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BEVEZETES, PROBLEMAFELVETES

Minden ¢l6lény igyekszik anyagcseréjét a lehetd leghatékonyabban
miuikddtetni. Ehhez alapvetd feltétel a gazdasdgossag: csak azok a lebonto
enzimek szintetizalodnak, melyekre de facto sziikség van, és csak olyan
mennyiségben, hogy fedezzék a felépitd folyamatok aktudlis energia- ¢és
redukalderd igényét. Az adott koriilmények kozott sziikségtelen enzimek nem
jonnek 1étre, vagy ha mégis, az szelekcids hatranyt jelent a sejtre nézve.

A szénvaz lebontdsanak szabalyozasakor a legfontosabb szempont az
1d6egység alatt felszabadithato nettd energia mennyisége: a sejt a leggyorsabban
hasznosuld szénforrast fogja felvenni ¢és oxidalni, mikdzben a lassabban
hasznosuldk lebontasdhoz sziikséges enzimek képzddeése gatlodik. A jelenséget
karbon katabolit szabdlyozasnak (represszionak) nevezziik; szigoruan
transzkripcids szintli folyamat. Tipikusan (de nem kizarolag) a gliikdzzal lehet
kivaltani.

A fonalas gombdk cred génje egy olyan cink-ujj fehérjét kddol, mely
szamos gliikoz 4altal represszalhaté gén promoteréhez képes specifikusan
de késobb sikertilt életképes nullmutanst eléallitani (Shroff és mtsai 1997).

A szénvaz lebontds szabalyozdsan tal a glilkoz szdmos bioszintetikus,
koztik gazdasagilag jelentds metabolitok (antibiotikumok, aminosavak,
nukleotidok, enzimek) képzddéséért felelés gén transzkripcidjat is gatolja.
Néhany esetben a fermentacids technologia fejlédésével (limitadlt mennyiségii
glikoéz adagoldsaval) a hatas kivédhetévé valt, de sokszor (pl. cellulaz,
hemicellulaz enzimek elballitasa) tovabbra i1s a lassan hasznosulo
(derepresszalo) szénforras idiofazisbeli alkalmazasa az egyetlen megoldas.

Nagytlizemi Iéptékben jelenleg a laktdoz a legelterjedtebben hasznalt
derepresszald szénforrds. A laktoz (1,4-O-B-D-galaktopiranozil-D-gliikoz) a

sajtgyartas melléktermékeként évi 300 ezer tonna mennyiségben keletkezik,



tehat megjuld szénforrasnak tekinthetd. A fenti mennyis€ég csupan 15 %-at
hasznositja a fermentacios ipar (Roelfsema és mtsai 1990).

A lakt6z lebontas elsd 1€pése a gliikozza és galaktozza torténd hidrolizis,
ami vagy az extracellularis p-galaktoziddz vagy a laktéz permeaz és az
intracellularis  B-galaktozidaz 0Osszehangolt miikodésének eredményeként
torténik. A gliikoz egyrészt a pentdz foszfat aton, masrészt a glikolizist taplalva
hasznosul. A galaktéz az eukariotakban a LeLoir-titvonalon, végeredményben

gliikozza (gliik6z-6-foszfat) epimerizalodva hasznosul.

ﬁ-galaktoziddz extracellularis tér
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1. abra Eukariotak laktoz hasznositasanak vazlata

hexokinag
gliikokindz

Noha a laktoz ipari felhasznalasa (penicillin fermentacio) tobb mint 50
éves, a fonalas gombdk laktdoz anyagcseréjét ¢és annak szabdlyozasat
szisztematikusan eddig egyetlen non-profit munkacsoport sem tanulmanyozta.
Munkank sordn ezt a hidnyt igyekeztiink potolni. Kisérleteinket az Aspergillus

nidulans (teleomorf: Emericella nidulans) gombaval végeztiik, melyet évtizedek



Ota az Ascomycetes-ek, sOt sok esetben az eukariota €lolények

modellszervezetének tekintenek (Arst és Penalva 2003).

ANYAGOK ES MODSZEREK

Torzsfenntartas: A beszerzett torzseket a markereket is tartalmaz6 AMM
(Pontecorvo ¢és mtsai 1953) taptalajra oltottuk le. A kindtt tenyészeteket
glicerolos oldatban taroltuk -80 °C-on. A mélyfagyasztott térzseket atoltds utdn
ferditett agaron, sporaztatd taptalajon tartottuk fenn (Fekete és mtsai 2002). A
novekedés 37 °C-on tortént, a ferdéket ezutan parafilmmel lezarva +4 °C-on

taroltuk. A munkank soran hasznalt torzseket az 1. tablazat tartalmazza.

I. tablazat A kisérleti munkahoz hasznalt torzsek

Torzs jele Torzs fenotipusa Igény Konidium | Forrés
illetve (a laktéz metabolizmus | (auxotrofia) szine
genotipusa szempontjabol)
(a laktoz
metabolizmus
szempontjabol)
R21 Vad torzs PABA Sarga Roberts
(1967)
A60 Galaktokindz ¢s a Gal- Biotin Fehér Roberts
galAl 1-P-uridililtranszferaz (1963)
nem indukalhato
A61 Galakt6z-1-P-uridilil- Biotin Fehér Roberts
galD5 transzferaz hidny (1963)
A214 Galaktokindz hiany Biotin Fehér Roberts
galE9 (1963)
A466 PABA
galD5 Galakt6z-1-P-uridilil- | Riboflavin
transzferaz hidny Aneurin Sarga Kaéfer
Piridoxin (1977)
Lizin
A500 Szorbitol hasznositas Biotin Zold Kafer
shA3 hidnya Metionin (1977)
Nikotinsav




G092 Fruktokinaz hidny Piridoxin Sarga Roberts
frAl (1963)
G094 Arabitol hasznositas Biotin Fehér Roberts
araAl hidnya (1963)

- CreA nullmutéans PABA Sarga Shroff
CreAA4 Arginin ¢s mtsai
(1997)

- creA gén csokkent Biotin Zold Arst és

CreA‘30 aktivitasu mtsai
(1990)

EFES1 A466 x A214 kettds PABA Fehér Fekete
galD5, galE9 | mutans (G-1-P-UT-4z) | Riboflavin ¢€s mtsai
¢s galaktokinaz hiany) Aneurin (2002)

Piridoxin
Lizin

EFES2 R21 x A214 PABA Sarga Fekete
galE9 kettds mutans ¢s mtsai
(galaktokindz hidny) (2004)

EFES3 A214 x G092 Piridoxin Sarga Fekete
frAl, galE9 kettds mutans ¢s mtsai
(galaktokinaz és (2004)

fruktokinaz hiany)
EFES4 EFES2 x G094 Biotin Fehér Fekete
araAl, galE9 kettos mutans és mtsai
(galaktokindz és arabitol (2004)
hasznositds hidnya)

Az ,,A” jelli torzsek a Fungal Genetics Stock Center (University of
Kansas Medical Center, USA) gyljteményébdl, a ,,G”jelli térzsek a University
of Glasgow gylijteményébdl érkeztek. Az ,,EFES” (Erzsébet Fekete, Erzsébet
Sandor) név az altalunk eléallitott mutans térzseket jelzi.

Tenyésztési koriilmények: A mutansok analizise és a kettés mutansok
létrehozasa soran agarral szilarditott AMM taptalajt haszndltunk. A rézatott

lombikos kisérletek, a szakaszos, a raadagolasos és a folytonos fermentaciok

AMM2 taptalajon torténtek (Fekete és mtsai 2002). A siillyesztett kultirakat 500
ml-es Erlenmeyer-lombikokban illetve 2 I-es laboratoriumi livegfermentorban
kisérletekhez mosott sejtes tenyészeteket

tartottuk fenn. Az indukcios

hasznaltunk, soran  a konidiospordkat a laktoz és galaktoz
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anyagcsere szempontjabol ,,semleges” (nem indukald, nem represszalod; Seiboth
¢s mtsai 2002) glicerolt tartalmazé AMM?2 taptalajra oltottuk, majd a kindtt
micéliumot friss tdpfolyadékot tartalmazéd lombikokba mostuk at.

Analitikai modszerek: A ndvekedést a tenyészet egységnyi térfogatra
vonatkoztatott szarazanyag tartalmanak gyarapodasara vezettiik vissza. A

szénhidratok (cukrok, poliolok) minoségi és mennvyiségi meghatarozasat HPLC-

analizissel végeztiik, a cslcsokat torésmutatd detektorral érzékeltik. Az

intracellularis metabolit-koncentracidkat a 2,43 ml intracellularis hifatérfogat / g

szdraz tomeg alapjan szamoltuk (Slayman ¢és Tatum 1964). Az NMR
mérésekhez  egy QNP-fejjel  (‘H/PN/PCP'P)  felszerelt  spektrométert
hasznaltunk. Amikor a >C NMR spektrumot alacsony mintakoncentracié mellett
vettiik fol, a DEPT135 technikét alkalmaztuk, melynek sordn csak a protonalt

szénatomokat mértiik. A szorboz optikai forgatoképességének meghatarozasat

polariméterrel, a natrium D-vonalan végeztik. Az A. nidulans laktoz
felvételének vizsgalatahoz [D-gliikoz-1-'*C] laktézt hasznaltunk, a mintakat

folyadék szcintillacios spektrométerrel mértiik. A protedz Osszaktivitds

meghatdrozasdhoz Rudolph ¢és mtsai (1949) modszerét alkalmaztuk. Az
intracellularis enzimaktivitds meghatarozasanak elsd 1épését, a sejtfeltarast X-
press kesziilékkel végeztiik. A szétroncsolt micéliumot lecentrifugéltuk,

dializaltuk, és a feliilaszot hasznaltuk enzimforrasként. A [(3-galaktozidaz

aktivitdst az o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid hidrolizal6o képesség meértékekeént

értelmeztiik. A poliol (L-arabitol, galaktitol, D-szorbitol) dehidrogendz aktivitds

meghatarozasakor az adott szubsztratumon, adott koenzim mellett mérhetd
reakciosebességet ,rate-assay” eljarassal kovettik nyomon. A galaktitol

dehidrogenaz reakcid végtermékének vizsgalatakor a koenzim regeneracioja

végett L-laktat dehidrogenazt és piruvatot is adtunk az elegyhez. A reakcio
lejatszodasa utan a lecentrifugalt feliiluszobol a végterméket NMR ¢s HPLC

analizissel azonositottuk, majd a reakciét forditott irdnyba (redukcid: hexoz +



NADH) is lejatszodtattuk. A hexokindz aktivitds meghatarozasat HPLC-

analizissel végeztiikk, a szubsztrdtumot ATP ¢&s enzimforras jelenlétében

inkubdlva. Az aldéz reduktdz aktivitds meghatarozasat L-arabinoz és D-xil6z

szubsztratumok alkalmazisa mellett, ,rate-assay” eljardssal végeztiik, mely

crer

crer

modositott Lowry-féle mddszerrel (Peterson 1983) hataroztuk meg.

Kettés mutansok eldallitasa: A torzsek keresztezéséhez és az utddok
elkiilonitéséhez Pontecorvo és mtsai (1953) klasszikus mddszerét alkalmaztuk.
Az EFES1 az A214 és A466, az EFES3 az A214 ¢és G092, az EFES4 pedig az
EFES2 ¢és G094 torzsek keresztezésébol szarmazik. Az EFES4 megalkotdsdhoz
elébb egy ,,technikai” mutans (EFES2) Iétrehozésa volt szlikséges, mely az R21
¢s A214 keresztezésbol jott 1étre.

Reprodukalhatosag: Az Osszes szamszerii adat 3-8 fliggetlen kisérlet
atlagaként sziiletett. Minden kisérlet-sorozaton beliil standard eltéréseket (SD)
szamoltunk. Ezek értékei a novekedés meghatirozasakor is alulmultak az
atlagok 14 %-at, az enzimaktivitdsok mérésénél 7-10 % kozott mozogtak, mig a

kromatografias és izotopos méréseknél 5 % alatt maradtak.

EREDMENYEK
I. Uj eljaras a galaktokinaz aktivitas meghatarozasara
Munkank egyik jelentés eredménye egy HPLC-s meghatarozason alapulo,

5 %-os hiban beliil ismételheté modszer kidolgozasa volt. Elvi alapja a

D-galaktoz + ATP — D-galaktoz-1-P + ADP

reakcid termékeként keletkezd galaktdz-1-foszfat mennyiségi meghatarozasa,

melyet HPLC-vel, 25 mM H,SO, eluens, Merck Polyspher OA KC
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oszlop, 30 °C kolonna-hdmérséklet €s 0,5 ml/perc aramlasi sebesség mellett,

torésmutatd detektorral érzékeliink (Fekete €s mtsai 2002).

I1. Laktoz hasznositas A. nidulans-ban

A vad tipusu 4. nidulans viszonylag jol n6tt laktézon. Nitrogén forrasként
ammonium-foszfatot tartalmazé taptalajon (AMM?2) a 15 g/l koncentracioban
adott laktéz kb. 70 6ra alatt fogyott el. A teljes €letciklus befutasdig kb. 3 napra
volt a torzsnek sziiksége. Az A. nidulans tehéat hasznositani tudja a laktozt.

Extracellularis vagy sejtfalhoz kotott [-galaktozidaz aktivitast a
novekedés egyetlen fazisdban sem tudtunk kimutatni, ellenben az intracelluléris
aktivitds csaknem a teljes fejlodési ciklus alatt jelen volt. Ezt aldtdmasztando in
silico vizsgalatot végeztiink, melynek soran a Kluyveromyces lactis €lesztének
az Entrez-adatbazisbol (www.ncbi.nlm.nih.gov) letoltott [-galaktozidaz
szekvencigjaval a N. crassa egyik nyilvanos adatbdzisaban (www-
genome.wi.mit.edu) BLAST keresést végeztiink, és a legjobban hasonlitd két
szekvenciat kivalasztottuk. A kettds szlirdn atesett szekvencidkat a Cereon
nidulans p-galaktozidaz szekvenciat taldltunk, melyeket nem-fajspecifikus
Entrez-BLAST soran ellendriztiink. Az egyik 1309 bp hosszusagl szekvencia
gyakorlatilag azonos a K. lactis — N. crassa [-galaktoziddzzal (e-106), mig a
masik valamivel kisebb hasonlésagot mutat ezekhez, 1554 bp hosszu, és
prokaridtdk (Thermotoga neapolitana, Caldicellulosiruptor lactoaceticus,
Arthrobacter sp.) -galaktozidaz génjével erdteljesen homolog (e-112; e-141; e-
130). Intronok nincsennek benniik. A nyilvantartott fonalas gomba
szignalszekvencidk egyike sem taldlhatdé meg benniik, ami megerdsiti, az A.

nidulans valdban csak intracellularis B-galaktozidaz aktivitassal rendelkezik.



I11. Az Aspergillus nidulans B-galaktozidaz aktivitasanak képzodése

Az ¢lettani vizsgalatok igazoltak, hogy az 4. nidulans gliikkozon illetve
glicerolon nem mutat -galaktozidaz aktivitast, laktozon és galaktézon azonban
a novekedés minden fazisdban jelen van. Az aktivitas idofliggése parhuzamos a
novekedéssel és a laktozfelvétellel, a szénforras elfogyasa utan pedig az enzim
képzddése megsziinik. Megegyez6 eredmények sziilettek pH-szabalyzott (pH =
6,5) és nem szabdlyzott koriilmények kozott, amikor a kémhatas a névekedési
fazis végére pH = 3,5-ig esett vissza. A laktdzon ndtt micélium B-galaktozidaz
aktivitasat tovabb lehetett novelni D-galaktoz rdadagoldssal, ami azt mutatta, az
enzim képzddése laktozon nem éri el a maximalis szintet. Gliikoz hozzdaddsara
a laktozon ndétt tenyészetekben a [3-galaktoziddz aktivitds szintje csokkenni
kezdett, és par oran beliil az aktivitas mérhetdsége teljesen megsziint. Ezzel
parhuzamosan a laktoz felvétele is leallt a gliikkoz elfogyasaig. Ezt kdvetden a
laktoz felvétel és a -galaktozidaz aktivitds Gjra megjelent. A gliikkdz jelenléte
tehat az aktivitas gyors eltinését eredményezte, ami a fehérje gyors lebomlésat
¢és rovid féléletidejét jelzi.

A B-galaktozidaz aktivitds hianya glilkozon ¢és glicerolon, valamint
jelenléte laktozon és galaktozon azt sugallta, hogy az enzim bioszintézise karbon
szabalyozéas alatt 4all. Nyitott kérdés maradt, hogy a hatds az induktor
felvételének gatlasan (inhibicion), vagy pedig karbon katabolit represszion (a 3-
galaktozidaz transzkripcidjanak gatlasan) alapul.

A karbon katabolit represszidért felelds cred gén feltételezett szerepének
tanulmanyozésa céljabol a creAd-hidnyos A. nidulans térzset hasznalva a gliikoz
rdadagolds nem befolyéasolta a laktozfelvételt, és a [-galaktoziddz aktivités
szintje 1s valtozatlan maradt, jelezve, hogy nem a laktozfelvétel folyamata
gatolt, hanem a lakt6z permedz képzddését represszalja a glikdz. A nullmutans
esetében a 2-deoxi-D-gliikkéz sem csokkentette a laktdz felvételi ratat, ami

megerdsitette a cred gén szerepét a laktdz felvétel szabalyozasaban.
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Annak eldontésére, hogy a B-galaktozidaz aktivitds szintje 6nmagaban is
CreA-fiiggd karbon katabolit represszio alatt all-e, a CreAA4 mutansban a [3-
galaktozidaz aktivitas szintjének alakuldsat vizsgaltuk meg gliikkéz, illetve
glicerol jelenlétében. A sejtek a laktozon mérhetd érték 18 %-at kitevd
aktivitassal rendelkeztek, jelezve, hogy bar a [B-galaktoziddz szint egy része
valdban CreA-fiiggd represszio alatt all, az aktivitds nagyobb hdnyada indukcid
utjan alakul ki. Gliikoz €s a laktoznal hatékonyabb induktor D-galaktéz egyidejii
jelenlétében a glilkoz nem gatolta a galaktoz felvételét, viszont kb. 30 %-al
csOkkentette a (-galaktoziddz aktivitds szintjét, jelezve, hogy a gliikkéznak az
indukci6 folyamatara is van részleges hatdsa. Ez a gatld6 hatds a CreA-n
keresztiil érvényesiil.

A micélium laktoz felvételét '*C jelolt laktozt tartalmazd taptalajon
tovabb tanulmanyozva megéllapitottuk, hogy a 2-deoxi-D-gliik6z téptalajhoz
adasa a felvételt kb. 3 ora alatt allitja le, ami megfelel egy rovid féléletideji
fehérjére kifejtett transzkripcids hatasnak. A [(-galaktoziddz D-galaktoz altali
indukci0jat azonban a gliilk6z nem befolyasolta.

Eredményeink szerint a gliilkdz hatasa legalabb harom szinten jelentkezik,
¢s ezek mindegyike CreA-fiiggd folyamat: (a) a konstitutiv -galaktozidaz
aktivitas képzddésének gatlasa; (b) az indukcio részleges gatlasa, mivel a CreA-
negativ hattér a vad tipushoz képest masfélszeres aktivitdsokat eredményezett;
(c) a laktozfelvétel gatlasa.

A CreA-fiiggd karbon katabolit represszi6 tobbszintli részvétele a
szabalyozasban nem ismeretlen jelenség - ilyen pl. az alcA gén (alkohol
dehidrogenaz) szabdlyozasa 4. nidulans-ban €s a xilanaz bioszintézise A. niger-
ben. A CreA-nak az inducert felvevd fehérjével (ez esetben a lakt6z permeézzal)
vald kolcsonhatasat azonban eddig sehol nem irtdk le. A Kluyveromyces
marxianus ¢€lesztOben a laktdéz felvételt a gliikoz gatolja, de nem tudjuk, ez

karbon katabolit represszid eredménye-e.
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Néhany mas fonalas gomba (A4. niger, Penicillium canescens) esetében a
B-galaktozidaz képzddését indukalni lehet L-arabindzzal és mas hemicelluléz
monomerekkel. Kisérleteink szerint A. nidulans esetében is ez a helyzet, mivel
az L-arabin6z ¢és a D-xil6z egyarant indukalja a B-galaktozidaz képzddését. A
fonalas gombékban természetes koriilmények kozott nem fordul elé D-arabinoz,
igy nem meglepd, hogy ez az izomer hatéstalannak bizonyult. Erdekes modon az
L-arabin6z még a D-galakt6zndl is hatékonyabb inducernek bizonyult. Mind a
D-galaktéz, mind az L-arabindéz altal kivaltott [-galaktoziddz indukcio
szignifikdnsan magasabb értékeket eredményezett a cred-hidnyos mutans
torzsben. Az L-arabindz és D-xiloz altal kivaltott indukcid pontos okat nem
tudjuk, de feltehetden kapcsolatba hozhato a szerkezeti hasonlosaguk mellett (11.
abra) a természetes poliszacharidokban torténd eléforduldsukkal, ami az
alapvetden szaprofita gombak egyik {6 taplaléka.

D-gliikéz D-galaktéz D-fukoz L-arabinoz D-xiloz D-fruktéz D-tagatoz galaktitol L-szorbéz szorbitol 2-dezoxi

glitkoz
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Yo Yo Yo 0 o [ / { 4 { H‘=o
on lon  lom oH loH FoO =0 o |0 |ou uim
wol  wol wod mol HOl HOl HO{4 HO{ HO|{ HO{ HO
oH HO{ HO{  HO- OH |oH HO4  HO- loH  [OoH $OH
OH lOH  |OH lOH |OH  [OH HO- LOH |-oH
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II. abra A kisérletekben felhasznalt szénhidratok szerkezete

A két leghatékonyabb inducer (D-galaktoz és L-arabin6z) egyiittes hatasat
vizsgalva kideriilt, ha a D-galaktézt szuboptimalis koncentracidban
alkalmazzuk, akkor az igy kialakult, maximalisnal kisebb aktivitas
megnovelhetd L-arabindzzal, és forditva is ez a helyzet. A maximalis indukcids
értékek azonban nem voltak fokozhatok a masik monoszacharid altal.

Ahhoz, hogy azonositani tudjuk a D-galaktdéz anyagcsere [-galaktozidaz
képzédeéshez sziikséges szakaszat, galaktokindz, valamint galaktoz-1-foszfat
uridililtranszferdaz hidnyos mutansokat tanulmanyoztunk. A galaktokinaz
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hidnymutans hasonld V., értékli aktivitast mutatott, az indukcidhoz sziikséges
K., érték viszont Iényegesen alacsonyabb volt. A vad tipusu torzsben D-fuko6z
(nem metabolizdldédd D-galakt6z analdg) hatdsara a D-galaktéoz kivaltotta
értekkel megegyezd [-galaktozidaz aktivitas alakult ki, jelezve, a D-galakt6z
onmagaban elég az indukcid kialakitdsdhoz, a LeLoir-ttvonal koztesei nem
sziikségesek.

A galaktoz-1-foszfat uridililtranszferaz hianyos mutdns fenotipus-
vizsgéalata azonban véaratlan eredményt hozott. A torzs konstitutiv -
galaktozidaz aktivitast mutatott gliikkdzon és glicerolon is. Ertéke kb. kétszerese
volt a cre4-hidnyos mutans torzsének. A [-galaktozidaz aktivitds D-galaktozzal
egyaltalan nem, L-arabin6zzal azonban teljes mértékben indukalhaténak
bizonyult. Az aktivitasi értékek — noha a tenyésztés folyaman gliikk6z és glicerol
végig jelen voltak — a tenyészet novekedési sebességével forditottan valtoztak, a
legmagasabb enzimszint a stacioner fazisban alakult ki.

A jelenség elvileg kétféleképpen magyarazhato. Egyrészt lehetséges, hogy
a felhalmoz6do, és mas eukariotakban (koztiik az emberben is) toxikus galaktoz-
1-foszfat fejt ki egyfajta feed-back gatlast a sajat keletkezésében szerepet jatszo
enzimekre, de ugyanilyen joggal feltételezhetd a galaktoz-1-foszfat-uridilil
transzferdz enzim szabdlyzé szerepe is. Ahhoz, hogy a két lehetdség koziil
donteni tudjunk, olyan mutdnsra volt sziikségilink, mely nem képes a galaktdz-1-
foszfat szintézisére, de nem rendelkezik galakt6z-1-foszfat-uridilil transzferaz
aktivitassal sem. Kereszteztiik tehat az A. nidulans galE (A214) és a galD
(A466) mutans torzseket. A kettés mutans kétféle fenotipust mutathatott, vagy
az egyik, vagy a madsik sziildi torzshoz hasonlatosan. Amennyiben a f3-
galaktozidaz aktivitas szabalyozéasa a galaktokinaz mutanshoz hasonld (vagyis
indukalhat6 lesz D-galaktozzal, glicerolon pedig nem lesz aktivitas), akkor a
galaktoz-1-foszfat okozta az indukalhatosadg elvesztését, ha viszont a kettds

mutans nem lesz indukélhaté D-galakt6zzal, de konstitutiv aktivitdst mutat

12



glicerolon, akkor a galaktoz-1-foszfat-uridilil transzferdz enzimnek van
szabalyzd szerepe. Tobb fliggetlen kettds mutanst is izolaltunk, ezek
egybehangzd eredményei a galaktoz-1-foszfat uridilil transzferdz szabalyozé
szerepét igazoltak.

Hasonl6 (bar nem teljesen megegyezd) jelenséget irtak le a K. lactis
esetében (Cardinali és mtsai 1997), igy az indukcid valoszinlileg rokon
mechanizmusok szerint jatszodik le. Elesztdkben a galaktéz indukcid a
galaktoznak a Gal3p (galaktokinaz) proteinhez kotddésével kezdddik. A
galaktoz-Gal3p komplex kolcsonhatdsba 1¢ép a Gal80p proteinnel, ¢és
megakadalyozza, hogy az gatolni tudja a Galdp transzkripcids aktivatort. K.
lactis-ban a galaktokinaz aktivitds hidnya nem gatolja a Gal3p-t abban, hogy a
B-galaktozidaz indukciot eldsegitse, vagyis a katalitikus funkcid elvesztése nem
jelenti automatikusan a szabalyzo6 szerep megsziinését is.

Feltételezve, hogy az A. nidulans galaktokinaz mutans tovabbra is képes a
(katalitikusan 1inaktiv) fehérje eldallitasara, az ¢lesztékre leirt indukcios
mechanizmus vélhetden erre a fajra is alkalmazhato. Ettol fiiggetleniil a
galaktdz-1-foszfat  uridililtranszferdz —mutansban észlelt konstitutiv = [3-
galaktozidaz aktivitds mas magyarazatot igényel. K. lactis-ban a jelenséget a D-
galaktoz intracellularis felszaporodasanak tudtak be, ezzel szemben az A.
nidulans-ban a konstitutiv érték nem fokozhatd D-galaktdzzal. Tovabbi eltérés,
hogy K. lactis-ban csupan a stacioner fazisban jelent meg a [-galaktozidaz
aktivitas, szemben az A. nidulans-sal. Emiatt ugy tlinik, A. nidulans-ban a
galaktoz-1-foszfat uridililtranszferaz részleges represszorként miikodik, és a D-
galaktdz csupan ezt a hatast ellensulyozza.

Az indukcié mechanizmusatol fliggetleniil az a tény, hogy a galaktoz-1-
foszfat uridilil-transzferaz mutans [(3-galaktoziddz aktivitasa teljes mértékben
indukdlhaté L-arabindzzal azt jelzi, hogy a D-galakt6z €s az L-arabin6z hatdsa

két eltérd utvonalon jelentkezik, melyek koziil az L-arabin6z¢é nem gatolt a fenti
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mutansban. Mivel viszont az egyik monoszacharid sem képes a masik altal
kifejtett maximalis indukcids értéket tovabb fokozni, vagy ugyanazt a
transzkripcids aktivatort stimuldljak, vagy a két transzkripcids aktivator
olyannyira atfedi egymast, hogy egyszerre csak az egyik képes kotddni a DNS-
hez. Mindez azt mutatja, az 4. nidulans B-galaktozidaz aktivitas indukcidjanak

molekularis mechanizmusai eltéroek a K. lactis esetében leirtaktol.

IV. Reduktiv D-galaktoz lebontas A. nidulans-ban

Az elmult egy esztendd fontos eredménye volt egy U D-galaktoz
lebontasi utvonal felfedezése és részleges jellemzése. Eukariotakban, koztiik A.
nidulans-ban a szakirodalom szerint a galaktokindz gén delécidja lehetetlenné
teszi a D-galaktozon valdo novekedést (Roberts 1970), a mi galaktokinaz
mutansaink viszont (noha tobb, fliggetlen forrasbdl szereztiikk be dket) mégis
viszonylag jol novekedtek galaktozon siillyesztett tenyészetben, és a teljes
¢letciklusukat teljesitettek szilard taptalajon. A ndvekedeésre valo képtelenséget
eredményez0, illetve az altalunk alkalmazott tenyészkoriilmények kozott a
nitrogénforras mindségében volt kiillonbség: a koradbbi szerzék nitratot, mi
viszont nitrogénforrasként ammonium-foszfatot hasznaltunk. A taptalaj
kémhatdsa mindkét esetben ugyanakkora (pH=6,5) volt, és a foszfat
kisérletes uton.

A nitrat és az ammoOnium 1onok asszimilacioja kozott €élettani szempontbol
az a f6 kiilonbség, hogy a nitrat redukci6 NADPH-igényes, mig az ammonia
beépitése nem. Feltételeztiik tehat, hogy a sejtek szabad NADPH-4llomanya van
dont6é hatassal a novekedésre, ehhez viszont azt kellett feltételezniink, hogy a
galaktdz lebontasa foszforilezés hidnyaban egy NADPH-fiiggd folyamat révén
megy végbe, s mivel ebben az esetben a szén- és a nitrogénforras asszimilacioja
NADPH-igényes, ez meghaladja a sejt lehetdségeit.

A galaktoztol és a laktoztol eltérd szénforrasok (glikoz, fruktdz,
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acetat, glicerol) alkalmazasakor a nitrogénforras mindsége nem befolyasolta a
galaktokinaz mutansok novekedését. Laboratoriumi fermentorban, D-galakt6zon
¢s ammonium ionokon ndvesztve a vad és a galaktokinaz hidnyos A. nidulans
mutans torzseket azt talaltuk, hogy mig a vad tipus tipikus hozamkonstans-
profilt mutat (gyors felfutas, viszonylag hosszl platd, majd a tenyésztés végén
gyors visszaes€s), addig a mutans hozamkonstansa a felfutds utan idében
folyamatos csokkenéssel jellemezhetd. Ez tankonyvi példaja az atmeneti, késobb
felhasznalddo intracellularis metabolit-felhalmozddasnak. A feltart A. nidulans
micélium sejtmentes kivonatdnak HPLC-s elemzése galaktitol (dulcitol)
jelenlétét mutatta ki, melyet NMR-es vizsgalat is megerdsitett. A galaktokindz
hidnyos mutansban a galaktitol maximdalis mennyisége elérte a 450 mM
koncentraciot, ami nincs messze a vizben valo oldékonysagéanak felsé hataratol.
Az ozmotikusan aktiv galaktitol hatasa miatt a sejtfalak jellegzetesen
megvastagodtak, gocsortossé valtak. Frdekes modon a vad tipusban is talaltunk
kb. 40 mM galaktitolt, ami ugyan nem okozott abnormalis novekedési és
morfologiai sajatsdgokat, de jelezte: az alternativ (reduktiv) galaktéz lebontési
utvonal nem kényszerpalya, hanem a vad tipusban is jelen van (Fekete és mtsai
2004).

Megallapitottuk, hogy a D-galaktoz = galaktitol atalakitast egy NADPH-
fliggd aldoz reduktaz katalizalja, mely pent6z szubsztratumokon (D-xiloz, L-
arabindz) adja a legnagyobb aktivitdst. A galaktitol dehidrogénezése ezzel
szemben NAD'-fiiggd folyamat. A galaktitol hasznositas képessége mind a vad,
mind a galaktokinaz hidnyos mutdnsban egyforma volt, jelezve, a galaktokindz
nem résztvevdje a galaktitol anyagcserének. Ezzel szemben egy L-arabitol
dehidrogenazban mutans A. nidulans torzs (araAl) képtelen volt a galaktitol
hasznositasara konidium, illetve micélium formaban, sét a galaktdz redukcioja
soran keletkezd intracellularis galaktitolt sem tudta metabolizalni. Ez az

eredmény genetikai bizonyitékat adta annak, hogy a galaktitol oxidaciét az L-
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arabitol dehidrogendz enzim végzi. Azt, hogy a reduktiv D-galaktdz lebontas
kizarélag a galaktitol - L-arabitol dehidrogendz utvonalon &t torténik, egy
galaktokinaz / L-arabitol dehidrogendz kettds mutans (EFES4) Iétrehozéasaval és
vizsgalataval bizonyitottuk: a fenti mutans ugyanis nem volt képes D-galaktdzon
noni.

A galaktitol oxidacio termékének megallapitasdhoz 0jbol sejtmentes
kivonatokat elemeztiink. A galaktézon vagy galaktitolon ndtt tenyészetekben,
sOt dializalt sejtmentes kivonatot in vitro enzimforrasként hasznalva egyarant L-
szorbdz nevil ketohex6z halmozddott fel, amit ezuttal is két fiiggetlen analitikai
modszerrel (HPLC és NMR) bizonyitottunk. Ez azt jelenti, hogy az oxidaciot
végzd enzim kétfunkcios; dehidrogénezésre és epimerizaciora is képes. A
visszafel¢é mend reakcid (redukcio: hex6z + NADH) vizsgéalatakor az L-
szorbdzbol galaktitol keletkezett, viszont az L-arabitol dehidrogendz hianyos
mutans esetében a reakcid in vitro egyik irdnyba sem jatszddott le, igazolva,
hogy valoban ez a lokusz (illetdleg a terméke) felelds a galaktitol oxidaciojaért.
NADPH-t hasznalva redukal6 agensként az utobbi reakcid nem jatszodott le. A
galaktitolon novesztett vad tipusi és galaktokindz hianyos A. nidulans
micéliumban az L-szorb6z kis mennyiségben (20-60 uM) fel is halmozddott.

Megvizsgaltuk  melyik  enzim lehet felelds az  L-szorbdz
tovabbalakitasdért. Az A. nidulans harom hex6z kindzzal rendelkezik:
glilkkokindz, galaktokindz, hexokindz (fruktokinidz). Az elsé kettd erdsen
szubsztratspecifikus, mig a harmadik széles spektrumt (Puri és mtsai 1988). A
hexokindz illetve az altalunk eldallitott hexokinaz / galaktokinaz kettés mutans
(EFES3) sem galaktitolon, sem L-szorbdzon nem tudott ndvekedni, emellett az
EFES3 mutdns nem né D-galaktozon sem. Mindezek genetikai bizonyitékat

adjak, hogy az L-szorbozt a hexokinaz foszforilezi.
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IIl.abra. Az L-szorboz foszforilezésének HPLC-kromatogramjai A.
nidulans-ban. A ATP ¢s L-szorbdz. B sejtmentes kivonat. C A hexokinaz
reakcido L-szorbdz szubsztratummal, az A. nidulans galE mutans dializalt,
sejtmentes kivonatat haszndlva. D Az L-szorb6z-6-foszfat tartalmi elegy
alkalikus foszfatazzal vald kezelése O h iddpillanatban. E Az L-szorbdz-6-
foszfat tartalmu elegy alkalikus foszfatazzal valo kezelése, 3 h iddpillanatban. F
A hexokindz reakcid L-szorboz szubsztratummal, az A. nidulans frAl mutans
dializalt, sejtmentes kivonatat haszndlva 6 h utdn. AU: arbitrarius egység
(Arbitrary Unit)
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Az irodalom (Elorza és Arst 1971) szerint az L-szorb6z lebontasa a D-szorbitol
- D-fruktoz utvonalon megy végbe. Ezzel szemben mi in vitro bizonyitékot
szereztiink arra, hogy a hexokindz enzimnek szubsztrdtuma L-szorboz. A
foszforilezést egy HPLC-alapti modszerrel kovettiik nyomon; a vad tipusban,
tovabba a galaktokindz és az L-arabitol dehidrogendz hidnyos mutansokban is

ATP-fiiggd moédon ment végbe (III. abra). Kivételt a hexokinaz aktivitdst nem

mutaté torzs jelentett, melynek

D-GALARTOZ sejtmentes  kivonata nem tudta
NADPH o

/' foszforilezni az L-szorbozt.

Aldéz reduktaz

\—' NADP

Lehetséges, hogy az L-szorboz-6-

foszfat izomerizaldédik  fruktdz-6-
GALARIITOL foszfatta, de a két  utvonal
NAD* .
waaz  parhuzamosan is muikodhet  (IV.
L-arabitol deludrogenaz
abra)
NADH
, e Osszefoglalva munkank masodik
L-SZORBOZ
ot AR fRAL 1észét, genetikai  és  biokémiai
SO AN 40 bizonyitékokat szereztiink egy
I \
I W alternativ  (reduktiv)  D-galaktoz
A\ X
D-FRUKTOZ L-SZORBOZ-6-FOSZFAT  lebontdsi  Utvonal meglétérél A.
-
-~ . ,
e nidulans-ban, melynek soran a D-
D-FRUKTOZ-6-FOSZFAT , L o
] ] ] galaktoz eldszor galaktitolla
IV. abra. A reduktiv D-galaktoz lebon- .
tasi utvonal(ak) vazlata A. nidulans- redukalodik, majd  L-szorbozza

ban. oxidalodik. A folyamatban az L-

arabitol dehidrogendz ¢és a hexokinaz enzimek esszencidlis szerepet jatszanak.
Egyenldre nehéz megitélni, mennyire elterjedt ez a lebontési ut az éldvilagban.
Az eddig azonositott enzimek mindenesetre altalanosan elterjedtek, az utvonal
pedig az A. nidulans-t6l rendszertanilag viszonylag tavol all6 7. reesei-ben is

kimutathat6 volt (Seiboth és mtsai 2004).
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TEZISEK

A munkénk soran sziiletett (j tudomanyos eredmények alapjan az alabbi
téziseket fogalmazzuk meg:

1. Az Aspergillus nidulans laktoz felvétele CreA-fiiggd gliikoz represszid
alatt all.

2. Az Aspergillus nidulans p-galaktozidaz aktivitadsanak képzddése CreA-
fiiggd, tobblépcsds gliikoz represszio alatt all.

3. Az Aspergillus nidulans B-galaktozidaz aktivitdsanak képzdédését a D-
galaktdz €s az L-arabin6z nem azonos mechanizmus révén indukalja.

4. Az Aspergillus nidulans rendelkezik egy galaktokindz-fiiggetlen D-
galaktéz lebontasi tutvonallal. Az ttvonal elemei koziil koztesként
azonositottuk a galaktitolt és az L-szorbozt, illetve enzimként az L-
arabitol dehidrogenazt és a hexokinazt.

5. Az Aspergillus nidulans a hexokinaz aktivitas révén in vitro foszforilezni
tudja az L-szorbozt, tovabba szénforrasként hasznositva novekedni is tud
rajta.

6. Egy uj, ioncserés HPLC-elvalasztis révén 5 %-os hiban beliil

meghatdrozhatd a galaktokindz aktivitds mértéke. A modszer alapja a
galaktoz + ATP - galaktoz-1-foszfat + ADP reakcid soran képz6do
galaktdz-1-foszfat mennyiségi meghatarozdsa. A modszert Aspergillus
nidulans és Trichoderma reesei fonalas gombak esetében probaltuk ki.
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