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1. Bevezetés

A valodi gombék legnagyobb fajszamua rendszertaységet, melybe
az 0sszes gombafaj mintegy 30 %-a tartozik Ascomay¢®mbsgombak)
torzsnek nevezzik. Az Ascomycota gombak a nodvérgekhasonléan
helyhez kotott éllények, és igy aéket fogyaszto élények elleni harcban és
az ébhelyért folytatott versenyben a hihetetlenil véadios
metabolizmusukkal, primer- és szekunder metabdabk valamint
extracellularis enzimek termelésével juthatnakkngbkhdz. A fonalas
gombék altal élallitott szekunder metabolitok egy tekintélyes esz
biotechnolégiai jeleritséggel bir, de egyes metabolitok karosak is leketne
human szervezet szaméara. A hasznos vegyiletek tkot@ialunk
antibakterialis (pl. penicillin), antifungalis (ptaspofungin), rédkellenes (pl.
taxol), immunszupressziv (pl. ciklosporin), kolesiiszint csokkeidt (pl.
lovasztatin) hatastakat is (Newman és Cragg, 20B2pnban karos
metabolitokat is élallithatnak a gombak, melyek leginkabbAspergillusok,
Penicilliumok és Fusarium genus fajaitél szarmaztathatéak, de
legismertebbek az egyéspergillus-ok altal termelt aflatoxinok. A fonalas
gombékat nem csak a szekunder metabolit termelékéik hasznositjdk az
iparban, hanem a primer anyagcseréjikhdz kétteemeékeik élelmiszeripari
adalékanyagok is lehetnek (pl. citromsav, glikondBerovic és Legisa,
2007; Singh és Kumar, 2009). Tovabba egyes forplashak extracellularis
enzimek kivalasztasaban jeleskednek, melyet sziawglelmiszeripar (pl.
amilazok, lakkazok), de a papiripar és biolzemanyggartok is
hasznosithatnak (cellulazok, hemicelluldzok). Eeéka metabolitoknak a
bioszintézisét komplex molekularis szabalyozasi mmezmusok iranyitjak.
Az eballitasukhoz szikséges enzimeket kddold gének efdgsét az
eukariéta déllényekben, igy a gombakban is, tobb regulator fehékar
egyutt, de kuloén-kulon is szabalyozhatjak.
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A globélis regulatorok A&ltalaban a kornyezeti imder hatdsat
kozvetitve befolyasoljdk a gének kifejetését, melyek a fonalas gombéak
egyedfejpdésére és metabolitjainak bioszintézisére is kitegk. A munkam
célkitizése, hogy egy globalis regulator, a Velvet komgtiextkot6 proteinek
szerepeit megismerjuik a fonalas gombak metabolitrmekEse
vonatkozasaban. A dolgozatomban két iparilag isnjg$ fonalas gombat
tanulmanyozok, arichoderma reesei-t és azAspergillus nidulanst. A T.
reesei az extracellularis cellulazok és hemicellulazokmelésébl ismert,
melyet a papir- és biolzemanyag gyarték alkalmazmaknoveényi
lignocelluléz degradaldsara. AzA. nidulans a fonalas gombék
modellszervezetként ismert, a biokémiai és genethatatasok soran
eldszeretettel tanulmanyozott faj. Az ipari ferment&celjarasok sorén is
(részben a ol ismert genomja miatt) alkalmazzak aatifungélis
echinokandin B ékllitasahoz, valamint az antibakteridlis béta-lakti
penicillin bioszintézisének tanulmanyozasara. Az nidulanst heteroldg
gazdaszervezetként a koleszterin szint csoOkkehtvasztatin és az
immunszupressziv mikofenolsav termeltetésének middeis
mechanizmusainak kutatasaban is alkalmazhatjaknekea metabolitoknak
a képdbdésével dsszefuggegulacios mechanizmusok alapkutatasai jéent
mértékben hozzajarulhatnak gazdasagilag hasznot Hmatechnoldgiai
eljarasok fejlesztéséhez.

Kutatdsaink sordn a fény altal befolyasolt Velvetmblex globalis
regulatort felépé proteineket vizsgaltuk, mely konzervalt az Ascoetgs-
ekben (Ni és Yu, 2007). A Velvet komplex a sejtraglion Iétre a VeA,
VelB és LaeA A. nidulans nomenklatira szerint) proteinek kapcsolédasaval
és a fonalas gombak egyeddiesét és a szekunder metabolitok Kéigsét
befolyasoljak. AzA. nidulans altal termelt és ebben a fajban leggyakrabban
vizsgalt szekunder metabolit a sterigmatocisztimvdbbiakban: ST)



képadését pozitivan regulalja a Velvet komplex, hisadmplexet felépdt
proteineket kodold gének hianydban a mikotoxin Képs megsmik
(Bayram és mtsai, 20084d). reesei esetében a Velvet komplexet felépit
fehérjek kozul eddig csak EaeA ortolég lael gén szerepét vizsgaltak,
melynek funkcidja esszencidlis a cellulaz és helnidg enzimek
termelésében (Seiboth és mtsai., 2012b). A munkérén aseA ortologvel 1
gént és annak termékét, a VEL1 protein hatasagéitask a cellulazokat
kédold gének kifejgmésében és d. reesel egyedfejpdésében betdltott
szerepében. A LAE1 protein funkcidjat konstans kédési ratak mellett
vizsgéltuk, mert a gén hianya megvaltoztatja a lEm@omba ndvekedési
sebességét. A regulaciés mutansok vizsgélata senégs figyelmet kap az
adott gomba megvaltozott ndvekedési sebessége amiteiére, hogy a
mikroba novekedési rétdja bizonyithatéan hatdssat @ metabolitok
termelésére. Ezt figyelembe véve vizsgaltuk megad tipusuveA gént
hordozOA. nidulans altal termelt ST képidését kilonb&z ndvekedési rata
alkalmazasaval.

A dolgozatban latszolag két, egymashoz nem kapdédidlyamatot
vizsgalunk, mint azA. nidulans ST képs#dése és al. reesei cellulaz
termelése, de e két jelenség szabalyozéasa és iddéakanak korilményei
nagy hasnolésagot mutatnak. A konzervaltsaguk é@kemzonban a Velvet
komplexet felépé fehérjékhez kapcsolhatdo funkciok egyaltalan nem
altalanos érvériiek a fonalas gombak korében, igy a filogenetikaitagl

allé térzsekben eltérlehet a két folyamat szabalyozasa.



2. Irodalmi attekintés

2.1.Szekunder metabolitok bioszintézisének szababdsa
A gombdak szekunder metabolizmuséért tedelgének altalaban

génklaszterekben helyezkednek el, amelyek a Kladae bellli vagy az
azokhoz kozeli transzkripcios faktorok altal koaéran szabalyozottak
(Bayram és Braus 2011). Vannak érdekes kivételéldapl azAspergillus
nidulans meroterpenoid, ausztinol és dehidroausztinol bmézise kett
olyan génklasztert is igényel, amelyek kilonbdkromoszémakon
lokalizalédnak (Lo és mtsai., 2012). Az eddig azitait, legtobb szekunder
metabolit génklaszter un. alap géneket tartalmazmahkt példaul a poliketid
szintdzok (PKS) és a nem-riboszomalis peptid séntk (NRPS) génjei
(Umema és mtsai., 2015). Ezek az enzimek a szekunuabolitok
alapvazat hozzak létre, mig a génklaszterben Jeléntobbi gén altal kddolt
enzimek a vaz modositasdért, transzportjukért, di@stkért, azok
szabalyozaséért felelnek. A PKS és az NRPS enzieggkzeii malonilt
(PKS) és aminosavat (NRPS) vagy ezek szarmazélkaiznAljak, mint
alapegységeket az adott szekunder metabolit véezatEnek
szintetizaldsahoz. Ezek a multimodularis enzimelydiemre mélto
hasonlésagokat mutatnak szerkezetiikben és a teknsddmtetizalasanak
mechanizmusaban annak ellenére is, hogy szubsdtrafelentisen
kulonboznek. Ritkan, de @brdul azonban, hogy a szekunder metabolit
szintéziséhez nincs szilkség PKS vagy NRPS enzimédien példaul a
Fusarium fujikuroi gibberellin szintézise (Bomke és Tudzynski 2009).

A szekunder metabolit génklaszerekberdlgének transzkripcidjanak
szabalyozasa jellerien egyutt torténik (Yu és Keller 2005). A génklasek
kifejezodését vagy annak represszidjat komplex szabalyobéddzat
irdnyitja, melyekben atvonal specifikus transzkiggc faktorok, globalis
fehérjék, fehérje komplexek és hiszton médosulasekadézs regulatorok
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vesznek részt (Palmer és Keller 2010). A génklaskteszabalyozasanak
legalsé szintje a bioszintetikus Utvonalra speusikranszkripciés faktorok,
melyek maguk is a génklaszterben kodoltak. Ezelkvereia specifikus
DNS kot fehérjék, melyek a struktirgének prométeréheddui aktivaljak
a gén atirasat. Szamos szekunder metabolit terdéetésfelebs
génklaszterben egyetlen gén kddol transzkripciktofa Példaul a glikotoxin
bioszintézis gének egy 13 gént tartalmaz6 génldaszh foglalnak helyet,
amelyek a GilZ szabalyozéasa alatt allnak. Az SBhitézis génklaszter 25
gént tartalmaz koztuk kétt(aflR ésaflS) utvonal specifikus tarnszkripciés
faktorral is, melyek kozil aaflR-rél tudjuk, hogy a klaszterben lévsszes
struktargén aktivacidjahoz szikséges (Yin és Kelleil; Georgianna é€s
Payne 2009). Vannak azonban olyan génklaszterekanselyek nem
tartalmaznak atvonal-specifikus szabalyzogeént. nllygl. a p-laktam
bioszintézis génklasztere, amely a penicillin ésetalosporin termeléséért
felelos (Brakhage 2013).

Az utvonal-specifikus regulatorok mellett - vagymady esetben azok
helyett - a globalis transzkripciés faktoroknak x@she6en szamos
szekunder metabolit indukalédik valaszul bizonyasniezeti ingerekre.
Ugyanakkor a globdlis szabalyoz6 protein komplexékzt vesznek a
gombék egyedfejdéseének folyamatdban is alatamasztva azt a metfaye
hogy a szekunder metabolitok termelése és a gompedéejbdése kozott
kapcsolat van (Sarikaya-Bayram és mtsai., 2015k EBzkdrnyezeti hatasok
lehetnek a fény, a tapanyag ellatottsag, a pH, a/@Qaranya, a redox
allapot vagy a vas hianya (1. 4bra). A globdlisatdhtranszkripcios
faktorokat kodolo gének egy génklaszterhez senmpzask és a roluk
atirédott regulatorok aktivalhatjak, vagy akar esszélhatjak is a szekunder
metabolitok kép&dését. Példaul aa. nidulans PacC fehérjéje a kdrnyezet

ligos pH-ja esetén aktivalja a penicillin bioszaiségéneket galD, acvA,



ipnA, Then Bergh és Brakhage 1998; Espeso és Pena8& TIdburn és
mtsai., 1995), mig az ST bioszintézis géneknek tivegegulatora (Keller és
mtsai., 1997). A 3 proteidh allé (HapB, HapC, HapE) CBC komplex
feladata a fizioloégiai szignalok 0Osszegzése, ésltadza gomba redox
allapotrdl és az esetleges vas hianyaval kapcsojalekre add valasz adasa
(Brakhage 2013; Hortschansky és mtsai., 2007). 8g&xekunder metabolit
génklaszter szabalyozasara hatassal van a gombersz&lérhét szén- és
nitrogénforras. Az AreA globdlis regulator a nitéogderepresszié mediatora,
melynek hianyaban &. fujikuroi gibberellinsav bioszintézise és az ehhez
szilkséges gének expresszidja nagyrészt rmeiiszTudzynski és mtsai.,
1999; Mihlan és mtsai., 2003). A gombak heterogfEtmaodjabol adddik,
hogy a legfontosabb tapanyag szamukra az etédminforras. igy fonalas
gombaknak is a tulélés kulcsa, hogy sikeresen mgezzenek mas
mikroorganizmusokkal az elérléetlimitalt forrdsokért a kdrnyezetben. Az
élbvilagban elterjedt szabalyozasi korfolyamat a karkatabolit represszio,
melynek sordn a magas tapanyagértekénforrasok asszimilaci6ja preferalt
(Gorke és Stulke 2008; Deutscher 2008; Gancedo ;18@8ine 1995).
Azoknak a géneknek a transzkripcioja gatlédik, raklpem szilkségesek a
preferdlt szénforrds hasznositasahoz. A karborb&bitaepresszidért felés
globalis regulator a CreA a& nidulans-ban, T.reesei-ben ennek ortolégja a
Crel. AcreA gén egy GH, tipusu cink-ujj fehérjét koédol, mely egy 5'-
SYGGRG-3' konszenzus motivumhoz &dve fejti ki represszidos hatasat
(Kulmburg és mtsai., 1993; Cubero és Scazzocchi®419A CreA
transzkripcios szabalyozo altal kifejtett karbomak®lit represszié széleskor
a fonalas gombakban (Bailey és Arst 1975). Az olgaénforrdsok, melyek
karbon katabolit repressziot valtanak ki alacsobyaiitibiotikum hozamuak,
mint a nem represszald szénforrasu taptalajok.titmksen igaz g-laktam
antibiotikumokra, melyeket évtizedekig a derepréksdaktozt tartalmazé



tapkdzegben termeltették. Manapsag viszont a desspiot a tenyészet lassu
névekedésének bedllitasaval érik el, mely akar ¥@mnhasznosithatd
szénforras alkalmazasaval is térténhet (Elande8200

Még nem tisztazott, hogy a globdlis regulatorok tazonal specifikus
regulatorokon keresztl, vagy kozvetlenll a biogzisben résztvévgének
transzkripciojat szabalyozzak (Brakhage 20E3jombak esetében az egyik
legfontosabb kornyezeti szignal a fény, mely akalaltott szabalyozasi
mechanizmusokat a Velvet doménnel renddlkdehérjecsalad tagjai
irdnyitjak (Sarikaya-Bayram és mtsai., 2010).

. . ... Nitrogén
Fajok kozott - ;
fommmilgals s KO

Szénforras Redox allapot

Fény intenzitas Vas hiany

Szekunder metabolit génklaszter

1. abra. A globdlis reguléator proteinek befolyasopk a szekunder
metabolit génklaszterek szabalyozasat a gombakbanA kornyezeti
szignalok hatassal vannak a kilontbdzekunder metabolit génklaszeterek
szabalyozaséara a kdrnyezetei hatas altal kivdtitylamat regulatorai altal. A
szekunder metabolit génklaszter tartalmaz egy kdzmgent, mely kédolhat
poliketid szintdzt (PKS), nem-riboszémdlis peptzintazt (NRPS) vagy
hibrid PKS-NRPS enzimet (Brakhage 2013, 3. abriajjan).

A szekunder metabolit génklaszterek szabalyozasggk harmadik
szintie a kromatin mdédositasokkal toérszabalyozasi méd, mely az
epigenetikai szabalyozas egyik mddja (Strauss gefRBominguez 20117

kromatinnak az etglleges fehérjekomponensei a hiszton fehérjék, rkelye



korulveszik a DNS-t. A hiszton fehérjéken kulonb6andédosulasok
torténhetnek, lehet példaul metilacié, foszforibacivagy acetilacio
(Shilatifard 2006). A kulénbdz hiszton modosulasok a szekunder metabolit
génklaszter szabalyozasat is befolyasolhatjak @woKeller 2004; Nutzmann
€s mtsai., 2011; Strauss é€s Reyes-Dominguez 2011).

A szekunder metabolitok kéfdésének szabalyozasat a gombakban
gyakran a gomba ndvekedése és differencialédékaciglinalja (Zhang és
mtsai., 2016). A gombék vegetativ névekedésik spramer anyagcserét
folytatnak, mely energiat biztosit nekik a &Bbi fejlodési szakaszokban. Az
aszexudlis és a szexudlis sporaképzés is biomaészénergiat igényel,
melyeket a vegetativ ndvekedés soran akkumulalAatépanyag limitacio
mind az aszexualis, mind a szexudlis szaporitoek&iplformalasaval és a
szekunder metabolitok képaésével jarhat egyutt, melynek magyarazata az
lehet, hogy a gomba igy védi meg a reprodukcioagaiy a versenytarsakkal
szemben. Ezen felil a szekunder metabolitok segitikgpmbakat a
tapanyagok beszerzésében, védekezésében és a Zelbtelye valo
kommunikécioban is (Braus és mtsai., 2010; Bayrasnndésai., 2010;
Rodriguez-Romero és mtsai., 2010).

2.2. A Velvet komplexet felépid proteinek funkcioja a fonalas
gombakban
A fény globéalis kornyezeti jelként meghatérozza éblények

életmddjat a Foldon, mely a gombak esetén kihat 6aekedésikre,
reprodukciéjuk moédjara vagy a sporulaciés ratajuiBayram és mtsai.,
2010; Corrochano 2011; Rodriguez-Romero és mt2810). A Velvet
komplex szabalyozasdnak befolydsold kornyezeti renga fény. A
fehérjekomplexet felédit 3 proteinldl (VeA, VelB és LaeA;A. nidulans
nomenklatira szerint) a VeA és a VelB egy ugynetteZelvet doménnel
rendelkeznek, melynek 200 aminosavbdl &ll6 szeké@gnmak nincs
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szignifikAns hasonlésaga mas eddig ismert fehénéanel. A VeA és VelB
a feltételezett metiltranszferaz LaeA-val kapcswe#dlkotjak a heterotrimer
Velvet komplexet, melynek a fénnyel 6sszefiidgjtétele, hogy a VeA-VelB
komplex a sejtmagba transzportaldédjon (Stinnethssi., 2007). A komplex
koézponti fehérjéje a VeA, melyhez az N-terminakszénél kapcsolodik a
VelB-vel és a C-terminalison a LaeA-val. Ez a hetirgmer komplex fontos
szerepet jatszik a fonalas gombak egyeddiégében, a szekunder
metabolitok termelésében és egyes gombak esetéatagemitasban is
(Bayram és mtsai., 2008a).

2.2.1. Velvet doménnel rendelke# proteinek

A Velvet csalad proteinjei konzervaltak a Bazidiar@tes-ekben és az
Ascomycetes-ekben (Ni és Yu, 2007), de nincserlek j@S. cerevisae-ben
vagy a Candida albicans-ban, melyekben egyébként szekunder metabolit
génklaszter sem talalhaté (Bayram és Braus, 20iLés Nu 2007). A genom
szekvenalas és a reverz genetikai médszerek sgéyNtdéeddig négy velvet
doménnel rendelkéz fehérjét azonositottak, a VeA-t, VelB-t, VosA-t és
VelC-t (Bayram és Braus 2011) (2. abra).

VeA

Az els velvet-doménnel rendelkéZehérjétA. nidulans-ban irtak le,
melyet VeA-nak neveztek el. AA. nidulans laboratériumi torzsek nagy
része egy pontmutaciét hordozott a VeA fehérjét dkddgén start
kodonjaban, melyet megkilonbdztetve a vad tipusti géntl veAl-nek
jeldlnek. Etta Kaefer mar 1965-ben felhivta a figyet arra, hogy a#.
nidulans torzsgyijtemény jelenis része morfolégiai mutansokat tartalmaz,
melyek konidiospora képzésre hajlamosak fény jétében (Kaefer 1965).
Késsbb derdlt ki, hogy a mutacionak koszordest a VeA fehérjéi hianyzik
az el$ 37 aminosav az N-terminalis régiérél, mely a sefjntokalizacios



szignalt tartalmazza (Kim és mtsai., 2002). Ezekrasek tobb aszexudlis
sporat képeznek, mig a szexualiséi@isik retardalt és csokkent méfiéiz

ép VeA fehérjével rendelkékhtz képest. A VeA fehérje C-termindlis részén
van egy PEST szekvencia motivum (a PEST szekvenpiéknt (P),
glutaminsavat (E), szerint (S) és treonint (T)aanaznak), mely arra utal,
hogy ezek a fehérjék érzékenyek a degradacioraalaldtn rovid
féléletidejiek (Rogers és mtsai., 1986).

0 100 200 300 400 500 600
| | | ] | | |
4 4 " el inos
| Vea ‘E Velvet domén ;‘, PEST l 573 aminosav
:};_‘,
& | VelB Velvet do. Velvet domén 369 aminosav
=
=
S| VosA Velvet domén 2 / ] 430 aminosav
g
2 .
VelC Velvet domén 524 aminosav

2. abra Velvet doménnal rendelke& proteinek és a LaeA protein
szerkezete A. nidulans-ban. NLS (sejtmag lokalizaciés szignal), NES
(nukleéris export szignal), PEST (prolin (P) glulasav (E) szerin (S)
treonin (T) gazdag szekvencia), SAM (S-adenoziliomat-kot hely), TAD
(transzkripcids aktivacios domérfBayram és Braus 2011, 2. abraja alapjan)
A Velvet doménnel rendelk82V/eA fehérje fontos szerepet jatszik a
gomba fényfugg§ differencialodasédnak koordinaldsban és a szekunder
metabolitok termelésben. AA. nidulans és altalaban a fonalas gombak
szexudlis és aszexualis egyedifggsét a fény, mint kornyezeti inger
befolyasolja.A. nidulans esetén sotétben a szexudlis szaporodas termékei az
aszkosporak, mig fény jelenlétében az aszexuadjstatdv sporak képzése a
jellemz (Yager 1992, Stinnett és mtsai., 2007). A VeA f@nek globélis
regulaldé hatasaf. nidulans modellszervezetben irtak lesstor, melyben a
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veA gén deléciéja megsatette az ST produkciot, képtelen volt az
aszkosporakat  tartalmazo kleisztotéciumok képzeséreviszont
hiperkonidiaciot figyeltek meg (Kim és mtsai., 20%&ato és mtsai., 2003).
A veA overexpresszidjanak hatasara konstitutivan jonnéke a
kleisztotéciumok, figgetlenul a fény hataséatél (Kdermtsai., 2002; Kato és
mtsai., 2003; Bayram és mtsai, 2008a). Ezt kibreimas gazdasagilag, vagy
a human egészséglgyben fontos fonalas gombak dsetéegvizsgaltak e
fehérje szerepét. BeA gén delécidja az aflatoxinokat terihél. parasiticus-

ban ésA. flawus-ban megszintette a szekunder metabolitok és azok
prekurzorainak égllitasat, a tulél képlet (szklerécium) formalasat, viszont
ellentétben aA. nidulans-ban megfigyeltekkel, csdokkentette a konidiospora
képzidést (Calvo és mstai.,, 2004; Duran és mtsai.,, 2087VeA gén
ortolégjainak fontos szerepe van a noévénypatogémbgé (pl. Fusarium
fujikuroi, F. graminearum és F. verticillioides) toxintermelésébenp.
chrysogenumban  és Acremonium  chrysogenumban a B-laktdm
antibiotikumok produkcidjaban, valamint minden migggalt fonalas gomba
esetében valamilyen féfdési rendellenességet figyeltek meg (Merhej és
mtsai., 2012; Myung és mtsai., 2009; Wiemann ésaimt2010, Dreyer és
mtsai., 2007; Hoff és mtsai, 2010). A VeA fehérjsegtmagba jutva tudja
regulald mechanizmusat érvényesiteni. A fehérjeeMiinalis részén lév
NLS (NuclearL ocalizationSignal) doménje kapcsolodik azimportin KapA
fehérjével, melynek segitségével transzportalédikepmagba (Stinnett és
mtsai., 2007; Araujo-Bazan és mtsai., 2009). A Vkdpcsolodhat fény
jelenlétében a voros fény receptor fitokrom FphBéfgével a citoplazméban,
melynek hatdsara a VeA sejtmagba valo transzpgétijgdik, igy a szexualis
fejlodés és a mikotoxin bioszintézis represszalodik. ék kény érzékeny
fehérjék, a LreA és az LreB a sejtmagban lokaldddédk, de csak az FphA-
val asszocidlt VeA-val tudnak komplexet alkotni. AZphA protein
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elshsorban a citoplazmaban lokalizalodik, de kiseblztrés sejtmagban is
megtalalhat6, ahol az FphA-VeA-LreA-LreB fénykompldétrejotte az
aszexualis/szexualis egyedfejést koordinaljdk. (Purschwitz és mtsai.,
2008).

A VeA kdzponti szabalyoz6 funkcidjat betdlszerepét és a nagy
affinitAsat a metiltranszferazokhozésiti, hogy a LaeA-n kivil 3 tovabbi
feltételezett metiltranszferdzzal képes kapcsolédz LImF (aeAdike
methyltransferaseF), VipC (Velvet interaction protein C) és VapB-vel
(VipC associatedprotein B; Palmer és mtsai.,, 2013, Sarikaya-Bayram és
mtsai., 2014). Az LImF a VeA-val kapcsolddva befidglja a VeA aranyat a
sejtmagban és a citoplazméban. Az LImF hianyabafeA a sejtmagban
lokalizalodik és megnoveli az ST produkciot és axsalis fejpdést. A
tultermeltetésének eredménye a VeA citoplazmabadd akkumulalodasa,
mely igy csokkenti a szexudlis fgjlést és az ST termeléat nidulans-ban
(Palmer és mtsai., 2013). A VipC-VapB heterodrirdeA-val kapcsolédva
megakadalyozza annak sejtmagba vald belépéséyanméigativan regulalja
a szexudlis, mig pozitivan az aszexudlis egydufégt. Tehat a VipC-VapB
jelenléte csokkenti a VelB-VeA-LaeA Velvet kompledUsulasat a
sejtmagban (Sarikaya Bayram és mtsai., 2014).

Tovabbi Velvet domén fehérjék: VelB, VosA, VelC

A VelB volt a masodik Velvet domén fehérje melyeirtak (Bayram
és mtsai., 2008a). A VelB nem tartalmaz NLS sze&&na sejtmagba vald
bejutdsa a VeA-KapA-komplexhez valdé kapcsolodasauaténhet. A
sejtmagban a KapA levalik a komplékes a VeA-VelB komplex indukalja a

V4

SV

spéraképzés mértéke és az ST produkcidja is leesikdar ezek nem olyan
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mértékiek, mint ami aveA delécidjakor tapasztalhaté (Bayram és mtsai.,
2008a).

A Velvet doménnal rendelkézVosA fehérje sziikséges mind az
aszexudlis mind a szexudlis sporaképzéshez éshaldzeeballitasahoz,
melynek hianyaban cstkken a sporak életképességs (Ku, 2007).

A Velvet fehérje csaldd tagjai kozul a VelC az egdtbgkevésbé
tanulmanyozott protein. A VelC-t eredetileg ugydlitle, mint a pozitiv
regulatora a szexualis féflésnek, hasonléan\eA ésvelB-hez avelC gén
delécidja csOkkentette a kleisztotéciumok szamatté®lte a konidiospora
képzéstA. nidulan-ban (Park és mtsai., 2014).

KapA

FENY

CITOPLAZMA

SEJTMAG

Spora életképesség Szexualis Szekunder
Trehaloz bioszintézis egyedfejlodés egyedfejlodés metabolizmus

3. dbra A Velvet csalad proteinjeinek, a LaeA és agzekhez kapcsoldédd
mas proteinek kolcsdnhatasa aaA. nidulans modellszervezetbenVelvet
doméncsalad fehérjéi: VeA, VelB, VosA, VelC; metiiszferazok: LaeA,
LImF, VipC, VapB; voros fény receptor: FphA; kéknféreceptorok: LreA,
LreB; VeA nuklearis transzportjaért fadsl protein: KapA. (Calvo és Carry
2015, 1. 4braja alapjan)

A Velvet domén fehérjéi képesek komplexet alkotgyraassal és

mas proteinekkel is, kuldnbéz homo- és heterodimereket vagy
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heterotrimereket alkotva (3. abra). A VelB a VeAdnil a VosA fehérjével
alkothat heterodrimert, melynek a trehalédadiitdsan keresztil a spoérak
a sporék tolerancigja az oxidativ illetvéstresszre lecstkkef. nidulans-
ban. (Sarikaya Bayram és mtsai.,, 2010). A VelB tekét heterodimer
komplex tagjaként mind a szexualis mind az aszéxwgdmbafepdéshez
hozzajarul (Park és mtsai., 2012b). A VelB-VelB lualimer is létrejohein
vivo ésin vitro, habar ennek a funkcidja és céljai még ismeretléBarikaya
Bayram és mtsai., 2010). A VosA alkothat homodinvagy heterodimert a
VelB-n kivil a VelC-vel is, mely represszalja azexaialis fejpdést (Ahmed
€s mtsai., 2013; Park és mtsai., 2012b; SarikayasaBaés mtsai., 2010).

2.2.2. Feltételezett SAM-fugd metiltranszferaz, LaeA
A laeA-t (loss ofaflR expressionA) eredetilegA.nidulans-ban azonositottak
olyan mutansokat keresve, melyek képtelenek STuprekok eballitdsara
(Butchko és mtsai., 1999; Bok és Keller, 2004)la8A gén hianyaban a
mutansok elvesztetté&IR expresszids képességiket, mely az ST génklaszter
specifikus transzkripciés faktora. Tovabbi vizsgdka soran ugy
azonositottdk a LaeA-t, mint egy feltételezett SAMgoé metiltranszferazt
(Bok és Keller, 2004). A LaeA a szekunder metalgdibklaszterek mintegy
felének szabalyozasdban részt vesAamidulans-ban, A. fumigatus-ban és
A. flavus-ban (Bok és Keller, 2004; Bok és mtsai., 2005, &0Rerrin és
mtsai., 2007; Kale és mtsai., 2008; Georgianna t8aim2010). Tovabba a
laeA ortoldgjai mas fajokban pozitivan hatnak az aftatpsterigmatocisztin,
terrekinon, lovasztatin, penicillin, gliotoxin, fuumizinek és gibberellinek
termelésére (Baba és mtsai., 2012; Bok és Kell@d2Bouhired és mtsai.,
2007; Kale és mtsai., 2008; Seiboth és mtsai., RO¥Wiemann és mtsai.,
2010; Wu és mtsai., 2012). keeA delécidoja eredményeként a virulencia
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csokkenését tapasztaltédk fumigatus-ban (Bok és mtsai., 2005), a novény
patogén gombak kozll a&. flavus-ban (Kale és mtsai., 2008; Amaike és
Keller, 2009), Cochliobolus heterostrophus-ban (Wu és mtsai., 2012) és
szadmod-usarium fajban (Wiemann és mtsai., 2010; Butchko és mt2@ail2;
Lopez-Berges és mtsai., 2013).l&eA hianymutansok esetén az aszexudlis
sporulacié mértéke csokken vagy teljesen hiangzikidulans, A. fumigatus
(Bok és mtsai., 2005). reesel (Seiboth és mtsai., 201219, chrysogenum
(Hoff és mtsai., 2010)A. flawus (Kale és mtsai., 2008) &s. fujikuroi
(Wiemann és mtsai, 2010) esetén. Erdekesség, hagwpzekunder
metabolitokon kivil az extracellularis hidrolazaerhelésében jeleskédr.
reesei LaeA ortolégja, a LAE1l szabalyozza a cellulazokats
hemicellulazokat kodol6 gének expresszidjat (Séildd mtsai., 2012b). A
legtbbb kutatas azt sugallja, hogy a fonalas goivddla LaeA-nak integrald
szerepe van az szekunder metabolit termelés kt@setiés a gomba
szexualis/aszexualis egyedfejese kozott (Bayram és mtsai.,, 2008a). A
LaeA metiltranszferaz doménje révén és a szekumeeabolit génklaszterek
génexpresszids vizsgalatai eredményeképpen szamteodsoport azt
feltételezte, hogy a LaeA a szekunder metabolikigéaterekre epigenetikai
szabalyozassal, a kromatin modositassal van hatasa LaeA
valészirisithet epigenetikai szitit hatasat a Reyes-Dominguez és mtsai.
(2010) tanulmanya irta le, amelyben bemutattakytedg.aeA hidnyaban a
heterokromatin megnovekedett repressziv hisztonH3) (lizin 9 (K9)
trimetilaciot (H3K9me3) tartalmazott az ST génkiasken (Reyes-
Dominguez és mtsai., 2010). A tanulmanyokban azontiacs kdzvetlendl
bizonyitva a LaeA altali hiszton mddositas és igyepigenetikai szifit
szabdalyozasa sem. Jelgntetfeszitések torténtek a hipotézis bizonyitasara,
de a jelenlegi biokémiai mddszerekkel eddig samivo semin vitro nem

sikerllt (Patananan és mtsai., 2013). A kérdéstltb\bonyolitja, hogy mig a
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lael expresszidjdnak manipuldldsh reesei-ben dramai hatdssal van a
cellulazok és hemicelluldzok expresszidjara, azketzekédold gének
régidiban nem valtozott a H3K4 vagy a H3K9 metiagia (Seiboth és mtsai.,
2012b). A szekunder metabolit produkcié mellett @A hatassal van a
gomba egyedfejdésére azdltal, hogy szabalyozza az expresszigat é
posztranszlacios modositasat a Velvet csalad fahé&ijzil a VeA, VelB és
VosA-nak (Sarikaya Bayram és mtsai., 20V elvet csalad proteinjeinek
szintie megemelkedik LaeA hianydban és a VeA egmeistlen
posztranszlaciés modositason megy keresztil, mabztkusan lecsdkkenti

a Hdulle-sejtek képmését és kisszamu Kkleisztotéciumot eredményez
(Sarikaya Bayram és mtsai., 2010; Shaaban és mt28i0). Fény
jelenlétében a LaeA csokkenti a VelB és VosA falegzintjét, mely az
aszexudlis differencidlodast segiti, mig sotéthEnejvwy Velvet komplex
altal a szexualis differencialodast aktivéalja.

2.3Trichoderma reesei extracellularis enzimtermelése
A tomlésgombak Sordariomycetes osztalyanak tagjriehoderma

reesel (anamorfHypocrea jecorina), mely a cellulaz és hemicellulaz enzimek
ipari eballitasanak gyakran hasznalt torzse (Kubicek 201Hwek az
extracellularis enzimek a ndvényi lignocelluloz cetalasat végzik oldhatd
monomerekké, melyeket szamos iparag hasznosithaivényi sejtfal 60-80
%-at a celluloz és hemicelluléz polimerek alkotjélelyek évél évre 6-7,2 x
10'° t mennyiségben jonnek létre (Gilbert 2010). TAichoderma fajok
mikoparazita képességetkrismertek, melyek kozott &. reesel egyedi faj
abban a tekintetben, hogy az életben maradasé&hasgagjaitol eltéen,
nem a versenytarsak toxifikaciéjaval, hanem a taatgkcellulézbontasaval
tud ebnyhoz jutni (Druzhinina és mtsai., 2011). Nem mpglehogy e
gazdasagilag jelets torzs genomszekvenciaja ismert (Martinez és mtsai
2008) és szédmos, a cellulaz enzimek kiféjesének szabdalyozasi
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Osszefliggései részletesen tanulmanyozottak. Ezsketnzimeket kddold
gének klasztert alkotnak a genomban (Kubicek 2Q1Ra)yben a szekunder
metabolit  bioszintézisére jellez enzimeket kodold gének s
megtalalhatoak, mint a NRPS és PKS (Martinez éaim&008). AT. reesel
cellulazait, hemicellulaziait és mas szénhidratvakhzimeit kddold gének
OtszOr gyakrabban fordulnakéeh génklaszterekben, mint mas megvizsgalt
Ascomycetes genomban (Martinez és mtsai.,, 2008).cdlulaz és
hemicellulaz gének kifejédésének & aktivald transzkripcios faktora a
XYR1 (Seiboth és mtsai., 2012a, Hakkinen és mt@4i12). A celluléz, a
cellobioz, a szofordz és a laktdz szénforrasoklalzaasaval lehet indukalni
ezeknek az enzimeknek a termelését, de a lakt@gyatlen gazdasagosan,
ipari léptékben alkalmazhaté oldhaté szénforraskkiten és mtsai., 2012,
Foreman és mtsai., 2003, Ries és mtsai., 2013, oaes mtsai., 2013,
Bischof és mtsai., 2013). A laktéz felhasznalasreesei-ben fliggetlen a
kivalasztott cellulazoktodl, metabolizmusa lassiusekb cellulaz hozamot
eredményez, mint a celluléz (Seiboth és mtsai.,7a8D0A celluldzok és a
szekunder metabolitok termeléséért fedel gének szabalyozdsa és
indukalodasanak koérulményei hasonlésagot mutathzkndva és mtsai.,
2013, Bischof és mtsai., 2013, Arvas és mtsai.,1R0Az A. nidulans-ban
felfedezett LaeA regulétor felied az ST utvonal specifikuaflR aktivalo
transzkripcios faktor kifejgméséért és igy a mikotoxin kéuséért. AT.
reesei-ben alaeA ortolégja a LAE1L iranyitja a lignocellul6z degré#asaért
felelos gének, koztik axyrl expresszidjat is. Hasonléan a szekunder
metabolizmushoz, a LAE1 hianya a sporulacios kémessegsinésével
vagy csokkenésével a cellulaz enzimek termeléstregativ hatassal van
(Seiboth és mtsai., 2012b). A reesei LAE1 protein taltermeltetésével
kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a 23 poliketithtdz vagy nem
riboszomalis peptid szintaz koézll csak 7-re hatitp@n, melyldl arra
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kovetkeztethetiink, hogy a LAEl-nek nem a szekundetabolitok
regulacioja a d funkcidja T. reesei-ben (Karimi-Aghcheh és mtsai., 2013).
Tovabb4 ar. reesei-ben az extracellularis hidrolitikus enzimek teréssért
felelss LAE1l globalis regulator hianyanak kovetkeztébassabb, mig
tultermeltetve gyorsabb ndvekedést mutatottak eansutdrzsek (Seiboth és
mtsai., 2012b).

2.4. AzAspergillus nidulans altal termelt sterigmatocisztin
A szaprotrof életmdduA. nidulanst elterjedten hasznéljak az

eukariéta szervezetek biokémiai, genetikai kutdlbasa és a szekunder
metabolitok dsszetett szabalyozasi mechanizmusaiizsgalatara (Bok és
mtsai, 2015). AzA. nidulans Aaltal termelt szekunder metabolitok 30
csoportba sorolhatdéak, melyek koézil a legismertelab aflatoxin (AF)
csaladba tartozd, poliketid tipusu sterigmatoaiszisT) mikotoxin, de
termékei kozott detektaltak penicilline-t, emeriice-t, emericellamide A-F-
t, emodin-t, shamixanthone-t, benzaldehyde-t vaggltnic acid-ot és ezek
szarmazékait (Chiang és mtsai., 2010; Giles ésimtd@ll; Marquez-
Fernandez és mtsai., 2007; Sanchez és mtsai.,, 2010, A legtobb
aflatoxint, mely a legismertebb és egyben legvgsaébb mikotoxin csalad,
az Aspergillus genus fajaibdl izolaltdk (Rank és mtsai., 201¥) kdlondsen
az A. flavus és A. parasiticus fajokra jellem®. Az A. parasiticus és azA.
flavus négy 6 aflatoxinja: AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 (Amaike és Heal
2011). Ezeket a vegylleteket Nagy-Britannidban ark&y X" nevezei
betegség kitdrése utan fedezték fel 1962-ben, ek flavus-al fertozott
takarmanyt fogyasztd pulykak pusztuldsat okoztan(@Bé és Klich, 2003).
Az aflatoxinok mutagének, akut és kronikus majkédast, cirrdzist
okozhatnak, tumort indukalhatnak és teratogéneletfetk emberben és
magasabb reridallatokban egyarant (Wogan 1992). Ezek a gombgakdek
megtelepedni gazdaséagilag fontos haszonndévényekmésein (pl.:
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foldimogyordn, gyapoton, kukorican és az olajos wa&gn) jellem#en a
tarolasuk soran, de jeldist a betakaritas @ti kartétel is. Az aflatoxin
fertozések nagy gazdasagi kérokat okoznak vilagszerte,trégusi
orszagokban akar éhinséghez is vezethetnek (Wolkirss mtsai., 2004).
Csak az Egyesiilt Allamokban az aflatoxinokkaldeitt termékek tobb szaz
millié dollar kart okoznak évente (Wu 2004).

Az ST az AF bioszintézis utvonal utols@tdl intermediere, mely az
A. nidulans-ban a bioszintézisnek a végterméke (Barnes ég,m8e4). Az
ST az AF-el ellentétben kevésbé karcinogén (Puechéss van der Watt
1970), igy az AF bioszintézisének és annak szababanak megértésében az
A. nidulans modellszervezet ST bioszintézise nyujthat segdtiségz A.
nidulans-bol hianyzik két gén, mely az ST AF-a vald konv@@&hoz
szilkséges (Amaike és Keller, 2011), de a tobb§Bbioszintézisében részt
veww gének nagyfoki homolégiat mutatnak az AF biostikis génekkel.
Az AF és az ST a poliketid szarmazékok furanokumarsoportjaba
tartoznak (Hopwood és mtsai., 1990), melynek biuéziséhez legalabb 18
enzimatikus reakcié szikséges. Az AF és az ST inkesikus génklaszter
korulbelll 70 kb hosszusagu és a 3-as kromoszomigezkedik el. Ebben a
génklaszterben 28 gén talalhaté, koztikaHR és aflS melyek atvonal
specifikus transzkripciés aktivatorok. Az ©6sszes AlBszintetikus gén
prométerében talalhatd egy palindrom szekvencidylrae az AfIR koéddni
tud. Az aflR hihnymutans képtelen az ST képzésére nidulans-ban
(Fernandes és mtsai., 1998). Az AF és ST génklaghbalis regulatorok
irdnyitasa alatt van, mint a VeA, NsdD, NsdC ésA.#Buran és mtsai.,
2007; Kale és mtsai., 2008; Cary és mtsai., 2082).A. nidulans ST
bioszintézisére negativ hatassal van a megvilagildsgyan a terétestek
képzésére is. Ez a hatas a Velvet komplex szakidgoalatt all, de fliigg az
elérhet D-glikdéz koncentrciojatél is (Atoui és mtsai.,12). A D-glikdz
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karbon katabolit repressziét kivaltd szénforraszent nem tisztazott, hogy
az ezt kozvetft CreA transzkripcios faktor hogyan befolydsolja a
mikotoxinok képsdését (Hicks és mtsai., 2001). A CreA represszaiadat
A. nidulans-ban szamos 'represszald” hex6z okozhatja, azokelyak
felvételik soran foszforildlddnak, de emellett mytsszet ndvekedési rataja is
befolyasolhatja (Bailey és Arst 1975; Strauss ésamt1999; Ilyés és mtsai.,
2004). A D-glikoz A&ltal kivaltott karbon kataboliepressziéo alacsony
névekedési ratan medsrk A. nidulans esetén, igy arra lehet kovetkeztetni,
hogy a novekedési rata mértéke a kulcs a karboab&htt represszidban
(llyés és mtsai., 2004). A szekunder metabolitalsbintézisét a CreA flgg
karbon katabolit represszié is szabalyozza, mebet elérhai cukrok
kilonb6d modon befolydsolnak (Kumar és mtsai.,, 2016; Ahavdtz és
mtsai., 1992; Brakhage 1998; Espesso és Penalva, ®thng és mtsai.,
2016).

Az acetil-CoA az alapvét épitbeleme az 6sszes fungalis poliketid
szerkezdt vegyuletnek, mely a zsirsavfikoxidacidja, illetve a szénhidratok
glikolizise soran képlik a sejtekben. Mind a peroxiszomalis, mind a
mitokondrialis B-oxidacionak alapvét szerepe van a poliketid mikotoxinok
produkcidjdban. A3-oxidacié géatlasaval [amit a mitokondridlis enoydAC
hidratdz échA), illetve a peroxiszoémalis D-bifunkcionalis fereéfiomolog
(foxA) dupla mutans létrehozaaaval értek el], az STtézigeA. nidulans-
ban D-glikéz szénforrason leallt (Maggio-Hall éssamt 2005). Ez a dupla
muténs azonban lakt6z diszacharidon ndvekedve adradsel 6sszevettiet
mértékben termelték az ST-t (4. abra; Maggio-Hall mdtsai., 2005). Az
oxilipinek (hormonszdr lipofil molekulak, melyek sejten belll keletkez
zsirsav szarmazékok) az életciklus lezajlasabarszgabk szerepet,
nevezetesen a szexualis és aszexualis egyadsjlkdzvetitésében és a
sporulacioban szamos gombanemzetségben, kdztiblspargillus-okban is
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(Calvo és mtsai., 1999). Harom konzervalt zsirsaxigemaz enzim
szabéalyozza az oxilipinek kéfdést a gombakban, a PpoA, PpoB és PpoC.
Az ezeket kodold gének hianyaban Aznidulans ST termelésre képtelen,
mig a penicillin antibiotikumot tultermeli (Tsitsannis és Keller 2006).
Hasonld jelenséget lehetett tapasztalpp@A-C gének delécidjaval mint &
oxidacios mutansokkal, a mutans torzsek laktoaltadt minimal taptalajon a
vad torzzsel megegyé&zmértékben termelték az ST-t (5. &bra; Nancy P.
Keller nem publikalt adatai).

ST  AfoxA AechA AechA AfoxA WT

Lakté N T -
aktoz i e -‘.wln

4. dbra A B-oxidacioban muténs A. nidulans torzsek laktoz tartalmu
minimal taptalajon a vad térzzsel megegydz mértéki ST produkciora
képesek.ST: sterigmatocisztin standardfoxA: peroxiszomalig-oxidacios
mutans;dechA: enoil-CoA hidratdz mutans; WT: vad torzs. (Magtfall és
mtsai., 2005 Figure 4 alapjan)

1% 3%
1% Glii Glii Tween

+ 6% +6%

st Gli Fru Gal Suc Lak  Mal (N6 xano +Glii Tween

va d vad

AppoABC AppoABC

torzs

5. &bra Az A. nidulans a ppoA-C gének hianyaban a laktoz kivételével a
legtobb szénforrason képtelen ST termelésreST: sterigmatocisztin
standard; GlU: glukoz; Fru: fruktéz; Gal: galakt@®uc: szachardz; Lak:
laktoz; Mal: maltéz. (Nancy P. Keller nem publikatlatai alapjan).
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3. Célkitiizések

Az elmult évtizedekben a bioinformatika és a molékis bioldgia
fejlodésének kdszOnhin a mikroorganizmusok genetikai kutatasai soran
szamos olyan gént és génterméket sikerult leitnitatoknak, melyek azok
életnikddésében kulcsszerepet jatszanak. llyen példanala® gombakban
konzervativ Velvet komplexet felépitproteinek és azokat kodolé gének
funkciéjanak megismerése. A kisérletek soran léizett genetikai mutansok
fenotipus vizsgalatakor nehéz olyan tenyésztésilkimyeket Iétrehozni,
ahol az ezeket befolydsolé kornyezeti ingerek Bat&silon-kulon, vagy
azokat kizérva lehet vizsgalni. Munkank soran ed§ikélkitizésiink az volt,
hogy megléé fermentaciés eszkdzeinkkel a genetikai mutansok
tenyésztésekor ezeket a kornyezeti hatdsokat cstdike vagy éallando
értéken tartsuk. A Velvet komplexet felépfehérjék funkcidinak ily modon
val6 vizsgalata akar Uj, eddig nem ismert szefdpémyerhetink
informaciokat.

(2). A Velvet komplexet felépdt fehérjék kozul aA. nidulans VeA
proteinjének és ennek ortologjainak szerép&rdunk a legtobbet. Szamos
gazdasagilag és a human egészségiigyben érdekalaogomba esetén
megvizsgaltak a szerepét. Azonban dsszesen eddiglike&n tanulmany
szuletett, ahol a Velvet gén funkcidjat valamilysrzim szintézisével hoztak
Osszefuiggésbe (Kamerewerd és mtsai.,, 2011; Duramtgai., 2014). A
nagymennyiséf cellulazt és hemicellulazt szekretalni képeseesei Velvet
génjének funkcidjat az extracellularis enzimtermaedégyakorolt feltételezett
hatdsaval kapcsolatban kivantuk megvizsgalni. Celetuk ki, hogyvell
hianymutansokat és a VEL1 proteint tulterénelutdnsokat vizsgalunk meg,
mind az aszexualis/szexudlis spoOraképzés képesskgp&san, mind a
cellulaz gének kifejgzdésének mértéke alapjan.
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(2). A T. reesei fonalas gomba kapcsan kordbban leirtdk, hogy a
Velvet komplexet felépdt LAEL fehérje sziikséges az extracellularis celluldz
és hemicellulaz enzimeknek ad&litasahoz, melyet dlael mutans torzs
tenyésztésével allapitottak meg. Viszont arra gyefimesek lettek, hogy a
gén hidnya megvaltoztatta a tenyészet ndvekedés@hasségét (Seiboth és
mtsai., 2012b). Erre alapozvéztik ki célul, hogy megvizsgaljuk B reesel
LAE1 fehériének a funkciojat kilonbdz konstans ndvekedési ratak
alkalmazasa mellett, melyeket kemosztat, folytofesnentacioval lehet
kivitelezni. Kivancsiak voltunk, hogy a LAE1 regtda mely génekre hat,
hogyan befolyasolja az egyes gének kiféjEsét. Ez a kérdéskor a tenyészet
steady-state allapotaban vett mintakb6l és azokidjert totdl RNS-ek
microarray analizisével nyert expresszidos mint&atzésével vizsgalhato.
Munkénk soran dael hiAnymutanst és a LAE1 fehérjét tulterthehutanst
kivantuk elemezni az azonos korilmények kdzott kéde sziubi, QM 9414
torzs adatainak 6sszehasonlitasaval.

(3.) Az A. nidulans laboratoriumi torzsek kozott gyakori genotipus a
torzseknek laboratériumi kortlmények kozott a vatet konidiospora
képzése a kedvezményezett, mely megkdnnyiti a ganehunkat. Célul
taztik ki, hogy aveAl gént hordozd toérzsek sterigmatocisztin tefmel
képességét Osszevessik a vad tipumA gént hordozd térzsek
produktivitasaval. Ez pontos, reprodukalhatd HPL@&dszer fejlesztéseét
igényelte, igy ellentétben a legtobb kodzleménnyeem a torzsek
0sszehasonlitasdn alapuld6 ST mennyiségeket, hargzakte értékeket
kivantunk bemutatni.

(4.) Maggio-Hall és munkatarsai (2005) tanulmanyabamtkoés
Nancy P. Keller professzor asszony (Wisconsin, US#m publikalt
adataibol tudjuk, hogy a zsirsava-oxidacidjaban és az oxilipinek
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bioszintézisében mutans térzsek szamos szénfortésgasztve képtelenek
ST képzésére. Ez a jelenség laktdz szénforrasinadkaa nem allt fenn, az
ST termelésik a vad torzsével volt 6sszevéth&élul tiztik ki, hogy
megvizsgaljuk szénforrasként laktozt tartalmaz®ldgtban azA. nidulans
(veA+) sterigmatocisztin képrését. Feltételeztik, hogy a laktdéz lassu
katabolizmusa &llhat a jelenség mogott, ezért egyikékarbon katabolit
represszald, masréskmerepresszalé szénforrasok alkalmazaséaval kilkantu
megvizsgalni a termelést. A karbon katabolit regz@s hatasat kulonbdz
higitasi ratdja kemosztat folytonos tenyészetetalalkzva lehet még
tanulmanyozni, mely sordn akar a repressziot kKvab-glikozt is
hasznalhatunk szénforraskeént.

A dolgozat célkiizéseit a 6. dbra szemlélteti grafikusan is, ahol a
vastag nyilak jelolik azokat az dsszefliiggéseketymaekeressik a valaszt,
mig a vékony nyilak a mar ismert hatasokat mutatja.
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Génregulicio

Kornyezeti szigndlok

Szénforras
Fajok kozotti  O/CO:
kommunikacio

Nitrogén forrds  pH @

edox allapot Fény Bt bt
ovekedesl rata
Antibiotikum bioszintézisk—

Mikotoxin (ST) bioszintézi

ellulazok/hemicellulazok termelése (7. reesei)

Metabolit termelés

6. 4bra A dolgozat célkitizései, kérdései: 1A T. reesel Velvet génje altal
kodolt VEL1 protein milyen hatassal van a celluléashemicelluldzokat
kédold gének kifejeimdésére és enzimtermelésérd? A T. reesal laeA
ortolégja a LAE1l befolyasolja a tenyészet ndvekedési ratajat. Kuorsst
magas, illetve alacsony ndvekedési rata mellettyawgvaltozik meg ar.
reesel génregulacidja allael és OElael torzseknél a QM 9414 tbrzshoz
képestB. Szamos szekunder metabolit kégése karbon katabolit represszio
alatt all gyorsan hasznosulé szénforrason vald kees kbzben. Vajon a
sterigmatocisztin mikotoxin képdése is e regulaciés hatas alatt al?
Hogyan befolyasolja az ST kéfiesét a tenyészet gyors, illetve lassu
névekedése?
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4. Anyagok és mddszerek

4.1. FelhasznaltAspergillus nidulans ésTrichoderma reesel torzsek

A munkénk soran felhasznaftspergillus nidulans torzseket az 1. tablazat
tartalmazza. Az RDIT 9.32, RDIT 2.3 és RIMP 155688641 torzsek Nancy
Keller professzor asszony (Wisconsin, USA), az R2is Axel A. Brakhage
professzor  (Institut  fur  Mikrobiologie,  Universitdt Hannover)
laboratériumabdl szarmazik. A V100-as jelzéérzs Shroff és munkatarsai
altal 1997-es tanulmanyban leirt eredetreA44 mutans torzsid
keresztezéssel szarmaz6 utédtorzs, mely M. Flippeim publikalt

eredmeénye.

1. tdbldzat Munkank soran felhasznaltA. nidulans torzsek

Torzs Genotipus Hivatkozas
Tsitsigiannis és mtsai.
_ +

RDIT 9.32 veA (2004)
Tsitsigiannis és mtsai.

RDIT 2.3 veAl (2004)

R21 yA2; pabaAl; veAl Fantes és Roberts (1973)

V1002 creAd4; pantoB100; veAl Shroff és mtsai. (1997)
RIMP 155.5¢ riboB2; wA3, veA+ Prof. Nancy P. Keller

creA44; pantoB100; riboB2; wA3;

ZNEF 8.
8.55 oA+

Németh és mtsai. (2016)

A tablazat jelzései® Az eredeticreA44 mutans keresztezésglszarmazd
utéd torzs (M. Flipphi, nem publikalt eredmény®)Hivatkozas az eredeti
mutansra: Shroff és mtsai., 1997A V100-as és RIMP 155.55 jel#iés
torzsek keresztezésidbszarmazo utddtdrzs. Az 1. téblazatban felsorsit é
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félkovér betivel jelolt fontosabb fenotipusokieA+: vad tipusuveA allélt
tartalmazzayeAl: veA gén pontmutacidja, mely 37 aminosavval révidebb
fehérjét eredményez (Han és mtsai., 20@&@A44: CreA nullmutans (Shroff
€s mtsai 1997).

Az altalunk létrehozott mutanst ZNEF 8.55oftan Németh,Erzsébet
Fekete) jelzéssel lattuk el, mely keresztezésseklédllitva a V100 jelzés
torzs €reA44; pantoB100; veAl) és az RIPM 155.55 jeldé#irzs (iboB2;
WA3, veA+) meiotikus rekombinacidjaval (Clutterbuck 1974y étddtérzsek
veA+/veAl azonositasa PCR modszerrel tortént, ahol a mégfele
primerparok megvalasztdsaval megkilonboztétlaevad tipusiveA allél a
veAl alléltél, melyben nonsense mutacio van (1. fidgeldan és mtsai.,
2010). Az utédtorzsekreAd4 genotipus azonositasat a megvaltozott lakt6z
hasznositdson alapulé X-gal (5-bromo-4-kloro-3-Irb@-D-galaktdz)
modszerrel teszteltik (Scroff és mtsai., 1997)) ahenyészet 1% D-glukozt
tartalmaz6 taptalajon kék szinnel jelzi a konsitan kifejeddo p-

galaktozidaz enzimet.

A kisérleteink soran felhasznditichoderma reesel mutans torzseket
az 2. tablazat tartalmazza, melyeket a Vienna Usitye of Technology
(Bécs, Ausztria) munkatarsai hoztak létre.

A CPK 3793 dlael) és CPK 4087 QElael) torzsek a Seiboth és
munkatarsai altal 2012-ben ko6z6lt munka sorankdéeehozva. AT. reesel
QM 9414 torzslael génje aT. reesel pyrd-re (orotidin 5'-foszfat
dekarboxildz ganje) lett kicserélve, mig a tultddémedrzseknek alael
prométerét aT. reesel haztartasitefl (transzlacios elongacios faktorol-
kodol) promoterével helyettesitették (Akel és misz009).
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2. tdblazat A munkank soran felhasznalfT. reesal torzsek

Torzs Genotipus Hivatkozas

QM 9414 mat1-2 Seidl és mtsai. (2009)

CBS 999.79 matl1-1 Seidl és mtsai. (2009)
CPK 3793 Alael Seib((;t(;\lézsb )mtsai.
CPK 4087 OFElael Seib((;t(;\lézsb )mtsai.
RKA 12 OEvel1; matl-2 Ka”mnlzgfl gzhlih es
RKA 13 OEvel1; mat1-2 Ka”mnlzgfl 2%*‘;1“ és
e Avelt matl 2 ngiivin
RKA 17 Avel1; matl-2 Kaf:l;:? gi)hlih és
RKA 18 Avell: matl-2 Karimi-Aghcheh es

mtsai. 2014

A T. reesai vell hidnymutans torzsek éswall tultermeb torzsek
kialakitasat Razieh Karimi Aghcheh végezte a Viendaiversity of
Technology (TU, Wien, Bécs, Ausztria) laboratérilbaa. A QM9414
jelzédi celluldz termel torzs vell génjét (1,8 kb) aZ.coli higromicin B
foszfotranszferazhph) génjére cserélte. A reesei QM 9414 genomi DNS-t
felhasznalva avell gén 1,2 kb nagysagu upstream és downstream, nem

Ve
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PCR fragmentetApal/Xhol (upstream régio) éxhol/Clal (downstream
régid) enzimekkel emésztette és ligalta@al/Clal restrikcios pBluescript
SK(+) vektorba (Stratagene, La Jolla, Californi&). hph gén Sall/Xhol
enzimekkel emésztett 2,4 kb nagysagu fragmentjét Xaml hellyel
rendelked pRKA D122284hph inszertdlta. Avell muténs torzsek
retranszformalasa sikertelen volt, 200 izolatunsgédata soran nem talaltak
stabilan integralédottel 1 gént. Ezért aell gén tultermeltetése érdekében a
vell promoterét egy ésen kifejeddoé haztartasi gén, &fl gén promdterére
(mely tartalmazta a kédol6 és a terminator régipaz Fw_ptefl:vell -Clal
és tefl:vell-Hindlll oligonukleotidokkal amplifikd@ (3. flggelék) és
vektorba, mely tartalmazta & coli higromicin B foszfotranszferazt, mint
szelekciés markert. Ennek elt@mése Southern blott analizis alkalmazasaval

Hindlll és Baml restrikciés enzimek segitségeévetéit.

4.2. Torzsfenntartas
A A. nidulans térzseket 10 g/L glik6z és a toérzs auxotréfia ygin

biztositd vitaminokkal kiegészitve un. sporaztagarea oltottuk le, 3-4 napig
37 °C-on novesztettik, majd felhasznélasig +4 °Qavaltuk. A sporéztatd
taptalaj dsszetétele (Pontecorvo és mtsai., 195892 g/L di-ammoénium-
tartarat; 20 ml/L séoldat; 10 g/L D-glikdz; 15 gédgar-agar; +vitaminok
(tbrzs igényei szerint); pH=6,5. A soOoldat 0ssaet26 g/L KCI; 26 g/L
MgSOux7H20; 76 g/L KHPOy; 50 ml/L nyomelemoldat. A nyomelemoldat
alkotdi: 40 mg/L Na-borét; 400 mg/L Cu®®H,0; 714 mg/L FeSgX7H,0;
8 mg/L Na-molibdat; 800 mg/L ZnS®7H,0.

A T. reesai tenyészeteket PDA (potato dextose agar) taptaldjdn

napig 28 °C-on novesztettilk, majd 4 °C-on tarofelkasznélasig.
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A torzsek hosszutavon tori@medirzése érdekében a lemosott és
Uveggyapoton atfirt sporaoldatokat 50%-0s glicerin oldatban -80 ¥C-o
taroltuk.

4.3. Tenyésztési korilmények
4.3.1.Aspegillus nidulans

Az A. nidulans razott lombikos tenyésztései, valamint a batct; fe
batch és kemosztat folytonos fermentacioi soranAgzergillus Minimal
Medium (v. ,Minimal téptalaj’) egy mddositott vaktatat (AMM2)
hasznaltuk tadpoldatként (Fekete és mtsai., 2008)y amnyiban kilénb6zott
az AMM tapoldattol, hogy a 6 g/L NaNOnitrogénforras helyett 8 g/L
NH4H,POs-et tartalmazott és 0,1 g/L Ca&lal volt kiegészitve. Az AMM
tapoldat 0sszetétele (Pontecorvo és mtsai.,, 1953)L NaNO3; 20 ml/L
sooldat (lasd fenn); 15 g/L szénforras; + vitamingk torzsek igényei
szerint); pH=6,5.

Az A. nidulans tenyésztések soran alkalmazott 3 kuloboz
szénforrast (glicerin, D-glikdz, és lakt6z) 1,5%fadv) végkoncentracidoban
mindig utélag adtuk a mar steril tpoldathoz. Aglint és a D-glikdzt 50%-
os (w/v), mig a laktdézt 25%-0s (w/v) vizes oldatnfidjaban hasznaltuk. A
vitamin kiegészitket [p-amino-benzoesav (HWitamin), riboflavin (B-
vitamin), pantoténsav @vitamin)] 2 mg/L végkoncentracioban adtuk a
tenyészetekhez. Minden kiegéégiMillipore Millex GP 0,22 um-es s#ré
segitségével csiramentesitettlink és laminaris féalad adtuk a mar steril
tapoldathoz.

Az A. nidulans torzsek batch és fed-batch tenyésztését 7 L té§es
L hasznos térfogati (vegfermentorban végeztik (IKél Budapest,
Magyarorszag). A dmeérsékletszabalyozast (37 °C) lbelbécseréd, a
fermentlé homogenizalasat két 6 lapatos Rushtdrinakeved oldotta meg.
A bioreaktorokban val6 tenyésztés sordn a kémbhatando értéken vald
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tartdsa érdekében (pH=6,5) automatikus pH szabédyoveégeztink 3 M
HsPQO, és 3 M NaOH segitségével. Az oldott oxigén szim@timum 20%-
on tartottuk, melyet 0,5 VVM levégtetéssel és sziikség esetén a Kever
fordulatszamanak automatikus novelésével allitotiod. A fermentlé
parolgasabdl addédd veszteséget az elmdaved) lehitésével (4 °C)
prébaltuk minimalizalni. A fény hatdsanak kikiszt#s@ érdekében az egész
fermentortestet alufoliaval takartuk be.

A fermentor leoltasara inokulum tenyészetet nowedtntk, melynek
mennyisége minden esetben a fermentacios tapoddaénogatanak 10%-a
volt. Az inokulum tenyészetet 500 ml-es Erlenmej@nbikban 100 ml
AMM2 tapoldatot 15 g/L glicerin szénforrassal kisg#ive 18 db
spoéraoldattal oltottuk le, majd 37 °C-on 200 rpreatassal novesztettik. 24
oras koraban a tenyészetet zsugoritott Uvegazkeresztil mostuk, majd a
micéliumot Ugynevezett leoltélombik segitségévaijuk a fermentorba.

A fed-batch tenyésztés korulményei és kivitelezégenos volt a
batch fermentaciéval azzal a kilonbséggel, hogyliRéy rdadagolast
végeztink 10-10 g/L mennyiségben, képidntban.

4.3.2.Trichoderma reesei
Trichoderma reesel razott lombikos tenyésztései, valamint a batch és

kemosztat folytonos fermentaciéi soran alkalmazagpkozeg kémiailag
definialt MA (Mandels ésAndreotti, 1978) tapoldat volt, melynek
Osszetétele: 8 g/L NiHI,PQOy; 6 g/L NaHPOy; 4 g/L KH,PQy; 1 g/L CaCl; 1
g/L MgSQxx7H,0; 20 ml/L nyomelemoldat és 15 g/L szénforras; pHAS
nyomelemoldat dsszetétele: 250 mg/L FeSO4x7H20n§A MnSOxH-0;
70 mg/L ZnSQx7H,0; 85 mg/L CoCJ; pH=2.

A T. reesei VEL1 funkcid6janak vizsgélatai sordn a torzseket 20
telies, 15 L hasznos térfogatu korrézibmentes ax@intorokban (Zolend
Kft., Debrecen, Magyarorszag) tenyésztettik a Balgéneket indukald
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sz

letakarva biztositottuk a fénymentes tenyésztésrilkignyeket. A
fermentéciés paraméterek a kovetkaz voltak: 0,5 VVM leve§ztetés, 28
°C homérséklet, 400 rpm mechanikus kevertetés két ratiapRushton
turbinaval, a kémhatast pH=5 értéken tartottuk ggse fermentacio ideje
alatt 3 M HPQO, és 3 M NaOH segitségével. Azsrhabzas csdokkentésének
érdekében polipropilén-glikol 2000 (Union Carbiddeticals & Plastic)
habzasgatlét hasznaltunk. A fermentacid inokulumakspoérardl fvell
mutans esetén micéliumrél) inditott 18b spéra/100 ml tapoldat) razott
lombikos tenyészeteket ndvesztettiink MA tapoldatiaerin szénforrdson
(1 % w/v) a csirdzast segitkiegészitk hozzdadasaval: urea 0,3 g/L;
haspepton 1 g/L; Tween 0,5 ml/L. Az inokulum 24 H&60 rpm-mel valo
razatsat kovéen a tenyészetet lastik, hideg steril vizzel &tmostuk, majd
leoltélombikon keresztil a fermentorba juttattuk.

A szofordz (2-OB-glikopiranozil-D-glikéz) az egyikéfinduktora a
cellulaz génekneRrichoderma reesei-ben (Sternberg és Mandels, 1979). Az
indukciés kisérlet soran @lovesztett tenyészetet hasznaltunk 64@l
bekezdésben leirtak szerint), majd a micélium aasdats koveien MA
tapoldatba kerultek, mely 10 mM koncentraciébatatarazott szofordzt.

A T. reesei VELL1 funkciéjanak hatasat vizsgald, kulonbBdminosédi
szénforrdson valé novekedési tesztet MA taptalajégeztik 2% agarral
szilarditva. A téptalajpban a kulénkbzazénforrdsok (D-glikéz, D-galaktoz,
cellobiéz, laktéz és celluléz) 10 g/l végkoncenisan lettek bemérve. A
QM 9414 és aDEvell térzsek a Petri-csésze kdzepére felvityd 0> db
konidium/ml spéraoldattal, mig avell torzsek sporazasi képességuk
elvesztése miatt, micéliumrdl lettek inditva. A yészetek 28 °C-on
névekedtek Sanyo inkubatorban, mely Philips-maféteyforrassal (TLD-15
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W/840) lett folyamatosan megvilagitva, mig a sdityésztés alufoliaval
duplan betekert Petri-csészéken tortént.

4.3.3.Kemosztat fermentaciok
A T. reese LAE1l funkci6jdnak konstans ndvekedési ratan vald

vizsgélatat és aA. nidulans sterigmatocisztin termelésének névekedési rata
flggését azonos felépités 2,5 L telies, 2 L hasznos térfogatu
tvegfermentorokban (Inel Kft., Budapest, Magyaragdz végeztik. A
kemosztéat folytonos fermentacié soran a tapoldatlagolasanak sebessége
és a fermentlé elvételének sebessége megegyezikyeima tenyésztés
térfogatat és novekedési ratajat konstans értéadnttuk. A bioreaktort
alufoliqval takarva fénymentes kondiciot tudtuntcdéozni. A lEmérséklet
és a pH-t a gombatdrzsek igényeinek medfelel(lasd fenn) allandé értéken,
a kevertetést 300 rpm-en és a latagtést 0,3 VVM értéken tartottuk. A
rdadagolt tapoldafA. nidulans esetén AMMZ2, migT. reesel esetén MA
tapoldat volt 3 g/L D-glikézzal és 0,1 g/L peptonkéegeészitve. Ez a
szénforrds koncentrici6 mindkét gombafaj szamargfeteen alacsony,
hogy szén-limitaciot érjiink el mind magas (0,09&¥5 i), mind alacsony
(0,02 hY) higitasi rata mellett (Karaffa és mtsai., 2006rtRoy és mtsai.,
2011). A tenyészet az inokulalast kd&vet24 oraban a szakaszos
fermenticioknak megfel&dn ndvekedett. A raadagolas/elvétel kezdétst
fermentécios térfogat 6-7-szeri atforgatasavaltithelérni, hogy a kezdeti
biomassza oszcillaci6 megfeéleh alacsony szintre csokkenjen (Brown
mindkét gombafaj esetén 1,49+0,2 g/L volt, mig glikéz koncentracié a
tapoldatban 0,05-0,08 mM k&zé esett, mely korrelinalas gombak magas
affinitast hexdz transzportereinekikddésével (Jorgensen és mstai, 2007).
A steady-state allapot elérését az egymast kdwtom mintavételid kapott
konstans biomassza koncentracio és a D-glukozaaiditjelezte. Az ilyen
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allapotban le¢ tenyészettl 3-5 alkalommal vettiink mintat, melyekbA.
nidulans esetén ST detektalasl, reesei esetén pedig total RNS izolalast
végeztink. A fonalas gombakra jelledntalndvekedés elkerilése érdekében
anti-adhézios 4genst, Sigmacote©-ot alkalmaztunk.

4 .4. Analitikai médszerek
Szaraz sejttdtmeqg meghatarozasa:

A novekedést a tenyészetek egységnyi térfogataratkoztatott szarazanyag
tartalmanak (Dry Cell Weight, DCW) gyarapodasaraetiik vissza. A
micélium lesArését és atmosasat kosem 80 °C-on sulyallanddsagig
széritottuk. A szaraz sejtttmeg adatai két kuloGbamérés atlagabol
szarmaznak, mely értékeinek &tlagos eltérései redadtak meg a 14%-ot.

VA

A munkdnk soran a folyékony tenyészetiklvett mintak szénforras
koncentracioit (D-glukoz, laktoz, glicerin) HPLCivbataroztuk meg. Az
elvalasztasra ioncseéél (H") oszlopot (Bio-Rad Aminex HPX-87M

hasznaltunk izokratikus eltcioval (10 mM2$D» eluens, 55 °C kolonna

hémeérseéklet) és detektorként torésmutato (RI) detektkalmaztunk.

Ve

A sterigmatocisztin koncentracidja mind folyékomyind szilard tenyésztési
korulmények kozott meglehiden alacsony (néhany mg/l), ezért a
detektalhatosag érdekében koncentrélni sziikséfesil Zermentlevet 3x10
ml etil-acetattal extrahdltunk és a szerves fayigtését koveten vakuum
beparld segitségével szaritottuk. A beparolt mirtatml acetonitrilben
oldottuk vissza. Szilard fazisu tenyészdtbvald extrakci6 annyiban
kulonbdzott, hogy az etil-acetat adagolaétted kivagott agardarabokat (a
gombamicéliummal egyutt) melegitéssel felolvasiotlAz extrakcio

hibaatlaga 5% alatt volt. A sterigmatocisztin  kamtcacidjanak
meghatarozdsa HPLC-UV analizissel (HP 1090 Serié¢sl LLiquid
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Chromatographs, Agilent-Technologies) tortént. Aos®k hitelesitését ST
standard addicios mddszerrel (Sigma-Aldrich Kft. aé&oncentraciojat az ST
standard oldat 4 pontos kalibracios egyené&lsédalkulaltuk. A minta
elvalasztisat egy reverz fazisu C18-as kolonnden@henex Luna fmm
C18) végeztuk, ahol az eluens viz:acetonitril (49 elegy, mely natrium-
acetat és ecetsavval volt pufferelve és pH=4,8litvé Mivel az ST
meglehebsen stabil molekula (pKa=9,58), az eluens kémhatasm
modositja a molekula struktarajat, de a savas cld#tséges a szenngét|
vald megfeled elvalasztashoz. Az izokratikus ellcid soran azmési
sebességet 0,5 ml/min értéken tartottuk, a koldwmaérséklete 55 °C és az
UV detektorral 245 nm hullamhosszon todérinyelést mértiink. E mddszer
alkalmazasaval az ST retenciés ideje 11,9 percdetektalas alsé hatara 0,1
mg/I.

Fehérje tartalom és cellulaz enzimaktivitas megbatésa:

A sejtmentes fermentlé fehérjetartalmanak meghaéddt Bradford (1976)
altal kidolgozott modszer szerint hataroztuk megceuldaz enzimaktivitas
mérésére a karboxi-metilcelluloz (CMC, 1 % wi/v) repert alkalmaztuk
(Uzbas és mtsai., 2002), amely a cellulitikus ekomplex altal lehasitott
redukdlé cukrok mennyiség mérésén alapul. A sejteseriermentléhez
hozzaadott CMC-&l a cellulaz enzimek cukor monomereket hidroliz&lna
melynek mennyiségét a 3,5-dinitroszalicilsavval &N 100 °C-on
reagaltatva a reakciéelegy abszorbancia (550 nitgz2ésabdl szamolhatjuk.
A celluldz aktivitas szamoldsa Ghose (1987) publdja szerint tortént.
Génexpresszio vizsgalata kvantitativ PCR-el:

A DNé&z-zal (DNase |, RNase free; Thermo Scientifiexelt RNS-ek (pug)
reverz atirasat a Transcriptor High Fidelity cDNpngesis kit-tel (Roche)

végeztik a gyarto altal leirt protokoll alapjaredeszitve oligo-dT és random
hexamer primerekkel. A qPCR méréseket Dr. Paholcdé&linda
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(Huméangenetikai Tanszék, Debreceni Egyetem, Debjec8ioRad
(Hercules, CA) iCycler 1Q készulékkel végezte. Ampdifikacios protokoll
egy kezd denaturaciot (3 perc, 95 °C) koédeh 40 ciklusos denaturaciobol
(15 sec., 95 °C), annelaciébol (20 sec., a prinmkk megfele
hémérsékleten (4 - 5. fliggelék) és elongaciobdl @d,s72 °C) allt. A PCR
efficiencidt a cDNS-ek higitasainak (1; 0,1; 0,00,001) reakciobol
hataroztdk meg. Az amplifikacio efficienciat az 1Qptical System Software
v2.0 altal kapott meredekségéklszamoltak. Az expresszidés aranyokat a
RESTO szoftver alkalmazasaval kalkulaltuk (Pfafflmatsai., 2002; Veiga és
mtsai., 2012). A mintdk analizise legalabb két &itgn kisérletél 3
ismétléssel tortént.

Transzkriptum analizis:

A total RNS izolaldshoz SV Total RNA Isolation Sgst (Promega) kittet
hasznaltunk a gyarté A&ltal leirtak szerint. A cDNSintézisét és
hibridizaciojat a Roche NimbleGen (Roche-NimbleGkw,., Madison, WI,
USA) végezte nagy érzékenysiégligonukleotid microarray médszerrel 60-

mer probékat hasznélva, melyek alkalmasak a megiliz8129T. reesel gén
expresszidjanak detektalasara (Metz és mtsai.,)2@Linicroarray analizis
altal adott adatok begjiésének és azonositdsdnak a Metz és munkatarsai
(2011) kozleményeben leirt bedllitasai alkalmas,ahogy a kilonbdy
expresszios szintek kozott szignifikans kilonbsétegyenek. A gének
azonositasa a teljes egészében manualisan anhatédsei genom adatbazis
segitségével tortént, mely Chritian P. Kubicek tftase of Chemical
Engineering, Vienna University of Technology, Viejnszabadalma. A
transzkriptum analizis bioinformatikai adatelemzzé&éristian P. Kubicek
végezte. Az Euklideszi tavolsagokat metrikus modstea DNSSTAR
v5.1.2. build 3 (DNSstar Inc., Madison, WI) hietaifeis klaszterezést
alkalmazva adta meg. Az azonositott gének anndtadMIPS Functional
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Catalogue-ban Mizzen és Allis (1998) kdzleményeriszevégezte. A
mikorarray adatok és a kapcsolédo protokollok eldk a GEO weboldalon
a GSES5652 csatlakozasi szamon (www.ncbi.nlm. niiggm/)

A transzkriptumok a genom klasztereibe val6é azdaésaiszintén Christian P.
Kubicek munkajanak kdszonléetA szoftver és a dokumentaciod letdlidret
http://tele-thon.bio.unipd.it/bioinfo/reef/

Nukleinsav izolalads és hibridizacio:

A gombamicéliumokat Miracloth segitségévdirsidk, majd desztillalt, hideg
vizzel mostuk és azonnal folyékony nitrogénben d&agyottuk. A
lefagyasztott biomasszat nitrogénneltdit mozsarban porrdroltik. A

genomi DNS, plazmid DNS, és RNS tisztitAsokat artgydltal kiadott
protokoll szerint végeztik (Wizard Genomic DNA Rigdtion Kit,

PureYield Plasmid Midiprep System és SV Total RNsblation System;
Promega). A nukleinsavak elektroforézisét, blottata és hibridizaciojat
standard molekularis biologiai médszerekkel védezti

Southern blot analizis

A Trichoderma reesei tultermeb mutéans torzsek Southern blot analizisénél a
Sambrook és Russel (2001) altal ko6zolt standarérdalpkat hasznaltuk.
NanoDrop 2000 UV-Vis Spektrofotométer (Thermo Stifen) készilékkel
tortént a DNS mennyiségi meghatarozasra. Az aggéfize 5ug emeésztett
DNS-t vittink fel zsebenként. A génspecifikus olig&leotidokat
digoxigeninnel jeldltik PCR DIG Probe Synthesis KRoche Applied
Science) segitségével, templatként QM9414 tdrzs omgen DNS-ét
hasznaltunk. A hibridizaciét Lumi-Film kemiluminesns detektalé film

(Roche Applied Science) segitségével tettik latato

37



4.5. Morfolégiai vizsgalat
A T. reesel QM 9414 ésavell mutans torzs morfoldgiai vizsgalatat razatott

lombikos tenyészetekkel végeztik MA t4poldatbamnézrasként 10 g/L
glicerin szénforrassal. Mindkét térzs esetében rtawételi idpontokat Ugy
valasztottuk meg, hogy a kezdeti, az exponencialisive a hanyatlo
novekedési fazisbol vett mintakat vizsgalhassuknévekedési szakaszok
megvalasztasat a szénforrds hasznosluldsanak nkoreiésével hataroztuk
meg. Kezdeti novekedés: > 8 g/L glicerin; expon&iixiszalasz: ~5 g/L
glicerin; hanyatl6é fazis: < 1 g/L glicerin. Natés laktofenol cotton blue
(LPCB) festékkel festett mintdkat analizaltunk Zefxiolmager, AxioCam
MRc5 kameraval felszerelt mikroszképpal. A képelleisét Axio-Vision
AC képanalizator szoftverrel végeztik (Version 3,.&arl Zeiss). Az LPCB
festék dsszetétele: 200 g/L fenol; 0,5g/K Cottarebl00 ml/L glicerol; 200
ml/L tejsav; 200 ml/L viz, mely 10% v/v aranybanltva micéliumot
tartalamzo tapoldatban (Leck 1999).

4.6. Szexudlis és aszexualis sporaképzés vizsgalata
A szexualis reprodukcié vizsgalatdhoZ .areesei QM 9414,vell ésOEvel 1

torzseket a pérosodéasi partnerikként alkalmas CB9.79 torzzsel
tenyésztettik (Seidl és mtsai.,, 2009). A PDA tapal kirStt (4 nap)
gombakat agarkockaval egyitt athelyeztilk egyméassambe, friss PDA
taptalajra. A tenyészeteket 4-7 napig novesztettigrmészetes
megvilagitasban, illetve sotét korilmények kozdit. egymassal teréest
képzésre képes tenyészet@lkbaszkospérat ditottink és a sporak
életképességét PDA taptalajon vizsgéltuk. A féngéligonidiospora képzeés
vizsgalatahoz a tenyészeteket 8 napig vagy tejgitsegben, vagy 12 o6ra
megvilagitas/12 éra sotétségben novesztettik. Adiasporak gyijtését 1%
w/v Tween-t és 0,8% w/v NaCl oldatot alkalmazvaikt szuszpenzidba,
melyeket Gveggyapoton keresztifigéink, majd szamoltunk.
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4.7. Bioinformatikai elemzés
A PEST régidk azonositasat, melyek a gyors prategradaciéhoz vezetnek

és tipikusak a nem stabil fehérjékre az epestfimggam alkalmazaséaval
végeztik (Rechsteiner és mtsai., 1987; http://esbiinformatics.nl/cgi-

bin/emboss/epestfindA proteinek sejten belili lokalizaciéjanak amaére

a WoLF PSORT (Protein Subcellular Localization Rain tool; Horton és
mtsai., 2007) programot, a leucin gazdag nuklegqmort szignalokat (NES)

a NetNES 11 Server (la Cour és mtsai., 2004;
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNESegitségével azonositottuk.
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5. Eredmények
5.1. Trichoderma reesei VEL1 funkcidjanak vizsgalata: a VEL1 hatdsa a
gomba egyedfejpdésére és cellulaz enzimtermelésére

Trichoderma reesei vell génjének azonositasa
A T.reesei genomban aell gén egy kdpidban van jelen (Trire2:122284; az

ehhez tartoz6 VELL1 protein: EGR48103.1)vd1l nyitott leolvasasi kerete
1801 bazisparbdl all, mely 79 bazisparnyi intronvah megszakitva, igy a
protein 574 aminosavbdl all. A torzsfejlesztésessétt, magasabb cellulaz
termeb torzsek (QM9414, NG14, Rut C-30; Le Crom és mts2009;
Vitikainen és mtsai.,, 2010) genom szekvencigjat vizsgalva azonos
nukleotid szekvenciajuell gént azonositottunk, mellyel kizarhattuk annak a
lehethséget, hogy a magasabb cellulaz termelés a vizggaltegy esetleges
mutacidja kapcsan torténik. Areesei VEL1 proteinje nagy hasonlésagot
mutatott aT.virens ésT. atroviride VeA ortologjaival {.virens esetén 80%,
mig T. atroviride esetén 78 % volt a hasonl6sag a fehérjét féléptiinosav
szekvenciaban). A genuson Kivili fajok kozil a Egyobb hasonlésagot a
Nectria haematococca-val (60%) mutatott, mig azA. nidulans és A.
fumigatus fajokkal csak 36% illetve 38% volt a szekvenciasdrdosag (8.
flggelék). Feltehéen a VELL protein képes bejutni a sejtmagba, ugyani
WoLF PSORT segitségével azonositottunk a fehétgri@inalis negyedében
egy leucinban gazdag szekvenciat, mely feltétetéene egy sejtmag
lokalizacios szignal (NLS). Ez 06sszhangban van Aaz nidulans és
Neurospora crassa gombafajokban leirt VeA proteinjeivel, viszont ez
szignal az N terminalis részén van a fehérjékneky(®m és mtsai., 2008b;
Stinnett és mtsai.,, 2007; Kim és mtsai., 2002). Az nidulans VeA
proteinjéhez hasonldéan hreeset VEL1 fehérjéje is tartalmaz egy PEST

régiot (gazdag prolin, szerin, treonin és glutatamalmazé szekvencia, mely
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rovid féléletideii), de azA. nidulans-al ellentétben A. nidulans-ban a C-

termindlis végen helyezkedik el) Breesei VEL1 fehérjének a kbzepén,
kozvetlenil a konzervalt N-termindlis szekvenci@anutalalhaté (290-311
aminosav).

Szénforras fliggést mutat & . reesei vell transzkriptum szintje
Harom kulonboé szénforrason vizsgaltuk meg 1l expresszidjanak

szintjet a hifandévekedés soran és aokbés sporulacié folyaman. Feény
jelenlétében & .reesei gyors novekedése tapasztalhatd D-glikdz és gliceri
szénforrdsokon az @ls 25 Ordban, mely avell génhez tartozé
transzkriptumok mennyiségének megemelkedett sg@ltjgarosult (7. abra).
A novekedés megémnésével a transzkriptum mennyisége is csoOkkent. A
laktézon val6 nOvekedés sokkal lassabb, \&ll transzkriptum
akkumulalédasa fény jelenlétében a 35. 6raban arddigmagasabb, akkor,
amikor a ndvekedési rata is a maximumat érte aktBén valdé novekedés
soran avell transzkriptumok sokkal magasabb szintet értek naiint
megvilagitas soran (7. abra). A D-glikézon és gien kapott vell
transzkriptumok szintje hasonldé mintdzatot mutatazont a megvilagitott
mintakkal ellentétben, sotétben ®ell mMRNS mennyisége az dd
elbrehaladtaval megemelkedett és a legmagasabbat mabvakedés
lassulasakor kaptuk (35. 6ra). S6tétben és laktéafsrrason valé ndvekedés
soran lehetett mérni a legmagasaleti transzkriptum szintet, habar ez a
szint a 35. 6rara nagymértékben lecstkkenteld expresszids szintje és a
tenyészet sporulacidja kozott nem tapasztaltunkekariot (7. abra-csillag).
Ezen adatok alapjan arra kodvetkeztethetiink, hogyeld gén mRNS
expressziojat a fény, illetve a sotétség melletszénforrds és éltala a
ndvekedési rata is befolyasolja.
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7.abra A szénforras és a fény hatasa a1l expresszidjara és biomassza
termeléséreT. reese fonalas gombaban. Fehéel a fény, mig dekete
szimel a sotétség hatdsat mutatjukvell transzkriptum szintjére és a
biomassza mennyiségéfe reesei QM 9414 torzs tenyészetében D-glukoz,
glicerin és lakt6z szénforrdson vald ndvekedés &bzl transzkriptumok
szintjenek értékeit avell/tefl aranyanak normalizaldsabol szamoltuk,
melyeket a tenyészet 12 Oras koraban megyvilagii@ssnertink D-glikoz
szénforrdson. Az adatok 3 flggetlen ismétlés &dlg&zarmaznak. A
csillagok a tenyészet sporazasanak kezdetét jeldlik, wetyegegyeznek a
megVilagitott illetve sotétben tenyésztett kultioak.
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T. reesei VEL1 proteinje szikséges a normal hifavégek
novekedéséhez és elengedhetetlen a szexudlis és exasdis
egyedfejbdéshez
A T. reesei vell génjének egyedféjtiésében betbltdtt szerepének

vizsgélatahozel1l hianymutansAvell) térzseket hoztunk létre. A. reesel
génjére Kkph) cseréltik. Avell gén overexpresszidjahoOEvell) a gén
nyitott leolvasasi keretét egy konstitutivan kif&#jdo tefl (elongacios faktor
la gén) promoterrel fuzionaltuk. Ahhoz, hogy biztaggdl azonositsuk a
Avell fenotipust, 3 dbivell és 2 dbOEvel 1 torzset vizsgaltunk, melyekkel a
kisérletek soran konzekvens eredményeket kaptunkkdf a mutansokat
PCR illetve Southern blot analizissel etlentiik (3. fliggelék).

A 4Avell mutdnsok egyérteliien eltéé fenotipust mutattak: sullyesztett
korulmények kozott duzzadt, nagymértékben elagaz&okkal vastagabb
hifak alakultak ki (8-9um &tmééjii; 8. abra H és ), mint a siltdrzsben
(3-4 um atmeéébji; 8. dbra C). Advell mutans hifavégei gyakran iveltek és
sok, kis vakuélummal teli képet mutattak, amelyek Gaeged sejtekben
megndvekedtek (8. abra F,G és J,K).

Agarral szilarditott D-glukozt tartalmazo taptalaja Avell mutans esetén
kissé csOkkent novekedés és hiperelagaz6 fenotiplistapasztalhato. A
feltiinbbb azonban az, hogy a konidiospora képzés teljegeya jellemezte
a/vell muténst, fuggetlendl a fény jelenlététagy hianyatol. AT. reesei-re
jellemzs sarga pigmenteket well mutans is termelte, viszont ez nem volt
tapasztalhaté allael mutans torzs esetén (Seiboth és mtsai., 2012b). Az
OEvell torzs sporulacidéja normalis, hasonld a konidiunzdésp mértéke
sOtétben, mint a saiil torzsnek, és csak kis mértékben intenzivebb fény
jelenlétében (9. abra A).
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Tenyésztési 1do (h)

QM 9414

Ve

tenyészetben A T. reesei QM 9414 torzs névekeédhifajanak morfologidjat
az A-E képeken, mig alvell torzs morfologiajat &-K képeken lathatjuk,
melyek szénforrasként glicerint (1% wi/v) tartalmak®A tapoldatban
ndvekedtek. A tenyészetek 12 6ras képehaB, F, G; a 48 dras képeit @,
H, I; és a 72 éras képeittyE, J, K befikkel jelzett képek mutatjak.

A T.reesei szexudlis szaporodasahoz szikséges a VEL1 protein,
melyet a termékeny perithécia forméalasi képességégsgaltuk. A Avell
torzs (mat 1-2) ar. reesei CBC 999.79 (mat 1-1; Seidl és mtsai., 2009)
torzzsel keresztezve egyaltalan nem képzettdtsteket fény jelenlétében,
mig a CBC 999.79 a s#iilQM 9414 (mat 1-2) torzzsel igen (9. &bra B-C). A
T. reesai terntitest képzéséhez fény szilkséges (Chen és mtsa), 20ihek
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9. bra A Vell fehérje szikséges d. reesei szexudlis és aszexualis
sporaképzéséhez. (A)A vell gén hatdsa aT. reesei aszexudlis
sporaképzésére. Konidiospérak szama fény jelerdétélehér oszlopok) és
konidiosporék szdma sotétben (fekete oszlopok)ematgtt QM 94141), két
OEvell (2,3) és haromivell (4-6) torzs esetén. Az adatok harom fuggetlen
kisérlet atlagadbdl szarmaznak (p<0,0B) Termbtest képzésének hidnya a
Avell (felul) és a péarosodasi partnere, a CBC 999.79I) (a4brzs kozott
sttétben és fény jelenlétébefC) A QM 9414 (balra) és CBC 999.79
(jobbra) torzsek tertitest képzése fény jelenlétében. A vad torzs nerekép
sttétben tergtestet képezni (Seiboth és mtsai.,, 2007a), ezéak &
megVilagitott tenyészetet mutatjul) Termbtest képzés ®Evell és a CBC
999.79 torzs kozott fény jelenlétében és hianyalarelnagyitott részlet
primordiumokat mutatja.
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megfeleben advell torzs keresztezése sotétben a@zilzshdoz hasonldéan
nem volt sikeres. Erdekes megfigyelés volt, ho@Eael1 torzs képes
peritécium képzésére a sotétben is, habar kisedkoggaggal, mint fényben
(9. &bra D). Ezek a perithéciumok azonban nemltaatznak askosporat, igy
terméketlenek.

Cellul6zon és lakt6zon vald novekedéshez VEL1 szigges
A megvizsgalt kétavell torzs kissé csokkent ndvekedést mutatott szilard

taptalajon D-glikéz szénforras jelenlétében. Ahhoz hogy
megbizonyosodjunk arrdl, hogy a ndvekedés megwidi@a hifa morfologia
atalakuldsanak kovetkezménye, vagy valamilyen naé&sh latunk, szadmos
szénforrdson megvizsgéltuk a mutansok novekedé&éetilk a celluldzok
képzydésében érdekelt szénforrasokat isvekl hianymutans novekedése
minden megvizsgalt szénforrason kisebb mdrtés megvaltozott hifa
fenotipust mutatott flggetlendl attél, hogy a tesagd fény jelenlétében (10.
abra A) vagy soOtétben (10. abra B) novekedett. j&ifetten alacsony
névekedési hajlandésagot tapasztaltunk laktéz Itaftdaptalaj esetén, mig
cellulézon tulajdonképpen képtelen volt névekedw@ld hianymutans torzs.
A OEvd1l torzs novekedése normalis fenotipus mellett gydrsavekedést
mutatott lakt6zt, cellobiézt és cellulozt tartalmdaztaptalajon. A
megfigyelések alapjan arra kdvetkeztethetiink, h@agyEL1 egyértelrtien

hatassal van a lakt6z és cellul6z hasznositaséara.
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Fény
QM 9414 Avell OEvell

D-gliikéz

D-galaktoz

Cellobioz

Laktoz

Celluloz

10. abra A: A VEL1 hatasa kilénb6® szénforrasok hasznositasara .
reesei QM 9414,0Evell ésAvell torzsekben fény jelenlétébenA képek a
szilard téptalaj leoltasat kovetn 5 nappal (120 oOra) késziltek. 2 nappal
késsbb vizsgélt tenyészetek fenotipusa nem mutataoti xést.
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Sotét
QM 9414 Avell OEvell

D-gliikéz

D-galaktoz

Cellobioz

Laktoz

Celluloz

10. 4bra B: A VEL1 hatdsa kilonbd# szénforrdsok hasznositaséra
sttétben tenyésztetfl. reesei QM 9414, OEvell ésAvell torzsekben. A
képek a szilard tiptalaj leoltdsat kdext 5 nappal (120 ora) késziltek. 2
nappal késbb vizsgalt tenyészetek fenotipusa nem mutatotd xést.
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A VELL1 protein esszencidlis a cellulaz és hemicelaz enzimeket
kodold gének kifejeddéséhez
A kutatas elssorban arra a hipotézisre épult, hogwef ortolog vell

génterméke szilkséges lehet a cellulazok ddgshezT. reesei-ben. A
szénforrasként cellulézt tartalmaz6 taptalajon vatdvekedési teszt
eredménye 0Osszhangban van ezzel a hipotézisselelAglet kdzvetlen
bizonyitasaképpen kétvell torzset és a szbil torzset tenyésztettik laktoz
szénforrast tartalmazé folyékony tapoldatban. Atdakképes indukalni a
cellulaz gének expresszidjat (lvanova és mtsail320de ennek hasznositasa
(a cellulézzal ellentétben) fliggetlen a termeltutétoktdl (Seiboth és mtsai.,
2007a). Ahogyan a 11. 4bran lathatoAeell torzs noévekedése laktdz
tartalma folyékony kultrdban sokkal lassabb (O6asgan a szilard
taptalaju tenyésztés eredményével), mint aészadkzs ndvekedése. A QM
9414 torzsnek a maximalis biomassza koncentrdéiesthez 90-100 Oréara
volt sziksége, mig a kétvell torzs 250 Ora tenyésztést kddex érte el a
hasonlé sejttomeget. A tenyésztés telj@ésadama alatt nem tudtunk cellulaz
enzimaktivitast detektalni, ami dsszefligg a muttiimgsek cellul6zon vald
novekedésének lassulasaval (11. dbra). Ahogya@Eaell torzs gyorsabb
novekedést produkalt laktéz tartalma szilard tapoad, sullyesztett
kultdraban is gyorsabb szénhasznositast mutatadt &slluldz termelése is
kordbban detektalhatdé, mint a <Hult6rzsé (11. 4bra). Ugyanakkor a
cellulazai csak kis mértékben értek el magasabbrekzivitast, mint amit a

szUbi torzs esetén mértink.
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11. abra A T. reesei vell delécidjanak és tultermeltetésének hatdsa a
novekedésre és cellulazok képdésére laktézon valé ndvekedés soran.
Mind a két, azonos genotipusu mutansokkal konziszteredményeket
kaptunk. Az adatok két fliggetlen kisérlet és harnénés atlagat mutatjak.
Kek vonal Ures kék karikaval: laktdz koncentracié (g/L)sotét piros
pontozott vonal Ures haromszdggelcelluldz aktivitas (U/L)yvilagos piros
szaggatott vonal piros haromszdggelextracelluléaris fehérje koncentracio
(mg/ml); fekete szaggatott vonal fekete négyzettdbiomassza koncenracio
(g/L).

50



A két 16 cellulaz gén ¢el7a éscel6a) és a xilanaz Il-t kddolékyn2 gén
transzkriptumjainak szintje tokéletesen egybeesitelulaz enzimaktivitds
hianyaval a kétdvell torzsben. A vizsgélt génekrképzdott mRNS-ek
alacsony szintje azt jelzi, hogy a hatas transezidgpszinti (12. dbra). Axyrl
transzkriptum szintje is (terméke a XYR1 proteirglyna © regulatora a
cellulaz és hemicelluldz géneknek) nagymértékbendkkent a kétivell
mutans térzsben (12. &bra). Ennek a fehérjénekdaydilehet az oka a
laktézon valé novekedési fenotipusnak, mexriyrd hianymutans térzs nem
képes lakt6zon novekedni (Seiboth és mtsai 20072083b). AzOEvel1l
torzs esetén mért transzkriptumok szintjei szirdészefliggenek a cellulaz
aktivitds soran mért értékekkel, miszerint a vitsggnekbl atirédott
MRNS-ek szintje csak kis mértékben volt magasashiéi torzshéz képest
(12. &bra).

Megvizsgéltuk avell szerepét a cellulazok képzésében olyan
koralmények kozott, ahol gell nincs hatdssal sem a névekedésre sem az
indukciét kivalté molekula felvételére. A tenyésaetcellulazokat nem
indukald kérilmények kdzott (glicerin szénforrasekinovesztettik, majd a
nyugvo micéliumhoz-kotést tartalmazo diszacharidot, szoforozt adtuxk.
szofordz induktor alkalmazasa mellett szél, hoggedulazok és xilanazok
egyik legebsebb aktivatora &. reesai térzsekben (Hakkinen és mtsai., 2012;
Ghassemi és mtsai., 2015), tovabba a szofordz aidiukdzvetit szenzort
kodolo gén, actrl expresszidja fuggetlen xyrl-t6l, hiszen meégixyrl T.
reesel torzsben is magas szinten expresszalédik (Ghassemitsai., 2015).
Ezzel a kisérlettel olyan korilmények kdzott lededl 1 hatdst megvizsgalni,
ahol a VEL1 hidnya nem zavarja sem a ndvekedésadapanyagfelvételt.
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12. dbra AT. reesai vell delécidjanak vagy taltermeltetésének hatasa két
cellulaz, egy hemicellulaz és a cellulaz regulatogén transzkriptum
szintjére lakt6zon valé novekedés soram két cellulaz génagl7a, cel6a),
a xilanaz génxyn2) és a cellulaz regulator géryfl) mRNS szintjét ar.
reesei QM 9414 torzs esetém;, Avell toérzsnek:o, és aOEvell torzsnek:A
szimbdlumokkal jeloltik. A génexpresszidés szintékeinek megadasét
onkényesen véalasztottuk meg: a vizsgalt gén traipgmkn szintjének és a
tefl haztartasi gén transzkriptum aranyanak normabz&il szadmoltunk, és
ezeknek az aranyat 6sszevetettik a QM 9414 terty&3ze 6ras kordban
mért transzkriptum szintek ardnyaval. Az abran egpkmutans torzs értékei
lathatbéak, de az azonos genotipusu térzsek koemsaredményt mutattak.
Az adatok legalabb két fuggetlen kisértdtés harom mérégbszarmaznak.
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13. dbra AT. reesai vell delécidjanak vagy taltermeltetésének hatasa két
cellulaz, egy hemicellulaz és a cellulaz regulatogén transzkriptum
szintjére szofordzzal valé indukalds utan.Glicerinen valdé éinbvesztés
utan szoforozzal valé indukalast koé&et0 és 4 Ords korban mért
transzkriptum szintek, melyek értékei a 12. abrdlksrak szerint lettek
specifikalva.Fekete szin QM 9414 torzsszurke szin OEvell torzs, fehér
szin: Avell torzs. A csillaggal jelolt esetekben a relativ mRNS szintje a
kimutatési hatér alatt volt. Az abran csak egy msittbrzs értékei lathatoak,
de az azonos genotipusu torzsek konzisztens ergtimémattak. Az adatok
legalabb két fliggetlen kisérléllies harom mérégbszarmaznak.

A 13. abran lathatdé, hogy a szofor6z adagolast kove Ordban
nagymértékben emelkedettcal7a, a cel6a, xyn2 ésxyrl transzkriptumok
relativ szintjie a QM 9414 tdrzsben, migxm2 gén kivételével sOEvell
torzs esetén ez a szint a dupldja volt. 48ell torzsekben a vizsgalt
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transzkriptumok alig detektalhatéak. Nohaxyal transzkriptum szintje a
Avell torzsnek a vizsgalat 0. ordjdban magasabb volt @i QM 9414
torzsnek, de akkumulalédasanak szintje a 4. or&saléi torzshtz képest
nagymértékben lecsokkent. Osszességében kijelgikhétogy avell gén

hianya a cellulaz gének expressziojat csokkenty, & VEL1 protein

esszencidlis ehhez a folyamathoz. Tovabba megjaedyzéogy avell gén

tultermeltetése megnoveli a cellulaz gének trangekijat.

5.2. ATrichodermareesei LAE1 funkciojanak vizsgalata konstans
novekedeési ratakon

Kisérleti rendszer kidolgozasa
Kemosztat tipusu, folytonos fermentaciét alkalmaktumely sordn konstans
biomassza és szénforras limitalt korlilményeket urdetiétre. Két higitasi
ratat beallitva (D=0,075"hés D=0,02 H) tenyésztettilk a QM 9414 sl
Alael ésOElael T. reesal torzseket D-glikoz szénforrason. Ez a két higitasi
rata (ké8bbiekben magas illetve alacsony nodvekedési ratkalrabs a
karbon katabolit represszios illetve derepressaifepot létrehozasahok.
reesel ésA. nidulans fonalas gombak esetén (Karaffa és mtsai., 2006s lés
mtsai., 2004). A biomasszara vonatkoztatott hoz&nés153 % (a képrott
biomassza (g)/felhasznalt szénforras (g)*100) lésait a tenyésztések soran,
mely megfelel a kilénb@&zgombék esetén mért adatokkal (kHztUk reeesel -
vel is) D-glukdz limitalt tenyészeteknél (Karaffa gntsai., 2006; Portnoy és
mtsai., 2011; Brown 1990). A steady-state D-glikkancentracié a
tapoldatban 0,03-0,05 mM kozé6tt volt mind a kétitdigi ratan, mely
igazolja, hogy a tenyészet valéban glikéz limitédtt. A 0,02 K higitasi
ratan ndveky QM 9414 torzs kis mértékben konidiospoérat hozite, mig a

Alael mutans torzsnél ez nem volt tapasztalhatd. Tovahbakét torzs
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esetén kismérét pelletesedést tapasztaltunk 0,07% higitasi ratan, bar
tilnyomd részt fonalas morfologia volt jelleénz Osszességében ez a

kismértéki morfolégiai kiilonbség a két torzs és a két higidts kozott nem
valosziri, hogy befolyasolta a kisérleti stratégiat és ade€nyeket.

LAEL1 protein hidnya dominansabb magas higitasi rata
A kemosztat fermentaciok steady-state allapotabeth mintakbol a total

RNS-t izoladlast kovéen reverz transzkriptdz segitségével cDNS-t
szintetizdltunk, melyet microarray analizissel g@tunk. Metz és
munkatarsai (2011) kozleményében leirt beallitabklelemeztik a
microarray adatokat, mely alkalmas a kilonb@xpresszios szintek k6zotti
szignifikans kulonbségek felismerésére. Az 6ssz&€428 megvizsgalt gén
kozul 1069 génnek volt a transzkripcidja minimuniskzéresen alul- vagy
felllszabalyozott (p<0,05) allael torzsben a QM9414 sHil torzzsel
O0sszehasonlitva3. tablazat). Az 1069 gén kozul csak 182 génnek a
kifejezbdésénél lehetett tobb mint kétszer annyi termék&tininmind a két
higitasi ratanMagas higitasi ratan (0,075Yhnagyobb volt a killénbség a
Alael torzs és a szl QM 9414 tdrzs génjeinek regulacidja kdzott, uggan
magas higitasi ratan 930, mig alacsony higitagnrd21l gén volt alul- vagy
felllszabalyozott. Azok kdzil a gének kozul, melyek megvaltozott a
transzkriptum szintje magas nodvekedési ratan. aeesel Alael mutans
torzsben, a 43%-a volt alulszabalyozott, mig alagswvekedési ratan ez az
arany 36% volt.

Az OElael mutans és a sziiltdrzs 6sszehasonlitdsakor a gének
csak egy kis részének (113 gén) féitt ki eltében. 89 génre a magas, 28
génre az alacsony, mig 4 génre mindkét novekedéshatassal volt. Magas

R

alulszabalyozott, mig alacsony novekedési ratan éaeky 61%-a volt
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alulszabalyozott (3. tablazat). Az adatok igazol&sdekében az eli@r

expressziot mutatd gének egy kisebb részével qP@Rzest hajtottunk

végre (6. fuggelék).

3. tablazat AT. reesei QM 9414 t6rzs génkifejeddés kulonbségeinek
0sszehasonlitasdlael ésOElael muténs torzsekkel, két higitasi ratan

Felllszabalyozott
Torzsek 4 :
) o D (h™) 0sszes arva ismeretlen
0sszehasonlitasa
gén* gének gének
Alael vs. QM 9414 0,075 523 33 193
Alael vs. QM 9414 0,02 203 10 79
OElael vs. QM 9414 0,075 53 22
OElael vs. QM 9414 0,02 11 4
Alulszabalyozott
Torzsek
) o 1 0sszes arva ismeretlen
dsszehasonlitasa D (h7)
gén* gének gének
Alael vs. QM 9414 0,075 407 16 138
Alael vs. QM 9414 0,02 118 9 40
OElael vs. QM 9414 0,075 36 1 13
OElael vs. QM 9414 0,02 17 2 3

*pbeleértve az ismeretlen és arva géneket is
A vizsgdlati korulmények kozott a gének harmada lyele
szignifikdnsan alul- vagy felllszabalyozottak a (@414 szl torzshoz
képest) ismeretlen proteineket kdédolnak vagy Uwa &éneket. ADElael
torzs megvaltozott expresszidju génjei azonban ckelebb aranyban
tartalmaznak ilyen ismeretlen vagy arva géneketsalay ndvekedési ratan
(3. tabladzat). Ahhoz, hogy a LAE1l funkci6jahoz keplbatd globalis

valtozasokat kielemezzik, az ismert géneket, ilklyeknek a funkcidja
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megjosolhaté FunCat kategorizalassal csoportosko(Ruepp és mtsai.,
2004). A gének altal kédolt proteinek tobbsége, yalel expresszidja
szignifikAnsan kulénbozott a sailltorzshdoz képest a metabolizmushoz
kothet) cellularis transzportok és a transzkripciohoz ktithkategériakba
sorolhatéak (14. abra). Az eredményként kapottda@igk kozil a gének
szdma egyikben sem kiemelkesizignifikansan a tobbi kategoriaval szemben
(p>0,05 minden esetben). Ez azt mutatja, hogylael mutans hatasa a
sejtszinti folyamatokban nem &ltalanos az egyes kategoridkban
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14. abra A kivalasztott FunCat kategoriakba sorolh& gének
expresszidjanak kulonbségei al. reesel Alael és OElael torzsekben
magas (MN), illetve alacsony (AN) névekedési rata efiett. Azok a gének
lathatdak, melyek legalabb kétszeresen fellilszabatyak (felilszab.) vagy
alulszabalyozottak (alulszab.)Tareesei QM 9414 torzshdz képest. FunCat
kategoriak:0.1: metabolizmusf.2 energia dlallitas; 10: sejtciklus és DNS
replikacio; 11: transzkripcid;11.04 RNS folyamatok;12: fehérjeszintézis;
14.13 fehérje degradacio20: transzport;20.09.16 cellularis export és
szekrécio;30.01 sejten bellli jelek;30.05 transzmembran jelek32: sejt
védelem;34: kdrnyezeti interakciok4l: egyedfejbdés.
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A LAE1 médosité hatasat talan jobban tikrozi, hazegnifikansan
kulonbdden expresszaldédott géneket FunCat alkategoriakbaljiga
Osszehasonlitottuk a LAE1 figggének aranyat az alkategoéridkban és
ezeknek az alkategoriaknak az aranyéat a tdljesesei genomban. gy mar
szignifikans véltozasokat figyelhettink meg. Alael mutans magas
novekedési ratdn a kovetkezroteinek kifeje#désére volt szemh@io
hatdssal: aminosav transzporterek, heteroinkonifgtipHET) proteinek,
GCNb5-N-acetiltranszferazok és poliketid szintazBK$) (4. tablazat). Ezek
kozll az el§ harom géncsoportba tart6z6 gének kiféjEsének szintje
alacsony novekedési rdtdn még nagyobb valtozasatotut Viszont a
PTH11-tipusu transzporterek magas novekedési ratdiattak magasabb
expresszidés szintet. Tovabba a metabolizmusban k&sd LAE1 flugg
gének tdbbsége az aminosav anyagcserében fotdésahagas novekedési
ratdn 6leg alulszabalyozottan. Az intermedier anyagcseré@@énhidrat,
lipid, aminosav és nukleotid anyagcsere) részt)\gdnek expresszidja csak

nem szignifikAns médon valtozott meg alacsony nédéki ratan.

A szekunder metabolizmust tekintve, a LAE1 funk&igk hianya a 11
poliketid szintdzok (PKS) és a 10 nemriboszoméadistid szintazok (NRPS)
kozul csak 3-3-ra volt hatassal (4. tabladzat). Bekka géneknek az alul-
vagy felllszabalyozottsaga csak a magas novekeé@si volt jellemé, az
NRPS Trire2:71005 gén kivételével, melyskael mutansban mind a két
novekedési ratan alulszabalyozott. Megle@zonban, hogy egy korabbi
tanulmanyban (Karimi-Aghcheh és mtsai., 2013J.aeesei NRPS génjei
kizol csak a sziderofér szintdz (Trire2:69946) vadigyértelnien

alulszabalyozott dlael mutansban.
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4. tdblazat Néhany FunCat alkategoriaba tartoz6 géek kifejezodésének megvaltozasa 4lael mutans és QM9414

torzs 0sszehasonlitasakor.

. D=0,075 () | D=0,02 (1Y) | Se"omPan »
Funkcio FunCat van p-érték*
Down Up Down Up db %
Aminosav transzporterek 20 _01_07 11 1 2 36 0,4 ,0kO0
C2H2 transzkripcios faktorok 11 _02_03_04** 3 6 0 1 54 0,6
Citokrom P450 proteinek 32_07 2 6 1 0 6[1 0|7
Flavin monooxigenazok 16_21 05 2 5 0 4 43 0,5
GCN5N-acetiltranszferdzok 14 07 5 3 2 1 20 0,2 20,0
Glikozid hidrolazok 01 25 01 6 10 0 7 194 2,1
Heteroinkompatibilis proteinek 36_20 4 1 1 1 23 0,25 <0,05
F6 facilitator szupercsalad 20_03 16 2] 3 1 174 1,9
Mitokondrialis funkcié 42 16 3 3 3 1 83 0,9
NRPS 01 _20 36 1 1 0 10 0,11
PKS 01_20 05 2 1 0 0 12 0,18 <0,05
PTH11-receptorok 30_05_02_24 2 3 0 1 24 0,25
SSCRP 70_27 14 12 0 3 130 1.4

“*Csak azoknél az alkategériaknal adtuk meg, alsphgisztikailag megfelélvolt a mutansokban a kiilonbség

**A C2H2 transzkripcids faktoroknak nincs sajat smek

59




Hasonldé analizist végeztink azokkal a génekkel ekelgk legalabb
kétszeresen kilonbdzott ragulacidja azOElael mutansés a szidli torzs
kozott, de nem taldltunk egyetlen génkategoériatyvadkategoriat sem,
melyeknél a transzkriptumok akkumulalédasa szigaifs mérték lett

volna.

A LAE1 funkcidjanak hidnya a névekedési rata fligg génexpresszids
szabalyozasra hat
Az eddigi adatokbdl kidertlt, hogy mely génekre laat_AE1 funkcidja

konstans novekedési ratan, de feltételeztiik, hagyak gének, amelyekre a
LAE1 a megvaltozott ndvekedési ratan keresztll h&étféleképpen
vizsgaltuk meg az adatokat. Az egyik modszer taudata azokat a géneket,
melyek ndvekedési rata fugek T. reesel vad torzsben, dglael mutdnsban
nem. A masik médszerrel olyan géneket kerestlinkyakexpresszibja fiigg
a novekedeési ratatdllael mutdnsban, de a vad térzsben nem. A% els
modszer esetén 758 gént, mig a masodiknal 131kg@tink. Az igy kapott
gének ismeretében azt lattuk, hogy nem volt olyaecikikus génkategoria,
melyben szignifikAnsan tobb gén besorolhaté leltaioEz azt mutatja, hogy
a LAE1l specifikus génekre hat inkabb, mintsem hisofunkcioju
géncsoportokra. Hasonl6 analizist végeztink GElael torzzsel, de az
eddigiekhez hasonl6éan kevesebb gént kaptunk, mdiyekcidja javarészt
ismeretlen.

Adatelemzést végeztiink azokat a géneket keresvgeknadvekedési rata
fllggd expresszidja allael mutansban visszatért, azaz ellertker szubi
torzzsel. 26 gént talaltunk, melynek kifejedése nagyobb volt magas
novekedési ratan &. reesei QM 9414 tdrzsben és alulszabalyozatbel
mutansban. Ezzel ellentétesen 12 gén viselkede¢k B gének nem hasonld
funkciéjuak, mert egyetlen FunCat kategoridaba vadiategériaba sem
csoportosultak nagyobb szamban (7. figgelék).
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A LAEL1 funkciéjanak hatasa a génklaszterben elhelyzkedé génekre
Kivancsiak voltunk, hogy azok a gének, melyekre AEL funkcidja hat

klaszterben vannak-e a genomban. Magas nOvekedéiiési a 930 gérdb
(melyeknek expresszios szintje kilonbozott a lae QB 9414 térzs kdzott)
124 gén, mig alacsony novekedési ratan 321 @&1ibvolt génklaszterben a
genomban. Magas novekedési rata soran keletkemiszkriptumok 16
génklaszterbl, mig alacsony ndvekedési ratan kapott transakmotk 9
génklaszterdl szarmaznak. Ezek k6zll 4 olyan génkasztert tai&lt melyek
mindkét korilményhez kothitk. Kordlbelll csak minden tizedik gén van
génklaszterben a genomban, amelyekre a LAEl fujdaa& a hidnya

hatassal van.

5.3. Sterigmatocisztin képédésének vizsgélata vad tipusueA gent
horodzo6 A. nidulans stillyesztett tenyészetében

Kisérleti rendszer kidolgozasa

Az A. nidulans velvet génje (€A) részt vesz a kulénbézsejtfolyamatok
szabalyozasaban, mint az aszexualis/szexualis fjipelds és a szekunder
metabolizmus (Calvo 2008). ¥eA gén start kodonjaban tértént pontmutacio
eredményeképpen (melynek jeldléseAl) az ST termelés rendellenes
(Stinnett és mtsai., 2007). Megvizsgéltuk az STzképsének mértékét az
altalunk alkalmazott sullyesztett kondicidk kozétt veAl és egyveA+
genotipusu torzzsel D-glikoz és lakt6z szénforrdsokindkét szénforrason
a biomasszara vonatkoztatott ST produkcié 10-15-smagasabb a vad
tipusu veA alléllal rendelke& torzsben (15. abra). AeAl mutans torzs
tenyészetében a maximalis ST koncentracidé éppeninautdthatdsagi

hatarunk felett volt. Megjegyezzik, hogy amig a mmadis ST koncentarcio
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értéke mg/L dimenzibban magasabb D-glikéz szérdoma addig a
biomasszéra vonatkoztatqig/gDCW dimenzidéban szignifikAnsan (p<1%)
magasabb lakt6z szénforrason, mely a csokkent edskek és igy az
alacsonyabb biomasszanak koszoéheten a szénforrason. Az adatokbdl
kiderll, hogy mégveA+ héttérben is a képdott biomassza tdmege és a
megtermelt ST mennyiségének az ardnya hozélégetsen egy a tizezerhez.
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% 0,12 -
g 0,10 -
E 0,08 -
? 0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 - |.||.||.||.|
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15. 4bra A maximalis biomasszara vonatkoztatott STprodukcié a vad
tipusu veA allélt hordozd RDIT 9.32-es, aeAl alléllal rendelkezy RDIT
2.3 és R21A. nidulans torzseknek szénforrasként D-glikdzt vagy laktozt
tartalmaz6 folyékony tapoldatban torténé tenyésztés sordn Az A.
nidulans tdrzsek genotipusat és fenotipusat a 1. tablaratimazza. DCW
(dry cell weight): széraz sejttomeg.
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Ahhoz, hogy megvizsgéljuk az &ltalunk alkalmazethyesztési kondiciok
hogyan befolyasoljak az ST termelését, 6sszehastink a szilard fellleten,
illetve sillyesztett korilmények kdzott noveketnyészetek ST termelését.
Az ST produkcio stllyesztett, folyékony tapkozegleh-szor kisebb, mint
agarral szilarditott tdptalajon mind D-glik6z, miaélt6z szénforrdson, de az
extrakcid optimalizaldsaval és az analitikai modsakkel reprodukélhato
alkalmazva. AZA. nidulans ST produkcidja folyékony, slllyesztett tenyésztés
soran is biztonsaggal meghaladja a mddszerink &idmit hatarat még
minimal tptalajon is, mely 0,1 mg/ml (16. abra).

ST koncentracio

QI I
0 . .

D-Gliikéz Laktoz

16. abra. Vad tipusUA. nidulans (RDIT 9.32) maximalis ST produkcioja
D-gliikoz és laktdz szénforrasokon, melyeknek kezddtoncentraciéja 15
g/L volt. Fehér oszlop: agarral szilarditotfekete oszlop folyékony
tenyésztés soran mért ST koncentracié (mg/L). Ataddharom egymasit
flggetlen méréseldbszarmaznak. Az ST extrakcidja és analitikai pkotta
az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szghitént.
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Az ST stabilitdsa magas neutralis pH-ju vizes dddat(Septien és mtsai.,
1994). Ezt a megfigyelést alatdmasztja az a viasgdk, mely soran a
gombafermentaciéknal alkalmazott fizikai paramétetdnoztunk létre razott
lombikban, és sem a vizes, serbizéleg sterilezett tdpoldatban nem valtozott
az ST koncentracidja hosszu inkubaldénitteresztil. A mikroorganizmusok
(beleértve a gombakat is) azonban képesek degradalraflatoxinokat
(Hamid és Smith 1987; Wu és mtsai., 2009). Meg\wltsg, hogy az ST
esetleges\. nidulans altali degradéacioja befolyasolja-e a kisérleteinkan az
eredmeényeinket. ST-t nem terideveAl genotipusUA. nidulans torzset
glicerinen felnbvesztve, majd ST standard hozz&adddolytattuk 7 napig a
tenyésztést.

ST koncentracio (mg/L)

0O 20 40 60 80 100 120 140 160

idé (h)

17. &bra. A hozzéadott sterigmatocisztin standard dncentracidjanak
valtozasasteril vizben ¢), steril, D-glukozt tartalmazé minimal tdpoldatban

(o) és D-glukozt tartalmazé tépoldatbanérélvesztett A. nidulans
tenyészetbenk).
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Az ST koncentracidja itel csokkent, melynek atlagos meértéke 0,14
ug/gDCW+h volt (17. 4bra). Ez az érték azt mutatjagy azA. nidulans
tulajdonképpen képes degradalni ezt a mikotoxirg i@y elméletileg a
tenyésztés minden egyesoépbntjaban az aktudlis ST koncentrdcid a
képadés és lebontas eredménye), annak mértéke jo\epAdési rata alatt
van, mely igy csak elhanyagolhaté mértékben befolj@ a tenyészetiink
produktivitasat és ennek reprodukalhatésagat. Ezeke vizsgalatokat
elvégezve arra jutottunk, hogy az altalunk alkalotbkisérleti rendszer
megfelel a kitiz6tt céljainknak.

A sterigmatocisztin kép@désének kinetikai vizsgalata batch és
fed-batch tenyésztés soran
A szénforrds hasznositasi rata és az ST ddgm kozotti dsszefliggés
vizsgélata érdekében vad tipusu torzset minimaoldapot D-glikozzal
(gyorsan metabolizal6do), valamint a lassan has#@daktdzzal kiegészitve
tenyésztettiink. Az ST kéfidésének idprofilja a két szénforras esetén
egyértelni kilonbséget mutatott. D-gliikézt alkalmazva az Saékca D-
glikéz teljes hasznosulasa utan volt detektalhawgly a leoltast kdvéen
kb. 1,5 nap utan volt tapasztalhaté (18. abra Aktdz szénforrason az ST
mar a novekedés soran megjelent, amikor még a afiard nagy része
elérheb volt a tapoldatban (18. abra B). Habar a novekésfidls a D-glikoz
kilrulésével a tapoldatbdl, ST termelés volt tafabkato tovabbi 70 6raig és
végul 2,5 mg/L koncentraciot ért el. Az ST végkantcécidja 2,8 mg/L volt
laktoz tartalmu tapoldatban, ami csak kissé madasdé ez a mennyiség
biomasszéara vonatkoztatva mér szignifikAnsan magasaint D-glikézon.
A Kkinetikai adatokbol arra kovetkeztethetliink, hogy D-glikéz teljes
hasznositdsadt nincs ST termelés.
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18. &bra. A. nidulans vad toérzs (RDIT 9.32) novekedése és ST termelése
batch fermentacié soran.Biomassza koncentracidja (g/Ly, szénforras
koncentracibja (g/L)», sterigmatocisztin koncentracidja (mg/L4: minimal
tapoldatban 15 g/L kezdd#) D-glikoz,(B) laktdéz szénforrassal. Glicerinen
elbndvesztett micéliumot alkalmaztunk inokulumként de&n egyes
fermentacio inditasakor.
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Annak megallapitdsara, hogy a D-glikéz jelenléteolgae az ST
bioszintézist, azt kévéen, hogy annak termelése megkeditt, fed-batch
tenyésztést hajtottunk végre. Amikor a vad torzst&Tmelése elérte az 1
mg/L koncentraciot (kb. 94 h), tovabbi D-glikdziagdltunk a tapoldathoz.
Az extra D-gliik6z a biomassza gyarapodas mellesBzermelést azonnal
ledllitotta (19. abra). A D-glukoz gyors kimerllegéveten az ST termelés
folytatddott. Lényegében azonos Kkinetikai jelensédapasztaltunk a
kovetked D-glikéz adagolasa utan, mely a fermentacié la@jaban

tortént.
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19. &bra. A. nidulans vad torzs (RDIT 9.32) novekedése és ST termelése
fed-batch fermentacid soranBiomassza koncentracidja (g/lo); szénforras
koncentracibja (g/L)», sterigmatocisztin koncentraciéja (mg/L4: minimal
tapoldatban. A tenyésztés soran tovabbi D-glikdmalhs(|) tortént a 94.
és 140. ordban. Az eredmények atlag adatokat reatalak, melyet 3
flggetlen tenyésztésbkalkuldltunk. Az atlagos standard hibaja a D-g@lik
tenyészet inokuluma glicerinenéabvesztett tenyeszétbszarmazik ugy,
mint a szakaszos fermentaciok esetén.
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Sterigmatocisztin képddése CreA mutansA. nidulans-ban
Az eredmények azt sugalljdk, hogy az ST bioszistdzinidulans-ban a
karbon katabolit repressziés mechanizmus alath &glik6z hasznositasa
soran. A masik lehéség, hogy a laktdz lassi metabolizmusa és ezéltal a
lassu novekedési rata okozza a lakt6z tartalmu OtZgakben tapasztalt
eredményeket. A hipotézis tesztelése érdekében smétgltik a
fermentaciokat karbon katabolit derepresszald nsutéirzzsel AcreA,
veA+). A tenyészet D-glikéz hasznositasa és biomasdgaéke hasonld a
vad térzshdz, mig a lakt6z metabolizmusa gyorsatitbavreferenciatérzshdz
képest (20. abra A és B). A laktéz hasznositasaed @nutans torzsnek
tulajdonképpen majdnem olyan gyors, mint a D-gli#&ézvad torzs esetén,
és a biomassza hozama (Yx/s) is szokatlanul magaszen a diszacharidon
(5. téblazat). A legfontosabb jelenség mégis azgyhaz ST csak a
fermentacid ké&s szakaszaban jelent meg, amikor a micéliumok seéte
megkezddott. Ez az idprofil nagyon hasonlit a vad térzs ST termeléséhez
D-gliik6zon, viszont kisebb ST koncentraciot éra éényésztés végére. Ezek
alapjan ugyiinik, hogy a karbon asszimilacios rata és a bionaaképsdési
rata forditottan korreladl az ST formalasgalnidulans tenyészetekben, és a

lassu nbvekedés az@dltétele a nbvekedés kdzbeni ST produkcionak.
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20. abra A. nidulans CreA mutans torzs (ZNEF 8.55) novekedése és ST
termelése batch fermenticié sordn.Biomassza mennyisége (g/L)s,
szénforrds koncentracioja (g/L9; sterigmatocisztin koncentracidja (mg/L):
A minimal tapoldatban 15 g/L kezdetfA) D-glikéz, (B) laktéz
szénforrdssal.  Glicerinen ¢&@lbvesztett micéliumot  alkalmaztunk
inokulumként minden egyes fermentacié inditdsakor.
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5. tablazat. A. nidulans tenyészetek novekedésének kinetikai paraméterei

Szénforras

. . . R Biomassza képédési
Torzs, szénforras hasznositasi rata

rata /h

(@) (Gocwh)

Vad torzs, D-glikéz 0.30 +0.03 0.15 +0.02

Vad torzs, lakt6z 0.14 +0.02 0.07 £0.02

CreA mutans, D- 0.29 +0.03 0.14 +0.01
glukoz

CreA mutans, laktéz 0.27 £ 0.03 0.13+0.02

Az A. nidulans ST termelése folytonos, kemosztat fermentaciok sam
Az eddigi eredmények arra engednek kovetkeztetrgytaz ST képilés a
lassu szénhasznositasi rataval esik egybe, malgaigabb novekedési ratat
eredményez. E jelenség tovadbbi mégéese érdekében kemosztat tipusu
fermentécids rendszert kialakitva konstans bionsagsmdukcid mellett
cukor limitciot allitottunk be. D-glikozt alkalmez szénforrdsként két
kilonbdd higitasi ratat valasztottunk ki (0,09 ks 0,02 #) mind a CreA
mutans mind a vad torzs esetén. Ez a két higiédai(kéébbiekben magas
illetve alacsony ndvekedési rata) alkalmasAaaidulans karbon katabolit
represszios illetve derepresszios allapotanakhén@sahoz (llyés és mtsai.,
2004). A vad tipusu torzs végig fonalas novekedéstatott, mig a CreA
mutans torzs esetén kismériékpelletesedést tapasztaltunk, de ez a
morfolégiai kulonbség nem olyan mértékhogy befolyasolta volna a
kisérletlinket.
Az ST termelésének vizsgalata folytonos tenyésstiédn azt mutatta, hogy a
higitasi rata (mely megegyezik a specifikus novékedataval) forditottan

korreldl az ST képgidésével. Magas ndvekedési ratan nem &@gzST, mig
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az alacsony novekedési rata ST termeléssel parasalynek mértéke 0,5
mg/L koncentraciét ért el (6. tabldzat). Hasonlédenény sziletett CreA
mutans torzs esetén is, malybarra kovetkeztethetlink, hogy az ST

képadése nem CreA szabdlyozas alatt all D-glikdzon kenhee.

//////

hatasa a sterigmatocisztin képdésreA. nidulans vad, illetve CreA
mutans torzs tenyésztésekor

Steady-state

Torzs ngl(tf/i:)rata sterigmatocisztin
koncentracié (mg/L)
0.090 <0.1
Vad torzs YeA)
0.020 0.5+0.07
CreA mutans torzs 0.090 <01
(vet) 0.020 0.4 +£0.05
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6. Eredmények megbeszélése

A fonalas gombék, a dimorf gombak kivételével vaget hifakat
novesztenek, amig a differencialédashoz alkalmassén valnak. A
differencialodést kornyezeti tényike befolydsoljdk, mint az elérhit
tdpanyagok, gomba feromonok, stressz hatasok,razii@lilet, oxigén
ellatottsdg, a CO és Q ardnya és a kuldnbézhullamhosszu fény. A
kornyezeti ingerek hatdséra végbethsnabalyozasi mechanizmusokat tobb
globalis regulator egylttesen iranyitja. A fényabkivaltott szabalyozast a
Velvet doménnel rendelkéz fonalas gombakban konzervalt globalis
regulator a VeA fehérje befolyasolja. A VeA proteinvelvet heterotrimer
komplex (LaeA-VeA-VelB) tagja, melynek funkcidjaz a&lmult 15 évben

szdmos kutatocsoport vizsgalta.

6.1. ATrichodermareesaei VELL1 proteinjének hatasa az egyedfefidésre
és extracellularis enzimtermelésre.

Az, hogy a Velvet komplex hogyan befolyasolja a ksxeler
metabolizmust széleskiien kutatott téma, mig arrél, hogyweA/velA milyen
hatdssal van az extracelluléaris enzimek szintézieddig csak két kbzlemény
szilletett. Kamerewerd és munkatarsai bemutattady ladP. chrysogenum
PcchiB1 génje (egy V. osztalyba sorolt kitindzt &pdmely részt vesz a
sejtfal sértetlenségének niegéseében ételjesen alulszabalyozott PcVelA
hianyaban (Kamerewerd és mtsai., 2011). Duran ékatarsai pedig arrol
szadmoltak be, hogy a&. flavus AveA muténsa protedzok kifejeadésében
karosodott, migr-amilazt nagyobb mennyiségben termelt (Duran ésimts
2014). Az iparilag jelerdts cellulaz termél T. reesei fonalas gomba LAE1
fehérjébl tudjuk, hogy nagy hatassal van a cellulaz gémaksizkripciojara,
mert alael hiAnymutansban teljesen metysz a cellulazok expresszidja

(Seiboth és mtsai., 2012b}). reesei-ben, mas gombakhoz is hasonléan a
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LAE1 és VEL1 is kapcsolodhat egymashoz (Karimi-Agglt és mtsai.,
2013), ezért feltételezhietolt, hogy a cellulazok kifejézlésére aell gén is
hatassal van. A kisérleteink pedig bizonyitjak,\hagellulazok expresszidja
(Seiboth és mtsai., 2012b). E két jelensdgira kovetkeztethetlink, hogy a
cellulazok expresszidjat a Velvet komplex szabdtgoz Habar a
dolgozatomban csak két celluldzt és egy xilanazgsgaltunk, az
altalanositasunk az osszes cellulazra és hemigelulabbél adédik, hogy
ezek szofor6zzal és lakt6zzal egyutt indukalédnekért biztonsaggal
feltételezhetjik, hogy hasonl6 szabalyozasi meahauns érvényes a tobbi
enzimre is. Megésiti ezt a gondolatmenetet, hogy a cellulazok és
hemicellulazok kézponti regulator XYR1 transzkrifgiszintje nem teljesen,
de nagymeértékben lecsokkent. Ezzel megegyelenség tortént d. reesei
Alael mutans torzsben is. Raadasubkal transzkripcidés szintje, a gént
konstitutiv prométerrel elldtva se tudott megemeliiedlael mutédnsban
(Seiboth és mtsai., 2012b).

A T.reesei vell gén funkcidjanak hatasat nem csak az extraceaBular
enzimtermelésre, hanem a gomba egysitfégére is megvizsgaltuk. Ez a
globalis regulator konzervalt az aszkomikota gonbladk viszont aveA gén
ortolégjainak  hatdsa a kulonkbz gombanemzetségekben nagy
valtozatossagot mutat a mikréba egyedtiisében (Bayram és Braus 2011;
Calvo 2008; Kim és mtsai., 2014). A legszenibébb példa az aszexudlis
sporulacié, melyet a VeA/VelA/VEL1 befolyasol azsies eddig vizsgalt
gombaban. AveA/velA delécibéja megnovelte a konidiospérak szarhat
nidulans-ban, P. chrysogenum-ban ésN. crassa-ban (Vitikainen és mtsai.,
2010; Yager 1992; Hoff és mtsai., 2010), mig ugyanegén hianya a
konidiospora képmés csokkenését okozfa fumigatus, A. parasiticus, A.
flavus, Fusarium Fujikuroi, F. graminearum, Dothistroma septosporum ésT.
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virens fajok esetén (Park és mtsai., 2012a; Chettri 8aim2012; Mukherjee
és mtsai., 2010; Hoff és mtsai., 2010; Wiemann &sin 2010; Dhingra és
mtsai., 2012; Amaike és Keller 2009; Jiang és mt28il1; Merhej és mtsai.,
2012).T. reesel esetében mi azt tapasztaltuk, hogyedl hianya majdnem
teljesen megszintette a konidiospéra kéigsének képességet. Ez a jelenség
flggetlen volt a megvilagitastol, melyhez hasowkdkA. fumigatus esetén
irtak le (Dhingra és mtsai., 2012). Ez a jelensdgdhat abbdl is, hogy &
reesei QM 9414 tbrzs ugyanannyi spoérat képez féeny jetébkn, mint
sOtétben, melyben Iényegesen kulonbdzikAanidulans-tél (Yager 1992).
Tehat a fény nem egy lényeges faktorve®/vell fliggd konidiosporak
képadésének szabalyozasabamafumigatus ésT. reesel esetén.

Egy masik példa, melyben &. reeseét VEL1 funkci6ja eltér mas
gombaban megfigyelteit hogyT. reesel Avell mutans teljesen elveszitette
szexualis egyedféjtiésének képességét fény jelenlétében. Ezzel dksnté
megfigyelés sziletetlN. crassa gombaban (Bayram és mtsai., 2008b).
Hasonl6an &. reesai Avell mutans torzshdz, fény jelenlétében méggz a
szexudlis egyedfdjiése azA. nidulans-nak, de ennél a fajnal egyébként is
inkabb sotétben indukalodik (Ghassemi €s mtsail5R0OT. reesei esetén
viszont a fény jelenlétében valé téditmst képzés a normalis (Chen és mtsai.,
2012). AT. reesel OEvell torzs steril terdtestet hoz Iétre sotétben isvgl
gént egy konstitutivan, fértjt figgetlentefl promoterrel taltermeltetve),
mely a vad torzsre nem jellethz(Chen és mtsai, 2012). Aell
megnovekedett expresszidjanak hatdsa tehat nekegdet terditestet képez
sOtétben, de a korai szakaszban elkdid ennek formaldsa. EBb arra
kovetkeztethetlink, hogywel1 szadmos lépést kontrollal ebben a folyamatban
és avell elengedhetetlen & reesel szexualis egyedféjtiéséhez, amelyet a
fény nagymeértékben befolyasol. Kovetkezésképpeaieiijhetjik, hogy &.
reesel VEL1 funkciéja szabalyozza a gomba dejgsi folyamatait, de ennek
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mechanizmusa és a kornyezeti jelekkel valé kaptsateqg tisztdzatlan és a
folyamat mas, eddig megvizsgalt gombaval nem analdg

A T. reesei aszexualis sporulacidja és a cellulaz enzimek éspkozotti
szoros kapcsolatot mar tanulmanyoztak (Metz ésimt®dll). A névényi
sejtfal bontd hidrolazok jelen vannak a gomba spori@gy segitik azok
kezdeti nbvekedését Uj szubsztratra kertilve. Etelghtetében az is érdekes,
hogy sok cellulazt kédolé gén a szekunder metabaiiitézis génekkel egy
génklaszterben van & reesei genomban (Kubicek 2012a), és ezek kdzul
szdmos expresszalddik a cellulazok bioszintézséhdukald korulmények
kozott (lvanova és mtsai., 2013; Bischof és mts2013; Arvas és mtsai.,
2011). Még nem azonositottak olyan regulatort, malysporulaciot, a
szekunder metabolit kéfidést és a celluldz gének expressziojat egyuttesen
koordinaljaT. reesei-ben. Ez a regulator nem lehet a XYR1, menxgrl
mutans nem képes cellulazok képzésére, de a spidralaigen (Metz és
mtsai., 2011). Hasonloképpen a konidiospéra képz&éptelenT. reesel
mutéans képes cellulaz termelésre (C.P. Kubicek pgiofikalt adatai alapjan)
és igy a két folyamat bar 6sszekapcsolhatd, defiigghegymastol. Tovabba
az etsen lecsokkent a konidiospora képzesagl T. reesel mutans torzsben
XYR1 funkciojatdl fliggetlen (Seiboth és mtsai., 2B

Az a megallapitasunk, hogy Breesei vell génje elengedhetetlen az
extracellularis enzimtermeléshezael mar leirt hasonld szerepével egyutt
azt mutatja, hogy a Velvet komplex nem csak a szeédéumetabolizmusban
€s a gombak egyedféflésében jatszik szerepet. A Velvet komplex
funkciéjanak kiterjesztése az extracellularis higikus enzimek formalasara
az egyik legjelerdisebb tanulsaga a vizsgalatainknak, mert a Velvet
komplexnek ez a funkcidja eddig ismeretlen volt.
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6.2. ATrichoderma reesei LAEL funkcidja konstans ndvekedési ratakon

A globdlis regulatorok funkcidinak tanulmanyozasa azok hatasanak
fizioldgiai vizsgalata a mutans torzsekkel leggydiran szilard taptalajon,
vagy szakaszos moédon tenyésztett folyékony kultiaaktorténik. Minkét
korilmény esetén a kiinduldsi tapanyagok a tengészbran limitalovéa
vallnak és ezzel megvaltoztatjdk a tenyészet niédigatajat, ami hatassal
van a metabolizmusukra, kdvetkezésképpen a fizidjidkya is. Ezek a
szempontok a baktériumok és élékztenyésztése sordn nagy figyelmet
kapnak. Ezzel szemben sokkal kevesebb tanulmanydoaiszem ékt tartva
a fonalas gombak tenyésztésekor a specifikus niéskeata hatdsa (Karaffa
€s mtsai., 2006; Portnoy és mtsai., 2011; llyésnésai., 2004; David €s
mtsai., 2005; Pakula és mtsai., 2005; Rautio éaimZ006; Arvas és mtsai.,
2011). Példaué P. chrysogenum penicillin termelésének a Velvet komplex
az egyik & reguldtora, melynek hianyaban az antibiotikum pkumib
lecsokken. Azonban R. chrysogenum tenyésztésekor alacsony novekedési
ratat alkalmazva a Velvet komplexet felépkét protein PclaeA, PcvelA)
hianya a penicillin bioszintézis gének kifejelEsére csak elhanyagolhato
hatdssal volt (Veiga és mtsai., 2012). A novekedésit kemosztat tipusu
fermentaciok soran lehet vizsgalni, ahol a higitésia megvalasztasa
meghatarozza a specifikus novekedési ratat is. Ket@btenyeésztési modot
alkalmazva derilt ki, hogy al. reesei CRE1 funkcidja nemcsak a
szénforrastol, hanem a novekedési ratatol is fliggRertnoy és mtsai.,
2011). TovabbaT. reesei-ben az extracellularis hidrolitikus enzimek
termeléséért felés LAE1 globalis regulator hidnya alacsonyabb, mig
tultermeltetve gyorsabb névekedést mutatott (SkiBstmtsai., 2012b). Ezért
célul tiztik ki, hogy alacsony, illetve magas novekedésatratimulalva

vizsgéljuk meg a LAE1 hatdséat a génexpressziora.
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A T. reesei LAEL feltételezett metiltranszferaz hatasat glukgutalassal
bedllitott konstans novekedési ratak mellett viitsgga Teljes transzkriptum
analizist végeztink a QM 9414 (s#itiorzs), adlael és azOElael mutans
torzsek tenyészetét alkalmazva és 0sszevetettékekgexpresszios szintjét.
Azokat az eredményeket emeltik ki, ahol a génehksukripcios termékei
szignifikAnsan, legalabb kétszer felll-, vagy aalslyozottak a szdil QM
9414 torzs géntermékeihez képest ugyanazon koriekémellett.

Egy korabbi tanulmanyban leirtak, hogylael mutansban csak egyetlen
NRPS-t kdédold gén volt alulszabalyozva .aeesei-ben (Karimi-Aghcheh és
mtsai., 2013), noha aZ. nidulans-ban ennek ortolégja a szekunder
metabolizmus szabdalyozasaban jatszik szerepet éBokeller 2004). Edl
eltérs eredményt kaptunk vizsgalatunk soran, hiszen k& Bs egy NRPS
génre volt hatadssal a LAE1 funkci6janak hianya Bsaehatas is magas
névekedési ratan volt detektalhatd. Talan magysoazal az eltérésre, hogy
Karimi-Aghcheh és munkatarsai laktézon névekezhyészetet vizsgaltak és
ezen a szénforrason a novekedési rata nagyon mjacsaek alapjan arra
kovetkeztettlink, hogy a LAE1 hatdsa a szekundealmdéizmusrar. reesei-
ben ndvekedési rata figen jelenik meg és kifejgbb magas novekedési
ratan.

Az eredményeink azt mutattak, hogy a LAE1l funkdidljdiiggd gének
tobbsége d. reesei genomban nem génklaszterekben vannak. Azok kdzul a
gének kozul, melyre a LAE1l hatassal volt, csak 1Q#alhato
génklaszterben, mely kevesebb, mint kordbban Katighicheh és
munkatarsai bemutattak. A kilonbség talan annakzddaiset, hogy a
vizsgélataink sordn D-gliikozt hasznéltunk szénfkéat és konstans
novekedési ratat alkalmaztunk. Kovetkezésképpenmamidhatjuk, hogy a
LAE1 altal befolydsolt génklaszterek kevésbé ta@ulyozhatdéak ilyen
koralmények kdzott.
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A LaeA/LAE1 globalis regulator szabalyozasi mechamisarél az a
hipotézis, hogy a hiszton fehérjék lizin vagy anginmetilaltsdgéval
befolyasoljak a gének expresszidjat, hiszen nagpridsagot mutatnak a
metiltranszferazokkal és a sejtmagban lokalizaléd{iok és Keller 2004;
Reyes-Dominguez és mtsai., 2008). Viszbneesei-ben nem figyelhét meg
valtozas a hiszton metilacids allapotan azokonkadpokon, amelyeknek a
génexpresszidja a LAE1 altal szabalyozott (Karirghéheh és mtsai., 2013).
Tovabba Patananan és munkatarsai szamos moédonredenémytelendl
probalkoztak azonositaAl nidulans-ban egy proteint vagy egy szubsztratot,
amely a LaeA A&ltal metildltta valik. A LaeA/LAE1l gelacios
mechanizmusanak egy U0j megkozelitését feltételgghet vizsgalataink
soran kapott eredmények alapjanTAreesei Alael mutansban a GCN5-N-
acetiltranszferazokat (GNAT) kodol6 gének 50%-anakgvaltozott az
expresszidja, a legtobbjiknek alulszabalyozottarAk1-nek ez a hatasa
nem derilt ki €zéleg egy tanulmanyban sem, valosidéy a szakaszos
tenyésztés vagy a kilontkbszénforrasok miatt. A GNAT enzimek az acetil-
koenzim-A-rél a primer aminokra helyezik at az doetoportot. Ezek egy
alcsoportja ugy ismert, mint amelyek a hisztonokgly specifikus lizin
részen acetilaljak. Ez a folyamat transzkripciogiviakshoz vezet, mert
modulalja a kromatin allapotat az aktiv kromatiagdit iranyaba (Grunstein
1997; Mizzen és Allis 1998). Sajnos eddig egy GNAfzim sem volt
funkciondlis vizsgélaton, de az egyk (Trire2:12012indukalodik a
cellul6zon (Bischof és mtsai., 2013; Hakkinen ésamnf 2014) és laktdézon is
(lvanova és mtsai,, 2013) és alulszabalyoztittel torzsben (Karimi-
Aghcheh és mtsai., 2013). A vizsgalataink sorarmsza GNAT-t kodolo
génil derllt ki, hogy LAEL1 hatédsa alatt allnak és ekoarelaciéo érvényes
lehet a GNAT Trire2:120120 génre is mas korulményeizott is. A.
nidulans-ban a LaeA funkcibéja dsszefliggésbe hozhat6 admsatetilalassal,
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hiszen azonositottak egy hiszton acetiltranszf¢EsaA) fehérjét, mehA.
nidulans dlaeA mutansban képes volt a szekunder metabolit tesnelé
helyredllitani (Soukup és mtsai, 2012). Habar aaA a Myb_Cef
fehérjecsalad (Pdam 11831) tagja és nem a GNARdisat tartozik, képes
kapcsolédni a hiszton egy meghatarozott részéhemrao doménje altal. A
S cerevisae SPT10 génjével ortolog gén B reesal Adlael mutansban
nagymértékben alulszabalyozott. Ez a génSazerevisae éleszében egy
acetiltranszferaz, mely kézvetlenil aktivalja aztos: gének transzkripciojat
és ez a funkci6 elengedhetetlen a normal sejtodghid. Ennek
alulszabalyozottsaga® reesai 4lael mutansban lehet a felal a mutansra
jellemz lassabb novekedésnek. A novekedési rata sfiggabalyozas
megVvaltozésa dlael torzsben teliesen mértékben 6sszeegyeztethEAE1
tevékenységével a GNAT enzimcsalad tagjain kerksngrt ezek acetilalasi
funkciéja aktiv kromatin allapothoz vezet, tehdtsehitik a génexpressziét
(Bok és mtsai., 2013).

Egy mésik géncsoport, melyet a vizsgélataink soe@yértelntien
befolyasolt a LAE1, az aminosav transzportereketdokd gének. Ezek a
transzporterek megbizhatban azonosithatbak a kogibsktlrajukbol
adodoan, a 12 db-helikalis transzmembran szegmens motivummal és a
citoplazmaban elhelyezkédN- és C-termindlis hidrofil régidjukkal. Ezek az
aminosav transzporterek az aminosav/poliamin szsptédhoz tartoznak
(Sophianopoulou és Diallinas 1995). Elé&hen ezek a transzporterek
gyakran nincsenek jelen, amikor a ndvekedés sZervetitrogénforrason
torténik, de génjei felllszabalyozottak szervesogiénforras jelenlétében
(Godard és mtsai., 2007; Magasanik és Kaiser 2002)el szemben .
reesei-ben ezek a transzporterek kifgjelmek szervetlen nitrogénforrason is.
Ezek a transzporterek 0Osszefliggésben lehetnek, daagy a T. reesel
aminosavakat igényel, amikor celluléz vagy lakt@érdorrason novekszik
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(Kubicek 1993), igy ezeknek a permeaz géneknek abaspzasa nem
elhanyagolhaté. Egyre tobb bizonyiték van arra,yhan élesztk aminosav
felvétele GNAT flgg hiszton acetildlas altal szabalyozott (Takahashi é
mtsai., 2012; Kaufmann és mtsai., 2010), mely mlebfaz altalunk
megfigyelt LAE1 szerepével a GNAT enzimek kiféjdésének regulaldsa
kapcsan. A LAE1 hatdsa az aminosav permeazokra risifjeazt az
eredmeénytnket, hogy & reesel 4lael mutansbandleg magas novekedési
ratdn az aminosav metabolizmusban részt vgének alulszabalyozottak.
Tovabba néhany extracellularis proteazra és oligtighetranszporterre a
LAE1 hatassal van, de nem az egész fehérje csapgutrszignifikansan.

6.3. Aspergillus nidulans sterigmatocisztin termelésének ndévekedési rata
flggése.

A Velvet komplexet alkoté proteineket legrészlebdmn a fonalas
gombék modellszervezetében,Aanidulans-ban tanulmanyoztak. Ezeknek a
globdlis regulatoroknak azA. nidulans egyedfejpdésére, szekunder
metabolizmuséra, a sterigmatocisztin mikotoxin tséohésére kifejtett
hatasar6l sok rangos tanulmanyban olvashatunk. AzbiBszintézisének
kutatasakor a fonalas gombéat gyakran agarral dititdt taptalajon
tenyésztik, ahol szamos, az ST k&gasét befolyasold paraméter nem
kontrollalhaté. A folyékony tapoldatban torténtenyésztés homogénebb
kornyezete lévén jobban alkalmazhaté az ST menggisk Kkinetikali
tanulmanyozédsahoz, ezért a kisérleti rendszeriike#tllitottuk be, hogy az
A. nidulans ST termelését folyékony tenyészetben megbizhatgamon
kovethessuk. A valtozok csokkenése érdekében ae®dsnyészetet sotét
koralmények kozoétt nbvesztettik és allando értékeottuk a tenyésztésiink
soran a Bmérsékletet, pH-t és az oldott oxigén szintet.l@rilmények
kozott, fuggetlentl az elérhiet szénforrastél, mas tanulmanyokkal
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0sszhangban (Calvo 2008; Stinnett és mtsai., 200V¢A1l genotipusuA.
nidulans sokkal kevesebb ST-t termel. Ezzel szemben a ipadiveA gént
hordoz6 torzsek képesek D-glik6z és lakt6z szédarr minimal
tapkdzegben is 3 mg/L korlli koncentraciéban tenindtz az ST titer joval
alacsonyabb, mint ami szilard taptalajon eléh@falvo és mtsai., 2002;
Hicks és mtsai.,, 1997), de az analitikai mddszetéhkbiztonsagosan
meghatarozhato igy is a fermentaciok soran az kki8a koncentracio.

Maggio-Hall és munkatarsai tanulmanyaban kozoliNascy P. Keller
professzor asszony nem publikalt adataibdl tudjaigy a zsirsavalg-
oxidaciéjaban és az oxilipinek bioszintézisében ansittorzsek kilonbdz
szénforrdson tenyésztve képtelenek ST képzésérea fedenség laktdz
szénforrast alkalmazva nem allt fenn, az ST tersiélé vad torzsével volt
O0sszevethét Ahogyan a szaprotrof gombak, Aznidulans sem talalkozik a
természetes @&helyén ezzel a diszachariddal, mely egy nehezenhbatin
szénforras és lassu novekedést eredményez (azszriagekedési ratat). Ez
a jelenség ékegiti a szekunder metabolitok termelését, melyegzintézise
gyakran a szénforras altal szabalyozott a CreA/CREBd karbon katabolit
represszion keresztil (Karaffa és mtsai., 2006tH@grés mtsai., 2011). A
glikéz &ltal kivaltott karbon katabolit represszi@zonban az aktualis
specifikus ndvekedési rata is befolyasdanidulans-ban (llyés és mtsai.,
2004), és a cellulaz terndeT. reesel gombaban is (Karaffa és mtsai., 2006;
Portnoy és mtsai., 2011), mert az alacsony novekedta derepressziot valt
ki ezeknél a gombaknal. Annak ellenére, hogy a GZ&&1 egy globalis
regulator, kevés ismeret all rendelkezésre a karkatabolit represszié
szerepéfl a mikotoxinok bioszintézisében.

Megvizsgalva az ST képdésének mechanizmusat batch fermentaciok
soran egyrését azt gondolhattuk, hogy a lakt6zon eléthetlacsony
névekedési rata hatdsara kédit meg az ST kégalés. Viszont a D-glik6z
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kimerllését kovét ST megjelenéséb arra kovetkeztethettiink, hogy a
mikotoxin képbdés karbon katabolit represszié hatdsa alatt &létEhatas
szétvalasztasa batch vagy fed-batch tenyésztés sera lehetséges, ezért a
kemosztat tenyésztést valasztottuk, ahol a spesifindvekedési ratat
bedllithatjuk a higitasi ratan keresztlil. Lényegélmonos eredményt
kaptunk mind a vad, mind a CreA mutans torzs edeitgamyitva azt, hogy a
CreA nem kozvetlenil vesz részt az ST formalasdazabalyozasaban D-
glikdzon valé tenyésztés soran. Tulajdonképperktézan ndveked batch
tenyészet adott latszdlag ellentmondasos eredmezmdl, hogy a vad és
CreA mutans torzs ST kéfdése alapjaiban kilonbdzoétt. A vad torzs
tenyésztésekor az ST mar megjelent a ndévekedéskpamikor a laktoz
még hségesen jelen volt a tdpoldatban, mig a CreA mbtamST nem volt
detektalhaté a kés stacioner fazisig, csak joval a laktéz kimeritésé
koveten. Ezt a kildnbséget az okozhatta, hogy a Crefamstitfokozott
laktéz hasznositasi rata jellemzi. A CreA reprelsza lakt6z hasznositast
transzkripcios szinteA. nidulans-ban (Fekete és mtsai., 2012), igy a CreA
mutans mar képes gyorsabban ndvekedni ezen a sASun, mint a vad
torzs. Ehhez hasonl6an Az parasiticus AF termelése forditottan korrelal a
D-glikéz hasznositési rataval (Shih és Marth 1974).

A D-glikéz koncentracidja a kemosztat fermentacidkan a nulldhoz
kozelit fuggetlendl a higitasi ratatol. Tehat albkgz kifogyasa dnmagaban
nem egy indukalé hatas, mivel a magas higitasjar&@mosztatban nem
detektaltunk ST-t. Viszont a D-glikéz elfogyasadfeltétele az ST
bioszintézisének a ndvekedés meégesén keresztil.

Szemben a karbon katabolit represszioval és ahediészénforrassal a
tapkdzegben, a novekedési rata az, ami kdzvetlposkdatban van az ST
képddéssel. A laktéz egy nehezen hasznosithaté széasfamA. nidulans
szdmara (Fekete és mtsai.,, 2012; Fekete és ni€dig), €s ennek lassu
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asszimilaci6ja okozza az alacsony ndvekedési tttbaa ST kép&dést. Mig
a gyorsabb ndvekedés soran a gomba a névekedé&shesgges sejtanyagok
képzését és a primer metabolizmust részesitiypen, az ST képdés
hattérbe szorul. Amikor a lakt6z hasznositasi raeEgnovekedik — melyet
CreA mutans esetén tapasztaltunk — az ST termadés figyelhed meg
addig, mig teliesen ki nem meriul a tapoldatbdl,ohéismn a D-glikoz
szénforrason latottakhoz. Habar a megfigyeléseinkeh kapcsoltuk dssze
definialt molekularis 1épésekkel, megjegyezzik, hafichia pastoris-ben a
szénforrdsra fogékony gének és transzkripcids faktdeliilszabalyozottak
alacsony novekedési ratan (Rebnegger és mtsai).20jabb bizonyitékok
is azt sugalljak, hogy a gombak szekunder metabélitklaszterei eltéen
szabalyozédnak a kulonb®zukrok altal (Zhang és mtsai., 2016; Kumar és
mtsai., 2016). A méz természetes védettsége azéihgeddéssel szemben
(Hanif és mtsai., 2015; Kumar és mtsai.,, 2016) éSgghet az altalunk
leirtakkal, hiszen a benne &D-fruktdz gyorsan asszimilalhatd szénforras.
Egy méasik magyarazat lehet a laktéz hatasra az; hdgtabolizmusa -
mely A. nidulans-ban kizardlag intracellularis (Fekete és mtsaQ02) -
kozvetlenul vagy kdzvetetten képes stimulalni az l83szintézist ebben a

gombaban.
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7. Osszefoglalas

A fonalas gombak altal termelt metabolitok biosgrisét komplex
molekularis szabalyozasi mechanizmusok iranyitjdlz. ebballitasukhoz
szukséges enzimeket kodolo gének kiféfesét az eukariotasdényekben,
igy a gombakban is, tobb regulator fehérje akariggyle kulon-kilon is
szabalyozhatja. A globalis regulatorok altalabasdmnyezeti ingerek hatasat
kozvetitve a fonalas gombak egyedfdgsére és metabolitjainak
bioszintézisére is kiterjedve befolyasoljak a gémkdejezodését. A fény
hatasara megvaltozott folyamatokat Az nidulans-ban leirt VeA protein
kozvetiti, mely a LaeA és VelB proteinekkel kapéshvia (Velvet komplex) a
szekunder metabolitok bioszintézisét is szabalyoz2a tanulmanyok
tobbsége a Velvet komplex és az azokat felépibteineknek a fonalas
gombak szexudlis/aszexualis egyedfdfisére és szekunder anyagcsere
termékeinek bioszintézisére kifejtett hatadsarél ngdédak be, az
extracellularis enzimtermelésre kifejtett hatastkeveset tudtunk. A magas
extracellularis cellulazokat és hemicellulazokatmels T. reesei-ben a
Velvet komplex proteinjeit kodolé gének ortologfaegtalalhatdéak, melyek
koézul a LAE1-6l tudtuk, hogy mind az aszexualis sporulaciohozdraz
enzimek termeléséhez esszencialidaé&l gén és annak termékének hianya
azonban megvaltoztatta a gomba novekedési sebességd céluliztik ki,
hogy konstans novekedési rata beallitasa mellegviregaljuk, hogy a
szibi, QM 9414 toérzshtz képest a gének kiféesét hogyan befolyasolja a
lael gén hidnya, illetve annak tultermeltetéde.eredmények megésitettek
szamos élzéleg feltételezett hipotézist, de néhany eddig neitételezett
funkciot is talaltunk. Megallapithaté, hogy a LAHfatdsa dleg a gén
delécidjaval vélik jobban megfigyelliett, mig tdltermeltetése kevéshé
latvanyos eredményeket ad. A LAE1-nek egy Uj fudjéti azonosithattuk,

amelyben a GCN5-N-acetiltranszferdzok helyezik éagwildgitasba a LAE1
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mechanizmusét. A. reesei 4lael mutansban a GCN5-N-aciltranszferdzokat
(GNAT) kodold gének 50%-anak az expresszidja adldéafyozottan valtozott
meg a sz torzshdoz képest. A GNAT enzimek egy alcsoportja a
hisztonokat egy specifikus lizin részen acetilaranszkripcios aktivitAshoz
vezet és a kromatin allapotat az aktiv kromatipaéllairanyadba modulalja
(Grunstein 1997; Mizzen és Allis 1998)ehat a LAE1l tanulmanyunk
szerint is részt vesz epigenetikai szabalyozasbarbzvetett médon, a
GNAT enzimek kifejezodésének szabalyozasa révéA masik géncsoport,
melyet a vizsgalataink soran egyeértéém befolyasolt a LAE1 az aminosav
transzportereket kédold gének kozeé tartoznak. A LABtasa az aminosav
permeazokra megésiti azt azeredményinket, hogy a. reesel Alael
mutansbandleg magas ndvekedési ratdn az aminosav metabo lenmészt
vev gének alulszabalyozottak. A LAE1l hatasa az amngsarmeazok
kifejezbdéséremagyardzatot ad aT. reesei aminosav igényére celluléz és
laktéz szénforrason val6 ndvekedése kozber LAE1 altal befolyasolt
génklaszterek a genomban azonban kevésbé voltakfigyelhebk a
vizsgalataink soramami talan annak kdszonlethogy glikozt hasznaltunk
szénforrdsként vagy az, hogy konstans novekedésiatkalmaztunk. Fontos
észrevétel, hogy el gén delécidja a ndvekedési rata altal hatassalavan
génexpresszid szabalyozasam. vizsgalatainkbol kapott adatok azt
mutatjak, hogy a regulacios mutansok kutatasa konsins novekedési
ratan Uj megvilagitast adhat az adott gének funkcigt tekintve.

Az A. nidulans veA génjének ortologja &. reesei-ben avell gén, amely
altal kodolt protein funkci6janak szerepét vizsgilta cellulaz gének
kifejezodésében és a gomba egyedfdfisében. A Velvet gén altal kodolt
VeA/VelA/VELL1 funkcibjanak legszembé@hébb szerepe a gombak
aszexualis sporulaciéja, melyet az 0Osszes eddiggaliz gombaban
valamilyen médon befolyasoll. reesei esetében mi azt tapasztaltuk, hogy a
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vell hianya teljesen megszintette a konidiospéra képdésének
képességet Ellentétben mas gombafajokkal ez a jelenség filggesolt a
fény hatdsatol. Tovabba & reesei Avell mutans teljesen elveszitette
szexudlis egyedfefidésének képességdény jelenlétében, ami ugyancsak
eltér mads gombakban megfigyeltékt Kovetkezésképpen kijelenthetjik,
hogy aT. reesei VELL1 funkcidja szabalyozza a gomba degsi folyamatait,
de ennek mechanizmusa és a kornyezeti jelekkelkagd@solata mas, eddig
megvizsgalt gombaval nem analdg. A dolgozatban imegalt cellulaz
enzimeket kdédolé gének kifejgdése advell mutansban a QM 9414
torzshdz képest nagyon alacsony szintre csokkdétdzdaszénforrason vald
névekedés kdzben, amit a fermentlébe kivalaszixitaeellularis enzimek
mennyisége és celluldz aktivitasa is alatamasztdttsonléan alacsony
expresszidos szintet tapasztaltunkdeell mutans esetén a cellulaz gének
legesebb indukalé szénforrasan a szofordzon is, mebjyainyossa val,
hogy a cellulazok expresszidja teljes mértékben fligg a BL1
funkciéjatdl. Azzal a megallapitdsunkkal, hogy Hhreesel vell génje
elengedhetetlen az extracellularis enzimtermeléstezalael mar leirt
hasonlé szerepével egylitt azt mutatja, hogy a Yédueenplex nem csak a
szekunder metabolizmusban és a gombék egyédésieben jatszik szerepet.
A Velvet komplex funkciéjanak kiterjesztése az extcellularis
hidrolitikus enzimek formalasara az egyik legjelenésebb tanulsaga a
vizsgélatainknak, mert a Velvet komplexnek ez a fukcidja eddig
ismeretlen volt.

Az A. nidulans modellszervezetben a szekunder metabolit bio zg#ta
sterigmatocisztin mikotoxin képdésen keresztul lehet a legkdnnyebben
tanulmanyozni. Az ST képdéséhez, ahogyan a legtébb szekunder
metabolithoz is a VeA fehérje normal funkcidja sares. Ezt bizonyitja az
az eredményunk is, hogy @A génbl egy pontmutacié kodvetkeztében
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képzdo VeAl fehérje jelenlétében aZA. nidulans 10-15-sz6r kevesebb ST
képzésére képesAz ST bioszintézisének vizsgalatahoz igy csakdatipusu
(veA+) alléllal rendelkeé torzsek alkalmasak. Szdmos tanulméany sziiletett az
ST képsdésének molekularis szabalyozasardél, azonban ketedstett tudni
a CreA globalis regulator altal kozvetitett karb&atabolit represszios
hatasrol az ST bioszintézisében. A karbon katalvefiresszalé D-gliikoz
szénforrdson és a derepresszald lakt6z szénfortésgészve aA. nidulans
vad torzset latszolag ennek a hatasat tapasztdiisken laktézon mar a
névekedés kézben, mig D-glikézon csak a kifogylsaeten indukalddott
az ST képédés. CreA mutanst alkalmazva viszont nem igazotodnt a
feltételezés, radadasul a CreA mutansra jeliemgyorsabb lakt6z
metabolizmus eredményeképpen nem tapasztaltunképBDdest a kezdeti
névekedés kodzben. AZA. nidulans vad és CreA mutans torzseket
megvizsgalva alacsony, illetve magas novekedésimalett lathattuk, hogy
a lassu novekedés indukalja, mig a magas represgadhz ST termelést
igy megallapithattuk, hogy szemben a karbon kaiabspresszioval és az
elérhet szénforrassal a tapkozegbenndvekedési rata az, ami kdzvetlen
kapcsolatban van az ST képféssel. A laktoz egy nehezen hasznosithato
szénforrds a?. nidulans szamara (Fekete és mtsai., 2012), és ennek lassu
asszimilacidja okozza az alacsony novekedési ttbaa ST képidést.
Ahogyan aT. reesei LAE1 funkciojanak vizsgalatakor és &z nidulans
ST képsdésekor tapasztalhattuik,konstans ndvekedési rata alkalmazasa
a fonalas gombak tenyésztése sordn Uj megvilagitésinelyezheti azok
szekunder metabolit termelését és génregulacidjat.
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8. Summary

The trimeric Velvet protein complex consists of Rad/eA and VelB,
and regulates secondary metabolism and developme#ft nidulans, and
pathogenesis on plants and humans in other gevesst.studies oneA have
been carried out ispergillus spp., where this gene has been described to
control photodependent development, secondary mktab and
pathogenesis-associated processes. We have kmavithe expression of
genes for lignocellulose degradation T reesei is further obligatorily
dependent on the function of the protein methyttfarase LAE1 (Seiboth et
al, 2012b), the orthologue of thA. nidulans regulator of secondary
metabolism and development LaeA. LAE1 is esseritinlcellulase gene
expression, raising the hypothesis that this femctnay require a functional
Velvet complex. While the impact of the Velvet cdeypon the regulation of
secondary metabolite production has been well deot&d in numerous
fungi, only two papers have so far reported theigpation of veA/velA in
the regulation of extracellular enzyme synthesianiérewerd et al., 2011;
Duran et al., 2014). We have therefore cloned andtionally characterized
the ortholog of the central component of the VELVE&dmplex, VeA, from
T. reesei (VEL1). Our study shows that thell knock-out strains almost
completely lacked conidiation and sexual develogmén T. reesd.
Interestingly, overexpression @él1 under a constitutive, light-independent
promoter {ef1) enabledT. reesai to form some sterile primordia in darkness,
an ability not shown by the wild type strains. Wavé shown that VELL1 also
regulates developmental processes.ineesei, that cannot be deduced from
analogy with other fungal systems. We provide ewigethat the expression
of cellulases irT. reesai is completely dependent on a functioudll gene
and suggests that cellulase expression is indegdlated by the Velvet

complex. The extension of our findings to all clelkes and hemicellulases of
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T. reesei appears justified because they are co-regulatedopiorose and
lactose, and thus - although we quantified only thenscripts of two
cellulases and one xylanase - it can be safelynzedithat the others are
affected in the same manner too. In addition, weehahown that the
expression of the central regulator of cellulased ahemicellulase
biosynthesis, XYR1 as well, is strongly reducedetlimot eliminated. Our
study show that the regulatory targets of the feb@mplex reach beyond
mere secondary metabolism and development. Thesateof the function
of the Velvet complex towards formation of extradkr hydrolytic enzymes
is intriguing, because a regulatory interactionsetondary metabolism and
fungal development is already well established, re&e such a link with
hydrolases is so far unknown.

Reverse genetics relies on the use of moleculdodical methods to
discover the function of a gene by analyzing thenatypic effects that result
from a manipulation of its function. While this appch mostly leads to valid
information about the role of a gene in the phygigl of the respective
organism, some caveats are to be applied when thetsats are studied by —
omics techniques: many gene mutants also disptayedl growth rates, and
thus studying their gene or protein expression latep or in batch cultures
will inevitably also identify genes whose expressi® controlled only by the
growth rate itself. This may lead to flawed int&tations as to the potential
targets of the investigated genes, particularlihancase of regulatory genes.
In T. reesal, lael mutants are also differing in their growth rat€kerefore,
we chose to use chemostat cultures on D-glucosecasbon source at two
different growth rates (one carbon catabolite regirgy and one carbon
catabolite derepressing) to investigate the genadeewhanges in gene
expression in relation to LAE1l function, usinglael and OElael

recombinant mutant strain gt reesei. The corresponding results confirm
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several previously detected targets, but also temew findings: on one
hand, the effect of LAE1 becomes mainly visible mpts deletion whereas
overexpression has only a little effect. Also gemouoiustering of the lael-
effected transcripts was observed to a much loweésne than previously
shown by Karimi-Aghcheh et al. (2013), and is tkither due to the use of
glucose as a carbon source or the use of constawtlg rates for
comparison. However, we detect for the first tirhattlael gene deletion
affects the regulation of gene expression by thewtr rate. The latter
finding likely points to an indirect influence, amslggests that LAE1l
influences the formation of both positive as weégative signals or
regulators of the respective genes. On the othedt, ledditional LAE1 targets
were obtained of which the GCN5-N-acetyltransfesas®ay offer a new
understanding of the mechanism of LAE1 action. @ata show that — using
T. reesel LAE1 as a model — the investigation of the trapgome in a
regulatory mutant at constant growth rates mayakemew insights into the
function of the respective gene.

The velvet geneveA) of A. nidulans is involved in the regulation of a
variety of cellular processes such as asexual axdas development as well
as secondary metabolism (Calvo 2008). A single pagemutation at the full
lengthveA start codon is calledeAl. Two veAl mutant strains were tested
for sterigmatocystin (ST) production and comparedat wild-type (eA)
strain and the biomass-specified ST production 1a&5 times higher in the
strain containing the wild-type allele. The ST lyothetic pathway is well-
characterized i\. nidulans, but many of the regulatory aspects related to the
carbon source available for the fungus are stigmatic. We have shown
that ST forms only after D-glucose is depleted fritva medium, while on
lactose, ST appears when the majority of the cadmumce is still available.
These data suggested that ST formation may eihendxliated by a carbon
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catabolite regulatory mechanism or induced by Ipec#ic growth rates
attainable on lactose. These hypotheses were tdsfedonstant-mass
chemostat-type continuous fermentations on D-gleicas a sole carbon
source at two different dilution rates (D = 0.096 &nd D = 0.020 1),
representing a state of carbon catabolite repnessind derepression,
respectively. ST production under such conditioegatively correlated with
the dilution rate, i.e., no ST formed at high growate, while low growth
rate led to the formation of 0.4 mg'IST. Essentially identical results were
obtained with a CreA mutant strain, indicating tkaeA does not regulate
the formation of ST during growth on D-glucose. cginthe residual D-
glucose concentration was set close to zero in edwmostat culture
irrespective of the dilution rate, we also concllidiat the depletion of D-
glucose itself is not an initiator but rather arprpiisite for ST biosynthesis
through the cessation of growth. Lactose is a pmbon source foA.
nidulans, and we believe the low growth rate caused bgldw assimilation
will trigger sustained ST formation. By the samketo, faster growth means
the fungus has to put more resources into primagtabolism by creating
cell materials needed for growth, and has lesstylbd shunt to ST. When
lactose utilization rate gets higher (as in the/ACl@ss-of-function mutants),
ST production will not occur before its completéhaustion, just like on D-
glucose. We concluded that low specific growth satey be the primary
cause of sustained, mid-growth ST formation on slevly assimilating
lactose inA. nidulans, and that carbon utilization rates likely play engral
regulatory role during biosynthesis.
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13. Flggelek

1. Flggelék Az A. nidulans torzsek veA+ és veAl genotipusanak

meghatarozdsihoz alkalmazott oligonukleotidok.

Geén Oligonukleotid Amplikon | Referencia
; mérete
szekvencia (5’-)
(bp)
AN1052 | veA™-Fw: 5-TGTGTTATCCCATCAAGAGG Han és
+ . 687 .
(veA") | veA*-Rv: 5- CTTGGCGCTGTAGACGATAA mtsai., 2010
AN1052 | veAl-Fw: 5- TGTGTTATCCCATCAAGAGT Han és
687 )
(veAl) | veAl-Rv: 5- CTTGGCGCTGTAGACGATAA mtsai., 2010

2. FuggelékA T.reesei Avell ésOEvel 1l mutans torzsek konstrualasédhoz

felhnasznalt oligonukleotidok.
Primer neve Oligonukleotid szekvencia (52 3’) Célja
Fw: 5'-
Piw_Dvell_Apal | 1566cccACCAGCAGCAGAAAGCAC Avell
Rv: 5'- konstrualas
Prev_Dvell_Xhol | tcregageatecceeaTTToTTTCA
Fw: 5'-
Tiw_Dvell_Xhol | 1c1coacGGCCATTGGACGAGTGTT Avell
Rv: 5'- konstrualas
Dvell_Trevl Clal | 1arcoATTACCTATCGAGACTCATGG
Fw: 5'-
Fw_Ptefl:vell Clal GCTATCGATGGCGACGCCTTCCTCCG  tefl:vell
_ T konstrualas
Tefl:vell-HindIll | Rv: 5-TAGTACCCCAAAGCTTTCAGGA
Vell-ATG Fw: 5- ACAAACGCGGCATCATGG vel1 proba
Southern
- Rv: 5- CAATGGCCTTACACCTGG
Vell-stop blotthoz
pVell Fw: 5- GCAAAAACGCACTGTAACTGG | Avell detektalas
hph_int RV: 5- GTGTATTGACCGATTCCTTG PCR-el
Vel_intl Fw: 5~ CGACTACAATGCCAACTTC A vad tipus(
Vel_int2 Rv: 5 GTCGACGCATATACGGAAG | V& 1§8§§?Iasa
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3. FuggelékA T.reesei rekombinans torzsekiyel1 ésOEvel 1)
konstrualasanak bemutatasa

o
hph
=3 &
a 1 P 12
5 3
vell
12 C 18 12
kbl kbl
5.0 5.0
o
— 2.0
%8 fO— 1.6 =
=t
1.0 [ 1.0 |
e
—— 1
Hindlll BamHI Hindlll BamHI
D ' ) 3.0 ) 15 | [kb]
)
o — 1
E |18 kb
T
[kb]
S
3.0 .
15 -

(A) A T. reesai vell gén kiltésének PCR ellgzésének vizualis bemutatasa
a megszakitott (fenn) és a nat@1 (lenn) I6kusz strukturajaval. A szamok
az adott szakasz méretét jeldlik (kb-ban). A szamgaonal jel6li a delécios
kazetta felépitését. Aa - d nyilak specifikus primereket jelélnek, melyek
amplifikaciéjaval a homoldg végek Osszetapadasdzikségeseka(ésb
primerpar eredménye a B képen) és a natlt gén € ésd primerpar
eredménye a C képeng: pVell; b: hph_int; c: Vel intl; d: Vel _int2
(szekvenciak a 2. fuggelékben).(B) €s(C) képen lathatéak dvel1 mutans
torzsek PCR mddszerrel tortépllerbrzése. Szamok: 1: QM 9414; Rvell
torzs RKA14; 3:Avel torzs RKAL17; 4:Avell torzs RKA18.(D) A vad
tipustvell I6kusz abrdja. A Hindlll és BamHI DNS hasitasamahyei (a
sematikus abra nem méretaranydg) A taltermeb térzsek Southern blot
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analizise a (D) abran féhtetett DNS emésztést kdven, ahol az 1:RKA 12
(OEvel1 mutans); 2: RKA 13QEvell mutans); 3: QM 9414; 4: Iétra marker.
Southern blot analizis soran hasznalt DIG-es prabgk) abran feltiintetett
ésd primerpar segitségével amplifikaltuk.

4. FlggelékT. reesai cellulaz génjeinek expresszios analiziséhez fetiéds
gPCR primerpéarok

Gén Primer | Oligonukleotid szekvencia Amplifikacios | R?
neve (523" efficiens érték
tefl F | W °S"

tefl — TCAACGGTGACAACATGCTC 41853 0,99

tefl R | Rv: 5- TTCTCCCAGCCCTTGTACC
Fw: 5'-
cbhl cbhl_F CGAATCTCAGTCTCCCAACG 41853 1,00
cbhl R | Rv: 5- CCAATGGGTCCGAACTTG
cbh2_F | Fw: 5- AAGGTCGATCGGGAAAGC
cbh2 Rv: 5™ 35065 1,00
cbh2_R CGATCACATTGCACCAGTCT
xyrl F | Fw: 5- AATCCACCTGCCAACCAG
xyrl = 35796 0,98
Xyrl R | Rv: 5- GTCGTGCTCATCCACGTCT
xyn2_F Fw: 5'-
Xyn2 — TGCCGTGGF:\/.GS_GTTACTTTA 32143 1.00
XYN2_R | AAGAGCCCCCTTTAGCTGAC
RT Vell
(1200- | Fw: 5- AGCCTTATGTGCCTCACT
End) fw
vell RT VeIl 33140 1,00
(1200- | Rv: 5'- GCAGGAGCAGAGTAGTTG
End) rev
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5. FuggelékA T. reesel LAE1 funkciéjanak tanulmanyozéasakor a qPCR
vizsgélatahoz felhasznalt primerpérok, azok ankgdidios efficienciai

és R értékei.
Protein | Oligonukleotid szekvencia (5 UI,DL Amplifikacios |52 <.«
ID -3) proba 1 oticiencia (%) [N €K
(Roche)
23184 222118822; EZ?SS&%@?S%?CZ@ #89 1.79 0.98
66092 | “onoor: tyseeteigecigagac | 1153 L7 0.99
75230 | o geeamggactegaccay 70 L.70 0.98
80685 | “GoussR: ccggencongiogoact 12 L75 0.99
107494 | 107 a00r: gagiagacgocagicyatds 70 L.70 0.96
122271 | 1570 regeasamgocatde 1153 L72 0.99
78683 | "o o atggoeggtgagaise | 7O 156 0.97
2392 | 530m copatiegaogtactgete| 72 172 0.98
53267 5;’5%;&?g&%?;ggciiggggi;a #153 1.84 0.97
78611 | 7eiin montggecpngenct | 1153 L67 0.98
57185 | o7 1a5k cotogaacanggonancabt 1153 0.97 0.99
60144 | ¢014ak agaoecoaacoiogiaaq 22 0.95 0.99
66819 | gio1om geegietocagatncica 0L 0.92 0.99
73250 | TR atavsoantagecangade 744 0.995 0.97
105106 ?L%?l%%ﬁ:ngazfga;;z%%z\%?;gg?gt;t #75 1.07 0.997
106116 | 051 16k googmgeogapeatard 744 0.85 0.99
106161 13211211?;Zﬁ%ctttggtgfagtgg?&ag #81 1.01 0.9917
ol | i i R tetoeagosctigach 22 ! 0.99
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6. FuggelékA T.rees LAE1 tanulmanyban kivalasztott gének qPCR-el megpalt expresszidos mintazata. QM:

vad térzsylael: lael mutans; H: magas ndvekedési rata (0.0%5 I alacsony névekedési rata (0.02b) h

Protein Kédolt protein D (h™ Ossze- Expresszio* p érték*  Arrays gPCR
ID hasonlitas
73250 | Coenzyme F420-dependent N5,N10- 0.075 Alael vs. 32.85 0.001 DOWN DOWN
methylene tetrahydromethanopterin QM
reductase
106161 | NADP-glutamate dehydrogenase 0.075 Alael vs. 1.02 0.001 DOWN DOWN
QM
122271 | DAHP synthase ARO4 0.075 Alael vs. 11.8 0.001 DOWN DOWN
QM
66092 | GevT, Glycine cleavage system T protein 0.075 Alael vs. 63.63 0.001 DOWN DOWN
QM
75230 | ILVD-Dehydratase family 0.075 Alael vs. 4.06 0.001 DOWN DOWN
QM
107494 | Glutamate decarboxylase and related 0.075 Alael vs. 3.6 0.001 DOWN DOWN
proteins QM
41325 | Bifunctional carbamoylphosphate 0.075 Alael vs. 14.87 0.001 DOWN DOWN
synthase/aspartate carbamoyltransferase QM
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Protein Kédolt protein D (hh Ossze- Expresszio*  p érték* Arrays gPCR
ID hasonlitas
53267 | Nop10p family Nucleolar RNA-binding 0.075 Alael vs. 3.62 0.001 DOWN DOWN
protein QM
78611 | Ribosomal protein S29 (S14 family) by 0.075 Alael vs. 9.33 0.001 DOWN DOWN
homology to the corresponding proteinNof QM
crassa
78683 | UTP5, encoding a component of the SSU 0.075 Alael vs. 2.5 0.001 DOWN DOWN
processome QM
80685 | Cys/Met metabolism PLP-dependent 0.075 Alael vs. 3.53 0.001 DOWN DOWN
enzyme QM
61420 | HisG ATP phosphoribosyltransferase 0.075 Alael vs. 2.5 0.001 DOWN DOWN
QM
23184 | llvH Acetolactate synthase small 0.075 Alael vs. 0.18 0.001 DOWN DOWN
(regulatory) subunit QM
2392 Translation initiation inhibitor, yjgF family 0.075 Alael vs. 3.96 0.001 DOWN DOWN
QM
66819 | 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 0.075/0.020 QMH vs. 69.06 0.001 DOWN DOWN
QML
57185 | C2H2 transcriptional regulator (amdA) 0.075/0.020 QMH vs. 1.78 0.001 DOWN DOWN
QML
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Protein | Kodolt protein D (hh) Ossze- Expresszio*  p érték* Arrays gPCR
ID hasonlitas
105106 | Catalase 0.075/0.020 QMH vs. 4.00 0.001 DOWN DOWN
QML
60144 | Amino acid transporters 0.075/0.020QMH vs. 251 0.001 upP uUpP
QML
106116 | Amino acid transporters 0.075/0.020QMH vs. 238 0.001 UP upP
QML
73250 Coenzyme F420-dependent N5,N10- 0.075/0.020 QMH vs. 286 0.001 UP upP
methylene tetrahydromethanopterin QML
reductase

* Az expresszio és p érték viszonya a gPCR eredeidmez.
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Fuggelék 7.Gének, melyek ellentétes mdédon szabalyoz6édndk weesel
Alael és QM 9414 torzsekben.

: Szabalyozas .
Trire2: OM 9414 y a6l Annotacio
4064 3,146 down 2,380 up Threonine dehydratase
4921 4,263 down 2,241 up C2H2 transcriptional regulator
56117 8,763 down 2,114 up unknown protein
61114 3,169 doer\ 2,015 up Amino acid transporter LysP
68889 3,438 doer\ 3,664 up PDR-type ABC transporters
75998 7,174 doer\ 3,107 up unknown protein
82667 6,454 dowh 3,672 up ThrB Homoserine kinase
103065 | 2,524 down 2,117 up unknown protein
106647 | 3,115 down 2,468 up unique protein
109211 | 2,226 down 2,135 up MFS permease
122375 | 2,569 down 5,323 up MRSP1/expansin-like
124288 | 3,814 down 2,308 up unknown protein
3267 3,325up| 2,823 down MRSP1/expansin-like
21758 13,684 up| 9,337 down isocitrate lyase
52248 8,064 up| 2,597 down ribosomal protein L1.
58525 6,212 up| 2,064 down unknown protein
59827 10,162 up| 3,740 down unknown protein
61081 4,232 up| 5,133 down histone acetyltransferase SPT10
64377 2,558 up| 2,038 down Cytochrome P only
66819 34,211 up| 2,217 down Amino acid transporter LysP
67133 6,047 up| 2,203 down unknown protein
69468 2,113 up| 2,524 down unknown protein
74486 3,025 up| 3,190 down unknown protein
75260 12,327 up| 2,059 down RNA polymerase H/23 kD subunit
75514 3,477 up| 4,866 down amino acid transporter ARG13
78679 17,156 up| 2,004 down mitochondrial carrier protein
82334 5,039 up| 2,018 down tyrosyl-tRNA synthetase, class Ib.
104595 | 18,405uf 2,140 doyn R'bosomH":‘)'n?g?;Sg‘;;@‘;’;gfgﬁ&f;’ Gadd
106538 42,801 upg 2,089 doyn HFB4
108299 | 7,777 up| 2,865 down Ky””re”'”etf‘;r’]g‘:rmgssfgrsse' glutam
109325 3,444 up| 2,213 down 3-lactamase-like protein
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Szabalyozas

Trire2: Annotacio
QM 9414| 4lael
110493 5,609 up| 2,291 down unknown protein
112525 7,686 up| 3,422 down unknown protein
121089 7,396 up 13,125 unknown protein, only present in ascomycota
down cow
121187 3,990 up| 4,533 down unknown protein
19,965 . .
121475 2,173 up down unique protein
121486 2,427 up| 2,104 down unknown protein

n Methionine_syntMethionine synthasevita-B
independent

121820 3,692 up| 2,066 dovy

Fuggelék 8 Az Aspergilllus nidulans VeA és Trichoderma reesei VEL1
proteinjének srukturdlis felépitése. KonzervaltiGkgkiemelve a sematikus
abran. NCBI blastp alapjan késziilt az abra.

Aspergillus nidulans VeA (An1052) proteinjének strukturdlis felépitése

110 2 3 40 s
Quory 3oq.

Specific hits
Juperfanilies Vaelvet superfamily = ki cehiy 1 swmerFard i i

Trichoderma reesei VEL1 (EGR48103.1) proteinjének strukturalis fetépé

110 2 3 40 s
Query eaq,

Specific hite
superfanilies Velvet cuper¥amily T Tibrovhis 1 swearFard e —|
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