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Elézmények, problémafelvetés

Tanszékinkdn a megalakulas 6ta folynak kutatasok a fermentacids ipar szempontjabél
jelentés mikrobioldgiai problémak tudomanyos igényli magyarazatara. A szamos lehet6ség
kozil végul a fonalas gombak élettani, biokémiai és genetikai tanulmanyozasa nemesedett
tanszeki kutatasi programma.

Az Aspergillus nidulans-t (teleomorf: Emericella nidulans) egy szisztematikus keresés
eredményeként ,tették meg” a tomlésgombak (Ascomycota) modellszervezetének a XX.
szdzad negyvenes éveiben. Ennek tébb oka volt: (a) a faj minimal taptalajon, vagyis egyetlen
szerves szénforrason, nitrogénforrason, nehany egyszerti sén és nyomelemen is képes teljes
életciklusat befutni, (b) szinte minden szén- illetve nitrogenforrast képes asszimilalni,
lehetéve téve az anyagcsere teljes vertikumanak vizsgalatat, (c) eletciklusanak donté részében
haploid, azonban stabil diploid &llapot is kialakithatd, (d) nagy mennyiségben képez
vegetativ, egymagvu konidiosporakat, s mivel ezek eltéré sziniiek lehetnek, a kilénb6zo
genotipust torzsek szabad szemmel is elvalaszthatok, (e) konnyen képez aszkosporakat
tartalmazd kleisztotéciumokat is (ivaros szaporodas), ami a kettés mutansok kialakitasat
konnyiti meg. A fentiek miatt vilagszerte rengeteg kutatocsoport vizsgélja az A. nidulans-t,
aminek természetes kdvetkezménye lett az driasi szamu mutans, plazmid- és génkonstrukcio,
melyek a ,,community”-hez tartozd laborok kdzott szivességi alapon keringenek. Tovabbi
kutatasi és technikai lehetéséget jelent az A. nidulans genom teljes szekvencidjanak ismerete
(8 kromoszoma, 31 Mb).

Munkacsoportunk, mely korabban nagy termel6képessegii, imperfekt Penicillium és
Acremonium chrysogenum torzseket tanulmanyozott, 2000 nyaran kezdte el az A. nidulans
kutatasat. Ennek alapveté oka az ipari pB-laktam termelék és az A. nidulans anyagcseréje
kozotti hasonlosag volt. Ugy gondoltuk, az alkalmazott mikrobioldgia fontos kérdéseinek egy
kdzismert modell-szervezeten torténd vizsgalata jobb, alaposabb magyarazatokat eredményez
majd, mintha a kevésbé ismert biologiaju termeléi torzsekkel tennénk ugyanezt. Mindezek
ellenére kutatasainkat a palyazat idétartamanak masodik felében ipari jelent6ségii gombakra,
elsésorban a cellulaz és hemicellulaz enzim termelése miatt ismert Trichoderma reesei-re is
kiterjesztettuk.

Karbon katabolit represszié gombakban

Minden éléleny igyekszik anyagcseréjét a lehet6 leghatékonyabban miikdtetni. Ehhez
alapvet¢ feltétel a gazdasdgossag: csak azok a lebontd enzimek szintetizalodnak, melyekre de
facto szlikség van, és csak olyan mennyiségben, hogy fedezzék a felépit6 folyamatok aktualis
energia- és redukalderé igényét. Azon enzimek, melyek adott korilmények kozott
sziikségtelenek, nem jonnek létre, vagy ha megis, az szelekcios hatranyt jelent a sejtre nézve.

A szénvaz lebontasanak szabalyozasakor a legfontosabb szempont az id6egység alatt
felszabadithatd netté energia mennyisége: a sejt a leggyorsabban hasznosulo szénforrést fogja
felvenni és oxidalni, a lassabban hasznosul6k lebontasahoz sziikséges enzimek szintézise
pedig gatlodik. A jelenséget karbon katabolikus szabalyozéasnak (represszionak) nevezzik;



szigortan transzkripcios szintii folyamat. Jellemzéen (de nem kizérolag) a glikozzal lehet
kivaltani (a ,katabolikus” jelz6 azon id6k maradvanya, amikor a jelenségért a gliikdz
»Katabolit”-jait, bomlastermékeit tartottak felelésnek).

Glikdéz szenforrds jelenlétében tehdt azok a gének, melyek mas szénforrasok
lebontdsdhoz szikseéges enzimeket kddolnak, gatolva vannak. A mechanizmus meglétéet
nagyszamu mikrobaban sikeriilt kimutatni. Eukaridtak kozil a Saccharomyces cerevisie-ben
tanulméanyozték behatéan (Gancedo 1998). A fonalas gombék karbon katabolit repressziojarol
azonban viszonylag keveés ismeret all rendelkezésre, noha pl. a Trichoderma és Aspergillus
torzsek szamos olyan iparilag jelentés enzimet, rekombinans proteint és metabolitot allitanak
elé, melyek bioszintézise glikoz represszié alatt van (Davies 1991, Kubicek 1992, Suominen
és Rainikainen 1993).

A fonalas gombéak karbon katabolit repressziojat a creA gén kdzvetiti. Nem ismertnk
olyan fonalas gombarol sz6l6 kozleményt, amely a creA-ortolog hidnyarol tudositana. A creA
egy olyan Cys,-Hys,-tipust Zn-ujj fehérjét kddol, mely szdmos glikoz altal represszalhato
gén promoteréhez képes specifikusan kotédni, meggatolva atirddasukat.

A CreA fehérje kdtodéséhez a 5'-SYGGGG-3', vagy a 5-SYGGRG-3' szekvenciakra
van szikseg. A creA nullmutansok — ugyan extrém fenotipus mellett — de életképesek (Shroff
és mtsai 1997).

A. nidulans-ban a creA gen transzkripcidjanak mértéke a legtobb szénforrason
allandd, glukdz hozzdadasara azonban 6tszorosére emelkedik. A transzkriptum autoregulacio
alatt all, glikézon az indukalt szint hamarosan visszaesik, Ujbol derepresszald szénforrason
(pl. arabindz) azonban valtozatlan marad. Hasonlé mechanizmust mutattak ki T. reesei-ben is
(llmen és mtsai 1996). A creA gén transzkripcids szabalyzasan kivil a CreA fehérje is
regulalhato, részben a C-termindlis specifikus végének fehérjékkel vald direkt kdlcsdnhatasa
(Strauss és mtsai 1999), részben a fehérje foszforilezése révén.

Pentdzok anyagcseréje gombakban

A fonalas gombak jellemzéen szaprofita élélények, igy nem meglepd, hogy szamos
torzsiik hatékony termel6je a poliszacharidokat hidrolizalé enzimeknek. A poliszacharid
hidrolazok egyik tipusat alkotjak a hemicellulolitikus enzimek, melyek a névényekben nagy
mennyiségben eléforduld hemicellulézok hidrolitikus hasitasat képesek katalizalni. A
hemicelluléz kifejezés a novényi sejtfalban a cellulézzal szorosan egybeépilt nem-celluléz
jellegii poliszacharidokat takarja (Eriksson és mtsai 1990). Kémiailag két vagy tobb
monoszacharid (pl. D-xiléz, L-arabin6z, D-mann6z, D-glikoz, D-galaktdz, 4-O-metil-D-
glikuronsav) heteropoliszacharidda kapcsolodasaval jellemezhetok; az alegységek ecetsavval,
illetve p-kumarsavval észter-koétésben vehetnek részt. A hemicellulézok elsédleges szerkezete
a novényfajra jellemz6, de egyazon novény szervei kozott is komoly eltérések lehetnek. A
keményfak legfontosabb hemicellul6z komponense az O-acetil-4-O-metil-D-glukurono-D-
xilan, mellette pedig glikomannan figyelheté meg viszonylag nagyobb mennyiségben. A
puhafaknal ezzel szemben az O-acetil-D-galakto-D-gliiko-D-mannan a legfébb hemicelluléz
komponens, de nagy mennyiségben fordul el6 az L-arabino-D-glikurono-D-xilan is.

Viszonylag keveset tudunk a monomerek bontasanak maédjarol és szabalyozasardl. A
hemicelluléz hexézok (D-galaktéz, D-mann0z) lebontdsardl sok adat &ll rendelkezésre S.
cerevisiae-re vonatkozoan (Boles és mtsai 1994), és az elmult evekben (részben altalunk) a T.
reesei és az A. nidulans kapcsan is szulettek fontos eredmények. A pentd6z anyagcsere
azonban nagyon kevessé ismert a fonalas gombakban. A D-xil6z lebontasat egyes élesztékben
(Pichia sps., Candida sps.) az anaerob etanol produkcié kapcsan tanulmanyoztédk és
megallapitottak, lebontasa redukcids és oxidacids lépések révén megy vegbe, szemben a
baktériumoknal tapasztalhat6 izomerizacidval. P. chrysogenum-ban és Aspergillus fajokban
az L-arabinoz és a D-xil6z lebontasi Gtvonalai részlegesen megegyeznek (Witteveen és mtsai
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1989, De Vries és mtsai 1994, Shi és mtsai 2000). D-xil6zon és L-arabindzon néni nem tudé
A. niger mutans micéliumai nagy mennyiségi intracellularis arabitolt, illetve xilitolt
halmoznak fel. Mindezen eredmények egyutt azt aldbbi lebontasi Utvonalat sugalljdk a D-
xiléz szamara: D-xil6z — xilitol — D-xiluloz — D-xilul6z- 5-foszfat. Ugyanez az L-arabin6z
szdméra: L-arabin6z — L-arabitol — L-xilul6z — xilitol — D-xilul6z — D-xiluléz-5-foszfat (1.
abra). Az 0sszes redukcids lépés (cukor — poliol) NADPH-fliggé, mig az oxidacios lepések
(poliol — cukor) NAD*-fiiggéek. Mindegyik reakciot mas-mas enzim katalizalja.

L-arabinoz D-xiloz
A
NADPH-arabin6z reduktaz NADPH-xil6z reduktaz
v NADP*-xilitol dehidrogenaz
. - e s - .
L-arabitol _ L-xiluloz ) Xilitol

NAD"-arabitol-2-dehidrogenéz
NAD"-xilitol
dehidrogenéaz

D-xiluloz

xiluléz kinaz

D-xiluloz-5-foszfat

ribuléz-foszfat-3-epimeraz

ribuloz-5-foszfat

1. abra. Fonalas gombéak D-xil6z és L-arabin6z anyagcseréjének vazlata

A laktoz anyagcsere és a D-galaktoz lebontas Leloir-atvonalanak attekintése

Az Escherichia coli laktoz lebontasanak szabalyozasa az operon-modell miatt
tankonyvi ismeretnek szamit, a baktériumok lakt6z anyagcseréje (Shuster és Doudoroff 1967,
Chassy és Thompson 1983) azonban alapvetéen kiillénbdzik az eukariotakétol.

A laktdz lebontas elsé 1épése a gliikdzza és galaktozza tortend hidrolizis, ami vagy az
extracelluléris B-galaktozidaz vagy a laktéz permeéaz és az intracelluléris B-galaktozidaz
parhuzamos miikodésének eredmeényeként torténik. Sejtfalhoz kotott, extracellularis és
intracellularis B-galaktozidazokat egyarant leirtak, sokszor egy fajon belil is (Diaz és mtsai
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1996, Nikolaev és Vinetski 1998, Nagy és mtsai 2001a,b). A glukdz glikolitikusan, a galaktdz
pedig jellemzéen a Leloir-ttvonalon alakul tovabb (Holden és mtsai 2003).

A Leloir-Gtvonal részben a lebontd anyagcsere része, melyben a D-galakt6z szén- és
energiaforrasként is hasznosul, de felépité utvonalként is mikddik, ilyenkor valtozatos
funkcioju és felépitésii szénhidratok (lipopoliszacharidok, sejtfalkomponensek, exopoli-
szacharidok) szintézisében mukdodik kozre, mint a D-galaktéz épitéelem szolgaltatdja.
Uborkaban pl. a sztachidz — szachardz atalakitasndl jatszik szerepet (Gross és Pharr 1982).

. Pgalaktoziddz
LaKtoz » Galaktoz
A Gliikéz I

laktoh permedz | oliikéz permeds laamktoz permeds
laktér LB8% » Galaktoz
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Gliikoz Galaktoz-1-P
T / { gallP-UDP transzferdz galD
flﬁ.l[’ﬂiffl!” UDP—galakt(')z
gliikokindz UDP-gliikoz epimeradz gall0
IDP-gliikéz

/ UDP-gliikoz pirofoszforilaz
- f(})&‘zf‘o-
Gliikoz-6- P<77'_g ikonmtar Gliikoz-1-P

2. abra. A laktdz anyagcsere és Leloir-atvonal altalanos semaja

-

A Leloir Utvonal elsé enzime az ATP-fiiggé galaktokindz (EC 2.7.1.6), mely a D-
galaktdzt (kizarélag C-1 pozicidban) foszforilezi. A D-galakt6z-1-foszfatra a D-galakt6z-1-
foszfat uridililtranszferaz enzim (EC 2.7.7.12) egy UDP-glukdzrdl szarmazé UMP-csoportot
helyez, vagyis glikdz-1-foszfatot és UDP-galakt6zt hoz létre. Az UDP-galaktdz
szubsztratumként szolgal az UDP-galaktoz-4-epimeraz (EC 5.1.3.2) altal Kkatalizalt
reakcionak, ami az UDP-glikoz regenerélasat eredményezi. Az UDP-gliikozra az UDP-
glikoz-pirofoszforilaz enzim (EC 2.7.7.9) egy pirofoszfat csoportot rak (ezaltal elvonja az
UDP-glukozt a D-galaktoz-1-foszfat uridililtranszferaz &ltali reverzibilis reakciobol), igy
glikoz-1-foszfat és UTP jon létre. Az el6bbit a foszfoglikomutaz (EC 5.4.2.6) alakitja at a
glikolizis kdzvetlen intermedierjévé, glukoz-6-foszfattd. A Leloir-Gtvonal enzimei tehat a C-4
hidroxil térszerkezetét valtoztatjak meg (epimerizacio). A laktéz anyagcsere, ezen belul a
Leloir-atvonal altalanos vazlatat az 2. abra szemlélteti. A Leloir-Gtvonal része még a D-
galaktéz-mutarotaz gén illetve enzim is, mely a B-D-galaktdzt alakitja at a-D-galakt6zza, még
a kinaz reakcio el6tt (Bouffard és mtsai 1994). Az A. niger-bél alddz-1-epimerazként (EC
5.1.3.3) izolaltak ezt az aktivitast (Kinoshita és mtsai 1981).



Uj tudomanyos eredmények

A) Reduktiv D-galaktéz lebontasi atvonal A. nidulans-ban

A megfigyelés

Noha a gombék D-galakt6z anyagcseréjét kevés fajban vizsgaltak, a Kluyveromyces
lactis éleszt6 és az A. nidulans esetében megallapitotték, hogy a galaktokinaz a Leloir-Gtvonal
nélkildzhetetlen kulcsenzime (Dickson és Riley 1989, Roberts 1963, Kéfer 1977), melynek
hidnyaban a muténs térzsek nem képesek D-galakt6zon néni. Ezzel szemben mi azt talaltuk,
hogy a galE mutansok felveszik és hasznositjdk a D-galaktozt; szilard taptalajon a teljes
életciklusukat befutjak 3,5-4 nap alatt.

Az ellentmondas feloldasa céljabdl tlizetesen dsszehasonlitottuk a korabbi szerzék és
az altalunk hasznalt tenyészkorilményeket, és megallapitottuk: mig Roberts (1963) és Kafer
(1977) nitratot hasznalt nitrogenforrasként, addig mi ammonium ionokat. Nitratot hasznalva
kizarolagos nitrogénforrdsként az A. nidulans galaktokindz mutans val6ban nem nétt D-
galaktézon (3. B. abra), ammadnium ionok hasznélata mellett azonban a s6 anionjanak kémiai
minoségétdl (szulfat, klorid, foszfat) fliggetlendl igen (3. A. &bra). Mivel Roberts (1963) 10
mM foszfattal pufferolta taptalajat, mi is kiegészitettik ugyanennyi foszfattal a tenyészetet, de
ennek sem volt hatasa a ndvekedésre. A tenyészet kémhatasat vegig pH = 6,5 értéken tartottuk
(2 L-es laboratériumi fermentort hasznaltunk), igy a két kulénb6zé nitrogénforras altal
kivaltott esetleges kémhatas-valtozas sem lehet felelés a jelenségért. Glikoz tartalmd
taptalajon a nitrogenforras anyagi minésege (ammonium illetve nitrat ionok) nem befolyésolta
a tenyészet novekedését vagy szénforras felvételét (3. C-D. abra), és ugyanezt talaltuk mas
szénforrasok (glicerol, acetat, frukt6z) eseteben is. Megallapitottuk tehat, hogy a jelenség A.
nidulans-ban a galakt6z anyagcserére specifikus, megjelenéséhez pedig a galaktokinaz 16kusz
muikodéskeptelensége illetve hianya szlikséges.

Ahhoz, hogy eldonthessik, az alternativ galaktdz lebontési utvonal teljes egészében
potolni képes-e a galaktokindz enzim hianyat a galE mutansban, dsszehasonlitottuk a vad
tipus és a mutans torzs novekedési paramétereit D-galakt6z szénforrason. A kompenzécid
nem volt teljes, mivel a biomassza képzédés rataja a vad tipusa tenyészetben kdzel ketszerese
a galE mutanséban mérhetének, ami ugyanilyen aranyd kilonbséget okozott a ndvekedési
ratakban is.

Az (j utvonal elsé koztesének azonositasa

A vad tipust A. nidulans és a galaktokinaz (galE) mutéans torzs D-galaktdézon valo
novekedesenek 6sszehasonlitasa azt is kimutatta, hogy a szénforrasra vonatkozd biomassza
hozamkonstansok jelentésen eltérnek egymastol. A vad tipusd torzsben a hozamkonstans
idéprofilja gyors felfutas utan a galakt6z hasznositas csaknem teljes id6tartama alatt allando
értéken volt, majd a stacioner fazisban gyorsan leesett. Ehhez képest a galaktokindz mutans
hozamkonstansanak idoprofilja a kezdeti felfutds utan egy folyamatosan hanyatld értéket
mutatott, a stacioner fazis elejére a maximalis érték 60 %-ra esett vissza. Ez a hozamkonstans-
idoprofil jellegzetes példaja az atmeneti, intracellularis metabolit feldisulasnak. Mas
szénforrdsokon (L-arabin6z, D-xildz, glikdz, acetét, glicerol) a két térzs hozamkonstans-
idéprofiljai megegyeztek, laktézon azonban kevésbé hangsulyosan, de a D-galaktdzon
észlelthez hasonlé tendenciékat tapasztaltunk.

Mivel ugy gondoltuk, hogy a feltételezett intracellularis kéztes azonositasa kdzelebb
vihet minket az alternativ D-galakt6z hasznositasi utvonal megismeréséhez, a tapkdzeget és a
biomasszat is elemzésnek vetettik ala, olyan komponensek utan kutatva, melyek kiindulaskor
nem voltak jelen. Ennek eredményeként az A. nidulans galaktokindz muténs biomasszajaban
meglepéen nagy (>400 mM) koncentracioban galaktitolt (dulcitol, a D-galakt6z poliolja)
talaltunk. A galaktitol felhalmozddéas atmeneti volt, a tenyésztés végén hasznosult (4. A.
abra).
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3. abra. Az A. nidulans vad tipus (lres szimbdlumok) és galaktokinaz mutans (tomatt fekete
szimbolumok) szénforras hasznositasanak es biomassza kepzédesenek idoprofiljai. A: D-
galakt6z és ammonium ionok. B: D-galakt6z és nitrat ionok. C: D-glik6z és ammdnium
ionok. D: D-glikoz és nitrat ionok. Szimbolumok: névekedés (biomassza képzédés, DCW)

(o, m), D-galakt6z fogyas (o,e), D-glikéz fogyas (A, A)

Joval kisebb koncentracioban a vad tipus micéliumaban is talaltunk felhalmozodo
galaktitolt; mennyisége a tenyésztés exponencialis fazisaban kezdett el néni, a galaktoz
felvétel idészakaban novekedett, majd a lassulé fazis végén gyorsan felhasznalodott, jelezve,
a galaktitol kepzésért és tovabbalakitasert felelés enzimek a vad tipusban is megtalalhatok.
Laktozon novekvo vad és galaktokindz mutans torzsek micéliuméban szintén talaltunk
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galaktitolt, ennek mennyisége kevesebb, kb. 75 %-a volt a galaktzon mértnek. A galaktdz és
laktéz koncentraciojanak (2-40 g/l értékek kozott) nem volt hatasa a képzodott galaktitol
mennyiségére. Egyéb szénforrasokon (L-arabinéz, D-xil6z, acetat, D-frukt6z, D-glikdz,
glicerol) valo ndvesztés nem eredményezett intracellularis galaktitol felhalmozodast egyik
torzsben sem.
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4. abra. Idéprofilok A. nidulans vad tipust (ures szimbolumok) és galaktokinaz
muténs (tomott szimbolumok) torzsekben A: Intracellularis galaktitol felhalmozddéas D-
galaktézon. B: Novekedés illetve szénforras hasznosulas galaktitolon.

Szimbolumok: galaktitol koncentracio (A, A), biomassza koncentracio (o,m)

Az intracellularisan felhalmozodott galaktitol gyors elfogyésa az A. nidulans galaktitol
lebontasanak vizsgalatara iranyitotta a figyelminket. Elsé Iépesként glicerolon eléndvesztett
vad tipusu és galaktokindz mutéans torzseket galaktitolt kizarolagos szénforraskent tartalmazo
taptalajra mostunk at. A novekedés és a galaktitol felvétel mindkét térzsben ugyanakkora
rataval tortént. Hasonld eredmények szilettek a konidiosporarol inditott tenyészetekkel is (4.
B. dbra). Megallapitottuk, az A. nidulans a ndvekedés minden fazisaban képes a galaktitol
hasznositasara, lebontasahoz nem igényli a galaktokinaz enzim jelenlétét.

Az elsé enzimatikus lépés azonositasa

Az eddigiek soran bizonyitékot szereztlink arra, hogy a galaktokindz hianya esetén a
galaktéz metabolizmusa galaktitol kdztesen at megy végbe. Annak elddntésére, hogy a
torzsek rendelkeznek-e galaktitol bonto aktivitassal, glicerolon eléndvesztett, galaktitolra
atmosott vad tipusi és galaktokinaz hianyos mutans (galE) A. nidulans tenyészetek
sejtmentes, dializalt kivonatat hasznaltuk enzimforrasként. Mint lathato (1. tablazat), mindkét
torzs rendelkezik galaktitol dehidrogenaz aktivitassal, amely csak NAD*-kofaktorral
miikodik, NADP*-vel nem.

De Vries és mtsai (1994) kdzleménye szerint egy eredetileg Clutterbuck (1981) altal
leirt (G094=araAl) és L-arabinitol dehidrogenaz hianyos fenotipussal jellemzett A. nidulans
mutans nem né galaktitolon. A megfigyelést igazoltuk, majd megallapitottuk, a mutansnak
nincs galaktitol dehidrogenaz aktivitasa (1. tablazat). Nitrogénforrasként ammonium ionokat
hasznalva azonban az araAl mutans nétt L-arabitolon (galaktitolon viszont nem), és a vad,
valamint a galaktokinaz hianymutans torzseknél ugyan Kkisebb, de jol mérheté L-arabinitol
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dehidrogendz aktivitast mutatott. Nitrogénforrasként nitratot, szénforrasként L-arabitolt
tartalmazd taptalajon azonban nem volt sem L-arabinitol dehidrogendz aktivitds, sem
novekedés, Osszhangban a korabbi kdzleményekkel. Az araAl mutans viselkedése L-
arabitolon tehat nagyon hasonlé volt a galE mutans viselkedéséhez D-galakt6zon — mindketto
nitrat tartalmu taptalajon mutatta a definidlt mutans fenotipust, ammaonium ionok jelenlétében
a jelleg eltant.

Poliol dehidrogenaz aktivitas (U / mg protein)

Torzs Kofaktor Szubsztratum
L-arabitol Galaktitol
NAD® 0,41 + 0,03 0,081 + 0,005
Vad tipus

NADP < 0,004 < 0,004

NAD* 0,094 + 0,02 < 0,004
araAl

NADP* < 0,004 < 0,004

NAD" 0,356 + 0,02 0,066 + 0,004
galE

NADP* < 0,004 < 0,004

1. tblazat. Poliol dehidrogenaz aktivitdsok A. nidulans-ban, galaktitol és L-arabitol
szubsztratumokon, NAD" illetve NADP* kofaktorok hasznalata mellett

Az 1. tablazat in vitro adatokat mutat, ezért kivancsiak voltunk, hogy az L-arabinitol
dehidrogendz aktivitas in vivo is felelés-e a galaktitol lebontasaért. Ehhez az araAl mutanst
D-galaktézon novesztettiik, és kielemeztiik a fermentlevet és a biomasszat (5. abra).

Az A. nidulans L-arabinitol dehidrogendz mutans névekedese galaktozon valamivel
lassabb volt a vad tipusénal, viszont nagyjabol megegyezett a galaktokindz hianymutanséval.
Az intracellularis galaktitol a ndvekedés korai szakaszaban megjelent, és a stacioner fazis
végére érte el maximumat (~50 mM), amely joval alacsonyabb volt a galaktokinaz
hidnymutéansban (~410 mM), de valamivel magasabb a vad tipusban mért értéknél (~30 mM).
A lényegi kulonbseg azonban az, hogy az araAl mutans nem tudta hasznositani az
intracellularis galaktitolt, vagyis a galaktitol felhalmoz6dés végleges volt, nem atmeneti. A
galaktdz elfogyasa utan mikroszkdpi képen széteso sejteket lattunk, igy értheté volt, hogy a
galaktitol extracellularisan is megjelent, am még ekkor sem hasznosult. Megallapitottuk tehat,
hogy az A. nidulans galaktitol anyagcseréjében az L-arabinitol dehidrogenaz aktivitas
megkerilhetetlen.
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5. &bra. A. nidulans L-arabitol dehidrogenaz hianyos mutéans idéprofilja D-galaktozon.
Szimbolumok: biomassza (O0), D-galaktéz (e), intracellularis galaktitol (A) koncentraciok

A kovetkezékben arra kerestik a vélaszt, hogy az alternativ galaktdz lebontasi Gt
kizarolag galaktitolon &t halad-e, avagy létezik egy harmadik utas megoldas is. Ehhez egy L-
arabinitol dehidrogenaz / galaktokinaz kettés mutanst (araAl/galE = EFES4) hoztunk létre.
Megkdzelitésiink Iényege, hogy ha a Leloir-ttvonaltol fliggetlen galaktoz lebontas kizardlag
galaktitolon at megy végbe, akkor galaktokinaz negativ genetikai hattérben az L-arabinitol
dehidrogendz mutans nem fog D-galaktézon noéni. Valdban ez volt a helyzet (6. A. 4bra);
bizonyitékot szereztiink tehat arra, hogy az alternativ galaktoz lebontasi ut obligat kdztese a
galaktitol, melyet az L-arabinitol dehidrogenaz alakit tovabb.

A masodik intermedier azonositasa

Az L-arabinitol dehidrogenaz reakcio vegterméke L-arabitollal L-xiluléz (1. abra),
galaktitollal valo reakciojanak terméke azonban nem ismert. Mivel a galaktitol az L-arabinitol
dehidrogenaz revén alakul tovabb, a reakcidtermék azonositdsa elengedhetetlen volt az
alternativ galakt6z lebontasi Gt tovabbi vizsgalatahoz.

Galaktitolon nétt vad tipusu, galaktokinaz és L-arabinitol dehidrogenaz hianymutans
torzsek dializalt sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznaltuk, és az in vitro reakcid
termékeit HPLC és NMR segitségével elemeztiik. Mindkét analitikai modszer a reakcididével
linearisan ndvekvo koncentracioju szorbdzt mutatott ki a vad tipus és a galaktokindz mutans
esetében, mas hexozt nem talaltunk a reakciéelegyben. Polarimetrias elemzés réven a szorbdzt
L-szorb6zként azonositottuk. Rendkiviul fontos megfigyelés volt, hogy az araAl mutans
esetében reakcié végterméket nem talaltunk, barmeddig is inkubaltuk az elegyet. Forditott
irdnyba (redukcid) jatszddtatva a reakcidt, a vad tipus és a galaktokinaz mutéans dializalt
sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznalva, NADH (de nem NADPH) jelenlétében az L-
szorbozt galaktitolla tudtuk alakitani. Ugyanez a reakci6 az L-arabinitol dehidrogenaz mutans
dializalt sejtmentes kivonataval nem ment végbe. Mindez azt bizonyitotta, az L-arabinitol
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dehidrogendz aktivitas eredményeként a galaktitol szubsztratum L-szorbdzza alakul. Az L-
szorb6z kis mennyiségben fel is halmozodik a micéliumban; galaktitolon ndvesztett vad
tipust és galaktokindz mutans térzsekben 20-60 uM L-szorbdzt tudtunk kimutatni. Akarcsak
az in vitro reakcio esetében, mas hexdzt kimutathaté mennyiségben in vivo sem talaltunk.

6. abra. A. nidulans vad és mutans torzsek névekedése a munkéank soran hasznalt fontosabb
szénforrasokon. A: Novekedés D-galaktozon. B és C: Novekedes galaktitolon. D: Novekedés
L-szorbdézon ammonium ionok jelenlétében. E: NoOvekedés L-szorbdzon nitrat ionok
jelenlétében. Az A-D jelii Petri-csészékben nitrogénforrdsként ammonium ionokat
hasznaltunk

A masodik enzimatikus lépés azonositasa

Természetesen kivancsiak voltunk, hogyan alakul tovabb a sejtben az L-szorbdz.
Elorza és Arst (1971) kozleménye szerint az intracellularis L-szorb6z elébb D-szorbitolla
redukalodik, majd ez D-frukt6zza alakul, ami a hexokinaz altali foszforilezes révén 1ép be az
anyagcsere fésodraba. Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, a hexokinaz val6ban rész vesz az L-
szorb6z anyagcserében és ezéltal az alternativ D-galakt6z lebontési Gtvonalban, egy A.
nidulans hexokindz hianymutans torzset (frA1 = G092) elemeztiink. A mutans valéban nem
tudott sem L-szorbdzon (6. D &bra), sem galaktitolon (6. B 4bra) néni.

A hexokinaz esszencialis szerepét az alternativ D-galakt6z lebontasi Gtvonalban egy A.
nidulans galaktokinaz/hexokindz kettés mutans (galE/frAl = EFES3) révén bizonyitottuk.
Mint a 6. A abra mutatja, a mutans nem nétt D-galaktdzon, és (a varakozasnak megfelel6en)
galaktitolon (6. B &bra) és L-szorb6zon (6. D. abra) sem. Mas szénforrdsokon (gliikéz,
glicerol, acetat) a mutans torzsek vad tipusként viselkedtek.

Elorza és Arst (1971) kdzleménye értelmeben a hexokinaznak koézvetett szerepe van az
L-szorbéz anyagcserében, hiszen de facto a D-fruktozt foszforilezi. Mivel azonban a
hexokindz széles szubsztratspecificitasu enzim (Puri és mtsai 1988), megvizsgaltuk, képes-e
az L-szorb6zt kozvetlenll foszforilezni. Ehhez vad tipusd, L-arabinitol dehidrogenaz
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hidnymuténs (araAl), galaktokindz hidnymutans (galE) es hexokinaz hianymutans (frAl)
torzseket fruktdzon novesztettlink, és a dializalt sejtmentes kivonatot enzimforrasként
hasznaltuk az L-szorb6z in vitro foszforilezéséhez. Az enzimreakcidt a galaktokinaz aktivitas
méresere altalunk kifejlesztett HPLC-alapli modszer valtozataval kovettiik nyomon. Mint a 7.
C abra mutatja, a vad, araAl és galE torzsek ATP-fliggé mddon foszforileztek az L-szorbdzt.
A reakci6 termékét 3P NMR-rel L-szorbdz-foszfatként azonositottuk. Tovabbi bizonyitékot
jelentett, hogy a foszforilalt termék alkalikus foszfataz enzimmel val6 kezelését kovetéen az
L-szorboz-foszfat eltiint, viszont sztochiometrikus mennyiségben megnétt az elegyben
talalhat6 L-szorb6z mennyisége (7. D, E abra).

Az frAl hianymutans torzs sejtmentes kivonatat azonban nem tudtuk az L-szorboz
foszforilezéséhez enzimforrasként hasznalni, mivel még elnyujtott inkubéacids id6 alatt sem
keletkezett L-szorbdz-foszfat (7. F &bra). Bizonyitékot szereztink tehat arra, hogy -
legaldbbis in vitro — a hexokinaz képes kdzvetlenil foszforilezni az L-szorbdzt.

A ATP L-szorhiz D L-zzorbiz
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7. dbra. Az L-szorbdz foszforilezésének HPLC-kromatogramjai A. nidulans-ban. A: ATP és
L-szorboz. B: sejtmentes kivonat. C: A hexokinaz reakcio L-szorbdz szubsztratummal, az A.
nidulans galE mutans dializalt, sejtmentes kivonatdt hasznalva. D: Az L-szorb6z-6-foszfat
tartalma elegy alkalikus foszfatazzal valé kezelése O h idépillanatban. E: Az L-szorb6z-6-
foszfat tartalmu elegy alkalikus foszfatazzal vald kezelése, 3 h id6pillanatban. F: A hexokinaz
reakcio L-szorb6z szubsztratummal, az A. nidulans frAl mutans dializalt, sejtmentes kivonatat
hasznélva 6 h utan. AU: arbitrarius egység (Arbitrary Unit)

Hogyan tovabb, L-szorb6z?

Az L-szorboz kdzel negyven éve szerepel olyan cukorkent a szakirodalomban, melyet
az A. nidulans, bar képes felvenni és metabolizalni, egyeduli szénforrasként nem tud a
novekedesehez felhasznalni (Roberts 1963, Elorza és Arst 1971). Néha kifejezetten
toxikusnak irtdk le (MacCabe és mtsai 2003). Ezért volt meglep6 az a megfigyelées, miszerint
a hexokinaz aktivitassal rendelkezé A. nidulans torzsek képesek L-szorb6zon néni mind
szilard, mind folyékony taptalajon. Az idézett kozleményekben megadott illetve az altalunk
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hasznélt tenyészkoriilmények osszevetése soran kiderllt, ebben az esetben is a téptalaj
nitrogenforrasanak kémiai minésége a meghatarozo: L-szorbdzt és nitrat ionokat tartalmazé
AMM téptalajon nincs novekedés (6. E abra), viszont az L-szorb6zt és ammonium ionokat
tartalmazén igen (6. D abra). Tudomanyos magyarazatot pillanatnyilag nem tudunk adni a
jelenségre, csupan azt jegyezzik meg, hogy az L-szorb6z hasznositas a galE mutans D-
galaktézon és az araAl mutans L-arabitolon valo névekedése utan a harmadik olyan eset,
ahol egy szénforras lebontasanak képességét a nitrogénforras anyagi minésége determinalja.

Mint emlitettiik, Elorza és Arst (1971) egy L-szorb6z - D-szorbitol - D-fruktoz
lebontési utvonalat irtak le. Mivel sajat eredményeink szerint az L-szorb6zt a hexokinéz
kozvetlenll képes foszforilezni (7. abra), nem zarhatdé ki, hogy az L-szorb6z-6-foszfat
izomerizalddik fruktdz-6-foszfatta, s6t a két utvonal akar parhuzamosan is miikddhet (8.
abra).

D-GALAKTOZ

/.,- MADPH
Aldéz reduldtés k.
NADP

GAT AR TTTOL
MaD®
cervedld
L-arabitol deludrogenas
HNADH
'
L-SZORBOZ ATP
”’ \ frdl
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8. dbra. A reduktiv D-galaktoz lebontasi Utvonal vazlata A. nidulans-ban. A szaggatott
nyilak a lehetséges alternativ Gtvonalakat jelolik

Eredmenyeinket dsszefoglalva, genetikai és biokémiai bizonyitékokat szereztiink egy
alternativ (reduktiv) D-galaktoz lebontési Gtvonal 1étérél A. nidulans-ban, melynek soran a D-
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galaktoz el6szor galaktitolld redukéalodik, majd L-szorb6zza oxidalédik, s melyben az L-
arabitol dehidrogendz és a hexokindz enzimek esszencialis szerepet jatszanak. Mint a
felsorolasbol is latszik, még nem azonositottuk a galaktitol képzédésert felelés enzimet. Az A.
nidulans dializalt, sejtmentes kivonata ugyan - szigortan NADPH, és nem NADH
jelenlétében — katalizalta a D-galaktdz galaktitolla torténé redukciojat, valamint NADP™ és
nem NAD" jelenlétében a galaktitol - D-galaktdz oxidaciot, sajnos azonban nem ismeriink
olyan A. nidulans mutanst, mely a fenti aktivitas keletkezésében lenne ,,loss-of-function”.
Ennek az is oka lehet, hogy a fonalas gombak genomjaban nem egy, hanem legalabb kett6, de
inkdbb még tobb alddz reduktaz gén van jelen (Hasper és mtsai 2000).

Emlés szdvetekben a D-galaktéz galaktitolla torténé redukcidjat az aldoz reduktaz
katalizalja; az aktivitas képzodését elésegiti a Leloir-utvonal csdkkent miikddése. Egy
klasszikus példa az emberi galaktokinaz deficiencia, melynek velesziiletett katarakt
(szurkehalyog) lehet a kdvetkezménye. A betegség soran az ald6z reduktaz a D-galaktdzt
galaktitolla alakitja, amely feldisul a szemlencsében (Ai és mtsai 2000), s ozmotikusan aktiv
anyag léven jelentés mennyisegi vizet is magaval vonz. Az aldoz reduktaz specifikus gatlasa
sokat igér6 terapids stratégia a diabetes hosszutdvu komplikacioinak (retinopathia,
szlirkehalyog) a megel6zésében (Banditelli és mtsai 1999). Mivel a gomba aldéz reduktaznak
a D-galaktdz a szubsztratuma, nagyon valdszini, hogy ez az enzim a felelés szerepet a
munkank sorén észlelt galaktitol felhalmozodéasért (Singh és Schigerl 1992).

A reduktiv galaktoz lebontasi Utvonal elsé 1épésén kivil az L-szorbdz utani szakasz
sem egyértelmii. A gombak L-szorb6z anyagcseréjérél rendkiviil hianyosak az ismereteink,
noha az L-szorbGz a fermentacios ipar fontos terméke; éves szinten kb. 25.000 tonna
mennyiségben allitjak elé D-szorbitolbol, Gluconobacter fajok felhasznalasaval, a C-vitamin
gyartasa soran (Lichtentaler 1998). Az A. nidulans esetében hasznalhatatlan, gyakorlatilag
mérgezé szénforrasként irtdk le (MacCabe és mtsai 2003). Mas gombak esetében ilyen
hatasrél nem tesznek emlitést, sét T. reesei esetében az L-szorb6zt mint potencialisan cellulaz
inducer szénforrést emlitik (Nogawa és mtsai 2001).

Az L-szorbOzt A. nidulans-ban a nagy affinitdsi glikoz transzporter veszi fel
(MacCabe és mtsai 2003). Ez elvileg magyarazhatja a ,,toxikus” hatast, mivel azt a szerzék
glikoz tartalmd minimal taptalajon észlelték. Mint emlitettiik, gombakban csak a D-szorbitol
- D-fruktéz > D-fruktdz-6-foszfat lebontasi Gtvonalrol talaltunk hivatkozast (Elorza és Arst
1971). Baktériumokban az L-szorb6z anyagcsere oxidacios és redukcios Iépeseket is magaba
foglal, pl. Klebsiella pneumoniae-ben az L-szorb6z-1-foszfatot az L-szorb6z-1-foszfat
reduktaz gén terméke redukalja D-szorbitol-1-foszfatta, Lactobacillus casei-bdl pedig sikertlt
egy D-szorbitol-1-foszfat dehidrogendz gént azonositani (Yebra és Perez-Martinez 2002).
Mindket génnel BLAST-keresést végeztiink az A. nidulans Cereon adatbazisaban, de nem
talaltunk hasonld szekvencidkat. A fenti reakciok végbemenetele A. nidulans-ban ezért
valoszintitlen.

Az alternativ D-galakt6z lebontasi Utvonal egyik alapveté érdekessége, hogy
nincsennek benne utvonal-specifikus enzimek, hanem mas reakcidutakbdl mar ismerteket
hasznél. A galaktitol oxidaci6 az L-arabinitol anyagcserében szerepet jatszd L-arabinitol
dehidrogenaz réven torténik, mig az L-szorbdz (vagy a D-fruktoz) foszforilezését a hexokinaz
végzi. Maga az Utvonal a gombak D-xil6z és L-arabindz lebontasara emlékeztet (1. abra),
hiszen az aldoz elészor a megfelelé poliolla alakul, majd egy poliol dehidrogenaz réven
ketdzza oxidalodik, ami foszforilalodik. A ketdz-foszfatok ribuldz-5-foszfatta izomerizaldd-
nak, ami a pentoz-foszfat Gtvonal kodztese (Shi és mtsai 2000). Hex6zokra vonatkozé analdg
reakcidkat nem ismeriink, ezért nem tudjuk, hogy a fent leirt elvek a D-galakt6z reduktiv
lebontéséra is vonatkoznak-e.

Egyenlére nehéz megitélni, mennyire jellemz6 a reduktiv D-galakt6z lebontds a
gombakra vagy tagabb értelemben az élélényekre. Az utvonal eddig azonositott enzimei
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altalanosan elterjedtek. Tovabbi érv, hogy az Gtvonal az A. nidulans-tdl rendszertanilag
viszonylag tavol allé T. reesei-ben is kimutathato volt.

Végezetil néhany gondolat a nitrat és az ammadnium ionok szénforras-asszimilaciora
kifejtett ellentétes hatasarol. Harom esetben: a galE mutans galakt6z hasznositasa, az araAl
mutans L-arabitol hasznositasa és a vad tipus L-szorb6z hasznositasa kapcsan észleltiik, hogy
nitrat ionok kizarolagos jelenlétében nincs szénforras felvétel, ammonium ionok hasznalatanal
azonban igen, ami ndvekedést is eredményez. Mindegyik esetében feltételezhet6 egy poliol
elem a katabolizmusban, aminek kialakulasahoz a cukor redukcidja szikséges. Ezek a
redukciok szigoruan NADPH-fuggék. A nitrat és az ammoénium ionok asszimilacidjanak
élettani szempontbol talan legfontosabb kiilénbsége, hogy a nitrat és nitrit redukcio NADPH-t
igényel. Munkahipotézisiink szerint ezért a nitrat jelenlétében észlelt gatld hatas a sejtek
szabad NADPH-szintjének csokkenése miatt kovetkezett be — mivel mind a szén- mind a
nitrogénforras asszimilaciojahoz NADPH sziikséges, az igény meghaladta a sejt lehetéségeit.
L-szorboz esetében ezt vad genotipus mellett is észlelni lehetett. Ammonium-nitrat tartalmu
taptalajon a torzsek fenotipusa ugyanolyan volt, mint ammonium-foszfaton, vagyis a nitrat
ionok jelenléte 6nmagaban nem gatld hatasu.

B) A karbon katabolit represszio és a specifikus névekedési rata kapcsolata A.
nidulans-ban

A specifikus ndvekedesi rata barmely sejt/mikrobatenyészet alapvet6 paramétere, mely
dontd hatassal van az anyagcserére. Noha jelentoségét koran felismerték, a specifikus
novekedesi rata hatasat is figyelembe vevé vizsgalati modszerek mégsem terjedtek el a
laboratoriumi gyakorlatban. Ennek legf6képpen technikai okai vannak: a novekedési rata
beallitasat lehetové tevé folytonos tenyészetek fenntartasa viszonylag bonyolult fermentacios
technika. Munkacsoportunk azonban régéta végez folytonos tenyésztésen alapul6 kisérleteket,
igy lehetéség nyilt az egyik legismertebb és legfontosabb szabalyozasi mechanizmus, a
karbon katabolit represszié mikddésének a specifikus ndvekedési rata szempontjabdl torténéd
tanulmanyozasara. A fermentacids iparban ugyanis sok mikrobialis metabolitot kifejezetten
lassan novekedé tenyeészet allit eld, sot a termelésben dolgoz6 szakemberek sokszor meg is
fogalmazzak, hogy az alacsony névekedési rata szamos gén illetve géncsoport kifejezédeseét
derepresszalja. Kisérletes bizonyitékkal azonban eddig senki nem allt el6.

A modell-aktivitas

Korédbbi tanulmanyaink soran (Fekete és mtsai 2002) bizonyitékot szereztiink arra,
hogy az intracellularis béta-galaktozidaz aktivitds képzodése CreA-fliggé karbon katabolit
represszio alatt all. Mivel az enzim aktivitasa gyorsan és egyszeriien mérhetd, ezt valasztottuk
vizsgalataink modelljédl.

Kontroll-aktivitdsok

A CreA-fliggé karbon katabolit represszio altal szabalyozott béta-galaktozidaz mellett
olyan enzimek aktivitasat kivantuk tanulmanyozni, melyek képzédése fliggetlen a creA gén
termékétol. Az els6 az izocitrat liaz volt: az enzim élettani szerepe az izocitromsav hasitasa
szukcinatra és glioxalatra a glioxiszomakban, az un. glioxalsav-ciklus mikddése soran.
Glikézon az izocitrat liaz aktivitas nem jelenik meg, de ennek egy CreA-fuggetlen
mechanizmus az oka: a fehérjéket egy gliikdz altal aktivalodé protedz eliminalja. A masik
enzim a galaktokindz, mely a D-galaktdz lebontas Leloir-utvonalanak elsé enzime; szerepe a
D-galaktéz ATP felhasznaldséval torténé foszforilezése galaktoz-1-foszfattd. A galaktokinaz
gyakorlatilag konstitutiv enzim, aktivitasa glikozon és glicerinen allandd, csupan D-galaktoz
és L-arabindz altali, kismértékii indukcio révén szabalyozodik. A két enzim aktivitasanak
szénforras-fliggéset vad tipusban illetve karbon katabolit derepresszalt mutansban mutatja a 2.

14



tablazat. Az eredmeényekbdl kitiinik, hogy mindkét aktivitds keletkezése fuggetlen a CreA
géntermek jelenlététol, igy alkalmasak kontroll vizsgalatokra.

Torzs Enzim- Szénforras
aktivitas
(mg protein)™ D-galaktoz | laktéz acetat glicerol D-glukoz
izocitrat lidz 0,004 0,003 0,55 0,004 0,004
Vad
tipus galaktokinéz
0,320 0,155 0,130 0,140 0,120
izocitrat liaz 0.004 0.004 0,69 0,004 0,004
creAA4
galaktokinaz 0,290 0,185 0,145 0,178 0,140

2. tablazat. Az izocitrat liaz és a galaktokinaz aktivitasok szénforras-fliggese vad tipusu
és karbon katabolit derepresszalt muténs A. nidulans tenyészetben

A vad tipust A. nidulans intracellularis béta-galaktoziddz aktivitasa glik6zon nem
mérhet6, mig a karbon derepresszalt mutans torzsekben konstitutiv alapaktivitast mutattunk Ki
ugyanezen a represszald szénforrason (Fekete és mtsai 2002). Munkahipotézisiink értelmében
a gyors novekedesi sebesség (magas ndvekedési rata) mellett a CreA-fliggé szabalyozas alatt
allo béta-galaktozidaz aktivitas képzédése represszalt lesz, mig alacsony ndvekedési ratan a
konstitutiv alapaktivitds meg fog jelenni.

A vad tipust A. nidulans tenyészetb3l a magas novekedési ratakon (D = 0,095 h’; D =
0,068 h™) nem tudtunk béta-galaktozidéaz aktivitast mérni, azonban D = 0,045 h™ értéknél az
aktivités megjelent, a legalacsonyabb névekedési ratan (D = 0,015 h™) pedig ugyanazt az
értéket mértuk, amit a a karbon derepresszalt mutans torzsekben batch tenyészetben glikozon
(0,12 £ 0,01 U / mg protein; 3. tablazat).

Torzs Enzimaktivitas Higitasi rata (= specifikus ndvekedési rata; h™)

D =0,095 D =0,068 D =0,045 D =0,015

Vad tipus | B-galaktozidaz < 0,001 < 0,001 0,110 0,170

creAA4 B-galaktozidaz 0,191 0,189 0,184 0,194

3. tablazat. béta-galaktozidaz aktivitas a novekedési rata fliggvényében, glikoz-
limitalt kemosztat tenyészetekben, vad tipusu és karbon katabolit derepresszalt A.
nidulans tenyészetekben

A folytonos fermentécidkat az A. nidulans creA nullmutanssal megismételve minden
higitasi rata értéken mérési hiban belll ugyanazt az aktivitdsi értéket kaptuk, amit batch
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tenyészetben gliikkézon, a vad tipusnal pedig D = 0,015 h™ higitasi rataju kemosztatban,
glikozon (3. tablazat). Az eredmények alatdmasztjak a béta-galaktozidaz enzim glikoz altali
szabalyozasarél eddig elmondottakat. Léthatd, hogy kellden alacsony (D = 0,015 h™)
specifikus novekedési ratanadl a béta-galaktozidaz alapaktivitdas képzédése még D-glikoz
jelenlétében is teljesen mentesiil a CreA-fiiggé karbon katabolit represszio hatasatdl.

Kontroll aktivitasok képzédése folytonos tenyészetekben

Annak eldontesere, hogy a fenti eredmények specifikusak-e a CreA-fiiggé karbon
katabolit represszidra, a két kontroll intracellularis enzim (izocitrat lidz és galaktokinaz)
aktivitasait is meghataroztuk mindegyik folytonos tenyészetbsl. Mint a 4. tablazat adatai
mutatjak, sem a specifikus ndvekedési ratanak, sem a creA lokusz jelenlétének nem volt
hatdsa az aktivitasi értékekre D-glikoz szénforrason.

Torzs Enzimaktivitas Higitasi rata (= specifikus ndvekedési rata; h™)
D = 0,095 D = 0,068 D = 0,045 D =0,015
izocitréat liaz 0,003 0,003 0,003 0,003
Vad tipus
galaktokinaz 0,181 0,162 0,158 0,178
izocitréat liaz 0,003 0,003 0,003 0,003
creAA4
galaktokinaz 0,193 0,172 0,161 0,180

4. tblazat. Az izocitrat lidz és a galaktokindz enzimek aktivitasanak alakulésa a
novekedesi rata fuggvényében, glukoz-limitalt kemosztat tenyészetekben, vad tipusu és
karbon derepresszalt A. nidulans tenyészetekben

Eredményeink bizonyitjdk, hogy a glikoz kivaltotta, CreA altal kozvetitett karbon
katabolit represszié hatasa lekiizdhetd, ha a sejteket kelléen alacsony ndvekedeési ratan
tenyésztjiik, vagyis A. nidulans-ban a specifikus ndvekedési rata determinansa a karbon
katabolit represszionak. Jelenleg még nem ismerjiik kelloképpen azt a mechanizmust, mely a
glikoz szignalt a karbon katabolit repressziohoz kapcsolja, igy megfigyelésinket nem tudjuk
egy meghatarozott molekularis lépéshez kétni. Mivel azonban az extracellularis D-gliikoz
koncentracié minden kemosztat tenyészet esetében tébbé-kevéshé azonos volt, a kiilsé gliikéz
szint valoszintileg nem jatszik szerepet. Ugyanez mondhato el a gliikéz transzportjarol is: a
szubsztratumok felvétele mindig fuigg a kiilsé koncentraciotol, igy a gkikoz felvétel sem lehet
kivaltd 1épése a karbon katabolit represszionak. Ezt erésitik meg azon korabbi megfigyelések,
miszerint a D-glik6z nem-metabolizalhaté analdgjai nem tudnak karbon katabolit repressziot
kivaltani (Strauss és mtsai 1999).

Feltételezéslink szerint a gliikdéz lebontads valamely intermedierjének steady-state
koncentracidjdban ndvekedési rata-fliggé modon bekdvetkez6 valtozads allhat a jelenseg
hatterében. Saccharomyces cerevisiae-vel és A. niger-rel végzett tanulmanyok azt mutattak,
hogy a glikolizis két intermedierje, a glikdz-6-foszfat és a frukt6z-6-foszfat steady-state
koncentracidja novekedesi rata fuggo, raadasul az alacsonyabb ndvekedési rata ertékeknél
mutatnak kisebb értékeket. A glukoz-6-foszfat karbon katabolit represszidban betdltott
szerepére utalhat az is, hogy a 2-deoxigliikéz (melyet a sejt képes foszforilezni, de tovabb
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metabolizalni nem) képes karbon represszidt kivaltani (Strauss 1999), mig a glukokinaz és
hexokindz enzimeket kddolo gének egyideji kiutése represszald szénforrasokon is karbon
derepressziot eredményez A. nidulans-ban. A gliikdz-6-foszfatot a szabalyozasi mechanizmus
kdzéppontjaba helyezé modell azt is megmagyarazna, miert képesek karbon katabolit
repressziét kivaltani olyan nem-glikolitikus szénforrasok mint pl. a glicerol: a glikdz-6-
foszfat a glikoneogenetikus Utnak is koztese, igy megfelelé korilmények kdzott belSlik is
keletkezhet kritikus koncentraciéju szignal molekula.

Munkanknak metodikai vonatkozésai is vannak. Mikrobioldgiai laboratériumokban
sokszor a rézott lombik sz&mit a legfontosabb tenyésztési technikanak. A fenti eredmények
tikrében ez a technika mindenképpen mell6zend6 a karbon represszio tanulmanyozésa soran,
hiszen nem tudhatjuk, hogy az egyes szénforrdsokon mennyi a kritikus, mar derepressziot
okoz0 novekedési rata. Hasonloképpen, a killonb6zé fizikai és kémiai paraméterek (kémhatas,
hémérséklet, taptalaj-komponens koncentrécid) karbon katabolit represszidra gyakorolt hatasa
is kritikusan szemlélendd, hiszen ezen paraméterek is vegsé soron a ndvekedési ratara hatnak.
Az eléndvesztett, majd friss tapfolyadékba athelyezett micéliumok vizsgalata is dvatossagot
igényel, mivel fontos, hogy a szenforras felvételi rataja allando (6sszehasonlithatd) legyen a
kilénb6z6 tenyészetekben. Egyértelmiien kijelenthetjiik tehat, hogy a karbon katabolit
represszid mechanizmusanak tanulmanyozasara a kemosztat tipust folytonos tenyészetek
jelentik a legjobb, legbiztosabb modszert.

C) A laktoz permedz és a béta-galaktozidaz gének vizsgalata A. nidulans-ban

A lakt6z permeaz-béta galaktozidaz génklaszter azonositasa

Aminosav szekvenciajanak ismeretében viszonylag kénnyen meg lehet egy fehérjérél
allapitani, hogy a cukor transzporterek kozé tartozik-e, a ténylegesen transzportalt cukor
azonositasa azonban nehéz feladat. A laktdéz permeéz azonositasahoz el6szér az NCBI genom
adatbazisban végeztiink TBLASTN analizist. Ennek eredménye 11 db szekvencia lett, melyek
BLAST valészintisége 6e%* és 2™ kozé esett. Méas gombafajokbdl szarmazé feltételezett
szekvencidkkal egyetemben Neighbour Joining (NJ) alapu filogenetikai torzsfat készitettlink
bel6luk, mely tébb jol alatamasztott (bootstrap koefficiens > 75 %) csoportra (clade) oszlott.
Az egyik csoport a Kluyveromyces lactis és K. marxianus éleszték jol ismert lakt6z permeaz
szekvencidit is tartalmazta, ezért azt gondoltuk, ez a clade tartalmazza majd az A. nidulans
ortologot is. Mivel azonban négy A. nidulans szekvencia is ebbe a clade-be esett, lehetetlen
volt megmondani, hogy kozulik melyik (vagy melyikek) a ténylegesen laktozt transzportald
permeéz(ok). Masfajta stratégia kellett tehat a laktdéz permeéz azonositaséhoz.

K. lactis-ban a LAC12 l6kusz kozvetlenil a LAC4 lI6kusz mellett talalhato 5° iranyba.
A LAC4 egy GH2-csalddban (GH = glikozid hidrolaz) tartoz6 béta-galaktozidaz enzimet
kodold gén; a két gen kozos, kétiranya promoterrel rendelkezik. Feltételeztiik, hogy a két gen
ezen kapcsolata mego6rz6dott az evolucio soran, vagy legaldbbis fizikailag kézel maradtak
egymashoz. Megvizsgaltuk tehat, hogy talalhato-e valamelyik laktéz permeaz-jeldlt
kdzelében egy GH2 csaladba tartozd hidroldz. Egy ilyet talaltunk; a VI. kromoszoma 52.
kontigjanak 3” végén n lévé AN 3199.2 szekvenciatdl nem messze izolaltuk a AN3201.3 jeli
gént, mely ugyan az 53. kontigon volt, de ugyanazon a kromoszéman.

Mivel az Aspergillus az egyik legfiatalabb gombanemzetséeg, feltételeztiik, hogy a fenn
jellemzett szintenia mas, régebbi nemzetségekben is megérz6dott. Megvizsgaltuk tehat, hogy
az AN 3199.2 szekvencia ortoldgjai genombeli elhelyezkedésiik alapjan szinteniat mutatnak-e
valamely béta-galaktozidazzal mas gombéakban. Ezért tobb Aspergillus-faj, a Neurospora
crassa, a Magnaporthe grisea, a Botryoploidia fuckeliana, a Gibberella zeae, a Nectria
haematococca, a Mycosphaerella graminicola és a Trichoderma reesei adatbazisaban is
TBLASTN vizsgalatot végeztink az AN 3199.2 és az AN 3201.3-re vonatkozoOan. Az
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eredményeket a 8. dbra mutatja. A szintenikus klaszter megmaradt A. terreus-ban, A.
fumigatus-ban, N. crassa-ban, B. fuckeliana-ban, M. grisea-ban, N. haematococca-ban és M.
graminicola-ban. Mas gombafajokban méas volt a helyzet: a két gén ugyanazon a kontigon van
G. zeae-ban, de harom, ismeretlen funkcidju gén valasztja el 6ket, és ugyanabba az iranyba
irodnak at. A. clavatus-ban a két gént kilonbozo, Klaszterezédést kizard pozicioban talaltuk.
Végezetil, az A. niger, A. oryzae és T. reesei fajokban nem talaltunk homolog géneket; azok a
fehérjék, melyek valamilyen szintii hasonlésagot mégis mutattak, a fa eltéré klasztereiben
bukkantak fel. A M. graminicola esetéet leszamitva az ¢sszes fehérje, melynek a génje a GH2
glikozidaz génnel klaszterez6détt, ugyanazon csoportba kerilt, mint a 3199.2 gén.

o A fumigatus (AFUA_5G14540)

1
87 A. nidulans (AN3199.2)

A. terrens (ATEG 10244.1)
B. fuckeliana (BC1G _06896.1)

a7 N. haematococcada (87604)
N £ G. zeae (FGO3272.1)

V. crassa (NCUO00809)

99

1a0

M. grisea (MGG _05889)

— G. zeae (FG11367.1)

——— A. fumigatus (AFUA_6G01860)

) mol A4, nidulans (AN1577.2)

C. negformans (CNA00370)

a8 ——— A. pidulans (AN2814.3)
L A. fumigatus (AFUA 1G17310)

100 M. grisea (MGG 09728)

59

a3

. crassa (NCU00801)

A. nidulans (AN6831.2)
G. zeae (FG04676.1)
100 | M. graminicola (36158)
M. grisea (MGG _00085)
G. zeae (FG04537.1)
100 | K. Igctis (KLLAOB14861g)
100 | D. hansenii (DEHA0G26367g)

—
0.1

8. dbra. Lakt6z permeaz-béta galaktozidaz szintenia kiilénb6zé gombékban. A pirossal
hatarolt régio fajaiban 6rzédott meg a K. lactis-féle génklaszter.
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Végezetll azt vizsgaltuk meg, hogy az A. nidulans GH2-béta galaktoziddz, mely a
feltetelezett laktoz permeédz kdzelében talalhatd, ortologja-e a K. lactis Lac4p fehérjének. A.
nidulans-ban 4 db béta-galaktozidaz gén talalhatd, ebbdl kett6 GH2 csaladba tartozd fehérjét
kodol. Mind a ketté hasonlé a K. lactis Lacdp fehérjéhez. A kérdést ujfent bioinformatikai
maodszerekkel valaszoltuk meg: TBLASTN révén dsszegyijtottilk a hasonld szekvencidkat a
GenBank-bol, és NJ modszerrel az aminosavak alapjan filogenetikai térzsfat rajzoltunk (9.
abra). Mint lathatd, két clade-et kaptunk, melyek koziil az egyik alapagként tartalmazza a K.
lactis fehérjét. Ebben a clade-ben taldlhatdo a lacG nevi intracellularis béta-galaktozidaz
I6kusz, melyet még a ,,héskorban” azonositottak (Fantes és Roberts 1973), és amely azonos a
lacA kozelében 1évé GH2-hidrolazzal. Osszefoglaldan, ezek a bioinformatikai mddszerek erds
(bar indirekt) bizonyitékot jelentettek arra nézve, hogy a lacA-lacG lokusz jelenti A. nidulans-
ban a K. lactis permeaz-galaktozidaz megfelel6jét. A kovetkezokben mutatjuk be a kdzvetlen
bizonyitékokat.

N. crassa (NCU06462)

<|7 M. grisea (MGO05890.4)

G. zeae (FG03269.1)
A. nidulans LacG (AN3201.2)
100 100 A fumigatus (AFUA_5G14550)
100\ N, crassa (NCU07747)
G. zeae (FG07689.1)

E

K. lactis (KLLAOB14883g)

D. hansenii (DEHA0G26345¢g

100 N. crassa(NCU05956.1)
M. grisea(MGG_00583)
M. grisea(MGG_11289)

100 |—A. nidulans LacC (AN2463.2)
L .
100 A. oryzae (AO090012000389)

or — G. geae (FG00096.1)

on;-‘spomm (BADRg9519)
o0 Fusarium sp. IFO 7772 (BADE9516)

100

—
01

9. &bra. Gombak béta galaktozidaz fehérje szekvenciai alapjan rajzolt filogenetikai
torzsfa kilonb6zé gombakban. A pirossal hatérolt régio tartalmazza a K. lactis-féle
"alap’-fehérjét.
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10. dbra. Beta-galaktozidaz és laktdz permeaz elhelyezkedése kiilonb6zé gombak
genomjaban.

A LacA gén laktoz permeéazt kodold funkcidjanak bizonyitasa

A lacA gen kiltése és az igy kapott A. nidulans nullmutéans fenotipus elemzése volt a
legmegbizhatobb mddszer a kodolt fehérje funkcidjanak bizonyitasara. A lacA nullmutans
ndvekedése erésen, mintegy 50 %-al visszaesett laktozon a referencia térzshéz képest, mig
mas vizsgalt szénforrasokon (D-gliikoz, D-galaktdz, L-arabindz, D-xiloz, glicerol) valtozatlan
maradt. Megéllapitottuk tehat, hogy a LacA gén valoban egy laktdéz permedzt kodol, mely
meghatarozo szerepet jatszik a laktoz felvételében, de nem kizarolagosan végzi azt.

A laktoz permeaz kinetikai vizsgalata

Jelolt (**C) laktdzt tartalmazé taptalajon a deléciés A. nidulans mutans és a referencia
torzs 6sszehasonlitdsa hasonlo eredményeket hozott, mint a ndvekedés elemzése. A laktoz
felvétel kb. 40 %-ban maradt meg a mutansban. Feltételeztik tehat, hogy egy masodik laktdz
permeaz is van a gombaban, vagy legalabbis olyan fehérje (fehérjek), mely (melyek) képesek
laktdzt transzportalni.

Mivel méas cukrok és gombak esetében mar leirtdk, hogy magas és alacsony affinitasu
permeézok vesznek részt a transzportban, megvizsgaltuk a **C laktéz transzport koncentréacio-
fuggését, 2, 0,5 és 0,1 mM értékek mellett. A legalacsonyabb koncentracid esetén a laktoz
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felvétel kozel 70 %-al csokkent a nullmutansban a referencia torzshdz képest, jelezve, a LacA
gén egy magas affinitdst permeazt kodol (5. tablazat).

Végezetill megvizsgaltuk, més cukrok jelenléte befolyasolja-e a *C lakt6z felvételét.
Az eredmenyek azt mutattdk, hogy a D-glikdz szinte teljesen, az L-arabin6z és a D-galaktoz
gyengébben gatolta a laktdz felvételét A. nidulans-ban.

Torzs Lakt6z koncentracio Specifikus felvételi rata
(mM) (uM min™ mg™)
0,1 0,21
Vad tipus 0,5 0,29
2 0,34
0,1 0,07
ALapA mutéans 0,5 0,11
2 0,19

5. tdblazat. Vad tipusu és creA mutans A. nidulans laktdz felvételi rataja a laktdz
koncentracié fuggvényében.

A LacA és a LacG kifejezédésének vizsgalata

Mivel a k6zo6s, kétirdnyba miikédé promoter megléte nem volt evidens az A. nidulans
genomszekvencidinak elemzése soran, megvizsgaltuk, valoban koordinaltan fejezédik-e ki a
két gén. Mint a 11. 4bran lathato, ez volt a helyzet; a vizsgalt szénforrasokon a kifejezédések
minéségi és mennyiségi értelemben is megegyeztek.

R21

Gly Gle >al Ara GletGal GletLac Lac Lac

-

- we-

6 24 [h]

11. 4bra. lacA és a lacG gének kifejezédése vad tipusu A. nidulans-ban
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Mivel D-glik6zon nem tudtunk LacA vagy LacG transzkriptumot kimutatni, sé6t még a
laktdz hatasat is elnyomta, felmeriilt a karbon katabolit szabalyozas meglétének lehetésége. A
vizsgalatokhoz a mar ismert creA-mutans torzset hasznaltuk. Mint a 12. abra mutatja, ebben
a torzsben mind a lacA, mind a lacG kifejezédik D-gliikézon, ami bizonyitja, hogy a kdz6s
promoter CreA-fliggé karbon katabolit represszi6 alatt all.

creAld

Gly Glc (al Ara  GletGal GletLac Lac  Lac

facA

lacts

185 rRNA

5] 24 [h]

12. dbra. lacA és a lacG gének kifejezédése A. nidulans creA mutans térzsben

Osszefoglalas

Az eredetileg négy éves, végll 6t évig (2003 — 2007) futd palyazat a fonalas gombak
modell-szervezetében, az Aspergillus nidulans-ban célozta meg a lakt6z és a D-galakt6z
anyagcsere molekularis szintii megismerését. Ennek megfeleléen részletesen vizsgaltuk a
lakt6z permedz és a laktozt hasitd béta-galaktozidaz szabalyozasat. Els6ként szolgaltattunk
bizonyitékot a CreA-fliggd karbon katabolit represszio specifikus névekedési rata fliggésére.
Talén legérdekesebb eredményiink egy Uj D-galaktéz lebontési Gtvonal leirasa és jellemzése
volt.

Noha a palyazat cimében és az eredeti munkatervben nem szerepelt, kutatdsainkat a
cellulaz enzim termelése miatt fermentacios ipari jelentéségii Trichoderma reesei gombara is
Kiterjesztettik. Biokémiai és genetikai bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy T. reesei-ben a
reduktiv D-galakt6z lebontasi Utvonal donté szerepet jatszik a béta-galaktozidazt kodold gén,
a bgal indukcidjaban, mivel az induktor molekulat — a galaktitolt — ezen utvonal generalja.
Megallapitottuk tovabba, hogy a reduktiv Gtvonalnak a cellulaz gének indukcidjaban is donté
szerepe van. T. reesei-ben a Leloir utvonal elsé enzime, a béta-D-galaktozt alfa-D-galaktdzza
alakité mutarotaz hianyzik, és emiatt a szénvaz fluxusa a reduktiv Gtvonalra terelédik. Ennek
kdvetkeztében az Gtvonal karakterisztikus koztese, az L-szorb6z indukalni tudja a cellulaz
géneket.

A T. reesei-vel kapcsolatos kutatasokat jelen palydzat és a D 048617 szamu OTKA
Posztdoktori palyazat (2004-2007, témavezetd: Dr. Fekete Erzsébet) k6zosen finanszirozta,
a nagyobbik rész azonban a posztdoktori projektre esett. A két palyazat eddig 8 db megjelent,
és 2 db kozlésre benyujtott referalt nemzetkdzi kdzleményt eredményezett.
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