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ASSESSMENT OF THE METABOLIC ACTIVITY USING THE FLUORESCENT DYE ACRIDINE
ORANGE

A quantitative method for the assessment of the metabolic activity of the
filamentous fungus Acremonium chrysogenum was developed using the fluorescent dye
Acridine Orange. The method is based on the reversible red-green shift in the colour of the
dye, quantified by image analysis. It was established, that under circumstances leading to
high substrate uptake and a subsequently high biomass production and specific growth rate,
the mycelia exhibit an overhelmingly green colour, while under carbon starvation leading to
low biomass production and specific growth rates, they look orange-red. This is an original
and powerful application of fluorescent staining for the estimation of the metabolic activity
of whole mycelia, which provides a new, visual tool for the investigation of this area in
filamentous fungi.

BEVEZETES

Tenyéssziik barmilyen célbél a gombdkat, minden esetben tudnunk kell, hogy
névekedd, hanyatld, netin pusztuloban 1évé populdcidéval dolgozunk-e, vagyis, hogy milyen
a tenyészet pillanatnyi metabolikus aktivitdsa.

A tenyészetek szén-dioxid produkcidja, oxigén fogyasztdsa, szubsztrathasznositésa,
biomassza, valamint szekunder metabolit termelése egyiittesen (€s részben kiilon-kiilon is) a
sejtek metabolikus aktivitdsat jelzi. A metabolikus aktivitds absztrakt fogalom, mi azonban
— kihasznalva a fluoreszcens mikroszkopi technikdk fejlédését — megprébaltunk
reprodukalhat6 médszert kidolgozni a becslésére. Munkankhoz az ipari mikrobioldgia egyik
fontos alanydnak szdmité6 Acremonium chrysogenum-ot valasztottuk. Eddig egy hasonlo
(bar csak korlatozottan haszndlhaté) metodika 1étezett [1] - a kovetkezOkben az altalunk
kidolgozottat ismertetjiik. A mddszer kidolgozdsanak részletes kisérleti hatterét lasd a [2, 3]
hivatkozasoknal.

TRODALMI ATTEKINTES

A vizsgélatainkhoz haszndlt akridinnarancs (3, 6 -bisz[dimetilamino] akridin; AO)
egy fluoreszcens festék, alkalmazasdval mar tobbféle élettani folyamatot tanulmanyoztak.

Kémiailag egy gyenge bazis, amely a sejt belsejében az alacsony kémhatdsi
teriileteken akkumulalodik. A sejtbe toltés nélkiili formaban jut be, a citoszolt a kiilsé térbeli
koncentracidjanak megfeleléen gyorsan feltolti. Ezt kovetéen a savas kémhatasa
organellumokban lassabban, de j6val nagyobb koncentrdciéban halmozédik fol, mivel
nitrogén atomjai kvaternerizdlédnak, s az igy kialakult alig permedbilis protondlt forma
csapddba keriil [4]. Az AO-nak kiilonb6zé formaiban eltérdeck az abszorbancia €s
fluoreszcencia tulajdonsdgai. A zold szin az AO monomer form4jabdl szdrmazik, mig a
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voros a molekuldk oligomer struktirdvd alakuldsdnak tulajdonithaté [5]. Alacsony
koncentraciéban az AO 530 nm-es, vagyis zold fluoreszcenciit ad. Ha a kompartmentekben
az AO koncentracié 500 puM folé emelkedik, metakromatikus valtozds torténik €s a
fluoreszcencia 660 nm-re vélt, ami narancsvoros szint eredményez.

A festék (illetve fluoreszcencids adottsigai) felhaszndlhaté az intravezikularis
kémbhatds-valtozdsok nyomonkovetésére. A nemprotondlt, neutrdlis forma a membrinok
mindkét oldalan azonos koncentracioban van jelen. Ezzel ellentétben a toltéssel rendelkezd,
ezért alig permedbilis forma sejten beliili mozgéséat a protongradiens irdnyitja [6], igy az
alacsony kémhatdsi intracelluldris sejtalkotékban (endoszémak, lizoszémak, trans-Golgi
komplex, exocit6tikus vezikulumok) akkumuldlédik. A festék felhalmozédésanak mértéke
ezen savas organellumok belsé kémhatasatél fiigg. Minél savasabbak a kompartmentek
annal tobb AO halmozdédik 6l benniik, és a koncentrdcié hatdrozza meg a fluoreszcencia
szinét [7].

Az AO-t elterjedten hasznéljdk a nukleinsavak kvantitativ citokémidjiban, aminek
oka, hogy kiilénboz6képpen festi a szimpla szali (ss) €s a dupla szali (ds) nukleinsavakat.
Az AO ds nukleinsavval alkotott komplexe z6ld szinii (A = 520 nm), ss nukleinsavval pedig
voros (A = 650nm; [8]). Az AO interkaldlédik a ds nukleinsavakba (DNS, dsRNS), ss
nukleinsavhoz val6 kapcsolédasa azonban még nem teljesen vildgos, ezekhez valosziniileg
az ionos AO dimerek kotddnek [9]. A voros / zold fluoreszcencia intenzitdsdnak mértéke
jelzi a dsDNS transzformaciGjat ssDNS-sé, amit a sejtben a kromatin 4llapotdnak alakuldsa
ill. az in situ DNS denaturdcié indukdl. Az AO festés alkalmas a citoplazmdban folyé
fehérjeszintézis gyors detektdldsira és a sejtbeli RNS tartalom mérésére is [10].

A MODSZER ELVI ALAPJAI

Az 6regedd (az életteriikben talalhato tapanyagokat jorészt elfogyasztott, lelassult vagy
leallt novekedésii) gombasejtek egyik karakterisztikus jellemzdje a vakuolizacio, melynek
soran mind a vakuolumok szama, mind térfogatuk jelent6sen megnd [11-13]. Régota ismert,
hogy a vakuolumok kémhatésa az életkorral valtozik [14, 15], idésebb korban lényegesen
savanyibba vilnak [16]. Az irodalom ismeretében feltételezhetd, hogy a savasodas
biokémiailag a vakuolumok membréanjahoz kotott protonfiiggd ATPazok mitkodésének az
eredménye, melyek a gombdk vakuolumainak membrdnjin keresztill protongradienst
teremtenek [17-20]. Az AO fest6désben bekovetkezd szinvaltozast ezért mi a vakuolumok
kémhatds véltozasanak tulajdonitjuk.

Az Irodalmi 4ttekintésbdl ill. a fentiekbdl kovetkez6en modszeriink elvi alapja tehat az volt,
hogy ha egy sejben vagy sejtrégioban idéegység alatt csak kevés szénvaz hasznosul, akkor
ez a vakuolumok savasoddsdval és / vagy savanyi vakuolumok megjelenésével fog egyiitt
jarni, ami akridinnaranccsal, mint indikétorral, kimutathaté. Nagy fluxus esetén ellentétes
tendencidk és ellentétes (zold szinil) fest6dés lesz a jellemzd. A festédés eredmenye
fluoreszcens mikroszkoppal a mintavételt kovetéen 15 perccel mar lathatd, mikroszkopra
szerelt  fényképezogéppel megorokithetd, Image Analysis szoftverrel pedig
reprodukalhatéan szamszeriisiteni is lehet.

ANYAGOK ES MODSZEREK

TORZS, TORZSFENNTARTAS, TENYESZTESI KORULMENYEK:

Acremonium chrysogenum ATCC 46117. A sejteket ferditett agarcsoveken, +4 °C-on
tartottuk fenn. A tenyésztési kériilmények és taptalajok részletes leirdsat illetden korabbi
publikdcidinkra hivatkozunk [3, 13, 21-26]. A kisérleteink soran haszndlt Erlenmayer-
lombikokba 3 db egyenként 6 cm-es iivegtorlét épitettiink, melyek szerepe a
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folyadékdramlds turbulensebbé tétele, a levegd-viz hatérfeliilet megnovelése, vagyis a
hatékonyabb levegdztetés volt [23].

ANALITIKAI MODSZEREK:
Novekedés: az egységnyi térfogatra vonatkoztatott szdrazanyagtartalom gyarapodisira
vezettiik vissza.

Légzés: Clark-tipusu polarografids oxigén elektréddal.

Szén-dioxid produkcié: on-line témegspektrométerrel (MMG-80).

Kla becslése: a szulfit-oxiddciés médszerrel [24].

Szacharéz és glik6z meghatirozas: HPLC-analizissel (Gilson), Ca-fazisi
ioncseréld oszlopon, 80 °C-on, 0.5 mL / perc dramldsi sebesség mellett. Eluensként
tridesztillalt vizet, érzékeldként torésmutatd detektort (Gilson) hasznaltunk.

Festés €s mikroszkoépizélds: 0.5 ml mintat lecentrifugéltunk, a feliildsz6t 0.5 ml 0.1
M Na-foszfét pufferben (pH = 7.0) készitett 400 uM AO oldattal helyettesitettiik. 10 perc
.~ elteltével a festékoldatot 0.1 M Na-foszfét pufferre cseréltiik. A prepardtumot Jenalumar
epifluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk.

Image analysis: Leica Q 600 Imaging Workstation-re irt programmal, ami megadta
egyrészt a teljes festddd teriilet, méasrészt a zoldre festddo teriilet méretét. Ezekbdl az
- adatokbol kiszdmithat6 volt a micéliumon beliil a z6lden fest8dd teriiletek aranya.

EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

' SZAKASZOS FERMENTACIO

- A gliik6z szénforrdson tortént tenyésztés sordn rendszeres id6kézonként mintat vettiink, és
- megvizsgaltuk az AO festddést. A leoltast kovetden a csirdzd sporék el6bb vordsen, majd
egyre nagyobb szamban zolden fluoreszkaltak, jelezve metabolikus aktivitdsuk fokozédasat.
A novekedési szakaszban a micéliumok csaknem kizar6lag z6ld szinben fluoreszkaltak, mig
a szénforras elfogydsakor, a 1égzési intenzitds csokkenésekor és a novekedés lealldsakor
vorosre kezdtek véltani. A biomassza koncentracié és a szén-dioxid produkci6é hanyatldsa
idején a tenyészetek jorészt vords szint mutattak. A micéliumon beliil megjelend vords szin
nem volt egyenletes, hanem eleinte kicsi, majd az id6 el6rehaladtival egyre nagyobb
foltokban fordult el6. Ezek a foltok minden valészinliség szerint a vakuolumokat jelezték
(faziskontraszt felvételeken latni is lehetett 6ket). A szakaszos fermentacio értékelése tehat
azt jelzi, hogy az AO festddés zold szint eredményez, ha a tenyészet gyorsan nd,
‘szubsztrathasznositasa, légzése erbteljes. A metabolikus aktivitds hanyatlasakor viszont a

micéliumok egyre vordsebb szinben tiindokolnek, mig végiil a z6ld szin ardnya nulldra
‘csokkent.

RAADAGOLASOS FERMENTACIO
Elsd szakaszédban a tenyészet ndvekedése, szubsztrat-hasznositisa, légzése, szén-dioxid
termelése hasonlo jellegli volt, mint a szakaszos fermentdciondl; a révid lappangé fazist a
enti paraméterek gyors felfutisa kivette, majd a gliik6z teljes ill. a szacharéz kb. 75 %-nak
Ifogydsakor a ndvekedés iiteme lassulni kezdett, végiil teljesen ledllt. Ekkor gliikézt adtunk
& tenyészethez. Ez a biomassza produkci6 és a 1égzés gyors megugrdsit eredményezte, ami
onban a gliikéz elfogytdval hamar lecsengett.

Az akridinnarancs festddés a tenyészet leoltdasa és a gliikdz-rdadagolds kozott
intén a szakaszos fermentacional leirt jellemzdket mutatta. Alig egy éraval a rdadagolas
tdn azonban a tenyészet fluoreszcencidja zoldre viltott, jelezve a metabolikus aktivitds

71



gliikéz hatdsara torténé fokozodasat. A zold szin néhdny oOran at, a glikoz tilnyomo
részének elfogyasaig megmaradt, ezt kovetden Ujra visszaallt a hanyatld kulturakat jelz6
voros fluoreszceencia.

FOLYAMATOS FERMENTACIO

A novekedés és az AO festddés kozotti kapcsolat legkézenfekvobb bizonyitékat a kemosztat
kultirdk vizsgalata nyijtotta. Ilyen rendszerben az alacsonyabb higitasi rata definici6 szerint
az 4taramlé szénvdz kisebb fluxusat jelenti [28], aminek kdvetkezménye az alacsonyabb
specifikus novekedési rata.

Vizsgalataink sordn négy kiilonbozd specifikus novekedési ratan (D = 0.094 h', D
=0.064h"',D=0.036h", D =0.021 h'") tanulményoztuk az AO festbdést. Ezek az értékek
nagyjabdl megfelelnek a minimal tdptalajon végzett szakaszos fermentdciok exponencilis,
gyorsulasi, lassuldsi és stacioner fazisainak. Ahogy az elméletileg varhat6é volt, az
egyensilyi biomassza koncentricié mindegyik tenyészetnél nagyjabol megegyezett (ez
egyben azt is jelzi, hogy a tenyészetek nem voltak oxigén-limitéltak), a specifikus 1égzési
értékek azonban a novekedési ritdval egyenes ardnyban névekedtek. Mivel a kemosztatokat
gliik6z-limitalt lGzemmodban futtattuk, a szénforrds koncentracioja értelemszeriien
mindvégig nulla volt.

A micéliumok AO festédése lényegesen eltért a kiilonbozd higitdsi ratdkon. A
legmagasabb higitdsi ratinal észleltik a legnagyobb ardnyd zold fluoreszcencidt, a
legkisebb ndvekedési ratandl zold szin nem latszott, itt mir teljes mértékben a voros keriilt
tilsdilyba. A koztes novekedési / higitdsi rita értékeknél az AO fest6dés is atmeneti jellegli
volt.

Festodes és oxigénellatas :

Az eddigiek soran bizonyitast nyert, hogy a szubsztrétellatottsdg (és az ezzel Gsszefliggd
novekedési rata) dontéen befolyasolja a sejtek AO festddésének jellegét. Egy aerob
mikrébatenyészetnek azonban a szénforrdssal egyenrangu fontossdgu szubsztritja az oxigén
is, mi tobb, siillyesztett kultiraban inkdbb ez utobbi szokott a limitalo tényez6 lenni [24]. A
kovetkezékben az oxigénellatas mértékének és az AO festodés jellegének kapcsolatat
taglaljuk.

A bioreaktorok oxigéntranszfer ratijinak becslése sordn 30, 80 és 150 ml térfogati
fermentlevet tartalmazo, eltéré felépitési 500 ml-es Erlenmayer lombikok Kla-jat
hatdroztuk meg. Torl6tlan ill. torléval ellatott lombikokat alkalmaztunk; torlétlan
lombikoknal tovabbi megkiilonboztetést tett lehetéveé, hogy vagy papirpelenkaval és
krepppapirral, vagy aluminiumkupakkal fedtiik le Oket. Az el6bbi lényegesen jobb
szellozest tesz lehetdve, vagyis a fémkupak hasznalata csdkkenti a Kla-t. Hasonl6képpen, a
tdpkozeg térfogatdnak emelése is a Kla csokkenését vonja maga utdn. A lombikok fenti
elrendezése lehetévé tette, hogy csaknem két nagysagrenden beliil tetszésiink szerinti Kla
értéket rendelhessiink egy tenyészethez. A legmagasabb értékkel a 30 ml-es torlds, mig a
legalacsonyabbal a 150 ml-es torlétlan lombik rendelkezett. A mintdkat egységesen a
tenyésztés 15.5 drajaban vettiik. :

A legmagasabb oxigéntranszfer rata értéknél szinte teljesen zo6ld szinben
tindokoltek a micéliumok. A Kla csokkentésével a vords szin eldbb megjelent, majd
fokozatosan egyre dominansabbd valt. Mivel a leggyengébben levegOztetett tenyészet
nyilvdnval6éan oxigén limitdlt, a sejtek metabolikus aktivitdsa alacsony lehetett. Ezt a vOros
micéliumok is jelezték.
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‘A MODSZER LEHETSEGES FEJLESZTESEI:

Elsé Iépésben mas, rokon gombafajokat (Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae,
Penicillium chrysogenum) is megfestettiink AO-val. Valamennyi esetben hasonlo jellegii
festddést tapasztaltunk a novekedés fliggvényében.

A kovetkezokben azt probaltuk megéllapitani, hogy mennyire ,,szintart6” az AO
festddés, Ossze lehet-e a mintakat gylijteni, és elemzésiiket a fermentacié végére halasztani.
'EbbOI a c€lbdl a mintdkat az AO kezelés utan kettéosztottuk; egyik felét azonnal lefotoztuk,
mig a masikat lefagyasztottuk. Mint kideriilt, a tenyészetek szine tobb hetes tirolds utdn sem
valtozott, a mintakat felolvasztva a kontrollal megegyez6 szinii fluoreszcenciat kaptunk.

Modszeriinket ~ Osszehasonlitva a Bevezetében emlitett eljarassal [1],
megallapithatjuk, hogy mig az ott hasznalt Mag fura nevii festék csak a metabolikusan aktiv
régiokat festi, addig az AO-t alkalmazva megkiilonboztethetdk a nagyobb (zold) és kisebb
(piros) metabolikus aktivitassal rendelkezé sejtek. Modszeriink tovabbi elénye, hogy az
AO-val festett kép alkalmas szdmitogépes képelemzéssel (image analysis) torténd
kiértékelésre is. Jelentdsen megkdnnyiti az AO festédés alapjan torténd vizsgélatot az is,
‘hogy a festett mintdk lefagyasztva akdr egy hénapig is tdrolhatéak, mig a Mag furdval
festett képet néhany percen beliil ki kell értékelni. Végezetiil, mig az AO-t széleskoriien
alkalmazzak €16 sejtek festésére [5], Mag furdval csak a sejtfalukban sok kitint tartalmazo
‘gombak festddnek megfeleléen [2].
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