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Osszefoglalis
Szamos, egymastol igen tavol esd biologiai strukturaban felfedezhet6k a skalafiiggetlen
hélozatok. Ilyen halézati modellel irhato le a rakbetegség kialakulasa, a COVID-19 jarvany
terjedése, néhany neuralis halozat felépitése, valamint tobb, mar feltérképezett fehérje-fehérje
interakcids haldzat. Kutatdbmunkéank soran a botritizaciéo négy egymast kovetd fazisaban 1évo
Furmint sz616bogyokon laboratériumban nevelt B. cinerea extracellularis fehérjemintazatat
hasonlitottuk 6ssze a nemesrothadasért (aszisodasért) felelds metabolikus folyamatok mélyebb
megeértéséért. Eredményeink arra utaltak, hogy a B. cinerea extracellularis fehérjehalozatara jo
kozelitést ad a Barabasi-Albert féle skalafiiggetlen haldzati modell. Vizsgalataink soran
meghataroztuk az extracellularis fehérjehalozatok olyan fobb statikus paramétereit, mint a

csomopontok ¢és interakcids kapcsolatok szama, a fokszameloszlas, az atlagos fokszam és az
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atlagos klaszterezettségi egyiitthatd. Tovabba azonositottuk a halézat fobb komponenseit,

valamint a haldzat — és igy a nemesrothadas — szempontjabol kulcsfontossagu fehérjéket.

Kulcsszavak: Furmint, Botrytis cinerea, extracellularis fehérjék, skalafliggetlen halozatok

Abstract
Scale-free networks can be discovered in many very distant biological structures. Such a scale-
free model can describe the development of cancer, the spread of the COVID-19 epidemic, the
structure of some neural networks, as well as several already mapped protein-protein interaction
networks. In our research, we compared the extracellular protein pattern of laboratory-grown
B. cinerea on Furmint grapes in four consecutive phases of botritization in order to gain a deeper
understanding of the metabolic processes responsible for noble rot. Our results indicate that the
extracellular protein network of B. cinerea can be well described by the Barabasi-Albert scale-
free network model. We characterized the main static parameters of extracellular protein
networks, such as the number of nodes and interaction relationships, the degree distribution,
the average number of degrees, and the average clustering coefficient. We identified the main
components of the network and the fungal proteins that are important for the protein network,

and thus responsible for noble rot.
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Bevezetés
A XXI. szazadban szamos, egymastol igen tavol esé biologiai és élettudomanyi struktiiraban
felfedezni vélték a skalafiiggetlen halozatokat. Egyre tobb tudomanyos eredmény arra utal,

hogy bizonyos halozatok skalafiiggetlensége — tiilzas nélkiil — egyfajta természeti torvénynek
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tekinthetd (Buchanan, 2000). Ilyen halozattal modellezhetd a rakbetegség kialakulasa (Andrew
et al., 2020), a COVID-19 jarvany terjedése (PARUL et ALBERT, 2020), valamint t6bb, mar
feltérképezett Okologiai élelmiszer halézat (Dunne, 2006), human sejtmiikddési folyamat
(Albert, 2005) és fehérje-fehérje kolcsonhatasi rendszer (Giot, 2003; Ho et al., 2002).
Kutatasunkban azt vizsgaltuk, hogy a botritizacid kiillonbozd fazisaiban 1évo szélébogydkon
nevelt Botrytis cinerea extracellularis fehérjehalozata leirhato-e skalafiiggetlen halozati
modellel, és ha igen, akkor melyek e modell f6bb paraméterei.

A Botrytis cinerea neve a gorog botrus (Botpug — sz610) és a latin cinere (hamu) szavakbol ered
(Liddell, Scott, 1843), és a gomba konidiumai altal okozott sziirkés, hamuszert elvaltozasra
utal. A B. cinerea a természetben nagyon ritkan eléforduld aszkosporas Botryotinia
fuckeliananak az ivartalan (anamorf) alakja (Jackson, 2014). A B. cinerea polifag gomba,
bizonyitottan 235 gazdandvényt — koztilk a Furmint sz616t képes megtamadni és rajtuk a
sziirkerothadas nevii betegséget kivaltani (Jarvis et al., 1977). A B. cinerea gomba fertézése
azonban az altalunk is vizsgalt Furmint fajta esetében nem csak karos, hanem jotékony is lehet.
Ha a gomba a mér teljesen érett sz616bogyokat tdmadja meg, és egyidejiileg kedvez6 kornyezeti
feltételek allnak fenn, elindul a nemesrothadas folyamata (Naar, Szarvas, 2012). Kutatasunk —
sok mas kérdés megvalaszolasa mellett — az ezen folyamatért felelds fehérjehalozat mélyebb
megismerését tizte ki célul.

A fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozatok felfoghatok egymast kolcsonhatasba vive vagy
szabalyozo elemek rendszereként, melyeket (iranyitatlan) matematikai graffal (Bollobas, 1979)
abrazolhatunk. A graf itt egy olyan halozatot jelent, amelyben a csticsoknak a fehérjék, az
¢éleknek pedig a fehérjék kozotti kolesonhatasok feleltethetok meg. Egy haldzatot definicid
(Barabasi, 2016) szerint akkor tekinthetiink skalafiiggetlennek, ha a halézat — melynek
matematikai megfelelGje a graf — fokszameloszlasa hatvanyfiiggvénnyel irhat6 le. Ha a k foka

cstcs eléfordulasi valoszintisége P(k), akkor
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Pk) ~KY (1)

ahol y a fokszameloszlas hatvanykitevoje. A skalafiiggetlen halézat szamos tulajdonsaga
fligg a y pontos értékétl. Szamos skalafiiggetlen halozatban 2<y<3. Az ¢lesztégomba
esetében y=2,89 fokszamkitevét becsiiltek (Jeong et al., 2001), mely az egyetlen, gombak
fehérjéire vonatkozo szakirodalmi adat.

A skalafiggetlen Barabasi-Albert halozatok olyan rendszereket irnak le, amelyek nem
véletlenszertien kapcsolodnak. Ezek a halozatok ellenallobbak a véletlen hibakkal szemben: a
halézat egy véletlenszerlien kivalasztott csomépontja (esetiinkben fehérjéje) nagy
valészintiséggel kevés kapcsolattal rendelkezik, igy az eltavolitasa nem vezet a teljes halozat
széteséséhez. Ugyanakkor a célzott tdmadasokkal szemben védtelenek ezek a rendszerek: a
kozponti szerepu, legtobb interakcids kapcsolattal rendelkezé néhany fehérje eltavolitisa a
fehérjehaldzat széteséséhez vezethet (Albert, 2000). Az ilyen — Gsszetartasban kulcsfontossagu
szerepet betoltdé — fehérjéktdl fiigghet az extracellularis fehérjehdlozat ndvekedése és

fennmaradasa (Albert, 2005; Barabasi, 2016).

Anyag és médszer
Tanulmanyunk alapjaul szolgalo kisérlet sz616mintait a Tokaj-hegyaljai borvidéken talalhato
Mad telepiilés hatarahoz kozel esd Betsek-diillében gyijtottiik. A talaj adottsdgai, valamint a
mikroklima itt kiilondsen kedvezd az asziisodashoz. A Furmint fajtaji szol6iiltetvénybdl négyszer tiz
mintagyiijtés tortént morfoldgiai jegyek szerint az aszasodas egymast kovetd fazisaiban 1évo
sz616bogyokbol. A mintakat—fazisonként elkiilonitve — 50 ml-es centrifugacsdvekbe gyiijtottiik, egy csdbe
10 bogyot, mind a négy aszusodasi fazisti bogyobol 10-10 centrifugacsovet toltottiink meg. Az
Osszegylijtott bogyokat azonnal, az iiltetvények helyszinén lefagyasztottuk folyékony nitrogénben,
majd az Agrartudomanyi Kutatokdzpont Novényvédelmi Intézetébe vald szallitds soran

széarazjég pellettel toltott hungarocell dobozokba keriiltek. Ezt kdvetden a feldolgozasig
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ultramélyhtitdben, —70 °C-os hémérsékleten taroltuk. A B. cinerea extracellularis fehérjemintazatat
vizsgald kisérlet sordin a —70 °C-os fagyasztobol elévett szOl6bogyd mintdkat 12 kDa MWCO
(molekulatémeg-sziirési kiiszobértékil) celofan liofilizald membranba t6ltottik és 10 cm hosszil zsakokat
képeztiink (az atmérdjiik 3 cm-es), visszahajtassal és csiptetokkel lezarva a végiiket. A B. cinerea-hoz igy a
bogyobol érkezé kémiai és molekularis szigndlok eljuthattak, a szOlobdl szarmazo fehérjetoredékeket
azonban Kkisziirte a csomagolas. A bogyokat egészben helyeztiik be a membranzsakokba. I-11. fazisu
bogyokbol 6 db-ot tettiink a zsakokba, III. fazisa bogyokbol 7-8 db-ot, IV. fazist bogyokbol 11 db-ot. A B.
cinerea sporakbol 100000 (10°) ml szuszpenziot kentiink ecsettel a zsakocskak feliiletére. A
sporuldlé tenyészetet (agarral szilarditott) 2-es malata taptalajon éllitottuk eld, amit 5 napig
sotétben, majd 5 napig folyamatos UV és fehér fény megvilagitas mellett neveltiink Petri-
csészékben, 21 °C hémérsékleten. A sporakat steril csapvizzel mostuk le a lemez feliiletérdl. A
zsékocskakat miianyag dobozokba tettiik egy racsos feliiletre, és annyi vizet dntéttiink ala, hogy
a racsot ne lepje el. Szobahémérsékleten (kb. 21 °C-on) 8 napig néttek. Addigra vastag
penészbevonat jelent meg a zsakok feliiletén (két nap utdn mar lehetett latni a sziirkés bevonatot
szabad szemmel). A zsakok két végét kinyitottuk és vizzel atmostuk. Visszazartuk a celofan két végét és
10 ml 50 mM Na-acetat pufferbe (pH=4,4) tettiik. Petri-csészében szobahdmérsékleten dvatosan razattuk 2
oran at. A razatas végén nyert mosofolyadék mintakat centrifigaltuk (12000 g, 4 °C, 12 perc), majd -20 °C-
on lefagyasztottuk és fagyasztva liofilizaltuk. A folyamat végén 0,5 ml térfogati extracellularis
fehérjekivonatot kaptunk. Az ép és aszisodott sz6ldbogyokon nevelt B. cinerea minték kontrolljaként Petri-
csészében nevelt Botrytis cinerea extracellularis mintazatat hasznaltuk, amit Aspergillus minimal tiptalajon
tenyésztettiink és az extracellularis fehérjefrakcio kinyerése itt is az elébb bemutatott modszer szerint tortént.
Ezek a gomba mintak nem keriiltek kapcsolatba ngvényi eredetii kémiai szignalokkal. A fehérjék kvantitativ
elemzésével az Agrartudomanyi Kutatokdzpont a Természettudomanyi Kutatokdzpontot bizta meg
(Proteomikai labor, 1117. Budapest, Magyar Tudosok kit. 2.). Itt tortént az enzimemésztés, €s az uHPLC-MS

tomegspektrometrias mérés, a fehérjeazonositas és jeloletlen kvantitalas.
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Eredmények értékelése
A tomegspektrométerrel dsszesen 447 fehérje azonositasa tortént meg, melyek koziil 404-et vontunk be a
tovabbi vizsgalatokba. A tdmegspektrométer als6 érzékenységi kiisz6béhez kizel es6 bizonytalanul alacsony
mért intenzitdst fehérjéket, valamint a STRING halozati adatbazisban nem szereploket kisziirtiik. A
fehérjehalozat modellezéséhez sziikséges intenzitasadatokat a tomegspektrométeres
vizsgélatbol, a kolcsonhatasi halozatokat a STRING adatbazisbdl nyertiik ki. JEONG et al.
(2001) kutatasaikban tobbnyire szisztematikus kéthibrid elemzéssel kaptak meg a vizsgalt S.
cerevisiae fehérje-fehérje kozvetlen fizikai interakcidos hdlozatat. Mivel ilyen kisérlet
esetiinkben, B. cinerea fonalas gombaval még nem tortént, igy egy uj modszerre vallalkoztunk.
A 404 kilonb6z6, STRING-azonositoval jelzett fehérje dontd része megtalalhaté volt
mindegyik mintaban. Az interakciok halozatat a szomszédsagi graf segitségével modelleztiik
Wolfram Mathematica 12.0 programmal. Kozel azonos szamu fehérjét talaltunk a négy
sz016bogyot tartalmazo mintaban, mig a kontrollmintdban ennél valamivel tobbféle (387)
extracellularis fehérje fordult el6. A sz6lobogyot tartalmazé mintdkban a kolcsonhatasok
szédma alacsonyabb volt, mig a kontrollmintaban tobb (1423). Az atlagos fokszam (<k>) az L.
fazisi minta esetében volt a legalacsonyabb (6,88), mig a II. fazisi minta esetében a
legmagasabb (7,16), a mintak kozott azonban nem talaltunk jelentdsebb kiilonbséget. Hasonld
értékekrol irnak mas halozati kutatasok az E. coli fehérje-fehérje interakcids halozata esetében

<k>=7,4 (WADE, 2007), illetve <k>=5,58 (Barabasi, 2016).
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1. tablazat A kiilonbozé mintak halozati paraméterei

minta N L <k> <k Kmaxi  Kmax2 Kmax3 Niesc Nesc N v ACC <d>

L. 354 1267 6,88 124,04 52 38 37 242 6 99 1,49 028 3,37
1L 358 1274 7,16 12831 53 38 36 251 5 98 1,49 029 345
1. 354 1243 7,02 12428 49 38 36 243 6 98 1,49 029 3,40
Iv. 364 1264 6,95 122,68 51 38 37 249 5 106 1,52 029 3,40
kontroll 387 1423 6,95 138,82 54 43 38 257 7 114 1,12 0,228 3,34

csomoépontok szama (N), élek szdma (L), 4tlagos fokszam (<k>), masodik momentum (<k>>), a harom
legmagasabb fokszami csomopont fokszama (Kmax,1,Kmax,2,kmax,3), @ legnagyobb valodi részgraf
csomopontjainak szama Nipsg, valodi részgrafok szama (Npsg), izolalt pontok szama (Np), fokszamkitevo

(v), atlagos klaszterezettségi egyiitthato (ACC), atlagos uthossz (<d>)

A fehérjék dontd része mindegyik mintdban csupan néhany masik fehérjével allt
kolesonhatasban, mig kevés szamu fehérje akadt, amely sok kapcsolattal rendelkezd, kézponti
szerepli volt. A legtobb kdolcsonhatdsi kapcsolattal a mindegyik mintdban megtalalhatod
M7USI7 STRING azonositoju cellulaz fehérje rendelkezett, ami sz6l6bogyon taplalkozo B.
cinerea micéliumokban alacsonyabb szinten fejezodik ki, mint mesterséges taptalajon. A
magas kapcsolattal rendelkez6 fehérjék kozott jelen volt még az M7U979 azonositdju fehérje,
ami a kitin anyagcserében szerepet jatszo N-acetil-hexézaminidaz (nem valtozik lényeges
mértékben a termelddése az altalunk vizsgalt mintakban). Tovabbi kettd, sok kapcsolattal
rendelkezé fehérje az M7TF67 és az M7UBF7, melyek prediktalt funkcidja galaktdz-
mutarotdz aktivitasra utal, ugyancsak kulcsszerepet toltenek be az extracellularis halozat
Osszetartasdban. Tovabbi vizsgalatra érdemesek még a halozat fokomponensétdl tavol esd
fehérjék is, melyek sok kapcsolattal rendelkeznek. Erdemes lehet azt is megvizsgalni, hogy mi
a szerepe az interakcids szempontbol izolalt fehérjéknek, melyek koziil tobb kicsi, valodi

részgrafot alkot.
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Az aszisodas mind a négy fazisaban, valamint a taptalajon tenyésztett B. cinerea esetében is
jo  kozelitést adott a Barabasi-Albert modell az extracellularis fehérjehalozat
fokszameloszlasara. A y értéke 1,12—1,52 kozotti volt mind az 5 minta esetében, amely
azonban eltér a kivant 2<y<3 értéktdl. Barabasi (2017) szerint a y<2 esetben a skalafiiggetlen
halézatok rendhagyd tulajdonsagokat mutatnak, a modell alkalmazhatdsaga korlatokba

titkozik.
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