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STANICNA STJENKA PLIJESNI RODA Aspergillus

Sazetak

Carstvo gljiva je vrlo raznoliko s vrstama koje rastu kao jednostani¢ni kvasci do
razgranatih cjevastih stanica koje se nazivaju hife i proizvode znacajan broj razlicitih spora.
Stanic¢na stjenka daje gljivici oblik i ¢vrsto¢u te ima vaznu ulogu u interakciji s okolinom. Cilj
ovog rada je opisati ulogu stani¢ne stjenke roda Aspergillus, njezin sastav te gradu i

karakteristike pojedinih dijelova stani¢ne stjenke.

Klju€ne rijeci: plijesni, Aspergillus spp., stani¢na stjenka



CELL WALL OF Aspergillus spp.

Summary

The fungal kingdom is very diverse, with species growing as unicellular yeasts and/or
branching hyphae that produce a remarkable array of spores and other reproductive
structures. In each case, the shape and integrity of the fungus is dependent upon the
mechanical strength of the cell wall, which performs a wide range of essential roles during the
interaction of the fungus with its environment. The aim of this study is to describe the role of
fungal cell wall in Aspergillus spp. its composition and to describe each component of the cell

wall individually.

Key words: fungi, Aspergillus spp., cell wall
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1. UvoD

Plijesni su velika skupina mikroskopskih micelijskih gljivica cije je tijelo gradeno od
gustog sustava cjevastih obi¢no bezbojnih stanica koje se nazivaju hifama. Splet umrezenih
hifa tvori micelij.

Plijesni roda Aspergillus su vrlo rasprostranjena vrsta plijesni u ljudskom okoliSu. Do
danas je poznato najmanje 250 vrsta plijesni roda Aspergillus, a glavni povod njihova
proucavanja je izazivanje razli¢itih bolesti u ljudi. Da bi se pojava bolesti sprijecila, odnosno
iskoristio potencijal pri komercijalnoj proizvodnji metabolita plijesni potrebno je poznavati
njihovu gradu, posebice stani¢nu stjenku koja stiti stanicu plijesni od okolisa i prilagodljiva je
na razlicite uvjete kao Sto su rast, razvoj ili stres.

U ovom zavrSsnom radu ¢e se nastojati objasniti uloga i grada stani¢ne stjenke plijesni

roda Aspergillus na osnovi dostupnih znanstvenih istrazivanja.
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2. TEORUSKI DIO

2.1. Metode koriStene u proucavanju stanic¢ne stjenke plijesni

Zbog povezanostii isprepletenosti komponenata stani¢ne stjenke njihovo proucavanje
je vrlo zahtjevno. Uz pomo¢ genetickih, mikroskopskih, imunoloskih pristupa i uz pomo¢ 2-D
elektroforeze, uspjeSno su identificirani proteini stani¢ne stjenke kao i vedina polimera
prisutnih u stani¢noj stjenki (Free, 2013). Elektronska mikroskopija dala je vaznu informaciju
o polozaju individualnih komponenti u stani¢noj stjenci, a omogudila je i stvaranje slike o
unutrasnjem sloju stani¢ne stjenke koji je bogat ugljikohidratima te o vanjskom sloju stani¢ne
stjenke koji je bogat proteinima. Odredeni proteini stani¢ne stjenke mogu se ekstrahirati iz
stani¢ne stjenke pri alkalnom pH ekstrakcijske otopine, dok se drugi mogu ekstrahirati
enzimskim postupkom primjenom glukanaza i hitinaza. Masena spektrometrija se
upotrebljava u svrhu identifikacije proteina plijesni, dok je razvitak bioinformatike ubrzao i
olaksao proces identifikacije proteina i objasnjenje njihove funkcije u samoj stani¢noj stjenci

(Free, 2013.).

2.2. Uloga i sastav stanicne stjenke

Stani¢na stjenka plijesni odreduje oblik i zadrZava integritet plijesni koji ovisi o
mehanickoj jakosti same stani¢ne stjenke. Posjeduje Sirok raspon uloga tijekom rasta,
prezivljavanja, morfogeneze te interakcije plijesni sa okolinom (toplina, hladnoca,
dezinfekcija, osmotski stres, interakcija s drugim mikroorganizmima) (Tablica 1). Stani¢na
stjenka plijesni je sloZzena struktura (Slika 1.). Kod vecine nitastih plijesni i kvasaca obic¢no je
gradena od glukana, hitina i hitozana, manana i/ili galaktomanana te glikoproteina. SadrZaj i
biosinteza stani¢ne stjenke plijesni se razlikuju medu razli¢itim vrstama plijesni (Bowman i

Free, 2006).
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Tablica 1. Glavne funkcije stani¢ne stjenke plijesni (Ruiz-Herrera, 2012.)

Smanjenje utjecaja razlike vanjskog i unutrasnjeg osmotskog tlaka
Otpornost na Stetna fizikalna, kemijska i bioloska djelovanja
Odrzavanje oblika stanice

Prepoznavanje vanjskih povrsina (inertnih i bioloskih)

Primanje vanjskih podrazaja

Selektivna propustljivost za velike molekule

Pohrana molekula vaznih za fiziologiju stanice $to ukljucuje i funkciju prehrane

Kod svih vrsta plijesni gradevne molekule stani¢ne stjenke su umreZene i povezane te
saCinjavaju matriks stanicne stjenke. Stani¢na stjenka je Cesti cilj pri razvoju antifungalnih tvari,
a fungicidi koji djeluju na sintezu stani¢ne stjenke najucinkovitije su antifungalne tvari (Free,

2013.).

gy v
g ~&&w»ﬁ@~,ﬁ'

e ~O- My’
ﬂ \&\&~»~‘h ~‘~h Staniéna
. w LJ‘.JL \N\Av stjenka
LS e d
T~ :
v—._l-i:;-u—. o, A
e paS BRCwm. oy e,

| . Dt
-, R V. ey . ‘__« M“’\l Staniéna membrana
T Ay W e, T T, T, . T, 0, T, B

N e e

v 4

Ay -y i PRY S S Sy Sy ey > v Peptidi mananaii
M "ﬁﬁw‘» galaktomanana
- B-(1,3)(1,6)-
- . . .. glukani

P o 4 ) Toe
Mﬁ Manan i - e i e, @ (14)(1,6)-glukani

Slika 1. Grada stanicne stjenke (Barreto-Bergter i Figueired, 2014).
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2.3. Stanicna stjenka plijesni roda Aspergillus

Usporedbom stanicénih stjenki kvasca Saccharomyces cerevisiae i razlicitih vrsta plijesni
dokazano je kako postoji velika varijabilnost u kompoziciji i organizaciji stani¢nih stjenki kvasca
i plijesni. Stanica cjevastih plijesni je prilagodena ekstremno brzoj razgradnji i rastu hifa koje
se moraju probiti kroz tvrde povrsine supstrata, dok su za razliku od plijesni stanice kvasca
uglavnom homogene u svojoj strukturi, sporije rastu te su uglavnom ogranicene na rast na

povrsini supstrata (Free, 2013.; Beauvis i Latge, 2001.; Osherov i Yarden, 2010.).

U znanstvenoj literaturi dostupni se podaci o sastavu stani¢ne stjenke za pripadnike
razli¢itih skupina plijesni. Medutim, podaci za plijesni roda Aspergillus su ograniceni, dok su

postojeéi dobiveni proucavanjem plijesni Aspergillus fumigatus (Slika 2) (Beauvis i Latgé;

2001.; Latgé, 2007.; Gastebois i sur., 2009.; Free, 2013.; Webster i Weber, 2007.).

Slika 2. Ultrastrukturalne znacajke micelija plijesni Aspergillus fumigatus

(Bernard i Latgé, 2001).

Free (2013.) navodi kako je stani¢na stjenka plijesni gradena od glukana, hitina i
hitozana, manana i/ili galaktomanana te glikoproteina. U slucaju plijesni Aspergillus fumigatus
radi se o stanicnoj stjenci (Slika 2.) koja u usporedbi sa stani¢nim stjenkama ostalih vrsta

pripadnika skupina gljiva sadrzi jedinstvene komponente (Tablica 2.).
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Tablica 2. Gradevne jedince stani¢ne stjenke razlicitih pripadnika skupine Fungi

(sadrZaj gradevnih jedinica izraZen u %) (Free, 2013.).

Gradevna Skupina iz carstva Fungi
jedinica S. cerevisiae | C. albicans A. fumigatus N. crasa S. pombe C. neoformans
(NEu
Hitin 1-2 2-6 7-15 4 vegetativnoj +
stanici, ali u
konidijama
DA)
B-1,3-glukan 50-55 30-39 20-35 87 46-54 +
Mijesani
B-1,3/1,4- - - + Moguce - -
glukan
B-1,6-glukan 10-15 43-53 - - - +
+ (k I
e
a-1,6-glukan - - 35-46 stani¢noj 18-28 y
stjenci spora stanicnu
stjenku)
Manani
. 10-20 38-40 - - - -
vanjskog lanca
20-25
Galaktomanani - - (ponavljanje 12 9-14 +
tetrasaharida)
. + (tijekom + (tijekom
Melanin infekcije) + (u sporama) * infenkcije)

Stani¢na stjenka plijesni Aspergillus fumigatus sastoji se uglavnhom od razlicitih
polisaharida koji u najmanjoj mjeri sacinjavaju oko 90% stani¢ne stjenke, dok stani¢na stjenka
saCinjava oko 30% suhe mase stanice. Skeletna struktura stani¢ne stjenke se sastoji od
kovalentno povezanih polisaharida koja je isprepletena i obloZena glikoproteinima (Ram i sur.,

2004; Gastebois i sur., 2009.; Park i sur., 2014.).

B-1,3-glukani su glavna komponenta stani¢ne stjenke plijesni Aspergillus fumigatus.
Smjesa su B-1,3-/B-1,4-glukana, a-1,6-glukana te hitina. Udio hitina znatno je veci kod plijesni
ove vrste nego Sto je kod drugih vrsta plijesni. Postoji mogucnost kako je smjesa B-1,3-/B-1,4-
glukana jedinstveno prisutna u stjenci plijesni Aspergillus fumigatus, dok B-1,6-glukani uopce
nisu prisutni u stani¢noj stjenci ove vrste plijesni. Proteini stanicne stjenke plijesni Aspergillus
fumigatus su modificirani N- i O- vezanim galaktomananima, a jezgra strukture N-vezanih
galaktomanana je mozda drugacija od strukture galaktomanana pronadenih kod drugih vrsta

plijesni. Plijesan Aspergillus fumigatus u stanicnoj stjenci sadrzi galaktomanane koji imaju

5
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ponavljajucu tetramanoznu jezgru koja sadrzi a-1,2- i a-1,6-manozne veze, a umjesto a-1,6-
mananske jezgre. Melanin je takoder osnovna komponenta stani¢ne stjenke plijesni
Aspergillus fumigatus (Free, 2013.). Prisutnost hitina u stani¢noj stjenci plijesni Aspergillus
fumigatus se povezuje sa njenom ¢vrstoéom, a prisutnost trostruko zavijenih B-1,3-glukana
povezuje se s fleksibilnos¢u (Gastebois i sur., 2009.). Ugljikohidratna frakcija stani¢ne stjenke
plijesni Aspergillus fumigatus, sastavljena od alkalno topljivog i alkalno netopljivog dijela, se
prema Maubon-u i sur. (2006.) sastoji od 72% glukoze, 3% manoze, 4% galaktoze, 13% N-
acetilglukozamina, 4% acetilglukozamina te 6% galaktozamina (Fontaine i sur., 2000.; Maubon

i sur., 2006.).

Stanic¢na stjenka spora plijesni se razlikuje od stani¢ne stjenke vegetativne stanice
plijesni. Tako spora sadrzi hidrofobni omotac ispod kojeg se nalazi dvostruki sloj koji ima
pigmentiran vanjski dio. U usporedbi s vegetativnim micelijem, stani¢na stjenka spora sadrzi
manje N-acetil-glukozamina (2% umjesto 13% ukupnih uglikohidrata), ali i viSe manoze i
galaktoze (Slika 3.) (25% i 14% umjesto 4%) (Bernard i Latgé, 2001.; Latgé i sur., 2005.; Maubon
i sur., 2006.).

Slika 3. Stani¢na stjenka spora s pigmentiranim vanjskim dijelom dvostrukog sloja ispod

hidrofobnog omotaca (Maubon i sur., 2006.).
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2.4. Komponente stanic¢ne stjenke plijesni roda Aspergillus

2.4.1. Hitin

Hitin sacinjava od 1 do 15 % mase stani¢ne stjenke. Kod roda Aspergillus najcesée je
negdje oko 15 %, dok je kod kvasaca maniji, i najée$cée iznosi od 1 do 2 %. Hitin sintetizira hitin
sintaza koja je integralni membranski protein. Hitin sintaza koristi UDP-N-acetil-glukozamin
kao supstrat za sintezu linearne molekule hitina (polimeri B-1,4-N-acetilglukozamina).
Molekula hitina se potom prebacuje izvan stanice u prostor stani¢ne stjenke. Naime, hitin
sintaza ima nekoliko transmembranskih domena koje tvore kanal kroz koji hitinski polimer

prolazi.

Vecina predstavnika gljivica ima viSestruke gene koji kodiraju za hitin sintazu. Na
primjer, Aspergillus fumigatus ima ¢ak sedam gena koji kodiraju za hitin sintazu. Analize su
pokazale da su najc¢es¢e samo jedna ili dvije hitin sintaze odgovorne za vedinu hitina koji se
sintetizirao, dok ostale sintetiziraju puno manje koli¢ine hitina (Free, 2013.; Beth-din, Yarden,

2000.; Mellado i sur., 2003.; Mio i sur., 1996.; Munro i sur., 2001).

Posto je hitin kljuéna komponenta stanicne stjenke za patogene gljivice, sinteza hitina
se smatra kao glavna meta za razvijanje antigljivicnih sredstava. Najpoznatiji inhibitori hitin
sintaze su prirodni nikomicini i polioksini. Ti spojevi su analogni UDP-N-acetilglukozamin-u,
supstratu u sintezi hitina, pa zato djeluju kao kompetitivni inhibitori za hitin sintaze (Free,
2013.; Ruiz-Herera, San-Blas, 2003). Nikomicini i polioksini se nisu pokazali kao ucinkoviti u
uklanjanju gljivicnih infekcija pa se koriste u sinergiji s ostalim sredstvima za tretiranje

gljiviénih infekcija (Free, 2013).

Odredene gljivice poput Aspergillus niger, mogu stvarati hitozan. Hitozan nastaje tako
da gljivica istiskuje polimere hitina koji onda pod djelovanjem hitin deacetilaze prelazi u
hitozan. Postotak hitina koji se prevodi u hitozan ovisi o vrsti stanice (Free, 2013.;

Christodoulidou, Bouriotis, Thireos, 1996).
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2.4.2. 3-1,3-glukan
B-1,3-glukan je najzastupljenija gradevna komponenta stani¢ne stjenke. On sacinjava
od 30 do 80 % mase stani¢ne stjenke. U stani¢noj stjenci nalazi se kao razgranati polimer, Ciji

su ogranci povezani za osnovni polimer sa B-1,6 vezama (Free, 2013).

Kemijska analiza procis¢enog B-1,3-glukana daje naslutiti da on postoji u obliku
jednostruke uzvojnice u otopini, ali da moze tvoriti i trostruku uzvojnicu (Free, 2013.; Bohn,
BeMiller, 1995.; Laroche, Michaud, 2007). Heliks B-1,3-glukana funkcionira kao opruga i na
takav nacin omoguduje elasti¢nost i otpornost stani¢ne stjenke (Free, 2013.; Lesage, Bussey,

2006.).

Glukan se sintetizira uz pomo¢ B-1,3-glukan sintaze, integralnog membranskog enzima
(Free, 2013). Koristi UDP-glukozu kao supstrat i dodaje ostatke glukoze na rastudéi linearni
polimer glukana. Polimer se tada istiskuje u prostor stani¢ne stjenke kroz kanal koji tvore
transmembranske domene enzima. Aspergillus fumigatus ima samo jednu B-1,3-glukan
sintazu koja se skra¢eno naziva FKS1 (Free, 2013.; Beauvaisisur., 2001.; Tentleret i sur., 1997.;

Thompson i sur., 1999.).

Neke druge gljivice ili plijesni mogu imati viSe B-1,3-glukan sintaza (npr. S. cerevisiae ih
ima 3, ali FKS1 ima vedinsku ulogu u sintezi tijekom vegetativnog rasta (Free, 2013.; Klis i sur.,

2006.; Lesage, Bussey, 2006.).

Zbog vaZinosti za biogenezu stanicne stjenke, B-1,3-glukan sintaza je primarni cilj za
razvijanje antigljivicnih agenasa. Kaspofungin, micafungin i anidulafungin se vrlo cesto
upotrebljavaju u klinikama kao lijekovi za tretiranje aspergiloze, a djeluju kao ne djeluju kao

nekompetitivni inhibitori B-1,3-glukan sintaze (Free, 2013).

2.4.3. Mijesani B-1,3/B-1,4-glukani

IstraZivanja kod A. fumigatus pokazala su postajanje mijesanih glukanskih polimera koji
sadrze i B-1,3 i B-1,4 veze (Free, 2013.; Fontaine i sur., 2000.). Geni koji kodiraju za ovakve
mijeSane glukane nisu identificirani te se prakticki niSta ne zna o tome kako su ovi polimeri

sintetizirani i jesu li ograniéeni na stani¢nu stjenku ili pak vrstu stanice.
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2.4.4. a-1,3-glukani

a-1,3-glukani pronadeni su u velikom broju stanic¢nih stjenki gljivica (Free, 2013; Beauvais i
sur., 2010). a-1,3-glukan sintaza koristi UDP-glukozu kao supstrat dodajuéi glukozne ostatke
na nereducirajuci kraj glukana (Free, 2013). Takoder ima i viSestruke transmembranske
domene koje tvore kanal kroz koji se reducirajuéi kraj polimera istiskuje preko stani¢ne
membrane u prostor stani¢ne stjenke (Free, 2013). A. fumigatus ima tri a-1,3-glukan sintaze
(AGS1, AGS2 i AGS3), a samo dvije su identificirane da sudjeluju u sintezi stani¢ne stjenke a-
1,3-glukana (Free, 2013). Usporedujuci funkciju a-1,3 glukana kod roda Aspergillus s ostalim
gljivicama i kvascima, moZzemo zakljuciti da kod odredenih a-1,3-glukani nisu uopce prisutni
(S. cerevisiae, C. albicans), kod roda Aspergillus imaju pomoénu ulogu, dok kod odredenih su

esencijalni za stani¢nu stjenku (C. neoformans) (Free, 2013).

2.4.5. Melanini

Melanini su ¢esto pronadeni u stani¢nim stjenkama gljivica, njihovim askosporama i
ostalim strukturama koje su izloZzene nepovoljnom okruzenju. U stani¢noj stjenki melanin

doprinosi ¢vrstodi stjenke i Stiti je od UV zracenja (Free 2013.; Eisenman, Casadevall, 2012.).

Melanin je polimer sastavljen povezivanjem fenolnih jedinica. Poznata su najmanje
dva biosintetska puta sinteze melanina u gljivica. Jedan od puteva uklju€uje oksidaciju tirozina
u L-3,4-dihidroksifenil-alanin (L-DOPA) i potom polimerizaciju L-DOPA u melanin. Drugi put
umjesto L-DOPA koristi 1,8-dihidroksinaftalen kao vazan intermedijer u stvaranju melanina.

(Free, 2013).

2.4.6. Glikoproteini stanic¢ne stjenke

Glikoproteini su proteini na Cije se bo¢ne lance kovalentno veZu oligosharidi. Veéina
proteina stani¢ne stjenke su glikoproteini sa N- ili O-vezanim oligosaharidima ¢ija se struktura
razlikuje medu gljivicama (Bowman i Free, 2006). Aspregillus fumigatus ima vezane
galaktomanane sastavljene od manoze i galaktoze (Bowman i Free, 2006). Uz ove modifikacije
proteini mogu imati GPI-sidro (Bowman i Free, 2006). GPI-sidro je struktura koja sadrzi lipid i
oligosaharid, a veZe se na odredene proteine koji imaju C-terminalnu signalnu sekvencu, a

uloga mu je da veze protein za stanicnu membranu (Bowman i Free, 2006).
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Vecdina proteina stani¢ne stjenke su integralni proteini koji su vezani kovalentnim

vezama izmedu Secera ili pomocu GPI-sidra (Bowman i Free,2006). GPI-sidro ima vaznu ulogu
u funkcioniranju stani¢ne stjenke te je preko polovice proteina u stani¢noj stjenci vezano
pomodu njega (Free, 2013). Istrazivanjem na plijesni A. fumigatus dokazano je da biosinteza

GPI-sidra neophodna za normalnu morfologiju i otrovnost (Free, 2013).

2.4.7. Hitinaze

Hitinaze su enzimi koji kidaju glikozidne veze i na taj nacin razgraduju hitin. Kao enzimi
mogu biti uklju¢eni u preoblikovanje stani¢ne stjenke (Adams, 2004). Dok neki kvasci i gljivice
imaju prosjecno tri do Cetiri gena za hitinazu, Aspergillus fumigatus ima najmanje jedanaest

gena za hitinazu Sto znatno otezava geneticku analizu (Adams, 2004).

Neke specificne hitinaze su se pokazale kao neophodne za dijeljenje stanice. Nazalost,
kod plijesni A. fumigatus se nije uspjelo identificirati i povezati aktivnost hitinaze s dijeljenjem
stanice, iako se zna da su ti geni za hitinazu drugacije regulirani tijekom rasta i razvoja stanice.
Postoje neki dokazi da hitinaze mogu sudjelovati u transglikozilacijskim reakcijama te da je
njihova glavna funkcija degradacija i oslabljenje stanicne stjenke (Free, 2013.; Jacques i

sur.,2003.; Alcazar-Fuoli i sur., 2011.).
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3. ZAKUUCAK

Stanicna stjenka je sloZzeni kompleks sastavljen od razli¢itih komponenti. Dok su glavne
komponente zajednicke veéini plijesni, postoje komponente i nacini njihovog povezivanja i
pojavljivanja koji su specificno vezani za to¢no odredenu vrstu i rod. Unato¢ dostupnim
podacima u znanstvenoj literaturi moze se zakljuciti kako je stani¢na stjenka plijesni roda
Aspergillus jo$ uvijek nedovoljno istrazena struktura. Medutim, nepobitna je cinjenica kako
stani¢na stjenka plijesni roda Aspergillus ima vrlo vainu ulogu tijekom rasta, prezivljavanja,

morfogeneze te interakcije plijesni sa okolinom.
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