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1. BEVEZETES

A Penicillium chrysogenum a penicillin V felfedezése ota kiemelt biotechnoldgiai
jelentéségli fonalas gomba. Ugyanakkor azonban altalanosan elmondhatd, hogy bar a fermentacios
iparban a mai napig komoly gondot jelent a tenyészetek kontrollalatlan fragmentacidja, autolizise és
oregedése — ami hatranyosan befolyasolja mind a produktivitast, mind a termékkinyerést — ezen
folyamatok, illetve szabalyozottsaguk, mint példaul a sejtek differencidlodasa és Gregedése soran
zajlé redox valtozdsok, mind a mai napig csak részben felderitettek. Az ezirdnyt kutatdsok
eredményeitdl olyan uj stratégiak kidolgozéasa remélhetd, melyek hatékonyabba tehetik a gombak
biotechnologiai alkalmazasat, illetve a fonalas és dimorf patogén gombdk okozta fertézésekkel
szembeni védekezést.

A fonalas gombdk autolizise az dregedd tenyészetek “Onemésztésének™ dsszetett, tobbfazist
folyamata, melynek része a sejtburok részleges permeabilizacidja, majd az intracellularis anyag
fokozatos elvesztése (White et al., 2002). Az ipari fermentaciok sordn a fonalas gombak stillyesztett
tenyészeteiben ez az 4altalanos sejtleépiilés a stacioner fazis végén veszi kezdetét; ekkor az
autolizisben kulcsszerepet jatszo hidrolazok (protedzok, gliikkanazok és kitinolitikus enzimek)
keriilnek a tapkodzegbe, melyek gyengiilo sejtstrukturat és vakuolarizaciot eredményeznek. Ennek
kovetkeztében pedig csokken a hifak mechanikai stressz-tiirése, €s fokozodik a fragmentacio (White
et al., 2002). Az autolizis szabalyozasa egyelOre csak részben tisztazott, de az mara vilagos, hogy —
a korai elképzelésekkel ellentétben — dinamikus, energiaigényes, €s igen magas fokon, génszinten
szabalyozott jelenség, melyet szdmos kiilsd ¢és belsd tényezd kivalthat, illetve befolyasolhat
(Mclntyre et al., 1999). Ide tartozik tobbek kozott a tapanyag-limitacid (Pusztahelyi et al., 1997), és
az autolitikus hidrolazok (példaul kitinazok) tapkozegbe keriilése (White et al., 2002). Az ipari
fermentaciok esetében a cél az autolizis elkeriilése, vagy késleltetése az antibiotikum-termelés
megakadalyozéasa végett.

A kitindzoknak fontos szerepet tulajdonitanak a gombak kiilonféle morfogenetikus folyamataiban,
tobbek kozott a kor-fliggd fragmentacidoban é€s autolizisben (Gooday, 1992, 1997). Az enzimek
fiziologiai szerepének vizsgalatdhoz idealis lehetdséget kinal a kiilonféle inhibitorok, példaul az
allézamidin in vitro és in vivo alkalmazasa.

A gombak morfologiai valtozasaiért — toObbek kozott az autolizisért €s dimorf atalakulasért — felelds
gének expresszidjat kiillonbozd stressz-folyamatok is befolydsolhatjdk. Az intracellularis ROS
akkumulacié példaul elindithatja a spordk csirazasat (Lledias et al., 1999), ¢és akar az autolizist
(Hansberg & Aguirre, 1990). Ujabb vizsgalatok alapjan az atmeneti hiperoxidans allapotok igen

fontos korai szignal-transzdukcidés eseményeknek tekinthetok. Hansberg “a sejtdifferencialdédas



dioxigén kizarasi elmélete”-nek megfeleléen (Hansberg & Aguirre, 1990) lehetséges, hogy a
morfoldgiai valtozdsok mozgatdéja az instabil hiperoxidans allapotokban a molekularis oxigén
kizarasara valo torekvés, ami altal a mikroorganizmus 1j, a kdrnyezeti koriilményeknek megfeleld,
stabil morfologiai €s élettani allapotba jut. Példaul a Neurospora crassa aszexualis életciklusanak
minden stabil allapotat megeldzte egy GSH/GSSG redox egyenstlyvesztéssel parosuld atmeneti
hiperoxidans allapot (Hansberg et al., 1993).

A sejtek tobbféle védelmi rendszerrel is rendelkeznek a kdros szabadgyokok elmindlasara. Az
elsédleges védelemhez tartoznak a kiilonféle antioxidans molekuldk (glutation, tioredoxin),
valamint az antioxidans enzimek, példdul a szuperoxid dizmutdz, kataldz, glutation-peroxidaz
(Davis et al., 2001). Magasabbrendii eukaridtadkban a GSH/GSSG redox aranyok felborulasa ¢és a
tartds oxidativ stressz igazoltan fontos szerepet jatszanak az apoptdzist inicidlé szignal-
transzdukciés folyamatokban. Ujabb kutatasok alapjan feltételezhetd, hogy a gomba-sejtek
autolitikus pusztuldsa a magasabbrendii eukariota szervezetek apoptodzisdhoz hasonld, vagy azzal
egyenértékil folyamat (Mclntyre et al., 1999).

Az oxidativ stressz és autolizis kapcsolatat keresé kutatdsok eredményei igen fontosak lehetnek a
stillyesztett ipari fermentaciokban, mivel a legtdbb ipari folyamatban alkalmazott mikroorganizmus
magas oldott O, koncentraciot igényel. Ilyen koriilmények kozott ezek a mikrobdk folyamatos
oxidativ stressznek lehetnek kitéve (White er al., 2002). A penicillin termelésben alkalmazott
oldallanc-prekurzorok szintén generalhatnak oxidativ stresszt (White er al., 1999), és megfeleld
koncentracioban kitirithetik a sejtek GSH készletét (Emri ef al., 1997). A GSH ugyanakkor a 3-
laktdm bioszintézis egyik legfontosabb intermedier vegyiilete, az ACV szerkezeti analdgja,
enn¢lfogva erdsen gatolja a penicillin termelést. Ezért célszerli volna csokkenteni a sejtek
micéliumok fiziologiai allapotat — miéltal remélhetéleg ndvelni lehetne az ipari penicillin-termelést.
Korabbi kisérleteink alapjan az intracellularis GSH szintek nem csdkkenthetdk a szén, nitrogén és
kénforrasok mindségének és mennyiségének a valtoztatdsaval ugy, hogy ez ne befolyasolna az
antibiotikum-képzddést negativan (Emri et al., 1998). Az egyetlen lehetéség a GSH szintek
alacsonyan tartasara szelektiv modon az oldallanc-prekurzorok indukalta GSH-fiiggd detoxifikaciod

kihasznalasaban rejlik (Emri et al., 2000).

2. CELKITUZESEK

A Debreceni Egyetem Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszékén egy B-laktam termeld

P. chrysogenum torzzsel évek Ota folytatott élettani kutatdsok célja a tenyészetek Oregedésekor



megfigyelheté morfoldgiai és élettani valtozasok (példaul autolizis és hidrolaz-produkcid), valamint
a sejtek glutation metabolizmusanak és antibiotikum-termeléssel vald kapcsolatanak részletes
feltérképezése volt. Jelen dolgozat — szervesen épitve az oregedd P. chrysogenum tenyészetekkel

kapcsolatos eddigi vizsgalatok eredményeire — az alabbi célkitiizésekkel késziilt:

I. Az ipari P. chrysogenum NCAIM 00237 torzs oregedd tenyészeteinek morfologiai és
fiziologiai jellemzése.

1. Milyen szerepet jatszanak a gomba Kkitinolitikus enzimei a csirdzo, aktivan novekvo,
illetve a szénlimitalt, oregedd tenyészetek morfologiai valtozasaiban, kiilonds hangsullyal az
autolizis és fragmentacid folyamataira? A kitinazok in vivo gatlasanak fiziologiai kovetkezményei.

2. Az oOregedd tenyészetek vitalitisanak, illetve metabolikus aktivitdsanak és légzés-
intenzitasanak valtozasai szénlimitacio alatt és utan. A gomba gliik6z-hasznositasa.

3. A fiatal és oOregedd tenyészetek redox-statuszanak, illetve glutation anyagcseréjének
valtozasai (enzim- €s metabolit-szinten), kiilonos tekintettel a megfigyelt morfoldgiai valtozadsokkal
val6 lehetséges kapcsolatukra.

4. A szabadgyokképzddés, illetve a fiatal és Oregedd tenyészetek reaktiv oxigénformak
elleni védelmi rendszerei ¢s lehetséges védekezO stratégidi. A dioxigén kizarasi elmélet
alkalmazhatdsaga a megfigyelt jelenségekre.

II. Egy ipari P. chrysogenum torzs glutation-metabolizmusa ¢és p-laktdm termelése kozotti
kapcsolat vizsgélata.

1. Indukalhat-e a tapkdzeg pH-janak valtoztatdsa az oldalldnc-prekurzorok altal eldidézett

GSH-fliggd detoxifikaciot ipari koriilmények kozott? Novelhetd-e ily modon a B-laktam termelés?

3. VIZSGALATI MODSZEREK

A P. chrysogenum NCAIM 00237 térzsének novekedését és az dregedd gomba morfoldgiai
és fiziologiai valtozasait komplex taptalajon, 1% gliikéz szénforrdson nevelt, razottlombikos
tenyészetek felhaszndldsdval tanulméanyoztam. A tenyészetekhez 35 drakor 9,6 uM allézamidint
(kitinaz-inhibitor) és/vagy 115 dérakor 57 mM gliikozt adtam, és nyomon kdvettem a szaraztomeg,
fehérje, egyes metabolit koncentraciok (GSH, GSSG, peroxid, szuperoxid, glikéz, gliikonat),
valamint enzim-aktivitasok (GOX, AOX, GR, GPx, GST, yGT, katalaz, SOD, kitindz, HexAm)
valtozésait. Ehhez kiilonféle kolorimetrikus “rate assay” és néhany esetben (HexAm, kitindz, yGT)
végpont-méréseket alkalmaztam. A GOX enzimaktivitast a gliik6z-mérés modositasaval, a

gliikonat-koncentraciokat pedig a gliikonat-dehidrogendz assay modositasadval hatdroztam meg. A



szabadgyokok detektdlasa fluoriméterrel tortént. A mintdkat X-press, sav, vagy folyékony nitrogén
segitségével tartam fel, illetve (extracellularis enzimek és metabolitok esetén) kozvetleniil a sziirt
(centrifugalt) fermentlét hasznaltam a méréshez. A kitindz-inhibitor eltavolitdsa érdekében az
extracellularis mintakat eldzetesen dializaltam. Az izoenzim-tisztitashoz ammodnium-szulfatos
precipitaciot és affinitas-kromatografiat, a relativ moltomegek meghatarozasdhoz nemredukalo
poliakrilamid-gélelektroforézist alkalmaztam. A sejtfal elemanaliziséhez a mintdkat lagos
hidrolizissel preparaltam.

A morfologiai ¢és metabolikus aktivitds vizsgalatokat vitalitasfestéssel kombinalt
“félautomatikus” komputerizalt image analizis technikaval, valamint (lemezontéses) ¢éldcsira- €s
mikroszkopos alakoselem-szamlalassal végeztem, majd statisztikai modszerekkel (Student-féle t-
teszt) értékeltem. A sejtek tiléld képességét friss taptalajra vald atmosassal teszteltem. A teljes és
alternativ 1égzési aktivitasok vizsgalata egy hazi készitésli oxigrafikus cellaban, oxigén-elektroda

segitségével tortént. Az ipari P. chrysogenum torzs kontrollalt, atmeneti pH csokkentést kdveto,
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A P. chrysogenum morfologiai és fiziologiai valtozasai allozamidin jelenlétében

A tenyészetek szaraztomege az exponencialis fazisban (20-34 6ra) meredeken ndvekedett; a
sejtek igen aktivan metabolizaltdk a gliikozt. Ezt a szakaszt a hifdk intenziv nyuldsa valamint
elagazésa jellemezte, ami végiil jellegzetes, pelletes morfologia kialakuldsdhoz vezetett. A rovid,
n¢hany Oras stacioner fazist kovetden erdteljes vakuolarizacid, majd intenziv autolizis ¢és
fragmentécio indult meg a tenyészetekben; az inkubacid 115. ordjara a fonalas elemek helyett
foként lekerekedett végi, két sejtbdl allo élesztdszeri fragmentumok valtak domindns taléld
képletekké.

A kitinazoknak jelentés szerepet tulajdonitanak a kitint tartalmaz6 gombak
morfogenezisében ¢s alakvaltozasaiban, beleértve ebbe a sporak duzzadasi és csirazasi folyamatait,
a novekvo hifak cstcsi megnyulasat és elagazasat csakiugy, mint a tenyészetek korfliggd autolizisét
folyamatokban a legtobb esetben az enzim in vivo gatlasaval (Gooday et al., 1992; Sandor et al.,
1998), illetve a kitindz-gének elrontasaval, azaz mutans torzsek vizsgalataval (Takaya et al., 1998)

igazoltak. Az all6zamidint és félszintetikus szarmazékait a nyolcvanas évek vége dta igen potens



antifungalis szerként tartjdk szamon; sajnos azonban minden eddigi probalkozas, amely a gombak
exponencialis novekedésének allozamidinnel torténd gatlasara irdnyult, sikertelen maradt
(Dickinson et al., 1989; Sandor et al., 1998). Az éltalam vizsgalt térzs csirdzo és exponencidlisan
ndvekvo tenyészeteiben ez a kitindz-inhibitor szintén hatdstalannak bizonyult. Bar kitindzok mindig
megtalalhatéak az aktivan ndvekvé micéliumokban (Rast et al., 1991), konnyen elképzelhetd, hogy
— sztérikus, vagy egyéb okokbol — védettek voltak az all6zamidin gatld hatdsaval szemben (Gooday,
1995; Gooday et al., 1997). Egy masik lehetséges magyardzat — a Wessels-féle “steady state”
hifanovekedési modell (Wessels, 1984) alapjan — az lehet, hogy ezek a hidrolazok talan mégsem
jatszottak jelentOs (talan semmilyen) szerepet az apikalis sejtfal-nyulasban. Ennek megfelelden, az
allozamidin segitségével nem sikeriilt egyértelmiien igazolnom a kitindzok szerepét a fiatal hifak
csticsi novekedésében. Ugyanakkor, a kitinazok elfogadottan nagy jelentdséggel birnak a hifa-
elagazasi és a csirdzasi folyamatokban, ahol a merev sejtfal lokalis és id6leges fellazitasa alapvetd
fontossagu lehet (Gooday et al., 1997; Wessels, 1984). Eredményeim teljesen alatdmasztjak eme
nézetet. Kisérleteimben az all6zamidin szignifikansan gatolta az autolitikus biomassza-vesztést az
autolizalo tenyészetekben. Ez a hatés a legszembetlindbb az inkubaci6 60-88. 6rdja kozott volt. Az
allozamidin-kezelt micéliumok feldaraboldédasa az autolitikus fazis végére ugyanakkor a kontroll
tenyészetekéhez teljesen hasonld, lekerekedett végii, kétsejtes fragmentumokat eredményezett. Am
a kontroll tenyészetekkel ellentétben, ahol a tapkozeghez adott extra adag gliikdz hatasara intenziv
csirazas €s biomassza-gyarapodas volt megfigyelhetd, az allézamidin jelenlétében egyaltalan nem
tortént szaraztomeg-novekedés. A kitinaz-inhibitor tehat az autolizis mellett a kriptikus novekedést,
illetve az Gjraindul6 vegetativ hifaképzddést is igen latvanyosan gétolta. Ugyanakkor mind a kezelt,
mind a kontroll tenyészetek effektiven felhasznaltak a friss szénforrast, bar kissé eltérd sebességgel.
A 165 oras, alkali-oldhatatlan (kitin-gliikan) sejtfal-alkotok elem-analizise alapjan a gomba-sejtfal
kitintartalma jelentds mértékben novekedett (2,6 %kontron —> 7,0 %0allszamidinkezelt); €Z ugyanakkor
semmilyen, fazis-kontraszt mikroszkoppal megfigyelhetd morfolégiai valtozassal nem jart. A
beépiilt kitin mennyiségének fokozddasa (ami valdsziniisiti a sejtfal kitinrétegének megvastagodasat
is) tobb, egymastol fiiggetlen folyamat eredménye lehetett. Egyrészt, a sejtfal szintézise és lizise
kozotti  egyensuly (Bartnicki-Garcia, 1973) felborulhatott, masrészt a kitinaz inhibitor
1988). Az extracellularis kitindzok effektiv inhibicidja és a sejtek novekvd kitintartalma kozott
mindenesetre valoszintisitheté ok-okozati kapcsolat.

Az autolitikus hidroldzokat illetden elmondhatd, hogy mind az extracellularis hex6zaminidaz
(HexAm), mind pedig a kitindz aktivitdsok gyakorlatilag elhanyagolhatéak voltak az
exponencialisan novo tenyészetekben, majd ndvekedni kezdtek a stacioner fazisban, és a 115. drara

elérték maximumukat. Az allozamidin nem befolyésolta szignifikansan az extracelluléris hidrolaz



termelést. Ugyanakkor azonban az all6zamidin-kezelt tenyészeteknél gliikoz-potlas utan a karbon-
katabolit represszio alatt allo extracellularis kitinaz ¢s HexAm aktivitasok — bar szignifikdnsan —
sokkal kisebb mértékben csokkentek, mint a kitindz inhibitor nélkiil. A vizsgalt térzs mikroszomalis
kitindzai — legalabbis az exponencialis novekedés alatt — membran-kotott zimogén formaban voltak
jelen (Sami et al., 2001b), ami szintén hozzajarulhatott az allozamidin gatld hatasa elleni
védekezéshez in vivo. Késébb, az autolizis soran, tripszines kezelésre semmiféle tovabbi aktivacio
nem volt megfigyelhetd (Sami er al, 2001b), ekkorra tehat feltehetfleg az Gsszes kitinaz
aktivalodott és érzékennyé valt az allézamidin jelenlétére. Mindez jol magyarazhatja eme kitinaz-
inhibitor korfiiggd, csak az autolizald P. chrysogenum tenyészetekre kifejtett fungisztatikus hatasat.
Az in vitro enzim-gatladsi kisérletekben az all6zamidin az extracellularis kitinazok potens
inhibitordnak mutatkozott, 1Csp=1,4 uM értékkel, ami jol illeszkedik az irodalomban ko6zolt
adatokhoz (Rast et al, 2000). A fiziologiai kisérleteimben alkalmazott 9,6 uM all6zamidin
koncentracio teljes kitinaz-gatlast okozott. A 115 6ras fermentlé affinitas-kromatografiaval végzett
enzimtisztitasaibol szarmazod kontroll, illetve allézamidin-kezelt, majd dializalt mintdk azonos
izoenzim-profilt mutattak. Az autolitikus szakaszban kimutathat6 kiilonb6z6 izoenzimek jelenlétére
tobbféle magyarazat adhat6d. Egyrészt valdszinli, hogy tobb kitindz gén van jelen a sejtekben;
masrészt a részleges proteolitikus degradacido sem kizart. A legtobb esetben az egyes izoenzimek
specialis szerepe egyelére nem felderitett. A vizsgalt P. chrysogenum torzsnél a kontroll és
allézamidin-kezelt tenyészetek hasonlo izoenzim-profilja, az in vitro enzim-inhibicios kisérletek és
a megfigyelt morfologiai valtozasok egyarant arra engedtek kdvetkeztetni, hogy a gomba autolitikus
kitindzai all6zamidin-szenzitivek.

A morfologiai vizsgalatok adatainak statisztikai analizise alapjan elmondhat6, hogy az Osszes
alakos elem, valamint a kétsejtes fragmentumok szdma szignifikdnsan csokkent a tenyésztés 115-
166. oraja kozott; ezeket a valtozasokat az allézamidin jelenléte kismértékben ugyan, de
szignifikansan csokkentette. A minimum két szeptumot tartalmazé képletek (“hifak”) szdma szintén
csokkent, az egysejtes fragmentumoké pedig nétt az id6 fiiggvényében; ezek a valtozasok azonban
statisztikailag 4ltalaban nem voltak szignifikdnsak. Ezen morfologiai elemek szdmat és aranyat az
allézamidin jelenléte nem befolydsolta. Az Oregedd tenyészetek ¢éldcsira-szamlalassal nyert
eredményei minden vizsgélt esetben szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a mikroszkopos
alakoselem-szamlaldssal nyert adatok. Az allézamidin-kezelt €s kontroll tenyészetek ¢éldcsira-
szamai kozott nem talaltunk szignifikdns eltérést. Ezzel egyezden, az allozamidin-kezelt és
kezeletlen micéliumok friss, allézamidin-mentes tapkdzegbe vald atmosdsakor minden tesztelt
idopontban nagyon hasonld csirazasi frekvencia és novekedési profil volt megfigyelhetd. Ez

demonstralta, hogy az allézamidin csirazést gatld hatasa reverzibilis.



Az allézamidin fizioldgiai hatdsa nem volt kedvez6 a mikroorganizmus szdmara. Ennek jeleként
példaul a 115 orai gliikkozpotlast kovetden az extracellularis kitindz és HexAm aktivitasok, gliikoz
koncentraciok és a tdpkozeg pH-janak csokkenései egyértelmilen mérsékeltebbek voltak a kontroll
tenyészetekben megfigyelhetoknél. Azonban Iényegi eltérést sem a vitalitas-festés és image analizis
kombinaldsaval nyert adatok alapjan, sem az éldcsira-szdmlalassal nem sikeriilt kimutatni a
kontroll, illetve az all6zamidin-kezelt tenyészetek metabolikus aktivitdsa kozott. Az allézamidin
nem befolyasolta tovabba a GSH/GSSG redox egyensulyt sem. Bar a kontroll tenyészetekhez
képest a specifikus GSH és GSSG koncentraciok csokkentek autolizis és kriptikus ndvekedés alatt,
ezek a valtozasok az allézamidin okozta nagyobb szaraztomeg-értékek kovetkezményeként
jelentkeztek, és egyetlen vizsgalt idépontban sem voltak szignifikdnsak. Mindez val6szintitlenné
teszi, hogy az allézamidin stlyos karokat okozott volna a sejteknek. A 115. orai gliikozpotlast
kovetden, a specifikus GSH koncentraciok nem csdkkentek a kitindz inhibitor jelenlétében, mig a
kontroll tenyészetekben figyelemremélto GSH szint esés volt megfigyelhetd.

A fenti megfigyeléseket Osszegezve megallapithatdo, hogy az allézamidin altalanos hatasa az
autolizalo P. chrysogenum micéliumokra fungisztatikus volt, nem pedig fungicid. Az all6zamidin
oregedd P. chrysogenum tenyészetekre gyakorolt fizioldgiai és morfologiai hatdsait az 1. tdblazat

foglalja Ossze.

JELLEMZO HATAS*

Autolitikus biomassza-vesztés Csokkent

Hifak és alakos elemek szama Kismértékben csékkent
Alakos elemek mérete Kismértékben nott
Sejtfal kitin-tartalma Nott

Autolitikus HexAm enzim aktivitasa Nem valtozott
Autolitikus kitinazok aktivitasa (reverzibilisen) gatolt
Uj hifak kinovése gliik6z-potlas utin (reverzibilisen) gatolt
Vitalitas, élocsiraszam (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
Gliikozfelhasznalas mértéke és sebessége gliik6z-potlas utan Kismértékben csokkent
A tapkozeg-savasodas mértéke és sebessége gliik6z-potlas utan Kismértékben csokkent
Intracellularis glutation-tartalékok felhasznalasa gliikoz-potlas utan | Csokkent

1. Tablazat. *: Valtozasok 9,6 puM allézamidin (35 ora) és/vagy 57 mM glikéz (115 ora)

hozzaadasa utan, 80 és 167 oras fermentacios id6 kozott.



4.2. Szabadgyok-halmozodas

A sejtdifferencialodas Hansberg-féle “dioxigén kizarasi elmélete” alapjan (Hansberg &

Aguirre, 1990) a novekvd hifdk ¢és a lekerekedett végli, élesztdszerli fragmentumok a
mikroorganizmus fiziologiailag stabil, differencidlt allapotat képviselték. Az elmélet szerint a
differencialodast atmeneti hiperoxidans allapot el6zi meg a deceleracios és stacioner novekedési
fazisokban, azaz kozvetleniil az autolizis meginduléasa eldtt. Kisérleteim alapjan tobb érv is szol az
elmélet mellett és ellen is. A gomba exponencidlis ndvekedési ndvekedési fazisat meglepden magas
intracelluldris peroxid, szuperoxid és GSSG koncentracidk, és ennek kovetkezményeként relative
alacsony GSH/GSSG redox aranyok jellemezték. Ennek tulajdonithatdé, hogy az autolizis
megindulasat valoban megeldzte néhany antioxidativ enzim (GPx, kataldz, GR) aktivacidja, illetve
nagy aktivitdsa. Azonban a gliikkdz elfogyasa utan (a deceleracios, illetve korai autolitikus fazisban)
a ROS szintje is csokkent; a peroxid-szint 44, a szuperoxid 66 6rakor mutatott minimalis értéket. Az
intracellularis ROS szintek — a varttal ellentétben — a stacioner (pre-autolitikus) és korai autolitikus
fazisokban atmeneti emelkedés helyett tehat egyértelmtien csokkentek. Késdbb, az autolizis
elérehaladtaval, az intracellularis ROS koncentracioja ugyan jelentds, folyamatos novekedésnek
indult, azonban mindek6zben a GSH/GSSG aranyok is emelkedtek. Azaz, valddi oxidativ stresszrdl
(amit tobbek kozott éppen ezen arany hatarozott csokkenése jelzett volna) ebben az esetben nem
beszélhetiink. Az intracellularis ROS szinteket szamos tényezd befolyasolhatta, beleértve a sejtek
metabolikus aktivitasat (hiszen a peroxid képzddése a legintenzivebb az exponencialisan névekvo
a taléld fragmentumok oregedését.
Az exponencialis fazisban igen magas specifikus GPx, katalaz és GR aktivitasok a szénlimitacid
alatt drasztikusan csokkentek. Az antioxiddns enzimek aktivitasat szintén tobb tényezd
befolyasolhatta P. chrysogenum-ban. Példaul a GPx-t az intracellularis peroxid szintek regulaltak
(Emri et al., 1997), valamint a szénéhezés és -potlas befolyasolta; a GR pedig minden oxidativ
jellegl stresszre reagalt (Emri et al., 1997, 1998). Meglepd modon, a katalaz aktivitasokat egyediil a
szénéhezés, a SOD aktivitdsokat pedig csak az intracellularis szuperoxid szintek befolyasoltak.

Az elmélettel 6sszhangban, a 115. orai gliikozpotlast kovetden a tuléld fragmentumok Gjra-
csirazasat jelentds atmeneti peroxid-akkumulacié (0,5—2,2 pmol/mg CDW) és néhany antioxidans
enzim (GR, GPx) erételjes aktivacioja jellemezte; azonban mindezt nem kisérte GSH/GSSG redox
arany valtozas. Ugyanakkor — a peroxidokkal ellentétben — a szuperoxid-szintek gliilkozpotlas utan
szignifikansan csokkentek. A specifikus SOD aktivitasok a poszt-autolitikus tenyészetekben minden
esetben nagyok voltak; sem ezt, sem a katalaz aktivitidst nem befolydsolta szignifikdnsan a
gliikkozpotlas. Az intracellularis katalaz aktivitdsok nem reagaltak a poszt-autolitikus peroxid-

halmozddasra sem; az inkubacié 115. 6rajatol konstans, alacsony szinten maradtak. Az antioxidans



enzim-aktivitasok valtozasai alapjan az autoliziskor valosziniileg GSH-fiiggetlen, mig a csirdzaskor
GSH-fiiggd enzimrendszerek jatszottak fOszerepet a keletkez6 oxidativ stressz kivédésében.

A glutation koztudottan szdmos igen fontos fiziologiai folyamatban vehet részt, példaul a
sejtek redox statuszdnak fenntartdsdban, a ROS elleni antioxidativ védelmi rendszerben, a
aminosavak ¢és peptidek felvételében, illetve intracellularis transzportjdban is (Penninckx &
Elskens, 1993). Ezen kiviil konnyen hasznosithatdé ¢és mobilizalhatdé endogén kén- ¢és
nitrogéntartalékként szolgdl a gombasejtek szadmara (Emri et al., 1998). Az intracellularis GSH
szinteket ezért igen sok tényezd befolyasolhatta. Kisérleteimben a tenyészetek specifikus
intracellularis GSH koncentraciéi gyakorlatilag az egész inkubacio ideje alatt valtozatlanul magas
értéken (9-11 mmol/g CDW) maradtak; ez aldl az egyediili kivételt a 165 6ras minta képviselte,
ahol — a tenyészet roml6 élettani allapotat tiikr6zve — a GSH szint is alacsonyabb volt (6-9 mmol/g
CDW). A gliikozpotlast kdvetden a sejtek GSH tartalékai rohamosan fogytak, és — a tenyészet
biomassza gyarapodasaval forditott aranyban — 165 6rés korra egészen alacsony értékre csokkentek.
A novekedés re-inicidlodédsa a gliikozpotlast kdvetden maga utdn vonta az endogén nitrogén és
kénforrasok mobilizaciojat. Ennélfogva, a GSH készlet jelentds csokkenése ebben az esetben a
komplex metabolikus stressz-valasz részének tekinthetd. A specifikus GSSG koncentraciok az
exponencialis fazis relative nagy értékei (0,4 mmol/g CDW) utan (34-66. ora) szignifikansan
csokkentek, majd az autolizis tovabbi szakaszdban konstans értéken (~0,17 mmol/g CDW)
maradtak. Ezt kovetéen — a ROS akkumulacié ellenére — tovabbi GSSG csokkenés volt
tapasztalhatd. Ennek kovetkezményeként a GSH/GSSG redox aranyok a kezdeti, alacsony értékrol
133 orés korra mintegy 0tszorosiikre novekedtek (25—125).

Bér az intracellularis ROS és GSSG szintek, valamint a legtobb vizsgalt antioxidativ enzim
aktivitdsa a tenyészetek exponencialis €s deceleracidés fazisaiban voltak a legmagasabbak, az
autolizist ebben az esetben nem elézte meg hiperoxiddns 4allapot. Kovetkezésképp, annak
valdsziniisége, hogy a ROS medialta szignal-transzdukcid szerepet jatszott volna az autolizis
meginditasaban, ebben az esetben igen csekély. Mindazonaltal, ezen megfigyelések semmiképp
nem zarjak ki az autolizis €és az apoptdzis kozti valds fiziologiai analdgia lehetdségét (Mclntyre et
al., 1999), mivel ismeretes, hogy a magasabbrendli eukariétdkban egy oxidativ stressz-fliggetlen
apoptotikus utvonal is 1étezik az oxidativ sériilések indukalta mitokondrialis ut mellett (Coppola &
Ghibelli, 2000). Osszefoglalva a fentieket, a P. chrysogenum tenyészetekben a GSH metabolizmust
¢s a ROS képzddését szamos kiilsé és belsd tényezd befolyasolhatta az inkubacié soran. A rendszer
szabalyozottsaganak Osszetettsége magyarazatul szolgalhat arra, miért csak bizonyos limitaciokkal
volt érvényes a dioxigén kizdrasi elmélet, hogy 0sszefiiggd, koherens magyardzatot adjon a vizsgalt

torzsben megfigyelt differencialddasi és fiziologiai valtozasokra.



4.3. GOX aktivitasok és 1égzési ratak

Ismeretes, hogy a két {6 ROS generaldé metabolikus utvonal P. chrysogenum-ban a gliikkoz
GOX altali direkt oxidaciéja, valamint a NAD" és FAD koenzimek citokrom-fiiggd, (ciannal
hatdsosan blokkolhatd) regeneracidja a mitokondrialis 1égzési lancon keresztiil. Az utdbbi
folyamatot a sejt az uUn. cianid-rezisztens, vagy alternativ oxidazai (AOX) segitségével
csokkentheti; ekkor ugyanis a 1égzés soran nem keletkezik ROS; az AOX ezért fontos szerepet
jatszhat a gombdék antioxidativ védekezésében, kiilondsen mikor a sejtek teljes 1égzési rataja nagy.
Ezért — a szabadgyok-képzddés tendencidjanak ismeretében — megvizsgaltam a P. chrysogenum
tenyészetek GOX és AOX aktivitasainak, valamint 1égzés-intenzitasanak valtozasat az inkubacio és
szénforras fliggvényében.

A teljes GOX aktivitds (Osszes sejthez kotott + extracellularis) az exponencidlis és
deceleracios novekedési fazisokban igen intenziv volt, allando értéken maradt, mig a specifikus
aktivitasok a novekvO biomassza miatt csokkentek. Az enzim aktiv szekrécioval kikeriilt a
tapkozegbe; ezt jelezte, hogy az oldott intracellularis specifikus aktivitasok csokkenésével
szinkronban ndvekedett az extracellularisan mérhetd specifikus aktivitas. A sejtfalhoz kotott enzim-
aktivitasok ekdzben megkozelitéleg konstansak maradtak. Mig az enzim a legfontosabb ipari GOX
termeld A. niger torzsekben foleg a sejtfalban lokalizalodik, illetve ahhoz kapcsolt, az altalam
vizsgalt torzs GOX enzimje talnyomo6 tobbségben szolubilis (akar extracellularis, akar
intracellularis) formaban volt jelen, és az aktivitds csupan elenyészd hanyada szarmazott a sejtfal-
kotott enzimtdl. A szolubilis enzimek lokalizacioja (esetleges kompartmentalizacidja) egyelére nem
ismert, de feltételezhetéen fOként a periplazmikus térben akkumulalodtak (Nielsen, 1995). A
novekedés korai exponencidlis fazisdban (az inkubacid elsd 20 orajaban) a sejtek a kiindulasi
gliikdz-koncentracidé mintegy 30%-at hasznositottak, gliikonat-konverzio, és jelentdsebb biomassza-
novekedés nélkiil. Késobb, a 20-26. ora kozott, a maradék gliikkdz (36 mM) pontosan fele alakult 4t
gliilkonattad. Az exponencialisan ndvekvo tenyészetekben tehat (a nagy GOX aktivitds és az enzim
aktiv szekrécidja kovetkeztében) effektiv gliikoz—gliikonat konverzio folyt. A 34. orara a
kiindulasi gliikéz, 36. érara pedig a képz6dott glitkonat is eltlint a tdpkozegbdl; ezzel parhuzamosan
a szaraztomeg tovabb ndvekedett (8 mg/ml). A korabbi megfigyelésekkel 6sszhangban (Nielsen,
1995), a glilkkonat addig nem kezdett metabolizdloédni, mig az Osszes gliikoz el nem fogyott a
tapkozegbdl; ezt kdvetden azonban igen gyorsan hasznosult.

Az exponencidlis fazisban megfigyelt nagy (vagy novekvd) antioxidativ enzimaktivitdsok
(katalaz, GR, GPx) nagy valosziniliség szerint a GOX mukodése soran eldzetesen keletkezett H,O,
okozta oxidativ stressz kovetkezményei voltak. Az antioxidativ enzimek indukcidoja a korai
exponencialis fazisban kielégitd magyardzattal szolgalhat a P. chrysogenum micéliumok késé

exponencialis fazisban megfigyelt figyelemreméltoé oxidativ stressztiirésére (Emri et al., 1997). A
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H,0, igazoltan kiemelkedd szerepet jatszik az A. niger glikéz oxidald rendszerének (GOX,
laktondzok és katalazok; Witteveen et al., 1993) aktivalasaban ¢és a cianid-rezisztens 1égzés
stimulalasaban (Karaffa et al., 2001).

A stacioner és autolitikus novekedési fazisokban a GOX aktivitasok meredeken csdkkenni
kezdtek minden vizsgalt sejt-frakcioban, és teljesen eltintek 98 oOrds korra. Az autolitikus
tenyészetekben gliikoz-potlast kovetden semmilyen érdemleges gliikonat keletkezés nem volt
tapasztalhatd, és a GOX aktivitdsok is elhanyagolhatdoak maradtak — annak ellenére, hogy a
tenyészetek aktivan felhasznaltdk a kapott szénforrast. Meglepd modon tehat, a gliikkoz-potlast
kovetd ROS halmozodas az autolizald tenyészetekben nem (vagy csak kis részben) volt a GOX
akitvitasoknak tulajdonithat6. Hangsulyozand6, hogy bar az intracellularis peroxid szintek nagyok
voltak ¢és a glikoz jelen volt a tipkdzegben, sem a GOX, sem a katalaz aktivitdsok nem
indukalodtak gliikoz-potlast kovetden. Ebbol kdvetkezden P. chrysogenum-ban a glikkdz oxidald
rendszer szinkronizalt regulacidja (aktivizalasa) gliikoéz és H,O, jelenlétében valodsziniileg kor-
fliggd volt.

Ami a légzést illeti, a teljes és a cian-rezisztens légzési intenzitdsok is emelkedtek az
exponencialis ndovekedés alatt, a tenyészet 28 6ras korara érve el maximumukat, majd csokkenni
kezdtek a deceleracios fazisban. A teljes sejtlégzés beallt egy relative kicsi konstans értékre 88 oras
inkubaci6 utan, mikdézben a cidn-rezisztens 1égzés aranya folyamatosan ndvekedett a stacioner,
autolitikus és kriptikus fazisokban. Gliikoz-potlast kovetden minden vizsgalt id6pontban a teljes és
cidn-rezisztens 1égzési ratak jelentds mértékben ndvekedni kezdtek. A teljes 1égzés ekkor elérte az
exponencialis tenyészetekben megfigyelt 1ézés 26-44 %-at, aminek nem kevesebb, mint 57-70 %-at
a cian-rezisztens 1égzés tette ki. Az exponencialis ndvekedéshez hasonldan, az extra adag gliikéz
elfogyasa utan csokkent a teljes respiracio €s a cidn-rezisztens 1égz¢€s ardnya — ez utdbbi azonban
ismét novekedni kezdett, mikor a tenyészetek egy madsodik autolitikus fazishoz értek. Ilyen
koriilmények kozott a szétesd, részben dezorganizalt membran-szerkezetli mitokondriumok lehettek
a halmoz6dé ROS legvalosziniibb forrasai (Karaffa er al., 2001). A mitokondriumok csokkent
mukodését tisztan jelezték a szignifikdnsan kisebb teljes 1égzési ratdk gliikkoz-potlast kovetden.
Ekkor a ndvekvd aranyu cian-rezisztens 1égzés és a novekvé GPx, GR, valamint a SOD aktivitasok
lehettek az oxidativ stressz elleni védelem legfontosabb elemei. Az intracellularis ROS
akkumulacié, a csokkend mitokondridlis funkcidk és sejt-vitalitds (a vegetativ novekedésre valtas
idoben csokkend képessége), illetve ndvekvd cianid-rezisztens 1égzés, jO egyezést mutattak az
oregedés szabadgyokos elméletével (Harman, 1993). Ezen jelenségek leirdséra ezért joggal
alkalmazhattuk az “Oregedés” kifejezést. A stacioner fazisu hifakkal ellentétben a P. chrysogenum
tuléls, “élesztészerti” képleteinél konnyen lehetséges, hogy oxidativ stressz-indukalt apoptdzis

zajlott, ezaltal idedlis szervezetekként szolgalhatnak a tovabbi gomba-6regedési kutatasokhoz.
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4.4. A GSH-fiigg6 detoxifikacio vizsgalata p-laktam termelés soran

Bar a GST szamara szolgald szubsztratok (epoxidok és nem-specifikusan hidroxilezodott,
GSH-konjugalt toxikus intermedierek; Emri et al., 2000) j6 része tovabbra is hipotetikus, fed-batch
intracellularis GSH szintek alacsonyan tarthatéak-e; hiszen ez igen kedvezden befolyasolhatna a
penicillin-termelést (Van de Kamp er al., 1999). A P. chrysogenum NN-08 torzzsel végzett
kisérletekben a pH atmeneti, jol kontrollalt csokkentésekor a termeld fazis elején (45-50 o6ra kozott)
a POA bedramlott a sejtekbe. A vartnak megfelelden, a GSH-fiiggd detoxifikéacio két kulcsenzime, a
GST ¢és yGT specifikus aktivitdsai ennek kovetkeztében 2-3-szorosukra emelkedtek ugyan a
fermentacio 45-69. oraja kozott, azonban az intracellularis GSH szintek ettdl filiggetleniil
valtozatlanok maradtak — még pH=5,0-n is. Minden esetben elhanyagolhaté maradt tovabba a
GSSG koncentracidja. Azaz, a pH csokkentésével nem sikeriilt érdemben befolyasolni a sejtek
redox-allapotat (GSH/GSSG aranyat); ennek megfeleléen a glutation-aranyokra érzékeny GR enzim
sem aktivalodott. Korabbi kisérleteink alapjan, Na-glutamat N-forrason a P. chrysogenum sejtek
GSH tartalma — a médium pufferkapacitasatol fliggden — szignifikansan csokkent (Emri et al.,
1997). A Na-glutamat helyett a fermentaciok sordn N-forrasként hasznalt 10 g/l (NH4),SO4
valdsziniileg jelentésen gatolta a yGT aktivitds POA altali indukcidjat (Emri et al., 1997). A GSH
katabolizmus ezen kulcsenzimének nitrogén-represszidja valdsziniileg dontd fontossagu volt a nagy
intracellularis GSH koncentraciok fenntartasdban POA jelenlétében.

A tenyészetek penicillin-V ekvivalens B-laktam termelése nagyon hasonld volt az egyes
tenyészetekben. A sejtek a nagy mennyiségben jelenlévd (5 g/l) toxikus oldallanc-prekurzor
ellenére igen effektiven hasznositottak az adagolt szacharézt. A pH csokkenésével azonban a
gomba biomassza-gyarapodasa gyengiilt. Amennyiben 5,0 ald (4,8) csokkentettem a pH-t, a sejtek
GSH készlete gyorsan kimeriilt, és a tobbi esetben megfigyelt antibiotikum-termelés is elmaradt. A
felvett cukrot ilyen koriilmények kozott valoszintlileg foleg arra forditotta a gomba, hogy a nagy
mennyiségben keletkezé6 ROS ellen prébaljon védekezni, és kijavitsa az oxidativ karokat az
antibiotikum-termelés, vagy biomassza-gyarapodas tamogatasa helyett. Ekkor ugrasszeriien
megnottek a specifikus yGT ¢és GST aktivitasok; am a sejtek ezen erdfeszitése is elégtelennek
bizonyult az intenziv, par 6ra alatt gyakorlatilag teljessé valo sejtpusztulds kivédésére. Ezen
nemkivant valtozasok elkeriilésére a rendkivil sziik (4,8-5,0) pH tartoméany az adott kisérleti
feltételek mellett tehat igen kritikusnak mutatkozott — nem csupan az antibiotikum termelés, hanem
a gomba puszta talélése szempontjabdl is. Mindez — figyelembe véve a nagy volumenti fermentorok

reologiai sajatsagait — lekiizdhetetlen gyakorlati akaddlyokat tAmaszthat ipari koriilmények kozott.

12



5. UJ EREDMENYEK (OSSZEFOGLALAS)

- In vivo enzim-gatlassal igazoltam, hogy a szénlimitalt, 6regedd P. chrysogenum tenyészetekben a
- A kitindz-inhibitor jelenlétében a sejtek kitintartalma ndtt, metabolikus aktivitasa és vitalitdsa
pedig valtozatlan maradt. Az allozamidin antifungalis hatdsa az autolizaldé P. chrysogenum
tenyészetekre fungisztatikus volt, nem pedig fungicid.

- Az exponencidlisan ndvekvd ¢€s Oregedd tenyészetek eltérd allézamidin-érzékenységgel
rendelkeztek, ami korral valtozo allapott és lokalizacidju kitinolitikus enzim(ek) jelenlétére utalhat.
- Feltérképeztem az oregedo tenyészetek redox statuszénak, ¢s GSH anyagcseréjének valtozasait. A
kiilonb6z6 novekedési fazisok alatt mind a glutation metabolizmust, mind a reaktiv oxigén formak
(ROS) képzddését szamos endogén ¢€s exogén faktor befolyasolhatta. A dioxigén kizaréasi elmélet
ezért csak korlatozottan volt érvényes a vizsgalt torzs esetében, és nem lehetett szilard, egyértelmi
ok-okozati kapcsolatba hozni a tenyészetekben megfigyelt redox allapotokat, ROS szinteket és
morfoldgiai valtozasokat.

- A P. chrysogenum exponencialis novekedési fazisat intenziv 1égzés, magas intracellularis ROS
szintek és jelentOs antioxidativ enzim-aktivitasok jellemezték. A képz0do szabadgyokok fo forrasa
ekkor a légzés mellett a GOX aktivitdsa lehetett. Az dregedd, gliikoz-potolt tenyészetekben az
intracellularis ROS emelkedése viszont foként a citokrom-fiiggd mitokondridlis 1égzésnek volt
tulajdonithato. A GOX és kataldz aktivitdsok indukalhatosaga kor-fiiggének mutatkozott.

- Az exponencidlis fazisban a magas katalaz, GR és GPx aktivitasok, az 6reg, kriptikus ndovekedésii
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 elsdként
hasznaltuk ezen folyamatokra az “Oregedés” fogalmat.

- Ipari méreti fermentaciokban a sejten beliilli GSH-készlet csokkentése, és ezaltal a B-laktam
szintézis fokozasa a penicillin-prekurzor POA glutation-fliggd detoxifikacioja révén gyakorlatilag

kivitelezhetetlennek tint.
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6. ROVIDITESEK

ACV
AOX
CDW
GOX
GPx
GR
GSH
GSSG
GST
yGT
HexAm
NCAIM
POA
ROS
SOD

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

alternativ (cianid rezisztens) oxidaz

szaraztomeg (cellular dry weight)

gliik6z oxidaz

glutation peroxidaz

glutation reduktaz

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

glutation S-transzferaz

v-glutamiltranszpeptidaz

N-acetil-B-D-hexézaminidaz

National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms
fenoxi-ecetsav

reaktiv oxigén részecskék (reactive oxygen species)

szuperoxid dizmutédz
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