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1. Bevezetés

A fonalas felépitésii, tobbsejtii mikroszkopikus gombak élettananak
vizsgalata  (beleértve a  sejtpusztulasi  folyamatoknak, a telep
differencialodasanak, a tenyészetek abiotikus és biotikus stresszhez valo
alkalmazkodasanak, extracellularis enzim ¢és szekunder metabolit
termelésének vizsgalatat is) hosszu ideje a mikologiai kutatdsok fontos részét
képezik. Mindez egyaltalan nem rendkiviili, figyelembe véve, hogy a gombak
kiterjedt biotechnologiai felhaszndldsa okédn élettani folyamataik alaposabb
megértése hasznosithatd informacidkat nydjthat e mikroorganizmusokat
alkalmazo, primer €és szekunder metabolitokat, valamint enzimeket eldallitd
biotechnologiai vallalatok szamara (Glazer és Nikaido 2007, Varga és
Samson 2008). Masrészrdl e kutatasok 0j antifungalis szerek és modszerek
kifejlesztéséhez ~ vezethetnek el, melyek alkalmasak lehetnek a
mezdgazdasagban a ndvénypatogén és toxinogén gombak okozta tekintélyes
termékveszteség mérséklésére (Razzaghi-Abyaneh és munkatarsai 2014), az
egészségiigyben az egyre gyakrabban eléforduldé human mikozisok
lekiizdésére (Alcazar-Fuoli és Mellado 2014), vagy az épitett kornyezetiinket
karositd gombak visszaszoritasara (Mihinova és Pieckova 2012) is.

A szénstressz, azaz a szénforrds ¢hezés (a szénforrds mindsége ¢€s
mennyisége nem elegendd a novekedés fenntartasdhoz) és a szénforrés
limitacié (a szénforrds mindsége €s/vagy mennyisége csak lassu novekedést
tesz lehetdve) az egyik leggyakoribb stressz a természetben (Winderickx €s
megismerése nem csak a mikroorganizmusok természetes éléhelylikhéz valo
alkalmazkodasanak jobb megértését teszi lehetévé, de segithet megérteni a
humanfert6zések kialakuldsat (Dagenais ¢és Keller 2009), a mikotoxin

termelés szabalyozasat (Jiao és munkatarsai 2008, Bouras és Strelkov 2010)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Razzaghi-Abyaneh%20M%5Bauth%5D

és a mikrobak ipari fermentaciok alatt mutatott viselkedését (Glazer és
Nikaido 2007) is. A Debreceni Egyetem Biotechnologiai és Mikrobiologiai
Tanszékén hosszii ideje folynak kutatdsok fonalas gombak szénéhezd
tenyészeteivel kapcsolatban (Pusztahelyi és munkatarsai 1997, Sami és
munkatarsai 2001, Emri és munkatarsai 2008, Szilagyi ¢s munkatarsai 2013).
E vizsgalatok egyik érdekes megfigyelése, hogy szénéhezés hatasara, mind a
Penicillium chrysogenum, mind az Aspergillus nidulans tenyészetekben
megnd a y-glutamil transzpeptidaz (yGT) enzim aktivitasa. Mindez egyiitt jar
a tenyészetek glutation (GSH) tartalmanak csokkenésével és a reaktiv
oxigénformak (ROS) mennyiségének a novekedésével (Sami €s munkatarsai
2001, Emri ¢és munkatarsai 2004). A yGT-t, a GSH Ilebontasanak
kulcsfontossagu enzimeként tartjak szamon (Penninckx és Elskens 1993). igy
jogosnak tlinik az a feltételezés, hogy szénéhezd koriilmények kozott a sejtek
a megndvekedett yGT segitségével lebontjdk ¢és energiaforrasként
hasznositjadk GSH raktaraikat, ami egy i1d6 utan a ROS akkumulalodaséhoz
vezet. Az irodalmi adatok ellenben ovatossagra intenek. Sok ¢lélényben a
YGT nem vesz részt a (citoszolikus) GSH lebontdsdban (Kumar és
munkatarsai 2003, Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008, Kumar ¢és
munkatarsai 2012). S6t, a legtobb €161ény esetében a YGT konkrét fizioldgiai
szerepe egyaltalan nem ismert. Valdszinlileg tobbféle folyamatban is
kozremiikodik, melyek magukba foglaljdk az extracellularis, illetve
vakuolaris GSH ¢és mas y-glutamil vegyiiletek lebontasat (Springael és
Penninckx 2003, Kimura és munkatarsai 2004, Heisterkamp és munkatérsai
2008, Bello és munkatarsai 2013), az oxidalt glutation (GSSG) lebontasat
(Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008, Li és munkatarsai 2012), illetve a
glutation S-konjugatumok metabolizmusat (GSH-fiiggd detoxifikacio)
(Agblor és Josephy 2013). Tervezett vizsgalataink célja az A. nidulans, mint



modell organizmus yGT-anak jobb megismerése, lehetséges fiziologiai
szerepének feltérképezése volt szénéhezo tenyészetekben. Célul thztik ki
tovabba a GSH tartalom csokkenésért felelos gének/enzimek azonositasat €s
a yGT e folyamatban betoltott szerepének tisztazasat. Célkitlizésiink

megvaldsitasa érdekében az alabbi vizsgalatok elvégzését terveztiik:

1. Az A. nidulans yGT aktivitasaért felelds gén azonositasa.
Az Aspergillus Genome Database (www.aspgd.org) adatbazis
segitségével a potencialis YGT gének kigylijtése, majd az adott génhez tartozo

delécios torzsek yGT aktivitasanak tesztelése.

2. A sejtek yGT termelését befolyasolo koriilmények azonositasa.

A szénéhezés ¢és a szénforrds limitdcid hatdsanak vizsgalata a
tenyészetek yGT aktivitasara és a potencialis YGT gének transzkripciojara vad
tipusu, valamint a nitrogén €s szén anyagcserében fontos meaB (Wong és
munkatarsai 2007) és creA (Shroff és munkatarsai 1997) géneket tekintve

inaktiv torzsekben.

3. A yGT aktiv szekretdlodasanak aldtdmasztasa.

Aspergillus  fajok ismert, vagy feltételezett yGT génjeinek
bioinformatikai elemzése kiilonds tekintettel a szignalszekvencia meglétére,
illetve hianyara.

Szénforras ¢éhezd ¢és szénforras limitalt A. nidulans tenyészetek
fermentlevei yGT aktivitasanak vizsgalata.

Szénforras limitalt (ndvekvd, de nem autolizalo) A. nidulans

tenyészetek szekretomanak tanulmanyozasa.



4. A yGT néhany enzimoldgiai paraméterének meghatarozasa.

A yGT izolalasa a fermentlébol.

A yGT preparatum pH és homérséklet optimumanak meghatarozasa,
valamint hidrolaz és transzferaz aktivitasanak mérése kiilonb6z6 szubsztratok

jelenlétében.

5. A yGT potencialis fiziologiai szerepének feltérképezése.

A yGT-t kodold génben deletalt A. nidulans torzsek fizioldgiai
vizsgalata a novekedés, a protedz termelés, a reaktiv részecskék (RS)
képzddésének, valamint a konidium és kleisztotécium képzés detektalasan
keresztiil.

A tenyészetek GSH tartalmanak és yGT aktivitdsdnak vizsgéalata vad

tipust és a YGT-t kddolo génben sériilt torzsekben.

Reményeink szerint eredményeink hozzdjarulnak a szénéhezd
tenyészetek élettandnak jobb megismeréséhez és ezen keresztiil ipari
fermentacios céli alkalmazasuk hatékonyabba tételéhez. Vizsgalataink
értékes adatokkal szolgalnak tovabba a yGT-ok biotechnologiai célu
felhasznalasahoz (Suzuki és munkatarsai 2003, 2007), valamint a yGT-hoz
kapcsolodo egészségiigyi problémak (Shibayama és munkatarsai 2007, Celik
és munkatarsai 2014, Hanigan 2014, Ndrepepa és munkatarsai 2016) jobb

megértéséhez is.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 Az Aspergillus taxon és az A. nidulans jellemzése

Az Aspergillus fajok az Ascomycota torzs, Plectinomycetes osztaly,
Eurotiales rendjénck Trichocomaceae csaladjaba tartoznak (Webster 1986).
A tobb mint 300 fajt szamlaldo Aspergillus nemzetség, ipari, illetve
¢lelmiszer-egészségiligyi szempontbol az egyik legintenzivebben vizsgalt
fonalas gomba csoport (Gugnani 2003). A 18S, 28S rDNS, illetve parcialis
kalmodulin, p-tubulin és RNS polimeraz II szekvencidk alapjan
monofiletikus eredetii taxon (Peterson 2008; Houbraken és munkatarsai
2014). A szekvencia adatok ismeretében 8 alnemzetségbe sorolhatoak:
Aspergillus, Candidi, Circumdati, Fumigati, Nidulantes, Ornati, Terrei,
Warcupi (Masayuki és Katsuya 2010). Az A. nidulans a Nidulantes
alnemzetségbe tartozik. Altaldban bomld novényi maradvanyokon fordulnak
eld. Megtalalhatéak a talajban, beleértve a rizoszférat is, az avarban, a
komposztban, a takarmanyozasra szant szénaban és a szalmaban is, de egyes
képviseldik, pl. A. sydowii tengeri korall fajok fontos patogénje (Bruno és
munkatarsai 2011).

Megjelenésiikre a szeptalt hifakbol all6 fonalas telepek jellemzdek. Az
interszeptumok kozotti kapcsolatot a szeptumokon kialakulé egyszerii
porusok biztositjak. Interszeptumaik sok magvtak; jellemzden a cstcsi sejtek
sejtmagszama a legnagyobb (Jakucs ¢és Vajna 2003). Ivartalan
szaporodasukat  biztosité  konidiumaik  jellegzetes = morfologiaja
konidioforokon képzddnek. A konidiofor alapjat a talpsejt oldalelagazasan
kifejlodé vezikulum képezi. Ehhez wvagy kozvetleniil kapcsolédnak a
konidiogén sejtek (fialidok), vagy a vezikulum és a fialid réteg kozott egy
konidiumot nem termeld sejtsor (metulak) helyezkedik el (1. abra). Az elébbi

tipust uniseriat (2. abra), mig az utdbbit biseriat (3. abra) tipusnak nevezziik
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(Kevei és Kucsera 2010). Egyes Aspergillus fajok ett6l eltéré, akar
Penicillium fajokra emlékezteté konidioforokkal is rendelkezhetnek (pl. ,,P.
inflatum™), vagy egyaltalan nem képeznek konidioforokat (pl. A. monodii)
(Samson ¢és munkatarsai 2014). Erdemes megemliteni, hogy egyes
Aspergillusokra jellemzé konidioforral rendelkezé fajok (pl. ,,A. paradoxus”,
,A. malodoratus” és ,,A. crystallinus”) ugyanakkor nem az Aspergillus
nemzetségbe tartoznak, mint ahogy azt korabban vélték, hanem a Penicillium

genuszba (Samson és munkatarsai 2014).

Fialidok
Metulak

% — Konidium

Vezikula

S — Aszkospora

00

N\ Hiille-sejtek

1. abra Az Aspergillus konidiofor felépitése.
(http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/eme.htm)


http://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps06/mikroorg/web/eme.htm

2. abra Az A. fumigatus uniseriat konidiofor felépitése.
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/virtual/2008/1D2-Sep08.html#top)

3. abra Az A. flavus biseriat konidiofor felépitése.
(http://labmed.ucsf.edu/education/residency/fung_morph/fungal_site/subpages/asper
gillusflavussp.html)

Az A. nidulans esetében a biseriat tipusu konidioforok képzésének folyamata
a megvastagodott falu labsejt képzddésével indul, majd a labsejtbdl kialakul a
nyél. A nyél csucsan jon létre a globuldris vezikulum, amelyben a tobbszords
osztodas kovetkeztében 1étrejovo sejtmagok egyenletesen szétszorddnak a
felszin alatt. Ezt kovetden bimbodzassal metulak képzodnek. Miutan egy-egy
Sejtmag belép a metuldba, szeptum képzodik, ami elvalasztja a metulat a

7



vezikulumtol. A metuldk egy specialis osztodason mennek keresztiil,
melynek eredményeképp kialakulnak a hosszi konidium lancolatokat
létrehozo fialidok (Boylan és munkatarsai 1987; Mirabito és munkatarsai
1989; Adams és munkatarsai 1998; Etxebeste és munkatarsai 2008). A
folyamat szabalyozdsaban a BrlA, az AbaA és a WetA transzkripcios
faktorok altal alkotott kdzponti szabalyozasi ttvonal vesz részt. E harom
transzkripcids faktor indukal minden olyan gént, amely a konidioforok és a
konidiumok képzodéséhez sziikséges (Adams és munkatarsai 1998; Roncal
¢s Ugalde 2013).

Ivaros szaporodasuk aszkosporak képzésével valosul meg. Aspergillus
fajok tobbségének nem ismert az ivaros ciklusa. A legtobb ivarosan is
szaporodo faj az Eurotium, Emericella, Neosartorya ¢s Petromyces
nemzetségbe tartozik. Tobbségiik homotallikus, heterotallikus fajok elvétve
fordulnak csak el6 (pl. A. heterotallicus, egyes Neosartorya és Petromyces
fajok) (Dyer ¢és O’Gorman 2011). Az aszkospordkat termeld aszkuszok
jellemzéen ovoid alaktiak és kleisztotécium tipust zart, gombszeri
termétestekben jonnek 1étre (4a. és 4b. abra). Egyediili kivételt az A. athecius
képezi, ahol az aszkuszok szabadon fejlédnek; nem alakul ki kleisztotécium
(Dyer és O’Gorman 2011). Az A. (Emericella) nidulans esetében (a tobbi
Emericella fajhoz hasonléan) a kleisztotécium fala (,,peridium”) kétréteg,
lapos, egymashoz szorosan tapado sotétlila szinii sejtekbdl all. A tapadast egy
ismeretlen Osszetételli ,.cleistin® nevii anyag biztositja. A kleisztotécium
belsejét szintén ez az anyag tolti ki. A kleisztotécium faldhoz kiviilrdl
specialis sejtek, Hiille-sejtek kapcsolédnak (4a. és 4c. abra). Ezen sejtek
jellegzetes morfologiaju, mikroszkdposan erdsen fénytord, vastag fall sejtek.
Feltételezhetéen a kleisztotéciumok védelmében és ,taplalasdban” vesznek
részt (Dyer és O’Gorman 2011). Az ivaros folyamatban jellemzdéen nem

ivarszervek, hanem nem differencidlodott sejtek vesznek részt. A folyamat
8



szabalyozasa igen komplex, szdmos jelatviteli Gt és transzkripcios faktor
kozremiikddésével valdsul meg (Hoffmann és munkatirsai 2000; Han és
munkatarsai 2001, 2008a; Kim és munkatarsai 2002; Seo és munkatarsai
2004; Scazzocchio 2006; Vienken ¢s Fischer 2006; Han 2009; Dyer és
O’Gorman 2011).

4. A abra Az A. nidulans ivaros képletei. (https://atrium.lib.uoguelph.ca/xmlui/
bitstream/handle/10214/6939/Emericella_nidulans_cleistothecium_with_hulle_cells.
jpg?sequence=1); 4. B abra Aszkuszok és aszkosporak. (http://www.genetics.
unimelb.edu.au/research/hd/); 4. C abra Hiille-sejtek. (http://www.mycology.
adelaide.edu.au/virtual/2007/ID2-Sep07.html#top).
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Az Aspergillusok jelentés gazdasagi karokat okozhatnak, mint raktari
kartevok, kiilondsen magas paratartalmu koriilmények kozott (Christensen és
Kaufmann 1969) és mint a szant6foldi névénykultara opportunista korokozoi
(Cotty ¢és munkatarsai 1994). Széleskorti mikotoxin termeld képességgel
rendelkeznek (Cole és Cox 1981). A legtoxikusabb és legkarcinogénebb
Aspergillus toxinok a tobbek kozott az A. flavus, A. parasiticus, A. nomius és
A. pseudotamarii altal termelt aflatoxinok (Eaton és Groopman 1993; Bennett
és Klich 2003). Az aflatoxinok héstabil difuran-kumarin szarmazékok.
Legnagyobb mennyiségben gabonandvényeken (pl. kukorica, rizs, buza,
koles) és olajos magvakon megtelepedé Aspergillus fajokban (mogyoro,
napraforgo, szoja, gyapotmag) termelddnek (Weidenborner 2001). Szintén
jelentések a karcinogén, mutagén, teratogén, immunszuppressziv,
nefrotoxikus hatasi ochratoxinok, melyek B-fenilalaninhoz amid kotéssel
kapcsolodo dihidro-izokumarin szarmazékok (Barkai-Golan 2008b). Az A.
ochraceusbol izolaltak el6szor, de ismert A. parasiticus, A. cretensis, A.
flocculosus, A. lacticoffeatus, A. sclerotioniger, A. wentti, A. alliaceus, A.
albertensis, A. alutaceus és A. auricomus torzsekbol, s6t bizonyitott az A.
niger ochratoxin termeld képessége is (Abarca és munkatarsai 1994).
Altalaban a sziraz élelmiszereken (pl. kavé, mogyoré, szaraz gyiimolcsok)
lehet jelentds a jelenlétiik. A karcinogén patulin er6sen mérgezd, elsésorban
az emésztOszerveket, a majat, vesét €s 1épet karositd vegyiilet; mutagén és
karcinogén. Tobbek kozott az. A. nominus, A. clavatus, A. giganteus és A.
terreus termeli. Elsdsorban gyiimolesokbol és zoldségfélekbol, illetve a
beldlik eldallitott termékekbdl mutattak ki (Barkai-Golan 2008a). A citrinin
vesekarositd toxin, ami 4ltaldban gabonaféleségeken fordul el6, de
huskészitményekbdl is kimutattak mar. Tobbek kozott az A. niveus és A.
terreus termeli (Turner és Aldridge 1983; Dame és munkatarsai 2015).

Aspergillus fajokbol izolalt tovabbi jelentés mikotoxin az aflatoxin
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bioszintetikus prekurzora a hepatokarcinogén szterigmatocisztin (pl. A.
versicolor, A. ustus, A. nidulans, A. flavus), a ciklopiazonsav (pl. A. flavus, A.
versicolor), az aszpertoxin (A. flavus) és a fumagillin (A. fumigatus) (Eble és
Hanson 1951; Rodricks és munkatarsai 1968; Rabie és munkatarsai 1977;
Richard és munkatarsai 1992; Yu és Leonard 1995; Cai és munkatarsai
2011).

Az A. nidulans genomja tobb mint 70 szekunder metabolit
génklaszterét tartalmazza (Inglis és munkatarsai 2013). Ismertebb szekunder
metabolitjai - a szterigmatocisztin mellett - az asperthecin, aspyridone,
austinol, monodichtyphenon, emericellamide, terriquinone és a penicillin
(Yin és munkatarsai 2013). Az A. nidulans bar gyakran izolalhato a
takarmanyozasra szant szénarol (és az alomként hasznalt szalmarol),
mikotoxin termelésének gyakorlati (allategészségiigyi) vonatkozasai alig
ismertek (Anzai és munkatarsai 2000).

Az utobbi években szamos Aspergillus fajt izolaltak human
fert6zésekbol. Nemcsak a bér (dermatitis), a korom (onychomycosis), a kiilsé
hallgjarat (otomycosis), vagy a szem (keratitis) fert6zéseib6él mutattak ki
jelenlétiiket (Papouli és munkatarsai 1996; Kredics és munkatarsai 2007;
Aneja és munkatarsai 2010; Moreno és Arenas 2010; Manikandan és
munkatarsai 2013), de szisztémas fertézéseket is okozhatnak. A leggyakoribb
human opportunista korokoz6é az A. fumigatus (Latgé 1999). Legyengiilt
immunallapotban (pl. transzplantaciot kovetd gydgyszeres kezelés,
kemoterapia, nagy mennyiségli kortikoszteroid fogyasztisa, leukémia,
limfoma, tuberkuldzis, AIDS) a tiidébe jutott konidiumok kicsirdzva a tiidot,
illetve a 1égutakat fertézik, de sulyosabb esetben a szervezet egésze fertézotté
valik, s a gombasejtek a vesében, agyban is megjelenhetnek. Az A. fumigatus
konidiosporak szenzibilizacié Utjan a 1égzéham talérzékenységét, hosszabb
1d6 utan allergias asztmat is okozhatnak. Az A. fumigatus mellett az A. flavus
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a masodik leggyakoribb human fert6zést okozo Aspergillus faj (Hedayati és
munkatarsai 2007), de igen sokféle Aspergillus fajt izolaltak mar emberi
fert6zésekbol, tobbek kozott A. versicolort, A. nigert, A. brasiliensist, A.
tubingensist, A. nomiust, A. tamariit, A. pseudonomiust, A. sydowiit, A.
luchuensist, A. terreust, Eurotium amstelodamit (Aneja és munkatarsai 2010;
Moreno ¢s Arenas 2010; Manikandan €s munkatérsai 2013).

Az A. nidulans human patogén jelentésége nem szamottevd. A gyengén
patogén fajok kozott tartjak szamon. Ennek ellenére izolaltak mar emberi
koromroél és masodlagos fertézésekbol is (Fassatiova 1984). A Bridges-Good
szindroméban szenvedd betegeknél esetenként tiidd aszpergilldzist is okozhat
(Segal ¢és munkatarsai 1998). So6t, broncocentrikus granulomatézisban
szenvedd beteg horgdjébdl is Kimutattak mar (Segal és munkatarsai 1998).
Allatorvosi jelentdsége 1ényegesen nagyobb: Lovaknal a 1égzsak (guttural
pouch) egyik legfontosabb korokozoja (Anzai és munkatarsai 2000).

Az élelmiszeriparban az A. oryzae, A. sojae és A. tamari fajok toltenek
be kiemelked6 szerepet (Gugnani 2003). Jelentdségiik a tradicionalis azsiai
fermentacios ételek, italok (pl. rizsbor, rizsecet, szdjaszosz, szaké és szojabab
paszta) gyartasaban van (Sasa és Takagi 2004; Abe és Gomi 2008; Machida
2008). Europaban Aspergillus fajokat hasznalnak egyes penészérlelésii
kolbaszok/szalamik gyartasanal (Gugnani 2003).

Az Aspergillusokat a fermentacids iparban szerves savak, kiilonféle
szekunder metabolitok és enzimek eldallitasara, illetve kiilonféle
biokonverzios folyamatokban hasznaljak. A teljesség igénye nélkiil néhany
példa: citromsav és gliikkonsav gyartas (A. niger) (Bentley és Bennett 2008),
itakonsav ¢€s cisz-akonitsav eldallitasa (A. itaconicus, A. terreus) (Okabe és
munkatarsai 2009), lovasztatin (A. terreus) (Manzoni és Rollini 2002; Patil és
munkatarsai 2011), echinocandin B (A. rugulosus) (Emri és munkatarsai

2013), alkaloidok ¢és szteroidok biokonverzidja (A. ochraceus, A.
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sclerotiorum) (Hill és Johnson 1969; Petroski és munkatarsai 1983; Chen és
munkatarsai 1994). Szamos Aspergillus fajt igen sokféle enzim (pl. amilaz,
lipaz, cellulaz, pektindz, katalaz, proteinaz, gliikkdz oxidaz) (Godfrey és West
1996; Pedersen és munkatarsai 2000; Fleissner és Dersch 2010) gyartasara
hasznélnak.

Intenziv fehérje szekrécios képességiik miatt, a csak kevés protedzt
termeld torzseket huménterapids fehérjék heterolog expresszidjara is fel
szeretnék hasznalni a jovoben (A. japonicus, A. oryzae, A. niger) (Archer
2000; Abe ¢és munkatarsai 2006; Archer és Turner 2006). A sejtfaluk nagy
mennyiségben  képes  nehézfémeket megkotni, igy  bioszorpcids
folyamatokban (pl. szennyviztisztitas) is lehet jelentOségiik (Ahluwalia és
Goyal 2007).

Az A. nidulans ipari jelentésége kicsi. ElsGsorban, mint modell
organizmus ismert az ipari szakemberek szdmara is. Pontecorvo ¢és
munkatarsa (1953) vizsgalatainak kdszonhetden valt a mikoldgiai kutatdsok
egyik legismertebb alanyava. Gyakran hasznaljdk a fonalas gombdk stressz
valaszainak vizsgélatira, a mikrotubulusok, motorfehérjék (pl. kinezin,
dinein), valamint a génmiikddés szabalyozasdnak tanulmanyozasara
(Timberlake 1990; Martinelli 1994; David ¢és munkatarsai 2008).
Felhasznaljak az eukaridta sejtbiologidban a rekombinécio, DNS repair €s a
sejtciklus szabalyozasanak tanulmanyozasara (Oakley és Morris 1981; Kafer
¢s Chae 2008) is. Ipari jelent6ségli folyamatok példaul heterolog expresszid
¢s extracellularis enzimtermelés vizsgdlatdra (Emri és munkatdrsai 2008;
Sprote €s munkatarsai 2009), a penicillin és szterigmatocisztin termelés
szabalyozasanak megértésére (Brakhage 1998; Shimizu és Keller 2001) is
alkalmas. Emellett eredményesen alkalmaztak emberi orokletes metabolikus
betegségek (pl. alkaptonuria) molekuldris bioldgiai hatterének felderitésére
(Fernandez-Canon és Penalva 1995).
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2.2 A glutation anyagcsere
2.2.1 A glutation és tulajdonsdgai

A GSH (y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin; y-L-Glu-L-Cys-Gly) egy kis
molekulatomegli, Cys-je révén SH-csoportot tartalmaz6 antioxidans

molekula (Fahey és munkatarsai 1984, 5. abra).
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5. abra A GSH szerkezete.
(http://chem.libretexts.org/@api/deki/files/4080/=imagel51.png?revision=1)

Filogenetikailag az egyik legdsibb peptid. A prokariotadk nagy részében
(els6sorban a Gram negativ fajokban, de néhany Gram pozitiv baktériumban
is - pl. Streptococcus agalactiae (Janowiak ¢és Griffith 2005), vagy
Lactobacillus fermentum (Kullisaar és munkatarsai 2010)) és szinte az dsszes
eukariotaban el6fordul (Meister és Anderson 1983; Penninckx és Elskens
1993; Hell 1997; Fahey és munkatarsai 2001; Pdcsi és munkatarsai 2004;
Smirnova és Oktyabrsky 2005). Megtalalhato a citoszolban, a sejtmagban és
a mitokondriumban egyarant, akar 10 mM-0s koncentracioban is (Meister €s
Anderson 1983; Hwang és munkatarsai 1992; Penninckx ¢és Elskens 1993).
Jelen van az extracellularis térben; novényeknél az apoplaszt fontos eleme
(Vanacker €s munkatarsai 1998). Nagy koncentraciojabol adodoan fontos S
¢és N raktar, de mint tartalék tapanyag is funkcionalhat éhezés alatt (Pocsi és

munkatarsai 2004). Azon fajokban ahol nincs jelen a GSH, a GSH-t mas tiol-

14



tartalmtl molekulak helyettesitik. Halobaktériumokban a f6 tiol a y-glutamil-
Cys (Sundquist és Fahey 1989), mig a lyme-kor korokozdja a Borrelia
burgdorferi koenzim A-t akkumulal a GSH funkcidjanak helyettesitésére
(Boylan és munkatarsai 2006). A Mycobacterium tubercolosis és szamos
Streptomyces faj GSH helyett egy Cys tartalmGi molekulat, a mikotiolt
tartalmazza nagy mennyiségben (Newton és munkatarsai 2005). A GSH-t
nem tartalmazo eukariotak koziil, a human patogén Entamoeba histolyticaban
Cys akkumulalédik kiilonb6z6 stressz hatasokra (Ariyanayagam ¢és Fairlamb
1999), mig a Crithidia fasciculata és a Trypanosoma brucei GSH helyett
tripanotiont (N1, NG6-bisz-glutationil-spermidin) termel (Fairlamb ¢és
munkatarsai  1985; Ariyanayagam ¢és Fairlamb 1999; Krauth-Siegel és
munkatarsai 2005). Egyes magasabb rendii noévények GSH mellett y-
glutamil-ciszteinil-alanin (homoglutation) szintézisére is képesek (Tausz és
munkatarsai 2004).

SH-csoportja révén szamos redox folyamatban vehet részt. Spontan
elreagalhat a szuperoxiddal, peroxidokkal, szinglet oxigénnel, hidroxil
szabadgyokkel, hipoklorossavval, peroxinitrittel, vagy akar a nitrogén-dioxid
szabadgyokkel és szamos redox reakciot katalizaldo enzim kofaktoraként is
miikodik (Izawa és munkatarsai 1995; Stephen ¢és Jamieson 1996; Halliwell
és Gutteridge 1999; Kuzniak és Sklodowska 2001). Oxidalt formaja a
glutation diszulfid (GSSG), mely két GSH molekula SH-csoportjanak
oxidalasa révén, diszulfid kotés kialakitasaval jon létre. Vegyes diszulfidok
kialakitasara is képes; koenzim A-hoz, Cys-hez, sét fehérjék Cys
oldallancahoz is hozzakapcsolodhat (Meister és Anderson 1983; Penninckx
¢és Elskens 1993; Hell 1997; Vuilleumier és munkatarsai 1997; Fahey és
munkatarsai 2001; Pocsi és munkatarsai 2004). A fehérje-GSH vegyes
diszulfidok kialakulasdnak (a fehérjék glutationilacidjanak) fontos szerepe

van a fehérjék SH-csoportjainak védelmében erds oxidativ stressz alatt,
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illetve a kiszaradas okozta oxidativ karosodasok megel6zésekor (Dalle-
Donne ¢s munkatarsai 2009), de részt vehet jelatviteli folyamatok
szabdlyozasaban is (Dalle-Donne ¢és munkatarsai 2009). Stresszmentes
kortilmények kozott a GSSG aranyat <10 %-ra becsiilik (Penninckx és
Elskens 1993; Pdcsi és munkatarsai 2004).

Az SH-csoportja segitségével enzimkatalizalt, vagy akar spontan
nukleofil szubsztiticiés ¢és addicidés reakcidkban egyarant részt vehet.
Halogénezett telitett, telitetlen ¢és aromés szerves vegyliletekkel,
szulfonatokkal, szubsztiticids, mig keton-, aldehid- és észter-csoportokkal,
nitrilezett szerves vegyliletekkel, telitetlen aldehidekkel, epoxidokkal
addicios reakcioba 1éphet (Armstrong 1994; Townsend és Tew 2003; Anders
2004; Hayes és munkatarsai 2005).

A GSH, vy-glutamil-csoportjanak koszonhetéen transzpeptidacios
reakciokban, mint y-glutamil donor is kozremiikdhet (Penninckx és Elskens
1993; Pocsi és munkatarsai 2004).

Komplexképzd tulajdonsaga miatt a GSH stabil komplexbe tudja zarni
a Cd®*-ot (GSH.Cd?*), igy hatékonyan részt tud venni a Cd*
munkatarsai 2005). (A GSH2Cd?* komplex megfeleld transzporter rendszerek
segitségével szekretalodik, illetve a vezikulumban akkumulalodik (Mendoza-
Cézatl és munkatarsai 2005)). Erdemes megjegyezni, hogy novényekben, de
a Schizosaccharomyces pombe esetében is a GSH-bol képz6dé fitokelatinok,
S. pombe esetében (yGlu-Cys)n-Gly, latnak el hasonld funkciét Cd?* stressz
alatt (Mendoza-Cozatl és munkatarsai 2005).

A GSH szerkezete hasonld az ACV tripeptid (8-L-o-aminoadipil-L-
ciszteinil-D-valin) szerkezetéhez, ami a penam ¢és cefém vazas [-laktam
antibiotikumok szintézisének intermediere (van de Kamp és munkatarsai

1999). Nem meglepé mdédon a GSH gatolja az ACV szintaz és az ACV-t
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izopenicillinné alakité izopenicillin N szintdz miikodését, ami jelentOsen
befolyasolhatja ezen antibiotikumok képzddését (Ramos ¢és munkatarsai
1985; Theilgaard és Nielsen 1999; van de Kamp és munkatarsai 1999; Emri
¢s munkatarsai 2000; Pocsi €s munkatéarsai 2001; Nagy €s munkatérsai 2003).

A GSH-t nagy mennyiségben allitja el6 a fermentacids ipar, mint
primer metabolitot elsésorban S. cerevisiae és Candida utilis mutans
torzseinek segitségével (Li és munkatarsai 2004, Bachhawat és munkatarsai
2009). Felhasznaljak a human terapiaban (pl. kemoterapiat és sugarterapiat
kovetden, mint antioxidanst), valamint az élelmiszeriparban (funkcionalis
¢lelmiszerek készitése) és a kozmetikai iparban (antioxidansként, illetve
ranctalanito és hidratald készitmények OsszetevOjeként) is (Wei és

munkatarsai 2003; Li és munkatérsai 2004).

2.2.2 A glutation anyagcsere fontosabb reakcioi
1.) Bioszintézis

A GSH két 1épésben, y-Glu-Cys koztitermék képzodése kozben,
szintetizalodik L-Glu, L-Cys és Gly aminosavakbol. A két 1épést a y-Glu-Cys
ligaz/szintaz (yGCS) és a GSH szintaz (GSHS) enzimek katalizaljak:

ATP, Mg?
L-Glu + L-Cys ——— y-L-Glu-L-Cys
yGCS

ATP, Mg?*
v-L-Glu-L-Cys + Gly ——— y-L-Glu-L-Cys-Gly
GSHS
A Streptococcus agalactiae esetében a szintézisért egy bifunkcionalis yGCS
¢s GSHS aktivitassal rendelkez6 fehérje felels (Janowiak és Griffith 2005).
A legtobb fajban a GSH feed back gatolja a GSH szintézis folyamatat
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(leggyakrabban a yGCS miikddését) (Pocsi és munkatarsai 2004). A harom
GSH alkot6 aminosav koziil leggyakrabban a Cys mennyisége a limitalt.
Nem meglepd mdédon a GSH szintézis indukcidja gyakran egylitt jar a Cys
transzportjanak, szintézisének, illetve a Met - Cys atalakuldsnak az
aktivalodasaval (Pocsi és munkatarsai 2004). A yGCS-t kodolo gshl/gshA
gén delécidja a S. cerevisiae (Grant és munkatarsai 1996; Sharma és
munkatarsai 2000), a S. pombe (Garcia-Santamarina és munkatarsai 2013) és
az A. nidulans esetében (Leiter Eva, Debreceni Egyetem személyes kozlése)
IS GSH auxotrofiahoz vezet. Azaz, a GSH esszencialis e gombak szamara
stresszmentes koriilmények kozott is. Meglepden kevés GSH is elegendd a
sejtek normal miikodéséhez: A S. cerevisiae esetében példaul a stresszmentes
koriilmények kozott mért koncentracio szazada mar képes fenntartani a sejtek
normal novekedését (Lee és munkatarsai 2001). A GSH esszencialitasat
leginkabb azzal magyarazzak, hogy a GSH kis mennyiségben ugyan, de
szilkséges a membranintegritds megdérzéséhez ¢és a mitokondriumok
stabilitasahoz is (Pocsi és munkatarsai 2004). A GSHS-t kodold gsh2 gén
delécidja nem eredményezett GSH auxotrofiat sem S. cerevisiaeben, sem S.
pombeban. Feltehetéleg ebben az esetben a felhalmozodd y-glutamil-Cys
részben atvette a GSH funkcioit (Grant és munkatarsai 1997; Sideri és
munkatarsai 2014). Erdemes megemliteni, hogy szemben a fent emlitett
gombakkal, Eschericia coli esetében sem a yGCS, sem a GSHS, sem
mindkettonek a hidnya nem okozott GSH auxotrofiat, de - a gombdknal
tapasztaltakhoz hasonléan - jelentdsen megnovelte a baktérium oxidalod

szerekkel szembeni érzékenységét (Fuchs és munkatarsai 1983).
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2.) Redox reakciok

- A GSH képes spontan elreagéalni a szuperoxiddal, bar a folyamat nem
annyira gyors, mint azt korabban gondoltadk (Winterbourn és Metodiewa
1994):

GSH + O —— > GSO* + OH~

A képzo6dott GSH-szulfinil szabadgyok (GSO®) tobb Iépésben GSSG-vé
alakul (Winterbourn és Metodiewa 1994):

GSO*+2GSH+GS + 02 > > > —> 2 GSSG + 02 + H20

Minthogy ez utébbi folyamat szuperoxid képzddésével jar, igy a GSH
szerepe a szuperoxid elleni védelemben kétséges (Winterbourn és Metodiewa
1994). S6t, inkabb ugy tartjak, hogy a fenti folyamatok Kkifejezetten
vesz€lyesek a sejtek szamara a képzodd reaktiv koztitermékek miatt és a
szuperoxid dizmutdz egyik fontos feladata, hogy a szuperoxid koncentracio
alacsonyan tartdsaval megakadalyozza a GSH szuperoxid altali oxidaciojat a
mitokondriumban (Jones és munkatarsai 2003). A GSH és a szuperoxid
reakcidjaban képzddd reaktiv GSH formaknak ugyanakkor fontos szerepe
lehet az S-nitrozoglutation (NO anyagcsere fontos eleme) képzddésében

(Schrammel és munkatarsai 2003).
- A GSH peroxidokkal szintén spontan elreagal (Pdcsi és munkatarsai 2004):

2 GSH + H,Op ——— > GSSG + 2 H,0
2 GSH + RO-OH —— > GSSG + R-OH + H,O

E folyamatot a glutation peroxidaz (GPx) és egyes peroxidaz aktivitast
mutatd glutation-S-transzferazok (GST) is Kkatalizalhatjdk (Pocsi  és

munkatarsai 2004). (S. pombe esetében példaul a sokféle GST koziil csak a
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GST3 rendelkezik peroxidaz aktivitassal, Veal és munkatarsai 2002.) A
peroxiredoxinok szintén képesek a peroxidok redukalasara. Egyes tipusaik
tioredoxin helyett glutaredoxint, illetve GSH-t hasznalnak redukald eréként
(Rouhier és Jacquot 2005; Dayer és munkatarsai 2008). Erdemes
megemliteni, hogy sok GPx viszont tioredoxinnal (is) miikodik (Rouhier és
Jacquot 2005; Dayer és munkatarsai 2008; Kim és munkatarsai 2010). A fenti
enzimek lokalizaciojukban, stabilitasukban és szubsztrat specificitasukban is
eltérnek egymastol, illetve més peroxidokat bonté enzimektdl (pl. katalaz,

citokrom c, peroxidaz stb.) (Pocsi és munkatérsai 2004; Dayer és munkatéarsai

2008).

- A GSH sziikséges a glutaredoxin redukalt allapotban tartdsdhoz (az
eloxidalodott glutaredoxin visszaredukalasahoz) is. A glutaredoxin (a
tioredoxin rendszerrel egylittmikodve) sokféle biokémiai reakcidban vesz
részt (Grant 2001), melyek koziil oxidativ stressz alatt a fehérjék diszulfid
hidjainak visszaredukalasa (Grant 2001; Pdcsi és munkatarsai 2004), mig
stresszmentes koriilmények kozott a dezoxiribonukleotidok szintézise a

legjelentdsebb (Grant 2001).

- A GSH, a GSH-fiiggd dihidroaszkorbinsav reduktdz kozvetitésével részt
vesz a C-vitamin és azon keresztiil az E vitamin regeneraldsaban (Gille és

Sigler 1995; Rahman 2007).

- A fenti redox folyamatokban GSSG keletkezik. A GSSG NADPH
segitségével tud redukalddni, egy a glutation reduktdz (GR) altal katalizalt

folyamatban:

GR
GSSG + NADPH + H ———— NADP* + 2 GSH
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A GR génjének delécioja a S. cerevisiaeben (Muller 1996), és az A.
nidulansban (Sato és munkatarsai 2009; Leiter Eva szobeli kozlése,
Debreceni Egyetem) is noveli a torzs oxidativ stresszel szembeni
érzékenységét és az A. nidulans esetében stresszmentes koriilmények kozott
is lassitja a gomba novekedését, de nem letalis hatasu. Feltehetoleg a
tioredoxin rendszer veszi at a GSH anyagcsere helyét és/vagy intenziv GSH
szintézis és a folyamatosan képz6d6 GSSG lebontasa ellenstilyozza a GR
hianyat (Muller 1996; Sato és munkatarsai 2009; Leiter Eva szobeli kozlése,
Debreceni Egyetem). Meglepé modon a S. pombe esetében a GR génjének
delécidja letalis hatdsu (Song és munkatarsai 2006; Kim és munkatarsai

2010).

Redox tulajdonsagaibol adéodéan a GSH fontos antioxidans molekula, amely
mas antioxidans rendszerekkel egyiittmiikodve (pl. tioredoxin rendszer),
esetenként azok mitkddését segitve (C- és E-vitamin) részt vesz a reaktiv
oxigén ¢s nitrogén formdk (elsdsorban a peroxidok) eliminalasaban, az
ezektdl eltérd szabadgyokok hatastalanitdsaban, a nem kivant diszulfidok
regeneralasaban ¢és ezen keresztil a sejtek redox egyensulyanak
fenntartasaban és az oxidativ stressz kivédésében (Penninckx és Elskens

1993; Pocsi és munkatarsai 2004).

3.) Konjugacios reakciok

A GSH nukleofil szubsztiticids és addicids reakciokban igen sokféle
molekuldhoz képes kapcsolodni. E reakciok egy részét a GST transzferaz is
katalizalja (Armstrong 1994; Townsend és Tew 2003; Anders 2004; Hayes és
munkatarsai 2005).

(GST)
GSH+R-X——— > GS-R+ X +H"
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GSH+ R—— > GS-R’

Az eukaridta sejtek igen sok és sokf€le citoszolikus, mitokondrialis és
mikroszomalis GST-t tartalmazhatnak, melyek nem csak lokalizacidjukban,
de szubsztrat specificitdsukban is eltérnek egymastol (Armstrong 1994; Eaton
¢s Bammler 1999; Strange ¢s munkatarsai 2001; Hayes €¢s munkatarsai 2005;
Josephy 2010). Egyes GST-ok fontos jelatviteli feladatokat latnak el és
tobbek kozott MAP kinaz (MAPK) ttvonalak miikodését szabalyozzak
(Laborde 2010). A GST altal Iétrehozott, vagy spontan keletkez6 glutation-S-
konjugatumokat (GS-R), illetve a beldliik képzddd egyéb vegyiileteket
(legismertebb a merkaptursav utvonal: Zadzinski és munkatarsai 1996; Hayes
¢s munkatarsai 2005; Prévéral és munkatarsai 2009) kiilonféle transzporter
rendszerek az extracellularis térbe, vagy a vakudlumba szallitjak (Armstrong
1994; Li ¢és munkatarsai 1997; Eaton és Bammler 1999; Gomes ¢s
munkatarsai 2002; Halliwell és Gutteridge 2007; Josephy 2010).

- A GSH részt vehet a formaldehid oxidalasaban a GSH-fiiggé formaldehid
dehidrogenaz (GSH-FaDH) ¢és az S-formil-glutation hidrolaz (FGH)
kozremiikodésével (Chasseaud 1979; Shen és munkatarsai 1998; Baerends és
munkatarsai 2002). A GSH-FaDH a GSH és a formaldehid addicios
reakcidjaval keletkez6 S-hidroximetil-GSH-t oxidalja, majd a 1étrejovo

tioészter a FGH segitségével hidrolizal:

GSH-FaDH
formaldehid + GSH + NAD* ——— S-formil-GSH + NADH + H*

FGH
S-formil-GSH + H,O ——— GSH + hangyasav
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- A glioxalaz rendszer részeként a GSH kozremikodik a metilglioxal
eliminaldsaban (Penninckx és Elskens 1993; Inoue és Kimura 1995). A
glioxaldz rendszert a GSH-fiiggd glioxalaz 1 (GLOI1) és a glioxalaz II
(GLO2) enzimek alkotjak, melyek az alabbi reakciokat katalizaljak:

GLO1
GSH + metilglioxdl —— > (R)-S-laktoil-GSH

GLO2
(R)-S-laktoil-GSH + HLO ———— GSH + tejsav

A GSH ebben az esetben is spontan addiciondlodik a metilglioxal formil-
csoportjara, amit egy izomerizacios 1épés (GLO1) és a létrejott tioészter

hidrolizise (GLO2) kovet.

A fenti reakciok fontos detoxifikacidés folyamatok alapjat képezhetik a
sejtekben, melyek nem csak a xenobiotikumokkal, de a sejtek normal
anyagcseréje soran képzddd toxikus molekuldkkal szemben is védelmet
nytjtanak (Armstrong 1994; Fraser és munkatarsai 2002; Townsend és Tew
2003; Anders 2004; Hayes ¢s munkatarsai 2005; Singh és munkatarsai 2012).

4.) A GSH lebomlasaval jar6 reakciok

A (citoszolikus) GSH lebontasa az egyes fajokban eltéré modon mehet
végbe. Az els6 1épés minden esetben a y-glutamil kotés megbontasa, aminek
kovetkeztében a GSH szintézise ¢€s lebontdsa eltérd kozti termék
képzddésével jar, igy a két folyamat egymastol fliggetleniil is szabalyozhatd
(Penninckx és Elskens 1993).

- Gombakban (pl. S. cerevisiae, Candida albicans) a DUG utvonal jelenlétét

mutattak ki (Kumar és munkatarsai 2003; Ganguli és munkatarsai 2007,
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Desai és munkatarsai 2011; Kaur és munkatarsai 2012). A DUG tutvonalat

egy Cys-Gly metallo-di-peptidazt kodolo dugl gén, valamint egy glutamin

aminotranszferaz komplex kétféle alegységét kodold dug2 és dug3 gének

alkotjak (Kaur és munkatérsai 2012). A glutamin aminotranszferaz komplex

a y-glutamil csoportot, mig a dipeptidaz a felszabaduld Cys-Gly hidrolizalja.
DUG2/DUG3

GSH + HLO ————— L-Glu + L-Cys-Gly

DUG1
L-Cys-Gly + HLO ——— L-Cys + Gly

- Novényekben és emlds sejtekben a DUG utvonaltol eltérd ttvonal miikodik.
Ezen sejtekben a citoszolikus GSH szerkezetét egy GSH-ra specifikus y-
glutamil ciklotranszferaz (YGCT) bontja meg és a keletkez6 5-oxoprolint egy
5-oxoprolinaz (50Paz), a Cys-Gly-t egy dipeptidaz hidrolizalja (Ohkama-

Ohtsu és munkatarsai 2008; Kumar és munkatarsai 2012).

vGCT
GSH + H.O ——— 5-oxoprolin + L-Cys-Gly

50Paz
5-oxoprolin + ATP + 2H,0 —— L-Glu + ADP+ P;

dipeptidaz
L-Cys-Gly + HoO ——— L-Cys + Gly

- A fentieken tul a yGT szintén képes nem csak a GSH, de a GSSG ¢és a GS-
R-ek szerkezetének megbontasara is (Penninckx és Elskens 1993; Pocsi és

munkatérsai 2004).
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2.3 A y-glutamil transzpeptidaz fiziologiai szerepe

A yGT-ok (EC 2.3.2.2) a prokariotak, archeak és eukariotak korében is
altalanosan elterjedt, evoluciésan erdsen konzervalt enzimek (Verma ¢&s
munkatarsai 2015). Felépitésiiket tekintve az NTN-hidrolazok (,,N-terminal
nucleophile hydrolases™) szupercsaladjaba tartoznak. Bar ismertek egy
alegységbdl allo yGT-ok is (Martin és Slovin 2000; Nakano és munkatarsai
2006), jellemz6 rajuk a heterodimer szerkezet. A két alegységet ugyanazon
gén kodolja, de az egyik alegység - szintézisét kovetden - autokatalitikusan
modosul (Inoue és munkatéarsai 2000; Minami és munkatarsai 2004; Okada és
munkatarsai 2007). A S. cerevisiae esetében példaul az ECM38/Cis2 gén egy
64 kDa-os fehérjét kodol, amelybdl proteolitikus hasitast kovetéen egy 29
kDa-os fehérje is kialakul, igy a heterodimert egy 64 és egy 29 kDa alegység
alkotja (Jaspers és Penninckx 1984; Jaspers és munkatarsai 1985; Mehdi és
munkatarsai 2001). A yGT-ok tovabbi, jellegzetes kozos tulajdonsaga a
négyrétegli, affo struktiraju (a Bacillus anthracis esetében hatrétegi,
aaffooa struktiraju; Wu és munkatarsai 2009), ,,szendvics” szerkezet
(Verma és munkatarsai 2015).

A yGT-ok y-glutamil vegyiiletek y-glutamil csoportjat helyezik at mas
molekulakra. Ennek megfeleléen aktiv centrumuk is egy a y-glutamil donor
és egy a y-glutamil akceptor megkdtésére alkalmas részbdl épiil fel. A y-
glutamil donor lehet GSH, GSSG, GS-R, glutamin (GlIn), y-glutamil dipeptid
¢és sok mas y-glutamil vegyiilet, pl. a y-glutamil-p-nitroanilid (yGpNA) (Pdcsi
¢s munkatarsai 2004) is. Ez utobbi molekulanak az enzim detektalasaban van

jelentésége (6. abra).
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spektrofotométerrel (412 nm)

6. abra A yGT aktivitds mérésének elve (Castellano és Merlino 2013).

A y-glutamil akceptor leggyakrabban valamilyen aminosav, vagy peptid, de
lehet hidroxil-amin és viz is. Ez utdbbi esetben nem transzpeptidaciorol,
hanem a y-glutamil vegyiiletek hidrolizisér6l beszéliink (Pdcsi és munkatarsai
2004, 7. abra). Sok yGT esetében a fo aktivitasat a hidrolizis és nem a

transzpeptidacio jelenti (Harding és munkatarsai 1997; Mehdi és munkatarsai

2001).
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7. abra A yGT Kkatalizalt transzpeptidacios és hidrolizis reakciok (Castellano
¢és Merlino 2013).

A reakciomechanizmusra a ping-pong bi-bi mechanizmus egy valtozata
jellemzé (8. abra): 1. Az enzim megkdti a y-glutamil donort, majd a y-
glutamil csoporttal acilezi az aktiv centrum egyik aminosavanak (hidroxil)
oldallancat. 2. Felszabadul a y-glutamil csoportjat vesztett szubsztrat (elsé
termék). 3. A y-glutamil akceptor megkotése €s acilezése. 4. Az acilezett
masodik termek is felszabadul. A két szubsztrat tehat egy idében nincs jelen

az aktiv centrumban (a y-glutamil csoportot leszamitva) és az enzim szabad,
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illetve y-glutamilezett formaban van jelen. A y-glutamil donor a szabad
enzimet képes acilezni, mig a y-glutamil akceptor a y-glutamilezett enzimet

tudja deacilezni.

RC(OJNH-R" E-X[H] RC(O)NHR'

A
Deacilacio

RCO,H
*R"-NH, / *RC(O)NHR'

-XC(O)R -X(H)

\ H,0

Acilacio

NH,R'

R"-NH:2

E xcor
8. abra A yGT ping-pong bi-bi reakcidmechanizmusa (Castonguay ¢és

munkatarsai 2003).

A sejtek egynél tobb yGT génnel is rendelkezhetnek. EQy yGT gént hordoz az
E. coli, a S. cerevisiae és sok ragcsaldo genomja (Jaspers és Penninckx 1984;
Suzuki és munkatarsai 1988; Zhang és Forman 2009). Két yGT génnel
rendelkezik a S. pombe (Park és munkatarsai 2004), mig a Colletotrichum
graminicolaban harom (Bello és munkatarsai 2013), illetve a Trichoderma
atroviridae, T. reesei, T. virens és az Arabidopsis thaliana fajokban négy
YGT gén talalhato (Storozhenko és munkatarsai 2002; Bello és Epstein 2013).
A human genom szintén legalabb 4 yGT gént tartalmaz (Zhang ¢&s
munkatarsai 2005). Az Aspergillus fajokban 2-4 potencialis, yGT domaint
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kodold gén talalhatod (az A. nidulans esetében kettd), de az ezek altal kodolt
fehérje katalitikus aktivitdsa egyik esetben sem ismert.

A yGT-ok mérete, hémérséklet és pH optimuma, reakcidkinetikai
paraméterei igen valtozatosak (Brenda adatbazis). Sejten beliili lokalizaciojuk
¢s fizioldgiai jelentOségiik szintén valtozatos. Az eddig vizsgélt élesztd
fajokban a yGT (Springael és Penninckx 2003; Matsuyama és munkatarsai
2006) a vakuolaris membranhoz kotétten van jelen. A S. cerevisiae esetében
ezen enzim részt vesz a vakuolumban raktarozott GSH lebontasaban, ami
lehetdvé teszi a felszabaduld aminosavak hasznositdsdt nitrogénéhezd
koriilmények kozott (Mehdi és Penninckx 1997; Springael and Penninckx
2003), s6t a GSH szintézis ut alapanyagainak biztositdsaval - paradox modon
- hozzajarulhat a sejtek citoszolikus GSH tartalmanak novekedéséhez is, amit
Cd?" stressz alatt figyeltek meg (Adamis és munkatarsai 2009). Valosziniileg
a yGT-ok hasonl6 folyamatokban vehetnek részt a S. pombe esetében is. Erre
utal, hogy a vakuolaris membrankotott yGT-okat kodold ggtl és ggt2 gének
szén- ¢és nitrogénéhezésre, valamint oxidativ és nitrozativ stresszre is
indukalodnak (Park és munkatarsai 2004; Kang és munkatarsai 2005). Emlds
sejtek esetében a yGT a citoplazma membranon lokalizalodik ¢és az
extracellularis GSH, illetve maés extracellularis 7y-glutamil vegyiiletek
lebontasaban és hasznositasaban miikodik kozre. Itt is megfigyelhetd, hogy
az extracellularis GSH lebontasabol felszabadulé aminosavak serkentik a
sejtek citoszolikus GSH szintézisét (Zhang ¢és munkatarsai 2005;
Heisterkamp és munkatarsai 2008; Zhang és Forman 2009). Prokaridtakban
az enzim gyakran periplazmikusan (Gram negativ fajok), vagy sejtfalhoz
kototten, illetve extracellularisan (Gram pozitiv fajok) van jelen és kiilonféle
y-glutamil vegyiiletek (pl. a poli-y-glutamil-glutamat kapszula, GSH, Gln)

lebontasaban és C, N, illetve S forrasként valdé hasznositisaban mukodik
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kozre (Hanigan és Ricketts 1993; Kimura ¢s munkatarsai 2004; Minami és
munkatarsai 2004; Shibayama ¢és munkatarsai 2007). A humadanpatogén
Helicobacter pylori esetében a yGT termelés fontos virulencia faktor. A
baktérium ezen enzim segitségével tudja az extracellularis Gln-t és GSH-t
nitrogén forrasként hasznositani (Shibayama és munkatarsai 2007), de a
bakterialis YGT részt vesz a CDs-pozitiv T sejtek gatlasdban is (Schmees ¢€s
munkatarsai 2007). A szintén humanpatogén B. anthracis esetében a poli-y-
D-glutamil-D-glutamat tipusi kapszula a baktérium yGT-a segitségével
kapcsolodik kovales kotéssel a sejtfalhoz, jelentdsen megndvelve a sejtek
virulenciajat (Candela és Fouet 2005).

Extracellularis/sejtfalhoz kotott yGT-zal rendelkezik a Histoplasma
capsulatum (Zarnowski és munkatarsai 2008) és a C. graminicola is (Bello és
munkatarsai 2013). Ez utobbi gombafaj esetében az enzim részt vesz az
extracellularis GSH N forrasként valo felhasznaldsaban (Bello és munkatérsai
2013). Meglepé modon a citoszolikus GSH lebontasaban és a citoszolikus
GSH koncentracio szabalyozasaban az eddig vizsgalt yGT-oknak nincs
szerepe (Kumar ¢és munkatarsai 2003; Ganguli és munkatarsai 2007,
Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008; Kumar és munkatarsai 2012). E
feladatot, az el6zd fejezetben emlitett ,alternativ’ GSH lebont6d utvonalak
latjadk el (Kumar és munkatarsai 2003; Ganguli és munkatarsai 2007;
Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008; Kumar és munkatarsai 2012).

A yGT-ok nem csak az extracellularis, illetve vakuolaris y-glutamil
vegyliletek (koztik a GSH) lebontasdban miikodhetnek kozre. A GSSG
lebontasaval a redox egyensuly (GSH/GSSG arany) fenntartdsdhoz is
hozzajarulhatnak. Ez kiilondsen a sejtfalban, ndvényeknél az apoplasztban
fontos, ahol nincs lehetéség a GSSG redukaldsara glutation reduktaz

segitségével. A redox egyensuly megtartdsdban fontos yGT-t irtak le - tobbek
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kozott - az A. thaliana apoplasztjabol (Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008),
de a Sclerotinia sclerotiorum fonalas gomba sejtfalabol is (Li és munkatarsai
2012). A fenticken tul a yGT-ok a GSH-fiiggé detoxifikacioban is
kozremiikddnek, a spontan, illetve glutation-S-transzferazok segitségével
képzddd glutation-S-konjugatumok atalakitasaval (Pocsi és munkatarsai
2004; Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008; Winschmann és munkatarsai
2010; Agblor és Josephy 2013).

A yGT-ok egészségiigyi jelentdséggel is birnak. A yGT aktivitas
novekedése a szérumban nem csak a maj és az epehodlyag-epeutak
megbetegedésére utalhat, de sziv- ¢&s érrendszeri betegségek (pl.
ateroszklerdzis, koszortér rendellenességek) velejardja is lehet. S6t a magas
szérum yGT aktivitds hozzajarulhat e betegségek kialakuldsdhoz ¢és
stlyosbodasahoz (Celik és munkatarsai 2014, Mao és munkatarsai 2014,
Ghatge és munkatarsai 2016, Ndrepepa és munkatarsai 2016). A nagy szérum
yGT aktivitas, elhizott betegeknél, a 2-es tipsti diabétesz kialakulasat
eredményezheti (Wei és munkatarsai 2015). A fentieken tal a yGT
képzddésének hidnya/zavara glutationémia, illetve glutationuria és ezen
keresztiil mentalis retardacio kialakuldsahoz vezet. Mig a yGT tltermelddése
az asztma ¢és a parkinzon-kor patogenezisében is szerepet jatszhat (Betro és
munkatarsai 1973, Schulman és munkatarsai 1975, Wright és munkatarsai
1979, Owen és munkatarsai 1996).

A yGT indukcidja a daganatos sejtekben is megfigyelhetd hozzéjarulva
e sejtek megfeleld aminosav ellatottsagdhoz és a kemoterdpias szerek
munkatarsai 1992, Hanigan 2014). Nem meglepé6 modon intenziv kutatas
folyik kemoterapia alatt eredményesen hasznalhaté yGT inhibitorok

kifejlesztésére (Mena és munkatarsai 2007, Hanigan 2014).
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A yGT enzimet elsésorban y-glutamil vegyiiletek, mint élelmiszer
adalékok, illetve gyogyszer alapanyagok eldallitasara hasznaljdk az iparban
(Suzuki és munkatarsai 2003). A termékek koziil emlitést érdemel az
¢élelmiszeripar altal hasznalt teanin (y-glutamil-etilamid; a tea egyik kedvez6
¢lettani hatasokkal bir6 iz anyaga) (Suzuki és munkatarsai 2002a). A
gyogyaszatban a fenil-alanin, valin, leucin, illetve hisztidin helyett gyakran
azok y-glutamil szarmazékait hasznaljak, hogy csokkentsék ezen aminosavak
keser(i izét (Suzuki és munkatarsai 2002b). A y-glutamil-L-dopamin szintén
gyogyaszati jelentOséggel bir, mivel ezen készitménybdl a dopamin csak a
nagy yGT aktivitast mutatd szervekben (vese, agy) szabadul fel. Ezaltal
felhasznalhat6 ezen szervek célzott dopamin kezelésére (Wilk és munkatarsai
1977). A y-glutamil vegyiiletek koziil legnagyobb mennyiségben azonban a
v-glutamil-GlIn-t allitjak elé. Az élelmiszeriparban €s a human terapiaban e
vegyiiletet a GlIn helyett hasznaljak. Ugyanis mind vizoldékonysaga, mind
stabilitasa Iényegesen jobb, mint a GIn-¢é (El sayed és munkatarsai 2010).

A yGT enzim ipari jelentdségét - biokonverzidos céli felhasznalasa
mellett - az adja, hogy jelenléte befolyasolja egyes fermentacios folyamatok
hatékonysagat. A Glu a szdjaszo6sz egyik legfontosabb iz anyaga (umami iz).
A Glu jelentds része Gln enzimatikus hidrolizisével (glutaminaz enzim)
keletkezik (Kurose ¢s munkatarsai 1969, Yano és munkatdrsai 1988, Ito és
munkatarsai 2013). Az extracellularis yGT-0k a GIn-t ugy hasznositjak, hogy
kozben nem keletkezik Glu és ezéltal kedvezdtleniil befolyasolhatjdk a
pozitiv baktérium képes poli-y-glutamil-glutamat alapu tok (kapszula), illetve
nyalka szintézisére (Candela és Fouet 2006). A poli-y-glutamil-glutamatot,
mint nem toxikus, biodegradabilis polimert az iparban Bacillus fajok

segitségével allitjak eld (Jeong és munkatarsai 2010). E fermentaciokat a yGT
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indukalodésa szintén kedvezotleniil befolyasolja. Hiszen a yGT segitségével a
baktériumok a megtermelt poli-y-glutamil-glutamatot képesek lebontani
¢s/vagy kovalens kotéssel a sejtfalukhoz kapcsolni, ami csokkentheti a
termelt biopolimer mennyiségét ¢és megneheziti a fermentlébdl vald

kinyerését (Kimura és munkatarsai 2004).
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3. Eredmények

3.1 Az A. nidulans yGT aktivitasaért felelés gén azonositasa

Az A. nidulans genomja két olyan gént tartalmaz (AN10444 ¢és
AN5658), melyek yGT domainnel rendelkezé fehérjét kodolnak. Az
AN10444 gén a II. kromoszoman talalhato és a S. cerevisiae ECM38 yGT-t
kédold génjének ortologja. Az ANS658 gén az V. kromoszéman
lokalizalodik és leginkabb a S. pombe ggtl szintén yGT-t kodold génjéhez

hasonlit.
Gliikoz GD + kazein pepton
micélium fermentlé micélium
Torzs yGT yGT yGT
(nkat/mg (nkat/ml) (nkat/mg
fehérje) fehérje)
tNJ36 (kontroll) 0,016 £ 0,004 0,58 + 0,05 0,30 + 0,04
tNJ190-1 (4ggtA) <0,005? <0,006? <0,005?
tNJ190-2 (AggtA) <0,0052 <0,0062 <0,0052
tNJ190-3 (AggtA) <0,005% <0,0062 <0,0052
tNJ151-1 0,014 £ 0,004 0,58 + 0,05 0,37 +£0,04
(9gtA komplementacio)
tNJ151-2 0,012 £ 0,005 0,43 +£0,062 0,31 +0,03
(9gtA komplementacio)
tNJ188-1 (AAN5658) 0,015+ 0,004 0,57 £ 0,05 0,33 £ 0,03
tNJ188-2 (AAN5658) 0,012 + 0,004 0,51 +0,05 0,29 + 0,05
tNJ188-3 (AAN5658) 0,013 + 0,003 0,52 + 0,05 0,36 = 0,03
tNJ189-1 0,013 £ 0,005 0,55 + 0,05 0,34 + 0,004
(ANS5658 komplementacio)
tNJ189-2 0,012 £ 0,004 0,51 £ 0,06 0,33 £ 0,005

(ANS5658 komplementacio)

1. tblazat A yGT aktivitas véaltozasa delécios és komplementalt A. nidulans torzsekben.
A torzseket gliikoz szénforrast is tartalmazd komplex tapkozegben (YGL) tenyésztettiik
18 h keresztiil, majd a kinétt micéliumot kazein peptont tartalmazo, gliikoz-mentes
tapkozegbe (GD + kazein pepton) mostuk at. A mintavétel kdzvetleniil az atmosas el6tt
(,,glikoz” adatsor), illetve a fermentlé esetében az atmosast kovetd 48 h, a micélium
esetében a 100 h iddpontban tortént. (Az atmosast megel6zden, a gliikkdzos tenyészetek
fermentleve nem mutatott yGT aktivitast.) A tablazatban 4 fliggetlen mérés atlaga és
szorasa szerepel.

2 - Szignifikans eltérés a kontroll és a kezelt tenyészetek kozott (Student t-test, n = 4,

p <0,05).
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A Prof. Dr. Yu (University of Wisconsin, Madison, USA)
laboratoriumaban késziilt delécidos és komplementalt torzsek vizsgalataval
megallapitottuk, hogy az AN5658 gén inaktivalasanak nem volt érdemleges
hatasa a yGT aktivitasokra, mig az AN10444 gén (tovabbiakban ggtA)
delécioja gyakorlatilag teljes mértékben megsziintette a tenyészetek yGT
aktivitasat ¢és a delécids torzsek ggtA-val torténd komplementalasa
visszaallitotta a sziil6i térzsben mért aktivitasokat (1. tablazat).

Erdemes megemliteni, hogy az Aspergillus oryzae glutaminaz A
enzimje szintén jelent6s yGT aktivitassal rendelkezik (Tomita és munkatarsai
1988). Igy felvetédott a kérdés, hogy a mért yGT aktivitasok hétterében a mi
esetiinkben is egy ilyen specialis glutaminaz A gén allhat. Ennek okan
fontosnak tartottuk, hogy ellendrizziik a AggtA torzsekben a glutaminaz A-t
kodolo gtaA (AN4809) gén relativ transzkripcidjat. Vizsgalataink alapjan
azonban a ggtA gén delécioja nem befolyasolta a gtaA gén transzkripcidjat

szénéhez6 koriilmények kozott (9. abra).
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(kontroll) és tNJ190-1 (AggtA) torzseket YGL taplevesben tenyésztettik 18 h
keresztiil, majd a kin6tt micéliumot GD taplevesbe mostuk at. A mintavétel
kozvetleniil az atmosas elott (,,gliik6z”), illetve 4 h-val az atmosast kdvetden (,,C
€hezés”) tortént. Az abran 4 fiiggetlen mérés atlaga és szorasa szerepel.
Szignifikdns eltérés a kontroll és a mutdns torzsek ACP értékei kdzott (Student t-test,
n =4, p <0,05) nem volt. A referencia gén az actA gén (AN6542) volt.

3.2 A yGT képzoédésének szabalyozasa

ElsOként a szénstressz €és a szerves nitrogénforrasok jelenlétének
hatdsat tanulmanyoztuk. Kisérleteink alapjan szénforrds mentes tapkdzegben
(szénéhezés), illetve laktoz szénforrdson (szénforrds limitacid) egyarant
indukalodott a ggtA gén és megndtt a yGT aktivitas (2. tablazat; 10. abra).
Mindenképpen érdekes, hogy nemcsak intracellularisan, sejten beliil (10a.
abra), hanem extracellularisan (10b. abra), a fermentlében is akkumulalodott
az enzim. A szénstressz hatdsara bekdvetkezd indukcidt a kazein pepton
jelenléte felerdsitette, ami elsésorban az intracelluldris yGT aktivitdsok
esetében volt jol megfigyelhetd (2. tablazat; 10. abra). Erdemes megjegyezni,
hogy a kazein peptonhoz hasonld hatasi volt az ¢lesztokivonat, a

borjaszérum albumin (BSA), a GlyGly, a Gln és a Glu is.
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10. abra Az intracellularis (A) és extracellularis (B) yGT aktivitasok id6beli
valtozasa kiilonféle tenyésztési koriilmények esetén. Az A. nidulans tNJ36 torzset
YGL komplex tapkdzegben tenyésztettiik 18 h keresztiil, majd a kin6tt micéliumot
az aldbbi taplevesekbe mostuk at: szénforrasmentes minimal tépleves (GD; m),
laktdz tartalmi minimal tapleves (L; @), kazein peptonnal kiegészitett GD tapleves
(o), kazein peptonnal kiegészitett L tapleves (o). Az abrakon 4 fiiggetlen mérés
atlagai és azok szorasai lathatok.

A szén stresszvalasz szabalyozasdban is fontos creA (Shroff és

munkatérsai 1997; Emri €s munkatarsai 2006) karbon katabolit represszidért
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felelds transzkripcidos faktor hidnya érdemben nem befolyasolta a yGT
aktivitasokat és a ggtA gén transzkripciojat (10. abra; 1la. és 11b. abra).
Ezzel szemben a nitrogén represszid kialakitasaban kozremiikodé meaB
transzkripcids faktor (Wong ¢és munkatarsai 2007; Szilagyi és munkatarsai
2010) génjének inaktivalasa gatolta a ggtA transzkripcidjat, valamint az intra-

és extracellularis YGT képzddését (11a. és 11b. abra).
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11. A és 11. B 4bra A tapkozeg Osszetételének hatasa a tenyészetek yGT aktivitasara
(extra-yGT m, intra-yGT m) és a ggtA gén relativ transzkripciojara (m). A tNJ36
(kontroll), IMK1 (A4creA) és FGSC A451 (meaB6) torzseket YGL tapkozegben
tenyésztettiik 18 oran keresztiil, majd a kinétt micéliumot GD ¢és L taplevesekbe
mostuk at. Egyes esetekben a tenyészetekhez kazein peptont (+KP) is adtunk. A
mintavétel az atmosast kdvetdn 6 h (relativ transzkripcio), 48 h (extra-yGT), illetve
100 h (intra-yGT) iddpontokban tortént. Az RT-qPCR vizsgalatok esetében a
referencia gén az AN6700 gén volt. Az abrakon 4 fliggetlen mérés atlaga és szorasa
szerepel.

* - Szignifikans eltérés a tNJ36 torzs esetében a GD, LC és GD + KP taplevesben
mért értéktdl (Student’s t-test, n = 4, p <0,05).
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3.3 A YGT extracellularis képzédésének vizsgalata

Az el6z6 fejezetekben lattuk, hogy a yGT aktivitasok a fermentlében is
megjelentek (1. tablazat; 10. abra). A detektalt extracellularis aktivitasok
ellenére, a SignalP 4.1 program (Petersen €s munkatarsai 2011) alapjan a

0gtA gén nem rendelkezik szignal szekvenciaval.

&, nidulans ANID_10444 MQLQGYDGNAQDVEKQPLLPSLDNELQV SFSLQNQTRNSGSTMSPSPSELS 30
A, oryzae AOD90023000537 MSQPRLISN-RDVENQSSLNLISSNSKT SIAHQHTSQK- - --YRPRVTAIL 4

A clavatus ACLA_ 005420 B R, ||
Aterreus ATEG D362 - - - - - -0 oo 0oL L il oLl iii i ii s is s s s s - oo D
A fumigatus ARATEDATE0 - - - - - 4. - e - i il il it i it i ie s s a o D
A, nidulans ANID_10444 L SRLISHLSVCTTLC)ARRIFHYISS VLP SPRL- - - --- - --DSYDRYTRAHK 9
A, oryzae AO090023000537 |1 PTLYNALCF LA I LSRRI HP)IN SN TWRRF|- - - - - - . - - NSFKPNFDSDS 86
A clavatus ACLA 006420 M S GLIBUATF LAACA|DARRY] SLIEALTARN - - - - - - - - - ENGQFQHIKH- 4
A tetreus ATEG 04362 M LRAJMAISLS T ALVERNRRYVHLY YLSPRYQGLEHGS -DHLGE- £
A fumigatus ARTE0MTE0 - - - - - - - - - - s o e e e i i e s s s e s s i s s s s s s e = ()
A.nidulans ANID 10444 Y ERSAEAHDS L M[& AMVATMLCVGVE 141
A oryzee AOD90023000537 A SRSKSA -P§ R K[§ ASRNGQ- - -QRM 132
A clavatus ACLA 006420 - - - - - - - - - K ALVATVLCVGVRE 81
A tetreus ATEG 04362 - - - - - - - - - GK KK[g AVSTI SLWTWER 29
A fumigatus Afu7gl4760 - - - - - - - - - - oo L. i e i i s i o e e - D
A nidulans ANID_10444 149
A oryzae AO090023000537 140
A clavatus ACLA_006420 29

&, terreus ATEG 04362
A fumigatus AfuTg04760 - |NQIE - - [ERNE

99

12. 4bra A ggtA ¢és néhany ortologja feltételezett N-terminalis szekvencidjanak
Osszehasonlitasa. Az illesztés a Cobalt Constraint-based Multiple Protein Alignment
Tool segitségével az alabbi génekhez tartozd feltételezett N-terminalis aminosav
szekvenciak felhasznaldsaval tortént: ggtA (A. nidulans), Afu7g04760 (A.
fumigatus), ACLA_006420 (A. clavatus), ATEG_ 04362 (A. terreus) és
A0090023000537 (A. oryzae). Az azonos, illetve hasonlo fekete, illetve sziirke
hattérrel lettek kiemelve. A szignal szekvenciat a SignalP 4.1 program segitségével
azonositottuk és az abran bekeretezéssel jeloltiik.

Néhany Aspergillus faj ggtA ortolog génjei altal kodolt fehérjéinek
feltételezett N-terminalis szekvencidit 0sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy
az A. fumigatus Afu7g04760 génje altal kodolt fehérje nem rendelkezik
szignalszekvenciaval, az A. clavatus ACLA 006420 és az A. terreus
ATEG 04362 génjei altal kodolt fehérjék esetében megtalalhatd az N-

40



terminalis szignalszekvencia, mig az A. nidulans ggtA és az A. oryzae
A0090023000537 génjében egy ,rejtett”, az N-terminalistol tavolabb
elhelyezkedd szignalszekvencia talalhato (12. abra). Szénéhezd tenyészetekre
jellemzd a sejtek autolizise (Emri és munkatarsai 2008), amely sordn
intracellularis fehérjék juthatnak a tapkozegbe aktiv szekrécio nélkiil is a

sejtek szétesése kovetkeztében.

T J— _»::>3
& .
% b
- 5
i O)
°.
\+
N ———

13. abra Az A. nidulans tNJ36 tenyészetének fermentlevébdl szarmazo fehérjék 2-D
gélelektorforézis képe. Az A. nidulans tNJ36 torzset YGL tapkozegben
tenyésztettilk 18 h keresztiil, majd a kindtt micéliumot L taplevesbe mostuk at. A
fermentlé fehérje Osszetételének vizsgalatahoz a mintat 50 h idOpontban vettiik. A
szamok az azonositott fehérjéket jelolik: 1. feltételezett aminopeptiddz Y (AN8445);
2. CelB cellulaz (AN3418); CatB katalaz (AN9339); 4. GelA feltételezett 1,3-B-
transglikozidaz (AN7657); 5. AbnC endoarabinaz (AN8007); 6. PepJ deuterolizin-
tipust metallo-proteaz (AN7962); 7. SOdA Cu/Zn szuperoxid dizmutaz (AN0241). A
17 jel a gél savas (pH 3) végét jeloli.

Laktoz szénforrason novekvod tenyészetekben ugyanakkor az autolizis nem

figyelheté meg. Ennek alatamasztasara 2-D gélelektroforézis és HPLC-MS
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alkalmazasaval azonositottunk néhany laktdéz szénforrdson ndvekvo
tenyészetre jellemzé extracellularis fehérjét (13. abra). Osszesen 7 fehérje
azonositasara volt lehetOségiink. Ezek a kovetkezOk voltak: aminopeptidaz
(ANB8445), CelB cellulaz (AN3418), CatB katalaz (AN9339), GelA 1,3-B-
transzglikozidaz (AN7657), AbnC endoarabinaz (AN8007), PepJ
deuterolizin-tipustt metallo-proteaz (AN7962) és SodA Cu/Zn szuperoxid
dizmutaz (AN0241). Ezen fehérjék mindegyike ismert szekrécids fehérje az
A. nidulansban (Holdom és munkatarsai 1996; Emri és munkatarsai 2009;
Saykhedkar és munkatarsai 2012).

3.4 A ggtA gén delécidjanak fiziolégiai kovetkezményei
Amint az a 3.1 fejezetbdl is kideriil a ggtA gén delécidja (hasonldan az

cres

sem siillyesztett kultarakban.

Szénéhezo és szénforras limitalt koriilmények kozott a ggtA gén hianya
nem befolyasolta a sejtek GSH tartalmanak csokkenését (14. abra). Fontos
megjegyezni, hogy a fermentlé érdemi mennyiségben nem tartalmazott GSH-
t, sem a kontroll (tNJ36 és komplementalt torzsek), sem a AggtA torzsek
esetében. Az extracellularis GSH + GSSG tartalom minden alkalommal
kevesebb volt 0,5 nmol/ml-nél.

Laktéz tartalma tapkozegben a kazein pepton jelenléte serkentette a
tenyészetek novekedését, ami a szdrazanyag tartalom (DCM) ndvekedésben,
illetve a laktoz fogyasban is jol megfigyelheté volt (15. abra). A AggtA torzs

esetében a kazein peptonnak ilyen hatdsa nem volt (15. ébra).
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14. abra Az intracellularis GSH tartalom csokkenése az A. nidulans kontroll és
AggtA torzsében. A torzseket YGL tapkozegben tenyésztettiik 18 h keresztiil, majd a
kin6tt micéliumot az alabbi taplevesekbe mostuk at: A. dbra - GD tapleves (o, ®),
illetve kazein peptonnal kiegészitett GD tapleves (m, 0); B. abra - L tapleves (o, ®),
illetve kazein peptonnal kiegészitett L tapleves (m, O). A AQgtA torzset (tNJ190-1)
fekete szimbolumok, a kontroll torzset (tNJ36) fehér szimbolumok jelolik. Az
abrakon 4 fliggetlen mérés atlagai és azok szorasai lathatok. A GSSG tartalom 0,3-
0,5 nmol/mg szaraztomeg kozott volt minden esetben. A tNJ190-2 és tNJ190-3
torzsek a tNJ190-1 torzshoz hasonldan viselkedtek.

43



25 A
20
=
B0 15
N
S
=< 10 -
-
5 .
0 ‘ T O
0 50 100 150
Tenyésztési ido (h)
B
14
=
20
=
o
a
0 r ‘
0 50 100 150
Tenyésztési ido (h)

15. dbra A kazein pepton hatdsa az A. nidulans AggtA és kontroll tenyészeteinek
laktéz hasznositasara (A) és a ndvekedésre (B). A torzseket YGL tapkozegben
tenyésztettilk 18 h keresztiil, majd a kinétt micéliumot L taplevesbe (o, e), illetve
kazein peptonnal kiegészitett L taplevesbe (m, O) mostuk at. A AggtA torzset
(tNJ190-1) fekete szimbolumok, a kontroll torzset (tNJ36) fehér szimbolumok
jelolik. Az abrakon 4 fliggetlen mérés atlagai és azok szorasai lathatok. A tNJ190-2
és tNJ190-3 torzsek a tNJ190-1 térzshoz hasonldan viselkedtek.

A reaktiv részecske (RS) tartalom a sejtekben szénforrds éhezd

koriilmények hatasara jelentdsen megnétt (16. abra). A kazein pepton
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jelenléte mérsékelte a RS tartalom novekedését, de a AggtA torzsben a kazein

pepton ezen hatdsa csak gyengén érvényesiilt (16. dbra).
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16. abra A kazein pepton hatisa a RS képzddésére az A. nidulans AggtA és kontroll
tenyészeteiben. A torzseket YGL komplex tapkdzegben tenyésztettiik 18 h keresztiil,
majd a kindtt micéliumot GD, illetve kazein peptonnal kiegészitett GD taplevesbe
(GD + KP) mostuk at. A fehér oszlop a kontroll (tNJ36) torzset, a sziirke oszlopok a
delécios torzseket (tNJ190-1, tNJ190-2, tNJ190-3) jelolik. A tablazatban 4 fliggetlen
mérés atlaga és szorasa szerepel. A Student-féle t-teszt alapjan (n = 4, p <0,05) a
tNJ190 torzsekben mért RS tartalom (GD + pepton tapkozeg, 50 h) szignifikdnsan
nagyobb a tNJ36 térzsben mért értékekhez képest.

A ggtA gén delécioja kazein pepton jelenlétében szénéhezd, valamint
szénforras limitalt tapkozegben egyarant befolyasolta a tenyészetek proteinaz
termelését. A AQQtA torzs proteindz termelése minden esetben elmaradt a
kontroll torzst6l (17. abra).

Vizsgalataink alapjan a ggtA gén nem befolyasolta érdemben a
tenyészetek konidium termelését feliileti kultirdkban: a mért konidium szam
5-7x107 konidium/cm? kozotti érték volt a kontroll (tNJ36), a delécios
(tNJ190-1-3) és a komplementalt (tNJ151-1-2) torzsekben egyarant. Ezzel

szemben az ¢éretlen kleisztotéciumok szama nagyobbnak, mig az érett
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kleisztotéciumok szdma kisebbnek bizonyult a AggtA torzsek esetében (18a.
¢s 18b. abra). A feliileti tenyészetek GSH és GSSG tartalmat a ggtA delécio
nem befolyasolta (18c. abra).
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17. abra Extracellularis proteinaz aktivitisok valtozasa az A. nidulans AggtA és
kontroll tenyészeteiben. A torzseket YGL taplevesben tenyésztettiik 18 h keresztiil,
majd a kindtt micéliumot kazein peptonnal kiegészitett GD taplevesbe (m, 0), illetve
kazein peptonnal kiegészitett L taplevesbe (o, ®) mostuk at. A AQgtA torzset
(tNJ190-1) fekete szimbolumok, a kontroll torzset (tNJ36) fehér szimbolumok
jelolik. Az abrakon 4 fliggetlen mérés atlagai és azok szérasai lathatok. A Student-
féle t-teszt alapjan (n = 4, p <0,05) a tNJ190-1 torzs tenyészeteiben a mért proteinaz
aktivitds a 100 h utani idészakban szignifikansan Kisebb, mint a kontroll térzs
esetében tapasztalt érték. A tNJ190-2 és tNJ190-3 torzsek a tNJ190-1 torzshoz
hasonléan viselkedtek.
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18. A és 18. B abra Az Gsszes kleisztotécium (érett és éretlen; A), valamint az érett
Kleisztotéciumok (B) mennyiségének alakulasa az A. nidulans kontroll (tNJ36) és
AggtA (tNJ190-1-3) torzseinek feliileti tenyészeteiben. Az abrakon 3 fiiggetlen
mérés atlagai és azok szorésai lathatok. Szignifikans eltérés (Student t-teszt, n = 3,

p <0,05) a kontroll és a AgQtA torzsek kozott csak az érett kleisztotéciumok esetében
volt (B abra).

18. C abra A tenyészetek GSH, illetve GSSG tartalmanak (C) alakuldsa az A.
nidulans kontroll (tNJ36) és AggtA (tNJ190-1-3) torzseinek feliileti tenyészeteiben.
Az abrakon 3 fliggetlen mérés atlagai és azok szorasai lathatok. Az abran a GSH
tartalmat sima, a GSSG tartalmat csikozott oszlopok jelolik. A komplementalt
torzsek (tNJ151-1-2) a tNJ36 kontroll torzshoz hasonldan viselkedtek.
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3.5 Az extracellularis yGT izolaldsa és jellemzése

A GgtA (ggtA gén altal kodolt fehérje) extracellularis térbél valod
izolalasa laktozos tenyészetek fermentlevébdl tortént. E fermentlevekben
nagy GgtA aktivitasok voltak mérhetdek (3. tablazat) hasonldan a szénéhezd
tenyészetek fermentlevéhez, de ebben az esetben - az autolizis hidnya miatt -
kevesebb szennyezd fehérjével kellett szamolnunk. A tisztitdshoz frakcionalt
(NH4)2SOs kicsapast és DEAE-Sephadex anioncserélé kromatografiat
hasznaltunk (19. abra, 3. tablazat).

Fehérjetartalom  Spec. aktivitas  Tisztulas Kihozatal

(mQ@) (nkat/mg fehérje) (%)
Nyerskivonat 21,2 1,6 1x 100
E_rakc“?n?“ (NH.)2504 0,5 8,3 5,2 11,8
icsapas ¢s dializis
DEAE-Sephadex
anioncserélo 0,025 48 30x 3,4

kromatografia

3. tablazat Az extracellularis GgtA tisztitasi tablazata.

Bar a tisztitdsi lépések jelentds veszteséggel jartak, a specifikus
aktivitast tobb mint 30-szorosara sikeriilt ndvelniink (3. tdblazat). A tisztitott
mintdban azonban még igy is tobbféle fehérje savot detektaltunk SDS-

PAGE-n Coomassie Blue festést kovetden.
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19. 4dbra Az extracellularis GgtA tisztitisa DEAE-Sephadex ioncseréld oszlopon. Az
abran egy reprezentativ kromatogrammot tiintettem fel, ahol a ,,m” jelek az adott 2,5
ml térfogatt frakcid vezetoképességét, a ,,@” jelek a 280 nm-en mért abszorbanciajat
(,,fehérjetartalom”), mig a ,,0” jelek a yGT aktivitasat jelolik.

A részlegesen tisztitott YGT hémérséklet és pH optimuma 45 °C (20. abra),
illetve pH 8,0 (21. abra) volt. Jelentésebb enzimaktivitast csak 55 °C alatt és
a pH 7-9 tartomanyban mértiink. A legtobb prokariota yGT-zal ellentétben
(Lin és munkatarsai 2006; Yao és munkatarsai 2006) a NaCl (0,050-1 M
tartomanyban) nem aktivalta az enzimet (22. abra). A yGpNA szubsztrattal az

enzim Michaelis-Menten kinetikat mutatott (Km = 0,2 mM) (23. abra).
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20. abra A yGT aktivitas homérsékletfiiggése. A vizsgalatokat 1 mM yGpNA és 20
mM glicil-glicin (Gly-Gly) jelenlétében pH 8,0 értéknél végeztiik. A 37 °C-on mért
értékeket (20 nkat) vettik 100 %-nak. Az abran 4 parhuzamos mérés atlagai
szerepelnek (S. D. <12 %).
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21. abra A yGT aktivitas pH-fiiggése. A vizsgalatokat 1 mM yGpNA és 20 mM Gly-
Gly jelenlétében 37 °C-on végeztik. A pH 8,0 értéken mért aktivitast (20 nkat)
vettiik 100 %-nak. Az abran 4 parhuzamos mérés atlagai szerepelnek (S. D. <12 %).
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22. abra A yGT aktivitas NaCl koncentracio-fiiggése. A vizsgalatokat 1 mM yGpNA
és 20 mM Gly-Gly jelenlétében 37 °C-on és pH 8,0 mellett végeztiik. A NaCl
hianyaban mért aktivitasi értéket (20 nkat) tekintettiik 100 %-nak. Az abran 4
parhuzamos mérés atlagai szerepelnek (S. D. <10 %).
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23. abra A yGT Kkatalizalt reakcido yGpNA koncentracio-fiiggése. A vizsgalatokat 20
mM Gly-Gly jelenlétében 37 °C-on és pH 8,0 mellett végeztiik. Az abran 4
parhuzamos mérés atlagai szerepelnek (S. D. <10 %).
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A GgtA szamottevd hidroldz aktivitdssal nem rendelkezett ¢és a
hidroxil-amin is gyenge szubsztratnak bizonyult (4. tablazat). A tesztelt
aminosavak és peptidek koziil a Gly-Gly és a Glu egyforman jé y-glutamil
akceptorai voltak a GgtA-nak, de szamottevé transzpeptidaz aktivitas
mértiink Cys, Met, Cys-Gly és Ala jelenlétében is (4. tablazat).

A tesztelt y-glutamil donorok koziil a Gln-nal és a GSH-val mért
aktivitdsok (szubsztrat fogyasok) Osszevethetok voltak a yGpNA-dal mért
értékekkel, s6t GSSG esetében is sikeriilt gyenge aktivitast Kimutatnunk (24.
abra). Azt, hogy ezen esetekben valdban lezajlott a reakcié az LC-ESI-
MS/MS moddszerrel kimutatott termékek (tripeptidek) képzddése is igazolta
(5. tablazat).

y-Glutamil akceptor! Relativ enzim aktivitas (%)

Gly-Gly 100 + 62
Glu 98 + 62
Cys-Gly 36 + 52
Met 36 + 62
Cys 28 + 52
Ala 25+ 52
NH,-OH3 9+3

H20 (kontroll) 10 + 22

4. tablazat A GgtA y-glutamil akceptor specificitasa. A vizsgalatokat 1 mM yGpNA
és 20 mM y-glutamil akceptor jelenlétében 37 °C-on és pH 8,0 mellett végeztiik. A
Gly-Gly jelenlétében mért aktivitast (25 nkat) tekintettiik 100 %-nak.

1 - A 20 mM GIn, Asp, Gly, Ser, Thr és Orn jelenlétében mért aktivitasi értékek nem
kiilonboztek szignifikansan (Student-féle t-test, p <0,05, n = 4) a kontroll (y-glutamil
akceptor hianyaban mért) értékektol.

2 - A mért érték szignifikansan nagyobb (Student-féle t-test, p <0,05, n = 4), mint a
kontroll (y-glutamil akceptor hianyaban mért) értékek.

8 - Nem csak a p-nitroanilid felszabadulds mértéke volt kicsi, de Imaoka és
munkatarsai  (2010) moddszerét kovetve y-glutamil-hidroxamat képzédést sem
tapasztaltunk.
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y-Glutamil donor  y-Glutamil akceptor Tripeptid

Glin Cys-Gly Glu-Cys-Gly
GIn Gly-Gly Glu-Gly-Gly
GSH Gly-Gly Glu-Gly-Gly
GSSG Gly-Gly Glu-Gly-Gly

5. tablazat A GgtA reakcidelegyébdl azonositott tripeptidek. A peptidek azonositasa
LC-ESI-MS/MS moddszerrel tortént. Az azonositast Gonda Sandor (DE Novénytani
Tanszék) és Kiss-Szikszai Attila (DE Szerves Kémiai Tanszék) végezte.
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24. abra A y-glutamil donor koncentraciok valtozasai a GgtA altal katalizalt
reakcidban. A vizsgalatokat | mM yGpNA (e), Gln (o), GSH (m), illetve GSSG (O)
és 20 mM Gly-Gly jelenlétében 25 °C-on és pH 8,0 mellett végeztiik. A y-glutamil
donor koncentraciok valtozasa Gly-Gly, mint y-glutamil akceptor hianyaban
kevesebb, mint 10 % volt. Az abran 3 parhuzamos mérés alapjan szamolt
atlagértékek szerepelnek (S. D. <12 %).

A yGpNA fogyast a felszabaduld p-nitroanilid mennyiségének fotometrids
meghatarozasa segitségével hataroztuk meg. A Gln koncentraciokat LC-ESI-MS/MS
modszer segitségével Gonda Sandor (DE Novénytani Tanszék) és Kiss-Szikszai
Attila (DE Szerves Kémiai Tanszék) hatarozta meg. A GSH és GSSG koncentraciok
detektalasa az Anyagok és modszerek fejezetben leirt rate-assay segitségével tortént.
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3.6 Az intracellularis glutation lebontisiaban potencialisan résztvevo

gének vizsgalata

Tekintettel arra, hogy a ggtA delécidja nem befolyasolta a sejtek GSH
tartalmat, illetve annak csokkenését szénéhezd koriilmények kozott,
megvizsgaltuk néhany a GSH lebontasaban potencidlisan résztvevé gén
relativ transzkripcioja és a sejtek GSH tartalma k6zotti korrelaciot. A gomba
GSH anyagcseréjét szénforras, illetve nitrogénforras éhezéssel, szénforras
limitacioval és élesztokivonat adagolasaval befolyasoltuk. A GSH tartalom
valtozasait az alabbi gének relativ transzkripci6 véltozasaival vetettiik egybe:
ggtA; ANS5658 (a korabban vizsgalt két, potencidlisan yGT domaint kodolo
gén); AN3459, AN1879 és AN1092 (dugl-3) (a S. cerevisiae dug génjeinek
ortologjai); AN4809 (gtaA) (glutaminaz A-t kodold gén) és AN3150 (ggcsA)
a GSH szintézis kulcsenzimét (YGCS) kodold gén. Amint az a 6. tablazatban
is latszik, a szénforras limitacid, valamint a szén- és nitrogénéhezés egyarant
csokkentette a sejtek GSH tartalmat, mig az élesztOkivonat adagolasa
mérsékelte a GSH tartalom csokkenését. A ggcsA relativ transzkripcioja
¢élesztékivonat jelenlétében nagyobb volt, mint hidnyadban. A ggtA aktivitasat
a szénforrds limitdcid, valamint a szén- és nitrogénéhezés egyarant
megnovelte és az élesztokivonat adagolasa e novekedést felerdsitette. Az
ANS5658 gén relativ transzkripcidja csak szénéhezés hatdsara ndvekedett meg
az élesztékivonat jelenlététdl fiiggetleniil. A gtaA aktivitdsat a szén- ¢és
nitrogénéhezés is felerGsitette, de az élesztOkivonat ebben az esetben is
hatastalan volt. A dugl gént a szénforras limitacio, valamint a szén- és
nitrogénéhezés indukalta, ellenben az ¢élesztokivonat jelenléte nem
befolyasolta az indukciot. A dug2 gén relativ transzkripcidja érdemben nem
valtozott. A dug3 gén aktivitasat a szénforras limitacio, valamint a szén- és

nitrogénéhezés indukalta, az ¢lesztOkivonat jelenléte viszont inkabb
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represszald hatast volt. A sejtek GSH tartalma ¢és egy-egy gén relativ
transzkripcidja kozott csak a dugl és dug3 gének esetében talaltunk nullatol

szignifikansan eltérd, negativ korrelaciot.
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GSH

Relativ transzkripcié (ACP)

Tenyészet (nmol/mg | AN3459 | AN1879 AN1092 | AN10444 | AN5658 AN4809 AN3150
DCM) (dugl) (dug?) (dug3) (9gtA) (gtaA) (9gcsA)

G
(qliikoz, NaNOs) (kontroll) 76+09 |-21+0,8 |-42=+1 -82+12 25+05 |-52+12 |-4,6+08 3,7+0,6
L a a _ - a - -
(lakt6z, NaNO3) 51+£0,5% | 1,6+0,8 4,1+ 1 6,9+12 4.8+0,6 51+1 4,1+0,8 3,5+0,5
L+ YE
(laktéz, élesztékivonat, 6,5+08° |1,7+08 |-45+0,8 |-83+1,8 6,1 £0,8% | -52+1 -42+0,5 4.4 +0,6°
NaNO3)
GD, , 45+05 [22+05% |-47+0,8 |-51+£1,5 |52+0,8 |-36=+1 2,1+0,52 3,6 0,5
(szénforras mentes, NaNO3
GD + YE b a | _ _ ab | _ ) ab b
(@lesztGkivonat, NaNOs | 04 £087 | 23505 |-46+1 172515 (67087 4241 |-31£06% | 46+06
ND
(gliikoz, nitrogénforras 6,2+0,8 |12+0,8 |-44+1 5,8+ 12 3,840,778 |[-51+0,8 |-2,5+0,6 3,7+0,5
mentes)
Korrelacios koefficiens® - -0,74¢ 0,19 -0,79¢ -0,39 -0,35 -0,52 0,41

6. tablazat A tenyésztési koriilmények hatasa a sejtek GSH tartalmara és néhany gén relativ transzkripcidjara. Az A. nidulans tNJ36 toérzset YGL
tapkozegben tenyésztettiik 18 h keresztiil, majd a kinétt micéliumot a tablazatban jelzett tapkozegekbe mostuk at. A mintavétel az dtmosast kovetén
a 8 h (relativ transzkripcio), illetve 24 h (GSH) idépontban tortént.

A tablazatban 4 fliggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek. A referencia gén az actA gén (AN6542) volt.

2 - Szignifikans eltérés a kontroll és a kezelt tenyészetek kozott (Student-féle t-teszt, p <0,05, n = 4).
b - Szignifikans eltérés az élesztdkivonatos és a megfeleld élesztékivonat nélkiili tenyészet kozott (Student-féle t-teszt, p <0,05, n = 4).
¢ - Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke a relativ transzkripcid és GSH koncentracid kozott.
d- A korrelacios koefficiens értéke szignifikansan eltér a nullatol (p <0,01, n = 18).
A Pearson-féle korrelacios koefficienst egy-egy gén a relativ transzkripcios adatai és a hozza tartozo GSH koncentraciok k6zott szamoltuk ki az
eredeti adatparok felhasznalasaval.
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4. Eredmények megbeszélése

4.1 A yGT-t kddolé gén azonositasa

Az A. nidulans genomjaban két, potencialisan yGT-t kodoldo gén
talalhato, melyek szekvenciajuk alapjan a ,,Pezizomycotina-only” (ggtA) és a
»Pezizomycotina-Saccharomycotina” (AN5658) kladokba sorolhatoak (Bello
¢és Epstein 2013). A két gén koziil a ggtA felelds a sejtekben mért nagy intra-
¢és extracellularis yGT aktivitasokért. Erre utaltak az alabbiak:

- A ggtA gén delécidja kimutatasi hatar ald csokkentette a tenyészetek
vYGT aktivitasat (1. tablazat).

- A komplementalt torzsekben a yGT aktivitdsok kdzel megegyeztek a
kontroll torzsben mért értékekkel (1. tablazat).

- A yGT aktivitds valtozasai kovették a ggtA gén relativ

transzkripcidjanak valtozasait (2. tdblazat).
Tekintettel arra, hogy a AggtA torzsekben gyakorlatilag nem tudtunk yGT
aktivitdst kimutatni az e célra altalanosan hasznalt yGpNA szubsztrat
segitségével, igy az is elmondhato, hogy - legalabb is az altalunk hasznalt
tenyésztési koriilmények kozott - a ggtA lehet az egyetlen fiziologiai
szempontbol jelentds yGT gén. Ez azért érdekes mert sok fajban tobb, egy
id6ében aktiv yGT gén is talalhato (Storozhenko és munkatarsai 2002; Park és
munkatarsai 2004; Bello és Epstein 2013; Bello és munkatarsai 2013).

Minthogy az AN5658 gén delécidja nem befolyasolta érdemben a yGT
aktivitasokat, igy e gén terméke, biokémiai aktivitasanak természete tovabbra
is kérdéses. Erdemes megemliteni, hogy az AN5658 Neurospora crassaban
megtaldlhatd ortologjat (NCUO04130) aminoacildzként (EC 3.5.1.14)
azonositottak. Elképzelhet6, hogy az AN5658 is egy ilyen, a yGT-okkal

rokon enzim képzddéséért felelds. Természetesen az sem zarhato ki azonban,
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hogy az AN5658 egy yGT-t kodol, csak aktivitdsa az altalunk hasznalt

modszerrel, vagy az altalunk vizsgalt koriilmények kozott nem detektalhato.

4.2 A GgtA szerepe az intracellularis GSH anyagcserében

Eredeti varakozasainkkal ellentétben a ggtA hidnya érdemben nem
befolyasolta a sejtek GSH tartalmat. A szénstressz altal indukalt GSH
tartalom csokkenés a AggtA torzsekben is ugyanolyan intenzitasu volt, mint a
kontroll torzsben (14. abra) és nem tapasztaltunk korrelaciot a ggtA gén
relativ transzkripcidja és a sejtek GSH tartalma kozott sem (6. tablazat).
Kisérleti adataink természetesen nem zarjak ki annak lehetdségét, hogy a
GgtA intracellularisan bontja a GSH-t, csak felhivjak a figyelmet arra, hogy a
GgtA nem esszencidlis a sejtek GSH tartalmanak normal szinten tartasahoz,
illetve az intracellularis GSH gyors lebontasdhoz. Megfigyeléseink
Osszhangban vannak a szakirodalomban talalhato adatokkal. A yGT nem vesz
részt a S. cerevisiae (Ganguli és munkatarsai 2007), A. thaliana (Ohkama-
Ohtsu és munkatarsai 2008) és az emlds sejtek (Kumar és munkatarsai 2012)
citoszolikus GSH tartalmanak csokkentésében. A C. graminicola fonalas
gomba ggtA ortolog génjének (GGT1) delécioja, illetve taltermeltetése
szintén nem volt szignifikdns hatdssal az intracellularis GSH tartalomra
(Bello és munkatarsai 2013). Ezzel szemben, a S. sclerotiorum GGT1 gén
delécidja megnovelte a tenyészetek teljes glutation (GSSG + GSH)
koncentraciojat €s oxidativ stresszt valtott ki (Li €s munkatarsai 2012). Ebben
az esetben azonban nem egyértelmli, hogy a teljes GSH tartalom
novekedéséért a GSH (vagy a GSSG) bontasanak hianya, esetleg a
megfigyelt oxidativ stressz altal kivaltott intenziv GSH szintézis volt felelds.

A S. cerevisiae ¢és a C. albicans esetében (Kumar és munkatarsai 2003;
Ganguli és munkatarsai 2007; Desai és munkatarsai 2011; Kaur ¢s

munkatarsai 2012) a DUG f1tvonal felelés az intracellularis GSH
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lebontasaért. Az tutvonalat alkotd harom gén ortologjai az A. nidulans
genomjaban is megtalalhatoak. Az AN3459 a dugl, az AN1879 a dug2, mig
az AN1092 a dug3 ortologja. Kisérleteinkben az AN3459 és AN1092 gének
relativ transzkripcidja szoros negativ korrelaciot mutatott a sejtek GSH
tartalmaval, mig az ANI1879 relativ transzkripcidja tobbé-kevésbé
konstansnak bizonyult (6. tablazat). Erdemes megjegyezni, hogy S. cerevisiae
esettben a Dug2 fehérjének nincsen katalitikus aktivitdsa, de
nélkiilozhetetlen a mikodoképes - (Dugl-Dug2), szerkezetli - fehérje
komplex kialakulasahoz (Kaur és munkatarsai 2012). A transzkripcios
vizsgalatok alapjan elképzelhetd, hogy az A. nidulans esetében is a DUG
utvonal biztositjia a sejtekben a GSH Ilebontdsat. Ezen hipotézis
alatamasztdsara azonban tovabbi - pl. az érintett génekben sériilt torzsek

vizsgalatan alapulo - kisérletek sziikségesek.

4.3 A GgtA extracellularis lokalizacidja

A GgtA fizioldgiai szerepének megértése szempontjabol fontos kérdés
az enzim lokalizacidja. Vizsgalataink alapjan a ggtA indukcioja egyiitt jart az
enzim extracellularis térben valé megjelenésével (2. tdblazat). Extracellularis,
illetve sejtfalhoz kotott yGT-t mutattak ki a H. capsulatum (Zarnowski és
munkatarsai 2008) és a C. graminicola (Bello és munkatarsai 2013) gombak
esetében iS. A prokariotak korében szintén altalanos, hogy az enzim a
periplazmikus térben (Gram negativ fajok), vagy sejtfalhoz kototten (Gram
pozitiv fajok) van jelen (Hanigan és Ricketts 1993; Kimura és munkatarsai
2004; Minami és munkatarsai 2004; Shibayama ¢és munkatarsai 2007), s6t az
emldésok citoplazma membranhoz kotott yGT-a is a membran extracellularis
oldalan fejti ki aktivitasat (Zhang és munkatarsai 2005; Heisterkamp ¢és
munkatarsai 2008; Zhang és Forman 2009). Az A. nidulans esetében az

enzim extracellularis megjelenése azért érdekes, mert a ggtA gén nem
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tartalmaz klasszikus, a SignalP 4.1 programmal (Petersen és munkatarsai
2011) kimutathaté szignalszekvenciat (12. abra), noha a szignalszekvencia
megléte sok ortolog gén esetében azonosithatd, tobbek kozott:
AFL2G_00188 (A. flavus), ACLA_006420 (A. clavatus), ATEG_04362 (A.
terreus),  Pc21g09300  (Penicillium  chrysogenum), = EAS30515.2
(Coccidioides immitis). Szignalszekvencia hianyaban felmeriil annak
lehetdsége is, hogy az enzim alapvetden csak intracellularisan van jelen a
sejtekben és szénéhezéskor a sejtek autolizise (szétesése) kovetkeztében keriil
csak a tapkozegbe. Ennek ellentmond azonban, hogy a GgtA termelés laktoz
szénforras esetében is indukalodik és a fehérje ilyenkor is megjelenik az
extracellularis térben (10. abra) noha, laktéz szénforrason az A. nidulans
tenyészetek jol novekedtek (15. abra) és autolizis nem volt megfigyelhetd. Ez
utobbit az is alatdmasztja, hogy a fermentlébdl azonositott 6 fehérje (CelB,
CatB, GelA, AbnC, PepJ, SodA) mindegyike ismert szekretalt fehérje volt
(13. abra; Holdom és munkatarsai 1996; Emri és munkatarsai 2009;
Saykhedkar és munkatarsai 2012).

Erdemes megjegyezni, hogy az A. nidulans tobb ismert,
extracellularisan (is) jelenlévd fehérjéje esetében sem lehet klasszikus szignal
szekvenciat kimutatni. Ilyen fehérje a ChiB kitindz és a SodA szuperoxid
dizmutaz is (Holdom és munkatarsai 1996; Erdei és munkatarsai 2008;
Saykhedkar és munkatarsai 2012; Szilagyi és munkatarsai 2012). Azaz, a
szignalszekvencia (kimutatdsdnak) hianya nem feltétleniil jelenti azt, hogy a
fehérje biztosan nem szekretalodik. Vizsgalataink alapjan ugyanakkor a ggtA
gén - a chiB és sodA génekkel ellentétben - rendelkezik egy ,rejtett”, az N-
terminalistél mintegy 50 aminosavra 1évé szignalszekvenciaval (12. abra).
Hasonlé szignalszekvenciat taldltunk az A. oryzae ggtA ortolog
AO0090023000537 génjében is (12. abra). Ezen szokatlan szignalszekvencia

magyarazata lehet annotalasi hiba (a gén elejét tévesen azonositottak), de az
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is elképzelhetd, hogy ez a specialis szignalszekvencia biztositja az enzim

kettOs (intra- és extracellularis) termelddését.

4.4 A GgtA lehetséges fizioldgiai jelentdsége

Az extracellularis yGT-ok nagy része y-glutamil vegyiiletek
lebontasaban és C-, N-, illetve S-forrasként torténd hasznositasaban mikodik
kozre. A Bacillus subtilis esetében példaul a yGT tulajdonképpen egy a poli-
v-glutamil-glutamat kapszula hidrolizisét végzé enzim, amely lehet6vé teszi a
baktérium szamara e sejtalkotd aminosav-forrasként torténd hasznositasat
(Kimura és munkatarsai 2004). A H. pylori ugyanakkor extracellularis yGT
segitségével hidrolizalja a Gln-t és a GSH-t és csak a hidrolizis termékeit
(Glu, ammonia, Cys-Gly) veszi fel. Mas esetekben a yGT a GSSG bontasaval
segit fenntartani az extracellularis tér (pl. ndvényi apoplaszt) redox
egyensulyat (Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008). A részlegesen tisztitott
GgtA esetében azonban sem jelentds hidrolaz, sem jelentés GSSG bontod
aktivitast nem tudtunk Kimutatni (24. abra; 4. tablazat). Elképzelhetd, hogy az
A. nidulans GgtA esetében az enzim feladata nem a y-glutamil vegyiiletek
bontasa, hanem a v-glutamil vegyiiletek szintézise lehet. FErdemes
megjegyezni, hogy a GgtA kis hidrolaz aktivitasa biotechnoldgiai
szempontbol elényds lehet, hiszen kedvezden befolyasolhatja ezen enzim
felhasznalasat kiilonféle y-glutamil szadrmazékok gyartdsidban (Suzuki és
munkatarsai 2007).

Eredményeink egy része arra utal, hogy a GgtA képzddése tobb ponton
kapcsolodik a tenyészetek nitrogén anyagcseréjéhez €s ezen belil is az
aminosavak ¢€s peptidek hasznositdsahoz:

- Az intenziv GQtA termelést a szénstressz indukalta, azaz olyankor

termel6dott az enzim, amikor az alternativ energiaforrasok (pl. peptidek)
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hasznositasa kiilonosen fontos lehet a gomba szamara (10. abra; 2. tablazat).
Nem meglepd modon ezen tenyészetek sokféle protedzt is termelnek
(Szilagyi és munkatarsai 2013).

- A GgtA képzddését aminosavak, peptidek és fehérjék jelenléte is
felerdsitette (10. abra; 2. tablazat). E jelenség az extracellularis proteaz
termelés esetében szintén megfigyelhetd volt (Szildgyi és munkatarsai 2010).
- A GgtA termelddését a MeaB fehérje jelenléte jelentdsen befolyasolta (2.
tablazat). A MeaB egy bZIP tipusu transzkripcids faktor, amely a nitrogén
katabolit represszid szabalyozasaban miikodik kozre (Wong és munkatarsai
2007). Hidnya nem csak a GgtA, de az extracelluléris protedzok képzddésére
is hatassal volt (Szilagyi és munkatarsai 2010). Fontos megjegyezni, hogy a
nitrogén katabolit represszio legfontosabb transzkripcids faktora, az AreA,
szénstressz alatt nem aktiv (Todd és munkatarsai 2005). Irodalmi adatok
alapjan nemcsak a meaB gén mutacioi, de sok mas, a proteaz termelést
befolyasolo gén (pl. fadA, fIbA, ganB, rgsA) mutacidja is hatassal van a
tenyészetek yGT termelésére (Molnar és munkatéarsai 2004, 2006).

- A ggtA delécidja csokkentette a tenyészetek proteaz termelését (17. abra) és
ezzel Osszefiiggésben fekezte a tenyészetek novekedését laktoz szénforrason
kazein pepton jelenlétében (15. abra), illetve gatolta a kazein pepton RS
termelddést csokkentd hatasat (16. abra).

- A ggtA delécidja gatolta a kleisztotéciumok érését (18. abra). E megfigyelés
szintén kothetd a nitrogén anyagcser¢hez, ugyanis az aminosavak jelenléte
serkenti (Han és munkatarsai 2001), mig az extracellularis protedzok hidnya
fékezi a kleisztotéciumok kialakuldsat (Emri Tamas szobeli kozlése, DE-

TTK, Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék).

A fentiek alapjan feltételezziik, hogy a GgtA y-glutamil vegyiiletek

szintézisével segiti a tenyészetek peptid/aminosav hasznositasat. A y-glutamil
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vegyliletek képzddését a szénéhezd tenyészetek lugos - a GgtA pH
optimumahoz kozeli - pH-ja és az extracellularis fehérjék és proteazok
jelenléte miatti nagy aminosav/peptid (azaz y-glutamil akceptor) koncentraciod
is segitheti (Emri és munkatéarsai 2004, 2008; Suzuki és munkatarsai 2007).
A y-glutamil vegyiiletek képzddése tobb ok miatt is hasznos lehet. Egyrészt a
v-glutamil vegyiiletek szabalyoz6 feladatokat lathatnak el és végsd soron a
tenyészetek proteaz termelését befolydsoljak a szubsztrat jelenlétének
figgvényében. Hasonld példat lathatunk a lac operon mikddésének
szabalyozasanal, ahol az inducer nem maga a laktdz, vagy hidrolizisének
termékei (glikoz, galaktdoz), hanem a laktoz izomerizacidjaval képz6do
allolaktéz (Wheatley ¢és munkatarsai 2013). A y-glutamil vegyiiletek
szabalyoz6 szerepét Vina ¢és munkatarsai (1985) is leirtdk mar.
Vizsgalataikban azt tapasztaltak, hogy a yGT altal termelt y-glutamil-
aminosavak serkentették a patkdnyok emldsejtjeinek aminosav felvételét. A
v-glutamil-aminosavak  ugyanakkor szamos elényds  tulajdonsaggal
rendelkeznek. A y-glutamilacio novelheti oldékonysagukat (pl. a y-glutamil-
Cys 1000x jobban oldodik vizes kozegben, mint maga Cys; Hara és
munkatarsai 1992) és befolyasolhatja stabilitasukat is (pl. a y-glutamil-GlIn
sokkal kevésbé hajlamos piroglutamat képzésére, mint a Gln; Suzuki és
munkatarsai 2007). Az emlitett példak is szemléltetik, hogy megfeleld
koriilmények kozott a y-glutamil vegyiiletek képzése és az aminosavak,
peptidek y-glutamil vegyiiletek formajaban torténd felvétele elonyos lehet a
gomba szamara. A y-glutamil szarmazékok raadasul a fent emlitett eldnyds
tulajdonsagaikat nagy proteaz/peptidaz aktivitas mellett is megérzik, ugyanis
a y-glutamil csoport jelenléte védelmet biztosit ezen hidrolazokkal szemben
(Hara és munkatarsai 1992). Természetesen a fenti hipotézis tesztelése
tovabbi vizsgalatokat igényel.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 A vizsgalt torzsek és tenyésztésiik

A kisérleteinkben hasznalt A. nidulans toérzseket a 7. tablazat foglalja 6ssze.

Torzs Genotipus Torzs
referencia
rJMP1.59 pyrG89; pyroA4; veA™ 1
tNJ190-1 pyrG89, AAN10444::A. fumigatus pyrG*, pyroA4, veA* 2!
tNJ190-2 pyrG89, AAN10444::A. fumigatus pyrG*, pyroA4, veA* 2!
tNJ190-3 pyrG89, AAN10444::A. fumigatus pyrG*, pyroA4, veA* 2!
tNJ188-1 pyrG89, AAN5658::A. fumigatus pyrG™, pyroA4, veA* 2!
tNJ188-2 pyrG89, AAN5658::A. fumigatus pyrG™, pyroA4, veA* 2!
tNJ188-3 pyrG89, AAN5658::A. fumigatus pyrG™, pyroA4, veA* 2!
tNJ151-1 PyrG89, 4AN10444: : A fumigatuspyrG™, 2!
3/4pyroA4::AN10444:pyroA™, veA"
tNJ151-2 pyrG89,4AN10444::A fumigatuspyrG™, 2!
3/4pyroA4::AN10444:pyroA*, veA*
tNJ189-1 pyrG89,4AN5658:: A fumigatuspyrG*, 2!
3/4pyroA4::AN5658:pyroA*, veA*
tNJ189-2 pyrG89,4AN5658:: A fumigatuspyrG*, 2!
3/4pyroA4::AN5658:pyroA*, veA"
tNJ36 pyrG89, pyrG89::A. fumigatus pyrG*, pyroA4, veA" 3
JMK1 pabaAl, riboB, yAl, AcreA, veAl 4
FGSC A24 sC12, veAl 5
FGSC A26 biAl, veAl 5
FGSC A41 biAl, sB3, veAl 5
FGSC A451  pabaAl, meaB6, cnxH3, sC12, veAl 5
FGSC A553  hiAl, cnxH3, veAl 5

7. tablazat A kisérleteinkben felhasznalt A. nidulans torzsek.
A torzsek eredetét szamokkal jeldltem: 1. Kwon és munkatarsai (2010); 2.
Spitzmiiller és munkatarsai (2015); 3. Szilagyi és munkatarsai (2010); 4. Shroff és
munkatarsai (1997); 5. McCluskey (2003)
1 - A tdrzseket Nak-Jung Kwon és Jae-Hyuk Yu (Departments of Bacteriology and
Genetics, University of Wisconsin) készitette jointed PCR-en alapuld iranyitott
mutagenezis segitségével a Spitzmiiller és munkatarsai (2015) kézleményben leirtak

alapjan.

A torzseket nitratos minimal tdpagaron tartottuk fenn (Barratt és

munkatarsai 1965). A tdpagar az alabbi Osszetevokbdl allt: 10 g/l glikéz, 6
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o/l NaNQOgs, 1,5 g/l KH2POg4, 0,5 g/l MgS04-4H20, 0,5 g/l KCI, 0,1 viv %
nyomelem oldat, 20 g/l agar, pH 6,5. A tapagar sziikség szerint 0,2 g/l L-
metionint, 25 pg/l biotint, 200 pg/l 4-aminobenzoesavat (paba) és 200 pg/l
piridoxint is tartalmazott. A nyomelemoldat az alabbi komponensekbdl
tevédott ossze: 22 g/l ZnSO4-7H20, 11 g/l H3BO3, 5 g/l MnClz-4 H20, 5 g/l
FeSO4-7H20, 1,6 g/l CoSO45 H20, 1,6 g/l CuSO45 H20, 1,1 g/l
(NH4)6sM07024-4H20 és 50 g/l Na2EDTA. A tapagarra leoltott torzset 1 héten
at 37 °C-on inkubaltuk, majd a kin6tt és besporazott tenyészeteket 4 °C-on
taroltuk. A maximum 1 hétig tarolt, besporazott tenyészeteket hasznaltuk fel
a kisérleteinkhez.

A szénforras  éhezés  hatasait  siillyesztett  tenyészetekben
tanulmanyoztuk. A kisérleteket YGL tapkozegben felndvesztett gomba
micéliummal végeztik. A YGL tapleves 5 g/l élesztOkivonattal kiegészitett
Barratt-féle minimal tapleves volt. A tapleves 100 ml-ét 5 x 108 sporaval
oltottuk be és a tenyészeteket razoinkubatorban 37 °C-on 200 rpm-mel
razattuk 18 oran at. A 18 ords, még novekedd tenyészeteket zsugoritott
tivegsziirén lesziirtilk, mostuk és az igy kapott micéliummal dolgoztunk
tovabb. A micélium mosasahoz 37 °C-ra el0melegitett, szénforras-mentes
Barratt-féle minimal taplevest (GD) hasznaltunk. A micéliumot 100 ml
Barratt-féle minimal taplevesbe szuszpendaltuk fel és 37 °C-on 200 rpm-mel
razattuk tovabb. Az dtmosast kdvetden a tenyészetek szdrazanyag tartalma 5-
6 g/l volt. A tapleves Osszetételét a kisérletektdl fliggben az aldbbi modon
modositottuk:

- Az extracellularis YGT izolalasakor gliiko6z helyett 20 g/l laktozt tartalmazo
taplevest (L) hasznaltunk (8. tablazat).

- A yGT képzbédésének tanulmanyozéasdhoz és a mutans torzsek vizsgalatdhoz
gliikoéz (szénforras) mentes (GD), illetve gliik6z helyett 20 g/l laktozt

tartalmazo6 (L) tapleveseket alkalmaztunk, melyeket a kisérlett6l fliggéen 4
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o/l kazein peptonnal (+KP), 4 g/l élesztékivonattal (+YE), 4 g/l BSA-val, 4

o/l Gly-Gly-nel, 4 g/l Na-Glu-tal vagy 4 g/l Na-Gln-nal egészitettiink ki (8.

tablazat).

- A glutation anyagcserében érintett gének transzkripcidjanak vizsgalatakor a

tapleves szén- és/vagy nitrogénforrasként 1) 20 g/I gliikozt és 6 g/l NaNOs-ot
(G), 2) 20 g/1 laktozt és 6 g/l NaNOs-ot (L), 3) 20 g/l laktozt, 6 g/l NaNOz-ot
és 4 g/l élesztOkivonatot (L+YE), 4) 6 g/l NaNOs-ot (szénforras mentes

tapkozeg; GD), 6 g/l NaNOs-ot és 4 g/l élesztokivonatot (GD+YE), vagy 6)

20 g/l glikozt (nitrogénforras mentes tapkozeg; ND) tartalmazott (8.

tablazat).

Megnevezés

Osszetétel

feliileti tenyészet

YGL

GD
ND

L+ YE
L+ KP
GD + YE
GD + KP

Barratt-féle nitratos tapagar

¢lesztOkivonattal kiegészitett, Barratt-féle gliikkdz-nitrat
(komplex) tapleves

Barratt-féle gliikdz-nitrat tapleves

Barratt-féle lakt6z-nitrat tapleves

(gliikoz helyett laktozt taralmazo G tapleves)
szénforrasmentes tapleves (gliikozt nem tartalmazo6 G)
nitrogénforrasmentes  tapleves  (Na-nitratot nem
tartalmazd G tapleves)

¢lesztokivonattal Kiegészitett L tapleves

kazein peptonnal kiegészitett L tapleves
élesztokivonattal Kiegészitett GD tapleves

kazein peptonnal kiegészitett GD tapleves

8. tablazat A dolgozatban szerepld tapkozegek és jelolésiik.

66



5.2 Mintavétel és a minta elokészitése

Az RNS izolalashoz mintavételkor 5-15 ml tenyészetet zsugoritott
tivegszlirén atsziirtiink, jéghideg (0 °C-os) dietil-pirokarbonattal (DEPC)
kezelt vizzel mostuk, ezt kdvetéen a micéliumot eléhiitstt, steril Eppendorf
csovekbe mértiik és -70 °C-on taroltuk. A micéliumot az RNS izolalas el6tt
liofileztiik, majd elporitottuk.

Az intracellularis enzimaktivitds mérésekor 10 ml tenyészetet
zsugoritott iivegszlirén atszirtiink, ultrasziirt vizzel mostunk, azutdn a
micéliumokat 10 ml 4 °C-os 0,1 mol/l-es foszfat pufferben (pH 7,6)
szuszpendaltuk fel és -20 °C-on fagyasztva taroltuk. Mérés eldtt a fagyott
mintakat X-press (AB Biox, Goteborg, Svédorszag) segitségével tartuk fel. A
sejtmentes kivonatot centrifugaltuk (10 perc, 10000 g, 4 °C) ¢s a feliiluszot
hasznaltuk méréseinkhez (Emri és munkatarsai 1997).

Az extracelluldris enzimaktivitds mérésekor 10 ml tenyészetet
zsugoritott livegszlirdn atszlrtiink és a szlirletet a mérésig -20 °C-on
fagyasztva taroltuk.

A tenyészetek RS, GSH ¢és GSSG tartalmanak meghatarozasakor 5 ml
tenyészetet zsugoritott livegsziirén atszlirtiink, a kisziirt micéliumot desztillalt
vizzel alaposon mostuk, majd 1 ml 5 w/v % 5’-szulfoszalicilsav oldatban
szuszpendaltuk fel. A mintdkat -20 °C-on taroltuk. A mérés elbtt a
sejtfaltormeléket 20 perc 4 °C-on torténd inkubaciot kovetden

lecentrifugaltuk (10 perc, 10000 g, 4 °C) és a feliiluszoval dolgoztunk tovabb.

5.3 Analitikai vizsgalatok
5.3.1 Az intracellularis és extracellularis yGT aktivitis mérése

Az intracellularis yGT aktivitds mérésekor a reakcioelegy 0,1 mol/l
Tris-HCI-t (pH 8,0), 20 mmol/l Gly-Gly, 1 mmol/l yGpNA-t és 50 % (v/v)
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mintat (sejtmentes kivonat) tartalmazott. Az 1 oOras, szobahdmérsékleten
torténd inkubacidt kovetden a mintdkat centrifugaltuk (10 perc, 10000 g,
4°C) és a felszabadult p-nitroanilid mennyiségét az abszorbancia 410 nm-en
mért novekedésébdl hataroztuk meg (Emri és munkatarsai 1997). Az
enzimaktivitadsokat a mintdk fehérjetartalmara vonatkoztattuk és a specifikus
aktivitasokat mkat/kg-protein dimenzidoban adtuk meg. A mintdk
fehérjetartalmat Bradford-reagens segitségével hataroztuk meg (Bradford
1976).

Az extracellularis yGT aktivitas mérése hasonlé6 modon tortént, de a
reakcidelegy 5 % (v/v) mintat (fermentlé) tartalmazott. Ebben az esetben a
mintak aktivitasat a fermentlé térfogatara vonatkoztattuk ¢s mkat/l
dimenzioban adtuk meg. Egyes kisérletekben a yGpNA-et 1 mmol/l Gln,
GSH vagy GSSG helyettesitette, mig a Gly-Gly helyett olykor 20 mmol/Il
glutamat (Glu), Gln, Cys, Met, aszparagin (Asp), Gly, szerin (Ser), treonin
(The), ornitin (Orn) vagy Cys-Gly szerepelt a reakcioelegyben. Mas
kisérletekben a reakcioelegy 0-1 mol/l NaCl-ot, 1,5 mmol/l GSH-t, illetve
GSSG-t vagy 0-1 mmol/l Gln-t is tartalmazott.

5.3.2 Az extracellularis proteinaz termelés detektdldsa

A proteindz aktivitdas mérésénél 100 ul mintahoz, 100 ul, 25 mg/ml-es,
0,2 mol/l NaxHPO4/0,1 mol/l citromsav (pH 6,5) pufferben feloldott
azokazein oldatot adtunk. A 30 perces inkubaciot (37 °C) kdvetden a reakciot
800 ul 5 w/v %-os triklor-ecetsavval allitottuk le. A mintak centrifugalasa (5
perc, 10000 g, 4 °C) utan a feliiluszohoz 1:1 aranyban 0,5 mol/l-es NaOH
oldatot adtunk. A proteinaz aktivitds hatdsara felszabaduld szines termék
mennyiségének meghatarozasa fotometriasan tortént (A = 440nm) (Tomarelli

és munkatarsai 1949). Az enzimaktivitasok értékét egységekben (U) fejeztiik
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ki, 1 U az az enzimmennyiség volt, ami 1 egység adszorbancia valtozast okoz
a fent leirt aktivitasmérés soran. A mért értékeket a méréshez felhasznalt

minta térfogatara vonatkoztattuk és U/ml dimenzidban adtuk meg.

5.3.3 A4 szdrazanyag-tartalom meghatdrozdsa

A tenyészetek szarazanyag-tartalmanak (DCM) mérésekor 5 ml
tenyészetet zsugoritott iivegszliron szurtiink at, a kisztirt micéliumokat
desztillalt vizzel mostuk, majd sulyallanddsagig (2 nap) szaritottuk, végiil
lemértiik a tomegét (Pusztahelyi és munkatarsai 1997). A kapott értéket 1 1-re

vonatkoztattuk és g/l dimenzioban adtuk meg.

5.3.4 A RS tartalom meghatdrozdsa

A sejtek RS tartalmanak vizsgalatanal a tenyészetekhez 2°,7’-
diklorfluoreszcein diacetatot adtunk 10 pmol/l-es végkoncentracioban
(Halliwell ¢és Gutteridge 2007). Az egy oOra alatt képzédé 2°,7°-
meg (A ext,pcF = 502 nm, A ext,pcF = 523 nm) a szulfoszalicilsavas modszerrel
feltart (5.2 fejezet) mintakbol DCF-el késziilt kalibralo sor segitségével. A
mintdk DCF tartalmat a sejtek szaraztomegére vonatkoztattuk és pmol/mg

DCM dimenzioban adtuk meg.

5.3.5 A sejtek oxidalt és redukalt glutation tartalmdanak mérése

A mintdk GSSG tartalmanak meghatdrozasdhoz az Anderson (1985)
altal kidolgozott ,,rate assay” eljarast hasznaltuk. A reakcioelegy a kdvetkezd
Osszetételii volt: 115 mmol/l Na-foszfat puffer (pH 7,5), 50 mmol/l EDTA,
0,6 mmol/l 5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mmol/l NADPH,
1,5 kU/l GR ¢és 10 % (v/v) minta. A DTNB redukalodasat 412 nm-en,
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fotometrikus Gton kovettilk nyomon. A mintak GSH tartalmat elézetesen 2-
vinilpiridines kezeléssel (185 mmol/l, 1 ora, pH 6,0-7,0) reagaltattuk el. A
mintak GSSG tartalmat a mért jel alapjan kalibrdld sor segitségével
hataroztuk meg.

A GSH tartalom meghatarozasahoz szintén az Anderson-féle (1985)
modszer alapjan tortént olyan médon, hogy a mintak teljes glutation (GSH +
GSSG) tartalmat mértilk meg (a 2-vinilpiridines kezelés elhagyasaval) és a
GSSG tartalom ismeretében hatdroztuk meg a GSH mennyiségét. A mért
értékeket a mintdk DCM-ra vonatkoztattuk és nmol/mg dimenzidban adtuk

meg.

5.4 TranszKkripcios vizsgalatok
5.4.1 RNS izoldlds

A liofilezett micéliumbdl az RNS-t TRISOL reagens (Invitrogen)
segitségével izolaltuk a gyarto altal javasolt protokol alapjan (Chomczynski
1993). Az RNS mintakat DNaz kezelést kovetden hasznaltuk fel az RT-gPCR
mérésekhez. A DNaz kezelést Turbo DNA-free Kit (Life Technology)
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az RNS mintdk mindségét denaturalod
agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

Az agaroz gél 10 g/l agarozt, 10 % (v/v) 10x MOPS-EDTA oldatot,
0,002 % (v/v) GelRed-et (10 mg/ml) és 5 % (v/v) formaldehidet tartalmazott.
A futtatds 1x MOPS-EDTA oldatban tortént 80 V fesziiltség mellett. Az RNS
mintakat (7,5 pg) az elektroforézis elétt 5 pl 25 mmol/l etilén-diamin-
tetraecetsavat (EDTA) és 10 g/l natrium-lauril-szulfatot tartalmazo oldat és
25 pl minta felvivé puffer (RNA loading buffer, Invitrogen) elegyében
inkubaltuk 10 percig 68 °C-on. A 10x MOPS-EDTA o&sszetétele a kovetkez6

70



volt: 200 mmol/l MOPS, 50 mmol/l natrium-acetat, 10 mmol/l EDTA, pH
7,0.

5.4.2 Génexpresszo vizsgalata RT-qPCR segitségével

Az RT-qPCR reakcidkat QuantiTect™ SYBR® Green RT-qPCR Kittel
(Qiagen) végeztik el, a gyarté altal megadott protokoll alapjan. Minden
reakcidelegy 400 ng totdl RNS-t, 2,5 mmol/l Mg?-t és 0,5 pmol/l
génspecifikus primert tartalmazott. Az RT-qPCR reakcido I1épései a
kovetkezOk voltak: 1.) reverz transzkripcio, 50 °C, 30 perc; 2.) reverz
transzkriptaz denaturacio, 95 °C, 15 perc; 3.) DNS denaturacio, 94 °C, 15
masodperc; 4.) primer hibridizacio, Tm-(5-8) °C, 30 masodperc; 5.)
lanchosszabbitas, 72 °C, 30 masodperc. A 3-5 Iépéseket 40 ciklusban
ismételtiik meg.

Vizsgalatainkhoz az alabbi oligonukleotid PCR primereket és annealing
hémérsékleteket hasznaltuk fel:

ggcsA (AN3150): F: 5'-AGGAGGGAGGTAGCAAAAG-3’, R: 5'-
CAGATGGAGGGTAATAAGGC-3" (47 °C)

ggtA (AN10444): F: 5'-GTCGCCATCGCTGTCGTTATC-3", R: 5'-
CGAGTCCAACGGTGACGGAAG-3 (51 °C)

AN5658: F: 5-CCAGACAAAACCCCGACTTTG-3°, R: 5'-
CAGCATTTCCACCCTGACTC-3" (51 °C)

gtaA (ANID4809): F: 5'-GACGCCGCTCCTATTCTCTG-3", R: 5'-
ATTGCCTCTCGCTGGGTTAG-3" (55°C)

actA (AN6542): F: 5-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3, R: 5'-
AAGAACGCTGGGCTGGAA-3’ (51 °C)

eEF-3 (AN6700): F: 5°- CCTATTCCCGAGCAAGTTC-3’, R: 5’-
TGATGTTCCTGACGATGGC-3’ (51 °C)

71



dugl (AN3459): F: 5-CCTGTCTGGCTCGTTCATC-3’, R: 5'-
CGTCTTCTTTCAATGCGGGC-3" (51 °C)

dug2 (AN1879): F: 5'-GCAATGGACAATACAGGGC-3’, R: 5'-
GGGAATGGATGGAATAGAGC-3" (51 °C)

dug3 (AN1092): F: 5'-ACTGCGAAAACTTGGAACGG-3', R: 5'-
CTAAGAACAATGCGAATGCCC-3" (51 °C)

Az RT-qPCR termékek homogenitasinak megallapitasa olvadéaspont
meghatarozassal és agardz gélelektroforézissel tortént. ElObbi esetben a
késziilék a PCR terméket 95 °C-ra melegitette, majd a hdmérsékletet 0,5 °C-
os lépésekben 55 °C-ra csokkentette, kozben a fluoreszcens jel valtozasat
mérte. Az agardz gélelektroforézist 1 %-os gél és 1x TAE puffer, illetve DNS
minta felvivd puffer (Invitrogen) segitségével végeztik. A TAE puffer
Osszetétele az alabbi Osszetételli volt: 0,4 mol/l hidroximetil-aminometan-
hidroklorid (Tris), 0,01 mol/l EDTA, 0,2 mol/l ecetsav, pH 8,5.

A relativ transzkripcidé mértékét a A modszerrel szamoltuk ki:

ACP = CPuizsgilt gén — CPreferencia gén, ahol ACP a relativ transzkripcio és CP a
PCR termék akkumulalodéasahoz sziikséges ciklusszdm a vizsgalt gén, illetve
a referencia gén esetében. A referencia gén az actA (Kovacs és munkatarsai

2013), illetve az eEF-3 (Szilagyi és munkatarsai 2013) gén volt.

5.5 Az extracellularis YGT izolalasa és jellemzése
5.5.1 Az enzim tisztitdsa ioncsere kromatogrdfidval

Az enzim tisztitisa érdekében a fermentléhez (50 ml) 60 %-0sS
telitettségig kristalyos (NH4)2SOs-ot adagoltunk 4 °C-on és 1 6ran at torténd
allando kevertetés mellett. A kicsapddo fehérjéket lecentrifugaltuk (20 perc,
20000 g, 4 °C), majd a felilltszohoz ismét kristalyos (NH4)2SO4-0t
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adagoltunk 80 %-os telitettségig. Az ismételt 1 oran at torténé 4 °C-0s
inkubaciot kovetden a kicsapddo fehérjéket lecentrifugaltuk (20 perc, 20000
0, 4 °C) és a csapadékot 5 ml 0,1 M KoHPOg4 pufferben (pH 8,0) vettiik fel,
végiil egy éjszakan at dializaltuk 4 °C-on ugyanezen pufferrel szemben.

Az anioncserés kromatografiat Biologic LP (Biorad) késziilék
segitségével valositottuk meg. A kromatografiahoz DEAE-Sephadex tolteti
oszlopot (2 cm x 20 cm) hasznaltunk. Az oszlop equilibralasa 0,1 M/I
kalium-foszfat pufferrel (pH 8,0) tortént. Az elicidhoz 0-1 M/l NaCl-ot
tartalmazé 0,1 M/l kalium-foszfat puffert (pH 8,0) hasznaltunk. A folyasi
sebesség 0,5 ml/perc, a frakciok térfogata 2,5 ml volt. A készilék
automatikusan detektalta a frakciok fehérjetartalmat (A = 280 nm) és
konduktivitasat. A frakciok yGT aktivitasat az 5.3.1 fejezetben leirtak alapjan
YGpNA ¢és Gly-Gly segitségével detektaltuk, a legaktivabb harom frakciot
egyesitettik és ezt hasznédltuk fel méréseinkhez. Az aktiv frakciok
fehérjetartalmat Bradford-reagens segitségével is meghataroztuk (Bradford
1976). A minta tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
segitségével ellendriztiik. Az SDS-PAGE-hez 13 w/v %-os gélt hasznaltunk
(LeBlanc és Cochrane 1987) és a protein savokat Coomassie Blue festéssel
tettiik lathatova (Laemmli 1970). Molekulastly markerként eldfestett Page-

Ruler™ (Fermentas) fehérje 1étrat hasznaltunk.

5.5.2 Az extracellularis yGT homérséklet és pH optimumdnak meghatdrozdsa

A hdémérséklet optimum meghatarozasakor a tisztitott extracelluléris
yGT aktivitasat 25-75 °C tartomanyban teszteltiik.

A pH optimum meghatarozasakor a mérést pH 5-7 (0,1 M/l kalium-
foszfat puffer), pH 7-9 (0,1 M/l Tris/HCI puffer) és pH 9-11 (0,1 M/l Gly

puffer) tartomanyban végeztiik.
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5.5.3 Az extracellularis yGT szubsztradt specificitisanak jellemzése

Az extracellularis yGT szubsztrat specifitisinak meghatarozasakor a
reakcidelegy 0,1 mol/l kdlium-fosztat puffer (pH 8,0) oldva 1 mmol/l GIn-t,
GSH-t, vagy GSSG-t, mint y-glutamil donort és 20 mmol/l Gly-Gly-t vagy
Cys-Gly-t, mint y-glutamil akceptort tartalmazott. A reakcioelegyet 2 o6ran at
szobahdmérsékleten inkubdltuk. Ezt kovetden a mintdkat liofileztiik és a
csapadékot metanolban oldottuk fel. Centrifugalast (1 perc, 10000 g, 4 °C)
kovetden a reakcio soran képz6dé yGlu-Gly-Gly-t, illetve GSH-t LC-ESI-
MS/MS (High-performance liquid chromatography electrospray ionization
mass spectrometry) segitségével azonositottuk. A vizsgalatokat Gonda
Sandor (Debreceni Egyetem, Novénytani Tanszék) és Kiss-Szikszai Attila
(Debreceni Egyetem, Szerves Kémiai Tanszék) végezte a Spitzmiiller és

munkatarsai (2016) kozleményben leirtak alapjan.

5.6 A fehérje azonositasa 2D PAGE alkalmazasaval

A fehérjék 2D gélelektroforézisét Dr. Keserli Judit (Debreceni
Egyetem, Humangenetikai Tanszék) végezte el a Spitzmiiller és munkatarsai
(2015) kozleményben leirtak alapjan. A mintak elokészitésénél az alabbiak
szerint jartam el: A sejtmentessé szlirt fermentlébdl az extracellularis
fehérjéket 20 w/v % triklor-ecetsav segitségével csaptuk ki. A triklor-ecetsav
minta 1:1 ardnyu elegyét 30 percig jégen inkubaltuk, majd a kicsapodott
fehérjéket centrifugalassal (20 perc, 10000 g, 4 °C) gyijtottik Ossze. A
csapadékot 0,5 ml jéghideg acetonnal mostuk, majd szobahdémérsékleten
szaritottuk (Pusztahelyi ¢s munkatarsai 2011) és 0,1 ml rehidratal6 pufferben
oldottuk vissza. A rehidratalo puffer az alabbi 6sszetételt volt: 7 mol/l urea, 2

mol/l  tiourea, 20 g/l  3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammoénium]-1-
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propanszulfonat (CHAPS), 50 mmol/l ditiotreitol (DTT), 2 g/l 100X Bio-
Lyte 3/10 IPG pufter, 0,02 g/l brémfenolkék.

A gélbdl kivagott mintdk azonositasa tripszines emésztést kovetden
nanoHPLC-MS rendszer segitségével tortént. A vizsgalatokat Dr. Csész Eva
(Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) végezte a

Spitzmiiller és munkatérsai (2015) kézleményben leirtak alapjan.

5.7 A sporaszam és a kleisztotécium mennyiségének vizsgalata

A torzsek frissen készitett spora szuszpenzidjabol (2 x 107
konidium/ml) 5 pl-t Barratt-féle minimal tapagar kozepére cseppentettiik,
majd a tenyészeteket 37 °C-on 6 napig inkubdltuk. A képzddott
konidiumokat 0,1 v/v % Tween 20 tartalmu desztilalt vizzel mostuk le. A
kapott szuszpenzidé toménységét biirker-kamraval becsiiltik meg, a telep
teriiletére vonatkoztattuk (Hagiwara és munkatarsai 2007) és konidium / cm?
egységben adtuk meg.

A torzsek kleisztotécium képzését a fentiekhez hasonlé moédon
végeztiik, de ebben az esetben a Petri-csészéket 1 nap inkubacidt kdvetden
szigeteld szalaggal lezartuk (oxigén limitacio) (Kawasaki €s munkatéarsai
2002). A teljesen kifejlodott, sotéten pigmentélt kleisztotéciumok és az
éretlen  kleisztotécium  kezdemények szamanak  meghatarozasa
sztereomikroszkop segitségével tortént. A kleisztotéciumok mennyiségét

kleisztotécium / cm? egységben adtuk meg.

5.8 Statisztikai vizsgalatok

A disszertacioban minden egyes kisérletnél 3-5 fliggetlen mérés atlagat

¢s annak szorasat adtuk meg. Az atlagértékek kozotti eltéréseket a Student-
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féle t-probaval teszteltiik és csak a p < 5% valoszinliségek esetén fogadtuk el

a kiilonbséget szignifikansnak.

5.9 Felhasznalt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznalt finomvegyszerek, ha masként nem
jeloltem, a Sigma-Aldrich Kft. termékei voltak. Minden egyéb vegyszer

legalabb analitikai mindségi volt és a VWR Kft.-t61 kertilt beszerzésre.
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6. Osszefoglalas

A szénstressz, azaz a szénforras éhezés és a szénforras limitacid az
egyik leggyakoribb stresszhelyzet a természetben és ipari koriilmények
kozott egyarant. Vizsgalataim kozéppontjaban az A. nidulans, mint modell
organizmus  szén¢hezO, illetve szénforras limitalt tenyészeteinek
tanulmanyozasa allt. E tenyészetek egyik jellegzetes tulajdonsaga, hogy a
hifak GSH tartalma folyamatosan csokken és néhany napon beliill mar a
kiindulasi érték 10 %-at sem éri el (Emri és munkatarsai 2004, 2008).
Hasonlo jelenséget korabban a P. chrysogenum szénéhez6 tenyészeteiben is
megfigyeltek (Sami és munkatirsai 2001). A GSH tartalom csokkenése
egyiitt jart a sejtek RS tartalmanak emelkedésével és az oxidativ stressz altal
is szabdlyozott folyamatok (tobbek kozott az apoptozis és a szekunder
anyagcsere) indukalodasaval (Emri és munkatérsai 2004, 2008). Minthogy a
szénéhezd tenyészetekben a yGT termelés is indukalodik és a yGT-t sokaig a
legfontosabb GSH lebontd enzimnek tartottdk (Pdcsi és munkatéarsai 2004),
ugy gondoltuk, hogy a két jelenség (GSH tartalom csokkenés és a yGT
indukci6) k6zott ok okozati kapcsolat lehet. Vizsgalataim kozéppontjaban az
A. nidulans yGT-anak megismerése allt. Legfontosabb eredményeim az
alabbiak:

1. A ggtA (AN10444) gén delécioja a kimutatasi érték ala csokkentette
a tenyészetek yGT aktivitasat, ami arra utal, hogy - legalabb is az altalunk
vizsgalt koriilmények kozott - az AN10444 gén altal kodol GgtA az egyetlen
olyan fehérje, amely jelent6s yGT aktivitassal rendelkezett (3.1 alfejezet).

2. A tenyészetek relativ ggtA transzkripcio €s specifikus yGT aktivitas
valtozasai alapjan elmondhatd, hogy a szénéhezés mellett a szénforras
limitacié is indukalta a GgtA termelést. Az indukcié mértéke peptidek
adagolasaval novelhetd volt, de csak aktiv meaB gén jelenlétében. E
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tekintetben a GgtA termelés hasonld volt az extracellularis proteaz
termeléshez (3.2 alfejezet).

3. A yGT aktivitas nem csak a hifakbol, de a fermentlébdl is jol
detektalhato volt. Noha a ggtA gén klasszikus szignal szekvenciat nem kodol,
az enzim extracellularis térben valdo megjelenése - nagy valosziniiséggel -
aktiv szekrécionak és nem a sejtek autolitikus szétesésének volt a
kovetkezménye (3.2-3.3 alfejezetek).

4. Az extracellularis térbdl frakcionalt ammonium-szulfatos kicsapas €s
DEAE-Sephadex anioncseréld kromatografia segitségével részlegesen
kitisztitott enzim pH optimuma pH 8,0-nak, hémérséklet optimuma 45 °C-
nak adodott. Az enzim Michaelis-Menten kinetikat mutatott a YyGpNA
szubsztrat esetében (Km = 0,2 mM) és aktivitasa NaCl jelenlétében nem nétt,
hanem csokkent. A gyengén lugos pH optimum arra utal, hogy az enzim a
szénéhezd tenyészetek gyengén lugos fermentlevében is jol mukddik (3.5
alfejezet).

5. A tisztitott enzim jelentds transzpeptidaz, de minimalis hidrolaz
aktivitassal rendelkezett. A Gly-Gly mellett a legjobb y-glutamil akceptornak
a Glu bizonyult, mig a yYGpNA mellett a GIn-t és a GSH-t (kisebb mértékben
a GSSG-t) is fel tudta hasznalni, mint y-glutamil donort (3.5 alfejezet).

6. A AQQtA torzzsel végzett vizsgalatok alapjan a GgtA nem sziikséges
a sejtek GSH tartalmanak csokkenéséhez szénstressz alatt (3.4 alfejezet). A
GSH intracelluléris lebontdsaért - feltételezhetden - inkabb az elséként a S.
cerevisiaeben leirt DUG utvonal (Kaur és munkatarsai 2012; Kumar és
munkatarsai 2003) lehet felelds (3.6 alfejezet).

7. A GgtA ¢és az extracellularis protedz termelésben megfigyelt
hasonlésagok, a AggtA torzs fenotipusa, valamint a GgtA gyenge hidrolaz
aktivitdsa alapjan (3.4 és 3.5 alfejezet) tigy gondoljuk, hogy az enzim
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elsddleges feladata nem a y-glutamil vegyiiletek (beleértve a GSH-t és a
GSSG-t is) lebontasa, hanem ellenkezdleg a y-glutamil vegyiiletek szintézise
lehet. A dolgozatban bemutatott hipotézisiink szerint e y-glutamil vegyiiletek
képzddése a szénc¢hezd és szénforras limitalt tenyészetek aminosavak és
peptid hasznositasat segithetik eld. E hipotézis aldtdmasztdsa azonban még

tovabbi vizsgalatokat igényel.
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7. Summary

Carbon stress (carbon starvation and carbon limitation) is one of the
most common stresses both in Nature and in industry. Here, | studied carbon
starved and carbon limited cultures of A. nidulans as a model organism. One
of the characteristic features of these cultures is that the GSH content of
hyphae continuously decreases until it reaches a very low (less than 10 % of
original value) level in a few days (Emri et al. 2004, 2008). Similar changes
have previously been observed with carbon starved P. chrysogenum cultures
(Sami et al. 2001). Depletion of the GSH pool is followed by the
accumulation of RS and the induction of processes (e.g. apoptosis and
secondary metabolism) which are regulated by oxidative stress (Emri et al.
2004, 2008). Since carbon starved cultures also produce high yGT activities
and this enzyme is thought to be involved in GSH degradation (Pécsi et al.
2004), we assumed a causal relationship between the two phenomenon (GSH
depletion and induction of yGT). | studied the properties, regulation and
physiological significance of yGT in A. nidulans. The main results of this
study are the followings:

1. Deletion of the ggtA (AN10444) gene reduced yGT activity to below
the detection limit suggesting that - at least under the conditions we studied -
GgtA (encoded by the AN10444 gene) was the only protein which had
significant yGT activity.

2. Both carbon starvation and carbon limitation induced yGT
production according to the detected changes in the relative transcription of
ggtA as well as in the specific yGT activities of cultures. Addition of peptides
to the fermentation broth enhanced this induction but only in the presence of
active meaB gene. In this respect, GgtA formation was similar to
extracellular protease production.
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3. YGT activities were detected both from hyphae and from the
fermentation broth. Although the ggtA gene does not encode a regular signal
sequence, the extracellular occurrence of this enzyme was - most likely - the
consequence of active secretion and not passive liberation from autolysing
cells.

4. GgtA was partially purified by fractionated ammonium-sulfate
precipitation and DEAE-Sephadex anion exchange chromatography. The pH
and temperature optima of the enzyme were pH 8.0 and 45 °C, respectively.
It showed Michaelis-Menten kinetics with yGpNA as the substrate (Km = 0,2
mM) and its activity did not increase, but even decreased, in the presence of
NaCl. The slightly alkaline pH optimum indicates that the enzyme can be
active in the fermentation broth of carbon starved cultures.

5. The partially purified enzyme had significant transpeptidase and
negligible hydrolase activity. Besides GlyGly, Glu was the best y-glutamyl
acceptor and in addition to yGpNA, GIn and GSH (as well as GSSG to a
much lesser extent) functioned as y-glutamyl donors in the GgtA catalyzed
reaction.

6. Surprisingly, GgtA was not necessary for the bulk degradation of
intracellular GSH under carbon stress according to the phenotype of the
AggtA strains. RT-gPCR experiments suggest that instead of GgtA, the
orthologues of the S. cerevisiae DUG pathway (Kaur et al. 2012; Kumar et
al. 2003) may be responsible for the regulation of intracellular GSH contents.

7. On the basis of the similarities between protease and yGT
production, the phenotype of AggtA strain and the weak hydrolase activity of
GgtA we assume that the main function of GgtA is not to degrade but

synthetize y-glutamyl compounds. This process may help the utilization of
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peptides and amino-acids in carbon stressed cultures. However, additional

experiments are needed to verify this hypothesis.
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