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KOSZONETNYILVANITAS

Nagyon szerencsésnek érzem magam, amiért az ehmsionot évben szadmos nagyfizer
szakemberrel dolgozhattam egyutt. Készonetet momaiokien egyes kollégadmnak, akiknek
hozzajarulasa nélkil nem, vagy csak nagyon lassdedimattam volna éte tudomanyos
munkammal. Kilon kiemelerrekete Erzsébetdocenst, akivel egyetemi hallgatd kora ota
egyutt dolgozunk, s szinte minden szakmai eredmégytitt értiink el, illetve feleségemet,
Sandor Erzsébet Monikadocenst, akivel egyttt kezdtiik mikrobiolégus paly@sunkat, és
akit szakmai téren is tarsamnak tekinthetek. Kositéhtartozom ets mestereimnekiKozma
Jozseftudomanyogémunkatarsnak (Richter Gedeon Vegyészeti Gyar NyBs.)a debreceni
biotechnoldgus iskolat megalapf&zentirmai Attila professzornak, amiért érdédésemet a
fermentacios ipari jeleisédi fonalas gombak anyagcseréjének tanulmanyozaséefeléek,
valamintChristian P. Kubicek professzornak (Bécsi dézaki Egyetem), amiért bevezetett a
molekularis biotechnoldgiaba, és akinek tanacsadiamogatasara a mai napig szamithatok.
Kdszondm a Debreceni Egyetem Biomérnoki Tanszektoktak Nemeth Zoltan, Molnar
Akos), munkatarsainakMichel Flipphi, Papp Benedek, Fekete Zolta); doktoranduszainak
(Jonas Agota, Orosz Anita, Ag Norbert, Kulcsar Laszb, Mojtaba Assadollahi, Rafael
Diaz), szakdolgozo illetve diakkoros hallgatéinak, tolva a hazai fermentéacios ipar (TEVA,
Richter, Chinoin, Xellia, Agroferm, Codexis, Zolgrndvalé szakembereinek a k6zés munkat,
a sokirAnyu tdmogatast és az egydutt eltoltdit. iSzeretném megemliteni kilféldi szakmai
partnereimetBernhard Seiboth, Verena Seidl, Lukas Hartl- Technische Universitat Wien,
Ausztria; Yair Aharonowitz, Gerald Cohen, Ilya Borovok — Tel Aviv University, Izrael;
Colin R. Thomas Gopal C. Paul— The University of Birmingham, AnglidRonald P. de
Vries — CBS, Utrecht, Hollandiaderbert Markl , Martin Krahe — Technische Universitat
Hamburg-Harburg, Németorszalgancy P. Keller— University of Wisconsin-Madison, WI,
U.S.A.; Claudio Scazzocchio— Imperial College London, AngliaGerhard H. Braus —
Georg-August-Universitat Gottingen, Németorszaggl A. Brakhage — Hans-Knéll Institut,
Jena, Németorsza@eter J. Punt— TNO, Zeist, Hollandia), akikt rengeteget tanultam és
sok segitséget kaptam. Készonbabian Istvan vegyészprofesszor, korabbi centrumelnok és
rektor tamogatasat a debreceni biomérnokhety kialakitasaban. Koszonet illeti a kutatasok
anyagi hatterét biztosito hazai, kulfoldi és nelkidgtszervezeteket, alapitvanyokat, cégeket.
Es tinjon esetleg kozhelyesnek, desetinég igaz: végtelenil halas vagyok a csaladomnak

tirelmuakeért és tamogatasukert.
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AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE
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ELOSZO

Eddigi szakmai palyafutasom tulnyomé részében Jammagombak” élettanaval, ezen belll
szénanyagcserejik ikodési mechanizmusaival, genetikai és fizioloégiaalkslyozasaval,
gyakorlati jeleniségével foglalkoztam. A szénforras egyrészt alsepeekedését tamogatja,
masreészt az ipari fermentacios folyamat céltermékdnoszintéziséhez is szikséges. A két
funkcid egyféle szénforras révén is megvaldsulphtsgerves savak@llitdsa), de ugyanaz a
szénforras a nbvekedésre illetve a termelésre eészlbéé vagy kifejezetten ellentétes hatasu
is lehet (pl. antibiotikumok képrése). A szénforrasok metabolitok bioszintéziséakgrolt
hatasa is valtozatos lehet: specifikus indukcifth&tnek ki egy génre vagy egy bioszintetikus
Gtvonalra, epigenetikus szabalyozokénikiadhetnek, de a teljes genomra kiteéjdthtasu
(globdlis) anyagcsere-regulatorokat is médosithatifindezek miatt egy ipari fermentacios
technolégia megtervezése és iranyitasa nem kép&etha taptalajban lévszéenforras(ok)
asszimilacios mechanizmusainak ismerete nélkul.

Egy aerob mikrobidlis sejt szarazanyag tartalm&@s5 %-at a szénvaz teszi ki.
Ennek megfeldlen egy tipikus mikrobidlis taptalaj mennyiségénskeagalabb a felét, de
gyakran meég tobbet a szénforrasok alkotjak; az ginyainéség szempontjabol pedig
széntartalmu szerves vegyuletek szazairdl allapkatneg, hogy jelenlétik a tapkoézegben
eléonydsen vagy hatranyosan befolyasolhat adott ip@mtebhnoldgiai folyamatokat. A
szénvaz metabolizmus szertedgazo, és lényegébeleméangyéb terllettel kapcsolatbandév
aspektusa a mikrobialis élettannak, igy teljesikemanak akar csak érifleges vizsgalatara
nem torekedhettem. Raadasul — ahogy az a termdédaetanyban gyakorta&brdul — az
eredmények szamos Uj, egyrel megvalaszolatlan kérdést is felvetettek. Ertékemet mégis
abban a reményben készitettem el, hogy hozzajaraldungalis szénforrds hasznosulas

élettananak alaposabb megértéséhez, és a gyalktkkithazasok kiaknazasahoz.
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1. BEVEZETES

A doktori értekezésemben részletesen targyalt @étkamikroorganizmusok a ma érvényes
rendszertani felosztas szerint Gombaorszag (Kingdbomgi, Sub-Kingdom: Dikarya)
tomlésgombak AscomycotatorzsénekPezizomycotinaltdrzsébe tartoznak. Axspergillus
nidulans, azAspergillus terreus az Aspergillus nigerilletve aPenicillium chrysogenumaz
Eurotiomycetesosztaly Eurotiales rend Trichocomaceaecsalddjdba tartozé nemzetségek
(genera) fajai — vagyis kozeli rokonok — migTeachoderma reeseiés azAcremonium
chrysogenumaz ebzé négytl rendszertanilag tavolabb, egymashoz viszont lditeks, a
Sordariomycetegszinonim:Pyrenomycetesnagyarul ,mag-gombak”) osztalypocreales
rendHypocreaceaesaladjaba tartozo két nemzetség (genus) tagjai.

Miért pont ezekben a gombafajokban vizsgaltukéngaz lebontas mechanizmusait?
A valasznak nem filogenetikai, hanem gyakorlati iokannak. Az A. nidulansa fonalas
Pezizomycotindajok egyik hagyomanyos modellje: a metabolizmulsélgive genetikajarol
rendelkezésre &ll6 ismeretanyag, az alkalmazhatiekuld@ris bioldgiai mddszerek szama
kimagasld. AzA. nidulanson tal pedig — munkacsoportunk aktualis kutatasgpamijainak
részeként — olyaezizomycotindajokat vizsgaltunk, amelyeknél a szénvaz hastimshk
illetve a szénvaz altali indukcids és represszabgamatoknak konkrét ipari biotechnoldgiai
vonatkozasai vannak. A penicillin gyartds soraR. @hrysogenunfiermentécios szénforrdsa
évtizedekig a lakt6z (pontosabban a tejsavd) volg aT. reeseicellulaz és hemicellulaz
enzimeket jelenleg is laktozon termelik. Az chrysogenuntephalosporin-C antibiotikum
bioszintézise soran a szénvaz lebontas utolsO szakea terminalis oxidacio kritikus
jelentbsédi, az A. niger esetében pedig a D-galakt6z hasznositas hianyéaralgyakorlati
jelentbsége, mivel gyengiti a faj ndvényi biomassza leboképességét. AA. terreus
itakonsav fermentacidja soran a szénforrasgiséige és mennyisége egyarant kritikus.

Ertekezésemben d@zor a laktoz illetve egyik monomerje, a D-galakiéételével
(transzportjaval) kapcsolatos vizsgéalatainkat elmzUtana a D-galaktoz citoplazmatikus
lebontasanak munkacsoportunk altal felfedezetfjdafsédgait mutatom be, majd ratérek a
szénforrds és a gombatenyészet specifikus novakadga kdzti kapcsolatok jellemzésére. A
szenforras indukcios illetve represszios folyambtok bet6ltott szerepét a cellulazok és a
cephalosporin-C, koncentracidjanak jeles@gét az itakonsav példajan szemléltetem. Vegul a
szénforrds asszimilacio utolsé allomasanak, a teilisi oxidacionak a tikbdését mutatom
be, kilon is kiemelve a cianid-rezisztens alteknbifjizés szabalyozasanak az intracellularis

szabadgyokok képrésén keresztll megvalosuld mechanizmusait.

7
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A fejezetben az értekezésem szempontjabol legfelebb fermentacios szénforrast, a laktozt,
tovabba a szénforras lebontast szabalyozo élettalgkularis mechanizmusokat mutatom be,

réviden kitérve a torténeti illetve a nem-mikrolséspektusokra is.

2.1. ALAKTOZ ES GALAKTOZ BIOLOGIAJA ES BIOTECHNOLOGIAJA
2.1.1. Alaktéz (tejcukor) human élettani vonatkozasai
Noha a tejtermékeket évezredek 6taaBitd és fogyasztdé emberiség véber régebb Ota
ismerte, a laktdz elsirasos emlitése a Bolognai Egyetem tudos orvosbrizo Bartoletti
(1576 — 1630) 1628-ban irt, de csak halala utanetesg konyveben olvashatd ABTOLETTI
1633). ,... ez a tejsavo édes része. Ovatosan melegitsulsavdejegy vizfudgh, amig so
hozzaadasat kowedn egy fehéres anyag ki nem Ulepszik az edény &paa kilonds anyag a
tejsavo esszenciaja, amiben az 6sszes életgresil. Oldjuk fel Gjra a savoban, majd csapjuk
ki, és ezt addig ismételjik, amig mar csak az elesezzik.”. Néhany évtizeddel kébb a
velencei gyogyszerész, Lodovico Testi (1640 — 1 &¥7)zlleti gyulladasok ellen ajanlotta a
tejcukrot éaccharum lactls amit a lipcsei Michael Ettmullernek (1644 — 1p&6tejsavd
parologtatasat kovétkristalyositassal sikerllt izolalnia. A gyégyaswakiviili tudomanyos
életbe a laktoz a svéd kémikus, Carl Wilhelm Sah¢gr42 — 1786) publikacioi révén kertlt
be (XHEELE 17804, b). Heinrich Vogel (1778-1867) 1812-beagpilbtta meg, hogy a laktoz
hidrolizise glukézt eredményez @GEL 1812a, b). A laktéz masik hidrolizis-termékét,
Marcellin Berthelot (1824-1907) &ltal galaktozh@knevezett cukrot Louis Pasteur (1822 —
1895) kristalyositotta és jellemezteagPEUR 1856). A laktoz diszacharid két monomerjének
konfiguréacidjat Emil Fischer (1852 — 1919) hatasoateg (FSCHER €S MORRELL 1894).

Jelenlegi ismereteink szerint a laktd-galaktopiranozil-(34)-D-glikopiranz)
természetes korulmények kozott kizardlag a méhkgmembsok tejében fordul 8] ahol
viszont karakteres jellerimek szamft A korabbi szakirodalom beszamolt egyes névények
(Forsythiasps, Achras zapotaZizyphus jujubplaktdz tartalmardl is, de a korsdeanalitikai
modszerek sorra megcéfoltak ezeket a megfigyelé§e&ea és mtsai 1991).

A lakt6z az emiimirigyek sejtjeiben keletkezik; fajtél figgn a tej energiatartalmanak
30-50, tdmegének 2-8 szazalékat teszi ki. Atlageanyisége az emberi tejpben 70 g/EE%
€s mtsai 2000). A szintéziséhez sziikséges D-galdkt®-glikéz C-4 epimerje) a D-glikoz

! Laktéz és galakt6z egyarant tejcukrot jelent, l&blei a tej latin (‘lac’), utdbbi gorég (‘'galaktoseve alapjan.
2 Kivételt a medvefokak és a tengeri oroszlanokémjahak Qtariidae) fajai képeznek, melyek az
laktalbumint kddolé gén mutacidja miatt elvesztetildaktdz edallitas képességét.

8
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epimerizaciojaval keletkezik (hexoneogenezis)ivbtea verplazmabol szivodik fel. A kétféle
eredet ardnya kb. 1 : 2, amit az élettani korulme&nglentsen befolyasolhatnak.

A relevdns hormonok koncentracié véltozasat (protgesn csokkenés, prolaktin
emelkedés) kovéen a durva felszin endoplazmatikus retikulum felszinérlaktalbumin
fehérje képédik, ami a Golgi-apparatusba transzportalédik. lvt&n a Golgi-ban 16y 3-1,4-
galaktoziltranszferaz-1 enzim UDP-galaktdzt két maminek kovetkeztében konformacio
valtozason esik at, és képes lesz kapcsolodatlaktalbuminnal. A két fehérje kétlése utan
a -1,4-galaktoziltranszferaz-1 szubsztratum spetifsa megvaltozik: N-acetil glik6zamin
helyett D-glikdzt kot (RMAKRISHNAN és mtsai 2001). A D-glukéz reakcidba lép az UDP-
aktivalta galaktézzal, létrehozva a laktbz felhalmozédé laktéz ozmotikusan aktiv, vizet
vonz a Golgi-apparatusba, melynek komplex tartalkeaeinek,a-laktalbumin, ionok, stb.)
vezikulakba csomagolva jut el a szekretorikus kgggicsahoz (EENNAN €s EAKER 2000).
Ozmotikus aktivitdsa miatt a laktéz a keletkee] mennyiségének szabalyozdja. Mivel a
laktéz szintézis igénye édzakos — akkor viszont jeléist — , a laktoz szintetdz alegységeit
koédolo gének két transzkripcids inditohellyel rdkdenek; az el gyenge, konstitutiv
expressziot tesz lelite, mig a masodikhoz tartozé promoéter indukalhat@is, az innen
atirédé mRNS transzlacidja is hatékonyabBARER €s mtsai 1998). A laktoz bioszintézis
szik keresztmetszete a D-glikdz transzportja a véiadhez embmirigyek sejtjeibe (BAO
2014). Hianyos taplalkozas mellett a laktacio ledél; szél$séges esetben el is maradhat.

Miért van sziikség a tejben egy mashdl mém fordulo cukorfajtara? Ozmotikusan a
laktéz kevésbé aktiv, mint mas mono- vagy diszadbky igy az ozmotikus aktivitas/energia
tartalom aranya itt a legkeduidz (MuSTAPHA és mtsai 1997). Vizoldékonysaga alacsonyabb,
mint a tdbbi mono- és diszacharidé, ami tejbelidemiraciojanak szabalyozasat konnyiti meg
(VENEMA 2012). Hidrolizisét kévéen felszabadulo glikdztartalma azonnali energidbkevi
jelent az Ujszilottnek, mig a D-galaktéz az idedszer fejpdéséhez nélkilozhetetlengAm
és mtsai 2004). Létfontossdgu az Ujszuldttek immasaban is. Az Antimikrobialis Fehérjéek
(Antimicrobial Peptides, AMPSs) esszencidlisak aztrasintesztinalis fetizések leklizdésében
€s a bélrendszer mikrobiontajanak kialakulasabamo&bkben az egyik legfontosabb AMP
csalad a kathelicidinek, melyek egyetlen ismert &dnrhomoldgja az LL-37 jélfehérje. A
fehérjét kddol6 gén laktdz illetve equimolaris mgisgdi D-glikoz és D-galaktéz elegyének
jelenlétében nagyon @&en indukalddik, vagyis a tejcukor hozzajarul ezijottek gyomor-

és bélrendszerének védelméhez BsOERLUND és mtsai 2013).

3 Az a-laktalbumin és $-1,4-galaktoziltranszferaz-1 enzimeket a laktonistéz komplex ,A” és ,B”
alegységének is nevezik.

9



dc_1290 16

A laktoz a kdznapi életben legtobbszor a laktdplerancia (hipolaktazia) kapcsan
kerll széba, ami a laktéz hidrolizis képességénakyiat jelenti, és nem keveréndssze a
tejérzékenységgel, melyet a kdznyelvben tévesaddakzékenységnek is neveznek. Jeliémz
oka a laktézt hidrolizal@3-galaktozidaz (laktaz) enzimet kédoldé gén életdonsbkkerd,
majd megsiné expresszidja. Ennek kdvetkezmeényeként a sok lak#ralmazo taplalék
fogyasztasa utan a tejcukor a belekben marad,tami dtaktériumflérat taplalva. Az anaerob
laktozlebontas gazképdéssel jar (bélpuffadas, hasgores), az ozmotikakén laktdéz pedig
vizet kot meg, megndvelve a vastagbél viztartalfh@smenés). A szindroméak a féth
lakossag kb. negyedénél — jelentdldrajzi eltérésekkel — nem jelentkeznek. Az lakioz
perzisztencia a konvergens evolucié ismert péld&jalakulasat domen a populaciod
életmddja, és a tejfogyasztas ébkbvetkes mértéke hatarozza megA@A 2015).

A hipolaktazia tovabbi oka lehet a laktaz enzimni@zeti okok (bélfetizés, ebs
gyogyszeres kezelés, gyulladas stb.) miatti akviissokkenése illetve a velesziletett laktaz-
hiany, ami egy ritka, recessziven okild genetikai rendellenesség. Barmelyik ok is alljon a
laktoz intolerancia mogott, a taplalek helyes méapAasaval, illetve laktaz készitmények
fogyasztasaval a tinetek jelésen enyhithék. A laktaz készitmények jellerden fungélis
eredel (-galaktozidaz (bGal) enzimeket tartalmaznak. A b@aparatumok aktivitasanak
tulajdonsagai, emiatt pedig gyakorlati alkalmazbkatuk is jeleriisen eltéfek lehetnek, ami

magyarazza a bGal-ok iranti gazdasagi exstiddt is (RBIO-TEXEIRA 2006).

2.1.2. Allaktéz gazdaséagi-technoldgiai jelerfisége

A laktdéz természetes allapotaban a tejsavéban diaéthatd. A tejsavd a tej vizes fazisa,
mely a tejfehérjek — edsorban a kazeinek — savas vagy rennines (kimozkiosapasat és
elvalasztasat kovéen marad vissza. Az éldipust ,savanyl” (savas), a masodikat ,édes”
(semleges kémhatasu) savonak nevezzik; az igaml&itg az asvanyi anyag €s a maradék
fehérje tartalomban van. A savas kdzeg tobb sdit)(iképes oldatban tartani, mig az édes
savoban a kazeinek rennines kezelést Kowsradvanya, az un. glikomakropeptid kerul be,
az 0sszes savofehérje 20 %-at téve KINLE és mtsai 2008).

A tejfehérjék (a turd) és a tejsavo szétvalaszdasajtgyartas egyik alapveligpése. A
vilagon 2011-ben kb. 20 M t sajt készllt. Egy ki ggartasahoz kb. 10 kg tej sziikséges,
eblbl a kazein fehérjék kicsapasat kdseat 8,5 — 9 kg tejsavd marad vissza (azaz globalisan
eévente mintegy 180 M t), melynek 3,5 — 4,9 vegyézaléka, szarazanyag tartalmanak pedig
kétharmada laktdéz (&izLe és mtsai 2008). A kezeletlenll a kdrnyezetbe Ketéjisavd a
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talajban és a vizekben is karos folyamatokat iradigh (MARWAHA és KENNEDY 1988), emiatt

a jogszabalyok hulladékkezelési eljarasokat irralelf. A tejsavo tehat extra koltségeket
okoz6 melléktermék, masrészideéges, megujuld szén- és energiaforras. Ennek rakgie
mar évtizedek oOta folynak kutatasok magasabb @retmékekké (,value-added products”)
alakitasara (valorizacio), s ezek eredmeényekéntidraa keletkef tejsavonak csak a fele jut
a (biolégiai) szennyviztisztitbkba, a masik felévdbb hasznositjdk. Ez torténhet eredeti
allapotdban, koncentralt forméban, de szaritoficdga6rolt tejsavokent illetve laktdzkeént is
(MARWAHA és KENNEDY 1988;1. abra). A fehérjék kivonasat, a tejsavo koncentralasat é
ultras#irését koveten a kilonbodg tisztasagu laktdz készitmeényékba vilagon évente
mintegy 1,5 M t készil (BELFSEMA és mtsai 2010). Gyakorlati felhasznalasuk sdkra
élelmiszeripar aroma-stabilizatorként és mestessétgikészitmények alkotoelemeként
alkalmazza. Mivel az élesit — kevés kivétellél— nem tudjak metabolizalni a laktézt, sérok
edesitésére is hasznaljak. A gyogyszeriparbanlett@bas soran t@anyagként szolgal (NB:

a heroint hasonlo fizikai megjelenése miatt gyakekiozzal ,higitjak™!).

Savé

— % ) ;
a é
I

a) deritdkésziilék; b) beparlo; c) kristalyosito tartaly; d) szeparator; €) szarito;
f) 6rl6; g) szita; h) csomagolo; i) visszaoldo tartaly; j) szlrd

1. &bra: A lakt6z tejsavobdl tortérs kivonasanak technolégiai Iépései.

A lakt6z két anomer formabana- és-laktdz — létezik, kilonbség a glikopirandz C-
1-hez kobdo -H és -OH csoportok relativ pozicigjaban van.drejtekekben kétfélaxthidrat,
B-anhidrat) kristalyként illetve amorf elegyként ygglakt6z”) van jelen. A lakt6z oldatokban
spontan kristalyképmlés kovetkezhet be, amit a kémhatas és az oldé&tbarfehérjék és
ionok minsége/mennyisége befolyasol HBRGAVA és ELEN 1996). A laktoz kristalyok

megjelenése a tejtermékekben (pl. fagylaltok)galert miségi probléma.

* A klasszikus kivétel &luyveromyces lactjsnelynek lakt6z metabolizmusa a tudomanyteriilgikeg
paradigmaja (részletesen lasddtds).
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A tejsavo a fermentacios biotechnoldgiai ipar szanigyomanyos jelefgéggel bir.

A ,penicillin story” az alkalmazott mikrobiologiamert torténete, igy csak roviden utalnék az
amerikai Andrew J. Moyer (1899 — 1959) és Rober€bghill (1901 — 1997) munkassagara,
akik kutatécsoportfaa 1. vilagh&boru alatt brit tudésokkal (Howarafy, Norman Heatley)
laktdz ,lassan hasznosuld szén- és energiaforr@st-kalo definidlasa, és a lassu szénforras-
hasznosulas antibiotikum ké&jesre gyakorolt kedvézhatdsanak megfigyelése. Munkajuk
eredményekeént a nagyutzemi, kétfazisu (trofofadimfazis) penicillin fermentacié terntel
szakaszanak szénforrasa az 1970-es évekig a ldkjsavo) lett; ezutan a torzsfejlesztés és a
fermentacios folyamatszabalyozas gyorsitigke lehéivé tette a laktdz szénforras kivaltasat
ismételten adagolt, kis mennyiségzachardzzal illetve glikoz-hidrolizatummal (,rejped
fed-batch”). A penicillin gyartastechnoldgiaja a Vilaghabora alatt hadititok volt, a haborut
koveten amerikai szabadalmak formajaban kerilt leir@SoesHILL €s MOYER 1947; MOYER
1948, 1949). Talan ennek is koszohdiogy a szakirodalomban csak elvétve esik sz6 a
laktéz anyagcsere és a penicillin kapcsolataral(BN Es JOHNSON1957; BRAKHAGE 1998).

A tejsavot szamos tovabbi mikrobialis fermentad@éshnoldgiaban alkalmazzak. Az
alkoholgyartasnal nehézséget jelent, hogyaacharomyces cerevisigdesztéfaj nem képes
laktozt hasznositani. A probléma megoldasara héatoatégia létezik: (a) a laktdz hidrolizise
bGal-al, majd a hidrolizis végtermékeinek alkohobrgsztéseS. cerevisiaevel; (b) olyan
eleszétorzsek kialakitasa, melyek képesek — legalabbyzarnos szubsztratumként — laktoz
hasznositasra; (c) olyan rekombin&cerevisia@drzs létrehozasa, mely képes kifejezni mas
fajok bGal/lakt6z permeaz enzimeket kddold génpditiel D-glikdz és D-galaktéz elegyén a
S. cerevisiaeaz alkohol kihozatalt csokkeéntkétfazisu novekedést mutat, tovabba a bGal
alkalmazasa jelebs koltségnovel, az el$ stratégia gazdasagilag nem életképesy{MN és
mtsai 1980). A masodik esetérKéuyveromyces fragili®leszé tinik a legalkalmasabbnak
(CAsTILLO és [E SaNcHEZz 1978), mivel a tejsavo > 95 %-at hasznositja. KongbinanssS.
cerevisiaetorzseken alapulé gyartastechnolégiak a csokkenetikai stabilitds és a valtozé
hozamok problémajaval kiizdeneliBSAR és KENNEDY 2012).

A tejsav laktoz alapu fermentaciég@litasa soran a tejsavo asvanyi anyag és vitamin
tartalma is hasznosul, mivel a terhélactobacillugLactococcustdrzsek jellemé&en multi-
auxotréfok. A taptalaj a tejsavon tal sok egyéb kter komponenst (élesiivonat, melasz
kukoricalekvar) is tartalmaz, tovabb novelve a kdalt. A betaplalt laktéz 97 %-a tejsavva

® United States Department of Agriculture, NorthBegional Research Laboratory [NRRL], Peoria, lliino
12
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alakithatod, a végtermék koncentracioja eléri a /4 @\ ESCHLIMANN €SVON STOCKAR 1990).

A laktéz fermentacios ipari felhasznalasanak tovédiilete az an. single-cell fehérje
(SCP) eballitas, mely Iényegében éle§tiomassza létrehozasat jelenti takarmanyozasi vagy
— ritkabban — élelmiszeripari célokra. A fermenddciaptalaj tartalmazhat (a) laktozt, (b) D-
glikozt és D-galaktozt, melyet egy meg@l |épés soran enzimes vagy savas hidrolizissel
allitanak eb lakt6zbdl, és (c) tejsavat és D-galaktdzt, melggtav baktériumok allitanakéel
laktézbdl, ugyancsak & ffermentacio €ltt (Boze és mtsai 1992). Az éleszjellemzien akK.
fragilis valamely torzse, de néha 2-3 kulonbdarzs kevert tenyészetét alkalmazzak.

Laktozon gyartott fermentacids termékek lehetnekxaxpoliszacharidok is, melyeket
sokféle ipardg hasznosit, mivel viszkozitas-novedéen megvaltoztatjak az oldatok reoldgiai
tulajdonsagait. A tejsavbaktériumok mell&anthomonagajokkal is igéretes probalkozasok
torténtek. EQyX. campestridhaktériumtdrzs tejsavon, mint kizarélagos széakwn 25 g/l
xantan gumit allitott él (SiLva és mtsai 2009).

A laktoz ipari tovdbbhasznositasi lebs#geit ndveli a monoszacharidokka toétén
elé6zetes hidrolizis. A hidrolizis savval vagy enzimrtigténhet, de a kdrnyezetvédelmi okok
miatt az utdbbi a gyakoribb. A klasszikus bGal-bltris édes szirupot eredményez, amit az
élelmiszeripar (cukraszat, Udital gyartok) hasznosit. A technoldgia Achillesksaa bGal
tisztitas koltsége, amit teljes sejtes eljarass@bgdnak meg kivaltani, azaz intakt mikrobidlis
sejteket hasznalnak enzimforrasként. A lakt6z alagpermedbilitdsat kilonbéAgensekkel
(etanol, digitonin, cetil-trimetil-ammaonium bromitBhet fokozni. Merevagyas bioreaktorban
(packed bed bioreactor’), alkohollal permeabilizéleszésejteket hasznalva a tejsavo laktoz
tartalmanak 99,5 %-at sikertlt elhidrolizalni HBERRA és mtsai 2001). Szintén életképes
megoldas a bGal enzim immobilizalasa; szamos eoziddt, hordozot és rogzitési technikat
irtak mar le ([ECLEIRE és mtsai 1985a, b;@ALO és mtsai 1991a, b;MEVEDI és KAYASTHA
2009).

A bioldgiai szennyviztisztitds sokszor kapcsolédikgaz (metan) éhllitashoz, igy
nem meglefp a tejsavé anaerob lebontasanak fokoz6déd vizsgdbatakaszos és folytonos,
egy- illetve kétfazisu fermentaciés rendszerekgaeant leirtak (MNDEZ €s mtsai 1989; A
es mtsai 1989). A legsikeresebb technologia napbbiteermentor-térfogatnyi biogazt termel
tejsavobol; metan tartalma meghaladja a 70 %-ebgSuD és mtsai 2007). A tejsavé alapu
hidrogéngaz éhllitdsrél szintén szadmos publikacio olvashatdNy és mtsai 2007; BVILA -
VAZQUEZ és mtsai 2008).

A tejsavo (laktdz) ipari biotechnoldgiai felhaszednak talan leggyorsabban ddgl

terlilete az enzimtermelés. Az &ldaktézon adallitott enzim a bGal volt, az alkalmazott
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mikroorganizmusok pedig kulonféeléluyveromyce®leszéfajok (K. fragilis, K. marxianus
K. lactis— PANESAR és mtsai 2006; BMARI és mtsai 2011), illetve akspergillus carbonarius
(EL-GINDY 2003). Kéébb protedz (AHOUR €s mtsai 1996), amilaz ABral és mtsai 1992), és
mangan-peroxidaz @00 és mtsai 1999) termelésre is hasznaltak laktonfemés alapu
taptalajokat, de rekombinans penicillin acilaz tel@stl is jelent mar meg kdzlemény €D
LEON-RODRIGUEZ és mtsai 2006).

A fungdlis cellulaz illetve hemicellulaz enzimekrfeentacios uton torténeloallitasa
leggyakrabban szintén lakt6z szénforrason torténédyhez arrichoderma reesgieleomort:
Hypocrea jecorinafonalas gombat hasznaljak. A legjobban tetifielreesettrzsek 100 g/I-t
meghaladd végkoncentracioban képesek extracefiuid@niérjéket kivalasztani; ennek kb. 90
%-at cellulazok és hemicellulazok teszik kiugrND és mtsai 1988). A legjobban indukald,
részlegesen vizoldékony, kolloidalis allapotd déluhidrolizatumok azonban megnehezitik a
keletkezett fehérjék tisztitasat, mivel enzim ésbsztratuma kozoétt & kotdés alakul ki.
Emiatt jelenleg a laktéz az egyetlen olyan széafyrmely a gyakorlatban is alkalmazhat6
cellulazok, hemicellulazok és — egymed kisérleti tzemi léptékben — rekombinans fehérjék
termeltetésére ENTTILA €s mtsai 2004; ISGH és mtsai 2015). A. reeseicellulazainak
promoterei (pl. a cellobiohidrolaz-I illetve celliobidrolaz-1l expresszidjat szabalyozbhl

éscbh? ugyanis felhasznélhatok heterolog fehérjék trangeiojanak szabalyozasara is.

2.1.3. A mikrobidlis lakt6z anyagcsere szabalyozasa

A bakterialis lakt6z anyagcseretikbdésének és szabalyozasanak felderitése a maiskula
biologia egyik mérfoldkove. Francois Jacob (192P043) és Jacques Monod (1910 — 1976)
fiziologiai Nobel-dijat (1965) eredményekdzleménye tobb mint fél évszazadosods és
MonNoD 1961), de génregulacios modelljuk|az- (lakt6z-) operon maig elfogadott €lis
2011). Kutatasuk alapkéerdése: hogyan kapcsolodikelegy enzim szintézise?

A vizsgalatokhoz azZEscherichia colibGal enzimét hasznaltdk. Megallapitottak, az
enzim természetes induktora a lakt6z transzglikomja soran keletkézlaktéz-analdg, az
allolakt6z @-D-galaktopiranozil (+>6)-D-glukdz). Leirtdk a£. coli torzsek bGal szintézise
kozotti elteréseket (teljes hiany, indukalhato, #dativ termebdés), é€s azt, hogy a bakterialis
konjugacio (IEDERBERGES RTUM 1946) révén az enzimszintézis befolyasolhat6. Kathak,
hogy a bGal szintézis induktorai a represszié miéhtesitenek (,enzim repressziés modell”).
Legismertebb eredménylik azonban az operon elnglgenomi DNS tobb struktargésib
felépub funkciondlis egységét (génklaszter) egyazon syabdalrégio nikodteti. Az atir6do
MRNS ezért tartalmazza az adott élettani feladatheetiinkben a lakt6z hasznositasahoz
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szikséges 6sszes enzim kadjat (policisztronos mMRNS)

A szabdlyzo régid a promoter és operator szakast@diil fel; az dibbihez az RNS
polimeraz, utébbihoz a transzkripcids faktorokdkiitek. AzE. colilac-operon strukturgénijei
a lacZ (bGal), alacA (galaktozid-acetil-transzferdzés alacY (B-galaktozid permeéaz). A
relevans transzkripciés faktor a konstitutiv repeeslacl. DNS-hez kaidését a CAP fehérje
(Catabolite Activator Protein) teszi letieé, mely felnyitja a ketis hélixet. Ezt megékéen a
CAP — két cAMP molekula kétlésének eredményeként — konformacié valtozasonagsés
a DNS irant megndvekedett affinitasu aktivalt fobakerdl.

A fentiek alapjan ag. colilakt6z operon riikodése a kovetkéz a citoszolikus CAMP
koncentracié D-glikoz hiany esetén megemelkedilsdgfszignal), kialakul a cAMP-CAP,
mely a DNS egymast kovenagyobbik mélyedéseibe ('major groove’) horgonykpés a
kettés hélixet egy specifikus, a prométer régiotell6 bazisparnyi (bp) szakaszon szétnyitja.
Az RNS-polimeraz az igy hozzaférbe¢ valt operon promoteréhez &dik. A transzkripciot
azonban gatolja lcl gén terméke, mely nagy affinitdssal ddik a promoter utan talalhaté
operator szakaszhoz. A minimalis mennyiségben mkeistked bGal azonban képes a
laktézt annak megjelenésekor allolakt6zza alakitaniallolaktdéz kébdése miatt a represszor
konformacioja megvaltozik, nem tud az operatordBgz ko6dni, s igy elharul az akadaly az
RNS polimeraz utjabol. Az atirédo strukturgén-tekeié mikdodésbe lépnek, a folyamat
felgyorsul, és a laktoz elfogyasaig illetve gyorsaatabolizalod6é szénforras (pl. D-glikoz)
megjelenéséig tart. &@bbi esetben a represszor operator régiohoz Wrigmoli kdtbdése,
utdbbiban a DNS-t szétnyitd6 cAMP-aktivalt CAP hianyiatt all le a transzkripcio. Azt is
kimutattak, hogy az induktor kizaras is fékellehet alac-operon kikapcsolasaért D-glikdz
jelenlétében. Baktériumokban a glikoz a PEP-§Ufpgzfotranszferaz rendszer (PTS) réveén
transzportalddik; a PEP foszfatcsoportja tobb fieh&bzbeiktatasaval végil a D-glikozra
kerll. Ezen fehérjek egy része tobbféle cukrotéigds foszforilezni, masok (pl. az E-llé
D-glukoz-specifikusakd. abra). Mivel glukéztranszport esetén a foszforilacigény nagy, a
defoszforilalt E-1l-Ayc koncentracioja megn es a laktoz permeaz feherjével szembeni
affinitasa miatt hozza kétlik, vagyis laktoz permeaz-E-Il-f fehérjekomplexek alakulnak
ki. A D-glikoz transzportja tehat a lakt6z permegaktivalasaval, ezen keresztil pediqe
operon induktoranak a kizarasaval jar.

A lac-operon modell bizonyitasanak kulcslépésta@ géentermék (= a represszor)

tisztitdsa és funkciondlis vizsgalata volt. Ki k#llzarni, hogy a molekula a fehérjeszintézis

® Noha része lc-operonnak, a galaktozid acetiltranszferaz a lak@sznositasahoz nem sziikséges; nem-
metabolizalhaté D-galakt6z analdgok detoxifikadiga jatszik szerepet.
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soran fejti ki hatasat. Sikerult olyan fehérje-fragt izolalni, mely kéédott az izotoppal jelolt
induktorhoz (@.BERT és MULLER-HILL 1966). Ez a frakci6 a vad tipu&tl coli DNS-sel
egyUtt mozgott, operator szekvenciaban mutdns DMISiszont nem. Nem hidrolizalhato,
mesterséges indukfohatasara azonban elmaradt a jellt fehérjefraési@ vad tipusti DNS
kotodése (@BERT €s MULLER-HILL 1967). A lac-represszor 360 aminosavbol felégpul
tetramer szerkeztfehérje (&ISLER és WEBER 1977). Mindegyik monomer képes DNS-hez
kotédni. Az operétor szakasz 27 bHall, ebl®l a centrdlis 17 bp szikséges a specifikus
kotodéshez (BURGEOIS€s RGGS 1970; BAHL €s mtsai 1977).

[ 1acZ > [ lacY > [ lacA >
UCE TpF > [glpk > [glpX
i AC — Crp ~cAMP > |gp >I8P >IEP>
ik

allosztérikus
szabalyozés

piruvat

glitkoz foszfoenolpiroszélosav
foszfoenolpirosz6losav
T v
gliik6z-6-foszfat - citromsavciklus és
katabolizmus sikiminsav 1t
/ (Embden-Meyerhof ttvonal)

gliikoz + iaktézﬁk ~ LacY allosztérikus

szabalyozas

laktoz

LacY —p laktoz —pallolaktéz — | Lacl rallolaktoz ———p [TacZ > [TacY >[lacA™>

GIpF  —— glicerol —.—_GlpK. allosztérikus
T szabalyozas

gliikoz + glicerol

katabolizmus
(Embden-Meyerhof tvonal)

glicerol GlpF  —p glicerol GlpK — glicerin-3-foszfat—p

2. dbra: Az E. coli foszfo-transzferaz rendszerének (PTS) attekintésA.lila sav a sejtmembrant, a sarga
terllet a citoszolt jelzi.

A represszor molekula DNS-kithelyeinek analizise a fehérjek NMR-rel todén
szerkezetvizsgalatanak ismert példajaerINA és mtsai 1993; iFEDMAN é€s mtsai 1995).
Az intakt represszor teljes szerkezetét — 6nmagdledwe operator régioval és effektorokkal
komplexben — rontgendiffrakcids eljarassal hatddomeg (IEwis és mtsai 1996). Ez alapjan
a fehérje négy elkulondilfunkcionalis egységre tagolodik: fejrész (az Nytiexdlis domén,

NTD), sarokrész, cukorkéthely és a kdzponti rész (a C-terminalis domén, CRBCTD két

" izopropilB-D-tiogalaktopiranozid (IPTG)
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részre tagolhato: az egyik falsla dimerizacidért, a masik a metabolitok jelemiékéaz NTD
felé tortéd kommunikacidjaért. Aac-operon modell tovabbi fejlesztése két ) operatly

(O, és0y) leirasa volt (BHLER és mtsai 1990), melyek funkcidja redundans, feostik csak
kettss mutansokbamd0O,/O3) jelentis. Szerepilk a represszoiikiidésének finomhangolasa.

A lac-operon kutatasanak szamos, 6nmagan tulmutato éraanett (lEwis 2013). A
represszor aktivitasanak metabolitok altali szaldga az allosztérikus regulacio un. Monod-
Wyman-Changeux (MWC-) modelljét eredményezteo(dD €s mtsai 1963), a represszor és
az operator régié kétiésének vizsgalata a fehérje — DNS kdlcsonhatasmhamizmusainak
molekularis alapjait rakta le ((BERT és MaxaM 1973; SEMAN €s mtsai 1976). A represszor
NTD bi-helikalis felépitése, az un. ’helix-turn-hel(HTH) motivum sok egyéb DNS-két
fehérjére is jellemi (SAUER és mtsai 1982). fac-operon szabalyzé elemeivel befolyasolhat6
az egeér tirozinaz gén transzkripcidja, vagyis atéréklis mechanizmus egy efshllatban is
mikodokepes (RONIN és mtsai 2001).

A gombak lakt6z hasznositasa kapcsan dzfelkelhetd dolgozat aNeurospora crassa
laktézt nem hasznositd illetve vad tipusu torzdeib&al enzim-preparatumait hasonlitja
0ssze. Mivel kulonbséget nem talaltak, a mutacidakadz transzportjanak tulajdonitottak
(LANDMAN €s BONNER 1952), vagyis feltételezték a két funkcionalis kamens (permeaz,
hidrolaz) meglétét. AzOphiostoma multiannulatwinan a laktdz szintén bGal aktivitas
megjelenését indukélta @AsTEN 1956). A kutatasi terllet modell-szervezete azonba
eredetileg tejl izolalt K. lactiséleszb. A sajtgyartas soran a tejsavo kezdeti savanyodasa
az organizmus okozza, a tejsavbaktériumok csakbkéslominalnak. Mas szempontbdl is
kival6 modell-faj: tetrad képzése indukalhato, loaplés diploid allapotban is fenntarthato,
parosodasi tipusai ismertek, vagyis alkalmas asklkss genetikai vizsgalatokra (keresztezés,
tetrad analizis), de a rendelkezésre all6 molelauldiologiai eszk6zok (genomszekvencia,
transzformaciés-szelekcios rendszerek, mutansdiktonak) szama és misege is jelerds
(SALMERON és HHNSTON 1986; WRAY €s mtsai 1987; uoN €s mtsai 2004; BOISTRA €S
mtsai 2004; RBIO-TEXEIRA 2006; RoDICIO és HEINISCH 2013).

A laktéz lebontas etslépése gombakban kétféle: extracellularis ésdpthalaris lehet
(3. abra). Az el esetben a diszacharid sejten kivil hidrolizal nmoeigeire az extracellularis
bGal aktivitasanak hatasara, és ezt koveti a Déglis D-galaktoz felvétele. A masodik
esetben maga a diszacharid keril be a sejtbe &tfyz lranszporter révén, és a sejten belll

torténik a hidrolizis.

17



dc_1290 16

[-galaktozidaz

Laktoz » Galaktoz

X Gliikoz

laktoz permeaz || sliikiz permedz | |8@laktoz permeaz

Laktéz Lk » Galaktoz
W
Gliikéz

3. dbra: gombéak laktéz anyagcseréjének vazlata. Ad sav a sejtmembrant, a sarga terilet a citoszojelzi.

A K. lactis intracellularis lakt6z anyagcserével rendelkezikranszportért 8AC12
gén altal kodolt permeéz a féls| mely a D-galaktozt is képes importalni, noha\sdemben
csak alacsony affinitassal biriGAMONTE és mtsai 2011). A kidsD-galaktdzt elésorban a
Hgtl altal kodolt nagy affinitast D-glikoz permeaz saportalja (BRUFFINI €s mtsai 2006;
BILLARD és mtsai 1996). Sejten belul a lakto2tAC4 géntermék bGal hidrolizalja. Emlitést
érdemel, hogy nevéhez méltéaK alactis a Kluyver-effektust mutat6 élegkt kozé tartozik:

a cukrokat — a D-glukozt is ideértve — kizardlagohekorilmények kdzott tudja hasznositani
(FUKUHARA 2003), vagyis eldd a szempontbdl eltér a. cerevisiaddl. Intracellularisan a
D-glikoz nagyrészt a pentdz-foszfat uton hasznesadmben pékélesetel, ahol a szénvaz
fluxus ~ 90 %-a a glikolitikus Utvonalra kerUlARRIO és mtsai 2006). A D-galakt6zbdl

szarmazd szénvaz hasznosulasanak biokémiajat skkdyéejezetekben tekintem &t.

2.1.4. A p-galaktoz ebfordulasa a természetben

A D-galaktozt eredetileg a laktdz egyik 6sszéjeként irtak le, de a természetben mas fontos
eléfordulasi médjai is léteznek. Mennyiségi szempohtadnévényi sejtfal hemicelluléz
matrixanak egyik épdtelemeként bet6ltott szerepe a legjadsabb. A hemicelluléz altalanos
funkcidja a celluléz mikrofibrillumok k&zotti keretkotések kialakitasa. A hemicellulézok
kémiailag harom tipusba sorolhaték: xilan, mannaxitoglikan. A D-galaktéz az egyetlen
komponens, mely mindharom tipusbadfeldul, $t a névényi sejtfalnak a cellul6z illetve
hemicelluléz melletti harmadik poliszacharid tipp&k a pektinBl is kimutathaté (RuLy és
KEEGSTRA 2010). A D-galaktéz novényekbenétrduld polimerjét galaktannak nevezzik;

jellemzsena-(1—6), de néhar-(1—3) kotést tartalmaz.
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A 2-9 monomerbl felépul galakto-oligoszacharidok kdzvetlenil nem haszrpsig
a felszivodast és az emésztést a bél baktériun#itai stimulaldsa révén éskegit, un.
prebiotikumként a kdzelmultban komoly piaci pozkes tettek szert. A D-galaktoz tobbféle
hetero-oligoszacharid alkotoelemekeént i&f@idul, pl. a zéldségekben talalhato sztachidézban
(D-fruktofuranozile-D-galaktopiranozil-(+>6)-D-galaktopiranozil-(+ 6)-D-glikopiranozid,
a raffindzban (D-galaktozil-szachardz) és a verk@spentaszacharidban (,raffin6z-csalad”).
A raffin6zok a-galaktoz kotéseit aa-galaktozidaz enzimek hidrolizaljak.

Fentieken tal a D-galaktézabrdul a gombék sejtfalaban, valamint a magasaludfiren
eukariotak glikolipidjeiben és glikoproteinjeibesy melyek révén vitalis élettani funkcidkban

jatszik szerepet.

2.1.5. A D-galakt6z anyagcsere Leloir itvonala

A D-galaktdéz hasznosulasanak biokémigjat a multat&ozepén az argentin Luis Federico
Leloir (1906 — 1987) laboratériuma tarta fel; mussaégat 1970-ben kémiai Nobel-dijjal
ismerték el. A lebonto6 folyamat él$épése a D-galaktoz foszforilezése galaktoz-1t&itr a
galaktokinaz (galaktoz : ATP foszfotranszferaz) enzim altaR(€co és mtsai 1948). A gal-
1-P egy enzim és egy kofaktor jelenlétében D-glikdaszfatta alakul (@PUTTO €s mtsai
1949). Az enzim nev®-galaktdz-1-foszfat uridilil transzferaz (gal-1-PUT), a kofaktor a
D-glukozzal kapcsolddo uridin-difoszfat (UDP-glUukd2ARDINI és mtsai 1950; APuTTO €s
mtsai 1950). A reakcié soran az enzim egy, az UDiRégrol szarmazd uridin-monofoszfat
(UMP) csoportot transzferal a gal-1-P-ra, UDP-gaiak és glu-1-P-ot hozva ezzel létre. A
folyamat ugy is felfoghatd, hogy a D-galakt6z képésben (6bb egy foszfat- majd egy
UMP-csoport raepulésével) aktivalodik, és igy &atl instabilla valik a négyes szénatomon
bekovetke# enzimes epimerizdciohoz. Az UDP-galakt6z — UDR«@H atalakulast (az
epimerizaciot) at)DP-galaktdz-4-epimeraZ katalizalja; az igy létrejott UDP-gliikdz készen
all egy Ujabb gal-1-P aktivalasarae{loir 1951). A harom enzimet 6sszefoglaléan Leloir-
utvonalnak nevezziild( abra). Mai tudasunk szerint ez az egyetlen olyan biakéatvonal,
ahol harom 6nalléan kbédolt és kédé enzimnek az az egyedili funkcidja, hogy egytttesen
€s eukariotakban is altalanosan elterjedt; mindképortban ez a leggyakoribb D-galakt6z

hasznositasi utvonal GtDEN és mtsai 2003). AE. coli gal-operon négy enzimet (Leloir-ut

8 Az enzimet eredetileg 'Waldenaz’-nak neveztékrelel a reakcié mechanizmusa mogott — tévesen — a
Walden-féle inverziot sejtették.
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+ mutarotaz) kodolK. lactisban ésT. reeseiben a kinaz, transzferaz és epimeraz enzimeket
kodolé gének nevé&ALl/gall GAL7/gal7 és GAL10/gall0(WEBSTER €s DCKSON 1988;
SEIBOTH és mtsai 2007 af. nidulansbangalk, galD ésgalG (ROBERTS1963).

o/-D-galaktoz

galaktoz|permeiz

galaktoz ——o-D-galaktoz B-D-galaktoz
< galaktoz mutarotaz (GALM) =
ATP ™" galaktokiniz (GALK)
ADP UTP
v
galaktoz-1-foszfit «-===-cmcccccnanannx & ------------ -
/—b UDP-gliik6z < B —
—\ UDP-gliikiz
galaktoz-1-foszfit- UDP-galaktoz-4-epimeriz ' pirofoszforiliz
uridilil-transzferiz (GALE) ' (hUGP2)
(GALT) :
\_’ UDP-gliikoz
UDP-ealaktoz d--------------- pirofoszforiliz
B (hUGP2)

gliik6z- 1-foszfat /
foszfogliik az (PGM /11
l oszfoglilkkomutaz (. ) UTP

gliikoz-6-foszfat

4. abra: A D-galakt6z hasznositas Leloir-Utvonalank attekintése. A lila sav a sejtmembrant, a sarga
terllet a citoszolt jelzi. A szaggatott vonallal j&lt reakciot eddig csak éles#tben (S. cerevisiapL Al és
ELsAS 2000) irtak le.

A Leloir-Gtvonal mitkddéséhez tovabbi harom enzim szikségelss a D-galaktoz
mutarotaz (4. abra). A D-galakt6z oldatban nyilt lancu éstgiis formaban létezik. A nyilt
lanc karbonil szénatomjanal aiggivé zardédas soran egy Uj sztereokdzpont alakwl-kés[3-
anomert eredményezve. A galaktokinaz csa-f=galaktozt foszforilezi, igy 8-anomernek
a foszforilezés étt a-formava kell alakulnia (mutarotécid). D-galaktézitarotaz géneket
szamos pro- €s eukariotaban azonositottak; tobteggéknek, igy a human mutarotaznak is
meghataroztak a haromdimenzids szerkezet®tsON €s REECE 2003). A prokariotaK. coli)
enzimmel szemben a human mutarotdz szubsztraturakérgalaktdzt preferalja a D-gliikoz
helyett. Human D-galakt6z mutarotaz mutaciohoz é&btbetegséget még nem irtak le.

A masodik ,kiegészfi’ enzim afoszfogliko-mutaz (4. abra), amely a D-glu-1-P-ot

alakitja a glikolitikus intermedier glu-6-P-ta. 8dzfoglikomutéaz altalanos funkcidja a foszfat

° A szakirodalom néha ezeket az enzimeket is a t-étwbnal részeinek tekinti.
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csoport intramolekularis, reverzibilis transzferB-glikdz 1’ és 6’ szénatomjai kozott.

A Leloir-atvonalnak a felépdtanyagcserében is fontos szerepe van;okiDigalakt6z
forras hianyaban igy keletkeznek az exo-poliszagbkban, lipo-poliszacharidokban, sejtfal-
komponensekben, glikoproteinekben talalhaté gatakegységek. Leloir fontos eredménye
az el$ cukor-nukleotid, az UDP-glikdz azonositasa és digjanak (kofaktor a gal-1-P-UT
reakcidban) tisztdzasa volt. Felismerte a kompt&nkidratok felépitésében betdltott szerepét
is: azUDP-glukoz pirofoszforildz (a harmadik ,kiegészit enzim) altal katalizalt gli-1-P +
UTP reakciobdl egy pirofoszfat egység és UDP-glik@letkezik (LELOIR 1964;4. abra). Az
UDP-gliukoz a glikogén szintetaz szubsztratumakegiikagén szintézis éanyaga. A Leloir-
utvonal lépéseit az UDP-glukdz pirofoszforilaz reidkal 6sszekapcsolva [1] lathatd, hogy a
D-galakt6z energetikai szempontbdl ugyanolyan hatgkorrasa a glikogén szintézis glikozil

epivelemeinek, mint a D-glukoz.

D-galakt6éz + ATP + UTR«— UDP-glikoz + ADP PP [1]

Az UDP-glukoz pirofoszforilaz gal-1-P-bol + UTP kaenzacidjaval UDP-galaktozt is
eléallit (LAI és EsAs 2000;4. abra), ami UDP-galakto-furan6zza alakulva (mutarota@o)
sejtfal felépitésében vesz részt. Az anabolikugdidgk az okai annak, hogy a Leloir-utvonal
enzimeit kddolé gének konstitutivak, vagy alap-esprios rataval rendelkeznek {EANINY
e€s mtsai 2008; 2010). Végezetll, a Leloir-uUtvon&bates anyagcserében is részt vehet, pl.
uborkaban Cucumis sativysa galakt6z tartalmu tartalék szénforras, a sabadebontasaban

€s szachar6zzé alakitadsaban jatszik szerepetd§es PIARR 1982).

2.1.6. A D-galaktdz anyagcsere alternativ Utvonalai

Noha a Leloir-utvonal altalanosan elterjedt awighgban, alternativ megoldasok is léteznek a
D-galakt6z hasznositaséara. A felfediedl elnevezett De Ley-Doudoroff-Utvonal €LEY és
DouDOROFF1957) az Entner-Doudoroff Utvonal NENER €s DDUDOROFF1952) D-galaktoz-
specifikus valtozata( abra). A Pseudomonas saccharophiiaszforilezés helyett oxidalja a
D-galaktozt, ami D-galaktono-lakton, galaktonsawégeto-3-deoxi-6-foszfo-galaktonaton at
glicerinaldehid-3-foszfatta és piruvatta alakuH(STER €s DDUDOROFF1967). Az Utvonalat
kizarélag prokariétakban (nagyrészt Gram-negatiktédsaimokban) azonositottalg. colr
ban a harom enzimet kddol6 génettga-operon részeit képezik (BLAND €s mtsai 1993).

Ugyancsak kizarélag prokariotakbds coli, Rhodobacter sphaeroidetalaltdk meg
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galaktoz galaktdz
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galakioz Attt
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NAL D-galaktono-y-lakton Bl D-galaktitol
o (—\b\‘ o \g-ﬂakum] dehidrogeniz (gatD)
Ho D-galaktonat Dtapatéz
HO dehidratiz (dgoD) TP tagatoz kindz

. 5 ADP:
2-keto-3-deoxi-D-galaktonat

D-tagatoz-6-foszfat
ATP
ADP 2 AlP foszfofruktokinaz (pfkA)

ADP
6-foszfo-2-keto-3-deoxi-D-galaktonit D-tagaioz-1,6-biszfoszfit
gatoz-1,6-biszfoszfat aldol
(gatY)

D-aliceraldehid-3-foszfit piruvat D-glicerinaldehid-3-foszfat  dihidroxi-aceton foszfat
5. abra: A D-galakt6éz hasznositas De Ley- 6. abra: A D-galakt6z hasznositas tagat6z-1,6-
Doudoroff-tvonalanak attekintése. A lila sav a biszfoszfat-Utvonalanak attekintése. A lila sav a
sejtmembrant, a sarga teriilet a citoszolt jelzi. sejtmembrant, a sarga teriilet a citoszolt jelzi.

azt az utvonalat, mely éldépésben galaktitolla (dulcitol, a D-galakt6z pHh) redukalja a
D-galaktozt, majd D-tagatozt hoz létré. @bra). A tagatdz 1,6-biszfoszfatot egy specifikus
aldolaz hidrolizalja D-glicerinaldehid-3-foszfat dihidroxi-aceton foszfatta ($INEIDER és
mtsai 1995; IMBELMANN és LENGELER 1996).

Eukariotdkban a mi kutatdsaink szolgaltattalsebr kozvetlen bizonyitékot alternativ
D-galaktoz lebontéasi Utvonal |étezésére Amnigersejtmentes kivonataban ugyan kimutattak
a De Ley-Doudoroff utvonal kdzteseitl@HAFEI €s ADEL-FATAH 2001), de az enzimeket és
azo6ket kodold géneket nem azonositottak, noha lfigertdrzs genomszekvenciaja ismert
(ANDERSENés mtsai 2011), és a genom funkcionalis annotitci®jelvégezték . és mtsai
2007). PoBERTS(1970) korabban leirta, hogy Az nidulansgalaktokinaz mutans lagos (pH >

7,5) tApkozegben hasznositja a D-galaktozt, delkemiai hatteret nem vizsgalta.

2.1.7. A D-galaktéz patobiokémiaja

A galaktozémia, vagyis a D-galaktoz lebontas képgEsek hianya egy ritka (eurdpai erédet
emberek esetében atlagosan 60000 szlletésnél egyoeduld), de sulyos betegség, mely
azonnali kezelés nélkll az Gjszulott halaldhozeisethet. A rendkivil diverz tiinetegyuttes —
sargasaggal egyuttjar6 maj-megnagyobbodas, vegteleldség, mentalis és testi $ejési
zavarok, katarakta (szirkehalyog, azaz a szemldéngatereszt képességének csokkenése;
SHIELS €s HEJTMANCIK 2013), beszédzavar, hiperammonémia (a vér ammexmidjének
megemelkedése), petefészekkidési zavarok — mar 100 évvel diteismert volt (®PPERT
1917). A tejmentes diéta terapias hatasals®dh és TURNER (1935) irta le, de a betegség
molekularis hatterét csak a D-galakt6z anyagcsee&jdeltarasat kévéen hatarozta meg a

Herman Kalckar (1908-1991) vezette laboratoriussLBACHERES mtsai 1956).
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A betegség alapesetben (klasszikus galaktozénga)-&-P-UT enzimaktivitas teljes
vagy részleges (Duarte-galaktozémia) hianyabol dakanit a gén pontmutaciéi okoznak
(BERRY 2014). A betegség oOrdldésmenete autoszomalis recessziv, vagyis kialakubas
mindkét szibnek hordozénak kell lennie (,G/G genotipus”). A Deagalaktozémia esetén a
beteg az egyik szdtol mikodéesképtelen (,G”), a masiktdl szintén mutans rékzlegesen
miikodoképes gént (,D”) 6rokdl, igy a gal-1-P-UT aktivitasiormalis 25-30 %-at is elérheti.

A galaktozémia diagnézisa a sziiletés utan, vagyresség alatt tortérfk A terapia a
laktoz és D-galaktoz tartalmu élelmiszerek tel@sthosszig tarto kizarasa. Mivel a Leloir-at
a felépi6 anyagcserének is része, a betegeknél a D-galagtzgls anyagcsere folyamatok
kulonb6d mértékben csokkent aktivitdsuak lehetnek. Ez kpdt is sokféle, de tipikusan
intellektualis problémakkal osszefitgdlinikai kdrképeket eredményezhet, dsszefliggésben
azzal, hogy a D-galaktoz fontos az idegrendsz&idégéhez (ki és mtsai 2014).

A klasszikus galaktozémiahoz hasonlé tiineteket @kgalaktokinaz illetve az UDP-
galakt6z-4-epimeraz aktivitasanak elvesztése iggyakoribb a galaktokinaz gén mutacioja
miatt bekdvetkeZ szirkehalyog. A mutacié egyik tipusa (A198V), ar (saka-varians a
galaktokinaz enzim instabilitdsat eredmeényezi;@asiallél gyakorisaga Japanban meghaladja

a 4 %-ot!

2.2. A KARBON KATABOLIT REPRESSZIO

D-glikéz, és néhany mas, gyorsan hasznosulé szésflenlétében a lassabban hasznosul6

szénforrdsok lebontdsdhoz sziikséges enzimeketdk@eéakk gatolt (represszalt) allapotban

vannak. A jelenséget karbon katabolit represszidfmakbon @tabolite epression, CCR)

nevezzuk. Noha a CCR az egyik legaltalanosabb lgopanetikai szabalyoz6 mechanizmus

az ébvilagban, a részleteket tekintve jeléstk az eltérések nemcsak a pro- és eukariotak

kozott, de nemzetségdnu3 szinten is. A bakterialis CCR legismertebb pédaac-operon

és a vele funkciondlis kapcsolatbanddéwszfo-transzferaz (PTS-) rendszer (I8sdbra).
Eleszékben és fonalas gombéakban a CCR-t egy DNS;KBys-His, tipust cink-ujj

represszor fehérje kdzvetiti, mely@t cerevisieden Miglp-nekA. nidulansban CreA-nak,

T. reeseiben Crel-nek neveznekAMAN és mtsai 2008; FROFF és mtsai 1997; 1®RAUSS €s

mtsai 1995). AZA. nidulansés aS. cerevisiadetios cink-ujj doménje 70 %-ban megegyezik.

A represszor a szabalyzand6 gének promotereibeh Giv-boxokhoz kdtdik. EzeketS.

cerevisiaeben két AT-gazdag régio fogja kozre, mAg nidulansban illetveT. reeseiben a

10 A galaktozémia a fenilketonuria utdn a masodilanlyroklott anyagcsere-rendellenesség volt, amit az
Ujszilottek kotelek sZirésével ('newborn screening’) rutinsééen ki lehetett mutatni.
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represszor-két konszenzus szekvencia (5-SYGGRG-3') két, egymaskdzeli képiaban
van jelen (©BERO és $AzzOCCHIO 1994; DDWZER €s KeLLY 1991; TAKASHIMA €s mtsai
1996). AcrelicreA geén teljes kilitése extrém fenotipusokat eredmérgyeeszleges delécid
pedig jellem#en az extracellularis enzimek képZsének fokozodasaval jar, amit az ipari
torzsfejlesztésben ki is hasznalnak (pl.reeseiRUT C-30 cellulaz terméltorzs). Egyes
CCR ala e$ gének specifikus represszorokkal is rendelkeznékanyT. reeseicellulolitikus
gén kifejeddését D-glikdz jelenlétében azelgéntermék gatolja (Ro és mtsai 2003).

A represszor fehérje szabalyozasanak élbsrt S. cerevisiaeés fonalas gombakban
(A. nidulans, T. reesei, N. cragsa fontos eleme a sejten bellli lokalizacio. Haiepresszalt
sejtekhez D-gliikézt adunk, a represzor percekeil lrekejtmagba transzportalédik. Itt az
alternativ szénforrasok lebontasdhoz szikségesk géfegezodésének represszidja kit
mechanizmussal torténik. Egyrészt a genkiiéjeshez szikséges transzkripcios faktorok és
metabolikus enzimeket kddold gének kiféjdése gatlddik, masrészt a kromatin szerkezet is
megvaltozik az érintett terlleteken, akadalyozvaaaszkripcidt (Res és mtsai 2014). A
kromatin szerveiést a nukleoszéma pozicidja és a hiszton fehdnjéklacioja/acetilacioja
befolyasolja. Gatlas soran az expresszioban dritratszkripciés fehérjek nem tudnak a
kromatinhoz — pontosabban a benn& I®NS-hez — kdtdni. A glikoz altal represszalhato
gének a kromatin sejtmag perifériagjahoz kdzelehibrészein talalhatok (ENON és mtsai
2005). A gluikoz jelenlétében és hianydban bekowétkejtszinti valtozasokat. cereviseae
ben illetveA. nidulansban a7. és 8. abraszemlélteti (lasd még®wN és mtsai 2014).

A CCR egyik legfontosabb eleme a (kilvilagbart)egliikdz érzékelése. Gombakban
a sejtszini valasz perceken belll kialakul, amitd@&erban a cAMP/protein kinaz A (PKA)
Utvonal szabalyozS. cerevisiaden a szigndl transzdukcids Utvonal csucsaé féhérje (a
tulajdonképpeni szenzor) a G-proteinhez kapcsotiL@peceptor, melynek ortoldgjait fonalas
gombakban még nem sikerllt kimutatni. A Gprlp a fehérjén keresztll a Cyrlp riev
adenilat ciklazt aktivalja. A Cyrlp aktivalasa aftativ Utvonalon, a D-glikéz foszforilaciot
véga gliko- és hexokinazokon (Glklp és Hxk1lp/2p), majRRaslp/Ras2p fehérjéken at is
mtsai 2004). Az eredménga. cerevisiaden D-gliikoz hatasara 2 perc alatt az intracelkila
CAMP szint az 5-50 szeresére novekszik, ami mednauweKA aktivitasat, ez pedig aktivalja
a Miglp represszort. A fenn leirt mechanizmusokesglemeit fonala&scomyceteskben is
kimutattak, de a rendszer bonyolultabb, n8ntcerevisiadoen, és a részletesen vizsgalt fajok

(T. reeseiN. crassaA. nidulan3 kozétt is jelenisek az eltérések.
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magas glikoz koncentracio szén limitacio
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7-8. abra: A CCR mechanizmusé. cerevisiadoen (feliill) és A. nidulansban (alul). Z6ld kérben 'P’;
foszforilacio; barna kor: nukleoszoma; sarga teriilé citoszol, rézsaszin terilet: sejtmag; kék csik:
sejtmaghartya.
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2.3. A CIANID -REZISZTENS ALTERNATIV LEGZES
A mitokondrialis 1égzés a szénforras asszimiladmlsd allomasa, s egyben az (aerob) sejtek
legfontosabb energiaképbiokémiai folyamata: a NADH-regeneraciot (oxiddrikapcsolja
0ssze az ATP szintézisével. A négy db nagyniéietiérjekomplex — NADH dehidrogenaz,
szukcinat dehidrogenaz, citokrom bcl komplex, cibok ¢ oxidaz — mellett a névényi és
gomba mitokondriumok legfontosabb jellefje egy joval kisebb alternativ termindlis oxidaz
(AOX) jelenléte, melyet a citokrom c oxidaz eés #@kiom bcl komplex inhibitoraival
szembeni érzéketlensége miatt, a legismertebbstadéd” gatloszer alapjan cianid-rezisztens
légzésnek is neveznel.(4bra). Az AOX egy kinol oxidaz, aromas hidroxdmsavakkal
leggyakrabban a szalicilsav-hidroxaméattal (SHAMzért viszonylag szelektiven gatolhato.
Az AOX a mitokondriumok befts membranjaban talalhato. A stresszhatasokesr
indukaljak sejtmagi struktargénjének kifejelgsét (IEITER és mtsai 2016). Az AOX-ra kefill
elektronok az ubiquinon magassagaban agaznak iteladn-fugd 1égzési utrdl. Az AOX
protonok transzlokacioja nélkil redukalja vizzéoaigént. A bel§ membran két oldala kozott
az ATP szintéziséhez szikséges elektrokémiai gradggy lecsokken, hiszen létrej6ttében a
lll. és IV. komplexek mar nem vesznek rédas( 9. abrg. Az AOX oxigén iranti affinitasa
jelentbsen, mintegy fél nagysagrenddel kisebb a citokrémmidazénal (8Lomos 1977), igy
mikodéséhez magas oxigéntenzid (DO) sziikségegMK és mtsai 1991, 1993;d¢MA és
KARAFFA 1996a). A sejtek aktualis energiaigénye illetveA@eX aktivitdsa ezeért kdlcséndsen
befolyasoljak egymast. Fokozottan energiaigényestagli folyamatok soran — pl. spoérak

csirdzasa — az AOXitkodése visszaszorul.

4H 2K

membrankozti tér

komplex komplex
L @ L 111 v

Tt —

bels6 mitokondrialis

membran
cianid
keindt licil NO
szukeina szalicilsav-
hidroxamat G, HO 0, HO SZl‘llﬁd
n-propil gallat azid
matrix

9. abra*: A cianid-rezisztens alternativ oxidaz (ACX) elhelyezkedése a mitokondrium bets
membranjaban. UQ: ubiquinon; cyt c: citokrom C. A Iégzési komplexek neveit lasd a szévegben.

*McDonald AE, Vanlerberghe GC, Staples JF (2009Exp. Biol. 212: 2627-2634 alapjan.
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Az AOX kritikusan fontos szerepet jatszik az aefetmentacios technologiak azon
szakaszaban, ahol a tultermeltetni kivant metaidolitioszintéziséhez sziikséges szénforras
lebontasat tovabbi biomassza produkcid (ndveked@g)il kell megvaldsitani. A szénforras
intenziv lebontasa soran keletkenagy mennyisdgredukalt kofaktor (NADH) citokrom-
flggd visszaoxidalasa ATP keletkezésével jar, ami —dlaesnévekedés energiaigénye nem
hasznalja fel — allosztérikusan gatolja a szénarserg lebontd Gtvonalainak kulcsenzimeit
(LAMBERS 1980). Az AOX ntikddése tehat szétkapcsolja a szénvaz lebontast &R
keletkezést. A jelenség ismert példajadanigercitromsav fermentacioja EHENTGRUBERES
mtsai 1980; KIBICEK €s mtsai 1980; ¥BICEK €s KARAFFA 2010), amelynél — az AOX oxigén
iranti kis affinitdsa, de Gkddésének a tultermelés szempontjabél esszeneidlis miatt —
joval magasabb DO szint szikséges annal, amit y@s$ent ndvekedési igénye dnmagaban
indokolna. Mivel az AOX-on keresztilhalad6 elekticem szabadentalpia valtozasa az ATP
nagyenergiaju kotéseinek kialakulasa helyétermelésre forditodik, a fermentacio jelént
hoképzsdéssel jar; elvezetése (vagyis a fermentorigide) a gyartasi folyamat koltségeinek
akkora részét teheti ki, hogy az mér az izemelpitéleenek foldrajzi helyét is determinalja.
A citromsav mellett a legtdbb mikrobidlis tulterdeendszer (aminoglikozidok, aminosavak,
B-laktamok, stb.) fermentéacidés technolbgiaja is tasan épit az AOX kddoldé gén magas DO-
val indukalt kifejeddésére. Technoldgiai Iéptékben azonban a magasziOksalakitasa és
fenntartdsa — a mechanikus kelkemassziv aramfelvétele midte jelents koltségnovel
tényed, igy a technoldgia soran ezt a pontot is optinatizkell.

Az AOX szabalyozasdban a szénforras is fontos petnatszik. AzAcremonium
chrysogenuntephalosporin-C (CPC) fermentacioja soran a gtikak szénforrasokon név
tenyészethez néveényi olajat (pl. szojaolaj) advaléarnativ I€gzés aranya a teljes legzésen
belll kétszereséredtt, és az antibiotikum kihozatal is megduplazéd&thRAFFA és mtsai
1999). A teljes (gatolatlan) légzés teljesitméngenrvaltozott, vagyis a stimulacié specifikus
az AOX-ra.

A ndveényi olajok lebontasakor aktiv glioxalsav cklegyik kulcsenzime, az izocitrat
lidz szukcinatot szabadit fel intracellularisansZAikcinat oxidativ metabolizmusanak gatlasa
telies mértékben blokkolta az alternativ 1égzéstRKEFA és mtsai 1999), jelezve, az AOX
szamara a szukcinat — legalabbis CPC tultgfrk@ttilméenyek kozott — meghatarozo elektron

donorA. chrysogenurban.

1 A t6bb szaz kébméter térfogatu ipari fermentoralgdmatos keveréséhez esetenként> 500 kW teljesytmé
villanymotorokat hasznalnak.
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3. CELKIT UZESEK

A fungdlis lakt6z anyagcsere (transzport €s hidis)liés a D-galakt6z asszimilacié
tanulmanyozasa, a molekularis szabalyozé mechasiakigltaras®\spergillus

nidulansmodell-szervezeten.

Gyakorlati jelenfsédi Pezizomycotin&jok (Penicillium chrysogenum, Aspergillus
niger, Trichoderma reesglaktdz és D-galakt0z anyagcseréjének vizsgalata,

o0sszehasonlitasa.

A specifikus ndvekedési rata és a szénvaz asszimg@bességenek 6sszefliggései:
kemosztat-tipusu folytonos fermentacids rendsziétethozasa és optimalizalasa

fonalas gombak élettani vizsgélatai soran.

A szénvaz asszimilacio sebességének hatasa fguatdasak anyagcseréjére a
Trichoderma reesaiellulaz, azZAcremonium chrysogenuoephalosporin-C és az
Aspergillus terreugtakonsav termelésének példajan.

A stacioner fazisu szénvaz asszimilacié egyik péetéielének szamité cianid-
rezisztens alternativ |égzés szabalyozasanak Véaaga&remonium chrysogendm

ban.
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4. KISERLETI EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A SZENFORRAS FELVETELENEK VIZSGALATA FONALAS GOMBAKBAN

4.1.1. A laktoz felvétel és hidrolizis vizsgalata#spergillus nidulansban

Mint az Irodalmi Attekintésben mar emlitettem, anip@k lakt6z anyagcseréje extra- illetve
intracellularis lehetA. nidulansesetében csak a micélium sejtmentes kivonatahét leGal
aktivitast kimutatni — a fermentlébsemmilyen kortlmények kdzott —, igy mar a gompafa
laktoz anyagcseréjérkészilt el dolgozatokban @Ezewski és mtsai 1970; &JEWSKI €S
mtsai 1972; ENTES €s FOBERTS 1973) is feltételezték az intracellularis jelle@gst az ehhez
szilkséges két enzim (permeaz és hidrolaz) meghMegallapitottak, hogy mindkét aktivitas
indukalhaté; laktozon illetve D-galaktézon magaekeket érnek el, de pl. D-glikézon nem
(hidrolaz) vagy csak minimalis szinten (permeaz}athatok ki. Indukciét kovéen a laktoz
permeéaz aktivitds hamarabb jelenik meg, mint a p@alynek pH-optimuma semlegeshez
kozeli (Rszewski és mtsai 1970). Mindkét megfigyelés az intracalis| citoszolikus laktoz
hidrolizist tAamasztja ala, ami eltéNa crassatédl és azA. nigertdl. Az elsbbi fajban ugyanis
kétféle: savas (pH 4,2) illetve semleges (pH 7é&nkatas optimummal biré bGal frakciokat
talaltak (BATES €és WOODWARD 1964; BATES €s mtsai 1967), mig a&. nigerben az egyetlen
bGal frakcio pH-optimuma 3,2 — 4 kozott voltAl. €és AGRAWAL 1969).

Az A. nidulanslakt6z indukcidja soran a laktoz felvétel és a b&divitas kinetikaja
jOl reprodukalhatd, parhuzamos mintazatot koveeldabi mintegy 4 h, az utébbi 6-8 h utan
jelenik meg (Rszewskl és mtsai 1970). Ezeket az adatokat — masféle aixoarkerekkel
rendelked, de a szénhidrat anyagcserére nézve ugyszintétipusll torzzsel (R21) — mi is

megebsitettik. Mindebbl azt a munkahipotézist allitottuk fel, hogy a ktintracellularis

lebontdsa soran a permeéz illetve hidroldz funkdib&jezodését szabalyozd molekuléris

mechanizmusok legalabbis részben kézosgkipotezis teszteléséhedsror azonositanunk,

majd jellemeznink kellett a&. nidulansfunkcionalis laktoz permeaz és bGal génjét illetve

génjeit.

4.1.1.1. Laktéz permeag#galaktozidaz génklaszter azonositasa.

A vad tipusu (R21A. nidulansnétt laktézon: a 15 g/l kiindulasi koncentracio kif. Gra alatt
fogyott el (LO. A. abrg). Szilard laktoz-AMM2 taptalajon is kb. 3 nap lattla teljes életciklus
befutdsaig, vagyis az 0j konidiosporadk megjeleigeséi
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Extracellularis vagy sejtfalhoz koétott bGal aktast? a névekedés egyetlen fazisaban
sem tudtunk kimutatni, az intracellularis aktivitészont végig jelen volt10. B. abrg.
Hasonlo eredmények szilettek pH-szabalyzott (pHl iBgive nem szabalyzott korilmények

kozott, amikor a kémhatas a ndvekedési fazis vandra,5-ig esett visszd (. A. abra).

kémhatas
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10. &bra.A. nidulansWT-tdrzs lakt6z-AMM id éprofiljai. A: kémhatas (®) és ndvekedés (biomassza,

DCW) (©); B: maradék laktdz koncentracio @) és intracellularis B-galaktozidaz aktivitas (A)

A kisérletes eredményekiatsilico is igazoltuk. AK. lactisbGal szekvenciajavilegy

N. crassaadatbazisbdfi BLAST keresést végeztiink, és a leginkabb hasoéiGkekvenciat

s s

A. nidulansbGal szekvenciat talaltunk, melyeket nem-fajsjlacsf BLAST-tal elleriztink.

12 orto-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid- [ONPG]-hidrolizalé képességkéefinialva.
13 \www.ncbi.nim.nih.gov
14 \www-genome.wi.mit.edu
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Az elss, 1309 bp-nyi szekvencia gyakorlatilag azonds. dactis— N. crassabGal-lal, mig a
masik kisebb hasonldésagot mutat ezekhez, 1554 bgzhip és bakterialiA(throbacter sp
Caldicellulosiruptor lactoaceticus, Thermotoga neblfana) bGal génekkel homoldog.
Mindkét szekvencia tartalmaz START és STOP kodsntgy Open Reading Frame (ORF)-
nek tekintheik. Intronok — a PCGENE program alapjan — nincselmeknik. Végezetll, a
nyilvantartott fonalas gomba szignal-szekvenciakn nealalhaték meg bennuk. Ezzel (j
bizonyitékot szereztiink a régi elméletre, melyiat@z A. nidulanscsak intracelluléris bGal-
al rendelkezik. Az ORF-ek &ltal hipotetikusan kddwblipeptidlanc becsilt mérete hasonlo
volt azA. nidulansbdl szubsztratum affinitds kromatografiaval izblatracellularis bGal-hoz
(120 kDa illetve 97 kDa meéretmonomerek8l felépulb multimer enzim;Diaz és mtsai
1996).

A laktoz anyagcserében defektes ’klasszikishidulansmutans térzsek — melyeket
random mutagenezissel hoztak létre — két csopadhthatok. Az egyik a felvételben sérult
mutansok, melyek D-galaktéz jelenlétében tovabbieepesek bGal aktivitas létrehozasara, a
masik a bGal hianymutansok, melyekben az ONPG-lizdité aktivitast nem lehet indukalni.
Nem ismerlink olyan klasszik#s nidulansmutanst, mely a laktozfelvételben illetve a bGal
aktivitas létrehozas képességében is defektes.l&@newski és mtsai (1972) szamos laktoz
anyagcsere mutanst izolaltak; a mutaciokat okozddkéisz — egy eset kivételével, melyr
késsbb (bNES és mtsai 1981) kideritették, hogy fluggetlen adakinyagcseréjét— a VI.
kromoszoémar® talalhaté. A laktozfelvétel elvesztéséért fédemutans I6kusz neviacA, a
bGal aktivitas hianyaért felgd I6kusz alacG.*® Keresztezések soran a két mutans lokusz
kozo6tti rekombinacios gyakorisag 12 és 19 % koséteami — noha nem kimagasléan magas
érték — genetikai kapcsoltsagot tételez fel koxottu

Egy membranfehérjét az aminosav szekvenciaja alagggy bizonyossaggal be lehet
sorolni a nagy létszamu, diverz Major Facilitatep8rfamily (MFS) tagjai k628, szubsztrat
specificitasat azonban — a 12 transzmembran ddinimggetlen, konzervalt régiok hidnya
miatt —in silico csak elvétve lehet megallapitanh@Pés mtsai 1998). A talajlaké szaprofia
nidulansgenomja mintegy 400 db MFS proteint kodold géntatmaz; kdzulik tébb, mint
szaz a cukrokat transzportalé fehérjék csaladj&ogar Prter Family, SPF; VWORTMAN és

mtsai 2009) tartozik. OsszehasonlitasuTamdida albicangs aK. lactis éleszék 20-20 db, a

15 Korabeli nevén: kapcsoltsagi csoport, linkageugro

1 Az A. nidulanslaktéz anyagcsere génjeinek terminolégiaja kapeségemlitend, hogy ANTES és ROBERTS
(1973) olyan mutansokat izolalt, melyek laktézod tipusként éttek, dep-galaktozidaz aktivitast (ONPG-
hidrolizis) nem produkaltak. A mutaciokat a Illoknoszémdokuszaira gaA bgaBésbgaQ pozicionaltak.

" Az MFS és az ATP-k8tABC-transzporterek egyiitt az ismert transzportenakegy felét teszik ki.
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Yarrowia lipolytica23 db cukor transzporterrel rendelkeziki(®a és mtsai 2007). Meglév
ismereteink alapjan ezért az alabbi, kétlépésemtégiat dolgoztuk ki a lakt6z permeaz
azonositdsara: (1) intracellularis bGal gén(ekeje&ink aA. nidulansVl. kromoszomajan,
(2) ezen gén(ek) kozvetlen kbzelében SPF-génekesiiek.

Az 0sszes, funkciondlisan jellemzett intracellidafsemleges pH-optimummal bird)
bGal a Glikozil Hidrolaz 2 (GH2) enzimcsaladbadaik (CANTAREL €s mtsai 2009), csakugy
mint af3-mannozidazok (AKADA és mtsai 1999), @-glukuronidazok (VENzL és mtsai 2005)
és af3-exaglikozaminidazok @e és mtsai 2006). A 2009-ben befejez&ttnidulansgenom
annotéacids projekt soran kilenc GH2 enzimet kodmat azonositottak (BRTMAN és mtsai
2009). Kozuluk 1-1 db gén az I. és az V. kromoszgndagen a VI. kromoszoman, 3 gén
pedig a VII. kromoszoman talalhatdé (# nidulans8 db kromoszémaval rendelkezik).
Fentieken tul tovabbi harom, potencialisan Glikaidirolaz 35 (GH35) enzimet kédolo gént
— melyek kozil egy a VI., kéttpedig a VIII. kromoszéman talalhat6 — is figyeleamiettiink
azin silico elemzés soran. A felsorolasbodl lathatd, hogyTEs és ROBERTS (1973) bgaA
bgaB ésbgaClokuszai — szemben a szé&kzallaspontjaval — vagy nem a Ill. kromoszoman
vannak és/vagy nem bGal-t kodolnak.

Az 6sszesen 6t db (4 GH2, 1 GH35), potencialisaaltt®ddold, VI. kromoszéman
lévé 16kusz kozll csupdn az AN3201 elég nagy ahhozy legry 120 kDa mérétpolipeptid
lancot kédolhasson (lasdidz és mtsai 1996). A gének altal kodolt fehérjek seekiainak
pontositasara az Entrez adatbazisbdl letoltott gélefireket manualisan korrigaltuk, de a
konklizié nem vdltozott: csak az AN3201 lokuszomslégén kddolhat 120 kDa métet
fehérjét. A génbgaD-nek neveztik el_@a-gdaktozidaz D, tekintettel a ENTES és FOBERTS
(1973) altal korabban definidigaA-Clokuszokra.

A BgaD-t mintanak (‘bait’) hasznélva TBLAS FRikeresést (ArscHUL és mtsai 1997)
végeztink, a nukleotid szekvenciak alapjan filog&aetorzsfat készitettiinkLl. abra). Mint
lathato, szamoPezizomycotinaendelkezik intracellularis bGal génnel. Az ativéehzimek
két paralog kladba rend&inek; ennek hatterében edlgi génduplikacié allhat. Néhany faj
mindkét csoportban képviselteti magat. AznidulansBgaD viszonylag kézeli rokonsagban
all aK. lactisLac4p-vel (BcH és mtsai 1992) és tdvolabbiban akétoli bGal-lal (KALNINS
€s mtsai 1983; ®KES és mtsai 1985). A BgaD paralégja az AN2463 Iokesméke, mely a

VII. kromoszoma GH2-enzimet kédolo génjeinek egyike

18 Atirt nukleotid (Translated Ncleotide) szekvenciak keresése fehérje szekveregan.
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11. &bra. Intracellularis GH2 B-galaktozidazok filogenetikai elemzése (torzsfa)

A kovetked lépés az AN3201 lokusz fizikai kornyezeténelsilico feltérképezése és
potencialis MFS-proteinek keresése volt. A -S-cukor transzportert az AN3199 I6kusz
tartalmazta; a gén 5.6 kb tavolsagra voligaD-t6l, €s azzal ellentétes irdnyba irodott at. A
két I6kusz kozti kis tavolsag, valamintacA-lacG lokuszok kozti kapcsoltsag MEEWSKI €s
mtsai 1972) okan feltételeztiik, hogy az AN3201/ABBJpotencialis bGal/lakt6z permeaz
génklaszter. Mivel a génklaszterek jellgiam konzervativ struktlrak, &l. abran lathato
0sszes bGal gén fizikai kornyezetét kulon-kiidnsilico megvizsgaltuk, és megkerestik a
hozzajuk legkdzelebb &3VIFS-géneket. Az dsszefjyott MFS-gének altal kddolt fehérjéket
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filogenetikai elemzésnek vetettik al@( abra).
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12. abra. Gombak intracellularis GH2 3-galaktozid4dz génjeivel parban talalhaté MFS-cukor
transzporterek evollcids kapcsolatai.

Mint lathatd, négy kivételével az 6sszes olyan famajomba GH2 gén, melynek a
terméke a BgaD-ortolog kladban talalhatdé (lasd ddra) rendelkezik MFS-kisg&rgénnel.
Ezen kiséfk kivétel nélkil azA. nidulansAN3199 I6kuszon talalhatd gén ortoldgjai! A 11 db
(hipotetikus) transzporter fehérje legalabb 61 %-baonos, és tiz kézulik a GH2 génnel
ellentétes iranyba (divergensen) irodik at. A djemis génparok kozti tavolsag egy esetet
leszamitva 810 és 2034 bp kozé esik; a kivétel e@zA. nidulans ahol az 5,6 kb-nyi
tavolsag tulnyomo részét egy harmadik gén (AN320[)ki (13. abra). Masfebl azon 14 db
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GH2 hidrolaz protein tdbbségének, melyek a Bgalzpgr kladot alkotjak 1. abra —
vagyis az AN2463 I6kuszon l&\gén altal kddolt fehérje ortologjainak — nincs Mp&tnere.
Kivételt az a két gombafapPfrenophora tritici-repentis2s Phaeophaeria nodoru)mjelent,
mely nem rendelkezik BgaD-ortolég GH2-hidrolaz figééel.

5,633 bp
S RN e, SR >
AN3199 m AN3201
. - -
2,908 bp 674 bp

13. abra. AbgaD/lacpAgénklaszter elhelyezkedése a% nidulansVI. kromoszémajan (1.52/1.53 kontigok).
AN3199 —lacpA AN3201 —bgaD). Az AN3200 I6kusz altal specifikalt gén egy GH2itirolazt kodol, mely
minden vizsgalt szénforrdson konstitutivan fejeddik ki.

Fentiek alapjan feltételeztik, hogdy nidulansban (és legalabb 15 mas Ascomycetes-
ben) egy konzervalédott bGal/laktéz permeaz gétgdadthatd. AbgaD gént kisés, AN3199
I6kuszon 1é¥ MFS-géntlacpAnak (ladose mrmease A neveztik el, a génpart pedig a
tovabbiakbarbgaD/lacpAként emlitem.

Az in silico azonositott génpar itkddését Northern analizissel vizsgaltuk, tovaioba
vivo (laktéz permeaz) ém vitro (bGal) enzimaktivitdsokat mértiink. A kisérletektetféle
tenyésztési technikat alkalmaztunk: inokulum temgé®l kiindulé sullyesztett, batch
fermentéciokat, ahol az induktdikizarélagos szénforrasként is szolgalt, illetvesptbsejtes
tenyészeteket, ahol az induktor alacsony (névekextésem elegedl koncentraciokban volt
jelen. A laktoz lebontas glikdz represszio aldtt(lasd Irodalmi attekintés), vizsgalatainkat
ezért a vad tipus mellett két, eliéggenotipusu karbon katabolit derepresszalt mui@nzsre
(creAs4, creA'30) is kiterjesztettiik. A mutans torzsek névekedésaméterei laktzon és D-
gliikozon is hasonloak voltak a vad tipushoz, aheteé tette 6sszehasonlitasukat.

A bgaD gén eésen indukalodott lakt6z, de még inkabb D-galak#&lerjlétében; a
transzkriptum mar 6 éraval a micélium indukalé kirények kdozé helyezése utdn megjelent,
€s még 26 ora elteltével is hasonlo szinten \alt Abra). Néhany fonalas gomba& ( niger,

P. canescensesetében leirtak (KoLAEV és MNETsKI 1998, [k VRIES és mtsai 1999a), hogy
a bGal transzkriptum képdését indukalni lehet hemicellul6z monomerekkelséflieteink

szerintA. nidulansesetében ez csak részben van igy. Az indukciGahiabzon egyérteli)

19 A gén- illetve enzimaktivitas szifwaltozasok megkilénboztetése céljabdl a transeidrifyénexpresszio)
vonatkozasaban aadukcibé/represszidaz enzimaktivitasok kapcsarstmulacié/gatlakifejezéseket
hasznélom.
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de a lakt6z/galaktozhoz képest mérsékeltebb, mésak tipikus hemicellul6z pentézon, a D-
xilézon egyéltalan nem képdott bgaD-transzkriptum. Hasonléan negativ eredményt kaptunk
D-glikézon, glicerolon és galaktitolon (dulcito$) (L4. &bra). A VII. kromoszéman talalhato
bgaD-paralog gén (AN2463) csak L-arabindzra reagidt @bra), mig a VIII. kromoszéman
lévs, ANO756 €s AN0980 I6kuszok altal specifikalt GH@&nek egyetlen vizsgalt induktor
jelenlétében sem fejédtek ki.

~
[g -
N = = g
o Nt
= e X *« < X X N
= = = 1 1 - - -
B B B = R o =2 =

AN2463

. - AN3201
(bgaD)

I ]
=--==-== rRNS

atmosas utan 6 oraval

14. abra. AzA. nidulansWT (R21) térzs GH2{-galaktozidaz paraldég gének indukciés spektrum elepése.
Az abra aljan az RNS minta mennyiségének és miségének bizonyitékaként 28 S és 18 S rRNS etidium-
bromiddal vizualizalt képe lathat6 (a dolgozatban sereplé 6sszes Northern gélképhez hasonléan).

A kovetkedkben a micélium beltartalmanak ONPG-hidrolizal6 ésgegét — vagyis
az intracellularis bGal enzimaktivitast — hasolitk 6ssze dgaD transzkripcio profiljaval.

A vad tipusu torzs D-glikdzon, galaktitolon és gtmon nem mutatott aktivitast, laktozon,
D-galakt6zon és L-arabin6zon viszont minden noévékethzisban j6l mérhétvolt, vagyis
génexpresszio é€s enzimaktivitds eddig a pontigqgdielalt.

A laktoz alapu fermentacio égrofiljan lathaté (5. abra), hogy az enzimaktivitas
kinetikdja parhuzamos a lakt6z felvételével és wekédéssel, a szénforras elfogyasa utan
lecseng. A laktézon dit vad tipust micélium intracellularis bGal aktastt D-galakt6z
raadagolassal (10 g/l) fokozni lehetett, ami azresgziés adatokhoz hasonléan azt mutatta,

hogy az enzimkégiés laktozon nem maximali$g. abra).
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15. abra. A: A. nidulansWT torzs intracellularis B-galaktozidaz aktivitisanak laktéz-AMM idéprofilja, D-
galaktoz raadagolas soran (nyillal jelezve). B: kdroll tenyészet (D-galaktéz adagolas nem tortént).

Szimbo6lumok: aktualis lakt6z koncentracio @), aktuélis D-galakt6z koncentracio (), intracellularis B-
galaktozidaz aktivitas (A)

A D-galaktéz mosott sejtes rendszerben is hatékabrgma stimulalta az intracelluléris
bGal aktivitast a laktéznal.(tablazat), az L-arabin6z pedig még a D-galaktoznal is johba
noha abgaD-transzkriptum mennyisége a hexdzon volt nagyolinakas gombéakban D-
arabindz természetes kortlmények kozott nem foedtyl igy érthed mdédon ez az izomer
hatéstalan volt. NohlagaD-transzkriptum D-xil6zon nem képdott, a xilo6zon titt vagy xil6z

altal stimulalt sejtmentes kivonat — igaz, alacsaktyvitassal — hidrolizalni tudta az ONPG-t.
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Vad tipus creAfd

Kmax Vmax Kmax Vmax

Km Km

8,33 1.01 11,1 1,72
D-galaktoz

0,55 0,69

13,3 1.02 6,67 2,17
L-arabin6z

0,8 0,41

6,67 0.28 6,67 0,41

D-xil6z
2,67 0,67

. tAblazat. A B-galaktozidaz aktivitas stimulacidja D-galakt6zzalL-arabin6zzal és D-xil6zzal azA.
nidulans WT és aCreA44 mutans torzsekben. V.« : maximalis specifikus enzimaktivitas (U/mg proten);
Kmax: @ maximalis aktivitashoz sziikséges inducer koncéidcié (mM); K ,: a maximalis aktivitas feléhez

tartoz6 inducer koncentracié (mM).

Ha a két leghatékonyabb stimulator (D-galaktoz,raban6dz) egyikét szuboptimalis
koncentraciéban alkalmaztuk, a létrejott, maxinmaiskisebb aktivitas a masik induktorral
megnovelhét volt, ésvice versap<0,1 %). A maximalis enzimaktivitds értékek azam nem
fokozhatok tovabb a masik monoszachariddal (p<0,1 %

A laktéz masik monomerje, a D-glikéz a D-galaktdzléentétes hatast valtott ki:
hozzaadasat kouitn a laktdzon tt tenyészetek bGal aktivitAsa azonnal csdkkenmnddd,
€s par oran belll a detektalasi hatarérték alakesitkA glikdz kb. kétharmadanak elfogyasa
utan az aktivitas Gjra megjelent, és az eredetimam kdzelébe emelkedettq. abra). A D-
glikoz tehat gatolta a bGal aktivitas megjelenédétegyedil ez alapjan még nem lehetett
elddnteni, hogy a jelenség hatterében az induktotaktdz — felvételének gatlasa (inhibiciod),
vagy pedig CCR — a transzkripcio gatlasa — all-&kéfféle hatas elkulonitéséreceeAd4
nullmutansA. nidulanstorzzsel is elvégeztik a D-glikoz rdadagolasosdetaciot. A vad
tipushoz alapvéen hasonldé novekedési és cukor-felvételi kinetikallett a bGal aktivitas

idoprofilja és értekei a kontrollhoz képest valtozatlia maradtakX(7. abra).
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16. abra. A: A. nidulansWT torzs intracellularis B-galaktozidaz aktivitdsanak idsprofilja laktéz-AMM
taptalajon, D-gluiko6z rdadagolas (nyillal jelezve) aran. B: kontroll tenyészet (D-gliik6z adagolas nélk).

Szimbo6lumok: aktudlis lakt6z koncentracio @), aktudlis D-gliikdz koncentracio ©), intracellularis B-
galaktozidaz aktivitas (A)

aktivitas (U / mg protein)

0,0

IntracellularisB-galaktozidazintracellularisB-galaktozidaz

D-galakt6z stimulacié soran @eA44 torzsben a vad tipusnal szignifikdnsan (p<0,1
%) magasabb (1,72 = 0,13 U/mg protein) maximalisiraaktivitast mertiink, és magasabb
(1,61 + 0,11 U/mg protein) értékeket kaptunkraA’30 torzsben is|( tablazat). Ennek oka,
hogy a stimulacié areA mutansokban — szemben a vad tipussal — 8 mM ktdceémal nem
ért el telitési értéket, hanem tovaliitril mM-ig. A D-xilGz illetve L-arabindz altal kaitott
bGal stimulacio is szignifikansan (p<0,1 %) magasaktivitasokat eredményezettcee A
hianyos torzsbenl.(tablazat), vagyis a CreA nemcsak a D-galakt6z, hanem a dediuioz-

pent6zok altali enzimaktivitas-stimulaciot is réggsen gatolta.
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17. abra. A: A. nidulanscreAA4 mutans intracellularis B-galaktozidaz aktivitasanak lakt6z-AMM
idéprofilja, D-gliikdz raadagolas (nyillal jeldlve) soén. B: kontroll tenyészet. Szimbdlumok: aktualis

laktéz koncentracio @), D-glikdz koncentracio ©), intracellularis B-galaktozidaz aktivitas (A)

A vad tipusu torzs bGal aktivitasat D-galaktézza)lDkéz jelenlétében stimuléalva a
maximalis érték kb. 30 %-al csokkernt. (tAblazat), igazolva a D-galaktdz-stimulacio D-
glikoz altali részleges gatlasat.b§aD gén viszont nem fejédott ki, vagyis a D-glukéz
represszélja a D-galaktoz (és a lakt6z) indukciasagét 18. 4bra). Ez az ellentmondas
elérevetitette: tobb bGal aktivitassal (is) rendetkenzim egyutt alakithatja ki & nidulans
ONPG-hidrolizaléo potencialjat. Hasonloképpen magyhatdé, hogy a karbon katabolit
derepresszalt mutansokban a bGal aktivitds D-gaalditali stimulédcidjat a D-glikédz
semmilyen koncentracidban nem befolyasoltdl. (tablazat), mig abgaD expressziojat
részlegesen represszaliB(abra). Annak eldontésére, hogy a bGal aktiviths 6nmagdab
CreA-fuggy CCR alatt all-e, a mutans torzsek enzimaktivitd3aglikozon és glicerinen
teszteltik. Mindkét torzs a laktézon kapott ertdk k7 %-at kited, joI mérhed aktivitast
(0,12 + 0,01 U / mg protein) mutatott. Ezzel 6sswjimn a derepresszalt térzsek minden
vizsgalt szénforrason, igy D-glikézon is gyengeegdgértelnd bgaD-kifejezédést mutattak,
mig a D-galakt6z és a lakt6z a vad tipushoz haserd® expresszidot eredményezeiB(
abra).
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Vad tipus creAfd

Kmax Vma)( Kmax VmaX
Km Km

) 0,70 - 1,71

gliik6z + galakt6z

II. tAblazat. A B-galaktozidaz aktivitas stimulaciéja D-galakt6zzal D-glikoz jelenlétébenA. nidulansWT

ésM mutans torzsekben. V. : maximalis specifikus enzimaktivitas (U/mg proten); K ma: @ maximalis

aktivitashoz sziikséges inducer koncentracié (mM); K: a maximalis aktivitas feléhez tartozo6 inducer
koncentracié (mMm).
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18. &bra. AbgaD (intracellularis B-galaktozidaz) és dacpA (laktéz permeaz) gének kifejeddésének
szénforras figgésd. nidulansWT (R21) és karbon katabolit derepresszalt44) mutans térzsekben.

Az expressziés analizistacpAgénnel is elvégeztik. Munkahipotézisiinket, misgeri

a laktéz permeéz/hidroldz funkcidk egyitt szabébgmak, az eredmények vad tipusban és

karbon katabolit derepresszalt térzsben is igag ¢it8. abra).

A bgaD éslacpA géneket illetve cDNS-iliket is megszekvenaltuk bhiftoz laktdzon
nott tenyészet RNS-ét hasznaltuk templatkénbgaD génin silico transzlacidja egy 1043
aminosav hosszusagu, 117,1 kDal totnpgptidet eredményez, ami jol korrelal a kisérkees
meghatarozott 120 kDal méretteh(FES és ROBERTS 1973, DAz és mtsai 1996). AacpA
transzlacié esetében ezek a paraméterek 532 amiasd®.1 kDal tdmeg — tipikusak egy 12-
transzmembran doménes MFS proteinre nézve.

A klasszikus laktoz anyagcsere mutansok egyik asjapa laktoz felvételében sértilt
(lacA-csoport), a mutacié molekularis hattere azonban rsnert. AlacpA gént és tovabbi
800 bp promoter régidt ezért egy figgetlarwAl mutaciot (RBERTS1963) hordozé térzsben
(A58) is megszekvenaltuk. A szekvencidk tokéletenegegyeztek egymassal és a vad tipusu
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lacpAszekvenciaval is, jelezve JacAl mutacié nem gacpAgénhez kdtdik. Emiatt alacpA

gént formalis funkcionalis elemzésnek vetettiik Mankahipotézisiink szerint lacpA altal

kodolt fehérje eqy élettanilaq is relevans laktémpeaz.

A génkilutésekhenkuA-hianyos mutanst hasznaltunk; a térzs nem rendiélleeDNS
mindkét lancat érirdt torések javitasanak képesség&éfy a transzforméaciok hatékonysaga
jelentbsen megé. A lacpAilletve bgaD hianyat a genomban PCR segitségével bizonyitottuk.

A génklaszter hidrolaz tagjdigaD-hianymutans fenotipus elemzése soran vizsgaltuk.
Agarral szilarditott laktoz tartalmi MM-ra X-G&t-t(5-bromo-4-kloro-3-indolilg-D-galakto-
piranozid) rétegeztiink, melynek hidrolizise kékneei jelzi a bGal reakciot. A vad tipusu és
a retranszformans torzsek telepei elkékiltekgaD-hiAnymutans tenyészet szintelen maradt
(19. A. 4bra).

19. A. abra. A. nidulanstérzsek névekedése szilard lakt6z-AMM taptalajon.

A bgaD-retranszformacio soran is kéjuitek tobbkopias torzsek;laabD kopiaszamat
Southern hibridizaciéval allapitottuk meg. Noha>agal alapd analizis nem kvantitativ, a
kék szin mégis jol lathatéan hamarabb jelent mdgtéazivebb volt e térzsek esetében, bGal
tultermebdést jelezve. Kizardlagos D-galaktéz szénforrasasohld eredményeket kaptunk.
Laktoz-minimal folyékony tenyészetben azonbarbgaD-hianyos és abgaD-tultermeb
mutansok is ugyanugyttek, mint a vad tipusl@. B. abrg).

Noha abgaD terméke latszélag az egyetlen enzimAaanidulansban, amely képes a
bGal-specifikus mesterséges szubsztratot, az X-ftani, abgaD a laktéz hasznositas
szempontjabol nélkiulozhiiek bizonyult. Ez eltér K. lactis éleszétol, ahol a LAC4/LAC12

génklaszter — AgaD/lacpA ortoldgjai — a laktézhasznositas szilkséges ésaég genetikai

2 Az angol szaknyelvben 'Non-homologous end joiratjvity’-ként ismert.

2L Az ONPG és az X-Gal szintelen lakt6z analégdkgalaktozidaz szubsztratumai. Az X-Gal hidrolizékk
szini terméke vizben nem oldddik, a szinké&gb&s nem kvantitativ. Az ONPG hidrolizis sarga teené
vizoldékony, a szinképdés kvantitativ. Elbbit ap-galaktozidaz gén, vagy annak prométere altal \dzér
génexpresszié demonstralasara, utébbit enzimadgivitérésére hasznaljak.
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hatterét jelenti (SEETz €s DCKSON 1981; RLEY és mtsai 1987; GDECKE €s mtsai 1991;
LobDI és DoNNINIE 2005).
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19. B. 4bra.A. nidulanstérzsek névekedése folyékony lakt6z-AMM taptalajonSzimbolumok: (®): WT;
(A): bgaD-hianymutans; (m): bgaD-retranszformans (1 kopia); @ ): bgaD-retranszformans (3 kopia).

Pontos magyarazatot még nem tudunk a jelenségredsdkét tény emlitést érdemel:
(1) a laktoz a legfiatalabb cukor a természetbererabsokkel egyitt, a GH2/MFS klaszter
kialakulasa utan toébb szaz millié évvel jelent madlaszter eredeti funkcioja ezért nem a
laktoz lebontasa, hanenfegalaktozid és/vagu-L-arabinopiranozid egységek felszabaditasa
lehetett ndvényi vagy fungdlis eretigiolimerektdl a szaprofita vagy névénypatogén gombak
szamara. (2) nem zarhat6 ki, hogy Aaznidulansegyenbre még ismeretlen, intracellularis
bGal aktivitassal biré enzime(i) képes(ek) fenmataires névekedést laktozonbgaD-hianyos
mutansokban is.

A lacpA hianymutans fenotipus elemzése — melyet laborfetonean, lakt6z-AMM
taptalajon végeztink — kimutatta:lacpA gén élettanilag relevans lakt6z permeéazt kodol,
mivel a hianymutans névekedése jelsein visszaesett a vad tipusu vagy a retranszformans
kontrollhoz képest (utdbbi két torzs ndvekedesehiad. A fenotipus azonban nem abszolut:
a hianymutans képes laktoz felvételére és a cukarbmomassza létrehozasaed( abra).

A ,klasszikus” A. nidulanslacAl mutans torzs viszont abszollt laktéz fenotipussal
rendelkezik, nem képes a felvételére, nem csildzéis nem képez rajta biomasszat. A tobbi
vizsgalt szénforrason (D-galakt62l] abrg, D-glikdéz, D-xiloz, L-arabindz, glicerol) a
gombatorzsek szénforras é€s biomassépriafilja megegyeék voltak, vagyis dacpA élettani

szerepe specifikus a laktoz felvételére.
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20. abra.A. nidulanstérzsek lakt6z-AMM id éprofiljai. Nyitott szimbolumok: aktualis lakt6z

koncentracio. Tomott szimbdlumok: biomassza koncenécio. Haromszdg:lacAl mutans; négyzet:dlacpA
mutans, kor: WT (kontroll).
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21. abra.A. nidulanstérzsek D-galakt6z-AMM idéprofiljai. Nyitott szimbolumok: aktualis D-galakt6z
koncentracio. Tomott szimbdlumok: biomassza koncenécio. Haromszodg:lacAl mutans; négyzet:dlacpA
mutans, kor: WT (kontroll).

A lacpAvisszatranszformalasa soran az egykoépias izol&unmedlett egynél nagyobb
koépiaszamu torzsek is kialakultak (a kdpiaszamoisitSouthern hibridizacidval hataroztuk
meg). A tbbbkopias torzsek laktoz-minimal taptatagzignifikAnsan (p<0,1 %) gyorsabban
vették fel a cukrot és szignifikansan (p<0,1 %) ywdudp biomasszat képeztek a szénforras
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elfogyasaig. Mindez aranyos volt a kopiaszammaPR db extra képiat tartalmazo torzs
gyorsabban étt az 1 db extra kopiat tartalmazonal. Ezzel kétéden bizonyitottuk, hogy az

A. nidulansgomba lakt6z lebontasa soran a transzport sebasgbatarozé |€péegZ2. abra).
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22. abra.A. nidulanstérzsek lakt6z-AMM id éprofiljai. Nyitott szimbolumok: aktualis lakt6z
koncentracid. Tomott szimbdélumok: biomassza koncendicid. Haromszog:lacpA retranszformans (3
képia); négyzet:lacpA retranszformans (2 képia); kor: WT (kontroll).

A lacpA-hianyos mutansok laktozfelvételét kozvetilert’C-el jeldlt laktéz révétt
vizsgaltuk tovabb. A konidiospérakat laktozt kizagos szénforrasként tartalmazo minimal
taptalajon novesztettik ki, majd jelolt laktdzt tertalmazd taptalajpa mostuk éket. A
szenforras felvétel azonnal megindultlapA-hianyos mutans felvételi rataja szignifikansan
kisebb volt a vad tipusu illetve a retranszformiostrollokénal, melyek laktozfelvételi ratai
megegyeztek 23. abra). Amikor a konidiosporakat kizardlagos szénforgisk glicerolt
tartalmaz6é minimal taptalajon névesztettik ki, antkoll tenyészeteknek kb. 1 h,lacpA
mutansnak mintegy 3 h adaptacioéral volt szikséguk a laktozfelvétel beindulasahaz. A
eredményekll egyértelntien kodvetkezik, hogy laktézhasznositasa sordA.azidulansban
egynél tobb lakt6z permeazikiodik, ezek egyike a LacpA. Ezzel munkahipotézigink

mely szerint a lacpA géntermék eqy élettanilagudahs laktdz permedz — igazolni tudtuk

22 Specifikécié: D-glikéz -14C laktéz, 60 mCi/mmol (1 Ci = 3,7-1Bq = 37 GBq).
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23. 4bra.A. nidulansWT (®) éslacpA-mutans (0) laktézfelvételeC jellt laktozt is tartalmazé AMM-on.
A teljes kiindulasi lakt6z koncentracié 100uM volt.

A laktoz transzporterek differencialt jellemzéséhazfelvételt harom kulonbéz
szubsztratum koncentracié mellett tanulmanyoztilk {ablazat). Mint lathatd, a laktoz
koncentracié csokkenésével a LacpA hozzajaruldsazflott: 2 mM kul§ koncentracional
alig 20 %, 10QuM-nal > 65 % volt. Ez azt sugallta, hogy a még isgtien lakt6z permeaz a
LacpA-nal kisebb affinitassal bir a szubsztratudnir A tovabbiakban a masodik lakt6z

permeazt kddol6é gén azonositasét és jellemzeéséttistjiik.

Gombatorzs Lakt6z koncentracio Specifikus felvételi rata
(mM) (UM/min/mg DCW)
0,1 0,21+ 0,02
vad tipus (R21) 0,5 0,200,03
2 0,34+ 0,025
0,1 0,07+ 0,005
ALacpAmutans 0,5 0,20+ 0,015
2 0,28+ 0,03

lIl. tablazat. Laktoz felvétel a WT éslacpA-hianyosA. nidulanstdrzsekben.
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4.1.1.2. AlacpB gén azonositisa és jellemzése

Az A. nidulansgenom szaznal is tobb feltételezett MFS-cukorsizporter fehérjét tartalmaz
(WORTMAN és mtsai 2009). A legval6stiob laktoz transzporter-jelolt kivalasztasa ceéljabal
31 db, publikalt szekvenciaval rendelkeaspergillus faj MFS-proteinjeinek filogenetikai
kapcsolatait elemeztiik. A LacpA-ortologokat és afdiahoz leginkabb hasonlé strukturalis
paralégokat kédolé géneket nyilvanos nukleotid bézisokbd® TBLASTN révén toltottik
le. Osszesen 92 db, LacpA-hoz hasonlé protein srekéval dolgoztunk.

A 92 db proteinbl Maximum Likelihood alapu filogenetikai térzsfapiéettiink (.
melléklet). A LacpA-hoz szerkezetileg leginkabb hasonlitdb/Aspergillusparalog kozott 3
db A. nidulansMFS-protein volt (AN1577, AN6831 és AN2814 I6kukx0A harom proteint
potencialis lakt6éz permeazoknak ,neveztik ki”, &eKetes vizsgalatok targyava tettiket.

A harom geén kifejeését laktdz illetve negativ kontrollként D-glikjatenlétében
vizsgaltuk, Reverz Transzkriptdz PCR-r24( 4bra). Az AN2814 I6kusz altal specifikalt gén
laktézon sokkal disebben feje ottt ki, mint D-glikézon. Az AN1577 I6kuszon i&\gén
gyengébb szignalt adott, mig a harmadik paralog (@§é&i6831 |0kusz) inkadbb D-glikdzon
fejezodott ki, mintsem lakt6zon. Osszefoglaléan,mzilico vizsgalatok illetve az expreszios
elékisérletek alapjan az AN2814 I6kusz éltal jeldlcpA-paralog MFS-fehérjét kddold gén
tint a legvaldsziiibb laktéz permeaz transzporterngknidulansban. A feltételezett laktoz

permeéaz geracpB-nek neveztik el.

[Gli] [Lak]  [Glii] [Lak]

AN3200 AN2814 AN1577 ANG6831

24. abra. Feltételezett laktéz permeaz gének kifeggédéseA. nidulansban. Az AN3200 I6kusz dgaDilacpA
génklaszter kbzé ékdidve talalhat6 (lasd 13. bry, a gén kifejeddése pedig minden vizsgalt szénforrason,
kdzte D-gliikézon is konstitutiv, igy kontrollként hasznalhato.

A lacpB funkciondlis analizise céljabdl a gént kilutottikajd visszatranszformaltuk.
Az utébbi mivelet soran 1, 2 éslacpB-kopiat tartalmazé mutansok is kialakultak (Souther
hibridizaciéval bizonyitva). A mutansokat kontrdl&drilmények kdzoétt (llandd pH, DO,
homérséklet), laborfermentorokban tenyésztve 6sspalit® fenotipus-elemzésnek vetettik

% National Center for Biotechnology Information (NCHBttp://www.ncbi.nim.nih.goy/illetve US Department
of Energy Joint Genome Institute (J@ttp://jgi.doe.goV).
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ala; ebszor alacpB-hianymutansA. nidulanstorzs laktdz fenotipuséat tanulmanyoztdd (

abra).

(9/)

7

acio

7

biomasssza koncentr

7

6z és

20 40 60 80 100
Fermentacios itl(ora)

Lakt

25. 4bra.A. nidulanstérzsek lakt6z-AMM id éprofiljai. Nyitott szimbdlumok: AlacpB muténs. Tomott
szimbdlumok: WT (kontroll). Négyzet: aktualis lakt6z koncentracié. Kor: biomassza koncentracio. A
tenyészeteket konidiosporakrol inditottuk.

A lacpB hianya a fermentaciéo minden mintavételi pontjayaatkozéan szignifikansan
(p<0,1 %) visszavetette a laktdz felvételt és anaissza kégwlést. A fermentacié &ls60
orgjdban a mutéans torzs konidiosporai nem csirddtakig a vad tipusu (illetve 1 képidban
visszatranszformalt mutansban) a lakt6z felvétetlaz nap végén megindul. D-glikézon és
D-galaktozon nem talaltunk érdemi kilénbségekda@B mutans és a kontroll térzsek
fenotipusa k6zott. A harmadik fermentacios napdecpB tenyészet is ndvekedésnek indult,
maximalis laktdéz felvételi rataja nem tért el siiiggdansan a kontrolltdl (p<0,1 %). A
maximalis biomassza koncentracio szignifikAnsard(p€6) elmaradt a referencia torz<ikt
A késleltetett laktozfelvétel és biomassza proddikdanetikdja nem fiigg a kiindulasi laktoz
koncentraciotol, mivel 1 g/l és 20 g/l (~ 3 — 58 nkftékek kozott jellegiikben hasonloan
alakultak a fermentéciok. Ennél magasabb kiindu&ddz koncentracioknal (50 és 100 g/l, ~
0.15 és 0.3 mM) mar a vad tipusu torzs sem tudttkedésnek indulni, ami azt mutatja, az
A. nidulansgyenge iiroképességgel rendelkezik a magas laktozkoncent@csaembenZp.
abra). Mas Aspergillusfajok ennél joval magasabb cukorkoncentraciokathsselnek az
ipari fermentéciok soran (pl. citromsawallitas — KUBICEK és KARAFFA 2010), raadasul a
laktéz ozmotikusan az egyik legkevésbé aktiv temmtes cukor (MSTAPHA és mtsai 1997).

48



dc_1290 16

s

acio |

7

80 H
60

'—'—'—Cﬂ=l=!=!=!=!=!

40

biomassza koncentr

20 A

6z és

s

0 OOl el el Semmeelly._|
0 20 40 60 80 100

Lakt

Fermentacios iél (6ra)
26. abra.A. nidulanstérzsek lakt6z-AMM id éprofiljai. Nyitott szimbolumok: biomassza koncentracio.
Tomott szimbdlumok: aktualis laktdz koncentracio. Kor és négyzet: WT (kontroll) illetve dlacpB mutans

50 g/l kiinduldsi lakt6z koncentracional. Haromszdges rombusz: WT (kontroll) illetve dlacpB mutans 100
g/l kiindulasi laktéz koncentracional.

A. nidulansban a lakt6zanyagcsere sebességmeghataroz6 laptdectel. Ennek
megfeleben alacpB kdpiaszama — hasonléanlacpA-hoz — ardnyos a laktozfelvételi és
biomassza produkcios potencidllal. Az egyképiasansizformans statisztikai hiban beldl a

vad tipushoz hasonléan viselked@f.(abra).
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27. abra.A. nidulanslacpB-retranszformansok laktéz-AMM id éprofiljai. Nyitott szimbdélumok:
biomassza. Tomott szimbolumok: laktéz. Négyzet: 1dpia; kor: 2 képia; haromszég: 5 képia.
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Az eredmények azt sugalljak, hogy AznidulansLacpB — a LacpA-hoz hasonléan —
élettanilag is relevans lakt6z transzporter. Enk@&kvetlen demonstraldsa céljabol a mutans
torzsek glicerinen szénforrason kindvesztett micéét laktoz jelenlétében inkubaltuk, és
tipusu torzs specifikus laktdzfelvételi ratdja mandvizsgalt koncentracional meghaladta a
lacpB-hianymutansét (p<0,1 %), de alacsonyabb volt &képias mutansokétdl (p<0,1 %).
Az utdbbiak kozil az dacpB-kdpiat tartalmazo térzs gyorsabban (p<l1 %) vedtaflaktdzt,
mint a kétkopias. Mas vizsgalt szénforrasokon (Ixgaz, D-glikéz — utébb28. D. abra)
nem volt szignifikans kulonbség a mutansok cukdvételi ratai kozott, jelezve, a LacpB

mikodése specifikus a laktozra.
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28. abra.A. nidulansWT t6rzs (0), lacpB-hianymutans (@) illetve 2 képias f\) és 5 kdpias §) lacpB-

retranszformansok specifikus laktoz felvétele. A: @ mM laktéz; B: 0,5 mM laktéz; C: 2 mM laktéz; D: 2
mM D-glikéz (kontroll). Az egyes panelek 'Y’ tengeyléptékei eltéréek!

A LacpA élettanilag relevans permeaz, de a lakt@aszport csak egy részéért fétel
Annak megvalaszolaséra, hogy a LacpB mennyibeistelemaradék lakt6z transzportjdért, a
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lacpB-t lacpA-hianyos genetikai hattérben Gtottuk kigpA/lacpBketivs mutanst hozva igy
létre. A fenotipus-elemzés azt mutatta, adsethutans képtelen csirazni laktézoét, egyéb
szénforrason kindvesztett, majd laktoz-minimal dégjta atmosott micéliuma sem képes a
laktoz felvételére és hide Uj biomassza létrehozasap® (abra). Mindez azt jelenti, hogy az
A. nidulanslaktézfelvétele bizonyithatéan két komponieres LacpA és a LacpB alkotja. A
lactis-ben a Lacl2 gén az egyetlen élettanilag relewékié2 permeaz (Rey és mtsai 1987),
de vjfent emlitést érdemel, hogy az MFS-cukortrpaoserek szama az emlitett élédajban
hdsz, mig aA. nidulansban szaznal is tébb. Innen nézvefanidulanslakt6z felvétele sem
nevezhei redundansnak. Fontos megjegyezni: allitasunk ega&lettanilag relevans laktéz
permeazokra vonatkozik. Nem zarhatjuk ki ugyanigyhléteznek olyan tovabbi permeazok,
melyek rendelkeznek a lakt6z sejtmembranon kerkgrainszportjanak képességével, de a

vizsgalt (standard) korilmények kdzo6tt nertik@dnek.
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29. abra.A. nidulanslacpA/lacpB-kettés mutansok lakt6z-AMM idéprofiljai. ( ©): biomassza koncentracio.
(0): laktoz koncentracio. A fermentaciot micélialis inokulumrol inditottuk.

A lacpB lakt6zon gyorsan (3 h) ésésen indukalédik. D-galakt6zon mér a korai (3 h)
expresszio is mersekeltebb, adds (6 h illetve 12 h) mérési pontokon pedig nemitdnk
transzkriptumot detektalnBQ. abra). Ugyanebben a kisérletbedaapA ugyanolyan disen
reagalt D-galaktdzra, mint laktozra, bar adtds mérési pontokon lecsdkkent a transzkriptum
mennyiségedl. abra). Tovabbi kilonbség a ké&cp-geén kifejeddése kdzott az L-arabindzra
adott expressziés valasziarpA kifejezodott rajta, aacpB nem. D-glikézon, D-xil6zon és
D-mannoézon (utébbi a D-glikéz C-2 epimerje) egyikntawvételi ponton sem tudtunk

transzkriptumot detektaln8Q-31. 4brak.
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AlacpA rRNA

AlacpA
R21

3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h

Gliikoz Galaktoz Laktéoz L-Arabindz Xiloz Cellobioz Mannoz

30. abra. AzA. nidulanslacpB gén transzkriptum analizise WT éslacpA hattérben.

AlacpB rRNS

AlacpB
R21

R21 rRNS

3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h

Gliikéz  Galaktoz Laktéz L-Arabinoz  Xiloz Cellobiéoz Mannoéz
31. abra. AzA. nidulanslacpA gén transzkriptum analizise WT édlacpB hattérben.

A lacpA és lacpBegydutt felebsek azA. nidulanslaktéz felvéeteléért. B0-31. abrak
szerint a két gén expresszioja befolyasolja egymasegyiklacp expresszidja a maslécp-
hianymutans térzsben azt mutatja, hogy a D-galakithzkcio hatasa gyorsabb é$sbb lett
mindkét permeazra nézve, a cellobiéz indukcidlacaB kifejezodésre szintén fokozodott. A
laktoz indukcios hatasa viszont nem tért el a Wdsétol. Ez is azt a hipotézist tamaszthatja
ala, miszerint a laktéz anyagcserében részé ggnek/enzimek mintegy véletlenil képesek a
laktdz transzportjara/hidrolizisére, és eredetk@idjuk mas — ndvényi vagy fungalis ereiflet
cellobioz jelenlétében gyorsnakgenek és tartosnak bizonyuBQ. abra).

A lacpB (= AN2814) azAspergillusadatbazisbdf feltételezett cellobiéz (4-@-D-
glukopiranozil-D-gliikdz) transzporterként kerdltilgntartasba (ERQUEIRA és mtsai 2014),
mint aN. crassaCDT-1 transzporter (I6kusz: NCU00801) ortolégjaNA crassaCDT-1 —
éleszbben kifejeztetve — cellobiozt transzportélta{@zka és mtsai 2010). A cellobiézhoz
hasonléan ugyszintébetakotédi glikopirandéz dimer szofor6z (2-@-D-glikopiranozil-D-

glikoz) szintén éis lacpB-induktornak bizonyult32. abra).

% http://lwww.aspergillusgenome.org
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32. dbra. AzA. nidulansWT torzs lacpB (A) éslacpA (B) génjeinek expresszidja

A szofor6zT. reeseiben a cellulolitikus rendszer legeebb induktora (8ERNBERG és
MANDELS 1980; %IBOTH és mtsai 2007a). McpB transzkripcidja is kapcsolatban allhat a
lignocellul6z lebontassal, mivel lacpA alacpB és alacpAlacpB mutansok is fenotipust
mutatnak cellobiézor3@. abra). lacpAhianyos hattérbenlacpB erbsebben fejarik ki (30.
abra), a cellobiéz fogyas és a novekedés is szignifkan(p<0,1% ill. p<1%) gyorsabb a
kontrollnal. AlacpB-mutacio (egyedil vaghacpA-mutacioval egyitt) hatasa ezzel ellentétes:
lassabb cellobioz felvétel és biomassza gyarapéstdelhed (p<1% mindkét vizsgalatnal). A
lacpB géntermék tehat egy élettanilag is relevans céloltranszporter, aA. nidulans
cellulolitikus rendszerének része. A cellobioz fimas azonban csak részleges, nem abszolat
— alacp-mutansok csirdznak, novekszenek és sporaznakbideltm — vagyis a cellobi6éz

transzportnak tovabbi, egyént ismeretlen komponensei is vannak ebben a gojbbata

12 4
10 A1

o N A O ©

Biomassza koncentracio (g/l) Cellobiéz koncentracio (g
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33. abra.A. nidulansWT, lacpA, lacpB éslacpA/lacpB mutansok cellobiéz-AMM idéprofiljai. A: cellobiéz
koncentracié (Ures szimbolumok). B: biomassza (tonttszimbdlumok). kor: egykdpiaslacpB
retranszformans; négyzetilacpA mutans; haromszog:lacpB mutans; rombusz: lacpA/lacpBkettés mutans.
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4.1.2. A D-galaktéz lebontas oxido-reduktiv atvonalaAspergillus nidulansban

A K. lactisés azA. nidulansesetében a galaktokinaz a Leloir-atvonal nélkigdetlen enzime
(DICKSON és RLEY 1989; POBERTS 1963; KAFER 1977), hiAnyaban a mutans térzsek nem
nonek D-galaktozt kizardlagos szénforrasként tartatim@ptalajon. A fentiekkel ellentétben
megallapitottuk, az. nidulansgalE9 (galaktokindz) mutansékfelveszik és hasznositjak a
D-galaktozt; szilard taptalajon 3,5 — 4 nap alattlges életciklusukat befutjak.

Az ellentmondas vizsgéalata soran kiderUloBRRTS (1963) és KFER (1977) nitratot
hasznalt kizarélagos nitrogénforrasként, mi pedngrénium ionokat. Nitraton a&. nidulans
galaktokinaz mutans valoban negttrD-galakt6zon 34. B. abrg, ammoniumon azonban az
aniontdl (szulfat, klorid, foszfat) fliggetlenil igg34. A. abra). ROBERTS (1963) alapjan
foszfattal egészitettik ki a taptalajt, de ennek selt hatasa a fenotipusra. A tenyészeteket
pH 6,5-on tartottuk, igy a kétféle nitrogénforrétalaeredmeényezett kémhatas-kilénbség sem
lehet oka a jelenségnek. D-Glukéz@4( C-D. abrg és minden mas vizsgalt szénforrason
(glicerol, acetat, D-frukt6z) a nitrogénforrds (agmum vs. nitrat ionok) nem befolydsolta a
tenyészet ndvekedését vagy szénforras felvételg@tieAség tehat a D-galaktéz anyagcserére
specifikus, megjelenéséhezgalE 16kusz niikodésképtelensége illetve hiaRSazikséges.

Munkahipotézisiink ez alapjaA: nidulansban a Leloir-ttvonal mellett Iétezik eqy alternati

D-galakt6z lebontasi Utvonal is, mely képes a sagawva lebontd anyagcsere tftvonalaira

terelni, s ezaltal a gomba novekedését fenntartani.

Az alternativ D-galakt6z lebontasi utvonal nem leepadjesen poétolni a galaktokinaz
aktivitas hianyat galE mutansban; D-galaktézon a vad tipusu tenyészeinmddiz specifikus
novekedési ratdja kozel kétszereggmbe mutansénak, és a szénforrasra vonatkoz6 biomassza
hozamkonstansok is jeléisen eltérnek3s. A. abra). A vad tipusu térzsben a hozamkonstans
idoprofiljla gyors felfutas utan a D-galaktéz haszrasitsaknem teljes dthrtama alatt
allando, majd a stacioner fazisban gyorsan le@&&SkB. abrg. Ezzel szemben galE mutans
hozamkonstans-profilja a kezdeti felfutds utandotatosan hanyatlé, a stacioner fazis elejére
a maximalis érték 60 %-ra esett vissza. Ez utébbamkonstans-iiprofil jellegzetes példaja
az intracellularis tartalék-metabolit feldasulasnitas szénforrasokon (L-arabin6z, D-xiléz,
D-glukoz, acetét, glicerol) a két térzs hozamkonstarofiljai megegyeztek, kivéve laktdzon,

ahol kevésbé hangsulyosan, de a D-galakt6zon #eztehasonld tendenciakat tapasztaltunk.

A klasszikus” (random UV-mutagenezissel genemgdlE9 mutacié a galaktokinaz gén kodolé régidjanak
3'végénél egy bazispar-inszercié miatt kereteltasbekoz (AAM és KaAMINSKYJ 2013).

% A kisérletet ayalE mutansok mellett altalunkéllitott deléciés mutansokkal is elvégeztiik. Azoenények
hasonléak voltak.
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34. abra Az A. nidulansWT (Ures szimbélumok) égyalE mutans (tomott fekete szimbdélumok) szénforras
hasznositasanak és biomassza kémésének idprofiljai. A: D-galakt6z és ammonium ionok. B: D-
galaktoz és nitrat ionok. C: D-gliik6z és ammoniumdnok. D: D-gllikéz és nitrat ionok. Szimbdlumok:
novekedéqo, m), aktualis D-galakt6z koncentracid(o,e), aktualis D-glik6z koncentraC|o(A,§)
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35. abra.A. nidulansWT (Ures szimbdlumok) éggalE mutans (témoétt szimbdélumok) D-galakt6z-AMM?2
idéprofiljai. A: biomassza (o, m) és ndvekedési ratgo,e); B: hozamkonstans(A, A).
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A biomassza metabolomikai elemzésének eredményeaként nidulansgalE mutans

biomasszajaban (vagyis intracellularisan) magas0@>mM) koncentracidban galaktitolt

taldltunk. A felhalmozédas atmeneti volt, a galakta fermentacié végén hasznos@6.(A.

abra). Joval kisebb koncentraciéban a vad tipusu mingis felhalmozta a galaktitolt, vagyis
a galaktitol képzésert és tovabbalakitaseért dslenzimek nengalE-mutans specifikusak.
Laktézon novek& vad ésgalE mutans torzsek micéliumaban szintén talaltunk kyiaddt,

ennek mennyisége kb. 75 %-a volt a D-galaktozortmakr A D-galakt6z és lakt6z kiindulasi

szenforrasokon (L-arabindz, D-xil6z, acetat, D-far D-gliikodz, glicerol) nem tapasztaltunk

intracellularis galaktitol felhalmozédast egyikzében sem.

Z 500 =

£ 400- A g

4 4

© ©

© 300 A ©

(@)} (@)}

& 200- g

=]

T 100 - &

® S

E O @ I I I I

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100120140
Fermentacios iél (ora) Fermentacios iél (ora)

36. abra. Idéprofilok A. nidulansWT (lres szimbdélumok) éggalE mutans (tdmétt szimbolumok)
térzsekben A: Intracellularis galaktitol (A, A) felhalmozddas D-galaktézon. B: Novekedés @) illetve
szénforras hasznosulas galaktitolonA[ A).

Az A. nidulansa névekedés minden fazisdban képes galaktitohbaftAsra, lebontasa
nem igényli a galaktokinaz enzimed6 B. abrg. A feltételezett ,galaktitol dehidrogenaz”
aktivitas vizsgalatahoz @hovesztett, galaktitolra atmosott vad tipusu ikegalE mutans
tenyészetek sejtmentes, dializalt kivonatat haszkai vitro enzimforraskently. tablazat).
Mindkét torzs rendelkezik galaktitol dehidrogen&satassal, amely csak NADBkofaktorral
miikodik, NADP -vel nem.

Az L-arabinitol dehidrogenaz hidnyads. nidulansaraAl (= G094; CLUTTERBUCK
1981) mutans nemongalaktitolon (I VRIES és mtsai 1994). Megallapitottuk, a mutans nem
rendelkezik galaktitol dehidrogenaz aktivitasdal tablazat). Egyeduili nitrogénforrasként

ammonium ionokat hasznalva azonbanasaAl mutans jol 6tt L-arabitolon (galaktitolon
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nem!), ésin vitro L-arabinitol dehidrogenaz aktivitast mutatott. rdgénforrasként nitratot,
szénforrdsként L-arabitolt tartalmazé téptalajoordmn — 6sszhangban az irodalmi adatokkal
— nem volt sem L-arabinitol dehidrogendz enzimaté&s; sem ndvekedés. AzaAl mutans
fenotipusa L-arabitolon hasonlit galE mutanséhoz D-galaktézon — mindiethitraton

mutatja a definialt mutans fenotipust, ammaoéniunoi@m a jelleg eltnik.

Poliol dehidrogenaz aktivitas (U/mg protein)

Kofaktor Szubsztratum
Torzs
L-arabitol Galaktitol
NAD" 0,41 + 0,03 0,081 + 0,005
Vad tipus
NADP < 0,004 < 0,004
araAl NAD"* 0,094 + 0,02 < 0,004
NADP* < 0,004 < 0,004
NAD?* 0,356 + 0,02 0,066 + 0,004
galE
NADP* < 0,004 < 0,004

IV. tablazat. Poliol dehidrogenaz aktivitasokA. nidulans-ban, galaktitol és L-arabitol szubsztratumokon,
NAD" illetve NADP" kofaktorok hasznalata mellett

In vivo felelés-e az L-arabinitol dehidrogenaz aktivitds a gataktovabbalakitasaért?
A valaszhoz a D-galaktozorbth araAl mutans biomasszajat és fermentlevét metabolomikai
vizsgalatnak vetettik al&T. abra). Az intracellularis galaktitol itt is megjelentredbvekedés
korai szakaszaban, és a stacioner fazis végéreeleatenaximum értékét (~50 mM), amely
alacsonyabb, mint galE mutansban (~410 mM), de magasabb a vad tipusBal rftM). A
legfontosabb azonban: araAl mutdns nem képes hasznositani az intracellulatektitolt;
felhalmozodasa végleges, nem atmeneti. A galakidégy@sa utan a sejtek szétesnek, emiatt a
galaktitol extracellularisan is megjelenik, de eklkem hasznosul. AA. nidulansgalaktitol

hasznositdsa sorén tehat az L-arabinitol dehidémemzimaktivitas megkerilhetetlen. A
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galaktitol az alternativ D-galaktoz lebontasi Utababligat intermediere is egyben, mint azt
egy L-arabinitol dehidrogenaz / galaktokinaz éstutans graAl/galE = EFES4) révén be
is bizonyitottuk. Ha ugyanis a Leloir-uttdl fuggatl D-galakt6z lebontas csak galaktitolon &t
mehet végbe, akkor galaktokindz hianyos hattérizesraAl mutans nem tud D-galakt6zon

noni. Valéban ez volt a helyze38. A. abra).
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37. &bra.A. nidulansAraAl muténs D-galakt6z-AMM idéprofilja. Szimbdélumok: biomassza(o), aktualis
D-galaktoz (e), intracellularis galaktitol (A)

Az L-arabinitol dehidrogenaz reakcio végtermékerab#ollal L-xilul6z, galaktitol
reakcidjdnak terméke azonbAnnidulansban ismeretlen volt. Emiatt a galaktitoloéttnvad
tipusu,galE ésAraAl torzsek dializalt sejtmentes kivonatat enzimfdiéid hasznalva an
vitro reakcio termékeit HPLC és NMR segitségével eleakelindkét analitikai médszer a
reakcioidvel linearisan néveky koncentraciéju szorbdzt mutatott ki a vad tipusa€mlE
mutans esetében; mas hexo6zt nem talaltunk a red&giden. Polarimetrias elemzés révén a
szorbOzt L-szorbdzként azonositottuk. &AL mutans esetében reakcid végterméket nem
talaltunk. Forditott iranyba (redukcio) jatszédtat reakciot, a vad tipus égalE mutans
dializalt sejtmentes kivonatat enzimforrasként hakzm, NADH (de nem NADPHY!)
jelenlétében az L-szorbdzt galaktitolla tudtuk &mki. Ugyanez a reakcié az L-arabinitol
dehidrogendz mutéans dializalt sejtmentes kivonatdem ment végbe. Mindez bizonyitotta,
az L-arabinitol dehidrogenaz aktivitds eredményeleégalaktitol szubsztrdtum L-szorb6zza
alakul. Galaktitolon ndvesztett vad tipusu gaE mutans torzsekben az L-szorboz fel is
halmozodik a micéliumban (20-66M). Akarcsak azn vitro reakcié esetében, mas hexdzt

kimutathatdé mennyiségbem vivo sem talaltunk.
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38. &bra.A. nidulansWT és muténs térzsek ndvekedése a kutatasaink seréasznalt fontosabb
szénforrasokon. A: D-galaktdz. B és C: galaktitolD: L-szorb6z + ammonium ionok. E: L-szorb6z + nitr&
ionok. Az A-D jelii Petri-csészékben nitrogénforrasként ammdénium ionodt hasznaltunk

Az intracellularis L-szorb6z D-szorbitolla reduédik, majd ez D-frukt6zz4 alakul,
ami a hexokinaz éltali foszforilezés utan kerdl lkajtikus Utvonalra(ELORZA és ARST
1971). A hexokinaz L-szorb6zon keresztili részédtalz alternativ D-galakt6z lebontasban
egy A. nidulanshexokindz mutansfr@l = G092) révén bizonyitottuk. A térzs nemitinL-
szorb6zon 8. D. abrg és galaktitolon38. B. abrg sem. AzfrA1 mutansbdl keresztezéssel
eléallitott galaktokindz/hexokinaz két mutansdalE/frAl = EFES3) pedig galaktitolor88.

B. abra), L-szorb6zon 8. D. abrg és D-galakt6zon3g. A. abra) sem tt. Minden egyéb
vizsgalt szénforrason (D-gliikdz, glicerol, acet@thutans torzsek vad tipusként viselkedtek.
A kettés mutans segitségeével tehat a hexokinaznak a tékavéll a nélkilozhetetlenségét is
bebizonyitottukaz alternativ D-galaktoz lebontasi Ut vonatkozasaba

A hexokinaz kozvetlenll a D-fruktozt foszforilezaz L-szorb6z anyagcserében csak
kOzvetett szerepe van (&RzA és ARST 1971). Mivel azonban széles szubsztratspecifititas
enzim (RRI és mtsai 1988), megvizsgaltuk, képes-e az L-szorkidrvetlenil foszforilezni.
Ehhez D-fruktézon novesztett vad tipusu, tovabts#Al, galE ésfrAl mutansok dializalt,
sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznaltuk-azorb6zin vitro foszforilezéséhez. Az
enzimreakciot a galaktokinaz aktivitas méréséraluik kifejlesztett, HPLC-alapu modszer
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véltozataval kovettiik nyoméh A vad tipust,araAl és galE térzsek ATP-fiig§g médon
foszforilezték az L-szorbozt. A reakci6 termékét NMR-segitségével L-szorb6z-foszfatként
azonositottuk. A foszforilalt termék alkalikus féstAz enzimmel vald kezelését kdden az
L-szorbOz-foszfat elint, viszont sztochiometrikus mennyiségben nié¢tgraz elegyben
talalhatd L-szorb6z mennyiség89( D-E. abrg. Az frAl hianymutans tbérzs sejtmentes
kivonatdt azonban nem tudtuk az L-szorb6z fosapéséhez enzimforrasként hasznalni,
mivel még elnyujtott inkub&cids ddalatt sem keletkezett L-szorb6z-foszf@0.( F. &bra).
Bizonyitékot szereztlink tehat arra, hogy — legatainbvitro — a hexokinaz képes kozvetlendl

foszforilezni az L-szorbozt.
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39. dbra. Az L-szorbdz foszforilezésének HPLC-kronmtagramjai A. nidulans-ban. A: ATP és L-szorbéz. B:
sejtmentes kivonat. C: A hexokinaz reakcié L-szorbs szubsztratummal, azA. nidulansgalE mutans
dializalt, sejtmentes kivonatat hasznalva. D: Az Lszorb6z-6-foszfat tartalmu elegy alkalikus foszfatzezal
valo kezelése 0 h igpillanatban. E: Az L-szorb6z-6-foszfat tartalmu elgy alkalikus foszfatazzal vald
kezelése, 3 h idpillanatban. F: A hexokinaz reakcio6 L-szorb6z szubstratummal, az A. nidulansfrAl

mutans dializalt, sejtmentes kivonatat hasznalva 6 utan. AU: arbitrarius egység (Arbitrary Unit)

A korabbi szakirodalom szerint @& nidulansaz L-szorbdzt ugyan képes felvenni és
metabolizalni, de egyeduli szénforrasként nem thdsznositani (BBERTS1963; EORZA €s
ARST 1971; MAcCABE és mtsai 2003). Mi ezzel szemben megallapitotitiks a taptalaj
nitrogénforrdsanak kémiai misége a meghatérozé: L-szorb6z és egyedili nitrogésként

nitrt ionokat tartalmazé minimal taptalajon ninudvekedés 38. E abra), L-szorbozt és

?"Részletesen lasd 4.1.4.1. fejezet.
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ammonium ionokat tartalmazon igeB8( D abra). Az L-szorb6z hasznositasgalE mutans
D-galaktézon és aaraAl mutans L-arabitolon valé ndvekedése utan a haknaglan eset,
ahol egy szénforras lebontasanak képességét géntimras anyagi miisége determinalja.
ELORZA és ARST(1971) egy L-szorbé®> D-szorbitol-> D-fruktdz lebontasi Utvonalat
javasolt. Mivel eredményeink szerint a hexokinazvgilenul foszforilezi az L-szorbozt (
abra), nem zarhato ki, hogy az L-szorb6z-6-foszfat iramélodik frukt6z-6-foszfatta,os a

két utvonal akar parhuzamosan iskiddhet 40. abra).

OXIDO-REDUKTIV | — PENTOZOK LEBONTASA
- -Galaktoz L-Arabiné
UTVONAL rabinéz
xylA NADPH xylA NADPH
Aldéz reduktaz 3 Aldéz reduktiz +
D-Xiléz reduktiz ¢  NADP D-Xiléz reduktiz &  NADP
Galaktitol L-Arabinitol
+
AN0942 ladA| _ NAD ANO0942  ladA NAD
L-Arabinitol L-Arabinitol
dehidrogeniz NADH dehidrogeniz NADH
v v
L-Szorboz L-Xilul6z
A
[AN7459] hxkA p—— NADPH
Hexokinaz reduktiz - D-Xiléz
NADP
v
D-Szorbitol L-Szorboz 6-F NADPH D-xiloz
Xilitol B et
NADP
[AN9064] xdhA + dhA
. CNAD * NAD
ilitol Xilitol
dehidrogenaz Rakh l dehidrogenaz NADH
v
v
. D-Tagatéz
D-Fruktoz 1,6-Biszfoszfat D-Xilul6z
AT thaA |[AN1888] )
AN7459 hxkA q [AN2334] [AN8790] xkiA ATP
Hexokindz ADP Kilulokingz ( ADP
v v

D-Fruktoz -GA-
i D-GA-3F «—p  DHAF D-Xiluléz 5-F

!

Pentoz foszfat atvonal

40. abra. A D-galakt6z oxido-reduktiv lebontasi Gtenala és D-xil6z/L-arabin6z pent6zok katabolizmusa.
nidulans-ban. D-Ga-3P: D-gliceraldehid-3-foszfat; DHAP: dikdroxiaceton-foszfat.

Eredményeinket dsszefoglalva, genetikai és biokénminyitékokat szereztiink egy
alternativ, oxido-reduktivnak elnevezett D-galaki€fzontasi utvonal 1étéF A. nidulansban,
melynek soran a D-galakt6zéekor galaktitolla redukalodik, majd L-szorbozzadatodik, s
melyben az L-arabitol dehidrogenéz és a hexokinaimeek esszencidlis szerepet jatszanak.

Az A. nidulansdializalt, sejtmentes kivonata — NADPH, de nem NAJelenlétében —

katalizélta a D-galakt6z galaktitolla tortémedukciojat, valamint NADP (de nem NAD)
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jelenlétében a galaktitob D-galaktoz oxidaciot. A galaktitol képdésért felels enzimet
azonban még nem azonositottuk. Esikben a fenti reakciot az alddz reduktaz katgéizal
képzdését elseqiti a Leloir-utvonal csokkentiikodése (las@.1.7. fejezet Mivel a gomba
,=aldoz reduktaz” szubsztratuma a D-galaktomEs és SHUGERL 1992), ez az aktivitas lehet
felelés a galaktitol felhalmozodasért. Az aldéz redukkamedundancidja (KSPER €s mtsai
2000) miatt azonban nem rendelkezunk olgamidulansmutéans térzzsel, mellyel a funkciot
bizonyitani lehetneT. reeseben a katalitikus redundancia kisebb foku; ittesikt igazolni,
hogy a D-galaktoz redukciot az D-xiléz reduktaz zi@eIBOTH és mtsai 2007b).

Az oxido-reduktiv D-galaktdéz lebontasi Utvonal 2esb6z utani szakasza sem ismert.
A fungdlis L-szorb6z anyagcseéérhianyosak az ismereteink, noha az L-szorb6z fonto
fermentacids biotechnoldgiai termék; a C-vitamirarggs sordn éves szinten kb. 25.000 t
mennyiségben allitjiak &l D-szorbitolbdl, Gluconobacterbaktériumfajok felhasznalasaval
(LICHTENTALER 1998). Az L-szorbo6z potencialis cellulaz induderreeseben (Nogawa és
mtsai 2001). Baktériumokban az L-szorb6z anyagcsri@acios/redukcios lépéseket foglal
magabakKlebsiella pneumoniaben az L-szorb6z-1-foszfatot az L-szorb6z-1-fosmduktaz
géntermék redukalja D-szorbitol-1-foszfatiaactobacillus caseben D-szorbitol-1-foszfat
dehidrogenaz gént azonositottalkePrRA €s BEREZMARTINEZ 2002). Mindkét génnel BLAST-
keresést végeztink @& nidulansadatbazisban, de homoldg szekvenciakat nem takalf
fenti reakciok meglétd. nidulansban ezért nem valésZin

Az oxido-reduktiv D-galaktdz lebontasi utvonal éeesége, hogy nincsenek benne
specifikus enzimek, hanem mas reakcioutak elenasizialja. A galaktitol oxidacio a pentoz
anyagcserében szerepet jatszo L-arabinitol dehédi@gréven torténik, az L-szorbdz (vagy a
D-fruktéz) foszforilezését a hexokinaz végzi. Azanal egésze a fungélis D-xil6z/L-arabinz
lebontasra emlékeztet ANG €s mtsai 1958; IMANG és KNIGHT 1959;40. abra): az alddz
elészér a megfelél poliolla redukalddik, majd egy poliol dehidrogenévén ketézza
oxidalodik, ami foszforildlodik (WITEVEEN é€s mtsai 1989; DVRIES és mtsai 1994). A
ket6z-foszfatok ribuldz-5-foszfatta izomerizalédnakii mar a pentdz-foszfat Utvonal koztese
(SHI és mtsai 2000). Analog hexoz reakcidkat nem isnlerézért nem tudjuk, hogy a fent
leirt Iépések a D-galaktdz reduktiv lebontasafansallnak-e.

Nehéz megitélni, mennyire jelledha gombakra vagy altalanossagban az (eukariota)
élslényekre az oxido-reduktiv D-galakt6z lebontas.GAmnalat leird kdzlemeénylnk €KETE
és mtsai 200%) megjelenése 6ta eltelé lévtized soran aaspergilluskutatoi kozésség nyolc

2 Az alahlzéassal jeldhivatkozasok az értekezést megalapozé sajat kéngek kozé tartoznak.
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faj (A. nidulans, A. flavus, A. terreus, A. oryzae, avatus, A. fumigatus, Neosartorya
fischerf®, A. nige) szekvenalt genomjanak funkcionalis annotaciéggezte € (WoRTMAN
€és mtsai 2009)In silico valamennyi fajpan megtalaltuk az oxido-reduktivaimal enzimeit
koédolo géneket (EPPHI és mtsai 2009). Kisérletesen két gombafajban -6zzliokonA.
niger-ben (MoJziTa és mtsai 2012a, b) és Az nidulanstdl rendszertanilag tavolabbées.

reeseiben (£1BOTH és mtsai 2004 bizonyitottak be fikddését. Az Utvonal részben eltér az

A. nidulansban leirtaktél. A galaktitol oxidaciét katalizal@alaktitol dehidrogena2* (EC
1.1.1.-) L-xilo-3-hexul6zt hoz létre, melyet az lex3-hexul6z reduktaz D-szorbitolla alakit,
amit egy dehidrogenaz oxidal D-fruktozza.

Harom esetben: galE mutans D-galaktéz, aaraAl mutans L-arabitol és a vad tipus
L-szorb6z hasznositasa kapcsan észleltik, hogatnitmint egyedili nitrogénforras esetén
nincs szénforras felvétel, ammaonium ionok esetémlaan igen, ami biomassza gyarapodast
is eredményez. Mindegyik szénforras katabolizmusagaze egy poliol koztes, amelynek
létrejotte a megfelél cukor szigorian NADPH-fudgredukcidja révén torténik. A nitrat
illetve az ammonium ionok asszimilaciojanak élateantalan legfontosabb kilonbsége, hogy
a nitrat és nitrit redukcioja fokozottan NADPH ig@és. Jelenleg tesztelt munkahipotézisink
szerint ezért a nitrat jelenlétében észlelt novékeghtlas intracellularis NADPH-limitacio
miatt torténik — mivel a szén- és a nitrogénfomaszimilacidjahoz is NADPH sziikséges, az
igény meghaladja a sejt NADPH&éllitd kapacitasat.

Végezetul megemlitjik, hogy a fenn emlitett Aspirgiannotacios k6zosségi projekt
soranin silico azonositottuk az oxido-reduktiv lebontasi Ut egfyetséges elagazasat. Mind a
8 vizsgéltAspergillusfaj genomja tartalmaz egy D-tagat6z-biszfoszfdoklz enzimet (EC
4.1.2.40) kédold gént. Az enzim az aldolazok Ibmstjanak 'B’ tipusaba tartozik (Class I,
Type B). AzE. coligenom tartalmaz két szerkezetileg hasonlé enzimelyek galaktitolt és
N-acetil-galakt6zamint képesek degradalni. Fekzialk ezért, hogy a D-tagatdz-biszfoszfat
aldoldz dihidroxi-aceton foszfattd és D-gliceriredidl-3-foszfattd hasitja a D-tagatéz 1,6
biszfoszfatot, mely L-szorb6zbol keletkezik. Az tesbdzt — mint emlitettiik — a hexokindz
vitro képes L-szorb6z 6-foszfatta alakitani. Eqy Ujatdrforile 1épést, majd epimerizaciot
kéveten kapunk D-tagatdéz 1,6 biszfoszfatot. Az Uj utlm&isérletes bizonyitékunk még
nincs, de genetikai és biokémiai vizsgalataink er@ayeivel kompatibilis. AZA. nidulans

laktoz és D-galaktdéz anyagcsere Utvonalait (génékétizteseket) 4l. abraszemlélteti.

29 Mas néverA. fischerianusAz A. fumigatushoz hasonl6, de nem patogén faj.
%0 A legujabb Aspergillus annotécios kdzésségi profBle VRIES és mtsai 2016) mar 16 fajt elemzett.
31 Az enzimA. nigerben azxhrA, T. reeseben azxr4 gén terméke (IdiziTa és mtsai 2012a)
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laktoz D-gliikoz
OXIDO-REDUKTIV LELOIR
UTVONAL D-galaktéz UTVONAL
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galE
galaktitol D-galaktéz Sejtfal
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ladA 1AN0942 galD lAN6182 T
ugmA
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D-szorbitol L-szorbéz 6-P v
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D-fzull)ctéz D-GA-3P 4=p  DHAP D-gliikoz 6-P

41. abra. A D-galaktdz lebontas Utvonalainak vazlaA. nidulansban. D-Ga-3P: D-gliceraldehid-3-foszfat;
DHAP: dihidroxiaceton-foszfat. Anabolikus funkciéik miatt a legtdbb Leloir enzim konstitutivan feje#idik
ki. Az UDP-glukéz/galakt6z-4-epimeraz (geA és az UDP-galaktopiran6z/furandéz mutazugmaA) gének
szerepét a sejtfalszintézisben lasdLEGANINY és mtsai. (2008; 2010).

Az A. nidulanslaktoz és D-galakt6z anyagcsere strukturalis eleakefeltérképezése
utan a szabalyozas mechanizmusaival foglalkoztiiit lattuk (18. abra), a bgaDilacpA
génpar koordinaltan expresszalodik; a Iégebb induktor a D-galaktdz. Mivel a szaprofita
nidulansszdméra a lignocelluléz monomer D-galaktéz termi@sz szénforras, feltételeztik,

hoqgy abgaD/lacpAD-galaktéz altali indukcidjahoz nincsen szikségadz degradacidjara; a

metabolizalatlan D-galakt6z (és nem eqy lebontéztdse) az induktoA tovabbiakban ezt a

hipotézist teszteljuk. Kisérleti megkozelitéstunki @lapja: ha az indukciot mégis valamely
lebontési koztes (intermedier) valtja ki, akkordztes kialakulasat katalizal6 enzimet kddold

gén mutacidja az indukcié elmaradasaval jar egyditt.
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Az A. nidulansgalE mutansban a D-galaktéz altali indukcio jellegélbevad tipussal
megegyeé& expresszios mintazatot eredményezett. Kulonbsegnazkriptum képiaésének
idéprofiljaban volt: agalE mutansban hamarabb kovetkezik be az expressanb,ankontroll
torzsben 42. A, B abra. Mivel a galaktokinaz a Leloir-utvonal él€nzime, kijelenthetjuk,

hogy lebontasi kdztesei nem sziikségesegadyYlacpAgénpar indukciojahoz.

A Vad tipus B

lacpA lacpA
bgaD bgaD
rRNA rRNA| g
Glu Gal GluGal Glu Gal Glu Gal GluGal Glu Gal
3h 6h 1%h 3h 6h 19h
C hxkAl D araAl
lacpA . lacpA Rl
bgaD ' bgaD)| .
= -
rRNA|gy rRNA e e e
Glu Gal GluGal Glu Gal Glu Gal GluGal Glu Gal
3h 6h 1%5h 3h 6h 19h

42. abra. AbgaD-lacpAgénklaszter indukcios spektrumanak transzkripciésanalizise D-glikéz (Glu) és D-
galaktéz (Gal) szénforrasok jelenlétéber. nidulanstdrzsekben. A: WT (R21); B:galE mutans; C: hxkAl
mutans; D: AraAl mutans.

A bgaD/lacpA expresszidés mintazatat a hexokinaz és az L-arabidéghidrogenaz
mutaciok bxkALlill. araAl) sem valtoztattak megi2. C, D abrg, vagyis az oxido-reduktiv
lebontasi utvonal galaktitol utani kdztesei senmetabk kivaltoi a D-galaktdz indukcionak. A
galE9/hxkAlkettbs mutans (=EFES3) tesztelésével pedig kizartulbl itdduktor lehdiségeét
is, vagyis azt, hogy az egyik utvonal blokkolasa&anasik utvonalon (esetlegesen) niggn
szenvaz fluxus valtja ki &gaD/lacpA indukciojat @3. abra). A ketibss mutans nemD-
galaktézon, az indukcié azonban — a kontrollhozeképigyan lassabban — de végbemegy. A
D-galakt6z indukciés hataséat tehat vagy kdzvetlenkiexdz, vagy az oxido-reduktiv atvonal
el koztese, a galaktitol valtja ki. Megvizsgaltuk ezéogy a galaktitol indukélja-e a

bgaD/lacpAtranszkriptumok kégméseét, illetve az intracellularis bGal aktivitast.
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hxkAl, galE9
lacpA "M "
bgaD - =9 "B
rRNA

Glu  Gal Gle+Gal Glu Gal Gle+Gal Glu  Gal Gle+Gal

3h 6h 19h

43. abra. AbgaD/lacpAgénklaszter indukcids spektrumanak transzkripcios aalizise egy galaktokinaz /
hexokinaz ketiss mutansban D-glik6z (Glu), D-galakt6z (Gal) és Dadaktoz+glicerol szénforrasokon.

A galaktitol egyedili szénforrasként is képes farmani azA. nidulansndvekedését,
bar a maximalis specifikus névekedési rata lenyagetacsonyabb, mint D-galakt6zon (lasd
36. B. 4brg. AzonbanbgaD/lacpA transzkripcié vagy intracellularis bGal enzimakiha a
fermentacio egyetlen égillanataban sem volt kimutathato rajta, a vaddipkontrollban és a
galE9 mutansban semd4. abra). Az eredmény egyben azt is jelzi, hogy a galaktitem

képesn vivo visszaoxidalodni D-galaktozza egyik vizsgdltnidulanstérzsben sem.

lacpA
bgaD

crov | 0

[h] © 36 42 54 71 9 36 42 54 71 90

VT  Vad tipus galE9
gal  galaktitol galaktitol

44. dbra. AbgaD/lacpAgénklaszter transzkriptum képzédésének idprofilja galaktitolon, sullyesztett
fermentéacio soran, a WT torzs (R21), és a galaktokéiz mutans esetében. Kontrollként a WT térzs D-
galaktdézon kép#dott transzkriptumat lathatjuk, 6 h id 6pontban (mosott sejtes tenyészet).

Fonalas gombakban nem ritka, hogy a szénvaz asdeids Utvonalakat a lebontasi
kdztesek, mint fizioldgiai induktordk indukaljak, nem maga a névekedési szubsztratum. Jé
korbejart példa aA. nidulansetanol lebontasanak indukcidja az utvonalglazendszer) ets
intermedierjével, az acetaldehiddel (maga az etiaweol; F.IPPHI és mtsai 2001; 2002). Jelen

esetben szintén bizonyithat6é volt munkahipotézisiikalaktézon nem szikséges lebontasi

intermedierek képmése illetve jelenlételagaD és dacpA gének indukcidjahoz

32 A kifejezéssel a lebontasi kozteseket kivanjuk kiinboztetni a molekularis induktortdl, vagyis a
transzkripcidde factg génszini kivaltéjatol. Utdbbiakat kutatasaink soran nensgaltuk.
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4.1.3. Az oxido-reduktiv utvonal szerepelrichoderma reeseben

A bGal enzimek (EC 3.2.1.2B)D-galaktoz egységek hidrolizisét katalizalfao-galaktozid
tipusu szacharidok terminalis, nem-redukald vélgéy szamotted szerkezeti és katalitikus
killonbségek miatt négy glikozid hidrolaz csaladBail, GH2, GH35, GH43§ tartoznak.

A T. reeseia laktozt extracellularisan hidrolizélja, ami ad¥s kdzponti helyzdivé
teszi a laktdéz anyagcserén belil. A gombafaj egB®tipust bGal-t tartalmaz, amitogal
gén kbédol.bgalhidanyosT. reeseimutansokban az eredeti bGal aktivitasnak csal8ldb-a
mérheb laktézon (&1BOTH és mtsai 2005), de hasonl6 a helyzet D-galakt@sogalaktitolon
is. Nem tudjuk, hogy a maradék értek egy masodialiak, avagy mas hidrolazok rezidualis
aktivitasanak koszonhiet

A bgalkifejezbdésének szabalyozasa kevéssé ismert. A transzkriptennyisége L-
arabin6zon, L-arabinitolon és lakt6zon a lésfgesebb, de D-galakt6zon, D-xil6zon és ezek
polioljain is kimutathatd. A transzkripcidrel-figgé CCR alatt all, ami mind a bazalis (-alap)
aktivitas szintjére, mind a szénforras altali incidka hat.

Mivel a D-galaktdz reduktiv lebontasi Utvonala léggben a hemicelluléz pentdzok
(L-arabin6z, D-xil6z) lebontasat vé&genzimeket hasznositja, megvizsgaltuk, hogy azmxid
reduktiv itvonalnak van-e szerepbgalgén indukcidjdban. Ehhez a Leloir illetve a redwukt
utvonal el$ 1épéseiben (galaktokinaz, valamint ald6z redukész -arabinitol-dehidrogenaz)
defektesT. reeseimutans torzseket hasznaltunk. Mivddgal gén szinte egyedul fetid aT.
reeseibGal aktivitdsaért, Agal génexpressziot — egyfajta on-riporter rendszerkéatbGal
aktivitas megjelenésével szamsmitettik.

Az inducer azonositasanak &blomasa ez esetben is annak tisztazasa volt, adyy
galaktoz 6nmagaban indukal, vagy valamelyik lebsinfdvonal generalja az induktort. Az
aldéz reduktaz hianyasxyll torzs galaktitolon a vad tipussal 6sszevétih&al aktivitasokat
mutatott . tablazat), jelezve, a galaktitol Leloir-aUtvonalon tortemetabolizmusa (vagyis a
galaktitol — D-galakt6z atalakulas) szukségteleimdnkciohoz. Ezzel szemben D-galakt6zon
aAxyll térzs gyakorlatilag nem mutatott bGal aktivité&sni vilagosan mutatta, a D-galakt6z
— galaktitol atalakulas viszont esszencialis a keonvhoz. Fontos megjegyezni, hogieyll
mutans a vad tipusnal gyengébben ugyan, de képekettni mindkét vizsgalt szénforrason,

vagyis az indukcio elmaradasa nem a névekedésdiaimgtt tortént.

33 Carbohydrate Active Enzymes Databdsép://www.cazy.org/
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Extracellularis g-galaktozidaz aktivitas [nkat/mgpcw]
T. reeseitdrzsek D-galaktoz Galaktitol D-glukoz
QM9414 (vad tipus) 68 83 <0.1
Axyll 2 53 <0.1
Agall 20 70 <0.1
Aladl 60 115 <0.1

V. tdblazat. D-galakt6z anyagcserében séril. reeseitdrzsekbgalkifejezédésének dsszehasonlitasa a
szénforras fliggvényében.

A vizsgalat tikorképét jelentette, amikoAgall (galaktokinaz) mutanst galaktozon és
galaktitolon novesztettik (a kontrollt jeléntD-glikdéz szénforrason egyik mutans sem
mutatottbgal kifejezédést; V. tablazat). Minéségi értelemben bgal mindkét szénforrason
kifejez6dott, vagyis a galaktokinaz enzim és a Leloir-Ubldkbztesei nem esszencialisak az
indukciohoz. Az efsen lecsokkent aktivitasok valosiieg annak tudhatok be, hogy ez a
mutans gyengeénéit galaktdzon és galaktitolon. Az eredményeket @sstve kijelenthetjik,

a Leloir-utvonal nem esszencidlibgalgén D-galaktdz altali indukcidjdban.

Az oxido-reduktiv D-galakt6z lebontasi utvonal mdikoenzime dadl géntermék L-
arabinitol 4-dehidrogenaz. Annak eldontéséhez, logglaktitol, esetleg egy lebontasa soran
keletked késsbbi intermedier feléls-e abgalindukciéjaért, egyladl térzset ndvesztettiink
galaktitol illetve D-galaktoz tartalmi minimal tafajon. AAladl térzs nem & galaktitolon,
mig galaktézon csaknem olyan jd@,mint a vad tipus. A¥. tabldzat adatai mutatjak, hogy
a bGal aktivitas (bgalexpresszio) hasonldé mertékolt D-galaktézon, mint a vad tipusnal,
galaktitolon pedig meg is haladta azt. Az eredmkrag mutatjak, a galaktitol 6nmagaban —
a D-galaktéz redukcidja soran képxe — képes hgalindukalasara.

Osszefoglaloan, &. reeseilaktézon novekedésének képessége nagyban finggh
altal kédolt extracellularis bGal enzim keletke28kéA bgal expressziojat a laktdz, a D-
galaktoz és — kisebb mértékben — a galaktitol pekéndukalni. A galaktokinaz hianyos torzs
indukalhaté D-galakt6zzal és galaktitollal, viszaz aldéz reduktaz hidnyos mutdmgal
génje csak D-galaktézzal indukalhatd. A reduktimitsodik 1épésében hianyos L-arabinitol
4-dehidrogenaz mutans viszont mindkét szénforras iddukalhaté maradt. Megallapitottuk

tehat, hogy &. reesebgalgén élettani induktora a galaktitol.
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4.1.4. A D-galaktéz felvétel és lebontas vizsgalatspergillus nigerben
Az A. nigergomba biotechnoldgiai jelefgégét hagyoményosan citromsav termelése adja. A
citromsav — az etanol utan — a masodik legnagyobbnyiségben éallitott biotechnoldgiai
terméR*. A citromsavat gyorsan hasznosulé szénforrasoj@lemzsen D-glikéz tartalmu
komplex taptalajon allitjak él— a tultermelés egyik &eltétele az diteljes glikolitikus
fluxus (KuBICEK és KaRAFFA 2006, 2010) — , igy nem megteghogy a biokémiai-fiziologiali
vizsgalatok szinte kizardlag ebbe az iranyba fddyta

Az A. niger D-galakt6z anyagcseréje iranti Ujkéletrdekbdés oka alrichoderma
fajokkal 6sszevethéen hatékony extracellularis enzimtermelése. A stékrhidrolazokat a
novényi biomassza hemicellul6z polimereinek lebsdit®z hasznalja az eredéed
szaprofita gomba. Mint emlitettiR.(.4. fejezet) hemicellul6znak a ndévényi sejtfalban a
cellulézzal szorosan egybeépilt nem-celluléz jéllgmpliszacharidokat nevezzik. A D-
galaktdoz az egyetlen monomer, mely mindharamhémicelluléz tipusban megtalalhato.
Hidrolitikus potencialja ellenére azonban Azniger nem, vagy csak gyengén hasznositja a
D-galaktézt, ami korldtozza alkalmazhatésdgat. Englettani okardl kutatadsunk kezdetéig
egy kozlemeény jelent meg (BHAFEI és ADEL-FATAH 2001), melyben a jelenséget — mivel az
A. niger sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznalvagalBktdztin vitro nem lehetett
foszforilezni — a galaktokindz gén mutaciéjaval yergztak. Munkank etsrészében ezért a
galaktokinaz gén és a galaktokindz aktivitas mégl#ietve hianyat prébaltuk meg tisztazni.
Kontrollként az intakt Leloir-utvonallal rendelk&?. nidulansWT torzs, negativ kontrollként

azA. nidulansgalaktokinaz negativ mutangalE) szolgalt.

4.1.4.1. Uj médszer a galaktokindz enzimaktivitas meghatzasa

A D-galaktozt foszforile& galaktokinaz aktivitas mérésére korabban csaldjpas (FOBERTS
1970) illetve meglehésen bonyolult enzimes BRHEESés mtsai 2002) mdadszerek léteztek.
Kutatasaink soran kidolgoztunk egy HPLC-s meghatison alapuld, 5 %-o0s hiban belil

ismételhed modszert. Elvi alapja a

D-galakt6z + ATP- D-galakt6z-1-P + ADP [2]

reakcié végtermékeként keletkeD-galaktoz-1-foszfat mennyiségi meghatarozasa,
melyet torésmutat6 (Refraktiv Index, RI1) alapjateigaltunk. Az elvalasztast hidrogénfazisu

3 Jelenleg ~ 2 M t/év, ami 2.6 milliard US$ piaceient (http://www.marketwatch.com)
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ioncseréd oszloppal (Bio-Rad Aminex HPX-Hlvégeztiik, T = 55 °C kolonn&mérséklet és
0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett. Eluensk&niNl H,SOy-et hasznaltunkdb. abra)

A reakciéelegy 10 mM ATP-t, 20 mM D-galakt6zt, 10MnMgSO4-et és 0,7 ml
sejtmentes kivonatot tartalmaz, ez utébbit 0,1 Mpd$ = 7,6-0s foszfat pufferben vettik fel.
Az in vitro reakcio T = 37°C-on jatszodik le. Inditaskéent g@aktdzt az elegyhez adtuk, 30
percen at enyhe razatds mellett inkubaltuk, majoejéaktuk a kémcsoveket, ledllitva ezzel a
reakciot. A fehérjét 30 % (v/v) metanollal csapikA D-gal-1-P mennyisége linearisafith
az eltelt reakcididvel 5 és 110 perc kdzott. Az egységnyi galaktokiaiéivitas (1 U) umal
képadott D-gal-1-P képadésének felel meg 1 perc alatt, 30 illetve 37°C-on.

i D-galaktoz

A

200000

2 D-galaktoz-1-foszfat ‘ \

T 100000 ; f l

4 \

¥ s oy 28 W
3

=100000 \ ||||

0.0 20 4.0 6.0 2.0 10.0 i20 14.0 16.0 18.0

Retencios 1do [perc]

45, abra: Tipikus HPLC-kromatogram, melyen azin vitro galaktokindz aktivitas meghatarozasahoz vezét
enzimreakcié két legfontosabb komponense, a D-galiz-1-foszfat és a D-galaktoz lathatd.

A mobdszer nem csak a galaktokinaz, hanem mas dayaimreakciok esetében is
hasznalhatd, ahol cukor molekulara AT#®P$zarmazo foszfatcsoport kertl. Példa erre az L-

szorb6z hexokindz altali foszforilezbiségének bizonyitadsa (lasd 59. oldal).

4.1.4.2. Elettani vizsgéalatok
Elso 1épésként igazoltuk a&. niger D-galaktéz negativ fenotipusat egy WT torzs (N)402
felhasznalasaval. D-galaktozt kizarolagos szénd@gat tartalmazé taptalajon @ niger
konidiospdrak nem tudtak felvenni a D-galaktdzy, igppmassza sem kéfdott. A fenotipus —
a vizsgalt szénforrasok kozul — kizérolag D-galakadvonatkozott. D-glikédz, L-arabindz,
glicerin, D-xil6z, galaktitol, D-frukt6z és szacldar szénforrdsokon nem volt szadmottev
kulonbség azA. nidulansWT t6rzs ndvekedéséhez képest. Laktdzon valangyehgébben
nott a tenyészet aa. nidulanshoz képest, de teljes életciklusat befutotta, teadenotipust
laktézon pozitivnak nyilvanitottuk.
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A glicerines taptalajon éhdvesztett vegetativ micélium viszont, ha nem isrggn, de
transzportalta a D-galaktozt és biomasszat képajédt @6. abra). Glicerin helyett D-glikozt,
peptont, szachardzt, L-arabindzt vagy D-xilozt Imébza hasonlé eredményeket kaptunk. Az
A. nigertehat genetikailag alkalmas a D-galakt6z haszasdif, a negativ fenotipusnak egy

adott noévekedési szakaszhoz koghiettani okai vannak.

D-galakt6z és biomassza
koncentracio (g/L)

0 20 40 60 80 100

Fermentacios idl (6ra)

46. abra.A. niger WT novekedése ¢) és szubsztratum-hasznositasa) AMM-D-galakt6z taptalajon. A
tenyészet @indvesztett micéliumrdl indult

A galaktokinaz aktivitas kizarolag intracellularigy a feltart micélium sejtmentes
felUliszéjat hasznéltuk enzimforraskémtl.(tdblazat). Az enzimaktivitds minden vizsgalt
szénforrason megjelent. Profilja hasonlitottfanidulanshoz: D-galakt6zon és L-arabinézon
szignifikansan (p<0.1%) magasabb, mint D-glikdé2doha az értékek jellenen kisebbek,
kijelenthet, hogy azA. nigerrendelkezik galaktokinaz aktivitdssal. Az analitikaddszer
megbizhatdsagat jelzi, hogy a negativ kontrollkéagznaltA. nidulansgalaktokinaz mutans
torzsben nem tudtunk galaktokindz aktivitast detielkt

Szénforras

Gombatdrzs D-galaktoz Laktéz L-arabiné3 glicerol D-gliko6z

A. nidulanswWT 0,32+0,017 | 0,15+0,014| 0,30 +0,02| 0,14+0,01| 0,12+0,01

A. nigerWT 0,28 £0,014 | 0,19 +0,012| 0,20 +0,01| 0,11 +£0,006| 0,08 + 0,005

A. nidulansgalE < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

VI. tdblazat. In vitro galaktokinaz aktivitasok szénforras fliggése. Mérkéegység: U/mg protein.
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Az eddigiek alapjan feltételeztik, hogy Az niger konidiosporak D-galaktéz negativ

fenotipusa a cukor felvételével fligg 6ssze: a $pér&zemben a vegetativ micéliummal —

nem képesek transzportalni ezt a hexéfipotézisink teszteléséhez a konidiosporakat és a

vegetativ micéliumot parhuzamosafG-vel jeldlt D-galakt6Z” jelenlétében inkubaltuk. Az
utobbi esetben a felvételi ratat a biomasszara (p&pEcifikaltuk. Mivel a reprodukalhatoan
mérhet tomeggel nem rendelkéXonidiospérak esetében ez a modszer nem alkalrtgzha
harom kiilénbod koncentracioju (19 107, 1¢ db/ml) spéraszuszpenziét hoztunk létre abbdl
kiindulva, hogy a specifikus felvétel aranyos Keliyen a sporaszammal. A kétféle tenyészet
D-galaktoz felvételi ratdja valoban alapsen eltért egymastody. abra): mig a vegetativ
micélium képes volt transzportalni (felvenni) a Blaktozt, a sporaszuszpenzié a kiindulasi
koncentraciétdl fuggetlendl nem. Fenti hipotézis@akel bizonyitast nyert.

=
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47. abra.'“C-vel jel6lt D-galakt6z extracellularis koncentracbja A. niger WT tenyészeteiben. A: glicerinen
eléndvesztett vegetativ micélium (1 mg/ml kiindulasi &ncentracidban, mely a kisérlet idtartama alatt
nem valtozott); B: konidiosp6ra szuszpenzié.«): 10° db spéra/ml, (©): 10" db/ml, (¥): 10° db/ml.

Mivel az A. nigermicélium nemcsak felveszi a D-galaktézt, de bisrésis létrehoz
rajta, megvizsgaltuk, tartalmazza-e a gomba genbaeiar-utvonal enzimeit kodold géneket,
tovabba a gének kifejédnek-e.In silico mindegyik Leloir-génnek kimutattuk az ortoldgjat,
transzkriptum pedig mindegyi#r minden vizsgélt szénforrdson keletkezett. Ajkifédés L-
arabindzon, D-xil6zon és D-galakt6zorosebb, mint a tobbi szénforrasofB( A. abra). A
legérdekesebb megfigyelés azonban az, hogy a hlanal el$ két enzimét (galaktokinaz,
gal-1-P-UT) kdédol6é gének alig detektalhatoan, dewabbi harom enzimet kodoldk is csak
minimalisan fejeédtek ki a konidiospérakbam®. B. abrg, mig a micéliumban ételjes
expressziot észleltink mind az 6t génre nézve. galbktdéz lebontas Leloir-Utvonalanak

% Specifikéacié: 13.631L (0.2 mCi/ml) D-galaktéz-14C; a belitésszam 100 000—-150 000 dpm/ml volt.
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mikodéseA. nigerben tehat a (vegetativ) névekedeési ciklus aktisdakaszatol fugg. Mivel
a konidiospérak nem képesek transzportalni a Dk¢adé a Leloir-Utvonal csokkent
miikodése is ennek — az inducer hianyanak — lehetvatkézménye, vagyis véllien

masodlagos jelenség.

A B

Gin G GInGlu Gal AraXyl Lac

“ ‘ galE IE
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48. abra. A D-galaktdz lebontas Leloir-Gtvonalat kdlolé gének expressziés analizige niger WT térzsben.
A: konidiosp6rak; B: vegetativ micélium. A génekhezannotalt neveket lasd a 2.1.5. fejezetben. GIn;
Glicerol; Glu: D-gliikéz; Gal: D-galaktéz; Ara: L-ar abinéz; Xyl: D-xiléz; Lac: laktéz

A fenti eredményeld vilagosan kovetkezik, hogy a&. nigernek rendelkeznie kell
egy mikdodoképes D-galaktoz permeazzal. Nem publikaltsilico eredményeink szerint a
genom tartalmaz egy ismeretlen hexdz transzporteety hasonlit (< e-120) &. cerevisiae
D-galaktoz permeazra (gal2p). A gén (An02g0869Midiospérakban nem, micéliumban
viszont jél kifejedott @9. abrag). Ha ez a gén valdban az egyetleiikiidoképes D-galakt6z
permedzt kodolj@\. nigerben, akkor jol beazonosithaté és racionalis cdfgalenthet a D-

galaktoz lebontas ésitését célzo biotechnologiai kutatadsok soran.

(HnGMImcGM_ (HnGhImch

'.

TR T | An02208690
B e b
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49. abra>®. Feltételezett D-galakt6z permeéz gén kifejédésének vizsgalata\. niger WT torzsben. A:
konidiospérak; B: vegetativ micélium. Gin: Glicerol, Glu: D-gliikdz; Lac: lakt6z Gal: D-galaktoz.

% A 49. abréat,confidential preliminary data”-ként kildtiik el matkoz6 kézleményiink szerkesgnek a cikk
reviziéja soran. Formalisan még nem publikaltuk.
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4.1.5.Laktéz és D-galaktoz anyagcserBenicillium chrysogenurdban

A Penicillium nemzetség tagjai széles korben elterjedt gombetbkorpfélék, olajos magvak,
fiszerek, sajtok penészesedését okozhatj&k.cArysogenuna talaj mikroflérajanak gyakori
képvisebje, s egyben a fermentacids biotechnologiai ipatikegrominens organizmusa, az
elssként felfedezett antibiotikum, B-laktdm tipusu penicillin méig legfontosabb terépel
(VAN DEN BERG 2011; BARREIRO és mtsai 2012; MBER és mtsai 2012). Noha a penicillin
gyartas évtizedekig tejsavd szénforrason tortérR, ehrysogenuntaktéz asszimilaciojarol
megle@en keveset tudunk. Hasonl6 a helyzet a laktéz men@rgalaktéz katabolizmusaval
kapcsolatban.

Kutatasaink célja &. chrysogenuntaktéz anyagcseréjében szerepet jatszé strukgurali
gének (hidrolazok és transzporterek) azonositéamint a D-galaktéz lebontas vizsgalata
volt. Vizsgélatainkhoz egy vad tipusu kontrollt (RR1951) és egy penicillin talterntelpari
torzset (AS-P-78) hasznaltunk.

A két torzs novekedése egyediili szénforraskénbrakartalmazé minimal taptalajon,
szakaszos (batch) korulmények k6zott nagyfokd Hasagot mutatott; 15 g/l laktozt kb. 74 h
alatt asszimilaltak50. abra). Az elért maximalis specifikus ndvekedési rata 10,045 —
0,047 R'volt a gyors ndvekedési szakasziaA maximalis biomassza koncentraciok (5,2 g/l
illetve 5,3 g/l) és az elért hozam értékek koztiokiségek (¥s= 0,35 — 0,36) nem voltak
szignifikansak (p <0.1%). A minimal taptalajt 0,019¢'v) kazein peptonnal egészitettiiR%ki
jelenléte jelerisen (~ 20 6rardl ~ 4 érara) lerdviditette mindkékzsben a kezdeti lag fazist
anélkil, hogy érdemben befolyasolta volna a novékiedatat és a biomassza hozamot. A
jelenség pontos magyarazatat nem ismerjuk, de lmodeézmények alapjan agy véljuk, a
pepton egyes komponensei stimuléljak és szinkrbakza konidiosporak csirazasat. Hasonlo
jelenséget irtak le a&. nidulans(MACCABE és mtsai 2003) ésh reesei(SEIBOTH és mtsai
2005) esetében is. A batch fermentaciok kinetikiatai — melyek feltnéen hasonldak aa.
nidulanséhoz — azt sugalljak, hogyra chrysogenungenoni® nemcsak tartalmazza a lakt6z
asszimilaciojahoz szikséges strukturgéneket, de lakedz jelenlétében expresszalodnak is,

majd aktiv enzimekké irédnak at.

37 A torzset Juan F. Martin professzortél (Antibio8cS.A., Le6n, Spanyolorszag) kaptuk ajandékba.

¥ Mivel tébbsejti szervezetek, az ,exponencidlis fazis” kifejezésafas gombéak esetében pontatlan. Helyette a
»gyors ndvekedési szakasz” kifejezést hasznaljuk.

39 Ez a mennyiség kevesebb, mint 1 %-a a kiindudgdl mennyiségének, igy éteges szénforrasként a
pepton szerepe elhanyagolhat6 volt.

“0 Az el publikaltP. chrysogenurgenomszekvencia4N DEN BERG és mtsai 2008) az alacsony penicillin
titerd Wisconsin 54-1255 térzébszarmazik, mely kdzvetlen leszarmazottja az NRRE1-nekln silico
elemzéseink soranRenicilliumnemzetség tovabbi négy fajandk paxilli ATCC 26601;P. decumbens>.
digitatum P. chrysogenureensu strictunyilvdnos genomszekvenciait hasznaltuk fel.
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50. abra: AP. chrysogenunmWT torzs (lires szimb6lumok) é$. chrysogenumAS-P-78 (sétét szimbolumok)
laktéz-MM id éprofiljai. Négyzet: biomassza koncentraciok; kor: maradék lakt6z koncentraciok

Noha az extra- és intracellularis bGal aktivitéagyomanyosan ONPG-vel hatarozzak
meg, P. chrysogenunesetében — szemben pl. Aznidulanssal — kevés irodalmi émény
allt rendelkezésre (N&Y és mtsai 2001 a, b). Ellénztik ezért, hogy a bGal enzimaktivitas a
mesterséges szubsztratumon illetve laktézon kdreel8ar ONPG-n valamivel magasabb
ertékeket kaptunkMlI. tablazat), a kilonbség nem haladta meg a lakt6z hidrolizékéinek
15%-at (p<0.1%). Lényegében azonos adatokat kadtumi kiindulasi koncentracional is
(p <0.1%). Az ONPG-alapu eljarast ezért alkalmastedintettik aP. chrysogenunbGal
aktivitasanak tanulmanyozasara.

A bGal aktivitas kinetikajat lakt6z-MM-on, batchrieentaciok soran elemeztik. A
laktozfogyas idprofiljla mindkét térzsben megegyezett az intraetde extracellularis bGal
aktivitdsokéval §0-51. abrg. Amikor laktdéz helyett D-galakt6zt hasznaltuniésforrasként
— ellentétben azA. nidulansban mért intracellularis bGal aktivitdssal (lasf. Bbra) —
mindkét bGal aktivitas minimalis maradt. L-arabinozmérsékelt extracellularis aktivitas
mérhet (51. abra), értéke mintegy fele a laktézon mért maximaliséldnek mindkét
torzsben. Mas, kézonséges monoszacharidokon — kdzgliD-fruktdz, glicerin — sem extra-
sem intracelluléris bGal aktivitds nem volt kimb&td egyik torzsben sem. Mindkét aktivitas
— az extracellularis kilondsen — a fermentacié ke&geagasabb az AS-P-78-ban. Az extra
enzimaktivitas azonban nem serkenti a novekedégt adaktdz fogyast, ami arra utal, hogy

ennél a fajnal is a felvétel lehet a sebességmagimi |€épés a laktdéz katabolizmusaban.
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Specifikus béta-galaktozidaz aktivitas (U/mg protei)
extracellularis intracellularis
ONPG laktoz ONPG laktoz

D-glukéz < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004
D-xiloz < 0.004 <0.004 <0.004 < 0.004
L-arabin6z 0.12+0.01 0.10+£0.01 < 0.004 < 0.004
lakt6z 0.156 +0.014 0.131 +£0.019 0.25 +0.028 1&2.022
D-galaktoz 0.006 + 0.001 < 0.004 0.005 £ 0.001 G00.
D-fruktéz < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004
glicerol < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004

VII. tblazat: Extra- és intracellularis ONPG ill. laktdz hidrolizal6 aktivitas P. chrysogenunNRRL-1951-
ben, kulénbod# szénforrdsokon, glicerinen kindvesztett, mosott ges tenyészetekben, az &tmosas utan 8 h-
val. Statisztikailag egye# eredményeket kaptunk az AS-P-78 torzzsel is.
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51. dbra: AP. chrysogenunNRRL 1951 (A, C) és AS-P-78 (B, D) torzsek speditis intra (A, B)- és extra-
cellularis (C, D) B-galaktozidaz aktivitdsanak idsprofilja kiilénb6z 6 szénforrasokon. D-glikoz @), D-
fruktoz ( A), laktéz (M), a D-galaktdz A), glicerin (¥), D-xil6z ( +) és l-arabin6z (0).
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Az Aspergillusaz Eurotiales-ek Eurotiomycetagndjén beldl aPenicillium testver
nemzetsége (BUBRAKEN €s mtsai 2011)Aspergillusokban a lakt6z hidrolizis extra- és
intracellularis médjat is leirtdk. AA. nigera lakt6zt extracellularisan hidrolizalja a laktakz
indukalhaté GH35-tipusu enzinbLgcA; I6kusz An01g12150) révén (BVALAINEN €s mtsai
1981; KUMAR és mtsai 1992; i és mtsai 2007). A CBS 513.88 genom tovabbi nagm-
paraldég gént tartalmaz a koévetkelbkuszokon: An14g05820, An01g10350, An06g00290 és
An07g04420. Az 6A. niger GH35 fehérje filogenetikailag négy azonos eréddddnak felel
meg. A négy paralog gén képvisiemegtalalhatok &ezizomycotinkilénbdz osztalyaiban
is (2. mellékled.

A P. chrysogenunWisconsin 54-1225 genom harom GH35 paralég gétaltaaz a
Pc169g12750, Pc06g00600 és Pc14g01510 annotaltzidkos. Az atirt fehérjek mindegyike
tartalmaz egy szekréciohoz szikséges szignalszei@teA génekebgaA bgaBésbgaGnek
neveztik el §. mellékle). A Pc16g12750 lokuszon lévacA-ortolog (bga”h megfelel a
rokon Penicillium fajok (P. expansungésP. canescensbGal génjeinek. Az An14g0582Q.(
melléklet, 2. klad) teljes ortologja &. chrysogenunWisconsin 54-1225 genomban nem
talalhaté meg, viszont sértetlenPa paxilli-ban ésP. digitatumban. Feltételezhét hogy
pszeudo-génneé fégiott vissza.

Az A. nidulans bgaD (AN3201) egyetlenP. chrysogenurortolégjat (hgaD, 3.
melléklet) is kivalasztottuk bioldgiai validalasra.

Az A. nidulansbgaD/lacpAgénpar tagjai kozott talalhatd kisméregén (AN3200)
feltételezheien egy intracellularis GH2 enzimet kddol PAchrysogenunortologot (bgak
3. mellékle szintén kivalasztottuk expresszids analizisre.

A P. chrysogenungenombgaD kodzelében is taldlhatd egy laktéz transzporter gén
(I6kusz: Pc22g14530), mely azonban nincs kdzelonsigban aA. nidulanslacpA-val. Mi
tobb, a vizsgalt genom szekvenciak alapjdh ahrysogenurol hianyzik a LacpA ortoldg.
Ezért azA. nidulanskorabban kivalasztott (lasd 47. oldal) harom po@rs lakt6z permeéaz
génjének (AN1577, AN6831 és AN2814) ortoldgjait patiuk megkeresn. chrysogenum
ban. A genom két ilyen gént tartalmaz (Pc13g0863&cA, az A. nidulans lacpBortologja;
Pc16g06850 dacB; 3. mellékle). A két cukortranszporter gént is expresszios iaisag
jeloltik ki.

Osszességében tehatMznigerextracellularis és af. nidulansintracellularis lakt6z
anyagcseréjének komponenseit alapul véve 6t hidrékét permeazt talaltunk silico a P.
chrysogenungenomban, melyek jo eséllyel szerepet jatszanaktaz asszimilacidjaban. A

tovabbiakban ezen gének kifejelgsét elemezziik.
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A kulénb6d szénforrasokon kapott specifikus bGal aktivitagatak azt mutattak,
hogy D-glikézon, D-xil6zon, glicerinen és D-fruktdz nem képé&dik enzim. Ezért a lakt6z
lebontasban felteh&tn részt vedy gének transzkripcios elemzését laktézon, D-gatakiéés
az L-arabin6zon végeztik, negativ kontrollként Dkgizt alkalmaztunk52. abra). Ebben a
kisérletben is a semleges (nem indukald, nem repay szenforras glicerinen ndvesztettik
micéliumma a konidiumokat.

A harom extracellularis géfbketté (bgaBésbgaCQ nem fejeddott ki laktozon egyik
torzsben, idpontban és koncentracional sem. A masik harom kidrgén (az extracellularis
bgaA valamint az intracellulariegaD ésbgaE) expresszios jellendz azonosak voltak a két
torzsben, az alkalmazott lakt6z koncentracié (lHhvé 25 mM) nem befolyasolta. A hosszabb

(8 h) inkubacids id a 4 h periodushoz képest megndvelte az atirbdatd mennyiségét.

NRRL 1951
zga; Wasssss W
oa -
r -
o |IRSE WY SUND BENS
AS-P-78

bgaA Ap— ”.-
bgaD .
-

rRNA uuu"u m 55& _'u' ='u'3
Gal Ara

Glu

Lac

[mM] 10 25 10 25 10 25 10 25
[h] 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 48 4 8 4 8

52. abra: Két feltételezett bgaA extra-, bgaD: intracellularis) béta-galaktozidaz gén transzkripciés
analizise D-gliik6zon (Glu), D-galakt6zon (Gal), L-eabindzon (Ara) és lakt6zon (Lac), a. chrysogenum
NRRL 1951 és AS-P-78 torzsekben.

A harmadik hidrolaz gén, bgaE transzkripcidjdnak mértéke fluoreszcens Northern
analizissel a detektalasi kiisz6bon mozgott, ezéreai-kvantitativ, de joval érzékenyebb
Reverz Transzkriptaz (RT-) PCR modszer alkalmazisazsgaltuk meg kifejgalését $3.
abra). A bgaE gyenge, konstitutiv expressziot mutatott mindeasgalt korilmény kozot#.
nidulansbéli ortolégjdhoz (AN3200) hasonléan. Ez azt vaidssiti, hogy aP. chrysogenum

bgaEsem jatszik fontos szerepet a laktdz hidrolizisben
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53. bra: AbgaE expresszios analizise B chrysogenunNRRL 1951 és AS-P-78 tdrzsekben. A gén egy
feltételezett intracellularis bGal-t kédol. Az alkdmazott szimbdlumok azonosak a 47. abran Iékkel. Az
RT-PCR-analizis konstitutiv kontrolljaként az eukariéta transzlacios elongacios faktor 1-alfa komponese
(tefl) szolgalt.

A két feltételezett laktéz permeaz gén kozibheA kizarolag laktozon fejérlott ki
mindkét P. chrysogenuntdrzsben, mindkét indukald koncentraciét és inkids idt is
figyelembe véve 34. abra). A lacA expressziés szintje |ényegesen magasabbinatk a
tapkdzeg valtas utan 4 oraval a 8 6ras mintahoedtéfrz éppen a forditottjakayaD gén
expresszios igprofiljanak. AlacB transzkripcioja viszont egyetlen vizsgalt szérdeon, igy
laktdzon sem volt detektalhatb4. abra), jelezve, ez a permeéaz gén nem relevans a tejcuko

asszimilaciojanak szempontjabal.
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54. abra: A két feltételezett laktoz permeaz géngcA éslacB) transzkripcios elemzése laktézon (Lacl.
chrysogenumNRRL 1951 és AS-P-78 tdrzsekben. A tobbi vizsg&lzénforrdson nem tortént transzkripcio.
Az RNS minéségének és mennyiségének eltemése céljabdl a riboszomalis RNS-t (28S és 18Sidaim-
bromiddal tettuk lathatova.

Sikeriilt tehat — noha még csak kozvetett médorkigések nélkifft — bebizonyitani,
hogy aP. chrysogenunketids lakt6z asszimilacios mechanizmussal rendelkeggkiomja
tartalmaz egy feltételezett extracellularis bGalalamint egy feltételezett laktoz permeazt és
egy feltételezett intracellularis bGal-t is. A tid két feltételezett extracellularis bGal-t
kédolo GH35 génkgaB ésbgaQ nem expresszalédtak a vizsgalt kdrilmények kozstt
ezért nem valdszin hogy fiziologiailag relevans szerepik lenne @dakasszimilaciéjaban.
Ugyanakkor bGal izoenzimek termelése egy fajon lbedin lenne példa nélkili a gombak
korében. AZA. carbonariuskét, aminosav szekvencigjaban dltéxtracellularis bGal-t termel
(O"CoNNELL és mtsai 2008), mig a séx Teratosphaeria acidothermgomba Ascomycota
Pezizomycotina Dothideomycetes Capnodialey négy kilénboé intracellularis bGal-al
rendelkezik ($0BE €s mtsai 2013). AP. chrysogenummovekedési jellemti (specifikus
novekedeési rata, biomasszahozam) laktozon hasoitikvazA. nidulanshoz vagyT. reesei
hez, de a bGal transzkripcio/aktivitas szénforttai &zabalyozdsaban érdekes kulonbségeket
taldltunk. A leginkdbb figyelemre mélté: sem azraxtsem az intracellularis bGal aktivitas,
eés egyik feltételezett Bgal és lakt6z permeaz gém sndukalhatéo D-galakt6zzal. A
szakirodalom szerint minden eddigi vizsgalt gomipale#t baktériumokban is; KsAN és
mtsai 1974), a D-galaktéz legaldbb olyan potensiktmta a Bgal-t kddol6 géneknek, mint a
laktéz (FiBOTH €s mtsai 2005; BVRIES és mtsai 1999a).

“L A penicillin termeb P. chrysogenurtbrzsekkel végzett kutatasok az akadémiai szektoibipari tAmogatas
és feligyelet mellett folynak, igy a specifikus etallaris biologiai eszkdzok (térzsek/klonok/plazokd
sth.) beszerzése nehézkes. Génkilités és visszdtnanélas révén definialt funkcidk hianyaban a géds
gént/génterméket a ,feltételezett” (putative) ¢etel lattuk el.
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Mivel a D-galaktdz represszalo szénforrag {RIES €s mtsai 2001) és a gomba bGal
gének jellemden CCR ala esnek @¢y és mtsai 2001a;E80TH és mtsai 2005; IKLLKIN és
mtsai 2011), feltételeztik, hodd. chrysogenurban a D-galakt6z esetleges indukald hatasét
a CCR ellensulyozza. A hipotézis tesztelése cdljabstandard 25 mM-rol és 10 mM-rol 1
mM-ra és 0,1 mM-ra csokkentettiik az inducer korréenikat. A kisérlet hatterében az all,
hogy flggetlenll a szénforrds repressziv jelidgétz ilyen alacsony koncentracio alacsony
specifikus ndvekedési ratat, az pedig karbon dessaiot eredményez fiEs és mtsai 2004

Egyik feltételezett bGal gén sem expresszalodpéizB. chrysogenunban ezek a gének nem
reagalnak a laktoz hidrolizis étleges termékeére.

Mint emlitettiik, a fonalas gombék bGal génjei tyskn indukalhatok hemicelluléz
monomer pentdzokkal (pl. L-arabindz, D-xil6zikNLAEV és mtsai 1998)E VRIES és mtsai
1999a). Ezzel szemberPachrysogenuregyik feltételezett bGal génje sem reagalt D-xé0z
€s ONPG hidrolaz aktivitast sem tudtunk rajta méhai L-arabin6z mérsékelten indukalta a
bgaAkifejezodését; valdsziileg ez a géntermék feted az L-arabinézon mért extracellularis
ONPG hidrolaz/laktaz aktivitasért, hasonléan a roRocanescenk-arabin6zzal indukalhat6
egyik bGal ortologjahoz (MOLAEV és mtsai 1998).

P. chrysogenurban csak extracellularis bGal képlik L-arabin6zon. Osszhangban
ezzel, az L-arabindzzal indukalhatd, intracelld&H2-hidroldz enzimet kodol&. nidulans
BgaD paraldg I6kuszénak (AN2364) az ortoldgj&.achrysogenurgenom nem tartalmazza.

Az ONPG-hidrolaz aktivitasok korrelalnakb@aA és abgaD expressziojaval, igy az
enzimaktivitas profiloknal megfigyelt hatasok ansakripcidos szabalyozast tukrozhetik. Ez
alapjanP. chrysogenunmtracelluléris lakt6z asszimilacios apparatusg iegukélhaté bGal-
bdl (bgaD), egy indukalhaté permeazbdh¢A) és egy konstitutiv GH2db (bgaB épil fel.
Az extracellularis lakt6z hidrolizis strukturaja Az nigerhez hasonlite VRIES és mtsai
1999a).

Az A. nidulanskét élettanilag relevans lakt6z permeazaval szarflbecpA, LacpB) a
P. chrysogenumasak egy ilyen transzporterrélacA) rendelkezik, mely éacpB ortolégja. A
LacA az Osszes atvizsgdRenicillium genomban jelen van. RacB —ortolégja csak &P.
chrysogenunWisconsin 54-1255-ben, R chrysogenurbansensu stricties aP. digitatum
ban fordul eb, hianyzik viszont &. paxilli-bél és aP. decumbrendsl — nem expresszalodik
a vizsgalt szénforrasokon. Erdekes azonban, hdgychrysogenurhacB és azA. nidulans
ANG6831 k6z0s ortoldgja megtalalhato a celluldz &lénT. reeseiben (Trire2:3405), raadasul

ebben a gombafajban a géntermék szerepet jatsaktéa anyagcserébenvfiNova és mtsai
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2013). A Trire2:3405 delécioja ugyanis gatoljd .areeseikonidiosporak csirazasat laktdzon
anélkul, hogy befolydsolna a névekedést D-glukozamgy D-galaktozon.

Jol dokumentalt tény, hogy a megndvekedett pemtalimelés a kilonbdzipari
torzsfejleszé programok kezdeti leszarmazottaiban — ideértvASP-78-at is — egybeesik a
penicillin bioszintézis génklaszter amplifikaciogdBARREDO €s mtsai 1989). A penicillin
bioszintézis gének overexpresszidja azonban nemyan@zhatd kizarélag a génklaszter
kopiaszamanak novekedésévelafld és mtsai 1997). A megnovekedett kihozatal részben
olyan mutaciok kovetkezmeénye is, melyek befolyddokz elédleges anyagcserét iranyito
altalanos szabalyozasi utakas@esoés RENALVA 1994). A nOvekedési paraméterek azonban
azt mutattdk, az NRRL 1951 t6rzshoz viszonyitvaA&P-78 megndvekedett penicillin-
termeb potencidlja nem jar egyutt a lakt6z asszimilac&ia megvéaltozasaval. Ezek alapjan a
P. chrysogenuntakt6z metabolizmusa — legalabbis a korai genébétiszarmazo AS-P 78

torzs esetén — nincs 6sszefliggésben a gomba permimel potencialjaval.

A masodik vilaghaboru 6ta R chrysogenunidrzseket folyamatosan alkalmaztak és
fejlesztették a penicillin és szerkezetileg rokatitaotikumok ipari termelésére @BENGIZ és
mtsai 2013). Ezen ,klasszikus” alkalmazas melletirdban egyre gyakrabban hasznalRak
chrysogenumdrzseket enzim-koktélok @llitaséra is, melyek fermentacioja rigazdasagi
maradvanyokon és masjdegesen rendelkezésre allo, olcsé ndvényi anyaguoleyy végbe
(SAKAMOTO és BHIMARU 2013).

A lignocelluléz egyik legfontosabb komponense a dlagtoz. Lebontasanak Leloir-
Utvonala altalanosan elterjedt a prokariota ésukarm@ta sejtekben is REY és mtsai 1996).
Kordbban kilencAspergillusfajpan mar azonositottuk az atvonal (feltétel§zstitukturalis
génjeit (RIPPHI €s mtsai 2009). R. chrysogenurnd-galaktoz lebontasardl azonban hianyosak
voltak az ismereteink.

Egyes fonalag\scomycetegombak (plA. niger, lasd 4. 1. 4. 2. fejezet) konidiosporai
D-galakt6ézon, mint egyedili szénforrdson nem ceakzki, viszont micéliumuk képes Uj
biomasszat Iétrehozni D-galaktézon, héttel mas szénforrason a ndvekedés mar elindult.
Arrol, hogy aP. chrysogenurképes-e hasznositani a D-galaktozt, mint egyedi@nforrast a
novekedeési szakasztdl fliggn, szakaszos, batch fermentaciok sordzdgtiink meg.

A gomba kicsirazott és jobtt D-galaktézon. 15 g/l cukor mintegy 40 éra afagyott
el (65. abra); az elért maximalis specifikus ndvekedési ragyars ndvekedési szakaszban
HUmax = 0,085 + 0,006 1/h, a maximalis biomassza konéeitirés a hozamkonstans értékei
Xmax.= 6,73 £ 0,49 g/l illetve ¥s= 0,45 £ 0,04 voltak.
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teli szimboélumok: aktualis D-galakt6z koncentracid A fermentaciok konidiosparakkal indultak.

Egy parhuzamos kisérletberPachrysogenurkonidiospérakat glicerinen csiraztattuk,
és az dindvesztett micéliumot D-galaktdzt egyeduli szérdsként tartalmazo friss taptalajra
mostuk at. Ez a tenyészet is csaknem azonos kan@idikameétereket mutatott, mint a spéraval
inditott fermentaciok. Osszehasonlitasképpen, atkozo kinetikai paraméterek D-gliik6zon
a kovetkedk voltak: pmax = 0,125 £ 0,01 1/h, pax= 7,54 + 0,39 g/l and ;= 0,51 £ 0,04.
Noha ezek az értékek szignifikAnsan (p <0,1%) negzek, mint D-galakt6zon, mégis azt
mutatjak, hogy a D-galaktdzt egy gyorsan katabtiaé ("j6") szénforrasnak lehet tekinteni
a P. chrysogenunesetében. A korabbiakhoz hasonléan a 0,01% (@epjon jelenléte (ami
<1% -a a kiindulasi D-galakt6z koncentracionak)istjelentsen lerdviditette a lag fazist a
konidiosporakrol inditott fermentécidk elején.

A P. chrysogenunteljes vegetativ életciklusat befutja D-galaktGaeagyis az oxidativ
Leloir-utvonala vélhdéten mikodik. A P. chrysogenunm silico valéban tartalmazza a Leloir-
atvonal feltételezett homoldgjai8.( mellékle)). A galE (feltételezett galaktokindz) ésgalD
(feltételezett gal-1-P-UT) aA. nidulansgalE9 ill. galD5 gének orthologjai. AzugeA
génterméke nagyon hasonlo &z cerevisiaeN-terminalis doménjének GAL10 bifunkcios
enziméhez (MJUMDAR és mtsai 2004), igy feltételezBeh 4-epimerazt kodol. AZ.
nidulansugeB (PauL és mtsai 2011) és a%. nidulansANO746 and AN3119 lokuszok 4-
epimerdzokat kodolnak (FPPHI és mtsai 2009); a struktdralisan hozzajuk hasd@im
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(automatikusan annotalB. chrysogenunokuszt is biologiai validalasra alkalmasnak iiklt
A feltételezett foszfoglikomutazt kodop@mAeés a feltételezett UDP-glikdz pirofoszforilazt
kodoldgalF szintén aA. nidulansortologjai 3. mellékle).

A P. chrysogenunieloir-utvonal feltételezett génjeinek expresszpbsfiljat D-galaktozon,
laktézon, D-gluk6zon, tovabba L-arabin6zon és ailbzen vizsgaltuk. Az 6sszes vizsgalt
gén konstitutivan fejéaott ki D-galakt6zon, fuggetlentl a mintavétebpantjatol (4, 8, 12
vagy 24 oraval a glicerinendgldvesztett micélium atmosasa utan). A feltételekepimeraz
gének kozul aaigeAexpresszidja ésebb, mint aazigeGeé, mig azugeB ugeD ésugeEa
vizsgalt korilmények kozott nem fef@ott ki. Laktéz szénforrdson ezzel lényegében
megegyeé, D-glukézon, L-arabinézon és D-xilézon azonbarenéisen eltéd expresszios
profilokat figyeltink meg%6. abra).

galE [ VP p—
galD R e T L

UgeA | me W . ceseiis sesssens e onA s sese R
ugeC B - RS S -

galF | N | e e e
pgmA &8 e B L L LT T .-'-

) i it s D D B s e Bl i s Gl iy i Sl e
rRNA SN el SPCINTED LB e b D s S s

m/V)1%  D-Glu D-Gal Lac L-Ara D-Xyl

[h] 4 8§ 12 24 4 8 12 24 4 8 12 24 4 8 12 24 4 8 12 24

56. abra: A katabolikus Leloir-utvonal génjeinek transzkripciés elemzése R. chrysogenunNRRL 1951
torzsében. A gének neveinek roviditéseit lasd az Bellékletben. D-Glu: D-gliikéz, D-Gal: D-galakt6z L ac:
laktdz, L-Ara: L-arabin6z, D-Xyl: D-xil6z. A mennyi ségi és miségi kontrollként szolgalé riboszomalis
RNS-ket (28S és 18S) 2%-0s nativ agaréz gélen atiti-bromiddal tettiik lathatéva.

A feltételezett UDP-D-glukoz-pirofoszforilagdlF) illetve foszfoglikomutazpgmA
konstitutivan fejeédtek ki a vizsgalt szénforrasokon. Kifefelesiuk vélhéien kapcsolatban
all a Leloir-utvonal alapvétanabolikus funkcidival, a gomba sejtfalszintézedetzzzel éppen
ellenkedleg, a katabolikus Leloir-Utvonal élkét génjénekdalE ésgalD) transzkripcioja —
amelyek elméletileg nem relevansak a gombasejfaitézisben — a D-galaktdztol elbér

szenforrasokon csupan egyetlen mintavételi pontetnrmegfigyelhed Northern analizissel.
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Ez az egy kivétel — mely szintén nagyon gyenge esgaiot jelentett — a D-glikoz volt a
legkés$bbi mintavételi pontban (24 h), a ndvekedési szinsmm teljes elfogyasa utan.

A galaktokinaz aktivitdsok 6sszhangban voltak adréripcidés profilokkal: rendre
alacsony aktivitas volt mérkiegliikozon 24 déraval a micélium transzfer utan, migorabbi
idépontban csak a vakhoz képest nem-szignifikans (po%phattéraktivitas volt kimutathatd
(VIII. tablzat ).

Szénforras
ld 6 (h)
D-glukoz D-galaktoz laktoz L-arabindg D-xil6z
10 >0,015 |0,350+0.04 0,311 +0.04 >0,015 > 0,015
24 0,020 £0.014 0,321 £ 0.03 0,354 +0.03 > 0,015 > 0,015

VIII. tablazat. Galaktokindz enzimaktivitds szénforras fliggése mosott sejtes tenyészetekben
chrysogenumWT torzsben. Mértékegység: U/mg protein.

Pentdézokon nem lehetegtlE vagy galD expresszidt megfigyelni5(. abra). Ezzel
0sszhangban a pentdézon ndvesztett micéliumokbdl Isbetett statisztikailag értékelbiet
galaktokinaz aktivitast meérniV(ll. tablazat). Megjegyzend, a D-glikozos tenyészettel
szemben a masik négy vizsgalt tenyésilatbm fogyott el a szénforras a 24 6ras mintavételi
idépontra.

Mas gombafajok ortolégjaihoz hasonléanPa chrysogenunugeA galF és pgmA
konstitutivan fejeédtek ki a szénforras fliggvényében, amint az varimtdlyan géneki,
amelyek a sejtfal esszencialis prekurzorainak UaP-gliikoznak és az UDP-galaktdéznak — a
szintéziséhez szikségesek. Az eddig vizsiatiomycotdonalas gombafajokban azonban a
galaktokinazt és gal-1-P-UT kodol6 gének — fuggetle D-galakt6z anyagcseset szintén
kifejezédnek minden szénforrason, bar transzkripcidjuk ékérta katabolikus Leloir-ttvonal
kozvetlen vagy kodzvetett szubsztratumaival tovaiknzhat6 (8BoTH és mtsai 2002, 2004
CHRISTENSENés mtsai 2011). chrysogenurban viszont a galaktokinazt és a gal-1-P-UT-t
(feltételezheten) kodold gének kifejérése konstitutiv alapexpresszié nélkil, szelektigen
indukalhatd D-galaktozzal és laktdézzal. Ez eltérrk@sik fermentacios ipari faj, & niger
és aT. reeseiviselkedéséhez képest, és eddig nem ismert szadd&lymechanizmusok felé

mutat.

85



dc_1290 16

4.2. A SZENFORRAS ES A SPECIFIKUS NOVEKEDESI RATA OSSZEFUGGESEI
A specifikus ndvekedési rata barmely sejt/mikrobgészet alapvétparamétere, mely ddht
hatassal van az anyagcserére. Noha j&égeét koran felismerték Vick és SILARD 1950
a, b)?, a specifikus ndvekedési rata hatasat is figyetemehs vizsgalati médszerek mégsem
terjedtek el altalanosan a mikrobiolégiai gyakdréat. Ennek dleg technikai okai vannak: a
megkozelités alapjat jelénfolytonos tenyészetek (kemosztat, turbidoszté&zék valtozatai)
létrehozésa és fenntartasa@-ides munkaigényes, kilénésen a fali ndvekedésrezfutkan
hajlamos fonalas gombak esetében (a kemosztéh e technikai részletek 6sszefoglalasat
lasdFuggelék: Anyagok és Mdadszerek fejezpt

Munkacsoportunk régéta végez folytonos tenyésztédapuld élettani kisérleteket,
igy lehetségunk nyilt a fungalis anyagcsere specifikus négdéki rata szempontjabdl toréén
vizsgalatara. Ezen tanulmanyaink kozidiszlor a ndvekedeési rata-figgnetabolikus aktivitas
kvantitativ meghatdrozaséara kidolgozott eljardstungmertetjik. A tovabbiakban a CCR
muikddését elemezzik — modell rendszerként Aaznidulans bizonyitottan CreA-fligg
intracellularis bGal aktivitdsat hasznalva — majd eeeseiextracellularis bGal illetve cellulaz

enzimeit kddolo gének kifejédésének ndvekedési rata fliggését vessziuk @alés

4.2.1. A metabolikus aktivitas és a ndvekedési rata kapotatanak modellezése

A sejtek élettani allapotanak ismerete és nyomoet&se a fermentacios folyamatszabalyozas
szempontjabol alapwétn fontos informé&cio. A tenyészetek szén-dioxiddpikeidja, oxigén
fogyasztasa, szubsztratumhasznositasi ratdja, bsraas metabolit termelése egyiittesen (és
részben kulon-kilon is) a sejtek metabolikus akdsat jelzik. A metabolikus aktivitas tehat
absztrakt fogalom, mi azonban — kihasznalva a élsmrens mikroszkopi technikak fejeseét

— megproébaltunk reprodukalhaté moédszert kidolg@zbiecslésére. Hipotézisiink értelmében
a metabolikus aktivitds a micéliumon atdramlé saenfluxusét jelenti. Munkahipotéziseink
teszteléséhez a CPC terthél. chrysogenurot hasznaltuk.

Az Akridin Narancs (Acridine Orange, AO; 3, 6 -ddimmetilaming akridin) new,
fluoreszcens tulajdonsagu vegytlet egy gyenge paméy a sejtbe toltés nélkuli formaban,
feltdlti (57. abra). Ezt kbveben a savas kémhatasu sejtorganellumokban lassatibadyal
nagyobb koncentracidban halmozadik fol, mivel rgéo atomjai kvaternerizalédnak, s az igy

kialakult alig permeabilis protonalt forma csapdébail (DEAN és mtsai 1984).

2 A mult szazad egyik legjelefgebb atomfizikusa, Szilard Le6 (1898 — 1964) 194iielkiismereti okok miatt
befejezte részvételét a Manhattan Projectben,léilgamolekularis bioldgiaval foglalkozott.
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CH, CH;

57. abra. Az akridinnarancs szerkezeti képlete ésgen bellli transzportja

Az AO kilénb6d formainak eltéfek az abszorbancia és fluoreszcencia tulajdonsagai.
A z6ld szin a monomer formabol szarmazik, mig a&sd@ molekulak oligomer strukturava
alakulasanak eredménye i(MoT és mtsai 1997). Alacsony koncentracioban az AOr580
es, z0ld szith fluoreszcenciat ad. Ha a kompartmentekben az A@dwmtracio 50QuM folé
no, a fluoreszcencia az oligomer molekuldk delokdtliekektronrendszerének torzulasa miatt
660 nm-re valt (= voros szin). Az AO felhalmozodadamertéke, és ezaltal a fluoreszcencia
szine a savas organellumok ldel€mhatasatol figg. Minél savasabbak a kompartrkente
annal tobb AO halmozaodik fél bennik (Mot és mtsai 1997).

Az O6reged gombasejtek egyik karakterisztikus jellefjez a vakuolizacié, melynek
soran a vakuolumok szama és térfogata is jébemt megh (PAUL €s mtsai 1994; KRAFFA
eés mtsai 1997). A vakuolumokdsebb korban lesavanyodnakd® és mtsai 1995), ami a
vakuolumok membranjahoz kotott #liggs ATP-azok niikddésének eredménye gRiIMAN
€s mtsai 1989).

A modellt 6sszefoglalva, ha egy sejt vagy sejtréggiabolikus aktivitasa alacsony, a
savas kémhatasu vakuolumok szama és mérete megadyekmit az AO festés voros szine

jelez. Nagy szénvaz-fluxus esetén csokkeszamu és meérietvakuolumok, és zold siin
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festbdés lesz a jellendz A festbdés eredménye fluoreszcens mikroszkoppal tanulnzduayo

illetve elemezhét Modelliinket anb8. abraszemlélteti.

Szénforras Oldott oxigén

Biomassza Szén-dioxid Termelt metabolit

58. abra. A fungalis metabolikus aktivitds Akridinnarancs festésen alapul6 becslésének modellje.

A specifikus névekedési rata és az AO ddss kdzotti kapcsolatot kemosztat kultarak
vizsgalataval teszteltiik. llyenkor az alacsonyaigiit&si rata definicid szerint kisebb ataramlo
szénvaz fluxust jelent, aminek kovetkezménye azsalayabb specifikus névekedési rata.
Négy kulonbo# specifikus ndvekedeési ratan tanulmanyoztuk az A€bdést. Az értékek
megfeleltek a szakaszos (batch) fermentaciok gl@sslgyors ndvekedési, lassulasi illetve
stacioner fazisainak.

Az A. chrysogenummicéliumok AO fesidése jeleritsen eltért a kulonbézhigitasi
ratakon. A legmagasabb higitasi ratanal észleltiégaagyobb aranya zold fluoreszcenciat, a
legkisebb novekedési ratanal zold szin nem latsitbtinar teljes mértékben a voros kerdlt
tulsulyba. A koztes névekedési / higitasi ratakeéél az AO fesidés is atmeneti jellég
(59. abra). Ezzel bizonyitottnak tekintettiik, hogy az AOtéssszamitégépes képelemzéssel

tortérd kiértékelése gyors, megbizhatd, szamssddret és reprodukalhatd becslését adja a

gombatenyészén situ metabolikus aktivitAsanak
88




dc_1290 16

60

50 A

40 1
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20 1

10 -

Zo6lden fluoreszkalé tertilet aranya (%)

D=0,021 D=0,049 D=0,118

59. abra. A zélden fluoreszkalo régié aranya AO feédés utanA. chrysogenumkemosztat tenyészeteiben,
killénbozé higitasi ratakon (D (6ral)).

4.2.2. A karbon katabolit represszié ndvekedeési rata-fligése

A fermentéacids ipari gyakorlatban szamos olyan &gsmmelynek bioszintézise CCR alatt all

(pl. penicillin) eredményesen termeltethéhssan hasznosuldé szénforrasokon. Tudomanyos

bizonyiték azonban korabban nem tamasztotta al@R i@vekedési rata flggését.

Négy olyan kemosztat tenyészetet hoztunk Iétreyekblen a ndvekedési ratak értékei
lefedték egy batch fermentéacid teljes ndvekeddsi t@&tomanyat. Glukoz limitacié mellett
rendre D = 0,095 h 0,068 i, 0,045 R és 0,015 H higitasi (= specifikus névekedési) rata
értékeket allitottunk be. A legmagasabb érték egtctb fermentacié gyors novekedési, a
legalacsonyabb a stacioner faziétielszakaszat modellezte. Mind a vad tipdstnidulans
mind acreAA4 mutans tenyészeteiben a rezidualis glikéz koréenja 0,10 — 0,13 mM
kozott valtozott, fluggetlenidl a ndvekedési ratatdbha valamennyi morfolégiai eltérést
tapasztaltunk a két torzs kozott — a legalacsonyshlekedési ratan a vad tipus spérazni
kezdett, a hifacsucsok atlagos szama lecsokkemiitdns pedig pelletkéfdést mutatott —
ezek nem befolyasoltak érdemben munkéankat.

Mint emlitetttik @.1.1. fejeze), a vad tipustA. nidulansnem képez bGal aktivitast
glik6zon, mig a karbon derepresszalt mutans torizktézon mérhét aktivitas 17 %-at
mutatja batch korilmények kozott. Ezzel 6sszhangb&@ét legmagasabb névekedési rataju
tenyészetben a vad tipus nem mutatott bGal aldlyitdig acreAAd mutans ugyanakkora
aktivitast mutatott, mint batch koérilmények kozdlt.= 0,045 H értéken a vad tipusban
megjelent egy nagyon alacsony bGal aktivitas, eamautorzs aktivitasa valtozatlan maradt. A
legalacsonyabb, D = 0,015 nigitasi ratan a referencia bGal aktivitas elénteeAAd mutans
tenyészetében mérldetamely megegyezett a batch fermentacié D-glikdapott ertékéevel.
Megallapitottuk, hogy alacsony névekedési ratarGalkaktivitas kép&dése D-glikdzon is

felszabadul a CreA gatlé hatasa aldl.
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Ahhoz, hogy az eredményeket bizonyosan a CreAdlggbon katabolit represszio
hatdsanak tudhassuk be, két kulorbémntroll aktivitas megjelenését vizsgaltuk meg. A
galaktokinaz aktivitds szénforrastol figgetlenthstitutivan keletkezik (L-arabinézon és D-
galaktozon enyhén indukalddik, de ennek itt nent pdéntisége). Az izocitrat lidz aktivitas
egy CreA-flggetlen inaktivaciés mechanizmus révégliixéz hatasara déihik (BOWYER és
mtsai 1994). Mint lathatdlX. tablazat), mindkét aktivitds szénforras-profilja statisziiag

(p<0,1%) megegyezett a vad ésreAA4 mutans térzsekben.

Torzs | Enzimaktivitas Szénforras
D-galaktoz laktoz glicerol D-glikoz
Vad izocitrat liaz 0,004 0,003 0,004 0,004
tipus galaktokinaz 0,32 0,155 0,14 0,12
izocitréat liaz 0,004 0,004 0,004 0,004
creAf4 o
galaktokinaz 0,29 0,185 0,178 0,14

IX. tblazat. A. nidulansWT éscreAA4 mutans galaktokinaz és izocitrat liaz aktivitasaak szénforras-
profiljai. Mértékegység: U/mg protein.

A galaktokinaz és az izocitrat lidz aktivitasok nedgnése kemosztat tenyészetekben
novekedési rata fuggetlennek bizonyult, és a forid@liscreA gén megléte sem befolyasolta
képzdesuket X. tablazat). A specifikus névekedési rata tehat D-glikozoméagaban nem
valtoztatja meg a galaktokindz és az izocitrat kdtivitasok képadését, vagyis a bGal
aktivitas értékei a CreA-fuggkarbon katabolit represszids hatas megvaltozastmiiatok
be (X. tAblazat).

Eredményeink az elstudomanyos bizonyitékat jelentették a fermentaderi
szakemberek régi tapasztalatanak, miszerint a Qkd¥Rikhet, ha alacsony névekedési ratan
tartjuk tenyészetiinket — masszoval, a specifiknekédési rata determinansa a CCR-nek. A
fungdlis CCR még nem eléggé ismert ahhoz, hogy gfigyelést adott molekularis |1épéshez
rendeljik. Mivel azonban az extracellularis D-glikikloncentracio allando volt mindegyik
tenyészetben, a kiflsggliikoz koncentracio nem jatszhat okozati szerep&CR-ben. A D-
glikoz felvétel rataja jorészt az extracellularen&entracié figgvénye, igy ugyanez igaz a
transzportra is. Mindezt az is alatamasztja, hograaszportalhatd, de nem metabolizalhaté

D-glukoz analdg, a 6-dezoxi-D-glikoz nem fejt ki R@atast (SRAUSS és mtsai 1999).
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Torzs Enzimaktivitas Higitasi rata
(= specifikus ndvekedési rata; 1)
D = 0,095 D =0,068 D = 0,045 D =0,015

B-galaktozidaz < 0,001 <0,001 0,110 0,170
Vad tipus izocitrat lidz 0,003 0,003 0,003 0,003
galaktokinaz 0,181 0,162 0,158 0,178
[-galaktozidaz 0,191 0,189 0,184 0,194
creAA4 izocitrat liaz 0,003 0,003 0,003 0,003
galaktokinaz 0,193 0,172 0,161 0,180

X. tblazat. A. nidulansWT és creAA4 muténs bGal, galaktokinaz és izocitrat liaz aktiitasanak
névekedési rata fliggése glikdzon. Mértékegység: Ugrprotein.

Hipotézisiink szerint egy glikolitikus kdztes egyéys koncentracidjanak valtozasa
all a jelenség hétterében. A glikoz-6-foszfat dault6z-6-foszfat intracelluléris egyensulyi
koncentraciéja gombakban névekedési rata dUQYeIBEL €s mtsai 1974). A glikdz-6-foszfat
és a CCR kapcsolatara utal, hogy a 2-dezoxi-D-glikdelyet a gombasejt csak felvenni és
foszforilezni tud, de tovdbb metabolizalni nem) é2pCCR-t kialakitani. Modellink azt is
megmagyarazza, miért képesek nem-glikolitikus sméasok is (pl. a glicerin; Z&ENTIRMAI
1964) repressziot kifejteni: a glikoneogenezis égekent a glikolizist figgetlendl elérhetik
azt a kritikus intracellularis koncentraciot, mehnditja acreAgén kifejeddéset.

A CCR jelenségét jellensen kilénbod szénforrasokon novekvbatch tenyészetek
0sszehasonlitdsa révén tanulmanyozzak. A modskaptkus hib4ja, hogy a derepressziot
eredményes, kritikus ndvekedési rata érteke szénforras &llgipet. Ugyanez vonatkozik a
tenyészkorilmények megvaltoztatasanak és a CCR anichusanak kapcsolatara — egy
optimalistol eltéb érték nehezen megjosolhatd hatdssal lehet a gpsciiovekedési ratara.
Még az ebndvesztett micéliumot friss taptalajra juttatd (mibsejtes) rendszerek esetében is
gondot kell forditani az anyagcsere fluxusok altzs#@tara. Noha a folytonos fermentacios
rendszerek nem tartoznak a legegy&zkemikrobiologiai technikak kdzé, mégis ez a Kistérl

modszer jelenti a legbiztosabb garanciat a valdsgedukalhatd eredmény elérésére.
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4.2.3. A B-galaktozidaz expresszié novekedési rata-fliggé$achoderma reeseben

Mivel batch tenyészetekben a bGal kiféj@asét indukalo legfontosabb szénforrasok (laktoz,
D-galakt6z, galaktitol) eltér novekedési ratakat eredményeznek, megvizsgaltagy a
valtozé novekedési ratak befolyasoljak-&.aeeseibGal enzimét kddolbgal kifejezodését.
Ehhez kemosztat tipusu folytonos tenyészeteketuhztétre, 6t kilénb@dkz higitasi rata
értéken. A D = 0,075 hérték az exponencidlis fazisban méshgyors, mig a D = 0,015*h
érték a stacioner fazisban méthktssu ndévekedést modellezi; a tovabbi harom @&zék két
szél$ erték kozé esik. dgal génkifejeddést ez esetben is az extracellularis bGal aksivita
meéréseével szamszmitettik (lasdh.1.3. fejezex

Megegyed higitasi rata értékeken Iényegesen magasabb H@aita@sokat kaptunk
D-galaktézon, mint laktozonX({. tabldzat). A D-galakt6z altal indukalbgal kifejezédés
szigorlan novekedési rata-fifgga legalacsonyabb és a legmagasabb névekedébbzata
tartozé értékek kdzott mintegy 6tszords volt a kblkeg a gyorsan névekvenyészet javara.
Galaktitolon abgal kifejezddése még a D-galaktozon mértet is felllmulta. Azvaisok a
higitasi rataval parhuzamosan emelkedtek, vaggénkifejeddés galaktitolon is ndvekedési
rata-fug@ (XI. tablazat). Limitalé szénforrasként equimoléaris D-galakto® @alaktitolt
alkalmazva dgalkifejezddése enyhén visszaesett a galaktitolon mért érnézeképest, de a
csokkenés a mérési hibahatar korial mozgott. Eswgallta, hogy a D-galaktoz és a galaktitol
ugyanazt a transzkripciés aktivatort stimulaljagywa— altalanosabban megfogalmazva —
ugyanazon mechanizmus szerint indukaljdigalgeént.

Az A. nidulansesetében a specifikus ndvekedési rata determirsa®aR-nek, ezért
analdgia alapjan azt vartuk, hogy represszalé seg&son — amilyen a D-galaktoz —ceel
flggd gének — mint amilyen bgal— expresszios rataja forditottan aranyos leszeaifigus
novekedési rataval. Az ellentmondas feloldasa lséljabgal expresszio vs. ndvekedési rata
vizsgalatot D-gliikoz limitald szénforrason is elggtiik. Mint lathato XI. tdblazat), széles
higitasi rata tartomanyban nem vifjal expresszio, kivéve a legalacsonyabb, D = 0,015 h
ertéket. Ez az aktiviths a hasonld korilmeények kolaktézon meérhének 55 %-a, a D-
galaktozon mérhének 30 %-a volt.

Végezetil a D-glukoz és D-galaktéz egyuttes lini@nak hatasat vizsgaltuk meg. A
legalacsonyabb higitasi ratanalbgal kifejezédése jeleriisen megnovekedett a D-glikdz
limitalt tenyészethez képest, D = 0,030 higitasi ratanal pedig mérsékelt génkiféést
tapasztaltunk. A D-gliik6z hatdsa tehat interferBFgalaktozéval dgalexpresszid terén, és
magasabb (D > 0,030 higitasi rata értékeknél egyértéiem represszal. A legalacsonyabb,
derepresszald higitasi rata értéknél azonban alkbgl represszalé hatasa megsk, a
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derepresszid pedig additivan jarul hozza a D-gakaktdukcios hatasahoXl( tablazat).

EXTRACELLULARIS B-GALAKTOZIDAZ AKTIVITAS [U/ML] D [h
Laktoz Galaktoz | Galaktitol Galiktéz Glikéz Galziktéz
Galaktitol Glukoz

kimosodas 10,12 kimosodday kimosédas 0 0 0,075
kimosodas 8,88 9,01 9,14 0 0 0,050
6,74 8,45 8,78 8,12 0 0 0,042
4,07 5,98 6,45 6,02 0 0,75 0,030
1,24 2,12 instabil instabil 0,81 2,72 0,015

XI. tablazat. T. reeseiszénforras-limitalt kemosztat tenyészeteiben mérhé extracellularis bGal
aktivitdsok.

Az eredmények alapjan a nidulanshoz hasonloan a specifikus névekedési Tata
reeseiben is meghatarozéja a CCR-nek; egy adott érgk mlég represszald szénforrason is
derepresszid kovetkezik be. A mechanizmust méganrsnk altalanos érvétiyek nevezni,
noha a két gombafaj egymastol rendszertanilag migag tavol all. Ami viszont egyértelin
amig a D-glikoz és D-galakt6z ekvimolaris elegywresszalé (= magas) ndvekedési ratan a
bgalrepressziojat eredményezte, derepresszalo (=oalgcadvekedeési ratan a két szénforras
altal kalon-kulon kivaltott expressziok dsszead&dieumulativ expresszid). Ez egybecseng
azon megfigyelésekkel €BOTH és mtsai 2005), miszerintcael két kiilonboa szinten fejti
ki hatasat dgalre: az alapaktivitasnal illetve az indukcié sorAgelenség nem egyedulallo:
az un. ,double-lock” (ketts lakat) mechanizmust leirtak mar Az nidulansalcA (alkohol
dehidrogenéazt kédold) génjének szabalyozasanat{Mu és FELENBOK 1994), azA. niger
xilanaz bioszintézise soranH VRIES €s mtsai 1999b), de hasonl6 megfigyeléseket fettiin
is azA. nidulansbGal aktivitasanak szabalyozasa soran @asd..1. fejezet Ujfent érdemes
kihangsulyozni, hogy a kemosztéat-tipusu folytorersyészetek egyedulallo kisérleti modszert

jelentenek a névekedési rataval interferald regotamechanizmusok vizsgélatara.
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4.2.4. Trichoderma reesecellulazok keletkezésének névekedesi rata-fliggése
A T. reeseicellulazokat ipari |éptékben — nem kizardlag, diéemmzien (BSCHOF és mtsai
kapcsolatanak felderitése céljaboloszior kldnoztuk és jellemeztik a Leloir utvonal
mindharom génjétgal7, gall0 ésgall)*®. A T. reeseigal7 (amely a D-gal-1-P UT-t kédolja)
egy 43,8 kDa mérétpolipeptidet kddol. A szekvencia csak mérsékefldn 50%) hasonl6 a
S. cerevisiagés aK. lactis Gal7 fehérjéihez. Ayal7 mutans pH 4,5 — 7,5 kdz6tt nem tud D-
galaktozon fini, vagyis agal7 esszencialis &. reeseiD-galaktéz anyagcseréjében. Laktézon
a gal7 mutans torzs névekedési rataja csupan lecsokkagtyjabdl a felére) a vad tipushoz
képest. A cellobiohidrolaz Cel7A fehérje (és az lkeadol6 cbhl transzkriptum) képidése
csak kicsivel volt alacsonyabb a mutansban, mimefarencia térzsben, de a ndvekedés
késsbbi szakaszai soran késés volt megfigyélatbhltranszkriptum degradaciéjaban. Ezek
az eredmeények azt sugalljak, hogy.aeeseicellulaz képzéséhez a laktéz anyagcsere D-gal-
1-P utani |[épései nem esszencialisakgSTH €s mtsai 2002).

A T. reesei gallegy galaktokinazt kédol, ami a Leloir-Utvonalcelépését katalizalja.
Egy 1996 bp hosszusagu Open Reading Frame-et (@RB)maz, amit egyetlen nagy (415
bp hosszusagu) intron szakit meg, és egy 526 amihdkallo, 57 kDa mérétfehérjét kodol.
A T. reesei galinintegy 40 %-0s hasonl6sagot muaterevisia@sk. lactishomoldgjaihoz.
Aminosav szekvencidja alapjan a Gall fehérje a GHdb#PAd tagja, tartalmaz egy konzervalt
Gly/Ser gazdag régiot — véliden az ATP-kotésben jatszik szerepet — és az N-élison
egy GAL-fehérjékre jellemz szakaszt is. Ayall delécioja nem blokkolja a névekedést D-
galaktézon és laktozon, viszont meggatolgaé/ gén D-galaktdz altali indukcidjat (de az L-
arabindz altalit nem!). A cellulaz gének kifejelse azonban csaknem teljesen gatgiala
mutansban, vagyis a galaktokinaz kulcsfontossagimea cellulazok laktoz altali indukcioja

soran (8IBOTH és mtsai 2004

A gall0gén (amely az UDP-glikdz-4-epimerazt kédolja), 25%8 bp hosszi ORF-et
tartalmaz, melyet 3 intron szakit meg, és amely &y aminosavbdl allo, pro-és eukariéta
UDP-gliuikoz-4-epimerazokhoz hasonl6 fehérjét kodol. reeseiGall0 nem rendelkezik az
eleszékre jellem® C-terminalison lé& mutarotaz aktivitassal, de meégis képes funkcisaali

komplementalni &. cerevisiagall0 mutanst (8B0OTH és mtsai 2002

A gall ésgal7 alapszinii, ndvekedési rata-fliggexpresszidja minden szénforrason
megtalalhato, és mindkét gén enyhén indukalhat@Bkgdzzal és L-arabindzzal. A D-glikdz

3 Személyesen gal10és agall projektekben vettem részt (lasd felhasznalt d@jalemények listaja).
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egyideji jelenléte interferal a D-galaktéz altali indukcadyvés ilyenmédon megmagyarazza,
miért csak az alapértékek észletikelaktdzon. A fentiekil eltérben agall0kifejezédése nem
indukalhaté D-galaktdézzal és L-arabindzzal, és agyvekedési szakasz-fitgglapértéket
mutat minden szénforrason.

T. reeseiben a laktdz anyagcsere nyitdlépése a diszackatidcellularis bGal révén
tortérs hidrolizise. Onmagukban a monomereken nem ddipek cellulazok. A D-galaktoz a
D-glikdéznal enyhébb mértékben, de represszalo s@ésf indukalja arel gént. Cellulaz
indukciot azonban a karbon derepresszéitl-mutansban sem észleltink. A galaktokinaz
esszencialis volta miatt feltételeztik, hogy vadyaza kaidott D-galaktdz, vagy terméke, a
D-gal-1-P szikséges a cellulaz indukciéhoz. AzaedHularis bGal tultermelése gyorsabban
novekedést eredményezett laktdzon, de celluldarakznem képidtek. Hipotézisink szerint

ezért akar a D-galaktéz, akar a D-gal-1-P az imolylttatasuk a laktdzon kialakul6 alacsony

novekedési ratara korlatozodik, aminek oka az alacextracellularis bGal aktivitas

A hipotézis teszteléséhezTa reeseiQM9414 torzset szénforras-limitalt kemosztét
tenyészetekben ndvesztettiik, ahol a specifikusk®ilési rata értékét tetdegesen be tudtuk
allitani. A cbh2 (cellobiohidroldz 2) promoter kifejédését egyxbh2::goxA(A. nigerglikoz
oxidaz) riporter torzs réven kévettik nyomon — d ti@usuT. reeseibdl ugyanis hianyzik a
sajat glukoz-oxidaz aktivitds, emiatt a heterolégimn jol alkalmazhat6 riporter rendszerként.

A T. reesekemosztatokrol tett megfigyeléseink j6 egyezéstattak mas gombafajok
folytonos tenyészeteivel @vAs és mtsai 2011). A D-galaktdz mellett laktozon, IDkgzon,
galaktitolon és D-galakt6z + galaktitol equimolaelegyének karbon-limitalt taptalajan 4-5
tartozkodasi id kellett a steady-state &llapot eléréséhez. A éeganyabb, D = 0,015h
higitasi rata értéken enyhe pellet kégest észleltiink minden szénforrdson. Galaktitol@n a
= 0,015 A értéken nem lehetett stabil steady-state allagétoehozni, ennek oka az ezen
szenforrason magasabb ’fenntartasi energia’ (maamiee energy) lehetett. Laktdz, D-gliikoz
és D-galakt6z szénforrasokon az egyensulyi bionadssacentracio 1,48 + 0,20 g/l volt, 3 g/l
kiindulasi szénforras koncentracio mellett — aZlkgk megfelelnek a szakirodalomban mas
gombafajok esetében leirtaknak. A rezidualis széa$okoncentracié 0,09-0,12 mM, a
biomasszéara kalkulalt hozamkonstans 45-49 % kamiitt Osszefoglaléan, az eltéhigitasi
(= ndvekedesi) rata ertekek ellenére az egyes sepjek kinetikai paramétereiben nem volt
szamotte¥ kuldnbség, igy a rendszert a vizsgalat céljaralalisnak tekintettik.

D-galaktdz limitalt folytonos tenyészetekben D 97% h' és D = 0,030 th kozott
nem volt glikéz-oxidaz aktivitas, vagyiscah2 gén promotere magas novekedeési ratan nem
fejezddott ki. Alacsony (D = 0,015 higitasi ratan enyhe kifejgédést tapasztaltunkX(l.
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tablazat). A fenti eredmeényeket Western-blot analizissemiegeésitettiik; acbh2 kodolta
Cel6A illetve acbhlkdédolta Cel7A fehérjéket nem tudtuk a tapkozgdtimutatni magas és
kdzepes, csupan az extrémen alacsony D = 0,05téken 0. &bra).

Lakt6zon mar D = 0,042 hértéken jelerits cbhlcbh2 kifejezédést mértiink XII.
tablazat); az expresszios vizsgalatokat a fehérjék kozmalletektalasa is megdsitette 60.
abra). Magasabb ndvekedési ratakon a sejtek kimosodéakis a tenyészet ndvekedése nem
tudott I1épést tartani a higitassal. A higitasi réaékkentése fokozta a génkifejdest €s az
enzimprodukciét; D = 0,015 hértéken a laktéz mintegy négyszer jobb induktorpiaknyult
a D-galaktéznal. Az eredmény egybecseng az ipandatacios technologiakkal: cellulazok
gyartasakor a laktozt lassan adagoljak a mar stacikdzeli allapotban Iévbiomasszahoz,
igy a ndvekedési rata értéke a IéHegalacsonyabb lesz.

A D-galaktozon kapott eredményeket kétféleképpagyarazhattuk: (1) a D-galaktéz
indukalta acbh2 promotert; (2) az alacsony ndvekedési rata desspi@ valtott ki. A két
alternativa elkllonitése céljabdl D-glukdz limitaanellett ismételtik meg a kisérleteket. A
D-galaktézon kapott eredményekkel szemben itt D04 K" higitasi ratanal sem votbh2
kifejezédés, amit megésitett a Cel6A kégmés immunokémiai vizsgalata i60; abra). A
Cel7A azonban megjelent e korilmények kozott isveWla Cel7A fehérjét kddolébhl gén
bizonyitottancrel-fliggé karbon katabolit represszié alatt allE(ANGER és mtsai 2003),
kijelenthettik: acbh2kifejezddése D-galakt6zon, alacsony higitasi ratan spefikdukcids

hatas kovetkezménye.

Glukdz-oxidaz aktivitas [U/ml]

D [h] Laktoz Glikoz Galaktoz ~ Galaktoz Galaktitol — Galaktoz
+ +
Glukoz Galaktitol
0,075 kimosodas 0 0 0 kimosodas kimosodas
0,050 kimosodas 0 0 0 0 0
0,042 1,2 0 0 0 0 0
0,030 1,68 0 0 0 0 0,51
0,015 2,71 0 0,62 0,55 - -

XIl. tablazat. T. reeseiQM 9414 t6rzs kemosztat-tipusu folytonos tenyésasben mért gliikoz-oxidaz
aktivitas (= cbh2 expresszio) kilonbo# szénforrasokon, a higitasi (=specifikus névekedgsata (D)
fliggvényében.
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CBH1

850 u H

470

(kDa) M Lac Gal Glu GaHGlu Lac Gal Glu GaHGlu Lacr Gal Glu GaHGlu

D=0.015 1/h D=0.030 1/h D=0.042 1/h
CBHII
850 ! |
470
Lac Gal Glu GaltGlu Lac Gal Glu GaltGlu Lac Gal Glu GaltGla
(kDa) M

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

60. abra. Cel6A (=CBH II) és Cel7A (=CBH 1) fehérj& képzédésének vizsgalata Western-blot analizissél
reeseikemosztat-tipusu folytonos tenyészeteiben, a higéi (=specifikus ndvekedési) rata fliggvényében.
Lac = laktéz, Gal= D-galakt6z, Glu= D-gliikdz, D = fgitasi rata.

Annak elddntésére, hogy a laktéz és a D-galaktiadi &ellulaz indukcié mértékében
meég a legalacsonyabb vizsgalt novekedési rataselslbed kilonbség maganak a laktéznak,
avagy monomerjeinek kdszonbeD-galaktéz + D-glukdz-limitalt kemosztat tenyéskest
hoztunk létre. A kelis szénforras alkalmazasa soran kapott cellulazkesids eredmények
gyakorlatilag megegyeztek a D-galaktoz-limitaltyészetekbl szarmazokkalXll. tablazat
es 60. abrd; magas illetve kdzepes higitasi ratan nem égrleltellulaz génkifejeimést és
cellulaz fehérje képiést, a legalacsonyabb, D = 0,015 értéknél gyengén kimutathatok
voltak. A laktoz illetve D-galaktéz altali celluldndukcié mértékében mutatkozé kilonbség
tehat magaban a lakt6zban, és nem a két monomeébesend.

Jatszik-e szerepet az oxido-reduktiv D-galaktéoédisi Utvonal &. reeseicellulaz
génjeinek indukciojaban? A valaszhoz galaktitolmajd D-galakt6z és galaktitol equimolaris
elegyeén tenyésztettik a gombat. A szénvaz fluxasdsa esetben teljesen, masodik esetben —
elvileg — félig az oxido-reduktiv Utvonalra tefdik. Noha galaktitolon nehéz volt folytonos
tenyészeteket létrehozni, a vegyes limitacié sdbén,0,030 H értéken abh2gén promotere
kifejezodott, a Cel7A és a Cel6A fehérjék pedig megjeleraetermentlében. Mindez az
bizonyitja, hogy az oxido-reduktiv atvonal pozitivi@rul hozza &. reeseicellulaz génjeinek

indukcidjahoz.
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Osszefoglalva a specifikus névekedési rata hatdBakeseicellulazok kifejeddésére
azt mondhatjuk, hogy munkahipotézisiinket részlegesggan bizonyitani tudtuk — alacsony
(D = 0,015 H) ndvekedési ratan, D-galaktézowlzh2/ cbhlgének valdban kifejérltek — de
a génexpresszio és a Cel7A/Cel6A produkcio mérsdbsen elmaradt a laktozon meérbiét.
Mit ,tudhat” a laktdéz, amit a monomerjei kilon-kil@s egyuttesen sem? A valosigitheb

valaszt a kovetkézfejezetben olvashatjuk.

4.3. A SZENFORRAS SZEREPE METABOLITOK TULTERMELESEBEN
4.3.1. Cellulazok indukcidja Trichoderma reeseben
Az el6z6 fejezet végén laykérdést Ugy is fel lehet tenni: mi a kildonbségénsorrasként
adagolt D-galaktdz és a lakt6zbol felszabadulo kgagaranozil monomer kozott? A valasz:
az ebbbi a mutarotacio miatt az-ésp-anomerek elegye, az utébbi viszont caknomerisl
all (a lakt6z kémiai neve 1,4-D-galaktopiranozil-D-gliikoz). Mivel a galaktokinasak az
a-D-galaktozt képes foszforilezni,flranomernek ébb a-anomerré kell alakulnia. A lakt6z
hidrolizis lassu, ezért a felszabad@lgalaktopiranozil monomert a sejt rogton transzdgzt
(extracellularis D-galaktozt vagy D-gliikozt laktdzadvekw T. reeseifermentlevébl nem
tudtunk kimutatni). Ennek az adja a jelésdgét, hogy d. reeseifermentlevének kissé savas
(pH 5) kémhatasa elvileg fel tudna gyorsitani ans@o mutarotaciot — amely protonvezérelt
folyamat — , de mivel a R-galaktopiranozil monorogek minimalis idt tartézkodik a savas
kémhatasu tapkdzegben, erre nem kertlhet sor. At&panutarotacio ugyan &b-utobb
intracellularisan is egyensulyi allapotot eredmenye a citoszol kézel semleges kémhatasa
mellett ez tobb 6ras tartd folyamae({@ERSSONES ETTERSSON2001).

Sok gombaban B-anomer -a-anomer atalakulast egy mutarotaz katalizalja, ragly
UDP-gluk6z epimeradz enzim egyik doménjeként (vaggs onallé enzimként) létezik. A
reeseigombaban azonban (és tébb mas fonakomyceteben is) az UDP-glikdz epimeraz

enzim nem tartalmazza a mutarotdz domént. Hipatékiszerint ezért an-D-galakt6z

kialakuldsaT. reeseiben lassu folyamat (csak a spontan mutarotaciérrédvetkezhet be),

ami lecsokkenti a D-galakt6z foszforilezés inte@gdt, ennek pedig hatasa lesz a laktoz

fenotipusra, ideértve a cellulaz termelésfis alabbiakban ezt a munkahipotézist teszteljuk.

A T. reeseigenetikai adatbazisabdrmarom olyan I6kuszt talaltunk, mely feltételezett
aldéz-1-epimerazokat kodol (tre43544, tre44592ré39B41;XIll. tablazat). A tre43544

I6kusz kodolta fehérje hasonlit leginkdbb &z cerevisiaekétfunkcios Gall0 protein C-

* http://genome.jgi.doe.gov/Trire2/Trire2.home.html
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termindlis régidjahoz (35 %), migGibberella zeadipotetikus ald6z-1-epimeraz fehérjéhez

64 %-ban homoldg. A masik két feltételezett aldézpimerdz hasonlésdga alacsonyabb

fokd. A szekvencidk kifejeédnek (egyikiik sem pszeudogén), mivel mindharomhtzttink
EST*-ket a FOREMAN (2003)-féleT. reeseRNS-mintakban.

AEP1 AEP2 AEP3
Genom annotacios nev tre19341 tre43544 tre44592
EST sorszam 4 4 10
gr:llfgiaevz-r[u;)s]onlosag 8. cerevisiae - 35 23
Aminosavak szama (db) 315 342 383
Mr 33988.2 37074.5 42380.0
Izoelektromos pont 4.99 5.29 6.44
A feltételezett géntermék lokalizaciojp  intracedis | intracelluléris| extracellularis

XIll. tAblazat. A harom valésziniisitett T. reeseiald6z-1-epimeraz fehérje jellemzése

A haromT. reeseigéntaepl aep2ésaep3nek @doz-1epimeraz), géntermékeiket
AEP1-3-nak neveztik el; az izoenzimekre vonatkoadienklatira szerint az 1. sorszamot az
a gén kapta, melynek levezetett proteinje a legalagabb izoelektromos ponttal rendelkezik.
Az AEP3 fehérjén szignalszekvencia talalhaté (SBnealoszitiség értéke 1), vagyis ez az
enzim extracellularf§. A masik két fehérje vélhéen intracellularis.

A gének kifejeddését lakt6zon, D-galaktézon és D-glikozon vizega(®l. abra).
Mivel a hagyomanyos Northern analizissel gyenggnstokat kaptunk, RT-PCR technikat
alkalmaztunk. Azaep3a tenyeésztés korai szakaszaban (5 h) mindharosgalizszénforrason
jol kifejezodott, de a ké&bbi szakaszban (27 h) méar csak D-galaktézon; lakiées D-
glik6zon nem. A masik két ald6z-1-epimeraz tranipikm csak nyomnyi mennyiségben volt
kimutathaté D-glukozon és D-galaktézon, laktozodigeegyaltalan nem jelentek meg. Ezzel
0sszhangban a mutarotaz enzimaktivitast laktézo-@slaktozon sem tudtuk kimutatni,
fuggetlendl a lokalizaciotol (feluliszo, sejtfaktdelék, intracellularis sejtmentes kivonat). A

pozitiv kontroll S. cerevisiaeviszont jelents intracellularis mutarotdz aktivitdst mutatott.

> Expressed 8quence @ig; cDNS szekvenciék révid szubklénjai, melyekstsdrban transzkriptumok
azonositasara hasznéalnak.

8 A szignal szekvencia véliian a 23. és 24. aminosavak kozétti hidrolizis edstyraként vagodik le, ennek
valoszirisége 0,394.
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Mindez azt bizonyitja, hogy. reeseiben nincs jelen ald6z-1-epimeraz (mutarotaz) aksvw—
0nallé enzimként illetve az UDP-gliik6z epimerazetgnt sem — ha a gomba lakt6z vagy D-

galaktéz szénforrason tenyészik.
QM

M GLC GALLAC GLC GAL LAC

1000 bp-- —
L

— aepl
—
1000 bp--
— aep
——
-
[—
1000 bp--
-
1000 bp-— e p—p———
tef1
5 27 ]

61. abra. AT. reeseinep], aep2ésaep3gének kifejedidése a szénforras és a tenyéséitliggvényében.

A kovetkedkben a mesterségesen létrehozott mutarotaz aktidtésat vizsgaltuk a
T. reeseigomba laktdéz fenotipusara. Ehhez egy olyareesemutanst konstrualtunk, melybe
beletranszformaltuk és tultermeltettikSacerevisiaeleszé bifunkcionalis Gall0 fehérje C-
termindlisanak az 1068 — 2100 bp kozotti rés@&L(10°°® ~21%. Promoterként a konstitutiv
pkil-et (piruvat kindz), terminatorkéntcdh2t (cellobiohidroldz 2) hasznaltuk?. abra).

1068-2100
pyrd GAL10
Ppkit Tchh2——
Xbal Nsil
62. bra. AGAL10'%® ~?%bxpresszids kazetta sematikus rajzabh2 = cellobiohidrolaz 2; pkil = piruvat
kinaz.

A transzformacié eredményekeént kapott mutansok Ikdatimat vizsgaltunk. Egyikik
egy (M1), a masik keitkét kopiaban tartalmazta@AL10°% ~ 2% &giét (M2a és M2b). Az

integraciot PCR-relg3. abra), a kopiaszamot Southern analizissel éltemiik.
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M Coni. QM M1 DM2a DNM2b
1500 s

1000 s— - W 1033 b
750-- ...."II" P

500 s
[bp]
63. 4bra. ASaccharomyces cerevisig@AL10'"°%® ~#1%¢égi6 jelenlétének demonstralasd. reeseiM1, M2a és

M2b mutans tdrzsekben. M = Marker, Cont = Kontrol (pGAL10kics)

A transzformalt szakasz mindharom mutansban a kbpgnak megfelélmértékben
fejezodott ki (64. abra).

Y QM NM2a M1 M2b QM DM2a M1 M2b

i LAC
— - -
1000 bp-- e _ 1068-2100
GALIg

—

-
1000 T o s e e S e S S — — tof1

28 5 27 [P

64. abra. AGAL10'°® - ?%ifejezédése aT. reeseimutansokban. Y =S. cerevisiaeM = marker

Végezetl, a kdpiaszamnak megfétai alakultak az intracellularis mutarotaz aktivitas
értékek is §5. abra). A mintdkat 12 6ras mosott sejtes tenyészétiekdttik.
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65. abra. Specifikus intracellularis mutarotaz aktvitas a T. reesei QM, M1, M2a és M2b térzsekben,
valamint a S. cerevisiaélesztben (kontroll).

A mutansok fenotipus analizise azt mutatta, hodsksdz felvétel gyorsabb lett a
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mutarotaz aktivitas kialakitasanak eredmeények@hitA. abra) , és ehhez fokozott biomassza
produkcio is tarsult@6. B. abrg. Mas vizsgalt szénforrasokon (L-arabinéz, D-xjld2-
glikéz, D-galaktdéz, D-fruktoz, glicerol) a fenti eanéterekben nem talaltunk szignifikans
kulonbségeket, vagyis a hatas specifikus a laktozra

= -
=) 216
Ne)
fg g 14 | B
\E _‘512’
= S 101
S 2 g
C o
) X 6
~ © 4 |
N N 4
O 02
£ ©
S g 0 ‘ ‘ ‘ ‘
| GC_J) 0 20 40 60 80

Fermentacios id6 (h) Fermentacios il (h)

66. abra. Laktozfelvétel (A) és biomassza produkci(B) aT. reeseiQM 9414 (koér), valamint aT. reeseiM1
(négyzet), M2a (haromszog) és M2b (rombusz) mutaraz-kifejezé torzseinek tenyészeteiben, laktéz-MM
taptalajon.

Végezetil a cellulaz gének laktdz altal kivaltolukciojanak mértékét vetettik dssze
a referencia torzzsel. ébh1 éscbh2kifejezédés is efisen és kdpiaszam-fligen visszaesett
(67. abra), a hatas pedig Ujbdl laktdéz-specifikusnak bizdnyGellulézon — egy masik jol
indukalé szénforrason — ugyanis a hardnreeseimutans a referencia térzshéz hasonléan
fejezte ki a cellulaz géneked§. abra).

QM M1 DM2a M2b QM 1M1 DMM2a M2b

LAC
B t i NN
o= chh2
eseseseseReREn s ;; .
27 40 [h]

67. abra. A cellulaz génekdbhl éscbh?) kifejezédése laktézon (LAC). QM: referencia toérzs. M1: 1 kpias
torzs; M2a és M2h: két kdpias térzsek
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QM M1 M2a M2b
CELL

e B e ] ol

- e W0 gy e

40 ]

68. abra. A cellulaz génekdbhl éscbh?) kifejezédése cellul6zon (CELL). QM: referencia térzs. M1: 1
koépias torzs; M2a és M2b: két kbpias torzsek

A mutarotaz aktivitas tehat interferal a cellug@nek laktoz altali indukciéjaval. A

tényleges induktorrél feltételezlbethoqyp-D-galaktéz monomert (is) tartalmazoé veqyliket

tovabbiakban ezt a hipotézist teszteljik. Vizsgalktkozvetlen metabolomikai megkozelitést
alkalmazott: az eltércellulaz termdiképesséfy T. reeseimutans) torzseki (XIV. tablazat)
kiprepardltuk az intracellularis cukorszarmazékaleatechnikai részleteket l1ageiggelék:
ANYAGOK ES MODSZEREK ), majd tdmegspektrométerhez kapcsolt Nagy TeljesitthAnion
Cseréb Kromatograf (HPAEC-MS) révén a D-galaktoz tartalkmimponenseket miségi és

mennyiségi szempontbdl is meghataroztuk.

Torzs Torzs jellemzése Forras/hivatkozas

QM 9414 szUbi térzs, korai cellulaz tultermeél MONTENECOURTES

(ATCC 26921) EVELEIGH 1978

NG14 cellulaz taltermed LE CROM és mtsai

(ATCC 56767) 2009

RUT C-30 karbon katabolit derepresszalt cellulaz hiper- | L CROM és mtsai

(ATCC 56765) |tultermeb 2009

Agall galaktokinaz negativ (a QM 9414 leszarmazot{tflIBOTH €s mtsai

2004

Axylll D-xiloz (aldoz) reduktaz negativ (a QM 9414 | SEIBOTH €s mtsai
leszarmazottja) 2007b

Agall/Axyll galaktokinaz / D-xiloz (ald6z) reduktaz negatiy SEIBOTH €s mtsai
kettds mutans (a QM 9414 leszarmazottja) 2007b

XIV. tblazat. A cellulaz induktor azonositasa sora hasznalt elté6 cellulaz termebképesséd T. reesei
torzsek jellemzése.
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Elssként az egyedili szénforraskent laktézon ihdy reeseiQM 9414 térzs galakto-
oligoszacharidjait hataroztuk meg. Az intracelliganintdban laktozt, allo-laktézt (Gal-3-1,6-
Glc) és laktul6zt azonositottunk legnagyobb meréghen, 7:1:1 relativ aranyBanSzintén
jelentbs mennyiségben halmozédott fel két triszacharid-(&h,6-Galf-1,4-Glc/Fru és Gal-
B-1,4-Galg-1,4-Glc/Fru). A GalB-1,6-Galfi-1,4-Glc/GalB-1,6-Galf-1,4-Fru és a Gdb-
1,4-Gal$-1,4-Glc/Gal-1,4-Galf-1,4-Fru oligoszacharid parokat nem tudtuk szésziémi,
igy ezt a két péart 1-1 kulon komponensnek tekiaketD-glikozt, D-galaktézt és tovabbi
négy oligoszacharidot (G@1,3/1,4/1,6-Gal és G#l-1,2-Glc) csak minimalis mennyiségben
talaltunk. A lakt6z és az allo-laktéz esetében @mnatd ki, hogy (részben) a taptalajbdl (is)
szarmaznak, a laktul6z (D-galaktozil-34>-fruktozid) jelenléte azonban azt mutatja, hogy
az eredmények am vivo intracellularis galakto-glycom Osszetételét tUkOA taptalaj
ugyanis D-fruktozt egyaltalan nem tartalmazott.

Annak tesztelésére, hogy a celluldzok induktorandaemponensek kozil kerllhet-e
ki, megvizsgaltuk a tulterm&ING14 illetve a hiper-tulterm&lRUT C-30 torzsek galakto-
oligoszacharid dsszetételét is. Munkahipotézisimsist az induktor galakto-oligoszacharid
intracellularis koncentracioja és a cellulaz tetimadpesség pozitivan korrelal, igy magasabb
termebképességhez magasabb, alacsonyabb tékepmtsséghez alacsonyabb koncentracio
tartozik. Mivel az egyes torzsek specifikus novededéatja eltér, a mintavételi pontokat
ugy valasztottuk meg, hogy azok a szénforras felegek ugyanazon szakaszaira essenek.

Mint emlitettlk, cellulaz termélképesség szempontjabol a vizsJalreeseittrzsek
tervezetten eltéek (QM 9414 < NG14 < RUT C30). A ternbkEpesség vs. koncentracié
0sszefliggést a Pearson-féle korrel4cios koeffidimramitadsa révén teszteltiBO( A. abra).
Egy vegyllet kivételével a korrelacid minden esetbegativ volt; a kivétel egy-1,1 kotést
tartalmazo, hexozokbol felégiitliszacharid (He-1,1-Hex).

Amennyiben hipotézisiink helyes, gy a teifképesség vs. koncentracié dsszefliggés
Jlefelé” is mikodik, vagyis a referencia torzsnél (QM9414) gydaign termel mutansokban
az intracellularis galakto-oligoszacharidok koncéciti rendre kisebbek. A vizsgalathoz Ujra
harom torzset: gall, axyll és agall/xyll mutansokat hasznaltuk fel; terrbledpességik a
gall/xyll < gall < xyl1 sorrendet kovetixyll < QM 9414). Mivel maximalis ndvekedési
ratajuk laktozon alacsony — a Kettmutans pedig nem i$ majta —gall és axyll esetében a

relative legintenzivebb szénforras felvételi szakan vettiink mintakat, mig a kigtmutanst

“"roviditések: Gal: D-galakt6z; Glc: D-glilk6z; Fi:fruktéz; X/Y (pl. Glc/Fru): a monomer a két cukéle
valamelyike (pontosan meg nem hatarozhato).
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D-glukozon névesztettik ki, friss taptalajra mostatk €s 10 g/l laktdzt adtunk hozza. A
modszer nikodoképességet ebhl és acbh2 gének kifeje#désével, illetve celluldz aktivitas
megjelenésével bizonyitottuk.

Az intracellularis galakto-oligoszacharidok elemeé&sran négy vegytiletet talaltunk,
melyek pozitivan korrelaltak a terndgEpességgel; kémek nem tudtuk meghatarozni a
szerkezetét, a harmadik a Gal,6-Gal$-1,4-Glc, a negyedik viszont a tulterrdehutansok

vizsgalata soran egyeddli pozitiv korrelaciot matdex{3-1,1-Hex 69. B. abra).

PEARSON-FELE KORRELACIOS KOEFFICIENS

-1 0 +1 -1 0 +1
Hex-R-1,1-Hex — ) ¥
Gal-B-1,6-Gal A | B A=
Gal-B-1,3-Gal —1 —
Gal-R-1,6-Glc I— =
Gal-B3-1,4-Gal | 1
Gal-B-1,2-Glc (. Tl
Hex-B-1,6-Hex-B3-1,1-Hex [ 1
Hex-R-1,1-Hex-R-1,1-Hex —1 [
Gal-B-1,6-Gal-B-1,4-Glc 1 1%
Gal-B-1,4-Gal-B-1,4-Glc/Fru = | —
Hex-B-1,4-Hex-B-1,1-Hex [ =
Hex-B-Hex-B-Hex** [ [

69. abra. Korrelacio a cellulaz produkcié és az e@g oligoszacharidok felhalmozédasa (koncentraciéja)
kozott T. reeseittltermel 6 torzsekben (A) és D-galaktdz lebontasban sérult n@nsokban (B).
* Pearson-féle koefficiens (fekete csillag: p <0,10r6s csillag: p< 0,05).
** A glikozidos kotés tipusa nem volt megallapithab.

Mennyire tikrdzi a valésagot a bemutatott intradélis oligoszacharid-spektrum? Jol
ismert, hogy a mono-és oligoszacharidok a gombakgybliszacharidjaihoz tapadhatnak,
eltavolitanioket (Bucior és BJIRGER 2004; FOHR és mtsai 1981). Az alkalmazott extrakcids
modszer soran kifejezetten gyorsan kellett eljaknigy alapos atmosasra nem volt |éiséq.
Kovetkezésképpen, a nagy mennyiséaktoz vélheten a taptalajbol a sejtfalra, majd onnan
a feltards sorén a citoszolba jutd szenfigés kovetkezménye. A tobbi vegyllet esetében
azonban kizarhatjuk ailitermék lehatségét. A laktuldz fruktdz komponense, mint emiiiett
csak intracellularisan kertlhetett a molekulara.ekiracellularis bGal aktivitas altali transz-

glikozilacio hatasa sem lehet jelést mivel ez az enzimaktivitas elééa kulonbos vizsgalt
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torzsekben, de a potencialisan transzglikozilaol@pszacharid Ga-1,4-Galf3-1,4-Glc/Fru
mennyisége nagyjabol allandé volt. Ugy véljik ezdgy a kapott eredmények ragégi és
mennyiségi szempontbdl is jOl reprezentaljdk eeeseintracellularis galakto-glycomjat.
Munkank legjeleriisebb eredménye a H@x1,1-Hex diszacharid azonositasa, mint
potencialis celluldz induktor. Hogyan keletkezhetaevegyilet? Nem ismertnk olyan bGal
enzimet, melyB-1,1 glikozidos kotés Iétrehozasat tudna kataliz&tivileg keletkezhet egy
glikozil transzferaz enzim tikddése soran is, de olyat, m@hi,1 kétésben kapcsol 6ssze két
hexdzt, szintén nem ismerink. A szakirodalom stzeritermészetbendabrdul6 oligo- vagy
poliszacharidok kozo6tt egy sem tartalnfiaz,1 glikozidos kotést. A molekula egyértéingés
hat kilénbod T. reeseitdrzsben a cellulaz ternéédépességgel korrelaldédébrdulasa ebbil a
szempontbdl rejtélyes. A vegyliletet |étrejttétakiatlé enzim azonositasa ezért nem csupan
a T. reeseicellulazok indukciéjanak megértését segiterie lghnem csaknem bizonyosan Uj
tipusu/niikddési mechanizmusu bGal-okat is feltarna, melykkietechnoldgiai jelerdsége
is lehet.

4.3.2. Cephalosporin C tultermelésAcremonium chrysogenunrfan

Szamos mikroszképikus gombanal medfigyalhet vegetativ fefldési forma ketis
morfolégidja, ami az éleszt- micélium dimorfizmus jelenségeként ismert. llyena gomba
vagy lekerekedett, élegaizefi, vagy bonyolult intracellularis felépit&sa sejt szélességéhez
viszonyitva hosszu, gyakran elagazo, fonalas maggst mutat (BEWART és ROGERS1983).

A két fejlodési forma azA. chrysogenursiillyesztett tenyészeteiben is megfigyathet
(NAsSH és HUBER 1971). A sejtek élettani allapotanak valtoz(tedyad aranyuk szélségesen
eltérhet: a CPC fermentacid novekedési szakaszalsmjtek fonalas, ternielszakaszaban
lekerekedett, fragmentalt képet mutatnak. A CPCnfés fungalis metabolit) termelésének
morfologiai vonatkozasai ezért klasszikus, sokalil &hnulmanyozott, de részleteiben maig
nem ismert kérdéseknek szamitanak.

Az A. chrysogenumorfolégiai valtozasait szamitégépes mikroszképif&klolgozas
(Image Analysis) segitségével elemeztik, melynekrsegy specifikusaActinomycetegk
illetve fonalas gombak vizsgalatara kifejlesztetifevert hasznaltuk @L és THoMAS 1998).

Ez a rendszer a micélidlis elemeket harom csopadhfa 70. abra): (a) diszperz forma, (b)
hifacsomé (clump) és (c) pellet. A clump-ban a kiégymashoz tapadasa a pelletnél kevésbé
szoros, de a diszperz formak egyfizeehany elagazasbadl allé megjelenését nem muéstja,

higitassal sem lehet kulonallo fonalakra bontani
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Diszperz formak

Hifacsomo
Micélialis clump vagy aggregatum

70. abra. Fonalas gombéak alapvétmorfoldgiai kategoriéi

A micélialis clump-ot diszperz formava a fragmentdolyamata alakitja. Fizikai és
fiziologiai hatasok (pl. a fermentor kewdapatja altal kivaltott nyéers, a sejtfal bontaséat
vegzd enzimek [pl. kitinazok; &SNDOR és mtsai 1998] fokozott aktivitasa) egyarant qzefre
jatszanak benne. A clump-rél a fragmentacio soefirédes hifadarabok az ,élesizefi”
sejtek, a folyamat étehaladtaval pedig a hifacsomé diszperz formaviuala clump-ok
aranyanak csokkenése a fragmentacio fokozodasat Jedvabbi fontos Image Analysis
paraméter a clump-ok atlagos mérete, az atlagabdstz és az elagazasok atlagos szama egy
hifan belul.

Az A. chrysogenumgombét alkalmaz6 CPC gyartas legfontosabb ferroEstéa
technolégiaja a rdadagolasos (fed-batch) tenyésaéikor a (gyors) ndévekedési fazis végére
ert, de még nem pusztuld tenyészethez Ujabb adagfosmast juttatnak. Ezt a technikat
alkalmaztuk akkor is, amikor az eléésebesséeggel hasznosul6 szénforrasok hatasatltiksga
a gomba ndvekedésére, micélialis fragmentaciéjarandibiotikum termelésére. Célunk egy
valodi ipari thpkozeg reprodukdlasa volt, ezérnduilasi szénforrasként D-glikozt és a
lassabban metabolizalédd szahardzt, rAdadagolt mzasként D-glikdzt, illetve szojaolajat
hasznaltunk. A névényi olajok lassan hasznosulifezésok (RN és mtsai 1982). A D-
gliikéz jelenléte a fonalas gombéak vad tipusaibanesszalja a glicerin és a zsirsavak kozti
észterkotés hasitasat véglipazokat (EMAIN 1990), nemesitett ipari térzsekben azonban
jellemzsen nem. Az altalunk hasznat chrysogenuntorzs is képes D-glikoz jelenlétében

lipdzok kifejezésére (KRAFFA €s mtsai 1999).
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A leoltast kdveten megindulé gyors novekedés (biomassza gyarapoddag)yeszt
leallt a kiindulasi gliikoz elfogyasa utan, de akgiinal késbb hasznosulé szachar6zon is
megfigyelhed volt kismértélkk biomassza gyarapodasl( abra). Az egymast kovétkét D-
glikoz raadagolas utan a névekedés ujbgiegesen megindult, azonos mennyigé&gojaolaj
hozzaadasa utan azonban csak nagyon kis mértékkenoflott. A tenyészet biomasszaja
ezutan a fermentacio befefeieséig (vagyis az dsszes felhasznalhaté szénfelfap/asaig)
lasst csokkenést mutatott. A tenyészet szén-ditedohelés® a novekedéshez hasonléan
valtozott a fermentacié soran. A gyors, glikoz alagvekedés alatt a szén-dioxid termelés
fokozatosan emelkedett, a szachar6z hasznosulasgyatt jaré lassubb novekedeés alatt a
szén-dioxid termelés novekedésének Uteme is cstiklermnodvekedés leédllasakor — a
szénforras hianyaban (46-48 oOra kozott) — a temyészén-dioxid termelése meredeken
csokkent. A D-gliikoz rdadagolasok utan a szén-ditedimelés igen gyors emelkedését, majd
a glukoéz elfogyasa utan meredek visszaeseését tafiakz Szojaolaj hozzaadasa utan viszont
a szén-dioxid termelése igen kismétt&mnelkedés utan folyamatosan cstkkent.

A tenyészet szén-dioxid termelése a novekedéshamlhian valtozott a fermentécio
soran. A gyors, glikéz alapu névekedés alatt a-di@aid termelés fokozatosan emelkedett, a
szachar0z hasznosulasaval egyutt jaré lassubb edeeskalatt természetesen a szén-dioxid
termelés novekedésének Uteme is csokkent. A ndesKedllasakor — a szénforras hianyaban
(46-48 oOra kozott) — a tenyészet szén-dioxid tedgelmeredeken csdkkent. A glikoz
raadagolasok utan a szén-dioxid termelés igen gymalkedését, majd a glikoz elfogyasa
utan meredek visszaesését tapasztaltuk. Szoéjaolgahdasa utan viszont a szén-dioxid
termelése igen kis mértélemelkedés utan folyamatosan cstkkent.

A CPC termelése a gomba gyors novekedési szakasAimfajeddése utan valt
jelentbssé 1. abra). A valtozasok meértékeét jol szemlélteti a szaramre vonatkoztatott
specifikus antibiotikumtermelég 1. abra), amely a D-glikdz elfogyasa utan kezdettd@in
Az emelkedés a glikéz raadagolasig tartott, ezekén stagnalt, majd cstkkenni kezdett. A
masodik adag D-glikéz rdadagolasa utan hasonl®aédokat tapasztaltunk. A lassan
hasznosul6 szdjaolaj szénforras hozzaadasa utabazdokozatosan ndvekedett a specifikus
altal eballitott CPC mennyisége (=specifikus antibiotikumtelés) ebben az égontban volt

a legmagasabb.

8 A szén-dioxid termédést a fermentor elménevegd vezetékéhez kapcsolt on-lindikddési
tomegspektrométerrel hataroztuk meg.
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71. dbra. Az A chrysogenunglettani paraméterei rdadagolasos fermentacié sonaA zélden fesédé tertlet
aranya az AO-festés eredményét mutatja. A D-gliikbrdadagolasok idipontjat szaggatott vonalak, az
olajraadagolast pontozott vonalak jelzik.

A fermentacio idtartama alatt a tenyészet Akridin Narancs (AO)éest| jellemzett
metabolikus aktivitdsa (lasti2.1. fejezekis jelends valtozdsokon ment keresztdll( abra).
Az inokulum tenyészetih bekerilt sejtekben magas volt a pirosan fluorékzknaktiv régiok
aranya. Ez az arany a 24. ¢rara fokozatosan cstikkeejtek csaknem kizarélag z6ld szinben

fluoreszkaltak, vagyis metabolikusan aktivak valtekt kéveben fokozatosan névekedett a
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pirosan fluoreszkalo régié aranya a 43. Oraig (s glik6z raadagolasig), amikor igen gyors
valtozasok kovetkeztek be. A sejtelbldd “bezoldiltek”, majd a D-glikdz elfogyasaval Ujra
megjelentek a pirosan féss régiok. A masodik D-glikéz rdadagolasnal megistokétk az
elssnél leirt valtozasok. A szojaolaj rdadagolasat késme (54. Ora) szintén lecstkkent a
pirosan fluoreszkalé régido aranya. A fermentaci@éré (az 0sszes elérbeszénforras
kimertlésekor) azonban a micéliumok ismét pirositsem tindokoltek. Az eredményéikb
megéllapithatd, hogy az AO festékkel zoldendeastaktiv régiok ardnya a fermentaciéels
szakaszaban és a D-gliikéz raadagolasok alatt adszéd termeléssel és a novekedéssel
megegyed modon valtozott. Széjaolaj rdadagolasa utan —cdsak kismeérték biomassza
gyarapodas tortént — a sejtekben sokaig magasavaiblden festdé régidk ardnya, a magas
specifikus antibiotikum termeléssel parhuzamosan.

Ami a morfolégiai valtozasokat illeti, D-glik6z magolasa utan a névekedés Gjbol
megindult, és megfordult a fragmentaciot jellénmaraméterek tendenciaja is. A hifacsomok
terliletaranya — ami a ndvekedési fazis befglége utan jeletis mértékben lecsdkkent — a D-
glik6z adagolasokat kovietn, a ndvekedés meginduladsaval parhuzamosan emekextlett
(72. abra). Hasonldképpen valtozott a hifacsomok atlagoslees is 2. abra). Szojaolaj
hozaadasa utan 10 oraval mindkét paraméter igesag értékre csokkent, s a fermentacio
hatraléw részében nem valtozott jelésen. A D-glikdz raadagolasat kdvedzaraztémeg
gyarapodasat jOl jelezte az atlagos teljes hifahéssaz atlagos hifacsicsszam novekedése is
(72. abra. A novényi olaj hozzaadasa utan 10 6raval, ha@sonk hifacsomok morfologiali
vizsgalatanal tapasztaltakhoz, mind a hifacsucssnaimd a atlagos teljes hifahossz értéke
jelensen csokkent, s a fermentécié végéig igen alacddaken maradt.

Az adatokat 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy@san hasznosuld D-gliikoz és a
jelenlételsl kovetked magas specifikus ndvekedeési rata egybeesett k @a hifacsomok
meéretének novekedéseével, véllet a hifak megnyullasa és dsszetapadasa kovetkez#ebe
D-glikdz elfogyasa és a lassabban metabolizalédbasvz hasznosulasa viszonbdteljes
fragmentaciot eredményezett, amit a széjaolaj ddagszemben a D-gliik6zzal) nem tudott
visszaforditani, vagyis ilyenkor elmaradt a hifakgnyulasa és csomokka tapadasa. A fentiek
alapjan a fragmentacio inditdé szignaljanak vagyi@mibssza produkcié visszaesését (a
novekedeési rata csokkenését) vagy a gyorsan haganszénforras elfogyasat tekinthetjik.
Mivel egy fed-batch fermentaciot elemezve a kéah&bzott lehetetlen kiilénbséget tenni, D-
glukdz-limitélt kemosztat tenyészetekben vizsgataudbb a kérdést.

110



dc_1290 16

=~ ||
—
— 80 -
o
]
=
-\.:_—J' |
[}
=] |
O
B |
=
=]
oo
=]
=
=
H
oa
o
f
:j':llN
=T
_ =
M =
[
= o
E ©
= —
o =
= D
[T
=
=
Hi
wm e
o =
25
— 1
- —
= 5
=T
@ 2
b =
ree =
=L =
—
=
]
]
oo
oo
=]
~I
F—
2
gt =
=
_'_\\_r’
oo
o
F

Tenveésztesi ido (ora)

72. abra.A. chrysogenunmorfolégiai elemzése raadagolasos fermentacio sordA D-gliikdz raadagolast
szaggatott, az olaj rdadagolast pontozott vonal j&z

Kemosztat tenyészetekben a specifikus névekededimagunk allithattuk be, mig a
rezidudlis D-glikoz koncentracio gyakorlatilag aullolt mindegyik fermentacié soran. Az

igy kapott eredményeket/a. abramutatja.

111



dc_1290 16

5 = E 100 U
— A C
— 3 « E
-~ 41 = % 80 3
n — < I =
w3 = b= 60 3
2 E 25 w0 &
) — E =
1{ = z 20 12
— 20 E4
— = =
0 - 0 L
AR AR = W T
X ) o
TR SN S N
QF,/Q‘ {{/Q ,/Q- Pt {},/Q‘ {f/ﬁ‘

—
= iz
£ 100 2500 2
2 0.5 77 B D 5
- —
£ 7 & 80 &y | 2000 =
o 2 60 1500
= & 03] £ £ g
Z = 40 1000 =
S 2 02 = =
B e = =
2 E 014 Z 20 500 £
E < my
= Py B
3 0.0 =0 : 0 a
) >N N> > =
- 2 o o W =

= o
B \.\_

fé"%\’ SN & &
& S

73. dbra.A. chrysogenunD-gliikéz limitalt kemosztat tenyészeteinek élettarparaméterei

Az alacsonyabb specifikus ndvekedési rata tehaizott fragmentaciot eredményez.
Mindez azt jelenti, hogy a D-glikéz elfogydsa onéatsn nem a szignalja (elinditdja), hanem
inkdbb ebfeltétele a fragmentacionak a novekedés ledllitdsarsztil. A ndvekedési rata
ellenben ok-okozati 6sszefliiggésben van a fragmeémtdc Az alacsony novekedési rata
fokoz6dd vakuolizaciohoz, elvékonyuld, gyenge hifdk és fokozédé fragentacidhoz vezet,
melyek a mechanikus kevenyiréereje kovetkeztében kbnnyen eltérnek.

Régota ismert, hogy gyorsan hasznosul6é szénforii@eklétében az antibiotikumok
tobbségéehez hasonléan a CPC bioszintézise is datdassan felvehétés / vagy lassan
metabolizalhaté szénforrasok viszontrglosek a termelésre nézveHERONOWITZ €s mtsai
1992, KARAFFA és mtsai 1999). A D-glikéz valéban visszavetett@PL produkciot, mig a
szacharOz és a sz6jaolaj jelenléte setkbatasu volt.

Munkank legbbb tanulsaga, hogy noha fed-batch vagy batch teey@sen ugy

tinhet, hogy az. chrysogenungomba morfoldgiaja és a CPC produktivitas 6sszgdaigen
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all egymassal, ez csupan azért van igy, mert minfikgamat parhuzamosan ugyanazon
fiziol6giai valtozasokra reagal a szénforras lithigdérhetségének fliiggvényében. Szénforras
raadagolasakor ez a kapcsolat mégiz Hipotézistlinket a kemosztat tenyészetek viztgal
is alatamasztotta, hiszen a CPC produkcidjat adiplipasolta a specifikus névekedési rata
megvaltoztatasa, szemben a morfolégiara kifejedénjys hatassal (az alacsonyabb higitasi
rata alacsonyabb hifacsomo-aranyokat, és kisebletimBifacsomokat is eredményezett). A
CPC termelés és a novekedés tehat egymastdl faggédlyamatok, hasonléan R
chrysogenunpenicillin termeléséhez @ 1975).

D-glikoz raadagolasoknal a tenyészet metaboliktisigsat jeldy AO festidés és a
novekedés kozott 6sszefliggés mutatkozott, szojeddipgolas utan azonban a két paraméter
eltéen véltozott. Szbjaolaj adagoldsakor ugyanis anféemetabolikus aktivitas (amit a
nagyaranyu z6ld fluoreszcencia jelzett) a megndde#teCPC termelés és nem a biomassza

produkcio kdvetkezménye volt (1as88. abra).

4.3.2.1. A sejtsiriiség hatasa a cephalosporin C termelésére
Barmely sillyesztett (gomba) tenyészetnek fontoliehet fiziologiai szempontbdl ritkan
tanulmanyozott jellentge a sejtriség, vagyis a szaraztomeg térfogategységre voratkoz
mennyisége. Ahhoz, hogy egy sullyesztett kulturataily sejtériisédi tenyészetet hozzunk
létre, el$ kozelitésben jél (gyorsan) hasznosuld szubsztditam el$sorban szénforrast kell
magas kiindulasi koncentracioban alkalmaznunk. israeonban, hogy a CCR miatt ilyen
koéralmények kozott a mikrobakban (koztik mzchrysogenurban is) azok a gének, melyek
a lassabban hasznosulé szénforrdsok lebontasdteilabolitok képddését kddoljak, gatolva
vannak (AMARONOWITZ és mtsai 1992). Raadagolasos fermentacié soraikpam gyorsan
viszont a sejtkoncentracié sokszor nem éri el andtos meértéket. Ennek jellebnoka
valamilyen gatlé hatasu metabolit (vagy metabo)ittldszaporodésa, amit, ha egy kritikus
sejtkoncentracio folotti érték elérése a célunkedl tavolitani a tdpkozedh Kezdetben ezt
egy kul$, dializalé modulnak a fermentorhoz kapcsolasaeglezték. Bar fakultativ anaerob
mikrébak (pl.E. coli, S. cerevisideesetén ez a rendszer kielégittedmeényt hozott (@ANG
és mtsai 1993), a ki-és bevezetés sordn 6hatatfeli@ps oxigénhidny az aerob sejteket
sulyosan karositotta, a lokalis kémhatas ésérsékletbeli eltérések pedig kedéeendl
befolyasoltak az eredmények értékebiségét.

A Bioengineering cég altal az 1980-es évek végéejlésztett, osztott térdializald

fermentorban a sejteket tartalmazo6 belsret membran valasztja el &g kortlvews kilss
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térisl (4. mellékled). A kilss tér brutto térfogata 5,5 |, hasznos térfogatal 4cbbel$ térnél
ezek az értékek 1,5 L, illetve 1 L. A fermentordéifialat 80um vastag poliamid folia alkotja,
aminek készonhéen a fermentor kividt teljesen atlatszo, de az tvegfali fermentorokndl
kevéshé balesetveszélyes. A féligateteggzemi-permeabilis) bélsmembranon keresztiil, a
koncentracié gradienseknek megfééai, a szubsztratumok molekulai a Kilérksl a bel$be
mozdulnak el, a fermentacids termékek (koztik dogadatasuak) pedig kihigulnak onnan.
Mivel a tapanyag betaplaldsa nem jar egyutt alsejgy részének eltdvolitasadval (mint a
folytonos rendszerekben) és a fermentacios térfegat ndvekszik (szemben a rataplalasos
tenyészetekkel), rendkivil magas mikroba konceidtrachet el. Hasznalataval elkerultdet
tovabba a kétmodulos dializalo rendszereknél félstpesszhatas, és a sterilezési problémak
is leegyszdrsddnek (M\RKL €s mtsai 1990; KAHE és mtsai 1996).

Noha a dializadl6 membranfermentorok szamos mikiégiai laborban megtalalhatok,
fonalas gombak tenyésztésérétgink senki nem alkalmazott ilyen készuiléket. CRlannak
elddntése volt, hogy vajon hatassal van-e aigégég azA. chrysogenunspecifikus CPC
termelésére és a szénforrasra (D-glikoz) vonattairteozamkonstansara.

Mivel a jellemzen szaprofita fonalas gombaltijes cellulaz és észteraz aktivitassal
rendelkeznek, a baktériumtenyészetek esetében dlgseelluléz alapd kuprofan membrént
nem tudtuk bels membranként alkalmazni. Helyette egy 110 +ubf vastagsagu poliéter-
szulfon polimer folidt hasznaltunk (levagasi értélk2 um, vizre vonatkozé transzmembran
érték T = 20 °C-on: 6600 x 1@nl m? h! bar'). A membran nem éatlatszé, ezért a fermentlé
sem vizsgalhaté szabad szemmel. Ezt kikiiszébélankiils féliabdl ragasztottunk be egy,
osszfeluletének kb. 8 szazalékat kitedarabot a bets membranba. Az ,ablak” nem volt
észlelhet hatassal az atere8képességre, viszont jeléstkénnyebbséget jelentett a készuléek
0sszeszerelésekor és a fermentécio alatt.

A sejkoncentracio 0,4 és 40 g/l kozti ertékein€lRC produkcio linearisan valtozott a
sejtkoncentracioval és a hozamkonstans értékeRkedagas antibiotikum produkcié ében
mindig egybeesett a D-glikoz jeléatrészének elfogyaséval. Dializalo kérilmények kibao
bels tér csokkeh D-glikdz koncentrécidja a kidgériol folyamatosan pétlodott, és hosszu
ideig a kezdeti (20 g/l) erték kbzelében maradmndknkdvetkeztében meghosszabbodott a
novekedeési fazis. Amikor a kigigér glikoztartalmanak fogyasa (vagyis a glikoznaatkoz6
koncentraciégradiens cstkkenése) miatt a tenyédastsulasi majd a stacioner fazisba kertilt,
a CPC produkcio emelkedni kezdett. A szarazanytaypanra vonatkoztatott specifikus érték

azonban nem tért el a hagyomanyos korulmeények kirérhedtol (XV. tablazat).
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Kiindulasi Tenyésztés AD-glik6z DCWp ., CPCh.x Hozam- Hozam- Specifikus
D-gliikoz madja elfogyasa (a/ (mg/l) konstans  konstans CPC
koncentracié (6ra) (DCW) (CPC) produkcié
CID] (9/%cw)
1 Batch 2,33 0,41 42,2 0,41 0,042 0,10
2 Batch 4 0,78 83,1 0,39 0,041 0,10
5 Batch 8,33 2,13 216 0,42 0,043 0,10
10 Batch 15,5 3,90 385 0,39 0,038 0,10
15 Batch 22,4 5,66 542 0,37 0,03 0,10
20 Batch 28,5 8,32 814 0,41 0,040 0,09
20/ 20 Dializis* 95 39,87 3814 0,36 0,034 0,09

XV. tablazat. A fermentéacié soran elért legmagasabbiomassza (DCW.y) €s CPC koncentracié
(CPCax), Valamint a D-glikézra szamitott hozamkonstansokrtékei

* A kiindulasi D-gluko6z koncentracié 20 g/l volt mind az 1 L térfogatu bel$ (fermentacios), mind a 4,5 L
térfogatu kiilsé térben. Igy 6sszesen 20 + 90 = 110 g glikéz hasanba fermentacio soran, s a
hozamkonstansokat is ennek megfelén szamitottuk ki.

4.3.3. Itakonsav tultermelésAspergillus terreusbhan

Az itakonsav (2-metilén butandisav) egy telitettBkarbonsav, melyet a citromsav pirolizis
termékekeént fedeztek fel AlBP 1837). Fermentacios @llitasat még a Il. vilaghaboruod
egy ozmotolerans gomba.(itaconicu$} vizsgalata kapcsan irtak leAQm és mtsai 1939).
Késsbb az NRRL tdébb, mint 300 gombafaj IA produkcicfdtekelte; legjobb terméhek az
A. terreusbizonyult. 1A taltermebkent irtak le toblCandidaésRhodotorulafajt is (MEENA
és mtsai 2010; Voll és mtsai 2012). Mivel enyhénrges, élelmiszer-ipari felhasznaldsa —
szemben a citromsavval — nincs, de szerves szelértl gyakran hasznaljdk kiindulasi
anyagkent, etssorban nianyagok, vizallo festékek és gyantakadlitasa soran (KMBE és
mtsai 2009). Az IA fermentacio a citromsavehoz hné&n a primer anyagcsere tultertids
klasszikus példaja, de annal joval kevésbé isrietté tanulmanyozott.

Az |A bioszintézis a citromsavéval megegydaiokémiai Gtvonalakon torténik, de
tartalmaz egy tovabbi (citoszolikus) enzimetisakonitat dekarboxilazt, melyetcadA gén
kodol (STEIGER és mtsai 2013). AadAklasztert képez amttA és azmfsAgénekkel, melyek
egy feltételezett mitokondrialis illetve egy fetidzett sejtmembran transzportert kddolnak;
mindkettnek szerepe lehet a Krebs-ciklus intermedisrakonitat mitokondrialis illetve az
IA sejthdl torténs exportjaban (Lés mtsai 201374. abra).
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74. abra. AzA. niger citromsav illetve azA. terreusitakonsav tultermeléshez vezét metabolikus
Gtvonalainak 6sszehasonlitasa. A mitokondridlis I&sek a szaggatott vonalon belil, sziirke hattérben
talalhatok. A fajspecifikus reakcidkat sotét hattérjelzi, a fajnév feltiintetése mellett.

A hasonlosagok ellenére az IA fermentéciok véitere illetve szénforrasra szamitott
hozama joval alatta marad a citromsavénaka@® és mtsai 2009), melyet kézel 200 g/l
végkoncentracio és 0,95 %-ot élénozamkonstans mellett gyartanak ipari kérulmények
kozo6tt (KusiCEK és €s KRAFFA 2010). A citromsav fermentacios technoldgia kitikésze —

a megfeled A. niger mutans térzsek mellett — a taptalaj 6sszetétel@oeklos beallitasa. A
legfontosabb szempontok a Mn(ll) mennyiségénekeges limitdlasa (Su és DHNSON

1948; QARK és mtsai 1966), illetve a gyorsan hasznosul6 ses (biokémiai szempontbdl
a D-glik6z) magas koncentracidja. Szemben a citwws, a Mn(ll) hatasat az itakonsav

termelésre szisztematikusan még nem vizsgaltak kkhipotézisunk szerint az itakonsavat a

citromsavhoz hasonlé koncentracidban illetve tib&llett lehet termelni, ha a Mn(ll) és a D-

glikdz koncentraciot a taptalajpan megiédel szabalyozzuk.

A citromsav bioszintézisre kritikus Mn(ll) konceatié alatta van a standard csapviz
Mn(ll) tartalmanak. Mivel a kationok kénnyen kdnek a cukor tartalma szénforrasokhoz, a
kisérleti rendszer esszencidlis része a Mn(llokaserés eltavolitd§sa vizhl és a D-glikéz
fald fermentorokbdl a képrott szerves sav ionokat, koztik Mn(ll)-t oldhat kiunkank
soran viszonylag nagyobb (brutté 9, nett6 6 l)agatu tvegfermentorokat hasznaltunk.

9 Dowex 50 W-X8 (100/200-mesh) kation csérgyanta (440 x 45 mm oszlopban) segitségével.
%0 Induktiv csatolasu plazma témegspektrométer (IGRSRsegitségével.
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csapviz desztillalt viz 1 % D-gliikoz 15 % D-gliikoz
Kezelt 0,46 + 0,03 < 0,05 1,78 £ 0,05 2,54 £ 0,15
Kezeletlen 3,25+ 0,05 0,43 + 0,02 10,12 £ 0,25 ,3492,12

XVI. tablazat. Mn(1l) koncentraciék kezeletlen illetve ioncseréével kezelt csap/desztillalt vizben illetve D-

glikoz oldatokban.

Elssként egy standard laboratoriumi szénforras-konéeidr(1 %) hatasat vizsgaltuk

meg az IA termelésre Mn(ll) ion limitacio melletieive 0,25 mg/l Mn(ll) jelenlétében — ez
utobbi a gomba fermentacioknal jellebmek mondhaté (BHob 1999). Mn(ll) jelenlétében
azA. terreusgyorsabban, ételjesebben étt, mint Mn(ll) hianyaban{5. abra).
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75. abra.A. terreusNRRL 1960 tenyészet ifiprofiljai. A: Mn(ll) limitalt tenyészet (IMn(I)]<0 ,3 pg/l); B:
0,25 mg/l Mn(ll)-t tartalmaz6 tenyészet. (0): aktualis D-gliikéz koncentracié. @): biomassza (DCW)
koncentracio. (A): itakonsav koncentracio.
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A Mn(ll) limitélt — a kationt 0,3ug/I-nél alacsonyabb koncentracioban tartalmazo6 —
tenyészet biomassza hozamg ¥ 0,35, a normal mennyisgéd/n(l)-t tartalmazé tenyészeté
Y s = 0,50 volt. Ezzel 6sszhangban a Mn(ll)-t tartaihéenyészet nem termelt itakonsavat, a
Mn(I)-limitalt tenyészetben megjelent viszont kisennyiségben (0,86 g/l); a specifikus
molaris hozam (= kégzl6tt itakonsav/elfogyott D-glikdéz molaranya) ezpgda 0,12 volt. A
kisérlet tehat igazolta, hogy Mn(ll)-limitacio sAéges az IA kégréséhez.

Mivel citromsav esetén a molaris hozam a szénfdtoagentracidjanak 5 % (w/v)
folé emelésével rohamosan emelkedik, megvizsgaltiDkglikdz koncentracio hatasat Mn(ll)
limitacido mellett. Az IA 5 g/l kiindulasi D-glikokoncentracional jelent meg, 100 g/l értékig
rohamosan, ezt kouvign enyhén emelkedett; 120 g/l és 200 g/l kozotisgtkusan nem
valtozott. A 120 g/l kiindulasi D-glikdz értékndéd 1A koncentracié (~133 g/l) megkdzeliti
a 90 %-os termékhozam erteket, £ A keletkezett biomasszat is figyelembe veéve lart e
vegsd IA koncentracid megkdzelitette az elméleti maxinotins egyben az itakonsavnak a
fermentacio timérsékletén (T = 33 °C) érvényes maximalis oldékagwt is (1,0623 M/kg T
= 306,15 K ldmérsékleten; AELBLAT és MANZUROLA 1997). Ez azt jelzi, hogy a kiindulasi
D-glikdz koncentracid tovabbi emelése vébeet nem fokozné az eléridetA koncentraciot
(76. abra).
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76. abra. Az itakonsav kép#dés specifikus molaris hozama a kiindulasi D-glikékoncentracié
fuggvényében, Mn(ll) limitalt A. terreusNRRL 1960 tenyészetekben.
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A fenti eredmények azt mutatjak, hogy sikerilt galdbbis laboratoriumi Iéptékben —
hatdsat vizsgéltuk ezen korilmények kozott. A kilddi D-glikéz koncentraciot 180 g/l
értékre allitottuk, az Mn(ll) kiindulasi koncentr@gt 2 pg/l és 2,5 mg/l kdzott valtoztattuk. A
fermentorok oldott oxigén (DO) szintjét 40 %-ositldtségre allitottuk be, és a keveréssel
szabdlyoztuk.

Az A. niger citromsav tultermeléséhez hasonldéan az IA hozard pg/l Mn(ll)
koncentracié folott szignifikansan cstkkenni kezdeészont 1 mg/l f6l6tt mar nem csdkkent
tovabb 7. abrg). Ennél az erteknél 31 %-os termékhozam eérteket) (¥rtink el, ami

magasabb, mint a hasonldé Mn(ll) koncentracionahel citromsav kihozatal.
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77. abra. Maximalis itakonsav koncentracié a\. terreusNRRL 1960 fermentlevében kiilonbdé Mn(ll)
koncentraciok mellett. A D-gliikdz kiindulasi konceriracidjat egységesen 180 g/l-re allitottuk be.

A kovetkedkben a Mn(ll) limitalt (termelésre optimalizalt)atve Mn(ll)-kiegészitett
(nbvekedésre optimalizalt) IA fermentaciolsptofiljait vetettiik 6ssze7@. abra). Az utdbbi
esetben a D-glikdz és a biomassza koncentraciédzéshi, illetve a biomassza és a termék
hozamok (Yss= 0,49 és ¥s= 0,36) az alacsony szénforras koncentracioju, i alapl
fermentaciokat idézték. A maximalis biomassza katréeio x = 20,05 g/l (DCW) volt, ami

kb. 60 %-al alacsonyabb a standard mennyidég(ll) ionnal kiegészitett tenyészeténél.
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78. dbra. Biomassza, szénforras és itakonsav kontetiok valtozasaiA. terreusNRRL 1960
tenyészetében, 150 g/l kiindulési D-glikoz koncerdcio mellett. (0): Biomassza (DCW); ([1): D-glukoz;
(A): itakonsav. A: Mn(Il) hianyos tenyészet (< 3 ug]l B: 0,25 mg/l kiindulasi Mn(ll) koncentracio.

A Mn(Il) ion hianyos tenyészetekben azonban — kithih6évekedés mellett — dramaian
megrbtt a keletkezett itakonsav mennyisége. A maximatiek 95,3 g/l volt, ami 87 %-os
specifikus moléaris hozamot, vagyis rendkivil hatdkoukor-sav konverziét jelent. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az itakonsavat istlaltitromsavéhoz hasonlé magas hozam
mellett termeltetni, ha két kritikus paraméter{ggorsan hasznosuld, pl. D-glikéz) szénforras
és a Mn(ll) ionok koncentracidjat optimalt ertékantjuk. A szénforras esetében ez az érték
magas (> 10 %), a Mn(ll) ionok esetében extrémansany (< ug/l). Mindez azt is jelenti,
hogy csak technolégiai szempontdiincs sziikség a&. nigerplatformon tortéé heterolég
itakonsav termeltetésre, hiszenfazerreustdrzsekkel is az elméleti maximumot megkdoselit
kihozatalt lehet elérni.

*1 Megjegyzend azonban, hogy a&. terreuspotenciélis mikotoxin termélgombaként egyes EU-
tagallamokban ,Biosafety 2" sziibesorolast kapott, szemben a GRAS-statésaigerrel.
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4.4. TERMINALIS OXIDACIO : A SZENFORRAS ASSZIMILACIO UTOLSO ALLOMASA

4.4.1. Az Acremonium chrysogenunalternativ Iégzésének szabalyozasa

A CPC-t terma) A. chrysogenuntianid-rezisztens alternativ légzését a mi laldoratnunk
vizsgalta edszor (KozmA és mtsai 1991, 1993;d¢MA és KARAFFA 1996a; KARAFFA és mtsai
1996, 1999). Az alternativ l1égzés aktivitasa aketim-fligg elektrontranszport gatlasa soran
fokozodik. llyenkor az ubiquinon-allomany redukciégintie megemelkedik, és fokozédé
mitokondrialis hidrogén-peroxid @@,) képzdés észlelhét(MINAKAMI és mtsai 1989), ami
az intracellularis peroxid koncentracié emelkedés@u. Az alternativ 1égzés és a peroxidok
jelenléte/mennyisége kozti dsszefliggést ndvényaiufia hybrida WAGNER 1995) és a
Hansenula anomaléleszén (Minagawa 1990) is demonstraltak.

Munkank el$ részében azt vizsgaltuk, hogy a citokrom-fiidggzés gatlasatol elter
modon megnoévelt intracellularis peroxid koncentba egydtt jar-e a cianid-rezisztens,
SHAM-szenzitiv 1égzés fokozdédasaval. Ennek sord@pidzegbe kividil bejuttatott HO,,
valamint a (HO, bomlasat katalizal0) katalaz enzimet specifikugaihd szalicilsav alternativ
légzésre gyakorolt hatasat tanulméanyoztuk, majdastgyokfogd szerekkebiftokoferol [E-
vitamin], metilénkék) csokkentettilk az intracelhiggperoxid koncentréciot, s vizsgaltuk meg

ennek hatasat az alternativ Iégzésre.

Az A. chrysogenurfigyelemre mélto ellenallbképességet mutat hidregéroxiddal
szemben; a taptalajba juttatott®3-t 200 mM koncentraciénal is tulélte ;@ jelenlétében
szignifikansan §<1%) csokken a tenyészetek specifikus ndvekedé&garsami a biomassza
produkcio hanyatlasaval jar74. A. abra). A H,O, koncentracié6 emelésével a biomassza
produkcid és a specifikus névekedési rata is cgitkfpa1%), 200 mM HO,-nél a specifikus
novekedési rata negativba fordult. A D-glikéz fagyértékek azonban ellenkerendenciat
mutattak; HO, hozzaadasa utan a szénforras felvételének Uteroesudty (/9. A. abra).
Mértéke szintén koncentraciofigmek bizonyult, noha kisebb mértékben, mint a bisras
produkcio és a specifikus novekedési rata. Végeéagiren a tenyészetek hozamkonstansa
(az egységnyi szénforrasbdl képitt biomassza mennyisége) cstkkent dramai modan H
kezelést kovéen. A peroxiddal kezelt tenyészetek negativ novégedsak ideiglenes volt,
20 h mulva Ujra megindult a kontroll értékkel 6satbet biomassza produkcio.

Noha a hidrogén-peroxiddal kezelt tenyésztek gadtoidteljes) Iégzése is valamivel
magasabb volt a kontrollnal, szignifikanms1%) eltéréseket az alternativ Iégzés muta@@t (
B. abra). Ertékei magasabb B, koncentracioknal megkozelitették a teljes 1égzés-&o,
ami csaknem négyszerese a kontrollnak. A valtozassetben is koncentraciofitggdobeli
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lefutasuk valamennyi vizsgalt,B, koncentracional hasonlo (lasd 200 m&0. B. abrg. A
kezelés utan kb. 3,5 6ran at tarté folyamatos eedggt kdveten egy platét észleltiink, majd
a cianid-rezisztencia csokkenni kezdett. LOblalternativ Iégzésre gyakorolt hatasat nagyrészt
gatolni lehetett cikloheximides kezeless@0.(A. abra), ami az alternativ oxidaz fehéeme
novoszintézisére utalhat.

Az intracellularis peroxid szinteszignifikansan és dézisfiggn magasabbak voltak
a kontrollnal 79. C. 4brg. A valtozasok idbeli lefutdsa hasonl6 az alternativ |égzéséhez. A

maximalis értekek itt is a kezelést kav@t4 6ra kozott jelentkeztek.
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79. abra. Kivilrél adagolt hidrogén-peroxid hatasaiA. chrysogenumATCC 46117 sillyesztett
tenyészetekre. A. Novekedésm) és gliikoz fogyasztasi() rata. B. Gatolatlan (W) és cianid-rezisztens(()
légzés. C. Intracellularis peroxid szintek.

122



dc_1290 16

(=]
L=
T

Cianid-rezisztens légzés (%0)

0 50 100 150 200 230 300 350

30
25| +
2 i
20}
iy
Lt
T 15
=
o 10 F
&)
A
5 -
0
0.0 05 10 2,0 3.0 40
1dé (h)

80. abra. 200 mM hidrogén-peroxidos kezelést kouietddbeli valtozasok azA. chrysogenumATCC 46117
tenyészetében. A. Cianid-rezisztens légzés stimd#léh (A), a stimulalas gatlasa cikloheximiddel W),
kontroll értékek (®). B. Intracellularis peroxid szintek (lires oszlop&), kontroll értékek (tomdtt oszlopok).

A H,0O, spontan diszproporcionalodasa sejtmentes tapsaaglhanyagolhato vol8L.
A. abra), sejtek jelenlétében azonban a bomlas rendkiyaisy a 200 mM végkoncentracioju
H,0, 25-30 perc alatt diht a feltiluszobol&1. B. abrg. Kisebb koncentraciékhoz aranyosan
révidebb bomlasi iék tartoztak; ez hatékony, allandé teljesitmérigO,-eliminalo rendszert
tételezett fel. Valoban, extra- és intracellulanisa magas, konstitutiv katalaz aktivitasokat
mértlink B1. C. abrg, ami magyarazza ak. chrysogenunaltalunk vizsgélt térzsének,B.-
val szembeni jelefis ellenalloképességaf.andida albicandan a katalaz aktivitas csak 98
mkat/kg és indukélhato jellégJAMIESON és mtsai 1996), mig R chrysogenunegyik ipari
torzse szintén konstitutiv, magas (5,8 kat/kg)\atéssal rendelkezik (@RI és mtsai 1997).
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81. abra. Hidrogén-peroxid eliminacio és katalaz divitasok A. chrysogenumATCC 46117-ben. A: HO,

bomlasa sejtmentes tapktzegben. B: AJD, bomlasa micéliumok jelenlétében.«): 200 mM H,O,; (m):
150 mM H,O,; (A): 100 mM H,0,; (e): 50 mM H,0,. C: Intracellularis (Ures oszlopok) és extracelludris
(tomott oszlopok) katalaz aktivitasok.

Magasabbrernidnovényekben a katalaz aktivitasat szalicilsavpak#ikusan gatolni
lehet (SWCHEZz-CASAS és KLESSIG 1994). Vizsgalataink szerint a&. chrysogenunATCC
46117 torzsben hasonlo a helyzet: szalicilsav hetas katalaz aktivitasi értekek jelésen,

koncentraciéfuigg modon lecsokkentel8R. abra).
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82. abra. Szalicilsav hatasa a&. chrysogenumATCC 46117 tenyészetekre. Specifikus intracelluléds
katalaz aktivitas (témott oszlopok); Cianid-reziszens alternativ Iégzés (lires oszlopok).
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Katalaz aktivitas gatlo hatasa miatt feltételeztibgy a szalicilsav az intracellularis
H.O, értékeket is befolyasolja. Valdban, az intracélisl peroxid szintek szignifikdnsan és
koncentraciéfugg mdédon megndvekedtek szalicilsavas kezelést kéve@3. abra), noha a
novekedeési és a D-glikoz felvételi ratak nem védtozA Kisérlet az intracellularis peroxid
szintek és az alternativ légzés kozti korrelagdaijra demonstrélta: a tenyészetek légzésének
cianid-rezisztenciaja szignifikansan, a szalicilkancentricidjatol fligymértékben medgiit
(82. abra).
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83. abra. Szalicilsav hatadsa a&. chrysogenumATCC 46117 tenyészetek intracellularis peroxid satjeire

A tovabbiakban a cianid-rezisztens alternativ I6gnéenzitasa és az intracellularis
peroxid szintek kozotti korrelaciét a standard @didnoz képest csokkentett peroxid kéghes
mellett demonstraltuk, amihez a szabadgyodkfogésiathidrofoba-tokoferolt (E-vitamin)
hasznaltuk. Emelkédkoncentracidoban adva a tenyészetekhez az altelggtiés mértéke és
az intracellularis peroxid koncentracio is dozigfignodon lecsokkent8d. B. abrg. Az a-
tokoferol a 200 mM kD, altal megemelt intracellularis peroxid szinteketdibzisfliggen
visszaszoritotta, s egyidégg lecsokkentette a megemelt cianid-reziszteresradtiv légzés
ertékeit is 84. A. abra).

A reaktiv oxigénformak (szuperoxid anion, hidrogggroxid, hidroxil gyokok) az
aerob anyagcsere soran folyamatosan dapek, és lipid peroxidaciot elinditva akar végzetes
membrankarosodashoz vezethetnek{tWELL és GQUTTERIDGE 1984). Intracellularis bO, a
termindlis citokrom aoxidaz hibas riikodése kdvetkeztében, viz helyett keletkezik. Meérté
a terminalis elektrontranszport telitettséféis az oxigént redukalé végoxidaz aktivitasatol
flgg. A citokrom-fugg elektrontranszport lanc géatlasakor az elektronelkoflodnak, az

ubiquinol/ubiquinon arany me@ns gyakoribba valik az oxigén szabalyozatlan redié.
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84. abra.a-tokoferol (E-vitamin) hatdsa azA. chrysogenumATCC 46117 tenyészetekre. A: 200 mM pD»-
vel kezelt tenyészet. B: kontroll tenyészet. Speitifis intracellularis katalaz aktivitds (témott oszlopok);
cianid-rezisztens alternativ Iégzés (lires oszlopak)

Az alternativ Iégzés intenzitasa olyan folyamatotaa emelkedik meg, melyek vagy
kozvetlenll vezetnek fokozott intracellularis patbképzidéshez, vagy a mitokondridlis
légzési lanc — intracelluléris peroxid képEshez is vezét— telitettségét (redukcids szintjét)
emelik. Az alternativ 1égzés &érbe kerllése csokkenti a légzési lanc komponeekei
redukaltsagat, ami csokkenti az oxigén véletleriszerabadgyokok képdéeshez vezét
redukciojanak lehéségét. Ezen model alapjan tehat az alternativ $églsorban védelmi
funkci6t tolt be. A cianid-rezisztencia fokozodaarmzonban fontos élettani kbvetkezménye
a biomassza hozam (¥ cstkkenése, hiszen az ADP foszforilezés mértégsdkken, és az
ADP-limitacio mérteke is értelemszen kisebb. Ez — mint az ipari talterrddblyamatoknal
lattuk (l1&sd2.3. fejeze} — sokszor kifejezetten @lyds. Technoldgiai kdrilmények kdzott a
cianid-rezisztens alternativ Iégzés intenzitasdiokkzodasat jellenmien a DO emelésével
erik el. Megvizsgaltuk ezért, hogy a ,magas DO -gnizvekedett alternativ légzés” kapcsolat
szintén az intracellularis peroxid szinteken keti@dzzvetitdik-e.
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A vizsgalatokhoz 6t kulonbdézA. chrysogenuntenyészetet hasonlitottunk 6ssze; a
kulénbség koztik a bioreaktorok (rdzott lombikogyesitett tomegéatviteli koefficiens (Kl
ertékében volt XVII. tdbldzat), melyeket Kozma és KARAFFA (1996b) mddszere alapjan

hataroztunk meg.

A tenyészet 500 ml-es, razott lombikos tenyészetekEgyesitett oxigénatviteli

sorszdma leveghztetéssel kapcsolatos jellenéz  koefficiens (Kl,; 1/perc)

l. 30 ml tapfolyadék, torlés, porézus 11,5
lombikfeds

Il. 80 ml tapfolyadeék, torlds, pordzus 7,8
lombikfeds

[l 80 ml tapfolyadék, torlétlan, pordzus 3,2
lombikfeds

V. 80 ml tapfolyadék, torlétlan, laza 1,0
fémkupak

V. 150 ml tapfolyadék, torlétlan, laza 0,42
fémkupak

XVII. tdblazat. Razott lombikos A. chrysogenumATCC 46117 tenyészetek levégtetést (=oxigénellatast)
érinté fizikai tulajdonsagai

Az 6sszehasonlithatosag érdekében glicerinénogesztett, D-glikozt kizarélagos
szénforrdsként tartalmazoé tdptalajra atmosott wagtéket hoztunk létre, melyeket — 1 6rés
adaptacios iét koveten — 4 dras iéintervallumban tanulmanyoztunk.

A specifikus névekedési ratdban nem talaltunk sfikgms (E<0,1 %) kilonbséget a
vizsgalt idstartam alatt. Ezzel szemben a D-glikoz felvétayrafikansan §p<0,1 %) eltéd
volt; a magasabb oxigén transzfer rata gyorsabkoglielvételt eredményezeftq. A. abra).
Noha a tenyészetek oxigén transzfer rata ertékeéddentélyes kilénbségeket hoztunk létre, a
teljes, gatolatlan l1égzés értékei alig tértek glned@istol; a kulonbségek alacsony probabilitasi
értéknél p<l %) sem voltak szignifikdnsak, bar a;, Ksdkkenésével nagyon enyhe |égzési
aktivitas csokkenést észleltiink. A legmagasabbvéléegalacsonyabb oxigén transzfer rataju
két tenyészet gatolatlan légzési aktivitasai ko8o#o-nyi volt a kilonbség86. B. abrg).
Ezzel szemben a teljes 1égzés cianid-reziszteksifianak mértéke szignifikansap<©,1 %)
valtozott az oxigén transzfer rata fliggvényébengasabb K| nagyobb cianid-rezisztens
frakciot, vagyis intenzivebb alternativ légzéstenényezettg5. B. abrg.
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85. abra A. chrysogenunATCC 46117 tenyészetek idprofiljai az egyesitett tomegatviteli koefficiens Kl ,)
fuggvényében. A: ndvekedési rata®) és D-gliikoz felvételi rata ¢). B: Teljes, gatolatlan [égzésl) és a
Iégzés cianid-rezisztens frakcidjal(). C: Intracellularis peroxid szintek (A)

Egyértelnti korrelaciot talaltunk a Klértékek és az intracellularis peroxid szintek
kozott. A magasabb oxigéntranszfer rata szignisiedn p<1%) magasabb intracellularis
peroxid szinteket eredményezett, Kl 11,5 1/perc értéknél 50 %-al magasabb intraléeitu
peroxid szinteket mértiink, mint k& 0,42 1/perc esetéBq. C. 4bra.

A cianid-rezisztens alternativ Iégzés intenzit&sazintracellularis peroxidok szintje
kozotti korrelacio bizonyitdsdhoz Ojra a Diktokoferolt haszndltuk 86. abra). A két
relevans abra86. A. vs. 86. A) 6sszevetése mutatja, hogy a gyokfogdé nem befoliz a
tenyészetek ndvekedési ratajat a vizsgalt periaugi<0,1 %), a D-glikoz felvétel ratajat
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azonban 18-25 %-al csokkentette. A Ditokoferol az alternativ 1égzé85. B. és 86. B.
abrak) és az intracellularis peroxid szinted5( C.€s86. C. abrak) értekét is csokkentette
(p<0,1 %) minden vizsgalt tenyészetben, flggetleribdgén ellatottsagtol. Ezek az adatok
vilagosan mutatjak, hogy az intracelluléris perokishcentraciok befolyasolasa (akar emelés,
akar csokkentés réven) hatassal van a cianid-tensalternativ 1égzés aktivitasara. Fontos
megjegyezni, hogy a teljes, gatolatlan 1égzés égryddbmbikban sem véltozott meg a [Oi--
tokoferol kezelést kbvéen @6. B. abrg.
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86. abra A. chrysogenunATCC 46117 tenyészetek idprofiljai az egyesitett tomegatviteli koefficiens Kl )
figgvényében, 0,2 mM DLa-tokoferol jelenlétében. A: ndvekedési rata®) és D-gliikoz felvételi rata ¢).
B: Teljes, gatolatlan 1égzésl) és a Iégzés cianid-rezisztens frakcidjal). C: Intracellularis peroxid
szintek (A)
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5. OSSZEFOGLALAS - UJ EREDMENYEK (TEZISEK)

A természetben csak elvétve fordulnak & onnal hasznosithaté mono- és diszacharidok, igy
a mikroorganizmusok, koztik a tipikusan szaprafiedve ndvénypatogén gombak szamara a
szénforras asszimilacié él$pése a polimer jelléigszacharidok extracellularis degradéacidja
kisebb, transzportalhaté egységekre. A fermentéapirs technologidk ezt az dd és energia
igényes lépést a szénforraélalzelésével (savas illetve enzimes hidrolizis)&élki, azonnal
felvehet szénvazat biztositva a sejteknek. Kutatasainknserd a megkozelitést adaptaltuk.
Harom olyan cukor — lakt6z, D-glikoz, D-galaktokézvetlen asszimilacidjat (transzport,
lebontas) tanulmanyoztuk, melyek — ha nem is audlk alkalmazott analitikai tisztasagban
—, de ebkezelt ipari szénforrasként gyakorlati jelésgggel is birnak.

A tézispontok ismertetésedt altalanossagban elmondhaté: a szénvaz asszimilac
tobb szinten szabalyozott folyamat a gombakbaregyes cukrok anyagcseréje befolyasolja
egymast; az idkegység alatt tdbb energiat szolgaltatd, gyorsaanusslld szénforras dyt
élvez a lassabban hasznosuld, kevesebb energidsibixal szemben; a szénvaz asszimilacio
elvalaszthatatlan a metabolit termebésMasfebl, ugyanazon szacharid lebontasara hasonlé
metabolikus stratégiak alakultak ki és konzervakdilyan, egymastdl evollciésan tavol allé
gombafajokbarf is, mint azA. niger és aT. reesei A D-galaktz lebontas Leloir-Gtvonala

pedig minden vizsgalt eukariétdban, és szamos paiéihan is valtozatlan modon fordubel

A dolgozat alapjaul szolgéal6 kutatasok soran alakalaj eredményeket értik el:

1) A. nidulansban azonositottunk egy VI. kromoszéman elhelyeélkgthpart; tagjai
egy intracellularis 3-galaktozidazigaD) és egy laktéz permeaza¢pA kdédolnak. AbgaD
lacpA génklaszter ortologjain silico tovabbi 15, filogenetikailag diverkscomycetefajban
is megtalaltuk, ami evollcios konzervaciora utalbgal¥lacpA génpar tagjai divergensen
irédnak at, hasonléan azsilico vizsgaltAscomycetesk tilnyomé tobbségéhez. A divergens
génparok kozti tavolsag — @z nidulanskivételével — 810 és 2034 bp kozé egiknidulans
esetében a két gén kozotti tavolsag 5,6 kb, anyitkegstitutivan kifejeéds, GH2 hidrolaz
gen tolt ki.

2) Bebizonyitottuk, hogy aA. nidulansbgaD/lacpA génpar tagjainak kifejédése —
a vizsgalt korilmények kozo6tt — hasonld mintazatntet. AbgaD és alacpA parhuzamosan

indukalédott — a génexpressziokosségének sorrendjében — D-galaktozon, laktézon-és L

%2 Az Aspergilli és aSordariomycetesk Hypocreaceaesoportja (ahova @richodermaktartoznak) kb. 400 M
évvel ezadtt valt szét (Taylor és Berbee 2006). Osszehasgshint, a halak kb. 380 M évvel gitejelentek
meg a Foldon.
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arabin6zon. D-glikdézon, D-xil6zon, galaktitolon gigerolon nem kovetkezett be indukcio.
CreA-hianyos karbon katabolit derepresszalt toasek kis mennyiségbelngaD és lacpA
transzkriptum képaott D-glikézon illetve glicerinen is, azaz a géntagjai CreA-flgg,
konstitutiv alap-expresszidval rendelkeznek.

A CreA a (D-galaktoz és a laktoz altali) indukcibiskoélcsonhat: laktoz/D-galaktoz
illetve D-gluk6z egyuttes jelenlétében, vad tiptdizsekben nem irodik at transzkriptum a
bgaD/lacpA génparrdl, karbon katabolit derepresszalt térzshsront gyenge kifejémések
és alacsony R-galaktozidaz enzimaktivitas detestdltA laktdéz/D-galaktéz indukcié hatasa a
bgaD/lacpAgénparra CreA-hianyos torzsbeiteljesebb volt, amit enzimaktivitasi adatokkal
is alatamasztottunk. Végezetil, a D-glikoz teljds@tlitia vad tipusban a laktdzfelvételt, de
a gatlas elmarad a CreA-hidnyos mutans torzsekbBngliik6z hatasa aA. nidulanslakt6z
anyagcserejére tehat legalabb 3 szinten jelentkégikzek mindegyike CreA-fugdolyamat:
(a) a konstitutivbgaD/lacpAtranszkripcio gatlasa; (b) a génpar indukalhatésag részleges
gatlasa; (c) az indukalt szintek gatlasa illetwstkkentése.

3) A vad tipusUA. nidulansbgaD kifejezodése és az intracellularis 3-galaktozidaz
aktivitas kép#adése &) tézispontbarmegadott szénforrasokon — a D-xil6z kivételévgbl—
korrelal. D-xil6zonbgaD expressziét nem, R-galaktozidaz aktivitast viszotunk meérni,
jelezve, abgaD géntermék nem az egyetlen R-galaktozidaz aktiviedezimA. nidulansban.
Ezt tAmasztotta ald az is, hogy folyékony laktémimal taptalajon @gaD-hidnyos illetve
bgaD-taltermeb mutans térzsek a vad tipushoz hasonl@dtek. Noha @gaD géntermék az
egyetlen olyan enzirA. nidulansban, mely a lakt6z-analog mesterséges szubsztrétgai-t
hidrolizalni képes, a lakt6z hasznositds szempoditjfnégis nélkilozhéhek bizonyult. Az
eredmény az X-gal alapu rendszerek korlatait s.jel

4) Bebizonyitottuk, hogy a klasszik#s nidulanslacAl lakt6z anyagcsere mutacio
nem alacpA génhez kdidik. A lacpA— génkiltés réven végrehajtott — funkcionalis elése
azonban ravilagitott, hogylacpA géntermék egy élettanilag relevans lakt6z permeézl a
hianymutans ndvekedése jelésen visszaesett a vad tipusu és a retranszfornoétiokhoz
képest. A fenotipus nem abszoluttaapA hianymutans képes laktdz felvételére ésleel]
biomassza létrehozasara. A tobbi vizsgalt szérdorrdglicerol, L-arabin6z, D-galaktoz, D-
glikoz, D-xil6z) a hianymutans és a referenciagékzszénforras-felvételi illetve biomassza-
produkcios idprofiljai megegyeék voltak, vagyis dacpA élettani szerepe specifikus a lakt6z
felvételére. A taltermél (extra képias)A. nidulanslacpA torzsek laktéz-minimal tdptalajon
szignifikAnsan gyorsabban vették fel a cukrot égniikansan nagyobb biomasszat képeztek

belle. Mindez aranyos volt a kdpiaszammal: a 2 dbaeiképiat tartalmazo térzs gyorsabban
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nott az 1 db extra kopiat tartalmazonal. Ezzel kétéden bizonyitottuk, hogy @z nidulans
lakt6z lebontasakor a transzport a sebesség meghaté&pés. Az eredményekéc-el jelolt
laktéz felvételi ratdjanak mérésével is mégéettik.

5) A lacpAgeéntermék hianya nem eredményezett teljes fersitipktozon, jelezve,
az A. nidulanslaktéz felvételi rendszere egynél tobb transzpbéleall. Ennek megfelélen
azonositottuk az AN2814 I6kusz altal jelolt Lacparplog MFS-fehérjét kodoldé gént, melyet
lacpB-nek neveztiink el. AacpB hianya szignifikAnsan visszavetette a lakt6z telvés a
biomassza kégzlés mertekét a referencia térzsekhez képest, gletacpB géntermék egy
élettanilag relevans laktéz permeaz4Atézispontbammegfogalmazott allitast, miszeriAt
nidulansban a laktéz anyagcsere sebesség meghataroz& lépédvétel, dacpB révén is
bizonyitani tudtuk: kdpiaszama — hasonlédaaA-hoz — aranyos volt a laktozfelvételi és a
biomassza produkciés potencidllal. Kimutattuk, haag/ A. nidulans lacpA/lacpB ketids
hianymutans képtelen csirazni vaginnlaktdzon, és mas szénforrason kindvesztettoiatat
atmosott micéliuma sem képes a laktoz felvételéreedle Uj biomassza létrehozaséra. Ezzel
bebizonyitottuk, hogy a&. nidulanslaktoz felvétele kétkomponeifisa LacpA és a LacpB
vesz benne részt. Az MFS-cukor-transzporterek szZ&nmadulansban meghaladja a szazat,
vagyis a faj laktoz felvétele csak kissé redundans.

6) Az A. nidulanglacpA éslacpB expresszios profiljai részben eliék: D-glikdzon,
D-xil6zon és D-manndzon egyik gén sem fépiit ki, L-arabin6zon csaklacpA irédott at,
cellobidzon és a potens cellulaz-induktor szoforozsak dacpB. A lacp gének expresszioi
egymast is befolyasoljak: Az egyllicp expresszidja a maslkcp- hianymutans térzsben D-
galakt6z hatasara gyorsabb é&sebb lett, cellobi6z hatasardeaapB kifejezodésre szintén
fokozddott. A lakt6z indukciés hatasa viszont ném ¢l a vad tipusétdl. Ez alatamasztja azt a
hipotézist, miszerint a laktéz anyagcsere génjeifeai mintegy véletlenul képesek a laktdz
transzportjara illetve hidrolizisére, és eredetikitiojuk mas — névényi vagy fungalis erddet
— cukor-polimerek degradaciéjaval kapcsolatos. Map#ottuk tovabba, hogy EcpB egy
élettanilag relevans cellobi6éz permeaz enzimet ki része aA. nidulanscellulolitikus
rendszerének. A cellobiéz fenotipus azonban cssleges — d&acpB mutans csirazik,hés
spoérazik cellobibzon — vagyis a cellobiéz transhpak tovabbi, ismeretlen komponensei is
vannak ebben a gombafajban.

7) A fungdlis laktéz anyagcsere modell-szervezetérd@km#toKluyveromyces lactis
éleszbben a galaktokindz a Leloir-utvonal nélkilozhetetinzime, hidnyaban nené a D-
galaktozt kizardélagos szenforrasként tartalmazéatajn. Ezzel ellentétben megallapitottuk,

az A. nidulansgalE (galaktokinaz) mutansok felveszik és hasznos#jékgalaktozt, de csak
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akkor, ha egyeduli nitrogénforrasként nem nitrandm ammaonium ionokat hasznalunk. A
jelenség vizsgalata soran genetikai és biokémiiryiitékokat szereztiink egy oxido-reduktiv
(alternativ) D-galakt6z lebontasi utvonal I&téA. nidulansban, melynek soran a D-galaktoz
elészor galaktitolla (dulcitol) redukalddik, majd Lesbdzza oxidalodik. Az utvonal nem
tartalmaz specifikus enzimeket: a galaktitol oxidaa fungalis pent6z anyagcserében részt
vevo L-arabinitol dehidrogenaz, az L-szorb6z foszfadise a hexokindz révén torténik. Az
utvonal egésze a gombak hemicelluléz pentdz (Dzxiléarabindz) lebontasara emlékeztet.

8) Megallapitottuk, hogy a&. nidulans bgaD/lacpAatabolikus génpar D-galakt6z
altali indukciojaban a D-galakt6z lebontd anyagégenem jatszik szerepet. A kétféle (Leloir
illetve oxido-reduktiv) lebontasi Utvonal kozteshninduktiv képességét olyan mutansokkal
vizsgaltuk, melyek a Leloir Ut gélggalaktokinaz) illetve az oxido-reduktiv it mado@AD-
fuggd L-arabitol dehidrogenaz) 1épéseben defektesekgaD/lacpAgénpar transzkriptumai
mindkét mutansban megjelentek D-galakt6z hatagélezyve, a fenti két enzimes lépés utani
lebonto intermedierek nem jatszanak szerepet akaidban. Mivel nem ismerink olyah
nidulanstorzset, mely az oxido-reduktiv Ut @lepését katalizalé alddz-1-oxido-reduktazban
lenne hidnyos, a mutans hianyat megkeritesml indukalhatésagot galaktitolon teszteltik. A
galaktitol nem indukalta bgaD/lacpAkifejezédését. A génpar indukciojahoz a D-galaktozon
novekedés képessége sem sziikséges, ahogy aztlagpljaaz és hexokinadz hianyos, D-
galaktézon emiatt nem néketivs mutanssal veégzett kisérletek bizonyitottak: aalzgdzra
tortérd transzfert kbveéien abgaD és alacpAtranszkriptumok jol detektalhatdéan kialakultak
a mutansban. Megegyezredményeket kaptunk D-galaktéz illetve glicemoéry indukalo,
nem represszald, semleges szénforras) egylttesdtaiskor, amikor kizarhattuk azt, hogy az
eredmeény a szénmegvonas (éhezés) kovetkezmérygal/lacpAgénpar élettani induktora
tehat D-galaktozon maga a metabolizalatlan cukor.

9) A D-galaktoz lebontas oxido-reduktiv Gtvonalanakghéeét azA. nidulanstol
rendszertanilag tavol allo, celluldz enzim termelésatt ipari biotechnoldgiai jelefgédi T.
reeseiben is bizonyitottuk. Megéallapitottuk, hogy az artalnak fontos szerepe van a lakt6z
anyagcserében kézponti szerepet b&télz 6sszes aktivitas 92 %-ért fékekxtracellularis 3-
galaktozidaz enzimet kddoligalindukciojaban, mivel élettani induktora a galantit

10) Uj, ioncserés HPLC elvalasztason alapul6 analitédgirast fejlesztettiink ki a
galaktokinaz enzimaktivitas meghatarozasara. A@-&s hiban belll teljesitmodszer alapja
a galaktéz + ATP> galaktoz-1-foszfat + ADP reakcio soran kégz galaktoz-1-foszfat
mennyiségi meghatarozasa térésmutato alapjan. AmedidazA. nidulans azA. nigerés arT.

reeseiesetében teszteltik. Ennek soran bebizonyitottagy a korabbi irodalmi adatokkal
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szemben a&A. nigerrendelkezik galaktokindz enzimaktivitassal. Szédf®fliggése hasonlit
az A. nidulanshoz: D-galakt6zon, L-arabin6zon szignifikdnsan assgpb, mint D-glikézon,
de minden tovabbi vizsgalt szénforrdson (laktoizegbl) megjelenik.

11) Bebizonyitottuk, hogy aA. niger konidiosporak D-galakt6z negativ fenotipusa
(vagyis csirazasra valo képtelenséguk) a trandapdiigg 0ssze; a konidiumok — szemben a
vegetativ micéliummal — nem képesek D-galaktOoatefiehi. Kimutattuk: azA. nigergenom
tartalmazza a Leloir-utvon&. nidulansban annotalt génjeinek az ortologjait, transzkmipt
pedig mindegyikél, minden vizsgalt szénforrason keletkezik. A lef#dés L-arabin6zon, D-
xildzon és D-galakt6zon a legsebb. A Leloir-utvonal enzimeit kédolé gének minlisan
illetve nem feje#dnek ki konidiumokban, a micéliumban ellenben garegsziok diteljesek.
Megallapitottuk: a D-galakt6z lebontas Leloir-Utatdmak nfikddéseA. nigerben a vegetativ
novekedeési ciklus aktualis szakaszatdl figg. Mavédonidiumok nem képesek D-galaktozt
transzportalni, a Leloir-utvonal csokkentikddése ennek — az inducer hianyanak — lehet a
kovetkezménye, vagyis vélléein masodlagos jelenség.

12) Az A. nigerextracellularis illetve a2. nidulansintracellularis lakt6z anyagcsere
annotalt komponensei alapjan 6t 3-galaktozidbghA-B illetve két laktdz permeaztaCA-
B) azonositottunin silico aP. chrysogenumgenomban, melyek szerepet jatszhatnak a gomba
laktéz asszimilacidjdban. Transzkripcios analiZzisélapjan a harom extracellularis hidrolazt
kédolo génbl ketté (bgaB bgaQ nem fejeddott ki laktozon. Az extracellularisgaAilletve
az intracellularidgaD ésbgaEexpresszios jellendtt az alkalmazott laktéz koncentracio nem
befolyasolta. AbgaE gyenge, konstitutiv expresszidét mutatott mindemsgalt kortlmeény
kozott. AlacA kizérolag laktozon fejerlott ki, alacB transzkriptum viszont egyetlen vizsgalt
szénforrdson, igy laktdozon sem volt detektalhatink@itések nélkili (kdzvetett) bizonyitékot
szereztink tehat arra, hogyPa chrysogenunketiés laktéz asszimilaciés mechanizmussal
rendelkezik: genomjaban egy nigerlacA-ortolog feltételezett extracellularis 3-galakt@zd
tovabba egyA. nidulanslacpB-ortoldg feltételezett laktoz permeaz és égynidulansbgaD-
ortolog feltételezett intracelluléris R-galaktozdgen is megtalalhato. Egyik feltételezett 13-
galaktozidaz illetve laktéz permeaz gén sem incMdl D-galaktozzal, ami a vonatkozo
szakirodalomban példa nélkili. B) tézispontbanleirtakhoz hasonléan a D-xiloP.
chrysogenunban sem indukalta a feltételezett 3-galaktozidameget.

13) A P. chrysogenuntakt6z anyagcseréjére iranyuld kutatdsainkhozveglytipusu
kontrollt (NRRL 1951) és egy penicillin tulterndelpari torzset (AS-P-78) hasznaltunk. A
megnovekedett kihozatal részben olyan mutaciok tkézenénye is, melyek befolyasoljak a

primer anyagcsereét iranyitd altalanos szabalyaragiat. A tenyészetek kinetikai paraméterei

134



dc_1290 16

azonban azt bizonyitottak, hogy az NRRL 1951 tdizskepest az AS-P-78 megnotvekedett
penicillin-termeb potenciélja nem jar egyutt a lakt6z asszimilagés valtozasaval. Ezek
alapjan aP. chrysogenuntaktéz metabolizmusa — legalabbis a korai genébéitiszarmazo
AS-P 78 torzs esetén — nincs 6sszefliggésben a goenimllin-termed potencialjaval.

14) Az eddig vizsgallAscomycotdajokban a galaktokinazt és a galakt6z-1-P-utidili
traszferazt kodold gének — fliggetlenll a D-galakidyagcseréjét — minden szénforrason
kifejezédnek.P. chrysogenurban viszont a fenti két enzimet (feltételedieet) kodolo gének
konstitutiv alapexpresszié nélkuliek, de szelektivedukalhatok D-galaktdzzal és lakt6zzal.
A jelenség a D-galaktdéz anyagcsere eddig nem issmakialyozasi mechanizmusai felé mutat.

15) Modszert dolgoztunk ki a metabolikus aktivitas éspacifikus ndvekedési rata
kapcsolatanak modellezésére. Az eljaras az Akndiancs (AO) fluoreszcens festékkel vald
kezelésen alapul, és fluoreszcens optikai mikrgsaébértékelhét ki. Modelliink értelmében
a metabolikus aktivitds a szénvaz aramlas fluxes@mti a micéliumon keresztil. Ha egy sejt
vagy sejtrégié metabolikus aktivitasa alacsonysavdényl kémhatasu) vakuolumok mérete
jelentbsen megh, amit az AO festés — az intracellularis kémhatikkenése miatt — vorosre
valtozo szine jelez. Breljes szénvaz-fluxus esetén cstkkezamu és meénetvakudlumok,
és z0ld fedidés lesz a dominans. A fédés eredménye a mintavételt kdest 15 perccel mar
lathato, megorokithétilletve elmenthdt. A modellt a cephalosporin-C gyartas korulményeit
szimulalbA. chrysogenurfermentaciok soran teszteltik, sikerrel.

16) Tudomanyos bizonyitékot szolgaltattunk a fermeggpar régi tapasztalatara,
miszerint a karbon katabolit represszid kikerihéta alacsony specifikus névekedési ratan
tartjuk tenyészetlinket — vagyis a specifikus nodékerata determinansa a karbon katabolit
represszionak. Allitasunkat @ nidulansés aT. reeseibizonyitottan CreA ill. CRE1-fiigy
karbon katabolit represszié alatt allé génjeinetsgélataval tamasztottuk ala. Eredményeink
ravilagitottak a kemosztat-tipusu folytonos tengésk jeleniségére a specifikus névekedési
rataval kdlcsdnhat6 szabalyozasi mechanizmusok&iata soran. A fenti eredmények Ugy is
értelmezhetk, hogy CreA-fugg§ karbon katabolit represszio esetén a ,represszaloforras”
fogalom felllvizsgalatra szorul. A szénforras(okplakialakitott metabolikus fluxus (= az
anyagcsere sebessége) szabalyozzallelgesen a karbon katabolit repressziot, nem pedig
szubsztratum(ok) anyagi (kémiai) migege.

17) A T. reeseicelluldzokat ipari Iéptékben jellerden laktdz tartalmi szénforrason
allitjak eb, mivel a laktoz kivalé induktora a celluldz géneknA lakt6zT. reeseben csak
extracellularisan hidrolizalodik; a reakcioért Iéggben egyediil felid R-galaktozidaz enzim

— abgalgén terméke — kifejezetten alacsony aktivitasinddzek miatt feltételezték, hogy a
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laktozbdl csak lassan felszabadul6 D-galaktoz, yeeglig annak egy lebontasi intermediere a
cellulazok induktora.

Szénforras-limitalt kemosztat tenyészetek alkalrsazal bizonyitékot szolgaltattunk
arra, hogy a fent leirt hipotézis csak részben.igazellulazokat modelléz cellobiohidrolaz
(cbh2 gén magas higitasi ratan valéban nem &gjéit ki, alacsony higitasi ratan pedig enyhe
kifejezodést tapasztaltunk. Ugyanezen — ipari korilményehkadelled — alacsony higitasi
azonban ratan a lakt6z négyszer jobb induktornaéryiult a D-galaktdznal, a génkifefees
és a keletkezett cellulaz enzimek mennyiségi mégbzésa alapjan egyarant. Noha D-glikéz
illetve (ekvimoléaris D-galaktoz + D-gliikoz) limitakemosztat tenyészetek, tovabba karbon
katabolit represszié altal szabalyozott vs. nenb&yazott cellulaz gének kifejgdésének
0sszehasonlitdé vizsgalataval be tudtuk bizonyithogy acbh?2 kifejezédés D-galaktdzon
specifikus indukciés hatas kovetkezménye, nyilvéhwvalt, hogy a laktoz illetve D-galaktoz
altali cellulaz indukcié mertékében mutatkozé kiléég magaban a laktdzban, és nem a két
monomerjében keresefhd

18) A szénforraskent adagolt D-galakt6z a mutarotadettnaza- €s af3-anomerek
elegye, mig a lakt6zbol felszabadulé galaktopirdnmobnnomer kizarolagd-anomerekdl all.
Megallapitottuk, hogy $-D-galaktoz —a-D-galaktoz anomerek kozti atalakulast katalizald
mutarotaz aktivitas &. reeseigombabdl hidnyzik. Ezen tényt alapul véve, gakfiuoictionT.
reeseimutarotaz mutansok létrehozasaval bebizonyitotiagy aza-D-galaktoz kialakulasa
a vad tipusU'. reeseiben csak spontan mutarotacio révén mehet véghdeasikkenti a D-
galaktéz foszforilezés intenzitasét, ez pedig lsatdgan a gomba laktéz fenotipuséara, ideértve
a fokozott cellulaz termelést is. Kimutattuk, hagynutarotdz hatasa specifikus a laktozra: a
természetes celluldz induktor cellulézon nem éleiél

19) A tényleges cellulaz induktorrdl E8) tézisponalapjan feltételezhét hogy3-D-
galaktoz monomert tartalmazo6 vegytlet. A hipotérionyitasara kozvetlen metabolomikai
megkdzelitést alkalmaztunk:Ta reeseiintracelluléris galakto-oligoszacharidjainak (ddta
glycom) mirbségi és mennyiségi elemzése soran azonositottynkatgncialis induktort. A
vegyulet 2 db hex6zbdl feléfijlB-(1-1) glikozidos kétést tartalmazé diszacharid,lymek
koncentraciéja széles tartomanyban jol korrelal. aeeseiipari torzsek illetve mutansok
cellulaz termel képességével, és kizardlag laktoz szénforrasaikedik.

20) Ipari korulményeket szimulald fermentaciék sorangaikpitottuk, hogy noha
fed-batch és batch tenyészetekben tigmhét, hogy azA. chrysogenungomba morfoldgiaja

és a cephalosporin-C antibiotikum produktivitasazéfiiggésben all egymassal, ez csupan
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azért van igy, mert mindkét folyamat parhuzamoggranazon fiziologiai valtozasokra reagal

a szénforras limitalt elérngtégének fliggvényében. Szénforrds rdadagolasakokaacsolat
megs#nik. Hipotézistinket karbon-limitalt kemosztat tesyétek vizsgalata is alatamasztotta:
a CPC produkci¢jat alig befolyasolta a specifikigekedési rata megvaltoztatasa, szemben a
morfologiara kifejtett jelerdis hatassal (az alacsonyabb higitasi rata alacsbryrsomo-
aranyokat, és kisebb méidtifacsomodkat is eredményezett). A CPC termelés ddvekedés
tehat egymastol fiiggetlen folyamatok, hasonléd® ehrysogenunpenicillin termeléséhez.
Megallapitottuk tovabba, hogy 0,4 — 40 g/l kozbibmassza koncentracié értékeknélraz
chrysogenunCPC produkcidja linearisan valtozik a sejtkoncécitival és a hozamkonstans
ertékekkel.

21) Ipari koérilményeket szimulal@. terreusfermentéciok révén bebizonyitottuk,
hogy az itakonsavat is lehet a citromsavéhoz hasmalgas hozam mellett termeltetni, ha két
kritikus fermentacios paramétert: a (gyorsan hasaidg pl. D-glikoz) szénforras és a Mn(ll)
ionok koncentracidjat optimalt értéken tartjuk. Zesforras esetében ez az érték magas (> 10
%), a Mn(ll) ionoknal extrém alacsony (qug/l). A maximalis itakonsav kihozatali érték 95,3
g/l, ami 87 %-os specifikus molaris hozamot, vaggisdkivil hatékony cukor-sav konverziot
jelent. Megallapitottuk: technolégiai szempontbiblas szikségA. nigerplatformon tortéd)
heterolog itakonsav termeltetésre, mivelfazterreustorzsekkel is az elméleti maximumot
megkozelid kihozatalt lehet elérni.

22) A szénforras asszimilacio eredményeként keldtkd2 allosztérikusan gatolja a
lebonté anyagcsere enzimeit. Metabolit tlltermsl#@n, a stacioner fazisban ezért a szénvaz
lebontast és az ATP szintézist szét kell kapcsamigrt a cianid-rezisztens alternativ Iégzés a
felelés. Az A. chrysogenuntianid-rezisztens alternativ légzésének aktivittidaen fliigg a
fermentlé oldott oxigén szintj@t(DO). Bebizonyitottuk, hogy a jelenség élettaattarében
olyan folyamatok allnak, melyek vagy kozvetlentkemek fokozott intracelluléris peroxid
képzdéshez, vagy a mitokondrialis 1égzési lanc — irlataris peroxid kepadéshez vezét
— telitettségét (redukcios szintjét) emelik. Azalativ 1égzés fokozddasa csokkenti a légzési
lanc redukaltsagat és az oxigén szabadgyokokoki&ishez vezétredukciojanak lehéségét.
Ezen modell alapjan tehat az alternativ Iégzéésetban védelmi funkciot tolt be, bar d@tt

fuggetlendl a (fungdlis) taltermiefolyamatokban szerepe esszencialis.
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7. FUGGELEK

A dolgozat alapjaul szolgaldé kutatasok soran muarkaimmal nagyszamu mikrobioldgiai,
fermentacios, enzimoldgiai, biokémiai, optikai nukekopos, bioinformatikai és statisztikai,
molekularis biologiai, analitikai és preparativ kémilletve szerkezetmeghatarozasi modszert
alkalmaztunk. Részletes kifejtésik aranytalanul migginé a terjedelmet, de félosleges is
lenne, hiszen a vonatkozo6 kdzleményekben ezek taiamyl megtalalhatok és elolvashatok.
A 7.1. fejezetbenAnyagok és Mdodszerek az alkalmazott gombatdrzsek felsorolasa mellett
két olyan protokollt mutatok be, melyeken jefisttek mondhato fejlesztéseket, optimalasokat
végeztunk, bar Uj tudomanyos eredmeénynek nem fakitiket. A 7.2. fejezetNlellékletek)
azon &brakat tartalmazza, melyeket méretiik miatt meitattam be a 4. fejezetbdtigérleti

eredmeények és megvitatdsuk de az ott leirtak megértését megkdonnyitiksegitik.

7.1. ANYAGOK ES MODSZEREK
7.1.1. A dolgozatban szereg gombattrzsek felsorolasa és jellemzése

Asperqillus nidulans

Torzs Genotipus Relevans tulajdonsag Hivatkozas

p-amino-benzoesav auxotrofia, sargg-,nres és ROBERTS
R21 pabaAl; yA2 ; veAl konidium. Laktdéz anyagcserére 1973
nézve vad tipus

creAAd yA2; pabaAl; creA4 argBl; CreA nullmutans (karbon katabolit SHROFFés mtsai 1997

veAl derepresszalt)
creA’30 biAl; creAd30; veAl CreA mutans (karbgn katabolit ARSTés mtsai 1990
derepresszalt)
FGSC A58 (= . . . Laktozt nem hasznosito klasszikus
G0103) yA2; pyroA4; lacAl; veAl MUtANS ROBERTS1963
FGSC A1149 pyrG89; pyroA4; nkuA::argB; A nem-homolog DNS végek . .
(= TNO2A3) veAl Osszekapcsolasanak defektusa NAvaK es mtsai 2006

yrG89; pyroAddnkuA::argB;
AbgaD::Tr.pyrd; veAl

G89; pyroAddnkuA::argB;
AdlacpA::Tr.pyrd; veAl

EFLK_155/9 P bgaD (B-galaktozidaz) hianymutans EKETE és mtsai 2012

EFLK_161/9 pyr lacpA (lakt6z permeaz) hianymutansFEKETE €s mtsai 2012

pyrG89 AbgaD::Tr.pyr4;

EFLK_180/9  riboB2; Af.riboB; bgaD*";
veAl

pyrG89 AlacpA::Tr.pyr4;
EFLK_190/9  riboB2; Af.riboB; lacpA™;
veAl

pyroA4; pyrG89 AnkuA::argB
veAl;AlacpB:Af.pyroA

bgaD (3-galaktozidaz) taltermél

retranszformans (3 képia) FEKETE €s mtsai 2012

lacpA (laktéz permedaz) tdltermil

retranszformans (3 képia) FEKETE €s mtsai 2012

AOEF007 lacpB (lakt6z permeaz) hianymutansFEKeETE és mtsai 2016
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pyroA4; pyrG89;AnkuA::argB;

AOEF008 AlacpA:Tr.pyrd
AlacpB:Af. pyroA
pyroA4;AlacpB:: Af.pyroA
AOEFO011.1 veAZl,; riboB2 Af.riboB; wA3
lacpB"
pyroAdAlacpB:: Af.pyroA
AOEF011.9 veAl,; riboB2 Af.riboB; wA3
lacpB**
pyroA4; AlacpB:: Af.pyroA;
AOEFO011.7 veAl,; riboB2Af.riboB; wA3;
lacpB™*
A214 biA1; wA3; galE9
G094 biAl, wA3; araAl
G092 yA2; frAl pyroA4
EFES3 yA2; frAl pyroA4; galE9
EFES4 biAl; wA3; araAl; galE9

Trichoderma reesei

lacpA/lacpBkettss laktoz permeaz

9 . FEKETE és mtsai 2016
hianymutans

lacpB (lakt6z permeaz)

retranszformans (1 képia) FEKETE €s mtsai 2016

lacpB (lakt6z permeaz)

retranszformans (2 képia) FEKETE €s mtsai 2016

lacpB (lakt6z permeaz) tiltermel

retranszformans (5 képia) FEKETE €s mtsai 2016

klasszikus galaktokindz mutans OBERTS1963
klasszikus L-arab[nltol dehidrogenaz CLUTTERBUCK 1981
mutans
klasszikus hexokinaz mutans OBERTS1963

hexokinaz/galaktokinaz ké

. FEKETE és mtsai 2004
mutans

L-arabinitol
dehidrogenaz/galaktokinaz ket
mutans

FEKETE és mtsai 2004

Torzs Genotipud Relevans tulajdonsag Hivatkozas
QM9414 i b1 15 Korai cellulaz taltermél MONTENECOURT ES
(ATCC 26921) Szubl forzs, korai cefiuiaz tuiter EVELEIGH 1978
Agall Agalgé?&ﬁggj& '\4)9 414 galaktokinaz aktivitds hianyos  EBOTH és mtsai 2004
Agal7 Agall:;[]ABr: 'zzr’ar]c?ésr(k?e '\4)9 414 D-gal-1-P UT aktivitas hiAnyos  E®OTH és mtsai 2002
Abgal Abgai;:uﬁ?haéﬂgsb%w)%l“ 3-galaktozidaz aktivitas hianyos EIBOTH és mtsai 2005
Axvil Axyll:: An.amdSQM9414 D-xil6z (ald6z) reduktaz aktiviths  SEIBOTH €s mtsai
y szUbi hattérben) hianyos 2007b
B D-xiléz reduktaz/galaktokinaz SEIBOTH és mtsai
Agall/Axyll Agall:: An.amdS aktivitas hianyos 2007b
Alad1 A Iadl::_fA:rj.a,mc!SQM94l4 L-arabinitol dgrydrogenaz aktivitas SEBOTH és mitsai 2003
szubi hattérben) hidnyos
TU-6 ApyrG uridin auxotréf QRUBER és mtsai 1990
RUT C30 ) karbon katabolit derepresszalt LE CROM és mtsai
(ATCC 56765) cellulaz hiper-taltermel 2009
NG14 (ATCC ) cellulaz taltermed LE CROM és mtsai
56767) 2009

3 Az ipari T. reesetodrzsek kivétel nélkiil az 1944-ben izolalt QMGijédrzs leszarmazottjai (RSE1976); a
beszerezhétlegjobb termdl térzs, a RUT C30 az NG14 leszarmazottja. A kébgekozott 223 db bazis-
eltérést, 15 db kisebb inzerciot/deléciét, valami®itdb nagyobb deléciét taldltak!HICROM és mtsai 2009).
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Asperaqillus niger

Torzs Genotipué Relevans tulajdonsag Hivatkozas
N402 (FGSC ) .
A7§3) cspAl rovid konidioférok; referencia térzs Boseés mtsai 1988
Asperqillus terreus
Torzs Genotipus Relevans tulajdonsag Hivatkozas
NRRL 1960
(CBS 116.46; - ltakonsav taltermel BENTLEY 1962
ATCC 10020)
Acremonium chrysogenum?
Torzs Genotipus Relevans tulajdonsag Hivatkozas
ATCC 46117 NATSUME ésSMARUMO
(W 53.25.53 - Cephalosporin-C tultermél 1984
Ciba-Giegy®)

7.1.2. Akemosztat tedria 6sszefoglalasa és technikai nvadpsitasa

Kemosztat tipusu folytonos fermentaciéo soran a dspgthez meghatarozott rataval friss
tapkdzeget adagolunk, mikdzben a beadagolas medékiegegyed litemben fermentlevet
tavolitunk el. Steady-state jon létre: a keletkéz eltavoz6 biomassza mennyisége egyforma.
A beadagolas meértékének (F; térfogdi)ids a fermentlé térfogatanak (V) hanyadosat lsigita

ratanak nevezzik, és D-vetl{ution’) jel6ljuk. Mértékegysége 1/

D=F/V [3]
A sejtkoncentrécio igbeli valtozasa a ndvekedés és a kivétel kulonbseggys:
dx/dt =px - Dx [4]
Steady-state esetén a sejtkoncentracié allanddt(ex@), ezeért
pux = Dx [5]
u=D [6]

> Elgs korben kétA. nigertérzs: a CBS 513.88 (ipari enzim tertijeés az ATCC 1015 (a citromsav terthel
ATCC 11414 szidli torzse) genomjat szekvendltak meg. Az akadémiliterban azonban a CBS 120.49 és
leszarmazottai voltak a legelterjedtebbnigertérzsek. A CBS 120.49-et N400-nak nevezték aeléd
szarmaztattak — UV-mutagenezist kdeat — az N402aspA) izolatumot (Bos és mtsai 1988). Az N402-nek
tobb, mint 300 genetikailag definialt leszarmazdttartja fenn a Fungal Genetics Stock Center
(www.fgsc.ne}, és igy a legelterjedtel#h nigerreferencia térzsnek szamit.

% Az eredetilegCephalosporium acremoniunewi, Giuseppe Brotzu (1895 — 1976) 4ltal 1948-ban speimbs|
izolalt gombafajt 1982-ben nevezték at Pemicillium chrysogenumintajara, a cephalosporinok gazdasagi
jelenBségére utalva Acremonium chrysogenunak (xpuoogyevvaw = aranypénzt szd).

%% A Ciba-Giegy és a Sandoz Laboratories svajci ggpescégek 1996-ban, Novartis néven egyesiiltek.
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a4

Folyamatos tenyészetben tehat a specifikus novekedlgét a higitasi rata hatarozza
meg, feltéve, hogy D < vagy pgmax. Ha ez a peremfeltétel nem teljesil, a sejtek kédése
nem tud |épést tartani a higitassal, és a sejtkdrémo fokozatosan a nulla felé fog tartani. A
sejtek valés ndvekedési rata-tartomanyan belll lzeaoia rendszer 6nszabalyozo: a biomassza
koncentracié steady-state érték fole emelkedésenigald szubsztratum koncentraciéjanak
csokkenését eredmeényezi (tbbb sejt — alland6 hoaast&ns mellett — tébbet fogyaszt), ami
negativan visszacsatol a biomassza koncentradiargpedig a szubsztrat koncentracidjanak
emelkedéséhez és a steady-state érték visszaaltagsret.

Egy mikodé kemosztat paraméterei jelleden eltérnek az elméleti értekéktaminek
legfobb oka a mikrébak kitapadasa a fermentor szilatsbifellleteire (,fali nbvekedés”). A
probléma fonalas gombak tenyésztése esetén kétéilat, igy a mi kutatasainkat is érintette.
Elharitasara az alabbi technikai fogasokat alkalolaz

1) A fermentlé térfogatat agy allitottuk be, hogkeveblapatok a lehét legkevésbé
verjék fel a fermentlevet a bél$alra. Ehhez a hagyomanyos, 1/3 : 2/3 (gaztélyat&kter)
aranyt eltoltuk a folyadéktér iranyaba. Az oxigéamszfer rata meértéke csokkent, de minimal
taptalajon, alacsony sejtkoncentracié mellett axiyéitacié nem Iépett fel.

2) Az Uvegfellleteket heptanban oldott, szilikoaosi-adhéziés oldattal (Sigmacote®)
kezeltik, ami kovalensen kil vékony filmet képzett rajtuk, meggatolva a falvekedést.

A kezelést minden egyes sterilez&tatlvegeztik.

3) A kimer ag szilikoncsoveibe’Y’ alaku elagazast épitettimlezen keresztil steril
sooldattal oblitettik at a szilikon- illetve a mamew fémcsovet, fizikailag megakadalyozva a
micélium kitapadasat és nbvekedéseét.

4) A fermentlé habzasat minimalis szinten tartattuk

5) Naponta kétszer (reggel és este) a kismmmmpa lekapcsolasa mellett kb. fél percig
erteljesen megemeltik a keverést, lemosva a folyait#tkgonalaban az Uvegfalra kitapadt
sejteket. A nvelet utan a keverést pontosan a korabbi értékitetalk vissza.

6) Minden egyes higitasi rata érteknél Uj tenyétzeditottunk — kerultiik az egymast

kove® steady-state-ek vizsgélatéat.

A fentiek betartasaval tobb fonalas gombafAjt ¢hrysogenumA. nidulans T. reeséi
extrémen alacsony higitasi rata érték mellett nkisteady-state allapotban tartahi.reesei
esetében stabilan D = 0,015 1/h értéket értinénei,a legalacsonyabb publikélt adat, és csak
minimalisan magasabb a fenntartdsi energia novekedt@ igényéenél.
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7.1.3. Intracellularis galakto-glycom izolalasaTrichoderma reesebél

A komplex szénhidrat elegyek elemzésének j6l bewditja a Nagy TeljesitméfiyAnion
Cseréb Kromatografia (HPAEC-MS), melyet esetiinkben adrall TNG’ végzett el. A lenti
folyamatabra a minta @eészitésének lépéseit mutatja be. A protokoll Igeye mintavétel
pillanataban fennallo sejten bellli metabolit-pitofogziteni kell. Ennek alapu&teszkdze a
konstans hideg: a fermentorbdl kikerilt micéliummtaitomérséklete nem emelkedhet -40 °C
folé — ellenke# esetben az intracellularis enzimek reakcidkattamdik be, a metabolit-profil
megvaltozasat okozva. A gombatenyészet anyagceekéjéallitasat — az anyagtudomanyban
(v/v) metanolt, 35 % desztillalt vizet és 100 mMnktil-imidazolt tartalmazott; dmérsékletét
kriosztattal -50 °C-on tartottuk. Ebbe az oldatb#ajttuk a lehét leggyorsabban a fermentlé
mintat. A kimerd levedut szelepének lezarasaval megnoveltik a fermemist hyomasat,
majd a mintavetre szerelt félméteres szilikoncsovon keresztilrenémtlevet egyenesen a
htitétt quenching oldatba préseltik. A micéliumot égyyasztoszekrényben felépitett, igy -40
°C-on tartott vakumgzon gyajtottiik 6ssze, hideg quenching oldattal kétszematok, majd
Ujra les#irtik. Az 50 % (v/v) metanolban, mékdben tarolt mintakat szarazjégen, specialis

futarszolgalattal kaldtik ki Hollandiaba.

\ Quenching

minta
= Pellet
Quenching Cryostat Szirés a
(_50 DC) + * Miracloth
Mosas
Fermeniot Sejtkultiira a fermentorbél: ,
quenching oldat (elohiitott,
-50 °C)=1:4
Szallitas . / Fagyaszto (-40 °C)
szarazjégen Micélium
. - Pellet pmpa
innovatuon ~— — 0
TNO g
MeOH-ban
Tarolas
HPAEC-MS

Fagyaszté (-80 °C)

" Nederlandse Organisatie voor Toegepast Natuurseteppelijk Onderzoek (Az Alkalmazott Tudoméanyos
Kutatas Holland Szervezetgww.tno.nl.
8 Magyarul ,kioltas”-nak nevezhét
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7.2. MELLEKLETEK (KIEGESZIT O ABRAK ES TABLAZATOK )

1. melléklet.
Maximum likelihood filogenetikai térzsfa. Célunk Az nidulansLacpA fehérje ortolégjai és
paralégjai kozott meglévszerkezeti 0sszefliggések bemutatasa a 31 dbtélégekvenciaju

Aspergillusfaj felhasznalasaval.
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2. melléklet.
Az extracellularis GH35 tipusu bGal-ok filogenetikarzsfaja. A bemutatott fehérjék @z

niger LacA(l6kusz: An01g12150) géntermék ortholdgjai/pargbg kivalasztott gombakban
és baktériumokban.

w|P.canescens GH35-1
100/ IPenicillium sp CAF32457
P.expansum ACD75821
sshoo| P.decumbens GH35-1
P.paxilli GH35-1
P.digitatum GH35-1
i P.chrysogenum Pc16%12750C0rr
hos] P.chrrubéns Pc16g12750 Corr
| 1P.chrysogenum ss GH35-1
oo Aniger An01g12150
A_phoenicis AAY.
A.nidulans AN
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—A.terreus ATE
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o
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T.stipitatus TSTA 095370
o) | 1 EP.mﬁ‘rr}efgel PM;tAt._Ad 074
xophiala dermatitidi
Lo M- Igdophialop ora
S.sclerotiorum SS1
B.cinerea BC1 3
F.graminearu
T.réesei CAD7
N.crassa NCU
—— P.anse
P.tritici-repentis
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wor A Tumigatus AFUA 3G00380
N.fischeri r\'l:FIA 000

L.bicolo
oo N.fischeri NFIA O
A.fumigatus AFU
A.clavatus ACLA 088440

100

P.marneffei PMAA

T.stipitatus TSTA 04
S.scleratiorum SS
B.cinerea T4 Xtra-

... [Is A.niger An07g04420

L A kawachii AnOT_FR

L P.ritici-repentis

L— A.niger [0)

N.crassa NTUUO.

F.graminearum F
.cinerea BC1G
S.sclerotiorum S
B.tritici-repentis P
S.nodorum SN
P.marneffei PMAA 05716

A fumigatus AFUA 1G16700
N, fischeri NFIA 008690
P.decumbens GH35-4
P.paxilli GH35-4
s r P.digitatum GH35-4
ey P.chrysogenum PcOGgOOGOOCorr
1d P.chrysogenum BAM09150

Propionibacterium acnes PPA1819+20
Clostridium acetobutylicum CA C2514
Zymomonas mobilis ZMOQ0904
Strepfomyces avermitilis SAV 5756
treptomyces coelicolor SC02430
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3. melléklet.
A feltételezett bGal, lakt6z permeaz és a Leloweatl struktargének nomenklaturdia
chrysogenunrban, illetve az amplifikaciéjukhoz hasznalt primlesszekvenciai.

Feltételezett Amplikon

Elnevezés funkcio Gén azonosité Oligonukleotid szekvencia (5’-3’) méret (bp)

Pc16g12750F:
AACTCTGCCTACAACTACG
Pc16g12750 1300
Pc16g12750R:
TCTCATACTTAGGCTGGTC

extracellularis R-

bgaA galaktozidaz

Pc06g00600F:
TACTCGGCACCAATCTCAG
Pc069g00600 639

Pc06g00600R:
AGCCCAGAAATCATACGC

extracellularis R-

bgaB galaktozidaz

Pc14901510F:
TAAGAAGACAGCCTACGG
Pc14901510 665

Pc14g01510R:
TCTTGGACCCTTTGTATC

extracellularis R-

bgaC galaktozidaz

Pc22914540F:
ACGGTAGAGAGCAACAGCC
Pc22g14540 1080

Pc22g14540R:
GAGACCATCCATCACAAAG

intracellularis -

bgaD galaktozidaz

Pc12g11750F:
CTCTCTAAACTGGAACACC
Pc12g11750 809

Pc12g11750R:
TCCAGACTCCATCAACAC

intracellularis 3-

bgak galaktozidaz

Pc13g08630F:
GCAAGACAAGAAGGCACG
lacA lakt6z permeéz Pc13g08630 800

Pc13g08630R:
TTTCAACGGCATAGGCAG

Pc16g06850F:
GGATGTCTGAAATACCAAG
lacB lakt6z permeéaz Pc16g06850 930

Pc169g06850R:
GCGAAGAAGTAGATGAACC

Pc13910140F:
ACTACCGCCCAGACTTTG
galE D-galaktokinaz Pc13g10140 973

Pc139g10140R:
CGTGTATCCCTCTTCTTGTG

Pc15g00140F:
AGACAACCCTGCCCAACTAC
galD D-galakt6z-1-P UT Pc15g00140 919

Pc159g00140R:
TCTCTTCCTCGGTGCCATC

Pc21910370 F:
GGCTCATTCACCACCCTTG
Pc21g10370 700

Pc21910370 R:
CAGAGGGAGCAGGTTGTAGG

UDP-D-galakt6z 4-

ugeA . .
epimeraz
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Pc20g06140 F:
. CTCAAAGGTCCGATGCGAAC
ugeB UDPéD;rgnae'f‘é'l‘ztoz 4| Pc20g06140 928
P Pc20g06140 R:
CCATCTTCGGTTTCCCAATC
Pc18g01080F:
. GTTCGCTATCCCCAATCTG
ugeC UDP'eD;rgnae'f‘é'l‘Ztoz 4| Pc18g01080 697
P Pc18g01080R:
GGTCCTCCTTCTCTGTAA
Pc21g12170 F:
. CTCCAGGCGTGAACAATC
ugeD UDP'eD;g]ae'fé'I‘Ztoz 4| Pc21g12170 744
P Pc21g12170 R:
CAACCTTCTCCAACCCATC
Pc16912790 F:
. GACCTCACCTCCACCAAAG
ugeE UDPéD;rgnae'f‘é'l‘ztoz 4| Pc16g12790 790
P Pc16g12790 R:
GGCTGGCAAACTGTCTAATG
Pc21912790F:
o TCCAAGGCTCTACCCACTC
galF UDP-D-glukoz Pc21g12790 1075
pirofoszforilaz PCc21g12790R:
GCGTTGGACAGGAAGATG
Pc18g01390F:
GGTTCTTTCCTCGTCATTG
pgmA foszfo-glikomutaz Pc18g01390 756
Pc18g01390R:
TCACCGTCACCATCACTG
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4. melléklet.A dializal6 membranreaktor vazlatos rajza.
1 2 345 6 |7

¢—_Poliamid

I I I ' keveib

kulso téer

bels tér

1, 4: sterilezés utani beadagolas helye; 2, 5gekemenet; 3: oxigénelektroda; 6: pH elektroda; 7:
leved bemenet; 8, 9: mintavéy
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