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1. Bevezetés

A glicerin egy olyan szerves vegyiilet, amely mindenhol jelen van a
természetben. Ez a molekula az alapja példaul a foszfolipideknek és a
triglicerideknek, melyek a sejtmembranok, illetve a lipidek gyakori 6sszetevoi
(Mattam ¢és mtsai., 2013). A Saccharomyces cerevisiae élesztében anaerob
koriilmények kozott a szénforrasok koriilbeliil 5 %-a alakul glicerinné (Oura,
1977). A szerves savak (borostyankdsav, ecetsav, piroszolésav) képzédésekor
a NAD" NADH-va redukalodik (Oura, 1977; Vandijken és Scheffers, 1986;
Nissen és mtsai., 1997), a glicerin termelédése révén pedig a NADH NAD'-da
oxidalédik vissza. Aerob koriilmények kozott a glicerin nagy glikkoz
koncentracié mellett szintetizalodik, ugyanis ilyenkor a 1égzési kapacitas
csokkenésével a bioszintézis reakciokban keletkezett NADH tobblet oxidalasa
is visszaesik. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a glicerinképzésnek fontos
szerepe van a sejtekben a NAD™ koncentracio stabilizaldsaban gy, hogy a
dihidroxiaceton-foszfat glicerinné torténd atalakulasa révén a NADH
citoszolikus NAD*-d4 regeneralodik (1. abra), ezaltal biztositja a cellularis
redox egyensuly fenntartasat stresszmentes koriilmények kozott (Ansell és
mtsai., 1997; Bakker és mtsai., 2001; Klein és mtsai., 2017). Masrészt, a
glicerin a sejtekben féként ozmotikus stressz hatasara szintetizalodik és
akkumulalodik, ezaltal jelentds szerepe van az ozmoregulacidban (Pahlman és

mtsai., 2001).
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1. abra A glicerin bioszintézise és lebontasa az Aspergillus nidulans fonalas
gombaban (Fillinger és mtsai., 2001)

A glicerin szintézis Gitvonala hasonlé a fonalas gomba modellorganizmus
Aspergillus nidulansban is, mint a S. cerevisiae élesztdben (Arst és mtsai.,
1990; Norbeck és mtsai., 1996; Fillinger és mtsai., 2001). A glicerin két tton
szintetizalodhat ebben a gombafajban: egyfelol a glicerin-3-foszfat
dehidrogenaz enzimen keresztiil, amely a dihidroxiaceton-foszfatot alakitja

glicerin-3-foszfatta, és ezutan alakul tovabb glicerinné, masfelél pedig a



dihidroxiaceton-foszfatbol el6észor dihidroxiaceton, majd végil glicerin
keletkezik (1. abra) (Fillinger és mtsai., 2001).

A S. cerevisiaeben két paralog glicerin-3-foszfat dehidrogenaz gén
talalhato; a GPD1 ¢s a GPD2 gének. A GPD1 gén részt vesz az
ozmoadaptacioban és expressziojat az 0zmotikus stressz indukalja (André és
mtsai., 1991). A GPD2 gén transzkripcidjara nincs hatassal az extracellularis
ozmolaritas, és indukcidja fliggetlen a HOG utvonaltol, amely a GPD1
ozmotikus indukcidjat szabalyozza. A GPD2 gén delécidja anaerob
koriilmények kozott rendellenes novekedést eredményezett, mig a
Agpd1lAgpd2 mutans nem termelt glicerint, jelentés 0zmoszenzitivitast
mutatott és nem volt képes anaerob koriillmények kozott névekedni (Ansell és
mtsai., 1997). Az A. nidulans gombaban szintén két paralog glicerin-3-foszfat
dehidrogenaz gén talalhato, a gfdA (GPD1 ortolog) és gfdB (GPD2 ortolog)
gének (Miskei és mtsai., 2009; de Vries és mtsai., 2017).

A Debreceni Egyetem Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai
Tanszékén 17 Aspergillus faj (18 torzs) oxidativ stressztolerancidjanak a
tanulmanyozasa folyt. A Tanszékiinkon végzett stresszkisérletek eredményeit
a Fungal Stress Database adatbazisba (www.fung-stress.org) gytjtotték 6ssze
Orosz ¢és munkatarsai (2018). Az elvégzett stresszkisérletek alapjan jelentds
ozmofilitast mutattak az A. glaucus és az A. wentii Aspergillus fajok 2 M
szorbit mellett (de Vries és mtsai.,, 2017; Orosz és mtsai., 2018). Ezzel
parhuzamosan a Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biologiai
Intézet munkatarsa, Dr. Miskei Marton Osszehasonlitd genomikai elemzést
végzett az Aspergillus fajokkal, mely alapjan kideriilt, hogy az A. glaucus és
A. wentii fonalas gombak genomjaban csak az A. nidulans gfdA génjének az
ortologja talalhatdé meg (de Vries és mtsai., 2017). Az A. nidulans gfdA
géndelécios mutansat Fillinger és munkatarsai (2001) készitették el és
jellemezték. Megvaltozott a mutans torzs hifamorfologidja és a novekedése is
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gyengiilt kiilonb6z0 szénforrasokon, kivéve glicerinen. Ugyanakkor ezen
defektes novekedés az Osszes szénforrason helyreéllithaté volt 1 M NaCl
jelenlétében, mely ozmotikus stabilizatorként funkcional a AgfdA torzs
esetében. Tovabba, érzé¢kenynek bizonyult a sejtfalintegritas-stresszt okozo
kalkofluor fehérre és a natrium-dodecil-szulfatra. Ezenfeliil Balazs és
munkatarsai megvizsgaltak a gfd gének expresszidjat oxidativ stresszorok
(tBOOH, H202) és ozmotikus stresszt generald agens (NaCl) jelenlétében.
Oxidativ stresszre egyik gén sem reagalt, viszont NaCl expoziciora a gfdB gén
up-regulalodott, a gfdA viszont nem (Balazs ¢és mtsai., 2010).

Ezek alapjan azt a hipotézist allitottuk fel, hogy az A. glaucus és az
A. wentii gombafajok ozmofilitasa a gfdB ortologok hianyaval magyarazhato.
Doktori munkamban a gfdB (glicerin-3-foszfat dehidrogenaz B) gén
funkcidjanak a feltarasaban vettem részt kiilonb6z6 Aspergillus fajokban.

Munkam kezdetekor az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

e F§ célunk a gfdB gén deléciés mutansanak a létrehozasa és fizioldgiai
jellemzése az A. nidulans modellorganizmusban, a Double-Joint PCR
modszer segitségével.

o Keressiik a valaszt arra a felvetésre, hogy a gfdB gén vajon ugyanolyan
funkciot lat-e el, mint a gfdA; igy az ozmotikus védelmi rendszerben
van szerepe vagy mas folyamatokban?

e Tanulmanyozzuk az elkésziilt AgfdB mutansok stresszérzékenységét
és megfigyeljik a szabad gyokok és reaktiv oxigén gyokok
termelodését, az antioxidans enzimtermelést, a toxintermelést, tovabba
a torzsek micéliumabol poliol tartalmat mériink, és a sejtek apoptozisat,
illetve életképességének valtozasat is megvizsgaljuk oxidativ stresszor

(tBOOH) jelenlétében és stresszmentes koriilmények kozott is.



Tovabbi célunk az A. nidulans gfdB gén beépitése az A. glaucus
ozmofil faj genomjaba, az Agrobacterium-indukalt transzformalasi
modszerrel.

Valaszt keresiink arra a kérdésre, hogy vajon a gfdB gén hozzaadasaval
megsziintetheté-e az A. glaucus ozmofilitasa?

Szeretnénk megvizsgalni, hogy hogyan valtozik a sikeresen eldallitott
A. glaucus transzgén torzsek fenotipusa a kiilonb6z6 stresszt generald
szerek jelenlétében 2 M szorbittal, illetve 1 M NaCl-dal kiegészitett

taptalajon.



2. lrodalmi attekintés

2.1 Az Aspergillus nemzetség

Az Aspergillus nemzetség az Ascomycota torzson belil az
Eurotiomycetes osztaly Eurotiales rendjébe és Trichocomaceae csaladjaba
tartozik. 1729-ben irta le el6szor egy olasz botanikus, Pier Antonio Micheli az
Aspergillus nemzetséget. Az Aspergillus nemzetség gazdasagilag nagy
jelentdséggel bir és tobb mint 300 ismert faj tartozik ide (Samson és mtsai.,
2014). Ezek a fajok azon gombak koz¢ tartoznak, amelyek a leggyakrabban
fordulnak el6 az ember kornyezetében. Megtalalhatok a talajban,
takarmanynovényeken, kiilonb6z6 élelmiszeripari termékeken, a porban, vagy
akar a bomlo szerves anyagokban is. Szamos olyan fajuk létezik — koztiik
patogén fajok is — amelyek nem igényelnek specialis tenyésztési
koriilményeket, a novekedésiikhoz minimalisan sziikséges anyagok mellett is
képesek életben maradni. Szamos szerves komponens (pl.: cukrok, zsirsavak,
fehérjék, celluldz) lebontasaban jatszanak szerepet (Fogarty, 1994).

Az Aspergillus nemzetség sok faja iparilag kiemelked6 jelentdsége miatt
kutatott. Az A. oryzaet és az A. nigert a celluldz, amilaz, proteaz, lipaz és
pektinaz enzim termelésiik teszi a leginkabb vizsgalt fajokka a nemzetségen
beliil (Fogarty, 1994; Geiser és LoBuglio, 2001). Az A. niger glitkuronsav ¢és
citromsav termelése miatt jelentds ipari faj. Az A. oryzae, az A. soyae és az
A. tamari gombakat mar mintegy 2000 éve hasznaljak élelmiszeripari
folyamatokban (Fogarty, 1994; Geiser és LoBuglio, 2001).

Az A. nidulans a molekularis biologiai kutatdsokban széles korben
alkalmazott modellorganizmus. Kozeli rokon faja az ipari szempontbol
kiemelkedd jelent6ségii A. niger és A. oryzae fajoknak, illetve az

egészségiigyi szempontbol fontos human patogén A.  fumigatusnak.
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Laboratoriumi koriilmények kozott konnyen tenyészthetd szilard vagy
folyékony tapkozegben, emellett ivaros, ivartalan ¢és paraszexualis
¢letciklussal is rendelkezik (Pontecorvo és mtsai., 1953).

Az A. nidulans penicillin bioszintézis itvonala hasonl6 a Penicillium
chrysogenum fonalas gombaéhoz, illetve az A. flavus és az A. parasiticus
aflatoxin bioszintézis utvonalanak legtobb Iépése is fellelhetd az A.
nidulansban (Brakhage és mtsai., 2004; Bok és mtsai., 2006). Ebben a fajban
az aflatoxin bioszintézis utvonal végterméke a szterigmatocisztin, melynek a
szerkezete hasonld az aflatoxin Bi-¢hez, amely egy veszélyes karcigonén
vegylilet, ez alapjan az A. nidulans fontos modellorganizmus ezeknek a
szekunder metabolit utvonalaknak és szabalyozasuknak a kutatasaban (Barnes
¢s mtsai., 1994).

Mara mar a teljes genomszekvenciaja ismert; elséként az A. fumigatus,
az A. oryzae és az A. nidulans genomszekvenciai valtak elérhetévé 2005-ben
(Galagan és mtsai., 2005; Machida és mtsai., 2005; Nierman és mtsai., 2005).
Wortman és munkatarsai 8 ismert Aspergillus faj (A.nidulans, A. flavus, A.
terreus, A. oryzae, A. clavatus, A. fumigatus, A. niger, Neosartorya fischeri)
mellett egy nemzetkdzi konzorcium keretében 10 Aspergillus faj genomjat
szekvenaltdk meg és annotalatadk (de Vries €s mtsai., 2017). Tovabba jelentds
mértékben elérehaladott a teljes Aspergillus nemzetség Gsszehasonlitd
genomikai analizise (Vesth és mtsai., 2018; Kjaerbelling és mtsai., 2019,
2020).

2.2 A Kiilonb6z6 mikrobak ozmoadaptacidja

Minddssze néhany olyan faj 1étezik, amely nagy ozmotikus nyomas
mellett képes szaporodni, s6t ezt igénylik is. Ezeket a hipertonias kdzegben

kivaldan novekvo és szaporodo élesztd és penészgomba fajokat ozmofileknek
7



crer

cukoroldatokat igényelnek és 0,85 vizaktivitas (aw) érték mellett vagy alatt
novekednek optimalisan (Ventosa és mtsai., 1998). Tovabba, olyan fizioldgiai
mechanizmusokat fejlesztettek ki, amelyek lehetové teszik, hogy a biokémiai
¢és élettani folyamataik nagy ozmotikus nyomasu koriilmények kozott is
normalisan miikodjenek. llyen mikroba példaul a Xeromyces bisporus, amely
eléfordul mézben, szirupokban és szaritott gyliimolcsokben (Hocking, 1993).
A halofil kifejezést a baktériumoknak egy olyan csoportjara alkalmazzak,
1968). Halofil fajok példaul a Polypaecilum pisce vagy a Basipetospora
halophila (Hocking, 1993).

A kiilonboz6 mikrobak csoportjai eltérd stratégiakat alkalmaznak a
tulélés és a csokkent vizaktivitds melletti novekedés fenntartasa érdekében, de
mindegyik stratégia egy kozos elven alapszik. Ez pedig bizonyos ozmolitok
intracellularis akkumulacioja, amely fenntartja az egyensulyt a sejten beliili aw
és a kiils6 aw kozott, igy megakadalyozva a viz kidramlasat a sejtbol. Ezeknek
az oldott anyagoknak nagy koncentracioban kell akkumulalodniuk Kis aw
értéknél, de nem gatolhatjak a sejtek normalis funkcidit. Brown és Simpson
ezeket a vegylileteket ,,kompatibilis oldott anyagok”-ként (,,compatible
solutes”) irtak le (Brown és Simpson, 1972).

A gombakban a f6 kompatibilis oldott anyagok altalaban poliolok, ezen
beliil pedig a glicerin, a mannit, az arabit és az eritrit (2. abra), amelyeket a
belsé ozmotikus egyensuly fenntartasa érdekében termelnek (Breuer és Harms,
2006). Ezek az anyagok a sejtek normal miikodését, igy példaul az enzimek
aktivitasat nem befolyasoljak még nagyobb koncentracioban sem (Yancey €s
mtsai., 1982).
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2. abra A gombakban leggyakrabban el6forduld poliolok szerkezeti képlete
(forras: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Megfigyelték, hogy az ozmotolerans, halotolerans, valamint
xerotolerans Debaryomyces hansenii élesztében a tapkozeg sotartalmanak a
novekedésével egyidejiileg glicerin akkumulalodik a sejtekben. A glicerin a
novekedési fazisban, az arabit pedig a stacioner fazisban termelédik a D.
hansenii sejtekben (Nobre és Costa, 1985). Larsson és Gustafsson ezek alapjan
megallapitottak, hogy ez az éleszté képes szabalyozni a poliol metabolizmusat
a novekedés optimalizalasa érdekében (Larsson és Gustafsson, 1987).
Ezenfelil a D. hansenii képes kizarni a natriumiont és akkumulalni a
kaliumiont, ugy, hogy a belsé K™:Na" arany sokkal nagyobb legyen, mint a
tapkozegé. Ebben a fajban egy P tipust H*-ATP4az — amely hasonld a S.
cerevisiae PMALl génje altal kodolt ATPazhoz — energiaval tolti fel a

plazmamembrant, igy transzmembran potencialt és pH gradienst hoz 1étre, ez



a membranpotencial pedig a Na* vagy a K™ felvételének a hajtoereje egy vagy
tobb uniporteren keresztiil (Serrano, 1980; Breuer és Harms, 2006). A Na* egy
masik, P-tipusi ATPazon keresztiil pumpalhaté ki, amely hasonlé az ENAL
gén altal kodolt S. cerevisie ATP-azhoz (Almagro és mtsai., 2001). Tovabba
lIétezik a D. hanseniiben egy a S. cerevisiae NHAL génje altal kodolt
transzporterhez hasonlé kation/H* antiporter (Bafiuelos és mtsai., 1998;
Thomé-Ortiz és mtsai., 1998; Rodriguez-Navarro, 2000).

A nagy sO és/vagy cukor koncentracioji oldatokat kedveld
Zygosaccharomyces rouxii éleszté két plazmamembran szimporteren (Stll,
Stl2) keresztiil veszi fel a glicerint. Igy jarul hozza a sejtek hiper- és
hipoozmotikus stressz tolerancidjahoz és az intracellularis pH homeosztazis
fenntartdsahoz stresszmentes koriilmények kozott (Duskova és mtsai., 2015).

A fonalas gombak esetében is nagy szerepe van a glicerinnek az aw
egyensuly fenntartasaban, példaul néhany Penicillium faj, Aspergillus faj, vagy
a X. bisporus, tovabba a Wallemia sebi esetében is. A glicerin a novekedés
korai szakaszaban akkumulalodik, viszont a késObbi szakaszokban
elhasznalodik, példaul a konidiumtermelés alatt, kiilonésen akkor, ha a
tenyészeteket korlatozott energiaforras mellett, magas sétartalmu taptalajon

tenyésztik (Hocking, 1993).

2.3 A HOG 1tvonal legfontosabb szabalyozé elemei élesztokben és az A.

nidulans fonalas gombaban

A HOG utvonal (,,High Osmolarity Glycerol Pathway”) egy élesztékben
jol ismert szignalizacios MAPK (mitogén aktivalt protein kindz) utvonal,
amely kiilonboz6 stressz szignalokat tovabbit. A S. cerevisiaeben a Hogl
MAPK kozponti szerepet jatszik ebben a jelatviteli rendszerben, ahol két
utvonalon keresztiil aktivalodhat: az Slnl ozmoszenzor gatlasa és/vagy a Shol

ozmoszenzor aktivalasa révén (3. abra) (Saito és Posas, 2012).
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Az SInl egy transzmembran hisztidin kinaz, amely normal koriilmények
kozott aktiv, viszont a megndvekedett ozmotikus nyomds hatasara
inaktivalodik (Maeda és mtsai., 1994; Fassler és West, 2010). Ekkor
aktivalodnak az Ssk2 és az Ssk22 MAPKKK-0k és ennek eredményeként
aktivalodik a Pbs2 is (Maeda és mtsai., 1995; Saito és Posas, 2012). Végiil az
aktivalt Pbs2 foszforilalja a Hogl-et (Tatebayashi és mtsai., 2003). Az
ozmotikus nyomas csdkkenésének hatasara az Slnl aktival hisztidin tartalma
foszfotranszfer fehérjét, az Ypdl-et, amely foszforilalja az Sskl és az Skn7
fehérjék aszpartat fogadé doménjét, igy aktivalodik az Skn7 €s inaktivalodik
az Sskl. Ennek eredményeként hipoozmotikus stressz hatasara az Skn7
aktivalodik, mig hiperozmotikus koriilmények kozott az Sskl (Saito és Posas,
2012). Az Skn7 oxidativ stresszvalasz elemeket is indukal, viszont ez a
folyamat fliggetlen az SInl altali foszforilaciojatol (Morgan és mtsai., 1997;

He és mtsai., 2009, 7).
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3. abra A S. cerevisiae HOG tutvonal (Saito ¢és Posas, 2012)

A masik szignalizacids utvonal, amelyen keresztiil aktivalodhat a Hogl,
az a HOG utvonal Shol aga. A Shol egy ozmoszenzor transzmembran fehérje
foszforilalja a Stell MAPKKK-t, amely szintén aktivalja a Pbs2-t és igy
aktivaldédik a Hogl (Posas és Saito, 1997).

A Hogl stresszmentes koriilmények kozott a citoplazmaban talalhato,
viszont ozmotikus stressz hatasara foszforilalodik, majd a sejtmagba jut, mely
folyamathoz a Gspl kis GTP-kotd fehérje, illetve az Nmd5 (importin-f3
homolog) sziikségesek (Ferrigno és mtsai., 1998). A Hogl szerepe a
hiperozmotikus stressz szabalyozasaban tobbrétii; hiszen a citoplazméaban és a
sejtmagban is bekdvetkezd valtozdsokat indukdl. A citoplazméban

szabalyozza az ion fluxust, a glicerin transzportot ¢s a metabolikus enzimeket,

12



ezenfeliil koordindlja a fehérje transzlaciot is. A sejtmagban szabalyozza a
sejtciklus progressziot, valamint a génexpressziot is.
A kovetkez6 elemek allnak Hogl szabalyozas alatt:
- A Pfk2 (6-foszfofrukto-2-kinaz), amely szabalyozza a glikolizis
kulcsaktivatoranak, a frukt6z-2,6-biszfoszfatnak a szintjét (Dihazi és mtsai.,
2004).
- Az Fpsl glicerincsatorna transzport kapacitasat és fehérje stabilitasat
befolyasolja (Thorsen és mtsai., 2006; Mollapour és Piper, 2007; Beese és
mtsai., 2009).
- A Tokl K'-csatorna és az Nhal Na'/H"-antiport membranfehérjék
foszforilacigjat indukalja (Proft és Struhl, 2004). Ozmotikus stressz hatasara a
passziv vizkidramlas miatt a sejtekben né az intracellularis Na* koncentracio,
amely a kromatinfehérjék disszociaciojat idézi el6. Az Nhal és a Tok] is részt
vesznek az intracellularis ionkoncentracid stabilizalasdban (Saito és Posas,
2012).
- Az mRNS biogenezis elemeit is szabdlyozza, példaul a transzkripcid
iniciacids vagy elongacids komplexeket; a Hogl az RSC kromatin 4tformalo
komplexhez kapcsolodik ozmotikus stressz alatt, és ez a komplex gy alakitja
at a nukleoszomat, hogy a DNS hozzaférhetd legyen a transzkripcios faktorok
szamara (Mas és mtsai., 2009). Tovabba a Hog1 transzlaciéra gyakorolt hatasat
az Rck2 kinaz kozvetiti, mely befolyasolhatja a transzlaciot, Ggy, hogy
kozvetleniil szabalyozza az EF-2 elongacios faktort, de az sincsen kizarva,
hogy az iniciacios faktorokra is van hatasa (Teige €s mtsai., 2001).
- Transzkripcids faktorokat szabalyoz, ilyenek példaul a Hotl, az Smpl, az
Msnl, az Msn2, az Msn4 aktivatorok, valamint a Shol represszor (de Nadal és
Posas, 2007).
- A sejtciklus szabalyozasaban részt vevo Cln és a Clb ciklinek transzkripcidjat
gatolja, valamint a Sicl ciklin-dependens kinaz inhibitort foszforilalja, ezaltal
13



stabilizalja az ubiquitinacio és degradacid elkeriilése végett. Ezen folyamat
eredményeképpen a sejtciklus Gi fazisabol az S fazisba vald atlépés
késleltetddik (Escoté és mtsai., 2004; Clotet és Posas, 2007; Zapater és mtsai.,
2007; Adrover és mtsai., 2011).

A Schizosaccharomyces pombe hasado élesztében a Hogl funkcionalis
ortolog a Styl/Spcl MAPK, amelyet a hiperozmotikus stressz aktival (Gasch,
2007), és amely az Atfl aktivalodasan keresztiil indukalja a stresszvalasz
géneket (Shiozaki és Russell, 1995; Gasch, 2007). Miskei ¢és munkatarsai
(2009) azonositottak az ozmotikus és oxidativ stresszvalaszban kézremitk6do
HOG MAPK szignalizacios Gtvonal tagjait Aspergillus fajokban:

A S. pombe Atfl ortolog A. nidulansban az AtfA, amelynek a legfébb
szerepe az ozmotikus és oxidativ stresszvalasz gének szabalyozasa (Balazs és
mtsai., 2010).

A Sty1 ortologja A. nidulansban a HogA (SakA), mely az Ssk1 ortolog,
az SskA ozmotikus (Han és Prade, 2002; Furukawa és mtsai., 2005), illetve
oxidativ (Kawasaki és mtsai., 2002; Hagiwara és mtsai., 2007) stresszre
aktivalodik. A sakA nullmutans ozmotikus stresszre nem mutatott jelentds
érzékenységet, ami azt jelzi, hogy az A. nidulans ozmoregulacidja jelentdsen
kiilonbozik a S. cerevisiae éleszt6étol. Jaimes-Arroyo és munkatarsai leirtak,
hogy A. nidulanshan a SakA az SrkA-val egyiitt az oxidativ és az altalanos
stresszvalasz egy olyan jelatviteli utvonalanak részét képezik, amely szerepet
jatszik a sejtciklus szabalyozasaban, a DNS-karosodési valaszreakcidban, az
mRNS ¢és fehérje szintézisének a stabilitdsdban, valamint az energia
metabolizmus €s a mitokondrialis funkciok szabalyozasaban (Jaimes-Arroyo
¢s mtsai., 2015). Az A. nidulansban talalhaté egy masik Hogl ortolog is, az
MpkC, amely nincs jelen élesztdkben. A SakA és az MpkC az A. nidulansban
szabalyozzék a sejtfalintegritast, a konidiumok oxidativstressz-rezisztencidjat,
valamint az aszexualis fejlddést. Tovabba megfigyelték, hogy az oxidativ és
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crcr

konidiumokban, mind a hifdkban. Az MpkC ¢és a SakA foszforilacidjahoz
szikkség van a PbsB MAPKK-ra, amely a SakA-val egyiitt szabalyozza a
sporak életképességét (Garrido-Bazan és mtsai., 2018).

Az A. nidulans SrrA valaszregulator fehérje (a S. cerevisiae Skn7
ortologja) részt vesz mind az ozmotikus, mind az oxidativ Stressz
rezisztenciaban. Az SrrA ortolog hasado élesztében a Prrl fehérje (Hagiwara
¢és mtsai., 2007; Vargas-Pérez és mtsai., 2007).

A S. cerevisiae Yapl ortolog az A. nidulans NapA bZIP-tipusu
transzkripcios faktor, valamint a S. Pombe Papl, amely az Atfl transzkripcios
faktorral egyiitt oxidativ stresszvalasz gének (gpx1, cttl) indukaldodasaért
felelések (Yamada és mtsai., 1999; Nakagawa és mtsai., 2000). A S. pombe
hasado élesztében a Styl protein kindz az Atfl transzkripcios faktorral
iranyitja a gomba kozponti kornyezeti stresszvalaszat (CESR — ,.core
environmental stress response”) (Chen és mtsai., 2003).

Az SInl ortolég a TcsB hisztidin kinaz az A. nidulansban, melynek a
géndeléciés mutansa nem volt érzékeny ozmotikus stresszre (Furukawa és
mtsai., 2005), feltehet6en az A. nidulans genomjaban 1év6, mas hisztidin kinaz
gének funkcidjanak a redundanciaja miatt (Vargas-Pérez és mtsai., 2007;
Suzuki és mtsai., 2008).

Az A. nidulanshan az SskA (Ssk1 ortolog) szabalyozza a
konidiosporak stressztolerancidjaban szerepet jatszo gének expressziojat, ezen
beliil szamos glicerin és trehal6z metabolizmusban szerepet jatszé gént is (a
gfdA és a gfdB géneket, a glicerin dehidrogenazt: gldB, a trehaloz-6-foszfat
szintetazt: tpsA, a trehal6z-6-foszfat foszfatazt: orlA) (Fillinger és mtsai., 2001;
Han ¢és Prade, 2002; Furukawa ¢és mtsai., 2007).

Az élesztOkben ¢és a fonalas gombakban a HOG tutvonal aktivalodasaval
létrejott ozmoregulacido eredménye az olyan ozmolitok bioszintézise és
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akkumulacioja, mint a prolin, a trehaloz, vagy a glicerin. Ezek az anyagok
fenntartjak az ozmotikus nyomast és megakadalyozzak a vizvesztést (Duran és
mtsai., 2010).

2.4 A poliolok bioszintézise és jelentosége

A fonalas gombakban a glicerin az egyik legjelentésebb poliol.
Megfigyelték, hogy a glicerintermelés az egyike a korai metabolikus
folyamatoknak a konidiumok csirazasakor (van Schaftingen és van Laere,
1985; Witteveen és Visser, 1995; d’Enfert és Fontaine, 1997). A S. cereviaeben
az intracellularis glicerin valtozasat részben a plazmamembran Fpsl glicerin
transzporter szabalyozza (Luyten és mtsai., 1995; Sutherland és mtsai., 1997,
Tamas és mtsai.,, 1999). Az Fpsl csatorna bezarddik a kiilsé ozmolaritas
novekedése kovetkeztében, mig az ozmolaritds csokkenésével kinyilik (Tamas
¢s mtsai., 1999). Jelentds szerepe van a hipoozmotikus stressznek kitett sejtek
tulélésében, illetve a turgor nyomas szabalyozasaban az ¢lesztdsejtek fuzidja
alatt (Luyten és mtsai., 1995; Philips és Herskowitz, 1997; Tamas és mtsai.,
1999). Az ozmolaritasban bekovetkezett valtozas szabalyozasaban részt vevo
Fpsl részben a Hogl MAPK utvonal kontrollja alatt all. A Hogl jelatviteli
utvonal hiperozmotikus stresszre aktivalodik, igy szabalyozza a glicerin
szintézisét, esetleg gatlasat az Fpsl1 csatornan keresztiil (Tamas és mtsai., 1999;
Hohmann, 2002; Hohmann és mtsai., 2007).

A glicerin katabolizmus utvonala A. nidulansban egy glicerin felvevo
rendszerbdl, egy glicerin kinazbol és mitokondrialis FAD-dependens glicerin-
3-foszfat dehidrogenazokbol all (Visser és mtsai., 1988; Arst és mtsai., 1990;

Witteveen és mtsai., 1990; Hondmann és mtsai., 1991).
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1. tablazat A glicerin metabolizmusban érintett gének az A. nidulans fonalas

gombdban.
Gén (Feltételezett) :
azonosito géntermék Referencia
Creaser és mtsai., 1985; Gwynne és
alkohol dehidrogenaz mtsai., 1987; Waring és mtsai., 1989;
AN8979 & &
(AlcA) David és mtsai., 2006, 2008;
Wartenberg és mtsai., 2012
alkohol dehidrogendz Il | Hunter és mtsai., 1996; David és mtsai.,
AN3741
(AlcB) 2008
. , McKnight és mtsai., 1985; Jones ¢és
AN22ge | “kohol ceicroeendz Il | sealy-Lewis, 1990; Kelly & misai.,
1990; David és mtsai., 2008
feltételezett NAD*-fiiggd - . . ) 1
ANO351 glicerin-3-foszfit Fillinger es misai., 3001; David es
dehidrogenaz (GfdA) B
feltételezett NAD*-fiiggd 1 . Nl A .
AN6792 glicerin-3-foszfat David és mtsai., 2206)55é Miskei és mtsai.,
dehidrogenaz (GfdB)
, . , de Vries és mtsai., 2003; David és
ANs5e3 | feltételezett dehidrogendz | o 5006, 2008; Savoldi és mtsai.,
(GldB) 2008
AN1216 feltételezett glicerin-3- David és mtsai., 2008; Miskei és mtsai.,
foszfat foszfataz (GppA) 2009
feltételezett NADPH- David és mtsai., 2006, 2008; Savoldi és
AN7193 fiiggd glicerin mtsai., 2008; Kowalczyk és mtsai.,
dehidrogenaz (LarA) 2015
ANQ0034 | feltételezett glicerin kindz David és mtsai., 2006, 2008
ANpse7 | felictelezett alkohol David & mtsai., 2008
feltételezett FAD-fiiggé | David és mtsai., 2006, 2008; Savoldi és
AN1396 glicerin-3-foszfat mtsai., 2008; Wartenberg és mtsai.,
dehidrogenaz 2012
AN1679 feltételezett David és mtsai., 2008
oxidoreduktaz
AN1868 feltételezett glicerin Hortschansky és mtsai., 2007; David és
dehidrogenaz mtsai., 2008
AN3916 | feltételezett glicerin kindz David és mtsai., 2008
AN4829 feltételezett reduktaz David és mtsai., 2008
AN5178 feltgfﬁfgﬁ)“ggggfrm David és mtsai., 2008
. ..., | Arstés mtsai., 1990; Clutterbuck, 1994;
AN5589 | feltételezett glicerin kinaz David és mtsai., 2006, 2008
AN7632 | feltételezett dehidrogenaz David és mtsai., 2008
feltételezett dehidrogenaz de Vries és mtsai., 2003; David és
AN5563 g mtsai., 2006, 2008; Savoldi és mtsai.,
(GldB) 2008
ANS589 | feltételezett glicerin kinaz | TSt €8 misai., 1990; Clutterbuck, 1994;

David és mtsai., 2006, 2008
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A dihidroxiaceton és a D-glicerinaldehid metabolizmus szorosan
Osszefiigg a glicerin metabolizmusaval. A dihidroxiaceton egy glicerin
dehidrogenaz segitségével konvertalodik glicerinné. Ezt a glicerin
dehidrogenazt mar jellemezték az A. nidulans és az A. niger fonalas
gombakban (1. tablazat). Ugyanez az enzim alakitja at a p-glicerinaldehidet
glicerinné (Schuurink és mtsai., 1990).

A nagy sokoncentracidhoz adaptalodott sejtekben azt figyelték meg,
hogy a NADP*-dependens glicerin dehidrogenaz indukalddott, ami arra utal,
hogy a glicerin bioszintézis f6 utvonala a hiperozmotikus stressznek Kitett
kornyezetben a dihidroxiaceton-foszfat dihidroxiacetonna torténd atalakitasa,
majd ezt kovetden glicerinné torténd redukcidja (Redkar és mtsai., 1995).

A glicerin mellett a mannit a legszélesebb korben ismert poliol a
gombakban, hiszen megtalalhaté a sporakban és a gombamicéliumban is
(Solomon és mtsai., 2007).

A gombakban a mannit bioszintézisét Hult és Gatenbeck irtak le,
melyben a mannit két metabolikus Gtvonalon szintetizalédhat; fruktozon vagy
mannit-1-foszfaton keresztiil (Hult és Gatenbeck, 1978) (4. abra). Szamos
tanulmanyban ko6zolték, hogy a mannit szintézise elsdsorban a fruktoz-6-
foszfat redukcidjaval megy végbe a NADH-dependens mannit-1-foszfat
dehidrogenaz enzim segitségével (Ruijter és mtsai., 2003; Solomon és mtsai.,
2007; Véléz és mtsai., 2007). Ez egy reverzibilis reakcid; a mannit-1-foszfat
mannitta defoszforilalédik a mannit-1-foszfat foszfataz enzimmel, illetve a
frukt6z-6-foszfat fruktozza alakul a fruktoz-6-foszfat foszfataz altal. Végiil a
frukt6z mannitta redukalodik a NADPH-fiiggé mannit dehidrogenaz enzimmel
(Wyatt és mtsai., 2014) (4. abra). Az A. nigerben az mpdA (mannit-1-foszfat
dehidrogenazt kodolja) csak a vegetativ micéliumban, mig az mtdA (mannit
dehidrogenazt kodolja) kizarolag a konidiosporakban expresszalodik (Aguilar-
Osorio ¢s mtsai., 2010). Az mpdA delécidja csokkentette a konidiumokban a
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mannit koncentracidjat, viszont novelte a trehalozét, a géndelécids torzs
konidiosporai pedig fokozott stresszérzékenységet mutattak (Ruijter €s mtsai.,
2003). Elkészitették a Beauveria bassiana gomba Bbmpd (mpdA ortolog)
géndelécios torzsét, amely konidiosporai érzékenynek mutatkoztak UV-,

hidrogén-peroxid- és hdstresszre (Wang és mtsai., 2012).

- Trehaléz
Al
Trehl6z-6-foszfat

NADPH Gliik6z 5
() Fruktéz ATP l 8
1 \/ Glitk6z-6-foszfat Pentdz-foszfat it “UDP-glikéz
_ 4
Mannit I 9
2 " / .
/ Mannit-1-foszfat - Frukt6z-6-foszfat
P1 ATP

NADH l<

Fruktoz-1.6-biszfoszfat

i

2
Glicerinaldehid-3-foszfat (1—°> Dihidroxiaceton-foszfat ~ €= Dihidroxiaceton

! N A

Glikolizis Glicerin
1: Mannit dehidrogenaz 5: Trehaloz-6-foszfat szintaz 9: Foszoglikoz-izomeraz
2: Mannit- 1 -foszfataz 6: Trehaloz-6-foszfat foszfataz 10: Foszfofruktokinaz
3: Mannit- 1-foszfat dehidrogenaz 7: Trehalaz 11: Aldolaz
4: Fruktokinaz 8: Glitkokinaz 12: Triézfoszfat-izomeraz

13: Glicerin dehidrogenaz
4. abra Szénhidratok atalakulasa és mannit metabolikus utvonalak gombakban
(Meena ¢€s mtsai., 2015).
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A polioloknak kiilonboz6 élettani szerepeik vannak élesztékben és
fonalas gombakban:

- Ozmoregulacié: Szamos élesztében és fonalas gombaban a glicerin az

els6dleges ozmolit; példaul a S. cerevisiae élesztOben szerepet jatszik az
ozmotikus egyensuly fenntartasaban (Shen és mtsai., 1999).

A Kukorica szarkorhadasat okozo Giberella zeae gomba glicerint,
eritritet, arabitot és mannitot termel, foként amikor szaraz kornyezetnek van
kitéve (Ramirez és mtsai., 2004).

- Reaktiv részecskék eliminalasa: A mannitnak jelents Szerepe van a

reaktiv részecskékkel szembeni védelemben. Korabbi tanulmanyok mar in vivo
¢és In vitro is igazoltak, hogy a mannit gyokfogd molekulaként eliminalja a
reaktiv részecskéket, de ennek a pontos mechanizmusa még nem ismert
(Smirnoff és Cumbes, 1989; Chaturvedi és mtsai., 1997; Hema és mitsai.,
2014). A hidroxilgyokokkel valo reakcioknak harom f6 tipusa van: a hidrogén
absztrakcio (hidrogénelvonas), az addicio és az elektron transzfer (Halliwell és
Gutteridge, 1995). A hidrogénelvonas folyaman egy gyok elvon egy
hirdogénatomot egy molekularol és ennek eredményeként egy 1j molekulat és
gyokot képez (Lai és mitsai., 2012). A hidroxilgyokok mannittal valo
hidrogénelvonasa révén viz keletkezik és parositatlan elektront képez az egyik
C atomon (altalaban C1 vagy C6) és egy olyan mannitgyokot hoz 1étre, amely
a tiobarbitursavval képes reagalni. Oxigén jelenlétében pedig ez a mannitgyok
mannitta alakul (Franzini és mtsai., 1994). Tovabba a mannitgyok
diszproporcion is keresztiilmehet, melynek végeredményeképpen ketonok
jonnek létre, vagy dimerizalédik (Moore és Devadatham, 1979).

A paradicsom patogén Cladosporium fulvum gomba példaul mannitot
termel a gazdanovény fertézésekor. Kimutattdk a mannitot a fert6zott
paradicsom levelek intracelluaris folyadékaban. Ugyanakkor avirulens fajok
esetében nem detektaltak mannit termelést (Joosten és mtsai., 1990). A parazita
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C. fulvum gomba gliikkoz és fruktdz metabolizalasaval szintetizal mannitot,
majd a sporulacidhoz hasznalja fel (Joosten és mtsai., 1990). Mivel a mannit
inaktiv médon az apoplasztba jut, ennek is lehet szerepe a szabad gyokok és
reaktiv oxigén gyokok semlegesitésében.

- Tartalék tidpanyagok: A poliolok raktarozott tapanyagként is

hasznosulnak a gombakban. A mannit visszaaramoltathaté a metabolizmusba
a f6 katabolikus enzim, a mannit dehidrogendz segitségével, melynek
eredményeként frukt6zza oxidalodik (Hult és mtsai., 1980). Tovabba Dulermo
¢s munkatarsai kimutattdk a Botrytis cinerea sziirkerothadast okozo
penészgombaban, hogy 1étezik egy mannit foszforilacios titvonal, amelyben a
mannit képes visszaalakulni mannit-1-foszfatta (Dulermo és mtsai., 2010). A
mannit a fonalas gombak kiilonb6z6 részeiben fordulhat e¢l6. A Penicillium
chrysogenum konidiosporaiban glicerint, eritritet, arabitot, mannitot és
trehalozt mértek (Ballio és mtsai., 1964). Tovabba bizonyos fajokban a mannit
a szklerociumban koncentralodhat, tigy, mint a Sclerotinia sclerotiorum, a S.
curreyana, a Claviceps purpurea, vagy a C. nigricans fajok esetében (Cooke,
1969). Szamos példa van arra, hogy a mannit a konidiosporakban lelhet6 fel,
ilyen fajok az A. nidulans, az A. oryzae, az A. clavatus, a Neurospora crassa,
a N. sitophila, és a Myrothecium verrucaria (Lewis és Smith, 1967; Karacsony
¢és mtsai., 2014).

- pH szabalyozasa: A poliolok részt vehetnek a gombak pH

szabalyazasaban is. A poliolok redukcidjuk vagy oxidaciojuk révén protonokat
vehetnek fel vagy protonforrasként szolgalhatnak, igy részt vehetnek a
citoplazmatikus pH szabalyozasaban (Jennings, 1984).

Nguyen és munkatarsai kidolgoztak egy elméletet, miszerint a
Staphylococcus aureus baktérium mannit-1-foszfat dehidrogenaz enzimének a
mikodése fiigg az intracellularis pH-tdl és a sokoncentraciotol. Kis pH vagy
nagy sokoncentraci6 mellett a mannit bioszintézise a mannit-1-foszfat
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utvonalon megy végbe, amely vizbearamlast okoz. Ezzel ellentétben a nagy
pH vagy a kis sokoncentracio eredménye a mannit katabolizmusa és a
vizkiaramlas. Ezek alapjan elmondhato, hogy baktériumokban Gsszefliggés
van az intracellularis pH, a séstressz, valamint a mannit metabolizmus mannit-
1-foszfat dehidrogenaz enzimmel valo6 szabalyozasa kozott (Nguyen és mtsai.,
2019).

- Morfogenezis és konidiumtermelés: Mannit sziikséges a Septoria

nodorum vegetativ sporulaciojakor in planta, valamint in vitro (Solomon és
mtsai., 2006, 2007). A mannitot metabolizalni képtelen mutans torzseket
mannit nélkili taptalajon tenyésztették és azt talaltak, hogy az aszexualis
sporulacid gatolva volt.

Emellett Wyatt és munkatarsai (2014) kimutattdk, hogy a mannit
létfontossagi  elem az aszkosporak fejlodése és a konidiosporak
stresszrezisztenciaja szempontjabol, a héstressznek, illetve oxidativ stressznek

kitett N. fischeri esetében.
2.5 A felhasznalt stresszorok biolégiai hatasai

Hiperozmotikus stresszt szorbittal és NaCl-dal idéztiink eld. Ezen
vegyliletek jelenlétében a sejtek vizet veszitenek és dsszezsugorodnak, mely
folyamat befolyasolja a membranra haté turgor nyomast €s a membranhoz
kotott transzport folyamatokat is. A turgor nyomasban keletkezett zavar
megvaltoztatja ~ bizonyos  plazmamembran  fehérjék, példaul a
mechanoszenzitiv  csatorndk  mukodését. A vizvesztés pedig a
fehérjeszintézisben okozhat letalis karokat (Tamas és mtsai., 2000).

Az oxidativ stressz kivaltasahoz tBOOH-t, hidrogén-peroxidot,
diamidot, valamint MSB-t hasznaltunk. A tBOOH lipid peroxidaciot okoz a
biologiai membranokban (Greenley ¢és Davies, 1992), valamint képes

reakcioba 1épni a GSH-val a GSH-peroxidazon keresztiil, ennek a folyamatnak
22



az eredményeképpen jon létre a GSSG. A GSSG a GSH visszaredukalasaban
vesz részt a GSSG reduktizzal, mik6zben NADPH-t hasznal el. A GSH
elhasznalasa és a NADPH oxidacioja dsszefiiggésben 4all a Ca?* homeosztazis
felborulasaval, ez pedig a sejtek életképességének a csokkenéséhez vezet
(Bellomo ¢és mtsai., 1982). Tovabba a tBOOH vasfliiggd reakcidkkal
szabadgyokokké alakul, igy idézi el6 a lipidek peroxidacidjat (Rush és Alberts,
1986). A H20: noveli az intracellularis peroxid koncentraciot, valamint
felboritja a GSH/GSSG egyensulyt. A H202-dal valo reakciok f6 forrasai a
NADPH oxidazok (Nox), valamint a mitokondriumban lejatsz6d6 1égzési lanc.
A mitokondrialis 1€gzési lanc miikodése soran keletkezett szuperoxid gyok a
szuperoxid dizmutazok (SOD1, SOD2, SOD3) segitségével alakul H2O>-da
(Sies, 2017). A H20; a kéntartalmt aminosavak kozvetlen oxidaciojat okozza
(Pocsi és mtsai., 2005). A diamid szintén a GSH/GSSG egyensulyt zavarja
meg, mivel egy tiol-oxidalé agens, amely a GSH GSSG-vé torténd gyors
oxidaléasat idézi el6. Az MSB pedig GSH/GSSG egyensuly felboritasan ¢€s a
peroxid tartalom ndvelésén kiviil szuperoxid anion koncentraciojat is noveli,
amely reagal a 4Fe-4S fehérjékkel hidroxilgyokoket képezve. A menadion
befolyasolhatja kozvetleniil a GSH-t a glutation-S-transzferaz altal katalizalt
detoxifikalasi reakcion keresztiil (Toledano €és mtsai., 2003; Pocsi és mtsai.,
2004, 2005).

Kongovordst hasznaltunk a sejtfalintegritas-stressz eldidézéséhez. A
kong6vords festék szamos poliszachariddal képes kolcsonhatdsba 1épni,
kiilonosen magas az affinitasa a PB-gliikanokkal szemben (Wood, 1980).
Hidrogénkotésekkel kotddik a  glikdn lancokhoz, igy géatolja a

mikrofibrillumoknak az 0sszeszerelodését (Pancaldi és mtsai., 1984), tovabba
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gyengiti a sejtfalat a kitin lancok és a B-gliikdn kozotti kovalens kotések
megzavarasaval (Ram és Klis, 2006).

Nehézfémstressz ~ indukalasahoz ~ CdCl-ot  alkalmaztunk  a
kisérleteinkben. A kadmium nagy koncentracidban megzavarhat szamos
biokémiai folyamatot, példaul noveli a szabad gyok ¢és reaktiv oxigén gyok
koncentraciot, ezaltal modosithatja a gombak oxigén metabolizmusat (Avery,
2001). A kadmium (II) jelentésen gatolja a ndvekedési folyamatokat és
indukdlja a ciszteint tartalmazod peptidcsoportok ¢€s a metallotioninek

szintézisét (Hofgen és mtsai., 2001).
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3. Eredmények

3.1 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsek genotipusanak ellenérzése

3.1.1 Az A. nidulans gfdB gén deléciéjanak ellenérzése

crer

Az A. nidulans gfdB gén deléciojat Southern blot hibridizacidval
ellendriztiik. Egy DIG-oxigeninnel megjelolt probat (amely a gfdB gén
upstream 5’ végi szakaszahoz volt specifikus) hibridizaltattunk az Ndel
restrikcios enzimmel emésztett genomra (5. abra). Az enzim egyszer hasit az
altalunk bevitt kazettaba, de az eredeti genomi szakaszba nem, igy a
hibridizaciéval megallapitottuk, hogy a géndelécios kazetta egy kopiaban és jo

helyre épiilt be.

lkblétra K 1 3 4 6

DNS Pr()ba
vad szignal 6404 bp
>
1 6404
[ ANID 06792 |
< Ndel Ndel
delécios szignal 3376 bp
pd
i 41 3376 oo
] —’ <— l‘l
I AfupyrG y
Ndel
€ NdeI NdeI

crer

vizsgalata. Az 1l-es, a 3-as, a 4-es ¢és a 6-os klont valasztottuk a
vizsgalatainkhoz, mivel ezekbe a géndelécios kazetta egy kopiaban é€s jo helyre
épiilt be.
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3.1.2 A gfdB gén kopiaszamanak meghatarozasa az A. glaucus transzgén

torzsekben

Az A. glaucus g¢fdB transzgén torzsek tveggyonggyel feltart
micéliumabol genomi  DNS-t izolaltunk, majd meghataroztuk a
Aspgll 0039306 (A. nidulans y-glutamilcisztein-szintetaz ortolog) gént
hasznaltuk referenciagénként, ezutan pedig a kvantitativ PCR modszer
segitségével meghataroztuk az altalunk keresett gén (gfdB), illetve a
referenciagén kopiaszamat, melyet Herrera és munkatarsai (2009) leirasa

alapjan szamoltunk Ki (2. tablazat).

2. tablazat A gfdB gén kopiaszamanak meghatarozasa az A. glaucus ‘c gfdB1
¢s 'c gfdB2 transzgén torzsekben.

Torzsek gfdB R22 Aspgl1l_0039306 R? Kopiaszam
y =-6,76x + y =-6,01x +
’c gfdB1 1,00 0,99 1,01+0,14
39,54 36,99 °
y =-5,65x + y =-5,15x +
’c gfdB2 0,98 0,99 0,97+0,16
34,56 ° 31,61°

& determinacios egylitthatd
b regresszids egyenes egyenlete
Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az A. glaucus transzgén

torzsekben 1év6 gfdB gén egyetlen kopiaban van jelen.

3.1.3 A gfdB gén expresziéjanak vizsgalata az A. glaucus transzgén

torzseiben

A torzseket négy napig inkubaltuk 25 °C-on 2 M szorbit, illetve 2 M
szorbit + 0,4 mM tBOOH jelenlétében. Ezt kovetden a liofilizalt micéliumbol
RNS-t izolaltunk. Az RNS mintak harom, egymastdl fiiggetlen feliileti kultaras
tenyészetbdl szarmaztak. Ezt kovetéen RT-gPCR segitségével megvizsgaltuk

az A. glaucus mutans torzseiben a gfdB gén relativ expresszios szintjét.
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Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy mind a 'c gfdbl1, mind a ’c gfdB2
transzgén torzsben expresszalodik a gfdB gén. Tovabba a tBOOH kezelés nem
okozott szignifikans valtozast egyik torzs esetében sem a gfdB gén

expressziojaban (6. abra).

A B

'c gfdB1
m ‘c gfdB2

B vad tipus

Relativ expresszios szint (ACP)

6. abra A gfdB gén relativ expresszios szintje az A. glaucus ozmotikus és
oxidativ stressznek Kkitett kontroll, 'c gfdBl ¢és ’c gfdB2 torzseiben. A
transzkripcios szinteket megvizsgaltuk 2 M szorbittal (A), illetve 2 M
szorbittal + 0,4 mM tBOOH-val (B) kezelt tenyészetekben. Az abran 3
fiiggetlen mérés atlagat és szorasat tlintettiik fel. A relativ expresszios szintet a
ACP modszerrel szamoltuk ki. Referenciaként az A. fumigatus tifl gén
ortologjat (Aspgll_0030273) hasznaltuk. A ,,*” jel6lés a kontroll és a mutans
torzsek kozotti szignifikans kiilonbséget mutatja (Student-féle t teszt; * p<5 %,
** p<l % és *** p<0,1 %).
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3.2 Stresszérzékenység vizsgalatok

3.2.1 Az A. nidulans gfdB géndeléciés mutansok stresszérzékenység
vizsgalata

Az A. nidulans kontroll (THS30.3) és a AgfdB torzsek feliileti
kultirdinak megvizsgaltuk a stresszérzékenységét minimal taptalajon (AMM
— ,,Aspergillus Minimal Medium”) (7. abra, 3. tablazat). Ozmotikus stresszt
2 M szorbittal valtottunk ki, oxidativ stressz eldidézésére 0,8 mM tBOOH-t, 6
mM H203-t és 2 mM diamidot alkalmaztunk. Tovabba sejtfalintegritas-stressz
indukalasahoz 54 uM Kongovorost, nehézfémstressz eléidézéséhez pedig 0,3
mM CdCl-ot hasznaltunk. A térzseket 37 °C-on 5 napon keresztiil inkubaltuk.
Azt az eredményt kaptuk, hogy a AgfdB mutansok novekedése elmaradt
minimal taptalajon a kontolléhoz képest és jelentds oxidativstressz-
érzékenységet mutattak tBOOH, H20; és diamid jelenlétében is. Tovabba, a
géndelécios torzsek érzékenynek bizonyultak a sejtfalintegritas-stresszt
generalo kongovordsre is. Ugyanakkor szorbit és CdCl: jelenlétében nem volt

kiilonbség a kontroll és a mutansok novekedésében.
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AMM 2 M szorbit

AgfdB
KA1l

AgfdB
KA2

AgfdB
KA3

AgfdB
KA4

7. abra A THS30.3 (kontroll) és a AgfdB (KAL1-4) mutans torzsek
stresszérzékenységének vizsgalata. A friss sporakat (10°) pont inokulaltuk a
taptalajra, majd 37 °C-on, 5 napon keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket.
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3. tablazat Az A. nidulans kontroll (THS30.3) és a AgQfdB mutans torzsek (KA1-4) feliileti tenyészeteinek
stresszérzékenysége.

AMM 2 M szorbit 0,8 mM tBOOH 6 mM H,0O, 2 mM diamid 54 "M . 0,3 mM CdCl,
kongévoros
- - " 4,72+0.09%**
THS30.3 6.26+0.19 2.87+0.1%** 4,85+0.21*** 5.8+0.06** 2.5£00%** 2.98+0.19***
AgfdB 2.78+0.12*%** 0+00***### 0+00***### 0+00***### 1.79+0.12%**### 3.99+0.15***##H#
5.1£0.19444#
KA1
AgfdB 2.82+0.16*** 0+00***### 0+00***### 0.33+0.05***### 1.68+0.08***### 3.82+0.12***#H}
5.2+0.16###
KA2
AgfdB 2.84+0.09*** 0+00***### 0+00***### 0.5+00***### 1.78+0.12*%**##t# 3.92+0.08***#H}
5.5+0. 24
KA3
AgfdB 5.09+0.15### 2.79+0.15*** 0+00***### 0+00***### 0+00***### 1.77+0.05***### 3.85+0.16***##H#
KA4

* A kezeletlen és a kezelt (2 M szorbit, 0,8 mM tBOOH, 6 mM H202, 2 mM diamid, 54 uM kongovorss, 0,3 mM CdCly)
tenyészetek telepatmér6i (cm) kozotti szignifikans eltérést a Student-féle t-teszttel ellendriztikk (*** p<0,1 %).
# A kontroll és a mutans torzsek telepatmérdi (cm) kozotti szignifikans eltérést a Student-féle t-teszttel ellendriztiik (###

p<0,1 %).
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Megfigyeltiik a torzsek novekedését 25 °C-on is, 10 napos inkubaciot
kovetden. Ozmotikus stresszt 1 M NaCl-dal és 2 M szorbittal valtottunk ki,
sejtfalintegritas-stressz generald agensként 54 puM Kongdvordst, oxidativ
stresszorként pedig 0,8 mM tBOOH-t, 9 mM H202-t, 0,19 mM MSB-t,
valamint 1,5 mM diamidot hasznaltunk, tovabba nehézfémstresszt 0,3 mM
CdCly-dal valtottunk Ki. Azt talaltuk, hogy NaCl, szorbit, valamint diamid
mellett nem volt jelentds kiilonbség a torzsek novekedésében, a tobbi esetben
viszont szignifikans kiilonbségeket mértiink (8. abra, 4. kiegészité abra A-
Q).

54 uM 0,8 mM 0,19 mM 1,5mM 0,3mM
9 mM H:0: .
OVO MSB diamid CdCl.

8. abra A THS30.3 (kontroll) és a AgfdB mutans torzs stresszérzékenységének
vizsgalata. A friss sporakat (10°) pont inokulaltuk a taptalajra, majd 25 °C-on,
10 napon keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket.

A torzsek stresszérzékenységét megvizsgaltuk feliileti tenyészeteken
kiilonboz6 szénforrasok mellett (1 % glikoz, 1 % fruktoz, 1 % glicerin, 1 %
etanol) 0,8 mM tBOOH kezeléssel, illetve anélkiil. A torzseket 37 °C-on 5
napon keresztiil inkubaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy a AgfdB torzs
oxidativstressz-érzékenysége nem fokozodott sem 1 % fruktézon, sem 1 %
glicerinen. Tovabba a THS30.3 kontroll torzs novekedésében gliikkoz és
glicerin szénforrasokon nem volt szamottevo kiilonbség az oxidativ stresszor

jelenlétében (1. kiegészité abra A-D).
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Megvizsgaltuk a torzsek ozmotikusstressz-érzékenységét is kiillonbozo
szénforrasokon 1 M NaCl-dal, illetve 2 M szorbittal kiegészitett taptalajokon.
1 M NaCl mellett 1 % gliikozon a AgfdB géndelécios torzs a kontrolléhoz
hasonl6 novekedést mutatott, a kiilonbség nem volt szignifikans, ahogy a tobbi
szénforras mellett sem. Ha 6sszevetjiik ezt a stresszmentes koriilmények kozott
mutatott novekedéssel, a kontroll torzs novekedése nagyobb visszaesést mutat
1 M NaCl mellett, mint a mutansé. Az oxidativ stresszt okozo6 0,8 mM tBOOH
mellett nem novekedtek a torzsek (2. kiegészité abra). Amikor 2 M szorbit
mellett vizsgaltuk a torzseket, nem detektaltunk kiilonbséget a kontroll és a

AQfdB torzs novekedésében (3. kiegészitoé abra).

3.2.2 Az A. glaucus gfdB transzgén torzsek stresszérzékenységének
vizsgalata

Megvizsgaltuk az A. glaucus kontroll és a gfdB mutansok (’c gfdB1, 'c
gfdB2) stresszérzékenységét 2 M szorbittal kiegészitett minimal taptalajon.
Sejtfalintegritas-stresszt 54 pM Kkongovordssel, oxidativ stresszt 0,4 mM
tBOOH-val, 9 mM H:0-dal, 0,096 mM MSB-vel és 1,5 mM diamiddal,
tovabba nehézfémstresszt 0,1 mM CdCl>-dal valtottunk Ki. A tenyészeteket
25 °C-on 5 és 10 napon keresztiil inkubaltuk. Eredményként azt kaptuk 5 nap
inkubacié utan, hogy kongovorés és MSB stresszorokkal kiegészitett
taptalajon maradt el a kontroll névekedése a mutansokétol; az utobbinal is csak
a ’'c gfdB2 mutans esetében volt szignifikans a kiilonbség (9. abra, 5.
kiegészité abra A-D). Azt tapasztaltuk, hogy szignifikansan nagyobb volt a
mutansok stressz tolerancidja kongovords, tBOOH, H20,2, MSB ¢és CdCl;
jelenlétében 10 napos korban. A legjelentésebb kiilonbséget 0,4 mM tBOOH
mellett figyeltik meg, ahol a gfdB gén jelenléte teljesen helyreallitotta a
stresszmentes koriilmények kozott (minimal taptalaj 2 M szorbittal

kiegészitve) bemutatott fenotipust (10. abra, 6. kiegészité abra A-D).
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54 uM 0,4 mM 0,096 mM  15mM 0,1 mM

: 9 MM H,0
ZMszorbit  evires  tBOOH e diamid cdcl,

A. glaucus [ [

vad tipus |

stresszérzékenységének vizsgalata 2M szorbittal kiegészitett minimal
taptalajon. A friss sporakat (10°) pont inokulaltuk a taptalajra, majd 25 °C-on,
5 napon keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket.

. 54 uM 0,4 mM 0,096 mM 15mM 0,1 mM
2 M szorbit 9 mM H,0, o
kongovoros  tBOOH MSB diamid
A. glaucus
vad tipus
¢ gfdB1
’c gfdB2

1@ N IO N NG

zad =

10. abra A kontroll (A. glaucus) és a 'c gfdB1 és 'c gfdB2 mutans torzsek
stresszérzékenységének vizsgalata 2M szorbittal kiegészitett minimal
taptalajon. A friss sporakat (10°) pont inokuldltuk a taptalajra, majd 25 °C-on,
10 napon keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket.

Megvizsgaltuk a torzsek stresszérzékenységét ugyanezen sStressz
generald agensekkel 1 M NaCl-dal kiegészitett minimal taptalajon 10 napos
inkubaciot kovetden (7. kiegészité abra A-E). Azt az eredményt kaptuk, hogy
egyik esetben sem volt szignifikans kiilonbség a kontroll és a gfdB transzgén

torzsek novekedésében.
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3.3 Az A. nidulans THS30.3 és a AgfdB torzs RS tartalmanak, néhany

antioxidans enzim aktivitasanak és mikotoxin termelésének a vizsgalata

Az A. nidulans THS30.3 (kontroll) és AgfdB torzsének razatott
tenyészeteit 20 Oran at novesztettik, ezt kovetéen 0,4 mM tBOOH-val
kezeltiik, majd a 10. 6raban a tenyészetekbdl mintat vettiink RS és antioxidans
enzimaktivitas mérésekhez, valamint a 24. oraban a szterigmatocisztin
termelés és poliol tartalom mérésekhez.

Azt az eredményt kaptuk, hogy az RS termelés stresszmentes
koriilmények kozott négyszer olyan nagy volt a AgfdB torzsben, mint a
kontrollban, viszont tBOOH jelenlétében mindkét torzsben jelentGsen
novekedett az RS tartalom (4. tablazat).

Az antioxidans enzimaktivitas méréseknél azt figyeltiik meg, hogy
tBOOH kezelés nélkiil a gfdB gén delécioja novelte a specifikus GR aktivitast,
mig a specifikus GPx és katalaz aktivitasok csokkentek. Az oxidativ stressz
generald tBOOH jelenlétében a specifikus GR aktivitas nagyobb volt a
géndelécios torzsben, ezzel ellentétben a specifikus GPx, katalaz és SOD
aktivitasok jelentdsen csokkentek, ez utobbi koriilbeliil haromszor Kisebb volt
a mutansban, mint a kontrollban (4. tablazat).

A szterigmatocisztin termelés vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy a gfdB
géndelécios torzs esetében szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kontroll
torzsben stresszmentes koriilmények kozott. A mikotoxin termelés valtozasat
megvizsgaltuk tBOOH-val kezelt tenyészetekben is és arra jutottunk, hogy
mindkét torzsben csokkent a metabolittermelés, viszont a mutans toérzsben igy

is kétszer olyan nagy maradt, mint a kontrollban (4. tablazat).
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4. tablazat Az A. nidulans THS30.3 (kontroll) és a AgfdB torzs élettani tulajdonsagainak vizsgalata.

. I b . Glutation Glutation . Szuperoxid Poliol
. . Szterigmatocisztin | RS termelés . s Katalaz N A
Torzsek és Szaraztomeg (DCM)? (g/l) . reduktiz peroxidaz dizmutiz tartalom
. 4 g termelés (mmol kg-1 (kat/kg
kezelések (mglg DCM) DCM) (mkat/kg (mkat/kg rotein) (mkat/kg (umol/g
98 protein) protein) p protein) DCM)
Oh 10 h 24h 24h 10 h 10h 10h 10h 10h 24h
251 +91°
THS30.3 1,6+0,2 3,6 +0,03 43+0,1 0,33+0,05 0,25+ 0,03 87+18 16,4+4,3 1,3+0,4 82+9 429 + 115¢
THS30.3 +
0,4 mM 16 +0,3 1,6 +0,5 ## 49+04# 0,07+ 0,01 ## 3,2+0,7 ## 8,1+24 125+ 34 2,8+0,3 174 + 66 ## 434 + 169
tBOOH
c
AgfdB 1,74+0,09 3505 4905 0,57 + 0,04 ** 100 xwx | 182231 123+£05* | 05+0,1%** 96 + 42 52372335%%,*
AgfdB + o *
0,4mM 18401 18403 ## 49+02 0,14 0,08 ## 8,0+09 13915 81+18 122£02% | 62412% | 812+ 9gdwxy
tBOOH i # i

# A kontroll (THS30.3) és a AgfdB torzs kozotti szignifikans eltéréseket 0,4 mM tBOOH jelenlétében a Student-féle t-

teszttel ellendriztiik (# p<5 %, ## p<l1 % és ### p<0,1 %).

* A kontroll (THS30.3) és a AgfdB torzs kozotti szignifikans eltéréseket stresszmentes koriilmények kozott a Student-féle

t-teszttel ellendriztiik (* p<5 %, ** p<1 % és *** p<0,1 %).

8 DCM - szaraztomeg ,,dry cell mass”
® RS — minden intracellularis oxidans, amely reagalva a 2°,7’-diklorfluoreszcein diacetattal 2°,7°-diklorfluoreszceint (DCF)
hoz 1étre (Halliwell és Gutteridge, 2007)

€ eritrit
4 mannit
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3.4 A THS30.3 és a AgfdB torzs poliol tartalmanak vizsgalata

Megvizsgaltuk az A. nidulans torzsek poliol termelését stresszmentes
koriilmények kozott és 0,4 mM tBOOH-val kezelt tenyészetekben is. A
liofilizalt micéliumokbdol HPLC mérések segitségével kationcserélé oszlopon
hataroztuk meg a poliol tartalmat. A mannit koncentracié szignifikansan
nagyobb volt a minimal taptalajon tenyésztett AgfdB torzsben, mint a
kontrollban, mig tBOOH kezelés hatasara a mutansban tovabb nétt a mannit
koncentracid, a kontrollban viszont nem valtozott (4. tablazat). EImondhatjuk
tehat, hogy az oxidativ stressz nem volt hatassal a mannit termelésre a kontroll
torzsben. Ezzel ellentétben az eritrit termelést teljesen gatolta a tBOOH kezelés
mind a kontroll, mind a mutans térzsben (4. tablazat). Tovabba ilyen
koriilmények kozott nem volt detektalhatd glicerin sem a kontroll, sem pedig
a géndelécios mutdns razatott tenyészeteiben.

A poliol tartalmat *H és 3C NMR spektroszkopiaval is meghataroztuk,
¢s a kapott eredményekkel alatamasztottuk a HPLC mérés eredményeit, illetve
az irodalmi adatokat, miszerint az A. nidulans razatott kulttrai kizarolag eritrit
¢s mannit poliolokat termeltek stresszmentes koriilmények kozott (Witteveen
¢és mtsai., 1990). Tovabba az oxidativ stresszorral kezelt tenyészetekben nem

folyt eritrit termelés (8. kiegészité abra A-B).
3.5. A sejtek életképességének és az apoptotikus sejthalalnak a vizsgalata

A THS30.3 ¢és AgfdB torzs folyékony tenyészeteinek életképesség
vizsgalatait az MTT redukcios teszttel végeztik. A géndelécios mutans
¢letképessége 1ényegesen csokkent a kontroll torzshoz képest mind tBOOH
kezelés hatasara, mind anélkiil 52, 76 és 100 oras inkubacios id6 utan is (11.

abra).
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A sejtek apoptozisat a JC-1 fluoreszcens festékkel mértiik és a AgfdB
torzsben koriilbeliil haromszor nagyobb volt az apoptotikus rata 100 6ras
inkubéci6 utan, stresszmentes koriilmények kozott. Mig tBOOH kezelés
hatasara mar korabban, 52 6ras inkubacio utan volt nagyobb az géndelécios

torzs apoptotikus rataja, mint a kontrollé (12. abra).
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2,5 -
W THS30.3
m AgfdB

* %k

MTT (A550)

52h 76 h 100 h
Inkubacios ido

W THS30.3 + tBOOH
m AgfdB + tBOOH

)k

MTT (A550)

52 h 76 h 100 h
Inkubacios ido

11. abra Az abran az A. nidulans THS30.3 (kontroll) és a AgfdB torzs MTT
redukalé aktivitasa lathato stresszmentes koriilmények kozott (A abra) és 0,4
mM tBOOH jelenlétében (B abra). A sejtek specifikus MTT redukalo
aktivitasat 550 nm-en (Asso) mértiik spektrofotometriasan, amely harom
fiiggetlen mérés atlagabol szarmazik. A ,,*” jelolés a mutans kontroll torzstol
valo szignifikans eltérését (Student - féle t teszt; * p<5 %, ** p<l1 %, *** p<0,1
%), a ,,#” jelolés pedig a kezeletlen és a kezelt torzsek kozotti eltérést mutatja
(# p<5 %, ## p<1 %, ### p<0,1 %).
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12. abra Az abran az A. nidulans THS30.3 (kontroll) és a AgfdB torzs JC-1
fluoreszcens szignal intenzitasa lathatd stresszmentes koriilmények kozott (A
abra) és 0,4 mM tBOOH jelenlétében (B abra). A relativ fluoreszcens
intenzitast (RFU) a zold és a piros fluoreszcencia maximumai kozotti aranyok
Osszehasonlitasaval szamitottuk Ki: RFU4gs/s535/RFUss0600 X 100. A diagramon
3 fiiggetlen mérés atlaga szerepel. A ,,*” jelolés a mutans kontroll torzstél valo
szignifikans eltérését (Student - féle t teszt; * p<5 %, ** p<1 %, *** p<0,1 %),
a ,,#” jelolés pedig a kezeletlen és a kezelt torzsek kozotti eltérést mutatja (#
p<5 %, ## p<l %, ### p<0,1 %).
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4. Eredmények megbeszélése

Elkészitettiik az A. nidulans fonalas gomba gfdB géndeléciés mutansat
(KA1-4) ¢és megvizsgaltuk ozmotikus stresszt, oxidativ — stresszt,
sejtfalintegritas-stresszt €s nehézfém stresszt okozd szerek jelenlétében,
feliileti tenyészetekben 37 °C-on, 5 napos inkubaciot kovetéen. A gfdB gén
delécioja jelentds oxidativstressz-érzékenységet eredményezett tBOOH, H20>
¢s diamid jelenlétében (7. abra, 3. tablazat, 5. tablazat). Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a gfdB génnek nem az ozmotikus stressz elleni
védelemben van szerepe, mint a gfdA génnek, hanem mas kornyezeti
stresszhatasok, els6 helyen az oxidativ stressz kivédésében. Hasonlo
eredményeket kaptak Zhang és munkatarsai, akik megvizsgaltak a glicerin-3-
foszfat dehidrogenaz ortolog géneket (gfdA, gfdB) az A. fumigatusban. Arra
jutottak, hogy a gfdA gén elengedhetetlen a gomba névekedéséhez gliikkozt
tartalmazo taptalajon normal koriillmények és anaerob koriillmények kozott. A
gfdA gént viszont funkcionalisan nem helyettesitheti a gfdB gén, tovabba a
gfdB génnek nincs szerepe az ozmotikus stressz elleni védelemben, csakugy,
mint az A. nidulansban (Zhang és mtsai., 2018).

A feliileti kultaras stresszvizsgalatainkban 37 °C-on azt talaltuk még,
hogy a AgfdB mutansok érzékenyek voltak a sejtfalintegritas-stresszt generald
kongovorosre is (7. abra, 3. tablazat, 5. tablazat). Az A. nidulans AgfdA
fehérre, tovabba a hifak novekedése is megvaltozott; a hifaelagazasok
megduzzadtak és rovid hifaclagazasok jelentek meg (Fillinger és mtsai., 2001).
A AgfdA mutans torzs gyengén ndvekedett kiilonbozoé szénforrasokat
tartalmazo taptalajokon. Amikor glicerint hasznaltak szénforrasként, a mutans
gombatdrzs névekedése nem maradt el a kontrollétol. Az Gsszes szénforrason

helyreallithato volt az eredeti fenotipus 1 M NaCl ozmotikus stabilizatorral
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(Fillinger és mtsai., 2001). Elvégeztik mi is ezt a kisérletet kiilonb6z6
szénforrasokon 1 M NaCl-dal, illetve 2 M szorbittal kiegészitett taptalajon, de
nem tapasztaltunk kiilonbséget a kontroll és a mutansok névekedésében. Azaz

a AgfdB torzs észlelt fenotipusai nem voltak ozmolitokkal remedialhatok.

5. tablazat Az A. nidulans AgfdA (Fillinger és mtsai., 2001) és AgfdB torzs
fenotipusainak az dsszehasonlitésa.

Torzsek AgfdA AgfdB
. érzék tBOOH, H20y,
Oxidativstressz-érzékenység nincs adat erze eny(. . e
diamid)
Sejtfalintegritasst -
“ a,m ’egrl as,s ressz érzékeny (kalkofluor fehér) érzékeny (kongovords)
érz¢kenység
Fenotipus helyrealliasa
ozmotikus stabilizator 1 M NaCl -
jelenlétében
Eletképesség nincs adat csokkent
Apoptézis nincs adat novekedett
. - mannit, eritrit (stressz nélkiil)
Poliol tartalom licerin .
g mannit (tBOOH kezelésre)
Szterigmatocisztin termelés nincs adat novekedett

Feliileti kultiras kisérleteink alapjan a AgfdB torzs jelentds
oxidativstressz-érzékenységet mutatott, igy elmondhatjuk, hogy a gfdB gén
ebben a fajban az oxidativ stressz elleni védelemben jatszik szerepet. Ezek
alapjan megvizsgaltuk a mutans térzsben az RS tartalom valtozasat folyékony
kultaraban stresszmentes koriilménynek kozott és 0,4 mM tBOOH-val kezelt
tenyészetekben is. Kezelés nélkiil is négyszer olyan nagy volt az RS tartalom
a mutansban a kontrollhoz képest, viszont kezelés hatasara mindkét torzsben
jelentésen megnovekedett az RS szint; a géndelécids torzsben nyolcszor olyan
nagy volt, mint tBOOH nélkiil. Mivel ilyen jelentésen megnovekedett a szabad
gyokok és reaktiv oxigén gyokok szintje a mutansban, igy meghataroztuk
néhany antioxidans enzim specifikus aktivitasat is folyékony kultaraban. A

megnovekedett specifikus GR aktivitasok feltehetéen a nagy RS szintek
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semlegesitésére iranyultak. Ezzel ellentétben a specifikus GPx és a katalaz
enzimaktivitasok oxidativ stresszor jelenlétében és anélkiil is csokkentek a
mutans torzsben, ami onmagaban eredményezhette az RS koncentraciok
novekedését, masrészt valosziniileg emiatt még a megnovekedett specifikus
GR aktivitas sem volt elegend6 ahhoz, hogy helyreallitsa a redox egyensuly
felborulasat a AgfdB torzsben (4. tablazat).

Korabban leirtak, hogy fonalas gombakban 6sszefiiggés van az oxidativ
stresszvalasz és a szekunder metabolit (mikotoxin) termelés k6zott (Hong és
mtsai., 2013; Leiter és mtsai.,, 2016). Tovabba szamos tanulmanyban
bebizonyosodott, hogy az RS szint valtozasa befolyasolja a tBOOH stresszor
altal indukalt mikotoxin bioszintézist és lipid peroxidaciot (Jayashree és
Subramanyam, 2000; Reverberi és mtsai., 2008; Roze és mtsai., 2013; Yin és
mtsai., 2013). Ezek alapjan megvizsgaltuk a szterigmatocisztin termelés
valtozasat is, és azt tapasztaltuk, hogy a gfdB gén delécidja ndvelte a mikotoxin
termelést folyékony kultirdban stresszmentes koriilmények kozott €s oxidativ
stressz kezelés hatasara is (4. tablazat, 5. tablazat), mely megfigyelésiink
0sszhangban van az eddigi irodalmi eredményekkel.

Tanulmanyoztuk a gfdB géndelécids torzs folyékony tenyészeteinek az
¢letképességét €s a programozott sejthalalat. A mutdns torzs €letképessége
szignifikansan csokkent a THS30.3 kontroll térzséhez képest 0,4 mM tBOOH
jelenlétében és nélkiile is (11. abra, 5. tablazat). Ehhez hasonl6 eredményeket
kaptunk, amikor a sejtek apoptozisat vizsgaltuk, ahol mar 52 6ras korban
nagyobb volt a sejtek apoptotikus rataja a gfdB gén hianyaban (12. abra, 5.
tablazat). Megfigyelték az Osszefliggést fonalas gombakban az RS nagy
intracellularis akkumulacidja és a sejtek apoptozisa kozott (Leiter €s mtsai.,
2016; Gongalves és mtsai., 2017). Ezt a megfigyelést mi is alatamasztottuk a
kisérleteinkben; a szabad gyokok és reaktiv oxigén gyokok nagy
akkumulacidja maga utan vonta a JC-1 fluoreszcens festékkel mért nagy
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apoptotikus ratat. A AgfdB torzs sejtjeiben mért csokkent életképesség és nagy
apoptotikus rata arra utal, hogy a gfdB génnek szerepe van a sejtek
életképességének fenntartdsdban és az apoptozis késleltetésében.

Munkank soran megvizsgaltuk a AgfdB torzs poliol tartalmat
stresszmentes koriilmények kozott 44 oras razatott tenyészetekben és mannit,
illetve eritrit cukoralkoholokat detektaltunk (4. tablazat, 5. tablazat, 8.
kiegészito abra A-B). A gfdB gén delécioja hatassal volt a mannit termelésre;
szignifikdnsan nagyobb volt a mutans térzsben a kontrolléhoz viszonyitva,
viszont az eritrit termelésre nem volt hatassal a géndelécio. Fillinger és
munkatarsai (2001) is megfigyelték a poliol termelést a AgfdA torzsben és
stresszmentes koriilmények kozott 4,5-szer Kisebb volt a mutansban, mint a
kontrollban. 1 M NaCl-dal val6 kezelést kovetden viszont mintegy htiszszor
nagyobb glicerin tartalmat mértek a AgfdA és a kontroll torzs 24 oOras
tenyészeteiben (5. tablazat). Egy korabbi tanulmanyban megfigyelték, hogy
az A. nidulans kései exponencialis fazisu razatott tenyészeteiben nincs glicerin
termelés stresszmentes koriilmények kozott (Beever és Laracy, 1986). Ezzel
az irodalmi adattal 6sszhangban, mi sem detektaltuk a AgfdB és a THS30.3
torzs kezeletlen 44 6ras tenyészeteiben glicerint.

Az A. nidulans torzsek poliol tartalmat megvizsgaltuk 0,4 mM tBOOH
kezelés utan is. Meglep6 modon azt tapasztaltuk, hogy nem volt eritrit termelés
sem a kontroll, sem pedig a mutans torzsben (4. tablazat, 5. tablazat). Ez
feltehetéen azzal magyarazhato, hogy a redukalé NADPH igény novekszik,
amely a citoplazmaban zajlé pentdz-foszfat Gtvonal terméke (Varecza és
mtsai., 2006), és amely Gtvonal az eritrit prekurzoranak, az eritroz-4-foszfatnak
is a forrasa (Rzechonek és mtsai., 2018). Ez a megfigyelés azzal magyarazhato,
hogy a AgfdB torzsben megnovekedett specifikus GR aktivitast mértiink,
hiszen az cukariotakban a GR enzim NADPH-t hasznal az oxidalt glutation
visszaredukalasahoz oxidativ stressz esetében (Emri és mtsai., 1997; Pocsi és
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mtsai., 2004). Tovabba azt is megfigyeltik, hogy a tBOOH kezelés
eredményeként a mannit termelés szignifikdnsan novekedett a AgfdB
mutansban, mig a kontroll torzsben valtozatlan maradt (4. tablazat, 5.
tablazat). Ez azért lehet, mert a redox egyensuly felborulasanak
helyreallitasahoz a géndelécios toérzsnek nagyobb sziiksége van valamilyen
poliolra, mint a kontrollnak.

Szamos tanulmanyban megfigyelték, hogy oxidativ stressz alatt glicerin
helyett mannit termel6dik a sejtekben. Az A. niger fonalas gomba oxidativ
stressznek Kitett tenyészeteiben, a konidiumokban a mannit akkumulaciojat
detektaltak (Ruijter és mitsai.,, 2003). Chaturvedi és munkatarsai szintén
tanulmanyoztak, hogy a humanpatogén Cryptococcus neoformans oxidativ
stressznek Kitett tenyészetei is mannitot termelnek a gazdasejt invazioja alatt
(Chaturvedi és mtsai., 1996). Tovabba a ndvénypatogén Alternaria alternata
esetében is igazoltak, hogy mannit termel6dik a névények ezen gombaval vald
fert6zésekor, valamint a novényi védelmi valaszokra reagalva (Jennings és
mtsai., 1998). Ezek alapjan elmondhat6, hogy a mannitnak fontos szerepe van
a fonalas gombak oxidativ stressz elleni védelmi rendszerében. Korabbi
kutatasokban igazoltak, hogy a mannit gyokfogd molekulaként eliminalja a
reaktiv részecskéket (Smirnoff €s Cumbes, 1989; Chaturvedi és mtsai., 1997;
Hema és mtsai., 2014). Ezzel magyarazhato, hogy a gfdB géndelécios torzsben
stresszmentes koriilmények kozott is novekedett a mannit tartalom, mivel az
RS szint is magas volt.

Ezzel ellentétben a glicerinnek inkabb az ozmotikus stessznek Kitett
sejtekben van védo szerepe. Shen és munkatarsai tanulmanyoztak, hogy vajon
a mannit és a szorbit helyettesitheti-e a glicerint ozmotikus stressz alatt? A S.
cerevisiae éleszté gpdIAgpd?A duplamutansaban a mannit-1-foszfat

dehidrogenaz, illetve a szorbit-6-foszfat dehidrogenaz gének heterolog
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expresszioja sem tudta teljesen potolni a glicerin hianyat ozomotikus stressz
alatt (Shen és mtsai., 1999).

Kutatasunkba bevontunk egy ozmofil fajt, az A. glaucust is, mivel ebben
a fajban hianyzik a gfdB gén. Beépitettiik tehat a gfdB gént az A. glaucus
genomjaba ¢s feliileti kulturas kisérleteket végeztiink; megvizsgaltuk a
fenotipusukat 25 °C-on, 5 és 10 napos inkubaciot kovetéen 2 M szorbit mellett.
Tovabba az A. glaucus fonalas gomba nem képes 37 °C-on névekedni. Mivel
25 °C-on hosszabb tenyésztési id6 sziikséges, 5 nap eltelte utan még csak a
‘c gfdB2 torzs kongovordssel és MSB-vel kezelt tenyészetek telepatmérdiben
lathattunk kiilonbséget (9. abra, 5. kiegészité abra A-D). Majd 10 napos
tenyésztés utan azt tapasztaltuk, hogy a gfdB gén inzercidja szignifikansan
nagyobb oxidativ (tBOOH, MSB, H:03), sejtfalintegritas- (kongovords) és
nehézfém- (CdCly) stresszel szembeni toleranciat eredményezett (10. abra, 6.
kiegészité abra A-D). Az A. glaucus kontroll térzs nagy CdCl» érzékenysége
azzal magyarazhat6, hogy nem talalhato a genomjaban Pcal-tipusu Cd(Il)
traszporter (de Vries ¢és mtsai., 2017; Bakti és mtsai., 2018; Kurucz és mtsai.,
2018). A dfdB gén Dbevitele viszont javitott ezen faj nehézfém
stressztoleranciajan. A leglatvanyosabb fenotipust 0,4 mM tBOOH mellett
mutattak a transzgén torzsek, hiszen itt a gfdB gén teljesen visszaallitotta a
kontroll torzs stresszmentes kultiraban észlelt fenotipusat (10. abra, 6.
kiegészité abra A-D). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a gfdB gén élettani
szerepe hasonlo lehet a kiilonb6z6 Aspergillus fajokban.

Megvizsgaltuk ugyanilyen koriilmények kozott (25 °C, 10 nap, minimal
taptalaj) az A. nidulans AgfdB torzs stresszérzékenységét iS ugyanezen
stresszorokkal. Hasonlo eredményeket kaptunk, hiszen a gfdB gén delécioja
novelte a gomba stresszérzékenységét oxidativ, sejtfalintegritas és nehézfém

stresszorok jelenlétében is (8. abra, 4. kiegészito abra A-C).
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Az A. glaucus torzsek stresszérzékenységét 1 M NaCl jelenlétében is
megvizsgaltuk 10 napos inkubaciot kovetden. Nem detektaltunk szignifikans
kiilonbséget a kontroll és a mutansok novekedésében (7. kiegészité abra A-
E). Ez feltchetéen azért van, mert az A. glaucus gomba stresszmentes
koriilmények kozott is lassabban né NaCl jelenlétében, mint szorbit mellett.
Tehat valoszinti, hogy a NaCl gatolhatja a gomba kiilonb6z6 stressztipusokhoz
val6 alkalmazkodasat (Orosz €s mtsai., 2018).

Munkank alapjan elmondhatjuk, hogy a gfdB gén akkor is megtartotta az
oxidativ stressz, a sejtfalintegritas-stressz és a nehézfém stressz elleni
védelemben betoltott szerepét, amikor bevittiik az A. glaucus fonalas gomba
genomjaba. Ezt bizonyitja az is, hogy az A.nidulansbhan jelentds
stresszérzékenységet okozott a gfdB gén delécidja. Tovabba, a gfdB gén
megtartotta a funkcidjat még azutan is, hogy transzformaltuk egy masik
Aspergillus fajba. Az evolucio folyaman a gfd glicerin-3-foszfat dehidrogenazt
kodolo gén a duplikacio utan szubfunkcionalizacion (a paralogokban
megoszlik az eredeti gén funkcioja) és/vagy neofunkcionalizacion (az egyik
paralog megtartja az eredeti gén funkciojat, a masik 01j funkciot kap) ment
keresztiil, és a két génnek (gfdA, gfdB) eltéré funkcioja alakult ki. A
gombakban gyakran el6fordulnak olyan gének, amelyeknek két izoformajuk
alakult ki a génduplikacio révén (Papp és mtsai., 2003; Emri és mtsai., 2018),
ezekben az esetekben szintén megfigyelheté a szubfunkcionalizacié és a
neofunkcionalizacio. Erre példa a Candida albicans sarjadzoéleszto protein
kinaz A génjei, a TPK1 és a TPK2 gének (Giacometti és mtsai., 2009, 2011),
tovabba a S. cerevisiae éleszté TOR kinaz génjei, a TOR1 ¢s a TOR2

(Weisman, 2004), valamint az A. nidulans mitogén aktivalt protein kinaz
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génjei, a hogA/sakA és az mpkC gének (Pereira Silva és mtsai., 2017; Garrido-
Bazan ¢és mtsai., 2018).

Munkank kezdetekor azt a hipotézist fogalmaztuk meg, hogy a gfdB gén
hianya miatt alakulhatott ki az A. glaucus és az A. wentii ozmofilitasa. Ezt a
feltételezésiinket az Orosz ¢és munkatarsai (2018) altal elvégzett
stresszkisérletek (ozmofilitas fenotipusos megnyilvanulasa), illetve Miskei
Marton filogenetikai vizsgalatainak (gfdB gén hianya a két ozmofil fajban) az
eredményeire alapoztuk. Elméletiinket megerdsitette a Fillinger ¢és
munkatarsai  (2001) altal elkészitett gfdA géndeléciés mutans, mely
ozmolitokkal remedialhat6 fenotipust mutatott, valamint a gfdB gén up-
regulacidja NaCl expozici6é mellett (Balazs és mtsai., 2010).

Eredményeink szamos 0j informaciot tartak fel a glicerin-3-foszfat
dehidrogenazt kodolo génekr6l Aspergillus fajokban. Adataink alapjan
elmondhatjuk, hogy az A. nidulansban a gfdB gén szerepe az oxidativ,
nehézfém- és sejtfalintegritas-stresszel szembeni toleranciaban, a sejtek
¢életképességének fenntartdsdban és az apoptozis késleltetésében nyilvanult
meg. Ezen glicerin metabolikus enzim delécidja feltehetleg azért
eredményezett mannit taltermelést kozvetett modon, mert az 1désebb
tenyészetekre jellemzObb a mannit akkumulalasa, mig a fiatalabb tenyészetek
inkabb glicerint halmoznak fel. Beever és Laracy (1986) sem detektaltak
glicerint az A. nidulans kései exponencialis fazisu folyékony tenyészeteiben
stresszmentes koriilmények kozott. Tovabbd szdmos tanulmény kimutatta,
hogy a mannitnak kiemelkedd szerepe van az oxidativ stresszel szembeni
védelemben (Chaturvedi és mtsai., 1996; Jennings és mtsai., 1998; Ruijter és
mtsai., 2003).

A gfdB gén beépitése az A. glaucus gombaba ndvelte az oxidativ-, a
sejtfalintegritds- és a nehézfémstressz-toleranciat, de nem volt hatassal az
ozmofilitasra. A Baldzs és munkatarsai (2010) altal elvégzett génexpresszids
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vizsgalatokban egyik gfd gén sem reagalt oxidativ stresszre, viszont ozmotikus
nidulans gfdB géndelécios mutansok a varttal ellentétes fenotipust mutattak,

feltehetdleg azért, mert ozmotikus stressz esetén a gfdA a f6 védéelem, igy nem

crcr

crer

korabbi tanulmany szerint egy génnek kiemelt szerepe lehet a
stresszvédelemben, attol fiiggetleniil, hogy nem reagéal oxidativ stressznek
kitett kornyezetben, hiszen egyetlen oxidativ stresszor sem reprezentalja az
altalanos oxidativ stresszt. Az oxidativ stressz elleni védelemben fontos
szerepe van tobbek kozott a transzkripcionak, a fehérjeforgalomnak, valamint
a vakuolaris funkcioknak is (Thorpe és mtsai., 2004).

Ahhoz, hogy eredményeinket megerdsitsiik, a jovoben tovabbi glicerin-
3-foszfat dehidrogenaz paraldég génparok vizsgalata sziikséges kiillonbozo
fajokban, hiszen a stressz védelmi szabalyozas sokkal komplexebb ezen
géneken keresztiil, mint azt varnank. Ezek alapjan tervezzik az A. wentii
ozmofil fonalas gomba gfdB transzgén torzseinek az eldallitasat is és az
elkésziilt mutansok fizioldgiai vizsgalatat (de Vries €s mtsai., 2017; Orosz és

mtsai., 2018).
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5. Anyagok és médszerek

5.1 A vizsgalatainkhoz felhasznalt torzsek és a mutansok elkészitése

A kisérleteinkben az alabbi torzseket hasznaltuk fel:

1. A. nidulans THS30.3 (pyrG89, AfupyrG™; pyroA*; veA*)
2. A. nidulans rIMP1.59 (pyrG89, pyroA4; veA*)

3. A. nidulans rRAW16 (pyrG89, yA2; veA™)

4. A. nidulans AgfdB (pyrG89; AgfdB::AfupyrG™*; pyroA™; veA") mutansok
(KA1-4, melyekkel stresszérzékenység vizsgalatokat végeztiink, a tobbi
kisérlethez a KA1 mutanst valasztottuk, mivel atlagos stressz érzékenységi

fenotipusokat mutatott)

5. A. glaucus (Eurotium herbariorum) CBS 516.65
6. A. glaucus ’'c gfdB mutansok

7. Agrobacterium tumefaciens LBA4404

Az A. glaucus CBS 516.65 torzset Prof. Dr. Ronald de Vries (Westerdijk
Fungal Diversity Istitute, Utrecht, The Netherlands), az A. tumefaciens
LBA4404 torzset és a pAg-H3 plazmidot pedig Prof. Dr. Molnar Istvan (The
School of Plant Sciences, College of Agriculture and Life Sciences, The

University of Arizona, Tucson, USA) bocsatottak a rendelkezésiinkre.
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5.1.1 Az A. nidulans gfdB géndelécios mutansok elkészitése a Double-Joint
PCR modszerrel

A gfdB (glicerin-3-foszfat dehidrogenaz, locus ID: ANG6792) gén
Leiter és mtsai., 2016). Az els6 1épésben a géndelécios kazetta harom
részegységének az amplifikalasa tortént meg. PCR reakcidval felszaporitottuk
a deletalni kivant géntdl upstream (5°-flanking régio) ¢s downstream (3°-
flanking régio) elhelyezkedd szekvenciakat, illetve a szelekcios marker gént,
amely komplementalja a recipiens torzs auxotrofiajat. Marker génnek az A.

fumigatus pyrG génjét hasznaltuk.

A kovetkezO primerparokat hasznaltuk fel:

1. gfdB gén 5’-flanking régio:

Forward: 5’-CTCTCAGATGAGATTGATAAATTTATTAAGTCA-3’
Reverse: 5’-GCTTTGGCCTGTATCATGACTTCA
CTGCCAGGTTGTTTGTGGTGCCTTGCCATAATG-3’

2. gfdB gén 3’-flanking régio:

Forward: 5>-ATCGACCGAACCTAGGTAGGGTA
GTGATGCAGGTACATGCGTACTCTTGCGCG-3’

Reverse: 5’-GCTTCACCTGAGGCTCTGCCGACGGAGTCG-3’

3. AfupyrG szelekcios marker

Forward: 5’-TGAAGTCATGATACAGGCCAAAGC-3’

Reverse: 5’-ATCGACCGAACCTAGGTAGGGTA-3’

4. gfdB gén nested

Forward: 5’-CGAGGCTGGATTGGTGTAAAGTGATTACAGAGT-3’
Reverse: 5’-GCACGCAACTCCCACCTGACCTTGTCGAAATCA-3’
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A masodik Iépésben tortént meg a harom szakasz fuzidja ebben a
sorrendben: 5’-flanking régié — marker gén — 3’°-flanking régi6. Ehhez olyan
kiméra primereket hasznaltunk, amelyek a szomszédos kazetta-elemekkel
torténd Osszeszerelést biztositottak. A harmadik 1épésben pedig a nested
primerekkel a teljes delécios kazettat amplifikaltuk. Ezt kovetéen az A.
nidulans rJIMP1.59 torzs protoplasztjait (a sejtfalat a Vinoflow FCE enzimmel
emésztettiik) transzformaltuk 6 pg tisztitott PCR termékkel (delécios kazetta)
(Szewczyk és mtsai., 2006). A sikeres transzformalast az uracil, uridin
prototrof torzsek megjelenése jelezte, melyet Southern blot segitségével
ellendriztiink. A sikeres delécios torzseknél a megmaradt piridoxin auxotrofiat
az A. nidulans rRAW16 (pyrG89, yA2; veA™) keresztezéssel sziintettilk meg
(Leiter és mtsai., 2016), majd Southern blot hibridizacioval ellendriztiik a

géncserét a prototrof torzsekben is.

5.1.2 Az A. glaucus gfdB transzgén torzsek elkészitése Agrobacterium-

indukalt transzformalassal

Az A. glaucus Agrobacterium-indukalt transzformalasahoz a pAg-H3
plazmidot hasznaltuk. A gfdB gént a feltételezett promoter és terminator
szekvenciajaval egyiitt klonoztuk a pAg-H3 plazmid Smal-Awrll helyére, ezt
kovetden transzformaltuk az A. tumefaciens sejtekbe elektroporacioval. Az
A. tumefaciens-indukalt transzformalast Kozak és munkatarsai 2018-as
munkaja alapjan végeztiik el, kisebb modositasokkal. Az A. glaucus CBS
516.65 torzset 6 napig sporaztattuk 0,5 M NaCl-dal kiegészitett malatas
taptalajon 25 °C-on, majd az osszegyijtott micéliumot 5 ml desztillalt vizben
szuszpendaltunk fel és 2 x 107 sporat 50 ml mesterséges tengervizbe oltottunk
500 ml-es Erlenmeyer lombikba, amelyet 28 °C-on, 48 6ran at razattunk 180
rpm-en. Ezutan a tenyészetet centrifugaltuk (2000 g, 5 perc, RT), ledntéttiik a

feliiluszot és 50 ml friss mesterséges tengervizbe vettiik fel, majd tovabbi 24
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oran keresztiil razattuk 180 rpm-en, 28 °C-on. Ujra centrifugaltuk (2000 g, 5
perc, RT), majd 40 ml desztillalt vizben mostuk és beoltottuk IM (Indukcios
médium, Michielse és munkatarsai 2005) folyékony taptalajba (100 mg/mi
nedves biomassza IM-be oltva), amelyet 200 uM acetosziringonnal
egészitettlink ki, majd 8 éran at 28 °C-on razattuk 180 rpm-en.

Az A. tumefaciens tenyésztése Kozak és munkatarsai (2018) leirasa
alapjan tortént. Az A. glaucus tenyészet 100 pl-ét 75 pl A. tumefaciens
tenyészettel — amely hordozta a gfdB-pAg-H3 plazmidot — egyiitt 200 uM
acetosziringont tartalmazé IM szilard tapagarra szélesztettiik (Michielse és
mtsai., 2005) és 6 napig, 28 °C-on inkubaltuk. Ahhoz, hogy kivalogassuk a
transzformansokat és gatoljuk az A. tumefaciens novekedését, a taptalajok
tetejére topagart ontottiink (az 1M topagar 0,5 M NaCl-ot tartalmazott és 200
pg/ml higromicinnel, illetve 600 pg/ml cefotaximmal egészitettiik ki), majd a
Petri csészéket 10 napon keresztiil inkubaltuk 28 °C-on. Azokat a higromicin-
rezisztens telepeket, amelyek kindttek a taptalajok felszinén, 200 pg/ml
higromicint és 600 pg/ml cefotaximot tartalmazoé malatas taptalajra oltottuk at
és 7 napig novesztettilk 28 °C-on. Végiil a kindtt telepeket még négyszer

atoltottuk ugyanilyen Gsszetételli tapagarra (Kozak és mtsai., 2018).
5.2 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsek tenyésztése

5.2.1 Feliileti tenyészetek

Az A. nidulans torzseket 6 napon keresztiil szilard Barratt-féle minimal
taptalajon (Barratt és mtsai., 1965) sporaztattuk 37 °C-on, és a 6. napon
Osszegyljtottilk a sporakat a stresszkisérletekhez. Az A. glaucus torzsek
tenyésztése 0,5 M NaCl-ot tartalmaz6 malatas taptalajon tortént 25 °C-on 6

napon keresztiil (de Vries és mtsai., 2017; Orosz és mtsai., 2018).
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5.2.2 Razatott tenyészetek

Az A. nidulans torzseket 100 ml minimal taplevest tartalmaz6 500 ml-es
Erlenmeyer lombikokban novesztettiik fel. A tapoldat 100 ml-ébe 1x108 sporat
oltottunk be és a torzseket 220 rpm-mel razattuk 37 °C-on. Az oxidativ stresszt
generalé 0,4 mM tBOOH-val a kései exponencialis novekedési fazisban (20
Ora) kezeltiik a tenyészeteket, majd 10 és 24 oras stressznek valo kitettséget

kovetden vettiink mintat a tenyészetekbdl (Yin és mtsai., 2013).

5.2.3 Alkalmazott taptalajok

Az alkalmazott taptalajok komponensei vizben (dH20) voltak feloldva.

A minimal taptalaj osszetétele:
20 g/l agar

10 g/l gliikoz

5 v/v % 20x NSS oldat

0,1 v/v % nyomelem oldat

pH 6,5

A malatas taptalaj a kovetkezé komponensekbdl allt:
30 g/l malata kivonat

15 g/l agar

5 g/l mikologiai pepton

pH 6,0

A 20x NSS (nitratos sooldat ,.nitrate salt solution”) oldat Gsszetétele a
kovetkezd volt:

6 g/l NaNOs

1,5 g/l KH2PO4

0,5 g/l MgS04-4H,0

0,5 g/l KCI

A spoéramoso folyadék Gsszetevi:
9 g/l NaCl
100 pl/l Tween 80
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A nyomelem oldat az alabbi komponensekbdl tevddott Gssze:
50 g/l EDTA

22 g/l ZnSO4-7H20

11 g/l H3BO3

5 g/l MnCl-4H>0

5 g/l FeSO4-7H20

1,6 g/l CoSO4-5H.0

1,6 g/l CuSO4-5H20

1,1 g/l (NH4)6M07024-4H20

A mesterséges tengerviz alkotéelemei a kovetkezék voltak:
24,5 g/l NaCl

20 g/l maltoz

20 g/l mannit

10 g/ gliikoz

10 g/l natrium-glutamat
6 g/l élesztd kivonat
4,98 g/l MgCl,

3,92 g/l NaSOg4

0,91 g/l CaCl>

0,664 g/l KCI

0,5 g/l KH2PO4

0,3 g/l MgSO4-7H.0
0,192 g/l NaHCOs3
0,096 g/l KBr

0,026 g/l H3BO3

Az IM (Indukciés médium) dsszetevoi:

40 ml/1 1,0 M MES (pH 5,5)

20 ml/l MN puffer (30 g/l MgSO4x7H-0, 15 g/l NaCl)

10 ml/I v/v % glicerin

10 ml/1 20w/v % gliik6z

10 ml/1 0,01 w/v % FeSO4

5 ml/I nyomelem oldat (0,1 g/l ZnSOsx7H:0, 0,1 g/l CuSO4sx6H20, 0,1 g/l
H3BO3, 0,1 g/l MnSO4xH-0, 0,1 g/l Na2Mo4x2H-0)

2,5 ml/l 20 wiv % NH4NO3

1 ml/l 1 wiv % CaClax2H>0

0,8 ml/l K puffer (1,25 M K2HPOg4, 1,25 M KH2PO4, pH 4,8)
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5.3 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsek genotipusanak ellenérzése

5.3.1 Southern blot hibridizacié

Az A. nidulans kontroll és a gfdB géndelécios mutans torzsek genomi
DNS-ét  Ndel restrikcios endonukleazzal hasitottuk, ezt kovetden
elvalasztottuk 1 %-0s agardz gélen. A gélt 20 percig depurinalé oldatban (20
ml/l 37 % HCI vizben oldva), majd 20 percig denatural6é oldatban (20 g/l
NaOH, 87,6 g/l NaCl vizben oldva), ezt kovetéen pedig 20 percig neutralizalo
oldatban (121,14 g/l Tris, 37,224 g/l EDTA, 87,6 g/l NaCl vizben oldva, pH
8,0) razattuk. A DNS-t ezutan Immobilon-Ny+ (Millipore) membranra
transzferaltuk 1 6ran at, vakuum blottol6 segitségével. A transzfer kozben 10x
SSC oldattal tartottuk nedvesen a membrant. A membranon a DNS-t 80 °C-os,
20 percen at tartdo szaritdssal és UV-sugarzéassal rogzitettik. Ezutan a
prehibridizacios oldat (10 g/l 1 % BSA, 500 mi/l 1 M Na2HPOas, 350 ml/l 20
% SDS, 2 ml/l 0,5 M EDTA, 150 ml/l viz) 6 ml-éhez 60 ul hering sperma
DNS-t adtunk, melyet elézéleg 5 percig forraltunk, majd az oldatot és a
membrant hibridizacids csObe helyeztiikk. A prehibridizaciot harom oran at
végeztik 50 °C-on. A proba alapjaként szolgaldo fragmentet (gfdB gén
upstream régid) PCR segitségével amplifikaltuk. A jelolést DIG DNA
Labeling and Detection kittel (Roche) végeztiik a gyart6 utasitasai szerint. A
hibridizacié folyaman a jel6lt probat 10 percig forraltuk, majd htitottiik, ezutan
hozzéaadtuk a prehibridizacios oldatot tartalmazé membranhoz. A hibridizaciot
a probaval a cs6 allando forgatasa mellett végeztiik egy éjszakan keresztiil,
50 °C-on. Ezutan moso oldattal (40 ml/l 1 M Na;HPOs, 50 ml/ | 20 % SDS, 2
ml/l 0,5 M EDTA) mostuk a membrant kétszer 20 percig, 55 °C-on. A
Southern blot eléhivasat a DIG DNA Labeling and detection kittel (Roche)

végeztik el a gyarto altal leirt modon.

55



5.3.2 Kopiaszam meghatarozas

Genomi DNS izolalas A. glaucusbol

A genomi DNS izolalas a mesterséges tengervizben felndvesztett
tenyészetek micéliumaibol  tortént. A gombamicéliumot  zsugoritott
tivegsziirén szirtiik at, majd mostuk desztillalt vizzel, ezt kovetéen a hifat
iveggyongy segitségével feltartuk, és ehhez 500 pl lizis puffert adtunk hozza.
A lizis puffer 6sszetevoi a kovetkezok voltak: 50 ml/l 1 M Tris-HCI (pH 7,5),
100 mi/1 0,5 M EDTA (pH 8,0), 33 ml/l 10% SDS. Ezutan a mintakat 65 °C-on
15 percig — kozben 5 percenként vortexelve —, majd jégen 5 percig inkubaltuk,
ezt kovetden 100 pl 8 M K-acetat oldatot adtunk hozzajuk és 13000 rpm-en
centrifugaltuk 4 °C-on 15 percig. A feliilaszot atmértiikk Eppendorf csdvekbe
¢s hozzamértiink 300 pl izopropanolt. Ennek hatasara a DNS kicsapodott, amit
centrifugalassal gytjtottiink be 13000 rpm-en 4 °C-on 15 percen keresztiil. A
pelleteket 1000 pl -20 °C-ra lehiitott 70 %-os etanollal mostuk, ezutan
centrifugaltuk 13000 rpm-en 4 °C-on 5 percig. Végiil a pelletekrdl ledntottiik

a feliiluszot és a genomi DNS-t nukleazmentes vizben szuszpendaltuk, majd

c sy

crer

transzgén torzsek genomi DNS-ébdl higitasi sort készitettiink. EQy kopias
referenciagénként az Aspgll 0039306 (A. nidulans vy-glutamilcisztein-
szintetdz ortoldg) gént hasznaltuk. A qPCR reakcidhoz a higitasi sor a
kovetkezo volt: 320 ng, 160 ng, 80 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng DNS tartalom 7 pl
térfogatra vonatkoztatva. A 96 well plate egy reakcidjahoz 7 ul adott
koncentracioju genomi DNS-t, 10 pl Fast SYBR® Green master mixet
(Applied Biosystems by Life Technologies), 0,4 ul forward primert, 0,4 pl

reverse primert és 2,2 ul nukledzmentes vizet adtunk. Minden koncentraciéra
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minden primer parral harom parhuzamos mérést végeztink a

LightCycler®480 késziiléken (Roche). A gPCR 1épési a kovetkezdk voltak:

1.95°C 2 perc

2. 95 °C 5 masodperc
51 °C 10 masodperc
65 °C 20 masodperc

3. 95 °C 15 masodperc
51 °C 15 masodperc
95 °C folyamatos

4, 37 °C 1 masodperc

40x

A kopiaszam vizsgalathoz az alabbi primerparokat hasznaltuk fel:

1. AN6792 (gfdB)

Forward: 5°>-TGAAAGGCACACGGGGTAAT-3’

Reverse: 5°- AGGTTGAGCAGCGGAAAGAG-3’

2. Aspgll_ 0039306 (AN3150; y-glutamilcisztein-szintetaz ortolog)

Forward: 5’- ATGGGCTGGACTAACTGGGT-3’

Reverse: 5°- GACGGCGACAACGAGGTATT-3’

A gfdB gén kopiaszamat az alabbiak szerint hataroztuk meg (Herrera és mtsai.,
2009) :

A genomi DNS koncentraciok logaritmusat a Cr értékek fiiggvényében
abrazoltuk, majd a kapott adatsorra linearis trendvonalat illesztettiink, igy
megkaptuk a regresszios egyenes (standard gorbe) egyenletét és determinacios
egyiitthatojat (R?):

Cr = m (log mennyiség) + b

y=mx+b
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Mivel a kapott standard gorbe esetében az R? > 0,98, igy kiszamithaté a
teljes kopiaszam, melyet az abszolut kvantifikacio modszerének segitségével
hataroztunk meg a kdvetkez6 dsszefiiggés alapjan:

teljes gfdB kopiaszam = 100CVm

Ahol a Cr jeloli azt a ciklust, ahol a PCR reakcioban a mért
fluoreszcencia atlépte a kiiszobértéket, b a higitasi sor Cr értékei alapjan kapott
kétismeretlenes egyenlet y tengelyének metszéspontja, m a meredeksége. A
gén kopiaszamat ezt kovetéen az alabbi egyenlet alapjan szamitottuk Ki:

gfdB kopiaszam per genom = (teljes gfdB kopiaszam) / (teljes
Aspgll 0039306 kopiaszam)

5.4 A vizsgalt Aspergillus gombatorzsekkel végzett stresszkisérletek

A vizsgalt A. nidulans torzseket Barratt-féle minimal tapagaron
tenyészettiik 37, illetve 25 °C-on, 6 napon keresztiil. Az A. glaucus torzseket
25 °C-on sporaztattuk 0,5 M NaCl-dal kiegészitett malatas taptalajon 6 napig.
Ezutin Osszegytijtottiik a sporakat és 1x10° szamu friss sporat kiilonbdzo
stresszt general6 szereket tartalmaz6 minimal taptalajra, illetve az A. glaucus
esetében 2 M szorbittal, valamit 1 M NaCl-dal kiegészitett minimal taptalajra
pont inokulaltuk (Balazs és mtsai., 2010; de Vries és mtsai., 2017; Orosz és
mtsai., 2018). Az alkalmazott stressz agensek és koncentracioik a kovetkezok
voltak:

e hiperozmotikus stressz: 2 M szorbit, 1 M NaCl
e oxidativ stressz: 0,4 és 0,8 mM tBOOH, 6 és 9 mM H202, 1,5 és 2 mM
diamid, 0,096 ¢s 0,19 mM MSB
e sejtfalintegritas-stressz: 54 uM kKongdovords
e nehézfémstressz: 0,1 és 0,3 mM CdCl;
A feliileti kultirakat 5 napon at inkubaltuk 37 °C-on (A. nidulans), illetve

5 és 10 napon at 25 °C-on (A. glaucus, A. nidulans), majd az 5. és a 10. napon
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lemértiikk az atméréjiiket, ezzel jellemezve a stresszérzékenységiiket. Relativ
ndvekedési adatokat szamoltunk szézalékban kifejezve, a vad tipushoz, illetve

a kezeletlen torzsekhez viszonyitva.

5.5 Az A. nidulans THS30.3 és AgfdB torzs életképességének és a sejtek

apoptozisanak a vizsgalata

Az ¢letképesség tesztet Gun Lee és munkatarsai altal leirt modszer
modositott valtozataval hajtottuk végre. 0,5 ml tenyészethez 0,5 ml friss
tapoldatot, valamint 10 mg/ml-es MTT (metiltiazoltetrazolium bromid) oldatot
adtunk hozza és 4 6ran keresztiil razattuk 220 rpm-en, 37 °C-on. Ezutan 0,3 ml
savas SDS oldatot (200 g/l SDS 20 mmol/l HCI-ban) pipettaztunk hozza és
razattuk 220 rpm fordulatszamon, 20 6ran at, 37 °C-on. Ezt kovetden
centrifugaltuk a mintdkat 10000 g fordulatszdmon, szobahOmérsékleten 5
percig. A mintak feliiluszojat 550 nm-en mért abszorbanciajaval jellemeztiik,
mellyel megadtuk az €16 sejtek altal redukalt MTT mennyiségét (Gun Lee és
mtsai., 1999).

A mitokondridlis membranpotencial tanulméanyozasdhoz JC-1
fluoreszcens festéket (1-[(1,3-dietil)-(5,6-diklor)-benzoimidazolium]-3-[(1,3-
dietil)-(5,6-diklor)-benzoimidazol]-prop-1-én-jodid) hasznaltunk a gyartd
leirasanak megfeleléen (JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Detection
kit, Biotium). A JC-1 festék monomer allapotban gerjesztésre z6ld szinii, az
egészséges Mmitokondriumokban akkumulalodva viszont piros jelet ad.
Azokban az apoptotikus sejtekben, amelyekben csokkent membranpotenciallal
rendelkez6 mitokondriumok vannak jelen, kizarolag zold szin figyelheté meg,

az ép sejtekben viszont a piros szin is lathato.
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5.6 Az A. nidulans THS30.3 és AgfdB torzs poliol tartalmanak a vizsgalata

Az A. nidulans torzsek altal termelt poliol tartalom meghatarozasat
liofilizalassal el6készitett mintakkal végeztiik el HPLC modszerrel. A mérések
Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi docens és munkatarsai (Debreceni Egyetem,
Természettudomanyi és Technologiai Kar, Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tansz€k) jovoltabol késziiltek el.

A THS30.3 és a AgfdB torzs liofilizalt tenyészeteib6l 20 mg-ot
szuszpendaltak 1000 pl vizben. Ezt kovetden centrifugaltdk és 0,2 pm-es
fecskend6sziirén szirték, majd 10 ul mintat injektaltak a kationcseréld
oszlopra (Aminex HPX-87H, 5 um, 4,6 * 150 mm) 1 ml/perc aramlasi
sebességii gradiens eluciot alkalmazva. Az elvalasztashoz alkalmazott eluens
5 mM H2SO4 volt. A diddasoros detektalas (Diode Array Detector, DAD)
folyaman 191 nm-es hullamhosszat alkalmaztak (Huber és Bonn, 1995). A
megfeleld standardekre valo kalibralast kdveten a cstcsteriileteken alapuld
kvantitativ méréseket végeztek.

Az A. nidulans torzsek altal termelt poliolokat NMR-alapu
metabolomikaval is meghataroztuk Witteveen és munkatarsai leirasanak
modositasaval. A liofilizalt micéliumot 0,1 M 35 (w/w) % deutérium-kloridban
vettiik fel, majd jégen hutottiik és alaposan vortexeltiik. Ezt kovetéen 4 °C-on,
10 percig, 13000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiliszot KoCOz-tal neutralizaltuk,
ujra centrifugaltuk (4 °C, 10 perc, 13000 rpm) és a feliiltszot hasznaltuk fel az
NMR mérésekhez. A méréseket Prof. Dr. Kovér Katalin egyetemi tanar és
munkatarsai (Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technologiai Kar,
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék) végezték el. A poliolokat *H és 13C

NMR spektroszkopiaval azonositottdk (Witteveen ¢és mitsai,, 1990). A
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méréseket 298 K-en Bruker Avance Il és Avance NEO spektrométeren
végezték 500 és 700 MHz frekvencian.

5.7 Az A. nidulans THS30.3 és AgfdB torzs RS tartalmanak, antioxidans

enzimtermelésének és mikotoxin termelésének a vizsgalata

A sejtek RS tartalmanak tanulmanyozasanal a kontroll és a mutans torzs
tenyészeteinez hozzaadtunk 10 pmol/l-es végkoncentracioban 2°,7°-
diklorfluoreszcein diacetatot (Halliwell és Gutteridge, 2007). A 2°,7’-
feltart mintakbol DCF-fel késziilt kalibralo sor segitségével hataroztuk meg
fluorimetrias modszerrel (Aext,pce = 502 NM, Aem,pcr = 523 nm) (Emri és mtsai.,
1997). A sejteket 1 ml 5 w/v %-0s 5’-szulfoszalicilsav oldatban vettiik fel, ezt
kovetden a mintak tarolasa -20 °C-on tortént. A sejtfaltormeléket a mérés eldtt
20 percig, 4 °C-on inkubaltuk, majd centrifugaltuk (10 perc, 10000 g, 4 °C) és
a feliiluszot hasznaltuk a tovabbi munkahoz. A mintakban mért DCF tartalmat
a sejtek szaraztomegére vonatkoztattuk és mmol/kg DCM dimenzidban
hataroztuk meg.

Az antioxidans enzimaktivitas mérésekhez a térzsek tenyészeteit (15 ml)
zsugoritott livegsziir6n szirtiik at, a sziirt micéliumot pedig desztillalt vizzel
mostuk, majd jéghideg 0,1 M-0s natrium-foszfat pufferben (pH 7,5) vettiik fel
és a szuszpenziot -20 °C-on fagyasztottuk meg. Ezutan a mintakat 0,5 mm-es
liveggyongyok segitségével tartuk fel 5000 rpm-en, 30 masodperc alatt, majd
centrifugaltuk (Emri és mtsai., 1997). A mintak glutation reduktaz (GR) (Pinto
¢és mtsai., 1984), glutation peroxidaz (GPx) (Chiu és mtsai., 1976), katalaz
(Roggenkamp és mtsai., 1974) és szuperoxid dizmutaz (SOD) (Oberley és
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Spitz, 1984) aktivitasat hataroztuk meg. Az enzimek reakcioelegyének
végtérfogata 1 ml volt a kdvetkezé komponensekkel:

e Glutation reduktaz: 0,1 mol/l natrium-foszfat pufferben (pH 7,6)
vettiink fel 0,1 mmol/l NADPH-t, 1,5 mmol/I oxidalt glutationt (GSSG) és 10
vIv % mintat. A NADPH fogyas sebességét fotometridsan mértiik A= 340 nm-
en (Pinto ¢és mtsai., 1984).

e Glutation peroxidaz: TRIS-HCL-EDTA pufferben (50 mM TRIS/HCL,
0,091 mM EDTA, pH 7,6) 1 mmol/l kuman-hidroperoxidot, 1 mmol/Il
NADPH-t, 1 mmol/l redukalt glutationt és 440 U/1 GR-t oldottunk fel. A U,
,Lunit” (egység) az egy perc alatt 1étrejott 1 pmol reakcidterméket adja meg. A
GPx aktivitasanak meghatarozasakor az 1 perc alatt 1 pumol GSSG-t redukalo
enzim mennyiség az 1U. A reakcid szinvaltozasat 1 percig mértiik A=340 nm-
en (Chiu és mtsai., 1976).

e Katalaz: 20 mmol/l Hepes pufferhez (pH 7,6) 0,1 mmol/l H2O2-t és 1
v/v % mintat adtunk hozza. A katalaz aktivitasat 1 percig mértik A=240 nm-
en a H.O2 mennyiségének csokkenésével (Roggenkamp és mtsai., 1974).

e Szuperoxid dizmutaz: 50 mmol/l kalium-foszfat puffer (pH 7,8) 1,4
mmol/l nitrokék tetrazolium kloridot (NBT, ,,nitro-blue tetrazolium chloride™)
és 0,2 mmol/l xantint tartalmazott. A reakciot a kalium-foszfat pufferben
feloldott 10 U/l xantin oxidaz hozzaadasaval inditottuk el és 1 percig mértiik a
reakcioelegy abszorbancia valtozasat A=560 nm-en. A SOD aktivitdsanak
meghatarozasakor az 1 perc alatt 1 pmol xantint karbamidd4 atalakito enzim
mennyiség az 1U (Oberley és Spitz, 1984).

Bradford reagenst (Bradford, 1976) hasznaltunk a mintak fehérje
tartalmanak a meghatarozasahoz. Az enzimaktivitasokat mkat/kg (a katalaz
esetében kat/kg fehérje) dimenzioban adtuk meg a mintak fehérjetartalmanak

megfeleltetve.
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A szterigmatocisztin mennyiségének meghatarozasahoz a micéliumbol
liofilezést kovetéen 20 mg-ot kimértiink, majd a szterigmatocisztint 500 ul 70
v/v %-0s aceton oldat segitségével extrahaltuk. Centrifugalas utan a feliilaszo
25 pl-ét szilikagél vékonyrétegre vittik fel. A futtatoszer Osszetétele a
kovetkez6 volt: 80 viv % toluol, 10 viv % etil-acetat, 10 viv % jégecet.
El6hivoként 96 v/iv %-o0s etanolban feloldott AlCIs-ot (10 g/l) hasznaltunk és a
szterigmatocisztint az UV2s4 nm fényben zold szint mutatd csikok jelezték
(Klich és mtsai., 2001). A szterigmatocisztin mennyiségét standard sor
segitségével hataroztuk meg és a micélium szdrazanyag tartalmara

vonatkoztattuk.
5.8 Transzkripcids vizsgalatok

5.8.1 RNS izolalas A. glaucusbol

Az A. glaucus torzseket 6 napig sporaztattuk, majd 1x10° sporat
leoltottunk 2 M szorbittal kiegészitett, illetve 2 M szorbittal + 0,4 mM tBOOH-
val kiegészitett celofanos minimal taptalaj felszinére. A tenyészeteket 4 napig
inkubaltuk 25 °C-on, majd liofilizaltuk az Gsszegyijtétt micéliumokat. A
liofilizalt micéliumokhoz TRIsol reagenst (Invitrogen) adtunk, majd RNS-t
izolaltunk Chomczynski munkaja alapjan (Chomczynski, 1993). Az RNS
mintakbol DNaz (Fermentas) kezelés utan RT-PCR méréseket végeztiink. Az
RNS mintak tisztasaganak ¢és koncentracidjanak a meghatarozasa
spektrofotometriasan (A = 280/260 nm) tértént. Az RNS mintak minéségének
ellendrzését denaturdld agardz gélelektroforézissel végeztiik. Az agardz gél
Osszetevoi a kovetkezok voltak: 10 g/l agaroz, 10 % (v/v) 10x MOPS-EDTA
oldat, 0,002 % (v/v) etidium-bromid (10 mg/ml) és 5 % (v/v) formaldehid. A
7,5 ng-nyi RNS mintakat 5 ul etilén-diamin-tetraecetsavat (25 mmol/l) és 10
g/l SDS-t (natrium-dodecil-szulfat) tartalmazoé oldat, valamint 25 pul

mintafelvivé puffer (,,RNA loading buffer”, Invitrogen) elegyében inkubaltuk
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68 °C-on, 10 percig. A 10x MOPS-EDTA oldat a kovetkezé komponenseket
tartalmazta: 200 mmol/l MOPS, 50 mmol/l narium-acetat, 10 mmol/l EDTA
(pH 7,0).

5.8.2 Génexpresszio vizsgalata RT-qPCR modszerrel

Az RT-gPCR reakciokat a gyartdo altal leirt protokoll alapjan
QuantiTech™ SYBR® GREEN RT-gPCR kit (Qiagen) segitségével végeztiik
el. Az egyes reakcioelegyek az alabbiakat tartalmaztak: 400 ng total RNS, 2,5
mmol/l Mg?, 0,5 umol/l génspecifikus primer. Az RT-qgPCR a kovetkez6
1épésekbal allt:

1. reverz transzkripcid: 50 °C, 30 perc

2. reverz transzkriptdz denaturacio: 95 °C, 15 perc

3. DNS denaturacio: 94 °C, 15 masodperc

4. primer hibridizacio: Tm-(5-8) °C, 30 masodperc

5. lanchosszabbités (extenzio): 72 °C, 30 masodperc

6. a ciklus megismétlése a DNS denaturaciotol (3. 1épés) 40 alkalommal

Az RT-gPCR vizsgalatainkhoz az alabbi primerparokat hasznaltuk fel:

1. AN6792 (gfdB)

Forward: 5>-GCCAGTATCCTCGTCTTCAACC-3’

Reverse: 5>-TGTCGTCTCGCATAGTCTTTCG-3”

2. Aspgl1l_0030273 (Afu3g08160; tifl ortoldg)

Forward: 5>-CTACCCTCCCCTACGATG-3’

Reverse: 5’-GATGACTGCCTGTGTGATG-3’

A relativ expresszios szintet a A modszer segitségével hataroztuk meg:
ACP=CPyizsgilt géeri"CPreferencia g¢n, a0l ACP a relativ expresszios szintet jelenti,
¢s a CP azt a ciklusszamot fejezi ki, amely a PCR termék akkumulalodasahoz
szilkséges a vizsgalt gének és a referencia gén tanulmanyozasaban.
Referenciagénként az A. fumigatus tifl gén ortologjat (Aspgll_0030273)

hasznaltuk.
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5.9 Statisztikai vizsgalatok

A disszertaciomban minden kisérlet esetében 3-6 fiiggetlen mérés atlagat
¢és annak szorasat tiintettiik fel. Az atlagértékek kozotti eltérések kimutatasara
a Student-féle t-probat hasznaltuk és a kiilonbséget kizardlag a p<bt %

valosziniiség esetén fogadtuk el szignifikansnak.
5.10 Felhasznalt vegyszerek

A Kkisérleteinkben felhasznalt vegyszerek, — amennyiben azt a
disszertacidban masképpen nem jeloltem — a Sigma-Aldrich Kft. és a WVR

Kft. analitikai tisztasagu termékei voltak.
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6. Osszefoglalas

Az A. nidulans fonalas gombaban a glicerin-3-foszfat dehidrogenaz
génnek két paralog izoformaja létezik: a gfdA és a gfdB gének (de Vries és
mtsai., 2017). A Tanszékiinkon végzett korabbi stresszérzékenységi kisérletek
alapjan két faj, az A. glaucus és az A. wentii — melyekben csak az A.nidulans
gfdA gén ortologja talalhatd meg — ozmofilitast mutattak 2 M szorbit mellett
NaCl expozicié jelenlétében (Balazs és mtsai., 2010). A gfdA génnek mar
jellemezték a funkciojat Fillinger és munkatarsai (2001), és azt talaltak, hogy
a AgfdA mutans fenotipusai ozmotikusan helyreallithatok voltak. Ezek alapjan
szerettiik volna feltarni a masik paralognak, a gfdB génnek az élettani szerepét,
ezért clkészitettik az A. nidulans fonalas gombaban a AgfdB mutanst.
Megfigyeléseink koziil az alabbiak voltak a legfontosabbak:

- A AgfdB mutans 37 °C-on, 5 napos inkubalast kovetéen jelentds
oxidativstressz-érzékenységet mutatott tBOOH, H202, valamint diamid
jelenlétében, tovabba érzékenynek bizonyult kongovorosre, mely festék
sejtfalintegritas-stresszt okoz.

- Hasonlo kisérletet végeztiink 25 °C-on, és 10 napos tenyészetekben is
megfigyeltiikk a géndelécids torzs fenotipusanak valtozasat és szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk oxidativ (tBOOH, H20., MSB), sejtfalintegritas-
(kongovoros) és nehézfémstresszt okozo agensek (CdCly) jelenlétében.
koncentracioja stresszmentes koriilmények kozott, valamint az oxidativ
stresszt el6idéz6 tBOOH-val kezelt tenyészetekben is.

- Ebbdl addoddan megvizsgaltuk néhany antioxidans enzim aktivitasat is. A
specifikus GR aktivitas nagyobb volt a géndelécios torzsben kezeléssel és

anélkiil is. A specifikus GPx és katalaz aktivitas pedig szignifikansan csokkent
66



a mutans torzsben, feltehetéen azért, mert a specifikus GR aktivitas
onmagaban nem volt elegend6 a redox egyensuly helyreallitasahoz.
Megfigyeltik még a specifikus SOD aktivitas alakulasat, mely szintén
szignifikansan csokkent a tBOOH kezelés hatasara, ezaltal eliminalva a szabad
gyokoket és reaktiv oxigén gyokoket.

- A gfdB gén hianya a mikotoxin termelést is megzavarta. A mutans torzsben
szignifikansan nagyobb szterigmatocisztin tartalmat mértiink, mint a THS30.3
kontrollban. Amikor oxidativ stressz érte a tenyészeteket, akkor csokkent a
szterigmatocisztin termelés mindkét torzsben, de még igy is kétszer olyan nagy
volt a mutansban, mint a kontrollban.

- Emellett a AgfdB torzs poliol tartalmanak az alakulasat is megfigyeltiik.
Stresszmentes koriilmények kozott a mannit termelés szignifikansan nagyobb
volt, mint a kontrollban, ezzel szemben az eritrit tartalmak hasonléan alakultak
mindkét torzsben. Amikor tBOOH-val kezeltiik a gombatorzseket, akkor sem
a kontrollban, sem a géndelécids térzsben nem volt kimutathaté mennyiségben
eritrit, tovabba a AgfdB torzsben jelentdsen novekedett a mannit koncentracio,
de a THS30.3 torzsben valtozatlan maradt.

- A torzs életképességének a csokkenését figyeltiik meg mind a kezelés nélkiili,
mind a tBOOH-val kezelt tenyészetekben, ezzel ellentétben a sejtek apoptozisa
viszont novekedett. tBOOH hozzaadasaval mar 52 6ras korban szignifikans
kiilonbséget figyeltiink meg a torzsek novekedésében.

A doktori munkam tovabbi céljaul tiiztiik Ki a gfdB gén beépitését a 2 M
szorbit mellett jelentds ozmofilitast mutatdé A. glaucus fonalas gomba
genomjaba. Az elkészitett transzgén torzsekkel a legfontosabb eredményeink
a kovetkezok voltak:

- A gfdB gén inzercidja jelentds stressztoleranciat eredményezett az oxidativ

stresszt generaldo tBOOH, MSB ¢és H20: jelenlétében, ezen tulmenden

megnovekedett toleranciat figyeltik meg a sejtfalintegritas-stresszt kivalto
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kongovorossel  szemben, ¢és emellett nehézfémstressz-toleranciat  is
megfigyeltiink a mutans torzsek esetében CdCl> mellett 10 napos inkubaciot
kovetden, 2 M szorbittal kiegészitett taptalajokon.

- A transzgén torzsek stresszérzékenységében nem volt jelentés kiilonbség,
amikor szorbit helyett 1 M NaCl-ot adtunk a taptalajhoz, mivel NaCl-ot
tartalmazo taptalajon stresszmentes korilmények kozott is lassabban
novekszik az A. glaucus gomba.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az A. nidulans fonalas
gombaban a gfdB génnek nem az ozmotikus stressz elleni védelemben van
szerepe, — mint a gfdA génnek — ahogy azt korabban feltételeztiik (Fillinger és
mtsai., 2001; de Vries és mtsai., 2017) sokkal inkabb az oxidativ és
sejtfalintegritas-stressz elleni védelmi rendszerben. Tovabba szerepe van még
ebben a fajban a sejtek életképességének a fenntartasaban, illetve az apoptdzis
késleltetésében.

A dolgozatomban felallitott hipotézisiink szerint ezen glicerin
metabolikus enzim delécigja feltehetbleg azért eredményezett mannit
tiltermelést ebben a géndelécids torzsben, mert az idésebb tenyészetek inkabb
mannitot akkumulalnak glicerin helyett, tovabb4a a mannit gyokfogoként is
funkcionalhat, valamint oxidativ stressz esetén tobb fajban atveszi a glicerin
szerepét (Smirnoff és Cumbes, 1989; Chaturvedi és mtsai., 1996, 1997;
Jennings és mtsai., 1998; Ruijter és mtsai., 2003; Hema és mtsai., 2014).

Az oxidativ stressztoleranciaban bet6ltott funkciojat akkor is megtartotta
a gfdB gén, amikor egy masik Aspergillus fajba, az A. glaucusba
transzformaltuk. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az A. glaucus jol ismert
ozmofilitisa nem magyarazhatdo a gfdB gén evolicios hianyaval. Ezek a
megfigyelések még tovabbi kutatasokat igényelnek, hiszen kiilonbozo
izoenzimek védenek a kiilonbozé stresszfajtak ellen, aminek a megértése
nagyon jelentds, féleg az iparilag kiemelkedo jelentdségi gombafajokban. A
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tovabbi kutatasokban fontos lenne feltarni, hogy mas glicerin-3-foszfat
dehidrogenaz paralog génparoknak vajon milyen fiziologiai funkcioi vannak a
kiilonboz6 Aspergillus fajokban. Tavlati terviink a szintén ozmofilitast mutatd
A. wentii fonalas gomba gfdB transzgén torzseinek az eléallitasa azért, hogy
jobban megismerjik az ezen géneken keresztiill miikodo stresszvédelmi

szabalyozast, és alatdmasszuk az eddigi kutatasi eredményeinket.
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7. Summary

In the filamentous fungus A. nidulans, two paralogous isoforms of the
glycerol-3-phosphate dehydrogenase gene exist: the genes gfdA and gfdB (de
Vries et al., 2017). Based on earlier stress sensitivity experiments performed
in our Department, two species, A. glaucus and A. wentii —which contain only
the orthologue of the gfdA gene of A. nidulans — have shown osmophility in
the presence of 2 M sorbitol (Orosz és mtsai., 2018). Furthermore, the up-
regulation of the gfdB gene was observed in the presence of NaCl exposure
(Balazs és mtsai., 2010). The function of the gfdA gene has already been
characterized by Fillinger et al. (2001); the phenotypes of the AgfdA mutant
were found to be osmotically remediable. Based on these findings, we wanted
to reveal the physiological role of the other paralogue, the gfdB gene, thus we
constructed the AgfdB mutant in the filamentous fungus A. nidulans.

From our observations, the following were the most important ones:

- At 37 °C, after 5-day incubation, the AgfdB mutant showed significant
sensitivity to oxidative stress in the presence of tBOOH, H20,, as well as
diamide, furthermore, it proved to be sensitive to Congo Red, a dye causing
cell wall integrity stress.

- We conducted a similar experiment at 25 °C, and the phenotype change of
the gene deletion strains was also observed in 10-day cultures, and significant
differences were detected in the presence of oxidative stress agents (tBOOH,
H20,, MSB), a cell wall integrity stress agent (Congo Red), and a heavy metal
stress agent (CdCly).

- As a result of the deletion of the gene, the concentration of reactive species
increased under normal conditions, as well as in cultures treated with tBOOH,

which causes oxidative stress.
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- Therefore, we also analyzed the activity of some antioxidant enzymes.
Specific GR activity was higher in the gene deletion strain, with and without
treatment. In turn, specific GPx and catalase activities were reduced
significantly in the mutant strain, presumably because specific GR activity on
its own was insufficient restore the redox balance. We also monitored the
development of specific SOD activity, which was also decreased significantly
due to the tBOOH treatment, thus eliminating reactive species.
- The absence of the gfdB gene also disturbed mycotoxin production.
Significantly higher sterigmatocystin content was measured in the mutant
strain than in the THS30.3 control. When the cultures were exposed to
oxidative stress, sterigmatocystin production decreased in both strains, but it
was still twice as high in the mutant compared to the control.
- In addition, the development of the polyol content of the AgfdB strain was
also monitored. Under normal conditions, mannitol production was
significantly higher compared to the control, whereas the development of
erythritol contents was similar in both strains. As a result of tBOOH treatment
of the fungal strains, there was no detectable amount of erythritol in either the
control or the dene deletion strain. Furthermore, the mannitol concentration
increased significantly in the AgfdB strain, but it remained unchanged in the
THS30.3 strain.
- A reduction in the viability of the strains was observed in both the untreated
cultures and those treated with tBOOH, whereas cell apoptosis increased.
When adding tBOOH, a significant difference was observed between the
growth of the strains already at the age of 52 hours.

We have set as an additional objective of my PhD work to introduce the
gfdB gene into the genome of the filamentous fungus A. glaucus, which shows
significant osmophility in the presence of 2 M sorbitol with the gfdB gene. Our
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most important results with the transgenic strains constructed are the
following:

- The insertion of the gfdB gene resulted in significant stress tolerance in the
presence of tBOOH, MSB and H:02, which generate oxidative stress,
moreover, tolerance to Congo Red, which causes cell wall integrity stress, was
observed, and furthermore, heavy metal stress tolerance was also observed in
the case of the mutant strains in the presence of CdCl, following 10-day
incubation, on media supplemented with 2 M sorbitol.

- There was no significant difference in the stress sensitivity of the transgenic
strains when using 1 M NaCl instead of sorbitol as an osmotic stabilizer since
the fungus A. glaucus grows slower on media containing NaCl under normal
conditions as well.

Based on our results, it can be concluded that in the filamentous fungus
A. nidulans, the gfdB gene does not play a role in protection against osmotic
stress — as the gfdA gene — as we have hypothesized earlier (Fillinger et al.,
2001; de Vries et al., 2017) but rather in the oxidative and cell wall integrity
stress protection system. In this species, it plays an additional role in
maintaining the viability of cells and delaying apoptosis.

According to the hypothesis set in my thesis, the deletion of this glycerol
metabolic enzyme presumably induced mannitol overproduction in this gene
deletion strain because older cultures accumulate mannitol rather than
glycerol, furthermore, mannitol can also function as a free radical scavenger,
and under oxidative stress, it can take over the role of glycerol in multiple
species (Smirnoff és Cumbes, 1989; Chaturvedi és mitsai., 1996, 1997,
Jennings és mtsai., 1998; Ruijter és mtsai., 2003; Hema és mtsai., 2014).

The gfdB gene maintained its function in oxidative stress tolerance even
when transformed into another Aspergillus species, A. glaucus. Therefore, it

can be stated that the well-known osmophility of A. glaucus cannot be
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explained with the evolutionary lack of the gfdB gene. These observations
require further research, as different isoenzymes provide protection against
different types of stress, and understanding this is highly significant, especially
in the case of fungus species that are of outstanding industrial importance. In
further research, it would be important to explore what physiological functions
other glycerol-3-phosphate dehydrogenase paralogue gene pairs have in
different Aspergillus species. Our long-term plans include preparing the gfdB
transgenic strains of the filamentous fungus A. wentii, which also exhibits
osmophility, with the gfdB gene, in order to gain more insight into the

regulation of stress protection via these genes, and support our research so far.
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11. Figgelék

1. kiegészité abra Az A. nidulans THS30.3 kontroll és a AgfdB mutans torzs oxidativstressz-érzékenységének vizsgalata
kiilonb6z6 szénforrasokon (A-D). A torzseket 37 °C-on, 5 napon keresztiil inkubaltuk. A kovetkez6 abrakon feltiintettiik a
szignifikans eltéréseket a kontroll és a mutans torzs telepatmérdi kozott (B), a kontroll torzs telepatmérdi kozott kiillonb6zo
szénforrasokon (C), illetve a mutans torzs telepatmérdi kozott eltérd szénforrasokon (D) 0,8 mM tBOOH jelenlétében és

anélkil.
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2. kiegészité abra Az A. nidulans THS30.3 kontroll és a AgfdB mutans torzs oxidativstressz-érzékenységének vizsgalata
kiilonboz6 szénforrasokon 1 M NaCl jelenlétében. A torzseket 37 °C-on, 5 napon keresztiil inkubaltuk.

1 % gliikéz + 1 % fruktoéz + L 1 % glicerin + 1 % etanol +
1 % gliikéz 1 % fruktoéz 1 % glicerin 1 % etanol
0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH

THS30.3

AgfdB
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3. kiegészito abra Az A. nidulans THS30.3 kontroll és a AgfdB mutans torzs oxidativstressz-érzékenységének vizsgalata
kiilonboz6 szénforrasokon 2 M szorbit jelenlétében. A torzseket 37 °C-on, 5 napon keresztiil inkubaltuk.

1 % gliikéz + 1 % fruktéz + L 1 % glicerin + 1 % etanol +
1 % gliikéz 1 % fruktéz 1 % glicerin 1 % etanol
0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH 0,8 mM tBOOH

THS30.3

AgfdB
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4. Kiegészité abra A THS30.3 és a AgQfdB torzs stresszérzékenységének a vizsgalata 25 °C-on, 10 napos inkubaciot
kovetden (A-C). A kovetkezo abrakon feltiintettiik a szignifikans eltéréseket a kontroll és a mutans torzs telepatméréi kozott
(A), a kezeletlen és kezelt kontroll torzs telepatmérdi (B), illetve a kezeletlen és kezelt mutans torzs telepatmérdi kozott
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5. kiegészité abra Az A. glaucus kontroll, a 'c gfdB1 és a 'c gfdB2 torzsek stresszérzékenységének a vizsgalata 25 °C-on,
5 napos inkubaciot kovetéen (A-D). A kovetkez6 abrakon feltiintettiik a szignifikans eltéréseket a kontroll és a mutans torzs
telepatmérdi kozott (A), a kezeletlen és kezelt kontroll torzs (B), a kezeletlen és kezelt ’c gfdB1 torzs (C), valamint a
kezeletlen és kezelt 'c gfdB2 torzs telepatmérdi kozott (D).
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6. kiegészité abra Az A. glaucus kontroll, a ’c gfdB1 és a 'c gfdB2 torzsek stresszérzékenységének a vizsgalata 25 °C-on,
10 napos inkubaciot kovetden (A-D). A kovetkezé abrakon feltiintettiik a szignifikans eltéréseket a kontroll és a mutans
torzs telepatméréi kozott (A), a kezeletlen és kezelt kontroll torzs (B), a kezeletlen és kezelt 'c gfdB1 torzs (C), valamint a
kezeletlen és kezelt 'c gfdB2 torzs telepatmérdi kozott (D).
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7. kiegészito abra Az A. glaucus kontroll, a 'c gfdB1 és 'c gfdB2 mutans torzsek stresszérzékenységének vizsgalata 1 M
NaCl-dal kiegészitett minimal taptalajon (A-E). A kovetkez6 abrakon feltiintettiik a szignifikans eltéréseket a kontroll és a
mutans torzs telepatmérdi kozott (A-B), a kezeletlen és kezelt kontroll torzs (C), a kezeletlen és kezelt ’c gfdB1 torzs (D),
valamint a kezeletlen és kezelt ’c gfdB2 torzs telepatméréi kozott (E).
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8. kiegészitdé abra A AgfdB és a THS30.3 kontroll torzs poliol tartalmanak vizsgalata 'H és 13C NMR spektroszkopidval

stresszmentes koriilmények kozott (A) és 0,4 mM tBOOH jelenlétében (B).

A
OH OH OH
: HO
g N OH OH 8 OH
mannit & eritrit
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