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SAMENVATTING

Lev e ns cy c lu s S c hizophy llu m c o mmun e

Filamenteuze schimmels (draadvormende schimrncls) groeien in vochtige substraten, zoals hout,

door aan de toppen van de hyf'en (draden) te groeien en achter de toppen te vertakken. Dit

resulteefi in een netwerk van hyf'en; het mycelium. Op een bepaald moment in de levenscyclus

zal de schimmel hyf'en vormen die het waterig substraat verlaten. Zo vormen veel schimmels

luchtstructuren zoals luchthyfen en paddestoelen om de voortplanting mogelijk te maken, terwijl

ziekteverwekkende schimmels vaak aan het wateraf.stotende oppervlak van een plant of dier

moeten hechten voordat zij de gastheer binnen kunnen dringen. Om het waterige milieu te

verlaten moeten de hyfen door de oppervlaktespanning van de waterfilm breken die hen omringt.

De oppervlaktespanning van water is hoog en maakt het mogeli jk dat sommige insecten over

wateroppervlak kunnen lopen. Diezelfde oppervlaktespanning blijkt voor de schimmel een

mechanische bur iere te z i jn .

Uit de sporen van de schimrnel Schizophl-llum conlmutTe (het waaiertje; familie van de

gewone champignon) vormt zich aanvankelijk een mycelium bestaande uit hyl'en met ddn kern

in elk hyfecompartiment (cel) en wordt dan ook een monokaryon genoemd. Op het moment dat

het mycelium voldoende voedsel heelt verzameld, worden er steriele luchthyf'en gevormd.

Wanneer twee monokaryotische mycelia (van verschillend kruisingstype) kruisen, wordt een

dikaryon gevormd, welke twee kernen in elk hyfecompartiment bevat. Dit dikaryon kan zowel

luchthyfen als paddestoelen vormen. In de paddestoelen worden sporen gevormd die vervolgens

weer kunnen uitgroeien tot nieuwe monokaryotische mycelia.

Hydrofobines in Schizophyllum commune

Hydrofobines zijn ontdekt als de producten van genen die hoog tot expressie komen tijdens de

vorming van luchthy'f'en en paddestoelen in S. comnlune. Sindsdien zijn hydrolbbine genen in vele

andere schimmels geidentificeerd en in verband gebracht met de vorming van verschillende

luchtstructuren. S. t:ommune bevat minimaal vier hydrofobine genen, SC1, SCJ, SCl en SC6. Het

SCJ gen is actief in het monokaryon en het dikaryon tijdens de vorming van de luchthyfen, terwijl

de andere drie hydrofobine genen alleen actief zijn in het dikaryon en geassocieerd zijn met de

vorming van paddestoelen. Alleen de producten van het SC3 gen en het SC4 gen zijn gezuiverd

en gekarakteriseerd. Deze eiwitten worden door de schimmel als monomeren (individuele

moleculen) in het medium uitgescheiden. Op een waterminnend/waterafstotend grensvlak

(bijvoorbeeld water/lucht) groeperen deze monomeren zich tot een monolaag welke aan de kant

die naar het water gericht is waterminnend is en aan de kant die naar de lucht is gericht
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wateral-stotend is. Het SC3 eir. l ' i t  ui tgeschciden door luchthyf-en van S. conttnunc groepeert zich

tot een vergelijkbare monolaag op het watcrminnende/wateraf.stotende grensvliitri 
",an 

de celwand

en de lucht. De waterminnende kant van de eiwit laag is nai ir  de celwand gericht terwij l  de

wateralltotende kant (bestaande uit een staafjesstructuur) geexposeerd is aan de lucht. Luchthyf'en

worden dus waterafstotend, terwij l  hvfen die over cen wittel 'al-stotend oppervlak grocien zich

vasthechten aan dit  oppcn' lak. Ir t  een dikalyon werd het.SC4 hydrolbbine gelokal iseerd als ecn

eiwitlaag die de luchtkanalcn in cle paddestoelen bekleedt. Hicrdoor zouden de rvanden van deze

kanalen u,ateraf.stotcnd worden, wat van belang zou zijn voor de gasuitwisseling. Om de

verschillende functics van SC3 en SC4 te verifieren en vcrdcr uit te zoeken werden de genen die

coderen v<>or dczc ciwitten kapot gemaakt (gedisruptccrd) in zowel het monokaryon als het

dikaryon yan S- comnuire en werd hct cl ' fbct bestudeerd.

Functies van het SC3 hydrojbbitte in het monokaryon

Ecn monokaryon met een kapot SC-l gcn (ASC3 stam) bleek sterk geremd in de vorming van

luchthyf 'en. Dc paar luchthyfen die gevormd werden waren waterminnend en miste dus de

wateraf stotende SC3 laag (HoofdstLrk 2). De ASC3 stam rverd ook gebruikt om aalt tc tonen dat

SC3 vcrantwoordel i- jk is voor de aanhcclrt ing van hyt 'en aan u,aterafstotende oppelvlakken.

SC3 rvcrd niet al leen op het oppervlak van luchthvf 'en gevonden. maar bleek ook in ho-ee

conccntrat ies in het mediurn te wordcn uitgescheiden. De functie van SC3 in het medium werd

aanvankelijk niet begrepen, maur de ontdekking dat SC3, gegrocpeerd op het water/lucht

grensvlak, een crg krachtige oppervlakteactievc stofwas (Hoofdstuk 3) bracht ons op hetjuiste

spoor. Hiercloor vroegen we ons afofdeze verlaging in de oppcrvlaktespanning ook optrcedt in

het rnediurn t''.7t1 S. utnmune. en zct .iu. of ciit dan van belanc is voor hct ontsnappen van hyf'en in

de lucht. In.f  ongc cultures van cle wild-type S. comtnrutc stam bleef de oppc-rvlaktespanning hoog,

en werden geen luchthyf'cn gevorrnd. Op het rnomcnt dat 5CJ gevormd werd wcrden luchthyf-en

gevormd cn bleek de oppervlaktespanning aanzienl i jk gedaald (van 12 tot -10 mJ m r,).  De

oppervlaktespanning van hct medium van een culture van de ASCJ stam werd rnaar maximaal

verlaagd tot -1-5 rnJ m-1, en er wer<Jcn r.naar een paar luchthyl 'cn gevormd. Gezien het f 'ei t  dat in

het w,i l<l-ty 'pe cle eerste Iuchthvfen bi j  . l -5 mJ m-l u'olt len ccvormd l i jkt dit  de kri t ieke

oppervlaktespanning voor hyt-en te zi. jn om uit  het rvater te kunncn ontsnappen (Hoofdstuk 3).

Toevoeging van gezuiverd SC3 eiwit aan het mcdium van de ASCJ stam rcsulteerde in verlaging

van de oppervlaktespanning en vorming van luchthyf 'en vergcl i jkbaar met een wild-type stam.

Echter. de luchthyf'en die gevormcl werden waren niet waterafstotend als dic van een wild-type

stam. maar waterminnend (Hoofdstuk 3). Bl i jkbaar kan SC3 in het medium de h1"f 'cn helpen het

wtter/ lucht grensviak te doorbrekcn, maar kan het niet het ,SC3 ven'angen dat uitgcscheiden
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wordt aan de top van de luchthyl'en en dcze hyt'cn bcdckt mct ccn wateraf.stotende laag. De rol

van SC3 in de vorrning van luchthyf 'en is dus ccn twcc staps proces: ten eerste rnaakt SC3 het

ontsnappen van hyl 'en in de lucht mogcl i . jk door dc oppervlaktespanning te verlagen. en ten

tweede vormt SC3 een waterafstotende laag op de luchthyl 'en die het eiwit uitschcidcn. Als het

verlagen van de oppervlaktespanning verantwoordclijk is voor hct ontsnappen van hyf-en Lrit hr-rn

waterige rni l ieu. dan zoudcn andcre oppervlakteactieve stotfbn hetzel lde moeten kunncn

bewerkstelligen. Inderdaad blckcn hct SC4 hydrofbbine van S. crnrmume, het ABH3 hydrolbbinc

van Agarit 'us bisporu.s (dc gewone champignon) en streptofactin (een oppervlakteactief 'peptidc)

van de filamenteuze bacterie Strelttonttt:es ten(loe, SC3 te kunnen vervangcn in dc AS.C-J starn

(Hoofdstuk 3). Opvallend was ook dat SC3 instaat was om mutantcn van de f i larnenteuze

bacterien Streplomvce.s coelicolor en Streptontv(es tetklue te kunnen cclmplernenteren. Dezc

mutanten kunncn gccn luchthyf-en meer vormen en zi jn niet meer in staat de oppervlaktcacticve

peptidcn. SapB en streptofactin, respectievel i jk, te produceren. Toevoe-rin-q van SC3 aan het

medium van deze mutante bacterien resulteerde in de vorrrin-c van luchthyf'cn. Het lilkt er dus op

dat lllamenleuze schimrncls cn fllamenteuze bacteri€n vergelijkbare mechanismen gebruikcn voor

de vorming van luchthyfen. Dat wi l  zeggen; verlaging van de oppcrvlaktcspanning door het

uitscheiden van oppervlakteactieve moleculen, ook al zi jn dic van geheel verschi l lende aard

(Hoofdstuk 3).

Futtcties van de SC3 en SCl hydrofobines in het dikaryon

ln tegenstel l ing tot een monokaryon, brcngt ccn dikaryon vi in 5. r 'orulrurc naast het SCJ

hydrofbbine ook de SC.1, SC4 en.SC6 hydrofobines tot expressie. Orn de lunctic van dczc ciwitten

in het dikaryon tc bepalen werden in een dikaryon van S. cottutttutr: dc SC-l en/of de 5'Cl4

hydrofbbine genen kapot gemaakt (Hooldstuk 4). Hct SC3 hydlofbbine bleek in het dikaryon een

zelfde functie te hebben als in hct monokaryon. Het verlaagt de oppervlaktespannin-e van het

mcdium en zorgt ervoor dat de hyf 'en (bcstcmd om een luchthyf-e of een paddestoelhyfc tc

worden) het water/lucht grensvlak kunnen doorbreken. Bovendien bcdckt hct de luchthyf'en rnet

een waterafstotende laag en hecht het de hyl-en aan watcral'stotcnde oppervlakken. Het SC4

hydrofbbine aan de andere kant. bleek vooral ccn lol tc spelen in de paddestoelen. Dc

luchtkanalen in de paddestoelen van hct ASC4 dikaryon liepen ger.nakkelijk vol mct watcr. dit in

tegenslel l ing tot luchtkanalen in wild-type paddestoelen. Dus. onder vochtige omstandi-aheden

houdt SC4 de luchtkanalen opcn, wat de gas uitwissel ing onder deze omstandigheden vei l ig stelt

(Hoofdstuk zl). Het bedekken van luchtkanalen mct ccn wateraf.stotende laag is waarschijnlijk zccr

bclangriik voor lichenen (ook wel korstmossen genoemd). Een licheen is ecn symbiosc tussen een

schimmel en een alg en/of een cyanobacterie. Lichenen kunncn onder zeer extreme
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omstandigheden groeien, in dc bergen vind je ze bi jvoorbeeld op grote hoogte op kale rotsen,

blootgesteld aan extreme wecrsomstandigheden. Lichenen ondergaan herhaaldel i jk cycl i  van

uitdroging en bevochtiging. Ti jdens deze cycl i  lnoeten de luchtkanalen, die de gasuitwissel ing

verzorgen, open bl i jven. In dezc luchtkanalen werden inderdaad de typische staafjes gevormd

door hydrotbbines aangetrof-fen. In samenwcrking met onderzoekers uit Ziirich werd ecn

hydrofbbine gen van dc schimrnel partner gekarakteriscerd (Scherrer and Honegger, XPHI, A

hydrophobin of thc lichen-fbrming ascomycele Xanthoria parietina, self--assernbles into a rodlet

layer. Abstract of thc Sevcnth International Fungal Biology Conf'erence 1999, Groningen).

Ktutnen hydrofttbines elkaars functies oventemen?

Het f'eit dat SC3 en SC4 verschillende functies hebben in het dikaryon kan vcrkiaard worden door

hun vcrschillende expressiepatronen (zowel in de tr.1d als in de ruirnte). SC3 wordt geproduceerd

door dc substraathyl-en, de luchthyfen en de hyf-en die de paddestoel bedekkcn en bereikt het

hoogstc niveau vlak voor de vonning van luchtstructuren. SC4 wordt ook geproduceerd door de

substraathyf'cn maar dit resulteert alleen in lage hoeveelheden SC4 in het medium (Hoofdstuk 4).

SC4 wordt in grote matc gcproduceerd in het binnenste wcefsel van de paddestoelen en bereikt

een rnaximaal niveau t i jdens de vorming van deze paddestoelen. Is het verschi l lende expressie

patroon van SC3 en SC4 uitsluitend verantwoordel i jk voor de verschi l lende functies die deze

ciwitten hebben in het dikaryon, of zi jn deze eiwitten ook speciaal gestructureerd om deze

functics uit te kunnen voeren'l Wannecr SC4 wordt toegevoegd aan het medium van de A.ICJ

stam, zorgt SC4 voor verlaging van de oppcrvlaktespanning waardoor luchthyf'en gevormd

kunnen worden (Hoofdstuk 3). In dit  opzicht l i jken SC3 en SC4 dus hetzelfde te functioneren.

Om nu in meer detail op dit vraagstuk in tc gaan. werd het SC4 gen tot expressie gebracht achter

de .SCJ promoter (de promoter bepaalt wanneer en waar een gen tot exprcssic komt) in het ASCJ

monokaryon (Hooldstuk -5). Transformanten dic het SCI gen tot expressie brachten vormden veel

waterafstotende, mct ccn staaljeslaag bedekte, luchthyf'cn vergelijkbaar met een wild-type stam.

Echter, SC4 leek minder goed tc hcchten aan de celwand van de luchthyfen dan SC3. Dit zou

kunncn verklaren waarom hyfen die SC4 tot expressie brengen ook mindcr goed hechten aan

waterafstotcndc oppervlakken dan hyfen die SC-l tot expressie brengen. In de iuchtkanalen van

de paddestoelen, waar SC4 zich normaal bevindt, hecht de SCzl rnembraan wel goed. SC3 en SC4

bleken beide lect ine-activi tci t  (binden aan suikers) te hcbben, maar met een verschi l lende

specif ici teit  (Hoofdstuk -5). Als wordt aangenomen dat er een verschi l  bestaat tussen de

suikersamenstelling van de cclwanden van de luchthyf'en en de hyf'en in de paddestoelen, zou de

lectine activi teit  van invloed kunnen zi jn op de sterkte van de inter; ict ic van de hydrofobine laag

met dcze cclwanden.
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Het SC/ hydrofbbinc vtrn S. comnnrne enhet ABHI hydrclltrbinc van A. bisporas wc-rden ook

tot expressie gebracht achter de SC-i promoter in de ASCJ stam. De rol van het dikaryon-

specifieke SCt hydrotbbine is nog niet bekend, tcrwij l het ABHI hydrofobine zowel de

Itrchtkanelen in de A. bispttrus paddestoelen als de paddestoelen zelf becJekt. SCI en ABHl

konden maar in zeer beperkte mate de rol van het SCJ gen ovenlemen. Dit is niet verwonderlijk

omdat, om de een of andere reden, de introductie vun deze genen niet leidde tot gocde vorming

virn de betreffende hydrofbbines. Het ABH I hydrofbbine bleek in het mediunr van de S. utmmune

stam te worden afgebroken, terwijl van het SCI hydrofobine niet bekend is waarom het niet of

nauwelijks geproduceerd werd. Hierdoor kunnen vooralsnog weinig conclusies getrokken worden

over de specifieke eigenschappen van deze hydrofobines. Nader onderzoek zal hier meer

duidelijklreid over moeten geven. Op grond van de resultaten verkregen met het SC4 gen achter

de S'CJ promoter lijkt het er dus op dat de verschillende hydrofbbine genen binnen een soort niet

overloll ig zijn, maar ge0volueerd zijn om specifieke functies in dc ontwikkeling van de schimmel

uit te voeren. De efl'ectiviteit van de verschillende hydrofobines zou bepaald kunnen worden door

hun capaciteit te hechten aan 6dn ofbeide zijden van het grensvlak waarop z.e zich groeperen. In

dit opz-icht zou de verschil lende lectine activiteit (binden aan suikers) van de hydroltrbines van

belang kunnen zijn.

Het eJfect van hydrofobines op de celwandsatnenstelling

SC3 bleek niet alleen essentieel te zijn b1 de vorming van luchtstructuren, maar bleek tevens een

rol te spelen in de celwandsynthese. De celwand van lilamenteuze schimmels behorend tot de

basidiornyceten en ascomyceten bestaat hoofdzakeli jk uit (l-3)/( 1-6)p-glLrcan en chitinc. Deze

polysacchariden (suikerketens) worden als individuele ketens aan de top van de hyt'e in de

celwand uitgescheiden waardoor een gehydrateerde celwand wordt gevormd die makkelijk te

vervorrnen is. Echter, na hun uitscheiding in cle wand ondcrgaan het glucan en het chitine

structurele veranderingen. Ze reageren met elkaar waardoor een complex netwerk wordt gevormd.

Hierdoor verhardt de celwand tot de wand van een buis die de inwendige druk kan weerstaan.

Maar de groeiende top met plastisch wandmateriaal sclruift vooruit en ontsnapt zo voortdurend

aan de zone van uitharding. De celwand bevat ook (1-3)cr-glucan en (1-3)p-glucan waaraan

enkele (1-6)B-verbonden glucose moleculen zitten (een gel, ook wel schizophyllan genoemd). Het

(l-3)a-glucan accumuleert aan de buitenkant van de celwand. terwij l het schiz-ophyllan (de gcl)

zich vrij in het medium bevindt. Het schizophyllan kan zowel een voorloper als een afbraak

product zijn van het glucan in de wand wat gebonden is aan chitine.

De celwandsamenstell ing van een wild-type starn en een ASCJ stam bleck dLricleli jk te

verschil len. De hoeveelheid schizophyllan was met een factor 4 tot 5 toegenomen in de ASC3
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stam en dit leek ten koste te gaan van het glucan in de wand wat gekoppeld is aan het chitine. Het

medium van de ASCJ stam was dan ook sterk gegeleerd, in tegenstelling tot het medium van een

wild-type stam (Hoofdstuk 6). De hoeveelheden ( l-3)a-glucan en chitine waren in beide stammen

vergelijkbaar. Herintroductie van het SCJ gen in de ASCJ stam herstelde de

celwandsamenstelling, wat bewijst dat het e11'ect in de ASCJ stam veroorzaakt wordt door de

alVezigheid van SC3. Herstel van de celwandsamenstel l ing trad ook op wanneer andere

hydrofbbine genen (ABHI of SC4'1 tot expressie werden gebrachl achter de SC-l promoter in de

ASCJ stan'r. Echtcr, toevoegen van gezuiverd SC3 aan het medium van de AJCJ stam, of het

kweken van de ASCJ stam in medium waar een wild-type stam in gekweekt was (en dus SC3

bevat), had geen effect op de celwandsamenstelling (Hoofdstuk 6). Dus door het hydrofbbine van

builenaf toe te voegen kan het bir.lkbaar niet de plaats bereiken waar het zijn werking moet

verrichten. Hoe hydrofbbines de celwandsamenstelling beinvloeden is nog niet bekend, maar het

h.lkt er dus op dat ze hun functie uitoef-enen in de celwand. SC3 bleek alleen in kleine

hoeveelheden in de celwand aanwezig te zijn, waardoor het eiwit geen structurele rol lijkt te

spelen. Mogelijk hebben hydrofbbines een enzymatische activiteit die betrokken is bij de

koppeling van ( l-3)B-glucan aan chit ine.
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