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BEVEZETES

Egy aerob mikrobidlis sejt szarazanyag tartalma#ab5 %-at a szénvaz teszi Ki.
Ennek megfelélen egy tipikus fermentacios taptalaj mennyiségéndédgalabb a felét

— de sokszor ennél is tobbet — a szénforrasok jakomindségi értelemben pedig
széntartalml szerves vegyuletek szazairdl allagkotmeg, hogy jelenlétik a
tapkdzegben 6hyts vagy hatranyos lehet ipari biotechnoldgiaiydohatokra. A
szénforras a sejtek nbvekedéséhez és az ipari rigamés folyamat céltermékének
bioszintéziséhez egyarant szikséges. Aékeftinkcid egyféle szénforras révén is
megvaldsulhat (pl. szerves savakddlitdsa), de ugyanaz a szénforrds a nbvekedésre
illetve a bioszintézisre részben eligéwvagy kifejezetten ellentétes hatasu is lehet (pl.
antibiotikumok gyartasa). A szénforrasok metabkliképzdésére gyakorolt hatasa is
véaltozatos: specifikus indukciét fejthetnek ki eggnre, epigenetikus szabalyozoként
mikodhetnek, de akar a teljes genomra hat6é (globalgjagcsere-regulatorokat is
moédosithatjdk. Mindezek miatt egy ipari fermentaciéchnoldgia megtervezése és
irdnyitasa a taptalajban &szénforras(ok) asszimilacios mechanizmusainakristae
nélkil nem képzelhétel.

Az értekezésemben targyalt eukariota mikroorgansokia jelenleg érvényes
rendszertani felosztas szerint ,Gombaorszag” (Kamgd Fungi, Sub-Kingdom:
Dikarya) tomlésgombak Ascomycota) torzsénekPezizomycotina altdrzsébe tartoznak.
Az Aspergillus nidulans az Aspergillus terreus az Aspergillus niger valamint a
Penicillium chrysogenumaz Eurotiomycetes osztalyEurotiales rend Trichocomaceae
csaladjdba tartoz6 nemzetségek (genera) fajai yivagzeli rokonok — mig a
Trichoderma reeseés azAcremonium chrysogenunaz ebzé négytl rendszertanilag
tavolabb, de egymashoz kozelebls,es Sordariomycetes (szinonim:Pyrenomycetes)
osztaly Hypocreales rend Hypocreaceae csaladjaba tartozd két nemzetség (genus)
tagjai.

Miért pont ezekben a fonalasgomba fajokban vizaga szénvaz lebontdsanak
mechanizmusait? Az okok nem filogenetikai, hanenakgylati jellediek. Az A.
nidulans a Pezizomycotina-k egyik ismert modellje: a metabolizmusarol, gengéi@
megléwy ismeretanyag, az alkalmazhatd6 molekularis bioioégieddszerek szama
kimagaslo. AZA. nidulans-on tulmerden pedig olyan fonalaBezzomycotina fajokat
vizsgaltunk, melyeknél a szénvaz hasznositasalekeala szénvaz altali indukcids és
represszids folyamatoknak konkrét biotechnoldgmmiatkozasai vannak.

A szénvaz asszimilacié az élettan minden egyéHleteniel kapcsolatban all;
teljes vertikumanak akar csak éfileiges vizsgalatara sajnos nem torekedhettink.
Ertekezésemet mégis abban a reményben készitdittwgy hozzajarulok a fungélis
szénforras hasznosulas mechanizmusainak megénzégshe gyakorlati alkalmazasok
lehetiségeinek kiaknazasahoz
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CELKIT UZESEK

» Afungdlis lakt6z anyagcsere (transzport és hidig)liés a D-galakt6z

asszimilacio tanulmanyozasa, a molekularis szakalyeechanizmusok

feltardsaAspergillus nidulans modell-szervezeten.

Gyakorlati jelenésédi Pezizomycotina fajok (Penicillium chrysogenum,
Aspergillus niger, Trichoderma reesei) lakt6éz és D-galakt6z anyagcseréjének

vizsgalata, 6sszehasonlitasa.

A specifikus ndévekedési rata és a szénvaz asszimg&bességenek
Osszefliggései: kemosztat-tipusu folytonos fermédaendszerek |étrehozasa

és optimalizalasa fonalas gombak élettani vizsgasatran.

A szénvaz asszimilacio sebességének hatasa faatdsak anyagcseréjére a
Trichoderma reesel cellulaz, azAcremonium chrysogenum cephalosporin-C és

az Aspergillusterreus itakonsav termelésének példajan.

A stacioner fazisu szénvaz asszimilacié egyik péetiételének szamité cianid-
rezisztens alternativ légzés szabalyozasanak Vatad&remonium

chrysogenum-ban.
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EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A természetben csak elvétve fordulnaks edzonnal hasznosithatdé mono- vagy
diszacharidok, igy a mikroorganizmusok, kodztik @ktisan ndveénypatogén illetve
szaprofita gombak szamara a szénforras asszimikigiolépése a polimer jellég
szacharidok extracellularis degradacioja kiseblangzportalhatd egysegekre. A
fermentéacids ipari technologidk ezt az-ides energia igényes lépést a szénforras
elokezelésével (savas vagy enzimes hidrolizis) vakjalzonnal felvehétszénvazat
biztositva a sejteknek. Kutatdsaink soran ezt akiomaditést adaptaltuk. Harom olyan
cukor — laktéz, D-glikoz, D-galaktoz — kozvetlersamilacidjat tanulmanyoztuk,
melyek — ha nem is az altalunk alkalmazott analitiksztasagban —, des&kzelt ipari
szénforrasként gyakorlati jeléiseggel is birnak.

A tézispontok ismertetése 6l altalanossagban elmondhaté: a szénvaz
asszimilacio tbbb szinten szabalyozott folyamat aanigakban; az egyes cukrok
anyagcseréje befolyasolja egymast; age@ység alatt tdbb energiat szolgaltatod,
gyorsan hasznosul6 szénforrédngt élvez a lassabban hasznosul6, kevesebb energiat
biztositoval szemben; a szénvaz asszimilacio edg#iatatlan a hatébanyag (termeék)
bioszintézisétl. Masfebl, ugyanazon szacharid lebontasara hasonl6 mekaisoli
stratégiak alakultak ki és konzervalodtak olyanyneg@stol evolicidésan tavol allé
gombafajokban is, mint a& niger és al. reesai.

A fenti célkitizések mentén elvégzett kutatdsaink legfontosabtnmeneyei a
kovetkedk:

Az Aspergillus nidulanslaktoz és D-galaktéz anyagcseréjének vizsgalata

A gombak lakt6z anyagcseréje extra- illetve intHat&ris lehet. Az el§ esetben a
diszacharid a sejten kivul hidrolizal monomerjestz extracellularis 3-galaktozidaz
(bGal) enzimaktivitas hatdsara, és ezt koveti allBay és D-galaktdz felvétele. A
masodik esetben maga a diszacharid jut be a ssjpdaktoz transzporter (permeaz)
enzim révén, a hidrolizis ilyenkor intracellulamsedrténik ([1]; 1. abra). Az 6sszes,
funkciondlisan jellemzett intracellularis (semleged-optimumud) bGal a Glikozil
Hidrolaz 2 (GH2) enzimcsaladba tartozik [2].

alaktozidaz
Laktoz pe

P Galaktéz
Y Gliikoz

laktoz permedz | sliikéz permedz | |8alaktoz permedz

Laktez 224 » Galaktoz

M

Gliikoz
1. bra. Gombak lakt6z anyagcseréjének vazlata. ldlsav: sejtmembran, sarga terdlet: citoszol.
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Az A. nidulans kizarélag intracellularis laktéz anyagcseréveldelkezik [3].
Mindkét enzimaktivitas indukalhato; laktozon és 8laktozon magas értékeket érnek
el [4]. Indukcio soran a laktoz felvétel és a b@dtivitas kinetikdja parhuzamos
mintazatl. Mindeb#l azt a munkahipotézist allitottuk fel, hogy a Ekintracellularis
lebontasa soran a permeaz és hidrolaz funkciokekifidesét szabalyozd molekuléaris
mechanizmusok legalabbis részben kdzosek. A hifgotézzteléséhez azonositottuk,
majd jellemeztik aA. nidulans élettanilag relevans (funkcionalis) laktéz permééz
bGal génjét/génjeit.

1) A VI. kromoszoman azonositottunk egy génpart. Tag@y intracellularis
bGal-t bgaD) és eqgy lakt6z permeaza¢pA) kdédolnak. AbgaD/lacpA génklaszter
ortoldgjaitin silico tovabbi 15, filogenetikailag diver&scomycetes-ben azonositottuk,
ami evoluciés konzervaltsagra utal. BgaD/lacpA génklaszter tagjai divergensen
irédnak at, hasonloan a vizsgaficomycetes fajok tilnyomo tdbbségéhe2.(abra).
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2. abra. Gombak intracellularis Glikozil Hidrolaz 2 (GH2) 3-galaktozidaz génjeivel parban
talalhaté Major Facilitator Superfamily (MFS) cukor transzporterek evollciés kapcsolatai.
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A divergens génparok kozti tavolsag — éppeAardulans kivételével — 810 és
2034 bp kozé esik2( abra). A. nidulans-ban a tavolsag 5,6 kb, amit egy konstitutivan
kifejez6dé, GH2 hidrolaz gén tolt ki3, abra).

5,633 bp
- AR —. A SRR ——— -
..................... ). —(n
2,908 bp 674 bp

3. abra. AbgaD/lacpAgénklaszter elhelyezkedése & nidulansVI. kromoszémajan (1.52/1.53
kontigok). AN3199 —lacpA, AN3201 —bgaD).

2) Bebizonyitottuk: azA. nidulans bgaD/lacpA génpar tagjainak kifejédése —
a vizsgalt koralmények kozott — hasonld mintazatdkevet. AbgaD és alacpA — az
expresszidok ésségének sorrendjében — parhuzamosan indukalodgtlaRtozon,
laktézon, majd L-arabinézon. D-glikézon, D-xil6zagglaktitolon és glicerolon nem
kovetkezett be indukcio. CreA-hianyos karbon kalialerepresszalt torzsekben, kis
mennyiségbemgaD éslacpA transzkriptum képmott D-glikozon illetve glicerinen
is, vagyis a génpar tagjai CreA-fitggkonstitutiv alap-expresszioval rendelkeznék (

abra).
N
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4. abra. AbgaD (intracellularis bGal) és alacpA (lakt6z permeaz) gének kifejeédésének
szénforras fliggésé\. nidulansvad tipusu (WT) és karbon katabolit derepresszal(A4) mutans
térzsekben.

A CreA a (D-galaktoz és a laktoz altali) indukcibva kdlcsonhat: laktoz/D-
galaktoz illetve D-glikoz egyittes jelenlétébend wgpusa torzsekben lagaD/lacpA
génparrdl nem irddik at transzkriptum, karbon kalialderepresszalt térzsben viszont
gyenge kifejeéddések és alacsony bGal enzimaktivitas detektalhatdaktoz/D-
galakt6z indukcié hatasatlmaD/lacpA génparra CreA-hidnyos torzsberbtetjiesebb
volt, amit enzimaktivitasi adatokkal is alatAmasizmok. Végezetil, a D-glukéz vad
tipusban leallitja a laktozfelvételt, mig a Cre/&iyos mutans torzsekben a gatlas

v
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elmarad. A D-glikdéz hatasa Az nidulans lakt6z anyagcseréjére tehat legalabb harom
szinten jelentkezik, melyek mindegyike CreA-fidgdolyamat: (a) a konstitutiv
bgaD/lacpA transzkripcio gatlasa; (b) a génpar indukalhatasal részleges gatlasa;
(c) az indukdlt szintek gatlasa illetve lecsokkeaté

3) A vad tipusUA. nidulans bgaD kifejezodése és az intracellularis bGal
aktivitas képddése &) tézispontbarmegadott szénforrasokon — a D-xiloz kivételével
— jol korrelal. D-xil6zonbgaD expressziot nem, bGal aktivitast viszont tudturdemn
jelezve, abgaD géntermék nem az egyetlen bGal aktivitasu enZimidulans-ban.
Ezt tAmasztotta ala az is, hogy laktéz-minimalabgpon abgaD-hianyos illetvebgaD-
tultermeb mutans térzsek a vad tipushoz hasonlaéttek. Noha abgaD géntermék
az egyetlen enzirA. nidulans-ban, mely a lakt6z-analég mesterséges szubsztrdtum
gal-t hidrolizalni képes, a lakt6z asszimilacié szemjdrdl mégis nélkilozhének
bizonyult. Az eredmények az X-gal alapu kisérletidszerek korlatait is jelzi.

4) Bebizonyitottuk, hogy a klassziku&. nidulans lacAl lakt6z anyagcsere
mutécidé [5] nem dacpA génhez kdidik. A lacpA — génkilités révén végrehajtott —
funkcionalis elemzése azonban ravilagitott, hogylaapA géntermék is egy
funkcionalis lakt6z permeéaz, mivel a hianymutangak@&dése jelefiten visszaesett a
vad tipusu és a retranszformans kontrollhoz képettnotipus nem abszolut:lacpA
hianymutans képes laktoz felvételére ésileellj biomassza létrehozasara. A tobbi
vizsgalt szénforrdson (glicerol, L-arabinéz, D-4ada, D-gluikéz, D-xiléz) a
hianymutans és a referencia torzsek szénforragtidivlletve biomassza-produkciés
idéprofiljai megegyeék voltak, vagyis aacpA élettani szerepe specifikus a laktoz
felvételére. A tultermél (extra kopias)A. nidulans lacpA torzsek laktoz-minimal
taptalajon szignifikansan gyorsabban vették felukrat és szignifikhnsan nagyobb
biomasszat képeztek 6&. Mindez aranyos volt a kopiaszammal: a 2 dbaeképiat
tartalmazé torzs gyorsabbafthaz 1 db extra kdpiat tartalmazénal. Ezzel ketéden
demonstraltuk, hogy a&. nidulans lakt6z lebontasakor a cukor transzportja a selessé
meghatérozé lépés.

Az eredményeket’C-el jellt lakt6z felvételi ratdjanak mérésévebsstettiik
meg. A permeazok jellemzéséhez a felvételt kilo@haktoz koncentraciok mellett
tanulmanyoztuk. A szubsztratum kdéilkoncentracidjanak csokkenésével a LacpA
hozzajarulasa fokozédott: 2 mM koncentracional abig%, 100uM-nal > 65 % volt.

Ez azt sugallta, hogy a még ismeretlen lakt6z pamaetejcukor irant a LacpA-hoz
képest kisebb affinitassal bir.

5) A 4) tézispontbanmegfogalmazottakat kovetve azonositottuk az AN2814
l6kusz altal jeldlt, LacpA-paraldg MFS-fehérjét lkabdl gént (acpB). A gén delécidja
szignifikansan visszavetette a laktoz felvételtvibea biomassza kéfdeés mértékeét a
referencia torzsekhez képest, jelezvelagpB géntermék egy élettanilag relevans
lakt6éz permeaz. AZ) tézispontegyik allitasat -A. nidulans-ban a lakt6éz anyagcsere

! 5-bromo-4-kloro-3-indolilg-D-galaktopiranozid
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sebesség meghataroz6é lépése a transzportlacpB révén is bizonyitani tudtuk,
kOpiaszama ugyanis aranyos a laktdzfelvételi émmdssza produkcids potenciallal.
Kimutattuk: azA. nidulans lacpA/lacpB kettds mutans nem csirazik é8 lakt6zon, de
mas szénforrason kindvesztett, laktdzra atmosotiélimma sem képes a laktoz
felvételere és béle biomassza |étrehozasara. Ezzel bebizonyitothuwlgy az A.
nidulans laktoz felvétele kétkomponeiftisa LacpA és a LacpB alkotj&.(abra). Az A.
nidulans-ban az MFS-cukor-transzporterek szdma meghalasiiazat [6], vagyis a faj
laktoz felvétele megldien kevéssé redundans.

6) Az A. nidulans lacpA éslacpB expresszios profiljai részben etiék: D-
glikdzon, D-xil6zon és D-manndzon egyik gén seregott ki, L-arabin6zon csak a
lacpA irédott at, cellobiézon és a potens celluldz-indukzofor6zon csak lacpB. A
lacp gének expresszidi egymast is befolyasoljak: aikelpgp expresszioja a masik
lacp- hianymutans toérzsben D-galakt6z hataséra gyorgabbésebb lett, cellobidz
hatasara dacpB kifejezddésre szintén fokozodott. A laktoz indukcids hatéisaont
nem tért el a vad tipusétol. Ez alatamasztja attipatézist, miszerint a lakt6z
anyagcsere génijei illetve enzimei mintegy véletld@pesek az evolucidsan fiatal — az
emlbsbk megjelenéséhez Ko — laktdoz transzportjara/hidrolizisére, és eredeti
funkciéjuk mas (névényi avagy fungdlis erdfetukor-polimerek degradaciojaval
kapcsolatos. Megallapitottuk tovabba, hogylaepB egy funkcionalis cellobiéz
permedazt kédol, amely része Aznidulans cellulolitikus rendszerének. A cellobiéz
fenotipus azonban csak részleges ta@B hianymutans csirazik,6nés sporazik
cellobiézon — vagyis a cellobidz transzportnak tiiaismeretlen komponensei is
vannak ebben a gombafajban.
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5. &bra. A. nidulanslacpA/lacpB-kettés mutansok idsprofiljai laktozon. ( o): biomassza, ):
laktoz. A fermentaciot micélialis inokulumrol inditottuk.
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7) A fungdlis lakt6z anyagcsere modell-szervezetérdnéto Kluyveromyces
lactis éleszbben a D-galakt6z lebontas — pro- és eukariotakbaittalanosan elterjedt,
ubikviter — Leloir-utvonalaban a galaktokinaz nétkinetetlen enzim 6, abra);
hianyaban a sejtek nendmek D-galaktdzt egyediili szénforrasként tartalmaatimal
taptalajon [7]. Ezzel ellentétben megallapitottak,A. nidulans galE (galaktokinaz)
mutansok felveszik és hasznositjak a D-galakt@edyedili nitrogénforrasként nem
nitrat, hanem ammaonium ionokat hasznalunk. A jedgngzsgalata soran genetikai és
biokémiai bizonyitékokat szereztiink egy alternatixido-reduktivnak elnevezett D-
galaktoz lebontasi utvonal Iétéfe nidulans-ban, melynek soran a D-galaktédsdor
NADPH-fiiggsen galaktitolla (dulcitol) redukalédik, majd NABiggsen L-szorb6zza
oxidalodik. Az Uj atvonal nem tartalmaz specifikerszimeket: a galaktitol oxidacié a
pentdz anyagcserében részt&evarabinitol dehidrogenaz, az L-szorb6z foszfadle
a hexokinaz réveén torténik. Az utvonal egésze algdninemicelluléz pentdz (D-xildz
és L-arabin0z) lebontasara emlékezietdpra).

D-Galaktoz
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Galaktokinaz
galE
D-Galaktoz .
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Galakt6z-1-foszfat | AN6182
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A Aspergillus galE
UTP-gliikéz-1-foszfat | AN9148 Sccharomyces gall
uridililtranszferaz | galF E. coli galK
v Aspergillus galD
D-Gliikéz 1-F Saccharomyces gal7
E. coli galT
1 Aspergillus ugeA
h 110
Foszfogliikomutaz AN2867 SacenarongEes ga
pgmB E. coli galE
v
D-Gliikoz 6-F

6. abra. A D-galaktéz lebontés Leloir-utvonala. Azitvonal anabolikus funkcioi miatt a legtdbb
Leloir-enzim konstitutivan fejezédik ki a vegetativ fejlédési szakaszban.

10
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OXIDO-REDUKTIV | — PENTOZOK LEBONTASA
» - 6z L-Arabiné
UTVONAL e
xylA NADPH xylA NADPH
Aldoéz reduktaz + Aldéz reduktiz +
D-Xiléz reduktiz & NADP D-Xiléz reduktiz ¢  NADP
Galaktitol L-Arabinitol
+
AN0942 ladA| _ NAD AN0942 ladA| _ NAD
L-Arabinitol L-Arabinitol
dehidrogenaz NADH dehidrogenaz NADH
v v
L-Szorbéz L-Xiluléz
[AN7459] hxkA o
L-Xiluléz NADPH
Hexokinaz reduktiz q + D-Xiléz
NADP
v
D-Szorbitol L-Szorbéz 6-F NADPH D-xiléz
Xilitol I Kt
NADP reduktaz
[AN9064] xdhA + dhA
. CNAD x NAD'
Xilitol Xilitol
NADH
dehidrogenaz { l dehidrogenaz NADH
v
. D-Tagatéz
D-Frukt
b 1,6-Biszfoszfat D-Xiluléz
ATP tbaA |[AN1888] .
AN7459 hxkA ( thaB |[AN2334] [AN8790] xkiA ATP
Hexokinaz ADP Xilulokindz ( ADP
v " 8
D-Fruktoz -GA-
6.F DGASER «—> EDHAH D-Xiluléz 5-F

l

Pentoz foszfat atvonal

7. abra. A D-galakt6z oxido-reduktiv lebontasi Utvoala és D-xil6z/L-arabin6z katabolizmusaA.
nidulans-ban. D-Ga-3P: D-gliceraldehid-3-foszfat; DHAP: dilidroxiaceton-foszfat.

8) Megallapitottuk, hogy aZ. nidulans bgaD/lacpA katabolikus génpar D-
galaktoz altali indukcidjaban a D-galakt6z leboattyagcseréje nem jatszik szerepet.
A kétféle (Leloir illetve oxido-reduktiv) lebontasitvonal koézteseinek induktiv
képességét olyan mutansokkal vizsgaltuk, melyekebkil Ut el$ (galaktokinaz)
illetve az oxido-reduktiv it masodik (NAD-fugd--arabitol dehidrogenaz) lépésében
defektesek. AgaD/lacpA génpar transzkriptumai mindkét mutansban megjekebt
galakt6z hatasara, jelezve, a fenti két enzimeéslépani lebonté intermedierek nem
jatszanak szerepet az indukcidban. Mivel nem ismiemiyan A. nidulans torzset,
mely az oxido-reduktiv Ut elslépését katalizalé ald6z-1-oxido-reduktdzban lenne
hianyos, a mutans hianyat megkerul&rd indukalhatdsagot galaktitolon teszteltik.
A galaktitol nem indukélta agaD/lacpA kifejezodését. A génpar indukciéjahoz a D-
galaktézon novekedés képessége sem szilkséges, anioggy galaktokinaz plusz
hexokinaz hianyos, D-galaktozon emiatt nemketivs mutanssal végzett kisérletek
bizonyitottak: a micélium D-galaktozra torteatmosasat kbévéen abgaD és alacpA
transzkriptumok jol detektalhatéan kialakultak. Mgges eredményeket kaptunk D-
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galaktoz illetve glicerol (ami egy nem induk&loymeepresszald, semleges szénforras)
egyuttes hasznalatakor, amikor kizarhattuk aztyyhaz eredmény a szénmegvonas
(éhezés) kovetkezmeénye. iyaD/lacpA génpar élettani induktora tehat D-galaktdzon
maga a metabolizalatlan cukor.

Ipari biotechnolodgiai jelentésédi Pezizomycotindajok laktéz és D-galaktoz
anyagcseréje
A celluldz enzim termelése miatt — Az nidulans-sal ellentétben — biotechnoldgiai
jelentsedi T. reesei a laktozt extracellularisan hidrolizalja, ami a & a laktoz
anyagcsere kdzeppontjaba helyezi. A funkcidhoz gamabafaj egy GH35 tipusu bGal
enzimet, dbgal géntermékét hasznaljagal-hianyosT. reesel mutansokban az eredeti
bGal aktivitas alig 8 %-a mértietaktézon [7], de hasonlo a helyzet D-galaktézon és
galaktitolon is. Mivel ipari kérilmények kozétt @llaz / hemicellulaz enzimeket
(valamint a celluldz promoétereket alkalmazé hetayobénzimeket is) lassan adagolt
lakt6z szénforrason allitjakdla laktdz anyagcsere vizsgaldiaeesei-ben gyakorlati
jelentbséggel is bir.

9) A D-galaktéz lebontas oxido-reduktiv Utvonalanakgiéeét azA. nidulans-
tol rendszertanilag tavol alld. reesei-ben is bizonyitottuk. Megallapitottuk, hogy az
utvonalnak fontos szerepe van a laktéz anyagcserkbeponti szerepet betdjtaz
0sszes aktivitas 92 %-ért falsl extracellularis [3-galaktozidaz enzimet kodbgal
indukciojaban, mivel élettani induktora a galakKtito

Az A. niger hagyomanyos ipari jelefgégét a citromsavtermelés adja, amihez gyorsan
hasznosulé szénforrasokat (D-glikéz tartalmu kompégtalajok) hasznalnak. A D-
galakt6z anyagcsere iranti Ujkdletrdekbdés oka az\. niger Trichoderma fajokkal
O0sszevethét extracellularis enzimtermelése, amely révén padédisan alkalmas a
novenyi biomassza (celluloz illetve hemicellulézagihnoldgiai l€épték lebontasara.

A D-galaktéz az egyetlen monomer, mely mindharain hiemicelluldéz tipusban
megtalalhatd [8]. Hidrolitikus potencialja ellenéez A. niger rendkivil gyengén
hasznositja a D-galaktozt, ami korlatozza alkalrtztagat. A jelenség élettani okat a

SV

[9].

10) Uj, ioncserés HPLC elvalasztason alapul6 analitidirast fejlesztettiink
ki a galaktokindz enzimaktivitAis meghatarozasdfa 5 %-os hiban belll teljesit
modszer alapja a galaktéz + AP galaktdz-1-foszfat + ADP reakcid soran kégx
D-galaktoz-1-foszfat mennyiségi meghatarozasa niuéstdé alapjan. A modsze#
nidulans, A. niger ésT. reesei esetében teszteltiik. Ennek soran bebizonyitolttody
a korabbi irodalmi adatokkal ellentétben [9] Az niger rendelkezik galaktokinaz
enzimaktivitdssal. Szénforras-fliiggése hasonlifamidulans-hoz: D-galakt6zon, L-
arabin6zon szignifikansan magasabb, mint D-glukozten minden tovabbi vizsgalt
szeénforrason (laktdz, glicerol) megjelenik.

12
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11) Bebizonyitottuk: azA. niger konidiosporak D-galakt6z negativ fenotipusa
(vagyis a csirdzasra vald képtelenségik) a tramapfiigg 6ssze; a konidiumok —
szemben a vegetativ micéliummal — nem képesek 8ktgat felvenni. Kimutattuk: az
A. niger genom tartalmazza a Leloir-utvonal nidulans-ban annotalt génjeinek az
ortoldgjait (asd 6. abra), transzkriptum pedig mindegyir minden altalunk vizsgalt
szenforrason keletkezik. A kifejgdés L-arabindézon, D-xil6zon és D-galaktézon a
legesebb. A Leloir-utvonal enzimeit kddoldé gének miniisen, illetve egyaltalan
nem fejeddnek ki a konidiumokban, a micéliumban ezzel szambékteljesek az
expressziok. Megallapitottuk: a D-galaktoz leboritakir-utvonalanak riikodéseA.
niger-ben a vegetativ névekedési ciklus aktualis szaltébiigg. Mivel a konidiumok
nem tudnak D-galaktozt felvenni, a Leloir-Utvonabkkent nikodése ennek — az
inducer hianyanak — lehet a kdvetkezménye, vagilisehen masodlagos jelenség.

A P. chrysogenum a fermentacios biotechnoldgia egyik prominens niyausa, az
elssként felfedezett antibiotikum, Blaktam tipusu penicillin mindmaig legfontosabb
termebje [10]. Noha a penicillin gyartas évtizedeken&sdvo (vagyis gyakorlatilag
lakt6z) szénforrason tortént, a faj laktoz asszmdjarél keveset tudunk. Hasonlé a
helyzet a D-galakt6z asszimilacioval is, Bachrysogenum térzseket egyreisiibben
hasznalnak enzim-koktélokégéllitasara, ami mégazdasagi maradvanyokon és mas,
béségesen rendelkezésre allo, lignocelluloz forrasakegy végbe [11].

Kutatasaink célja &. chrysogenum lakt6z anyagcseréjében szerepet jatszo
strukturalis gének (hidrolazok és transzporteredlgnasitasa, valamint a D-galaktoz
lebontas vizsgélata volt. Vizsgalatainkhoz egy tiadisu kontrollt (NRRL 1951) és
egy penicillin talterme ipari torzset (AS-P-78) hasznaltunk.

12) Az A. niger extra- €s aA. nidulans intracellularis lakt6z anyagcseréjének
annotalt komponensei alapjamsilico 5 db bGal-t jgaA-E) és 2 db laktéz permeazt
(lacA-B) azonositottunk &. chrysogenum genomban. A 3 db extracellularis hidrolazt
kodolo gén kozul dgaB és abgaC a vizsgalt kérilmények kdzott nem fejebtt ki
laktézon. Az extracellularisgaA tovabba az intracellularlsgaD ésbgaE kifejezodott,
expresszios jellendiket a laktdz koncentracio sem befolyasoltabg®E gyengén, de
konstitutivan feje@dott ki. A lacA csak laktozon fejéaott ki, alacB transzkriptum
viszont egyetlen altalunk vizsgalt szénforrasotry, laktozon sem volt detektalhat6.
Geénkittések nélkili (kbzvetett) bizonyitekot széiiek tehat, hogy &. chrysogenum
kettos laktdz asszimilacios mechanizmussal rendelkegéiomja tartalmaz egm.
niger lacA-ortolog, feltételezetten extracellularis bGal-dkéd gént, egyA. nidulans
lacpB-ortoldg, feltételezetten laktéz permeazt kodoligtve egyA. nidulans bgaD-
ortolog, feltételezetten intracellularis bGal-t kéa gént is. Egyik feltételezett bGal
illetve laktoz permeaz gén sem indukalhaté D-galzgdl, ami a szakirodalomban
példa nelkili. A3) tézispontbareirtakhoz hasonléan a D-xil6zRPa chrysogenum-ban
sem indukalta a feltételezett bGal géneket.
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13) A szisztematikus torzsfejlesztés eredményeként d@idimmegemelkedett
penicillin kihozatal részben olyan mutaciok kovetkenye, melyek befolyasoljak az
elsidleges anyagcserét iranyito altalanos szabalyaragiat. A gombatenyészetek
kinetikai paraméterei azonban azt bizonyitottalgyhaz AS-P-78 térzs NRRL 1951-
hez képest megnotvekedett penicillin-terénglotencialja nem jar egyutt a laktoz
asszimilacios rata valtozasaval. Ezek alapj&h ehrysogenum laktoz metabolizmusa
nincs dsszeflggésben a gomba penicillin-teémetencialjaval.

14) Az eddig vizsgaltAscomycota fajokban a galaktokinazt és a galakt6z-1-P-
uridilil traszferazt kédolé gének — fluggetlentl agBlaktéz anyagcseréfgt— minden
szénforrason kifejéinek. P. chrysogenum-ban ezzel szemben a fenti két enzimet
(feltételezheten) kddold gének konstitutiv alapexpresszio nédikilide szelektiven
indukalhatok D-galaktdzzal és laktozzal. A jelensé@-galaktdoz anyagcsere eddig
ismeretlen szabalyozasi mechanizmusai felé mutat.

A specifikus ndvekedési rata és a szénvaz asszimitasebességének 6sszefliggései
A specifikus ndvekedési rata barmely sejt/mikrobgészet alapvétparamétere, mely
don® hatassal van az anyagcserére. Jédeget koran felismerték [12], a specifikus
novekedeési rata hatasat is figyelembedvenzsgalati modszerek mégsem terjedtek el.
Ennek okai §ként technikaiak: a megkdzelités alapjat jdlefutlytonos tenyészetek
(kemosztat, turbidosztat, retentosztat és valtddaketrehozasa és fenntartasé-ies
munkaigényes, kulondésen a tenyésdieny bels§ falan intenziv névekedésre (un. fali
ndvekedés”) hajlamos fonalasgombak esetében.

15) Mddszert dolgoztunk ki a metabolikus aktivitas éspacifikus ndvekedési
rata kapcsolatanak modellezésére. Az eljaras amifknarancs (AO) fluoreszcens
festékkel vald kezelésen alapul, és fluoreszcetikapmikroszkoppal értékelh&tki.
Modellink értelmében a metabolikus aktivitds a saegnaramlas fluxusat jelenti a
micéliumon keresztil. Ha egy sejt vagy sejtrégidanelikus aktivitdsa alacsony, a
(savanyu kémhatasu) vakuolumok mérete jéart megh, amit az AO festés — az
intracellularis kémhatas csokkenése miatt — vorasoz6 szine jelez. EBteljes
szénvaz-fluxus esetén csokkeszamu és mérietvakudlumok, és zold fesiés lesz a
dominans 8. abra). A fesbdés eredménye a mintaveételt kdvett5. percben mar
ertékelhet, megorokithet és (digitalisan) archivalhato.

A modellt kemosztat tenyészetek vizsgalataval edsi. Négy kiulonbdz
specifikus ndvekedési ratan tanulmanyoztuk az ASdest; az értékek megfeleltek a
szakaszos (batch) fermentaciok gyorsulasi, gyovekedési, lassulasi illetve stacioner
fazisainak. Az alacsonyabb higitasi rata lecsokkerénvaz fluxussal jar egydtt,
aminek alacsonyabb specifikus névekedési rata atkégménye. AA. chrysogenum
micélium AO festdése valdban jeletgen eltért a kilonbézvizsgalt higitasi ratakon.
A legmagasabb higitasi ratanal észleltik a legnayywranyu zold fluoreszcenciat, a
legkisebb névekedési ratanal zold szin mar nemdéisazaz teljes mértékben a vorés
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kerllt talsulyba. A kdztes novekedési/higitasi gxtegkeknél az AO fe&tiés atmeneti
jellegii. Ezzel bizonyitottnak tekintettiik, hogy az AO &sskzoftveres képelemzéssel
torterd kiértékelése gyors, megbizhatd, szamsddnet es reprodukalhatd becslését
adja a gombatenyésazetsitu metabolikus aktivitAsanak.

Szénforras Oldott oxigén

Biomassza Szén-dioxid Termelt metabolit

8. abra. A fungalis metabolikus aktivitas Akridin narancs festésen alapul6 becslésének modellje.

16) Tudomanyos bizonyitékot szolgaltattunk a fermedcbiotechnologia
egyik régi megfigyelésére, miszerint a karbon kalialepresszié kikerilhétilletve
felflggeszthdt, ha alacsony specifikus novekedési ratan tartjulereyészeteket —
vagyis arra, hogy a specifikus ndvekedési rata mgbzoja (determinansa) a karbon
katabolit represszionak. Allitasunkat Aznidulans és aT. reesei bizonyitottan CreA
illetve CRE1-figg karbon katabolit represszio alatt allé génjeineksgalataval
tamasztottuk ald. Eredményeink ravilagitottak tindala kemosztat-tipusa folytonos
tenyészetek jeletiségére a specifikus novekedeési rataval kolcsonbaabalyozasi
mechanizmusok vizsgalata soran. Eredmeényeink ugytedmezheik, hogy a CreA-
fliggd karbon katabolit szabalyzas vonatkozasaban aesspéld szénforras” fogalom
felllvizsgalatra szorul: a szénforras(ok) altalldott metabolikus fluxus (vagyis az
anyagcsere sebessége) szabalyozzallelgesen a karbon katabolit repressziét, nem
pedig a szubsztratum(ok) anyagi (kémiai) ésiege.
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A szénvaz asszimilacié sebességének hatasa fonglambak anyagcseréjére

A T. reesai cellulazokat ipari léptékben jelleiden laktoz tartalmi szénforrdson
allitjak elb. A hidolizis lassusaga miatt feltételezték, hoglassan felszabadulo D-
galaktdz, vagy annak egy lebontési intermedierellalézok induktora.

17) Szénforras-limitalt kemosztat tenyészetek alkalmazal bebizonyitottuk,
hogy a fenti hipotézis csak részben igaz. A cetlikat modelle& cellobiohidrolaz
(cbh2) gén magas higitasi ratan valéban nem &jé#t ki, alacsony higitasi ratan
viszont tapasztaltunk enyhe kifejelgst. Ugyanezen — ipari korilményeket modéllez
— alacsony higitasi ratan azonban a lakt6z négyebeérinduktornak bizonyult a D-
galaktoznal, a génkifejédés és a keletkezett cellulaz enzimek alapjan égya®.
abra). Noha a D-glukoz és [ekvimolaris D-galaktéz + Digpz] limitalt kemosztat
tenyészetek, tovabba karbon katabolit represszjgéficbh2) illetve fliggetlen ¢bhl)
celluldz gének kifejegmésének 0Osszehasonlitdsaval bebizonyitottuk, hogypha
kifejezodés D-galaktozon specifikus indukcido kdvetkezményglvanvalova valt: a
laktéz illetve a D-galaktoz altal kivaltott cell@l@dndukciok mértékében mutatkozé
hatalmas kulénbség magaban a laktozban, és netmaoké@merjében keresahd

CBH1

850 u M

470

(kD)) M Lac Gal Glu GaltGlu Lac Gal Glu GaHGlu Lac Gal Glu GaltGlu

D=0.015 1{h D=0.030 1/h D=0.042 1/h
CBHTI
850 ‘ |
470
Lac Gal Glu GaltGlu Lac Gal Glu Gal+Glu Lac Gal Glu GaltGla
(kDa) M

D=0.015 1th D=0.030 1th D=0.042 1ih

9. &bra. CBH | és CBH Il fehérjék képzdéséenek vizsgalata Western-blot analiziss€l reesei
kemosztat-tipusu folytonos tenyészeteiben, a higéi§= specifikus névekedési) rata
fluggvényében. Lac: lakt6z, Gal: D-galaktoz, Glu: Dglukoz, D: higitasi rata.

18) A szénforrasként adagolt D-galaktéz a mutarotaciéttmaz a- és af-
anomerek elegye, mig a laktozbol felszabaduld gapadanozil monomer kizarola@-
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anomerekdl all. Megéallapitottuk, hogy &3-D-galaktéz —a-D-galaktéz anomerek
kozti atalakulast katalizalo mutarotaz aktivitag.areesei gombabdl hianyzik. Ezen
tényt alapul véve, gain-of-functioff. reesei mutarotaz mutansok létrehozaséaval
bebizonyitottuk, hogy am-D-galaktéz kialakuldsa a vad tipu3u reesei-ben csak
spontan mutarotacié révén mehet végbe, ami lecsiikkeD-galaktéz foszforilezés
intenzitasat, ez pedig hatassal van a gomba l|dkidatipusara, ideértve a fokozott
cellulaz termelést is. Demonstraltuk, hogy a mutardnatasa specifikus a laktozra: a
szintén cellulaz induktor cellul6zon nem mutathkitbEredményeink a mutarotaciot
€s a mutarotaz enzimeket illetve géneket potesceipontként jeldlik ki &. reesel
torzsfejleszt programok szamara.

19) A tényleges celluldz induktorrél E8) tézispontlapjan feltételezhét hogy
B-D-galaktéz monomert tartalmazo vegyilet. A hip@ébizonyitasara kdzvetlen
metabolomikai megkézelitést alkalmazturlk:reesel torzsek intracellularis galakto-
oligoszacharidjainak (galakto-glycom) misegi illetve mennyiségi elemzése soran
azonositottunk egy potencialis induktort. A vegy®edb hexozbdl felépd] (-(1-1)
glikozidos kotést tartalmazé diszacharitD( abra), melynek koncentracidja széles
tartomanyban jOl korreldl &. reesel ipari torzsek illetve mutansok cellulaz terel
képességével, és kizarolag laktoz szénforrasorkiezié.

PEARSON-FELE KORRELACIOS KOEFFICIENS

-1 0 +1 -1 0 +1
Hex-R-1,1-Hex | 1% 1 %
Gal-B-1,6-Gal A (— B ==
Gal-R-1,3-Gal [ =]
Gal-B-1,6-Glc L | —
Gal-R-1,4-Gal = 1
Gal-B-1,2-Glc (I [
Hex-R-1,6-Hex-B-1,1-Hex 1 2
Hex-R-1,1-Hex--1,1-Hex —1 %
Gal-B-1,6-Gal-8-1,4-Glc [ —
Gal-B-1,4-Gal-R-1,4-Glc/Fru | | —
Hex-R-1,4-Hex-B-1,1-Hex [T 1 e
Hex-[B-Hex-B-Hex** — ]

10. abra. Korrel&cio a celluldz produkcio és az e@g oligoszacharidok felhalmozédasa
(koncentracidja) kozott T. reeseittltermel 6 torzsekben (A) és D-galaktdz lebontasban sérult
mutansokban (B).
* Pearson-féle koefficiens (fekete csillag: p <0,10r6s csillag: p< 0,05).
** A glikozidos kotés tipusa nem volt megallapithab.
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Szamos fonalasgomba esetén megfigyélf&it, jellemz) a vegetativ fefldési forma
kettbs morfologigja: a tenyészet lekerekedett, éteszatfi, illetve a sejt szélességéhez
viszonyitva hosszu, elagazo, fonalas megjelenesatnili3]. A két fejbdési forma a
cephalosporin-C (CPC) antibiotikumot tultermelnpk8A. chrysogenum stllyesztett
tenyészeteiben is megfigyeliefl4]. A sejtek élettani allapotanak valtoz(tat)da
aranyuk szébségesen eltérhet: a ndvekedési szakaszban a sdjeden fonalas, az
idiofazisban kizarélag lekerekedett, fragmentapetémutatnak. A CPC termelésének
morfoldgiai vonatkozasai ezért klasszikus, de gtsthben maig nem ismert kérdések.

20) Ipari koralmeényeket szimulalé fermentéacidk révéngdalapitottuk: noha
fed-batch és batch tenyészetekben tdgwyét, hogy az. chrysogenum morfoldgiaja
eés CPC produktivitasa 0sszefliggésben all egymassaisupan azeért van igy, mert
mindkét folyamat egyidéleg ugyanazon fiziologiai valtozdsokra reagal ankaéas
limitalt elérhetségének fliggvényében. Szénforras rdadagolasakoa emtudlis
kapcsolat megsinik. Munkahipotézisiinket szénforras-limitalt kemaszenyészetek
vizsgalataval tAmasztottuk al@l( 4bra): a CPC produkciét minimalisan befolyasolta
a specifikus ndvekedési rata megvaltoztatasa, szemlmorfologiara kifejtett jeleds
hatassal. A CPC termelés illetve a ndvekedés tedpanastol figgetlen folyamatok.
Megallapitottuk tovabba: 0,4 — 40 g/l kdz6tti bicgeaa koncentracio értékeknél Az
chrysogenum CPC produkci6ja linearisan valtozik a sejtkoncécitival és az arra
vonatkozé hozamkonstans értekekkel.
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11. &bra.A. chrysogenunD-glikoz limitalt kemosztat tenyészeteinek élettarparaméterei.
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Az A. terreus altal termelt itakonsav (IA) bioszintézise a aitreavéval megegyéz
biokémiai Utvonalakon torténik, de tartalmaz egyatibi enzimet, acis-akonitat
dekarboxilazt [15]. Mindkét bioszintézis a primeryagcsere tultermédlés klasszikus
példaja, de az IA joval kevésbé ismert és tanulmaoty. A hasonlosagok ellenére az
IA fermentaciok végstitere illetve szénforrasra szamitott hozama j@atta marad a
citromsaveénak, melyet kdzel 200 g/l végkoncentr&s®5 %-ot elérhozamkonstans
mellett gyartanak ipari fermentaciés Gton [16]. iramsav fermentacids technolégia
hasznosul6 szénforras (biokémiai szempontbdl Déagjiknagas koncentracioja.

21) Ipari kéralményeket szimulalA. terreus fermentaciok révén bizonyitottuk,
hogy IA-at is lehet a citromsavéhoz hasonl6 magemim mellett termeltetni, ha két
kritikus fermentacios paramétert: a gyorsan hasdooszénforras D-glikdz illetve a
Mn(ll) ionok koncentrcidjat optimalt értéken takj A szénforrds esetében ez az
ertéek magas (> 10 %), a Mn(ll) ionoknal extréem ataty (< 5ug/l), még a standard
csapviz Mn(ll) koncentracioitol is elmarad. Az e¢léraximalis IA kihozatal 95,3 g/,
ami 87 %-os specifikus molaris hozamot, vagyis katg cukor-sav konverziét jelent.
Megéllapitottuk: technolégiai szempontbdl nincseiikség — a kdzelrokoA. niger
platformon tortéi — heterolog IA termeltetésre, miv&l terreus torzsekkel is el lehet
érni az elméleti maximumot megké6zélkihozatalt (2. abra).

1,0

0,8

0,6

(Yp/9
H

0,4

0,2

10 25 50 100 120 150 200

ltakonsav specifikus molaris hoza

0,0 T T I_;_I
1 2 5

Kiindulasi D-glikoz koncentracio (g/l)

12. abra. Az itakonsav kép#dés specifikus molaris hozama a kiindulasi D-glikokoncentracio
fliggvényében, Mn(ll) ion limitalt A. terreusNRRL 1960 tenyészetekben.
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Stacioner szénvaz asszimilacio: a cianid-rezisztealiernativ légzes szabalyozasa
Acremonium chrysogenuniban

A szénforras asszimilacié eredményekeént kelétkdZ P allosztérikusan gatolja a
lebontd anyagcsere enzimeit. Metabolit tltermsl@sn, a stacioner fazisban ezért a
szénvaz lebontasat és az ATP szintézisét székdedisolni; ezt az élettani feladatot a
mitokondrialis cianid-rezisztens alternativ legl&m el (L3. abra).

22) Az A. chrysogenum cianid-rezisztens alternativ légzésének aktivig§sen
fligg a fermentlé oldott oxigén szintjetBebizonyitottuk, hogy a jelenség hatterében
olyan élettani folyamatok allnak, melyek vagy k&teell intracellularis peroxid
képzidéshez vezetnek, vagy a mitokondrialis l1égzési lamperoxidok kepidéshez
vezeb — telitettségeét (redukcios szintjét) emelik. Azealativ légzés fokozodasa
ugyanis hatékonyan csokkenti a Iégzeési lanc retkdght és az oxigén szabadgyokok
képaddéshez vezétredukciojanak lehéségét. Ezen modell alapjan tehat a cianid-
rezisztens alternativ légzés ered#amd védelmi funkcidt tolthet be; szerepe a
(fungdlis) metabolit tultermelés sorandkfilggetlentl esszencialis [16].

membrankdzti tér
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13. bra*: A cianid-rezisztens alternativ oxidaz (AX) elhelyezkedése a mitokondrium befs
membranjaban. UQ: ubiquinon; cyt c: citokrom C.

*McDonald AE, Vanlerberghe GC, Staples JF (2009ExDp. Biol. 212: 2627-2634 alapjan.
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