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1. Bevezetés

A gombdk differencidlodasi €s sejtpusztuldsi folyamatainak vizsgdlata az utébbi
évtizedben a mikoldgiai kutatdsok kozéppontjaba keriilt. Nem véletleniil: a gombdk
gazdasagi, ipari, egészségiigyi és Okoldgiai jelentdsége igen nagy. A gombdk életciklusanak
jobb megértésétdl egyfelol olyan U stratégidk kidolgozasat remélik, amelyek
forradalmasithatjdk a gombafertdzésekkel szembeni védekezést, €s a gombak biotechnoldgiai
alkalmazasat, masfeldl a gombdk, mint konnyen tanulmdnyozhaté modellszervezetek
vizsgalatan keresztiil értékes informdciokhoz juthatunk a magasabb rendii eukaridta él61ények
sejtjeinek differencialédasaval kapcsolatban is.

Az ut6bbi években szamos érdekes eredmény latott napvilagot a gombak G-proteinek
altal medidlt jelatviteli ttvonalainak miikodésérdl és funkcidjarol. E jelatviteli utak a gombdk
életében szamos kulcsfontossagi esemény szabdlyozdsaban részt vesznek, sokszor
meghatdrozé médon. Szerepiik van tobbek kozott a vegetativ novekedés fenntartdsdban, az
ivaros €s ivartalan szaporodds reguldcidjdban, a gombdk stresszvdlaszainak kialakitdsdban
(Lee és munkatarsai, 1994a; Hicks és munkatarsai, 1997; Adams és munkatarsai, 1998; Rosen
és munkatarsai, 1999; Chang €s munkatarsai, 2004; Han és munkatarsai, 2004a, b; Lukov és
munkatarsai, 2005; Yu, 2006), sOt részt vehetnek az apoptdzis inicidldsaban is (Leiter és
munkatarsai, 2005).

Annak ellenére, hogy az Aspergillus nidulans fonalas gomba kozkedvelt modell
organizmusnak szamit, keveset tudunk a szénéhezd tenyészetek morfologiai és fizioldgiai
valtozasair6l, és a mogottiik allé szabdlyozé mechanizmusokrdl. Nem tisztazott a G-proteinek
altal medidlt dtvonalak szerepe a gomba szénéhezd, autolizdlé tenyészetei anyagcsere
valtozasainak szabdlyozdasdban, €és - bar gyakorlati szempotbdl is fontos - kevéssé
feltérképezett teriilet az autolizis €s az apoptdzis reguldcidja €s a két folyamat kapcsolata is.

Vizsgalataim kozéppontjdban az Aspergillus nidulans Ascomycota fonalas gomba
szénforrds éhezd, oregedd tenyészeteinek morfoldgiai és fizioldgiai véltozasai, autolitikus és
apoptotikus folyamatai, és a heterotrimer G-protein fiiggd jelatviteli utvonalaknak a fenti
folyamatok szabdlyozdsdban betoltott szerepének megismerése 4llt.

A kovetkez0 kérdésekre kerestem a vélaszt:

1. Milyen morfolégiai és fizioldgiai valtozdsokkal jellemezhetd az Aspergillus

nidulans szénforrds éhezéssel indukalt autolizise? (A tenyészetek szdrazanyag-

tartalménak, extracelluldris kitindz és proteindz aktivitidsanak, ammonia



termelésének és 1égzésének nyomon kovetése, a morfologiai valtozasok
detektalasa.)

Hogyan hat a szénforrds €hezés a tenyészetek redox folyamataira? (A peroxidok, a
szuperoxid, a GSH és a GSSG mennyiségében megfigyelhetd véltozdsok mérése.
Antioxiddns enzimek - kataldz, CuZn- és Mn-szuperoxid diszmutédz, glutation
peroxiddz, glutation reduktdz, gliik6z-6-foszfat dehidrogendz, NADP-specifikus
izocitrat dehidrogendaz - specifikus aktivitdsanak, valamint a cidn-rezisztens 1€gzés
ardnydnak és a specifikus 7y-glutamil transzpeptiddz aktivitdsok valtozasdnak
vizsgdlata.)

A sporuldci6 szabdlyozdsdban szerepet jatszé G-protein medidlt jeldtviteli
utvonalak muticiéi milyen hatdst gyakorolnak az Aspergillus nidulans
autolizisére? (A tenyészetek szdrazanyag-tartalmdnak, extracelluldris kitindz és
proteindz aktivitdsanak nyomon kovetése.)

A G-protein utvonalakban defektes Aspergillus nidulans torzsek tenyészeteinek
redox folyamatai mennyiben térnek el a kontroll torzseknél tapasztaltaktol? (A
peroxidok, a szuperoxid, a GSH és a GSSG mennyiségében megfigyelhetd
véaltozdsok mérése. Antioxiddns enzimek — kataldz, glutation peroxiddz, glutation
reduktdz — specifikus aktivitdsdnak, valamint a specifikus 7y-glutamil
transzpeptiddz aktivitdsok valtozdsanak vizsgalata.)

Hogyan befolyasolja az Aspergillus nidulans autolizisét a FluG-BrlA utvonal
kulcsfontossdgi génjeinek inaktivdldsa? (A tenyészetek szdrazanyag-tartalmdnak,
extracelluldris kitindz és proteindz aktivitdsdnak, illetve morfoldgiai valtozasainak
nyomon kovetése.)

Van-e kapcsolat az apoptotikus és autolitikus folyamatok kozott Aspergillus
nidulans torzsek tenyészeteiben? (Apoptotikus markerek vizsgdlata nem
autolizal6é fenotipusu (,loss-of-function” fluG, AbrlA) és kontroll (FGSC 26)
torzsek OregedO® tenyészeteiben, apoptdzis indukdldsara alkalmas szfingozin

szarmazékok hatdsanak nyomon kovetése.)



1.2. Irodalmi el6zmények

1.2.1 Az Aspergillus nidulans mint modellszervezet

Az Aspergillus nidulans FEidam Wint (Syn: Emericella nidulans Vuill és
Sterigmatocystin nidulans Eidam) a fonalas Ascomycota taxon Plectomycetes osztilydnak
Eurotiales rendjébe tartozik (Geiser és LoBuglio, 2001). Tobbnyire a talajban és novényi
maradvéanyokon fordul eld, de izoldltdk mar human mésodlagos fertdzésekbdl is (Fassatiova,
1984). Széles korben haszndljék a kutatdsban, mert konnyen tenyészthetd és kevéssé patogén.
Szexudlis €s paraszexudlis ciklusa ismert, igy genetikai vizsgdlatokra is kivdléan alkalmas.
Penicillin és szterigmatocisztin termelése révén felhaszndlhaté a [-laktdm tipusd
antibiotikumok (Brakhage, 1998), valamint a mikotoxinok (Shimizu és Keller, 2001)
képzOddésének tanulmdnyozdsiban, tovabbd sikerrel alkalmaztdk emberi Orokletes
metabolikus betegségek, pl.: alkaptonuria, I-es tipusi oOrokletes tyrosinaemia, molekuldris
bioldgiai hatterének felderitésére, beleértve a felelds emberi gének azonositasat is (Fernandez-
Canon és Penalva, 1995). Genomjdnak szekvendltsdga 100%-os és Aspergillus nidulans DNS
chipek is a rendelkezésiinkre dllnak (Dunn-Coleman és Prade, 1998).

Rokonsagi korébe szamos a gyakorlati €let szempontjabdl fontos faj tartozik: az
Aspergillus niger-t tobbek kozott glilkoamilaz, gliikézoxidaz, kataldz, B-glukondz, citromsav
és gliikkonsav, az Aspergillus oryzae-t o-amildz és proteindz, az Aspergillus awamori-t
xylandz, az Aspergillus fumigatus-t epoxiszukcinilsav, az Aspergillus aculeatus, Aspergillus
rugulosis és Aspergillus sydowii fajokat (1,3)p-gliikdn-szintetdz el6éllitdsara hasznéljak. Mas
Aspergillus fajoknak a lovasztatin, kiillonbozd észterdzok, gliitkondzok, illetve pektindzok
eldallitisaban van szerepe. Az Aspergillus niger €és az Aspergillus fumigatus, béar
fitopatogéneknek nem nevezhetdek, a raktdrozott terményekben jelentds kdrokat okozhatnak
és a kiilonbozd Aspergillus fajok (pl.: Aspergillus flavus és Aspergillus parasiticus) éltal
termelt toxinok (legismertebbek az aflatoxinok) révén az emberi egészséget is veszélyeztetik.

Egészségiigyi szempontbol elsOsorban az Aspergillus fumigatus és az Aspergillus
flavus jelentés, amelyek féleg immunszupresszalt betegekben okoznak opportunista
koérokozdként kiilsé vagy belso aspergillosist. Az Aspergillus nidulans vizsgalatabol szarmazé
eredmények éppen ezért a biotechnoldgia, az egészségiigy és a novényvédelem szamadra is

értékesek lehetnek.



1.2.2 A G-proteinek és miikodésiik

A guanin nukleotid k&td fehérjék csalddjaba tartozd proteinek kozponti szerepet
jatszanak a mdsodlagos hirvivd molekuldk kaszkdd mechanizmusaiban. Neviiket onnan
kaptdk, hogy miikddésiik kozben guanozin-difoszfat (GDP) disszocidl le réluk és helyére
guanozin-trifoszfat (GTP) keriil. A G-proteinek felfedezéséért és tanulmanyozasért Alfred
Gilman és Martin Rodbel 1994-ben fizioldgiai és orvostudomanyi Nobel-dijat kapott.

A G-proteinek a GTP4zok csoportjaba tartoznak. GDP kotott dllapotukban inaktivak,
valamilyen kiils6 szigndl hatdsara azonban a GDP disszocidl réluk, €s helyére GTP keriil. A
GTP-t a fehérje sajat, intrinszik GTPaz aktivitdsa révén hasitani képes, és igy ujra inaktiv
allapotba keriil. A GTPaz aktivitdst specidlis fehérjék szabalyozzdk, egészen pontosan
gyorsitjdk, igy a G-proteinek és az daltaluk medidlt dtvonalak negativ reguldtorai. A G-
proteinek alapvetden két nagy csoportra oszthatéak: a heterotrimer vagy ,nagy’ G-
proteinekre €s a ,,kis” G-proteinekre (Gilman, 1987; Voet €s munkatdrsai, 1995; Kandel és
munkatarsai, 2000; Lodish és munkatarsai, 2000).

A ,kis” G-proteinek vagy kis GTPazok egy alegységbdl dllnak (monomerek), gyakran
poszttranszkripciés mdédositds sordn lipid oldalldncot (prenil-csoport) kapnak. Hasonl6an a
»nagy” G-proteinekhez, GTP-GDP kotd képességgel rendelkeznek. Az daltaluk medialt
utvonalak negativ szabdlyozé molekuldit GAP (GTPase activating-protein) fehérjéknek
hivjuk. Emlésokben a monomer G-proteinek kulcsfontossagu szerepet jatszanak tobb alapvetd
folyamat szabdlyozdsdban, mint a sejt proliferdcid, a sejt-sejt kolcsonhatdsok (sejt addhézid),
a citoszkeleton milkodése és a sejtek mozgdsa, illetve az apoptézis. A Ras az egyik
legismertebb, emldsokben és gombdkban is eléfordulé ,kis” G-protein ,,szupercsaldd”,
amelynek tagjai a Ras, a Rho és a Rab fehérje csalddok. A Rab fehérjék a vezikulumok
mozgésat irdnyitjdk az endoplazmatikus retikulum, a Golgi appardtus, a lizoszomdk, az
endoszomdk és a sejtmembrdn kozott. A Rho/Rac csaldd fehérjéi a citoszkeleton és a
sejtmembran kozotti kapcesolatot, mig a Ras proteinek a sejtek novekedését, proliferacidjat
reguldljak. Ezért nem meglepd, hogy a Ras csaldd fehérjéinek mutacidja igen gyakori okozdja
kiillonbozd daganatos elvéaltozdsoknak (Gilman, 1987; Voet és munkatarsai, 1995; Kandel és
munkatarsai, 2000; Lodish és munkatarsai, 2000).

A heterotrimer G-proteinek hdarom alegységbdl (., B, y) épiilnek fel, és egy sejtfelszini
receptort kotnek Ossze egy effektor fehérjével. Ez lehet egy enzim (pl.: adenilét-cikldz,

foszfolipdz C), ami masodlagos hirvivd molekuldk képzésével tovébbitja a jelet a sejt belseje

10



felé, vagy kozvetleniil egy ioncsatorna. A receptor aktivalt G-proteinek a sejtmembran belsd
felszinéhez kapcsolddnak. Szintézisiiket kovetden, a ,Xkis” G-proteinekhez hasonléan, a
heterotrimer G-proteinek is ateshetnek kiilonb6zd mdédositasokon, amiknek kovetkeztében
mirisztil-, palmitoil- vagy prenil-csoporttal gazdagodhatnak (Gilman, 1987; Voet és
munkatarsai, 1995; Kandel és munkatarsai, 2000; Lodish és munkatarsai, 2000).

A heterotrimer G-proteinek nagyszdmu ugynevezett G-protein kapcsolt receptorok
(GPCR, G-protein coupled receptor) dltal aktivdlédhatnak, ezeken gyakran palmitdt csoport
taldlhat6. Valamennyi eddig leirt G-protein kapcsolt receptor hét hidroféb, 20-25 aminosavbol
all6 transzmembrdn doménnel rendelkezik, amelyeket extra- és intracelluléris hurkok kotnek
0ssze. A szamos receptor klonozdsa sordn szerzett tapasztalatok alapjan elmondhatjuk, hogy
funkci6jukat tekintve igen sokrétliek és diverzek. A kisméretli ligandok rendszerint a
membranban taldlhaté aminosav maradékokhoz kapcsolddnak, mig a nagy polipeptidek és
proteinek a receptor extracellularis doménjéhez, amely a polipeptid és protein ligandokat koto
receptorok esetében nagyobb méretli. Altaldban a receptor karboxi- termindlisdhoz
legkozelebb es6, harmadik citoplazmatikus hurkon taldlhaté aminosav maradék 1ép
kolcsonhatdsba a G-proteinnel (Gilman, 1987; Voet és munkatdrsai, 1995; Kandel és
munkatarsai, 2000; Lodish és munkatarsai, 2000).

Ha egy ligand aktivdlja a GPCR-t, a G-protein a receptor konformécié valtozasdnak
hatdsdra kolcsonhatdsba 1ép azzal. Az o-alegységrol tavozik a GDP, majd ezt koveten GTP
kotodik hozza. A GTP kapcsoloddsa utdn az o-alegység levalik a heterotrimer masik két
tagjardl és aktivélja az effektor fehérjét. Egy jol ismert G-protein aktivélt jeldtviteli ut a
cAMP (ciklikus adenozin-monofoszfat) dtvonal. A GTP kotott Gys-alegység indukdlja az
adenilét-ciklazt, és rajta keresztiil a cAMP szintézist. A médsodlagos hirvivo ezutédn kiilonb6z0
fehérjékre (pl.: cAMP-fiiggd proteinkindz (proteinkindz A, PKA)) hatva tovabbitja a szignalt
a sejtbe (1. abra). Ezek utan az o-alegység intrinszik GTPaz aktivitdsa révén hasitja a GTP-t,
és a pirofoszfat csoport tdvozdsa utin a GDP-t kot6 alegység tdjra kapcsolédik a B- és y-
alegységekhez, megsziintetve ezzel az effektor molekuldk aktivaciéjat (1. dbra). A B- és a -
alegység ez 1d6 alatt nem valik el egymastol, de az a-alegység tdvozdsa utdn a Gy komplex
maga is képes szignalizdciés utvonalak aktivalasdra, mdsodlagos hirvivd molekuldk
felszabaduldsanak vagy ioncsatorndk dteresztd képességének szabdlyozdsa révén (1. dbra). A
hisztamin receptorhoz kotott Ggy komplex példaul foszfolipdz A, aktivaldsa éltal tovabbitja a

szignalt, mig muszkarinos acetilkolin receptorokhoz kapcsolt formdja kozvetleniil G-protein
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kapcsolt befelé egyenirdnyité kalium-csatorndkat (GIRK) nyit (1. dbra) (Gilman, 1987; Voet

és munkatarsai, 1995; Kandel és munkatarsai, 2000; Lodish és munkatarsai, 2000).

A Ga-alegységek két doménbdl élllnak: egy GTPaz és egy alfa helikdlis doménbdl.

Legalabb husz kiilonb6z6 Go-alegység 1étezik az emlds sejtekben, amelyeket a kovetkezo O

csaladokba sorolhatunk:

1.

A O i

Gys-(stimulatorikus) alegységek — novelik az adenilat-ciklaz aktivitdst és
ezen keresztiil a cCAMP szintézist.

Gyi-(inhibitorikus) alegységek — gatoljak az adenilét-ciklaz aktivitast.
Goir-(olfaktorikus) alegységek — olfaktorikus receptorokhoz kapcsolddnak.
G¢-(transzducin) alegységek — a vizudlis szigndlok tovabbitdsa a retindban.
Ggq-alegységek — novelik a foszfolipaz C aktivitdsat.

Giy13-alegység csalad — tagjai fontos szerepet jatszanak a citoszkeleton, a
sejt-sejt  kapcsolatok és mds sejt mozgdssal Osszefiiggésbe hozhat6

folyamatok szabalyozasaban.

A ,nagy” G-proteinek esetében a GTPéaz aktivitds indukdldsat ugynevezett RGS

(regulator of G-protein signaling) fehérjék végzik, igy az RGS proteinek a heterotrimer G-

proteinek altal kozvetitett Gtvonalak szabdlyozdi.
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Szignal (ligand)
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G-protein kapcsolt receptor (GPCR)

GDP'GaM (inaktiv)
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GDP ROS
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Adenilat-ciklaz MAPKKK Foszfolipaz C (PLC)
/‘# ATP /-} PIP
V— PPi \ v P,
cAMP MAPKK DAG/
\/ v \/
Proteinkinaz A (PKA) MAPK Proteinkinaz C (PKC)
\ ! /

Génexpresszios valtozasok-
sejtvalasz

1. dbra A fobb, G-proteinek altal medidlt jelatviteli dtvonalak (Yu, 2006).

1.2.3 Heterotrimer G-proteinek és szerepiik Aspergillus nidulans fonalas gombaban

Az Aspergillus nidulans genomjdban eddig tizenhat, feltételezhetoen G-protein
kapcsolt receptort (G-protein coupled receptor, GPCR) kdédolé gént (gprA-P, nopA)
azonositottak (3. dbra) (Han és munkatarsai, 2004a, b; Seo és munkatarsai, 2004; Lafon és
munkatarsai, 2006). A receptorokat nagymértékben konzervalt hét transzmembran régiéjuk
alapjan sikeriilt megtaldlni. Jelenleg kilenc osztilyba soroljdk a GPCR-eket: az elsé és
madsodik csoportba a GprA és GprB fehérjék tartoznak, amelyek az élesztok feromon

receptordhoz hasonld szerkezetliek, és Aspergillus nidulans-ban az 6nmegtermékenyitésben
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vesznek részt (Soe és munkatarsai, 2004). A harmadik osztidlyba a GprC, D és E fehérjéket
soroljak, ezek feltételezhetéen a szénforrds fliggd szabdlyozasi folyamatokban miikodnek
kozre, mivel nagy homologiat mutatnak a Saccharomyces cerevisiae Gprl receptoraval
(Kraakman és munkatarsai, 1999). A GprF és GprG receptorok alkotjdk a negyedik csoportot,
amelyek a Schizosaccharomyces pombe Stml receptoraval mutatnak hasonlosidgot (Chung és
munkatarsai, 2001). A feltételezhetden cAMP érzékelésében szerepet jatszd receptorokbol
(GprH, I) all az otodik csoport (Galagan és munkatdrsai, 2003). Lafon €és munkatdrsai
Aspergillus fajok genomjanak 0sszehasonlité elemzése révén arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy valdszinilileg tovabbi hét G-protein kapcsolt receptor taldlhatd az Aspergillus nidulans-
ban, ezeket a fehérjéket a kovetkez0 mdédon osztdlyoztik: Gpr] (IV. csoport), GprK (VL
csoport), GprM, N (VIL. csoport), GprO és P (VIIL csoport) és NopA (IX. csoport) (Lafon és
munkatdrsai, 2006). A nagyszdmu receptor molekula ellenére nem ismert, hogy az ezen
GPCR-ek altal érzékelt szignalt mely G-proteinek tovabbitjak a sejt belsejébe.

Jelenlegi ismereteink szerint hiarom G-protein o-alegységet kodolé gén taldlhatéd
Aspergillus nidulans-ban: fadA, ganA és ganB (3. dbra) (Lee és Adams, 1994; Yu és
munkatarsai, 1996a; Chang és munkatdrsai, 2004; Han és munkatarsai, 2004b; Lafon és
munkatarsai, 2005).

A FadA (fluffy autolytic dominant A) Ga-alegység volt az elsd, amelyet sikeriilt
azonositani a gomba genomjdban, egy domindns aktivalé mutdcié (d+:G42R) vizsgalata
révén, amely kontrolldlatlan Iégmicélium képzést (,,fluffy” fenotipus) és autolizist
eredményezett (Yu és munkatdrsai, 1996a). A folyamatosan aktiv FadA GTP4z aktivitdsa
feltételezhetden csokkent, vagy hidnyzik. A hasonlé FadA® mutans aléllel rendelkezé torzsek
kozos jellemzoje a ,fluffy” fenotipus és a szterigmatocisztin (ST) mikotoxin termelésének
hidnya (Yu és munkatarsai, 1996a; Wieser €s munkatérsai, 1997; Yu és munkatarsai,1999).
Ezzel szemben a dominans interferal6 (d-) FadA%"R mutécié6 — a GTP —t kotott FadA Go-
alegység nem viélik le a GPy-alegységrol — hatdsa csokkent vegetativ novekedésben,
hiperaktiv aszexuadlis sporuldcidban és korai szerigmatocisztin (ST) termelésben nyilvanul
meg (Yu és munkatirsai, 1996a). Ezek alapjan a FadA elsddleges szerepe a novekedési
szigndl fenntartdsa, amelyet proteinkindz A/cAMP masodlagos hirvivo utvonal segitségével
végez, illetve a brlA (az aszexudlis sporulédcié egyik kozponti transzkripciés faktoranak génje)
és az aflR (a szterigmatocisztin termelés specifikus transzkripcios faktordnak génje) gének

represszidja révén a konidiogenezis és a ST termelés gatldsa (2. dbra). Bar szekvencidja a
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humdén inhibitérikus o-alegységek szekvencidjadval mutat homoldgidt, dgy tlinik, hogy
Aspergillus nidulans-ban stimulatdrikus funkcidval rendelkezik (Yu és munkatdrsai, 1996a).
A masik két Ga-alegységet heterol6g hibridizacié és degeneralt primerekkel torténd
PCR segitségével sikeriilt azonositani. A ganA pontos szerepét egyenldre nem ismerjiik, de a
ganB gén funkcidja viszonylag j6l korvonalazhat6: a konidiumok és az aszkospordk
csirazasanak szénforras fiiggod szabdlyozasa, a ho és oxidativ stresszre adott valaszok illetve a
pigment termelés indukdldsa, a konidiogenezis és a ST termelés gatlisa (Chang és
munkatérsai, 2004). A ganB allél delécidja vagy domindns interferdlé mutacidja (G207)
siillyesztett kultirdkban is megjelend konidiofor képzéshez vezet. Folyamatosan aktiv formdja
(Q208L, R182L) csokkent hifa novekedést és az aszexudlis ciklus szdmos zavarat
eredményezi. Mig a ,loss-of-function” vagy a domindns negativ GanB mutdns torzsek

208L p . ., ,
BY%®L mutdnsok korai és szénforris

gyengébb csirdzdsi képességgel birnak, addig a Gan
hianydban is bekovetkezd csirazast mutatnak (Chang €s munkatarsai, 2004). A GanB és a
cAMP szignalizicids utak szénforrds érzékelésben betoltott szerepét Lafon €s munkatérsai
(2005) vizsgéltdk részletesen: a GanB a csirdzas korai szakaszdban egy gyors €s tranziens
cAMP szintézist indukdl. Tehdt a GanB fttvonal éltal a konidiumok csirdzdsdra és a
stresszvalaszra kifejtett hatdsai feltételezhetben a cAMP/PKA, esetleg mitogén aktivalt
proteinkindz (MAPK) ttvonalon keresztiil medidlédnak (6. dbra).

Aspergillus nidulans-ban, a rendelkezéstinkre allé informaciok alapjan, csak egy Gf3-
alegység taldlhatd, amelyet az sfaD gén kodol (2., 3. dbra). Az SfaD fehérje 352 aminosavbol
épiil fel, rendelkezik egy konzervélt Trp-Asp regiéval (WD-40 motivum) és szekvencidja
60%-ban azonos az emlés GB-alegységekével (Rosén és munkatédrsai, 1999). Az sfaD gén
hidnydban hipersporulici6 és erdsen redukélt hifa névekedés figyelheté meg, ami arra utal,
hogy az SfaD éltal kozvetitett jel nélkiilozhetetlen a megfeleld novekedés fenntartdsdhoz és az
aszexudlis sporaképzés gatlasahoz (Rosén és munkatérsai, 1999). Erdekes médon azonban az
sfaD deléciéja 6nmagdban nem elegendé a FadA" mutdcick (R178 és Q204L) miatt
kialakulé kontrolldlatlan hifa novekedés gatlasdhoz. EbbOl arra lehet kovetkeztetni, hogy
elsdésorban a FadA felelos a hifa proliferacié szabdlyozdsaért (Seo és munkatarsai, 2005).
Fontos szerep jut tovabbd az SfaD szdmadra a szexudlis ciklus — elengedhetetlen a termotest
képzés szempontjabdl — és a ST szintézise sordn (Rosén és munkatarsai, 1999; Seo és Yu,
2006). Hatasat feltehetdleg a Go-alegységektdl fiiggetleniil fejti ki.

Az Aspergillus nidulans gemonjanak analizise sordn Seo €s munkatdrsai (2005) egy

olyan gént talaltak (gpgA), ami feltételezhetden Gy-alegységet kodol (2., 3., 6. dbra). A GpgA
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90 aminosavbdl 4all, amelyek szekvencidja 72%-ban azonos az élesztd Stel8p-nel. N-
termindlis régidjdban egy ugynevezett ,tekercselt-tekercs” (coiled-coil) doménnel
rendelkezik, amely a Gy- és a hozzitartozé G3-alegység tsszekapcsoldsdhoz nélkiilozhetetlen
(Seo és munkatarsai, 2005). A gpgA null mutdns torzsek korlatozott novekedés mellett
csokkent (késleltetett) konidium képzést mutatnak, tovabbd hasonléan a AsfaD mutéicidhoz a
gpgA delécidja is a kleisztotécium képzés elmaraddsihoz és a szexudlis folyamatokban
bekovetkezd komoly karosoddsokhoz vezet. Ezekbdl a megfigyelésekbdl Soe €s munkatarsai
(2005) azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy az SfaD:GpgA heterodimer az Aspergillus
nidulans szexudlis ciklusanak elsddleges reguldtora, de ezen tilmenden az aszexudlis
konidiumok képzéséhez is elengedhetetlen. Mindezek mellett a GpgA Gy-alegység a
vegetativ novekedés fenntartdsdhoz és a ST mikotoxin szintézis szabdlyozdsaban is
nélkiilozhetetlen (Seo és Yu, 2006). Az SfaD/GpgA heterodimer a ST szintézis szabdlyozasat
egy Zn(II)2Cys6 DNS kotdé domént tartalmazd, Glad4-tipusu transzkripciés faktoron keresztiil
végzi (Brown és munkatérsai, 1996; Yu €s munkatarsai, 1996b), amelynek overexpresszidja,
alcA(p) indukélhaté promdter irdnyitdsa alatt, SfaD fehérje hidnydban is képes helyre allitani
a ST szintézis zavarait. A GPy dimer mindezt feltételezhetéen, mint az aflR gén transzkripcids
szintli aktivatora teszi (Seo és Yu, 2006). Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy egy-egy G-
protein ttvonalnak az egyes elemei eltérd, sot ellentétes médon hathatnak a ST termelésre (2.

abra).
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2. abra A FadA, SfaD, GpgA és PhnA fehérjék szerepe a novekedés, a szexuadlis ciklus és a
ST szintézis szabdlyozasidban (Yu, 2006).

A G-proteinek dltal kozvetitett jelatviteli utvonalak mind negativ, mind pozitiv
regulétor fehérjékkel rendelkeznek:

A foszducinok vagy foszducin-szerii proteinek (phosducin-like proteins, PhLPs) a
GBy jelkozvetitd egység evolicidsan konzervalt pozitiv reguldtorainak egy csoportjat képezik.
Egyfajta molekuldris chaperon (dajka) funkcidt latnak el a GPy-alegység Osszeszerelése sordn
és nélkilozhetetlenek a GB- és a Gy-alegységek megfeleld szintjének megtartasahoz
(Kasahara és munkatarsai, 2000; Lukov és munkatarsai, 2005; Knol és munkatarsai, 2005).
Az Aspergillus nidulans genetikai dllomdnya harom potencidlis PhLPs-t tartalmaz (PhnA,
PhnB és PhnC; 3. dbra) (Seo és Yu, 2006). PhnA egy a gombdkban bizonyitottan eléforduld
GPy-alegység aktivatorhoz (Bdm-1) (Kasahara és munkatarsai, 2000) igen hasonlé protein, és
génje érdekes modon a VIII. kromoszémén az sfaD génnel szorosan kapcsolva helyezkedik
el. A phnA deléciés mutinsok a AsfaD torzsekkel majdnem azonos (csokkent biomassza
képzés, hiperaktiv konidium képzés), mig a 4gpgA mutansoktol eltérd megjelenésiiek (Seo és
Yu, 2006). Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a PhnA nélkiilozhetetlen az SfaD megfeleld
mukodéséhez €s az is lehetséges, hogy az SfaD és a GpgA fehérjék eltérd modon tovabbitjdk

a jelet a sejt belsejébe (2. dbra) (Seo €s munkatdrsai, 2005). A AphnA mutdnsok szexualis
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reprodukcidja, kleisztotécium képzése sulyos zavart szenved (Han és munkatérsai, 2001; Seo
és Yu, 2006), emellett a PhnA jelenléte a ST szintézise szempontjabdl is elengedhetetlen (Seo
és Yu, 2006) (2. dbra).

A G-protein medidlt jelatviteli utak negativ reguldtorai az igynevezett RGS (regulator
of G-protein signaling) fehérjék, amelyek ~130 aminosavbél 4ll6 konzervilt dgynevezett
RGS régioval rendelkeznek, ami a GTP-Go-alegység intrinszik GTP4z aktivitasat képes
novelni, és igy a szignalizacidt megszakitani (3. abra) (Chidiac és Roy, 2003; McCudden és
munkatarsai, 2005). A kiilonbozd RGS fehérjék aktivitdsa révén a sejtek képesek a beérkezd
jelek egyfajta finom hangolédsara és a megfeleld sejtvdlasz kialakitdsdra. Az RGS fehérjék
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a fonalas gombdk alapvetd bioldgiai folyamatainak - mint
a vegetativ novekedés, a sporuldcid, a mikotoxin/pigment termelés, a patogenitds és a
szexudlis ciklus egyes elemeinek - reguldldsaban. Eddigi ismereteink szerint 6t eltérd RGS
protein taldlhat6 az Aspergillus nidulans-ban:

Az elsként azonositott RGS fehérje az FIbA volt, amelyet egy ., fluffy”’-autolizdlé
fenotipusi mutdns torzs tanulményozasa soran fedeztek fel (Lee és Adams, 1994a). Az FIbA
egy RGS és két DEP (dishevelled, Egl-10, pleckstrin) domént tartalmaz. A DEP domén
Saccharomyces cerevisiae-ben ,target” szekvenciaként szerepet jatszhat az RGS fehérjéknek
a Golgi-ba és a sejtmembranba torténd transzportjdban, és egy stresszvdlasz elemet (stress
response element, STRE) tartalmaz6 géncsoport indukcidjdban (Burchett és munkatarsai,
2000). Az FIbA/FadA par volt az elsd Aspergillus nidulans-ban azonositott RGS-Go egység.
Ez a fehérje paros felel a hifa proliferacié és a ST szintézisének szabdlyozasaért (Yu és
munkatarsai, 1996a; Hicks és munkatarsai, 1997; Yu és Keller, 2005) (2., 3. dbra). Ahogyan
azt mér emlitettem a FadA, az SfaD és a GpgA altal képzett heterotrimer, részben
proteinkindz A-n keresztiil, stimuldlja a gomba vegetativ novekedését, az FIbA pedig a FadA
fehérje altal kozvetitett jelutat kontrolldlja a Go-alegység sajat GTP4z aktivitdsdnak fokozdsa
altal (Yu és munkatarsai, 1996a; 1999; Rosén és munkatarsai, 1999; Shimizu és Keller,
2001). FIbA aktivitdsa a novekedésbdl a sporulacidra torténd attéréshez sziikséges. Ha az fIbA
elvesziti mikodo képességét az a FadA" mutins allélhez hasonlGan ,fluffy” fenotipust
eredményez (Lee és Adams, 1994b; Yu és munkatarsai, 1996a; Weiser és munkatarsai, 1997).

Az RgsA fehérje RGS doménje a protein N-terminalis végen helyezkedik el (Han és
munkatarsai, 2004b). 28%-ban azonos €s 43%-ban hasonlé a Saccharomyces cerevisiae
Rgs2p fehérjéjéhez (Versele és munkatdrsai, 1999). Ellentétben az fIbA génnel, ami
folyamatosan expresszdlodik (Lee és Adams, 1994a), az rgsA mRNS (~2.0 kb)
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transzkripcidja a korai novekedési fazisban meglehetdsen magas, az aszexudlis €és szexudlis
folyamatok alatt relative alacsony, mig az aszkospordkban ismét magas szintet ér el, ami azt
mutatja, hogy az rgsA expresszdja komplex transzkripcids szintll szabalyozds alatt 4ll. Han és
munkatarsai (2004b) szerint az RgsA egy olyan RGS fehérje, ami a stresszvalasz aktivatora és
az aszexudlis sporulécié gatlgjaként ismert GanB utvonal specifikus negativ szabdlyozdja. Az
ismert Aspergillus nidulans Go-alegységek koziill csak ganB delécidja daltal okozott
morfoldgiai, fiziologiai és anyagcserebeli véltozasokat lehet elnyomni (kioltani) az rgsA gén
HKititésével”. Az rgsA deléci6janak hatdsdara csokkent telep atmérd, szénforrds hidnyaban is
meginduld csirdzds és sotét barna pigment akkumuldcié figyelhetd meg (Chang és
munkatarsai, 2004). Az rgsA gén overexpresszidja siillyesztett kultirdban is kialakul6
konidioférokat eredményez (Chang munkatdrsai, 2004). Lafon és munkatarsai (2005)
megfigyelései szerint az RgsA a cAMP/PKA ttvonal és a csirdzas reguldlasidban a GanB jel
attenudldsa altal vesz részt. Fontos megjegyezni, hogy az RgsA azonositisa és jellemzése
sordn fény deriilt egy a stresszvdlaszok ellen irdnyuld reguldciés mechanizmusra: rgsA
delécidja fokozott pigment termelést (mind a hifdkban mind a konidiumokban) és oxidativ
stressz, illetve hO tolerancidt eredményez (Han és munkatérsai, 2004b) (6. dbra). Tehat az
RgsA fehérje a GanB utvonal mdr emlitett, stresszvalasz indukdlé hatasat kontrollalja/gatolja
akkor, ha nincs sziikség erre a potencidlisan energia igényes folyamatra. Erdemes
megemliteni, hogy ez a fajta szabdlyozasi modell ellentétes az élesztOkben megfigyelttel:
Saccharomyces cerevisiae-ben Rgs2p hidnyaban megnd a hoOstresszel szembeni érzékenység,
mig overexpresszidja esetén szignifikdnsan emelkedik a hotiirés (Versele és munkatarsai,
1999), tovabba a PKA aktivitds gétolja az altalanos stresszvalaszt és a glikogén
akkumulédcidjat (Smith és munkatdrsai, 1998). Fontos azonban hangsilyoznunk, hogy két
kiilonboz6 gombédban egyazon mechanizmus alkalmazdsa a szignal transzdukcioban nem
feltétleniil jar azonos fizioldgiai hatdssal.

A fentieken kiviil tovabbi hdrom RGS-rdl tudunk (RgsB, RgsC and GprK) (3. 4bra),
am mivel ezek jellemzése jelenleg is folyik, pontos funkci6jukrdl csak kevés informacio 4ll
rendelkezésiinkre:

Az RgsB igen hasonlit a Rax1 proteinhez, ami az élesztOk bipolaris sarjadzdsdban
jatszik szerepet, és feltételezhetden egy a C-termindlis végen harom transzmembran doménnel
rendelkez0 fehérje (Lafuente és Gancedo, 1999). Az rgsB gén egy 2,5 kb méretl
transzkriptummal rendelkezik, ami a gomba egész életciklusa sordn viszonylag folyamatosan

jelen van (Han és munkatarsai, 2004b). Ellentétben az FIbA és RgsC proteinekkel, mind az
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RgsA mind az RgsB-tipusi RGS fehérjék kifejezetten a gombdkra jellemzdek és kétségkiviil
nincs emlésokben is eléforduld parjuk.

Az RgsC a fehérje kozépsO részén egy RGS doménnel, az N-termindlis végén egy
PXA, a C-termindlis végén pedig egy PX doménnel rendelkezik. A PX doménnek egyfajta
fehérje szortirozo szerepe lehet: a proteinek foszfoinozitol csoporthoz kapcsolva érik el a
szamukra megfeleld helyet (Sato és munkatarsai, 2001). Az RgsC tipusti gomba RGS fehérjék
az emlOs F alcsaladba tartozé RGS proteinekkel mutatnak hasonlésdgot. Han és munkatdrsai
szerint (2004b) RgsC a heterotrimer G-protein szignalizdcidban, a hifa novekedésben, a
sejtmag elhelyezkedésének és az organellumuk transzportjdnak (vezikularis trafficing)
reguldldsaban jatszik szerepet. Az rgsC gén egy 4.7 kb hosszusagu terméket kodol, az rgsC
mRNS szintje az aszexualis szaporodas sordn magas (Han és munkatarsai, 2004b).

GprK egyediildllo abbol a szempontbol, hogy 7-TM és RGS domént egyarant
tartalmaz (Lafon €s munkatédrsai, 2006). Az Arabidopsis thaliana RGS proteinjével mutat
hasonldésdgot (AtRGS1), ami a Gpal Go-alegység negativ reguldtora és az Arabidopsis-ban a

sejt proliferaciot iranyitja (Chen és munkatarsai, 2003).

G-protein kapcsolt |Heterotrimer alegységek |Ismert effektor
receptorok (GPCR) molekulak
GprA Go: FadA
GprB GanA Adenilat-ciklaz
GanB
GprC GB: SfaD
GprD p: a
GprE Gy: GpgA Proteinkinaz A
GprF Heterotrimer alegységek
GprG regulatorai
GprJ PhLP: PhnA
PhnB MAP-kinazok ?
GprH PhnC
Gprl RGS: FIbA MpkA
RgsA MpkB
GprK RgsB MpkC
+5 jarulékos GPCR RgsC HogA=SakA

3. dbra Aspergillus nidulans heterotrimer G-proteinek altal medidlt jelatviteli utvonalainak
alapveto elemei (Yu, 2006).
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1.2.4 Az Aspergillus nidulans aszexualis sporulaciéjanak szabalyozasa

A vegetativ novekedési fazis magdba foglalja a konidiumok csirdzasat és az egymassal
kapcsolatban 1évo differencidlatlan hifak hélézatabol 1étrejové micélium kialakulasat. A
novekedési periddust kovetden, megfeleld koriilmények kozott, a hifdk egyes sejtjei
felhagynak a novekedéssel és bonyolult, soksejtes strukturdkat hoznak létre, amelyekrol
lancszerien konidiumok flizodnek le. Ezeket a képleteket hivjuk konidioféroknak (4. dbra).
Az utébbi néhany évtizedben, a G-proteinek mellett, igen sok olyan gént azonositottak,
amelyek kozvetleniil vagy kozvetve, de részt vesznek az Aspergillus nidulans sporuldcidjanak
szabdlyozdsiban (Adams €és munkatdrsai, 1998; Lengeler és munkatdrsai, 2000; Rosén és
munkatarsai, 1999; Shimizu és Keller, 2001; Chang és munkatédrsai, 2004; Chang és
munkatarsai, 2004; Han és munkatarsai, 2004; Lafon és munkatarsai, 2005; Seo és
munkatarsai, 2006b). A blrA, az abaA és a wetA gének egymast kovetd expresszidja egy
kozponti szabdlyozasi utvonalat alkot, ami a vegetativ ndvekedésrdl az aszexualis
sporuldcidra valo attéréshez sziikséges (5. dbra).

A brlA gén egy Cys,-His; ,,zinc finger” tipusi DNS kot6 fehérjét kédol, ami az abaA
és a wetA gének transzkripcids szintli aktivatora és a konidium képzés sordn a vezikula
kialakuldsa koriil indukdlédik. Az abaA, wetA gének, illetve a hidrofobin kédol6 rodA,
valamint egy a konidiumok szinének kialakuldsaért felelés yA gén BRE (brlA respons
elements) kotohelyeket tartalmaznak. A BrlA hidnydban elmarad a fent emlitett gének
expresszidja és emiatt a sporuldcio is, és ugynevezett ,,bristle” fenotipus alakul ki, ami annak
koszonhetd, hogy a konidiumtartd nyél végén elmarad a vezikula képzés, és a nyél a normélis
hosszdnak 20-30 szorosara né meg. A brlA gén, azaz a kdzponti ttvonal aktivaldsa legalabb
hat regulator géntdl fiigg: fluG, fIbB, flbC, flbD, fIbE és az sfgA (5. édbra). Ezen gének
barmelyikének hidnya ,,fluffy” fenotipust eredményez (Adams és munkatarsai, 1988; 1998).

Az abaA (,abacus”) egy ATTS/TEA DNS kot6 motivummal rendelkezd
transzkripcids faktor. Miikodése nélkiilozhetetlen a konidioférok képzddéséhez, a fialid sejtek
differencidlédasdhoz €és funkciéjuknak megtartdsdhoz. (Aramayo és Timberlake, 1993;
Andrianopoulos és Timberlake, 1994) (5. abra). ,,Loss-of-funcition” muticiéja a fialid képzés
hidnyat és ismétlodé metula sejtképzodést eredményez. Az igy keletkezd metuldk friss
tapkozegbe keriilve képesek vegetativ hifdkkd alakulni (Andrianopoulos és Timberlake,
1994). Az abaA gén overexpresszidja onmagédban nem elegendd a sporuldcié indukdldsdhoz

(Aramayo €s Timberlake, 1993; Andrianopoulos €s Timberlake, 1994).
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A wetA gén termékének funkcid vesztése hasonlé eredménnyel jar, mint az abaA-é:
abnormdlis morfolégidju és funkcidjat betolteni képtelen, éretlen konidioférok képzddnek,
amiken ,,wet-white” tipusu pigmentélatlan, éretlen spordk jonnek l1étre. A wetA gén egy 60
kDa méretli, szerinben, treoninban és prolinban gazdag fehérjét kddol. Magdban a werA
tultermelése sem képes a sporuldcid indukdldsara, viszont gétolja a hifdk vegetativ
novekedését (Marshall és Timberlake, 1991).

Az FluGp egy kisméretl, diffuzibilis, az extracellularis térbe iiriilo, eddig még nem
azonositott molekula (ECF) szintéziséhez sziikséges. Ezt a feltételezést az a tény latszik
igazolni, hogy az egyébként nem sporazo fluG mutinsok, vad tipusu torzs telepei mellett
fejlodve konidiumot képeznek (Lee és Adams, 1994b). Az ECF egy receptorhoz kotodve - az
fIbB-D géneken keresztiil - a brlA-t aktivédlja (5. abra). A fluG delécioja ,fluffy” fenotipust
eredményez. Ezen mutdnsokban a brlA gén étirdsa, és a sporuldcid, illetve a ST termelés sem
figyelhetd meg. A FluG fehérje C-terminalis felén egy glutamin szintetdz 1 (GSI)-szerii
domén helyezkedik el (Lee és Adams, 1994b). A fluG egész C-terminalis felének
overexpresszidja konidiofér képzést indukal siillyesztett tenyészetekben, ahol egyébként az
aszexudlis folyamatok gatoltak (Lee és Adams, 1996; D’Souza és munkatdrsai, 2001). A FluG
aktivitdsdnak kovetkezményeit Osszefoglalva azt lehet mondani, hogy az aszexudlis
szaporodast szabdlyozé kaszkadot aktival, illetve az FIbA/FadA G-protein jelatviteli ttvonal
RGS tagjanak (FIbA) (kozvetve SfgA-n keresztiil) pozitiv moduldtora, igy a vegetativ
novekedési szignal inaktivaldja (5. abra). Itt érdemes kitérni arra, hogy a fadA, az sfaD és a
gpgA gének delécidja esetén sem vdilik nélkiilozhetové a FluG az aszexudlis ciklus soran.
Mivel a FluGp az egész életciklus alatt folyamatosan termelddik valdszinilileg
poszttranszkripciondlisan szabalyozott.

A FluG miikodésének jobb megismerése érdekében olyan mutaciokat (supressor of
[luG, sfg) kerestek, amelyek feleslegessé teszik a fluG gén jelenlétét, illetve miikodését a
konidium képzés és a ST szintézis szempontjabdl (Seo és munkatdrsai, 2003). Negyven
kiillonbozo sfg gént érintd mutécidt sikeriilt azonositani. Az sfgA gén kulcsfontossagunak
bizonyult, anndl is inkdbb, mivel a 40 mutaciobol 31 ezt a gént érintette. SfgA egy 601
aminosavbol all6 fehérjét kodol, aminek N-terminalis végén egy igen konzervativ Gal4 tipusu
»Zn(I1)2Cys6” DNS kotd motivum taldlhaté, ami arra enged kovetkeztetni, hogy SfgA egy
transzkripcids faktor lehet (Seo €s munkatérsai, 2006). A gén transzkripcidja soran képz06do
mRNS nagy mennyiségben akkumuldlédik a vegetativ novekedés sordn, majd
expresszidjdnak szintje folyamatosan csokken az aszexudlis és szexudlis folyamatok alatt. Az

sfgA gén atirdsa valdsziniileg transzkripcids szintli szabdlyozds mellett folyik. Az sfgA hidnya
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teljesen feleslegessé teszi a fluG jelenlétét, illetve miikodését az aszexudlis sporuldci6 és a ST
termelés szabdlyozdsdban, mig overexpresszéja gitolja ezt a két folyamatot. Ugy tiinik, hogy
a konidiogenezis elinditdsdhoz az SfgA gitlé hatdsdnak megszlinésére van sziikség
Aspergillus nidulans-ban. A FluG elsddleges szerepe az lehet, hogy az SfgA intracelluléris

represszios hatdsat feloldja (5. dbra).

4. abra Konidiumok és konidioférok  Aspergillus nidulans-ban. (A:
http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/nidulans2.gif; B:
http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/nidulans2.gif)

Az fIbB, fIbC és flbD gének szekvencidjuk alapjan feltehetdleg transzkripcids
faktorokat kodolnak, mig az fIbE nem mutat hasonlosagot egyetlen mas regulator fehérjével
sem. Hidnymutdnsaik ,fluffy” fenotipust és korldtozott sporuldcids képességet mutatnak.
Pontos szerepilk nem ismert, de valdszinlileg kozvetett médon a briA gén miikodését
szabalyozzdk. Kettds mutdnsokkal kivitelezett vizsgélatok alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az fIbB, fIbD, flbC gének az sfgA-t kdvetve, az fIbE viszont azt megeldzve vagy
azzal egy szinten vesz részt a sporuldcio €s a novekedés szabalyozasaban (5. abra) (Seo és

munkatarsai, 2006).
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FIUG ST termelés Sporulacio

5. ébra FluG, a brlA, illetve az flb gének szerepe az Aspergillus nidulans sporuldciéjaban (Seo
és munkatarsai, 2006).

A sporuldcié szabdlyozdsiban a fent vazolt dtvonal mellett, de ahhoz szorosan
kapcsolodva szerepe van G-protein medialt utvonalaknak is (Lee és munkatarsai, 1994; Yu és
munkatarsai, 1996a; Wieser és munkatarsai, 1997; Adams €és munkatarsai, 1998; Yu és
munkatarsai, 1999; Rosén és munkatarsai, 1999; Shimizu és Keller, 2001; Chang és
munkatarsai, 2004; Han és munkatarsai, 2004; Lafon és munkatarsai, 2005; Seo és
munkatarsai, 2005; Seo és Yu, 2006). Ezek a korabban mar emlitett FadA/FIbA és
GanB/RgsA jelatviteli utvonalak (6. dbra).
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6.

szabdlyozéasidban Aspergillus nidulans-ban (Yu, 2006).

1.2.5 Az autolizis

Az autolizis a gombdk életciklusdhoz szorosan hozzétartozé komplex folyamat. Bar az
autolizis, mint fogalom gyakran szerepel mikoldgiai témdji munkdkban, az autolizis
egyértelmt definici6javal csak ritkdn lehet taldlkozni. Adams és munkatdrsai (1998)

autolitikus fenotipuson a feliileti Aspergillus nidulans tenyészetek azon jellegzetességét
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értették, amikor a telepek belsejében egy id0 utdn a micéliumok ,,feloldédnak™, eltiinnek,
mely jelenség kiillondsen nem spérdzé mutdnsokndl figyelhetd meg jol (7. abra). White és
munkatdrsai (2002) az autolizist egy olyan természetes sejtpusztuldsi folyamatként
definidltdk, amely sordan hidrolitikus enzimek (pl.: kitindzok, glukandzok, proteinazok,
RNazok, DNazok) indukélédnak, amit intenziv vakuolizacid, a sejtorganellumok szétesése, a

hifak kiiiriilése és a sejtfal lebomldsa kisér.

7. dbra Aspergillus nidulans AflbA mutans torzsének autolizalé tenyészete szilard taptalajon.

Az autolizis vizsgdlata gyakorlati szempontbdl igéretes teriilet (White és munkatérsai,
2002; Pocsi és munkatarsai, 2003). A fermentécids iparban az autolizis gatlasaval lehetdség
nyilik a termeld fazis (idioféazis) hosszdnak elnytjtdsdra €s ezen keresztiil a képz6dod termék
mennyiségének novelésére, illetve a termék (pl.: fehérje) autolitikus proteindzok altali
degradiacidjdnak  mérséklésére.  Kontrolldlt indukédldsa ugyanakkor segitheti az
intracelluldrisan felhalmoz6dé molekuldk felszabaduldsat és konnyebb kinyerését is. Az
autolizis szamos hidrolitikus enzim képzodését befolyasolja, melyek koziil az extracelluléris
proteindzoknak, kitindzoknak és glukandzoknak is nagy gyakorlati jelentdsége van (White és
munkatarsai, 2002; Patidar és munkatarsai, 2005). Az autolizis indukalasaval ezen enzimek
mennyisége tobbszordsére novelhetd. Az autolizis folyamatdnak megzavardsa, a fentieken tul,
lehetOséget biztosithat uj tipust antifungdlis szerek kifejlesztésére is (Pocsi és munkatarsai,
2001). Potencidlis gyakorlati jelentdsége ellenére keveset tudunk a gombdk, kiilondsen a

fonalas gombak autolizisérol.
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Elsdként Mclntyre és munkatarsai (1999) hivtak fel a figyelmet arra, hogy az autolizis
nem egy passziv, nekrotikus sejtpusztulds, hanem egy jol szabdlyozott, aktiv, energiaigényes
folyamat. Azt tapasztaltdk ugyanis, hogy a Penicillium chrysogenum oxigén megvondassal
indukalt autolizise szén-, azaz energiaforrds jelenlétében intenzivebb volt, mint szénforrds
mentes tdpkozegben (McIntyre €s munkatdrsai, 1999). Az autolizis oxigén és ATP igénye
mellett (MclIntyre és munkatérsai, 1999), az autolizisben résztvevd hidroldazok képzddésének
eroteljes szabdlyozottsaga €s az autolizis egyes 1épéseinek programszeri lefutdsa (Pocsi és
munkatarsai, 2003) is arra utal, hogy az autolizis egy aktiv folyamat.

Az autolizist ma mar a gombak stressz vélasza részének tekintjiik, amit a novekedés
szempontjabol optimélis koriilmények megvaltozdsa, pl.: éhezés, oxigén hidny, toxikus
anyagok jelenléte vagy magas homérséklet indukdlhat (Lahoz és munkatarsai, 1974; Mclntyre
és munkatdarsai, 1999, 2000; White és munkatarsai, 1999, 2002). Az autolizisben ténylegesen
résztvevd hidrolazokrol, képzodésiikrol és mikodésiik szabalyozasardl azonban keveset
tudunk. Egy korai feltételezés szerint az Aspergillus nidulans autolizisének indukaldsdban a
FadA ttvonal vehet részt (Adams és munkatarsai, 1998). E feltételezés szerint kedvezo
tdpanyag ellatottsdg mellett a FadA utvonal a vegetativ éhezés alatt az autolizis fenntartdsat
biztositja, mikdzben a sporuldciét gatolja. A FluG-BrlA ttvonal ugyanakkor a FadA tutvonal

gdlasaval biztositja a ndvekedés és az autolizis gatlasat, és teszi lehetdvé a sporuléciot.

1.2.6 Az apoptézis

A sejtpusztulds alapvetden harom csoportra oszthaté: autofigidra (mikro- és
makroautofagia), apoptdzisra és nekrdzisra. Az elso kettd egy meghatdrozott program szerint
zajlik, genetikailag szabdlyozott, mig a harmadik egy a kornyezeti tényezOk (fizikai vagy
kémiai sériilések) altal kivaltott folyamat (Kiies és Fischer, 2006).

A metazoa szervezeteknek sziikségiik van arra, hogy megszabaduljanak a felesleges
vagy életmiikodéseiket akadalyozo, esetleg gatld sejtektdl. Ezt leggyakrabban a programozott
sejthaldl révén teszik meg. E jelenségek egy csoportjat nevezziik apoptdzisnak, amely a
nekrozistél markansan elkiiloniilo morfoldgiai jellegzetességekkel bir. Az apoptdzis sordn
megfigyelhetd valtozdsok: a kromatin kondenzalédasa, a DNS fragmentalodésa, a jellemzden
a plazmamembrdn intracellularis oldaldn elhelyezkedd foszfatidil-szerin oldallancok
kikeriilése az extracellularis oldalra, a reaktiv oxigénformdk (reactive oxygen species, ROS)

felhalmozdddsa, a mitokondriumok kondenzalddédsa és sejtmag koré rendezddése, illetve a
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sejtek pusztuldsat kovetden megjelend ugynevezett apoptotikus testek kialakuldsa (Strasser és
munkatdarsai, 2000; Kropper és Fésiis, 2002).

Emldésokben az apoptdzis alapvetoen két utvonalon aktivalodhat: a haldlligand-
haldlreceptor uton (I. tipusi apoptotikus reakcid), illetve a mitokondridlis citokrém-c
kiszabaduldsa révén (II. tipusu apoptotikus reakcio).

Az 1. tipusi apoptotikus reakcié kivéltdsaban kulcsfontossdgi ligandok a tumor
nekrézis faktorok (TNF), amelyek kozé tartozik tobbek kozott FAS és a TNF-a. Ezen
molekuldknak a tumor nekrézis faktor receptorok (TNFR) csalddjdba tartoz6 tgynevezett
halalreceptorokkal valé kapcsolédédsa tobb nagy szigndlmolekula-csaldd aktivdlodasat vagy
gatlasat eredményezheti, igy példdul: a kaszpazokét, a foszfolipazokét, a MAP-kindzokét, a
NF-kB (nuclear factor-kappa B) aktivacidés kaszkadét, illetve a reaktiv gyokokét. A
halélreceptorok szignélitvonalai mds receptorok jeldtviteléhez hasonldak: stimulus (TNF,
FAS ligand) — szenzor (TNFR) — adaptor (INF receptor-associated death domain (TRADD),
Fas-associated death domain (FADD) fehérje komplexek) — inicidtorkaszpazok (kaszpdz-8),
szfingomielindzok, foszfolipdzok, MAP-kinazok, NF-kB — effektorkaszpazok (kaszpaz-3, -6,
-7) — sejtvalasz — apoptdzis (Kropper és Fésiis, 2002).

Mivel a kaszpazok az apoptdzis jelatviteli és végrehajtdé szakaszdban is kozponti
szerepet jatszanak, érdemes roluk néhdny szot szolni. A kaszpidzok a fehérjéket az
aszparaginsav mellett hasité proteindzok. Mivel degradativ enzimek, proenzimek
(prokaszpdzok) formdjdban fordulnak el a sejtben. Az érett kaszpazok heterotetramer
szerkezetliek, heterodimerek homodimerei, két nagy €s két kis alegységbdl dllnak. A kaszpaz-
2-t, -8-at, -9-et és -10-et nevezziik inicidtorkaszpaznak, mig a kaszpaz-3 az elsddleges
effektor, melynek miikodését a kaszpdz-6 é€s -7 segiti. A kaszpaz-3 szubsztratjai lehetnek
struktarfehérjék és olyan enzimek, amelyek aktivdldsuk utdn a sejtek lebontdsat végzik. Az
utobbiak kozé tartozik pl. a kaszpaz-2, -6 és -10. Itt meg kell jegyezni, hogy létezik a
sejthaldlnak egy olyan forméja is, amely a kaszpdzok gatlasa mellett figyelhetd meg. Jelenleg
még nem tudjuk, hogy mi all az ilyen jellegli sejtpusztuldsi folyamatok mogott, de egyre
inkabb elfogadottd valik egy kaszpdzfiiggetlen sejthaldl jelutvonal létezése. (Strasser és
munkatarsai, 2000; Kropper és Fésiis, 2002).

A 1L tipusu apoptotikus reakci6 kialakuldsdban a mitokondriumoknak kulcsfontossagu
szerep jut. A mitokondriumot szoktdk az apoptotikus szigndlok integritoranak is nevezni,

mivel szdmos irdnybdl érhetik olyan jelek, amelyek a citokrom-c kidramlasat, és igy a

28



programozott sejthaldl aktivalodasat okozhatjdk. A citokrom-c mitokondriumbdl torténd
kidramldsa, a feltételezések szerint alapvetden kétféle mddon torténhet:

1. a citokrom-c a kiils6 mitokondrium membrdn valamilyen porusan, csatorndjan
keresztiil jut ki a citoplazmdba. E pérusok kialakitdsaban jelentds szerepet jatszik a
Bax, oligomerizdl6ddsa révén oOndlldan, illetve fesziiltségfiiggd anioncsatorndval
(VDAC) komplexet alkotva.

2. a mitokondridlis métrix duzzaddsa a kiils0 membrén felszakaddsahoz és citokrém-
¢ kidramlashoz vezet. A duzzadast a nukleotidtranszport gatldsa vagy az dtmeneti
permeabilitdsi poruskomplex (permeability transition pore complex, PTP)
megnyildsa okozhatja.

A citokrom-c kidramlast okozo jelek koziil kiemelném a DNS karosodasét, aminek
hatdsdra a genom épsége folott 6rkodo pS3 aktivalodik. Hatdsara szamos gén indukélédik:
ilyen a sejt redoxallapotét szabdlyoz6 pig3 (p53-indukélt gén 3), amelynek terméke hatdsosan
allit eld reaktiv oxigéngyokoket, amelyek a mitokondrium enzimrendszereiben tehetnek kart,
illetve a permeabilitdsi porus (PTP) nyildsdt okozhatjadk. Ez membran depolarizicidt és
citokrom-c kidramlédst eredményezhet. A p53 nem csak mds gének aktivalasa révén, hanem
kiilonbozo kornyezeti hatdsokra a sejtmagbol a mitokondriumba transzlokalédva, hosokk
fehérjékkel és mas proteinekkel egyiittmiikodve is képes a mitokondrium membréin
depolarizacidjat kivaltani. Emlitést érdemel még a bax, egy porusformdlé képességgel
rendelkezd fehérje génje, amely a citokrom-c kidramlasat képes eldidézni (Kropper és Fésiis,
2002).

A sejt Ca®* hdztartdsanak felboruldsa is okozhat citokrém-c kidramldst és apoptozist.
A citoszol Ca®* szintjének valtozdsa hatdssal van, kiilonb6z0 transzport rendszereken
keresztiil, a mitokondrium Ca* szintjére 1s. Bizonyos hatdsokra oly mértékben
megemelkedhet az intracellularis Ca®* koncentracid, hogy kalcium tult6ltddés 1ép fel, ez a
PTP nyitasaval sziintethetd meg, ami viszont a belsd membran depolarizaciéjit eredményezi.
Ha sokdig all fenn a membran depolarizaltsdga, akkor a citokrém-c citoszolba aramlésa is
bekovetkezhet, és beindulhat az apoptdzis (Kropper és Fésiis, 2002).

Kozvetve ugyan, de a ceramid is okozhat membrian depolariziciét €s ennek
kovetkezményeként citokrom-c kidramlést. A kaszpazok felfedezése eldtt sokdig a ceramidot
tartottdk a FAS és a TNFR indukalta apoptozis medidtordnak. A kiviilrdl adott C2-ceramid
indukélja, mig mds szfingolipid-szarmazékok (pl.: szfingozin-1-foszfat) gatoljak az
apoptozist. A ceramid kozvetleniil nem 1dézi el6 a mitokundrium membran depolarizicigjat,

de az endoplazmatikus retikulumban és a Golgi-appardtusban a beldle képz6dé GD3-
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gangliozid igen. Szerepe valészinlleg masodlagos, mivel szfingomielindz defektes
sejtvonalakban is kimutathaté apoptotikus sejtpusztulds. Hasonlé hatdssal rendelkeznek a
forbolészterek, a retinoidszarmazékok és a mikrotubuluskarosodas 1is, de citokrom-c
kidramlast indukdlhatnak kiilonboz6 kindzok, foszfatdzok és természetesen kaszpazok

egyarant (Kropper és Fésiis, 2002).

1.2.7 Apoptozis a gombakban

Bér az apoptoézist eldszor, mint a metazodkra jellemzo6 folyamatot irtdk le, szamos
apoptozisra utalé jelenséget figyeltek meg novényekben €s gombdkban is (Beers, 1997;
Madeo és munkatérsai, 1997; Frohlich és Madeo, 2000; Cheng és munkatarsai, 2003; Leiter
és munkatarsai, 2005; Weis és munkatarsai, 2004; Gechev, 2006). Gombakban elsoként
Madeo €és munkatdrsai (1997) mutattak ki apoptdzis-szerli sejtpusztuldst. A Saccharomyces
cerevisiae ¢dc485°*° mutdnsanak tanulményozdsakor azt tapasztaltdk, hogy a sejtpusztulds
egylitt jart bizonyos apoptotikus markerek (membrédn inverzid, kromatin kondenzicié, DNS
fragmentacio, sejt fragmentécid) kifejezodésével. KésObb, apoptdzis-szerii sejtpusztulast tobb
mds egysejtl és fonalas morfolégidju gombdbdl is kimutattak, tobbek kozott a
Schizosaccharomyces pombe (Rodriguez-Menocal €s D'Urso, 2004), Pichia pastoris (Weis és
munkatarsai, 2004), Kluyveromyces lactis (Mazzoni és munkatarsai, 2003), Candida albicans
(Keyhani és Keyhani, 2004; Gyetvai és munkatarsi, 2006), Mucor racemosus (Roze és Linz,
1998), Aspergillus fumigatus (Mousavi és Robson, 2003), Aspergillus nidulans (Cheng és
munkatdrsai, 2003; Leiter és munkatarsai, 2005) és Neurospora crassa (Marek és
munkatdarsai, 2003) fajokbdl.

Szdmos gént, illetve fehérjét azonositottak az elmult évtizedben, amelyek részt
vesznek a gombak apoptdzis-szerii sejtpusztuldsi folyamatainak szabalyozasdban.

Az emldsokben kozponti szerepet betoltd RAS-cAMP-PKA szigndl tdtvonal, amely
mind proapoptotikus, mind antiapoptotikus jelek tovédbbitdsdban részt vesz, az élesztd
gombdkban is jelentds szerephez jut a sejtproliferacié és a sejthaldl szabdlyozdsaban.
Saccharomyces cerevisiae-ben MAP-kinaz és cAMP-PKA fiiggd valaszok reguldlasdban
jatszik szerepet (Leberer és munkatdarsai, 2001; Rocha €s munkatarsai, 2001). A ras gén
delécidja Candida albicans-ban a halélszignalokkal szembeni érzékenységet csokkenti, mig

hiperaktiv formdja gyorsitja a sejthaldlt, bar Onmagdban nem elegendd az apoptdzis
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elinditdsdhoz (Chang és munkatarsai, 2000; Saavedra és munkatarsai, 2002; Phillips és
munkatarsai, 2006).

Természetesen a gombdkban is fellelhetok az emlos kaszpdzokkal homolég fehérjék,
amelyek jelenléte 4ltaldban sziikséges a programozott sejthaldl kialakuldsdhoz, ezek a
metakaszpazok. Aspergillus nidulans és Aspergillus fumigatus genomjaban kettd darab
metakaszpazt kédold gént sikeriilt azonositani, ezek Neurospora crassa-ban is megtaldlhat6ak
(Thrane és munkatarsai, 2004). Elesztékben egy olyan metakaszpéz talalhaté (YCA1), ami az
emlOs kaszpazok szerkezeti homoldgja. Az YCAI1 overexpresszidja apoptdzist stimuldl
Saccharomyces cerevisiae-ben, mig hidnydban az apoptdzis elmarad (Véachova és
munkatarsai, 2006). Itt kell megjegyezziik, hogy az emldsokhoz hasonléan gombdkban is
megfigyelték a programozott sejthaldl olyan tipusdt, amely feltehetoleg fiiggetlen a
kaszpazoktol: Aspergillus nidulans egyik, metakaszpazt kodold casA génjének delécids
mutiansadban is sikeriilt apoptézist indukalni fitoszfingozin segitségével (Cheng és
munkatarsai, 2003).

A kaszpazok mellet szamos mds fehérje is elofordul a gombdkban, amelyek részt
vesznek az apoptodzis szabdlyozdsaban, és emlos regulator fehérjékkel mutatnak hasonldsagot.
Ezek kozott vannak apoptotikus és antiapoptotikus hatdsu proteinek is. Schizosaccharomyces
pombe Rad9 fehérjéje, egy a DNS sériilését ellenorzo protein, ami olyan domént tartalmaz,
amely az emlos proapoptotikus Bax BH-3 haldldoménjével mutat hasonldsagot (Kamatsu és
munkatarsai, 2000). Az emlosokben a mitokondrium bels6 membranjaban taldlhat6
apoptozis-indukald faktor (AIF) homoldg fehérjét (Aiflp) élesztokben is sikeriilt azonositani
(Wissing és munkatarsai, 2004). Az antiapoptotikus fehérjék koziil az emldsokben €és a
novényekben is igen konzervélt Bax inhibitor-1-et (BI-1) Chae és munkatarsai (2003) irtdk le
élesztokben. Egy masik hasonl6 hatdsu protein az IAP (inhibitor of apoptosis protein) génjét
Saccharomyces cerevisiae genomjdban sikeriilt azonositani (Uren és munkatarsai, 1999).
Emldsokben a HtrA2 (hihg-temperature resistance A) fehérje az IAP gatldsa révén indukdlja
az apoptozist. Fahrenkorg és munkatarsainak (2004) Saccharomyces cerevisiae genomjaban

sikeriilt azonositani a HtrA2 homoldgjat, amit Nmal 11p-nek neveztek el.

Igen sokféle koriilmény képes apoptdzist kivaltani gombékban:

A kornyezeti koriilmények véltozdsa (tdpanyagok, pH, ROS) nem csak nekrotikus sejt
pusztuldst eredményezhetnek, hanem bizonyos esetekben apoptozist is. Saccharomyces

cerevisiae és Candida albicans tenyészeteiben ecetsavkezelés hatdsira, a koncentraci6tol
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fliggden, elobb apoptozis-szerii folyamatok, majd nekrézis figyelhetd6 meg. Egyes aminosavak
hidnya is lehet apoptdzis indukdlé hatdsd auxotrof élesztok esetében (Eisler és munkatarsai,
2004). Szamos eredmény utal arra, hogy szoros kapcsolat van a ROS akkumuldlddasa és az
apoptotikus folyamatok indukciéja kozott. A ROS koncentrici6janak emelkedése és az
antioxiddns enzimek (pl.: szuperoxid diszmutdzok, kataldzok, peroxiddzok) hidnya gyorsitja
az Oregedést és csokkenti a sejtek élettartamat, mig az antioxiddns anyagok (pl. glutation, o-
tokoferol) ellentétes hatassal birnak (Laun és munkatarsai, 2001; Marchetti és munkatarsai,
2005). Az oxidativ stressz, fizioldgids koriilmények kozott, nem csak a gombdk sejtjeinek
oregedésében és nekrozisdban, hanem programozott sejthaldldnak szabdlyozédsdban is fontos
szerepet jatszik (Laun és munkatdrsai, 2001; Amin és munkatdrsai, 2004; Marchetti és
munkatdrsai, 2005). Igy nem meglepd, hogy az apoptézis j61 indukdlhaté reaktiv gyokok
(hidrogénperoxid) segitségével Saccharomyces cerevisiae és Candida albicans tenyészeteiben
(Madeo ¢és munkatéarsai, 1997, 1999). Saccharomyces cerevisiae Oreg anyasejtjei a
mitokondriumbdl szdrmazd erdsen oxidalt molekuldkat tartalmaznak, és apoptotikus
folyamatokra utal6 jeleket mutatnak abban az esetben is, ha nincs jelen a tapkozegben kiilsé
szabadgyok forrds (Laun és munkatérsai, 2001). Hasonl6 hatdssal bir a ROS fonalas gombak
esetében is: Aspergillus fumigatus tenyészeteihez toxikus, de szubletdlis koncentracidju
hidrogénperoxidot adva apoptotikus fenotipus figyelhet6 meg, amely kaszpazgétlok
jelenlétében is kialakul (Amin és munkatarsai, 2004).

A reaktiv oxigénformdk képzddésének egyik legfontosabb helye a mitokondrium.
Emellett a szabad gyokok akkumuldl6ddsat a mitokondrium membranjanak depolarizacidja
kovetheti, ami citokrém-c felszabaduldshoz és az apoptdzis indukciéjahoz vezethet (Khan és
munkatdrsai, 2005). A Saccharomyces cerevisiae cdc48 (egyfajta ATPéaz ko6dold gén)

génjének pontmutécidja (cdc48>°

) olyan zavarokat okoz a fehérje degradaciéban, ami a
mitokondriumok diszfunkcidjahoz, citokrom-c felhalmozdédashoz és apoptotikus fenotipus
kialakuldsahoz vezet (Madeo és munkatarsai, 1997, 1999; Braun és munkatarsai, 2006). A
CDC48 fehérje mutacidja altal indukdlt apoptozist a fentiek mellett ROS akkumuldlodas és
kaszpaz-szerl” aktivitds kiséri (Braun és munkatarsai, 2006). A citokrém-c sejtplazmaba
torténd kidramlasat Saccharomyces cerevisiae tenyészeteihez adott ecetsav (Ludovico és
munkatarsai, 2001) és egyes hiszton chaperon fehérjét kodolé gének (asfl/cial) hidnya
(Yamaki és munkatarsai, 2001) is eldidézheti.

A mitokondriumok és a citoszkeleton kozotti igen szoros kapcsolat — a

mitokondriumok az aktin filamentumok mentén mozognak, és keriilnek az ujonnan képzddott

utdd sejtbe (Simon és munkatarsai, 1999; Boldogh és munkatarsai, 2001) — lehet a
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magyarazata annak, hogy az aktin filamentumok dinamikajanak, az aktin szélak felépiilésének
és bomlasdnak lassuldsa, a mitokondrium membranjanak depolarizdcidjat, megemelkedett
intracellularis ROS szintet €és DNS fragmentdciot, vagyis apoptotikus jellegeket eredményez
(Gourlay és munkatarsai, 2004, 2005).

Az apoptdzis sordn a ceramid mellett a szfingozin szint dtmeneti emelkedése is
megfigyelhetd. Az exogén szfingozin (fitoszfingozin (PHS), illetve a dihidroszfingozin
(DHS)) hatékony induktora az apoptézisnak (Kolesnick és munkatdrsai, 1998; Hannun és
munkatarsai, 2000, 2001; Cheng és munkatérsai, 2003). Az szfingozin-1-foszfat a ceramid
antagonistdja, mivel G-protein kapcsolt receptoron keresztiil fokozza a sejt proliferaciot és
noveli a sejt tdlélésének esélyét (Olivera és munkatarsai, 1993; Strasser €s munkatdrsai,
2000). Aspergillus nidulans-ban a szfingolipidek elengedhetetlenek a sejtpolarizécio
kialakitdsdban és fenntartdsidban, az aktin citoszkeleton kontrollja révén (Cheng és
munkatéarsai, 2003). A szfingozinok 4ltal indukélt programozott sejthaldl Aspergillus
nidulans-ban metakaszpdzok hidnyédban is tetten érhetd (Cheng és munkatdrsai, 2003).

A trigliceridek (TAG) fontos energia-raktaroz0 molekuldk az eukaridtakban.
Schizosaccharomyces pombe-ben a TAG szintézis két kulcs enzimét kodold génnek (plhl,
dgal) hianydban az élesztd sejtek (DKO sejtek) elveszitik életképességiiket a stacioner
fazisba lépve. Az exponencidlis fazisban 1évo DKO sejtekben diacilglicerol (DAG) kezelés
hatdsara drdmai apoptotikus folyamatok indulnak. Az éhezd DKO sejtekre csokkent
életképesség, DNS fragmentacid, foszfatidil-szerin externalizdcié és ROS képzddés jellemzo,
amelyek jol ismert apoptotikus markerek (Zhang és munkatarsai, 2003).

Az orokitOanyag, illetve a replikdcds folyamatok sériilése is apoptdzisba taszithatja a
sejteket. Ennek oka lehet: oxidacio, illetve UV fény hatdsara, esetleg a replikdciés komplex
vagy a replikacios iniciacios komplex hibdja miatt kialakuldé kédrosodas. Az ilyen jellegli
defektusok a ciklin-dependens kindzok gatldsa révén a mitdézis elmaraddsahoz, és ezen
keresztiil, az eml0s sejtekhez hasonldan, a gombdkban is programozott sejthaldlhoz vezetnek
(Ribeiro és munkatarsai, 2006; Weinberger és munkatdrsai, 2005). fgy a hasado élesztokben,
a telomerek fenntartdsahoz és replikdciojdhoz elengedhetetlen telomer koto fehérjék
inaktivacioja abnormalis telomerek kialakuldsdhoz és a sejtciklust a G2/M fazisban vald
leédllasahoz vezet (Nugent €s munkatérsai, 1996). Ha a kdrosodott részek javitdsa nem torténik
meg, a sejt elindul a programozott sejthaldl utjdn, mikdézben az apoptdzis Osszes
jellegzetessége megfigyelhetd rajta. Ez a fajta programozott sejthaldl feltételezhetéen a

/////

sarjadz6 élesztokben elengedhetetlen az ORC1 és ORC2 (origin recognition komplex), ami a
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pre-replikaciés komplex Osszeszereléséhez sziikséges a G1 fazis sordn, hidnydban a sejt
fejlodése megéll a G2/M fazisban, majd elindul a sejthaldl program (Burhans és munkatarsai,
2003). Hasonl6 eredménnyel jar az ASF1 é€lesztd hiszton-acetiltranszferdz inaktivadlodasa is
(Yamaki és munkatarsai, 2001).

Erdekes tipusa a programozott sejthalilnak a gombdk differencialédasi folyamtaihoz
kotott formdja. Ilyen példaul a Podospora-ban és Neurospora-ban megfigyelt vegetativ
inkompatibilitds 4ltal indukdlt, vagy a ,,nagy” gombdknal a termodtest lemezes vagy csdves
termorétegének kialakuldsa sordn tetten €rhetd sejtpusztulds (Saupe és munkatarsai, 2000;

Umar és munkatarsai, 1997, 1998).

34



2. Anyagok és vizsgalati médszerek

2.1 A vizsgalt Aspergillus nidulans torzsek

Kisérleteinkben az alabbi torzseket hasznaltuk:

A torzs jele A torzs genotipusa

FGSC 26 biAl, veAl

FGSC 1035" yA2, fadA%""

RIHO046 ° argB2, biAl, pyroA4, veAl, Aflba::argB

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

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

RKH52.02 pabaAl, yA2, ArgsA::argB" AganB::argB"*

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

FGSC 744 fluG1, pabaAl, yA2

A torzsekhez Prof. Dr. Stefan Rosén  (Lund University, Svédorszdg), a Fungal
Genetic Stock Center (University of Kansas Medical Center, Kansas, Egyesiilt Allamok),
illetve Dr. Jae-Hyuk ~ Yu (University of Wisconsin-Medison, Egyesiilt Allamok) szives
kozremiikodése révén jutottunk hozzd. A minimadl tipagaron (Barrat és munkatarsai, 1965)
felnovesztett (37°C, 1 hét) torzseket 4°C-on tdroltuk, és kisérleteinkhez a két hétnél nem
oregebb tenyészetek spordit hasznéltuk fel. A minimdl tadpagar Osszetétele a kovetkezd volt:
10 g/l gliik6z, 20 g/l agar, 6 g/l NaNOs, 1,5 g/l KH,PO4, 0,5 g/l MgS044H,0, 0,5 g/l KCl, 0,1
% (v/v) nyomelem oldat pH 6,5. A nyomelem oldat Osszetétele a kovetkezd volt: 22 g/l
ZnSO47H,0, 11 g/l H3BOs3, 5 g/l MnCly4H,0, 5 g/l FeSO47H,0, 1,6 g/l CoSO45H,0, 1,6
g/1 CuSO4'5H,0, 1,1 g/l (NH4)sM070244H,0 és 50 g/l Na,EDTA.

A tépagar sziikség szerint 25 pg/l biotint, 1 mg/l piridoxint, 25 pg/l para-
aminobenzoesavat is tartalmazott. Az RJH046 torzs aszexudlis sporuldciojat 25 pg/l biotint, 1

mg/l piridoxint és 48 g/l NaCl-ot tartalmazé tdpagaron indukéltuk.
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2.2 Az Aspergillus nidulans tenyésztése

A siillyesztett tenyészetek vizsgdlatdhoz komplex tapoldatot haszndltunk. E tapoldat
Osszetétele megegyezett a fent leirtakkal, de agart nem tartalmazott és 5 g/l élesztOkivonattal
(Oxoid, Basingstake, Nagy Britannia) egészitettiik ki. A tdpleves 100 ml-ét 50 milli6 spéraval
oltottuk be, és a tenyészeteket razéinkubdtorban 37 °C-on 180 rpm-mel rdzattuk.

Az apoptézis indukéldsakor a tenyészetekhez 0,005 g/l D,L-dihidroszfingozint és 0,3

g/l fitoszfingozint adtunk a tenyésztés 30. 6rdjdban.

2.3 Fiziologiai vizsgalatok

2.3.1 Intracellularis enzimaktivitasok mérése

Az intracelluldris enzimek aktivitisdnak mérésekor 10 ml tenyészetet zsugoritott
tivegszlirén szlirtiink 4t, desztilldlt vizzel mostunk, majd a micéliumokat 10 ml 4 °C-os 0,1
mol/l-es foszfat pufferben (pH 7,6) szuszpendaltuk fel, és -20°C-on megfagyasztottuk. A
fagyott mintdkat X-press (AB Biox, Goteborg, Svédorszdg) segitségével tartuk fel. A
sejtmentes kivonatot 1,44 mmol/l o-toluil-szulfonil-fluorid (fenil-metil-szulfonil-fluorid,
PMSF) proteindzgatlval kezeltiik, centrifugéltuk (10000g, 10 perc, 4°C) és a feliildszét
hasznaltuk méréseinkhez (Emri és munkatarsai, 1997). Az enzimaktivitdsokat — a y-glutamil-
transzpeptiddz (YGT) aktivitdsok kivételével - ,rate assay” moddszerekkel fotometridsan
hataroztuk meg. Az egyes enzimeknél a reakcidelegyek végtérfogata 1 ml volt és 10% (v/v)
minta mellett az alabbi komponenseket tartalmaztak:

Gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD): 20 mmol/l Hepes (pH=7,6), 1 mmol/l gliikkdz-
6-foszfat, 1 mmol/l NADP, 10 mmol/l MgCl,. A NADPH képzd6dését 340 nm-en kovettiik
nyomon (Emri és munkatarsai, 1994).

NADP-specifikus izocitrat dehidrogendaz (NADP-ID): 20 mmol/l Hepes (pH=7,6), 0,5
mmol/l izocitrdt, 1 mmol/l NADP, 10 mmol/l MgCl,. A NADPH képzddését 340 nm-en
kovettiilk nyomon (Bruinenberg és munkatarsai, 1983).

Kataldz: 20 mmol/l Hepes (pH 7,6), 0,1 mmol/l H;O,. A H,0, fogyéasat 240 nm-en
kovettilk nyomon (Roggenkamp és munkatdrsai, 1974).

Szuperoxid diszmutdz (SOD): teljes SOD {SOD(CuZn) + SOD(Mn)} aktivitdsanal 50
mmol/l Na-foszfét puffer (pH 7,8), 1,4 mmol/l DETAPAC, 70 umol/I Nitro Blue Tetrazolium
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(NBT), 0,2 mmol/l xantin, 10 U/l xantin oxidaz, 1000 U/l kataliz. A SOD(Mn) aktivitas
mérésénél a fenti oldat 5 mmol/l NaCN-ot is tartalmazott. Az NBT oxiddléddsat 560 nm-en
kovettiilk nyomon (Oberley és munkatérsai, 1984).

Glutation reduktdz (GR): 0,1 M Na-foszfat puffer (pH 7,6), 0,1 mmol/l NADPH, 1,5
mmol/l oxidalt glutation (GSSG). A NADPH fogyasat 340 nm-en detektdltuk (Pinto és
munkatarsai, 1984).

Glutation peroxiddz (GPx): 50 mmol/l Tris-HCI (pH 7,6), 0,091 mmol/l EDTA, 0,12
mmol/l NADPH, 0,25 mmol/l GSH, 440 U/l GR, 0,1 mmol/l kumén-hidroperoxid. A NADPH
fogyasat 340 nm-en detektaltuk (Chiu és munkatérsai, 1976).

A YGT esetében a reakcidelegy 0,1 M Tris-HCI-t (pH 8,0), 20 mmol/l glicin-glicint, 1
mmol/l y-glutamil-p-nitroanilidet €s 50% (v/v) mintét tartalmazott. A méréshez kozvetleniil az
X-press-szel feltart, de még nem centrifugdlt sejtmentes kivonatot hasznédltuk. Az 1 Oras,
szobahOmérsékleten torténd inkubécidt kovetden a mintdkat centrifugdltuk (10000g, 10 perc,
4°C), és a felszabadult p-nitroanilid mennyiségét a 410 nm-en mért abszorbancia valtozasbol

hatdroztuk meg (Emri és munkatérsai, 1997).

Az enzimaktivitisokat a mintdk fehérjetartalmdra vonatkoztattuk, és a specifikus
aktivitdsokat mkat/kg-protein (kataldz esetében kat/kg-protein) dimenzidban adtuk meg. A
SOD-ok aktivitasit egységekben (U) tiintettiik fel. (1U az az enzimmenyiség volt, amely az
NBT redukcidjdban 50%-os gétlast okozott). A mintdk fehérjetartalmat a Peterson altal

modositott (1983) Folin reakcio segitségével hatdroztuk meg.

2.3.2 A sejtek GSH és GSSG tartalmanak meghatarozasa

A sejtek glutation (GSH) és glutation-diszulfid (GSSG) tartalmdnak meghatarozasakor
5 ml tenyészetet zsugoritott tivegszlirOn atszlrtiink, desztillalt vizzel mostunk, és a sejteket 1
ml 4°C-o0s, 5% (w/v) 5’ -szulfoszalicilsav oldatban tartuk fel (20 perc inkubdlds 4°C-on). A
mintdkat centrifugdltuk (10000g, 10 perc, 4°C), és a feliilisz6t trietanol-aminnal vald
ko6z6mbosités utan hasznaltuk fel méréseinkhez (Emri és munkatarsai, 1997).

A sejtek oxiddlt glutation (GSSG) tartalmdnak méréséhez az Anderson (1985) altal
kidolgozott ,rate assay” eljardst haszndltuk. A reakcidelegy ebben az esetben az aldbbi
osszetételll volt: 115 mmol/l Na-foszfat puffer (pH 7,5), 50 mmol/l EDTA, 0,6 mmol/l 5,5’-
ditio-bis(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mmol/l NADPH, 1,5 kU/I GR és 10% (v/v) minta. A
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DTNB redukaléddsat 412 nm-en, fotometrikus tuton kovettik nyomon. A mintdk GSH
tartalmat el0zetesen 2-vinilpiridines kezeléssel (185 mmol/l, 1 6ra, pH 6,0-7,0) reagéltattuk el.

A GSH tartalom meghatdrozasa szintén az Anderson-féle (1985) moddszer alapjin
tortént oly médon, hogy a mintédk teljes glutation (GSH+GSSG) tartalmat mértilk meg (a 2-
vinilpiridines kezelés elhagydsaval), és a GSSG tartalom ismeretében hatdroztuk meg a GSH
mennyiségét.

A mért GSH és GSSG mennyiségeket a tenyészetek szarazanyag-tartalmara (DCM)
vonatkoztattuk, és mmol/kg DCM dimenziéban adtuk meg (a DCM meghatirozas modszerét

a 2.4 fejezetben irtam le).

2.3.3 A sejtek szuperoxid és peroxid tartalmanak mérése

A sejtek szuperoxid és peroxid tartalmdnak meghatdrozdsakor 5 ml tenyészetet
szirtlink 4t zsugoritott iivegszlrdn, és azt a GSH, GSSG koncentraciomérésnél leirtak szerint
tartuk fel. A mintdkat centrifugéltuk (10000g, 10 perc, 4°C), és a feliilisz6t 2 mol/l-es NaOH
oldattal torténod k6zombosités utdn hasznaltuk fel méréseinkhez (Emri és munkatarsai, 1997).

A sejtek szuperoxid (Carter és munkatdrsai, 1994) termelésének vizsgalatandl a
tenyészetekhez dihidroetidint, peroxid tartalmanak méréséhez (Royall €s Ischiropoulos 1993)
2’,7’-diklorofluoreszcein-diacetitot adtunk 10 pmol/l-es koncentraciéban. Az egy 6ra alatt
képz6do etidium (Et), illetve 2°,7’-diklorofluoreszcein (DCF) koncentraciéjat fluorimetridsan
hatdroztuk meg (Aexcp=488 nm, Aemp=010 nm; Aepcr=502 nm, Aempcr=523 nm). A
képzodott Et és DCF mennyiségét a sejtek DCM-ra vonatkoztattuk, és mmol/kg DCM

dimenzidban adtuk meg.

2.3.4 A tapkozeg gliik6z és ammonia tartalmanak mérése

A tapkozeg gliikéz tartalmdnak meghatdrozdsa a Leary és munkatdrsai (1992) éltal
kidolgozott “rate assay” segitségével tortént. A reakcidelegy Osszetétele az alabbi volt: 0,1
mol/l K-Na-foszfat puffer (pH=6.6), 4 kU/1 gliikéz-oxiddz, 1 kU/I peroxidadz, 0,76 mmol/l 4-
aminoantipirin, 11 mmol/l fenol és 3 % (v/v) minta. A mérés 500 nm-en tortént.

A tdpkozeg ammoénia koncentracigjait OP-NH3-7113-S tipusi ammonia-szenzitiv

elektréddal (Radelkis, Magyarorszag) mértilk meg (Pusztahelyi és munkatérsai, 1997a).
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2.3.5 A tenyészetek specifikus MTT redukcids aktivitasanak mérése

Az 1 ml tenyészetbdl szdrmazd és centrifugdlassal (5 perc, 4000 rpm, 24 °C)
kiiilepitett micéliumokat 2 ml, 5 mg/ml MTT (metil-tiazoltetrazolium) koncentricidju friss
tdpoldatban szuszpendaltuk fel, és 4 6rdn 4t 37 °C-on inkubdltuk forgéinkubdtorban. Az MTT
redukcigjanak leallitasahoz €s a sejtekben képzodott MTT-formazan felszabaditasdhoz 0,6 ml,
200 g/l SDS-t és 20 mmol/l HCI-t tartalmazé oldatot adtunk a szuszpenzidhoz, és tovdbb
inkubdltuk 37 °C-on. A mintdkat végiil centrifugéltuk (5 perc, 10000 rpm, 24 °C), és az MTT-
formazdn mennyiségét fotometridsan (A=550 nm) hatdroztuk meg a feliiliszobdl. A mért
abszorbancia értékeket (Assp) a mintdk DCM-ra vonatkoztattuk, és az €16 sejtek ardnyanak

jellemzésére hasznéltuk (Lee és munkatarsai, 1999).

2.3.6 A teljes és a cian-rezisztens 1égzés mérése

A tenyészetek 1égzését 37 °C-on, 15 ml-es oxinografids celldban, OXY 320 tipusu
polarogréifids oxigén elektroddal (WTW, Weilheim, Gemany) hatdroztuk meg. A cidn-
rezisztens 1€gzés (alternativ 1égzés) mérésekor a citokrém-c fiiggd utat 5 mmol/l KCN-dal
gatoltuk, és a megmarad¢ aktivitdst tekintettiik cidn-rezisztens 1égzésnek, amit a teljes 1€gzés

szazalékdban adtunk meg (Bahr és Bonner, 1973).

2.4 Az autolitikus markerek nyomon kovetése

Az autolizis nyomon kovetésére alapvetden a tenyészetek ot jellemzojét vettiik alapul:
a szdrazanyag-tartalom valtozasét, a kitindz €s a proteindz aktivitdsokat, illetve a pelletatmérd
csokkenését és a fonalak fragmentalddasat.

A tenyészetek szarazanyag-tartalmdnak (DCM) mérésekor 5 ml tenyészetet zsugoritott
tivegsziirobn sziirtlink at, a kisztrt micéliumokat desztilldlt vizzel mostuk, majd
sulydlland6sagig (2 nap) szdritottuk (Pusztahelyi és munkatédrsai, 1997a). A sziirletet a
tapkozeg kitinaz és proteindz aktivitdsanak meghatarozasdhoz hasznéltuk fel.

A kitinaz aktivitdsok mérésénél 100 pl mintahoz 600 pl 0,1 mol/l-es citrat puffert (pH
5,0) és 100 ul CM-Chitin-RBV (Loewe Biochemica GmbH, Sauerlach, Germany) kromofér
csoporttal jelolt szubsztratoldatot adtunk. A 10 perces inkubdaci6 (25°C) utén a reakciét 300 ul

2 mol/l-es HCl-val allitottuk le. A felszabadulo szines termék mennyiségét, a mintak
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centrifugédldsat (10000g, 5 perc, 4°C) kovetden a feliilisz6bdl, fotometridsan (A=550 nm)
hatdroztuk meg. A kapott abszorbancia értékeket a tenyészetek DCM-ra vonatkoztattuk, és
hasznaltuk fel az enzimaktivitds jellemzésére (Emri és munkatérsai, 2003).

Az extracelluldris proteindz aktivitdsok mérésénél 100 pl mintdhoz 100 pl 25 mg/ml-
es azokazein oldatot adtunk. A 30 perces inkubéci6 (37°C) utén a reakciét 800 ul 5% (v/w)-os
triklér-ecetsavval éllitottuk le. A mintdk centrifugédldsdt (10000g, 5 perc, 4 °C) kovetden a
feliiluszot 0,5 mol/l-es NaOH oldattal semlegesitettiik, és a proteindz aktivitds hatdséara
felszabadul6 szines termékek mennyiségét fotometridsan hataroztuk meg 440 nm-en. A kapott
abszorbancia értékekbdl a Tomarelli és munkatérsai (1949) dltal kidolgozott mddszer alapjan
szamoltuk ki a K reakcidésebességi dllandot, amit a tenyészetek DCM-ra vonatkoztattuk, és az
enzimakitivitds jellemzésére hasznaltunk (Pusztahelyi és munkatarsai, 1997b).

A sejtek, hifdk, pelletek morfologidjanak vizsgdlatdhoz OLYMPUS BH-2, SPlan
20NH faziskontraszt objektivvel felszerelt mikroszképot (Sipiczki €s munkatdrsai, 1998),

illetve Carl Zeiss Labovar4-es faziskontraszt mikroszképot hasznéltunk.

2.5 Apoptotikus markerek vizsgalata

Az apoptdzisra utald valtozasok koziil a sejtmag morfolégidjanak megvaltozasit, a

DNS fragmentalodasat €s a foszfatidil-szerin oldallancok externalizicidjat vizsgaltuk.

YV

A sejtmag morfologidjanak nyomon kovetése céljabdl a zsugoritott tivegsziiron atsziirt
és desztillalt vizzel mosott micéliumot 70 % (v/v) etanollal fixéltuk, és permeabilizaltuk, majd
PBS-sel mostuk, és ezt kovetden 1 pug/ml DAPI oldattal festettiik. Az Gjabb PBS-sel torténd
mosds utan a sejteket epifluoreszcens mikroszképpal (OLYMPUS BH-2) vizsgaltuk (Moreno
és munkatarsai, 1991). A PBS oldat Osszetétele a kdvetkezo volt: 137 mmol/l NaCl, 2,7
mmol/l KCI, 4,3 mmol/l Na,HPOy, 1,47 mmol/l KH,PO,, pH 7.4.

2.5.2 Protoplaszt eléallitas és tisztitas

A DNS fragmentdléddsanak és a foszfatidil-szerin oldalldncok externalizacidjdnak

vizsgalatdhoz sziikséges protoplasztokat az aldbbi médon hoztuk 1étre:
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A micéliumot steril gézen atsziirtiik, majd L1 oldattal (0,6 mol/l MgSO,) mostuk. Az
oldatot steril szlirOpapir segitségével eltavolitottuk, majd a micélium tomegét steril
petricsészén lemértiik. 1,5 g micéliumot 15 ml 30 mg/ml csigaenzimmel kiegészitett L2
oldatban (1,2 mol/l MgSO4, 10 mmol/l Na,HPO,, 10 mmol/l NaH,POs, pH 5,8)
szuszpendaltunk fel, majd az elegyhez 0,035 % (v/v) B-merkaptoetanolt és 5 perces jégen
torténd inkubacié utdn 250 pl L3 oldatot (12 mg/ml borji szérum albumin (BSA) L2
oldatban) adtunk. A szuszpenziét 12 6rdn at 30 °C-on 80 rpm-mel rdzattuk. A protoplasztok
képzddését mikroszkdppal kovetiik nyomon. A csigaenzimet Dr. Vagvolgyi Csaba (Szegedi
Tudomanyegyetem, TTK, Mikrobioldgiai Tanszék) bocsétotta rendelkezésiinkre.

A protoplasztokat lehtitottiik, majd két térfogat 4 °C-os L2 oldattal mostuk és
centrifugdltuk: 2000 rpm, 20 perc, 4 °C. A feliiliszéhoz 1:1 ardnyban L4 oldatot (1 mol/l
szorbitol, 10 mmol/l Tris-HCL, pH 7,5) adtunk folyamatos keverés mellett, majd az elegyet
3500 rpm-mel 12 perc-ig centrifugdltuk 4 °C-on. A pelletet L4 oldatban vettiik fel, majd ismét
centrifugdltuk (3500 rpm, 12 perc, 4 °C). A mosdst kétszer végeztik el, majd a
protoplasztokat 1.4 oldatban szuszpendaltuk fel (Tilburn és munkatarsai, 1983; Vagvolgyi és
Ferenczy, 1991).

2.5.3 A foszfatidil-szerin oldallancok externalizacidjanak vizsgalata ,,Annexin V assay”

felhasznalasaval

A protoplasztokon Vybrant Apoptosis Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
segitségével tettiik 1athatova az extracelluldris tér felé forduld foszfatidil-szerin oldallancokat.
A protokoll sordn a gyart6 ajanldsa szerint jartunk el. A festési eljdras tartalmazott propidium
jodidos kezelést is, amely a sériilt protoplasztok kisziirését tette lehetdvé. Csak az Annexin V
pozitiv és propidium jodid negativ sejteket tekintettiik ,,apoptotikus” sejteknek. Az eljards
sordn 5000 protoplaszt analizisét végeztiik el epifluoreszcens mikroszképpal (OLYMPUS
BH-2) (Leiter és munkatarsai, 2005).

2.5.4 DNS fragmentacio vizsgalata TUNEL festéssel
A DNS fragmentici6 nyomon kovetését Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-

mediated dUTP Nick End Labelling (TUNEL) ,assay” segitségével, APO-BrdU™ TUNEL

Assay Kit (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) felhaszndldsdval, a gyart6 utasitdsai szerint
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eljarva végeztiik. A maggal rendelkezd sejtek szamat DAPI festéssel hataroztuk meg, és a
TUNEL pozitiv és DAPI pozitiv sejtek aranyat adtuk meg. A vizsgélat sordn 5000 protoplaszt
analizisét végeztik el OLYMPUS BH-2 epifluoreszcens mikroszkoppal (Mousavi és

munkatarsai, 2003; Leiter és munkatarsai, 2005).

2.6 RNS izolalas, koncentriacio meghatarozas és denaturalé (agaroz)

gélelektroforézis, génexpresszios vizsgalatok

2.6.1 RNS izolalas, koncentraciéo meghatarozas és denaturalé (agaroz) gélelektroforézis

RNS izoldldshoz a tenyészetet zsugoritott iivegsziirdn dtszirtiik, jéghideg (0°C-os)
dietil-pirokarbondttal (DEPC) kezelt vizzel mostuk, majd a micéliumbél 0,5 ml-t -70 °C-on
elohutott steril eppendorf csovekbe mértiink.

Az izolalast fagyasztva szaritott micéliumbdl TRISOL reagenssel (Invitrogen, Lofer,
Ausztria) végeztikk a gyartd ajanldsa szerint (Chonczynski és munkatarsai, 1993). Az RNS
mintdkat DNaz kezelést kovetden hasznaltuk fel az RT-PCR mérésekhez. A mintdk RNS
koncentracidjat €s tisztasdgiat spekrofotométerrel hatdroztuk meg (A=280/260). Az RNS
mintdk mindségét denaturdlé agaréz gélelektroforézissel ellendriztiik. Az agaréz gél 10 g/L
agarozt, 10 % (v/v) 10x MOPS-EDTA oldatot, 0.002 % (v/v) etidium-bromidot (10 mg/ml) és
5 % (v/v) formaldehidet tartalmazott. A futtatds 1x MOPS-EDTA oldatban tortént 80 V
fesziiltség mellett. Az RNS mintdkat (7,5 pug) az elektroforézis eldtt 5 wl 25 mmol/l etilén-
diamin-tetraecetsavat (EDTA) és 10 g/l natrium-lauril-szulfatot (SDS) tartalmazé oldat és 25
ul minta felvivd puffer (RNA loading buffer, Invitrogen, Lofer, Ausztria) elegyében
inkubdltuk 10 percig 68 °C-on. A 10x MOPS-EDTA 6sszetétele a kovetkezd volt: 200 mmol/l
MOPS, 50 mmol/l natrium-acetét, 10 mmol/l EDTA, pH 7,0.

2.6.2 Génexpresszo vizsgalata RT-PCR segitségével

Az RT-PCR reakcidkat QuantiTectTM SYBR® Green RT-PCR Kkittel (Qiagen, Hilden,
Németorszag) végeztiik el, a gyarté altal megadott protokoll alapjan. Minden reakcidelegy
400 ng totdl RNS-t, 2,5 mmol/l Mg2+—t és 0,5 umol/l génspecifikus primert tartalmazott. Az
RT-PCR reakci6 1épései a kovetkezbk voltak: (1) reverz transzkripcid, 50 °C, 30 perc; (2)

reverz transzkriptdz denaturdcié, 95 °C, 15 perc; (3) DNS denaturécié, 94 °C, 15 médsodperc;
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(4) primer hibridizacié (anneldlds), Tm-(5-8) °C, 30 mdsodperc; (5) ldnchosszabbitds
(extenzi6), 72 °C, 30 mdsodperc; (6) a ciklus ismétlése a harmadik 1épéstdl 40 ciklus erejéig.
Az aldbbi oligonukleotid PCR primereket hasznaltuk az egyes gének
transzkripcidjdnak nyomon kovetésére (Genodia, Budapest, Magyarorszag; IDT, Coralville,
IA, USA):
1. catA F: 5°-CAA ACG CTC CGC CAT CTA C-3°
R: 5-CTT GAG GTG CCC GAA TGT C-3
2. catBF:5-CCG AGC CCG ACA ACA CTT AC-3
R: 5’-GTT CAG CGA CGA CAA TGA CG-3’
3. catCF: 5-CAG AGC AAG CCG AGA AGT TC-3’
R: 5’-CAA GGT GGG AGG GAG AGA AG-3
4. prtAF: 5-TTC TGT CCG TCA AGG TTT TC-3’
R: 5’-TGA AGG CGT AAG AGT ATC CAC-3’
5. prtBF:5-GCT TGA ATC TCC TCT GTT TGC-3’
R: 5’-GTC CAA CCA CCG TAG AAG AAG-3’
6. chiB R: 5’-CGGGACGAAGGATCATACG-3’
F: 5°-TGGTCACCAGGCGAATCTC-3’

Az RT-PCR termékek homogenitdsanak megéllapitdsa olvaddspont meghatarozéssal
és agaréz gélelektroforézissel tortént. El6bbi esetben a késziilék a PCR terméket 95 °C-ra
melegitette, majd a hémérsékletet 0,5 °C-os 1épésekben 55 °C-ra csokkentette, kozben a
fluoreszcens jel véltozasat mérte. Az agaroz gélelektroforézist 1 %-os gél és 1x TAE pulffer,
illetve DNS minta felvivé puffer (Invitrogen, Lofer, Ausztria) segitségével végeztiik. A TAE
puffer osszetétele a kovetkez6 volt: 0,4 mol/l hidroximetil-aminometan- hidroklorid (Tris),

0,01 mol/l EDTA, 0,2 mol/l ecetsav, pH 8,5.

2.7 Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez 3-6 fiiggetlen mérés atlagat és azok szordsat hatdroztuk
meg. A szignifikancia vizsgdlatokhoz a Student-féle t-tesztet haszndltuk. Csak a p < 5%
val6szinliségi szinteken jelentkezo kiilonbségeket tekintettiik szignifikdnsnak.

Az RT-PCR mérések pontatlansdgat minden mérésnél meghataroztuk. A mérésen

beliili variacids koefficiens (CV) mindig kevesebb volt, mint 2,5 % (n=8), a mérések kozotti
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variaciés koefficiens legfeljebb 2,7 % volt (n=5). A standard deviiciét (SD) minden gén

esetében meghataroztuk, értéke mindig kevesebb, mint 0,6 ciklus volt.

2.8 Felhasznalt vegyszerek

A Kkisérleteinkben felhasznalt finomvegyszerek, ha mdasként nem jeloltem, a Sigma-
Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszdg) termékei voltak. Minden egyéb vegyszer analitikai

mindségli volt és a Spektrum-3D Kft-tdl (Debrecen, Magyarorszag) keriilt beszerzésre.
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3. Eredmények

3.1. Szénéhezo Aspergillus nidulans tenyészetek morfologiai és fiziologiai

jellemzoi

3.1.1 Autolizis szénéhezé Aspergillus nidulans tenyészetekben

Az Aspergillus nidulans novekedése a gliikoz elfogyasat kovetden harom szakaszra
volt bonthaté: stacioner fazis (25-35 h), korai autolitikus fazis (35-100 h) és kései autolitikus
fazis (100- h). A stacioner fazisban a DCM elérte maximumat (6,6 = 0,5 g/l n=6), majd el6bb
lassabban (korai autolitikus fazis) késobb gyorsabban (kései autolitikus fazis) kezdett
csokkenni (8. dbra). A stacioner fazisban a tenyészetek pelletes morfologiat mutattak. A
fonalak fragmentdlédasdnak kovetkeztében a pelletek dtmérdje a korai autolitikus fazisban
folyamatosan csokkent, a tipkozegben ezzel parhuzamosan hosszabb-rovidebb fonaldarabok
jelentek meg (9.A dbra). E fonalak daraboléddsdval 1-2 sejtbdl allé rovid hifa toredékek,
»eleszto-szerli” képletek (Pusztahelyi és munkatarsai, 1997a) képzddtek (9.B dbra). Ezek
szdma mintegy 0,1-0,5 millié/ml volt, és 1ényegesen nem valtozott a tenyészet oregedése
soran. Friss tdpkozegbe atoltva, vagy gliik6z hozzdadasat kovetden ezen hifa darabok képesek
voltak kicsirazni, illetve ndvekedésnek indulni (9.C abra). A kései autolitikus fazisban a
fonalak intenziv darabolédasdnak hatdsdra a pelletek végiil szétestek, de a tenyészet ennek
ellenére az autolizis sordn mindvégig megorizte fonalas morfoldgidjat.

A gliikéz elfogyésat kovetden a varakozdsnak megfelelden a 1é€gzés gyorsan csokkent,
a korai autolitikus fézis elejére elért egy viszonylag alacsony értéket (8-10 pmol/(min mg
DCM)), ami a kései autolitikus fazisban toviabb mar nem véltozott (8. dbra). Ezzel
parhuzamosan a tdpkozeg proteindz és kitindz aktivitdsa, valamint ammonia tartalma megnott

(10. abra).
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8. dbra A tdpkozeg gliikkdz koncentracidjanak (A), a tenyészetek DCM-nak (®) és a
micéliumok 1égzésének (M) vdltozdsa Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs siillyesztett
kultirdiban. Az 4dbran négy fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szérds kevesebb, mint 12
% a légzés esetében kevesebb, mint 15 % volt.

9. dbra Morfoldgiai véltozdsok autolizald
Aspergillus  nidulans  tenyészetekben. (A)
pelletekrol letoredezd hifdk (100 h) Bar = 20
um. (B) ,.éleszto-szerti” fragmensek (120 h) Bar
= 5 wm. (C) hifatoredékek csirdzasa gliik6z
potlast kovetden (120 h) Bar =5 um.
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10. dbra A tdpkozeg ammoénia tartalmanak (A) proteinaz (M), illetve Kkitindz (@)
aktivitdsdnak valtozasa Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs oregedd tenyészeteiben. Az dbran
harom fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szoras kevesebb, mint 12 % volt.

A megfigyelt enzimaktivitds-valtozasokkal Osszhangban a prtA és prtB (Katz és
munkatarsai, 1994; vanKuyk és munkatarsai, 2000) proteinazokat kodolé gének, valamint a
chiB (Yamazaki és munkatarsai, 2007) kitindzt kodolé gén indukcidjat figyeltik meg a
tenyésztés elsd 66 ordjaban (11. dbra). Sajnos az mRNS degraddldddsa a 66. 6ra utdn annyira
felgyorsult, hogy megfelel6 mindségli €s mennyiségli RNS-t izolédlni 6regebb tenyészetekbdl

mar nem tudtunk (Pusztahelyi és munkatérsai, 2006).
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11. abra A prtA (B), a prtB (A) (A) és a chiB (B) gének expresszidjanak véltozdsa az
Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs siillyesztett tenyészeteiben. Az dbran hdrom fiiggetlen
mérés atlagit tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 12 % volt.

3.1.2 Redox valtozasok szénéhezo Aspergillus nidulans tenyészetekben

A gliik6z elfogydsat kovetden a sejtek szuperoxid €s peroxid tartalma egyenletesen
novekedett (12. dbra). Minél Oregebb volt a tenyészet anndl tobb ROS halmozddott fel a
sejtekben, mikdzben a tenyészet specifikus MTT redukalé aktivitdsa (amit Lee és munkatérsai
(1999) az €106 sejtek ardnydnak jellemzésére hasznéltak) folyamatosan csokkent (12. dbra). A
gyokok akkumuldlédasat egyes antioxiddns enzimek, igy a szuperoxid diszmutdz (SOD) és
kataldz indukcidja kovette, mig a glutation peroxiddz (GPx) mar a reaktiv gyokok
akkumuldléddsanak meginduldsa el6tt indukédlédott (12, 14. dbra). A vizsgalt enzimek koziil a
specifikus CuZn- és a Mn-SOD aktivitdsok mindvégig ndvekedtek a tenyészet oregedése alatt
(13. abra). A GPx és a katalaz esetében csak a stacioner, illetve a korai autolitikus fazisban
figyeltiink meg egy dtmeneti indukcidt, késobb ezen enzimek aktivitdsa csokkent (14. abra). A
kataldz aktivitdsokban megfigyelt véaltozdsokért a catB gén volt felelds, a catA és catC gének

transzkripcidja megkozelitoleg konstitutiv volt (15. dbra).
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12. é4bra Aspergillus nidulans tenyészetek MTT redukdld képességének (@), valamint
intracellularis szuperoxid (Et) (M) és peroxid (DCF) (A) tartalmdnak véltozdsa oregedd
tenyészetekben. Az abrdn hdrom-négy fiiggetlen mérés dtlagat tiintettik fel; a szords
kevesebb, mint 15 % volt.
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13. abra A specifikus CuZn- (H) és Mn-SOD (@) aktivitdsainak és az alternativ 1égzés
ardnydnak (A) valtozdsa oregedd Aspergillus nidulans tenyészetekben. Az dbrdn harom
fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a széras kevesebb, mint 15 % volt.
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14. abra A specifikus kataldz (®), GPx (M) és GR (A) aktivitisok valtozdsa oregedd
Aspergillus nidulans tenyészetekben. Az abran harom-négy fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik
fel; a szoras kevesebb, mint 12 % volt.
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15. dbra A catA (@), catB (M) és a carC (A) gének expresszidjanak véltozasa az Aspergillus
nidulans RKHS51.117 ,,vad” tipusu torzsének siillyesztett tenyészeteiben. Az abran harom
fiiggetlen mérés dtlagat tiintettiik fel; a szérds kevesebb, mint 12 % volt.
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A GR és a G6PD aktivitdsa egyenletesen csokkent a szénéhezés alatt (14, 16. dbra),
ezzel szemben egy masik NADPH termeld enzim, a NADP-ID indukciéjat figyeltiikk meg (16.
abra).

A cidn-rezisztens 1égz¢és ardnya a stacioner és a korai autolitikus fazisban csokkent,
majd a kései autolitikus fazisban ismét emelkedni kezdett (17. dbra).

Szénéhezd Aspergillus nidulans tenyészetekben a GSH mennyisége folyamatosan
csokkent, mig a GSSG koncentracidja atmenetileg nott (18.A dbra). Ezért a GSH/GSSG arany
gyors csOkkenése volt megfigyelhetd (18.A dbra). A GSH gyors fogydsdaval parhuzamosan a
GSH lebontdsaért felelds yYGT indukcidjat figyeltik meg (18.B 4bra). A glutation-S-
transzferaz (GST) aktivitdsa lényegében alig véltozott 0,03 és 0,05 mkat kg protein™ kozott

ingadozott.
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16. abra A specifikus G6PD (@) és NADP-ID (M) aktivitasok véltozasa 6reged6 Aspergillus
nidulans tenyészetekben. Az 4bran harom fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel, a szords
kevesebb, mint 12 % volt.
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17. abra A tenyészetek 1égzésének (M) és az alternativ 1égzés aranydnak (@) vdaltozdsa
Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs siillyesztett kultdrdiban. Az dbrdn négy fiiggetlen mérés
atlagat tiintettiik fel; a sz6rds kevesebb, mint 12 % volt.
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18. abra A sejtek GSH (®), GSSG (M) és GSH/GSSG (A) tartalmanak (A) €s specifikus
YGT aktivitdsdnak (B) véltozdsa Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs oregedd tenyészeteiben.
Az abran harom fiiggetlen mérés atlagét tiintettiik fel; a szérds kevesebb, mint 12 %, a
GSH/GSSG aranynal kevesebb, mint 18% volt..
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3.1.3 Apoptozis és apoptotikus markerek Kifejezodése Aspergillus nidulans szénéhezd

tenyészeteiben

A gliikoz elfogyasat kovetden folyamatosan nott azon sejtek/protoplasztok ardnya,
amelyek apoptdzisra utald tulajdonsdgokat mutattak. Mind a membran inverziét, mind a DNS
fragmentaciot sikeriilt kimutatnunk (19, 20. abra).

A fent megfigyeltekkel parhuzamosan Ilényeges valtozasokat tapasztaltunk a
sejtmagok morfoldgidjdban is. A tenyésztési 1d0 elore haladtdval folyamatosan nétt a
megnyult, abnormdlis morfologidju magok ardnya (21. A, B, C dbra). A tenyésztés 168.

drajaban ezen abnormadlis morfoldgidji magok szdma elérte a 20 %-ot.
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19. abra Apoptotikus markerek idobeni valtozdsa Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs
tenyészeteiben. A foszfatidil-szerin externalizaciot (Anexin V pozitiv; fekete oszlopok) és az
intenziv DNS fragmentaciét mutatd sejteket protoplasztildst kovetden szamoltuk meg. Az
abréan négy fiiggetlen mérés atlagabdl szamolt SD értéket tiintettiik fel.
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20. ébra Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs
protoplasztok Annexin V (A) és TUNEL (B, C) festést
kovetden. A vizsgélatokat faziskontraszt és fluoreszcens
(A, B), illetve fluoreszcens mikroszképpal végeztiik
(Leiter és munkatarsai, 2005). Bar= Sum (A) és 10 um
(B, O).

Az FGSC 26 torzs siillyesztett kultirdihoz a tenyésztés 30. 6rdjaban 0,05 g/l D,L-
dihidroszfingozint, vagy 0,03 g/l fitoszfingozint adva az apoptotikus sejtek szama tobb mint
kétszeresére nodtt. Az Annexin V pozitiv protoplasztok szdma a kontroll FGSC 26
tenyészetben 11 + 3%, a D,L-dihidroszfingozinnal kezelt FGSC 26 tenyészetben 25 + 4%,
mig a fitoszfingozinnal kezelt FGSC 26 tenyészetben 28 * 5% volt (az eredmények négy
figgetlen mérés dtlagdbol szdrmaznak). A fenti véltozdsokkal parhuzamosan sem a
szdrazanyag-tartalom mennyiségének csokkenését, sem a pelletek szétesését, sem pedig az
extracelluldris hidrolazok (kitindz, proteindz) aktivitdsidnak novekedését (22, 23. dbra) nem

sikeriilt megfigyelniink.
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21. dbra A sejtmagok morfoldgidjanak véltozdsa Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs
autolizdl6 tenyészeteiben. Megnyult, palca-szer(i sejtmagok DAPI festett hifdkban (72 h) (A,
B). Atlagos morfolégidval rendelkezé DAPI festett sejtmagok exponencidlis novekedési
fazisban 1évo fondlban (20 h) és autolitikus hifa darabban (72 h) (C, D). Bar= 10um (A), 5
um (B) és 3 um (C, D).
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22. abra A DCM (A) és az extracelluldris kitindz aktivitds (B) valtozdsa az Aspergillus
nidulans (FGSC 26) (0,03 g/l) fitoszfingozinnal (") és (FGSC 26) (0,05 g/1) D,L-
dihidroszfingozinnal (M) kezelt (30 h), illetve kontroll (A) tenyészeteinek siillyesztett
kultdrdiban. Az dbran négy fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szérds kevesebb, mint 12

% volt.
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23. dbra Az extracelluldris proteindz aktivitds-valtozasa az Aspergillus nidulans (FGSC 26)
(0,03 g/) fitoszfingozinnal () és (FGSC 26) (0,05 g/1) D,L-dihidroszfingozinnal () kezelt
(30 h), illetve kontroll (A) tenyészeteinek siillyesztett kultdraiban.. Az dbran négy fiiggetlen
mérés atlagit tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 12 % volt.
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3.2 A G-protein medialt jelatviteli atvonalak szerepe az Aspergillus nidulans

szénéhezo tenyészeteiben

321 A fadA®"R és AflbA muticiok hatisa az Aspergillus nidulans szénéhezé

tenyészeteire

A AflbA (RTH046) és fadA“*** (FGSC 1035) mutdciék nem okoztak szignifikdns
valtozast sem a tenyészetek szdrazanyag-tartalménak véltozdsaban (24.A &bra), sem kitindz

termelésében (24.B abra).
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24. dbra A DCM (A) és a kitindz (B) aktivitds-véltozdsa az Aspergillus nidulans fadA“**"

(FGSC 1035) ("), 4flbA (RJHO046) (M) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett
kultirdiban. Az dbrdn harom fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a sz6rds kevesebb, mint 12
% volt.

A fentiekkel szemben a mutdns torzsek siillyesztett kultdrdinak morfol6gidjaban
szdmos valtozas volt tetten érhetd: a AflbA (RJH046) torzs konidiumai a leoltdst kdvetd S. 6ra
utdn szokatlanul vaskos csiratomloket képeztek, majd az exponencidlis fazis végén a
kontrollhoz hasonl6 méretli, de attdl eltérdé morfoldgidju pelletek képzddtek (25, 26. dbra). A
pelletek feliiletén hosszu, el nem 4agazd, intenziven ndvekvo fonalak voltak megfigyelhetdek
(,,fluffy” pelletek). A stacioner fazis soran konidiof6rok, illetve konidiumok képzddését sem a

mutans, sem a kontroll torzsekben nem sikeriilt megfigyelni (26. dbra). A tenyészetek az
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autolizis alatt igen sokdig megOrizték pelletes morfologidjukat. A fonalak fragmenticidja
lassu volt, ennek kovetkeztében csak kevés ,.éleszto-szert” (egy-két sejtbol allo fondldarab,
fragmentum) sejt keletkezett (1 x 104/ml) (27. abra). A fadAGZOjR mutacié nem okozott
hasonlé valtozdst sem a csiratomlok, sem a pelletek morfoldgidjaban. A késoi exponencidlis
fazisban a pelletek atmérdje azonban csak a kontroll torzs hasonlé koru tenyészeteiben
taldlhaté pelletméret felét érték el (28. dbra). A stacioner fazisban konidioférok és Hiille
sejtek jelentek meg a fadA“**® (FGSC 1035) tenyészeteiben, ez azért érdekes, mert a kontroll
torzs kultirdiban ilyen koriilmények kozott Hiille sejt és konidiofér képzése nem volt
megfigyelhetd (29. dbra). Az autolitikus fazis sordn a micélium feldarabolodasaval ,,éleszto-
szerl” fragmensek képzddtek (0,3-0,7 x 10%/ml), amelyek a kontroll torzs tenyészeteihez

hasonl6 szamban (0,1-0,5 x 10%/ml) jelentek meg.

25. ébra Aspergillus nidulans AflbA (RJH046) (A) és kontroll (FGSC 26) (B) torzsek
konidiumainak csirdzésa a leoltast kovetd 7. éraban. Bar=5 pum.
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26. dbra A AflbA (RTH046) (24h) (A); kontroll (FGSC 26) (24h) (B); és a fadA“**** (FGSC
1035) (20h) (C) Aspergillus nidulans torzsek pelleteinek morfoldgidja a késoi exponencidlis
novekedési fazisban. A nyil a fadAGZO R (FGSC 1035) torzsre jellemzo  rovid

oldalelagazdsokat mutatja. Bar=20 um.

27. é&bra Fragmentdl6dé fonalak morfolégidja 160 6rds inkubdciét kovetden autolizald
Aspergillus nidulans tenyészetekben: AflbA mutidns (A) és kontroll (FGSC 26) (B) torzsek

2T}

esetében. A nyilak ,,éleszto-szerli” sejteket jelolnek. Bar=5 um.
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28. dbra Pellet méretek a kontroll (FGSC 26) (A) és fadA“*"® (FGSC 1035) (B) torzsek 24
Oras tenyészeteiben. Bar=10 mm. Az atlagos pellet 4tméro és a standard deviacio 2,910,3
(n=30) és 1,2+0,2 (n=30) volt.

29. dbra A fadAGZ(BR mutdns morfoldgidja a stacioner fazisban (140 h). A: konidiofér Hiille
sejtekkel, B: Hiille sejt egy pellet belsejében C: Hiille sejt fragmentdlddott fonal darabon.
Bar=5 pm.
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Az FIbA/FadA tutvonal a proteindz termelés idobeni lefutdsat véltoztatta meg, a mért
aktivitdsok nagysagat alig befolydsolta (30.A 4bra).

A proteindz kodold gén (prtA) expresszios mintazatat az flbA gén delécidja, illetve a
fadA domindns interferdlé mutdcidja, a proteindz aktivitdsban mért valtozasokhoz hasonléan,
jelentdsen modositotta a tenyésztés elsé 60 oraja alatt (30.B dbra).

A YGT esetében ,csupan” az aktivitds-valtozas idObeni lefutdsa valtozott az
FIbA/FadA par muticidjdnak hatdsara (31. dbra). A YGT aktivitas-valtozasdban a kontroll és a
muténs torzsek kozott megfigyelhetd kiilonbségek a sejtek GSH tartalmanak valtozasaban is

nyomon kovethetok voltak (32. dbra).
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30. dbra A proteindz aktivitds (A) és a prtA génexpresszé valtozasa (B) az Aspergillus
nidulans fadA“**® (FGSC 1035) (1), AflbA (RTH046) (M) és kontroll (FGSC 26) (A)
torzseinek siillyesztett kultdrdiban. Az dbran harom fiiggetlen mérés atlagét tiintettiik fel; a
szoras kevesebb, mint 12 % volt.

Itt érdemes megjegyezni, hogy mig a FadA/FIbA fttvonal az antioxiddns enzimek
koziil a kataldz aktivitds mértékére, illetve annak idObeni lefutdsara nem hatott, addig a AflbA

mutécid csokkentette, a fadAGZ(BR

pedig novelte a GPx termelés mértékét (33. abra).
A AflbA torzs esetében a kontrollhoz viszonyitva kis mértékben fokozott gyok

akkumuldci6 volt megfigyelheto (34. abra).
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31. dbra A YGT aktivitds-véltozdsa az Aspergillus nidulans fadA°*** (FGSC 1035) (1),
AflbA (RJH046) (M) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett kultiraiban. Az dbran
hirom fiiggetlen mérés dtlagat tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 12 % volt.
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32. 4bra A sejtek GSH (A) és GSSG (B) tartalménak valtozdsa Aspergillus nidulans fadA“**"
(FGSC 1035) ("), 4fIbA (RJH046) (M) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett
kultirdiban. Az dbrdn harom fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a sz6rds kevesebb, mint 12
% volt.
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33. dbra A kataldz (A) és GPx (B) aktivitds-véltozdsa az Aspergillus nidulans (A) fadA%*®
(FGSC 1035) ("), 4flbA (RJHO46) (M) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett
kultaraiban. Az abran harom fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szoras kevesebb, mint 12
% volt.
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34. dbra Aspergillus nidulans fadA®”® (FGSC 1035) (1), AflbA (RTH046) (M) és kontroll
(FGSC 26) (A) torzsei tenyészeteinek intracelluldris peroxid (DCF) (A) és szuperoxid (Et)
(B) tartalom véltozdsa. Az dbrdn harom-négy fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szords
kevesebb, mint 15 % volt.
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3.22 A AganB, a ArgsA és AganBArgsA mutaciok hatasa az Aspergillus nidulans

szénéhezo tenyészeteire

Hasonléan a fadA“*“® (FGSC 1035), AflbA (RJH046) muticiékhoz a AganB
(RMdgB03), a ArgsA (RKH51.09) és a AganBArgsA (RKH52.02) mutdciok sem okoztak
jelentds eltérést a kontroll torzshoz (RKHS51.117) viszonyitva a tenyészetek szdrazanyag-
tartalmanak valtozasdban vagy kitindz termelésében (35. dbra).

A ganB és rgsA gének hidnya a fadA“**F

és a AflbA mutiaciokndl tapasztaltakkal
szemben nem okozott szamottevd véltozast a tenyészetek morfoldgidjat illetden.

Az rgsA/ganB gének hidnydban a proteindz aktivitds szamottevoen csokkent (36.A
abra), mig a YGT aktivitis a mutdns torzsekben jelentdsen megnott a kontroll torzshoz
viszonyitva (37 abra). A megnovekedett YGT aktivitds nem eredményezett sem gyorsabb GSH
koncentracié csokkenést, sem fokozott GSSG szint emelkedést a sejtekben (38. dbra).

A proteindz aktivitds csokkenés hatterében a prtA gén expresszidjanak megvaltozasa

allhat (36.B abra).
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35. dbra A DCM (A) és a kitindz aktivitds-valtozasa (B) az Aspergillus nidulans AganB
(RMdgB03) ("), 4rgsA (RKH51.09) (M), AganBArgsA (RKH52.02) (A) és kontroll
(RKHS51.117) (A) torzseinek siillyesztett kultdrdiban. Az &bran hiarom fiiggetlen mérés
atlagat tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 12 % volt.

64



25 0

= 29 *]
=
8 E 10 |
¥ 151 ﬁ
o
8 3 15 |
° =

N 1 C
- < 20 = -
s 5 il

°
a 051 o5 |

0 : 30 ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 0 20 40 60 80
A Tenyésztési id6 (ora) B Tenyésztési id6 (6ra)

36. dbra A proteindz aktivitdsdnak (A) és a prtA gén expresszidjanak (B) véltozdsa az
Aspergillus nidulans AganB (RMdgBO03) ("), A4rgsA (RKH51.09) (M), AganBArgsA
(RKHS52.02) (A) és kontroll (RKHS51.117) (A) torzseinek siillyesztett kultirdiban. Az dbrén
hdrom fiiggetlen mérés dtlagat tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 12 % volt.
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37. dbra A YGT véltozdsa az Aspergillus nidulans AganB (RMdgB03) (1), ArgsA
(RKHS51.09) (M) és AganBArgsA (RKH52.02) (A) és kontroll (RKH51.117) (A) mutdns
torzseinek siillyesztett tenyészeteiben. Az abran harom fiiggetlen mérés 4tlagét tiintettiik fel; a
szoras kevesebb, mint 12 % volt.
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38. abra A sejtek GSH (A) és GSSG (B) tartalmanak valtozasa Aspergillus nidulans AganB
(RMdgB03) ("), 4rgsA (RKH51.09) (M), AganBArgsA (RKH52.02) (A), és kontroll
(RKHS51.117) (A) torzseinek siillyesztett kultdrdiban. Az &brdan hiarom fiiggetlen mérés
atlagat tiintettiik fel; a szoréds kevesebb, mint 12 % volt.

Az FGSC 26 torzs esetében a kataldz termelés indukcidja a stacioner, illetve a korai
autolitikus fazisban volt megfigyelhetd, késObb az enzim aktivitdsa csokkent (14. dbra). A
kontroll (RKHS51.117) torzs és a AganB (RMdgB03) torzs kataldz aktivitas-véltozdsa nagyon
hasonldan alakult. Ezzel szemben az ArgsA mutins tenyészeteinek kataldz termelése az 50.
oratol lassabban csokkent, és ennek kovetkezményeként folyamatosan magasabb volt, mint a
kontroll torzsé. A kettOsmutidns AganBArgsA (RKHS52.02) torzs ,,atmeneti” viselkedést
mutatott: a katalaz aktivitds 25 déraval késobb kezdett el csokkenni, mint a kontroll torzs
esetében (39.A 4bra).

A catA (40.A édbra) és a catC (40.B dbra) kataldz kodolé gének (Kawasaki és
munkatérsai, 1997; 2001) kifejezodése megkozelitdleg konstitutiv volt valamennyi torzs
esetében a tenyésztés elsé 60 oOrdjaban. A catB gén expresszids mintizata a kataldz

aktivitas-valtozdshoz nagyon hasonlé mintdzatot mutatott (41. 4bra).
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39. abra A kataliz (A) és GPx (B) aktivitas-véltozasa Aspergillus nidulans AganB
(RMdgB03) (7)), 4rgsA (RKH51.09) (M), AganBArgsA (RKH52.02) (A) és kontroll
(RKH51.117) (A) torzseinek siillyesztett kulturdiban. Az dbrdn harom-négy fiiggetlen mérés
atlagat tiintettiik fel; a sz6rds kevesebb, mint 12 % volt.
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40. dbra A catA (A) és a catC (B) gén expresszidjanak valtozdsa az Aspergillus nidulans
AganB (RMdgB03) ("), ArgsA (RKH51.09) (W), AganBArgsA (RKH52.02) (A) és kontroll
(RKHS51.117) (A) torzsek siillyesztett tenyészeteiben. Az 4dbrdn hiarom fiiggetlen mérés
atlagat tiintettiik fel; a szoréds kevesebb, mint 12 % volt.
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41. abra A catB gén expresszidjanak valtozdsa az Aspergillus nidulans AganB (RMdgB03)
("), ArgsA (RKH51.09) (W), AganBArgsA (RKH52.02) (A) és kontroll (RKH51.117) (A)
torzsek siillyesztett tenyészeteiben. Az dbrdn harom fiiggetlen mérés atlagét tiintettiik fel; a
szoras kevesebb, mint 12 % volt.

A kataldz aktivitdssal ellentétben a ArgsA mutdns torzs GPx aktivitdsa alacsonyabb,
mig a két mésik mutdns torzs GPx termelése, kis mértékben ugyan, de magasabb volt, mint a
kontroll torzsé (39.B abra).

Az intracelluléris peroxid (42.A dbra) és szuperoxid (42.B dbra) akkumuldcié mértéke
a kontroll és a mutdns torzseknél nagyon hasonlé volt. Azonban a ArgsA torzsnél a
kontrollndl mérttél alacsonyabb peroxid szint volt megfigyelhetd. A gyengébb peroxid
felhalmozds nem jart fokozott életképességgel. Az életképesség vizsgalatdhoz a micéliumokat
a leoltast kovet6 5., 7., illetve 11. napon friss tdplevesbe helyeztiik, majd nyomon kovettiik a
DCM vidltozasat. Az atmosast kovetd 5., 10. és 24. ordban vett mintdk alapjan mindegyik

torzs hasonlé mértékben indult n6vekedésnek (43. abra).
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42. abra Aspergillus nidulans AganB (RMdgB03) (7)), ArgsA (RKH51.09) (H) és
AganBArgsA (RKHS52.02) (A) és kontroll (RKHS51.117) (A) torzsei tenyészeteinek
intracellularis peroxid (DCF) (A) és szuperoxid (Et) (B) tartalmanak valtozdsa. Az dbran
harom-négy fiiggetlen mérés dtlagat tiintettiik fel; a szords kevesebb, mint 15 % volt.
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43. abra Aspergillus nidulans AganB (RMdgB03) (1), ArgsA (RKH51.09) (W), AganBArgsA
(RKH52.02) (A) és kontroll (RKH51.117) (A) torzseinek DCM valtozasa 5, 10 és 24 éraval
a friss tapkozegbe torténd dtmosast kovetden. Az dbran négy fiiggetlen mérés atlagit tiintettiik
fel; a szoras kevesebb, mint 10 % volt.
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3.3 Az Aspergillus nidulans aszexualis sporulacidjat szabalyozé briA és fluG

gének mutacioinak hatasa az autolizisre

A loss-of-function” fluG (fluGl, FGSC 744) muticié jelentOsen lassitotta az
autolizist ezzel egyfajta nem autolizdlé fenotipust alakitva ki. Ez abban mutatkozott meg,
hogy a DCM a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan lassabban csokkent, és tulajdonképpen
nem volt mérhetd az extracellularis kitindz, illetve proteindz aktivitds ezen torzs
tenyészeteiben (44, 46. abra). A AbrlA (FGSC 1079) mutans a fentiekhez nagyon hasonldan
viselkedett: a tenyészetek szdrazanyag-tartalma a kontrollhoz viszonyitva lassan csokkent, és
igen alacsony extracelluldris kitindz aktivitdsokat mértiink, mig a mutdcié nem volt hatdssal a
proteindz termelésre (46. dbra). Az alacsony extracelluldris kitindz aktivitds-véltozédssal
parhuzamosan a kitindz k6dol6 chiB gén indukcidja is jelentdsen elmaradt a kontroll (FGSC

26) torzs tenyészeteiben mérhetd chiB expresszié mértékétol (45. dbra).
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44, dbra A DCM (A) és az exctracelluldris kitindz aktivitds (B) valtozdsa az Aspergillus
nidulans fluGl (FGSC 744) ("), 4brilA (FGSC 1079) (M) és kontroll (FGSC 26) (A)
torzseinek siillyesztett kultdrdiban. Az dbran harom fiiggetlen mérés atlagét tiintettiik fel; a
szoras kevesebb, mint 12 % volt.
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45. dbra A chiB gén expresszidjanak véltozdsa az Aspergillus nidulans fluGl (FGSC 744)
("), 4brlA (FGSC 1079) (H) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett

tenyészeteiben. Az dbran hiarom fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a szoras kevesebb, mint
12 % volt.
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46. abra Az extracelluldris proteindz aktivitds-valtozasa az Aspergillus nidulans fluGIl (FGSC
744) (7)), 4brlA (FGSC 1079) (M) és kontroll (FGSC 26) (A) torzseinek siillyesztett

kultirdiban. Az dbrdn harom fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel; a sz6rds kevesebb, mint 12
% volt.
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A fluGl mutans torzs, olyan ,(fluffy” pelletekkel rendelkezett, mint amilyeneket
kordbban a AfIbA torzs esetében megfigyeltiink, de ebben az esetben a fonalak fragmentécidja
lényegében elmaradt, a pelletek dtmérdje nem csokkent, a pelletek peremérdl levalé fondl
darabokat, kotegeket nem sikeriilt megfigyelniink. A tenyészetek 168 Ords inkubdciot
kovetden is megorizték pelletes morfologidjukat (47.A abra). A 4brlA (FGSC 1079) torzs is
pelletes morfoldgiat mutatott, amit meg is Orzott 168 oOrig annak ellenére, hogy gyenge
fragmentdlodas volt tapasztalhat6. Az igy, a pelletek szélérdl leszakadd fondl kotegek

azonban nem estek szét tovabbi kisebb darabokra (47.B 4bra).

47. dbra A fluGl (FGSC 744) (A) és a AbrlA (FGSC 1079) (B) mutdns pelleteinek
morfoldgidja (168 h). Bar=3 mm.

3.4 Apoptotikus markerek Aspergillus nidulans fluGl és a AbrlA mutans

torzseiben

Az Annexin V pozitiv sejtek szdmdnak valtozdsat ,loss of function” fluG (fluGI)
(FGSC 744) és AbrlA (FGSC 1079) muténs siillyesztett kulirdiban is nyomon kovettiik, de a
harom torzs kozott jelentds eltérést nem tapasztaltunk (48.A édbra). A TUNEL pozitiv
protoplasztok szdmdnak valtozasa is hasonléan alakult: az apoptotikus sejtek ardnya az FGSC
26, fluGl (FGSC 744) és AbrlA (FGSC 1079) torzs 72 0réds tenyészeteiben rendre: 22+5%,
1916% és 25+6% voltak. A 16 6ras kultirdkban a TUNEL pozitiv protoplasztok ardnya a
kovetkezd volt: 1£0,5%, 0,5+0,3%, 0,8+0,3%. Ezek alapjan nem meglepd, hogy a harom

torzs tenyészetének életképessége is igen hasonléan valtozott (48.B dbra). A megnyult
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hosszikds alakd sejtmagok szamdnak valtozdsa, a tenyésztés 48. 6rdjatél nyomon kovetve, a

kontrollndl mar leirt kinetika szerint tortént, ardnyuk legfeljebb 10-20% volt.
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48. dbra A sejt pusztulds elorehaladédsa €s az életképesség csokkenése az Aspergillus nidulans
fluGl (FGSC 744), AbrlA (FGSC 1079) és kontroll (FGSC 26) torzseinek siillyesztett
kultirdiban. (A): Az Annexin V pozitiv protoplasztok ardnydnak véltozdsa Aspergillus
nidulans kontroll (FGSC 26, fekete oszlopok), fluGl (FGSC 744, fehér oszlopok) és AbrliA
(FGSC 1079, sziirke oszlopok) torzseinek tenyészeteiben. Az dbran két parhuzamos mérés
atlagabol szamolt SD értéket tiintettiik fel. (B): Az MTT redukdld képesség viltozasa
Aspergillus nidulans fluGl (FGSC 744) ("), AbrlA (FGSC 1079) (H) és kontroll (FGSC 26)
(A) torzseinek siillyesztett kultirdiban. Az dbrdn harom fiiggetlen mérés atlagat tiintettiik fel;
a szoras kevesebb, mint 20 % volt.
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4. Az eredmények megbeszélése

4.1. A szénéhez6 Aspergillus nidulans tenyészetek morfologiai és fiziologiai

jellemzoi

4.1.1 Az autolizal6 Aspergillus nidulans tenyészetek morfologiai valtozasai

Penicillium chrysogenum [-laktam termeld ipari (NCAIM 00237) torzsének
szénforrds €hezd, autolizdld tenyészeteire a lekerekitett ,,élesztd-szerli” sejtek (Pusztahelyi és
munkatarsai 1997a; Pécsi és munkatdrsai, 2007) képzddése jellemzd. Ezek, a fonalak gyors
fragmentdloddsa kovetkeztében, a pelletek korai szétesésével és a hifdk tovdbbi
darabolddésaval nagy szdmban jelennek meg, egy-két sejtbdl allo, osztddasra nem, de friss
tdpkozegben csirdzasra képes Kkitartd képletek formdjdban. Az autolizdlé tenyészetek
gyakorlatilag csak ilyen ,,élesztd-szeri” sejtekbdl allnak (Pusztahelyi és munkatarsai, 1997a;
Sami és munkatarsai, 2001b; Yamazaki és munkatarsai, 2007; Pocsi és munkatarsai, 2007).
Hasonl6é morfoldgiai véltozasok, megfeleld tipkozegben, egyes alacsony penicillin szintézist
mutaté Penicillium chrysogenum torzseknél (pl.: ATCC 28089) is megfigyelhetoek, de nem
jellemzd a vad tipusu torzsek tenyészeteiben (Pdcsi és munkatdrsai, 2007). A fonalak
fragmentdlédasa és az ,.éleszto-szerli” sejtek kialakuldsa mds ipari jelentdségli fajokban,
példaul cefalosporin C termeld Acremonium chrysogenum esetében is megfigyelheté (Demain
és munkatarsai, 1998; Nagy és munkatarsai, 2003).

Aspergillus  nidulans vad tipusi torzseinek tenyészeteiben, bar a fonalak
fragmentalédasanak kovetkeztében a pelletek atmérdje folyamatosan csokkent (9.A dbra), a
stacioner fazist kovetoen is sokdig megmaradt a pelletes morfolégia. A tapkozegben,
hasonléan a kordbban Penicillium chrysogenum-nél tapasztaltakkal, hosszabb-révidebb
fonaldarabok jelentek meg, amelyek darabolddédsaval 1-2 sejtbdl 4llo6 ,,élesztd-szerli” képletek
képzddtek (9.B dbra). Mikroszkdpos vizsgdlatok alapjan ezek a hifa fragmensek a fonalak
apikdlis és interkaldris rész€bol egyardnt kialakulhattak, és hasonldéan a Penicillium
chrysogenumndl tapasztaltakhoz friss tdpkozegben kicsirdztak, névekedésnek indultak (9.C
abra). A kései autolitikus fazisban a fonalak intenziv daraboldddsdnak hatdsdra a pelletek
végiil szétestek, de a tenyészetek ennek ellenére, szemben a Penicillum chrysogenum
kulturaival, az autolizis sordan mindvégig megorizték alapvetden fonalas morfoldgidjukat, az

élesztoszerl sejtek nem valtak dominans képletté a tenyészetekben (9.A abra). Minthogy az
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Aspergillus nidulans-ndl tapasztalt morfoldgiai véltozdsok a vad tipusd Penicillium
chrysogenum és sok mas Penicillium és Aspergillus fajban is megfigyelhetdek voltak (Pécsi
€s munkatarsai, 2007), Osszességében az Aspergillus nidulans esetében tapasztalt morfoldgiai
valtozdsokat tekinthetjiik altaldnosnak, mig az ipari Penicillium torzs kultirdiban, nagy
szdmban kialakulo ,,élesztd-szerti” sejtek valdszinlileg csak a torzsnemesités melléktermékei

(PAcsi és munkatarsai, 2007).

4.1.2. Hidrolitikus enzimek Aspergillus nidulans autolizal6 tenyészetében

Bar a Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 torzse morfoldgiailag eltérden
viselkedett az éaltalunk vizsgalt Aspergillus torzsekhez viszonyitva, a szénéhezés alatt
megfigyelhetd fiziologiai valtozdsok igen hasonléak voltak, s6t hasonlé véltozdsokat mds
gomba fajok, pl.: Aspergillus niger, Penicillium oxalicum, Neurospora crassa, szénéhezd
tenyészeteiben is kimutattak (Lahoz és munkatérsai, 1976; Perez-Leblic és munkatérsai, 1982;
Reyes és munkatarsai, 1990; White és munkatérsai, 2002).

Ilyen jellegzetes valtozas volt, tobbek kozott, az extracelluldris hidrolitikus enzimek
indukcidja. A kitindz aktivitds folyamatos, a korai és a kései autolitikus fazisban is nyomon
kovethetd novekedése (10. abra), j61 parhuzamba éallithaté a biomassza (DCM) csokkenésével
(8. dbra), valamint a pelletek és a hifdk fragmentalodasdval (9. dbra). Az Aspergillus nidulans
genomjaban mintegy 15 feltételezhetden kitinazt kodolé gén taldlhatd (Pusztahelyr és
munkatarsai, 2007). Ezen gének koziil harom (chiA-C) fizildgiai szerepét tanulmanyoztdk ez
idaig (Takaya és munkatdrsai, 1998, Yamazaki és munkatdrsai, 2007, Pusztahelyi és
munkatarsai, 2007). Sajat vizsgalataink, Osszhangban az irodalmi adatokkal, arra utalnak,
hogy a szénéhezo tenyészetek autolizisében a chiB gén terméke vett részt: 1. szemben a chiA
és chiC génekkel (Pusztahelyi és munkatarsai 2007) a chiB gén indukalodott szénéhezd
koriilmények kozott (11.B dbra), 2. a western bloton (Pusztahelyi és munkatarsai, 2007) és a
chiB génben sériillt mutdns tanulmanyozdsan (Yamazaki és munkatarsai, 2007) alapuld
vizsgédlatok szerint az extracelluldris kitindz aktivitas legalabb 90 %-&ért a chiB gén volt
felelds szénéhezo tenyészetekben, 3. kisérleteinkben az extracelulldris kitindz aktivitdsok jol
korreléltak az autolizis mas markereivel (DCM csokkenése, pelletek szétesése, fragmentdcid)
(8., 10., 24., 35., 44. ébra), 4. a chiB génben sériilt mutans autolizise lassibb volt a kontoll
torzsekhez képest (Yamazaki és munkatarsai, 2007).

A kitinaz termelés fokozddasa mellett az ammonia koncentracid, illetve az

extracelluldris proteindz aktivitds szintje is megemelkedett (10. dbra). A tipkézeg ammonia
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tartalmanak emelkedése (10. dbra) arra utal, hogy a gliikéz elfogyasat kovetden (8. dbra) a
sejtek aminosavakat, esetleg aminocukrokat (Pusztahelyi és munkatérsai, 1997b) haszndltak
energiaforrasként. A proteindz aktivitds-véltozasok héttere utdn kutatva a prtA és prtB gének
(Katz és munkatdrsai, 1994; vanKuyk és munkatdrsai, 2000) expressziés mintdzatdban
bekovetkezd valtozdsokat kovettik nyomon. A prtA gén terméke egy alkalikus szerin
proteindz, amely mennyiségét tekintve — deléciés mutdnsokkal végzett vizsgalatok alapjan —
az extracellularis proteindzok jelent0s hanyadat teszi ki (Katz €s munkatdrsai, 1994), emellett
meglehetdsen széles pH tartomdnyban kimutathaté a fermentlébdl (Katz és munkatdrsai,
2000). A prtB feltételezhetden egy savas aszpartat proteindzt kédolé gén (vanKuyk és
munkatarsai, 2000). Valdsziniileg vannak tovabbi proteindz kédold gének is az Aspergillus
nidulans genomjdban, anndl is inkabb, mivel eddig Osszesen hat proteindz gént azonositottak
Aspergillus fajokban (Katz és munkatarsai, 2000). Aspergillus nidulans szénéhezo siillyesztet
kulturaiban a prtA gén transzkripcidja mutatott a proteindz aktivitas-vdaltozasdval dsszevethetod
mintazatot, mig a prtB gén kifejezodése, a vizsgalt idoszakban egy korai indukcidt kovetden,
konstitutiv volt (11.A &abra). Meglepd méodon az extracellularis proteindz aktivitdsok €s a
tenyészetek autolizise kozott nem taldltunk szoros korrelaciot (24., 30., 35., 36. dbra), noha a
deléciés mutdnsokkal végzett vizsgdlatok (Emri €s munkatarsai, 2008a) arra utalnak, hogy a
prtA gén valéban részt vesz az autolizisben. Ez az ellentmondds feltehetoleg azzal
magyarazhatd, hogy az extracelluldris proteindzok nemcsak az autolizisben (sejtek, a sejtfal
fehérjéinek lebontdsaban) vesznek részt, de egyéb funkcidkat is ellatnak (pl.: tdpanyagok
mobilizdldsa) szénéhezd koriilmények kozott. Erre utal a proteindz termelés komplex
szabdlyozottsdga is: az Aspergillus fajokban alapvetoen négy faktor — a karbon, nitrogén és
kén metabolit represszié €s a pH valtozas, illetve az Aspergillus niger-ben, és bizonyos
koriilmények kozott Aspergillus nidulans-ban, az exogén fehérje jelenléte — is szabdlyozza az
extracellularis proteindz termelését (Katz és munkatarsai, 1994, 2000).

Itt érdemes kiemelniink, hogy a vizsgdlt hidrolazok génjeinek indukcidja fontos
bizonyiték arra nézve, hogy nem a novekedési fazisban megtermelt hidroldzok ,,szabadulnak
el” autolizis alatt, hanem az autolizdl6 tenyészet de novo termeli meg az autolizishez

sziikséges enzimeket.

4.1.3 A redox egyensiily valtozasa az autolizis soran

Az autolizdlé tenyészetek masik jellegzetessége az redox stdtuszban bekovetkezo

valtozas volt. A szénforrds €hez6 kultirdk 1égzése gyorsan csokkent, majd a kései autolitikus
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fazisban tovdbb mar nem valtozott (8. dbra). A gliikéz elfogyasat kovetden a sejtek
szuperoxid és peroxid tartalma egyenletesen novekedett, mikozben a tenyészet specifikus
MTT redukalé aktivitdsa folyamatosan csokkent (12. &4bra). Hasonld jelenségeket mds
mikroorganizmusokban is megfigyeltek. A ROS koncentraciéjanak emelkedését tapasztaltak a
Neurospora crassa (Munkres és Minssen, 1976), és a Podospora anserina (Dufour és
munkatarsai, 2000) szeneszcencidja, a Penicillium chrysogenum autolizise (Sdami és
munkatarsai, 2001a) alatt és a Saccharomyces cerevisiae stacioner fazisu tenyészeteiben is
(Jakubowski és munkatarsai, 2000). A Saccharomyces cerevisiae esetében a kisérleti adatok
azt is sugalljdk, hogy a reaktiv oxigénformdk termelddéséért — a csokkent 1€gzés ellenére —
nagyrészt a mitokondrium volt felelds (Longo és munkatérsai 1999).

Az alternativ, vagy cidn-rezisztens 1€gzés oxidativ stresszben betoltott szerepének
megitélése nem teljesen egyértelmll az irodalomban. Egyes megfigyelések arra utalnak, hogy
az alternativ oxiddznak a ROS elimindldsaban van szerepe (Yip és Vanlerberghe, 2001), mig
mas esetekben éppen a gyOktermeld aktivitdsat emelik ki (Lorin és munkatarsai, 2001).
Aspergillus nidulans esetében azt tapasztaltuk, hogy a stacioner és a korai autolitikus fazisban
csokkent a cidn-rezisztens 1égz€s ardnya, majd a kései autolitikus fazisban ismét emelkedni
kezdett (17. d&bra) hasonléan a Penicillium chrysogenumnal ¢és az Acremonium
chrysogenumnadl tapasztaltakhoz (Karaffa és munkatdrsai, 2001; Sdmi és munkatarsai, 2003).
Fiiggetleniil att6l, hogy a cian-rezisztens 1€gzés a ROS elimindldsaban vagy termelésében
vesz részt, ardnydnak megvdltozdsa a teljes 1€gzés csokkenésével és a mitokondridlis Mn-
SOD indukcidjadval — amelyre késObb még kitérek — egyiitt arra utal, hogy a
mitokondriumban, mint a legfontosabb gyokgenerdld sejtszervben, jelentOs fizioldgiai
véltozasok torténtek.

A GO6PD aktivitasa érdekes modon egyenletesen csokkent az autolizis alatt (16. abra),
annak ellenére, hogy ezen enzim NADPH termelése révén fontos szerepet jatszik a ndvekedd
tenyészetekben az oxidativ stressz elleni védekezésben és - legalabbis egyes élesztokben
(Jamieson és munkatdrsai, 1996; Izawa €s munkatarsai, 1995) - specifikus aktivitdsat a ROS
szabdlyozzdk. A G6PD specifikus aktivitdsdnak csokkenése egyiitt jart egy masik NADPH
termeld enzim, a NADP-ID indukciGjaval (16. dbra). Ugy tinik tehdt, hogy oregedd
tenyészetekben a gliikkéz anyagcseréhez szorosan kapcsol6dd oxidativ pentdz-foszfat ttvonal
ardnya jelentOsen csokkent a NADPH termelésben, mig az aminosavak lebontdsdhoz
metabolikusan szorosabban kapcsoléd6 NADP-ID szerepe megndtt. Ezen valtozas
feltehetdleg nem a ROS akkumuldlédasdnak, hanem inkdbb a gliikkdz elfogyasdnak és az

aminosavak energiaforrdsként val6 alkalmazéasdnak lehetett kovetkezménye.
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A gyokok akkumuldléddsat egyes antioxiddns enzimek indukdléddsa kovette. A
vizsgélt enzimek koziil a specifikus CuZn- és a Mn-SOD aktivitdsok mindvégig ndvekedtek a
tenyészet Ooregedése alatt (13. dbra). A GPx és a katalaz esetében csak a stacioner, illetve a
korai autolitikus féazisban figyeltiink meg egy atmeneti indukciét, késoébb ezen enzimek
aktivitdsa csokkent (14. abra). Az Aspergillus nidulans genomjaban eddig harom kataldzt
koédol6 gént irtak le (catA-C). A catA és catB transzkripciondlis és poszttranszkripciondlis
szabdlyozés alatt all. A CatA a konidiumtartokban akkumulalodik, a CatB termelése az
aszexudlis spora képzés sordn indukdlédik, mig a CatC fehérje a peroxiszémakban taldlhat6
(Kawasaki és munkatarsai, 1997, 2001). Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az autolizal6
tenyészetek kataldz aktivitds-valtozdsainak hatterében a catB gén allhat (15., 40.A, B, 41..
abra).

A ROS akkumuldlédasat €s antioxiddns enzimek indukcidjat figyelték meg
Penicillium chrysogenum (Sami és munkatarsai, 2001la), Saccharomyces cerevisiae
(Jakubowski és munkatarsai, 2000) és Candida albicans szénéhez0 tenyészeteiben (Gyetvai
és munkatdrsai, 2006), illetve Neurospora crassa (Munkres és Minssen, 1976), és Podospora
anserina (Dufour és munkatarsai, 2000) szeneszcencidja alatt is. E kiilonb6z6 mikrébakban
megfigyelt hasonld jelenségek aldtdmasztjak az Oregedés szabadgyokos elméletét (,,Free-
radical Theory of Ageing”; Harman, 1993) és felhivjak a figyelmet arra, hogy szénéhezo,
oregedo tenyészetekben igen jelentds redox valtozasok varhatéak. A ROS akkumuldlédasa a
szénéhezo, Oregedd tenyészetek egyik legéltalanosabb jellegzetességének tekinthetd, amit
nem szabad figyelmen kiviil hagyni ezen tenyészetek fiziol6gidjanak, differencidlédasanak
tanulmanyozasa sordn. Azonban a ROS-nak nem csak a sejtek Oregedésében lehet fontos
szerepe. Befolydsolhatja a Neurospora crassa tenyészetek morfologidjat (,,Oxygen avoiding
theory of development”; Hansberg és Aguire 1993), hatdssal lehet a szeneszcencidra
(Munkres és Minssen, 1976), és ne feledjiik, hogy a redox egyensuly felboruldsa az apoptozis

egyik legfontosabb kivaltéja gombdkban (Madeo és munkatarsai 2004).

4.1.4 A glutation anyagcsere alakulasa és kapcsolata a morfologiaval szénéhezé

tenyészetekben

Autolizalé Aspergillus nidulans tenyészetekben a redukalt glutation (GSH) és a
glutation diszulfid (GSSG) ardny gyors csokkenése szintén megfigyelhetd volt (18.A dbra). E
valtozas latszolag jol Osszhangban van a ROS mennyiségének novekedésével (12. dbra). A

GSH/GSSG ardny csokkenését azonban nem elsdésorban a GSH GSSG-vé torténd
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oxiddlédasa, vagy a detoxifikdcié sordn glutation S-konjugdtumokba torténd beépiilése
okozhatta, hiszen a GSSG mennyiségében csak kismértékii valtozast tapasztaltunk (18.A.
abra). Ezt a feltételezést az is aldtdmasztja, hogy az antioxiddns GPx és GR (14. dbra), illetve
a xenobiotikumok detoxifikdci6jdban is szerepet jatsz6 GST aktivitdsa autolizalo
tenyészetekben alacsony, vagy legaldbbis nem novekszik, mig a tobbek kozott a GSH
lebontdsaért €s egyes aminosavak transzportjaért felelés yGT indukcidja az Oregedd
tenyészetekben is megfigyelhetd (18.B dbra) (Pdcsi és munkatédrsai, 2004). Ezek alapjén
feltételezhetjiik, hogy bar a GSH anyagcsere meghatarozé szerepet jatszik gliikkéz jelenlétében
a novekedo tenyészetek oxidativ stressz elleni védekezésében (Emri és munkatérsai, 1997;
1999; Pécsi és munkatdrsai, 2002), dregedd tenyészetekben a jelentdsége 1ényegesen kisebb.
Az intracellularis GSH koncentracié gyors csokkenésének egyik lehetséges oka a GSH-nak,
mint tartalék tdpanyagnak a mobilizdlasa is lehet. Hasonl6 jelenséget tobbek kozott
Saccharomyces cerevisiae-nél figyeltek meg (Penninckx, 2000). Ennek az elgondoldsnak
azonban ellentmond az, hogy a szerves nitrogénforras hidnya fékezi a YGT indukcidjit (Emri
és munkatdrsa, 2008b). Igy feltételezhetjiik, hogy a YGT indukciéjanak nem a glutation
lebontdsa és energiaforrasként valé hasznositdsa az elsddleges célja, hiszen ez esetben
minimal tapkozegben fokozott enzimtermelést kellett volna tapasztalni (Emri és munkatarsa,
2008b). Viszont felveti annak lehetoségét, hogy a YGT fontos szerepet tolt be a
sejtmembranon, esetleg a vakuoldris membranon keresztiil zajlé aminosav transzportban
(Pécsi és munkatarsai 2004).

Erdekes, hogy mig Aspergillus nidulans esetében a GSH/GSSG ardny csokkent és a
tenyészetek sokdig megdrizték pelletes morfolégidgjukat szénforras-limitalt, oregedd
tenyészetekben, addig Penicillium chrysogenum ipari torzse (NCAIM 00237) esetében a
GSH/GSSG arany nott és a pelletek korai szétesését ,,éleszto-szerti” sejtek keletkezése kisérte
(Pusztahelyi és munkatarsai, 1997a; Sami és munkatarsai, 2001b; P6csi és munkatérsai,
2007). Erdemes megjegyezni, hogy az ennyire reduktiv GSH/GSSG egyensiily és az ipari P.
chrysogenum (NCAIM 00237) torzs esetében tapasztalt fokozott fragmentaci6é és “éleszto-
szerll” sejt képzés, ellentétben a GSH/GSSG ardny csokkenésével és a fonalas morfologia
megtartdsaval, nagyon ritka fonalas gombdkban és feltételezhetden az ipari nemesités
eredménye (Pocsi €s munkatarsai, 2004, 2007). Elképzelhetd, hogy GSH/GSSG ardny olyan
transzkripciés programok indukdldsdban is fontos szerepet tolt be, amelyek megvaltozott
morfolégia példaul ,éleszto-szert” képletek kialakuldsahoz és stabilizdldsahoz vezetnek

(Pocsi és munkatdrsai, 2003, 2004, 2007; Pusztahelyi és munkatdrsai, 1997a; Sami és
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munkatarsai, 20010). Erre utal az, hogy Aureobasidium pullulans és Candida albicans dimorf
gomba élesztd alakjdban szdmottevoen nagyobb a GSH koncentricié, mint ugyanazon faj

fonalas form4jaban (Thomas és munkatarsai, 1991; Jiirgens és munkatarsai, 2001).

4.1.5 Szénéhez6 Aspergillus nidulans tenyészetek és az apoptozis

A stacioner és a korai autolitikus fazisban, hasonléan az Aspergillus fumigatus-hoz
(Mousavi és munkatéarsai, 2003), az Aspergillus nidulans FGSC 26 torzs siillyesztett
kultirdiban is a sejtek apoptdzis-szerl pusztuldsa volt megfigyelhetd, amit a biomassza €s a
sejtek életképességének csokkenése kisért (19-22. dbra). Az apoptotikus markerek koziil a
membréninverziét (20.A. abra) és a DNS fragmetaléddsat (20.B, C dbra) is sikeriilt
megfigyelniink és elképzelhetd, hogy a szénéhezd tenyészetek hifdiban erdsen eltorzult,
palcika-szeri morfoldgidval rendelkezd sejtmagok (21. abra) kialakuldsa szintén a kromatin
allomany apoptotikus megvéltozdsaval hozhaté 0Osszefiiggésbe. Lehetséges, hogy a
Saccharomyces cerevisiae populacioknal leirt, adaptacids-ndvekedési modell (Fabrizio és
munkatarsai, 2004) fonalas gombdk autolizdlé tenyészeteire is alkalmazhat6. E modell
lényege, hogy a kornyezet durva valtozasai apoptdzist indukdlhatnak, ami lehetdvé teszi a
gomba szamdra, hogy tulélje a kedvezdtlen periddust az adott koriilményekhez jobban
alkalmazkodott ,,mutdns” sejtpopuldcidk kiszelektaléddsaval és fennmaraddsaval. Igy a
ROS-t nem akkumuldld, ezért hosszu é€lettartami és csekély apoptotikus jelenséget mutatd
mutdnsok a természetben gyorsan kiszelektalodnak (Fabrizio és munkatarsai 2004). Sajnos
azonban az egy- és kétsejtes hifa fragmentumok kialakuldsa és azokbdl 1j fondl képzddése
csak ritkdn (pl.: friss tapkozegbe vald atoltds utdn) figyelhetd meg autolizdlé Aspergillus
nidulans tenyészetekben (Emri €s munkatarsai, 2004a). Az apoptozis kovetkeztében
elpusztult sejtek anyagai azonban fontos tdpanyagforrdsként szolgédlhatnak a szénéhezd
tenyészetek szdmadra (Thrane és munkatdrsai, 2004; Emri és munkatarsai, 2004a; Herker és

munkatarsai, 2004; Pusztahelyi €s munkatarsai, 1997).

4.2 A G-protein medialt jelatviteli atvonalak szerepe az Aspergillus nidulans

szénéhezo tenyészeteiben

A fadA“’"® | AflbA valamint a AganB, ArgsA és AganBArgsA mutdcidk, ellentétben a

varakozasainkkal, nem okoztak jelentOs véltozdst az autolizis iitemében, igy sem a DCM, sem
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az extracelluldris kitindz aktivitds-valtozdsaban, sem a fragmentaciéban (24, 35. dbra). Ez, a
novekedés és a sporuldcié szabdlyozédsiaban ilyen fontos szerepet betolté gének esetében (Yu,
2007) meglepd volt szdmunkra, kiillondosen azért mert egyes korai vizsgélatok (Adam és
munkatarsai, 1998) azt valdszintsitették, hogy az autolizis szabédlyozdsiban a FadA tutvonal
meghatdrozo6 szerepet jatszik.

Bar a FadA és GanB utvonalak hatdsa az autolizisre elhanyagolhaténak bizonyult, a
FadA Ut muticiol szamottevd valtozdsokat okoztak a gomba morfoldgidjdban, és mindkét
jelatviteli ut Iényegesen befolyésolta a tenyészetek fiziol6gidjat:

A fadA“**® mutans stillyesztett tenyészeteiben a pelletek atmérdje elmaradt a kontroll
torzsekben megfigyeltekhez képest (28. dbra) és a szénforrds elfogyasat kovetden
konidioférok és Hiille-sejtek differencidloddsat figyeltik meg (27.B, 29. dbra), 6sszhangban
azzal, hogy e mutici6 lassi novekedést, intenziv sporuldciét és a szexudlis folyamatoktol
fiiggetlen Hiille-sejt képzodést eredményez feliileti tenyészetekben (Adams €s munkatarsai,
1998). A AflbA mutins esetében a kontrollhoz hasonlé méretii, de attél eltérd morfoldgidji
pelletek képzddtek (26.A &dbra). A pelletek feliiletén hosszd, el nem &4gazd, intenziven
novekvo fonalak voltak megfigyelhetoek, ami parhuzamba éllithat6 a feliileti tenyészetekben
megfigyelt intenziv 1égmicélium képzéssel (,,fluffy” fenotipus) (Adams és munkatdrsai,
1998). A tenyészetek az autolizis alatt igen sokdig megOrizték pelletes morfolégidjukat. A
fonalak fragmentaci6ja lassu volt, ennek kovetkeztében kevés ,,élesztd-szeri” sejt keletkezett
(1 x 10%ml) (26.A, 27.A ébra). A fenticken tdl az flbA gén deléciéjat a megszokottol
jelentdsen vastagabb csiratomldk kialakuldsa is kisérte (25. dbra), azaz a spordk csirdzasat is
befolyésolta, noha az irodalmi adatok inkdbb a GanB tutvonalat hozzédk kapcsolatba a csirdzas
szabdlyozasaval (Chang és munkatarsai, 2004; Lafon és munkatdsai, 2005). A GanB, illetve
RgsA génekben sériilt mutansok esetében 1ényeges morfoldgiai valtozast nem észleltiink.

A Kkitindz termelSdésével ellentétben a AflbA és fadA“**® mutdcick hasonléan az
rgsA/ganB gének hidnydhoz jelentds valtozdsokat okozotak a proteindz termelésben, de mig
az FIbA/FadA utvonal a proteindz termelés idobeni lefutdsit befolydsolta, és a mért aktivitds
nagysdgara nem vagy csak kismértékben hatott (30.A dbra), addig az RgsA/GanB utvonal a
proteindz termelddés mértékét szabdlyozta szamottevoen (36.A dbra). A fadAGZO3R (FGSC
1035) torzs tenyészeteiben a kontrollhoz képest hamarabb, mig a AflbA (RJH046) torzs
kulturdiban késobb éri el a proteindz aktivitds a maximumat, mig az rgsA/ganB gének
delécigja nagymértékben csokkentette az extracellularis proteindz termelést (30.A, 36.A.

abra). A vdltozdsok transzkripcié szintli hatterében legaldbbis részben a prtA gén
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expresszidjanak megvaltozdsa allt, mivel a gén transzkripcidéjanak mintdzata j6l 6sszevethetd
a proteindz aktivitds-valtozasokkal a tenyésztés elsd 60 o6rdjaban (30.B, 36.B. dbra).

Sajat vizsgdlataim, valamint a fadA, az sfaD (GP) és a gpgA (Gy) delécids
mutansokkal végzett kisérletek eredményei alapjan (Emri és munkatarsai, 2008a)
feltételezhetjiik, hogy a FadA udtvonal vesz részt az extracelluldris proteindzok képzddésének
gatldsdban, mind a Go- (FadA), mind a GBy- (SfaD-GpgA) alegységek révén, mig a GanB
ttvonal hatdséat csak kozvetve, a FadA dtvonallal k6zos, GPy-alegységeken keresztiil fejti ki
(6., 30.A, 36.A, 49. dbra). Ez a szabalyozdsi modell azonban nem ad magyardzatot a AfIbA és
fadAP*"®  torzsek proteindz aktivitds-valtozdsaira. Elképzelheté, hogy a két mutdcié
novekedésre gyakorolt hatasa idézett el6 olyan véltozasokat (pl.: a proteindz szintézis karbon
repressziéjaban), ami a fent leirt eredményekhez vezetett. Erdemes megemliteni, hogy
Botrytis cinerea-ban szintén leirtdk a proteindz termelés heterotrimer G-protein fiiggd
szabdlyozasat (Gronover és munkatérsai 2001).

A G-proteinek nitrogén anyagcsere szabalyozdsdban betoltott szerepének fontossagét
erositi, hogy a szerves nitrogén forrdsok mobilizdldsdban, a glutation lebontdsdban és az
aminosavak transzportjdban is jelentOs szerepet jatsz0 YGT aktivitds-véltozdsa a mutdns
torzsekben jelentOsen eltért a kontroll torzsekétol (31, 37. dbra). A AflbA (RIJH046) és
fadA“*" " (FGSC 1035) torzsek tenyészeteiben, hasonléan a proteindz aktivitasnadl
tapasztaltakkal az aktivitds-véltozds idobeni lefutdsa médosult (31. dbra). A fadA pozitiv
domindns muticidjdnak hatdsiara a YGT termelés a kontroll torzshoz képest hamarabb, mig a
AflbA (RJTH046) torzs esetében 1ényegesen késobb érte le maximumat (31. dbra). A rgsA/ganB
gének mutdnsainak tenyészeteiben jelentdsen megemelkedett szintl YGT termelést
rogzitettiink a kontroll (RKHS51.117) torzshoz viszonyitva (37. dbra). Emlitést érdemel, hogy
a 7YGT aktivitds-valtozdsdban a kontroll és a mutdns torzsek kozott megfigyelhetd
kiillonbségek nem vagy alig voltak nyomon kovethetdk a GSH és a GSSG sejten beliili
koncentraciéjanak véltozdsaban (32., 38. dbra). Ebbdl is latszik, hogy a glutation anyagcsere
mennyire Osszetett, és hogy a rendszer képes a fokozott GSH bontast ellensilyozni és
megodrizni mds folyamatokhoz - példdul a detoxifikdcidhoz vagy az aminosav transzporthoz —
fontos minimdlis GSH készletet. A fenti eredmények, valamint a fadA, sfaD (GP) és gpgA
(GY) hidany mutansaival végzett vizsgalatok eredményei alapjan (Emri és munkatarsai, 2008a),
a Y-glutamil transzpeptiddz képzddését az SfaD-GpgA komplex, azaz a heterotrimer G

proteinekrol disszocidlt GBy-alegység aktivalhatja (49. abra).
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49. abra A FluG és a G-protein medidlt utvonalak lehetséges szerepe, Aspergillus nidulans
metabolizmusa és életciklusa egyes elemeinek szabalyozdsaban (Seo és munkatdrsai, 2006;

Yu, 2006).

A proteinaz termelés €s a YGT indukcidjan tdl a FadA/FIbA és GanB/RgsA tutvonalak
befolyasoltdk egyes antioxiddns enzimek (kataldz, GPx) termelddését is, ami kiilondsen a

katalaz esetében volt szembeotld, ahol a GanB/RgsA utvonal miikodése, konkrétan az RgsA



fehérje jelenléte sziikségesnek bizonyult a kataldz aktivitdsok — a stacioner €s korai autolitikus
fazisban tapasztalt indukciét kovetd - gyors csokkenéséhez (39.A édbra). Az FIbA/FadA
utvonal elemeinek muticidja nem befolydsolta a kataldz termelddésének mértékét és idobeni
lefutdsat (33.A dbra). A kordbbi erdeményeinkkel ©sszhangban, a G-protein ttvonal
mutansaiban is, a catB gén expresszidja mutatott a kataldz aktivitas-véaltozdshoz hasonl6
mintdzatot (Kawasaki és munkatarsai, 1997; 2001) (40.A, B, 41. dbra). A G-protein medidlt
utvonal, és azon beliill az RgsA fehérje, legaldbbis részben a catB gén transzkripcidjanak
szabdlyozasan (gatldsan) keresztiil fejtheti ki hatdsat. Fontos kiemelniink, hogy iddig igen
kevés ismeret allt rendelkezésiinkre a kataldzok szabdlyozasat illetden.

A G-protein utvonalak egyes elemeit kodol6é gének hidnya kisebb-nagyobb mértékben
ugyan, de befolyasolta a GPx termelést (33.B, 39.B dbra). EbbOI arra kdvetkeztethetiink, hogy
a két RGS alegység: az FIbA és az RgsA egyarant indukdlja a GPx termelést, hiszen
hidanyukban kisebb enzim aktivitisok mérhetdek, mig az a-alegységek (FadA, GanB) hatdsa
ezzel ellentétes (33.B, 39.B abra).

Az intracelluldris peroxid (34.A, 42.A dbra) és szuperoxid (34.B, 42.B 4bra)
akkumulacié mértékében, az antioxidans enzimaktivitasokban mért eltérések ellenére, —
eltekintve a ArgsA torzsnél tapasztalt gyengébb peroxid felhalmozdst6l, amely nem jart
fokozott életképességgel (43. dbra) — nem tapasztaltunk jelentds véltozdst. Az antioxiddns
enzimek és az intracelluldris gyokszint nagymértékii szabalyozottsdga nem véletlen, hiszen a
ROS és redox egyensily szamos teriileten - apoptdzis, proliferdcio, szexudlis szaporodds -
mint egyes jelatviteli mechanizmusok elemei szerepelnek.

Fontos kihangstlyozni, hogy vizsgélataink alapjan az antioxiddnsként is funkciondl6
GSH lebontiasa (YGT indukcidja), valamint a kataldz aktivitdsok novekedését kovetd
csOkkenése 1s aktiv, heterotrimer G-protein utvonalak altal szabdlyozott folyamatoknak
bizonyultak. Ez azt sugallja, hogy a sejtek ugy viselkednek, mintha prébalndk elOsegiteni a
ROS akkumuldlédésat és igy a ROS 4ltal indukalt folyamatokat. Erdemes megemliteni, hogy
az Aspergillus nidulans szexuélis szaporoddsdnak szabdlyozdsdban a GPy alegység és igy a
heterotrimer G-protein-fiiggd ttvonalak kozponti jelentdségliek (Yu, 2006), s6t az is ismert,
hogy a reaktiv oxigénformdk képzddése fontos eleme a szexudlis szaporoddsnak (Lara-Ortiz
és munkatdrsai, 2003). Eppen ezért elképzelhetd, hogy a Yy-glutamil transzpeptidiz
indukdlédésa, valamint a kataldz gatldsa ROS hdaztartidsra gyakorolt hatdsuk révén a gomba

ivaros folyamatainak elokészitését segitik.
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Osszességében azt mondhatjuk, hogy bar ellentétben véarakozasainkkal az ismert G-
protein medidlt dtvonalak nem toltenek be kozponti szerepet az autolizis szabdlyzdsaban
Aspergillus nidulans-ban, a nitrogén anyagcsere vagy az antioxiddns enzimek termelésének

reguldcidja révén alapvetden befolydsoljdk a szénéhezd tenyészetek fiziologidjat.

4.3 Az Aspergillus nidulans aszexualis sporulacigjat szabalyoz6 briA és fluG

gének mutacioinak hatasa az autolizisre

Mivel a G-protein kapcsolt utvonalak nem véltottdk be a hozzdjuk flizott reményeket,
ami az autolizis szabdlyozasit illeti, a sporuldcidé indukcidjdhoz sziikséges kozponti
transzkripciés faktort (BrlA), és az azt aktivdlé extracelluldris sporuldciés faktor (ESF)
eldallitdsahoz sziikséges FluG fehérjék génjenek autolizisben betoltott szerepét is gorcsd ala
vettiik.

Mind a brlA, mind a fluG génben sériilt mutdnsok nem autolizdlé fenotipust mutattak:
a DCM lassan csokkent (44.A dbra), tulajdonképpen nem volt mérhetd extracelluléris kitinaz
aktivitds (44.B dbra), ami a szintén igen alacsony chiB expresszidval volt magyardzhat6 (45.
abra) és mindkét mutdns hosszui idon at megorizte pelletes morfoldgidjat.

Vizsgalataink alapjan tehat a FluG ttvonal nemcsak a sporulécid, de nem vart médon,
az autolizis inicidldsdhoz is nélkiillozhetetlennek bizonyult. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az autolizis és a sporuldcié szorosan Osszetartozd, a FluG-BrlA utvonal
altal szabdlyozott jelenségek. Az autolizis egyik legfontosabb fiziologiai jelentOsége
szénéhezd tenyészetekben feltehetdleg éppen az, hogy a sejtek egy részének lebontdsdval
tdpanyagokat szabadit fel, melyeket a nem autolizalé sejtek a kiilsé szénforrds elfogydsat
kovetden konidiumok elddllitdsdra tudnak felhaszndlni. E folyamat eredményeképpen akér a
teljes vegetativ biomassza felhasznalodhat konidiumok képzésére. A konidiumok, mint
propagdld képletek segitségével a gomba 1j termdteriiletekre juthat el, illetve a konidiumok
kitartd képletként funkciondlva biztosithatjadk a telep tulélését a tdpanyagok kimeriilését
kovetden is.

Meglep6 mddon a fluG1 mutians nem, mig a A4brlA mutans kifejezetten sok proteinazt
termelt (46. dbra), ami Osszefiigg a FluG utvonal és a FadA utvonal kozotti kapcsolattal: a
FluG fehérje az SfgA gétldsan keresztiil nemcsak a brlA gént indukélja, de gétolja a FadA
utvonal miikodését is (Seo €s munkatarsai, 2006) igy serkenti a proteindz termelést (5., 46. 49.

abra).
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Az éltalunk vizsgalt két mutansra jellemz6 nem autolizal6 fenotipus ipari szempontbol
is elonyos lehet: a hosszi ideig stabil, a szénforrdas elfogydsa utdn is megmaradd pelletes
morfologia kovetkeztében e tenyészetek még idos korukban is konnyen kevertethetdek és
hatékonyan sziirhetk. A proteindz termelés hidnya (fluGl mutdns) ugyanakkor a termék
proteoltikus degradacigjat akaddlyozza meg. Mivel csupédn egyetlen gén hidnya okozta ezen
véltozdsokat, érdekes alternativa lehet hasonlé fenotipusi torzsek ipari nemesitésbe vald
bevondsa. A fentieken til a nem autolizdl6 mutdnsokban megfigyelt gyenge fragmentécid
alatdmasztja azt a feltételezést, miszerint a fonalak daraboléddsa alapvetden egy aktiv,
enzimatikus folyamat és nem pusztin a rizatds, illetve kevertetés kovetkeztében fellépd

mechanikai nyiréerdk kovetkezménye (White és munkatarsai, 2002).

4.4 Apoptotikus markerek Aspergillus nidulans fluGl és a AbrlA mutans

torzseiben

Noha mind a ,,loss of function” fluG (fluGI) (FGSC 744), mind 4brlA (FGSC 1079)
torzs nem autolizdlé fenotipust mutatott (44. A, B, 47. dbra), sejtpusztulési folyamataikban
lényeges eltérést nem tapasztaltunk a kontroll torzsekhez viszonyitva: sem az Annexin V
pozitiv sejtek (48.A dbra), sem a TUNEL pozitiv protoplasztok (48.B &bra) szdmanak
valtozasdban. A kontroll torzsnél megismert kinetika szerint véaltozott a megnyult, apoptotikus
folyamatokra utal6 sejtmagok szdma is. Ezek utdn nem meglepd, hogy a kiillonbozo torzsek
tenyészeteinek MTT redukal6 képessége is igen hasonldan alakult (48. B 4bra).

Az apoptézis kiilonbozd szfingozin  szarmazékokkal (D,L-dihidroszfingozint,
fitoszfingozin) jol indukélhaténak bizonyult, nem csak a csirdz6 spérdkndl és fiatal hifdknal
(Cheng és munkatdrsai, 2003), hanem az egyébként a kornyezeti stresszhatdsokkal szemben
ellendllobb (Pdécsi és munkatarsai, 2004) idos tenyészeteknél is (19. dbra). A stacioner
fazisban alkalmazott szfingozin kezelés bar megduplazta az apoptotikus (Annexin V pozitiv)
sejtek szamdt (19. dbra), a fokozott apoptdzist nem kisérte az autolitikus markerek (DCM
csokkenés, extracelluldris hidroldzok aktivitdsdnak novekedése) szintjének emelkedése (22-
23. 4bra). Mindezek alapjan az autolitikus fenotipus kifejezodése és a tenyészetek
vitalitdsdnak csokkenése, illetve apoptotikus folyamatai kozott szoros kapcsolatot nem
taldltunk. Ez egyben azt is jelenti, hogy szénéhezd tenyészetekben a sejtek pusztuldsit nem az
autolizis (az autolitikus fenotipus kifejezodése) idézi eld, az autolizis ,,csupdn” a mar elhalt

sejtek anyagainak mobilizdldsat végzi. Autolizdl6 tenyészetekben két folyamat zajlik: 1. a
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sejtek pusztuldsa (a tenyészet vitalitdsanak csokkenése, apoptotikus markerek kifejezddése),
2. az elhalt sejtek anyagainak — beleértve a sejtfalat is - lebontdsa (az autolitikus fenotipus
kialakulasa).

A sejtpusztulds €s a sejtfal degradacio eltérd szabdlyozottsdganak élettani jelentdsége
nem ismert. Egy lehetséges magyardzat a gomba fonalas morfolégidjaval fiigghet Ossze: a
sejtfalnak koszonhetden az elhalt sejtek anyagainak jelentds része nem folyik el, hanem a
szomszédos, még €16 sejtek szdmdra konnyen hozziférheté médon megmarad. Igy ha a
sejtpusztulds nem jar egyiitt sziikségszeriien a sejtfal lebomldsaval, a gomba hatékonyabban

tudja intracelluldris anyagait Gjrahasznositani.
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5. Osszefoglalas

A mikoldgiai vizsgélatok tilnyomé tobbsége a novekedo, exponencidlis fazisban 1évo
tenyészetek tanulmanyozdsara szoritkozik. Viszonylag kevés tanulmény vizsgélja a szénéhezd
kultirdk morfoldgiai-fizioldgiai véltozésait és azok szabdlyozasat. Ez azért is meglepd, mert a
szénforrds éhezés az egyik leggyakoribb streszhelyzet mind a természetben, mind ipari
koriilmények kozott. Szénéhezd koriilmények kozott szamos gyakorlati jelentdséggel bird
enzim és metabolit termelddik, sot a szénéhezés alatt megfigyelhetd sejtpusztuldsi folyamatok
jobb megértése a gombdk elleni védekezésben is jol hasznosithaté eredményekre vezethet.
Vizsgalataim kozéppontjaban az Aspergillus nidulans, mint modell organizmus szénéhezd
tenyészeteinek tanulmdnyozésa, a szénéhezd tenyészetek morfoldgidjanak, fiziologidjanak és
sejtpusztuldsi folyamatainak jobb megismerése allt. Munkdm sordn nagy hangsulyt kapott a
heterotrimer G-protein Gtvonalak szénéhezd tenyészetek miikdodésében betoltott szerepének
megismerése.

Aspergillus nidulans szénéhezd tenyészetei morfoldgiailag igen eltéronek bizonyultak
a kordbban a tanszékiinkon vizsgélt ipari Penicillium chrysogenum torzsétol (Pusztahelyi és
munkatarsai 1997a; Pécsi és munkatarsai, 2007). Az Aspergillus nidulans esetében ugyanis a
szénforras elfogyasat kovetden a pelletek csak lassan estek szét, és a tenyészetek mindvégig
megdrizték fonalas morfolégidjukat. A Penicillium chrysogenum esetében megfigyelt
élesztoszerl sejtek megjelentek ugyan de sohasem valtak dominéns képletté. Irodalmi adatok
alapjan (Pdcsi €s munkatarsai, 2007) az Aspergillus nidulansnél tapasztaltak tekinthetOk
altaldnosnak, mig a Penicillium chrysogenumndl megfigyelt sajatos morfoldgia feltehetdleg
csak az ipari nemesités mellékterméke.

Az alapvetd morfoldgiai kiilonbségek ellenére a szénéhezd tenyészetekben megfigyelt
fizioldgiai valtozdsok (pl.: ROS akkumul4cid, antioxiddns enzimek termelodése, apoptotikus
és autolitikus folyamatok beinduldsa, extracelluldris hidroldz termelés) igen hasonldak voltak
a Penicillium chrysogenumndl tapasztaltakhoz (Sdmi és munkatérsai, 2001a), s6t az éltalunk
megfigyelt jelenségek egyes elemeit sok mds gombabdl is kimutattdk mér (Munkres és
Minssen, 1976; Dufour és munkatdrsai, 2000; Jakubowski és munkatarsai, 2000; Gyetvai és
munkatarsai, 2006). Mindezen vizsgilatok egyiittesen azt sugalljdk, hogy a gombdkban
szénéhezo koriilmények kozott igen komplex, jol szabélyozott fizioldgiai valtozasok zajlanak.

Azaz, a szénéhez0 tenyészeteket nem tekinthetjiik hanyatld, nekrotikus sejtek 0sszességének,
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hanem a stresszhelyzettel szemben aktivan védekezd és azt tilélni képes kultdrakrdl van sz6
(Winderickx és munkatarsai 2003).

Vizsgélataink alapjan a FadA/FIbA €és GanB/RgsA utvonalak nem csak a csirdz6
spordk, illetve a novekedd hifdk fizioldgidjat (Adams és munkatdrsai, 1998; Chang és
munkatdrsai, 2004; Lafon és munkatdsai, 2005), de a szén€hezd tenyészetek miikodését is
alapvetden befolyésoltdk. Szabdlyozo szerepiik jelentds volt az extracellularis proteindz (prtA)
termelésben, a YGT indukdl6ddsaban és igy a GSH lebomldsdban, valamint egyes antioxiddns
enzimek — GPx, katalaz (catB) — és ezen keresztiil a ROS képzddésében is. Meglepd mddon a
fenti heterotrimer G-protein ttvonalak érdemben nem befolydsoltdk a tenyészetek autolizisét.

A FadA/FIbA és GanB/RgsA utvonalakkal szemben a sporulédciéért felelds FluG-BrlA
utvonal (Lee és Adams, 1988, 1994b, 1998; Lee és Adams, 1996; D’Souza és munkatarsai,
2001) nélkiilozhetetlennek bizonyult az autolizis szabédlyozdsaban. Ez az ttvonal befolydsolta
a DCM csokkenését, az extracellularis kitindz (chiB) képzddését, és a fonalak
fragmentalodasat (pelletek szétesése, élesztoszerl sejtek kialakuldsa) is. Vizsgalataink alapjan
tehat az autolizis és a sporuldcié szorosan Osszetartozd, a FluG-BrlA dtvonal A4ltal
szabdlyozott jelenségek. Az autolizis egyik legfontosabb fizioldgiai jelentdsége szénéhezd
tenyészetekben feltehetdleg éppen az, hogy a sejtek egy részének lebontdsival tdpanyagokat
szabadit fel, melyeket a nem autolizdlé sejtek a kiilsd szénforrds elfogydsit kovetden
konidiumok elddllitdsara tudnak felhaszndlni. E folyamat eredményeképpen akar a teljes
vegetativ biomassza felhaszndlédhat konidiumok képzésére. A konidiumok, mint propagiléd
képletek segitségével a gomba 1j termoteriiletekre juthat el, illetve a konidiumok kitart6
képletként funkciondlva biztosithatjdk a telep tulélését a tipanyagok kimeriilését kovetden is.

Meglepé médon a FluG-BrlA ut mutiaciéi nem befolydsoltdk sem az apoptotikus
markerek kifejez0dését, sem a sejtek pusztuldsat, sot az apoptdzis indukdldsa sem jart egyiitt
fokozott autolizissel. Mindezek alapjan az autolitikus fenotipus kifejez0dése és a tenyészetek
vitalitdsdnak csokkenése, illetve apoptotikus folyamatai kozott szoros kapcsolatot nem
taldltunk. Ez egyben azt is jelenti, hogy szénéhezd tenyészetekben a sejtek pusztuldsit nem az
autolizis (az autolitikus fenotipus kifejezodése) idézi eld, az autolizis ,,csupdn” a mar elhalt
sejtek anyagainak mobilizdlasat végzi. Autolizdlo tenyészetekben két folyamat zajlik: 1. a
sejtek pusztuldsa, (a tenyészet vitalitdsanak csokkenése, apoptotikus markerek kifejezddése)
2. az elhalt sejtek anyagainak — beleértve a sejtfalat is - lebontdsa (az autolitikus fenotipus
kialakuldsa). A sejtpusztulds €s a sejtfal degradacié eltérd szabalyozottsdganak élettani
jelentdsége nem ismert. Egy lehetséges magyardzat a gomba fonalas morfologidjaval fiigghet

Ossze: A sejtfalnak koszonhetden az elhalt sejtek anyagainak jelentds része nem folyik el,
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hanem a szomszédos, még €16 sejtek szdméra konnyen hozzéférheté médon megmarad. Igy
ha a sejtpusztulds nem jar egyiitt sziikségszerlien a sejtfal lebomldsdval a gomba
hatékonyabban tudja intracellularis anyagait djrahasznositani.

Vizsgalataim tobb, gyakorlati szempontbdl is tovdbb gondoldsra érdemes eredményre
vezettek: kimutattam, hogy az autolizis alatt képz6dd hidroldzok de novo keletkeznek, azaz az
autolizis indukdldsaval ezen enzimek tultermelése eloidézhetd az iparban. A fluGlI és AbrlA
torzsek fenotipusdn keresztiil igazoltam, hogy a fonalak fragmentdléddsa egy aktiv folyamat
és nem a kevertetés, razatds sordn fellépd mechanikai nyiréerdk kovetkezménye, azaz a
megfeleld sejtfalbontdé enzimek aktivitdsdnak szabdlyozdsdn keresztiil lehetoség van a
tenyészetek morfologidjat befolyasolni. A fluGIl mutans fenotipusa ugyanakkor j6 példa arra
is, hogy egyetlen gén inaktivadlasaval olyan mutdnst lehet 1étrehozni, amely ipari szempontbdl
eldnyos lehet: A hosszi ideig stabil, a szénforrds elfogydsa utdn is megmarad6 pelletes
morfolégia kovetkeztében e tenyészetek még idds korukban is konnyen kevertethetdek és
hatékonyan szlirhetdk. A proteindz termelés hidnya ugyanakkor a termék proteoltikus

degradacidjat akaddlyozza meg.
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6. Summary

Most of the mycological investigations dealt with the studying of growing, exponential
phase cultures. Only a few studies examine the morphological and physiological changes of
the carbon starving cultures and the regulation that lies behind. This is surprising, because the
starving of carbon sources is one of the most common stress situations both in the nature and
in industrial conditions. Many enzyme and metabolite, which have great practical importance,
are produced in carbon starving conditions; moreover the better understanding of the cell
death processes occur during carbon starvation can lead us results which can be useful in the
protection against fungi. In the center of my investigations was the study of the carbon
starving cultures of Aspergillus nidulans, as model organism, and the better understanding of
the morphology, physiology and cell death processes of the carbon starving cultures. During
my work the role of the heterotrimer G protein mediated pathways in carbon starving cultures,
had great accent.

The morphology of the Aspergillus nidulans cultures was very altered from the
industrial Penicillium chrysogenum strain, examined former at our department (Pusztahelyi et
al., 1997a; Pécsi et al., 2007). The pellets disintegrated slowly and the cultures preserved
their filamentous morphology after the carbon source had depleted at Aspergillus nidulans.
Although the “yeast-like” cells, observed at Penicillium chrysogenum, appeared but they
never became dominant. The changes observed at Aspergillus nidulans can be considered
general by the literature (Pdécsi et al., 2007), while the specific morphology noticed at
Penicillium chrysogenum is probably a side effect of the industrial breeding.

Instead of the essential morphological differences the physiological changes observed
in carbon starving cultures (ROS accumulation, antioxidant enzyme production, induction of
apoptotic and autolytic processes, extracellular hydrolase production) were similar to the
noticed at Penicillium chrysogenum (Sami és munkatérsai, 2001a). Some elements of the
phenomena observed by us were demonstrated at other fungi (Munkers and Minssen, 1976;
Dufur et al., 2000; Jakubowski et al., 2000; Gyetvai et al., 2006). All these investigations
suggest us that well regulated, complex physiological changes occur in carbon starving fungi
cultures. That’s why the carbon starving cultures can not considered as mass of declining,
necrotic cells, but we can speak about cultures which can actively defend themselves against

stress situation and they are able to survive it (Winderickx et al., 2003).
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Based on our investigations the FadA/FIbA and GanB/RgsA pathways not only
effected an the germinating spores and the physiology of growing hyphae, but the operation of
the carbon starving cultures as well (Adams et al., 1998; Chang et al., 2004; Lafon et al.,
2005). Their regulative role was significant in the production of extracellular proteinase
(prtA), in the induction of YGT and GSH degradation, furthermore via the production of some
antioxidant enzyme — GPx, catalase (catB) — in the creation of ROS. Surprisingly the above
heterotrimeric G protein mediated pathways did not influence notably the autolysis of the
cultures.

Instead of the FadA/FIbA and GanB/RgsA pathways the FluG-BrlA pathways
responsible for the sporulation (Adams et al., 1988; Lee and Adams, 1994b, 1996; D’Souza et
al., 2001) were essential in the regulation of the autolysis. These pathways influenced the
decrease of the DCM, the production of extracellular chitinase (chiB) and the fragmentation
of hyphae (pellet disintegration, creation of “yeast-like” cells) too. Based on our experiments
the autolysis and the sporulation are linked closely together, and regulated by the FluG-BrlA
pathway. One of the main physiological importance of the autolysis in carbon starving
cultures is probably that it liberates nutrients through the degradation of some cells, which can
be used by the autolysing cells to produce conidia after the depletion of the carbon source. As
the result of this procedure even the whole vegetative biomass can be utilized for conidia
creation. The fungus can reach new productive areas via the conidia, which is a propagator
formation. The conidia as persistent formation can ensure survive of the colony after the
depletion of the nutrients.

Surprisingly the mutations of the fluG-BlrA pathway did not influence nor the
expression of the apoptotic markers neither the cell death, even the induction of the apoptosis
was not followed by increased autolysis. According these we could not find close relationship
between the expression of the autolytic phenotype, the decrease in the vitality of the cultures
and the apoptotic processes. This means in the same time, that the cell death is not caused by
the autolyis (expression of autolytic phenotype) in carbon starving cultures, but it mobilizes
the materials of the dead cells. Two procedures welter in the autolysing cultures: 1. the
destruction of the cells (the decrease of the vitality of the cultures, the expression of the
apoptotic markers), 2. disassembly of the materials of the dead cells (expression of autolytic
phenotype). The importance of the different regulation of the cell death and cell wall
degradation is unknown. A possible explanation is connected to the morphology of the
fungus: the remarkable part of the materials of the dead cells does not flow away thanks to the

cell wall, but remains easily accessible for the neighbour, living cells. In this way the cell
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death is not accompanied necessarily by cell wall disintegration and the fungus can reuse its
substance more effectively.

My examinations led me to several results, which are worth to go over in practical
aspects: I have demonstrated, that the hydrolyse enzymes are produced de novo during the
autolysis, namely over production of these enzymes can be generated by the induction the
autolysis in the industry. I have proved through the phenotype of the fluGI and AbrlA strains,
that the fragmentation of the hyphae is an active process and not a consequence of the
mechanical shearing forces caused by the stirring and shaking. Namely the morphology of the
cultures can be manipulated by the regulation of the activity of the adequate cell wall
degrading enzymes. The phenotype of the fluGI mutant is a good example to that how we can
create an industrially beneficial strain with the inactivation of only one gene: The cultures,
which are stable for long time and keep their intact pellet morphology after depletion of the
carbon sources, remain well shakeable and efficiently filterable even when they are old. The
lack of the proteinase enzyme production can hinder the proteolytic degradation of the

product at the same time.
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