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BEVEZETES

A penicillin ipari eldallitasa Penicillium chrysogenummal torténik. Régota
ismert, hogy a bioszintézis szénforrds szabdlyozas alatt all. Kénnyen metabolizalhatd
szénforrasokon (gliikoz, fruktdz, galaktdz) a penicillin titer alacsony, mig nehezebben
metabolizalhaté szénforrason (laktdz) a titer magas. A gliikoz és mas konnyen
hasznosithato szénforrasok represszaljak a penicillin bioszintetikus gének expressziojat,
am laktézt hasznalva szénforrasként, ilyen represszié nem megfigyelheté meg. Eppen
ezért sokaig a penicillin termelés laktoz szénforrason tortént. Ma az optimalis titer
elérését szubrepresszald mennyiségl glilkéz adagolasaval oldjak meg. Mivel altalaban a
gombak jobban nének glikézon, mint laktdozon, ezek alapjan tgy tlnik, hogy
szuboptimalis ndvekedési koriilmények kedveznek a penicillin termelésnek (Brakhage,
A. A., 1998. Molecular regulation of B-lactam biosynthesis in filamentous fungi.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 62: 547-585). Noha Penicillium chrysogenumban a gliikoz
represszald hatdsara és a penicillin bioszintézis szabalyozasidban betdltott szerepére
vonatkozoélag elég sok ismeret all rendelkezésre, addig a laktéz hasznositasardl és annak
szabalyozasardl csak alig, pedig ennek megértése kozelebb vihetne nagyobb
termeldképességii torzsek eldallitasahoz €s tenyésztésiik optimalizalasdhoz.

A laktéz hasznositds vizsgalata abbol a szempontbol is érdekes, hogy a
Penicillium chrysogenum természetes korlilmények kozott a laktdézzal mint
szénforrassal gyakorlatilag nem ,talalkozhatott”, ellentétben sok baktériummal,
¢lesztdvel és fonalas gombaval, amelyek szamara potencialis szénforras, igy a laktoz
hasznositas mechanizmusdnak tanulmanyozasa alternativ hasznositasi ttra, szabalyozo
rendszerre vilagithat ra. A mechanizmusok sokféleségére, olykor fajon beliili tobb 1t
parhuzamos meglétére, és a szabalyozas bizonyos elemeinek szinte faj specifikus
voltara, mar eddig is szamos tanulmany ramutatott.

A laktdz hasznositas kulcslépése, a molekula hidrolizise gliikozra és galaktozra.
A reakcidt, a glikozid-hidrolazok kozé tartozo, [-galaktozidaz aktivitassal rendelkez6
enzimek katalizaljak, melyek megtaldlhatok az allatokban, a ndvényekben és a
mikroorganizmusokban is. A baktériumok, az élesztok és a fonalas gombak p-
galaktoziddza altalaban intracelluldris enzim, és a tapkozegben jelenlévd laktdzzal

indukalhat6, de szdmos fajban az enzim extracellularis.



Ismert tény, hogy a gliik6z és mas gyorsan hasznosulé cukrok gatoljak a B-galaktozidaz
szintézisét karbon represszidt eldidézve. Legalaposabban az Escherichia coliban
tanulmanyoztak az enzimet és az enzim termelddésének szabalyozasat.
Sokaig a karbon katabolit represszionak csak az Escherichia coliban megfigyelt cAMP-
fliggd mechanizmusa volt részleteiben ismert. A katabolit érzékeny enzimeknek, mint
példaul a P-galaktozidaznak, gliikoz jelenlétében mért alacsony aktivitasa és az
alacsony cAMP szint kozotti Osszefiiggés jol demonstralhatd. Késébb két cAMP-t61
fliggetlen katabolit represszid mechanizmus is ismertté valt baktériumokban, az egyik
Escherichia coliban, a masik Bacillus subtilisben (Saier, M. H. Jr. 1996. Cyclic AMP-
independent catabolite repression in bacteria. FEMS Microbiol. Lett. 138: 97-103.).
Elesztékben és méas gombakban az eddig vizsgiltak alapjan a gliikdz represszid
mechanizmusa teljesen eltérd a baktériumokétol. A gliikkoz represszidban nem vesz részt
kozvetleniil a cAMP, s amennyiben szerepe van, az lényegesen eltér a baktériumokban
megismerttél (Ronne, H. 1995. Glucose repression in fungi. TIG. 11: 12-17.).
Ismereteink azonban ezen a teriileten elég hianyosak. A katabolit represszio
mechanizmusaban a kulcsszerepet ,.cink-ujj” tipusu fehérjék jatsszak, mint példaul
¢élesztokben a MIG, Aspergillusban a CREA represszor fehérjék. Fonalas gombakban a
karbon represszid mechanizmusa az antibiotikum termeléssel kapcsolatban a leginkabb
ismert. A szénforrds bizonyitottan tSbb ponton is szabalyozza az antibiotikum
bioszintézist, ¢€s ugy tlnik, hogy a penicillin termelés karbon represszidjanak
mechanizmusa azonossdgot mutat a szénhidrat hasznositds mechanizmusaval
Penicillium chrysogenumban. A [-galaktozidaz szerepének ¢és szabalyozasanak
vizsgalata tovabbi tdmpontokkal szolgalhat a két mechanizmus kozotti 6sszefliggések
tisztazasahoz. [(-galaktozidaz aktivitassal rendelkezé enzimet/enzimeket mar szamos
gombabol tisztitottak és meghataroztak sajatsagaikat. Ezek a vizsgalatok azonban foként
extracellularis enzimekre iranyultak, melyek mas mikroorganizmusokban megtalalhatod
B-galaktozidazokkal Osszehasonlitva, magasabb hémérsékleten 1is stabilak és
alacsonyabb pH-n is jol mukddnek. Ezen kisérletek célja foként az volt, hogy az
enzimet az iparban (pl.: élelmiszeriparban), vagy glikokonjugatumok szintéziséhez
hasznaljak. Magat az enzimtermelést és a szabalyozodasat azonban csak néhany esetben
vizsgaltak.

Mivel Penicillium chrysogenumban még nem tanulmanyoztdk a laktéz

hasznositas mechanizmusat, ezért munkank soran ennek vizsgalatat tliztiik ki célul.



Elsosorban azokat a jelenségeket tanulmanyoztuk, amelyek a laktéznak, mint

szénforrasnak a felhasznalasaval kapcsolatosak, és azokra a kérdésekre igyekeztiink

valaszt adni, amelyek az eddig ismert mechanizmusok ismeretében felvetddnek,

megalapozva ezzel egy atfogdbb élettani, genetikai vizsgalatot. Ehhez, egy a

tanszékiinkon rendelkezésre allo, ipari termelésben hasznalt Penicillium chrysogenum

torzset hasznaltunk. Vizsgaltuk a [-galaktozidaz intracellularis termelddését,
indukalhat6sagat, karbon represszidjanak mechanizmusat. Kisérleteinkben a kiillénb6z6
szénforrasok hatasara bekovetkezd enzimaktivitds valtozast, valamint ezzel
parhuzamosan a kiilonb6z6 nukleotidok sejten beliili szintjét mértiik, kiillonds tekintettel

a cAMP-re. A B-galaktozidaz enzimatikus és genetikai jellemzésével egyiitt, probaltunk

Osszefiiggést keresni a kapott eredmények kozott és az eddig ismert mechanizmusokkal

Osszevetve a karbon represszido mechanizmusara kovetkeztetni.

Ennek alapjan a kovetkez6 vizsgalatokat tliztiik ki célul:

1. Hol torténik a laktéz hidrolizise, sejten belill vagy kiviil? A hidrolizisért felelds [3-
galaktoziddz intracellularis vagy extracellularis? Hogyan valtozik az aktivitas a
tenyésztés soran?

2. Kiilonb6zo szénforrasok, hogyan befolyasoljak a gomba ndvekedését? Mely
szénforrasokon tapasztalhatd [-galaktozidaz termelés? Indukalhaté-e az enzim
szintézise? Mennyire hatékony az enzim a lakt6z hasznositasa szempontjabol?

3. Hogyan befolyasolja a gliikéz és mas konnyen hasznosuld szénforrds az enzim
termelését? Mely szénforrdsok represszaljak a [-galaktozidaz aktivitast?
Megfigyelhet6-e az enzim szintézis derepresszidja?

4. Van-e Osszefiiggés a -galaktoziddz aktivitas és a sejten beliili cAMP szint kozott?
Lehet-e szerepe a cAMP-nek az enzim termelés szabdlyozdsdban? A
foszfodiészteraz inhibitor koffein milyen hatassal van a szénforrés szabalyozasra? A
cAMP homolog 6-N-2-O-dibutiril-ciklikus-AMP (dBcAMP) befolyasolja-e a -
galaktoziddz termelést?

5. Milyen enzimatikus sajatsagokkal rendelkezik a tisztitott enzim? Milyen
hasonlosagot mutat mas mikrobialis -galaktozidaz enzimekkel?

6. Hany [-galaktoziddz aktivitdssal rendelkezd enzimet kodold struktir gén
azonosithatd Penicillium chrysogenumban?

7. Milyen mas fehérjék vehetnek részt az enzimmiikddés szabalyozasdban?



ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleteinkhez az 1ipari penicillin termelésben felhasznalt Penicillium
chrysogenum NCAIM 00237 szamu torzs folyékony, razatott tenyészeteit hasznaltuk. A
B-galaktoziddz, hex6zaminidaz, a-gliikoziddz, B-gliikozidaz aktivitast, valamint a

tapkozeg gliikkdz tartalmat spektrofotometridsan hataroztuk meg. A tapkozeg laktdz

crer

crcr

intracellularis [(-galaktoziddz enzim tisztitdsdit ammonium-szulfatos kicsapassal,
ioncserélé kromatografiaval, affinitas kromatografiaval ¢€s kromatofokuszalassal
végeztiik. A tisztitasi 1épéseket, az enzim alegységeinek molekulatomegét €s a protedz
aktivitast SDS- és nativ poliakrilamid gélelektroforézissel kovettiik €s azonositottuk. Az
enzim nativ molekulatomegét Sephacryl S-300 gélszlird oszlopon hataroztuk meg. Az
N-termindlis aminosav szekvencidk meghatarozasahoz a fehérjéket ,,Semi-Dry System
(Single Transfer)” (Millipore Corporation) elektroblottoldé moddszerrel blottoltuk
polvinilidén-fluorid membranra. Az aminosav szekvencidk meghatarozasa Edman
degradacoval tortént. A munkank soran alkalmazott alapvetd molekularis biologiai
modszereket (kromoszémalis DNS izoladlas, agaréz gélelektroforézis, DNS
fragmentumok amplifikalasa polimerdz lancreakcioval, plazmid izoldlas E. colibol,
Southern hibridizacid) a J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis; 1989. Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (Second Edition), Cold Spring Harbor Laboratory Press
kézikonyvében talalhato protokollok alapjan végeztiikk. A PCR termék klonozasat ,,Zero
Blunt™ PCR Cloning Kit” (Invitrogen) haszndlataval végeztik. A DNS fragmentum
szekvenalasa ABI 373 automata szekvenatorral (Applied Biosystems) tortént. A
hibridizacié immunolégiai detektalasat ,,DIG Nucleic Acid Detection Kit” (Boehringer

Mannheim) alapjan végeztiik.



EREDMENYEK

Fizioldgiai vizsgalatok

o Kisérleteink azt mutattadk, hogy az altalunk vizsgalt Penicillium chrysogenum
torzsben a B-galaktozidaz aktivitas sejthez kotott. Jelentdsebb extracellularis aktivitast
csak a sejtlizis megindulasa utan tapasztaltunk. Az intracellularis [-galaktozidaz
aktivitas a novekedés 60-70 Oras szakaszaban érte el maximumat 2 % lakt6z szénforrast
tartalmazé komplex tapoldatban.

o A legjobb szénforrasnak a konnyen metabolizalodo gliikkoz, szacharoz és érdekes
modon a galaktéz bizonyult, mindharom esetben gyors ndvekedést tapasztaltunk. A
tenyészetek koriilbeliil a 48. orara elérték a legnagyobb biomassza tdmeget, ezutan a
novekedés megallt és a sejtek lizise is megindult. A glicerin, bar az eldbbi
szénforrasoknal lassabban metabolizalodott, szintén kielégité novekedést biztositott.
Szemben Aspergillus nidulans-szal és mas fajokkal, kisérleteinkben a laktéz nehezen
metabolizalhaté szénforrasnak bizonyult, amit a gyenge novekedés és a lassu laktdz
fogyas is mutatott. A laktéz szénforrason noétt tenyészetben magas kezdeti
ammoniatermelés volt megfigyelhetd, ami ebben az esetben azt mutatja, hogy a gomba
szamara a pepton konnyebben hozzaférhet6 energiaforras, mint a laktoz.

e  Penicillium chrysogenumban az altalunk vizsgalt szénforrasok koziil csak a laktdzon
nétt tenyészetekben volt magas a [-galaktozidaz aktivitas. Gliikéz, szachardz, galaktdz
és glicerin szénforrason nott Penicillium chrysogenum tenyészetekben gyakorlatilag
nem lehetett B-galaktozidaz aktivitast detektilni az exponencidlis novekedési fazisban.
A megvizsgalt szénforrasok koziil csak a lakt6éz indukalta az enzimszintézist, a tobbi,
koztilk a galaktéz, nem. Ez ellentétes azzal, amit mas fonalas gombakban (pl.:
Aspergillus nidulansban, Neurospora crassaban) és élesztokben tapasztaltak, ahol a
laktoz és a galaktoz is indukalta az enzimszintézist.

e Ha gliikozt, galaktozt, szacharozt vagy glicerint adtunk laktézon nétt tenyészethez,
az enzimszint lecsokkent, s mindaddig alacsony maradt mig ezek a szénforrasok el nem
fogytak. A galaktéz tehat nemcsak nem indukalta, de a gliikkdzhoz, szachardzhoz és
glicerinhez hasonloan, még represszalta is a [-galaktozidaz bioszintézist. A gliikoz
represszald hatdsa, hasonléan a penicillin bioszintézis represszidjdhoz, koncentracio

fiiggo a B-galaktozidaz termelés szabalyozasaban.



e Gliikéz szénforrason, komplex tapoldatban ndtt tenyészetben tapasztalt 6sszefliggés
a glikoz elfogyasa, a novekedés ledllasa és az alacsony [-galaktoziddz aktivitas
megjelenése kozott arra enged kovetkeztetni, hogy Penicillium chrysogenumban az
enzimnek egy indukcid nélkiili, derepresszalt szintézise is megtalalhato. A derepresszid
mértéke alacsony, de szignifikans volt.

e FEredményeink azt mutattdk, hogy a laktézon nétt sejtekben viszonylag magas a
cAMP szint, mig gliikdzon noétt sejtekben alacsony. Glicerinen nétt tenyészetben nem
volt detektalhatdé mennyiségii cAMP jelen, am szachar6zon, a lakt6zhoz hasonldan jol
detektalhatdo cAMP szintet mértiink. Mivel a gliikozhoz hasonldan erdsen represszalta a
B-galaktoziddz szintézist és fokozta a ndvekedést, feltételezhetd, hogy Penicillium
chrysogenumban sincs, hasonléan mas fonalas gombdkhoz, kdzvetlen Osszefiiggés a
cAMP szint és a karbon represszio illetve szénéhezés kozott.

A koffein hatasat vizsgald kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a cAMP nem
befolyasolta kdzvetleniil a -galaktozidaz szintézist. Elfogadva, hogy a koffein {6 hatasa
a cAMP szint megemelése, a cAMP-nek nincs szerepe a 3-galaktoziddz szintézis karbon
represszidjaban, viszont erdsen gatolta a gliikkoz fogyast, ami feltehetdleg a gliikkoz
felvétel gatlasanak tulajdonithato.

A dBcAMP-vel végzett kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy ez a cAMP analoég nem
volt hatassal sem a novekedésre, sem a 3-galaktoziddz aktivitasra.

e Ezek az eredmények, 6sszevetve a penicillin bioszintézis szénforras szabalyozasarol
eddig rendelkezésre allo ismeretekkel, megerdsitik azt a feltételezést, mely szerint a
szénhidrat hasznositds és a penicillin bioszintézis szénforras szabalyozasa hasonlo

mechanizmus révén valdsulhat meg.

Enzimoldgiai vizsalatok

e Munkank soran Penicillium chrysogenumbdl szarmazo, intracellularis -
galaktozidaz aktivitassal rendelkezd enzimet tisztitottunk és jellemeztiink. A tisztitas
eredményeként 66-szoros tisztulast és 8 % kitermelést sikeriilt elérni. Az enzim széles
pH optimumot mutatott a pH=4-5 kozotti tartoményban, ahol maximalis aktivitdsanak
tobb mint 95 %-4t megdrizte. A B-galaktozidaz aktivitds hdmérséklet optimuma 27 és
37 °C kozé esett. Izolektromos pontja pH=4,6 volt. Az enzim kinetikai paraméterei

szintetikus szubsztratjara (ONPG) nézve K,=1,81 mM, V=40 nkat/mg, laktdzra



vonatkozolag K, =27,02 mM, Vi =9,2 nkat/mg adoédott. Az enzim K, értékei nagy
azonossagot mutatnak Aspergillus nidulansban ¢és Aspergillus oryzaeban mért
értékekkel. Az enzim szubsztratspecificitasat vizsgalva azt kaptuk, hogy hidrolizalta az
ONPG-t, a PNP-GIcNAc-ot és a laktozt, am a tobbi vizsgalt szubsztratot nem.

e A szubsztratspecificitasi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a tisztitott enzim
hex6zaminidaz aktivitassal is rendelkezett. Osszehasonlitva enzimatikus sajatsagait a
szintén  Penicilium  chrysogenumbol  tisztitott = N-acetil-B-D-hex6zaminidazzal
(Pusztehelyi, T. 1997. Oregedd Penicillium chrysogenum tenyészetek élettani
vizsgédlata. Ph.D. értekezés. Kossuth Lajos Tudomanyegyetem, Debrecen), a
kovetkezoket kaptuk. A kinetikai paraméterek alapjan a [-galaktoziddz nem
rendelkezett olyan nagy hexdézaminiddz aktivitassal, mint az N-acetil-B-D-
hex6zaminidaz, de a B-galaktozidaz aktivitashoz képest, ez igen jelentOs volt. Lényeges
kiilonbség, hogy a tisztitott N-acetil-B-D-hex6zaminidaz nem hidrolizalta sem a laktozt,
sem a [-galaktozidazok legjobb szintetikus szubsztratjat, az ONPG-t. Emellett jelent6s
volt az eltérés a két enzim homérséklet optimumaban is. A B-galaktozidaz egy elég nagy
méretll, tetramer fehérje, az N-acetil-B-D-hexdzaminidaz dimer szerkezetli Penicillium
chrysogenumban. Lényeges hasonlosag, hogy a két enzim alegységeinek
molekulatomegei (gyakorlatilag) megegyeztek. Az alegységek N-terminalis aminosav
sorrendjét meghatarozva €s Osszehasonlitva, azt kaptuk, hogy a [-galaktozidaz N-
termindlis szekvencidja megegyezik az N-acetil-f-D-hexdzaminidaz szignal szekvenciat
koveté 99-113 aminosav szekvencidjaval, ami kozvetleniil egy KR (Liz-Arg) hasito
hely utan kovetkezik (Diez, B.; Barredo, J. L. 1998. The beta-N-acetylhexosaminidase
encoding gene from Penicillium chrysogenum. Adva. Antibioticos 59-61.).

o Penicillium chrysogenum esetében a [-galaktozidazzal két madsik, nehezen
elvalaszthato fehérje tisztult egyiitt. Meghatarozva ennek a két fehérjének az N-
terminalis aminosav szekvencijat, azt kaptuk, hogy a 83 kDa méretli fehérje aminosav
szekvencidja egy  Aspergillus  fumigatusbol szarmazd  dipeptidil  peptidaz
szignalszekvenciat kovetd szekvencidjaval mutatott nagy homologiat (Beauvais, A.;
Monod, M.; Svab, J.; Kobayashi, H.; Diauqin, M.; Hovanessian, A. G.; Latge, J. P.
1997. Biochemical and antigenic characterization of a new dipeptidyl-peptidase isolated
from Aspergillus fumigatus. J. Biol. Chem. 272(10): 6238-6244.). A masik, 78 kDa
méretll, egyiitt tisztulé fehérje proteaz aktivitassal rendelkezett, melyhez Ca®" jelenléte

volt sziikséges, de N-terminalis aminosav szekvencidja nem mutatott jelentOs



homolégiat mas ismert szekvencidval. Ezek a fehérjék, feltételezéseink szerint, az

enzim poszttranszlacios érésében mitkddhetnek kozre.

Genetikai vizsgalatok

o A Penicillium chrysogenum [-galaktoziddz ¢és N-acetil-B-D-hex6zaminidaz
genetikai vizsgalatainak eredményeként, a [-galaktozidaz aktivitassal rendelkez6
fehérje N-termindlis aminosav sorrendje alapjan tervezett jeldlt oligonukleotiddal
végzett hibridizacids kisérlet soran egyetlen hibridizalo fragmentumot talaltunk az
emésztett genomialis DNS-ben. Ez a 45 bazis hossztsagu oligonukleotid az N-acetil-3-
D-hex6zaminidaz gén 5° végének 1618-1662-ig tarté bazissorendjével is megegyezik.
Tekintve, hogy a hibridizacié soran csak egyetlent szignalt kaptunk és az altalunk
tervezett primerekkel amplifikalt 689 bp hosszsaga DNS fragmentum szekvenciaja,
mely a hibridizal6do szakaszt is magédban foglalta, 100 %-ig megegyezett az N-acetil-3-
D-hex6zaminidaz gén 1618-2306 kozotti szakaszanak bazissorrendjével, feltételezheto,
hogy Penicillium chrysogenumban a [B-galaktozidaz és az N-acetil-B-D-hexdzaminidaz
enzimek alegységeit egyetlen, k6zos gén kodolja.

o A Penicillium chrysogenum [-galaktoziddz ¢és N-acetil-B-D-hex6zaminidaz
lehetséges kozos génjének, meghatarozott aminosav szekvencidjanak, és az enzimek
néhany sajatsdganak egyezése, illetve a tisztitott [-galaktoziddz hexdzaminidaz
aktivitdsa alapjan feltételezziik, hogy az ipari, penicillin termeld térzsben a laktdz
bontasat egy egyéb aktivitassal/aktivitasokkal is rendelkezd, a laktozt viszonylag
rosszul bontd glikohidrolaz végzi. Ez is magyarazhatja, hogy a laktéz nehezen
metabolizalhatd szénforras, és mas fajoktol eltéré szabalyozast mutat. A fehérje

érése/aktivalasa poszttranszlacios proteolizissel torténhet.
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