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1. Bevezetés

Az emberi élelmiszerekben és az allati takarmanyokban megjelend toxikus anyagok
igen jelents része mikrobialis eredeti. Ezek koziil a fonalas gombak altal termelt
mikotoxinok napjainkban egyre nagyobb jelentéségre tesznek szert a mind intenzivebb
nemzetkozi terménykereskedelem és az éghajlat jelentés valtozasai miatt. Jelenleg tobb
mint 300 mikotoxin ismert, amelyek koziil azokra iranyul leginkabb a tudomanyos
érdekl6dés, amelyek karcinogének ¢és/vagy nagyon toxikus hatastak. llyen,
kozegészségiigyi és mezdgazdasagi szempontbol is fontos mikotoxinok az aflatoxinok, az
ochratoxinok, a trichotecének, a zearalenon, a fumonizinek, a patulin és az ergot-
alkaloidok. Ezek a toxinok évente tobb millio dollaros karokat okoznak vilagszerte, amely
foként az orvosi és allatorvosi koltségekben, valamint a menthetetlen mezdgazdasagi
termények miatt fellépd anyagi karban nyilvanul meg. Egy, a Food And Drug
Administration (FDA) altal 2003-ban kozolt adat szerint az aflatoxinok, a fumonizinek és a
deoxinivalenol okozta terményveszteségbdl adodo karok az USA-ban elérték a 932 millid
amerikai dollart. Ezeknek a gazdasagi és élelmezés-egészségiigyi szempontbol fontos
vegytileteknek az  élelmiszerekben, takarmanyokban maximalisan megengedett
koncentracioit szigoria nemzetk6zi és hazai szabalyok szerint ellenérzik. A mikotoxinok
mtracellularis, molekularis szintii hatasainak és az altaluk el6idézett stressznek a
megismerésével, valamint a toxinok tdmadéaspontjainak azonositdsaval megalapozhatjuk
azt a tudast, amelynek segitségével az ¢lelmiszerek €s takarmanyok toxinmentesitése, a
mikotoxikézisok gyogyitasara alkalmazott terapidk kifejlesztése és hatékonysaganak
novelése, esetleges rezisztens haszonndvények nemesitése megvaldsithatd (Bennett és
Klich, 2003; Zain 2010; Omar, 2013).

A F6ldon minden ¢161ény igyekszik kialakitani belsé egyensulyat, homeosztazisat
azaltal, hogy alkalmazkodik a kiilsé ¢és belsé kdrnyezet valtozasaihoz, ezaltal biztositja a
szervezet vagy — egysejtll fajok esetén a sejt — dinamikus allandosagat. Ha a valtozasok tul
nagyok, kilépnek az optimumbol, felborul a dinamikus egyensuly és ez stresszként hat az
¢lo szervezetekre. Eredetét tekintve a stresszhatds lehet belsd (mutéacio, intracellularis
parazita, stb.) vagy kiilsé (pl. nehézfémek, toxinok, hémérséklet, oxigén-ellatottsag, pH,
tapanyag elérhet6ség, ozmotikus nyomas valtozasai, patogének, UV sugarzas stb.),
amelyekhez bizonyos hatarok kozott az éldlények képesek alkalmazkodni. Ezt az
alkalmazkodast adaptacidnak nevezziik, kialakitasdban pedig Osszehangolt molekularis

mechanizmusok vesznek részt.



A disszertdcioban modellszervezetként hasznalt egysejtli, eukaridta, haplonta
hasadoé élesztd, a Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) egyike a biologiai kutatasokban
legaltalanosabban alkalmazott modellszervezeteknek. Egy adott kiils stresszt kivaltd
stresszor (pl. egy adott mikotoxin) hatdsara a sejtek valaszreakciéi rovid id6 alatt
megjelennek €s tanulmanyozhatéak. A mintegy haromszaz ismert mikotoxin egy része
sejtpusztitd citotoxikus folyamatokban oxidativ stressz-allapotot okoz. Az oxidativ
stresszfolymatok megismerésének kiilondsen nagy jelentésége van, hiszen szamos human
betegség (pl. Alzheimer-kor, Parkinson-kor, sclerosis multiplex, iziileti gyulladasok és
gyulladasos bélbetegségek, kardiovaszkularis megbetegedések, artherosclerosis) egyarant
erre a folyamatra vezethetd vissza.

Az ¢élesztd sejtek a megfeleld receptorok segitségével képesek érzékelni a
megvaltozott koriilményeket, kiilonbozd jelatviteli utvonalakat aktivilnak, amelyek gy
valtoztatjdk a sejtek génexpressziés profiljat, hogy a védekezésben résztvevd
antioxidansok (pl. peptidek, vitaminok, flavonoidok és karotinoidok: glutation,
aszkorbinsav, tokoferol, B-karotin, stb.), és antioxidans enzimek (pl. katalaz, szuperoxid-
dizmutaz, glutation-peroxidaz, glutation-reduktdz, glutation S-transzferaz, stb.) aktivalasa
segitse a tulélést és a megvaltozott koriilményekhez vald adaptaciot. A stresszre adott
valaszok kozt megkiilonboztetiink altalanos kornyezeti stresszvalaszt és specifikus
kornyezeti stresszvalaszt. A kdzponti valasz megegyezik a legtobb stressz esetében, tehat
kiilonbozo stresszhatasok ugyanazt a védekezd mechanizmust aktivalhatjak azaltal, hogy
azonos jelet generalnak, amely azonos transzkripcidos faktorokat fog aktivalni, igy
kialakitva egy altalanos stresszvalaszt. Ebben az esetben olyan gének expresszioja
indukalodik, amelyek a szénhidrat-metabolizmusban, a reaktiv oxigén-szarmazékok
semlegesitésében, a megfeleld fehérjeszerkezet kialakitdsaban, a mitokondrialis
funkciokban és a metabolit-transzportban érintettek. Ezzel szemben a specifikus valaszban
olyan gének indukalédnak, amelyeknek sokkal specifikusabb szerepilk van az
adaptacidban. Az adaptacio lehet tobbszintli, annak megfelelden, hogy csak a karosodasok
(pl. mutaciok) kialakulasat gatolja, vagy teljes alkalmazkodést biztosit a megvaltozott
kornyezethez, esetleg késdbbi, nagyobb mértékii stresszel szemben is rezisztenssé teszi a
sejtet (Lee és mtsai., 1997; Chen és mtsai., 2003; Halliwell és Gutteridge, 2007).

A mikotoxinok hatasmechanizmusanak vizsgalatdhoz éppen ezért valasztottuk
modellorganizmusnak a S. pombe-t, hiszen komplex vizsgalati modszerekkel
rendelkeztiink az oxidativ stressz-folyamatainak ¢és azok szabalyzasanak vizsgalatat

illetden. A S. pombe tdbb szempontbdl is megfelelé modellorganizmusnak bizonyult,



hiszen sejtosztddasa és a sejtciklus szabalyzasa nagyon hasonlé a magasabbrendi eukaridta
sejtekhez, szamos génje szignifikdns hasonlésdgot mutat human betegségeket hordozo
génekkel, és a stressz-aktivalt jelatviteli itvonal aktivalodasi profilja megegyezik az emlds
utvonalakéval.

Az altalunk vizsgalt két mikotoxin, a patulin (PAT) és a zearalenon (ZEA) eltérd
tamadaspontu vegyiiletek, azonban irodalmi adatok azt valdszintsitik, hogy a
hatdsmechanizmusukban az oxidativ stressz meghatdrozo folyamat, amely lényegének
megértése azonban tovabbi kutatasokat igényel. A PAT esetében kutatdcsoportunk
korabban mar részletesen vizsgalta a toxin oxidativ stressz generald hatasat, azonban a S.
pombe stresszvalasza, illetve az oxidativ stressz kovetkeztében a DNS-t ért esetleges
karosodasok még ismeretlenek voltak. A ZEA esetében a kutatasok jelentds része annak
Osztrogén-analdg hatasara és az ebbdl adodd komoly egészségkarositd hatdsaira fokuszal.
Azonban bizonyos irodalmi adatok (pl. hosszi tava akut tesztekben a GSH mennyiségi
csokkenése, az 6ssz-ROS emelkedés, néhany antioxidans enzim — pl. SOD, CAT, GPx —
specifikus enzimaktivitds valtozasai) arra utalnak, hogy az oxidativ stressz generald hatasa
is komoly szerepet jatszik toxicitasdban. Ezen adatok kapcsdn meriilt fel benniink
kérdésként, hogy vajon a kiilonb6zd eredeti és aktivitasu ROS-ok milyen mértékben
vesznek részt az oxidativ stressz generalod folyamatban, valamint hogy a kialakulo stresszel
szemben hogyan védekezik a sejt, és milyen szabalyzasi folyamatok allnak mindezek
mogott? A ZEA esetében kulcskérdés volt, hogy az oxidativ stresszre utalé eredmények
Osszefliggésben vannak-e annak Osztorgén-analog hatasaval? Az altalunk vizsgalt két toxin
hatasair6l mar ismert adatok nagyon kiilonb6zo sejt- és szovettipusokon, ¢€lélényeken
elvégzett kisérletekbol erednek, igy egy toxin hatasair6l kapott informaciok igen eltéréek
lehetnek. Egy jo1 definialt modellen vizsgalva 6ket azonban az altalunk kapott eredmények

Osszehasonlithatoak.



I11. Irodalmi attekintés
II1.1. Az oxidativ stressz

A kornyezet - legyen az kiilsé vagy belsé - hat az ¢l61ényekre, és folyamatosan
valtozik. Ezzel parhuzamosan az ¢él6lényeknek a dinamikus egyensuly fenntartdsa
érdekében folyamatosan kovetni kell ezeket a valtozasokat, érzékelni Oket, és reagalni
rajuk. Az egysejtii él6lényeket a kiils6 stresszhatasok azonnali valaszra kényszeritik. A
megfeleld reagalasahoz sziikség van receptorokra, amelyek érzékelik a stresszhatast,
jelatviteli utvonalakra, amelyek tovabbitjak az informaciot a sejten beliil és kompenzacids
mechanizmusokat indukalnak a sejt fiziologids folyamataiban. Ezek a folyamatok
elengedhetetlenek ahhoz, hogy a sejt alkalmazkodjon, és ezaltal tulélje az adott hatast a
valtoz6 kornyezeti feltételek kozott (Chen és mtsai., 2003; Scandalios, 2005).

Ezek a védekezd mechanizmusok magasan konzervalodtak az eukariotédkban,
nagyon hasonloak az éleszt6t6l az emberig. A stressz-aktivalt jelatviteli utvonalaknak
kulcsszerepiik van az adaptacios folyamatokban. Normal esetben az aerob szervezetekben
a reaktiv oxigén-szdrmazékok (ROS) képzddése dinamikus egyensulyban van az
antioxidans védekezd rendszer mikodésével. Az egyensuly azonban soha nem tokéletes,
ezért minimalis ROS-kozvetitett kdrosodas folyamatosan eléfordul, igy pontosabb az a
megallapitas, hogy az antioxidans védekez6 rendszer sokkal inkabb szabalyozza a ROS-0k
mennyiségét, mint hogy eliminadlja 6ket. Ha az elérhetd antioxiddnsok mennyiségéhez
képest jelentdsen megndvekszik a ROS-ok mennyisége, tehat amikor a prooxidans-
antioxidans egyensuly felborul, akkor beszéliink oxidativ stresszrél. Az egyensuly
megzavarasa karosodasokat von maga utan, amelyeket, ha a ROS-ok okozzédk, oxidativ
karosodasnak nevezziik. Oxidativ stresszt eredményezhet az antioxidansok mennyiségének
lecsokkenése vagy a megemelkedett ROS-termelddés is.

Az oxidativ stresszre adott valaszként intenzivebbé valhat a sejtek osztodasa, a
védekezési rendszerek erds aktivizalasaval adaptalodhatnak, de sériilhetnek is, amely
esetben barmely sejtalkotd €s molekula érintett lehet. Ha a sériilés kijavitatlan marad, az

sejthalalhoz vezethet (Halliwell és Gutteridge, 2007).
I11.1.1. Az oxigén és reaktiv oxigén-szarmazékok

Az anaerob kornyezeti feltételekhez alkalmazkodott mikroorganizmusokon kiviil
minden ¢él6lénynek sziiksége van oxigénre a hatékony energiatermeléshez. A Fold

atmoszférajaban koriilbeliil 2,5 millidrd évvel ezel6tt jelent meg jelentés mennyiségben a



szabad oxigén a fotoszintetizald, oxigént eldallitdé cianobaktériumoknak koszonhetden.
Azonban, ahogy az atmoszféraban emelkedett az oxigén mennyisége, az él6 szervezetek ki
lettek téve az oxigén toxikus hatdsanak, a sejtekben lejatsz6dd oxidacio ugyanis karos, akar
haldlos is lehet, ezért az ¢él6lények az evolicids nyomads alatt védekezd mechanizmusokat
fejlesztettek ki az oxigén karos hatasaival szemben (Halliwell és Gutteridge, 2007).

Elsoként Gershman és mtsai. (1954) irtdk le, hogy az oxigén toxikus hatdsa a
szabadgyok-képz0 képességén alapul. Szabadgydknek neveziink minden olyan format,
amely egy vagy tobb pdarositatlan elektront tartalmaz (parositatlan az elektron, ha egyetlen
elektron foglal el egy atomi vagy molekularis orbitalt). Ugyanakkor az oxigénnek vannak
nem gyokos formai is, amelyek szintén erdsen reaktivak (pl. gerjesztett szinglett allapot
vagy a szerves hidroperoxidok), igy hasznélatos a reaktiv oxigén-fajtadk megnevezés is
(Halliwell és Gutteridge, 2007; Gille és Sigler, 1995).

A sejtek, szervezetek normal anyagcseréje soran, valamint kiilonb6z6 kornyezeti
zavarasok kovetkezményeként (pl. extrém hdémérséklet, sugarzas, xenobiotikumok,
toxinok, biotikus- és abiotikus stresszorok) is termelédnek ROS-ok és szabadgyokok
(Scandalios, 2005). A sejtekben a mitokondrium a 6 molekuldris oxigén-fogyasztd, éppen
ezért fontos szerepet jatszik a toxikus oxigénformak eldallitasaban. A molekularis oxigén
négy-elektron redukciojat a citokrom-oxidaz komplex végzi, melynek végtermékeként viz
képzddik, és ezen folyamatok kézben nem alakulnak ki szabadgyokok. Az elfogyasztott
oxigénnek azonban kb. 1,5%-a nem redukdlodik vizzé a citokrom-oxidaz komplex
segitségével, hanem végigmegy egy lépcsézetes egy-clektron redukcio soron, amelyet az
elektron-elszivargasok okoznak a 1égzési lancot megel6z6 1épésekben. Ez a folyamat allit
eld reaktiv oxigén-szarmazékokat, de mas folyamatok is elektron-donorként szolgalhatnak
az oxigén redukciojahoz. Ezeknek a folyamatoknak az els6 terméke altalaban a szuperoxid
gyok (Gille és Sigler, 1995).

A szuperoxid gyok (O; ) legfontosabb forrasa az ¢él6 szervezetben a
mitokondrium elektrontranszport lanca, az endoplazmatikus retikulum és a kloroplasztisz.
Egy elektron hozzdadddik az alapéllapotii Oz-molekuldhoz, amelybdl igy kialakul a O, » .
Az endoplazmatikus retikulumban talalhato citokrom és a flavoproteinek szintén képesek
elektront szivarogtatni az oxigénre, Oz * -t alakitva ki. Emellett O, « kialakulhat a sejtek
normalis autooxidacios folyamatai sordn is, illetve szamos enzim (xantin-oxiddz, NADPH-
oxidaz) redukcids mitkddése kdzben. A O, ¢ vizes kdzegben nem tul reaktiv, onmagaban
alig vagy egyaltalan nem reagal a legtobb biomolekulaval. Kéaros hatdsainak kifejtéséhez

altalaban sziikség van mas gyokokkel (pl. NOe, vas-kén tartalmt fehérjék ionjai, HOCI)
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valo reakcidhoz is. A reakcidi gyorsak, és gyorsan eltlinik a diszmutécios reakcidknak
koszonhetden, melyek sordn egy O, * O2-né oxidalodik, egy masik O, ¢ pedig HyO,-da
redukalodik.

Oy *+ 0y * + Ht > Hy0, + 0,V

Mivel a O; ¢ toltéssel rendelkezik, nem képes athatolni a membranokon, csak az
anioncser¢ld fehérjéken keresztiil, amelyek csak bizonyos sejttipusokban (pl. eritrocitak)
talalhatoak meg (Gille és Sigler, 1995; Halliwell és Gutteridge, 2007).

Minden olyan rendszer, amely szuperoxid gyokot termel, hidrogén-peroxidot
(H207) is elballit a O, ¢ diszproporcionalasaval. Ez megtorténhet nem enzimatikusan
hidroperoxil gyokok (HOze) részvételével, illetve a szuperoxid-dizmutaz (SOD) enzimek
altal katalizalt modon. A O; « -t termeld folyamatokon kiviil a flavin-tartalmt oxiddzok
direkt modon is termelnek H,0,-t. A H,0O, nem rendelkezik parositatlan elektronnal, tehat
nem gyok, viszont reaktiv oxigén-szarmazék. A O; ¢ -vel ellentétben a H,O, minden
bioldégiai membranon at tud jutni az akvaporin-csatorndkon keresztiil, igy a termelddési
helyétél messze is ki tud valtani gyokos reakciokat. Maga a H,O, azonban gyenge oxidalo
illetve redukaldo molekula. Gyenge reaktivitasa ellenére azonban magas koncentracioban
citotoxikus lehet, és direkt mdédon is okozhat cellularis kéarosodasokat (pl. képes
adduktumokat kialakitani tobb biokémiai rendszer komponenseivel). A legtobb karos
hatasaért azonban nem 6nmagéaban felelés. Atjutva a membranokon, reakcidba léphet vas-
¢s réz-ionokkal, mely folyamatok kozben egy sokkal reaktivabb gyok, a hidroxilgyok
(*OH) képzodik (Gille és Sigler, 1995; Halliwell és Gutteridge, 2007).

A Oy« és HyO, reaktivitdsa viszonylag alacsony, ezért az altaluk okozott
sejtkarosodasok altalaban az erdsen reaktiv hidroxilgyokké (¢OH) alakuldsuk utan

kovetkeznek be. A O,  és H,0; reakcioja az an. Haber-Weiss reakcio:
O, «+ H,O, > O, +«OH + HO @

A legfontosabb *OH-termelé agensek a redox fémek (pl. Fe®*, Cr(VI), stb.). A Fe*
biologiai rendszerekben szabad formaban nem taldlhaté meg, csak kotésekben, amelyeket
fehérjékkel, membranokkal, nukleinsavakkal és alacsony molekulasulyt kelatképzokkel
alakit ki. A gyoktermelddés szempontjabol fontos még a kelatokban kotott és az olyan
komplexekben talalhato vas, mint az ATP, GTP vagy a szerves savak, amelyek a DNS-hez

vagy a membranlipidekhez kotddnek. Ezek képesek részt venni a Fenton-reakcidban:

Fe** + H,0, — Fe** + HO» + HO @
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A *OH az egyik legreaktivabb ismert gyok, szinte minden molekuléval reakcioba
lép. A gyok reakcidi harom nagy csoportba oszthatok: (i) a hidrogénatom eliminalasa, (ii) a
kettds kotések és aromatikus gylriik kialakitdsa és (iii) az elektrontranszfer. Mindharom
esetben érvényesiil a gyokok kémiai természete, miszerint egy nem gyok természetii anyag
reakcidja egy gyokkel mindig gyok termelddését idézi eld, amely lehet alacsonyabb vagy
magasabb reaktivitdsi. A lancreakcio addig folytatédik, mig egy stabil végallapota
molekula alakul ki. A *OH ilyen lancreakcio eléidézésével okoz lipid-peroxidaciot, DNS-
1ézidkat €s fehérje-oxidaciot.

A Oz -val és a Hy0O;-val ellentétben a *OH-kel szemben nem alakult ki
enzimatikus védelem, ezért a leghatékonyabb védelem ellene a termelddésének
megakadalyozasa a vas-anyagcsere szigoru kontrollaldsan keresztiill. A sejtalkotok
kornyezetében mindig taldlhatdéak olyan antioxidéns tulajdonsagu molekuldk, amelyek
hajlamosak reakcioba lépni a kiilonb6z6 ROS-okkal, ezaltal kozombositve Oket, és
megallitva a gyokos lancreakciokat. Ezek a molekulak az antioxidansok (Gille és Sigler,

1995; Halliwell és Gutteridge, 2007).

111.1.2. Antioxidans enzimek és nem enzimatikus molekulak

Antioxidans minden olyan molekula, amely képes stabilizalni vagy inaktivalni a
szabadgyokoket és nem gyokos reaktiv formakat (pl. H2O;). Léteznek enzimatikus és nem
enzimatikus antioxidansok, amelyek szinergizmusban miikddnek a sejtek védelmében.

Az egyik leghatékonyabb intracellularis enzimatikus antioxidans a szuperoxid-

dizmutaz (SOD), amely a szuperoxid-aniont oxigénné és hidrogén-peroxidda alakitja at:
Oy e+0y ¢+ 2H' —> O, + H,O, “)

A szuperoxid-dizmutaznak tobb izoformaja van, amelyeket az aktiv fém centrum
természete alapjan kiilonboztetiink meg. A CuZnSOD az eukariotak citoszoljaban talalhato
meg, valamint a kloroplasztiszban és néhany prokariétdban; a MnSOD a prokaridtikban
illetve a mitokondriumban talalhato, mig FeSOD-ot f6leg prokariotak, algdk és néhany
novény kloroplasztisza tartalmazzak. A SOD a O, « -t egymast kovetd oxidativ és reduktiv
ciklusokon keresztiil semlegesiti (/. dbra) (Scandalios, 2005; Rahman, 2007).

S. pombeban a sod1™ gén kédolja a CuZnSOD-ot, amely a f6 SOD-nak tekinthetd a
hasad¢ élesztdben, hiszen a korai exponencidlis fazisban a SOD készlet 80%-at adja, ez az
arany azonban a stacioner fazisban 10%-ra csokken. A S. pombe sejtosztodasa soran

folyamatosan redukalt allapotu citoplazmat igényel, amelynek fenntartasahoz - a glutation
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¢s a glutation-reduktdz mellett - elengedhetetleniil sziikséges a CuZnSOD is. A sodIA
sejtek nem életképesek, azonban a sod1” génexpresszidjanak elnyomasara valaszként az S
fazis utan, a G2 fazis és a citokinézis kozott ledll a sejtciklus. A sod1™ gén aktivaciojaban
részt vesznek a Papl és Prrl transzkripcids faktorok, az Atfl érintettsége azonban vitatott
(Lee és mtsai., 2002; Mutoh és mtsai., 2002). S. pombeban a sod2” gén kodolja a
mitokondriadlis MnSOD-ot. A génkifejezddésért a Wisl1-Styl MAPK utvonal a felelds,
azonban az atfl és a papl gén mutacidja nem befolyasolta azt, tehat ezen a transzkripcios
faktoroktol fiiggetlen a s0d2" gén indukcioja, amelyet az is bizonyit, hogy a gén promodtere
nem tartalmaz sem Atfl és Papl transzkripcids faktor kotd helyet (Jeong és mtsai., 2001).
A kialakult H,O,-t a katalaz (CAT) semlegesiti. A CAT egy tetramerikus hem-
tartalmi enzim, amely megtalalhat6 az aerob sejtek peroxiszoémajdban. Nagyon hatékony a
H,0; vizzé és molekularis oxigénné bontasaban, ugyanis egy CAT molekula kb. 6 millio
H,0,-molekulat képes atalakitani percenként egy katalitikus reakcioban, ahol a H,O, a

hidrogén-molekulak akceptoraként és donoraként egyarant szerepel:
2H,0; — 2H,0 + 0, ®

Eppen ezért a CAT nagyon energia-hatékonyan miikodik, mert anélkiil bontja a
H,0,-ot, hogy a sejt redukcids kapacitasat fogyasztana (/. abra). A finom egyensuly a
CAT ¢s a SOD-ok kozott kiilondsen fontos a sejtek szdmara. Ha a HyO;-ot semlegesitd
CAT hianyzik, a karos <OH SOD-katalizalt termeldédése tulsulyba keriilhet. Ez
magyarazhatja azokat a sejtkarosodasokat, ahol extrém magas SOD-szintet mértek (Gille
¢s Sigler, 1995; Scandalios, 2005; Rahman, 2007).

Az S. cerevisiaevel ellentétben a S. pombeban egyetlen gén, a cttl™ kodolja a CAT-
t. A gén hidnyaban a delécios mutansok extrém érzékenységet mutattak a H,O,-dal
szemben, mig a taltermeld torzsek rezisztensek voltak a kezelésre, ezzel bizonyitva, hogy a
hasadd élesztoben CAT felelds elsdsorban a H,0, elleni védekezésért. CAT-aktivitas
mutathat6 ki a citoszdlban és a sejtorganellumokban (elsdsorban a peroxiszomakban) is,
azonban mind a kettd, molekulasuly alapjan elkiilonitheté forma egyetlen gén terméke,
ugyanis a cttl* gén hidnyaban egyik frakciobol sem volt kimutathaté a CAT (Lee és mtsai.,
2000).

A Hy0; eltavolitasaban szerepet jatszik egy masik enzimcsalad, a glutation-
peroxidazok (GPx) is. H,O,-t és egyéb szerves peroxidokat (pl. t-butil-hidroperoxid,
foszfolipid-hidroperoxid) alakitanak at vizzé vagy alkoholla, mikdzben oxidaljak a

glutationt, és miikodésiikhoz nincs sziikségiik katalitikus fémionokra (/. dbra) (Halliwell
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¢és Gutteridge, 2007). Ellentétben az emlésok vagy a S. cerevisiae GPx-ével, a S. pombe
GPx nem tartalmaz szelént vagy szelenociszteint az aktiv centrumaban, helyette szabad
cisztein talalhato (Penninckx, 2002).

A S. pombeban egyetlen gén, a gpx1” kodolja a GPx-t. Normél esetben, stressz
nélkiil a gén expresszidja a stacioner fazisban emelkedik meg, igy hozzajarul a sejtek
hosszu tava életben maradasahoz. (Lee és mtsai., 2008). A GPx mind a citoszélban, mind a
mitokondriumban megtalalhat6. A hasad6 ¢lesztében egyetlen izoformaja létezik,
ellentétben a S. cerevisiaevel, ahol harom GPx kiilonboztetheté meg (Lee és mtsai., 2008).
Termelddése kiillonbozo stresszekre (oxidativ-, 0zmotikus-, hdstressz) indukalodik, amely
az Atfl transzkripcids faktor kontrollja alatt all, azonban a papl gén hidnya nem
befolyasolja a kifejezddését (Yamada €s mtsai., 1999).

Az oxidalt glutationt a glutation-reduktaz (GR) alakitja vissza GSH-va (/. dbra).
A GR két alegységet tartalmaz, mindegyikben egy FAD-dal az aktiv helyén. A NADPH
redukalja a FAD-ot, amely tovabbadja az elektronjait az aktiv hely diszulfid-hidjara. Az
igy kialakult két SH-csoport interakcioba lép a GSSG-vel és redukalja két GSH-ra.

A S. pombeban a GR-t kodolé pgrl™ gént szamos oxidans, a hdsokk, a magas
ozmolaritds és az ¢hezés is indukalhatja. Ezekre a kiilonb6zd kiilsd stresszekre adott
génexpresszio-valtozas elsddlegesen a Papl transzkripcios faktoron keresztiil kozvetitodik.
A gént6l 5° iranyban azonban egy Atfl-ko6té szekvencia is megtalalhaté, igy feltételezhetd,
hogy kiilonboz6 ingerekre valaszolva az Atfl transzkripciés faktor is befolyasolja a pgrl™
gén aktivitasat (Lee és mtsai., 1997).

A GR nélkiilozhetetlen a sejtosztodashoz, hidnyaban illetve kiiiriilésekor a
sejtciklus leblokkol a G1 fazisban. A blokk oka a ribonukleotid-reduktaz aktivitdsanak
csokkenése, amely elektron-donorként GSH-t igényelne a miikodéséhez. A blokk emellett
Osszefliggésben van a mitokondrium diszfunkcidjaval is. A mitokondriumban nem
termel6dik de novo GSH, ezért a citoszolbol kell felvennie energiaigényes folyamattal, a
bels6 membrdnon keresztiil, anion-karrierek segitségével. A 1égzés soran a
mitkondriumban keletkez6 nagy mennyiségli ROS semlegesitése sok GSH-t igényel, amely
a folyamat soran GSSG-v¢ alakul at. Mivel a GSSG nem exportaloédik vissza a citoszolba
amig nem redukalodott vissza GSH-v4, a mitokondriumon beliil nagy mennyiségti GR-re
van sziikség. Eppen ezért, ha a GR mennyisége lecsokken, a légzésben is drasztikus
csOkkenés figyelheté meg (Song és mtsai., 2006).

Mig izolaltak olyan mutinsokat, amelyek csokkent mennyiségli GSH mellett is

¢letképesek, addig a sejtek normalis osztodasédhoz elengedhetetlen a folyamatos, megfeleld
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GR aktivitds a GSSG felhalmozodasanak elkeriilésére, amely magas reaktivitast mutat a
szabad szulfhidril-csoportokkal, épp ezért igen toxikus. A GR sejtndovekedésben betdltott
nélkiilozhetetlen szerepe egyediilallo jelenség, amely arra utal, hogy a GSSG-t eltavolito
kiilonboz6 alternativ tvonalak (pl. tioredoxin, lipoamid dehidrogendz) nem miikodnek
elég hatékonyan a S. pombeban, ellentétben az Escherichia colival vagy a S. cerevisiaevel
(Lee és mtsai., 1997).

A GSSG vissza-redukalasahoz sziikséges NADPH-t féként a pentoz-foszfat ciklus
soran allitjak el a sejtek, amelyben a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaznak (G6PD) van
kulcsszerepe.

A védekezés egy masik formajat végzi a glutation S-transzferaz (GST) enzim,
amely a kiillonboz6 cito-és genotoxikus xenobiotikumokat konjugaltatja a GSH-hoz a
detoxifikalas elsd lépéseként (/. dabra). A keletkezett konjugatum vizoldékonyabb lesz, igy
konnyebben valasztodik ki a sejtekbdl, és membranhoz kotott glutation-konujgalt pumpak,
transzporterek vagy vakuolumok segitségével kiaramlik a sejtb6l (Cho és mtsai., 2002;
Veal és mtsai., 2002; Halliwell és Gutteridge, 2007).

Harom gén, a gstl®, gst2” és gst3™ kodol kiilonbozé GST-ket a S. pombeban. A
gstl™ és gst2” hasonld, 79%-ban megegyezd fehérjét kodol, azonban a Gst3 fehérje csak
14%-ban hasonlit az el6zd kettére. Mindharom fehérjének van GST-aktivitasa, azonban a
Gst3 peroxidaz-aktivitassal is rendelkezik, tehat képes szerves peroxidokat is eltdvolitani a
sejtb6l. A Gstl és a Gst2 is képes homodimerek kialakitasara, illetve egymassal
heterodimert is alkothatnak, azonban a Gst3 nem képez komplexet egyikkel sem, csak
homodimereket hoz létre. A GST1 és 2 eloszlik a sejtben, a GST3 azonban a sejtmagban
lokalizalodik. A stresszre valaszolva mindhdrom gén expresszidjat Styl MAP kinaz
szabalyozza. A szabalyzasban a gstl™ és gst2” esetén a Papl transzkripcids faktor is rész
vesz, a gst3” expresszidjahoz azonban az Atfl transzkripcids faktorra van sziikség. Ez
alapjan elmondhato, hogy kiilonbozé erésségii H2O, stresszre valaszolva mas GST-k
termelddése novekszik meg. Mindharom GST-re sziikség van az antifungalis anyagok (pl.
fluconazol) detoxifikalasahoz. Ezek az ismeretek arra engednek kovetkeztetni, hogy a
GST-knek kiilonbozd és egymassal atfedd szerepiik is van az oxidativ stressz és a

xenobiotikumok elleni védekezésben (Veal és mtsai., 2002).

A legjelentdsebb nem enzimatikus antioxidans a glutation (L-y-glutamil-L-

cisztein-glicin, GSH), amely egy tripeptid molekula, ciszteinjén egy SH-csoporttal. A GSH

egy multifunkciondlis intracellularis antioxiddns, amely megtalalhatdo a citosz6lban, a
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sejtmagban és a mitokondriumban, akar mM-os koncentracidban is. A GSH oxidalt
formaja a glutation diszulfid (GSSG). A GSSG két glutationil-gyok 0sszekapcsolodasabol
is létrejohet (/. dbra). A GSH f6 oxidativ stressz elleni védd hatasa abbdl adodik, hogy
képes tobb detoxifikdld enzim kofaktoraként is miikddni, fontos elektrondonora szdmos
olyan enzimnek, amelyeknek a katalitikus centrumaban redukcios Iépés zajlik (pl. GPx),
emellett részt vesz a plazmamembranon keresztiili aminosav transzportban, és
visszaalakitja a C- és E-vitamint aktiv formajukba. Képes in vivo direkt reagalni szamos
gyokkel, koztik a HO®, hipoklorossav (HOCI), peroxinitrit (ONOO~), nitrogén-dioxid
(NO,*) gydkokkel és a szinglett oxigénnel, azonban a szuperoxid gydkkel nem, vagy csak
nagyon lassan. A tiolcsoport antioxidans kapacitasat a kénatomtol kapja, amely konnyedén
alkalmazkodik egy elektron elvesztéséhez. Az oxidalt glutation a sejten beliil
felhalmozodhat, a GSH/GSSG arany jo mutatdja a sejt oxidativ stresszallapotdnak. A
sejtben jelentds mennyiségben felhalmozddott GSSG képes szdmos enzimet inaktivalni,
mert vegyes diszulfidok alakulnak ki pl. az adenilat-ciklaz enzimhez kapcsolodva (Gille és
Sigler, 1995; Halliwell és Gutteridge, 2007; Rahman, 2007).

A GSH a citoszélban képzédik két, ATP-t igénylé enzimatikus lépésben: elsd
1épésben az L-ciszteinbdl és L-glutamatbol kialakul a y-glutamilcisztein, amely 1épést a y-
glutamilcisztein-szintaz (GCS) katalizalja. Masodik I1épésben a y-glutamilciszteinbdl és a
glicinb6] alakul ki a GSH a glutation-szintetaz (GS) segitségével. A GCS enzim negativ
visszacsatolassal szabalyozza a GSH eldallitasat, igy ha az elérhet6 GSH és L-glutamat
mennyisége magas, leallitja a szintézist (Kim és mtsai.,, 2004a). A S. pombe GCS gén
miikodését szamos tényezd befolydsolja, tobbek kozott a nehézfémek, O, , a NO, GSH-
fogyasztdé anyagok (pl. butionin-szulfiximin, dietilmaleat) és a kiilonb6zé szénforrasok
elérhetdsége. Valaszolva az oxidativ és nitrozativ stresszre, megemelkedik a GCS gén
stressz hatasara szabalyozza a gén kifejezddését. A GCS gén kifejezddésének kismértékii
szabalyzasa jelentds valtozast okozhatnak a GSH mennyiségében, mivel a GCS gén
szabalyozza a GSH szintézisét (Kim és mtsai., 2004a). A S. pombe GS génje szintén a
Papl transzkripcios faktor szabalyzasan keresztiil indukalddik oxidativ-, nitrozativ-,
valamint ¢hezés-stressz hatdsara (Kim és mtsai, 2004b).

Az endogén bioszintézis mellett az élesztdk specialis plazmamembran-

transzportereken keresztiil képesek felvenni a GSH-t az extracelluldris kdrnyezetiikbdl is
(Penninckx, 2002).
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1. dbra. A ROS-ok semlegesitése és a GSH oxido-redukcios rendszer (Pocsi és mtsai., 2004
alapjan).

I11.2. A Schizosaccharomyces pombe

A S. pombe-t 1893-ban izolalta Lindner a kelet-afrikai koles sorb6l. Az
alapkutatasok, a molekularis bioldgia, genetika ¢€s sejtbiologia egy jol jellemezett
modellorganizmusa. Az 1970-es évek soran sok modszert dolgoztak ki a S. pombe
torzseinek fenntartdsara, vegetativ novekedésének, genetikai keresztezddéseinek
vizsgalatara és a mutansok izolalasara.

Sejtjei henger alakuak, 7-14 um hosszaak és 3-4 um szélesek (Sunnerhagen, 2002).
Genomja a hatodik, teljes egészében megszekvenalt eukariota genom (Wood ¢és mtsai.,
2002). Elérhetdé 4836 heterozigota diploid delécidés mutansa, amely a teljes genomjanak
98,4%-at lefedi, valamint 3308 haploid delécidos mutansa, amely 92,8%-o0s lefedettséget
biztosit. A delécids mutdnsok idedlis modelljei a kiillonbozé kemikalidk (toxinok,
antibiotikumok) célpontjait, a génfunkcidkat, valamint molekularis bioldgiai folyamatokat
¢és utvonalakat célzd vizsgalatoknak (Kim ¢és mtsai. 2010). S. pombe plazmidok
segitségével lehetdvé valik egyes gének funkcidjanak vizsgdlata, 6sszehasonlitva az adott
génben mutans torzzsel, illetve bizonyos géntermékek expresszidjanak emelése.
Kiilonbozd gének plazmidon torténd bevitelével elérhetd a heterolog génexpresszid, amely

altal emlds fehérjék (pl. rekombindns alegység vakcindk), élelmiszeriparban fontos
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enzimek (pl. kimozin, gliikkoamilaz) termeltethetéek meg a S. pombeban (Giga-Hama és
Kumagai, 1997).

111.2.1. A’ S. pombe rendszertani besorolasa

A hasad6 élesztéként is ismert S. pombe az Eumycotdk alorszagaba, Ascomycota
tagozatba, Archiascomyces osztalyba, Schizosaccharomycetales rendbe,
Schizosaccharomycetaceae csaladba sorolhato (Sipiczki 1989; Kurtzman és mtsai., 2011).

111.2.2. A’ S. pombe genetikaja

A hasado ¢élesztok fejlodése megkozelitdleg 330-420 millio évvel ezel6tt agazott el
a sarjadzo ¢lesztokétol. Genomja 13,8 Mb méretii, amely harom kromoszoma kozott oszlik
meg; az [. kromoszéma 5,7 Mb, a II. kromoszéma 4,6 Mb, a IIl. kromoszéma 3,5 Mb,
valamint mitokondridlis genomja 20 kb nagysagi (Wood és mtsai., 2002). A kromoszdma-
szerkezete hasonld a tobbsejtii eukaridtakéhoz. Bar nem talalhaté meg a nagyon extenziv
heterokromatin, mint a multicellularis organizmusoknal, van hirom heterokromatikus
régidja, a centromerek, a telomerek és a mating type régio (Sunnerhagen, 2002). A
replikacios origok nagyméretiick és komplexek (Sabatinos és Forsburg, 2010). A S. pombe
genom 4940 fehérje-kodold génnel rendelkezik. 51 gén mutat szignifikans hasonlosagot
human betegséget hordoz6 génekkel, melyek fele daganatos megbetegedésekkel hozhatd
Osszefliggésbe. A hasado ¢€lesztében megtaladlhatoak erdsen konzervalt gének is, amelyek
fontosak az eukaridta sejt szervez6désében - beleértve a citoszkeletont, a
kompartmentalizaciot, a sejtciklus-kontrollt, a proteolizist, a fehérje-foszforilaciot és az
RNS-splicingot (Wood és mtsai, 2002). A S. pombe nagy genetikai elénye monolitikus
hattere, mert az altalanos laboratoriumi gyakorlatban hasznalt térzsek izogenikusak az

eredeti izolatummal. Ez a S. cerevisae-rél viszont nem mondhaté el (Sunnerhagen, 2002).

111.2.3. A’ S. pombe életciklusa

Az S. pombe életciklusa tulnyomorészt haploid, és csak nitrogén-éheztetés hatasara
képez diploidokat, illetve diploid fidzisa normal koriilmények kozott magara a zigotara
korlatozodik, amely egyenesen a meidzisba 1ép kdzbeesd mitdzis nélkiil. Vegetativ mdédon
medidlis hasadéasi osztodassal szaporodnak. Ivaros szaporodasuk konjugacidval, majd
aszkosporak képzésével torténik. A haploid sejtek lehetnek heterotallikusak (parosodasi
tipus: h* és h7) és homotallikusak (h°). Az eltérd sejtek feromonok termelésével
kolcsonosen ivarsejtekké alakitjdk egymadst. Az eltérd parosodasi tipusu sejtek

konjugalnak, ezzel dikarionos sejtek alakulnak ki, amelyekbdl diploid zigota lesz. A zigota
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mitézissal diploid vegetativ sejtekké alakul. A sejtek jo tapanyag-ellatottsag mellett tovabb
szaporodnak. Nitrogénszegény kornyezetben a sejtek meidzissal aszkussza alakulnak, 4
haploid meiospoéra jon 1étre, melyekbdl csirazassal tjra haploid vegetativ sejtek képzodnek.
A diploidok altal eldallitott azigotikus aszkuszok kicsik és linearisak, mig a meidzis utan
létrejovo zigotikus aszkuszok banan vagy cikk-cakk alaktak (2. dbra) (Sunnerhagen 2002;
Sabatinos és Forsburg, 2010).

aszkosporik
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2. dbra. A S. pombe életciklusa (Gutz, 1974).

111.2.4. A’ S. pombe sejtciklusa

A S. pombe sejtosztodasi ciklusa és annak szabalyzasa sokkal jobban hasonlit a
legtobb maés eukariota sejtosztodasahoz, viszont jelentdsen eltér a sarjadzé élesztd
osztodasatol, épp ezért keltette fel a sejtbiologusok figyelmét (Sunnerhagen, 2002). A
sejtciklus kiilonallo atkoté G1 (10%), a DNS replikaciot szolgald S (10%), a szintén atkotod
G2 (70%) és mitozis M (10%) fazisara oszthatd. A hasadd éleszt6k szimmetrikusan
osztddnak, az osztddasi szeptum az anyasejt kdzepén helyezkedik el, igy az anyasejt ¢és az
utddsejt mérete megegyezik. A G1 fazis rovid, mert a sejtek hamar elérik a G1/S fézis-
atmenethez sziikséges méretet. A G1, S és M fazis rovid, 6sszesen a sejtciklus 30%-at teszi
ki. A ciklus tobbi része a G2 fazisbol all, melyben novekszik a sejt, hogy elérje a mitozisha
lépéshez sziikséges sejtméretet (Mosser €s Russel, 2000, Sabations és Forsburg, 2010).

A sejtmag osztodasanak ciklusa a sejt osztdodasdhoz viszonyitva lépcsézetesen

elosztott. Az tijjonnan osztddott mag a kdvetkezd sejtciklusba Iép, és végigmegy a G1 és S
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fazison még a citokinézist megelézéen. gy az ujonnan létrejott sejt mar a G2 fazisban van
(Sabatinos ¢és Forsburg, 2010). Az interfazisban 1évé - nem mitotikus - sejtek nagy
sejtmaggal rendelkeznek, amelyben sotét foltként jol lathatd a kisebb méretii magvacska
(3. dbra). A mitotikus sejtek kondenzalt sejtmagja atmegy a metafazison, anafazison,
telofazison, majd a kromoszémakat a mitotikus orsé valasztja el egymastol. A szeptum az

S fazisba lépéskor alakul ki (1. webhely).

M fazs

I S fazs

3. dbra. A sejtmagok a sejtciklus kiilonbozé fazisaiban (http://www-
bcf.usc.edu/~forsburg/main2.html).

Azért nagyon hasonld a S. pombe secjtosztodasa a legtobb multicellularis
cukariétaéhoz, mert a kromoszoéma kondenzacidja egy meghatarozott ponton, a G2/M
fazishataron kezdodik. A sejtciklus ¢és checkpoint szabdlyzasa szintén fontos
modellorganizmussa teszi a hasado ¢lesztot. Erre példa a Cdc2, vagyis a hasadd élesztd
Cdk szabalyzasa, a Tyrl5 foszforildcidjanak gétlasa a Weel fehérje kinazon keresztiil,
amely a mitozisba lépés kdzponti mechanizmusa. Ez az egyik 6 kontroll-folyamat, amely

a legtobb eukaridtaban mitotikus sejtosztodas soran megfigyelhetd (Sunnerhagen, 2002).

I11.2.5. A S. pombe oxidativ stresszre adott valaszanak szabalyzasa

Az élesztOkben harom f6 jelatviteli modul taldlhatd, amely az oxidativ stresszre
adott transzkripcionalis szabalyzast iranyitja: (1) a MAPK (mitogén-aktivalt protein-kinaz)
kaszkad, (2) a tobblépéses foszforelé-rendszer és az (3) AP-1 (Activating Protein 1)-szer(i
transzkripcios faktor (4. dabra) (Ikner és Shiozaki, 2005).
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4. dbra. A kiilonb6z6 mértéki oxidativ stresszre adott valaszok szabalyzasa a haromféle itvonalon
keresztiil a S. pombeban. A szaggatott nyilak a foszforelé-rendszer feltételezett szignal-

crer

Stressz hidnyaban a S. pombeban nem esszencialis a MAPK-kaszkad, de kiilonféle
extracellularis stresszekkel (pl. ozmotikus-, h6- és hidegstressz, magas H,O, koncentracio,
gliikoz- vagy nitrogénéheztetés, toxikus kationok és nehézfémek) szemben a Styl ttvonal
kozvetit valaszt, és sziikséges a sejtek tuléléséhez, védekezd mechanizmusok komplex
transzkripcionalis programjat inditja el. A MAP-kinaz modul tobb elembdl all, ezek a
MAP-kindz Styl, a MAPK-kinaz Wisl, amely a Styl treonin €s tirozin aminosavait
foszforilalja, és a MAPKK-kindz Wakl ¢és Winl, amelyek egymast helyettesitoen
funkcionalnak, és az egyetlen szubsztratjuk a Wisl. Ezek a kinadzok kiilonb6z0 stressz-
tipusokra valaszolva kaszkadszertien foszforilaljdk egymast. Az aktivacid a specifikus
szerin/treonin-kinaz kettds foszforilalasaval torténik. A Styl-et aktivald stressz
kovetkeztében foszforilalodik az Atfl transzkripcios faktor, amely a sejtmagban
lokalizalodik és a stresszvalaszban szerepet jatszo gének transzkripciojat aktivalja, pl. az
antioxidans védelmi mechanizmus részeként a CAT-t (ctt1”),GPx-t (gpx1™), szulfiredoxint
(srx1™), a GST-t (gst1™, gst2™, gst3™) kodold génekét (Ikner és Shizoaki, 2005; Vivacos és
mtsai., 2006). Az Atfl transzkripcios faktor Styl altali foszforilacioja specifikus jelenség,
ugyanis a Styl nem képes foszforilalni a jelatvitelben szintén fontos szerepet jatszo masik
transzkripcios faktort, a Papl-et (Wilkinson és mtsai., 1996). A MAPK-kaszkad Styl
elemével 4all kolcsonhatasban a Sinl fehérje,

amely esszencidlis eleme olyan
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folyamatoknak, amelyek a sejtciklus megfeleld eldrehaladasat segitik a G1/S és G2/M
fazisatlépések alatt (Ikeda és mtsai., 2008).

A S. pombe MAPK-kaszkadja elé kapcsolodva talalhatd egy Un. tobblépéses
foszforelé-szignalizacios modul, amely a bakterialis két-komponens rendszer egy
variacidja és érdekes kapcsolatot jelent a pro- és eukaridta szignalizaciés modulok kozott.
A S. pombeban harom szenzor-kinaz gén talalhato, a makl™, mak2" és mak3™. A szenzor-
kindz a doménjén beliil foszforilal egy hisztidint, amely jel tovabb adodik a valaszregulator
fehérjére, amelyet a spyl® gén kédol, mig az mcs4™ gén terméke foszfotranszferként
mikddik. A hasadd é€lesztoben a Mak2,3-Spyl-Mcs4 oxidativ stressz-szignalokat kdzvetit
a Styl MAPK-kaszkadnak. A Makl egy masodlagos valasz regulatort, a Prrl-et
szabalyozza, amely transzkripcios regulatorként miikodik, és az oxidativ stressz altal
kivaltott génexpressziot a Styl-Atfl utvonaltdl fiiggetleniil szabalyozza (Ikner €s Shiozaki,
2005).

Az AP-1 faktorok olyan transzkripcios faktorok, amelyek oxidativ stressz-
szenzorokként miikodnek, direkt szabalyozzdk a transzkripciot, és a legtobb esetben
fliggetlenck a MAPK- és a foszforelé-rendszertdl. Ez a S. pombeban a Papl (pombe AP-1)
transzkripcios faktort jelenti. A Papl transzkripcids faktor sokkal érzékenyebb a HyO;-ra,
mint a MAPK Styl atvonal és adaptacio kivaltasara alkalmas. A peroxiredoxin (Tpx1) a
Papl tutvonal redox szenzora, az utvonal elsé komponense, emellett gyokfogoként is
miikodik. A H,O, magas koncentracidja a Tpx1 szabad ciszteinjeit szulfinsavva oxidalja,
amely inaktivalja az utvonalat. A Tpx1 csak alacsony H,O;-stressz mellett képes a Pap1-re
atadni a redox-szignalt, ez adja a Papl tutvonal koncentraciofiiggd aktivalodasanak az
alapjat (Ikner és Shizoaki, 2005; Vivacos és mtsai., 20006).

A Papl transzkripcios faktor a citoplazmaban talalhatd stressz-mentes koriilmények
kozott, oxidativ stressz hatasara keriil be a sejtmagba. A Papl aktivacidja olyan géneket
indukal, amelyek az oxidativ stressz és multidrog-toxicitas elleni védekezésben jatszanak
fontos szerepet. Ilyen gének a CAT-t (cttl™), tioredoxint (trx2"), tioredoxin-reduktazt
(trr1™), GR-t (pgrl™) és az ABC-transzportereket (hba2*/bfrl™; pmd1™) kodold gének. A
H,0,-stressz intramolekularis diszulfid-hidak kialakuldsat idézi eld a Papl kdzponti és a
karboxi-terminalis szabad cisztein-klaszterei kozott, inaktivalva azt. Ezt az oxidacios
allapotot a tioredoxin-rendszer tudja visszaforditani. A Styl-fliggd transzkripcionalis
valasz részeként indukalodik az Srxl expresszidja, €és ez a reduktdz Ujraaktivalja a
taloxidalt Tpx1-t. Ennek az inaktiviciés mechanizmusnak a segitségével keriilhetd el a

Papl és a Styl oxidativ stresszvalaszainak az atfedése (Vivacos és mtsai., 2006).
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111.3. A mikotoxinok

A mikotoxinok kis molekuldju, természetes anyagok, amelyek fonalas gombak
masodlagos anyagcseretermékei. Ezek a metabolitok toxikologiailag és kémiailag olyan
vegyiiletek, amelyek gerincesekben, gerinctelenekben, mikroorganizmusokban, és
novényekben egyarant betegségeket vagy halalt okozhatnak (Benett és Klich, 2003).

A mikotoxinok a vilagon mindenhol eléfordulnak. A vilag terményeinek negyede
szennyezett valamilyen mikotoxinnal. Az élelmiszertermelés, -feldolgozas, -tarolas és -
forgalmazas szinte minden fazisaban szdmolni kell jelenlétiikkel. A penészgombak kozott
vannak olyanok, amelyek toxinjaikkal mar a szant6foldon szennyezik a ndvényeket
(szant6foldi penészgombak), masok raktdrozas kozben termelnek toxinokat (raktari
penészgombak). Az elébbiek csoportjaba tartoznak a Fusarium fajok, amelyeknek allat- és
human egészségiigyi szempontbol fontosabb toxinjaik a zearalenon, a trichotecének, és a
fumonizinek. A raktari penészgombak fobb képviseldi az Aspergillus és a Penicillium
fajok, amelyek aflatoxinokat, ochratoxin-A-t, citrinint, patulint, rubratoxin B-t, ergot-
toxinokat termelnek (Zomborszkyné, 2004).

A toxintermelést szamos kornyezeti tényez6 befolyasolja; ilyenek pl. a szubsztrat
Osszetétele és mindsége, a csapadek és a hdmérséklet. A mikotoxinok elterjedése az allati
takarmanyban foldrajzi mintazatot mutat, pl. az Aspergillus fajok szamara a tropusi és a
szubtropusi koriilmények a megfeleléek, mig a Fusarium és Penicillium fajok a mérsékelt
klimahoz alkalmazkodtak (Omar, 2013).

A mikotoxinok egészségkarositd hatasainak megértéséhez két fontos fogalmat kell
tisztazni. Az elsO az akut toxicitds, amely egyszeri érintkezést/kezelést kovetden gyorsan
kialakulo karos hatds. A masodik a kronikus toxicitas, amely tobbszori, hossza tava
érintkezést/kezelést kovetden lassan, idOben eltoldodva kialakuld karos hatas. A

mikotoxinok hatasait ezen két nagy csoport szerint érdemes vizsgalni (Omar, 2013).

111.3.1. A mikotoxinok és az oxidativ stressz

A mikotoxinokat harom csoportba sorolhatjuk aszerint, hogy kivaltanak-e oxidativ
stresszt, és ha igen, az mennyiben jarul hozzé toxicitdsukhoz. Az els6 csoportba tartoznak
azok a mikotoxinok, amelyek toxicitasa els6sorban oxidativ  stressz-generald
képességiikben rejlik, és amely toxicitds teljesen megsziinik antioxidansok jelenlétében.
Ilyen példaul a zearalenon, a citrinin és a patulin. A masodik csoportba azok a mikotoxinok
sorolhatdak, amelyek antioxidansok jelenlétében is toxikusak maradnak, jelezve, hogy az

oxidativ stressz részben hozzajarul toxicitdsukhoz, &m nem ez annak egyetlen oka (pl.
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aflatoxinok, T2 toxin, fumonizinek). A harmadik csoportba olyan mikotoxinok tartoznak,
mint példaul a deoxinivalenol és az ochratoxin-A (OTA), amelyek ugy okoznak patologias
elvaltozasokat, hogy ebben nem jatszik szerepet az oxidativ stressz. Ezek a toxinok az
oxidativ stresszt6l fliggetleniil indukéalnak sejthalalt, direkt genotoxikus hatasuk miatt
(Golli-Bennour és Bacha, 2011). Mas, az OTA hatasait Osszefoglald miivekben viszont
szamos kutatast emlitenek, amelyekben kimutattak, hogy az OTA ROS-képzddést, lipid-
peroxidaciot és oxidativ DNS-kdrosodasokat okoz, amely kéaros hatasok egyrészt
antioxidansokkal csokkenthetéek — bizonyitva oxidativ stressz-generald hatasat — masrészt
jelentésen hozzéjarulnak a toxin karcinogén hatdsdhoz (Martin-Kuan és mtsai., 2011).

Az oxidativ stresszt indukald mikotoxinok toxicitasanak f6 oka a ROS-ok
termelddése €s az altaluk eldidézett sejtkarositds, melyben foként olyan makromolekuladk
szenvednek elvaltozasokat, mint pl. a membranlipidek tobbszérdsen telitetlen zsirsavai, a
fehérjek, a DNS és a membranhoz kotott enzimek. Az enzimek és nem enzimatikus
fehérjék sériilésével csokkenhet a sejt antioxidans védekezd rendszerének hatékonysaga,
igy az oxidativ karosodds mértéke még magasabb lehet. Emellett a mikotoxinok altal
indukalt nagymértekii lipid-peroxidacio is fontos a citotoxikus hatas kialakitdsaban (Omar,
2013). A mikotoxinok szerkezete és hatasmechanizmusa igen eltér6 lehet, igy oxidativ
stresszt is tobb utvonalon keresztiil valthatnak ki, pl. a megvaltozott membran-
permeabilitas kovetkeztében valtozik az intracellularis jelatviteli utvonalak miikddése,
amely oxidativ stresszhez vezet. A xenobiotikus bioaktivacio azaltal vezethet oxidativ
stresszhez, hogy bizonyos enzimek (pl. prosztaglandin-H-szintaz, lipoxigenazok, citokrom
P450) olyan szabadgyok-intermedierekké oxidaljak a toxinokat, hogy azok direkten vagy
indirekten reagalni képesek az oxigénnel, ROS-okat eredményezve (CAST, 2003; Omar,
2013).

A mikotoxinok altal eldidézett oxidativ karosodas tobbféleképp is kimutathato;
mérhetd a malondialdehid felhalmozddasaval, amely lipid-peroxidaciot jelez,
kimutathatdéak a kiilonb6z6 termelédott ROS-ok, az egyszalit DNS torései és a DNS-
adduktok felszaporodasa, amelyek mind a mikotoxinok prooxiddns hatdsdval hozatoak
Osszefuggésbe. Emellett a GSH mennyiségi valtozasain és a kiilonbozé antioxidans
enzimek aktivitdsanak mérésén keresztiil is vizsgalhatdo a mikotoxinok oxidativ stressz-
generalo hatasa (Surai és mtsai., 2008).

Az oxidativ stresszre valaszul termelddni kezdenek a hésokk-proteinek (Hsp), az
un. dajkafehérjék is, amelyek eldsegitik a fehérjék megfeleld konforméciojanak felvételét,

megeldzik a fehérjék aggregaciojat vagy kijelolik a helytelen konformaciot felvett fehérjék
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specifikus degradacios utvonalat, ezaltal kulcsszerepet jatszanak a sejt védelmében és a
javitd mechanizmusokban (Golli-Bennour és Bacha, 2011). A Hsp-k az oxidativ stressz
korai markereinek tekinthetk, mert kémiai és/vagy oxidativ stresszorok hatasara
megjelennek, még ha nem is alakul ki karosodas (Hassen és mtsai., 2007). Az eukaridta
sejtekben a Hsp70 érzékeli az oxidativ stresszt azaltal, hogy redox-szenzorként mitkodik
(Golli-Bennour és Bacha, 2011). A Hsp-k megjelenése azonban nem specifikus a
mikotoxinok okozta stressz soran, de az oxidativ védekezd rendszer fontos valaszanak
tekinthetdek, jol alkalmazhatoak a mikotoxinok okozta oxidativ kdrosodas biomarkereként

(Golli-Bennour és Bacha 2011).

111.3.2. A zearalenon
II1.3.2.1. Torténeti attekintés

Eurdpa, Azsia és Amerika mérsékelt 6vi régidinak egyik leggyakoribb, Fusarium
fajok altal termelt mikotoxinja a zearalenon (ZEA), melyet a penészgombak magas
paratartalom ¢és alacsony homérséklet mellett termelnek legjobban (Yazar és Omurtag,
2008). A ZEA nevét a Zea mays, rezorcilsav lakton (resorcyclic acid lactone), a C-1’ és C-
2’ kozti kettds kotés (-ene), és a C-6 keton (-one) kombinacioibol kapta. A ZEA-val szinte
egy id6ben egy masik, Fusarium graminearum altal termelt toxint is izolaltak és
kristalyositottak, amelyet F-2-nek neveztek. A korai irodalom nagy része szinonimaként
hasznalja a zearalenont €s az F-2-t, azonban mara a két vegyiiletet kiilon toxinként ismerik
(Bennett és Klich, 2003).

A ZEA erdsen toxikus. Bar nem rendelkezik szteroid-strukturaval, ezzel analog a
szerkezete, hasonlit a 17-B-Osztradiolra, amely a petefészek altal termelt legfontosabb
hormon, ¢€s ezen hasonldosag alapjan kot az emlds célsejtek Osztrogén receptorahoz.
(Bennett és Klich, 2003; Fink-Gremmels ¢és Malenkinejad, 2007). Hatasat foként a
reprodukcios képesség befolyasolasaval fejti ki, hiperosztrogenizmust idéz el6, amelynek
f0 tlinetei az elhtzodd Osztrusz, andsztrusz, medddség, az emldmirigyek
megnagyobbodasa, abnormalis laktacio (Kuiper-Goodman és mtsai., 1987; Etienne és
Dourmad, 1994; Heneweer és mtsai., 2007). A penészes magok elfogyasztisa ¢és a
hiperdsztrogénizmus kozotti osszefliggést mar az 1920-as években megfigyelték. McNutt
¢s mtsai. (1928) irtak le eldszor, hogy a penészes kukorica dsztrogenikus zavarokat okoz

sertéseknél.
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111.3.2.2. Termel6 torzsek

A ZEA-t féleg a Fusarium genusba tartozd gombak pl. F. graminearum
(Gibberella zeae), F. culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense és a F.
semitecum termelik, amelyek ismert talajlaké gombak a mérsékelt és meleg égovben, és
vilagszerte a gabonafélék elterjedt szaprofita korokozoi (Zinedine és mtsai., 2007).

Az ¢lelmiszerek ¢és takarmanyok altaldban egyszerre tobb mint egy toxinnal
szennyezettek. A termelé Fusarium fajok a ZEA mellett mas toxinokat (deoxinivalenolt,
nivalenolt) is termelnek. Az eldforduld toxinok koncentracidja eltérd lehet foldrajzi
régionként és a gazdandvényenként. Eppen ezért a takarmanyokban és az élelmiszerekben

kiilonb6zo toxinok keverékei talalhatoak meg (Fink-Gremmels €s Malenkinejad, 2007).

111.3.2.3. A ZEA fizikai és kémiai tulajdonsagai, el6fordulisa

A ZEA (5. dbra) (6-[10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenyl]-B-rezorcilsav lakton)
kémiai neve 3,4,5,6,9,10-hexahidro-14,16-dihidroxi-3-metil-[S-[E]-1H-2-benzoxaciklo-
tetradecin-1,7(8H)-dion. Osszegképlete C1gH2,0s, a molekula sulya 318,4 g/mol, vizben
oldhato, hostabil, fehér, szagtalan, szilard, kristalyos anyag. EQy 6ran at 60 °C-on torténd

szaritas utan az olvadaspontja 161-164 °C (Pohland és mtsai., 1982).

HO 0 CH

HO

o

5. abra. A ZEA szerkezeti képlete (Bennett és Klich, 2003).

Szdmos vizsgalat adatai alapjan Europaban a termények koziill a kukorica
szennyezett leggyakrabban és legnagyobb mértékben ZEA-val. A kukorica mellett a biza
(Triticum spp.), a zab (Avena sativa), és alkalmanként a sz6jabol (Glycine max) késziilt
termékek is fertdzottek lehetnek (Zinedine €s mtsai., 2007).

A mikotoxinokat lehetetlen teljes mértékben eliminalni az élelmiszerekbdl és a
takarmanyokbol. A koros elvaltozadsokat még nem okozd mennyiségeket hatarértékekkel
szabalyozzdk, hogy ezzel a kdzegészségiigyi kockazatokat minimalisra csdkkenthessék
(Varga és mtsai., 2009). A legfontosabb élelmiszerek toxin-tartalmat és -fogyasztasat
figyelembe véve az atlagos napi beviteli értéket a World Health Organization (WHO) és a
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Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) 0,5 pg/testtomeg kg-ban
hatarozta meg (Zinedine és mtsai., 2007).

111.3.2.4. A ZEA hatasa magasabbrendii eukariota szervezetekre

A hormonalis aktivitassal rendelkezd anyagok altalaban genotoxikusak és/vagy
citotoxikusak. Tobb 4llatfajon is kimutathato a ZEA mindkét hatdsa mikodsztrogén
tulajdonsaganak kovetkeztében. A ZEA legfontosabb hatasai az urogenitalis rendszerhez
kothetok. A leginkabb veszélyeztetett allatok a sertések, de a szarvasmarhak és ragesalok is
érintettek. Valtozdsokat okoz a reproduktiv rendszerben bizonyos laboratoriumi
ragcsaloknal, mint az egér, a patkany, a tengerimalac, a horcsdg, a nyul és kiilonbozo
haziallatoknal is. Hossz tava Kkitettség esetén toxicitasanak kronikus hatasai révén
hepatocellularis adenomat ¢€s hipofizis-tumorokat indukal egerekben (Yazar ¢s Omurtag,
2008).

Him sertésekben csokkenti a tesztoszteron mennyiségét, a herék tomegét és a
spermatogenezist, mikozben feminiz4ciot okoz. Szarvasmarhaban csokkenti a tej
mennyiségét, terméketlenséghez vezet. Ragcsaloknal tobbféle Osztrogenikus hatas (a
csokkent termékenység, a progeszteron ¢és Osztradiol megvaltozott mértéke) s
megfigyelhetd, de egérre, patkanyra, tengerimalacra és nyulakra nincs teratogén hatasa
(Zinedine és mtsai., 2007).
szarvasmarhak, juhok és sertések esetében a toxin és szarmazékai bekeriilhetnek az allatok
tejébe. A baromfik, kiilonosen a csirkék rezisztensnek mondhatéak a toxinnal szemben.
Esetiikben a szennyezett takarmany elfogyasztasa gyakran észrevétlen marad, mert nem

okoz tiineteket (Kuiper-Goodman és mtsai., 1987).

111.3.2.5. A ZEA o6sztrogén-specifikus sejtszintii hatasa

Mivel a ZEA szerkezeti hasonlosagot mutat az 17-f-0sztradiol nemi hormonnal, a
toxin és valtozatai képesek kompetitiven kotédni az Gsztrogén receptorokhoz (Yazar és
Omurtag, 2008). A toxin-receptor komplex a nukleuszba jut, ahol az 6sztrogén-reszponziv
elemekhez kotddik, ezzel befolyasolva a génexpressziot (Fink-Gremmels és Malenkinejad,
2007).

A ZEA és metabolitjai kiszoritjak a hormont, és dsztrogenikus valaszt idéznek eld.
Toxicitasa dsszekapcesolodik a reproduktiv problémakkal az allatok és az ember esetében

is. Ez a specifikus receptorokhoz torténd kotédés megfigyelheté a méhben, az
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emlémirigyekben ¢és a hipotalamuszban egyarant (Yazar ¢és Omurtag, 2008).
Feltételezhetben a méhre a luteinizdlé hormon és a progeszteron szekrécidjanak
mtsai., 2007). A gyermeknél magzati korban a toxinnak valo kitettség komoly
kovetkezményekkel jarhat, ilyen példaul a méasodlagos nemi jellegek id6 el6tti megjelenése
(Yazar ¢s Omurtag, 2008).

Patkanyokon végzett kisérletekben kimutattdk, hogy ZEA-kezelés hatasara
megnovekszik a gyulladasért felelos gének expresszidja, a gyulladds pedig aktivalja a
kiilonb6zé komplement-rendszerek elemeit és a kalcium-szignalizacié is megvaltozik. Az
epithelialis sejtekben a Ca**-nak kulcsszerepe van az oldott anyagok ¢és a viz
homeosztazisdnak fenntartasiban a hormon-stimulaci6 utan. A sejtmembran viz-
permeabilitasanak szabalyzoi az aquaporin-csatornak, amelyek a ZEA receptorhoz
kotddését kovetden megnyilnak, vizet vesznek fel, amelynek kovetkeztében megfigyelhetd

a méh trofikus elvaltozasa (Heneweer és mtsai., 2007).

111.3.2.6. A ZEA nem 6sztrogén-specifikus sejtszintii hatasa

Minden allati sejt totipotens, a szervezet teljes genetikai allomanyat hordozza, am
nem expresszal minden gént. A ZEA nem Osztrogén-specifikus tulajdonsagait olyan
sejttipusokon vizsgaltak, amelyek feltételezhetéen (afrikai z6ldmajom vese; Vero sejtvonal
— Abid-Essefi és mtsai., 2004), vagy bizonyitottan (hepatocellularis karcinoma;HepG2
sejtvonal — Gazzah és mtsai., 2010) nem expresszalnak B-Osztrogén receptort. Emellett a
szintén gyakran hasznalt human epitélialis kolorektalis adenokarcindma (Caco-2) sejtvonal
expresszalja ugyan a [-Osztrogén receptort, am annyira alacsony mértékben, hogy a
receptorok bizonyitottan nem reagalnak az Osztrogénre, nem adnak hormon-specifikus
valaszt (Arai és mtsai., 2000).

Kouadio és mtsai. (2005) tobb mikotoxinnal (deoxinivalenol és fumonizin Bl1)
Osszehasonlitva vizsgaltak a ZEA A4ltalanos, 6sztrogén-specifikus tulajdonsagaival nem
Osszefiiggd toxikus hatasat Caco-2 sejteken. A harom toxin koziil a ZEA mutatkozott a
legtoxikusabbnak, ¢és csokkentette leginkdbb a sejtek életképességét. A ZEA
koncentraciotol fliggden gatolja a sejtosztodast Caco-2 és Vero sejtvonalakon. Aramlasi
citometrids vizsgalatokkal kimutathatd, hogy a toxin hatasara lecsokken a GO/G1 fazisban
1évo sejtek szdma, amely cs6kkenés a G2/M fazisban kompenzalddik. Az ebben a fizisban
talalhato sejtek aranya tehat jelentésen megndvekedett, amely arra utal, hogy a DNS

replikaciojaban hiba tortént, ami miatt a sejt nem képes a mitdzis fazisaba lépni. A sejt
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¢letképességének csokkenése aranyos a G2/M fazisban ragadassal, amely kivaltja a DNS-
¢s a fehérje-szintézis gatlasat (Abid-Essefi és mtsai., 2004). Részben a sejtosztodas
gatlasan keresztiil fejti ki immunotoxikus hatasat azaltal, hogy gatolja a mitogén-aktivalt
limfocita osztodast. Emellett makrofag-aktivaciot és kiilonboz6 interleukinek (IL-2, IL-5)
termelésének novekedését idézi eld (Yannikouris €s mtsai., 2004; Zinedine és mtsai.,
2007).

Genotoxikus, mert DNS-fragmentaciot, kromoszoma-aberraciokat,
mikronukleuszok kialakulasat idéz eld (Abid-Essefi és mtsai., 2004). A ZEA kovalensen
kotédik a DNS-hez, amely soran a képzddott adduktok javitd mechanizmusok altali
hasitasa vezethet a mikronukleuszok kialakulasahoz. A toxin emellett a mitotikus orsé
diszfunkcidjat is okozhatja (Ouanes és mtsai., 2003). Ha a DNS-javito rendszer a tl sok
DNS-karosodas kovetkeztében tulterhelt lesz, és nem tudja kelld josaggal a hibakat
kijavitani, a sejtben apoptozis indukalodik (Abid-Essefi és mtsai., 2004), ahogy a
nagymértékben felhalmozott ROS-ok is stresszt jelentenek, amelyek programozott
sejthalalhoz vezethetnek. Az apoptdzis ugyanakkor fontos szerepet jatszik a szervezetek
normalis fejlodésében és homeosztazisaban. Szamos morfoldgiai és biokémiai valtozas
jelzi a folyamatot (Wu és mtsai., 2008). HepG2 sejteken a ZEA koncentracio- és
1d6fliggden indukal apoptdzist a mitokondridlis ttvonalon keresztiil (Bouaziz és mtsai.,
2008). Mivel a toxin a majban bomlik, ezért az a ZEA egyik f6 célpontjanak tekinthetd,
amelyben 1ézidkat, karcindmat okozhat (Abid-Essefi és mtsai., 2004). A sejtek az
apoptozisra jellemzé magmorfoldgiai valtozdsokat mutatjadk: DNS-kondenzaciot és -
fragmentaciot, mikézben a plazmamembran permeabilitisa nem valtozik (Bouaziz és
mtsai., 2008).

Szintén human HepG2 sejteken mutattak ki, hogy ZEA hatasara megemelkedik a
p53 gén expresszidja. A p53 egy kizardlag emldsokben megtalalhaté transzkripeios faktor,
amely nagyszami gén ki- és bekapcsolasaban jatszik szerepet, amelyek a sejtciklus
megallitasaban, a DNS javitasdban vagy az apoptdzis elinditasdban vesznek részt. Ha a
javitas nem sikeriil, a proapoptotikus Bcl2 fehérjecsalad génjei expresszalodnak, amelyek
szintén a mitokondrialis Gitvonalat aktivizaljak (Ayed-Boussema és mtsai., 2008).

A mitokondridlis valtozasok oka és kovetkezménye egyarant lehet az oxidativ
stressz (Bouaziz és mtsai., 2008). A ZEA altal eléidézett oxidativ stressz majdnem minden
sejtstruktirat megtamadhat, beleértve a membranlipideket, proteineket és a DNS-t (Hassen
¢s mtsai., 2007). ZEA-kezelés hatasara megnovekszik a Caco-2 sejtekben a

malondialdehid (MDA) mennyisége, amely az oxidativ stressz és azon keresztiil a lipid-
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peroxidacid6 egyik késéi biomarkere. A lipid-peroxidacioval keletkez6 reaktiv
oxigéngyokok és szabadgyokok a célsejtek 1€ziojat okozhatjak. Az MDA megvaltoztatja a
sejtmembran strukturajat és funkciojat, és blokkolja a sejtek anyagcsere-folyamatait, ezzel
citotoxicitast indukal (Abid-Essefi és mtsai., 2004; Hassen ¢és mtsai., 2007; Abid-Essefi és
mtsai., 2009). ZEA-kezelés hatasara dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat segitségével az
0ssz-ROS mennyiségének emelkedését mutattak ki Vero (Abid-Essefi és mtsai., 2012),
HepG2 (Bennour és mtsai., 2008; Bouaziz és mtsai., 2008; Gazzah és mtsai., 2010) és HL-
60 (Stadnik és mtsai., 2010) sejtvonalakon 1is, azonban a kiilonb6z6 ROS-0k
termelddésének aranyat kiilon-kiilon még nem vizsgaltak.

Az oxidativ stressz karos hatasait ellensulyozand6, a sejtek kiilonb6zo
antioxidansokat vonultatnak fel, aktivaljak a sériiléseket eltavolitd €s kijavitdo rendszereket
¢s az adaptiv valaszokat. A vizsgalt Balb/c egerek majaban és ves¢jében akut ZEA-kezelés
hatasara lecsokkent a GSH mennyisége (Salah-Abbés és mtsai., 2008), valamint id6-és
koncetracio-figgé GSH-kiiriilést mutattak ki ZEA-val kezelt HepG2 sejtvonalon is
(Hassen és mtsai., 2007). Nem bizonyitott azonban, hogy a GSH mennyiségi csokkenése a
megborult oxidoredukcids egyensuly kdvetkezménye, vagy pedig a megemelkedett ROS
mennyisége GSH-fogyasztd folyamatokat indit el annak kompenzéalasara. A kiilonbozo
antioxidans enzimek akitvitas-valtozasai ellentmondéasosak kiilonb6zé akut tesztekben.
Mig a CAT és SOD aktivitas csokkent a kezelt egerek veséjében (Salah-Abbés és mtsai.,
2009), addig ugyanezeknek az enzimeknek az aktivitdsa nétt az egerek heréjében (Boeira
¢s mtsai., 2012), bar a ROS-koncentraciot ezekben a kisérletekben nem vizsgaltdk. ZEA-
val kezelt Vero sejtek esetében 3,5-szeresére novekedett a CAT aktivitasa, mikdzben az

0ssz-ROS mennyisége 80-szorosara emelkedett (Abis-Essefi és mtsai., 2012).

111.3.3. A patulin
111.3.3.1. Torténeti attekintés

A patulint (PAT) el6szor Birkinshaw és mtsai. izolaltak 1943-ban a Penicillium
patulumbol (most Penicillium griseofulvum) egy olyan torekvés részeként, amely uj,
antibioktikum-tulajdonsagokkal rendelkez6 gomba-metabolitok utan kutatott (Birkinshaw
¢s mtsai, 1943). Ugyanezt a metabolitot izolaltdk mas fajokbol, és a clavacin, claviformin,
expansin, mycoinC, penicidin neveket adtak neki (Bennett és Klich, 2003).

A felfedezését kovetden kihasznaltak antibiotikus aktivitasat, pl. orr- ¢és
toroksprayként  alkalmaztak megfazas kezelésére, kenécsként gomba  okozta

bérmegbetegedésekre tesztelték. Hatasai az 1950-es és 1960-as ¢években valtak
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nyilvanvalova: antibakteridlis, antiviralis, antiprotozodlis aktivitdsa mellett kimutattak,
hogy toxikus a ndvényekre és allatokra. Az orvosi gyakorlatban a ’60-as évekig hasznaltak
antibiotikumként, amikor Gjraosztalyoztak mikotoxinként (Bennett és Klich, 2003). A PAT
nagyfoku affinitast mutat a fehérjék szulthidril-csoportjaival. Ezen tulajdonsdganak

kovetkezménye a citotoxikus hatds (Omar, 2013).

111.3.3.2. Termel6 torzsek

Szamos PAT-t termeld penészgomba torzset irtak le, koziiliik a legfontosabbak az
Aspergillus, Byssochlamys és Penicillium térzsek (Dombrink-Kurtzman és Blackburn,
2005).

A Penicillium és Aspergillus fajok jellemzdéen un. pre-harvest, tehat betakaritas
elotti szennyezdi a kiilonboz6 gyiimdlcsoknek, és ebben a stadiumukban termelik a
patulint. Néhany Byssochlamys faj azonban a paszt6rozési eljarason atesett almalében
termeli a PAT-t, kihasznalva, hogy taléli a hdkezelést (Sant’Ana és mtsai., 2008).

111.3.3.3. A PAT fizikai és kémiai tulajdonsagai, el6fordulasa

A PAT (2-hidroxi-3,7-dioxabiciklo[4.3.0]nona-5,9-dién-8-on) (6. dbra) molaris
tomege 154,12 g/mol, olvadaspontja 110 °C, vizoldhato vegyiilet, hdstabil, molekularis
formaja: C;HgO4, poliketid. Savas kozegben stabil, de alkalikus pH-n instabil, ami a
laktongyiirii hidroliziséhez vezet. Emellett az alkoholos fermentacid, a SO, és a hozzaadott

C-vitamin is képes a PAT mennyiségének jelenet6s csokkentésére (Dombrink-Kurtzman és

Blackburn, 2005).

a4
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6. abra. A PAT szerkezeti képlete (Iwahashi és mtsai., 2006).

A vilagon széles korben elterjedt toxin, napjainkban az alma, a kdrte, a cseresznye
¢s sok mas gyiimdlcs rothadasa soran jelent veszélyt, a legtobb PAT-szennyezés innen

ered. Az étkezésben a penészes almabol késziilt almalé tekinthetd f6 patulinforrasnak,
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(Bennett és Klich, 2003; Dombrink-Kurtzman és Blackburn, 2005; Sant’Ana és mtsai.,
2008).

Tobbféle szabalyozas is van a PAT ¢lelmiszerekben megengedhetd maximalis
mennyiségét illetéen. A Scientific Committee for Food megallapitasa szerint a maximalis
napi bevitel mennyisége 0,4 pg/testtomeg kg. A WHO altal engedélyezett mennyiség 50
pug/l almalé (Drusch és Kaeding, 2005). Maximalis megengedheté mennyisége az
¢lelmiszerekben 500 ppb (Saxena ¢és mtsai, 2009). Maximalis mennyisége
gylimolcslevekben €s a beldliik késziilt termékekben 50 pg/l az FDA megallapitasa szerint
is. Europai Unids eldirasok szerint a szilard halmazallapotu almatartalmu termékekben

megengedett mennyiségiik 25 pg/l, mig gyiimdleslevekben 10 pg/l (Sant’Ana és mtsai.,
2008).

111.3.3.4. A PAT hatasa magasabbrendii eukariéta szervezetekre

A PAT akut toxikus LDsy értéke ragcesalok esetében 29-55 mg/testtomeg kg. A
baromfik kevéssé bizonyultak érzékenynek, esetiikkben az LDsg érték 170 mg/testtomeg kg.
Az akut toxicitas jelei a gorcsok, nehézlégzés, vértolulas a tiidoben, 6déma, fekélyek,
vérbOség, ¢és a gasztrointesztinalis traktus puffadasa valamint haemorrhagia, és az
epithelialis sejtek koros elvaltozasai (Sant’ Ana és mtsai., 2008; Puel és mtsai., 2010).

Szubakut dozissal kezelve patkanyokat, azoknal sulycsokkenés volt megfigyelheto,
valamint valtozdsok a gyomor- ¢és béltraktusban és a vesefunkciokban. Az ismételt
kezelések hatasara neurotoxikus tiinetek voltak megfigyelhetdek (pl. remegés, gorcsok),
valamint bizonyos enzimek gatldsa a béltraktusban ¢és az agyban (Puel és mtsai., 2010).

Kronikus hatasaiként kiemelhetd, hogy genotoxikus, neurotoxikus, immunotoxikus,

immunszupressziv, teratogén és karcinogén (Sant’Ana és mtsai., 2008).

111.3.3.5. A PAT sejtszintii hatasai

A PAT elektrofil vegyiilet, toxikus hatasat ugy fejti ki, hogy kovalensen kotodik a
makromolekulak - fehérjék és aminosavak - szulfhidril-csoportjaihoz (Liu és mtsai., 2007).
Telitetlen a,pB-laktongyiiriije konnyedén reagal a szulfhidril-csoportokkal, valamint
lassabban az NH-csoportokkal. Ebbol kovetkezéen szamos sejtfunkciot gatld hatasa
ismert. Toxikus hatdsa fiigg a koncentraciotdl, az alkalmazas modjatol, az SH-csoportot
tartalmazo anyagok jelenlététdl vagy hianyatol és a kozeg pH-jatol (Lee és Roschenthaler,
1986). Kolcsonhatasba Iép a cisztein-, lizin-, hisztidin oldallancokkal, és a-aminosavakkal.

Keresztkotések johetnek létre egy fehérjemolekuldn beliil, valamint két azonos vagy nem
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azonos fehérjemolekula kozt is, ezzel komolyan megzavarva a fehérjék sejten beliil
betoltott szerepét (Fliege és Metzler, 1999).

A PAT citotoxikus hatésa is abbol a tulajdonsagabol ered, hogy képes adduktokat
formalni a legkiilonb6zdébb sejten beliili komponensek cisztein-tartalmu fehérjéivel. Sok,
aktiv helyén SH-csoportot tartalmazé enzimet képes gatolni, ilyenek pl. a Na*-K'-fliggd
ATPaz, az RNS-polimeraz, az aminoacil-tRNS-szintdz és az aldolaz. Szintén a PAT
citotoxikus hatasanak kovetkezménye a kiilonbozd fehérjék modositasa prenildcidval,
valamint a transzkripcidé megzavardsa (Moake €s mtsai., 2005).

Sok emlds sejtvonalon vizsgéltak a PAT életképességre gyakorolt hatasat. Tobbek
kozott human embrionalis vese (HEK293), sertés proximalis tubulus hamsejt (LLC-PK1)
¢s kinai horcsog ovarium eredetii epitelialis (CHO-K1) sejtvonalon is csokkent
¢letképességet figyeltek meg toxin-kezelés hatdsara (Liu és mtsai., 2003; Heussner €s
mtsai., 2006; Ferrer és mtsai., 2009).

Szamos munka fényt deritett a PAT direkt és indirekt DNS-karositd hatdsara,
melynek alapjan egyértelmiien kijelenthet6, hogy genotoxikus hatast. Sejtmentes
kornyezetben a PAT gatolja a tubulin-dimerek mikrotubulussa polimerizalodasat azaltal,
hogy kovalens kotést létesit a tubulin tiolcsoportjaival, amelyek esszencialisak a
heterodimerek mikrotubulussa polimerizalodasaban. Emellett a mikrotubulus-fehérje kevés
szamu szulthidril-csoportja is sziikséges a polimerizaciohoz (Pfeiffer és mtsai., 1998).

A mikrotubulusok kialakulasanak gatlasa miatt a htizoéfonalak sejtosztodaskor nem
miikodnek megfelelden, ez eredményezi a PAT kiilonb6z0 genotoxikus hatasait. A
metafazisos kromoszomakon strukturalis elvaltozasokat okoz, valamint a citoszkeleton
szétszakadasat is el6idézi hepatoma sejteken (Pfeiffer és mtsai., 1998). Klasztogén hatasu,
mivel DNS-szaltoréseket okoz tobb sejtvonalon is (Alves és mtsai., 2000; Liu és mtsai,
2003; Schumacher és mtsai., 2006). Aneuploidiat, vagyis a kromoszémak szambeli
valtozasat is eldéidézi a mikrotubulus-polimerizacid zavaran keresztiil (Pfeiffer és mtsai.,
1998). PAT-kezelés hatasara mikronukleuszok alakulnak ki kinai horcsog V79 tiid6
sejtvonalon (Pfeiffer és mtsai., 1998), valamint a sejtmag fragmentacidja és a kromatin
kondenzacioja is megfigyelhetd HL-60 sejtvonalon (Wu és mtsai.,, 2008). Mindezen
genotoxikus hatdsok ellenére azonban az Ames-teszt negativ eredményt adott tobb
Salmonella torzson is, tehat ezen eredmények alapjan nem mondhatéo mutagénnek (IARC,
1986; Wiirgler és mtsai., 1991).

Egy PAT molekula harom ciklikus adduktumot alakit ki a GSH-val, amelyek a

glutaminsav €s a cisztein a-aminocsoportjaival mutatott nukleofil aktivitasabol erednek
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(Fliege és Metzler, 1999). A PAT tiol-csoport tamadaspontjanak kovetkeztében az oxidativ
stressz elleni védekezd rendszer elemei koziil foként a GSH-szint valtozésait vizsgaltak
tobb sejtvonalon is (Barhoumi ¢és Burghardt, 1996; Schumacher és mtsai., 2005; Zhou és
mtsai., 2010). Minden esetben megndvekedett GSH-bioszintézist tapasztaltak PAT-kezelés
hatasara, amely altaldban hamar kiiiriilt a sejtekb6l. A gyors csokkenés oka, hogy az
oxidativ stressz mérséklése kozben iiriil ki a sejtekbdl (Zhou €és mtsai., 2010).

A glutation-homeosztazisban bekovetkezé zavarok okaként és kovetkezményeként
egyarant kialakulhat oxidativ stressz. Az 0ssz-ROS mennyiségének 1d6- ¢és
koncentraciofliggé emelkedését figyelték meg PAT-tal kezelt HEK293, HL-60 (Liu és
mtsai., 2007), CHO-K1 (Ferrer és mtsai, 2009), valamint HepG2 sejteken is (Zhou és
mtsai., 2010) a dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat festék oxidalt formajanak
fluoreszcencia-intenzitas valtozasain keresztiil.

A kiilonb6zo ROS-ok kozil csak a O, * mennyiségi valtozasait vizsgaltak
részletesen, ¢és kimutattak, hogy fokozott termelése nagyban hozzajarul az oxidativ stressz
kialakulasahoz (Liu és mtsai.,, 2007). A ROS-ok tehetOk feleldssé az oxidalt lipidek és
lipoproteinek termelddéseért (Liu €s mtsai., 2007, Ferrer és mtsai, 2009, Zhou és mtsai.,
2010).

A citoplazmaban talalhatdo CuZnSOD fontos szerepet jatszik a PAT-kezelés
hatasara keletkez6 O; ¢ semlegesitésében. A CuZnSOD-ot overexpresszald sejtek
membranja sokkal ellendllobb volt rovidtava PAT-kezelésre, am hosszutdvon nem
mutatkozott kiilonbség a normal SOD-szintli sejtkehez viszonyitva (Liu és mtsai., 2007).

PAT hatasara S. cerevisiae ¢élesztében aktivalodik a kéntartalmi aminosav-
anyagcsere, kiilondsen a cisztein-szintézis. A cisztein szulfat és szénvaz felhasznalasaval
kiilonb6zo enzimek hatadsara szintetizalddik. Olyan gének is indukalodnak, amelyek részt
vesznek a stresszvalaszban. Ilyenek a Hsp-ket, gyokfogokat, tiol-specifikus
antioxiddnsokat, kiilonféle transzportereket kodold gének. Az oxidativ stressz elleni
védekezésben résztvevd enzimek indukalodott génjei koziil a GST, a tioredoxin, az alkil-
hidroperoxid-reduktaz, a glutaredoxin, a GPx, a metionin-szulfoxi-reduktaz és a SOD a
legjelentésebbek (Iwahashi és mtsai., 2006).

Kronikus, 24 hétig tartd6 PAT-kezelés utan vizsgaltak az oxidativ stressz marker
enzimeinek valtozasait egér boron. A kezelés hatdsara szignifikansan megnodvekedett a
lipid-peroxidaci6 mértéke és a GST aktivitasa, mig a GSH mennyisége, a GR, a CAT, a

SOD-ok és a GPx aktivitasa szignifikansan lecsokkent (Saxena és mtsai., 2011).
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A ROS-ok szubcellularis iizenetvivd molekuldkként is mikddnek szamos
szignalitvonal esetében. (Liu és mtsai., 2006). Az emlésokben a MAPK-ok hdrom nagy
alcsaladja talalhaté meg; az extracellularis szignal-szabalyzott kindz (ERK), a p38 kinadz és
a c-Jun N-termindlis kindz (JNK). Az ERK utvonal tlnyomoérészt mitogének hatasara
aktivalodik és a sejttuléléshez, valamint a sejtosztodashoz kothetd a szerepe, mig a p38
kindz és a JNK elsdsorban stressz hatasokra aktivalodnak és sok eltérd intracelluléris
eseményhez kothetdek (Saxena és mtsai., 2011). A JNK ¢és p38 stresszre adott valaszai
Osszefliggésben vannak a sejtciklus haladasaval, a sejthalallal, a genom instabilitassal és az
oxidativ stresszel (Liu és mtsai., 2006). A MAPK-ok az NF-kB és AP-1 transzkripcios
faktorokat aktivaljak toxikus ingerekre kiilonb6zd mechanizmusokkal az emlds sejtekben
(Saxena és mtsai., 2011).

Western-blot hasznalataval az id6ben folyamatosan monitorozva (1-72 h) in vivo
nyomon kovetheté a patulin MAPK-aktivalasa egér boron, amely alapjan kideriilt, hogy
mind a harom f6 tipusu kinazt aktivalta, mindazonaltal az aktivalas idépontja és a jel
minden esetben valtozott. A JNK és NF-kB korai aktivacioja direkt valasz a PAT-ra, mig
az ERK, p38, c-jun és c-fos késdi aktivacidja a ROS-ok ndvekvé mennyisége miatt
kovetkezik be (Saxena ¢és mtsai, 2011). HEK293 sejtvonalon szintén id6- ¢és
koncentraciofiiggd emelkedés figyelhetdé meg a p38, JNK és ERK foszforilaciojaban is
(Liu és mtsai., 2006).

A PAT Aaltal indukalt sejt-proliferaci6 a MAPK-utvonal aktivalodasan keresztiil a
késObbiekben tumorok kialakulasdhoz vezethet, mig a p38 kindz utvonal részben felelds a
PAT altal eléidézett apoptozisért, amelyet HEK293 sejtvonalon valt ki (Liu és mtsai.,
2006; Saxena ¢és mtsai., 2011).
morfologiai jelei, mint a plazmamembran holyagosodéasa, a nukledris fragmentécio, a
kromatin-kondenzacio és a DNS létrazodasa megfigyelhetdek. Molekularis szinten is
¢észlelhetdek a valtozasok, mert a kaszpdz-9, majd a kaszpaz-3 is aktivalodik. A kaszpéaz-9
aktivitdsabol kovetkezik, hogy a PAT-indukalt apoptdzist az intrinszik, mitokondridlis
utvonal kozvetiti. A mitokondriumban taldlhatd antiapoptotikus fehérje, a Bcl2
mennyisége lecsokken, mig a citokrém-c kiaramlasa megndvekszik (Wu és mtsai., 2008).

Egérbdron egyszeri felszini PAT-kezelés hatasira megemelkedett a p53, Bax és
p21/WAF1 fehérjék expresszioja 24, 48 és 72 oras kezelést kovetden, ahogy idéfliggden
emelkedett az apoptotikus sejtek aranya Annexin-V, propidium-jodid (Pl) jeloléssel

nyomon kovetett aramlasi citometrids vizsgalatban, és a citokrom-c ¢és kaszpaz-3
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aktivitasanak novekedése is megfigyelhetd volt. Mindezek szintén az apoptozis jellemzd
markerei (Saxena és mtsai., 2009).

Valaszolva a DNS-t ért karosoddsokra, a p53 aktivalja azokat a sejtciklust
szabalyzé elemeket, amelyek megallitjdk a sériilt sejtek osztodasat. Ennek hatasara
upregulalodik a p21 fehérje, amely megallitia a sejtciklust, id6t adva a DNS
karosodasainak kijavitasara. Ha ez nem torténik meg, akkor a p53 az apoptozis iranyaba
mozditja el a folyamatokat a pro-apoptotikus fehérje, a Bax expressziojanak indukcidjaval

(Saxena és mtsai., 2009).
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IV. Célkitizések

A PTE TTK Altalanos és Kornyezeti Mikrobioldgiai Tanszékén 1994 6ta folynak
az élesztok (S. pombe, S. cerevisiae, C. albicans) oxidativ stressz folyamatainak vizsgalatat
célzd kutatdsok, amelynek keretében tobb oxidativ stresszor hatdsmechanizmusanak
leirasara is sor keriilt. A kiilonb6z6 mikotoxinok hatasanak, elsdsorban az altaluk indukalt
oxidativ stressznek a vizsgalata 2006-ban kezd6dott meg tanszékiinkon. Ennek keretében
elsé lépésként kivalasztasra keriiltek azok a toxinok (patulin, zearalenon és citrinin),
amelyek kolcsonhatast mutattak a S. pombeval. Ezutan a tobblépcsds kutatasi program
keretében ennek a harom mikotoxinnak a hatasmechanizmus vizsgalata zajlott 2014-ig. Az
ez 1d6 alatt megszerzett informacidkra alapozva tovabbi tervként szerepel a mikotoxinok
interakcidjanak vizsgalata, amely jelenleg kevéssé kutatott teriiletnek szamit.

A kutatocsoportban végzett munkam o részeként 6sztrogén-receptorral vagy azzal
analog szekvenciaval nem rendelkezé hasadd éleszté sejteken terveztiik meghatarozni a
ZEA mikotoxin nem 06sztrogén-specifikus citotoxicitasat, a sejtben lejatszodo oxidativ
stresszfolyamatokat és azok szabalyozasat, valamint azonositani a ZEA lehetséges
tamadaspontjait.

Vizsgalataink sordn a kovetkez0 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.1. Van-e citotoxikus hatasa a ZEA-nak az S. pombe sejtekre? Milyen mértékben
gatolja a toxin a sejtek szaporodasat, illetve mekkora mértékii sejtpusztulast idéz
elé?

1.2. Létezik-e adaptacid a toxinnal szemben, és ha igen, milyen jelatviteli itvonalon
keresztiil szabalyzodik?

1.3. Milyen mértékii oxidativ stresszt idéz eld a toxin a sejtekben? Hogy alakul a
kiilonb6zé ROS-0k — O ¢, H,0,, *OH — intracellularis mennyisége?

1.4. Az eldidézett oxidativ stresszre hogy valaszol a sejt, miként szabalyozza az
antioxidans enzimeinek specifikus aktivitasat, illetve a GSH sejten beliili
koncentracidjat?

1.5. Van-e direkt interakcio a ZEA ¢s a GSH kozott?

1.6. A ZEA altal kivaltott oxidativ stressz hatasara bekovetkezik-e DNS-kéarosodéas? Ha
igen, megkisérli-e a sejt a javitast a sejtciklus blokkolasaval? Ha a folyamat
eredménytelen, indukalddik-e programozott sejthalal?

1.7. Mivel a ZEA szerkezeti hasonlosagot mutat az ergoszterinnel, felmeriilt a kérdés,

hogy befolyasolja-e a ZEA-kezelés a sejt szterin-dsszetételének aranyait?
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Munkam masik része a tanszéken mar korabban kutatott mikotoxinnal a PAT
hatasmechanizmusaval volt kapcsolatos. Elézetes vizsgalatok alapjan bizonyitdst nyert €s
ismertté valt a toxin fo timadaspontja, a fehérjék SH-csoportjai, valamint a toxin membran
perturbald hatasa. Kutatdocsoportunk részletesen vizsgalta a PAT altal eloidézett oxidativ
stressz fobb folyamatait is, igy a kiilonb6z6 termel6dott gyokok aranyat, illetve a ROS-ok
emelkedésére reagalva a kiillonboz6 antioxidans enzimek aktivitasvaltozasait.

Tovabbi kérdésként meriilt fel azonban, hogy:

2.1. Mindezek a folyamatok milyen jelatviteli utvonalon keresztiil szabalyzodnak a
sejten beliil?
2.2. Bekovetkezik-e a DNS-t érint6 oxidativ karosodas? Ha igen, akkor akkora mértékii-

e, hogy apoptozist valtson ki, amelynek a sejtmagmorfolédgiai jelei érzékelhetdek?

2.3. Az A&ltalunk hasznalt fotolumineszcens €s polarizaciés moédszerek segitségével
kimutathaté-e a kozvetlen kdlcsonhatds az ismerten SH-csoportokkal keresztkotd

PAT és a GSH kozott?
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V. Anyag és modszer
V.1. AS. pombe

A vizsgalatainkhoz az S. pombe ura4'D18 h’, heterotallikus, uracil-auxotrof torzsét
hasznaltuk. A jelatviteli utvonal vizsgalatahoz a sziil6i torzset (leu 1-32 ura4-D18 his 7-
366 ade6-M210, h*), valamit delécios mutansait: Aatf! (atfl::ura4 leu 1-32 urad-D18, h"),
Awisl (wisl::urad leu 1-32 ura4-D18, h"), Astyl (styl::urad leu 1-32 ura4-D18 ade6-704,
h™) és Apapl (papl::urad leu 1-32 ura 4-D18, h*) torzset alkalmaztuk. A delécidés mutans
torzseket Dr. J. Millar (Division of Yeast Genetics, National Institute for Medical
Research, The Ridgeway, Mill Hill, London) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az Osztrogén receptor analdgia vizsgalatahoz a S. pombe genomjat BLAST program
segitségével (2. webhely) 0Osszehasonlitottuk a humdn B-0sztogén receptor (ESR2)
nukleotid és fehérje szekvenciaival (forrasadatok: 3. webhely), valamint a C. albicansban

talalhato 6sztrogén-kotd fehérjével (Madani és mtsai., 1994).

V.2. Torzsfenntartas, kezelés

A torzsek fenntartasa petri-csészén, 4 °C-on, a tartds tarolas 50%-ban glicerint
tartalmazo tapoldatban -80 °C-on tortént. Kisérleteinkhez mindig kdzéplogaritmikus fazist
tenyészeteket hasznaltunk, hogy a sejtek azonos fiziologiai allapotban legyenek. Minden
kisérlet kezdd I€péseként a sejtek gylijtése €s mosasa centrifugalassal tortént, 1017 g-n
(3000 fordulat perc™), 5 percig.

A kisérletekhez 405,5 mM koncentracioja PAT torzsoldatot, valamint 300 mM
koncentraciéju ZEA torzsoldatot hasznaltunk acetonitrilben, illetve etanolban oldva. A

kisérletek soran az olddszer végkoncentracidjat minden esetben 0,8%-ra allitottuk be.
V.3. Alkalmazott vegyszerek

Fluka: Dihidroetidium 37291

Reanal:

L-arginin 18480 DL-metionin 13085
D-gliikoz 07071 NaCl 24640
L-lizin 18900 KCI 18050
L-leucin 18830 KOH 18013
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Sigma:

2-propanol (izopropanol) 4057 K2Cr,07 P-2588
4’ 6-diamidino-2-fenilindol D-9542  Kiimén-hidro-peroxid C-0524
4-vinilpiridin V-3877  Lizing enzim L-3768
5-szulfoszlicilsav S-2130 NADPH N-1630
Adenin A-8626  Nikotinamid-dinukleotid foszfat N-0505
DETAPAC D-1133  Nitro-blue-tetrazolium N-6876
DHR 123 D-1054  Patulin P-1639
DTNB D-6749  Propidium-jodid P-4170
Gliik6z-6-foszfat G-7879  Uracil U-0705
GR G-3664  Xantin X-2502
GSH G-4251  Xantin oxidaz X-4875
GSSG G-4376  Zearalenon Z-2125
H202 H-1009  B-Osztradiol E-8875

Spektrum-3D:

KH,PO, 11594 EDTA(Selecton B2) 59561
K2HPO, 11321 trietanolamin 28743
Na,EDTA 30029 HEPES 441485
MgCl; 87060 L-hisztidin 211438

VWR: Folin-Ciocalteu's reagens UN3264

V.4. Tapoldatok, taptalajok

SM + uracil tapoldat : 10 g I'* gliikoz; 5 g I" (NH4),SO4; 1 g ' KH;PO4; 05 g It
MgSO4; 1000 pl Wickerham-féle vitaminoldat; 100 mg 1™ uracil; szilard taptalaj esetén 20
g I agarral kiegészitve; pH 4,5 (tapoldat esetén), pH 5,6 (taptalaj esetén)

YES téptalaj: 5 g I éleszt6-kivonat; 30 g I'* gliikoz; 225 mg 1™ uracil, leucin, adenin, lizin,
metionin, arginin, hisztidin, amelyek az auxotrofia miatt sziikségesek; 2% agar; pH 5,6

YEL tapoldat: 5 g I éleszté-kivonat; 30 g I'* glikkoz; 225 mg 1™ uracil, leucin, adenin,
lizin, metionin, arginin, hisztidin, amelyek az auxotrdéfia miatt sziikségesek; pH 4,5
V.5. Novekedési gorbe felvétele

Szilard taptalajon ndvesztett tenyészetbdl egy inokulumnyi mennyiségli sejttel
beoltottunk 10 ml tapoldatot, 30 °C-on inkubaltuk 24 6ran at. A 24 éras allo tenyészettel
beoltottunk 100 ml tapoldatot (a tenyészet kiindulasi optikai denzitasa (OD) 595 nm-en
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0,05). A tenyészeteket 30 °C-on, 150 fordulat perc® —en razattuk, és a 12. 6ratél két
oranként végeztiink mintavételt, meghataroztuk az optikai denzitadsukat 595 nm-es
hulldmhosszon, illetve Biirker-kamrds sejtszdmolast végeztiink. A kapott adatokbol

meghataroztuk a sejtek generacios idejét:

g2t

y
X

-
g

ahol T = generdciés ids; y=sejt ml™ a tr—nél; x=sejt mI™ t;—nél (4. webhely)

V.6. A ZEA, a p-6sztradiol és a PAT minimalis gatldo koncentracidéinak
meghatarozasa

crcr

Standards (NCCLS) standard mikrodilucidés modszerrel hataroztuk meg (NCCLS, 2002) az
S. pombe és jelatviteli utvonalban deléciés mutansainak esetében.

48 oras ferdeagaros tenyészetrél (urad' D18 h™ esetében SM+uracil taptalaj, delécios
mutansok esetén YES taptalaj) a sejteket felvettiik tapoldatban (SM+uracil illetve YEA), és
beallitottuk a sejtszamot 5 x 10% db sejt mlt-re. A MICyqo illetve MICsy értékeket
mikrotitrator lemezen hataroztuk meg a tenyészetek optikai denzitasdnak mérésével (595
nm-en). A méréshez steril, egyszer hasznalatos, 96 lyuku mikrotitrator lemezt (microplate)
¢€s a sejtszuszpenziot (100—100 pl). A vizsgdlandd toxinkoncentracidkat felez6 higitasi sor
segitségével allitottuk be (1000 uM, 500 uM, 250 uM, 125 uM), kontrollként 100 pl
sejtszuszpenziot hasznaltunk, vakként pedig 200 pl tapoldatot (amelynek abszorbancia-
értékét késobb kivontunk az &sszes mért optikai denzitas értékbdl). 30 °C-on 48 oOraig
inkubaltuk a lemezeket. A mintak leolvasasa el6tt a mintakat felszuszpendaltuk, majd a
mérést Thermo Scientific Multiskan Ex Primary EIA V. 2.3 késziilékkel végeztiik el. A
kiértékelés Ascent Software Version 2.6 programmal tortént.
megegyez0 koncentracidkkal és -modon dolgoztunk SM tépoldatban, a torzsoldat 185
mM-os volt.

A PAT esetében a felezd higitasi sor végkoncentraciéi 600 uM, 300 uM, 150 pM,
110 uM, 75 pM, 50 uM voltak.
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V.7. A ZEA felvétel-kinetikaja

A felvétel-kinetika meghatarozasahoz elsé 1épésként meghatdroztuk a ZEA
abszorpcids spektrumat Spectronic Genesys 2 tipusu spektrofotométerrel. A mérést 0,6 M-
0s KCl-oldatban végeztiik. A spektrumot 1 nm-enként vettiik fel, 200 és 400 nm kozott. A
spektrumbol meghataroztuk az abszorpcidés maximumot (269 nm), majd ezen a
hulldmhosszon lemértiik a 100 uM ZEA-bol készitett felezd higitasi sor minden elemének
abszorbanciajat. A kapott értékek alapjan kalibracids gorbét készitettiink.

A 16 orés, kozép-logaritmikus fazisu sejteket centrifugaltuk, mostuk és felvettiik
0,6 M-0s KCl-ban. A sejtfalas sejtek esetében a sejtszamot rogton beallitottuk 107 db sejt
ml™-re.

A protoplasztalt mintahoz 20 ml, 10® db sejt ml™ sejtszam@ tenyészetet 2%-0s
Trichoderma enzimmel protoplasztaltunk 30 °C-on, 140 fordulat perc™—en. 15 perc utan,
kozel 100%-o0s protoplasztalodottsagi allapotnal a sejteket centrifugaltuk, majd kétszer
mostuk KCl-ban. Ezt kévetéen a sejtszamot ujra 10 db sejt ml™ -re allitottuk be.

Ezt kovetden 500 uM ZEA-val kezeltiik a sejteket, €s kiilonboz6 idépontokban (0,
5, 10, 20, 30, 60 perc) mintat vettiink. A sejteket centrifugaltuk, a feliilliszot 269 nm-en,

haszszorosara higitva fotometraltuk és a kalibracios gorbe alapjan meghataroztuk a sejtek

crcr

V.8. A szaporodasgatlas megallapitasa

A V.4. alapjan készitett 24 oOras allo tenyészettel beoltottunk 15 ml minimal
tapoldatot (ODsgs=0,05). A tenyészeteket kiilonb6zé koncentracioji ZEA-oldattal (100
uM, 500 puM, 1000 pM) kezeltik. A tenyészeteket 30 °C-on, 150 fordulat perc™ -en
razattuk, a 12. 6ratol kezdve négyoranként mintat vettiink, és meghataroztuk a szuszpenzio

optikai denzitasat 595 nm-en.

V.9. Pusztitasi gorbe felvétele

24 o6ras 4llo tenyészetbdl készitett 16 oras kozéplog fazisti tenyészetet
centrifugaltunk, mostunk, majd SM tapoldatban felvettiik a sejteket. A sejtszamot 10° db
sejt ml™-re allitottuk be, a szuszpenzidt félkémcsovekben osztottuk szét 2 ml-enként.
Kiilonb6z6 ZEA-koncentraciokkal (0 puM, 250 puM, 500 pM, 1000 puM) kezeltik a
sejtszuszpenziot 30 °C-on, 150 fordulat perc”—en razatva, majd 30 és 60 perc utdn mintat
vettiink. A mintakat 100-szorosara higitottuk SM tapoldatban, majd 3-3 Pertri-csészére
szélesztettiink 50-50 pl-t. Az értékelést 4 nap mulva végeztiik. Minden esetben a kontroll
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telepszdmot vettiik 100 %-nak, a kezelt mintak telepszdmat ehhez viszonyitottuk (Lee és
mtsai., 1995).

A pusztitasi gérbe alapjan megallapitottuk azt a szubletalis koncentraciot, amelynél a
sejtek tobb mint 80%-a tlél egy Oras kezelést kovetden. Ezt a koncentraciot hasznaltuk az

adaptacios kisérleteknél a sejtek egy oras elokezeléséhez.

V.10. Az adaptacié vizsgalata

A kozéplog fazisi razatott tenyészetet centrifugaltuk, mostuk, 10° db sejt ml™-es
sejtszam-beallitas utan (SM+uracil tapoldatban) a mintakat kettévalasztottuk. Az egyik
megegyez0 mennyiségli olddszert (etanol). Ezutin a sejteket egy oOran keresztiil
el6kezeltiik 30 °C-on, 150 fordulat perc™ -en. Ezutan a mintékat centrifugaltuk, mostuk, és
tapoldatban felvettiik. Hozzaadtuk kiilonb6z6 koncentraciokban a ZEA-t (0 uM, 500 uM,
1000 puM), egy oOran keresztiil kezeltiikk a mintakat, és féloranként mintat vettiink, melyet
100-szorasra higitottunk, majd 50-50 pl-t 3-3 darab SM+ura taptalaj tartalma Petri-
csészére szélesztettiink. 4 nap mulva végeztiik a kiértékelést. Minden esetben a kontroll
sejtszdmot vettilk 100%-nak, a tobbi minta telepszdmat ehhez viszonyitottuk (Lee és

mtsai., 1995).

V.11. Az intracellularis peroxid-koncentracié mérése

A kozéplog fazisban 1év0 sejteket centrifugéaltuk, mostuk, és SM+ura tadpoldatban
vettiik fel. Ezutan a sejtszamot beallitottuk 10° db sejt ml™-re. A sejtszuszpenziot 15 percig
kezeltiik 500 uM ZEA-val. Ezutan 500 ul mintahoz 1 pl, 5 mM-os dihidrorodamin 123
(DHR123)-t adtunk jelol6 festékként.

A méréshez BD FACS Calibur tipusu aramlasi citométert hasznaltunk. 15, 30, 45 és
60 perc elteltével mértiik a peroxid-koncentracid valtozasat Ae=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.12. Az intracelularis szuperoxid-koncentracio mérése

A sejteket a V.10. fejezetben leirtakkal egyezden készitettiik el és kezeltiik. Ezutan
500 pl mintdhoz 1 pl, 5 mM-os dihidroetidium festéket adtunk. A méréshez BD FACS
Calibur tipusu aramlasi citométert haszndltunk. 15, 30, 45 és 60 perc elteltével mértiik a
peroxid-koncentracio valtozasat, Aex=488 nm és Aen=585 nm (FL2 szenzor) mellett. A

mérések soran 10 000 sejtet vizsgaltunk. Az analizis soran a mérést kdvetden az FSC és
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SSC diagramon kapuztunk, csak az €10, egykoru sejteket véve figyelembe. Ezutan a sejtek

mértani atlagdnak intenzitasat vizsgaltuk (Carter és mtsai., 1994).

V.13. A mintak el6készitése hidroxilgyok és enzimaktivitas mérésekhez

A kozép-logaritmikus fazisu tenyészeteket 4 °C-on centrifugaltuk, majd mostuk 25
ml fiziologias s6oldatban. 107 db sejt ml™ -es szuszpenziot kezeltiink 500 uM ZEA-val egy
Oran at. A tenyészetet centrifugaltuk, kétszer mostuk, majd felvettiik 4 ml jégen tartott
foszfat-pufferben és egy 25 ml-es f6z6poharba raktuk, melynek a bels6 atméréje 15 mm-
nél nem nagyobb (a feltard késziilék belsé atmérdjénél nem lehet nagyobb), majd azonnal -
20 °C-ra hitottiik. Leghamarabb 4-5 6ran beliil kezdtiik el a sejtfeltarast.

Sejtfeltarashoz svéd gyartmanya X-PRESS késziiléket hasznaltunk (X-PRESS 25 ml,
AB BIOX, Sweden), amelyet hasznalat el6tt mar 24 o6raval -20 °C-os hiit6be tettiink. Két
feltaras kozott legalabb két oran keresztiil hiitottiik a késziiléket -20 °C-on. Miutan
behelyeztiik a mintat az X-press késziilékbe, még husz percig a fagyasztoban hagytuk.
Feltaras utan a mintat még napokig, legfeljebb egy hétig taroltuk -20 °C-on, a késobb

felhasznalasra keriild mintakat a felhasznalasig -80 °C-on taroltuk (Emri és mtsai., 1994).

V.14. Az intracellularis hidroxilgyok mérése

A mérés napjan gyakori keverés mellett szobahdmérsékleten engedtiikk fel a
mintakat. 50 pl fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) oldatot kézvetleniil az Eppendorf
csovekbe mértiink (5 mg PMSF-t feloldunk 500 pl izopropanolban), majd a mintabol
felolvadas utan azonnal 1450 pl-et adtunk a mar Eppendorf csében 1évé PMFS oldathoz.
Hiitott centrifugaban 10 000 fordulat perc? sebességgel 10 percig centrifugaltunk, majd a
feliiliszot leontottiikk és a tovabbiakban ezt hasznaltuk az enzimaktivitisok mérésére. A
kisérlet tovabbi részében a mintakat jégen taroltuk.

A mérés soran 10 mM-0s HEPES puffert hasznaltunk (pH 7,6). A tovabbi oldatokat
frissen készitettiik:

1. Gyokfogonak N-tert-butil-o-fenil-nitront (PBN) hasznaltunk, amelybdl egy 1 M-0s
torzsoldatot készitettiink etanol és viz 1:1 ardnyt keverékében oldva. Ezt 10-szeresére
higitva hasznaltuk a mérés soran.
2. 10 ml 20 mM-os Cr(VI) torzsoldat desztillalt vizben oldva.

A méréshez ESP 300E tipusu spektrométert hasznaltunk. A Cr(VI) és NADPH

oldatokat tizszeresre higitva hasznaltuk. Mérés soran a reakcio végtérfogata 150 pl volt, a
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méréshez 120 pl-es kapillarist hasznaltunk. A méréshez a kovetkezd 0sszetevoket mértiik
Ossze a kovetkezd sorrendben:
PBN + Cr(VI1): 90 ul pufter, 30 pul minta, 15 pul PBN, 15 ul Cr(VI) torzsoldat.

Az elegyeket 6sszeraztuk, és 6t perc mulva tizenot percen keresztiil mértiik. A Cr(V)
koncentracidjat a Cr(V) jel kettds integraljanak értéke adta meg. Kalibracionak stabil
nitroxid-gyok oldatot (10 pM) hasznaltunk. (10 uM koncentracioji spinjel6ld
spektrumanak kettOs integraljat hasonlitottuk 0ssze a kérdéses minta kettds integraljaval
azonos spektrumparaméterek mellett torténé mérés utan.)

A mérés soran alkalmazott EPR-beallitasok: mikrohullamu teljesitmény-erésités 5
vagy 10 mW; tér modulacié 100 kHz; amplitud6 0,1-0,2 mT; a vizsgalt magneses
tartomany 10 mT (100 G). A spinkoncentracid meghatarozasa relativ mérés segitségével

késziilt (Shi és Dalal 1990).

V.15. Glutation-koncentracio és enzimaktivitas mérések

A fagyasztott mintakat a mérés napjdn a hidrolxilgyok mérésénél leirtakhoz
hasonldéan (V.12.) készitettiikk eld a méréshez. Az eldkészités utan a mintakat jégen
taroltuk. A feliilusz6 ledntése utan maximum két 6ran keresztiil hasznaltuk a mintdkat az

enzimaktivitds mérésekhez.

V.15.1. A glutation-koncentracio mérése

A mintankat kettéosztottuk, egyik felének megmértiik a szarazanyag-tartalmat, mig
a masik felét centrifugaltuk, mostuk és 4 ml 4 °C-0s, 5%-0s szulfoszalicilsav oldatban
vettiik fel, majd erdsen vortexeltiik. Ezutdn a mintakat 4 °C-on 20 percig inkubaltuk. 10
percig 10 000 fordulat perc® fordulatszamon centrifugaltuk, majd a feliiluszoval
dolgoztunk tovabb. A mérés teljesen megegyezik az alabb leirt GSSG-méréssel, azzal a
kiilonbséggel, hogy GSH-mérésnél nem végeztiik el a 4-vinilpiridines kezelést, csak a
trietanolaminos k6zombositést. Az igy kapott jel az 6ssz-GSH, amibdl le kell vonni a

GSSG értékét (Anderson, 1995).

s rer

A minta készitése megegyezik az el6bbieckben leirt GSH-méréssel, azzal a
kiilonbséggel, hogy ebben az esetben a GSH-t a mérés elején egy Ords vinilpiridines
kezeléssel elreagaltattuk. 600 ul mintat (illetve a referencia oldatnal a szulfoszalicilsavat)
eppendorf csébe raktuk, hozzaadtunk 12 pl 4-vinilpiridint és ezt kovetéen 25 pl

trietanolamint. A pH-t 6 és 7 kozotti értékre allitottuk. 1 oran keresztiil inkubaltuk 4 °C-on.
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A méréshez a kovetkezé puffert hasznaltuk: 100 ml desztillalt vizben 1,973 g
NaH,PO;-ot és 2,232 g Na,EDTA-t oldottunk fel (pH 7,5).

Frissen készitettiik az alabbi oldatokat:

a-oldat: 0,248 mg NADPH-t oldottunk fel 1 ml pufferben.
b-oldat:10 mg 5,5-ditio-bisz(2-nitrobenzoik sav)-t 5 ml pufferben oldottunk fel.
c-oldat: 60 ul GR-t 540 pl desztillalt vizben oldottunk fel.

A mérés soran a kovetkez6 Osszetevoket mértiik 9ssze az alabbi sorrendben:

GSH mérésénél: 10 pl minta, 90 ul puffer, 800 ul a-oldat, 100 ul b-oldat, 20 ul c-oldat.
GSSG mérésénél: 100 pl minta, 800 pul a-oldat, 100 ul b-oldat, 20 ul c-oldat (a kiivetta
falahoz cseppentve). Osszerazas utan 1 percig mértiink 412 nm-en. Kalibraciokor el8szor
kalibral6 oldatot készitettiink: 36 ml 5%-0s szulfoszalicilsavhoz adtunk 2,2 ml
trietanolamint (pH 6-7 kozott). GSH kalibracio: 4,6 mg GSH-hoz adtunk 7,5 ml kalibrald
oldatot (GSH koncentracio: 2000 uM volt). Kalibralo oldattal ezt az oldatot tizszeresére
higitottuk, igy a kapott oldat koncentraciéja 200 uM lett. Ezutan a 200 uM-0s GSH-
oldatbol készitettiik el az alabbi GSH-koncentraciot tartalmazo oldatokat: 0 uM-os oldat,
25 uM-os oldat, 50 uM-os oldat, 100 uM-os oldat-

GSSG kalibracio: 4,6 mg GSSG-hez adtunk 7,5 ml kalibralé oldatot (a GSSG
koncentracidja: 1000 uM). Ezt az oldatot tizszeresére higitottuk kalibrald oldattal, igy a
kapott oldat toménysége 100 uM lett. Ezutan a 100 uM -0s GSSG-oldatbol készitettiik el
az alabbi koncentracioji GSSG-oldatokat: 0 uM-os oldat, 6,25 uM-os oldat, 12,5 uM-0s
oldat, 25 uM-os oldat. Szamolasnal a kalibralo oldatok segitségével meghataroztuk a
mintank GSH- és GSSG-tartalmat, majd a mért szaraztomegre vonatkoztattunk (Anderson,
1995).

V.15.3. A szuperoxid-dizmutazok specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez az alabbi puffert készitettiik: 100 ml steril desztillalt vizben 53,3 mg
dietiléntriaminpenta-acetiksavat (DETAPAC), 0,82 g K;HPO4-ot és 44 mg KH,PO,-ot
oldottunk fel (pH 7,8). A puffert 4°C-on taroltuk. Frissen készitettiik az alabbi oldatokat:

a-oldat: 5 ml pufferben 9,2 mg nitro-kék-tetraz6liumot (NBT) oldottunk fel (jégen,
alufélidba burkolva taroltuk).
b-oldat: 10 ml pufferben 3,3 mg xantint oldottunk fel (szobah6mérsékleten torténd
beoldas utan jégen taroltuk).

Ezutan osszeallitottuk a kovetkez6 oldatokat:
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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 ul xantin-oxidazt oldottunk fel (jégen taroltuk).
A méréshez a kdvetkez6 dsszetevoket mértiik 6ssze az alabbi sorrendben:
800 pl A-oldat, 100 pl minta, 50 ul B-oldat, 50 ul puffer.

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

A szamolast a kovetkez6 modon végeztiik:

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

Mn(II1)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 és Spitz
1984).

V.15.4. A katalaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez 20 mM-os HEPES puffert hasznalunk (pH 7,6). Frissen készitettiik az
alabbi oldatot: 9,82 M-0s (30%-0s) eredeti H,O,-oldatot 100-szorosara higitottunk
desztillalt vizben (mindig koézvetleniil a mérés eldtt frissen készitettiik), a mérés soran
jégen taroltuk. 240 nm-es hulldmhosszon fotometraltuk a mintakat kvarckiivettdban, 1
percen keresztlil mértiik az abszorbancia-valtozast. A mérés soran a kiivettadba a
kovetkezd Osszetevoket mértiik 6ssze az alabbi sorrendben, majd intenziven Osszerdztuk:
100 ul H,0,-oldat, 800 ul HEPES puffer, 100 ul minta. Referencia-oldatot mértiink a
kovetkezd modszer alapjan: par masodpercre felforraltunk 100 pl mintat egy kémcsOben,
majd ebbdl mértiink aktivitast. A mintdk abszorbancia-valtozasat atlagoltuk és az

atlagbol szamoltuk ki a kataldz-aktivitast az alabbi képlettel:

AA = ACdex
Az egyenletben: AA: a mérés soran az abszorbancia-valtozas, AC: ezt az értéket keressiik,
a szubsztrat fogydsdnak mennyiségét adja meg, d: a kiivetta a&tmérdje (1 cm), ex: extinkcios

koefficiens, melynek értéke:

3

o =436-10° "
22 240nm moI .c

%

Ezutan a mérés sordn a kiivettdban lévo fehérje mennyiségébdl kaptuk meg a

specifikus enzimaktivitast (a szamolas soran figyelembe vettiik a minta higitasi aranyat):
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C
Tfehérje

enzimaktivitas: x —

Az egyenletben C: a szubsztrat fogyasanak mennyisége, T fehérje: a minta fehérje tartalma

mg ml™-ben (Pinto és mtsai., 1984).

V.15.5. A glutation-peroxidaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez készitettiink 7,6-0s pH-ja 50 mM-os Tris/HCI 0,091 mM Na,EDTA-at
tartalmazo puffert. A mérés elott kozvetleniil a kovetkezd oldatokat frissen készitettiik, és a
mérés soran végig jégen taroltuk:

1. 1 mM-os NADPH oldat.

2. 1 mM-os GSH oldat.

3. Kiiméne hidroperoxid (CHP)-oldat (3,3 ml pufferbe 6 pul eredeti CHP oldatot mériink).
4. GR oldat (20 ul enzimszuszpenziot 180 pl desztillalt vizben oldottunk fel).

A mérés soran a kovetkez6 oldatokat mértiik 6ssze a kovetkezo sorrendben: 120 pl
NADPH, 400 pl puffer, 20 pul GR, 250 ul GSH, 200 ul minta, 20 pul CHP. A mérést 340
nm-en végeztiik 1 percig, amely sordn egyszerre két mintdt mértiink. A mért értékeket a
negativ kontrollhoz viszonyitottuk (enzim nélkiil). Az enzimaktivitas szamolasat hasonloan
végeztiik, mint a katalaz enzimaktivitasdnak szamolasat, kivéve, hogy itt a NADPH
extinkcios koefficiensét helyettesitettik be az egyenletbe, mivel a NADPH fogyasat

mértiik a reakcioé soran (Chiu és mtsai., 1976).

cm?®

mol -cm

ENADPH 340nm — 6,3-10°-

V.15.6. A glutation-reduktaz specifikus enzimaktivitisanak mérése

A méréshez 0,1 M-os foszfat puffert hasznalunk (pH 7,6).
Meérés eldtt kdzvetleniil frissen készitettiik az alabbi oldatokat:
1) 1 mM NADPH
2) 10 mM GSSG.

A mérés soran a kovetkezé OsszetevOoket mértiik Gssze az alabbi sorrendben: 100 pl
NADPH, 650 pl puffer, 150 pl GSSG, 100 pl minta. 340 nm-en fotometraltunk, 1 percig
mértiik az abszorbancia-valtozast. Az abszorbancia-valtozasokat atlagoltuk és ebbdl
szamoltuk ki az enzimaktivitast a glutation-peroxidaz mérésnél leirt egyenlet szerint, itt

is a NADPH fogyasat mérve (Pinto és mtsai., 1984).
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V.15.7. A gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz specifikus enzimaktivitisinak mérése

A méréshez 20 mM-os HEPES puffert (pH 7,6) valamint 200 mM-os MgCl; oldatot
készitettliink. A mérés napjan frissen készitettiik az alabbi oldatot:
A-oldat: 20 mM-os HEPES pufferben feloldottunk 3,15 mg gliikkoz-6-foszfatot, 7,5 mg
NADP-t, hozzaadtunk 2,25 ml MgCl, oldatot, és az oldat térfogatit 20 mM-0s HEPES
pufferrel beallitottuk 15 ml-re. Ezt az oldatot nem taroltuk jeges vizben.. A mérés soran a
kovetkezO OsszetevOket mértiik Gssze az alabbi sorrendben: 900 pl A-oldat, 75 pl puffer,
25 pl minta. A mérést 340 nm-en végeztiik, 1 percig. Az enzimaktivitds szdmolasa

crcr

(Emri és mtsai., 1994).

V.15.8. A glutation-S-transzferaz specifikus enzimaktivitasanak mérése

A méréshez 6,5-6s pH-ju 0,1 M-os foszfat-puffert hasznaltunk, amely 1 mM
Na;EDTA-t tartalmazott. A mérés el6tt frissen készitettiik az alabbi oldatokat:
1. GSH oldat 2. 1-kloro-2,4-dinitrobenzén (CDNB) oldat etanolban oldva.
A mérés soran a kovetkez6 Osszetevoket mértiik 6ssze az alabbi sorrendben:
50 ul CDNB oldat, 850 pl puffer, 50 pl minta, 50 pul GSH.
340 nm-en mértiink 1 percig, egyszerre 2 mintat. A mért értékeket a minta helyett
puffert tartalmazo negativ kontrollhoz viszonyitottuk. Az enzimaktivitas szamolasa

megegyezik a GPx szamolasaval (Warholm ¢és mtsai., 1985).

V.16. A fehérjetartalom mérése

A méréshez az V.11. fejezetben ismertetett modszerrel feltart sejteket és elézdleg
hélég-sterilizaloban sterilezett tiszta kémcesoveket hasznaltunk.
Torzsoldatok:
1. CTC-oldat (1 liter desztillalt vizben 1 g CuSO4*5H,0-t, 2 g Na/K-tartaratot és 100 ¢
Na,COs3-ot oldottunk fel) 4 °C-on taroltuk.
2. Natrium-dodecil-szulfat (SDS)-oldat (50 ml desztillalt vizben 2,5 g SDS-t oldottunk
fel)
3. NaOH-oldat (100 ml desztillalt vizben 3,2 g NaOH-ot oldottunk fel).
4. Folin-Ciocalteu's reagens (4 °C-on taroltuk).
Frissen készitettiik az alabbi oldatokat:
A-reagens (CTC, SDS és NaOH 1:2:1 ardnyban mértiik dssze).

B-reagens (Folin-Ciocalteu's reagens és viz 1:5 aranyu keveréke).
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A mérést ugy végeztiik el, hogy 1 ml desztillalt vizben kb. 2-100 ug fehérje legyen,
ezért 900 pl desztillalt vizhez adtunk 100 pl-t a feltart mintabol, majd ezt a 10-szeresére
higitottuk. Ehhez az oldathoz 1 ml A-reagenst adtunk, vortexeltik és 10 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk, majd 0,5 ml B-reagenst adtunk az elegyhez, vortexeltiik és
ujra szobahdmérsékleten inkubaltuk 20 percig.

Miutan letelt a 20 perc, fotométerrel 750 nm-en mértiik le a mintak abszorbanciajat.
Minden mintdbol, valamint a két fehérjét nem tartalmazé referencia oldatbol is 3
parhuzamos mérést készitettiink. Kalibracios oldatot bovin szérum albuminb6l (BSA)
készitettiink: 10 ml 0,5 mg mI™" koncentraciéjit BSA oldatot gy higitottuk fel, hogy 1 ml
desztillalt vizben 25 pg, 50 pug, 75 pg, 100 pug, 125 ug fehérje legyen (Peterson, 1983).

V.17. A ZEA-GSH és PAT-GSH kozotti interakcio6

A ZEA valamint a PAT ¢és a GSH kozotti esetlegesen fenndlld interakcio
vizsgalatdhoz 1 mM ZEA ill. ImM PAT és 10 mM GSH tozsoldatot készitettiink, foszfat
pufferben (pH 8) higitottuk, megfeleld ardnyban kiivettaban dsszemértiik, €s a fluoreszcens
szignalt detektaltuk. A GSH-koncentracidt végig allando értéken tartottuk (100 uM), és 0,
10, 30, 70, 90, 110, 130, illetve 170 uM ZEA-t illetve PAT-t adtunk hozza. Fluorolog 73
spektrofluorométer (Jobin- Yvon/SPEX, Longjumeau, France) segitségével vettiik fel a
fotolumineszcens spektrumokat 0,2 s-os integracios id6t beallitva. Az excitacios és
emisszios résszélesség 1 nm volt. A belsd-szlird hatasadnak kizarasa érdekében right angle
detektalasi modot valasztottunk. A GSH fluoreszcencia-intenzitas valtozasait 315 nm-es
excitaciés hullamhosszon vizsgéaltuk ZEA illetve PAT jelenlétében és hianyaban. Az
adatok elemzéséhez DataMax 2.20 (Jobin-Yvon, Longjumeau) és HypeQuad (Protonic
Software) programokat hasznaltunk. A kapott eredmények validalasara intenzitas-
fiiggetlen fluoreszcens polarizacidos vizsgalatot végeztiink. Ehhez 10 puM GSH-t
vizsgaltunk 10 pM ZEA illetve PAT jelenlétében és hianyaban. A GSH polarizacios

fokvaltozasait detektaltuk 315 nm excitacios és 420 nm emisszios hullamhosszon.

V.18. G2/M fazisblokk vizsgalata

Kozép-logaritmikus fazisti tenyészetet centrifugaltunk, mostunk és a sejteket
SM+ura tapoldatban vettik fel. A sejtszamot 10° db sejt ml*-re allitottuk be. 1 ml
tenyészeteket kezeltiink 500 uM ZEA-val 1 6rén at, illetve a kontrollhoz megegyezd
térfogatban az oldoszerként hasznalt etanolt adtuk hozza. A kezelés utan a sejteket 2000

fordulat perc’-en lecentrifugaltuk, majd a pelletet 1 ml desztillalt vizben
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felszuszpendaltuk, 35 masodpercig centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottiik, majd a sejteket
1 ml 70%-o0s etanolban vettiik fel. 300 pl-t atpipettaztunk Eppendorf-csébe (harom
parhuzamos mintat készitve), majd a sejteket ismét 35 masodpercig centrifugaltuk, és
utana a feliiliszot ismét leontottiik. A sejteket felvettilk 1 ml 50 mM-os natrium-citratban,
majd ismét 35 masodpercig centrifugaltunk. Ezutan a sejteket 500 pl natrium-citratban
inkubaltunk. Ezutan 500 pl, 50 mM-os natrium-citratban oldott, 4 pg ml™ -es
koncentracidju PI festékkel a sejteket megjeldltiik. 4 °C-on egy éjszakan at taroltuk a
mintakat. A méréshez BD FACS Calibur tipusu aramlési citométert hasznaltunk, FL1
csatornan keresztiil detektalva a PI jelét (Aex = 535 nm, Aem = 617 nm) (Sabatinos és
Forsburg, 2009).

V.19. Sejtmag-morfologiai vizsgalatok

A sejtmagok morfologiai valtozasainak kimutatasahoz a sejtmagokat DAPI (4°,6-
diamidino-2-fenilindol) fluoreszcens festékkel jeloltik és epifluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk. A DAPI fluoreszcens jelold, amely a duplaszala DNS-hez kotodik.
Abszorpcids maximuma 358 nm, emisszids maximuma 461 nm, kék fluoreszcenciat mutat.

Ko6zéplog tenyészetbdl szarmazo sejteket centrifugaltunk, mostunk é€s vettiink fel
SM-+ura tapoldatban. A sejtszamot 102 db sejt mI™ -re allitottuk be. A sejteket 60 percig
kezeltiik meghatarozott ZEA koncentraciokkal (0 puM, 500 uM, 1000 uM). 4-5 pul
sejtszuszpenziot szétoszlattunk targylemezen, majd beszaradas utan 3 pl DAPI festékkel
(10 pg/ml) festettiik, és fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon Eclipse 80i, UV sziirével)
vizsgaltuk a sejteket, majd fotokat készitettiink. Kezelésenként legaldbb 300 sejtet
vizsgaltunk.

A PAT esetében is ugyanezt a protokollt alkalmaztuk, azzal a kiilonbséggel, hogy
ebben az esetben a sejteket 90 percig kezeltiik 50 uM illetve 500 uM PAT-tal.

V.20. Az apoptozis és a nekrozis vizsgalata

Kozéplogaritmikus fazisG tenyészetbél centrifugalas és mosas utan 107 ml™
protoplasztot kezeltiink 500 és 1000 uM ZEA-val 90 percen keresztiil 1,2 M szorbitol-
pufferben. 3 mM H;0,-dal kezelt protoplasztokat hasznaltunk pozitiv kontrollként (Madeo
¢és mtsai., 1999). Ezutan a protoplasztokat a Vybrant apoptosis assay kit #2 (Molecular
Probes®™) protokolljanak megfelelden kezeltiik. Az apoptotikus sejteket Annexin-V, a
nekrotikus sejteket PI festékkel festettiik, a jelolt sejteket BD FACS Calibur aramlasi
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citométerrel detektaltuk FLL1 (Aex = 535 nm, Aem = 617 nm) csatornan keresztiil (Laun és

mtsai., 2001).

V.21. Az 6ssz-szterin-tartalom meghatarozasa gazkromatografiaval

A ZEA novekedésifazis-eltold hatasa miatt az 500 uM ZEA-val kezelt tenyészeteket
50, mig a kontroll tenyészeteket 36 Oran at tenyésztettiik 30 °C-on, 150 fordulat perc™ -en.
fgy mindegyik tenyészet stacioner fazisba keriilt. 10 ml, 2x10" sejt ml? sejtszami
tenyészeteket mostunk és centrifugaltunk. A teljes szterin-tartalmat a lipidek 1 6rés, 85 °C-
on végzett hidrolizisével nyertiik, melyhez 3 ml alkoholos KOH-oldatot (25%)
hasznaltunk. A szterinek elvéalasztisahoz 1 ml desztillalt viz és 3 ml n-heptan keverékeét
alkalmaztuk, 3 perces vortexes keverést alkalmazva. A heptan réteget alkalmaztuk a
vizsgalathoz. A szterinek analizisét gazkromatografiaval (GC-6890 N, Agilent
Technologies) végeztiik, HP-5 kapillaris-oszlopot (30 m x 0,32 mm, film vastagsag 0,25
um; Agilent Technologies) és FID detektort (konstans aramlds, hidrogén 30 ml min™,
levegd 500 ml min™, 250 °C) alkalmazva, hdmérsékleti gradiens mellett (280 °C 1 percig,
280-290 °C 5 °C min™" emelkedéssel, 290 °C 22 percig, 290-310 °C 20 °C min™
emelkedéssel, 310 °C 2 percig) hidrogént hasznalva vivégazként (dramlas 2,5 ml min™,
sebesség 40 cm s, nyomas 220 kPa) 1:50 megosztasi arannyal (300 °C, hidrogén-aramlas
51 ml min™ 2 percig, aztan 20 ml min™, 220 kPa nyomason). A kapott szterincsucsok
azonositasa kiilonb6zd szterin-standardok Osszehasonlitdsa alapjan tortént ChemStation
B0103 program (Agilent Technologies) segitségével. Az ismeretlen csicsok azonositasara
a szterinek GC-MS vizsgalatat is elvégeztiik. A mintakat gazkromatografba vezettiik majd
elvalasztottuk egy tomegszelektiv detektor (MS-5975, Agilent Technologies) segitségével
(fesziiltség 70 eV). A csucsok MSD ChemStation E.00.00.202 (Agilent Technologies)
segitségével lettek elvalasztva, kombinalva NIST Mass Spectral Search Program 2.0-val
(Agilent Technologies) (Kalman és mtsai., 2013).

V.22. Statisztikai analizis

Az eredmények legaldbb harom fiiggetlen kisérletbdl és annak harom technikai
ismétlésébdl szarmaznak. Az atlag + érték a szorast, és nem a standard hibat jeloli. Ahol
nincs megadva szoras érték, ott reprezentativ eredményekrdl van sz, ahol a szords nem

nagyobb, mint 15%.
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VI. Eredmények

VI.1. Az 6sztrogén receptor analdgia vizsgalata

Osszehasonlitva a S. pombe genomjat a human B-6sztogén receptor (ESR2)

nukleotid szekvencidjaval,

nem kaptunk homoldg szekvenciat.

A fehérje

szint

Osszehasonlitas soran harom alacsony homologiat kaptunk (/. tdbldazat), melynek oka a

hasonlo fehérje-motivumokban keresendo.

- Human . Egyezés
S pombe Fehérie | punkeisja , Funkciéja .
fehérje neve leirasa homolog mértéke
Transzkripcios
koaktivator
fehérje
AGA I .
k?)mGI ex alegysége, Human Hiszton Transzkripcios
SPBC25H2.11c bromoorl)omain feladata a acetiltranszferaz | aktivator fehérje (5. 29%
Spt7 alegység komplex KAT2A webhely)
Osszetartasa
(Wu és
Winston, 2002)
A riboszéma
ex.r,)ort'ban human.BCCI,P - A CDK2
. A jatszik Izoamil acetat- L
feltételezhetd | orepet a hidrolizalo aktivitasanak
SPCC613.08 CDK °Tep . . gatlasa sejtciklus 26%
regulator SeJtCIklu.S cszteraz cs blokk soran (7
kontrollja kapcsolodo '
. . webhely)
soran (6. enzimek
webhely)
Transzkripcionalis
PHD finger Hiszton human szabalyzok,
SPCCAG3.07¢ tartalmi {netlla,.ClOt . Pollkomb_—llke amglyek a o 26%
Phfl fehérie kozvetit (Shi PHD Zn-finger | kromatinstruktirat
€ | & mtsai., 2007) fehérje befolyasoljak (8.
webhely)

1. tablazat. A S. pombe genom fehérje szintii Gsszehasonlitasanak eredménye az alacsony
homologaju fehérjék megnevezésével és funkcidik dszehasonlitasaval.

A C. albicansban talalhatoé 6sztrogén-kotd fehérjével Gsszehasonlitva a S. pombe

genomjat, nukleotid szinten nem kaptunk egyezést, fehérje szinten is csak 33%-o0s egyezést

kaptunk a S. pombe NADPH dehidrogenazaval.

V1.2. Novekedési gorbe felvétele és a generacios idé meghatarozasa

A torzs altalanos jellemzéséhez meghataroztuk annak szaporodaskinetikajat és

generacios idejét SM tapoldatban. Méréseink alapjan a sejtek a kozép-logaritmikus fazist

16 ora elteltével érik el (7. abra). Generacios idejiik 3,5 ora.
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7. dbra. A S. pombe névekedési gorbéje sejtszam (m) és ODsgs (@) alapjan.
V1.3. A ZEA-val végzett kisérletek eredményei
V1.3.1. A minimalis gatlé koncentracio (MIC) meghatarozasa
VI1.3.1.1. A MICs értékének meghatarozasa
Standard mikrodilaciés médszerrel meghatarozva a minimalis gatlé koncentraciot,
azt tapasztaltuk, hogy a ZEA nem linearis, de koncentracio-fliggd sejtpusztulast idéz eld
500 puM-os koncentraciodig (8. dbra). Ezek alapjan a ZEA MICsy értéke (az a minimalis

koncentracio, amely 50%-o0s ndvekedés-gatlast eredményez) 500 pM-nak adodott, ezért a

tobbi kisérletinkben ezt a koncentraciot alkalmaztuk.

Eletképesség (%)

T T T T T T ¥ T '
0 200 400 600 800 1000
Koncentraci6 (uM)

8. dbra. A ZEA(m) MICs és B-0sztradiol (o) MIC értékének meghatarozasa 48 oras kezelés utan
standard mikrodilticiés modszerrel.
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VI1.3.1.2. A B-osztradiol MIC-nek meghatarozasa

Bar a S. pombe nem rendelkezik Osztrogén receptorral, vagy azzal analog
fehérjével, fontosnak tiint megvizsgalni a B-Osztradiol sejtekre kifejtett hatasat. A B-
Osztradiol 1480 puM-os koncetracidoig nem mutatott ndvekedésgatld, vagy a szaporodast

egyéb modon befolyasold hatast (8. dbra).

V1.3.2. Felvétel-kinetika

Ahhoz, hogy a sejtek altal felvett toxin koncentraciéja megallapithat6 legyen, elészor
a ZEA abszorpcios spektrumat hataroztuk meg (9. abra). A vegetativ sejteket €s a sejtfal
nélkiili protoplasztokat 0,6 M-0s, ozmotikusan stabil KCl-oldatban kezeltiikk 500 uM ZEA-
val. Ez a koncentraci6 nem okoz protoplaszt-lizist vagy zsugorodast. A sejteket
centrifugaltuk, a feliiluszot 269 nm-en fotometraltuk és a kalibracios gorbe alapjan
meghataroztuk a sejtek altal felvett ZEA koncentraciojat.

A protolpasztok 6 perc alatt elérték a telitédési maximumot, mely idé alatt a toxin
20%-at vették fel (10. abra). A vegetativ sejtek esetében a telitddés 25 perc utan
kovetkezik be, a felvett toxin pedig a kezdeti mennyiség 40%-a.

1.2 235 nm

269 nm

Abszorbancia
>~
1

309 nm

0,0 ' , . ; . : .
200 250 300 350 400

Hullamhossz (nm)

9. dbra. A ZEA abszorpciods spektruma.
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10. dbra. A vegetativ sejtek (@) és a protoplasztok (o) altal felvett ZEA mennyisége.
V1.3.3. A szaporodasgatlas meghatarozasa

A kovetkezd 1épésben meghataroztuk a ZEA ¢lesztd sejtekre gyakorolt
szaporodasgatlo hatasat (11. dbra). Azt tapasztaltuk, hogy 20 6ras inkubalas utan a 100
uM-o0s ZEA-kezelés nem okozott jelentds gatldo hatast. Az 500 és 1000 uM-os kezelés
hatasara azonban a sejtek novekedése 83%-ban gatlodott a 20 oras tenyészetben, amely
hatas mértéke 36 ora elteltével 38%-ra csdkkent. A kezelés miatt a sejtek ndvekedési fazisa
eltolodott, mert a kezelt sejtek 8 oraval késobb érték el a kozép-logaritmikus fazist. A
kezelt sejtek generacios ideje az elsé 20 6raban 12,78 6ranak adodott, mig a 20. 6ra utan
negyedére, 4,3 orara csokkent.
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11. dbra. A ZEA kiilonboz6 koncentracioinak szaporodasgatlod hatasa hasado élesztére (o: kontroll,
A: 100 pM, e: 500 uM, ¥ : 1000 pM).
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V1.3.4. Pusztitasi gorbe felvétele

A pusztitasi gorbe felvételéhez SM+ura tépoldatban kezeltik a sejteket ¢és
koncentracio-fliggd sejtpusztulast tapasztaltunk (12. dbra). A kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva, melynél a telepképzo sejtek szamat 100%-nak vettiik, S00 uM-nal a sejtek
85%-a, mig 1000 uM-nal a 100%-a elvesztette szaporodasi képességét. Meghataroztuk a
teljes gatlo-koncentracio alatti koncentraciot (szubinhibitor koncentracio), amely esetben a

sejtek legalabb 80%-a megtartotta szaporodo-képességét. Ez 250 uM-nak adodott.

100

80 -

60

404

Telepképzo sejtek (%)

204

crer

(o: kontroll, A: 250 uM, e: 500 uM, ¥ : 1000 uM).

V1.3.5. Az adaptacio vizsgalata

A szaporodasgatlas soran tapasztalt, kezelés hatasara bekovetkezé elhtizodo

crcr

segitségével meghatarozott szubinhibitor koncentraciéval (250 uM) torténd egy Oras
elokezelés hatasara ndtt a sejtek taléloképessége (13. abra), mert 60 perces, 500 és 1000
uM-os kezelést kovetden a sejtek 50%-a illetve 38%-a élt tal.
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13. dbra. A telepképzésre képes sejtek szazaléka 1 oras 250 pM-0s ZEA elékezelést kovetd tjabb
ZEA kezelés utan (O: kontroll, e: 500 uM, ¥: 1000 pM).

V1.3.6. Az oxidativ stressz-folyamatok szabalyzasanak vizsgalata S. pombe delécios
mutans torzseken

A S. pombe esetén a kiils6 oxidativ stresszre adott valaszok, igy a ZEA hatasara
megemelkedd H,O; és O, « szinttel szembeni adaptacids folyamatok kiilonbozo jelatviteli
utvonalakon keresztiil szabalyzodnak. Ahhoz, hogy meghatarozzuk, hogy mely utvonalak
vesznek részt az adaptacios folyamatokban, meghataroztuk a ZEA szaporodasgatld hatasat
az S. pombe sziil6i torzson és két transzkripcids faktorban — a MAPK kaszkad Atfl
transzkripcios faktoraban, illetve a kaszkadtol fliggetlen Papl transzkripcios faktorban -
delécios mutans torzson. Alacsony koncentracional (62,5 uM) a ZEA nem okozott
szignifikans csokkenést egyetlen torzs tulélésében sem a sajat, kezeletlen kontrolljaikhoz
viszonyitva, azonban 125 pM ZEA 40%-kal csokkentette a Papl transzkripcids faktorban
delécids muténs torzs életképességét (14. abra). Magasabb koncentracioknal (250-500
uM) a legjelentésebb a Apapl torzs érintettsége, de ezeknél a koncentracioknal a Aatf]
¢letképessége is jelentésen csokkent (14. abra).

Mindezek az eredmények azt jelzik, hogy a ZEA-indukdlt oxidativ stressz
szabalyzasdban a f0 szerepet az alacsony oxidativ stresszre reagaldé - MAPK uttdl
fiiggetlentil regulald - Papl transzkripcids faktor jatssza, azonban az Atfl érintettsége azt

jelzi, hogy a specidlis szabdlyzasban a MAPK utvonal is részt vesz.
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14. dbra. S. pombe sziil6i torzsének (m), Aatfl (m) és Apap! (O) delécids mutansainak az
életképessége (%)-ban kiilonb6z6 ZEA koncentraciok jelenlétében standard mikrodilucios
modszerrel meghatarozva. ** p < 1%; *** p < 0,1%. p értékek a Student t-teszt alapjan szamolva.

V1.3.7. Az intracellularis peroxid-koncentracio

Kovetkez6 1épésként az intracellularis peroxid-koncentracid valtozasait hataroztuk
meg az 1d0 fliggvényében. Ehhez a dihidrorodamin 123 peroxid hatasara bekovetkezd
oxidalodasat mértiik, amely reakcié soran fluoreszkalé rodamin keletkezik. A keletkezd
rodamin fluoreszcencia-intenzitasa aranyos a peroxidok koncentraciéjaval. Ezt a
fluoreszcens jel intenzitas-valtozast detektaltuk dramlasi citométer alkalmazéasaval. 500 uM
ZEA hatasara szignifikansan, 1,8-szeresére ndvekedett a H,O,-koncentracio a sejtekben 60

perc utan a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (15. dbra).

320
300
280 )
260 * :
240 s
220 ]
200 T
180 v
160 %% ) 0
140 T . 1
120 - '
100 5
804
60
%3
204
0J*
=20 T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60

seokok

FL1 intenzitas
L 3

1d6 (perc)
15. dbra. Az intracellularis H,O5 koncentraciojanak megfelel6 fluoreszcens intenzitas
valtozésa az id6 fliggvényében (0: kontroll; @: 500 uM ZEA). ** p < 1%; *** p < 0,1%. p értékek
a Student t-teszt alapjan szamolva.
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V1.3.8. Az intracellularis szuperoxid-koncentracio

A O, * mennyiségi valtozasanak meghatarozasahoz a dihidroetidium etidiumma vald
oxidaciojat hasznaltuk fel. A keletkezd etidium fluoreszcencia-intenzitdsa ebben az esetben
is aranyos a O, ¢ gyok koncentracidjaval. Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy 60
perc clteltével a ZEA-val kezelt sejtekben a O, ¢ gyok koncentracidja a kétszeresére

emelkedett a kontrolléhoz viszonyitva (16. dbra).
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id6 fuggvényében (O: kontroll; @: 500 uM ZEA). * p <5%; ** p < 1% p értékek a Student t-teszt
alapjan szamolva.

erers

Elektron spin rezonancia (EPR) spektroszkdpia modszerét alkalmazva meghataroztuk
a sejtek Cr(VI) redukald képességének mértékét, valamint PBN gyokfogd molekulaval az
intracellularis hidroxilgyok koncentracidjat. A K,Cr,O; hozzdaddsa utdn a °‘OH
koncentracidja ugyan emelkedett, de nem szignifikansan (2. tabldazat). A Cr(VI) redukald
képesség informacidkat szolgdltat a sejt oxidoredukcids egyensulyarol, illetve annak
valtozésarol, azonban a redukcios kapacitdsban sem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget

(2. tablazat).

Kettds integral x 10° mg™ fehérje
Kontroll *OH  Kezelt *°OH  Kontroll Cr(V) Kezelt Cr(V)

PBN + Cr(VI) 8,7+1,8 11,3+ 1,05 170,4 +8,64  193,8+27,7

2. tabldzat. A PBN-OH ¢és a Cr(V) koncentracioi 500 uM ZEA kezelés hatasara S. pombe feltart
sejteken. ) * p < 5%; ** p < 1%; *** p < 0,1%. p értékek a Student t-teszt alapjan szamolva.
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V1.3.10. Az antioxidans védekez6 rendszer valtozasai

Egy oras, 500 uM-os ZEA-kezelés hatdsara 3-szoros ¢és 4-szeres csokkenés
kovetkezett be a GSH és GSSG mennyiségében a kontrollhoz képest. Szignifikdnsan
megndtt az 6ssz-SOD, a CuZn SOD, a CAT, a GR és a GST specifikus aktivitdsa, mig a
GPx és a G6PD aktivitasa szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz képest (3. tdbldzat).

Kontroll 500 uM ZEA
GSH? 9,93+0,93 2,03+1,03 ***
GSSG® 0,32+0,02 0,07+0,05 ***
GSH/GSSG 31,44 43,102
SOD-ok” 18,23+1,52 22,13+1,78 **
CuzZnSoOD" 16,86 + 1,13 21,26+1,55
MnSOD" 1,37 + 0,42 0,87+ 0,24
CAT® 13,24+1,55 19,34+2,26 **
GPx® 1,38+0,12 0,47+0,31 **
GR! 39,99+5,66 61,89+13,78*
G6PD® 177,39+17,97 140,60+5,32 *
GST¢ 6,37+2,39 10,33+0,72 **

3. tablazat. S. pombe kontroll és 500 uM ZEA-val kezelt sejtjeinek specifikus GSH és GSSG
koncentracidja, valamint a specifikus SOD, CAT, GST, GR, GPX és G6PD aktivitasa 60 perces
kezelés utan (atlag + széras-ként megjelenitve) * p < 5%; ** p < 1%; *** p < 0,1%. p értékek a

Student t-teszt alapjan szamolva.
2 A specifikus koncentracié pM (mg fehérje)*-ben megadva;® A specifikus aktivitas unit (min (fehérje)*-ben
megadva;® A specifikus aktivitais pM (min (mg fehérje)*-ben megadva;® A specifikus aktivitis nM (min mg
fehérje)*-ben megadva.

V1.3.11. A ZEA és a GSH kozotti interakcio

ZEA jelenlétében a GSH fotolumineszcens szignalja szignifikansan megvaltozott.
Az adatok elemzése utan azonban kideriilt, hogy ez a valtozas a bels6-sziir6 hatds miatt
alakult ki, nem pedig a kolcsonhatas megléte miatt (17. dbra). Az eredmény validalasa
érdekében megvizsgaltuk a jelenséget intenzitas-fliggetlen, fluoreszcens polarizacios
modszerrel. Az eredmények a GSH szinte teljes depolarizalt emisszidjat mutattak
(polarizacios fok: 3,2 + 1,5%) ZEA jelenlétében és hianyaban is, amely adott molekularis

kornyezetben a GSH ¢és a ZEA kozotti kolesonhatads hidnyat mutatja.
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abra: A fotolumineszcens spektrumok intenzitasmaximumai ndvekvo ZEA koncentracidé mellett
(cps — counts per second)

V1.3.12. A G2/M fazisblokk vizsgalata

Egy orés, 500 uM-os ZEA-kezelést kovetéen daramlasi citometridas mérés
segitségével vizsgaltuk a sejtek DNS-tartalmat, ezaltal a sejtciklus kiillonbozé fazisaban
vald tartézkodasukat. Szignifikansan lecsokkent a G1 fazisban talalhato sejtek ardnya. Mig
a kontroll sejtek 79 + 2,11%-a volt G1 fazisban, a kezelt sejteknél ez az arany 63,41 +
3,44% volt. Ezzel szemben a G2/M fazisban tartozkodé sejtek aranya 21,24 + 0,84%-161

31,92 + 3,39%-ra nétt, mely ndvekedés szintén szignifikans (/8. abra).
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18. abra. A ZEA sejtciklusra gyakorolt hatasa 60 perces kezelés utan. A S. pombe kontroll (A) és
500 uM ZEA-val (B) kezelt sejtek DNS tartalmanak aramlasi citometrias vizsgalata FL2-A
detektorral.
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V1.3.13. Sejtmag-morfolégiai valtozasok

A sejtciklus blokkja felveti a DNS sériilésének, ezaltal a sejtmag morfologiai
valtozéasanak a lehetdségét. Ennek bizonyitdsara vizsgaltuk a ZEA hatasara bekdvetkezo, a
sejtciklus kiilonboz6é szakaszaiban jellemzd sejtmag-morfologiatdl vald eltéréseket. Az
eredmények értékelése soran a CCD kameraval rogzitett fotok alapjan szamszertsitettiik a
sejtciklus kiillonboz6 szakaszaiban jellemz0 sejtmag-morfologiatdl valo eltéréseket.

Azt tapasztaltuk, hogy ZEA-kezelés hatasara — Osszehasonlitva a kezeletlen
mintakban tapasztalt ép sejtmagvh sejtekkel (/9. A abra) — a sejtmagok alakja szamos
esetben szabalytalan lett, vagy fragmentalodott (/9. B. és C. dbra).

A megvaltozott sejtmagalaku sejtek szamaban koncentracio-fliggé emelkedést
tapasztaltunk 60 perces kezelést kovetdéen (/9. B és C dbra). A kontroll mintaval
Osszehasonlitva, 500 uM kezelés hatdsara 1,1-szeresére, mig 1000 uM esetében 1,26-
szorosara emelkedett a megvaltozott sejtmagu sejtek aranya. Mintanként altagosan 500

sejtmagot vizsgaltunk meg.

A

19. abra. ZEA-indukalt sejtmag-fragmentacio S. pombe kontroll (A), 500 uM (B), és 1000 uM (C)
ZEA kezelt sejtjeiben 1 ora utan.

V1.3.14. Az apoptozis és a nekrozis vizsgalata

Normadl, €16 sejtekben a foszfatidil-szerin a sejtmembranban a citoplazmikus felszin
felé helyezddik. Apoptotikus sejtekben a foszfatidil-szerin 4thelyezddik a membran
felszinére, amelyhez az Annexin-V festék nagy affinitassal kotédik. A PI az €16 és
apoptotikus sejt szdmara nem 4tjarhatd, de a nekrotikus, elpusztult sejteket vords
fluoreszcensen jeloli ugy, hogy kozvetleniil a nukleinsavhoz kotddik. 90 perces 500 és
1000 pM-os ZEA-kezelés utan vizsgaltuk az apoptotikus és nekrotikus sejtek aranyat,
azonban sem apoptozist, sem nekrézist nem mutattunk ki, még a H,O,-dal kezelt

kontrollnal sem.
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V1.3.15. Az 6ssz-szterin-tartalom valtozasa

A B-Osztradiollal mutatott szerkezeti hasonlosdga miatt felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy a ZEA hatassal van a szterin-bioszintézisre, befolydsolja enzimeinek
mitkodését. Ezért korai stacioner fazisi tenyészeteken vizsgaltuk a ZEA szterin-
Osszetételre gyakorolt hatasat. A kontroll esetében 36 oOras tenyészettel, mig az 500 uM
ZEA-val kezelt minta esetében 50 oras tenyészettel dolgoztunk a toxin szaporodast gatld,
sejtciklus eltold hatasa miatt. A kontrollhoz viszonyitva szignifikans, kvantitativ
valtozasokat tapasztaltunk a kezelt minta szterin-sszetételében. Az élesztok esetében a
szterin-bioszintézis végterméke az ergoszterin, melynek mennyisége 1,1-szeresére
novekedett. A koztitermékek mennyiségében is szignifikans kiilonbségek mutatkoztak; a
fekoszterin mennyisége 1,74-szorosara novekedett, mig a szkvalén mennyisége negyedére
csokkent, ahogy a 24-metilén-24,25-dihidrolanoszterin mennyisége is 27%-os csokkenést

mutatott (4. tabldzat).

Szterinek Kontroll 500 uM ZEA
Szkvalén 2,07+0,41 0,51 £0,18 ***
Zimoszterin 0,84 + 0,45 0,28 £0,14
Ergoszterin 63,69 + 3,33 70,31 £2,88 *
Fekoszterin 3,13 +0,50 5,45+ 1,08 **
Ergoszta-5,7-dienin” 0,92 + 0,54 1,65 + 0,078
Episzterin® 0,86+ 0,17 1,05+ 0,12
u.i.l 1,36 + 0,46 1,15+0,40
Lanoszterin 3,6 1,02 4,19 +0,53
24-Metilén-24,25- dihidrolanoszterin 14,97 £1,97 10,88 + 1,56 *
u.i.2 9,12 + 1,09 5,00+ 1,75 *

4. tabldazat. Korai stacioner fazisa S. pombe kontroll és 500 uM ZEA-val kezelt sejtjeinek szterin
tartalma (%-ban megadva). * p < 5%; ** p < 1%; *** p < 0,1%. p értékek a Student t-teszt alapjan
szamolva.” Feltételezett szterin komponens. Rovidités: u.i. — azonositatlan

V1.4.A PAT-tal végzett kisérletek eredményei

VI1.4.1. Az oxidativ stressz-folyamatok szabalyzasanak vizsgalata S. pombe delécids
mutans torzseken PAT-kezelés hatasara

Elézetesen elvégzett kisérletek alapjan mar ismert volt, hogy a PAT oxidativ
stresszt general, és 1étezik sejtszintli adaptacio a toxinnal szemben. Ahhoz, hogy pontosan
megallapitsuk, hogy a MAPK kaszkad mely elemei vesznek részt az adaptacioban, a PAT
szaporodasgatlo hatasat vizsgaltuk a S. pombe sziil6i torzson és delécios mutansain (Awis|,
Aatfl, Astyl, és Apapl). A Apapl torzs bizonyult a legérzékenyebbnek, mert 50 uM-0s

koncentracidban 98%-o0s gatlast szenvedett, mig 75 uM teljes szaporodasgatlast idézett eld,
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azonban ezek mellett a koncentraciok mellett a sziil6i torzs és a tobbi jelatviteli mutans

sejthozamaban nem jelentkezett szamottevd csokkenés (20. dbra).

120+
100‘“., :

L M 1 <
~ 80 i ¢
& ]

&Em)” 60-
wn
8- o4
S 40
5 s
g o
20
] | |
0+ Yv v —y— ' , ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600
Patulin (uM)

20. abra. S. pombe sziil6i torzsének (¢), Awisl (m), Aatf] (®), Astyl (A) és Apapl (V) delécids
mutansainak az életképessége (%)-ban kiilonboz6 PAT koncentraciok jelenlétében standard
mikrodilticiés mddszerrel meghatarozva.

600 uM PAT minddssze 10%-os csokkenést okoz a sziildi torzs tulélésében,
azonban a Awisl, Astyl és Aatfl mutansok szaporodasat 98, 95 illetve 65%-ban gatolta
(20. dabra). Az eredmények alapjan a MAPK ttvonal tobb eleme is szerepet jatszik a PAT-
tal szemben kialakuld adaptacié mechanizmusaban, azonban a MAPK ttvonaltdl fliggetlen

Papl transzkripcids faktor jelenléte elengedhetetlen a folyamathoz.

V1.4.2. Sejtmag-morfologiai valtozasok

PAT-kezelés hatasara a kontroll mintakban lathato ép sejtmagu sejtekkel (21. 4 dbra)
Osszehasonlitva, 90 perces kezelés utan 50 uM PAT esetében 3,12-szeresére (21. B dbra),
mig 500 uM PAT esetében 4,87-szeresére (21. C abra) ndvekedett a megvaltozott sejtmag-

morfologiat mutatd sejtek aranya.

.\

21. abra. PAT-indukalt sejtmagfragmentacio S. pombe kontroll (A), 50 uM (B), és 500 uM (C)
PAT kezelt sejtjeiben 90 perc utan.
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V1.4.3. A PAT és a GSH kozotti interakcio

A GSH fotolumineszcens szignal-valtozasai PAT novekvd koncentracidju jelenléte

mellett az interakcio jelenlétét jelzik (23. abra).
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(m: 0 uM; m: 10 uM; m:30 uM; m: 70uM; m:90 uM; m: 110 uM; m: 130 uM; m: 170 uM). Belso
abra: A fotolumineszcens spektrumok intenzitasmaximumai ndvekvé PAT koncentracié mellett
(cps — counts per second)

A kolcsonhatés igen erds 1:1 sztéchiometriai arany mellett, logK értéke 28. A kdlcsonhatas
meglétének igazolasara polarizaciés modszert alkalmaztunk. PAT jelenléte nélkiil, a GSH
fluoreszcens polarizacios foka dnmagaban 3 + 3 %, amely PAT jelenlétében 17 + 3 %-ra

emelkedik, megerdsitve a kdlcsonhatast a GSH és a PAT molekula kozott.
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VIl. Eredmények értékelése
VIIL.1. A’ S. pombe torzs altalanos jellemzése

A Kkisérleteinkhez hasznalt S. pombe torzs altalanos jellemzésének els6 Iépéseként
megallapitottuk annak generacios idejét, amely 3,5 oranak adodott (7. dbra). Standard
mikrodilucios modszer (NCCLS, 2002) segitségével meghataroztuk a ZEA minimalis gatlo
koncentracidjat a torzzsel szemben. Teljes gatlast nem tapasztaltunk, azonban a MICsy
értek 500 uM volt (8. dabra), amely koncentraciot a tovabbi vizsgalatainkhoz alkalmaztunk.

A szakirodalomban legtobbszor a ZEA  0Osztrogén-specifikus hatasaival
foglalkoznak (pl. McNutt és mtsai., 1928; Kuiper-Goodman ¢és mtsai., 1987; Heneweer €s
mtsai., 2007; Zinedine ¢és mtsai., 2007; Yazar ¢s Omurtag, 2008), azonban kevés adat all
rendelkezésre bizonyitottan Osztrogén-analogiajatol fliggetlen kérositd hatasairdl. Ezért a
munkank soran a S. pombet olyan modellszervezetként alkalmaztuk, amely bizonyitottan
nem tartalmaz a B-Osztrogén-receptorral analdog szekvenciat (< 29%), vagy a Candida
albicans 06sztrogén-koté fehérjéjéhez hasonld szekvenciat (33%) sem nukleotid, sem
fehérje szinten.

A PB-0sztradiol minimalis gatld koncentracid vizsgalatdnak eredménye szintén
alatamasztja a receptor hidnyat, hiszen kisérleteink alapjan semmilyen novekedést

befolyasolo hatast nem tapasztaltunk a S. pombe sejtekre.

VI1.2. A ZEA citotoxikus hatasa az S. pombera

Kisérleteinket minden esetben (kivéve a MAPK-mutansok MIC-ének
meghatarozasa és a szterin-komponensek analizise) kozép-logaritmikus fazisi sejteken
végeztiik SM tapoldatban azért, hogy a sejtek azonos fiziologiai allapotban legyenek, ¢€s
hogy kikiiszoboljiik a komplett élesztOkivonat-tartalmu tapkozeg antioxidans hatasat
(Gazdag és mtsai., 2011a).

Viszonylag magas, 500 pM-0s ZEA-koncentraciot alkalmaztunk az akut kezelések
soran, mivel - ahogy azt a felvétel-kinetika meghatarozasa soran kimutattuk -, a sejtfalnak
igen magas bioadszorpcios kapacitasa van (10. dbra). A sejtfal nélkiili protoplasztok a
toxin 20%-at vették fel, mig a sejtfalas sejtek a 40%-at. A kiilonbségbdl adodik, hogy a
ténylegesen sejten beliil haté toxinkoncentracié a kezdeti kezelési koncentracionak
minddssze kb. 20%-a (~100 uM). A protoplasztok felvétel-kinetik4ja azt sugallja, hogy
bioakkumulécié helyett (pl. aktiv transzport) diffuzié torténik, amely parhuzamosan zajlik
a bioadszorpcidval. Mindkét gorbe telitddést mutat, amely arra utal, hogy nincs a felvétel

sebességével dsszemérhetd sebességli metabolizmus a sejten beliill. A ZEA-val szerkezeti
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analog 17p-0sztradiol is diffizioval jut be a sejtmagba, ahol az 6sztrogén-valaszt kivalto
elemekhez kapcsolodik (Metzler és mtsai., 2010).

A 'S. cerevisiae sejtfalanak is van ZEA-adszorpcios kapacitasa. Hidrogén- és Van Der
Waals kotések kialakitasaval képes a sejtfal B-D-gliikkdnja megkotni a ZEA-t, az adszorpcid
mértéke pedig egyenesen aranyos a sejtfal B-D-gliikan tartalmaval (Yiannokouris és mtsai.,
2004). In vitro kisérletben kimutattak, hogy a S. cerevisiae sejtfalabol tisztitott B-D-gliikan
a ZEA 88%-at adszorbedlja (Sabater-Vilar és mtsai., 2007).

ZEA-kezelés hatasara koncentracio-fliggd szaporodéasgatlast tapasztaltunk (11.
dbra), amely gatlas 36 oOra elteltével jelent6sen mérséklodott. A sejtek koncentracio-fiiggd
novekedés-gatlasat tapasztaltdk tobb esetben is kiilonbdzé emlds sejtvonalakon (pl. Arai €s
mtsai., 2000; Abid-Essefi és mtsai., 2004; Gazzah és mtsai., 2010) illetve S. cerevisiae
¢leszt6 sejteken (pl. Boeira és mtsai., 1999).

A sejtek generéacios ideje megnovekedett, ezért 8 oraval késébb 1éptek a kozép-
logaritmikus fazisba. A mérséklodd szaporodasgatlo hatds egy esetleges adaptacios
folyamatot feltételez a toxinnal szemben. Koncentracio-fliggd sejtpusztulast tapasztaltunk
(12. abra), azonban a sejteket egy oOran at elokezelve az in. szubinhibitor koncentracioval,
jelentésen megemelkedett a telepképzd sejtek szdma 500 és 1000 uM kezelést kovetden
(13. dbra), amely emelkedés bizonyitja a ZEA-val szemben kialakult adaptaciot. A ZEA-
val szembeni sejtszintli adaptacidés folyamatrél az irodalom még nem szdmolt be. A S.
pombe t6bb mas, oxidativ stressz-generald agenssel szemben is képes adaptalodni (Lee és
mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1997). Ilyen jelenség figyelhetd meg egy masik mikotoxin, a
PAT esetében is (Horvath és mtsai., 2010), de a hasadd ¢leszt6 képes adaptalodni alacsony
koncentracioju, 0,2 mM H,0,-dal és menadionnal szemben is (Giga-Hama and Kumagai,
1997). A jelenség lényege, hogy a sejtekben kialakulo, mérsékelt stressz felkésziti a sejtet a
kés6bbi, magasabb koncentracidban jelenlévd stresszorok altal kivaltott nagyobb mértékii
stresszel szemben, aktivalva a sejtek antioxidans rendszerét. Az adaptécié kialakitdsaban

az aktivalodo, antioxidans enzimek és nem enzimatikus molekulak mitkodnek kozre.

VI1.3. A ZEA oxidativ stressz-indukalé hatasanak vizsgalata

Az oxidativ stresszorok elleni adaptacio kialakitasdban elengedhetetlen szerepe van
a Papl transzkripcios faktornak, amely igen érzékeny az oxidativ stresszre (kiilondsen a
H20,-ra) redox-szenzitiv szenzora, a peroxiredoxin miatt (Vivacos és mtsai., 2006).
Vizsgalataink soran delécios mutansokat alkalmaztunk, amelyek koziil a Apap! bizonyult a

legérzékenyebbnek ZEA-kezelés hatasara (14. dbra), igy elmondhatjuk, hogy a

68



védekezésben sziikséges gének expresszids valtozéasaiért (pl. CAT, GR) és az adaptécio
kialakitasaért els6sorban a Papl transzkripcios faktor a felelés. Azonban, bar kisebb
mértékben, de ZEA-érzékenynek mutatkozott egy masik transzkripcids faktor, a MAPK
utvonal altal aktivalt Atfl is (14. abra).

Mivel a Papl és a MAPK utvonal egyidejii miikodése nem lehetséges (Vivacos és
mtsai., 2006), a jelenségnek két magyarazata lehet. Egyrészt, mivel kisérleteinket delécios
mutansokon végeztiik, és nem génexpresszids szintet vizsgaltunk, a két, transzkripcios
faktorban delécios mutans torzs érintettsége adodhat a transzkripcids faktorok hidnyabol.
Masrészt, bar a két utvonal nem muiikodhet egyidejiileg a kiilonb6zé mértékli érzékenység
(igy a Papl inaktivacioja) miatt, €s aktivaciojuk egymastdl fliggetlen, egy ponton a két
utvonal mégis Osszekapcsolodik. A csokkend stressz miatt a Papl Gn. kései aktivaciora is
képes, amelyhez sziikség van az Atfl-et foszforilalé Styl MAPK-ra. A Styl aktivalja a Srx
szulforedoxint, amely redukalja a peroxiredoxint, ezzel ujra mikodoképessé téve a Papl
utvonalat (Vivacos és mtsai., 2006). A kisérlet kiértékelése 48 ora utan tortént az NCCLS
2002-es szabvanya szerint, igy az adott id6pillanat aktualis allapotar6l ad informaciot.

Bar a ZEA-kezelés hatasara bekovetkezd 0ssz-ROS emelkedést kiilonbozo
sejvonalakon mar tobb alkalommal is kimutattdk — makrofdgokon (Yu és mtsai., 2011),
HepG2 sejteken (Bouaziz és mtsai., 2008; Gazzah és mtsai., 2010), CHO-K1 sejteken
(Ferrer és mtsai., 2009) — a kiilonb6zé ROS-okat kiilon-kiilon (peroxidok, O, *,*OH) még
nem vizsgaltak, pedig ezek keletkezése, biologiai aktivitasa és detoxifikacioja eltérd. Akut
ZEA-kezelés hatasara a sejtekben 1,8-szeresére novekedett a peroxidok (15. dbra), és
kétszeresére a O, * (16. dbra) mennyisége a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a ZEA megzavarja a mitokondriumok normalis miikodését,
amely a sejtek oxidoredukcids egyensulyanak felborulasahoz vezet.

Nem valtozott azonban szignifikdnsan a *OH mennyisége €s a sejtek redukcios
kapacitasa in vitro (2. tdblazat). Bar vizsgalatainkat feltart sejthomogenizatumokon
veégeztiik, amely igy egy mesterséges allapotot idéz eld, mégis informaciot kaphatunk a
sejtek oxidoredukcios képességérél a *OH termelddott mennyisége és a Cr(VI) redukalo-
képesség valtozasan keresztiil.

Az emelkedett peroxid- és O, ¢ koncentraciora valaszol a sejt, mert megnovekszik
az ezeket semlegesité enzimek, a CAT és SOD specifikus aktivacioja (3. tdbldzat). A SOD
a szuperoxidot alakitja H»0,-da, amelyet a kataldz vizre és oxigénre bont. A
tapasztaltakkal egyez6 jelenség figyelhetd meg ZEA-val akutan kezelt Vero sejtvonalon a
CAT esetében (Abid-Essefi és mtsai., 2012), valamint a CAT és a SOD esetében, szintén
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akutan kezelt egerek veséjén (Boeira ¢és mtsai., 2012). Akut HyO,- és menadion-kezelés
hatdsara szintén megndvekedett a SOD és CAT aktivitasa a hasado élesztd sejtekben
(Giga-Hama és Kumagai, 2007). A SOD aktivitasanak csokkenését mérték kronikus ZEA-
kezelést kovetden sertések majaban és vérsavojaban (Jiang és mtsai, 1991), Wistar
patkanyok majaban (Stadnik és mtsai., 2010) és him Balb/c egerek heréjében (Salah- Abbes
¢s mtsai., 2009). Azonban ezekben az esetekben feltételezhetd, hogy a SOD és CAT
aktivitdsanak csokkenése nem a ZEA-kezelés dierkt kovetkezménye.

A ROS-k aranyanak megndvekedése a GSH haromszoros csokkenését idézte el (2.
tablazat). A GSH koncentracio-fiiggd csokkenését megfigyelték kiilonb6zd maj
sejtvonalakon is kronikus ZEA-kezelés hatasdra (Hassen és mtsai., 2007; Lee és mtsai.,
2013). Mikdzben a peroxidokat, O, « -t, *OH-t semlegesiti a GSH, az oxidacidja soran
glutationil-gyokok (GS") keletkeznek, amelyekbdl kialakul az inaktiv, oxidalt forméja, a
GSSG. A vartakkal ellentétben azonban a GSH csdkkend mennyiségével egyiitt a GSSG
mennyisége is csokkent (3. tdblazat).

A GSH ¢és GSSG egyiittes csokkenése egy esetleges kolcsonhatast feltételezett a
GSH ¢és a ZEA kozott. Ennek felderitésére a GSH fotolumineszcens szignal-valtozasait
vizsgaltuk kiilonb6z6 koncentracioju ZEA jelenlétében. A fluoreszcens intenzitas
maximuma emelkedett a toxin-koncentracid6 novekedésével, ami a kolcsonhatas 1étét
igazolnd (17. dbra). Am a jelenséget intenzitas-fiiggetlen, fluoreszcens polarizacios
méréssel vizsgalva, a GSH polarizacidos foka nem valtozott sem a ZEA hidnyaban, sem
jelenlétében, ami cafolja a kdlcsonhatds meglétét, mert a molekula mozgésa, ezaltal
fénypolarizaldo hatasa nem valtozott, tehat nem alakulhatott ki kapcsolat a két molekula
kozott. A fotolumineszcencia-vizsgalat soran tapasztalt jelenség oka a belsOsziiré hatas,
amely gyakorlatilag reabszorpciot jelent, tehat a ZEA molekuldk elnyelik azt a fényt, amit
a GSH bocsat ki gerjesztés hatasara.

Az interakci6 hidnyaban a GSH-koncentracid csokkenésének hatterében a
szuperoxid és peroxidok altal indukalt GSH-fogyasztd folyamatok allnak. A glutation-
homeosztazis fenntartasaban szdmos antioxiddns enzim részt vesz, amelyek
aktivitasvaltozasa toxin-specifikusnak mutatkozott (3. tdblazat). A H,0,-t GSH
segitségével semlegesitd GPx aktivitasa csokkent, ami alatamasztja, hogy ebben a
folyamatban a CAT-nak van dominans szerepe. A kiilonb6z6 ROS-okat (pl. ‘'OH, HOCI,
ONOO', RO’, RO%, NO, szén-kdzponta gyokok, '0,) a GSH kozvetleniil is el tudja
tavolitani a sejtbdl az egy-elektron Gtvonalon keresztiil, illetve foként a GPx 4ltal katalizalt

folyamatban is, a két-elektron utvonalon keresztiil. A GSSG-t visszaredukalé enzim, a GR
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aktivitdsa nott, feltételezhetden részben ezért csokkent a GSSG mennyisége. A GR felelds
a redukalt glutation-pool fenntartdsdért, amihez NADPH sziikséges. A NADPH
eléallitasban, igy a GSH-termelés fenntartasaban fontos G6PD aktivitasa csokkent, ami
részben a GSH mennyiségi csokkenésének oka lehet. A GSH-t xenobiotikumokkal
konjugald, illetve a GSSG-t a sejtbdl az ABC-transzportereken keresztiil kijuttatd enzim, a
GST aktivitasa nétt, magyarazva mind a GSH, mind a GSSG mennyiségének csokkenését.
Kroénikus tesztekben megfigyelték a GPx aktivitasanak csokkenését ZEA-val kezelt
patkdnyokban ¢és egerekben is (Salah-Abbés és mtsai., 2009; Stadnik és mtsai., 2010). A
GST aktivitas-valtozasat egy esetben vizsgaltak akutan kezelt egerekben, ahol az aktivitas
csOkkenését mutattak ki, amely a tesztikularis redox-rendszer valtozasaira utal (Boeira €s
mtsai., 2012). Krénikus tesztben vizsgaltdk 28 napos, 40 mg/kg ZEA-kezelést kovetden a
kisérleti Balb/c egerekben az enzimaktivitasok valtozasat, €s eredményként csokkent GPx,
GR, SOD, CAT ¢s GST aktivitast figyeltek meg (Salah-Abbés és mtsai., 2010). Ebben az
esetben feltételezhetden a ZEA-kezelés kovetkeztében felborult redox-egyensuly hossz

tavla kovetkezményeként valtoznak igy a kiilonboz6 antioxidéns enzimaktivitasok.

VI1l.4. A ZEA hatasara bekovetko sejtciklus-blokk és kovetkezményei

A ZEA-kezelés kovetkeztében kialakulo oxidativ stressz és a keletkez6 ROS-ok
hatasara oxidativ DNS-karosodas Iéphet fel, amely befolyasolhatja a sejtciklus normalis
lefolyésat és amelyet elsdként a sejtciklus blokkjan keresztiil vizsgaltunk. Egy oras, 500
uM-os ZEA-kezelést kovetden szignifikansan lecsokkent a G1 fazisban 1évd sejtek
mennyisége, amely csokkenés a G2 fazisban kompenzalodott (/8. dabra). Ez a sejtciklus
blokkjara utal, amely szerint valamely kiilsé vagy belsé kedvezdtlen koriilmények miatt a
sejtek nem Iépnek be a mitdzis M fazisaba. Hasonld jelenséget figyeltek meg &sztrogén
receptorral szintén nem rendelkezé Vero, Caco-2 ¢s HepG2 sejtvonalakon (Abid-Essefi és
mtsai., 2003; Gazzah és mtsai., 2010) illetve Osztrogén-fliggd emlérak MCF-7 sejteken
(Yu ¢és mtsai., 2005) is. A blokk feltételezhetd oka lehet a DNS sériilése, amelynek
kijavitasara leall a sejtciklus. A DNS karosodasa a S. pombeban a sejtmagok
fragmentaciojan keresztiil is vizsgalhato, amelyhez a kezelt sejtek sejtmagjainak
morfologiai valtozasait hasonlitottuk Gssze a kontroll sejtmagokhoz viszonyitva. Kis
mértékil, koncentracio-fliggd emelkedést tapasztaltunk a fragmentalodott sejtmagl sejtek
szamaban (/9. abra). A szabalytalanna valo sejtmagok a kromatinallomany sériilésére,

tehat a DNS karosodasara utalnak, amely magyarazza a sejtciklus blokkjat.
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Himivarsejtekben is megfigyelhetd volt a kromtindllomany karosoddsa mind 2 6rés,
alacsony — 5 ng ml* (Minervini és mtsai., 2010), mind magasabb — 30-95 pM-
(Tsakmakidis és mtsai., 2008) kezelési koncentracid esetén, illetve hosszabb id6tartamq,
24 o6ras kezelés utan is (Benzoni ¢és mtsai., 2008). A kromatindlloméany stabilitdsanak
csokkenése mellett a DNS fragmentacidja is kimutathat6 koncentracio-fliggé médon Vero,
Caco-2 és HepG2 sejteken (Abid-Essefi és mtsai., 2003; Hassen és mtsai., 2007), amely az
oxidativ kérosodas kovetkezményeként alakult ki. HepG2 sejteken id6fliggé DNS-
karosodast is megfigyeltek, ahol az elsé 8 6raban a fragmentacido mértéke alacsony volt,
ami a 24. 6ra végére megduplazodott, 30 o6ra utdn pedig mar igen nagy mértékii volt
(Gazzah és mtsai., 2010).

A DNS-karosodasok hatdsara a bels6 szabalyzas ledllitja a sejtciklust, hogy a
kiilonbdz6 repair-folyamatok érvényesiilhessenek, lehetdséget biztositva a sériilések
kijavitasara. Ha a DNS-karosodds nagy mértékli, a hibak felhalmozodnak, a javitd
mechanizmusok tulterheltek lesznek €s a sejt apoptdzison megy keresztiil. Irodalmi adatok
alapjan a S. pombeban a Rad3 a kdzponti checkpoint-kindz. A DNS szerkezeti karosodasa
vagy a DNS-replikacid soran fellépd hibak aktivaljak, amely aktivacid utdn tovabbi
kinazokat foszforilal attol fiiggden, hogy a sejtciklus mely pontjan érzékelte a hibat. A
korai S fazisban a Cdsl kinazt, mig a G2 fazisban (feltételezhetden jelen esetben) a Chkl
kinazt aktivalja, amely leallitja a sejtciklust (Burhans és mtsai., 2003). Ha a DNS-repair
rendszer nem tudja kijavitani a hibat, beindulnak az apoptotikus folyamatok a Weel ¢és
Chk1 downregulacidjanak kovetkeztében (Wang €s mtsai., 2004).

Az oxidativ DNS-karosodas kovetkezményeként 1étrejovo apoptozist megtigyelték
tobbek kozott HepG2 (Golli-Bennour és mtsai., 2008; Gazzah ¢és mtsai., 2010) és Vero
(Abid-Essefi és mtsai, 2003; 2012) sejtvonalakon is. A S. pombe esetében azonban nem
figyeltiink meg apoptozist vagy nekrozist a sejtmag-fragmentacio és a sejtciklus-blokk
ellenére. Ennek oka az lehet, hogy a S. pombe nagyon ellenalld a mitokondrialis ROS-
termelés karos hatdsaival szemben (mivel petite-negativ élesztd, tehat mitokondrium nélkiil
nem képes életben maradni). Ezt tamasztja ala az is, hogy mig a S. cerevisiae esetében
(amely egy petite-pozitiv éleszt6) a 3 mM-0s H,O; kezelés kivaltja az apoptozist (Madeo
¢és mtsai., 1999), a S. pombe esetében azonban nem. Masrészt a ZEA-idukalta ROS-
termel6dés nem feltétleniil vezet apoptozishoz a S. pombe esetében. Egy masik anyaggal,
az adrenodoxinnal valod kezelés hatasara sem figyeltek meg apoptozist. Az adrenodoxin
egy mitokondridlis ferredoxin, amely az emlds sejtekben taldlhaté meg, és fontos szerepet

jatszik a szteroidogenezisben, azonban overexpresszioja emelkedett ROS-termeléshez és
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apoptozishoz vezet. S. pombeban szintén fokozza a mitokondrialis ROS-termelést, de nem
¢észlelhetéek az apoptozis tipikus markerei. Ennek oka az, hogy a mitokondridlis ROS-
termelddésre egyaltalan nem alakul ki apoptotikus valasz a hasad6 élesztdben (Derouet-

Hiimbert és mtsai., 2007).

VI11.5. A szterin-osszetétel valtozasai ZEA-kezelés hatasara

Bar a ZEA nem szteroid jellegli vegyiilet, szerkezeti hasonlésagot mutat a -
Osztradiollal, ezért feltételeztiik, hogy a szterin-bioszintézisben ¢és a kiilonbozo
komponensek Osszetételeben is valtozasokat idézhet eld. Ebben az esetben hosszu tavu
akut kezelést végeztiink, ugyanis a sejteket korai stacioner fazisig tenyésztettiik 500 uM
ZEA jelenlétében. A kontroll sejtek 36, mig a kezelt sejtek 50 oOra alatt érték el ezt a
stacioner fazist a ZEA szaporodéasgatld hatasa miatt.

A kontrollhoz viszonyitva szignifikans valtozasokat tapasztaltunk a kezelt sejtek
membranjaban talalhatd ergoszterin-bioszintézis tobb intermedierjének, illetve az
ergoszterin mennyiségében is (4. tdblazat). A bioszintézis koztitermékei koziil a
fekoszterin mennyisége megndvekedett, mig a 24-metilén-24,25-dihidrolanoszterin és a
szkvalén mennyisége csokkent. Bar a szkvalén esszencidlis a novekedéshez (az ergoszterin
szintézis befejezése elotti hatodik intermediertdl, a zimoszterintél kezdve nem
esszencialisak, mert a termelddott koztitermékek mar képesek részlegesen helyettesiteni az
ergoszterint) (Iwaki és mtsai., 2008), és mennyisége csokkent, a folyamat végtermékének,
az ergoszterinnek a mennyisége mégis novekedett.

Az ergoszterin az ¢lesztdé membran legfontosabb rigidizald6 komponense. Fontos
¢lettani szerepe van az optimalis membran-permeabilitds létrehozasaban, kemikalidkkal
szembeni rezisztencia kialakitasdban, a plazmamembran fehérje-transzportjaban, a
membranhoz kotott enzimek megfeleld miikodésének kialakitdsdban, a sporuldcidban, az
endocitozisban (Iwaki és mtsai., 2008).

Bizonyos Fusarium toxinoknak — koztiik a ZEA-nak — direkt, koncentracio-fiiggd
hatasa van a szteroidogenezisre, amelyet sertés granuldza sejteken vizsgaltak. Alacsonyabb
koncentracioban a ZEA serkentette az §sztradiol szintézist, mig magasabb koncentracidban
gatolta azt (Ranziego és mtsai., 2007). Azonos sejteken végzett kutatds szerint a ZEA
csokkenti a koleszterint tobb Iépésben progeszteronna atalakité enzimek (a P450 és a 3f3-
hidroxiszteroid dehidrogendz) aktivitdsat (Tiemann és mtsai., 2003), ami a koleszterin
szintjének emelkedéséhez vezethet, ami pedig az emlés membran legfontosabb rigidizald

eleme.
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Mivel a szterinek a legfontosabb membranlipid-osztaly, ezért az Gsszetételiikben
bekovetkezd valtozds megvaltoztathatja a membran funkcidit is. Valtozhat a membran
ateresztd-képessége a kiillonbozo ionokkal szemben (Pesti és mtsai., 1982), a bels6 oxidativ
stresszorokkal szembeni érzékenység (Gazdag és mtsai., 2011b), a diffuziés molekuldk (pl.

glicerin) felvétele, és a plazmamembranhoz kotott enzimek aktivitasa.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a ZEA S. pombera gyakorolt nem-
hormonalis, akut toxikus hatasai kozé tartozik a GSH kiiiriilése a sejtbdl anélkiil, hogy
adduktokat formalna vele. A GSH-kiuriilés oka a O, ¢ és H,O,, de nem a *OH
felhalmozodott mennyisége, amely aktivalja a Papl transzkripcids faktort, amely olyan
specifikus antioxidans enzimek aktivacidjat idézi eld, mint a SOD-ok, CAT, GR, ¢s a
GSH-fogyaszt6 GST. A ZEA-val kezelt sejtek torekednek a felborult oxidoredukcios
egyensuly helyreallitasara az antioxiddns enzimrendszer szabalyzéasan keresztiil, de ez nem
elég ahhoz, hogy a sejt kivédje a sejtciklus G2/M fazisblokkjat, a sejtmagok
fragmentaciojat és a szterin-dsszetétel valtozasait.

Tehat a ZEA megfigyelt akut toxicitasat, id6-és koncentracio-fliggd, eltérd hatasait
az alabbi, sejtszinten hat6 folyamataival tudjuk magyarazni: (i) a hasado ¢€leszt6 sejtfalanak
bioadszorpcidja gyors folyamat, a toxin 20%-a diffundal a sejtbe 6 perc alatt (a
disszertacioban); (ii) a ZEA képes modositani a plazmamembran funkcioit azaltal, hogy
megvaltoztatja az azt felépitd szterinek Osszetételét (a disszertacidban); (iii) csokkenti a
GSH mennyiségét ROS-indukalt GSH-fogyasztdé folyamatok indukaldsaval (Hassen és
mtsai., 2007; Salah-Abbés és mtsai., 2008; a disszertacioban), de nem Iép vele kézvetleniil
interakcioba, igy nem alakit ki ZEA-GSH adduktokat (a disszertacioban); (iv) hatasara a
sejten beliil felhalmozodik a Oy « és HyO,, mig a *OH nem (a disszertdcioban), tehat
megemelkedik a sejtek 0ssz-ROS tartalma (Bennour és mtsai., 2008; Bouaziz és mtsai.,
2008; Gazzah ¢s mtsai., 2010; Stadnik és mtsai., 2010; Abid-Essefi és mtsai., 2012); (v)
aktivdlja a redox-szenzitiv Papl transzkripciés faktort (a disszertacidoban), amely
segitségével a sejt képes adaptalédni azaltal, hogy bizonyos antioxiddns enzimei
specifikusan aktivdlodnak (Abid-Essefi és mtsai, 2012; Boeira ¢és mtsai., 2012; a
disszertacioban); (vi) az eldidézett oxidativ stressz kovetkeztében kialakulhat apoptotikus
sejthalal egyes emlds sejtvonalakon (Boussema és mtsai., 2008; Banjerdpongchai és mtsai.,
2010; Gazzah és mtsai., 2008) azaltal, hogy a DNS karosodik és fragmentalédnak a

sejtmagok (Abid-Essefi és mtsai., 2003; a disszertacidban), azonban ez a jelenség a S.
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pombe esetében nem figyelheté meg (a disszertacioban), (vii) ezért a sejtciklus leblokkol a

G2/M fazis hataran (Abid-Essefi és mtsai., 2004; Yu és mtsai., 2005; a disszertacidban).

VI11.6. A PAT citotoxikus hatasa elleni védekezés a S. pombeban

Az Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszéken elséként részletes
vizsgalatokra kivalasztott toxin, amely csokkentette a S. pombe ¢letképességét, a PAT volt.
A kutatdsokba 2008-ban kapcsolodtam be. Ekkorra mar az elvégzett vizsgalatok
eredményeibdl ismert volt, hogy a PAT minimalis gatlé koncentracioja a hasado élesztovel
szemben 162,2 uM, amely a sejtek 95%-anak novekedését meggalolta NCCLS 2002-es
szabvanyu mikrodiliciés modszerrel 10° ml? sejten vizsgalva (Horvath és mtsai., 2010).
50 uM PAT enyhe hatassal volt a sejtek novekedésére, minimalis csuszast okozva a sejtek
logaritmikus fazisba Iépésében. 500 és 1000 uM azonban mar 32% és 83%-kal
csOkkentette a sejtek osztodasat, amelyek 10 illetve 20 oraval késébb érték el a
logaritmikus fazist (Horvath és mtsai., 2010). Hasonld jelenséget figyeltek meg a S.
cerevisiae esetében is, ahol 500 ppm patulin gatld hatassal volt a sejtek novekedésére,
azonban még nem volt letalis (Iwahashi és mtsai., 2006).

A kezdeti novekedésgatlas feloldasa adapticidos mechanizmus 1étét feltételezte,
amelyet Horvath és mtsai. (2010) ki is mutattak. 10, 30, 50 és 500 uM PAT 22,4%, 27,4%,
61,9% ¢és 95,7%-o0s csokkenést mutatott a telepformald sejtek szdmaban egy oras kezelés
utan. A sejteket egy oran at eldkezelve a szubinhibitor 10 uM-0s PAT-koncentracidval, a
telepképz6 sejtek szama 83,7%-ra, illetve 58,3%-ra emelkedett 50, illetve 500 pM-0s
kezelést kovetden, tehat a sejtekben adaptacid alakult ki a PAT-tal szemben (Horavth és
mtsai., 2010). A sarjadz6 €lesztd génexpresszios profiljanak elemzése soran vilagossa valt,
hogy a PAT-kezelés aktivalja a fehérje-degradacios folyamatokat, a kéntartalmi aminosav-
metabolizmust és az oxidativ stressz elleni védekezd mechanizmus enzimeit, amely
magyardzhatja a megfigyelt adaptacios folyamatot (Iwahashi és mtsai., 2006).

A PAT vegetativ hasadd élesztd sejtek altali felvétele relative gyors folyamat,
ugyanis a sejtek 20 perc alatt a toxin 14%-at képesek felvenni. Ezen bioszorpcids folyamat
hatterében az allhat, hogy a PAT kolcsonhatasba 1ép a sejtfal és a plazmamembran kiilsé
felszinének szabad tiolt és kéntartalmi aminosavakat tartalmazd makromolekulaival
(Fliege ¢és Metzler, 1999). A PAT plazmamembranra gyakorolt hatdsdnak pontosabb
majd a membrant 5-SASL-lal jelolték, és a valtozasokat EPR sprektroszkopia segitségével

vizsgaltak. Ezek alapjan a fazistranzicidos hdmérséklet koncentracid-fliggden csokkent,
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tehat a PAT fluidizalta a hasado élesztd sejtek membranjat azaltal, hogy interakcioba 1épett
a membran lipid-komponenseivel. Bar a PAT membréanra gyakorolt hatdsdval né¢hany
indirekt vizsgalat mar foglalkozott, amelyben vese sejtvonalakon az intracellularis fehérjék
és a Ca®" kidramlasat mutattak ki (Braunberg és mtsai., 1982; Riley és Showker, 1991), az
EPR-es vizsgalat az els6, direkt bizonyiték a membran strukturdjanak és funkcidjanak
PAT-éltali valtozasara (Horvath és mtsai.,, 2010). A membranintegritds csokkenésével a
sejtb6l olyan, a szabad intracellularis térb6l szarmazo6 anyagok — nukleotidok, nukleozidok,
szabad bazisok — aramolhatnak ki, amelyek 260 nm-en abszorbeadljadk a fényt (Lee és
Lewis, 1968). 50, 500 és 1000 uM PAT-kezelés hatasara a S. pombe sejtek elvesztették
ezen anyagok 25, 30,5 és 34%-at 20 percen beliil, ezzel direkten is bizonyitva, hogy a PAT
PK; vese sejtvonalon szintén megfigyelték, hogy a sejtekbd]l K*-ionok aramlanak ki, mig
Na'-ionok dramlanak be PAT-kezelés hatasara (Riley és mtsai., 1990).

A membranra gyakorolt karositd hatasa miatt a PAT-tal kezelt S. pombe sejtek
ozmoregulacidja felborul, amelynek hatasara valtozdsok kovetkeznek be a sejtek
amely az apoptozis egyik tipikus jele, azonban apoptotikus testek nem alakultak ki. 90 és
180 perces, 50 ¢és 500 uM PAT-kezelést kdvetden transzmisszids elektronmikroszkopos
felvételeken a sejtekben extenziv vakuolarizdcido figyelheté meg, valamint a festédési
intenzitas csokkenése, amely az intracellularis anyagok elvesztésére utal. Scanning
elektronmikroszkopos képeken vizsgalva stacioner fazisu kontroll és 500 uM PAT-tal
kezelt sejteket észrevehetd, hogy mig a kontroll sejtek a 35. ora végére befejezték
osztodasukat, addig a kezelt sejtek alakja megnyult, amely arra utal, hogy az oszto6dasi
folyamat idében elhtizdédott vagy nem kovetkezett be tokéletesen. Emellett a kezelt sejtek
kissé meg is duzzadtak (Horvath és mtsai., 2012a).

A PAT-kezelés hatasara kialakuld sejtpusztulds hatterében az oxidativ stressz all.
Az intracellularis O, ¢ mennyisége koncentracio-fliggéen megemelkedett 1,23-, 1,82- ¢és
2,44-szeresére 50, 500 illetve 1000 pM PAT-kezelést kovetden. A peroxidok mennyisége
is emelkedést mutatott hasonld koncentraciok alkalmazasa utdn. Itt a novekedés 1,47-,
1,56-, illetve 2,6-szeres volt. A ROS-ok emelked6 jelenlétére a sejt védekezo
mechanizmusai aktivizdldédnak, ugyanis megnovekszik a Oy e-t és a peroxidokat
semlegesitd enzimek, a CuZnSOD ¢és a CAT specifikus aktivacidja (Papp és mtsai., 2012).

Ahhoz, hogy meghatarozhassuk, hogy mely jelatviteli itvonal(ak) mely Iépése(i)

felelos(ek) a kiils oxidativ stresszorokra adott transzkripcionalis valaszok szabalyzasaért,
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ezaltal az adaptacio kialakitasaért, delécios mutansokon hatiroztuk meg a minimalis gatlo
koncentraciot 0-600 uM-os koncentracidé tartomanyban. A deléciés mutansok koziil a
Apapl mutatkozott a legérzékenyebbnek, mert mar 50 pM-os koncentracid is 95%-0S
gatlast okozott a szaporodasaban, mig 75 uM 100%-ban gatolta azt, mig hasonlod kezelési
koncentraciok mellett a sziildi torzs talélése csaknem 100%-0s volt (20. dbra). igy a PAT
esetében is elmondhatjuk azt, amelyet a ZEA esetében szintén megfigyeltiink, miszerint az
adaptacioért, azon belill az oxidativ stressz elleni védekezésben részt vevd gének
expresszids valtozasaiért elsdsorban a redox-szenzitiv Pap1 transzkripcids faktor a felelds,
amelynek az aktivacioja fliggetlen a MAP kaszkadtol (Vivacos és mtsai., 2006).

Azonban a Apapl mellett, magasabb toxin-koncentracio esetén (600 uM), a Awis/,
a Astyl €s az Aatfl is érzékenynek bizonyult, bar a szaporodasgatlas mértéke alacsonyabb
volt, mikézben a sziiloi torzsnél csak 10%-os gatlas mutatkozott (20. dbra). Az Atfl
transzkripcios faktort foszforilalo kaszkad két utolso eleme a wisl és a styl, igy
elmondhat6, hogy a MAPK is részt vesz a szabalyzasban.

A MAPK kaszkad barmely elemének mutansai szdmara problematikus az adaptacio
a PAT Aaltal okozott stresszel szemben, azonban vizsgélatainkbol egyértelmiien kidertil,
hogy a legnagyobb mértékben a Apapl mutdnsok az érintettek. A Papl transzkripcios
faktor hianyaban a S. pombe képtelen adaptalodni az 50-600 uM PAT altal okozott
oxidativ stresszel szemben.

Tobb mas sejtvonalon is kimutattdk a MAPK szabalyzo szerepét a PAT-indukalta
stresszel szemben. HEK293 sejtvonalon mind a p38 kinaz, mind a JNK részt vesz a
szignalizacidban és a toxin-specifikus valaszok kivaltdsaban id6- és koncentracio-fliggd
emelkedést mutatva a foszforilacioban, bar meg kell jegyezni, hogy a p38 kindz
szignalizacidés Utvonal a PAT-indukalta sejthaldl kivaltasaban jatszik szerepet (Liu és
mtsai., 2006).

A PAT-tal kezelt S. pombe sejtekben szignifikdnsan alacsonyabb volt a GSH
koncentracidja, mint a kontroll sejtekben, ennek kdvetkeztében emelkedett meg a gyokok
mennyisége (Papp és mtsai.,, 2012). Ennek oka, hogy a PAT-nak magas az elektrofil
reaktivitasa, képes kovalensen kotddni a fehérjék, igy a GSH SH-csoportjahoz, és veliik
adduktokat képezni, amelyet SDS-PAGE gélelektroforézis segitségével ki is mutattak
(Fliege és Metzler, 1999). A PAT és a BSA fehérje ciszteinjének szabad tiolcsoportjaival
kialakitott direkt interakciojat kalorimetrikus és fotolumineszcens modszerekkel mutattak

ki a termodinamikus és kinetikai tulajdonsagai alapjan (Horvath és mtsai., 2012b).
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A fluoreszcens vizsgélatok alatdmasztjak az irodalomban mar leirt kdlcsonhatas
meglétét. Novekvd toxin-koncentracid mellett a GSH fotolumineszcens szignalja is
er6sodott (23. dbra), jelezve az interakciot, amelyet az intenzitds-fliggetlen polarizacios
modszer is alatdmasztott. A polarizacios fok értékének valtozasa jelzi, hogy megvaltozott a
vizsgalt molekula mérete (az addukt sokkal nagyobb, mint a GSH 6nmagéaban) és mozgasa.
A kolcsonhatas erdsségét a szamolt logK érték jelzi (logK = 28), amely 1:1 sztdchiometriai
arany mellett igen erés kolcsonhatast jelez. A  kialakult GSH-PAT-komplexet
feltételezhetden harom C-H-----O és egy S-H-----O hidrogén-kdotés stabilizalja. Mivel a PAT-
ol ismert volt, hogy képes kotddni a GSH szulfhidril-csoportjaihoz, és az alkalmazott
modszerrel ezt sikeresen bizonyitottuk, a késdébbiekben ez szolgalt alapul a ZEA-GSH
kolcsonhatas-vizsgalatok eredményének validalasahoz.

A csokkend GSH-koncentracid mellett a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan
alacsonyabb volt a GSSG koncentrécioja is, amelynek oka lehet, hogy a GSH egy része a
PAT-tal adduktot formal, és nem oxidalodik, valamint a GST specifikus aktivacidja is
emelkedett a kezelt sejtekben. A GST eltavolitja a xenobiotikumokat, igy az adduktokat is
a sejtbol, ezzel csokkentve mind az oxidalt, mind a visszaredukalt glutation mennyiségét
(Papp ¢és mtsai., 2012).

A koncentracio-fliggd oxidativ  DNS-karosodas jelei megfigyelhetéek a kezelt
sejtek sejtmag-morfologiai valtozasain keresztiil (21. dbra). 90 perces kezelés utan
alacsony, 50 uM PAT-kezelés hatasara a megvaltozott, fragmentalodott sejtmagu sejtek
aranya 3,12-szeresére emelkedett a kontrollhoz viszonyitva. Ugyanez az arany 500 uM-0s
kezelés utan 4,87-szoros ndvekedést mutatott (21. B és C dbra).
kialakulasat figyelték meg kinai horcsdég V79 sejtvonalon (Pfeiffer és mtsai., 1998), mig
HL-60 sejteken kromatin-kondenzaciot és nuklearis fragmentaciot idézett el az egyszeri
PAT-kezelés (Wu és mtsai., 2008). Hosszatava (60 napos), tartdos kezelés utan a kezelt
patkanyok dendritikus sejtjeiben szintén kromatin-kondenzacidt, valamint kromatin-
marginaciot és a sejtmagok lizisét regisztraltdk (Ozsoy és mtsai., 2008).

A PAT altal okozott toxicitas kiilonbozd kovetkezményeiként kialakuld oxidativ
stressz, DNS-karosodas, a kromoszomak rendellenességei, a mikronukleuszok képzddése,
a sejtmagok fragmentéacioja mind megfigyelhetdek kiilonb6zé emlds sejtvonalakon (Alves
¢s mtsai., 2000.; Liu és mtsai., 2003), amelyek kovetkeztében — ha a sériilések olyan
mértékiiek, hogy a javitd rendszerek talterheltek lesznek — beindulnak az apoptotikus

folyamatok.
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Az apoptozis jellemzd morfologiai bélyegei kdzé tartoznak a kikerekedett sejtek, a
sejt térfogatanak csokkenése, a piknozis, vagyis a kromatin kondenzacioja €és zsugorodasa,
a sejtszervecskék valtozasai, a sejtmagi fragmentacio, a plazmamembran kitiiremkedései és
a plazmambran integritdsanak megvaltozasa. Ezek kozil tobb jellemzé marker is
felfedezheté a S. pombe esetében is (Horvath és mtsai., 2012a), azonban a figyelemre
méltd hasonlosagok ellenére az apoptodzis-szeri sejthaldl az egysejtli, rigid sejtfallal
rendelkezd élesztOk esetében nem teljesen egyezik meg az allati sejteknél tapasztaltakkal
(Low ¢és Yang, 2008). K6z0s markerek azonban a kromatin-kondenzaci6é és a nuklearis
fragmentacio, bar a DNS 1étrazodasat nem lehet megfigyelni a S. pombe esetében, mert a
DNS hasitasa csak specifikus régiokra korlatozodik. Az ¢€lesztdk apoptdzisanak kozos
jellemzdje még a megndvekedett ROS-termelddés (Burhans €s mtsai., 2003).

Az egysejtiieknél is fontos szerepe van a programozott sejthalalnak evolicids
fitnessziikk szempontjabol, hiszen az egysejtiiek természetes populacidi sem izolaltan
novekednek, hanem kolonidkat, nagy halozatokat, un. biofilmeket hozak létre, igy a
rendellenes (pl. virussal fert6zott) sejtek pusztulasa a kozosség tulélését segitheti (Burhans
¢s mtsai., 2003). A S. pombe azonban rendkiviil ellenallo az oxidativ stressz karos
hatasaival szemben, emellett a megfigyelt morfologiai bélyegek sem utalnak egyértelmiien
apoptozisra vagy nekrozisra, ellentétben a PAT-tal kezelt HL-60 sejtvonalon (Wu és

mtsai., 2008) és az egérboron (Saxena és mtsai., 2009) megfigyeltekkel.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a PAT S. pombe sejtekre gyakorolt toxikus
hatasai kozé tartozik a GSH sejtbdl valo kitiriilése azaltal, hogy adduktokat formal vele,
emellett a sejtben megndvekedett mennyiségben jelenlévé O, * és H,O,, (de nem a *OH)
szintén hozzajarul a GSH intracellularis koncentraciojanak csokkenéséhez. Mindezen
folyamatok aktivaljadk a Papl transzkripciés faktort, amely megndveli a megfeleld
antioxidans enzimek (pl. CuZn SOD, CAT, GST) specifikus aktivitasat.

A PAT legtobb toxikus hatasa magyarazhatd azzal, hogy sejten beliili nukleofil
vegyiiletekkel adduktokat alakit ki (Fliege és Metzler, 1999), ezéltal (i) feltételezhetden
inaktivalja a sejtfalhoz kotott enzimeket (nincs elérhetd adat); (i) csokkenti a
plazmamembran fazistranziciés hdmérsékletét, igy a sejt esszencidlis Osszetevoket veszit
Burghardt, 1996; Papp és mtsai., 2012) aminek kovetkeztében megné a O, * és H,0,, (de
nem a *OH) mennyisége (Papp ¢és mtsai., 2012); (iv) aktivalja a papl transzkripcios faktort

mind a hasad6 élesztében (a disszertacidoban), mind az egérben (Saxena és mtsai., 2011),
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amely adaptéciot idéz eld a toxinnal szemben (Horvath és mtsai.,, 2010) azaltal, hogy
szelektiven aktival bizonyos antioxidans enzimeket, amelyek hozzdjarulnak a sejt
tuléléséhez (Papp és mtsai, 2012); (v) kdlcsonhatasba 1ép a citoszkeleton fehérjéivel,
befolyasolva ezzel a sejtmagok osztodasat és a javitdé folyamatokat, amelyek
kovetkeztében kialakul az élesztonél az Gn. cdc fenotipus és a kromatin szerkezetében is
valtozasok kovetkeznek be (Saxena és mtsai, 2009; Horvath és mtsai., 2012a; a
disszertacioban); (vi) oxidativ stresszt indukal, amely az allati sejtek esetében apoptdzishoz
vezet (Wang és mtsai., 2007). A PAT okozta ROS-felhalmozodas fontos szerepet jatszik az
adaptacids folyamatok kialakulasaban, igy a PAT karositd hatasai foként a fehérjek és

enzimek karositasan keresztiil fejtik ki hatasukat.
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V1. Osszefoglalas

Kisérleteink soran az Osztrogén-receptorral vagy azzal analdog fehérjével nem
rendelkez6 S. pombe hasado élesztd sejteken akut tesztekben vizsgaltuk a ZEA nem
Osztrogén-specifikus, citotoxikus hatdsait, a toxin altal eldidézett oxidativ stressz-
folyamatokat és azok szabalyzasat, valamint kerestiik a toxin eddig ismeretlen, lehetséges
tamadaspontjat, tdimadaspontjait.

1.1. Kimutattuk, hogy a ZEA koncentracio-fiiggd sejtpusztulast idéz eld, a MICsg
értéke 500 puM, és szaporodasgatlo, a generacios idot befolyasold hatasa is fligg az
alkalmazott koncentraciotol. ElsOként vizsgaltuk a ZEA felvétel-kinetikdjat. A sejtek rovid
id6 alatt (25 perc) felveszik a toxin kb. 40%-at, amelybél 20% a sejtfalon megkotodik,
mert annak bioadszorpcids kapacitasa van, mig a fennmaraddé mennyiség a sejtekbe
diffundal.

1.2. Legjobb tudomasunk szerint el6észOor bizonyitottuk, hogy szubinhibitor
koncentracioval el6kezelve a sejteket, azoknak megnd a tulélése magasabb kezelési
koncentracié mellett, tehat a sejtek képesek adaptalodni a ZEA-val szemben.

Bizonyitottuk, hogy az adaptaciés mechanizmus hatterében els6sorban a redox-
szenzitiv transzkripcids faktor, a Papl all, amelynek hidnyaban a delécidos mutans torzs
talélése mar alacsony kezelési koncentracioknal is igen alacsony volt a kontrollhoz
viszonyitva. Kisebb mértékben ugyan, de a MAPK kaszkad transzkripcids faktora, az Atfl
is érintett a specifikus szabalyzasaban.

1.3. Uj eredményiink, hogy a ZEA-kezelés hatasara mar korabban kimutatott
megemelkedett ROS-mennyiség hatterében a peroxidok és a O, ¢ allnak. 500 uM ZEA
hatasara a sejtekben a peroxidok mennyisége 1,8-szeresére, mig a O, * mennyisége
kétszeresére novekedett, azonban a *OH mennyiségében, valamint a sejtek Cr(VI)
redukcios kapacitdsdban nem figyeltiink meg szignifikans valtozast.

1.4. Megallapitottuk, hogy a sejt reagél az emelkedett ROS-mennyiségre, és a mar
fentebb ismertetett jelatviteli utvonalakon keresztiil toxin-specifikusan szabdlyozza az
antioxiddns enzimek aktivitasat. A legfontosabb nem enzimatikus antioxidans molekula, a
GSH koncentracidja szignifikdnsan lecsokkent, ahogy oxidalt formédjanak mennyisége is.

1.5. A GSH ¢és a ZEA kozott nem mutattunk ki direkt kdlesonhatast, tovabba a
szakirodalomban nem emlitik a ZEA GSH-szintézist befolydsold hatasat, ezért ezek
hidnyaban feltételezhetd, hogy a GSH mennyiségi csokkenését a GSH-fogyasztd redox

folyamatok idézik eld.
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1.6. A ZEA altal eldidézett oxidativ stressz hatasara bekovetkezik a DNS
karosodasa, amelyet a sejtmagok fragmentacidjan keresztiil ki is mutattunk. Ezeket a
karosodasokat a sejt igyekszik kijavitani, amelyet a G2/M fazis hataran bekdvetkezo
sejtciklus-blokk jelez. Mindezek ellenére azonban apoptotikus sejthalalt nem tudtunk
kimutatni.

1.7. Kimutattuk a membran szterin-Osszetételének mennyiségi valtozasait, amelyek

a membranfunkciok esetleges valtozasait idézhetik elo.

Uj eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a ZEA nem &sztrogén-specifikus,
oxidativ stressz-indukalé hatasa, amelyet olyan modellszervezeten vizsgéltunk, amely
bizonyitottan nem tartalmaz Osztrogén receptort, vagy hasonld funkcioju mas fehérjét,

legalabb olyan fontos, mint hormonhatésaval 6sszefiiggd, egészségkarositod hatasai.

Tanszékiinkdn mar kordbban folytak vizsgalatok a PAT oxidativ stressz-indukalo
valamint membran-fluidizalé hatasaval, és annak kovetkezményeivel kapcsolatban. Ezen
kutatdsok soran valt ismertté, hogy S. pombe modellszervezeten a PAT hatasara
megemelkedik a O, « és H,0, intracellularis mennyisége, amire valaszolva a sejt
szabalyozza a kiilonb6z0 antioxidans enzimeinek specifikus aktivitasat.

2.1. A kutatasi programba bekapcsolodva kimutattuk, hogy elsdédlegesen a Papl
transzkripcios faktor aktivacidjara indukalédnak az oxidativ védekezésben részt vevod
gének, ¢és, ugyan kisebb mértékben, de a MAPK-kaszkad tobb eleme is érintett, tehat a
szabalyzasban feltételezhetden a kaszkad-rendszer és az altaluk aktivalt Atfl transzkripcids
faktor is szerepet jatszik.

2.2. A PAT altal indukalt oxidativ stressz érinti a DNS-t is, mert a sejtmagok

2.3. Irodalmi adatokbdl mar ismert volt, hogy a PAT képes keresztkotéseket
kialakitani a fehérjék SH-csoportjaival, valamint a PAT-tal kezelt sejtekben jelentosen
lecsokkent a GSH ¢és GSSG mennyisége. Az altalunk végzett fotolumineszcens és
intenzitasfliggetlen polarizdciés modszerek segitségével sikeriilt kimutatni ezt a
kdlcsonhatast, igy a modszert a késébbiekben validaltan alkalmazhattuk mas toxinok GSH-

val val6 interakcidjanak kimutatasara.
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IX. Summary

In all of our experiments the fission yeast S. pombe was used as a model organism,
because it does not have estrogen receptors or analogous proteins. It is therefore suitable
for investigations of non-estrogen-specific, cytotoxic, oxidative stress-generating effects,
the unknown target molecules of ZEA and the intracellular regulation mechanisms of the
cells.

1.1. ZEA induced concentration-dependent cell damage. The MICsy was 500 uM,
and its growth-inhibitory effect depended on the concentration applied. The cells took up
approximately 40% of the toxin within 20 min. The cell wall had a bioadsorbing capacity
because it bound 20% of the toxin, the remaining amount entering the cell via diffusion.

1.2. As far as we are aware, this is the first description of the adaptation

phenomenon against ZEA. Cells pretreated with a subinhibitory concentration of ZEA
showed an increased survival rate after ZEA treatment with a higher dosage.
The adaptation process is regulated primarily by the redox-sensitive transcription factor
Papl. In the absence of this transcription factor, the survival rate of the deletion mutant
strain was much lower than that of the parental strain after treatment with a lower
concentration of ZEA. The transcription factor Atfl of the MAPK cascade was also
partially affected in the regulation process.

1.3. 500 uM ZEA induced 1.8-fold and 2-fold increases in the intracellular amounts
of H,O, and O; -, respectively, but the concentration of «<OH and the Cr(V1) reduction
capacity of the cells did not change significantly.

1.4. The cells regulated the activity of the antioxidant enzymes specifically via the
known signalling pathways as a consequence of the increased ROS concentrations.

The concentration of the most important non-enzymatic antioxidant molecule GSH
decreased significantly and the quantity of GSSG also decreased.

1.5. The reason for the depletion of GSH in the absence of a direct GSH-ZEA
interaction is related to the ROS-induced GSH-consuming processes.

1.6. ZEA induced oxidative DNA damage, which was demonstrated by the
occurrence of fragmented nuclei. When the cells repair the damage, the cell cycle is
arrested in the G2/M phase. However, apoptotic cell death was not detected.

1.7. In our only chronic test quantitative changes in the sterol composition of the

treated cells were observed; these may result in changes in the membrane functions.
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Our novel results indicate that the non-estrogen-specific, oxidative stress-inducing ability
of ZEA is at least as important as the estrogen-specific harmful effects.

The oxidative stress-generating and plasma membrane-fluidizing effects of PAT
and the consequences of these effects were investigated earlier by our research group.
These experiments demonstrated the ROS-generating effect of PAT and the regulation of

the specific activity of the antioxidant enzymes.

2.1. Investigations of the signalling pathways of the regulation revealed that the
primary regulatory element of the antioxidant defence mechanisms was the transcription
factor Papl. However, the MAPK cascade and its transcription factor Atfl also played
important roles in the regulation.

2.2. The oxidative stress generated by PAT affected the DNA of the cells, inducing
aberration and fragmentation of the nuclei in a concentration-dependent manner.

2.3. It is known from the literature that PAT is capable of forming cross-links with
the SH groups of the proteins, and the concentrations of GSH and GSSG decrease
significantly after PAT treatment. The interaction between PAT and GSH was
demonstrated through photoluminescence and intensity-independent polarization
measurements. We can therefore use these validated methods in our later experiments with

other toxin-GSH interactions.
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