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,» Végtelen szamu kisérlet sem bizonyithatja, hogy igazam van, de egyetlen kisérlet is
bizonyithatja, hogy tévedtem.”
[Albert Einstein/
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I. Roviditések jegyzéke

C. albicans
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DCF
DCFDA
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Candida albicans
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gliikk6z-6-foszfat dehidrogenaz
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mitogén-aktivalt protein-kindz
minimalis gatlo koncentrécio
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reaktiv oxigén szarmazékok
telitett zsirsavak
szuperoxid-dizmutaz
Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
terc-butil-hidroperoxid
triacil-glicerol zsirsavak
szuperoxid gyok

hidroxilgyok

telitetlen zsirsavak

afrikai z6ldmajom vese sejtkultura



11. Bevezetés

Az ¢lolények, kiilonds tekintettel a vizsgalatunk targyat képezd egysejtii €lesztok
[Schizosaccharomyces pombe (S. pombe), Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)],
stresszhatasoknak vannak kitéve, amelyekre adott gyors alkalmazkodasi valasz, reakcid az
adott ¢élélény, a faj fennmaradasanak a feltétele. A koOrnyezeti tényezOkhoz vald
alkalmazkodoképesség révén a sejtek kialakitottak egy optimalis, dinamikus bels6 egyensulyt,
amit homeosztazisnak neveziink (Cannon, 1926). A homeosztazist megsziintetd hatast
stressznek nevezziik, amit a stressz erdsségétdl fiiggden a sejtek, az evoluciod soran kialakult
adaptacios folyamatok révén kompenzalni tudnak. Az adaptacié kiilonféle jelatviteli
tvonalak kozremiikodésével valosul meg. Elesztésejtekben a legfontosabb stresszvalaszt
kozvetitd jelatviteli Gtvonal a mitogén-aktivalt protein-kinaz rendszer (MAPK), amelynek
foszforilacigja aktivalja a redox szenzitiv transzkripcids faktorokat és a sejt e faktorok
kozvetitésére megvaltoztatja a génexpresszios profiljat oly modon, hogy bekovetkezzen pl. a
reaktiv oxigén szarmazékoknak (ROS) az inaktivacidja az antioxidans enzimek és az
antioxidans hatdsu molekuldk termelése révén (Ikner és Shiozaki, 2005; Halliwell ¢és
Gutteridge, 2007; Papadakis és Workman, 2014; Vivancos és mtsai., 2006). Ha a stresszhatas
olyan erds, hogy a sejt adaptacidos mechanizmusa nem képes szabdlyozni a hatasokat, akkor a
sejtek pusztulasat eredményezd apoptotikus illetve nekrotikus sejthalal kdvetkezik be (Takeda
¢és mtsai., 2010).

A stresszt két nagy csoportra kiilonithetjiik el eredetét tekintve: a redox homeosztazis,
mint egyensuly, megvaltozhat (i) kiils6 hatasokra (pl.: oxidativ stresszorok, xenobiotikumok,
mikotoxinok, atmeneti fémek, stb. hatasara), illetve (ii) bels6é genetikai modosulas altal (pl.
mutacio, kromoszoémaszam valtozas, stb.), melyek egyarant oxidoredukcios valtozast
okozhatnak. Disszertaciomban mind a kiils stressz, mind pedig a belsé stressz modellezésére
egy kisérleti rendszert allitottunk be, amelyekhez a petite-negativ, haploid hasado éleszt6 S.
pombe-t, illetve a petite-pozitiv, haploid sarjadz6 élesztd S. cerevisiae-t hasznaltuk.

Kiils6 stresszfaktor hatasara bekovetkezd redox allapot valtozasra szamos példa
ismert: (i) a kadmium glutation- (GSH) kimeriilést okoz, ami kiilénféle ROS-ok, mint pl.:
szuperoxid gyok (0,°), hidroxilgyok (*OH), peroxidok, stb. felhalmozodasat eredményezi
(Liu és mtsai., 2009); (ii) a krom kation szintén GSH-kimeriilést és *OH koncentracio
novekedését okoz (Pesti és mtsai., 2002). A fenti két példa mellett szdmos oxidativ stresszort
ismeriink; ezen beliil vizsgaltuk a citrinin (CTN) mikotoxin hatdasmechanizmusat, valamint

azokat a folyamatokat, amelyek a S. pombe sejtek oxidativ stressz allapotahoz vezetnek.



A bels6 oxidativ stressz vizsgalatara egy véletlenszeri megfigyelés adott lehetdséget.
El6kisérleteink alapjan, S. cerevisiae azon deléciés mutansai, amelyek az ergoszterin és
membran foszfolipid szintézisben sériiltek, a sziildi torzshoz képest eltérd érzékenységet
mutattak oxidativ stresszorokra. Ez egy ujszerti megfigyelés, mivel a mutacid okozta oxidativ
stressz napjainkban alig ismeretes. Munkank soran megvizsgaltuk, hogy milyen folyamatok
jatszodnak le egy lipid-peroxid altal okozott kezelés hatasara, jellemeztiik az oxidativ stressz
allapotot és kerestiik a valaszt, hogy a mutécio, jelen esetben az ERG5 gén delécioja hogyan
okozhat megvaltozott redox allapotot a torzsben.

Ezen folyamatok megismerése, a regulacios rendszerekbe valo betekintés, az oxidativ
stressz kovetkezményeinek vizsgélata elvezethet benniinket egy olyan ismerethez, ami az
¢lélények védelmét, egészségét szolgald intézkedésekhez (pl.: mikotoxinok megengedhetd
stressz esetén az oxidativ stresszel kapcsolatos betegségek (Alzheimer-kor, diabétesz,
Parkinson-kor, stb.) megértésében és gyogyitasaban segitséget nytjthat (Hwang, 2013; Perry
¢s mtsai., 2002). A legtjabb kutatasok kimutattak, hogy a humén betegségekkel kapcsolatos
gének tobb mint 20%-aval ortolog gének az élesztdgombakban is megtalalhatoak (pl.:
metabolikus betegségek génjei: elsésorban mitokondrialis betegségek; dermatoldgiai
betegségek génjei, gasztrointesztinalis betegségek génjei, stb.) (Barrientos, 2003; Forslund ¢és
mtsai., 2011), aminek kOszOnhetden az egysejtii eukariota ¢€lesztokon végzett kutatdsok
segithetik a magasabbrendli allati szervezetekben lejatsz6dd folyamatok hatékonyabb,

gyorsabb megismerését.



I11. Irodalmi attekintés
1I11.1. Az oxidativ stressz

Stressz alatt értiink minden olyan fizikai, bioldgiai és kémiai hatast, mely az ¢élo
szervezetre nézve karos, artalmas, s ez altal megvaltoztatja annak életfolyamatait. A
stressznek kiilonbozé megnyilvanulasai lehetnek. A stressz-folyamatok lehetnek: hdstressz,
fénystressz, oxidativ stressz, stb. Oxidativ stresszfolyamatokrol akkor beszélhetiink, ha a
szervezeten belill felborul a ROS-ok, valamint az 06ket kordidban tartd antioxidans
folyamatoknak az egyensulya, aminek hatterében vagy az egyes antioxidansok szintézisének
gatlasa, vagy a ROS-0kK talzott akkumulacioja, vagy esetleg mindketté allhat.

A szabadgyokoket Uigy definidlhatjuk, mint reaktiv molekuldkat, amelyek egy vagy
tobb parositatlan elektronnal rendelkeznek a kiilsé elektronhéjukon, melynek kovetkeztében
hajlamosak elektront elvonni mas molekulaktol. Ide sorolhatd az egy parositatlan elektront
tartalmazd hidrogénatom, tobb atmeneti fém ¢és maga az oxigénmolekula is. Az
oxigénmolekula két parositatlan, azonos spinii elektronnal rendelkezik, alapallapotban nem
mondhat6 reaktivnak, mivel csak olyan molekuldktol tud elektront elvonni, amelyek két
parositatlan, antiparallel helyzetli elektronnal rendelkeznek. A mitokondrialis 1égzés soran
azonban az elektron-transzport rendszer szamos olyan redox kozpontot tartalmaz, ahonnan
elektron szivaroghat az oxigénre, melynek kovetkeztében az oxigén nem teljes
(négyelektronos) redukcioja soran az oxigénnek mintegy 1%-a szuperoxid gyokké (0,*)
alakul (1. dabra). Ez az antioxidans védelmi rendszer megfelel6 mikddése esetén hidrogén-
peroxidda (H,0,) dizmutalodik, tovabba a O, és a H,0, vizes kdzegben valod limitalt
reakciokészségének ellenére igen reaktiv hidroxilgyok (*OH) is keletkezhet. Az oxigénbdl
szarmaztathato gyokoket és a nem gyokos intermediereket ROS-oknak nevezziik (Gille és
Sigler, 1995; Halliwell és Gutteridge, 2007; Scandalios, 2005; Turrens, 2003).

e’ — e e’ . e
02 E— 02 ? H202 HTI]T{:) OH T" HQO
= 2

Teljes reakcio: O,+ 4e” + 4H+—P2H20

1. abra. Az oxigén teljes €s nem teljes redukcioja (Scandalios, 2005 alapjan).



II1.1.1. Oxidativ stresszorok

Szuperoxid gyok

A legfontosabb in vivo O,° forras a mitokondrialis elektron-transzport rendszer, ahol
els6sorban a NADH-ubikinon-reduktaz komplexbdl, illetve magabol a redukalt ubikinonbdl
szivaroghat elektron az oxigénmolekuldra. Masik jelentés O,° forrds az endoplazmatikus
retikulum. Ennek membranjaban helyezkedik el egy citokrom P450 tipustu enzim, amely egy
monooxigenaz, és xenobiotikumok, illetve a sejt sajat szubsztratjainak (zsirsavak, szteroidok)
hidroxilalasaban vesz részt. A folyamat soran egy flavoprotein enzim a NADPH-citokrém-
P450-reduktaz elektront szolgaltat a citokrom P450-nek NADPH+H'-bél. Mind a reduktaz
redukalt formdja, mind a citokrom oxidalt formaja a szivargd elektron forrasa lehet. Egyéb
forrasok lehetnek még a sejtmag membranjanak NADH- és NADPH-fogyaszto elektron-
transzport rendszere, a fagocita sejtek membrankstott NADPH-oxidé4za, illetve a ndvények
kloroplasztiszanak I-es fotorendszere, valamint a levelek peroxiszomdjanak xantin-oxidaza
(Gille és Sigler, 1995).

A O;" egy erfsen reaktiv gyok, azonban a reaktivitasa erésen fiigg a kozegétol.
Relativ magas reaktivitassal rendelkezik hidrofob kornyezetben, mig hidrofil koriilmények
kozott alacsony a reaktivitasa. Szerves oldatban a O,° erds bazis, mig vizes oldatban mind
redukalo, mind pedig gyenge oxidalo tulajdonsagokkal is rendelkezik. Utobbi esetben gyenge
savakkal konjugatumokat képezhet, ilyen pl. a hidroperoxil gyok (protonalt O,°", HO,®), mely
diszproporcid soran harom lépésben H,O,-4 alakul.

HO,® + HO,* — H,0, + 0,
HO,® + 0" + H" — H,0, + 0,?
0," +0;" +2H" — H,0,+ 0, ©
A O,° képes atmeneti fémeket, mint pl. a vas redukalni, illetve oxidalni:
Fe* + 0, 2 Fe” +0, “
Fe?* + 2H" + 0," 2 Fe*" + H,0, ®

Redukald tulajdonsadganak koszonhetden redukalja a 1égzési lancban a citokrém c-t,
gyenge oxidalo tulajdonsaga miatt pedig oxidalja a polifenolokat, a tokoferolt, az aszkorbatot
és tiolokat (pl. cisztein); tovabba inaktivalni képes a katalaz (CAT) nevii antioxidans enzimet
is. Mindezen tul, redukald tulajdonsaganak koszonhetéen képes a fehérjék Fe-S klasztereit
tonkretenni [a Fe(IIl) redukalasan keresztiil). A felszabadulé vas tovabbi karosodasokat

okozhat (pl.: a Fenton-reakcié révén). Tovabba az igy képzddd redukalt vasat a sejtek nem



képesek tjrahasznositani, vashiany 1ép fel, illetve a Fe-S klaszter Gjra szintézise is zavart
szenved (Halliwell és Gutteridge, 2007).

Mint lathattuk, vizes kozegben vald korlatolt reaktivitasa ellenére egyéb oxidald
dgenseknek (HO,, *OH) is forrasa lehet, ezért a sejteknek érdekiikben 4all, hogy minél
gyorsabban eliminaljak, mely folyamatban a szuperoxid-dizmutazok (SOD) jatszanak

meghatarozo szerepet (Gille és Sigler, 1995, Halliwell és Gutteridge, 2007).

Hidrogén-peroxid

Ahogy a 0,* bemutatisanal emlitettiik, minden rendszer ami termel O,*-t, a
diszproporcids reakcid kovetkeztében egyarant termel HyO,-t is. Ez az atalakulas
bekovetkezhet nem enzimatikus médon a diszproporcid réven, illetve enzimatikusan a SOD-
ok altal. Tovabbi jelentés H,O, forras az eukaridta sejtek peroxiszémdja. Az aminosavak
aminosav-oxidazok révén valo deaminalésa, illetve a glikoz glilkoz-oxidaz révén vald o-
gliikonolaktonna oxidalasa miatt a peroxiszomak jelentés H,O, forrasnak szamitanak (Gille és
Sigler, 1995).

aminosav + Hy0, + O, — 2-0x0sav + NH3 + H,0, ©
B-D-gliikoz + O, — D-gliikono-6-lakton + H,0,

Akar csak a 0,*", a HyO; is szolgalhat mind oxidald, mind pedig redukalo dgensként és
reaktivitasa is erdsen limitalt vizes kozegben. Azonban a O,°-dal szemben, képes atpenetralni
csaknem az Osszes bioldgiai membranon (mivel nem rendelkezik toltéssel), ezaltal a
keletkezés helyétdl tavolabb is indukdlhat oxidativ kdrosodasokat (Saran és Bors, 1991). A
biologiai rendszerek szamos komponensével képes adduktot létrehozni, az igy keletkezd
hidrogén-kotott kelatok, H,O,-karrierek pedig még inkabb megndvelik a diffazios tavolsagot.
Az egyik leghatékonyabb addukt-formalé a hisztidin. Az L-hisztidin kapcsan kimutattak,
hogy képes nyolcszorosara ndvelni a HyOr-indukélta kromoszoéma aberraciokat (Oya és
Yamamoto, 1988). A H,0, képes a fehérjék cisztein és metionin oldallancainak karositasara.
Hatasara pl. a cisztein oldallancokon szulfenil csoport (SO7), szulfonil csoport (SO), illetve
szulfinil csoport (SO3’) jelenhet meg, a metioninbdl pedig metionin-szulfoxid keletkezhet
(Halliwell és Gutteridge, 2007). Mindezek mellett az oxidativ stressz vonatkozasaban, a H,O,
jelentdsége a rendkiviil reaktiv *OH képzésében rejlik.

Semlegesitése a CAT (melyet a cttl” gén kodolja), illetve glutation-peroxidaz (GPx)
enzimek segitségével torténik. Egy oran keresztiil, 0,2 mM H;O,-val kezelt S. pombe
sejtekben a CAT aktivitasban 2,8-szoros, mig a GPx aktivitasban kétszeres emelkedést

figyeltek meg (Lee ¢és mtsai., 1995). Quinn és mitsai. (2002) Northern-blot analizissel
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kimutattak, hogy mar 15 perccel a 0,25 mM-0s H,0, kezelést kovetden megemelkedett a S.
pombe cttl* mRNS szintje.

Hidroxilgyok

Ahogy mar fentebb emlitésre keriilt, mind a O,*", mind a H,O, reaktivitasa relativ
alacsony. Eppen ezért, az altaluk okozott sejtkdrosodasok tilnyomoé része *OH képzd
képességiikbol fakad. Haber és Weiss (1934) mar a 20. szazad els6 felében kimutattak, hogy a
0,* és a H,0, reakciodja direkt modon *OH képzddéséhez vezet.

H,0, + 0," — O, + "OH + OH @
Ugy tartottdk, hogy a Haber-Weiss-reakci6 a *OH fo forrdsa a bioldgiai rendszerekben.
Kés6bb azonban kimutattak, hogy vizes kdzegben alacsony a képzddés esélye (k < 1, ahol a k
reakciosebességi allandd leirja, hogy bizonyos idOegység alatt a reakcioban a kiindulasi
anyagmennyiség mekkora koncentracioban alakul at), hacsak nincs a rendszerben nagy
mennyiségli atmeneti fém (pl. vas vagy réz). A reakciot késdbb Fenton-reakcionak nevezték
el (Halliwell és Gutteridge, 1984).
Fe* + 0, 2 Fe” + 0, ©
Fe** + H,0, 2 Fe** + *OH + OH ¥

A °OH a legreaktivabb ismert ROS, a sejtek barmely molekulajaval képes reagalni és
a lipid-peroxidacios lancreakcidé egyik f6 kivaltdja (Gille és Sigler, 1995). Enzimatikus
védelem nem létezik ellene, igy keletkezésének kivédésével csokkenthetd a mennyisége, ami
els6sorban a vas-metabolizmus szigort kontrollja révén valosul meg. Kisebb mennyiségben a

glutation (GSH) —SH csoportja révén is képes semlegesiteni (Wang és Ballatori, 1998).
I11.1.2. Lipid-peroxidacio

A lipid-peroxidacio a telitetlen lipidek oxidativ karosodasa. Elsésorban a tobbszorosen
telitetlen zsirsavakat (PUFAs) érinti, de kisebb eséllyel az egyszeresen telitetlen (MUFAs)
vagy akar a telitett zsirsavak (SFAS), és a membran ergoszterinje/koleszterinje is
oxidalodhatnak. A folyamat elinditasaért elsésorban a szabadgyokok feleldsek (elsdsorban a
*OH, mivel a O,* csak csatornakon tud a bioldgiai membranokon keresztiilmenni), azonban a
lipidperoxidaci6 a ciklooxigenazok, a lipoxigenazok vagy a citokrom P450 monooxigenazok
révén a foszfolipid-ciklus természetes folyamataként enzimatikus Uton is végbemehet
(Siddiqui és mtsai., 2008). A szabadgyokok egyrészt a telitetlen kotés felszakitasaval képesek
hozzakapcsolddni a zsirsavakhoz, masrészt pedig hidrogénatomot képesek elvonni a metilén-

csoportrdl, létrehozva egy lipid gyokot. A keletkezett lipid gydk reakcioba 1ép
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oxigénmolekulaval és peroxil gyok keletkezik. Ekkor beindul egy lancreakci6 szerti folyamat
(2. dabra): a peroxil gyok hidrogént von el egy masik zsirsavtol, ajabb lipid gyokot 1étrehozva,
6 maga pedig lipid-peroxidda (lipid-hidroperoxid) alakul (Girotti, 2008; Halliwell és Chirico,
1993; Halliwell és Gutteridge, 2007). Bar a lipid-hidroperoxid nem gyokds molekula,
kiindulasul szolgalhat egyéb reaktiv gyokok (pl.: peroxil gyok vagy epoxil-allil-peroxil gyok)
keletkezéséhez (Wang és mtsai., 20006).

R H,0
Lipid gyok
E/ + "OH _L 4 pie ey
H L]

Telitetlen zsirsav o,

R R R

/ 2
OOH H 00"

Lipidperoxid Telitetlen zsirsav  Peroxil gyok

Pyl

2. abra. A lipidperoxidacié folyamata (1. weboldal alapjan).

A membranokat alkot6 lipidek amfipatikus tulajdonsaguak, tartalmaznak egy polaris
feji részt, illetve egy hidrofob farok részt. A lipid-peroxidaci6 hatisara a farki rész
hidrofobitasa ndvekszik, aminek kdszonhetéen sériilhetnek a membranok bioldgiai funkcioi,
(pl.:  transzport-folyamatok, respiracio, sejtfal-szintézis) valamint megnovekszik a
permeabilitasa (Howlett és Avery, 1997).

A terc-butil-hidroperoxid (t-BuOOH) egy organikus lipid-hidroperoxid analog, amely
kiilséleg alkalmazott prooxidansként lipid-peroxidaciot indukal, ezaltal alkalmas a folyamat
tanulmanyozasara. Intraperitonidlis injekcioval kezelt him patkdnyokban a szérum malon-
dialdehid [MDA, a lipid-peroxidacios folyamat egyik végterméke, amely pl. tiobarbitursav
felhasznalasaval, a TBARS teszt segitségével kvantifikalhatd (Simi¢ és mtsai., 2007)] szintje
62%-kal megemelkedett (Oh és mtsai., 2012); tovabba t-BuOOH-kezelt éleszto sejtekben a
lipid-peroxidacio generalta diének mennyisége szignifikansabb megnovekedett a kontrollhoz
viszonyitva (Fekete és mtsai., 2007; Krasowska és mtsai., 2002). A t-BuOOH toxicitdsanak
hatterében a butoxyl gyok képzése all egy Fenton-tipust reakcion keresztiil (Halliwell és

Gutteridge, 1999; Girotti, 2008).
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t-BUOOH + Fe** + H® — t-BuO® + H,0 + Fe*" ™)

Kalméan és mtsai. (2013) S. pombe sziiléi (hyd™) és t-BuOOH rezisztens (hyd1-190)
torzseit vizsgalva, a megnovekedett fazistranziciés hdmérséklet alapjan megndvekedett
plazmamembran rigiditast tapasztalt a rezisztens torzs esetében. Ennek hatterében nem
USFA/SFA, PUFA/SFA aranyanak csokkenése 4llt, hanem a rezisztens torzs
szterinmintazatanak megvaltozasa, azaz a membranban a zimoszterin, az ergoszterin, a
fekoszterin, az ergoszta-5,7-dienol, és az episzterin mennyiségének novekedése a sziil6i
torzshoz viszonyitva. Mindkét torzset kezelve 1 oOran keresztil 0,2 mM t-BuOOH-val
ellentétes hatést tapasztaltak. A t-BUOOH a sziil6i hyd” torzsben rigidizalo, mig a mutansban
fluidizalot hatast fejtett ki, melynek hatterében a szterin-, illetve zsirsavosszetétel ellentétes
valtozasa allt.

Oxidativ stresszorrdl 1évén szd, a t-BuOOH szignifikans valtozasokat indukél az
antioxidans enzimek ¢és -molekuldk aktivitdsaban. Patkdny m4jbol izolalt mitokondriumokon,
4 perces, 24 nM mg fehérje™ t-BuOOH hatasara a GSSG tartalom 36,8-szeresére emelkedett
(Liu és Kehrer, 1996). Hansenuela mrakii-t a kései exponencialis fazisig 2 mM t-BuOOH-val
kezelve a CAT aktivitas lecsokkent, a gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD) aktivitas pedig
megemelkedett. A SOD aktivitasaban, illetve a GSH-tartalomban nem tapasztaltak valtozast
(Tran és mtsai., 1995). A t-BuOOH rezisztens Candida albicans (C. albicans) sejtekben
megemelkedett GSH-tartalmat, valamint glutation-reduktaz (GR), G6PD-, és GPx aktivitast
tapasztaltak (Fekete és mtsai.,, 2008). Megnovekedett specifikus GPx ¢és GR aktivitast,
valamint GSH csokkenést ¢s GSSG-tartalom emelkedést tapasztaltak t-BuOOH kezelt
Penicillium chrysogenum sejteken (Emri és mtsai.,, 1997). Az indukalt oxidativ stressz
kovetkeztében egyszala DNS toréseket figyeltek meg humdan epitélidlis kolorektélis
adenokarcinoma sejtkulturan (Caco-2) mar 30 perces Szubinhibitorikus kezelés hatasara
(Aherne és O’Brien, 2000).

Mas, lipid-peroxidaciot indukaldé molekulanal, a 4-hidroxi-2-nonenal-nal (HNE)
kimutattdk, hogy patkany md; epitélidlis RL34 sejtkultarat kezelve GSH depléciot és a
(MAPK) utvonalat (Uchida és mtsai., 1999). Ugyancsak GSH csokkenésr6l szamoltak be
Wonisch és mtsai. (1997) HNE ICsp-es koncentracidjaval (50% pusztuldst okozd
koncentracid) kezelt S. cerevisiae sejteken. Kumén-hidroperoxid nem letalis
koncentraciojanak hatasat vizsgalva S. pombe sodIA ¢és gshIA mutans sejteken,
megndvekedett érzékenységet tapasztaltak. A kezelés hatdsara a cttl” (CAT) gén nem up-
regulalodott, helyette a gpx1™ (GPx) aktivitdsa nétt meg (Mutoh és mtsai., 2005.). Szubletalis
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detoxifikacioért felelés gének overexpresszalodnak (SOD1, GPX2, CTT1, HSP12, HSP26,

HSP30), a fehérjeszintézis génjei viszont represszalodnak (Alic és mtsai., 2004).
111.1.3. Az antioxidans védelmi rendszer

A ROS-ok szamos karos hatas kifejtésére képesek a biologiai rendszereken, ezért az
aerob légkor létrejotte az él6lények evollcidja soran egy antioxidans védelmi rendszer
1étrejottét eredményezte a ROS hatasainak kivédésére és megelézésére. Az antioxidansok gy
definialhatok, mint barmely olyan anyag, amely direkt moédon megkoti a ROS-okat, indirekt
modon aktivalja az antioxidans védelmet, vagy gatolja a ROS-0k termelédését. Az
antioxidans rendszer két f6 csoportra oszthato: (i) enzimatikus és (ii) nem enzimatikus

antioxidansokra (Carocho és Ferreira, 2013).
II1.1.3.1. Nem enzimatikus védelmi rendszer

A nem enzimatikus védelmi rendszer tovabbi nagy csoportokra oszthaté gy, mint
vitaminokra (aszkorbinsav, o-tokoferol, stb.), enzim kofaktorokra (Q10), nitrogén
vegyiiletekre (htigysav), karotinoidokra (B-karotin, lutein), 4svanyi anyagokra (cink, szelén)
¢és peptidekre (GSH).

A GSH egy tripeptid molekula (L-y-glutamil-L-ciszteinil-glicin), amely az oxidativ
stresszel szemben védi a sejteket azaltal, hogy vagy hidrogénatomot, vagy elektront ad at.
Antioxidans kapacitasit a —SH csoportjdnak koszonheti, ahol a kénatom kdénnyen
alkalmazkodni tud az elektron elvesztéséhez. Vizoldhatosaganak kdszonhetéen megtalalhatd a
citoszolban, a mitokondriumokban, a sejtmagban, a mennyisége akar 10 mM-os koncentraciot
is elérhet. A sejtben megtalalhaté mind redukalt (GSH), mind pedig oxidalt (GSSG, glutation
diszulfid) forméban. A két forma ardanya (GSH/GSSG) j6 mérészama az oxidativ
stresszfolyamatoknak. Szdmos detoxifikald enzim szdmara szolgél kofaktorként (pl.: a GPx),
részt vesz a plazmamembranon keresztiili aminosav-transzportban, képes regeneralni a C- és
E-vitaminokat, tovabba direkt modon gydkfogoja a *OH-nek, illetve a szinglet oxigénnek
(Gille ¢s Sigler, 1995; Rahman, 2007). Az oxidativ stresszfolyamatokban betoltott szerepét
jelzi, hogy gshiA (y-glutamil-cisztein szintaz) és gsh24 (glutation szintaz) mutansok fokozott
érzékenységet mutattak H,O,-val és O,°-vel szemben, illetve a lipidperoxidacié mértéke 3-4-
szeres emelkedést mutatott (Espindola és mtsai.,, 2003; Lee és mtsai., 2001). Rendkiviil

,univerzalis” antioxidans molekuldnak nevezhetjiik, mert csaknem az 6sszes ROS-sal képes
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kolcsonhatasba Iépni, illetve a reaktiv nitrogén szabadgyokoket (RNS) is semlegesiti
nitrozoglutation keletkezése mellett (Pompella és mtsai., 2003).
Harom lépésben képes a 0,° semlegesitésére (Schrammel és mtsai., 2003):
GSH + 0, — GSO*+OH *?
GSO*+GS — GSO™ +GS* ¥
GSO +H" + GSH — GSSG +H,0 ¥
GPx kozremiikodésével képes a HoO, semlegesitésére (Forman és mtsai., 2009; Martin ¢és
Teismann, 2009; Pompella és mtsai., 2003; Valko és mtsai., 2003):
2 GSH+ H,0, — GSSG + 2 H,0 ™
Képes a Fenton-reakcioban képz6d6é *OH semlegesitésére (Wang és Ballatori, 1998):
*OH + GSH — H,0 + GS* ®©
Eliminalni képes a lipidperoxidacios termékeket (Carmel-Harel és Storz, 2000):
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,0 "
Képes konjugatumok kialakitasara fémekkel, ezaltal részt vesz a fém-hdztartas
szabalyozasaban is (Wang és Ballatori, 1998).
A GSH és GSSG kozti egyenstly fenntartdsa a GSH homesztazisért feleldés enzimek
feladata, melyek a kovetkezd, enzimatikus védelmi rendszer alfejezetben keriilnek

bemutatasra.
111.1.3.2. Enzimatikus védelmi rendszer

A 0,° semlegesitése megtorténhet a GSH altal (12. reakcioképlet), illetve a SOD-ok
révén, melyeknek harom képvisel6jét kiilonboztetjik meg (SODcyzn, SODwmn, SODke),
neviiket az aktiv helyben taldlhatdo fémionrol kaptdk. A SODcyzn megtaladlhatdo az Osszes
eukariota sejt citoplazmdjaban, néhany prokaridtdban, valamint a ndévényi peroxiszomakban.
A SODw, a prokariotakban lelheté fel, valamint az eukariotak mitokondriumaban, illetve a
kloroplasztisz matrixaban. A SODg, hasonléan a SODpyp-hoz elsésorban prokaridtakra
jellemzd, illetve fellelhetd néhany novényben. A O,° semlegesitése az aktiv helyen talalhatd
atmeneti fém ciklikus oxidaciojaval és redukcidjaval torténik (Gille és Sigler, 1995; Rahman,
2007):

SOD-Cu** + 0," — SOD-Cu* + 0, ¥
SOD-Cu* + 0," + 2 H* — SOD-Cu** + H,0,™
A keletkezé H,0, enzimatikus uton a CAT segitségével semlegesitodik. Vas tartalmu enzim,
amely a peroxiszomakban (CTA1) helyezkedik el és a zsirsavak B-oXidaciojakor keletkez6

H,0,-t eliminalja. S. cerevisiae esetén a citoszolban is talalhato CAT (CTT1), amelynek
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egyeldre kevésbé tisztazott a pontos funkcidja. A CAT génben sérilt Ctalp és Cttlp
mutansok fokozott érzékenységet mutatnak H,O,-vel szemben (Jamieson, 1998).

Az egyik legaktivabb antioxidans enzim, mivel percenként mintegy 6 milli6 H,0;

molekulat képes vizzé, illetve oxigénné alakitani (Rahman, 2007).
CAT-Fe* + H,0, — komplex I + H,0 ®©
komplex | + H,0; — CAT-Fe** + H,0 + 0, @

A GSH homeosztazis fenntartdsaért felelds enzimek a GPx, a GR, a glutation-S-
transzferaz (GST) és a G6PD. A GPx a peroxidok (H;O, és szerves peroxidok)
semlegesitésében jatszik szerepet, GSH kofaktor kozremilkodésével (15. és 17.
reakcioképlet). A folyamat termékeként keletkez6 GSSG oxidalt SH-csoportjait a GR
NADPH felhasznalasaval regeneralja, a keletkezd NADP" visszaalakitdsat pedig a G6PD
végzi a pentdz-foszfat ut felhasznalasaval. Ha a rendszer nem gydzi a GSSG regeneralasat
GSH-va, akkor a GSSG-t a GST eltavolitja a sejtbdl, ugyanis ennek nagyobb mennyiségii
felhalmozddasa citotoxikus hatasokat jelent a sejt szamara. A GST a GSH-xenobitikum

konjugatumok létrehozasaban vesz részt (Armstrong, 1994).

I11.2. A mikotoxinok

A mikroorganizmusok életfolyamataik sordn kiilonféle anyagcsere-termékek
eldallitasara képesek. Annak alapjan, hogy a metabolit bioszintézise kapcsolodik-e a sejt
energiatermeléséhez megkiilonboztetliink elsddleges és masodlagos anyagcsere-termékeket.
Az elsddleges anyagcsere-termékek esszencialisak a sejt novekedéséhez, szaporoddsihoz,
felépité folyamataihoz. Ezzel szemben a masodlagos metabolitok nem esszencialisak és
altalaban nem is termelddnek, csak bizonyos kedvezdtlen kornyezeti tényezd hatdsara indul
be szintézisiik, mint pl. tdpanyaghiany ¢és a legtobb esetben ez a stacioner fazisra tehetd. A
fonalas gombék masodlagos anyagcsere-termékei kozé sorolhatjuk a mikotoxinokat, melyek
az emberi ¢és allati szervezetre nézve artalmasak, egészségkarositd hatastiak, mezégazdasagi
kartételiik miatt pedig nagy gazdasagi jelentéséggel rendelkeznek. Termelésiik szempontjabol
az Ascomycota fajok a legjelentdsebbek (elsdsorban: Aspergillus, Fusarium, Penicillium;
kisebb jelentéségiiek: Alternaria, Claviceps, Stachybotrys fajok) (Bennett és Klich, 2003). Az
egyes mikotoxinokra tobb elfogadott kategorizalasi rendszer is létezik (termeld szervezet,
szintézis utvonal, célszerv, stb. szerint), melyekbdl kiemelendd az oxidativ stressz-indukalod
hatasuk alapjan torténd csoportositas. Golli-Bennour ¢s Bacha (2001) a mikotoxinokat
oxidalo, mérsékelten oxidalé és nem oxidaldo csoportokba osztotta. Az erdsen oxidalo

mikotoxinok a zearalenon (ZEA) és a citrinin (CTN). A mérsékelten oxidald mikotoxin
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csoport részét képezi a T2 toxin, az aflatoxin és a fumonizin, mig a nem oxidalok kézé az

ochratoxin és a deoxinivalenol sorolhatdk.
111.2.1. A citrinin

A CTN-t (3. dbra) elészor 1931-ben izolalta a Penicillium citrinum-bol Hetherington
¢és Raistrick (Golli és mtsai., 2006; Gupta, 2007). A Penicillium citrinum mellett tovabbi
termeldi lehetnek egyéb Penicillium fajok (pl. P. expansum, P. verrucosum), Aspergillus fajok
(pl. A. terreus, A. niveus, A. oryzae), valamint Monascus fajok (pl. M. ruber) is (Xu és mtsali.,
2006; Zaied és mtsai., 2012). A termények koziil a CTN elsGsorban gabonafélék (pl. kukorica,
buza, rizs, arpa, zab és rozs) karositoja (Flajs és Peraica, 2009), emellett azonban kimutathato
még a didbol és foldimogyorobol, napraforgd magbol, szaritott gyiimdlcsokbol, az almalébal
és sajtbdl is (Ribeiro és mtsai., 1997).

A CTN (Cy3H140s, (3R,4S)-8-hidroxi-3,4,5-trimetil-6-oxo-4,6-dihidro-3H-izokromén-7-
karbonsav) egy benzopirén szdrmazék, citromsarga szinii, savas kémhatésu, kristalyos anyag,
amely metanolban oldva maximalis UV abszorpciot mutat 250 és 333 nm-en (Cram, 1950; Xu
és mtsai., 2006). Molaris tdmege 250,25 g-mol *. Kémiai szerkezetét tekintve kinon-metid,
két intramolekuldris hidrogénkotéssel. Rendezetlen strukturaban kristalyosodik, folyékony
allapotban a két tautomer formaja, a p-kinon és az o-kinon egyenld aranyban van jelen.
Vizben alig oldodik, de jo oldoszere a hig natrium-hidroxid, natrium-karbonat vagy natrium-
acetat, a metanol, az acetonitril, az etanol és sok mas polaris szerves oldoszer. Magas
homérséklet hatasara, valamint kelatképzésre alkalmas savas és alkalikus oldoszerekben
bomlik (Xu és mtsai., 2006). Hémérséklet hatasara torténé bomlasahoz magas, 175 C koriili,
szaraz hére van sziikség. Nedves hdvel, 140 °C-on torténd kezelés hatasara a CTN a Hj és Hj
nevii bomlastermékére, derivativjaira bomlik, melyek kozil a H; még toxikusabbnak
bizonyult, mint maga a CTN (Flajs és Peraica, 2009; Lu és mtsai., 2008). Ezen tal Clark és
munkatarsai (2006) leirtak egy masik bomlastermékét is, amely egy CTN dimer, a dicitrinin
A. Magasabbrendii szervezeteken beliil a toxin biotranszformacion megy keresztiil a teljes
hatas eléréséhez: a kivalasztd szervrendszerben dihydrocitrininné alakul (Ammar és mtsai.,
2000).

Kezdetben, az 1940-es években a CTN-t antibiotikumként alkalmaztik Indiaban,
Notalin néven, azota azonban bebizonyosodott nefrotoxikus hatasa (Xu és mtsai., 2006; Zaied
¢s mtsai.,, 2012). Hatasos antibiotikumnak bizonyult Gram-pozitiv baktériumokkal

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus) és néhany gombaval szemben

17



(elsdsorban ¢élesztok és fonalasok), mig a Gram-negativ baktériumok esetén nem volt

kimutathat6 hatasa (Haraguchi és mtsai., 1987; Martin és mtsai., 1986).

OH OH

=

(0]

3. abra. A CTN szerkezeti képlete (p-kinon) (Iwahashi és mtsai., 2007).

111.2.1.1. A citrinin hatasmechanizmusa

A toxin hatasmechanizmusanak targyaldsdhoz két fogalom tisztdzasa sziikséges. Ezek
az akut és kronikus toxicitas fogalma. Az akut toxicitdsi tesztek soran altaldban egyszeri,
rovid idejli expoziciot kovetd gyors lefolyasrol és egyértelmii toxikus tiinetekrdl beszélhetiink.
Ezzel szemben a kronikus toxicitas soran, a tobbszori, alacsony ddzist behatas kovetkeztében
a betegség kialakulasa, az elvaltozasok észlelhetdsége (pl. daganatos elvéltozasok) hosszu
id6t olel fel (Bennett és Klich, 2003). Ennek kovetkeztében a kronikus kezelések utan egy
komplex regulacios rendszer végeredményét latjuk, hiszen a behatasnak tobb generacion
keresztiil (sejtkultarak esetén) fenn kell allnia, hogy pl. membran-Gsszetétel szintjén
véltozasokat tapasztaljunk; ezzel szemben az akut kezelések soran a direkt hatisokat

vizsgalhatjuk.

A CTN hatasa magasabbrendi eukariota szervezetekre

Magasabbrendii allati szervezeteken (pulyka, kutya, sertés, patkdny) vizsgalva a CTN
hatasait, elsdsorban nefrotoxikus tiineteket figyeltek meg, melyeket a vese proximalis
tubulusainak karositasan keresztiil fejt ki (Flajs és Peraica, 2009, Krejci és mtsai., 1996). Him
egereket etetve 200 mg/kg CTN-nel 70 héten keresztiil a vesén fizioldgias elvaltozasokat
figyeltek meg, azon adenomak keletkeztek, a toxikus hatds elérehaladtaval pedig a sejtek
kovetkezményeként funkciondlis zavarok tapasztalhatdoak, mint példdul megndvekedett

gliikoz- ¢és fehérje-kivalasztas; csokkent a foszfor kivalasztasa, illetve csokkent a vesén
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athaladd vér mennyisége (Krejci és mtsai., 1996). Patkanyokon a szubkronikus oralis kezelés
vesekarosodast okozott, amelynek tiinetei a megnagyobbodott vese, a kefeszegély elvesztése
¢és a piknotikus sejtmagok (Flajs és Peraica, 2009). 50 uM CTN-nel (LDsp) kezelt (24-72 éra)
zebrahal disztalis kanyarulatos csatorndja ép maradt, mig a proximalis kanyarulatos
csatornaban 1éziok keletkeztek (Wu és mtsai., 2012). A természetben a CTN legtobb esetben
az ochratoxin A nevii mikotoxinnal fordul eld, és a két toxin altal okozott hatas is elsdsorban a
vesét érinti. A két toxin egylittes eredményeként alakulhat ki a Balkan endemikus nefropatia
nevi betegség. Kimutattdk, hogy az ochratoxin A toxicitdsat a CTN additiv és szinergista
modon is ndvelheti (Gupta, 2007; Stefanovic, 1998). A toxikus hatas célszerve nem kizéarolag
a vese, hanem befolyassal lehet a gasztrointesztinalis traktusra, a csontvelOre és a majra is
(Ammar ¢és mtsai., 2000; Chan, 2007; Flajs és Peraica, 2009; Yu és mtsai., 2006).
Hepatotoxikus hatasait a maj glikogén-, koleszterin- és triglicerid szintézisének gatlasan

keresztiil fejti ki (Sabater-Vilar és mtsai., 1999).

A CTN sejtszintii hatdsai

A CTN teljes toxikus hatasanak kifejtéséhez savas pH-t igényel. [S. cerevisiae petite
mutdnsokban a vakuolaris ATP4z gatlasa miatt a citoszol H' gradiense magasabb volt, ami
miatt a CTN hatasa feler8s6dott: a gatlé koncentracio 300 pg ml™-rél 33 ug ml™-re csokkent
(Ammar és mtsai., 2000)]. A sejtekbe vald bejutasa, felvétel-kinetikaja is er6sen fligg a kozeg
pH-jatol. S. cerevisiae sejteken végzett kisérletek soran, fél oras kezelés hatasara pH 3,5-6n
10%-os felvétel tapasztalhato, melynek 80%-a mar az els6 6t percben felvételre kertilt. Ezzel
szemben pH 4,5-6n a kezdeti felvétel lassabb volt, csupan 25%-a a pH 3,5-6n kapott értéknek.
5,3-as pH-n pedig csak igen gyenge felvétel volt tapasztalhatdo (Haraguchi és mtsai., 1987).
Hogy a toxin bekeriilhessen a sejtekbe, el0szor at kell jusson a plazmamembranon. A CTN
egy lipofil organikus anion, ami feltételezi annak a lehetdségét, hogy anion csatornakon
keresztiil torténik a felvétele. Probeneciddel, egy anioncsatorna blokkoldval eldkezelve
vesekéreg metszeteket, a két oras toxinos kezelést kovetéen a sejtek CTN akkumulécidja
befolyasolta, tehat valoszinli, hogy a toxin a sejt plazmamembranjan aktiv transzporttal jut at,
ioncsatorndk kozvetitésével (Berndt, 1983). Az anioncsatornakon keresztiil torténd mozgas
mellett egy masik elmélet szerint, mivel lipofil vegyliletr6l beszéliink, szabadon képes
atdiffundalni a membranokon (Chagas és mtsai.,, 1995). Tobb esetben irtak le
membranstruktira valtozdsokat. Liu és munkatarsai (2012) 36 oras kezelést kovetden a

Leydig-sejtek plazmamembranjan foszfatidil-szerin athelyezddést figyelt meg a membran
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belsd oldalarol a kiilsére (apoptozis marker). Endo és Kuroda (1976) 18 oras, 100 pg ml™?
CTN kezelés hatasara 50%-os gatlast tapasztalt a S. cerevisiae ergoszterin bioszintézisében. A
szerkezeti atrendezddés mellet karositja is a plazmamembrant. Ezt igazolja, hogy 7 napos
expozicidé utan Eremothecium ashbyi-n riboflavin és pigment szivargas volt megfigyelhet6 a
micéliumbodl (Betina és Barathova, 1968), illetve 0,1 mM CTN-nel kezelve S. cerevisiae
sejteket pH 3,5-en kevesebb, mint egy oran keresztiil, fenol-szulfidrilsav pozitiv anyagok
sejtbol vald kismértékii szivargasat tapasztaltak (Haraguchi és mtsai., 1987). A szterin-
bioszintézis (ergoszterin/koleszterin/tesztoszteron) gatlasa hormonalis zavarokhoz is
hozzajarul, aminek kovetkeztében fejlodési rendellenességek 1épnek fel. Egereket
intraperitonialis injekcidval kezelve napi egyszer, egy hétig a szérumban mért tesztoszteron
koncentracioja szignifikdns csokkenést mutatott, illetve koncentracio-fiiggé emelkedés volt
tapasztalhaté az abnormalis spermiumok szamaban (Qingqing és mtsai., 2012). Blasko és
mtsai. (2013) koncentracio-fiiggd fluidizaciot figyeltek meg S. pombe CTN-nel kezelt
tenyészetén. Ennek hatterében a CTN ¢és a GSH molekula szabad —SH csoportjai kozott,
valamint az integrans membranfehérjék szabad —SH csoportjai kozott kialakuld gyenge
kolcsonhatas all. A membran dezorganizacidjanak kovetkeztében esszencialis K* kidramléast
figyeltek meg.

A felvételt kovetéen a CTN a mitokondriumban akkumulalodik (a felvett CTN 46,1%-
a megtalalhatdo volt az élesztd sejtek mitokondriumaiban) és interferal a 1égzési lanc 1.
komplexével (koenzim Q-hoz kapcsolodik). Ez tobbek kdzott abban is megnyilvanult, hogy a
mitokondrialis szuKcinat-oxidaz aktivitas 48%-kal, a NADH-oxidaz 90%-kal, a citokrom-c-
reduktaz 45%-kal, a NADH-dehidrogenaz 82%-Kal, a citokrom-c-oxidaz 32%-kal, a malat-és
glutamat-dehidrogenaz 80 és 82%-Kal, illetve az ATPaz aktivitas 63%Kkal csokkent (Chagas és
mtsai., 1992a,b; Haraguchi és mtsai., 1987). Az elektron-transzport rendszer felboritasaval
csokkenti a 1égzési aktivitast (Donmez- Altuntas és mtsai. 2007; Iwahashi és mtsai. 2007,
Sabater-Vilar és mtsai.,, 1999). A 1égzési lanc és ionhaztartas felborulasa, valamint az
intracellularis ATP-tartalom csokkenése a mitokondrium diszfunkcidjdhoz vezet, emiatt pedig
csokken a sejtek életképessége (Riberio és mtsai., 1997). A mitokondrialis elektron-transzport
gatlasanak kovetkeztében elektron szivaroghat oxigénre, ezaltal O,° termel8dik és oxidativ
stresszfolyamatokat indukal. Azonban totdl ROS emelkedést csak hepatokarcindma HepG2
sejtekben figyeltek meg 60 perces, 10-30 uM-0s CTN kezelést kdvetden (Chen és Chan,
2009); illetve egér bérpreparatumon, 50 pM CTN-nel 12-72 6ran keresztiil kezelve (Kumar és
mtsai., 2011). Az egyes ROS fajtakrol nem 4ll rendelkezésiinkre informécio. Az intracellularis

ROS-ok megemelkedése gyakran vonja maga utan a kozponti antioxidans molekula (GSH)
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mennyiségének csokkenését (Halliwell és Gutteridge, 1999). Ennek hatterében tobbek kozott
allhatnak GPx altal katalizalt, GSH-fogyaszté folyamatok, illetve lehetséges interakcios
mechanizmusok a toxin és a GSH kozott, ahogy ezt mar a patulin (PAT) mikotoxin esetében
is kimutattak (Fliege ¢és Metzler, 1999). Hosszt ideji (> 72 ora) akut és kronikus
kezelésekben csokkent GSH szintet tapasztaltak alveolaris epitél A540 sejtvonalon, amellyel
parhuzamosan a sejtek csokkent életképességét tapasztaltdk (Johannessen és mtsai., 2007).
Ugyancsak csokkenést tapasztaltak a 2 napig 20 mg kg CTN-nel oralisan kezelt patkany,
vese, maj és vérplazma GSH-jaban (Flajs és mtsai., 2010). Ezzel szemben rovid idejt (120
perces) akut tesztben, S. cerevisiae-bdl szarmazo microarray adatok alapjan, melyet 300 pg
mlt CTN-nel (szubinhibitorikus koncentracid) kezeltek, aktivalodik a GSH bioszintetikus
utvonal (Iwahashi és mtsai., 2007).

A CTN molekularis interakcidja az integrans membranfehérjék szabad —SH
csoportjaival a plazmamembran koncentracio-fiiggd fluidizéciojat okozzédk a fehérjék 3D
struktirajanak megvaltoztatasa altal, ami esszencialis 0sszetevok szivargasahoz vezethet ugy,
mint 260 nm-en abszorbealé molekulak vagy K (Blaské és mtsai., 2013; Horvath és mtsai.,
2010).

A GSH csokkenés okozta megvaltozott oxido-redukcios allapotot altalaban az
antioxidans enzimek aktivacidja kiséri (Halliwell és Gutteridge, 1999). Azonban nem allt
rendelkezésiinkre informacid, amely aldtdmasztana, hogy a megemelkedett ROS
koncentracidhoz a sejt adaptalédni tudna a szignéltranszdukcids mintadzatanak
megvaltoztatasan keresztiil és csak néhany publikacio foglalkozott CTN-kezelt sejtek
antioxidans enzimeinek up- vagy down-regulaciojaval. 12-72 o¢ras akut tesztekben,
szignifikdnsan lecsokkent az egér borsejtek (kezelve 50 vagy 100 ug CTN-nel) CAT és GPx
specifikus aktivitdsa, de az €16 sejtek szdmat nem hataroztak meg (Kumar és mtsai., 2011).
1000uM CTN kezelés semmilyen hatdssal nem volt a SOD, CAT, GPx, G6PD tisztitott
enzimekre, de a GR specifikus aktivitasa szignifikansan lecsokkent (Riberio és mtsai., 1997).
CTN expozicié hatasara tobb oxidativ stressz-marker szintje megvaltozott Ugy, mint a
hdsokk-protein Hsp70-nek (Golli-Bennour és Bacha, 2011); majom vese Vero sejtjeiben DNS
fragmentaciot, illetve kromoszdma aberraciokat tapasztaltak (Bouslimi és mtsai., 2008); PK15
¢és limfocita sejtekben mikronukleuszok jelentek meg (Donmez-Altuntas és mtsai., 2007;
Klaric és mtsai., 2007); megfigyelték a sejtciklus blokkjat (Chang és mtsai., 2011; Kumar és
mtsai., 2011); és ezek a folyamatok apoptotikus sejthalalhoz vezettek (Chan, 2007; Kumar és
mtsai., 2011). Az apoptdzis jeleként leirtak CTN-nel kezelt sejteken a kaszpaz 9, a kaszpaz 3,

a p53 ¢és a p21 megndvekedett aktivitasat; az antiapoptotikus Bcl-2 expresszidja lecsokkent,
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amivel parhuzamosan up-regulalodott a proapoptotikus Bax (Chan, 2007; Kumar és mtsai.,
2011). Tovabbi markerek voltak a mitokondrialis membranpotencial elvesztése, valamint a

citokrém-c citoszolba kikertilése (Chan, 2007; Chen és mtsai., 2009; Yu és mtsai., 2006).
111.3. A Schizosaccharomyces pombe
111.3.1. A’ S. pombe altalanos jellemzése

A S. pombe-t 1893-ban izolalta Paul Lindner egy kelet-afrikai sorbdl, amelyrdl késébb
a nevét is kapta (pombe). Az 1950-es évekig mintegy feledésbe meriilt, amikor Urs Leupold
megkezdte vele genetikai tanulmanyait, illetve Murdoch Mitchinson a sejtciklus vizsgalatat.
Az utoébbi munka folytatasaként, Lee Hartwell, Tim Hunt és Paul Nurse 2001-ben Nobel-dijat
kapott. 2002-ben a Sanger Institute kozzétette a S. pombe teljes genomjanak szekvencia
analizisét (Forsburg, 2005).

A S. pombe egy egysejtli, haploid, petite-negativ eukaridta modellszervezet. Palcika
alaku, atlagos keresztmetszete 3-4 um, hosszmetszete 7-14 um. A genomja kb. 14,1 millid
bazispar (harom kromoszoman oszlik meg: 5,7 Mb, 4,6 Mb, 3,5 Mb), amely 4970 fehérjét
koédold génbdl all (a gének mintegy 40%-ka intronokkal megszakitott), legalabb 450 nem
kodold RNS-bd, illetve a tobb kopidban is megtalalhato, kb. 20 Kb méretli mitokondridlis
genombol. Rendszertani besorolasat tekintve az Ascomycota torzsbe, az Archiascomyces
osztalyba, a Schizosaccharomycetales rendbe, és a Schizosaccharomycetaceae csaladba

tartozik.
111.3.2. A’ S. pombe sejtciklusa

A S. pombe-nal megkiilonboztetiink heterotallikus torzseket, ahol a kétféle parosodasi
tipus (h* és h) stabil, illetve homotallikus torzseket (h*°), ahol az eltérd parosodasi tipust
torzsek atalakulhatnak egymasba.

Normal tadpanyag-ellatottsag mellett ivartalan, vegetativ modon, mitdzissal szaporodik.
Vegetativ sejtciklusa két {6 szakaszra oszthatd: az M-fézisra és az interfazisra. Az M-fazis
soran zajlik a mitotikus sejtosztodas (pro-, prometa-, meta-, ana-, telofazis) és a citokinézis.
Az ezt kovetd harom szakaszt (G1, S, G2) egyiittesen interfazisnak nevezziik. Az S-fazisban
torténik a DNS megkett6z6dése, valamint a replikaciohoz sziikséges apparatus szintézise €s
transzportja is (0gy, mint a hisztonok szintézise, transzportja a sejtmagba, vagy a DNS-
polimeraz sejtmagba torténd lokalizacioja az S-fazis kezdetén). S. pombe esetén az S-fazis
kitlintetett jelentdségli, mivel a citokinézis nem torténik meg az M-fazisban, hanem ez a

folyamat a szeptum képzés miatt az S-fazisba tolodik at. A két ugynevezett gap fazis (G1, G2)
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Iényeges a ciklus szabdlyozasanak szempontjabol. Ezen szakaszok alatt lehetdsége nyilik a
sejtnek a kiilsd és belsd koriilmények monitorozasara, biztositva, hogy az eldkésziiletek
befejezddtek, a megfeleld6 komponensek mennyisége elegendd legyen a kovetkezd fazisok
lezajlasahoz. S. pombe-ban a G1-fazis ler6vidiilt. Ennek oka, hogy a sejtek ebben a fazisban
haploidok, ami miatt a sejt fokozottan érzékeny a mutagén hatasokra. Annak érdekében, hogy
a sejtek elérjék a sejtosztodashoz sziikséges méretet, a G2-fazis hossza nagymértékben
megnott (nagyfoktl méretbeli ndvekedésnek kell lezajlania). A sejtciklus kb. 70%-at a G2, 10-
10%-ot pedig a tobbi fazis teszi ki (Gomez és Forsburg, 2004). A sejtosztdédas végén, az S-
fazisban a sejtek kozépvonaldban végbemegy a szeptum képzés, és a sejtek hasadéssal
kettéosztodnak (4. dbra).

Az ivaros szaporodas soran az eltérd parosodasi tipusu, haploid sejtek konjugalnak
egymassal. A kopulaciot kovetéen megtorténik a plazmogémia, majd pedig a kariogdmia, és
kialakul a diploid zigdta. Az esetek nagy részében a zigota aszkussza alakul, meidzissal négy
aszkospora keletkezik, majd az érett sporak kiszabadulnak. Az aszkuszt ilyenkor zigotikus
aszkusznak nevezziik. Mesterséges koriilmények kozott a zigéta mitdzissal osztodik,
létrehozva a diploid vegetativ sejteket, amelyek meidzissal tovabb osztodnak. Ebben az

esetben azigotikus aszkuszrol beszéliink (4. dbra).
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4. abra. A S. pombe sejtciklusa (2. weboldal alapjan; Gémez és Forsburg, 2004 alapjan)
111.3.3. A S. pombe oxidativ stresszvalaszainak molekularis szabalyozasa

S. pombe-ban az oxidativ stressz érzékelése két f6 utvonalon torténik. Gyenge oxidativ
stressz esetén (kismértékli novekedés a kiilséleg adott H,O; szintben) a Papl transzkripcios
faktor a reguldtor, magasabb stressz esetén (magasabb, kb. 6tszorés H,O, mennyiségii
hatéséra) pedig a Sty1 utvonal aktivalodik (Quinn és mtsai., 2002; Vivancos és mtsai., 2000).

Stresszmentes koriilmények kozott a Papl transzkripcios faktor a citoplazméaban
lokalizalodik, de a sejtmaggal alland6 import és export torténik. Két cisztein klasztert
Stressz hatasara a két cisztein intramolekularis diszulfidkotéssel 6sszekapcsolodik, megsziinik
a nukledris export, akkumulalédik a sejtmagban €s azonnali valaszt indukal. Ennek az oxidalt
allapotnak a megsziintetése a tioredoxin-rendszer feladata, amelyet maga az aktivalt Pap1 up-
reguldl. Nagymértékii, tartés stresszhatis esetén a Papl ttvonal inaktivalédik. Ennek
hétterében a Papl utvonal upstream komponensének inaktivacioja all. Ez a peroxiredoxin-

(Tpx1) rendszer, aminek szabad ciszteinjei magas H,O; behatasra szulfinsavva oxidaldodnak,
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ezaltal inaktivalodik és nem kap szignalt a Pap1. Ilyenkor egy foszforelé rendszer aktivalodik,
aminek elsd elemei a szenzor hisztidin kindz Mak2,3, amelyek a Spyl (Mprl)
foszfotranszmitter foszforildltsdgat szabalyozzédk, amely foszfotranszmitter a Mcs4
valaszregulatort iranyitja. Az Mecs4 fehérje tovabbitja a jelet a MAPK-kindz-kinaz
(MAPKKK) Wak1-nek (vagy Winl-nek), ami a MAPK-kinaz (MAPKK) Wisl-nek, az pedig
a MAPK rendszer részét képezé Styl-nek. S. pombe sty/A mutansa fokozott érzékenységet
mutatott oxidativ stresszre, ozmotikus stresszre, UV fényre, hdsokkra, nehézfémekre,
valamint toxikus kationokra. Hostressz esetén az upstream utvonal nem megy végbe, a szignal
direkt kdlcsonhatasba 1ép a Styl foszfatazaval, a Pypl-gyel, ami negativan szabalyozza a
Styl-et, ezaltal megszlinik a Styl gatldsa. Amikor a Styl foszforilalodik valamilyen
stresszhatas kovetkeztében, akkor a sejtmagban akkumulalédik és vagy kot a promoteréhez és
aktivalja a transzkripciot, vagy pedig foszforilalja a sajat transzkripcios faktorat. Aktivalja az
Atfl transzkripcios faktort, amely a sejtmagban beinditja az antioxidans enzimek atirasat. Az
antioxidans enzimek atirasa mellett az Srx1 szulfiredoxin szintézise is beindul, ami a Tpx1-et
reaktivalja.

A szenzor hisztidin-kinazok harmadik tagja a Makl, amely foszforilalja a Prrl
masodlagos valaszregulatort, ami mind a Styl-Atf1 Gtvonaltdl, mind pedig a Pap1 rendszertdl
fliggetleniil képes antioxiddns valasz kivaltasara (Ikner és Shiozaki, 2005; Papadakis és
Workman, 2014; Vivancos és mtsai., 2006) (5. dbra).

S. pombe-ban a Sty1-Atfl-en keresztiil szabalyozodik a GST szintézis (gstl”, gst3¥), a
CAT (ctt1®), a GPx (gpx1™) és a SODcyzn (s0d1%) (Inoune és mtsai., 1999; Lee és mtsai.,
2002; Nakagawa és mtsai., 1999; Veal és mtsai., 2002). A MAPK rendszeren keresztiil
(Wisl), de fiiggetleniil az ATF1-t3] szabalyozodik a SODw, (s0d2") (Jeong és mtsai., 2001).
A Papl-en keresztiil szabalyozédik a GSH (gsh2"), a CAT (ctt1®), a GR (pgrl®), a GST
(gst2”) és a G6PD (zwfl") (Lee és mtsai., 2002; Nakagawa és mtsai., 1999; Veal és mtsai.,
2002).
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5. abra. S. pombe oxidativ stresszvalasza kiilonb6z6 mértékii oxidativ stressz esetén

(Vivancos és mtsai., 20006).

I11.4. A Saccharomyces cerevisiae
111.4.1. A S. cerevisiae altalanos jellemzése

A S. cerevisiae sarjadzo éleszt6 mar az 6sidok Ota meghatarozo szerepet tolt be a bor
¢és sOr fermentacidban, valamint a siitdiparban. Az 1930-as évek ota az egyik legintenzivebben
tanulmanyozott eukaridta modellszervezet. Ez esetben is Kkitiintetett figyelmet kapott a
sejtciklusnak és a differenciacionak a vizsgalata, tovabba hasznos modellorganizmusnak
bizonyult a rekombinacié folyamatanak megértésében. Az elsd eukaridta organizmus volt,
amelynek a genomjat, 1996-ban megszekvenaltak (Forsburg, 2005).

A S. cerevisiae egy haploid, petite-pozitiv eukaridta modellszervezet. Gomb alak,
atlagos keresztmetszete 5-10 um. Genomja kb. 12,5 megabazis (16 kromoszéman oszlik
meg), amely kb 5800 fehérjét kodolod génbdl (a gének 5%-ka intronokkal megszakitott) all. A
genomban magas fokl a redundancia, aminek hatterében egy Osi genom duplikacio all.
Rendszertani besorolasat tekintve az Ascomycota torzsbe, a Hemiascomycetes osztalyba, a
Saccharomycetales (korabban Endomycetales) rendbe, és a Saccharomycetaceae csaladba

tartozik.
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111.4.2. A S. cerevisiae sejtciklusa

A S. cerevisiae esetében is megkiilonboztethetiink ivartalan és ivaros szaporodast.
Normal koriilmények kozott az ivartalan szaporodas keriil eldtérbe, ekkor a S. cerevisiae
haploid sejtjei mitozison esnek at. A S. pombe-val ellentétben itt normal titemben zajlik a
sejtciklus. A G1-fazisban a sejtek nagyfoka méretbeli novekedésen esnek at, aminek az oka a
késobb ismertetésre keriild kisebb méreti lednysejt. Az S-fazisban megtorténik a DNS
replikacioja, illetve a sejten kitiiremkedésként megjelend sarj képzése. A G2-fazisban
folytatodik a méretbeli novekedés, valamint megkezdédik a mar megkett6z6dott orokitd
anyag transzportja a sarjsejtbe. A lezar6 M-fazisban a huzéfonalak szétvalasztjak a
kromoszomakat, elkiiloniil a két sejtmag, majd még az M-fazisban végbemegy a citokinézis.
Ennek eredményeként egy nagyobb méretli anyai sejt és egy kisebb méretli leanysejt
keletkezik (6. abra).

Itt is beszélhetiink mind heterotallidrél, mind pedig homotalliardl, tovabba ,,a” és ,,a”
torténik. Az ,,a” parosodasi tipusu sejtek ,,a” feromont valasztanak ki, ami kotédik az ,,a”
sejtek ,,a” receptorahoz. A folyamat a két tipus esetén oda-vissza végbemegy. A feromon-
receptor interakcid jelatviteli utakat aktival, aminek kovetkeztében a konjugild sejtek
sejtciklusa blokkolodik (a G1-fazisban), szinkronba kertil, hogy azonos litemben folytathassak
a reprodukciot. A sejtek citoplazmaja Osszeolvad, amit a kariogamia kovet, és 1étrejon a
diploid zigdéta. Normal koriilmények kozott a diploid sejtek mitdzissal, vegetativ modon
szaporodnak tovabb. Stressz hatasara azonban meiozis torténik és a sejtek sporulalnak (Tuite

és Oliver, 1991) (6. dbra).
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6. dbra. A S. cerevisiae sejtciklusa (2. weboldal alapjan).
111.4.3. A S. cerevisiae szterin-bioszintézise

A szterinek a plazmamembrant alkotd lipidek egyik fontos csoportja, policiklusos
szerkezetliek. Fontos strukturalis és szabalyozo elemeik az eukariota sejtek membranjainak,
ahol a foszfolipidek k6z¢ integralodnak (Eamann és Deleu, 2010). Az emldsok, a ndvények és
a gombak hasonld szterineket allitanak eld, amelyek a kettds kotések szdmdban, illetve
elhelyezkedésében, valamint a metil-oldalldncokban kiilonboznek egymastol. Az ergoszterin a
szterin bioszintézis végterméke, valamint a o szterin az élesztdsejtekben. Az emlds sejtek
koleszterinjéhez hasonldéan, a membran fluiditdsanak, permeabilitdsanak szabalyozasaban, a
membran-kotott enzimek aktivitdsdnak szabdlyozasaban, az endocitdzis folyamatdban,
valamint a sejtek novekedésében, sejtciklusdban tolt be meghatarozo szerepet (Iwaki és
mtsai., 2008; Lees és mtsai., 1995). A plazmamembran épitékoveként az antifungilis szerek

egyik f6 tamadaspontja: a polién antibiotikumok (pl. amfotericin B) szelektiven reagalnak a
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membran ergoszterinjével, és a membranon porusokat alakitanak ki, amelyen keresztiil
anyagkidramlas torténik. Az allylaminok gétoljak a szkvalén-epoxidazt, a bioszintézis kezdeti
lépéséért felelés enzimet (az ERG1 génterméket). Az azolok pedig gatoljak a C-14
demetilaciojat a lanoszterinnek (az ERG11 génterméket).

Az elsé prekurzor az ergoszterin bioszintézisében a szkvalén, amely két farnezil-
difoszfat molekulabol jon Iétre a szkvalén-szintaz segitségével (ERG9). Az enzim
nagymértékben konzervalodott az €lesztdben, illetve az emberben. A szkvalén atalakitasaért a
szkvalén-epoxidaz felelés (ERG1), amely egy oxigén-fliggd enzim ¢€s a lanoszterin
prekurzorat, a 2,3-oxidoszkvalént allitja el6. Ebbdl, az ERG7 gén éaltal kodolt 2.3-
oxidoszkvalén-ciklaz, vagy lanoszterin-szintaz lanoszterint hoz létre. A bioszintetikus utvonal
annyira konzervalddott az eukariota sejtekben, hogy az ERG7 géntermékkel azonos enzimet
mutattak ki Arabidopsis thaliana-ban, a cikloartenol-ciklazt, ami a novényi szterin-
bioszintézisben hasonld szerepet tolt be (Covey és mtsai., 1993). A lanoszterin keletkezése
elotti gének esszencialisak a sejtek életképességéhez, amit az is demonstral, hogy az erg9A, az
erglA ¢€s az erg7A delécios mutansok életképtelenck. Azonban ha a zimoszterin és ergoszterin
kozott sériill egy 1épés, akkor nem torténik esszencialis valtozds, mert a koztes
anyagcseretermékek helyettesithetok korabban keletkezett szterinmolekulakkal (Iwaki és
citokrom P-450-demetilaz tavolitja el. Az igy keletkez6 4,4-dimetilkoleszta-8,14,24,-trienol
tovabb redukéalodik a C-14-es pozicioban az ERG24-es génnek koszonhetéen és 4.,4-
dimetilkoleszta-8,24-dienol keletkezik. A kovetkezo 1ényeges 1épés a zimoszterin-fekoszterin
atalakitas. Az ERG6 gén terméke metildlja a C-24-es pozicidt zimoszterinben, hogy
létrehozza a 28 szénatomos szterin-struktirdt. A A8—7 izomerdz a terméke az ERG2-es
génnek, melynek az episzterin szintézis koszonhetd. Ez a 1épés az egyik célpontja a morfolin
antibiotikumoknak. A bioszintetikus utvonal zard Iépéseiben a C-5-deszaturaz (ERG3)
létrehozza az ergoszta-5,7-dienolt, amib6l a C-22-deszaturaz (ERGS) az ergoszta-5,7,22,24-
tetacnolt, végiil pedig a C-24-reduktaz 1étrehozza az ergoszterint (7. dbra) (Lees és mtsai.,
1995). Az ergoszterin bioszintézis tanulmanyozasaban a S. cerevisiae bizonyult a
legalkalmasabb modellrendszernek, mivel mutansai képesek az egyes intermediereket

beépiteni az ergoszterin helyére (Lees és mtsai., 1984).
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IV. Célkitizések

A Pécsi Tudoményegyetem, Természettudomanyi Karanak Altalanos és Kornyezeti
Mikrobiologiai Tanszékén mar 1993 6ta folynak oxidativ stresszel és membran-dinamikéval
kapcsolatos munkak. Ebbe a kutatasi projektbe 2007-ben szakdolgozoként kapcsoldodtam be,
majd késébb mesterszakos diplomadolgozoként, 2012 ota pedig PhD hallgatoként vettem

részt a munkaban.

1. Munkam egyik részét a CTN mikotoxin hatdsmechanizmusanak vizsgalata képezi. Ennek
elézményeként, a tanszéken Blaskd ¢s mtsai. (2013) megallapitottdk a toxin
plazmamembranra kifejtett fluidizalé hatdsat az integrans membranfehérjék szabad —SH
csoportjaival kialakitott kolcsonhatas kovetkezményeként, amely a plazmamembran
dezorganizaciojan keresztiill hozzdjarul a sejtekbdl torténd esszencidlis ionok
kiaramlashoz. Erre alapozva, terveztik a CTN akut citotoxikus hatasanak, oxidativ
stresszt generalo hatasanak vizsgalatat a haploid, eukariota, S. pombe hasado éleszton. Azt
varjuk, hogy (i) sikeriil megvalaszolnunk néhany, a szakirodalomban fellelhetd
ellentmondasos jelenséget; (i) bdvebb informacidhoz jutunk az oxidativ stressz CTN
hatdsmechanizmusban betoltott szerepérdl. Ezeknek az ismereteknek a birtokaban a
jovOben talan lehetdség nyilhat toxinmentesitési, detoxifikacids eljarasok kidolgozasara,
valamint segitséget nyljthat a CTN terményekben és élelmiszerekben megengedett
Céljaink voltak:

1.1. A még 1987-ben Haraguchi és mtsai. altal leirt, pH-fliggd citotoxicitas ellendrzése.

1.2. A pH-optimum ismeretében a CTN szaporodas-gatlasanak vizsgalata, és a
kezelésekhez hasznalt szubinhibitorikus koncentraci6 meghatarozasa, ahol a sejtek
legalabb 70%-ka szaporodoképes/életképes.

1.3. A CTN sejtbe bejutd, ténylegesen hatd koncentracidjanak meghatarozasa, a toxin
felvétel-kinetikdjanak jellemzése.

Akut teszteket alkalmazva
1.4. A CTN-indukalta oxidativ stresszfolyamatok vizsgalata a teljes intracellularis ROS-

tartalom, ¢és az egyes ROS-ok kvantitativ meghatarozasaval. A CTN altal eldidézett
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oxidativ stresszfolyamatok erdsségének meghatarozasahoz, a H»O,-nak, mint jol
jellemzett pozitiv kontrollnak a hasznalata.

15. A S. pombe Papl és Atfl transzkripcids faktorainak, a CTN-indukalta oxidativ
stresszfolyamatok szabalyozasaban betoltott szerepének vizsgalata delécios mutansok
segitségével.

1.6. A CTN-indukalt oxidativ stresszfolyamatok regulaciojanak vizsgalata a GSH
mennyisé€gi €s az antioxidans enzimek specifikus aktivitdsanak meghatdrozasaval.

1.7. Az oxidativ karosodasok hatasara kialakuld sejmag-fragmentacio vizsgalata és a

karosodasok javitasat célzo sejtciklus-blokk vizsgalata.

2. Munkdm masik része az ERG5 gén muticidja okozta belsdé stresszhatas
kovetkezményeinek tanulményozasa, valamint a BY4741 sziil6i és erg5A mutéans torzsek
t-BuOOH-ra, mint kiilsd stresszhatasra adott valaszainak vizsgalata. Szdmos metabolikus
rendellenesség okozhat human megbetegedéseket, amelyek koziil tobb is kapcsolatba
hozhat6 a sejt, a szervezet redox egyensulydnak a megsziinésével. Munkank masodik
részével valaszt szeretnénk kapni arra, hogy a f6 plazmamembran rigidizal6é ergoszterin
bioszintézisét érintd egy génes mutacio hogyan valtoztatja meg a S. cerevisiae sejtek belsd
oxidoredukcids allapotat, a sejtek hogyan kompenzaljak ezt. Az €lesztokon végzett ilyen
jellegli kutatdsok, a mutdciok és mas okozta megvaltozott oxidoredukcids allapotok
vizsgalatai soran kapott eredmények hozzajarulnak a mar emlitett human betegségekkel
kapcsolatos oxidativ problémak megértéséhez (pl.: Parkinson-koér, Alzheimer-kor
kezelése).

Céljaink voltak:

2.1. S. cerevisiae BY4741 sziil6i torzsének ¢€s ergoszterin-bioszintézisben sériilt
mutansparkjanak oxidativ stresszorokkal és amfotericin B-vel szembeni érzékenységének
vizsgalata. A lipid-peroxidaciot indukald t-BuOOH-ra leginkabb érzékenynek mutatkozo
torzs kivalasztasa a tovabbi munkahoz.

2.2. A BY4741 sziil6i torzs és az ergSA mutdns szterin-Osszetételének és zsirsav-
mintdzatanak vizsgalata. A plazmamembran Osszetételében bekovetkezett valtozasok
vizsgdlata a plazmamembran fluiditdsdnak szabalyozdsdban. A plazmamembran
Osszetételének €s biofizikai paramétereinek megvaltozasa feltételezi a membran biologiai

funkcidinak médosulasat. Ennek ellenérzése a sejtek glicerin-asszimilécidjan keresztiil.
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2.3. Az ERGS5 gén mutacioja altal kivaltott megvaltozott oxido-redukcios allapot vizsgalata
az intracellularis ROS-ok mennyiségi meghatarozasan és az antioxidans védelmi rendszer
aktivitasanak vizsgalatan keresztiil.

2.4. Hosszu tava akut vizsgalatban t-BuOOH kezelés okozta plazmamembran-0sszetétel és
-fluiditas valtozasanak vizsgalata.

2.5. A t-BuOOH kezelés-indukalta redox folyamatok vizsgalata az intracellularis ROS-ok
mennyis€gi meghatarozasan és az antioxidans védelmi rendszer aktivitdsanak vizsgalatan

keresztil.
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V. Anyag és modszer
V.1. Mikroorganizmusok és fenntartasuk

Vizsgalatainkhoz a S. pombe és a S. cerevisiae alabbi torzseit hasznaltuk fel:

Faj Torzsnév Genotipus
S. pombe ura4-D18 ura4-D18, h’
S. pombe atfIA és papIA leu 1-32 ura4-D18 his7-366 ade6-M210, h*
sziil6i torzse
S. pombe atfIA atfl::ura4 leu 1-32 ura4-D18, h*
S. pombe paplA papl::ura4 leu 1-32 ura 4-D18, h*
S. cerevisiae  BY4741, erg5A MATa, his3A1, leu2 A0, met15A0, ura3A0

szuloi torzse

S. cerevisiae ergSA erg5A; izogenikus a BY4741-gyel, YMRO015c::kanM X4

1. tablazat. A vizsgalatok soran alkalmazott torzsek

A S. pombe jelatviteli mutans torzseket (atfIA, papIA, valamit a sziil6i) Dr. J. Millar
(Division of Yeast Genetics, National Institute for Medical Research, The Ridgeway, Mill
Hill, London) bocsatotta a rendelkezésiinkre.

A S. cerevisiae sziil6i és ergoszterin bioszintézis mutans torzseket Dr. K. Kuchler és
Dr. Gy. Sipos (Christian Doppler Laboratory for Infection Biology, Max F. Perutz
Laboratories, Medical University of Vienna) bocsétottak a rendelkezéstinkre.

A torzsek tartds tarolasa -80°C-on tortént 50% glicerint tartalmazé YEL tapoldatban.
Fenntartasuk Petri-csészén, 4°C-on tortént, az adott torzs minimal taptalajan. A
kisérleteinkhez Petri-csészén, illetve ferdeagaron, az adott torzs minimal taptalajan tenyésztett

sejteket hasznaltunk, amelyeket 30°C-on tartottunk maximum egy hétig.
V.2. Taptalajok, tapoldatok, pufferek

SM-+uracil tapoldat (S. pombe minimal tapoldat): 10 g I gliikoz; 5 g I" (NH4)2S04; 1 g I'*
KH,PO4; 0,5 g It MgSO4; 1 ml I Wickerham-féle vitaminoldat; 100 mg 1™ uracil; szilard
taptalaj esetén 20 g It agarral kiegészitve; pH 4,5 (tapoldat esetén), pH 5,6 (taptalaj esetén).

Wickerham-féle vitaminoldat: 2 mg I™* folsav, 2 mg I* biotin, 400 mg I"* Ca-pantotenat, 2 g 1™
inozitol, 400 mg I™* niacin, 200 mg I p-aminobenzoesav, 200 mg I™* riboflavin, 400 mg I*
tiamin, 400 mg I"* pridoxin.HCI.

34



YEL tépoldat: 5 g I"* éleszt3-kivonat; 30 g I gliikoz; kiegészitve az adott kisérletben hasznalt
tdrzs igénye szerint 225 mg I™* uracillal, leucinnel, adeninnal, lizinnel, metioninnal, argininnal
vagy hisztidinnel, amelyek az auxotrofia miatt sziikségesek; pH 4,5.

YEA taptalaj: 5 g I éleszté-kivonat; 30 g I'* gliikoz; kiegészitve az adott kisérletben hasznalt
tdrzs igénye szerint 225 mg 1™ uracillal, leucinnel, adeninnal, lizinnel, metioninnal, argininnal
vagy hisztidinnel, amelyek az auxotrofia miatt sziikségesek; szilard taptalaj esetén 20 g I
agarral kiegészitve; pH 5,6.

YPD (komplett) taptalaj: 10 g I"* éleszté-kivonat; 20 g I"* bacto-pepton; 20 g I"* gliikoz, 20 g I
1
agar.

WO tapoldat (S. cerevisiae minimél tapoldat): 20 g I"* gliikéz; 6,7 g I'* élesztd nitrogénforras;
100 mg I hisztidin, leucin, metionin és uracil; szilard tiptalaj esetén 20 g I agarral
kiegészitve; pH 4,5 (tapoldat esetén), pH 5,6 (taptalaj esetén).

V.3. Szaporodas-kinetika mérése

Petri-csészén novesztett sejtekbdl eldkultarat készitettiink, amit 24 6ran keresztiil 30
°C-on inkubaltunk. Ezzel beoltottunk 100 ml tapoldatot Ggy, hogy az 595 nm hullamhosszon
mért optikai denzitasa (ODsgs) 0,05 legyen. A kapott tenyészetet 30 °C-on inkubaltuk és 150
fordulat perc” fordulatszamon razattuk. Meghatarozott idépontokban a tenyészetbél mintat
vettlink és mértiik az ODsgs-t, illetve Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a sejtszamot.
Ezen adatok ismeretében a generacios 1dot az alabbi Osszefiiggés segitségével hataroztuk meg:

lg2tt

Yy
X

T
Ig

ahol T a generécios id6, x a t; idépontban mért sejtszam (sejt ml™), y a t idépontban
mért sejtszam. A 13 és tp értékeket a kapott novekedési gorbe logaritmikus szakaszabol

valasztottuk.
V.4. A CTN citotoxicitas pH-fiiggésének vizsgalata

A CTN pH-fiiggé citotoxikus hatasanak vizsgalatdhoz a National Committee of
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) standard mikrodiltciés modszerét alkalmaztuk
(NCCLS, 2002).

48 oras ferdeagaros el8kultararol 5 x 10° db sejt ml™t sejtszamu tenyészetet
készitettiink minimal tapoldatban. A méréshez steril, egyszer hasznalatos, 96 lyuku mikrotiter

crer

oldatokat és a sejtszuszpenzidt (100—100 pl). A vizsgalandd toxin-koncentraciokat felezd
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higitasi sor segitségével allitottuk be (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,25
uM), kontrollként 100 pl sejtszuszpenzidt hasznaltunk, vakként pedig 200 pl tapoldatot, mely
értékkel késébb korrigaltuk a kapott adatokat. Mind a CTN oldatok, mind pedig a
sejtszuszpenziok készitéséhez hasznalt tapoldatok pH-at kiilon-kiilon beallitottuk. A pH
beallitds 10 M-os NaOH ¢és 10%-os HCI segitségével tortént. A vizsgalt pH értékek: pH=3,0;
pH=4,5; pH=6,0 és pH=8,0 voltak. 30 °C-on 48 6raig inkubaltuk a lemezeket, majd Thermo
Scientific Multiskan Ex Primary EIA V. 2.3 késziilék segitségével mértilk a mikrotiter
lemezre felvitt tenyészetek optikai denzitasat. A kiértékelés Ascent Software Version 2.6

programmal tortént.
V.5. Szaporodasgatlas vizsgalata

A V.3. pontban leirtaknak megfelelden eldkulturat, majd ebbdl razatott tenyészeteket
készitettiink (ODsgs = 0,05), amelyeken az alabbi kezeléseket hajtottuk végre:

(@) a S. pombe sejteket 0 uM, 125 uM, 250 uM és 500 uM végkoncentracidban kezeltiik

CTN-nel,

(b) a S. cerevisiae sejteket 0 mM, 0,4 mM ¢és 0,6 mM végkoncentracioban kezeltiik t-

BuOOH-val.

A vizsgalatokhoz hasznalt CTN-t acetonitriloen oldottuk 250 mM-os térzsoldatot
létrehozva, a t-BuOOH-t pedig desztillalt vizben. A kezelések soran a hatéanyag-oldoszer
térfogatat 0,8%-ban alkalmaztuk.

A tenyészeteket 30 °C-on, 150 fordulat perc‘l fordulatszamon razattuk és

meghatarozott id6k6zonként mintat vettiik és mértiik az ODsgs-t.
V.6. Pusztitasi gorbe felvétele

Az V.3. pontnak megfelelden razatott tenyészetet készitettiink, amelyet a kozép-
logaritmikus fazisba érve 1017 g-n (3000 fordulat perc™), 5 percig centrifugaltuk, amit egy
mosas kovetett. A kisérletekhez minden esetben kozép-logaritmikus fazisti tenyészetet
hasznaltunk (Jamieson, 1992, 1998). Visszavettik a sejteket minimal tapoldatba és
beallitottuk a sejtszamot 107 sejt ml™-re S. pombe esetén, és 2,5 x 107 sejt ml™-re S. cerevisiae
esetén, majd egy oran keresztiil kezeltiik a sejteket az alabbiak szerint:

(@) a S. pombe sejteket 0 uM, 500 uM, 1000 uM és 2000 uM végkoncentracioban
kezeltiik CTN-nel,
(b) a S. cerevisiae sejteket 0 mM, 1 mM és 2 mM végkoncentracioban kezeltiik t-

BuOOH-val.
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A kezelés soran 0, 30 és 60 percnél mintat vettiink (S. cerevisiae esetén csak 0 és 60
percnél), amib6l ezerszeres higitast kovetéen 50-50 pl-t harom  Petri-csészére
kiszélesztettiink. 48 oras, 30 °C-os inkubalast kdvetden a telepeket leszdmoltuk. A legaldbb
70-80%-0s telepképz6 szamot lehetdvé tevd Kkoncentracidt vettilkk szubinhibitorikus
koncentracionak, amivel a tovabbi vizsgalatokat folytattuk.

V.7. Az adaptacio vizsgalata

A pusztitasi gorbe felvételénél meghatarozott szubinhibitorikus koncentracioval egy
oran keresztiil el6kezeltiink 107 sejt ml™ sejtet, amit a kezelés lejartaval 3000 fordulat perc™
fordulatszamon centrifugaltunk 5 percig, egyszer mostuk a sejteket minimal tapoldatban,
majd ujra beallitottuk a sejtszamot 10 sejt ml™, kikiiszobolve a lehetséges centrifugalési
veszteséget. Ezt kdvetden a sejteket a V.6. pontban leirt CTN koncentraciokkal tjra kezeltiik
egy oran keresztiil. A kezelés sordn 0, 30 és 60 percnél mintat vettiink, amibdl ezerszeres
higitast kovetéen 50-50 pl-t harom petri-csészére kiszélesztettiink. 48 oras, 30 °C-0s

inkubalast kdvetden a telepeket leszamoltuk (Lee €s mtsai., 1995).
V.8. A CTN felvétel-kinetikajanak meghatarozasa

A felvétel-kinetika meghatarozasahoz elsd 1épésként meghataroztuk a CTN fluoreszcens
spektrumat Hitachi F-7000 tipust fluoreszcens spektrofotométerrel. A mérést 0,6 M KCl
(pH=4,5) oldatban végeztiik. A miszer segitségével meghataroztuk a CTN excitacios (340
nm) és emisszids (509 nm) maximumat KCl-ban, illetve kiilon ellendriztiik, hogy az adott
hullamhossz értéken nincsen-e a KCl-nak is elnyelése. A fenti hullamhosszokon lemértiik a
1000 uM CTN-bdl készitett felezd higitasi sor minden elemének intenzitasat. A kapott
értékek alapjan kalibracios gorbét készitettiink.

A kozép-logaritmikus fazist sejteket centrifugaltuk, mostuk és felvettiik 0,6 M-os pH
7,0-s KCl-ban. A sejtfalas sejtek esetében a sejtszamot rogton beallitottuk 107 db sejt ml™-re,
tovabba ezeket a sejteket pH 4,5-s KCl-ban vettiik fel, figyelembe véve a CTN pH-fiiggd
citotoxikus hatasat. A protoplasztalt mintdhoz 20 ml, 10° db sejt mI™ sejtszamu tenyészetet
2%-0s Trichoderma enzimmel protoplasztaltunk 30 °C-on, 140 fordulat perc™-en. 15 perc
utan, kozel 100%-os protoplasztalodottsagi allapotnal a sejteket centrifugéaltuk, majd kétszer
mostuk pH 7,0-s KCl-ban. Ezt kovetéen a sejtszamot tjra 107 db sejt ml™ -re allitottuk be
immar pH 4,5-s KCI-ban.

A CTN szubinhibitorikus koncentracidjaval, 1000 uM CTN-nel kezeltiik a sejteket, és
kiilonboz6é idépontokban (0, 1, 3, 5, 10, 20, 40, 60, 90 perc) mintat vettiink. A sejteket

centrifugaltuk, a feliiliszot 340 nm excitacios és 509 nm emisszids hulldmhosszak mellett,
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huszszorosara higitva mértiik és a kalibraciés gorbe alapjan meghataroztuk a sejtfalas

crer

V.9. S. pombe jelatviteli mutansok tesztje

A S. pombe jelatviteli delécios mutansainak vizsgalatdhoz a V.4. pontban leirt
mikrodiliciés modszert alkalmaztuk. Az Atfl és Papl transzkripcios faktorban deletalt

torzsek érzékenységét vizsgaltuk CTN-nel szemben, a sziil6i torzshdz viszonyitva.
V.10. Intracellularis peroxid-koncentracio mérése aramlasi citométer segitségével

A kozép-log fazisban 1év6 S. cerevisiae sejteket centrifugaltuk, mostuk, és minimal
tapoldatban vettiik fel. Ezutan a sejtszamot beallitottuk 2,5 x 10" db sejt ml™2-re (ODsgs = 1,0).
A sejtszuszpenziot egy oran keresztiil kezeltiik 1 mM t-BuOOH-val. Ezutan a mintakat 10
uM-os végkoncentracioban jeloltiik dihidrorodamin 123 (DHR123)-mal

A méréshez BD FACS Calibur tipust aramlési citométert hasznaltunk. 15, 30, 45 és 60
perc elteltével mértiik a peroxid koncentracid valtozasat Aex = 488 nm és Aem = 530 nm (FL1
szenzor) mellett. Egy mérés esetében 10 000 sejtet vizsgaltunk. Az eredményeket a Cellquest
szoftverrel értékeltiik (Carter és mtsai., 1994).

V.11. Intracellularis szuperoxid-koncentraciéo mérése aramlasi citométer segitségével

S. cerevisiae sejteket az V.5. fejezetben leirtaknak megfeleléen készitettiik el és
kezeltiik t-BuOOH-val. A mintakat 10 puM-os végkoncentracioban jeloltiik dihidroetidin
(DHE)-nel. A méréshez BD FACS Calibur tipusu aramlasi citométert hasznaltunk. 15, 30, 45
¢és 60 perc elteltével mértiik a peroxid koncentracid valtozasat, Aex= 488 nm és Aem = 585 Nnm
(FL2 detektor) mellett. A mérések soran 10 000 sejtet vizsgaltunk. Az analizis sordn a mérést
kovetden az FSC és SSC diagramon kapuztunk, csak az ¢él6, egykort sejteket véve

figyelembe. Ezutan a sejtek mértani atlaganak intenzitasat vizsgéltuk (Carter és mtsai., 1994).
V.12. Intracellularis peroxid- és szuperoxid-koncentracié mérése fluoriméterrel

A kozép-log fazisban 1évé S. pombe sejteket centrifugaltuk, mostuk, és minimal
tapoldatban vettiik fel. Ezutan a sejtszamot beallitottuk 10” db sejt ml™-re (ODsgs = 0,7). A
sejtszuszpenziot egy oran keresztiil kezeltiik 1000 uM CTN-nel vagy 200 uM H,0,-val, majd
egyszeri mosast kovetden a mintakat 10 uM-0s végkoncentracioban jel6ltik DHR123-mal,
vagy DHE-vel. 15 perces kinetikai mérést hajtottunk végre. Ezt kovetden kalibracids egyenest

vettiink fel rodaminra a peroxidok mérése esetén, illetve etidium-bromidra a szuperoxid gyok
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crcr

pontban leirtakkal.
V.13. Intracellularis 6sszes ROS-koncentracio mérése fluoriméterrel

A kozép-log fazisban 1évé S. pombe sejteket centrifugaltuk, mostuk, és minimal
tapoldatban vettiik fel. Ezutan a sejtszamot beallitottuk 10° db sejt ml™-re (ODsgs = 0,7). A
sejtszuszpenziot egy oOran keresztiil kezeltik 1000 uM CTN-nel vagy 200 uM H,0,-val.
Egyszeri mosasat kovetéen, 6 ml tenyészetet jeldltink egy oran keresztiil 24 pl (3 mg ml™
torzsoldatbol) 2°7’-diklorofluorescein diacetattal (DCFDA), majd 3000 fordulat perc'1
fordulatszdmon 5 percig centrifugaltuk, egyszer mostuk ¢és 1 ml 4 °C-0s, 5%-0s
szulfoszalicilsav (SSA) oldatban vettiik fel a sejteket. 20 percet jégen inkubaltuk, 5
percenként felkevertiik a sejteket, majd 10 percig 10000 fordulat perc™ fordulatszamon, 4 °C-
on centrifugdltunk. Ezt kovetéen 0,5 ml feliilluszohoz 0,5 ml 2 M-0s NaOH-t adtunk. A mérés
fluoriméterrel 502 nm excitacios €s 525 nm emisszids hullamhossz mellett tértént 2,5 nm rés
¢s 700 V erbsités mellett. Kalibracios gorbét készitettiink, melyhez a festék oxidalt formajat
2’7" diklorofluoresceint (DCF) hasznaltuk SSA és NaOH 1:1 aranyu keverékében oldva.
Vakként nem festett tenyészetet is mértiink, mivel a sejteknek is lehet fluoreszenciaja (Royall

¢s Ischiropoulos, 1993).
V.14. Mintak elokészitése hidroxilgyok- és enzimaktivitas-mérésekhez

100 ml kozép-log fazist tenyészetet egy oran keresztiil kezeltiink a szubinhibitorikus
fordulatszamon hiitve centrifugaltuk, kétszer foszfat pufferban mostuk, végiil felvettiik 8 ml
foszfat pufferban (pH 7,0). A centrifugalt mintat 25 ml-es fézépoharakban -20 °C-ra raktuk.
Tobb napi fagyast kovetden feltartuk a sejteket X-press sejtfeltaroval (X-PRESS 25 ml, AB
BIOX, Sweden). A gépet hasznélat el6tt legaldbb 24 oraval behiitottiik. Két feltards kozott
legalabb két orat hiitottiik a késziiléket. Az X-press-be helyezett mintat tovabbi 20 percig
egyiitt fagyasztottuk. A feltart mintakat a tovabbiakban -80 °C-on taroltuk (Emri és mtsai.,
1994).

V.15. Intracellularis hidroxilgyok koncentraciojanak mérése

A mérés napjan gyakori keverés mellett szobahdmérsékleten engedtiik fel a mintdkat.
50 pl fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF, 10 g I') oldatot kézvetleniil az eppendorf csévekbe
mértlink, majd a mintdbol felolvadas utan azonnal 1450 pl-t adtunk a mar eppendorf cs6ben

1évé6 PMFS oldathoz. 4 °C-os, hiitétt centrifugaban 10 000 fordulat perc™ sebességgel 10
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percig centrifugaltunk, majd a feliilusz6t ledntottiik €s a tovabbiakban ezt hasznaltuk az
enzimaktivitasok mérésére. A kisérlet tovabbi részében a mintékat jégen taroltuk.
A mérés soran 10 mM-0s Hepes puffert hasznaltunk (pH 7,6). A tovabbi oldatokat

frissen készitettiik:

1. Gyokfogonak N-tert-butil-a-fenil-nitront (PBN) hasznaltunk, amelybdl egy 1 M-0s

torzsoldatot készitettiink etanol és viz 1:1 ardnyu keverékében oldva. Ezt 10-szeresére

higitva hasznaltuk a mérés soran.

2. 20 mM-os Cr(VI) térzsoldat desztillalt vizben oldva.

A méréshez ESP 300E tipust spektrométert hasznaltunk. A Cr(VI) oldatot tizszeresre
higitva hasznaltuk. Mérés soran a reakcio végtérfogata 150 pl volt, a méréshez 120 pl-es
kapillarist hasznaltunk. A méréshez a kovetkezd OsszetevOket mértilk Ossze a kovetkezd
sorrendben:

PBN + Cr(VI): 90 ul puffer, 30 pl minta, 15 pl PBN, 15 pl Cr(V]) torzsoldat.

Az elegyeket Osszeraztuk, és 6t perc mulva tizendt percen keresztiill mértiik. A Cr(V)
gyok oldatot (4-maleimide-TEMPO, 10 uM) hasznaltunk. (10 uM koncentracioju spinjel616
spektrumanak kett6s integraljat hasonlitottuk Ossze a kérdéses minta kettds integraljaval
azonos spektrumparaméterek mellett torténd mérés utan).

A mérés soran alkalmazott EPR-beallitasok: mikrohulldmu teljesitmény-erdsités 5 vagy
10 mW; tér modulécio 100 kHz; amplitido 0,1-0,2 mT; a vizsgalt magneses tartomany 10 mT
(100 G). A spinkoncentracié meghatarozasa relativ mérés segitségével késziilt (Shi és Dalal,

1990).
V.16. Glutation-koncentracio és -enzimaktivitas mérések

Az enzimaktivitds mérésekhez fagyasztott mintdkat a mérés napjan a hidroxilgydk
mérésénél leirtakhoz hasonléan (V.14.) készitettiik eld6 a méréshez. Az eldkészités utan a
mintakat jégen taroltuk. A feliiluszo ledntése utan maximum két oran keresztiil hasznaltuk a

mintakat az enzimaktivitas mérésekhez.
V.16.1. GSH- és GSSG-koncentracié mérése

15 ml, egy oran keresztiil a szubinhibitorikus koncentracioval kezelt mintat

centrifugaltunk 3000 fordulat perc'1 fordulatszdmon 5 percig, kétszer mostuk fiziologiés

Inkubaltuk 20 percig 4 °C-on, majd 10 percig centrifugaltuk 10000 fordulat perc™
fordulatszamon 4 °C-on, és a feliiluszéval dolgoztunk tovabb. A méréshez a kovetkezd puftert
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készitettiik:
19,73 g I'* NaH,PO, és 22,32 g It Na,EDTA (pH 7,5).
Frissen készitettlik a kovetkezd oldatokat, jeges vizben taroltuk dket:
Aoldat: 0,3 mM NADPH .
B oldat: 5 mM 5,5-ditio-bisz(2-nitrobenzoik sav) (DTNB)
C oldat: 60 ul glutation-reduktazt 540 pl desztillalt vizben oldottunk fel.
A minta eldkészitése:
GSSG méréshez 600 pl mintat eppendorfba raktunk, majd hozzaadtunk 12 pl 4-vinilpiridint
¢és 25 pl trietanolamint. GSH méréséhez az eldbb leirtak szerint készitettiik eld a mintat, de
nem adtunk hozza 4-vinilpiridint és nem inkubaltuk.
A mérés soran a kovetkezd Osszetevoket mértiik Ossze kvarc kiivettaba, a kovetkezd
sorrendben:
GSH mérésnél: 10 pl minta, 90 pl pufter, 800 ul A oldat, 100 ul B oldat, 20 ul C oldat.
GSSG mérésnél: 100 pl minta, 800 pl A oldat, 100 ul B oldat, 20 ul C oldat.
A méréseket 412 nm-en végeztiik, és egyszerre 3 parhuzamos mérést végeztiink (Anderson,
1995).
A mintank GSH- és GSSG-tartalmat kalibrl6 sor segitségével hataroztuk meg, majd a
kapott értékeket fehérjetartalomra vonatkoztattunk (Anderson, 1995).

V.16.2. Tiol-tartalom meghatarozasa

A mérés eldtt a kovetkezd oldatokat készitettiik el:

0,1 M natrium-foszfat puffert készitettink Na,HPO, x 7H,O ¢és NaH,PO; x H)O
felhasznalasaval, pH 7,0.

0,3 M TRIS-hez adtunk 1 mM EDTA-t, majd a pH-t beallitottuk 8,4-re,

50 g I™'-es triklorecetsav (TCA) oldat 1 mM EDTA-val kiegészitve,

20 g I™-es NaHCO3-hoz adtunk 10 g I végkoncentracioban DTNB-t.

Az egy Oran keresztiil kezelt sejteket 3000 fordulat perc™ fordulatszamon
centrifugaltuk, mostuk foszfat pufferben, majd ugy vettiik vissza a foszfat pufferbe, hogy a
sejtstirliség 10° db sejt ml? legyen. Megegyezd térfogati TCA oldatot adtunk a
szuszpenzidhoz, amivel 20 percen keresztiil inkubaltuk a mintdkat igy, hogy 1 percet
kevertettiik, 1 percet pedig jégen hiitottiik Sket. Ezt kdvetéen 10 percig, 10000 fordulat perc™
fordulatszdmon centrifugaltunk és a feliiliszoval dolgoztunk tovabb.

Kvarc kiivettaba a kovetkezOoket mértiik 0ssze sorrendben:
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1800 pl TRIS, 200 pl minta, 20 ul DTNB, majd 412 nm-en mértiik az abszorbancia
véltozast kb. 10-15 masodpercig, mig stabilan nem kaptunk egy értéket. Vakként a
mintanélkiili oldatot mértiik le, amit levonva a kapott értékekbdl kaptuk a AA értékét, amit a
tovabbi szamolashoz hasznaltunk fel (Lewinska és Bartosz, 2008):

Tiol csoportok (MM 1) = (AA x higitas mértéke) 415

e412= 13,6 mmol™ x | x cm™
V.16.3. Glutation-reduktaz specifikus enzimaktivitasinak mérése

Pufferként GR puffert hasznaltunk (0,1 M-os foszfat puffer, pH 7,6), illetve frissen
készitettiik az 1 mM-0s NADPH ¢és a 10 mM-o0s GSSG oldatokat.
A mérés soran a kdvetkezd Osszetevoket mértiik 6ssze a kdvetkezd sorrendben:
100 ul NADPH, 700 pl GR puffer, 150 pul GSSG, 50 pl minta.
1 percen keresztiil 340 nm-en fotometraltunk, 3 parhuzamos mintdt mértiink és az ezekre
kapott eredményt atlagoltuk, az enzimaktivitast pedig ebbdl szamoltuk.
Az enzimaktivitas értékeket (nmol- perc'l) az extinkciés koefficiens ismeretében (enappH, 340
am: 6,3 x 108 cm® mol™ em™) a Lambert-Beer térvény alapjan szamoltuk ki és a mintak fehérje
tartalméara vonatkoztatva (specifikus enzimaktivitas) adtuk meg [nmol (perc mg fehérje) ™
(Pinto és mtsai., 1984).

V.16.4. Glutation-peroxidaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez készitettiink 50 mM-0s Tris/HCL-t és 0,091 mM EDTA-4t tartalmazo
puffert. Tovabba frissen készitettiik az alabbi oldatokat:
1 mM NADPH-t; 19,5 mM GSH-t, valamint 180 pl desztillalt vizben 20 pul GR enzim
szuszpenziot oldottunk fel,
Kumén-hidroperoxid oldat (CHP) oldat: 3,3 ml pufferbe 6 ul CHP oldatot mériink.
A meérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik Ossze kiivettaba az alabbi sorrendben:
120 ul NADPH, 400 pl puffer, 20 ul GR, 250 ul GSH, 200 pl minta, 20 pl CHP.
340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitdst. Az enzimaktivitas értékeket a GR mérésnél

megadottakkal megegyezé modon adtuk meg (Chiu és mtsai., 1976).
V.16.5. Gliikéz-6-foszfat dehidrogenaz specifikus enzimaktivitisanak mérése

A méréshez 20 mM-o0s Hepes puffert, valamint 200 mM MgCl; oldatot hasznaltunk. A

mérés napjan frissen készitettiik az alabbi oldatot:
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A oldat: 0,75 mM G6P, 0,65 mM NADP, hozzaadtunk 2,25 ml MgCl; oldatot és feltoltottiik
15 ml-re Hepes pufferral.

A mérés soran a kdvetkezd Osszetevoket mértiik 6ssze kvarc kiivettaban az aldbbi sorrendben:
900 ul A oldat, 75 ul puffer, 25 ul minta.

340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitdst. Az enzimaktivitds értékeket a GR mérésnél

megadottakkal megegyezd modon adtuk meg (Emri és mtsai., 1994).
V.16.6. Glutation-S-transzferaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez 0,1 M-os foszfat puffert hasznaltunk, illetve frissen készitettik a
kovetkez6 oldatokat:
20 mM GSH, 33 mM CDNB.
A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mérjiik Ossze a kovetkezd sorrendben:
50 ul CDNB, 800 pl pufter, 100 pl minta, 50 ul GSH.
340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitist. Az enzimaktivitds értékeket (nmol perc™) az
extinkciés koefficiens ismeretében (€gs-pns, 340 nm: 9,6 X 10° cm?® mol™ Cm'l) a Lambert-Beer
torvény alapjan szamoltuk ki és a mintdk fehérje tartalmara vonatkoztatva (specifikus

enzimaktivitas) adtuk meg [nmol (perc mg fehérje) *] (Warholm és mtsai., 1985).
V.16.7. Katalaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez 20 mM-os Hepes puffert hasznéltunk, illetve frissen készitettiik egy 0,1
mM-os H,0, oldatot
A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik 6ssze kvarc kiivettdban az alabbi sorrendben:
100 pl H20,, 880 pl puffer, 20 ul enzimkivonat.
240 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitast. Az enzimaktivitas értékeket (pmol perc’) az
extinkcios koefficiens ismeretében (enz02, 240 nm: 4,36 x 10* cm® mol™ cm™) a Lambert-Beer
torvény alapjan szamoltuk ki és a mintdk fehérje tartalmara vonatkoztatva (specifikus

enzimaktivitas) adtuk meg [umol (perc mg fehérje) '] (Roggenkamp és mtsai., 1974).
V/16.8. Szuperoxid-dizmutazok specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez az alabbi puffert készitettitk: 0,533 g 1™ dietiléntriaminpenta-acetiksav
(DETAPAC), 8,2 g I K,HPO, és 0,44 g It KH,PO, (pH 7,8). A puffert 4 °C-on taroltuk.

Frissen készitettuk az alabbi oldatokat:
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a-oldat: 1,84 g I'* nitro-kék-tetrazélium (NBT) (jégen, alufoliaba burkolva taroltuk).
b-oldat: 0,33 g I™* xantin (szobahémérsékleten torténd beoldas utan jégen taroltuk).

Ezutan 6sszeallitottuk a kdvetkez6 oldatokat:

A-oldat: 18,9 ml pufferhez 0,8 ml a-oldatot (NBT) és 5,4 ml b-oldatot (xantin) adtunk
(jégen, alufolidba burkolva taroltuk).
B-oldat: 2,5 ml pufferhez 250 pul xantin-oxidazt oldottunk fel (jégen taroltuk).
A méréshez a kdvetkez6 dsszetevoket mértiik dssze az alabbi sorrendben:
800 pul A-oldat, 100 pl minta, 50 ul B-oldat, 50 ul puffer.

A mérést 560 nm-es hulldmhosszon végeztiik 1 percig, 30 masodperces késleltetéssel
inditva. El6szor lemértiik a referencia-oldatokat (puffer és minta), majd minden minta elott
mértiink egy minta nélkiili enzimes vakot, aminek az abszorbancia értékét kivontunk a mérés
eredményébdl a referencia-oldat abszorbancia-értékével egyiitt.

A szédmolast a kdvetkezé modon végeztiik:

1 egység = (vak atlaga/mintak atlaga)-1

Mn(II)SOD mérésnél az A-oldathoz 5 mg NaCN-ot adtunk, és a minta hozzaadasa

utan 30 percet inkubaltuk az elegyet. Ezutan adtuk hozza a B-oldatot (Oberley ¢s Spitz, 1984).

V.17. Fehérje-tartalom mérése

A kisérlet végrehajtasa soran a kovetkezd torzsoldatokat hasznaltuk fel: CTC
(CuSO4*5H,0 1 g I, Na/K-tartarat 2 g 1™, Na,CO3 100 g I™"), SDS (50 g I'"), NaOH (32 g I')
oldatok illetve a Folin-Ciocalteu's reagens, valamint A és B reagensek.

A reagens: CTC, SDS és NaOH 1:2:1 aranyban;
B reagens: Folin reagens és desztillalt viz 1:5 aranyban.

A feltart és kiolvasztott mintdkat az elOkészitést kdvetden szazszorosdra higitottuk.
Ezekbdl pedig minden esetben hdrom parhuzamos mintét készitettiink. Ehhez az oldathoz 1
ml A reagenst adtunk, vortexeltiik és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A tiz perc
leteltével 0,5 ml B reagenst adtunk az elegyhez €s ijabb 20 percig inkubaltuk, majd 750 nm-
en fotometraltuk a mintakat. Vakként desztillalt vizet, illetve az A és B reagenst tartalmazo
oldatot hasznéltunk. A kalibraciohoz BSA oldatot hasznaltunk (0,5 mg ml™ koncentracioban)

(Peterson, 1983).
V.18. A CTN sejtciklusra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Kozép-logaritmikus fazisu tenyészetet centrifugaltunk, mostunk €s a sejteket SM+ura
tapoldatban vettiik fel. A sejtszamot 10° db sejt ml™ -re allitottuk be. 1 ml tenyészeteket
kezeltiink 1000 uM CTN-nel 1 oran at, illetve a kontrollhoz megegyez6 térfogatban az
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oldoszerként hasznalt acetonitrilt adtuk hozza. A kezelés utan a sejteket 2000 fordulat perc™ -
en lecentrifugéaltuk, majd a pelletet 1 ml desztillalt vizben felszuszpendaltuk, 35 masodpercig
centrifugaltuk. A feliiluszot ledntottiik, majd a sejteket 1 ml 70%-os etanolban vettiik fel. 300
ul-t atpipettaztunk eppendorf-csobe (harom parhuzamos mintat készitve), majd a sejteket
ismét 35 masodpercig centrifugaltuk, ¢és utdna a feliiliszot ismét leontottilk. A sejteket
felvettik 1 ml 50 mM-os natrium-citratban, majd ismét 35 madasodpercig centrifugaltunk.
Ezutan a sejteket 500 pl natrium-citratban vettik fel, és hozzdadtunk 0,1 mg ml™
koncentracioji RNaz-A-t. 37 °C-on 2 6ran keresztiil inkubaltunk. Ezutan 500 ul, 50 mM-0s
megjeloltik. 4 °C-on egy ¢&jszakédn at taroltuk a mintdkat. A méréshez BD FACS Calibur
tipust aramlasi citométert hasznaltunk, FLL1 csatornan keresztiil detektalva a PI jelét (Aex =

535 nm, Aem = 617 nm) (Sabatinos és Forsburg, 2009).
V.19. S. pombe sejtmag morfolégiajanak vizsgalata

Kozép-log tenyészetbdl szarmazd sejteket centrifugaltunk, mostunk és vettiink fel
SM+ura tapoldatban. A sejtszamot 10° db sejt ml™-re allitottuk be. A sejteket 60 percig
kezeltiik 1000 uM CTN-nel. 4-5 pl sejtszuszpenziot szétoszlattunk targylemezen, majd
beszaradas utan 3 pl 4’,6-diamidino-2-fenilindol festékkel (DAPI, 10 pg ml™) festettiik, és
fluoreszcens mikroszkdppal (Nikon Eclipse 801, UV szlirdvel) vizsgaltuk a sejteket, majd
fotokat készitettiink. Kezelésenként legalabb 300 sejtet vizsgaltunk.

A DAPI fluoreszcens jelold, amely a duplaszald DNS-hez kotédik. Gerjesztési

maximuma 358 nm, emisszios maximuma 461 nm, kék fluoreszcenciat mutat.
V.20. Az erg54 mutans antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata

S. cerevisiae haromnapos tenyészetér6l 1-1 kacsnyit felszuszpendaltunk 4 ml
fiziologias sdoldatban, amibdl létrehoztunk egy 4 x 10° db sejt ml™ szuszpenziét. WO
taptalajt, illetve a vizsgalt xenobiotikumok [amfotericin B, t-BuOOH, H,0O,, menadion,
CdCly, Cr(VD)] megfeleld koncentraciojat tartalmazéd Petri-csészékre 10° db sejtet (25 pl)
vittiink fel foltoltassal. A Petri-csészéket 30 °C-on inkubaltuk, majd 5 és 10 nap elteltével
értékeltiik a telepképzést egy 0-5-ig terjedd skalan (Czakod-Vér és mtsai., 1999).

V.21. Mintak elokészitése lipid- és szterin-analizishez

Torzsenként, hatszor 250 ml S. cerevisiae tenyészetet 6t 6ran keresztiil kezeltiink 1
mM t-BuOOH-val, majd a kezelését kdvetden a hat tenyészetet egybefugaltuk és felvettiik a

sejteket nedves tomeg grammonként 20 ml metanol:kloroform 2:1 ardnyu keverékében,
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vortexxel erdsen kevertettilk, majd egy oran keresztiil szobahOmérsékleten allni hagytuk,
kdzben kb. 10 percenként alaposan megkevertiik. Ezt kdvetden a szuszpenzidt 4600 fordulat
perc™ fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk, ledntottiik a feliiliszot, ezt hasznaltuk tovabb,
amit 2-3 rétegli sziirdpapiron keresztiil atszrtiink, ezaltal viztiszta folyadékot kaptunk.

Ezutdn megmértiik az oldatunk térfogatat és 1,2-szer nagyobb mennyiségli 0,9%-0s
KCI oldatot adtunk hozza. Kémiai razélombikban egy percen keresztiil er6sen raztuk. 10 perc
allast kovetden, a kloroform frakcid lesiillyedt a lombik aljara és egy centrifugacsébe
engedtiik a kloroform 99%-at. A mintdkat 4600 fordulat perc‘l fordulatszdmon 10 percen
keresztiil centrifugaltuk és az aluluszoval dolgoztunk tovabb. Vizszivattyaval leszivtuk a
feliiliszo nagy részét, pipettaval atpipettaztuk az alsd oldatunkat egy 100 ml-es lombikba.
Uvegtdlcsérbe tettiink kétrétegli sziirdpapirt, majd ebbe tettiink kb. 2-3 gramm vizmentes
Na,SO,4. Ezen atszlirtilk az oldatunkat, vizmentess¢ téve azt. Az oldatot egy 100 ml-es
lombikba sziirtiik rogton. Ezt kdvetéen a kloroformot elparologtattuk nitrogéngaz alatt.
Amikor az Osszes kloroform elpérolgott, akkor tettiink a lombikba 2 ml kloroformot, jol
megkevertiik, hogy a lombik falarol lehet6leg az 6sszes lipid beoldddjon. Ezutan attettiink kis
vialcs6be (a cs6 stlyat iiresen is megmértiik) kb. 0,8 ml-t és elparologtattuk a kloroformot.
Beletettiik a maradék kloroformot is, elparologtattuk, majd az egészet megismételtiik még
egyszer. fgy a végén egy kis vidlcsdben volt beparolva az 6sszes lipidiink. Ezutan megmértiik
a cs6 sulyat és kiszamitottuk az 6sszegylt lipid mennyiségét. A mintakat -80 °C-on taroltuk.
A tovabbi mérések eldtt felvettik a mintdkat 500-1000 pl kloroform: metanol 1:1 ardnyt

keverékében (Kalmén és mtsai., 2013).
V.22. BY4741 és erg54 torzsek szterin-analizise

Mintéink szterin tartalmanak meghatdrozasdhoz kb. 20 mg lipidre van sziikség, tehat
ha 80 mg lipidet vettiink fel 1 ml kloroform-metanol keverékben, akkor ebbdl 250 pl-t
hasznaltunk fel a méréshez.

A lipidoldatunkat attettiik egy csavaros kupakos kb. 10 ml-es livegcsObe. Nitrogéngaz
alatt elparologtattuk az oldoszert, majd felvettilk a mintat 1 ml 25%-0s KOH-ot tartalmazo
etanol oldatban. Vortex segitségével homogenizaltuk a mintat, majd 90 °C-os vizfiirddbe
helyeztiik egy orara. Negyedoranként felkevertiik a mintat. Az egy ora leteltével kivettiik a
vizfiirddbdl a mintat és adtunk hozzd 1 ml desztillalt vizet. A mintdkat szobahdémérsékletre
hiitottiik €s hozzdadtunk 2 ml hexant, egy percig vortexeltiik, majd hagytuk allni 5 percig. A
hexanos feliiluszéban 1évé mintat, attettiilk egy olyan iivegbe (lemértiik a sulyat iiresen),

amibdl vagy nitrogénnel el tudjuk parologtatni a hexant, vagy olyan {ivegcsébe, amelyet egy
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vizvakumszivattyhoz tudunk csatlakoztatni. Ezutan még egyszer megismételtik a 2 ml
hexan adésatol a folyamatot. A hexant elparologtattuk, majd megmértiik az livegiink sulyat,
igy tudtuk, hdny mg szterolunk van. Ezutan az livegcsébe tettiink 200 pl hexan:etil-acetat 1:1
aranyu keverékét. Jol atkevertiik az livegesét a szuszpenzioval és attettiik egy vidlcsdbe. Ezt
megismételtik még egyszer 200 ul, majd 100 pl hexéan:etil-acetat szuszpenziéval. Igy a
szterolunk 500 pl szuszpenzioban lesz feloldodva. A minta tovabbi bekoncentralasa végett az
500 pl szuszpenzidt Gjbol elparologtattuk nitrogénnel, majd felvettiik a szteriniinket 25 pl
kloroformban. Mérésenként 1 ul mintat hasznéaltunk fel, a mérés Agilent Technologies,
6890N, Network GC system, 7683 series Injector, 5975¢ NL MSD tipusu késziilékkel tortént
(Arthington-Skaggs és mtsai., 1999).

V.23. BY4741 és erg54 torzsek zsirsav-analizise

Total zsirsav mennyiségének meghatarozasa

A V.21. pontban készitett mintankbol 50 ul-t mértiink eppendorf csébe, amihez adtunk
700 ul hexan-kloroform oldatot (9:1) és 100 ul transzészterifikacios reagenst (30 ml etanol +
20 ml benzén + 1,15 mg fém natrium + 7,5 mg fenolftalein). Vortex segitségével
homogenizaltuk az oldatot, majd allni hagytuk 20 percig. Ez utan 200 pl met-HCI-t adtunk az
oldatunkhoz. Egy rovid vortexes kevertetést kovetéen 5000 fordulat perc™ fordulatszamon 4
percig centrifugaltunk. A feliiliszonak kb. kétharmadat atmértiik egy iivegcsObe és ezt

hasznaltuk fel a gdzkromatografias mérésekhez.

Poldris zsirsav, triacil-glicerol zsirsav és szabad zsirsav mennyiségi meghatarozds

A mintakat megfuttattuk TLC lapokon (MERCK 1.05553.0001, 25 TLC aluminium
sheets, 20 x 20, Silicagel 60), hogy jo-e a lipid mintank. Két lapot készitiink, egyet a polaros
lipideknek, egyet pedig a neutralisoknak. Ezutan elkészitettiink két futtato oldatot.

- Polaris lipideknek: kloroform:aceton:metanol:ecetsav:deszt viz = 50:20:10:10:5

- Neutrdlis lipideknek: dietil éter:hexan:ecetsav = 20:80:1
Az 6sszemérést kovetden mindkét oldatot alaposan Osszerdztuk.

Ezutan kadba tettiik a lemezeket és hagytuk addig futni 6ket, amig mar csak kb. masfél cm
volt vissza a futtatdsbol. Ezutan kivettik a lemezeket a kadbol ¢és hagytuk Oket
szobahOmérsékleten megszaradni. Ezt kovetden ledntottiik a lemezeket feliilrdl lefele
csorgatva 5%-0s H,SOgs-et tartalmazd metanol oldattal, hogy az egész lemezt érje. Ezt is
hagytuk megszaradni és ezutan hélégfuvoval (Extol, 1-es fokozat 350 °C, 2-es fokozat 550

°C) melegitjiik egyes fokozaton kb. 50 cm-r6l, amig a csikok meg nem jelentek. Ha a csikok
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nem jelentek meg, akkor melegités helyett jod g6z0s kezelést hasznaltuk (aktiv jodot
tartalmazé kadba tettiik a lemezt, kb. 5 percig benne hagytuk), a lipidek sarga foltokban
megjelentek, amiket ceruzaval bejeldltiink a lemezen. Az el6hivott TLC lapot beszkenneltiik
¢s Adobe Photoshop 9.0 programmal a standardokhoz viszonyitva meghataroztuk a foltok
erosségét. A neutralis TLC lapon a kovetkezd sorrendben valtak szét a lipidek: a polaros
lipidek helyben maradtak, ezt kovetik a monoacil-glicerolok, az ergoszterin, a diacil-
glicerolok, a lanoszterin, a szabad zsirsavak, a triacil-glicerolok, végiil a szkvalén valik el.

A lemezekrdl lekapartuk a vizsgalni kivant csikokat és végrehajtottuk rajtuk a fent leirt

észterifikacios eljarast, majd mértiik a zsirsavak mennyiségét (Christoperson és Glass, 1969).

V.24. Fluoreszcens anizotropia meghatarozasa

crer

107 sejt mI™ sejtkoncentracidja S. cerevisiae tenyészeteket 1 éran keresztiil 1 mM t-
BuOOH-val kezeltiik, majd 3000 fordulat perc™ fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk és
kétszer mostuk fizioldgias sooldattal. A mintdkat TE pufferban (372,2 mg I"EDTA, 1,21 gl
Tris, pH 7,0) vettiik fel, 2 ml 10° db sejt mI™ sejtszam@ mintat 2 pM-os TMA-DPH oldattal
jeloltiink 0,1%-ban, 5 percen keresztiil, kozben kétszer megkevertiik. A mérést Perkin-Elmer
fluoriméterrel végeztiik, s az alkalmazott résszélesség 10 nm, a mérési excitacios hullamhossz

360 nm, az emisszios hullamhossz pedig 430 nm volt (Folmer és mtsai., 2008).
V.25. BY4741 és erg54 torzsek glicerin-asszimilaciéjanak vizsgalata

A vizsgaélat kivitelezése megegyezik a V.5. pontban leirt szaporodasgatlas vizsgalattal,
azzal a kiilonbséggel, hogy nem tortént t-BuOOH kezelés. A kisérlethez négy kiilonbozo
tapoldatot hasznaltunk fel. Az elsé, a kontroll 2% gliikozt tartalmazott. A masik harom
tapoldat gliikoz helyett glicerint tartalmazott kiilonb6z6 koncentracidkban (1 mM, 10 mM,
100 mM). A fenti komponenseken kiviil tartalmaztdk még a V.2. pontban leirt WO taptalaj
tovabbi Gsszetevéjét. A tenyészeteket 30 °C-on, 150 fordulat perc™ fordulatszamon razattuk és

meghatarozott id6kozonként mintat vettiik és mértiik az ODsgs-t.
V.26. Statisztikai analizis

Kisérletei eredményeink legalabb harom fiiggetlen mérésbdl és azok harom technikai
ismétlésébdl szarmaznak. Ha ettdl barmilyen eltérés tortént, akkor az kiilon jelzésre keriil. A
statisztikai analizis a kétmintds, Student t-proba segitségével tortént. A + érték a szorast, és
nem a standard hibat jeldli. Ahol nem tlintettiink fel szoras értéket, ott reprezentativ

eredményrdl van szo.
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VI. Eredmények
VI.1. A CTN-nel végzett kisérletek eredményei

VI1.1.1. S. pombe novekedési gorbéjének felvétele

Tovabbi kisérleteink tervezéséhez, illetve a hasznalt torzs jellemzéséhez elso 1épésként
megallapitottuk a S. pombe generacios idejét. Biirker-kamras sejtszamolast kovetden,
felhasznalva az V.3. fejezetben bemutatott képletet, a generacios id6 3,1 dranak adodott.
Annak érdekében, hogy a tovabbi kisérletek soran hasonlé fizioldgids allapoti tenyészetet
hasznaljunk, meghataroztuk, hogy a dinamikusan oszt6d6 tenyészetiink mikor talalhaté a
kozép-logaritmikus fazisban. Ez ODsgs = 0,05 tenyészet inditasa esetén kb. 16 6ra volt (8.

abra).
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8. dbra. S. pombe tenyészetének szaporodasi gbrbéje a sejtszam (A) és az 595 nm-en mért optikai
denzitas (B) alapjan (reprezentativ eredmény).

VI1.1.2. A CTN citotoxicitas pH-fiiggésének vizsgalata

A CTN citotoxicitasanak vizsgalatahoz meghataroztuk a S. pombe sejtek pH-fiiggd
életképességét a standard mikrodilucios modszerrel SM tapoldatban 5 x 10° indul6 sejtszamot
alkalmazva. A CTN citotoxikus hatasa erés pH-fiiggést mutatott, pH = 4,5-en a CTN MICgqg =
175 uM volt; pH = 6,0-on a CTN MICgp = 1000 uM volt 48 6ras kezelést kovetden (9. dbra).
A S. pombe sejtek pH = 3,0-on és pH = 8,0-on mar nem tudtak toxinmentes kdrnyezetben sem
novekedni.

A kapott eredmény tiikrében a tovabbi kisérleteket pH = 4,5-en végeztiik, amely

optimalis a S pombe sejtek novekedéséhez is.
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9. dabra. A CTN citotoxikus hatasa S. pomben 48 oras kezelést kovetéen (0) pH = 4,5-en és (@) pH =
6,0-0n, a standard mikrodilucios teszt alapjan.

V1.1.3. Szaporodasgatlas vizsgalata

Meghatéroztuk a CTN S. pombe sejtekre gyakorolt szaporodasgatlé hatasat 10° sejt ml”
! indul6 sejtszamot alkalmazva. A kontroll tenyészettel szemben, a 125 pM-os CTN kezelés
kismértékben késleltette a S. pombe sejtek logaritmikus fazisba 1épését, de a novekedés
mértékét nem befolyasolta szignifikdnsan. A sejtek generacids ideje kismértékli ndvekedést
mutatott, 3,1 orar6l 4,1 orara emelkedett. A 250, illetve 500 uM-os CTN kezelés 90,4%-kal,

illetve 96,1%-kal csokkentette a novekedést a 44 oras tenyésztés végéig (10. dbra).

1,2 1

595 nm

oD

Idé (6ra)

10. abra. CTN-indukalta szaporodasgatlas S. pombe razatott tenyészetben (oO: kontroll, @: 125uM, A:
250 pM, m: 500 uM CTN) (reprezentativ eredmény).
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V1.1.4. Pusztitasi gorbe felvétele

A S. pombe tenyészetét kiilonbozé koncentracidjii CTN oldatokkal kezelve (107 db sejt
ml™) vizsgaltuk a telepképzé szam alakulasat az id6 fiiggvényében. A kontroll tenyészet
telepképzd szamat 100%-nak vettiik ¢és a kezelések sordn elpusztult sejteket ehhez
viszonyitottuk. Az 500 uM CTN kezelés 2%-os pusztuldst, az 1000 uM-os kezelés 21%-0s
pusztulast, mig a 2000 pM-os kezelés 98%-o0s pusztulast eredményezett (/1. abra).

Megemlitendd, hogy amikor hosszabb idejii kezelést alkalmaztunk (6 6ra) 1000uM
CTN esetében, akkor a telepképz6é szam minddssze 4,8% volt (nincs megjelenitve).

A tovabbi kisérletekhez hasznaland6 szubinhibitorikus koncentraciot 1000 uM-ban

allapitottuk meg.
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11. abra. S. pombe telepképz6 sejtjeinek szama 0 uM (), 500 uM (m), 1000 uM (o) és 2000 uM (V)
CTN kezelést kdvetden (reprezentativ eredmény).

V1.1.5. Adaptacio vizsgalata

Az V.13. pontban bemutatott szaporodasgatlasi kisérlet bizonyos mértékii adaptacios
mechanizmust feltételez, mivel a 125 uM CTN kezelés bar megnyujtotta a generacios id6t, de
a tenyésztési idoszak végére kozel ugyanazt a sejtkoncentraciot el tudta érni a S. pombe
tenyészet (/0. dbra). Az 1000 uM-os, egy oras CTN eldkezelés eredményeként a sejtek
pusztulasa ismételt kezelést kovetden 21%-r6l 2%-ra csokkent 1000 puM esetén, 98%-r6l

pedig 50%-ra 2000 uM esetén (/2. abra).
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12. abra. S. pombe telepképzo sejtszama 1 oras, 1000 pM-os CTN eldkezelést kovetd ujboli kezelés
utan (o: kontroll, o: 1000 uM, ¥:2000 uM CTN) (reprezentativ eredmény).

VI1.1.6. A CTN felvétel-kinetikajanak meghatarozasa

Ozmotikusan stabilizalt, 0,6 M-0s KCI oldatban, pH = 4,5-nél meghataroztuk, hogy a
S. pombe (10" sejt ml™) sejtfalas vegetativ sejtjei, illetve sejtfal nélkiili protoplasztjai a
kisérletekhez hasznalt toxint milyen gyorsan veszik fel, illetve mennyi toxint vesznek fel
(elokisérletinkben megallapitottuk, hogy az alkalmazott CTN koncentracié nem okoz sem
lizist, sem pedig zsugorodast a protoplasztokon).

A vegetativ sejtek a toxin 30%-at vették fel 20 perc alatt, a protoplasztok pedig 58%-at
5 perc alatt (/3. dbra).
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13. dbra. S. pombe sejtfalas vegetativ sejtjei (m) és sejtfal nélkiili protoplasztjai (o) altal felvett CTN
mennyiségének meghatarozasa.

52



VI1.1.7. Intracellularis reaktiv oxigén-fajtak mérése

Ko6zép-logaritmikus fazisban 1évé tenyészeteket hasznalva (10°sejt ml™) 60 perces
1000 uM CTN ¢és 200 uM H,0; (pozitiv kontroll) kezelést kovetden fluorimetrids, illetve
EPR-es mérések segitségével meghataroztuk a total ROS, a O,", a peroxidok, a *OH és a
Cr(V) intracellularis mennyiségét (2.tdbldzat). A kontrollhoz viszonyitva, 1000 uM-0s CTN
kezelés szignifikdnsan (p < 1%) megemelte az 6ssz ROS szintet és a peroxidok szintjét, de a
0,*, a *OH és a Cr(V) esetén nem tapasztaltunk valtozast. A *OH és a Cr(V) mérés egy
mesterséges rendszer, ahol magas atmeneti fém koncentracio mellett [Cr(VI)], a Cr(VI)-
redukalo kapacitasat, illetve az *OH-termeld képességét mérjiik a sejteknek. A H,O, kezelés
hasonlé ROS profilt eredményezett, hasonld mértékii emelkedést mutatott mind az 6ssz ROS
szint, mind pedig a peroxidok szintje. Mindezek mellett a *OH szint szignifikansan lecsokkent
(2. tabladzat).

Minta Ossz ROS? 0,*" Peroxidok®  PBN-*OH ° Cr(V) ¢

Kontroll 16,66+4,16 12,89+2,41  0,25+0,01 1,23+0,16 14,20+3,69
1000 uM CTN  34,834£3,66**  8,92+1,46  0,38+0,05** 0,96+0,23 9,76+1,96
200 uM H;0; 31,50+1,83**  12,97+2,66 0,44+0,05** 0,47+0,13*** 12 53+1,83

2. tabldzat. Intracellularis total ROS, O," , peroxid, PBN —*OH és Cr(V) koncentraciok 1 oras, 1000
uM-0s CTN, illetve 200 uM-0s H,0, kezelés hatasara, S. pombe sejtekben. ** p<1%; *** p<0,1%, a
Student t-teszt alapjan szamolva.

2 Koncentracié nM DCF (perc mg fehérje) *-ben megadva

b Koncentracié nM etidium-bromid (perc mg fehérje)*-ben megadva

¢ Koncentracié nM rodamin (perc mg fehérje)'-ben megadva

Koncentracio UM nitroxid szabadgydk (perc mg fehérje)*-ben megadva

VI1.1.8. S. pombe jelatviteli mutansok tesztje

S. pombe-ban mind a kiilsé, mind pedig a bels6 stresszhatasok a MAPK utvonalon
keresztiil reguldlédnak. A mikrodilicios modszer segitségével meghataroztuk a CTN
sziil61 torzsén, illetve annak transzkripcios faktor delécidés mutans papIA és atfIA torzsein. A
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, 250 pM CTN 47,1%-os ndvekedésgatlast okozott az atfIA
torzs esetében és 65,5% gatlast a pap IA torzs esetében (14. dbra).

Mindezek alapjan a CTN-indukalta stresszfolyamat els6sorban a Papl transzkripcios
faktoron keresztiil szabalyozodik, a megnovekedett érzékenység alapjan; de az Atfl-es faktor
aktivacidja is sziikséges, hogy a sejt szabalyozni tudja a CTN-indukalta oxidativ

stresszfolyamatokat.
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14. dbra. S. pombe sziil6i, atfid és papiA deléciés mutans torzseinek életképessége (a kezeletlen
szil6i %-aban) 250 uM CTN kezelést kovetéen, a standard mikrodiltcios teszt alapjan. *p<5%;
**p<1%, a Student t-teszt alapjan szamolva.

V1.1.9. Az antioxidans védelmi rendszer aktivitasanak vizsgalata

A megnovekedett intracellularis ROS-ok mennyiségére reagalva (2. tabldzat), az
adaptacios mechanizmusnak koszonhetéen (/2. dbra), a Papl és Atfl transzkripcios faktorok
kozremiikodésével (/4. abra) egy komplex regulacios folyamatot sikeriil megfigyelniink az
antioxidans rendszer szintjén. A kontroll sejtekhez viszonyitva, a 60 perces, 1000 uM-0s CTN
kezelés hatasara mintegy haromszorosara emelkedett a GSH- és kétszeresére a GSSG-
tartalom. Ezt a valtozast kovette a GSH homeosztazisért felelés enzimek aktivitasa is.
Szignifikans novekedést tapasztaltunk a GPx (31%), a G6PD (36%) és a GST (40%)
specifikus aktivitasban, 38-38% csokkenést a GR és a CAT specifikus aktivitasban, az 6ssz
SOD, a SODw, és a SODcuz aktivitisa pedig nem valtozott (3. tdbldzat). Erdemes
megemliteni, hogy a GSH-tartalom mar 15 perces kezelés utan is 80%-kal megemelkedett. Ha
pedig 6 oran at kezeltiik a tenyészetiinket, akkor a GSH tartalomban 90%-0s csokkenését
tapasztaltunk (4,8% telepképz6 szam mellett) (nincs megjelenitve).

Bar hasonlé ROS profilt tapasztaltunk a H,O,-val torténd kezelés utan (2 tdbldzat), az
antioxidans rendszer aktivitdsa mégis jelentds eltérést mutatott. 22,1%-o0s csokkenést
tapasztaltunk a GSH-tartalomban, szignifikansan megemelkedett a G6PD, a GST specifikus
aktivitasa és a H,O, semlegesitésért felelés CAT specifikus aktivitasa valamint szignifikansan
lecsokkent az 6ssz SOD, a SODpy,, @ SODcyzn és @ GR specifikus aktivitasa. A GSSG-
tartalom, illetve a GPx specifikus aktivitasa hem valtozott (3. tdbldazat).
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Kontroll CTN H,0,
GSH? 98,82+14,49 299,21449,34%%* 77,01+3,78*
GSSG* 4,47+2,14 10,46+1,08%* 5,38+0,29
GSH/GSSG 29,44+15,71 27,54+1,31 13,34+2,83
Tiolok” 140,45+6,32 103,85+5,63%** 100,17+9,02%**
Ossz SOD® 14,05+2,57 10,85+2,68 6,44+1,18%*
SODwi’ 4,18+0,80 4,59+1,09 2,29+0,53*
SODcyz’ 9,87+2,03 6,25+1,88 4,14+1,57%*
CAT? 4,3140,59 2,68+0,58* 18,5742,52%%*
GPx* 2,91+0,26 3,83+0,57* 2,93+0,29
GR® 63,66+6,02 39,56+2,12%%* 51,69+2,51*
G6PD® 149,93+26,74 203,79+12,78* 200,96+17,64*
GST® 9,57+1,75 13,38+0,83* 13,18+1,16*

3. tablazat. GSH, GSSG és tiol tartalom, valamint specifikus SOD, CAT, GPx, GR, G6PD ¢és GST
koncentraciok 1000 uM CTN-nel vagy 200 uM H,0,-val, 1 éran keresztiil kezelt S. pombe sejtekben.
*p<5%; **p<1%; ***p<0,1%, a Student t-teszt alapjan szamolva.
2 Tartalom pM (mg fehérje)-ben megadva
b Tartalom nM (mg fehérje) *-ben megadva

¢ Specifikus egység (perc mg fehérje)*-ben megadva
¢ Specifikus aktivitis uM (perc mg fehérje)*-ben megadva
® Specifikus aktivitas nM (perc mg fehérje) '-ben megadva

VI1.1.10. A CTN sejtciklusra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A CTN sejtciklusra gyakorolt hatdsat a DNS tartalom mérésével vizsgaltuk, aramlasi
citométer segitségével. Az egy oras, szubinhibitorikus CTN kezelés hatasara a sejtciklus
G1/G2/M-fazisaban tartozkodd sejtek szama 85,01+2,00 %-r6l 77,82+3,30 %-ra csokkent a
G2/M-fazisblokknak koszonhetéen. Ezzel parhuzamosan, az S-fazist sejtek szama
11,18+1,91 %-rol 16,624+2,60 %-ra emelkedett (/5. dbra). Mindezek alapjan feltételezhetd a
sejtciklus G2/M-fazisblokkja.
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15 dbra. S. pombe kezeletlen (ll) és 1000 uM CTN-nel () kezelt sejtjeinek szazalékos megoszlasa a
sejtciklus G1/G2/M-és S-fazisaiban. *p<5%, a Student t-teszt alapjan szamolva.

VI1.1.11. S. pombe sejtmag morfolégiajanak vizsgalata

A sejtciklusban bekdvetkezett blokk feltételez bizonyos mértékit DNS karosodast,
amit fluoreszcens mikroszkopiaval ellendriztink DAPI-val festett sejteken. Eredményeink
300 sejt sejtmagjanak vizsgalatabol szarmaznak.

Az egy oras, 1000 uM-os CTN kezelés 3,2-szeres novekedést eredményezett a

fragmentalt sejtmagok szamaban, a kontrollhoz viszonyitva (/6. dbra).

ddgek

Fragmentalt sejtmagok (%)

Kontroll 1000 pM CTN

16. abra. A CTN sejtmag morfologiara gyakorolt hatasa kontroll és 1000 uM CTN-nel kezelt S.
pombe sejtekben. ***p < 0,1%, a Student t-teszt alapjan szamolva.
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V1.2. t-BuOOH-val végzett kisérletek eredményeli
V1.2.1. Az erg54 mutans antifungilis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata

Vizsgalatunkat S. cerevisiae tobb torzsével kezdtik (erg2A, 4A, 5A és 6A). Els6
1épésként WO taptalajon foltoltassal meghataroztuk a térzsek érzékenységét (MIC) oxidativ
stresszorokra, illetve amfotericin B-re. A sziil6i BY4741-es torzsh6z viszonyitva, a delécids
mutansok szignifikansan magasabb (20-540%) MIC értéket mutattak amfotericin B-re.
Meglepetésiinkre a mutans torzsek eltérd érzékenységet, illetve rezisztenciat mutattak az
alkalmazott oxidativ stresszorokkal szemben tgy, mint t-BuOOH-ra, a H,O,-ra, a menadionra
(0, -t general6 agens), a Cd**-ra (GSH Kiiiriilést okoz) és Cr(VI)-ra (GSH kiiiriilést okoz és
*OH-t indukal). Az erg5A mutins bizonyult legérzékenyebbnek t-BuOOH-ra és
legtoleransabbnak amfotericin B-re (4. tdbldzat). Ennek alapjan ezt a torzset valasztottuk ki a

tovabbi munkara.

BY4741 erg2/ ergd/ erg54 erg6

Amfotericin B (ug ml'l) 1,25 1,5 1,5 8 1,75
t-BuUOOH (mM) 1,25 0,75 0,75 0,5 1,25
H,0; (mM) 3 5 3 3 3)
Menadion (mM) 0,175 0,15 0,25 0,175 0,15
CdCl, (uM) 200 350 300 350 350
Cr(VD (uM) 300 250 225 225 275

4. tablazat. Az amfotericin B és oxidativ stresszorok MIC értékei S. cerevisiae sziildi térzsén, illetve
annak ergoszterin mutans ERG2-6 tdrzsein, foltoltassal meghatarozva (reprezentativ eredmény).

V1.2.2. Szaporodasgatlas vizsgalata

Az erg5A mutans torzs sziil6i térzshdz viszonyitott t-BuOOH-val szembeni 2,5-szeres
érzékenységét (4. tabldzat) j6l demonstralta a két torzs, kiillonbozdé t-BuOOH koncentraciokra
felvett szaporodasi gorbéje (17. dbra). 0,4 mM t-BuOOH jelenlétében az erg5A mutans
mintegy 15 oraval késébb Iépett az exponencialis novekedési fazisba és 50%-kal kisebb
sejttomeg elérésére volt csak képes a 27 Oras tenyésztési iddszak végéig. A 0,6 mM-0s t-

BuOOH kezelés mindkét torzs novekedését teljes mértékben gatolta (17. dbra).
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17. dbra. S. cerevisiae BY4741 sziil6i (iires szimbolumok) és annak ergoszterin mutans ergiA

c ey

kontroll, o/m: 0,4 mM, A/ A: 0,6 mM t-BuOOH) (reprezentativ eredmény).

V1.2.3. Pusztitasi gorbe felvétele

sziil8i és erg5A mutans tenyészeteit (2,5x10" db sejt ml™?), vizsgaltuk a telepképzd szam
alakulasat 60 perc kezelést kovetéen. A kontroll tenyészet telepképzé szamat 100%-nak
vettiik és a kezelések soran elpusztult sejteket ehhez viszonyitottuk. Az 1 mM-os t-BuOOH
kezelés egyik torzs esetében sem okozott sejtpusztulast, 2 mM pedig 56%-0s csokkenést
eredményezett a sziiloi torzs telepképzd szamaban €és 35%-0s csokkenést az erg5A mutans
telepképz6 szamaban (18. dbra). Mivel a 2 mM-os koncentracié az egyik torzs esetében a
sejtek tobb mint 50%-at elpusztitotta, ezért a tovabbi kisérletekhez hasznalando
szubinhibitorikus koncentraciot 1 mM-ban allapitottuk meg annak ellenére, hogy nem

tapasztaltunk csokkenést a telepképzd szamban egyik torzs esetében sem.
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18. dbra. S. cerevisiae BY4741 sziil6i (iires szimbolumok) és annak ergoszterin mutans erg5A
torzsének (teli szimbolumok) telepképzo sejtszama 0 mM (o/e), 1 mM (o/m), 2 mM (A/A) t-BuOOH
kezelést kdvetden (reprezentativ eredmeény).

V1.2.4. BY4741 és erg54 torzsek szterin-analizise

A BY4741 és az erg5A muténs torzs szterin-Osszetétele lathato az 5. tablazatban, a t-
BuOOH-val nem kezelt kontroll, illetve 5 6ras, 1 mM-0s t-BuOOH kezelést kovetden.

A t-BuOOH kezeletlen sziil6i térzshoz viszonyitva az ergSA torzset, az ERG5 gén
szterinek felhalmozodasa (pl.: ergosta-5,7-dienol 8,2%-r6l 83,5%-ra) figyelheté meg. A {6
plazmamembran rigidizalo ergoszterin kiesését a sejtek tilkompenzaltadk, ami abban
nyilvanult meg, hogy az 9ssz szterin tartalom 49,8%-kal megemelkedett az erg5A torzsnél.

t-BuOOH kezelés hatasara (5 6ra) mind a sziil6i, mind pedig a mutans torzs szterin-
mintdzatdban szignifikdns valtozdsok mentek végbe. Az ergoszterin szint 58,1%-rol 65,0%-ra
emelkedett a sziil6i torzsben, a szerepét atvevo ergosta-5,7-dienol pedig 85,5%-r61 89,5%-ra a
mutansban. A szkvalén, a zimoszterin, a fekoszterin és episzterin szint, illetve az dssz szterin

tartalom csokkent mindkét torzsben (5. tablazat).
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Kontroll t-BuOOH-kezelt

Szterinek BY4741 ergs/ BY4741 ergs/
Szkvalén 14,0 3,8 6,5x** 05"
Zimoszterin 5,7 41" 4,0%* 3,0"
Ergoszterin 58,1 n.d. 65,0* n.d.
Fekoszterin n.d. 1,3 n.d. 1,0%*
Ergosta-5,7-dienol 8,2 83,5"* 8,6 89,5"
Episzterin 2,8 n.d. " 2,6% n.d.
Lanoszterin 5,6 5,0 7,3%* 3,17
4,4-Dimetilzimoszterin 1,9 0,4 2,3%* 0,7"
24-Metilén-24,25-

Dihidrolanoszterin 0,2 n.d." 0,2 n.d.
Azonositatlan 35 1,9 34 2,27
Ossz szterin® 32,9444 493+1" 9640, 1%** 154442

5. tablazat. S. cerevisiae BY4741 sziil6i és annak ergoszterin mutans erg5A4 torzsének szterin tartalma
(az 6ssz szterin tartalom %-aban) kontroll allapotban, illetve 5 6ras, 1 mM-0s t-BuOOH kezelést
kovetden (reprezentativ eredmény).

2 Specifikus koncentraciopM ergoszterin (mg szaraztdmeg) *-ben megadva

n.d. — nem detektalt

Szignifikancia: ***5-15% kiilonbség; " **15-100% kiilonbség; " *** > 100% kiilonbség.

A 0ssz szterin esetén a szignifikancia: #‘*‘+p < 5%; Wkt p < 1%; il e T+E p <0,1%, a Student t-teszt alapjan
szamolva.

A szignifikans kiilonbségek az alabbiak kozott lettek szamolva:

(i) “BY4741 és erg54 kontroll sejtjei kozott;

(i1) *BY4741 torzs kezeletlen és t-BuOOH-kezelt sejtjei kdzott;

(iii) "erg54 torzs kezeletlen és t-BUOOH-kezelt sejtjei kozott.

V1.2.5. BY4741 és erg54 torzsek zsirsav-analizise

Az vizsgalt S. cerevisiae torzsek teljes zsirsav-Osszetétele (TFAs), polaris lipidek
zsirsav-Osszetétele (PLFAs, beleértve a foszfolipidek zsirsavait), triacil-glicerol zsirsav-
osszetétele (TAGFAs), ¢és szabad zsirsav-Osszetétele (FFAs), valamint a telitetlen
(USFA)/telitett (SFA) és tobbszordsen telitetlen (PUFA)/telitett zsirsavak ardnya lathaté a 6.
A-E tabldzatokban. S. cerevisiae-ben a f6 zsirsavak a palmitinsav (16:0, 16,2-24,6%), a
palmitoleinsav (16:1-9c, 3,3-46,6%), a sztearinsav (18:0, 4,2-9,2%), és az oleinsav (18:1-9c,
19,5-56,1%), aminek alapjan a torzs zsirsav Osszetételét az USFA magas aranya jellemzi.

Az ergoszterin kiesését az ergSA mutans sejtek elsdsorban a PLFAs szintjén
kompenzaltak (az ergosta-5,7-dienol és az 0ssz szterin tartalom megemelkedésén kiviil, 5.
tablazat). Az egyik f6, plazmamembran rigiditast szabalyozo zsirsavnak, a sztearinsavnak a
koncentracidja mintegy 69%-kal megemelkedett (6. B tdbldzat), aminek a hatasara
megemelkedik a SFA tartalom, lecs6kken az USFA, és az USFA/SFA (6. E tdbldzat).

A t-BUOOH kezelés hatasara szignifikans valtozas volt tapasztalhatd szinte mindegyik

lipid-csoport esetén (6. A-D tabldzat). A kezelt sziil6i torzsben 3,9-szeres novekedés volt
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megfigyelhetd a palmitinsav tartalomban és 2,5-szeres csokkenés az oleinsav tartalomban (6.
D tablazat). Ennek kovetkeztében 85-86%-o0s csokkenést tapasztaltunk a FFAs USFA/SFA
aranyaban. A PLFAs Osszetétel esetén hasonld valtozasokat tapasztaltunk, az USFA/SFA
arany 15%-kal csokkent (6. E tablazat). Az erg5A mutans esetében, a kezelés hatasara a
palmitoleinsav szint 1,15-szeresen megemelkedett a PLFAs esetén, 1,12-szeresen a TAGFAS
esetén ¢és 11,8-szeresen a FFAs esetén (6. B-D tablazat). Az USFA/SFA arany ellentétes
valtozasokat mutatott a BY4741 torzshoz viszonyitva. A PLFAs 0Osszetételt illetéen az
USFA/SFA arany 1,41-szeresen megemelkedett, a FFAs esetében pedig 1,23-szeresre nott (6.
E tablazat).

TEA Kontroll t-BUOOH-kezelt
y BY4741 erg5d  BY4741 ergs
10:0 1,5 0,9 * 1,5 1,1 *
12:0 1,6 1,3 # 1,8 * 16 *
14:0 1,7 15 * 1,7 19 *
14:1-9¢c 0,2 0,3 * 0,3 ** 04 *
15:0 0,2 0,2 0,2 0,2
16:0 200 172 * 201 16,5
16:1-9¢ 36,6 357 36,4 386 *
18:0 4,9 59 * 55 * 46
18:1-9¢ 259 284 % 245 * 26,6 *
18:1-11c 1,3 1,5 * 1,4 * 16 *
18:2-9¢,12¢ 5,1 6,1 * 54 * 58 *
24:0 0,2 0,2 0,1 *** 0,1 **

6. A tdabldzat. S. cerevisiae BY4741 és erg54 torzseinek TFAS Osszetétele 5 oras, | mM-o0s t-BuOOH
kezelést kovetden (reprezentativ eredmény).

Roviditések: ¢ — cisz.

Szignifikancia: lasd az 5. tablazatnal.
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Kontroll t-BuOOH-kezelt
PLFAS BY4741 erg54 BY4741 erg54
10:0 03 nd " 05 ** 03 **
12:0 08 04 " 09 * 07 **
14:0 1,4 1,3 * 1,5 * 1,5 **
14:1-9¢c 02 nd " 0,3 ** 04
15:0 01 nd ™ nd *>* 02 "
16:0 20,7 216 23,3 * 170 ™
16:1-9¢c 46,6 44,6 46,0 51,3 **
18:0 4,2 71 " 47 * 41 *
18:1-9¢c 235 221 °* 19,7 ** 21,7
18:1-11c 1,3 1,5 * 1,5 ** 1,7 *
18:2-9¢c,12¢ 003 nd " nd *** nd

6. B tabldzat. S. cerevisiae BY4741 és erg54 torzseinek PLFAS 6sszetétele 5 6ras, 1 mM-0s t-BuOOH
kezelést kovetden (reprezentativ eredmény).
Roviditések: n.d. — nem detektalt; ¢ — cisz.

Szignifikancia: lasd az 5. tablazatnal.

Kontroll t-BuOOH-kezelt
TAGFAs BY4741 ergsA BY4741 erg54
10:0 38 23" 27 ** 14 ™
12:0 20 08" 17 % 19
14:0 33 307 31 * 33 "
14:1-9¢ nd. n.d. n.d. 0,6 "
16:0 246 213 " 255 21,0
16:1-9¢ 373 36,2 345 * 40,7 **
18:0 54 73" 70 ** 63 **
18:1-9c 195 22,7 * 200 21,4 *
18:1-11c 1,3 12 * 1,8 ** 17 **
18:2-9c,12¢ 1,2 09 " 09 ** 02 ™

6. C tdbldzat. S. cerevisiae BY4741 és erg54 torzseinek TAGFAS Osszetétele 5
BuOOH kezelést kdvetden (reprezentativ eredmény).
Roviditések: n.d. — nem detektalt; ¢ — cisz.

Szignifikancia: lasd az 5. tablazatnal.
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Kontroll t-BuOOH-kezelt

FFAs
BY4741 ergsA BY4741 ergs/
14:0 nd. n.d. 0,5 *** n.d.
16:0 16,2 16,5 63,8 *** 143 **
16:1-9¢c 33 nd " 0,5 *** 11,8 ***
18:0 92 827 55 ** 6,9 **
18:1-9¢c 56,1 60,6 * 22,6 *** 52,6
18:2-9c,12¢ 152 147 7,1 14,4

6. D tdbldzat. S. cerevisiae BY4741 és erg54 torzseinek FFAS Osszetétele 5 o6ras, 1 mM-o0s t-BuOOH
kezelést kovetden (reprezentativ eredmény).

Roviditések: n.d. — nem detektalt; ¢ — cisz.

Szignifikancia: lasd az 5. tablazatnal.

Kontroll t-BuOOH-kezelt
BY4741 erg54 BY4741 erg54
TFAs SFA 30,1 271 31,0 25,9
USFA 69,1 72,0 68,0 73,0
USFA/SFA 2,3 2,7 w22 28  *
PUFA/SFA 0,2 0,2 0,2 0,2
Ismeretlen 0,8 0,9 1,00 w11
PLFAs  SFA 27,6 30,3 # 309 = 238 **
USFA 71,7 68,2 * 67,6 = 75,1 +*
USFA/SFA 2,6 2,2 w22 ** 31 *
PUFA/SFA 0,001 n.d. = nd. x> nd.
Ismeretlen 0,7 15 w15 w11t
TAGFAs SFA 39,0 348 # 40,0 33,9
USFA 59,3 61,1 57,2 64,7 *
USFA/SFA 15 1,8 w14 * 19 +
PUFA/SFA 0,03 0,03 0,02 *x 0,007 ***
Ismeretlen 1,6 41 29 w14
FFAs SFA 25,4 24,8 69,8 xxx 212 **
USFA 74,6 75,2 30,2 *xx 78,8
USFA/SFA 2,9 3,0 0,4 *x% 37
PUFA/SFA 0,6 0,6 0,1 **xx 0,7 +
Ismeretlen n.d. n.d. n.d. n.d.

6. E tablazat. USFA)/SFA zsirsavak aranya a S. cerevisiae BY4741 és erg54 kontroll, illetve 5 6ran
keresztiil 1 mM t-BuOOH-val kezelt térzseiben (reprezentativ eredmény).

Roviditések: n.d. — nem detektalt; ¢ — cisz.

Szignifikancia: lasd az 5. tablazatnal.
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V1.2.6. Fluoreszcens anizotrépia meghatarozasa

Felmeriilt a kérdés, hogy a plazmamembran lipid-komponenseinek &sszetételében
bekovetkezett valtozasok hogyan befolyasoltdk a membran biofizikai paramétereit. Ehhez
megmértik a plazmamembran fluiditasat, annak anizotropia-valtozasat a TMA-DPH
fluoreszcens polarizacids proba segitségével.

A t-BuOOH-val nem kezelt fluoreszcens anizotropia értéke szignifikansan magasabb
volt az erg5A mutans esetében (r=0,250+0, 005), szemben az BY4741 sziil6i torzzsel (r =
0,191£0,0034) (19. dbra). A megndvekedett r-érték, a megndvekedett anizotropia alapjan
megndvekedett a plazmamembran rigiditdsa. Mivel zsirsav szinten csak kismértekii
valtozasokat tapasztaltunk, és azt is csak a PLFAs Osszetételben (6. B tdbldzat), igy az erg5A
torzsnél tapasztalt megndvekedett membranrigiditds hatterében a szterin-bioszintézis
felborulasa, tilkompenzalasa all (5. tdbldzat).

Az t-BuOOH kezelés (egy 6ras, 1 mM-0s t-BUOOH) hatasara mindkét torzs esetében
csokkent a plazmamembran anizotropidja, a megnovekedett ~membran-fluiditas
eredményeként. A kezelt BY4741 torzs r-értéke:0,191+0,0034-r6l 0,175+0,0043-ra, az erg5A
torzsé pedig 0,250+0,005-r61 0,211+0,012-re csokkent (9. dbra).

0,26
0,24
0,221
«®
N
S 0,164
= 0,14
z 0,12
S 0,10
$ 0,08
S 0,06 -
= 0,04
0,02
0,00 Kontroll Kezelt Kontroll Kezelt
BY4741 ergiA

19. dbra. TMA-DPH fluoreszcens anizotropia kontroll (iires oszlopok) és 1 mM t-BuOOH-kezelt
(fekete oszlopok) S. cerevisiae BY4741 és erg54 sejtjeiben. ™ x*+*** 5 < 01%, a Student t-teszt
alapjan szamolva. Szignifikans kiilonbségek: lasd az 5. tablazatnal.
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V1.2.7. BY4741 és erg54 torzsek glicerin-asszimilaciéjanak vizsgalata

Az erg5A torzs plazmamembran Osszetételében bekovetkezett szignifikans valtozasok
(6. A-E tabldzatok), valamint az r-érték szignifikans novekedése (/9. dabra) felvetette a
plazmamembran bioldgiai funkcidjanak a megvaltozasanak esélyét. Ennek alatamasztisara
megvizsgaltuk a BY4741 és ergSA torzsek glicerin-asszimilacidjat. A két torzset
Osszehasonlitva, nem tapasztaltunk kiilonbséget a torzsek novekedésében gliikéz mellett. A
gliikozt tartalmazé médiumhoz viszonyitva, a BY4741 torzs 22 oraval késobb lépett a
logaritmikus fazisba, illetve a biomassza 40%-kal kevesebb volt 10 vagy 100 mM glicerin
jelenlétében. Ezek mellett a feltételek mellett az ergSA toérzs nem volt képes novekedni (20.
dabra), 1000 mM glicerin jelenlétében pedig 13% novekedést tapasztaltunk (nincs

megjelenitve).
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20. dbra. S. cerevisiae BY4741 (ires szimbolumok) és ergSA (teli szimbolumok) torzseinek
novekedése kiilonbdzo glicerin koncentraciok mellett. A sejtek WO tapoldatban néttek kiegészitve
gliikozzal (o/e), 100 mM glicerinnel (o/m) vagy 10 mM glicerinnel (A/ A) (reprezentativ eredmény).

V1.2.8. Intracellularis reaktiv oxigén-fajtak mérése

Aramlési citometrias, illetve EPR-es mérések segitségével meghataroztuk a 0,*, a
peroxidok, a *OH és a Cr(V) intracellularis mennyiségét.

A kontroll térzseknél, a BY4741-es sziil6i torzshdz viszonyitva, az intracellularis O,*
(37%-kal) és a peroxidok (11%-kal) koncentracidja szignifikansan lecsokkent a Cr(VI)
hozzaadasat kovetden megemelkedett mind a *OH, mind pedig a Cr(V) koncentricid az

erg5A torzsben (7. tablazat).
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A t-BuOOH-kezelt torzsek esetében, viszonyitva a kezeletlenekhez, a BY4741

torzsnél, 6,6-szeres novekedést tapasztaltunk a O,°” koncentracidban és 6,8-szeres novekedést

e sy

crer

kezelt torzsében, a kontrollhoz viszonyitva 49%-kal emelkedett a *OH és 38%-kal a Cr(V)
koncentracio. Az erg5A torzsben a kezelés 34% csokkenést indukalt a *OH koncentracidban,

¢s 35%-t Cr(V) koncentracioban (7. tablazat).

Kontroll t-BUOOH-kezelt
Reaktiv gyok BY4741 ergsA BY4741 erg54
0,%* 106,98 + 14,3 67,4 + 6,027 713 £ 47 2% 160 + 17,9**
Peroxidok® 42,6+124  38,04+1,7%  290,5+32,1%%* 120,1 + 7,63
PBN-*OHP 9,39+ 1,18 18,2 £ 1,95 14,01 + 1,94%* 12,1 £1,78"
Cr(Vv)° 5545 119,1 £ 1,1"™ 76,05 +9,97* 77,6 +4,97"

7. tabldzat. Intracellularis O,*, peroxid, PBN -*OH és Cr(V) koncentraciok 1 6ras, 1 mM-0s t-BuOOH
kezelés hatasara, S. cerevisiae BY4741 és erg5/ sejtjeiben.**p < 5%; ¥+ g < 19p; #akrttt 5 <
0,1%, a Student t-teszt alapjan szamolva. A szignifikans kiilonbségeket lasd az 5. tablazatnal.

% Fluoreszcens intenzitas (a.u.)

P Koncentracié pM nitroxid szabadgydk (mg fehérje) *-ben megadva.

V1.2.9. Az antioxidans védelmi rendszer aktivitisanak vizsgalata

Az erg5A torzsben a BY4741-es sziiléi torzshoz viszonyitva szignifikans novekedést
tapasztaltunk a SODwn, a CAT és a GST specifikus aktivitasaban, tovabba megemelkedett a
GSSG- és a tiol-tartalom. A GPx, a GR és a G6PD specifikus aktivitasa nem valtozott (8.
tablazat).

Az intracellularis ROS-0k mennyiségének megemelkedésével parhuzamosan (7.
tablazat), t-BuOOH-kezelt sejtekben, szignifikansan megemelkedett a GSH-, GSSG- és tiol-
tartalom mind a sziiléi, mind pedig a mutans torzsben, jelezve a sejtek megvaltozott
oxidoredukcids allapotat. Ezt a valtozast kovette a GSH homeosztazisért felelés enzimek

aktivitasvaltozasa (GR, GPx, G6PD, és GST) (8. tablazat).
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Kontroll t-BuOOH-kezelt

BY4741 erg54 BY4741 erg54
GSH? 42214041  40,35+2,19 59,83 + 2,856%** 88,6+ 3,67
GSSG* 0,618 0,031 0,749 + 0,0041" 1,166 +0,079*** 1,885+ 0,12*""
GSH/GSSG 66,3 + 1,22 51,8 + 5,7 49,31 + 6,8%%* 450+ 7.4
Tiolok® 8,71 + 0,26 13,2 + 4,5 32,6 + 1, 3%%* 33,9 +3,22""
Total SOD° 20,76 £3,37 22,51 +2,52 25,54 +2.87 30,36 = 2,05
SODcuzn’ 20,297 +£3,38 21,73 +£2.,46 24,519 +2,82 29,544 +2,05""
SODwir’ 0,463 +0,02 0,784 + 0,24" 0,981 + 0,21%%* 0,822 +0,19*
CAT! 0,593 +0,05 0,859+ 0,12" 0,933 + 0,1 %** 0,769 + 0,12
GPx® 2,436 +£0,53  2,335+0,086 2,495+ 0,136 2,804 +£0,29*"
GR® 3447+ 1,19  3582+43 43,01 £ 2,26%** 50,37 + 8,79*
G6PD® 85,7+ 11,9 94,6 £ 11,5 110,6 + 17,9% 109,6 + 7,07
GST® 3,72 £ 1,07 591 +1,1% 6,76 + 1,2%* 7,28 +1.4

8. tablazat. GSH, GSSG és tiol tartalom, valamint specifikus SOD, CAT, GPx, GR, G6PD és GST
koncentraciok 1 mM t-BuOOH-val, 1 6rdn keresztil kezelt S. cerevisiae sziildi, valamint annak
ergoszterin bioszintézisben sériilt erg54 sejtjeiben. ***p < 5%; Hx*t n < 10p; FhaEEI 5 <0 10, a

Student t-teszt alapjan szamolva.

2 Tartalom nM (mg fehérje)*-ben megadva
® Tartalom pM (mg szaraztomeg)-ben megadva

¢ Specifikus aktivitas egység (perc mg fehérje)*-ben megadva

¢ Specifikus aktivitas uM (perc mg fehérje)*-ben megadva
® Specifikus aktivitas nM (perc mg fehérje) *-ben megadva

A szignifikans kiilonbségek magyarazatat lasd az 5. tablazatnal.
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VII. Eredmények megvitatasa

VIIL.1. A CTN pH-fiiggo citotoxikus hatasanak vizsgalata és a CTN felvétel-kinetikaja

Haraguchi és mtsai. 1987-ben kimutattak a CTN toxin pH-fiiggd citotoxikus hatasat,
mely szerint savasabb kémhatason a toxin erdsebb hatdssal rendelkezik, ezt azonban azota
gyakorlatilag egyetlen publikdcioban sem vették figyelembe. Ezt leellendrizendo,
mikrodilucidos modszer segitségével (NCCLS, 2002) vizsgaltuk a CTN S. pombe-ra kifejtett
pH-fiiggd citotoxikus hatasat. pH = 4,5-en a CTN MIC értéke 175 uM volt pH = 6,0-en pedig
1000 uM (9. abra). Eredményeink, 6sszhangban Haraguchi és mtsai. (1987) megfigyelésével,
nem-linedris dozis- ¢és pH-fiiggést mutatnak. Szerencsére, a 4,5-es pH optimalis a
vizsgalatainkhoz hasznalt S. pombe éleszté novekedéséhez is (Grimm és mtsai., 1988), amely
tanszékiinkon kordbban mar modellszervezetként szolgalt egyéb mikotoxinok jellemzésénél,
mint a PAT, a ZEA, vagy a CTN (Blasko és mtsai., 2013; Mike és mtsai., 2013; Papp ¢és
mtsai., 2012). SM tapoldatban, pH 4,5-en a S. pombe generacids generacios ideje 3,1 oranak
adodott.

A CTN citotoxikus hatasat vizsgald6 munkak nagy része sajnalatos moédon vagy nem
veszi figyelembe a pH-fiiggd citotoxikus hatast, vagy pedig 6 és 8 kozotti pH-n dolgozik
(Chagas ¢és mtsai., 1992a,b; Chan, 2007; Donmez-Altuntas és mtsai., 2007; Golli-Bennour ¢és
Bacha, 2011; Iwahashi és mtsai., 1997; Johannessen és mtsai., 2007; Riberio és mtsai., 1997).
A rendelkezésre all6 publikdciok masik csoportjaban ezzel szemben vagy nem taldlhato
semmilyen informaci6 az alkalmazott pH-r6l, vagy pedig az éllatokon végzett kronikus teszt
kisérletek miatt nem volt kontrolldlhaté a kémhatds (Chen és Chan, 2009; Flajs és mtsai.,
2010; Kumar és mtsai., 2011; Liu és mtsai., 2012; Qingping és mtsai., 2012). Mindazonaltal
megemlitendd, hogy a kiilsé savas pH nem képes szdmottevd valtozast okozni a belsé pH-
ban, mivel a sejtek sziik hatarok kozott szabalyozzak a bels6 pH-homeosztazisukat. S. pombe
exponencialisan ndvekedd tenyészetében 4,5-es kiilsé pH esetén a belsé pH nem csokkent 6,0
ala (Valli és mtsai., 2005). A CTN pH-fiiggd citotoxikus hatdsanak harom dolog allhat a
hatterében: (i) a megvaltozott extracelluldris hidrogénion koncentracio altal befolyasolt
plazmamembran funkcidk (pl.: transzport, pH-fliggd fluiditas, stb.) (Carmelo €s mtsai., 1997);
(i1) nem optimalis kémhatason az 4ltaldnos stresszvalasznak koszonhetd fokozott tolerancija,
adaptacioja az élesztdsejteknek, ugyanis az altalanos stresszvalasz soran indukalodik szamos
antioxidans hatasi molekulanak a szintézise [pl.: a tioredoxinok (Trx2), a glutaredoxinok
(Gtrl), a SODcyzn (Sodl), a citoszolikus CAT (Cttl), valamint a glutation peroxidaz (Gpx1)
(Causton ¢és mtsai., 2001; Gasch, 2003)], ami segitségiil szolgalhat a CTN-indukalta oxidativ
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stresszhatassal szemben,; illetve (iii) a CTN molekula semleges, illetve savas pH-an torténd
(Reinhard és Zimmerli, 1999), amit mar egyéb poliketid tipustit mikotoxinok (pl. PAT,
ochratoxin A) esetében is kimutattak (Bazin ¢és mtsai.,, 2013; Dombrink-Kurtzman ¢és
Blackburn, 2005). A haszonallatok gyomornedvének savas pH-ja tehat indokoltta teszi a CTN
citotoxicitas pH-fliggésének szem eldtt tartasat a jovobeli kisérletek soran.

S. pombe kozép-logaritmikus fazisu tenyészetének (10° db sejt mI™) SM tapoldatban,
pH = 4,5-en torténd, 60 perces, 1000 uM-os CTN kezelése 21%-0s csokkenést okozott a
szaporodoképes sejtek szdmdaban (/1. dbra). Minden tovabbi kisérletiinket e szigortan
szabalyozott paraméterek mellett folytattuk, ezzel a 79%-os talélési rataval azért, hogy a
mikotoxin-indukalta oxidativ stressz direkt kovetkezményeit vizsgaljuk €16 sejteken, és ne a
hosszl tavl hatasokat apoptotikus vagy nekrotikus sejteken.

A CTN MIC értéke mind pH = 4,5-en, mind pH = 6,0-on egészen magas volt, ezért
feltételeztiik, hogy a hasad6 ¢lesztd sejtfala adszorbedlja a toxint. A sejtfal egyes
komponensei, mint az (1-3)p-D gliikan, amely a sejtfalat alkoto poliszaharidoknak 50-54%-at
Vilar és mtsai., 2007). A pusztitdsi gorbe felvételével megallapitott, valamint a tovéabbi
kisérletekben alkalmazott 1000 uM CTN-nek csak 30%-at vették fel az intakt sejtek 20 perc
alatt (/3. dbra), ami megkérddjelezi az élesztok sejtfalanak bioadszorpcidjat. A sejtfal
enzimatikus eltavolitasa utan azonban a CTN felvétele megduplazodott (58%) (13. dbra), ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtfal gatolja a CTN felvételét. Az intakt sejteken és
protoplasztokon kapott telitési gorbe alapjan a S. pombe sejtekben nincs a CTN-felvétel
sebesseégével egyenértékli aktiv transzport vagy a toxin lebontdsat végzd metabolizmus.
Sarjadzo éleszté sejteken Haraguchi és mtsai. (1987) pH = 4,4-en magasabb (kb. 40%-0s)
felvételt tapasztalt.

VI1.2. A CTN oxidativ stressz-indukalé hatasa és kovetkezményeinek vizsgalata

CTN-nel szembeni adaptaciés mechanizmust kordbban semmilyen tesztrendszerben
sem vizsgaltak. A sejtek CTN szubinhibitorikus koncentraciojaval (1000 uM) (/1. dbra)
torténd egy oras elokezelése alatamasztotta a S. pombe sejtek adaptacios képességét CTN
jelenlétében (12. dbra). Hasonlo stressz-adaptaciot figyeltiink meg hasado éleszté sejtekben
PAT-tal (Papp és mtsai.,, 2012) és ZEA-val (Mike ¢és mtsai., 2013) szemben, amelyek
ugyancsak oxidativ stresszt indukalnak. Az 5. dbrdn lathatjuk, hogy az oxidativ stresszre

érzékeny Papl ¢és Atfl transzkripcios faktorok meghatdrozo szerepet toltenek be a
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mikotoxinok artalmas hatasainak kivédésében ¢és az adaptacios folyamatok szabalyozasaban.
A Papl és Atfl emldsokben fellelheté homoldgjai a c-Jun és az ATF2, amelyek a JNK és p38
stressz-aktivalt protein-kinazok altal szabalyozottak (Tibbles és Woodget, 1999). Kumar ¢és
mtsai. (2011) szignifikans novekedést tapasztaltak egér epidermalis sejtek p53 és p21/wafl
aktivitasdban 12-72 6ras, 50 pg CTN egér'1 kezelést kovetden. A pS3 stressz-szignalt tovabbit
a p2l/wafl ciklin-fiiggd kinaz inhibitorra, melynek up-regulacidja felelés a sejtciklus
blokkjaért, illetve a DNS-kéarosodas indukélta apoptotikus folyamatokért (Abbas és Dutta,
2009; Jiang ¢és mtsai., 2010). Az oxidativ stressz indukalhaté Hsp90 overexpresszidja
szignifikans csokkenést eredményezett a CTN-nel kezelt egér embriondlis &ssejtek
apoptotikus sejtjeiben, amely adaptacios folyamatokat feltételez (Chan, 2007).

A szakirodalom alapjan tudjuk, hogy a CTN hatasara oxidativ stressz alakul ki,
aminek kovetkeztében 2-3-szoros emelkedést figyeltek meg az 6ssz ROS-koncentracidoban
egér borprepardtumban, illetve HepG2 sejteken (Chen és Chan, 2009; Kumar és mtsai., 2011;
Wang és Joseph, 1999). Az emlds sejteken megfigyeltekkel egyetértésben az egy oOrés,
1000uM-0os CTN kezelés kétszeres ndvekedést indukalt a S. pombe &ssz ROS-
bekovetkezett novekedés az intracellularis peroxidok koncentracid-ndvekedésének
kovetkezménye, mivel az egy ords CTN kezelés nem okozott szignifikdns valtozast az
intracellularis O,° tartalomban (2. tdbldzat). Ez egy rendkiviil érdekes megfigyelés, mivel a
CTN elsddleges tamadéaspontja a mitokondrium (Chagas és mtsai., 1992a,b; 1995; Riberio és
mtsai., 1997), tehat az I-es mitokondrialis rendszer gatlasa O,° akkumulaciot kellene hogy
indukaljon (Pelicano és mtsai., 2003). Mivel a SOD specifikus aktivitasban nem tapasztaltunk
valtozast (3. tabldzat), ezért ugy gondoljuk, hogy a O,* elimindlasa GSH-fiiggd
folyamatoknak kdszonhets. A GSH magaban, vagy a GPx kofaktoraként képes reagalni *OH-
kel, H,0,-dal és O,*-kel. Jones és mtsai. (2003) mutattidk be, hogy a GSH H,0; termelés
kozben képes a O, eliminalasara (0," + GSH + H" — GS*® + H,0;). A mitokondrialis
eredeti O,* -nak akar 22%-a alakitodhat at ebben a folyamatban. A CTN-nel kezelt sejtekben
tapasztalt 3-szorosan megemelkedett intracellularis GSH-tartalom elésegithette ezt a
folyamatot (3. tablazat, Jones és mitsai., 2003), tovabba az is lehetséges, hogy a sejtben
jelenlévé SOD elegenddnek bizonyult az atalakitdshoz, ami miatt nem tapasztaltunk valtozést
az aktivitasaban (3. tdbldzat). Ezt a hipotézist alatamasztja a peroxidok akkumulacioja, a O,*
valtozatlan koncentracidja (2. tdblazat) és a CTN-nel kezelt sejtekben lezajlo lipid-
peroxidacio (Kumar és mtsai., 2011). Tovabba 20 percre csokkentett kezelési id0 esetén, gatat

szabva az antioxidans enzimek expressziojanak, 91%-os ndvekedést tapasztaltunk a O,*
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folyamatoknak kdszonhetéen HpO,-d4 alakult. A megemelkedett H,O, koncentracié pedig
megmagyarazza CAT specifikus aktivitdsanak novekedését, valamint a megndtt GSH
koncentracid alapjan ez az antioxidans molekula is fontos szerepet tolthet be semlegesitésben
(15. és 17. reakcioképletek). Az intracellularis °*OH- és Cr(V)-koncentraciok EPR
spektroszkopia segitségével keriiltek meghatdrozasra (Pesti és mitsai., 2002). Az ebbdl
szarmazo adatok a sejtek Fenton- és Haber-Weiss-reakciokon keresztiili *OH-termel
kapacitasat, és a Cr(VI) redukal6 kapacitasat tikkrézik. A Cr(VI)-ot olyan kis molekulastlyt
antioxidansok képesek redukalni [Cr(VI)=>Cr(V)], mint a cisztein, a GSH, a NADPH és mas
antioxidans enzimek, mint a NADPH/GR rendszer, ahol a GR egy NADPH/flavoenzim
(Poljask és mtsai., 2010). Amikor Cr(VI)-t adtunk a CTN-nel kezelt sejtekhez, akkor sem a
tablazat). A kezelt sejtek megemelkedett GSH-tartalma ¢és a lecsokkent GR-specifikus
aktivitasa ellenére az Ossz tiol-tartalom csokkent, amely alapjan ezek a fizioldgiai valtozasok
finom egyenstlyban vannak egymassal (3. tdbldzat).

A CTN okozta peroxid-akkumulaciéra valaszolva, a Papl és Atfl transzkripcios
faktorok altal szabalyozva (/4. abra) tobb valtozast figyeltiink meg az antioxidans enzimek
aktivitasaban. A H,0,-t semlegesitd, a CAT enzim specifikus aktivitasa lecsokkent és a GSH
peroxidok altali oxidacigjat katalizaldo GPx specifikus aktivitdsa pedig megndtt. A két enzim
ellentétes szabalyozasa feltehet6en a peroxid és GSH tultermelés, valamint a GR specifikus
aktivitas csokkenésének kdszonhetd (3. tabldzat). A csokkent GR aktivitds lehetséges okai az
enzim CTN altal kivaltott részleges inaktivacioja (Riberio és mtsai., 1997), illetve a magas
GSH-tartalom miatti feed-back folyamat. Mindezeken tal, Kumar ¢és mtsai. (2011) csokkent
GPx-aktivitast tapasztalt 50 vagy 100 uM CTN-nel kezelt egér borsejt preparatumon, 12-72
akut toxicitasi tesztben. Ugy tiinik, hogy a CTN kezelés hatasara kialakulo GSH tiltermelés
(3. tdabldzat) a toxin direkt hatasa, amely megfigyelést Iwahashi és mtsai. (2007) microarray
mérései is aldtdmasztanak. A gyenge CTN-GSH molekularis kdlcsonhatas (Blasko és mtsai.,
2013) nem bizonyult elegenddnek, hogy adduktok kialakitdsan keresztiil csokkentse az
intracellularis GSH-koncentraciot, szemben a PAT mikotoxinnal bizonyitottakkal (Blasko és
mtsai., 2013; Papp és mtsai., 2012; Pfeiffer és mtsai., 1998). Bar a GSH/GSSG aranya nem
valtozott szignifikansan a kontroll ¢s CTN-nel kezelt mintdk kozott, a csokkent GR-
aktivitasnak koszonhetéen a GSSG koncentracidja megemelkedett (3. tabldzat). Pocsi és
mtsai. (2004) kimutattdk, hogy a megemelkedett GSSG-koncentracid6 meghatarozé szerepet

tolt be az antioxidans védelmi rendszer indukcidjaban, beleértve a GST aktivitdsanak
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valtozasat (3. tablazat). GST a xenobiotikumok detoxifikalasaban kulcsfontossagi enzim, pl.
a PAT-GSH addukt kialakitasaban t6lt be meghatidrozd szerepet (Blaskd és mitsai., 2013;
Iwahashi és mtsai., 2004; Papp és mtsai., 2012). Ezzel ellentétes eredményekrdl, csokkent
GSH-koncentraciorol szamoltak be (i) human alveolaris epitél sejtekbol, kezelve 50 ug CTN-
nel 6 oran keresztiil (60%-os ¢letképesség) (Johannessen és mitsai., 2007), és (ii) kronikus
kezelésekbdl szarmazé patkany vesébdl, illetve majbol (20 mg kg-, 2 napig oralisan) (Flajs és
mtsai., 2010). A kapott eredmények valosziniileg a hosszu kezelési idonek, illetve a sejtek
alacsony ¢letképességnek tudhatdéak be a mérések idépontjaban. Ido-fiiggd (12-72 ora) és
dozis-fiiggd (25-100 uM CTN) csokkenést tapasztaltak a GSH-koncentracioban, akarcsak a
CAT és GPx aktivitdsaban, egér borpreparatum egyszeri kezelését kovetden, amely 7,6-25-
szOr0s novekedést indukalt az apoptotikus sejtek szdmaban (Kumar és mtsai.,, 2011).
Elmondhatjuk, hogy magas 70-80%-os életképesség/talélés mellett a GSH
koncentraciondvekedés egyértelmli  kovetkezménye a CTN  kezelésnek. Alacsony
¢letképesség mellett mas, masodlagos kovetkezményeit lathatjuk az oxidativ stressznek, gy
mint apopt6zis, nekrozis, hipokoleszterolaemia vagy nefropatia (Chan, 2007; Chan és Shiao,
2007; Chen ¢és Chan, 2009; Liu és mtsai., 2012).

Masok megfigyeléseivel egyetértésben, az 1000 uM-os, 60 perces CTN kezelés G2/M
fazisblokkot okozott, ami a G1/G2/M-fazist sejtek, S-fazissal szembeni csokkenésébdl
latszik. Az irodalmi attekintés II1.3.2. fejezetében mar emlitett, S. pombe sejtciklus-
sajatossdgok miatt a G1 sejtek két sejtmaggal rendelkeznek (aramlasi citométeres analizis
soran két 1C DNS). Az analizis soran megegyez6 csucsot kapunk a 2C DNS-t egy sejtmagban
tartalmazé G2 sejteknél, vagy az M sejteknél, amelyek két kiilonallo, 1C DNS-sel
rendelkeznek. Tovabba az Osszeragadt, de mar Gjra osztodo S-fazisu sejtek 4C DNS-sel
rendelkeznek (Gomez és Forsburg, 2004; Knutsen és mtsai., 2011). A sejtciklus-blokk
hatterében részben a mitotikus huzéfonalak ROS-ok 4ltali zavardsa 4ll (Chang és mtsai.,
2011). A CTN képes a mikrotubulusok polimerizacidjanak in vitro gatlasara, ezaltal G2/M
fazisblokk vagy DNS-karosoddsok okozasara. Ez a folyamat figyelhetd6 meg az altalunk
tapasztalt sejtmag fragmentacion is (/6. abra), amely apoptdzist indukalhat (Kumar és mtsai.,
2011).

A CTN okozta oxidativ stresszfolyamatok jellemzéséhez HyO,-t, mint jol jellemzett

pozitiv kontrollt alkalmaztunk (60 perces, 200 uM-os kezelés esetén 98% a szaporodoképes

crer

aktivitas (3. tabldzar) alapjan feltételeztiik a O,* koncentracid véltozasat, azonban abban nem
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tapasztaltunk eltérést. A lecsokkent *OH-koncentraciot a Cr(V) re-oxidacioja okozta Cr(VI)-
a, amellyel parhuzamosan a GSH és a tiolok koncentracidja is csokkent, vagy a sejtek
redukélo ereje csokkent, ezért keletkezett kevesebb Cr(V) és vele parhuzamosan kevesebb
*OH (3. tdbldzat). A szakirodalomban Lee és mtsai. (1995), Toone és mtsai. (1998), Gasch és
mtsai. (2003), Herrero és mtsai. (2008) és Pekmez és mitsai. (2008) altal k6zolt adatok
majdnem teljes azonossagot mutatnak eredményeinkkel. 200 pM H,0O; hatdsara csokkent a
GSH ¢s a tiolok koncentracidja, megemelkedett a CAT-, a G6PD-, GST-, a GSH-fogyasztd
tioredoxin-reduktaz és a tioredoxin aktivitasa (Chen és mtsai., 2008); csokkent a SOD és GR
specifikus aktivitdsa, a GPx-¢ pedig nem valtozott (Lee és mtsai., 1995; Nguyen és mtsai.,
2007; Pekmez ¢és mtsai., 2008). Osszehasonlitva a CTN és a H,0, altal okozott oxidativ
stresszfolyamatokat (2. és 3. tdbldzatok) elmondhatjuk, hogy a két vegyiilet mintazatbeli
kiilonbségének oka az eltéré hatasmechanizmus, ugyanis a H,O, egy kiils6leg alkalmazott
peroxid forras, a CTN pedig a mitokondriumon keresztiil indukal peroxid-akkumulaciot.
Ezzel parhuzamosan, a CTN erdsen befolyasolja a plazmamembran-mitokondrialis membran-
funkciokat is (Blasko és mtsai., 2013; Riberio és mtsai., 1997) a szterin-bioszintézis gatlasan
keresztiil (Endo és Kuroda, 1976). EImondhatjuk tovabba, hogy a CTN kozepes mértéki
oxidativ stresszt indukal, mivel a S. pombe a#fIA mutansban a funkcionalis Papl faktor nem
volt képes teljes mértékben regulalni a stresszhatast, mig a pap/A mutansban a CTN altal
generalt oxidativ stressz elérte az Atfl Gtvonal aktivalasahoz sziikséges, kb. 1 mM H,0O,-dal
egyenértékil hatast, de Ggy tiinik, hogy nem bizonyult elég erésnek, a pap /A mutans csokkent
¢letképessége alapjan (/4. dbra, Vivancos és mtsai., 20006).

A CTN hatasmechanizmusanak Osszefoglalasa akut toxicitasi tesztekben kb. 70-80%-
os €16 sejtszamnal: (i) az intakt éleszt sejtek a CTN-nek csak 30%-at veszik fel a sejtfal
barrier funkcidja miatt (/3. dbra); (i1) a plazmamembran dozis-fliggd fluidizacidja miatt
esszencialis K*-ion kidramlast okoz (Blasko és mtsai., 2013); (iii) a CTN 46,1%-a a sarjadzo
élesztd sejtek mitokondriumaban akkumulédlodott, ami a 1égzési lanc diszfunkciojat okozta

(Chagas ¢s mtsai.,, 1992a,b; Riberio ¢és mtsai., 1997); (iv) a CTN aktivalja a GSH

crer

crer

stressz-érzékeny Papl és részben az Atfl transzkripcios faktort (/4. abra), valamint allati

sejtek esetén a c-Jun-t és a Prrlp-t (Chen és Chan, 2009; Quinn és mtsai., 2002); (vii) a

¢lesztd, mind pedig human sejteken (/5. dabra; Chang és mtsai., 2011); (viii) az aktivalt
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transzkripcids faktorok hatasara up- és down-regulalodik néhany fontos antioxidans enzim (3.
tablazat; Johannessen és mtsai., 2007; Kumar és mtsai., 2011); (ix) a ROS-ok, azaz a
peroxidok hatasara indukdlodik a hésokk fehérje Hsp70 (Golli-Bennour és Bacha, 2011),
fragmentalodnak a sejtmagok (/6. dbra), mikronukleuszok jelennek meg (Dénmez-Altuntas
€s mtsai., 2007) és apoptozis kovetkezik be (Chan, 2007).

A CTN hatasmechanizmusanak 0sszefoglaldsa kronikus toxicitasi tesztekben: (i) a
CTN gatolja a koleszterin bioszintézisének kulcsenzimeit, ami csokkenti szérum-tesztoszteron
koncentraciojat és hipokoleszterolémiat eredményez (Endo és Kuroda, 1976); (ii)) a
hormonrendszer zavarasan keresztiil tobbféle immunmodositd hatassal rendelkezik (Qingping
¢s mtsai., 2012); (iii) kiilonféle allati modellrendszereken bizonyitottak nefro-, hepato- és

fototoxikus hatasait (Carlton és mtsai., 1974; Xu és mtsai., 20006).

VIL.3. Az ERG5 gén mutaciéjanak hatasa a plazmamembrannal osszefiiggé

folyamatokra

S. cerevisiae sziil6i BY4741-es torzséhez viszonyitva, az ergoszterin-bioszintézisben
sériilt mutans torzsek (erg2A, 4A, 5A, és O6A) szignifikdnsan megnovekedett toleranciat
mutattak amfotericin B-vel szemben (4. tdbldzat), mivel az ergoszterin hianyzott a sejtek
plazmamembranjabol. A plazmamembranban fellelhetd szterinek koziil, az amfotericin B az
ergoszterinnel képezi a legerdsebb komplexet, melynek Iétrejotte a plazmamembran
dezorganizacidjahoz vezet (Ghannoum és Rice, 1999; Pesti és mtsai., 1982; Odds, 1988). Az
erg5SA mutans plazmamembranjaban bekdvetkezett valtozasokat fluoreszcens anizotropia
mérésekkel vizsgaltuk. A mutansban tapasztalt, szignifikdnsan magasabb r-érték alapjan (19.
dbra), az alkalmazott TMA-DPH fluorofor mobilitisa lecsokkent a membranban, ami
megnovekedett rigiditasrél ad informaciot (Kazuhiro és mtsai., 1998). Az erg5A mutans
plazmamembran-rigiditdsanak megnovekedése hatterében a kovetkezd folyamatok éallhatnak:
() az erg5A sejtekben tapasztalt, 49,8%-kal magasabb total szterin-tartalom (5. tablazat); (ii)
valamint a mutans sejtekben a PLFAs telitett zsirsava mennyiségének megnovekedése és a
telitetlen/telitett zsirsavak ardnyanak lecsokkenése (6.B és 6.E tablazat), illetve a TFAs és
TAGFAs telitett zsirsavak mennyiségének lecsokkenése (6.E tdblazat). Eredményeinkhez
hasonldan, az ergoszterin elvesztésének tilkompenzalasat figyelték meg ergoszterin-mutans
C. albicans erg-2 sejteken, ahol a rendparaméter megemelkedése ugyancsak a rigiditas
novekedését bizonyitotta, aminek a hatterében megvaltozott szterin- és zsirsav-Osszetétel all
(Pesti ¢és mtsai., 1985, 2000). Hasonld jelenséget figyeltek meg egy t-BuOOH-tolerans S.
pombe hyd1-190 mutans torzs esetében is (Kalman és mtsai., 2013). Lees és mtsai. (1984)
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kimutattak, hogy az alacsony koleszterin/ergoszterin-szint szignifikansan befolyasolja a lipid-
¢s fehérjeszintézist, valamint a zsirsav-felvételt. A plazmamembranban bekdvetkezett
funkcionalis valtozdsokat, a passziv diffuzioval felvételre keriil¢ glicerin hasznositasaval
vizsgaltuk (Gancedo ¢és mtsai.,, 1968; Pesti ¢és Novak, 1984). A plazmamembran
Osszetételének megvaltozasa (5. tablazat, 6. A és 6. D tabldzat) maga utan vonta a sejtek
csokkent glicerin-felvételét (20. dbra). A fentebb emlitett S. pombe hyd1-190 ¢és C. albicans
erg-2 torzsek mindegyikénél csokkent glicerin-felvételt figyeltek meg a sziildi torzshoz képest
(Kalman és mtsai., 2013; Pesti és mtsai., 1985, 2000). In vitro kisérletekben igazolast nyert,
hogy a glicerin liposzomdkba torténd bejutdsa lecsokkent, amikor a membranlipidek

rendezettebb gél allapotba keriiltek (Demel és mtsai., 1972).
VI1.4. Az erg5A mutans redox-homeosztazisanak vizsgalata

S. cerevisiae ergoszterin-bioszintézisben sériilt mutansainak érzékenységét vizsgaltuk
oxidativ stresszorokra, mint t-BuOOH-ra, H,O,-ra, menadionra, Cd**-ra és Cr(VD)-ra (4.
tablazat). A sziiléi BY4741-es torzshéz viszonyitva, az erg5A mutans 2,5-szer nagyobb
érzékenységet mutatott t-BuOOH-val szemben (4. tablazat, 17. dbra), valamint egy
megvaltozott oxido-redukcids allapotot (7. és 8. tabldazat). A kezeletlen mutans sejtekben
szignifikansan lecsokkent a 02" és a H,O, koncentracidja, amelynek hatterében feltehetden a
SODw, és a CAT enzimek megnovekedett specifikus aktivitasa all (8. tabldzat; Halliwell és
Gutteridge, 1999). Az erg5A sejtekben nem valtozott sem a GSH koncentracioja, sem pedig a
GR specifikus aktivitdsa, azonban a tiolok koncentracidja megndtt, mely utdbbi
magyarazatként szolgalhat a Cr(VI) Cr(V)-té torténd, megndvekedett redukcidjara és a
megemelkedett *OH-koncentraciora (7. és 8. tdbldzat). Feltehetdleg, a megemelkedett GSSG-
koncentracionak koszonhetd a megnovekedett GST specifikus aktivitds. A megvaltozott
oxido-redukcioés allapot alapjan, szakirodalmi adatokkal egyetértésben, néhany egy génes
mutacio belsé stresszhatasként szolgéalhat (Halliwell és Gutteridge, 1999; Kalman és mtsai.,
2013; Pesti €s mtsai., 2002). Mindezek alapjan ugy tlinik, hogy az erg5A mutans egy alacsony
szintli, allandd, de toleralhatd stresszhatas alatt all, ami néhany antioxidans enzim (SODp,
2,5-szeres ¢érzékenysége valdszinlisithetdéen a mutdcid okozta, megndvekedett telitetlen
zsirsavtartalom eredménye (6. tablazat). Az erg5A sejtek 1,75-szeres CdCl, tolerancija (a

crer

megndvekedett SODyp- (02°” = H,0, atalakitasért felelds) és CAT- (H20, semlegesités)
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aktivitassal magyarazhato (7 és 8. tablazat) (Gille és Sigler, 1995; Halliwell ¢és Gutteridge,
1999; Jamieson, 1998).

Sajnélatos modon a mutéaciokrol, mint (oxidativ) stresszt indukalé faktorokrol nem all
rendelkezéslinkre irodalmi adat, hacsak az a mutaci6 nem pl. valamelyik antioxidans
molekula kodolasaért felelos gént (gshA, sodA, stb.) érinti. Ennek oka, hogy a legtobb esetben
az oxidativ stressz DNS-karosité hatasdnak tudjdk be a mutdciokat, nem pedig forditva, igy

eredményeink merdben jak.

VIL5. A t-BuOOH kezelés plazmamembran osszetételére és a sejtek redox-allapotara

gyakorolt hatasanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy az 1 mM t-BuOOH kezelés plazmamembran-Osszetételre
gyakorolt hatasait vizsgalni tudjuk, 5 orés, legalabb egy generacion keresztiil fennalld kezelést
alkalmaztunk. A kezelés mindkét torzsben adapticidos folyamatokat indukalt szterin- és
zsirsav-Osszetétel szinten annak érdekében, hogy a sejtek kompenzaljék a t-BuOOH MUFA-n
¢s PUFA-n Kkifejtett lipid-peroxidacios hatasat (5. és 6.4-6.E tdbldzatok) (Krasowska és
mtsai., 2003; Kunimoto és mtsai., 1981). Hasonld adaptaciés mechanizmust mutattak ki
H,0O,-dal kezelt S. cerevisiae sejteck membranlipid-6sszetételében (Pedrosa és mtsai., 2009). A
t-BuOOH plazmamembranra kifejtett fluidizald/rigidizald hatasat fluoreszcens anizotrdpia
mérésekkel vizsgaltuk. Mindkét alkalmazott térzs esetében fluidizalod hatast figyeltiink meg,
amely a sziilSi torzsben 24%-kal kisebb mértékii volt (19. dbra). Ugy gondoljuk, hogy ennek
hatterében a kezelés hatasara bekovetkezd, mindkét torzs esetében lecsokkent total szterin-
tartalom all (5. tablazat). Kezelés hatdsara, az erg5A mutdnsban a PLFAs és FFAs telitetlen
zsirsavainak aranya szignifikdnsan megemelkedik (6. E tabldzat)), ami hozzéjarulhat a torzs
2,5-szeres t-BuOOH-érzékenységéhez (4. tablazat, 17. abra). Megemlitendd, hogy a szterin-
és zsirsav-analizisbdl szarmaz6 eredmények nem vethetéek 6ssze direkt moédon az anizotropia
mérésekbdl szdrmazo eredményekkel az eltérd kezelési idé miatt. Analdég eredményre jutottak
Thanh és mtsai. (2007), linolsav-hidroperoxiddal kezelt Yarrowia lipotica ¢éleszté sejtek
membran-fluiditdsa megnovekedett, amely alapjan a lipid-peroxidacié és a membran-fluiditas
novekedése szoros kapcsolatban all. Thanh és mtsai. (2007) megfigyelésével szemben, az
ismert membran-osszetételi S. pombe hyd1-190 mutans torzsén fluidizalo hatast fejtett ki a t-
BUOOH kezelés, a hyd™ sziil8i torzsdn pedig rigidizalo hatast (Kdlman és mtsai., 2013).

A t-BuOOH indukalta oxidativ stresszfolyamatok tanulmanyozasdhoz, a kozép-
logaritmikus fazisu tenyészeteket 1 mM t-BuOOH-val kezeltiik egy oOran keresztil. A

BY4741-es sziiléi torzsben a O,* koncentracidja 6,7-szeresére emelkedett a kezelés utan, a
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mutansban pedig 2,3-szeresére; a peroxidok mennyisége 6,8-szeresre a sziiloi sejtekben és
3,2-szeresre az erg5A mutansban (7. tdbldzat). A megnovekedett O, -6t HpO,-da alakitd
mitokondrialis SODy, specifikus aktivitdsa megemelkedett a sziiléi torzsben, a citoplazmas
SODcyzn specifikus aktivitasa pedig az erg5A mutansban (8. tablazat). A megemelkedett
peroxid-koncentraciora a két torzs kiilonb6zbéen reagalt. A sziil6i torzsben H,O,-t semlegesitd
CAT enzim specifikus aktivitdsa emelkedett meg, a t-BuOOH-ra 2,5-szeres érzékenységet
mutatd erg5A mutansban pedig feltehetéen a GSH-GPx-GR fttvonalon keresztiil
szabalyozodott a t-BuOOH altal kivaltott stresszhatas (8. tdbldzat). Létezik a GST-nek olyan
tipusa, a szelén-fliggetlen glutation-peroxiddz, amely rendelkezik GPx-aktivitassal (Halliwell
¢s Gutteridge, 2007) és a szerves peroxidok (lipidperoxidok) semlegesitésében vesz részt. A
BY4741-es t-BuOOH kezelt torzsben szignifikdnsan megemelkedett a GST-aktivitas (8.
tabldzat). A sejtek intracellularis redukald kapacitasardl informaciot adé *OH és Cr(V) is
ellentétesen valtozott a két kezelt torzsben. A BY4741-es torzsben ndvekedett mindkét
vizsgalt paraméter, az erg5A mutansban pedig csokkent (7. tablazat). Ez gy magyarazhato6,
hogy a mutans torzsben a Fenton-reakcié soran a Cr(V) visszaoxidalédik Cr(VI)-ta, a
folyamat pedig *OH-t termel [csokkent Cr(V) mennyiség, 7. tabldzat]. A keletkezett *OH
pedig reagalva a HyO,-dal O,*-ké alakul a Haber-Weiss-reakcidé soran. Mivel a mutans
torzsben a kezelés hatdsara kisebb mértékben akkumulalodtak a vizsgalt ROS-ok, és az
antioxidans enzimek specifikus aktivitdsa is kevésbé nétt meg (7. és 8. tablazatok), ezért a
torzs megndvekedett t-BUOOH-érzékenységének hatterében (4. tablazat, 17. abra) a kezelés
membran-dezorganizald és membran-Osszetételt megvaltoztatd hatdsa allhat (6. tablazat, 19
és 20 abrak). A kiillonbozé éleszté és gomba fajok, mint a S. cerevisiae (jelen tanulmany;
Inoue és mtsai., 1993), a C. albicans (Fekete és mtsai., 2007, 2008), a Hansenula mrakii (Tran
¢és mtsai., 1995), a S. pombe (Kalman és mtsai., 2013) és a Penicillium chrysogenum (Emri és
mtsai., 1997) lipid-peroxidaciot indukaléo agensekkel torténd kezelése eltérd antioxidans
mintdzatot eredményezett, ami jOl demonstrdlja az oxido-redukciés homeosztazis
szabalyozasanak komplexitasat és torzs-fliggését.

Kapott eredményeink jol tiikrozik egy egygénes delécio kovetkezményeit a S.
cerevisiae erg5A mutans torzsben, amely szdmos fiziologids folyamat megvaltozasat okozta a
szlldi BY4741-es torzshoz viszonyitva, indukalt oxidativ stressz hidnydban is. A
plazmamembran  szterin-Osszetételének megvaltozasa amfotericin  B-vel  szembeni
rezisztenciat indukalt, megndvekedett a telitetlen zsirsavak aranya €s a plazmamembran
rigiditasa, valamint csokkent a glicerin felvétele. Kontroll koriilmények kozott az ergSA

mutans 2,5-szeres érzékenységet mutatott t-BuOOH-ra, amelyhez tarsult egy megvaltozott
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oxido-redukcids allapot (csokkent O,° és HpO, és megnétt *OH), és up-regulaldodott az
antioxidans enzimek egy része (SODwpn, CAT és GST). Hossza tava (5 6ras) akut kezelések
soran a t-BuOOH-kezelés adaptacios folyamatokat indukalt, aminek hatdsara megvaltozott a
plazmamembran szterin- és zsirsav-Osszetétele; egy oras, szubinhibitorikus kezelés soran
megnott a membran fluiditasa és az intracellularis ROS-ok koncentracioja, akarcsak a legfébb

antioxidans enzimek aktivitasa.
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VIII. Osszefoglalas

Kisérleteink soran a haploid eukaridta S. pombe hasadé éleszté sejteken vizsgaltuk a
CTN mikotoxin dozis-, id6- és pH-fiiggd citotoxikus hatasait, oxidativ stressz-indukald
hatésat, valamint a kialakult stressz sejt és molekularis szintli szabalyozasat akut kezelést
kovetden.

1.1. Alatdmasztottuk és a tovabbi kisérletek soran figyelembe vettiik, hogy a CTN
citotoxicitdsa pH-fiiggd. pH = 6,0 esetén a CTN MICy értéke 1000 uM volt, pH = 4,5-en
pedig a MICy érték 175 uM, mely utdobbi pH optimalis a S. pombe mint modellszervezet
szamara is.

1.2. Kimutattuk, hogy a CTN citotoxikus hatdsa dozis- és 1do-fliggd. Eldszor
alkalmaztunk olyan kisérleti rendszert, amelyben megéallapitottuk a toxin tovabbi
legalabb 70%-ka ¢életképes/szaporodoképes.

1.3. Jellemeztik a CTN felvétel-kinetikdjat. Kimutattuk, hogy a sejtfal barrier
funkcidjanak koszonhetéen a sejtfalas vegetativ sejtek az alkalmazott 1000 uM CTN-nek
mintegy 30%-at veszik fel, tovabba a kapott telitési gorbe alapjan valdszinisithetd, hogy a
vizsgalatunk ideje alatt a toxin nem metabolizalodik és exportalodik.

1.4. Bizonyitottuk a CTN oxidativ stressz-indukald hatasat. E16szor mutattuk ki, hogy
15-szeres emelkedése all. A CTN altal el6idézett oxidativ stressz erdsségének
meghatarozasahoz a H;O,-t, mint jol jellemzett pozitiv kontrollt hasznaltuk, amely
alatdmasztotta valamennyi kisérleti eredménytink helyességét.

1.5. Elsé alkalommal bizonyitottuk a toxinnal szembeni sejtszintli adapticios
mechanizmus kialakulasat. A szubinhibitorikus koncentracidval torténd egy oras elokezelést
kovetd ajboli pusztitasi gorbe felvétele utan ndvekedést tapasztaltunk a sejtek tulélésében.
2000 uM-os CTN kezelés esetén a tulélés 2%-rol 50%-ra emelkedett, 1000 pM-nal pedig
79%-161 98%-ra. Megallapitottuk, hogy az adaptacids folyamat hatterében elsdsorban a redox-
szenzitiv Papl transzkripcios faktor all, mivel a CTN-indukalta oxidativ stressz erdssége nem
éri el teljes mértékben az Atfl-es faktor aktivaldsahoz sziikséges szintet, bar az paplA torzs
35%-os tulélés alapjan ez a transzkripcids faktor is részt vesz a szabalyozasban.

1.6. A megemelkedett peroxid-koncentraciora reagalva, a Papl és Atfl transzkripcios
faktorokon keresztiil, oxidativ stresszor-specifikusan szabalyozodik az antioxidans védelmi

rendszer. El0szor mutattunk rd, hogy az oxidativ stresszfolyamatokat legalabb 70%-0s ¢16

79



crer

mellett egyértelmii, szemben azokkal, akik csokkenést mutattak ki. A GSH mennyiségi
valtozasat kovette a GSH-homesztazisért felelés enzimek (GPx, GR, G6PD, GST)
aktivitasanak novekedése. H,O, tekintetében a szakirodalommal megegyezd antioxidans
valaszt kaptunk.

1.7. Az akkumulalodé ROS-ok hatasara karosodott a sejtek Ordkitdanyaga, amely a
elfogadott apoptotikus marker. Az oxidativ karosoddsok javitdsa végett, illetve a
mikrotubularis rendszer ROS 4ltali zavardsa miatt a sejtek G2/M fazisaban a sejtciklus

blokkjat figyeltiik meg.

Munkank masodik részeként S. cerevisiae sarjadzo élesztd ergSA mutansan, illetve
annak sziildi torzsén vizsgaltuk az ERG5 gén delécigjanak kovetkezményeit a
plazmamembran Osszetételére és funkciojara, illetve a sejtek oxido-redukcios allapotara
nézve. Tovabba t-BuOOH-val, egy lipid-hidroperoxid analdggal torténd kezelést kovetden
vizsgaltuk az el6bb emlitett paramétereket.

2.1. Korabbi eredményekkel megegyezden kimutattuk, hogy ergoszterin-kiesés
hatasara az erg5A mutans toleransabba valt az ergoszterinnel komplexet képezd amfotericin B
antimikotikummal szemben. Béar a bioszintézis végterméke, az ergoszterin kiesett, azt
tapasztaltuk, hogy a sejtek Ossz szterin-tartalma mégis megemelkedett 49%-kal. A szterin
tulkompenzacié kovetkeztében, a plazmamembran rigidebbé valt, amit a fluoreszcens
anizotropia r-érték novekedésén keresztiil igazoltunk.

2.2. Elsoként figyeltiik meg, hogy az erg5A mutans 2,5-sz0r érzékenyebb a lipid-
peroxidaciot okozo t-BuOOH-ra, aminek hatterében a lipid-peroxidécio elsddleges célpontjat
képezd telitetlen zsirsavak aranydnak a megemelkedése all. El0szor mutattunk ra kisérleti
eredményeinkkel, hogy az ergoszterin-homeosztazis megvaltozasa a vizsgalt delécios
mutansban megvaltoztatja a redox-homeosztazist és igy a mutdns érzékenységét szdmos
oxidativ stresszorral szemben.

2.3. Az intracellularis O,°- és peroxid-koncentraciok meghatarozasan keresztiil
elészor bizonyitottuk azt, hogy az ERG5 gén mutacioja egy megvaltozott redox-allapotot
okoz a sejtben. A kezeletlen erg5A mutansban mindkét vizsgalt paraméter szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a kezeletlen BY4741 sziiléi torzsben. Ennek oka a szignifikdnsan

megemelkedett SODy, és CAT specifikus aktivitasa. A szignifikansan magasabb GSSG-
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koncentraci6o és GST specifikus aktivitdsa a torzs redox-homeosztazis megvaltozasanak
egyértelmli jelei. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az ergSA mutans egy folyamatos,
kismértékii, de toleralhatd stresszhatas alatt al, ami az eldobb emlitett enzimek folyamatos
expressziojat eredményezi.

2.4. A szakirodalom adatait aldtdmasztva kimutattuk, hogy a t-BuOOH kezelés
mindkét vizsgalt térzs esetében a plazmamembran fluiditdsanak novekedését okozta, amely az
Ossz szterin-tartalom t-BuOOH-indukalta csokkenésének kovetkezménye.

2.5. A plazmamembran szerkezeti artrendezddésén tal eloszor mutattuk ki, hogy t-
BuOOH-kezelés hatdsara, a sziiléi torzsben tobb mint 6-szorosra emelkedett a O,*- és
peroxid-tartalom, az erg5SA mutansban elébbi 2,4-szeresre, utdobbi pedig 3,2-szeresre. Erre
reagalva az antioxiddns rendszer kiillonbozoéféleképpen szabalyozodott a két torzsben. A
BY4741-es sziildiben a GSH-koncentracio megndétt, amit kdvetett a GSH-homesztazisért
felelos enzimek specifikus aktivitasdnak a megemelkedése, illetve megndtt a CAT és SODwp
specifikus aktivitasa. Ezzel szemben, az erg5A mutansban mintegy 50%-kal nagyobb GSH-
novekedést indukalt a kezelés, mint a sziiléi torzsben, a CAT-aktivitas nem valtozott, és a

SODw, helyett a SODc,z, specifikus aktivitasa nétt meg.
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IX. Summary

The haploid eukaryotic fission yeast S. pombe was used to investigate the dose-, time-
and pH-dependent cytotoxic effects and oxidative stress-generating effects of the mycotoxin
CTN, and the regulation of the stress processes evolved at cellular and molecular levels in
acute toxicity tests.

1.1. The pH-dependent cytotoxic effect of CTN was confirmed and taken into
consideration in the further experiments. The MICgy, of CTN was 1000 uM at pH 6.0 and 175
uM at pH 4.5; the latter is optimal for the growth of the applied model organism.

1.2. Dose- and time-dependent cytotoxic effects of CTN were observed and the
subinhibitory concentration of the toxin (1000 uM) was determined at which at least 70% of
the cells were viable.

1.3. The kinetics of the uptake was characterized. Due to the barrier function of the
cell wall, only 30% of the CTN was taken up by the vegetative cells from 1000 uM CTN
solution. Moreover, the saturation curve of CTN uptake may point to the lack of active
transport and metabolism during the interval involved in our investigations.

1.4. As a consequence of CTN-induced oxidative stress, a 2-fold increase in total ROS
level was measured, solely as a consequence of the 1.5-fold increase in peroxide
concentration. To compare the levels of induced oxidative stress, H,O,, a well-characterized
positive control, was applied, which testified to the reliability of our results.

1.5. This was the first documentation of the adaptation capability of CTN-treated cells.
Pretreatment of the cells with a subinhibitory concentration of CTN for 60 min caused
significantly increased survival rates when these cells were treated with 1000 or 2000 uM
CTN for a further 60 min: the colony-forming ability increased from 79% to 98% and from
2% to 50% in the cases of 1000 and 2000 uM CTN-treated cells. The adaptation process was
proved to activate primarily the redox-sensitive transcription factor Papl, since the impact of
CTN-induced oxidative stress was not sufficient to activate the Atfl pathway. This was
manifested in a decreased growth yield of papi4, though the factor Atflis also necessary for
the regulation on the basis of the observed 35% growth yield.

1.6. Via the oxidative stress stimulus-induced transcription factor Papl and the
MAPK-mediated Atfl, in response to the increment in peroxide concentrations, oxidative
stressor-specific regulation of the antioxidant system was detected. We demonstrated that
with at least 70% cell viability the elevated GSH concentration is unambiguous; in contrast

with others, the results we obtained on the cultures revealed low cell viability. The increased
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GSH concentration up- or down-regulated some of the antioxidant enzymes responsible for
GSH homeostasis (GPx, GR, G6PD and GST). The results of H,O, treatments were in good
agreement with literature findings.

1.7. The accumulation of ROS-induced oxidative DNA damages was manifested in an
increased number of fragmented nuclei. The cells strived to correct the oxidative damage and

the ROS-mediated microtubule disorders by arrest of the cell cycle in the G2/M phase.

In the second part of our work, the haploid budding yeast S. cerevisiae, the erg5A
deletion mutant and its parental strain BY4741 were applied to investigate the consequences
of the absence of ergosterol (deletion in the ERG5 gene) on the lipid composition and on the
biophysical and biological functions of the plasma membrane. We also determined the
oxidoreduction states of the strains and investigated the consequences of t-BuOOH treatment
on the above-mentioned parameters.

2.1. In comparison with the parental strain BY4741, the erg5A mutant exhibited a
significantly higher tolerance to amphotericin B, which forms a complex with ergosterol.
Although, the end-product of ergosterol biosynthesis was not produced, the total sterol
content of the cells was 49% higher. As a consequence of sterol overproduction, the rigidity (r
value) of the plasma membrane of erg5A was elevated in comparison with the parental strain.

2.2. This is the first report that erg5A cells are 2.5-fold more sensitive to t-BuOOH
than the parental strain. The explanation of this phenomenon is that the amount of unsaturated
fatty acids (primary targets of lipid peroxidation) is higher. Our data also point to the altered
sensitivity of the mutants of ergosterol biosynthesis to oxidative stressors.

2.3. The erg5A mutant possesses an unbalanced redox state, as confirmed by the
determination of intracellular O,*" and peroxide contents. Both ROS were significantly lower
in untreated erg5A, which may be a consequence of the significantly elevated specific
activities of SODw, and CAT. The higher concentration of GSSG induced an elevated
specific activity of GST in erg5A, indicating the unbalanced redox state of the strain. erg5A
cells are therefore under continuous, low-level, but tolerable stress, resulting in the continuous
up-regulation of antioxidant enzymes.

2.4. In agreement with the literature, t-BuOOH-induced fluidization of plasma
membrane was observed in the BY4741 strain and the erg5A mutant. This can be explained
by the decreased total sterol content of t-BuOOH-treated cells.

2.5. Besides the realignment of the plasma membrane, this is the first description of a
more than 6-fold increment in the concentrations of O,°” and peroxides in the parental strain,
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and a 2.4-fold increase in the former and a 3.2-fold increase in the latter in the case of erg5A,
after t-BuOOH treatment, resulting in different antioxidant responses. In BY4741, elevated
GSH concentration and enzyme activities responsible for GSH homeostasis were detected,
and the specific activities of CAT and SODy, were also increased. In contrast with this, the
erg5A deletion mutant exhibited a 50% higher GSH increment than that of the parental strain,
whereas the specific activity of CAT did not change and, instead of SODy,, the specific
activity of SOD¢,z, was increased.

84



X. Melléklet

Minta 0,
Kontroll 8,17+1,21
1000 uM CTN 15,65+3,08**

1. melléklet. Intracellularis O,* tartalom 20 perces, 1000 pM-os CTN kezelés hatasara, S. pombe
sejtekben. **p<1%, a Student t-teszt alapjan szamolva.

? Fluoreszcencia intenzitis (Mg szaraztomeg) *-ben megadva.
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