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1. BEVEZETES

A biologiai tudomanyok lendiiletes fejlodése kovetkeztében rengeteg
uj felfedezés sziiletik a sejtmiikddés, a genetika vagy a biokémia teriiletén,
melyeket egyre rovidebb idon beliil gyakorlati felhasznalas kovet. A
biotechnologia legijabb eredményeit gyakran gombakkal végzett kisérletek
alapozzak meg.

A szadmos, nem patogén mikroorganizmus koziil a fonalas gombak
kiemelt szerepet toltenek be viszonylag konnyli tenyésztésiik, relative gyors
novekedésiik, valamint komoly gyakorlati jelent6séggel bird metabolitjaik és
enzimeik miatt. Szamos olyan kedvez6 tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek
egyszeriibbé teszik fermentacios uton torténd eldallitasukat pl. alacsony pH-n
¢s magas s6 koncentracional is szaporodnak, szamos, kémiailag merdben
eltéré vegyiiletet képesek szubsztratumként hasznositani. A leggyakrabban
alkalmazott fungalis eredetli enzimek a hidrolazok csoportjaba tartoznak.
Szadmos gombak altal termelt enzimet hasznositanak, pl. a keményitd, tiditdk,
¢lelmiszerek, textilidk, takarmanyok eldallitasa soran, a papir-, bor-, és
stitiparban, valamint vegyipari és orvosbioldgiai teriileteken (Bennett,
1998).

Mindezek ellenére a gombak novekedési ¢és szaporodasi
folyamatainak szabalyozasa, igy tobbek kozott a szubsztratumok lebontésa a
molekularis mechanizmusok szintjén még nagyrészt feltaratlan teriilet. A
fehér foltok, feltérképezése nagy lendiilettel folyik (Jakucs, 2009) tobbek
kozo6tt a Debreceni Egyetem Biomérnoki Tanszékén is, ahol régota folynak
kutatasok nagy termel6képességd Penicillium chrysogenum torzsekkel a
fermentacios ipar szempontjabdl jelentds kérdések tudomanyos igényl

magyarazatara.



A Penicillium nemzetség tagjai a természetben széles korben elterjedt
penészgombak, melyek magas cukortartalmu termékek, gabonafélék, olajos
magvak, fliszerek, sajtok, kenyér penészesedését okozhatjak. A Penicillium
chrysogenum a legkiilonboz6bb talajtipusokban a mikroflora egyik elterjedt
képviseldje. Fontos szerepe van a ndovényi ¢és allati eredetli szerves anyagok
lebontasaban, gyakran izoldlhaté friss vagy raktarozott ndovényi eredetii
¢lelmiszerrdl. Telepei szélesen terjedok, kékeszold szintiek, a konidiumok

ellipszoid alakuak, sima faltiak (Pesti, 2001).

2. CELKITUZES

A Penicillium chrysogenum komoly biotechnologiai jelentdséggel
bird fonalas gomba, a penicillin beta-laktam tipust antibiotikumot termeli.
Az antibiotikum fermentacios ipari elddllitasa évtizedekig laktdz tartalmu
tejsavo  szénforrdson tortént, ennek ellenére laktéz asszimilacids
mechanizmusair6l, illetve a katabolizmusban résztvevd struktargénekrdl és
az altaluk kodolt enzimekrél keveset tudunk. Hasonlo a helyzet az egyik
laktéz monomernek, a D-galaktoznak a lebontasaval kapcsolatban is.

Doktori értekezésem elsddleges célja az volt, hogy azonositsuk azon
strukturalis géneket (vagyis a hidrolazokat és a transzportereket) a P.
chrysogenum-ban, amelyek feltehetéen részt vesznek a laktoz
asszimildciojdban. Vizsgalatainkhoz egy vad tipust referencia torzset
(NRRL' 1951), valamint egy ipari penicillin termeld torzset (AS-P-78)
hasznaltunk. A laktéz hidrolizis eredményeként D-galaktdz szabadul fel;
munkdm masodik részében ezért a D-galaktdz lebontas Leloir-titvonalanak

szabalyozasat vizsgaltam.

! Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois, U.S.A.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

Az antibiotikumok a leggyakrabban felirt, életmentd gyogyszerek
koz¢ tartoznak. Az els6 antibiotikum, a penicilin 1928-as, Alexander Fleming
nevéhez kotdédo felfedezése alapjaiban valtoztatta meg az orvostudomanyt.
Ipari eldallitdsa azonban csak az 1940-es években indulhatott meg, ami ma
mara Penicillium chrysogenum-mal torténik, mely Iényegesen tobb
penicillint termel, mint Fleming P. notatum-ja.

A lakt6z a penicillin gyartas klasszikus szénforrdsa volt, mivel lassu
hasznosuldsa miatt karbon Kkatabolit derepressziot valt ki a termeld
organizmusban, ami az antibiotikum bioszintézis utak aktivalasaval jar
egylitt. A lassi laktdoz hasznosulds oka a hidrolizis illetve a D-galaktoz
monomer epimerizaciojanak iddigénye.

Napjainkban vilagméretii egészségiigyi problémat jelent a talzott
antibiotikum-hasznalat, mivel a baktériumok rezisztenssé valtak szamos
antibiotikummal szemben, s6t egyes baktériumok mar multi rezisztenciaval
rendelkeznek, mint példaul a korhazi MRSA (methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus) torzsek.

Bar az utobbi évtizedben folyamatos kutatasok folynak ujabb
antibiotikumok kifejlesztésére a multirezisztens torzsek ellen, ezek szdmos,
részben regulacios és pénziigyi természetli ok miatt joval nehezebben
kivitelezhet6ek, mint korabban. Ezért is bir gyakorlati jelentéséggel a laktoz

hasznositas molekularis hatterének tisztazasa a P. chrysogenum-ban.



3.1. A gombak lakt6z anyagcseréjének attekintése

A heterodiszacharid laktoz (1,4-O-p-D-galaktopiranozil-D-gliik6z)
kizarolag a tejben fordul el6, ahol a szarazanyag-tartalom 2-8%-at teszi ki
(Roelfsema és mtsai. 2010). A laktdz szintetaz nevii enzim hozza 1étre, amely
a galaktozil egységet az UDP-galaktozrol a D-gliikozra helyezi (Briissow és
mtsai. 2013). A bélben a laktozt a membranhoz kotott laktaz/florizin hidrolaz
hasitja monomerjeire (laktéz galaktohidrolaz; EC 3.2.1.108), ami a 35-0s
glikozil hidrolaz csalad tagja (Naz és mtsai. 2011). A tejsavo a sajtgyartas
laktézban gazdag mellékterméke, amit olcsd6 ndvekedési szubsztratumként
régota hasznalnak értékes metabolitok eldallitasara; ilyen példaul a fonalas
gombak altal termelt penicillin vagy a (hemi)cellulolitikus enzimek (Persson
¢s mtsai. 1991, Brakhage ¢és mtsai. 1998). A Trichoderma reesei erds,
laktézzal indukalhat6 celluldz promotereit rekombinans fehérjék eldallitasara
hasznaljak (Penttild és mtsai. 2004).

Gombakban a laktéz lebontasanak kétféle modja ismert:
extracellularis hidrolizis, majd a felszabaditott monomerek (a D-gliikkoz és a
D-galaktoz) felvétele, illetve a diszacharid felvétele utan bekovetkezd
intracellularis hidrolizis (Seiboth és mtsai. 2007). Néhany jol tanulmanyozott
Ascomycetes, mint példaul a Kluyveromyces lactis (Sheetz és mtsai. 1981,
Riley és mtsai. 1987, Lodi és mtsai. 2005) és az Aspergillus nidulans (Fekete
¢s mtsai. 2012b) intracellularis laktoz anyagcserével rendelkezik, mig az
Aspergillus niger (Nevalainen és mtsai. 1981, O'Connell és mtsai. 2010)
laktoz hidrolizise extracellularisan kovetkezik be.

Mindkét esetben a laktéz molekula hidrolizisekor a B-galaktozidaz
(laktaz, EC 3.2.1.23.) enzim hasitja fel a kotéseket a molekularészek kozott.
A B-galaktoziddz enzimek a glikozid hidroldzok (GH) 1, 2, 35 és 42
csaladjaban talalhatdbak meg (www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html).

Eléfordulnak a névényvilaghan (Biswas és mtsai. 2003, Balasubramaniam és
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mtsai. 2005, Kestwal és mtsai. 2007, Kishore és mtsai. 2012), az
allatvilagban (Taniguchi és mtsai. 2004), valamint szamos mikroorganizmus
is szintetizalja.

A novényi eredetii enzimek oldott formaban a citoplazmaban vagy
sejtfalhoz kotott allapotban fordulnak eld. Elsdsorban gylimdlcsfélékben és
magvakban mutattak ki B-galaktozidaz aktivitast. Ez gyiimolcsok esetében az
érés, mig magok esetében a csirdzds sordn detektalhaté a legnagyobb
mértékben (Kestwal és mtsai. 2007).

Az emldsok egy jo részében a laktaz csak ujsziilottkorban miikodik.
Az ember (Homo) egyes csoportjaiban és a haziallatok egy jo részében
azonban aktivitaisa a késébbiekben is megmaradhat, igy a tejcukrot
felndttkorban is fel tudjak hasznalni. Mindazonaltal becslések szerint
vilagszerte a felndtt népesség 75%-a nem képes teljes egészében lebontani a
tejcukrot (Pribila és mtsai. 2000). Ezt laktoz-érzékenységnek vagy laktdz-
intolerancianak nevezziik (Misselwitz és mtsai. 2013).

A mikroorganizmusok altal termelt [p-galaktozidaz enzimekre
vonatkozdan egyre szélesebb korti kutatdsok folynak. Az élesztdgombik
nagy mennyiségben termelnek p-galaktoziddz enzimet, amelyet sokrétiien
alkalmaznak az iparban és az élelmiszergyartasban. Tobbek kozott a tejben
1év6 laktéz lebontasaval a laktoz-intolerancia tiineteinek enyhitésére
(Milchova és mtsai. 2006), tovabba galakto-oligoszacharidok el6allitasara,
amelyek prebiotikumokként hasznosithatok (Igbal €s mtsai. 2010). Az E.
coli-ban a LacZ gén kodolja ezt az enzimet, amely a lac operon egyik
struktar génje. A lacZ gént a molekularis klonozasban maig markerként
alkalmazzak az Gn. kék-fehér szelekcids rendszerekben a nem-rekombinans
plazmidot tartalmaz6 baktérium kolonidk kisziirésére.

A gombak [-galaktozidazain (p-D-galaktozid galaktohidrolaz; EC

3.2.1.23) beliill megkiilonboztetiink extracellularis enzimeket, amelyeket
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savas pH-optimum jellemez és intracellularisakat, amik semleges pH-n
mikddnek megfeleléen. Az el6bbiek altaldban a 35-0s glikozid hidrolaz
csaladhoz tartoznak (GH35, Gamauf és mtsai. 2007), mig az utobbiak
jellemzéen GH2 fehérjék, bar néhany B-glikozidaz (GHI1 csalad) is képes
laktozt hidrolizalni (Ishikawa és mtsai. 2005). Neurospora crassa-ban,
laktozt tartalmazo tapoldatban mindkét féle B-galaktozidaz (bGal) izoenzim
termel6dik (Bates és mtsai. 1964). Meg kell jegyezni, hogy a p-galaktozidaz
aktivitast altalaban nem laktdozon, hanem mesterséges kromogén
szubsztratokkal,  leggyakrabban  orto- vagy  para-nitro-fenil-p-D-
galaktopiranozidon (O/PNPG) vizsgaljak.

Az intracellularis hidrolizis esetében sziikség van egy fehérjére, mely
a laktozt a sejten beliilre juttatja: ez a laktdz permeaz. Segitségével a sejtbe
bejutatott tejcukor a citoszolban is hidrolizalhato, megkonnyitve az
anyagcsere folyamatait.

A laktéz permedz az MF (,,major facilitator”) szupercsaladba, azon
beliil a cukor transzporterek csaladjaba tartozik. Az MF szupercsalad egyike
a két legnagyobb Foldon taldlhatd6 membran transzporter csaladnak
(Stephanie és mtsai. 1998). Megtalalhatdo prokariotakban, archeakban,
eukariotakban. A cukor transzporter csaladban talalhatd permeazok képesek a
kiilonboz6 cukrokat (gliikoz, galaktdz, laktdz, maltdz, arabindz, stb.) a sejten
beliilre juttatni. Elmondhato, hogy ezek a transzporterek specifikusak és
kifejezddésiik szoros egyiittmitkodése figyelhetdé meg az intracellularis B-
galaktozidaz enzimmel. Az E. coli baktériumban a permeaz enzim képzéséért
a lacy gén felelés mely, elosegiti a laktoz transzportjat a sejtbe. Tobb
gombafajban is leirtak, vizsgaltak laktéz permeazt kodold gént, pl.
Kluyveromyces lactis-ban (Yuan-Di és mtsai. 1988) és A. nidulans-ban is.
Utobbiban sikeresen azonositottak a laktéz permeaz enzimet kifejezé gén

(lacpA) clustert is (Fekete és mtsai. 2012b).
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A P. chrysogenum torzseket [fajkomplex P. chrysogenum sensu lato,
filogenetikai faj: Penicillium rubens (Houbraken és mtsai. 2011b)] penicillin
¢s mas szerkezetileg rokon antibiotikumok ipari termelésére hasznaljak. A P.
chrysogenum ezért az egyik legfontosabb gombafaj a biotechnolégiaban.
Tobb ezer tanulmany foglalkozott a felfedezése ota eltelt évtizedekben a
természetes és félszintetikus antibiotikumok termeltetésének lehetdségével
(Van den Berg és mtsai. 2011, Barreiro és mtsai. 2012, Weber és mtsai.
2012). Eltekintve azonban a penicillin bioszintézishez kozvetleniil
kapcsolodo jellegektdl, a szénanyagcsere Aaltalanos tulajdonsagai kevés
figyelmet kaptak. A laktéznak és monomerjének, a D-galaktéznak nem
vizsgaltak még alaposan az asszimilacigjat, ami meglepd annak fényében,
hogy a penicillint évtizedeken at tejsavon (laktozon) allitottak el ipari
koriilmények kozott.

ONPG-vel szemben mikoddképes intracellularis hidroldz aktivitast
egy ipari P. chrysogenum torzsben (NCAIM 00237) mar leirtak, és az
enzimet részlegesen jellemezték (Nagy és mtsai. 2011b). A nem publikalt
adatok (Bir6 és Szentirmai, személyes kozlés) azt sugalljak, hogy a
megfigyelt aktivitas sejtfalhoz kotott, és egy mellékaktivitas lehet a f6 N-
acetil-glilkozaminidaz aktivitas mellett (Diez és mtsai. 2005, lke és mitsai.
2006). Masrészrdl pedig extracellularis B-galaktozidaz aktivitas meglétérél
szamoltak be a rokon fajoknal pl. Penicillium canescens (Nikolaev és mtsai.

1998) és a Penicillium simplicissimum (Cruz és mtsai. 1999) esetén.
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3.2. A gombak D-galaktoz anyagcseréjének attekintése

A lignocelluloz tartalmi novényi biomassza a legnagyobb
mennyiségben eléforduld szerves anyag a természetben. Harom f0
komponense a celluloz, a hemicelluloz és a pektin (Cragg és mtsai. 2015). A
hemicellul6z tovabb oszthaté harom f6 tipusra: xildn, mannan és xiloglukan
(De Vries és mtsai. 1994). A D-galaktoz (a D-gliikoz C-4-es epimere) az
egyetlen olyan monoszacharid alkoto, amely k6z6s mindhadrom osztalyban, és
fontos pektintartalmi polimerekben is jelen van (Pauly és mtsai. 2010).
Azoknak a mikrobidlis enzim rendszereknek a mélyrehatd ismerete, melyek
részt vesznek a D-galaktoéz novényi biomasszabol valo felszabaditasaban és
annak késobbi felvételében ill. katabolizmusaban, potencidlisan nagy
jelentdségli lehet ipari és kornyezetvédelmi szempontbol is (Bhat és mtsai.
2000).

Az aszkomikota fonalas gombak minden mas mikroorganizmus
széles korti novényi sejtfalbontd enzimtevékenységik és fehérjeszekrécios
képességilk miatt. Sok fungalis eredeti enzim miikddik sz€lséséges
kornyezeti feltételek és ipari tenyésztési koriilmények kozott, mint példaul
magas hémérséklet, extrém pH, magas sokoncentracié vagy nagy nyomas.

A masodik vilaghaboru o6ta a P. chrysogenum torzseket folyamatosan
alkalmaztak ¢és fejlesztették a penicillin €s a szerkezetileg rokon
antibiotikumok ipari termelésére (Ozcengiz és mtsai. 2013). Ujabban mind
gyakrabban hasznaljak platformként a kiilonb6z6 gombaeredetii hidrolizalo
enzim koktélok eldallitdsara olcsd agraripari maradvanyokon ¢€s (mas)
béségesen rendelkezésre allo novényi anyagokon (Sakamoto és mtsai. 2013).
Mindezek ellenére keveset tudunk a D-galaktéz és mas, monomerként D-

galaktozt tartalmazo lignocelluloz jellegli anyagok metabolizmusarol.
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A D-galaktéz katabolizmus Leloir-utvonala (1. abra) altalanosan

elterjedt a prokariota és eukaridta sejtekben (Frey és mtsai. 1996).

D-galaktoz

D-galaktoz perme:az

CITOSZOL D-galaktéz

galE D-galaktokinaz
D-galaktéz-1-foszfat

galD ‘ D-galaktoz-1-foszfaturidililtranssferdz

UDP-D-galaktoz
WG UDP-D-galaktoz 4-epimerdz
ge.
UDP-D-gliikoz

ugpA UDP-D-gliikéz pirofoszforildz
D-gliikoéz-1-foszfat

pemA foszfogliikomutdz

D-gliikoz-6-foszfat

1. abra: A Leloir-tvonal D-galaktéz katabolizmusanak sematikus
abrazolésa, és a D-gliikoz/D-galakt6z nukleotid bioszintézise.

A lebontd folyamat elsé lépése a D-galaktdoz foszforilezése D-
galakt6z-1-foszfatta a galaktokinaz (galaktoz: ATP foszfotranszferaz) enzim
altal (Trucco és mtsai. 1948).

A galaktokindz nem a cukorkindzok kozé tartozik, hanem az ATP
fliggd enzimeket csoportositdé GHMP-szupercsalad tagja (Tang ¢és mitsai.
2010). Elészor emlés majbol izolaltak sikeresen, de részletesen
tanulméanyoztak élesztdkben (Schell és mtsai. 1979, Sellick és mtsai. 2006),
archeakban (Hartley és mtsai. 2004), novényekben (Foglietti és mtsai. 1976)
¢s emberben egyarant (Holden és mtsai. 2004, Megarity és mtsai. 2011).
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Az enzim deficiencidja emberekben a Il-es tipusa galaktozémia
kialakulasdhoz vezet. A Dbetegség eredményeként a galaktéz nem
metabolizalodik gliikozza, a galaktitol felhalmozodik a szervezetben, igy a
lencsesejtek karosodasat és apoptozisat eredményezi (Frey és mtsai. 1996).

A galaktokinaz érdekessége, hogy igen valtozatos cukorspecificitassal
rendelkezik az eltéré fajok esetén. Az E. coli galaktokindz a 2-deoxi-D-
galaktoz, a 2-amino-deoxi-D-galaktdz, a 3-deoxi-D-galaktoz és a D-fukodz
foszforilezésére képes (Yang és mtsai. 2003). A 2-deoxi-D-galaktoz
foszforilezésére a patkany és az emberi galaktokinaz is alkalmas (Walker és
mtsai. 1968, Timson és mtsai. 2003). A S. cerevisieae-bdl szarmazo6 enzim
specifikus a D-galaktozra, de nem képes a mannoz, gliikoz, arabindz, laktoz,
galaktitol vagy a 2-deoxi-D-galaktoz foszforilezésére (Schell és mtsai. 1979,
Sellick és mtsai. 2006). Mindezek mellett a galakotkinaz kinetikai
paraméterei is jelentdsen eltérhetnek az egyes fajok kozott (Holden és mtsai.
2004).

Az utvonal tovabbi 1épésében a gal-1-P egy enzim ¢és egy kofaktor
jelenlétében gliikoz-1-foszfatta alakul (Caputto és mtsai 1949). Az enzim
neve D-galakt6z-1-foszfat uridilil transzferaz, a kofaktor a D-gliikkozzal
kapcsolodo uridin-difoszfat (UDP-gliikoz; Cardini és mtsai. 1950, Caputto és
mtsai. 1950). A reakcid soran az enzim egy, az UDP-gliikozrol szarmazo
uridin-monofoszfat (UMP) csoportot transzferal a gal-1-P-ra, UDP-galaktozt
és glii-1-P-ot hozva ezzel létre. A folyamat ugy is felfoghatd, hogy a D-
galaktoz két 1épésben (elébb egy foszfat- majd egy UMP-csoport
raépiilésével) aktivalodik, és igy kellden instabilla valik a négyes szénatomon

bekovetkezd enzimes epimerizaciohoz.
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A D-galaktoz-1-foszfat uridilil transzferaz expressziojat emberben a
FOXO3 gén mikddése szabdlyozza. Az enzim hidnya klasszikus
galaktozémidt eredményez az emberi szervezetben, mely az 1jsziilottek
esetében akar haldlos kimeneteli is lehet, a laktoz lebontasdnak hidnya miatt
(Anderson és mtsai. 1998). Az enzim rontgen krisztallografiaval végzet
strukturalis analizise Wedekind, Frey és Rayment nevéhez kothetd, akik
sikeresen  azonositottdk az enzim muikodésében  kulcsfontossagu
aminosavakat. Ezek: Leud, Phe75, Asn77, Asp78, Phe79, és a Vall08
(Wedekind €és mtsai.1995).

A Leloir-atvonalban az UDP-galaktéz - UDP-gliikkoz atalakulast (az
epimerizaciot) az UDP-galakt6z-4-epimeraz katalizalja; az igy 1étrejott UDP-
gliikoz készen all egy ujabb gal-1-P aktivalasara.

Az UDP-gliikk6z-4- epimerdz egy homodimer epimerdz, mely
baktérium, noévényi és emlds sejtekben is megtalalhaté (Holden és mtsai.
2003). Az enzim szorosan kot egy NAD kofaktort, mely sziikséges a
katalitikus aktivitaishoz (Liu és mtsai. 1996). A Leloir utvonalban betoltott
szerepét mar Luis Leloir felismerte, ekkor még waldenazként azonositva az
enzimet (Leloir 1951). Az UDP-glik6z-4- epimerdz a rovid lancu
dehidrogenaz/reduktaz (SDR) szupercsalad tagja (Kavanagh ¢és mtsai. 2008).
Szerekezetét szamos ¢él6lény esetében feltartak, beleértve az E. coli-t és az
embert is (Thoden és mtsai. 1996, 2000). Az enzim miitkdésében kialakulo
negativ valtozasok ember esetében a III. tipust galaktozémiat eredményezik
(Lai és mtsai. 2009). Fonalas gombak esetén foként Aspergillus nidulans
epimeraz enzimérdl szol a szakirodalom. Az enzim igen nagy hasonlosagot
mutat az emberi epimerazzal (Dalrymple és mtsai. 2013).

A harom enzimet 6sszefoglaloan Leloir-utvonalnak nevezziik.
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A Leloir-Gtvonal utols6 harom enzime azonban a D-galaktoz
kivételével barmely mas szénforrason ellentétesen (anabolikus iranyba) is
miikodik, UDP-glikéz és UDP-galaktoz cukor nukleotidokat allitva el6
gliik6z-6-foszfatbol’. Ezek alapvetd fontossagiiak a f6 gombasejtfal
komponensek (pl. B-1,3-gliikan, a-1,3-gliikkan és galaktofurandz-tartalmu
glikanok; Free ¢és mtsai. 2013) wuridilalt monomer prekurzorainak
bioszintéziséhez.

Az anabolikus Leloir-utvonalon fruktdz-6-foszfatbol, ammoniumbdl
¢és acetil-CoA-bol jonnek létre az uridilalt aminocukrok, az UDP-N-acetil-
glikézamin és az UDP-N-acetil-galaktozamin, funkcionalisan hasonld
foszfomutdz felhasznalasaval. A pirofoszforilaz ¢és a 4-epimeraz
tevékenységeit mas gének kodoljak [az  UDP-N-acetil-gliikozamin
bioszintézisének attekintését élesztOben, lasd Milewski és mtsai. (2006);
annak UDP-N-acetil-galaktozaminna torténd epimerizaciojarol, lasd Edson és
mtsai. (1976)]. Ezek az aminocukor nukleotidok nélkiilozhetetlen
prekurzorok a fonalas gombak sejtfal komponenseinek bioszintéziséhez,
tobbek kozott a kitin-, kitozan- és a galaktozamino galaktanhoz. Korabban
kilenc Aspergillus fajban mar azonositottak a D-galakt6z anyagcsere Leloir
utvonalanak (feltételezett) strukturalis génjeit (Flipphi és mtsai. 2009).

Az Aspergillaceae csaladon beliill az Aspergillus a Penicillium
testvérnemzetsége (Houbraken és mtsai. 2011b). Tobb szaz fajt foglal
magaba, koztiik olyan gombakat, melyeket elterjedten hasznalnak a
fermentacios iparban — pl. az A. niger és az A. oryzae — tovabba az
opportunista human patogén A. fumigatust és a genetikai modell szervezet A.

nidulanst.

? Az argentin biokémikus Luis Federico Leloir (1906 — 1987) a cukor nukleotidok
felfedezéséért illetve a szénhidrat bioszintézisben betdltott szerepiik vizsgalataért 1970-
ben kémiai Nobel-dijat kapott.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Torzsek és tenyésztési koriillmények

Munkank soran a P. chrysogenum két torzsét hasznaltuk. Az NRRL 1951
torzset természetbdl izolaltak (Raper és mtsai. 1944), ez az a torzs, amibdl a
tovabbfejlesztett penicillin-termelék nagy tobbsége szarmazik (Newbert és
mtsai. 1997). Az egyik ilyen megnovekedett titeri térzset, az AS-P-78-at
ajandékba kaptuk az Antibioticos SA-t6l (Ledn, Spanyolorszag).

A minimal tapoldat (MM) a razatott lombikos ¢és a bioreaktoros
tenyésztéshez Haas ¢és mtsai. (1997) szerint alkalmaztuk (egyediili
nitrogénforrasként natrium-nitratot hasznaltunk):

e 25 mM KH,PO,

e 25 mM K;HPO, (pH 6.0)

e 30 mM NaNOs

e 7mM KCI

e 0,3mM FeSO,*7 H,0O
e 2mM MgSO,*7 H,0O

¢s Vogel nyomelemoldattal egészitettiik ki:

e citromsav*H,0 -5 g/l

e ZnSO4*7 H,O-5 ¢l

o Fe(NH,)2(S04)2*6 H,0-1 g/l
e CuSO4*5 H,0-0,25 g/l

e MnSO4*H,0-0,05 g/l

e H3BO;-0,05 g/l

e NaMo0O,*2 H,0-0,05 g/l
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Minden féfermentacios tapoldatot eléndvesztett micéliummal oltottunk
be. A tapoldat teljesen szintetikus volt, mig az inokulalo tapoldat — amit
konidiosporakkal oltottunk le, lasd az Eredmények rész — 0,01% (w/v)
peptont tartalmazott. A szénforrasokat (a kiilonboz6 cukrok és a glicerin
esetében) 1,5% (w/v) koncentracioban alkalmaztuk. A kiegészitOket steril
torzsoldatokbdl adtuk a tapoldathoz. A razatott lombikos tenyészeteket 28°C-
on, 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokban, horizontalis razégépben (Infors AG)
200 fordulat/perc (rpm) inkubaltuk. A tenyészeteket P. chrysogenum
sporaoldattal oltottuk be, mely 5x10° sporat tartalmazott milliliterenként.

Az indukcids kisérletekhez atmosott tenyészeteket hasznaltunk. A
micéliumokat 36-48 oraig szénforrasként 1% (w/v) glicerint tartalmazo
minimal tapoldatban eléndvesztettiink, majd zsugoritott {ivegszlirén torténd
szliréssel Osszegylijtottiik. Steril hideg vizzel torténd alapos mosas utan a
biomasszat friss minimal tipoldatot tartalmaz6 lombikokba helyeztiik at,
mely ismert (0,1 mM és 25 mM) koncentraciokban tartalmazta a teszteléshez
kivalasztott kiilonb6z0 szénforrasokat. A transzkripciés analizishez a
micélium transzfer utan 4, 8, 12 és 24 o6raval vettiink mintakat.

A bioreaktoros tenyészeteket 200 ml — kizarélagos szénforrasként
glicerint tartalmaz6d minimal tioldatban elondvesztett - leszlirt biomassza
szuszpenzioval oltottuk be. A fermenticiot egy 9 L bruttd, 6 L hasznos
térfogata, tivegfali bioreaktorban végeztiik (Inel, Budapest), amely két db
hatlapatos Rushton tarcsas keverdvel diszpergalja a reaktortérbe bevezetett
stiritett, steril leveg6t (2. abra).

Fermentacioés paraméterek: pH 6,0; 28°C és 0,5 wm?® (bearamlo
levegd térfogata/fermentor térfogata/perc). Az oldott oxigén szintjét 20%

telitettségen tartottuk és a keverés sebességével kontrollaltuk. A parolgasi

% vessel volume per minute
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veszteség minimalizalasa érdekében a kimend gzt atvezettik egy
visszafolyd hiitén, ami egy kiils6 hiitéhoz kapcsolodik (4°C).

A hozamkonstanst (Yys) a fermentacid soran elért maximalis
biomassza koncentracio és a kezdeti szénforrds koncentridcid aranyabol
szamitottuk. A specifikus novekedési ratat (p; h'l) a szaraz sejttomeg (DCW)

mérésével szamoltuk a szénforras kimeriiléséig (Pirt és mtsai. 1975).

2. abra: INEL BR92K Laboratoriumi Blokkfermentor

(forras: DE TTK Biomérnoki Tanszék, készitette: Fekete Zoltan tanszéki mérnok)
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4.2. Sejtmentes Kivonatok és tapoldat mintak készitése

A sejtmentes kivonat 1étrehozasahoz 10 ml fermentlevet vakuummal
lesziirtiink, és a micéliumot alaposan atmostuk 0,1 M natrium-foszfat-
pufferrel (pH=7,0). A biomasszat ezutan felszuszpendaltuk a fenti puffer 5
ml-ében, és egy elohiitdtt Potter-Elvehjem tiveg homogenizatorba toltottik. A
homogenizatumot 3000 x g-vel lecentrifugaltuk (15 perc, 4°C), és a
feliiluszo6t azonnal felhasznaltuk az intracellularis [-galaktozidaz/laktaz
aktivitds meghatarozasahoz. Az extracellularis -galaktozidaz/laktdz aktivitas
meghatarozasdhoz is 5 ml fermentlevet hasznaltunk, a micéliumot
lecentrifugaltuk (3000 x g, 15 perc), és a feliiluszot kozvetleniil vizsgaltuk.

A galaktokindz aktivitds meghatdrozdsandl a razott lombikos
tenyészetekbdl 10 ml mintat vettiink ki haromszoros ismétlésben, a micélium
atmosasa utan 10 és 24 ora elteltével. A sejtfeltdras a korabbiakkal
megegyez6 modon tortént 0,1 M, pH = 7,6 natrium-foszfat pufferrel. A friss
sejtmentes extraktumot 8500 x g (5 perc, 4°C) centrifugaltuk, és a feliiluszot

azonnal felhasznaltuk a vizsgalatokhoz.

4.3. Genomialis DNS és total RNS izolalas

A micéliumot Miracloth nylon halén (Calbiochem) atszirtiik, ill.
Osszegyujtottilk és hutott, steril desztillalt vizzel alaposan atmostuk. A
felesleges folyadékot itatds papirlapok kozotti préseléssel tavolitottuk el, és a
biomasszat folyékony nitrogénben gyorsan lefagyasztottuk. A nukleinsav
izolacidhoz a fagyasztott biomasszat szaraz porra Oroltik folyékony
nitrogénnel hiitétt mozsarban, mozsartéré segitségével. A genomi DNS-t

Promega’s Wizard SV Genomic DNA Purification System ill. NucleoSpin
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Plant Il alkalmazasaval vontuk ki, mig a total RNS-t a Promega’s SV Total
RNA Isolation System ill. NucleoSpin RNS Plant kittel izolaltuk (Promega,
Fitchburg, WI, USA ill. Macherey-Nagel, Diiren, Germany).

4.4. Northern-blot és reverz transzkriptaz-PCR (RT-PCR)
analizis

A mennyiségi meghatarozasokhoz, a denaturaciohoz, a gél
elvalasztashoz, a totdl RNS-blottolashoz és az azt kovetd hibridizacid soran
standard molekularis biologiai technikakat (Sambrook és mtsai. 2001)
alkalmaztunk. Az agaroz gélekbe mintahelyenként 5 ug RNS-t vittiink fel. A
probak digoxigeninnel vald jel6lését a PCR DIG Probe Synthesis Kit-el
végeztilkk (Roche Applied Science, Penzberg, Germany). A génspecifikus
oligonukleotidokhoz (1. tablazat) templatként a vad tipusa (NRRL 1951)
genomialis DNS-t alkalmaztuk. A génspecifikus hibridizacio lathatova
tételéhez Lumi-Film Chemiluminescent Detection Film-et hasznaltunk
(Roche Applied Science). Minden transzkript analizist egymastol fiiggetlentil
legalabb kétszer megismételtink. A Pcl2gl1750 (=bgaE) RT-PCR
elemzéséhez, az egyszalti CDNS-t egy RevertAid H minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Waltham, MA, USA) segitségével szintetizaltuk, a
gyartok iranymutatasai szerint. Ezt kovetéen a c¢DNS-t templatként
alkalmaztuk a PCR reakcional ugyanazon génspecifikus primer parnal, mint a
Northern-analizisnél (1. tablazat).

A vizsgalathoz 25 pl-es PCR reakcidelegyet alkalmaztuk, mely 4 ul
CDNS-t, és Dream Taq polimerazt (Thermo Scientific) tartalmazott. A
ciklusok kondicio6i a kezdé denaturalas utan 95°C-on 2 percig a kovetkezok

voltak: 40 ciklus 95°C-on 1 percig, 59°C-on 1 percig, 72°C-on 1 percig és
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egy végsO lépésben 72°C-on 5 percig. A génkddolashoz a transzlacios

elongacios alfa faktort (tefl) hasznaltuk expresszios kontrollként (Linz és
mtsai. 1986).

crer

feltételezett B-galaktozidaz, laktdoz permedz és a Leloir-titvonal struktargénjei
Penicillium chrysogenum-ban.

Feltételezett Gén- Oligonukleotid szekvencia Amglllion
A - fx méret,
Elnevezés funkcio azonosito (5-3") bizispar
Pc16g12750F:
extracellularis AACTCTGCCTACAACTACG
bgaA Pc16g12750 1300
B-galaktozidaz Pc16¢12750R:
TCTCATACTTAGGCTGGTC
Pc06g00600F:
extracellularis TACTCGGCACCAATCTCAG
bgaB Pc06g00600 639
p-galaktozidaz Pc06g00600R:
AGCCCAGAAATCATACGC
Pc14g01510F:
extracellularis TAAGAAGACAGCCTACGG
bgaC Pc14g01510 665
p-galaktozidaz Pc14g01510R:
TCTTGGACCCTTTGTATC
Pc22g14540F:
intracelluléris ACGGTAGAGAGCAACAGCC
bgaD Pc22914540 1.080
B-galaktozidaz Pc22g14540R:
GAGACCATCCATCACAAAG
Pc12911750F:
intracelluléris CTCTCTAAACTGGAACACC
bgakE Pc12g11750 809
B-galaktozidaz Pc12g11750R:
TCCAGACTCCATCAACAC
Pc13g08630F:
laktéz GCAAGACAAGAAGGCACG
lacA Pc13908630 800
permedz Pc13g08630R:
TTTCAACGGCATAGGCAG
Pc16g06850F:
laktoz GGATGTCTGAAATACCAAG
lacB ) Pc16g06850 930
permeaz Pc16g06850R:
GCGAAGAAGTAGATGAACC
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Pc13910140F:

ACTACCGCCCAGACTTTG
galE D-galaktokinaz | Pc13g10140 973
Pc13g10140R:
CGTGTATCCCTCTTCTTGTG
Pc15900140F:
D-galaktoz-1-P AGACAACCCTGCCCAACTAC
galD uridilil- Pc15g00140 919
transzferaz Pc15g00140R:
TCTCTTCCTCGGTGCCATC
Pc21g10370 F-
UDP-D- GGCTCATTCACCACCCTTG
ugeA galaktoz | pc21g10370 700
4-epimeréz Pc21g10370 R:
CAGAGGGAGCAGGTTGTAGG
Pc20g06140 F:
UDP-D- CTCAAAGGTCCGATGCGAAC
ugeB galaktoz Pc20g06140 928
4-epimeraz Pc20g06140 R:
CCATCTTCGGTTTCCCAATC
Pc18901080F:
UDP-D- GTTCGCTATCCCCAATCTG
ugeC galaktoz Pc18g01080 697
4-epimeraz Pc18g01080R:
GGTCCTCCTTCTCTGTAA
Pc21912170 F:
UDP-D- CTCCAGGCGTGAACAATC
ugeD galaktéz | pc21g12170 744
4-epimeraz Pc21g12170 R:
CAACCTTCTCCAACCCATC
Pc16912790 F:
UDP-D- GACCTCACCTCCACCAAAG
ugeE galaktoz Pc16¢12790 790
4-epimeraz Pc16g12790 R:
GGCTGGCAAACTGTCTAATG
Pc21g12790F:
UDP-D-gliikéz TCCAAGGCTCTACCCACTC
galF _ Pc21912790 1.075
pirofoszforilaz Pc21g12790R:
GCGTTGGACAGGAAGATG
Pc18g01390F:
foszfo- GGTTCTTTCCTCGTCATTG
PgMA glitkomutaz Pc18g01390 756
Pc18g01390R:
TCACCGTCACCATCACTG
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4.5. Analitikai modszerek

A micélium szaraz sejttomegét (Dry Cell Weight, DCW) a folyékony
tenyészet 5, ill. 10 ml-es mintajabol hataroztuk meg. A biomasszat egy eldre
lemért szlirOpapir filteren vakuumsziiré segitségével gyljtottikk be és mostuk
at hideg csapvizzel, majd a filtert 80°C hdmérsékleten tomegallandosagig
szaritottuk. A szaraz tomeg adatok az Eredmények fejezetben talalhatoak; a
két kiilonallo mérés atlaga, a standard hiba nem haladta meg a 14%-ot. A D-
a fermentacios tapoldatbol HPLC-vel hataroztuk meg protoncserélé oszloppal
(Bio-Rad Aminex HPX-87H", Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Az izokratikus
eltciohoz 10 mM H,SOg4-at alkalmaztunk 55°C homérsékleten a torésmutatd
detektalasaval. A  koncentraciok két egymastol fliggetlen mérés

atlageredményei, a standard hiba nem haladta meg a 3%-ot.

4.6. Hidrolaz vizsgalatok

Az intracellularis B-galaktozidaz aktivitast az alabbi protokoll szerint
mértiik: 0,5 ml sejtmentes kivonat és 0,5 ml 6 mM orto-nitro-fenil-f-D-
galaktopiranozid (ONPG) oldat keverékét inkubaltuk 30 percen at 28°C-on.
A reakciét 2 ml 1 M NayB4O7 hozzaadasaval allitottuk le, majd A = 410 nm
hulldmhosszon hataroztuk meg egy Amersham spektrofotométer segitségével
(Amersham, UK). Azok a mintak, amelyekhez Na,;B,O--t adtunk az ONPG
szubsztrat elott, vakprobaként szolgaltak.

Az extracellularis aktivitadst hasonldan vizsgaltuk, kivéve, hogy a
tapoldat feliiluszdjanak 0,5 ml sejtmentes Kivonatahoz €s az azonos térfogata
6 mM-os ONPG-oldathoz (pH = 5,0) 0,1 M natrium-foszfat-puffert
hasznaltunk. Egy egység (Unit) p-galaktozidaz aktivitas megfelel a
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percenként felszabadult 1 pmol orto-nitrofenolnak. A koncentracidkat
kalibracios gorbe alapjan szamoltuk Ki. A sejtmentes kivonat és a tapoldat
protein tartalmat modositott Lowry mddszerrel hataroztuk meg (Peterson és
mtsai. 1983), szarvasmarha szérum fehérjét (BSA) hasznalva a kalibralashoz.
A specifikus aktivitast U (mg fehérj e)'1 fejeztik ki.

A laktoz hidrolizal6d (laktaz) aktivitdsat oly mddon hatdroztuk meg,
hogy 28°C-on 30 percig inkubaltuk a 0,5 ml enzimforrast tartalmazé oldatot
¢s az azonos térfogati 6 mM-0s laktdéz oldatot 0,1 M natrium-foszfat-
pufferben, a megfelelé pH-n (azaz, pH 7,0 intra- ill. pH 5,0 az extracellularis
mintaknal). A laktéz hidrolizist héinaktivalassal allitottuk le, 80°C-on 5
percen keresztiil. A kontroll reakcié laktéz nélkill ment végbe. A
foszfatpuffer szolgalt vak probaként a reakcioknal mindkét pH-n. A laktoz
enzimatikus hidrolizise soran felszabaduld D-gliik6z mennyiségét D-gliikoz-
oxidaz-peroxidaz moédszerrel hataroztuk meg (Hugget és mtsai. 1957). Ehhez
a D-glucose assay kittet (Sigma-Aldrich) hasznaltuk a gyartd utasitasai
szerint. Egy egység (U) laktdz hidrolaz aktivitasa megfelel 1 umol gliikéz

kialakuldsanak percenként, a specifikus aktivitast U (mg fehérje)™ fejeztiik ki.

4.7. Galaktokinaz enzim vizsgalat

A vizsgalatot Fekete és mtsai. (2002, 2004) altal leirtak alapjan
kovettik nyomon az id6 fliggvényében, ami 10 mM ATP-t, 20 mM D-
galaktozt, 10 mM MgSOQy, és 0,7 ml sejtmentes kivonatot tartalmazott 0,1 M
foszfat pufferben (pH = 7,6). Nagy hatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) modszert alkalmaztunk a meghatarozashoz, ugyanabban a pufferben

késziilt foszforilezett cukor oldatok kalibracids gorbéinek segitségével.
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A 3. abra a D-galaktoz-1-foszfat csucs egy tipikus kromatogramjat

mutatja, ahogyan vildgosan elkiiloniil a valos idejii mintabol.
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3. abra: Egy tipikus HPLC-kromatogram, melyen az in vitro galaktokinaz
assay reakcido mintara jellemzden, vilagosan elkiiloniilnek a D-galaktoz-1-
foszfat és a D-galakt6z csucsok. (Forras: DE TTK Biomérnoki Tanszék)

4.8. Bioinformatika

Az els6 publikalt P. chrysogenum teljes genom szekvencia (Van Den
Berg és mtsai. 2008) az alacsony penicillin titeri Wisconsin 54-1255 torzsé
volt, amely kozvetlen laboratoriumi leszarmazottja az NRRL 1951 torzsnek.

A National Center for Biotechnology Information (www.
nchi.nlm.nih.gov) nem-redundéns nukleotid (nt/nr) adatbazisat TBLASTN*-
algoritmussal vizsgaltuk (Altschul és mtsai. 1997), referencia-szekvenciaként

(bait) hasznalva az Aspergillus B-galaktozidaz (2-es vagy 35-6s glikozil

* Atirt nukleotid (Translated Nucleotide) szekvenciak keresése fehérje szekvencia alapjan
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hidrolaz csalad) illetve laktéz permeaz, a Saccharomyces cerevisiae
galaktokinaz, az Escherichia coli D-galaktoz-1-foszfat uridilil transzferaz, az
A. nidulans UDP-gliikk6z-4-epimeraz, az UDP-gliikkoz-pirofoszforilaz és a
foszfoglukomutaz fehérjéket. A gén modelleket manudlisan vezettiik le a
kivalasztott, ill. kinyert genomialis DNS szekvenciakbol. Az in silico
vizsgalatok felhasznaltak a nemrégiben kdzzétett genom szekvenciakat is a
Penicillium nemzetség tovabbi négy fajabol: P. paxilli ATCC 26601 (NCBI
teljes genom shotgun szekvenalas projekt szam AOTGO01000000); P.
decumbens (AGIH00000000 és GII0000000); P. digitatum (AKCT00000000
és AKCU00000000); és P. chrysogenum sensu strictu
(http://genome.jgi.doe.gov/Penchl/Penchl.home.html) (Houbraken és mtsai.
2011a). A filogenetikai elemzés és a fehérje szekvencidk illesztésének
Osszehangolasat a CLUSTALW szoftverrel (Thompson ¢és mtsai. 1994)
végeztiikk, majd a végleges valtozatot kézzel szerkesztettik meg GeneDock
segitségével (Nicholas és mtsai. 2007). A filogenetikai torzsfa
rekonstrualasahoz a betaplalt adatokat a MEGA-5 software-rel rendeztiik
0ssze (Tamura és mtsai. 2011) a neighbour-joining algoritmus (Saitou és
mtsai. 1987) JTT (Jones-Taylor-Thornton) modellje segitségével. A kladok
stabilitasat 500 bootstrap révén értékeltiik.

Ot strukturalis UDP-gliik6z-4-epimeraz paraldgot talaltunk. Az 6sszes
igy kapott gén lényegében azonos az 6t masik P. chrysogenum torzsbol
kivalasztott génnel (beleértve a jol ismert leszdrmazottat, az évtizedekkel
ezeldtt ipari termelésben is hasznalt P2 torzset, amely szintén az NRRL 1951
csaladfahoz tartozik), amelyek genomszekvencidi hozzaférhetéek az NCBI

adatbazisaban.
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4.9. Reprodukalhatdsag

Az Osszes biokémiai és kémiai analitikai adatot 3-5 egymastol
fliggetlen kisérlet eredményezte. Az adatok elemzését és vizualizalasat
SigmaPlot szoftverrel (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA) végeztiik, és
minden egyes eljarasnal meghataroztuk a szérasokat.

Az indukcios kisérletek esetében elondvesztett, atmosott biomasszat
hasznaltunk. Az enzimaktivitas valtozasait a nem-indukalt és nem represszalt
allapotban, glicerinen fennall6 allapothoz; a biomassza valtozasait és a
tapoldatban a kontroll tenyészetekhez viszonyitottuk és a valoszinliségi (p)
értekeket a Student-féle teszttel értékeltiik, melyek az Eredmények részben

olvashatok.

4.10. Felhasznalt vegyszerek

A vizsgalatainkhoz felhasznalt analitikai tisztasagi vegyszereket a
Sigma-Aldrich-t6l szereztiik be (Sigma-Aldrich Kft., Budapest).
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5. EREDMENYEK

5.1. A Penicillium chrysogenum névekedése lakt6zon

A laktéz anyagcserével kapcsolatos alapvetd élettani informaciok
Osszegyljtése céljabol a vad tipust referencia torzset és a thltermelésre
szelektalt utéd torzset, az AS-P-78-at egyediili szénforrasként laktozt
tartalmazd minimal tapoldatban novesztettilk. Mindkét torzs novekedése
figyelemre mélté hasonldésagot mutatott szakaszos (batch) korilmények
kozott, 15 g™ laktozt koriilbeliil 74 6ra alatt fogyasztottak el (4. abra).

(&)
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Biomassza és laktoz koncentr

4. abra: A Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (piros szimbolumok) és P.
chrysogenum AS-P-78 (fekete szimbolumok) torzsek tenyésztése laktozon.
Id6-profil: a biomassza (négyzetek) és maradék laktoz koncentracio (korok)
fiiggvényében.
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Az elért maximalis specifikus novekedési rata p = 0,045-0,047 h™tvolt
a gyors novekedési szakaszban. A kiilonbségek a maximalis biomassza
koncentraciok (5,2 gl™ illetve 53 gl™") és az elért hozam értékek kozott
(Yxs=0,35-0,36) nem voltak szignifikansak (p <0,001). Meg kell jegyezni,
hogy a 0,01% pepton jelenléte (ami < 1%-a a kiindulasi laktoz szénforras
mennyiségének) a (minimal) tapoldatban jelentdsen lerdviditette (~20 6rarol
~4 orara) a novekedés kezdetén a lag fazist mindkét torzsben anélkiil, hogy
Iényegesen befolyasolta volna a teljesitményiiket (a novekedési ratat) a gyors
novekedési fazisban. A jelenség pontos magyardzatat nem ismerjiik, de gy
véljikk, hogy a pepton oldat néhany ismeretlen komponense stimulalja és
szinkronizalja a sporak csirazasat. Hasonld hatasokat irtak le A. nidulans
(MacCabe és mtsai. 2003) és T. reesei (Seiboth és mtsai. 2005) esetében is. A
szakaszos fermentaciobol szarmazé Kinetikai adatok azt sugalljak, hogy a P.
chrysogenum genomjaban jelen vannak a laktdz asszimilaciohoz sziikséges
struktirgének, amelyek expresszalodnak és enzimekké irodnak at az indukcid

soran.

5.1.1. Béta-galaktozidaz aktivitas: mesterséges kontra természetes
szubsztratok

A laktoz szokatlan szénforras a gombak szamara, az extra- és az
intracellularis bGal aktivitasokat pedig - gyakorlati okokbdl -
hagyomanyosan ONPG hidrolazokként azonositjak. Annak tesztelésre, hogy
a kapott enzimaktivitasi adatok a mesterséges szubsztraton megegyeznek-e a
laktozéval, mint természetes szubsztratéval, 0sszehasonlitottuk az extra- és
intracellularis bGal aktivitast mindkét P. chrysogenum torzsben azokon a
szénforrasokon, amelyeket az indukcios vizsgalatok soran is hasznaltunk

(lasd késébb) két kiillonbozd koncentracidban (1 és 25 mM). Ahogy azt a 2.
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tablazat mutatja, hogy bar az in vitro szubsztratum ONPG valoban kissé
magasabb bGal aktivitasi értékeket eredményezett, a kiilonbség soha nem
haladta meg a laktéz hidrolizis értékének 15%-at (p <0,001). Lényegében
azonos adatokat kaptunk 25- és 1 mM indukal6 koncentracioknal (p <0,001).
Ezért az ONPG alapu vizsgalati eljarast alkalmasnak tekintettik a P.

chrysogenum tanulmanyozasara.

5.1.2. Az extra- és intracellularis 3-galaktozidaz tevékenység
idéprofiljai

A képzodott bGal aktivitas iddbeli lefolyasat elemeztiik laktézon,
mint egyediili szénforrason batch fermentacio soran. Inokulumként glicerinen
eléndvesztett, atmosott micéliumot alkalmaztunk. Mindkét torzsben a
cukorfogyas idéprofilja megegyezett az intra-, és az extracellularis bGal
aktivitasokéval (4., 5. és 6. abra), melyeket — mint mar emlitettiik — ONPG-
hidrolizal6 képességként definidltunk. Az aktivitds laktdozon gyorsan
emelkedett a gyors novekedési fazis soran, majd a szakasz végére az aktivitas
stabilizalodott (5. és 6. abra). Amikor laktoz helyett D-galaktozt hasznaltunk,
érdekes modon — ellentétben az A. nidulans-ban (Fekete és mtsai. 2002) mért
intracellularis bGal aktivitassal — mind az extracellularis mind az
intracellularis bGal aktivitas alacsony maradt, alig haladta meg a
reprodukalhatoan detektalhato értéket. L-arabindzon mérsékelt extracellularis
ONPG-hidrolizalo aktivitas volt mérheté (5. és 6. abra), értéke a laktoz
tartalmt tapoldatban mért maximalis érték felét érte el mind a két vizsgalt
torzsben. Mas éaltalanosan el6fordulé monoszacharidokon vald tenyésztés
esetén - mint példaul a D-gliikkoz, D-fruktoz, és a glicerin - sem extra- sem

intracellularis bGal aktivitas nem volt kimutathat6 egyik torzs esetében sem.

33



0,30
0,25 -
0,20
0,15
0,10

0,05

0,00

Specifikus aktivitas (U mgpmtem'l)

0 20 40 60 80 100

0,30

Specifikus aktivitas (Umg, ... ~)

0,25
0,20
0,15

0,10

0,05

0,00 - : . : .
0 20 40 60 80 100

Fermentacios 1d0 (h)

5. abra: A Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (A panel) és P.
chrysogenum AS-P-78 (B panel) torzsek specifikus intracellularis f-
galaktozidaz aktivitasanak idoprofilja; az alabbi cukrokon, mint egyediili
szénforrason novesztve: D-glikéz (o), D-fruktéz (A), laktéz (m), a D-
galaktoz (A), glicerin (V¥), D-xiléoz ([J) és L-arabin6z (o). Az ébra
egyértelmiibbé tételéhez, a laktézon novesztett mintak esetén feltiintettiik a
szOrast is.
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6. abra: A Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (A panel) és P.
chrysogenum AS-P-78 (B panel) torzsek specifikus extracellularis béta-
galaktoziddz aktivitasanak iddprofilja; az alabbi cukrokon, mint egyediili
szénforrason novesztve: D-glikoz (o), D-fruktéz (A), laktéz (m), a D-
galaktoz (A), glicerin (V), D-xiléz ([1) és L-arabindzt (e). Az abra
egyértelmiibbé tételéhez, a laktézon €s L-arabin6zon ndvesztett mintdk esetén
feltiintettiik a szorast is.
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5.1.3. Béta-galaktozidaz-aktivitas indukalasa

A D-gliikkoztol lassabban hasznosuld szénforrasok - mint a laktéz -
megkovetelik az adott szubsztratum lebontd anyagcsere utvonalanak
indukcidjat. A P. chrysogenum bGal indukciojanak vizsgalatara, mindkét
torzs micéliumat glicerinen, egy "semleges", azaz nem indukalo, nem
represszald szénforrason novesztettiik eld, és azutan atmostuk a kiilonb6z6
egyediili szénforrasokat eltéré koncentraciokban tartalmazd minimal
tapoldatokba (részleteket lasd az Anyagok és Modszerek részben). Ahogy a
2. tablazat mutatja, sejten beliili bGal aktivitas el6szor csak laktozon jelent
meg, mig a két monomer (D-gliik6z és D-galaktdz), a pentézok (D-xiloz és
az L-arabin6z), valamint a D-fruktéz és a glicerin nem voltak képesek
indukdlni a bGal aktivitast. Mivel a szubsztritum koncentracidja a
tapoldatban a kisérlet ideje alatt folyamatosan csokkent, az eredmény
nyilvanvaloéan nem tekinthet6 inducer kizarasnak.

Az extracellularis bGal aktivitds kialakuldsdnak elemzésébdl a
szénforras fliggvényében csak egy jelentds kiilonbség dertilt ki a sejten beliili
indukcids profilhoz képest: az L-arabindz megjelenése befolyasolja a bGal
aktivitast (p <0,001), elérve a laktozon keletkezett érték ~ 65% -at (Id. 2.
tablazat). A tesztelt tobbi monoszacharid egyike sem indukalt detektalhatd
bGal aktivitast a P. chrysogenum vad tipusu, ill. termel6 térzsében. Az
aktivitasi profilok mindségileg hasonloak voltak, de mindkét aktivitas- az
extracellularis kiilondsen- a késébbi tenyésztési fazisokban (48 h utan)
magasabbnak tiint az AS-P-78-ban . Az extra enzimaktivitas azonban nem
serkenti a novekedési teljesitményt vagy a laktoz fogyast az AS-P-78-nal (4.
abra), ami arra utal, hogy a felvétel lehet a sebességmeghatarozo 1€pés a

laktoz katabolizmusaban.
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2. tablazat: Extracellularis és intracellularis ONPG- ¢és lakt6z-hidrolizald
aktivitas Penicillium chrysogenum-ban kiilonb6z6 szénforrasokon (kiindulasi
koncentracio = 25 mM) a 8 oras tenyészetben. A panel: NRRL-1951 torzs; B
panel: AS-P-78 torzs.

A Specifikus béta-galaktozidaz aktivitas U (mg fehérje)'1
extracellularis intracellularis
ONPG laktoz ONPG laktoz
D-gliikoz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
D-xiléz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
L-arabinéz 0,12+0,01 0,10+0,01 < 0,004 < 0,004
laktoz 0,156 +0,014 | 0,131 +0,019 0,25+ 0,023 0,21 +£0,022
D-galaktoz 0,006 + 0,001 < 0,004 0,005 + 0,001 < 0,004
D-fruktoz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
glicerin < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
B Specifikus béta-galaktozidaz aktivitas U (mg fehérje)™
extracellularis intracellularis

ONPG laktéz ONPG laktéz
D-gliikoz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
D-xiloz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
L-arabin6z 0,13+ 0,016 0,10+0,01 0,006 + 0,01 < 0,004
laktoz 0,20 + 0,024 0,19 +£ 0,021 0,23 + 0,025 0,18 +£0,021
D-galaktoz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
D-fruktoz < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
glicerin < 0,004 < 0,004 < 0,004 < 0,004
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5.1.4. A laktoz asszimilacioban potencialisan részt vevé glikozil
hidrolaz és permeaz gének in silico kivalasztasa

Az Aspergillusok korében — amely az Eurotiales-ek Eurotiomycetes
rendjén beliil a Penicillium testvér nemzetsége (Houbraken és mrtsai. 2011a)
-, a lakt6z hidrolizis mind extra, - mind intracellularis modjat leirtak. Az A.
niger a laktozt extracellularisan hidrolizalja a (legalabb egy) laktozzal
indukalhat6 35-6s (GH35) csaladba tartozé glikozil hidrolaz révén, amit
LacA-nak hivnak (Nevalainen és mtsai. 1981, Kumar és mtsai. 1992), és ami
megfelel az An01g12150 annotalt l10kusznak az A. niger CBS 513.88 genom
adatbazisaban (Pel és mtsai. 2007). A CBS 513,88 genom tovabbi négy lacA-
paralog gént tartalmaz a kovetkez6 16kuszokon: An14g05820, An01g10350,
An06g00290 és An07g04420. Az &t A. niger GH35 fehérje filogenetikailag
megfelel négy pontosan meghatarozott, azonos eredetii kladnak. A négy
paralog gén képviseléi megtalalhatok a Pezizomycotina kiilonb6zo
osztalyaiban is (F1. abra).

A P. chrysogenum Wisconsin 54-1225 genom harom GH35 paraldg
gént tartalmaz a Pcl6gl2750, Pc06g00600 ¢és Pcl4g01510 annotalt
l6kuszokon. Az atirt fehérjék mindegyike tartalmaz egy, a szekréciohoz
sziikséges szignalszekvenciat, amely alapjan ki tudtuk valasztani Oket a
transzkripcios vizsgalatra, kisérletesen bizonyitani lehetséges érintettségiiket
a laktoz asszimilacioban. A géneket bgaA, bgaB és bgaC-nek neveztiik el (1.
tablazat). A Pc16g12750 lokuszon 1évé lacA-ortolog (pl.: bgaA) megfelel a
kozeli rokonsagban 1évé Penicillium fajok: P. expansum és P. canescens
(Hozzaférési szamok: ACD75821, CAA49852 és CAF32457) szekvenalt B-
galaktozidaz génjeinek. Az An14g05820 (F1. abra, 2. klad) teljes
hosszusagu ortologja nem talalhato meg a P. chrysogenum Wisconsin 54-
1225 genomjaban, sem a sziikkebb értelemben vett P. chrysogenum-ban,

viszont sértetlen P. paxilli-ban és P. digitatum-ban. Feltételezhetd, hogy
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pszeudo-génné fejlodott vissza (Pc00c21; nukleotid koordinatak: 2.240.190-
t61 2.243.618-ig a komplementer szalon).

Az A. nidulans a laktozt intracellularisan hidrolizalja. Ebben a fajban
munkacsoportunk azonositott egy génklasztert, ami egy intracellularis béta-
galaktozidaz (bgaD) és egy laktoz permedz (lacpA) génbdl épil fel. A
klaszter 6sszehangoltan reagal a laktoéz indukciora (Fekete és mtsai. 2012b).
A génklaszter (lokuszok: AN3199 ¢és AN3201) jelentdés szamu
aszkomikétaban konzervalodott. A BgaD ortologjai megtalalhatoak a P.
chrysogenum és a P. paxilli térzsekben, mig a P. decumbens-ben egy paralog
GH2 fehérje hatarozhaté meg, az A. nidulans AN2463 és GH2 fehérjéivel
csoportosulva (F2. abra). Az egyetlen AN3201 ortolog GH2 P. chrysogenum
gént valasztottuk ki (Iokusz: Pc22g14540- lasd az 1. abrat Fekete és mtsai.
2012b kozleményében), hogy megvizsgaljuk lehetséges részvételét a sejten
beliili lakt6z hidrolizisben az NRRL 1951 és az AS-P-78 torzsekben. A gént
bgaD-nek neveztiik el (1. tablazat).

A. nidulans-ban a bgaD-lacpA gén klaszter komponensei kozott egy
kisméretli gén talalhatd, amely feltételezhetden egy intracellularis GH2
enzimet kodol (Hozzaférés: JQ681216, Fekete és mtsai. 2012Db, Id. F3. abra).
Ez a gén (helye az AN3200 l6kuszon talalhatd) nem reagal a laktoz
indukciora, de alacsony, konstitutiv szinten expresszalodik. A GH2 gén
Wisconsin  54-1255 orthologja (a Pcl12g11750 lokuszon 1évé, bgaE
elnevezésii gén, 1d. 1. tablazat) megtalalhatd a filogenetikai torzsfa
Penicillium specifikus agaban az AN3200 ortologjaként (F3. abra), amelyet
szintén kivalasztottunk expresszios analizisre az NRRL 1951- AS-P-78
torzsek esetén.

P. chrysogenum-ban a laktozt szallitdé gén (lokusz: Pc22914530) a
bgaD-t6l eltéréen irddik at, nincs kdzeli rokonsagban a jellemzett A. nidulans

laktéz permedz génjével (lasd 2. abra Fekete és mtsai. kozleményében). A
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vizsgalt genom szekvenciak azt sugalljak, hogy a P. chrysogenum Wisconsin
54-1255, valamint a sziikebb értelemben vett P. chrysogenum-bdl hianyzik a
LacpA ortolog. Azonban az A. nidulans-ban egynél tobb fiziologias laktoz
felvételi rendszer miikodik (Fekete és mtsai. 2012b) a genomban pedig harom
olyan feltételezhetéen cukortranszporter gén talalhatd (lokuszok: AN1577,
AN6831 és AN2814), amelyek a paralog lacpA strukturalis orthologjanak
tekinthetok. A Wisconsin 54-1255 genom két ortologot tartalmaz a harom A.
nidulans lacpA paralog génbdl, az alabbi lokuszokon: Pc13g08630 és
Pc16g06850, mikdzben ugyanez igaz a sziikebb értelemben vett P.
chrysogenum-ra is (F4. abra). A két emlitett, Wisconsin 54-1255 16kuszon
1év6é cukortranszporter géneket (lacA és lacB-nek neveztiik el, lasd 1.

tablazat) valasztottuk ki, hogy megvizsgaljuk expresszios profiljukat.

5.1.5. A feltételezett bGal és laktdz permeaz gének expresszios
profilja

A kiilonb6z6 szénforrasokon kapott specifikus bGal aktivitasi adatok
azt mutattak, hogy D-gliikkozon, D-xil6ézon, glicerinen és D-fruktézon nem
képz6dik enzim. Ezért a laktoz katabolizmusban feltehetden részt vevo gének
(1. tablazat) transzkripcios analizisét laktozon, D-galaktozon és az L-
arabin6zon végeztik el, negativ Kontrollként D-gliikozt alkalmaztunk. Az
elénovesztett micéliumot hasonldan kezeltiik az indukcids kisérleteknél
leirtakhoz, kivéve, hogy a mintdkat két kiilonb6z6 idépontban vettik: a
micélium atmosasa utan 4 illetve 8 éraval.

Az 6t P. chrysogenum gént feltehetden bGal-t kodolod szekvenciaként
azonositottuk. A harom extracellularis génbdl ketté (bgaB és bgaC) nem

expresszalodott laktozon egyetlen idépontban és koncentracional sem, egyik
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torzsben sem. A fennmaraddé harom hidrolaz gén expresszios jellegei (az
extracellularis bgaA, valamint az intracellularis bgaD és bgaE) kozel
azonosak voltak a két P. chrysogenum torzsnél, és latszolag nem befolyasolta
az alkalmazott laktoz koncentracié (10 vagy 25 mM). Figyelemre mélto,
hogy a hosszabb (8 h) inkubacios id6 a 4 oras periddushoz viszonyitva

megndvelte az atirodott bgaD mennyiségét.

NRRL 1951

fgut —

bgaD

s | et Huwe BueE SEoy

AS-P-78

bgad .

bead Qe
RNA | & m EN o~ zu'uu
Gal Ara Lac

Glu

[mM] 10 25 10 25 10 25 10 25
[h] 4 8 4 8 4 8 4 8 4 8 48 4 8 4 8

7. abra: A két feltételezett béta-galaktozidaz gén (a bgaA: feltehetéen egy
extracellularis- a bgaD: feltehetéen egy intracellularis bGal-t kodol)
indukciés spektrumanak transzkripcids analizise, D-glikozon (Glu), D-
galaktozon (Gal), L-arabindézon (Ara) ¢és laktozon (Lac) tesztelve a
Penicillium chrysogenum NRRL 1951 ¢és P. chrysogenum AS-P-78
torzsében.

41



A kozeli rokonsagban allo A. nidulans-ban a P. chrysogenum bgaD
orthologja (amit szintén bgaD-nek neveznek) egyediil felelés az
intracellularis 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopiranozid hidrolaz (X-
gal) formacioért (Fekete és mtsai. 2012b).

Mivel a P. chrysogenum a laktoz kivételével nem képez intracellularis
bGal aktivitast egyetlen szénforrdson sem, nem volt meglepd, hogy a bgaD
transzkripcidja kizardlag laktdzon tortént meg, és nem lehetett mas szénforras
altal kivaltani, ideértve a D-galaktdzt is, ami a laktoz hidrolizis egyik terméke

(7. és 8. abra).

A bgaE gyenge, konstitutiv expressziot mutatott minden tesztelt
koriilmény kozott, hasonldoan az A. nidulans AN3200 ortologhoz. A bgaE
transzkripcio gyakorlatilag nem volt kimutathaté Northern analizissel, igy az
érzékenyebb RT-PCR-t alkalmazasaval, probaltuk meg a gén expresszidjat
kimutatni. A bgaE alacsony szinten fejez6dott ki minden vizsgalt koriilmény
kozott, beleértve azokat is, amelyeken nem tudtunk enzimaktivitast mérni
sem ONPG-vel, sem lakt6z szubsztratummal. Hasonloképpen az A. nidulans-
béli ortologjahoz, valosziniileg a P. chrysogenum bgaE sem jatszik fontos

szerepet a lakt6z katabolizmusaban.
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bgaE NRRL 1951

(bp] tefl NRRL 1951

bgaE AS-P-78

[bp] tefl AS-P-78

Glu Gal Ara Lac

[mM] 10 25 10 25 10 25 10 25
] 4 8 48 48 48 48 48 4 8 48

8. abra: A bgaE gén expresszios jellemzoi. A gén feltételezhetéen egy
intracellularis béta-galaktozidazt kodol a Penicillium chrysogenum NRRL
1951 és a P. chrysogenum AS-P-78 torzsekben. Az alkalmazott
szimbolumok, azonosak a 7. abran 1évokkel. Az eukaridta transzlacids
elongacios faktort kodoldo gén 1-alfa komponens (tefl) expresszioja,
konstitutiv kontrollként szolgalt a RT-PCR-analizisnél.
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Ami a két feltételezett laktéz permedz gént illeti, a lacA kizardlag
laktézon fejez6dott ki mindkét P. chrysogenum torzsben, mindkét indukalo
koncentraciot és inkubacids idét figyelembe véve (9. abra). Erdekes, hogy a
lacA expresszios szintje 1ényegesen magasabbnak tiint 4 6raval a tapoldat
valtas utan, mint 8 oraval. Ez pontosan a forditottja annak, ami mar
megfigyelhetd volt az intracellularis bgaD gén esetében. Masrészt, a lacB
transzkripcigjat nem lehetett megfigyelni laktozon (9. abra), vagy barmely
mas tesztelt szénforrason, jelezve, hogy irrelevans a disszacharid

asszimilaciojanak szempontjabol.

NRLL 1951
lacA @+ b
lacB
rRNA :-.
[ RS
AS-P-78
lacA
-~ -,
lacB
:“.
rRNA - W
Lac

mM] 10 25
] 4 8 4 8

9. abra: A két feltételezett laktéz permeaz gén (lacA és lacB) indukcios
spektrumanak transzkripciés elemzése laktozon (Lac) a Penicillium
chrysogenum NRRL 1951 és a P. chrysogenum AS-P-78 torzsekben.
Transzkripcié nem volt megfigyelhet6 a tobbi tesztelt szénforrason. Az RNS
mindségének €s mennyiségének kontrolljaként a riboszomalis RNS-t (28S és
18S) etidium-bromiddal tettiik lathatova.
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5.2. A Penicillium chrysogenum névekedése D-galaktozon

Egyes fonalas Ascomycetes gombak konidiosporai - ilyen az ipari
szempontbol is fontos Aspergillus niger - D-galaktézon, mint egyediili
szénforrdson nem csiraznak ki (Fekete és mtsai. 2012a). Masrészrol, ezen
fajok micéliuma képes 0j biomasszat l1étrehozni D-galaktézon, ha elétte mas
szénforrason kicsirazott. Annak ellenérzésére, hogy a P. chrysogenum képes-
e hasznositani a D-galaktozt, mint egyediili szénforrast a ndvekedési
szakasztol fliggéen vagy sem, konidiosporakkal leoltottunk 1,5% D-
galaktozt, mint egyediili szénforrast tartalmazo6 folyékony MM tapoldatot. A
gomba kicsirazott a siillyesztett kultaraban és jol ndtt D-galaktozon. Mintegy
40 6ra alatt 15 gl™* cukor fogyott el (10. dbra), és elérte a maximalis fajlagos
novekedési ratat (umax, = 0,085 + 0,006 1/h a gyors novekedési szakaszban).
A fermentaciok maximalis biomassza koncentracié és a hozamkonstans
értékei, Xmax, = 6,73 £ 0,49 g/L ill. Yys= 0,45 £ 0,04 voltak.

Egy parhuzamos kisérletben a P. chrysogenum konidiosporakat
glicerinen csiraztattuk és az el6ndvesztett micéliumot D-galaktozt, mint
egyediili szénforrast tartalmazo friss tdpoldatba mostuk at. Ez a tenyészet is
csaknem azonos kinetikai paramétereket mutatott, mint a sporaval leoltott
kultardk. Osszehasonlitasképpen, a megfeleld paraméterek siillyesztett
kultaraban D-gliikozon, mint egy egyediili szénforrason novesztve a
kovetkezok voltak: pmax. = 0,125 + 0,01 1/h, Xmax= 7,54 £ 0,39 g/L and Yy =
0,51 £ 0,04. Noha ezek az értékek szignifikansan (p <0,001) magasabbak,
mint a D-galakt6zon kapottak, mégis azt mutatjak, hogy a D-galaktozt egy
gyorsan katabolizalodo ("jo") szénforrasnak lehet tekinteni a P. chrysogenum
esetében. Szeretnénk megjegyezni, hogy a korabbiakhoz hasonléan a 0,01%
(w/v) pepton jelenléte (ami <1% -a a kiindulasi D-galakt6z koncentracionak)

a minimal tapoldatban itt is jelentdsen lerdviditette a lag fazist a
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konidiosporaval leoltott siillyesztett tenyésztés kezdetén (Jonas és mitsai.

2014, és az ott hivatkozott kozlemények).
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novekedési ido-profilja (iires szimbolumok), valamint az elfogyott D-
galaktoz koncentracioja (teli szimbolumok). A tapoldat konidiosporaval lett
beoltva.

5.2.1. A Leloir-utvonal génjeinek in silico azonositasa

Az a megfigyelés, hogy a P. chrysogenum be tudja futni a teljes
(vegetativ) ¢letciklusat D-galaktozon, mint egyediili szénforrason azt

sugallta, hogy a Leloir-ut "katabolikus" (oxidativ) iranyba teljes mértékben
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milkodik. Nem meglepd, hogy az in silico analizis kimutatta, a P.
chrysogenum genom valdban tartalmaz feltételezett homologokat a Leloir-
utvonal 6t strukturalis génje szdmara (a Wisconsin 54-1255 torzs annotalt
lokuszai az 1. tablazatban vannak felsorolva), beleértve az egyediili 4-
epimerazt kodolo ugeA-t. Ez a peptid nagyon hasonl6é az S. cerevisiae N-
terminalis doménjének GAL10 bifunkcids enziméhez (Majumdar és mtsai.
2004). Korabban az A. nidulans-ban tanulmanyoztak a megfelel6 ugeA gén
anabolikus funkcidjat, ami uridilalt galaktéz monomereket nyajt a sejtfal
galaktofuranoknak (El-Ganiny és mtsai. 2010). Az UDP-hex6z 4-epimerazok
gyakran elfogadjak szubsztratumként az UDP hexo6zokat, ezek N-acetilezett-
2-amino formait, valamint az UDP-pentdzokat, és azok szubsztituenseit is
(Beerens ¢és mtsai. 2015). Az A. fumigatus-ban a koézelmultban két
szerkezetileg rokon UDP-hex6z 4-epimerazrol mutattak ki, hogy sziikségesek
a gomba sejtfalban megtalalhatd galaktozaminogalaktdn exopoliszacharid
szintéziséhez (Lee és mtsai. 2014). A gyengébben kifejez6d6 ugeB-t, az A.
nidulans paraloég génjének enzimét, mar egy korabbi munkaban azonositottak
(Paul és mtsai. 2011). Figyelembe vettik a P. chrysogenum ortologjat,
valamint hdrom tovabbi automatikusan annotalt epimeraz gént is, amelyek
szerkezeti rokonsagban vannak az A. nidulans ANO0746 és AN3119
l6kuszaival (Flipphi és mtsai. 2009). Kutatasaink arra vonatkoztak, hogy
milyen szerepet jatszhatnak ezek a gének a D-galaktéz Leloir
katabolizmuséaban az ugeA mellett. Az adatelemzés soran kivalasztott tovabbi
két P. chrysogenum gén, a galaktokinaz (galE) és D-galaktoz-1-foszfat
uridilil transzferaz (galD) az A. nidulans galE9 ill. galD5 génjeinek
orthologjai. Az A. nidulans galE9 és a galD5 allélikusan jol jellemzett,
klasszikus D-galaktoz anyagcsere mutansok (Roberts és mtsai. 1970, Alam és
mtsai. 2013).
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5.2.2. A Leloir-utvonal expresszidja D-galaktdzon és egyéb
cukrokon

Az expresszids vizsgalatokat a D-galaktozon, a galaktopiran6z-
tartalmt diszacharid laktdzon, ill. D-gliikozon végeztiik. A Kifejez6déseket
megvizsgaltuk tovabbad a novényi sejtfal két legnagyobb mennyiségl
pent6zan, az L-arabin6zon ¢s a D-xil6zon.

A P. chrysogenum genombol kivalasztott 6sszes gén a Leloir-utvonal
0t szerkezeti enzimét kodolja, amelyek D-galaktézon Kkonstitutivan
fejezédnek ki, fiiggetleniil a mintavétel idépontjatol (azaz, 4, 8, 12 vagy 24
6raval a glicerinen eléndvesztett micélium atmosasa utan. Id. 11. abra). A
feltételezett 4-epimerdz gének koziil, az ugeA expresszids szintje
kovetkezetesen és lényegesen magasabb, mint az ugeC. Nem észleltiink
transzkripcidt a harom masik kivalasztott feltételezett epimerdz gén, az ugeB,
ugeD ill. az ugeE esetén, sem D-galaktozon, sem mas vizsgalt szénforrason.
Laktoz jelenlétében Iényegében megegyezo expresszids profilokat figyeltiink
meg. A vizsgalt gének expresszids profiljai D-gliikozon, L-arabindzon és a
D-xilézon jelentdsen kiilonboztek a D-galaktozon vagy laktozon észleltektdl
(11. abra).

A gének kodolnak egy UDP-D-galaktoz-4-epimerazt is (ugeA),
tovabba egy (feltételezett) UDP-D-gliikkoz-pirofoszforilazt (galF) és egy
foszfoglikomutazt (pgmA), amelyek mind hasonl6 moédon, elsésorban
konstitutivan fejezédtek ki a tesztelt szénforrasokon, akar D-galaktozt vagy
laktoz alkalmaztunk (egyediili) névekedési szubsztratként. Kifejezodésiik
nagy valosziniiséggel kapcsolatban all a Leloir-utvonal alapvetd anabolikus
funkcioival, a gomba sejtfalszintézisével a ndvekedés soran (lasd a
Diszkusszio részben). Ezzel éppen ellenkezdleg, a katabolikus Leloir-utvonal
elsé két génjének (galE és galD) transzkripcidja - amelyek elméletileg nem

relevansak a sejtfal szintézisben — a D-galaktdzon éa a laktézon kiviil mas
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szénforrdson csupan egyetlen mintavételi pontban volt megfigyelhetd
Northern analizissel. Ez az egy kivétel — mely szintén nagyon gyenge
expressziot jelentett - a D-gliikdz volt az utolsé mintavételi pontban (24 h), a

novekedési szubsztratum teljes elfogyasa utan.
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11. abra: A katabolikus Leloir-utvonal génjeinek transzkripcios elemzése a
Penicillium chrysogenum NRRL 1951 torzsében. A kisérlet részleteit lasd az
Anyagok és Modszerek részben. Génroviditések: 1d. az 1. tablazat szerint. A
riboszomalis RNS-ket (28S és 18S) egy 2% -os nativ agaroz gélen etidium-
bromiddal tettiik lathatova, az RNS mintdk pedig mennyiségi €s mindségi
kontrollként szolgaltak.

A galaktokindz enzimaktivitds meghatarozasa a micélium transzfer
utdin 10 ¢és 24 Ooraval tortént; az eredmények Osszhangban voltak a
transzkripcios adatokkal (3. tablazat). Nagyon alacsony aktivitds rendre
mérheté volt D-glikéozon 24 oraval a transzfer utdn, mig a korabbi

idépontban, csak jelentéktelen (p <0,001) hattéraktivitas volt kimutathato.
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3. tablazat: A Penicillium chrysogenum NRRL 1951 fajlagos galaktokinaz
aktivitdsa, amelyet glicerinen ndvesztettiink eld, majd ezt kdvetéen egy
minimal tapoldatba vittiink at, amely kiilonbozé cukrokat tartalmazott. A
specifikus aktivitasokat U (mg fehérje)™ fejeztiik ki. EQy U megegyezik 1
mikrogramm D-galakt6z-1-foszfat képzodésével percenként.

A tapoldat- Szénforras
valtas utan
eltelt id6 (h) | D-gliikoz D-galaktoz laktéz L-arabindz | D-xiloz
10 > 0,015 0,350+0,04 | 0,311 +0,04 > 0,015 > 0,015
24
0,020+0,01 | 0,321 +0,03 | 0,354+0,03 > 0,015 > 0,015

Sem a galE sem a galD expressziojat nem lehetett megfigyelni egyik
pentozon sem Northern analizissel. Ezzel 6sszhangban, a pentdzon ndvesztett
micéliumokbdl sem lehetett statisztikailag értékelheté galaktokinaz aktivitast
mérni (11. abra és 3. tablazat). Megjegyezziik, hogy szemben a D-gliikoz
tenyészettel, a masik négy cukor tenyészeteibdl nem fogytak el a
szénforrasok 24 oraval a tapoldat transzfer utan. Mindezen eredmények
egyiitt azt sugalljak, hogy a galE és galD alacsony szintii, folytonos
expresszioja mehet végbe a D-gliikozon novesztett tenyészeteknél 24 draval a
tapoldat transzfer utdn, mint ahogy azt a galaktokindz méréseink igazoljak.
Ez része lehet az éhezésre adott valaszreakcionak, amely soran a tartalék
szénhidrat, beleértve a D-galaktozt is, lassan felszabadul a gomba sejtfalabol.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Leloir-utvonal D-galaktéz
katabolizmusénak az elsé két 1épése inkabb szubsztrattal indukalhato,

mintsem konstitutiv P. chrysogenum-ban.
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6. DISZKUSSZIO

A laktoz a tej f6 szénhidratja. Bar elengedhetetlen az Gjsziilott és fiatal
emlOsok szamara (Briissow és mtsai. 2013), a legtobb mikroorganizmusok
altal benépesitett ¢l6helyen nem fordul elé. Ezért nem meglepd, hogy szamos
baktérium, élesztd és gomba fajbol hidnyzik a laktdéz hasznositdsanak
képessége; amely fajok pedig tudjak hasznositani, azok gyakran alacsony
asszimildcios ratat mutatnak. A laktdoz hasznositds szabalyozasa az
Escherichia coli lac operon révén egy klasszikus paradigma a prokariota
genetikaban (Wilson és mtsai. 2007), mig a K. lactis éleszt6 LAC
szabalyozasa az alacsonyabbrendii eukaridtdk transzkripcids kontrolljanak
egyik sokat tanulmanyozott modell-rendszere (Rodicio és mtsai. 2013).
Mindazonaltal a laktéz hasznositds a fonalas gombaknal - beleértve a P.
chrysogenum-ot - t6bb szempontbdl is kevéssé ismert.

A Trichocomaceae csalad  (Ascomycota;  Pezizomycotina;
Eurotiomycetes; Eurotiales) legijabb rendszertani kategorizalasa a
Penicillium (sensu strictu) és az Aspergillus (sensu strictu) torzseket
testvérnemzettségként alkotta meg az uj Aspergillaceae csaladon beliil
(Houbraken és mtsai. 2011a). Az Aspergillus alfajanak kiilonboz6 tagjai -
Circumdati, Nidulanti, Negri és Fumigati - tehat a P. chrysogenum
legkdzelebbi rokonai, melynek teljes genom szekvencidja és annotacidja
rendelkezésre all.

Néhany kivételtol eltekintve (Comp és mtsai. 1971, Anumukonda et
al. 2010), a gombak altalaban a két f6 stratégia - extracellularis hidrolizis
vagy transzport és intracellularis hidrolizis- koziil csak az egyiket alkalmazak
a laktoz katabolizmusara. Ez jellemz6 az A. niger-re és az A. nidulans-ra is.

Ertekezésemben beszamoltunk azokrél a bizonyitékokrol, amelyek azt

tamasztjak ald, hogy a P. chrysogenum-ot kettds laktoz asszimilacios
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rendszer jellemzi, amely tartalmaz egy extracellularis bGal-t (feltételezett)
laktoz permeazt és az intracellularis bGal-t. Az in silico analizis kimutatta,
hogy a P. chrysogenum genom tartalmaz tovabbi két feltételezett
extracellularis bGal-t kodolo GH35 gént a Pcl4g01510 és Pc06g00600
annotalt l1okuszokon (bgaB és bgaC), de ezek a gének nem expresszalodtak a
vizsgalt koriilmények kozott, és ezért nem valdszinii, hogy fiziologiailag
relevans szerepilk lenne a laktéoz asszimilacijaban. Ugyanakkor bGal
izoenzimek termelése egy fajon beliil nem lenne példa nélkiili a gombak
korében. Az A. carbonarius két, aminosav szekvenciajaban kiilonb6z6
extracellularis bGal-t termel (O’Connell és mtsai. 2008), mig az acidophil
Teratosphaeria acidotherma gombat (Ascomycota; Pezizomycotina;
Dothideomycetes; Capnodiales), mint négy kiilonb6z6, mas-mas aminosav
szekvenciaval rendelkezd intracellularis bGal termel6t irtdk le (Isobe és
mtsai. 2013). A novekedési jellemzok (példaul a maximalis specifikus
novekedési rata, a biomasszahozam kontra szénforras fogyasztas) laktézon a
P. chrysogenum-nal hasonl6 volt az A. nidulans-nal vagy a T. reesei-nél
leirtakhoz,  azonban  érdekes  kiilonbségeket taldltunk a  bGal
transzkripcid/aktivitas szabalyozasban a szénforras fiiggvényében.

A leginkabb figyelemre mélt6, hogy sem az extra-, sem az
intracellularis bGal aktivités, és egyik feltételezett Bgal és permeédz gén sem
indukalhat6 D-galaktozzal. Az eddigi szakirodalom szerint minden vizsgalt
gombaban (s6t baktériumokban is, Hasan és mtsai. 1974), a D-galaktoz
legalabb olyan jo inducere volt a Bgal-t kodoldé géneknek, mint a laktoz
(Seiboth és mtsai. 2005, Fekete és mtsai. 2002, De Vries és mtsai. 1999).

Mivel a monoszacharid D-galaktoz represszald szénforrasnak
tekinthetd (De Vries és mtsai. 2001) és a gomba bGal gének altalaban
karbon-katabolit represszio ala esnek (Fekete és mtsai. 2012b, Nagy és mtsai.
2001a, Seiboth és mtsai. 2005, Chulkin ¢és mtsai. 2011), feltételeztiik, hogy P.
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chrysogenum-ban a D-galaktoz esetleges indukalo hatasat ellenstlyozza a
karbon-katabolit  represszio. Ezen  hipotézis  tesztelése  céljabol
lecsokkentettiik az inducer koncentraciokat a standard 25 és 10 mM-rdl 1
MM-ra sét késébb 0,1 mM-ra. A kisérlet elméleti hatterében az all, hogy
figgetleniil az adott szénforras repressziv jellegét6l, az ilyen alacsony
koncentracioé alacsony specifikus novekedési ratat, az pedig karbon katabolit
derepressziot fog eredményezni (Illyés és mtsai. 2004). Azonban egyik
feltételezett bGal gén sem expresszalodott, még a legalacsonyabb (0,1 mM)
vizsgalt D-galaktéz koncentracidokon, a micélium atmoséasa utdn 1, 2 vagy
akar 4 oraval sem. Ez arra utal, hogy a P. chrysogenum-ban ezek a gének
nem reagdlnak a monoszacharidra, amely az egyik elsddleges terméke a
laktoz hidrolizisnek.

Egy érdekes vonas a fonalas gombak bGal-t kodold génjeinek
szabalyozasaban, hogy latszélag indukalhatoak a pentéz monomerek (pl. L-
arabindz vagy D-xil6z) altal, amik jellemzdéen hemicelluloz degradaciobol
szarmaznak (Nikolaev és mtsai. 1998, De Vries és mtsai. 1999). A pontos ok
ismeretlen, de a jelenség kapcsolatos lehet a természetes poliszacharidokban
valo el6fordulasukkal, ami szintén tartalmaz D-galaktozt, amely
szénforrasként szolgalhat a szaprofita és fitopatogén gombaknak, mint
példaul az arabinogalaktan.

A P. chrysogenum-mal végzett kisérleteinkbdl nyilvanvalova valt,
hogy egyik feltételezett bGal gén sem reagalt D-xilozra, és ONPG hidrolaz
aktivitast sem tudtunk mérni. Ezzel szemben, Uigy tlinik, hogy az L-arabin6z
tamogatja a bgaA gén mérsékelt kifejez6dését, melynek terméke valdsziniileg
felelés az L-arabindézon novesztett kultirakban mért extracellularis ONPG
hidrolaz (és laktaz) aktivitasért, mint ahogy ezt korabban is megallapitottak
egy bGal ortholog esetén, a rokon P. canescens gombaban (Nikolaev és
mtsai. 1998).
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Azzal a megfigyeléssel egyidejlileg, hogy L-arabinoz jelenlétében
csak az extracellularis bGal expresszalodik, a P. chrysogenum Wisconsin 54-
1255 genom szekvenciak nem tartalmazzak az ortologjat az A. nidulans L-
arabin6zzal indukalhato intracellularis GH2 BgaD-paralogjanak (AN2364
16kusz). Az A. nidulans-ban az L-arabinéz mérsékelt hatast mutatott a bgaD
(intracellularis bGal) és az AN2463 lokuszon 1évé paralog GH2 gén
kifejez6désére (Fekete és mtsai. 2012b), mig az utobbi gén nem reagalt a
laktozra.

Az is bebizonyosodott, hogy szemben a laktdzzal az L-arabindz
latszolagos indukcidos hatasa a bgaD-re nem volt additiv hatast a
derepressziora a creA hianymutansokban. Ez arra utalhat, hogy az L-arabin6z
derepresszald helyett indukald hatast az A. nidulans bgaD kifejez6désére.
Sajnos, mivel a P. chrysogenum-nak nincsenek nyilvanosan elérhet6 creA-
mutansai, igy nem tudtuk tesztelni, hogy az L-arabindz derepresszald vagy
indukcids hatasu az extracellularis bGal-t kodolo bgaA kifejezédése soran.

Jol ismert, hogy bizonyos bGal-ok in vitro korilmények kozott
hidrolizaljak az alfa-L-arabinopiranozid szubsztratot, tiikr6zve a hasonldsagot
a B-D-galaktopirandz ¢és az a-L-arabinopirandz hemiacetdl konfiguracio
kozott (Du és mtsai. 1995). Ebbol kdvetkezden elvileg elképzelhetd, hogy a
P. chrysogenum extracellularis a-L-arabinopiranozidazokat termel, amelyek
mellékaktivitast mutatnak az ONPG-vel szemben. Azonban a P.
chrysogenum L-arabinéz - mint in vitro szubsztratum - altal indukalt
extracellularis hidrolaz az ONPG-t és a laktdzt is hasitja. Emiatt az a-L-
arabinopiranozidaz hipotézis kevésbé valoszini.

Az ONPG enzimaktivitasok korrelalnak a bgaA valamint a bgaD
transzkriptum mintazataval, igy az enzimaktivitas profiloknal megfigyelt
hatasok i1s jol tiikrozik a transzkripcios szabalyozast. Ezek az eredmények azt

sugalljak, hogy P. chrysogenum-ban a laktéz asszimilacio intracellularis
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genetikai struktur-elemei hasonlitanak az A. nidulans esetében leirtakra; egy
indukalhat6 bGal génbdl (bgaD), egy indukalhatdé permeazbol (lacA) és egy
konstitutiv. GH2 génbdl (bgaE) épiil fel. Mindekdzben az extracellularis
laktoz hidrolizis genetikai strukttraja hasonlit az A. niger-hez (De Vries és
mtsai. 1999). Ez egyértelmiien arra utal, hogy a bgaA és a bgaD élettanilag
relevans hidrolazokat kodolnak, amik P. chrysogenum-ban is részt vesznek az
extra- és intracellularis lakt6z lebontasban.

A. nidulans-ban a LacpA laktoéz permeaz delécioja nem befolyasolta a
tapoldatbol valo laktéz felvétel képességét, ezért valosziniileg egy masodik
felvételi rendszer is érvényesiil, amely lehet6vé teszi a laktozon vald
novekedést (Fekete és mtsai. 2012b). A P. chrysogenum Wisconsin 54-1255
genomja nem tartalmaz lacpA ortolog gént (F4. abra). A gomba bGal/lakt6z
permeaz génklaszterek meglehetésen komplex evolucios multra tekintenek
vissza az Ascomycetes-ben a duplikacios események és az adaptiv gének
elvesztésével (Flipphi és mtsai. 2009, FGB).

A megszekvenalt Penicillium fajok esetében gy latszik, hogy a BgaD
ortologja hianyzik a P. decumbens-bdl és a P. digitatum-bol. Masrészrél, a P.
paxilli genom két BgaD-szerii fehérjét hataroz meg, amelyek koziil az egyik,
az Aspergillusok egyik filogenetikai szubkladjabol szarmazod ortologjaval
alkot egy csoportot, amely az Eurotiomycetes Chaetothyriales osztalyanak
két fajabol a Cladophialophora carrionii-bol és az Exophiala dermatitidis-
bél szintén tartalmaz fehérjéket. A masodik P. paxilli BgaD fehérje egy
maganyos ortologgal csoportosul, amit megtalaltak a P. chysogenum sensu
strictu és a P. chrysogenum Wisconsin 54-1225 egy olyan kladjaban is,
amely els6sorban Sordariomycetes fehérjéket tartalmaz. Mindkét P.
chrysogenum genomban a cukor transzporter gén a bgaD-t6l eltéré modon
irodik at, nem all kdzeli rokonsagban a jellemzett A. nidulans lakt6z permeaz

génnel.
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Ugyanez igaz a P. paxilli bgaD-ortolog GH2 génjére a
"Sordariomycetes” kladban (F2. abra). Meg tudtuk erGsiteni, hogy a
Pc22g14530 16kuszon 1évé MFS gén nem reagal laktdzra, és nem
expresszalodik egyiitt a bgaD-vel. Ezzel szemben, a masodik GH2 P. paxilli
gén, amely kapcsolodik az A. nidulans BgaD-vel és mas Aspergillus
ortologokkal, rendelkezik egy lacpA permeaz génnel, amely téle eltéréen
irodik at. A filogenetikai analizisiink tehat arra utal, hogy a jelenlegi P.
chrysogenum ortolog BgaD fehérje egy horizontalis géntranszfer altal alakult
ki (eredetileg egy ismeretlen Sordariomycetes-bol), és létrejotte utan, az
eredeti "Eurotiomycetes" ortolog - eredetileg intracellularis bGal gén -
elveszett a vele csoportosult lacpA ortholdg laktoz transzporter génnel egyiitt.
Ezek az események 1is magyardzhatjdk, hogy jelentds kiilonbségek
figyelheték meg az A. nidulans-ban ¢és a P. chrysogenum-ban a bgaD
expresszids eredményekben. Ilyen a csak az elébbinél el6forduld lathatd
intracellularis bGal indukcid, amit a D-galaktoz és az L-arabinoz valt ki.

Ugy tiinik, hogy a P. chrysogenum csak egy fiziologiailag relevans
laktoz transzporterrel rendelkezik. A LacA, az A. nidulans LacpA struktaralis
paralogja, és az A. nidulans permeaz ortholdgja, ami az AN2814 16kuszon
kodolodik. A LacA az osszes atvizsgalt Penicillium genomban jelen van,
beleértve a P. digitatum-ot is. Ez egy olyan faj, amelybdl hianyzik az
intracellularis GH2 gén, amely szerkezetileg Osszefiigg a bgaD-vel
(amelyeket mar két torzsben IS megszekvenaltak, lasd Anyagok és
Modszerek rész). Erdekes, hogy ez az ortholdég a N. crassa-ban (Iokusz:
NCUO00801), mint egy cellobidz transzporter (1,4-O-B-D-gliikkopiranozil-D-
gliikoz) van leirva. Ez egy diszacharid, amely szerkezetileg nagyon hasonl6 a
lakt6zhoz (1,4-O-B-D-galaktopiranozil-D-gliik6z) (Galazka és mtsai. 2010).

A masik gént, mint egy feltételezett laktdz transzportert azonositottuk.

Megallapitottuk, hogy a LacB — ortologja csak a P. chrysogenum Wisconsin
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54-1255-ben, a P. chrysogenum-ban sensu strictu ¢és a P. digitatum-ban
fordul el6, hianyzik viszont a P. paxilli-bdl és a P. decumbrens-bdl - nem
expresszalodik semmilyen vizsgalt szénforrason. Erdekes, hogy a cellulaz
termel6 T. reesei-ben, a P. chrysogenum LacB és az A. nidulans AN6831
ortologjat (a LacpA egy harmadik paralogja, Fekete és mtsai. 2012b) egy
Trire2:3405 azonositoju fehérjeként azonositottak, ami ugy tiinik alapvetd
fontossagu a laktozon vald novekedéshez (Ivanova és mtsai. 2013). A kddolod
gén delécidja teljesen blokkolta a T. reesei laktozon valdé novekedését,
anélkiil, hogy befolyasolta volna a D-gliilkdzon vagy a D-galaktézon valo
novekedést. Ez utobbi megallapitas ellentmond annak a régota fennalld
feltételezésnek (Seiboth és mtsai. 2004, Fekete és mtsai. 2008), hogy a laktoz
katabolizmus a T. reesei-ben kizardlag extracellularis, mivel az
extracellularis GH35 Bgal gén kifejez6dott ezen transzporter deléciojakor.
Megjegyzendd, hogy az intracellularis laktoz-hidrolizald enzimet még
azonositani kell (Ivanova és mtsai. 2013, Karaffa és mtsai. 2013).

Jol dokumentalt tény, hogy a megndvekedett penicillintermelés a
kiilonboz6 ipari  torzsfejleszté programok kezdeti leszarmazottaiban -
beleértve az AS-P-78-at is - egybeesik a penicillin bioszintézis gén klaszter
penicillin bioszintézis gének overexpresszidja nem magyarazhato kizardlag a
klaszter amplikon kopiaszamanak novekedésével (Haas és mtsai. 1997). Ez
azt sugallja, hogy a megndvekedett titer egy része mutaciok kdvetkezménye,
¢s Dbefolyasoljak azokat az altalanos szabalyozasi utakat, amelyek az
elsédleges anyagcserét iranyitjak, és ala vannak rendelve a penicillin
génklaszternek (Espeso és mtsai. 1994).

A laktoz egy szokatlan szénforras a fonalas gombak szamara. Lassu
novekedést, és ebbdl kovetkezd karbon derepressziot eredményez. (Flipphi és

mtsai. 2003; Fekete és mtsai. 2012b). Azonban a ndvekedési paramétereken
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elvégzett 6sszehasonlito elemzés egyértelmiien azt mutatta, hogy a vad tipusu
NRRL 1951 referencia torzshoz viszonyitva az AS-P-78 megnovekedett
penicillin-termelé potencidlja nem jar egyiitt a laktéz asszimilacios rata
csokkenéssel. Ezért a rendelkezésre all6 adatok arra utalnak, hogy a P.
chrysogenum laktéz metabolizmusa nincs Osszefiiggésben a gomba
penicillin-termel$ potencialjaval, legalabbis a korai generaciobol szarmazo,

megnovelt termeldképességli AS-P 78 torzs esetén.

Szamos Penicillium faj, koztiikk a P. chrysogenum is termel a- és -
gliikozidaz jellegli hidrolazokat, amelyek lehetové teszik a gomba szamara,
hogy felszabaditsa a D-galaktézt a novényi sejtfal poliszacharidjaibol,
valamint a laktozbol (Jergensen és mtsai. 2004, Hu és mtsai. 2010). Azonban,
a gomba D-galaktoz felszabaditd képesége nem sziikségszeriien hatarozza
meg azt a sebességet, amellyel a cukor katabolizalodik. Ez példaul igaz az A.
nidulans laktéz hasznositasara, ahol a diszacharid felvétele helyett a
hidrolizis sebessége a meghatirozd (Fekete és mtsai. 2012b). A legtobb
fekete Aspergillus — az Aspergillus-ok Nigri szekcidja - nem képesek csirazni
D-galaktozon (Fekete és mtsai. 2012a). Azonban vizsgalatunk egyértelmiien
bizonyitja, hogy a P. chrysogenum képes a D-galakt6z felhasznalasara, mind
energia, mind szénforrasként a novekedés barmely szakaszaban, beleértve a
sporak csirazasanak kritikus fazisat is.

Mig a Leloir-utvonal szerepe a D-galaktéz tekintetében katabolikus -
D-gliikk6zza epimerizalodik mieldtt, mint gliikkoz-6-foszfat belépne az
anyagcsere féaramaba - egy fontos anabolikus ut részeként is miikodik, ami
az intracellularis szénhidrat-anyagcsere létfontossagu teriiletein vesz részt,
mint példaul a sejtfal komponensek Dbioszintézise. llyenek az
exopoliszacharidok és lipopoliszacharidok, amelyekhez uridilil-aktivalt

gliikoz és D-galaktoz a sziikséges prekurzor (Free és mtsai. 2013). Kiils6leg
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adagolt D-galaktéz hianyaban, a gliikkoz/D-galaktéz Leloir-ut az egyetlen
lehet6ség arra, hogy a sejt felépité célra aktivalja ezeket a monoszacharid
épitdelemeket, kezdve a kulcsfontossagi glikolitikus intermedierrel, a
gliikoz-6-foszfattal. Az A. nidulans-ban a klasszikus pgmA lokuszon allélikus
mutaciét hordozo torzsekben a foszfoglukomutaz aktivitas teljes vagy
részleges elvesztése figyelheté meg. Ismeretes, hogy a mutansok vad tipust
torzsnek megfeleld szintli UDP-gliik6z-pirofoszforilazt termelnek, tovabba az
is valosziniisithetd is, hogy ezek csak egyetlen strukturalis gént befolyasolnak
(Boschloo és mtsai. 1979). Ezek a feltételesen letalis mutansok csak kiils6leg
adagolt D-galaktoz plusz egy fiiggetlen (nem-galakt6z) szénforras
jelenlétében képesek néni. Ez kozvetve azt bizonyitja, hogy az esszencialis
uridilalt monoszacharid sejtfal prekurzorokat ezek a torzsek kizardlag D-
galaktozbol allitjak eld.

Az 06t uge génbdl, amelyek feltételezett nukleozid-difoszfat cukor 4-
epimerazokat kodolnak, két olyat talaltunk, amelyek kifejezddtek a vizsgalt
koriilmények kozott. Az A. nidulans ortholog ugeA génje (P. chrysogenum,
16kusz: Pc21g10370) D-galaktoz és laktoz jelenlétében is mindig erételjesen
kifejezodott. Az ugeC (Pcl18g01080; megfelel az A. nidulans AN3199
lokuszan 1évé génnek) transzkripcidja is megfigyelhetd volt, fiiggetleniil a
szénforrastol vagy a tenyészet életkoratol, bar lényegesen alacsonyabb
szinten. Habar az ugeC gén ugy tlinik, hogy reagal L-arabindzra, valamint D-
gliikozra is a gyors ndvekedési fazisban (12 h), az expresszios profilja alapjan
vélhetéen nem tolt be kiemelkedd szerepet a D-galaktoz katabolizmusaban,
bar nem zarhatjuk ki annak a lehet6ségét, hogy a meglévo ugeC fehérje az
ugeA tarsa a D-galaktdz lebontasaban.

Az eddig vizsgalt aszkomikota fonalas gombakban a Leloir-utvonal 6t
definialt génje mindig kifejez6dott, amikor Northern-analizissel vizsgaltak.

Alapszintii expresszié szintén megfigyelhetd volt a galaktokinazt és a D-
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galaktoz-1-P-uridililtranszferazt kodoldé géneknél az adott szénforrasokon,
fiiggetleniil a D-galaktéz anyagceserétdl, bar ugy tlint, hogy transzkripcids
szintjik tovabb novelhetd a katabolikus Leloir-titvonal kozvetlen vagy
kozvetett szubsztratjainak jelenlétében (Seiboth ¢és mtsai. 2002, 2004
Christensen és mtsai. 2011, Fekete ¢s mtsai. 2012a).

Megallapitottuk, hogy a galaktokinazt ¢és a D-galaktoz-1-P-
uridililtranszferazt kodold gének kifejezodése szelektiven indukalhatdo D-
galaktozzal és laktozzal P. chrysogenum-ban a konstitutiv alapexpresszios
szintek kozremilkodése nélkil. Ez ellentétes két masik, a fermentacios
iparban altalanosan alkalmazott gombahoz, az A. niger-hez és a T. reesei-hez
képest, és igy eddig nem ismert szabalyozasi mechanizmusok felé mutat. A
Leloir-atvonal fennmarado harom struktur génje - pgmA, galF és az ugeA -a
munkank soran konstitutivan fejez6dott ki, amint az varhato is azon génektol,
amelyek sziikségesek a gomba sejtfal esszencialis prekurzorainak -az UDP-
gliikoznak és az UDP-galaktoznak - a szintéziséhez.

Végiil megjegyezziik, hogy a Leloir-titvonalon kiviil, a gombak D-
galaktoz katabolizmusa egy masik modon, az tigynevezett alternativ vagy -
oxido-reduktiv Gtvonalon is végbemehet. Amig a Leloir-uvonal a gombakban
¢s a katabolikus folyamatokban Iényegében mindeniitt jelen van és specifikus
D-galaktozra, addig az alternativ utvonal enzimei az L-arabindz
katabolizmusaban vesznek részt egészen a D-xiluloz foszforilacidjaig
(Chiang és mtsai. 1960,). Ezen enzimek részvételét a gombak D-galaktdz
hasznositasaban el6szor De Vries és mtsai. (1994) vetették fel. Ezt kovetden
D-galaktokindz hidnymutansok révén Fekete és mtsai. (2004) igazoltak a
hipotézist A. nidulans-ban, akik azt is kimutattak, hogy az oxido-reduktiv 1t
hasznalata fiigg a nitrogénforras minéségétl. A D-galakt6z oxido-reduktiv
katabolizmusa el6fordul a T. reesei-ben (Seiboth és mtsai. 2004) és az A.

niger-ben is (Mojzita és mtsai. 2012). Az Aspergillus nemzetség két eddig
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vizsgalt fajaban azonban az utvonal enzimei és intermedierei az L-arabitol-
dehidrogenazon és a D-galaktitolon kiviil eltéréek (Mojzita és mtsai. 2012).
Jelenleg is folynak kutatasok, hogyan és milyen médon vesz részt az oxido-

reduktiv utvonal a P. chrysogenum D-galakt6z hasznositasaban.
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7. OSSZEFOGLALAS

A penicillin ipari ellléallitasa Penicillium chrysogenum-mal torténik.
Megvizsgaltuk és Osszehasonlitottuk a vad tipusi NRRL 1951 és a nagy
termeloképességli AS-P-78 torzsek laktoz lebontdsat, amely a penicillin
fermentaciohoz hasznalt tejsavo egyik fontos Osszetevéje. Mindkét torzs
hasonldéan nétt laktdézon, mint egyediili szénforrason batch kultiraban, ¢és a
cukorfogyas id6-profiljuk is szinte azonos volt.

A genom szekvencidk in silico elemzésébdl kideriilt, hogy a P.
chrysogenum-ban legalabb o6t feltételezett béta-galaktozidazt kodoldo gén
talalhatd az alabbi annotalt 10kuszokon: Pc22g14540 (bgaD), Pc12g11750
(bgaE), Pc16g12750 (bgaA), Pc14g01510 (bgaC) és Pc06g00600 (bgaB). Az
elsé két fehérje ortholognak tinik két Aspergillus nidulans intracellularis
csalad laktozon kifejez6dd 2 glikozil hidroldz génjével. A tobbi harom P.
chrysogenum fehérje az Aspergillus niger extracellularis -galaktozidazanak
(LacA) elkiiloniilt paralogjaként fordul elé, mely a 35-6s (GH35) csaladba
tartoz6 glikozil hidrolaz. A P. chrysogenum genom tartalmaz két feltételezett
laktoz transzporter gént is a Pc16g06850 (lacB)és Pc13g08630 (lacA)
annotalt lokuszokon. Ezek ortologjai a nagy affinitdsu laktéz permedzt
(lacpA) kodold gének paralogjainak az A. nidulans-ban, melynek az
orthologja P. chrysogenum-bél hianyzik.

A bgaD transzkripcios elemzése azt mutatta, hogy kizarélag laktézon
fejezodik ki, mig bgaE gyengén expresszalodik valamennyi vizsgalt
szénforrason, beleértve a D-gliikozt is. A bgaA egyiitt expresszalodik a két
feltételezett intracellularis béta-galaktozidaz génnel laktdézon és reagél az L-
arabindzra is. A lacA kizarolag laktozon fejezédik ki.

Az adatok azt sugalljak, hogy a P. chrysogenum kettés asszimilacios

stratégiaval rendelkezik a laktéz lebontdsara, egyidejlileg alkalmazva az
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extracellularis és az intracellularis hidrolizist, anélkiil hogy a lebontas
hatékonysaga korreldlna a vizsgalt torzsek penicillin-termeld potencialjaval.

Munkam soran elemeztilk azon strukturalis gének kifejezédésének
szénforras-fliggését is, melyek feltételezhetéen a Leloir-utvonal 6t enzimét
kodoljak P. chrysogenum-ban.

A P. chrysogenum genom tartalmaz egy feltételezett galaktokinaz
gént a Pcl3gl0140 (galE) annotalt Iokuszon, ami erds szerkezeti
hasonlésagot mutat az ¢lesztok galaktokinazaval és csak laktdzon, valamint
D-galaktozon fejez6dott ki. A Pc15g00140 (galD) annotalt 16kuszon 1évé
galakt6z-1-foszfat uridilil transzferaz gén expresszios profilja lényegében
megegyezik a galaktokinazéval. Ez ellentétes mas vizsgalt gombafajokkal (A.
nidulans, Trichoderma reesei és A. niger), ahol az ortholog galaktokinaz és
galakt6z-1-foszfat uridilil transzferdz gének konstitutivan expresszalodnak.
Az UDP-gliik6z-4-epimerazt kodold gén esetében 6t jeldltet azonositottunk.
Nem észleltiink expressziot a Pc16g12790 (ugeE), Pc21g12170 (ugeD) és
Pc20g06140 (ugeB) esetén egyetlen tesztelt szénforrason sem, mig a masik
két 1okusz (Pc21g10370-ugeA és Pcl18g01080-ugeC) transzkripcidja
egyértelmiien megfigyelhetd volt valamennyi vizsgalt koriilmény kozott. A
Pc21g10370 16kuszon 1évo feltételeztt 4-epimerdz génhoz hasonléan a
Leloir-utvonal masik két feltételezett struktirgénje — az UDP-glikoz-
pirofoszforilazt (Pc21g12790-galF) és foszfogliikomutazt (Pc18g01390-
pgmA) kodold gének - szintén erdsen és konstitutivan fejezodott ki, amint az
varhato is az olyan génektdl, amelyek nélkiilozhetetlen funkciot toltenek be a

gombasejtfal képzddésében.
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8. SUMMARY

Penicillium chrysogenum is used as industrial producer of penicillin.
We investigated its catabolism of lactose, an abundant component of whey
used in penicillin fermentation, comparing the type strain NRRL 1951 with
the high producing strain AS-P-78. Both strains grew similarly on lactose as
the sole carbon source under batch conditions, exhibiting almost identical
time-profiles of sugar depletion.

In silico analysis of the genome sequences revealed that P.
chrysogenum features at least five putative beta-galactosidase-encoding
genes at the annotated loci Pc22914540, Pcl12g11750, Pcl16g12750,
Pc149g01510 and Pc06g00600. The first two proteins appear to be orthologs
of two Aspergillus nidulans family 2 intracellular glycosyl hydrolases
expressed on lactose. The latter three P. chrysogenum proteins appear distinct
paralogs of the extracellular beta-galactosidase from Aspergillus niger, LacA,
a family 35 glycosyl hydrolase. The P. chrysogenum genome also specifies
two putative lactose transporter genes at the annotated loci Pc16g06850 and
Pc13g08630. These are orthologs of paralogs of the gene encoding the high-
affinity lactose permease (lacpA) in A. nidulans for which P. chrysogenum
appears to lack the ortholog.

Transcript analysis of Pc22914540 showed that it was expressed
exclusively on lactose, while Pc12g11750 was weakly expressed on all
carbon sources tested, including D-glucose. Pc16912750 was co-expressed
with the two putative intracellular beta-galactosidase genes on lactose and
also responded on L-arabinose. Pc13g08630 transcript was formed
exclusively on lactose. The data strongly suggest that P. chrysogenum
exhibits a dual assimilation strategy for lactose, simultaneously employing
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extracellular and intracellular hydrolysis, without any correlation to the
penicillin-producing potential of the studied strains.

In this study, we also analyzed the expression of the structural genes
encoding the five enzymes comprising the Leloir pathway of D-galactose
catabolism in the industrial cell factory Penicillium chrysogenum on various
carbon sources.

The genome of P. chrysogenum contains a putative galactokinase
gene at the annotated locus Pc13g10140, the product of which shows strong
structural similarity to yeast galactokinase that was expressed on lactose and
D-galactose only. The expression profile of the galactose-1-phosphate
uridylyl transferase gene at annotated locus Pc15900140 was essentially
similar to that of galactokinase. This is in contrast to results from other fungi
such as Aspergillus nidulans, Trichoderma reesei and A. niger, where the
ortholog galactokinase and galactose-1-phosphate uridylyl transferase genes
were constitutively expressed. As for the UDP-glucose-4-epimerase encoding
gene, five candidates were identified. We could not detect Pc16g12790,
Pc21g12170 and Pc20g06140 expression on any of the carbon sources tested,
while for the other two loci (Pc21g10370 and Pc18g01080) transcript was
clearly observed under all tested conditions. Like the 4-epimerase specified at
locus Pc21g10370, the other two structural Leloir pathway genes — UDP-
glucose pyrophosphorylase (Pc21g12790) and phosphoglucomutase
(Pc18901390) — were expressed constitutively at high levels as can be
expected from their indispensable function in fungal cell wall formation.
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9. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

A munkank soran sziiletett j tudomanyos eredmények alapjan az alabbi
téziseket fogalmaztuk meg:

1. A Penicillium chrysogenum-ot kett6s laktoéz asszimilacids rendszer
jellemzi, amely tartalmaz egy extracellularis bGal-t (feltételezett)
laktoz permeazt és az intracellularis bGal-t.

2. Penicillium chrysogenum-ban sem az extra-, sem az intracellularis
bGal aktivitas, és egyik feltételezett Bgal és permeaz gén sem
indukalhat6 D-galakt6zzal.

3. A bgaA és a bgaD gének ¢lettanilag relevans hidrolazokat kodolnak,
amik Penicillium chrysogenum-ban is részt vesznek az extra- ¢és
intracellularis laktoz lebontasban.

4. A Penicillium chrysogenum csak egy fizioldgiailag relevans laktoz
transzporterrel rendelkezik.

5. A Penicillium chrysogenum laktéz metabolizmusa nincs
Osszefliggésben a gomba penicillin-termeld potencialjaval az AS-P 78
torzs esetén.

6. A galaktokinazt és a D-galaktoz-1-P-uridililtranszferazt kodold gének

kifejezddése szelektiven indukéalhaté D-galaktézzal és laktdzzal
Penicillium chrysogenum-ban.
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1. abra: Az extracellularis GH35 béta-galaktozidazok torzsfaja, amelyek az
Aspergillus niger LacA (l6kusz: An01g12150) génjénck ortholdgjai és
paralogjal, a kivalasztott gombakban és baktériumokban.
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2. abra: Az intracellularis GH2 béta-galaktozidazok torzsfaja, amelyek az A.
nidulans BgaD (locus AN3201) génjének orthologjai és paralogjai, a
kivalasztott gombakban és baktériumokban.
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3. abra: Az intracelluldris glikozil hidrolazok 2 csaladjanak torzsfaja,
amelyek az A. nidulans GH2 fehérjéjének ortologjai, amelyet az AN3200
gén kodol, a kivalasztott gombakban és baktériumokban.
Megjegyzendé, hogy ez a GH2 protein az Onygenales-ben is eléfordul, mig
az Eurotiomycetes rendjébe tartoz6 fajok ugy tlinik nem hataroznak meg
ismert gomba eredetli extra- vagy intracellularis bGal ortologokat (az

adatokat nem mutatjuk).
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4. abra: A feltételezett laktéz permeazok gyokeres torzsfaja, amelyek az A.
nidulans LacpA (locus AN3199) génjének orthologjai és paralogjai, az
Eurotiales fajokban és a kivalasztott élesztékben. A nem rokon A. nidulans

MFS AN2465 fehérje biztositja a referenciat.
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