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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a mikroszkdpikus gombak az élettani kutatasok
kozéppontjaba keriiltek. Ez nem meglepd, figyelembe véve, hogy a gombéak
széleskori biotechnoldgiai alkalmazésa miatt élettani folyamataik alaposabb
megértése hasznos informéacidkkal szolgélhat a biotechnoldgiai vallalatok
szaméra. Masfel6l ezen kutatasok Uj antifungalis szerek, stratégidk
kifejlesztéséhez  vezethetnek el, amelyek alkalmasak lehetnek az
egeészségligyben a humén mikozisok lekiizdésére, illetve a mezégazdasaghan
a ndvénypatogén gombak okozta hatalmas termékveszteség mérséklésére.

A gombak akar a természetben, akar a fermentécids iparban gyakran
szembesiilnek az éhezés jelenségével, amely sejt degradaciohoz, sejthalalhoz
és autolizishez vezethet. Az autolizis egy olyan természetes sejtpusztulasi
folyamat, amely soran hidrolitikus enzimek (pl. kitindzok, gliikanazok,
proteindzok, RN&zok, DNa&zok) indukalédnak, intenziv vakuolizaciot, a
sejtorganellumok lebomlasat, a hifak kiuriilését és a sejtfal degradalodasat
eredményezve (White és munkatarsai 2002). A természetben kedvezétlen
korulmények kozoétt az autolizis a tenyészet anyagainak Ujrahasznositasan
keresztil a fonalas gombaék tllélésében lehet fontos (Gordon és Lilly 1995).

Feltételezhet6 jelentségik ellenére az eddig azonositott, az autolitikus
sejtfal degradacioban szerepet jatsz6 enzimek szama igen csekély. Az
Aspergillus nidulans, mint gyakran alkalmazott modellszervezet autolizald
tenyészetébdl eddig csupén két, a kitin lebontasaban kdzremiikddé enzimet, a
ChiB Kkitinazt és a NagA N-acetil-R-D-gliikdzaminidazt kodolé gének
autolizis alatti indukcidjat és a ChiB autolizisben betoltott kozponti

jelentéségét igazoltdk (Pusztahelyi és munkatarsai 2006; Pdcsi és



munkatarsai 2009; Shin és munkatarsai 2009). Hasonlo a helyzet a proteinaz
aktivitasu enzimek terén is: a vizsgalt — PrtA (alkalikus szerin proteinédz; Katz
és munkatarsai 1994) és PrtB (savas aszpartat proteindz; vanKuyk és
munkatarsai 2000) — proteindzokat kdédold gének kozll a prtA autolizis alatti
indukalddasat mutattdk ki, igy feltételezhets, hogy az autolizis jelenségét
kisért magas extracellularis proteinaz aktivitds egy részéért e gén terméke
tehet6 feleléssé (Emri és munkatarsai 2008).

Az autolizisre vonatkozo hianyos ismereteinkre valo tekintettel célul
tiztik ki az A. nidulans szénéhezéssel indukalt autolizald tenyészeteiben
termel6dé enzimek megismerését, valamint a szénéhezésre adott
transzkripcids szintii valtozasok feltérképezését.

Célkittizéseink kozott az aldbbi vizsgalatok szerepeltek:

1) Az A. nidulans szénforras éhezéssel indukalt autolizalé tenyészeteiben
termel6d6 extracellularis B-gliikandz aktivitast enzimek azonositésa, élettani
jelentdségiik, szabéalyozasuk megismerése.

2) Az A. nidulans szénforrds éhezéssel indukalt autolizalé tenyészeteiben
termel6d6 extracelluléris proteindz aktivitsu enzimek azonositasa, élettani
jelent6ségiik, szabéalyozasuk megismerése.

3) Az autolizis alatt termelédé extracelluléris enzimek a sejtfal lebontasan
tilmutato jelentéségének megismerése.

4) A szénéhezés hatésara indukcidt vagy represszidt mutatd gének
azonositasa és ezen keresztil a szénéhezés, valamint az autolizis jelenségét
kiséro fizioldgiai valtozasok alaposabb feltérképezése microarray vizsgélat

segitségével.



2. Modszerek

A kisérleteinkben az alabbi torzseket hasznaltuk fel:

Név Genotipus
Aspergillus nidulans
FGSC26 biAl

FGSC744
FGSC1079
FGSC1035
FGSC242
RMdgB03

creA nullmutéans
tNJ11

tNJ12

tNJ36

tNJ33.3

tNJ34.8

tNJ76.7
tNJ77.16
tNJ78.4
Aspergillus
CBS171.71
Aspergillus niger VG1

Aspergillus fumigatus
FGSC1100 (AF293)
Penicillium  nalgiovense
NCAIM F-001333
Penicillium chrysogenum
NCAIM 00237
Trichoderma  atroviride
T122
Fusarium
VG5

rugulosus

oxysporum

pabaA; yA2; fluGl

biA; pabaA; pyroA; AbrlA; veA+

yA2; fad A\G203R

biA1; pacC5

pabal; yA2; AargB::trpC; AganB::argB™; trpC801 ; veA+
AcreA, pabaAl, yAl; riboB2

biAl; argB2; metG1; argB*

biAl; argB2; AchiB::argB*; metG1l

pyrG89; AfupyrG*; pyroA4; veA™;

pyrG89; dengA::AfupyrG™; pyroA4; veA*

pyrG89; dengA::AfupyrG™; pyroA4;4chiB::AnpyroA”; veA*
pyrG89; ApepJ::AfupyrG™; pyroA4; veA*

pyrG89; AprtA::AfupyrG™; pyroA4; veA"

pyrG89; ApepJ::AfupyrG™; pyroA4; AprtA::AnipyroA”; veA*
vad tipus

vad tipus
vad tipus

vad tipus
kevés penicillint termelé ipari torzs
vad tipus

vad tipus

Az A. nidulans torzseket, gliikozt tartalmaz6 minimal tapagaron tartottuk
fenn (pH 6,5; Barratt és munkatarsai 1965). Razatott kultirakhoz ezen
tdpagar agarmentes valtozatat hasznaltuk. A tapkdzegekben szénforrasként
10 g/l gliikdz, 10 g/l Na-acetét, és/vagy 5 g/l élesztékivonat volt jelen, vagy

nem tartalmaztak szénforrast. Nem atmosott razatott tenyészetek esetében a



glikozt és élesztékivonatot tartalmazo tapleves 100 ml-ét 50 milli6 spéraval
oltottuk be és a tenyészeteket razéinkubatorban (37 °C, 220 rpm) réazattuk
144 oran keresztiil. Atmosott tenyészeteknél a 20 6rés, elébb emlitett mddon
oltott tenyészeteket lesziirtik, majd 100 ml friss tplevesben szuszpendaltuk
fel és razattuk (37 °C, 220 rpm) tovabbi 124 6ran at. A tapkdzeg pH-janak
extracelluléris proteindz termelésre gyakorolt hatasat 2 l-es fermentorban
(Biostat B-plus; Sartorius) vizsgaltuk.

A nem A. nidulans térzsek tenyésztéséhez malatéas tpagart alkalmaztunk,
melynek Osszetétele a kovetkez6 volt: 10 g/l malatakivonat, 20 g/l glikéz, 5
g/l élesztékivonat és 20 g/l agar.

A tenyészetek szérazanyag tartalmanak mérésekor 5 ml tenyészetbél
szarmaz6 micéliumot desztillalt vizzel mostunk, majd sulyallanddséagig
szdritottuk (Pusztahelyi és munkatéarsai 1997).

Az életképesség vizsgalatok alkalmaval az 5 ml tenyészetbél szarmazd
micéliumot friss tdpkdzegbe helyeztilk, majd 15 dra inkubélas utan leszirtik.
Az életképesség jellemzésére a szaraztémeg novekedését hasznaltuk fel
(Molnér és munkatarsai 2006).

Az antifungélis hatas vizsgalatat gliikézmentes minimal tapkdzegbe
atmosott tenyészetekbdl szarmazé, liofilezéssel toményitett és dializalt
fermentlevekkel végeztiik. Az antifungalis hatds tesztelése mikrodilGcids
madszerrel, 96 lyuku plate felhasznalaséval tortént.

Az enzimek fermentlébsl vald tisztitdsat (NH4),SO4-0s Kkicsapast és
dializalast kovetéen kromatofékuszalassal kiviteleztiik (Binod és munkatérsai
2005). Az SDS poliakrilamid gélelektroforézist 12,5 %-os gélben végeztik
(LeBlanc és Cochrane 1987). A gélbdl kivagott fehérje azonositasa MALDI-



TOF MS analizis segitségével tortént (Pusztahelyi és munkatérsai 2006). A
MALDI-TOF MS vizsgalatokat Dr. Darula Zsuzsa (SZBK, Szeged) végezte.

Az enzimek (proteinaz, 3-1,3-gliikanaz, B-glikozidaz, kitindz) aktivitasat
fotometridsan hatéroztuk meg (Tomarelli és munkatarsai 1949; Fontaine és
munkatarsai 1997; Emri és munkatarsai 2004). Az EngA és PepJ pH- és
hémérséklet fuggésének tesztelésekor az aktivitismérést kilonbozé pH-ja
pufferekben (pH 3,5-10,5), ill. kilonbéz6 hémérsékleteken (5-95°C)
végeztik el. A pH-fliggdé stabilitds vizsgalatakor kiilonbozé pH-ju
pufferekben (pH 3,5-10,5; 24 h; 37°C), a hémérsékletfiiggs stabilitas
vizsgalatakor pedig kilonbozé hémérsékleteken (35-95°C; 15 perc)
inkubaltuk el6 az enzimpreparatumokat.

A sejtek szuperoxid és peroxid tartalmanak mérése dihidroetidin, ill.
2’,7’-diklorofluoreszcin diacetat felhasznalasaval fluorimetrids mddszerrel
tortént (Carter és munkatarsai 1994; Royall és Ischiropoulos 1993).

A tapkozeg gliikdz tartalmanak meghatarozasahoz a Leary és munkatarsai
(1992) altal kidolgozott “rate assay” eljarast alkalmaztuk.

A micélium szterigmatocisztin tartalmat vékonyréteg kromatografias
madszerrel hataroztuk meg (Klich és munkatarsai 2001).

Az RNS izolalasa a liofilizalt micéliumbdl TRISOL reagenssel tortént
(Chomczynski és munkatarsai 1993). Az RT-PCR reakcidkat Brilliant® 11
SYBR® Green QRT-PCR Master Mix kittel (Stratagene) végeztik el, a
gyarté ajanlasa szerint.

A microarray vizsgalat soran egy novekvé és egy szénéhezd tenyészet
transzkripcids mintazatat hasonlitottuk dssze egy Agilent array segitségével.
Az RNS izolalésa a fent emlitett mddon tortént, a microarray vizsgalat

kivitelezése sordn a hibridizacid és leolvasas lépéseket a Kromat Kft.



végezte. A LOESS normalizaldson atesett adatokat hasznéltuk fel a tovabbi
vizsgalatainkban. Az indukcid (log2 R < -2), ill. a represszio (log2 R > 2)
mértékérdl a log2 ardnyok adtak felvilagositast. 99 gén transzkripcidjat RT-
PCR segitségével is ellenériztik.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1 Extracellularis glikanazok vizsgélata az Aspergillus nidulans

szénforras éhezéssel indukalt autolizal6 tenyészeteiben

Siker(lt megtisztitanunk egy 3-1,3-endogliikanaz aktivitasd enzimet az A.
nidulans FGSC26 torzsének glilkézmentes minimal tapkdzegbe atmosott
tenyészetének fermentlevébél. A MALDI-TOF vizsgélatok alapjan a tisztitott
fehérje az engA gén (locus ID: AN0472.3; de Groot és munkatarsai 2009)
termékének bizonyult, amely szekvencia adatok alapjan egy 95,2 kDa méretii
R-1,3-endoglikanazt kodol.

Az EngA fehérje részleges jellemzésekor kapott tulajdonsagai a
kovetkezok: molekulaméret 91+3 kDa; izoelektromos pont pH 7,05; pH
optimum pH 6,5, de pH 3,5-10,5 kodzott is aktiv volt; hémérséklet optimum
45-65 °C; az enzim a pH 5,5-8,5 tartomanyban, ill. 55 °C-ig stabilnak
bizonyult.

A engA delécibs torzsek vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy az engA
hidnyaban a szarazanyag tartalom kisebb mértékben csokkent, mint a kontroll
torzs esetében és a AengA tenyészetek hossz( ideig megérizték pelletes
morfoldgidjukat szénéhez kortilmények kozott. A fentiek alapjan az EngA
meghataroz6 jelentéségii az autolitikus fenotipus kialakitasaban.

A JengA torzset az extracelluldris enzimmintazat megvaltozasa
jellemezte (csokkent az extracellularis -1,3-glikanaz mellett a kitinaz,
proteinaz és R-glikozidaz aktivitas). Hasonl6 eredményt kaptunk a AchiB és
AengAdchiB torzsek esetében is. Vizsgalataink alapjan e jelenség mogott

transzkripciondlis valtozésok allhattak. Eredményeink arra utalnak, hogy a



sejtfalbontd enzimek termelddése komplex — egymas jelenlététdl is fuggs —
szabalyozas alatt all.

A szénéhezé tenyészetek extracellularis B-1,3-glikanédz és 3-gliikozidaz
termelésének szabalyozasaban a FIuG-BrlA konidigenezist indukald
jelatviteli utvonal kdzponti jelentdségiinek bizonyult. Ugyanakkor a FadA és
GanB heterotrimer Gtvonalak, valamint a creA karbon katabolit represszor
mutaciojara csak az extracellularis R-gliikozidaz termelés bizonyult
érzékenynek.

3.2 Extracellularis proteindzok vizsgalata az Aspergillus nidulans

szénforras éhezéssel indukalt autolizal6 tenyészeteiben

Megtisztitottunk egy proteinaz aktivitasi enzimet az A. nidulans FGSC26
torzs  glukozmentes minimal tapkozegbe atmosott tenyészetének
fermentlevébél. A MALDI-TOF vizsgélat alapjan a tisztitott fehérje a pepJ
gén (locus ID: AN7962.3; Katz és munkatéarsai 2008) terméke, mely gén egy
deuterolizin tipust, 37 kDa méretii metalloproteinazt kodol a szekvencia
adatok alapjan.

A PepJ fehérje részleges jellemzésekor kapott paraméterei a kovetkezok:
molekulaméret 19 kDa; izoelektromos pont 8,6; pH optimum pH 5,5, de pH
3,5-10,5 aktiv volt és stabilnak is mutatkozott; hémérséklet optimum 65 °C,
mely hémérsékletig stabilnak is bizonyult.

A Apepd, AprtA és ApepJAprtA mutansok esetében nem tapasztaltunk
szamottevd valtozast a szérazanyag tartalom csokkenésében, azonban

jelentésen alacsonyabb extracellularis proteindz aktivitdsokat mértiink. Tehéat



a PrtA és a PepJ szerepe a sejtfal degradacié folyamataban és igy az
autolitikus fenotipus kialakitdséban nem mondhat6 jelentsnek.

A szénéhez6 tenyészetek extracellularis proteindz termelésének
szabalyozéasaban a FluG-BrlA utvonal szintén meghatarozénak mutatkozott.
A FadA és GanB heterotrimer Utvonalak mutaciéi ugyanakkor csak kisebb
hatéssal birtak.

A tenyészetek extracelluldris proteindz termelése erésen figgott a
szénforras éhezés indukalasanak modjatol. A kontroll torzstdl eltéréen a creA
nullmuténs, a 4brlA és a AprtA torzsek esetében az extracelluléris proteinaz
termelés kifejezettebb volt nem atmosott koriilmények kozott. A jelenség
mogott valdszinisithetéen a stacioner fazis — melynek kimaradésa jellemzi az
atmosott tenyészeteket - megléte allhatott. Ezen ndvekedési szakasz
meghatéarozo lehet az extracellularis proteinaz termelés szabalyozasaban.

A lugos pH - amely az ammonia képzédése miatt jellemzé az autolizald
tenyészetekre - Kifejezetten kedvezett az extracellularis proteindzok
képzédésének, amely hatds a prtA és pepJ gének transzkripcidjaban is
megmutatkozott. Ezen hatds részben - a prtA transzkripcidjanak
befolyasoldsaval - a PacC, pH szabalyozasi Utvonalban kdzponti szerepet
bet6lt6 transzkripcids faktoron keresztil valdsulhatott meg.

3.3 Az autolizis alatt termelddé extracelluldris enzimek a sejtfal
lebontésan tulmutato jelentéségének vizsgalata

Az antifungalis hatds tesztelésekor az A. nidulans FGSC26 torzsének
szénéhezd tenyészetébdl szarmazd toményitett fermentleve gatolta szamos

gombafaj (A. rugulosus, A. fumigatus, A. niger, P. nalgiovense, P.



chrysogenum, T. artroviridae, F. oxysporum) és a sajat
csirdzéasat/novekedését is. A fluGl muténs, ill. az engA és/vagy chiB gének
hidnyaban e hatas csokkenését tapasztaltuk. Az EngA és a ChiB — a PepJ-vel
ellentétben — 6nmagaban is antifungalis hatast fejtett ki, tehat a tapasztalt
hatés hatterében — nagyrészt - ezen enzimek allhattak.

A AengA4chiB kettés muténs torzs életképessége lassabban csokkent a
kései autolitikus fazisban, mely jelenség magyarazataul szolgélhat ezen
enzimek a termel6 torzsre kifejtett antifungalis hatésa. Fellleti kultdrakban az
EngA és a ChiB képzédése csokkentette a konidiumtermelés képességét.
Azonban ha glikoz helyett mas szénforrast alkalmaztunk (Na-acetét és/vagy
élesztokivonat), a kontroll torzs gyorsabb ndvekedésre volt képes, mint a
AengA4chiB Kkettés mutdns torzs. Emellett a kontroll térzs hatékonyabban
volt képes gatolni az A. niger ndvekedését. Ezen folyamatban az EngA és

ChiB kozvetve - a vegetativ ndvekedés el 6segitésével - vehettek részt.

3.4 A szénéhezés hatasara indukalédd és represszalodd gének

azonositasa microarray vizsgalat segitségével

A szénforrds éhezés korai szakaszaban komplex transzkripcids szintii
véltozasokat figyeltink meg. Osszesen 1676 gén transzkripcitjaban
tapasztaltunk valtozast, 816 represszalddott és 860 indukalddott. A
szénéhezés hatdsara a microarray adatok alapjan val6szintsithet6 valtozésok
kozil az aldbbiakat szeretném kiemelni:

1) A megfigyelt transzkripcids szintii valtozasok alapjan a glikéz aerob

lebont&sahoz kothet6 folyamatok — glikolizis, pentdz-foszfat at, citrat kor,
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légzés - intenzitdsa csokkent. A szénhidratokat bontd hidrolazok
mintézataban erés valtozas kovetkezett be.

2) A lipid-anyagcserében a szintézis-lebontas egyensulya a lebontas iranyaba
mozdult el, szdmos lipaz aktivitasd enzimet kddolé gén indukalédott.

3) A nitrdt hasznositdsdhoz koétheté gének represszalodtak. Az aminosav,
nukleotid anyagcserében a hangsuly a lebontd folyamatokra helyezédott at,
amit nukleazok és proteindzok képzddése kisért.

4) A sejtfal anyagcserében részt vevé gének kozul sz&mos hidrolitikus
enzimet kdédold gén indukalddott (Kitin, B-glikéan és a-glikéan hidrolizis), a
sejtfalalkotdk szintéziséért felel6s gének ugyanakkor represszalddtak.

5) A konidiogenezis iniciéalaséért (is) felel6s brlA indukéalédasa mellett tobb
hidrofobint kédold gén is indukci6t mutatott.

6) A redox homeosztazisban szerepet jatszd gének (antioxidans enzimek,
glutation metabolizmus) aktivitisaban erds valtozas kovetkezett be.

7) Autofagiaban kdzremiikddé gének indukélodtak, azonban az apoptdzisban
szerepet jatszo fehérjéket kddold gének indukalddasa nem volt jellemzé a
szénéhezés korai szakaszaban.

8) A szénéhezés hatdsara csak kevés, a fehérje szintézishez (transzkripcio,
transzlacio, folding, posszttranszlacios modositasok, intracellularis szallitas)
kéthet6 gén represszélédott, s6t szamos ilyen funkci6jd gén indukalddott. Az
,Unfolded Protein Response” aktivalodasat jelzi tobb ezen Utvonalban részt
vev( fehérjét kodold gén indukalddasa.

9) Szekunder metabolitok képzédésében érintett gének indukcidja mellett
antifungdlis fehérjéket és antibakteridlis enzimeket kodolé gének is
indukélodtak. Melanin szintézisben érintett gének indukcidja ugyancsak

megfigyelhetd volt.
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4. Osszefoglalas

A szénéhezés hatdsdra szdmos fiziolégiai, morfologiai  és
transzkripcionalis véltozas kovetkezett be. Eredmeényeink megerésitik, hogy
a megfigyelt fizioldgiai valtozdsok mogott aktiv fehérjeszintézis és nem
valamilyen passziv folyamat all. A kornyezeti stressz hatasara a fehérjék
foldingjdban bekovetkezé6 zavar az ,Unfolded Protein Response”

A reaktiv oxigén gyokok akkumuldléddsa az  antioxidans
enzimmintdzatban bekovetkezd véltozasokhoz vezetett. A glutation
lebontasat célz6 folyamatok szintén indukalddtak.

A sejtfal homeosztazisban a szintetikus folyamatok represszalddasa
mellett, a sejtfal lebontasat végz6 enzimeket kddol6 gének indukalodtak, ami
végs6 soron az autolitikus fenotipus kialakulasahoz vezetett. Ezen enzimek
kozil az EngA B-1,3-endoglilkandzt sikerlilt megtisztitanunk, és
bizonyitottuk, hogy a ChiB kitindz mellett meghatarozé szerepet tolt be az
autolizisben.

A kornyezetben esetlegesen jelen 1év6 tapanyagok lebontésat célzd
folyamatok el6térbe keriilését jelzi szamos extracelluldris hidrolézt (nukleédz,
lipaz, glikozil hidroldz) kddoldé gén indukalédasa. Tobb extracellularis
proteinazt kodold gén is indukalddott, melyek termékei koziil a PepJ-t
sikertilt megtisztitanunk és kimutattuk, hogy sem a PepJ, sem a PrtA nem
rendelkezik meghatarozé szereppel az autolitikus fenotipus kialakitasaban. A
N-tartalmu szerves vegyiiletek szénéhezés alatti lebontasara utalt az ammonia
képzédése és a pH folyamatos emelkedése is, ami, vizsgalataink alapjan

kifejezetten kedvezett az extracellularis proteindzok képzddésének. Az EngA
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és PepJ lugos pH-n mutatott aktivitasa azt jelzi, hogy e fehérjék aktivitdsukat
képesek megérizni a pH folyamatos emelkedése ellenére is.

A BrlA transzkripciés faktor indukalodasaval parhuzamosan a
konidiogenezis is aktivalodott szénéhezés hatdsara. Azonban a FluG-BrlA
utvonal jelent6snek bizonyult az extracelluléris hidroldzok szabélyozésaban
is, tehat a BrlA a konidiogenezis indukéalasa mellett az autolizis
indukaldsaban is szerepet tolthet be szénéhezé kortilmények kozott.

A sejtfalbontd hidroldzok termelédése nem kedvezett a konidiumok
képzédésének, azonban gyorsabb ndvekedést tett lehetévé, amely kedvezéleg
hatott a telep kompeticios képességére. A megfigyelt szekunder
metabolitokat, antifungalis fehérjéket és bakterialis sejtfalbontd hidrolazokat
kodol6 gének indukalddasa szintén arra utal, hogy a gomba hatést gyakorol a
kornyezetében el6forduld mikroorganizmusokra.

A szénéhezés korai szakasziban megfigyelheté autofagias folyamatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy valdszinisithetéen az autofagia
biztosithatja a sejtek aktiv lebontasaval a tapanyagok felszabaditasat és a
tenyészet hosszU tavi fennmaradasat a szénéhezés korai szakaszaban.

Kimutattuk, hogy a sejtfalbonté enzimek jelentés antifungélis hatassal
rendelkeznek, azonban ezek feladata feltehetéleg a mér elpusztult sejtek
faldnak lebontdsa lehet. Az intenziv melanin szintézissel az él6 sejtek
védekezhetnek ezen enzimek kéaros hatisaval szemben a korai szénéhezd
tenyészetekben.

Ezen folyamatok egyiittesen jarulhatnak hozza a telep szénéhezés alatti

thléléséhez.
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5. Introduction

Microscopic fungi are in the center of interest nowadays. It is not
surprising since fungi are widely applied in biotechnology therefore
understanding their physiology can be useful for biotechnological companies.
On the other hand these researches can lead to the development of new
antifungal drugs or strategies, which can be used either in healthcare for
treating fungal diseases or in agriculture for reducing produce loss caused by
phytopathogenic fungi.

Nutrient starvation is a common stress both in the Nature and in the
industry. It often causes cellular degradation, cell death and autolysis.
Autolysis can be defined as a natural process of self digestion of aged hyphal
cultures, occurring as a result of hydrolase (e.g. chitinase, glucanase,
proteinase, RNase, DNase) activity causing vacuolization and disruption of
organelle and cell wall structures (White et al. 2002). By recycling nutrients
within a culture during unfavorable circumstances, autolysis helps to prolong
survival of fungi in Nature (Gordon and Lilly 1995).

Despite their possible significance only few autolytic enzymes have been
identified so far. Induction of chiB chitinase and nagA N-acetyl-B-
glucoseaminidase genes, both participating in chitin degradation, were
detected in autolytic cultures of the model organism A. nidulans. Moreover,
ChiB proved to be essential in the autolytic process itself (Pusztahelyi et al.
2006; Pacsi et al. 2009; Shin et al. 2009). Two proteinase genes, prtA
(encoding an alkalic serine proteinase; Katz et al. 1994) and prtB (encoding
an acidic aspartic proteinase; vanKuyk et al. 2000) were also studied and

prtA proved to be active during autolysis (Emri et al. 2008).
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Our aims were to gain insights into the physiological events and signaling
of carbon starvation stress response and to identify and functionally
characterize hydrolytic enzymes produced by autolytic cultures of A.
nidulans.

In more details:

1) We isolated and characterized an extracellular R-glucanase from the
fermentation broth of autolytic cultures, we studied its regulation as well as
its involvement in the autolytic process.

2) We also isolated and characterized an extracellular proteinase from the
fermentation broth of autolytic cultures, we studied its regulation as well as
its involvement in the autolytic process.

3) We studied further properties (antifungal effect, and effect on conidia
formation, growth, viability) of extracellular hydrolases produced during
carbon starvation.

4) We performed a DNA microarray analyses in order to determine changes

in the transcriptome caused by carbon starvation.
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6. Materials and methods

Strains used in this study are listed in the following table:

Name Genotype
Aspergillus nidulans
FGSC26 biAl

FGSC744
FGSC1079
FGSC1035
FGSC242
RMdgB03

creA null mutant
tNJ11

tNJ12

tNJ36

tNJ33.3

tNJ34.8

tNJ76.7
tNJ77.16
tNJ78.4
Aspergillus
CBS171.71
Aspergillus niger VG1

Aspergillus fumigatus
FGSC1100 (AF293)
Penicillium nalgiovense
NCAIM F-001333
Penicillium chrysogenum
NCAIM 00237
Trichoderma  atroviride
T122
Fusarium
VG5

rugulosus

oxysporum

pabaA; yA2; fluGl

biA; pabaA; pyroA; AbrlA; veA+

yA2; fad A\G203R

biA1; pacC5

pabal; yA2; AargB::trpC; AganB::argB™; trpC801 ; veA+
AcreA, pabaAl, yAl; riboB2

biAl; argB2; metG1; argB*

biAl; argB2; AchiB::argB*; metG1l

pyrG89; AfupyrG™; pyroA4; veA™;

pyrG89; dengA::AfupyrG™; pyroA4; veA*

pyrG89; dengA::AfupyrG™; pyroA4;4chiB::AnpyroA”; veA*
pyrG89; ApepJ::AfupyrG™; pyroA4; veA*

pyrG89; AprtA::AfupyrG™; pyroA4; veA"

pyrG89; ApepJ::AfupyrG™; pyroA4; AprtA::AnipyroA”; veA
wild type

+

wild type
wild type

wild type
low penicillin producer industrial strain
wild type

wild type

A. nidulans strains were maintained on a minimal nitrate medium
containing glucose as carbon source (pH 6.5; Barratt et al. 1965). All the

other strains were cultured on complex medium containing 20 g/l glucose, 10
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g/l malt extract, 5 g/l yeast extract and 20 g/l agar. For surface culture
experiments minimal nitrate medium was used but in some cases (10 g/l)
glucose was replaced by (10 g/l) Na-acetate and/or (5 g/l) yeast extract.

Minimal nitrate medium, without agar, was used for submerged
cultivations. In case of “non-washed” cultures, 100 ml medium containing
glucose and yeast extract as carbon sources was inoculated with 5x10’ spores
and was incubated for 144 hours (37 °C, 220 rpm). In case of “washed”
cultures mycelia from 20 h old above mentioned cultures were separated,
washed and transferred into fresh medium (glucose free medium, glucose or
yeast extract containing medium) and were further incubated for 124 hours.
The pH dependence of extracellular proteinase formation was studied ina 2 |
bioreactor (Biostat B-plus, Sartorius).

For determining dry cell mass, mycelia from 5 ml cultures were
separated, washed and dried (Pusztahelyi et al. 1997).

For detecting the viability of mycelia, 5 ml cultures were separated and
placed into fresh medium. After a 15-hour-long incubation, cultures were
filtered and the viability of the cultures was characterized by the increase in
dry cell mass (Molnar et al. 2006).

The antifungal activity of lyophilized and dialyzed fermentation broths
originated from carbon starving cultures was tested in 96-well microtiter
plates using a microdilution method.

Extracellular hydrolases were purified by (NH4),SO, precipitation and
chromatofocusing (Binod et al. 2005). SDS-PAGE was performed on 12.5 %
gels (LeBlanc and Cochrane 1987). The purified protein was identified by
MALDI-TOF MS analysis (Pusztahelyi et al. 2006). The MALDI-TOF MS
analysis was performed by Dr. Zsuzsa Darula (SZBK, Szeged).
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The proteinase, B-1,3-glucanase, R-glucosidase and chitinase activities
were characterized photometrically (Tomarelli et al. 1949; Fontaine et al.
1997; Emri et al. 2004). For determining the pH and temperature optima of
the purified EngA and PepJ hydrolases, enzyme activities were measured at
wide pH (pH 3.5-10.5) and temperature ranges (5-95 °C). To study the pH
and temperature dependent stabilities of EngA and PepJ, enzyme samples
were pre-incubated at selected pH values (pH 3.5-10.5; for 24 h at 37 °C) and
at different temperatures (35-95 °C; for 15 min).

Intracellular peroxide and superoxide levels were characterized by using
2°,7’-dichlorofluorescin diacetate and dihydroethidium, respectively (Carter
et al. 1994; Royall and Ischiropoulos 1993).

Glucose content of the fermentation broth was determined by the “rate-
assay” method according to Leary et al. 1992,

Sterigmatocystin content was determined by thin layer chromatography
(Klich et al. 2001).

Total RNA was isolated from lyophilized mycelia using TRISOL reagent
(Chomczynski et al. 1993). RT-PCR experiments were carried out by using
Brilliant® Il SYBR® Green QRT-PCR Master Mix kit (Stratagene).

In the microarray experiment the transcriptomes of a growing and a
carbon starving culture were compared using a custom designed Agilent
array. Total RNA was isolated as described above and the microarray
experiment (hybridization, scanning and reading) was carried out by the
Kromat Ltd. (Budapest, Hungary). LOESS normalized data were used for
further analysis. The log2 Ratios showed the extent of gene induction (log2 R
< -2) and repression (log2 R > 2). Transcription of 99 genes was checked by
RT-PCR.
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7. Results and discussion

7.1 Investigation of extracellular 3-glucanases in the autolytic cultures of

Aspergillus nidulans

We purified and identified an extracellular 3-1,3-endoglucanase from the
carbon starving culture of A. nidulans FGSC26. The purified enzyme was
identified by MALDI-TOF. The enzyme proved to be the product of the engA
gene (locus ID: AN0472.3; de Groot et al. 2009) that encodes a R-1,3-
endoglucanase with a molecular mass 95.2 kDa according to sequence data.

The studied enzymatic properties of EngA are as follows: molecular mass
was 91+3 kDa; isoelectric point was at pH 7.05; pH optimum was 6.5, but it
was active between pH 3.5-10.5; temperature optimum was between 45-65
°C; the enzyme was stable between pH 5.5-8.5 and at temperature lower than
55 °C.

EngA had a significant role in autolysis: In the absence of the engA gene
product the rate of the dry cell mass declination reduced significantly and the
AengA strain preserved its pelleted morphology even in the late autolytic
period.

The extracellular enzyme pattern changed markedly in the AdengA strain.
Besides of the reduced R-1,3-glucanase activity, the extracellular chitinase,
proteinase and R-glucosidae activities also decreased. This phenomenon was
also observed in case of the AchiB and AengA4chiB strains as well. The
reduced enzyme activities were accompanied with decreased transcription of
the prtA, pepJ and chiB genes. It is suggested that production of cell wall

degrading enzymes is under interdependent regulation.
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FIuG-BrlA pathway, which is important in the induction of asexual
development, proved to be significant in the regulation of extracellular #-1,3-
glucanase and B-glucosidase enzyme production. In contrast, mutations in the
FadA and GanB heterotrimer G protein pathways or in the creA carbon
catabolite repressor had effect only on the 3-glucosidase enzyme production.

7.2 Investigation of extracellular proteinases in the autolytic cultures of

Aspergillus nidulans

We purified and identified a new extracellular enzyme with proteinase
activity from carbon starving culture of A. nidulans FGSC26. The protein
was identified by MALDI-TOF and proved to be the product of the pepJ
gene (locus ID: AN7962.3; Katz et al. 2008). According to the sequence data
pepd encodes a 37 kDa, deuterolysin type metalloproteinase.

The studied enzymatic properties of PepJ are as follows: molecular mass
was 19 kDa; isoelectric point was at pH 8.6; pH optimum was at 5.5, but it
was active and stable between pH 3.5-10.5; temperature optimum was at 65
°C, and it was stable up to this temperature.

Although in the Apepd, AprtA and ApepJdprtA mutant strains the
extracellular proteinase production decreased markedly; these mutations had
no effect on dry cell mass declination. Therefore, the role of the PrtA and
PepJ proteinases in cell wall degradation and autolysis was not confirmed.

FIuG-BrlA pathway played a central role in the regulation of the
extracellular proteinase production of carbon starving cultures. However, the

FadA and GanB heterotrimer signalings had only minor effects.
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The extracellular proteinase formation was strongly dependent on how
carbon starvation was induced. In contrast to the control strain, the creA null
mutant as well as the AbrlA and AprtA strains produced higher extracellular
proteinase activities in non-washed cultures than in washed cultures. The
presence of a short stationary phase in non-washed cultures could be
responsible for this phenomenon. It is suggested that events of the stationary
phase can be significant in the regulation of extracellular proteinase
formation.

Alkalic pH, which is characteristic for carbon starving cultures due to the
release of ammonia, proved to be beneficial to extracellular proteinase
formation. This effect was also observable in the transcription of prtA and
pepd. Our results also suggest that the pH dependent regulation of
extracellular proteinases has a PacC dependent manner through the induction
of prtA.

7.3 Investigation of further properties of extracellular hydrolases

The lyophilized fermentation broth originated from carbon starving
culture of A. nidulans FGSC26 strain had a strong inhibitory effect on the
germination/hyphal extension of all species tested (A. rugulosus, A.
fumigatus, A. niger, P. nalgiovense, P. chrysogenum, T. artroviridae and F.
oxysporum) including the producer A. nidulans strain itself. The antifungal
property of the fermentation broth was strongly reduced when it was
originated from a loss-of-function fluG as well as AengA and/or AchiB

mutant. In contrast to PepJ, purified EngA and ChiB alone had inhibitory
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effect suggesting that these enzymes were responsible for the observed
antifungal property of the fermentation broth.

The viability of the 4engA4chiB double mutant strain hardly decreased
when it was compared to the control strain in late autolytic cultures. This
phenomenon can be explained by the antifungal effect of EngA and ChiB.
Although the double mutant produced more conidia on surface cultures, it
grew significantly slower on medium containing Na-acetate and/or yeast
extract as carbon source. Moreover, the control strain inhibited the growth of
A. niger more effectively than the double mutant strain. It is likely that in this
case EngA and ChiB had only an indirect effect on A. niger: they increased
the growth and probably the secondary metabolite/antifungal protein
production of A. nidulans resulting in a reduced growth of the competing
Species.

7.4 Identification of transcriptional changes in response to carbon
starvation

Complex transcriptional changes were observed even in the early phase of
carbon starvation. We experienced transcriptional changes in case of 1676
genes; 816 genes were repressed and 860 genes were induced. The most
significant observations are as follows:

1) Genes connected to the utilization of glucose (glycolysis, pentose-
phosphate pathway, citrate cycle, respiration) were down regulated. A
markedly change was observed in the carbohydrate degrading enzyme

pattern.
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2) The balance between biosynthesis and degradation was shifted to
degradation in lipid metabolism. Several genes encoding lipases were
induced.

3) Genes involved in nitrate utilization were down regulated, while genes
involved in the degradation of amino acids and nucleotides were up
regulated. Several nucleases and proteinases were induced.

4) Genes encoding hydrolytic enzymes connected to cell wall degradation
(chitin, B-glucan, a-glucan hydrolysis) were up regulated. Genes related to
cell wall synthesis were down regulated.

5) Transcription factor brlA (responsible for conidiogenesis and cell wall
hydrolysis) together with genes encoding hydrophobins were induced.

6) The activity of genes involved in redox homeostasis (antioxidant enzymes,
glutathione metabolism) changed.

7) Genes involved in autophagy were up regulated but genes related to
apoptosis were not induced in this early phase of carbon starvation.

8) Several genes contributing in protein synthesis (transcription, translation,
folding, posttranslational modification, trafficking) were up regulated and
only a few genes were repressed. Induction of the “Unfolded Protein
Response” was also suggested by the induction of genes involved in this
process.

9) Genes of the secondary metabolism as well as genes encoding antifungal
and antibacterial proteins/fenzymes were up regulated. Genes involved in

melanin biosynthesis were induced as well.
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8. Summary

Carbon starvation induced complex physiological, morphological and
transcriptional changes. Our results confirm that these changes were rather
due to active protein synthesis than passive processes. The environmental
stress could disturb the protein folding processes that led to the induction of
the “Unfolded Protein Response”.

Glutathione degrading processes were induced and the accumulation of
reactive oxygen species caused changes in the antioxidant enzyme pattern.

In the cell wall homeostasis synthetic processes were repressed and
enzymes involved in cell wall degradation were induced, which led to the
autolytic phenotype. The EngA R-1,3-endoglucanase was purified and, as
ChiB, EngA proved to be significant in the autolytic process.

Extracellular hydrolytic enzymes (nuclease, lipase, glycosyl hydrolase)
were up regulated in response to carbon starvation. It is suggested that
processes related to the degradation of nutrients found in surroundings
became important during carbon starvation. The induction of several
extracellular proteinase coding genes was also observed. Among these, PepJ
was purified and our study showed that neither PepJ nor PrtA was important
in the autolysis of A. nidulans. Degradation of N containing organic
compounds was suggested by the release of ammonia that caused the
elevation of pH. Alkalic pH proved to be beneficial to extracellular
proteinase formation. EngA and PepJ showed activity at alkalic pH, which
suggests that they can preserve their activity even at alkalic circumstances.

The BrlA transcription factor and asexual development were induced in

response to carbon starvation. Moreover the FluG-BrlA pathway played a
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central role in the regulation of extracellular autolytic hydrolases. The
significance of BrlA in induction of autolysis besides to asexual development
is suggested.

The production of hydrolases involved in cell wall degradation was
unfavorable to conidia formation on surface cultures. However, these
enzymes promoted vegetative growth on weak carbon source and they were
beneficial in a competitive environment. The induction of synthesis of
secondary metabolites, antifungal proteins and bacterial cell wall degrading
enzymes confirms the hypothesis that fungi have an effect on
microorganisms situated in the surroundings.

Genes related to autophagy were induced as well. This process may
provide long term survival for the culture by liberating nutrients through
degradation of cells.

We demonstrated that cell wall degrading enzymes had a strong
antifungal effect. It is also suggested that these enzymes degrade only the cell
wall of dead cells. Intensive melanin synthesis may serve as a defense
mechanism against the harmful effect of cell wall degrading enzymes in
living cells.

These processes together contribute to the survival of the culture during

carbon starving conditions.
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