Zarojelentés (2015)

A LaeA/Lael egy globalis regulator fehérje, melyarsps szekunder metabolit géncsoport
(cluster) kifejeddését szabalyozza fonalas gombakban, koztik alazlkés hemicellulaz
termelése miatt biotechnologiai jelésédi Trichoderma reesei-ben is. A felfedezése ota
eltelt évtizedben szamos kozlemény jelent meg atletszerepét a legkulonbodbb
gombafajokban, és rengeteg gdémnutattak ki, hogy a LaeA/Lael szabdlyozé hatdatt a
allnak. Van viszont ezen vizsgalatoknak egy kézésyossaga: nem veszi figyelembe azt a
tényt, hogy a LaeA/Lael hiany- illetve tulterfehutansok maximalis specifikus névekedési
ratdja ebsen eltéé egymashoz és a vad tipushoz képest is, illetvehagy (részben az
elébbiek®l kovetkeden), sullyesztett illetve szilard kortlmények kdzdigyanazon a
taptalajon mas-mas novekedési rataval rendelkezZiedpecifikus névekedési rata viszont
egy tenyészet legalapwbb parameter, mely minden élettani folyamatra, ésegész
anyagcserére ddahthatassal van. A szakaszos (sullyesztett) korulelérkbzott vegzett
0sszehasonlitdé vizsgalatok ezért nem tudnak ki&gdis tenni a mesterségesen
megvaltoztatott LaeA/Lael kifejgédés, illetve a specifikus ndvekedési rata eltérésait
bekovetke# hatdsok kozott. A probléma megoldasa technikaleriben sem trivialis: az
egyetlen modszer a kemosztat-tipusu folytonos fetao#k alkalmazasa, melyekben a torzs
novekedési rata tartomanyan belll téksges higitasi (=specifikus névekedési) rata ékeéke
allithatunk be. Kutatasi terviink erre a megkozsl@épult.

A részletes beszamoldodl egy altalanos, de fontos megallapitaskutatasi terv
szakmai vallalasait maradéktalanul sikerilt teljesientnk, s6t bizonyos résztertleteken
tObbet eértliink el a tervezettnél Munkaterviink szerint az éls2vben aT. reesal fonalas
gomba QM 9717 jél, vad tipusu (referencia) térzsével végeztink kemabsipusu folytonos
fermentaciokat minimal taptalajon, glikéz szénfeord harom pérhuzamos kisérletben,
magas és alacsony specifikus higitasi ratan, miasodik évben ugyanezen kdrtlmények
kozott a Lael-re nézve hianymutdattael) T. reesel térzzsel dolgoztunk. Mindkét esetben
célunk a tenyészetek létrefpwranszkriptumanak elemzése volt, melyhez a gengésztre
nézve mikroarray analizist illetve — szelektalt gj@e vonatkozéan, ellérzés gyanant —
kvantitativ. RT-PCR (qPCR) moddszert alkalmaztunkedeti munkatervink szerint a
tultermeb (tefl:lael) mutanssal a palyazat harmadik évéligeztik volna el ugyanezen
kemosztat tenyésztéseket, de mivel laboratériumkapacitasa megndvekedett, ezzel a
mutans torzzsel is elvégeztik a fermentaciokat sodik az évben. A munkaterv harmadik
évében igy egy — a LAE1 fehérjéhez funkcionalisétdé — masik regulator, a VEL1
élettani hatasat is elemezni tudtuk.

A két alkalmazott higitasi rata érték (D = 0.07Btile 0.020 H) egy szakaszos
gombatenyészet gyors illetve lasst névekedési szakanodellezi. A kemosztat tenyészetek
az el$ 24 éraban batch tzemmadbatitak. Az el$ 6-7 tartézkodasi iél (‘residence time’)
alatt a biomassza koncentracié egyre csotkkmprtékben oszcillalt, majd egy kozel allando
egyensulyi értéket (1.49 = 0.11 g/L) ért el, melyetvabbi 5-6 tartbzkodasi dthrtamig
sikerllt fenntartanunk, a higitasi rata értékéiiggetlentl. A rataplalt glukéz (kizarélagos
szenforras) koncentracioja 3 g/L volt, ami 46 és %3kozotti, biomasszara szamitott



hozamkonstanst eredményezett. A tartomany megdgyaas fonalas gombakrél kozolt,
glukdz-limitalt kemosztatbdl szarmazé hozamkonstadstokkal, valamint sajat korabbi
eredményeinkkel is. A maradék (rezidualis) D-gluk@mncentracié 0.03 és 0.05 mM kodzott
volt mindkét higitasi rata értéknél, ami remekilrrktal a nagy affinitasi hexo6z
transzporterek affinitdsaval, s bizonyitja, hogyteszeteink valdban gliikoz limitaltak voltak.
Az alacsony higitasi rata mellett a vad tipusbangdnutansokban nem!) némi konidiospoéra
képzdés volt észlelhét mig a vad tipusban és a hianymutans térzsberdD20 K mellett

a morfolégia enyhén pelletessé valt. D = 0.075nhellett mindharom térzs morfolégiaja
don® részben micélidlis volt. Osszefoglaléan, noha nkimbnbség volt a haron. reesei
torzs morfologiajdban, ezek aligha befolyasoltaleediményeket, igy a kisérleti rendszert a
vizsgalatok céljaira alkalmasnak tekintettik.

A steady-state allapot bealltakor mintakat vettimielyek®l RNS-t izolaltunk. Az
RNS mintékat a NimbleGene izlandi laboratériumabildiik, ahol midségi és mennyiségi
ellendrzés utan cDNs-t készitettek mintainkbol és medihiria microarray vizsgalat (az
izlandi labor rendelkezik azzal a 9123 gént tartdail. reesei DNS-chippel, melyet mi is
hasznaltunk). A NimbleGenéltkapott adatokat ArrayStar szoftverrel ertékelkiik

A vad tipushoz képest a hianymutansban a vizsd&8 @éenbl 1069 kifejeddése
emelkedett vagy csokkent legalabb kétszeresérdaldmanz egyik (alacsony vagy magas)
higitasi ratdn. Ezek kozul 182 valtozott meg mindiedytonos tenyészetben, 321 csak az
alacsony, 930 csak a magas higitasi ratan mutdtétest. Alael-tultermeb és a vad tipusu
torzs kozott joval kisebb volt az eltérés a géniégjézodését tekintve: 113 gén expresszidja
valtozott meg legalabb kétszeres mértékben; 89 gama28 az alacsony nodvekedési ratan.
Mindkét novekedési ratan minddssze 4 gén mutatt#tést. Az 6sszes fenti halmazban a
megvaltozott expresszidju gének tébb, mint harmiadaeretlen funkciéju fehérjét kodolt
vagy un. ‘arva’ gének (orphan gene) voltak. Az ignfenkcidju fehérjéket az un. FunCat
rendszer alapjan kategorizaltuk. A legtébb gén etaiolism’, majd a ‘cellular transport’ és a
‘transcription’ kategoériakba kerilt. A FunCat akkgériak szintjén alael-hianymutans
torzsben, magas novekedési ratan az ‘amino acidspoaters’, ’'heteroincompatibility
proteins’, 'GCN5-N-acetyltransferases’ és a ’'polyite synthases’ csoportok voltak
felllreprezentalva. A szekunder anyagcsere gérgeillka 11 illetve 10 ismerT. reesel
poliketid szintetazbal illetve nem-riboszémalis pepszintetazbdl 3-3 kifejézlése valtozott
meg a LAE1 funkcio elinése kovetkeztében. kael-tultermeb tdrzsben viszont egyetlen
FunCat kategoria vagy alkategdria sem emelkedetiakisztikusan a tobbi kozdil.

A fenn emlitett, megvaltozott expressziéju génekdtdelének kifejeddéseét a higitasi
rata is befolyasolta, egyértelien jelezve, hogy a regulaciés mutansok rogzitestifjus
novekedési ratan torténienyésztése a regulator fehérjék hatasadnak Ukasadt tarhatja fel.

A vizsgalatok eredményeaib kézirat készult, melyet aBMC Genomics c.
szakfolyéirathoz kuldtiink el kozlésrenpakt faktor: 4.041). A cikk 2014. janiusaban kerlt
elfogadasra (Fekete et al., 2014); Open Accessglhl kifolyblag mar masnap olvashato
volt a Féld valamennyi, vilaghalora bekotott sz&mépén.

Kdvetked tanulmanyunk kiindulé pontja is a LAE1 szabalyebédrjéhez kothét A
T. reesal celluldz és hemicellulaz génjeink kifefeiesét szamos transzkripcios faktor, kéztik
a LAE1 szabalyozza. A szabalyozas molekularis mazhausa azonban ismeretlen.



Aspergillus nidulans-ban (a fonalas gombak egyik legfontosabb modelvezetében)

a LAEL1 ortolég LaeA a VELVET fehérjekomplex résZe A. nidulans VELVET komplex
harom fehérjétl épull fel — a LaeA-n kivil a VeA és a VelB alkotjaés dorit szerepet
jatszik a szekunder anyagcsere illetve a sporul@sidifferencialédas szabalyozasaban. Az a
megfigyelés, miszerint & reesei celluldz génjeinek kifejgmlése LAE1-flg§, felvetette azt

a hipotézist, hogy a cellulazok expressziéjahoZELWET komplex niikodése szikséges. A
hipotézis teszteléséhez a VELVET kdzponti egységaA, nidulans VeA ortoldgjat, a VEL1
fehérjét kodoldvel 1 gént klénoztuk és jellemeztiik funkcionaliskrreesei-ben?

A T. reesei Avell hianymutans latvanyosan eliéienotipust mutatott a vad tipushoz
képest. Osszehasonlitd mikroszkopos ‘Image Analysisgalatunk azt mutatta, hogy noha a
mutans képes volt rovid, vastag micéliumokat feflesi, a konidiospéra képzés képessége
eltint, nemcsak minimal de komplex taptalajon is. A&nstnovekedési ratdja glikézon kissé
visszaesett a vad tipushoz képest. A killdbnbség@Zakt szignifikanssa valt, mig cellul6zon
abszolltta — ezen a szénforrasoh eeesel Avell hiAnymutans nem képes novekedni. Mivel a
laktoz és a celluloz cellulaz géneket indukalo sad@asok, az eredmények azt sejtették, hogy
a VELL1 szikséges a cellulazok keletkezéséheresei-ben. Ennek eldontéséhez a mutanst
laktozon novesztettik, melynek hasznositdsa — szen® cellulozéval — fliggetlen a
kivalasztott cellulaz enzimeit

Sullyesztett (batch) korulmények k6zott, minimgtedajon a lakt6z fogyasi illetve a
biomassza kéguési rata is szignifikansan alacsonyabb vol. aeesei Avell hiAnymutans
torzsben, mint a vad tipusban. Legfontosabb megfégpiink azonban az volt, hogy cellulaz
aktivitdsokat a mutans toérzs fermentaciojanak dgyetiopillanatdban sem tudtunk mérni. A
fenti eredményeket medeitend a két legfontosabb cellulaz génglahl és acbh2, tovabba
a legfontosabb cellulaz regulatort kodai@l gén kifejeddesét Real-Time PCR segitségével
szamszdisitettik. Mindharom gén kifejédése jeleriisen visszaesett 4vell hianymutans
torzsben a vad tipushoz képest. Mivel a mutansdtakt rosszul ndovekedett — s igy az
eredmények elvileg ennek is betudhatok lehettek gémkifejeddéseket nyugvo sejtes
rendszerben, a celluldzok legsebb induktoraként szamon tartott szofor6zon (22@HD-
glukopiranozil-alfa-D-glikoz) is teszteltik. Az idyapott eredmények megegyeztek a lakt6z
szénforrason elértekkel: vad tipusban a transzkripk mennyisége szofor6z hozzdadasara
egyldl jelentbssen emelkedni kezdett, mig a hianymutans torzskadtozatlanok maradtak.
Megallapitottuk, hogyT. reesei-ben a LAE1 VELVET komplexen bellli tarsa, a VEL4 i
esszencidlis a cellulazok kéueseében, és ddnszerepe van a gomba morfolégidjaban és
differencialédasaban is.

Az eredményeinket tartalmazo6 kdzleményRlaSOne szakfolydirat (mpakt factor:
3.539 fogadta el kdzlésre 2014. oktdéberében (Karimi-&gh et al. 2014).

A fenti két kdzlemény tartalmazza a kutatési tervibett vallalasainkra vonatkozo
eredményeket. A palyazati futaniidlatt azonban mas szakmai projektekben is résetme
igy roviden ezek eredménygliis beszamolok.

' A Sordariomycetes osztaly fajainal (ahova & reesei is tartozik) a gének/proteinek nevét harormiibet és egy
szammal jelzik, szemben a csakitxét! felépiils Eurotiomycetes osztaly nomenklatirajaval.



Egy osztrak-holland-magyar egytutikbdés keretében &. reese intracellularis
galakto-oligoszaccharidjainak néisegi/mennyiségi viszonyait vizsgaltuk. Célunk duték
gének laktdz altali indukciodja soran keletéeéaduktor azonositasa volt. A vizsgalat kozvetlen
metabolomikai megkdzelitést alkalmazott: az éltéellulaz termdiképesséfy (mutans)
torzsekidl kipreparaltuk az intracellularis cukor-szarmazéko majd tomegspektrométerhez
kapcsolt High-Performance Anion Exchange Chromaioigy készilék (HPAEC-MS) révén
meghataroztuk a galaktoz tartalmu elemeket. Siketd@lalnunk egy béta (1-1) kotést
tartalmazo diszacharidot, melynek sejten belllidemtracioja jol korrelalt a cellulaz ternjel
képességgel, s laktozon kivil mas szénforrason kedetkezett, igy az elsszamu cellulaz
induktornak szamit. EredményeinketAaplied Microbiology and Biotechnology folydirat
(impakt faktor: 3.811) kozolte le 2013-ban (Karadtaal., 2013).

Laboratériumunk masfél évtizede tanulmanyozza aals gombak laktéz és D-
galaktdz anyagcseréjét. Ebla szerteagazd kutatasi programbdl a palyazaaithma alatt
négy Uj kdzlemény jelent meg. Az &ben (Fekete et al., 2012) Agpergillus nidulans lakt6z
transzportjat tanulmanyoztuk. Azonositottunk ésefeeztink egy laktéz permeazt kodolo
gént, és megallapitottuk, hogy noha élettanilagviats transzportert kodol, nem egyedul
felelés a laktdz transzportjaértA masodikban (Orosz et al., 2014) a laktéz intitateis
hidrolizisét végé béta-galaktozidaz, BgaD szabalyzasat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a
D-galakt6z lebontasa nem szikséges a gén indukobja D-galakt6z lebontési Utvonalak
koztesei nem indukaljak a hidrolazt. A harmadikularany soran aAspergillus niger gomba
D-galakt6z negativ fenotipusdnak élettani hattegtimanyoztuk (Fekete et al., 2012). A
legtbbb Fekete Aspergillus-hoz hasonléan ez a &ap sképes csirazni D-galaktézon.
Megallapitottuk, hogy a D-galakt6z negativ fenosiptsak a konidiospérara vonatkozik,
ugyanis a micélium mar D-galakt6z pozitiv rokon dp@khoz (pl.A. nidulans) hasonlo
rataval képes a D-galaktdz felvételére. A sporakialaktoz negativ fenotipusa a cukor
felvételével van dsszefliggésben; a sporak nem &kmzs a hexozt transzportalni. Végezetdl,
in silico azonositottuk a penicillin antibiotikumot terridPenicillium chrysogenum gomba
laktdz transzportereit illetve extra-és intracélhig hidrolazait, majd expresszios analizisnek
vetettik aldsket. Eredményeink azt mutattak, hogyPachrysogenum laktéz anyagcseréje
tobb elembBl épul fel és részben elt@an szabalyzodik aA. nidulans-hoz vagy arl. reesei-
hez képest (Jonas et al., 2014).

Tanszékunk legujabb, rendkivil igéretes kutatasgnamja egy eddig le nem irt
intron-kivagodasi mechanizmus, az un. stwintroefjeBg filogenetikai éfordulasat és
élettani szerepét vizsgalja. Az &lsvonatkozé kozlemény is a palyazati tdmogatas
id6szakéban jelent meg (Flipphi et al., 2012).

Végezetil, a Debreceni Egyetem Mgazdasagtudomanyi Karan régoéta sikeresen
kutatjak aBotrytis cinerea gomba populacidégenetikajat, molekularis élettaAgbrogramhoz
Laboratériumunk rendszeres médszertani tamogatd@sadollahi et al., 2013).

? A masodik lakt6z transzportert (lacpB) az elmalighben azonositottuk. A% nidulans lacpA/lacpB ketbs
mutans teljes mértékben képtelen a laktoz felvegelé



