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1. Bevezetés

A Penicillium chrysogenum fonalas gomba termel egy 6,25 kDa molekulatdimeg
bazikus, ciszteinben gazdag fehérjéet a PAF-ot, wmseimos human- és ndvénypatogén
gomba, valamint aAspergillus nidulans fonalas modell szervezet ndvekedését is gatolja
(Kaiserer és mtsai. 2003, Galgdczy és mtsai. 20088, Barna és mtsai. 2008). Az elmult
masfél évtizedben széles ismeretanyagltg§ssze a PAF szenzitiv mikroorganizmusokra
kifejtett hatasarol (Marx és mtsai 1995, Kaiserenésai. 2003, Leiter és mtsai. 2005, Binder
és mtsai 2010 a,b), a fehérje terénedzervezetben betoltdtt élettani szerepe azonban
feltaratlan maradt. Uj kutatasi iranyként céligttik ki aP. chrysogenum - PAF kapcsolat
megvilagitasat.

Antimikrobialis fehérjék széles korben terdamek az évilagban a prokariotaktol a
egészen a gerincesekig (Tao és mtsai. 1990, Gad%, T8marcq és mtsai. 1998, Garcia-
Olmedo és mtsai. 1998, Tossi és mtsai. 2000, Rapé&sino 2002) Magasabb rend
eukaridtdkban az immunrendszer részét képezik (Bakentsai. 1997, Fritig és mtsai. 1998,
Lehrer és Ganz 1999, Raj és Dentino 200Rjokariotakban és alacsonyabb rénd
eukariétdkban szerepuk kevésbé tanulmanyozott, nadfszitiséggel szelekcids diyt
biztositanak a term&lszervezetnek a taplalékért folytatott harcbhan @204, Meyer és
mtsai. 2005). Antimikrobialis hatasu, ciszteinbeazdpg, bazikus proteineket mara tobb
fonalas Ascomycotabargpergillus giganteus, P. crysogenum, A. niger, P. nalgiovense, A.
clavatus) izolaltak (Wnendt és mtsai. 1994, Gun Lee és mi€99, Geisen 2000, Theis és
mtsai. 2003, Skouri-Gargouri és Gargouri 2008).igddlegtobb ismeretanyag a PAF-rél és
az A. giganteus tapkozegédl izolalt AFP-161 gyilt 6ssze. Mindkét antifungélis fehérje a 70-
90 oras stacioner fazisu sullyesztett tenyészetimektalhatd a legnagyobb mennyiségben
(Meyer és mtsai. 2002, Marx 2004). A fonalas gokntidbbsége a természetben valamilyen
felllethez kototten fordul &l (Hill 1972, Dalcero és mtsai. 1997), ahol a gonitddkh
spoéraképzésre irdnyulo differencialoédasi folyametanegfigyelhetk. Meyer és munkatarsai
(2002) kimutattak, hogy a?A. giganteus afp génje az aszexualis sporulacio folyaman, szigoru
térbeli és idbeli szabalyozas alatt all. Arra kerestink valasagy azafp-hez hasonléan RA.
chrysogenum fellleti tenyészetében gaf géntermék megjelenése koihet a termed
szervezet, aszexualis differencidlodasi folyamataihlletve, hogy a fehérje termelése
befolyasolja-e &. chrysogenum mitospora feppdését.

Megvizsgaltuk PAF hatasat &. chrysogenum Q176 fellleti tenyészetének a
novekedésére. Tanulmanyoztuk paf transzkripcios mintdzatat a terrelszervezet



sulleyesztett és fellleti tenyészeteiben. Ezzehy@amosan nyomon kovettik a fellleti
tenyészet mitospora féflését kilénb&z markerek (konidioforumok megjelenése, egységnyi
fellileten termeldott konidiumok szama) és markergéndklA, a rodA és a rodB)
segitségével.

Létrehoztunk egypaf delécios mutanst &. chrysogenum Q176 tdrzsben, és
tanulményoztuk a\paf térzs differencialodasi folyamatait. Visszalltkttéd deletélt gént a
hianymutans genomjaba és vizsgaltuk /spaf::Apaf tbrzs mitospéra termelését.
Tanulmanyoztuk a tapagarhoz adagolt PAF hataaduiahtorzs sporazasi képességeére, ezen
Kivil megvizsgaltuk &. chrysogenum AbrlA térzspaf transzkripciojat.

Mivel fonalas gombakban a sporulacié, a szababkdizés a funkcidjat tekintve is
szorosan kapcsolodik az autolizishez (Emri és mPdl5, Pdcsi és mtsai. 2009), valamint a
PAF biségesen szekretalodik R. chrysogenum Oreged sullyesztett tenyészetében,
felvetvdott a kérdés, hogy lehet-e hatasa a fehérje téddsének a tenyészet autolitikus
sejtpusztulasi folyamataira. Ezért tanulmanyoztuR. ahrysogenum Apaf térzs szénéhéz
sullyesztett tenyészetének autolizisét.

A PAF antibiézisban beto6ltott szerepe fontos feggek bizonyulhat az @Enyek
természetes kivalasztédasat eredméhyezersenyben. Doktori munkam keretében
lehet'ségem nyilt a PAF, szenzitiv organizmusokban ldfejhatasmechanizmusanak a
tanulmanyozasara is. A NikA-YpdA-SskA és a NikA-¥p&rrA hisztidin-aszpartat
foszforelé-, valamint az SskB-PbsB-HogA/SakA mitogaktivalt protein kinaz rendszer
fontos szerepet jatszanak Az nidulans stresszre adott valaszreakcidinak a kozvetitésében
(Hagiwara és mtsai. 2007b, 2009, 2011, Vargas-Pésemtsai. 2007). A két rendszer
kozvetlen 6sszekapcsoltsaga hatékonyan segiti almpervezet adaptaciojat a kulonféle
kornyezeti stresszhatasokhoz. Mivel a PAF mar nmikdlos koncentracioban oxidativ stresszt
valt ki A. nidulansban (Kaiserer és mtsai. 2003, Leiter és mtsai. 2088)feltételeztik, hogy
aktivalja az SskA-HogA/SakA- és/vagy az SrrA-vabgsolt jelatviteli Utvonalakat. Ezért
megvizsgaltuk a kovetkézA. nidulans mutdnsok novekedésését PAF kezelés hatasara:
ASSKA, AsrTA, AnapA, AnikA, AhogA, AsskA/srrA, AsrrA/hogA.



2. M6dszerek

A plazmidépitéshe£scherichia coli DH5a tdrzset hasznaltunk. Avaf delécios
mutans létrehozasahoZanicillium chrysogenum Q176 (ATCC 10002)t6rzset hasznaltunk
vad tipusként (vt). APenicillium chrysogenum AbrlA (niaD, Pcku70::natl, brlA::ergA)
muténs (Sigl és mtsai. 2010) (Sandoz GmbH téngsgyény, Kundl, Austria) széi torzse
egy hatékony homoldég rekombinaciotsggity Penicillium chrysogenum APcku70 (niaD,
Pcku70::natl) (Hoff és mtsai. 2010) torzs volt. A PAF hatasatPa chrysogenum
novekedésére aAspergillus nidulans FGSC 4A (Glasgow vad-tipus) kontroll torzs
felhasznaldsaval tanulmanyoztuk. A PAF hatasmezhamsat az alabbi (1. tablazad).
nidulans mutans torzselen tanulmanyoztuk. A mutansokat Daisuke Hagiwarah{ku

Univrsity, Japan) biztositotta szamunkra.

1. tdbl4zat. A. nidulans stressz jelatviteli Utvonalban sérult mutans wkzs

Torzs Genotipus Forras
ABPUL1 (vad| biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4 (Hagiwara és mtsai.
tipus) 2007a)

BPU1 biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.

(kontroll) argB+ 2007a)

ASSkA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.
sskA::argB 2007a)

ASITA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.
srrAzargB 2007a)

AnapA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Asano és mtsai.
napA::argB 2007)

AnikA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.
nikA::argB 2007Db)

AhogA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.
hogA::argB 2007Db)

AsskA/srrA | biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara és mtsai.
sskA::argB, srrAqzargB 2007a)

AsrrA/hogA | biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroAd4, (Hagiwara és mtsai.
srrA:zargB, hogA::argB 2007hb)




Az E. coli-t LB taptalajon noévesztettik, amit szikség esetmpicillinnel
egeészitettlink ki (100g/ml).

P. chrysogenum torzsek esetén a minimal taptalajt (MM) Marx ésnkatarsai (1995)
nyoman keészitettik el. R. chrysogenum APcku70 valamint a\brlA térzsek esetében a MM-
t 2,5 g/l argininnel egészitettik Ki.

A PAF P. chrysogenum Q176 noOvekedésére kifejtett hatasat és a fehérje
hatasmechanizmuséat komplex taptalaj felhasznalag@h) tanulmanyoztuk (Kaiserer és
mtsai. 2003). AZA. nidulans stressz jelatviteli Utvonalban sérilt mutans t@kzesetén a
taptalajt 0,61 g/l uridinnel, 0,56 g/l uracillal52mg/l pyridoxinnal és 1 mg/l biotinnal
egeészitettlink ki.

P. chrysogenum siillyesztett tenyészeteihez a MM 200 ml-ét 6 % Sifibraval oltottuk
be és a tenyészeteket razéinkubatorbarf@6n 220 rpm-en razattuk. R. chrysogenum
AbrlA mutans nem képez konidiumokat, ezért a minimabitigba 2 g (félszaraz tdmeg)
micéliumot mértlink, amelyet Petri csészén fenntiakanaposAbrlA-tenyészetil nyertliink
steril szike segitségével.

Annak érdekében, hogy az aszexudlis differenci&ioftdyamatokat szinkronizaltan
indukalhassuk (Mah és Yu 200B) chrysogenumban, a gomba sullyesztett kultarajat 19 o6raig
(P. chrysogenum APcku70 ésAbrlA torzsek esetén az alacsonyabb ndvekedési rata 36iat
oraig) razattuk. Ezt kbvéen a tenyészetet g2ik és MM tapagar fellletén egyenletesen
eloszlattuk, majd 25 °C-on inkubaltuk. A micéliunegdyijtésének disegitésére a tapagart
eléozéleg steril dializis-membrannal (Spectra/Por4 — 424D MWCO Spectrumlabs-
Németorszag) boritottuk.

A pontoltasos kisérletekhez a megfélakbnyészetek frissen terndbtt spoérait
gydjtottik be. A pontoltashoz il spéraszuszpenzidt pipettaztunk a megel&pagar
feltletére. A spéraszuszpenzid a kisérlgtekiiggsen 10, 1¢* illetve 2x1G gombasporat
tartalmazott.

Az autolizis vizsgalatokhoz sziikséges szérieteryeszetet ugy allitottukéelhogy a
P. chrysogenum (MM-ba leoltott) sullyesztett kultirajat 48 oraigzattuk, majd a teljes
biomasszat szachar6zmentes MM-ra mostuk és 222Wrdn-en razattuk.

Az alapved molekulédris bioldgiai modszereket, mint a baktérejtek
transzformalasa és a plazmid DNS preparalasa Sainb¥se munkatarsai (1989) szerint
hajtottuk végre. A restrikcios emésztéseket ésldggkat a gyartd (Promega) javaslatai

alapjan végeztik. A DNS mintékat agar6z gélen (0,8 % agar6éz 1x TBE pufferben)



ellerdriztik gélelektroforézissel. A nukleinsav koncenitkat a Pharmacia Biotech Gene
Quant Il spektrofotométerrel hataroztuk meg.

A P. chrysogenum paf delécios mutans létrehozasahoz a ,Split-markertsaert
(Nielsen és mtsai. 2006) hasznaltuk.

A P. chrysogenum genomi DNS izolaldsat Zadra és mtsai. (2000) szgggeztik. A
gomba transzformaciojat Tilburn és munkatarsai $)9@yoman hajtottuk végre. A
transzformaciohoz sziikséges protoplasztokat Cdrésrmmunkatarsai (1987), valamint Kolar
€s munkatarsai (1988) nyoman allitottu el

Az RNS izolalas TRISOL (Sigma Aldrich) reagengseiént a folyékony nitrogénben
eldorzsolt gombaszoveteldiChomczynski (1993) leirdsa alapjan.

A Southern blot és a Northern blot analiziseket ISawk és munkatarsai (1989)
nyoman végeztik. A Hybond:N(Amersham Bioscience) membranra blottolt nukleotid
mintakat digoxigenin-jeldlt prébakkal (BoehringeraWhheim) hibridizaltuk. A hibridizaciés
probakat PCR amplifikacioval allitottukeel

A dolgozatban felhasznalt primereket a 2. t&tl&oglalja 0ssze. A primereket a
Microsynth (Ausztria) biztositotta szamunkra.

A P. chrysogenum csirazasi képességét Oh és munkatarsai (1996htshataroztuk
meg.

Az autolizis nyomon kovetésére sullyesztett széréhenyészetek szarazanyag-
tartalom (Pusztahelyi és mtsai. 1997) és a kitméwitas (Emri és mtsai. 2004) valtozasat
vizsgaltuk.

A mikroszképos vizsgalatokat Leica MZ16 sztereawsizkop és Olympus CK40
fénymikroszkop segitségével végeztuk.

A sporazasi képességet ugy hataroztuk meg, hqupnteoltassal Iétrehozott fellleti
tenyészetek esetén megmértik a kialakult telep réjétg a szinkronizalt fellleti
tenyészetekll egy meghatarozott teriletet vagtunk ki dugofutdé@=8mm). Az ismert
fellletii telepekél, ismert téfogatt ,sporamoso oldatban” (9 g/l Na@GO1 % (v/v) Tween
80), vortexeléssel tavolitottuk el a spérakat. Rivkamra segitségével megszamoltuk az igy
kapott spéraelegy spéraszamat, és elosztottulep felilletével, megkapva a spéraszani/cm
értéket.

A nukleotid szekvencia kereséseket az NCBI (Httpav.ncbi.nim.nih.gov/)
adatbazisban hajtottuk vegre. A szekvenciak keésséhez &. chrysogenum Wisconsin 54-

1255 (van den Berg és mtsai. 2008) genomszekvenolgalt forrasként.



2. tAblazat. A dolgozatban felmadizprimerek

primer szekvencia (5’'— 3)

opafl GGTACCATCGCCCAAATCACCACAGTTG
opafrev GATCGGATCCCTAGTCACAATCGACAGC
obrlAfw TCCTACTCCCACGCCTAC

obrlArev CCTGGCTCCTTGCACTTG

orodAfw CTTACGCTCTTCCCCCTG

orodArev GCTGGAAGGAGAGTTCTGG

orodBfw ATGCAGTTCACTCTCTCCG

orodBrev ACGAGGTCGTTGTTGGCC

opaf5 CGAAAAGGCAAAGGCAC

o5pafAl CGATGCTACGTCACTTGTTAGCG

o5pafArev ACGTGGATCCTATGAAGGGCTTGAGATGATG
o3pafAse ACGTGTCGACATGGTCTCTGCGATCACCAGG
o3pafA2 CACAACCTTACGCATGCGGAG

o3pafArev ACGTTCTAGACCAAAAGGCTTCCCCGTCATC
o5pafAse ACGTGGTACCGACAGCTTAGTGGACCGGCAG
o5pafcomp GATGGTACCACTTGCGTAATAACCGGG
o3pafcomp CACGGTACCCTTCCTTGACTTACTCCC

onatl CGCCGGTACGCGTGGATCGC

onat2 AGGCACTGGATGGGTCCTTCAC




3. Uj tudoméanyos eredmények

A P. chrysogenum jol toleralja a PAF-kezelést. A ,PAF-érzékem’ nidulans mar 50
ug/ml-es PAF-koncentracdé hatasara 70 %-kal kisebhmédju telepeket képzett az
agarlemezek felszinén. Ugyanakkor a tetnszlervezet telepeinek atmge még 200ug/ml-
es PAF koncentraciot alkalmazva is csupan korulb28i %-kal csokkent a kezeletlen

telepekhez képest.

A paf mMRNS mér &. chrysogenum 36 0Orés sillyesztett tenyészetének micéliumaban
detektalhatd, és a transzkripci6 a tenyésztés 6&akan éri el a maximumat. paf
expresszids mintdzata hasonldo képet mutat az grtéld giganteus afp sillyesztett

tenyészétben mért adatokkal (Meyer és mtsai. 20@2x 2004)

A P. chrysogenum fellleti tenyészetének Northern-blot analiziseaftdt, hogy gpaf
gén expresszidja térben és$hen szabalyozott a mitospéraéejes alatt. Apaf mMRNS nem
mutathato ki a. chrysogennum konidiumaibancsupan a differencialodott tenyészet egyéb
részében, a gombahifakban és/vagy a konidioféruarokh paf, valamint aorlA, arodA és a
rodB sporuldciot jelé gének expresszios profiljat vizsgélva kiderilt,gyhoa négy geén

szimultan expresszalddik, jol korrelalv@achrysogenum tenyészetek mitosporaféfiésevel.

Annak érkében, hogy részletesebben tanulmanyozkas®AF termél szervezetben
bet6ltott élettani szerepét, létrehoztunk gy deléciés mutanst . chrysogenum Q176

Ve

nourseothricin-rezisztenciat biztositd génnel (Kligs mtsai. 1993, Kiick 2006) cseréltik ki.

A Apaf torzs sporulacidés képessége szignifikansan csdkkerad tipushoz képest,
amely egydtt jart abrlA, a rodA és arodB sporulaciét jeléd gének represszidjaval.
Megjegyzend, hogy a delécié nem befolyasolta a tersdervezet csirazasasi képessegét és

nem érintette a tenyészetek névekedésését sem.

A Apaf torzs csokkent mértékkonidium termelését sikeresen komplementélta a
deletélt gén visszalltetése a hianymutans genomi#panakkor a tapagarhoz adagolt PAF-
vel nem voltunk képesek helyredllitani a vad fgnadt aApaf torzsben, ami felveti annak a

lehetiségét is, hogy a fehérje élettani szerepét a saéki@dyaman fejti ki.



A P. chrysogenum vad tipusu éapaf torzsek szénehézolyadék kulturai egymashoz
hasonlo Gtemben autolizaltak, ami arra utal, hod3A& termebdése nem jatszik szerepet a
sullyesztett tenyészet autolizisének a szabalybaasadAzt feltételezhetjiuk, hogy a PAF
termelésének élettani szerepe fellleti tenyészetetiriatozédik, ahol megfelelkdrnyezeti

szignalok hatasara a terriaizervezet differencialédasi folyamatai is érvériijmesk.

A PAF-kezeltAsskA, AsrrA, AnapA, AnikA, AhogA, AssKA/srTA, AsrrA/lhogA mutans
torzsek novekedésének vizsgalata alapjan azt dldigilk, hogy a PAF SrrA-val kapcsolt
jelatviteli rendszeren keresztil fejti ki antifutigéhatasat a NikA hisztidin kinaz, illetve az
SskA-HogA/SakA utvonal kozretikddése nélkdl.

Kisérleteink arrdl tanuskodnak, hogy a PAF igéretszkoze lehet a sejthaldl
szignalok feltéerkepezésének, valamint U atifurggaizerek kifejlesztésének. A PAF
antifungalis hatasa a hatékonyabb konidium-terrseldsombinalva, ugyanakkordésegiti a
P. chrysogenum alkalmazkoddképességét a valtozé kornyezeti &dkhez, szelekcidsdaiyt

biztositva a konkurens mikroorganizmusokkal szemben



1. Introduction

The filamentous funguBenicillium chrysogenum secrets a low molecular mass (6,25
kDa), cysteine-rich and cationic protein PAF, whiekhibits cytotoxic activity towards a
variety of filamentous fungi, among them zoo- atahppathogens and the model organism
Aspergillus nidulans (Kaiserer, et al. 2003, Galgoczy, et al. 2005, 2@xna, et al. 2008).
Our research group is working with PAF for 15 yeaBsowth inhibition spectrum and
mechanizm of action of the protein were studieddassisly, but the significance of its
production inP. chrysogenum cultures remained unclear. Our aim was to invagtighe
physiological role of PAF production A chrysogenum cultures.

Antimicrobial proteins are widely distributed imatre including prokaryotes and
vertebrate (Tao, et al. 1990, Ganz 1994, Dimart@l.e1998, Garcia-Olmedo, et al. 1998,
Tossi, et al. 2000, Raj and Dentino 2002). In higlhgcaryotes many antimicrobial proteins
accomplish an important function in innate immur{iBaker, et al. 1997, Fritig, et al. 1998,
Lehrer and Ganz 1999, Raj and Dentino 2002). Irtrast) the benefit of the expression of
antimicrobial proteins from prokaryotes and lowekaryotes is less well studied. They might
confer ecological advantage for the producing osgas in the competition for nutrients
(Marx 2004, Meyer, et al. 2005). Antimicrobial agste-rich and cationic proteins were
isolated from numerous filamentous Ascomycefepdrgillus giganteus, P. crysogenum, A.
niger, P. nalgiovense, A. clavatus) to date (Wnendt, et al. 1994, Gun Lee, et al9]1@risen
2000, Theis, et al. 2003, Skouri-Gargouri and Garga008). PAF is the best characterized
anifungal protein of fungal origin in addition tdet ortholog produced bAspergillus
giganteus (AFP) so far. The maximum protein yield is reacldeding the stationary growth
phase after 70-90 h of cultivation in the case athbantifungal protein (Meyer, et al. 2002,
Marx 2004). Filamentous fungi usually exist on elifint surfaces in nature, where
developmental processes take place (Hill 1972, édajcet al. 1997). Meyer et al (2002)
revealed that expression afp gene ofA. giganteus is spatially and temporally regulated
during asexual sporulation. This raises the istarg questions if the expression [df is
associated with asexual developmenPothrysogenum, and whether the production of the
protein can influence the mitospore developmenhefproducing organism.

We examined the effect of PAF on the growthPotthrysogenum Q176 surface culture and
transcriptional profile ofpaf in submerged and surface cultures of the produonggnism
was investigated. In parallel the asexual develaoyroé the surface cultures was monitored

applying developmental markers (first appearance cohidiophores, conidial number



produced by one square centimetres of surfacerelltand marker genebr(A, arodA és a
rodB).

To further analyze the function of PAF in the depenental process we deleted the
paf gene inP. chrysogenum Q176 and mitospore development of thpaf strain was
examined. We retransformed the wild type copypaf gene intoP. chrysogenum Apaf
genome and mitospore productionAgfaf:: Apaf strain was examined. The effect of externall
administration of purified PAF protein into the agaedium was investigated on the
conidiation efficiency ofApaf strain, as well. Therewith we examined {ia transcription
profile of P. chrysogenum AbrlA strain.

Conidiogenesis and autolysis are tightly cougleatesses in filamentous fungi and
the regulatory networks behind these phenomena stenmon elements (Emri, et al. 2005,
Pdcsi, et al. 2009). PAF is abundantly secretemi stationery growth phase liqued cultures of
P. chrysogenum, which raises the exciting question, if the prdduc of PAF can influence
the auotolytic process of the producing organisher&fore we examined the autolysis rate of
the carbon-starving submerged culturdothrysogenum Apaf strain.

The role played by PAF in antibiosis might condelivantage foP. chrysogenum in
the process of natural selection. | had the oppdstuo investigate the antifungal mode of
action of PAF, as well. There is an increasing boflgvidence supporting the view that the
NikA-YpdA-SskA and the NikA-YpdA-SrrA histidine-taspartate phosphorelay systems and
the SskB-PbsB-HogA/SakA mitogen-activated protdimage system are the centerpiece of
stress signaling iA. nidulans (Hagiwara, et al. 2007b, 2009, 2011 gdafPérez, et al. 2007).
The direct linkage between the above mentione@sysplays important role in adaptation of
the model organism to different stress factors. Sttmring that PAF treatments (in
micromolar concentrations) cause oxidative stregs nidulans (Kaiserer, et al. 2003, Leiter,
et al. 2005) it was reasonable to assume thatretifee SskA-HogA/SakA-dependent or the
SrrA-dependent (or both) stress signaling pathwlagukl be activated to cope with the
deleterious effects of PAF-exposures. Thereforexamined the effect of PAF on the growth
of the followingA. nidulans mutant strainsAsskA, AsrrA, AnapA, AnikA, AhogA, ASSKA/SITA,
AsrrA/hog.
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2. Materials and methods

Escherichia coli DH5a strain was used for plazmid construction. For gativey paf
deletion mutant we useBenicillium chrysogenum Q176 (ATCC 10002)strain as a wild
type (wt).Penicillium chrysogenum AbrlA (niaD, Pcku70::natl, brlA::ergA) mutant (Sigl, et
al. 2010) (Sandoz GmbH strain collection, Kundl, s&kia) derived fromPenicillium
chrysogenum APcku70 (niaD, Pcku70::natl) (Hoff, et al. 2010) strain which allows efficient
disruption of any target gene via homologous redoation. The Aspergillus nidulans
FGSC 4A (Glasgow wild type) was used as a control straimsfadying the effect of PAF on
the growth ofP. chrysogenum. Mode of action of PAF was studying on differénnidulans

mutant strins (Table 1) The strains were provided by Daisukeitata (Tohoku Univrsity,

Japan).
Table 1 . A. nidulans strains mutated in stress response genes
Strain Genotype Source

ABPU1 biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroAd (Hagiwara, et al.

(wild-type) 2007a)

BPU1 biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.

(control) argB+ 2007a)

ASSkA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.
sskA::argB 2007a)

ASITA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.
srrAzargB 2007a)

AnapA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Asano, et al. 2007)
napA::argB

AnikA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.
nikA::argB 2007Db)

AhogA biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.
hogA::argB 2007Db)

AsskA/srrA | biAL, pyrG89, wA3, argB2, pyroA4, (Hagiwara, et al.
sskA::argB, srrAqzargB 2007a)

AsrrA/hogA | biAl, pyrG89, wA3, argB2, pyroAd4, (Hagiwara, et al.
srrAczargB, hogA::argB 2007hb)
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E. coli was grown on LB, supplemented with ampicillin (3@@ml).

P. chrysogenum strains were grown on minimal (MM - Marx, et a@9b). In the case
of P. chrysogenum APcku70 and abrl|A strains 2.5 g/l arginine was added to MM.

The effect of PAF on the growth & chrysogenum Q176 strain and the mode of
action of the protein was studied on complex mediGM - Kaiserer, et al. 2003). In the case
of A. nidulans strains mutated in stress response genes, CM wpgdesnented with 0.61 g/l
uridine, 0.56 g/l uracil, 2.5 mg/l pyridoxine andfomg/I biotine.

For submerged cultivation @¥. chrysogenum 6x1¢ spores were grown at 25°C on
220 rpm for 19 h in 200 ml MM. Becaus$® chrysogenum AbrlA mutant does not form
conidia, 2 g of semidry mycelia were measured Mtd. Mycelia were gained from four
days old surface culture applying a sterile scalpel

For synchronized asexual developmental inductisnbmerged cultures oP.
chrysogenum were cultivated for 19 h in 200 ml MM (Th&Pcku70 andAbrlA strains,
however were cultivated longer -36 h- because welqroliferation rates). Then the mycelia
were harvested by filtration and transferred tadséliM, and were further incubated for
various cultivation times. To facilitate harvestisigfface mycelia, MM agar was covered with
sterile dialysis membrane (Spectra/Pord — 12-14 MW CO Spectrumlabs-Germany) in
advance.

For point inoculation, conidia were harvested Hhgdrom the appropriate cultures.
According to the experiments 3@nd 10 illetve 2x1G conidia were point inoculated onto
MM or CM agar surface.

To get carbon-starving submerged culture for lgsi® study, mycelia from 48 h old
submerged culture @?. chrysogenum (cultivated on MM) was transferred to saccharase f
MM and cultivated further on 25 °C and 220 rpm.

Basic molecular methods, like transformation ottbsal cells and preparation of
plasmid DNA were carried out as described previp@Sbmbrook, et al. 1989). Restriction
digestion and ligation were done as manufacturesnfPga) suggested. DNA samples were
analysed by gelelectrophoresis on agarose geH@.86 agarose, 1 x TBE buffer). Nucleic
acid concentrations were measured with Pharmacigeéh Gene Quant Il spectrophotometer.

“Split-marker” technique (Nielsen, et al. 2006) svaised for generating.
chrysogenum paf deletion mutant.

Isolation ofP. chrysogenum genomic DNA was performed on the basis of desanipt

of Zadra, et al (2000). Transformation of the fumguas carried out according to the method
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of Tilburn, et al (1995). Protoplasts were genetate the basis of descriptions of Cantoral, et
al (1987) and Kolar, et al (1988).

RNA-isolation was performed by TRISOL treatmentig(®a Aldrich) as
recommended by Chomczynski (1993).

Southern blot and Northern blot amalysis was edraut according to Sambrook, et al
(1989). Nucleic acid samples were blotted to Hybbiidnembranes (Amersham,
Bioscience) were hybridized with digoxigenin-laltel@robes (Boehringer Mannheim).
Hybridization probes were generated by PCR amplif.

Primers used in this study are listed in TableP2imers were provided from
Microsynth (Austria).

Germination efficiency oP. chrysogenum was determined on the base of descriptions
of Oh, et al (1996).

To determine autolytic rate we examined the deergrof dry cell mass (Pusztahelyi,
et al. 1997) and chitinase activity (Emri, et &02).

Microscopy was performed with Leica MZ16 stereamscope, and Olympus CK40
light microscope.

To determine conidial counts the colony diametgoant inoculatedP. chrysogenum
surface cultures was determined before the conieBee harvested. From synchronized
surface cultures a defined area (8 mm diameter) suasout. Conidia were harvested by
vortexing the excised surface culture in spore sasjpn (0.9% NaCl and 0.01% tween),
conida were counted in Blrker chamber and the sowete divided by the colony area to
obtain the number of conidiosporesfcm

Nucleotide sequences were obtained from the public databas®l NEhtrez

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ The genomic sequence Bf chrysogenum Wisconsin 54-

1255 (van den Berg, et al. 2008) served as a sdoirtclee sequences used.
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Table 2. Pimers used in this study

primers sequence (5= 3)

opafl GGTACCATCGCCCAAATCACCACAGTTG
opafrev GATCGGATCCCTAGTCACAATCGACAGC
obrlAfw TCCTACTCCCACGCCTAC

obrlArev CCTGGCTCCTTGCACTTG

orodAfw CTTACGCTCTTCCCCCTG

orodArev GCTGGAAGGAGAGTTCTGG

orodBfw ATGCAGTTCACTCTCTCCG

orodBrev ACGAGGTCGTTGTTGGCC

opaf5 CGAAAAGGCAAAGGCAC

o5pafAl CGATGCTACGTCACTTGTTAGCG

o5pafArev ACGTGGATCCTATGAAGGGCTTGAGATGATG
o3pafAse ACGTGTCGACATGGTCTCTGCGATCACCAGG
o3pafA2 CACAACCTTACGCATGCGGAG

o3pafArev ACGTTCTAGACCAAAAGGCTTCCCCGTCATC
o5pafAse ACGTGGTACCGACAGCTTAGTGGACCGGCAG
o5pafcomp GATGGTACCACTTGCGTAATAACCGGG
o3pafcomp CACGGTACCCTTCCTTGACTTACTCCC

onatl CGCCGGTACGCGTGGATCGC

onat2 AGGCACTGGATGGGTCCTTCAC
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3. Results and discussion

Our results indicate th& chrysogenum Q176 tolerates PAF-treatment. When surface
culture ofA. nidulans PAF-sensitive control strawas exposed to 50g/ml PAF, the colony
diameter formed by the fungus was 70 % shorter evatpto the untreated control. In the
same time PAF exposure had only minor effect ondblenies formed by the producing
organism even if we applied the protein up to 200l concentration (only 28% shorter

colony diameter compared to the untreated control).

paf mRNA is detectable irP. chrysogenum Q176 mycelia after 36 h submerged
cultivation. Transcription reached a maximum ath6bBefore it decreased again. Expression
pattern ofpaf gene in liquid culture resembled to that of theotibous genafp detected in

A. giganteus cultures (Meyer et al. 2002, Marx 2004).

Northern blot analysis d?. chrysogenum surface cultures revealed that expression of
the paf gene is spatially and temporally regulated durisgxaal development. Thmaf gene
was not transcribed in conidia but in the othert@f the surface culture which contain
hyphae and conidiophorgsaf and the conidiation specific genéslA, rodA, androdB were
simultaneously expressed h chrysogenum surface cultur. Furthermore the accumulation of

the respective gene transcripts correlated withotiset of conidiation.

To further analyze the function of PAF in the depenental process oP.
chrysogenum we deleted thgaf gene inP. chrysogenum Q176 strain and repleaced by the
nourseothricin-acetyltransferase gaml (Krigel, et al. 1993, Kick 2006) which confers

nourseothricin-resistance to the transformants.

The number of conidia produced hpaf strain was significantly reduced compared to
the wild type. Furthermore gene expression pattefnbrlA, rodA, and rodB, were
significantly reduced in thpaf deletion strain. It is noteworthy that neither thgrmination
efficiency, nor the growth rate of the producinast was influenced by the deletion jodf

gene.
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Retransformation of theaf wild type copy intdP. chrysogenum Apaf genome restored
the reduced conidia production of the mutant strélnexpectedly, we were not able to
restore the wild-type phenotype of thpaf strain by external administration of purified PAF

protein, which can suggest that secretion proceEBAB might have regulatory potential.

There was no significant difference in the autslysites recorded in carbon-starving
submerged culture d?P. chrysogenum wild-type andApaf mutant strains. This observation
may indicate that the physiological function of PAd-limited to surface cultures or is
overridden by environmental conditions blocking tt@nidiogenesis of filamentous fungi

under submerged cultivation.

The effect of PAF-treatments on the growth of tkeskA, AsrrA, AnapA, AnikA,
AhogA, AsskA/srrA and AsrrA/hogA A. nidulans mutant strains idicates, that the antifungal
effect of the protein is transmitted by an SrrA-glegent system other than NikA-SrrA
phosphorelay and without the involvement of SskAgRitsakA signaling.

Our results indicate that PAF is a valuable tooimapping novel cell death signaling
pathways in filamentous fungi, which may lead eually to the development of new-type
antifungals. In the same time the antifungal effettPAF in combination with a highly
efficient propagation of conidia undoubtly provideditness mechanism . chrysogenum

andan ecological advantage over concurring organisms.
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