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BEVEZETES

Tanszékiinkén a megalakulas ota folynak kutataisok a fermentacios ipar
szempontjabol jelentés mikrobiolégiai problémak tudomanyos igényd magyarazatara. A
szamos lehet6ség kozil végul a fonalas gombak élettani, biokémiai és genetikai
tanulmanyozasa nemesedett tanszéki kutatasi programma.

Az Aspergillus nidulans-t (teleomort: Emericella nidulans) egy szisztematikus keresés
eredményeként ,,tették meg” a témlésgombak (Ascomycota) modellszervezetének a XX.
szazad negyvenes éveiben. Ennek tobb oka volt: (a) a faj minimal taptalajon, vagyis
egyetlen szerves szénforrason, nitrogénforrason, néhany egyszeri son és nyomelemen is
képes teljes életciklusat befutni, (b) szinte minden szén- illetve nitrogénforrast képes
asszimilalni, lehetévé téve az anyagcsere teljes vertikumanak vizsgalatat, (c) életciklusanak
donté részében haploid, azonban stabil diploid allapot is kialakithato, (d) nagy
mennyiségben képez vegetativ, egymagvu konidiosporakat, s mivel ezek eltér6 szintek
lehetnek, a kilonboz6 genotipusu térzsek szabad szemmel is elvalaszthatok, (e) konnyen
képez aszkosporakat tartalmazé kleisztotéciumokat is (ivaros szaporodas), ami a kettSs
mutansok kialakitasat konnyiti meg. A fentiek miatt vilagszerte rengeteg kutatocsoport
vizsgalja az A. nidulans-t, aminek természetes kovetkezménye lett az 6ridsi szamd mutans
(Clutterbuck 1997), plazmid- és génkonstrukcid, melyek a ,,community”-hez tartozo
laborok kozott szivességi alapon keringenek. Tovabbi kutatasi és technikai lehet6séget
jelent az A. nidulans genom teljes szekvenciajanak ismerete (8 kromoszéma, 31 Mb).

Munkacsoportunk, mely korabban nagy termeléképességt, imperfekt Penicillinm és
Acremoninm chrysogenum torzsekkel foglalkozott, 2000-ben kezdte el az A. nidulans kutatasat.
Ennek alapveté oka a fenti B-laktam termelSk és az A. nidulans anyagcseréje kozott
hasonlésag volt (Arst és Penalva 2003). Ugy gondoltuk, az ipari mikrobiolégia fontos
kérdéseinek A. nidulans-on torténd vizsgalata jobb, alaposabb magyarazatokat eredményez
majd, mintha a kevésbé ismert biologiaju termel6i torzsekkel tennénk ugyanezt.

Ezen megkozelités elsé eredményeit tartalmazza ez a dolgozat, melyben a laktoz és
galakt6z anyagcesere altalunk feltart tulajdonsagait és szabalyozasat részletezziik. Ahogy az
a tudomanyban lenni szokott, az eredmények szamos 0j kérdést is felvetnek; ennek
ellenére ugy érezzik, sikerilt néhanyat megismerniink egy régi, de maig jelentSs

fermentacios ipari szénforras, a laktéz lebontasanak ,,titkai” kozal.



IRODALMI ATTEKINTES

Karbon katabolit represszié gombakban

Minden él6lény igyekszik anyageseréjét a lehet6 leghatékonyabban mukdédtetni.
Ehhez alapvet6 feltétel a gazdasagossag: csak azok a lebont6é enzimek szintetizalédnak,
melyekre de facto szikség van, és csak olyan mennyiségben, hogy fedezzék a felépitd
folyamatok aktualis energia- és redukalderd igényét. Azon enzimek, melyek adott
korilmények kozott szikségtelenek, nem jonnek létre, vagy ha mégis, az szelekcios
hatranyt jelent a sejtre nézve.

A szénvaz lebontasanak szabalyozasakor a legfontosabb szempont az id6egység
alatt felszabadithaté nett6 energia mennyisége: a sejt a leggyorsabban hasznosuld
szénforrast fogja felvenni és oxidalni, a lassabban hasznosulok lebontiasahoz szikséges
enzimek szintézise pedig gatlodik. A jelenséget karbon katabolikus szabalyozasnak
(represszionak) nevezzik; szigortan transzkripcids szintl folyamat. Jellemz&en (de nem
kizarolag) a glitkozzal lehet kivaltani (a ,,katabolikus™ jelz6 azon id6k maradvanya, amikor
a jelenségért a glikoz , katabolit”-jait, bomlastermékeit tartottak felelésnek).

Glikéz szénforras jelenlétében tehat azok a gének, melyek mas szénforrasok
lebontasahoz sziikséges enzimeket kédolnak, gatolva vannak. A mechanizmus meglétét
nagyszamu mikrébaban sikertlt kimutatni. BEukaridtak kozul a Saccharomyces cerevisie-ben
tanulmanyoztak behatéan (Gancedo 1998, Trumbly 1992). A fonalas gombak karbon
katabolit repressziojarél azonban viszonylag kevés ismeret all rendelkezésre, noha pl. a
Trichoderma és Aspergillus torzsek szamos olyan iparilag jelentés enzimet, rekombinans
proteint és metabolitot allitanak el6, melyek bioszintézise glikéz represszié alatt van
(Davies 1991, Kubicek 1992, Suominen és Rainikainen 1993). A Tanszékiinkén korabban
részletesen vizsgalt Acremonium chrysogenum és Penicillium chrysogenum torzsek cephalosporin
C illetve penicillin bioszintézisének néhany (de nem Osszes) 1épése ugyancsak karbon
represszio alatt all (Martin-Zanca és Martin 1983, Kozma és mtsai 1993).

Elesztében a glikkdz repressziét a Miglp nevl Zn-ujj fehérje kozvetiti, mely a
TUPIlp és az SSNOp fehérjékkel kapcsolodva a represszalhaté gének promoterének
specifikus régidjahoz kétédik. Bzt a represszor komplexet az suf7 gén altal kédolt protein
kinaz inaktivalhatja (Celenza és Catlson 1986), derepresszalva ezzel olyan géneket, mint a

SUC2 (invertaz) és GAL (galaktéz lebontas; Johnston 1987). A Miglp-hez hasonld



aminosav-sorrendd Mig2p Zn-ujj fehérje szintén képes inaktivalni a SUC2 gén
kifejez6dését, am egyéb karbon represszié altal szabalyzott génre nem hat, és az Snflp
kinaz sem szabalyozza (Lutfiyya és Johnston 1996).

A fonalas gombak karbon katabolit represszidjat a cre gén kozvetiti. Jelenlétét
kimutattak tobbek kozott az A. nidulans-ban (Dowzer és Kelly 1991), az A. niger-ben
(Drysdale és mtsai 1993, Ruijter és mtsai 1997), a 1. reesei-ben (Strauss és mtsai 1995,
Ilmen és mtsai 1996), a T. harzianum-ban (Takashima és mtsai 1996) és a novénypatogén
Cochliobolus carbonum-ban (Tonukari és mtsai 2003) is. Nem ismertink olyan fonalas
gombardl sz6l6 kézleményt, amely a creA-homoldg bidnydrdl tudodsitana. A creA egy olyan
Cyso-Hyso-tipust Zn-ujj fehérjét kédol, mely szamos glikédz altal represszalhatd gén
promoteréhez képes specifikusan kétédni, meggatolva atirédasukat. Ezen gének tavolrél
sem teljes listajat mutatja az I. tablazat.

GEN / KODOLT ENZIM  MIKROORGANIZMUS HIVATKOZAS
LOKUSZ

xynl xilanaz Trichoderma reesei Mach és mtsai
(1990)
pmB prolin transzporter Aspergillus nidulans Cubero és

Scazzocchio (1994)

aleA alkohol dehidrogenaz Aspergillus nidulans Kulmburg és mtsai
(1993)
bacl1 B-xilozidaz Talaromyces emersonii Reen (2003)
lacl p-difenol oxidaz Pleurotus sajor-caju (ehetd) Soden és Dobson
(lignin anyagcsere) (2003)
sorB3 Nagy affinitasu glikoz Aspergillus nidulans MacCabe és mtsai
transzporter 16kusza (2003)
abf! o-L-arabinofuranozidaz Penicillinm purpurogenun Carvallo és mtsai
(2003)
cdh cellobiéz dehidrogenaz Trametes versicolor Stapleton és

Dobson (2003)

otaA ornitin transzaminaz Aspergillus nidulans Dzikowska és
mtsai (2003)

I. tablazat. Miik6d6 CreA-kotShellyel rendelkezé gének, illetve 16kuszok



A CreA fehérje kotédéséhez a 5-SYGGGG-3', vagy a 5-SYGGRG-3'
szekvenciakra van sziikség (S=C vagy G, Y=C vagy T és R=A vagy G), ugyanazokra,
mint a MigG1p és Mig2p kotédéséhez (Vautard és mtsai 1999). Ennek szép példaja, hogy
a T. reesei cellobiohidrolaz 1 gén promoterének egy fenti szekvenciat tartalmazé régidja
riporter génként a S. cerevisiae-ben is képes volt glikéz repressziot kozvetiteni (Carraro és
mtsai 1998). A creA teljes delécidjat eredetileg halalosnak gondoltak (Dowzer és Kelly
1991), szemben az éleszt6k migl génjének elvesztésével. Késébb kiderilt (ugyanazon
munkacsoport joévoltabdl), hogy a korabbi megfigyelés csupan a nem preciz delécionak
volt készonhetd (1,5 kb-nyi 3’ szekvenciat is kivagtak, amikor a creAd-t a rboB génre
cserélték), és a cre nullmutans, ugyan extrém fenotipus mellett, de életképes (Shroff és
mtsat 1997).

A. nidulans-ban a creA gén transzkripciéjanak mértéke a legtébb szénforrason
allando, glikéz hozzaadasara azonban Otszorésére  emelkedik. A transzkriptum
autoregulacié alatt 4ll, glikézon az indukalt szint hamarosan visszaesik, ujbol
derepresszalé szénforrason (pl. arabindz; Strauss és mtsai 1995) azonban valtozatlan
marad. Hasonlé mechanizmust mutattak ki T. reesei~ben is (Ilmen és mtsai 1996). A creB
mutans viszont, mely glikézon is derepresszalt alkohol dehidrogenaz génnel rendelkezik
(Hynes és Kelly 1977), képtelen glikéz hatasira megemelni a ceA gén kifejez6désének
szintjét (Strauss és mtsai 1999). Ez arra utal, hogy a ceB gén szerepet jatszik a glikoz
szignal creA génhez val6 tovabbitasaban.

A creAd gén transzkripcids szabalyzasan kivil a CreA fehérje is regulalhato,
részben a C-terminalis specifikus végének mas fehérjékkel val6é direkt kolesonhatasa
(Strauss és mtsai 1999), részben a fehérje foszforilezése révén. Ez utébbi folyamat
élesztékben sziikségtelen a Miglp fehérje kétédéséhez (Ostling és mtsai 1996).

Rendkivil keveset tudunk azokrél a "korai" szignalokrdl, melyek a karbon
katabolit szabalyozast kivaltjak fonalas gombakban. A glikéz megjelenését kévetd elsé
lépésekben ugyanis tobb fontos kilonbség is adddik az éleszté és fonalas gombak kozott:
* fonalas gombakban a cukortranszport nem kapcsolédik hexédz foszforilezéséhez

(Brown és Romano 1969, Desai és Modi 1974).
* fonalas gombakban a glikéz transzporterek szama lényegesen kevesebb, mint

¢lesztékben. A. nidulans-ban egyet (Romano és Kornberg 1968), A. niger-ben (Torres
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és mtsai 1996) és Newurospora crassa-ban (Allen és mtsai 1989, Schneider és Wiley 1971)
pedig kett6t irtak le, mig élesztékben 15-20-at (Maiera és mtsai 2002).

*  Glikoz tavollétében N. crassa-ban a két hexoz transzporter fehérje derepresszalva van
(Schneider és Wiley 1971), mig élesztékben az Osszes hexdz transzporter fehérjét
kédold gén represszalt (Ozcan és Johnston 1995).

» Az A nidulans hexo/glikokindz hidnyos mutinsai nem karbon katabolit
derepresszaltak (Ruijter és mtsai 1996), mig élesztékben ezen enzimek génjeinek

roncsolasa karbon katabolit derepressziot eredményez (Rose és mtsai 1991).

Lathat6 tehat, hogy az élesztékre leirt karbon katabolit szabalyozasi mechanizmus
fonalas gombakra val6 automatikus alkalmazasa mar jelenlegi ismereteink szintjén is
megkérddjelezhets. Ehhez tovabbi adalék, hogy a kiilénb6z6 genusokba tartozé fonalas
gombak ¢reA-homoldgjai képesek funkcionalisan komplementalni egymast, a g7 hianyos
¢lesztbket azonban nem (Vautard és mtsai 1999).

Az elsé karbon katabolit derepresszalt A. nidulans mutanst tébb, mint 30 éve
izolaltak, amit szamos tovabbi kovetett (Arst és Cove 1973, Bailey és Arst 1975, Hynes és
Kelly 1977, Arst és mtsai 1990, Shroff és mtsai 1996). Az alkalmazott stratégia 1ényege a
kovetkez6: egyes szubsztratumok (L-prolin, acetamid) egyarant lehetnek szén-és nitrogén
forrasok is, emiatt a lebontasukhoz sziikséges enzimek szintézise karbon és nitrogén
represszi6 alatt all. Ha barmelyik represszié aldl a gén mentesil, megtorténik az
expresszio. A nitrogén katabolit repressziot az aktivator areA gén terméke kozvetiti, amely
tehat ellentétes elven mukodik, mint a represszor CreA — a lassan hasznosuld
nitrogénforrasok (pl. nitrat) asszimilacidjahoz mikodéképes AreA fehérje sziikséges. Egy
are] mutans torzs csak ammonium ionok jelenlétében tud a legtébb szénforrason (koztiik
glikézon is) néni, a fenti “kettds” szubsztratumokon viszont vad tipusként viselkedik. Ha
ellenben L-prolin vagy acetamid mellé glikézt is adunk, a novekedés leall. A creAd gén
mutacioit ezért ugy definialtak és szelektaltak, mint az ared mutans allélek szupresszorait
glikéz + L-prolin (pl. ¢reA7 mutans), vagy glikéz + acetamid (pl. reA204, creA218,
creA220, creA221, creA225 mutansok) taptalajokon. Olyan mutacidkat kerestek, melyek
lehet6vé tették a novekedést glikoz jelenlétében is. Fenotipusosan ezek szamos (de nem
feltétlentil az Osszes) karbon represszalhaté gén derepresszidjaban, valamint “extrém”

morfologiaban jelentkeztek. Ez utébbi gyenge konidium képzést, a szabad micéliumok
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hifacsomoékhoz  viszonyitott aranyanak névekedését, sotét “‘testecskék”  (tartalék
tapanyagok, melyek “alapanyagait” a vad tipusu sejt nem vette volna fel) hifikban vald
megjelenését jelenti.

A molekularis jellemzés harom A. nidulans creA-mutans csoportot killénitett el: (a)
a DNS-kotShelyen belil értelmetlen nukleotid sorrenddel rendelkez8k, (b) csonka CreA
polipeptidet produkalok, (c) nullmutansok. Az elsék csoport tagjai nem tudnak stabilan
kotédni a célpromoterek szekvenciaihoz, a masodik esetben (mutanstdl fligeben) a fehérje
egyes alapvet6 részei nem {réodnak at, mig a nullmutinsokban a creA-t teljes egészében

mas génre cserélték.

Pentozok anyagcseréje gombakban

A fonalas gombak jellemz&en szaprofita él6lények, igy nem meglepd, hogy szamos
torzsik hatékony termel6je a poliszacharidokat hidrolizalé enzimeknek. A poliszacharid
hidrolazok egyik tipusat alkotjak a hemicellulolitikus enzimek, melyek a névényekben nagy
mennyiségben el6forduld hemicellulézok hidrolitikus hasitasat képesek katalizalni. A
hemicellul6z kifejezés a novényi sejtfalban a cellulézzal szorosan egybeépult nem-cellul6z
jellegli poliszacharidokat takarja (Eriksson és mtsai 1990). Kémiailag két vagy tobb
monoszacharid (pl. D-xiléz, L-arabinéz, D-mannéz, D-glikéz, D-galaktoz, 4-O-metil-D-
glikuronsav) heteropoliszacharidda kapcsolodasaval jellemezheték; az alegységek
ecetsavval, illetve p-kumarsavval észter-kGtésben vehetnek részt. A hemicellulézok
elsédleges szerkezete a névényfajra jellemz6, de egyazon névény szervei kézott is komoly
eltérések lehetnek. A keményfak legfontosabb hemicellul6z komponense az O-acetil-4-O-
metil-D-glikurono-D-xilan, mellette pedig glikomannan figyelhet6 meg viszonylag
nagyobb mennyiségben (Timell 1967, Wilkie 1983). A puhafaknal ezzel szemben az O-
acetil-D-galakto-D-gliko-D-mannan a legf6bb hemicelluléz komponens, de nagy
mennyiségben fordul el az L-arabino-D-glikurono-D-xilan is — megjegyzendd, a puhafak
hemicellul6zaban el6forduld xilanhoz nem kapcsolodik ecetsav, mint a keményfakéban. A
pazsitfuvek legelterjedtebb hemicelluléz tipusa pedig az arabinoxilan (Voragen és mtsai
1992, Wilkie 1979). Minden xilan egység -1,4 kotésti D-xilopirandz egységekbdl éptil fel.
A xilopiranozil egységek altalaban o-1,2 kotést 4-O-metil-D-glitkuronsavval és a-1,3
kotésti L-arabinofuranézzal vannak random moédon szubsztitualva, de nagyon sokféle

egyéb szubsztituens is kotédhet hozzajuk.
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A legfontosabb xilan depolimerizalé enzim az endo-3-1,4-xilanaz, mely jellemzGen
a lanc nem-szubsztitualt részein hasit. Mas enzimek a xilanazzal szinergizmusban
mutkédnek, 4 hasitohelyeket hozva létre a xilandz szamara, vagy pedig a xilanaz altal
telszabaditott linearis és szubsztitualt oligoszaccharidokat hidrolizaljak. A hidrolitikus
enzimek ipari léptékd elballitasa szempontjabdl legjelentésebb gomba-nemzetségnek
szamité  Trichoderma kilonb6z6 fajaibdl eddig 3 xilanazt tisztitottak, jellemeztek, és

kristalyositottak, valamint izolaltak és szekvenaltak az Sket kodold géneket is (Biely és
Tenkanen 1998). A fentieck mellett eddig harom o-D-galaktozidazt (Margolles-Clark és
mtsai 1996a) és egy o-L-arabinofuranozidazt (Margolles-Clark és mtsai 1996b) kédold
gént is izolaltak. Az el6bbi D-galaktézt, az utébbi L-arabinézt szabadit fel a hemicellul6z
polimerbdl. Ismertek tovabbd a B-D-xilozidazt (mely xilo-oligoszachatidokat és xilobiézt
hidrolizal), az acetil-xilan észterazt (mely ecetsavat szabadit fel; (Margolles-Clark és mtsai

1996¢) ¢és a glikuronsavat felszabadité a-D-glikuronidazt kédold gének szekvenciai is
(Margolles-Clark és mtsai 1996d).

Noha (mint fentebb lathat6) szammottevé ismeret gyllt mar Ossze a hemicellul6z
polimert monomerjeire hasité enzimrendszerekrdl és az Sket kédold génekrdl, viszonylag
keveset tudunk a monomerek tovabbi lebontasanak moédjardl és ennek szabalyozasardl. A
hemicellul6z hexézok (D-galaktéz, D-manndz) lebontasardl sok adat all rendelkezésre S.
cerevisiae-re vonatkozoan (Boles és mtsai 1994), és az elmult két évben (részben altalunk) a
T. reesei és az A. nidulans kapcsan is szilettek fontos eredmények. A pentdz anyagcsere
azonban nagyon kevéssé ismert a fonalas gombakban, és ez esetben még a . cerevisiae-t
sem hivhatjuk segitségiil, mivel ebben az élesztében alternativ reakcidutak alakultak ki
ezen szubsztratumok atalakitasara és lebontasara. A D-xiléz lebontasat mas éleszt6kben
(Pichia sps., Candida sps.) az anaerob etanol produkcié kapcsan tanulmanyoztak (Jeffries
1985) és megallapitottak, lebontasa redukcids és oxidacios 1épések révén megy végbe,
szemben a baktériumoknal tapasztalhat6 izomerizacidval. Chiang és munkatarsai (Chiang
¢és mtsai 1958, Chiang és Knight 1959, 1960a, 1960b, 1961) tolfedezték, P. chrysogenum-ban
az L-arabindz és a D-xiléz lebontasi utvonalai részlegesen megegyeznek, és ugyanezt
mutattak ki tovabbi munkacsoportok is, Aspergi/ius gombafajokat vizsgalva (Witteveen és
mtsai 1989, DeVries és mtsai 1994, Shi és mtsai 2000). D-xilézon és L-arabinézon néni

nem tudé A. niger mutans micéliumai nagy mennyiségl intracellularis arabitolt, illetve
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xilitolt halmoznak fel. Mindezen eredmények egyutt azt alabb kovetkezé lebontasi
utvonalat jelolték ki a D-xiléz szamara: D-xiléz — xilitol — D-xiluléz — D-xiluléz- 5-
tosztat. Ugyanez az L-arabinéz szamara: L-arabinéz — L-arabitol — L-xilul6z — xilitol — D-
xiluléz — D-xilul6z-5-foszfat (1. abra). Az Osszes redukcids 1épés (cukor — poliol)
NADPH-ftugg6, mig az oxidaciés lépések (poliol — cukor) NAD*-fiiggbek. Mindegyik
reakciét mas-mas enzim katalizalja. Ezen enzimeket illetéen azonban vannak még
megvalaszolatlan kérdések, ilyen pl. az L-arabinézt L-arabitolla redukal6 aldéz reduktaz
mibenléte. Az ald6z reduktaz élesztékben és pl. A. niger-ben is széles szubsztrat-
specificitast enzim, D-xilézt és L-arabinozt is képes atalakitani (De Vries és mtsai 1999b),
az erbsen eltéré affinitds viszont felveti, esetleg két kill6nallé enzimrél van sz6. Eddig sem

tehérje, sem génszinten nem vizsgaltak még ez(eke)t az enzime(ke)t.

L-arabinoéz D-xiloz

A

NADPH-arabin6z reduktaz NADPH-xil6z reduktaz

NADPxilitol dehidrogenaz
v

L-arabitol — " L-xiluléz PR Xilitol

NAD*-arabitol-2-dehidrogenaz
NAD*-xilitol dehidrogenaz

D-xiluloz

xiluléz kinaz

D-xiluloz-5-foszfat

ribul6z-foszfat-3-epimeraz

ribuloz-5-foszfat

1. abra. Fonalas gombak D-xil6z és L-arabin6z anyagcseréjének vazlata
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Rendkiviil keveset tudunk az L-arabinéz és a D-xiléz lebontasanak szabalyzasarol,
¢és a szabalyzas molekularis mechanizmusarol. Ruijter és mtsai (1997) valdszintsitették,
hogy az IL-arabinéz lebontas elsé két 1épése CreA-fiiggd karbon katabolit szabalyzas alatt
all, de munkajuk soran csupan enzimaktivitasokat mértek, igy a transzkripciés kontroll
mibenléte tovabbra is kérdéses. Ennek ellenére a CreA-fiiggs szabalyozas megléte nagyon
val6szind, mivel a karbon represszié folyamataban esszencialis Suf7-kinaz hianyos T. reese
mutansok csak nagyon gyengén nének L-arabinézon (Cziferszky és mtsai 2003). Hasonld
megfigyelést tettek a novénypatogén Cochliobolus carbonum gomba kapcsan is (Tonukari és

mtsat, 2000).

Gombak laktéz és galaktéz anyagcseréjének attekintése

A sajtgyartas melléktermékeként évi 300 ezer tonna mennyiségben képz6dé laktoz
(tejcukor; 1,4-0-B-D-galaktopiranozil-D-glikéz) kb. 15%-at hasznalja fel szénforrasként a
fermentacios ipar olyan folyamatokban, mint a T. reese; cellulaz, vagy a P. chrysogenum
penicillin termelése (Roelfsema és mtsai 1990). A laktéz tehat megujuld szénforras,
hatranya viszont, hogy a gombak lassan, egyes gazdasagilag fontos fajok (a legtobb
¢leszt, A. niger — Elshafei és Abdel-Farah 2001) pedig egyaltalan nem tudjak hasznositani.
Ennek evoluciés magyarazata lehet, hogy a laktéz a ,legfiatalabb” cukor a természetben
(Novak E., személyes kozlés). Az Escherichia coli laktoz lebontasanak szabalyozasa az
operon-modell miatt tankonyvi ismeretnek szamit, a baktériumok laktéz anyagcseréje
(Shuster és Doudoroff 1967, Chassy és Thompson 1983) azonban alapvetéen kilonbozik
az eukariotakétol.

A laktéz lebontas elsé 1épése a glitkozza és galaktézza torténd hidrolizis, ami vagy
az extracellularis B-galaktozidaz vagy a laktéz permedz és az intracellularis B-galaktozidaz
parhuzamos mukoédésének eredményeként torténik. Sejtfalhoz kotott, extracellularis és
intracellularis B-galaktozidazokat egyarant leirtak, sokszor egy fajon belil is (Diaz és mtsai
1996, Nikolaev és Vinetski 1998, Nagy és mtsai 2001a,b). A glikéz glikolitikusan, a
galaktéz pedig jellemzéen a Leloir-utvonalon alakul tovabb. A Kiuyveromyces lactis
¢lesztében (mely azon kevés éleszt6k egyike, mely képes a laktozt hasznositani, s ezért
ebbdl a szempontbol a legjobban ismert gombafaj) a laktéz hidrolizise intracellularis, a
Leloir-utvonal mikodése pedig nélkilézhetetlen (Chang és Dickson 1988, Dickson és

Riley 1989, Meyer és mtsai 1991, Cardinali és mtsai 1997).
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A Leloir-utvonalon térténé D-galaktéz hasznositas mind a pro-mind az eukariota
sejtekben altalanosan elterjedt (Dey 1983, Frey 1996, Bettenbrock és Alpert 1998, Holden
és mtsai 2003). Részben a lebonté anyagcesere utvonala, melyben a D-galaktéz szén- és
energiaforrasként is hasznosul, de felépité utvonalként is muikodik, ilyenkor valtozatos
funkcioja és felépitést szénhidratok (lipopoliszacharidok, sejtfalkomponensek, exopoli-
szacharidok) szintézisében mukodik kozre, mint a D-galaktoz épitéelem szolgaltatdja.
Uborkaban pl. a sztachidz — szachardz atalakitasnal jatszik szerepet (Gross és Pharr 1982).

A Leloir utvonal elsé enzime az ATP-fiiggd galaktokinaz (EC 2.7.1.6), mely a D-
galaktozt (kizardlag C-1 pozicidban) foszforilezi. A D-galaktoz-1-foszfatra a D-galaktoz-
1-foszfat uridililtranszferaz enzim (EC 2.7.7.12) egy UDP-glikézrdl szarmazé UMP-
csoportot helyez, vagyis glitkoz-1-foszfatot és UDP-galaktozt hoz 1étre. Az UDP-galaktéz
szubsztratumként szolgal az UDP-galaktéz-4-epimeraz (EC 5.1.3.2) altal katalizalt
reakcionak, ami az UDP-glikéz regeneralasat eredményezi. Az UDP-glikézra az UDP-
glukéz-pirofoszforilaz enzim (EC 2.7.7.9) egy pirofoszfat csoportot rak (ezaltal elvonja az
UDP-gliikézt a D-galaktoz-1-foszfat uridililtranszferaz altali reverzibilis reakciobdl), igy
glukéz-1-foszfat és UTP jon létre. Az el6bbit a foszfoglikomutaz (EC 5.4.2.6) alakitja at a
glikolizis kozvetlen intermedierjévé, glukéz-6-foszfatta. A Leloir-utvonal enzimei tehat a
C-4 hidroxil térszerkezetét valtoztatjadk meg (epimerizacié). A laktéz anyagcsere, ezen
belil a Leloir-utvonal altalanos vazlatat a 2. abra szemlélteti. Meg szeretnénk jegyezni,
hogy tobbek szerint a D-galaktéz-mutarotaz gén illetve enzim is a Leloir-utvonalhoz
tartozik, mely a [-D-galaktozt alakitja at a-D-galaktézza, még a kinaz reakcié eldtt
(Wallenfels és mtsai 1964, Bouffard és mtsai 1994). Néhany baktérium (pl. Lactococcus
lactis) mellett P. notatum-bol (Bentley és Bhate 1960a, b) és A. niger-b6l (Kinoshita és mtsai
1981) is izolaltak az aktivitast, ez utébbibol mint aldéz-1-epimerazt (EC 5.1.3.3).

Laboratoriumi korilmények kozott szamos szénforras (pl. keményits, novényi
olajok, szofordz, cellobidz, cellul6z) képes hatékonyan indukalni illetve derepresszalni a
karbon katabolit represszi6 ala esé gének kifejez6dését, de technikai és gazdasagi okok
miatt ezek ipari léptékben nem alkalmazhaték. Jelenleg ezért a laktdz a legfontosabb,
termel6i korulmények kozott is hasznalhaté indukalé / derepresszald szénforras. Egyre
jelent&sebb alkalmazas a T. reesei cellulaz promotereire alapuld heterolég fehérje elGallitas

is, mely szintén laktoz szénforrason torténik (Pentilld 1998).
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) Pealaktoziddz
Laktoz » Galaktoz
Gliikoz

laktoz permeds eliikoz permeds galaktor permeds

Takeoz L2 > Galaktoz
v * galaktokinaz galE
Gliikoz Galaktoz-1-P
J gall P-UDP transzferaz galD
UDP-galaktoz
UDP-gliikoz epimeraz gall(
DP-gliikoz
UDP-gliikoz pirofoszforilaz
foszfo-

Gliikéz-6-P < gliikomutaz Glukoz-1-P

hexokinazg
gliikokinaz

2. abra. A lakt6z és galakt6z lebontas altalanos sémaja

El6zmények

Tanszékunkon a P. chrysogenum P-galaktozidaz enzimének vizsgalata ,,alapit6”
témanak szamit, a talan legérté¢kesebb eredmények Dr. Nagy Zoltan doktori értekezése
kapcsan kertiltek napvilagra (Nagy és mtsai 2001a, b). Noha a laktéz fermentacios ipari
telhasznalasa legalabb 50 éves, a fonalas gombak galaktéz anyageseréjét és szabalyozasat
el6ttiink egyetlen non-profit munkacsoport sem vizsgalta (a termel6i szféra ismereteit
lehetetlen megbecstilni, a szabadalmak pedig — sajnos — ritkan nyujtanak hasznalhaté
adatokat). Négy évvel ezel6tt ennek a hianynak a poétlasara vallalkoztunk. Munkankhoz
szerencsés és orvendetes modon illeszkedtek Christian P. Kubicek professzor (Bereich
Molekulare Biotechnologie, TU Wien) csoportjanak a miénkkel egy idében kezdett, a T.
reese; laktoz anyageseréjét illetve cellulolitikus enzimeinek laktéz altali indukcidjat célzo
kutatasai. Noha ezekbe a vilagszinvonala kutatasokba mi is bekapcsolédhattunk (Seiboth
¢s mtsai 2002a, 2003), jelen doktori értekezés tézisei kizardlag az A. nidulans-sal,
Debrecenben végzett kisérleteink eredményeibdl szarmaznak, csakigy, mint “Az

eredmények megbeszélése” részben bemutatott T. reese; munkak.
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A munkank soran felhasznalt torzseket a I1. tablazat tartalmazza. Az R21 jelt vad

torzs Axel A. Brakhage professzor (Institut fur Mikrobiologie, Universitit Hannover), a

két cre4d mutans torzs Dr. Joan M. Kelly (Department of Genetics, University of

Adelaide) laboratoriumabdl szarmazik.. Az ,A” el6jeld torzseket az FGSC (Fungal

Genetic Stock Center, University of Kansas Medical Center, Kansas City) katal6gusaboél

vasaroltuk meg. A ,,G” el6jeld térzseink Dr. John Clutterbuck (Division of Molecular

Genetics, University of Glasgow) t6rzsgydjteményébdl érkeztek. Az altalunk létrehozott

mutansokat EFES (Erzsébet Fekete, Erzsébet Sandor) jelzéssel lattuk el. Sziletésik

korulményeit lasd Anyagok és Moédszerek V. fejezet.

TORZS GENOTIPUS HIVATKOZAS
R21 pabaAl yA2 Roberts (1967)
AG60 biAl; wA3; galAl Roberts (1963)
A61 2alD5 biAl; wA3 Roberts (1963)

A214 biAl; wA3; galE9 Roberts (1963)

A466 galD5 suA1adFE20 riboAT an ATl pro94 hsFSS Kifer (1977)

pabaAl yA2 adE20; ssb AT

A500 biATl; methG1; nicA2; sbA3 malAl Kifer (1977)

G092 yA2; frA1 pyroA4 Roberts (1963)

G094 biAl; wA3; araAl Roberts (1963)
creAA4 yA2; pabaAl; creAA4 argB1 Shroff és mtsai (1997)
creAd30 biAl; creAd30 Arst és mtsai (1990)
EFES1 galD5 suA1adE20 riboAT an ATl pro94 hsESS Fekete és mtsai (2002)

pabaAl yA2 adE20; wA3; galE9

EFES2 pabaAl yA2; galE9 Fekete és mtsai (2004)
EFES3 yA2; rA1 pyroA4; galE9 Fekete és mtsai (2004)
EFES4 biAl; wA3; araAl; galE9 Fekete és mtsai (2004)

II. tablazat. A munkank soran felhasznalt Aspergillus nidulans torzsek
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A TII. tablazatban egymastol pontosvesszével el nem valasztott gének egyttt

6roklédnek, mivel ugyanazon a kromoszéman talalhatok.

A II. tablazatban felsorolt és félkévér betiivel jelolt fontosabb markereket és

tenotipusukat a III. tablazat foglalja 6ssze:

GEN

FENOTIPUS

HIVATKOZAS

A2

sarga konidium

Clutterbuck (1972)

wA3

fehér konidium

Pontecorvo és mtsai (1953)

biAT

biotin auxotréfia

Roper (1950)

pabaATl

p-amino-benzoesav auxotrofia

Pontecorvo és mtsai (1953)

galE9

galaktokinaz aktivitas hianya

Robert (1963)

galD5

galakt6z-1-foszfat uridiltranszferaz
aktivitas hianya

Roberts (1963)

galAT

Alacsony, nem indukalhat6
galaktokindz és galakt6z-1-foszfat
uridiltranszferaz aktivitas

Roberts (1963)

ribo A1

riboflavin auxotrdfia

Cove (1979)

an AT

aneurin auxotrofia

Kifer (1958)

}ysF88

lizin auxotréfia

Aspen és Meister 1962

nicA2

nikotinsav auxotrofia

Pontecorvo és mtsai 1953

sbA3

D-szorbitol hasznositas
képességének hianya

Roberts 1963

frAT

fruktokinaz aktivitas hianya

Roberts 1963

pyroA4

piridoxin auxotréfia

Kifer 1958

araATl

L-arabitol hasznositas
képességének hianya

Roberts 1963

e AN

CreA nullmutans

Shroff és mtsai 1997

creA?30

CreA mutans

Shroff és mtsai 1997

III. tablazat. A munkank soran hasznalt Aspergillus nidulans torzsek fontosabb markerei és
ezek fenotipusa
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2. Trichoderma reesei torzsek
Mindkét altalunk hasznalt T. reeser torzs [QM9414 (vad tipus) és AGAL
(galaktokinaz mutans)] Dr. Christian P. Kubicek (Bereich Molekulare Biotechnologie,

Technische Universitit Wien) laborjabdl szarmazik (Seiboth és mtsai 2003).

I1. Torzsfenntartas

1. Aspergillus nidulans

A beszerzést kévetéen minden térzset 10 g/l glitkézt és a szikséges markereket
tartalmazo6 folyékony AMM (Aspergillus Minimal Medium; Pontecorvo és mtsai 1953)
taptalajra oltottunk le. Ennek 6sszetevéi: 6 g/1 NaNOs, 2 ml séoldat, 10 g/1 szénforras, az
adott torzs auxotrof markere(i); pH=0,5.

A sooldat Gsszetétele: 26 g/1 KCl, 26 g/1 MgSO47H20, 76 g/1 KH2PO4, 50 ml/1
nyomelemoldat.

A nyomelemoldat alkot6i: 40 mg/1 Na-borit, 400 mg/1 CuSO45H20, 714 mg/1

FeSO47H20, 8 mg/1 Na-molibdat és 800 mg/1 ZnSO47H20, pH=2,0.

A tenyészeteket egy éjszakan at névesztettitk razatott lombikokban (37 °C, 200 rpm),
ezutan 1,5 ml fermentlevet 300 pl tomény glicerinnel alaposan Gsszekevertink és az
elegyet -80 °C-on taroltuk. Atlagosan két havonta vettiink el Gj mélyfagyasztott mintakat,
melyeket atoltds utan ferditett agaron, un. spéraztatd taptalajon tartottuk fenn. A
névekedés 37 °C-on tortént, a ferdéket ezutin parafilmmel lezarva +4 °C-on taroltuk. A
sporaztat6 taptalaj Osszetétele: 0,092 g/l di-ammoénium-tartarat, 10 g/1 glikédz, 20 ml/1
sdoldat, az egyes torzseknek szikséges kiegészitSk, valamint 15 g/1 agar (Pontecorvo és
mtsai 1953). Uj ferdék leoltisakor mindig ellenériztiik, hogy a genotipus véltozatlan-e.

A glikézt 50%-0s oldatként hasznaltuk, és killon sterileztik. A vitamin kiegészitGk
tobbségét (p-amino-benzoesav [Hi-vitamin|, tiamin [aneurin, Bi-vitamin], piridoxin [Be-
vitamin], riboflavin [Bo-vitamin]) 2 mg/l végkoncenticidban, a biotint (B7-vitamin)
viszont 1 mg/] végkoncentricioban adtuk a tenyészetekhez. Az aminosav kiegészitGket
(lizin, arginin, metionin) 40 mg/l-es koncentraciéban hasznaltuk. Minden kiegészit6t
Millipore Millex GP 0,22 pum-os sziré segitségével csiramentesitettiink, és laminaris fiilke

alatt adtunk a mar steril taptalajhoz.
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2. Trichoderma reesei
A torzsfenntartds ferditett kémesoveken, komplex tiptalajon (30 g/l malita

kivonat, 20 g/1 agar), 28 °C-on tértént.

ITI. Tenyésztési koriilmények

1. Aspergillus nidulans

Az 6sszes kisérlet kémiailag definialt (minimal) taptalajon ment végbe. A mutansok
analizise és a kettés mutansok létrehozasa (keresztezések) soran az AMM taptalajt 20 g/1
agarral szilarditottuk. A razatott lombikos kisérletek, a szakaszos, a raadagolasos és a
tfolytonos fermentaciok az altalunk kifejlesztett AMM2 taptalajon torténtek (Fekete és
mtsai 2002). Az AMM?2 Gsszetétele: 8 g/1 NH4H2POy, 2 ml séoldat (lasd 19. oldal), 10 g/1
szénforras, az adott torzs markere(i), 0,1 g/1 CaClz; pH=06,5.

Munkank soran sokféle szénforrast: pentézokat (L-arabinéz ¢és D-xil6z),
aldohexézokat (D-glikéz és D-galaktéz), ketohexézokat (D-fruktéz, D-tagatdz, D-
szorboz, L-szorboz), a laktéz diszacharidot, poliolokat (glicerin, L-arabitol, D-xilitol, D-
szorbitol, mannitol, galaktitol), fukézt (6-deoxi-D-galaktéz), deoxi-D-gliikozt, valamint
acetatot hasznaltunk. A szénforrasokat mindig utélag adtuk a mar steril taptalajhoz,
lombik esetében laminaris filke alatt, fermentornal pedig oltélombik segitségével. A
glukoézt, fruktozt és glicerolt 50 %-o0s, a galaktitol 10 %-os, minden mas szénforrast 25 %o-
os (w/v) vizes oldat formdjaban hasznaltunk és Millipore Millex GP 0,22 pm-os szirével
sterilizaltunk.

Az A. nidulans torzsek tenyésztését vagy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokban, vagy
az Inel Kft. (Budapest) altal gyartott laboratériumi tvegfermentorban végeztiik. A razatott
lombikos tenyésztés soran a lombikok 100 ml tapfolyadékot tartalmaztak, melyekbe
atlagosan egy ferditett agarcsé konidiospéra tartalmat oltottuk bele. A leoltashoz hasznalt
sporakoncentracié 1-1,5 x 10¢ / ml tartomanyba esett (a sporikat Birker-kamriban
szamoltuk meg). A tenyésztés minden esetben 37 °C-on tortént, a levegdellatast egy 200
rpm fordulaton jaratott New Brunswick Scientific Co., Inc. (Edison, New Jersey, U.S.A.)
gyartmanyu razogép segitségével biztositottuk.

A laboratoriumi fermentor egy 2,5 1 teljes és 2 1 hasznos térfogatd kettés fala
tvegedény, melyet kiilsé termosztattal lehet hészabalyozni. A tenyésztési hémérséklet ez

esetben is 37 °C volt. A tenyészet oxigénellatisanak biztositisahoz steril membranszirén
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(Sartorius) at kompresszalt levegét (p = 0,5 bar) préseltiink a tapfolyadékba (40 ml/perc),
s ezt egy hatlapatos Rushton-tarcsaval felszerelt mechanikus keverével (600 rpm)
porlasztottuk. A kémbhatast kombinalt pH-elektrédaval (Ingold) mértitk és az esetek
tobbségében egy analdg szabalyzokor segitségével, 3 M HCl illetve 3 M NaOH adagolasa
révén pH = 6,5 értéken tartottuk. A fermentort is konidiosporakkal oltottuk le, melyek
koncentracidéja megegyezett a lombikok esetében alkalmazottal. A micélium uvegfalra
tapadasanak elkertilése érdekében a szarazra torolt fermentort hasznalat el6tt antiadhézids
szerrel (Sigmacot; Sigma-Aldrich Kft.)) kezeltik. A habzas csokkentése érdekében reggel
¢és este steril membranszirén keresztill par csepp habzasgatlét (polipropilén-glikol 2000)
injektaltunk a fermentorba. Lombikok esetében ugyanezt a habzasgatlot eleve a
tapfolyadékba sterileztiik, illetve szitkség esetén steril filke alatt, pipettaval adagoltuk a
tenyészetekhez (Krahe és mtsai 19906, Karaffa és mtsai 1997, 1999).

A raadagolasos fermentaciokat is a fent emlitett Inel Gvegfermentorban végeztiik.
A tenyésztési korilmények megegyeztek a szakaszos fermentacional leirtakkal. Az
adagolas soran 15 g/l végkoncentracidju steril szénforrast (D-glikdz, D-galaktoz, laktdz)
juttattunk a fermentorba leolté lombik segitségével.

A kemosztat tipusu folytonos fermentacidkat is az Inel fermentorban végeztik, a
fenn leirt fizikai-kémiai korilmények megtartasa mellett, glikéz tartalma AMM2
taptalajon (Sandor és mtsai 2000, 2001). Leoltas utan a tenyészetek 36 6ra hosszat néttek,
ezutan folytonositottuk be Oket perisztaltikus pumpak (Gilson) segitségével. Amikor
harom fermentacios térfogatnyi fermentlé kiaramlasa alatt eltelt id6 soran az egységnyi
térfogatra vonatkoztatott sejttomeg (sejtkoncentracié) nem valtozott, az egyensulyi
allapotot megvalosultnak tekintettik. Ezt jellemzéen 9-10 térfogatnyi fermentlé
ataramoltatasa utan értiik el. Azt megel6z6en az irodalombdl (Brown 1990) jol ismert
oszcillaciok jelentkeztek a biomassza produkcidban. A glikéz koncentracidjat a kimend
fermentlében mar nem lehetett mérni, tehat “szénforras limitalt” tenyészeteket hoztunk
létre. Mindehhez az AMM?2 tiptalajon a kiindulasi glikéz koncentricidjat 3 g/l értékre
kellett venniink, amibdl 1,4 g/1 egyensilyi biomassza keletkezett.

Az indukci6s kisérletekhez mosott sejtes tenyészeteket hasznaltunk. A konidiumokat
a lakt6z anyagcesere szempontjabodl ,,semleges” (nem indukal6, nem represszalo; Seiboth és
mtsai 2002b) glicerolt tartalmazé6 AMM?2 taptalajra oltottuk le. Egy napos névekedést

kovetben a teljes fermentlevet vizsugarszivattyuhoz kapcsolt Gvegnucson szirtik at, a
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fennmaradt micéliumokat steril jéghideg vizzel alaposan atmostuk, majd steril spatulaval a
friss taptalajt tartalmaz6 lombikokba raktuk Sket. Az indukdlé / represszalé szénforrast
10 g/1 végkoncentraciéban egy 6ranyi razatas utan adtuk a tenyészethez; ezen id6 alatt a
sejt elhasznalta a glicerolos tapkozegbdl fennmaradt intracellularis tartalék tapanyagokat,
¢és azonnal hozzakezdett az U szénforras hasznositisdhoz. Egy ora alattt a szénforras
nélkili tenyészetek 1égzési aktivitasa er6sen lecsokkent (Karaffa és mtsai 19906), a sejtek

életképessége viszont még nem romlott le.

2. Trichoderma reesei
A kisétletek sordn alkalmazott folyékony tiptalaj Osszetétele a kovetkezd volt: 8 g/1
NH4H2PO4, 1 g/1 hispepton, 10 g/l szénforras, 0,1 g/1 CaCls, 1g/1 MgSO4-7TH-0, 4 g/1
KH>POy4, 6 g/NaHPO4, 20 ml/1 nyomelem oldat; pH=5,0.
A nyomelemoldat dsszetétele: 250 mg/1 FeSO4 x 7 H20, 80 mg/1 MnSO4 x H2O,

70 mg/1 ZnSO47H20 és 100 mg/l CoCly; pH=2.0, kénsavval bedllitva (Mandels és
Andreotti 1978). A tenyésztési hémérséklet 28 °C volt.

A razatott lombikos és a fermentacids tenyésztéseknél ugyanazon eszkozoket
hasznaltuk, mint az A. nidnlans esetében. Mivel a T. reesei csirazasahoz a pepton
nélkil6zhetetlen, de a névekedés késébbi fazisaiban mar nem esszencialis, a fermentort
nem konidiospérakrdl, hanem 10 szazaléknyi (v/v) vegetativ micélidlis inokulumrol
inditottuk. Ezaltal a fermentorban 1évé taptalajnak nem kellett peptont tartalmaznia, ami
fontos szempont, hiszen a pepton nemcsak nitrogén-, hanem szénforrasként is szolgalhat.

A mosott sejtes tenyészetek vizsgalatakor az inokulum pepton tartalmu taptalajon

nétt ki, de az 4j tapfolyadékhoz csak egy szénforrast (10 g/1 végkoncentraciéban) adtunk.

IV. Analitikai mé6dszerek

1. Novekedés

A novekedést a tenyészetek egységnyi térfogatra vonatkoztatott szarazanyag
tartalmanak (Dry Cell Weight, DCW) gyarapodasara vezettiik vissza. Lombik esetén 2 x 2
ml, fermentor esetén 2 x 10 ml fermentlevet elére lemért tomegl Sartorius Uvegszalas
szirén vakum alatt leszlrtiink, a szir6t és a biomasszat 80 °C-os szaritészekrényben
tomegallandosagig szaritottuk, sulyukat analitikai mérlegen meghataroztuk, majd a két

mérés eredményét atlagoltuk (Sandor és mtsai 1999).
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2. Szénhidrat meghatarozas

A koncentracidkat HPLC-analizissel (Gilson) hataroztuk meg, az eluenst hasznalat
el6tt vizsugarszivattyuval gazmentesitettitk. A torésmutaté detektor kimend jelét analog
rekorderrel (Radelkis) regisztraltuk, és csicsmagassag alapjan szamszerGsitettik. A
csucsok mindségi meghatarozasahoz a standard addiciés moédszert alkalmaztuk,
mennyiségi értékeléstikh6z harompontos, kiilsé kalibraciés gorbét hasznaltunk.

A taptalaj laktéz, D-galaktéz, D-gliikéz, D-szorbitol és galaktitol tartalmat,
valamint a micéliumban akkumulalédott galaktitol koncentraciéjat H*-fazisu ioncserélé
oszloppal (Bio-Rad Aminex HPX-H™) hataroztuk meg, 55 °C kolonnahémérséklet és 0,5
ml/perc aramlasi sebesség mellett. Eluensként 10 mM H2SOg4-et hasznaltunk.

A szorboz meghatarozasat Ca?*-fazisi ioncserés oszloppal végeztik (Bio-Rad
Aminex HPX-C), 85 °C-on, 0,6 ml/perc aramlisi sebesség mellett, membranszrt és
ioncserélt vizet hasznalva eluensként.

Hogy biztosak legytink abban, hogy valéban galaktitolt és szorbozt hataroztunk
meg intracellularisan, a sejtekben el6fordulé pentézokkal (L-arabinéz, D-xil6z, D-riboz),
hexézokkal (D-glikoéz, D-fruktéz, D-mannéz, D-tagatéz) és poliolokkal (glicerol, D-
eritritol, D-ribitol, L-arabitol, D-xilitol, D-mannitol, D-szorbitol) vetettik 6ssze a
csucsokat. Célunk a galaktitol és a szorboz fenti molekulatol valo egyenkénti elkiilonitése
volt, amihez természetesen eltéré elvalasztasi korilmények voltak sziikségesek. Négytéle
oszlopot hasznaltunk: két H*-fazisa ioncserélét (Merck Polyspher OA KC [5 mM H>SOq4
eluens; 25°C kolonnahémérséklet; 0,4 ml/perc aramlasi sebesség]; Bio-Rad Aminex HPX-
87TH™", az elvalasztas paramétereit lasd fentebb), és két Ca?* fazisa ioncserél6t: Sarasep
CAR-Ca (viz eluens; 85°C kolonnahémérséklet; 0,5 ml/perc aramlasi sebesség) és Bio-
Rad Aminex HPX-87C (az elvalasztas paramétereit lasd fentebb).

A kilonbozé  korilmények kozott kapott retencids idSket a IV. tablazat
tartalmazza. Lathat6, hogy minden egyes felsorolt cukorra és poliolra nézve talaltunk
legalabb egy olyan elvalasztasi protokollt, amely soran a kérdéses anyag a galaktitoltdl és a
szorb6ztdl elkilonilt. Az egyes HPLC-kolonnak szamjele a kovetkez6:

! Merck Polyspher OA KC 300 mm x 7,8 mm

2 Bio-Rad Aminex HPX-87H* 300 mm x 7,8 mm
3 Bio-Rad Aminex HPX-87C 300 mm x 7,8 mm
4 Sarasep CAR-Ca 300 mm x 7,8 mm.
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SZENHIDRAT KOLONNA RETENCIOS IDO (perc)
1 18.37
Arabinéz
4 14.80
Arabitol 4 20.40
Fruktoz 2 12.60
1 17.52
Galaktitol
2 13.60
1 12.60
Galaktoz
2 15.82
Glikoz 2 11.60
Glicerol 1 22.50
Mannitol 1 17.09
Mannéz 1 13.20
Ribitol 3 13.76
Rib6z 1 15.20
Sorbitol 1 14.4
1 15.64
Szorboz
3 11.2
1 15.87
Tagatoz
3 15.2
Xilitol 4 25.2
1 16.49
Xiloéz
4 12.8

IV. tablazat. Cukrok és poliolok HPLC-s elvalasztasanak f&bb jellemz6i
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A foszforilezett cukor szarmazékokat a Merck Polyspher OA KC oszloppal
valasztottuk el, a csucsot ezuttal is refraktiv detektorral érzékeltuk. Galaktoz-1-foszfat
esetében 25 mM HaSOs eluens, 30°C kolonnahémérséklet és 0,5 ml/perc aramlasi
sebesség mellett a retencids idé 2,05 perc volt. A szorbdz-foszfait meghatarozasanal
(retencios 1d6: 2,5 perc) az elvalasztas a kértilményei a kévetkezSk voltak: 25 mM HoSOg4
eluens, 25°C kolonna hémérséklet és 0,4 ml/perc aramlasi sebesség.

Az intracellularis koncentricidkat a 2,43 ml intracellularis hifatérfogat / g szaraz

tomeg alapjan szamoltuk (Slayman és Tatum 1964).

3. NMR-vizsgalatok

Az intracellularis galaktitol és szorbéz kimutatasakor a micéliumot leszirtik, hideg
vizzel mostuk, és hideg 1%-0s TCA-oldatba szuszpendaltuk. Centrifugalas utan (8,500 x
g, 4 °C, 10 perc) a kapott felulaszot liofilizaltuk és a szarazanyagot D2O-ban feloldottuk.
Az NMR-spektrumok felvételét és kiértékelését a DE TTK Kémiai Tanszékcsoportjanak
DRX 360 MHz-es NMR-laboratériumaban Dr. Banyai Istvan végezte.

A mérésekhez egy QNP-fejjel ("H/15N/13C/31P) felszerelt spektrométert (Bruker
Avance) hasznaltunk. Amikor a 13C NMR spektrumot alacsony mintakoncentracié mellett
vettik fol, a DEPT135 technikat alkalmaztuk, melynek soran csak a protonalt
szénatomokat mértik. A kiértékeléshez standard Bruker szoftvert hasznaltunk.
Jellemzéen par szaz tranzienst vettiink fel 16 K mennyiségl adatponttal, koztik 5
masodperces késleltetéssel. A kémiai eltolédasokat a készilék belsé standardja alapjan
adtuk meg, de az adott anyag jelenlétét lehet6ség szerint standard addiciés modszerrel is
ellenériztiik. A 3P spektrumot csatolt és nem csatolt izemmaodban is felvettiik., 10 psec

(30 fok) impulzushosszusaggal, 5 masodpercet hagyva a relaxaciora. A kiértékelést és az

abrazolast a Bruker cég altal forgalmazott WinNMR PC-re irt szoftverrel végeztik.

4. Polarimetrias mérések

A szorbdéz optikai forgatoképességének meghatarozasaira a DE TTK Biokémiai
Tanszékén, Dr. Gyémant Gyongyi laborjaban kertilt sor.

A méréseket polariméterrel (Perkin-Elmer), szobahémérsékleten, vizes oldatban, a
natrium D-vonalan, A=589 nm-en végeztitk. Referencidk az L- és D-szorbéz oldatok

voltak. A minta a polarizalt fényt az 6ramutaté jarasaval ellentétes iranyba (-) forgatta el.
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5. Az A. nidulans laktoz felvételének vizsgalata

A kisétletek soran [D-glikoz-1-14Cllaktézt (200 pCi/ml = 7,4 MBq/ml; 57
mCi/mmol) haszniltunk, mely a gyart6 altal Millipore szirével sterilizalt, 2 % etanolt
tartalmaz6 vizes oldat formajaban allt a rendelkezésiinkre. Az izotopos kisérleteket
(eloiras szerint) a DE TTK Izotopalkalmazasi Tanszék erre kijelolt laboratériumaban
végeztik, a jeldlt anyagot is ott taroltuk -20 °C-on.

A kisérletekhez az atmosiasos technikat alkalmaztuk. A szénforrasként 10 g/l
glicerolt tartalmazé AMM?2 taptalajon 24 6ran at ndvesztett micéliumot 50 ml laktézos (10
g/l végkoncentricié) AMM?2 tipoldatba mostunk at, amihez 30 perc elteltével 2 pl jelzett
laktézt adtunk (ezalatt a micélium alkalmazkodott a laktézhoz, felvétele idében linearissa
valt). A laktoz felvétel karbon repressziotol valo fiiggését a fenti tenyészetekhez adott 10
g/l 2-deoxi-glikéz (represszalé szénforras) illetve 10 g/1 L-arabinéz (derepresszald
szénforras) révén vizsgaltuk.

Nulla idépillanatnak a jel6lt laktoz tenyészethez adasat tekintettik; ezt kévetden
négy o6ran keresztil 20 percenként 1 ml mintat vettink. A leszlrt micéliumot 2 ml 200
g/l-es ,hideg” laktéz oldattal mostuk, a fenti laktéz oldat 1 ml-ében felszuszpendaltuk,
majd 4 ml szcintillacios folyadékkal (Patterson és mtsai 1965) elegyitettiik.

A szcintillaciés folyadék Osszetétele: 4 g 2,5-difenil-1,3-oxazol, 37 ml etilénglikol,

106 ml absz. etanol, 257 ml alkil-fenil-polietilénglikol 1000 ml-re feltSltve xilollal.

A mintakat folyadék szcintillacios spektrométerrel (Wallack) 100 masodpercen at
mértik. Az eredményeket DPM-ben (desintegration per minute = bomlds/perc; 1 Bq = 1
bomlds/masodperc) tuntettik fel, amiket szirazanyag tartalomra vonatkoztattunk. A

biomassza értékét 2 x 1 ml tenyészet leszlrése, és a két mérés atlagolasa utan nyertiik.

6. Enzimaktivitasok meghatarozasa

Extracellularis és sejtfalhoz kotott enzimaktivitas méréseket csak az elSkisérletek
soran végeztiunk. Extracellularis meghatarozasnal a lecentrifugalt (8,500 x g, 4 °C, 10 perc)
majd dializalt feliluszot hasznaltuk enzimforrasként. A dializis Spectra/Por 3 tipusu
MWCO 3,500) membranon keresztll tortént (4 °C, 24 6ra), az aktivitds méréséhez
hasznalt pufferrel szemben (2 x 5 I), mely 0,5 mM natrium-azidot tartalmazott a
fert6zések ellen. A sejtfalhoz kotott aktivitasok meghatarozasakor a sejtet feltartuk (lasd

Anyagok és Moddszerek 6. 2. fejezet), lecentrifugaltuk (8,500 x g, 4 °C, 10 perc), az
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waluluszot” (sejttormeléket) dializaltuk, majd enzimforrasként hasznaltuk. Az értekezésben

szerepl6 kisérletekben kizarolag intracellularis enzimaktivitasokat mértiink.

6. 1. Proteaz aktivitas meghatarozas

A fiziol6giai munkak nem kezd6dhetnek el az illeté mikréba proteaz aktivitasanak
vizsgalata nélkul, mivel a levett mintakat illetve enzim-preparatumokat ennek megfeleléen
kell kezelni, tarolni.

A proteaz meghatarozashoz Rudolph és mtsai (1949) modszerét alkalmaztuk,
szubsztratumként azokazeint hasznaltunk. Az enzimreakcio sebességi allandojata K =1/t
x 2,3 x log(ci/c2) egyenlet adja meg, ahol ¢ a kiindulsi a c2 pedig a végs6 protein
koncentraciot jelenti. A reakcidhoz 0,2 M NaoHPO4 - 0,1 M citrat puffert (pH = 6,5)
alkalmaztunk. 0,1 ml 25 g/l koncentriciéji azokazein oldathoz 0,1 ml mintit adtunk,
melyet 37 °C-on 30 percig inkubdltunk. A reakciét 0,8 ml 50 g/1 koncenraciéju TCA
oldattal allitottuk le. A mintat lecentrifugaltuk (5 perc, 4 °C, 10,000 rpm), majd 1 ml
feluluszéhoz 1 ml 0,5 M NaOH-ot adtunk. A fotometralas A= 440 nm-en tortént.

Méréseink szerint az A. nidulans altalunk hasznalt torzsei elhanyagolhat6é proteaz
aktivitassal rendelkeznek; az érték kb. 5 %-a az A. chrysogenum gomba esetében ugyanazon
korilmények koézott mérhetének (Sandor és mtsai 1998). Az el6kisérletek soran 1,5 mM

végkoncentracioju proteazgatlot (fenil-metil-szulfonil-fluorid, PMSF) adtunk a mintdkhoz.

.....

PMSF hasznilatat a tovabbiakban melléztik.

6. 2. Sejtmentes kivonat készitése

Az intracellularis enzimaktivitas meghatarozasanak elsé 1épése a sejtfeltaras. Ennek
soran 25 ml fermentlevet Uvegnucson, vizsugarszivattyu segitségével leszirtink, a
micéliumot steril hideg vizzel alaposan atmostuk, az adott enzimaktivitds méréséhez
hasznalt puffer 10 ml-ében felszuszpendaltuk, és —80 °C—ra fagyasztottuk. A jégbe fagyott
micéliumot egy -20 °C-ra hitott X-press késziilék (AB Biox, Goteborg, Svédorszag) és a
hozza tartozé hidraulikus prés segitségével tortik fel. A szétroncsolt micéliumot
lecentrifugaltuk (8,500 x g, 4 °C, 10 perc), dializaltuk, és a sejtmentes feliliszét hasznaltuk

enzimforrasként.
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6. 3. A B-galaktozidaz aktivitas meghatarozasa

A meghatarozashoz 0,5 ml sejtmentes kivonatot 0,3 ml 10 mM-os o-nitrofenil-f3-
D-galaktopiranozid (ONPG) oldattal és 0,2 ml 0,1 M-os (pH=7,6) foszfat pufferrel
elegyitettiink. Az elegyet 30 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd a reakciét 2 ml 1 M NaxCOj3
hozzidadasaval leallitottuk. Az abszorbanciat A = 410 nm-en olvastuk le, és ahhoz a
vakhoz hasonlitottuk, melyben a NaxCOs-ot az ONPG el6tt adtuk a reakcidelegyhez
(ezaltal a reakci6 nem jatszodott le). Az egységnyi enzimaktivitas (1 U) megtelel 1 pmol o-

nitrofenol 1 perc alatt torténé felszabadulasanak a reakcié korilményei kézott.

6. 4. A galaktokinaz aktivitas meghatarozasa

A D-galaktozt foszforilez6 galaktokinaz aktivitas mérésére korabban csak izotépos
(Roberts 1970) illetve komplikalt, enzimes (Verhees és mtsai 2002) modszerek 1éteztek.
Munkank egyik jelentés eredménye egy HPLC-s meghatarozason alapuld, 5 %-os hiban

belil ismételhet6 modszer kidolgozasa. Elvi alapja a

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

reakcié végtermékeként keletkez6 galaktéz-1-foszfat mennyiségi meghatarozasa, melyet
HPLC-vel a korabban leirt médszer szerint detektaltunk. A reakcidelegy 10 mM ATP-t,
20 mM D-galaktézt, 10 mM MgSOgy-et és 0,7 ml sejtmentes kivonatot tartalmazott, ez
utébbit 0,1 M-os, pH = 7,6-os foszfat pufferben vettik fel. Az 7z vitro reakcié 37°C-on
jatszodott le. Inditasként az elegyhez adtuk a D-galaktézt, jellemzéen 30 percen at enyhe
razatas mellett inkubaltuk, majd jégre raktuk a kémcsoveket, leallitva ezzel a reakciot. A
fehérjét 30 % (v/v) metanollal csaptuk ki. A D-galakt6z-1-P mennyisége linearisan nétt az
eltelt reakciéidével 5 és 110 perc kozott. Az egységnyi galaktokinaz aktivitas (1 U) 1umol

képz6dott galaktdz-1-foszfat képzédésének felel meg 1 perc alatt, 37°C-on.

6. 5. Poliol dehidrogenaz aktivitasanak meghatarozasa
Az aktivitasok vizsgalatakor atmosasos kisérleteket végeztiink, a glicerolon

elénovesztett micéliumot L-arabitolt, galaktitolt vagy D-szorbitolt tartalmazé taptalajba

(10 g/1 végkoncentracio) helyeztik. A reakcidelegy 1 ml térfogataban 4 pmol NAD*, 100
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umol L-arabitol, galaktitol vagy D-szorbitol, 100 pl enzimforras 0,1 M glicin pufferben
(pH=9,0) volt feloldva. ,Rate-assay” eljarassal, A=340 nm-en, szobahémérsékleten, 2

percen at kévettitk nyomon a reakciot. 1 U enzimaktivitas 1umél NADH képzodésének

telel meg, 1 perc alatt a leirt korilmények mellett (Witteveen és mtsai 1989).

6. 6. A ,,galaktitol dehidrogenaz” reakci6 termékének vizsgalata

Az oxidaciot 15 ml reakcidelegyben vizsgaltuk, ennek 6sszetétele a kovetkezé volt:
20 mM galaktitol, 0,7 mM NAD®, korilbelil 1 mg dializalt sejtmentes fehérjekivonat
(enzimforras), 1 mM MgClz, mindez 0,1 M Tris-HCI (pH = 8.,5) pufferben feloldva. A
koenzim regeneracidja végett 1 pl L-laktat dehidrogenazt (3 U / ml) és 200 mM piruvatot
is adtunk a rendszerhez (Huwing és mtsai 1997). Az inkubdldas 37°C-on, 100 6ran at
tortént 0,5 mM natrium-azid jelenlétében. Ezutin az elegyet 5 percig forraltuk, a
kicsapodott fehérjéket lecentrifugaltuk (25 °C, 20,000 x g, 20 perc). A feliliszot HPLC és
NMR analizisnek vetettiik ala.

A végtermék (L-szorbdz) azonositasa utan ellendriztiikk, hogy az enzim forditott
iranya (redukcié: L-szorbéz + NADH) reakcidja galaktitolt eredményez-e. Az in vitro
kisétletben 1 mg/ml dializalt sejtmentes kivonatot, 100 mM L-szorbdzt, 10 mM NADH-t,
5 mM MgClz-ot hasznaltunk 0,1 M foszfat pufferben (pH = 6.5). Az oxidacié termékének

azonositasahoz hasznalt analitikai mdodszereket alkalmaztuk ennél a reakciénal is.

6. 7. A hexokinaz aktivitas vizsgalata

Az enzimaktivitas mérést a galaktokinaz aktivitashoz hasonlé HPLC-analizissel
végeztik (Fekete és mtsai 2002). Az oldat 1 ml-nyi térfogata 50 mM-os foszfat pufferben
(pH=7,6) 1 mg dializalt sejtmentes kivonatot, 20 mM ATP-t és 40 mM MgClh
tartalmazott. A reakciéo 100 mM L-szotb6z hozzaadasaval indult, az inkubalas 37°C-on 24
6ran at tortént. Ezutan a kémcesOveket jégre tettlk, a fehérjét 30 % (v/v)-os metanollal
kicsaptuk és centrifugalas utan (25 °C, 20,000 x g, 20 min) a feliluszot elemeztiik.

A hexokinaz enzim altali reakcié termékét alkalikus foszfattal emésztettiik, hogy
meggy6z6djunk, valéban L-szorboz-foszfat keletkezett. 180 pl reakcidelegyhez 20 pl (20
U/ ml) alkalikus foszfatazt adtunk, melyet 1 ml-re egészitettiink ki az enzim pufferével (1

mM Tris-HCl, pH=8,0, 100 uM MgCla, 10 uM ZnClz, 5 mM KCl és 5 % (w/v) glicerol).
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90 perc eltelte utan HPLC-vel vizsgaltuk az L-szorbéz-foszfat, az L-szorb6z és a foszfat

koncentracidjanak valtozasat (Fekete és mtsai 2004).

6. 8. Az ald6z reduktaz aktivitds meghatarozasa

Az aktivitas mérést 25 °C-on ,rate-assay” eljarassal végeztik, mely soran a reakcié-
elegyben 1év6 0,2 mM NADPH koncentraciéjanak csokkenését kévettik nyomon 1
percen at, A=340 nm hullimhosszon. A mérés kezdetét a 100 mM D-galaktéz, L-arabinéz
vagy D-xil6z hozzdadasa jelentette a 0,1 M foszfat pufferben feloldott 100 pl/ml

enzimforrashoz. 1umol NADPH fogyasa a fenti korilmények kozott 1 U aldéz reduktaz

aktivitasnak felel meg (Witteveen és mtsai 1989).

7. A fehérjetartalom meghatarozasa

Az enzimaktivitasi adatok specifikussa tételéhez az értékeket Osszfehérje tartalomra
vonatkoztattuk; ehhez a mintak fehérje koncentracidjat modositott Lowry-féle modszerrel
(Peterson 1983) hataroztuk meg, Bovin Serum Albumint (BSA) hasznalva a kalibracidhoz.
A frissen készitett ,,A reagens” 1 térfogatnyi L. oldatot (100 g/1 NaCOs, 1 g/1 CuSO4 x 5
H2O, 2 g/l Na-tartarit) 2 térfogatnyi 50 g/l SDS-oldatot és 1 térfogatnyi 0,8 M-os
NaOH-oldatot tartalmazott. A ,,B reagens” 2 N ”Folin & Ciocalteu ’s phenol reagent” és
viz 1: 5 aranyu elegye. Az 5-100 pg fehérje /ml koncentraciéra higitott mintak 1 ml-éhez
1 ml ,,A reagenst” adtunk, 10 percig 25 °C-on inkubaltuk, majd a szinreakci6 1étrejottéhez
szukséges 0,5 ml ,,B reagens”-t hozzapipettaztuk az elegyhez. Szobah6mérsékleten 30

perc eltelte utan A= 750 nm-en fotometraltuk az oldatokat.

V. Kett6s mutansok el6allitasa

Munkank soran sziikségessé valt hirom kettSs A. nidulans mutans (galE/galD =
EFES1; galE/frA1 = EFES3; galE/araAl = EFES4) fenotipus-elemzése. Mivel ilyen
mutansok az altalunk ismert torzsgytjteményekbdl nem szerezhetSk be, mi hoztuk létre
Oket. A torzsek keresztezéséhez és az utédok elkilonitéséhez Pontecorvo és mtsai (1953)
klasszikus modszerét alkalmaztuk. Az EFES1 az A214 és A466, az EFES3 az A214 és
G092, az EFES4 pedig az EFES2 és G094 torzsek keresztezésébdl szarmazik. Az EFES4
megalkotasahoz el6bb egy ,technikai” mutans (EFES2) létrehozasa volt sziikséges, mely

az R21 és A214 keresztezésbdl jott létre.
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A két keresztezni kivant térzs 1 csepp komplex taptalajjal (30 g/1 malatakivonat)
elegyitett, Osszekevert sporaszuszpenzidjat (107-107 db / ml) 20 g/1 agarral szilarditott
glikézos (10 g/l) AMM taptalajra csepegtettiik, majd oltokaccsal homogenizaltuk és
sugariranyban széthuztuk az agarlemezek felszinén. A taptalaj az egyedi markereket nem
tartalmazta, komplementaciora késztetve ezaltal a sejteket. Szaradas utan a Petri-csészéket
37 °C-on 24 6ran keresztil inkubdltuk. Ezt kévetSen celluléz alapi ragasztészalaggal
(cellux) a Petri-csészéket szorosan korbetekertiik, ezaltal er6sen limitaltuk ugyan az oxigén
ellatast, de teljesen nem gatoltuk meg. Az oxigén hianyos korilmények ugyanis kedveznek
a hibrid kleisztotéciumok kialakuldsanak. 11-14 napos inkubacié utan a legnagyobb
(szabad szemmel is lathatd) kleisztotéciumokat Gsszegyujtottik, és sztereomikroszkop
alatt egyesével 3 %-os viz-agar felszinen hengergetve megtisztitottuk Oket a sziil6i
sporaktol. Ezutan 1 db kleisztotéciumot 700 pl spéramosé oldatba (8 g/1 NaCl és 0,5 g/1
Tween-80) raktunk, és tavel feltortik a falat. A kiszabadulé aszkospérak voros szindek,

ezt optimalis esetben szabad szemmel is latni lehet.

Az aszkospora oldatbol 10-15 pl-t egy olyan glikéz tartalmi AMM taptalajra
szélesztettink, amely az Gsszes sztl6i auxotrof markert tartalmazta. Mivel a sztil6i torzsek
eltérs szintek voltak (ez a keresztezés egyik peremfeltétele, a masik az eltéré auxotréfia), a
rekombinacié megtorténtének bizonyitéka az egy szélesztés soran megjelend tobbféle
szinG telep (lasd 2. oldal szines fényképek). Ezt kovetéen minden egyes hibrid
kleisztotéciumbol megjelend telepet sporaanalizisnek vetettiink ala (kb. 200 telep). Ennek
élettani alapja minden keresztezésnél értelemszeren mas. Az EFES1 (ga/E/galD) kettSs
mutans esetében a ga/E szUl6i térzs névekedni képes D-galaktéz és ammonia tartalma
minimal taptalajon, mig galaktéz és nitraton nem, ezzel szemben a ga/D sziléi mutans D-
galaktézon semmiféle kérilmények kézott nem né. Az EFEST mutans tehat nem né D-
galaktézon, a galaktokindz reakcié pedig negativ eredményt ad. Az EFES3 (f247/galE)
kettés mutans az fr47 szil6i mutacié miatt semmilyen korulmények kézott nem né D-
truktézon, mig a ga/E mutacié miatt csak ammonium ionok jelenlétében né D-galaktdzon.
Az EFES4 (araAl/galE) kettés mutians az araAl hattér miatt nitrogénforrastol
figgetlentl nem tudja a galaktitolt hasznositani, a ga/E muticié pedig a fenn leirt
tenotipust okozza. Ezen egyszerl tesztek lehetévé tették a kettés mutansok elkuliinitését

a szulbi torzsektdl.
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Utolsé 1épésként definialtuk az 4j mutans auxotréfiait, vagyis szilard, glikéz-AMM
taptalajon, névekedési teszt révén szisztematikusan megvizsgaltuk a sztléi markerek

meglétét illetve hianyat. Ennek eredményét a I1. tablazat tartalmazza (lasd 17. oldal).

VI. Reprodukalhatésag

Az Osszes bemutatott szamszerd adat 3-8 fuggetlen kisérlet atlagaként sziletett. A
névekedés mérésénél minden adatpont két kisérleten beliili mintavétel atlagaként sziiletett,
ehhez jarult a kisérlet ismétlése. Kemosztat tipusu folyamatos fermentacidknal az
egyensuly beallta utan 6t alkalommal vettiink mintat a tenyészetbdl, magat a fermentaciot
azonban - ugyanazon a ndvekedési ritan - nem ismételtiik meg. Az adatokat Sigmaplot
(Jandel Scientific Inc.) szoftverrel elemeztik és szamszerGsitettik, és minden kisérlet-
sorozaton bellil standard eltéréseket (SD) szamoltunk. Ezek értékei a novekedés
meghatarozasakor is alulmultak az atlagok 14 %-at, az enzimaktivitasok mérésénél 7-10 %
k6zott mozogtak, mig a kromatografias és izotépos méréseknél 5 % alatt maradtak. A
grafikonoknal az egyes mérési pontokhoz tartozé hibahatarokat (az attekinthetéség
kedvéért) nem mutatjuk. Az indukcios kisérleteknél a valtozasok szignifikancia-vizsgalatat
a nem-indukalt adatokhoz képest Student-féle #teszttel végeztik; a probabilitas (p) adatait

a szovegben adjuk meg.

VII. Felhasznalt vegyszerek

Munkank soran mindvégig analitikai tisztasagu vegyszereket hasznaltunk, még a
taptalaj komponensek esetében is. A finomvegyszerek tulnyomoé tobbségét a Sigma-tol
rendeltitk (Sigma-Aldrich Kft., Budapest). Kivételt képez az alkalikus foszfataz és puffere
(Promega Ltd.), a 14C lakt6z (Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd.), és a D2O (Merck).

VIII. Kutatasi koltségek finanszirozasa

Munkinkat két OTKA (F 031985 és F 042602), egy FKFP (0009/2001), valamint
két Osztrak-Magyar Kormanykozi Kutatasi Egytuttmikodési Palyazat (A-20/98 és A-
26/2000) segitette. Nagy segitséget jelentett a DE OEC AOK , Mikrobiol6gia és
Farmakolégia” doktori program nappali tagozatos doktori 6sztondijasoknak biztositott

éves kutatasi tamogatasa is.
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EREDMENYEK

I. Lakt6z hidrolizis az A. nidulans-ban: sejten beliil, avagy sejten kiviil torténik?
Munkank els6é épéseként azt kivantuk tisztazni, hogy a 2. abran bemutatott
altalanos lakt6z anyagcesere melyik tipusa valosul meg az .A. nidnlans-ban. Harom lehet6ség

létezik: (a) a laktézt egy specifikus transzporter veszi f6l és az intracellularis 3-galaktozidaz

révén sejten belil hidrolizalodik, (b) a laktéz az extracellularis [-galaktozidaz aktivitas
miatt sejten kivil hidrolizalodik D-galaktézra és D-glitkozra, és (c) a kétféle lebontasi ut
parhuzamosan van jelen a torzsben.

A vad tpusa A. nidulans viszonylag jol nétt laktézon (3. A abra), 15 g/l
koncentraciéban adva kb. 70 o6ra alatt fogyott el (3. B abra). Szilard laktézos AMM?2
taptalajon kb. 3 nap kellett a teljes életciklus konidiospéra képzéssel zaruldé befutasaig.
Nyilvanval6 tehat, hogy az A. nidulans hasznositani tudja a laktozt.

Extracellularis vagy sejtfalhoz kotott B-galaktozidaz aktivitast a névekedés egyetlen
tazisaban sem tudtunk kimutatni, ellenben az intracellularis aktivitas csaknem végig jelen
volt (3. B abra). Ezt alatimasztandé i silico vizsgalatot végeztunk, melynek soran a K.
lactis élesztonek az Entrez-adatbazisbol (www.ncbinlm.nih.gov) letdltott B-galaktozidaz
szekvenciajaval a N. cassa egyik nyilvanos adatbazisaban (www-genome.wi.mit.edu)
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) keresést végeztink, és a legjobban hasonlitd
két szekvenciat kivalasztottuk (a két szekvencia gyakorlatilag azonos volt). Az eljaras
alapja azon irodalombdl ismert tény volt, hogy a gombdk [B-galaktoziddz génszekvenciai
hasonléak. A kettés szlrén atesett szekvenciakat a Cereon adatbazisba (Monsato
Company, St. Louis, MO, USA — itt 16144 contigs formajaban csaknem a teljes A
nidulans genom jelen van) BLAST-oltuk. Két magas homoldgidja A. nidulans B-
galaktozidaz szekvenciat talaltunk, melyeket nem-fajspecifikus Entrez-BLLAST soran
ellendriztiink. Az egyik 1309 bp hosszusagu szekvencia gyakorlatilag azonos a K. /lactis —
N. crassa B-galaktozidazzal, mig a masik valamivel kisebb hasonlésigot mutat ezekhez,
1554 bp hossza, és prokariotak (Thermotoga neapolitana, Caldicellulosiruptor lactoaceticus,
Abrthrobacter sp.) B-galaktozidaz génjével homolog erSteljesen. Mivel mindkét szekvencia
tartalmaz START és STOP kodont is, Open Reading Frame (ORF)-ként definialtuk &ket.

Intronok (a PCGENE program alapjan) egyikitkben sincsennek. A nyilvantartott fonalas
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gomba szignal-szekvenciak egyike sem talalhaté meg benntk, ami megerésiti, az A.

nidulans valoban csak intracellularis B-galaktozidaz aktivitassal rendelkezik.
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3. abra. Lakt6z-AMM?2 taptalajon nétt vad tipusa A. nidulans idSprofiljai
Szimbolumok: kémhatas (pH) (@) ¢és novekedés (biomassza, DCW) (0); laktoz
koncentracié (m) és intracellularis B-galaktozidaz aktivitis (A)

II. A laktoz felvétel szabalyozasa A. nidulans-ban

Lakt6éz-AMM?2 minimal taptalajon novekvé vad tipusa A. nidulans tenyészethez az
eredeti laktézmennyiség kb. egyharmadanak elfogyasa utan, az exponencialis fazisban 10
g/l D-glikézt adtunk. Az eredmény a laktoz felvétel ledllasa, és a glikédz felvétel azonnali
megindulasa volt. A laktézfelvétel csak a glikéz 95 Y%-nak elfogyasa utan indult meg Gjra.
Az elmondottakat az 5. abra (Eredmények fejezet III. 1. pont) szemlélteti.

A jelenséget toébbféle modon magyarazhattuk: (a) a D-glikoéz gatloszere a laktoz
permeaznak, (b) a D-glikéz szubsztratuma a laktéz permeaznak és verseng vele a
kotShelyért, (c) a laktéz permeaz karbon katabolit szabalyozas alatt 4all.

A kérdés megvalaszolashoz a joval pontosabb mérést lehetévé tevé izotépos
technikaval vizsgaltuk tovabb a laktéz felvételt (4. A abra). Mint lathat6, 2-deoxi-D-
glikéz (karbon repressziot kivaltd, de nem metabolizal6do szénforras) tenyészethez adasa
utan a laktoz felvétele kb. 3 6ra alatt szint meg teljesen, ami jelzi, nem inhibici6 (ez
azonnali gatlast eredményezne), hanem a ¢red gén transzkripcidjat (és ezaltal id6t) igényl
karbon katabolit szabalyozas torténik. A derepresszalé L-arabinéz tenyészethez adasakor

a laktéz felvétel valtozatlanul ment tovabb.
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A kovetkezbkben a kisérleteket a karbon katabolit derepresszalt A. nidulans creAA4

nullmutanssal ismételtilk meg. A laktoz felvétel sebessége egyaltalan nem csokkent a

0O 1 2 3 4 5 6 0O 1 2 3 4 5
Ido (6ra) Ido(0ra)

4. abra. A. nidulans vad tipus (A) és creA A4 nullmutans (B) laktéz felvétele 2-deoxi-D-
gliikoz és jelenlétében. Kontroll

represszalé 2-deoxi-D-gliikéz jelenléte miatt (4. B abra). Mivel a e mutans a laktéz
anyagcsere szempontjabol vad tipusként viselkedik (kizarélag intracellularis B-galaktozidaz
aktivitas, a vad tipushoz hasonlé névekedési rata laktézon), megallapitottuk, hogy a laktéz
telvétele A. nidulans-ban CreA-figgs karbon represszio alatt all. Ezt igazoltak a ¢re4430

mutanssal végzett izotopos mérések is.

III. A B-galaktozidaz enzim szabalyozasa A. nidulans-ban
III.1. Novekedés laktézon és az aktivitas represszioja glitkézzal

A vad tipusu A. nidulans glikézon, glicerolon vagy acetaiton néve nem mutatott
intracellularis P-galaktozidaz aktivitast, laktézon és galaktézon azonban a névekedés
minden fazisiban mérhetd volt. Erdekes médon a fentd szénforrasok kozil nem a
ntankonyvi”  szubsztratumnak szamité laktézon, hanem D-galaktézon keletkeztek a
legmagasabb aktivitasi értékek. Az aktivitas id6fiiggése parhuzamos volt a novekedéssel és
a laktozfelvétellel, a szénforras elfogyasa utan pedig az enzim képz&dése megszint. A 3. A

és B abrak-hoz hasonlé id6profild, egymassal megegyez6 eredmények szilettek pH-

6
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szabalyzott (pH = 6,5) és nem szabalyzott korulmények kozott, amikor a kémhatas a
névekedési fazis végére pH = 3,5-ig esett vissza. A laktézon nétt micélium P-galaktozidaz
aktivitasat fokozni lehetett D-galakt6z raadagolassal (10 g/l), ami szintén azt mutatta,

hogy az enzim képz6dése nem maximalis laktézon (5. abra).

Lakt6z €s galaktoz
acio (g /1)

koncentr.

Intracellularis B-galaktozidaz
aktivitas (U / mg protein)

Laktoz koncentracid (g/l)

Intracelluléris B-galaktozidaz
aktivitas (U / mg protein)

0.0

0 20 40 60 80 100

Fermentacios 1do (ora)

5. abra. A: Vad tipusa A. nidulans intracellularis B-galaktozidaz aktivitasanak idéprofilja
lakt6z-AMM2 taptalajon, galakt6z raadagolas soran. A nyil a galaktéz adagolas id6pontjat
mutatja. B: kontroll tenyészet (galaktéz adagolas nem tortént).

Szimbdlumok: laktéz koncentricié (m), D-galaktéz koncentracié (O), intracellularis B-
galaktozidaz aktivitas (A)
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A B-galaktozidaz aktivitds hidnya glikézon, glicerolon és acetiton, valamint
jelenléte laktézon és galaktézon azt sugallta, hogy ennek az enzimnek a bioszintézise is
karbon szabalyozas alatt all. D-glikéz hozzaadasara a laktézon nétt tenyészetekben a -
galaktozidaz aktivitas szintje azonnal csokkenni kezdett, és par 6ran belil az aktivitas
mérhetdsége teljesen megszint. A glikéz kétharmadanak elfogydsa utin a B-galaktozidaz

aktivitas ujra megjelent (6. abra), és csaknem az eredeti értékig emelkedett.
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6. abra. A: Vad tipusu A. nidulans intracellularis (-galaktozidaz aktivitasinak idéprofilja
laktoz-AMM?2  taptalajon, D-glikéz raadagolas soran. A nyil a D-glikéz adagolas
idépontjat mutatja. B: kontroll tenyészet (D-glitk6z adagolas nélkiil)

Szimbdlumok: laktéz koncentricié (m), glikéz koncentricié (0), intracellularis -
galaktozidaz aktivitas (A)
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A 6. abran szemléltetett kisérlet azt mutatta, hogy a glikéz gatolja a B-galaktozidaz
aktivitas megjelenését, de — hasonléan a laktéz permeaz szabalyozasahoz — ez alapjan még
nem doénthet6 el, hogy az induktor (a laktéz) felvételének gatlasa (inhibicid), vagy pedig
valédi karbon katabolit represszié (a transzkripcid gatlasa) van-e a jelenség hatterében. A
karbon katabolit represszioért felelés cred gén feltételezett szerepének tanulmanyozasa
céljabol ismét a creA-hianyos A. nidulans A4 nullmutans torzset hasznaltuk. A glikédz
raadagolasos kisérletet ezzel a torzzsel megismételve a B-galaktozidaz aktivitds szintje

valtozatlan maradt, de ez a lakt6z folyamatos felvételével is magyarazhato volt (7. abra).

acio (g/l)

/4

Laktoz és gliikoz

koncentr

(g/)

M4

Intracellularis -galaktozidaz
aktivitas (U / mg protein)
acio

|
o0
Laktoz

|
AN
koncentr

I I I I 0
0 10 20 30 40 50

Fermentacios ido (6ra)

7. abra. A: A. nidulans creAAN4 mutans intracellularis [-galaktoziddz aktivitisanak
id6profilja laktéz-AMM2  taptalajon, D-glikéz raadagolds soran. A nyil a D-glikoz
adagolas id6pontjat mutatja. B: kontroll tenyészet (D-glikéz adagolas nélkiil)
Szimbolumok: laktéz koncentricié (m), glikéz koncentracié (0), intracellularis -
galaktozidaz aktivitas (A)
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Annak eldontésére, hogy a [B-galaktozidaz aktivitdis 6nmagaban is CreA-fliggd
karbon katabolit represszié alatt all-e, a A4 mutans, valamint a csonkolt ¢e4 mRNS-t

létrehozd  reA4930 mutans torzsek B-galaktozidaz aktivitds szintjét vizsgaltuk meg
glikézon és glicerinen. Mindkét torzs a laktézon mérhetd érték alig 17 %-at kitevd, de
azért reprodukalhatéan mérheté aktivitassal (0,12 + 0,01 U / mg protein) rendelkezett.

A B-galaktozidaz aktivitas glikoz repressziotol vald fliggését kemosztat tipusa
folytonos tenyészetben vizsgaltuk tovabb. Ennek magyarazata, hogy az alacsony
specifikus novekedési rata represszalo szénforrason is karbon katabolit derepressziot okoz
(Szentirmai A., személyes kozlés). A taptalaj komponensek koncentracidjat ugy allitottuk
be, hogy a ndvekedést a szénforras (glikoz) limitalja. Egyensulyi kérilmények kozott a
specifikus novekedési rata egyenlé volt az altalunk beallitott higitasi rataval. Négy
kilonb6z6 higitasi rataju tenyészetet vizsgaltunk, az értékek a sillyesztett szakaszos
tenyésztés kilonboz6 novekedési fazisait igyekeztek atfogni. A tenyészetek egyensulyi
biomassza koncentracidja mindegyik higitasi rata mellett ugyanakkora (1,3 + 0,1 g/1) volt,
ami egyértelmien mutatta: a névekedés nem volt oxigén limitalt (mivel a specifikus légzés
a novekedési rata figgvénye, oxigén limitdcié esetén a higitasi rata novelésével az
egyensulyi biomassza koncentraci6 csokken; Pirt 1975).

A vad tipust A. nidulans tenyészetb8l a magas ndvekedési ratakon (D=0,01 1/h,
D=0,075 1/h) nem tudtunk [-galaktozidaz aktivitist mérni, azonban D=0,045 1/h
értéknél az aktivitds megjelent, a legalacsonyabb novekedési ratan (D=0,02 1/h) pedig
ugyanazt az értéket mértiik, amit a creAA4 és re4930 mutansoknal szakaszos tenyészetben
glicerolon vagy glikézon (0,12 +0,01 U / mg protein; 8. abra).

A folytonos fermentacidkat az A. nidulans creAA4 nullmutanssal megismételve
minden higitasi rata értéken mérési hiban belil ugyanazt az aktivitasi értéket kaptuk, amit
szakaszos tenyészetben glikézon vagy glicerolon, a vad tipusnal pedig alacsony higitasi

rataju kemosztitban, glikézon (8. abra). Az eredmények alitimasztjak a B-galaktozidaz

enzim glitk6z altali szabalyozasardl elmondottakat, és viligosan mutatjik, hogy bar a -
galaktozidaz aktivitas egy része CreA-fliggs represszio alatt all, a talnyomé része indukcid

utjan alakul ki. A tovabbiakban ezért az indukcios folyamatot tanulmanyoztuk.
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8. abra. A. nidnlans vad tipus (fekete oszlop) és weAA4 mutins (fehér oszlop) B-
galaktozidaz aktivitasanak valtozasa a specifikus névekedési rata figgvényében, AMM2
glukéz-limitalt kemosztat tenyészetben
III. 2. A B-galaktozidaz aktivitas indukcidja

Az indukci6 folyamatat mosott sejtes tenyészetek révén tanulmanyoztuk, ahol a
friss taptalaj az inducer kilonbozé koncentracidit tartalmazta. A D-galaktéz ilyen
kortlmények kozott is a B-galaktozidaz laktéznal hatékonyabb induktoranak bizonyult, a
legmagasabb enzimaktivitasi érték a vad tipusban 1,01 U / mg protein volt, amit 8 mM-
nal magasabb koncentraciénal tudott kifejteni. A eAA4 nullmutins térzsben ennél
szignifikansan (p<0,1 %) magasabb (1,72 = 0,13 U/mg protein) maximalis indukciét
mértink D-galaktéz hatasara, és hasonléan (1,61 + 0,11 U/mg protein) magas értékeket

kaptunk a ¢eA4930 mutans térzsben is. Ez annak volt kdszénhetd, hogy az indukcié nem
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ért el telitési értéket 8 mM inducer koncentracional (mint tette azt a vad tipusnal), hanem
tovabb nétt a D-galaktdz koncentracié emelésével, egészen 11 mM-os értékig.

A CreA-nak tehat a D-galaktéz altali indukcié folyamatara is részlegesen gatlo
hatasa van. Ezt alitimasztando, a vad tipus B-galaktozidaz aktivitasat glikéz és galaktoz
egylttes jelenlétében probaltuk meg indukalni. A glikéz semmilyen koncentracié-arany
mellett nem gétolta a galaktéz felvételét (5-5 g/1 koncentriciok esetén a fogyasgorbék a 9.
abra szerint alakultak), ami azt sugallta, hogy a két hexdéz valéban a 2. abran bemutatott
6nalld, egymastol fiiggetlen transzporterek révén jut be a sejtbe. Az indukalt B-
galaktozidaz aktivitds szintjét viszont kb. 30 %-al csokkentette a glikéz (V. tablazat),
alahuzva fenti megallapitasunkat a galaktéz-indukci6 glikoz altali részleges gatlasarol. Ez a
hatas a CreA-n kereszttl érvényesil, ugyanis a karbon derepresszalt mutans torzseknél a
B-galaktozidiaz D-galaktéz altali indukcidjat a glikéz semmilyen koncentricioban nem

befolyasolta (V. tablazat).

Gliikoz, galaktdz €s laktoz
koncentracié (g/1)

0 10 20 30 40 50

Fermentacios ido (6ra)

9. abra. Vad tipusa A. nidulans tenyészet laktdz (0), galaktdz (V) és glikodz (@) fogyasa 5-5
g/l koncentriciok mellett
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Néhany fonalas gomba (A. niger, P. canescens) esetében leirtak (Nikolaev és Vinetski
1998, De Vries és mtsai 1999a), hogy a B-galaktozidaz enzim képzGdését indukalni lehet
L-arabinézzal és mas hemicellul6z monomerekkel. Kisérleteink szerint ez a helyzet az A.
nidulans esetében is, mivel az L-arabindz és a D-xiléz egyarant indukalja a 3-galaktozidaz
képzb&dését. A fonalas gombakban természetes korilmények kozott nem fordul el6 D-
arabinéz, igy nem meglepd, hogy ez az izomer hatastalan volt. Erdekes modon az L-
arabin6z még a D-galakt6znal is hatékonyabb inducernek bizonyult. Mind a D-xiléz, mind
az L-arabinéz altal kivaltott B-galaktozidaz indukcié szignifikinsan (p<<0,1 %) magasabb
értékeket eredményezett a creA-hianyos mutans torzsben (V. tablazat), vagyis CreA

nemcsak a D-galakt6z, hanem a pentézok altali indukciét is gatolta.

Vad tipus CreA A4
Kmax Vmax Krnax Vmax
Km Krn
8,33 1.01 11,1 1,72
D-galakt6z
0,55 0,69
- 0,70 - 1,71
gliik6z + galaktoz
13,3 1.02 6,67 2,17
L-arabinoz
0,8 0,41
6,67 0.28 6,67 0,41
D-xiléz
2,67 0,67

V. tablazat. A B-galaktozidaz aktivitas indukcidja D-galaktdzzal, L-arabinézzal és

D-xil6zzal a vad tipusa és a CreAA4 A. nidulans térzsekben. Vima @ maximalis specifikus
enzimaktivitds (U/mg protein); Kma: a maximalis aktivitashoz szikséges inducer
koncentracié (mM); Kn : a maximalis aktivitas feléhez tartozo inducer koncentracié (mM)

A két leghatékonyabb induktor (D-galaktéz és L-arabindz) egytittes hatasat
vizsgalva kidertlt: ha a D-galaktozt szuboptimalis koncentraciéban alkalmazzuk, akkor az

igy kialakult, maximalisnal kisebb aktivitas megnovelheté L-arabindzzal, és forditva is ez a
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helyzet (p<0,1 %). A maximalis indukciés értékek azonban nem voltak fokozhatdk a

masik monoszacharid 4ltal (p<0,1 %).

II1. 3. A galakt6z anyagcsere és a 3-galaktozidaz aktivitas kapcsolata

A galaktéz anyagcesere [-galaktozidaz képzédéshez sziikséges szakaszanak
azonositasa céljabol galaktokinaz, valamint galaktéz-1-foszfat-uridilil transzferaz hianyos
A. nidulans mutansokat tanulmanyoztunk. A hemicelluléz monomerek vizsgalatanal
alkalmazott atmosasos technikat alkalmazva kiderilt, a galaktokinaz mutans hasonld Vimax
aktivitast mutatott D-galaktézzal, az indukciéhoz sziikséges K érték viszont lényegesen
alacsonyabb volt. A vad tipusa A. nidulans t6rzsben D-fukéz (6-deoxi-D-galaktéz; nem
metabolizal6dé D-galakt6z anal6g) hatasara a D-galakt6z kivaltotta értékkel megegyez6 -
galaktozidaz aktivitas alakult ki (10. abra), jelezve, a galaktéz 6nmagaban elég az indukcid

kialakitasahoz, a Leloir-utvonal koztesei nem sziikségesek hozza (VI. tablazat).
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10. abra. A. nidulans vad tipust torzs P-galaktozidiaz enzim aktivitasanak indukcidja
tukoézzal (6-deoxi-D-galaktdz)
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A galaktéz-1-fosztat-uridilil transzferaz hianyos A. nidulans mutans (ga/D) fenotipus
vizsgalata azonban varatlan eredményt hozott: a térzs konstitutiv B-galaktozidaz aktivitast
mutatott glitkézon és glicerolon is (11. A abra). Frtéke (~0,28 = 0,04 U /mg protein) kb.
kétszerese volt a cre-hidnyos mutans torzs konstitutiv alapaktivitisanak. A B-galaktozidaz
aktivitas D-galaktézzal egyaltalan nem, L-arabinézzal azonban teljes mértékben
indukalhaténak bizonyult (VI. tablazat). Az aktivitasi értékek a tenyésztés folyaman
glikézon ¢és glicerolon is végig jelen voltak, de a tenyészet névekedési sebességével

forditottan valtoztak, a legmagasabb enzimszintet a stacioner fazisban érve el.

Hianymutans galE galA galD(A61) galD(A466) galE/galD

torzsek

Knax Vmax Kmax Vmax KK‘I‘[&X Vmax Kmax Vmax Knax Vmax
K, K, K, K, K,

278 1,18 * 022 * 0,31 036 0+ 0,26
D-galaktoz () (04 * * * *

6,67 14 10 1,02 133 1,12 06,67 1,01

L-arabinéz n.m. n.m. 0,8 0,8 0,8 0,8

VI. tablazat. A B-galaktozidaz aktivitds indukcidja D-galakt6zzal és L-arabin6zzal

a LeLoir-atvonal mutansaiban. n.m. : nem mértik
* : koncentraci6 figgetlen aktivitas, Kmax és K értékek nélkil

A ga/D mutans [-galaktozidaz aktivitisinak vad tipustdl eltéré szabalyozasat elvileg
kétféleképpen lehetett magyarazni. Feltételezhettiik, hogy a felhalmoz6do, és mas
eukariotakban (koztiik az emberben is) toxikus galaktdz-1-foszfat fejt ki egyfajta feed-
back gatlast a sajat keletkezésében szerepet jatsz6 enzimekre, masrészrol a galaktoz-1-
tosztat-uridilil transzferaz enzim szabalyz6 szerepébdl is kiindulhattunk. Ahhoz, hogy a
két lehet6ség kozul donteni tudjunk, olyan mutansra volt szitkséglink, mely nem képes a

galaktoz-1-foszfat szintézisére, de nem rendelkezik galaktéz-1-foszfat-uridilil transzferaz

aktivitassal sem. Kereszteztik tehat az A. widulans galEl és a ga/D mutans torzseket.
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A galaktokinaz / galaktéz-1-foszfat-uridilil-transzferaz kettés mutans térzs (EFES1)

kétféle fenotipust mutathatott: vagy az egyik, vagy a masik szil6i torzshoz

hasonlatosat.
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11. abra. A. Az A. nidulans galD mutans B-galaktozidaz aktivitisinak idéprofilja glicerolon.
B. A. nidulans EFES1 kett6s mutans [-galaktozidaz aktivitdsanak idéprofilja glicerolon. C.
A. nidulans galA mutans B-galaktozidaz aktivitasanak id6profilja glicerolon.
Szimbdlumok: novekedés (0), glicerol (<), intracelluliris B-galaktoziddz aktivitis (A)
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Amennyiben a B-galaktozidiz aktivitas szabdlyozasa a galaktokinaz mutanshoz
hasonlé (vagyis indukalhato lesz D-galaktézzal, glicerolon pedig nem lesz aktivitas), akkor
a galakt6z-1-foszfat okozta az indukalhatosag elvesztését, ha viszont a kett6s mutans nem
lesz indukalhaté6 D-galaktézzal, de konstitutiv aktivitast mutat glicerolon, akkor a

galaktoz-1-foszfat-uridilil transzferaz enzimnek van szabalyzé szerepe.

A kérdésre kapott vilaszt a 11. B abra mutatja. T6bb flggetlen ga/E/galD kettGs

mutanst izolaltunk, a B-galaktozidaz aktivitas képz6désének szabalyozasa mindegyikiikben
a galaktoz-1-foszfat-uridilil transzferaz mutanshoz volt hasonlé. Ezt az eredményt
tamasztotta ala az A. nidulans galA mutans vizsgalata is. Ebben a torzsben a galaktokindz
¢és a galaktdz-1-foszfat uridilil transzferaz aktivitaisok minimalisak és nem indukalhatok,
fenotipusosan tehat egy ga/E/galD kettés mutanshoz hasonlit. A galA térzs B-galaktozidaz
aktivitasanak szabalyozasa mindségileg megegyezett a ga/D egyes és az EFES1 kettSs
mutanséval, vagyis D-galaktézzal nem, L-arabindzzal teljes mértékben indukalhaté volt,
represszalé (glikoz) illetve ,,semleges™ szénforrason (glicerol) pedig konstitutiv aktivitast
mutatott (ez utébbi megallapitast a 11. C abra szemlélteti). Mennyiségi értelemben a ga/A4
mutans konstitutiv aktivitasa glicerolon alacsonyabb volt (p<0,1 %), mint a ga/D vagy a
galD/galE kettés mutansé. Megallapitottuk tehat, hogy a galaktéz-1-foszfat-uridilil
transzferdz enzim részlegesen trepresszalja az A. nidulans B-galaktozidaz aktivitasanak
képzb&dését, és a loss-of-function ga/D mutansban meglévé derepressziot az aktivitas

kismértékd megjelenése (lasd gal4 mutans) csokkenti ugyan, de nem szinteti meg.

A fenti indukciés vizsgalatoknak egy tavolabbra mutaté eredménye is volt.
Kizarand6 a B-galaktozidiz enzimaktivitds galaktéz-1-foszfat felhalmozodason keresztiili
gatlasanak lehet6ségét, megvizsgaltuk a galaktokinaz mutans D-galaktoz felvételét; ehhez a
torzset egyedilli szénforrasként D-galaktézt tartalmazé AMM2 taptalajon inkubaltuk.
Meglepetéstinkre a torzs nemcsak felvette a D-galaktdzt, hanem ndétt is rajta. A spontan
mutacié lehetésége miatt tobb, fliggetlentl deponalt A. widulans galaktokinaz mutans
torzset szereztiink be, de a fenotipus minden esetben ugyanaz maradt. Megfigyelésiink
szoges ellentétben allt azon kozel négy évtizedes tézissel, miszerint a galaktokinaz aktivitas
nélkilozhetetlen a D-galaktéz anyageseréhez (Roberts 1969). Munkank kévetkezd

részében ezt a (bizonyos értelemben véletlen) megfigyelést igyekszink értelmezni.
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IV. Reduktiv D-galakt6z lebontasi utvonal A. nidulans-ban

IV. 1. A megfigyelés

Noha a gombak D-galaktéz anyageseréjét csak kevés fajban vizsgaltak, a K. lactis
¢lesztében és az A. nidulans esetében is megallapitottak, hogy a galaktokinaz a Leloir-
utvonal nélkilozhetetlen kulcsenzime (Dickson és Riley 1989, Roberts 1963, Kifer 1977),
melynek hianyaban a mutans torzsek nem képesek D-galaktézon néni. Ezzel szemben mi
azt talaltuk, hogy a ga/El mutansok felveszik és hasznositjak a D-galaktozt; szilard D-
galaktoz-AMM?2 taptalajon a teljes életciklusukat befutjak 3,5-4 nap alatt.

Az ellentmondas feloldasa céljabdl tiizetesen Osszehasonlitottuk a korabbi szerzék
és az altalunk hasznalt tenyészkérulményeket, és megallapitottuk: mig Roberts (1963) és
Kifer (1977) nitratot hasznalt nitrogénforrasként, addig mi ammoénium ionokat. Munkank
kezdetén ugyanis taptalaj optimalizalast végeztink, ennek soran talaltunk ra arra a
hivatkozasra (Fiedurek és mtsai 1996), mely a B-galaktozidaz enzim képzb&dés fokozasa
céljabol ammoénium ionokat javasolt a taptalajba.

Nitratot hasznalva kizarélagos nitrogénforrasként az A. nidulans galaktokinaz
mutans valoban nem nétt D-galaktézon (12. A abra), ammoénium ionok hasznalata
mellett (12. B abra) azonban a sé anionjanak kémiai minéségétdl (szulfat, klorid, foszfat)
tiggetlentl igen. Mivel Roberts (1963) 10 mM foszfattal pufferolta taptalajat, mi is
kiegészitettlik ugyanennyi foszfattal a tenyészetet, de ennek sem volt hatisa a
névekedésre. A tenyészet kémhatasat végig pH=0,5 értéken tartottuk (2 l-es laboratériumi
fermentort hasznaltunk), igy a kétféle nitrogénforras altal kivaltott esetleges kémbhatas-
valtozas sem lehet felel6s a jelenségért. Glikéz tartalmu AMM?2 taptalajon a
nitrogénforras anyagi minésége (ammonium vs. nitrat ionok) nem befolyasolta a tenyészet
névekedését vagy szénforras felvételét (12. C, D 4abra), és ugyanezt talaltuk mas
szénforrasok (glicerol, acetat, fruktdz) esetében is. Megallapitottuk tehat, hogy a jelenség
kifejezetten a galaktéz anyagceseréhez kotédik, megjelenéséhez pedig a galaktokinaz gén
(galE) mtkodésképtelensége illetve hianya szitkségeltetik.

Ahhoz, hogy eldonthessiik, az alternativ galakt6z lebontasi Gtvonal teljes egészében
potolni képes-e a galaktokinaz enzim hianyat a ga/E mutansban, 6sszehasonlitottuk a vad

tipus és a mutans tOrzs névekedési paramétereit D-galaktézon (13. abra). Mint lathato, a
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12. abra. Az A. nidulans vad tipus (Gres szimbolumok) és galaktokindz mutans (tomott
tekete szimbolumok) szénforras hasznositasanak és biomassza képz6édésének idSprofiljai
AMM2 taptalajon. A D-galaktéz és ammoénium ionok. B D-galaktéz és nitrat ionok. C D-
glikéz és ammonium ionok. D D-gliikkéz és nitrat ionok

Szimboélumok: novekedés (biomassza képzédés, DCW) (O, m), D-galaktéz fogyas (0,e),
D-gliikéz fogyas (A,A)



49

kompenzacié nem teljes, hiszen a biomassza képz6dés rataja a vad tipusu tenyészetben
kozel kétszerese a ga/E mutanséban mérhetének (13. A abra), ami ugyanilyen aranyd

kiilonbséget okozott a névekedési ratakban is (13. A abra).
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13. abra. A. és B. Az A. nidulans vad tipus (ires szimbolumok) és galaktokinaz mutans
(t6moétt szimbolumok) id6profiljai D-galaktézon valé névekedés soran.
Szimboélumok: novekedés (O, W), névekedési rata (0,®), hozamkonstans (A,A)

IV. 2. Az els6 intermedier azonositasa

A vad tipusa A. nidulans és a galaktokinaz mutans torzs (A214) D-galaktézon vald
névekedésének Osszehasonlitasa azt is kimutatta, hogy a szénforrasra vonatkozo
biomassza hozamkonstansok jelentésen eltérnek egymastol (13. B abra). A vad tipusa
torzsben a hozamkonstans idéprofilja gyors felfutds utan a galaktéz hasznositas csaknem
teljes id6tartama alatt allandé értéken volt, majd a stacioner fazisban gyorsan leesett.
Ehhez képest a galaktokindz mutans hozamkonstansanak id6profilja a kezdeti felfutas
utan egy folyamatosan hanyatlé értéket mutatott, a stacioner fazis elejére a maximalis érték
00 %-ra esett vissza. Bz a hozamkonstans-idéprofil jellegzetes példija az atmeneti,
intracellularis metabolit feldasulasnak. Mas szénforrasokon (L-arabinéz, D-xiloz, glikoz,
acetat, glicerol) a két torzs hozamkonstans-idéprofiljai megegyeztek, laktézon azonban
kevésbé hangsulyosan, de a D-galakt6zon észlelthez hasonlé tendenciakat tapasztaltunk.

Mivel tgy gondoltuk, az emlitett intracellularis koztes azonositasa kozelebb vihet

minket az alternativ D-galaktéz hasznositasi utvonal megismeréséhez, a tapkozeget és a
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biomasszat is elemzésnek vetettiik ala, olyan komponensek utan kutatva, melyek
kiindulaskor nem voltak jelen. Ennek eredményeként az A. nidulans galaktokinaz mutans
biomasszajaban meglepéen nagy (>400 mM) koncentracidban galaktitolt (dulcitol, a D-
galaktéz poliolja) talaltunk. A galaktitol, mint azt felhalmozddasanak idéprofilja is
viligosan mutatja (14. A abra), a tenyésztés végén hasznosul. Frdekes médon jéval kisebb
koncentraciéban ugyan, de a vad tipus micéliumaban is talaltunk felhalmoz6do galaktitolt;
mennyisége a tenyésztés exponencialis fazisaban kezdett el néni, a galaktéz felvétel
id6szakaban névekedett, majd a lassul6 fazis végén gyorsan felhasznaloédott (14. A abra),
jelezve, a galaktitol képzésért és tovabbalakitasért felel6s enzimek a vad tipusban is
megtalalhatok. Laktézon névekvs vad és galaktokinaz mutans torzsek micéliumaban
szintén talaltunk galaktitolt, ennek mennyisége kevesebb, kb. 75 %-a volt a galaktézon
mértnek. A galaktdz és laktoz koncentricidjanak (2-40 g/l értékek kozott) nem volt hatisa
a képzodott galaktitol mennyiségére. Egyéb szénforrasokon (L-arabindz, D-xiléz, acetat,
D-fruktéz, D-glikéz, glicerol) vald novesztés nem eredményezett intracellularis galaktitol

telhalmozodast egyik torzsben sem.
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14. abra. Id6profilok A. nidulans vad tipusu (Gres szimboélumok) és galaktokinaz mutans
(tomoétt szimbolumok) torzsekben A Intracellularis galaktitol felhalmozodas, AMM2-
galaktézon. B Novekedés illetve szénforras hasznosulas AMM2-galaktitolon.
Szimboélumok: galaktitol koncentraci6 (A A), biomassza koncentracié (0, m)

Az intracellularisan felhalmozodott galaktitol gyors elfogyasa az A. nidulans

galaktitol lebontasanak vizsgalatara iranyitotta a figyelmuinket. Els6 1épésként AMM2-
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glicerolon elénévesztett vad tipusa és galaktokinaz torzseket AMM2-galaktitol taptalajra
mostunk at. A novekedés és a galaktitol felvétel mindkét térzsben ugyanakkora rataval
tortént. Hasonlé eredmények sziilettek a konidiospérardl inditott tenyészetek vizsgalata
soran is (14. B abra). Megallapitottuk tehat, az A. nidulans a n6vekedés minden fazisaban

képes a galaktitol hasznositasara, lebontasahoz nem igényli a galaktokinaz enzim jelenlétét.

IV. 3. Az els6 enzimatikus 1épés azonositasa

Az eddigiek soran bizonyitékot szereztiink arra, hogy a galaktokinaz hianya esetén
a galaktéz metabolizmusa galaktitol kéztesen at megy végbe. Annak eldontésére, hogy a
torzsek rendelkeznek-e galaktitol bont6 aktivitassal, AMM2-glicerolon kindvesztett,
AMM2-galaktitolra atmosott vad tipusu és galaktokinaz hianyos mutans (ga/E) A. nidulans
tenyészetek sejtmentes, dializalt kivonatat hasznaltuk enzimforrasként. Mint lathaté (VIL.
tablazat), mindkét torzs rendelkezik galaktitol dehidrogenaz aktivitassal, amely szigorian

csak NAD*-kofaktorral mikodik, NADP*-vel nem.

Poliol dehidrogenaz aktivitas (U / mg protein)

Kofaktor Szubsztratum
Torzs
L-arabitol Galaktitol
NAD* 0,41 £0,03 0,081 = 0,005
Vad tipus

NADP* < 0,004 < 0,004

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

VII. tablazat. Poliol dehidrogenaz aktivitasok .A. nidulans-ban, AMM?2 taptalajon, galak-
titol és L-arabitol szubsztratumokon, NADT illetve NADP* kofaktorok hasznalata mellett
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De Vries és mtsai (1994) kézleménye szerint egy eredetileg Clutterbuck (1981) altal
leirt (G094=araAT) és L-arabitol dehidrogenaz hianyos fenotipussal jellemzett .A. nidulans
mutans nem né galaktitolon sem. A megfigyelést igazoltuk (16. C abra), majd
megallapitottuk, a mutansnak nincs galaktitol dehidrogenaz aktivitasa sem (VII. tablazat).
Meglepetésunkre azonban nitrogénforrasként ammonium ionokat hasznalva az araA7
mutans nétt L-arabitolon (galaktitolon viszont nem), és a vad, valamint a galaktokinaz
hianymutans térzseknél ugyan kisebb, de jol mérhet6 L-arabitol dehidrogenaz aktivitast
mutatott. Nitrogénforrasként nitratot, szénforrasként L-arabitolt tartalmazé taptalajon
azonban nem volt sem L-arabitol dehidrogenaz aktivitas, sem ndvekedés, dsszhangban a
korabbi kézleményekkel. Az araA7 mutans viselkedése L-arabitolon tehat nagyon hasonld
volt a ga/lEl mutans viselkedéséhez D-galaktézon — mindketté nitrat tartalmua taptalajon
mutatta a definidlt mutans fenotipust, ammonium ionok jelenlétében a jelleg eltint.

A VII. tablazat 7z vitro adatokat mutat, ezért kivancsiak voltunk, hogy az L-
arabitol dehidrogendz aktivitas iz vivo is felel6s-e a galaktitol lebontasaért. Ehhez az araA1

mutanst D-galaktézon novesztettiik, és kielemeztik a fermentlevet és a biomasszat (15.

abra).
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15. abra. A. nidulans 1.-arabitol dehidrogenaz hianyos mutans id6profilja D-galaktézon.
Szimboélumok: biomassza (0), D-galakt6z (@), intracellularis galaktitol (A) koncentraciok
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Az A. nidulans 1-arabitol dehidrogenaz mutans névekedése galaktézon valamivel
lassabb volt, mint a vad tipusé, viszont nagyjabol megegyezett a galaktokinaz hianymutans
esetében tapasztalttal. Az intracellularis galaktitol a noévekedésnek mar viszonylag korai
szakaszaban megjelent, és a stacioner fazis végére érte el maximalis értékét (~50 mM),
amely joval alacsonyabb volt a galaktokindz hidanymutansban (~410 mM), de valamivel
magasabb a vad tipusban mért értéknél (~30 mM; lasd 14. A abra). A lényegi kiilonbség
azonban az, hogy az araA71 mutans nem tudta hasznositani az intracellularis galaktitolt,
vagyis a galaktitol felhalmozodas végleges volt, nem atmeneti (15. abra). A galaktoz
elfogyasa utan a tenyészetet még napokig fenntartva szétess, autolizalo sejteket észleltiink,
ennek eredményeként a galaktitol az extracellularis térben is megjelent, am még ekkor sem
hasznosult. Megallapitottuk tehat, hogy az A. nidulans galaktitol anyagcseréjében az L-
arabitol dehidrogenaz aktivitis megkeriilhetetlen.

A kovetkez6kben arra kerestiik a valaszt, hogy az alternativ galaktéz lebontasi ut
kizarélag galaktitolon at halad-e, avagy 1étezik egy harmadik utas megoldas is. Ehhez egy
L-arabitol dehidrogenaz / galaktokinaz kettGs mutanst (araA1/ga/E = EFES4) hoztunk
létre. Megkozelitésunk lényege, hogy ha a Leloir-utvonaltdl figgetlen galaktéz lebontas
kizarélag galaktitolon at megy végbe, akkor galaktokinaz negativ hattérben az L-arabitol
dehidrogenaz mutans nem fog tudni D-galaktézon néni. Mint a 16. A abra mutatja,
valéban ez volt a helyzet; bizonyitékot szereztiink tehat arra, hogy az alternativ galakt6z

lebontasi ut obligat koztese a galaktitol, melyet az L-arabitol dehidrogenaz alakit tovabb.

IV. 4. A masodik intermedier azonositasa

Az L-arabitol dehidrogenaz reakcié végterméke L-arabitollal L-xiluléz (1. abra),
galaktitollal valé reakcidjanak terméke azonban nem ismert. Mivel a galaktitol az L-
arabitol dehidrogenaz révén alakul tovabb, a reakcidtermék azonositasa elengedhetetlen
volt az alternativ galaktoz lebontasi ut tovabbi vizsgalatahoz.

Galaktitolon nétt vad tipusu, galaktokinaz és L-arabitol dehidrogenaz hianymutans
torzsek dializalt sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznaltuk, és az 7n vitro reakcid
termékeit HPLC és NMR (17. abra) segitségével elemeztik. Mindkét analitikai médszer a
reakcididével linearisan névekvé koncentracioja szorbézt mutatott ki a vad tipus és a
galaktokinaz mutans esetében, mas hexézt nem talaltunk a reakcielegyben. Polarimetrias

elemzés révén a szorbdzt L-szorbozként azonositottuk. Rendkivil fontos megfigyelés
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volt, hogy az araA71 mutans esetében reakcid végterméket nem talaltunk, barmeddig is

inkubaltuk az elegyet.

16. abra. A. midulans vad és mutans torzsek novekedése a munkank soran hasznalt

fontosabb szénforrasokon. A Névekedés D-galaktézon. B és C Névekedés galaktitolon.
D Novekedés L-szorbézon ammoénium ionok jelenlétében. E Névekedés L-szorbozon
nitrat ionok jelenlétében. Az A-D jelt Petri-csészékben nitrogénforrasként ammonium
ionokat hasznaltunk

Forditott iranyba (redukcid) jatszédtatva a reakciot, a vad tipus és a galaktokinaz
mutans dializalt sejtmentes kivonatat enzimforrasként hasznalva, NADH (de nem
NADPH) jelenlétében az L-szorbozt galaktitolla tudtuk alakitani. Ugyanez a reakcié az L-
arabitol dehidrogenaz mutans dializalt sejtmentes kivonataval nem ment végbe. Mindez
azt bizonyitotta, az L-arabitol dehidrogenaz aktivitds eredményeként a galaktitol
szubsztratum L-szorbézza alakul.

Az L-szorbéz kis mennyiségben fel is halmozdédik a micéliumban; galaktitolon
névesztett vad tipusu és galaktokinaz mutans térzsekben 20-60 uM L-szorbodzt tudtunk
kimutatni. Akarcsak az i vitro reakci6 esetében, mas hexo6zt kimutathaté mennyiségben 7

vivo sem talaltunk.
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17. abra. A L-arabitol dehidrogenaz - galaktitol oxidacios reakcié szorbézként azonositott
végtermékének 13C DEPT-NMR spektruma. B L-szorboz raadagolas (standard addicio)

IV. 5. A masodik enzimatikus 1épés azonositasa

Természetesen kivancsiak voltunk, hogyan alakul tovabb a sejtben az L-szorbdz.
Elorza és Arst (1971) kézleménye szerint az intracellularis L-szorbéz el6bb D-szorbitolla
redukalodik, majd ez D-fruktézza alakul, ami a hexokinaz altali foszforilezés révén Iép be
az anyagcsere fésodraba. Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, a hexokinaz valéban rész vesz az -
szorboz anyageserében és ezaltal az alternativ D-galaktéz lebontasi utvonalban, egy A.
nidulans hexokinaz hianymutans torzset (fn47) elemeztiink. A mutans valéban nem tudott
sem L-szorbézon (16. D abra), sem galaktitolon (16. B abra) néni.

A hexokinaz esszencialis szerepét az alternativ D-galaktéz lebontasi dtvonalban

egy A. nidulans galaktokinaz/hexokinaz kettés mutans (ga/E/frA1 = EFES3) vizsgalataval
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bizonyitottuk. Mint azt a 16. A abra mutatja, a mutans nem tudott D-galaktézon néni, és a
varakozasnak megfelel6en galaktitolon (16. B abra) és L-szorbozon (16. D. abra) sem.

Mas szénforrasokon (gliikéz, glicerol, acetat) a mutans torzsek vad tipusként viselkedtek.

ATP

A \

L-szothaz D L-szothaz
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18. abra. Az L-szorboz foszforilezésének HPLC-kromatogramjai .A. nidulans-ban. A ATP
és L-szorboz. B sejtmentes kivonat. C A hexokinaz reakcié L-szorboéz szubsztratummal,
az A. nidulans galEl mutans dializalt, sejtmentes kivonatat hasznalva. D Az I.-szorb6z-6-
foszfat tartalmua elegy alkalikus foszfatazzal valé kezelése O h id6pillanatban. E Az L-
szorb6z-6-foszfat tartalmu elegy alkalikus foszfatazzal valé kezelése, 3 h id6pillanatban. F
A hexokinaz reakcié L-szorbéz szubsztratummal, az A. widulans frA71 mutans dializalt,
sejtmentes kivonatat hasznalva 6 h utan. AU: arbitrarius egység (Arbitrary Unit)

Elorza és Arst (1971) kozleménye értelmében a hexokinaznak kozvetett szerepe
van az L-szorboz anyageserében, hiszen de facto a D-fruktoézt foszforilezi. Mivel azonban a
hexokinaz széles szubsztratspecificitast enzim (Machado de Domenech és Sols 1980, Puri
és mtsai 1988), megvizsgaltuk, képes-e az L-szorbozt kozvetlentl foszforilezni. Ehhez vad
tipusu, L-arabitol dehidrogendz hianymutans (araA7), galaktokinaz hianymutans (ga/E) és
hexokinaz hianymutans (f~47) torzseket fruktézon novesztettiink, és a dializalt sejtmentes
kivonatot enzimforrasként hasznaltuk az L-szotboéz in wvitro foszforilezéséhez. Az
enzimreakciot a galaktokinaz aktivitas mérésére altalunk kifejlesztett HPLC-alapi médszer

valtozataval kovettik nyomon. Mint azt a 18. C abra mutatja, a vad, araA7 és galE torzsek



57

ATP-fiige6 moédon foszforilezték az L-szorbozt. A reakcié termékét 3'P NMR-rel L-
szorboz-fosztatként azonositottuk. Tovabbi bizonyitékot jelentett, hogy a foszforilalt
termék alkalikus foszfataz enzimmel val6 kezelése eredményeként az I.-szorbdz-foszfat
eltint, viszont sztéchiometrikus mennyiségben megnétt az elegyben talalhaté L-szorbéz
mennyisége (18. D, E abra).

Az frA7 hianymutans torzs sejtmentes kivonatat azonban nem tudtuk az L-szorboz
tosztorilezéséhez enzimforrasként hasznalni, mivel még elnyujtott inkubaciés idé alatt
sem keletkezett L.-szorboz-foszfat (18. F abra). Bizonyitékot szereztiink tehat arra, hogy —

legalabbis 71 vitro — a hexokinaz képes kézvetlenil foszforilezni az L-szorbozt.

IV. 6. Hogyan tovabb, L-szorb6z?

Az L-szorbéz kozel negyven éve szerepel olyan cukorként a szakirodalomban,
melyet az A. nidulans, bar képes felvenni és metabolizalni, egyeduli szénforrasként nem
tud a névekedéséhez felhasznalni (Roberts 1963, Elorza és Arst 1971). Néhol kifejezetten
toxikusnak irtak le (MacCabe és mtsai 2003). Ezért kifejezetten meglepé volt az a
megfigyelés, miszerint a hexokinaz aktivitassal rendelkez6 A. nidulans torzsek képesek -
szortb6zon néni mind szilard, mind folyékony AMM2 tiptalajon. Az idézett
kozleményekben megadott illetve az altalunk hasznalt tenyészkorilmények Osszevetése
soran kidertlt, ebben az esetben is a taptalaj nitrogénforrasanak kémiai minésége a
meghatarozé: L-szorbozt és nitrat ionokat tartalmazé AMM taptalajon nincs novekedés
(16. E abra), viszont az L-szorbozt és ammonium ionokat tartalmazén igen (16. D abra),
¢s még csak lassunak sem nevezhetd (20. abra). Tudomanyos magyarazatot pillanatnyilag
nem tudunk adni a jelenségre, csupan azt jegyezzik meg, hogy az L-szorb6z hasznositas a
galEl mutans D-galaktézon és az araAl mutans L-arabitolon valé névekedése utan a
harmadik olyan eset, ahol egy szénforras lebontasanak képességét a nitrogénforras anyagi
minésége determinalja. Szemben a masik két példaval, az L-szorboz hasznositas feltételei
vad tipuson is tanulmanyozhatok.

Mint emlitettiik, Elorza és Arst (1971) egy L-szorb6z = D-szorbitol = D-fruktdz
lebontasi utvonalat irtak le. Mivel sajat eredményeink szerint az L-szorbézt a hexokinaz
kozvetlenul képes foszforilezni (18. abra), nem zarhaté ki, hogy az L-szorbdz-6-foszfat
izomerizalodik fruktéz-6-foszfatta, sét a két utvonal akar parhuzamosan is mikodhet (19.

abra).
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19. abra. A reduktiv D-galakt6z lebontasi utvonal vazlata A. nidnlans-ban. A szaggatott
nyilak a lehetséges alternativ utvonalakat jel6lik

A tényleges lebontasi utvonal meghatarozasa céljabol szereztik be az A. nidulans
sbA3 mutanst, mely leirdi szerint a D-szorbitol = D-fruktéz 1épés sériilése miatt nem
képes a D-szorbitol hasznositasara (Kifer 1977). Egy galE/sbA3 kettés mutans
segitségével konnyedén eldonthettiik volna, az alternativ galaktéz lebontds D-szorbitol
koztesen keresztil torténik-e. Az sb43 mutans fenotipusa azonban ujfent nitrogénforras-
tiggének bizonyult; ammoénium ionok jelenlétében a D-szorbitol normalis névekedést
eredményezve egyedili szénforrasként is hasznosult, nitrat ionok mellett azonban nem. A
mutanst tehat nem tudtuk terveink szerint hasznalni, viszont a nitrogénforras anyagi

mindsége altal befolyasolt l16kuszok szama tovabb gyarapodott.
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20. abra. Az A. nidulans vad tipusua (Gres szimboélumok) és galaktokinaz mutans (t6mott
szimbolumok) torzsek idéprofiljai L-szorbéz-AMM2 taptalajon
Szimboélumok: névekedés (O, m), L-szorboz fogyas (0, )

AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

Munkank elsé részében az intracellularis P-galaktozidaz aktivitas képzédésének
szabalyozasaval foglalkoztunk. Noha mindvégig specifikus enzimaktivitisokat mértiink, és
emiatt az észlelt jelenségekben nem szigoruan csak a transzkripcids szabalyozas, hanem a
transzkriptum és az atirédott enzim stabilitasa is szerepet jatszhat, mégis az ,,indukcié” és
,»represszio” kifejezéseket hasznaltuk az enzimképzodésre gyakorolt pozitiv illetve negativ
hatasok jelolésékor. Meg szeretnénk jegyezni azonban, hogy a K. Jactis éleszt6ben a [B-
galaktozidaz aktivitds értékei tokéletesen korrelaltak a transzkriptum képzédésével
(Webster és Dickson 1988, Cardinali és mtsai 1997).

A szakirodalom (Roberts 1973, Gajewski és mtsai 1972, Diaz és mtsai 1990)
egységes abban, hogy az A. nidulans egyetlen gén termékeként keletkez6, intracellularis-

citoszolikus P-galaktozidiz enzimmel rendelkezik, eltéréen mas fonalas gomba fajoktol
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(pL. P. chrysogenum, P. canescens, T. reesei). Valoban, a vad tipusa A. nidulans fermentlevének,
sejtmentes kivonatanak illetve sejttormelékének elemzése soran csak intracellularis 3-

galaktozidaz aktivitast talaltunk, sejtfalhoz kotottet és extracellularisat nem. Az A. nidulans

genom szamitdgépes elemzése azonban érdekes eredményt hozott: egyfel6l a [-
galaktozidaz géneknek tin6 ORF-ek egyikében sincs ismert szignalszekvencia
(megerSsitve kisérletes munkaink eredményét), masfelél azonban 4é db [-galaktozidaz
szekvenciat talaltunk, egy gombakéhoz és egy prokariotakéhoz hasonlét. Jelenleg még
nem tudjuk, mindketté kifejezédik-e. A feltételezett génekhez primereket (BioScience)
terveztink, PCR segitségével felszaporitottuk Sket, egy-egy révidebb (331 illetve 809 bp
hosszasagu) szakaszukat szubklonoztuk (pGEM 3Z* [Promega] plazmidokba ligaltuk),
majd E. /i DH5 kompetens sejtekbe [Promega| transzformaltuk. Az expresszid
vizsgalata (Northern-analizis) jelenleg is folyik. Kutatocsoportunk jévébeli feladata lesz
megvizsgalni, hogy ha kifejez6dnek a gének, akkor szabalyozasuk mennyiben tér el
egymastol, illetve milyen aranyban vesznek részt az Osszaktivitas kialakitasaban.

Az A. nidulans intracellularis B-galaktozidaz aktivitasinak képzédése D-galaktozzal
és L-arabindzzal hatékonyan, laktézzal és D-xilozzal kevésbé jol indukalhato, glikéz
jelenlétében pedig gatlédik. A laktéz és D-galaktéz altali indukciot Fantes és Roberts
(1973) is kimutatta .A. nidulans-ban, viszont az L-arabinézt egészen gyenge, a D-xilozt
pedig hatastalan induktornak irtak le. Ezzel szemben egy termelbi P. chrysogenum torzs
extracellularis B-galaktozidaz aktivitisinak képzGdését a D-galaktéz nem indukalta (Nagy
és mtsai (2001b). A D-xiléz és L-arabindz kivéltotta extracelluldris [B-galaktozidaz
indukciot mas fajok esetében is leirtak (A. miger - de Vries és mtsai 1999a, P. canescens -
Nikolaev és Vinetski 1998). Az L-arabinéz és D-xiléz indukalé hatasanak pontos okat
nem tudjuk, de feltehetéen kapcsolatba hozhaté a természetes poliszacharidokban (pl.
hemicellul6zok) valé eléfordulasukkal, ami az alapvetéen szaprofita Aspergillus-ok egyik 6
taplaléka. A gomba részérél valoban elény6snek tnik, ha hidrolazait a tapanyagul
szolgal6 hetero-poliszacharidok minél tébbféle monomere tudja indukalni.

A glikéz jelenléte a taptalajban az aktivitas gyors eltlinését eredményezte, ami a
tehérje gyors lebomlasat és révid féléletidejét jelzi. Eredményeink szerint a gliik6z hatasa
legalabb harom szinten jelentkezik, és ezek mindegyike CreA-fiiggé folyamat: (a) a

konstitutiv B-galaktozidaz aktivitds képz6désének gatlasa; (b) az indukcid részleges gatlasa,
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mivel a CreA-negativ genetikai hattér a vad tipushoz képest masfélszeres aktivitasokat
eredményezett; (c) a laktézfelvétel gatlasa. A CreA-fiiggd karbon katabolit represszid
tobbszintl részvétele a szabalyozasban nem ismeretlen jelenség - ilyen pl. az akeA gén
szabalyozasa A. nidulans-ban (Mathieu és Felenbok 1994) és a xilanaz bioszintézise A.
niger-ben (de Vries et al. 1999b). A CreA-nak az inducert felvevé fehérjével (ez esetben a
laktéz permeazzal) valé kolesonhatasat azonban eddig sehol nem irtak le, de a jelenség
hasonlit a S. cerevisiae maltéz permeaz részlegesen Miglp-fiiged glikédz represszidjahoz
(Hu és mtsai 2000, Medintz és mtsai 2000). A K. marxianus élesztében a laktoz felvételt a
glikéz gatolja (de Bruijne és mtsai 1988), de nem tudjuk, ez karbon katabolit represszid
eredménye-e.

A B-galaktozidaz aktivitas képz&désének indukcidjahoz a D-galaktéznak nem kell
toszforilez6dnie, mivel (a) a galaktokinaz hianyos mutansban is hasonléan jatszodik le az
indukcio, és (b) az indukcid a nem foszforilez6dé D-fukézzal is kivalthatd. A Leloir-at
koztesel tehat nem jatszanak szerepet a B-galaktozidaz képz&dés indukcidjaban.

A galakt6z-1-foszfat-uridilil transzferdz gén muticidja konstitutiv B-galaktozidaz
aktivitast és D-galaktézzal szembeni érzéketlenséget eredményezett. Hasonlé (bar nem
teljesen megegyezo) jelenséget irtak le a K. Jactis esetében (Cardinali és mtsai 1997), igy a
D-galaktéz altali indukeié valészindleg hasonlé mechanizmusok szerint jatszédik le az
emlitett élesztSben és az A. nidulans-ban. Flesztékben a galaktéz indukcié a galaktéznak a
Gal3p (galaktokinaz) proteinhez kotédésével kezdddik. A galaktéz-Gal3p komplex
kolesonhatasba 1ép a Gal80p proteinnel, és megakadalyozza, hogy az gatolni tudja a Galdp
transzkripciés aktivatort (Bhat és Murthy 2001). K Jactis-ban a galaktokinaz aktivitas
hidnya nem gatolja a Gal3p-t abban, hogy a -galaktozidadz indukcidt elésegitse, vagyis a
katalitikus funkci6 elvesztése nem jelenti automatikusan a (megvaltozott, csonkolt) fehérje
szabalyz6 funkcidjanak megszinését (Meyer és mtsai 1991). Feltételezve, hogy az A.
nidulans galaktokinaz mutans tovabbra is képes a (katalittkusan inaktiv) galaktokinaz
fehérje elballitasara, a fenn lefrt galaktéz indukciés mechanizmus vélhetéen ra is
alkalmazhat6. Ett6l figgetlentl a galaktoz-1-fosztat-uridilil transzferaz mutansban észlelt
konstitutiv B-galaktozidaz aktivitds mas magyarazatot igényel, mivel a jelenség részleteiben
eltér az éleszt6 esetében tapasztalttol. K. Jactis-ban a jelenséget a D-galaktéz intracellularis

telszaporodasanak tudtak be, A. widulans-ban viszont a konstitutiv érték nem fokozhato
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D-galaktézzal. Tovabbi eltérés, hogy K. /actis-ban csupan a stacioner fazisban jelent meg a
B-galaktozidaz aktivitas, szemben az A. nidulans-sal, ahol a névekedés minden fazisaban

jelen volt. Emiatt agy tinik, A. nidulans-ban a galaktéz-1-foszfat-uridilil transzferaz a -
galaktozidaz aktivitdas képz&désének részleges represszorként mikodik, és a D-galaktéz
csupan ezt a hatast ellensilyozza. A modell hibaja, hogy nem ad magyarazatot arra, miért
csak részleges a derepresszio.

Az indukcié mechanizmusatdl fliggetlenil az, hogy a galaktdz-1-foszfat-uridilil
transzferdz mutans P-galaktozidaz aktivitdsa teljes mértékben indukalhaté L-arabindzzal
jelzi, a D-galaktéz és az L-arabinéz indukcids hatasa két, nyilvanvaléan nem egyforma
utvonalon jelentkezik, melyek kozil az L-arabin6zé nem gatolt a ga/D mutansban. Mivel
viszont az egyik monoszacharid sem képes a masik altal kifejtett maximalis indukcids
értéket tovabb fokozni, vagy ugyanazt a transzkripcios aktivatort stimulaljak, vagy a két
transzkripciés aktivator olyannyira atfedi egymast, hogy egyszerre csak az egyik képes
kotédni a DNS-hez. Vizsgalataink végsé tanulsaga, hogy A. nidnlans-ban a B-galaktozidaz
képzb&dés indukcidjanak molekularis mechanizmusai eltéréek a Ko Jactis éleszté esetében
leirtaktol.

Munkank masodik részében genetikai és biokémiai bizonyitékokat szereztiink egy
alternativ (reduktiv) D-galaktéz lebontasi utvonal 1étér6l A. nidulans-ban, melynek soran a
D-galaktéz el6szor galaktitolla redukalodik, majd L-szorbézza oxidalodik, s melyben az L-
arabitol dehidrogenaz és a hexokinaz enzimek esszencidlis szerepet jatszanak.

Mint a felsorolasbodl is latszik, még nem azonositottuk a galaktitol képzodésért
telel6s enzimet. Az A. nidulans dializalt, sejtmentes kivonata ugyan — szigorian NADPH,
és nem NADH jelenlétében — katalizalta a D-galaktéz galaktitolla torténé redukcidjat,
valamint NADP* és nem NAD™ jelenlétében a galaktitol = D-galaktdz oxidaciot, sajnos
azonban nem ismerlnk olyan 4. 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 inkabb még tébb aldoz reduktiz gén van jelen. Hasper és
mtsai (2000) ugyanis hidba inaktivaltdk az 4. niger xil6z reduktaz gént, az aktivitas egy
része megmaradt, Osszahangban Witteveen és mtsai (1989) megfigyelésével, miszerint az

L-arabinéz reduktaz kisebb hatékonysaggal ugyan, de képes a D-xilézt is redukalni. Sajat
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vizsgalataink is azt mutattak, hogy a NADPH-fliggé ald6z reduktaz aktivitas D-xilézon
szubsztratumon volt a legmagasabb, ezt kévette az I-arabinéz, majd a D-galaktoz.

Eml6s szévetekben a D-galaktéz galaktitolla torténd redukcidjat az aldoz reduktaz
katalizalja; az aktivitas képzodését el6segiti a Leloir-utvonal csokkent mikodése. Egy
klasszikus példa a klinikai biokémiabdl az emberi galaktokindz deficiencia, melynek
velesziiletett katarakt (sziirkehalyog) lehet a kévetkezménye. A betegség soran az aldoz
reduktaz a D-galaktézt galaktitolla alakitja, amely feldusul a szemlencsében (Ai és mtsai
2000), s ozmotikusan aktiv anyag lévén jelentés mennyiségl vizet is magaval vonz. Az
aldéz reduktaz specifikus gatlasa sokat igéré terapias stratégia a diabetes hosszutava
komplikacidinak (retinopathia, sziirkehalyog) a megelézésében (Kador és mtsai 1998,
Banditelli és mtsai 1999). Mivel a gomba aldéz reduktaznak a D-galaktéz a szubsztratuma,
nagyon valdszind, hogy ez az enzim a felelés szerepet a munkank soran észlelt galaktitol
telhalmozddasért (Verduyn és mtsai 1985, Singh és Schuger] 1992).

A reduktiv galakt6z lebontasi utvonal els6 1épésén kiviil az L-szorboz utani szakasz
sem egyértelmd még. A gombak L-szorboz anyagceseréjérél rendkivil hianyosak az
ismereteink, noha az L-szorbéz a fermentacios ipar fontos terméke; éves szinten kb.
25.000 t mennyiségben allitjak el6 D-szorbitolbol, Gluconobacter fajok felhasznalasaval, a C-
vitamin gyartasa soran (Lichtentaler 1998). Az A. nidulans esetében hasznalhatatlan,
gyakorlatilag mérgez6 szénforrasként irtak le (MacCabe és mtsai 2003). Mas gombak
esetében ilyen hatasrél nem tesznek emlitést, s6t T. reesei esetében az I-szorbdzt mint
potencialisan cellulaz inducer szénforrast emlitik (Nogawa és mtsai 2001).

Az L-szotbozt A. nidulans-ban a nagy affinitasu gliikéz transzporter veszi fel
(MacCabe és mtsai 2003). Ez elvileg magyarazhatja a ,,toxikus” hatast, mivel azt a szerzék
glikéz tartalmi minimal taptalajon észlelték. Mint emlitettitk, gombakban csak a D-
szotbitol = D-fruktéz = D-fruktdz-6-foszfit lebontasi dtvonalrdl talaltunk hivatkozast
(Elorza és Arst 1971). Baktériumokban az L-szorbéz anyagcsere oxidacios és redukcios
lépéseket is magaba foglal, pl. Klebsiella pneumoniae-ben az L-szorboz-1-foszfatot az L-
szorboz-1-foszfat reduktaz gén terméke redukalja D-szorbitol-1-foszfatta (Wohrtl és mtsai
1990), Lactobacillus casei-b6l pedig sikerilt egy D-szorbitol-1-foszfat dehidrogenaz gént
azonositani (Yebra és Perez-Martinez 2002). Mindkét génnel BLAST-keresést végeztiink
az A. nidulans Cereon adatbiazisaban, de nem talaltunk hasonld szekvencidkat. A fenti

reakciok végbemenetele A. nidulans-ban ezért valdszinitlen.
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Az A. niger hexokinazrol azt kézolték (Panneman és mtai 1998), nem képes az L-
szorbozt foszforilezni. Mivel az A. nidulans és az A. niger hexokinaz aminosav-sorrendje
nagyon hasonlo, a megfigyelést csak az adott torzsre specifikus sajatsagként tudjuk
értelmezni, annal is inkabb, mivel mas eukariéta hexokinazoknak (vorés algatol az
eml6sokig) szubsztratuma az L-szorbéz (Raushel és Cleland 1977, Van de Werve és Hers
1979, Oesterhelt és Gross 2002). Mindenesetre a mi adataink viligosan mutatjak, hogy 7
vitro a hexokinaz foszforilezi az L-szorbdzt. Kisérletes adatunk jelenleg még nincs az L-
szorboz-fosztat pozicidjarol (elvileg C-6 és C-1 pozicidban torténhet a foszforilezés), de
mivel a gombak hexokindz enzimét a katalittkus mechanizmus alapjan 06-foszfo
transzferazként definialjak, elfogadtuk, hogy a foszfatcsoport C-6 pozicidoban van.

Az alternativ D-galaktéz lebontasi utvonal egyik alapveté érdekessége, hogy
nincsennek benne utvonal-specifikus enzimek, hanem mas reakciéutakbol mar ismerteket
hasznal. A galaktitol oxidaci6 az L-arabitol anyagcserében szerepet jatszé I-arabitol
dehidrogenaz révén torténik (Chiang és Knight 1961), mig az L-szorbéz (vagy a D-
trukt6z) foszforilezését a hexokinaz végzi. Maga az tutvonal a gombak D-xiléz és L-
arabin6z lebontasara emlékeztet (1. abra), hiszen az ald6z el6szor a megfelel6 poliolla
alakul, majd ez egy poliol dehidrogenaz révén ketdzza oxidalédik, ami foszforilalodik
(Chiang és Knight 1959, 1961; Witteveen és mtsai 1989). A ketéz-foszfatok ribuléz-5-
foszfatta izomerizalédnak, ami a pentoz-foszfat utvonal koztese (Shi és mtsai 2000).
Hexo6zokra vonatkoz6 analég reakcidkat nem ismertnk, ezért nem tudjuk, hogy a fent

leirt elvek a D-galaktéz reduktiv lebontasara is vonatkoznak-e.

GHzOH CHLOH CHoOH
HC—OH c=0 =0
HO—CH HD—éH HD—AH
HO—CH HO—CH HC—CH
HC—CH HC—OH HO—CH
CHZOH CH,CH CH,OH

GALAKTITOL D-TAGATOZ L-SZORBOZ

21. abra. A galaktitol, a D-tagat6z és az L.-szorboz szerkezeti képlete
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Az L-arabitol dehidrogenaz-galaktitol reakcié végterméke, az L-szorboz meglep6
volt annyiban, hogy kémiailag a D-tagat6z lett volna a logikus reakciétermék. A 21. abra
mutatja a galaktitol, a D-tagatéz és az L-szorbdz szerkezeti képletét. Lathato, hogy az
enzim nemcsak a C-2 hidroxilcsoportot oxidalja, hanem a C-4 és C-5 hidroxilcsoportok
térszerkezetét is megvaltoztatja, vagyis epimeraz funkcidja is van.

Egyenl6re nehéz megitélni, mennyire jellemz6 a reduktiv D-galaktéz lebontas a
gombakra vagy tagabb értelemben az él6lényekre. Az utvonal eddig azonositott enzimei
altalanosan elterjedtek. Tovabbi érv, hogy az utvonal az .A. midulans-tél rendszertanilag
viszonylag tavol allo T. reesei-ben is kimutathaté volt. Mint a 22. abra mutatja, a 1. reeses
vad ¢és galaktokindz mutans tOrzsek id6profiljai (noha laktéz szénforrason névesztettitk

6ket) nagyon hasonléak voltak az A. nidulans-nal galaktézon tapasztalthoz, leszamitva az

extracellularis galaktéz megjelenését, ami a T. reese erGteljes extracellularis B-galaktozidaz
aktivitasnak koszonhetd.

Végezetul néhany gondolat munkank talan legérdekesebb megtfigyelésérol, a nitrat
illetve az ammonium ionok szénforras-asszimilaciora kifejtett ellentétes hatasarol. Négy
esetben: a ga/lE mutans galaktéz hasznositasa, az ara47 mutans L-arabitol hasznositasa, az
sbA3 mutans D-szorbitol hasznositasa és a vad tipus L-szorbéz hasznositasa kapcsan
észleltiik, hogy nitrat ionok kizarélagos jelenlétében nincs szénforras felvétel, ammonium
ionok hasznalatanal azonban igen, ami névekedést is eredményez. A négy esetben az a
koz6s, hogy haromnal van, D-szorbitol esetében feltételezhet6 egy poliol elem a
katabolizmusban, aminek kialakulasdhoz a cukor redukcidja szitkséges. Ezek a redukciok
szigoraan NADPH-fige6k. A nitrat és az ammoénium ionok asszimilaciéjanak élettani
szempontbdl talan legfontosabb kilénbsége, hogy a nitrat és nitrit redukcid6 NADPH-t
igényel. Munkahipotézisiink szerint ezért a nitrat jelenlétében észlelt gatld hatas a sejtek
szabad NADPH-szintjének csékkenése miatt kévetkezett be — mivel az adott mutaciok
mellett mind a szén- mind a nitrogénforras asszimilacidjahoz NADPH sziikséges, az igény
meghaladta a sejt lehetéségeit. L-szorboéz 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 gatl6 hatasu.

Munkahipotézisinket nitrogén anyagcserében mutans A. nidulans térzsek, illetve a
NADPH-termel6 pentéz-foszfat at kulcsenzimeinek (glikéz-6-foszfat dehidrogenaz, 6-

toszfoglikonsav dehidrogenaz) overexpresszidja révén probaljuk bizonyitani. Ezek az
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eredmények azonban mar (remélhetéleg) egy masik doktori értekezés anyagat fogjak

képezni.
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22. abra. A T. reesei vad tipus (A rész) és galaktokinaz loss-of-function mutins (B rész)
id6profilja laktézon

Szimboélumok: laktéz koncentracié (®), névekedés (0), galaktitol koncentracié (A),
intracellularis galaktéz (O), extracellularis galaktéz (m)
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TEZISEK

A munkank soran sziletett 4j tudomanyos eredmények alapjan az alabbi téziseket

fogalmazzuk meg:

1. Az Aspergillus nidulans laktoz telvétele CreA-figed glikodz represszid alatt all.

2. Az Aspergillus nidulans B-galaktozidaz aktivitisinak képzédése CreA-fuggd,
tobblépcsds glitkoz represszio alatt all.

3. Az Aspergillus nidulans 3-galaktozidaz aktivitasanak képzédését a D-galaktoz
és az L-arabin6z nem azonos mechanizmus révén indukalja.

4. Az Aspergillus nidulans rendelkezik egy galaktokinaz-figgetlen D-galakt6z
lebontasi utvonallal. Az Gtvonal elemei kozul koztesként azonositottuk a
galaktitolt és az L.-szorbozt, illetve enzimként az I.-arabitol dehidrogenazt és
a hexokinazt.

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

0. Egy 4j, ioncserés HPLC-elvalasztas révén 5 %-os hiban beltl
meghatarozhat6 a galaktokinaz aktivitas mértéke. A modszer alapja a
galaktoz + ATP > galaktdz-1-foszfat + ADP reakci6 soran képz6dd
galaktoz-1-fosztat mennyiségi meghatarozasa. A modszert Aspergillus nidulans
és Trichoderma reesei esetében probaltuk ki.
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