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ROVIDITESEK

ACV
ACVS
AOX
BSA
CDNB
CDW
CFW
DCF
DCFDA
DETAPAC
DiOCg
DTNB
Et

EtH,
GDH
GOX
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
yGT
HexAm
HRP
IPNS
LB
LMW

NBT
NADPH
NAG
(NAG),

O-(L-a-aminoadipil)-L-ciszteinil-D-valin
ACV szintaz

alternativ (cianid rezisztens) oxidaz
szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)
1-kloro-2,4-dinitrobenzol

szaraztomeg (cellular dry weight)
Calcofluor White
2’,7’-diklorofluoreszcein

2,7’ -diklorofluoreszcin-diacetat
dietilén-triamin-pentaecetsav
3,3’-dihexilokarbocianin
5,5’-ditio-bisz(2-nitrobenzoesav)

Etidium (oxidalt)

Dihidro-etidium (redukalt)

glitkonat dehidrogenaz

gliikoz oxidaz

glutation peroxidaz

glutation reduktaz

glutation (y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin), redukalt forma
glutation, oxidalt forma

glutation S-transzferaz
y-glutamiltranszpeptidaz
N-acetil-B-D-hexdzaminidaz

torma peroxidaz (horse radish peroxidase)
izopenicillin N szintetdz

laktofenolkék (Lactophenol Blue)

kis moltomeg(ii) (Low Molecular Weight)
relativ moltomeg

Nitro Blue Tetrazolium
nikotin-adenin-dinukleotid-foszfat, redukalt forma
N-acetil-B-D-gliikbzamin
N,N’-diacetil-kitobioz



NCAIM National Collection of Agricultural and Industrial

Microorganisms
PA fenil-ecetsav
PAGE poliakrilamid-gélelektroforézis
PBS foszfat-so puffer (phosphate buffer saline)
PMSF fenilmetilszulfonil-fluorid
PNP p-nitrofenol
PNP-NAG p-nitrofenil-N-acetil-B-D-gliik6zamin
POA fenoxi-ecetsav
RBV Remazol Brilliant Violet
ROS reaktiv oxigén részecskék (reactive oxygen species)
rpm percenkénti fordulatszam (revolution per minute)
RT szobahdémérséklet (room temperature)
SD standard deviancia
SDS natrium-lauril-szulfat (sodium-dodecyl-sulphate)
SOD szuperoxid dizmutaz
TNB 5-tio-2-nitrobenzoesav
Trx tioredoxin
tBOOH terc-butilhidroperoxid



1. BEVEZETES

Az ipari mikrobiologiaban kezdettdl fogva jelentds szerepet kaptak a fonalas
gombak, hisz siillyesztett tenyészeteik megfeleld, a vegyi szintézist gazdasagosan
kivaltdo enzim- és szekunder metabolit termeld rendszerek. A Penicillium chrysogenum
az egyik legfontosabb, a mai napig nagy tdmegben eldallitott B-laktdm antibiotikum, a
penicillin V felfedezése ota a fonalas gombak kozott is kiemelt fontossagt ipari torzs. A
tobb évtizedre tekintd ipari felhasznaldsa és szamottevd gazdasagi jelentdsége ellenére
ezen mikroorganizmus anyagcseréje €s szdmos ¢€lettani folyamata mind a mai napig
csak részben feltart. A gomba primer metabolizmusa ¢és penicillint szintetizalo
apparatusa mar jorészt felderitett, génszinten ismert, és a szakirodalomban részletesen
leirt. Ugyanakkor azonban — annak ellenére, hogy a fermentacios iparban a mai napig
komoly gondot jelent a tenyészetek kontrollalatlan fragmentacioja, autolizise ¢€s
oregedése, ami hatranyosan befolydsolja mind a produktivitast, mind a termékkinyerést
— ezen folyamatok, illetve ezek szabdlyozottsdga, mint példaul a sejtek
differencialodéasa és oregedése soran zajlo redox valtozasok, csak az utobbi években
keriiltek a mikologiai kutatasok ¢élvonaldba. Ezen kutatdsoktol egyrészt olyan 1j
stratégiak kidolgozasat remélik, melyek hatékonyabba tehetik a gombak biotechnologiai
alkalmazasat, és a gombafert6zésekkel szembeni védekezést. Ugyanakkor, a gombak jol
tanulmanyozhat6, idedlis modellszervezetek; ezért morfoldgiai ¢és fizioldgiai
vizsgalatukkal értékes informécidokhoz juthatunk a magasabbrendl eukaridta él6lények
sejtjeinek differenciadlodasaval és oregedésével kapcsolatban is.

A Debreceni Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszékén évek ota
folynak kisérletek egy P-laktam termeld, kordbban a gydgyszeriparban is hasznalt P.
chrysogenum torzzsel. Ezen ¢élettani kutatdsok célja tobbek kozott a tenyészetek
oregedésekor megfigyelhetd morfologiai és élettani valtozdsok (példaul autolizis és
hidrolédz-produkcid), valamint a sejtek glutation metabolizmusénak és antibiotikum-
termeléssel valdé kapcsolatanak részletes feltérképezése volt. Ezen kutatasok
eredményeként az elmult években szamos kozlemény sziiletett (Pusztahelyi et al., 1996,
1997a, 1997b; Pocsi et al., 1993, 1999; Emri et al., 1997a, 1997b, 1998, 1999, 2000,
2001). Jelen dolgozat — szerzdje szandéka és reménye szerint — az Oregedd P.
chrysogenum tenyészetekkel kapcsolatos eddigi vizsgalatokra szervesen épiil6, azokat
kiegészitd €s ujabb adatokkal, dsszefliggésekkel gazdagito megfigyeléseket €s kisérleti

eredményeket, illetve kovetkeztetéseket tartalmaz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Fonalas gombék szinte mindeniitt eléfordulnak. Nemcsak humanpatologiai, de
kornyezeti és gazdasagi jelentségiik is Oriasi az ember szamara. Ezek az organizmusok
részt vesznek a bioszféra szerves anyagainak a visszaforgatasdban, és szdmos értékes
termékkel (pl. antibiotikumok, szerves savak, enzimek, heteroldég proteinek, vagy akér
taplalékkiegészitok, pl. Quorn ®) szolgalnak (White et al., 2002).

A fonalas gombak autolizise az oregedd tenyészetek ,,Onemésztésének” Osszetett,
tobbfazis folyamata, melynek része a sejtburok részleges permeabilizacidja, €s
(elérehaladottabb fazisban) az intracellularis anyag szivargasa, illetve elvesztése (White
et al., 2002). A sejthalal eme formdja analdég az amfotericin B nevii antibiotikum
hatdsaval, ami - porusképzé agensként - noveli az intracelluldris savasodast és az
ionvesztést, ami végiil lizishez vezet (Cohen, 1998). Az ipari fermentaciok sorén a
fonalas gombak siillyesztett tenyészeteiben ez az altaldnos sejtleépiilés a stacioner fazis
végén veszi kezdetét, amit jol detektalhatéoan jelez példaul a pelletek szétesése, a
biomassza-csokkenés és ammonia-felszabadulas (McNeil et al., 1998, Harvey et al.,
1998). Ekkor az autolizisben kulcsszerepet jatszd hidrolazok (protedzok, gliikanazok és
kitinolitikus enzimek) keriilnek a tapkozegbe, melyek — a sejtorganellumok, illetve
sejtfalat felépitdé biopolimerek bontdsa révén — gyengiild sejtstruktirat ¢és
vakuolarizaciot eredményeznek. Ennek kovetkezményeként pedig csokken a hifak
mechanikai stressz-tiirése, ¢és fokozodik a fragmentéacid, azaz a pelletek és fonalak
szétesése (White et al., 2002). A fragmentécio a bioreaktorokban a kevertetéskor fellépd
mechanikai stresszel aranyos, ugyanakkor a kevertetés intenzitasa is jelentés mértékben
visszahat mind a vakuolarizaciora (Jisten et al., 1998b), mind a hidroldz termelésre
¢lettani folyamatokat szintén figyelembe kell venni a fonalas tenyészetet érd fizikai
stressz mellett (Harvey et al., 1998; Jisten et al, 1998a). A tenyészetek
allapota ¢és hossza (mérete) is befolydsolja (Paul er al., 1994). Lényeges Iehet
ugyanakkor a genetikailag meghatarozott szeptumszam, és -elhelyezkedés is (McIntyre
et al., 2001). Példaul az Aspergillus nidulans sepA (a szeptum-képzésért felelds gének
egyike) negativ mutans torzse (sepA4ABm) a ndvekedése elsd ordiban egyaltalan nem,
késobb pedig kevesebb, szabalytalanul elhelyezkedd szeptumot hozott létre; ezzel
parhuzamosan joval nagyobb specifikus fragmentacids rata és jelentdsen kisebb

novekedési rata jellemezte a vad torzshoz képest (McIntyre et al., 2001).
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A tomlosgombak apikalis novekedésiiek. A  gombafonalak novekedése és
differencidlodasa a csucsi iranyu citoplazmikus aramlasok eredménye, ami fizioldgiai
,kor-gradienst” hoz létre a hifa hossza mentén és a sejtfalban (1. Abra). A hifacstcsnal
frissen szintetizalodo naszcens kitin amorf, képlékeny allapotu, és csak késébb, a sejtfal
egyéb alkotoelemeivel 1étrejové kémiai kotések kovetkeztében nyeri el az ismert

mikrokristalyos szerkezetet (2. Abra).

S m Szetum

1. Abra. A fonalasgombak hifa cstcsi részének sejtfal szervezédése (Kevei & Kucsera, 2002). 1: A
megnyulasi zonaban a fal plasztikus, a belsd kitin réteg mellett fehérjét tartalmaz, 2: a szubapikalis

részben a fal vastagodik, megszilardul, B-(1-3)-gliikanba agyazddik, 3: ,,érett” sejtfal.

2. Abra. Egy tipikus fonalas gomba érett
sejtfalanak vazlatos szerkezete (Gooday, 1995b). A

» =
v

Aok tatololodplo Yt

falat és szeptumot belsé oldalukon a plazma-
membran hatarolja (folytonos vonal). A mikro-
fibrillumokba rendezddo kitin (C) és B(1-3), B(1-6)
gliikan (G) elsésorban a fal bels6 oldalan talalhato,
tomor réteget alkot, illetve a szeptum {6
komponense. A lagyabb, géles mannoprotein (M)
réteg alkotja a fal matrixat és kiils6 rétegét. A kiilsé

felilleten  gliikkoprotein  jellegli  antigének,

agglutininek és adhezinek (A) talalhatoak.

A novekedéshez sziikséges, hogy a kitinszalak képlékeny allapotuak legyenek, és ezen
allapot fenntartdsdban szerepet kaphatnak kiilonféle kitinolitikus enzimek. Bartnicki-
Garcia novekedési elmélete szerint a hifacsucsnal a kitinszalak lizise és szintézise
egymassal érzékeny egyensulyban van, és ez biztositja a ndvekedés lehetOségét
(Bartnicki-Garcia, 1973). Ugyanakkor a Wessels altal kidolgozott ’steady state’
novekedési elmélet szerint a folytonos polarizalt novekedés a sejtfal-bioszintézis
allandosult (steady state) egyensulyi allapotat feltételezi (Wessels, 1986, 1993). Az

elmélet alapjan a kitindzoknak nincs szerepe az apikdlis novekedésben; a frissen



szintetizalodott kitinszalak ugyanis viszkoelasztikusak, és csak a hifacstcstol tavolabb
nyerik el végsd, mikrokristalyos szerkezetiiket, igy nem gatolhatjdk a novekedést (3.
Abra). Rast és munkatarsai hipotézise alapjan a sejtfal-szintézis és —bontas térben jol
szabalyozott modon, egy hdromtagi enzimkomplex (kitinaz-hexézaminidaz-kitin
szintaz) segitségével, egyidoben megy végbe, ahol a bontas végtermékeként keletkezd
N-acetil-B-D-gliik6zamin (NAG) a kitin szintaz allosztérikus aktivatora (Rast et al.,

1991).

3. Abra. Az apikalis sejtfal-bioszintézis ,, steady state” modellje (Wessels, 1986). A novekvé, nytlasban
1év6 hifacstcs vezikulumokkal telt, melyek sejtfal-szintetizalo és sejtfal-litikus enzimeket, kész sejtfal-
alkotoelemeket (példaul mannoproteinek), és monomereket (NAG, stb.) szallitanak (Deacon, 1997). A: a
csucsi szegmensben a kitin (egyenes vonal) és az (1—3)B-glikan (hullamos vonal) monomerek
formajaban van jelen, a sejtfal plasztikus, képlékeny; B: szubapikalis megnyuldsi zona, megindul a
polimerizacié (kitin mikrofibrillumok képzddése), a B-glilkan tripla hélixet alkot, kialakulnak az els6
kitin-gliikan keresztkotések; C: a polimerizacio fokozodik, a fal rigiddé valik, feltdltédik; D: érett, erGsen
keresztkotott sejtfal; ebben a zonaban megsziinik a ndvekedés ,.steady state” allapota. Mikor a
hifandvekedés leall (az abra alsé fele), nem talalhatéoak vezikulumok a cstcsi részben, ekkor minden

pontban a D szakaszra jellemzd a falszerkezet (Kevei & Kucsera, 2002).

A tapanyag-limitacié vakuolum-képzddéshez vezet a hifakban (Paul et al., 1996, 1998).
A vakudlumok mérete minden fonal-kompartmentben né a korral, és altalanosan
elmondhat6, hogy a disztalis régidkban kiterjedt vakuolarizacié elézi meg az autolizist
(Smith er al., 1990; Bainbridge et al., 1971; Paul et al., 1998; 4. Abra); ez ugyanakkor
csoOkkent(het)i a novekedési ratat, az apikalis nyualdst és a fonalak eldgazasi
frekvencidjat (Agger et al., 1998). A vakuolarizacidoval az organizmus igyekszik
fenntartani a turgornyomast a ndvekvd hifacsucs iranyaba aramlé citoplazma szamara

(Paul et al., 1994, Cui et al., 1998). Egyes szerzok szerint a hifdk sejtfal-er0ssége
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konstans (Johansen et al., 1998), méasok szerint azonban a fali dsszetétel valtozik a fonal
mentén (Trinci, 1979; 3. Abra). Fragmentacio azonban etté] fiiggetleniil elsésorban az

1d6s, vakuolarizalt hifa-régiokban torténik (Paul er al., 1994, 1998; 4. Abra).

Navekvo hifacsucsok

Vakuolum

Nemndvekvd régio

Autolizalé régiod

Degeneralt regio

o=

Erosen vakuolarizalt kompartment

4. Abra. A P. chrysogenum micéliumok differencialodasa siillyesztett tenyészetben (Paul ez al., 1998)

P. chrysogenum-ban mar régbta feltételezett a tenyészetek fizioldgiai allapota és
fragmentacioja kozti kapcsolat (Righelato et al., 1968). P. chrysogenum kemosztat
kultaraiban a hifak téredezése spontdn, a kevertetés intenzitdsatol fiiggetleniil zajlott
(Christensen et al., 1995). A kozelmultban sziiletett tanulmanyok alapjan (Jiisten et al.,
1998a, 1998b; Paul et al., 1994, 1996) ezzel szemben kozvetlen kapcsolat feltételezhetd
a morfologia, az alkalmazott keverdlapat tipusa €és geometridja, az erdatvitel €és a
razatott (Pusztahelyi et al., 1997a) P. chrysogenum tenyészetek proteolizise, autolizise
és fragmentacidja kozott szintén valdszinlisithetd Osszefiiggés. A fragmentacio
megértésére és becslésére tobb elsérendl kinetikdju matematikai modell is sziiletett
(Paul et al., 1996; Shamlou et al., 1994).

Az autolizis szabalyozéasa egyeldre szintén csak részben tisztazott, de az mara vilagos,
hogy — a korai elképzelésekkel ellentétben — dinamikus, energiaigényes, és igen magas
fokon, génszinten szabalyozott jelenségrél van szo, melyet szdmos kiils6 és belsod
tényezd kivalthat, illetve befolyasol (Mclntyre et al., 1999, 2000). Utobbiakhoz

tartoznak tobbek kozott a mikroorganizmus genetikailag kodolt differencialodasi,
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oregedési és sejthalal-programjai, és a korfiiggd hidrolazok termelése. Mind ezek, mind
a kiils6 tényezok (O,- és tdpanyag-limitaciok, fizikai-, ho-, oxidativ és egyéb stressz-
faktorok, oldallanc-prekurzorok, nehézfém-ionok, etanol, stb.) szignifikéns, egymastol
tobbnyire nem elkiilonithetd hatdssal birnak a fermentacids folyamatokra (Harvey et al.,
1998; White et al., 1999, 2002). Az autolizissel kapcsolatos eddigi vizsgalatok két f6
kategoridba sorolhatoak: fiziologiai-enzimologiai (Reyes et al., 1989a, 1989b;
Santamaria & Reyes, 1988), illetve morfologiai (McNeil et al., 1998; Harvey et al.,
1998; Vanhoutte et al., 1995) tanulmanyokra; ez utobbiakhoz ma mar féként
szamitégépes image analizis technikat alkalmaznak.

A fonalas gombak siillyesztett tenyészetei pelletek, Osszetapadt és szabadon allo,

crer

5. Abra).

5. Abra. Diszperz morfologiaji siillyesztett P. chrysogenum tenyészet sszetapadt (,,clump”) és szabad

(,,dispersed”) micéliumai (Jiisten et al., 1998a).

A komputerizalt image-analizis sok szempontbdl szamszertsitheti ezeket a kultarakat,
tobbek kozott az autolizis folyamata szempontjabol (Krabben et al., 1998), hiszen
lehetdséget ny1jt akar egyetlen, 6nallo hifaclem fizioldgiai allapotdnak meghatarozasara
is (Cox et al., 1998; Paul er al, 1993). Példaul, kiilonboz6 festési technikak,
faziskontraszt mikroszkopia ¢és image analizis kombindlasdval P. chrysogenum
tenyészetekben megkiilonboztethetéveé tették a vakuolarizalt és halott hifaelemeket
(Vanhouvette et al., 1995). A holt régiok aranya az Gsszes mért szabad hifak mintegy
50%-at tette ki. Az jabb vizsgélatok is hasonld aranyokrol szamolnak be (McNeil et
al., 1998; Harvey et al, 1998). Az image analizis lehetdséget nyujt a kiilonféle
folyamatok morfologiai modellezésére is (White et al., 2002). Bar 1éteznek novekedési
modellek a fonalas gombdk siillyesztett tenyészeteire, a sejtpusztulds még a legfrissebb
tanulmanyokban sincs figyelembe véve (Krabben et al., 1998; King, 1998). Paul és
munkatarsai modelljében (Paul et al., 1994), amely az autolizist és fragmentaciot

egyiittesen ,,biomassza-veszteség’-ként kezelte, a megjosolt és valos értekek jol
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korreléltak; az autolizalt, illetve fizikai fragmentacionak kitett hifak aranya azonban
tovabbra is tisztdzasra var.

Az autolizist iranyitd6 mechanizmusok és az azokat befolyasold tényezdk megismerése
¢s jobb megértése fokozott iranyitasi lehetdséget kinal az autolizis megakadalyozasara —
vagy ¢épp eloidézésére (White et al., 2002). Az ipari fermentaciok esetében a cél
altalaban az autolizis elkeriilése, vagy késleltetése (6. Abra), hiszen ezzel akar az

antibiotikum-termelés folyamatossa tétele, akar a heteroldg proteinek — az autolitikus

crer

1992).

A gomba-autolizis effektorai

Belso Kilsd
Oregedés és Hifak Tapanyag Fizikai
programozott differencialédasa limitacié stressz
sejthalal \ \ //
AUTOLIZIS

O

)N

Fokoz6dé Kriptikus
fragmentéacio Biomassza Termék ndvekedés
vesztés  degradacio
Fokozott Termék-
hidrolaz kinyerési
aktivitas problémak

A gomba-autolizis biotechnolégiai kdvetkezményei

6. Abra. A fonalasgombak autolizisének attekintése (White et al., 2002).

Néhany ipari folyamatban azonban épp az autolizis lehet elonyds. Példaul a penicillin és
cefalosporin-C termeléskor fellépd autolizis sordn né az extracellularis acildz-aktivitas
is (Reyes et al., 1990b; Alfonso et al., 1995). Bar ez az enzim mindkét fent emlitett
antibiotikumot bontja, a keletkez6 termékek (6-aminopenicillinsav, illetve 7-
cefalosporansav) prekurzorként szolgdlnak a félszintetikus antibiotikum-termelés
szamara. Olyan esetekben is elény0s lehet az autolizis, mikor egy intracellularis termék
(példaul a fusidin-savat tartalmazé lipid-granuldk) kinyerésének fokozasa a cél
(Bartoshevich et al., 1984). Megjegyzendd azonban, hogy bar az ilyen lizis eldsegitheti
a termékkinyeréssel kapcsolatos ,downstream” munkalatokat, ugyanakkor a
micéliumok sziirésének és eltavolitdsanak jelentésen megnd(het) az iddigénye, ami

jelentds problémat okoz érzékeny, konnyen degradalodo termékek esetében (McNeil et
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al., 1998). A tenyészet morfologiaja tobbféleképpen is Osszefligg(het) az adott torzs
termelOképességével; egyrészt a makro- és mikromorfologia egyértelmiien befolyasolja
a fermentacidos kozeg reologiai tulajdonsdgait, és igy szignifikdns hatissal bir a
kevertetésre, a bioreaktoron beliili oxigén- €s tapanyag-eloszlasra — amik pedig jelentds
mértékben befolyasoljak a proteintermelést (vagy egyéb termékképzodést) (Bocking et
al., 1999; Pedersen et al., 1993). Masrészt, Gjabb megfigyelések szerint a mikro-
morfoldgia 6nmagéban is jelentdésen befolydsolhatja a termel6képességet (Bocking et
al., 1999). Kiilonos hangsulyt kapott a hifacsucsok szama és a protein-szekrécio kozotti
lehetséges kapcsolat felderitése (Peberdy, 1994), mivel a szekrécié tilnyomodan a hifak

csticsi régidiban zajlik (Gordon et al., 2000; Wessels, 1993; 7. Abra).

eréssége utal a szekrécid intenzitdsara.

Igen elény6s volna a morfoldgiat meghatarozo, ill. befolydsold gének meghatdrozésa és
kloénozasa; ezzel ugyanis lehetdség nyilna az adott célnak legmegfelelébb, idedlis
birnak az ipari termeldképesség €s termékkinyerés fokozasaban (White et al., 2002).

A. nidulans torzsek genetikai vizsgalatai alapjan feltételezhetd, hogy az autolitikus fazis
aktivaciojat kémialilag definialt tapkozegben tobb, kiillonbdzd tapanyag szintje
egylittesen befolydsolja (Archer et al., 1992). Megjegyzendd, hogy a csokkent
tapanyag-hozzaférés miatt beinduld autolizis nemcsak a diszperz hifakban, hanem a
pelletek belsejében is jatszodhat, ami a tenyészet jelentés hanyadat érinti (Paul &
Thomas, 1998; Schiigerl et al., 1998). Sok esetben maga az autolizis a talélést eldsegitd
folyamat is lehet, amikor a tenyészet bizonyos része a pusztuld sejtek litikus
tdpanyagainak ujra-hasznositasa révén marad fenn, midltal 0j egyensuly alakul ki a
sejtpusztulas ¢és novekedés kozott. Ez a jelenség az tgynevezett kriptikus novekedés
(Righelato et al., 1968), ahol a sejtek szén- és nitrogénigényét az aminosav-lebontas

fedezi (Pusztahelyi ef al., 1997a, 1997b). Ezt a jelenséget P. chrysogenum (Osiewacz,
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1990) ¢és A. niger (Schrickx et al., 1993) kemosztat tenyészeteiben is megfigyelték, ahol
sikeriilt a protein-termelést a biomassza novekedése nélkiil fenntartani. Minthogy a
gombdk autolizisét legkonyebben szénéhezéssel valthatjuk ki (Pusztahelyi et al.,
1997b), konnyen elképzelhetd, hogy a karbon-represszidban fontos gének valamilyen
moédon  kozremiikodnek az autolizis szabalyozasaban. A  tapanyag-limitacid

kovetkeztében fellépd autolitikus folyamatokat a 8. Abra szemlélteti.

| Novekedés és anyagcsere |

Ha hosszan tarté

| Tapanyagok csokkend elérhetdsége ]

Biomassza-csokkenés |<— | Degradativ enzimek derepresszidja | Sejthalal
Kitinazok és glilkanazok aktivacidja Proteaz-aktivacié
Sejtfal-degradacié Novekvo szamau iires hifa-régié '

\ / Protein-degradacié

Hifak fragmentacioja

l Szénforras felszabadulas Amménia felszabadulas

Hidromechanikai karosodasok ‘

8. Abra. A tapanyag-limiticiokor megfigyelhetd fiziologiai és morfologiai események (White er al.,

2002).

Az autolizisben kulcsszerepet jatszanak a gombak altal termelt, a stacioner fazistol
kezdve egyre nagyobb mennyiségben tapkozegbe jutd kiilonbozd hidrolitikus enzimek.
Az autolitikus hidrolazok specifikus szubsztratjaik alapjan az aldbbi f6bb csoportokba
sorolhatoak:

1. Protedzok. A gomba-protedzok fontos szerepet jatszanak a hibas fehérjék
lebontasaban, a protein-foldingban, a zimogén enzimek aktivalasaban, valamint
autolizis kozben az aminosavak felszabaditasa altal lehetdvé teszik a kriptikus
novekedést (McNeil et al, 1998; Pusztahelyi et al., 1997b). A. nidulans-nal a
protedzaktivitas kis molekulatomegti C, N, S, P forrasok jelenlétében gatolt (Cohen et
al., 1975); a proteolitikus lebontds eme termékei valdsziniileg negativ visszacsatolassal
hatnak a proteaz bioszintézisre. Ugyanez érvényes a fiatal tenyészetekre is, ahol csak
kismértékll az intracellularis proteindegradacié tapanyagbdség esetén (Cohen, 1973). P.
chrysogenum-ban az intracellularis proteolizis derepresszidja szénéhezés hatasara
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figyelheté meg (Trinci & Righelato, 1970); a gliikéz vagy laktdéz szénforrdsok ugyanis
gatoljak a proteolizist P. chrysogenum-ban (Chrzanowska et al., 1993). Annak ellenére,
hogy hasonl6 intracellularis proteolitikus aktivitdsokat figyeltek meg exponencidlisan
novekvd és autolizdld P. chrysogenum tenyészetekben (McNeil et al, 1998), a
folyamatban részt vevd protedzok valoszinileg kiilonboztek: mig foleg szeril és
aszpartil proteazok vettek részt a tenyészetek degradalasaban és az autolizis korai
fazisaiban (Mclntyre et al., 2000), addig a kriptikus novekedést metalloproteazok
tartottdk fenn (Pusztahelyi er al., 1997b). Ugyanakkor, a specifikus extracellularis
enzimek tapkozegbe keriilésének, valamint aktiv termelésének eredményeként —
jelentds novekedést mutatnak (Pusztahelyi et al., 1997b), ezért a kor-fiiggd protedzok az
autolizis markereiként szolgalhatnak (White et al., 2002).

2. Gliikandzok. A glikanaz-aktivitasok a gomba egész életciklusa alatt megfigyelhetok
(McNeil et al., 1998, Lahoz et al., 1976). A hifacsucsok névekedésében a B-gliikanazok
¢s B-glikén szintazok Osszehangoltan miikodnek, és épitenek glilkan oligomereket a
sejtfalba (Gooday, 1995b; Polacheck & Rosenberg, 1975). A gliikkanazok a sejtfalban és
a citolpazmaban is lokalizdlodhatnak, szekrécidjuk utdn pedig szerepet kapnak a
szénforrasok eld-emésztésében, illetve a sejtfal-lizisben is (McNeil et al., 1998;
Wessels, 1986; Pitson et al., 1997). Ezen enzimek lehetnek exo- és endogliikanazok
(Paul et al., 1994), ami révén nagy hatasfokkal képesek a komplex gliikkdnok bontasara,
¢s kiilonallo glikézmolekulak felszabaditasara. Ezzel a gomba kriptikus ndvekedéséhez
is aktivan hozzajarulhatnak (Pitson et al., 1997). A protedzokhoz hasonléan, a
szénéhezés hatdsara a Neurospora €s Botrytis torzsek glilkanaz-aktivitasa is novekedett,
kozvetleniil az autolizis meginduldsa el6étt (Nuero er al., 1993). Karbon katabolikus
represszi6 alatt allnak P. italicum €és Acremonium torzsek (Pitson et al., 1991, 1997)
glilkanazai is. Aktivitdsuk hatdsara kozvetleniil az autolizis kezdete eldtt gliikkdn
oligomerek jelentek meg a tapkozegben (McNeil et al., 1998; Perez-Leblic et al., 1982).
Rovid féléletidejiik ellenére ezek az oligomerek is fokoztak a gliikandz aktivitast (Pitson
et al., 1993). A gliikkan-monomerek, a gliikanaz aktivitdsok végtermékei, feltételezések
szerint az autolizis indikatorai lehetnek (Lahoz et al., 1976; Santamaria & Reyes, 1988),
azonban rovid félélet-idejiik miatt ennek a kihasznalhatéosaga nem valoszinli (White et
al., 2002). Fontos megjegyezni, hogy de novo enzimszintézis felelds az autolizis kdzben
tapasztalt magas gliikanazaktivitasokért, nem pedig egyszerlien az intracellularis
enzimek kiszabaduléasa (Reyes et al., 1981; Pitson et al., 1997), ami szintén a tdpanyag-

limitacidra adott valasz koordinaltsagara utal.
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Endo-hidrolazok

Exo-hidrolazok

3. Kitinolitikus enzimek. A kitin a gombak sejtfaldban B(1—4)-N-acetil-D-gliikkdozamin
(NAG) egységekbdl felépiild, fonalas polimerként van jelen (Gooday, 1995b). Normal
novekedés kozben a kitinolitikus enzimek naszcens kitint bontanak a hifak apikalis
csticsanal, mikdzben — ezzel egyidejiileg — a kitin szintdz enzim kito-oligomereket épit
be a felszabaduld szalvégekbe (Bartnicki-Garcia, 1973; Cabib, 1987). A kitinolitikus
aktivitads tobb enzim endo-¢s exohidrolizisének egyiitteseként definialhaté (Harman &
Kubicek, 1998; Reyes et al., 1989b), ugyanis ide tartozik minden olyan enzim, amely
képes a kitin vagy kito-oligomerek hasitdsara a NAG B-(1—4) kotésének hidrolizise
révén. F6bb csoportjaikat a 9. Abra foglalja Ossze. Megjegyzendd, hogy a mai

nevezéktan tovabbra is féleg a kitinaz/hexo6zaminidaz felosztast alkalmazza.

ENZIMAKTIVITAS TERMEK

A) (Endo)kitinazok o-e®-

0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- 0-0-@-
T T T 1 0-0-0-0-

B) Kitin 1,4-B-kitobiozidazok
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- O-@-

T

C) N-acetil-B-D-hex6zaminidazok
0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- o-

T TTrIrT

9. Abra. A kiilonboz6 kitinolitikus enzimek hatasmechanizmusa fonalas gombakban (Lorito, 1998).
Jelmagyarazat: @ NAG; e-e-e-e-e- kitin mikrofibrillum; o- redukal6 vég; 1 az enzim hasitasi helye(i).
A) kitinaz: random moddon vag a kitinszalak és kito-oligomerek (n>4) belsejében, és végterméke kis
moéltomegli, vizoldhato, kiillonbozd méretli fragmensek elegye, melynek f6 komponense a diacetil-
kitobioz (NAG),, amit nem képes tovabb hasitani. B) kitobiozidaz: a kitinszalak nemredukalod végérdl
exohidrolazként kizdrolag (NAG), egységeket hasit le. C) N-acetil-B-D-hexdzaminidaz (HexAm):
kitinszalak, kitooligomerek, és kitobidz hasitasat végzi a nemredukald vég feldl, és exohidrolazként

kizdrolag NAG monomereket képez.

A kitindzoknak fontos szerepet tulajdonitanak a gombak kiilonféle morfogenetikus
folyamataiban, mint példaul a spérak csirazasa, a novekvo hifak nytlasa és elagazasa, a
kitin-mikrofibrillumok méretre vagasa a szilardulo sejtfalban, a gamétasejtek fuzidja, az
¢élesztésejtek szeparacidja, valamint a kor-fliggd fragmentécid és autolizis (Gooday,
1992, 1997). A kitinazok autolizisben jatszott fontossagat tobben vizsgaltdk (Alfonso et
al., 1991, 1992; Reyes et al., 1988). A glikandzokhoz hasonlbéan, Penicillium és

Aspergillus torzsekben a kitinaz bioszintézis is indukalhaté (Gooday, 1990), és karbon-
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katabolikus represszid alatt all (Rodriguez er al., 1993), amit feltételezhetden az
autoliziskor felszabadul6 kito-oligomerek oldanak fel, koncentracio-fliggd modon
(Alfonso et al., 1991; Harman & Kubicek, 1998). A kitindzok indukcioja, illetve
derepresszidja sok esetben de novo transzkripciot és transzlaciot jelent (Lorito, 1998).
P. chrysogenum-ban a HexAm a citoszolban lokalizalodik ¢s akkumulalodik a stacioner
fazisban. Ennek az enzimnek nem sikertilt igazolni a sejtfalszintézisben valo részvételét
(Pusztahelyi et al., 1996); feltételezhetden az endo-kitindzok miikodéseként keletkezd
kito-oligomerek ujrahasznositasaban jatszik kulcsszerepet.

A hidrolazok mas litikus enzimekre is hatassal lehetnek; pl. a kitinazok aktivitasa
csokkenhet a proteolitikus hasitasok révén, vagy épp ellenkezdleg: a kitindzok
proteolitikus zimogén-aktivacidja is ismert (Pusztahelyi et al, 1997b; Sami et al.,
2001b). Az autolitikus enzimek tovabbi vizsgalata alapvetd fontossadgu, mivel a fent
targyalt hidrolazok képzddése és szabalyozasi mechanizmusa az autolizis alatt tobb
esetben is faj-specifikusnak mutatkozott (Chrzanowska et al., 1993; Rodriguez et al.,
1995; Vessey & Peg, 1973). Az enzimek fiziologiai szerepének vizsgalatahoz idedlis
lehetéséget kinal a kiilonféle inhibitorok in vitro és in vivo alkalmazéasa. A kitinazok
gatloszerei (Hg™, ciklo{Arg-Pro}, argifin, argadin, stb.; Izumida et al., 1995; Shiomi et
al., 2000) koziil az egyik leghatasosabb ma ismert vegyiilet a Streptomyces torzsek altal
termelt all6zamidin (Sakuda et al., 1986, 1987; 1997; Brameld et al., 1998; 10. Abra).

OH
0 cH,
N
7\
N CH

HO NHAc

10. Abra. A pszeudo-triszacharid all6zamidin szerkezeti képlete (Sakuda, 1986).

Ez a pszeudo-triszacharid, valamint félszintetikus szarmazékai, {példdul 9-demetil-
all6zamidin, 6-o-fenilacetil-allozamidin, C3”, C4”-all6zamidinol} (Rast et al., 2000;
Sakuda er al., 1998) — szubsztrat-analog szerkezetiik révén (10. Abra) — a gliikozil-
hidroldzok 18. csaladjanak igen potens, specifikus, atmenetidllapot inhibitorai (Brameld
et al., 1998; Cabib et al., 1992; Dickinson et al., 1989; Escott er al., 1998; Gooday et
al., 1992). Az all6zamidinnel gatolhato kitindzok — a sejtfal kitin tartalmanak hasitasa

révén — bizonyitottan fontos szerepet jatszanak az Acremonium chrysogenum B-laktam
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termeld fonalas gomba kor-fiiggd fragmentacids folyamataiban €s autolizisében (Sandor
et al., 1998), tovabba az ¢lesztd sarjsejtek anyasejtrél valo levalasaban is mind a C.
albicans (Gooday, 1992), mind a S. cerevisiae (Izumida et al., 1995) esetében.
Ismeretes tovabba, hogy bizonyos fonalas gombak, példaul az A. nidulans spérainak
duzzadasa és csirdzdsa szintén allozamidin-szenzitiv (Gooday et al., 1992, 1997,
Takaya et al., 1998). A C. albicans kitinolitikus enzimrendszere jol felderitett, és a
gomba kitindzai allozamidinnel igen effektiven géatolhatok in vitro (Dickinson et al.,
1989). A kitinazok szelektiv gatldsa in vivo azonban nem befolydsolta a novekedést
(Dickinson et al., 1989), ami valosziniileg azzal magyarazhatd, hogy a plazmamembran
kozelében, illetve sejtfalban lokalizalodod kitindzok sztérikus okok miatt védettek az
allozamidin gatl6 hatasdval szemben (Rast et al., 1991; Gooday, 1995a; Horsch et al.,
1997).

A morfologia befolyasolasdra hatdsos stratégia lehet a kitindzgének elrontdsa, azaz
enzimhiany mutansok létrehozasa. Azonban sok kitinaz multifunkcios (Takaya et al.,
1998) illetve egy enzim hidnyat a sejt mas kitindz(ok) indukciojaval, illetve
tultermelésével potolhatja (Reichard et al., 2000). A fungalis autolizis és fragmentacid
gatlasa a kitinazok blokkolasan at jol kihasznalhaté az iparban (White et al., 2002) és a
fonalas gombadk, illetve dimorf patogének okozta emberi mikozisok kezelésében
(Cooper & Haycocks, 2000; Walsh er al, 2000). Definicio szerint dimorfnak
allapotban is képesek novekedni (Cannon et al., 1994). Az irodalomban a ,,dimorf"
kifejezés ennél joval tagabb értelemben haszndlatos. Példaul bizonyos fonalas gombak
lekerekedett végli fragmentumait sok esetben irjak le teljesen kiilonallo, tigynevezett
»elesztoszer" morfoldgiai formaként, holott ezek a sejtek mindig csak fonalas
novekedést mutatnak (Bartoshevich er al., 1990). Rendszertani hovatartozasuktol
fiiggetleniil, szdmos human-, rovar- és ndvénypatogén faj, illetve néhany szaprofita
gomba mutat valdédi dimorf novekedést (Deacon, 1997; Jiirgensen et al., 2001). Bar
egyes fajok esetében részletesen ismertek a morfoldgiai valtozast kivalté kornyezeti
tényezok (pl. hdmérséklet-, pH-, redox potencial-, CO, tenzid- és tapkozeg Osszetétel-
valtozasok), altalanossagban elmondhatd, hogy ezek hatdsmechanizmusarol jelenleg
még keveset tudunk (Orlowski, 1994; Gow, 1995). A dimorf patogén gombak
patogenezisét vizsgalva megallapithatd, hogy altalaban a hifdk rendelkeznek a
szoveteken vald  athatolasi  képességgel, ugyanakkor a gazdaszervezetek

edényrendszereiben az élesztésejtek a dominansak (Deacon, 1997). A C. albicans
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(Lo et al, 1997). Egy, a kozelmultban publikalt tanulméany szerint viszont a P.
marneffei humanpatogén gomba szdveti invazidjakor élesztdszerii sejteket képzett
(Cooper & Haycocks, 2000). A dimorf patogén gombdk jelentds részénél a fonalas <
¢lesztd atalakulds a patogenezis szempontjabol nagy fontossagu és igen bonyolult
folyamat, amely gondosan szabalyozott enzim- és génszinten. Példaul a C. albicans
esetében, egyéb tényezOk mellett, az intracellularis glutation (GSH) koncentracid
csokkenésének igen fontos szerepe lehet a micélidlis morfologia 1étrejottében (Thomas
et al. 1991; Manavathu et al. 1996a, 1996b). Ugyanakkor, az élesztdsejtek, éppen nagy
GSH koncentraciojuknak kdszonhetéen, eredményesen allnak ellen a gazdaszervezet
immunsejtjei altal generalt szabadgyokok karositdé hatasanak (Jamieson et al., 1996).
Egy masik nevezetes humdnpatogén faj, a H. capsulatum esetében azt tapasztaltik,
hogy bar az intracellularis GSH szintek kozvetleniil nem hatéroztdk meg az észlelt
sejtmorfologiat, kéntartalmi aminosavak, (cisztin vagy cisztein) adagolasaval ebben az
esetben is eld lehetett segiteni az ¢€lesztd tipusu sejtek kialakulasat (Leith er al., 1988;
Maresca & Kobayashi 1989). Bar ezek az eredmények alatamasztjadk a GSH és/vagy
szabalyozasaban, a jelenség mogott meghuzdédd molekuldris események még igen
kevéssé ismertek.

A gombdk morfologiai valtozédsaiért — tobbek kozott az autolizisért és dimorf
atalakuldsért — felelds gének expresszidjat nagy valdszinliséggel kiilonb6zd kodrnyezeti
stressz-folyamatok is befolyasolhatjdk. Az oldott oxigén-tenzié és az extracellularis
ROS valtozasai kétségkiviil kiemelkedd fontossagl kornyezeti stresszt képviselnek, ami
(Toledo et al., 1995; Henriksen et al., 1997; Priede et al., 1997; Ruijter et al., 2002). Az
intracelluldris ROS akkumulécié példaul elindithatja a sporak csirdzasat (Lledias et al.,
1999), és akar az autolizist (Hansberg & Aguirre 1990). Ujabb vizsgélatok alapjan az
atmeneti hiperoxidans allapotok igen fontos korai szignal-transzdukciés eseményeknek
tekinthetok. Hansberg ,a sejtdifferencialodds dioxigén kizardsi elmélete”-nek
megfelelden (Hansberg & Aguirre, 1990) lehetséges, hogy az észlelt morfologiai
valtozasok mozgatdja az instabil hiperoxidans allapotokban a molekularis oxigén
kizarasara valo torekvés, ami altal a mikroorganizmus 1j, a kdrnyezeti koriilményeknek
megfeleld, stabil morfologiai és élettani allapotba jut. Megfigyelték ugyanis, hogy a
Neurospora crassa aszexualis életciklusanak minden stabil allapotat (novekvo és
Osszetapadt hifak, légmicéliumok és konidiumok képzése; 11. Abra) megelézte egy

GSH/GSSG redox egyensulyvesztéssel, novekvo proteolizissel és mRNS instabilitassal
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parosuld atmeneti hiperoxidans allapot (Hansberg er al., 1993, 1995; Toledo et al.,
1995).

Névekv hifak Osszetapadt hifak
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11. Abra. A Neurospora crassa aszexualis életciklusa (Toledo ef al., 1995). A konidiumok képz6déséig
az exponencialisan novekvo hifakbol a stabil allapotok kozott harom atmenet figyelhetd meg. (Az abran
I-IIT jeloléssel.) Elegendd tapanyag jelenlétében barmely stabil differencialodott allapotbol torténhet

atmenet a novekvo stddiumba, egy csirdzasi (g) folyamat révén.

A szabadgyok-halmozodas mellett mas stressz-faktorok, pl a CO, tenzidk valtozasa,
vagy a mar emlitett tdpanyag-limitacidok szintén jol ismert inducerei a morfologiai
valtozasoknak (Ho et al., 1986; Ju et al., 1991). A gombak morfoldgiai atalakulasaiért
felelds genomi expresszios programok tehat szamos kornyezeti stressz-szignal altal
aktivalodhatnak. A kozelmultban “DNS microarray” transzkriptom analizissel
megallapitottak, hogy a Saccharomyces cerevisiae kornyezeti stresszekre adott valasza
hasonlo volt az Osszes tesztelt stressz-tényezOre, azonban ez a valasz — a stressz
tipusatol fliggden — mas és mas regulacios rendszer altal kontrollalt (Gasch et al. 2000).
Magasabbrendii eukaridtakban szabadgyokok foként a citokrom-fliggd mitokondridlis
1égzés soran, valamint bizonyos enzimrendszerek, példdul plazma-membran NADPH-
oxidaz, citoplazmikus xantin-oxidaz, illetve organellumokhoz kapcsolt strukturak, mint
a peroxiszomalis citokrom P450 oxiddz miikddéseként keletkeznek (Gamaley &
Klyubin, 1999). A sejtek tobbféle védelmi rendszerrel is rendelkeznek a karos
szabadgyokok elminalasara. Az elsddleges védelemhez tartoznak a kiilonféle

antioxidans molekulak, mint GSH, tioredoxin (Trx), koenzim Q, E vitamin, trehaloz;
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valamint az antioxidans enzimek, példaul a szuperoxid dizmutdz (SOD), katalaz,
glutation-peroxidaz (GPx), glutation-reduktaz (GR), glutation S-transzferaz (GST),
tioredoxin-peroxidaz ¢és tioredoxin-reduktdz (Davis et al., 2001). A madsodlagos
védelemhez sorolhatok a molekuldk kéarosodéasat javitdo enzimek (protein diszulfid
izomeraz, Met szulfoxid reduktdz, DNS bazis és nukleotid excizids javitd rendszerek),
valamint az oxidaldédott molekulak (pl vakuoléris proteazok altali) degradacidja (Davis
etal.,2001).

A sejtek redox allapota elsésorban a ROS szintek és az oxidativ karosodastol védo
endogén tiol puffer rendszerek (GSH ¢és Trx), mint redukalé ekvivalensek kozti finom
egyensuly kovetkezménye (Davis et al., 2001). Ha ez az egyensuly felbillen — azaz a
ROS szintje meghaladja a sejt pufferkapacitasat és az ezért felelds enzimek aktivitasat —
az potencialisan citotoxikus ,,oxidativ stresszt” generdl. Ilyen koriilmények kozott a
ROS nagymértékben karosithatja a DNS, RNS, fehérjék és lipid-komponenesek
szerkezetét, ami csokkend sejtfunkciokhoz, vagy akar sejthaldlhoz is vezethet
(Cheeseman & Slater, 1993). A mitokondridlis DNS kiilonosen érzékeny az oxidativ
sériilésekkel szemben. A nukleinsavak oxidacidja bazis- és cukor-karosodashoz,
szaltoréshez és DNS-protein keresztkdtésekhez vezet. A tobbszordsen telitetlen
zsirsavak lipid-peroxidacioja epoxidokat ¢és aldehideket generalhat, amelyek némelyike
igen toxikus, €és tovabb fokozza az eredeti szabadgyok-karosodast. Ezzel kapcsolatban
emlitést érdemel, hogy a P. chrysogenum — Konstitutivan termel6dd, igen aktiv
katalazanak és az indukélhaté GPx enzimjeinek koszonhetéen — kivételesen jol toleralta
a magas peroxid szinteket (Emri et al., 1997a). A tioredoxin-fiiggd redox enzimek
valoszinlileg szintén fontos szerepet jatszottak az antioxiddns védelemben, kiilondsen
GSH/GSSG redox egyensulyvesztés esetén (Emri et al., 1997a, 1999). A P.
chrysogenum SOD génjének magasabb kopiaszama pedig megndvelte a gomba
¢lettartamat (Diez et al., 1998). A S. cerevisiae esetében a GSH/GSSG redox arany
valtozasa — foként a nem megfeleld diszulfid-hidak képzdodésének koszonhetden —
protein szerkezeti valtozast és funkciovesztést, a protein-szekrécid defektusat, valamint
sejtfal-karosodast eredményezett (Gasch et al., 2000). Magasabbrendi eukariétakban a
ROS idéleges megemelkedése proliferaciot vonhat maga utan (Davis et al., 2001), a
GSH/GSSG redox aranyok felborulasa €s a tartds oxidativ stressz pedig igazoltan fontos
szerepet jatszanak az apoptozist inicidlod szignal-transzdukciés folyamatokban (Kane et
al., 1993; Esteve et al., 1999; Coppola & Ghibelli, 2000).

Az apoptozis a metazoonokra jellemz0, jol szabalyozott, genetikailag kodolt 1épésekbol

allo sejtelhalasi folyamat, melynek célja a fert6zott, mutans, vagy egyszertien csak
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feleslegessé valt sejtek eltavolitdsa (Johansen er al., 1998). Az emldssejt-apoptozis
jellemz6i a megnagyobbodott nukleolusz, a citoplazma €s kromatin kondenzacidja,
magfelbomlas és DNS fragmentalddas, a foszfatidil-szerin komponensek megjelenése a
membran kiilsé oldalan, és a széttoredezett kromatint tartalmazd apoptotikus testek
megjelenése, amiket aztan a sejt exocitozissal eltavolit (Johansen et al., 1998). Ezek a
folyamatok hasonléak a gombakban megfigyelt jelenségekhez, ami alapjan joggal
feltételezhetd, hogy a gomba-sejtek pusztuldsa a magasabb rendii eukaridta szervezetek
apoptozisahoz hasonlo, vagy azzal egyenértékli folyamat (Mclntyre et al., 1999).
Példaul az egyik legjellemzobb, altalanos apoptotikus markert, a DNS fragmentalodasat
megfigyelték a Phytopthora infestans, a Neurospora crassa €s Rhizoctonia solani
esetében is (White et al, 2002). A. nidulans-nal a DNaz és RNaz aktivitasok
novekedése kapcsolatba hozhatd a szénforras kimeriilésével (Reyes er al., 1990a). A
gomba-apoptdzis molekuldris hattere egyelére csak kevéssé feltart. A kozelmultban
demonstraltdk egy jol szabalyozott sejthalal-program jelenlétét S. cerevisiae-ben
(Frohlich & Madeo, 2000; Laun et al., 2001; Madeo et al., 2002). Apoptozis-szerii
folyamatokat provokalt (1) az intracellularis GSH készlet kimeriilése; (2) exogén
forrasbol szarmazd H,O,, (3) a CDC48 gén pont-mutécidja (a gén terméke szerepet
jatszik a homotipikus membran-fizidban); ¢és (4) az emlés bax gén heterolog
expresszidja (ami mai tudasunk szerint egy apoptotikus inducer) (Ligr et al., 1998;
Madeo et al., 1999; Frohlich & Madeo, 2000). Ezekben az esetekben ROS
akkumulalodott a S. cerevisiae sejtekben (Madeo et al., 1999). Fonalas gombakban a
lovastatin (Roze & Linz, 1998) és viszkozinamid (Thrane & Olsson, 1998) indukalhat
apoptozis-szerll jelenségeket. Tovabba, a P. chrysogenum autolizise egy aktiv, energia-
igényes folyamat, ennél fogva szintén mutat bizonyos hasonlésagokat a magasabbrendii
eukariotdk apoptozisaval (Mclntyre et al., 1999). Példaul, a korfiiggd hidrolazok
bioszintézise €s poszttranszlacids érése jol kontrollalt a gomba deceleracios €s stacioner
fazisaban (Pocsi et al., 1993; Pusztahelyi et al., 1997b). Ezen megfigyelések tovabb
erdsitik a nézetet, miszerint a gomba-autolizis hatarozottan kiilonbozik a nekrotikus
sejthalaltol, ahol a sejtek metabolikus aktivitdsa (valamely kiils6 tényezd, pl.
xenobiotikumok vagy sejtmérgek hatdsara) megsziinik (Mclntyre et al., 1999). Az
¢lesztOk apoptozis-kutatdsainak legfrissebb eredményei (Nestelbacher er al. 2000, Laun
et al. 2001, Madeo et al. 2002) alapjan valosziniileg molekularis szintli kommunikacié
zajlik az Oregedés és apoptozis kozott (Zhang & Herman, 2002). Az apoptozis tehat
felfoghato ugy is, mint egy altruista sejtvalasz a sulyos(odo) oxidativ karosodasokra,

ami eredetileg az egysejtli ¢l61ényekben fejlodott ki (Frohlich & Madeo, 2000).
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Bar az oregedés jelenségének leirasara ez idaig igen nagyszamu modellt dolgoztak ki,
egyikiik sem altalanosan elfogadott (Medvedev, 1990); koziilik az egyik legismertebb
az Oregedés szabadgyokos elmélete (,,Free radical theory of ageing”). Az elmélet
lényege, hogy az eukaridta sejtek életiik soran folyamatosan szabadgyokoket
generalnak, és e gyokok altal okozott sériillések halmozddasa okozza azokat a
valtozasokat, amiket oregedésként érzékeliink (Harman, 1993). Az oregedés a sejtek
funkciovesztésével parhuzamosan megndveli a programozott sejthaldl lehetOségét;
illetve maga az oregedés nem mas, mint az akkumulalédé karosodasok dsszességének
eredménye, amiket az organizmus — igyekezvén fenntartani homeosztazisat — egyre
csokkend képességgel harit el az antioxidans rendszerei segitségével (Nohl, 1993;
Harman, 1999). Szdmos adat tdmasztja ald ezt a hipotézist (Wickens, 2001): (1) Az
¢l6lények élettartama és metabolikus aktivitdsa, valamint antioxidans kapacitasa kozott
szoros kapcsolat van. (2) Kisérleti allatokban az antioxidans enzimek tltermeltetése
fokozza az élettartamukat. (3) Oregedés alatt nd a sejtek oxidativ karosodasanak
mértéke (Harman, 1993). Ezen elmélet segitségével jol magyarazhatdé az Oregedési
pigmentek képzddése, az dregedd sejtekben megfigyelhetd lipidperoxidacid, a DNS és a
fehérjék oxidativ karosodasa, valamint a mitokondriumok miikddésének leromlésa is. A
fenti megfigyelések és kisérleti adatok ellenére azonban nincs direkt bizonyiték arra,
hogy a ROS, illetve az altaluk okozott karosodasok ténylegesen felelosek lennének a
sejtek Oregedéséért. Alternativ magyardzatok - példaul, hogy a megfigyelt oxidativ
valtozasok nem okai, csak kovetkezményei az 6regedésnek - sem zarhatoak ki. Eppen
ezért az Oregedést inkabb egy komplex, sok tényez6 altal kivaltott folyamatnak tekintik,
amelyben a ROS ¢s az altaluk okozott karosodasok fontos, de nem kizardlagos szerepet
jatszanak (Wickens, 2001).

Az oxidativ stressz és autolizis kapcsolatat keresé kutatdsok eredményei igen fontosak
lehetnek a siillyesztett ipari fermentacidkban, mivel a legtobb ipari folyamatban
alkalmazott mikroorganizmus magas oldott O, koncentracidt igényel; az oxigén
nemcsak termindlis elektron-akceptorként nélkiilozhetetlen (ATP termelés), de szamos
biokémiai folyamatban (példaul gliikonat és B-laktam termelés) szubsztratként is
szerepel (Bainbridge et al., 1992). Ilyen koriilmények kozott ezek a mikrobak
folyamatosan magas szintli oxidativ stressznek lehetnek kitéve (White et al., 2002). A
penicillin termelésben alkalmazott PA és POA protonofor oldallanc-prekurzorok szintén
generalhatnak oxidativ stresszt (Emri et al., 1997b; White et al., 1999). Az epoxidok
citokrom P450 monooxigenazok altali képzddése alkénekbdl és aromds vegyiiletekbdl,

és a mérgezd intermedierek GST pumparendszer ¢s yGT altali eliminédcidja régota
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ismert (Saxena et al., 1991; Ishikawa, 1992; Sheehan et al., 1993, 2001). A GSH-fiigg6
detoxifikacid pontos molekuléris folyamata egyelére nem felderitett. Az oldallanc-
prekurzorok toxicitdsdhoz a membranpotencialt szétkapcsold hatasukon kiviil
(Henriksen et al., 1998a, 1998b) feltételezések szerint az aromas monooxigendzok altal
katalizalt hidroxilacids reakciok soran hipotetikusan keletkezd, toxikus epoxid
intermedierek is hozzajarulhatnak (Emri er al., 2001; 12. Abra), és valdsziniileg szerepet

jatszanak a GSH-fliggd detoxifikald rendszer indukélasaban is.
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12. Abra. A PA és POA GSH-fiiggd detoxifikaciojanak lehetséges magyarazata (Emri ez al., 2000).

A PA és a POA ezért megfeleld koncentracidban kiiiritheti a sejtek GSH készletét (Emri
et al., 1997b). A GSH ugyanakkor a [-laktdm bioszintézis egyik legfontosabb
intermedier vegylilete, az {3-(L-a-aminoadipil)-L-ciszteinil-D-valin} (ACV) szerkezeti
analogja (13. Abra). Ennélfogva a GSH igen erésen gatolja a penicillin termelést a
szintézis két kulcsenzime, az ACV szintaz (ACVS) és izopenicillin N szintaz (IPNS)
inhibiciéja révén (Van de Kamp ez al., 1999; 14. Abra). Ezért kézenfekvd és célszerti
negativan befolydsolnd az idiofazisi micéliumok fiziologiai allapotat — és ezaltal
remélhetdleg novelni tudnank az ipari penicillin-termelést (Van de Kamp et al., 1999).
A Tanszéken végzett korabbi kisérletek alapjan megéllapithatd, hogy az intracellularis
GSH szintek nem csokkenthetok a szén, nitrogén és kénforrdsok mindségének és
mennyiségének a valtoztatasaval (Emri et al, 1998). Minden olyan valtoztatds a

tapkozeg Osszetételében, amely hatranyos volt a gomba glutation-anyagcseréjére nézve,
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13. Abra. A GSH és ACV szerkezeti hasonlosaga

egyben az antibiotikum bioszintézisét is csokkentette (Sanchez et al., 1988). Ezért az
egyetlen lehetéség a GSH szintek alacsonyan tartasara szelektiv modon az oldallanc-
prekurzorok indukalta GSH-fiiggd detoxifikacido kihasznalasdban rejlik (Emri et al.,
1997a, 2000 2001). A PA és POA protonofér tulajdonsagara alapozva, (Henriksen et
al., 1998a), egy jol kontrollalt, &tmeneti pH csokkentéssel a termeld fazis kezdetén, az
oldallanc-prekurzorok a tapkdézegbdl bejuthatnak a sejtbe, és — mint xenobiotikumok,

detoxifikaciot indukalva — kitirithetik a gomba GSH tartalékait (Emri ez al., 2000).
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14. Abra. A penicillin V bioszintézise és kapcsolata a GSH-nal.
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3. CELKITUZESEK

A fenti bevezetés ¢és irodalmi attekintés alapjan munkam célkitlizéseit az

alabbiakban foglaltam Ossze:

I. Az ipari Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 torzs Oregedd tenyészeteinek
morfologiai és fiziologiai jellemzése.

1. Dolgozatom els6 részében valaszt keresek arra a kérdésre, milyen
szerepet jatszanak a gomba kitinolitikus enzimei a csirazo, aktivan novekvd, illetve a
szénlimitalt, oregedd tenyészetek morfologiai valtozdsaiban, kiilonds hangsullyal az
autolizis és fragmentédci6 folyamataira. Megvizsgdlom tovabba a kitindzok in vivo
gatlasanak fiziologiai kovetkezményeit.

2. Bemutatom az oOregedd tenyészetek vitalitdsanak, illetve metabolikus
aktivitdsanak és légzés-intenzitdsanak valtozasait szénlimiticid alatt, illetve ennek
megsziinése utan. Megvizsgalom a gomba gliik6z-hasznositasat €s annak hatasat a fenti
paraméterekre.

3. Nyomon kovetem a fiatal és Oregedd tenyészetek redox-statuszéanak,
illetve glutation anyagcseréjének valtozésait (enzim- és metabolit-szinten), kiilonds
tekintettel a megfigyelt morfoldgiai valtozasokkal valo lehetséges kapcsolatukra.

4. Bemutatom a szabadgyOkképzodést, illetve a fiatal ¢és Oregedd
tenyészetek reaktiv oxigénformdk elleni védelmi rendszereit €és lehetséges védekezd
stratégiait. Flemzem a dioxigén kizdrasi elmélet alkalmazhatosdgat a megfigyelt

jelenségekre.

Il. Egy ipari Penicillium chrysogenum torzs glutation-metabolizmusa és p-laktam
termelése kozotti kapesolat vizsgélata.

1. A dolgozat masodik részében valaszt keresek arra a kérdésre, vajon
indukalhat-e a tapkozeg pH-janak valtoztatasa az oldallanc-prekurzorok altal eléidézett
GSH-fliggo detoxifikaciot ipari koriilmények kdzott? Amennyiben igen, milyen hatassal

van ez a gomba GSH metabolizmusara, illetve B-laktdm termelésére?
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4. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. Torzsfenntartas és tenyésztés

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 szamu ipari, B-laktdm termeld
torzsét rizses Czapek-Dox taptalajon sporaztattam. lkg B (fényezetlen) rizshez 100 g
mogyorodlisztet és 200 ml taptalajt adtam, majd 120 °C-on 120 percig sterileztem. A
steril rizset Erlenmeyer lombikokba mértem szét (45-50 g/lombik), €s kihiilés utan
sporaszuszpenzioval (10°  spora/lombik) oltottam, majd 25 °C-on 6-8 napig
tenyésztettem. Ekkorra a rizsszemek feliiletén egységes konidiospdra réteg jelent meg.
25 °C-on, véakuumszekrényben (foszforpentoxid jelenlétében) csOrgdsre szaritottam,

majd a kész lombikokat parafinnal lezartam, és 4 °C-on taroltam.

A Czapek-Dox taptalaj dsszetétele:
0,3 % (w/v) NaNOs

0,1 % (w/v) K;HPO4

0,05 % (w/v) KC1

0,05 % (w/v) MgS04x7 H,O

0,001 % (w/v) FeSO4x7 H,O

3 % (w/v) szacharoz

2 % (w/v) agar

pH=6,6

A fermentacids kisérletekhez hasznalt ipari Penicillium chrysogenum NN P-8
torzset (Novo Nordisk A/S, Dénia) szintén rizses taptalajon sporaztattam: 27 g rizshez 6
ml YPG téptalajt adtam, majd — sterilezés utan — lombikonként 10° sporaval oltottam. A
25 °C-os, 14 napig tartd inkubalas alatt képz6dott vastag, sotétzold konidiospora-réteget
0,1 %-os (v/v) Tween oldattal mostam le, és a kapott spdraszuszpenziét —70 °C-on
taroltam tovabbi oltasokhoz, illetve koézvetleniil felhasznaltam a fermentorok

inokulalasara.

A YPG taptalaj osszetétele:
1 % (w/v) kazein-pepton (Merck, Darmstadt, Németorszag)
0,3 % (w/v) élesztokivonat (Oxoid, Basingstake, UK)
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2 % (w/v) glikoz

0,0001 % (w/v) nacinamid
0,0001 % (w/v) triamin klorid
pH=7.4

A NCAIM 00237 torzs siillyesztett tenyészeteinek eldallitaisahoz 500 ml-es
Erlenmeyer lombikonként 100 ml komplex taptalajt 107 sporaval oltottam (max. 4 ml
szuszpenzioval), majd a lombikokat 25°C-on, 200 rpm fordulatszdmmal razattam
(Pusztahelyi et al., 1997a, 1997b). A spoérak felndvesztéséhez hasznalt komplex
inokulum taptalaj 6sszetétele:

1 % (w/v) (51 mM) gliikoz

0,4 % (w/v) kazein pepton (Merck, Darmstadt, Németorszag)

0,4 % (w/v) élesztokivonat (Oxoid, Basingstake, Nagy Britannia)

0,8 % (w/v) Na,HPO4x12 H,O

0,2 % (w/v) KH,POy4

0,05 % (w/v) MgS04x7 H,O

7,27 ml 33% (w/v) kukoricalekvar (Aszari Termel6szovetkezet, Aszar)

pH=7,4

A Penicillium chrysogenum NN P-8 jelli ipari torzsével kapcsolatos Osszes
fermentacios kisérlet a dan miiszaki egyetemen, Dr. Jens Nielsen laboratériumaban
keriilt kivitelezésre (Technical University of Denmark, Biocentrum, Center for Process
Biotechnology; Dénia, Lyngby). A gombat 25 °C-on, négy torloval ellatott, két
hatlapatos Rushton-turbinaval kevert, 5 | munkatérfogati fermentorokban tenyésztettem
(Henriksen et al., 1998a, 1998b; Theilgaard & Nielsen, 1999). A fermentorok fém
aljaihoz hiit6 ¢és flitéelemek, homérod, fedeliikhoz pH-mérd, pH szabalyozo pumpak és
levegbdztetd  vezetékek voltak  csatlakoztatva. Minden fermentort 25 ml
sporaszuszpenzioval (2x107 spora/ml) oltottam. A gomba felndvesztéséhez hasznalt
komplex taptalaj osszetétele (4 1/fermentor, literenként):

5 ml kukoricalekvar (Sigma; 50 % szilardanyag-tartalmu),
2 g KH,PO,

10 g (NH4)2S04

0,06 g CaCl,x 2 H,O

0,2 ml habzasgatlo (Pleuran; Fluka, Buchs, Svijc)

30 g szacharoz
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1 g glikoz
pH=6.,4

A tenyészetekhez 45 oras korban, egy lépésben az aldbbi OsszetevOket tartalmazo

termeld taptalajt adtam (1 1/fermentor):

25 g POA
2 ¢ KH,PO,

10 g (NH4)st4

0,06 g CaCl,x 2 H,O
0,2 ml habzésgatlé (Pleuran)

15 g szacharéz

pH=6,4

A fermentorokban a pH-t 2M NaOH, ill. HCI segitségével, egy automatikus pumpa-

rendszer kontrollalta. A tenyészetek pH értékeit a kisérletek soran a kdvetkezOképpen

szabalyoztam:

Fermentor | 0-456ra 45-50 6ra | 50-81 6ra
1 6,4 4,6 és 4,8 6,4
2 6,4 5,0 6,4
3 6,4 54 6.4
4 6,4 5,9 6,4
5 6,4 6,4 6.4

A tenyészetek kevertetését és levegdztetését a keletkezett biomasszanak megfeleléen az

alabbiak szerint valtoztattam:

4.2. Mintavétel és mintaelokészités

Levegoztetés
1d6 (6ra) Kevertetés (rpm)
(liter/perc)
0-20 2 200
20-40 5 300
40-81 8 500

A razottlombikos kisérletek sordn az intracellularis enzimaktivitas méréseknél és

a sejtek fehérjetartalmanak meghatarozasnal 10 ml tenyészetet zsugoritott livegsziirén
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atsziirtem, desztillalt vizzel mostam, majd a szeparalt sejttomeget azonos térfogatu, 4
°C-0s, 0,1 M K-foszfat pufferben (pH=7,5) szuszpendaltam fel. A mintdkat —20 °C-on
torténd fagyasztast kovetéen X-press X-25 (AB Biox, Goteborg, Svédorszag)
segitségével, illetve — a PP N-08 torzs esetében — dorzsmozsar és folyékony nitrogén
alkalmazasaval tartam fel. A kapott sejtmentes térmeléket 1,44 mM a-toluil-szulfonil-
fluorid  (fenilmetilszulfonil fluorid; PMSF) protedzgatloval kezeltem, majd
centrifugéaltam (10000 g, 10 perc, 4 °C). Az igy nyert feliiliszot haszndltam az

enzimaktivitasok és a fehérjetartalom meghatarozasahoz.

A glutation, peroxid, illetve szuperoxid koncentraciok meghatdrozasahoz 10 ml
tenyészetet zsugoritott iivegszliron atszlirtem, majd a micéliumot desztillalt vizzel
mostam ¢€s 4 °C-o0s, 5 % (w/v) 5’-szulfoszalicilsav oldatban tartam fel (alapos keverés
utan 30 perc inkubécid 0 °C-on). A feltart mintédkat centrifugaltam (20000 g, 10 perc,
4 °C) ¢és a feliiluszot trietanolaminnal (GSH, GSSG), illetve 0,5 M NaOH oldattal

(peroxid, szuperoxid) valo kozombosités utan hasznaltam fel a mérésekhez.

Az extracellularis N-acetil -D-hexézaminiddz (HexAm) aktivitasok, a pH, és a
penicillin-, gliikoz- illetve gliikkonatkoncentraciok meghatarozédsdhoz a sziirt, majd
centrifugalt (10000 g, 0 °C, 10 perc) fermentlét kdzvetlentil felhasznaltam (Pdcsi et al.,
1993, 1999; Pusztahelyi et al., 1997b).

A gomba légzési aktivitdsanak meghatarozasahoz steril koriilmények kozott, a
tenyészet koratol és allapotatdl fiiggéen 2-5 ml mintat vettem a vizsgalt idépontokban,

¢s az eldzetesen kalibralt O,-elektrodaval azonnal mértem a sejtek oxigén-fogyasztasat.

A gliikoz-potlasos kisérletekben 88, 115, 120 és 133 odrakor annyi 50%-os
gliikozt adtam a kivalasztott lombikokhoz, hogy a végkoncentraciojuk 57 mM legyen.

A réazottlombikos kisérletek soran a mintavételek idépontjai az aldbbiak voltak
(0 ora jelenti az inokulaciot): 20, 24, 26, 28, 36, 45, 67, 88, 90, 94, 98, 110, 115, 120,
133, 146, 169 és 189 ora. A 1égzés-intenzitas vizsgalatoknal a gliikdz-potlasok utan 1
oraval (azaz 89, 116 és 134 orakor) is tortént mintavétel.

A mintavételeknél a legtobb esetben parhuzamosan tobb (altaldban 2-4)
lombikot hasznaltam egyszerre. Igy egyrészt az egyes tenyészetek esetleges kisebb
eltérései atlagolodtak, masrészt ily moddon elkeriiltem a lombikok tépfolyadék-

térfogatanak tulzott mértéki csokkenését, ami jelentésen befolyasolhatta volna a kapott
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eredményeket. Az adott lombikbol vald utolsd6 mintavétel eldtt a tenyészet térfogata

sohasem csokkent a kiindulasi érték 55%-a ala.

A fermentacios kisérletek sordan 45, 48, 51, 57, 69 és 81 oras tenyészeteket
analizaltam. A fermentorokbol minden vizsgalt idépontban 100-100 ml mintat vettem.
Ebbdl 5x10 ml-t szlirtem &t zsugoritott livegsziiron a GSH, GSSG, yGT, GST és
szaraztomeg meghatarozasokhoz. A micéliumot azonos térfogati, 4 °C-os fiziologias
sooldattal mostam. A mintdk sziirletét a penicillin 'V és cukortartalom-
meghatarozasokhoz hasznéltam fel. A micéliumot és a fermentlevet 2 ml-es Eppendorf
csovekbe gyljtottem, és azonnal folyékony nitrogénbe martottam; igy a minta
pillanatok alatt megfagyott. Egy fermentorra szamolt teljes mintavételi id6 nem haladta

meg a 10 percet. A mintakat a feldolgozasig —80 °C-on taroltam.

4.3. Szaraztomeg mérés

A szarazanyag-tartalom mérésénél a zsugoritott livegsziirdn, valamint eldre
lemért MN 640m szlirOpapiron (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) atszlrt és
desztillalt vizzel mosott tenyészeteket szobahémérsékleten, sulyallanddsagig (2-3 nap)
szaritottam. A 88 orasnal iddsebb tenyészetekbdl vett mintdkat (a tul hosszira nyulo
szlirés elkeriilése miatt) elobb centrifugaltam, (4000 g, 3 perc, 4 °C), majd 1-2 ml
desztillalt vizbe vettem vissza, és azt sziirtem at a filteren (Pusztahelyi et al., 1997a,
1997b). A szlirépapirok €s mintdk tdmegének meghatarozdsdhoz 4 tizedes jegyig pontos

Sartorius mérleget hasznaltam. A szaraztomeget a fermentlé egy ml-ére vonatkoztattam.

4.4. Fehérjetartalom mérés
A mintdk fehérjetartalmanak meghatarozasdhoz a Peterson altal (1983)

modositott Folin reakciot alkalmaztam. A kalibraciohoz BSA térzsoldatot (0,1-2 mg/ml

tartomdnyban) hasznaltam.

32



4.5. Enzimaktivitas mérések

A kitindz, HexAm ¢és y-glutamil transzpeptiddz (yGT) enzimek aktivitasat
végpont-reakciokkal, mig a kataldz, szuperoxid-dizmutdz (SOD), glutation-reduktaz
(GR), glutation-peroxidaz (GPx), glutation S-transzferaz (GST), és gliikéz oxidaz
(GOX) specifikus enzimaktivitdsokat ‘“rate assay” modszerrel hatiroztam meg, ¢és
mintanként 3-4 parhuzamos mérés atlagabol szdmolva a mintak fehérjetartalméra
vonatkoztattam. A specifikus aktivitasokat mkat/kg protein (a kataldz esetében kat/kg);
az extracellularis hidroldzok (kitinazok ¢és HexAm) aktivitdsat pedig pkat/ml
dimenzidban adtam meg. Az egyes enzimeknél a reakcioidé altaldban 1 perc, a
reakcidelegy végtérfogata pedig 1 ml volt, amely 10 % (v/v) minta mellett az alabbi

komponenseket tartalmazta:

4.5.1. Katalaz
20 mM Hepes (pH=7,6), 0,1 mM H,0,, A=240 nm (Roggenkamp et al., 1974).

4.5.2. SOD

A teljes SOD {SOD(CuZn) + SOD(Mn)} aktivitds meghatarozasanal 50 mM Na-foszfat
puffer (pH=7,8), 1,4 mM DETAPAC, 70 uM Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0,2 mM
xantin, 10 U/l xantin oxidaz (tehén tej; 1 U az az enzim-mennyiség, amely 1 perc alatt 1
umol xantint alakit 4t uredvd), 1000 U/l katalaz (marha mdj; 1 U az az enzim-
mennyiség, amely 1 perc alatt 1 pmol H,O,-t bont el). A=560 nm (Oberley & Spitz,
1984). A SOD aktivitasat egységekben (U/mg protein) tiintettem fel; 1 U az az enzim-

mennyiség, amely az NBT redukciojaban 50%-os gatlast okoz.

4.5.3. GR
0,1 M Na-foszfat puffer (pH=7,6), 0,1 mM NADPH, 1,5 mM oxidalt glutation (GSSG),
A=340 nm (Pinto et al., 1984).

4.5.4. GPx
50 mM Tris-HCI (pH=7,6), 0,091 mM EDTA, 0,12 mM NADPH, 0,25 mM GSH, 440
U/l GR (Saccharomyces cerevisiae; 1 U az az enzim-mennyiség, amely 1 perc alatt 1

umol GSSG-t redukal), 0,1 mM kumén hidroperoxid, A=340 nm (Chiu et al., 1976).
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4.5.5. GST
0,1 M Na-foszfat puffer (pH=6,5), ImM EDTA, 1 mM GSH, 1mM CDNB, A=340 nm
(Warholm et al., 1985). A reakciot mindig a GSH-val inditottam.

4.5.6. GOX

A gliikkéz koncentracié meghatarozasahoz hasznalt reakci6 (Leary et al., 1992) (4.6.1.)
modositasaval végeztem. A reakcidelegy tartalmazott 900 pl reagenst {11 mM fenol,
0,76 mM 4-amino-antipirin, 1 kU/I torma peroxiddz (HRP) és 50 mM gliikkéz Na-K
foszfat pufferben (0,1 M; pH=6,6) oldva} és 100 pl mintat. A reakciot ekkor az
Aspergillus GOX segédenzim helyett a mintaban jelenlévé Penicillium GOX katalizalta.
Az extracellularis és oldott intracellularis enzimaktivitasok mellett a teljes sejthez kotott
GOX aktivitast is vizsgaltam (Emri et al., 1999; Sandor et al., 1998). Ebben az esetben
az X-press-el feltart mintdt nem centrifugdltam le, hanem a sejtfal-tormeléket is
tartalmazd szuszpenziot kozvetleniil felhasznaltam az aktivitds-méréshez. Az oldott
intracellularis és teljes sejthez kotott aktivitasok kiilonbségét a sejtfalhoz kotott GOX
aktivitdsanak tulajdonitottam. A P. chrysogenum GOX aktivitasokat az Aspergillus
GOX kalibracioja alapjan becsiiltem meg (0,39-5 U/l Aspergillus GOX, Sigma G7141;
1 U definici6 szerint 1,0 pmol D-gliikézt alakit at D-gliikkonatta és HO,-da 1 perc alatt).

4.5.7.yGT

A yGT esetében a reakcidelegy 0,1 M Tris-HCI-t (pH=8,0), 20 mM glicil-glicint, 1 mM
y-glutamil-p-nitroanilidet és 10 % (v/v) mintat tartalmazott. A méréshez kozvetleniil az
X-press-el feltart és PMSF-el kezelt, de még nem centrifugalt sejtmentes tormeléket
hasznaltam. 1 6ras, szobahomérsékleten (RT) torténd inkubaciot kovetden a mintakat
centrifugéaltam (20000 g, 10 perc, 4 °C) és a felszabadult p-nitroanilid mennyiségét a

A=410 nm-en mért abszorbancia valtozasbdl hataroztam meg (Emri et al., 1997).

4.5.8. Extracellularis HexAm

Az N-acetil-B-D hexdzaminidaz aktivitasok meghatarozasanal p-nitrofenil N-acetil-B-D-
glikozamint (PNP-NAG) hasznaltam szubsztratként. A reakcié menete: 700 pl 0,1 M
kovetden (37 °C) 200 ul szubsztrat-oldatot (5,5 mM PNP-NAG 0,1 M citrat pufferben
oldva) adtam az elegyhez, majd tovabbi 10 percig inkubaltam 37 °C-on. A reakcidot 2 ml
0,2 M Na-borat pufferrel (pH=10,0) allitottam le. A keletkezett PNP-t A=400 nm-en
detektaltam. A kalibracidhoz 0,1 M citrat és 0,2 M borat pufferek 1:2 ardnyt
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keverékével higitott PNP-t hasznaltam (0-100 nM). (Pécsi et al., 1993, 1999;
Pusztahelyi et al., 1997b).

4.5.9. Extracellularis kitinazok

Az extracellulris kitinaz-aktivitasok méréséhez a sziirt, centrifugalt fermentlét (az
allozamidin eltavolitdsa érdekében) kétszer dializadltam (24 O6ran at) 250-szeres
térfogatt, 0,1 M Na-citrat (pH=5,5) pufferben (Pdcsi et al., 1999; Sandor et al., 1998).
A minték kitinolitikus aktivitasat kétféle modszerrel hatdroztam meg:

1. A kitindz mérésnél tisztitott kolloid rakkitint (0.15 %, w/v) oldottam 0,1 M
Na-citrat pufferben (pH=5,5). A 2 ml-es reakcidelegyhez 0,6 nkat P. chrysogenum-bol
tisztitott HexAm-t adtam segédenzimként (Pocsi et al., 1999; Sandor et al., 1998). 1
oras, 37 °C-on torténd razatott inkubalds utan a reakciot forralassal allitottam le, és a
felszabaduld N-acetil-D-gliik6zamin mennyiségét spektrofotometridsan hataroztam meg
(Pocsi et al., 1999; Sandor et al., 1998).

2. A kitindzok gyors, kvalitativ (csak relativ, egymassal dsszevethetd, de nem
szamszerusitett aktivitdsok) detektalasa CM-kitin-RBV (karboximetil-kitin-Remazol
Brilliant Violet; Loewe Biochemica GmbH, Sauerlach, Németorszag) (15. Abra)
mesterséges szubsztrat segitségével tortént. A reakciodelegy ez esetben tartalmazott 0,1
ml CM-kitin-RBV szubsztratot (2mg/ml); 0,2 ml 0,1 M Na-citrat puffert (pH=5,5) és
0,1 ml mintat (ez lehetett szlirt fermentlé vagy gélsziiréssel és affinitas-oszlopon
tisztitott frakcio). A reakciot (5 perc, RT) 0,1 ml 2M HCI segitségével allitottam le,
majd az Eppendorf-csoveket 10 percig 0 °C-on inkubdltam. A savas kozegben
kicsapodé szubsztrat-polimert centrifugalassal (10000 g, 0 °C, 4 perc) tavolitottam el. A

crer

hatdroztam meg, A=550 nm-en.

RSO,

R=CH,CH,0SO,K, CH=CH,,CH,CH,OH

15. Abra. Az RBV szerkezeti képlete. A kitin pontos kapcsolodasi helye nem meghatarozott (Den Tandt
& Scharpé, 1997).
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4.6. Cukortartalom mérése fermentlébol

4.6.1. Gliik6z meghatarozas

reakcidelegy tartalmazott 900 pl reagenst {11 mM fenol, 0,76 mM 4-amino-antipirin, 4
kU/1 Aspergillus niger GOX ¢és 1 kU/I torma-peroxidaz (HRP) segédenzimek 0,1 M Na-
K foszfat pufferben (pH=6,6) oldva; definici6 szerint 1 kU az az enzim-mennyiség,
amely pirogallolb6l 20 masodperc alatt 1 g purpurogallint allit elé} és 100 pl sziirt,
centrifugéalt fermentlét. A reakcid soran A=500 nm-en, 3 percig detektdltam az
abszorbancia-valtozast (Leary et al., 1992). A kalibracidhoz steril, szlrt inokulum

taptalajban oldott gliikkozt hasznaltam (2,5-50 mM tartomanyban).

4.6.2. Gliikkonat meghatarozas

Az extracellularis  gliikonat-koncentraciok meghatdrozédsat a  gliikkonat-
dehidrogendz assay modositasaval (Matsushita et al., 1979) végeztem. A reakcioelegy
900 pl reagenst {100 uM fenazin metoszulfat és 100-150 uM 2,6-diklorofenol-
indolfenol K-foszfat pufferben (33 mM, pH=6,0) oldva}, 100 ul sziirt, sejtmentes
médiumot ¢és (a 33 mM gliikonat helyett) 20 ul (0,5 U/reakcio) Pseudomonas sp. GDH
segédenzimet (D-glilkonat oxidoreduktaz, EC 1.1.99.3; GDH; Sigma G7275)
tartalmazott. (Definicié szerint 1 Unit enzim 1 perc alatt 1 pmol diklorofenol-
indolfenolt redukal). A reakci6 soran A=600 nm-en detektaltam az abszorbancia-
csokkenést 1 perc alatt. A kalibracidt steril, centrifugalt inokulum téptalajban oldott 0-

25 mM gliikonat torzsoldattal végeztem.

4.6.3. Szacharéz meghatarozas

A fermentl¢ szacharoz-tartalmat egy Cobas Mira automata pipettald ¢&s
fotometralo  késziilék segitségével (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) hataroztam meg. A reakcidhoz sziikséges enzimeket és reagenseket
tartalmazo6 kit a Bohringer Mannheim (R-Biopharm GmbH, Németorszag) terméke volt.
A reakcid 1ényege: egy B-fruktoziddz (invertdz) enzim segitségével torténd hidrolizis
utan a felszabadult gliikkdz hexokinédz és gliikkoz-6-foszfat dehidrogenaz jelenlétében D-
gliilkonat-6-foszfatta alakul; a folyamat soran ekvivalensen keletkezd6 NADPH A=340

nm-en detektalhato.
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4.7. Az oxidalt és redukalt glutation mennyiségének meghatarozasa

A sejtek oxidalt glutation (GSSG) tartalmdnak méréséhez az Anderson (1985)
altal kidolgozott “rate assay” eljarast haszndltam. A reakcioelegy az aldbbi Gsszetételli
volt: 900 pl reagens {115 mM Na-foszfat puffer (pH=7,5); 50 mM EDTA; 0,6 mM
5,5’-ditio-bisz(2-nitrobenzoesav) (DTNB); 0,2 mM NADPH; 1,5 kU/l GR
(Saccharomyces cerevisiae; 1 kU az az enzim-mennyiség amely 1 perc alatt 1 mmol
GSSG-t redukal)} és 100 pl minta. A reakcido A=412 nm-en, 1 percig zajlott. A mintdk
redukalt glutation (GSH) tartalmat 2-vinilpiridines kezeléssel (185 mM, 1 o6ra, pH=6,0-
7,0) reagaltattam el.

A GSH tartalom meghatarozasa az Anderson (1985) féle modszer alapjan tortént
oly modon, hogy a mintdk teljes glutation (GSH+GSSG) tartalmat mértem meg (a 2-
vinilpiridines kezelés elhagyaséaval) és a GSSG tartalom ismeretében hatdroztam meg a
GSH mennyiségét. A mért GSH ¢és GSSG mennyiségeket a sejtek szaraztomegére

vonatkoztattam és nmol/mg CDW dimenzidban adtam meg.

4.8. Az intracellularis peroxid és szuperoxid koncentraciok meghatarozasa

Az intracellularis peroxid és szuperoxid szinteket a 2’,7’-diklorofluoreszcein
(DCF) 2°,7’-diklorofluoreszcin diacetatbol (DCFDA) és etidium (Et) dihidroetidiumbol
(EtH,) vald képzddésével jellemeztem (Royall és Ischiropoulos, 1993; Carter et al.,
1994; Emri et al., 1997, 1999a, 1999b). Minden vizsgalt idépontban 10 uM DCFDA-t
vagy 10 uM EtH,-t (100 pl etil-alkoholban oldva) adtam 20 ml tenyészethez és tovabbi
egy oran keresztiil inkubaltam 100 ml-es Erlenmeyer lombikban (25 °C, 240 rpm).
Ezutdn a micéliumot Osszegytlijtottem, és a sejteket feltartam (4.2.). Az egy o6ra alatt
(Aext =488 nm, Aemp=610 nm; Aexipcr=502 nm, Aempcr=523 nm) hataroztam meg
(Emri et al., 1997, 1999a, 1999b). A kalibraciohoz NaOH-val (2M) semlegesitett 5°-
szulfoszalicilsavban (5 w/v %) oldott DCF (0-100 nM), illetve Et (0-100 nM) higitasi

sort hasznaltam.
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4.9. Allozamidines kezelés

Az eldzetesen (7 tizedes jegyig pontos analitikai mérleggel) kimért allézamidint
5,0 mM ecetsavban oldottam fel; a torzsoldat koncentracidja 2,0 mg/ml volt. A kitinaz
inhibitort 9,6 pM végkoncentracioban a kései exponencialis/deceleracios fazisu, 35 oras
tenyészetekhez adtam hozza; ekkorra az Osszes kiindulasi gliikozt elfogyasztotta a
gomba (Pocsi et al., 2000; Pusztahelyi et al., 1997a, 1997b; Sandor et al., 1998). Az
allézamidin csirdzast befolyasold hatasanak vizsgalatakor a 9,6 uM inhibitort az
inokulacié idépontjaban (0 ora), és az intenziv csirdzas kezdetén (20 o6ra) adtam a
tapkozegbe.
Az in vitro enzim inhibicids kisérletekben 115 6rés, centrifugalt (allézamidin-mentes,
kontroll tenyészetbdl szirmazo) fermentlét hasznéaltam extracellularis kitindz-mintaként.
Az all6zamidin torzsoldatot 0,1 M Na citrat pufferben (pH=5,5) oldottam, és adtam a
kitindz reakcio-elegyhez (4.5.9.) 0-20 uM koncentracio-tartomanyban. Az ICsy érték
meghatarozasat egy GraFit grafikus adat-analizalé programmal (Erithacus Software

Ltd.; Verziészam: 2.10) végeztem.

4.10. A fragmentacio kvantifikalasa és a sejtek tulélo-képességének vizsgalata

A kontroll és allozamidin-kezelt tenyészetek 116, 134 és 165 oras tenyészeteibol
vett mintak egysejtii képleteinek, lekerekedett végi, két sejtbdl allo fragmentumainak és
egyéb (legalabb két szeptumot tartalmazd) hifaclemeinek szamat négy fiiggetlen
kisérletbdl, minden vizsgalt id6pontban mintanként 900-1800 hifa-elem analizisével
hatdroztam meg. A sejtek mikromorfologiai vizsgdlatdhoz egy SPlan 20NH fazis-
kontraszt objektivvel felszerelt OLYMPUS BH-2 mikroszkopot hasznaltam (Pocsi et
al., 2000).

A 116, 134 ¢és 165 oréas tenyészetek alakos elemeinek a szdmat éldcsira-
szamlalassal is meghataroztam. Ehhez deszillalt vizben higitasi sorozatot készitettem a
sejtszuszpenziot pipettdztam a 2,0 %-os agar-tartalmu szildrd tdptalajra, aminek
Osszetétele megegyezett a rdzottlombikos kisérletekben hasznalt inokulum taptalajéval.
A Petri-csészéket 25 °C-on inkubdltam egy héten at, majd megszdmoltam a kindtt

telepeket.
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Az allézamidinnel kezelt és kontroll tenyészetek vitalitdsanak, illetve talélo-
képességének vizsgalatat 88, 115, 120 és 133 oras tenyészetekkel végeztem. A
tenyészetek 30 ml-ét szlirtem vagy centrifugaltam (2500 rpm, 3 perc), majd a
micéliumokat 30 ml friss, allozamidin-mentes, 1% gliikozt tartalmaz6 inokulum-
taptalajra mostam at, és a lombikokat tovabb inkubaltam (25 °C, 200 rpm). Az atmosast
kovetden 35-50 oraig figyeltem a szaraztomeg valtozasait (Emri et al., 1997a, 1999). A
fragmentumok kinovési frekvencidinak detektalasat (nem ndvekvd, egy vagy két végén
csirazo, illetve elagazd fonalat képzd fragmentumok) 15 Ords razatds utdn végeztem.
Minden vizsgalt idépontban (88, 115 és 133 orakor) mintanként 100-130 alakos elemet

regisztraltam, és a kapott eredményeket dolgoztam fel.

4.11. A sejtfalban 1évé kitin-gliikan elegy Kinyerése és elem-analizise

A kriptikus novekedés fazisi (165 o6ras), kontroll ¢és allézamidin-kezelt
tenyészetekbdl szdrmazo sziirt, mosott micélium 1 g-jat (nedves tomeg) 20 ml 0,5 M
NaOH-ban, 100 °C-on féztem 60 percig. A f6z¢és utdn marado6 kitin-alkalioldhatatlan
gliikdn elegyet desztillalt vizzel mostam ismételten (a semleges pH eléréséig), majd
liofilizaltam. A sejtfal-prepardtum szén és nitrogén elemanalizisére a Biogal Rt.
Analitikai Laboratériumaban kertilt sor, egy GC-MS tomegspektrométerrel. A csapadék
elemanalizise utan kovetkeztettem annak szazalékos kitintartalmara (Pocsi et al., 1999;

Séandor et al., 1998).

4.12. A hifak festése fluoreszcens festékekkel

Az image analizissel torténd vitalitasi és morfoldgiai vizsgalatok a dan miiszaki
egyetemen, Dr. Jens Nielsen laboratoriuméaban keriiltek kivitelezésre (Technical
University of Denmark, Biocentrum, Center for Process Biotechnology; Dania,
Lyngby). A kisérletekhez kétféle fluoreszcens festéket hasznaltam (Mclntyre et al.,
2001; Mauss et al., 1997):

1. DiOCg (3,3’-dihexilokarbocianin)-t (Molecular Probes, Leiden, Hollandia) az aktiv
mitokondriumok ¢és endoplazmatikus retikulum festéséhez (sargas szinli, a

mitokondriumokban akkumulalodik).
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2. CFW (Calcofluor White) M2R-t (Molecular Probes, Leiden, Hollandia) a sejtfal és

szeptumok festéséhez (eziistkék szinii, a sejtfal kitin-gliikan vazahoz kotédik).

A vizsgalat sordn a kovetkezd oldatokat hasznaltam fel:

- PBS oldat (Phosphate buffer saline) 0,1 M-os: 4,623 g KH,PO4, 4,414 g Na,HPOj, és
4,5 g NaCl 500 ml desztillalt vizben oldva (pH=7,4).

- DiOCs (3,3 -dihexilokarbocianin) torzsoldat (1,0 pg/ml etanol), 4 °C-on, alufélidval
fedett livegben tarolva; a festéshez hasznalt oldat ennek O6tszords higitasa volt (0,2
pg/ml).

- Calcofluor White M2R torzsoldat (0,3 pg/ml desztillalt viz), 4 °C-on, alufoliaval fedett

tivegben tarolva.

A morfologiai mérésekhez friss és 5 °C-on tarolt, Lactophenol Blue-val (LB) kezelt
(500 pl minta + 10 pl LB) mintdkat egyarant felhasznaltam. A vitalitas-vizsgalatokat
kozvetleniil a mintavétel utdn azonnal, a lehetd legkisebb késedelemmel végeztem. A
mintakat analizalas el6tt ~ 0,5-1 mg micélium/ml-es koncentraciora higitottam, hogy

elkeriiljem a targylemezen az alakos elemek esetleges atfedéseit.

A vitalitdsfestés soran alufolidval boritott 1,5 ml-es Eppendorf-csébe a kovetkezd
reakcidelegyet mértem Gssze: 200 pl PBS + 200 pl minta + 10 pl DiOCq + 10 pl CFW.
Ezt dvatosan Osszekevertem, és 5 percig inkubaltam szobahdmérsékleten, majd azonnal

mikroszkdpi metszetet készitettem és analizaltam a mintakat.

4.13. Image Analizis

Az image analizis vizsgalatokat egy Leica Quantimet 600-S Image Analyzer
rendszer (Leica Quantimet 5501W szamitogép; Leica-Qwin képfeldolgozo szoftver,
Leica, UK), egy Nikon (Optiphot 2) epi-fluoreszcens mikroszkop, és az ehhez szerelt
Kappa CF-8/1 FMC monokrom videokamera (Kappa Messtechnik) segitségével
végeztem (Mclntyre et al., 2001). A hifak vizsgalatanal alkalmazott teljes nagyitas 160-
szoros Volt.

A mintakrol az ,,€16 kép”-eket a CCD (charge coupled device) félvezetd chippel ellatott
monokréom kameran keresztiil a szamitogép digitalizalta. A fényforrasként szolgald

higanylampa csak addig vilagitotta meg a mintat, mig a képdigitalizalas tartott (néhany
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masodperc), majd egy blokk segitségével azonnal elzartam a fény tjat, hogy a festékek
kioltodasa (,,fotobleach”) a lehetd legkisebb legyen. Minden kivalasztott objektumot
kétszer mértem meg, eldszor a DiOCg-nak (483/501 nm), majd a CFW-nak (437/490
nm) megfeleld szlirdblokkok alkalmazaséaval. A kapott képek feldolgozasa egy, a Leica-
szoftveren belill kifejlesztett, félautomatikus Quips-rutin segitségével tortént. A képen
az objektum kijeldlését és a 256 szint skalan (0: teljesen fekete; 255: teljesen fehér) a
szinhatarérték-bedllitast (vagyis azt, hogy mit tekintsen a program jelnek) manualisan
végeztem. A beadllitott képen a vilagos régiobol kapott képpont (pixel)-szdm ardnyos
volt a hifak, illetve a metabolikusan aktiv régiok teriiletével (méretével). Mintanként
100 hifat, illetve fragmentumot elemeztem, és a program ezek adatait atlagolta. A
tenyészetek relativ vitalitasat az adott iddpontban mért atlagos aktiv régiok (képpont) és

teljes hifa-teriiletek (képpont) ardnyszaméaval fejeztem ki.

4.14. Teljes és alternativ 1égzés mérése

A tenyészetek 1€gzését egy, a Tanszéken készitett oxigrafikus cellaban (V=10
ml), Clark-tipusu oxigén-elektroda segitségével mértem (Karaffa et al., 1996). A

citokrom-fiiggd 1€gzést 1 mM KCN hozzaadéasaval allitottam le, az ezutan fennmaradé

crer

K-foszfat puffert (pH=6,8; RT) €s Na,S,0s-t hasznaltam (Karaffa er al., 1996, 1999).

4.15. Penicillin V termelés becslése

A penicillin-V  termelés becsléséhez standard agardiffuzios modszert
alkalmaztam; egy penicillin-hiperszenzitiv Micrococcus luteus torzs sejtszuszpenziojat
szélesztettem 2,35 % (w/v)-os telepszamlald agarlemezre, melybe el6zdleg lyukakat
torzsoldatot pipettaztam. 48 6ras, 25 °C-on torténd inkubacidt kdvetden a lyukak koriil
tisztan lathatd, szabalyos gatlasi gylriik jelentek meg, melyek atmérdjét vonalzoval

hataroztam meg.
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4.16. Kitinaz-tisztitas affinitas-kromatografiaval

A 115 6rés tenyészetek fermentlevébdl (PMSF kezeléssel vagy anélkiil) 70 %-os
ammonium-szulfatos precipitaciot végeztem. A kapott csapadékot 12 6ran at 4 “C-on
kevertettem, majd centrifugéltam (4 °C, 10000 rpm, 10 perc), és ujraoldottam annyi 0,1
M Na-citrat pufferben (pH=5,5), hogy 10-szeres toményedést érjek el (20 ml fermentlé
csapadéka — 2 ml pufferben). Ezt dializaltam 24 oran at 4 °C-on, 2x2 liter Na-citrat
pufferben (pH=5,5). A dializalt mintdkbodl 2-5 ml-t vittem fel a sajat készitési kitinaz-
affinitds oszlopra (hossza 20 cm; atmérdje 1 cm), amely toltetként kvarchomok :
tisztitott rakkitin = 20 g : 1 g elegyét tartalmazta. Az oszlopot elézetesen egy éjszakan
at mostam Na-citrat pufferrel, RT-n. A mintat, felvitele utan 90 percig inkubaltam, majd
5-5 ml-es frakcidkat szedtem, 1 ml/perc atfolyasi sebességgel. Az alabbi eluenseket
hasznaltam fel:

1. 0,1 M Na-citrat puffert (pH=5,5) a nem kotddott fehérjék lemosasara;

2. 80 mM ecetsavat a nem specifikusan kotédott fehérjék lemosasara;

3. 50 %-os etilénglikolt telitett sdoldatban a specifikusan kotddo fehérjék elualasara.

A frakciok kitindz-aktivitasat a 4.5.9. alapjan, CM-kitin-RBV szubsztrat segitségével
kovettem nyomon. Egy minta felvitele utan eluensenként 10-12 frakcidt szedtem. Egy

oszloptoltetet alapos mosas utan 2-3 alkalommal ujra felhasznaltam.

4.17. Kitinaz izoenzim-analizis és M, meghatarozasa SDS-PAGE segitségével

A kitindz izoenzim-profilt 115 6ras kontroll, illetve all6zamidin-kezelt, dializalt
fermentlébdl tisztitott mintakbol (4.16.), nem redukalo, 12,5 %-os akrilamid tartalmu
SDS-PAGE segitségével hataroztam meg. A gélelektroforézishez egy Mini-Protean II
elektroforizal6 késziiléket (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) hasznaltam.
A fehérjecsikokat Coomassie Blue R-250 festéssel tettem lathatova. Az M, értékeket
Laemmli (1970) mddszerével hatdroztam meg. Moltomeg-standardként az Amersham
Pharmacia Biotech (Uppsala, Svédorszag) termékét, az LMW kalibracios kitet
(M;=14400-94000) hasznaltam.
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4.18. Statisztikai elemzés

A stasztikai elemzésekhez 3-6 fiiggetlen mérés atlagat és azok szorasat (SD)
hatdroztam meg. Az egyes fizioldgiai paraméterekben (szaraztomeg, hidrolaz-termelés,
¢l6csira-szam, stb.) tortént valtozasok szignifikancia vizsgalataihoz a Student-féle t-
tesztet hasznaltam. Csak a p<5% valoszinliségi szinteken jelentkezd kiilonbségeket
tekintettem szignifikdnsnak. A fragmentacio statisztikai analizisét a ,,SAS for Windows
system” (6.12 verzidszamu) programmal végeztiik. Ebben az esetben az alakos elemek
szamanak idébeli, és allozamidin-fiiggd valtozasi szignifikanciajat a ,,two-way analysis

of variance” modszerrel szdmoltuk (Sandor et al., 1998).

4.19. Felhasznalt vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt finomvegyszerek, ha masként nem jeloltem, a
Sigma-Aldrich Kft-t6l (Budapest) szarmaztak. A tdpanyag-Osszetevok ¢&s egyéb
vegyszerek analitikai tisztasagiiak voltak, és a Reanal-t6l (Budapest) keriiltek
beszerzésre. Az allozamidint az Eli-Lilly Research Lab & Company (Indianapolis, IN,
USA) bocséjtotta rendelkezésiinkre.
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5. EREDMENYEK

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 torzsének novekedését és az dregedd
tenyészetek morfologiai, illetve fiziologiai valtozasait komplex taptalajon, 1% (51 mM)
glikéz  szénforrason  nevelt, razottlombikos  tenyészetek  felhasznalasaval
tanulmanyoztam (4.1. fejezet). A tenyészetekhez 35 drakor adott 9,6 pM all6zamidin
¢és/vagy 115 orakor potolt 57 mM gliikdz hatdsara megfigyelt morfologiai és fizioldgiai
valtozasokat, valamint a szabadgyok-szintek valtozasait és a gomba ROS elleni

védekezését a 16-43. Abrakon és az 1-3. Tablazatokban foglaltam Sssze.

5.1. A P. chrysogenum tenyésztése és novekedési fazisai

A tapkozeg pH-ja a fermentdcid sordn a kiindulasi pH=7,4 értékr6l az
exponencialis novekedési szakaszban kismértékben csokkent (pH=6,8-ra), azonban a
stacioner fazisban ujra pH=7,4 f6l¢ emelkedett, majd a sejtlizis kezdete utan pH=6,6-6,7
koriili értéken stabilizalodott (16. Abra). A tenyészetek szaraztomege az exponencialis
fazisban (20-34 6ra) meredeken novekedett (18. Abra). Ezt a szakaszt a hifak intenziv
nyuldsa valamint eldgazasa jellemezte, ami végiil jellegzetes, pelletes morfologia
kialakulasahoz vezetett (Nielsen & Krabben, 1995; 19. Abra). A kiindulasi gliikézt a
gomba mar a 34. Orara teljesen elfogyasztotta (17. Abra), am a tenyészetek
szaraztomege ezt kovetden lassulo litemben tovabb novekedett (deceleracios fazis), és
végiil 40 ora koril elérte a maximumot (8-9 mg/ml). A rovid, minddssze néhany oras
stacioner fazist kovetden erdteljes vakuolarizacid, majd intenziv autolizis és
fragmentacio indult meg a tenyészetekben (20/A. Abra), amit a szaraztomeg gyors, 100
ora utan pedig egyre lassuld csokkenése is jelzett (18. Abra). Ezzel parhuzamosan a
pelletek szétestek, ¢és egyre rovidebb, soksejtes micéliumokka darabolodtak. Az
inkubacio 115. 6rajara a fonalas elemek gyakorlatilag teljesen eltlintek a tenyészetekbdl,
és — a korabbi megfigyeléseknek megfeleléen (Pusztahelyi et al., 1997a, 1997b) —
foként 9-11 pm atmérdji, 20-28 pm hosszu, lekerekedett végili, két sejtbdl allo
élesztészerli fragmentumok valtak domindns t1él6 képletekké (21/A. Abra). Mellettiik

kisebb szdmban jellegzetes, egy sejtbol allo formak is 1étrejottek.
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5.2. All6zamidin és morfologiai valtozasok

Eldkisérleteinkkel és irodalmi adatokkal (Sandor er al., 1998) jO egyezést
mutatva, az all6zamidin szignifikdnsan gétolta az autolitikus biomassza-vesztést az
autolizalo tenyészetekben (18. Abra). Ez a hatas a legszembet{inébb az inkubacio 66-88.
oraja kozott volt (20/B. Abra); ekkor az inhibitor jelenlétében a sejtek szaraztomege
csaknem masfélszerese volt a kontrollénak (18. Abra). Ez az arany késébb ugyan
csokkent, azonban (szénlimitacio esetén) a kezelt tenyészetek szaraztomege a kisérletek
egész ideje alatt szignifikansan nagyobb maradt (18. Abra). Az allézamidin-kezelt
micéliumok feldarabolodasa az autolitikus fazis végére ugyanakkor a kontroll
tenyészetekéhez teljesen hasonlo, lekerekedett végli, kétsejtes fragmentumokat
eredményezett (21/A és 21/B Abra).

Hangsulyozando, hogy a kontroll tenyészetekkel ellentétben, ahol intenziv
csirazas és biomassza-gyarapodas (2,0 = 3,5 mg/ml 115 és 166 6ra kozott) volt
megfigyelhetd (22/A. Abra), az allozamidin jelenlétében extra adag gliikoz
hozzaadasara egyaltalan nem tortént szaraztdmeg-novekedés (18. és 22/B. Abrak). A
kitinaz-inhibitor tehat az autolizis mellett a kriptikus novekedést, illetve az ujrainduld
vegetativ hifaképzédést is igen latvanyosan gatolta. Ugyanakkor a 17. Abra alapjan
egyértelmiien elmondhat6, hogy mind az all6zamidin-kezelt, mind a kontroll
tenyészetek effektiven felhaszndltdk a 115 oOrds korban a tadpkdzeghez adott friss
szénforrast. Azonban a gliikoz-fogyasztas (17. Abra) és az ezzel jard extracellularis pH-
csokkenés (16. Abra) 115 és 117 ora kozott joval kisebb mértékii volt allozamidin
jelenlétében, mint nélkiile (Acgiikezatiszamidin=15,5 MM; AcCgiiikszkontroli=29,0 mM illetve

ApI_Iallézamidin:Oa 87 5 Akaontmll: 1 ) 5 9) .
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16. Abra. Csokkend mértékii tapkozeg-savasodas kontroll tenyészetekben (A), és allézamidin
jelenlétében (B). A 16. és 17. Abrak jelmagyarazata: K: kontroll; K+G: kontroll+gliikkoz; A: allozamidin;
A+G: allézamidintglikdz. Az értékek 4 fiiggetlen kisérlet eredményeit reprezentaljak, atlag + szoras-

ként kifejezve.
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17. Abra. Csokkend mértékii glikozfogyas allozamidin jelenlétében. Az értékek 4 fliggetlen kisérlet

eredményeinek atlagat reprezentaljak; a szoras sehol nem haladta meg a 10 %-ot.
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18. Abra. P. chrysogenum tenyészetek szaraztomegének valtozasai 9,6 uM allézamidin (35 érai) és/vagy
57 mM gliikdz (115 6rai) hozzaadéasa mellett. A jelolések megfeleldi: K: kontroll; K+G: kontroll+gliikoz;

A: allozamidin; A+G: alléozamidintgliikdoz. Az értékek 6 fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat

reprezentaljak; a szoras a 35 és 44 oras értekeket leszamitva sehol nem haladta meg a 10 %-ot.

19. Abra. Jellegzetes, pelletes morfologia exponencidlisan novekvé (30 oras) P. chrysogenum

tenyészetben (Pusztahelyi, 1997¢).
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20/A Abra. Oregedd (72 o6ras) P. chrysogenum (kontroll) tenyészet elérehaladd autolizise és

fragmentacidja.

20/B Abra. Oreged6 (72 6ras), autolizisben gatolt P. chrysogenum tenyészet 9,6 uM allézamidin (35 6ra)

hozzaadasa utan.

20. Abra. Autolizalo P. chrysogenum tenyészetek
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21/B Abra. 115 orés tenyészet, 9,6 uM allézamidin (35 6ra) hozzaadasa utan.

21. Abra. Autolizalt P. chrysogenum tenyészetek
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22/A Abra. Ujra-csirazo fragmentumok 160 oras P. chrysogenum kontroll tenyészetekben 57 mM
gliikkoz-potlast (115 o6ra) kovetden.

22/B Abra. 160 6ras P. chrysogenum tenyészet 9,6 uM allozamidin (35 6ra) és 57 mM gliikéz (115 6ra)

hozzaadasa utan.

22. Abra. A P. chrysogenum kriptikus novekedése

50



5.3. Fragmentacio, sejtlizis, sejt-vitalitas

A morfologiai vizsgalatok adatainak statisztikai analizise alapjan elmondhato,
hogy az §sszes alakos elem, valamint a kétsejtes fragmentumok szdma — a szaraztomeg
valtozasaval aranyos képet mutatva — szignifikansan csokkent a tenyésztés 115-166.
ordja kozott (23-24. Abrak). Hangstlyoznom kell, hogy ezeket a véltozasokat — a
statisztikai analizis alapjan — az alléozamidin jelenléte kismértékben ugyan, de
szignifikansan csokkentette. A minimum két szeptumot tartalmazd képletek (ezekre
“hifak”-ként hivatkozom) szama szintén csokkent, az egysejtes fragmentumoké pedig
nétt az id6 fiiggvényében; ezek a valtozasok azonban statisztikailag altalaban nem
voltak szignifikdnsak. Ezen morfologiai elemek szamat és aranyat az all6zamidin
jelenléte sem befolyasolta érdemlegesen (24. Abra). Az dregedé tenyészetek élGcsira-
szamlalassal nyert eredményei — a 116 orés, alldzamidinnel kezelt mintak kivételével —
minden vizsgalt esetben szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a mikroszkopos
alakoselem-szamlalassal nyert adatok (1. Tablazat). Erdekes modon, az allozamidin-
kezelt és kontroll tenyészetek €él6csira-szamai kozott nem talaltunk szignifikans eltérést.
Ezzel jol egyezben, az allozamidin-kezelt és kezeletlen micéliumok friss, allozamidin-
mentes tapkozegbe vald dtmosdsakor minden tesztelt idépontban (88, 115, 120 és 133
6rakor) nagyon hasonlé csirazasi frekvencia (25. Abra) és novekedési profil (26. Abra)
volt megfigyelhetd. Ez egyben demonstralta, hogy az allézamidin csirdzast gatlo hatasa
reverzibilis.

Lényegi, szignifikans eltérést a vitalitas-festés és image analizis kombinalasaval
(27. Abra) nyert adatok alapjan sem sikeriilt kimutatni a kontroll, illetve az allézamidin-
kezelt tenyészetek metabolikus aktivitdsa kozott (28. Abra). Az inkubacidé 100. 6raja
utan — a varttal ellentétben — minden vizsgalt idépontban némileg nagyobb volt az
allozamidin-kezelt tenyészetek vitalitasa; az adatok statisztikai analizise alapjan (a
mérések nagy szordsi atlaga miatt) azonban ezt egy esetben sem vehettem szignifikans
eltérésnek. A valtozasok tendencidja ettdl fliggetleniil informativ. A stacioner fazist
kovetéen a sejtek vitalitdsa elObb latszolag novekedett (allozamidin-kezelt), illetve
kisebb mértékben csokkent (kontroll), hiszen a hifdk elhalt, metabolikusan inaktiv
részei toredeztek szét, és a tovabbiakban csak az ép, aktiv fragmentumok festédtek. Az
autolizis eldérehaladtaval pedig — az ¢éldcsiraszam-meghatarozas eredményével jo
osszhangban — a talélé képletek vitalitasa (28. Abra), valamint a fragmentumok mérete

(29. Abra) folyamatosan csokkent.
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Az allézamidin P. chrysogenum sporak csirazasara kifejtett hatasat a 30. Abra
szemlélteti. Az eddigi kisérleti eredményekkel (Escott et al., 1998; Gooday et al., 1992;
Sandor et al., 1998) egyez6 modon, az autolitikus tenyészeteket latvanyosan
befolydsold inhibitor a gomba csirazasat, valamint exponencidlis novekedését

egyaltalan nem gatolta.

1. Tablazat. A P. chrysogenum mikroszkoposan (A) és éldcsira-szamlalassal (B)

meghatarozott sejtszamainak dsszehasonlitasa.

Sejtszam
Moédszer és minta All6zamidin-
Kontroll
kezelt
A. Mikroszkopos szamolas {10 x alakos elem (ml)"'}
116 oras tenyészet 11,7+1,1 9,84+0,3
134 6rés tenyészet 10,0+0,6 9,6+0,7
165 oras tenyészet 6,4+1,0 5,940,4

B. El8csira-szamolas {10 x , telep-képz6 egység” (ml)"}

116 orés tenyészet 9,0+0,1 7,7+2,7
134 6rés tenyészet 6,9+1,1 7,1£0,7
165 orés tenyészet 2,1+0,1 2,4+0,3

" — A sejtszamok 4 fiiggetlen kisérletbél, atlag + szoras-ként vannak feltiintetve.
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23. Abra. Valtozasok a P. chrysogenum &sszes alakos elemei (fragmentumai) szamaban az idé
fiiggvényében és 9,6 uM allézamidin (35 6ra) hatasara. Az értékek 4 fliggetlen kisérlet eredményei; a
szorasokat feltiintettem. Jelmagyarazat: K=kontroll; A=all6zamidin-kezelt; zardjelben a mintdk korat

jeloltem.

O Hifa
E Két sejt
W Egy sejt

Hifaelemek megoszlasa (%)
NN

K(116h) A(116h) K (134h) A (134h) K (165h) A (165h)

Inkubécios ido (6ra)

24. Abra. Valtozasok a P. chrysogenum alakos elemeinek (egysejtes, kétsejtes, illetve minimum két
szeptumot tartalmazo hifak) szazalékos eloszlasdban az id6 fiiggvényében és 9,6 uM all6zamidin (35 6ra)
hatasara. Az értékek 4 fiiggetlen kisérlet atlagat reprezentaljak. A jelmagyarazat ugyanaz, mint a 23.
Abran.
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25. Abra. Uj hifak kinovési frekvenciaja kontroll (K) és 9,6 uM (35 ora) allozamidinnel kezelt (A) P.
chrysogenum tenyészetekben friss, 1% gliikoz szénforrast tartalmazo inokulum taptalajra valo atmosas
(88, 115 és 133 6ra) utan 15 oéraval. Az értékek tipikus eloszlast reprezentalnak, 3 fiiggetlen kisérletb6l

szdmolva. Jelmagyardzat: K=kontroll; A=all6zamidin-kezelt; a szamok az atmosas idejét jelzik.

Atmosas

CDW (mg/ml)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Inkubacios ido (6ra)

26. Abra. A szaraztomeg (CDW) véltozasa kontroll (K) és 9,6 uM (35 6ra) allozamidinnel kezelt (A) P.

chrysogenum tenyészetekben friss, 1% gliikoz szénforrast tartalmazo inokulum taptalajra vald atmosast

(115 o6ra) kdvetden.
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27. Abra. 115 6ras glikoz-potlast (57 mM) kovetden ujra-csirazd P. chrysogenum fragmentumok
metabolikus aktivitasa sejtfal- és vitalitas-festéssel vizsgalva (160 ora). A két képen ugyanaz a minta

lathaté CFW, illetve DiOCg festék detektalasaval.

40

35 | ——K
—O0—A
30 |
25

20

Vitalitas (%)

15 1

0 50 100 150 200

Inkubacioés ido (6ra)

28. Abra. Oregedé kontroll (K) és allézamidin-kezelt (A) P. chrysogenum tenyészetek vitalitasa (aktiv
régio/teljes hifarégio) image analizissel meghatarozva. Az értékek tipikus eloszlast reprezentalnak, harom

fiiggetlen kisérletbdl szamolva (a 20-35% szorasok feltlintetése nélkiil).
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29. Abra. Oreged6 kontroll (K) és allozamidin-kezelt (A) P. chrysogenum tenyészetek fragmentumainak
mérete image analizissel meghatarozva. Az értékek tipikus eloszlast reprezentalnak, harom fliggetlen

kisérletbdl szamolva (a 20-35% szorasok feltiintetése nélkiil).
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30. Abra. Az allozamidin hatasa a P. chrysogenum sporak csirdzésara, image analizissel meghatérozva.
Az értekek két fliggetlen kisérlet atlagait reprezentaljak. A szoras sehol nem haladta meg a 15 %-ot.

Jelmagyarazat: kontroll tenyészet (K); all6zamidines kezelés 0 (A) és 20 (A20) oérakor.
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5.4. Autolitikus hidrolazok

A 31. és 32. Abrak alapjan az autolitikus hidroldzok aktivitasaval kapcsolatban
megallapithatd, hogy mind az extracellularis HexAm, mind pedig a kitindz aktivitasok
gyakorlatilag elhanyagolhatéak voltak az exponencialisan novo tenyészetekben, majd
novekedni kezdtek a stacioner fazisban, €s a 115. 6rédra elérték maximumukat (~ 420
pkat/ml kitindz és 250 nkat/ml HexAm). Ezutén, a poszt-autolitikus fazisban tovabbi
érdemleges aktivitas-novekedés nem volt megfigyelhetd. Gliikéz hozzaadasara mindkét
enzim aktivitisa lezuhant (31-32. Abrak), ami egyértelmiien karbon-katabolit
repressziora utalt. Erdekes moédon az allozamidin nem befolyasolta szignifikinsan az
extracellularis hidrolaz termelést. Ugyanakkor azonban az allézamidin-kezelt
tenyészeteknél gliikoz-potlas utdn az extracelluléris kitindz és HexAm aktivitasok — bar

szignifikansan — sokkal kisebb mértékben csokkentek, mint a kitinaz inhibitor nélkiil.

5.5. Az extracellularis kitinaz aktivitas gatlasa allozamidinnel

A fiziologiai kisérletekben a fermentlé-sziirletbdl kitindz aktivitasokat minden
esetben csak 0,1 M citromsav-Na citrat (pH=5,5) pufferrel torténd tobbszoros dializis
utan mértem. Az olyan mintdk, amelyeket dializis, vagy PD-10 oszlopon (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Svédorszag) torténd puffercsere nélkiil analizéltam, az allozamidin
gatld hatasa miatt gyakorlatilag semmilyen kitindz-aktivitdst nem mutattak, még 165
oras tenyészetek esetében sem. Az in vitro enzim-gatlasi kisérletekben az allozamidin
az extracellularis kitinazok potens inhibitoraként viselkedett (33. Abra); az ICsq értéke
ezen autolitikus hidroldzokkal szemben 1,4 uM volt. A fiziologiai kisérletekben altalam
alkalmazott 9,6 uM allé6zamidin koncentracié tehat gyakorlatilag teljes kitindz-gatlast

okozott.

5.6. Kitinaz-tisztitas és M, meghatarozas SDS-PAGE segitségével

A 115 oras fermentlébdl az affinitds-kromatografidval végzett enzimtisztitds soran
harom jelentésebb aktivitascsucsot figyeltem meg: a 2-6., 16-18. és 22-23. frakcidknal,

a fehérjecsucsok kozelében (34. Abra). Az etilénglikolos frakciok aktivitast vesztettek a

dializis kozben (35. Abra).
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31. Abra. Az extracellularis HexAm aktivitasok véltozasa gliikozpétlas (57 mM, 115 éra) (A) és/vagy
allézamidin (9,6 pM, 35 ora) (B) hatasara. A K és K+G értékek 4 fiiggetlen kisérlet atlag + szoras
eredményeit jelzik. Jelmagyarazat: K: kontroll; K+G: kontroll+glikoz; A: allézamidin; A+G:

allézamidin+gliikoz.
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32. Abra. Az extracellularis kitinaz aktivitasok valtozasa glikozpétlas (57 mM, 115 ora) (A) és/vagy
allézamidin (9,6 uM, 35 o6ra) (B) hatasara. A K és K+G értekek 4 fiiggetlen kisérlet atlag + szoras
eredményeit jelzik. Jelmagyarazat: K: kontroll; K+G: kontroll+glikoz; A: allézamidin; A+G:

allézamidin+gliikoz.
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A legjellemzobb kitindz M,-ek az alabbiak voltak (kDa): 91; 87; 57; 45; 33; 20,8. A 45
kDa izoenzim mindegyik mintaban jol detektalhat6 volt. A 33 kDa feltételezhetden a 91
kDa (trimer) enzim alegysége lehetett (Pusztahelyi, 1997c). A kontroll, illetve

allézamidin-kezelt, majd dializalt mintadk azonos izoenzim-profilt mutattak.

5.7. A sejtfal kitintartalma

Az alkali-oldhatatlan sejtfal-alkotok (kitin-gliikan elegy) elem-analizise alapjan
elmondhat6, hogy a 165 oras allozamidin-kezelt ¢és kontroll tenyészetek
szaraztomegének kitintartalma megkozelitéleg 7,0 illetve 2,6 % volt. A kriptikus
novekedési fazist (148 orasndl iddsebb; Pusztahelyi ef al., 1997a, 1997b) all6zamidin-
kezelt tenyészetek sejtfalanak Iényegesen (mintegy 170 %-al) magasabb kitintartalma
semmilyen, fazis-kontraszt mikroszkoppal megfigyelheté morfoldgiai valtozassal nem
jart (22/A és 22/B Abrak). Ugyanakkor figyelemre méltd, hogy az image analizis
technikdval meghatarozott hifa- és fragmentum-méretek kozott szinte mindvégig
mutatkozott (kezdetben jelentds, késobb csekély) eltérés a kezelt tenyészetek javara (29.

Abra).

5.8. Redox allapotok valtozasa alléozamidin jelenlétében

Az all6zamidin glutation szintekre és aranyaikra gyakorolt hatasat a 36-38. abrak
mutatjadk be. A kitinaz inhibitor jelenlétében a kontroll tenyészetekhez képest mind a
specifikus GSH, mind pedig a GSSG koncentraciok csokkentek autolizis és kriptikus
novekedés alatt. Hangsulyoznom kell, hogy ezek a valtozasok az allézamidin okozta
nagyobb szaraztomeg-értékek kovetkezményeként jelentkeztek, és egyetlen vizsgalt
idépontban sem voltak szignifikansak (36. Abra). Az allézamidin hozzdadasa nem
befolyasolta a GSH/GSSG redox egyensulyt sem — a 164 6rds minta kivételével, ahol ez
az érték szignifikdnsan kisebb volt az allozamidin-kezelt tenyészetekben (38. Abra). A
115 oras glikozpotlast kovetden, a specifikus GSH koncentraciok nem csokkentek a
kitindz inhibitor jelenlétében, mig a kontroll tenyészetekben figyelemremélté GSH szint
esés volt megfigyelhetd (36. Abra). Mivel azonban allézamidin jelenlétében az
intracellularis GSSG koncentraciok a kontrollhoz képest jelentésen csokkentek (37/B.
Abra), a GSH/GSSG redox aranyok ekkor szignifikdnsan megnéttek. Ugyanekkor, a
kontroll tenyészetek GSH/GSSG redox egyensulya csokkent.
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33. Abra. Az extracellularis kitinazok in vitro gatlasa allozamidinnel.
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34. Abra. Kitinaz-aktivitisok affinitas-kromatografiaval tisztitott, 115 6ras fermentlébél. Eluensek: 1-12:

0,1M Na-citrat; 13-22: 80 mM ecetsav; 23-33: 50% etilénglikol.
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35. Abra. 115 6ras extracellularis kitindz izoenzim-profil 12% SDS-PAGE-el meghatérozva. A szamok
magyarazata: 1. Specifikusan k6t6d6; 2. Nem specifikusan k6t6dd; 3. Nem kotddd enzim; 4. Fermentlé

(teljes minta) 70%-0s ammonium-szulfatos precipitaciot és dializist kovetden.
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36. Abra. A teljes (nmol/ml) és specifikus (nmol/mg CDW) intracellularis GSH koncentraciok véltozasa

kontroll tenyészetekben (A és A¥*) és allozamidin-kezelés (9,6 uM, 35 6ra; B és B¥*) és/vagy gliikdz-

poétlas (57 mM, 115 ora) hatasara. Az értékek 6 fiiggetlen kisérlet eredményeit reprezentaljak, atlag +

szoras-ként kifejezve. A szimbolumok az A-A*, illetve B-B* abrakon megegyeznek. Jelmagyarazat: K:

kontroll; K+G: kontroll+gliikoz; A: allézamidin; A+G: allozamidin+gliikoz.
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37. Abra. A specifikus (nmol/mg CDW) intracellularis GSSG koncentraciok valtozasa kontroll
tenyészetekben (A) és allozamidin-kezelés (9,6 uM, 35 ora) (B) és/vagy gliikoz-potlas (57 mM, 115 ora)
hatasara. Az értekek 6 fliggetlen kisérlet eredményeit reprezentaljak, atlag + szoras-ként kifejezve.

Jelmagyarazat: K: kontroll; K+G: kontroll+gliikoz; A: allézamidin; A+G: allézamidin+gliikoz.

63



250

200 -

150 -

100 -

GSH/GSSG arany

50 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Inkubacids ido6 (6ra)

300

250 1

200

150 Gliikéz
Allézamidin
100 1

GSH/GSSG arany

50 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Inkubaciés id6 (6ra)

38. Abra. A GSH/GSSG redox aranyok valtozasa allézamidin-kezelés (9,6 pM, 35 o6ra) és/vagy
glitkdzpotlas (57 mM, 115 ora) hatasara. Az értékek a 36. és 37. Abrak (62-63. o) adatai alapjan, azonos

szimbolumokkal vannak feltiintetve.
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2. Tablazat. Az all6zamidin 6regedd Penicillium chrysogenum tenyészetekre gyakorolt

fiziologiai és morfoldgiai hatasainak 6sszefoglalasa.

Jellemzo Hatas

Autolitikus biomassza-vesztés

Csokkent

Hifak és alakos elemek szama

Kismértékben csokkent

Alakos elemek mérete

Kismértékben nétt

Sejtfal kitin-tartalma

Nott

Autolitikus HexAm enzim aktivitasa

Nem valtozott

Autolitikus kitindzok aktivitasa

(reverzibilisen) gatolt

Uj hifék kinovése gliikoz-potlas utan

(reverzibilisen) gatolt

Vitalitas, ¢l6csiraszdm (sejtszamlalassal)

Nem valtozott

Vitalitas, szaraztomeg és kinovési frekvencia
(atmosassal)

Nem valtozott

Vitalitas (fluoreszcens festékkel)

Nem valtozott

Intracellularis GSH, GSSG szintek és redox aranyaik

Nem valtozott

Gliikézfelhasznalas mértéke és sebessége gliikoz-potlas
utan

Kismértékben csokkent

A tapkdzeg-savasodas mértéke €s sebessége glikoz-
po6tlas utdn

Kismértékben csokkent

Intracellularis glutation-tartalékok felhasznalasa gliikoz-
p6tlas utdn

Csokkent

*— Viltozasok 9,6 uM allézamidin (35 6ra) és/vagy 57 mM gliikoz (115 6ra) hozzaadasa utan, 80 és 167

oras fermentacios id6 kozott (autolitikus, poszt-autolitikus és kriptikus névekedési fazisokban).
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5.9. Szabadgyok-halmozodas, és az elleniik val6 védekezés

A kisérletek soran a sejtekben képzddd szuperoxid (0,°) és peroxid szintek
valtozasait a 39. Abra szemlélteti. Figyelemremélto, hogy a gomba exponencialis
novekedési fazisa intenziv szabadgyOk-generalassal jart egylitt. Azonban a gliikkoz
elfogydsa utan (a deceleracids, illetve korai autolitikus fazisban) a ROS szintje is
csokkent; a peroxid-szint 44, a szuperoxid valamivel késdbb, 66 oOrakor mutatott
minimalis értéket. Meglepd modon tehat, az intracellularis ROS szintek — a varttal
ellentétben — a stacioner (pre-autolitikus) és korai autolitikus fazisokban atmeneti
emelkedés helyett egyértelmilen csokkentek (39. Abra). Erre a megfigyelésre
magyarazatul szolgéalhat, hogy az autolizis kezdetét jelentds GSH/GSSG redoxarany-
eltolodas (ndvekedés) és néhany antioxidativ enzim (GPx, kataldz, GR) kimagaslo
aktivitasa (40. Abra) elézte meg. Kés6bb, az autolizis eldrehaladtaval, a peroxid és
szuperoxid képzddése folyamatosan, egyenletesen nétt a taléld képletekben. Ennek
ellenére, az exponencialis fazisban igen magas specifikus GPx, katalaz és GR
aktivitadsok a szénlimitécio alatt drasztikusan csokkentek (GPx: 0,13—0,01 mkat/kg
protein; GR: 1,3—0,3 mkat/kg protein; kataldz: 0,9—0,3 kat/kg protein). Ugyanakkor
lényeges, hogy az intracellularis ROS akkumuléciot a 66-115. 6ra kozott nem kisérte
szignifikans GSH és GSSG szint-csokkenés vagy GSH/GSSG redox-arany valtozas.

A tenyészetek intracellularis GSH szintjeinek valtozasat mar bemutattam a 36.
és 37. Abrakon. A tenyészetek specifikus intracellularis GSH koncentracioi
gyakorlatilag az egész inkubaci6 ideje alatt valtozatlanul magas értéken (9-11 mmol/g
CDW) maradtak; ez aldl az egyediili kivételt a 165 oras minta képviselte, ahol — a
tenyészet rohamosan romlo élettani allapotat tiikkrozve — a GSH szint is alacsonyabb volt
(6-9 mmol/g CDW). A 115 érai gliikozpotlast kovetdo GSH csokkenésrol mar esett szo.
Ekkor a sejtek GSH tartalékai rohamosan fogytak, és — a tenyészet biomassza
gyarapodasaval forditott ardnyban — 165 6ras korra egészen alacsony értékre csokkentek
(2 mmol/g CDW). A specifikus GSSG koncentraciok az exponencidlis fazis relative
nagy értékei (0,4 mmol/g CDW) utan, a deceleracids, stacioner és korai autolitikus
fazisokban (34-66. ora) szignifikansan csokkentek, majd az autolizis tovabbi
szakaszaban konstans értéken (~0,17 mmol/g CDW) maradtak. Ezt kdvetden pedig az
Oreg, poszt-autolitikus tenyészetekben — a ROS akkumulaci6 ellenére — tovabbi GSSG
csOkkenés volt tapasztalhatd. Ennek kovetkezményeként a GSH/GSSG redox aranyok a
kezdeti, alacsony értékrél 133 oras korra mintegy Otszorosiikre novekedtek (25—125)

(38. Abra).
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A 115 orai gliikozpotlast kovetden forditott sejtdifferencidlodasi folyamat, a P.
chrysogenum talélé fragmentumainak ujra-csirdzdsa indult meg (22/A. abra). Ezt
jelentds atmeneti peroxid-akkumulacio (0,5—2.2 pmol/mg CDW; 39. Abra) és néhany
antioxidans enzim (GR, GPx) erételjes aktivacidja kisérte (40/C és 40/D. Abra).
Erdekes modon ugyanakkor — a peroxidokkal ellentétben — a szuperoxid-szintek
gliikdzpotlas utan szignifikansan csdkkentek. A specifikus SOD aktivitdsok a poszt-
autolitikus tenyészetekben minden esetben nagyok voltak; lathatélag sem ezt, sem a
katalaz aktivitdst nem befolyasolta szignifikdnsan a gliikozpotlas. Lényeges, hogy az
intracellularis katalaz aktivitaisok nem reagaltak a poszt-autolitikus peroxid-
halmozodasra; az inkubacid 115. 6rajatdl konstans, relative alacsony szinten maradtak
(~2 mkat/kg protein).

A szénéhezés megsziinte utan 133 o6ras korig a tenyészetek GSH/GSSG aranya
sem tért el a kontrollétdl (38. Abra). Ezt kdvetden azonban — mikor a tbbi vizsgalt
oxidativ paraméter (peroxid szint, specifikus GPx ¢és GR aktivitdsok) ismét
megkozelitette a kontroll tenyészetek értékeit — jelentds csokkenés volt tapasztalhatd a

GSH koncentraciokban, illetve a GSH/GSSG aranyokban.
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39. Abra. A specifikus DCF (A) és etidium (Et) (B) képzédés valtozasa az id6 fliggvényében P.
chrysogenum tenyészetekben. A DCF a H,0, és egyéb peroxidok, az Et a szuperoxid (O,*) intracellularis

szintjeit jelzi. Az értékek 6 fiiggtelen kisérlet eredményei, atlag + szords formaban kifejezve.

Jelmagyarazat: K: kontroll; K+G: kontroll+gliikdz. A szimbdlumok jelentése megegyezo az A és B abran.
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40. Abra. A specifikus intracellularis katalaz (A), SOD (B), GR (C) és GPx (D) aktivitasok véltozasa az
id6 fiiggvényében P. chrysogenum tenyészetekben. Az értékek 4-6 fiiggetlen kisérlet eredményei, atlag +

szoras formaban kifejezve. A jelmagyarazat megegyezik a 39. Abraéval (A: kontroll; A : kontroll+gliik6z).
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5.10. GOX aktivitasok és légzési ratak

A megfigyelt szabadgyok-generdlodas eredetét kideritendd, megvizsgaltam a
tenyészetek GOX aktivitasat és 1égzési intenzitasat. Ennek eredményét a 41-43. Abrak
szemléltetik. A teljes GOX aktivitds (Osszes sejthez kotott + extracellularis) az
exponencialis és deceleracios novekedési fazisokban (24-36. ora kozott) igen intenziv
volt, allando értéken maradt (41/A. Abra), mig a specifikus aktivitasok a novekvd
biomassza miatt csokkentek (41/B. Abra). Az enzim aktiv szekrécidval kikeriilt a
tapkozegbe; ezt jelezte, hogy az oldott intracellularis (1,18—0,77 U/ml; 24-36 ora
kozott)  specifikus  aktivitasok  csokkenésével  szinkronban ndvekedett az
extracellularisan mérhetd specifikus aktivitds (0,10—0,62 U/ml; 20-36. o6ra kozott)
(41/B. Abra). Lényeges, hogy a sejtfalnoz kotott enzim-aktivitasok ekdzben
megkozelitéleg konstansak maradtak (0,22-0,28 U/ml). A stacioner és autolitikus
novekedési fazisokban a GOX aktivitdsok meredeken csdkkenni kezdtek minden
vizsgalt sejt-frakcioban, és teljesen eltiintek 98 6ras korra (41. Abra).

A novekedés korai exponencialis fazisaban (az inkubacio elsé 20 6rajaban) a P.
chrysogenum sejtek a kiindulasi gliikoz-koncentracié mintegy 30,8 %-at (52—36 mM)
hasznositottak, glilkonat-konverzié nélkiil (42/A. és 42/B. Abra). Az inkubacio elsé 20
ordja csak kismértékii biomassza-novekedést eredményezett (18. Abra); a sejtek
intenziv novekedése csak ez utan indult meg. Késdbb, a 20-26. 6ra kozott, a maradék
gliikéz (36 mM) pontosan fele alakult at gliikonattd (18 mM), ami megfelel a kiindulési
gliikoz 34,6 %-4nak, mig a masik felét a gomba felhasznalta (42. Abra). A szaraztomeg
elérte a 4-5 mg/ml-t a 28. orara; ekkor megkezdddott az extracellularis gliikonat
felhasznalasa is (42/B. Abra). A 36. orara az osszes gliikonat is eltiint a tapkozegbdl
(42/B), ezzel parhuzamosan a szaraztomeg tovabb novekedett (8 mg/ml; 18. Abra).

Fontos kihangstlyozni, hogy az autolitikus tenyészetekben gliikkdz-potlast
kovetden semmilyen érdemleges gliikonat keletkezés nem volt tapasztalhato, és a GOX
aktivitasok is elhanyagolhatoak maradtak (41. és 42/B. Abrak) — annak ellenére, hogy a
tenyészetek aktivan felhasznaltak a kapott szénforrast.

Ami a légzést illeti, a teljes és a cian-rezisztens 1égzési intenzitasok is
emelkedtek az exponencidlis novekedés alatt, a tenyészet 28 oOras korara érve el
maximumukat (45,5 ¢és 20,1 uM Oy/min/g CDW), majd csokkenni kezdtek a
deceleracids fazisban (43. Abra). A teljes sejtlégzés beallt egy relative kicsi konstans
értékre (~ 5-7 uM Op/min/g CDW) 88 6ras inkubaci6 utan, mikdzben a cian-rezisztens

1égzés aranya folyamatosan novekedett a stacioner, autolitikus és kriptikus fazisokban, a
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189. orakor elérve az 52,4 %-ot (43/B. Abra). Gliikoz-potlast kovetéen minden vizsgalt
idopontban a teljes €s cian-rezisztens légzési ratdk jelentés mértékben ndvekedni
kezdtek (43/A. Abra). A teljes 1égzés ekkor elérte az exponencialis tenyészetekben
megfigyelt 1ézés 26-44 %-at (12-20 uM O,/min/g CDW), aminek nem kevesebb, mint
57-70 %-at a cian-rezisztens 1égzés tette ki (43/A. és 43/B. Abra). Az exponencialis
novekedéshez hasonldan, az extra adag glikéz elfogyasa utdn csokkent a teljes
respiracid és a cian-rezisztens 1égzés aranya — ez utobbi azonban ismét novekedni
kezdett, mikor a tenyészetek egy masodik autolitikus fazishoz értek (amit a biomassza

csokkenése jelzett) (43/B. Abra).
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41. Abra. A teljes (extracellularis és Osszes sejthez kotott) GOX aktivitasok (A), valamint ezek

megoszlasa kontroll P. chrysogenum tenyészetekben (B) az inkubacids id6 fliiggvényében. Az értékek

harom fiiggetlen kisérlet eredményei; a szoras sehol nem haladta meg a 10 %-ot. Jelmagyarazat (A): a

G+’ melletti szamok a szénforras potlasanak idejét jelentik (ora).
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42. Abra. A tapkozeg gliikoz (A) és gliikonat (B) koncentracioinak valtozasa az id6 fliggvényében P.
chrysogenum tenyészetekben. Az értékek harom fiiggetlen kisérlet eredményei. A szords sehol nem
haladta meg a 10 %-ot. Jelmagyarazat: a G+’ melletti szamok a szénforras potlasanak idejét jelentik

(6ra).
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43. Abra. A teljes 16gzési ratak (A) és az alternativ (cianid-rezisztens) 1égzés szazalékos aranya (B) P.
chrysogenum tenyészetekben, az inkubacids id6 fiiggvényében. Az értékek harom fliggetlen kisérlet
eredményei. A szoéras sehol nem haladta meg a 10 %-ot. Jelmagyarazat: a G+’ melletti szamok a

szénforras potlasanak idejét jelentik (ora).
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5.11. A GSH-fiiggo detoxifikacio vizsgalata f-laktam termelés soran

A P. chrysogenum NN-08 torzzsel végzett kisérleteimben ipari, antibiotikum-
termeld fed-batch fermentaciot modelleztem, mely sordn igyekeztem a pH atmeneti, jol
kontrollalt csokkentésével a termeld fazis elején (45-50 ora kdzott) eldidézni a f-laktam
eredményeit a 44-45. Abrak foglaljak ossze. A tapkozeg pH-janak csokkenésekor (4.2.)
a POA bearamlott a sejtekbe (Henriksen et al., 1998a,b). A GSH-fiiggd detoxifikacio
két kulcsenzime, a GST ¢és yGT specifikus aktivitasai ennek kovetkeztében 2-3-
szorosukra emelkedtek ugyan a fermentacio 45-69. 6raja kozott (45/B. és 45/C. Abra),
azonban az intracellularis GSH szintek ettdl fliggetleniil valtozatlanok maradtak — még
pH=5,0-n is (44/C. Abra). Minden esetben elhanyagolhaté maradt tovabba a GSSG
koncentracioja (<0,01 mmol/mg CDW). Ezek alapjan megallapithatd, hogy a pH
csokkentésével nem sikeriilt érdemben befolyasolni a sejtek redox-allapotat
(GSH/GSSG aranyat); ennek megfeleléen a glutation-ardnyokra érzékeny GR enzim
sem aktivalodott (az dbran nincs feltiintetve). A tenyészetek penicillin-V ekvivalens (-
laktam termelése nagyon hasonld volt az egyes tenyészetekben; a 69. orara elérte a 40
mg/g CDW értéket. A sejtek a nagy mennyiségben jelenlévo (5 g/l) toxikus oldallanc-
prekurzor ellenére igen effektiven hasznositottak az adagolt szacharézt (3 ora alatt
csaknem teljesen elfogyasztottik; 44/B. Abra). A pH csokkenésével azonban a gomba
cukor-hasznositasa (illetve biomassza-gyarapodasa) gyengiilt. Mig a kontroll (pH=6,4)
tenyészet 6 ora alatt 2,35 mg/ml CDW gyarapodéast mutatott (8,28—10,63 mg/ml),
addig pH=5,0-n a szdraztdomeg nem valtozott. Ugyanakkor, amennyiben 5,0 ala
csokkentettem a pH-t (4,6 illetve 4,8), a sejtek GSH készlete gyorsan kimeriilt, és a
tobbi esetben megfigyelt antibiotikum-termelés is elmaradt (45/A. Abra). Figyelemre
méltd, hogy a legsavasabb pH-nak kitett sejtek a 45 orakor beadott tapfolyadék
szacharoz tartalmanak 82 %-at felhasznaltak 45 és 48 ora kozott, ami jol dsszevethetd a
magasabb pH értékeken megfigyelttel (koriilbeliil 95 % szachardz fogyas; 44/B. Abra).
Tovabba ugrasszeriien (8,5-sz0rosére) megnoétt a specifikus yGT aktivitds ugyanebben
az iddszakban, ¢és a GST aktivitasok is jelentds mértékben (1,9-szeresiikre) novekedtek.
Am mindezen valtozasok egyiittesen sem voltak képesek megakadéalyozni az ezt kovetd
fokozott autolizist és sejtpusztulast (44-45. Abrak). Ebbél kifolyolag a 48-69. 6ra kozott
a biomassza rohamos csokkenése volt megfigyelhetd a tenyészetekben. A 4,8-5,0 pH
tartomany tehat az adott kisérleti feltételek mellett kritikusnak mutatkozott — nem

csupan az antibiotikum termelés, hanem a gomba puszta tulélése szempontjabol is.
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44. Abra. A szaraztomeg (CDW) (A), a tapkozeg szachar6z koncentracioi (B), és az intracellularis GSH
szintek (C) valtozasai a 45 orakor a fermentorokhoz adagolt, 0,5% POA tartalmt, kémiailag definialt
termeld taptalaj hatasara. A feltiintetett pH értékek a 45-50 ora kozotti fermentacios idoben értendok. A
kontroll tenyészet pH-ja valtozatlan maradt a fermentacio egész ideje alatt (pH=6,4). Minden érték két
fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat jelzi. A szoras értéke sehol nem haladta meg az atlagok 15 %-at,

ezért — az attekinthetdség miatt — nincs az abrakon feltiintetve.
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45. Abra. A penicillin termelés (A) és a specifikus GST (B) illetve yGT (C) aktivitisok véltozasa a 45
orakor a fermentorokhoz adagolt, 0,5% POA tartalmt, kémiailag definialt termeld taptalaj hatasara. A

jelolések és kisérleti koriilmények megegyeznek a 44. Abraéval.
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6. ERTEKELES

6.1. A gomba novekedése

A kisérleteimben hasznalt, B-laktam termeld Penicillium chrysogenum NCAIM
00237 torzs siillyesztett tenyészeteinek novekedése hat, jol elkiiloniilé fazissal volt
jellemezhetd. Ezek sorrendben a kdvetkezok: lag (0-20. 6ra), exponencialis (20-34. ora),
deceleracios (34-40. ora), stacioner (40-50. o6ra), autolitikus (50-148. 6ra) és kriptikus
vagy poszt-autolitikus (a 148. oratol) novekedési fazisok (Pusztahelyi et al., 1997a,
1997b; 18. Abra). Az exponencialis novekedés alatt a sejtek igen aktivan metabolizaltak
a glitkozt (17. Abra), ami szén- és energiaforrasként effektiven tamogatta a hifak gyors
novekedését és elagazasat; ez — az adott tenyésztési koriilmények kozott — az inkubaciod
28-30. drajara pelletek képzédéséhez vezetett (19. Abra). Bar a pelletes morfologia fed-
batch ¢s folyamatos tenyészetekben altalaban hosszan fenntarthatd, szénlimitaci6 alatt a
pelletek hamarosan széttoredeztek, és intenziv hifa-feldarabolddas és sejtlizis vette
kezdetét. A kozelmultban bizonyitottdk, hogy a fonalas gombdk autolizise egy
dinamikus, energia-igényes eseménysorozat, amely tobb szempontbol is emlékeztet a
magasabbrendii eukaridta szervezeteknél megfigyelt apoptotikus folyamatokra
(Mclntyre et al., 1999). A fungalis autolizist szdmos belso ¢és kiilsé tényez6 indithatja el,
illetve befolyasolhatja; példaul tapanyag-limitacid (Pusztahelyi et al., 1997a; Harvey et
al., 1998; White et al., 2002), és az autolitikus hidrolazok (példaul kitindzok)
tapkozegbe keriilése. Az in vivo enzim-gatlasos kisérleteimben én is ezt igyekeztem

igazolni.

6.2. A kitinazok szerepe a morfolégiai valtozasokban

A kitindzoknak jelentds szerepet tulajdonitanak a kitint tartalmazd gombak
morfogenezisében ¢&s alakvaltozasaiban, beleértve ebbe a spérdk duzzadasi és csirazasi
folyamatait, a novekvo hifak csticsi megnyulasat €s elagazasat, az élesztd sarjsejtek
levalasat az anyasejtrél csakiigy, mint a tenyészetek korfiiggd autolizisét &s
fragmentaciojat (Gooday, 1997; Gooday et al., 1992). A Bartnicki-Garcia féle altalanos
hifa-novekedési modell (1973 és 1999) kulcslépésként feltételezi a hifak csticsi

valoszinlsiti a {kitindz — kitin szintdz — N-acetil-B-D-gliilk6zaminidaz} enzimkomplex
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jelenlétét és aktiv szerepét mind a gombafonalak eldgazasainak 1étrejottében, mind a
hifacsucsok apikalis novekedésekor (Rast er al., 1991). Ugyanakkor megjegyzendd,
hogy a vizsgalat targyat képezd torzsben a HexAm aktivitasok specifikus inhibitorokkal
torténd in vivo gatldsa nem okozott fizioldgiai vagy morfoldgiai valtozast (Pusztahelyi
et al., 1997a, 1997b); ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a hexdézaminiddzok vagy
nem jatszottak érdemi szerepet a gomba novekedésében, vagy — sztérikus okok miatt —
nem sikeriilt 6ket gatolni.

Valojaban, a kitinazok feltételezett szerepét a fent emlitett folyamatokban a
legtobb esetben szintén az enzim (allozamidinnel vagy egyéb kitindz-inhibitorral
torténd) in vivo gatlasaval (Gooday et al., 1992; Sandor et al., 1998), illetve a kitinaz-
gének elrontisaval, azaz mutans torzsek vizsgalataval (Gooday, 1995; Kuranda &
Robbins, 1991; Takaya et al., 1998) igazoltak.

Az allézamidint és félszintetikus szarmazékait a nyolcvanas évek vége ota igen
potens antifungalis szerként tartjak szamon (Dickinson et al., 1989; Gooday, 1989; Rast
et al., 2000). Sajnos azonban minden eddigi probalkozas, amely a — fonalas, vagy
¢lesztd — gombak exponencialis ndvekedésének allozamidinnel torténd gatlasara
iranyult, sikertelen maradt (Dickinson ef al., 1989; Escott et al., 1998; Gooday et al.,
1992; Pocsi et al., 2000; Sandor et al., 1998). Az altalam vizsgalt torzs csirazd és
exponencialisan ndvekvO tenyészeteiben ez a kitindz-inhibitor szintén hatastalannak
bizonyult (30. Abra). Bar kitindzok ¢és kitin szintdzok mindig megtalalhatéak az aktivan
novekvd micéliumokban (Gooday et al., 1986; Hearn et al., 1997; Rast et al., 1991),
konnyen elképzelhetd, hogy — sztérikus, vagy egyéb okokbol — védettek voltak az
all6zamidin gatlo hatasaval szemben (Gooday, 1995; Gooday et al., 1997). Egy masik
lehetséges magyarazat — a Wessels-féle “steady state” hifandvekedési modellnek (1984,
1986 ¢és 1999) megfeleléen — az lehet, hogy ezek a hidroldzok taldn mégsem jatszottak
olyan jelentds (esetleg semmilyen?) szerepet az apikalis sejtfal-nyalasban. Ennek
megfelelden, az allozamidin segitségével nem sikeriilt egyértelmiien igazolnom a
kitinazok szerepét a fiatal hifdk cstcsi novekedésében.

Kisérleteimben az allozamidint ezért a novekedés deceleracids fazisaban (35 6ra
inkubécié utan) adtam a tenyészetekhez, amivel lehet6ség nyilt feltérképezni eme
potens inhibitor 6regedd P. chrysogenum tenyészetekre — a kor-fiiggd kitindzok gatlasa
révén — gyakorolt élettani hatasait.

A szénlimitalt tenyészetekben ekkor a fragmentacido és autolizis latvanyos
gatlasa (illetve jelentds késleltetése; 18. és 20. Abrak) mellett a gomba-sejtfal

kitintartalmanak szignifikans novekedését (2,6 Y%kontron — 7,0 Yoallszamidin-kezelt) 18
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megfigyelhettem. A beépiilt kitin mennyiségének fokozddasa (és ebbdl kovetkezdleg
valoszinlisithetd a sejtfal kitin-rétegének megvastagodasa is) tobb, egymastol fiiggetlen
folyamat eredménye lehetett. Egyrészt, a sejtfal szintézise és lizise kozotti egyensuly
(Bartnicki-Garcia, 1973, 1999; Peter & Schweikart, 1990) felborulhatott, masrészt a
kitindz inhibitor megakadalyoz(hat)ta a sejtfal matrixot alkotdé polimerek autolitikus
kitinazok effektiv inhibicidja (ICs¢=1,4 uM in vitro; 33. Abra) és a sejtek novekvd
kitintartalma k&zott mindenesetre valoszintlileg ok-okozati kapcsolat volt.

Az izoenzim-vizsgalatok alapjan a litikus fazisban tobb, kiilonb6zé méretii
kitindz keriilt az extracellularis térbe. A nemredukalé SDS-PAGE gélben harom nagy
intenzitasa sav (M,;=91 kDa; 57 kDa; 45 kDa) mellett tobb, kisebb erdsségii (87; 33; 20
kDa) savot is megfigyeltem (35. Abra). Korabbi vizsgalatok alapjan ezen gomba
exponencialis novekedési fazisaban az intracellularis szolubilis mintdk egyetlen, M,=91
kDa moltomegh kitinazt tartalmaztak (Pusztahelyi, 1997c), ami késébb az autolitikus
fazisban a mikroszomalis mintakban is megfigyelhetd volt, a M;=33 kDa (lehetséges,
hogy az eldbbi alegysége) enzimmel egyiitt. Az autolitikus szakaszban kimutathatd
kiilonb6z6 izoenzimek jelenlétére tobbféle magyarazat adhatd. Egyrészt valoszinii, hogy
tobb kitindz gén van jelen a sejtekben (De la Cruz et al., 1992); masrészt a részleges
proteolitikus degradacié sem kizarhaté (Pusztahelyi, 1997c¢). Ugyanakkor a legtobb
esetben az egyes izoenzimek specialis szerepe egyelére nem felderitett (Cabib et al.,
1992). A vizsgalt P. chrysogenum torzs esetében mind a kontroll és allozamidin-kezelt
tenyészetek hasonld izoenzim-profilja, mind az in vitro enzim-inhibicios kisérletek arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a gomba autolitikus kitindzai allézamidin-szenzitivek.

Az all6zamidin jelenlétében és hianyaban végzett mikroszkopi vizsgalataink, a
tenyészetek biomassza-valtozasa, valamint a kiilonbozé alakos elemek 4tlagos
szamanak ¢és morfologiai megoszlasanak statisztikai analizise kisérleteinkben
jatszott szerepének fontossagat (23-24. Abrak). Mivel a folyamatot a szinkronitas
hidnya jellemezte, ami megakadéalyozta az autolizis fokdnak pontos mikroszkopos
megallapitasat, annak elérehaladtardl csak a szaraztomeg-csokkenés mértéke, illetve az
alakos elemek szamainak és méretének valtozasa tajékoztathatott.

Az exponencidlisan ndvekvl tenyészetekkel szemben, ahol a litikus enzimek
apikalis nytlasaban jatszott szerepe vitatott, a kitindzok elfogadottan nagy jelentséggel
birnak a hifa-elagazasi és a csirdzasi folyamatokban, ahol a merev sejtfal lokalis és

id6leges fellazitdsa alapvetd fontossagu lehet (Gooday et al., 1997; Wessels, 1984).

80



Eredményeim teljesen aldtdmasztjadk eme nézetet. A 88, 115 és 133 odrai gliikkdzpotlast
kovetden az allozamidinnel kezelt kultirakban — még hosszt inkubalas esetén is — csak
elvétve jelentek meg 10 hifa-kindvések (vagy egyaltalan azok kezdeményei), mig
ugyanezen tuléld képletek kontroll tenyészetekben intenziven, rendszerint mindkét
végiikon csiraztak (22/A. és 22/B. Abra). Ez egyértelmilen jelezte az autolitikus
kitinazok szerepét a fiatal, vegetativ hifak megjelenésében. Ugyanakkor megjegyzendo,
hogy az oOreg tenyészetek kriptikus ndvekedésének fenntartdsdban ezzel szemben
valdsziniileg nem jatszottak olyan Iényeges szerepet a sejtlizis sordn tapkozegbe jutott
kitinolitikus enzimek; a gomba ugyanis nem mutatott ndvekedést kitin szénforrason, és
feltehetdleg nem volt képes a fermentlébe keriilé sejtfalmaradvanyok kitintartalmanak a
hidrolizisére sem (Pusztahelyi et al., 1997b).

Az allézamidin fiziologiai hatdsa nem volt kedvezd a mikroorganizmus szamara.
Ennek jeleként példaul a 115 orai gliikkozpotlast kovetden az extracellularis kitinaz és
HexAm aktivitasok (31-32. Abrak), gliikdz koncentraciok (17. Abra) és a tapkozeg pH-
janak (16. Abra) csokkenései egyértelmiien mérsékeltebbek voltak a kontroll
tenyészetekben megfigyelhetoknél. Tovabba, az intracellularis GSH koncentracié nem
véltozott az allézamidin-kezelt kultaraban szénpétlast kovetden (36. Abra), mig a
kontroll tenyészetekben a GSH szint nagymértékben csokkent a novekedés
ujrainduldsaval parhuzamosan, hiszen a glutation ekkor a sejtek szamara konnyen
hasznosithato nitrogén- és kénforrasként szolgalhatott. Ugyanakkor a GSH/GSSG redox
aranyok jelentdésen novekedtek az allozamidin-kezelt és gliikdéz-potolt tenyészetekben,
mig a kontroll tenyészetekben ez az arany csokkent (38. Abra), mikor az 0j szénforras
jelenlétében az autolizis helyett ismét biomassza-gyarapodas volt megfigyelhetd. A
tény, hogy az allé6zamidin nem befolyasolta szignifikansan az intracellularis GSH és
GSSG szinteket és ardnyokat a szénlimitacié soran (36-38. Abrak) valdsziniitlenné
teszi, hogy az allozamidin sulyos karokat okozott volna a sejteknek. Ezzel teljes
Osszhangban, az all6zamidin-kezelt és kezeletlen micéliumok (illetve fragmentumok)
minden vizsgalt id6pontban nagyon hasonlé novekedési mintdzatot és csirazasi
frekvencidt mutattak friss, allézamidin-mentes tapkozegbe vald dtmosést kovetden (25-
26. Abrak), és nem volt érdemi kiilonbség a tenyészetek kiilonbozé idépontokban
megfigyelt éldcsira-szamai kozott sem (1. Tablazat). A vitalitasfestési vizsgalatok (28.
Abra) szintén arra engedtek kovetkeztetni, hogy a megfigyelt fiziologiai kiilonbségek
ellenére az all6zamidin-kezelt és kontroll sejtek hasonld atlagos metabolikus aktivitassal
rendelkeztek. Ugyanakkor mar esett sz6 az autolitikus tenyészetek aszinkronitasarol. Az

egyes hifaelemek aktualis mérete, vakuolarizaltsaga, ¢életképessége, stb. adott
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pillanatban jelent6s mértékben eltérhetett ugyanazon tenyészeten beliil is. A vitalitas-
festési kisérletek soran egyértelmiien meggy6zddtem errdl; példaul az egy sejtbdl allo,
latszatra egyforma fragmentumok jelent6s hanyada egyaltalin nem mutatott
metabolikus aktivitast, mig a kétsejtes fragmentumok altalaban jol festédtek DiOCg-al.
Természetesen ez magyardzattal szolgalhat arra is, miért voltak szignifikdnsan
alacsonyabbak az ¢éldcsira-szamlalassal nyert adataink a mikroszkopi szamléalasok
értékeinél (1. Tablazat). A fenti megfigyeléseket dsszegezve tehat megallapithato, hogy
az allézamidin altalanos hatasa az autolizald P. chrysogenum micéliumokra
fungisztatikus volt, nem pedig fungicid.
A korabbi megfigyelésekhez hasonloan (Dickinson et al., 1991; Humphreys & Gooday,
1984; Manocha & Balasubramanian, 1988), a vizsgélt P. chrysogenum mikroszomalis
kitinaza(i) — legaldbbis az exponencidlis novekedés alatt — membran-kotott zimogén
formaban voltak jelen (Sami et al., 2001b). Ez természetesen szintén hozzajarulhatott az
allozamidin gatlo hatasa elleni védekezéshez in vivo (Dickinson et al., 1991). Késobb,
az autolizis soran, tripszines kezelésre semmiféle tovabbi aktivacido nem volt
megfigyelhetd (Sami er al., 2001b), ekkorra tehat feltehetdleg az Osszes kitindz
aktivalodott és érzékennyé valt az allozamidin jelenlétére. Mindez jol magyardzhatja
eme kitindz-inhibitor korfiiggd, csak az autolizaldo P. chrysogenum tenyészetekre
kifejtett fungisztatikus hatasat.

Az itt bemutatott eredmények tovabbi bizonyitékul szolgalhatnak ahhoz, hogy a
kitindzok valdban fontos szerepet jatszhatnak a hifdk korfiiggd feldarabolodéasaban és a

fragmentumok ndvekedésének ujra-inicidlasaban, ami adott esetben hozzajarulhat

crer

crer

kitinolitikus enzimek éppen ezért a jovébeni gydgyszerkutatds kivald célpontjai
lehetnek. A P. chrysogenum extracellularis kitindz-gatlasi kisérleteinek in vitro
eredményeként kapott 1,4 uM ICsy inhibicids koncentracid érték jol illeszkedik az
irodalomban kozolt adatokhoz; gyakorlatilag koztes értéket képvisel a gombakitinazok
all6zamidinnel valo in vitro gatlasakor megfigyelt 0,010-67 puM ICsy tartomanyaban
(Cabib et al., 1992; Dickinson et al., 1989; Hodge et al., 1996; McNab & Glover, 1991;
Rast et al., 2000). Az 1j, remények szerint még effektivebb félszintetikus all6zamidin-
szarmazékok tervezése, szintézise €s tesztelése jelenleg is folyamatban van (Rast et al.,
2000; Sakuda & Sakurada, 1998). Ez azt jelenti, hogy a gombak kitinolitikus enzimjeit

tamado gyogyszerek antifungalis hatasa a kozeljovoben tovabb ndvekedhet.
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6.3. Szabadgyok-képzodés és redox valtozasok oregedé tenyészetekben

Bar az autolizis molekularis hattere még nem kelldképpen feltart (White et al.,
2002), a ROS atmeneti akkumulécioja és a GSH/GSSG redox egyensuly iddleges
felboruldsa egyes hipotézisek szerint fontos szignal-transzdukcios események lehetnek a
gombasejtek elhalasi folyamataiban. A sejtdifferencidlédds Hansberg-féle “dioxigén
kizérasi elmélete” alapjan (Hansberg & Aguirre, 1990) a novekvd hifdk és a
lekerekedett végii, élesztdszeri fragmentumok a mikroorganizmus fiziologiailag stabil,
differencialt allapotat képviselték. Tovabba, az ¢lesztOszeri formakat eredményezo
autolizis igen fontos részét képezte a sejtdifferencialédasi folyamatoknak, hiszen az
¢letben maradd, novekedd vagy differencialodd sejtek szamdra Uj tapanyagforrast
biztositott a lizalt sejtek anyagainak Ujrahasznositasa révén (Pusztahelyi et al., 1997a).
Ezt a folyamatot tobb tényezd is kivalthatja, amik kozil az egyik legfontosabb a szén-
(Ggy is mint energia)-forras limitacidja. Az elmélet szerint a differencidlodast atmeneti
hiperoxidans allapot el6zi meg a deceleracios és stacioner ndvekedési fazisokban, azaz
kozvetleniil az autolizis megindulasa el6tt (Hansberg & Aguirre, 1990; Hansberg et al.,
1993).

Kisérleteim alapjan tobb érv is szol az elmélet mellett és ellen is. A P.
chrysogenum exponencialis novekedési fazisat meglepden magas intracellularis
peroxid, szuperoxid és GSSG koncentraciok, és ennek kovetkezményeként relative
alacsony GSH/GSSG redox aranyok jellemezték (36-39. Abrék). Ennek tulajdonithato,
hogy az autolizis megindulasat a vizsgalt torzsnél valoban megelézte néhany
antioxidativ enzim (GPx, kataldz, GR) aktivacidja, illetve nagy aktivitasa (40. Abra).
Tovabba, a lizis kezdeti szakaszan (a 66-88. ora kozott) egy szamottevd GSH/GSSG
redox egyensulyvesztés is megfigyelhetd volt. Az intracellularis ROS szintek azonban —
a varttal ellentétben — a pre-autolitikus fazisban egyértelmiien csokentek (39. Abra).
Késébb, az autolizis eldrehaladtaval, az intracelluldris ROS koncentracidja ugyan
jelentds, folyamatos ndvekedésnek indult, azonban mindekdzben a GSH/GSSG aranyok
is emelkedtek (38-39. Abrak). Azaz, valddi oxidativ stresszrél (amit tobbek kozott
éppen ezen arany hatarozott csokkenése jelzett volna) ebben az esetben nem
beszélhetiink. Az 0sszehasonlitas kedvéért ismételten megemlitendd, hogy a N. crassa
konidiogenezisét hiperoxidans allapot elézte meg, ¢és jelentds GSH/GSSG
egyensulyvesztés (Toledo et al., 1995), valamint oxidativ stresszvalasz (Hansberg et al.,
1993; Toledo er al., 1994) volt megfigyelhets. Ujabb kutatasi eredmények szerint

szinglet oxigén képzddott N. crassa konidiumok csirdzasa kozben, és ezt a
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differencialodéasi folyamatot el lehetett inditani exogén H,O,-val is, argon
atmoszféraban (Lledias et al., 1999). Egy, az autolizissel ellentétes sejtdifferencialodasi
folyamat, a talélé fragmentumok gliikkdzpotlast kovetd ujra-csirdzdsa az 4altalam
tanulmanyozott P. chrysogenum-ban is atmeneti peroxid-akkumuldciéval és néhany
antioxidans enzim (GPx, GR) aktivacidjaval jart egyiitt (39-40. Abrak). Azonban
mindezt nem kisérte GSH/GSSG redox arany valtozas (38. Abra).

A glutation a leggyakoribb kis molekulatomegii tiolvegyiilet a gombéakban, ami
koztudottan szamos igen fontos fizioldgiai folyamatban vehet részt (Penninckx &
Elskens, 1993). Példaul a GSH/GSSG rendszer kozponti helyet foglal el a sejtek redox
statuszanak fenntartasdban, a ROS elleni antioxidativ védelmi rendszerben (Emri et al.,
1997, 1999a; Jamieson, 1998), részt vesz a nehézfémek, artalmas metabolitok (példaul
formaldehid, metil-glioxal) valamint xenobiotikumok detoxifikdcidjaban  ¢és
eliminacigjaban (Stephen & Jamieson, 1996), az aminosavak és peptidek felvételében,
illetve intracellularis transzportjaban is (Penninckx & Elskens, 1993). Ezen kiviil
konnyen hasznosithat6é és mobilizalhatd endogén kén- €s nitrogéntartalékként szolgal a
gombasejtek szdmara (Elskens et al., 1991; Mehdi & Penninckx, 1997; Emri et al.,
1998; Stevens et al., 1953). Az intracellularis GSH szinteket ezért igen sok tényezo
befolyéasolhatta (Emri er al., 1998, 2001). A Tanszéken végzett korabbi kisérletek
alapjan (Pusztahelyi er al.,, 1997a) a peptidek szénforrasként vald felvétele ¢és
hasznositasa mar a P. chrysogenum deceleracids novekedési fazisdban megkezdddott. A
novekedés re-inicialodasa a 115 orai gliikkoz-potlast kovetéen megforditotta a biomassza
autolitikus csokkenését, ami magatol értetdédden megndvelte a N és S igényt is, és maga
utan vonta az endogén nitrogén és kénforrasok mobilizaciéjat (36. Abra). Ennélfogva, a
GSH készlet jelentds csokkenése ebben az esetben a komplex metabolikus stressz-
valasz részének volt tekinthetd a hasznosithatd szénforras jelenlétében (Penninckx,
2000).

Az intracellularis ROS szinteket szintén szdmos tényezd befolyasolhatta,
beleértve a sejtek metabolikus aktivitasat (hiszen a peroxid képzddése a legintenzivebb
az exponencialisan novekvo tenyészetekben és a gliikdz-potlast kovetden volt), az
oregedését (39. Abra). Hasonléan az oregedd, stacioner fazisi S. cerevisiae
tenyészetekhez (Jakubowski et al., 2000), a peroxid és szuperoxid képzddése
folyamatosan nétt a tulélé képletekben az autolizis és a kriptikus novekedés alatt.
Mindazonaltal — amint mar hangsulyoztam — a mi esetiinkben az intracellularis ROS

akkumulaciot nem kisérte szignifikans GSH szint-csokkenés vagy GSH/GSSG redox-
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arany valtozéas. Valdjaban, az intracellularis GSSG szintek még inkabb csokkend
tendenciat mutattak, és ebbdl kifolyolag, a GSH/GSSG aranyok novekedtek a stacioner
fazist kovetéen (38. Abra).

Az antioxidans enzimek, pl. kataldz, GR, GPx aktivitdsanak valtozasat vizsgalva
megallapithatd, hogy az autoliziskor valoésziniileg GSH-fiiggetlen, mig a csirdzaskor
GSH-fiiggé enzimrendszerek jatszottak fOszerepet a keletkezd oxidativ stressz
kivédésében. Az antioxidans enzimek aktivitasat szintén tobb tényezd befolydsolhatta P.
chrysogenum-ban. Példaul a GPx-t az intracellularis peroxid szintek regulaltdk (Emri et
al., 1997, 1999a), valamint a szénéhezés és -potlas befolyasolta (40. Abra); a GR pedig
minden oxidativ jellegii stresszre reagalt (Emri et al., 1997, 1998, 1999a), GSH/GSSG
redox valtozasokra éppugy (Emri et al., 1997, 1999a), mint a szénforrds mindségére,
limitaciojara és 0jboli megjelenésére a tapkozegben (Emri et al., 1999b; 40. Abra).
Meglepé modon, a kataldz aktivitasokat egyediil a szénéhezés, a SOD aktivitasokat
pedig csak az intracelluléaris szuperoxid szintek befolyasoltdk (Emri ef al., 1997, 1999a;
40/A. és 40/B. Abra). Erdemes megjegyezni, hogy amikor a S. cerevisiae sejtek elérték
a késé exponencidlis vagy stacioner fazist, illetve szén-limitdcidnak voltak kitéve,
megfigyelések szerint egész sor antioxidans enzim indukalddott (Jamieson, 1998),
tobbek kozott a GR (Grant ef al., 1996) és mangan-SOD (Flattery-O'Brien et al., 1997).
Az ¢élesztok citoszolikus kataldza — mas tipusu stresszek mellett — szintén éhezés-
regulalt (Jamieson, 1998). Ezzel 0sszhangban a kataldz és SOD aktivitdsok atmeneti
novekedését figyeltétk meg kései stacioner fazisi A. niger B1-D tenyészetekben
(Kreiner et al., 2000, 2003), ami jelezhetett egy autolizist megel6z0, atmeneti
hiperoxidans allapotot (Hansberg & Aguirre, 1990). Ezzel szemben azonban, az
intracellularis ROS ¢és GSSG szintek csakigy, mint a legtobb altalunk vizsgalt
antioxidativ enzim aktivitasa, a P. chrysogenum tenyészetek exponencidlis ¢és
deceleracios fazisaiban voltak a legmagasabbak, és az autolizist ebben az esetben nem
elézte meg hiperoxidans allapot. Kovetkezésképp annak a valoszinlisége, hogy a ROS
mediélta szignal-transzdukcid szerepet jatszott volna az autolizis meginditasaban, ebben
az esetben igen csekély. Mindazonaltal, ezen megfigyelések semmiképp nem zarjak ki
az autolizis €s az apoptozis kozti valos fizioldgiai analdgia lehetdségét (McIntyre et al.,
1999), mivel ismeretes, hogy a magasabbrendii eukariotakban egy oxidativ stressz-
fiiggetlen apoptotikus ttvonal is létezik az oxidativ sériilések indukalta mitokondridlis
ut mellett (Coppola & Ghibelli, 2000).

Osszefoglalva a fenticket, a P. chrysogenum tenyészetekben a GSH

metabolizmust és a ROS képzddését szamos kiilsé €és belsd faktor befolyasolhatta az
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inkubéciod soran. A rendszer szabalyozottsaganak Osszetettsége magyarazatul szolgalhat
arra, miért csak bizonyos limitaciokkal volt érvényes a dioxigén kizarasi elmélet, hogy
Osszefliggd, koherens magyardzatot adjon a vizsgalt torzsben megfigyelt

differencidlodasi és fiziologiai valtozasokra (3. Téablazat).

Tenyészet Autolizalt, gliikoz-
Pre-autolitikus fazis Autolizis
fazisa potlas utan
Paraméter Vart Kapott Vart Kapott Vart Kapott
I. GSH/GSSG +% - ? + +* -
IL. ROS +* - ? + + +
II1. Enzimek + + ? - + +

3. Tablazat. A Hansberg-féle dioxigén kizarasi elmélet és kisérleti eredményeink
Osszevetése. Jelmagyarazat: 1. A GSH/GSSG ardny csokkenése (38. Abra); II.
Intracellularis ROS akkumulacié (39. Abra); I1I. Antioxidans enzimek aktivalodasa (40.

Abra). A ,,*” jelzi, hol nem volt egyezés az elmélet és a megfigyelt jelenségek kozott.

6.4. A GOX és légzés-aktivitasok valtozasai

Ismeretes, hogy a két f6 ROS generald metabolikus utvonal P. chrysogenum-ban
a gliikdz GOX altali direkt oxidacioja, valamint a NAD" és FAD koenzimek citokrém-
fliggd, (ciannal igen hatdsosan blokkolhatd) regeneracidja a mitokondrialis 1€gzési
lancon keresztiil. Az utébbi folyamatot a sejt az Un. cianid-rezisztens, vagy alternativ
oxidazai (AOX) segitségével kivalthatja, illetve csokkentheti; ekkor ugyanis a 1égzés
soran nem keletkezik ROS. Ezért — a szabadgyok-képzddés tendenciajanak ismeretében
— megvizsgaltam a P. chrysogenum tenyészetek GOX ¢és AOX aktivitasainak, valamint
1égzés-intenzitasanak valtozasat az inkubacid és a szénforras fliggvényében (41-43.
Abrak).

Az exponencialisan novekvd P. chrysogenum tenyészetekben nagy GOX
aktivitdas és az enzim aktiv szekrécidja volt megfigyelhetd (41. Abra); ennek

kovetkezményeként effektiv glilkoz—glitkonat konverzié folyt (42. Abra). Bar a P.
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chrysogenum potens GOX termeld mikroorganizmusként ismert (Eriksson et al., 1987),
¢és 60 % glikoz—gliikonat konverzids aranyokat is leirtak definialt taptalajon (Nielsen
et al., 1994; Nielsen, 1995), tudomasunk szerint ez az elsé olyan eredmény, ami
szignifikans glilkonat keletkezést igazolt kukoricalekvart tartalmazé komplex
taptalajon. Mig az enzim a legfontosabb ipari GOX termeld A. niger torzsekben féleg a
sejtfalban lokalizalédik, illetve ahhoz kapcsolt, (Witteveen et al., 1992) az altalunk
vizsgalt P. chrysogenum GOX tilnyomo tobbségben szolubilis (akar extracellularis,
akar intracellularis) forméaban volt jelen, ¢és az aktivitas csupan elenyész6 hanyada
szarmazott a sejtfal-kotott enzimtél (41/B. Abra). A szolubilis enzimek lokalizacidja
(esetleges kompartmentalizacioja) egyelére nem ismert, de feltételezhetéen foként a
periplazmikus térben akkumulalodtak (Nielsen, 1995).

A korabbi megfigyelésekkel 0sszhangban (Nielsen et al., 1994), a gliikkonat
addig nem kezdett metabolizalddni, mig az 6sszes gliikkdz el nem fogyott a tapkdzegbol
(42. Abra). Ezt kovetéen azonban igen gyorsan hasznosult (18—0,9 mM, azaz 95% a
28-36. ora kozott). A GOX aktivitasok eredményeként a maximalis gliikkonat
koncentracio az extracellularis térben elérte a 18 mM-t (az elméletileg lehetséges érték
34,6 %-at), ami azt jelenti, hogy a glikoz-fogyasztds altal generdlt legnagyobb
lehetséges extracellularis H,O, koncentraciot is ennyire (18 mM) lehet becsiilni. Bar az
exponencialis fazisi P. chrysogenum tenyészetek — intenziv katalaz-termelésiiknek
koszonhetden — a H,O,-t kivételesen jol (egészen 700 mM-ig) toleraltak (Emri et al.,
1997), sajnos nincs megbizhatd informacionk a lag, illetve korai exponencidlis fazist
tenyészetekrél reprodukalhaté fiziologiai adatok szerzése nem elhanyagolhato
nehézségekbe iitkozott. Ugyanakkor elmondhaté, hogy a kés6bbi, exponencialis
fazisban (24-28. 6ra) megfigyelt nagy (vagy ndvekvd) antioxidativ enzimaktivitdsok
(katalaz, GR, GPx) nagy valdsziniiség szerint a GOX miikddése soran eldzetesen
keletkezett H,O, okozta oxidativ stressz kdvetkezményei voltak. Az antioxidativ
enzimek indukciodja a korai exponencialis fazisban kielégitd magyarazattal szolgalhat a
P. chrysogenum micéliumok késé exponencidlis fazisban megfigyelt figyelemreméltd
oxidativ stressztiirésére (Emri et al., 1997, 1999).

Erdemes megemliteni, hogy a H,O, igazoltan kiemelked® szerepet jatszik az A. niger
gliikoz oxidalé rendszerének (GOX, laktonazok és katalazok; Witteveen et al., 1993)
aktivalasaban és a cianid-rezisztens 1égzés stimuldldsdban (Karaffa et al., 2001). Ez
utdbbi szintén fontos szerepet jatszhat a gombak antioxidativ védekezésében, hiszen a

citokrom-ut kikertilésével akadalyozhatja a ROS felhalmozddast a metabolikusan aktiv
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mitokondriumokban (Galiazzo et al., 1994; Karaffa et al., 2001) — kiilonosen mikor a
sejtek teljes 1égzési rataja nagy (43. Abra). A specifikus AOX korfiiggé aktivacidja a
kriptikus novekedésti P. chrysogenum-ban emlékeztet a szeneszcenciat mutatd
Podospora anserina kultirakban megfigyelt valtozasokra, ahol a citokrom C fliggd
utvonalat az alternativ 1€gzés valtotta fel (Frese & Stahl, 1992).

Meglep6 modon, a glikéz-potlast kdveté ROS halmozodas az autolizald
tenyészetekben nem (vagy csak kis részben) volt a GOX akitvitdsoknak tulajdonithato;
ezt jelezték az elhanyagolhato enzimaktivitaisok (41. Abra) és az igen kicsi
glilkoz—glitkonat atalakulasi aranyok (42. Abra). Ilyen koriilmények kozott a széteso,
részben dezorganizalt membran-szerkezetli mitokondriumok (Trinci & Righelato, 1970)
lehettek a legvaldsziniibb forrasai a halmoz6dé ROS-nak (Dufour et al., 2000; Karaffa
et al., 2001). A mitokondriumok csokkent miikddését tisztan jelezték a szignifikansan
kisebb (a 133. ora utdn mar csak ~25 %) teljes 1égzési ratdk gliikoz-potlast kdvetden
(43. Abra). Ekkor a novekvd aranyll cidn-rezisztens légzés (Lorin et al., 2001) és a
névekvo GPx és GR, valamint a SOD aktivitasok lehettek az oxidativ stressz elleni
védelem legfontosabb elemei. Az intracellularis ROS akkumulacioé, a csokkend
mitokondrialis funkciok ¢€s sejt-vitalitas, valamint a taléld képletek csokkend képessége,
hogy gliikozpotlast kovetden vegetativ novekedésre valtsanak (Pusztahelyi er al.,
1997a) jo egyezést mutattak a dioxigén kizarasi elmélet feltételezéseivel (Hansberg et
al., 1990; Harman, 1993).

Lényeges hangstlyozni, hogy bar az intracellularis peroxid szintek nagyok
voltak ¢és a gliikkdz jelen volt a tapkozegben, sem a GOX, sem a katalaz aktivitaisok nem
indukalodtak gliikoz-potlast kovetden (39-41. Abrak). Ebbél arra kovetkeztettiink, hogy
P. chrysogenum-ban a gliikdéz oxidalo rendszer szinkronizalt regulacidja (aktivizalasa)
gliikéz és H,0O; jelenlétében valdszinlileg kor-fiiggd. Annak a lehet6ségét is fontolora
vettiilk, hogy a tapkozeg gliikoz-potlast kovetd pH-csokkenése (Pusztahelyi et al.,
1997a; 16. Abra) esetleg inaktivalhatta a GOX enzimeket, ahogy arrél A. niger
tenyészeteknél pH < 3,5 esetében beszamoltak (Mischak ef al., 1985; Roukas & Harvey,
1988). Az altalunk vizsgalt torzsnél gliikkoz adagolast kovetden a fermentlé pH-ja
minden esetben atmenetileg 4,2-4.,5 értékre esett (Pusztahelyi ef al., 1997a; 16. Abra);
ugyanakkor irodalmi adatok szerint a GOX stabilitdsait még a pH=3,5-0s érték sem
befolyasolta 1ényegesen (Eriksson ef al., 1987). A fentiek alapjan a GOX savas pH altali
inaktivécioja ebben az esetben nem tlint valosziniinek.

Hasonloan a szaraztomeg ¢€s az extracellularis pH értékeihez, az NH; és amino-

nitrogén koncentracidkhoz, extracellularis kitinaz és HexAm, valamint az intracellularis
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GPx, GR és katalaz aktivitasokhoz, a teljes 1€gzési rata szintén konstans értéket ért el a
kriptikus ndvekedési fazis beallta elott (43. Abra; Pusztahelyi et al., 1997a, 1997b). Ezt
a dinamikus poszt-autolitikus fazist P. chrysogenum-ban a sejthalal és ndvekedés kozott
kialakulé 0j egyensulyi éallapot, a ROS intracellularis akkumulaciéja (39. Abra),
névekvé SOD aktivitisok (40/B. Abra), csokkend sejt-vitalitdis és emelkedd
intenzitast/aranyl cian-rezisztens 1égzés (43. Abra) jellemezte. A tlél6 képletekben
megfigyelt eme fiziologiai valtozasok nagymértékli hasonlosagot mutattak az Sregedd
stacioner fazisu S. cerevisiae tenyészetekével (Jakubowski et al., 2000) és az élesztd-
anyasejtek apoptozishoz vezetd, sejtspecifikus dregedési folyamataival (Nestelbacher et
al., 2000; Laun et al., 2001).

Hasonléan a magasabbrendli eukaridtdk programozott sejthaldl folyamataihoz
(Skulachev, 2001), a mitokondridlis dezorganizaci6 a fonalas gombak O&regedd
tenyészeteiben is kivalthat hasonlo sejtelhalast (Trinci & Righelato, 1970). Mikor a
ROS koncentraciok — az emelkedd SOD aktivitas és cian-rezisztens 1égzés (43. Abra)
ellenére — tovabb ndvekedtek a sejtekben, az egyetlen fennmarado lehetséges megoldas
a sejtek szamdra a mitokondriumok elimindcidja (a mitoptozis), és ennek
kovetkezményeként a 1égzés csokkentése, illetve ledllitasa lehetett (Skulachev, 2001;
43. Abra). Azaz, a sulyosan karosodott mitokondridlis funkciéju sejtek — a Bioldgia
“Szamuraj-Torvényének” engedelmeskedve — bizonyos értelemben ongyilkossagot
kovettek el (Skulachev, 2000, 2001). Elképzelhetd, hogy a gombdik mitoptotikus
folyamatai olyan szignal-proteineket szabaditanak fel, melyek aztan aktivalhatjak a
sejthalal programokat (Skulachev, 2001). Ennek igazoldsara azonban tovabbi
bizonyitékokra van sziikkség. A vizsgalt torzsnél megfigyelt intracellularis ROS
akkumulaci6é, a csokkend mitokondridlis funkcidk és sejt-vitalitas (a vegetativ
novekedésre valtds idében csokkend képessége), illetve ndvekvd cianid-rezisztens
1égzés, jO egyezést mutattak az Oregedés szabadgyokos elméletével (Harman, 1993).
Ezen jelenségek leirdsara ezért joggal alkalmazhattuk az ,,0regedés” kifejezést.

Osszefoglalva a fenticket elmondhatd, hogy — a stacioner fazisu hifakkal
ellentétben — a P. chrysogenum talélo “élesztészerti” képleteinél konnyen lehetséges,
hogy oxidativ stressz-indukalt apoptdzis zajlott, ezaltal idedlis szervezetekként

szolgalhatnak a tovabbi gomba-0regedési kutatdsokhoz.
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6.5. A GSH-fiiggo detoxifikacio kihasznalasanak lehetéségei az ipari p-laktim

termelésben

A P. chrysogenum citoszolikus és mikroszomalis GST enzimei fontos szerepet
jatszanak a szuperoxid-generald menadion (2-metil-1,4-nafto-kinon; Emri et al., 1999a;
Zadzinski et al., 1998), a CDNB (a GST egyik inducere; Emri et al., 1997a) és a
penicillin oldallanc-prekurzorok (Emri et al., 1997a, 2000, 2001) detoxifikacidjdban. Az
altalunk vizsgélt torzsben a teljes GST aktivitds megkozelitbleg 75 %-aért a
mikroszomalis GST (mGST) volt a felelds, és egyediil ez az enzim indukalodott POA
jelenlétében (Emri et al., 2003). Bar az mGST szdmara szolgald szubsztratok jo része
tovabbra is hipotetikus (epoxidok és nem-specifikusan hidroxilez6dott, GSH-konjugalt
toxikus intermedierek; Emri et al., 2000, 2001; Monks et al., 1990; 12. Abra), fed-batch
fermentaciokkal teszteltem annak a Ilehetdségét, hogy a POA GSH-fiiggd
2000); hiszen ez igen kedvezden befolyasolhatnéd a penicillin-termelést (Van de Kamp
et al., 1999; 14. Abra). A vartnak megfelelden, valaszként a sejtekben névekvé POA
koncentraciokra és influxra, mind a GST, mind a yGT aktivitasok jelentdsen novekedtek
(Jaspers & Penninckx, 1984; 45/B. és 45/C. Abra). Az intracellularis GSH szintek
azonban nem csokkentek szignifikdnsan, hacsak az extracellularis pH nem esett 5,0 ala
(44/C. Abra).

Mikor a B-laktdm termeld P. chrysogenum NCAIM 00237 torzs tenyészeteit
komplex tapkozegben vald felndvesztése utan definialt taptalajra mostuk at, ami
nitrogénforrasként 10 g/l Na-glutamatot tartalmazott, a sejtek GSH tartalma — a médium
pufferkapacitasatol fliggéen — szignifikansan csokkent (Emri et al., 1997, 2000). A Na-
glutamat helyett a fermentaciok soran N-forrasként hasznalt 10 g/l (NH4),SO4
valoszinlileg jelentésen gatolta a yGT aktivitas POA altali indukcidjat (Emri et al.,
1997).

A fungéalis yGT szamos GSH-fiiggd detoxifikacidoban és vakuolaris transzport-
folyamatban vesz részt (Penninckx et al., 1980; Penninckx & Elskens, 1993; Emri et al.,
1998; Mehdi et al., 2001). A GSH katabolizmus ezen kulcsenzimének nitrogén-
represszidja valoszinlileg dontd fontossdghi volt a nagy intracellularis GSH
koncentraciok fenntartdsiban POA jelenlétében (Schwartz et al., 1988; Emri et al.,
1997; Poécsi et al., 2001). A GSH szintek stabilizaldsdhoz hozzajarulhatott tovabba a
viszonylag nehezebben hasznosul6 szénforras is. Korabbi megfigyelések szerint ugyanis

példaul laktoéz jelenlétében mindig nagyobb volt a sejtek GSH koncentracidja (Emri et
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al., 1998). A fed-batch tenyészetekben a yGT (NHy4),SO,4 altali nitrogén represszidja
megsziint és a GSH tartalékok gyorsan kimeriiltek pH<5.0 értékeken 0,5 % POA
jelenlétében (44/C. és 45/C. Abrék). A felvett cukrot azonban ilyen koriilmények kozott
valdsziniileg foleg arra forditotta a sejt, hogy a nagy mennyiségben keletkez6 ROS ellen
prébaljon védekezni, és kijavitsa az oxidativ karokat (Emri er al., 1999b, 2000) az
antibiotikum-termelés (45/A. Abra), vagy biomassza-gyarapodas (44/A. Abra)
tamogatasa helyett. Am a sejtek ezen erbfeszitése is elégtelennek bizonyult az intenziv,
par ora alatt gyakorlatilag teljessé valo sejtpusztulas kivédésére.

Ezen nemkivant valtozasok elkeriilésére a kisérleti pH tartomany rendkiviil
sziiknek mutatkozott, ami — figyelembe véve a nagy volumenii fermentorok reoldgiai
sajatsagait — lekiizdhetetlen gyakorlati akadalyokat tamaszthat. A tapkdzeg nitrogén-
forrasanak megvaltoztatdsa természetesen gazdasagilag nem volna kifizetddd. Nyitva
maradt ugyan a nagyobb oldallanc-prekurzor koncentraciokkal kombinalt, kisebb
mértékl pH csokkentés lehetdsége. Azonban — a POA toxicitasanak ismeretében (Emri
et al., 1999; Eriksen et al., 1995) ezzel a megkozelitéssel szintén komoly akadalyokba
itkozhetlink. Mindezeket figyelembe véve, az oldallanc-prekurzorok GSH fliggd
detoxifikacios mechanizmusanak kihasznéalhatdsaga, illetve kivitelezhetésége az ipari

méretli penicillintermelésben nem tiinik valoszintinek.
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7. EREDMENYEIM OSSZEFOGLALASA

- In vivo enzim-gatlassal igazoltam, hogy a szénlimitalt, éregedd P. chrysogenum
tenyészetekben a kor-fiiggd kitindzok jelentds szerepet jatszhattak a gomba
autolizist késleltette, de megakadéalyozta a taléld képletek gliikkozpotlast kovetd
Ujracsirazasat is.

- A kitinaz-inhibitor jelenlétében a sejtek kitintartalma ndtt, metabolikus aktivitasa és
vitalitasa pedig valtozatlan maradt. Az all6zamidin antifungalis hatdsa az autolizalo P.
chrysogenum tenyészetekre fungisztatikus volt, nem pedig fungicid.

- Az exponencidlisan novekvd ¢és Oregedd tenyészetek eltérd allozamidin-
érzékenységgel rendelkeztek, ami korral valtozo (allapotu és lokalizacidju) kitinolitikus
enzim(ek) jelenlétére utalhat.

- Feltérképeztem az Gregedd tenyészetek redox statuszdnak, és GSH anyagcseréjének
valtozésait. A kiillonb6z6é ndvekedési fazisok alatt mind a glutation metabolizmust, mind
a reaktiv oxigén formak (ROS) képzdédését szamos endogén ¢€s exogén faktor
befolyasolhatta. A dioxigén kizarasi elmélet ezért csak korlatozottan volt érvényes a
vizsgalt torzs esetében, €¢s nem lehetett szilard, egyértelmii ok-okozati kapcsolatba hozni
a tenyészetekben megfigyelt redox allapotokat, ROS szinteket ¢és morfoldgiai
valtozasokat.

- A P. chrysogenum exponencidlis novekedési fazisat intenziv 1égzés, magas
intracellularis ROS szintek és jelentds antioxidativ enzim-aktivitdsok jellemezték. A
képzddd szabadgyokok f6 forrasa ekkor a 1égzés mellett a GOX aktivitasa lehetett. Az
oregedd, gliikoz-potolt tenyészetekben az intracellularis ROS emelkedése viszont foként
a citokrom-fiiggé mitokondrialis 1égzésnek volt tulajdonithato. A GOX ¢és katalaz
aktivitdsok indukalhatésaga kor-fliggdnek mutatkozott.

- Az exponencialis fazisban a magas kataldz, GR és GPx aktivitdsok, az oreg, kriptikus
novekedési fazist tenyészetekben pedig a SOD és cianid-rezisztens 1égzés voltak az
antioxidativ védelem f6 elemei.

- A P. chrysogenum poszt-autolitikus tenyészeteiben megfigyelt, Harman szabadgyokos
oregedési elméletével (,,Free radical theory of ageing”) jo egyezést mutatd jelenségek
alapjan elsOként hasznaltuk ezen folyamatokra az ,,6regedés” fogalmat.

- Ipari méreti fermentacidokban a sejten beliili GSH-készlet csokkentése, €s ezaltal a -
laktdm szintézis fokozéasa a penicillin-prekurzor POA glutation-fiiggd detoxifikacidja

révén gyakorlatilag kivitelezhetetlennek tiint.

92



8. IRODALMI HIVATKOZASOK

Agger, T., Spohr, A.B., Carlsen, M., Nielsen. J. (1998) Growth and product formation of Aspergillus
oryzae during submerged cultivations: verification of a morphologically structured model using
fluorescent probes. Biotechnol. Bioeng., 57, 321-329.

Alfonso, C., Martinez, M. J., and Reyes., F. (1991) Degradation of chitosan in the autolysis of Mucorales
spp- Mycol. Res., 95,217-219.

Alfonso, C., Martinez M. J., and Reyes, F. (1992) Purification and properties of two endochitosanases
from Mucor rouxii implicated in its cell wall degradation. FEMS Microbiol. Lett., 95, 187-194.

Alfonso, C., Santamaria, F., Nuero, O. M., Pricto, A., Leal, J. A., Reyes, F. (1995) Biochemical studies
on the cell wall degradation of Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici race 2 by its own lytic
enzymes for its biocontrol, Lett. Appl. Microbiol., 20, 105-109.

Anderson, M. E. (1985) Determination of glutathione and glutathione disulfide in biological samples.
Methods Enzymol., 113, 548-555.

Archer, D.B., MacKenzie, D.A., Jeenes, D.J., Roberts, LLN. (1992) Proteolytic degradation of
heterologous proteins expressed in Aspergillus niger. Biotechnol. Lett., 14, 357-362.

Bainbridge, B.W., Bull, A.T., Pirt, S.J., Rowley, B.L., Trinci, A.P.J. (1971) Biochemical and structural
changes in non-growing maintained and autolysing cultures of Aspergillus nidulans. Trans. Br.
Mycol. Soc., 56, 371-385.

Bainbridge, Z.A., Scott, R.I., Perry, D. (1992) Oxygen utilisation by isopenicillin N synthase from P.
chrysogenum. J. Chem. Tech. Biotechnol. 55, 233-238.

Barnicki-Garcia, S. (1973) Fundamental aspects of hyphal morphogenesis. In Microbial Differentiation,
ed. by Ashworth, J. M. and Smith, J. E., Cambridge University Press, Cambridge, pp. 245-267.

Barnicki-Garcia, S. (1999) Glucans, walls, and morphogenesis: On the contributions of J. G. H. Wessels
to the golden decades of fungal physiology and beyond. Fungal Genet. Biol., 27, 119-127.

Bartoshevich, Y.E. and Zaslavskaya, P.L. (1984) Morphological and functional characteristics of the
growth of Fusidium coccineum strains with different antibiotic activity during their submerged
cultivation. Mikrobiologiya, 53, 266-270.

Bartoshevich, Yu. E., Zaslavskaya, P.L., Novak, M.J., Yudina, O.D. (1990) Acremonium chrysogenum
differentiation and biosynthesis of cephalosporin. J. Basic Microbiol., 30, 313-320.

Bocking, S.P., Wiebe, M.G., Robson, G.D., Hansen, K., Christiansen, L.H., Trinci, A.P.J. (1999) Effect
of branch frequency in Aspergillus oryzae on protein secretion and culture viscosity. Biotechnol.
Bioeng., 65, 638-648.

Brameld, K. A., Shrader, W. D., Imperiali, B., and Goddard, W. A. III. (1998) Substrate assistance in the
mechanism of family 18 chitinases: Theoretical studies of potential intermediates and inhibitors. J.
Mol.Biol., 280, 913-923.

Cabib, E. (1987) The synthesis and degradation of chitin. Adv. Enzymol., 59, 59-101.

Cabib, E., Silverman, S. J. and Shaw, J. A. (1992) Chitinase and chitin synthase 1: counterbalancing

activities in cell separation of Saccharomyces cerevisiae. J. Gen. Microbiol., 138, 97-102.

93



Cannon, R.D., Timberlake, W.E., Gow, N.A.R., Bailey, D., Brown, A., Gooday, G.W., Hube, B., Monod,
D., Nombela, C., Navarro, F., Perez, R., Sanchez, M., Pla, J. (1994) Molecular and biochemical
aspects of fungal dimorphism. J. Med. Vet. Mycol., 32, 53-64.

Carter, W.O, Narayanan, P.K. and Robinson, J.P. (1994) Intracellular hydrogen peroxide and superoxide
anion detection in endothelial cells. J. Leukoc. Biol., 55, 253-258.

Cheeseman, K.H. and Slater, T.F. (1993) An introduction to free radical biochemistry. Br. Med. Bull., 49,
481-493.

Chiu, D.T.Y., Stults, F.H., Tappel, A.L. (1976) Purification and properties of rat lung soluble glutathione
peroxidase. Biochem. Biophys. Acta 445, 558-566.

Christensen, L.H., Henricksen, C.M., Nielsen, J., Villadsen, J., Egel-Mitani, M. (1995) Continuous
cultivation of Penicillium chrysogenum. Growth on glucose and penicillin production. J.
Biotechnol., 42, 95-107.

Chrzanowska, J., Kolaczkowska, M., and Polanowski, A. (1993) Production of extracellular proteolytic
enzymes by various species of Penicillium. Enzyme Microb. Technol., 15, 140—-143.

Cohen, B. L. (1973) Regulation of intracellular and extracellular neutral and alkaline proteases in
Aspergillus nidulans. J. Gen. Micro., 79, 311-320.

Cohen, B. L., Morris, J. E. and Drucker, H. (1975) Regulation of two extracellular proteases of
Neurospora crassa by induction and by carbon-, nitrogen- and sulfur-metabolite repression. Arch.
Biochem. Biophys., 169, 324-330.

Cohen, B.E. (1998) Amphotericin B toxicity and lethality: a tale of two channels. Int. J. Pharmaceutics,
162, 95-106.

Cooper, C. R. and Haycocks, N. G. (2000) Penicillium marneffei: an insurgent species among the
penicillia. J. Eukar. Microbiol., 47, 24-28.

Coppola, S. & Ghibelli, L. (2000) GSH extrusion and the mitochondrial pathway of apoptotic signalling.
Biochemical. Soc. Trans., 28, 56-61.

Cox, P.W., Paul, G.C., and Thomas, C.R. (1998) Image analysis of the morphology of filamentous micro-
organisms. Microbiology, 144, 817-827.

Cui, Y.Q., Van der Lans, R.G.J.M., and Luyben, K.C.A.M. (1998) Effects of dissolved oxygen tension
and mechanical forces on fungal morphology in submerged fermentation. Biotechnol. Bioeng., 57,
409-419.

Davis, W., Ronai, Z. and Tew, K.D. (2001) Cellular thiols and reactive oxygen species in drug-induced
apoptosis. J. Pharm. Experim. Therap., 296, 1-6.

Deacon, J.W. (1997) pp 29-46. In Modern Mycology, Blackwell Science, Oxford.

De la Cruz, J., Hidalgo-Gallego, A., Lora, J.M., Benitez, T., Pintor-Toro, J.A., Llobell, A. (1992)
Isolation and characterization of three chitinases from Trichoderma harzianum. Eur. J. Biochem.,
159, 316-322.

Den Tandt, W.R. and Scharpé, R. (1997) Plasma methylumbelliferyl-tetra-N-acetyl-chitotetraoside
hydrolase: further study of its characteristics as a chitinase and comparison with its activity on
Remazol Brilliant Violet carboxymethyl chitin. Clin. Chim. Acta, 268, 107-120.

Dickinson, K., Keer, V., Hitchcock, C. A. and Adams, D. J. (1989) Chitinase activity from Candida
albicans and its inhibition by allosamidin. J. Gen. Microbiol., 135, 1417-1421.

94



Dickinson, K., Keer, V., Hitchcock, C. A. and Adams, D. J. (1991) Microsomal chitinase activity from
Candida albicans. Biochim. Biophys. Acta, 1073, 177-182.

Diez, B., Schleissner, C., Moreno, M.A., Rodriguez, M., Collados, A., Barredo, J.L. (1998) The
manganese superoxide dismutase from the penicillin producer Penicillium chrysogenum. Curr.
Genet. 33, 387-394.

Dufour E, Boulay J, Rincheval V & Sainsard-Chanet A (2000) A causal link between respiration and
senescence in Podospora anserina. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97, 4138-4143.

Elskens, M.T., Jaspers, C.J., Penninckx, M.J. (1991) Glutathione as an endogenous sulphur source in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. J. Gen. Microbiol., 137, 637-644.

Emri, T., Pocsi, 1. and Szentirmai, A. (1997a) Glutathione metabolism and protection against oxidative
stress caused by peroxides in Penicillium chrysogenum. Free Rad. Biol. Med., 23, 809-814.

Emri, T., Poécsi, 1. and Szentirmai, A. (1997b) Phenoxyacetic acid induces glutathione-dependent
detoxification and depletes the glutathione pool in Penicillium chrysogenum. J. Basic Microbiol.,
37, 181-186.

Emri, T., Pocsi, . and Szentirmai, A. (1998) Changes in the glutathione (GSH) metabolism of Penicillium
chrysogenum grown on different nitrogen, sulphur and carbon sources. J. Basic Microbiol. 38, 3-8.

Emri, T., Pocsi, 1. and Szentirmai, A. (1999) Analysis of the oxidative stress response of Penicillium
chrysogenum to menadione. Free Rad. Res., 30, 125-132.

Emri, T., Leiter, E., Pécsi, 1. (2000) Effect of phenoxyacetic acid on the glutathione metabolism of
Penicillium chrysogenum. J. Basic Microbiol. 40, 93-104.

Emri, T., Leiter, E., Farkas, E., Pocsi, I. (2001) Penicillin productivity and glutathione-dependent
detoxification of phenylacetic and phenoxyacetic acids in Penicillium chrysogenum. J. Basic
Microbiol. 41, 67-73.

Eriksen, S.H., Jensen, B., Schneider, 1., Kaasgaard, S., Olsen, J. (1995) Uptake of phenoxyacetic acid by
Penicillium chrysogenum. Appl. Microbiol. Biotechnol. 42, 945-950.

Eriksson K.O., Kourteva I., Yao K.Q., Liao J.L., Kilar F., Hjerten S., Chaga G. (1987) Application of
high-performance chromatographic and electrophoretic methods to the purification and
characterization of glucose oxidase and catalase from Penicillium chrysogenum. J. Chromatogr.
397, 239-249.

Escott, G. M. and Adams, D. J. (1995) Chitinase activity in human serum and leukocytes. Infect. Immun.,
63, 4770-4773.

Escott, G. M., Hearn, V. M. and Adams, D. J. (1998) Inducible chitinolytic system of Aspergillus
fumigatus. Microbiology, 144, 1575-1581.

Esteve, J. M., Mompo, J., Garcia de la Asuncion, J., Sastre, J., Asensi, M., Boix, J., Vifia, J. R., Viiia, J. &
Pallardo, F. V. (1999) Oxidative damage to mitochondrial DNA and glutathione oxidation in
apoptosis: studies in vivo and in vitro. The FASEB Journal 13, 1055-1064.

Flattery-O’Brien, J. A., Grant, C. M. & Dawes, 1. W. (1997) Stationary-phase regulation of the
Saccharomyces cerevisiae SOD2 gene is dependent on additive effects of HAP2/3/4/5- and STRE-
binding elements. Molecular Microbiology 23, 303-312.

Frese, D. and Stahl, U. (1992) Oxidative stress and ageing in the fungus Podospora anserina. Mech.
Ageing Dev., 65, 277-288.

95



Frohlich, K.-U. & Madeo, F. (2000) Apoptosis in yeast - a monocellular organism exhibits altruistic
behaviour. FEBS Letters 473, 6-9.

Galiazzo F., Carri M.T., Ciriolo M.R. and Rotilio G. (1994) Superoxide dismutases in Saccharomyces
cerevisiae, pp. 361-390 in G. Winkelmann, D.R. Winge (Eds): Metal Ilons in Fungi. Marcel
Dekker, New York 1994.

Gamaley, [.A. & Klyubin, I.V. (1999) Roles of reactive oxygen species: Signaling and regulation of
cellular functions. Int. Rev. Cytol., 188, 203-238.

Gasch, A.P., Spellman, P.T., Kao, C.M., Carmel-Harel, O., Eisen, M.B., Storz, G., Botstein, D., Brown,
P.O. (2000) Genomic expression programs in the response of yeast cells to environmental changes.
Mol. Biol. Cell, 11, 4241-4257.

Gooday, G.W., Humphreys, A. M. and Mclntosh, W. H. (1986) Roles of chitinases in fungal growth. in
Chitin in Nature and Technology, ed. by Muzzarelli, R. A. A., Jeuniaux, C. and Gooday, G. W.,
Plenum Press, New York, pp. 83-91.

Gooday, G.W. (1989) Chitin metabolism as a target for antifungal and antiparasitic drugs and
agrochemicals. In Bioactive Metabolites from Microorganisms, ed. by Bushell, M. E. and Grife,
U., Elsevier, Amsterdam , pp.139-150.

Gooday, W. G. (1990) Physiology of microbial degradation of chitin and chitosan. Biodegradation, 1,
177-190.

Gooday, G.W., Zhu, W.-Y. and O'Donnell, R. W. (1992) What are the roles of chitinases in the growing
fungus? FEMS Microbiol. Lett., 100, 387-392.

Gooday, G.W. (1995a) The dynamics of hyphal growth. Mycol. Res., 99, 385-394.

Gooday, G.W. (1995b) Cell walls. In: The Growing Fungus, Gow, N.A.R. and Gadd, G.M., Eds.,
Chapman and Hall, London, U.K., 1995, pp. 43-62.

Gooday, G.W. (1997) The many use of chitinases in Nature. Chitin Chitosan Res., 3, 233-243.

Gooday, G.W., Gow, N. A. R., Brown, A. J. P., Schofield, D., Munro, C., McCreath, K. and Hunter, L.
(1997) Dynamics of chitin synthesis and breakdown in fungal walls. In Fungal Cells in Biodefense
Mechanism, ed. by Suzuki, S. and Suzuki, M., Saiken Publishing Co., Tokyo, pp. 239-246.

Gordon, L.J. and Lilly, W.W. (1995) Quantitative analysis of Schizophyllum commune metalloprotease
ScPrB activity in SDS-gelatin page reveals differential mycelial localization of nitrogen limitation
induced autolysis, Curr. Microbiol., 30, 337-343.

Gow, N.A.R. (1995) Yeast-hyphal dimorphism. In: The Growing Fungus, Gow, N.A.R. & Gadd, G.M,,
Eds. Chapman and Hall, London, U.K., 1995, pp. 401-422.

Grant, C.M., Maclver, F.H., Dawes, L.W. (1996) Glutathione is an essential metabolite required for
resistance to oxidative stress in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Curr. Genet. 29, 511-515.

Hansberg, W., Aguirre, J. (1990) Hyperoxidant states cause microbial cell differentiation by cell isolation
from dioxygen. J. Theor. Biol., 142, 201-221.

Hansberg, W., de Groot, H., Sies, H. (1993) Reactive oxygen species associated with cell differentiation
in Neurospora crassa. Free Rad. Biol. Med. 14, 287-293.

Hansberg, W. (1996) A hyperoxidant state at the start of each developmental stage during Neurospora
crassa conidiation. C.C.J. Brazilian Association for Adv. Science, 48, 68-74.

Harman, D. (1993) Free radical involvement in aging. Drugs Aging, 3, 60-80

Harman, D. (1999) Aging: minimizing free radical damage. J. Anti-Aging Med., 2, 15-36.

96



Harvey, L. M., McNeil, B., Berry, D. R. and White, S. (1998) Autolysis in batch cultures of Penicillium
chrysogenum at varying agitation rates. Enzyme Microb. Technol., 22, 446-458.

Hearn, V. M., Escott, G. M., Evans, E. G. V. and Adams, D. J. (1997) Intracellular and wall-associated
chitinases of Aspergillus fumigatus. In Fungal Cells in Biodefense Mechanism, ed. by Suzuki, S.
and Suzuki, M., Saiken Publishing Co., Tokyo, pp. 247-252.

Henriksen, C.M., Nielsen, J. and Villadsen, J. (1997) Influence of the dissolved oxygen concentration on
the penicillin biosynthetic pathway in steady-state cultures of Penicillium chrysogenum.
Biotechnol. Prog., 13, 776-782.

Henriksen, C.M., Nielsen, J. and Villadsen, J. (1998a) Modelling of the protonophoric uncoupling by
phenoxyacetic acid of the plasma membrane potential of Penicillium chrysogenum. Biotechnol.
Bioeng. 60, 761-767.

Henriksen, C.M., Nielsen, J. and Villadsen, J. (1998b) High exogenous concentration of phenoxyacetic
acid are crucial for a high penicillin V productivity in Penicillium chrysogenum. Microbiology,
144, 2001-2006.

Ho CS & Smith MD, 1986. Morphological alterations of Penicillium chrysogenum caused by carbon
dioxide. J Gen Microbiol, 132, 3479-3484.

Hodge, A., Gooday, G. W. and Alexander, 1. J. (1996) Inhibition of chitinolytic activities from tree
species and associated fungi. Phytochemistry, 41, 77-84.

Horsch, M., Mayer, C., Sennhauser, U., Rast D.M. (1997) B-N-Acetylhexosaminidase: A target for the
design of antifungal agents. Pharmacol. Ther. 76, 187-218.

Humphreys, A. M. and Gooday, G. W. (1984) Properties of chitinase activities from Mucor mucedo:
evidence for a membrane-bound zymogenic form. J. Gen. Microbiol., 130, 1359-1366.

Ishikawa, T. (1992) The ATP-dependent glutathione S-conjugate export pump. Trends Biochem. Sci., 17,
463-468.

Izumida, H., Nishijima, M., Takadera, T., Nomoto, A. M. and Sano, H. (1995) The effect of chitinase
inhibitors, cyclo(Arg-Pro) against cell separation of Saccharomyces cerevisiae and the
morphological change of Candida albicans. J. Antibiot., 49, 829-831.

Jakubowski W., Bilinski T., Bartosz G. (2000) Oxidative stress during aging of stationary cultures of the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Free Rad. Biol. Med. 28, 659-664.

Jamieson, D.J., Stephen, D.W.S., Terriére, E.C. (1996) Analysis of the adaptive oxidative stress response
of Candida albicans. FEMS Microbiol. Lett. 138, 83-88.

Jamieson, D. J. (1998) Oxidative stress responses of the yeast Saccharomyces cerevisiae. Yeast 14, 1511-
1527.

Jaspers, C.J., Penninckx, M.J. (1984) Glutathione metabolism in yeast Saccharomyces cerevisiae.
Evidence that y-glutamyltranspeptidase is a vacuolar enzyme. Biochimie 66, 71-74.

Johansen, C.L., Coolen, L., and Hunik, J.H. (1998) Influence of morphology on product formation in
Aspergillus awamori during submerged fermentations. Biotechnol. Prog., 14, 233-240.

Ju, LK., Ho, C.S. and Shanahan, J.F. (1991) Effects of carbon dioxide on the rheological behavior and
oxygen transfer in submerged penicillin fermentations. Biotechnol. Bioeng., 38, 1223-1232.
Jirgensen, C.W., Jacobsen, N.R., Emri, T., Eriksen, S.H., Pocsi, 1. (2001) Glutathione metabolism and

dimorphism in Aureobasidium pullulans. J. Basic Microbiol., 41, 131-137.

97



Jiisten, P., Paul, G.C., Nienow, A.W., Thomas, C.R. (1998a) A mathematical model for agitation-induced
fragmentation of Penicillium chrysogenum. Bioprocess Eng., 18, 7-16.

Jisten, P., Paul, G.C., Nienow, A.W., Thomas, C.R. (1998b) Dependence of Penicillium chrysogenum
growth, morphology, vacuolation, and productivity in fed-batch fermentations on impeller type
and agitation intensity. Biotechnol. Bioeng., 59, 762-775.

Kane, D. J., Sarafian, T. A., Anton, R., Hahn, H., Gralla, E. B., Valentine, J. S., Ord, T., Bredesen, D. E.
(1993) Bcl-2 inhibition of neural death: decreased generation of reactive oxygen species. Science
262, 1274-1277.

Karaffa, L., Séndor, E., Kozma, J., Szentirmai, A. (1996) Cephalosporin-C production, morphology and
alternative respiration of Acremonium chrysogenum in glucose-limited chemostat. Biotechnol.
Lett. 18, 701-706.

Karaffa, L., Sandor, E., Kozma, J., Kubicek, C.P., Szentirmai, A. (1999) The role of the alternative
respiratory pathway in the stimulation of cephalosporin C formation by soybean oil in
Acremonium chrysogenum. Appl. Microbiol. Biotechnol. 51, 633-638.

Karaffa, L., Vaczy, K., Sandor, E., Biro, S., Szentirmai, A., Pdcsi, 1. (2001) Cyanide-resistant alternative
respiration is strictly correlated to intracellular peroxide levels in Acremonium chrysogenum. Free
Rad. Res. 34, 405-416.

Kevei, F. & Kucsera, J. (2002) Mikrobioldgia I. (JATE Press, 2002) pp 216-229.

King, R. (1998) Mathematical modeling of the morphology of Streptomyces species. Adv. Biochem. Eng.
Biotech., 60, 95-123.

Krabben, P. and Nielsen, J. (1998) Modeling the mycelium morphology of Pencillium species in
submerged cultures. Adv. Biochem. Eng. Biotech., 60, 125-152.

Kreiner, M., McNeil B., Harvey L.M. (2000) "Oxidative stress" response in submerged cultures of a
recombinant Aspergillus niger (B1-D). Biotechnol. Bioeng. 70, 662-669.

Kreiner M, Harvey LM & McNeil B, (2003) Morphological and enzymatic responses of a recombinant
Aspergillus niger to oxidative stressors in chemostat cultures. J. Biotechnol, 100, 251-260.

Kuranda, M. J. and Robbins, P. W. (1991) Chitinase is required for cell separation during growth of
Saccharomyces cerevisiae. J. Biol. Chem., 266, 19758-19767.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage
Ty4. Nature, 227, 680-685.

Lahoz, R., Reyes, F., and Perez-Leblic, M. 1. (1976) Lytic enzymes in the autolysis of filamentous fungi.
Mycopathologia, 60, 45—-49.

Laun P., Pichova A., Madeo F., Fuchs J., Ellinger A., Kohlwein S., Dawes 1., Frochlich K.-U.,
Breitenbach M. (2001) Aged mother cells of Saccharomyces cerevisiae show markers of oxidative
stress and apoptosis. Mol. Microbiol. 39, 1166-1173.

Leary, N.O., Pembroke, A., Duggan, P.F. (1992) Improving accuracy of glucose oxidase procedure for
glucose determinations on discrete analyzers. Clin. Chem., 38, 298-302.

Leith, K.M., Hazen, K.C. (1988) Paraquat induced thiol modulation of Histoplasma capsulatum
morphogenesis. Mycopathologia 103, 21-27.

Ligr, M., Madeo, F., Frohlich, E., Hilt, W., Frohlich, K.-U. & Wolf, D.H. (1998) Mammalian Bax
triggers apoptotic changes in yeast. FEBS Letters 438, 61-65.

98



Lledias, F., Rangel, P. & Hansberg, W. (1999) Singlet oxygen is part of a hyperoxidant state generated
during spore germination. Free Rad. Biol. Med. 26, 1396-1404.

Lo, H., Kohler, J.R., DiDomenico, B., Loebenberg, D., Cacciapuoti, A., Fink, G.R. (1997)
Nonfilamentous C. albicans mutants are avirulent. Cell, 90, 939-949.

Lorin, S., Dufour, E., Boulay, J., Begel, O., Marsy, S., Sainsard-Chanet, A. (2001) Overexpression of the
alternative oxidase restores senescence and fertility in a long-lived respiration-deficient mutant of
Podospora anserina. Mol. Microbiol., 42, 1259-1267.

Lorito, M. (1998) Chitinolytic enzymes and their genes. In: Trichoderma and Gliocladium Vol 2 —
Enzymes, biological control and commercial applications. Editors: Harman, G.E. & Kubicek C.P.
pp 73-100.

Madeo, F., Frohlich, E., Ligr, M., Grey, M., Sigrist, S.J., Wolf, D.H. & Frohlich, K.U. (1999) Oxygen
stress: a regulator of apoptosis in yeast. J. Cell Biol., 145, 757-767.

Madeo, F., Engelhardt, S., Herker, E., Lehmann, N., Maldener, C., Proksch, A., Wissing, S., Frohlich,
K.U. (2002) Apoptosis in yeast: a new model system with applications in cell biology and
medicine. Curr. Genet., 41, 208-216.

Manavathu, E., Duncan, C., Porte, Q., Gunasekaran, M. (1996a) Inhibition of yeast-to mycelium
conversion of Candida albicans by conjugated styryl ketones. Mycopathologia 135, 79-83.

Manavathu, M., Gunasekaran, S., Porte, Q., Manavathu, E., Gunasekaran, M. (1996b) Changes in
glutathione metabolic enzymes during yeast-to-mycelium conversion of Candida albicans. Can. J.
Microbiol., 42, 76-79.

Manocha, M. S. and Balasubramanian, R. (1988) In vitro regulation of chitinase and chitin synthase
activity of two mucoraceous host of a mycoparasite. Can. J. Microbiol., 34, 1116-1121.

Maresca, B. and Kobayashi, G.S. (1989) Dimorphism in Histoplasma capsulatum: a model for the study
of cell differentiation in pathogenic fungi. Microbiol. Rev. 53, 186-209.

Matsushita K., Shinagawa E., Adachi O., Ameyama M. (1979) Membrane-bound D-gluconate
dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa. Its kinetic properties and a reconstitution of
gluconate oxidase. J. Biochem. (Tokyo) 86, 249-256.

Mauss, P. (1997) Location of respiration activity in filamentous bacteria by Image Analysis. Biotech.
Techn., 11, 813-817.

Mclntyre, M., Berry, D. R. and McNeil, B. (1999) Response of Penicillium chrysogenum to oxygen
starvation in glucose- and nitrogen-limited chemostat cultures. Enzyme Microb. Technol., 25, 447-
454.

Mclntyre, M., Berry, D. R. and McNeil, B. (2000) Role of proteases on autolysis of Penicillium
chrysogenum chemostat cultures in response to nutrient depletion. Appl. Microbiol. Biotechnol.,
53,235-242.

Mclntyre, M., Dynesen, J. and Nielsen, J. (2001) Morphological characterization of Aspergillus nidulans:
growth, septation and fragmentation. Microbiology, 147, 239-246.

McNab, R. and Glover, L. A. (1991) Inhibition of Neurospora crassa cytosolic chitinase by allosamidin.
FEMS Microbiol. Lett., 82, 79-82.

McNeil, B., Berry, D.R., Harvey, L.M., Grant, A., White, S. (1998) Measurement of autolysis in
submerged batch cultures of Penicillium chrysogenum. Biotechnol. Bioeng, 57,297-305.

99



Medvedev, Z.A. (1990) An attempt at a rational classification of theories of aging. Biol. Rev., 65, 375-
398.

Mehdi, K. and Penninckx, M. J. (1997) An important role of glutathione and y-glutamyltranspeptidase in
the supply of growth requirements during nitrogen starvation of the yeast Saccharomyces
cerevisiae. Microbiology 143, 1885-1889.

Mehdi, K., Thiere, J. and Penninckx, M.J. (2001) y-Glutamyl transpeptidase in the yeast Saccharomyces
cerevisiae and its role in the vacuolar transport and metabolism of glutathione. Biochem. J., 359,
631-637.

Mischak H., Kubicek C.P., Rohr M. (1985) Formation and location of glucose oxidase by citric acid
producing mycelia of Aspergillus niger. Appl. Microbiol. Biotechnol. 21, 27-31.

Monks, T.J., Andres, M.W., Dekant, W., Stevens, J., Lau, S.S., van Bladern, P.J. (1990) Glutathione
conjugate mediated toxicities. Toxicol. Appl. Pharmacol., 106, 1-19.

Nestelbacher R., Laun P., Vondrakova D., Pichova A., Schiiller C., Breitenbach M. (2000) The influence
of oxygen toxicity on yeast mother cell-specific aging. Exp. Gerontol. 35, 63-70.

Nielsen, J., Johansen, C.L. and Villadsen, J. (1994) Culture fluorescent measurements during batch and
fed-batch cultivations with Penicillium chrysogenum. J. Biotechnol. 38, 51-62.

Nielsen, J. (1995) Physiological Engineering Aspects of Penicillium chrysogenum. Polyteknisk Forlag,
Lyngby, 1995.

Nielsen, J. and Krabben, P. (1995) Hyphal growth and fragmentation of Penicillium chrysogenum in
submerged cultures. Biotechnol. Bioeng., 46, 588-598.

Nohl, H. (1993) Involvement of free radicals in aging: a consequence of senescence. Br. Med. Bull., 49,
653-667.

Nuero, O. M., Alfonso, C., Del Amo, F., and Reyes., F. (1993) Study of B(1, 3)—glucanase activity during
autolysis of Aspergillus nidulans by FPLC ion-exchange chromatography, Lett. Appl. Microbiol.,
17, 104-108.

Oberley, L.W., Spitz, D.R. (1984) Assay of superoxide dismutase activity in tumour tissue. Methods
Enzymol., 105, 457-464.

Orlowski, M. (1994) Yeast/mycelium dimorphism. In Wessels, J.G.H., Meinhardt, F. (eds): The Mycota
I. Growth, Differentiation and Sexuality, Springer-Verlag, Berlin, 1994. pp. 143-162.

Osiewacz, H. D. (1990) Molecular analysis of aging processes in fungi. Mut.Res., 237, 1-8.

Paul, G.C., Kent, C.A. and Thomas, C.R. (1993) An image processing method for the fully automatic
measurement of vacuoles in filamentous fungi. Binary Comput. Microbiol., S5, 92-99.

Paul, G.C., Kent, C.A. and Thomas, C.R. (1994) Hyphal vacuolation and fragmentation in Penicillium
chrysogenum. Biotechnol. Bioeng., 44, 655-660.

Paul, G.C. and Thomas, C.R. (1996) A structured model for hyphal differentiation and penicillin
production using Penicillium chrysogenum. Biotechnol. Bioeng., 51, 558-572.

Paul, G.C. and Thomas, C.R. (1998) Characterization of mycelial morphology using image analysis. Adv.
Biochem. Eng. Biotech., 60, 1-59.

Peberdy, J.F. (1994) Protein secretion in filamentous fungi — trying to understand a highly productive
black box. Trends Biotechnol., 12, 50-57.

Pedersen, A.G., Bundgaard-Nielsen, M., Nielsen, J., Villadsen, J., Hassager, O. (1993) Rheological

characterisation of media containing Penicillium chrysogenum. Biotechnol. Bioeng., 41, 162-164.

100



Penninckx, M.J., Jaspers, C.J., Wiame, J.M. (1980) Glutathione metabolism in relation to the amino-acid
permeation systems of the yeast Saccharomyces cerevisiae. Eur. J. Biochem., 104, 119-123.
Penninckx, M.J., Elskens, M.T. (1993) Metabolism and functions of glutathione in micro-organisms. Adv.

Microbial Physiol., 34,239-301.

Penninckx, M.J. (2000) A short review on the role of glutathione in the response of yeasts to nutritional,
environmental, and oxidative stresses. Enz. Microb. Technol., 26, 737-742.

Perez-Leblic, M. L., Reyes, F., Lahoz, R., and Archer, S. A. (1982) Autolysis of Penicillium oxalicum
with special reference to its cell walls, Can. J. Microbiol., 28, 1289-1295.

Peter, M. G. and Schweikart, F. (1990) Chitin biosynthesis enhancement by the endochitinase inhibitor
allosamidin. Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 371, 471-473.

Peterson, G.L. (1983) Determination of total protein. Methods Enzymol., 91, 86-105.

Pinto, M.C., Mata, A.M., Lopez-Barea, J. (1984) Reversible inactivation of Saccharomyces cerevisiae
glutathione reductase under reducing conditions. Arch. Biochem. Biophys., 228, 1-12.

Pitson, S., Seviour, R. J., Bott, J., and Stasinopoulos, S. J. (1991) Production and regulation of 8-
glucanases in Acremonium and Cephalosporium isolates, Mycol. Res., 95, 352-356.

Pitson, S. M., Seviour, R. J., and McDougall, B. M. (1993) Non-cellulolytic fungal B-glucanases: their
physiology and regulation. Enzyme Microb. Technol., 15, 178-192.

Pitson, S. M., Seviour, R. J., and McDougall, B. M. (1997) Effect of carbon source on extracellular
B(1->3) and B(1->6)-glucanase production by Acremonium persicinum. Can. J. Microbiol., 43,
432-439.

Pocsi, 1., Pocsi, 1. and Pusztahelyi, T. (1999) Physiological and enzymological characterization of the B-
N-acetylhexosaminidase of Penicillium chrysogenum. J. Basic Microbiol., 39, 177-187.

Pocsi, 1., Pusztahelyi, T., Bogati, T., Szentirmai, A. (1993) The formation of N-acetyl-B-D-
hexosaminidase is repressed by glucose in Penicillium chrysogenum. J. Basic Microbiol., 33, 259-
267.

Polacheck, Y. and Rosenberger, R. F. (1975) Autolytic enzymes in hyphae of Aspergillus nidulans: their
action on old and newly formed walls. J. Bacteriol., 121, 332-337.

Priede, M.A., Krasnopolskaya, L.M. and Viesturs, U.E. (1997) Control of the production of individual
fusicoccins at different dissolved oxygen concentrations. World J. Microbiol. Biotechnol., 13, 665-
670.

Pusztahelyi, T., Pdcsi, 1., Kozma, J., Szentirmai, A. (1996) In vitro and in vivo inhibition of the
Penicillium chrysogenum N-acetyl-B-D-hexosaminidase. Acta Microbiol. Immunol. Hung., 43,
252-257.

Pusztahelyi, T., Pocsi, 1., Kozma, J., Szentirmai, A. (1997a) Aging of Penicillium chrysogenum cultures
under carbon starvation: I: morphological changes and secondary metabolite production.
Biotechnol. Appl. Biochem., 25, 81-86.

Pusztahelyi, T., Pocsi, 1. and Szentirmai, A. (1997b) Aging of Penicillium chrysogenum cultures under
carbon starvation: II: protease and N-acetyl-B-D-hexosaminidase production. Biotechnol. Appl.
Biochem., 25, 87-93.

Pusztahelyi, T. (1997c) Oregedé Penicillium chrysogenum tenyészetek élettani vizsgilata (Egyetemi
doktori {PhD} értekezés).

101



Rast, D. M., Horsch, M., Furter, R., Gooday, G. W. (1991) A complex chitinolytic system in
exponentially growing mycelium of Mucor rouxii: properties and function. J. Gen. Microbiol.,
137, 2797-2810.

Rast, D. M., Merz, R. A., Jeanguenat, A. and Mosinger, E. (2000) Enzymes of chitin metabolism for the
design of antifungals. In Advances in Chitin Science, Vol. 4, ed. by Peter, M. G., Domard, A. and
Muzzarelli, R. A. A., University of Potsdam, Potsdam, pp. 479-505.

Reichard, U., Hung, C.Y., Thomas, P.W., Cole, G.T. (2000) Disruption of the gene which encodes a
serodiagnostic antigen and chitinase of the human fungal pathogen Coccidioides immitis. Infect.
Immun., 68, 5830-5838.

Reyes, F., Lahoz, R., and Moreno, A. V. (1981) Synthesis of 1,3-B-glucanase and B-N-
acetylglucosaminidase during autolysis of Neurospora crassa, J. Gen. Microbiol., 126, 347-353.

Reyes, F., Calatayud, J. and Martinez, M. J. (1988) Chitinolytic activity in the autolysis of Aspergillus
nidulans. FEMS Microbiol. Lett., 49, 239-243.

Reyes, F., Calatayud, J., and Martinez, M. J. (1989a) Endochitinase from Aspergillus nidulans implicated
in the autolysis of its cell wall. FEMS Microbiol. Lett., 60, 119-124.

Reyes, F., Calatayud, J., Vazquez, C., and Martinez, M. J. (1989b) B-N-acetylglucosaminidase from
Aspergillus nidulans which degrades chitin oligomers during autolysis. FEMS Microbiol. Lett., 65,
83-88.

Reyes, F., Villanueva, P., and Alfonso, C. (1990a) Nucleases in the autolysis of filamentous fungi. FEMS
Microbiol. Lett., 69, 67-72.

Reyes, F., Martinez, J.,Alfonso, C., Copa-Patifio, J.L., Soliveri, J. (1990b) Cephalosporin C acylase in the
autolysis of filamentous fungi. J. Pharm. Pharmacol., 42, 128-131.

Righelato, R., Trinci, C., A. P. J., and Pirt, S.J. (1968) The influence of maintenance energy and growth
rate on the metabolic activity, morphology and conidiation of Penicillium chrysogenum. J. Gen.
Microbiol., 50, 399-412.

Rodriguez, J., Santos, M.J., Copa-Patifio, J.L., Pérez-Leblic, M.1. (1993) Chitinolytic activity produced by
Penicillium oxalicum in different culture media, Lett. Appl. Microbiol., 16, 69-71.

Rodriguez, J., Copa-Patino, J. L., and Perez-Leblic, M. 1. (1995) Purification and properties of a chitinase
from Penicillium oxalicum autolysates. Lett. Appl. Microbiol., 20, 46—49.

Roggenkamp, R., Sahm, H., Wagner, F. (1974) Microbial assimilation of methanol induction and
function of catalase in Candida boidinii. FEBS Lett., 41, 283-286.

Roukas T. and Harvey L. (1988) The effect of pH on the production of citric acid and gluconic acid from
beet molasses using continuous culture. Biotechnol. Lett. 10, 289-294.

Royall, J.A. and Ischiropoulos, H. (1993) Evaluation of 2’,7’-dichlorofluorescin and dihydrorhodamine
123 as fluorescent probes for intracellular H2O7 in cultured endothelial cells. Arch. Biochem.
Biophys., 302, 348-355.

Roze, L. V. & Linz, J. E. (1998) Lovastatin triggers apoptosis-like cell death process in the fungus Mucor
racemosus. Fungal Gen. Biol., 25, 119-133.

Rozén, S., Yu, J.H. and Adams, T.H. (1999) The Aspergillus nidulans sfaD gene encodes a G protein 3
subunit that is required for normal growth and repression of sporulation. EMBO J., 18, 5592-5600.

102



Ruijter, G.J.G., Kubicek, C.P. and Visser, J. (2002) Production of organic acids by fungi. In The Mycota,
edited by K Esser & JW Bennett, Vol X, edited by HD Osiewacz, Springer-Verlag, Berlin, 2002.
Pp 213-230.

Sakuda, S., Isogai, A., Matsumoto, S., Suzuki, A. (1986) The structure of allosamidin, a novel insect
chitinase inhibitor, produced by Streptomyces sp. Tetrahedron Lett., 27, 2475-2478.

Sakuda, S., Isogai, A., Matsumoto, S., Suzuki, A. (1987) Search for microbial insect growth regulators II.
Allosamidin, a novel insect chitinase inhibitor. J. Antibiot., 40, 296-300.

Sakuda, S. & Sakurada, M. (1998) Preparation of biotinylated allosamidins with strong chitinase
inhibitory activities. Bioorg. Med. Chem. Lett., 8,2987-2990.

Sakurada, M., Morgavi, D.P., Komatani, K., Tomita, Y., Onodera, R. (1997) Purification and
characteristics of an autolytic chitinase of Piromyces communis OTS1 from culture medium. Curr.
Microbiol., 35, 48-51.

Sanchez, S., Flores, M.E., Demain, A.L. (1988) Nitrogen regulation of penicillin and cephalosporin
fermentations. In Sanchez-Esquivel, S. (ed): Nitrogen Source Control of Microbial Processes,
CRC Press, Boca Raton. 1988. pp. 121-136.

Sandor, E., Pusztahelyi, T., Karaffa, L., Karanyi, Z., Pdcsi, 1., Biro, S., Szentirmai, A., Pécsi, 1. (1998)
Allosamidin inhibits the fragmentation of Acremonium chrysogenum but does not influence the
cephalosporin-C production of the fungus. FEMS Microbiol. Lett., 164, 231-236.

Santamaria, F. and Reyes, F. (1988) Proteases produced during autolysis of filamentous fungi. Trans. Br.
Mycol. Soc., 91, 217-220.

Saxena, M., Allameh, A., Mukerji, K.G. and Raj, H.G. (1991) Epoxidation Of Aflatoxin Bl By
Aspergillus Flavus Microsomes In Vitro: Interaction With Dna And Formation Of Aflatoxin B1-
Glutathione Conjugate. Chem. Biol. Interact., 78, 13-22.

Schrickx, J. M. Krave, A. S., Verdoes, J. C., Van den Hondel, C. A. M. J. J., Stouthamer, A. H., and van.
Verseveld, H. W. (1993) Growth and product formation in chemostat and recycling cultures by
Aspergillus niger N402 and a glucoamylase over producing transformant, provided with multiple
copies of the gla A gene. J. Gen. Microbiol., 139, 2801-2810.

Schugerl, K., Gerlach, S. R., and Siedenberg, D. (1998) Influence of the process parameters on the
morphology and enzyme production of Aspergilli. Adv. Biochem. Eng. Biotech., 60, 195-270.

Schwartz, R., Lucas, M.T., Escalante, L., Vazquez, G., Sanchez, S. (1988) Glutathione formation in
Penicillium chrysogenum: Stimulatory effect of ammonium. J. Gen. Microbiol., 134, 1117-1121.

Shamlou, A.P., Makagiansar, H.Y., Ison, A.P., Lilly, M.D., Thomas, C.R. (1994) Turbulent breakage of
filamentous micro-organisms in submerged culture in mechanically stirred bioreactors. Chem.
Engineer. Sci., 49, 2621-2631.

Sheehan, D. and Casey, J.P. (1993) Microbial Glutathione S-Transferases. Comp. Biochem. Physiol., 104,
1-6.

Sheehan, D., Meade, G., Foley, V.M., Dowd, C.A. (2001) Structure, Function and Evaluation Of
Glutathione Transferases: Implications For Classification Of Non-Mammalian Members Of An
Ancient Enzyme Superfamily. Biochem. J., 360, 1-16.

Shiomi, K., Arai, N., Iwai, Y., Turberg, A., Kolbl, H., Omura, S. (2000) Structure of argifin, a new
chitinase inhibitor produced by Gliocladium sp. Tetrahedron Lett., 41, 2141-2143.

103



Skulachev, V.P. (2000) Mitochondria in the programmed death phenomena; a principle of biology: "It is
better to die than to be wrong". [UBMB Life, 49, 365-373.

Skulachev, V.P. (2001) The programmed death phenomena, aging, and the Samurai law of biology. Exp.
Gerontol., 36, 995-1024.

Smith, J.J., Lilly, M.D., and Fox, R.I. (1990) The effect of agitation on the morphology and penicillin
production of Penicillium chrysogenum. Biotechnol. Bioeng., 35, 1011-1023.

Stephen, D.W.S. and Jamieson, D.J. (1996) Glutathione is an important antioxidant molecule in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol. Lett., 141, 207-212.

Stevens, C.M., Vohra, P, Inamine, E., Roholt, O.H. (1953) Utilisation of sulfur compounds for penicillin
biosynthesis. J. Biol. Chem., 205, 1001-1006.

Takaya, N., Yamazaki, D., Horiuchi, H., Ohta, A., Takagi, M. (1998) Cloning and characterization of a
chitinase-encoding gene (chiA) from Aspergillus nidulans, disruption of which decreases
germination frequency and hyphal growth. Biosci. Biotechnol. Biochem., 62, 60-65.

Theilgaard, H.A. and Nielsen, J. (1999) Metabolic control analysis of the penicillin biosynthetic pathway:
the influence of the LLD-ACV:bisACV ratio on the flux control. Antonie van Leeuwenhoek 75,
145-154.

Thomas, D., Klein, K., Manavathu, E., Dimmock, J.R., Mutus, B. (1991) Glutathione levels during
thermal induction of the yeast-to-mycelial transition in Candida albicans. FEMS Microbiol. Lett.,
77, 331-334.

Thrane, C. and Olsson, S. (1998) Do fungi die by controlled cell death? In Abstracts of the 6"
International Mycological Congress — Jerusalem, p. 103. KENES, Organisers of Congresses and
Tour Operators Ltd.: Tel Aviv

Toledo, 1., Aguirre, J. and Hansberg, W. (1994) Enzyme inactivation related to a hyperoxidant state
during conidiation of Neurospora crassa. Microbiology, 140, 2391-2397.

Toledo, I., Rangel, P. and Hansberg, W. (1995) Redox imbalance at the start of each morphogenetic step
of Neurospora crassa. Arch. Biochem. Biophys., 319, 519-524.

Trinci A.P.J. & Righelato R.C. (1970) Changes in constituents and ultrastructure of hyphal compartments
during autolysis of glucose-starved Penicillium chrysogenum. J. Gen. Microbiol., 60, 239-249.

Trinci, A.P.J. (1979) The duplication cycle and branching in fungi, in Fungal Walls and Hyphal Growth,
Burnett, J.H. and Trinci, A. P. J., Eds., Cambridge University Press, Cambridge, U.K., 319-357.

Van De Kamp, M., Driessen, A.J.M. and Konings, W.N. (1999) Compartmentalization and transport in 3
lactam antibiotic biosynthesis by filamentous fungi. Antonie van Leeuwenhoek 75, 41-78.

Vanhoutte, B., Pons, M. N., Thomas, C. R., Louvel, L., and Vivier, H. (1995) Characterization of
Penicillium chrysogenum physiology in submerged cultures by colour and monochrome image
analysis, Biotechnol. Bioeng., 48, 1-11.

Vessey, J.C. and Pegg, G.F. (1973) Autolysis and chitinase production in cultures of Verticillium albo-
atrum. Trans. Br. Mycol. Soc., 60, 133-143.

Warholm, M., Guthenberg, C., von Bahr, C., Mannervik, B. (1985) Glutathione transferases from human
liver. Methods Enzymol., 113, 499-504.

Wessels, J.H.G. (1984) Apical hyphal wall extension. Do lytic enzymes play a role? In Microbial Cell
Wall Synthesis and Autolysis, ed. by Nombela, C., Elsevier, Amsterdam, pp. 31-42.

Wessels, J.G.H. (1986) Cell wall synthesis in apical hyphal growth. Inz. Rev. Cytol., 104, 37-79.

104



Wessels, J.G.H. (1993) Wall growth, protein excretion and morphogenesis in fungi. New Phytol., 123,
397-413.

Wessels, J.G.H. (1999) Fungi in their own right. Fungal Genet. Biol., 27, 134-145.

Walsh, T.J., Viviani, M.A., Arathoon, E., Chiou, C., Ghannoum, M., Groll, A.H., Odds, F.C. (2000) New
targets and delivery systems for antifungal therapy. Med. Mycol., 38, 335-347.

White, S., Berry, D. R. and McNeil, B. (1999) Effect of phenylacetic acid feeding on the process of
cellular autolysis in submerged batch cultures of Penicillium chrysogenum. J. Biotechnol., 75,
173-185.

White, S., Mclntyre, M., Berry, D.R., McNeil, B. (2002) The autolysis of industrial filamentous fungi.
Crit. Rev. Biotechnol., 22, 1-14.

Wickens, A.P. (2001) Ageing and the free radical theory. Resp. Physiol., 128, 379-391.

Witteveen, C.F.B., Veenhuis, M. and Visser, J. (1992) Localization of glucose oxidase and catalase
activities in Aspergillus niger. Appl. Environ. Microbiol., 58, 1190-1194.

Witteveen, C.F.B., van de Vondervoort, P.J.I., van den Broeck, H.C., van Engelenburg, F.A.C., de Graaff,
L.H., Hillebrand, M.H.B.C., Schaap, P.J., Visser, J. (1993) Induction of glucose oxidase, catalase,
and lactonase in Aspergillus niger. Curr. Genet., 24, 408-416.

Zadzinski, R., Fortuniak, A., Bilinski, T., Grey, M., Bartosz, G. (1998) Menadione toxicity in
Saccharomyces cerevisiae cells: activation by conjugation with glutathione. Biochem. Mol. Biol.
Int., 44, 747-759.

Zhang, Y. and Herman, B. (2002) Ageing and apoptosis. Mech. Ageing Dev., 123, 245-260.

105



9. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE

9.1. Cikkek

1. Pocsi, 1., Emri, T., Varecza, Z., Sami, L. and Pusztahelyi, T. (1999)
Allosamidin inhibits the fragmentation and autolysis of Penicillium chrysogenum. in:
Advances in Chitin Sciences. Edd.: Peter, M.G., Domard, A. and Muzzarelli, R.A.A.
Vol.4. pp.:558-564.

2. Emri, T., Sdmi, L., Szentirmai, A. and Pocsi, 1. (1999) Nitrate assimilation

and oxidative stress responses in Penicillium chrysogenum. J. Basic Microbiol., 39(2),

109-115. Impakt faktor: 0.421

Hiv: 1. Theilgaard, H.A., van der Berg, M.A., Mulder, C.A., Bovenberg, A.L. and Nielsen, J.
(2001) Biotechnol. Bioeng., 72, 379-388.

3. Pocsi, I, Sami, L., Leiter, E., Majoros, L., Szabo, B., Emri, T. and
Pusztahelyi, T. (2001) Searching for new-type antifungal drugs. Acta Microbiol.
Immunol. Hung., 48, 533-543.

4. Pocsi, I, Emri, T., Sami, L., Leiter E. and Szentirmai, A. (2001) The
glutathione metabolism of the [-lactam producer filamentous fungus Penicillium
chrysogenum. Acta Microbiol. Immunol. Hung., 48, 393-411.

5. Sami, L., Emri, T. and Pocsi, 1. (2001) Autolysis and aging of Penicillium
chrysogenum cultures under carbon starvation: III: glutathione metabolism and
formation of reactive oxygen species. Mycol. Res., 105, 1246-1250. Impakt faktor:

1.346

Hiv: 1. Madeo, F., Engelhardt, S., Herker, E., Lehmann, N., Maldener, C., Proksch, A., Wissing,
S. and Frohlich, K.-U. (2002) Curr. Genet., 41, 208-216.

2. Radman, R., Saez, T., Bucke, C. and Keshavarz, T. (2003) Biotechnol. Appl. Biochem. 37,
91-102.

6. Sami, L., Pusztahelyi, T., Emri, T., Varecza, Z., Fekete, A., Grallert, A.,
Karanyi, Zs., Kiss, L. and Pdcsi, I. (2001) Autolysis and aging of Penicillium
chrysogenum cultures under carbon starvation: IV: chitinase production and antifungal

effect of allosamidin. J. Gen. Appl. Microbiol., 47, 201-211. Impakt faktor: 0.512
Hiv: 1. Fusetti, F., von Moeller, H., Houston, D., Rozeboom, H.J., Dijkstra, B.W., Boot, R.G.,
Aerts, JM.F.G. and van Aalten, D.M.F. (2002) J. Biol. Chem. 277, 25537-25544.
2. Houston, D.R., Eggleston, 1., Synstad, B., Eijsink, V.G. and van Aalten, D.M. (2002)
Biochem. J. 368, 23-27.

106



7. Emri, T., Olah, B., Sami, L., Molnar, Zs., Nagy, M., Pusztahelyi, T. and
Pocsi., 1. (2002) Investigation of glutathione metabolism in filamentous fungi. Acta
Microbiol. Immunol. Hung., 49, 267-276.

8. Sami, L., Karaffa, L., Emri, T. and Pocsi, I. (2003) Autolysis and aging of
Penicillium chrysogenum cultures under carbon starvation: V: respiration and glucose
oxidase production. Acta Microbiol. Immunol. Hung., In Press.

9. Emri, T., Olah, B., Sami, L., Pécsi, 1. (2003) Does the detoxification of
penicillin side-chain precursors depend on microsomal monooxygenase and glutathione
S-transferase in Penicillium chrysogenum? J. Basic Microbiol., In Press. Impakt
faktor: 0.421

10. Pécsi, 1., Pusztahelyi, T., Sadmi, L., Emri, T. (2003) Autolysis of Penicillium
chrysogenum — A Holistic Approach. Ind. J. Biotechnol., In Press.

9.2. Poszterek, eloadasok:

1. Hazai konferenciak:

1. Sami, L., Emri, T., Pocsi, I. and Szentirmai, A. (1998) Nitrate assimilation
and oxidative stress responses in Penicillium chrysogenum. A Magyar Mikrobioldgiai
Tarsasag 15. Nagygytlése, Miskolc, 1998.

2. Sami, L., Emri, T., Szentirmai, A. and Pocsi, 1. (1999) Protection against
oxidative stress in Penicillium chrysogenum cells grown on nitrate or nitrite. I. Magyar
Mikologiai Konferencia, Budapest, 1999.

3. Pécsi, 1., Emri, T., Sami, L., Varecza, Z., Pusztahelyi, T., Grallert, A. Kiss, L.
(2000) Az allozamidin hatasa Oregedd Penicillium chrysogenum tenyészetek
fragmentalodasara, autolizisére és kriptikus novekedésére. A Magyar Kemoterdpiai
Tarsasag 15. Konferencidja, Hajdiszoboszlo, 2000.

4. Sami, L., Emri, T., Varecza, Z., Pusztahelyi, T., Pocsi, 1. (2000)
Fragmentation, autolysis and cryptic growth in ageing Penicillium chrysogenum
cultures. A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag 17. Nagygytlése, Keszthely 2000.

5. Pécsi, 1., Emri, T., Sami, L. and Pusztahelyi, T. (2000) The glutathione
metabolism of the filamentous fungus Penicillium chrysogenum. A Magyar

Mikrobiologiai Tarsasadg 17. Nagygytilése, Keszthely, 2000.

107



6. Sami L., Emri T. és Pocsi 1. (2000) A dioxigén kizarasi elmélet
alkalmazhat6saga a Penicillium chrysogenum autolizisekor és a talélé morfologiai
formak csirazasakor. IX. Fermentacios Kollokvium, Debrecen, 2000.

7. Pocsi, 1., Sami, L., Leiter, E., Majoros, L., Szabd, B., Emri, T., Pusztahelyi, T.
(2001) Uj tipusu antifungélis szerek kutatdsa. A Magyar Mikrobiologiai Téarsasag 18.
Nagygytilése, Balatonfiired, 2001.

8. Pocsi, 1., Sami, L., Pusztahelyi, T. és Emri, T. (2001) A Penicillium
chrysogenum autolizise ¢s Oregedése. A Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag 18.
Nagygytlése, Balatonfiired, 2001.

9. Sami, L., Karaffa, L., Emri, T. és Pocsi, 1. (2002) Légzés és gliikoz oxidaz
termelés Penicillium chrysogenum tenyészetekben. A Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag

19. Nagygytilése, Balatonfiired, 2002.

II. Kiilfoldi konferenciak:

1. Pécsi, 1., Emri, T., Varecza, Z., Sami, L. and Pusztahelyi, T. (1999)
Allosamidin inhibits the fragmentation and autolysis of Penicillium chrysogenum.
Euchis’99 — 3™ International Conference of the European Chitin Society, University of
Potsdam.

2. Pécsi, 1., Sami, L., Emri, T., Varecza, Z. and Pusztahelyi, T. (2001)
Antifungal effect of allosamidin on autolysing Penicillium chrysogenum cultures. 3™
International Symposium on Chitin Enzymology and 4™ Conference of the European
Chitin Society, University of Ancona, Ancona, Italy.

3. Pocsi, 1., Emri, T., Sdmi, L. and Pusztahelyi, T. (2002) Autolysis of
Penicillium chrysogenum - physiological characterization of the post-autolytic phase of

growth. VIII. International Fungal Biology Conference, Guanajuato, Mexico.

108



