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1. Bevezetés

A gombak differencidlodédsi €s sejtpusztuldsi folyamatainak vizsgalata az utébbi
évtizedben a mikoldgiai kutatdsok kozéppontjdba keriilt. Nem véletleniill: A gombdk
gazdasagi, ipari, egészségiigyi és Okoldgiai jelentdsége igen nagy. A gombdk életciklusdnak
jobb megértésétdl egyfelol olyan 1j stratégidk kidolgozdsat remélik, amelyek
forradalmasithatjdk a gombafertdzésekkel szembeni védekezést, és a gombak biotechnoldgiai
alkalmazdsat, madasfelol a gombdk, mint konnyen tanulmédnyozhaté modellszervezetek,
vizsgalatan keresztiil értékes informdciokhoz juthatunk a magasabb rendii eukaridta él6lények
sejtjeinek differencidlédasdval kapcsolatban is.

Az utobbi években szamos érdekes eredmény latott napvildgot a gombdk G-proteinek
altal medidlt jelatviteli ttvonalainak miikodésérdl és funkcidjardl. E jelatviteli utak a gombdk
életében szamos kulcsfontossagu esemény a szabdlyozdsdban részt vesznek, sokszor
meghatdroz6 mddon. Szerepiik van tobbek kozott a vegetativ ndvekedés fenntartdsdban, az
ivaros €s ivartalan szaporodds reguldcigjdban, a gombdk stresszvalaszainak kialakitdsdban
(Lee és munkatarsai, 1994; Hicks és munkatarsai, 1997; Adams és munkatarsai, 1998; Rosen
és munkatarsai, 1999; Chang €s munkatarsai, 2004; Han és munkatarsai, 2004a, b; Lukov és
munkatdrsai, 2005; Yu, 2006), s6t részt vehetnek az apoptdzis inicidldsdban is (Leiter és
munkatarsai, 2005).

Annak ellenére, hogy az Aspergillus nidulans fonalas gomba kozkedvelt modell
organizmusnak szdmit, nem ismerjik eléggé a szénéhezd tenyészetek morfologiai és
fizioldgiai valtozésait, €s a mogottiik 4llo szabdlyozé mechanizmusokat. Nem tisztdzott a G-
proteinek dltal medidlt tdtvonalak szerepe a gomba szénéhezd, autolizdlé tenyészetei
anyagcsere véltozdsainak szabdlyozdsdban, és bar gyakorlati szempontbdl is fontos, eddig
kevéssé feltérképezett teriilet az autolizis és az apoptdzis reguldcidja és a két folyamat
kapcsolata.

Vizsgdlataim kozéppontjdban az Aspergillus nidulans Ascomycota fonalas gomba
szénforras éhez0, oregedo tenyészeteinek morfologiai és fizioldgiai véltozasai, autolitikus és
apoptotikus folyamatai, és a heterotrimer G-protein fiiggd jeldtviteli dtvonalaknak a fenti

folyamatok szabdlyozdsdban betoltott szerepének megismerése allt.



2. Modszerek

Kisérleteinkben az alabbi torzseket hasznaltuk:

A torzs jele A torzs genotipusa

FGSC 26 biAl, veAl

FGSC 1035~ yA2, fadA%"F

RJHO046 ° argB2, biAl, pyroA4, veAl, Aflba::argB

RKH51.117 " |pabaAl, yA2
RKH51.09° " pabaAl, yA2, ArgsA::argB”*

RMdgB03 pabaAl, yA2, AargB::trpC* AganB::argB”, trpC801

RKH52.02 7 pabaAl, yA2, ArgsA::argB” AganB::argB*

FGSC 1079 ™ biAl, pabaAl, pyroAl, AbrlA, veA+

FGSC 744 ™ fluG1, pabaAl, yA2

Vizsgalatainkhoz élesztOkivonattal és sziikség szerint biotinnal, piridoxinnal és p-
aminobenzoesavval kiegészitett minimal taplevest és tapagart hasznaltunk fel. A tapleves 100
ml-ét 50 millié sporaval oltottuk be és a tenyészeteket razéinkubatorban 37 °C-on 180 rpm-
mel rdzattuk (Barrat és munkatérsai, 1965).

Az intracellularis enzimek aktivitisanak méréséhez zsugoritott livegsziiron atsziirt
tenyészetbOl nyert micéliumokat hasznaltunk. A fagyott mintdkat X-press (AB Biox,
Goteborg, Svédorszdg) segitségével tartuk fel. Az enzimaktivitdsokat: gliik6z-6-foszfat
dehidrogendaz (G6PD), NADP-specifikus izocitrat dehidrogendz (NADP-ID), kataldz,
szuperoxid diszmutdz (SOD), glutation reduktdz (GR), glutation peroxiddz (GPx) — a Y-
glutamil-transzpeptidaz (yGT) aktivitdsok kivételével - ,rate assay” modszerekkel
fotometridsan hatdroztuk meg (Roggenkamp és munkatirsai, 1974; Chiu és munkatarsai,
1976, Pinto és munkatdrsai, 1984; Oberley és munkatdrsai, 1984; Bruinenberg és
munkatérsai, 1983; Emri és munkatarsai, 1994). A yGT esetében az enzim jelenlétében a y-
glutamil-p-nitroanilidbdl 1 6ra alatt felszabadult p-nitroanilid mennyiségét mértik meg
fotometridsan (Emri €s munkatdrsai, 1997). A mintdk fehérjetartalmdt a Peterson 4ltal
modositott (1983) Folin reakcio segitségével hataroztuk meg, €s a mért enzimaktivitasokat a

fehérjetartalomra vonatkoztattuk.



A sejtek glutation (GSH) és glutation-diszulfid (GSSG) tartalmanak mérésekor a
sejteket 5% (w/v) 5’-szulfoszalicilsav oldatban tartuk fel. A sejtek oxidalt glutation (GSSG)
tartalmanak méréséhez az Anderson (1985) altal kidolgozott ,rate assay” eljardst hasznéltuk.
A DTNB redukalédasat 412 nm-en, fotometrikus dton kovettiik nyomon. A mintdk GSH
tartalmét 2-vinilpiridines kezeléssel reagaltattuk el (Emri és munkatarsai, 1997). A GSH
tartalom meghatdrozdsa szintén az Anderson-féle (1985) mdédszer alapjan tortént oly médon,
hogy a mintak teljes glutation (GSH+GSSG) tartalmat mértiik meg (a 2-vinilpiridines kezelés
elhagyasaval) és a GSSG tartalom ismeretében hatdroztuk meg a GSH mennyiségét (Emri és
munkatarsai, 1997).

A sejtek szuperoxid termelésének vizsgdlatandl a tenyészetekhez dihidroetidint,
peroxid tartalmdnak méréséhez 2’,7’-diklorofluoreszcein-diacetatot adtunk és az egy ora alatt
képzo6do etidium (Et), illetve 2°,7’-diklorofluoreszcein (DCF) koncentracigjat fluorimetridsan
hataroztuk meg (Carter és munkatarsai, 1994), a sejtek szulfoszalicilsavas feltarasat kovetden.

A tenyészetek éEletképességét, azok MTT redukdlé képességével jellemeztik. A
micéliumokat 5 mg/ml MTT (metil-tiazoltetrazolium) koncentracidju friss tdpoldatban
szuszpenddltuk fel és 4 6ran 4t 37 °C-on inkubdltuk, majd a sejtekben képzodott MTT-
formazdn mennyiségét fotometridsan hataroztuk meg (Lee és munkatdrsai, 1999).

A tenyészetek 1égzését oxinografids celladban, OXY 320 tipusi polarogrifids oxigén
elektréddal hatdroztuk meg. A cidn-rezisztens 1égzés (alternativ 1égzés) mérésekor a
citokrém-c fiiggd utat KCN-dal gétoltuk és a megmaradé aktivitdst tekintettiik cidn-rezisztens
1égzésnek (Bahr és Bonner, 1973).

A tenyészetek szdrazanyagtartalmdnak (DCM) mérésekor 5 ml tenyészetet zsugoritott
iivegsziiron szlrtiink at, a kisziirt micéliumokat sulyédllandésagig szaritottuk. A szlrletet a
tapkozeg gliikéz, ammoénia tartalmdnak, illetve kitindz és proteindz aktivitdsdnak
meghatdrozdsahoz haszndltuk fel (Pusztahelyl €s munkatarsai, 1997). A tapkozeg gliikoz
tartalmdnak meghatdrozdsa a Leary €és munkatdrsai (1992) éaltal kidolgozott “rate assay”
segitségével tortént. A tdpkdzeg ammonia koncentraciéjat OP-NH3-7113-S tipusi ammonia-
szenzitiv elektroddal mértiik meg (Pusztahelyi és munkatdrsai, 1997). A kitindz aktivitdsok
mérésénél CM-Chitin-RBV kromof6r csoporttal jeldlt szubsztratoldatot adtunk a sziirlethez.
A felszabadulé szines termék mennyiségét fotometridsan hatdroztuk meg (Emri és
munkatarsai, 2004). Az extracelluldris proteindz aktivitdisok mérésénél azokazein oldatot
haszndltunk, mint szubsztratot. A proteindz aktivitds hatdsara felszabadulé szines termékek

mennyiségét fotometridsan hatdroztuk meg (Pusztahelyi és munkatarsai, 1997).



A sejtek, hifdk, pelletek morfolégidjanak vizsgalatihoz OLYMPUS BH-2, SPlan
20NH faziskontraszt objektivvel felszerelt mikroszképot, illetve Carl Zeiss Labovard-es
faziskontraszt mikroszkopot hasznaltuk (Sipiczki €s munkatarsai, 1998). A sejtmag
morfoldgidjadnak nyomon kovetése céljabol etanolos fixdldst és permeabilizdldst kdvetden
DAPI (4°,6’-diamidino-2-phenylindole) festést alkalmaztunk (Moreno és munkatarsai, 1991).
A DNS fragmentdlédasdnak és a foszfatidil-szerin oldalldncok externalizdcidjanak
vizsgalatdhoz sziikséges protoplasztokat csigaenzimes emésztés segitségével hoztuk 1étre. A
protoplasztokon (Tilburn és munkatdrsai, 1983; Vagvolgyi és Ferenczy, 1991) Vybrant
Apoptosis Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) segitségével tettiikk lathatovd a
foszfatidil-szerin oldallancokat (Leiter és munkatdrsai, 2005). Az Annexin V pozitiv és
propidium jodid negativ sejteket tekintettiik ,,apoptotikus” sejteknek. A DNS fragmentdciot
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End Labelling (TUNEL)
Lassay” segitségével kovettiik nyomon, APO-BrdU™ TUNEL Assy Kit (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) felhasznaldsdval. A maggal rendelkezd sejtek szamit DAPI festéssel
hataroztuk meg, és a TUNEL pozitiv és DAPI pozitiv sejtek ardnyat adtuk meg (Mousavi €s
munkatarsai, 2003; Leiter és munkatarsai, 2005).

Az RNS izolalast fagyasztva szaritott micéliumb6l TRISOL (Invitrogen, Lofer,
Austria) reagenssel végeztiik a gyartd ajanlasa szerint (Chomczynski és munkatarsai, 1993).
Az RNS mintadkat DNaz kezelést kovetden hasznaltuk fel az RT-PCR mérésekhez. A mintdk
RNS koncentrécidjat és tisztasdgit spekrofotométerrel hatdroztuk meg (A=280/260). Az RNS
mintdk mindségét denaturdlé agardz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az RT-PCR reakcidkat
QuantiTect™ SYBR® Green RT-PCR kittel (Qiagen, Hilden, Germany) végeztiik el, a gy4rt6
altal megadott protokoll alapjan. Minden reakcidelegy 400 ng totdl RNS-t, 2,5 mmol/I Mg2+—t
és 0,5 umol/l génspecifikus primert tartalmazott. Az aldbbi oligonukleotid PCR primereket
hasznéltuk az egyes gének transzkripciéjdnak nyomon kovetésére:

1. catA F:5°-CAA ACG CTC CGC CAT CTA C-3°
R: 5-CTT GAG GTG CCC GAA TGT C-3’
2. catBF:5-CCG AGC CCG ACA ACA CTT AC-3°
R: 5’-GTT CAG CGA CGA CAA TGA CG-3’
3. catCF:5-CAG AGC AAG CCG AGA AGT TC-3’
R: 5’-CAA GGT GGG AGG GAG AGA AG-3
4. prtAF: 5-TTC TGT CCG TCA AGG TTT TC-3’
R: 5’-TGA AGG CGT AAG AGT ATC CAC-3’
5. prtBF: 5°-GCT TGA ATC TCC TCT GTT TGC-3’



R: 5’-GTC CAA CCA CCG TAG AAG AAG-3’
6. chiB R: 5’-CGGGACGAAGGATCATACG-3’
F: 5’-TGGTCACCAGGCGAATCTC-3’
Az RT-PCR termékek homogenitisanak megallapitdsa olvaddspont meghatdrozassal

és agardz gélelektroforézissel tortént.



3. Uj tudomanyos eredmények

Aspergillus nidulans vad tipusud torzseinek tenyészeteiben a stacioner fazist kdvetden
is sokdig megmaradt a pelletes morfologia. Hasonléan a kordbban Penicillium chrysogenum-
ndl tapasztaltakkal, hosszabb-révidebb fonaldarabok jelentek meg, majd ezekbdl ,,éleszto-
szerl” képletek jottek létre, amik a tenyészet €10 részét képezték.

Mivel az Aspergillus nidulans-nal tapasztalt morfoldgiai valtozasok a vad tipusu
Penicillium chrysogenum és szdmos Penicillium és Aspergillus fajban is megfigyelhetdek, az
Aspergillus nidulans esetében tapasztalt morfologiai véltozdsokat tekinthetjiik dltalanosnak,
mig az ipari Penicillium torzs kulturdiban, nagy mennyiségben kialakul6 ,.élesztd-szerti”
sejtek valoszintileg csak a torzsnemesités melléktermékei.

Az autolizisre jellemzd volt, tobbek kozott, az extracelluldris hidrolitikus enzimek
indukcidja. A kitindz aktivitds folyamatos novekedése, parhuzamba 4llithaté a biomassza
csokkenésével, valamint a pelletek és a hifdk fragmentdléddsdval. A szénéhezd tenyészetek
autolizisében a chiB gén terméke vett részt.

A kitinaz termelés fokozddasa mellett az ammonia koncentracid, illetve az
extracellularis proteindz aktivitds szintje is megemelkedett, ez arra utal, hogy a gliik6z
elfogydsat kovetden a sejtek aminosavakat, aminocukrokat haszndltak energiaforrasként. A
proteindz aktivitds-valtozdsok hatterében a prtA gén allhat.

Az extracelluldris proteindz aktivitdsok €s a tenyészetek autolizise kdzott nincs szoros
korrelaci6 Ez azzal magyardzhatd, hogy a proteindzok a tdpanyagok mobilizdldsaban is
szerepet jatszanak szénéhezo koriilmények kozott.

A hidroldzok génjeinek indukcidja fontos bizonyiték arra, hogy az autolizdld
tenyészetek de novo termelik meg az autolizishez sziikséges enzimeket.

A szénforrds €hez6 kultirdk 1égzése gyorsan csokkent, és a sejtek szuperoxid valamint
peroxid tartalma egyenletesen novekedett, mikdzben a tenyészet specifikus MTT redukal6
aktivitdsa csokkent.

A stacioner €s a korai autolitikus fazisban csokkent a cidn-rezisztens 1égzés ardnya,
majd a kései autolitikus fazisban ismét emelkedni kezdett, ami arra utal, hogy a
mitokondriumban, mint a legfontosabb gyokgenerdlé sejtszervben jelentds fizioldgiai
véltozasok torténtek.

A GO6PD aktivitdsa egyenletesen csokkent, mig egy masik NADPH termel6 enzim, a
NADP-ID indukélédott. Ugy tinik tehit, hogy Oregedé tenyészetekben a pentéz-foszfit



utvonal ardnya jelentosen csokkent a NADPH termelésben, mig az aminosavak lebontdséhoz
metabolikusan szorosabban kapcsol6dé6 NADP-ID szerepe megnott.

A gyokok akkumuldlodasat a specifikus CuZn- és Mn-SOD, valamint GPx és kataldz
aktivitdsok indukcidja kovette. Az autolizdlé tenyészetek kataldz aktivitds vdltozdsainak
hatterében a catB gén dllhat. A szénéhezd, Oregedd tenyészetekben igen jelentds redox
valtozasok jatszédnak le.

Autolizal6 Aspergillus nidulans tenyészetekben a GSH/GSSG arédny gyors csokkenése
figyelhetdé meg. A GSH/GSSG ardny csokkenését nem elsdsorban a GSH GSSG-vé torténd
oxiddlédasa, vagy glutation S-konjugdtumokba torténd beépiilése okozhatta. A GSH
koncentracié gyors csokkenésének okai lehetnek: 1. a GSH yGT révén tartalék tdpanyagként
torténd mobilizdldsa, 2. a sejtmembranon, esetleg a vakuoldris membranon keresztiil zajlé
aminosav transzport eldsegitése.

A GSH/GSSG arany olyan transzkripcids programok indukdldsdban is fontos szerepet
tolthet be, amelyek megvaltozott morfoldgia példaul ,élesztd-szerli” képletek kialakuldsdhoz
és stabilizdlasdhoz vezetnek.

A stacioner és a korai autolitikus fazisban a sejtek apoptézis-szerli pusztuldsa volt
megfigyelhetd, amit a biomassza és a sejtek életképességének csokkenése kisért.

A fadA“’"R | AflbA valamint a AganB, ArgsA és AganBArgsA mutéciék nem okoztak
jelentOs véltozast az autolizis litemében. Bar a FadA és GanB utvonalak hatdsa az autolizisre
elhanyagolhatonak bizonyult, a FadA ut mutéciéi szamottevo valtozdsokat okozott a gomba
morfol6gidjdban, és mindkét jeldtviteli ut Iényegesen befolyésolta a tenyészetek fiziol6gidjat.

Mindkét G-protein utvonal muticidi jelentds véltozdsokat okoztak a proteiniz
termelésben. A véltozasok transzkripcié szintli hétterében legaldbbis részben a prtA gén
expresszidjdnak megvéltozdsa 4llt.

Vizsgalataink, valamint a fadA, az sfaD (GP) és a gpgA (Gy) deléciés mutdnsaival
végzett kisérletek eredményei azt sugalljak, hogy a FadA ttvonal kozvetleniil vesz részt az
extracellularis proteindzok képzodésének gatlasaban, mig a GanB ttvonal hatdsat csak
kozvetve GPy-alegységek révén fejti ki.

A YGT aktivitds-valtozdsa a mutdns torzsekben jelentdsen eltért a kontroll torzsekétol.
A YGT aktivitds-valtozasdban megfigyelhetd kiillonbségek nem vagy alig voltak nyomon
kovethetok a GSH és a GSSG sejten beliili koncentracidjdnak valtozdsdban. A y-glutamil
transzpeptiddz képzodését a kozos SfaD-GpgA komplex, azaz a heterotrimer G proteinekrol

disszocidlt GPy-alegység aktivalhatja.



A kataldz termelés a ArgsA mutéans tenyészeteiben lassabban csokkent, mint a kontroll
torzsében, a AganBArgsA torzs dtmeneti viselkedést mutatott. Az RgsA fehérje, legalabbis
részben a catB gén transzkripcidjanak gatlasan keresztiil fejtheti ki hatdsat.

A GPx aktivitdsa a ArgsA mutdns torzs tenyészeteiben alacsonyabb, a két madsik
mutdnsndl magasabb volt, mint a kontroll torzs esetében. A AflbA muticié csokkentette, a
fadA“*"F pedig novelte a GPx termelés mértékét. A két RGS alegység indukdlja a GPx
termelést, az a-alegységek gétoljdk azt.

A gyok akkumuldcié mértéke, az antioxiddns enzimaktivitisokban mért eltérések
ellenére, a kontroll és a mutdns tOorzseknél nagyon hasonlé volt. Az antioxidans
mechanizmusok aktiv, heterotrimer G-protein utvonalak altal szabdlyozott folyamatoknak
bizonyultak.

A brlA és a fluG génben sériilt mutansok nem autolizal6 fenotipust mutattak. A FluG
utvonal nemcsak a sporulacid, de az autolizis inicidldsdhoz is nélkiilozhetetlen. Az autolizis
egyik legfontosabb fizioldgiai jelentdsége az, hogy a sejtek egy részének lebontdsdval
tdpanyagokat szabadit fel. A AbrlA mutdns magas proteindz termelést mutat, ami 6sszefiigg a
FluG utvonal és a FadA utvonal kozotti kapcsolattal.

Az éltalunk vizsgalt két mutdnsra jellemz6 nem autolizalé fenotipus ipari szempontbol
is elonyos, és aldtdmasztja azt a feltételezést, miszerint a fonalak daraboldodédsa egy aktiv,
enzimatikus folyamat és nem pusztin a razatds, illetve kevertetés kovetkeztében fellépd
mechanikai nyiréerdk kovetkezménye.

A nem autolizdl6 fenotipus ellenére a ,loss of function” fluG és a AbrlA torzs
sejtpusztuldsi folyamatai és életképességének véltozdsa a kontroll torzsekhez nagyon
hasonlatos. Az apoptdzis szfingozin szarmazékokkal idos tenyészeteknél is jol indukédlhatéonak
bizonyult. A stacioner f4zisban alkalmazott szfingozin kezelést, bar megdupldzta az
apoptotikus sejtek szamdt, nem kisérte az autolitikus markerek szintjének emelkedése. Vagyis
az autolizdl6 tenyészetekben két folyamat zajlik: 1. a sejtek pusztuldsa, 2. az elhalt sejtek

anyagainak lebontésa.



4. Osszefoglalas

Annak ellenére, hogy a szénforrds éhezés az egyik leggyakoribb stresszhelyzet a
természetben, és ipari koriilmények kozott egyardnt, ez iddig viszonylag kevés tanulmany
vizsgalta a szénéhezd kultirdk morfoldgiai-fizioldgiai valtozdsait és azok szabdlyozdsat.
Szénéhezd tenyészetekben szamos gyakorlati jelentoséggel biré enzim és metabolit
termelddik, illetve a szénéhezés sordn megfigyelhetd sejtpusztuldsi folyamatok jobb
megértése a gombak elleni védekezésben is j6l hasznosithaté eredményekre vezethet.

Vizsgédlataim kozéppontjdban az Aspergillus nidulans, mint modell organizmus
szénéhezd tenyészeteinek vizsgdlata, a szénéhezd tenyészetek morfoldgidjanak,
fiziologidjdnak és sejtpusztuldsi folyamatainak jobb megismerése allt. Munkdm sordn nagy
hangsilyt kapott a heterotrimer G-protein utvonalak szénéhezd tenyészetek miikodésében
betoltott szerepének megismerése.

Aspergillus nidulans szénéhez0 tenyészeteinek morfologidja nagymértékben eltért a
tanszé&kiinkon ipari Penicillium chrysogenum torzsnél korabban tapasztaltaktdl (Pusztahelyi és
munkatarsai 1997; Pécsi és munkatéarsai, 2007). Az Aspergillus nidulans esetében a
szénforrds elfogydsa utdn a pelletek csak lassan estek szét és a tenyészetek mindvégig
megOrizték fonalas morfolégidjukat. A Penicillium chrysogenum torzseknél megfigyelt
»elesztd-szerl” sejtek megjelentek ugyan, de sohasem valtak domindns képletté. Irodalmi
adatok alapjan (Pocsi és munkatdrsai, 2007) az Aspergillus nidulansndl tapasztaltak
tekinthetok altalanosnak, mig a Penicillium chrysogenumnal megfigyelt sajatos morfologia
feltehetdleg csak az ipari nemesités mellékterméke.

Az alapvet6 morfoldgiai kiilonbségek ellenére a szénéhezd tenyészetekben megfigyelt
fiziologiai véltozdsok (pl. ROS akkumulécid, antioxiddns enzimek termelddése, apoptotikus
és autolitikus folyamatok beinduldsa, extracelluldris hidroldz termelés) igen hasonldak voltak
a Penicillium chrysogenumndl tapasztaltakhoz (Sdmi és munkatéarsai, 2001), sét a fenti
jelenségek egyes elemeit sok mas gombdbdl is kimutattdk kordbban (Munkres és Minssen,
1976; Dufour és munkatdrsai, 2000; Jakubowski és munkatarsai, 2000; Gyetvai és
munkatarsai, 2006). Mindezen eredmények azt sugalljdk, hogy a gombdkban szénéhezd
koriilmények kozott igen komplex, jol szabdlyozott fiziolégiai valtozdsok zajlanak. Azaz, a
szénéhezo tenyészetek nem hanyatld, nekrotikus sejtek 0sszessége, hanem a stressz helyzettel

szemben aktivan védekez0 és azt tilélni képes kultirdk (Winderickx és munkatarsai, 2003).
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Vizsgélataink alapjan a FadA/FIbA és GanB/RgsA ttvonalak nem csak a csirdz6
spordk, illetve a novekedd hifdk fizioldgidjat (Adams és munkatdrsai, 1998; Chang és
munkatdrsai, 2004; Lafon és munkatdsai, 2005), de a szénéhezd tenyészetek miikodését is
alapvetden befolyasoltdk. Szabalyoz6 szerepiik jelentds volt az extracelluldris proteindz (prtA)
termelésben, a YGT indukaléddsdban és igy a GSH lebomlasdban, valamint egyes antioxidans
enzimek — GPx, katalaz (catB) — és ezen keresztiil a ROS képzddésében is. Meglepd modon a
fenti heterotrimer G-protein ttvonalak érdemben nem befolydsoltdk a tenyészetek autolizisét.

A FadA/FIbA és GanB/RgsA ttvonalakkal szemben a sporulédciéért felelés FluG-BrlA
utvonal (Adams és munkatarsai, 1988; Lee és Adams, 1994, 1996; D’Souza és munkatarsai,
2001) nélkiilozhetetlennek bizonyult az autolizis szabédlyozdsaban. Ez az titvonal befolydsolta
a DCM csokkenését, az extracellularis kitindz (chiB) képzddését, és a fonalak
fragmentdlodasat (pelletek szétesése, ,.€leszto-szerli” sejtek kialakuldsa) is. Vizsgdlataink
alapjan tehdt az autolizis és a sporuldcié szorosan Osszetartozd, a FluG-BrlA ttvonal altal
szabdlyozott jelenségek. Az autolizis egyik legfontosabb fizioldgiai jelentdsége szénéhezd
tenyészetekben valdsziniileg az, hogy a sejtek egy részének lebontdsdval tdpanyagokat
szabadit fel, amelyeket a nem autolizdl6 sejtek a kiilsd szénforrds elfogydsat kovetden
konidiumok elddllitdsara tudnak felhasznédlni. E folyamat eredményeképpen akar a teljes
vegetativ biomassza felhaszndlédhat konidiumok képzésére. A konidiumok, mint propagéilé
képletek segitségével a gomba 1j termoteriiletekre juthat el, illetve a konidiumok kitartd
képletként funkciondlva biztosithatjdk a telep tulélését a tipanyagok kimeriilését kdvetden is.

Meglepé médon a FluG-BrlA ut muticiéi nem befolydsoltdk sem az apoptotikus
markerek kifejez0dését, sem a sejtek pusztuldsat, sot az apoptdzis indukdldsa sem jart egyiitt
fokozott autolizissel. Mindezek alapjan az autolitikus fenotipus kifejezodése és a tenyészetek
vitalitdsdnak csokkenése, illetve apoptotikus folyamatai kozott szoros kapcsolatot nem
taldltunk. Ez egyben azt is jelenti, hogy szénéhezd tenyészetekben a sejtek pusztulasat nem az
autolizis (az autolitikus fenotipus kifejezodése) idézi eld, az autolizis ,,csupdn” a mar elhalt
sejtek anyagainak mobilizalasat végzi. Autolizal6 tenyészetekben két folyamat zajlik: 1. a
sejtek pusztuldsa (a tenyészet vitalitdsanak csokkenése, apoptotikus markerek kifejezodése),
2. az elhalt sejtek anyagainak — beleértve a sejtfalat is - lebontdsa (az autolitikus fenotipus
kialakuldsa). A sejtpusztulds és a sejtfal degradacié eltéré szabdlyozottsdganak élettani
jelentdsége nem ismert. Egy lehetséges magyardzat a gomba fonalas morfologidjaval fligghet
ossze: A sejtfalnak koszonhetden az elhalt sejtek anyagainak jelentds része nem folyik el,

hanem a szomszédos, még €16 sejtek szamara konnyen hozzaférhetd moédon megmarad. Igy
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ha a sejtpusztulds nem jar egyiitt sziikségszertien a sejtfal lebomldsaval, a gomba
hatékonyabban tudja intracelluldris anyagait Gjrahasznositani.

Vizsgalataim tobb, gyakorlati szempontbdl is érdekes eredményre vezettek:
Kimutattam, hogy az autolizis alatt képz6do hidroldzok de novo keletkeznek, azaz az autolizis
indukdldsdval ezen enzimek tdltermelése eldidézhetd az iparban. A fluG1l és AbrlA torzsek
fenotipusdn keresztiil igazoltam, hogy a fonalak fragmentdlédédsa egy aktiv folyamat és nem a
kevertetés, razatds sordn fellépd mechanikai nyiréer6k kovetkezménye, azaz a megfeleld
sejtfalbontd enzimek aktivitdsdnak szabdlyozdsdn keresztiil lehetdség van a tenyészetek
morfoldgidjat befolydsolni. A fluGl mutins fenotipusa ugyanakkor j6 példa arra is, hogy
egyetlen gén inaktivdldsaval olyan mutdnst lehet 1étrehozni, amely ipari szempontbdl elonyos
lehet: A hosszu ideig stabil, a szénforrds elfogydsa utdn is megmaradé pelletes morfolégia
kovetkeztében e tenyészetek még idds korukban is konnyen kevertethetoek és hatékonyan
sziithetok. A proteindz termelés hidnya ugyanakkor a termék proteoltikus degradacidjat

akadalyozza meg.
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