs .
hxnWA::riboB*, (riboB2), ; L jelen munka
HZS.394 pantoB100, veAl novekedési tesztek (nem (HZS.267 trf/15)

bemutatott eredmények)
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riboB2, pantoB100,

transzformacios recipiens

jelen munka (utod a

HZS.404 hxnR°7, veAl torzs delécids torzsek HZS.307xHZS.123
1étrehozasahoz keresztezésbol)
hxnTA::pabaA”,
HZS 427 (pabaA1), riboB2, ana1, | CCMS/HPLC-MS (Amon, 2018)
c analizis
hxnR®7, veAl
hxnYA::riboB*, (riboB2),
HZS.429 pabaAl, biAl, hxnR°7, GC-MSHPLC-MS (Amon, 2018)
analizis
veAl
konstitutiv mutans jelen munka (utéd a
hxnWA::riboB*, (riboB2), | novekedési teszthez és
HZzS.517 pantoB100, hxnR°7, veAl | GC-MS/HPLC-MS HZS'394X,30”7
, . keresztezésbol)
analizishez
hxnXA::riboB*, (riboB2),
1 db ektopikus pDsRed- jelen munka (utéd a
HZS.534 SKL-argB plazmid, fluoreszcens mikroszkopia | HZS.305xNA1322
pantoB100, biAl, pabaAl, keresztezésbdl)
veAl
- + novekedési tesztek, .
HZS 548 hxnSA:. _pabaA , pabaAl, t5bbszorasen delécios jelen munka (HZS.
anAl, riboB2, veAl , S , 123 trf/9)
mutansok létrehozésa
1étrehozott delécios torzs .
hxnSA::pabaA*, pabaAl, ; L jelen munka (HZS.
HZS.549 anAL riboB2, veAl noévekedési tesztelf (nem 123 trf/18)
bemutatott eredmények)
hxnVA::riboB*, (riboB2),
1 db ektopikus pAn-PgpdA ‘slen munka
HZS.555 hxnV-gfp-pantoB™;, mikroszkopos vizsgalatok J(H 75,304 trf/25)
pantoB100, pyroA4, '
nkuAA::argB*, veAl
hxnSA::pabaA*, jelen munka (utod a
HZS.558 hxnYA::riboB*, anAl novekedési tesztek HZS.223xHZS.548
veAl, (pabaAl), (riboB2) keresztezésbdl)
transzformacios recipiens jelen munka (utod a
nkuAA::argB*, pabaAl, R R TNO2
HZS.564 riboB2, pyroAd, veAl t9rzs delrecrlos torzsek A21xHZS 544
1étrehozasahoz —y
keresztezésbol)
hxnShxnT4.::pabaA*, novekedési tesztek, .
. N . L, jelen munka
HZS.568 pabaAl, pyroA4, riboB2, | tobbszordsen delécids (HZS.564 trf/10)
nkuAA::argB*, veAl mutansok 1étrehozasa '
hxnShxnTA::pabaA”, : .
- jelen munka (utod a
HZS.560 hxn4::riboB", PADAAL, | ok desi tesztek HZS.223xHZS.568
riboB2, (nkuAA::argB™), -
keresztezésbol)
pyroA4, veAl
hxnXA.::riboB”, (riboB2),
1 db ektopikus pDsRed-
SKL-argB plazmid, 7 db .
HZS.579 ektopikus pAn-PgpdA- mikroszkopos vizsgalatok Jelen munka (HZS.

hxnX-gfp-pantoB*
plazmid, pantoB100, biAl,
pabaAl, veAl

534 trf/27)
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AhxnM: :viboB”, Mutans térzs GC- jelen munka (utdd a
HZS.582 AhxnX::riboB™, (riboB2), MS/HPLC-MS analizishez HZS.293xHZS.297
pantoB100, veAl keresztezésbol)
AhxnM: :viboB”, mutans torzs GC- jelen munka (utdd a
HZS.584 AhxnV::riboB”, (riboB2), MS/HPLC-MS analizishez HZS.294xHZS.292
pabaAl, biAl, veAl keresztezésbol)
AhxnM: :viboB”, mutans torzs GC- jelen munka (utdd a
HZS.588 AhxnW::riboB”, (riboB2), MS/HPLC-MS analizishez HZS.393xHZS.292
pabaAl, pantoB100, veAl keresztezésbdl)
novekedési tesztek .
hxnSA::pabad”, B, . L jelen munka
HZS.599 (pabaAl), riboB2, vea1 | Obbszorbsen deléeios 1y aq 50 1)
mutansok létrehozésa
hxnY::riboB", jelen munka (utod a
hxnV::riboB™, riboB2, pigmentképzédés
HESTAT | CoAL brohd, bAL, | Vgt HES AZ5<TTZS 309
hxnR°®7, veAl
hxnT::pabaA™ : .
ooy . ey len munka (utod a
hxnV::riboB™, pabaAl, pigmentképzddés Je
HZS.748 riboB2, anAl, hxnR°7, vizsgalata HZS.427<HZS.537
VeAl keresztezésbol)
hunWhanVA::riboB", pigmentképzodés jelen munka
HZS.749 Lfr?;i’ 522?8100’ vizsgilata (HZS.404 trf/1)
hanXhxnWhxnVA: :riboB”, pigmentképz6dés jelen munka
HZS.750 rioob2, panios10o, vizsgilata (HZS.404 trf/5)
riboB2, pyroA4, i L. (Nayak és mtsai.,
TNO2 A21 nkudA:-argB*, veAl novekedési tesztek 2006)
. hxnR°7 dupla delécios (Scazzocchio és
C
FGSC A872 hxnR'7, DIAL, veAl mutansok létrehozasa mtsai., 1973)
CS308 pyroA4, hxn6, veAl sziil6i torzs keresztezéshez SC azzoc,:,(?hlo .
torzsgyujtemeny

A tablazatban feltiintetett Aspergillus nidulans torzsek genotipusanak leirasa soran hasznalt, a

kisérleteink szempontjabol fontosabb jeldlések magyarazata:

e anAl: tiamin auxotrofia

e argB2: arginin auxotrofia

e DbiAl: biotin auxotrofia

e pabaAl: para-amino-benzoesav auxotrofia

e pantoB100: pantoténsav auxotrofia

e pyroA4: piridoxin auxotrofia

e riboB2: riboflavin auxotrofia

e pyrG89: a pyrG gén mutacidja, mely hatasa a novekedési képtelenség uracil és uridin

hianyaban

e VveAl: ivartalan sporaképzés fény hianyaban is

101



yA2: yelA-ban (para-difenol oxidaz) tortént mutacio, melynek kovetkeztében a

pigmentszintézis sériil, ami sarga konidiumokat eredményez (Clutterbuck, 1972)

nkuA: a kettds szalia DNS torések esetén a nem-homolodg végek dsszekapcsolasat végzo
javité mechanizmusokhoz sziikséges (Nayak és mtsai, 2006); mutacidja transzformalas

soran csokkenti az ektopikus integraciok lehetéségét

pDsRed-SKL-argB: peroxiszomaval fazionalt voros fluoreszcens protein

hxnR®7: hxnR gént konstitutivan, indukcié hianyaban is kifejez6 mutaciod

Amon J, Fernandez-Martin R, Bokor E, Cultrone A, Kelly JM, Flipphi M, Scazzocchio C,
Hamari Z (2017) A eukaryotic nicotinate-inducible gene cluster: convergent evolution
in fungi and bacteria. Open Biol 7.

Amon J (2018) Az elsé eukaridta nikotinsav hasznositasi Gitvonal felderitése, szabalyozéasa és
az Utvonal enzimeinek vizsgalata Aspergillus nidulans modellszervezetben PhD
értekezés Thesis, University of Szeged, Szeged.

Clutterbuck AJ (1972) Absence of laccase from yellow-spored mutants of Aspergillus nidulans.
J Gen Microbiol 70: 423-435.

Hamari Z, Amillis S, Drevet C, Apostolaki A, Vagvolgyi C, Diallinas G & Scazzocchio C
(2009) Convergent evolution and orphan genes in the Furdp-like family and
characterization of a general nucleoside transporter in Aspergillus nidulans. Mol
Microbiol 73: 43-57.

Nayak T, Szewczyk E, Oakley CE, Osmani A, UKil L, Murray SL, Hynes MJ, Osmani SA,
Oakley BR (2006) A versatile and efficient gene-targeting system for Aspergillus
nidulans. Genetics 172: 1557-1566.

Scazzocchio C, Holl FB & Foguelman Al (1973) The genetic control of molybdoflavoproteins
in Aspergillus nidulans. Allopurinol-resistant mutants constitutive for xanthine-
dehydrogenase. Eur J Biochem 36: 428-445.

2. melléklet

Alkalmazott Escherichia coli torzs

Torzs Genotipus Felhasznalas Hivatkozas
JM109 | endAl ginV44 thi-1 relAl vektorkonstrukciok | http://openwetware.org/wi
gyrA96 recAl mcrB* A(lac- | felszaporitisa Ki/E._coli_genotypes#IM1
proAB) el4- [F' traD36 09
proAB™ lacl® lacZAM15]
hsdR17(rk mk™*)
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3. melléklet
Felhasznalt vektorok

A: GFP-fazios konstrukciokhoz felhasznalt vektorok

Név Felhasznalas Hivatkozas
pPAN-HZS-1 PAN-HZS-12 és pAN-HZS- | (Karacsony és mtsai., 2015)
13 vektorok 1étrehozasa
pAN-HZS-12 hxnV-gfp fazios konstrukcié | jelen munka, 5.11.1.
1étrehozasa alfejezet
pAN-HZS-13 gfp-hxnX fizids konstrukcié | jelen munka, 5.11.2.
létrehozasa alfejezet

Karacsony Z, Gacser A, Vagvolgyi C & Hamari Z (2015) Further characterization of the role
of the mitochondrial high-mobility group box protein in the intracellular redox

environment of Aspergillus nidulans. Microbiology 161: 1897-1908.

B: A. nidulans génbank transzformalas soran alkalmazott vektor

NotI

Mmcs]

génbank plazmid

10 352 bp

e pyrd: Neurospora crassa vad tipust allélje, mely komplementalja az A. nidulans
pyrG89 auxotrofigjat

e pUC19: E. coli replikacios origd

e AMAL: autoném replikaciot és hatékonyabb transzformaciot biztosito A. nidulans
szekvencia

e MCS: Multi Cloning Site, az A. nidulans genomszakaszok Notl hasitohelyre torténd

beklonozéasanak pozicioja
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4. melléklet

Alkalmazott inditoszekvenciak

Génbankkal transzformalt hxn6 torzs szekvenalasahoz hasznalt inditoszekvenciak

T3

5’ - aattaaccctcactaaaggg - 3’

T7

5’ - cattatgctgagtgatatcccg - 3°

walk AN9162down frwl

5’ - tagattggtttaagcgageg - 3’

walk AN9162 down frw2

5’ - ccaaacgcaggacgaatatacac - 3’

walk AN9162 down frw3

5’ - ccctgcetcacaaactatect - 37

walk AN9162 frw4

5’ - atgcgtcaatcttcgaggag - 3’

hxnV down frw

5’ - gtttgcgaagccttggtegtg - 3°

hxnW upst rev

5’ - gtgttcttggcgagcgatgcec - 3°

hxnW AS frw

5’ - gcagatcgtggtgttcttcgtag -3’

hxnV upst nest frw

5’ - caagggtgaactgcttcgctagg-3’

hxnV upst rev

5’ - caagacggtgggtggaggagt - 3’

hxnV upst seq

5’ - atccgcegtcaatatcattgtc - 3°

hxnW down frw

5’ - cagcactgtaccactgcgag - 3’

hxnV down rev

5’ - gatcagactagtgctagtggttactaac - 3’

hxnX F366 5’ - gtctgaggcgcagtatceag - 3°
hxnX F716 5’ - cacaggtcaactactggcttgg - 3’
hxnX F1066 5’ - gctgecatacttagcatctg - 3°
hxnV F513 5’ - tfcggacccgtatattctect - 3°
hxnV F 740 5’ - ggagttcatccctgatgegc - 3°
hxnV F1016 5’ - ctaaggcaacaccgcaatatgtc - 3’
hxnV F1449 5’ - gatcgcaaacgacctcattgc - 3’
hxnV F1811 5’ - cgacgtccattctagcaatttctg - 3’
hxnV F2016 5’ - gactgtgtatctggatgatgtg - 3’
hxnV ReTi rev 5’ - gaaatgaactattccgcgtaacag - 3’
hxnV stop 307 frw 5’ - gatgatcaatgcatacagcactaccac - 3’

A hxnV gén cDNS régiojanak felsokszorozasara hasznalt inditoszekvenciak

hxnV cDNA UJ EcoRlI frw

5’ - ttttttttgaattcatgaagcgcactgectctcaage - 3°

hxnV cDNA Pstl rev

5’ - ttttttttctgcagtcacaagaagaatccaaaatactectec - 3°

erer

hxnV seq 13F

5’ - cagatcacgaccaaggcttc - 3’

hxnV seq 492F 5’ - gtaatgagtctggcgacccttc - 3’
hxnV F513 5’ - tcggacccgtatattctect - 3°
hxnV F1016 5’ - ctaaggcaacaccgcaatatgtc - 3’
hxnV F1811 5’ - cgacgtccattctagcaatttctg - 3°

Géndeléciokhoz alkalmazott

inditoszekvenciak

hxnS rup frw

5’ - gtgtactcgttcatcacgccaaag - 3°

hxnS rup rev

5’ - cttgctgttggagacgacttgg - 3’

hxnS rpaba kim frw

5’ - ccaagtcgtctccaacagcaaggceacatagctattacacgtatgtttgagac - 3°

hxnS rpaba kim rev

5’ - catcgccacagctcaagttctgtagtttgettgaatggctaacgaggceattg - 3°

hxnT paba kim rev

5’ - ctatctgtattctgtgtcgtagtattcatggtagtttgcttgaatggctaacgaggcattg - 3°

hxnS rdown frw

5’ - agaacttgagctgtggcgatg - 3’

hxnS rdown rev

5’ - agagatacagaacatgcatttcttccc - 3’

hxnT down frw

5’ - gaatactacgacacagaatacagatagac - 3’

hxnT down rev

5’ - catagtcttaaccacgagacgatcagtaac - 3’

hxnS rup nest frw

5’ - cagttgaggcatcttgatgtgag - 3’

hxnT rev 5’ - ctattgagcgaaagggtagtccgtatag - 3’
hxnT down nest rev 5’ - tctgttctactacaggcagcgagttttgtc - 3°
hxnV upst frw 5’ - acttctcaaactgctcgegtee - 3°

hxnV upst rev

5’ - caagacggtgggtggaggagt - 3’

hxnV upst nest frw

5’ - caagggtgaactgcttcgetagg - 3’

hxnV down nest rev

5’ - cgaaattgtttctctgcaactggg - 3’

hxnV ribokim frw

5” - actcctccacceaccgtettgegtacgtagtgtagattcaggeacattgaageg - 3°

hxnV ribokim rev

5’ - cacgaccaaggcttcgcaaacggaaaactgccatgactactaggtggtgctatce - 3°

104



hxnV down frw

5’ - gtttgcgaagcecttggtegtg - 3°

hxnV down rev

5’ - ctgagacgtcagtgaggacat - 3’

hxnV AS frw 5’ - cagcgtcaagtctcatatctatactg - 3’
hxnV AS rev 5’ - cagagcacgggtacaaagaaggtg - 3’
hxnW upst frw 5’ - actcetccacccaccgtcttg - 3°

hxnW upst rev

5’ - gtgttcttggcgagcgatgcec - 3°

hxnW ribokim frw

5’ - ggcatcgctcgecaagaacaccgtacgtagtgtagattcaggceacattgaageg - 3°

hxnW ribokim rev

5’ - ctcgeagtggtacagtgctgggaaaactgccatgactactaggtggtgctate - 3°

hxnW down frw

5’ - cagcactgtaccactgcgag - 3’

hxnW down rev

5’ - gatcagactagtgctagtggttactaac - 3’

hxnW down nest rev

5’ - ccatgaaatggattgtaaacctcaag - 3’

hxnW AS frw

5’ - gcagatcgtggtgttcttcgtag - 3°

hxnW AS rev

5’ - ctcgeagtggtacagtgetg - 3°

hxnX upst nest frw

5’ - caccttctttgtacccgtgctctg - 3°

hxnX ribokim frw

5’ - cccagttgcagagaaacaatttcgegtacgtagtgtagattcaggceacattgaageg - 3°

hxnX ribokim rev

5’ - gatgctacctgttcctctgattcaacggaaaactgecatgactactaggtggtgcetate - 3°

hxnX down frw

5’ - gttgaatcagaggaacaggtagcatc - 3’

hxnX down rev

5’ - gagacttgtactcttatcgttcgc - 3°

hxnX frw

5’ - cgacagctattgctgeggac - 3

hxnN upst frw

5’ - cgtagaggctgttttcatgtcctg - 3°

hxnN upst rev

5’ - cgtttctttgcgactgtctgete - 3°

hxnN ribokim frw

5’ - gagcagacagtcgcaaagaaacgcgtacgtagtgtagattcaggcacattgaageg - 37

hxnN ribokim rev

5’ - ctagccgtttcccaattacctgcggaaaactgecatgactactaggtggtgetate - 3°

hxnN down frw

5’ - gcaggtaattgggaaacggcetag - 3°

hxnN down rev

5’ - gatgcacagattgtgaaacgattg - 3°

hxnN down nest rev

5’ - gctcttaaactcatcgeacatctg - 37

hxnN upst nest frw

5’ - cggagaatatgtggttcgage - 37

hxnM upst frw

5’ - ctcattgtagtagcattcattgtcgc - 3°

hxnM upst rev

5’ - cgacaccgtaggatacgagaac - 3°

hxnM ribokim frw

5’ - gttctcgtatcctacggtgtcgegtacgtagtgtagattcaggeacattgaageg - 3°

hxnM ribokim rev

5’ - gctcttaaactcatcgcacatctgggaaaactgecatgactactaggtggtgctate - 3°

hxnM down frw

5’ - cagatgtgcgatgagtttaagage - 3’

hxnM down rev

5’ - ggcgaaacttgagtacgagtg - 3°

hxnM upst nest frw

5’ - cgaatcccgcaaagceattctg - 3°

hxnM down nest rev

5’ - gatgtccgggtattcggtgeag - 3°

PCR eloszelekciokhoz alkalmazott inditészekvenciak

hxnT prom frw2

5’ - gattctcggtcatgtagageagg - 3’

hxnT prom rev2

5’ - geetgeatggacaagctatttag - 3

hxnS ReTi frw

5’ - gagcatttctatcttgagacga - 3°

hxnS ReTi rev

5’ - ccattgtgttctgggtactg - 3°

hxnT frw 5’ - ctttgcgetgcagcaccgtgttgtccaag - 3°

hxnT rev 5’ - ctattgagcgaaagggtagtccgtatag - 3°

hxnV AS frw 5’ - cagcgtcaagtctcatatctatactg - 3°

hxnV AS rev 5’ - cagagcacgggtacaaagaaggtg - 3’

hxnX frw 5’ - cgacagctattgctgeggac - 3°

hxnX Notl rev 5’ - ttttttttgcggecgctcataaccgegatgetacctgtte - 3°
hxnW AS frw 5’ - gcagatcgtggtgttcttcgtag - 3°

hxnW AS rev 5’ - ctcgcagtggtacagtgcetg - 3’

hxnM ReTi frw

5’ - aagacctaccgcatgattacag - 3’

hxnM ReTi rev

5’ - cagcaattccgtcatctcct - 3°

hxnN ReTi frw

5’ - cattgcatggttctatcttggg - 3°

hxnN ReTi rev

5’ - atccatacaatcccagaatgct - 3°

GFP fuzios torzsek készitéséhez alkalmazott inditészekvenciak

hxnV Ncol frw

5’ - ttttttttccatggagegceactgectctcaag - 3°

hxnV GFP linker Ncol rev

5’ - tittttttccatggtatcaagatcgactgtatcaataagcaagaagaatccaaaatactccteeac - 3°

1pGPD int frw

5’ - cagtatattcatcttcccatccaagaac - 3°

10GFP linker hmgB rev

5’ - atcaagatcgactgtatcaataagcttgtacagctcgtccatgecgtg - 3°

linker kim hxnX frw

5’ - acaag cttattgatacagtcgatcttgat atgcccatcccagttgcagagaaac - 3°
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hxnW down nest rev

5’ - ccatgaaatggattgtaaacctcaag - 3°

5GFP Ncol start frw

5’ - ttttttttccatggtgagcaagggcgaggage - 3°

hxnX Notl rev

5’ - ttttttttgcggecgctcataaccgcgatgctacctgtte - 3°

s_r er

I3

hxnS rdown frw

5’ - agaacttgagctgtggcgatg - 3’

hxnT rev

5’ - ctattgagcgaaagggtagtccgtatag - 3°

hxnS rup nest frw

5’ - cagttgaggcatcttgatgtgag - 3’

hxnS rup rev

5’ - cttgctgttggagacgacttgg - 3’

hxnT down frw

5’ - gaatactacgacacagaatacagatagac - 3’

hxnT down rev

5’ - catagtcttaaccacgagacgatcagtaac - 3’

hxnV upst nest frw

5’ - caagggtgaactgcttcgctagg - 3’

hxnV upst rev

5’ - caagacggtgggtggaggagt - 3’

hxnV AS frw

5’ - cagcgtcaagtctcatatctatactg - 3°

hxnV down nest rev

5’ - cgaaattgtttctctgcaactggg - 3’

hxnW upst rev

5’ - gtgttcttggcgagegatgee - 3°

hxnM upst nest frw

5’ - cgaatcccgcaaagceattctg - 3°

hxnM upst rev

5’ - cgacaccgtaggatacgagaac - 3°

hxnN upst nest frw

5’ - cggagaatatgtggttcgage - 37

hxnN upst rev

5’ - cgtttctttgcgactgtctgete - 3°

5. melléklet

A 111 g/mol (A) és a 131 g/mol (B) molekulasiilya vegyiiletek MS? tomegspektruma
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6. melléklet

Gomba genomok 6sszehasonlitasahoz alkalmazott adatok (az adatokat Michel Flipphi

rendezte Ossze)

hxn cluster Aspergillus aculeatus: size 51,822 nt
>Aspergillus aculeatus < scaffold_11|1080376/1082357
>A.aculeatus_hxnZ = 1,981 nt

<461 nt<

>Aspergillus aculeatus < scaffold_11|1082818|1083972
>A.aculeatus_hxnY = 1,154 nt

<409 nt>

>Aspergillus aculeatus > scaffold_11|1084381|1086181
>A.aculeatus_hxnP = 1,800 nt

>283nt>

>Aspergillus aculeatus > scaffold_11|1086464|1088927
>A.aculeatus_hxnR = 2,463 nt

> 387 nt >

>Aspergillus aculeatus > scaffold_11|1089314|1093677
>A.aculeatus_hxnS-PHII = 4,363 nt

>33173nt <

>Aspergillus aculeatus < scaffold_11|1126850|1128511
>A.aculeatus_hxnX = 1,661 nt

<244 nt>

>Aspergillus aculeatus > scaffold_11|1128755|1129706
>A.aculeatus_hxnW = 951 nt

> 245 nt >

>Aspergillus aculeatus > scaffold_11|1129951|1132198
>A.aculeatus_hxnV = 2,247 nt

Unlinked:

>Aspergillus aculeatus > scaffold_14/1009693|1011600
>A.aculeatus_amidase = 1908 nt

> 662 nt >

>Aspergillus aculeatus > scaffold_14|1012262|1013422
C-N_hydrolase

>A.aculeatus HxnM = 1161 nt

hxn cluster Aspergillus carbonarius: size 20,426 nt
>Aspergillus carbonarius < scaffold_11|974532|976267
>A carbonarius_hxnX = 1,735 nt

<267 nt>

>Aspergillus carbonarius > scaffold_11|976534|977505
>A.carbonarius_hxnW =971 nt

> 252 nt>

>Aspergillus carbonarius > scaffold_11|977757|979958
>A.carbonarius_hxnV = 2,201 nt

> 347 nt <

>Aspergillus carbonarius < scaffold_11|980305|984734
>A.carbonarius_hxnS-PHII = 4,429 nt

<480 nt >

>Aspergillus carbonarius > scaffold_11|985214|986441
>A.carbonarius_hxnT = 1,227 nt

>906 nt <

>Aspergillus carbonarius < scaffold_11|986537|989113
>A.carbonarius_hxnR = 2,576 nt

<227 nt<

>Aspergillus carbonarius < scaffold_11|989340[991124
>A.carbonarius_hxnP = 1,784 nt

<398 nt>

>Aspergillus carbonarius > scaffold_11|991522|992664
>A.carbonarius_hxnY = 1,142 nt

>385nt >

>Aspergillus carbonarius > scaffold_11|993049|994958
>A.carbonarius_hxnZ = 1,909 nt

Unlinked

>Aspergillus carbonarius < scaffold_20|95457|96608
C-N_hydrolase

>A.carbonarius_HxnM = 1,152 nt

<555nt<

>Aspergillus carbonarius < scaffold_20[97163|99055

>A.carbonarius_amidase = 1,893 nt

hxn cluster Aspergillus flavus (oryzae/sojae): size 19,176
nt

>gh|AAIH02000271.1|:c11456-9880 < Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287685065

>A flavus_hxnX = 1,576 nt

<272nt>

>gb]AAIH02000271.1|:11728-12678 > Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287685065

>A.flavus_hxnW = 950 nt

> 143 nt >

>gh]JAAIH02000271.1|:12821-14856 > Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287685065
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>A flavus_hxnV = 2,035 nt

<778 nt>

>gb|AAIH02000271.1:15634-16894 > Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287685065

>A flavus_hxnT = 1,260 nt

>42nt<

>gb|AAIH02000271.1|:c19461-16936 < Aspergillus flavus
NRRL3357

geontig_1106287685065

>A flavus_hxnR = 2,525 nt

<349nt<

>gb|AAIH02000271.1):c21551-19810 < Aspergillus flavus
NRRL3357

geontig_1106287685065

>A flavus_hxnP = 1,741 nt

<504 nt >

>gb|AAIH02000271.1|:22055-23205 > Aspergillus flavus
NRRL3357

geontig_1106287685065

>A flavus_hxnY = 1,150 nt

> 423 nt>

>gb|AAIH02000271.1|:23628-25549 > Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287685065

>A.flavus_hxnzZ = 1,921 nt

> 2,500 nt >

>gb|AAIH02000271.1|:28049-29056 > Aspergillus flavus
NRRL3357

geontig_1106287685065 C-N-hydrolase

>A.flavus_hxnM = 1,007 nt

Unlinked:

>gb|AAIH02000147.1|:10471-11606 Aspergillus flavus
NRRL3357

gcontig_1106287684703

>A flavus_hxnY-2 = 1,135 nt
>gb|AAIH02000012.1|:c13825-11943 Aspergillus flavus
NRRL3357

geontig_1106287686051

>A flavus_amidase = 1,182 nt

hxn cluster Aspergillus kawachii (= A. niger): size 25,074
nt

>(i[357297942:¢70311-68141 < Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A kawachii_hxnV = 2,170 nt

<280 nt<

>gi[357297942:¢71576-70591 < Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_hxnW = 985 nt

<269 nt >

>i[357297942:71845-73489 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_hxnX = 1,644 nt

> 674 nt<

>gi[357297942:¢78579-74163 < Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_HxnS-PHIIl = 4,416 nt

<618 nt>

>gi[357297942:79197-80405 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_hxnT = 1,208 nt

> 3,225 nt >

>0i[357297942:83630-84484 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_nsfA = 854 nt

>49 nt <

>gi[357297942:¢87133-84533 < Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_hxnR = 2,600 nt

<290 nt<

>gi[357297942:¢89212-87423 < Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A.kawachii_hxnP = 1,789 nt

<443 nt>

>@i[357297942:89655-90823 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A . kawachii_hxnY = 1,168 nt

> 460 nt >

>gi[357297942:91283-93215 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00152

>A kawachii_hxnzZ = 1,932 nt

Unlinked:

>gi[357297382:89305-91177 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00345

>A.kawachii_amidase = 1,872 nt

> 620 nt >

>gi[357297382:91797-92944 > Aspergillus kawachii IFO
4308 contig00345

C-N_hydrolase
>A . kawachii_HxnM = 1,147 nt
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hxn cluster Aspergillus nidulans: size 61,028 nt
>gb|AACD01000169.1|:c330031-327832 < Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontigl.169

0i[259485327 ACCESSION  BNO001306 REGION:
243,215..245,414

>A.nidulans_hxnV = 2,199 nt

<402 nt<

>gb|JAACD01000169.1|:c331293-330433 < Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontig1.169

>A.nidulans_hxnW = 860 nt

<189 nt>

>gbJAACD01000169.1/:331482-333063 >  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontigl.169

0i[259485327 ACCESSION BN001306 REGION:
240,183..241,764

>A.nidulans_hxnX = 1,581 nt

> 40,878 nt < (15 transcripts predicted)
>gb|AACD01000170.1]:c19017-17199 <  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontigl1.170

0i[259485327 ACCESSION BNO001306 REGION:
197,487..199,305

>A.nidulans_hxnZ = 1,818 nt

<332nt<

>gb|AACD01000170.1]:c20565-19349 <  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontigl1.170
>A.nidulans_hxnY = 1,216 nt

<587 nt>
>gb|AACD01000170.1/:21152-23003 >
nidulans FGSC A4

Aspergillus

chromosome 1V ANcontig1.170
>A.nidulans_hxnP = 1,851 nt

> 300 nt >
>gb|AACD01000170.1]:23303-25963 >
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontigl1.170
0i|259485327 ACCESSION BNO001306 REGION:
190,541..193,213

>A.nidulans_hxnR = 2,660 nt

>68 nt<

Aspergillus

>gbJAACD01000170.1[:c27332-26031 <  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontig1.170
>A.nidulans_hxnT = 1,301 nt

<428 nt >
gh|JAACDO01000170.1:27760-32118 >
nidulans FGSC A4

chromosome 1V ANcontig1.170
gi[259485327 ACCESSION BN001306 REGION:
184,386..188,744

>A.nidulans_hxnS-PHII = 4,358 nt

Unlinked:

>ghJAACD01000109.1|:c85737-84643 <  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome | ANcontig1.109 C-N_hydrolase "AN6518""
>A.nidulans_HxnM = 1,094 nt

<609 nt<

>gb|JAACD01000109.1[:c88196-86346 <  Aspergillus
nidulans FGSC A4

chromosome | ANcontig1.109

Aspergillus

>A.nidulans_amidase = 1,850 nt

hxn cluster Aspergillus oryzae
>0i|83771634:¢93389-91506 Aspergillus oryzae RIB40
DNA, SC111

>A.oryzae_amidase

>0i|83771634:¢c2317607-2316031  Aspergillus  oryzae
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnX
>qi|83771634:2317878-2318828
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnW
>gi[83771634:2318973-2321009
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnV
>Qi|83771634:2321787-2323047
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnT
>0i|83771634:c2325614-2323089  Aspergillus  oryzae
RIB40 DNA, SC111

>A.oryzae_hxnR

>Qi|83771634:¢c2327703-2325962  Aspergillus  oryzae
RIB40 DNA, SC111

>A.oryzae_hxnP

Aspergillus  oryzae

Aspergillus  oryzae

Aspergillus  oryzae
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>0i|83771634:2328211-2329360
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnY
>Qi|83771634:2329788-2331709
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnZ
>Qi|83771634:2334207-2335214
RIB40 DNA, SC111
>A.oryzae_hxnM

Unlinked:
>0i|83766426:c452788-451431 Aspergillus oryzae RIB40
DNA, SC001

>A.oryzae_hxnTlike

>0i|83775368:c576233-575098 Aspergillus oryzae RIB40
DNA, SC103

>A.oryzae_hxnY-2

Aspergillus  oryzae

Aspergillus  oryzae

Aspergillus  oryzae

hxn Cluster Aspergillus sojae
>(i[336284332:¢5431-4376 Aspergillus sojae NBRC 4239
contig00151

>A.sojae_HxnM

>0i[336284332:c9873-7950 Aspergillus sojae NBRC 4239
contig00151

>A.sojae_hxnZ

>0i|336284332:11958-13706 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00151

>A.sojae_hxnP

>0i|336284332:14054-16582 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00151

>A.sojae_hxnR

>0i|336284332:c17886-16624 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00151

>A.sojae_hxnT

>0i[336284332:c20715-18679 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00151

>A.sojae_hxnV

>0i[336284332:¢21809-20864 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00151

>A sojae_hxnW

>0i[336284332:22081-23656 Aspergillus sojae  NBRC
4239 contig00151

>A.sojae_hxnX

Unlinked:

>0i[336283823:c27947-26064 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00680

>A.sojae_amidase

>0i|336284403:3480-5395 Aspergillus sojae NBRC 4239
contig00080

>A.sojae_amidase-2

>0i|336284439:27842-28977 Aspergillus sojae NBRC
4239 contig00044

>A.sojae_hxnY-2

>Qi|336284181:69531-70912 Aspergillus sojac NBRC
4239 contig00303

>A.sojae_hxnTlike

hxn cluster Aspergillus terreus: size 20,116 nt
>gb|AAIN01000215.1|:c46727-45088 <
terreus NIH2624 contl1.215
>Aterreus_hxnX = 1,639 nt

<273 nt>
>gb]JAAIN01000215.1|:47000-47954 > Aspergillus terreus
NIH2624 contl.215

>A terreus_hxnW = 945 nt

> 226 nt >

>gh|AAJN01000215.1|:48180-50133 > Aspergillus terreus
NIH2624 cont1.215

>Aterreus_hxnV = 1,953 nt

>71nt<
>gb|AAJN01000215.1|:c54600-50204 <
terreus NIH2624 cont1.215

>A terreus_hxnS-PHII = 4,396 nt

<500 nt>
>gb]JAAIN01000215.1|:55100-56400 > Aspergillus terreus
NIH2624 contl.215

>Aterreus_hxnT = 1,300 nt

> 117 nt<

Aspergillus

Aspergillus

>gh|AAIJN01000215.1:c59094-56517 < Aspergillus
terreus NIH2624 cont1.215

>Aterreus_hxnR = 2,577 nt

<296 nt<

>gh|AAIJN01000215.1/:c61169-59390 <  Aspergillus

terreus NIH2624 cont1.215

>A.terreus_hxnP = 1,779 nt

<566 nt >

>gb]JAAIN01000215.1|:61735-62867 > Aspergillus terreus
NIH2624 contl.215

>Aterreus_hxnY = 1,132 nt

> 456 nt >
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>gb|AAIN01000215.1|:63323-65204 > Aspergillus terreus
NIH2624 cont1.215

>A terreus_hxnZ = 1,881 nt

Unlinked:
>gb|AAIN01000156.1|:c64554-63488 <
terreus NIH2624 cont1.156

C-N_hydrolase

>A.terreus_HxnM = 1,066 nt

> 485 nt >
>gb|JAAIN01000156.1|:c66899-65039 Aspergillus terreus
NIH2624 cont1.156

Aspergillus

>A terreus_amidase = 1,860 nt

hxn cluster Glomerella graminicola (Glomerellales) : size
40,725 nt
>gbJACOD01000324.1|:c55773-52579 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnR = 3,194 nt

<907 nt>
>gbJACOD01000324.1|:56680-58175 >
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnX = 1,495 nt

>412 nt<
>gbJACOD01000324.1|:c59997-58587 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnT = 1,410 nt

< 2,056 nt<
>gb|ACOD01000324.1|:c63897-62053 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnZ = 1,844 nt

<965 nt <
>gb|ACOD01000324.1|:c66985-64862 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnV = 2,123 nt
<735nt>
>gb|/ACOD01000324.1|:67720-69767 >
graminicola M1.001 cont1.324

Glomerella

Glomerella

Glomerella

Glomerella

Glomerella

Glomerella

>G.graminicola_amidase = 2,048 nt
>14213nt<
>gbJACOD01000324.1/:c85251-83980
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_C-N_hydrolase = hxnM = 1,271 nt
<1,194 nt >
>gb|ACOD01000324.1|:86445-87334 >
graminicola M1.001 cont1.324

N

Glomerella

Glomerella

>G.graminicola_hxnW = 889 nt

> 2,467 nt <
>gh|ACOD01000324.1[:c91571-89801 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnP = 1,770 nt

<530 nt<
>gh|ACOD01000324.1[:c93304-92101 <
graminicola M1.001 cont1.324
>G.graminicola_hxnY = 1,203 nt
Unlinked:
>gh|ACOD01000027.1|:443727-445919
graminicola M1.001 cont1.27

Glomerella

Glomerella

Glomerella

(paralog omnipresent in Sordariomycetes)
>G.graminicola_hxnV-2 = 2,192 nt

hxn cluster Gibberella moniliformis  (Fusarium
verticillioides): size 25,506 nt
>gb|JAAIM02000142.1|:105832-106986 >  Gibberella
moniliformis 7600 chromosome 9

cont3.142

>G.moniliformis_hxnY = 1,154 nt

> 961 nt >

>gb|AAIMO02000142.1:107947-109619 >  Gibberella
moniliformis 7600 chromosome 9

cont3.142

>G.moniliformis_hxnP = 1,672 nt

>1,216nt<

>gb|AAIM02000142.1|:c111712-110835 < Gibberella
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142

>G.moniliformis_hxnW = 877 nt

<519 nt>
>gb|AAIM02000142.1]:112231-113496
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142
>G.moniliformis_C-N_hydrolase = hxnM = 1,265 nt
>2,961 nt>

>gh|AAIM02000142.1|:c118418-116457 < Gibberella

> Gibberella

moniliformis 7600 chromosome 9

cont3.142

>G.moniliformis_amidase = 1,961 nt

<496 nt >

>gh|AAIM02000142.1:118914-120904 >  Gibberella
moniliformis 7600 chromosome 9

cont3.142
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>G.moniliformis_hxnV = 1,990 nt

> 817 nt>
>gb|AAIM02000142.1|:121721-123538
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142

>G.moniliformis_hxnZ = 1,817 nt
>825nt >
>gb|AAIM02000142.1|:124363-125777
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142

>G.moniliformis_hxnT = 1,414 nt
>531nt<
>gbJAAIM02000142.1|:c127773-126308
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142

>G.moniliformis_hxnX = 1,465 nt
<541nt>
>gb|AAIM02000142.1]:128314-131338
moniliformis 7600 chromosome 9
cont3.142

>G.moniliformis_hxnR = 3,024 nt
Unlinked:
>gb|AAIM02000013.1/:51184-53330 >

moniliformis 7600 chromosome 1

Gibberella

\%

\Y

Gibberella

Gibberella

N

\Y

Gibberella

Gibberella

cont3.13 (paralog onmipresent in Sordariomycetes)
>G.moniliformis_hxnV-2 = 2,146 nt
>gh|AAIM02000166.1|:c282445-278039 <  Gibberella

moniliformis 7600 chromosome 3

cont3.166 (note: partial on edge of contig)
>G.moniliformis_hxnS-PHIIPart = >4,406 nt
>gb|AAIM02000047.1|:c211441-208608 < Gibberella
moniliformis 7600 chromosome 5

cont3.47 (seems a relic in phylogenetic analysis)

>G.moniliformis_hxnR-2 = 2,833 nt

hxn cluster Grosmannia clavigera (Ophiostomatales):
size 44,348 nt

>gb|ACXQ02000048.1|:376723-380065 > Grosmannia
clavigera kw1407 contig_132.1

>G.clavigera_hxnR = 3,342 nt

>632 nt<

>gh|ACXQ02000048.1|:c376091-374972 < Grosmannia
clavigera kw1407 contig_132.1
>G.clavigera_C-N_hydrolase = hxnM = 1,119 nt

< 22,687 nt >

\%

>gh|ACXQ02000048.1|:350432-352285 Grosmannia
clavigera kw1407 contig_132.1
>G.clavigera_amidase = 1,853 nt

> 555 nt <
>gh|ACXQ02000048.1|:c349877-347890
clavigera kw1407 contig_132.1
>G.clavigera_hxnV = 1,987 nt

<559 nt<
>gh|ACXQ02000048.1/:c347331-345653

clavigera kw1407 contig_132.1

Grosmannia

N

AN

Grosmannia

>G.clavigera_hxnZ = 1,678 nt

<647 nt<
>gh|ACXQ02000048.1[:c345006-343744
clavigera kw1407 contig_132.1

Grosmannia

AN

>G.clavigera_hxnT = 1,262 nt

<2,163 nt>
>gh|ACXQ02000048.1|:340114-341581
clavigera kw1407 contig_132.1
>G.clavigera_hxnX = 1,467 nt

<374 nt>
>ghJACXQ02000048.1|:c339740-338885
clavigera kw1407 contig_132.1

\%

Grosmannia

N

Grosmannia

>G.clavigera_hxnW = 855 nt
>233nt<
>gh|ACXQ02000048.1|:336964-338652
clavigera kw1407 contig_132.1

\%

Grosmannia

>G.clavigera_hxnP = 1,688 nt
<243nt<
>gh|ACXQ02000048.1|:335717-336721
clavigera kw1407 contig_132.1
>G.clavigera_hxnY = 1,004 nt
Unlinked:
>gh|ACXQ02000048.1:49692-50546
clavigera kw1407 contig_132.1

\%

Grosmannia

Grosmannia

>G.clavigera_nfsA = 855 nt
>gh]JACXQ02000097.1|:35988-38127
clavigera kw1407 contig 161.1

Grosmannia

(paralog omnipresent in Sordariomycetes)
>G.clavigera_hxnV-2 = 2,139 nt

hxn cluster Sclerotinia sclerotiorum: size 10,577 nt
>gb|AAGT01000385.1/:c12900-8393 <
sclerotiorum 1980 UF-70

strain 1980 cont1.385
>S.sclerotiorum_hxnS-PHII = 4,507 nt

Sclerotinia
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<1,303nt<
>gb|AAGT01000385.1|:c16408-14203 <
sclerotiorum 1980 UF-70

strain 1980 cont1.385
>S.sclerotiorum_hxnV = 2,205 nt

<509 nt >
>gbJAAGT01000385.1:16917-18970 >
sclerotiorum 1980 UF-70

strain 1980 cont1.385

Sclerotinia

Sclerotinia

>S.sclerotiorum_hxnX = 2,053 nt

Unlinked
>gb|AAID01003621.1|:c16612-15383
fuckeliana B05.10 cont1.3621

Botryotinia

>B.cinerea_C-N_hydrolase = hxnM
>gh|AAGT01000038.1|:26843-28077
sclerotiorum 1980 UF-70

strain 1980 cont1.38
>S.sclerotiorum_C-N_hydrolase = hxnM

Sclerotinia

JGI Hysterium pulicare hxn clusters
>NODE_1220_length_910039_cov_26.360939|1797|3589
(1793 bp) AP

>H.pulicare_hxnP

<720nt<
>NODE_1220_length 910039 _cov_26.360939]4309|6455
(2147 bp) AP

>H.pulicare_hxnV

<490 nt>
>NODE_1220_length 910039 _cov_26.360939|6945|8874
(1930 bp)

>H.pulicare_amidase

> 609 nt >
>NODE_1220_length_910039_cov_26.360939|9483|1057
8 (1096 bp)

>H.pulicare_hxnM

> 430 nt>
>NODE_1220_length_910039_cov_26.360939|11008|125
51 (1544 bp)

>H.pulicare_hxnX
>NODE_322_length_79727_cov_25.799076|43222|44559
(1338 bp)

>H.pulicare_hxnY

>12157nt<
>NODE_322_length_79727_cov_25.799076[56716|60006
(3291 bp) AP

>H.pulicare_HxnR

<685 nt <
>NODE_322_length_79727_cov_25.799076|60691|65200
(4509 bp) AP

>H.pulicare_hxnS-PHII

<1,010 nt>
>NODE_322_length_79727_cov_25.799076|66210|67623
(1414 bp)

>H.pulicare_hxnT

hxn clusters Mycosphaerella fijiensis (JGI genome)

hxn Cluster 1: size 9,766 nt

>Mycosphaerella fijiensis > scaffold_5|802739|804266
(1528 bp)

>M fijiensis_hxnX = 1,527 nt

>210nt<

>Mycosphaerella fijiensis < scaffold_5|804476|806425
(1950 bp) AP

>M.fijiensis_hxnV = 1,949 nt

<398 nt>

>Mycosphaerella fijiensis > scaffold_5|806823|807820
(998 bp)

>M.fijiensis_hxnM = 997 nt

>372nt>

>Mycosphaerella  fijiensis >scaffold_5(808192|809412
(1221 bp)

>M . fijiensis_hxnT = 1,220 nt

> 467 nt >

>Mycosphaerella fijiensis > scaffold_5|809879|812505
(2627 bp)

>M fijiensis_hxnR = 2,626 nt

hxn Cluster 2: size 6,057 nt (unlinked to Cluster 1)
>Mycosphaerella fijiensis < scaffold_2|4950804|4952022
(1219 bp) AP

>M fijiensis_hxnY = 1,218 nt

<417 nt<

>Mycosphaerella fijiensis < scaffold_2|4952439|4956861
(4423 bp) AP

>M . fijiensis_hxnS-PHII = 4,422 nt

hxn cluster Nectria haematococca (Fusarium solani f. sp.
pisi): size 21,236 nt
>gb|ACJF01000056.1]:c115648-112600 < Nectria
haematococca mpVI1 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chrl2_3_0_Cont56
>N.haematococca_hxnR = 3,048 nt
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<696 nt>

>gb|ACJF01000056.1|:116344-117829 > Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chr12_3_0_Cont56
>N.haematococca_hxnX = 1,485 nt

>521nt<

>gb|ACJF01000056.1|:c119760-118350 < Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chrl2_3_0_Cont56
>N.haematococca_hxnT = 1,410 nt

<829 nt<

>gbJACJF01000056.1|:c122416-120589 < Nectria
haematococca mpVI1 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chr12_3_0_Cont56
>N.haematococca_hxnZ = 1,827 nt

<1,059 nt<

>gb|JACJF01000056.1|:c125483-123475 < Nectria
haematococca mpV|1 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chrl2_3 0_Cont56
>N.haematococca_hxnV = 2,008 nt

<1112 nt<

>gb|ACJF01000056.1|:c127890-126595 < Nectria
haematococca mpV|1 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chr12_3_0_Cont56
>N.haematococca_C-N_hydrolase = hxnM = 1,295 nt
<573 nt>

>gh|ACJF01000056.1[:128463-129330 > Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca 56 _chrl2 3 0 _Cont56
>N.haematococca_hxnW = 867 nt

>545 nt <

>gb|ACJF01000056.1|:c131616-129875 < Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca 56 _chrl2 3 0 _Cont56

>N.haematococca_hxnP = 1,741 nt

<1,065nt<

>gbJACJF01000056.1|:c133836-132681 < Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 12 NECHAsca_56_chr12_3_0_Cont56
>N.haematococca_hxnY = 1,155 nt

Unlinked:

>gbh|ACJF01000001.1|:¢1859194-1857044 Nectria
haematococca mpVI 77-13-4

chromosome 1 NECHAsca_1 chrl 3 _0_Contl (paralog
omnipresent in Soradariomycetes)

>N.haematococca_hxnV-2 = 2,150 nt
>gh|ACJF01000017.1|:589089-593861 Nectria
haematococca mpVI1 77-13-4

chromosome 4 NECHAsca_19 chr4_3 0_Contl7
>N.haematococca_hxnS-PHIIl = 4,772 nt
>gh|ACJF01000029.1:82980-84527 Nectria
haematococca mpVI1 77-13-4

chromosome 11 NECHAsca_30_chrll_1 0_Cont29
(duplication hxnP)

>N.haematococca_hxnP-2 = 1,547 bp
>gh|ACJF01000048.1|:138132-139914 Nectria
haematococca mpV1 77-13-4

chromosome 16 NECHAsca 50 chrl6_1 0 Cont48
(duplication hxnZ)

>N.haematococca_hxnz-2 = 1,782 nt

hxn cluster Paracoccidioides brasiliensis strain Pb03:
size 29,109 nt

>gb|ABHV01000435.1|:c108721-106610 <
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P brasiliensis_hxnX = 2,111 nt

<1,234nt<

>gb|ABHV01000435.1]:c111187-109955 <
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P brasiliensis_C-N_hydrolase = hxnM = 1,232 nt

<748 nt>

>gb|ABHV01000435.1|:111935-113171 >

Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P brasiliensis_hxnW = 1,236 nt

> 277 nt <

>gb|ABHV01000435.1|:¢c115503-113448 Paracoccidioides
brasiliensis Pb03 cont1.435

>P.brasiliensis_amidase = 2,055 nt

<843 nt>

>gh|ABHV01000435.1|:116346-118588 >
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P brasiliensis_hxnV = 2,242 nt

>5497 nt <

>gb|ABHV01000435.1]:c128734-124085 <
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P .brasiliensis_hxnS-PHII = 4,649 nt

<1,613nt>

>ghJABHV01000435.1]:130347-131828 >

Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P.brasiliensis_hxnT = 1,481 nt
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> 604 nt <
>gb|ABHV01000435.1|:¢135719-132432 <
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 cont1.435

>P brasiliensis_hxnR = 3,287 nt

hxn cluster Phaeosphaeria nodorum: size 26,464 nt
(similar in Leptosphaeria maculans)
>gb|AAGI01000083.1|:c80177-78587 < Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

>P.nodorum_hxnP = 1,590 nt

<546 nt<

>gb|AAGI01000083.1/:c82711-80723 < Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

>P.nodorum_hxnV = 1,988 nt

<586 nt >

>gb|AAGI101000083.1|:83297-85333 >  Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83
>P.nodorum_amidase = 2,037 nt

> 362 nt >
>gbJAAGI101000083.1|:85695-86878
nodorum SN15 cont1.83
>P.nodorum_C-N_hydrolase = hxnM = 1,183 nt

> 697 nt >

>gb|AAGI01000083.1|:87575-89121 > Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

>P.nodorum_hxnX = 1,546 nt

>5273nt<

>gb|AAGI01000083.1|:c95736-94394 < Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

>P.nodorum_hxnT = 1,342 nt

<521 nt>

>gb|AAGI01000083.1|:96257-100778 > Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

>P.nodorum_hxnS-PHII = 4,521 nt

> 957 nt>

>gb|AAGI01000083.1|:101735-105051 > Phaeosphaeria
nodorum SN15 cont1.83

Phaeosphaeria

>P.nodorum_hxnR = 3,316 nt
Unlinked:
>gbJAAGI01000408.1|:18330-19495
nodorum SN15 cont1.408
>P.nodorum_hxnY = 1,165 nt

Phaeosphaeria

hxn cluster Pyrenophora tritici-repentis: size 26,464 nt
(similar in P. teres f. sp. teres, Alternaria brassicicola,
Cochliobolus heterostrophus (C5), C. sativus, and
Setosphaeria turcica)

>gb]JAAXI101000364.1|:c6301-4979 < Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

contl.364

>P tritici-repentis_hxnT = 1,322 nt

<542 nt>

>gh]JAAXI101000364.1|:6843-11423 > Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

contl.364

>Ptritici-repentis_hxnS-PHII = 4,580 nt

>882nt >

>gh|AAXI101000364.1|:12305-15633 > Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

contl.364
>P tritici-repentis_hxnR = 3,328 nt
>8,001 nt<

>gb]JAAXI101000364.1|:c25623-23634 < Pyrenophora
tritici-repentis Pt-1C-BFP

cont1.364

>P tritici-repentis_hxnV = 1,989 nt

<603 nt>

>gb]AAX101000364.1|:26226-28180 > Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

contl.364
>P tritici-repentis_amidase = 1,955 nt
> 428 nt >

>gh|AAXI101000364.1|:28608-29803 > Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

cont1.364

>Ptritici-repentis_C-N_hydrolase = hxnM = 1,195 nt

> 576 nt >

>gb]JAAX101000364.1|:30379-31864 > Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

contl.364

>P tritici-repentis_hxnX = 1,485 nt

Unlinked:

>gh|AAXI101000374.1|:46051-47226 Pyrenophora tritici-
repentis Pt-1C-BFP

cont1.374 hyoscyamine 6-dioxygenase

>P tritici-repentis_hxnY = 1,175 nt
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hxn cluster Talaromyces stipitatus: size 18,505 nt
>gb|ABAS01000027.1|:c141724-140140 < Talaromyces
stipitatus ATCC 10500

geontig_1105507295319

>T.stipitatus_hxnX = 1,584 nt

<242nt>

>gb|JABAS01000027.1]:141966-142935 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500

geontig_1105507295319

>T.stipitatus_hxnW = 969 nt

> 164 nt>

>gb|JABAS01000027.1]:143099-145121 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500

geontig_1105507295319

>T.stipitatus_hxnV = 2,022 nt

<380 nt>

>gb|ABAS01000027.1|:145501-146761 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500 gcontig_1105507295319
>T.stipitatus_hxnT = 1,260 nt

>42nt<

>gb|ABAS01000027.1|:c149321-146803 < Talaromyces
stipitatus ATCC 10500 gcontig_1105507295319
>T.stipitatus_hxnR = 2,518 nt

<401 nt<

>gb|ABAS01000027.1|:c151435-149722 < Talaromyces
stipitatus ATCC 10500 gcontig_1105507295319
>T.stipitatus_hxnP = 1,713 nt

<513 nt>

>gb|ABAS01000027.1|:151948-153101 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500 gcontig_1105507295319
>T.stipitatus_hxnY = 1,153 nt

>410 nt>

>gb|ABAS01000027.1]:153511-155432 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500 gcontig_1105507295319
>T.stipitatus_hxnZ = 1,921 nt

> 2,156 nt >

>gh|ABAS01000027.1|:157588-158645 > Talaromyces
stipitatus ATCC 10500

geontig_1105507295319

>T.stipitatus_C-N_hydrolase = hxnM = 1,057 nt

>4,152 nt<
>gb|ABAS01000027.1|:¢164802-162797
stipitatus ATCC 10500
geontig_1105507295319
>T.stipitatus_amidase = 2,005 nt

Talaromyces

hxn genes Tuber melanosporum (Pezizomycetes class)
>0i|295506971:¢139110-134465 < Tuber melanosporum,
contig_281, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnS-PHII = 4,645 nt

< 24,323 nt < (sort of linked)
>gi[295506971:¢165432-163433 < Tuber melanosporum,
contig_281, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnV = 1,999 nt

<1913 nt >

>gi[295506971:167345-169712 > Tuber melanosporum,
contig_281, strain Mel28

>T.melanosporum_amidase = 2,368 nt
>gi[295506963:¢35050-34134 < Tuber melanosporum,
contig_289, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnW = 916 nt
>1,835nt >
>(i[295506963:36885-38039  Tuber
contig_289, strain Mel28

melanosporum,

>T.melanosporum_C-N_hydrolase = hxnM = 1,154 nt

> 1,365 nt >

>0i|295506963:39404-40979 > Tuber melanosporum,
contig_289, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnX = 1,575 nt
>@i[295506708:c28786-25662 < Tuber melanosporum,
contig_546, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnS-2-PHIIPseudo = 1,124 nt
>@i[295503925:¢37502-36163 < Tuber melanosporum,
contig_1329, strain Mel28

>T.melanosporum_hxnT = 1,339 nt
>0i|295503655:¢75591-71270 < Tuber melanosporum,
contig_1599, strain Mel28

>T.melanosporum_hxA-PHI = 4,321 nt

hxn cluster Botryosphaeria dothidea

anamorph: Dothiorella berengeriana or Fusicoccum
aesculi

Dothideomycetes; Dothideomycetes incertae  sedis;
Botryosphaeriales; Botryosphaeriaceae; Botryosphaeria
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|12060(1462
3 (2564 bp) AP

>B.dothidea_amidase

<741 nt>
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|15364(1763
0 (2267 bp)

>B.dothidea_hxnV
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> 4,470 nt <
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|22100|2360
7 (1508 bp) AP

>B.dothidea_hxnX

<605 nt<
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|24212|2534
4 (1133 bp) AP

>B.dothidea_hxnM

<946 nt<
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|26290|2760
2 (1313 bp) AP

>B.dothidea_hxnT

<605 nt >
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|28207(3280
3 (4597 bp)

>B.dothidea_HxnS-PHII

> 2,197 nt>
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289|35000(3869
6 (3697 bp)

>B.dothidea_hxnR

>2,009 nt <
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289]40795/4224
0 (1446 bp) AP

>B.dothidea_hxnY

<692 nt>
>NODE_1365_length_49077_cov_59.050289]42932/4476
9 (1838 bp)

>B.dothidea_hxnZ

Unlinked
>NODE_8152_length_150613_cov_65.218796/92352|942
72 (1921 bp)

>B.dothidea_hxnP
>NODE_3726_length_70215_cov_61.707100|17790|1861
7 (828 bp)

>B.dothidea_hxnWIlike

Remnant hxn cluster Neosartorya fischeri: size 9,283 nt
>gb|AAKE03000012.1|:159786-164138 > Neosartorya
fischeri NRRL 181

ctgupdate_1099437635460

>N.fischeri_hxnS-PHII = 4,352 nt

>41nt<

>gb|JAAKE03000012.1|:c166230-164179 < Neosartorya
fischeri NRRL 181

ctgupdate_1099437635460

>N.fischeri_hxnV = 2,051 nt
< 1,207 nt >

>gb|AAKE03000012.1|:167437-169069 >

fischeri NRRL 181
ctgupdate_1099437635460
>N.fischeri_hxnX = 1,632 nt
Unlinked:

>gb|AAKE03000023.1|:291704-292828

fischeri NRRL 181
ctgupdate_1099437635428
>N.fischeri_hxnY = 1,124 nt

>gb|AAKE03000001.1]:1598703-1599742

fischeri NRRL 181

ctgupdate_1099437635467 C-N_hydrolase

>N.fischeri_hxnM-2

>gb|AAKE03000001.1:¢133414-132091

fischeri NRRL 181
ctgupdate_1099437635467
>N.fischeri_hxnTlike

>gb|AAKE03000040.1|:25777-27652

fischeri NRRL 181
ctgupdate_1099437635404
>N.fischeri_amidase = 1,875 nt
> 657 nt >

>gb|JAAKE03000040.1|:28309-29420

fischeri NRRL 181

>

>

ctgupdate_1099437635404 C-N_hydrolase

>N.fischeri_hxnM = 1,111 nt

Neosartorya

Neosartorya

Neosartorya

Neosartorya

Neosartorya

Neosartorya
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