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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az Aspergillus nidulans altalanos bemutatésa

Az Aspergillus nidulans kiilonb6z6 kérnyezeti niche-ekben eléforduld fonalas gomba.
Gyakran megtalalhaté talajban, bomld szerves anyagokban gazdag kdrnyezetben. Kilonféle
élelmiszereket is képes kolonizalni, mellyel annak romlasat okozza, valamint mikotoxinokat
termelhet, amelyek mind az allatok, mind pedig az ember egészségére veszélyt jelentenek.
Mindemellett  jol  tanulményozott modellszervezet, széles korben alkalmazzdk
laboratériumokban vilagszerte. Mint sok méas fonalas gomba, az A. nidulans is képes szamos
masodlagos anyagcseretermék eldallitasara, melyek kozott a mikotoxinokon  kivil
megtalalhatunk antibiotikumokat és mas bioaktiv vegyuleteket is. Ezek a gomba stacioner
fazisaban keletkeznek, és nem képezik részét a primer metabolizmusnak. Patogenitasat
tekintve nem tekintik emberre veszélyes mikroorganizmusnak, de okozhat opportunista
fertézéseket immunhianyos szervezetekben. A gombahoz kozeli rokon fajok kozott az
Aspergillus nemzetsegen bellil szamos human- és névenypatogén, valamint ipari szempontbol
fontos faj talalhatd, melyekkel ipari méretekben allitanak elészerves savakat (pl. citromsav) és

enzimeket (proteazok, amilazok) (Scazzocchio, 2019).

Az A. nidulans egy Ascomycota haploid homotallikus fonalas gomba. Haromféle
életciklus  zajlik benne, vegetativ, szexualis, valamint paraszexudlis. Vegetativan
konidiospdrakkal, szexualisan pedig aszkosporakkal szaporodik. Vad tipust z6ld szinlket a
sporak adjak, azonban mutaciok kovetkeztében keletkezhetnek mas szinli gombatelepek is
(Scazzocchio, 2019). A 37 °C-on nové telepeken a konidioforok korulbeltl 18 éraval a sporak
csirazasa utan jelennek meg. Ezzel szemben a szexualis spérak (aszkospdrak) néhany nappal
késobb fejlodnek ki zart termotestekben (kleisztotécium), amelyek négyzetcentiméterenként
tobb ezret is szamlalhatnak a micéliumpdzsitban. A fiatal kleisztotéciumok puha, halvany
rozsaszin testek, amelyek szilard, sotétvords héjjal hatarolédnak el a micéliumban. Fejlédésiik
legkorabbi szakaszatdl kezdve a kleisztotécium primordiumat szamos, gombolyi, vastag fald,
sok sejtmagvu sejtek veszi korll, amelyeket Hulle-sejteknek neveznek (Hermann és mtsai.,
1983).

A konidiospérakban 1évé zold pigmentek jelenléte pozitivan korrelal az UV-fénnyel
szemben mutatott rezisztenciaval (Chang és mtsai., 2019). Az aszkospdrakban talalhatd voros

pigment is az UV-fénnyel szembeni védekezésben jatszik szerepet (Chung és mtsai., 1996).



Erdekes mddon a vorés pigment bioszintézisének elsd intermedierjei és a sterigmatocisztin
bioszintézis korai intermedierjei kozott szerkezeti hasonlosag figyelhetd meg, ezért gy
gondoljak, hogy a voOrés pigmentet és a sterigmatocisztint létrehozd poliketid-szintaz
rendszerek kdzott evolucios kapcsolat all fenn (Brown és Salvo, 1994).

1.2. A lakkaz enzimek jellemzése és biotechnoldgiai alkalmazasuk

A lakkédzok a polifenol-oxidazok csoportjaba sorolt multicopper-oxidazok, melyek a
katalitikus kozpontjukban rézatomokat tartalmaznak. A lakkazok aktiv centruma négy réziont
tartalmaz: egy mononukleéris, igynevezett 'kék' réziont (T1 hely) és egy hdrom rézionbdl allo
klasztert (T2/T3 hely), amely egy T2 réziont és két T3 réziont foglal magéaba (1. abra). Az
enzimpreparatum kékes arnyalatot o6lt, igy a négy réziont hordoz6 lakkdzokat kék
lakkazoknak nevezik (Morozova és mtsai., 2007). Az olyan enzimeket, melyeknél hianyzik a
kék szinért felelés réz atom, "sarga" vagy "fehér" lakkazoknak nevezik, bar tobb szerz6 nem

tekinti 6ket igazi lakkazoknak (Baldrian, 2006).

1. dbra. Sematikus &bra a Bacillus subtilis CotA lakkazarol (Morozova és mtsai., 2007)



A gombdkban jelenlévd lakkazkodold gének, amelyek feltehetden génduplikacios
eseményekbdl szarmaznak, az életciklus sordan szdmos célzott funkciot tolthetnek be, és
reagalhatnak a vAltozd kornyezeti feltételekre, mig mas lakkdzok Kkibocsajtodva az
extracellularis térbe pl. a lignin bontésaban jatszhatnak szerepet, mely lehet6vé teszi, hogy a
gomba fakorhadékokon ndvekedjen (Sapmak, 2016). A lakkazok lokalizacidja fizioldgiai
funkcidikhoz kapcsoldodik. Az intracellularis gombalakkazok részt vehetnek a sejtben termelt,
kis molekulatomegili fenolos vegyiiletek atalakitasaban. A sejtfalakban és sporakban talalhato
lakkazok részt vehetnek a melanin és mas, a sejtfalakat védé anyagok szintézisében
(Morozova és mtsai., 2007). A baktériumokban a lakkazok szamos feladatot latnak el, példaul
részt vesznek a morfogenezis folyamataiban, segitik a réz homeosztazist, részt vesznek a
pigmentek, példaul a melanin és a barna sporapigmentek bioszintézisében, tovabba
hozzajarulnak a sporak védelméhez az UV fény és oxidativ stresszorok (pl. hidrogén-peroxid)
ellen (6sszefoglalta: Santhanam és mtsai., 2011; Strong es Claus, 2011). A gombalakkazok is
hasonlé szerepeket latnak el (fontosak a sporulécio és a ndévenyi patogenezis soran), bar sokak
élettani szerepét még nem sikerilt feltarni. A gombalakkazokat sikerrel hasznositotta az ipar
és kiillonboz6 medidtorok hozzdadasaval széleskoriien hasznaljak 6ket ipari bioremediacios
folyamatokban. Ez magaba foglalja a lignocelluloz-vegyuletek delignifikaciojat, az ipari
szinezékek eltavolitasat és méregtelenitését, valamint a xenobiotikus vegyiiletek, peszticidek

,,,,,,

(6sszefoglalta: Rivera-Hoyos és mtsai., 2013; Li €s mtsai., 2014).

A lakkéazok szerepe a delignifikacio soran érdekes. In vitro katalizalhatjak a lignin
lebomlasat, azonban a keletkez6 kis molekulatomegii komponensek Ujra-polimerizalédhatnak.
Ezért a lakkazok 6 szerepét nem a lignin oxidacidjaban latjak, hanem az oxidacios termékek
polimerizécidjara gyakorolt hatdsdban. Fontos megjegyezni, hogy a lignin in vivo enzimatikus
bomlasa néhany mérgez6 terméket eredményez, amelyek negativan hatnak a micélium

fejlédésére és fennmaradasara (Morozova és mtsai., 2007).

A lakkazokban rejld nagy felhasznélasi potencidlt tovabb peldazza textilipari
alkalmazasuk. Ismeretes, hogy a reaktiv szinezékek, melyeket a pamutfestd ipar hasznal,
fenolos vegylletek (pl. Reactive Blue KN-R, Acid Violet 43, Reactive Orange 7, Acid Red
35, Direct Turquoise Blue 5B) (2. abra), melyek a festési eljaras utdn nagy mennyiségben
kerilnek ki a szennyvizbe. Mivel 0sszetett szerkezetik miatt nehezen bomlanak,

felhalmozodasuk kérosan hat a teljes 0koszisztémara. A szennyvizbe torténd kijuttatas elott a



festékanyagok hatastalanitasa érdekeben szamos fizikai és kémiai modszert, példaul
adszorpcidt, oxidaciot és ioncserét is alkalmaznak, azonban ezek a technikak nem csak
koltségesek, de még veszélyesek is. A fonalas gombakbol szarmazo lakkézok alkalmazasa a
festékek bontasara egy 6kobaréat biodegradécids alternativat jelent. Koszonhetden annak, hogy
a lakkazok széles szubsztréatspecificitdsi enzimek, melyek oxidaljak az aromas gyiiriiket az

oxigén vizzé redukalasa kozben (Li és mtsai., 2014), az ipari festékeket hatékonyan
neutralizaljak.
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2. abra. A gyakran hasznélt pamutfestékek kémiai szerkezete ((Li és mtsai., 2014)

Napjainkban a lakkdzok nem csak a pamutszinezék ipari hulladékok elbontasaban

jatszanak fontos szerepet, hanem szdmos ipari alkalmazasban is, beleértve a kiilonb6zé tipust



festékek szintelenitését, a mar emlitett lignocelluléz anyagok lebontasat, a papirpépesitést,

valamint egyéeb bioremediaciot és mas biotechnoldgiai alkalmazasokat (Li és mtsai., 2014).

1.3. A lakkézok szerepe az A. nidulans modellszervezetben

Altalaban a Basidiomycetes-ek kozétt talalunk olyan fa-korhasztod fajokat, melyek
régota ismertek arrol, hogy az intracellularis lakkdzok mellett extracellularis lakkazokat is
termelnek (Morozova és mtsai., 2007). Az Ascomycota fajokr6l Ugy tartottdk, hogy csak
intracellularis lakkazokat termelnek, melyek k&zé tartozik az A. nidulans YA (AN6635),
Lakkaz-11 (AN8581) és TilA (AN0901) enzime (Mander és mtsai., 2006). 2006-ban Mander
és munkatarsai kimutattak, hogy létezik a fenti lakkazokkal homolog, filogenetikailag t6liik
elkiiloniilé csoportot alkoté masik harom lakkaz is az A. nidulans-ban, melyek kibocsajtddnak
az extracellularis térbe. Ezek az LccB (AN9170), LccC (AN5397) és LeeD (ANO0878),
lakkazok (Mander és mtsai., 2006). Elettani szerepiik ismeretlen.

1.3.1. Lakkaz | (YA lakkéz)

A Lakkadz | (YA) funkciovesztéses mutacié okozta fenotipus az egyik legrégebben
ismert fenotipus az A. nidulans modellszervezet tanulmanyozasanak torténetében. Mar az
1960-as években izolaltak sarga konidiospdra-szinmutansokat, melyeket elGszeretettel
alkalmaztak genetikai keresztezeések soran partnerkent z6ld, azaz vad-tipus szini torzsekkel.
Kés6bb dertilt fény arra, hogy az A. nidulans z6ld spéraju torzsei p-difenol-oxidazt (Lakkaz I)
termelnek a konidiogenezis soran, és a sarga konidiosporaju mutansokbdl ez az enzim
hianyzik (Clutterbuck, 1990). Ezt kovetden azonositottak az enzim termeléséért felelés yA
gént, melynek génterméke sziikséges a zold szini pigment prekurzoranak atalakitasahoz
(Aramayo es Timberlake, 1993). A prekurzor pigment sarga szinti, igy az atalakitasat végz6
enzim hidnydban a konidiospordkban a zold pigment helyett a sarga szinli prekurzoranyag

halmozddik fel, amely a konidiospdrak szinét meghatarozza.

Ahogy azt az 1.1. alfejezetben emlitettilk, a konidiospérak pigmentacidja fontos az
UV-sugéarzassal szembeni tolerancia szempontjabdl, és hozzajarul a gombak tuléléséhez a
kornyezetben (Chang és mtsai., 2019). A zdld pigment mellett méas, tovabbi pigmenteket is
termel a gomba, melyek az aszkospérak falaban, vagy a hifakban felhalmozddva védenek az
UV-sugéarzastol (Chung és mtsai., 1996), vagy a patogenezisben és egyes antifungalis

vegylletek elleni védelemben jatszanak szerepet (Chang és mtsai., 2020).



1.3.2. Lakkéaz 11

A Lakkéz 1l enzimet biokémiai vizsgalatok sordn azonositottak es jellemezték. A
Lakkaz 1l elektroforetikusan kilonbozik a Lakkaz 1-t61 (YA) és a két enzim a szexudlis
fejlodés kiilonbozé stddiumaban fejezodik ki, mely génszabalyozasuk eltérd voltara utal. A
Lakkaz II jellemzéen a szexudlis ciklus elején megjelend termétest kezdeményekben
(primordiumokban) és a szexudlis ciklus specializalt védelmi, tdmaszto és taplald szerepet
betolté Hulle-sejtjeiben jelenik meg (Hermann és mtsai., 1983; Scherer és Fischer, 1998).

Tovabbi szerepikre vagy aktivitasukra vonatkozoan nincsenek informacidink.

1.3.3. TilA lakkaz

A tilA gén terméke egy 66,3 kDa méretti fehérjét kddol, mely 37,6%-ban azonos a
YA-val. A TilA-ra jellemz6, hogy N-terminalisan szekrécios szignalt hordoz, és harom
jellegzetes rézkot6 kdzpontot tartalmaz. Az enzim a hifacsucsoknal lokalizalodik, innen kapta
nevét a gén, tip laccase, azaz tilA (Scherer es Fischer, 2001). A gén delécidja vagy tulzott
kifejezése semmilyen észrevehetd fenotipust nem okoz (Scherer és Fischer, 2001; Mander és
mtsai., 2006).

1.3.4. Az LccA, LceB és LccC extracellularis lakkazok A. nidulans-ban

Mander és munkatarsai (2006) in silico vizsgalatok soran azonositottak négy lakkaz-
szer(i fehérjét (LccA-D), melyek nagy hasonlosdgot mutatnak az YA-val. Mig az LccD
filogenetikailag egyiitt klaszterezédik az YA-val és extracellularis lokalizacios szignalt
hordoz az N terminalisan, addig az LccA, LceB és LccC fehérjék az YA-tél kalonallo
filogenetikai klasztert alkotnak, és csak az LccB és LecC hordoz extracellularis lokalizacios
szignalt. Az IccA-D gének funkcionalis vizsgalatat nem sikerilt elvégezniik a szerzéknek,
ugyanis a vizsgalt kornyezeti kortlmények és fejlodési allapotok mellett ezen gének nem
fejezédtek ki. Munkajuk soran a génfunkcid vizsgalatahoz nem delécids mutansokat hoztak
létre, hanem indukalhat6 prométerrel (az alkohol dehidrogenazt kddold alcA gén indukalhato
prométerével) kifejeztették az IccA, lccB, IccC és lceD géneket ezen génekre nézve vad tipusu

A. nidulans-ban.

Ahogyan a jellemzbéen széles szubsztratspecificitdsi lakkdzok pozitiv reakciot
mutatnak az ABTS (2,2'-azinobisz(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)) szubsztrattal, igy az
extracellularis szignalt hordoz6 LccB, LccC és LeeD lakkazokat indukald szer jelenlétében

tultermeld telepek az ABTS-t hordozé taptalajon a telepek kordli taptalaj zonaban pozitiv



reakciot mutattak. Ezzel igazoltak, hogy az LccB, LccC és LeeD valddi extracellularis

lakkazok, azonban tovabbra sem deritettek fenyt ezen enzimek élettani szerepére.

1.4. A természetes fenolos vegyuletek antimikrobialis hatasa

A természetes fenolos vegyiiletek kis molekulatomegii, természetben el6forduld
szerves vegyuletek, amelyek egy vagy tobb fenolcsoportot tartalmaznak, melyekhez
hidroxilcsoport kapcsolodik (Ansari és mtsai., 2013; Zabka és Pavela, 2013). Repertoarjuk az
egyszerii fenoloktol a polifenolokig, példaul flavonoidokig és tanninokig terjed. Legaldbb
8000 kiilonb6z6 névényi eredetii fenolos vegyiilet szerkezetét ismerjik (Estevinho és mtsai.,
2008). JelentGs szerepet jatszanak az emberi egészség fenntartasaban, amint azt gombaellenes,
antioxidans és rakellenes aktivitasuk is bizonyitja (Ansari és mtsai., 2013; Puupponen-Pimia
és mtsai., 2001). Antimikrobialis hatdsukhoz nagyban hozzajarul, hogy hidrofob jellegiknél
fogva konnyen beépiilnek a lipidmembranokba, mellyel felboritjak az intracellularis
ionhomeosztazist, eléidézik a citoszolikus pH csokkenését, megbontjak a sejtek integritasat és

a sejtek pusztulasat okozzak (Zabka és Pavela, 2013).



2. CELKITUZES

Kutatdsunk soran felvetettiik annak a lehetdségét, hogy az eddig még ismeretlen
funkcioju extracellularis lakkazok az A. nidulans-ban védelmi funkciot toltenek be a
természetben eléforduld természetes, antimikrobialis hatasu fenolos vegytletekkel szemben.
Ezért célul thztik ki az extracelluldris lakkédzokat kodold gének (lccB, lccC és lcecD)
deléciojat, és egy tripla delécids torzs létrehozasat, melynek vizsgalataval a hipotézistinket

majd igazolni tudjuk. Jelen dolgozat ezen célkitiizés megvalositasanak elsé 1épését célozza. A

IccCA torzs noveényi fenolokkal szemben mutatott érzékenység-vizsgalatat, valamint fenolos

metabolit profiljanak vizsgalatat terveztiik végrehajtani.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Alkalmazott torzsek

1. tdblazat: Alkalmazott A. nidulans torzsek

Torzs Genotipus Felhasznalas Hivatkozas
HZS.120 riboB2; pabaAl; veAl | recipiens torzs (Hamari és mtsai., 2009)
transzformalashoz
és sziilo1 kontrol
ndvekedési
tesztekben,
metabolitanalizis
HZS.982 IccCA::AfuriboB™; novekedési teszt, jelen munka
riboB2; pabaAl; veAl | metaholitanalizis
HZS.983 IccCA::AfuriboB™; novekedési teszt, jelen munka
riboB2; pabaAl; veAl | metaholitanalizis
HZS.984 lccCA::AfuriboB™; novekedési teszt, jelen munka

riboB2; pabaAl; veAl

metabolitanalizis

3.2 Alkalmazott primerek

2. téblazat: Az lccC gén deletalasara es a génszubsztitcios kazetta elkeszitésehez

alkalmazottprimer szekvenciak

Delécid Aspergillus fumigatus riboB szelekcids marker génnel

ANS5397 up F

5’ — gtcctggcttgtctcactcttcac — 3°

ANS5397 up NF

5> — gctgattgectegcatctttcge — 3

AN5397 up Afribo KR

5’ — gatcaaacgagccagactcctgccaagaggcagaageatagagtge — 3°

Afuribo AN5397 KR

5’ — cattccacgtattacacgcattgaccgacatttggaatggacaacagac — 3°

AN5397 down Afribo KF

5’ — gtctgttgtccattccaaatgtcggtcaatgegtgtaatacgtggaatg — 3°

AN5397 down NR

5’ — ctttatgtggccagctcaatagttctg — 3°

AN5397 ReTi frw

5’ — ccaacctcaacctcgtttactc — 3’

AN5397 ReTi rev

5’ — tgagctacttcttgttccegt — 3

lccC up jel F

5’ — aaggaagacagataccgtcagca — 3’

lccC up jel R

5> — gggcacttagacaagactggac — 3’

11




AN5397 Dell F 5’ — agtctagttcctcatgtagcacga — 3’
AN5397 Dell R 5’ — geattgtagtggaattcaagaaccag — 3’
AfupabaA F 5’ — gtatcttctgcaactacttctacttccag — 3’
AfupabaA R 5’ — gagagaagctgcacttactgttattcg — 3’

3.3. Taptalajok és tapoldatok
Minimdl tapoldat (MM):
2 vIv% sooldat; 0,1 g/l glikdz; vitaminokkal és nitrogénforrassal kiegészitve; (pH 6,8)

Komplett tapoldat (CM):

0,1 g/l gliikdz; 1,5 g/l kazaminosavak (Bacto™); 1 g/l élesztékivonat (Bacto™); 25 g/l
agar (Bacto™); 2 g/l pepton (BactoTM); 2 v/v% so6oldat; komplex vitaminkeverékkel
Kiegészitve; pH 6,8

Sooldat:
26 g/l KCI; 26 g/l MgSO4x7H,0; 76 g/l KH2POy4; 5 viv% nyomelemtdrzsoldat

Nyomelemtérzsoldat:
40 mg/l Na-borat (Na:B4O7x10H20); 400 mg/l CuSO4x5H20; 714 mg/l FePOa; 728
mg/l MnSO4xH-0; 800 mg/l Na2MoO4s*%2H>0; 8 mg/l ZnSO4x7H,0

Novekedési teszthez felhasznalt, novényi eredetii fenolos vegyiiletek:

Ferulasav oldat: 400 mM
77,6 g/l Ferulasav (Sigma) 50%-0s etanolban

Kavésav oldat: 400 mM
87 g/l Kavésav (Sigma) 50%-0s etanolban

Klorogénsav oldat: 400mM
141.6 g/l Klorogénsav (Sigma) 50%-0s etanolban

p-Kumarsav oldat: 400 mM
65,6 g/l p-Kumarsav (Sigma) 50%-os etanolban

1,5 M NaCl
87,66 g/l NaCl (Biolab)

Menadion: 1mM
10 g/l Menadion (Sigma) acetonban
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3.4. Felhasznélt oldatok
Agardz gélelektroforézishez hasznalt oldatok:
1x Tris-acetat-EDTA (TAE) puffer; 8 g/l agaroz; 5 ug/ml etidium-bromid (EtBr); 6x
loading oldat (Fermentas); 1 Kb DNS molekulasuly marker (Biosystems)
1x TAE: 40 mM Tris-HCI; 20 mM ecetsav; 1 mM EDTA; pH 7,5

Protoplasztalashoz hasznalt oldatok:
TNL1: 5,22 m/v% KCI; 0,735 m/v% CaCl;
TN2: 60 m/v% PEG (polietilén-glikol) 4000; 1,214 m/v% Tris; 0,735 m/v% CaCl;

Totéal DNS kivonashoz hasznalt oldatok:

LETS puffer: 4,235 g/l LiCl; 3,72 g/l Na2EDTA,; 0,2 viv% SDS; 1,21 g/l Tris-HCI;
pH 7,4

PCI: fenol (pH 7): kloroform: izoamilalkohol, 25:24:1 aranyu elegye

kloroform: izoamil-alkohol 24:1 aranyu elegye

Southern Blot-hoz hasznalt oldatok:

Denatural6 oldat: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

Neutralizacios oldat: 0,5 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, 0,001 M EDTA
20x SSC oldat: 3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat

Hibridizacios puffer: 5x SSC, 0,1% N-lauril-szarkozin, 0,02% SDS, 1% Blocking
reagens

1. mos6 oldat: 2x SSC, 0,1% SDS

2. moso oldat: 0,5% SSC, 0,1% SDS

10x-es 1. puffer: 1 M maleinsav, 1,5 M NaCl

2. puffer: 1% blocking reagens 1x-es 1, pufferben oldva

3. puffer: 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl;

3.5. Polimeraz lancreakciék

3.5.1. A génszubsztitlcids kazetta elemeinek felszaporitdsa PCR segitségével

A Phusion Hot Start 1l High-Fidelity DNS polimerazhoz (Thermo Scientific™)
mellékelt gyartdi utasitdsoknak megfelelden allitottuk dssze a polimeraz lancreakciok (PCR)
reakciokeverékét, 50 ul végtérfogatban. A PCR reakciokeverék az alabbi komponenseket

tartalmazta:
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o 0,5 uM forward és reverz primerek

o 1x Phusion HF puffer

o 4% 0,2 mM dNTP-k (dATP, dTTP, dGTP. dCTP)

o 0,5 ul Phusion Hot Start 11 High-Fidelity DNS Polimeraz
o 100 ng DNS templat

A polimerizécid korilményei:

o elddenaturacio: 98 °C, 30 s

o denaturacio: 98 °C, 10 s

o hibridizéacio: 62 °C, 30 s

o polimerizacio: 72 °C, X perc (X= vart PCR termék hossz (kb) / 2)
o utopolimerizacio: 72 °C, 2 x X perc

o hités: 12 °C,

A Southern blot hibridizacio soran alkalmazéasra kerllt DNS proba DIG-dUTP
jelolését a DIG-dUTP jelo16 és hibridizald kit (Roche) segitségével és Dream Taq polimeraz
(Zymo Research) alkalmazésaval végeztik el. A reakcioelegyeket 30 ul végtérfogatban az

alabbiak szerint allitottuk 6ssze:

o 1x 1. puffer

o 20 mM MgCl;

o 1,2 mM DIG-dUTP-vel kiegészitett ANTP keverék
o 0,3 uM forward és reverz primerek

o 0,075 U/ul Dream Taq Polimeraz

o 50-250 ng vad tipusu total DNS kivonat

3.6. Agardz gélelektroforézis

A PCR sordn képzddott termékek mindségi és mennyiségi vizsgalatat agardz
gélelektroforézissel vizsgaltuk és ellendriztiik 0,8 m/v% agardz gélen. A reakcioelegyekbdl 1-
1 ul-t futtattunk meg TAE pufferben. A futtatds BioRad horizontalis gélelektroforézis
készulékkel tortént 100 V feszultségen. A megfuttatott DNS lathatdsaga érdekében 5 pg/ml
etidium-bromidot mértiink a gélbe, mely a DNS-hez kotédik és UV fénnyel megvilagitva

fluoreszkal.
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3.7. PCR termékek gélbél torténé visszaizolalasa

A PCR termékeket preparativ mennyiségben 0,8 m/v% agardz gélen megfuttattuk, a
szukséges DNS-t tartalmazd fragmentumokat a gélbol kivagtuk, majd a Gel/PCR Fragments
Extraction KIT (Geneaid) segitségével a gyart6 utasitasai alapjan a DNS-t visszaizolaltuk. Az
izolalds utan 1-1 pl mennyiségek 0,8%-0s agardz gélen torténd futtatdsaval ellendriztiik az

izolalt DNS mennyiségét.

3.8. Az A. nidulans transzformalasa

Az A. nidulans transzformalasat celofantenyészeten létrehozott protoplasztok
felhasznalasaval hajtottuk végre (Antal és mtsai., 1997; Ferenczy és mtsai., 1975; Kevei és
Peberdy, 1977). Tenyészeteinket celofannal fedett komplett taptalajon neveltik 37 °C-on, 14-
16 o6ran at. Az inkubacios id6 elteltével a celofanréteget lefejtettik, majd fejjel lefelé
protoplasztalé folyadékba helyeztiilk maximum 2 Grara, 25 °C-on. Protoplasztald folyadekként
10 mg/ml 0,7 M KCI Glucanex (Novozym) oldatot hasznaltunk. A sikeresen létrejott
protoplasztokat 0,7 M KCIl oldattal mostuk le a celofan feliiletérdl, majd atsziirtiik egy 75-100
pm-es nylon filteren, melyen fennakadnak a micélialis szennyezddések, a sejtfal nélkili sejtek
pedig atjutnak. A protoplasztokat ezutan centrifugalassal tlepitettiik 15 percen at 3500 rpm-
en, majd a keletkez6 pelletet 0,7 M KCI oldattal mostuk és centrifugaltuk. Vegul a
protoplasztpelletet 1-2 ml 0,7 M KCI-ban felszuszpendaltuk és megallapitottuk a
x 10° protoplasztot hasznaltunk fel. 5 x 10° protoplasztot 5 percig 2500 rpm-el Ulepitettiink,
majd a protoplasztokat 200 ul TN1 oldatban vettik fel, melyhez 5-10 pg DNS-t és 50 pl TN2
oldatot mértlink, majd 30 percen keresztul jégen inkubaltuk. Az inkubéacids id6 leteltével 1 ml
TNZ2 oldatot pipettaztunk a reakciéelegyhez, majd 6vatos homogenizalast kovetéen 5 percen
at inkubdltuk 25 °C-on. Ezt kdvetéen a TN2 oldatban jelen 1év6 toxikus PEG-tartalmat 10 ml
0,7 M KCI hozzaadasaval, majd a protoplasztok Ulepitésével mostuk ki a rendszerb6l. A
protoplasztpelletet 1 ml KCI oldatban vettik fel, majd 50 ml 40 °C-os top agar MM-ba
kevertlik (csak para-amino-benzoesavat tartalmaz, riboflavint nem) és 10 db para-amino-
benzoesavval kiegészitett MM csésze feliiletén eloszlattuk. Sikeres transzformacio esetén a
szelekcidés marker géen beéplilése a gombagenomba komplementélja a térzs riboB2 okozta

=z =7

telepeket tudnak képezni.
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3.9. Total DNS kivonéasa A. nidulansbdl

A CM taptalajon nevelt tenyészetekrdl 10° db sporat gytijtottiink 10 ml 0,01%-0s
Tween 80 oldatba. Az elkésziilt konidiospora szuszpenzidé 1 mi-ét a sziikséges vitaminokkal
Kiegészitett 100 ml MM tépoldatba oltottuk és egy éjszakan at neveltiik 37 °C-on 180 rpm
razatas mellett. A keletkezett micéliumokat Osszegyiijtottilk, mostuk desztillalt vizzel, majd
itatospapirba csomagolva széarazra csavartuk és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Ezt
kovetden hideg dorzsmozsarban liszt finomsagura Ordltiikk a micéliumokat folyékony nitrogén
folyamatos adagolasa mellett. 100 mg micéliumhoz 800 pl LETS puffert adtunk,
vortexeltiink, majd extrahaltuk 800 ul PCl-vel. Ezt kovetden centrifugiltuk az elegyet 10
percig 12.000 rpm-en, és a DNS-t hordoz6 vizes fazist legyiijtottik, majd ezt
kloroform:izoamilalkohol 24:1 aranyd keverékével extrahaltuk és a legyiijtott vizes fazisbol a
DNS-t tized térfogat 3 M Na-acetat hozzdadasa utan ekvivalens térfogat izopropanollal
kicsaptuk. Ezt fél oras -20 °C-os hiités kovette, majd 10 perc 12.000 rpm-en torténd
centrifugalassal Ulepitettiik a DNS csapadekot, melyet 70%-os etanollal mostunk. A pelletet
szaradas utan 0,05 mg/ml RNé&z oldatban oldottuk fel. A mintdk DNS tartalmat agaroz

gélelektroforézissel DNS molekulasuly-marker jelenlétében ellenériztiik.

3.10. Southern blot analizis

Az elkészitett totdl DNS kivonatokbdl azonos DNS mennyiségeket Hindlll restrikcids
endonukledzzal egy éjszakan at emésztettik. Egy éjszakan at, 37 °C-on torténd inkubalas utan
a DNS-t izopropanolos kicsapast kovetéen 15 pl desztillalt vizben koncentraltuk, majd
etidium-bromid mentes, 0,8 m/v% agar6z gélen, 100 V fesziltség alatt megfuttattuk DIG-
jelolt DNS Molekulasuly Marker jelenétében. A futtatast kovetéen a gélt etidium-bromidos
festd edényben 10 percig hagytuk festédni, majd 2 x 1,5 percig UV-fényben exponaltuk, hogy
a nagyobb méretti DNS-fragmentumok 6sszetorjenek és konnyebben atjussanak a blottold
filterre. A gélt 30 percig denaturdlé oldatban razattuk, majd 2 x 20 percre neutralizacios
oldatba helyeztik. A DNS-fragmentumokat Amersham Hybond-N (GE Healthcare) filterre
blottoltuk egy €jszakén &t 20 x SSC oldattal torténd kapillaris blottolassal. Masnap a filtert
UV-fénnyel 2 x 1,5 percig megvilagitottuk, hogy DNS kovalensen rdgziljon a filteren. Ezt
kovetden végeztiik el a filter hibridizalasat és a hibridizacios jel detektalasat a DIG-dUTP
detektald kit (Roche) felhasznalasaval, a gyartd utasitdsa alapjan. A filtert 1 6ran keresztil
prehibridizaltuk jelélt anyagot nem tartalmazo hibridizacios pufferben, majd DIG-dUTP-vel

jelolt probaval kiegészitett hibridizacios pufferben inkubaltuk egy éjszakan at, hibridizacids
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stitbben forgatva, 65 °C-on. Méasnap a filtert az 1. mosO oldattal 2 x 5 percig
szobahOmérsékleten, a 2. moséd oldattal 2 x 15 percig 65 °C-on mostuk, majd 1x-es 1.
pufferben 2 percig forgattuk szobahémérsékleten. Az 1. puffert 2. pufferre cseréltik és 30
percen &t inkubaltuk a filtert szobahdmérsékleten. Ezt kovetéen a 2. puffert lecseréltiik
antitestkonjugdtummal (Anti-Dioxigenin-AP Fab fragments Roche) kiegészitett 2. pufferrel és
30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Végil a filtert 2 x 15 percig az 1. pufferben
forgattuk, majd a 3. pufferrel ledblitettik. A jeldlt prébéaval hibridizalt DNS-szakaszokat
NBT/BCIP Stock oldattal (Roche) kiegészitett 3. pufferben torténd inkubacioval tettlik
lathatova.

3.11. Az lccC gén metabolitprofil-vizsgalatanak mintaelékészitése

3 napos szilard tapkozegen novesztett micéliumok konidiosporait 6sszegyiijtottik,
fagyasztottuk, majd liofileztik. A liofilezett mintakb6l 20 mg mennyiséget mértink Ki,
melyhez 1 ml metanol/viz 8/2 (VIV%) elegyét adtuk. A konidiumokat golyésmalomban 25
Hz frekvencidn, 30 s id6tartamig homogenizaltuk, majd 10 percig 80 kHz frekvencian
ultrahanggal kezeltiik. Centrifugalast kovetéen (20.000 g, 10 min, 4 °C), a feltluszobdl 200
M-t s6tét polipropilén mikrofiolaba pipettaztunk, és a minta metabolitosszetételét HPLC-ESI-

HRMS-modszer segitségevel vizsgaltuk.
3.12. UHPLC-ESI-HRMS mérés korilményei

Az UHPLC-HRMS rendszer egy UltiMate™ HPG-3400RS pumpabol, egy
UltiMate™ SRD-3400 géaztalanitobdl, egy UltiMate 3000 WPS-3000 automata
mintaadagolobol, egy UltiMate™ TCC-3000RS oszloptermosztatbol, egy UltiMate™ 3000
VWD  UV-detektorbdl, valamint egy Thermo Scientific Q Exactive Plus

tomegspektrométerbdl allt.

A metabolitok elvalasztasat Gemini-NX C18 150 x 2 mm, 3 um (Phenomenex)

oszlopon valositottuk meg, melyhez Gemini NX C18 el6tétoszlopot csatlakoztattunk.

Az alkalmazott mozgofazis viz + 0,1% hangyasav (A eluens), illetve
acetonitril/metanol 1/1 (V/V %) + 0,1% hangyasav (B eluens) volt. A vizsgalatok soran az

alabbi gradiens eluciét alkalmaztuk (3. tablazat).
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3.Téblazat Az elvalasztas gradiens programja.
t (min) B konc. (%)

0,0 5
2,0 5
13,0 95
19,0 95
19,5 5
24,0 5

Az éaramlési sebességet 0,2 ml/perc-re allitottuk, az elvalasztast 25 °C-o0s

homérsékleten valdsitottuk meg. Az injektalasi térfogat 5 ul volt.

A tomegspektrometrias detektalas korilményeit a 4. tablazat foglalja 6ssze. A

mintakat pozitiv és negativ ionizacios modban mértik.

4. Tablazat A hangolt tomegspektrometrias paraméterek.

Paraméter Ertéke
lonforras HESI
Spray feszultség 3500 V
Forras homérséklet 300 °C
Porlaszt6 gaz 30
Kisér6 gaz 10
Kapillaris hdmérseklet 320 °C
S-lencse RF 50

A mintak metabolitdsszetételét pasztazo-adatfiiggé fragmentacios (full scan — data-
dependent MSMS) maodszerrel vizsgaltuk az alabbiakban részletezett kortlmények kozott (5.

tablazat):

5. Tablazat: A pésztazo-adatfiiggd fragmentacios MS-madszer beallitasai.

Paraméter Ertékek
Pasztazo (full scan)

felbontas 70 000
tdmegtartomany 100-1500 m/z
AGC 1x10°
Adatfiiggé6 MSMS

felbontas 17 500

AGC 2x10°
Normalizalt (itkdzési energia 35
Kvadrupdl izolacios ablak 0,4 m/z
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Az UHPLC-ESI-HRMS-mérések soran az adatgyiijtés Trace Finder 4.0 szoftverrel

tortént. Az analizis eredményeképpen kapott adatfajlokat a Compound Discoverer 3.3

program felhasznalasaval elemeztiik a 3. bran feltiintetett munkafolyamat szerint.
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{ChromAlign}

)
)
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}—P [ 3 Search Mass Lists

L
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Networks
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v
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[ Mark Background

e

Apply SERRF QC
Correction

R

3. dbra: Az 6sszehasonlité elemzés munkafolyamata.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az lccC génszubsztitucids kazetta letrehozésa

A géndelécidhoz felhasznalt szelekcids marker gént a recipiens torzs kijelolése utén
valasztottuk meg. A Kivalasztott recipiens torzs, a HZS.120, riboflavin és para-amino-
benzoesav auxotréfiaval rendelkezik (riboB2 pabaAl), ezért a génszubsztiticids kazettat ugy
terveztiik, hogy a benne 1év6 szelekcids marker gén a riboB2 mutéaciét komplementalja. A
szelekcios marker gént A. fumigatusbol amplifikaltuk fel, mivel az A. nidulans kézeli rokona,
és az A. nidulans genetikai mutéaciok az A. fumigatus megfelelé vad tipusu ortoldég génjeivel
komplementélhatéak. A nem-fajazonos szelekcidés marker gen hasznélataval ki tudjuk zarni
azt a nem kivanatos eseményt, hogy a transzformalé kazetta szelekciés marker génje a
genomi megfeleldjével rekombindlédjon. Laboratoriumunkban mar szdmos esetben
hasznaltuk sikeresen az A. fumigatus riboB kodolé szekvenciat genom modositd

transzformacids kazettakban az A. nidulans riboB2 mutécié komplementaciojara.

A génszubsztitcios kazetta harom komponensbdl allt (A, B és C). A B komponens
volt a szelekcidos marker gen, és a B komponenst hatarold A és C komponensek pedig a
kazetta iranyitott genomi beépllését szolgaltdk, azaz a deletalni kivant gén kdzvetlen
upstream és downstream genomi kornyezetének egy-egy reszletei voltak, melyek homoldg
rekombinaciora lépnek a genomi megfeleljiikkel a transzformacio soran. Az A, B és C
komponenseket PCR segitsegével felszaporitottuk, majd az elkészult termékeket preparativ
gélen megfuttattuk és a DNS-t gélbdl visszaizolaltuk. Az izolalt PCR-termékekbdl 1 pl-t
futtattunk meg agar6z gélen ellenérzés céljabol (4. abra). A PCR termékeket a GeneRulerTm
1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS molekulastily markerhez hasonlitva
megallapitottuk, hogy a méretek megfelelnek a tervezett 2852 bp, 3063 bp és 3233 bp termék

hosszaknak, amik az A, a B és a C komponensek amplifikalasa utan létrejonnek.
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4. dbra: A génszubsztitucios kazetta 6sszeszerelendé komponenseinek ellendrzé futtatasa

M: GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS molekulastly marker; A: homolog
rekombinaciot biztosité komponens, az IccC gén upstream régioja; B: a riboB2 okozta riboflavin auxotrofiat
komplementalé marker gén az A. fumigatus-bol (AfuriboB); C: homoldg rekombinéciét biztositdé komponens, az

IccC gént6l downstream elhelyezkedd szekvencia

Az elkészilt, felszaporitott kazettakomponenseket Osszeszerel6 PCR reakcio
alkalmazasaval épitettik egyetlen molekulava, melybe a gélr6l izolalt A, B és C
komponenseket 1 : 2 : 1 molekulamennyiség aranyban hasznaltuk fel A komponens specifikus
nested forward és C komponens specifikus nested reverz primerek segitségével. Az
0sszeszerelt PCR-termékbdl 1 pl-t futtattunk meg ellenérzés céljabdl 0,8%-os agardz gélen (5.
abra). A PCR termékeket a GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS

molekulastly markerhez hasonlitva lathatd, hogy a vart, 8219 bp-os terméket kaptuk.
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5. dbra: A génszubsztitucios kazetta Osszeszerelt komponenseinek ellenérzd futtatasa
M: GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS molekulastly marker; A+B+C: az

Osszeszereld PCR-rel 1étrehozott 3 komponensbdl allo delécios kazetta

4.2. Az IccC delécios torzs létrehozasa AfuriboB génnel torténd helyettesitéssel

Az 0osszeszerelt 3 komponensli génszubsztiticids kazettat hordozé PCR-terméket
betranszformaltuk a recipiens riboB2; pabaAl; veAl (HZS.120) torzsbe. A csak para-amino-
benzoesav vitaminnal kiegészitett minimal szelekcids taptalajon kapott 45 transzformans
telepb6l 12 izolatumot valasztottunk ki Southern blot hibridizacios ellen6rzé vizsgalat
elvégzésehez, ¢s ezeket az izolatumokat szelekcios taptalajon torténé szélesztessel tisztitottuk.
A tisztitott transzformansokat ugyanerre a szelekcios taptalajra Gjbdl leoltottuk és a tisztitott
tenyészetek telepeirél gytijtott 5 x 10° db konidiospdraval 50 ml szelekcios tapoldatot
oltottunk be, melyet 16 déran at 37 °C-on razatva inkubaltuk. Az igy felnevelt gomba
tenyészetbdl totdll DNS-t vontunk ki. A mintak 1 pl-ét ellenérzésként megfuttattuk gélen
GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS molekulastly marker mellett (6.

abra).
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trf1 trf2 trf3 trf4 trf5 trf6 trf7 trf8 trf9 trf10trf11trf12 M

| | | \

6. abra: A 12 transzformans izolalt DNS-e megfuttatva ellenérzé gélen
trf 1-12: vizsgalt transzformans torzsek; M: GeneRulerTm 1 Kb DNA ladder (Thermo Scientific™)

DNS molekulasuly marker

4.3. A transzformalast kovetéen szelektalt IccCA A. nidulans torzsek ellenérzése
Southern blot vizsgalattal
A transzformansok kivont total DNS-ének azonos DNS mennyiségeit (6. Tablazat)

emésztettiik Hindl1I restrikcids endonukleazzal Southern hibridizacio céljabol.

6. Tablazat: A kivont total DNS mintakbol Hindl11 emésztésre felhasznalt térfogatok

trf 1 trf 2 trf 3 trf4 | trf5 | trf6 | trf7 trf8 | trf9 | trf10 | trf11 | trf 12

40pl | 35pul | 35l | 35ul | 35wl | 30l | 40pul | 30pl | 25ul | 40pl | 70l | 25l

A Southern hibridizaciéhoz sziikséges DIG-dUTP-jelolt DNS probat a 3.5.1. pontban
leirtak alapjan készitettlk el. A jelolt proba az lccC gént6l upstream, a nested A komponensen
beluli 500 bp hossz genomi szekvencia volt ("lccC up” DIG-dUTP jelélt DNS proba),
melyet az ”lccC up jel F’ és az ”lccC up jel R” primerekkel amplifikaltunk a jel616 PCR
reakcioban. Negativ kontrol gyanant egy jeldletlen PCR-t is dsszemértiink, hogy a jeldletlen
PCR-termék méretét a jelolt PCR-termékkel dsszehasonlitva meg tudjuk allapitani a jelélés
sikerességét, amennyiben a jeldl6 reakcioban képzddott PCR-termék az 500 bp méretii PCR-
termékbe random szamban beépult DIG-konjugalt dUTP-k miatt lassabban migral az agar6z

gélben, mint ahogyan a jeldletlen reakcidbdl szarmazo 500 bp-os termék migral (7. abra).
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7. dbra: A Southern hibridizaciohoz sziikséges elkészitett DIG-dUTP jelélt DNS préba
ellendrzo futtatasa
DIG-dUTP: DIG-dUTP jel6lt DNS proba; K: jel6letlen PCR termék; M: GeneRulerTm 1 Kb
DNA ladder (Thermo Scientific™) DNS molekulastly marker

Kdzvetlendl a jelolt PCR-terméket hasznaltuk fel a Southern hibridizacio soran DNS-
probaként. A Hindlll altal emesztett total DNS-eket 0,8%-0s agardz gelen megfuttattuk, majd
20 x SSC-ben torténd kapillaris blottolassal Hybond-N (GE Healthcare) filterre
transzferdltuk. A hibridizalas az ”lccC up” DIG-dUTP jelolt DNS prébaval tortént, ezt

kovetden detektaltuk a hibridizacios jelet a filteren (8. abra).
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*53 trf1 trf2 tf3 trfd4 tf5 tf6 trf7 tf8 tf9 trf10 trf11 trf12

3870 bp |

8. abra: A Southern hibridizaciés membran
M: DIG-jel6lt DNS Molekulastly Marker; HZS.120: sziil6i torzs; trf 1-12: vizsgalt

transzformans torzsek; haromszogek: jo delécids transzformansoknak bizonyult térzsek

A Southern hiridizacié soran szamos aspecifikus hibridizaciés jelet kaptunk, ami
akkor fordul el6, ha a DNS-proba mennyisége az optimalisndl magasabb a hibridizécié soran.
Ett6l fliggetleniil, a hibridizacios filteren erds jelet mutatva a vart specifikus vad tipusu 5055
bp-os jel megjelent a recipiens kontrol mintaban, illetve a vart 3870 bp delécids jelet is
egyértelmilen azonositani lehetett a jo transzformansokban (haromszdgekkel jel6lt
transzformansok a 8. dbran). A hibridizaciés eredmény alapjan a 2, 5, 6, 7, 8, 9, 12 szdmu
transzformansok bizonyultak jo delécids transzformansoknak, ahol bekOvetkezett a vart
delécios esemény ¢€s ektopikus integracid nem fordult eld. A tovabbi munkdnkban a 2, 5 és 6
szamu transzformansokkal dolgozunk, melyek innentdl HZS.982, HZS.983 és HZS.984 néven
kerlltek hasznalatba és a HZS.120 sziil6i kontrollal egyiitt lettek vizsgalva.

4.4. Az lccCA torzsek névekedési vizsgalata

Bar az lccC-n Kkivil az lccB és az lccD gének is szekretalt lakkazt kddolnak (Mander
és mtsai., 2006) és ezért ésszerli azt feltételezni, hogy a hipotézisiinkben feltételezett
szekretalt lakkaz szerepet csak az lccC, lccB és IccD harmas delécidja esetén lesz médunkban
igazolni, elvégeztiik azokat a novekedési teszteket, amiket a jovoben majd tripladelécios

muténson is vizsgalni szeretnénk. Vizsgaltuk az lccCA transzformansok és a recipiens sziilé
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ndvekedéset négy természetes ndvenyi fenolos vegyileten, valamint ugyanezen vegyileteket

oxidativ (1 mM menadion) és ozmotikus stresszorral (1 M NaCl) kombinalva (9-13. abra).

« MM
2
©
©
whd

.% MM

* | + 1 mM menadion
2
e
c
g

MM

+ 1 M NacCl

1 mM ferulasav

1 mM ferulasav
+ 1 mM menadion

1 mM ferulasav
+ 1 M NacCl

10 mM ferulasav

10 mM ferulasav
+ 1 mM menadion

10 mM ferulasav
+ 1 M NacCl

9. &bra: Vad és a delécios torzsek novekedési vizsgalata minimal taptalajon (MM) ferulasav
jelenlétében 1 mM menadion vagy 1 M NaCl stresszorokkal vagy azok nélkil. HZS.120: lccC*
kontrol; HZS.982-984: IccCA torzsek.
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=
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k=1
\m MM
* | + 1 mM menadion
=
c
o
MM
+ 1 M NacCl

1 mM kavésav

1 mM kavésav
+ 1 mM menadion

1 mM kavésav
+ 1 M NaCl

20 mM kavésav

20 mM kavésav
+ 1 mM menadion

20 mM kavésav
+ 1 M NaCl

10. &bra: Vad és a delécios torzsek ndvekedési vizsgalata minimal taptalajon (MM) kavésav
jelenlétében 1 mM menadion vagy 1 M NaCl stresszorokkal vagy azok nélkil. HZS.120: lccC*
kontrol; HZS.982-984: IccCA torzsek.
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+ 1 M NaCl

1 mM klorogénsav

1 mM klorogénsav
+ 1 mM menadion

1 mM klorogénsav
+1 M NaCl

20 mM klorogénsav

20 mM klorogénsav
+ 1 mM menadion

20 mM klorogénsav
+1 M NaCl

11. &bra: Vad és a delécios torzsek ndvekedési vizsgalata minimal taptalajon (MM)
klorogénsav jelenlétében 1 mM menadion vagy 1 M NaCl stresszorokkal vagy azok nélkil. HZS.120:
IccC* kontrol; HZS.982-984: lccCA torzsek.
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©
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k=1
\m MM
* | + 1 mM menadion
B2
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S
MM
+ 1 M NaCl

1 mM kumarsav

1 mM kumarsav
+ 1 mM menadion

1 mM kumarsav
+ 1 M NaCl

10 mM kumarsav

10 mM kumarsav
+ 1 mM menadion

10 mM kumarsav
+ 1 M NacCl

12. &bra: Vad és a delécios torzsek novekedési vizsgalata minimal taptalajon (MM) kumarsav
jelenlétében 1 mM menadion vagy 1 M NaCl stresszorokkal vagy azok nélkil. HZS.120: lccC*
kontrol; HZS.982-984: lccCA torzsek.
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A novekedesi tesztek alapjan elmondhat6, hogy egyetlen extracellularis lakkaz gén
delécidja nem okozott a vad tipustol eltéré novekedési képességet a vizsgalt fenolos
vegyiileteken és azok oxidativ és ozmotikus stresszorral torténé kombinalasa soran. A
Kisérletek eredménye ramutatott arra is, hogy a jovoben optimalizalni kell az alkalmazott

=z =7

gomba ndvekedését. A jovében 1 M alatti koncentracidban fogjuk a NaCl-ot alkalmazni.

4.5. Az IccC gén metabolitprofiljanak vizsgalata

A konidiospdrak metanolos extraktumainak metabolitosszetételét pozitiv és negativ
ionizaciés mddban is vizsgaltuk. A Compound Discoverer szoftver, amellyel a nyers adatok
eloszlirését végeztik el, pozitiv ionizacids modban 5192 vegyiiletet, negativ ionizacios
moddban 3755 vegyiiletet kiilonitett el. A muténsra jellemz6 metabolitok kisziiréséhez olyan
vegylileteket kerestink, melyek legaldbb sz&zszoros mennyiségben fordulnak el a
mutansban. A koOvetkezO tablazatban (7. tablazat) tuntettuk fel azokat a metabolitokat,

amelyek a feltételeknek megfeleltek.

7. Tablazat: A transzformansokban legnagyobb mennyiségben fellelheté metabolitok

Molekula pontos . ] Retencios lonizacios
Osszegkeplet ]
tomege (g/mol) id6 (min) maod
154,1111 CsH1sN20 9,57 +
411,0823 C14H2:NO11S 7,65 -
511,3042 C29H41N30s 10,55 -
536,2998 C30H40N40s 11,46 +, -
536,2998 C30H40N40s 11,72 +, -
801,3357 CagH19Ns02P2 8,50 +

A transzformansokban halmozddo 6 metabolitot a hozzaférhetd adatbazisok segitségével nem
tudtuk azonositani. Két vegyulet izomer, dsszegképletik, fragmentécidés mintazatuk (MSMS
spektrumuk) megegyezik, csak retencios idejik tér el. Osszegképletiik alapjan 3 vegyiilet
nagyfoku telitetlenséget mutat (511,3042; 536,2998), s6t az 511,3042 pontos tomegii vegyiilet

fragmentacios mintazata (MSMS spektrum) alapjan feltételezhetéen aromas szerkezetii.
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5. OSSZEGZES ES AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az A. nidulans vilagszerte fellelheté kiilonb6z6 kornyezeti niche-ekben. Gyakran
megtalalhaté talajoan, bomlé szerves anyagokban gazdag kornyezetben. A gombak
genomjaban, igy az A. nidulans-éban is szamos lakkéazkodol6 gén talalhatd, amelyek
feltehetden génduplikacios eseményekbdl szarmaznak, és kiilonbdzo élettani szerepet toltenek
be. Lokalizaciojukat tekintve lehetnek intracellularis és extracellularis lakkazok. A
Basidiomycota-k esetében az extracellularis lakkazok teszik lehetévé a fa szubsztratokon
torténd novekedési képességet, mig az Ascomycota-k kdrében az extracellularis lakkazokat
virulencia faktornak tekintik a ndvénypatogén gombék esetében. Az A. nidulans nem
ndvénypatogén, mégis rendelkezik harom extracellularis lakkézzal (LccB, LccC, LceD).
Hipoteézisiink szertint ezen lakkazok a gomba ndvekedésére negativan hatd, kdrnyezetben
eléforduld novényi fenolos vegyiiletek semlegesitésére szolgalnak. Hogy ezt igazoljuk, célul
tliztik ki az A. nidulans lccB, lccC és lccD tripla deléciojat és a tripla delécids torzs
vizsgalatat, melybdl jelen dolgozatban az lccC delécidjat valdsitottuk meg. A deléciot A.
nidulans riboB2; pabaAl; veAl genotipusu torzsén végeztik el, melyhez haromkomponensii
génszubsztitlcios kazettat hoztunk létre A. fumigatus riboB gén, mint szelekcios marker gén
felhasznalasaval. Az lccC gént sikeresen deletaltuk, és harom kivalasztott delécids torzson
hajtottunk végre novekedési tesztet és metabolitvizsgalatot. A ndvekedési tesztek soran 4
kiilonb6z6é novényi fenolos vegyiilettel szemben vizsgaltuk a transzformansok toleranciajat a
recipiens kontrolhoz viszonyitva nem-kombinalt és oxidativ-, valamint ozmotikus stresszorral
kombinalt koralmények kozott. Ahogy azt elvartuk, egyetlen extracellularis lakkdz hianya
nem okoz lathatd fenotipusvaltozast fenolos és oxidativ-, vagy ozmotikus stresszorral
kombinalt fenolos kdrnyezetben. A kozeljovoben a harmas delécios torzstdl varjuk, hogy ezen
vizsgalt korulmények kozott a vad tipusu kontrolhoz képest eltéré fenotipust mutasson.
Erdekes modon az IccC delécios torzsek konidiosorainak metabolitprofiljanak UHPLC-ESI-
HRMS vizsgalata alapjan 6 fenolos metabolit felhalmozodasat mutattuk ki. Ez alapjan
valoszinisitjik, hogy az LccC intracellularis szereppel is bir, amellett, hogy Mander és mtsai.
kimutattdk, hogy az enzim az extracellularis térben megjelenik és ott képes a szamara
felvehetd szubsztratok atalakitasara (Mander és mtsai., 2006). Az a tény, hogy az lccCA
torzsek konidiospdraiban tapasztaltuk a metabolit felhalmozodast, arra utal, hogy az IccC gén
valosziniileg a konidiogenezis soran aktivalodik és fejezddik ki. Ezt a felvetést a jovoben
konidiogenezis életszakaszbol kivont RNS mintak vizsgélataval tudjuk ellendrizni és igazolni.

A génkifejez6dés igazolasa és adott életszakaszhoz kothetd, iddzitett megvaldsulasa U]
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tavlatokat nyithat az LccC funkciovizsgalataihoz (pl. gfp fazidés LccC lokalizacidjanak
vizsgalata) és az lccC génmiikodés vizsgalatahoz (transzkripcios faktor és ha van, inducer
metabolit azonositasa). Ezzel parhuzamosan hangsulyt fektetnénk a konidiospdrakban
felhalmoz6dd vegylletek szerkezetének meghatérozasara is, amelyet analitikai izolalast
kovet6 NMR vizsgalatokkal tudunk végrehajtani. Ezek a felhalmoz6d6 vegyiletek direkt,
vagy indirekt modon kapcsolatban allnak az LccC enzimfunkcidjaval. Azonositasuk

feltétlentil elosegiti az LecC élettani szerepének tisztazasat.
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