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Roviditések jegyzéke
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Anafp
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DCM
ECF
EDTA
GDP
GTP
HK
HPt

KCM
LB
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NTR
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PgAFP
Pka
Pkc
ROS
RR
SAR
SDS
TBE
TF

Aspergillus clavatuantifungalis fehérjéje
Aspergillus giganteudltal termelt antifungalis fehérje
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komplex taptalaj (complex medium)
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guanozin-difoszfat

guanozin-trifoszfat

hisztidin kinaz
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(histidine-containing phosphotransmitter)
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P. chrysogenurRP42C antifungalis fehérjéje
Protein kindz A

Protein kindz C

reaktiv oxigén részecske (reactive oxygen species)
valasz regulator (response regulator)

SfgA altal aktivalt represszorok
natrium-lauril-szulfat

Tris, borat és EDTA tartalm( puffer

transzkripcios faktor



1. Bevezetés

A Penicillum chrysogenum fonalas gomba termel egy kis
molekulatdtmed, bazikus, ciszteinben gazdag fehérjét a PAF-otelam
szamos human- és ndévénypatogén gomba, valamiAspergillus nidulans
fonalas modellszervezet ndvekedését is gatoljas@far és mtsai. 2003,
Galgoczy és mtsai. 2005, 2008, Barna é€s mtsai. )2008 elmult masfeél
évtizedben széles ismeretanyag ilgy 6ssze a PAF szenzitiv
mikroorganizmusokra kifejtett hatasarol (Marx éssamnt1995, Kaiserer és
mtsai. 2003, Leiter és mtsai. 2005, Binder és m2gdi0 a,b). A fehérje
termeb szervezetben betdltdtt élettani szerepe azonl@magan maradt. Uj
kutatasi iranykéntcélul tiaztik ki a P. chrysogenum- PAF kapcsolat
megvilagitasat.

A PAF-hoz hasonld bazikus, ciszteinben gazdag wangdlis hatasu
fehérjét mara tobb fonalas AscomycotabAspergillus giganteus, A. niger,
A. clavatus, Penicillium nalgiovensazonositottak (Wnendt és mtsai. 1994,
Gun Lee és mtsai. 1999, Geisen 2000, Theis és.r23@8, Skouri-Gargouri
és Gargouri 2008). A legtdbb ismeretanyag eddi@Ad- rél és azA.
giganteustapkozegétl izolalt AFP-16l gyilt 6ssze. Mindkét antifungalis
fehérje a 70-90 oOras stacioner fazisu stllyesmetészetben detektalhato a
legnagyobb mennyiségben (Meyer és mtsai 2002, N2&64). Meyer és
munkatarsai kimutattédk, hogy afp gén szigoru tér- és dbeli szabalyozas
alatt all az A. giganteusaszexualis sporulacioja folyaman (Meyer és mtsai.
2002). Doktori munkam kozponti kérdése, hogy ap-hez hasonloan
kothet-e apaf expresszioja a terniekzervezet aszexualis differencialédasi
folyamataihoz, illetve, hogy a PAF termidése befolyadsolhatja-e B.
chrysogenunmitosporafejpdését. Ezért céluliztik ki:



* A PAF hatasanak vizsglatatPa chrysogenunfellleti tenyészeteinek
novekedeésére

* A paf transzkripciojanak vizsgalatatRa chrysogenunsillyesztett és
fellleti tenyészeteiben.

* Ezzel parhuzamosan #&. chrysogenumfelileti tenyészetének
mitospora fepdését jeld markergének KrlA, rodA, rodB)
transzkripciéjanak a tanulmanyozasat illetve a wsgeoiot jeld
markerek (konidioforumok megjelenése, egységnyi Uldéébn
termebdott konidiumok szama) nyomon kdvetéset.

* A paf gén deléciojat &. chrysogenunQ176 torzsben, és a deletalt
gén visszaultetését a hianymutan genomjaba.

» Az altalunk létrehozotizpaf torzs fenotipikus jellemzését (kulénos
tekintettel a differencialddasi folyamatokra).

* A P. chrysogenumbrlA térzspaf transzkripciojanak a vizsgalatat.

Mivel a PAF Bségesen szekretalddik az dreggdel chrysogenum
sullyesztett tenyészetében, feliaiitt a kérdés, hogy van-e hatasa a fehérje
termebdésének a tenyészet autolitikus sejtpusztulasafoftaira. Ezért célul
tiztuk ki:

* A pafdelécio hatdsanak tanulmanyozasat a széfighéltyesztetP.

chrysogenuntenyészetek autolizisére.

Doktori munkédm keretében leldségem nyilt a PAF, szenzitiv
mikroorganizmusokra gyakorolt hatdasmechanizmusa@ntdnulmanyozasara
is. Mivel a PAF oxidativ stresszt valt K. nidulan®an, feltételeztiik, hogy
aktivalja a gomba valamely stresszvalasz szabalygemét, ezért célul
taztuk ki:



» Stressz jelatviteli utvonalakban sérélt nidulansmutansok £sskA
AsSIrA,  AnapA  AnikA, AhogA  AsskA/srrA  AsrrA/hogA
novekedésének a vizsgalatat PAF kezelés hataséra.



2. I[rodalmi elézmények

2.1. AP. chrysogenunegyedfejbdése

A P. chrysogenuma fonalas Ascomycota taxon Plectomycetes
osztélyanak Eurotiales rendjébe tartozik (Jakucs Végna 2003). Az
aszkuszos gombak tdbbsége mind ivaros, mind ieartalton képes
szaporodni. Ugyanakkor, szamos fajnak beleérte. @hrysogenumois,
csak az aszexualis formaja ismert (Hoff és mts@Q82, éppen ezért egy
kilon csoportban, a Deuteromycota vagy Fungi Ingmtirf mesterséges
taxonban is nyilvantartottak (Jakucs és Vajna 2008)fonalasan ndv
Ascomycotak a természetben tobbnyire a talajbardeényi maradvanyokon
fordulnak eb, de megfedizhetnek gyomolcsoket, zoldségeket, egyéb
élelmiszereket és takarmanynodvényeket is, melyh&malas novekedésiik
kivald lehebtséget biztosit ( Hill 1972, Dalcero és mtsai. 199V vegetativ
novekedés gombasporakcsirazasaval keaddik (1. abra). Maga a csirazas
két fazisra oszthatd: a konidium duzzadasara édrat@mb megjelenésére
(Oh és mtsai. 1996). A fonalas gombakra a poldrizgy irdnyba tortéh
novekedés a jellendz melyet az apikalis (csucsi) régié folyamatos
megnyulasa vezérel. Ennek eredményeként jon ldiiaaAz Ascomycotak
kortlbelll 2-10um atmééjt hifai szeptumok altal valnak ,tébbsigje”. A
hifasejtek képesek kommunikalni egymassal a szeghtufalan talalhatd
egyszefi porusokon at, ahol a citoplazma elemei koézil amsgjok is
képesek athatolni. Az aszkuszos fonalas gombakamiat imperfekt
rokonaik sejtjei tobbnyire tébbmagvuak és altalabancsucsi sejtek
sejtmagszama a legnagyobb (Jakucs és Vajna 2003hn&las gombak
képesek kiterjedt fellleteket beboritani és vistagykompakt struktarat

|[étrehoznimicéliumot alkotva.



csirazas

t./
\_/

micéliumtémeg hifamegnytlas
és elagazas

1. 4bra. A P. chrysogenunfA) szkenning elektronmikroszkoppal készitett
konidioféruma képe (Hoff és mtsai. 2010a) B3} €letciklusa. A skala im
szimbolizal

A micélium a gombahifak sztvedékét jelenti, amekyree ndvekedését
nemcsak a hifak egyirAnya megnyulasa jellemzi, heakgazasok létrejotte,
tovabba a hifak kozott fellépsejtfazio, a hifaanasztomozisok kialakulasa is.
A szilard taptalaj feliletén a vegetativ gombaniio@l gyakorlatilag egy
sikban novekszik (szubsztrat micélium). A legtobbnalas gombafaj
folyadékfazisban is tenyészthiet Razatott, sillyesztett tenyészetben a
micélium a folyadék belsejében kisebb-nagyobb gdetis képleteket,
agynevezett pelleteket képez (Nielsen és mtsai.5199 sulllyesztett
tenyészet altaldban a vegetativ ndovekedeést segitie® viszaszoritja az
aszexudlis differencialodasi folyamatokat (Adanssnétsai. 1998 Garcia-
Rico és mtsai. 2008a).

Meghatarozott novekedési periddust kéeet a micélium alkalmassa
valik a differenciadlodasi folyamatok elinditasadsz an. differencialodasi
képességelérése, a gombaspoérak leoltdsat kémetfajtol és tenyésztési
korilményekdl fliggoen, kordlbelil 18-20 6rat vehet igénybe (Adams és

mtsai. 1998, Roncal és mtsai. 2002). Kuléritbddrnyezeti stimulusok



(példaul a hifak levetyel vald érintkezése- Morton 1961) hatasara a
differencialédasi képességgel rendetkezicéliumokban a hifak egyes sejtjei
megallnak a ndvekedéssel, és soksejtes struktlindkzaiak letre, amelyeken
ivartalan szaporitoképletek, konidiumok keletkez(fsttams és mtsai. 1998).
A konidiumok tulajdonképpen a sporatartokrddorfidioférum) exogén
modon lefizéddé mitospérak. A sporak belsejében tartalék tapanyagok
halmozddnak fel, ezzel parhuzamosan kialakul aagaés ellenallé sporafal,
amely képes megvédeni a sejtet a kiszaradastolagskiil$ karosodasoktol
(Jakucs és Vajna 2003, Roncal és Ugalde 2003).

2.2. A konidiogenezis szabalyozasa fonalas gombakba

A mitosporak hatékony propagécios mechanizmugositanak a faj
szaméara. A folyamatot, amely soran a konidiumok mégrdnek
(konidiogenezis) az utobbi évtizedekben intenzivéanulmanyoztak
kilonbdd modellorganizmusok, mint példaul a&spergillus nidulans
(Boylan és mtsai. 1987, Mirabito és mtsai. 1989,8éumtsai. 1996, Adams
és mtsai. 1998) ésNeurospora crass@Springer 1993, Alex és mtsai. 1996)
felhasznalasaval. Az utdbbi dbden egyre tébb tanulmany sziletettPa
chrysogenumsporulaciéjanak a szabalyozasardl is (Prade éddriake
1994, Garcia-Rico és mtsai. 2007, 2008a, Hoff &im2010a, Sigl és mtsai.
2010). A fonalas gombak konidiogenezisét meghatargenetikai és
biokémiai mechanizmusokrdl eddig axspergillu®k tanulmanyozasakor
gyiilt 6ssze a legszerteagazébb ismeretanyag, s eegébgn megegyezik a
Peniciliumnemzetségben eddig feltart szabalyozasi folyamalokk

A. nidulansbankét antagonista jelatviteli utvonal szabalyozza a
novekedést és a mitosporafaiést. A fonalas novekedést a harom
alegységbl allo, FadA(Gr)-SfaD(@P)-GpgA(Gy) heterotrimer G-protein



segiti eb. A G-proteinek a GTP-4zok csoportjdba tartoznak e@y
sejtfelszini receptort kapcsolnak 0Ossze egy effekiehérjével. GDP
(guanozin-difoszfat) koétott allapotukban inaktivak.Ha egy ligandum
aktivalja a G-protein kapcsolt receptort, akkor aelegységfl tavozik a
GDP, majd ezt kévéen GTP (guanozin-trifoszfat) kiidik hozza 2. abra).

A GTP kapcsolédasa utan azalegység levalik a heterotrimer masik két
tagjarol és aktivalja az effektor fehérjetfAés ay-alegység ez itlalatt nem
valik el egymastol, de aa-alegység tavozasa utan a,Gomplex maga is
képes jelatviteli utvonalak aktivalasara. A GTP-fehérje a sajat GTP-az
aktivitasa réven hasitani képes, és igy Ujra ima&liapotba kerdl (Gilman
1987, Voet és mtsai. 1995, Lodish és mtsai. 2000).

A G-protein medialta Utvonalak jelést szerepet jatszanak ax
nidulans vegetativ nodvekedésének a fenntartasdban és aul&por
gatlasaban, de kozrdikbdnek az aszkospora képzeés és a szterigmatocisztin
szintézis szabdlyozasaban is (Yu és mtsai. 199mAdés mtsai. 1998,
Rosén és mtsai. 1999, Molnar és mtsai. 2004, Seuss. 2005).

A. nidulansbanegy masik heterotrimer G-protein, a GanBfG
SfaD(®B)-GpgA(Gy) is részt vesz a sporulacioé gatlasaban. Ez aot&ipr
szerepet jatszik a konidiumok csirazasanak szésforrfligd
szabélyozdsaban, valamint & l&s oxidativ stresszre adott sejtvalaszok
kialakitasaban is. Mivel a&. nidulansgenomban csupan egy; s egy G
alegység talalhato a FadA és a GanB osztozngk al€yységeken (Chang es
mtsai. 2004, Han és mtsai. 2004, Lafon és mtsd@52Molnar és mtsai.
2006).

A Penicilliumokban a G-proteineket kodoldé gének kdzul eddig csak
fadA ortolégokat azonositottak, nevezetesen gasAt Penicillium
marneffeben (Zuber és mtsai. 2002) és myalet a P. chrysogenuiyan
(Garcia-Rico és mtsai. 2007, 2008ah)4bra).
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2. abra. Az A. nidulanssporulaciojanak szabalyozdsa Roncal és Ugalde
(2003), valamint Seo és munkatarsai (2006) nyomdar-gal jelolt gének
ortoldgjait aPenicilliunokban is azonositottak.

A G-protein mediélta jelatviteli utak negativ régjorai az
agynevezett RGSrégulator of G-protein signaling) fehérjék, amelyek a
GTP-Cu-alegység GTPaz aktivitasat képesek ndévelni, ésaigglatvitelt
megszakitani (Chidiac és Roy 2003, McCudden és im&#05), ezért
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a fonalas gonabakved bioldgiai
folyamatainak regulalasaban. A FadA RGS parja &A Fehérje 2. abra)
(Yu és mtsai. 1996, Rosén és mtsai. 1999, Shinszkiefler 2001), a GanB
pedig az RgsA szabalyozasa alatt all (Han és neay).

Mig a G-proteinek altal medialt utvonalak &zspergillupk és a
Penicilliunok novekedésének a fenntartasaert dskel, addig a vegetativ
ndvekedégil az aszexualis sporulaciéra val6é attérést a BadA AbaA és a
WetA transzkripcios faktorok altal alkotott kdzpbmsizabalyozasi utvonal



biztositja @. &bra). Az atvonal minden olyan gént indukal, amely a
mitospora fejpdéshez szikséges (Adams és mtsai. 1998, RoncafjaddJ
2003).

A brlA gén egy CysHis; ,zinc finger” tipusi DNS kdt fehérjét
kodol, ami azabaAés awetAgenek transzkripcios szinaktivatora. A BrlA
hianyaban elmarad a fent emlitett gének expressg®emiatt a sporulacio is
(Clutterbuck 1969, Boylan és mtsai. 1987, Strirgemtsai. 1991, Chang és
Timberlake 1993, Prade és Timberlake 199ByIA ortologokat a
Penicilliumok kozil aP. marneffdien (Zuber és mtsai. 2002, Roncal és
Ugalde 2003), aP. camembertien (Boualem és mtsai. 2008) és R
chrysogenuiman (Sigl és mtsai. 2010) is leirtak mar.

Az abaA transzkripcios faktor Kikodése nélkilézhetetlen a
konidioférumok képédéséhez, a fialid sejtek differencialédasdhoz és
funkcidjuk megtartasdhoz. (Aramayo és Timberlak@3l#ndrianopoulos és
Timberlake 1994).abaA ortologot a P. marneffdien is azonositottak
(Borneman és mtsai. 2000).

A wetA gén termékének funkciovesztésdikidésképtelen, éretlen
konidioférumok képédésével jar, amelyeken pigmentalatlan és éretlen
sporak jonnek létre (Marshall és Timberlake 1994gtA ortologot a
Penicilliunok kozil aP. camembertien (Boualem és mtsai. 2008) ésPa
chrysogenuinan (Prade és Timberlake 1994) is azonositottak.

A stuAgén szintén egy transzkripcios faktort kédol (Datés mtsai.
1997). AstuAexpresszioja a differencialédasi képesség megszével indul
el és az aszexualis sporulacio teljes szakaszala(Miller és mtsai. 1991).

A stuA a brlA és azabaA gének transzkripcidjat aktivalja és a szekunder
metabolitok termelést szabalyozza (Miller és mt4&91, Coyle és mtsai.
2007, Twumasi-Boateng €s mtsai. 200%4)A ortologokat aPenicilliumok
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kozul aP. marneffdien (Borneman és mtsai. 2002) ®Bschrysogenubyan
(Sigl és mtsai. 2010) is azonositottak.

A mitospoéra-fejpdésben tovabbi fontos szerepet tdltenek be, és a
BrlA-szabalyozasa alatt allnak a kis molekulattthdgdrofob fehérjéket
kodol6 rodA ésrodB gének. Mig a RodA hidroféb jelleget kdlcsondz a
konidiumoknak, addig a RodB a konidiumok sejtfakarsa felépitésében
mukodik kozre (Stringer €s mtsai. 1991, Chang és €make 1993, Paris és
mtsai. 2003, Boualem és mtsai. 200@)dA ortologot aP. camembertien
(Boualem és mtsai. 2008) is leirtak n@dB ortolégot még részletesen nem
jellemeztekPenicilliumokban. Sigl és munkatarsai (2010) azonban feltartak
hogy az emlitett gének feltételezett ortolodfaichrysogenutran is a BrlA
szabalyozéasa alatt allnak.

A brlA gén aktivalasa atuAn kivil legalabb hat regulator géht
fugg: fluG, flbB, fIbC, flbD, floEés azsfgA Ezen gének barmelyikének
hianya ,fluffy” fenotipust, azaz intenziv légmiadéth képzést és #&rlA
indukcié elmaradasat, igy a konidiogenezis hiargr@dményezi 4. abra)
(Adams és mtsai. 1998, Seo és mtsai. 2006).

Az flbB, fIbC, floD ésflbE gének szekvenciajuk alapjan feltahieg
transzkripcids faktorokat kédolnak. Pontos hatagraeizmusuk nem ismert,
de kozvetett modon brlA gén nikédését szabalyozzak (Adams és mtsai.
1998).

A fluG egy kismérat, diffuzibilis, az extracellularis térbe Utijleddig
még nem azonositott molekula (,extracellular fagt&@CF) szintéziséhez
szikséges. Az ECF egy receptorhoz 6kiie végé soron az SfgA-t
inaktivalja(Lee és Adams 1994).

Az sfgA egy 601 aminosavbol allo fehérjét kodold trangabids
faktor (Seo és mtsai. 2003, Seo és mtsai. 2006feh&rje feltehdieg
kilonbo®d represszorok SfgA altal Aktivalt Represszorok; SAR)
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aktivalasaban vesz részt, és ezeken keresztiljaanl FIbA-E fehérjék
miikodését, mindaddig, amig a FIuG koztdddésével meg nem ternidik
az ECF. A FluG elgdleges szerepe a sporulacio inicidlasaban az lbbgy,

az SfgA represszald hatasat feloldja (Seo és n#886).

Mindezek alapjan 06sszegezhetjik, hogy a&A. nidulansbana
novekedést és a konidiogenezist két antagonishévitdli Gtvonal iranyitja.
Maga a konidiogenezis a ndvekedést iranyitd szabhabi utvonal legalabb
részleges gatlasat igényli. A teljes folyamat koempgenetikai kontroll alatt
all: ebben a FluG és az FIbA kulcsfontossagu syabélfaktorok. A FluG az
SfgA-t inaktivélja, feloldva annak az FIbA-E feh&kj mikddésére kifejtett
gatlo hatasat. igy az Flb fehérjék kozul az FlbAaldiv allapotba kertil,
amely a FadA GTPaz aktivitasat képes novelni, amalgszakitia a
vegetativ ndvekedési szignalt. Az aktiv allapotaik FIbB-E fehérjéek
pedig abrlA gén aktivalasan keresztil indukéljak az aszexusgdrulacio
kézponti szabalyozasi atvonalat. Ennek koszdésdret kifejlodnek a
sporatartokrdl lancokban lef6d6 érett mitosporak. Az aszexualis
sporulaciés mechanizmus feltebet ehhez hasonléan Gkbdik a
Penicilliumokban is, mivel a felvazolt jelatviteli Utvonalonamszamos

ortoldg gént azonositottak a nemzettséglReslfra).

2.3.  Autolizis gombakban

Az autolizis a gombak életciklusahoz szorosan hariz@d aktiv,
energiaigényes és genetikailag szabalyozott temteEsz sejtpusztulasi
folyamat. Autoliziskor hidrolitikus enzimek (pl. tkhidzok, glikanazok,
proteinazok, ribonukledzok, dezoxi-ribonukledzokylukalodnak, kiterjedt
vakuolizaciot, a sejtorganellumok széteséseét, akhkilrulését és a sejtfal

lebomlasat eredményezve (White és mtsai. 2002).
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Az autolizis energiaigényes voltat tAmasztja alaaaény, hogy az
ATP szintézis megzavaraséaval (2,4-dinitrofenolldi¢tve a fehérjeszintézis
gatlasaval (cikloheximiddel) fékezni lehet (Emri dstsai. 2004). Az
extracellularis hidrolazok génjei (pthiB ésprtA) valoban az autolizis alatt
indukalédnak, azaz a megndvekedett autolitikusokadr aktivitasok mogott
nem valamilyen passziv folyamat (pl. a ndovekedézisban megtermelt
hidrolazok tapkézegbe Urllése a sejtek szétesdsekmnem aktiv
fehérjeszintézis all (Emri és mtsai. 2006, Molnainésai. 2006). Az autolizis
stressz hatasara (pl. menadiontexic-butil hidroperoxiddal indukalt oxidativ
stressz) géatlodik (Emri és mtsai. 2004). A stremlteni védekezés egyrészt
energiat von el a sejtéf masrészt jeleisen gatolja a fehérjeszintézist
(P6csi és mtsai. 2005).

Az autolizissel kapcsolt proteinaz és kitindz \atdsok tleg a FIuG
altalt kozvetitett jelatviteli utvonalon indukéléak az A. nidulansban
(Molnar és mtsai. 2004, 2006, Emri és mtsai. 2Q003). A BrlA részt vesz
a szénéhdztenyészetek ChiB endokitinaz és az EnyA,3 endoglikanaz
termelésének a szabalyozasaban (POcsi és mtsdl, 320agyi és mtsai.
2010). A GanB/RgsA utvonal szerepet jatszik az amditularis proteinadz
termelésében, de nem befolyasolja az extracekulkdtinaztermelést és nincs
hatassal az autolitikus biomasszaveszteségre semdiMes mtsai. 2006). A
hidrolitikus enzimaktivitds ugyanakkor szénforr&pnesszio alatt all, de ez
csak részben fiigg a fonalas gombékkéarbon katabolikus transzkripcios
faktoratél a CreA-tol (Lockington és Kelly 2001, Erés mtsai. 2006, 2008).

Az autolizis szamos kilgényesvel ebidézhed fonalas gombakban,
ilyenek a 1, nagy alkohol koncentacid, szén- és/vagy nitrogénés,
valamint oxigén limitacio (McNeil és mtsai. 1998\ fonalas gombak
korében a legelterjedtebb autolizismarkerek a gaaégmg- csoOkkenés, a

vakuolizacio, Ures és fragmentalt hifak |étrejotée pelletek atméiének
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csokkenése, az intra- és az extracellularis hitko8 enzimek (példaul,
proteinazok, kitinazok, glikanazok, ribonukleazalezoxi-ribonukleazok)
termebdése, valamint az ammonia felszabadulasa (McNeihigsi. 1998,
Mclintyre és mtsai. 2000, White és mtsai. 2002, Eanmtsai. 2008).

2.4. Kis moltomedi antifungalis fehérjék

Antimikrobialis fehérjek széles kérben terdaek az dvilagban,
meggatolva a baktériumok, élaesizt és fonalas gombak novekedését.
Ismeriink termél szervezeteket a filogenetikai fa minden agarol. e,
novenytdl izolalt antimikrobialis fehérje utan talaltak loedd szeref
fehérjéket baktériumokban, gombakban, izeltlablakbanadarakban,
kétéltiekben és embokben (Tao és mtsai. 1990, Ganz 1994, Dimarcq és
mtsai. 1998, Garcia-Olmedo és mtsai. 1998, Tossh&sai. 2000, Raj és
Dentino 2002). Prokariotakban és alacsonyabb treadkariotakban az
antimikrobialis fehérjék dkologiai éhyt biztositanak a termekzervezetnek
a taplalékért folytatott harcban. Magasabb tendukariétdkban az
immunrendszer részét képezik (Baker és mtsai. 198flg és mtsai. 1998,
Lehrer és Ganz 1999, Raj és Dentino 2002). Habék az antimikrobialis
fehérjék valtozatos aminosav szekvenciat és méagosHharmadlagos
szerkezetet mutatnak, tdbbségikre jellémxkis molekulattmeg és a bazikus
jelleg. A gerincesekben talélt antimikrobialis mioek nagy részét a 3-6 kDa
moltémedi, bazikus, ciszteinben gazdag, 3 diszulfid hiddahdelke?
defenzinekalkotjak (Ganz és Lehrer 1994).

A novényekben is tbbbféle védekezési mechanizmakula ki a
patogén mikrébakkal szemben, melyek kozo6tt a kidtomedi: (45-54
aminosav), bazikus, ciszteinben gaza@ygényi defenzirek igen valtozatos

csoportot alkotnak. Aminosav-sorrendjuket tekinb®ypan a 8 db szerkezet
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stabilizalé cisztein mutatkozik konzervaltnak. \sd@iileg ez a
valtozatossag tehetfeleldssé a kulonbdz novényi defenzinek kulonféle
biologiai aktivitasaért. Néhanyuk alig mutat antnobialis hatast, mas
részuk viszont antifungalis és/vagy antibakteriabktivitassal is bir
(Thevissen és mtsai. 2003).

Antimikrobialis hatasu, ciszteinben gazdag, bézikproteineket
fonalas Ascomycotakis termelnek, melyeket ak. tablazaban foglaltam

0Ossze.

1. tdblazat A fonalas Ascomycotakbdl izolalt bazikus, cisaten gazdag

antifungalis fehérjék, és szekvencia-homologidpik-val

Fehérje Termelb szervezet Szekvencia- Hivatkozas
homolégia
a PAF-val
(%)
AFP | A. giganteus 42 Whnendt és mtsai.
1994
PAF | P. chrysogenu176 - Marx és mtsai. 1995
Anafp | A. niger 37 Gun lee és mtsai.
1999
NAF | P. nalgiovense 100 Geisen és mtsai. 2000
AcAFP | A. clavatus 39 Skouri-Gargouri és
Gargorui, 2008
PgAFP | P. chrysogenurRP 42C 34 Rodriguez-Martin és
mtsai. 2010

Az 1. tablazaban felsorolt antifungalis fehérjék kozil, a dolgbz
alapjaul szolgalo PAF mellett a&. giganteusantifungdlis fehérjéjét, az
AFP-rol gyilt 6ssze a legtobb ismeretanyag. A fehéje molton&apd Da,

51 aminosavbdl all és nyolc ciszteint tartalmazlyele 4 diszulfid hidat
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alkotnak (Nakaya és mtsai. 1990, Wnendt és mt€84)1l Az AFP nem
mutat antimikrobialis hatast baktériumokkal és HAtdkel szemben,
ugyanakkor mar mikromolos koncentraciéban gatatgnsos fonalas gomba
novekedéseét. Ezek kozott tébb opportunista humérgpa A. fumigatus, A.
niger) és novénypatogén F@sarium oxysporum, F. moniliforme,
Magnaporthe grisea, Erysiphe graminis, Phytopthardestan$ faj is
szerepel (Lacadena és mtsai. 1995, Oldach és n23ai, Vila és mtsai.
2001, Theis és mtsai. 2003, Moreno és mtsai. 2006).

Az AFP az A. giganteus70-90 o¢ras stacioner faziu sullyesztett
tenyészetének fermentlevében detektalhaté legnagyoennyiségben. Az
afp gén a termél szervezet fellleti tenyészeteiben is expressaalédi uidA
(Eserichia colip-glukuronidaz geénje) riporterrendszer segitségéaiartak,
hogy az expresszid akkor kovetkezik be, amikor &atglep képes
légmicéliumok képzésére. A gén kizardlag a vegetaticéliumokban
expresszalodik konidioforumokban és a konidiumokbam detektaltak a
gén expressziojat, amely arra utal, hogyafztranszkripcidja szigoru tér és
id6beli szabalyozas alatt all @& giganteuskonidiogenezise alatt (Meyer és
mtsai. 2002).

Az A. nigebdél szarmazo6 antimikrobialis hatasu fehérjefamfp 58
aminosavbdl all és 6 ciszteint tartalmaz. Az Anafpiifungalis hatast mutat
fonalas és élesztgombékkal szemben, de nincs antibakteridlis hai@sa
Lee és mtsai. 1999).

A P. chrysogenummalozeli rokonsagban allB. nalgiovensdordoz
egy apafvel nagy szekvencia-homolégiat mutaté génakot. Mivel magat
a fehérjét nem izolaltak, a rendelkezésre allovaks adatok csupan R.
nalgiovensetenyészet antimikrobialis hataséat tukrozik. FA nalgiovense
fellleti tenyészete hatdstalannak bizonyult étdkai szemben, de tdbb
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fonalas gomba Renicillium, Aspergillus Mucor sp.) ndvekedését gatolta
(Geisen 2000).

Az 5773 Da molekulatom@&gAcAFP fehérjét nemrégiben izolaltak
A. clavatusbol(Skouri-Gargouri és Gargouri 2008, Skouri-Garg@srimtsai.
2009, 2010), amely 92 %-0s aminosav azonossagatrantAFP-vel és 39
%-0s szekvencia homolégiat a PAF-vel (Skouri-Gargés Gargouri 2008,
10.1. flggelék). Az 51 aminosavbdl allo fehérjestérkezetét szintén 4
diszulfidhid stabilizalja. A fehérje aktiv szamosnién- €s névénypatogén
gomba ellen Rusarium oxysporum, F. solani, A. niger, Botrytinerea,
Alternaria solan), de baktériumok és éleékt ellen hatastalan (Skouri-
Gargouri és mtsai. 2010).

A P. chrysogenunRP42C torzs#l izolalt PQAFP (Acosta és mtsai.
2009, Rodriguez-Martin és mtsai. 2010) a fonalasoArgy/coték altal termelt
ciszteinben gazdag, bazikus, antimikrobidlis hatéstérjek csaladdjanak
legujabb tagja. A 6494 Da molekulasulyu fehérje agdnosavbdl all, amely
6 ciszteint tartalmaz. A PgAFP aktivhak bizonyult hdistermékeken
megjele® nemkivanatos mikotoxin-terntel Penicillium echinulatum
Penicillium communéNufiez és mtsai. 1996), illetv® nigertérzsek ellen
(Acosta és mtsai. 2009)A P. chrysogenumWisconsin 54-1255 torzs
genomszekvencia-analizise (van den Berg és mi8@8)Zeltart egypgafp
hez hasonl6 (11 nukleotidos eltérés) nukleotidszeg&iat (Génbank ID:
CAPB0456). Az ebtl szarmazét érett fehérje szekvencidja megegyezik a
PgAFP-vel, de a szignalszekvencia tartalmaz egypazekvencia pedig két
aminosavcserét. Ugyanakkor R chrysogenumWisconsin 54-1255 torzs
PgAFP-termelésél nincs elérhet irodalmi adat (Rodriguez-Martin €s mtsai.
2010). Ezzel 6sszhangban nem izolaltak PgAFP-t éhrysogenumur) 176
torzs tenyészetébsem.
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2.5. A PAF jellemzése

1995-ben Marx és munkatarsai sikeresen klonoztakfayént aP.
chrysogenum Q176 (ATCC 10002) torzs tapkoze@éb izolalt kis
molekulatomeq bazikus fehérje aminosavszekvenciaja alapjan. lfdu&
azonositott 423 bp hosszUsagu genomi DNS-t két s egy 68 bp
hosszusagu) intron szakit meg (Marx és mtsai. 1995)dokdzben kdzolP.
chrysogenumWisconsin 54-1255 teljes genomszekvencia tartalegyz a
pafvel azonos génszekvenciat az AM920439 I6kusz azinggzam alatt
(van den Berg és mtsai. 2008).paf cDNS egy 92 aminosav hosszusagu
prekurzor fehérjét kddol, amely magaban foglal #§yaminosav hosszusagu
szignal szekvenciat. Ezt kdveti egy 19 aminosawshasagu proszekvencia,
amely az érett PAF (55 aminosav) szekrécidja kozbesad le. A
proszekvencia eltavolitasa utdan az érett fehérjpyeel a végleges
térszerkezetét, és teljes bioldgiai aktivitasafMarx és mtsai. 1995, 2005,
2008). A fehérje a prepro-szekvencia lehasitasail kiem mddosul tovabbi
poszt-transzlacios (pl. foszforilacio, glikozil&rithechanizmusokkal (Batta
és mtsai. 2009).

A PAF aktiv szamos opportunista human patogén guailszemben,
beleértve a tlghszpergillozist kivaltéA. fumigatus és tobb, brbetegséget
okoz6 dermatofita gombafajt. Szamos névényi betpiséfelebs gomba
novekedését gatolja és aktiv a fonalas modellorgaumsok, azA. nidulansés
a Neurospora crassallen is. A fehérje minimalis gatlé konentraciMICs)
mikromolos tartomanyba sorolhatdk, ugyanakkor atdérakmok és élesék
novekedéseére nincs hatassal (Kaiserer és mtsed, R0&rx 2004, Galgoczy
és mtsai. 2005, 2007, Barna és mtsai. 2008, Mamtgai. 2008).

A 6,25 kDa molekulatomeégfehérje 6 db ciszteint tartalmaz, melyek
diszulfidhidak kialakitasara képesek. A PAF feltéhey ennek kdszonheti
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kival6 pH-, 6-, és protedzokkal szembeni stabilitdsat (Marx ésam
2008Batta és mtsai. 2009). A PAF az érzékeny goajdaf(A. niger, A.
fumigatus, A. nidulanscitoplazmajaban lokalizalédik, de nem jut be a
rezisztens fajokA. terreu3 sejtjeibe. A fehérje célsejtbe vald bejutasavakti
transzporttal torténik (Oberparleiter és mtsai. 00A PAF gatolja az
érzékeny fonalas gombak csirdzasat és torzult mgréo formakat - a
hifacsucsok megduzzadasat, illetve hifa elagazdsui@z (Leiter és mtsai.
2005, Marx és mtsai. 2008).

A PAF, a hatdsmechanizmusattekintve tdbbszinten karositja a
szenzitiv sejteket:

» Az érzékeny fajokban-A. niger A. fumigatus A. nidulans- és
rekombindns PAF-ot expresszal6 transzgénikusidulanstdrzsben

ROS felhalmozodastvalt ki (Leiter és mtsai. 2005, Marx és mtsai.

2005).

* Programozott sejthalalt indukal A. nidulansban(Leiter és mtsai.

2005).

» CsoOkkenti az A. nidulanshifak kitin-tartalmat , €s a hifacsucsokban
felhalmozoddaktin mennyiségét(Binder és mtsai. 2010b).
e Szelektiv K+-ion kiaramlast okoz eésHiperporazizaciot valt ki az

A. nidulansmembranjaban (Leiter és mtsai. 2005).

« Megzavarja a Neurospora crass&€a’-ion homeosztazisa(Binder
és mtsai. 2010a).

A PAF FadA-SfaD-GpgA heterotrimer G-protein altdzvetitett
jelatviteli utvonalon fejti ki antifungalis hatasaf. nidulansban(Leiter és
mtsai. 2005). A heterotrimer G-proteinek mindenobizyal a ciklikus-
AMP/protein kindz A (CAMP/PkaA) jelatviteli kaszkédtovabbitjak a jelet,
amely apoptoézist indukal a gombasejtben (Bindemésai. 2010b). Ezzel
egyidejileg a protein kinaz C/mitogén-aktivalt-protein kin@PkcA/Mpk)
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sejtfal integritds Utvonal alapszintezisztenciat biztosit a sejtnek a PAF-al
szemben (Binder €s mtsai. 2010b).

A PAF, az érzékeny gombakra kifejtett sejtpusztitdasa ellenére
nincs karositd hatassal az ésdejtekre, amiin vitro kisérletekben igazoltak
(Szappanos és mtsai. 2005). Ugyanakkor az a témy, & PAF antifungalis
hatdsa a vele egyittesen alkalmazott flukonazollalamint sztatinokkal
(lovasztatin, rosuvasztatin, €s atorvasztatin)esgikusnak bizonyult, tovabb
noveli a fehérje felhasznalasi lebstgeit human antifungalis terapiakban
(Galgoczy és mtsai. 2007, 2008, Galgoczy és Vagv@g09). Raadasul az
in vivo PAF-kezelés nem valtott ki toxikus hatast argderfleum vulgarg
illetve a buzalevelekenT(ititicum aestivuy de a kartedik (Blumeria
graminis és Puccinia recondita altal okozott feiizési tliineteket jelefisen
visszaszoritotta (Barna és mtsai. 2008). Ezen mpggjtsek novelik a PAF
mezgazdasagi hasznosithatésdganak adskgeit is.

A PAF potencialis felhasznalasi lebstgeinek kiaknazasa miatt a
fehérje termelésének optimalizalasasedadi feladat. Apaf promotere tobb
jellegzetes szabélyozé elemet is tartalmaz, meigskt vehetnek a fehérje
termebdésének a szabdlyozdsaban. A géittieb’-régioban négy CREA-
kotdé motivum talalhaté, ami karbon katabolikus represaz utal: apaf
expresszioja limitalt glikéz koncentracio, illetmeasodlagos szénforrasok
(pl. szachardz, keménygit xilan) alkalmazéasa esetén indukalédik (Marx és
mtsai. 1995, Marx 2004). A promoter régidéban taédhkét GATA-faktor
kotohelynek szerepe lehet @af gén nitrogén metabolit represszidjaban: a
glutamin represszélja, a NaMNOndukalja apaf mMRNS-szintézist (Marx
2004).

A PAF az AFP-hez hasonléan a 70-90 0Oras stacidaersu
sullyesztett tenyészetek fermentlevében detektalha legnagyobb
mennyiségben (Marx 2004).
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2.6. Az A. nidulansstresszvalaszanak a szabalyozasa

A hisztidin-aszpartat foszforelé egy igen elterjesitesszvalasz-
kozvetity rendszer az élilagban, a prokari6taktdol a magasabb rend
novényekig (Catlett és mtsai. 2003, Mizuno 2005amthés Shi 2005, Ashby
és Houmard 2006, Pareek és mtsai. 2006, Hagiwarantéai. 2011).
Eukaridtakban alapvéen harom egységre tagolhato: a hisztidin kinaz (HK)
szenzorra, a hisztidin tartalmi foszfotranszmigefhistidine-containing
phosphotransfer-HPt) és az aszpartat tartalmu zakegulatorra (response
regulator- RR) (Vargas-Pérez és mtsai. 2007, Hagiwa mtsai. 2009a). Az
A. nidulansgenomjaban 15 féle HK-t, 1 HPt-t és 4 RR-t azdotisk
(Hagiwara és mtsai. 2009a). A hisztidin kindzok {pdssA, TcsB, FphA as
NikA) kozil a NikA-t jellemezték a legrészletesebhbamely a fungicidek
.erzékelésében” is szerepet jatszk @bra) (Hagiwara és mtsai. 2007b,
2009b). Az YpdA az egyetlerA. nidulansbanleirt hisztidin tartalmu
foszfotranszmitter (Hagiwara és mtsai. 2009a). Az nidulans valasz
regulatorai kozil eddig az SskA-t és az SrrA-teelezték részletesen
(Hagiwara és mtsai. 2007a, 2009b, 2011). Az SskASamcharomyces
cerevisiaeSsklp (Posas és mtsai. 1996) homoldgja, az Srdfy @esarjadzé
éleszé Skn7p-jével (Lu és mtsai. 2003) mutat homoldghét. YpdA-SskA
atvonal az SskB-PbsB-HogA/SakA mitogén aktivalttpio kindz kaszkadon
keresztll aktivalja a sejt stresszvalasz elemekidativ-, ozmotikus-,
fungicid stressz) (Kawasaki és mtsai. 2002, Furakade mtsai. 2007,
Hagiwara és mtsai. 2007a, 2009a). Az utvonal toabsizkripcios faktort is
aktival, ezek kozil az AtfA (&chizosaccharomyces pomiiil homoldgja)
a gomba oxidativ és ozmotikus stresszvalaszaitdbpatra (Hagiwara és
mtsai. 2008, Balazs és mtsai. 2010).
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Stressz

r L L

Stresszvalasz gének

3. adbra Az A. nidulans stresszvalaszanak szabalyozasasa Asano és
munkatarsai (2007), Hagiwara és munkatarsai (2002&®9ab, 2011),
Vargas-Pérez és munkatarsai (2007) Miskei és méardait(2009) valamint
Balazs és munkatarsai (2010) nyoman. Az SrrA-nak foazforelé
komponensekl flggetlen aktivdlasa, illetve az SrrA-NapA komple
kialakulasa tovabbi bizonyitasra szorul, amit kgbtbk szimbolizalnak

Az YpdA-SrrA utvonal szintén fontos szerepet t@td kilonféle kornyezeti
szignalokra adott valaszreakciok kialakitasabanmdikus adaptacio,
oxidativ stressz valasz, fungicid érzékenység) gesiPérez és mtsai. 2007,
Hagiwara és mtsai. 2009b, 2011). Itt fontos megemli a NapA
transzkripcids faktort (Asano és mtsai. 2007), gnoidativ stressz alatt az

SrrA-hoz kapcsolédhat. Az igy létrejott komplex Ypdoszforilaciotol
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fuggetlendl is kozvetithet jelet, bar ennek igagalénég tovabbi bizonyitasra
szorul (Hagiwara és mtsai. 2011). Vargas-Pérez éskatarsai (2007) azt
feltételezik, hogy a bD, altal kivaltott oxidativ stressz a NikA-t0l, ilkd a

foszforelé egységeitfliiggetlendl is aktivalhatja az SrrA-t.
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3. Eredmények

3.1. A PAF hatasa &. chrysogenummovekedésére

A PAF szadmos fonalas Ascomycota, koztik Az nidulans
modellszervezet nbvekedését is gatolja (Kaiserentéai. 2003, Marx 2004,
Barna és mtsai. 2008, Galgéczy és mtsai. 2008, Marmtsai. 2008). A
fehérje lhségesen term@lik aP. chrysogenun@176 torzs stacioner fazisu
sullyesztett tenyészetébe. Szachardz szénforrésanitrat nitrogénforrason
fenntartott P. chrysogenumQ176 torzs tenyészeteiben a PAF termelési
hozama korilbelil 10 mg literenként (Dr. Leiter Esaélyes kozlése).
Irodalmi adatok szerint a terndeszervezet novekedését a PAF gfiml-es
koncentraciéban adagolva nem gatolta mikrotiterelzem (Kaiserer és mtsai.
2003).

A fehérje hatasatR. chrysogenurpontoltasos fellleti tenyészeteinek
(5.3. fejezet) a ndvekedésére olyan koncentradekeéken vizsgaltuk meg,
amelyek tobbszorésen (korldlbelal 5x, 10x, és 20ghaladjdk a PAF
termebdési hozaméat. Kontrollként a PAF-ra érzékehynidulans(FGSC
4A) torzset hasznaltuk. Mindkét térzset novekRAF-koncentracio (0, 50,
100, 200ug/ml) mellett inkubaltuk.

Ahogy a 4. é&bran lathatd, a PAF-nak a ternéelorganizmus
novekedésére kifejtett hatdsa csekély. Az alkalmaz® és 100ug/ml-es
PAF koncentracioknal a tenyészet telepatijgércsupan 22,0%-kal és
6,7+1,2%-kal csokkent a kezeletlen kontrollhoz viszoryi@. tablazaf. A
P. chrysogenuntelepatmésje csak a 20Qug/ml-es PAF-koncentracio esetén
csokkent 282,0%-kal a kezeletlen tenyészethez képest. UgyamakiPe AF-
szenzitivA. nidulansesetén mar az 5@y/ml-es PAF koncentracié is komoly

novekedés csokkenést (a telepatingd,4t1,9%-al csdkkent a kezeletlen
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kontrollhoz képest) okozott. A milliliterenként 103y PAF-ot tartalmazoé
tapagaron a telep novekedéseleis kisebb mérték volt (73,11,9%-kal
csokkent a telepatmeml kezeletlen tenyészethez viszonyitva) és gfitnl-
es PAF-koncentraciot alkalmazva nemdegtt ki 6sszefligg telep a tapagar
felszinén.

PAF (ug/mil)

4. dbra. A PAF novekedésgatld hataBa chrysogenunQl1l76 P.c) ésA.
nidulans(FGSC 4A) A.n.) térzsekre. Pontleoltassal1€porat juttattunk (5.3
fejezet) CM tapagar (5.2 fejezet) felluletére, amelgmelked
koncentraciékban (0-20@Qg/ml) tartalmazott PAF-ot. AP. chrysogenum
telepeket 25 °C-on 96 o6raidh. nidulanstenyészeteket 37C-on 48 o6raig
inkubaltuk 6 lyuku sejttenyésztemezen (Nunclot).
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2. tablazat P. chrysogenumQ176 ésA. nidulans (FGSC 4A) térzsek
telepatméti a tapagar névekvPAF-koncentracidja esetén.

PAF(ug/ml} 0 50 100 200
P. chrysogenurt96 6ra
Telepatmés® | 25,0:0,5 24.5:0,5 23,3:0,3 18,0t0,5

mm
(mm) (10Q:2,0%) | (98,0:2,0%) | (93,3t1,2%) | (72,0:2,0%)

A. nidulans(48 ora§
Telepatmé®™ | 27.0:0,5 8,0+0,5 7,0£0,5 -

(mm)
(10Qt1,9%) | (29,6:1,9%) | (26,2:1,9%) -

2 A PAF-ot emelked (0-200ug/ml) koncentracidban tartalmazé CM tapagar
feluletére minden esetben“i€pdrat juttattunk pontleoltassal (5.3. fejezet)

® A P. chrysogenurtelepeket 25 °C-on 96 6raig inkubaltuk.

¢ Az A. nidulangenyészeteket 37 °C-on 48 6raig inkubaltuk.

4 A kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékamé&badatok zaréjelben
vannak feltintetve.

®A 200 ug/ml-es PAF-koncentracion @ nidulanstérzs nem névesztett

0sszefugg telepet, ezért a telepatniarincs feltiintetve
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3.2.  Apafgén expresszidja sullyesztett kultirdban

A PAF a P. chrysogenumQ176 térzs 70-90 oOras sullyesztett
tenyészetének fermentlevében mutathatdé ki a legidgymennyiségben
(Marx 2004). Annak érdekében, hogyoviebb képet kapjunk apaf
expresszidjarol, megvizsgaltuk a gén transzkrigti@ P. chrysogenum
sullyesztett tenyészetében (5.3. fejezet). Arrauwndd kivancsiak, hogy mikor
jelenik meg az mMRNS a tenyészetekben.

A gombaspérak leoltasat kowvel4., 36., 48., 60. és 72. Ordban
begyijtott micéliumbdl RNS-t izolaltunk (5.7. fejezety @z 5.8. fejezetben
ismertett médon Northern blot analizissel deteukaitpaf MRNS-t.

A 5. abran lathatd, hogy @af mMRNS mar &. chrysogenun36 oras
sullyesztett tenyészetének micéliumaban detekt@lhéd a transzkripcio a

tenyésztés 60. érajaban éri el a maximumat.

Id6 (6ra)
24 36 48 60 72

| weE. o
<4—18S rRNS

5. dbra. A paf génexpresszié Northern blot analiziBe chrysogenum
Q176 sullyesztett tenyészetében. A sillyesztetyéwretebl (5.3. fejezet)
szarmazd RNS-tpaf specifikus digoxigenin prébaval hibridizaltukdz
etidium bromiddal festett 26S és 18S riboszOmaléSRIrRNS) futtatasi
kontrollként szolgalt.
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3.3. Apafgén transzkripcioja fellileti tenyészetben

A tovabbiakban &. chrysogenurfeliileti tenyészeteiben vizsgaltuk a
paf expressziojat és a gomba mitospoérétgkset. Annak érdekében, hogy a
szinkronizaltan indukalhassukRa chrysogenunaszexualis differencialédasi
folyamatait (Mah és Yu 2006), a gomba 19 6ras odztgnyészetét oltottuk
at tapagarra az 5.3. fejezetben ismertett modoniggdétrehozott felleti

tenyészeteket szinkronizalt fellleti tenyészetnekerem a dolgozatban.

3.3.1. Apafgén transzkripcioja kilonbdz6 gombaképletekben

Az atoltast koveét 36. éraban #. chrysogenun®176 tenyészete mar
erosen differencialédott volt, a gombahifak mellettnidioférumokat 6.
abra, A) és konidiumokat is tartalmazott. Ezért a teny@samszkripcios
analizise mellett kulon vizsgaltuk a tenyésdebregyijtott konidiumokpaf
MRNS szintjét is. Az RNS izolalasradkészitett konidiumminta az alapos
tisztitasi lépéseknek kdszonbenh nem tartalmazott a tenyészgtbzarmazo
micélium-térmelékeket és Ugyeltiink arra is, hogemyijtott spérakbdl a
tisztitast kbveien azonnal elvégezzik az RNS izolélast (5. 7. étje? paf
MRNS-t az 5.8. fejezetben ismertett modon Northetat analizissel
detektaltuk.

Az analizis §. abra, B) feltarta, hogy gaf gén eésen expresszalodik
a P. chrysogenunfelileti tenyészetében, gaf mMRNS nem mutathaté ki a
tenyészet sporaiban. Ez arra enged kovetkeztetgy, dpaf gén expresszidja
térbelileg szabalyozott a mitosporadeies alatt. A paf gén nem
expresszalodik d@. chrysogenunkonidiumaiban, csak a fellleti tenyészet
egyéb részeiben, amely gombahifakat és konidiofokamnis tartalmaz§

abra).
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paf

<— 26S rRNS
<«— 18S rRNS

6. abra. paf expresszid tanulmanyozasa Ra chrysogenumfellleti
tenyészetébenA, A tenyészet sztereomikroszkopra (Leica MZ16) drere
kameraval (Zeiss, AxioCam, MRm) készitett fényképe alkalmazott skala
75 um-t szimboliz&l, a nyil az egyik konidioforumra ratitra. B, A paf
expresszio Northern blot analizise. Az 6ssz-RNS aehrysogenun@176 36
oras szinkronizalt feluleti (5.3. fejezet) tenyéshbél (T) és konidiumaibol
(K) szarmazik. Blottolas utan az RN$af spefikus digoxigenin probaval
hibridizaltuk. Az etidium bromiddal festett 26S és 18S riboszOmamSR
(rRNS) futtatasi kontrollként szolgalt

3.3.2. Apaf gén transzkripciéjanak kinetikaja

Megvizsgaltuk a paf transzkripcidjanak a kinetikgjat aP.
chrysogenun176 szinkronizalt fellleti tenyészetében. EzZzhpzamosan
tanulmanyoztuk a kultirak mitosporatejesét. Sztereomikroszkép (Leica
MZ16) segitségével nyomon kovettik a konidioférunmo&gjelenési idejét.
Id6roél idére meghataroztuk a tenyészetek spoérazasi képesgbdii.
fejezet). Emellett a transzkripcidés analizisbe Ioéwk abrlA, arodA és a
rodB mitosporafejpdést jeld géneket (Id. a 2.2. fejezetben) is.

A rodA és arodB géneket még részletesen nem jellemez®ek
chrysogenumbarA sporulacié specifikus gének evollcidsan j6l emwaltak

a fonalas gombak korében, igy ezek a gének a #ddmmycotahoz hasonlé
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funkciot tolthetnek be &. chrysogenumbais. Az emlitett gének ortologjait
az 5.17. fejezetben ismertett moédon kerestikAAazidulansRodA, illetve az
A. fumigatusRodB fehérjék szekvencia-hasonlosagaP.achrysogenum
feltételezett homoldgjaival 10. 2. fuggelék szetel&l Kutatasainkkal egy
idében Sigl és munkatérsi (2010) feltartak, hogsodA ésrodB ortoldgok
BrlA szabalyozas alatt allndk chrysogenuban.

A transzkripcios analizis céljabdl mintat vettiak ebtenyészetbl (0
ora) és 12 oranként a felulei kultarabdl. Az RN&8latast az 5.7., a Northern
blot analizist az 5.8. fejezetben ismertett modajtoktuk végre.

Az analizis kimutatta, hogy paf mMRNS az &toltds utan 24 oraval
jelent meg a fellleti tenyészetben, az expressBoofm utan érte el a
maximumat majd Ujra lecsokkent. @bra, A). Ez az expresszids mintazat jol
korrelalt a brlA, arodA és arodB gének transzkripciéjaval ( abra, A) és a
mitosporatermeléssdl7. abra, B) A sztereomikroszkdépos megfigyelések
alapjan az ets konidiumtartok megjelenése az atoltast koves- 18. érara
teheb.
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Id6 (6ra) &> 350
012 24 36 48 ‘>_< 300
% paf E 250
: G
SRS briA 2 200
‘©
- rodA 'S 150
[72]
W rodB O 100
S
bbb d L] €—26S rRNS g 50
b b A ] 4—18S rRNS X 0
24 36 48

1d6 (6ra)

7. abra. A paf a brlA, a rodA és arodB gének expresszidja és a
mitosporatermelés nyomonkdvetése R chrysogenumQ176 fellleti
tenyészeteiberA, A paf, abrlA, arodA és arodB génexpresszio Northern
blot analiziseP. chrysogenuban Az RNS-t a 19 oOras &@enyészettl (0O
ora), valamint MM agaron (5.2. fejezet) tovabb ib&li szinkronizalt felleti
tenyészetl (5.3 fejezet) vontuk ki az atoltas utan 12, 328,és 48 o6raval.
Blottolast koveben az RNS-t a megfetel génspecifikus digoxigenin
probaval hibridizaltukAz etidium bromiddal festett 26S és 18S riboszomalis
RNS (rRNS) futtatasi kontrollként szolgalB, A 24, 36, és 48 oOras
szinkronizalt tenyészetek spéraszama  {x10 négyzetcentiméterre
vonatkoztatva. Az atoltas utan 12 oraval a tenyékzmég nem képeztek
konidioférumokat, ezért a konidiumszam nincs fetktie.
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3.4. P. chrysogenum paflelécios mutans létrehozasa

A PAF, termeb szervezetben betoltott élettani szerepének
részletesebb tanulmanyozasa céljabol letrehoztgypkaf delécios mutanst a
pafot kddold génszakaszt nourseothricin-reziszternmAbsitdo génneln@atl)
(Krugel és mtsai. 1993) cseréltiik ki. Mivel a hoowlrekombinacié kis
gyakorisaggal jatszodik I€®. chrysogenumbana delécié létrehozasara a
~Split-marker” modszert (Nielsen és mtsai. 2006)lasatottuk. A P.
chrysogenunQ176 torzset két db PCR termékkel transzformaliindkét
transzformal6 elem tartalmazott eggtl génrészletet, melyeketpaf gén 5'-
NTR (nem transzlalodo régio) illetve 3- NTR - jdvagyenként
fuzionaltattunk 8. &bra, A). A transzformalé elemek |étrehozdsahoz
szilkséges PCR reakciokat, valamint a restrikciéssetéseket és ligalasokat
az 5.5. fejezetben ismertett modon hajtottuk végrdelhasznalt primerek
szekvenciait 8. tablazaban (5.4. fejezet) foglaltam 6ssze.

P. chrysogenumQ176 torzsBl genomi DNS-t izolaltunk (5.9.
fejezet), amelyet templatként alkalmava PCR tddvil felszaporitottuk a
paf gén mindkét NTR-jat. Apaf5’- NTR (2,1 kb, a tovabbiakban 5’- NTR)
felszaporitasahoz az o5pafAl és o5pafArev primerpdig apaf 3'-NTR-
hoz (2,2 kb, a tovabbiakban 3'- NTR) az o3pafAseo@pafA2 primereket
hasznaltuk. A génszakaszokBamH (5- NTR esetén) ésSal (3-NTR
esetén) restrikcios enzimekkel emésztettikna#l szelekciés markert a
pDnatl plazmidbdl (5.4. fejezet) nyertBlamH és Sal -gyel valé emésztés
utan. Ezt koveéten anatl gént kulon- kdlun ligaltuk az 5- NTR és a 3'-
NTR-hoz. A Apaf mutédns létrehozasdhoz két &ffedPCR elemet
amplifikaltunk a megfelél ligacios termékekdd (A és B transzformalo

elemek).

32



' X B-transzformal6 elem

A-transzformal6 elem

X Nhel X Nhel B
|
W N— —" Kpnl  Nhel
3,5kb 12 1 2
K?nl K?nl :
Apaf N—A - 3,5k
3,7kb> | ™
3,7kb ‘

8. abra. A P. chrysogenum pafén(A) delécidjaés(B) a delécié Southern-
blot analizise. (A) A fehér téglalap a noursheotricin-acetiltranszferaz
markergént rfatl), a szurke pedig gaf gént szimbolizalja. A folytonos
vonalak apaf gén 2,1 és 2,2 kb méteb’-NTR-jat, és 3-NTR-jat jelolik. A
nagy X-ek a homolég rekombinaciéban részévenégiokat jeldlik. A
klébnozéashoz, illetve a Southern blot analizisheszhalt restrikcios emeésztési
helyeket nyilak mutatjdk, a Southern analizissétktéland6 génszakaszokat
kétvédi nyilakkal thntettik fel.(B) Bal oldali panel: Kpnl restrikcios
enzimmel emésztett genomi DNS Southern blot asalizatl specifikus
digoxigenin probaval hibridizalva. Jobb oldali pané&lhel restrikcios
enzimmel emésztett genomi DNS Southern blot asaljziaf specifikus
digoxigenin probaval hibridizalva. Az 1. oszlop mket panelen apaf, a 2.
oszlop a vad tipusu torzget) jeldli.

Az A transzformald elem (2,8 kb) felszaporitAsahoz az o5pafAse és onatl
.nested” primereket hasznaltunk, templatként pedf- NTR natl ligacids
termék szolgalt. B transzformalo elenhez (2,4 kb) az onat2 és o3pafArev
.nested” primereket és aatl-3'-NTR ligaciés terméket hasznaltuk
templatként 8. abra, A). Az ,A” és ,B” transzformalo elem tartalmazottyeg

400 bp mérdt atfed régidét a natl markeren belll, amely potencialis
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rekombin&cids helyként szolgalt a transzformécibble?. AP. chrysogenum
Q176 torzset e két atféd transzformalé elemmel (LA” és ,B")
transzformaltuk (5.10. fejezet). Csak azon tramsaémsok rendelkeztek
nourseothricin-rezisztenciaval, melyek azngl gént hordoztak. Az ,A” és
.B” transzformalé elemek paf l|okuszon bekdvetkéz homoldg
rekombinacidja élsegitette a hianyomatl gén rekombinacidjat is, igy a
nourseothricin rezisztencia gén helyspecifikusailtéjel (a paf lokuszon).
Ugyanakkor a marker 6sszeszédglse homolog rekombinacioval folytonos
transzformalé elemet is eredményezhetett, de aegyszer szikségsien
lezajlott homoldg rekombinacié ndveli a homologyesl tortél integracio
esélyét a gombasejtben (Nielsen és mtsai. 2006).

A transzformansok szelektalasat nourseothricirideha Bioscience,
Németorszag) kiegészitett minimal taptalajon végez(5.10.fejezet). A
géndeléciét Southern hibridizacioval (5.11. fejgriersriztik (8. abra, B).
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3.5. A paf delécié hatdsanak tanulmanyozasa &. chrysogenum

csirazasi képességére

Megvizsgaltuk a géndelécié a hatasatPa chrysogenumsporak
csirdazasarara. Osszehasonlitottuk a vad tipust &pahtorzsek frissen
begyijtott, illetve 7 napon at 4 °C-on inkubalt konidiaimak a csirazasi
képességeét (5.12. fejezet).

Megallapitottuk, hogy a minimal tapoldaton (5. AjvesztettP.
chrysogenun@Q176ésApaf tenyészetek sporai egyszerre kezdtek el csirazni.
A legels csiratombk mindkét torzs esetében 9 dras inkubaciot kiaret
jelentek meg a megduzzadt konidiumokon és ezt apps) 4°C-on tortén
inkubacio sem befolyasolta. A tenyészeteket 11485 &orban tekintettiik
csirazottnak.

A torzsek csirazasi képességeét tizenkét oras konbasaroztuk meg.
Csirazasi kéepesseg alatt a kicsirazott sporak gggsaszamhoz viszonyitott
%-0s aranyat értjuk, melyet az 5.12. fejezetberersett modon hataroztunk

meg. Az eredményeket3a tdblazatfoglalja dssze.

3. tablazatA P. chrysogenur@176 (t) ésApaftorzsek csirazasi képessége

Sporék tarolasi ideje Csirazasi kepesség (%)
4°C-on vt Apaf
(nap) P
0 95,0 £1,7 96,0 £1,4
7 88,3 +1,6 89,1+2,3

A 3. tablazaban feltlintett adatok alapjan megallapithatjuk,yhBg
chrysogenumApaf torzs csirdzasi képessége nem mutatott szignifikans

eltérést a vad tipushoz képest.
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3.6. Apafdelécio hatasa @. chrysogenuniellleti tenyészetére

3.6.1. Apafdelécio csokkent konidium képzést eredményez

MegvizsgaltukP. chrysogenun@176 és apaf térzsek pontleoltasos
fellleti tenyészetének (5.3. fejezet) sporazasekseget (5.15. fejezet).

A Apaf mutans 48 6ras inkubéaciéssigltelte utan 2,3x1@1,3x10
konidiumot termelt négyzetcentiméterenkéht tablazal, mig a vad tipus
sporazasi képessége 4,9%05x1¢ konidium/cni volt. Ez a muténs torzs
tekintetében 583%-0s cstkkenést jelent a kontrollhoz képesnhpaf torzs
spérazasi képessége 6 napos tenyésztészadot koveien még tovabb
csokkent a vad tipushoz viszonyitva. Ekkor a mutéiizs telepein
2,1x10+6,0x1F konidiumot szamoltunk négyzet centiméterenként, \ame
70+1%-0s visszaesést jelent a vad tipusu torzshozskgp@x10+7,9x10
spéralcnt). Eredményeink arra utalnak, hogypaf delécié csokkentette R

chrysogenunspoérazasi képességét.

4. tablazat P. chrysogenumQ176 (vt) és dpaf tdrzsek pontoltasos
tenyészeteinek spérazasi képessége

Inkubécios id 4 onidiumok szama /cm
vt? Apaf®
48 6ra 4,9x10+4,5x1¢ 2,3x10+1,3x10 (-53£3%)
6 nap 7,0x10+7,9x10 2,1x10+6,0x10 (-70+1%)

%A Apaftorzs sporazasi képességének %-os eltérése guatiaz képest
(100%) zérojelben van feltintetve.

PPontleoltassal (5. 3. fejezet) *L&onidiumot juttattunk MM agar (5.2.
fejezet) felszinére. A tenyészeteket 25 “C-on idlkiui.
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Itt fontos megjegyezni, hogy [@af gén delécidja nem volt hatassal a
pontleoltasos fellleti tenyészet novekedésére. kepéméé 48 obras
inkubéacios id eltelte utan a vad tipusu térzsnél 7,0 + 0,4mmpaf esetén
pedig 7,1 £ 0,3 mm volt. Hat nap utan a vad tipigsgset illeben 26,1 + 0,5
mm-t aApaf mutansnal pedig 26,1 + 0,4 mm-t mértink.

A kovetked lepésben dsszehasonlitottulP achrysogenun@176 és
Apaf torzsek szinkronizalt fellleti tenyészeteinek (fej@zet) mitospora
fejlodését. Ennek érdekében az atoltast kiaretsztereomikroszkop (Leica
MZ16) segitségével kovettik nyomon a konidiférunm&gjelenési idejét,
12 oranként meghataroztuk a tenyészetek spoérazégeskégét (5.15.
fejezet), valamint @af, abrlA, arodAés arodB gének expresszids profiljat
(5.8. fejezet).

A  sztereomikroszkopos megfigyelések alapjan az 6 els
konidioforumok megjelenése mindkét torzs esetémirkonizalast kovet
16-18. orara tehét A termebdétt konidiumok szamaban viszont jelent
kilonbséget mutatott a két torzs. Apaf torzs spoérazasi képessége
szignifikansan gyengébb volt a vad tipuséhoz képést, az atoltast kovét
24. ordban szemmel lathaté volt a delécios mutédgieten spdéraképzése
(1,1x10+1,3x10 konidium/cni), amely 486 %-al alatta maradt a vad tipus
sporazasasi képességének (2,1x2(x10 konidium/cni) (9. abra A, B, és
5. tAblazal). Ez a kilonbség 36 Ora elteltével még nagyobtsatd%-ra)
nétt, amikor a mutans torzs csupan 1,3%101x1C¢ spérat termelt
négyzetcentiméterenként, a vad tipus pedig mar 12#2,6x10-t. A
kilonbség a szinkronizalast koge#l8. oraban valt a legszemiwaibbé,
hiszen ekkor a vad tipus 3,1X30,5x1F spérat  termelt
négyzetcentimeéterenkéntAgaf torzs tenyészetén pedigd®0-al kevesebb
spérat szamoltunk (1,4x%61,8x1¢ konidium/cm).
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9. abra. A pafdelécio hatasR. chrysogenurkonidiumképzésére, valamint a
brlA, arodA és arodB gének expresszidjaréd) P. chrysogenun@176 {1t
ésApaftorzsek MM agaron (5.2. fejezet) felndvesztett 22, 36 és 48 oOras
szinkronizalt fellleti tenyészetei (5.3. fejezei) A 24, 36, és 48 Oras
tenyészetek spéraszama (YLOnégyzetcentiméterre vonatkoztatva. A
szinkronizalas utdn 12 Oraval a tenyészetek még nedpeztek
konidioférumokat, ezért a konidiumszam nincs fdakiwe. (C) paf, brlA,
rodA, rodB génexpresszid Northern blot analiZisechrysogenumad tipusu,
és Apaf torzsekben Az 6ssz-RNS-t az élenyészethl (0 6ra), valamint
szinkronizalt fellleti tenyészete#d(5.3.fejezet) vontuk ki az atoltds utan 12,
24, 36 és 48 oraval. Blottolas utan az RNS-t a eleljf génspecifikus
digoxigenin probaval hibridizaltukAz etidium bromiddal festett 26S és 18S
riboszémalis RNS (rRNS) futtatasi kontrollként syt.
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5. tablazat. P. chrysogenumQ176 {t) és Adpaf torzsek szinkronizalt
tenyészeteinek spérazasi képessége

Inkubacios aKonidiumok szama /cfn
ido6 (6ra)
vt Apaf
12° n.m. n.m.
24 2,1x10+2,1x10 1,1x10+1,3x10 (-48:6%)
36 2,7x16+2,6x10 1,3x10+1,1x10 (-52+4%)
48 3,1x16+1,5x10 1,4x10+1,8x10 (-55+6%)

& A Apaf torzs sporazasi képességének %-os eltérése dpumihaz képest
(100%) zérojelben van feltlintetve.

Az atoltds utan 12 oOraval a tenyészetek még nem ezkép
konidioférumokat, ezért a sporaszam nincs meghatartn.m).

Az aszexualis sporulacié szabalyozasaban kozaetiepet betdit
brlA, valamint a mitosporafdjtiésben fontos szerepet jatszaA ésrodB
gének transzkripcids analizise aldtdmasztotta adelésfenotipust. A
sporulaciot jeld génjek transzkripcioja repressziot mutatottpaf torzsben.
Az mRNS-ek megjelenési ideje azonos volt a kétstien, de a mutans
torzsben kevesebb mMRNS-t detektaltunk, mint a yawkban 9. abra, C).
Ez arra utal, hogy a PAF transzkripcidés szinterofaa aP. chrysogenum

mitospora fejpdesét.
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3.6.2. AApaf mutans genetikai komplementéacidja helyreallitia atdrzs

csokkent sporulacios képességét

Annak igazolasara, hogy az észlelt fenotipus \aldpaf delécidnak
koszonhet, visszaliltettik a géntR. chrysogenumpaf térzs genomjaba. A
transzformalé elem létrehozdsahoz sziikséges PORidkat, valamint a
restrikcids emésztéseket és ligalasokat az 5.Bzddjen ismertett mdédon
hajtottuk végre. A felhasznalt primerek szekvencié8. tablazaban (5.4.
fejezet) foglaltam 6ssze. AEscherichia coliDH5a sejtek transzformalasa,
valamint a plazmid DNS preparalasa az 5.6. fejezetivashato.

A transzformacios elem elkészitéséhez a pSK27txtgl6.4.fejezet)
hasznaltuk fel, amely hordoz egy pyrithyamin retgegiat biztositd gént
(ptrA) (Kubodera és mtsai. 2000) a transzforniltchrysogenunttrzsek
szelektalasahoz. PCR technikaval egy korulbeltlod4d@zispar hosszusagu
génszakaszt szaporitottunk felPa chrysogenungenomi DNS-é8l (5.9.
fejezet) az o5pafcomp és o3pafcomp primerpart mi&ava. Az igy kapott
PCR termék tartalmazta @af gént (422bp), valamint paf gén korilbeldl
2050 bp hosszusagu 5- NTR-jat és 1950 bp méBeNTR-jat. A szoban
forgd génszakaszt Kpnl restrikcios emésztés ut@altlk a pSK275
vektorba. Az igy kapott plazmidd@. coliban szaporitottuk fel, majd Bglll
restrikcidos enzimmel linearizaltuk@af 5’ NTR-jan. A linearizalt plazmid és
a Apaf allél kozott homoldg rekombinacid jatszodik le paf 5-NTR

szakaszamypaf::paf 16kuszt eredményezvé(. abra, A).
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10. abra.P. chrysogenumpaf torzs(A) genetikai komplementacidja €B)

a Apaf::paf torzs vizsgalata Southern-blot analizisgel. A fehér téglalap a
noursheotricin-acetiltranszferaz markergéaty), a szirke gaf gént, mig a
fekete téglalap a pyrithiamin-rezisztenciagéemitrh) szimbolizalja. A
folytonos vonalak gaf gén kortlbelll 2 kb mérets’-NTR-jat, és 3'-NTR-
jat jelolik. A szaggatott vonal a plazmid hattesatmbolizalja. A nagy X a
homoldg rekombinacioban résztwevegiot jeldli. A klébnozashoz, illetve a
Southern-blot analizishez hasznalt restrikcios etdés helyeket nyilak
mutatjak. A Southern analizissel detektadlandé gkeszokat kétvég
nyilakkal tuntettik fel. Apaf - 5 NTR- specifikus hibridizaciés préba
pozicigjat csillaggal (*) jel6ltuk(B) Banl restrikcios enzimmel emésztett
genomi DNS Southern blot analizig@f-5-NTR-specifikus digoxigenin
prébaval hibridizalva. Az 1. oszlopApaf, a 2 oszlop a vad tipuqut), 3.
oszlop aApaf::paf tdérzseket szimbolizalja.

A P. chrysogenumipaf torzs transzformaciojat az 5.10. fejezetben
ismertett moddon hajtottuk  végre. A transzformansakzelektalasat
pyrithiamin-hydrobromiddal kiegészitett minimal talajon végeztik (5.10.
fejezet). A transzforméacios elempaf genomba tortéh integralédasat
Southern hibridizaciéval (5.11. fejezet) ebertiik, melyhez paf- 5 NTR-
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specifikus digoxigenin jel6lt hibridizacids prob@0. tdblazat5.11. fejezet)
allitottunk eb.

A Apaf::paf térzs genomja a vart helyspecifikus beépulés redgy
Apaf l6kuszon paf5’-NTR, natl, paf 3'-NTR) kivili beéptlést is tartalmaz
(10. abra,B).

A Apaf..paf torzs szekretal PAF-ofL{. abrag), amit a térzs 72 6ras
sullyesztett kulturajanak feltliszojaban detekt@#ti5DS-PAGE-sel (5.13.

fejezet).

6,3 kDa—p .. .

11. abra A PAF termelésének detektalaBa chrysogenunQl176 (1) és a
Apaf::paf (2) torzsek 72 Oras razatott tenyészeteiben €ezét) SDS -
PAGE-sel (5.13. fejezet). Futtatasi kontrollként ug tisztitott PAF-ot
hasznaltunk fel (K).

Megvizsgaltuk, hogy a\paf::paf térzs sporulacios képessége eléri-e
a vad tipusét. Ezért IétrehoztukPa chrysogenumpaf::paf és a vad tipusu
(P. chrysogenun@ 176) torzsek szinkronizalt fellleti tenyészeésit48 oras
inkubéacios id eltelte utdn meghataroztuk az egységnyi tertletanebdott
konidiumok szamat.

A Apaf:paf torzs sporulaciés képessége 2,9xP0Ix10
konidium/cnf volt a vad tipus pedig 3,2xHl,6x1F spérat termelt
négyzetcentiméterenként. igy megallapithatjuk, hoayApaf mutans
genetikai komplementaciéja helyredllitottaPa chrysogenumapaf torzs
csokkent sporazasi képességét (1,4x1®x10 konidium/cmi).
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3.7. A PAF hatasa aP. chrysogenum\paf tdrzs sporazasi képességére

Mivel a PAF egy szekretalt protein, arra kerestimakaszt, hogy a
tapagarba juttatott fehérje képes-e helyrealligedi chrysogenumpaf torzs
csokkent sporulacios képességét. A kérdés megweddssza PAF-vel (0, 2,

4, 8, 16, 32 és 64dg/ml) kiegészitett MM agaron (5.2. fejezet) vizégkeh a

P. chrysogenumApaf mutans pontleoltdsos tenyészeteinek (5.3.fejezet)
sporazasi képességet (5.15. fejezet). Emell€tt ehrysogenun@Q176 torzs
pontoltdsos tenyészetét is vizsgaltuk a PAF tapagaadagolasa nélkil. Az
egységnyi terileten terndelott konidiumok szamat a 25 °C-on, hat napig
inkubalt tenyészeteken hataroztuk meg.

A Apaf torzs telepein PAF hozzaadasa nélkil a 2,2686x10
konidiumot szamoltunk cfrenként. Ezt az értéket a tdpagarhoz adagolt PAF
nem valtoztatta meg jelgigen, az eltérések kevesebbet mutattak + 12,2 %-
nal 6. tablaza). Mindekdzben &. chrysogenumad tipusu torzs spérazasi
képessége (7,1x12,1x10F) 69,0+0,8%-kal volt magasabb paf deléciés
mutans kezeletlen tenyészetéhez képest.

Megallapithatjuk, hogy az altalunk tesztelt koéréhgek kozott a
tapagarhoz adagolt PAF hatasara jélentaltozas nem mutatkozott R

chrysogenumpaftérzs sporazoképességében.
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6. tablazat. P. chrysogenumdpaf torzs pontleoltasdstenyészeteinek

spérazasi képessége a tdpagarhoz adagolt PAF faatasa

gdtigiﬁalgg?zz PKonidiumok szama /ct
(ng/ml)

0 2,2x10£5,6x10
2 2,1x10+1,9x10 (-5+0,9%)
4 2,2x10+4,3x10 ( 0+2,0%)
8 2,3x10+3,8x10 (+5+1,7%)
16 2,0x106+3,8x10 (-9+1,7%)
32 2,0x16+7,0x10 (-9+3,2%)
64 2,0x10+6,5x10 (-9+3,0%)

2pontleoltassal (5.3. fejezet) Ikbnidiumot juttantunk MM agar (5.2.fejezet)

felszinére. A tenyészeteket 25 °C-on 6 napig inkuka

A Apaftorzs sporazasi képességének %-os eltérése atkezddentrollhoz

képest (100+2,5%) zarojelben van feltlintetve.
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3.8. A paf gén expresszidjanak tanulméanyozasa &. chrysogenum
AbrlA torzsben

Altalaban azok a gének, amelyek BrlA szabalyozatt allnak, BrlA
kotohelyeket (5'-(C/A)(G/IA)AGGG(G/A)-3") tartalmaznak Chang és
Timberlake 1993) a promoter régiodjukbanpAf gén 5’- NTR régiéjanakn
silico analizise feltart két, vélheBrlA-kétohelyet (5-CAAGGG-3’ a -784.
bp-nél és 5-AAAGGG-3" a -1138 bp-nal a start kodomn viszonyitva) gpaf
promoter régi6jaban. Ez felveti annak a lékégét, hogy PAF termalése
BrlA szabalyozas alatt all. Ezért megvizsgaljugad transzkripcios profiljat
a P. chrysogenumbrlA térzsben (Sigl és mtsai. 2010).MrlA térzset egy
Pcku70delécios torzsil hoztak létre. APcku70delécié hatékony homoldg
rekombinaciés képességet eredményez (Hoff és mi2€diOb). Itt fontos
megjegyezni, hogy aaf transzkripciét nem érinti &cku70gén delécidja,
mivel nincs szignifikans kilénbségA®Pcku70és a szidi térzs (P2niaD18)
paf transzkripcioja k6zott (microarray adatok - Hof éntsai. 2010b). A°.
chrysogenumAbrlA tdrzs fenotipusa hasonlé a nidulans AbrlA térzs
megjelenéséhez -, bristle (sorte) fenotipus” (Chiibek 1969, Adams és
mtsai. 1998), amely nem termel konidiumot (Sigirésai. 2010).

A paf transzkripciés mintazatat &. chrysogenumAbrlA torzs,
szinkronizalt fellleti tenyészeteiben (5. 3. fej@agzsgaltuk. RNS izolalas
(5.7. fejezet) céljdbdl mintat vettiink azstelnyészetl és 12 6éranként a
felUleti kultarakbdl. A transzkripcidés analizisb®. 8. fejezet) gaf mellett
bevontuk abdrlA, rodA, rodB sporulaciot jelé géneket is.

A vad tipusu APcku70) térzs Northern blot analizise meggti azt a
tényt, hogy abrlA és apaf gének transzkripcidja egyméshoz hasonlo
mintazatot mutai12. abra), bar a kapott expressziés mintazat eltéP.a

chrysogenumQ176 vad tipusu toérzsnél észleltdk(7. abra, A- 3.3.2.
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fejezet). AAPcku70torzsben arlA késsbb kezd el expresszalodni, paf

MRNS pedig mar az @&kenyészetben 1@. abra megjelenik. Ez azzal
magyarazhatd, hogy az alkalmazott kisérleti koriye& kdzott aAPcku70

és aAbrlA torzsek kisebb proliferacios ratat értek el, miQ¥x/6 torzs, ezért
eléstenyészetiiket hosszabb ideig kellett ndveszteni@kd(a helyett 36 éraig
- 5.3.fejezet). llyen koérilmények kozottpaf mar az ,ebtenyésztés” végén
expresszalodott (0 6rd,2. abra). Ez a megfigyelés dsszhangban vaR.a
chrysogenun@Q176 torzs sullyesztett kultarajanphf transzkripcidjaval (36

Ora,5. 4bra - 3. 2. fejezet).

Idd (6ra)
0 12 24 36 48
Vt* 4 L s —
AbriA 0 InA
Vt* — -
AbriA oA
vi* i ——
AbriA rogS
Vt* ] paf
AbriA S

~~~~~ R ] «— 18S rRNS

12. abra. A brlA, rodA, rodB éspaf génexpresszié Northern blot analizize
chrysogenum\brlA tdrzsben Az 6ssz-RNS-t &. chrysogenunAPcku70
(vt*) és AbrlA torzsek 36 oOras &enyészeteid (0 6ra), valamint a MM
agarron (5.2. fejezet) inkubalt szinkronizalt felilltenyészeteid (5. 3.
fejezet) vontuk ki az atoltas utan 12, 24, 36 eodal. Blottolas utan az
RNS-t a megfelél génspecifikus digoxigenin probaval hibridizaltukz
etidium bromiddal festett 26S és 18S riboszOmaléSRIrRNS) futtatasi
kontrollként szolgalt.
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A AbrlA torzs fellleti tenyészetében edA és rodB gének
expresszidjaval ellentétben, @af gén transzkripcidja hasonlé volt a vad
tipusu térzshozAPcku7(Q (12. abra). Raadasul, paf kisfoku transzkripcios
fokozédasa figyelhét meg aAbrlA torzsben. Ezen expresszios fokozddas
precizebb tanulmanyozasara tovabbi vizsgalatoka¢zénk kvantitativ real-
time PCR technika felhasznalasaval.

3.9. Autolizis tanulmanyozasa aP. chrysogenum Apaf mutans

sullyesztett kultargjaban

A PAF nagy mennyiségben terrtgik a P. chrysogenun@Q176 torzs
stacioner fazisu sullyesztett kultirajaban (Mar0420 Felvebdik a kérdes,
hogy van-e hatasa a fehérje tertniéisének &. chrysogenunautolizisére.
Ennek a megvalaszolasara dsszehasonlitottik ahrysogenunQ176 és
Apaf torzsek slllyesztett tenyészeteinek autolitikus jtpgsztulasi
tendencijat.

Vizsgalatainkban az autolizist a szénforras megsé@vel indukaltuk
agy, hogy a kultirdkat szénforrast tartalmazé (X2achar6éz) tapoldaton
(MM- 5.2 fejezet) neveltik 8] majd szénforrasmentes MM-ra mostuk és
tovabb inkubaltuk (5.14. fejezet).

Az autolizis jellemzésére a szénéhetenyeészetek szarazanyag-
tartalom (DCM), illetve az autolitikus kitindz akitds valtozasat vizsgaltuk
(5.14. fejezet). Ezen markerekkel méthatieghitelesebben az autolizis, mert
kifejezetten a sejtfallebontassal kapcsolatosak. gémba tenyészetek
szarazanyag-tartalmanak démtanyadat ugyanis a sejtfal alkotja és ennek a
lebontasa extracellularis hidrolaztermelést, ezetiilbis az autolizissel
szorosan kapcsolt kitindz-aktivitast igényel (Sangkmtsai. 1998, Mclintyre
és mtsai. 2000, S&mi és mtsai. 2001, Emri és n288B).
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13. &bra. Autolitikus markerek nyomon kdvetéBe chrysogenun® 176 (A)
ésP. chrysogenumApaf (m) torzsek sillyesztett szénélielenyészeteiben
(5.14. fejezet). A) A DCM (szarazanyag-tartalom) valtozasa) (Az
exctracellularis kitindz aktivitas valtozasa.

Eredményeink arrdl tandaskodnak, hogy nincs saignifs kilonbség
sem aP. chrysogenumad tipus ég\paf torzsek szénéhezetenyészeteinek
szarazanyagtartalom valtozada.(abra, A), sem pedig azok extracellularis
kitinaz aktivitas valtozasa kozo6tl8. abra, B. Megallapithatjuk, hogy a két
torzs sullyesztett kultirdja egymashoz hasonlé Bemautolizalt. Tehat a
PAF termelése nincs hatassalPa chrysogenunmsillyesztett szénéh&z

tenyészetének autolizisére.

48



3.10. A PAF hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa

A PAF oxidativ stresszt valt Id. nidulandan (2.5. fejezet), ezért azt
feltételeztik, hogy aktivalja az SskA HogA, és vaapy SrrA-val kapcsolt
stressz jelatviteli rendszerek valamely elemét .(2f6jezet). Ennek
kideritésére megvizsgaltuk a kovetkey nidulansmutdnsok névekedésését
PAF kezelés hatasarasskA AsrrA, AnapA AnikA, AhogA AsskA/srrA
AsrrA/hogA A torzsek sporait pontoltassal (5.3. fejezet)ajuk a PAF-vel
kiegészitett (0, 20, 50, 10@y/ml) CM agar (5.2. fejezet) fellletére és 72
oran at 37 °C -on inkubaltuk.

Megallapithatjuk, hogy asskA a AnapA a AnikA, illetve a AhogA
mutansok ndvekedése a vizsgalt PAF koncentracilasonlé volt a kontroll
torzshdz (BPU1) 4. abran). Az srrA, sskA/srrAilletve asrrA/lhogAgeén
delécidja viszont PAF tolerans fenotipust eredmgetyeEz arra utal, hogy a

PAF SrrA-val kapcsolt jelatviteli tvonalon fejti Ratasat.
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14. 4bra. A PAF hatasa aZ\. nidulansstressz jelétviteli Gtvonalaira. A
BPU1-torzset kontrollként hasznaltuk.(tablazat - 5.2. fejezet). AzA.
nidulansmutans térzsek spéraibél pontleotassal (5.3. éje2x10 darabot
juttattunk CM agar (5.2. fejezet) fellletére. A dgpr emelkedl
koncentraciékban (0-10@g/ml) tartalmazott PAF-ot. A telepeket 3Z-on
72 6raig inkubaltuk 12 lyuku sejttenyésiémezen (Nunclolt).
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4. Az eredmények megtargyalasa

4.1. A PAF hatasa &. chrysogenummovekedésére

A P. chrysogenuméltal termelt kis molekulattmég béazikus,
ciszteinben gazdag fehérje, a PAF szdmos humamvé@nypatogén fonalas
gomba, valamint azA. nidulans modellszervezet noévekedését gatolja
(Kaiserer és mtsai. 2003, Galgoczy és mtsai. 2Q0038, Barna é€s mtsai.
2008, Marx és mtsai. 2008). Megvizsgéltuk a fehdpje chrysogenum
novekedésére kifejtett hatasat, olyan koncentrégkéken, amelyek
tébbszorésen (korulbelil 5, 10 és 20-szorosan) aladfak a PAF
termebdési hozamat (kérulbeltl 140g/ml — 3.1. fejezet). A PAF 200g/ml
koncentraciéban adagolva is, csupan kurtlbelll 2Ba¥cstkkentette .
chrysogenumtelepek atméijét. A kontrollként alkalmazottA. nidulans
viszont mar 50 ug/ml-es PAF-koncentraciot alkalmazva is komoly
novekedéskarosodast szenvedett. Korilbelil 70 %iksébb atméiji
telepeket képzett az agarlemezek felszinén a kezelkontrollhoz képest.
Megallapithatjuk, hogy a terntebrganizmus jél toleralja a PAF-kezelé4t (
abra, 2. tablazat -3. 1. fejezet).

Kisérleti eredményeink 0sszeegyeztdibkt a Kaiserer és
munkatarsai (2003) altal kapott adatokkal. A musk@ort mikrotiter
lemezen vizsgélta a PAF novekedésgatldo hatasaaltAlk alkalmazott 50
ug/ml-es  PAF-koncentracié csupan 185 %-kal csoldtent a P.
chrysogenumQ176 tenyészetek ndvekedését, ugyanakkor anidulans
tenyészetek novekedése 93,6%-kal csOkkent a kezeldtontrollhoz
viszonyitva.

A PAF-nak aP. chrysogenunQ176 novekedésére kifejtett hatasa

hasonlosagot mutat az AFP fehéfe giganteusragyakorolt hatasaval. Az
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AFP még 400 upg/ml-es koncentracié esetén sem okozott teljes
novekedésgatlast a terriedzervezet razatott tenyészeteiben, ugyanakkor az
A. nidulans mar 200 pg/ml-es AFP-koncentraciot alkalmazva sem képes
novekedni (Theis és mtsai. 2003). Agarhigitasoateeslkalmazva (0-1133
ug/ml-es AFP koncentracid sorozat) sem valtott kiAdP novekedésgatld
hatast azA. giganteus tenyészetein (Lacadena és mtsai. 1995). Igy
elmondhatjuk, hogy mindkét antifungélis fehérjeeelivédettséget élvez az
azt termed fonalas gomba. Megjegyzefidhogy amig azA. giganteus
érzékeny a PAF-ra (Kaiserer és mtsai. 2003), addrg chrysogenumi\FP
rezisztens (Lacadena és mtsai. 1995, Theis és.1208).

Kisérleti eredményeink dsszhangban vannak azzatgfigyeléssel,
hogy apaf gén delécioja nincs hatassaPachrysogenunmovekedésére. A
deléci6 ugyanis nem érintette a pontoltdsos feluleznyészetek
telepatmétjét (3.6.1. fejezet).

4.2. A paf gén transzkripcibja a P. chrysogenum kilénb6zé

tenyészeteiben

A PAF aP. chrysogenun@Q176 térzs 70-90 oOras stacioner fazisban
levo sullyesztett tenyészetének fermentlevében mutatkat legnagyobb
mennyiségben (Marx 2004).

Megvizsgaltuk apaf transzkripciés mintazatat B. chrysogenum
kilonbod tenyészeteiben. paf MRNS mar a 36 oOras sullyesztett tenyészet
micéliumaban dektektalhat®b.( abra - 3. 2. fejezet), s a transzkripcios
maximum kb. a 60. éranal figyelldeimeg. A paf expressziéos mintazata
hasonld képet mutat az ortoldy giganteusafp sillyesztett tenyészétben
mért adatokkal, ahol a transzkripcié szintén a demtés 24-48. Ordjaban
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kezdidik, s a 70-90 dras stacioner fazisu tenyészetbdreté el a
legmagasabb fehérjehozam (Meyer és mtsai. 200 R04, Meyer 2008).

Ezt koveben a gomba fellleti tenyészetében vizsgaltukpad
expressziojat és a gomba mitosporactigsét. Annak érdekében, hogy
szinkronizaltan indukalhassukRa chrysogenunaszexualis differencialédasi
folyamatait, a gomba 19 6rés sillyesztett tenyészdtottuk at tapagarra. A
P. chrysogenunmexponencialis fazisu razatott kultirgja mitospeéjtaties
szempontjabol kdzel azonos stadiumban van. Gailcia-Bs munkatarsai
(2008) feltartdk, hogy &P. chrysogenumsillyesztett tenyészetében az
aszexualis differencidlodasi folyamatok represseait allnak. Ugyanakkor,
a tenyészet 19 oras korban mar elérte a differEm@al képességet (2.1.
fejezet), ezért kulonféle kornyezeti stimulusokKal. a levegvel vald
érintkezés) indukalni tudjuk az aszexuadlis diffidfadasi folyamatokat
(Adams és munkatarsai 1998, Roncal és Ugalde, 2@¥®rt, ha ebll a
tenyészetbl hozunk Iétre fellleti kultrat, annak differendidasi folyamatai
a teljes tenyészetre kiterjgeh egyszerre (szinkronizaltan) indukalhatok
(Adams és mtsai 1998, Mah és mtsai 2006).

Az utébbi néhany évtizedben igen sok olyan gént f&lsérjét
azonositottak, amelyek kodzvetlenll, vagy kozvewsztr vesznek a fonalas
Timberlake 1994, Adams és mtsai. 1998, Paris égim2903, Roncal és
Ugalde 2003). KisérleteinkbentalA, a rodA és arodB sporulaciot jelé
gének detektalasaval tanulmanyoztukad transzkripcioja és a sporulacios
szabalyozas kozotti kapcsolatokat a tetnszlervezetben.

A P. chrysogenumfellleti tenyészetének Northern-blot analizise
feltarta, hogy apaf gén expresszidja térben eésoben szabdlyozott a
mitosporafejpdés alatt. Apaf MRNS nem mutathaté ki B. chrysogennum

konidiumaiban csupan a differencialédott tenyészet egyéb részéhen
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gombahifakban és/vagy a konidioférumokb#&n ébra - 3.3.1. fejezet). A
paf, brlA, rodA ésrodB gének expresszids profiljat vizsgalva kidertligha
négy gén szimultdn expresszalddik, jol korrelalvaPa chrysogenum
tenyészetek mitosporafégiésével 7. abra- 3.3.2. fejezet).

A paf P. chrysogenunfellleti tenyészetében detektalt expresszios
mintazata hasonlésagot mutat az ortoddgiganteusafp gén expressziojaval
(2.4. fejezet), amely az aszexualis sporulacio dwlgin, meghatarozott
fejlodési stadiumokhoz koétve szintén szigoru térbelidébeli szabalyozas
alatt all (Meyer és mtsai. 2002, Meyer 2008). AzPAtermebdése nagy
valészimiséggel a StuA altal szabalyozott, mivel @p promoter régidja
tartalmaz egy StuA-valaszelemet, és Az nidulansballtetett afp::lacZ
riporterrendszer represszalodilst@A null mutansban (Meyer 2008). A StuA
a szekunder anyagcsere termelés és az aszexudisildsd fontos
szabalyozéja fonalas Ascomycotdkban. #tuA expresszidja mar a
differencialédasi képességgel rendetkazgetativ micéliumokban elindul,
és abrlA valamint azabaA gének transzkripciojat szabalyozza (Coyle és
mtsai. 2007, Twumasi-Boateng és mtsai. 2009b)pak gén 5- NTR
promoter-régioja is tartalmaz egy velh&tuA- valaszelemet (5’-CGCGAA-
3’ a -681. bp-nal nal a start kodonhoz viszonyitvRutton és mtsai. 1997).
Sigl és munkatarsai (2010) részletesen vizsgaltakchrysogenumenicillin
V termelése és az aszexualis sporulacid szabalgokdzsotti kapcsolatot,
ezért léetrehoztak &. chrysogenumAstuA eésAbrlA mutans torzseket.
Nemrégiben k6zolt munkdjuk feltarta, hogy a StuAzesicialis a penicillin
V termeléséhez, de a BrlA nincs hatassal annakabzaadasara. A\StUA és
AbrlA torzsek microarray analizise szerinpaf gén szabalyozasaban egyik
transzkricids faktor sem vesz részt (Sigl és mai0).
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A P. chrysogenum szekunder metabolit termelésének, és
konidiogenezisének masik kdzponti szabalyozoOja gynévezett velvet-
komplex, melynek fontos komponsei a PcVelA, PcVétBa PcLaeA. A Hoff
eés munkatarsai (2010a) altal végzetPcvelA, illetve APclaeA tdrzsek
microarray analizise feltarta, hogy maf gén expresszidja & PcVelA
szabdlyoz4s alatt all. Az adatok szerintpaf gén expresszidja &en
visszaszoruAPcvelA mutansban, de érintetlen marad\BclaeA torzsben.
Bar a kapott microarray adatok meggtése Northern-blot analizissel fontos
jovébeni feladat, annak a leldsEge, hogy apaf expresszidjanak
szabdlyozdsaban olyan regulator vehet részt, miRt\4elA, aldtdmasztja
eredményeinket, és azt sugallja, hogy a PAF tes®aakk szabalyozasa
kapcsolatban all @&. chrysogenunmitospéra fejpdésével, illetve felveti

annak a lehéségét is, hogy a PAF hatassal lehet arra.

4.3. Apafdelécio hatasa &. chrysogenunkonidiogenezisére

A PAF termeb szervezetben betdltétt élettani szerepének
tanulmanyozasara, létrehoztunk eggf delécios mutansP. chrysogenum
Q176 torzsben8 abra- 3. 4. fejezet). AApaf tbrzsben arlA, arodA és a
rodB gének expresszidos mintazata szignifikdnsan ekéntad tipusban
detektaltaktdl. A sporulaciot jedzgének transzkripcioja repressziot mutatott
aApaftorzsben, amely egyiitt jart a torzs sporazasidsfmenek szemliet
gyengulésével i¢4. tablazat, 9. abra, 5. tablazat 3.6.1. fejezet). Itt fontos
megjegyezni, hogy a delécié nem érintette a torgetativ ndvekedését
(3.6.1. fejezet) és a csirdzasi képess&étaplazat - 3.5. fejezet). AApaf
torzs csokkent meérték konidium termelését sikeresen komplementélta a

deletélt gén visszalltetéese a hianymutans genomj@d.2. fejezet).
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Ugyanakkor a tdpagarhoz adagolt PAF-vel nem voltuké&pesek
helyredllitani a vad fenotipust gpaf torzsben §. tdblazat- 3. 7. fejezet).
Erre egy lehetséges magyarazat az, hogy a gombtdspara fejpdése
olyannyira pontosan szabalyozott folyamat - befedfid@ a tapanyag-
elldtottsdg, a sejtciklus, a tenyészet kora, a tvyipdi kaszkadok
egyuttmikddési képessége (Adams és mtsai. 1998, RoncajalsléJ2003) —
hogy az adott kisérleti feltételek mellett, a tégphgz adagolt PAF nem
bizonyult hatékonynak. A masik lehetséges magyarazaPAF fehérje
redoxallapot-valtozdsaban rejlik. A PAF diszulfidakat képe& ciszteinjei
kivalé lehetséget szolgaltatnak egy redox allapottdl ftiggpnformacio
valtozasra, amely felléphet akar a szekrécio foBmamis. A PAF
térszerkezetének a megvaltozasa befolyasolhaghéxjé aktivitasat. (Batta
és mtsai. 2009). A redox allapottdl fitg@ktivitas-novekedés/-cstkkenés
nem ismeretlen a konidiogenezist szabalyozé endfagdorok korében, pl. a
Penicilllum cyclopium altal termelt sporulaciot indukalé diterpén
(konidiogenol) oxidativ transzformaciot igényel aaktiv forma
(konidiogenon) kialakulasédhoz (Roncal és mtsai.2208z éretlen PAF a
szignalszekvencian kivul tartalmaz egy N-termindliso-szekvenciat,
amelynek ,intracellularis chaperon” funkcio tulajdthatd, s ennek szekrécio
alatti lehasitasa utan nyeri el a fehérje a jelégz térszerkezetét és
aktivitasat (Marx és mtsai. 2005). Ugyanakkor nérhat6 ki, hogy maga a
proszekvencia is kozvetithet jelet.

Eredményeink arrol tanuskodnak, hogy a PAF terseel@®veli aP.
chrysogenunsporazasi képessegethdA (ezen keresztul aodA ésrodB)
expressziojanak a fokozasaval. Ugyanakkorpad gén promoter régioja
tartalmaz BrlA koéshelyeket (Chang és Timberlake 1993), ami felveticdn
a lehebségét, hogy a@af transzkripcidja BrlA-szabalyozas alatt all. A

chrysogenumbrlA térzs microarray analizise szerintpaf expresszioja a

56



BrlA-t6l fliggetlennek bizonyult (Sigl és mtsai. 201 Varakozasainkkal
ellentétben apaf expresszidjdnak Norther blot analizise a gén kisfo
transzkripcidés fokozodasara vilagit raPa chrysogenumibrlA térzsben,
amely utalhat arra, hogy a gén bizonyos foku Bréfaresszio alatt all1e.
abra - 3. 8. fejezet). Ennek a precizebb tanulmanyozasaraébbi
vizsgélatokat tervezink kvantitativ real-time P@Bhinika felhasznaldsaval a
P. chrysogenumbrlA térzsben.

Bar a fonalas gombak aszexualis sporulaciojatayaipd molekularis
mechanizmusokat behatéan tanulmanyoztak az elmdtizeéekben
(Springer 1993, Adams és mtsai. 1998, Roncal ésdé@®03), a sporulaciot
serkend tényedkrol még keveset tudunk. A hifak levegel vald
érintkezésén (Morton 1961) kivll az éhezést (Skerés mtsai. 1995), a
fényt (Mooney és Yager 1990), a nagy ozmolaritddex €s mtsai. 1996,
Virginia és mtsai. 2000) tartjdk a legfontosabb rapést serketit
folyamatoknak. Ezek mellett endogéen extracellulansolekulak is
modulalhatjak a fonalas gombak aszexualis sponjkici Példaul azA.
nidulans éaltal termelt eddig még nem azonositott ,extradétls faktor”
indukalasadban. Az ECF ternddését a FIuG fehérje szabalyozza (Lee és
Adams 1994, Adams és mtsai. 1998). A gomba efiedzintén szekretalt
oxilipinek a szexudlis és aszexualis folyamatokgyaeant szabalyozzak
(Champe és el-Zayat 1989, Tsitsigiannis €és mta04 2 Tsitsigiannis és
Keller 2007). A mar emlitettP. cyclopium altal termelt konidiogenon
(Roncal és mtsai. 2002) felfedezése is arra utalgyhaz endogén,

extracellularis sporazast serk&mktorok elterjedtek a gombavilagban.
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4.4. A PAF termelése nincs hatassal B. chrysogenumsitillyesztett

kultdrajanak autolizisére

Az A. nidulansfonalas gombaban a sporulacié a szabalyozasat és a
funkcigjat tekintve is szorosan kapcsolddik az Amikhez. A BrlA mindkét
folyamat szabalyozasaban résztvesz (Emri és n268i8, Pocsi és mtsai.
2009, Szilagyi és mtsai. 2010). Feltéthety az autolizis egyik legfontosabb
feladata, hogy a szénéléeztenyészetekben leliee tegye a sejtek
anyagainak Ujrahasznositasat, és ezaltal segitemidiogenezist a tartalék
tapanyagok elfogyasat koven is (Skromne és mtsai. 1995, Emri és mtsai.
2008). Megvizsgaltuk gaf deléciéo hatasat &. chrysogenunstllyesztett
tenyészeteinek autolitikus sejtpusztulasi folyamnatarra kerestink valaszt,
hogy a PAF termébdésése fokozza-e &. chrysogenumfolyadék
kulturgjanakautolitikus sejtpusztulasi folyamatait.

Vizsgalatainkban aP. chrysogenumvad tipusu ésApaf torzsek
szénéheg, folyadék kultirai egymashoz hasonlo Gtemben eadtivhk (3.
abra - 3.9. fejezet), ami arra utal, hogy a PAF teifdése nem jatszik
szerepet a slllyesztett tenyészet autolizisénekszabalyozasaban. Azt
feltételezzik, hogy a PAF termelésének élettamegmefellleti tenyészetekre
korlatozodik, ahol megfelél kérnyezeti szignalok hatasara a terénel

szervezet differencialédasi folyamatai is érvénireki

4.5. A PAF SrrA-val kapcsolt jelatviteli rendszerenkeresztil fejti ki

antifungalis hatasat

A PAF termelése a differecialédasi folyamatok setksével

kétségtelenul szelekcids 6alyhoz juttatia aP. chrysogenumpthatékony
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propagaciés mechanizmust biztositva a tefmelzervezet szamara.
Ugyanakkor, nem szabad figyelmen kivil hagyni a Patftibiozisban
betdltbtt szerepét, amely fontos fegyvernek bizimaiu az éblenyek
természetes kivalasztddasat eredméfhyersenyben (Marx 2004). A PAF-ra
érzékenyA. nidulanban a fehérje mar mikromdlos koncentracidoban okidat
stresszt valt ki, illetve apoptozist indukél (Kaeseés mtsai. 2003, Leiter és
mtsai. 2005).

Az A. nidulansstresszvalaszanak szabalyozasaban kozponti skzerepe
jatszik az SskB-PbsB-HogA/SakA mitogén aktivalt tpno kindz rendszer
(Kawasaki és mtsai. 2002, Furukawa és mtsai. 26giwara és mtsai.
2009a, Miskei és mtsai. 2009). A rendszerhez astrgnalok jelerdis része
(oxidativ-, ozmotikus- és fungicidstressz) a Niksk8-YpdA hisztidin-
aszpartat foszforelén (Hagiwara és mtsai. 2007@/202009b, Vargas-Pérez
és mtsai. 2007) keresztul érkeziB. (@bra — 2.6. fejezet). A HogA/SakA
kindz transzkripcios faktorokat aktival, melyek kbaz AtfA egy globalis
stresszvalasz szabalyoz6 elem (Hagiwara és mt8@B, Balazs és mtsai.
2010). Az SskA mellett az SrrA szintén részt veszoridativ ozmotikus,
valamint a fungicid-stressz kozvetitésében (Hagiwes mtsai. 2007a, 2011,
Vargas-Pérez és mtsai. 2007). Az AtfA mellett a Nam@nszkripcids faktor
is fontos szerepet jatszik az oxidativ stresszzadaabalyozasaban (Asano és
mtsai. 2007). A legUjabb kutatasi eredmények szeriblapA az SrrA-val
komplexet alkotva stimulalhatja az SrrAtkddését a hisztidin aszpartéat
foszforelébl figgetlen aton (Hagiwara és mtsai. 2011). Miv&lAF oxidativ
stresszt valt kiA. nidulandan, azt feltételeztiik, hogy aktivalja az SskA-
HogA/SakA- és/vagy az SrrA-val kapcsolt jelatvit@onalakat.

Az A. nidulansAsskA AsrrA, AnapA AnikA, AhogA AsskA/srrA
AsrrA/hogAtorzsek kozul csak asrrA, a AsskA/srrAilletve a AsrrA/hogA

mutansok mutattak PAF-tolerans fenotipust a tobhitams a kontroll
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torzshdz (BPU1) hasonl6éan ndvekedétt.(dbran -3. 10. fejezet). Ezért azt
feltételezziik, hogy a PAF SrrA-val kapcsolt jeléliirendszeren keresztil
fejti ki antifungalis hatasat a NikA-SskA foszfoeelilletve a HogA/SakA
mitogén aktivalt protein kindz rendszer koztéddéese nélkul.

A szbban forgo stressz jelatviteli Utvonalak viasggba eddig bevont
fungicidek (az iprodion és a fludioxonil) a NikA485-HogA és a NikA-SrrA
rendszerek aktivalasan keresztul fejtik ki antifaligy hatasasukat. Ennek
megfeleben, AnikA, a AsskA/srrA illetve a AsrrA/hogA mutansok jol
tolerdltak az iprodion és fludioxonil kezelést (Hagra és mtsai. 2007b).

Az A. nidulansgenomja tobb (15 db) hisztidin kinazt is tartalmaz
ezért az SrrA foszforilacidjaban a NikA-tol eliénisztidinkindz (szenzor) is
kozremikddhet (Hagiwara és mtsai. 2009b). Egy masik ledéegy a PAF
szignal kdzvetitésére, hogy az SrrA, a foszforeldponenseki figgetlenal
kap jelet, ahogyan azt a8, altal kivaltott stressz esetén is feltételeBk (
abra - 2. 6. fejezet)(Vargas-Pérez és mtsai. 2007).

Fontos megjegyezni, hogy sem a Nad&l.(abra - 3. 10. fejezet),
sem pedig az AtfA (Balazs és mtsai. 2010) tranpekis faktor nem vett
részt a PAF-ra adott stresszvalasz kialakitds&anszintén kozrefikodhet
a fehérje citotoxicitasaban.

Kisérleteink j6l példazzak, hogy a PAF igéretegkése lehet a
sejthalal szignalok feltérképezéséndk ébra — 2. 6. fejezet), valamint (;
atifungalis szerek kifejlesztésének. A PAF antifaligghatasa a hatékonyabb
konidium-termeléssel kombinalva, ugyanakkafseiti aP. chrysogenum
alkalmazkoddkepessegét a valtozo kornyezeti fédidtez, dkoldgiai éinyt

biztositva a konkurens mikroorganizmusokkal szemben
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5. Anyagok és moédszerek

5.1. Gének és fehérjék jeldlése a kulonbézajokban

A gének altalanosan elfogadott irAsmaddja a haraineki és egy szam
vagy nagybdt, melyek @It irAsmodban vannak (phabcl).

A fehérjék esetében a legelfogadottabb mod a néih jelolési,
megfeleb génnévvel azonos elnevezés, ahol aé befi mindenképp nagy
(pl.: Abcl).

A mutansokat dlt génnévvel irjuk, ahol minden Hliekicsi (pl.: abcl),
mikdzben egyértellivé tesszik a szovegben, hogy mutansrol és nem

génnévél van szo.

5.2. A dolgozatban vizsgélt torzsek és alkalmazatdpkdzegek

A genetikai munkdban a klénozasi kisérletekBskherichia coli
DH5a torzset hasznaltunk.
A paf deléciés mutans létrehozasahozPanicillium chrysogenum

Q176 (ATCC 10002)torzset hasznéltunk vad tipuskeént (vt).

A Penicillium chrysogenumAbrlA (niaD, Pcku70::natl brlA::ergA)
mutans (Sigl és mtsai. 2010) (Sandoz GmbH torgsgyény, Kundl,
Austria) szlUbi torzse egy hatékony homoldég rekombinaciobsebit
Penicillium chrysogenumAPcku70 (niaD, Pcku70::nat) (Hoff és mtsai.
2010b) torzs volt.

A PAF hataséat &. chrysogenumovekedésére akspergillus nidulans
FGSC 4A (Glasgow vad-tipus) kontroll térzs felhasznalasaval

tanulmanyoztuk.
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A PAF hatasmechanizmuséat az alddbnidulansmutans torzselen
vizsgéltuk {. tébldza). A mutdnsokat Daisuke Hagiwara (Tohoku
University, Japan) biztositotta szamunkra.

7. tablazat. A. nidulansstressz jelatviteli Utvonalban sérilt mutans

torzsek
Torzs Genotipus Forras

ABPU1 biAl, pyrG89 wA3 argB2 pyroA4 | (Hagiwara €s mtsal.

(vad tipus) 2007a)

BPU1 biAl, pyrG89 wA3 argB2, (Hagiwara és mtsali.

(kontroll) pyroA4 argB+ 2007a)

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

ASITA biAl, pyrG89 wA3 argB2 (Hagiwara és mtsaj.
pyroA4 srrA::argB 2007a)

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

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

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

AssSkA/srrA | biAL, pyrG89 wA3 argB2, (Hagiwara és mtsal.
pyroA4, sskA:.argB, srrA::argB | 2007a)

AsrrA/hogA| biAl, pyrG89 wA3 argB2 (Hagiwara és mtsali.
pyroA4, srrA::argB, hogA::argB | 2007b)
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Az E. colit LB (10g/I tripton, 5g/l élesékivonat, 10g/l NaCl, pH
7,0) taptalajon tartottuk fenn.

A minimal tapagaron felndévesztett gomba torzsek&€-4n taroltuk
és a kisérleteinkhez az 1 hétnél nem dregebb teetgdssporait hasznaltuk
fel.

P. chrysogenunttrzsek esetén a minimal taptaladfil) Marx és
munkatarsai (1995) nyoman keészitettik el, melynedzététele a kdvetkez
volt: 3 g/l NaNQ, 0,5 g/l KCI, 0,5 g/l MgSex7H,0, 0,1g FeSgx7H,0,
20g/l szahar6z, 25 mM foszfat-pufferben (KHfOpH 5,8. A P.
chrysogenum\Pcku70 valamint aAbrlA torzsek esetében a MM-t 2,5 g/l
argininnel egészitettik ki, mivel ezen toérzsekatiteduktaz rfiaD) génje
mutéciot hordoz.

A PAF, P. chrysogenun@176 térzs névekedésére kifejtett hataséat és
a fehérje hatdsmechanizmusat komplex tapt&dfl) (Kaiserer és mtsai.
2003) felhasznalasaval tanulmanyoztuk. A taptasagététele: 20g/l glikoz,
29/l pepton, 1g/l élesitkivonat, 1g/l N-Z- amin 2 % (v/v) ,sooldat”, 0,1 %
(v/v) nyomelem oldat, pH 6,5. Aspoldat’ (50x) Osszetétele a kovetkez
volt: 76g/l KH,POy, 269/l KCI, 26g/l MgSQx7H,O. A nyomelem oldat
Osszetétele: 8 g/l ZnSLrH,0, 0,4 g/l CuSGx5H,0, 0,714 g/l MNSEXH-0,
0,04 g/l NaB,O-x10H,0, 0,8 g/l NaMoOsx2H,0, 1,4 g/l FeSex7H,0 volt.
Az A. nidulansstressz jelatviteli Gtvonalban sérilt mutans twkzesetén a
taptalajt 0,61 g/l uridinnel, 0,56 g/l uracillal52mg/l pyridoxinnal és 1 mg/l

biotinnal egészitettiink ki.
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5.3. Tenyésztési korilmények

P. chrysogenunsuillyesztett tenyészeit ugy hoztuk létre, hogy a
MM (5.2. fejezet) 200 ml-ét 6 x £Gporaval oltottuk be és a tenyészeteket
razéinkubatorban 28C-on 220 rpm-en razattuk. R. chrysogenunabrlA
mutédns nem képez konidiumokat, ezért sillyeszteitiitajat agy hoztuk
létre, hogy a 200 ml (argininnel kigészitett) mialnépoldatba 2 g (félszaraz
témeg) micéliumot mértink, amelyet Petri csészéntitott 4 naposbrlA-
tenyészetil nyertiink steril szike segitségével. A tenyészstek
razéinkubatorban 2%C-on 220 rpm-en razattuk.

Annak érdekében, hogy az aszexualis differencéivtblyamatokat
szinkronizaltan indukalhassuk (Mah és Yu 20@8) chrysogenumbana
gomba sullyesztett kultarajat 19 6raig. (chrysogenumaPcku70 ésAbrlA
torzsek esetén az alacsonyabb noévekedési rata 3giaitaig) razattuk. Ezt
kovetben a tenyészetet ik és MM tapagar (5.2. fejezet) fellletén
egyenletesen eloszlattuk, majd 25 °C-on inkubaltukX. micélium
begyijtésének disegitésére a tapagartoaileg steril dializis-membrannal
(Spectra/Por4 — 12-14 kD MWCO Spectrumlabs-Némeéms boritottuk.
Az igy létrehozott fellleti tenyészetelstinkronizalt fellleti tenyészenek

nevezzik a dolgozatban.

A pontoltasos kisérletekhez a megfetel tenyészetek frissen
termebdott spoérait ,sporamoso oldat” (9 g/l NaCl, 0,01(9v) Tween 80)
segitségével gytottik be. Az igy kapott spéraszuszpenziét haramsz
mostuk (centrifugalas 2700 rpm, 7 perc, 22 °C),yhowegszabaduljunk az

esetleges agar- vagy micélium-tormelékékt A pontoltashoz 5 pl
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spéraszuszpenziét pipettaztunk a megbeletapagar fellletére. A
spéraszuszpenzié a kisérletdkiiggoen 10, 1¢ illetve 2x1G gombaspdrat
tartalmazott. A keletkezett cseppet hagytuk megsitdy majd megfelél

hémérsékleten inkubaltuk.

5.4. A molekuléris bioldgiai munka soran felhaszndl oldatok,

plazmidok, és primerek

DNS izolaciés puffer: Tris-HCI (7,8 g/l pH 8), NaCl (14,6 g/l), EDTA (2B,
g/l) SDS (50 g/l).

Lizispuffer: 0,7 M KCI, 50mM KHPQ pufferben pH 5,8

KCM oldat: 52,2g/ KCI, 8 g/l CaGl 2 g/l MOPS pH 5,8

PCM oldat: 5009/l PEG 8000, 8g/l Ca&; 12 g/l MOPS pH 5,8

A P. chrysogenum pafelécios transzformald elem létrehozasahoz a
pDnatl- plazmidot (Kick 2006) hasznaltuk fel, amelyet itHr Kick
(Bochum, Germany) bocsatott rendelkezésiinkre. Anpildh nourseothricin
rezisztenciat biztositd nourseothricin acetyltrémsz (atl - Krigel és

mtsai. 1993) markergént hordoz.

V4

pSK275plazmidot (Krappmann és mtsai. 2006) hasznaltlkafmely Sven
Krappmann (Gottingen, Németorszag) kutatéintéZdtedzarmazik. A
plazmid pyrithyamin rezisztenciat biztosito marlargptrA - Kubodera és
mtsai. 2000) hordoz.
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8. tAblazat.A dolgozatban felhasznalt primerek

primer szekvencia (5'— 3’)

opafl GGTACCATCGCCCAAATCACCACAGTTG
opafrev GATCGGATCCCTAGTCACAATCGACAGC
obrlAfw TCCTACTCCCACGCCTAC

obrlArev CCTGGCTCCTTGCACTTG

orodAfw CTTACGCTCTTCCCCCTG

orodArev GCTGGAAGGAGAGTTCTGG

orodBfw ATGCAGTTCACTCTCTCCG

orodBrev ACGAGGTCGTTGTTGGCC

opaf5 CGAAAAGGCAAAGGCAC

o5pafAl CGATGCTACGTCACTTGTTAGCG

o5pafArev ACGTGGATCCTATGAAGGGCTTGAGATGATG
o3pafAse ACGTGTCGACATGGTCTCTGCGATCACCAGG
o3pafA2 CACAACCTTACGCATGCGGAG

o3pafArev ACGTTCTAGACCAAAAGGCTTCCCCGTCATC
o5pafAse ACGTGGTACCGACAGCTTAGTGGACCGGCAG
o5pafcomp, GATGGTACCACTTGCGTAATAACCGGG
o3pafcomp CACGGTACCCTTCCTTGACTTACTCCC

onatl CGCCGGTACGCGTGGATCGC

onat2 AGGCACTGGATGGGTCCTTCAC

A felhasznalt primereket a Microsynth (Ausztri@tbsitotta szamunkra.
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5.5. Alapveth DNS médszerek

Az alapved DNS modszerekeket Sambrook és munkatarsai (1989)
nyoman alkalmaztuk. A DNS mintakat agar6z géle® 0,1 % agaroz 1x
TBE pufferben) elledriztik gélelektroforézissel. A restrikcios emeésetexd
és ligalasokat a gyartd (Promega) javaslatai atapggeztik. A nukleinsav
koncentraciékat a Pharmacia Biotech Gene Quantpéktsofotométerrel
hataroztuk meg.

A tanulmany soran tobbféle PCR (polimeraz lancregk
reakcioparamétert hasznaltunk. Az alkalmazott prrket a8. tablazat (5.4.
fejezet) foglalja 6ssze. Minden reakciéban a prpassk gyarto altal
megadott F-jét vettik figyelembe, és ha korilbelll azonosakak, akkor
Tn — 3 °C-on volt a kapcsolasiomérséklet. Bizonyos esetekben a
primerparok kozott tdbb °C-os kilénbség is volyeiikor ilyenkor egy
koztes megoldast kerestink. Valamennyi esetbepfuaDNS polimeraz
rendszert (promega) hasznaltuk 500-1000 ng teniplatkalmazva. A
reakciokhoz az Eppendorf Mastercycler personaliKéget hasznéltuk.

PCR reakci6 paraméterei:

1.1épés: 94 °C L

2. 1épés: 30 ciklus — 94 °C 307, primer Tm -5 @ 372 °C 0,5-4" (az
amplikon méretét fliggoen)

3. 1épés: 72°C 5’

Reakcioelegy dsszetétele:

5 ul pfu DNS polimeraz puffer MgGidal, 2ul 10mM dNTP, 1ul templéat
(~1ug DNS), 2-2ul 10 uM forward és reverse primerul pfu DNS
polimeraz a 371 DNaz mentes viz.

Felhasznalasig -20 °C-on taroltuk a mintakat.
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5.6. Baktériumsejtek transzformalasa, plazmid DNS prepaélasa

Az E. coli DH5a sejtek transzformalasa, valamint a plazmid DNS

prepardlasa Sambrook és munkatasai (1989) sz@ériént:

Baktériumsejtek transzformalasa:

Fagyasztva tarolt (—80°C) 200l térfogatl Ca-kompetens sejtet jégen
felolvasztottunk, majd 10l ligadtumot adtunk hozza. Inkubélas utan (20 perc,
jégen) 1 percig 42°C-on tartottuk6dokk) majd 0,5 ml LB (5.2. fejezet)

hozzadadasat kouegn 37°C-on 1 oOran keresztul razattuk. A sejteket

ampicillin tartalma (10Qug/ml) LB taptalajra szélesztettik.

A plazmid DNS preparalasa az alabbi modon tortént:

Az ampicillin tartalma (50ug/ml) LB tapoldatban (5.2. fejezet) nevelt
transzformans baktérium sejteket centrifugaltukO®G@pm, 5 perc), majd a
tapoldat eltavolitasa utdn a sejteket 30P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM
EDTA, 0,5 mg/ml RN-az pH 8) oldatban szuszpendalfikmintakhoz 300
ul P2 (0,2 M NaOH, 1% SDS) oldatot adtunk, majd 5rcpe
szobaldmeérsekleten inkubaltuk. A sejtek szétesését kiven fehérjék 300
ul P3 (2,5 M K-acetat pH 4,8) oldat hozzaadasavesdpodnak (15 perc,
jégen), igy centrifugalassal Ulepitblet(12000 rpm, 10 perc). A mintak
feliluszéjabol a plazmid DNS alkoholos tisztitast €zaritast kovéen

vizben oldhato volt.
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5.7. RNS izolalasa kilonb6& gombaképletekidl

RNS kivonashoz’. chrysogenunfagyasztott (- 80 °C) micéliumat,
vagy tisztitott spoérait hasznaltuk fel. Spdérak ésen ugy jartunk el, hogy a
tenyészetekil frissen lemosott konidiumokat nylon-filteren (40n, BD
Biosciences) srtuk, hogy megszabaduljunk az esetleges
micéliumtérmelékekil. Ezt kbveben centrifugalassal (2700 rpm, 7 perc, 4
°C) koncentraltuk, és azonnal elvégeztik az RNBiliast.

Az RNS kivonasat Chomczynski (1993) leirasa alapjajtottuk
végre az aldbbiak szerint. A TRISOL (Sigma-Aldriceagenst a folyékony
nitrogénben elddrzsdlt gombaképletekhez adtuk (teades/ ~ 0,5 g poritott
minta). Centrifugalas (14000 rpm, 10 perc, 4 *Gjnua feltllszét 20Q
kloroformmal raztuk 6ssze, szolémhérsékleten 15 percig inkubaltuk és Ujra
centrifugaltuk. A szintelen fels(vizes) fazishoz egyetltérfogatu PCI-t
(fenol/kloroform/izoamil alkohol, 25:24:1) kevertkiinmajd centrifugaltuk
(14000 rpm, 10 perc, 4 °C). Ezt a lépést megisriktédloroformmal is. Az
igy kapott fellliszéhoz 25@ 0,8 M Na-citrat/1,2 M NacCl oldatot, valamint
250l izopropanolt adtunk és 10 perces inkubacié (22ut@n centrifugaltuk
(14000 rpm, 10 perc, 4 °C). Az RNS pelletet 70%etanollal mostuk
(centrifugalas: 14000 rpm, 5 perc, 4 °C). A megadtpelletet ribonukleaz-
mentes vizben feloldottuk. A mintdk RNS koncentifiti és tisztasagat
spektrofotométerrel hataroztuk meg-260/280).
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5.8. Génexpresszios vizsgalatatok Northern blot afiaissel

Az elektroforézist és a Northern blot analizist Bemok és munkatarsai
(1989) nyomén végeztik ugy, hogy 1@ P. chrysogenumRNS mintat
szeparaltunk 1,2 % agaroz — 2,2 M formaldehid lrmdagélen. Ezt blottoltuk
Hybond-N" (Amersham Bioscience) membranra, és digoxigeniitje
probakkal hibridizaltuk. A hibridizaciéos probakatCR amplifikacioval
allitottuk eb (5.5. fejezet) digoxigenin jel6lt ANTP (Boehringdannheim)
és a9. tablazaban szemléltetett primerparokat hasznalva. A dél&shoz
anti-digoxigenin- alkalikus foszfatazt (Roche) éSRD kemilumineszcens

szubsztratot (Roche) hasznéltunk fel, és a gydatdasa szerint jartunk el.

9. tabladzat. A Northern hibridizacibban alkalmazott prébadk és az
eléallitasukhoz felhasznalt primerek

opafl- opafrev paf AM920439
obrlAfw - obrlArev brlA AM920421
orodAfw - orodarev rodA AM920437
orodBfw - orodBrev rodB AM920436

& Az primerek szekvenciait@ tablazattartalmazza (5.4. fejezet)
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5.9. P. chrysogenungenomi DNS izolalasa

P. chrysogenungenom DNS izolalasat Zadra és munkatarsai (2000)
szerint hajtottuk végre. A gomba 48 oOras sullygs#eltarajat sartik, a
micéliumot desztillalt vizzel atmostuk, folyékonitragénben fagyasztottuk,
€és mozsartdvel poritottuk. Az igy dlkészitett micélium kb. 0,5 g -jat
mikrocentrifuga c8be helyeztik, amelyhez 70d DNS izolacios puffert
(5.4. fejezet), 30@l PCI-t (fenol:kloroform:izoamilalkohol; 25:24:1kél db
volfrdm-acél golyot adtunk. A mintakat 4 percigl%, majd 30 masodpercig
20 Hz frekvencidn homogenizaltuk (Mixer Mill; RellscMM 300).
Centrifugalds (14000 rpm, 10 perc, 22 °C) utan kildszohoz 20pl
ribonukledz A oldatot (10mg/ml) adtunk ésla 15 percig 65 °C-on, majd
30 percig- 37 °C-on inkubdltuk. Inkubéacié utan 1#&fogatnyi PCI
(fenol/kloroform/izoamil alkohol, 25:24:1) hozz&adautan vortexeltik és
centrifugaltuk (14000 rpm, 10 perc, 22 °C). A fék#dhoz most 1/3
térfogatnyi kloroformot adtunk és azéeb lépés szerint centrifugaltuk. A
feliliszét azonos térfogatu izopropanollal szdipaérsékleten 30 percig
inkubaltuk. Centrifugalast (14000 rpm, 10 perc, ‘23 koveten dvatosan
eltavolitottuk a feltliszoét a pellétr €s 100ul 70 %- os etanollal mostuk
(centifugalas 14000 rpm, 10 perc, 4 °C). Az etaalolitasa utan a pelletet
szaritottuk és 50-10QI desztillalt vizben feloldottuk. A DNS-t -20 °C-on
taroltuk.
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5.10. P. chrysogenum fonalas gomba transzformacidja és a

transzforménsok szelektalasa

A transzfoméacibhoz szikséges protoplasztokat Cantoés
munkatarsai (1987), valamint Kolar és munkatars888) nyoman allitottuk
el6 néhany modositassal.

A P. chrysogenum8 oras sillyesztett tenyészetéirtiik, desztillalt
vizzel mostuk és a micéliumrél wdpapirral leitattuk a felesleges
nedvességet. A gomba sejtfalat Glikanexszel (Nawesy Dania)
emésztettik le, ehhez 300 mg Glikanexet oldotteh&5 ml lizispufferben
(5.4. fejezet) és ebben szuszpendaltuk el &kzéstitett micélium 2 g-jat. A
szuszpenziot 2-3 éran at Z5on 60 rpm-mel razattuk. A protoplasztok
képzdéset mikroszkdppal kdvettik nyomon.

A protoplasztokat papirfilterrel (585, Schleicher&Schuell, Németorszag)
szirtuk, centrifugaltuk (1500 rpm, 10 percC) és 40 ml 0,7 M KCI oldattal
mostuk, majd Ujabb centrifugalas utan 2 ml KCM (Séjezet) oldatban
oldottuk fel és Blrker-kamra segitségével megsztuol

A transzformaciot Tilburn és munkatarsai (1995pmwgn hajtottuk
végre Ugy, hogy 2 x fadb protoplaszthoz 10-1pg DNS-t adtunk 25ul
PCM oldatban feloldva. Az elegyet 30 percen at péipgubaltuk, majd 250
ul PCM oldat (5.4. fejezet) hozzaadasa utan 20 p2gi¢-on tartottuk. A
transzformalt protoplasztokat 1 ml 0,7 M KCI oldhttlegyitettiik, és 40 ml
45 °C-ra ebmelegitett transzformacios féagarhoz (1% agar) adtuk, majd
transzformacios tapagarra szélesztettik. A trans#oios tapagar 35g/l
NaCl-dal és 200 mg/l nourseothricin (Jena Biosaerdemetorszag), vagy
0,6 mg/l pyritiamin-hydrobromid (Sigma Aldrich) dektald agenssel
kiegészitett MM (5.2. fejezet) volt. A transzforoids tdpagaron kit
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telepek sporéit szelektdld agenssel kiegészitetttbfddgarra szélesztettik. A
genetikai analizishez az telepeket hasznaltuk fel.

5.11. A transzformansok genetikai analizise Southerhibridizaciéval

A P. chrysogenubman végrehajtott genetikai manipulaciokat (3.4. és
3.6.2. fejezet) Southern blot analizissel elteritk Sambrook és
munkatarsai (1989) nyoman. A chrysogenun®176 vad tipusu €s mutans
torzsek genomi DNS-ét ). tadblazatbanszemléltett restrikciés enzimekkel
emeésztettik az 5.5. fejezetben ismertett moédon.kapott fragmenseket
agar6z gélelektroforézissel szeparaltuk, és Hybomi- (Amersham
Bioscience) membranra tortént blottolas utan a elelgf digoxigenin jelolt
probaval hibridizaltuk 10. tdbldza). A hibridizaciés probakat PCR
amplifikacioval allitottuk e (5.5. fejezet) digoxigenin jelolt dNTP
(Boehringer Mannheim) és &0. tablazatban szemléltetett primerparokat
hasznalva. A detektalashoz anti-digoxigenin-alkadikoszfatazt (Roche) és
CSPD kemilumineszcens szubsztratot (Roche) hasmbkafel, és a gyarto

ajanlasa szerint jartunk el.

10. tablazat A Southern blot analizishez alkalmazott restrikcgdzimek,
probak és az ééllitasukhoz felhasznalt primerek

Alkalmazas Restrikcios Préba Pri . a
enzim specifikussag fimer par
P. chrysogenum Nhel pafgén opafl-
Q176paffelécio opafrev
P. chrysogenum Kpnl natlgeén
Q176paffelécié onatl- onat2
pafvisszailtetése Banl paf5 NTR o5pafcomp-
aP. chrysogenum opaf5
Apaftorzsbe

@A primerek szekvenciait & tablazat( 5.4. fejezet) tartalmazza
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5.12. A csirdzasi képesség tanulmanyozasa

OtnaposP. chrysogenunQ176 ésP. chrysogenumpaf torzsek
szélesztéssel l|étrehozott fellleti tenyészéteibegyjtottik a frissen
termebdott sporatdmeget ,sporamosé oldat” (9 g/l NaCR10% (v/v)
Tween 80) segitségével. Az igy kapott spéraeledy@bmszor mostuk
(centrifugalas 2700 rpm, 7 perc 23 °C), hogy melgadaljunk az esetleges
agar- vagy micélium-térmelékelt A tisztitott sporaelegyet kihigitottuk: 10
spéra/ml MM (5.2. fejezet), és allbpipettaztunk 200-20Qul-t mikrotiter
lemezre. A kultirakat 25 °C-on inkubaltuk. A terggiteket fénymikroszkép
(Olympus CK40, 400x) segitségével folyamatosan iggegltik és 12 éras
inkubaciot koveien meghataroztuk a csirazasi képességet. Csirazasi
képesség alatt az egy latoriben leszamolt Kicsirazott spérak 0Ossz-
spéraszdmhoz viszonyitott %-os aranyat értjuk. Akkekintettiink egy
sporat csirazottnak, amikor a kicsirazott tombssza elérte vagy meghaladta
a sporaatmér masfélszeresét (Oh és mtsai. 1996). A teljesrlkist
megismételtiik Ugy, hogy leoltaséttl a sporaelegyet egy hétig 4 °C- on
inkubaltuk.

5.13. A PAF fehérje detektalasa SDS PAGE-sel

A PAF detektaldsahoz R chrysogenun@176 és &. chrysogenum
Apaf::paf tbrzs 72 6ras razatott tenyészétébzarmazo fermentlét 10000
rpm-en, 30 percig, 4 °C-on centrifugaltuk, majd Y3@-membranon sirtiik
(Amicon Stirred Cell, 50 ml; Biomax PBTK ultrafifition disc,
polyethersulfone, MWCO 30000 Da, Millipore, Billea, MA, USA). Az
azonos térfogati mintakat redukalé pufferrel elesgiiik (Tris-Glycine 2x

mintapuffer, L2676, Invitrogen Life Technologies,aGbad, California,
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USA) és 5 percig, 95 °C-orskezeltik. A PAF detektalasa SDS-PAGE-sel
16 %-o0os gélen (Novex, San Diego, California, USAjtént. A gélt
Comassie-Blue oldattal festettik meg (0.1% CooreaBsiliant Blue, 45%
metanol, 10% ecetsav), majd tintamentesitettik (b@8tanol, 10% ecetsav,
H20).

5.14. Autolitikus markerek nyomonkovetése

Az autolizis nyomon kovetésére szénéhwnyészetek szarazanyag-
tartalom valtozasat és a kitindz aktivitasat vitsa

Szénéhey tenyészetet ugy hoztunk létre, hogyPa chrysogenum
MM-ba leoltott (5. 2. fejezet) sullyesztett kultjga (5. 3. fejezet) 48 oraig
razattuk, majd a teljes biomasszat szachar6zm#ftiesa mostuk és 6 napig
inkubaltuk (25 °C, 220 rpm), mikozben 24 6rankénintat vettink a
tenyészekdl.

A tenyészetek szarazanyag-tartalmanak (DCM) mkoés®& ml
tenyészetet zsugoritott Uve@sim szirtink at, a lesat micéliumot
desztilldlt vizzel mostuk, majd sulyallanddsagig (@&p) szaritottunk
(Pusztahelyi és mtsai. 1997). Atudetet a tapkozeg kitindz aktivitdsanak
meghatarozasahoz hasznaltuk fel.

A kitinaz aktivitasok mérésénél 1Q0 mintdhoz 60Qul 0,1 M citrat
puffert (pH 5,0) és 10Qul CM-Chitin-RBV (Loewe Biochemica GmbH,
Sauerlach, Germany) kromofor csoporttal jeldlt szm@toldatot adtunk. A
10 perces inkubacié (25) utan, a reakciét 30@ 2 mol/l-es HCl-val
allitottuk le. A felszabadulé szines termék mengyét, a mintak
centrifugalasat (10000g, 5 peréC} kéveben a felliliszébol, fotometridsan
(A=550 nm) hataroztuk meg. A kapott abszorbancigkeéket hasznaltuk fel

az enzimaktivitas jellemzésére (Emri és mtsai. 2004
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5.15. Spoérazasi képesség meghatarozasa

A pontleoltassal Iétrehozott fellleti tenyészetekié@sanegmeértik a
kialakult telep atméijét, a szinkronizalt fellleti tenyészetékb egy
meghatarozott tertletet vagtunk ki dugofaroval (@nm8). Az ismert fellildt
telepek®l, ismert téfogatu ,.sporamoso oldatban” (9 g/l Na@D1 % (v/v)
Tween 80) vortexeléssel tavolitottuk el a sporakatpontleoltasos fellleti
tenyészetek esetén a sporakat a telep teljes tiatilleltavolitottuk) Birker-
kamra segitségével megszamoltuk az igy kapott slayy spéraszamat, és

elosztottuk a telep feliiletével, megkapva a spémasgant értéket.

5.16. Felhasznélt fehérjék és vegyszerek

A dolgozatbn felhasznalt, ioncserés kromatografidKaiserer és
mtsai. 2003) tisztitott PAF-ot Florentine Marx agdtdcsoportja biztositotta
(Innsbrucki Orvosi Egyetem, Ausztria) szamomra.

A kisérleteinkben felhaszndlt finomvegyszerek, hasként nem
jeléltem, a Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyamxag, illetve Ausztria,
Bécs) termékei voltak. Minden egyéb vegyszer akaliminosédi volt és a

Spektrum-3D Kft-8l (Debrecen, Magyarorszag) kerilt megrendelésre.
5.17. Bioinformatikai mddszerek

A nukleotid szekvencia kereséseket az NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) adatbazisban hajiéttvégre. A szekvenciak

keresésésekhez R. chrysogenunWisconsin 54-1255 (van den Berg és

mtsai. 2008) genomszekvencia szolgalt forrasként.
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Az A. nidulansRodA (Stringer és mtsai. 1991), illetve Azfumigatus
RodB (Paris és mtsai. 2003) fehérijek homoldgjainkéresése P.
chrysogenufman az NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.govéBt.cgi)
(Altschul és mtsai. 1997) programmal tortént. Azatallat azE eérték
alkalmazaséaval (Ayoubi és mtsai. 2002, Joshi és 2R07) s#rtik. A
feltételezett homoldgok szekvencigjat a Multipleq@ence Alignment-

ClustalW programmal (Thompson és mtsai. 1994) Hastink 6ssze.
5.18. Statisztikai médszerek

A statisztikai elemzésekhez 3-5 fliggetlen mérématiés azok szérasat
(SD) hataroztuk meg. A szignifikancia vizsgalatoklzoStudent-féle t-tesztet

hasznaltuk. Csak p< 5% valOszifiségi szinteken jelentkéxulonbségeket

tekintettlik szignifikansnak.
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6. Osszefoglalas

A Penicillium chrysogenumQ176 torzs termel egy 6,25 kDa
molekulatémed, bazikus, ciszteinben gazdag fehérjét a PAF-ofelterje
szamos human és nodvénypatogén fonalas gomba n@sgkedatolja,
valamint aktiv a fonalas modellorganizmus,Aspergillus nidulanllen is.
Az immar masfél évtezede folyd intenziv PAF-kutgédsnts eredményeket
tart fel a fehérje szenzitiv mikroorganizmusokreejkett hatasarol, a terndel
szervezetben betoltdtt élettani szerepe azonbanarddhn maradt.
Antimikrobidlis fehérjék széles korben terddihek az dlvilhgban a
prokariotaktél egészen a gerincesekidagasabb rend eukariétdkban az
immunrendszer részét keépezilProkariotakban és alacsonyabb rénd
eukaridtdkban szerepik kevésbé tanulmanyozott, nmeajgsziriséggel
szelekcids éinyt biztositanak a termelszervezetnek a taplalékért folytatott
harcban. Antimikrobialis hatasu, ciszteinben gazdadézikus proteineket
mara tobb fonalas Ascomycotabaspergillus giganteus, P. crysogenum, A.
niger, P. nalgiovenséA. clavatu} izolaltak. Eddig a legtdbb ismeretanyag a
PAF-rél és azA. giganteustapkozegétl izolalt AFP-6l gyilt ossze.
Mindkét antifungdlis fehérje a 70-90 6ras staciorf&zisu sullyesztett
tenyészetben detektalhato a legnagyobb mennyisédgbdanalas gombak
tébbsége a természetben valamilyen felllethez tedtdiordul eb, ahol a
gombahifadk spoéraképzésre iranyuld differencidlédasilyamatai  is
megfigyelhetk. Az A. giganteusafp génje az aszexudlis sporulacio
folyaman, szigoru térbeli és ddeli szabalyozas alatt all. Felgdbtt a
kérdés, hogy aafp-hez hasonldéan kothee apaf géntermék megjelenése a
termeb szervezet aszexualis differenciadlodasi folyamataililletve, hogy a
fehérje termelése befolyasolja-® achrysogenummitospérafejpdését.
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Mivel fonalas gombakban a sporulacié, a szababdaizéés a
funkcigjat tekintve is szorosan kapcsolddik az hrighez, valamint a PAF
boségesen szekretadlodik aP. chrysogenum oreged stllyesztett
tenyészetében, megfogalmazodott a kérdés, hogy-dehatasa a fehérje
termebdésének a tenyészet autolitikus sejtpusztulasafoltaira.

A PAF antibiézisban betoltott szerepe fontos fegpek bizonyulhat
az éblények termeészetes kivalasztodasat eredmeényesenyben. A PAF-ra
érzekenyA. nidulandan a fehérje mar mikromoélos koncentracioban okidat
stresszt Valt ki. A NikA-YpdA-SskA és a NikA-YpdAFr\ hisztidin-
aszpartat foszforelé-, valamint az SskB-PbsB-HoghAS mitogén aktivalt
protein kindz rendszer fontos szerepet jatszanak awdulansstreszre adott
valaszreakcioinak a koOzvetitésében. A két rendszikdzvetlen
0sszekapcsoltsaga hatékonyan segiti a modellse¢rvadaptacidjat a
kilonféle kornyezeti stresszhatasokhoz, ezért elzbtéleztik, hogy a PAF
aktivalja az SskA-HogA/SakA- és/vagy az SrrA-valp&solt jelatviteli

utonalakat.

Doktori munkam keretében megvizsgaltuk PAF hatasatP.
chrysogenun®176 fellleti tenyészetének a névekedésere. Tamylaztuk a
paf transzkripcios mintazatat a terieszervezet stlleyesztett és fellleti
tenyészeteiben. Ezzel parhuzamosan tanulmanyozttetlketi tnyészetek
mitosporafejpdését. Nyomon kovettiik a konidioforumok megjelendsjét.
Meghataroztuk az egységnyi terileten tefidétt konidiumok szamat. A
transzkripciés analizisbe bevontuk @rlA, a rodA és a rodB
mitosporafejpdést jeld géneket. Létrehoztuk egaf deléciés mutanst R.
chrysogenum Q176 torzsben és tanulmanyoztuk apaf torzs
differencialédéasi folyamatait. Visszalltettik a etalt gént a hiAnymutans

genomjaba és vizsgaltuk aApaf::Apaf torzs mitosporatermelését.
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Tanulméanyoztuk a tdpagarhoz adagolt PAF hatas&pad torzs sporazasi
képességére. Megvizsgaltuk @&. chrysogenum AbrlA térzs paf
transzkripciéjat. Tanulanyoztuk BR. chrysogenumipaf torzs szénéhéz
sullyesztett tenyészetéenek autoliziset. A PAF angalis
hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa érdekében zswggjtik a
kovetked, stressz jelatviteli utvonalakban sérift nidulans mutansok
novekedéseését PAF kezelés hatas&sakA AsrrA, AnapA AnikA, AhogA
AsskA/srrA AsrrA/lhogA

Eredményeinket a kdvetk&pontokban foglalom 6ssze:

* A P. chrysogenunol toleralja a PAF-kezelést a termelési kihozatal
tobbszorésen (~20x) meghalad6 koncentracio értisken

« A paf mRNS méar aP. chrysogenum36 o&ras sullyesztett
tenyészetének micéliuméban detektdlhatd, és a zkapsid a
tenyésztés 60. érajaban éri el a maximumat.

* A P. chrysogenurfeliileti tenyészetébenpaf expresszioja térben és
id6ben szabalyozott a mitospora éeiés alatt

* A P. chrysogenur176 térzsben sikeresen deletaltysahgént.

* A Apaf torzs sporulaciés képessége szignifikansan csbk&kevad
tipushoz képest, amely egyiitt jatdA, arodA és arodB sporulaciét
jelzé gének repressziojaval

» A Apaftorzs csokkent konidium termelését sikeresen kemehtalta
a deletélt gén visszalltetése a hianymutans gebamja

» Ugyanakkor a tapanyaghoz adagolt PAF nem allitotigre a vad
fenotipust aApaf torzsben, ami felveti annak a lebstgét is, hogy a

fehérje élettani szerpét a szekrécio folyaman kejti
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* A PAF termebdése nem jatszik szerepePachrysogenurszénéhez
sullyesztett tenyészetének autolitikus sejtpusgtutilyamataiban. A
fehérje élettani szerepe feltebleg fellleti tenyészetekre
korlatozadik, ahol megfelélkornyezeti szignalok hatasara a ternel
szervezet aszexudlis differencialédasi folyamat&irvényesulnek.

» A PAF SrrA-val kapcsolt jelatviteli rendszeren kel fejti ki
antifungalis hatasat a NikA hisztidin kinaz és ak/ASHogA utvonal

kozremikodése nélkdil.

Kisérleteink arrol tanuskodnak, hogy a PAF ig&retszkdze lehet a
sejthalal szignalok feltérképezésének, valamint aijtifungéalis szerek
kifejlesztésének. A PAF antifungdlis hatdsa a hatgkkonidiumtermeléssel
kombinalva ugyanakkor ndveliR. chrysogenunalkalmazkodoképességét a
valtozé kornyezeti feltételekhez, szelekcidééngt biztositva a konkurens

mikroorganizmusokkal szemben.
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7. Summary

The low molecular mass (6,25 kDa), cysteine-ricld arationic
protein PAF from Penicillium chrysogenumexhibits cytotoxic activity
towards a variety of filamentous fungi, among thewo- and plantpathogens
and the model organisrspergillus nidulansGrowth inhibition spectrum
and mechanizm of action of the protein were studiesiduously in the last
15 years, but the significance of its productionPinchrysogenuntultures
remained unclear. Antimicrobial proteins are widelgtributed in nature
including prokaryotes and vertebrate. In higher aeymtes many
antimicrobial proteins accomplish an important timc in innate immunity.
In contrast, the benefit of the expression of aittiobial proteins from
prokaryotes and lower eukaryotes is less well stidiThey might confer
ecological advantage for the producing organismghian competition for
nutrients. Antimicrobial cysteine-rich and cationicoteins were isolated
from numerous filamentous Ascomycetessgergillus giganteus, P.
crysogenum, A. niger, P. nalgiovenge clavatu} to date. PAF is the best
characterized anifungal protein of fungal origin &ddition to the
orthologously produced byAspergillus giganteus(AFP) so far. The
maximum protein yield is reached during the statrgngrowth phase after
70-90 h of cultivation in the case of both antifahgrotein (Meyer, et al.
2002, Marx 2004). Filamentous fungi usually exiat different surfaces in
nature, where developmental processes take pldee.afp gene ofA.
giganteusis spatially and temporally regulated during aséxaporulation.
This raises the interesting questions if the exgioesofpafis associated with
asexual development &f. chrysogenumand whether the production of the
protein can influence the mitospore developmenhefproducing organism.
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Conidiogenesis and autolysis are tightly couplegcgsses in
filamentous fungi and the regulatory networks bdhimese phenomena share
common elements. BrlA is a crucial early regulatbrconidiogenesis and
also regulates the age-dependent appearance dysasitmarkers in carbon-
depletedA. nidulanscultures, including the production of cell-wall-adading
hydrolases like ChiB endochitinase and En§A,3-endoglucanase. PAF is
abundantly secreted into stationery growth phageell cultures ofP.
chrysogenumwhich raises the exciting question, if the prdduc of PAF
can influence the auotolytic process of the praagicirganism.

The role played by PAF in antibiosis might condelvantage foP.
chrysogenumin the process of natural selection. PAF treatsietduse
oxidative stress irA. nidulans There is an increasing body of evidence
supporting the view that the NikA-YpdA-SskA and tN&A-YpdA-SrrA
histidine-to-aspartate phosphorelay systems an®&h&-PbsB-HogA/SakA
mitogen-activated protein kinase system are thetegeiece of stress
signaling inA. nidulans. The direct linkage between the abovetimeed
systems plays important role in adaptation of tloel@h organism to different
stress factors. Therefore we assumed that either S$kA-HogA/SakA-
dependent or the SrrA-dependent (or both) stregsaking pathway should
be activated to cope with the deleterious effeCRBAF--exposures.

In this PhD study we examined the effect of PARIa growth ofP.
chrysogenun@Q176 surface culture applying different protein @amtrations
(0-200pg/l), which exceeded the production yield (approadiety 10ug/l) of
PAF in submerged cultures. We investigated thestnyptional profile ofpaf
in submerged and surface cultures of the produmiggnism. We also tended
to examine the asexual devolpment of the surfadwires. Therefore we
monitored the first appearance of conidiophoresiidtal number produced
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by one square centimetres of surface culture wes @ggtermined. We used
brlA, androdA/rodB as conidiation specific marker genes to investigzAF
dependent regulation of conidiationfn chrysogenum

We deleted theaf gene inP. chrysogenun®176 strain and and repleaced by
the nourseothricin-acetyltransferase geaél which confers nourseothricin-
resistance to the transformants. Mitospore devedopnof theApaf strain
was also examined. We retransformed the wild tygey ©f paf gene intoP.
chrysogenumApaf genome using pyrithiamine resistance gemperA].
Mitospore production of\paf::Apaf strain was examined. The conidiation
efficiency of Apaf strain was investigated in the presence of external
administration of purified PAF protein into the agaedium, as well.
Therewith we examined thpaf transcription profile ofP. chrysogenum
AbrlA strain. We determined the autolysis rate of thebaastarving
submerged culture d®. chrysogenumpaf strain. To investigate antifungal
mechanism of PAF we examined the effect of thegmmobn the growth of
the following A. nidulans mutant strains:AsskA AsrrA, AnapA AnikA,
AhogA AsskA/srrA AsrrA/hog.

Our results indicate thaP. chrysogenumQ176 tolerates PAF-
treatment. When surface culture Af nidulansPAF-sensitive control strain
was exposed to 50y/ml PAF, the colony diameter formed by the fungas
70 % shorter compared to the untreated control.théh same time PAF
exposure had only minor effect on the colonies fnby the producing
organism even if we applied the protein up to 260nl concentration (only
28% shorter colony diameter compared to the urgdeadntrol).

paf MRNA is detectable i#. chrysogenun®176 mycelia after 36 h
submerged cultivation. Transcription reached a maxn at 60 h before it

decreased again.

84



Northern blot analysis oP. chrysogenunsurface cultures revealed
that expression of thpaf gene is spatially and temporally regulated during
asexual development. Tipaf gene was not transcribed in conidia but in the
other parts of the surface culture which contaiphae and conidiophores.
paf and the conidiation specific genebrlA, rodA, and rodB were
simultaneously expressed h chrysogenunsurface cultur. Furthermore the
accumulation of the respective gene transcriptsetaed with the onset of
conidiation.

We generated paf deletion mutant irfP. chrysogenun@176 strain.
The number of conidia produced byaf strain was significantly reduced
compared to the wild type. Furthermore gene expespattern ofbrlA,
rodA, androdB, were significantly reduced in tipaf deletion strain.

Retransformation of theaf wild type copy intaP. chrysogenumpaf
genome restored the reduced conidia productioheofrtutant strain.

Unexpectedly, we were not able to restore the-tyiie phenotype of
the Apaf strain by external administration of purified PAfotein, which can
suggest that secretion process of PAF might haydatory potential.

There was no significant difference in the autislyates recorded in
carbon-starving submerged culture Bf chrysogenunwild-type andApaf
mutant strains. This observation may indicate thatphysiological function
of PAF is limited to surface cultures or is oveded by environmental
conditions blocking the conidiogenesis of filamergdungi under submerged
cultivation.

The antifungal effect of PAF is transmitted by &rrA-dependent
system other than NikA-SrrA phosphorelay and withibne involvement of
SskA-HogA/SakA signaling.
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Our results indicate that PAF is a valuable toomapping novel cell
death signaling pathways in filamentous fungi, vahmcay lead eventually to
the development of new-type antifungals. In the esdime the antifungal
effect of PAF in combination with a highly efficiepropagation of conidia
undoubtly provides a fitness mechanisniPtachrysogenurandan ecological

advantage over concurring organisms.
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10.  Fuggelék

10.1.A. clavatusaltal termelt AcCAFP aminosav-szekvencidjanak hasdasaga a

P. chrysogenuntdrzs altal termelt PAF-vel.

A fehérjék szekvenciajat a Multiple Sequence Atigmt-ClustalW

programmal (Thompson és mtsai. 1994) hasonlitottuk dssze.

A. clavatus ACAFP, ID: ABR10398.1 (Skouri-Gargouri és mtsai. 2009)
P. chrysogenunPAF, ID: CAP86946.1 (Marx €s mtsai. 1995)

10 20 30 40 50 60
| | | | | |
ACAFPX0 MKFVSLASL GFAL VAAL GWASPVDADSL AAGGL DARDESAVQATYDGKCYKKDNI CKYK
PAFXxXX1 MQ! TTVA- LF- - LFAANGGVATPI ES- - - VSNDLDARAEAGVL AKYTGKCTKSKNECKYK
Pri m cons. NﬁééééASLZFAL2AA2G2VA2P222DSL2222LDAR2E22V2A2Y2GKC2K22N2CKYK
70 80 90
| | |
ACAFPX0 AQSCGKTAI CKC- - - YVKVCPRDGAKCEFDSYKGKCYC-
PAFXXX1 NDAGKDTFI KCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD
Pri m cons. 222@K2222KCPKF22K2C22D22KC22D2Y22222CD

Alignment data :

Alignment length : 98

Identity (*) : 39 is 39.80 %

Strongly similar (:) : 18 is 18.37 %
Weakly similar (.) : 13 is 13.27 %
Different : 28 is 28.57 %

Sequence 0001 : AcCAFPx0 ( 94 residues).
Sequence 0002 : PAFxxx1 ( 92 residues).
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10.2. A. nidulans RodA, illetve A. fumigatus RodB fehérjék szekvencia
hasonlésaga &. chrysogenunfeltételezett homologjaival

Az A. nidulansRodA (Stringer és mtsai. 1991), illetve AazfumigatusRodB
(Paris és mtsai. 2003) fehérjék homoldgjainak keseBéchrysogenuben az 5. 17.
fejezetben ismertett médon tortént. A feltételefsteriek szekvenciajat a Multiple
Sequence Alignment-ClustalW  programmal (Thompson #égsai. 1994)

hasonlitottuk 6ssze.

RodA

A. nidulansrodA, ID: AAA33321 (Stringer és mtsai. 1991)
P. chrysogenunrodA, ID: Pc22g14290 E érték: 2e-50

10 20 30 40 50 60

I I I I I
Ani dul ans MKFSI AAAVWAFAASVAAL PP- AHDSQFAGNG- - VGNKGNSNVKFPVPENVTVKQASDKC

Pchrysogen  MOFSLSAI VLGLAATAYAL PPGGPNAGGAGNGNGYGNKGNTDVRFAVPDAMI VKQAAKC

Kkekkoe ook ke . * ok Kk k . * ok Kk k khkhkkhkk- o koKk Kk k- khkkkk * %

Prim cons. MZF822A2V222AA222ALPP(5222222AG\IG\IG\/G\IKG\122V2F2VP2N2TVKQAZZKC

70 80 90 100 110 120

|
Ani dul ans GDQAQLSCCNKATYAGDTTTVDEGLLSGALSGLI GAGSGAEGLGLFDQCSKLDVAV- LI G

Pchrysogen GDQAQLSCCNKATYAGDTTDI NSGVLGGALSNLI GSGSGANGLGLFDQCSKLDLQ PI I G

khkkhkhkhhkhkhhkhhkhhkhhhkdhk - *ok *hkkk khk:-hhhk- khhhhhkhdhhhk.

Primcons. GDQAQ_SCCNKATYAGDTTZZZZG’ZLZGALSZLI G2C-ZSGA2G_G_FD@SKLD222P2I G

130 140 150 160

| |
Ani dul ans I - - QDLVNQKCKQNI ACOCQNSPSSADGNLI GVGLPCVALGSI L

Pchrysogen | PLQDLVNQKCKONI ACCONSPSSANSDLI GVGLPCI ALGSI L

* khkkkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhhhdhhkh: - kkkhkhkhhk. khkrk*x

Prim cons. I PLQDLVNQKCKONI ACCONSPSSA222L1 GVGLPC2ALGSI L

Alignment data :

Alignment length : 163

Identity (*) : 116 is 71.17 %

Strongly similar () : 24 is 14.72 %

Weakly similar (.) : 9is 5.52 %

Different : 14 is 8.59 %

Sequence 0001 : Anidulans ( 157 residues).
Sequence 0002 : Pchrysogen ( 163 residues).
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RodB

A. fumigatus RodB, ID: XP_753093.1 (Paris €s mtsai. 2003)
P. chrysogenumRodB, ID: Pc21g18350 E érték: 6e-21

Af umi gat us
Pchrysogenum

Prim cons.

Af umi gat us
Pchrysogenum

Prim cons.

Af umi gat us
Pchrysogenum

Prim cons.

Alignment data :

10 20 30 40 50 60

| | [
MKFLAVVSLLAATALALPN- AGWHPTFASADKY TL QQAQNKCGEHTTL SCCNHVSKVGD
MOFTLSAAVL AFAGL AMAVPAGAAPRFSVPDSL TVEQAQSKCGDQAQL SCCNSATYAGD

keowkkk kkke oo kkkkk .

MZF222222LAzééLAzézPAzzézP2F22'2022T22QAQ2KC<32222L500\12222'2G3

70 80 90 100 110 120
| | | | | |

TTAFNYGLLNGLLGNAI - - - SGPEGVG LSGOQKI SVTALI G- - - VDDLLNKQCQQNVAC

TTDI NSGVLSCAL SNL| GAGSGAKGLG FDQCSKLDAQ! PI I G AAQDI LNQKCKQN AC

Kkooek ke k ko ok kK Kk ek kK TR kK sk Kk kK

TT22N2RL2&R2L2N21 GAGS&RZ2&X2G 222C2K222222I 2G A22D2LN22C2Q\I2AC
130 140

CQDNKSVATGGLI NI ATPACVALDSI |
CANSPSEANNDLVGAG_ P- CVALGSI L

*  * * kkkk kk-.

C2222$2A222L22222PAQ/AL2$I 2

Alignment length : 147

Identity (*) : 60 is 40.82 %

Strongly similar (2) : 26 is 17.69 %

Weakly similar (.) : 24 is 16.33 %

Different : 37 is 25.17 %

Sequence 0001 : Afumigatus ( 140 residues).
Sequence 0002 : Pchrysogenum ( 146 residues).
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