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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a mikroszkopikus gombék az élettani kutatdsok
kozéppontjaba kerultek. Ez nem megleps, figyelembe véve, hogy a gombéak
széleskorii biotechnologiai alkalmazasa miatt eélettani folyamataik alaposabb
megértése hasznos informéacidkkal szolgalhat a biotechnolégiai vallalatok szamara.
Masfel6l ezen kutatasok 0 antifungalis szerek, stratégiak Kkifejlesztéséhez
vezethetnek el, amelyek alkalmasak lehetnek az egészségigyben az egyre
gyakrabban el6fordulé huméan mikézisok lekuizdésére, illetve a mezégazdasagban a
ndvenypatogén gombéak okozta hatalmas termékveszteség mérséklésére.

A gombédk akar a természetben, akdr a fermentdcids iparban gyakran
szembesilnek az éhezés jelenségével, amely sejtdegradéciohoz, sejthaldlhoz és
autolizishez vezethet. Ezen utébbi egy olyan nagy hidrolaz aktivitassal kisért
sejtpusztuldsi folyamat, amely magéban foglalja a sejtfal lebomlasat is (White és
munkatarsai 2002). Feltételezhet6 jelentosegiik ellenére, az eddig azonositott,
autolizis alatt termel6d6 enzimek szama igen csekély. Az Aspergillus nidulans, mint
gyakran alkalmazott modellszervezet autolizald tenyészetébdl eddig csupan két, a
kitin lebontasaban kozremtikdd6 enzimet, a ChiB kitindzt és a NagA N-acetil-R-D-
glukozaminidazt kodold gének szénéhezés hatdsara bekdvetkezo indukcidjat és a
ChiB autolizisben betoltott kozponti jelentdségét igazoltdk (Pusztahelyi és
munkatarsai 2006; Pdcsi és munkatéarsai 2009; Shin és munkatarsai 2009). Hasonl6 a
helyzet a proteinaz aktivitasi enzimek terén, a vizsgélt — PrtA (alkalikus szerin
proteindz; Katz és munkatarsai 1994) és PrtB (savas aszpartat proteinaz; vanKuyk és
munkatérsai 2000) — proteindzokat kodold gének kozil a prtA szénéhezés alatti
aktivaciojat mutattak ki, igy feltételezhet6, hogy az autolizis jelenségét kisért magas
extracellularis proteinaz aktivitas egy részéért e gén terméke tehet6 felelssé (Emri
és munkatarsai 2008). Kiemelném ugyanakkor, hogy eddig egyetlen, az A. nidulans
autolizisében szerepet jatszo gliikanazt sem azonositottak. Az autolizisre vonatkozd
hianyos ismereteinkre valo tekintettel célul tiiztik ki az A. nidulans szénéhezéssel

indukalt autolizald tenyészeteiben temel6d6 enzimek megismerését, valamint a
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szénéhezésre adott transzkripcios szintii valtozasok feltérképezeését. Célkitiizéseink
kozott az alabbi vizsgélatok szerepeltek:

1) Az extracelluléris gliikanazok vizsgéalata az A. nidulans szénforrds éhezéssel
indukalt autolizald tenyészeteiben: 0 extracellularis gliikandz/gliikanazok izolalasa,
azonositasa, részleges jellemzése; autolizisben  betoltott  jelentésegének
megismerése; az autolizis alatt termel6dé extracellularis  glikanazok
szabalyozasanak felderitése.

2) Az extracelluléris proteinazok vizsgélata az A. nidulans szénforras éhezéssel
indukalt autolizalo tenyészeteiben: Uj extracellularis proteindz/proteinazok izolalésa,
azonositasa, részleges jellemzése; az eddig ismert, autolizis alatt termelédd
proteindzok autolizisben betoltott jelentéségének megismerése; szabalyozasuk
felderitése.

3) Az autolizis alatt termel6d6 extracellularis enzimek a sejtfal lebontasan talmutatd
jelentéségének megismerése: antifungalis hatasuk vizsgélata, az életképességre,
konidium termeléképességre, novekedésre, valamint més fajokkal szemben mutatott
interakciora gyakorolt hatdsuk megismerése.

4) A szénéhezés hatdséara indukciét vagy repressziot mutatd gének azonositasa és
ezen keresztil a szénéhezés, valamint az autolizis jelenségét kiséré fiziologiai

valtozasok alaposabb feltérképezése microarray vizsgélat segitsgével.



2. Irodalmi attekintés
2.1 Az Aspergillusok

Az Aspergillusok az Ascomycota torzs Plectinomycetes osztalyan belul az
Eurotiales rend Trichocomaceae csalddjdba sorolhatéak. Az Aspergillusok
nemzetsége tobb mint 200 fajt szamlal, de az ismert fajok szama jelenleg is
folyamatosan bovul. Széles korben elterjedtek és taldn a kornyezetiinkben
leggyakrabban el6fordulé gombéak kozé tartoznak, megtalalhatéak a talajban,
élelmiszereken, takarmanyokon, szerves hulladékon, de taldlkozhatunk velik
otthonainkban is (Gugnani 2003; Fleilner és Dersch 2010).

Szdmos Aspergillus faj rendelkezik kiemelked6 ipari jelent6séggel.
Felhasznaljak ¢ket enzimek (pl. amildz, glikéz oxidaz, kataldz, pektinaz, lipaz,
proteindz, fitdz, xilanaz) (Fleilner és Dersch 2010), valamint primer (pl. citromsav,
glikonsav) és szekunder metabolitok (pl. lovasztatin) termeltetésére (Ward és
munkatérsai 2005; Jaivel és Marimuthu 2010). Az élelmiszeriparban az A. oryzae, A.
sojae és A. tamari fajok évezredek Ota kiemelkedé szerepet toltenek be (Gugnani
2003), de Aspergillus fajok alkalmasak heteroldg fehérjék (emberi laktoferrin, birka
kimozin, novényekbdl szarmazd édesitészerek: taumatin, neokulin) eléallitaséra is
(Fleiner és Dersch 2010). Az Aspergillusokat a gyengén ndvénypatogén gombak
kozott tartjdk szamon, melyek szantofoldi és raktari kartevokként is nagy
termékveszteségeért tehetok felelossé, de a legnagyobb aggodalom talan mikotoxin
termeld képességiikkel fligg Ossze. Bar a rékkelté aflatoxin termelésére csupéan
néhany faj képes (pl. az A. flavus, A. parasiticus), a szintén rakkelté aflatoxin
intermedier szterigmatocisztint tovabbi fajok termelhetik (pl. az A. nidulans, A.
versicolor, A. rugulosus). Emellett a vesekarositd hatdst ochratoxin eldallitasara
képes pl. az A. ochraceous, A. carbonarius, és az A. niger (Cotty és munkatérsai
1994; Kelkar és munkatarsai 1997; Gugnani 2003). Az Aspergillusok kozott tobb
huménpatogén faj is ismert. A leggyakoribb korokoz6 az A. fumigatus, amit az A.
flavus és az A. niger kdvet. Sz&mos opportunista fert6zést okoznak, a szem és a fl
fertézései mellett ~ komoly  légzészervrendszeri korképek, allergias
bronchopulmonalis aszpergillozis, aszpergilloma és invaziv aszpergillozis
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kialakulasaért is felelések. Az invaziv Aspergillus fertézések gyakorisaga az utobbi
években ndvekedest mutat, ami az agressziv kemoterpidra és immunszupressziv
kezelésekre szoruld betegek egyre nagyobb szamaval A&llhat 6sszefliggésben
(Gugnani 2003).

Az autolizis megismerését célzd vizsgalatainkhoz tébb okbdl is az A.
nidulans fonalas gombaéra esett a valasztasunk:
1) Az A. nidulans a molekularis bioldgiai kutatdsok egyik gyakran alkalmazott
modellszervezete, genomi szekvencidja ismert, tanulmanyozasat szamos kidolgozott
klasszikus és molekuléris genetikai modszer is segiti. Emellett szdmos adatbazis,
génkonyvtar, vektor, illetve muténs is rendelkezésre all.
2) Az autolizis jelentés morfoldgiai valtoz&sokat idéz el6 tenyészeteiben, igy az
autolizis folyamata szabad szemmel is nyomon kdvethetd.
3) Az A. nidulans sok, gyakorlati és egészséglgyi szempontbol is kiemelked6
fontossagu mikroorganizmus (pl. A. niger, A. oryzae, A. fumigatus) kdzeli rokona
(Gugnani 2003), igy ezen organizmus megismerését célzo vizsgalataink hasznosak
lehetnek mind a biotechnoldgiai véllalatok szdméara, mind a patogén fajokkal

szembeni védekezést célz6 eljarasok kidolgozasanal.

2.2 Aszexudlis sporulécio az Aspergillus nidulans fonalas gombéban

Az Aspergillusok aszexualis reproduktiv ciklusa két részre oszthatd: a
vegetativ novekedés fazisara és a fejlédési szakaszra. Bizonyos korilmények kozott
(pl. levegoének valo kitettség, ozmotikus és tapanyag stressz) a novekedés egy
meghatarozott szakasza utdn néhany vegetativ sejt megall a ndvekedésben és
megkezdddik az aszexualis fejlédési szakasz (konidiogenezis), ami a konidioférok
kialakulasat és a sporaképzést foglalja magdba. A konidioférok képzésének
folyamata a megvastagodott fal labsejt képzoédésével indul, majd a labsejthdl
kialakul a nyél. Hozzavetéleg 6 Oraval az indukcidt kdvetéen a nyél csucsan egy
globuléris struktura, a vezikulum jon létre, amelyben a tobbszords osztodas
kovetkeztében létrejovo sejtmagok egyenletesen szétszérodnak a felszin alatt. Ezt

kovetéen bimbozéssal metuldk képzdédnek. Miutdn egy-egy sejtmag belép a



metuldkba, szeptum képzédik, ami elvélasztja a metulat a vezikulumtél. A metulak
egy specialis osztédason mennek keresztiil, melynek eredményeképp kialakulnak a
hossz( konidium lancolatokat létrehoz6 fialidok (1. &bra; Adams és munkatérsai
1998; Etxebeste és munkatarsai 2010). A konidiumok képzédésiik utan a hosszutavu
életképesség elérése érdekében egy érési folyamaton mennek keresztill, amelynek
két fontos mozzanata a tobbrétegii sejtfal kialakulasa (Sewall és munkatérsai 1990a)

és a trehaléz akkumulécidja (Lingappa és munkatarsai 1959; d’Enfert és

munkatérsai 1997; Ni és Yu 2007).
; '
L
- ":,;i
O
I ]

1. dbra A konidiofér kialakulésa soran megfigyelhet6 morfol6giai valtozasok. A: nyél, B: a
vezikula kialakuldsa, C: a metuldk megjelenése, D: a fialidok kialakulasa, E: konidiofér
konidiumokkal (Adams és munkatarsai 1998).

A konidiofér képzésben a kulcslépést a brlA gén expresszidja jelenti, ami
egy, a C-termindlisan ket C,H, cink ujj motivumot tartalmaz6 transzkripcids faktort
kodol, és méas, a konidiogenezisben szerepet jatszO6 gének expresszidjanak
indukalaséért felelos (2. abra). A brlA génben mutans térzsek un. ,,bristle” fenotipust
mutatnak: a konidiofor nyelére emlékeztet6 struktirakat képeznek, amelyek akar 20-
szor, 30-szor nagyobbak a normalis konidioféroknal és nem képesek vezikulak,
metuldk, fialidok és igy konidiumok kialakitasara. Szamos gén promoter régiojaban
talaltak BrlA kotshelyet (5'-(C/A)(G/IA)AGGG(G/A)-3), ilyenek az abaA, wetA,
és munkatérsai 1998; Yu 2010).

Az abaA gén szintén egy transzkripcids faktort kodol, amely a fialidok
fejlédésénél kezd expresszalodni (Yu 2010). Nullmuténséra ,,abacus” fenotipus

jellemz6, ezek a mutansok fialidok nélkali, konidium képzésre nem képes
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konidioférokat képeznek (Clutterbuck és munkatérsai 1969; Sewall és munkatérsai
1990b). Az abaA expresszioja a brlA aktivitasatol fligg, és mivel promotere
tartalmaz BrlA kotohelyet arra kovetkeztethetiink, hogy a BrlA kozvetlenil
indukalja az abaA-t. Az AbaA az 5’-CATTCC/T-3" konszenzus szekvenciahoz
kotodik (ARE: AbaA response element) (Aramayo és Timberlake 1993). ARE
elemek szd&mos gén promoter régidjaban talalhatéak, ezek kozott taldlhatd a briA,
wetA, yA, rodA és az abaA is (Yu 2010). Vélhetéen az abaA indukalja a brlA
expressziojat a fejlodési szakasz bizonyos pontjain (2. abra), azonban az ezen gének
kozotti interakcio komplexebbnek tiinik, amit bizonyit, hogy a brlA mRNS szintje
nd az abaA nullmutansban (Aguirre 1993; Ni és Yu 2007).

Az Aspergillus nidulans konidioférjanak kialakulasa

v

Oh 5-6 h 10-12 h 15-18 h 24-28 h
Indukcio .
Vezikula Metulak és Konidiumok Erés
(Korai gének) fialidok (Késoi gének)  (Sporaspecifikus
(Kozépidei gének) gének)

C és D csoport
flug & flo—> brlA Awem 2>Spourogenezis

gének \ /

A csoport B csoport Trehaldz
(rodA, yA) (WA) biogenezis
(tpsA, orlA)

VOSA

2. dbra Az Aspergillus nidulans sporulacidjanak szabalyozésa. Az A csoportba tartoz6 gének
a korai aszexudlis fejlédési szakaszban jatszanak szerepet, a B csoportba tartozd gének a
sporaspecifikus funkcidkban fontosak, mig a C és D csoportba tartozd gének a
fialidspecifikus funkciokért felelések (Adams és munktarsai 1998; Yu 2010). Tovabbi
magyarazat a sz6vegben.

A wetA gén egy 60 kDa méretii, szerinben, treoninban és prolinban gazdag

fehérjét kodol (Marshall és munkatérsai 1991). Szamos, a sporak képzédésében és



éréseben kozremiikddé gén indukalasaért felelés, amelyek a konidiumok
falrétegeinek befejezéséért eés/vagy Osszeillesztésik iranyitaséért feleldsek.
Nullmuténsara a ,,wet-white” fenotipus jellemzé: szintelen konidiumokat képez,
amelyek par nap alatt teljesen autolizélnak, igy kicsi cseppecskéket (wet) hagyva
maguk utan (Clutterbuck és munkatarsai 1969). A wetA gén indukalasdban - bar
promotere BrlA kétéhelyet is tartalmaz - nem a BrlA, hanem az AbaA vesz részt (2.
abra; Yu 2010).

A vosA mRNS-e a szexudlis és aszexualis sporaképzés alatt akkumulalédik,
és egy olyan transzkripcios faktort kddol, amely a spérak érésében szerepet jatszd
gének indukalasa mellett a brlA negativ feedback regulécidjaban fontos (2. abra). A
vosA delécidja a spordkban a trehaldz hianyat okozza és a citoplazma gyors
eltiinéséhez, a  sejtorganellumok  széteséséhez, a sporak hosszu-tavu
életképességének elvesztéséhez vezet, rdadasul a vosA mutdns spdrdk csokkent
toleranciat mutatnak a hé és oxidativ stresszre. A VosA a metuldkban és fialidokban
expresszalodik, majd a konidiumok sejtmagjaban lokalizalodik, de szintje csokken a
konidiumok csirazésa és a vegetativ ndvekedés alatt (Ni és Yu 2007).

Szdmos olyan gént azonositottak, amelyek az aszexudlis sporulacié brlA-n
keresztili indukalasaban fontosak. A fluG-ben, vagy az flbA-E génekben okozott
mutaciok egyarant ,,fluffy” fenotipus (a vegetativ hifak differencialatlan témege altal
nagy, gyapju-szerii koloniak képzése; Adams és munkatéarsai 1998) kialakulasahoz
és a brlA gén alacsony expresszidjahoz vezetnek (flb: fluffy with low brlA
expression) (Lee és Adams 1994a; Wieser és munkatarsai 1994; Wieser és Adams
1995).

A fluG gén hianydban mind a konidiogenezis, mind a szterigmatocisztin
szintézis zavart szenved (Lee és Adams 1994b; Hicks 1997). A FIuG egy 96 kDa
méretti fehérje, amelynek C-terminalis fele egy glutamin szintetaz | (GSI) szeri
domeént tartalmaz (Lee és Adams 1994b). A fluG gén egészének, vagy C-terminalis
felének taltermelése konidioférok képzését valtotta ki sillyesztett korulmények
kozott — ahol normél esetben az aszexudlis sporulécié gatolt. Emellett megfigyelték,
hogy a fluG mutéans torzs képes konidiumok képzésére, ha vad tipusd térzs mellett

novesztik. A fluG mRNS és fehérje szintje viszonylag &lland6 szintet mutat az
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életciklus soran (Lee és Adams 1994b; d’Souza 2001). Valoszinisithetd, hogy a
fluG egy extracelluléris, aszexudlis sporuléciét indukalé molekula konstitutiv
szintéziséhez szikséges, amely a glutaminnal, vagy a glutaméattal mutathat
rokonsagot (Adams és munkatérsai 1998).

Az sfgA gén egy olyan 68 kDa nagysagu, 601 aminosavbol allo fehérjét
kodol, amely egy Gal4-tipusu Zn(I1),Cyss DNS-kété motivummal rendelkezik az N
terminalisn, ami arra utal, hogy az SfgA egy transzkripcios faktor lehet. Az SfgA a
gének egy olyan csoportjat aktivalja, amelyek a konidiogenezis negativ
kontrolljaban vesznek részt. Az sfgA gén kiutése megsziintette a konidiogenezis és a
szterigmatocisztin szintézis FIuG igényét. Feltételezhetd, hogy a Kkorai vegetativ
novekedés féazisaban a FluG faktor szintje a sejtekben alacsony és az SfgA
konidiogenezist represszalé hatasa érvényesil. Amikor a FluG faktor akkumulacioja
elér egy bizonyos szintet, megszinteti a konidiogenezis SfgA-hoz kapcsolt
represszidjat. Tehat a FluG elsédleges szerepe a konidiogenezis soran, hogy az SfgA
repressziv hatasat megsziintesse (Seo és munkatarsai 2006).

Az FIbB, FIbC és FIbD fehérjék egy leucin cipzarral, két C,H, cink ujjal és
egy eMyb-DNS koté doménnal rendelkezé transzkripcios faktorok, amelyek a brlA
indukalasaban vesznek részt (Yu 2010). Az FIbC a brlA, abaA és vosA gének
promoter régidjahoz képes kotédni és a konidiogenezis megfelel6 indukalédsahoz
szilkséges. Az FIbC mRNS szintje a vegetativ ndvekedés, a korai aszexualis és késoi
szexualis fejlédés sordn ér el magas szintet (Kwon és munkatarsai 2010a). Az flbD
transzkripcidja a hifak novekedése és az aszexudlis fejlodés korai fazisdban
figyelhet6 meg. Az FIbB részt vesz az flbD expresszigjanak pozitiv reguléciojaban,
majd az FIbB (feltételezhetéen egy specifikusan aktivalt formaja) és az FlbD
egylttesen szilkségesek a brlA indukéalédsédhoz (Garzia és munkatarsai 2010). Az flbB
expresszidja 48 oraval az aszexudlis fejlodés megkezdése utan djra megindul, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy az FIbB ciklikus Gton hat, egyfajta érzékelési
funkcioval rendelkezik és a konidiogenezis megerésitésében lehet fontos (Etxebeste
és munkatarsai 2008). Az flbE egy 201 aminosavbol allé polipeptidet kodol,
melynek egyik funkcidja feltételezhetéen az lehet, hogy az FIbB megfeleld

lokalizacidjat és funkciojat biztositsa a hifacsucsok, konkrétan a Spitzenkdrper
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(méasnéven apikalis test, a ndvekvo hifak csucsdban megtaldlhatd struktura, amely
vezikula elosztd kozpontként funkciondl; Virag és Harris 2006) kozelében. Ezzel az
FIbE kozvetve részt vesz az flbD transzkripcidjanak szabalyozasaban (Garzia és
munkatérsai 2010). Ugyanakkor az FIbE-nek feltételezhetéen az FIbB-t6l upstream

is lehet szerepe (Kwon és munkatarsai 2010b).

Konidiogenezis

ieeeT Szterigmatocisztin
ST e AfIR
>
Fle termelés

‘/GTP
PkaA
FAUA Q Vegetativ
/ (PkaB) novekedés
GpoA ( / 3 ; “

FluG—] SfgA - Flb fehérjék — brlA —» Konidiogenezis

GDP GTP GDP

PkaA Csirazas

GanB —’ Szénforras
érzékelés
GpgA : S Stresszvalasz
RgsA ?
93 ~a

gliikéz ’y\ Konidiogenezis Szterigmato’cisztin
termelés

stressz

3. &bra Az aszexudlis fejlédés és szterigmatocisztin termelés G protein-RGS protein Altal
megvaldsulé szabalyozéasa Aspergillus nidulansban (Yu 2006). Magyarazat a szévegben.

Az aszexuélis sporulaci6 és a szterigmatocisztin szintézis szabalyozasaban
heterotrimer G-protein Gtvonalak is részt vesznek az A. nidulansban (3. abra). A

heterotrimer G-proteinek olyan o, B és y alegységbdl allo fehérjék, amelyek a



membranhoz kotott G-proteinekhez kapcsolt receptorok altal érzékelt jeleket
tovabbitjak szabalyozo fehérjék (effektorok) killonbdzé csoportjai felé (Yu 2006).
Az elsé Ga alegység, amit A. nidulansban tanulmanyoztak a FadA volt. A

dominans interferald (d-) FadA®®*

mutacio csokkent vegetativ novekedést,
hiperaktiv aszexualis sporulaciot és korai szterigmatocisztin termelést eredményezett
(Yu és munkatarsai 1996a; Hicks és munkatérsai 1997). A FadA, az A. nidulansban
jelenlévo egyetlen GR és Gy alegyseggel, az SfaD és a GpgA (Seo és munkatérsai
2005) fehérjékkel heterotrimer egységet képez, ahol az aktivalt GTP-FadA (Ga)
kozvetiti a szignalt, ami a vegetativ ndvekedés eldsegitésében, valamint az
aszexudlis és szexualis fejlodés, illetve a toxin termelés gatldsaban vesz részt (3.
abra; Yu 2006). A szterigmatocisztin termelésre a szterigmatocisztin szintézisben
érintett gének aktivalsaban szerepet betdlté AfIR transzkripcios faktor és az aflR
indukaldsaban fontos LaeA metiltranszferaz miikodésének gatlasan keresztil van
hatassal (Shwab és Keller 2008). A FadA kozvetitette valasz tovabbitdsa —
legaldbbis részben — a protein kindz A (tvonalon keresztil torténik (Shimizu és
Keller 2001).

A FadA (tvonal szabalyozdsaban az FIbA RGS fehérje (Regulators of G
protein signaling) tolt be kdzponti szerepet, amely a FadA kozvetitett szignalt
val6szinisithetéen a FadA GTPaz aktivitdsanak fokozasa révén mérsékli (Yu és
munkatérsai 1996a; 1999; Yu 2006). Mivel sem a FadA, sem az SfaD hidnya nem
tudta megkertlni az aszexudlis fejlédés FIuG igényét, valoszinisithets, hogy a két
utvonal kiilonall6 és fliggetlen (3. &bra; Rosén és munkatérsai 1999; Yu 2006). Az
FIbA a FadA kozvetitette jel kikapcsolasaval kozvetve pozitiv hatdst gyakorol a
szterigmatocisztin termelésre is, de valoszinisithetd a szterigmatocisztin szintézis
indukalasaban betoltott tovabbi szerepe is. A FluG fehérje a szterigmatocisztin
szintézisre kozvetve, az fIbA gén aktivalasan keresztll lehet hatdssal (Shwab és
Keller 2008).

A ganB — amely szintén egy Ga alegységet kodol - kiilonbdzé negativ
mutécidi  konidioférok Kkialakulasat és a brlA gén transzkripcids szintjének
emelkedését mutattak sillyesztett kultirdkban, valamint a torzsek csirazasanak

csokkent mértékét eredményezték. Feltételezhetéen a GanB negativan befolyasolja
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az aszexudlis sporulaciét a brlA expresszidjanak represszaldsan keresztil —
legaldbbis slllyesztett kulturdkban - és elésegiti a konidiumok csirdzasét,
valoszinisithetéen a kulsé szénforrds érzékelésén keresztll (3. &bra; Chang és
munkatéarsai 2004). A GanB és az SfaD::GpgA szintén heterotrimert képez, ami
szénforras érzékelés hatasara aktivalodik és egy gyors, atmeneti CAMP szignalt,
majd a protein kindz A aktivitas stimulécidjat valtja ki, ami a csirdzés indukalasaban
fontos. Itt a GanB az aktivalé elem, mig az SfaD::GpgA heterodimer szerepe az,
hogy biztositsa a GanB plazma membréanhoz torténé relokalizaciojat, igy lehetévé
téve a szenforras altal bekdvetkezé reaktivacidjat (Lafon és munkatérsai 2005). A
GanB altal aktivalt utvonal mérsékléséért az RgsA RGS fehérje felelés (Han és
munkatarsai 2004).

2.3 Az Aspergillus nidulans autolizise

Az autolizis egy olyan természetes sejtpusztulasi folyamat, amely soran
hidrolitikus enzimek (pl. kitindzok, glikandzok, proteindzok, RN&zok, DN&azok)
indukalodnak, intenziv vakuolizaciot, a sejtorganellumok lebomlasat, a hifak
kirulését és a sejtfal degradalodasat eredményezve (White és munkatarsai 2002).
Az autolizis aktiv és energiaigényes voltat tdmasztja ald, hogy a fehérjeszintézis,
vagy az ATP szintézis gatlasaval az autolizis gatolhaté (Emri és munkatéarsai 2004a),
valamint erés, szubletalis stressz (pl. oxidativ stressz) hataséara leall (Emri és
munkatérsai 2004b). Ezen utébbi folyamat magyarézataul szolgélhat, hogy a stressz
elleni védekezeés egyfeldl energiat vonhat el a sejtektél, masfeldl, jelentésen gatolja a
fehérjeszintézist és a vele kapcsolatban all6 folyamatokat (Pocsi és munkatérsai
2005). A prtA proteinazt és chiB kitindzt kodol6 gének autolizis alatti indukalodasa
szintén arra utal, hogy az autolizis jelenségét kiséré magas enzimaktivitdsok mogott
de novo fehérjeszintézis all (Emri és munkatéarsai 2006). Az autolizist a névekedés
szempontjabdl optimalis kortilmények megvaltozésa (pl. éhezés, oxigén hiany,
toxikus anyagok jelenléte vagy magas hémérséklet) indukélhatja (Mcintyre és
munkatérsai 1999 és 2000; White és munkatéarsai 1999 és 2002). A természetben

kedvezétlen  korulmények kozott az autolizis a tenyészet anyagainak
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Ujrahasznositisan keresztiil a fonalas gombék talélésében lehet fontos (Gordon és
Lilly 1995).

4. dbra A) Fonalak fragmentalddasa (oltastdl szamitott 72 h) (Emri és munkatarsai 2004a);
B) Vakuolizaci¢ (oltastol szamitott 44 h) az Aspergillus nidulans szénéhez§ tenyészeteiben.

Az autolizis vizsgalatat széleskorii gyakorlati vonatkozasai is sziikségessé
teszik. Az autolizis indukalasa el6segitheti az intracellularisan felhalmozo6dd, vagy
sejtfalhoz kotott termék kinyerését, valamint az autolizis alatt termelédo, iparilag
jelentés hidrolazok (proteindzok, kitinazok, gliikanazok) termelédését (White és
munkatarsai 2002; Tabera és munkatarsai 2006). Az autolizis gatlasaval ugyanakkor
lehetdség nyilik az idiofazis hosszanak elnyujtasara, az ipari szempontbol kedvezé
pelletes morfoldgia megtartdsara és a proteindz termelés visszaszoritadsa révén a
termék proteolitikus degradacidjanak mérséklésére (White és munkatarsai 2002;
Pdcsi és munkatarsai 2003). Mindezek mellett az autolizis megismerése (j tipusd
antifungéalis szerek kifejlesztéséhez is elvezethet (Reichard és munkatarsai 2000;
Pdcsi és munkatérsai 2001; Thrane és munkatérsai 2004).

Az autolizis indukalasara a szénforras ehezés hatékony modszernek
bizonyult (Emri és munkatarsai 2008). Az A. nidulans szénforrds éhezé
tenyészeteiben jellegzetes morfoldgiai és fiziologiai valtozasok figyelhetéek meg.
Az intenziv vakuolizacio mellett (4/B &bra), a glukoz elfogydsat kovetden

megkezdédik - a korai autolitikus szakaszban kisebb (oltastol szamitott 34-100 h), a
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késdiben (oltastol szamitott 100 h utén) viszont kifejezettebb mértékii - szarazanyag
tartalom csokkenés. A stacioner (oltastol szamitott 24-34 h), illetve a korai
autolitikus szakaszban még pelletes morfologiat mutaté micélium degradalodik (4/A
abra), ami a pelletek atméréjének folyamatos csokkenésében, majd teljes
dezintegralédasadban mutatkozik meg. Ezzel parhuzamosan a tenyészetekben magas
extracellularis kitindz és proteindz aktivitasok mérhetéek (Emri és munkatérsai
2004a). Az autolitikus fenotipus jellemzésére leginkdbb ezen, a sejtfal
degradaciojahoz erésen kotéds jellemvonasok hasznalhatoak. Tehat sziikebb
értelemben az autolizisen egy intenziv sejtfal degradacidval jaré folyamatot, illetve
az ezt lehetové tévo fiziologiai, valamint az ennek kovetkezteben megvalosuld
morfoldgiai valtozasokat értjiik (autolitikus sejtfal degradacié; Emri és munkatarsai
2004a; 2008).

A szénforrds éhezeés — amellett, hogy indukélja az elhalt sejtek falanak
lebont&sat — hatassal van a sejtek fiziologiajara is. A glikoz elfogyésat kovetoen a
sejtek glutation anyagcseréjében bekdvetkezo valtozadsok eredményeként a redukalt
glutation/oxidalt glutation ardnya (GSH/GSSG) gyorsan csokken, ami egybeesik a
magas y-glutamil transzpeptidaz aktivitidssal. A tenyészetek légzése - mind a
citokrom-C-fiigg6, mind az alternativ oxidaz-fliggé 1égzés - visszaesik és megné az
alternativ légzés aranya, valamint a reaktiv oxigénformak mennyisége (szuperoxid,
peroxid) is emelkedést mutat (Emri és munkatarsai 2004a). Mindezek mellett a
tenyészet vitalitdsara folyamatos csokkenés jellemzé és a sejtek apoptotikus
pusztuldsat jelzi tobb apoptotikus marker jelenléte (membréninverzié, DNS
fragmentalddas, megvaltozott morfoldgiaju sejtmagok kialakuldsa) (Emri és
munkatarsai 2004a, 2005b).

Az autolizis szabalyozottsagara utal, hogy szdmos jelatvitelben, illetve a
transzkripcio szabalyozasaban sérilt mutans esetében figyelheté meg az autolizis
folyamatanak megvaltozésa (Molndr és munkatarsai 2004; 2006; Emri és
munkatérsai 2005a, 2005b). Eddig az alabbi mutécidkat hordoz6 A. nidulans torzsek
autolizisét vizsgaltdk. A fluG mutécidja nem autolizald fenotipust eredményezet,
ami a hifak fragmentécidjdnak és a szérazanyag tartalom csokkenésének

elmaradaséban, az alacsony extracellularis kitindz, illetve proteindz aktivitasokban,
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valamint a pelletes morfolégia megmaradasaban is megmutatkozott (Emri és
munkatarsai 2005a). A 4brlA torzset a szarazanyag tartalom kisebb mértékii
csokkenése és alacsony extracellularis Kitinaz —aktivitdsok jellemezték, az
extracellularis proteindz termelés ugyanakkor intenzivebbnek mutatkozott, mint a
kontroll torzs esetében (Emri és munkatarsai 2005a). A sporulacio szabalyozasaban
részt vevo tovabbi elemek (pl. flb gének, abaA, wetA) seriilése azonban csak kisebb
valtozasokat eredményezett az autolitikus fenotipus kialakuldsdban (Emri és
munkatarsai 2005a; nem kozolt adat). A fadA®*®R és a AflbA mutaciok nem
befolyasoltak a szdrazanyag tartalom csokkenés, illetve az extracellularis Kitinaz
aktivitasok alakuldsat és az extracelluldris proteinaz termelésre is csak Kisebb
mértékben hatottak (Molnar és munkatarsai 2004). Szintén csupan az extracellularis
proteinaz termelésre gyakoroltak hatdst a ganB és rgsA gének mutacioi (Molnar és
munkatarsai 2006). A creA, karbon repressziGért felelés transzkripcios faktort
kodolé gén (Shroff és munkatarsai 1997) nullmutansat hiperautolitikus fenotipus
jellemezte, ami a szé&razanyag tartalom intenzivebb csdkkenesében, valamint a
nagyobb extracellularis kitindz és proteinaz aktivitdsokban nyilvanult meg (Emri és
munkatéarsai 2006). Azonban a creA utvonal mellett feltételezheté creA fuggetlen
utvonal/utvonalak szerepe is az autolizis kedvezé tapanyag ellatottsag esetén
megvalosuld gatlasaban, ami feltehetéen a FIuG-BrlA Gtvonal gatlasan keresztil

fejti ki hatasat (Emri és munkatarsai 2006).

2.4 A 3-glukanok és a R-glikanazok

A R-glikdnok glikozidos kotésekkel 6sszekapcsolédd, R-D-glikéz
molekulékbdl felépulé homopolimerek (Stone és Clarke 1992; Pitson és munkatarsai
1993). A természetben a legnagyobb mennyiségben eléforduld R-glilkan a celluléz
(R-1,4-gluké&n). A R-glikanokat lanckonfigurdcidjuk és a dominéns kotéstipus
alapjan osztalyozhatjuk (Pitson és munkatérsai 1993; Martin és munkatarsai 2007).
Egyes R-gluk&nokat az egyetlen kotéstipushol épitkezd elagazas nélkili szerkezet
jellemzi (pl. a paramylon: R-1,3-glikéan), mig méasok szerkezetének felépitésében

tobbféle kotéstipus is részt vesz, igy komplexebb lineéris, vagy eldgazd struktirat
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alakitva ki (pl. az arpaban talalhat6 R-1,3-1,4-gliikan) (Stone és Clarke 1992; Pitson
és munkatarsai 1993). R-gluk&nok termelésére képesek ndvenyek, gombak és allatok
is (invertebratak) (Stone és Clarke 1992).

.

=

T LI

5. dbra A gombasejtfal altalanos felépitésének vazlata (Bowman és Free 2006). A kitin
(vilagoskek vonal) nagyrésze a plazma membran (fekete vonal) kdzelében helyezkedik el. A
B-1,3-glikén (zold vonal) a sejtfal egészét atszovi. A glikoproteinek - amelyek fehérjékbdl
(s6tétkék vonalak), illetve N- és O-oligoszacharidokbdl (narancs vonalak) allnak — egy része
GPI-horgonnyal (piros vonal) kapcsolodik a plazmamembréanhoz.

Az Ascomycota tOrzsbe tartoz0 gombédk sejtfalaban a glikénok
reprezentaljadk a f6 poliszacharid alkotorészt, a sejtfal szaraztomegének kozel 50-
60%-at alkotjak. A sejtfal glikéan tartalmanak 65-90%-at a B-1,3-glikan teszi ki,
amely mellett més glikanok (3-1,6-gliikan, 3-1,3-1,4-glikéan, a-1,3-glikan és a-1,4-
glukan) is el6fordulhatnak (Bernard és Latge 2001; Bowman és Free 2006). A 3-1,3-
glukan tekinthet6 a sejtfal f6 strukturalis alkotdjanak, amely B-1,6-kotésekkel
elagazo szerkezetet formal és nem redukald végeihez kovalens kotéssel kapcsolddik
a tobbi sejtfal alkoto (5. &bra; Bernard és Latge 2001).

A R-gliikanazok a R-gliikanok glikozid kétéseit bontd O-glikozil-hidrolazok
(EC 3.2.1-). Termelésiikre képesek gombék, baktériumok, archeak, algék, novények

és egyes allatok (pl. puhatestiiek) is (Stone és Clarke 1992; Pitson és munkatarsai
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1993). Két 6 csoportjuk kulonitheté el: az exo-, és endo-hidrolazok csoportja. Az
exo-hidrolazok a R-glukdn lanc nem redukalé végérdl glikoz egységeket
szabaditanak fel, az endo-hidrolazok pedig a R-glikan Ianc belsejében random
hasitanak (Pitson és munkatérsai 1993). Az alapjan, hogy milyen ké&téstipusok
hasitasara képesek, az alabbi csoportokat kilonboztethetjik meg (Pitson és
munkatarsai 1993):

1) Cellulaz (1,4-[1,3;1,4]-R-D glikan 4 glukanohidrolaz): endoenzim, elsésorban a
cellul6z 1,4-kotéseit hasitja, de kisebb mértékben méas R-D-glikanok 1,3 és 1,4
kotéseit is hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.4).

2) Laminarinaz (1,4-[1,3;1,4]-3-D glikan 3(4) glikanohidroldz): endoenzim, a R3-
D-glukéanok 1,3 és 1,4 kétéseit hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.6).

3) B-glukozidaz (B-D-glukozid glikohidrolaz): exoenzim, a 3-glikanok és mas 3-D-
glikozidok nem redukal6 végét hidrolizélja (EC szam: 3.2.1.21).

4) 3-1,3-endogliikanaz (1,3-R-D-gliik&n gliikanohidrol&z): endoenzim, az 1,3-B8-D-
glikénok 1,3 kétéseit hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.39).

5) R-1,3-exogliikandz (1,3-B-D-glikdn glikohidrolaz): exoenzim, az 1,3-R-D-
glukan lanc nem redukal6 végén 1évé 1,3 kotéseket hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.58).
6) R-1,2-endoglikandz (1,2-R-D-gliikan glikanohidroldz): endoenzim, az 1,2 kotést
tartalmazo R-glikanok 1,2-kétéseit hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.71).

7) Lichenaz (1,3-1,4-B-D-gliikdn 4 glikanohidroldz): endoenzim, az 1,3 és 1,4
kotéseket is tartalmazo6 B-D-glukanon belil 1évé 1,4 kotéseket hidrolizélja (EC szam:
3.2.1.73).

8) R-1,4-exogliikandz (1,4-B-D-glikan glikohidrolaz): exoenzim, az 1,4-R-D-
glukan nem redukal6 végén lévé 1,4 kotéseket hidrolizélja (EC szam: 3.2.1.74).

9) R-1,6-endoglikandz (1,6-R-D-gliikan glikanohidroldz): endoenzim, az 1,6 kotést
tartalmazo R-glikanok 1,6 kotéseit hidrolizalja (EC szam: 3.2.1.75).

Az aminosav szekvencia alapjan a glikozil-hidroldzok csalddokba
sorolhatoak, amelyek tovabbi klanokba csoportosithatéak (Bourne és Henrissat
2001). Ez a csoportositasi mod — az elébb bemutatottal ellentétben - a hidroldzok
szerkezeti tulajdonsagait és lehetséges fiolgenetikai kapcsolatait is tikrozi (Davies
és Henrissat 1995; Bourne és Henrissat 2001). Eddig 130 glikozil hidrolaz csaladot
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azonositottak, melyek kozil a R-glikanaz aktivitdsi enzimek az alébbiakba
sorolhatéak: GH1, 3, 5, 6, 7, 9, 12, 16, 30, 44, 45, 48, 51, 55, 64, 74, 81, 124, 128
(www.cazy.org).

Annak koszonhetéen, hogy a R-1,3-glikan a gomba sejtfal egyik f6
komponense, a B-1,3-glikandzok fontosak a sejtfal plaszticitdsanak fenntartasaban,
mivel a novekedés a mar meglévo sejtfal hidrolizise és az Ujonnan létrejovo
komponensek szintézise kdzotti finom egyensuly segitségével valosul meg (Adams
2004). Emellett még szdmos morfoldgiai folyamat igényli ezen enzimek jelenlétét,
mint pl. a csirazas, a hifa elagazasok és szeptum képzés, a parosodas, a sporulacio, a
sarjadzas és az éleszt6-micélidlis forma kozotti atmenet (Pitson és munkatarsai
1993; Adams 2004). Az extracellularis R-gliikanazok extracellularis R-glikanok
lebontasaban is részt vehetnek, amely sokszor az organizmus altal nagy glikéz
koncentracio esetén termelt extracellularis R-glikan éhezd kortlmények kozotti
lebontasat jelenti, mint pl. a Phanaerochaete chrysosporium esetében (Bes és
munkatarsai 1987; Pitson és munkatarsai 1993). A ndvénypatogén gombéak
extracellularis B-glukanazai fontosak a patogenezis sordn a ndvényben torténé
invazid eldésegitésében és a kortiinetek kialakitdsaban (Riou és munkatéarsai 1991;
Ruel és Joseleau 1991), de a mikoparazita Trichoderma fajok -1,3-gliikanazai is
elengedhetetlenek a gombasejtfal bontdsa sordn (Cruz és munkatarsai 1995).
Mindemellett a B-1,3-glikandzok fontosak a sejtfal R3-1,3-glik&njnak szén és
energiaforrds hidny alatti mobilizalasaban, igy az autolitikus enzimek kozé
sorolhatoak (Nuero és munkatarsai 1993).

A R-glikanazok nagy gyakorlati jelentéséggel bird enzimek (Pitson és
munkatarsai 1993). R-glikanazokat haszndlnak gabonafélék R-glikdn tartalméanak
vizsgalatara és csokkentésére, glikanok szerkezetének meghatarozésa, az
élesztokivonat  gyartasakor az éleszt6 sejtfalanak  lebontaséara, terapias
poliszacharidok moédositasara és oligoszacharid (pl. trehaldz, gentibidz, izomaltoz,
cellobidz, laminaribi6z) szintézisre is. A R-glukanazok (elsésorban a cellulolitikus
aktivitdst mutatd enzimek) fontosak a ndvényi eredetii szerves anyag bioetanolla
torténé konvertalasdban, de hasznalnak R-gliikandzokat a bordszatban és a

sOrgyartasban is.
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2.5 A kitin és a kitinazok

A kitin egy 1,4-glikozidos kotésekkel Osszekapcsolédd N-acetil-R-D-
gluk6zamin molekulakbdl felépiilé polimer. A celluléz utan a Kitin tekintheté a
bioszféraban a mésodik leggyakoribb polimernek (Tharanathan és Kittur 2003). A
kitin el6fordul a gombék sejtfalanak, a rovarok, rdkok és feérgek kultakardjanak
alkotéjaként (Dahiya és munkatérsai 2006). A természetben harom forméaban
jelenhet meg, melyek az a-, -, és y-kitin. A leginkabb elterjedt, kompakt a-kitinben
az N-acetil-D-glukdzamin lancok antiparallel lefutdsiak, mig a kevésbé stabil R3-
kitinre a lancok parallel lefutasa jellemz6. A y-kitin az a-, és B-kitin keverékébol
épul fel (Kurita 2001). A kitin a gombék sejtfaldban egy kisebb mennyiségben
el6fordulo, de strukturélisan fontos szerepet bet6lté alkotd. Az élesztok sejtfalaban a
szarazanyag tartalom minddssze 1-2 %-at teszi ki, mig a fonalas gombék sejtfala 10-
20 % kitint tartalmaz. A kitin a R-1,3-gluké&nnal egyutt a sejtfal szilardsaganak
meghatarozasaban fontos (5. abra; Bowmann és Free 2006).

A Kkitinazok a Kkitin bontdsara képes enzimek. Tobbféleképpen is
csoportosithatéak (Duo-Chuan 2006), jelen esetben az alabbi osztalyozési modot
ismertetem:

1) Endokitindzok: a kitin belsejében, random hasitanak, kis molekulatémegii N-
acetil-D-glik6zamin ~ multimereket  eredményezve  (kitotridz,  Kitotetradz,
diacetilkitobi6z) (EC 3.2.1.14).
2) Exokitindzok:
- kitobiozidazok: a kitin nem redukal6 végerol diacetilkitobidzt szabaditanak
fel (EC 3.2.1.29).
- B-1,4-N-acetil-glikéaminidazok: az endokitinazok és kitobiazok termékeit
bontjék és N-acetil-glikézamin monomereket szabaditanak fel (EC 3.2.1.30).
Erdemes még megemliteni a kitin dezacetilazokat (EC 3.5.1.41) és a kitozanazokat
(EC 3.2.1.132) is. Az elébbiek a kitin N-acetil kotéseit hidrolizaljak, mig az
utébbiak az igy létrejott kitozant bontjak glikézamin egységekre (Dahiya és

munkatérsai 2006). Az aminosav szekvencia szerinti csoportositds alapjan a
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kitindzokat a glikozil-hidrolazok aldbbi csalddjaiba soroljak: 18, 19, 20, 48, 84
(www.cazy.org).

Kitindzok termelésére képesek virusok, baktériumok, gombak, izeltlablak,
illetve magasabb rendii ndvények és allatok is (Duo-Chuan 2006). A gombék
kitindzai a B-gliikandzokhoz hasonl6 szereppel rendelkeznek a morfogenezis sorén a
sejtfal plaszticitdsanak fenntartdsdban. Mindemellett fontosak az elhalt hifak
sejtfalaban, illetve az izeltlabl tetemek vazéban jelenlévé kitin lebontaséban, igy
tapanyagforrasként valo felhasznalaséban, de jelentdséggel birnak a mas gombakkal
vagy izeltldblakkal szemben folytatott kompeticié és védekezes folyamataban is.
Szdmos gomba alkalmazza tovabbd a kitinAzokat gombékkal (mikoparazita
gombak),  rovarokkal  (entomopatogén  gombadk) vagy  nematodakkal
(nematddapatogén gombék) szembeni patogenezise soran (Adams 2004; Duo-Chuan
2006; Seidl 2008). Mindemellett a kitinazok fontosak az autolizis alatt a sejtfal kitin
tartalmanak degradécidjaban és az autolitikus fenotipus kialakitdsdban (Emri és
munkatarsai 2008).

A kitindzok szdmos gyakorlati vonatkozéssal rendelkeznek (Dahiya és
munkatarsai 2006). Kitindzokat hasznalnak a rakfélék vazaban lévé kitin lebontésara
- érdemes megemliteni, hogy egy rak teljes tomegének 75%-at hulladéknak tekintik,
melynek 20-58%-at a kitin teszi ki (Wang és Chang 1997). Emellett alkalmazzak
6ket a laboratoriumi gyakorlatban protoplasztok el6allitasara, illetve a
gyogyszeriparban hasznalt kitooligoszacharidok, glikdzamin, N-acetil-glik6zamin
el6allitasara. Fontosak lehetnek a szunyogok elleni védekezésben, valamint krémek
Osszetevojeként az antifungalis terdpidban, de a kitindz aktivitds meghatarozasaval
képet kaphatunk a talajban eléfordul6 gombak biomasszajarol, illetve a kitinhez
kotédé molekulak mellett hasznalhatéak gombas fert6zések detektalasra is (Dahiya

és munkatarsai 2006).

2.6 Sejtfal fehérjék és proteindzok

Minden gombasejtfal felépitésében részt vesznek fehérjék, amelyek

szorosan Osszefonodnak a glukan és kitin alkotta strukturalis matrixszal. Az éleszték
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sejtfaldban a szaraztémeg megkozelitéleg 30-50%-at, mig a fonalas gombéak
esetében a sejtfal szaraztdmegének hozzavetoleg 20-30%-at teszik ki. A
hagyomanyosan sejtfal fehérjéknek tekintett fehérjék N- és O-oligoszacharidokkal
modositott glikoproteinek. A Saccharomyces cerevisiae és Candida albicans
sejtfalara a mannoproteinek jelenléte jellemzd, mig a Neurospora crassa és az A.
fumigatus sejtfaldban galakt6zt és mannozt tartalmazo galaktomannan fordul elé
(Bowmann és Free 2006).
A sejtfal fehérjék szamos csoportjat lehet megkilonbozetni (de Groot és
munkatarsai 2009):
1) Hidrofobinok (Wdsten 2001).
2) Diszulfid kotott sejtfal fehérjék.
3) GPI (glikozilfoszfatidil-inozitol)-horgonnyal rendelkezé sejtfal fehérjék: a plazma
membranhoz, vagy a sejtfal R-glikdnjdhoz GPI-horgonyukon keresztil
kapcsolddnak (de Groot és munkatarsai 2005).
4) Pir-proteinek (proteins with internal repeats): a -1,3-gllikanhoz észter kotéssel
kapcsoldédnak (de Groot és munkatarsai 2005; Ecker és munkatarsai 2006). A
sejtfalbol enyhe ltgos kezeléssel szabadithatdak fel.
5) Més, enyhe lugos kezeléssel eltavolithatd, Pir ismétlédést nem tartalmazé
fehérjék, amelyek esetében ismeretlen a sejtfal makromolekulaihoz val6 kétddésik.
A proteindzok (méas néven protedzok, peptidazok, proteolitikus enzimek) a
fehérjék peptid kotéseinek bontdsara képes enzimek (Rawlings és munkatérsai
2007), melyek mikodeése eredményeként kisebb peptidek, vagy aminosavak
keletkeznek. A Kkatalizalt reakcié alapjan az aldbbi csoportokat kilonbdztethetjik
meg (Rawlings és munkatarsai 2007):
1) Endopeptidazok: a fehérjék belsd, a-peptid kotéseit hidrolizaljak, melyek a
lancvégektsl tavol helyezkednek el. Egyes képviseldik csak Kkisebb szubsztratok
hasitasara képesek (oligopeptidazok). Az aktiv centrum felépitése szerint
megkilonbodztethetlink: szerin (EC 3.4.21), cisztein (EC 3.4.22), aszpartat (EC
3.4.23), metallo (EC 3.4.24) és treonin endoproteindzokat (EC 3.4.25).
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2) Omega peptidazok: a lancon belll, de a lancvégek kozelében hasitanak (a
képzodott termékek tripeptidnél hosszabbak). Egyes képviseléik a nem a-peptid
kotéseket is hasitjak (EC 3.4.19).

3) Exopeptidazok: mikddesiikhoz vagy szabad N-termindlis amino-csoport, vagy
szabad C-terminalis karboxi-csoport szilkséges. A lancvégeken hasitanak és
legfeljebb tripeptid hosszlsdgl szakaszt hasitanak le. Tovéabbi csoportjaik:
aminopeptidazok (EC 3.4.11); dipeptidazok (EC 3.4.13); dipeptidil-peptidazok és
tripeptidil-peptidazok (EC 3.4.14); peptidil-dipeptiddizok (EC 3.4.15) és
karboxipeptidazok (EC 3.4.16-18).

Ezen csoportositasi méd azonban nem tlikrozi az evolucids kapcsolatokat. A
MEROPS adatbéazisban a proteindzokat molekularis szerkezetiik és homologidjuk
alapjan csoportositottdk. Az egymassal homolog proteindzok €és proteinaz
inhibitorok csoportokba kertltek, e csoportokat pedig csaladokba és klanokba
csoportositottdk tovabb (Rawlings és munkatarsai 2007; 2010). Ez alapjan az A.
nidulansban eddig 218 proteindzt és 136 proteinaz homoldgot azonositottak
(merops.sanger.ac.uk).

A proteindzok az él6lények minden csoportjdban létfontossaguak,
kodolasukban a gének kozel 2 %-a vesz részt. Szd&mos biologiai folyamatban
nélkulozhetetlenek, mint pl. a taplalékul szolgalé fehérjék lebontéséban, az
intracelluléris ~ fehérjék  Qjrafeldolgozasaban,  fehérjék  poszttranszlacios
moédositasaban (Rawlings és munkatarsai 2007). A gombék extracellularis
proteindzai részt vehetnek mas extracellularis hidrolazokkal egyutt a
kornyezetiikben eléforduld polimerek (jelen esetben fehérjék) tapanyagként torténd
hasznositasaban. Emellett a proteindzok szamos gomba esetében szlikségesek a
koloniz&cié és a virulencia folyamataban (Kwon-Chung és munkatéarsai 1985; Hube
és munkatarsai 1994). Az Aspergillus fajok proteinazai segitenek az invaziv tid6
aszpergillozis soran a fehérje természetii ,,barrier”-eken (elasztin, laminin, kollagén)
valo é&tjutdsban (Starcher 1986), igy a proteindzok virulencia faktoroknak
tekinthet6ek (Kothary és munkatarsai 1984; Rhodes és munkatarsai 1988; Cohen
1991). Az autolizis jelenségét szintén magas proteindz aktivitas kiséri (Santamaria és

Reyes 1988), mely alapjan feltételezhet6 a belsé energiaforrasok lebontasa, illetve a
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sejtfal degradacidja soran betoltott szerepiik (Mclntyre és munkatarsai 2000; Emri és
munkatarsai 2008).

A proteinazok az iparban leginkdbb alkalmazott enzimek kozé tartoznak, a
teljes enzimeladasok kdzel 60%-at teszik ki (Barrette és Rawlings 2003). Hasznaljak
6ket az élelmiszeriparban, a sltéiparban, a sajt és szOjaszdsz eldallitasa sorén,
valamint a tejalvasztas és a hispuhitas folyamataban. A bériparban a proteinazokat a
bér szortelenitésére, illetve rugalmasabba tételére hasznaljak, de alkalmazzak 6ket a
mososzergyartasban (mosoenzimek) és a szennyviztisztitasban is. Emellett széles
korii az egészséguigyi felhasznalasuk (pl. a bor kezelése, a vércsoport meghatarozésa
sorén, valamint inhibitoraikat felhasznaljadk gyulladasos, illetve rakos betegségek
kezelésére). A laboratoriumi gyakorlatban kiemelked6 fontossdgliak a fehérje
szekvendlas és a rekombinans flzios fehérjék elGallitasa soran (Rawlings és
munkatarsai 2007).
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3. Eredmények

3.1 Extracelluléris glukanazok vizsgélata az Aspergillus nidulans szénforrés
éhezéssel indukalt autolizalo tenyészeteiben

3.1.1 Az EngA R-1,3-endogliikanaz tisztitasa, azonositasa, jellemzése
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6. dbra A) Az EngA R-1,3-endoglilkandz tisztitasa (NH,),SO;-al val6 kicsapast és dializist
kovetéen kromatofékuszalassal. Az abran a pH (fekete kor), a 3-1,3-gliikanaz aktivitas (piros
négyzet) és a fehérjetartalom (fekete négyzet) véltozasat tintettem fel. Egy frakcidé 2 ml
térfogatt volt. B) A 30-as frakcid tisztasdgdnak ellendrzése és az EngA molekulaméretének
meghatérozésa redukéalé SDS poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. Az abra egy
reprezentativ kisérlet eredményét mutatja.

Sikerult megtisztitanunk egy R-1,3-glukanadz aktivitdsi enzimet az A.
nidulans FGSC26 torzs autolizalo tenyészetének fermentlevébdl. A tisztitdsdhoz a
glikdzmentes minimal tapkozegbe atmosott tenyészet 44 Oras (atmoséds utan 24
Oraval) lesztrt fermentlevét hasznaltuk fel. Részben a nagyobb R-1,3-glukanaz
aktivitas (44 oréas glikdézmentes minimal tapkdzegbe dtmosott tenyészetben: 90 + 5
U/ml; 44 6ras nem atmosott tenyészetben: 70 + 4 U/ml), részben a zavaro fehérjék
feltételezett kisebb mértéki jelenléte miatt esett erre a tapkozegre a valasztasunk. A
tisztitdst  két  Iépésben  végeztik, az (NH,),SOs-al végzett kicsapast
kromatofokuszalds kovette, a kapott frakcio tisztasdgat SDS poliakrilamid
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gélelektroforézis segitségevel ellendriztik (6. abra, 1. tablazat). A tisztitott enzim jol
hidroliz&lta a laminarint, de nem bontotta sem a karboximetil-celluléz (B-1,4-
glikanaz), sem a p-nitrofenil-3-D-glikéz (R-glikozidaz) szubsztratokat, tehat

feltehetéleg 3-1,3-endoglikanaz aktivitasu.

Tisztitasi lépés Térfogat (ml)  Fehérje Specifikus Kihozatal (%0)
tartalom  aktivitas (U/ug
(m9) fehérje)
Nyers fermentlé 100 9521 1,838 100
(NH,),SO,-0s 10 6400 0,328 12
Kicsapas
Kromatofokuszaléas 6 252 5 7

1. tAblazat Az EngA tisztitasi tablazata.

A tisztitott fehérje MALDI-TOF analizis segitségével torténd azonositasa
sorén az engA (locus ID: AN0472.3; de Groot és munkatarsai 2009) gén termékének
bizonyult, amely szekvencia adatok alapjan egy 95,2 kDa méretii R-1,3-
endoglikandzt kodol. Az EngA fehérje a glikozil hidrolazok 81-es csaladjaba
tartozik (eukariota B-1,3-glikanazok csaladja) és az aminosav szekvencigja alapjan a
Saccharomyces cerevisie (Dsed4p/Englp; E-érték: 2e-150), valamint a
Schizosaccharomyces pombe (Engl; E-érték 3e-167 és Eng2; E-érték: 5e-172) R3-
1,3-endogliikanazaihoz hasonld. Az EngA a SignalP program alapjan extracellulris
termel6dést jelz6 szignalszekvenciaval rendelkezik.

Az EngA fehérje részleges jellemzésekor izoelektromos pontja 7,05-nak,
SDS poliakrilamid gélelektroforézissel megéallapitott molekulatdmege pedig 91+3
kDa-nak adddott (6. &bra). Az EngA pH optimuménak és pH-fliggé stabilitdsanak
vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy pH 3,5 és 10,5 kozott szdmottevd aktivitast
mutatott, pH optimuma pedig 6,5-nek adodott (7/A &bra). Stabilitdsat pH 5,5 és 8,5
kozott 24 oran at megorizte (37°C), ennél savasabb, vagy lugosabb tartoméanyban
azonban teljesen inaktivalodott (7/B &bra). Hémérséklet optimumanak vizsgalatakor

a legmagasabb aktivitast 45 és 65 °C kdzott mértlik, de még 95 °C-on is detektaltunk
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jol mérheté aktivitast (7/C abra), igaz 55 °C felett hostabilitasa mar igen kicsinek

bizonyult (7/D &bra).
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7. dbra A: Az enzimaktivitds pH-figgése. A pH 6,5-nél, azaz a szénéhezé tenyészetek
kiindulasi pH-janal mért értéket (95 U/ml) tekintettlik 100 %-nak. B: Az enzim pH-fuggé
stabilitasa. Az adott pH-n mért kiinduldsi aktivitasokat wvettik 100 %-nak. C: Az
enzimaktivitds hémérséklet fuggése. A 37 °C-on, azaz a tenyésztési homérsékleten mért
értéket (90 U/ml) tekintettik 100 %-nak. D: Az enzim héstabilitdsa. A nem hokezelt mintak
aktivitasat vettiik 100 %-nak. Az dbrdkon a szoras sehol sem haladta meg az atlag 8 %-ét.

3.1.2 Az engA autolizisben betdltott szerepének vizsgalata

Az EngA R-1,3-endoglilkandz autolizisben bet6ltott jelentésegének
felderitése eérdekében megvizsgaltunk egy AengA és egy 4engAAchiB kettés mutans
torzset. Ezekhez a vizsgéalatokhoz a kilonb6zé torzsek gliikozmentes minimal

tdpkozegbe &tmosott tenyészeteit hasznaltuk. Azért ezen kisérleti elrendezés mellett
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dontottink, mert az atmosas sordn a kontroll és a mutans torzsek szénéhezése
szinkronizélhatd, a szénehezé tenyészetek Kiindulasi biomasszdja kozel azonos
értékre allithato, igy a kapott eredmények dsszehasonlithatébba valnak és a kisérleti
hiba is csokkenthetd.
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8. dbra A) A szérazanyag tartalom (DCM) cstkkenése a tNJ33.3 (dengA; kék vonal), a tNJ12
(4chiB; piros vonal), a tNJ34.8 (dengA4chiB; z6ld vonal) és a tNJ36 kontroll (fekete vonal)
torzsekben. A tNJ12-es torzshoz hasznalt kontroll térzsnél (tNJ11) tapasztalt valtozasok nem
tértek el a tNJ36-0s kontroll torzsnél tapasztaltaktol, ezért azt killon nem tlintettem fel. Az
eredmények 4 fiiggetlen méréshél szarmaznak és a széréds kisebb volt, mint 12 %. B) A
tNJ36 kontroll torzs pellet morfol6gidja 20 6ras és C) 144 6ras tenyészetben. D) A tNJ33.3
torzs pellet morfoldgidja 144 6ras tenyészetben. Bar = 10 mm.

Az engA gén hianyaban a szérazanyag tartalom kisebb mértéki csokkenése
mellett a pelletes morfoldgia is tovabb megmaradt (8. &bra). A 4engA tdrzshen az
extracellularis B-1,3-glikandz aktivitasokkal egyutt az extracellularis Kitinaz,
proteindz és R-glikozidaz aktivitdsok is csOkkenést mutattak és a AengAAchiB
torzsben is alacsonyabb extracellularis R-glikozidaz és proteinaz aktivitasokat
mértiink (9. abra). Ez a tendencia megmutatkozott a pepJ és prtA proteinaz, valamint
a chiB kitindz gének alacsonyabb transzkripcidjaban is (2. tablazat). Erdemes
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megemliteni, hogy a AchiB torzs esetében szintén hasonlo jelenséget tapasztaltunk
(9. abra).
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9. dbra Extracellularis -1,3-glikanéz, R-glikozidaz, proteindz és kitindz termelés a tNJ33.3
(dengA), tNJ34.8 (dengA4chiB), tNJ12 (4chiB) és tNJ36 (kontroll) torzsekben. A tNJ12
torzsnél hasznalt kontroll t6rzs (tNJ11) esetében az enzim aktivitdsok hasonldan alakultak a
tNJ36 torzshoz, ezért kiilon nem tiintettem fel. A tNJ34.8 és tNJ12 torzseknél mért kitinaz
aktivitdsok a kimutathat6sagi hatér alatt voltak. A mintdk a glikézmentes minimal
tdpkozeghe vald atmosast kovetéen 24 (kék oszlopok) és 120 (fehér oszlopok) draval
szarmaztak. Az abrén 4 fliggetlen mérés atlaga és szdrasa van feltlintetve.
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Torzsek Relativ transzkripcié (ACP)

chiB prtA pepd engA
tNJ36 (kontroll) 34+04 1+0,2 28+04 18+0,2
tNJ33.3 (dengA) 9+1* 6,2+ 0,6* 152+2* -
tNJ34.8 (dengA4chiB) - 6 +0,6% 11+1,6* -

2. tablazat A chiB, prtA, pepJ és engA gének relativ transzkripcidja (ACP: az adott gén, és a
referencia gén esetében kapott ciklusszamok kiilénbsége) a tNJ36 (kontroll), a tNJ33.3
(dengA) és a tNJ34.8 (4engA4chiB) torzsekben. A tablazatban 3 fiiggetlen mérés atlagat és
szOrését tintettem fel. A ,,*” jelolés a kontroll tenyészetektdl valo szignifikans eltérést jel6li
(Student-féle t teszt; p < 5 %).

3.1.3 A glikandz termelés szabalyozdsa az Aspergillus nidulans autolizalo
tenyészeteiben

A glukanaz termelés szabalyozésanak felderitése érdekében megvizsgaltuk
tobb, a tanszéken végzett kordbbi vizsgalatok soran a hidrolaz termelés
szabalyozéasaban fontosnak bizonyult mutécid extracellularis glikanazok termelésére
gyakorolt hatasat. Ezekhez a vizsgalatokhoz a kilonbdz6 torzsek glikdzmentes

minimal tdpkozegbe dtmosott tenyészeteit hasznaltuk, a korabban vazolt okok miatt.

Torzsek R-glikozidaz aktivitas R-1,3-glikanaz aktivitas
(U/ml) (U/ml)

FGSC26 kontroll 26+2 90 +5

FGSC744 (fluGl) 2+04* 4+04*

FGSC749 (4brlA) 2+06* 15+2*

FGSCA1035 (fadA®*®F) 21+£2* 85+ 6

RMdgB03 (AganB) 20 £ 2* 837

creA nullmutans 42 +4* 94+8

3. tdblézat Extracelluléris R-gliikozidaz és R-1,3-gliikandz termelés kilonbdzé6 muténs
torzsekben. Az enzimaktivitasok méréséhez sziikséges mintdk az atmosas utdn 24 odraval
szarmaztak. A téblazatban 3 fiiggetlen mérés atlaga és szdrasa van feltlintetve. A ,*” jel6lés
az FGSC26-os kontroll torzstsl vald szignifikans eltérést mutatja (Student-féle t teszt; p < 5
9%).

A FluG-BrlA utvonalat ért muticiok nagy hatast gyakoroltak a tenyészetek

extracellularis glikandz termelésére. Mind a fluG, mind a brlA nullmuténs torzsek
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esetében a R-1,3-glikandz és R-gliikozidaz termelés visszaesése mellett az engA
transzkripcioja is alacsonyabb szintii volt (az engA relativ transzkripcidja (ACP) a
FGSC26 torzsnél: 2,2 + 0,3; a fluG1 torzsnél: 7,1 + 0,7; a AbrlA torzsnél: 4,5 + 0,4
volt). Ugyanakkor sem a vizsgalt heterotrimer G protein Gtvonalakat ért mutaciok
(fadA®®R, 4ganB), sem a karbon repressziGért felelés creA gén mutacioja nem volt
hatassal a tenyészetek extracellularis 3-1,3-gliikanaz termelésére (3. tdblazat). A R3-
glikozidaz termelés esetében a FadA és GanB heterotrimer G-protein Gtvonalakat
ért mutaciok alacsonyabb, a creA mutécidja pedig magasabb extracellularis R-

glikozidaz aktivitasokat eredményezett (3. tablazat).

3.2 Extracellularis proteinazok vizsgélata az Aspergillus nidulans szénforras
éhezéssel indukalt autolizalé tenyészeteiben

3.2.1 A PepJ extracellularis metalloproteinaz tisztitasa, azonositasa, jellemzése

A PepJ tisztitdsdt szintén az FGSC26 torzs glikdézmentes minimal
tapkdzegbe atmosott tenyészetének fermentlevébdl végeztiik. A tisztitast ebben az
esetben is két lépésben, (NH,),SO,-al végzett kicsapast kdveté kromatofokuszalassal
kiviteleztiik (10/A &bra, 4. tablazat). Az igy kapott 5,2 U/ml aktivitassal rendelkezé
frakcio tisztasagat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik (10/B abra),

majd MALDI-TOF analizis segitségével azonositottuk.

Tisztitasi lépés Térfogat Fehérje Specifikus aktivitas  Kihozatal
(ml) tartalom (ug)  (U/mg fehérje) (%)

Nyers fermentlé 100 8743 37,7 100

(NH,),SO,-0s 7 6671 8,3 17

Kicsapas

Kromatofokuszalds 6 252 124,5 10

4. tablazat A PepJ tisztitasi tablazata.
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10. abra A) A PepJ metalloproteindz tisztitasa (NH;),SOg4-al valé kicsapas és dializist
kovetéen kromatofokuszalassal. Az &bran a pH (fekete kor), a proteindz aktivitas (piros
négyzet) és a fehérjetartalom (fekete négyzet) valtozasat tiintettem fel. Egy frakcio 2 ml
térfogatl volt. B) A 12-es frakcid tisztasdganak ellenérzése és a PepJ molekulaméretének
meghatérozésa redukéalé SDS poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. Az abra egy
reprezentativ kisérlet eredményét mutatja.

A tisztitott fehérje a pepJ gén termékének bizonyult (locus ID: AN7962.3;
Katz és munkatarsai 2008), mely szekvencia adatok alapjan egy deuterolizin tipusu,
37 kDa méretii metalloproteinazt kodol. A PepJ aminosav szekvenciéja alapjan az A.
oryzae proteindzaval (AOR_1 818024 ; E-eérték: 5e-152), és a P. citrinum
penicillolizinjével (PInC; P47189; E-érték: 7e-146) mutat nagymérteki
hasonlosagot. A tisztitott PepJ fehérje érzékenynek bizonyult 10 mmol/l Na,-EDTA-
val szemben: 30 perces inkubaciot kovetoen az enzimaktivitas az eredeti érték 47 %-
ara (2,4 U/ml) esett vissza, ami alatdmasztja a szekvencia adatokat, miszerint a PepJ
egy metalloproteinaz.

A PepJ Aaltalunk meghatarozott paraméterei a kovetkezok: SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel meghatarozott molekulamérete 19 kDa (10/B
abra). A legaktivabb frakcié pH-ja alapjan az enzim izoelektromos pontja 8,6 (10/A

abra). A PepJ pH optimuma pH 5,5-nek adddott, de jelentds aktivitast mutatott
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egeszen pH 10,5-ig (11/A é&bra) és stabilnak bizonyult a pH 3,5 és pH 10,5
tartomanyban (11/B &bra). Hoémérséklet optimuma 65 °C-nak adddott, mely
homérsékletig stabilnak is mutatkozott. Erdemes azonban megemliteni, hogy bar a
30 perces 95 °C-on torténé elékezelés teljesen inaktivalta az enzimet, a 95 °C-on

mért aktivitas megegyezett a 37 °C-on mért értékekkel (11/C és D &bra).
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11. &bra A: Az enzimaktivitds pH-fliggése. A pH 6,5-nél, azaz a szénéhez$ tenyészetek
kiindulasi pH-janal mért értéket (5,8 U/ml) tekintettiik 100 %-nak. B: Az enzim pH-fiiggé
stabilitasa. Az adott pH-n mért kiindulasi aktivitdsokat vettik 100 %-nak. C: Az
enzimaktivitds hémérséklet fuggése. A 37 °C-on, azaz a tenyésztési homérsékleten mért
értéket (5,8 U/ml) tekintettilk 100 %-nak. D: Az enzim héstabilitdsa. A nem hokezelt mintak
aktivitasat vettiik 100 %-nak. Az dbrakon a szoras sehol sem haladta meg az atlag 8 %-at.
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3.2.2 A PrtA és PepJ proteindzok autolizisben bet6ltott szerepének vizsgalata

A PrtA extracelluléris szerin proteindz és az altalunk megtisztitott PepJ
extracellularis metalloproteindz autolizisben bet6ltott jelentéségének tisztazasa
érdekében megvizsgaltunk egy 4pepJ, egy 4prtA és egy AprtA4pepd mutans torzset.
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12. &bra A szérazanyag tartalom (DCM) csokkenése a tNJ76.7 (dpepd; zdld vonal), a
tN77.16 (4prtA; kék vonal), a tNJ78.4 (dpepJAprtA; piros vonal) és a tNJ36 kontroll (fekete
vonal) torzsekben. Az eredmények 4 fiiggetlen mérésbél szarmaznak, a szorés kisebb volt,
mint 8 %.
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13. dbra A) Azokazeinnel és B) BSA-val (Bovine Serum Albumin) mért extracelluléris
proteinaz aktivitds a tNJ76.7 (dpepd), tNJ77.16 (4prtA), tNJ78.4 (dprtAdpepd) és tNJ36
kontroll torzsben. A mintdk a glikézmentes minimal tdpkozegbe val6 4tmosast kovetden 24
(kék oszlopok) és 120 (fehér oszlopok) oraval szarmaztak. Az abran 4 fuggetlen mérés atlaga
és szOrésa van feltiintetve.
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Ebben az esetben is a glikdzmentes minimal tapkozegbe atmosott
tenyészeteket vizsgaltuk, a kordbban emlitett okok miatt. Bar nem tapasztaltunk
jelentds valtozast a mutansok szérazanyag tartalmanak csokkenésében (12. &bra),
jelentésen csokkent — bar nem sziint meg - az azokazeinnel detektalhato
extracellularis proteinaz aktivitds (13/A é&bra). A BSA-val detektalt proteinaz
aktivitas a mutans torzsekben szintén csokkenést mutatott ugyan, de ez a visszaesés
nem volt az azokazeinnel detektalt aktivitasnal tapasztalthoz hasonlé mértékii (13/B

abra).

3.2.3 Az extracellularis proteindz termelés szabalyozasédnak vizsgalata az
Aspergillus nidulans autolizal6 tenyészeteiben

Specifikus proteinéz aktivitas Relativ

(U/ml) transzkripcié (ACP)
Torzsek 24 h 120 h priA pepd
FGSC26 (kontroll) 53+0,6 41+05 02+04 2608
FGSC744 (fluG1) 0,2+0,1* 0,3+0,1* 82+0,8% 12+2*
FGSC1079 (AbrlA) 1,1+0,1* 1,9 +0,2* 34+1%  75+2*%
FGSCA1035 (fadA®%%%) 52+0,3 5,0+ 0,3* 1,1+1 35+13
RMdgB03 (4ganB) 6,1+ 0,6* 4,3+0,4 15+15 35+1.2
FGSC242 (pacC5) 3,9+ 0,4* 2,7+ 0,4* 35+13* 15+1
creA nullmutans 6,1+ 0,6* 4,9+ 0,5* 05+06 25%1

5. tablazat Extracelluléris proteindz termelés és a prtA, pepJ gének relativ transzkripcioja
(ACP: az adott gén, és a referencia gén esetében kapott ciklusszamok kiilénbsége) kilénbdzé
mutans torzsekben. A tablazatban 6 fliggetlen mérés atlagat és szOrasat tintettem fel. A ,,*”
jelolés az FGSC26-os kontroll torzstél vald szignifikans eltérést mutatja (Student-féle t teszt;
p <1%).

Az extracellularis proteindz termelés, valamint a prtA és a pepJ gének
szabalyozasanak felderitése érdekében tobb, fontosnak vélheté mutéciét hordozd
torzs extracelluléris proteindz termelését is megvizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben
a korabbi tanszéki vizsgalatoktdl eltéréen — ahol nem &atmosott tenyészeteket
vizsgaltak - glukdzmentes minimal tapkozegbe &tmosott tenyészeteket
tanulmanyoztunk, a korabban emlitett okok miatt. Ezen tenyészetek extracellularis

proteindz aktivitasait a glikozmentes minimal tapkozegbe valé atmosast kovetéen
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24 és 120 oraval is meghataroztuk, hogy a korai és késéi autolitikus tenyészetek
proteinaz termelésérdl is képet kapjunk. A proteinaz aktivitdsok meghatarozasahoz —
a korabbi kisérletekhez hasonldan - azokazein szubsztratot hasznaltunk.
Vizsgélataink alapjan a FluG-BrlA atvonal kiemelkedd fontossaginak
bizonyult az extracelluléris proteindz termelés szabalyozésaban, ami a prtA és pepJ
gének transzkripcidjaban is megmutatkozott (5. tablazat). Ugyanakkor a FadA és
GanB hetertrimer G protein Utvonalak mutécidi csak kisebb mértékben befolyéasoltak
az extracelluléris proteindz termelést. A creA mutacidja szintén csak mérsékelt

ndvekedést okozott a proteindz aktivitasokban (5. tablazat).
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14. abra Extracelluléris proteindz aktivitasok az FGSC26 (kontroll), FGSC1079 (4brlA),
tNJ77.16 (AprtA) és creA nullmutans torzsek nem atmosott (A), gliikézmentes minimal
tapkozegbe (B), valamint glukozmentes, élesztokivonatot tartalmazé tapkézegbe (C)
atmosott tenyészeteiben. Az enzimaktivitasok az oltas utan 48 (kék oszlopok) és 144 (fehér
oszlopok) 6réaval lettek lemérve. Az dabran 4 figgetlen mérés atlaga és szorasa van
feltuntetve.

A tapkdzeg Osszetételének az extracellularis proteinaz termelésre gyakorolt
hatdsat nem &tmosott, glikdzmentes minimal és élesztékivonatot tartalmazo
taptalajok alkalmazasaval vizsgéltuk. A kontroll torzs esetében — az extracelluléris
B-1,3-gllikanaz aktivitashoz hasonldéan - a glikézmentes minimal tapkdzegbe

atmosott tenyészetekben nagyobb extracelluléris proteindz aktivitas volt mérhetd,
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mint a nem atmosott kulturdkban. Ez a jelenség nem a tapkdzeg élesztokivonat
tartalmaval fligghetett Ossze, mivel a legkisebb aktivitds a glikozmentes,
élesztokivonatot tartalmazo tdpkdzegbe atmosott tenyészetekre volt jellemzé (14.
abra). Néhany muténs torzs azonban eltéréen viselkedett. Mig a creA nullmuténs
torzs nem atmosott kultardiban a kontroll térzsnél joval nagyobb extracellularis
proteindz aktivitas volt mérhetd, ez az dtmosott tenyészetekre kevésbé volt igaz (14.
abra). Emellett a AbrlA torzs 144 6rds, nem atmosott tenyészeteit jelentds
extracellularis proteindz termelés jellemezte, ugyanakkor a glik6zmentes minimal
tdpkozegbe atmosott tenyészetekben a proteindz aktivitds a kontroll torzsben
mérhet alatt maradt (14. &bra). Szintén kilondsen viselkedett a AprtA muténs,
amelynél — a ApepJ és AprtAdpepd torzsektdl eltéréen — a nem atmosott
tenyészetekben az extracelluléris proteinaz aktivitds a 144 orés tenyészetekben

nagyobbnak mutatkozott, mint a glikézmentes minimal tdpkdzegben (14. abra).

3.2.4 A pH hatdsanak vizsgalata az extracellularis proteindz termelésre
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15. dbra A) Az extracelluléaris proteindz aktivitas alakuldsa tébb kulonbézé pH-n: pH 8,5
(zold vonal), pH 6,5 (piros vonal), szabalyozatlan pH (kék vonal). A fekete vonal a pH
véltozdsat mutatja szabéalyozatlan kértilmények kozoétt. Az abrén 4 fliggetlen mérés atlaga
van feltiintetve, a szorés kevesebb volt, mint 10 %. B) A prtA (kék oszlopok) és pepJ (fehér
oszlopok) gének relativ transzkripcitja (ACP: az adott gén, és a referencia gén esetében
kapott ciklusszdmok kilénbsége) szabalyozatlan pH-n, illetve pH 6,5 és pH 8,5 értékeken.
Az RNS minték az oltastdl szadmitva 3 napos tenyészetekbdl szarmaztak. Az &bran 4
fliggetlen méreés atlaga és szorasa van feltiintetve.
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Fermentorban végzett kisérleteink alapjan az extracellularis proteinaz
termelés szabélyozésdban a pH is meghatarozonak bizonyult. Nagyobb proteindz
aktivitasok voltak mérhetéek, ha a pH-t nem szabalyoztuk, vagy pH 8,5-re allitottuk,
mint amikor pH 6,5-6n tartottuk (15/A &bra). Ez a tendencia a prtA és pepJ gének
transzkripcigjaban is megmutatkozott (15/B abra). Emellett a PacC pH szabalyozési
Utvonalban szerepet jatsz6 transzkripcids faktor jelentésnek bizonyult a prtA
szabalyozasaban (5. tablazat). A pacC hianymutans torzsben jelentésen visszaesett
az extracelluléris proteindz termelés, ami — legalabbis részben — a prtA gén kisebb
meértekii transzkripcidjaval fligghetett Ossze (5. tablazat). Emellett — a korabbi
eredményekkel ©sszhangban — az autolizl6 tenyészetben a pH folyamatos
emelkedését figyeltlik meg, a kiindulési pH 6,5-0s értékrol egészen pH 9-ig (15/A

abra).

3.3 Az autolizis alatt termelédé extracelluléaris enzimek a sejtfal lebontaséan
talmutato jelentéségének vizsgalata

3.3.1 Az autolizis alatt termeléds extracellularis enzimek antifungélis hatésanak
vizsgélata

Arra a kérdésre kerestlik a valaszt, hogy az A. nidulans FGSC26 kontroll
torzsének extracellularis enzimekben gazdag (glik6zmentes minimél tapkdzegbe
atmosott autolizalo tenyészetbdl szarmazo) fermentleve rendelkezik-e antifungalis
hatdssal. Ennek érdekében a fermentlevet liofilizaltuk, majd a kis molekulatdmegii
(12600 Da-nél kisebb), esetlegesen szintén antifungalis hatéssal biré szekunder
metabolitoktol és antifungalis fehérjéktdl dializis segitségével szabadultunk meg. Az
igy nyert, mintegy hlszszorosara témenyitett fermentlének kilonb6z6 higitasait
hasznaltuk fel. A toményitett fermentlé kétszeres higitdsban géatolta az altalunk

vizsgalt valamennyi gombafaj csirazasat/ndvekedését (16. abra).
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Kontroll Kezelt Kontroll Kezelt

Aspergillus Penicillium
nidulans nalgiovense
Aspergillus Penicillium
rugulosus chrysogenum
Aspergillus Trichoderma
niger artroviridae
Aspergillus Fusarium
fumigatus oxysporum

16. abra Az Aspergillus nidulans FGSC26 térzs hlszszorosara tomeényitett és dializalt
fermentlevének antifungdlis hatasa kiilénb6z6 gombafajokkal szemben kétszeres higitasban.
Az dbran egy reprezentativ kisérlet eredmeénye lathato.

Megvizsgaltuk tobb, hidroldz termelésben seriilt mutans A. nidulans torzs
glikézmentes minimal tapkozegbe atmosott tenyészetbél szérmazé tOményitett
fermentlevének antifungalis hatésat is. A korabban vizsgalt fajok kozul az eredeti
termel6 torzset, az A. nidulans FGSC26-ot és egy jol detektadlhaté mddon reagald
fajt, a P. nalgiovensét vélasztottuk ki. Az FGSC26 tdrzs toményitett fermentleve
hatékonyan gatolta a sajdt és a P. nalgiovense novekedését/csirdzasat még
hlszszoros higitasban is (6. tdblazat). Ezzel szemben az alacsony hidrolaz termel6
képességgel rendelkez6 fluGl és AengAAchiB muténs torzsek toményitett
fermentleveinek esetében ez a gatlas elmaradt és a gatlas mértékének csokkenése
jellemezte a dengA és AchiB torzsek tdményitett fermentleveit is (6. tablazat). A
Apepd torzs esetében ugyanakkor a gatlas az FGSC26 kontroll térzs tdményitett
fermentlevénél tapasztalthoz hasonléan alakult. A ChiB és EngA 6nmagukban is
antifungélis hatast fejtettek ki, de a PepJ esetében ez a hatas elmaradt (6. tdblazat).
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Novekedés (%)

Minta

Kontroll Végsé higitas
2X 4X 10X 20X

FGSC26 100 + 8 30+5* 52+9* 73+11* 85+10*

100+ 9 38+7* 49+9* 63+10* 85+10*
FGSC744 100+7 909 94+11 95+38 98+ 10
(fluGl) 100+ 8 92+38 94 +7 99+ 10 101 +11
tNJ34.8 100 + 8 96+7 92+9 104 +12 99 +10
(dengA4chiB) - 100 + 10 87+9 92+38 99+11 97+ 10
tNJ12 100+ 9 67+12* 78+8* 84+9* 94+7
(4chiB) 100 + 10 69+8* 78+9* 83+9* 95+11
tNJ33.3 100 + 10 64+11 * 81+9* 89+12 91+11
(dengA) 100 + 10 53+6 * 64+9* 75+8* 88+11
tNJ76.7 100 + 10 42 £9* 57+8~* 78+7* 87+6*
(4pepd) 100 £ 11 41+9* 58+7* 74+8%* 85+8*
Tisztitott 100 + 11 59+12* 66+9* 79+8* 86+9
ChiB 100+ 9 43+6* 51+7%* 64+9* 87+9
Tisztitott 100 + 10 48 +6 * 56+8* 72+10* 81+11*
EngA 100+ 8 49+5* 68+7* 89+38 94+9
Tisztitott 100+ 9 91+8 91+8 95+ 10 102 +11
PepJ 100 £ 11 91+9 95+10 99+11 97 +10

6. tabldzat Kilonboz6 Aspergillus nidulans torzsek glikézmentes minimal tapkozegre
atmosott tenyészeteib6l szdrmazo fermentleveinek és a tisztitott ChiB, EngA, Pepl
hidrolazok hatdsa a Penicillium nalgivense (fekete) és az Aspergillus nidulans FGSC26
(piros) torzsek csirazasara/ndvekedésére. A szdzalékok a novekedés mértékét mutatjak az
adott kontrollhoz képest. Az abran 4 fliggetlen mérés atlagat és szorasat tintettem fel. A ,,*”
jelolés az aktualis kontrolltdl valo szignifikans eltérést mutatja (Student-féle t teszt; p < 5 %).

3.3.2 Az EngA és ChiB életképessegre, novekedésre, konidiumképzésre és fajok
kozotti interakciora gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az EngA és a ChiB extracellularis hidroldzok az autolitikus sejtfal
degradacioban betdltott szerepukon tdlmutatd jelentéségének felderitése érdekében a
AengA4chiB kettés mutans és a kontroll torzset tobb kilonb6zé szempontbdl is
megvizsgaltuk. Az életképesség id6 elorehaladtdval bekovetkezé csokkenését
glikdzmentes minimal tapkozegbe atmosott tenyészetekben tanulméanyoztuk. A
kései autolitikus fazisban 1évé tenyészetek életképességének megéallapitasa
érdekében a mérést az atmosast kovetéen 7, 11 és 14 nappal is elvégeztuk. Amint az

a 17. &bran lathato, a ZengAAchiB torzs életképessége tobbé-kevésbé allandd szintet
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mutatott, mig a kontroll torzs életképesseégét az autolizis el6rehaladtaval
folyamatosan csokkend tendencia jellemezte.

4,5
4,0 1

3,5
3,0
2,5
2,0

DCM (g/l)

1,5 4
1,0
0,5
0,0

7 11 14
Napok szama

17. abra Az életképesség valtozésa a tNJ34.8 (dengAdchiB, kék oszlopok) és a tNJ36
(kontroll, fehér oszlopok) torzsek gliik6zmentes minimal tapkodzegre atmosott autolizalo
tenyészeteiben. A 7, 11 és 14 napos tenyészetekbdl szarmazd mintékat friss, komplex
tapkozegbe helyeztiik. Az &bra a 15 6ra ndvekedés utani szaraztdmeg (DCM) értékeket
mutatja. Az abréan 4 fliggetlen mérés atlaga és szdrésa van feltiintetve.

A novekedés és a konidiumtermel6 képesseg Osszehasonlitasat celzo
vizsgalataink alkalmaval a szénforrasként glilkozt tartalmazé tapkozegen a ket torzs
novekedésében nem lattunk kilénbséget (7. tablazat). Azonban ha a tapkdzeg
glukoz helyett Na-acetatot és/vagy élesztokivonatot tartalmazott, a 4engA4chiB
kett6s mutéans torzs novekedese alulmaradt a kontroll térzzsel szemben (7. tablazat).
A AengA4chiB torzset ugyanakkor jobb konidiumképzés jellemezte; a képzodott
konidiumok szdma a kontroll torzs esetében alacsonyabbnak mutatkozott a vizsgalt
korulmények kozott (7. tdblazat).

Az EngA és a ChiB az A. nigerrel szemben mutatott interakciora gyakorolt
hatdsdnak tanulményozésakor a kontroll torzs az A. niger ndvekedésének

hatékonyabb gatlasara volt képes, mint a Z/engA4chiB kettés mutéans torzs (18. abra).
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Tapkozeg Osszetétele

Novekedési rata (mm/nap)

Konidiumképzés (millié
konidium/cm™)

10 g/l gliik6z
5 g/l éleszté kivonat

10 g/l Na-acetét

10 g/l Na-acetat, 5 g/l
élesztékivonat

tNJ34.8 tNJ36.1
(d4engAdchiB)  (kontroll)
48+04 50£05
9+1* 11+1
5+0,4* 6,2+0,5
3,6+0,3* 47+04

tNJ34.8 tNJ36.1
(dengAdchiB)  (kontroll)
54 + 8* 42+ 7

17 + 3* 9+2
3,8+0,4* 26+04
46 + 8* 29+6

7. tébldzat A tNJ36.1 (kontroll) és tNJ34.8 (dengA4chiB) torzsek novekedésének és
konidiumtermel képességének osszehasonlitdsa kilonboz6 tapkozegeken. A mérés az
oltastol szamitott 7. napon tortént. A tablézatban 5 fliggetlen mérés atlaga és szdrasa van
feltlintetve. A ,,*” jel6lés a kontroll torzsnél mért értéktdl valo szignifikans eltérést mutatja
(Student-féle t teszt; p <5 %).

18. dbra Az Aspergillus nidulans tNJ36.1 (kontroll; A) és tNJ34.8 (4engA4chiB; B) torzsek
az Aspergillus niger VG1 torzzsel szemben ndvesztve. A fotdék az Aspergillus nidulans
torzsek oltasatol sz&mitott 11. napon késziltek. A képen egy reprezentativ kisérlet

eredmeénye lathato.
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3.4 A szénéhezés hatdsara indukalodd és represszalodd gének azonositésa
microarray vizsgalat segitségéevel

A microarray vizsgalat soran egy novekvé és egy szénforras éhezo tenyészet
transzkripcids mintazatat hasonlitottuk 6ssze azon, a szénéhezés hatéséra indukalodo
és represszalodd gének azonositidsa céljabdl, amelyek esetlegesen az autolizis
folyamataban is szerepet jatszhatnak. A 20 0ras, novekvo tenyészeteket
glukozmentes minimal tdpkozegbe (szénforrés éhezo tenyészet), és 10 g/l glukozt

tartalmazé minimal tapkdzegbe mostuk &t (névekvo tenyészet).

Vizsgélt paraméterek t’\é?]\;zggt ts’ezr?;éésr;iié
Glukaz tartalom (g/l) 9+05 0*
Extracellularis 8-1,3-glukanaz aktivitds (U/ml)  2+0,3 9+1*
Extracellularis B-gliikozidaz aktivitas (U/ml) 0,24 + 0,03 0,9 +0,08*
Extracelluléris proteinaz aktivitas (U/ml) 0,2 +0,03 1,3+0,2*
Extracellularis kitindz aktivitas (U/ml) 0,2 +0,03 0,88 + 0,3*
Szuperoxid tartalom (pmol Et/mg DCM) 0,03+£0,01 0,06 + 0,01*
Peroxid tartalom (pmol DCF/mg DCM) 05+0,1 0,8+0,1*
Széraztdmeg valtozas (g/l) 1+£0,1 0+0,1*
pH 6,6+0,1 6,7+0,1
Vakuolizacio Nincs Van
Konidiogenezis Nincs Nincs
Szterigmatocisztin termelés Nincs Nincs
Fragmentacid Nincs Nincs

8. tdblazat Az autolizissel kapcsolatba hozhat6 néhany paraméter vizsgalata az FGSC26 torzs
10g/l glukozt tartalmazé (ndvekvd), illetve glikézmentes minimal tdpkozegbe (szénéhezd)
atmosott tenyészeteiben az atmosast kdvetéen 4 Graval. A tablazatban 5 fiiggetlen mérés
dtlaga és szordsa van feltintetve. A ,,*” jelolés a novekvd tenyészetben tapasztaltaktol
szignifikans eltérést jeloli (Student féle t-teszt p < 5 %).

A mintavétel idépontjat ugy valasztottuk meg, hogy a tenyészetek kozott a
klasszikus fizioldgiai modszerekkel is jol detektalhatd kilonbségek legyenek (8.
tablazat). A mintavétel idéponjdban a szénéhezo tenyészetet magasabb
extracelluléaris enzimaktivitasok jellemezték, bar azok még nem érték el az idésebb

tenyészetekre jellemzé szintet (8. tablazat). Ezzel dsszhangban sem széraztomeg
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csokkenés, sem fragmentacié nem jellemezte még a tenyészetet, azonban a
vakuolizaci6 mar megfigyelhet jelenség volt. A szénéhezd tenyészetben a
szuperoxid és peroxid tartalom magasabbnak mutatkozott, mint a ndvekvo tenyészet
esetében (8. tablazat), 6sszhangban a korabban tapasztaltakkal (Emri és munkatérsai
2004a). A mintavétel idépontjdban sem konidioforok és konidiumok képzédését,
sem szterigmatocisztin termelést nem tapasztaltunk. Erdemes azonban
kihangsalyozni, hogy a szénéhezé tenyészetben 24 oraval késobb a sejtek mar
jelentés mennyiségti (1-2 mg/g DCM) szterigmatocisztint tartalmaztak és gyengen
differencialt konidioférok jelentek meg, amelyekre szintén jellemz6 volt a
vakuolizacio és roviddel megjelenésiik utan levaltak, letoredeztek a hifakrol (19.
abra).

19. abra Konidiofér és konidiumok az Aspergillus nidulans FGSC26 torzs szénéhezo,
stillyesztett tenyészetében (oltastol szdmitott 48 h). Bar = 5 um.

A microarray vizsgalat alapjan a szénforras éhezés hatdsara 6sszesen 1676
gén aktivitasaban tapasztaltunk valtozast, ebbdl 816 represszidt, 860 pedig indukciot
mutatott. RT-PCR vizsgélatot 99 gén esetében végeztink. Az éhezé és ndvekvo
tenyészetekre kapott ACP értékek kulonbsége, a AACP jo korrelaciot mutatott a
microarray adatokkal (log; R), a korrelacios koefficiens 0,78 volt (20. abra). Az
indukalodott és represszalodott géneket feltételezett, illetve ismert funkciojuk
alapjan csoportositottuk (9. tdblazat).
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20. abra Korrelacio a 99 kivalasztott gén microarray (log2R értékei) és RT-PCR adatai
(AACP) kozott. A korrelacios koefficiens 0,78.

Szénéhezésre  Szénéhezésre

Feltételezett funkcid (kddolt fehérje) indukalodé represszalddo
gének gének

Szénhidrat  anyagcsere, légzés (a  sejtfal

poliszacharidok metabolizmusdban részt vevé gének 52 78

kivételével) (6sszesen)

Glikolizis és kapcsolédo folyamatok
Gliikoneogenezis, szénhidrat és szacharid bioszintézis
Pent6z-foszfat utvonal

Citromsav ciklus és kapcsolddo folyamatok
Légzés és kapcsolddo fehérjék

Hidrolazok, szacharid degradacio
Cukor-alkohol metabolizmus

Transzport

Lipid anyagcsere (6sszesen)

Ergoszterol bioszintézis és kapcsolodo fehérjék
Zsirsav szintézis és kapcsolodo fehérjék
Zsirsavbontas és kapcsolddo fehérjék
Foszfolipid, szfingolipid metabolizmus
Lipazok, foszfolipazok, észterazok, kutindzok
Transzport

Nitrogén anyagcsere (6sszesen)

Nitrét hasznositas

Aminosav, nukleotid bioszintézis

Aminosav, nukleotid bontés és bioszintézis
Aminosav, nukleotid bontas

Nukledzok
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Proteindzok

Transzport

Sejtfal anyagcsere (6sszesen)*

B-glikan szintézis

R-glikan hidrolizis

Kitin szintézis

Kitin hidrolizis/hasznosités

a-glikéan szintézis

a-glikén hidrolizis

Hidrofobinok

Egyéb sejtfal fehérjek

Redox homeosztazis és DNS repair (6sszesen)

Katal&zok, szuperoxid dizmutazok, peroxidazok

Glutation metabolizmus

Tioredoxin metabolizmus

Repair

Autofagiaban, ubikvitinacidban érintett és

proteoszoma fehérjék (6sszesen)

Autoféagia

Ubikvitinacio

Proteoszéma

Fehérjeszintézis és kapcsolado fehérjek (6sszesen) 50

Transzkripcid, transzlacio és kapcsolddo fehérjek 22

Folding, possztranszlacios modositas, szallitds és

kapcsolado fehérjék

Szabalyozas, jelatviteli fehérjék (6sszesen) 46

Transzkripcios faktorok, transzkripciondlis regulatorok 29

Egyéb 17

Fajok kozotti inteakciokban résztvevé fehérjék

(6sszesen)

Antifungélis fehérjék 2

Bakterialis sejtfal bontas 3

Penicillin szintézis 3

Szterigmatocisztin szintézis 0
4
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Melanin szintézis

Nem-riboszomalis peptid szintézis

Poliketid szintézis 3
Vegyes (6sszesen) 205 235
Nem karakterizalt fehérjék (6sszesen) 352 340
Osszesen 860 816

NFRPPFPPFPOOO

9. tablazat A microarray kisérletekben indukalodott és represszalddott gének funkcio szerinti
csoportositasa. ,,*”- a génlista de Groot és munkatarsainak (2009) cikke alapjan lett
Osszedllitva és a kitin oligomerek lebontasaban potenciondlisan résztvevé intracelluldris
enzimeket kodol6 génekkel lett kiegészitve.

A szénéhezés hatdsara a microarray adatok alapjan val6szindsitheté

valtozasok kozil az aldbbiakat szeretném kiemelni (9. tablazat):
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1) A glikéz aerob lebontasahoz kotheté folyamatok (glikolizis, pentoz-foszfat at,

citrat kor, 1égzés) aktivitdsa - transzkripciondlis szinten - csokkent.

2) A lipid-anyagcserében a szintézis-lebontds egyensulya a lebontds irdnyéaba

mozdult el. Szdmos, észterkotés hasitasara keépes hidrolazt kodol6 gén indukalodott.

3) A nitrat hasznositasahoz kothetd geének represszalodtak. Az aminosav, nukleotid

anyagcserében a hangsuly a lebont6 folyamatokra helyez6dott at, amit nukleazok és

proteindzok képzodése kisért.

4) A sejtfal anyagcserében érintett gének kozil szamos hidrolitikus enzimet kddold

gén indukalodott (kitin, B-glukdn és a-glikan hidrolizis), a sejtfalalkotok

szintéziséért felel6s gének ugyanakkor represszalodtak.

5) Toébb hidrofobint kédold gén indukélodott.

6) A redox homeosztdzishan szerepet jatsz6 gének (antioxidans enzimek, glutation

metabolizmus) aktivitdsaban valtozas kdvetkezett be.

7) Autofagidban kozremiikodé gének indukalodtak.

8) A szénéhezés hatdséra csak kevés, a fehérje szintézishez (transzkripcio,

transzlacio, folding, posszttranszlacidés modositasok, intracellularis szallitas) kothetd

gén represszalodott, szamos ilyen funkcidju gén indukélodott.

9) Tobb, szekunder metabolitok képzoédésében érintett gén indukcidja mellett

kisméretti antifungélis fehérjéket és antibakterialis hidrolazokat kdodolo gének is

indukalodtak. A melanin szintézisben érintett gének ugyancsak indukciot mutattak.
Az RT-PCR-es vizsgalatainkkal a 10. tablazatban bemutatott gének

aktivitasvaltozasat teszteltiik. Ezek kozll az alabbiakat szeretném kiemelni:

1) A glikolizisben kozremiikodé gpdA (glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendzt

kodold), a pentdz-foszfat Utvonalban szerepet jatszd gsdA (glikoz-6-foszfat

dehidrogendz), és a citA citrat szintetazt kodold gén, a feltehetéleg a citokrom C

oxidazt (AN10585) és az alternativ oxidazt (aoxA) kodold génekkel egyitt

represszalédtak. Az mstE kis affinitdst glitkoz transzportert kddolé és az AN3357

feltételezett monoszacharid transzportert kddol6 gének represszalddtak a fruktoz-

2,6-biszfoszfat szintéziséért felel6s pfkZ génnel egyditt.

45



2) Az mstA, AN5104, AN8347 és AN9168 feltehetoleg cukor transzportereket
kodolé gének, valamint a hxtA nagy affinitasi glikoz transzportert kddold gén
indukciot mutattak a bgIM R-gliikozidazt kodold génnel egyiitt.

3) A tpsA trehal0z-6-foszfat szintetdz alegységét kodold gén represszidt mutatott,
azonban a treA savas trehal&zt kddold gén indukélodott.

4) A chsF, chsB kitin szintetdz és a novekedd tenyészetekben aktiv chiA kitinazt
kodold gének represszalodtak, a chiB Kkitinazt és a nagA N-acetil-R-D-
glikdzaminidazt kodold gének indukalddtak. A kitin monomerek hasznositasédban
fontos kitin dezacetildzt (AN9380), N-acetilglik6zamin-6-foszfat-dezacetilazt
(AN1428) és glukozamin-6-foszfat-izomerdzt (AN1418) kddold gének szintén
indukalodtak.

5) A novekedo tenyészetekben aktiv fksA B-1,3-glikéan szintetaz, gelA és gelE -1,3-
transzglikolizdzok, az AN10779 R-1,6-glukén transzglikozidaz, valamint az egIC -
1,3-endogliikanaz egyarant represszalodtak. Az engA RB-1,3-endogliikanaz, az
ANO0245 (3-1,3(4)-endogliikanaz és az ANO779, illetve az AN4825 feltehetéleg R3-
1,3-exoglikandzokat kodold gének indukalodtak.

6) Az agsB a-1,3-gliikan-szintetaz alegységet kodol6 gén repressziot, mig a mutA a-
1,3-glikanazt kédol6 gén indukcidt mutatott.

7) Az AN7539 feltételezett hidrofobint kodold gén represszalodott, mig a rodA
hidrofobint kodold gén indukalodott. A sejtfal integritds utvonalahoz tartozé mpkA
és rImA gének nem mutattak indukciot szénéhezés hatasara.

8) A feltehetdleg az ergoszterol bioszintézishez kotédo hidroximetil-glutaril-CoA
szintetazt kodold6 AN4923 gén represszalddott a fasB zsirsav szintetdzt kdodold
génnel egyutt. Az AN8242 lipazt és az AN6464 észterazt feltehet6leg kodold gének
indukalodtak.

9) A niaD nitrat reduktdzt és a niiA nitrit reduktazt kodolé gének represszalodtak,
mig a tirozin lebontasaban fontos 4-hidroxifenilpiruvat-dehidrogenéazt kodold hpdA
gén indukalddott.

10) Tobb, feltehetdleg proteinazt (prtA, pepd, pepl, az AN8445, AN6438, AN2572,
ANB8498, AN2237) és nukleazt koédold gén (AN1723, AN11897, AN11062)
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indukciojat is megerdésitettik. Emellett kimutattuk a glutaminaz A-t kddolo gtaA gén
indukciojét is.

11) A glutation lebontéséért felelés, feltehetéleg y-glutamil transzpeptidazt kodolo
gének kozll mind az AN5658, mind az AN10444 indukalddott, azonban az AN3150
feltehet6leg y-glutamil-cisztein szintazt kodold gén aktivitdsa Iényegesen nem
véltozott.

12) Az AN1131 és a sodB gének altal kodolt szuperoxid dizmutdzok indukalddtak, a
sodA, catA és catB kataldz gének viszont represszalodtak. A NADPH dehidrogenézt
kodolé noxA gén nem mutatott indukciot.

13) A feltehetéleg az autofagidban érintett AN5174 és AN2876 gének (a S.
cerevisiae Atg5 és Atg22 ortoldgjai) indukalédtak a tipA TOR Utvonal gatlasaban
szerepet jatszé génnel egyltt. A metakaszpazt kddolé casA gén ugyanakkor nem
mutatott indukciot.

14) A fehérje foldingban koéremiikddé pdiA diszulfid izomerdzt kodold gén, a
poszttranszlaciés modositasban fontos a-1,2-mannozidazzal (mns1B) egyutt
indukalodtak, az intracellularis szallitdsban fontos gének (AN2738, AN1117)
mellett. Az ,,Unfolded Protein Response” folyamataban kozremiikdd6 hacA
transzkripcios faktor szintén indukciot mutatott.

15) Az anizin antifungalis feheérjét és feltehetleg egy hozza hasonlo fehérjét kodold
gén (AN11510), valamint a bakterialis sejtfalat hidrolizalé N,O-diacetil-muramidazt
kodold gének (AN6470) indukciot mutattak. Indukélodott az AN9129,
feltételezhetéen nem riboszomalis peptid szintetazt kodold gén a konidiofor
pigmentéciojaért felelés ivoA génnel és a melanin szintézisében érintett AN0230
feltehetleg tirozinazt kodold génnel egyitt. Az aflR  szterigmatocisztin
bioszintézisben kozremtikddo transzkripcids faktor ugyancsak indukciot mutatott.
16) A brlA és az xprG transzkripcids faktorokat kodold gének indukcidja szintén
megfigyelhetd volt az AN2265, feltehetéleg Ser/Thr protein kindzt kodolé gén

indukciojaval egyutt.
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Gén (Feltételezett) géntermék Log,R RT-PCR adatok
azonosito Novekvé  Szénéhezé
tenyészet  tenyészet
(ACP) (ACP)

Szénhidrat anyagcsere (a sejtfal metabolizmusban érintett gének kivételével)

AN5144 Feltételezett 6-foszfofrukto-2-kinz 2,55 53+0,8 10+ 1*
(Ptkz)

ANB8041 Glicerinaldehid-3-foszfat- 3,05 -32x04 -14+£03*
dehiderogenaz (GpdA)[1]

AN2981 Feltételezett gliik6z-6-foszfat-1- 2,37 -0,7+0,2 0,7+£0,2*
dehidrogenaz (GsdA)

ANB8275 Citrat szintetéz (CitA) [2] 3,54 51+05 6,2+£05*

AN2099 Feltételezett alternativ oxidaz (AoxA) 2,17 7+0,6 8,2+ 0,6

AN10585 Feltételezett citokrom C oxidaz 2,57 -39+04 -28+0,1*

AN5523 Trehaldz-6-foszfat-szintetaz alegység 2,37 3+0,3 4,4 +0,5*
(TpsA) [3]

AN9340 Savas trehalaz (TreA) [4] -2,14  39+05 2,1+03*

AN7396 Feltételezett 3-glikozidaz (BglM) 7147 126+1 8,1+0,7*

ANG6620 Glikozil hidroldz domént tartalmaz6 -484 4+05 3,7+0,3
fehérje

AN2017 Feltételezett a-glikozidaz (AgdA) -300 54+04 59+06

AN5860 Alacsony affinitasu glikoz transzporter 4,26 3+0,2 9,4+ 0,8*
(MSstE) [5]

AN3357 Feltételezett MFS monoszacharid 4,78 131+0,9 15+1*
transzporter

AN8737 Feltételezett MFS monoszacharid -404 6,6=0,7 3,5+ 04*
transzporter (MstA)

AN6923 Nagy affinitasi hexoz transzporter -2,77 56x04 -0,9 £0,2*
(HxtA) [6]

AN5104 Feltételezett MFS monoszacharid -2,39 53+0,6 1+0,2*
transzporter

ANB8347 Feltételezett hexdz transzporter 477 60,7 3,9+ 0,4*

AN9168 Feltételezett cukor transzporter -1,85 6,6+0,8 2,8+0,3*

ANG6669 Feltételezett MFS monoszacharid -1,9 141+1 14+172
transzporter

Lipid anyagcsere

ANB242 Feltételezett lipaz -3,13  71+08 24+04*

ANG6464 Feltételezett észterdz -5,35  123%1 6,5+ 0,8*

AN4923 Feltételezett hidroxi-metil-glutaril-coA 3,08 0,6+0,1 4,7+0,7*
szintetaz

AN9408 Zsirsav szintetaz (FasB) [7] 3,23 0,4+0,.2 1,5+0,3*

Nitrogén anyagcsere

AN1006 Nitrat reduktdz (NiaD) [8] 4,21 6,1+0,7 11+0,9*

AN1007 Nitrit reduktaz (NiiA) [8] 4,33 -3+0,3 3,5+04*

AN1899 4-hidroxifenilpiruvat-dioxigenaz -8,58 12+0,9 6,5+ 0,6*
(HpdA) [9]

ANB8559 Feltételezett 2-oxoizovaleriat -3,88 99+0,8 94+1
dehidrogenaz

AN5558 Alkalikus proteinaz (PrtA) [10] -458 49+05 0,6+0.2*

AN7962 Metalloproteinaz (PepJ) 247 4104 1+0,2*
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AN3393

ANB8445
ANG438
AN2572
ANB498
AN2237
AN2092

AN4282
AN1723
AN11897
AN11062
AN4809

Feltételezett deuterolizin tipusu
metalloproteinaz (Pepl)
Feltételezett aminopeptidaz [11]
Feltétlezett dipeptidil peptidaz [11]
Feltételezett dipeptidil peptidaz
Feltételezett proteinaz

Feltételezett karboxipeptidaz [11]
Feltételezett prolyl aminopeptidaz
(PapA)

Feltételezett aminopeptidaz
Feltételezett ribonukledz T1
Feltételezett ribonukledz T2
Feltételezett L-PSP endoribonukledz
Feltételezett glutamindz A (GtaA)

Sejtfal anyagcsere

AN4367

AN2523
AN8710
ANB8241
AN4871
AN9390
AN9380
AN1502

AN1418

AN1428

AN3729

AN7657

AN7511

AN10779

AN7950
ANO0472
ANO0245
ANO779
AN4825
AN3307

AN7349
AN7539
ANB8803
ANO0940
ANS666
AN2984

Feltételezett kitin szintetdz (ChsF) [12,
13]

Kitin szintetaz (ChsB) [12, 14]
Feltételezett kitin bioszintézis protein
Kitinaz (ChiA) [12, 15]

Kitinaz (ChiB) [12, 16]

Feltételezett kitinaz (ChiC) [12]
Kitin dezacetilaz [12, 17]
N-acetilglikézaminidaz (NagA) [12,
18]

Feltételezett glik6zamin-6-foszfat-
izomeraz

Feltételezett N-acetilgliikdzamin-6-
foszfat-dezacetilaz

B-1,3-gliikan szintetdz komplex
katalitikus alegység (FksA) [12, 19]
Feltételezett 3-1,3-transzgliikozilaz
(GelA) [12]

Feltételezett 3-1,3-transzgliikolizaz
(GelE) [12]

Feltételezett 3-1,6-glikan
transzgliikozidaz [12]
B-1,3-endoglikanaz (EgIC) [12, 20]
B-1,3-endoglilkanaz (EngA)
Feltételezett 3-1,3(4)-glikanaz [12]
Feltételezett 3-1,3-exoglikanaz [12]
Feltételezett 3-1,3-exoglikanaz [12]
Feltételezett a-1,3-gliikan-szintetaz
komplex katalitikus alegység (AgsB)
[12]

a-1,3-glikanaz (MutA) [12, 21]
Feltételezett hidrofobin [12]
Hidrofobin (RodA) [12, 22]
Feltételezett hidrofobin [12]

MAP protein kindz (MpkA) [12, 23]
Transzkripcios faktor (RImA) [12, 24]
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-4,22

-5,33
-3,93
-4,96
-1,87
-0,66
-4,48

-5,05
-7,48
-4,11
-7,21
-3,66

3,09

-0,92
-2,32
4,94

-3,47
-4,14
-8,14
-4,69

-4,39
-6,10
-1,30
2,82
3,74
3,45

2,27
-2,75
-5,62
-1,34
-4,44
4,35

-3,66
2,48
-2,74
-4,31
-0,01
1,90

119+1.2

57%+0,7
3+0,3
121+11
2,7+0,3
36+04
155+13

11,3+0,9
7,8%+0,8
33+04
59+0,6
6,4+0,6

7%0,6

4,7+0,6
2,7+0,6
4,4+0,5
4+0,6

123+1
3,1+04
4,1+ 0,4

3,4%0,5
75%1
4,7+0,6
-1,8+0,3
3,8%+0,5
12+1

1,7+£0,3
9+13

48+0,6
25%+0,3
6,3%+0,7
29+04

98+1
-1,2+0,2
70,7
43+0,5
153+1,2
1,3+£0,3

7,4%0,7*

1+0.2*
-1,5+0,1*
9,8+0,9*
1+0.2*
2,6 £0,4*
145+12

10,2+1
2,7+0,2*
2+0,1*
0,9+0,2*
1,9+£0,3*

11+1.2*

7,6 +0,7*
3,707
85+ 1*
0,2+0,1*
115+0,9
1,6 +£0,3*
1+0.2*

1+0.2*
4,5+ 0,6*
7,8+0,8*
-0,4 +0,2*
59%0,7*
14 +11*

5,4 +0,6*
2,1+0,4*
0,8 +0,2*
1,1+£0.2*
-0,6 £0,2*
6,7+0,7*

3,6 +0,3*
4,4+ 0,4%
1,4 +0,2*
39+04
16,1+1,3
1,8+0,3



Glutation anyagcsere, tioredoxin anyagcsere, katalazok, szuperoxid dizmutazok

AN3150 Feltételezett glutamat-cisztein ligaz 1,40 36104 39+0,3

AN5658 Feltételezett y-glutamil-transzpeptidaz =~ -2,97 5,4+0,5 3,2+ 0,4*

AN10444 Feltételezett y-glutamil-transzpeptidaz ~ -3,04 5,6 0,6 2,8+0,2*

AN5652 Feltételezett hidantoinaz/5-oxoprolindz  -344 25104 4,6+ 0,6%

ANB8218 Feltételezett tioredoxin reduktaz (TrxB) -2,79 3+0,4 2,5+0,3

ANO0241 Szuperoxid dizmutdz (SodA) [25] 0,58 01+01 22+03*

ANB577 Feltételezett Mn szuperoxid dizmutaz 2,50 4+0,3 1,7+0,2*
(SodB)

AN1131 Feltételezett Cu/Zn szuperoxid -457 3,805 0,3+0,1*
dizmutaz

ANB8637 Katalaz A (CatA) [26] 4,86 93+1 15,6 +1,3*

AN9339 Katalaz B (CatB) [27] 2,48 3+04 6 +0,5*

AN5918 Katalaz C (CatC) [28] -393 55+£07 45+06

Autofagiadban érintett gének

AN5174 Feltételezett autofagias fehérje (Atgb) -458 14+0,8 12,6 +0,7*
[29]

AN2876 Feltételezett autofagias fehérje (Atg22) -3,91 6,4%0,5 2,2+ 0,2*
[29]

AN5814 Feltételezett TOR Gtvonalban szerepet  -2,07  4,8+0,5 2,9+0,2*
jatszo fehérje (TipA) [30]

Foldingban, poszttranszlacids médositasban, intracellularis szallitdsban érintett gének

AN9397 Transzkripcios faktor (HacA) [31] -228 2,6+0,2 1,2+£0,1*

AN7436 Feltételezett diszulfid-izomerdz (PdiA) -2,52  51+0,5 1,6 +0,3*

ANO0787 Feltételezett a-1,2-mannozidaz -431 25%03 0,2+0,1*
(Mns1B)

AN2738 Feltételezett COPII vezikula membran  -3,25  45+0,5 3,1+04*
protein

AN1117 Feltételezett COPII vezikula membran  -2,47  2,1+0,2 0,8+0,1*
protein

Szekunder metabolit termelésben, fajok kozotti interakcidban részt vevé gének

AN2091 Feltételezett tirozin dekarboxilaz -408 39+03 34+04

ANO0230 Feltételezett tirozinaz [32] -407 56+07 -04%01*

AN10576 Nem riboszémalis peptid szintetaz -4,20 8,2%0,8 2,9+ 0,4*
(IvoA) [33]

AN9129 Feltételezett nem riboszomalis peptid -391  113+11 54+0,6*
szintetaz

AN7820 C6 transzkripcios faktor (AfIR) [34] -262 60,7 0,3+0,1*

ANG6470 N,O-diacetil-muramidaz [35] -7,16 91+1 2,2+0,4*

AN5046 Anizin [36] 496 75+08 25+03*

AN11510 Feltételezett atezin -495 128+1,2 56+05*

Egyéb

AN1414 Transzkripcios faktor (XprG) [37] -2,36  2,2+0,3 0,8+ 0,2*

ANO0973 Transzkripcios faktor (BrlA) [38] -428 8z+1 2,2+0,3*

AN2265 Feltételezett szerin/treonin protein -220 55%0,5 -0,1+0,2*
kindz

AN5457 NADPH oxidaz (NoxA) [39] -1,00 04+02 0,7+0.2

AN5712 Feltételezett metakaszpdz (CasA) [40] -0,48 -1+0,2 -0,8+0,2

10. tAblazat Az RT-PCR-rel ellenérzott gének relativ transzkripcidja (ACP: az adott gén, és a
referencia gén esetében kapott ciklusszamok kilénbsége) és log, R értékei (log, R < -2
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indukciot, log2 R > 2 repressziét mutat szénforrds éhezés hatdsara). A mintavétel a
glik6zmentes minimal (szénéhezé tenyészet) és a 10 g/l glikozt tartalmazd (ndvekvd
tenyészet) taptalajra valé &tmosast kovetéen 4 oraval tortént. Az RT-PCR adatok esetében 4
fliggetlen mérés atlagat és szorasat tuntettem fel. A ,*” jeldlés a két tenyészet kozotti
szignifikans eltérést jeloli (Student-féle t teszt; p < 5 %). A gének annotalasa a Broad
Institute és az Aspergillus Genome Database adatbazis mellett az alabbi forrdsok
felhasznalasaval tortént. Az adatokat a GO szamokkal is egybevetettiik.

1- Punt és munkatarsai 1988; 2- Park és munkatarsai 1997; 3- Fillinger és munkatérsai 2001;
4-d'Enfert és Fontaine 1997; 5- Forment és munkatarsai 2006; 6- Wei és munkatarsai 2004;
7- Brown és munkatarsai 1996; 8- Johnstone és munkatarsai 1990; 9- da Silva Ferreira és
munkatarsai 2006; 10- Pefia-Montes és munkatarsai 2008; 11- Schneider és munkatarsai
2010; 12- de Groot és munkatarsai 2009; 13- Horiuchi 2009; 14- Borgia és munkatarsai
1996; 15- Yamazaki és munkatarsai 2008; 16- Erdei és munkatarsai 2008; 17- Alfonso és
munkatarsai 1995; 18- Kim és munkatarsai 2002; 19- Kelly és munkatarsai 1996; 20- Choi
és munkatarsai 2005; 21- Wei és munkatérsai 2001; 22- Stringer és munkatarsai 1991; 23-
Bussink és munkatarsai 1999; 24- Fujioka és munkatérsai 2007; 25- Oberegger és
munkatarsai 2000; 26- Navarro és munkatarsai 1996; 27- Kawasaki és munkatarsai 1997; 28-
Kawasaki és Aguirre 2001; 29- Kiel és van der Klei 2009; 30- Fitzgibbon és munkatérsai
2005; 31- Saloheimo és munkatarsai 2003; 32- Nahlik 2007; 33- Birse és Clutterbuck 1990;
34- Yu és munkatarsai 1996b; 35- Bauer és munkatérsai 2006; 36- Eigentler és munkatérsai
2011; 37- Katz és munkatéarsai 2006; 38- Adams és munkatarsai 1998; 39- Lara-Ortiz és
munkatarsai 2003; 40- Cheng és munkatérsai 2003.
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4. Eredmények megbeszélése

4.1 Extracelluléris glukandzok vizsgalata az Aspergillus nidulans szénforréas
éhezéssel indukalt autolizal6 tenyészeteiben

Az autolizissel parhuzamosan bekovetkezd R3-1,3-glilkanaz termel6dest A.
nidulans (Nuero és munkatarsai 1993) mellett més fonalas gombéakban (pl. P.
chrysogenumban, Harvey és munkatarsai 1998; P. italicumban, Santos és
munkatérsai 1977; N. crassaban, Reyes és munkatarsai 1979) is megfigyelték mar és
feltehet6leg altalanosnak tekintheté a sejtfalukban jelentés mennyiségi B-1,3-
gliként tartalmazé gombék korében (Pitson és munkatéarsai 1993). Az A. nidulans
esetében Nuero és munkatérsai (1993) harom [-1,3-gliikandz aktivitdsi ezimet
izolaltak a fermentlébdl, melyek képzodését az autolizis jelenségével kotottek dssze,
azonban ezen enzimek azonositasa elmaradt.

Az A. nidulans szénforras éhezéssel indukalt autoliz&ld tenyészeteiben
magas extracellularis B-1,3-gliikanaz és 3-glilkkozidaz aktivitasokat detektdltunk (3.
tablazat). Elséként sikerilt azonositanunk A. nidulansban egy, az autolizis alatt
termel6dé extracellularis R-1,3-endogliikandzt (6/A &bra), mely MALDI-TOF
spektruma alapjan az engA (AN0472) gén termékének bizonyult. Az EngA a glikozil
hidroldzok 81-es csaladjaba tartozik, mely csaladba szamos élesztébél (pl. S.
cerevisiae, S. pombe, C. albicans) és fonalas gombabdl (pl. A. fumigatus, N. crassa)
azonositott extra és intracellularis enzim tartozik, de képviseldik megtalalhatoak
baktériumokban is (McGrath és Wilson 2006; Martin-Cuadrado és munkatarsai
2008). Az EngA a S. cerevisiae és a S. pombe szintén extracellularis Engl R-1,3-
endoglukandzaval mutat hasonlésagot, melyek a sejtszeparacié folyamataban
jatszanak szerepet (Baladrén és munkatérsai 2002; Martin-Cuadrado és munkatérsai
2003). Az EngA SDS poliakrilamid gélelektroforézissel meghatérozott mérete —
dsszhangban a szekvencia adatok alapjan josolt mérettel - 91 kDa-nak adédott (6/B
dbra). A gombék R-gliikanazainak mérete altaldban 20 és 80 kDa koz6tt mozog,
habar leirtak mar 150 és 230 kDa kdzé esé nagysaguakat is (Pitson és munkatarsai
1993). lzoelektromos pontja (7,05; 6/A &bra) Osszhangban van a gombéak R-

glikanazainal ltaldban tapasztaltakkal, amelyek 4,0 és 8,0 kdz6tt mozognak (Pitson
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és munkatérsai 1993). A gombéak R-gliikanazainak esetében a pH optimum altaldban
a savas tartomanyba, pH 4 és 6 kozé esik és aktivitasukat a pH 3-8 tartomanyban
sokaig megoérzik (Pitson és munkatarsai 1993). Az EngA pH optimuma 6,5-nek
adodott, de jelentés aktivitdst mutatott egészen pH 10,5-ig és a pH 5,5-8,5 kozotti
tartoméanyban stabilnak bizonyult (7. &bra). Erdemes megemliteni, hogy a
szénéhezés alatt képzédé ChiB Kitinaz pH optimuma az EngA-hoz hasonléan a pH
5,5-6,5 tartomanyba esett (Erdei és munkatarsai 2008) és szintén jelentés aktivitast
mutatott egészen pH 10,5-ig (nem kozolt adat). Ezen enzimek lugosabb pH-n
mutatott aktivitisa azért jelentés, mert szénéhezés alatt - az ammania felszabadulés
miatt - a pH folyamatosan emelkedik és meghaladhatja akéar a pH 9 értéket is (15/A
abra; Emri és munkatarsai 2004a). Az EngA-hoz hasonléan szdmos gomba [-
glukandz megoérzi stabilitdsat 50-60 °C-ig és szintén jellemzé a héstabilitastol
magasabb  hémérséklet optimum, ami ezen enzimek szubsztrat altali
stabiliz&lodasara utalhat (7. dbra; Santos és munkatéarsai 1977; Pitson és munkatéarsai
1993).

Az EngA autolizisben betoltott jelentésegének igazolasa érdekében
megvizsgaltunk egy AengA és egy AdengAchiB torzset. A ChiB extracellularis
kitinazrol mar korabban bebizonyosodott, hogy meghatarozo jelentéségii az autolizis
alatti sejtfal degradacio soran (Pocsi és munkatéarsai 2009). A chiB gén hianyaban az
autolizalé tenyészetek szarazanyag tartalma csak lassan csokkent, a fonalak
darabolddéasa és a pelletek szétesése nem, illetve csak igen idds tenyészetekben volt
megfigyelhet (8. abra; Pocsi és munkatarsai 2009). Hasonl6 fenotipus jellemezte a
AengA és a JengAAchiB mutans torzseket, ami igazolja, hogy az EngA
nélkulozhetetlen szereppel birhat a sejtfal hatékony lebontasaban az autolizis alatt
(8. abra). Erdemes azonban megemliteni, hogy a dengA torzs extracellularis B-1,3-
glukanaz termelése — bar jelentésen csokkent - nem sziint meg teljesen, rdadasul a
késoi autolitikus fazisban a B-1,3-glukanaz aktivitds meghaladta a kontroll torzsnél
tapasztalt szintet (9. &bra). A megfigyelt extracellulris R-1,3-gliikandz aktivitas
azonban nem biztositotta az autolizis normal lefolyasat (8. abra). A megmaradt
aktivitas, valamint Nuero és munkatarsainak (1993) eredményei més, az autolizis

alatt termel6dé extracelluléris B-1,3-gliikanazok termel6dését feltételezik. Emellett a
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delécios torzsekkel végzett vizsgélatok egy tovabbi érdekes megfigyelést
eredményeztek. A AengA torzs esetében az extracellularis R-1,3-glikandz aktivitas
mellett csokkenést mutattak az extracellularis R-gliikoziddz, Kkitindz és proteinaz
aktivitasok is, illetve a AengA4chiB torzsben is alacsonyabb extracelluléris B-
glukozidaz és proteindz aktivitasok voltak mérhetéek, mint a kontroll torzsben (9.
abra). Az enzimaktivitasok hasonloképpen alakultak a AchiB torzsnél is, amelyre az
extracellularis Kitindz aktivitas hianya mellett az extracellularis B-1,3-glikanaz, R3-
glukozidaz és proteindz aktivitdsok csokkenése is jellemezé volt (9. &bra). Ez a
tendencia megmutatkozott a prtA, pepJ proteindzok és a chiB kitindz gének
transzkripcidjdban is (2. tdblazat). Ezen megfigyelések egy lehetséges magyarazata
azzal lehet osszefliggésben, hogy a sejtfal degradacidjaban valamely kozponti
jelentéségii enzim hianya, vagy csokkent aktivitdsa a felszabadulé sejtfal
poliszacharid monomerek mennyiségének csokkenését vonhatja maga utan. A [-
glikén hidrolizise soran felszabaduld dimer és trimer termékek R-gliikandzok
képzodést indukald tulajdonsdga (Stoppok és munkatarsai 1982; Pitson és
munkatérsai 1993), valamint az N-acetil-D-glikdzamin, N,N’-diacetil-kitobiéz és
N,N’,N’’-triacetil-kitobiéoz ChiB kitindzt induk&ld hatasa (Pusztahelyi és
munkatéarsai 2006) egyarant ismert jelenség. Elképzelhet6, hogy a sejtfal lebontas
intenzitdsdnak csokkenése e pozitiv feed back szabalyozas elmaradasan keresztil
befolyasolta a hidrolitikus enzimek termelédését.

A szénéhezo tenyészetekben megfigyelhetd R-glikandz termelés
szabalyozasanak vizsgalatakor a FIluG-BrlA jelatviteli atvonal kozponti
jelentéségiinek bizonyult, amit az engA gén RT-PCR-es vizsgélata is megerésitett
(3. tablazat). Ugyanakkor sem a FadA, sem a GanB heterotrimer utvonalakat érint6
mutaciok nem voltak hatéssal a szénéhezé tenyészetek extracellularis B-1,3-glukanaz
termelésére és a karbon katabolit represszor creA mutaciojéra is csak a B-glikozidaz
termelés bizonyult érzékenynek (3. t&blazat). Hasonl6 eredményt tapasztaltak az
eglC RB-1,3-endogliikanaz transzkripcidjanak vizsgalatakor, ahol a fadA és creA
mutacioi szintén nem voltak hatassal ezen gén transzkripcids szintjének valtozasara
(Choi és munkatarsai 2005). Erdemes felhivni a figyelmet az extracelluléris R-1,3-

glukandz és Kkitindz termelés szabalyozasanak kozos elemeire. A szénéhezé
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tenyészetek kitinaz termelését ugyancsak nem befolydsoltdk sem a FadA, sem a
GanB heterotrimer G protein Gtvonalakat érinté mutaciok (Molnar és munkatarsai
2004; 2006), ugyanakkor a FluG-BrlA utvonal mutécioi a kitinaz termelésben és a
chiB transzkripcids szintii szabalyozasaban is kodzponti jelentéségiinek bizonyultak
(Pocsi és munkatéarsai 2009). A szabalyozasbeli hasonldsdg, a dengA és a AchiB
torzsek megegyez6 - nem autolizal6 - fenotipusa mellett, szintén alatamasztja azon
feltételezéstinket, miszerint az EngA R-1,3-endogliikandz a ChiB Kkitindzhoz
hasonldan részt vesz a sejtfal szénéhezé tenyészetekben torténd lebontasaban.
Autolizisben betoltott kozponti jelent6ségik miatt az EngA és a ChiB jo célpontai az

ipari szemponbol kedvezé pelletes morfologia megtartasat célzé kutatdsoknak.

4.2 Extracellularis proteindzok vizsgalata az Aspergillus nidulans szénforréas
éhezéssel indukalt autolizalé tenyészeteiben

Az autolizis alatti proteindz termelés méar régéta ismert jelenség a gombak
korében (Santamaria és Reyes 1988) és egyben az autolizis kezdetének,
intenzitasanak, lefolydsanak jellemzésére hasznalt paraméterek egyike (Mcintyre és
munkatérsai 2000). Mclintyre és munkatéarsai (2000) a P. chrysogenum autoliz&lo
tenyészeteib6l szerin, aszpartat és metalloproteindzokat is kimutattak. Bar az A.
nidulans autolizal6 tenyészeteit szintén magas extracellularis proteindz termelés
jellemzi (Emri és munkatarsai 2004a), ezen enzimekrél csupan keves adat all
rendelkezésre.

Vizsgalatainkban egy 0j, eddig enzim szinten nem azonositott proteindz
képzodését sikertlt kimutatnunk az A. nidulans szénforréas éhezessel indukalt
autolizalo tenyészetébol (10. &bra). A kromatofokuszalassal megtisztitott 19 kDa
mérett fehérje MALDI-TOF spektruma alapjan a pepJ (AN7962.3) gén termékének
bizonyult. A pepJ gén egy extracellularis termel6dést jelzé szignalszekvenciaval
rendelkezé deuterolizin tipusi metalloproteindzt koédol. A szekvencia alapjan
varhatdé molekulamérete (37 kDa) mintegy kétszer nagyobb az &ltalunk, SDS
poliakrilamid  gélelektroforézissel kapott méretnél (10/B  &bra), mely
poszttranszlacios maédositas (proteolitikus hasitds) meglétére utalhat. Hasonld

jelenség figyelheté meg az A. oryzae proteindzanak esetében (az AO090010000493
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gén altal kodolt deuterolizin tipusu neutrélis proteinaz 1), ahol a 353 aminosavbol
allo prekurzor fehérje az érés utan mar csak 177 aminosav hosszUsagu és 19 kDa-0s
molekulaméretet mutat (Tatsumi és munkatarsai 1991). Emellett a P. citrinum
penicillolizin proteinaza (177 aminosav; 18 kDa) éretlen formaban szintén tartalmaz
egy, az érett enzimbdl hidnyzo 155 aminosavbdl allo szekvenciat (Matsumoto és
munkatarsai 1994). A szekvencia adatok mellett, a PepJ EDTA-val vald
gatolhatésdga szintén arra utal, hogy az Altalunk megtisztitott enzim egy
metalloproteindz. Az enzim ligos tartomanyba esé izoelektromos pontja (pl 8,6;
10/A &bra) a penicillolizinnel mutatott hasonlésagot (pl 9,6; Yamaguchi és
munkatéarsai 1993). Habar a PepJ pH optimuma pH 5,5-nek adddott, a lugos
tartomanyban (pH 10,5-ig) is szamottevo aktivitast mutatott és aktivitasa a pH 3,5-
10,5 tartoméanyban stabilnak mutatkozott (11. &bra), azaz a PrtA (Pefia-Montes és
munkatérsai 2008), EngA és ChiB hidroldzokhoz hasonldan képes aktivitasat
megdrizni a szénéhezés alatt a pH lugosodésa ellenére is. A PepJ homérséklet
optimuma 65 °C-nak adodott. A 95 °C-on torténd eléinkubalds gyorsan inaktivalta
az enzimet, de a 95 °C-on detektalt enzimaktivitds még igy sem maradt el a 37 °C-
on detektalt értékektsl (11. abra). Bar a deuterolizin tipusu proteindzok &ltaldban
stabilak magas hémérsékleten (az A. oryzae és A. soyae deuterolizinje stabilnak
bizonyult 100 °C-on is; Doi és munkatarsai 2003; Sekine 1972), a P. citrinum
penicillolizinje magas hoémeérsékleten — a PepJ-hez hasonléan - gyorsan
inaktivalodott (Doi és munkatarsai 2004). Erdemes megemliteni, hogy a PepJ és a
PrtA enzimoldgiai tulajdonsagai némileg eltérnek egymastol — a PrtA izoelektromos
pontja: 4,5; molekulatémeg: 37 kDa; pH optimuma: 8,5; hdmérséklet optimuma: 40
°C (Pefia-Montes és munkatarsai 2008). Emellett a PepJ a PrtA-val ellentétben nem
képes a zselatin szubsztrat hasitasara (Szilagyi és munkatarsai 2011). Feltehetéleg a
termelt proteindzok sokfélesége biztositja, hogy a tenyészetek valtozatos
korulmények kozott sokféle szubsztrat jelenlétében is hasznédlhatd proteindz
aktivitassal rendelkezzenek.

A prtA és pepJ autolizisben betdltott jelentéségének felderitése érdekében
megvizsgaltunk egy AprtA, egy Apepd és egy AprtAdpepd torzset. Ezen delécids

torzsek esetében bar jelentésen csdkkent az azokazeinnel detektalhatd extracellularis
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proteindz aktivitas (13/A &bra), nem tapasztaltunk lényeges valtozast az autolitikus
sejtfal degradacié lefolydsdban (12. abra). A PrtA és a PepJ szerepe a sejtfal
degradacié folyamatdban és igy az autolitikus fenotipus kialakitdsdban kdzel sem
olyan jelentés, mint azt az EngA és ChiB eseteben lattuk. Ugyanakkor a megmaradt
azokazeindz aktivitas, a mutans torzsekben BSA-val mért (13/B abra), viszonylag
nagyobb aktivitdsok mellett tovabbi extracellularis proteindzok jelenlétére utal egy,
a zimogram analizis soran megfigyelheté harmadik, szintén 19 kDa méretii proteinaz
jelenléte (Szilagyi és munkatarsai 2011). Erdemes tovabba megjegyezni, hogy az A.
nidulans bikkfa lombhulladékan val6 ndvesztése soran a celluldz és pektinaz
aktivitasok mellett jelentds proteinaz aktivitast is megfigyeltek. Osszesen 11
extracellularis proteindzt azonositottak, melyek kozott szerepelt a PrtA és a PepJ is
(Schneider és munkatarsai 2010). Elképzelhetd, hogy a PrtA és PepJ hidnyaban ezen
enzimek valamelyike biztositotta a sejtfal fehérjekomponenseinek lebontasat.

Az extracellularis proteinaz termelés a termék degradacidjanak veszélye
miatt komoly probléméat testesit meg a heteroldg expresszids rendszerekben.
Felhivnam a figyelmet arra, hogy az A. oryzae, pepJ-vel ortologiat mutatd nptB
génjének Kilitése, 22%-al ndvelte a human lizozim heteroldg expressziojanak
hatékonyséagat (Kimura és munkatéarsai 2008). A prtA és a pepJ gének eliminalasa az
A. nidulanson alapuld heterolog expresszié esetében is jelentdsen javithatja a
kihozatalt, megakadalyozva a termék lebontésat a fermentacid kései szakaszaban,
amikor is a szenforrds mennyiségenek csokkenése miatt képzodésiik szdmottevo
lehet. Hatékony heterol6g expresszios rendszerek kifejlesztése érdekében szintén
szikségszerii tovabbi, a szénéhezés hatasara termel6do extracellularis proteindzok
azonositésa.

A szénéhezés alatt termelédo extracellularis proteindzok szabalyozésanak
megismerését célzo vizsgalataink alkalméaval a FIuG-BrlA sporulacios jelatviteli
utvonal - a koradbban vizsgalt engA R-1,3-endogliikanazhoz és chiB kitinazhoz
hasonléan - meghatarozénak bizonyult mind az extracellularis proteinazok, mind a
prtA és a pepJ szabélyozasdban is (5. tablazat). A vizsgélt FadA és GanB
heterotrimer Utvonalak mutacioi ugyanakkor nem mutattak a fluG és brlA

mutacioihoz hasonlod jelentdséget, csak kisebb mértékben befolyésoltak a proteinaz
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termel6dést és megndvekedett proteindz aktivitasokat eredményeztek (5. tablazat).
Kisérleteink egyik meglepé megallapitasa az volt, hogy a tenyészetek proteindz
termelése erésen fiiggott a szénforrds éhezés indukalasanak maodjatol. A kontroll
torzstl eltéréen a creA gén delécidjat kiséré megemelkedett extracellularis
proteinaz termelés kifejezettebb volt nem atmosott kortilmények kozott (14. abra).
Hasonl6képpen magasabb aktivitdsok jellemezték a AbrlA és AprtA térzsek nem
atmosott kultdrait, bar ez a jelenség itt a késoi autolitikus fazisban jelentkezett (14.
abra). A megfigyelt jelenségért ugyanakkor nem az élesztokivonat jelenléte, vagy
hianya lehetett a felelés (14. &bra). A kétféle tenyésztési korilmény kozotti f6
kulonbséget a stacioner fazis megléte, illetve hianya jelentette. Nem &tmosott
korulmények kozott a sejtek a szénéhezéssel egy rovid (5-10 oOra hosszUséagu)
stacioner fazis utdn szembesilinek, amikor kis mennyiségben még jelen vannak
hozzaférhet6 tdpanyagok (glikoz, az élesztokivonatbdl szarmazo peptidek és egyéb
tapanyagok). A mosott sejtes kisérletekben a meg ndvekvo tenyészetek kdzvetlenul
szénforrasmentes tdpkozegbe lettek atmosva. Azaz, a mosott sejtes tenyészetekben a
szénforrds éhezés kozvetlenill érte a még novekvo sejteket, rdadasul maga az
atmosési folyamat is stressz a gombak szamara. A nem atmosott tenyészetek
esetében ugyanakkor hosszu id6 allt rendelkezésre, hogy a sejtek felkésziljenek a
szénéhezé korllményekre. Eredményeink arra utalnak, hogy a proteindzok
képzodése igen komplex szabalyozas alatt all és e szabalyozas egyes elemei a
stacioner fazis alatt aktivlodhatnak. A stacioner fazis elmaradasakor e hatasok az
autolitikus fazisban mar nem tudnak érvényestini.

Az extracellularis proteindz termelés szabalyozasaban nagy jelentésége van
a kornyezet pH-janak is (Katz és munkatarsai 2000). Az A. nidulans pH
szabalyozasi Utvonaldban a PacC transzkripcios faktor kiemelkedé szerepet jatszik
(Tilburn és munkatarsai 1995). A PacC inaktiv formaban szintetizalodik, majd
alkalikus kortulmények kozott kétlépéses proteolizis altal aktivalodik (Diez és
munkatarsai 2002) és a palD (alkalikus foszfatazt kodol), valamint az ipnA
(izopenicillin-N-szintetazt kddol) mellett a prtA aktivalasédban vesz részt (Pefialva és
Arst 2002). Nem meglepé tehat, hogy a pacC génben delécids torzs vizsgalatakor az

alacsonyabb extracellularis proteinaz aktivitdsok mellett a prtA gén expresszidjaban
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is csOkkenést tapasztaltunk (5. tablazat). Emellett fermentorban végzett
kisérleteinkben a pH folyamatos emelkedését figyeltiik meg, ami dsszhangban van
azzal a megfigyeléssel, hogy az autolizis alatt az aminosavak és peptidek lebontasa
kovetkeztében ammonia szabadul fel (15/A &bra; Emri &s munkatarsai 2004a).
Emellett lugosabb pH-n a magasabb extracellularis proteindz aktivitasokat a prtA és
pepJ nagyobb mértéki expresszoja Kisérte, azonban - bar csokkent — nem sziint meg
a proteinaz termelés pH 6,5-6n sem (15. abra). Osszességében tehat az autolizis alatt
kialakulé lugos pH kedvez az extracellularis proteindz termelésnek, mely hatés
részben a lagos kortlmények kozott aktivalodd PacC transzkripcids faktoron
keresztul valosul meg. A proteindzok termelédésének indukcidjaban azonban —
legaldbb is az A. nidulans esetében - mas tényezok (pl. éhezés) jatszhatjak a

foszerepet.

4.3 Az autolizis alatt termelédé extracellularis enzimek a sejtfal lebontasan
talmutato jelentéségének vizsgalata

Az autolizis jelenségét kisér6 magas extracellularis hidrolaz aktivitas
tovabbi szerepének felderitése érdekében tobb kilonbdzé vizsgalatot vegeztiink el.
Az antifungélis hatés tesztelése soran azt tapasztaltuk, hogy az A. nidulans kontroll
torzsének extracellularis hidrolazokban gazdag, autolizalo tenyészetbdl szarmazéd
koncentralt fermentleve gatolta szdmos gombafaj csirazasat/novekedését (16. abra).
A Kildnbozé, hidrolitikus enzimtermelésben sériilt mutansok (flugl, AengA, AchiB,
AengAchiB) autolizdlé tenyészeteib6l nyert fermentlevek csokkent antifungalis
hatéséan, valamint az EngA és ChiB tisztitott formaban mutatott csirdzas/névekedés
gatlé hatdsan keresztll megbizonyosodtunk arrdl, hogy a tapasztalt hatas hatterében
a fermentlében jelen lévé extracellularis enzimek (elsésorban az EngA és ChiB)
alltak (6. tablazat). Kitindzok és gliikanazok antifungalis hatasat szdmos esetben
leirtdk mar. A szakirodalomban fékeént a mikoparazita Trichoderma fajok &ltal
termelt enzimek antifungalis hatdséra talalhatunk példakat, melyek kozil
kiemelném, hogy a T. harzianumbdl izolalt, a ChiB-hez hasonlé molekulatémegi,
43 kDa méretii kitindz és az EngA-hoz hasonlé nagyséagu, 74 kDa méretii B-1,3-

endoglikandz szintén ndvekedésgéatold hatast valtott ki Sclerotium rolfsiival
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szemben (El-Katatny és munkatarsai 2001). Ugyanakkor beszdmoltak mar
bakterialis (Nielsen és munkatarsai 1997; Hong és Meng 2003; Reyes-Ramirez
2004) és novényi (Karasuda és munkatarsai 2003; Liu és munkatarsai 2009) R-
glikanazok és kitinazok antifungalis hatésardl is. A PepJ proteindz azonban nem
mutatott az EngA-hoz és ChiB-hez hasonld mértékii csirazas/ndvekedés gatlo hatast
és a ApepJ torzs esetében sem lattunk lényeges csokkenést az antifungélis hatés
kifejtésében (6. t&blazat). Felhivndm a figyelmet azon megfigyelésre, hogy a
Bacillus megaterium proteinaza képes volt inaktivalni a Rhizoctonia solani
extracellularis enzimeit (Bertagnolli és munkatarsai 1996). Emellett a T. harzianum
proteolitikus enzimek szekrécidjaval hatékonyan inaktivélta a Botritis cinerea &ltal
termelt enzimeket, valamint a T. harzianum izoldtum B. cineredhoz val6 keverése
megemelkedett proteindz szintézist valtott ki (Elad és Kapat 1999). Azaz, az
extracellularis proteindzok amellett, hogy részt vehetnek az idegen fajok sejtfalanak
lebontdsdban (De Marco és munkatarsai 2002), jelentéséggel birhatnak a
kornyezetben eléforduld mikroorganizmusok altal termelt enzimek inaktivalasaban
is (Elad 2000).

A novényvédelemben a kémiai védekezés alternativajaként alkalmazott
biokontroll eljaradsok sikere gyakran a kitinazok és R-1,3-glikkandzok antifungalis
hatdsan mulik (Gohel és munkatarsai 2006). A védekezés torténhet - gomba, illetve
baktérium eredetii - kitinazok és gliikanazok ndvényekben valé heterolog
expressziojaval, vagy extracellularis litikus enzimeket termelé mikroorganizmusok
(pl. Trichoderma) alkalmazasaval egyarant, mindkét esetben a termelt sejtfalbonto
hidrolazok akadalyozzadk meg a patogén faj elszaporodasat, illetve kolonizacidjat
(Gohel és munkatéarsai 2006). Munkank jelentésége abban all, hogy felhivja a
figyelmet a biokontrollban hasznélhatd sejtfalbontd enzimek kiterjedtebb
vizsgalatanak jelent6ségére, hiszen a mikoparazita gombék (pl. Trichoderma fajok)
és baktériumok (pl. Bacillus) altal termelt sejtfalbontd enzimek mellett szaprofita
gombafajok kitindzai, glikanadzai is hatékonyak lehetnek, igy ezen fajok
szisztematikus vizsgalataval kiboviulhet a biokontroll folyamataban alkalmazhato

enzimek kore.
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Vizsgalataink alapjan a 4engA4chiB torzs életképessége lassabban csdkkent
az autolizis elérehaladtaval a kontroll térzshdz viszonyitva (17. abra), mely jelenség
magyarazataul szolgalhat az EngA és a ChiB a termel6 torzsre kifejtett antifungalis
hatdsa (6. tablazat). Hasonlo jelenséget tapasztaltak Shin és munkatarsai (2009),
amikor a nagA gén Kiutése a sejtpusztulas mértékének csokkenését eredményezte.
Rdévidebb (7 napos) periddus alatt és nem atmosott tenyészetekben - ahol a hidrolaz
termelés alulmarad a glik6zmentes minimal tapkdzegbe atmosott tenyészetekben
tapasztaltakhoz képest — a termelt hidrolazoknak az életképességre gyakorolt hatésa
azonban nem bizonyult szignifikAnsnak (Emri és munkatarsai 2005b; Pocsi és
munkatérsai 2009). Ez azt sugallja, hogy a tenyészetek - legaldbbis egy ideig -
képesek ellenallni ezen enzimek karos hatasanak.

Feluleti kulturdkban az EngA és ChiB képzddése csokkentette a
konidiumtermelés képességét (7. t&blazat). Azonban ha glikéz helyett mas
szénforrast alkalmaztunk (Na-acetdt és/vagy élesztokivonat), a kontroll torzs
gyorsabb ndvekedésre volt képes, mint a AengAAchiB Kkettés mutans torzs (7.
tablazat). Ezen megfigyelésink dsszhangban van azzal a feltételezéssel, miszerint a
tenyészet Oregebb részeinek ,,ujrahasznositisa” segitheti a ndvekedést (Bainbridge
és munkatarsai 1971; Mclntyre és munkatarsai 1999; 2000). A hifak 6regebb,
disztélis részeinek makromolekulai hidroliz&lnak, hogy ezzel monomereket és/vagy
tdpanyagokat szolgaltassanak az apikalis régiok nodvekedésének fenntartdsdhoz
(Mclntyre és munkatérsai 2000). Ha a sejtfal lebontésa zavart szenved, e hidrolizis
termékek utanpotldsa elakad, a ndvekedes lassulasat vonva maga utén.
Megfigyeléseink elvetik ugyanakkor annak a lehetéséget, hogy az autolizis sorén a
sejtfal bontasaval nyert tapanyagok a konidiumképzés soran hasznosulnanak (Emri
és munkatarsai 2008).

Az A. nigerrel szemben folytatott interakcios vizsgélataink soréan a kontroll
torzs hatékonyabban volt képes gétolni az A. niger ndvekedését (18. abra). Ezen
folyamatban az EngA és ChiB val6szinileg nem kozvetlenil - az A. niger
sejtfalanak bontéséaval - hanem kozvetve - a vegetativ ndvekedés és ezen keresztil a
tdpanyagok gyors felhasznaldsanak eldsegitésével - vehetett részt. Ezen

kisérletekben természetesen nem zarhatd ki az enzimeknél lényegesen
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diffuzibilisebb szekunder metabolitok, vagy kisméretii antifungélis fehérjék
képzodése sem (Eigentler és munkatarsai 2011), amit az EngA és ChiB a telepmeéret
novelésére gyakorolt pozitiv hatasukkal kozvetve szintén elGsegithettek. Tehat az
extracellularis hidrolazok a gombatenyészetek okologiajara is jelentés befolyést
gyakorolhatnak. Az exogén, vagy endogén eredetii biopolimerek lebontasan és
hasznositasan keresztil befolyasolhatjdk a tenyészetek novekedését, amelyen

keresztul erdsithetik a tenyészet kompeticios képességét is.

4.4 A szénéhezés hatdsara indukalodd és represszalodd gének azonositésa
microarray vizsgalat segitségevel

Transzkripciés vizsgalatainkban (microarray, RT-PCR) a szénéhezés
hatdsara megfigyelheté korai transzkripcionalis véltozasokat tanulméanyoztuk.
Eredményeink alapjan a szénforras éhezés igen komplex, sok gént érintd
transzkripcionalis valtozast okozott a tenyészetekben, dsszesen 1676 gén aktivitasa

valtozott meg (9. tablazat).

4.4.1 Valtozasok a sejtfalhomeosztazisban

Bar a 4 h-s tenyészetekben szamottevé szarazanyag tartalom csokkenés és
hifafragmentacio (autolitikus sejtfal degradacié) még nem volt megfigyelheté (8.
tablazat), a transzkripcios adatok alapjan a sejtfalhomeosztazisban résztvevé gének
aktivitdsa mar ebben az idépontban jelentésen atalakult. A sejtfal kitin, 3-1,3-glukéan
és o-1,3-glukédn alkotdinak esetében egyarant a szintetikus folyamatok héattérbe
szoruldsa és a degradativ folyamatok el6térbe kertilése volt jellemzé a szénéhezés
hataséra. Represszalddtak a kitin szintetdzok I11-as csoportjaba tartozd chsB és chsF
gének (10. tablazat), melyek kozil a ChsB esetében kordbban kimutattdk a
ndvekedés soran betoltott kdzponti jelentéségét (Yanai es munkatarsai 1994; Borgia
és munkatarsai 1996). A chiA kitinazt kodold gén - Osszhangban Pusztahelyi és
munkatérsai kordbban kapott eredményeivel (2006) - szintén repressziét mutatott
(10. tablazat). A ChiA egy GPIl-horgonnyal rendelkezé6 enzim, amely

valdszindsithetéen a kitin rigid struktdrajanak lazitdsaban vesz részt a konidiumok

62



csirdzasakor, a hifa eladgazasok Kkialakitdsakor, valamint fontos az Ujonnan
szintetizalt kitin sejtfalba torténé beépuléseben is a hifdk cslcsi régiojaban
(Yamazaki és munkatérsai 2008). A korabban mar vizsgalt chiB kitindz és nagA N-
acetil-R-D-glik6zaminiddz  szénéhezés alatti  induk&lodasat  eredményeink
megerdsitették, ugyanakkor a chiC expressziojaban nem tapasztaltunk lényeges
valtozast (10. tablazat), ami szintén 6sszhangban van a kordbban tapasztaltakkal
(Pusztahelyi és munkatarsai 2006). Ezen felil megfigyeltik tovabbi, a Kkitin
lebontdsdhoz kothet6 gének indukalodasat. A kitin kitozdnna vald alakitasaban
fontos kitin dezacetilaz aktivitasu enzim autolizis alatti termelédését A. nidulansban
Alfonso és munkatarsai (1995) is bizonyitottak. Az aktivalt Kkitin monomerek
lebontdsdban  kdzremiikddé  N-acetil-gluk6zamin-6-foszfat  dezacetildz  és
glikdzamin-6-foszfat izomerdz enzimeket koédold gének ugyancsak induk&lodtak
(10. tablazat). Ezen enzimek miikddése nélkulozhetetlen a kitin C (és N) forrasként
val6 hasznositdsa sordn, igy indukciojuk a Kitin energiaforrasként valo
felhasznalasara utal. Ez 6sszhangban van azon korabban emlitett megfigyelésiinkkel,
miszerint fellleti kulturdkban — ahol a ndvekedés és a szénéhezés a telep kilénb6z
részein, de egyidoben megfigyelheté - a AengAAchiB kettés mutans torzs
ndvekedése elmaradt a kontroll térzshdz képest gyengén hasznosithaté szénforrast
(Na-acetét és/vagy élesztokivonat) tartalmazo taptalajon (7. tablazat).

A R-1,3-glikdn metabolizmusaban a szintetikus folyamatok héttérbe
szorulasara utal az fksA, R-1,3-glukén szintetdz katalitikus alegységét kdédold gén
represszidja (10. tdblazat), amely a S. cerevisiae Fksl és Fks2, a R3-1,3-glukén
szintézishen kozponti jelentéségl fehérjeihez nagy hasonlésagot mutatd fehérjét
kodol és feltehetéen az egyetlen FKS tipusu fehérje az A. nidulansban (Kelly és
munkatarsai 1996). Emellett a -1,3-glikan lanc elongéaci6jan keresztll a sejtfal
bioszintézisben szintén fontos szerepet betdlto 3-1,3-transzgliikozildzok (Mouyna és
munkatéarsai 2000) képzodését ugyancsak represszid jellemezte (10. tablazat). Az
eglC R-1,3-endogliikanaz is represszidt mutatott a szénéhezés hatasara (10. tablazat),
amely azt feltételezi, hogy az EgIC - a ChiA kitin metabolizmusa soran betoltott
szerepéhez hasonléan - a sejtfal B-1,3-glikédnjanak remodellezésében jatszhat

szerepet a novekedés alatt. Ezt megerdésiti, hogy a hasonld funkcioju enzimekkel
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egyetemben az EgIC is rendelkezik GPI-horgonnyal; ugyanakkor az eglC delécidja
nem befolyésolta érdemben a névekedési ratat és a konidiumok csirazésat sem (Choi
és munkatarsai 2005). Hasonlo jelenséget tapasztaltak az A. fumigatus sejtfalhoz
kotott 3-1,3-endogliikanézait kdédold engll és eng2 gének esetében is, melyek
kiutése szintén nem okozott fenotipusbeli valtozast (Mouyna és munkatérsai 2002;
Hartl és munkatérsai 2011). Az autolitikus sejtfal degradacidban fontos engA mellett
egy feltehetéleg R-1,3(4)-endoglikandzt és két tovabbi, feltehetéleg R-1,3-
exogliikanazt kodold gén szénéhezés alatti indukalddasat mutattuk ki (10. tablazat).
Exo és endo aktivitassal rendelkez6 B-glikanazok egydttes szintézise altalanos a
gombék korében melyek szinergizmusa gyakran figyelheté meg a R-glik&nok
hidrolizise alatt (Pitson és munkatéarsai 1993). Az autolizis féleg a R-glikéanok B-
endoglikandzok Altali bontasaval valésul meg, igy oligoszacharid lancokat
szabaditva fel, de a teljes hidrolizishez - mely a gliikoz egységek felszabaduldsat
eredményezi - a B-exogliikanazok jelenléte is sziikséges (Pitson és munkatéarsai
1993).

A szénéhezés hatésara az agsB o-1,3-glilkan szintetdz enzim is repressziot
mutatott (10. t&blazat), mely az A. niger agskE génjével ortolég (Fujioka és
munkatarsai 2007), ahol valo6szintsithetéen a f6 expresszalodd a-1,3-glikan
szintetdzt kodold génnek tekinthet6 a vegetativ novekedés alatt (Damveld és
munkatarsai 2005). A szénéhezd tenyészetben emellett tobb o-1,3-glikanéz
aktivitdst enzim indukalédasat is kimutattuk (9. tablazat, Figgelék: 1. tablazat),
melyek kozil a mutA indukcidjat RT-PCR-es vizsgalataink is megerésitették (10.
tablazat). A gliikoz elfogyasat koveté a-1,3-glukanaz termelés régota ismert jelenség
(Zonneveld és munkatarsai 1974). Kimutattdk tovabba, hogy a mutA delécios
mutans torzs sejtfala a kontroll torzsénél mintegy kétszer tobb a-1,3-glukant
tartalmazott 12 nap elteltével minimal tapkozegen novesztve (Wei és munkatérsai
2001). Mivel ebben az idopontban az autolitikus sejtfal degradacio mar
megfigyelhetd jelenség (Emri és munkatarsai 2004a), feltételezhetd, hogy a
magasabb a-1,3-gliikan tartalom hatterében a mutA autolizis alatti sejtfalbontasban

betoltott funkcidjanak elvesztése allhatott.
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Feltételezhetéen a gomba nemcsak a kitin monomereket, de az a- és R-
glukanok lebontasakor keletkezé glikdzt is felhasznalja szénéhezés alatt. Erre a
AengAAchiB kettés mutans kordbban mar emlitett viselkedése mellett (7. tablazat) a
feltehet6leg monoszacharid transzportereket kodold gének (hxtA, mstA, AN5104,
AN8347, AN9168) RT-PCR-rel is igazolt indukcioja utal (10. tdblazat). A hxtA egy
nagy affinitdst glikdz transzportert kodol, melynek magas glikdz koncentracio
alatti repressziojat és szénforras éhezés hatasara bekovetkezé indukcidjat Wei és

munkatérsainak eredményei is megerésitik (2004).

4.4.2 Programozott sejthaldl

Szénéhezés alatt tobb, a (makro)autofagia folyamatédhoz kéthet6 fehérjét
kodold gén indukalodasat is megfigyeltiik. Az autofagia egy, az eukariéta sejtekben
gyakran el6fordulo, nem szelektiv degradativ folyamat, amely a gombaktol az
emberig konzervaltnak tekinthet6. Fonalas gombakban az autofigia a sejt
anyagainak éhezés alatti Ujrahasznositdsidn keresztiill a tulélés meghosszabbitasat
biztositja, de a fejlédési folyamatok normalis lefolyasaban is jelentés lehet (Levine
és Klionsky 2004; Yorimitsu és Klionsky 2005; Pollack és munkatarsai 2009). Az
autofagia gatlasaban a TOR utvonal vesz részt. Az autofagia indukélasakor a TOR
utvonal gatlasat az autofagoszémak kialakuldsa koveti, melyek vakudlumokkal
torténd fuzidja utan valosul meg a sejt anyagainak makromolekulakka valo bomléasa
(Pollack és munkatarsai 2009). Az autofagidban potencialisan szerepet jatszo,
szénéhezés hatasara indukalodott gének kozil az AN2876 és AN5174 gének
indukalodasat RT-PCR-es vizsgalataink is megerésitették (10. tablazat), mely gének
a S. cerevisiae Atg22 és Atg5 ortologjait kodoljak (Kiel és munkatérsai 2009). Az
Atg22 egy olyan vakuolaris membran protein, amely permeézként a vakuolaris
proteindzok altal felszabaditott aminosavak a vakuélumbdl a citoszél felé iranyuld
transzportjban vesz részt (Yang és munkatéarsai 2006). Az Atg5 az autofagoszomak
kialakulasaban fontos fehérje (Pollack és munkatarsai 2009). A microarray adatok
alapjan egy tovabbi gén, az AN7428, a S. cerevisiae Atg7 ortoldg indukcidja szintén

megfigyelheté volt (Flggelék: 1. t&blazat), amely az Atg5-htz hasonléan az
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autofagoszoma kialakuldsaban vehet részt (Pollack és munkatarsai 2009). A
fentieken tal a TOR Utvonal egyik tagja, a tipA indukcidja is kimutathat6 volt (10.
tablazat), amely a S. cerevisiae Tip41 ortoldgja (Fitzgibbon és munkatérsai 2005) és
feltehetéen a TOR Gtvonal gatlasan keresztil az autofagia indukélasaban vesz részt
(Jacinto és munkatarsai 2001). A szénéhezés Kkivaltdsa utan 4 o6raval mér
megfigyelhet6 intenziv vakuolizacio (8. tablazat) szintén autofagids folyamatok
jelenlétére utal. A szénéhezo tenyészetekben lejatszodo autofagias folyamatok
jelenlétét Kim és munkatérsainak (2011) adatai is megerdsitik.

Az A. nidulans apot6ziséanak szabalyozasarol keveset tudunk. Az apoptozis
indukaldsaban feltehetéleg résztvevé gének kozil sem az aifA (Savoldi és
munkatéarsai 2008), sem a casA (Cheng és munkatarsai 2003), sem a prpA
(Semighini és munkatarsai 2006) nem indukal6édott a microarray adatok alapjan (10.
tablazat; Fliggelék: 1. tAblazat). Az ndeA és a ndiA kilsé és belsé alternativ NADH-
dehidrogendzok génjei - melyek a farnezol &ltal indukalt apoptézis kivedesében
vesznek részt (Dinamarco és munkatarsai 2010) - represszalodtak (Flggelék: 1.
tablazat). Ugyanakkor a tanszéken végzett kordbbi vizsgalatok tobb apoptétikus
marker jelenlétét is Kimutattdk szénéhezé tenyészetekben (Emri és munkatarsai
2005b). Ezen vizsgalatok alkalmaval azonban az apoptotikus sejtek (protoplasztok)
részaranya igen kicsi volt szénéhezés alatt és szamottevo apoptozis inkabb csak az
Oreg tenyészetekben volt detektalhatd. Raadasul az apoptdzis intenzitisa nem
kdvette a sejtpusztulds intenzitdsat, amely inkdbb a szénéhezés korai szakaszéban
volt jelentés (Emri és munkatarsai 2005b). Feltételezhet6 tehat, hogy az apoptozis
szerepe az autofagidhoz képest csak masodlagos. Az autofégia biztosithatja a sejtek
aktiv lebontadsadval a tépanyagok felszabaditdsat és a tenyészet hosszi tavl
fennmaradasat, mig az apoptodzis feladata inkabb csak az éhezés, illetve az ezt kiséré
oxidativ stressz (Emri és munkatarsai 2004a) miatt ,,meghibdsodott” sejtek
eltavolitasa lehet.

Erdemes kitérni a sejtfalbontd enzimek - koztik az EngA és ChiB -,
valamint a sejtpusztulds lehetséges kapcsolatara is. Mint azt kordbban bemutattam,
az EngA és ChiB enzimek jol detektalhatd antifungélis aktivitassal rendelkeznek és

hosszabb tavon (1 hétnél idésebb szénéhezé tenyészetekben) hatast gyakorolnak a
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tenyészetek életképességre (6. tablazat; 17. dbra). A szénéhezés korai idészakaban (1
hétnél fiatalabb tenyészetek) ugyanakkor nem tapasztalhatd korrelécio a sejtfalbontd
enzimek mennyisége és a sejtpusztulds, illetve az apoptézis intenzitdsa kozott. A
fentiek alapjan a szénéhezés korai szakaszaban megfigyelhet6 sejtpusztulas nem
irhato a sejtfalbontd enzimek szamlajara, karos hatasuk inkabb csak hosszl tavon és
nagy aktivitdsok esetén lehet jelentds. A sejtfalbontd enzimek feladata feltehetéen
azon sejtek falanak lebontasa, amelyek méar atestek az autofagian, vagy mas modon
pusztultak el (apoptdzis, nekrozis). Ez egyben azt is feltételezi, hogy a még él6
sejtek képesek vedekezni a sejtfalbontd hidrolitikus enzimeik karos hatasaval
szemben. A szdmos kornyezeti stimulus hatdsara indukaldédo sejtfal integritas
utvonal mikddésében szerepet jatszd, transzkripcionalis szinten is szabalyozott
mpkA (MAP kinaz) és rImA (transzkripcios faktor) (Fujioka és munkatarsai 2007)
transzkripcidja vizsgélataink alapjan nem valtozott, habar az rlImA gén aktivnak
bizonyult mindkét tenyésztési korilmény kozétt (10. tablazat). A sejtfal
metabolizmus egyensulyanak a lebontés irdnyaba torténé erés elmozdulasa, illetve
tobb, a névekedés folyamataban esszencialis fehérje represszalddasa (9. 10. tablazat)
szintén azt jelzi, hogy a sejtek nem intenziv sejtfal szintézissel védekeznek a
hidrolitikus enzimek sejtfalkérosito hatasa ellen.

Az ¢él6 sejtek sejtfal hidrolazokkal szembeni idéleges rezisztenciajara
magyarazatot adhat az autolizis jelenségét kisérd, szabad szemmel is nyomon
kovethetd intenziv melanin szintézis (8/C és D 4&bra). A melaninok nagy
molekulatomegi ~ pigmentek, amelyek  fenol =~ komponensek  oxidativ
polimerizécidjaval képzodnek és altalaban sotétbarna vagy fekete szintiek (Jacobson
2000). Az indukalodott, melaninok szintézisében érintett gének kozul (Fuggelék: 1.
tablazat) az AN0230 tirozinazt kodold gén és az ivoA — mely szerepet tolt be a
konidioférok pigmentaciojdban (Clutterbuck 1990) - induké&lodasat RT-PCR-es
vizsgalataink is megerdsitették (10. tablazat). Az autolizis alatti melanin képzédes
oka/célja jelenleg még tisztazatlan. Erdemes azonban megemliteni, hogy a
Wangiella dermatidis melanizalt sejtjei rezisztensebbnek bizonyultak az enzimatikus
hidrolizissel szemben, mint a melanin bioszintézisben deficiens sejtek (Dixon és

munkatéarsai 1991), valamint szdmos penészgomba esetében figyelték meg az
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enzimatikus sejtfal degradacié melaninokkal tortén6 gatlasat (Nosanchuk és
Casadevall 2003). Az A. nidulans esetében szintetikus melaninok adagolasa gatolta a
glikanaz és kitindz hidrolitikus aktivitasokat, valamint azt is kimutattk, hogy a R3-
1,3-glikanazokkal, kitindzokkal szembeni rezisztencidért a sejtfal melanin tartalma

tehet6 felelossé (Kuo és Alexander 1967).

4.4.3 Valtozasok a szénhidrét, nitrogén és lipid anyagcserében

A szénéhezés hatdsara jelent6s valtozast tapasztaltunk az A. nidulans
metabolizmusaban is. Glikoz hidnyaban represszalddott a kis affinitasu glikoz
transzportert kodol6 mstE gén (10. tablazat), melynek glik6z és més represszalo
szénforrasok jelenlétében mutatott aktivitdsat Forment és munkatarsai (2006) is
leirtdk mar. A megfigyelt transzkripcionalis valtozasok alapjan (9. 10. tablazatok) a
glikolizis, a pentdz-foszfat Ut, a citrat kor és a légzés (beleértve az alternativ 1égzést
is) intenzitasa egyarant csokkenést mutatott és a tpsA trehaldz-6-foszfat szintetazt is
represszio jellemezte. Eredményeink 0sszhangban vannak Emri és munkatarsai
(2004a) korabbi adataival, miszerint éhezés hatasara a citokrom c és az alternativ
oxidazfuggo 1égzés intenzitasa csokken, mellyel parhuzamosan né a tenyészet oldott
oxigen tartalma (nem kozolt adat). Hasonlo jelenséget P. chrysogenum esetében is
leirtak (Sdmi és munkatarsai 2003). Emellett a sejtek specifikus glikdz-6-foszfat
dehidrogendz aktivitasat szintén csokkenes jellemezte (Emri és munkatarsai 2004a).

A lipid metabolizmusban bekovetkezett valtozasok a szintetikus folyamatok
represszidjara és a lebontd folyamatok indukalédasara utalnak (9. 10. tablazat). Az
RT-PCR-es vizsgélatok alapjan a fasB zsirsav szintetdz mellett az ergoszterol
bioszintézisben kozremiikddé hidroximetil-glutaril-CoA szintazt feltehetéleg kodolo
AN4923 gén is represszalodott (10. tablazat). Erdemes megemliteni, hogy mind a
fasB, mind az AN4923 esszencidlisnak tekinthet6 a ndvekedés alatt (David és
munkatarsai 2008).

A nitrat hasznositasat lehetévé tévo nitrat (niaD) és nitrit reduktazt (niiA)
kodolo géneket szintén represszid jellemezte (10. tablazat). Ez nem meglepd, hiszen

induk&lodasukhoz mind a NirA, mind az AreA transzkripcids faktorokra sziikség
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van, ugyanakkor az AreA sejtmagi akkumulaciojat a szénforras éhezés gatolja (Todd
és munkatarsai 2005). A niiA és niaD gének promoterét gyakran hasznaljak
konstitutiv, illetve taltermelé mutansok készitésére. Az altalunk tapasztalt represszio
felhivja a figyelmet arra, hogy ezekben a mutansokban a szénéhezés (pl. feluleti
kultardkban, illetve hosszd ideig torténé batch fermentacioknal) jelentdsen
moédosithatja az érintett gének transzkripcidjat. A nitrat asszimil&cié represszioja
egyutt jart szamos, az aminosavak és nukleotidok lebontasaban/atalakitasaban
résztvevé gén indukciojaval (9. tablazat), melyek kozul a tirozin lebontasaban
kdzremiitkddo 4-hidroxifenil-piruvat-dehidrogenaz (hpdA) gén indukcidjat RT-PCR-
es vizsgalataink is megerésitettek (10. tablazat). A nitrogén tartalmu szerves
vegylletek szénéhezés alatti intenziv lebontasat az ammonia képzodése (Emri és

munkatérsai 2004a) és a pH emelkedése is jelzi (15/A abra).

4.4.4 Hidrolitikus enzimek

Szénéhez6 korulmények kozott a sejtek raktarozott tdpanyagaik mellett
energiaforrasként felhaszndlhatjak sajat anyagaikat (pl. sejtfalat, vagy egyes
intracelluléris molekulakat) és a kornyezetiikben kis mennyiségben jelenlévé
és/vagy nehezen hasznosithat6 tapanyagokat is. (Természetesen, ha a tapkdzegben
nagyobb mennyiségben jelen van valamilyen alternativ szén/energiaforrds, a
novekedeés egy atmeneti ledllas utan Gjraindul, azaz nem szénéhezésrél, hanem
szénforrds limitaciorol beszéliink.) A gomba sejtfal lebontasat végzé hidrolazok
génjei mellett szdmos, a szénéhezés alatt indukalddott hidrolazt kédold geént
(nukleéz, észterdz, proteinaz) azonositottunk (9. 10. tdblazat; Fuggelék: 1. tdblazat).
Ezen gének egy jelentés része a SignalP program alapjan szignalszekvenciaval is
rendelkezik, azaz termékik val6szintisithetden az extracellularis térbe szekretalédik.
Ezen enzimek a sajat biopolimerek bontasa mellett részt vehetnek az exogén eredetii
tdpanyagok hasznositasaban és akar a fajok kozotti interakciok befolyasolasaban is.

Az A. nidulans autolizal6 tenyészeteire jellemzé lipdz termelést masok is
tapasztaltdk mar (Garcia-Lepe és munkatarsai 1997). Tobb intra- és extracelluléris

lipazt is sikeriilt azonositanunk (9. tablazat, Fiiggelék: 1. tAblazat). Az AN8242, és
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az ANG6464 gének indukalodasat RT-PCR-es adataink is megerdsitették, melyek
kozil az ANG6464 A&ltal kodolt fehérje extracellularis szignalszekvencidval
rendelkezik (10. t&blazat). Emellett szdmos intracellularis nukledzt kodold gén
indukalodasa mellett, 2 extracellularis nukledzt kodol6 gén (AN11897, AN1723)
indukciojat is detektaltuk (10. tablazat; Flggelék: 1. tablazat). Az autolizis alatt
megjelend extra- és intracellularis RNaz, illetve DNaz aktivitast tébb gombafaj
esetében is kimutattdk. Az RNaz aktivitadsok ltaldban mar az autolizis elején elértek
maximumukat, mig a DNazokhoz kéthet6 aktivitasok maximuma — legalabb is az A.
nidulans esetében - csak késébb, a 3. nap utan jelentkezett (Reyes és munkatarsai
1990). A szénéhezés hatdsara indukalddo hidrolitikus enzimek kozil kilon érdemes
kiemelni a nagyszdmu extracelluléris proteinazt. A prtA és a pepJ mellett 7, a
szénéhezés hatdsara indukaldo, szignalszekvenciaval rendelkezé feltehet6leg
proteinazt kédold gént azonositottunk (Flggelék: 1. tdblazat). Ezt figyelembe véve
nem meglepd, hogy a prtA és pepJ gének kilitése nem okozott Iényeges kullénbséget
a fenotipusban (12. &bra). Erdemes megemliteni, hogy a prtA és pepJ gének mellett
az AN2237, AN8445, AN7121, AN7231 és AN6438 gének termékét is kimutattik a
fermentléb6l az A. nidulans bikkfa lombhulladékon valé tenyésztése soran
(Schneider és munkatarsai 2010). Az intenziv extracellularis proteindz termeléssel
lehet Osszefliggésben az XprG transzkripcios faktor (10. tablazat) indukéalddasa,
melynek szerepét a szénéhezés alatti proteindz termelés szabalyozasaban Katz és
munkatérsai (2006) igazoltdk. Az extracellularis proteindzok azonositdsa — mint azt
kordbban emlitettem — heteroldg expresszios rendszerek kifejlesztése céljabél lehet
jelentos (4.2 fejezet).

Az A. nidulans, mint szaprofita fonalas gomba a természetben &ltalaban
elhalt vagy korhadd névényi részeken novekszik. Tobb, a szénhidrtok bontasaban
kdzremiikddo enzim induk&lodasat is detektaltuk (9. tablazat; Fliggelék: 1. tdblazat),
melyek kozil a bglM indukélodasat RT-PCR-es adataink is megerdésitették (10.
tablazat). A BglA széhéhezés alatti termelédését Kim és munkatéarsai (2011) is
kimutattak. Kifejezetten a ndvényi sejtfal poliszacharidok lebontéséra az A. nidulans
igen sokféle extracelluléris hidrolazt termel. Schneider és munkatéarsai (2010) az A.

nidulans novényi lombhulladékon ndvekvé tenyészeteiben szamos cellulaz, pektindz
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és proteindz képzodését detektdltak. Szénforrds éhezés hatasara azonban csupan
néhany, nem gomba eredeti szénhidrdt lebontdsdban  kdzremiikddo,
szignalszekvenciaval rendelkezé hidrolitikus enzim indukalodasat figyeltik meg (9.
tablazat, Flggelék: 1. tblazat). Ennek oka feltehet6leg az lehet, hogy ezen enzimek
képzodésében a glikoz medialt represszio aldl valé felszabadulas mellet az
indukcionak is meghatarozo szerepe lehet.

Indukci6t mutatott a treA savas trehalazt kddold gén is szénéhezés hatasara.
Mivel a treA génben sérilt A. nidulans torzs nem volt képes trehal6zon, mint
egyeduli szénforrason ndvekedni, valdszinisithetéen ezen enzim az extracellularis
trehal6z hasznositdsdban tolt be szerepet (d'Enfert és Fontaine 1997). Mivel a
trehal6z egy szamos funkcidval rendelkezd, kémiailag meglehetésen stabil, az
organizmusok széles korében (mikroorganizmusok, rovarok, ndvények) elterjedt
diszacharid, a talajban potenciélis szénforrasként szolgélhat (Jorge és munkatarsai
1997).

4.4.5. A fehérjeszintézisben bekovetkezd valtozasok

Szénéhezés hatasara tobb, a fehérjeszintézishez (transzkripcid, transzlacid,
folding, poszttranszlacios modositds, intracellularis szallitas) kotheté gén
indukalodott (9. tablazat). Ezen gének egy jelentds része a fehérjék poszttranszlacios
moédositasaban és az endoplazmatikus retikulum - Golgi apparatus kozotti
transzportban vesz részt, amely a szénéhezé tenyészetekre jellemzé intenziv
extracellularis hidrolaz termeléssel lehet Osszefliggésben. Mas, indukciét mutatd
gének az ,Unfolded Protein Response” (UPR) részét képezik (Flggelék: 1.
tablazat), mely folyamat aktivalodasadt az energiahiany, a szénéhezés alatt
megfigyelhetd oxidativ stressz (Emri és munkatarsai 2004a) és az intenziv
extracellularis fehérje termelés is magyardzhatja. A fizioldgiai, vagy kornyezeti
stressz megzavarjak az endoplazmatikus retikulumban zajlé fehérje foldingot, ami a
nem feltekeredett fehérjék felhalmozodasahoz vezet. Erre a sejtek az
endoplazmatikus retikulumban jelen 1évd, a foldingban szerepet jatszo fehérjeket

kodold gének transzkripcidjanak ndvelésével valaszolnak, igy ndévelve annak folding
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kapacitisat, mely folyamat az UPR részét képezi. Az UPR egy sokoldald
szabalyozasi rendszernek tekinthetd, amely az endoplazmatikus retikulum
homeosztazisanak és funkcidjanak stressz alatti fenntartdsdban fontos (Mulder és
munkatérsai 2004). Ebben a folyamatban S. cerevisiaeben a Hacl transzkripcids
faktor jatszik fészerepet, amelynek ortologjat a HacA-t A. nidulanshan is leirtak
(Saloheimo és munkatarsai 2003). Az UPR szénéhezés alatti jelentéségére utal e
transzkripcios faktor indukcidja mellett tobbek kozott a pdiA, feltehetdleg az
UPRhez két6d6 diszulfid izomerdzt kodold gen (Sims és munkatarsai 2005)

induk&lodasa is (10. tablazat, Fliggelék: 1. tdblazat).

4.4.6. A konidiogenezishez kothetd valtozasok

Korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban (Szilagyi és munkatérsai 2010a)
transzkripcids vizsgélataink a brlA, sporuléciés jelatviteli Gtvonalban kdzponti
szerepet betolté transzkripcios faktor (2.2 fejezet) indukalodasat is kimutattak.
Erdemes megemliteni, hogy bér a 4 6réas szénéhezé tenyészetekben konidiogenezis
még nem volt megfigyelhets, 24 o6raval késébb konidioférok és konidiumok
megjelenését tapasztaltuk (19. é&bra), Osszhangban Skromne és munkatérsainak
eredményeivel (1995). Mint azt korabban bemutattam, a BrlA jelentésnek bizonyult
az autolizis alatti hidrolitikus enzim produkcid szabalyozdsaban (3. és 5. tablazat).
Réadasul a 4 o6ras tenyészetekben a chiB és engA genek indukcidja mellett az
extracellularis Kkitindz és R-1,3-glikandz aktivitdsok is jol detektalhatonak
bizonyultak (8. és 10. tablazat), tehdt a BrlA az autolitikus sejtfal degradacio
inicialdsaban is fontos lehet. Azaz a BrlA feltehetéleg nem egyszeriien csak a
konidiogenezis indukalasa soran tolt be szerepet, hanem ennél Iényegesen
komplexebb szabalyozéasi feladatokat 14t el szénéhezé tenyészetekben.
Valoszinisithetéen a konidiogenezis megindulasaval hozhatd 06sszefiggésbe a
megfigyelt hidrofobinokat kddold gének indukcidja is (10. tablazat, Fliggelék: 1.
tablazat). A hidrofobinok a micélidlis gombak sejtfal fehérjéinek egy speciélis,
ciszteinben gazdag csoportjat képviselik, amelyek a konidiumok, aszkospdrék,

bazidiokarpok és aeralis hifak felszinén helyezkednek el és egy olyan amfipatikus
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réteget formaznak, amely e strukturék felszinének hidrofdb tulajdonsagot kdlcsonoz
(Wosten 2001; de Groot és munkatarsai 2009). A microarray adatok alapjan 4
feltehetleg hidrofobint kodolé gén (AN0940, AN1837, AN6401 és rodA)
indukalodott (9. tdblazat, Flggelék: 1. tblazat) és 1 (AN7539) represszalédott. Az
AN7539 gén represszidjat és a rodA gén indukcidjat RT-PCR-es vizsgalataink is
megerdsitették (10. tablazat). A vegetativ ndvekedés, illetve a szénéhezés alatt
torténd hidrofobin termelést T. harzianum esetében is leirtdk mar (Mikus és
munkatéarsai 2009). A rodA gén terméke a konidiumok fellletén Iévé rodlet réteg
kialakitasaban vesz részt és delécioja a konidiumok hidrofobicitasanak jelentds
csokkenését eredményezte (Girardin és munkatarsai 1999). Felhivndm ugyanakkor a
figyelmet arra, hogy hidrofobinokat a stllyesztett kultiraban 1évé hifak is képeznek.
Az SC3 hidrofobin termelésére nem képes Schizophyllum commune bazidiomycota
stllyesztett kultdraban novekvé hifai nem voltak képesek a folyadék-levego
hatérfelllet lekizdésére és a levegében vald novekedésre, amely fenotipus a

hidrofobin tapkdzeghez val6 adagolésaval helyreéllithato volt (Wessels 2000).

4.4.7. Redox folyamatok

A redukalt glutation (y-L-glutamil-L-ciszteinil-glicin) az eukariota sejtekben
legnagyobb mennyiségben eléfordulod tiol-csoportot tartalmazé vegyilet, amely a
redox folyamatokban, a nukleofil szubsztitucios és addicios reakcidkban, valamint
(y-glutamil-csoportja révén) a transzpeptidizécios reakcidkban is részt vehet (Pécsi
és munkatarsai 2004). A szénforrds éhezés alatt az AN10444 és az AN5658,
feltehet6leg y-glutamil transzpeptidazokat kddold gének indukciojat is megfigyeltiik
(10. tablazat). Eredményeink 6sszhangban vannak azon korabbi megfigyelésekkel,
miszerint a szénéhezés hatasara a y-glutamil-transzpeptidaz aktivitasok emelkedése
mellett a sejtek glutation tartalma gyors csdkkenést mutat (Emri és munkatarsai
2004a). A glutation, mint antioxidans molekula mennyiségének csdkkenése egytt
jar a reaktiv oxigénformak akkumuldlédasaval szénéhez6 korilmények kozott (8.
tablazat; Emri és munkatarsai 2004a). Ezzel parhuzamosan az antioxidans enzimeket

kodold gének egy részénél indukcidt, mig masoknal represszidt tapasztaltunk (9. 10.
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tablazat). Hasonldan ellentmondasosak a fiziologiai mérések eredményei is: a
specifikus katalaz és glutation peroxidaz aktivitdsok egy atmeneti ndvekedés utén
jelentésen csokkentek, mig a Mn- és CuZn-dependens szuperoxid dizmutaz
aktivitdisok egy atmeneti csokkenés utdn egyenletesen emelkedtek szénéhezé
tenyészetekben (Emri és munkatarsai 2004a).

A reaktiv oxigénformak akkumulalodasat szénéhezés hatdséra méas fajokban
is tapasztaltdk (Jakubowski és munkatérsai 2000; Sdmi és munkatéarsai 2003). A
reaktiv oxigenformak karos hatdsaik (Fridovich 1998) mellett sz&mos folyamat
szabalyozasaban vehetnek részt, szerepiik van tobbek kozott a ndvények és gombak
kozotti  (szimbiotikus vagy parazitikus) kapcsolat kialakitdsaban, a spérak
csirdzasanak géatlasdban, de bizonyitottak a kleisztotécium képzésben betoltott
jelentéségiiket is (Gessler és munkatarsai 2007). Valoszinisitheté a szénéhezés
és/vagy autolizis alatt betoltott szerepuk is, mivel kis mennyiségii menadion-
biszulfit (szuperoxid generalé éagens), illetve tert-butil-hidroperoxid adagoldsa az
autolizalo tenyészetekhez a kitinaz aktivitds névekedéséhez és gyorsult autolizishez
vezetett, ugyanakkor az E vitamin az autolizis és a sporuldcié hatékony
gatlészerének bizonyult (Emri és munkatéarsai 2004b). Pontos szerepik és eredetiik
felderitése azonban tovabbi vizsgalatokat igényel. A ROS general6 NADPH-oxidazt
kodold noxA gén bér aktivnak bizonyult, nem mutatott indukciot szénéhezes
hatasara (10. tblazat). Erdemes megemliteni, hogy e gén indukalodasat kimutattak a
szexualis fejlédés inicidlasa soran, mely folyamatot a noxA delécidja gatolta. Az
aszexudlis fejlodésre és a novekedésre azonban nem volt hatéssal A. nidulansban

(Lara-Ortiz és munkatarsai 2003).

4.4.8 Szekunder anyagcsere

Bér az altalunk vizsgalt térzs (FGSC26) hordoz egy veAl mutéciot, ami
jelentésen csokkenti a szekunder metabolit termelés képességét (Stinnett és
munkatérsai 2007) a microarray és az RT-PCR adatok is igazoljak tbb, szekunder
metabolitok keépzédésében szerepet jatszo fehérje indukalodasat (9. 10. tablazat;

Fuggelék: 1. tdblazat). Ezt jelzi a szterigmatocisztin szintézisben érintett gének
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indukaldsaban jelentés aflR transzkripcios faktor (Yu és munkatérsai 1996b)
indukalodasa is (10. tablazat). Erdemes megemliteni, hogy bar a 4 6réas szénéhezd
tenyészetekbdl szterigmatocisztint nem lehetett kimutatni, 24 oraval késébb a
kultarék jol detektalhatd szterigmatocisztin tartalommal rendelkeztek. A szénéhezés
alatt megfigyelheté szekunder metabolit termelés nem meglepd, figyelembe véve,
hogy szekunder metabolitok képzése és a konidiogenezis gyakran egyméas mellett
folyo jelenségek, melyek szabalyozasanak is vannak kozos elemei (3. abra; Adams
és munkatarsai 1998; Calvo és munkatérsai 2002). A szekunder metabolit termelés
jelentésen befolyasolja/szabalyozza a gombak mas élolényekkel
(mikroorganizmusokkal, novényekkel, &llatokkal) mutatott kolcsonhatasait. Szamos
esetben igazoltdk a sejtfalbontd enzimek és szekunder metabolit termékek
szinergizmusat az antifungalis hatas kifejtésében (Lorito és munkatarsai 1996).
Kimutattuk tovabba az anizin antifungalis defenzint kddol6 gén indukciodja
(Eigentler és munkatérsai 2011) mellett feltehet6leg egy hozza hasonlo antifungalis
fehérjét kodold gén (AN11510) indukalodasat is szénéhezés alatt (10. tablazat).
Ezen fehérjék antifungélis hatasuk kifejtése mellett mas folyamatokban is szerepet
tolthetnek be, erre utal, hogy az anizin termelésére nem képes torzs kevesebb
konidiumot képzett (Eigentler és munkatarsai 2011). Emellett tobb a bakterialis
peptidoglikan bontasara képes enzimet kddoléd gén is indukalddott (10. tablazat,
Flggelék: 1. tablazat). Ezen antifungalis, antibakterialis metabolitok/fehérjék
jelentésen befolydsolhatjadk a gomba és a kornyezetében ¢él6 egyéb
mikroorganizmusok interakcidjat, ami szénforras éhez6 korilmények kozott (a
rendelkezésre all6 exogén és endogén tépanyagok ,,megvédésén” keresztil)

alapvetéen meghatarozhatja telep tulélését.
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5. Anyag és modszer

5.1 A vizsgalt Aspergillus nidulans torzsek és tenyésztésiik

A Kisérleteinkben hasznalt A. nidulans torzseket a 11. tAblazat foglalja 6ssze.

Név Genotipus Torzsek eredete/referencia

FGSC26 biAl FGSC, McCluskey 2003

FGSC744 pabaA; yA2; fluGl FGSC

FGSC1079 biA; pabaAl; pyroA4; AbrlA; veA+ FGSC

FGSC1035 yA2; fadA®?% FGSC

FGSC242 biAl; pacC5 FGSC

RMdgB03 pabal; yA2; AargB::trpC;  Chang és munkatarsai 2004
AganB::argB™; trpC801 ; veA+

creAnullmutans  AcreA, pabaAl, yAl; riboB2 Shroff és munkatarsai 1997

tNJ11 biAl; argB2; metG1; argB* Pdcsi és munkatérsai 2009

tNJ12 biA1; argB2; AchiB::argB™; metG1 Pdcsi és munkatarsai 2009

tNJ36 pyrG89; AfupyrG™; pyroA4; veA™; Kwon és munkatérsai 2010b

tNJ33.3 pyrG89; AengA:AfupyrG *; pyroA4; Szilagyi és  munkatarsai
veA” 2010b

tNJ34.8 pyrG89; AengA:AfupyrG™; pyroA4; Szilagyi és  munkatarsai
AchiB::AnpyroA™; veA* 2010b

tNJ76.7 pyrG89; Apepl::AfupyrG™; pyroA4; Szilagyi és  munkatarsai
veA” 2011

tNJ77.16 pyrG89; AprtA:AfupyrG*; pyroA4; Szilagyi és  munkatarsai
veA” 2011

tNJ78.4 pyrG89; ApepJ::AfupyrG™; pyroA4; Szilagyi és  munkatarsai
AprtA::AnipyroA™; veA* 2011

11. tblazat Kisérleteinkben felhasznalt Aspergillus nidulans torzsek. A tablazatban szereplé
valamennyi Aspergillus nidulans térzs hordozza a veAl allélt, kivéve az FGSC1079, tNJ36,
tNJ33.3, tNJ34.8, tNJ76.7, tNJ77.16, tNJ78.4, RMdgB03 térzsek. FGSC: Fungal Genetic
Stock Centre, University of Missouri, Kansas City, Missouri, USA.

A torzseket, glikdzt tartalmaz6 minimal tdpagaron tartottuk fenn (Barratt és
munkatérsai 1965). A t&pagar Osszetétele: 6 g/l NaNOgs, 1,5 g/l KH,PO,, 0,5 ¢/l
MgS0,-4H,0, 0,5 g/l KCI volt, szénforrasként pedig 10 g/l gliikdzt tartalmazott.
Ezen felll 0,1 v/iv% nyomelem oldatot és 20 g/l agart (pH 6,5) tartalmazott, amit
szlikség szerint 25 pg/l biotinnal, 0,2 ¢/l L-metioninnal, 200 pg/l 4-
aminobenzoesavval (paba), 20 pg/l riboflavinnal, vagy 200 ng/l piridoxinnal

egészitettink ki. A nyomelem oldat Osszetétele a kovetkezé volt: 22 g/l
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ZnS0,-7H,0, 11 g/l H3BO3, 5 g/l MnCl,-4 H,0, 5 g/l FeSO,-7H,0, 1,6 g/l CoSO,-5
H,O, 1,6 g/l CuSO,-5 H,O, 1,1 g/l (NH;)sM0702-4H,0 és 50 g/l Na,EDTA. A
tapagarra leoltott torzseket 1 héten at 37 °C-on inkubaltuk, majd a kinétt és
besporazott tenyészeteket 4 °C-on téroltuk. A maximum 1 hétig tarolt, bespérazott

tenyészeteket hasznaltuk fel kisérleteinkhez.

5.1.1 Feluleti tenyészetek

Ebben az esetben is a Barratt-féle minimal tapkdzeget hasznéltuk (Barratt és

munkatarsai 1965), az alabbi szénforrast érinté modositasokkal:

1) Komplex tapkozeg: 10 g/l glitkoz, 5 g/l élesztékivonat.

2) Glukozt tartalmaz6 minimél tapkozeg: 10 g/l glikoz.

3) Glukozmentes, élesztokivonatot tartalmazo tapkozeg: 5 g/l élesztékivonat.

4) Na-acetatot tartalmazé komplex tapkdzeg: 10 ¢/l Na-acetat, 5 g/l
élesztokivonat.

5) Na-acetatot tartalmazé minimal tapkozeg: 10 g/l Na-acetét.

A kuloénb6zé A. nidulans torzsek konidiumtermelé képességenek és
novekedesének vizsgalatakor az oltdshoz 10 pl, 1000 spora/ul toménysegii
sporaszuszpenziot hasznaltunk, majd ezt kovetéen a tenyészeteket 37 °C-on
inkubaltuk. A képzodott konidiumokat 1 ml 1 v/v % Tween 80 segitsegével mostuk
le és szdmukat Blrker kamra segitségével hataroztuk meg. A termelt konidiumok
mennyisegét egységnyi telepteruletre vonatkoztattuk. A telepek atmeéréjének
ndvekedését szintén meghataroztuk.

Az A. nigerrel szemben mutatott interakcié vizsgalatakor az A. nidulans
torzseket (10000 spora 10 pl-ben felszuszpendalva) a fent leirt, Na-acetatot
tartalmazd komplex tdpkozegre oltottuk. 3 napig 37 °C-on inkubaltuk, majd az A.
niger VG1 (10000 spoéra 10 ul-ben felszuszpendalva) torzset mellé oltottuk és 24
°C-on inkubaltuk tovabb.
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5.1.2 Razatott tenyészetek

A Barratt-féle taplevest (a taptalaj agarmentes valtozata) hasznaltuk fel, az
alabbi szénforrast érinté modositasokkal:
1) Komplex tapkozeg: 10 g/l glikoz, 5 g/l élesztékivonat.
2) Glukozt tartalmaz6 minimal tapkozeg: 10 g/l glikoz.
3) Glukozmentes minimal tapkdzeg: nem tartalmazott szénforrast.
4) Glukdzmentes, élesztékivonatot tartalmazo tapkdzeg: 4 g/l élesztokivonat.

Az alkalmazott kisérleti elrendezések:
1) Nem &atmosott tenyészetek: a torzseket 500 ml-es, 100 ml komplex tapoldatot
tartalmaz6 lombikokban névesztettiik fel. A tapleves 100 ml-ét 50 millié sporéval
oltottuk be és a tenyészeteket rdzdinkubatorban 37 °C-on 220 rpm-mel razattuk a
leoltastol szamitva 144 6rén keresztul.
2) Atmosott tenyészetek: a torzseket 500 ml-es, 100 ml komplex tapoldatot
tartalmaz6 lombikokban ndvesztettiik fel. A tapleves 100 ml-ét 50 millié sporaval
oltottuk be és a tenyészeteket rdzdinkubatorban 37 °C-on 220 rpm-mel razattuk a
leoltastol szamitva 20 oOran Kkeresztul. A 20 6rds, még exponencidlisan ndvekvo
tenyészeteket zsugoritott Uvegsziir6n leszartuk, mostuk, majd 100 ml friss
taplevesben (glikdézmentes minimal tapkdzegben, glikozt tartalmazé minimal
tapkdzegben vagy glikozmentes, élesztékivonatot tartalmazo tapkdzegben)
szuszpendaltuk fel és 37 °C-on 220 rpm-mel rézattuk tovabbi 124 6rén at. A
micélium mosasahoz 37 °C-ra elémelegitett, steril desztillalt vizet hasznaltunk. Az
atmosast kovetden a tenyeszetek szarazanyag tartalma 4 g/l volt.

A tdpkdzeg pH-janak extracelluléris proteindz termelésre gyakorolt hatésat 2
I-es fermentorban (Biostat B-plus; Sartorius) vizsgaltuk. Az 1,8 | glikozt taralmazé
minimal taplevest tartalmaz6 fermentor oltdsahoz mintegy 20 g nedvestdmegti, 20
Orés, az elobb emlitett moédon komplex tapkdzegben felndvesztett folyékony
tenyészetekbol szarmazé micéliumot hasznaltunk. A tenyészetet 37 °C-on, 2 I/min
levegoztetés és 200 rpm kevertetés mellett 5 napig (120 ora) inkubaltuk. A
fermentor oltasat kovetéen 24 oraig a pH-t nem szabalyoztuk, majd ezt kdvetéen a

tenyésztést kontrollalatlan pH-n, pH 6,5-6n, illetve pH 8,5-6n folytattuk tovabb.
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5.2 Tovabbi gombattrzsek és tenyésztésik

A vizsgélatainkban felhasznalt nem A. nidulans torzseket a 12. tablazat
tartalmazza. A torzseket malatds t&pagaron tartottuk fenn. A malatds tapagar
Osszetétele a kovetkezé volt: 10 g/l malétakivonat, 20 g/l glikéz, 5 g/l
élesztokivonat és 20 g/l agar. A tapagarra leoltott torzseket 1 héten at 24 °C-on
inkubaltuk, majd a kinétt és besporazott tenyészeteket 4 °C-on taroltuk. A maximum

1 hétig tarolt, besporazott tenyészeteket hasznaltuk fel a kisérleteinkhez.

Név Genotipus Torzsek eredete

Aspergillus rugulosus vad tipus CBS

CBsS171.71

Aspergillus niger VG1 vad tipus Vasas G. (Debreceni
Egyetem)

Aspergillus fumigatus vad tipus FGSC

FGSC1100 (AF293)

Penicillium  nalgiovense vad tipus NCAIM

NCAIM F-001333

Penicillium  chrysogenum kevés penicillint termel6 NCAIM

NCAIM 00237 ipari térzs

Trichoderma atroviride vad tipus Galgoczi L. (Szegedi

T122 Tudomanyegyetem)

Fusarium oxysporum VG5 vad tipus Vasas G. (Debreceni
Egyetem)

12. tdbldzat A vizsgalatainkban hasznéalt nem Aspergillus nidulans toérzsek. CBS:
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands (Fungal Biodiversity
Centre). FGSC: Fungal Genetic Stock Centre, University of Missouri, Kansas City, Missouri,
USA. NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Corvinus
University, Budapest, Hungary.

5.3 Mintavétel

Az extracellularis enzimaktivitdsok meghatérozasahoz, az enzimtisztitdshoz
és az antifungélis hatds teszteléséhez sziikséges fermentlé elvalasztdsdhoz a
tenyészeteket zsugoritott Uvegsziir6n szirtik at. A tenyészetek szarazanyag
tartalméanak (DCM) mérésekor 5 ml tenyészetbdl szarmazé micéliumot desztillalt
vizzel mostunk, majd sulyallandésagig (2 nap) szaritottuk (Pusztahelyi és
munkatarsai 1997).
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Az RNS izolalashoz 5-15 ml tenyészetet zsugoritott Uvegsziir6n atsziirtunk,
a micéliumot jéghideg dietil-pirokarbonéattal (DEPC) kezelt vizzel mostuk, majd
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az RNS mintakat (ha masképp nem jeléltem) a
glukozmentes minimal tapkozegbe valo atmosast kovetéen legkésobb 8 oréval
vettiik le az RNS megfeleld mindsége érdekében. Oregebb tenyészetek RNS mintait

az RNS nagyfoku degradaltsdga miatt nem tudtuk felhasznalni.

5.4 Eletképesség mérés

A tenyészetek életképességének meghatarozdsakor 5 ml tenyészetet
zsugoritott Uvegsziirdn leszirtiink, az igy nyert micéliumot 20 ml friss komplex
tdpkozegben szuszpendaltuk fel. A tenyészeteket rdzoinkubéatorban 37 °C-on 220
rpm-mel razattuk tovabbi 15 6ran keresztil. Ezt kdvetéen a tenyészeteket zsugoritott
uvegsziirén leszirtik és sulyéllandésagig (2 nap) szaritottuk. Az életképesseg
jellemzésére a széraztdomeg novekedését hasznaltuk fel (Molnar és munkatérsai
2006).

5.5 Az antifungélis hatas tesztelése

Az 5.1.2 pontban leirt médon gliikbzmentes minimal tapkozegbe atmosott
tenyészetek, az 4&tmosas utan 24 draval lesziirt fermentlevének 20 mi-ét liofilizaltuk,
majd 0,75 ml 0,1 mol/l K-foszfat pufferben (pH 6,75) oldottuk fel. Ezt kbvetéen egy
éjszakén at dializaltuk (membréan porusmérete: 12600 Da) 4 °C-on, ugyanezen
pufferrel szemben. A dializalt mintak térfogatat egységesen 1 ml-re allitottuk a K-
foszfat puffer segitségével.

Az antifungdlis hatés teszteléséhez 96 lyuku plate-et hasznaltunk. Egy lyuk
100 pl ossztérfogatot tartalmazott, ami 50 pl kétszeres toménységii tapleveshbol és 50
pl az elébb leirt kezelésen atesett fermentlevek, illetve a tisztitott enzimek (PepJ,
EngA, ChiB) kiilonbdzé higitasaibol (1X, 2X, 5X, 10X) allt. Mivel az 50 pl
taplevessel a kezelt fermentlevek, illetve a tisztitott enzimek kétszeresikre higultak,
a tényleges koncentraciojuk 2X, 4X, 10X, 20X higitasu volt. Az A. nidulans térzsek
esetében komplex taplevest, a tobbi torzs esetében malatas taplevest hasznaltunk. Az
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egyszeres toménységti malatas tapleves dsszetétele megegyezett az 5.2 pontban leirt
malatés tdpagar Osszetételével, de agart nem tartalmazott. A kontrollméréseknél a
fermentleveket, illetve a tisztitott enzimeket el6zéleg 20 percig inkubaltuk 100 °C-
on. Az oltashoz 1000 sporat hasznaltunk fel.

Az antifungalis hatas jellemzésére a ndvekedés kontroll tenyészetekhez
viszonyitott %-os mértékét hasznaltuk fel. A tenyészetek novekedését a platekrol
készitett fotok CP Atlas software (www.lazarsoftware.com) segitsegével torténd
kiértékelésével jellemeztiik. A méréseket Elisa-Reader segitségével is elvégeztilk
630 nm-en. Az igy kapott adatok (roévid inkubécids idok esetén) jol korrelaltak a
fényképek szamitdgépes elemzésével nyert adatokkal. Nagyobb micéliumtémeg
esetén (hosszabb inkubécios id6) az ,image analysis” bizonyult megbizhatébb

eljarasnak, igy a dolgozatban is csak ezeket az értékeket mutatom be.

5.6 Enzimtisztitas és MALDI-TOF analizis

A fermentléhez (200 ml) 90 %-os (PepJ), illetve 100 %-os (EngA, ChiB)
telitettségig kristalyos (NH,;),SO,-ot adagoltunk allando keverés mellett 4 °C-on és 1
oran at kevertettiik. A kicsapddo fehérjéket lecentrifugéltuk (10000 rpm, 10 perc, 4
°C), majd a csapadéekot 5 ml 75 mmol/l Tris/ecetsav pufferben (pH 9,3) vettiik fel és
egy éjszakan &t dializaltuk ugyanezen pufferrel szemben. A fermentlé
fehérjetartimanak meghatarozésa Bradford reagenssel tortént (A=595 nm; Bradford
1976).

A kromatofdkuszéaladshoz Polipuffer Exchanger 94 oszlopot (15 mm x 120
mm; Pharmacia Biotech) hasznaltunk pH 9-6 tartomanyban (Binod és munkatérsai
2005). A 0,5 ml/perc folyasi sebesség mellett vett 2 ml térfogatd frakciok
fehérjetartalmat (A=280 nm), aktivitasat és pH-jat is meghataroztuk. Az aktivitast
mutatod fehérje csucsok izoelektromos pontjat a maximalis aktivitassal rendelkezé
frakcié pH-javal becslltik meg. Az aktiv fehérje csticsot 12,5 %-os SDS
poliakrilamid gélen futtattuk meg, majd a gélbél kivagott fehérjét MALDI-TOF MS
analizis segitségével azonositottuk (Pusztahelyi és munkatarsai 2006). A MALDI-
TOF MS vizsgalatokat Dr. Darula Zsuzsa (SZBK, Szeged) végezte.
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5.7 Poliakrilamid gélelektroforézis

Az SDS poliakrilamid gélelektroforézishez 12,5 %-os gélt hasznaltunk
(LeBlanc és Cochrane 1987) és a protein savokat Coomassie Blue festéssel tettiik
lathatova (Laemmli 1970). Molekulasily markerként eléfestett Page-Ruler™

(Fermentas) fehérje létrat hasznaltunk.

5.8 Enzimaktivitas mérések

A Kkitinaz aktivitas mérésénél 50 ul mintahoz 300 pl 0,1 mol/l citrét puffert
(pH 5,0) és 50 ul CM-Chitin-RBV (Loewe Biochimica GmbH, Sauerlach, Germany)
kromofoér-csoporttal jelolt szubsztratoldatot adtunk. A 10 perces inkubécioét (25 °C)
kdvetéen a reakciot 300 pl 2 mol/l-es HCI-val allitottuk le. A mintdk centrifugalasa
(10000g, 5perc, 4°C) utén a felszabadul6 szines termék mennyiségét a felliliszdbol,
fotometridsan (A=550 nm) hataroztuk meg (Emri és munkatéarsai 2004a).

A proteindz aktivitds mérésénél 100 pl mintdhoz, 100 ul, 25 mg/ml-es, 0,2
mol/l Na,HPO,/0,1 mol/l citromsav (pH 6,5) pufferben feloldott azokazein
(kromofor-csoporttal jel6lt kazein) oldatot adtunk. A 30 perces inkubaciot (37°C)
kovetéen a reakciot 800 ul 5 w/v %-os triklor-ecetsavval allitottuk le. A mintak
centrifugaldsa (10000 g, 5 perc, 4°C) utan a felilliszéhoz 1:1 aranyban 0,5 mol/l-es
NaOH oldatot adtunk. A proteindz aktivitas hatasara felszabadulé szines termék
mennyiségének meghatarozasa fotometriasan tortént (A=440 nm) (Tomarelli és
munkatérai 1949). Egyes kisérletekben a proteindz aktivitast BSA (Bovine Serum
Albumin; 25 mg/ml) szubsztrat segitségével is meghatéroztuk (A=280 nm).

A B-1,3-glikandz aktivitds méréséhez laminarin szubsztratot (Laminarin
digitata) hasznaltunk. Az enzimatikus reakcié soran 10 pl mintdhoz 40 pl, 0,64
mg/ml laminarint tartalmazé 100 mmol/l imidazol/ecetsav puffert (pH 7,0) adtunk,
majd 30 percig 37 °C-on inkubaltuk (Fontaine és munkatérsai 1997). A képzodott
redukald cukor mennyiségét PAHBAH (p-hidroxibenzoesav hidrazid) reagenssel
(A=410 nm) hataroztuk meg (Lever 1973).
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A R-1,4-glikanaz aktivitds mérése a R-1,3-gliikanaz aktivitds méréséhez
hasonldé mdédon tortént, de ebben az esetben szubsztratként karboximetil-cellulozt
hasznaltunk.

A R-glikozidaz aktivitas méréséhez 50 pl mintahoz 200 ul 5 mg/ml p-
nitrofenil-3-D-gliikdzt tartalmazd, 120 mmol/l Na-acetat puffert (pH 7) adtunk. A 30
perces inkubacid (37 °C) utan a reakciét 500 ul 100 mmol/l borét puferrel (pH 10)
allitottuk le. A felszabadul6 p-nitrofenol mennyiségét fotometriasan (A=400 nm)
hataroztuk meg (Fontaine és munkatarsai 1997).

Az enzimaktivitasok értékét egységekben (U) fejeztem ki, 1 U az az
enzimmennyiség, ami 1 egység adszorbanciavaltozdst okoz a fent leirt
aktivitasmérés sordn. A mért értékeket a méréshez felhasznalt minta térfogatara

vonatkoztattam és U/ml dimenzidban adtam meg.

5.8.1 Az EngA [3-1,3-endogliukanéz és PepJ proteinaz pH fliggésének és pH-fliggd
stabilitdsanak meghatarozasa

Az EngA és PepJ pH-fliggésének tesztelésekor az 3-1,3-gliikandz és proteinaz
aktivitast az 5.8 pontban leirtaknak megfelelen, de kulonb6z6 pH-ju pufferekben
(pH 3,5-7,0: 0,2 mol/l Na,HPO,/0,1 mol/l citrat puffer; pH 7,0-8.5: 0.2 mol/l
Tris/HCI; pH 8,5-10,5: 0,2 mol/l NaOH/0,2 mol/l Gly puffer) hataroztuk meg. Az
enzimek pH-fliggé stabilitdsanak vizsgalatakor az enzimpreparatumokat 24 6ran at
37°C-on eldinkubaltuk a kilonbdzé pH-ju pufferekben (pH 3,5-10,5), majd az
enzimek megmaradt aktivitasat az 5.8 fejezetben leirtaknak megfeleléen mértuk. Az
azokazein savas pH-n mutatott alacsony oldhatdsaga miatt a proteindz aktivitas

mérését BSA szubsztrat felhasznalasaval végeztik.

5.8.2 Az EngA R-1,3-endoglilkandz és PepJ proteindz homérsékletfiiggésének és
héstabilitasdnak meghatarozasa

Az EngA és PepJ homérsékletfiiggesének tesztelésekor a R-1,3-glikanaz és
proteindz aktivitdst az 5.8 pontban leirtaknak megfeleléen, de kuldénb6zo
homérsékleteken (5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 és 95°C) hataroztuk meg. Az

83



enzimek héstabilitdsanak vizsgalatakor az enzimpreparatumot 15 percig kilénb6zé
homérsekleteken (35, 45, 55, 65, 75, 85 és 95°C) eldinkubaltuk, majd az enzim

megmaradt aktivitasat az 5.8 fejezetben leirtaknak megfelel6en mértik.

5.8.3 A PepJ EDTA-val val6 gatolhatésadganak vizsgélata

Az enzim EDTA-val vald gatolhatosdgdnak  vizsgélatakor az
enzimpreparatumot 10 mmol/l Na,-EDTA (pH 6,5) jelenlétében 30 percig
eldinkubaltuk (37°C) és a proteindz aktivitds mérését az 5.8 pontban leirtaknak

megfeleléen végeztik el.

5.9 A sejtek szuperoxid és peroxid tartalmanak mérése

A sejtek szuperoxid (Carter és munkatarsai 1994) és peroxid (Royall és
Ischiropoulos 1993) tartalmanak vizsgélatanal a tenyészetekhez dihidroetidint,
illetve 2’,7’-diklorfluoreszcein diacetatot adtunk 10 umol/l-es végkoncentracioban.
Az egy Ora alatt képz6do etidium (Et), valamint 2°,7’-dikldrfluoreszcin (DCF)
koncentraciojanak meghatarozasahoz a tenyeszet 5 ml-ét zsugoritott (vegsziirén
atszurtlik, desztillalt vizzel alaposon mostuk, majd 1 ml 5 w/v % 5’-szulfoszalicilsav
oldatban szuszpendaltuk fel. A sejtfaltormeléket 20 perc 4 °C-on torténd inkubaciot
kdvetéen lecentrifugltuk (10 min, 10000 g, 4 °C). A feluldsz6 0,5 ml-ét 0,5 ml 0,5
mol/l NaOH-tal semlegesitettik, majd a mintdk Et, illetve DCF tartalméat
fluorimetrias madszerrel hataroztuk meg (Aexte=488 NM, Aeme=610 NM; Aext pcr=502
nm, Aempcr=523 nm). A képzodott Et és DCF mennyiségét a sejtek szaraztomegeére

vonatkoztattam és pmol/mg DCM dimenzidban adtam meg.

5.10 A tapkozeg glukoz tartalménak mérése

A tapkozeg glukoz tartalmanak mérésekor a Leary és munkatarsai (1992) altal
kidolgozott “rate assay” eljarast hasznaltuk. A reakcidelegy Oszetétele 0,1 mol/l K-
Na-foszfat puffer (pH 6,6), 4 kU/I glikdz-oxidaz, 1 kU/I peroxidaz, 0,76 mmol/l 4-

aminoantipirin, 11 mmol/l fenol és 3 v/v % minta volt. Az adszorbancia valtozast
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500 nm-en detektdltuk. Az 1 perc alatt bekdvetkezett adszorbancia valtozas alapjan
egy gliikéz oldat segitségével készitett kalibrald sor alapjan szdmoltuk ki a mintdk

gliikdz koncentracidjat.

5.11 Vékonyréteg kromatogréfia

A szénéhezés alatt termelt  szterigmatocisztin  mennyiségének
meghatarozasahoz a micéliumbol liofolezést kdvetéen 20 mg-ot kimértink, majd a
szterigmatocisztint 500 pl 70 v/v %-o0s aceton oldat segitségével extrahaltuk.
Centrifugédlas utan a felulisz6 25 ul-ét szilikagél vékonyrétegre vittik fel. A
futtatoszer dsszetétele a kdvetkezd volt: 80 v/v % toluol, 10 v/v % etil-acetat, 10 v/v
% jégecet. El6hivoként 96 v/v %-os etanolban feloldott AICls-ot (10 g/l)
hasznéltunk és a szterigmatocisztint az UVas4nm fényben zéld szint mutatd csikok
jelezték (Klich és munkatéarsai 2001). A szterigmatocisztin mennyiségét sztenderd
sor segitsegével hataroztuk meg €és a micélium szérazanyag tartalmara

vonatkoztattuk.

5.12 Transzkripcids vizsgalatok

5.12.1 RNS izolalas, koncentraci6 meghatarozas és denaturalé agaroz
gélelektroforézis

Az RNS izolalést liofiliz&lt miceliumbol, TRISOL reagens segitségével
(Invitrogen, Lofer, Ausztria) a gyarto ajanlasa szerint kiviteleztik (Chomczynski és
munkatérsai 1993). A mintdk RNS koncentracidjat és tisztasagat fotometridsan
hataroztuk meg (A=280/260). Az RT-PCR-es vizsgalatokhoz az RNS mintdk DNaz
kezelest kovetoen kerliltek felhasznalsara.

Az RNS mintdk minéségének  ellenérzése  denaturdlé  agaroz
gélelektroforézissel tortént. Az agaréz gél Osszetétele a kdvetkezé volt: 10 g/l
agaroz, 10 v/iv % 10X MOPS-EDTA oldat, 0,002 v/v % etidium-bromid (10 mg/ml),
5 viv % formaldehid. Az RNS mintékat (10 pg) 2 pl 25 mmol/l EDTA és 1% SDS
oldat, illetve 2 pl mintafelvivé puffer (5X RNA loading buffer, Invitrogen, Lofer,
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Ausztria) elegyében inkubaltuk (10 perc, 68 °C), majd a futtatast 1X MOPS-EDTA
oldatban végeztiik (80 V). A 10X MOPS-EDTA 0&sszetétele a kovetkez6 volt: 200
mmol/l MOPS, 50 mmol/I Na-acetéat, 10 mmol/l EDTA (pH 7,0).

5.12.2 Génexpressz0 vizsgélata RT-PCR segitségével

Az RT-PCR reakciokat Brilliant® I SYBR® Green QRT-PCR Master Mix kit
(Stratagene) segitségével kiviteleztiik, a gyarto altal megadott protokollt kdvetve. A
reakcitelegy Osszetétele a kdvetkez6 volt: 400 ng totdl RNS, 2,5 mmol/Il Mg”, 0,5
umol/l génspecifikus primer. Az RT-PCR reakciok soran felhasznalt primerek
szekvenciajat és az egyes primerek hibridizacios 1épésénél alkalmazott
homérsékleteket a 13. tdblazat tartalmazza.

Az RT-PCR reakci0 lépesei a kdvetkezok voltak:

1) reverz transzkripcié, 50 °C, 30 perc

2) reverz transzkriptaz denaturacid, 95 °C, 15 perc

3) DNS denaturacid, 94 °C, 15 masodperc

4) primer hibridizacié (annealing), Tm-(5-8) °C, 30 masodperc
5) lanchosszabbitas (extenzid), 72 °C, 30 masodperc

6) a ciklus ismétlése a harmadik lépéstél 40 ciklus erejéig

Az RT-PCR termékek homogenitdsénak megallapitdsa olvadaspont
meghatarozassal, illetve agar6z gélelektroforézissel tortént. Az olvadaspont
meghatarozasa sordn a PCR termék 95 °C-ra torténd melegitését kovetéen a
készllék a homérsékletet 0,5 °C-os lépésekben 55 °C-ra csokkentette. Ekdzben a
fluoreszcens jel valtozasat mérte. Az agar6z gélelektroforézis 1 %-os gélben, 1X
TAE puffer, illetve DNS minta felvivé puffer (Invitrogen, Lofer, Ausztria)
felhasznalasaval tortént. A TAE puffer dsszetétele a kdvetkezé volt: 40 mmol/l Tris,
20 mmol/l ecetsav, 1 mmol/l EDTA (pH 8).

A relativ transzkripcié (ACP) mértékét a A mddszerrel szamoltuk ki: ACP =
CPgn-CPreferencia, ahol @ CP a PCR termék akkumulalodasahoz sziikséges ciklusszam

a vizsgalt gén (gén), illetve a ,housekeeping” gén (referencia) esetében. A
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»housekeeping” gén az eEF-3 elongécids faktor (AN6700) volt. A ACP érték

csokkenése utal a gén indukciojara.

Gén neve,
hibridizacios
hémérséklet

»Forward primer” szekvencidja

».Reverse primer” szekvenciaja

AN0230, 53 °C
AN0241,51°C
AN0245, 51 °C
ANO0472,47°C
ANO0779, 52 °C
ANO0787,53°C
AN0940, 52 °C
AN0973,51°C
AN1006, 52 °C
AN1007, 52 °C
AN10444,51°C
AN10576, 52 °C
AN10585, 52 °C
AN10779,52°C
AN11062, 52 °C
AN1117,52°C
AN1131,52°C
AN11510,51°C
AN11897,53°C
AN1414,52°C
AN1418,52°C
AN1428, 52 °C
AN1502, 53 °C
AN1723,52°C
AN1899, 52 °C
AN2017,52°C
AN2091, 53 °C

AN2092, 52 °C

5’-ATTTCCTCCACAGTCGCC-3’

5’-CTTCCACATCCACCAGTTC-3’

5’-AACGGCGGTGAGATTGAC-3’

5’-GACGAAAACAGCCCAGTAG-3’

5’-TGAGAACAAGCAGCAGGG-3’

5’-ACGCCTTCACCAACATCAAC-3’

5’-ATCTTTCCACCTCCGCTG-3’

5’-CGACTTTCTCTCTGGATACGATG-3’

5’-TATGTCGTCCCAAAACCCG-3’
5’-TCGTGATTGGAGAAGAGCC-3’
5’-GTCGCCATCGCTGTCGTTATC-3’
5-ACTCTCTTCGGTGTTGGC-3’
5’-CATCTTTGCCGTTATTCCCTG-3’
5’-CAAGGAGAGGATTCGCATAC-3’
5’-CCAGGTATCTACTCCCAG-3’
5’-CCATCCGTGAACATACAAGC-3’
5’-CACCACGCTTCCCTTCTG-3’
5"-TCTGGGGTGCTGGCGATG-3’
5’-AAGGACTACAGCGGAGAC-3’
5’-CGATGCCAGTATATCCGTG-3’
5’-GCATTAGCGGTCAAGGAG-3’
5’-GCCCGAACAAGACTATTAGAC-3’
5’-ATTGGGACGCCGATCTACAG-3’
5’-TTCTCCTCTCCACCTCTC-3’
5’-CGGGCAGACTACACATAC-3’
5’-GCCAACATCTACGGACAG-3’
5’-CGTCTCTCAGGCAATCGC-3’

5’-GCACTGGACAAAGGATACC-3’
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5’-AAGCAGTCATCCATCGGG-3’
5’-CAGCGTTACCAGTCTTCTTG-3’
5’-CATTCGGTGGCATAGACG-3’
5’-CTCCATTCTTGCGAACAGG-3’
5’-AGCAGGACAGAACCAACAG-3’
5’-GTATTTCCACTGCCCTTCTG-3’
5’-TCAACGCCATCACCAACC-3’
5’-CTGGTGACGGTAGTTGTTGTTG-3’
5-TTATTCTTCGTCCGCCTCC-3’
5’-CGGGTATTGAGGTAGTAGTC-3’
5’-CGAGTCCAACGGTGACGGAAG-3’
5’-GGGCTCTATCTCGCTAATG-3’
5-GTCTTGTCCTTGTTGTGGTAG-3’
5’-ATTGTAAGCAGCACCAACC-3’
5’-GTCCGAACAGGCTTAACG-3’
5’-GAAAGCGTGAGTGATACCC-3’
5’-CTCAAATCGCCAACCTCGC-3’
5’-CCGTGGTAGGTTCCGTCC-3’
5’-GCCATCACAGCCAACATAC-3’
5’-GTCAGTTCTGCTCCTTGC-3’
5-TGTTCACTGTCATCGGAGC-3’
5’-GCGATGATGCCGTAGAATAAAC-3’
5’-GCCAGTGAAGGACATTGAGC-3’
5’-GCCCTCGTAGTTGTTGTAG-3’
5’-TCAACGGACCAGAATCGG-3’
5’-CCTGCGGATTCAACACAAC-3’
5’-ATCCCGTCCGCAAATAGC-3’
5’-CTGGGAAGAAGGAAAGATAGG-3’



AN2099, 52 °C
AN2237,52°C
AN2265, 51 °C
AN2523,52°C
AN2572,52°C
AN2738,52°C
AN2876, 52 °C
AN2981, 52 °C
AN2984, 51 °C
AN3150, 47 °C
AN3307,52°C
AN3357,52°C
AN3393, 52 °C
AN3729,52°C
AN4282,52°C
AN4367,52 °C
AN4809, 55 °C
AN4825, 52 °C
AN4871,52°C
AN4923, 52 °C
AN5046, 53 °C
AN5104, 51 °C
AN5144,52°C
AN5174,52°C
AN5457,51°C
AN5523, 52 °C
AN5558, 52 °C
AN5577,51°C
AN5652, 52 °C
AN5658, 51 °C
AN5666, 52 °C
AN5712,52°C
AN5814, 52 °C

AN5860, 52 °C

5’-CAGATGACGGAAAAGGAATGG-3’

5’-GCAAATACCACTGAGAACGC-3’

5’-GCTGATTATGTTAGAGACCGAC-3’

5’-TTGCGACAAGGACACATTGG-3’
5’-CCAATCACACTACTGCCTAC-3’
5’-TACGAGGAAAGGGGTCTG-3’
5’-TGCTCCTCGCTCTTACAG-3’
5’-GGTGTCGCTCGTATTATTGTC-3’
5’-GCCGAATCCCTCTGTCTACA-3’
5’-AGGAGGGAGGTAGCAAAAG-3’
5’-ACGCCATCACCGAAATCC-3’
5’-GTATCAACCTTGGAACGGAG-3’
5’-GTTCCACCACCTACTACTG-3’
5’-CCACCACGATGACTACTAC-3’
5’-CGATACGACCCCAGTGATG-3’
5’-GACTTCACGCTCCGCAATG-3’
5’-GACGCCGCTCCTATTCTCTG-3’
5’-GCGTGGTCGTCAAAGATGC-3’
5’-TGGTCACCAGGCGAATCTC-3’
5’-CCACGGAAACACCAACATC-3’
5’-CAATTCTCCGCCATCGTCC-3"
5’-CGTGTCATTAGGTGTCTTCC-3’
5’-GCAAGCCGATGACCGAAAG-3’
5’-CCCCTATCTTATCTCCTATCC-3’
5’-GCGAAACGGAGATTGTGAAG-3’
5’-CTGCCAACCACTCCTAATG-3’
5-TTCTGTCCGTCAAGGTTTTC-3’
5’-CTTGCTTACGACTATGGCG-3’
5’-CGCAAGGAGCACATCGTC-3’
5’-CCAGACAAAACCCCGACTTTG-3’
5’-TCTGGAACACCCTTACCTTG-3’
5’-GGTTCTGCTCTGGATTTGCC-3’
5’-GAGAAGAGTGGATGGAGC-3’

5’-AACACTCCCAAGCCACAAC-3’
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5’-GTGGCGAGATGAGATAAGAG-3’

5’-AAGAACGCAGAGAAAGACGG-3’

5’-ATTGATTTGGGGACTTTGGATG-3’

5’-ACCGAAAGCGTTGAACAGC-3’

5-TGCTCTTATCCGTCCACTTG-3’

5’-GGCAGGTAGGATGTTGAG-3’

5’-TCAAATCCTCCTCCCTCG-3’

5’-CAGGTGGCATTGAAGAACTC-3’

5’-GTATGGATGGATGAGGTGGC-3’

5’-CAGATGGAGGGTAATAAGGC-3’

5’-TCATAACACCCGACCAGG-3’

5’-CTGCGATTGGATTTCAGCC-3’

5’-CGCAGCATCATACCCATAG-3’

5’-TACGACACCTGCGAAGAAG-3’

5’-GACCCCAGTTTTCCATAGC-3’

5’-GAACACCAGGCAGACCAC-3’

5’-ATTGCCTCTCGCTGGGTTAG-3’

5-TGTAGAGGTCCCGTTAGC-3’

5’-CGGGACGAAGGATCATACG-3’

5’-GTAAGAAGCACGGAGACC-3’

5’-GCACCAAAGATACCACCAAG-3’

5’-AGCATCATCATAGGTAGCC-3’

5’-GCAAACTGTGGAGACGAAGG-3’

5-CTTGATTTCGTCGCTGGTTCG-3’

5’-AAAGGGGCAGGAAGTGATG-3’

5’-GTCAACGCCTACCATAAGC-3’

5’-TGAAGGCGTAAGAGTATCCAC-3’

5’-GTTGATGGCTTTGGAGAGAG-3’

5’-GAGGTTCGGTCTGGTCTG-3’

5’-CAGCATTTCCACCCTGACTC-3’

5’-GCACCGATTGGCGAAAACG-3’

5-TGGTCTTGGTCTGCTTGGTTC-3’

5’-AAAGTATTGGGTCAGGGC-3’

5’-GAAGACCGACGATTAGACCG-3’



AN5918, 52 °C
ANG6438, 51 °C
ANG6464, 52 °C
ANG6470, 52 °C
ANG6620, 53 °C
ANG6669, 52 °C
ANG6700, 52 °C
ANG6923, 51 °C
ANT7349,51°C
ANT7396, 53 °C
ANT7436,51°C
ANT7511,53°C
ANT7539, 52 °C
AN7657,51°C
ANT7820, 51 °C
ANT7950, 51 °C
ANT7962, 47 °C
ANB8041, 52 °C
AN8218,51°C
AN8241, 53 °C
ANB8242,52°C
ANB8275,52°C
AN8347,52°C
ANB8445, 47 °C
ANB8498, 52 °C
ANB8559, 53 °C
AN8637, 52 °C
AN8710, 53 °C
AN8737,52°C
AN8803, 51 °C
AN9129, 52 °C
AN9168, 51 °C
AN9339, 52 °C

AN9340, 53 °C

5’-CAGAGCAAG CCGAGAAGTTC-3’
5’-TCCAGCCGAGAAGATACC-3’
5’-GACGGCTGGGAAGTTAATATG-3’
5’-CGACCCCCTTTTCAACAC-3’
5’-CGATTCAAACGAGGGCGG-3’
5’- CAAAGCCGAGTATGAAGCC-3’
5’-CCTATTCCCGAGCAAGTTC-3’
5’-ACTACTTTCAGGTCGGCG-3’
5-TGTCTCGCCGTGGTTTTC-3’
5’-AATCGCCTCCAGTTTACCC-3’
5’-ATGCGTTCCTTTGGTCCG-3’
5-ATTCTCTCTCGCCCTTGC-3’
5’-CTGAGAAGCGGCAAAGCG-3’
5’-CACCTTGGCTTTCTTCTCC-3’
5’-CAACACCGACGAATACGA-3’
5’-AACAGTGCCCGTCTCTACAC-3’
5’-TCTCCCAGATCAACAACAC-3’
5’-ACCAACATCATCCCCTCC-3’
5’-TCACCTCAATCGTCCCTG-3’
5’-CGCAGAAGCCAAATCCAA-3’
5’-TCCATCTTCAGCCCGTTG-3’
5’CCAGAAGGACAAGGACTAC-3’
5-TTGATTGGTGCCTGCGTTG-3’
5’-TTGAAGCCACGACAATGAC-3’
5’-GCTTACACCATCAGAATCGC-3’
5’-GCTTGTCGTCTTGTCGGC-3’
5’-CAAACGCTCCGCCATCTAC-3’
5’-AATATCCCCGTTGTGGTGC-3’
5’-ATGGCTGGTGTGGCTTTTC-3’
5’-CAACAAGGGCAACAGCAAC-3’
5’-GTCCCATTTGCTACTGTCC-3’
5’-GCTTACTGGGTCGTCTTC-3’
5’-CCGAGCCCGACAACACTTAC-3’

5’-ACATACAGGCAGAAACGAACG-3’
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5’-CAAGGTGGGAGGGAGAGAAG-3’
5’-GTCCATAAGTTGTTGCCGC-3’
5’-GGGTGGAAAGGACAATCAAAG-3’
5’-CAGAGAGCCCGTAACATC-3’
5’-ACGGCAACATTCAGCAGC-3’
5’-ACAAACCCGACACCGAATC-3’
5-TGATGTTCCTGACGATGGC-3’
5-TGCTTTGGGCTCACTTCG-3’
5-TCTCTCCCGCCTTGTATG-3’
5’-CCCGCATCGCTCATACAG-3’
5’-GTCACTTCTTGCTCCCTAC-3’
5’-CGGTCGTGGTTCTTGTCTG-3’
5’-AGAGAAGACCAACGGAGC-3’
5’-TCACTTCGCTCCTCATCAG-3’
5’-ACCGAGAGGAGTGACGATAG-3’
5-TGGTTGATAGCCGCCTTGAG-3’
5’-GTCAAACTCATCCTCAAAGC-3’
5’-ATACCCGCCTTAGCATCG-3’
5’-TGCTCGTATCCGTCACAC-3’
5’-GAAGGCACCCCAAGAAAAGTC-3’
5’-CATCCTCCCCTACTACAC-3’
5’-CAGAGCACTACCAACAAGG-3’
5’-AGTTCGTCGTCCTCGTCG-3’
5’-AGATGCCTACGATACCAG-3’
5’-GTCAGTTACGGGAACCTTTG-3’
5’-GGAGTGCGGCGTTGATTG-3’
5-CTTGAGGTGCCCGAATGT C-3’
5’-CCCGCTCTGACTGGTTTG-3’
5’-GAGGAGTTGGAGGGCAATC-3’
5’-GAGGACAGCAACATCAAGC-3’
5-TTCTGTGCTTCTTCTCCCG-3’
5’-GCTGGTCTTGGTCATCTC-3’
5’-GTTCAGCGACGACAATGACG-3’

5’-ATACGACCACGATAAGACACC-3’



AN9380, 52 °C 5’-CGCACATACATACGACCACG-3’ 5’-TTCCACCAGCATCCAGTTG-3’

AN9390, 53°C 5’-ATACCCGACTCTGACCTTTAC-3’ 5-TCTCTCACTCTCTCCACTTG-3’
AN9397,52°C 5’-AGACGAAGAATGTGGTGGC-3’ 5’-ACGCTGAAGAAGGAACTGG-3’
AN9408, 52 °C 5’-GGCATCAATACACCTCGTTC-3’ 5’-GCATCATCTTCACCCTCTTC-3’

13. tabldzat Az RT-PCR vizsgalatok soran hasznalt primerek szekvencidja és a primerek
hibridizéacids 1épésénél alkalmazott hémérséklet.

5.12.3 Génexpresszio vizsgalata microarray technika segitségével

A microarray vizsgalat soran egy ndvekvé es egy szénéhezd tenyészet
transzkripciés mintézatat hasonlitottuk 6ssze. A tenyészeteket az 5.1.2 pontban
leirtaknak megfeleléen komplex tapkozegben novesztettiik fel, majd a 20 Orés
tenyészeteket 10 g/l glikozt tartalmazo és gliikozmentes minimal taplevesbe mostuk
at. Az RNS mintakat az atmosast kovetéen 4 oraval vettiik le; az RNS izolalasa az
5.12.1 pontban leirtak alapjan tortént.

A microarray vizsgalat kivitelezése soran a hibridizaciot, illetve a leolvasast
a Kromat Kft. végezte. A DNS chip-et az aldbbi honlapon hozzaférhet6 eArray
szoftver (earray.chem.agilent.com/earray/) (Agilent) segitségével Dr. Miskei Marton és
Karanyi Zsolt (Debreceni Egyetem), az A. nidulans FGSCA4 genom
szekvenciajanak felhasznalasaval tervezték meg és a 024712 ,,design number” alatt
érhet6 el. Az Agilent array in-situ szintézissel készilt. Egy lemezen négy fliggetlen
mintahoz felhasznalhatd blokk foglalt helyet, egy blokk 44000 génspecifikus, 60
nukleotid hosszusagu oligomert tartalmazott (4 x 44 K array). Az A. nidulans
minden egyes génspecifikus oligomere 16 példanyban volt jelen a lemezen, kivéve
300-at, amely 32 példanyban szerepelt. A novekvo, illetve szénéhezé tenyészetbol
szarmazdé RNS mintdk vizsgalatdhoz 1 blokk lett felhasznalva. A hibridizaciohoz
hasznalt mintdk elékészitése az Agilent Two-Color Microarray-Based Gene
Expression Analysis protocol (Version 5.7) alapjan tortént. A mintdk RNeasy mini
spin oszlopokon (Qiagen) lettek megtisztitva, minéségilk az Agilent Bioanalyzer
2100, mennyiségiik az ND-1000 NanoDrop Spectrophotometer segitségével lett
meghatarozva. A cRNS-ek jel6léséhez cy3 és cy5 festékeket hasznéltak. A blokkra
825 ng fragmentalt cRNS lett hibridizadlva (17 h, 65°C és 10 rpm; Agilent
hybridization oven). A blokk Agilent MicroArray Scanner segitségével lett
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detektalva és az elonormalizalt nyers adatok az Agilent Feature Extraction software
(version 9.1) segitségevel lettek meghatarozva. A nyers adatokbol képzett log,
aranyok LOESS normalizalasat (log; R értékek; intensity-dependent block-by-block
normalization) Dr. Miskei Méarton és Karanyi Zsolt (Debreceni Egyetem) végezte.

A gének A&ltal kodolt fehérjék adatait a Broad Institute honlapjan
hozzaférhet6 adatbazisbol (www.broadinstitute.org) gyujtéttuk ki. Ezen adatokat az
Aspergillus Genome Database adatbazis (www.aspergillusgenome.org) adataival és
a génekhez tartoz0 GO szamokkal is egybevetettik. Azon gének annotélasat
fogadtuk el helyesnek, ahol a harom adatbazis adatai nem mondtak ellent
egymasnak. Egyes gének esetében a tudoményos kozleményekben publikalt
annotaciot hasznaltuk fel.

A géneket az aldbbiak szerint csoportositottuk:

1) A szénéhezé tenyészetekre karakterisztikus gének

Ide olyan gének kerultek, ahol a jelintenzitas legalabb a szénéhez6 tenyészet
esetében nagyobb volt, mint 1000 egység, illetve a log, R < -2.

2) A nbvekvé tenyeszetekre karakterisztikus gének

Ide olyan gének kerliltek, ahol a jelintenzitas legalabb a névekvé tenyészet esetében
nagyobb volt, mint 1000 egység, illetve a log, R > 2.

3) Szénforrés éhezés altal ,,nem befolyésolt” gének

Az elsé két csoportbdl kimaradt gének. Természetesen ez a csoport szamos olyan
gént tartalmazhat, melyek fontosak lehetnek a szénforras éhezés alatt végbemend
fiziologiai valtoz&sokban, illetve szabalyozasukban, de kis aktivitdsuk, vagy
kismértékii indukciojuk/repressziojuk miatt nem kerultek bele az elsé két csoportba.
Tapasztalataink szerint az olyan gének transzkripcidvaltozdsat lehet nagy
valsziniiséggel RT-PCR segitségével igazolni, vagy elvetni, ahol a fent emlitett

feltételek teljestilnek.
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5.13 Az extracellularis termelédést jelzé szignalszekvenciék vizsgélata

Az extracelluléris termelddést jelz6 szignalszekvencia meglétét az Expasy
(www.expasy.org) oldalan hozzaférhet6 SignalP program segitségével azonositottuk

(Bendsten és munkatarsai 2004).

5.14 Homold6g fehérjék azonositasa

A homolog fehérjék keresése az NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) honlapjan
hozzaférhet6 Protein BLAST (BLASTP) program segitségével tortént és a

homoldgia mértékének jellemzésére az E-értéket hasznaltuk fel.

5.15 Statisztikai vizsgalatok

A dolgozatban minden egyes kisérletnél 3-6 fliggetlen mérés atlagat és annak
szorasat adtam meg. Az atlagértékek kozotti eltéréseket a Student-féle t-prébaval
teszteltlik és csak a p < 5% valdsziniiségek esetén fogadtuk el a kuldnbséget

szignifikansnak.

5.16 Felhasznélt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznalt finomvegyszerek, ha masként nem jeléltem, a
Sigma-Aldrich Kft termékei voltak. Minden tovabbi vegyszer szintén analitikai

mindségii volt és a VWR vallalattol (korabban Spektrum 3D Kft) kerilt beszerzésre.
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6. Osszefoglalas

Az autolizis egy olyan aktiv, energiaigényes, nagy hidrolaz aktivitéssal
kisért természetes sejtpusztulasi folyamat, amely a sejtfal lebomlasat is magaban
foglalja (White és munkatarsai 2002). Bar az autolizis a természetben és a
fermentacios iparban a szénforras éhezésre adott stresszvalasz részeként gyakran
megfigyelhetd jelenség, a mogotte rejlé komplex transzkripcionalis valtozésokrdl és
ezek fiziologiai kovetkezményeirdl rendelkezésre &ll6 adatok igen hianyosak. Az
autolizis alatt termel6d6 extracellularis hidroldzok azonositdsa, képzodésik és
fiziologiai szerepuk megismerése nemcsak az autolizis folyamatanak jobb
megértését segitheti el6, de gyakorlati jelentéséggel is birhat. A szénforras éhezés
kivéltotta autolizis folyamatanak komplex megértése érdekében vizsgélataink kdzott
szerepelt az Uj extracellularis enzimek azonositdsa és jelentéségének megeértése
mellett a szénéhezést Kkisért genomi szinti transzkripcios szintii valtozasok
feltérképezése is.

Munkank sorén elséként sikerult azonositanunk egy, az autolizis alatt
termel6dé extracellularis R-1,3-endoglukanazt, amely az engA gén termékének
bizonyult. Részleges jellemzésekor kapott paraméterei j6 Osszhangban voltak a
gombakndl altaldban tapasztaltakkal. Lugos kortilmények kozott mutatott aktivitasa
és stabilitasa az autolizis alatt kialakul6 lugos pH miatt mutat jelentéséget. A AengA
és a AengAAchiB duplamutans térzs nem autolizalé fenotipusa arra utal, hogy az
EngA az autolizishen a ChiB-hez hasonldan kiemelkedé jelentéséget tolt be. Ezen
torzsek extracellularis enzimmintazata (B-1,3-glikanaz, R-gliikozidaz, kitindz,
proteinaz) a sejtfal lebontasaban részt vevo enzimek komplex szabalyozésat tételezi
fel, ahol egy kulcsfontossagu enzim hidnya a tobbi enzim csokkent termelddését
vonja maga utan. Ugyanakkor a AengA és a AengAAchiB torzsek esetében
megmaradt extracelluléris B-1,3-glikandz aktivitas tovabbi, az EngA-tol eltér6 R-
1,3-glukandzok termelddésére utal. Microarray vizsgalatunk alkalmaval tovabbi
harom (egy B-1,3(4)-endogliikanazt és két 3-1,3-exoglikanazt) R-gliikanaz mellett 4

R-glukozidazt kodold gén indukciojat is kimutattuk szénforras éhezés hatasara.
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Sikertilt tovabba megtisztitanunk és azonositanunk az A. nidulans autolizal6
tenyészetének fermetlevebdl egy extracelluldris metalloproteinazt, amely a pepJ gén
termékének bizonyult. Az SDS poliakrilamid gélektroforézissel kapott 19 kDa-0s, a
szekvencia adatok alapjan varhatonal kisebb molekulaméret possztranszlacios
mabdositas meglétére utal, amelyet mas fajok proteindzai esetében is leirtak (Tatsumi
és munkatarsai 1991; Matsumoto és munkatarsai 1994). Lugos pH-n mutatott
aktivitisa és stabilitdsa szintén az autolizis alatt ligosod6 pH miatt jelentés, amely
rdadasul kifejezetten kedvezoének bizonyult az exracelluldris proteindzok
képzodésének. Ebben a folyamatban a PacC, lagos korilmények kozott aktiv
transzkripcios faktor is részt vett a prtA transzkripcidjanak szabalyozasan keresztul.
A pepJ és a prtA génekben mutans torzsek (ApepJ, AprtA és ApepJAprtA) fenotipusa
alapjan megéllapitottuk, hogy ezen proteindzok nem kozponti jelentéségiiek az
autolitikus sejtfal degradacié folyamataban, azonban a megmaradt extracellularis
proteindz aktivitads tovabbi proteolitikus enzimek jelenlétét sugallja. Microarray
vizsgalatunk sordn tovabbi 7 extracellularis proteindzt kodold gén indukciojat
tapasztaltuk szénéhezés hatasara.

Az extracellularis hidrolazok szabalyozésénak vizsgalatakor a FluG-BrlA
sporulédcids jelatviteli atvonal az extracelluldris B-gliikanazok, proteindzok és
kitinazok (Pdcsi és munkatarsai 2009) esetében egyarant kdzponti jelentésegiinek
bizonyult, ami a konidiogenezis és az autolizis kdzotti kapcsolatot tételezi fel.
Emellett a brlA, konidiogenezishez kotédé transzkripcios faktor indukcidjval
0sszhangban konidioforok megjelenését tapasztaltuk a 48 6rés razatott, szénéhezé
tenyészetekben. Figyelembe véve, hogy a szénforrés éhezés, mind a konidiogenezis,
mind az autolizis kivaltdsaban jelentés, nem meglepd, ha szabalyozasuknak is
vannak kozos elemei. Azonban ez a kapcsolat vizsgalataink alapjan nem az autolizis
alatt felszabaduld energia konidiumok képzésére torténd forditdsdban merdl ki,
mivel a nem autolizal6 AengAAchiB kettés muténs torzs tébb konidium termelésére
volt képes, mint a kontroll torzs. Feltehetéen a BrlA a konidiogenezis inicidlasa
mellett a sejtfalbonté enzimek termelésének meginditdsdn keresztul az autolizis

indukalasaban is részt vehet.
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Az autolizis sordn nyert energia a novekedés fenntartdsdban vald
hasznosulaséra utal azon megfigyelésiink, miszerint a AengAAchiB kettés mutans
torzs kedvezétlen szénforrason a kontroll torzsnel lassabb novekedésre volt képes. A
sejtfal lebontasédbdl szarmazé monomerek szénforrasként vald felhasznalasara utal
transzkripcionalis vizsgalataink azon eredménye, miszerint Kitin dezacetilazt, N-
acetil-glik6zamin-6-foszfat dezacetildzt, glikézamin-6-foszfat izomerézt és B-
exogliikanazt kodolé gének is indukalddtak szénéhezés hatasara a kitindzok és R3-
endoglikandzok mellett. Ezen feltételezést tamasztja al4 tovabba szdmos
monoszacharid transzporter, koztik a hxtA nagy affinitdsu glukdz transzporter
indukalddasa is.

Vizsgalataink sordn az autolizald tenyészet extracellularis enzimekben
gazdag fermentleve tobb gombafaj csirdzasat/novekedését is gatolta, mely folyamat
mogott nagyrészt a fermetlében jelen 1évé EngA és ChiB éallhattak. Az
extracellularis enzimek mas fajokkal szembeni interakcioban bet6ltétt jelentdsegét
bizonyitja a AengAAchiB Kkettés mutans torzs az A. niger novekedésének gatlasaban
mutatott csokkent képessége (ezen folyamatban valdszinisithetd azonban a
gombatelep altal termelt szekunder metabolitok és/vagy kismeretii antifungalus
fehérjék jelentésége is). Tehat a gombak az autolizist kivalto, kedvezétlen
korilmények kozott hatést gyakorolhatnak a kornyezetikben eléforduld, mas
mikroorganizmusokra is. A szénéhezés alatt megfigyelt szekunder metabolit
termelés mellett az antibakteriélis enzimeket és antifungélis fehérjéket kddol6 gének
indukcioja szintén megerdsiti ezt a feltételezést.

Microarray vizsgélatunk sordn a szénforrds éhezés hatdsara tobb, a
(makro)autoféagidban érintett gén indukalddasat is megfigyeltik. Mivel apoptdzisban
érintett fehérjéket kodold geének indukcidja nem volt jellemzé a szénéhezés korai
szakaszaban, feltételezhetéen a szénéhezés/autolizis alatti sejtpusztulas elsésorban a
(makro)autofagia szamlajara irhatd. A sejtpusztulasban az extracellularis enzimek is
jelentés szerepet tolthetnek be, amit bizonyit, hogy a AengAAchiB kettés mutans
torzs életképessége kevéshé csokkent a kontroll torzshdz viszonyitva. Ezen
megfigyelés Osszhangban van az EngA és a ChiB enzimek a termeld torzsre

gyakorolt antifungélis hatdsidval. Ezen enzimek sejtpusztulast indukalé hatdsa
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azonban csak idésebb tenyészetekben figyelheté meg, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a sejtek egy ideig képesek védekezni ezen enzimek kéros hatasaval szemben.
Ezen védekezo folyamatok felderitése a jovo feladata, de magyarézatul szolgalhat az
autolizis jelenségét kisért intenziv melanin szintézis, mivel szamos esetben igazoltak
az enzimatikus sejtfal degradaci6 melaninokkal torténé gatlasat (Nosanchuk és
Casadevall 2003).

Microarray adataink alapjan tovabbi transzkripcionalis véaltozasok is
megfigyelhetéek a szénforrds éhezés korai szakaszaban. Az intenziv
fehérjeszintézisre utal tobb, a fehérjeszintézisben és a fehérjék maddositasaban
kodzremitkddo fehérjeket kodolo gének indukalodéasa. A kornyezeti stressz hatdsara
gyakran megfigyelheté ,,Unfolded Protein Response” meginduldsat jelzi az ezen
utvonalhoz kothet6 gének indukalodasa. A sejtfalhomeosztazisban a sejtfal
kulonb6z6 komponenseinek szintézisében esszencialis gének represszioja, valamint
az autolizis jelenségéhez szorosan kothetd extracellularis sejtfalbontd enzimek
indukciodja a bioszintetikus folyamatok hattérbe szorulasat és a sejtfal degradacio
el6térbe kerllését jelzik, amely végsé soron az autolitikus fenotipus kialakitasahoz
vezet (Emri és munkatéarsai 2008). A glikolizis, a pentdz-foszfat Gt, a citrat kor és a
mitokondrialis 1égzés represszioja mellett a nitrdt és nitrit reduktazok, illetve a
lipidek bioszintézisében érintett geének is repressziét mutattak. A sajat és a
kornyezetben esetlegesen jelenlévé anyagok lebontasat célzo folyamatok elotérbe
kerlilését jelzi tobb, intra- és extracellularis degradativ enzimet (szénhidratokat
bontd enzimek, nukledzok, lipdzok, proteindzok) kdédolé gén indukéalodasa. A
szénéhezd tenyészetek redox folyamataiban szintén valtozasokat tapasztaltunk. A
szénéhezés reaktiv oxigénformadk akkumulalédasahoz vezetett a tenyészetben, amit
antioxidans enzimeket kodold gének indukélodasa és represszalodasa kovetett.
Emellett megfigyeltik tébb y-glutamil transzpeptidazt kédolé gén indukalddésat,
amely 6sszhangban van a kordbban megfigyelt nagy y-glutamil transzpeptidaz
aktivitdsokkal és a csokkené glutation tartalommal (Emri és munkatérsai 2004a).

Microarray vizsgélataink tehdt egyértelmien alatamasztjadk, hogy a

szénéhezés alatt megfigyelt fiziologiai folyamatok nem egyszeriien a tapanyaghiany
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okozta passziv valtozadsok, hanem egy aktiv, jol szabalyozott energiaigényes

valaszreakcid (stressz valasz) a gomba kornyezetében bekdvetkezett valtozasokra.
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7. Summary

Autolysis can be defined as a natural process of self-digestion of aged
hyphal cultures, occurring as a result of hydrolase activity and causing degradation
of cell wall structures (White et al. 2002). Although autolysis is frequently
observable in response to carbon starvation both in the Nature and in the industry
during the fermentation process only little information is available on its
transcriptional background and physiological consequences. Identification of new
extracellular hydrolytic enzymes produced during autolyis and understanding their
formation together with their physiological function could be also relevant because
of their potential industrial significance. In order to understand the autolytic process
induced by carbon starvation different experiments were performed including
identification of new extracellular enzymes, investigation of their role and
determining the genome wide transcriptional changes in response to carbon
starvation.

We purified and identified an extracellular B-1,3-glucanase from the
autolysing culture of A. nidulans, which proved to be the product of the engA gene.
Its enzymological properties were in good accordance with those of other fungal R-
glucanases. EngA was active at alkalic pH, which is important since autolytic
cultures alkalify their environment. The non-autolytic phenotype of the AengA and
AengAAchiB strains indicated the significant role of EngA in autolysis, as it was
experienced earlier in the case of the ChiB chitinase as well. The extracellular
enzyme (R-1,3-glucanase, R-glucosidase, proteinase, chitinase) profile of these
mutant strains suggested a complex regulation pattern of cell wall degrading
enzymes where the lack of one significant enzyme caused decreased production of
the others. The extracellular R-1,3-glucanase activity observable in case of AengA
and AengAAchiB strains indicated the synthesis of other 3-1,3-glucanases besides
EngA. In the microarray experiment induction of 3 extracellular 3-glucanase (1 13-
1,3(4)endoglucanase, 2 R-exoglucanases) and 4 R-glucosidase coding genes were

identified in response to carbon starvation.
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We also purified and characterized an extracellular metalloproteinase, which
was encoded by the pepJ gene. Since its molecular mass gained from SDS
polyacrilamide gelelectrophoresis was smaller than it was predicted according to the
sequence data, it is possible that PepJ went through posttranslational modification.
Similar phenomenon was observed in other fungi (Tatsumi et al. 1991; Matsumoto
et al. 1994). PepJ was active at alkalic pH and the alkalic pH was also beneficial for
extracellular proteinase production. The transcription factor PacC did not
contributed in the induction of pepJ, although it was important in the regulation of
prtA encoding an extracellular serine proteinase. According to the properties of the
Apepd, AprtA, ApepJAprtA mutants these proteinases did not prove to be important
in the autolytic cell wall degradation. The significant extracellular proteinase activity
observed in the deletion mutants suggests that these cultures produced other
proteinases than PrtA and PepJ. According to the microarray data, beside of prtA
and pepJ, 7 genes encoding extracellular proteinases were induced during carbon
starvation.

The FIuG-BrlA sporulation pathway proved to be important in the regulation
of extracellular glucanase, proteinase and chitinase (Pdcsi et al. 2009) production. It
suggests that autolysis and sporulation may be tightly coupled processes. Besides the
induction of the brlA transcription factor we observed conidiophors and conidia in
the 48 h old submerged carbon starving cultures. Taking into consideration that
carbon starvation is significant in the initiation of both asexual sporulation and
autolysis it would not be surprising if these processes had similar regulation
elements. The non autolysing AengAAchiB double mutant strain produced more
conidia than the control strain so it is unlikely that energy derived from autolysis
was used during conidia formation. In addition to initiating sporulation BrlA is
essential in the regulation of autolysis as well by initiating the production of cell
wall degrading enzymes.

The growth of the AengAAchiB double mutant strain was slower on media
containing a weak carbon source. This observation suggests that nutrients released
from autolysing cells may be used during maintaining hyphal growth. Induction of

genes encoding enzymes with chitin deacetylase, N-acetylglucosamine-6-phosphate
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deacetylase, glucosamine-6-phosphate isomerase and B-exoglucanase activity was
also observed besides the induction of chitinase and R-endoglucanase coding genes.
These data support that cell wall monomers are (also) used as carbon and nitrogen
sources during carbon starvation. The induction of monosaccharide transporters e.g.
the high affinity glucose transporter coding hxtA gene also confirmed this
hypothesis.

The fermentation broth of autolysing culture, which is rich in extracellular
enzymes, inhibited the germination and/or hyphal extension of several fungi. We
found that mainly EngA and ChiB were responsible for this phenomenon.
Extracellular enzymes may be significant in influencing interactions with other
species. This hypothesis was supported by the observation that the AengAAchiB
double mutant strain did not inhibit the growth of A. niger so effectively as the
control strain did (although production of secondary metabolites and/or antifungal
peptides could be also relevant in this process). It was concluded that fungi could
influence other microorganisms not only with the production of secondary
metabolites, extracellular antibacterial enzymes and antifungal proteins but also with
enzymes hydrolyzing fungal cell wall.

Induction of genes involved in (macro)autophagy in response to carbon
starvation was also observed. Since apoptotic genes did not show induction,
(macro)autophagy was responsible for the majority of cell death observed in early
autolytic cultures. The role of extracellular cell wall degrading enzymes in cell death
was confirmed by the observation that deletion of engA and chiB increased long-
term viability. This result is in good accordance with the antifungal effect of EngA
and ChiB experienced against the producing strain. The fact that these enzymes
induced cell death only in old cultures supports the existence of defense mechanisms
in autolysing cultures. These processes have not been identified yet but the synthesis
of melanin found in autolysing cultures may be a possible explanation because
melanin has protective role against enzymatic cell wall degradation (Nosanchuk and
Casadevall 2003).

We observed further transcriptional changes in response to carbon

starvation. Induction of genes related to protein synthesis (posttranslational
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modification, secretion) together with genes involved in the UPR (Unfolded Protein
Response) pathway, which proved to be active under environmental stress
conditions, was observed. Severel genes contributing in cell wall biosynthesis were
repressed and another set of genes involved in cell wall degradation were induced,
which is in good accordance with the observed autolytic cell wall degradation (Emri
et al. 2008). Glycolysis, hexose monophosphate shunt, citrate cycle and
mitochondrial respiration as well as nitrate reduction and the biosynthesis of lipids
also showed repression according to the microarray data. Several extra- and
intracellular hydrolytic enzymes (nucleases, lipases, proteinases, glycosilases)
involved in the degradation either of own materials and/or nutrients presented in the
environment was induced. Moreover, we observed changes in redox processes.
Carbon starvation led to the elevation of reactive oxygen species that was followed
by the induction and repression of several genes encoding antioxidant enzymes. We
could also detect the induction of genes encoding putative y-glutamil-transpeptidases
which is in good accordance with the observed high y-glutamil-transpeptidase
activities and the decreasing glutathione content of cells during carbon starvation
(Emri et al. 2004a).

Microarray data supported the hypothesis that autolysis is an active, energy
consuming process occurring in response to environmental stress and the observed
properties of carbon starving cultures are not consequences of passive (necrotic)

changes caused by nutrient starvation.
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9. Flggelék

Gén (Feltételezett) géntermék Log,R

azonosito

Autofagiaban érintett gének

AN5174 Feltételezett autofagias fehérhe (Atg5) [1] -4,57*

AN2876 Feltételezett autofagias fehérje (Atg22) [1] -3,91*

AN7428 Feltételezett autofagias fehérje (Atg7) [1] -2,25

AN5814 Feltételezett TOR Utvonalban szerepet jatszo fehérje (TipA)  -2,07*
[2]

Apoptdzisban érintett gének

AN9103 Feltételezett apoptdzis indukal6 faktor (AifA) [3] 2,71

AN5712 Feltéelezett metakaszpéaz (CasA) [4] -0,48*

AN3129 Feltételezett poli-ADP-ribdz-polimeraz (PrpA) [5] 0,94

AN7500 Feltételezett NADH-dehidrogenaz (NdeA) [6] 2,88

AN10660 Feltételezett NADH-dehidrogenaz (NdiA) [6] 6,26

Feltehetéleg extracellularis lebont6 enzimek
Lipazok, foszfolipazok, észterazok, kutinazok

ANB8046 Feltételezett triacilglicerol lipaz -5,40
AN1433 Feltételezett triacilglicerol lipaz -2,74
ANO0137 Feltételezett glicerofoszfokolin foszfodiészteraz -2,36
AN5309 Feltételezett kutinaz -4,65
ANG6464 Feltételezett észterdz -5,35*
ANS777 Feltételezett triacilglicerol lipaz -3,62
AN3037 Feltételezett karboxilészteraz -2,18
Nukledzok

AN11897 Feltételezett ribonukledz T2 -4,11*
AN1723 Feltételezett ribonukledz T1 -7,48*
Proteinazok

ANb5558 Alkalikus proteinadz (PrtA) [7] -4,58*
AN7962 Metalloproteinaz (PepJ) -2,47*
ANB8445 Feltételezett aminopeptidaz [8] -5,33*
ANG6438 Feltételezett dipeptidil-peptidaz [8] -3,93*
AN7231 Feltételezett szerin karboxipeptidaz [8] -3,95
AN7121 Feltételezett karboxipeptidaz [8] -3,71
AN3393 Feltételezett deuterolizin tipust metalloproteinaz (Pepl) -4,22*
AN2572 Feltételezett dipeptidil peptidaz -4,96*
AN2366 Feltételezett tripszin szerii proteinaz -6,04
Antibakterialis hidrolazok

ANB969 Feltételezett N,O-diacetilmuramidéaz -6,26
ANG6470 N,O-diacetil-muramidaz [9] -7,16*
AN8730 Feltételezett N-acetil-muramoil-L-alanin amidaz -3,40
Gomba sejtfal bontasahoz kapcsolddd enzimek

AN4871 Kitinaz (ChiB) [10,11] -3,47*
AN1502 N-acetil-gluk6zaminidaz (NagA) [10,12] -4,69*
AN9390 Kitinaz (ChiC) [10] -4,14
AN9380 Kitin dezacetiléz [10, 13] -8,14*
AN1852 Feltételezett kitin dezacetilaz [10] -4,11
ANO0472 B-1,3-endoglilkanaz (EngA) -2,75%
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ANO0245 Feltételezett 3-1,3(4)-glikanaz [10] -5,62*

AN4825 Feltételezett 3-1,3-exoglikanaz [10] -4,44*
AN7349 a-1,3-glikanaz (MutA) [10,14] -3,66*
AN3790 Feltételezett a-1,3-gliikandz (AgnB) [10] -3,66
AN9042 Feltételezett a-1,3-gliikandz (AgnC) [10] -3,44
Nem gomba sejtfal eredetii szénhidratokat, névényi sejtfal komponenseket bontd enzimek
AN2395 Feltételezett R-gliikoronidaz -4,39
ANB8007 a-1,5-endoarabindz (AbnC) [9] -2,92
AN1870 Feltételezett xilanaz -2,97
AN3613 Xilanaz (XInA) [15] -4,21
ANO0012 Feltételezett glukuron lidz -3,56
Szénhidrétokat bont6 enzimek

AN4102 Feltételezett R-glikozidaz (BglA) -4,54
AN10482 Feltételezett R-gliikozidaz (BglF) -5,87
AN2828 Feltételezett R-glikozidaz (BglL) -4,25
AN7396 Feltételezett R-gliikozidaz (BglM) -7,47*
ANG819 Feltételezett glikozil hidrolaz -2,23
AN2017 Feltételezett a-glikozidaz (AgdA) -3,00
AN11143 Feltételezett glikoamilaz (GlaA) -4,08
AN2325 Feltételezett glikozil hidrolaz -5,17
ANB8432 Feltételezett glitkkozidaz -4,05
AN9340 Savas trehalaz (TreA) [16] -2,14*
AN11778 Feltételezett R-fruktozidaz -2,30
Egyéb

AN4809 Feltételezett glutamindz A (GtaA) -3,66*

Feltehetéleg nem extracelluléris lebont6 enzimek
Lipazok, foszfolipazok, észterazok, kutinazok

AN4245 Feltételezett ceramidaz -2,45
ANB8546 Feltételezett foszfolipaz -4,49
ANB8242 Feltételezett lipaz -3,13*
AN1713 Feltételezett foszfolipaz -4,98
Nukledzok

AN11062 Feltételezett L-PSP endoribonukledz -7,21*
AN2153 Feltételezett exoribonukledz -2,56
AN2185 Feltételezett mitokondridlis nukledz (NucA) -2,18
AN7298 Feltételezett nukleaz -2,82
AN3812 Feltételezett nukleaz -2,26
Proteinazok

AN4282 Feltételezett aminopeptidaz -5,05
AN2092 Feltételezett prolil aminopeptidaz (PapA) -4,48
ANO0369 Feltételezett aminopeptidaz -4,14
AN10184 Feltételezett karboxipeptidaz -4,09
AN2779 Feltételezett dipeptidaz -3,73
AN1780 Feltételezett dipeptidaz -4,41
AN8102 Feltételezett pepszinszerii aszpartat proteindz (PepAc) -2,23
AN9003 Feltételezett aszpartat proteinéaz -3,46
Gomba sejtfal bontasahoz kapcsolddd enzimek

ANO0299 Feltételezett kitinaz [10] -3,20
AN2385 B-1,3-1,4-gliikandz (XgeA) [10, 9] -2,87
AN1428 Feltételezett N-acetil-glikézamin-6-foszfat dezacetilaz -6,10*
AN1418 Feltételezett gliikdzamin-6-foszfat izomeraz -4,39*
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Nem gomba sejtfal eredetii szénhidratokat, névényi sejtfal komponenseket bond enzimek

AN3991 Feltételezett glukuronil hidrolaz -5,93
AN7864 Feltételezett 3-1,4-xilozid4z (BxID) -4,98
AN10199 Feltételezett 3-xilozidaz -2,65
AN10935 Feltételezett a-xilozidaz -3,33
AN12368 Feltételezett a-ramnozidaz (RhaB) -2,49
Szénhidrétokat bont6 enzimek

AN6620 Glikozil hidrolaz domént tartalmazo fehérje -4,84
AN3837 Feltételezett glikozil hidrolaz -2,68
ANG6518 Feltételezett poliszacharid dezacetilaz -2,61
AN1416 Feltételezett N-acetiltranszferaz -2,48
AN3368 R-mannozidaz (MndB) [9] -2,93
Hidrofobinok

ANB8803 Hidrofobin (RodA) [10,17] -2,74*
AN6401 Feltételezett hidrofobin [10] -4,23
AN1837 Feltételezett hidrofobin [10] -3,55
AN0940 Feltételezett Hidrofobin [10] -4,31
UPR-hez kétédé gének

AN9397 Transzkripcios faktor (HacA) [18] -2,28*
AN2062 Feltételzett ER chaperon (BipA) [19] -2,57
ANB8343 Feltételezett FK506 kot fehérje (Fkbp4) [19] -2,32
AN4467 Ciklofilin (CypB) [19, 20] -2,06
AN3592 Feltételezett kalnexin (CIxA) [19] -2,48
ANO0847 Feltételezett ER chaperon [19] -2,24
AN7436 Feltételezett diszulfid izomeraz (PdiA) [19] -2,562*
Szekunder metabolit termeléshez kdtheté gének

AN7820 C6 transzkripcios faktor (AfIR) [21] -2,62*
AN2943 Feltételezett szerin/treonin protein kinaz (RfeA) -3,31
AN2623 Izopenicillin-N,N-acetiltranszferaz (AatA) [22] -3,73
ANGT775 Penicillin bioszintézishez kothet6 fehérje (AatB) [23] -2,84
AN2622 Izopenicillin-N-szintetaz (IpnA) [24] -3,81
AN9005 Feltételezett poliketid szintetaz -2,35
AN6791 Feltételezett poliketid szintetaz -2,22
ANG448 Feltételezett poliketid szintetdz (PkbA) -4,01
AN2545 Feltételezett nem riboszomalis peptid szintetdz (EasA) -3,06
AN9129 Feltételezett nem riboszomalis peptid szintetaz -3,91*
AN10576 Nem riboszémalis peptid szintetaz (IvoA) [25] -4,20*
ANO0231 Fenol oxidaz (IvoB) [26] -5,26
AN2091 Feltételezett tirozin dekarboxilaz -4,08
AN0230 Feltételezett tirozinaz [27] -4,07*

1. tablazat Néhany, a diszkusszidban targyalt géncsoport log, R értékei. A ,*” jel6lés az
adott gének esetében a microarray adat RT-PCR-rel torténd megerdsitését jelzi. A gének
annotalasa a Broad Institute, az Aspergillus Genome Database adatbazis és az alabbi
hivatkozasok felhasznalasaval tortént. Az adatokat a gének GO szamaival is egybevetettiik.

1- Kiel és van der Klei 2009; 2- Fitzgibbon és munkatarsai 2005; 3-Savoldi és munkatarsai
2008; 4- Cheng és munkatarsai 2003; 5-Semighini és munkatarsai 2006; 6-Dinamarco és
munkatarsai 2010; 7- Pefia-Montes és munkatarsai 2008; 8- Schneider és munkatarsai 2010;
9- Bauer és munkatarsai 2006; 10- de Groot és munkatarsai 2009; 11- Erdei és munkatarsai
2008; 12- Kim és munnkatarsai 2002; 13- Alfonso és munkatarsai 1995; 14- Wei és
munkatarsai 2001; 15- Pérez-Gonzalez és munkatarsai 1996; 16- d'Enfert és Fontaine 1997;
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17- Stringer és munkatarsai 1991; 18- Saloheimo és munkatarsai 2003; 19- Sims és
munkatarsai 2005; 20- Joseph és munkatérsai 1999; 21- Yu és munkatarsai 1996b; 22- Tobin
és munkatérsai 1990; 23- Sprote és munkatarsai 2008; 24- Ramon és munkatarsai 1987; 25-
Birse és Clutterbuck 1990; 26- Birse és Clutterbuck 1991; 27- Nahlik 2007.
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