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1 BEVEZETES

A lignocelluléz a legnagyobb mennyiségben rendelkezésre allo
szerves anyag a Foldon. A lignocelluloz celluldézbol, pektinbdl és
hemicellul6zbol épiil fel. A lignocelluldzt szamos monoszacharid és azok
szarmazeékai alkothatjak, igy D-gliikéz, D-galaktéz (a glikéz 4-C
epimere), L-arabin6z és D-xilozb stb. (Cragg és mtsai., 2015). A D-
gliikoz és a D-galaktoz megtalalhat6 a tej legfontosabb energiaforrasaban,
a laktézban is, mely egy P-1,4 kotésti diszacharid. Néhany ndvényi
oligoszacharid, mint példaul a sztachioz, a raffindz és a verbaszkéz, ezen
kiviil a legtobb Dikarya gomba sejtfalanak fontos alkotoeleme is a D-
galaktoz (Free, 2013). A magasabb rendi eukariotdkban megtaldlhato
glikoproteinek és glikolipidek hex6z komponense szintén a D-galaktdz
(Pomin, 2016).

A tomlésgombak (Ascomycota) Pezizomycotina altérzse szamos
szaprofita és / vagy novényi patogén gombat tartalmaz, melyek €16 vagy
elpusztult névényi maradvanyokat hasznalnak tapanyag forrasként. Mivel
a novekedési szubsztrat belsd ingadozisa meglehetésen diverz, ezért
ennek fliiggvényében a hidrolitikus enzim komplexek altal iranyitott, az
Osszes ndvényi monoszacharid felszabaditasat célz6 folyamatok
meglehetdsen komplexek és valtozatosak, tehat vizsgalatuk bonyolult.

A Debreceni Egyetem Biomérnoki Tanszéke megalakuldsa ota
tanulmanyozza a biotechnologiaban jelentds fonalas gombak szénhidrat,
foleg laktéz, D-galaktéz ¢€és pentdz anyagceseréjét. A tomlésgombak
(Ascomycotak) koziil az Aspergillus nidulans az egyik legfontosabb
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modell szervezet, hiszen minimal taptalajon fenntarthato, szexualis és
paraszexualis ¢letciklusa laboratériumi  koriilmények kozott  jol
kivitelezhetd, a genom szekvencidja ismert. A vele torténé munkat az A.
nidulans-ra kidolgozott adatbazisok, génkonyvtarak, vektorok, mutansok
¢s DNS chip-ek megkonnyitik.

A sajtgyartas melléktermékeként évi 150 millid tonna tejsavod
keletkezik, amely 44-52 g/L lakt6zt tartalmaz (Johansen és mtsai., 2002).
Ennek a tobb milli6 tonna laktéoznak csupan 15%-at hasznalja fel a
fermentacidos ipar szénforrasként (Roelfsema ¢és mtsai., 1990).
Biotechnologiai felhasznalasanak azonban néhany tényez6 gatat szab. A
tejsavoban Sajnos nagy mennyiségil viz is talalhato, igy felhasznalas elott
altalaban koncentralni kell. Elelmiszeripari felhasznéalasa is korlatozott a
sokakat érinté lakt6éz intolerancia és galaktozémia miatt (Novelli és
Reichardt 2000; Campbell és mtsai., 2005). A fel nem hasznalt tejsavo
hatalmas kornyezetvédelmi problémat hordoz magiban, hiszen
kezeletleniil nagyban fokozhatja természetes vizeink karosodasat.
Szennyviztisztitd telepeken torténd megsemmisitése pedig meglehetsen
noveli a tejipar koltségeit, ezért mindenképp a biotechnologiai iparban
kellene hasznositani a tejsavd dontd tobbségét, mint fermentacids
szénforras vagy mint masodik generacids biolizemanyagok termelésének
alapanyaga (Panesar és Kennedy, 2012). A gomba fermentaciokban a
laktozon kiviil széles szénhidrat paletta all a rendelkezésiinkre. A jelen
munkank soran eldszor vizsgaltuk meg, hogy nagy koncentracioban az A.
nidulans képes-e¢ egyidejlileg metabolizalni a D-galaktozt és az L-
arabindzt is, vagy a gomba egyértelmiien eldnyben részesiti az egyik

szénhidratot a masikkal szemben.



Lakt6z hidrolizis soran D-gliikéz ¢és D-galaktéz keletkezik. A
galaktdéz lebontds anyagcserezavarait Osszefoglaléan galaktozémidnak
nevezziikk, melyekben a galaktéz lebontas Leloir utvonal egyes
enzimeinek defektjei okozzak a betegség tiineteit (Timson, 2016). Mivel a
galaktoz-mutarotdzokrdl meglehetdsen kevés informacionk van, human
oldalr6l akar anyagcserezavarokat 1is okozhat hidnyuk, ezért

tanulmanyozasuk kiemelked6en fontos.

2 TIRODALMI ATTEKINTES

2.1 A D-galaktoz foszforilacios (Leloir) lebontasi itvonala

Mind a prokariotakban és mind az eukariotakban kozos a Leloir

utvonal (foszforilacios), mint jelen ismereteink szerint a legfontosabb
galaktéz lebontd utvonal, de a kiegészitdé galaktoz degradacids
utvonalakban (izomerizacids-oxidoreduktiv) gyakran nagy kiilonbségek
tapasztalhatdak.
(EC 5.1.3.3) a Leloir utvonal elsé 1épésként emlitik, ezzel szemben Frey,
1996 nem veszi az tutvonal részének, csak kiegészité vagy megel6zo
1épésként emliti. Fontossdga, hogy az utvonal kovetkezd enzime, a
galaktokinaz (EC 2.7.1.6) anomer specifikus és csak az a-anomert képes
foszforilalni a-D-galaktoz-1-foszfatot generalva.

A galaktoz-1-foszfat-uridiltranszferaz (EC 2.7.7.12) az a-D-
galaktdz-1-foszfatot és az UDP gliikkozt a-D-gliikk6z-1-foszfatta ¢s UDP-
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galaktozza alakitja, mikézben az UDP-galakt6z-4-epimeraz (EC 5.1.3.2)
visszaalakitja UDP-gliik6zza. A foszfogliikomutaz (EC 5.4.2.6) alakitja at
az a-D-gliikk6z-1-foszfatot a glikolizis egyik koztitermékéve, a gliikoz-6-
foszfatta. A Leloir utvonal enzimei Osszességében epimerizaljak a D-
galaktoz C-4 hidroxil csoportjat, D-glikoz foszforilalt szarmazékot
nyerve (Roberts 1970; Sellick és mtsai., 2008; Alam és Kaminskyj,
2013), melynek altalanos sémajat az 1. abra szemlélteti.

A galaktozémia olyan betegségek Osszefoglald neve, melyek a
galakt6z anyagcsere valamely enzimének elégtelen miikodése vagy annak
hianya miatt alakulnak ki. Jelenleg harom tipusat kiilonboztetjik meg, a
harom f6 Leloir utvonal enzimei szerint. A kiilonbozo tipusok a
felfedezésiik sorrendjét jelsli. igy beszélhetiink I. tipusa (GalT defekt), I1.
tipusu (GalK defekt) és III. tipus (GalE defekt) galaktozémiardl
(Timson, 2016).

Klasszikus vagy 1. tipusti galaktozémia kb. minden 30 000. embert
érint és a legsulyosabb tiineteket produkalja. A tlinetek akar a méhen
beliil is jelentkezhetnek, nem megfeleld kezelés esetén akar halallal is
végzddhet. A galaktdz-1-foszfat feldusulasa vese, mdj, agykéarosodast
vagy sziirke halyogot (katarakta) idézhet eld. II. tipusa enyhébb, gyakran
csak id6sebb korban jelentkeznek tlinetek, példaul a katarakta és vaksag,
amit a galaktitol feldusuldsa okozhat. A III. tipusanak kialakulasa az
UDP-galakt6z-4-epimeraz defektusara vezethetd vissza. A galaktéz, igy
példaul a laktéz élelmiszeripari felhasznalasa nagymértékben korlatozott
a galaktozémia jelensége miatt.

Timson és Reece (2003) azonositotta a human alddz-1-epimerazt,
¢s felvetette, hogy az enzim hidnya akar tiineteket is produkalhat, de azota

ilyen iranyu megfigyelésekkel nem talalkoztunk, de azt gondoljuk, hogy
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féleg hosszitavon akar okozhat 1is kellemetlen tlineteket és
szovédményeket bizonyos betegeknél. A Leloir Gitvonal és a galaktozémia

kapcsolatanak sematikus 6sszefoglaldsa az 1. abran lathato.

H
o
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CHZOH
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OH _OH OH_OH

o Galaktoz mutarotaz (GalM)
A -

OH OH OH
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1. abra Leloir utvonal, mint a legfontosabb D-galakt6z lebontasi anyagcsereut,

illetve kapcsolata a galaktozémiaval.



2.2 Az L-arabin6z pentéoz és a D-galaktéz oxidoreduktiv

metabolikus tatvonalak kapcsolata

Az L-arabin6z és a D-galaktéz reduktiv lebontasi utvonalak
meglehetdsen hasonloak. A két utvonal kapcsolatat a 2. abra szemlélteti.
Altalanosan jellemezve az utvonalakat elmondhatjuk, hogy tobb
oxidacids és redukcids 1épés utan az L-arabindzbdol D-xilulézt, a D-
galaktozbol D-fruktézt kaphatunk. Tovabbi foszforilalast kovetéen D-
xiluléz-5-foszfatot vagy D-fruktdz-6-foszfatot nyeriink, melyek a pentdz-
foszfat vagy a glikolizis titvonalakba képesek bekapcsolddni.

Az oxidoreduktiv Gtvonal sordn az L-arabinéz egy aldo6z-reduktaz
altal el6szor arabinitolla redukalodik. Ezt kovetéen az L-arabinitol-
dehidrogenaz enzim oxidalja xiluldzza, amit az L-xiluloz (ketoaldolaz)
reduktaz visszaredukal xilitolla. Egy xilitol-dehidrogenaz enzim D-
xilulézza oxidalja a xilitolt, aminek foszforilalasat kovetéen D-xiluloz-5-
foszfatot kapunk (Flipphi és mtsai., 2009).

A D-galaktéz ilyen modon torténd metabolizmusat tanszékiink
munkatarsainak sikeriilt elészor bizonyitani. Az A. nidulans galaktokinaz
(galE) hianymutans Roberts és mtsai. (1970) vizsgalati koriilményei
mellett nem volt képes D-galaktéozon ndvekedni, ezzel szemben Fekete €s
mtsai., 2002 ennek az ellenkez6jét tapasztaltak, vagyis a galE mutansok is
novekedtek D-galaktézon. A tenyésztési koriilményeket jobban
megvizsgalva lathatd, hogy az els6 kisérleteknél nitratot, Fekete ¢s mtsai
viszont ammonium sokat hasznaltak nitrogénforrasként. Megjegyzendo,
hogy a galE/GalE jelolés gyakran az UDP-galaktoz-4-epimeraz
gént/enzimet jel6li, ezzel szemben példaul a galaktokinaz jel6lésére is

hasznalatos. Nitrat ionok kizarélagos jelenlétében tapasztalhato, hogy a
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galE mutans D-galaktéz, az araAl mutans (L-arabinitol hasznositas
képességének hianya) L-arabinitol és a vad tipusu torzs L-szorboz
szénforrasként torténd hasznositasa nem detektalhatd, ammonium soék
jelenlétében azonban igen. A jelenség azzal magyarazhatd, hogy a Leloir
utvonal mellett 1étezik egy alternativ, Un. ,,oxidoreduktiv”’ utvonal is a D-
galaktoz lebontasara az A. nidulans-ban, amely meglehetésen NADPH
fliggd folyamat, mint a nitrat redukcidja is. Az oxidoreduktiv” tvonal
soran eldszor a D-galaktdz redukalodik galaktitolld egy aldoz-reduktaz
altal. Az L-arabinitol-dehidrogendz enzim oxidalja L-szorbozza, amit az
L-xiluloz (ketoaldolaz) reduktaz visszaredukal szorbitolla. Végil egy
xilitol-dehidrogenaz enzim fruktdzza oxidalja az L-szorbozt. (Fekete és
mtsai., 2004). Eppen ezért mondhatjuk, hogy az alkalmazott
nitrogénforras erésen, de valdjaban csak kozvetett médon befolyasolja a
galE mutans novekedésének képességét D-galaktozon.

Lehetséges magyardzat lehet az L-arabinopiarnoz és a D-galaktoz
hasonl6/megegyezé enzimek altal torténd metabolizmusara, hogy a
hemiacetal- vagy hemiketal gyliriik szénatomjain elhelyezkedé hidroxil-
csoportjainak orientdltsdga megegyezik (a hatodik —CH,OH csoportot
kivéve). Hasonl6 analogia figyelhetd meg a D-gliikéz és a D-xilopirandz
pentoz esetében is.

Bizonyos Aspergillus fajokban a galakt6z-oxidaz (EC 1.1.3.9) és a
galaktolaktondz (EC 3.1.1.25) enzimek jelenléte oxidativ Utvonalra
utalhat. A galaktonat-dehidrogenaz vagy a D-galaktonat-hidrolaz (EC
4.2.1.6) minden Aspergillus genomban annotalhaté, de a tovabbi
metabolizmushoz sziikséges kindz (EC 2.7.1.58), ami a foszforilaciohoz
sziikséges, az nem talalhaté (Szumito, 1981). A Hypocrea jecorina

galaktonat-dehidrataz gén féként a pektin D-galakturonat egységeinek
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lebontasaban jatszik szerepet (Kuorelahti és mtsai., 2006), de a D-
galaktoz lebontasban vald szerepe még nem tisztazott. llletve minden
Aspergillus genomban megtalalhato legalabb egy II. tipusu D-tagatoz-
biszfoszfat aldolaz (EC 4.1.2.40), ami dihidroxi-aceton-foszfatot és D-
glicerinaldehid-3-foszfatot generalhat D-tagat6z-1,6-biszfatbol. A D-
galaktoz galaktitolon keresztiil az intermedier L-szorbdzza, tovabbi
foszforilezOdését €s epimerizalodasat kovetden D-tagatoz-1,6-biszfatta
alakulhat.  Illetve  D-galaktéz  kozvetlen  D-tagatozza  torténd
epimerizalodasat as foszforilezését kdvetden is kaphatunk D-tagat6z-1,6-
biszfatot (Flipphi és mtsai 2009). A D-galaktoz alternativ oxidoreduktiv
¢s a feltételezett katabolikus Utvonal sematikus dbrdzolasa a 2. abran
lathato.

A H. jecorina (T. reesei) is képes az A. nidulans-hoz hasonléan a
D-galaktéz metabolizmusara mindkét emlitett Utvonalon (Seiboth és
mtsai., 2002a; 2002b; 2004). Az L-arabinitol dehidrogenaz (LadA) enzim
felel6s a H. jecorina (T. reesei) és az A. nidulans esetében is a galaktitol
¢s az L-arabinitol oxidalasaért. Az A. niger oxido-reduktiv tutvonal
galaktitol intermedierének lebontasaért ezzel ellentétben nem a ladA
géntermék, hanem a ladB gén altal kodolt galaktitol dehidrogenaz enzim
(Mojzita D és mtsai., 2012) a felel6és. Az A. nidulans, a H. jecorina és az
A. niger fonalas gombakon kiviil jelenleg nem bizonyitottak az alternativ

oxido-reduktiv utvonal létezését.
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2. abra Az Aspergillus nidulans L-arabin6z pentdz-katabolikus utjanak (PCP),

¢s a D-galaktoz alternativ oxidoreduktiv Utvonaldnak (ORP) bemutatasa. Az

enzimeket, amelyek bizonyos metabolikus 1épéseket katalizalnak megfeleld

16kuszszamok jelzik. Az A. nidulans még nem azonositott vagy meg nem

erositett enzimeit (géneket / lokuszokat) csillaggal jeloltiik. A LarA az aldoz

reduktdz, a LadA/AraA az L-arabitol dehidrogenaz, a LxrA az L-xilul6z

reduktaz, az XdhA a xilitol dehidrogenaz, az XkiA a xilulokinazt, az HXkA a
hexokinaz, a D-GA-3-P a D-glicerinaldehid-3-foszfat, a DHAP a dihidroxi-

aceton-foszfat roviditése.



2.3 Aldéz-1-epimeraz/galaktoz-mutarotaz

Az izomerizacid egy olyan kémiai vagy biologiai atalakulés,
melyben Kiindulasi anyag és keletkezett termék Osszegképlete azonos,
csak a szerkezetik (konfiguracio, konformacid) kiilonbozo. A
konfiguracid, a molekulan beliili atomoknak olyan rogzitett térbeli
elrendez6dése, amely csak elsddleges (kovalens) kotések ideiglenes
felbontasa aran valtoztathato meg, mas molekulat nyerve. Ezzel szemben
a konforméciéo a molekuldn beliili atomok olyan térbeli elrendezddése,
amely elsddleges kémiai kotések felbontasa nélkiil, masodlagos kotések
(pl.:  hidrogénhidak és egyéb van der Waals kolcsonhatasok)
felszakitasaval ~—megvaltoztathato, aminek koszonhetjik a DNS
kettdsszalat és a fehérjék masodlagos, harmadlagos ¢és negyedleges
szerkezetét is.

Az izomerazok (EC 5) a kovetkezd 5 csoportra oszthatoak:
epimeraz és racémaz (EC 5.1); cisz-transz izomeraz (EC 5.2);
intramolekularis oxidoreduktdz (EC 5.3); intramolekularis transzferaz
(EC 5.4); intramolekularis liaz (EC 5.5) és egyéb izomerazok (EC 5.99)
(Web, 1992).

Az 5.1.3 csoportba a szénhidratok és szdrmazékainak epimerazait és
racemazait soroljuk, melyet jelenleg 25 tovabbi csoportra oszthatd. Az
ald6z-1-epimerdzok (mutarotazok, EC 5.1.3.3) az aldozok hemiketal vagy
hemiacetdl anomer szénatomjan (C-1) 1évé hidroxil csoport a és -
anomerek atalakulasat katalizaljak, az egyensuly irdnydba iradnyitva az
elegyet (Nelson és Beegle, 1919). Az anomer hemiacetal forma kristalyos
formaban stabil, ezzel szemben vizes oldatokban spontan az egyensulyi

elegy Osszetételéhez konvergadl az atalakuldas a nyiltlancu cukor
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intermedieren keresztiil (Grimshaw, 1986, Los és mtsai. 1956, Wertz ¢s
mtsai., 1981). A D-gliikoz esetében kb. 64 % B-anomer, 36 % a-anomer
és kb. 0,01 % nyilt forma alkotja az egyensulyi vizes oldatot. A
mutarotacié jelenségére Augustin-Pierre Dubrunfaut francia vegyész
figyelt fel 1846-ban (Fletcher, 1940). A spontan mutarotacidé sebessége
fiigghet a pH-t6l, a cukor koncentraciotdl, az ionerGsségtdl és a
homeérséklettdl is.

Legegyszeriibb elméletek szerint a sav hidrogén ionja képes a
félacetal vagy a félketal gylird oxigén atomjan tamadast inditani, ami a
nyiltlancu forma kialakuldsdhoz vezet. Bazis katalizalt reakci6 soran az
anomer szén hidroxil csoportjanak hidrogén atomjanak atrendezédése és a
bazishoz vald kotddése utan a gyliri szintén felnyilhat. A gytr
visszarendez6dését kovetden a masik anomerré alakulhat (Isbell és Frush,
1951).

Savkatalizalt mechanizmus

H-C-OH CH=0OH"* OH-T< OH-C|:-H
I:? /o +HS ==~ |l = R/OHS = R /o +HS
—(IZ —C-0OHS —(IZ —(|3
Baéziskatalizalt mechanizmus
H-C-OH H-CZO" CH=0 0-CzH O-CzH HO-CZH

I\ 1 —| IN _ AN I\ N
R O+ — R OHB|==— R +B" == R OHB|==—=R O +HB —— R ,0+B
./ ./ L/ |/ ./

3. abra Sav- és baziskatalizalt mutarotaci6 mechanizmusok bemutatasa. S=sav,

B=bazis.
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A Lactococcus lactis, az E. coli és a S. cerevisiae galakt6z-
mutarotaz kristalyos szerkezetének tanulmanyozasa soran megallapithato,
hogy az enzim katalizalta reakci6 is sav-bazis katalizalt mechanizmuson
keresztiil jatszodik le. Kulcsfontossagi két hisztidin (H) és egy
glutaminsav aminosav jelenléte az aktiv centrumban. Az egyik hisztidin
képes a cukor gyliri oxigén atomjat protondlni, ami a gyliri felnyilasdhoz
vezet. (Beebe és Frey, 1998; Thoden és Holden, 2002; Timson és Reece,
2003). A galaktoz hidrogénkotéseken keresztiil kapcsolodik a fehérje
Asn-432, Arg-433, Asn-457, His-458, His-537, Tyr-539, Asp-599 és Glu-
665 oldallancaihoz (4. abra).

N457 N457

R433 . N432 R433 N432
H458 / H458

':

4 \

A ‘- "29A H537 A ,, 29A H537
il 2.637\“* £ 26{;‘ N
’ ~ OI e

Y539 \

4. abra A Saccharomyces cerevisiae GallOp mutarotaz doménjében talalhatd
aktiv centruma. A lehetséges hidrogénkdtési kolcsonhatasokat a szaggatott
vonalak jelzik (Thoden és Holden, 2005).

Habar az ald6z-1-epimeraz enzimek a prokariotaktol az emberig a

legtobb ¢él6lényben megtaldlhatéak (Van Overtveldt és mtsai., 2015),
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bizonyos élesztokben, pl.: a Saccharomyces cerevisiae-ben a Leloir
utvonal els6 és utolsé enzimét az alddz-1-epimerazot és az UDP-galaktoz-
4-epimerazot ugyanaz a Gall0-nek nevezett polipeptid lanc alkotja, ezzel
szemben a legtobb éldlényben kiilon gén kodolja ezeket az enzimeket

(Brahma és Bhattacharyya, 2004, Majumdar és mtsai, 2004).

2.4 A D-galaktéz és az L-arabindéz katabolizmus strukturgénjeinek

kivalasztasa

Az L-arabin6z ¢és a D-galaktéz katabolizmusaban részt vevo
struktirgének transzkripcidjanak tanulmanyozasara azokat a géneket
valasztotjuk, amelyek fontossdga funkciovesztéses mutansokkal mar
bizonyithato volt az A. nidulans-ban.

Az tgynevezett Leloir ttvonal a D-galaktoz hasznositasakor mindig
jelen van, amelyben a D-galakt6z els6sorban D-gliikozza epimerizalodik
(C4), aminek els6 lépése az alfa-D-galaktopiran6z C1 foszforilacioja
galaktokinaz altal (GalE: AN4957) (Roberts, 1970; Alam és Kaminskyj,
2013; Orosz és mtsai., 2014). A galaktokinaz enzim a galaktopiran6z alfa-
anomerjére specifikus (Howard ¢és Heinrich, 1965). Hasonl6 ilyen
szempontbol a Leloir utvonal késébbi enzime is, amely a gliikdz-1-foszfat
alfa-anomerjét glilkoz-6-foszfatta alakitja (Salas és mtsai., 1965; Wuster
¢és Hess, 1974).

Az intracellularis galakt6z-1-epimeraz (GalmB) Leloir utvonalban
betoltott szerepét a dolgozatban részletezni fogjuk. A Leloir ttvonal
utolsoé része fontos anabolikus szerepet tolt be a gombak sejtfalanak, az
UDP-gliikoz ¢és az UDP-galaktoz épitdelemeinek eldallitasaban, igy a

Leloir uatvonal ezen utolsO hirom enzime konstitutivna. modon
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expresszalodik, és nem indukalja a D-galaktéoz (El-Ganiny és mtsai.,
2010). Emiatt expresszidjukat nem indokolt vizsgalni. Az L-arabindz az
oxidoreduktiv utvonalon keresztiil katabolizalodik, amelyben a redukcios
reakciokat NADPH fiiggd oxidoreduktdzok, ezzel szemben az oxidacios
reakciokat NAD" fiiggd oxidoreduktazok katalizaljak (Chiang és Knight,
1961; Witteveen és mtsai., 1989; de Vries és mtsai., 1994). Ezek a
reakciok reverzibilisek, és az egyenstlyi allapotban a kozbensd poliol
termékek felhalmozddasahoz vezethetnek. Az aldoz-reduktazok, amelyek
az L-arabindzt L-arabinitolld, valamint a D-xilozt xilitolla redukaljak,
széles szubsztratspektrummal rendelkeznek, de kizardlagosan a cukrok
linearis/nyitott ~ vagy  szabad  aldehid formdjat  alkalmazzak
szubsztratumként (Grimshaw, 1986; Inagaki és mtsai., 1982; Nidetzky ¢és
mtsai., 1999). A D-xilul6z C5 irreverzibilis foszforilacidjat a xilulokinaz
(XkiA) vezérli, amely szintén csak a ketdz linearis forméjat képes
szubsztratként hasznositani (Bunker €és mtsai., 2013). Azonban ez a
kulcsenzim nem sebességmeghatarozé az L-arabindz katabolizmusaban,
hiszen az xkiA ortolog géntermék taltermeltetése az A. niger-ben nem
gyorsitotta a pentéz metabolizmusat (VanKuyk mtsai., 2001). Az
oxidoreduktiv Gitvonal enzimei tehat a szubsztratok linearis formajan, nem
pedig a szénhidrat hemiacetal/hemiketdl vagy az anomerek
interkonverziojan keresztil képesek milkddni, igy az L-arabindz
katabolizmuséban irrelevansnak tlinnek.

A xilulokinaz gént (xkiA: A. nidulans locus AN8790), a klasszikus
A. niger xkiA4 hianymutans funkcionalis komplementacidjaval
azonositottak, amely nem volt képes az L-arabindzt, az L-arabinitolt, a
xilitolt vagy a D-xilozt, mint egyediili szénforras hasznositani (Witteveen
¢s mtsai.,, 1989; VanKuyk mtsai., 2001). A klasszikus technikaval
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létrehozott araAl nevii A. nidulans mutans szintén nem tudott névekedni
az L-arabindéz és az L-arabinitol tartalma taptalajon, és nem volt
detektalhat6 L-arabinitol: NAD + dehidrogenaz, valamint az L-xilul6z:
NADH reduktaz aktivitasa sem, viszont nagy mennyiségii L-arabinitolt
akkumuldlt a taptalajaban, amikor L-arabin6z volt a szénforras (de Vries
¢és mtsai., 1994). Ebben a mutiansban az oxidoreduktiv ttvonal minden
egyeb 1épése aktiv €s megfelelden indukalhato volt, ami azt mutatja, hogy
a VIII. Kromoszoéma araAl mutacidja hatdssal van az L-arabinitol-
dehidrogenaz (AN0942 lokusz) struktargénjére. Erdekes modon az araAl
L-arabinitol-dehidrogenaz-mutans nem volt képes novekedni galaktitolon,
ami a D-galaktdzbol az aldoz-reduktazok katalizalta reakcioban képzodik
(de Vries és mtsai., 1994). Fekete és mtsai. (2004) leirtak, hogy az aldoz-
reduktaz és az L-arabinitol-dehidrogenaz katalizalja az A. nidulans D-
galaktoz hasznositasara szolgdlo alternativ Utvonal elsé két Iépését.
Azonositottak az L-arabinitol-dehidrogenaz (AraA) galaktitolbol képz6dé
L-szorboz ketdzt (a D-tagatoz helyett), és azt feltételezték, hogy az L-
szorbdzbdl D-fruktéz képzodhet a D-szorbitolon at torténd redukalason
keresztiil, ami Osszhangban van a koradbban vizsgalt L-szorb6z toxicitas
eredményekkel is (Elorza és Arst, 1971). Azt is kimutattdk, hogy a D-
galaktoz alternativ metabolizmusa csak egy olyan hexokinaz mutansban
volt teljesen blokkolva, amely nem volt képes foszforilalni a D-fruktozt
(Flipphi és mtsai., 2003). Ez csak a galaktokinaz és a hexokinaz egyiittes
aktivitdas csokkenésénél mutatkozott meg D-galaktézon. A korabbi
vizsgalatok eredményei azt sugalljadk, hogy a D-galakt6z alternativ
lebontasa és az L-arabindz hasznositasa (legalabb) egy enzimben, az L-
arabinitol-dehidrogenazban kozosen osztoznak. Két araAl mutans torzs

(Glasgow G094 ¢és G844 torzs) parhuzamos szekvencia analizise A-C
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pontmutaciét mutatott, aminek kovetkezménye képen, a VIII.
kromoszoman elhelyezked6 AN0942 oxidoreduktaz génjében a fehérje C-
terminalisahoz kozeli konzervativ Lys367 aminosav kodonja (AAG) egy
Glutamin  kodonra (CAG) cserélodott (GenBank MH794597).
Megjegyzendd, hogy a D-galaktéz alternativ oxidoreduktiv utvonalanak
genetikai elemeit, az L-arabinitol-dehidrogenazon kiviill még nem
azonositottak, illetve a hexokinaz A. nidulans-ban bet6ltott pontos szerepe

sem tisztadzott a mai napig.

3 CELKITUZES

A Biomérnoki Tanszék mar megalakuldsa ota vizsgalja a
biotechnologiai jelentdségli fonalas gombak laktéz ¢és D-galaktéz
anyagcser¢jét, aminek koszonhetden szamos kulcsfontossagu gént sikertilt
mar azonositanunk e szénhidratok metabolizmusaban. Az A. nidulans,
mint fontos modell mikroorganizmus laktéz és D-galaktdéz anyagcseréje
még nem teljesen tisztdzott, a Leloir utvonalban résztvevd aldoz-1-
epimerazt kodolo génekrdl és géntermékekrdl fonalas gombéakban kevés
informacionk van, ezért tanszékiink célul tlizte ki a putativ alddz-1-
epimeraz gén/géntermék tanulmanyozasat. Két feltételezhetd aldoz-1-
epimerdzt sikeriilt azonositani TBLAST analizis segitségével az A.
nidulans-ban, az AN3184 (galmA) és az AN3432 (galmB)-t. Double-joint
PCR technika segitségével szeretnénk egyszeres AgalmA, AgalmB és
dupla (mindkét génre nézve deletdlt) AgalmA, AgalmB génre nézve

hianytorzseket 1étrehozni. Protoplasztalast kovetden szeretnénk mutarotaz
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negativ hattérbe visszatranszformalni az adott géneket, akar tultermeld
torzseket is kapva. Siillyesztett sejtkultirakban cukorfogyast, a biomassza
képzOdést, a mintdk mutarotaz aktivitasat és a galmA/galmB gének
expresszidjat is szeretnénk vizsgalni, amibdl egyértelmiien bizonyithato a
galM gének fontossaga és szerepe. Az L-arabindz €s a D-galaktdz oxido-
reduktiv metabolizmusa meglehetdsen hasonld, tobb oxidacids és
redukcios 1épés utan az L-arabinozbol D-xilulozt, a D-galaktozbol D-
fruktézt kaphatunk. A hemicellulozban és a pektinben a D-galaktoz €s az
L-arabindz egyiittesen jelen is van, ezért a monoszacharid szinergizmusat
is meg szeretnénk hatdrozni a D-galaktomutarotdz és galaktokindz
hianymutans torzseknek. Northern blot segitségével a feltételezett aldoz-
1-epimeraz, a D-galaktokinaz (galE), L-arabinitol-dehidrogenaz (araAl)
és xilulokinaz (xkiA) gének expresszios profiljat tervezziik vizsgalni csak
L-arabindzt, csak D-galaktdzt és egyszerre L-arabindzt/D-galaktozt is

tartalmazo tapoldatban.

4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1  Aspergillus nidulans torzsek, taptalajok és tenyésztési feltételek

A doktori munkdm soran az 1. tablazatban felsorolt torzsekkel
végeztlink kisérleteket, a felsorolt fontosabb markereket és fenotipusokat a 2.
tablazat foglalja 6ssze. Az R21 jelzésii vad tipust térzs Axel A. Brakhage
professzor (Institute of Microbiology, Friedrich Schiller University of

Jena) laboratoriumabol szarmazik. Az FGSC A1149 izolatum, a Fungal
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Genetic Stock Center, University of Kansas Medical Center, Kansas City

torzsgyljteményébdl ered. Az LKEF jelzéssel rendelkezd torzseket a

doktori munkam soran hoztuk létre.

1. tablazat A munkank soran felhasznalt Aspergillus nidulans torzsek.

Torzs Genotipus Hivatkozas
Fantes és Roberts,
a . .
R21 pabaAl; yA2; veAl 1973
TNO2A3 Nayak ¢és mtsai.,
pyrG89; pyroA4; AnkuA::argB;veAl
(FGSC A1149) 2006
) . . Keller Lab
RIMP155.55 riboB2; wA3; nkuA™;Vea .
(Madison, WI, USA)
LKEF_005 (pyrG89); pyroA4; AnkuA::argB; Kulcsar és mtsai.,
AgalmA::Tr.pyr4® (uridine prototroph) 2017
roA4); pyrG89 AnkuA::argB; Kulcsar és mtsai.,
LKEF_006 (py )Py o J
AgalmB::Af.pyroA°® (pyridoxine prototroph) 2017
(pyroA4); (pyrG89) AnkuA::argB;
Kulcsar és mtsai.,
LKEF_007 AgalmA::Tr.pyrd; AgalmB::Af.pyroA 2017
(pyridoxine & uridine prototroph)
LKEF_002° (pyroA4); (pyrG8s9) AgalmA::Tr.pyr4; nkuA™; Kulcsar és mtsai.,
riboB2; (pyridoxine & uridine prototroph) 2017
LKEE 001 (pyroAd4); (pyrG89);(riboB2) AgalmA::Tr.pyr4;

AnkuA::argB; wA3; (pyridoxine, uridine &

riboflavin prototroph)

Kulcsar és mtsai.,
2017
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LKEE ooge | PYTOA4); (pyrGB9); AgalmB::Af.pyroA; nkuA®; | Kulcsar és mtsai.,
- riboB2; (pyridoxine & uridine prototroph) 2017

roA4); (pyrG89); (riboB2);
LKEF_003° by ): (py )i ) Kulcsar és mtsai.,
AgalmB::Af.pyroA; nkuA*; (pyridoxine, uridine 2017

& riboflavin prototroph)

(pyroAd); (pyrG89) AgalmA::Tr.pyr4 (riboB2);
LKEF_9.15 nkuA™; Af.riboB"; galmA®" (pyridoxine, uridine
& riboflavin prototroph)

Kulcsar és mtsai.,

2017

(pyroAd); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA;
LKEF_10.9 (riboB2); nkuA*; Af.riboB"; galmB*

(pyridoxine, uridine & riboflavin prototroph)

Kulcsar és mtsai.,
2017

LKEF 10.8 (pyroA4); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA; Kulosér 6 misai.
(riboB2); nkuA*; Af.riboB'; galmB** 2017

(pyridoxine, uridine & riboflavin prototroph)

roA4); (pyrG89) AgalmB:: Af.pyroA;
LKEF_10.22 Py )i (py ) A9 by Kulcsar és mtsai.,

(riboB2); nkuA*; Af.riboB"; galmB**
2017

(pyridoxine, uridine & riboflavin prototroph)

(pyroAd); (pyrG89) AlacpB:: Af.pyroA;

LKEF_10.7 ) . - 5 Kulcsar és mtsai.,
(riboB2); nkuA™; Af.riboB’; galmB 2017
(pyridoxine, uridine & riboflavin prototroph)
AQEF_006 Németh ¢és mtsai
pyrG89; AgalE::Af-pyroA®; AnkuA::argB 2018 o
Clutterbuck, 1981,
G094 biAl; wA3; araAl de Vries és mtsai.,
1994
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Az 1. tablazatban talalhaté labjegyzet magyarazata:

Clutterbuck 1993 évi kdzleményét kovettiik a relevans mutaciok és egyéb
markerek jelolése soran.

Az alkalmazott roviditések:

% vad tipust referencia torzs; b T, reesei orotidin-5-foszfat-dekarboxilaz
(pyrd) génje; © A. fumigatus piridoxin bioszintézis (pyroA) génje; ¢ az
LKEFOQO05 és az RIMP155.55 torzsek keresztezésébdl szarmazo utod; © az
LKEF006 ¢és az RIMP155.55 torzsek keresztezésébol szarmazé utdd. © A.
fumigatus GTP ciklohidroxilaz (riboB) génje.

A zarojelben feltiintetett allélok nem lettek leellendrizve (keresztezéssel

vagy szekvenalassal).

2. tablazat Az 1. tablazatban felsorolt fontosabb markereket és fenotipusokat

foglalja 6ssze.

Gén Fenotipus Hivatkozas
yA2 sarga konidium Clutterbuck, 1972
WA3 fehér konidium Pontecorvo és mtsai.,
1953
pabaAl paba auxotrofia Fantes és Roberts,
1973
biAl biotin auxotrofia Roper, 1950
riboB2 riboflavin auxotrofia Cove, 1979
pyro A4 piridoxin auxotréfia Kaéfer, 1958
pyrG89 uridin auxotrofia
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araAl L-arabinitol hasznositas Roberts, 1963
képességének hianya
veAl sOtétben jol sporulél
galmA AN3184 génre hidny- vagy | Kulcsar és mtsai.,
tultermeld mutans 2017
galmB AN3432 génre hiany- vagy | Kulcsar és mtsai.,
tultermel6 mutan 2017
galE AN4957 génre Németh és mtsai.,
hianymutéanss 2018

A torzseket 10 g/l gliikoz és a torzs auxotrofia igényeit biztositod Un.

sporaztato agarra oltottuk le. A novekedés 37°C-on, 3-4 napig tortént. Ezt

kovetden a torzseket felhasznalasig +4°C-on taroltuk.

1. A sporaztato taptalaj osszetétele 1000 ml-re (pH= 6,5):

0,092 g di-ammoénium-tartarat

10 g gliikkoz

20 ml s6oldat

15 g agar

az adott torzs auxotr6f markerei (Pontecorvo és

mtsai., 1953).

A glikozt 50%-os oldatként hasznaltuk, és kiilon sterileztiik. A

vitamin  kiegésziték tobbségét, p-amino-benzoesav [H1-vitamin],

piridoxin [B6-vitamin], riboflavin [B2-vitamin] 2 mg/l, az uridint 10 mM-

os végkoncentracioban AMM (Aspergillus Minimal Medium; Pontecorvo

és mtsai. 1953) tapoldathoz adtuk hozza.
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2. Az AMM tapoldat osszetétele 1000 ml-re (pH=6,5):
e 6gNaNOsg;,

e 20 ml sooldat,

e 10-15 g szénforras

e az adott torzs auxotr6f markere(i)

3. A sboldat dsszetétele 1000 ml-re:
e 26gKCI
e 26 gMgSO47H,0
e 76 g KH,PO,

¢ 50 ml nyomelemoldat.

4. A nyomelemoldat 0sszetétele 1000 ml-re (pH= 2,0):

e 40 mg Na-borat

e 400 mg CuSO,45H20
e 714 mg FeSO4-7H,0
e 8 mg Na-molibdat

e 800 mg ZnSO, 7H,0.

A réazott lombikos tenyésztéseket 500 ml-es Erlenmeyer-
lombikokban végeztiik 100 ml tapoldatban, 37 °C-on, és 200 percenkénti
fordulatszamon (rpm). A tenyésztésekhez hasznalt sterilezett tapoldat
szénforrasainak kezdeti koncentracioja 1,0 vagy 1,5 %, a konidium
koncentracioja pedig 10° A. nidulans konidium/ml volt (Fekete és mtsai.,
2002).
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A novekedési tesztekhez agarral szilarditott AMM taptalajt is
hasznaltunk. A Petri csészékben 1évé taptalajt egyetlen pontban siir,
frissen készitett vegetativ sporak szuszpenziojaval oltottuk le és 37 © C-on
inkubaltuk.

Az indukcids kisérletekhez a micéliumokat 37 °C-on 24 6ran at
elénovesztettiik glicerint (neutralis szénforrast) tartalmazé6 AMM minimal
tapoldatban. A tenyészetek sziirését és steril vizzel torténd mosasat
kovetéen a micéliumot szénforras nélkiili AMM tapoldatba vittiik at és
tovabbi 1 oran at inkubaltuk 200 rpm-en, 37 °C-on. Az 1 6ras éheztetést
kovetden a tenyészetekhez adagoltuk a vizsgalando indukcios szénforrast
1 (w/v) % végkoncentracioban.

A tenyészetekbdl mintat vettiink 4, 8, 12 és 24 ora elteltével az
indukciés profil vizsgalatahoz. Eldkisérletek alapjan megallapitottuk,
hogy 4 oranyi az indukcids hatast kifejto szénforrassal torténd inkubacios
1d6 elegendd a maximadlis transzkripcids szint eléréséhez. A mintavételi
1dok sordn a biomassza koncentracioja érdemben nem valtozott, ami azt
jelenti, hogy az ez id0 alatt bekovetkez6 minimalis beparlodastol

eltekinthetiink.

4.2 Genetikai technikak és transzformalas

A génkiiitéshez transzformaldson alapulé  génmanipulécios
technikat alkalmaztunk, hogy homoldég rekombinacioval az alddz-1-
epimeraz (galmA és galmB) vagy galaktokinaz (galE) célgéneket az
uridin vagy a piridoxin auxotrof markerrel kicserélhessiik. A delécios
konstrukcié létrehozasahoz az un. double-joint PCR modszert

alkalmaztuk (Yu ¢és mtsai., 2004), mely sordan a Kiméra
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oligonukleotidokkal amplifikalt célgén ,,flanking” régioival fogjak kozre
a marker gént. Ezek az 5’és 3’ ,,flanking” régiok biztositjak, hogy a cél
16kusznal homolog rekombinaciéval megtorténjen a génkicserélodés.

végeztiik és a sejtfal lizis€éhez Glucanex (Novozymes) enzimet 2,5 %-ban
(w/v) alkalmaztuk. A kapott transzformansokat kétszer tisztitottuk, hogy
egyetlen sejtbdl képzett koloniat kapjunk. A transzformansokat szelektiv

Minimal taptalajon tartottuk fenn.

4.3 Hidnymutans torzsek létrehozasa

A galmA, galmB és galE gének delécios kazettait double-joint PCR
technikaval (Yu és mtsai., 2004) szintetizaltuk meg. Elsé korben a
kivagni kivant gének 5’ és 3’ ,,flanking” (800-1000 bp hosszi nem kodold
szakasz) illetve a szelekcids gén fragmenteket felszaporitottuk. A P2 és a
P3  kiméra primereknek  koszonhetéen a  masodik  korben
Osszeragaszthatdak a megszintetizalt fragmentek a kdvetkezd sorrendben:
5’-flanking - szelekcios gén - 3’ flanking régiok. A harmadik korben a
nested primerek segitségével a teljes delécios kazetta megszintetizalhatd
volt. A galmA delécios kazetta esetében a T. reesei a funkcionalis
orotidin-5'-monofoszfat-dekarboxilaz (pyr4) génjét (Gruber és mitsai.,
1990), mikozben a galmB és a galE esetében az A. fumigatus pyroA génjét
(a piridoxin anyagcserében fontos, Nayak és mtsai., 2006) hasznaltuk
szelekcios génként. Az alkalmazott oligonukleotidokat a 12.1 fiiggelék
tartalmazza. Az A. nidulans TNO02A3 torzs (Nayak és mtsai., 2006)
protoplasztjait (piridoxin és uridin-auxotrof torzs) 10 pg linearis delécids

kazettaval transzformaltuk, igy nyerve az egyszeres galmA, a galmB vagy
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a galE hianymutansokat. A galmA/galmB kettds aldoz-1-epimeraz mutans
létrehozasahoz az in vitro megszintetizalt delécids kazettdk 5-5 ng-jat az
A. nidulans piridoxin és uracil auxotrof TNO2A3 traszformalasi torzsbe
juttattuk. Ez a torzs nem rendelkezik a DNS mindkét lancat érint6 torések
javitasanak képességével (nkuA hianyos) igy a transzformaciok
hatékonysaga jelentdsen megnd. A kapott piridoxin- vagy az uridin-
prototrof transzformansokat a galmA, a galmB vagy a galE gén
szekvenciajanak hidnyaval azonositottuk gén specifikus primerekkel,
PCR technika segitségével. Tobb fiiggetlen egyszeres galmA, galmB és

dupla galmA/galmB hianyos torzs fenotipusos jegyeit is teszteltiik.

4.4 A galmA/galmB aldéz-1-epimeraz gének visszatranszformalasa

a galmA vagy a galmB hianyos hattérrel rendelkezé mutansba

Egy els6 generacids, karakterizalt galmA (LKEF005) vagy galmB
(LKEFO006) hianymutans torzset kereszteztiink az RIMP 155.55 torzzsel,
hogy 1j auxotrofia markert kapjunk, illetve hogy az nkuA deléciotol
megszabaduljunk. Piridoxin-prototréf és riboflavin-auxotroéf (LKEF002),
illetve uridin-prototrof és riboflavin-auxotrof (LKEF008) utddokban PCR
technika segitségével vizsgaltuk az nkuA gén jelenlétét. Az nkuA gén
jelenlétében a genom ektdpikus helyeire a galmA vagy a galmB gén tobb
kopiaban integralodhat. A funkcionalis galmA vagy a galmB gént A.
nidulans R21 genomi DNS-ér6l amplifikaltuk DNS-specifikus
primerparral (12.1 fiiggelék). A mar nkuA génnel rendelkezé masodik
generacios galmA vagy galmB hidanymutans torzset 10 pg amplifikalt,
tisztitott galmA vagy galmB PCR termékkel és 1 pug pTN2 plazmiddal (A.

fumigatus riboB génje, a riboflavin bioszintézisben részt vevé fehérjét
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kodol; Nayak és mtsai., 2006) ko-transzformaltuk. A pTN2 plazmid
szintetizalsa soran a pBluescript KS plazmid EcoRV hasito helyére az A.
fumigatus riboB génjét ligaltak be (1316 bp) (12.2 fiiggelék). A
riboflavin-prototr6f transzformansok kozott a visszatranszformalt galmA
vagy a galmB gén meglétét PCR, majd késobb Southern-blot technika
segitségével vizsgaltuk.

A galmA ¢és a galmB visszatranszformalt/tultermelé (1 vagy tobb
kopias) torzsek koziil néhanyat fenotipusosan is jellemeztiik. A tesztelt

mutansok részletes genotipusa az 1. tablazatban fellelheto.

4.5 Genomi DNS és total RNS-izolalas

A biomasszat ,,miracloth” nevii textilsziir6n a lehet6 leggyorsabban
Kisztrtiik, hideg steril vizzel alaposan atmostuk, papirtorld segitségével a
viz nagy részét eltavolitottuk, majd folyékony nitrogénben azonnal
lefagyasztottuk. A lefagyasztott biomasszat nitrogénnel hiitott mozsarban
porra Oréltik. A genomi DNS-t Promega Wizard SV Genomic DNA
Purification System Kit segitségével, mig az RNS-t a Promega SV Total
RNS-t izolalo kit segitségével nyertiik ki.

4.6 Northern- és Southern-blot analizis

A Northern- és a Southern-blot analizis soran Sambrook és Russel
(2001) altal publikalt standard eljarasokat hasznaltuk. NanoDrop 2000
UV-Vis Spektrofotométer (Thermo Scientific) késziilékkel segitségével

meghataroztuk az RNS és a DNS koncentraciokat. A galmA esetében a
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Clal, a galmB esetében a Sall restrikcios endonukleazokkal 5 ug gDNS-t
37°C-on 3 6raig emésztettiink. A galmA génbdl a Clal enzim egy 1160 bp
hosszusagh fragmentet, a galmB génbdl a Sall enzim pedig egy 670 bp
hosszusagh fragmentet hasit ki. Az agardz gélekbe 5 ug DNS-t (Southern-
blot) illetve RNS-t (Northern-blot) vittlink fel mintanként, majd
elvalasztottuk 6ket a gélben. A nukleinsavakat nylon membranra
blottoltuk, majd jelolt probat hibridizaltunk a membranhoz. A
hibridizaciét Lumi-Film kemilumineszcens detektald film (Roche
Applied Science) segitségével tettiik lathatéva. A Southern esetében az
el6hivast kovetden a kopiaszam az n-1 képlet alapjan hatdrozhaté meg, n
a fragmentek szamat jelenti az adott mintaban (12.3 fiiggelék). PCR DIG
Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science) segitségével szintetizaltuk
meg a digoxigeninnel jelolt génspecifikus oligonukleotidokat (12.1
fiiggelék), templatként az R21 genomi DNS-t hasznaltuk.

4.7 Analitikai modszerek

4.7.1 Szaraz sejttomeg és cukorkoncentracio meghatarozasa

A szaraz sejttomeget (DCW) meghatarozasahoz 5 ml fermentlevet
egy elére lemért tomegl papirsziiron keresztiil lesziirtiink, majd tobbszor
hideg vizzel atmostunk, végiil 80 °C-on tomegallandosagig szaritottuk a
meg egy protoncseréléd oszlop (Bio-Rad Aminex HPX-87H) és
torésmutatd (RI) detektor alkalmazasaval. Az izokratikus elticidhoz 55

°C-os kolonna hémérsékletet ¢s 10 mM H,SO, mozgo6tazist hasznaltunk.
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4.7.2 Aldéz-1-epimeraz aktivitis meghatarozasa

1 % glicerint tartalmaz6 AMM tapoldatban el6ndvesztettik a
torzseket. AMM tapoldatra torténd dtmosas és az 1 6rds €heztetés utan 1
% végkoncentracioban D-galaktézt adtunk a tenyészetekhez. A
tenyészetekbdl 20-20 ml mintat vettiink, a sejteket centrifugalast kovetden
eltavolitottuk, majd 2 x 20-20 ml 20 mM TRIS-HCI (pH=7,5) pufferben
mostuk 6ket, a mintak végtérfogata 5 ml volt. A micéliumot Potter-
Elvehjem tipusu késziilékkel tartuk fel jégen 5 percig. Centrifugalast
kovetden a sejtlizatumot eltavolitottuk a sejttdrmeléktdl, majd -80 °C-on
tartottuk a felhaszndlasig. A fehérje tartalmat modositott Lowry-féle
modszerrel (Peterson, 1983) hataroztuk meg, a kalibracios sor
felvételéhez BSA-t (bovin serum albumint) hasznaltunk.

A mutarotdz aktivitast Bouffard és mtsai., 1994-ben publikalt
kézleménye alapjan hatdroztuk meg. A B-gliik6z-dehidrogenaz
(Pseudomonas sp., Sigma Aldrich) enzim szinte csak a -anomert képes
oxidalni, mikdzben a B-NAD, B-NADH-va redukalodik. Sejttérmelék
mentes kivonatot 45 °C-on 5 percig elOkezeltik, hogy a fehérje
extraktumban 1évd NADH oxiddz aktivitast lecsokkentsiik. 50 pl
enzimmintat, 940 ul 0,1 M TRIS-HCI, 3 mM B-NAD, 30 unit B-D-
gliik6z-dehidrogenaz, pH=7,2 oldatat egy kvarc kiivettadba mértiik, majd
10 pl frissen készitett 50 mM-0s a-D-gliikoz oldatot a kiivetta faldra
pipettdztunk, a kiivetta haromszori megforditasaval elinditottuk a
reakciot. Az abszorbanciat 340 nm-en 1 percig mértik. A keletkezett -
NADH mennyisége az absorbancia névekedéssel aranyos. Mivel az a-D-
gliikoz spontan is képes B-D-gliikk6zza alakulni, ezért ezzel a B-D-gliikoz

mennyiséggel korrigalni kell a szamitasnal. 1 egység, az 1 perc alatt a
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spontan mutarotacio felett keletkezett f-D-gliikoz mennyisége pmol-ban.
A specifikus aktivitds, a mutarotaz aktivitds fehérjetartalomra

vonatkoztatott értéke, U/mg fehérjében.

4.8 Reprodukalhatésag

Az analitikai és biokémiai eredmények 3-5 filiggetlen kisérlet
atlagabol szarmaznak. Az adatok elemzése ¢és szamszerisitése SigmaPlot
szoftver (Jandel Scientific) segitségével valosult meg. Minden

kisérletsorozaton beliil standard eltéréseket (SDs) hataroztunk meg.

4.9 Bioinformatikai analizis

Az E. coli és a human (fehérje azonositdé szam: POA9C3 és
Q96C23) és a S. cerevisiae GallOp C-terminalis domént (P04397: 356—
699 alegység) hasznaltuk a TBLASTN keresés soran (Basic Local
Alignment Search Tool algoritmus, mely egy fehérje szekvenciat keres
minden olvasasi keretben: Altschul és mtsai.,, 1997). A szerkezetileg
rokon Ascomycete fehérjéket kodolo génekhez a National Center for
Biotechnology Information (NCBI) ¢és az US Dept. of Energy Joint
Genome Institute (JGI) altal rendelkezésre bocsatott nukleotid
adatbazisokbol fértiink hozza 2015 tavaszan. A filogenetikai analizis
evolucios alapjainak biztositasa érdekében az ilyen géneket a Dikaryakon
kiviil besorolt gombakban is azonositottuk. A génmodelleket és az
analizis végeredményét manualisan korrigaltuk. Az igy kapott 791

peptidszekvenciat a MAFFT 7-es verzidjaval (Katoh és Standley, 2013),
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az E-INS-i algoritmussal (tobb konzervalt domén felismerésére fejlesztve)
¢s egy BLOSUM 45 hasonlésagi matrixszal illesztettik. A
fehérjeszekvenciakat a doktori disszertaciomban nem tiintetem fel. A
kapott illesztést az Entropy 1.12 verziojanak (BLOSUM 45 hasonlésagu
matrix, 4 blokk méretii blokk, Criscuolo és Gribaldo, 2010) segitségével

valogattuk, 162 informativ egységet eredményezve.

5 EREDMENYEK

5.1 Két feltételezheté D-galaktoz-mutarotiz gén in  silico

azonositasa az A. nidulans-ban

Az elsé enzim Kkatalizalta mutarotaciét a P. chrysogenum-ban
azonositottak (Keilin and Hartree, 1952a & 1952b; Bentley and Bhate,
1960a & 1960b), ami nagyon kozeli rokona az A. nidulans-nak. Ezért
mind az A. nidulans és mind a P. chrysogenum genomjat megvizsgaltuk
lehetséges aldoz-1-epimerazokat kutatva. Amikor a human vagy az E. coli
GalM fehérjét vagy a S. cerevisiae Gall0 bifunkcionalis fehérje C-
terminalis részének szekvencidjat hasznaltuk TBLASTN soran, két
lehetséges gént azonositottunk, az intronmentes AN3184-et, amit galmA-
nak, és a két exont tartalmazdé AN3432-6t, amit galmB-nek neveztiink el
(az Aspergillus Genome Database — AspGD, 6. annotalasi verzidjat
hasznaltuk a 16kuszok azonositasa soran; Cerqueira és mtsai., 2014). Ezek
a P. chrysogenum harom génjének felelnek meg, a Pc20g08410-nek (ami

51%-ban hasonlé az AN3432 aminosav szekvencidjahoz), illetve a
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Pc13g14400-nak ¢és a Pc20g09570-nek (amik 60 %-ban és 54 %-ban
megegyeznek AN3184 génnel), (a P. chrysogenum Wisconsin 54-1255
torzset hasznaltuk a keresés soran).

A Saccharomycetaceae-aktol, a Debaryomycetaceae-aktol és a
Schizosaccharomyces-aktol eltéréen egyik mutarotaz 16kusz sem
kapcsolodik a Leloir utvonal strukturdlis génjeihez, inkdbb a
Pezizomycotindk genomjaiban szétszoérodva, mintsem klaszterezodve
helyezkednek el.

Az 5. abra az emlitett 5 gén altal kodolt peptidszekvencidkat
mutatja be, amit a S. cerevisiae Gall0p (locus YBR019C) (Majumdar és
mtsai., 2004; Scott és Timson, 2007; Thoden és Holden, 2005), kett6 1-
doménes paraldog mutarotdz doménjéhez (YNRO71C ¢és YHR210C,
GAL10-tdl kiilonboz6, mindketté egyéb galaktéoz katabolikus génhez
kapcsolodhat: Li és mtsai., 2013) és az E. coli, a L. lactis és a H. sapiens
(Hucho és Wallenfels, 1971; Beebe és Frey, 1998, Beebe ¢és mtsai 2003,
Thoden és Holden, 2002, Timson és Reece, 2003, Thoden és mtsai.,

2004) mutarotaz aminosav szekvenciaihoz illesztettiink.
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5. abra A lehetséges fungalis mutarotaz peptidek illesztése a karakterizalt human,Escherichia coli és Lactococcus lactis mutarotaz
enzimeihez. A Saccharomyces cerevisiae Gall0p bifunkcios fehérje (S. cerevisiae_B) koziil csak a karboxi-terminalis domént (Q356-S699)
hasznaltuk. A 11 szekvenciat a MAFFT 7-es verzidjanak alapértelmezett beallitasaival (hasonlésagi matrix, Blosum 62) illesztettiik és
CLUSTAL formatumban exportaltuk. A szerkezetileg hasonlo vagy azonos szekvenciakat sotét hattérrel emeltiik ki, amib6l a konzervalt
szekvencidkra kovetkeztethetiink. Az egyértelmiiség érdekében a human mutarotaz R82, H107, H176, D243, Q279 és E307 aminosavakat

adjuk meg a konszenzusvonalon, a (*) lehetséges konzervalt aminosavakat jeleznek.
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A bakterialis mutarotazokat a galakt6z-operon galM génjei kodoljak
(Bouffard és mtsai., 1994, Grossiord és mtsai, 2003). Erdekes modon az
A. nidulans-ban azonositott két fehérje mindegyike jobban hasonlit az
emberi fehérjéhez, mint egymashoz. Az emberi mutarotazzal
Osszehasonlitva az AN3432 31 %-ban azonos és 48 % hasonlo, mig az
AN3184 27 %-ban azonos és 43 % hasonldo (AN3432 az AN3184-hez
képest: 23 %-ban azonos, 35 %-ban hasonlé). Mindazonaltal a
szubsztratkGtésben és a katalizisében részt vevé human enzim hat
aminosava (R82, H107, H176, D243, Q279 és E307) az E. coli, az 6t
fonalas gomba fehérjében és az éleszt6 GAL10p mutarotaz doménjében is

megtalalhato.

5.2 A galmA és galmB funkciojanak azonositasa

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a galmA vagy a galmB kodolja a
fiziologiasan jelentds galaktdz-mutarotazt, mind a két gént kiilon-kiilon és
egyszerre is deletaltuk a gomba genomjabol, igy kaptuk a AgalmA, a
AgalmB egyszeres, és a AgalmAl AgalmB dupla hianymutansokat. Ezt
kovetden az egyszeres hianymutans torzsekbe visszajuttattuk az el6zéen
deletalt lehetséges mutarotdz kodold géneket (technikai részletek az
Anyagok és modszerek fejezetben). Ezen visszatranszformalt, taltermeld
torzsek kopiaszamat Southern-blot analizissel hataroztuk meg.

Minden galm mutanst kiilonb6z6 szénforras tartalmu siillyesztett
kultarakban is megvizsgaltuk. Mint ahogy a 6. és a 7 abran lathato, a D-
galaktoz felvétel és a biomassza képzddés szignifikdns lecsokkent a
galmB hianyaban a vad torzshoz képest. Ezzel ellentétben a AgalmA

siillyesztett sejttenyészetekben a referencia torzshdoz képest nem
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tapasztaltunk szignifikans (p < 0,1 %) eltérést a biomassza képzédésben
vagy a D-galaktdéz koncentracio alakulasaban sem. A AgalmA/4galmB
dupla hianymutans fenotipusa a galmB deléciéos mutanshoz hasonlitott.
Egyéb szénforrasokon, igy D-gliikkozon, illetve glicerinen, L-arabin6zon
nem volt tapasztalhatdo a cukorfogyasban lényeges kiilonbség a vizsgalt

mutansok kozott.
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D-galaktoz koncentracio (g/1.)

Fermentatacid kora (h)

6. abra D-galaktoz koncentracié alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor),
galmA egyszeres (négyzet), galmB egyszeres (rombusz) és galmA/galmB dupla
(haromszog) hianymutans torzsek siillyesztett fermentacidiban. A tapoldat
egyediili szénforrasként 15 g/ D-galaktézt tartalmazott kiindulaskor, amit
konidiosporakkal oltottunk le.
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7. abra A keletkezett biomassza koncentracio alakulasa Aspergillus nidulans
vad tipus (kor), galmA egyszeres (négyzet), galmB egyszeres (rombusz) és
galmA/galmB  dupla  (haromsz6g) hianymutans  torzsek  siillyesztett
fermentacidiban. A tapoldat egyediili szénforrdsként 15 g/ D-galaktozt

tartalmazott kiindulaskor, amit konidiosporakkal oltottunk le.

5.3 A GalmB egy fiziologiasan jelentds galaktéz mutarotiz

Habar D-gliikézon (1,5 %) nem volt tapasztalhato semmilyen
fenotipus valtozas a galmB hianymutansban, az enzim katalizalta aldoz-1-
epimerizalddas mérésének alapja a D-gliikkdz mutarotacidja (Bouffard és
mtsai., 1994; részletek Anyagok és Moddszerek fejezetben). A galmB
egyszeres ¢s dupla A. nidulans hidanymutansok D-galaktézon vagy L-
arabindzon ndvesztett biomasszak sejtmentes kivonataiban a megfigyelt
mutarotacié nem szignifikansan (p < 0,1%) haladta meg a spontan
mutarotaci6 mértékét a reakcido pufferben. Ezzel szemben a galmB

tultermeld torzsekben a vad tipushoz képest szignifikdnsan nagyobb
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enzimaktivitds volt mérhetd, a specifikus aktivitds a kopiaszdmmal

aranyosan valtozott (8. abra).

3.5

Specifikus aktivitas (U/mg fehérje)

8. abra Specifikus mutarotaz aktivitas a vad tipusu, a galmA, a galmB and a
galmA/galmB hianymutansokban és az 1-, 3-, 4-, 5 kopias galmB torzsekben. A
kereskedelemben elérhetd a-D-gliikopiranozt hasznaltuk
enzimszubsztratumként. A torzseket eldndvesztettik glicerin  tartalmu
tapoldatban, majd D-galaktdz tartalmu tapoldatba mostuk 4t a tenyészeteket. Az
enzim katalizalta mutarotaciét a spontan mutarotacioval Kkorrigaltuk, és

sejtmentes enzimkivonatbol mértiik.

Mindazonaltal a galmB taltermelé mutansai nem befolyasoltak a
biomassza képzddés vagy a cukorfelvétel sebességét, ez aldl kivételt

képez a galmB deléciés torzsei. Ez azt jelenti, hogy a tesztelt
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koriilmények mellett a mutarotaci6 a D-galakt6z katabolizmusban nem
sebességmeghatarozo a vad tipust térzsben (9. és 10 abra).

Erdekes modon a galmA taltermeld mutansainal, igy a D-
galaktozon vagy a D-gliikkdzon alapuld novekedési profilban vagy az
aldoz-1l-epimerdz  aktivitds alakuldsdban sem volt fiziologidsan
megfigyelhetd kiilonbség.
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9. abra D-galaktoz koncentracio alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor)
galmA 2 kopias (négyzet) és galmB 3 kopias (rombusz) torzsek siillyesztett
fermentacidiban. A tapoldat egyediili szénforrasként 15 g/I. D-galaktdzt

tartalmazott kiindulaskor, amit konidiosporakkal oltottunk le.
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10. abra A keletkezett biomassza koncentracié alakulasa Aspergillus nidulans
vad tipus (kor) galmA 2 kopias (négyzet) és galmB 3 kopias (rombusz) torzsek
siillyesztett fermentacidiban. A tépoldat egyediili szénforrasként 15 g/L D-
galaktozt tartalmazott kiindulaskor, amit konidiosporakkal oltottunk le.

5.4 A galmA és a galmB expresszigjat pentozok is indukalhatjak

A biomasszat glicerin tartalmi  tapoldatban 24  oraig
elénovesztettiik, hogy elkeriiljik a két vizsgalt monoszacharid okozta
csirazasbeli kiilonbséget (a kozeli rokon A. niger példaul nem képes
csirazni a D-galaktozon, Fekete és mtsai., 2012). Ezt kdvetéen szénforras
nélkiili minimal tapoldatra mostuk 4t a tenyészeteket, majd az adott
szachariddal vagy poliollal indukaltuk a vizsgalt gének expressziojat.

Mint ahogy 11. abran lathato a galmA leger6sebb induktora a 4-12
h korban az arabinitol volt, ezzel szemben a galmB L-arabinézon,

polioljan L-arabinitolon és D-xilézon expresszalodott legerdsebben.
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A D-gliik6z hatékonyan represszalja a S. cerevisiae teljes galaktoz
katabolizmus gén klaszter expressziojat, a bifunkcionalis GAL10 gén
expressziojat is beleértve, amely egy galaktéz mutarotaz domént is kodol
(lasd példaul Sellick és mtsai., 2008 és a cikkben talalhat6 hivatkozasok).
A galmA gén a 24 h-s mintaban D-gliikozon expresszalodott, ami azzal
magyarazhatd, hogy a galmA promoéterében 9, mig a galmB promoterében
2 CreaA kotéhely talalhatd. A galmB esetében D-galaktdzon és polioljan,
dulcitolon volt lathato erdteljesebb expresszio 24 h utan (12. abra).

A galm gének pentézokon torténd kifejezédése azt engedi
kovetkeztetni, hogy az L-arabindz és a D-xiléoz anyagcserében is lehet
fontos hatisa. Habar eddig nem sikeriilt xil6z-izomerdz vagy arabindz
izomeraz enzimeket kodolo géneket azonositani fonalas gombakban
(Flipphi és mtsai, 2009).

A L. lactis élesztében (Erlandson és mtsai, 2001) a xilan
degradacios utvonal részeként emlitenek egy ald6z-1-epimerdz enzimet,
amely xilozra specifikus. Illetve bizonyos transzporterek is lehetnek

anomer specifikusak, lehetséges, hogy sejtfalhoz kotott enzim a GalmA.

galmA
galmB

RO 10 | 1o0 oot [ [ ol o po o o

Ll

R21 rRNS

4h 8h 12h 4h 8h 12h 4h 8h 12h 4h 8h 12h 4h 8h 12h4h 8h 12h 4h 8h 12h 4h 8h 12h4h 8h 12h 4h 8h I2h

Gliikoz ~ Glicerin ~ Galaktoz ~ Laktoz ~ Arabinoz ~ Xiloz ~ Szorbitol ~ Dulcitol  Arabitol Xilitol

11. abra Az Aspergillus nidulans galmA ¢és galmB expresszios profiljanak
meghatarozasa a vad tipust torzsben Northern-blot analizissel 4, 8 , 12 h korban.

A 18 S és 28 S riboszomalis RNS-t etidium-bromiddal tettiik 1athatova.
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12. abra Az Aspergillus nidulans galmA és galmB expresszios profiljanak
meghatarozasa a vad tipusu torzsben Northern-blot analizissel 24 h korban. A 18

S és 28 S riboszomalis RNS-t etidium-bromiddal tettiik 1athatova.

55 Az A nidulans egyidejiileg D-galaktozt és L-arabinézt is képes

metabolizalni

Kevert, D-gliikoéz és L-ramndz szénforrast is tartalmazo razatott
lombikos kisérletekben, az utdobbi cukrot addig nem veszi fel az A.
nidulans, miel6tt a "preferalt" szénforras, a D-gliikoz teljesen ki nem
mertiil, fliggetlentl att6l, hogy a torzs vad tipusi vagy egy szén-
derepresszalt creA mutans (Tamayo-Ramos és mtsai.,, 2012). Az L-
ramno6z hasznositasat egy olyan represszalé mechanizmus gatolja, amely
nem foglalja magaban az altalanos karbon-katabolit-represszio DNS-koté
represszorat, a CreA-t. A jelen munkank soran el6szor vizsgaltuk meg,
hogy nagy koncentracioban az A. nidulans képes-e egyidejileg
metabolizalni a D-galaktézt és az L-arabinozt is, vagy a gomba
egyértelmiien eldnyben részesiti az egyik szénhidratot a madsikkal
szemben. Megjegyezziik, hogy a tenyészetek inokulalasakor a cukrok
egyenlé tomegszazalékban voltak jelen, azaz nem ekvimolaris
mennyiségben. A 13. abran az lathat6, hogy a gomba a két cukrot
egyidejlileg vette fel, és tobbé-kevésbé hasonlo sebességgel fogyasztotta a
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D-glikoz és az L-ramnodz esetével ellentétben. A két monoszacharid
felhasznalasnak sebessége meglehetdsen hasonlonak tiinik, ha kiilon-
kiilon adagoljuk 10-10 g/L koncentracidban, mindkét szénforrast kb. 72
oOra (3 nap) alatt hasznositotta a mikroba. Mindazonaltal gy tlinik, hogy a
vegyes tenyészetben (10 + 10 g/L) a pentéz némileg gyorsabban
hasznosul, mint a hex6z, igy a vegyes tenyészetben az L-arabinoz a D-
galaktézhoz képest hamarabb kimeriilt. Tehat az L-arabinogalaktan
novényi heteropolimer fékomponenseit tartalmazo batch kultarak
kivaléan hasznalhatéak a cukor katabolizmus barmely szinergikus
hatasanak  vizsgalatara anélkiil, hogy kemosztat és alacsony
karbon katabolit represszid legfébb hatasainak megkeriilése miatt. Nem
volt bizonyithatd, hogy nagy koncentracioban a D-galaktéz vagy az L-

arabinoz kizarna a masik szénforras metabolizmusat (13. abra).

Cukor koncentracio (g/L)

0 20 40 60 80

Fermentacio kora (h)
13. abra D-galakt6z (kor) és L-arabinoz (négyzet) mennyiségének alakulasa az
Aspergillus nidulans R21 (vad tipus) torzs 10-10 g/L L-arabinozt és D-galaktozt

tartalmazo6 minimal tapoldatu siillyesztett fermentacioban.
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5.6 A D-galaktéz és az L-arabinéz katabolizmus struktiurgén

mutansok vizsgalata

A 14. és a 15. abran lathato, hogy mindharom mutaci6 befolyasolja
a D-galaktoz hasznositas sebességét. A legnagyobb gatld hatas AgalE
esetében volt (a vad tipusu cukorfogyasi ratajanak kb. 12% -a maradt
meg), a rendelkezésre all6 szénforrasnak csak 20% -at fogyasztotta 120
oraval a beoltas utan. Ezzel szemben az alternativ Gitvonal altal biztositott
novekedés tovabbra is fennallt, ahogy az Fekete és mitsai. (2004)
eredményeibdl az varhato is volt. Az araAl mutansban az alternativ
tvonal L-arabinitol (galaktitol):NAD" dehidrogenaz enzim hianya
lelassitotta a novekedést, igy a galaktoz kimeriilése a 3 nap helyett 5
napig tartott. Ezekb6l az adatokbol az alternativ oxidoreduktiv utvonal
becslésiink szerint 12,5-44,2 % -ban jarul a D-galakt6z hasznositasahoz.
A mutarotaz hianytorzs (4galmB) D-galaktéz fogyasztasa nagyon hasonlit
az L-arabinitol-dehidrogenaz null mutanséhoz, sokkal kevésbé korlatozva

azt, mint a galaktokindz deletalt mutanst.

43



D-galaktoz koncentracio (g/1.)

0 2 40 60 0 100 [}
Fermentacio kora (h)

14. abra D-galaktoz koncentracio6 alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor),

galE (négyzet), araAl (haromszog) és galmB hianymutans (rombusz)

siillyesztett fermentacidiban. A tépoldat egyediili szénforrasként 10 g/L D-

galaktozt tartalmazott kiindulaskor, amit friss konidiosporakkal oltottunk le.

10

[as]

Telep atmérd (cm)

Tenyészet kora (h)

15. abra Telep atmérdk alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor), galE-
(négyzet), araAl- (haromszog) és galmB hianymutans (rombusz) egy ponton
leoltott szilard taptalaju tenyészeteknek. A taptalaj egyediili szénforrasként 10
g/L D-galaktézt tartalmazott kiindulaskor, amit friss konidiospdrakkal oltottunk

le.
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Masrészt a galaktokindz ¢és a galakt6z mutarotdz deléciok nem
mutatnak jelentds hatast az L-arabin6z hasznosithatosdgara. Harom
nappal a beoltds utdn a pentdéz mindig kimeriilt a vad tipust, a
galaktokindz- és a mutarotdz-hianymutansok esetében, mig az L-
arabinitol-dehidrogenaz-mutansnal 3 nap utan mintegy 75 %-a és 5 napos

razatas utan a szénforras koriilbeliil 40 %-a maradt meg (16. és 17. abra).
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L-arabinoz koncentracio (g/L)
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16. abra L-arabindz koncentracio alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor),

galE- (négyzet), araAl- (haromszog) ¢és galmB hianymutans (rombusz)

siillyesztett fermentacidiban. A tapoldat egyediili szénforrasként 10 g/L L-

arabinozt tartalmazott kiindulaskor, amit friss konidiosporakkal oltottunk le.
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17. abra Telep atmérék alakulasa Aspergillus nidulans vad tipus (kor), galE-
(négyzet), araAl- (haromszog) és galmB hianymutans (rombusz) egy ponton
leoltott szilard taptalaju tenyészeteknek. A tapoldat egyediili szénforrasként 10
g/L L-arabinézt tartalmazott kiindulaskor, amit friss konidiospdrakkal oltottunk

le.

57 A  D-galaktéz-l-epimeraz,  galaktokinaz, L-arabinitol-
dehidrogenaz és D-xilulokinaz gének transzkripcios analizise L-

arabinézon és/vagy D-galaktézon

A galakt6éz metabolizmusban funkcionalisan részt vevé harom gén
transzkripcidjaval parhuzamosan a D-Xilulokindz (xkiA) gént is
vizsgaltuk, ami csak a pentdz lebontasban jatszik szerepet, de
elengedhetetlen a pentdz-foszfat nem oxidativ részében.

Amint vartuk, az L-arabinitol-dehidrogenaz gén (araA) a vizsgalt
szénhidratokon kifejez6dott, mivel az feltételezhetéen mindkét cukor

metabolizmusaban részt vesz (18. abra). Az L-arabindzzal indukalt
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tenyészetekben az expresszid szint hamarabb elérte a maximumot, mint
D-galaktozon. Az alddz katabolizmusban az oxidoreduktiv utvonal Leloir
utvonalhoz képest kisebb aranyban jatszik szerepet. Tanszékiinkon
sikeriilt azt bizonyitani, hogy a galaktitol helyett a D-galaktéz az
alternativ lebontas jobb induktora (Orosz és mtsai., 2014).

A Xilulokinaz (xkiA) gén minden vizsgalt szénforrason (kontrol
glicerinen is) indukalddott, és némileg nagyobb mértékii génexpresszio
csak 8 oraval L-arabindzra torténd atoltas utan volt megfigyelhetd. Ezzel
ellentétben a galaktokinaz (galE) és az araAl gén kifejezédésére ugy
tlinik, hogy mindkét szénhidrat hatdssal wvolt, az L-arabinoz
tenyészetekben az expresszids szint hamarabb elérte a maxiumot, mint D-
galaktézon. Erdekes modon a Northern-blot eredménye azt mutatja, hogy
a pentdzok hasonlé hatast mutatnak, mint a vizsgalt aldoz.

Ez azért figyelemre méltd, mert a GalE nem vesz részt az
oxidoreduktiv L-arabindz metabolizmusaban, mivel a Leloir Utvonal elsé
Iépésében az alfa-D-galaktopiranozid C1 pozicioja irreverzibilis
foszforilacigjat katalizalja.

Ezenkiviil a galaktéz 1-epimeraz (galmB) génjének a pentdzokon
tapasztalhaté indukci6 nagysaga nagyobb, mint a D-galaktéz jelenlétében.
A galmB transzkriptuma alig kimutathaté a glicerin kontroll mintaiban.
Funkcionalis értelemben a galmB L-arabin6z generalta hiperindukcidja
fiziologiailag aberransnak tlinik, mivel a gén delécidja nem vezetett a
novekedés gatlashoz vagy csokkenéshez a pentézon. Ami olyan
szempontbol logikus, hogy az oxidoreduktiv utvonal mind az 6t enzime
kizardlagos szubsztratja az aldoz és a ketoz intermedierek szabad aldehid,
azaz a cukrok linearis, és nem anomer hemiacetdl vagy hemiketal

formaja. A szabad aldehidforma az anomer interkonverzidé kdzbenso
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terméke, de a mutarotaz enzimhez (Thoden és mtsai., 2003) kotédik, azaz
a mutarotaz elméletileg nem noveli a szabad aldehid forma

Az egyiittesen L-arabin6zt és D-galaktozt is tartalmazo tapoldatokra
atmosott 8 oOrds tenyészet négy kivalasztott génje alapvetéen hasonldan
viselkedett, mint pentézon. A 24 6ras galmB és araA indukcios szintjei
hasonldak voltak, mint csak L-arabin6zos tenyészetekben, egyértelmiien
jobban expresszalodtak, mint csak az aldozon 6nmagaban. A galE-t a
kevert szénforrason talan némileg jobban fejez6dott ki, mint az
onmagaban L-arabindzon vagy D-galaktézon. Mindkét cukor még mindig
jelen van a taptalajpan 24 oOras micélium atoltasa utan is.
Eredményeinkbdl azonban nem tudjuk megallapitani, hogy a galaktokinaz
gén kizarolag a D-galaktozra reagal-e 24 oraval az indukcié utdn, vagy

van esetleg additiv hatas az L-arabin6z egyiittes jelenlétének is.
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18. abra Az Aspergillus nidulans galmB, galE, ladA/araA és xkiA exXpresszios
profiljanak meghatarozasa a vad tipusu torzsben Northern-blot analizissel 8 ¢és
24 h korban D-galaktézon (Gal), L-arabinézon (Ara), D-galakt6z+L-arabindzon
(Gal+Ara). Represszid vagy indukcié szempontjabol semleges szénforrasként

glicerint alkalmaztunk. A 18 S és 28 S riboszomalis RNS-t etidium-bromiddal

tettiik lathatova.



6 EREDMENYEK MEGVITATASA

Az A. nidulans D-galaktéoz katabolizmusa két metabolikus
utvonalon keresztiil jatszodhat le. A Leloir utvonal elsé enzime a
galaktokinaz csak az a-D-galaktozt képes foszforilalni, a B-anomert pedig
nem (Howard és Heinrich 1965; Conway ¢és Voglmeir, 2016). Ezzel
szemben az aldéz-reduktazok (EC 1.1.1.21) a hemiacetal forman nem
képesek hatni, inkdbb a szénhidratok nyilt aldehid format redukaljak
poliol formajukka vagy oxidaljak tovabb egy reverzibilis reakcidban
(Inagaki és mtsai., 1982; Grimshaw, 1986; Nidetzky és mtsai., 1999). A
mutarotazok nem szabaditjak fel a "szabad aldehid" intermediert, hogy a
"gylirlinyilds" utan a kovetkezd "gylrli zard" reakcidhoz ez az aktiv
helyen maradjon (Thoden és mtsai., 2003). Ez valészintitlenné teszi, hogy
a mutarotazok gyorsitanak az oxido-reduktiv uton torténd katabolizmust,
mivel a mutarotaz aktivitasa nem noveli az aldoz-reduktaz szubsztratum
hozzaférhet6ségét. Az  oxido-reduktiv utvonal ammoénium  sok
jelenlétében aktiv, ezzel szemben nitrat nitrogénforras alkalmazasaval
blokkolhato. Az A. nidulans D-galaktokindz mutansai kizar6lagos
szénforrasként D-galaktdzt, nitrogénforrasként nitratot tartalmazo
tapkozegben nem képesek novekedésre (Fekete és mtsai., 2004; Alam and
Kaminskyj, 2013). Ahhoz, hogy az oxido-reduktiv ttvonalat inaktivaljuk,
a standard natrium-nitrat nitrogénforrast tartalmazo AMM (Pontecorvo és
mtsai., 1953) minimal tapkdzeget hasznaltunk a vizsgalatok soran.

Az extracellularis mutaroticio6 a vizsgalt gombatenyészetek
taptalajaban lényegében megegyezett a sterilizalt folyékony tapkozeg

crer

rendszeren beliill a spontdn mutarotacio alacsony mertékét és a katalizalt
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mutarotacié6 D-galaktézon/nitrdton a ndvekedés minden szakaszaban
intracellularisan lokalizalodik. Azonban nem zarhatjuk ki azt a
lehetdséget, hogy a GalmA aktivitdsa azért nem mutathato ki B-D-gliikoz-
dehidrogenaz alapti enzimaktivitds méréssel, mivel a GalmA nem képes
az a-D-gliikoz szubsztratumként torténd hasznositasara. A S. cerevisiae
Gall0p mutarotaz domén in vitro 100-szor gyorsabban alakitja at a D-
galaktoz anomerjeit, mint a D-gliikozt, illetve az utdbbi konverzios rataja
is nem sokkal magasabb, mint a minta puffer spontan mutarotacios
sebessége (Scott és Timson, 2007).

Ez azt is sugallhatja, hogy a fonalas gombak bizonyos galaktoz 1-
epimeraz enzimeinek gliikdz anomerizacidja nem specifikus kdlcsonhatas
eredménye is lehet. Ennek megfelelden, a vizsgalt galM gének delécidja
vagy tultermelése (sajat promoterével) nem volt hatassal a D-gliikoz
szénforrasként torténd hasznositasara.

A hexokinaz (glukokindz) a C6-os pozicioban mindkét anomert
érint foszforilacidjanak (Wurster és Hess, 1974) és a gliikkoz-6-foszfat
(G6P) aldoz-ketdz-izomerizacidjanak (EC 5.3.1.19) mechanizmusa is a
hemiacetal / hemiketal gytrti felnyilasaval jar egyiitt, de ezzel szemben a
G6P a-anomere kb. 20x gyorsabban képes izomerizalodni (Schray és
mtsai., 1973). A gombak, a ndvények ¢és a baktériumok is
rendelkezhetnek G6P-ra specifikus (EC 5.1.3.15) mutarotazokkal, amely
nem foszforilalt cukrokra is hathatnak (Wurster és Hess, 1972 és 1973;
Ymy9-et élesztében: Graille és mtsai.,, 2006, YeaD-t baktériumban:
Chittori és mtsai., 2007).

A D-gliikéz hatékonyan represszalja a S. cerevisiae teljes galaktoz

katabolizmus gén klaszter expressziojat, a bifunkcionalis GAL10 gén
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crer

(lasd példaul Sellick és mtsai., 2008 és a cikkben talalhaté hivatkozasok).

A galmB expresszigjat a D-galaktozon kiviil az L-arabindz, az
arabinitol ¢és a D-xiloz is fokozta, holott elméletileg ez az enzim nem
jatszik szerepet a pentdzok lebontdsiaban. Ennek logikus magyarazata
lehet, hogy a D-galakt6z nem fordul elé 6nalldan a természetben, hanem
mas szacharidokkal egytitt alkotnak pl. sejtfal komponenseket.

Az L-arabinogalaktan két f6 csoportban fordul el6, ugynevezett I-
¢s II tipusu arabinogalaktdnként. Mindkét formédban a heteropolimer
gerincét elsOsorban P-kotésti D-galaktopirandz alkotja, az I tipust
arabinogalaktanban 1-4, a II tipust arabinogalaktanban 1-3 k&téssel. Az
oldallancok féleg a-kapcsolt L-arabinofuranéz egységekbdl allnak
(Sakamoto és Ishimaru, 2013; Knoch és mtsai., 2014). A polimer
szerkezete tehat olyan, hogy a gerinchalozat elérése elott elGszor az
oldallancot kell eltavolitani az o-L-arabinofuranozidaz B (AbfB, EC
3.2.1.55, GH 54 csaldd) katalizdlta nem redukalo, termindlis L-
arabinofuranézt tartalmazo  a(1-5), o(1,3) ¢és a(l,2) kotések
hidrolizalasanak segitségével (Rombouts és mtsai., 1988; Flipphi és
mtsai., 1993). Az A. niger-ben ezt az enzimet heteropoliszacharidok,
példaul arabinogalaktan, de az L-arabin6z monomer és az L-arabinitol,
mint a katabolizmus els6 intermedierje is indukalja (vd Veen és mtsai.,
1991 és 1993). Az L. tipusu arabinogalaktan f6lanc bontasat endo-f-1,4-
galaktonaz (EC 3.2.1.89, GH 53 csalad) iranyitja, amely végil D-
galaktozt és B-1,4-galaktobidzt szolgaltat (Michalak és mtsai., 2012; de
Vries és mtsai.,, 2002). Az A. niger-ben a dimer extracellularis GH 35
béta-galaktozidazok (EC 3.2.1.23) altal hasitasra keriil, mikdzben a
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galaktobiozt az A. nidulans-felveszi, majd intracellularisan mitkodé GH 2
béta-galaktozidaz (BgaD) katalizalta reakcioban monomerekké alakitja.

Korébban a GH2 enzimet és a transzportért felelds génklasztert mar
tanulmanyoztak (Fekete és masok, 2012), mely szerint a BgaD -
galaktozidaz és a LacpA laktéz-permedz expressziojat transzkripcios
szinten a D-galakt6z, valamint az L-arabindz is indukaljak. Lehetséges
magyarazat lehet, hogy a hemiacetal- vagy hemiketal gytrik
szénatomjain elhelyezkedd hidroxil-csoportjainak orientaltsaga a D-
galaktozban és az L-arabinézban megegyezik (a hatodik —CH,OH
csoportot kivéve), tehat az aldoz és a pentdz szerkezete nagyon egybevag.
Hasonl6 analogia figyelhetd meg a D-gliikoz és a D-xilo6z pentdz esetében
is. Ez a szerkezeti hasonlosag valodszinlileg azt okozza, hogy az
Aspergillus AbfB B-D-galaktofuranozidazként (Tefsen és mtsai., 2012), a
BgaD pedig a-L-arabinopiranozidazként is mitkodhet. Megfigyeltiik azt
is, hogy az A. nidulans-ban a BgaD-hez leginkabb hasonl6 szintén GH2
csoporthoz tartoz6 AN2463 gént L-arabinéz indukalja (Fekete és mtsai.,
2012). Azonban a GH2 enzimek L-arabindzzal torténd indukalasa azt is
jelentheti, hogy példaul az L-arabinogalaktan heteropoliszacharidok
tapanyagforras esetén, az L-arabinozt és D-galaktozt is tartalmaz. Tehat
az L-arabindz is indukalhatja a D-galaktoz lebontasaért felelés Leloir
utvonal enzimeinek kifejez0dését.

Az  L-arabinéz ¢és a D-galaktéz  vegyes  szénforrés
tanulmanyozasadnak masik analogidja az L-arabindz és a D-xiloz esete. Az
arabinoxilan heteropolimer szerkezete az I. tipust arabinogalaktanhoz
hasonld, mivel a polimer gerincét B-1,4-kapcsolt D-xilopirandz egységek
alkotjak, mig az a-kapcsolt L-arabinofuranézok alkotjak az oldallancokat.

A gombdkban az L-arabindéz és a D-xil6z pentdézok az oxidoreduktiv
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utvonalon keresztiil metabolizalodnak, amelyben a xilitol és a D-xiluléz is
kozos intermedier a C5 foszforilaciét megel6zéen, ami mindkét
szénhidrat pentdz-foszfat ciklusba torténd bejutasat késziti elé (Chiang és
Knight, 1961; Witteveen és mtsai., 1989; de Vries és mtsai., 1994).
Mindkét pentdz esetében az elsd reakcid a megfeleld linearis poliolra, L-
arabinitolra és xilitolra torténd redukci6. Ezt a reverzibilis reakciot egy
sz€les szubsztratspektrumu aldoz reduktaz enzim (EC 1.1.1.21)
katalizalja, ami azt jelenti, hogy nincsenek D-xilozra vagy L-arabindzra
specifikus aldoz-reduktazok. Tehat az L-arabindz vagy az L-arabinitol
teljes katabolikus 1tjanak indukcidja lehetdové teszi a D-xiloz
katabolizmusat is. Mindazonaltal a pentoz metabolizmusok kiilonféle
specifikus transzkripcids aktivatorokkal rendelkeznek, amit XInR és
AraR-ként azonositanak (Kowalczyk és mtsai., 2015). A D-xiloz
szigoruan csak az oxidoreduktiv Utvonal utolsé részét indukalja, tehat az
L-arabinoz katabolizmus "specifikus" enzimeket, igy a NAD"-fiiggé L-
arabinitol-dehidrogenazt (EC 1.1.1.12) és a NADPH-fiiggé L-xiluloz-
reduktazt (EC 1.1.1.10) pedig nem (de Vries és mtsai., 1994). Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy az L-arabindz katabolizmus D-xiloz altali
keresztindukcidja nem gyakran fordul eld laboratoriumi koriilmények
kozott, ahol a monomer cukrok nagy koncentracioban vannak jelen.
Valoban sikeriilt bizonyitani, hogy a poliszacharidok degradacioban
részt vevé szamos xiloz altal indukalhatd gén expresszidjat ténylegesen
elnyomhatja a tul sok D-xiloz (de Vries és mtsai.,, 1999). A kereszt
indukciét egy olyan D-xilulokindz mutansban (EC 2.7.1.17, A. niger)
tanulmanyoztak, ahol az egyik pent6z sem lehet szénforras (Witteveen ¢és

mtsai., 1989), az L-arabinitol a xilitollal egyiitt felhalmozodik a
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gombaban, igy a xil6z nem képes a karbon katabolit represszidt kivaltani
az abbol szarmaz6 katabolikus fluxos hianya miatt.

Az L-arabinogalaktan két f6 monoszacharid egysége koziil eldszor
az oldallancokat alkotd cukrok szabadulnak fel, csak eztuan kovetkezik
ennek a novényi heteropolimer gerincének a bontasa. A mi vizsgalataink
konzisztensnek tlinnek, miszerint a Leloir utvonal els6 két enzimét kodold
gének (katabolikus iranyban) mind az arabinogalaktan oldallancat alkoto
L-arabindz ¢s a félanc gerincét add D-galaktéz is indukalhatja. Ezt az a
megfigyelés is alatamasztja, hogy a D-galakt6zhoz képest az L-arabindzra
adott expresszidos valaszok mar a 8 ords mintadkban erételjesebbek
(hamarabb indukal), beleértve a vegyes szénforrasra adott indukciokat is.
Kisérleteink tehat erGsen azt tamasztjak ala, hogy az L-arabindz
hatékonyan indukalja a D-galaktéoz Leloir Gtvonalon Keresztiil torténd
katabolizmus enzimeinek expresszidjat, ezzel megkonnyitve a kozeledd
egyidejii felvételiiket és tdpanyagként vald hasznositdsukat. Ez a jelenség
figyelheté meg a pentdzokkal indukalhaté glikozid-hidrolazoknal, mint az
endo- f-1,4-galaktanaznal (galA az A. niger-ben) és a [-1,4-
galaktozidaznal (bgaD az A. nidulans-ban), valamint néhany
oligoszacharid permeaznal (lacpA az A. nidulans-ban) is, amelyek
kozvetleniil részt vesznek a galaktdnvdz monomerekké torténd
lebontasaban.

Elsé pillantasra ellentmondas mutatkozik L-arabinéz altali Leloir
keresztindukalasa és a galakt6z mutarotdz 4ltali hiperindukcidja kozott, és
az a tény koOzott, miszerint az L-arabin6z D-galaktozt is tartalmazo
koriilmények mellett gyorsabban hasznosul, mint amikor csak egyediili
szénforrasként jelenik meg. A megfigyelések egyik Iehetséges

magyarazata az lehet, hogy a pentdéz metabolizmusa az oxidoreduktiv
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utvonal (L-arabinitol-dehidrogenaz) teljes kapacitasan keresztiill megy
végbe a vegyes szénforras esetében, mikozben az egyideji D-galaktéz
hasznositas inkabb a Leloir utvonalon keresztiil torténik, mely Gt az L-
arabin6z altali kereszt indukcioval gyorsithatdo. Mas szoval, a D-
galaktoznak vegyes tenyészetekben, galaktitolon keresztiil végbemend
oxidoreduktiv (ORP) lebontasa nem jelentds. Az L-arabindz hasznositasa
soran az L-Arabinitol felhalmozodik (de Vries és mtsai., 1994), igy a
vegyes tenyészetekben a galaktitollal versenyezhetnek. Megallapitottak,
hogy az A. niger-ben 1éve paralog LadA (az oxidoreduktaz
géntermékének ortoldgja az AN0942) és LadB (a géntermék ortologja az
AN4336) L-arabinitol-dehidrogendaz nagyobb affinitast mutat L-
arabinitolra, mint a galaktitolra, de a kodolé homolog géneket kiilonb6z6
moédon indukéljak (Mojzita €s mtsai., 2012). Tovabbi utalds lehet még a
vegyes szénforrast tartalmazd kisérletek eredménye is, amikor az L-
arabin6éz kimeriilést kovetd maradék D-galaktoz hasznositds hirtelen
fokozodott, ilyenkor a pentdz altal indukalt az oxidoreduktiv utvonal
enzimek teljes potencidlja lehetdvé teszik a D-galaktéz galaktitolon
torténd azonnali lebontasat.

Elmondhatjuk, hogy vegyes tenyészetekben az L-arabindz
hasznositdsa a D-galaktéz Leloir utvonalon torténd egyideji
metabolizacidjahoz elényds. A gomba sejtfal fobb épitéelemeinek
tekintheté UDP-gliikoz és UDP-galaktoz a Leloir utvonal gliikoz-6-
foszfat kulcsfontossagu intermedierébdl szintetizalhato, de D-galaktéz
metabolizmusa esetében ellenkez6 (anabolikus) iranyba is végbemehet ez
a folyamat. A foszfoglilkomutaz aktivitassal nem rendelkezé A. nidulans
mutansokat (a D-galaktoz Leloir titvonal metabolizmus legutols6 enzime)

izolaltak, amelyek csak D-galaktozon vagy mas szénforrason (beleértve a
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gliikozt is) nem voltak képesek ndvekedni, kivételt képez, ha D-galaktozt
és mas szénforrast egyiittesen tartalmazott a taptalaj (Boschloo és
Roberts, 1979). A vegyes, D-galaktéz és egyéb nem glikolitikus
szubsztrat szénforrasokon a radioaktivan jelolt galaktdz elsGsorban a
gombak sejtfalaban realizalodott (Katz és Rosenberger, 1970). Ebbdl
kifolydlag az L-arabin6z és a D-galaktoz vegyes szénforrdsok esetében a
pentoz nem feltétleniil sziikkséges a gomba sejtfalanak szintéziséhez.

A D-galaktoz koszubsztrat jelenlétének masik eldnye lehet, hogy
alternativ, kozvetlenebb G6P forras, ami a pentdz-foszfat utvonal (PPP)
oxidativ részének kiindulasi metabolitja is. A PPP oxidativ részén
keresztiil NADPH kofaktor termel6dhet, ami a pentézok példaul az L-
arabin6z PCP-n keresztlili metabolizaciojat segitheti (Wasylenko és
mtsai.,, 2015). Az L-Arabindz, D-xiluldozza torténd atalakitasa két
NADPH-t igényel, mikozben a GO6P ribuldz-5-foszfat-oxidacioja két
NADPH-t szolgiltat. Altaldban a G6P-t gliikoneogenezisnek kell
eldallitani a PPP nonoxidativ részébdl szarmazo fruktdz-6-foszfatbol,
amelynek a D-xilul6z-5-foszfat a kulcsfontossagu koztiterméke. A G6P a
D-galaktozbol Leloir utvonalon keresztiil torténd (kdzvetlen) szintézise
lehetdvé teszi az L-arabindz oxidoreduktiv katabolizmusaban alkalmazott
NAPDH regeneralasahoz sziikséges gliikkoneogén reakciot, és igy de facto
felgyorsitja a pentdz hasznositasat. Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez a
vad tipusu torzsben az intracellularis galaktoz-1-epimeraz (galmB)
génjének expresszidjat vizsgaltuk harom masik PCP-ben metabolizalt
szénforrassal, azaz L-arabinitollal (1 NAPDH sziikséges), D-xilozzal
(szintén 1 NAPDH-t igényel) és xilitollal (NADPH-t nem igényel). Azt
talaltuk, hogy a galmB valoban erételjesebben expresszalodik az L-

arabindz, a D-xiloz vagy L-arabinitol tartalmi tapoldatra torténé atmosast
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kovetden, xilitol esetében ez nem volt megfigyelhetd. Eredményeink azt
sugalljak, hogy az A. nidulans-ban a NADPH redukcidjahoz sziikséges
szénforrasok aktiv moédon eldsegitik a D-galaktoz UDP-galaktozon
keresztiil végbemend G6P-ta torténd konvertalasat, még a tényleges D-
galaktdz hianyéaban is.

Sajnos még nem teljesen tisztazott, hogy az L-arabinéz magaban,
vagy kevert szénforrast tartalmazo tédpoldatokban miért indukdlja egy
olyan galaktdz-1-epimerdz génjének expresszidjat, ami valdjaban a
cirkularis galakt6z anomer hidroxil csoportjanak reverzibilis atalakulasat
katalizalja a vizes oldatokban, ami igazdbdl egy spontan lejatsz6do

reakcio is egyben.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az els6 enzim Kkatalizalta mutarotaciot a P. chrysogenum-ban
azonositottak ami nagyon koézeli rokona az A. nidulans-nak. Ezért mind
az A. nidulans és mind a P. chrysogenum genomjat megvizsgaltuk
lehetséges aldoz-1-epimerazokat kutatva. Amikor a human vagy az E. coli
GalM fehérjét vagy a S. cerevisiae Gall0 bifunkcionalis fehérje C-
terminalis részének szekvencidjat hasznaltuk TBLASTN sordn, két
lehetséges gént azonositottunk, az intronmentes AN3184-et, amit galmA-
nak, és a két exont tartalmazo AN3432-6t, amit galmB-nek neveztiink el.

Ahhoz, hogy megallapitsuk, hogy a galmA vagy a galmB kddolja a
fiziologiasan jelentds galaktdz-mutarotazt, mind a két gént kiilon-kiilon és
egyszerre is deletaltuk a gomba genomjabol, igy kaptuk a AgalmA, a
AgalmB egyszeres, és a AgalmAl AgalmB dupla hianymutansokat. Ezt
kovetden az egyszeres hianymutans torzsekbe visszajuttattuk az el6zden
deletalt lehetséges mutarotaz kodolo géneket. Ezen visszatranszformalt,
tultermeld torzsek kopiaszamat Southern-blot analizissel hataroztuk meg.

Minden galm mutanst kiilonbozé szénforras tartalmi siillyesztett
kultirdkban is megvizsgaltuk. A D-galaktoz felvétel és a biomassza
képzddés szignifikans lecsokkent a galmB hianyaban a vad torzshoz
képest. Ezzel ellentétben a AgalmA siillyesztett sejttenyészetekben a
referencia torzshoz képest nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a
biomassza képzddésben vagy a D-galaktdoz koncentracié alakuldsaban
sem. A AgalmA/AgalmB dupla hianymutans fenotipusa a galmB delécios
mutanshoz hasonlitott. Egyéb szénforrasokon, igy D-gliikézon, illetve
glicerinen, L-arabinézon nem volt tapasztalhato a cukorfogyasban

lényeges kiilonbség a vizsgalt mutansok kozott.
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A galmB egyszeres és dupla A. nidulans hianymutansok D-
galaktozon vagy L-arabinézon noOvesztett biomasszak sejtmentes
kivonataiban a megfigyelt mutarotacié nem szignifikansan haladta meg a
spontan mutarotacidé mértékét a reakcié pufferben. Ezzel szemben a
galmB taltermeld torzsekben a vad tipushoz képest szignifikansan
nagyobb enzimaktivitdas volt mérhet6, a specifikus aktivitds a
kopiaszammal aranyosan valtozott.

Mindazonaltal a galmB thltermeld mutansai nem befolyasoltak a
biomassza képzédés vagy a cukorfelvétel sebességét, ez alol kivételt
képez a galmB delécios torzsei. Ez azt jelenti, hogy a tesztelt
koriilmények mellett a mutarotacido a D-galaktoz katabolizmusban nem
sebességmeghatarozo a vad tipusu térzsben.

Erdekes modon a galmA thltermelé muténsainal, igy a D-
galaktozon vagy a D-gliikozon alapulé ndvekedési profilban vagy az
aldoz-1-epimerdz  aktivitds alakuldsaban sem volt fizioldgidsan
megfigyelheto kiilonbség.

A jelen munkank soran elészor vizsgaltuk meg, hogy nagy
koncentracioban az A. nidulans képes-e egyidejiileg metabolizalni a D-
galaktozt és az L-arabindzt is, vagy a gomba egyértelmiien elényben
részesiti az egyik szénhidratot a masikkal szemben. A gomba a két cukrot
egyidejlileg vette fel, és tobbé-kevésbé hasonld sebességgel fogyasztotta.
A két monoszacharid felhaszndldsnak sebessége meglehetdsen
hasonlonak tlinik, mindkét szénforrast kb. 72 o6ra (3 nap) alatt
hasznositotta a mikroba. Mindazonaltal ugy tlinik, hogy a vegyes
tenyészetben a pent6z némileg gyorsabban hasznosul, mint a hexéz.

Az L-arabin6z ¢és a D-galaktéz katabolizmusaban részt vevo

struktargének transzkripcidjanak tanulmanyozisara azokat a géneket
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valasztottuk, amelyek fontossaga funkcidvesztéses galaktokinaz (galE),
mutarotaz (galmB) és arabitol-dehidrogenaz (aral) mutansokkal mar
bizonyithato volt az A. nidulans-ban.

Mindharom mutacié befolyasolja a D-galaktéz hasznositas
sebességét. A legnagyobb gatlo hatds AgalE esetében volt, a
rendelkezésre allo szénforrasnak csak 20% -at fogyasztotta 120 oraval a
beoltas utdn. Az araAl mutansban az alternativ utvonal L-arabinitol
(galaktitol):NAD" dehidrogenaz enzim hidnya lelassitotta a novekedést,
igy a galaktdz kimeriilése a 3 nap helyett 5 napig tartott. Ezekbdl az
adatokbol az alternativ oxidoreduktiv utvonal becslésiink szerint 12,5-
44,2 % -ban jarul a D-galakt6z hasznositasahoz. A mutarotdz hidnytorzs
(dgalmB) D-galaktéz fogyasztasa nagyon hasonlit az L-arabinitol-
dehidrogenaz null mutanséhoz, sokkal kevésbé korlatozva azt, mint a
galaktokinaz deletalt mutanst.

Masrészt a galaktokinaz és galaktéoz mutarotdz deléciok nem
mutatnak jelentds hatast az L-arabinéz hasznosithatosdgara. Harom
nappal a beoltds utdn a pentdéz mindig kimeriilt a vad tipust, a
galaktokindz- és a mutarotdz-hianymutansok esetében, mig az L-
arabinitol-dehidrogenaz-mutansnal 3 nap utan mintegy 75 %-a és 5 napos
razatas utan a szénforras koriilbeliil 40 %-a maradt meg.

A galaktoz metabolizmusban funkcionalisan részt vevé harom gén
transzkripcidjaval parhuzamosan a D-Xilulokindz (xkiA) gént is
vizsgaltuk, ami csak a pentdoz lebontasban jatszik szerepet, de
elengedhetetlen a pentoz-foszfat nem oxidativ részében. Glicerinen
eléndvesztett tenyészeteket glicerint, csak D-galaktozt, csak L-arabinozt
¢s egyiitt D-galaktozt, Larabindzt tartalmazo tapoldatba mostuk at. Amint
vartuk, az L-arabinitol-dehidrogenaz gén (araA) a vizsgalt szénhidratokon
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kifejez6dott, mivel az feltételezhetéen mindkét cukor metabolizmuséban
részt vesz. Az L-arabinozzal indukalt tenyészetekben az expresszio szint
hamarabb elérte a maximumot, mint D-galaktézon. Az aldoz
katabolizmusban az oxidoreduktiv utvonal Leloir utvonalhoz képest
kisebb aranyban jatszik szerepet. A Xilulokinaz (xkiA) gén minden
vizsgalt szénforrdson (kontrol glicerinen is) indukdlodott, és némileg
nagyobb mértékli génexpresszid csak 8 oraval L-arabinozra torténd
atoltas utan volt megfigyelhetd. Ezzel ellentétben a galaktokinaz (galE) és
az araAl gén kifejezddésére ugy tlinik, hogy mindkét szénhidrat hatdssal
volt, az L-arabin6z tenyészetekben az expresszids szint hamarabb elérte a
maxiumot, mint D-galaktozon. Erdekes moédon a Northern-blot
eredménye azt mutatja, hogy a pentdzok hasonld hatast mutatnak, mint a
vizsgalt aldoz. Ez azért figyelemre méltd, mert a GalE nem vesz részt az
oxidoreduktiv L-arabin6z metabolizmusaban, mivel a Leloir utvonal elso
lépésében az alfa-D-galaktopiranozid C1 poziciojia irreverzibilis
foszforilacigjat katalizalja.

Ezenkiviil a galaktoz 1-epimeraz (galmB) génjének a pent6zokon
tapasztalhaté indukcié nagysaga nagyobb, mint a D-galaktoz jelenlétében.
A galmB transzkriptuma alig kimutathaté a glicerin kontroll mintaiban.
Funkcionalis értelemben a galmB L-arabindz generalta hiperindukcidja
fiziologiailag aberrdnsnak tlinik, mivel a gén delécigja nem vezetett a
novekedés gatlashoz vagy csokkenéshez a pentézon. Ami olyan
szempontbodl logikus, hogy az oxidoreduktiv Gtvonal mind az 6t enzime
kizarélagos szubsztratja az aldoz és a ket6z intermedierek szabad aldehid,
azaz a cukrok lineéris, és nem anomer hemiacetdl vagy hemiketal

formaja. A szabad aldehidforma az anomer interkonverzié kozbenso
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terméke, de a mutarotaz enzimhez kotddik, azaz a mutarotaz elméletileg

Az egyiittesen L-arabin6zt és D-galaktézt is tartalmazo tapoldatokra
atmosott 8 oras tenyészet négy kivalasztott génje alapvetdéen hasonléan
viselkedett, mint pentozon. A 24 6ras galmB és araA indukcids szintjei
hasonloak voltak, mint csak L-arabin6zos tenyészetekben, egyértelmiien
jobban expresszalodtak, mint csak az aldézon 6nmagaban. A galE-t a
kevert szénforrason talan némileg jobban fejez6dott ki, mint az
onmagaban L-arabin6zon vagy D-galakt6zon. Eredményeinkbdl azonban
nem tudjuk megallapitani, hogy a galaktokindz gén kizardlag a D-
galaktozra reagil-e 24 6raval az indukcid utdn, vagy van esetleg additiv

hatdsa az L-arabinoz egyiittes jelenlétének is.
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8 SUMMARY

The organism in which enzyme-catalyzed mutarotation was first
discovered, Penicillium chrysogenum, is closely related to A. nidulans.
We screened the genome sequences of A. nidulans and P. chrysogenum
for putative homologues of characterized galactose mutarotases.
Regardless whether we employed the human enzyme, E. coli GalM or the
C-terminal domain of the S. cerevisiae Gal10p bifunctional protein as the
query in TBLASTN screening, two genes were identified in A. nidulans:
an intronless gene at locus AN3184 we have called galmA — in
concordance with the E. coli galactose operon gene for mutarotase, galM
—and a two-exon gene at locus AN3432, galmB.

To investigate whether galmA and galmB encode physiologically
relevant D-galactose mutarotases, the two genes were knocked out
individually — giving rise to deletion strains AgalmA and AgalmB — as
well as simultaneously, resulting in AgalmA/AgalmB double mutants.
Strains in which the functional galm genes were re-introduced in their
respective single gene-deleted backgrounds were also generated. These
latter strains carry one or more (i.e., two, three, four or five) gene copies
at ectopic loci as revealed by Southern-blot analysis.

All these galm mutant strains were subjected to phenotypic analysis
in submerged cultivations. The absence of galmB resulted in a
considerable decrease in the amounts of D-galactose taken up while
biomass formation was significantly delayed as compared to the wild-type
control. In contrast, time profiles of biomass formation as well as D-

galactose residual concentrations of the galmA deletion mutant cultures
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were not different from those of the wild-type reference. Double
galmA/galmB deletion mutants grew as good as the single galmB deletion
mutants on D-galactose.

Assaying cell free extracts from D-galactose-grown or D-glucose-
grown biomass of the galmB single- and galm double A. nidulans
mutants, the observed mutarotation did not significantly exceed the
spontaneous anomer conversion found in the reaction buffer or in heat-
inactivated cell free extracts. On the contrary, galmB multicopy strains
displayed significantly higher enzyme activities than the wild type,
increasing with the copy number. Nevertheless, overexpressing (multi-
copy) mutants of galmB did not affect the growth or sugar uptake,
implying that catalyzed mutarotation is not rate-limiting for D-galactose
catabolism in the wild type background under the tested conditions. On
the other hand, overexpression of galmA from multiple copies did not
have any physiological effect on growth on D-galactose or on D-glucose
mutarotation either. Importantly, both galm genes were expressed under
the growth conditions used in this study on D-glucose as well as on D-
galactose. No physiological effects were observed from galm
overexpression on any of the other growth substrates tested (D-glucose,
D-fructose, glycerol).

For the present work, we therefore first assessed whether A.
nidulans grows simultaneously on D-galactose and L-arabinose or
whether the fungus has a clear preference for one of them on a mixed
carbon source of these sugars at high concentration. The fungus takes up
and consumes these two sugars concomitantly at more or less comparable
rates. The performance of the two sugars appears rather similar when
cultured individually, as both are exhausted by 72 h (3 days) of
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cultivation. Nevertheless, in the mixed culture, the pentose appeared to be
consumed faster than the aldose.

To monitor the transcription of structural genes involved in
catabolism of L-arabinose and D-galactose in response to these two
sugars, we selected those genes whose involvement was proven with loss-
of-function galactokinase (AgalE) galactose-1-epimerase (AgalmB) and
L-arabitol dehydrogenase (araAl) mutants in A. nidulans.

All three mutations had effects on the consumption of D-galactose,
AgalE having the biggest impact, although residual growth by means of
the alternative pathway persists. Lack of the alternative pathway enzyme
L-arabitol (galactitol):NAD+ dehydrogenase (araAl mutant) slows down
the growth such that it takes 5 days instead of 3 days before the galactose
is exhausted, while the culture in which the Leloir path is blocked (AgalE)
had consumed only 20 % of the available carbon source at 120 h after
inoculation. From these data one can estimate the contribution of the
alternative oxidoreductive route to the growth on galactose when both
pathways are operative at 12.5-44.2 %. The performance of the strain
lacking mutarotase (AgalmB) is more similar to that of the L-arabitol
dehydrogenase null mutant, far less restricted than the galactokinase
deletant. On the other hand, the galactokinase and galactose mutarotase
deletions do not appear to have considerable effects on the performance
on L-arabinose with the pentose exhausted three days after inoculation,
while growth by the L-arabitol dehydrogenase loss-of-function mutant is
clearly delayed, with some 75 % of the carbon source still available by
the time the L-arabinose is exhausted in the wild type, the galactokinase-
and the mutarotase loss-of-function mutants, and some 40 % left after 5

days of cultivation.
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We probed the transcription of the three genes functionally involved
in galactose catabolism in parallel with that of the D-xylulokinase (xkiA)
gene, which is only involved in pentose catabolism but is essential for the
flux into the nonoxidative part of the pentose phosphate pathway, during
batch cultivation of the A. nidulans wild type strain. The glycerol-grown
mycelia were transferred to fresh minimal medium with either L-
arabinose, D-galactose, the mixed carbon source L-arabinose plus D-
galactose or glycerol as the sole carbon source.

As can be expected, expression of the L-arabitol dehydrogenase
gene (araA) is induced by both tested sugars as it is implicated in the
catabolisms of either, albeit in the L-arabinose cultures it is expressed to
higher levels and earlier after inoculation than in the D-galactose cultures.
The oxidoreductive pathway is the minor alternative of the Leloir route
for catabolism of the aldose. The xylulokinase (xkiA) gene has a high
basal level of expression and some overexpression is only apparent on L-
arabinose, 8 h after medium transfer. In contrast, the galactokinase (galE)
gene appears to respond to both sugars, again seemingly earlier in the L-
arabinose cultures than in the D-galactose cultures. Interestingly, the
Northern suggests that the overall reponse to the pentose is of the same
order as that to the aldose. This is remarkable because GalE is not
involved in oxidoreductive L-arabinose catabolism as it catalyses the first
dedicated step of the Leloir path: the irreversible phosphorylation of
alpha-D-galactopyranoside at C1. Furthermore, the response of the
galactose 1-epimerase (galmB) gene to the pentose sugar appears to be
one order of a magnitude higher than the induction observed in the
presence of D-galactose, the anomers of which are the principal substrates
of the intracellular mutarotase. galmB does respond to D-galactose as
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transcript is hardly visible in the glycerol control samples. In functional
terms, this hyperinduction of galmB on L-arabinose seems
physiologically aberrant as deletion of the gene does not lead to a growth
phenotype on the pentose which is logical because all five enzymes of the
oxidoreductive path are exclusively active on the free aldehyde of the
aldose and ketose intermediates, and not on their anomeric hemiacetal or
hemiketal forms. The free aldehyde form is the intermediate of anomer
interconversion but it remains bound to the mutarotase enzyme.

On the mixed carbon source of L-arabinose and D-galactose after 8
h of contact time, the four diagnostic genes essentially behaved like they
did in response to the pentose alone. At 24 h after medium transfer, the
galmB and araA induction levels remained similar to their respective
responses in the L-arabinose-alone cultures, clearly better expressed than
on the aldose alone. Conversely, galE is now expressed to higher levels
on the mixed carbon source than in the biomass grown on L-arabinose
alone and the transcript level rather seems more similar to that in D-
galactose-only cultures. However, from our results we cannot conclude
whether the galactokinase gene is responding exclusively to D-galactose
at 24 h after transfer or whether there is an additive effect from the co-

presence of L-arabinose.
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12 FUGGELEK

12.1 A munkank soran alkalmazott oligonukleotidok.

Gén Amp. | Hivat
Oligonukleotid szekvencia (5°- 3°) mérete, Alkalmazasa
azonosito kozas
bp
AN3184fw: 5'- Kulcsar
AN3184 | ACTGCTACATCTTCATTGGAG -3 és Northern,
(galmA) | AN3184rv: 5'- 985 mtsai. , | Southern blot
TCAAGGGTAATGCCAGTGTTC -3' 2017
AN3432fw: 5°- Kulcsar
AN3432 | GGTTTGGACGGCAGGAGTTTG -3’ és Northern,
(galmB) | AN3432rv: 5°- 700 mtsai., | Southern-blot
CGTACCGACTGGGCTCAATGC -3’ 2017
PlgalmA-fw: 5'-
GGCTGAGATTGATGCGTTTC -3' Kulesar
AN3184 | P2galmA-rv: 5'- és galmA 5'
(galmA) | CGGTTGAGCCGTTCAGGTACAGT 1024 mtsai., célzokar
ACATAC 2017
TCCAATGAAGATGTAGCAG -3'
P3galmA-fw:; 5'-
TATGGTCCTGACATATCTGGTGG Kulesar
AN3184 | ATCTCGA és galmA 3'
(galmA) | GACTGAGGGATGGATTG -3' 1027 mtsai., célzokar
P4galmA-rv: 5'- 2017
ATACACTTCTCAGCCTCCCAC -3
P7galmA-fw: 5’- Kulcsar
galmA
AN3184 | AATGCGACCGAGTTTCTGGG -3’ és
3925 ] deléciods
(galmA) | P8galmA-rv: 5°- mtsai.,
kazetta
TATCGCAATCAACACCACATCC- 2017
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galmA
PlgalmA-fw: 5'- Kulesar | |
visszatranszfo
AN3184 | GGCTGAGATTGATGCGTTTC -3 és
3161 ) rmalasa
(galmA) | P4galmA-rv: 5- mtsai.,
hianymutans
ATACACTTCTCAGCCTCCCAC -3' 2017
torzsbe
PlgalmB-fw: 5'-
AACGGCTGAACGCTTACAATG -3 Kulcsar
AN3432 | P2galmB-rv: 5'- és galmB 5'
(galmB) | ACCATAGTAATCCAGCATCTTGA 866 mtsai., célzokar
TGTTCGG 2017
CGGAGATTG-3
P3galmB-fw: 5'-
TTCATTATGTAGACACTCGGAAG Kulcsar
AN3432 | GGAGA és galmB 3'
(galmB) | GAAGTATGGAAG-3' 998 mtsai., célzokar
P4galmB-rv: 5'- 2017
AGATGTCGATGGTGGAGTAAG -3
P7galmB-fw: 5°-
Kulesar
GCACGGATTCGGATGATAAG-3’ galmB
AN3432 és
P8galmB-rv: 5’- 3424 ) delécios
(galmB) mtsai.,
GAAGGTGAAGAAGGATGTTTGG- 2017 kazetta
33
galmB
PlgalmB-fw: 5'- Kulesar |
visszatranszfo
AN3432 | AACGGCTGAACGCTTACAATG -3 és
2043 ) rmalasa
(galmB) | P4galmB-rv: 5'- mtsai.,
hianymutans
AGATGTCGATGGTGGAGTAAG -3 2017
torzsbe
pyrd P5pyr4-fw: 5'- Kulcsar galmA
(T. reesei) | ATGTACTGTACCTGAACCG -3' 2218 és szelekcios
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P6pyr4-rv: 5'- mtsai., génje
AGATCCACCAGATATGTCAG -3' 2017
P5pyroA-AFU-fw: 5'- Kulcsar
pyroA galmB
GATGCTGGATTACTATGGT -3' és
(A 1727 ] szelekcios
. P6pyroA-AFU-rv: 5'- mtsai., )
fumigates) génje
CGAGTGTCTACATATTGAA -3' 2017
AN0942_F: Németh
AN0942
AAGAGGTGAAGAGTGGTGAAAG és
(araAor 876 ] Northern blot
ANO0942 R: mtsai.,
ladA)
ATCTCATTCTTGCCGACTCC 2018
AN3432_F: Németh
AN3432 | AGAACGGTGTCATCAATAAC és
850 ] Northern blot
(galmB) | AN3432 R: mtsai.,
CATACTTCTCTCCCTTCTTC 2018
AN4957_F: Németh
AN4957 | TTCCTCCTGGTGGTGGTATC és
895 ) Northern blot
(galE) AN4957_R: mtsai.,
ATGTTCCTGCCTTGCGTGCG 2018
AN8790_F: Németh
AN8790 | CTGAAGACGGAGGCATCGAC és
) 897 ) Northern blot
(xkiA) ANB8790_R: mtsai.,
ACGCCTCCTTCTGATAGCCG 2018
galE_5flank_Fw:
Németh
CGGGGAGAGAGTAGCAAAGTC
AN4957 és galE 5'
galE_5flank_Rv: 933 )
(galE) mtsai., célzokar
CAGCATCGGGTAAACTGAGACTG 2018
ACGGTG
gale_3flank_Fw: Németh
AN4957 | TTCATTATGTAGACACTCGGCGG 966 és galg 3'
(galE) CGAGCGGAAAATGATA mtsai., célzokar
gale_3flank_Rv: 2018
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GAAAGCAACGACACGCAATCTA
CATC
pyroA_AFU_Fw: Németh galE
pyroA (A. | GATGCTGGATTACTATGGT és _
fumigatus) | pyroA_AFU_Rv: Lret mtsai., Szrel.ekmés
CGAGTGTCTACATATTGAA 2018 Sene
Nested_AN4957_Fw: Németh
AN4957 | GAAAATGAACGCCCGATGAT és galE delécios
(galE) Nested AN4957 Rv: 3558 mtsai., kazetta
GCCACTGAAGAACTCCCA 2018

12.2 A pTN2 plazmid vektor felépitése

Psil (102)

BsaAI - Dralll (230)
BtgZl (231)
(2645) XmnI 4

_NgoMI1V (331)
{2583) BsaHI - Nael (333)

(2525) Seal
(2524) Tatl N Eco53klI (655)
sacl (657)

| Btgl (s61)

|| Alel (663)

| Sacll (664)

/ BSEXI (665)

/ Eagl - NotI (670)

BamHI (589)
TspMI - Xmal (695)
Smal (697)
PstI (705)

pBluescript KS{+)
2858 bp

“HindIII (719)
BspDI - Clal (726)

(2134) NmeAIII —

“Bupd SH &
1 Jaua\ﬁ""

+
riboB gén

(2116) BpmI - —\

(2107) Bsal A\ - TliI - XhoI (740)
| 1" Eco01091 - PspOMI (749)
- |\ Apal (753)
(2046) AhdlI | AeeB5I (755)
KpnI (759)

BspQl - Sapl (1037)

" AfIIII - Pail (1153)
Nspl (1157)

19. abra A pTN2 plazmid vektor felépitése, amely a pBluescript KS plazmid és
az Aspergillus fumigatus riboB génjébdl all.

89




12.3 galmA ¢és galmB tualtermelé torzsek koépiaszamainak

meghatarozasa

1160 bp

S A EE
~ §F EEEE EIENEIE &
AN = = = = (= = = /= T
& v v v v v lolfel e ©
a‘ N W k. k. k. k. k. . N
g [—) sk - 9] J («"2) [—)
=
Cony 0 1 - 1 2 3 11
number

20. abra Néhany galmA visszatranszformalt térzs galmA gén kopiaszamanak
meghatarozasa Southern-blot analizissel. A tisztitott genomi DNS-eket Clal
restrikciés enzimmel emésztettiik. Az R21 referencia torzs és az LKEF 9.2,
LKEF 9.10, LKEF 9.18 torzsek 1 kopiaban, az LKEF 9.11, LKEF 9.15,
LKEF 9.17 torzs 2 kopiaban, az LKEF_9.14 galmA torzs 3 kopiaban
tartalmazzak a galmA gén. A galmA hianytorzs (LKEF _002) nem tartalmazza a

funkcionalis galmA gént.
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670 bp

= % ; g = = ; = = ; = ; =
S = = = IFll="l=l= = = = = |~
= — I . . I-— I l»-A l-t I—t lr— |h—1 I.—
o =) o o = ol =2 = e o = =
e 1) W W Q lle] = = = - — o
g (—} - (9] B | -2} (%]
e e e
Py 3 0 2 3 5 IsH3lli] 3 1 s 4 3 |4
number

21. abra Néhany galmB visszatranszformalt térzs galmB gén kopiaszamanak
meghatarozasa Southern-blot analizissel. A tisztitott genomi DNS-eket Sall
restrikcids enzimmel emésztettilk. Az R21 referencia torzs és az LKEF 10.9, az
LKEF 10.14 torzs 1-kopiaban, az LKEF 10.2 torzs 2-kopiaban, az LKEF 10.3,
az LKEF 10.8, az LKEF 10.10, az LKEF10.18 torzs 3-kopiaban, az
LKEF 10.17, az LKEF 10.22 torzs 4-kopiaban, az LKEF 10.5, az LKEF 10.7
¢s az LKEF 10.15 torzs 5 kopidban tartalmazzak a galmB gén. A galmB
hianytorzs (LKEF _ 008) nem tartalmazta a funkcionalis galmB gént.
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