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1. BEVEZETES

A penicillin ipari eldallitasa Penicillium chrysogenummal torténik. Régota
ismert, hogy a bioszintézis szénforrds szabdlyozas alatt all. Kénnyen metabolizalhatd
szénforrasokon (gliikoz, fruktdz, galaktdz) a penicillin titer alacsony, mig nehezebben
metabolizalhato szénforrason (laktéz) a titer magas. A gliikkoz és mas konnyen
hasznosithato szénforrasok represszaljak a penicillin bioszintetikus gének expressziojat,
am laktézt hasznalva szénforrasként, ilyen represszio nem megfigyelhetd meg
(Brakhege 1998). Eppen ezért sokdig a penicillin termelés laktoz szénforrason tortént.
Ma az optimalis titer elérését szubrepresszald mennyiségl gliilkdéz adagolasaval oldjak
meg (Nielsen 1995). Mivel altalaban a gombék jobban nének gliikkozon, mint laktozon,
ezek alapjan ugy tlnik, hogy szuboptimalis ndvekedési koriilmények kedveznek a
penicillin termelésnek. Noha Penicillium chrysogenumban a gliikoz represszald hatasara
és a penicillin bioszintézis szabalyozasaban betoltott szerepére vonatkozolag elég sok
ismeret all rendelkezésre, addig a lakt6z hasznositasardl és annak szabalyozasarol csak
alig, pedig ennek megértése kozelebb vihetne nagyobb termeldképességli torzsek
eldallitasahoz és tenyésztésiik optimalizalasdhoz.

A laktéz hasznositds vizsgalata abbdl a szempontbol is érdekes, hogy a
Penicillium chrysogenum természetes koriilmények kozott a laktézzal mint
szénforrassal gyakorlatilag nem ,talalkozhatott”, ellentétben sok baktériummal,
¢lesztovel és fonalas gombaval, igy a laktdoz hasznositds mechanizmusanak
tanulmanyozasa alternativ hasznositasi utra, szabalyoz6 rendszerre vilagithat ra. A
mechanizmusok sokféleségére, olykor fajon beliili tobb ut parhuzamos meglétére, és a
szabalyozas bizonyos elemeinek szinte faj specifikus voltara, mar eddig is szamos
tanulmany ramutatott (Fantes és Roberts 1973; Bates €s mtsai. 1967).

A laktoz hasznositds kulcslépése, a molekula hidrolizise gliikkdzra és galaktozra.
A reakci6t, a glikozid-hidrolazok kozé tartozo, B-galaktozidaz aktivitassal rendelkezo
enzimek katalizaljak, melyek megtalalhatok az allatokban, a ndvényekben és a
mikroorganizmusokban is (Diaz és mtsai. 1996). A baktériumok, az élesztok és a
fonalas gombak [-galaktozidaza altaldban intracellularis enzim, és a tapkozegben

jelenlévo laktozzal indukalhato, de szamos fajban az enzim extracellularis.



Ismert tény, hogy a gliik6z és mas gyorsan hasznosulé cukrok gatoljak a B-galaktozidaz
szintézisét karbon represszidt eldidézve. Legalaposabban az Escherichia coliban
tanulmanyoztak az enzimet és az enzim termelédésének szabalyozasat (Saier 1996).
Sokaig a karbon katabolit represszionak csak az Escherichia coliban megfigyelt cAMP-
fliggd mechanizmusa volt részleteiben ismert. A katabolit érzékeny enzimeknek, mint
példaul a P-galaktozidaznak, gliikoz jelenlétében mért alacsony aktivitasa és az
alacsony cAMP szint kozotti Osszefiiggés jol demonstralhatd. Késébb két cAMP-t61
fliggetlen katabolit represszid mechanizmus is ismertté valt baktériumokban, az egyik
Escherichia coliban, a masik Bacillus subtilisben (Saier 1996).
Elesztékben és méas gombakban az eddig vizsgiltak alapjan a gliikdz represszid
mechanizmusa teljesen eltérd a baktériumokétdl. A gliikkoz represszidoban nem vesz részt
kozvetleniil a cAMP, s amennyiben szerepe van, az lényegesen eltér a baktériumokban
megismerttdl (Ronne 1995). Ismereteink azonban ezen a teriileten elég hidnyosak. A
katabolit represszid mechanizmusaban a kulcsszerepet ,,cink-ujj” tipusi fehérjék
jatsszak, mint példaul élesztékben a MIG, Aspergillusban a CREA represszor fehérjék.
Fonalas gombakban a karbon represszid6 mechanizmusa az antibiotikum termeléssel
kapcsolatban a leginkabb ismert. A szénforras bizonyitottan tobb ponton is szabalyozza
az antibiotikum bioszintézist, és ugy tlinik, hogy a penicillin termelés karbon
represszidjanak mechanizmusa azonossagot mutat a szénhidrat hasznositas
mechanizmusaval Penicillium chrysogenumban (Barredo 1988). A [-galaktozidaz
szerepének ¢és szabalyozasanak vizsgalata tovabbi tdmpontokkal szolgalhat a két
mechanizmus kozotti  Osszefiiggések  tisztazdsdhoz. [-galaktoziddaz aktivitassal
rendelkezd enzimet/enzimeket mar szdmos gombabdl tisztitottak és meghataroztak
sajatsagaikat. Ezek a vizsgalatok azonban foként extracellularis enzimekre iranyultak,
melyek mas mikroorganizmusokban megtalalhato 3-galaktoziddzokkal 6sszehasonlitva,
magasabb homérsékleten is stabilak és alacsonyabb pH-n is jol mitkédnek (Shaikh és
mtsai. 1999). Ezen kisérletek célja foként az volt, hogy az enzimet az iparban (pl.:
¢élelmiszeriparban), vagy glikokonjugatumok szintéziséhez hasznaljak. Magat az
enzimtermelést és a szabalyozodasat azonban csak néhany esetben vizsgaltak.

Mivel Penicillium chrysogenumban még nem tanulmanyoztak a laktoz
hasznositas mechanizmusat, ezért munkank soran ennek vizsgalatat tiiztiik ki célul.
Els6sorban azokat a jelenségeket tanulmanyoztuk, amelyek a laktéoznak, mint

szénforrasnak a felhasznaldsdval kapcsolatosak, és azokra a kérdésekre igyekeztiink



valaszt adni, amelyek az eddig ismert mechanizmusok ismeretében felvetddnek,

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

tanszékiinkon rendelkezésre allo, ipari termelésben hasznalt Penicillium chrysogenum

torzset hasznaltunk. Vizsgaltuk a p-galaktozidaz intracellularis termelddését,
indukélhat6sagat, karbon represszidjanak mechanizmusat. Kisérleteinkben a kiilénb6z6
szénforrasok hatasara bekovetkezO enzimaktivitas valtozast, valamint ezzel
parhuzamosan a kiilonb6z6 nukleotidok sejten beliili szintjét mértiik, kiilonds tekintettel

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

Osszefiiggést keresni a kapott eredmények kozott és az eddig ismert mechanizmusokkal

Osszevetve a karbon repressziéo mechanizmusara kovetkeztetni.

Ennek alapjan a kovetkez6 vizsgalatokat tliztiik ki célul:

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

2. Kiilonb6zé szénforrasok, hogyan befolyasoljdk a gomba novekedését? Mely
szénforrasokon tapasztalhatdo [-galaktozidaz termelés? Indukalhat6-e az enzim
szintézise? Mennyire hatékony az enzim a lakt6z hasznositasa szempontjabol?

3. Hogyan befolyasolja a gliik6z és mas konnyen hasznosuld szénforrds az enzim
termelését? Mely szénforrdsok represszaljak a [-galaktoziddaz aktivitast?
Megfigyelhet6-e az enzim szintézis derepresszidja?

4. Van-e Osszefliggés a B-galaktozidaz aktivitas és a sejten beliilli cAMP szint k6zott?
Lehet-e szerepe a cAMP-nek az enzim termelés szabalyozasaban? A
foszfodiészterdz inhibitor koffein milyen hatdssal van a szénforrés szabalyozasra? A
cAMP homoldég 6-N-2-O-dibutiril-ciklikus-AMP (dBcAMP) befolyasolja-e a B-
galaktozidaz termelést?

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

6. Hany [-galaktozidaz aktivitassal rendelkezd enzimet kodold struktar gén
azonosithatd Penicillium chrysogenumban?

7. Milyen mas fehérjék vehetnek részt az enzimmiikddés szabalyozasdban?



2. IRODALMI ATTEKINTES

A Penicillium nemzetség rendkiviill fajgazdag, tagjai az egész vildgon
elterjedtek. El6fordulnak a talajban, vizben, €16 és holt szervezetek feliiletén. Sporaik
jelen vannak a levegdben, és ratapadnak a legkiilonfélébb szubsztratumokra, amelyeken
minimalis életlehetéségek mellett képesek ndvekedni. A nemzetségbe tartozd fajok
tobbsége szaprofita, de talalhatd kozottiik parazita és kommenzalista is. Nagy gyakorlati
jelentéségiik van az ide tartozé fajoknak az antibiotikum termelésben, tovabba mas
olyan szerves anyagok képzésében, amelyek példaul egyes sajtfélék vagy szalamifélék
érésében mikodnek kozre; hatranyos a szerepiik a termések rothadasi folyamataiban, a
mikotoxinok képzésében és abban, hogy egyes embereken allergids megbetegedéseket
valtanak ki (Fassatiova 1979). Eddig egyetlen allati patogén fajt irtak le, a Penicillium
marneffeit, de mar azt is kimutattdk, hogy Penicillium chrysogenum emberben
endopthalmitist okozhat (Eschete ¢s mtsai. 1981). A csoport egyik iparilag
legjelentésebb tagja, a P-laktam antibiotikumok, penicillinek termelésére hasznalt
Penicillium chrysogenum.

Penicillint szdmos gomba nemzetség (pl.: Penicillium, Aspergillus, Acremonium,
Epidermophyton, Polypaecilum, stb.) termel (Aoki és Okuhara 1980; Aharonowitz és
Cohen 1992). A Penicillium és Aspergillus nemzetségb6l a Penicillium chrysogenum €s
az Aspergillus nidulans a legfontosabbak. A penicillin ipari termelése a Penicillium
chrysogenumra alapul, az Aspergillus nidulansnak az alapkutatasban van nagy szerepe.
Mivel mar a kezdetektdl Penicillium chrysogenummal torténik a termelés, igen atfogoéan
tanulmanyoztak ezt a fajt. Ennek eredményeként mara jelentés ismeretanyag
halmozodott fel a termeld torzsek kifejlesztésének modszereirdl, a ndvekedéshez és
penicillin termeléshez sziikséges optimalis tapkozegrol és a Penicillium chrysogenum
tapanyag igényérol (Jarvis €s Johnson 1950; Nielsen 1995). Ennek ellenére a gomba
metabolizmusanak és novekedési mechanizmusanak szamos aspektusa még mindig

feltaratlan, ezért ezeknek a témaknak a tanulmanyozasa értékes.

A  mikroorganizmusok karbon katabolizmusukat hozzdigazitjdk az éppen
aktualis koriilményekhez. Az egyik ilyen szabalyozd mechanizmus ebben az
adaptécioban, a karbon represszid. A gyorsan metabolizalodo szénhidratok represszaljak

azoknak az enzimeknek a szintézisét, amelyek Osszefiiggésben vannak az alternativ



szénforrasok  katabolizmusaval,  biztositva ezzel, hogy a jelen levd
legkedvezményezettebb  szénforrds  hasznosuljon  elsddlegesen.  Sejtfiziologiai
szempontbol ez két okbdl is elonyds. Egyrészt az energetikailag legkedvezdbb
szénforrds hasznosul, masrészt a sejtek nem vesztegetnek energiat mas katabolit
rendszer szintézisére (Ruijter és Visser 1997).

Ahogy mar més szerzOk is javasoltak (Ronne 1995), a ,karbon represszio™ kifejezést
hasznaljuk a gyakran haszndlatos ,.karbon katabolit represszid” terminologia helyett,
mivel ebben az utdbbiban benne foglaltatik, hogy a katabolitok részt vesznek a
represszids mechanizmusban, ami azonban jelenleg még nem tisztazott. A repressziot
kiilonb6z6 szénforrasok idézhetik eld, de valosziniileg a gliiko6z a legrepresszalobb. A
legtobb kisérletes tanulmany tulajdonképpen a gliikkoz hatasara vonatkozik, és
valosziniileg ez az oka, amiért a ,,gliikdz represszio” kifejezés szintén hasznalatos. A
gliikéz represszid egy specidlis esete a karbon represszionak, mint altalanos
jelenségnek.

Altalaban karbon repressziora utal az a megfigyelés, hogy egy enzim aktivitasa
alacsony, ha egy indukald és represszald szénforras keverékén torténik a ndvekedeés,
szemben azzal, ha csak indukal6 szénforrason. Egy ilyen megfigyelés azonban még nem
bizonyitja, hogy a vizsgalt enzim bioszintézise ténylegesen represszalva van. A
represszald hatas lehet indirekt, és példaul az inducer képzédés hianyanak
tulajdonithato.

A karbon represszié altal szabalyozott rendszereket metabolikus funkciojuk alapjan
harom csoportra lehet osztani. Az els6 és nagy csoportba azok a gének tartoznak,
amelyek a kevésbé preferalt szénforrasok katabolizmusat végzé enzimeket kodoljak. (A
legtobb enzimrendszert, melyek poliszacharidok, mint pl.: celluléz, pektin, xildn és
araban, degradalasaban vesznek részt, tigy tiinik, a gliikoz represszalja.)

A masodik csoportba azok a gének tartoznak, melyek a gliilkoneogenezis és a glioxalat
ciklus enzimeit kodoljak. Ezeket a géneket Penicilliumban és Aspergillusban még nem
tanulmanyoztak kiterjedten. Tulajdonképpen még nem tisztazott, hogy a
gliikoneogenezis génjei egyaltalan represszaltak-e.

A harmadik csoportba azok a karbon represszio alatt 4ll6 gének tartoznak, amelyek a
szekunder metabolizmussal vannak kapcsolatban. A leginkabb jellemzett rendszer a mai
napig a penicillin termelés Aspergillus nidulansban és Penicillium chrysogenumban.

A karbon  represszi6  mechanizmusat részletesen  tanulmanyoztdk

baktériumokban, ahol mint ,karbon katabolit represszidé” ismert, annak a korai



feltételezésnek az alapjan, mely szerint a gliikoz foszforilacidja idézi el a repressziot
(Ronne 1995).

A karbon katabolit represszid6 mechanizmusat a legatfogobban Escherichia coliban
tanulmanyoztak. Baktériumokban sokaig csak az Escherichia coliban megfigyelt cAMP
fiiggd mechanizmus volt ismert molekuléris szinten (Botsford és Harman 1992). Jol
kimutathaté az 6sszefliggés gliikoz jelenlétében a katabolit érzékeny enzimeknek, mint
példaul a B-galaktozidaznak, az alacsony aktivitdsa és az alacsony cAMP szint kozott. A
gliikoz egy foszfotranszferaz rendszeren keresztiil jut be a sejtbe, amelynek révén
foszforilalodik, mikdzben az egyik nagy energiajii foszfoprotein intermedier (ITA%)
defoszforilalodik (Saier 1996). Ez azt eredményezi, hogy az adenilat-ciklaz
inaktivalodik, a citoplazmatikus cAMP koncentracio lecsokken, a cAMP-CRP (cAMP-
cAMP receptor protein) komplex ledisszocial a DNS-r6l, a transzkripcid leall (Saier
1996).

Késobb két cAMP-t6] fiiggetlen katabolit represszid6 mechanizmus is ismerté valt
baktériumokban. Az egyik Escherichia coli-ban, a masik Bacillus subtilis-ben (Saier
1996).

E. coli-ban a kdzponti szerepet egy katabolit represszor/aktivator (Cra) fehérje jatssza,
megfelelden, hogy az operator hol helyezkedik el az operon RNS-kot6 helyéhez képest,
aktivalni, illetve gatolni fogja a transzkripciét. A cukrok ebben az esetben is
foszfotranszferaz rendszeren keresztiil jutnak a sejtbe. A citoplazmatikus glikolitikus
katabolitok (pl.:fruktoz-1-foszfat és fruktoz-1,6-biszfoszfat) hozzakapcsolédnak a
tetramer Cra fehérjéhez, aminek eredményeképpen az ledisszocidl a DNS-rél,
inaktivalva illetve derepresszdlva a transzkripciot, ezzel katabolit repressziot illetve
katabolit aktivalast eredményezve.

Bacillus subtilis-ben egy katabolit altal aktivalt, ATP-dependens protein kinaz (CAP),
egy foszfocarrier protein (Hpr) és egy transzkripcids faktor (CcpA) révén valdsul meg a
folyamat. Magas gliikozszint esetén az intracellularis metabolitok akkumuldlédnak
(pl.:fruktoz-1,6-biszfoszfat) és aktivaljak a protein-kinazt, amely foszforilalja a
foszfocarrier protein szeril-csoportjat. A Hpr a transzkripcios faktorral egy komplexet
katabolit repressziot eldidézve.

Baktériumokban ett]l a harom mechanizmustol fajonként is kiilonb6z6 karbon katabolit

mechanizmusok is 1éteznek, amelyek viszont még kevéssé feltartak (Saier 1996).

10



Eleszték és mas gombak szintén mutatnak egy hasonlo, ,,gliikkoz represszionak”
vagy ,.gliikoz hatasnak” nevezett valaszt, amit mar 100 évvel ezel6tt felfedezték, joval a
baktériumokban el0szor tanulmanyozott ilyen jelenség elott. Az €lesztokkel és fonalas
gombakkal végzett vizsgalatok megmutattak, hogy eukaridta szervezetekben létezik a
gliikéz represszionak egy olyan mechanizmusa, amely kiilonbozik a baktériumokban
megtalalhatotol. Gombakban a gliikoz represszio valdsziniileg ugyanazt a célt szolgélja,
mint amit baktériumokban, azonban teljesen eltér6 mechanizmus révén. Gombakban
ugyanis a glilkéz repressziot nem a cAMP szint megugrasa kozvetiti, és szintén
kiilonbozik attol a glitkdz repressziotol, amely soran a célzott promodter régiok egy
DNS-k6t6 represszor fehérje direkt negativ kontrollja alatt allnak. A gombak koziil
Saccharomyces cerevisiaeben (Ronne 1995; Gancedo 1992) tanulmanyoztak
legatfogobban a karbon repressziot, de sok tanulmany jelent meg Aspergillus nidulans
esetében is (Ruijter 1997).

Saccharomyces  cerevisiacben a glikdéz represszid6 —mechanizmusanak
megértéséhez eldszor is azt sziikséges tisztazni, hogy a kiillonb6zdé szénforrasokat
hogyan hasznositja a gomba sejt. A nem fermentalodd szénforrasok, mint példaul az
etanol, a Krebs-ciklusban metabolizalodik, és a respiracio révén ATP keletkezik. Mivel
a sejtnek hexoz-foszfatokra is sziiksége van a bioszintetikus reakciokhoz, gliikoz
hianyaban, a gliikoneogenezis révén kell biztositania. A gliikoneogenezis legtobb
lépését a glikolitikus enzimek katalizaljak, am két 1épés irreverzibilis, ezért sajat
gliikoneogenetikus enzimekkel rendelkezik: a fruktoz-biszfoszfatdzzal (Fbpl) és a PEP-
karboxikinédzzal (Pckl).

Ezzel szemben, a fermental6do szénforrasok, mint példaul a gliikoz, a glikolitikus uton
keresztiil metabolizadlodnak. A képzodott piroszoélosav zomében dekarboxilezodik és
etanolla redukalodik, regeneralva a glikolizis soran felhasznalodott NAD-ot. A
gliikoznak csak egy kis része metabolizalodik teljesen, és sokkal kevesebb ATP
képzédik, mint az oxidativ ndvekedés soran. A tisztdn fermentativ novekedés
pazarlasnak tiinhet, azonban a szén nem vész el, hanem csak egyszertien elkiiloniil, mint
etanol. Amint a glikéz elfogy, az élesztd sejtek mitokondrialis enzimei
derepresszalodnak, és a képzddott etanol elkezd metabolizalodni. Ezt az atmenetet, a
gliikéz fermentaciobol a glilkoneogenetikus novekedésbe nevezziik diauxikus shift-nek.
Meg kell jegyezni, hogy az elérhetd gliikkoz gyors atalakitasa etanolla szelekcids elényt
biztosit az élesztd sejtek szamdra egy olyan kozegben, ahol a kompetitor szervezet nem

tudja hasznositani az etanolt.

11



A fermentativ novekedésbol a gliikoneogenetikus novekedésbe torténd atmenet nagy
valtozasokat jelent az egész szén metabolizmus folyamataban. A folyamatban részt
vevO sok enzim poszttranszkripcios szabalyozas alatt all, de nagy szamban vannak
transzkripcidos szinten kontrollalt gének is, amelyek vagy indukaldédnak, vagy
represszalodnak gliikoz jelenlétében.

A gliikoz represszalt géneket a fentiek alapjan harom csoportra lehet osztani: 1) FBPI
és PCK1, melyek a gliikoneogenezis sajat enzimei. Ezeket a géneket a gliikoz erésen
represszalja, hogy megakadalyozza a glikolizis és a gliikoneogenezis egyidejli
mikodését. 2) A mitokondrialis enzimeket kodold gének, amelyek a Krebs-ciklusban és
a respiracioban vesznek részt (Aspergillusban, 1évén obligat aerob, ez nem val6szind,
amit Raitt és mtsai. (1994) meg is erésitettek azzal, hogy kimutattak, a gliikoz nem
represszalja a citokrom c szintézisét ellentétben a Saccharomyces cerevisiaevel). 3)
Azok a glikéz represszalt gének, amelyek mas szénforrasok felvételét ¢&s
metabolizalasat végzik. Ezek kozé tartoznak a GAL, SUC és MAL gének termékei,
melyek a galaktdz, szachar6z és maltoz felhasznélasanak elso 1épéseit katalizaljak. Ezek
a cukrok a glikolitikus utba lépnek be, mint hex6z-foszfatok és a gliikkozzal megegyez6
modon metabolizalédnak. Az etanol, tejsav és glicerin hasznositasaért felelds gének
hasonloképpen gliikoz represszi6 alatt allnak (Ronne 1995).

Ma még nem teljesen tisztazott, hogy a gliikdz miként valtja ki a repressziot, de
ugy tiinik, hogy a hexokinaznak fontos szerepe van benne, mivel az enzim aktivitasa
sziikséges a repressziohoz. Emellett szdmos megfigyelés arra mutat, hogy a represszio
kivaltasaban a glikolizis fluxusanak van nagy szerepe, sokkal inkabb, mint egy kezdeti
intermediernek (Ronne 1995).

Elesztokben a gliikoz repressziot vizsgald korai munkak a cAMP szerepére
helyezték a hangsulyt, abban a meggy6z6désben, hogy a szignal ugyanaz lehet, mint a
baktériumok katabolit repressziojaban. Ehelyett azonban azt talaltak, hogy egy protein
kindznak (Snfl, Catl vagy Ccrl) van kulcsszerepe a gliikkdz represszioban (Carlson és
mtsai. 1981). Ez a kinaz minden gliikdéz represszalt gén expresszidjahoz sziikséges
(Celenza és Carlson 1986). Egy egyszerii modell a gliikoz repressziora az lenne, hogy a
gliikéz general egy szignalt, ami gatolja vagy k6zombdsiti az Snfl aktivitasat. Arra
azonban nincs egyértelmi bizonyiték, hogy a gliik6z szabalyozza az Snfl aktivitast.

A gliikoz repressziora specifikus ,,downstream” effectorokat mar azonositottak: a MIG1

represszort élesztében és a kozeli rokon CREA represszort Aspergillusban.
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Egy lehetséges alternativ mechanizmus a gliikkdz szabalyozasra a cAMP 1ut. Hasado
¢élesztOben végzett kisérletek alapjan ugy tlinik, hogy a FBPI gliikkdz represszidja ezen
utvonal altal kozvetitett (Hoffman és Winston 1991). Hangsulyozni kell azonban, hogy
mig baktériumokban a katabolit represszio rendelkezik egy cAMP szignallal, addig
hasado élesztokben, a cAMP szerepe teljesen ellentétes iranyu. Hasadd élesztdben a
gliik6z indukalja a cAMP szintézist (Byrne és Hoffman 1993), baktériumokban gatolja.
S6t, a cAMP gliikoz repressziot okoz hasado élesztOben, de baktériumokban serkenti a
gliikoz represszalt gének expresszidjat. Ezen kiviil élesztOben nincs a bakterialis CAP
fehérjéhez hasonld, cAMP-k6t6 transzkripcids faktor. Eukariotakban ehelyett a cAMP
dependens protein kinaz adja tovabb a cAMP szignalt.

Sarjadz6 élesztében a cAMP ut funkcidja még nem pontosan tisztazott, de nem
elképzelhetetlen, hogy részt vesz a gliikkdz szabalyozasban. Ahogy hasado élesztében, a
gliikoz atmenetileg itt is indukalja a cAMP szintézist és szamos gliikkdz represszalt gén
expressziojat befolyasolja, mint példaul az ADH2-t (Denis és Audino 1991). Azonban
az invertaz aktivitas folyamatosan gliikkoz represszalt olyan torzsekben, melyekben
eléggé alacsony a cAMP dependens kindz aktivitas. Ez azt mutatja, hogy az Snfl
utvonalon keresztiili represszio fiiggetlen a cAMP rendszert6l, de nem zarhato ki a

lehetdség, hogy a cAMP rendszer az Snf1 uttal parhuzamosan miikodik.

Mara a penicillin bioszintézis szinte teljesen tisztazott. A folyamat harom
enzimatikus 1€épésbol all, amelyekbdl az els6é kettd6 minden B-laktadm antibiotikumot
termeld folyamatban azonos (1. abra). Ezt a két 1épést katalizaldo enzimek feltehetdleg
eloszor egy prokaridta szervezetben alakultak ki, és egy génklaszter, amely ennek a két
enzimnek a génjeit tartalmazta, mintegy 370 milli6 évvel ezel6tt kertilhetett at ezekbdl a
prokariotakbol a Penicillium, Cephalosporium €s mas B-laktam termeld fonalas gombak

crer

még mindig nagyfokil homoldgia figyelhetd meg az egyes szervezetek enzimei kdzott

(Martin 1992).
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L-a-amino-adipinsavd L-cisztein + L-valin (vaku6lum)

ACYV szintetaz (citoszol)
(acvA / pcbAB)
v
S(L-a-aminoadipil)-L-ciszteinil-D-valin (LLD-ACYV) (citoszol)
IPN szintaz (citoszol)
(ipnA / pcb(C)
v
Izopenicillin N (IPN) (citoszol)
acetil-CoA:IPN
aciltranszferaz
(aatA / penDE) L-a-amino-adipinsav IPN epimeraz
(mikroszéma) (cefD)

N penicillin

fenoxi-acetil-S-CoA (a)

fenil-acetil-S-CoA (b) i (Acremonium ban,
baktériumokban)
CoA-SH
cefalosporin C
(a) V penicillin

(b) G penicillin

1. abra. A penicillin bioszintézise. Penicillin bioszintézis csak gombdakban
megfigyelhetd, am cefalosporint mind gombdk, mind baktériumok
szintetizalnak.

Mar hamar kimutattak, hogy a penicillinben a kén, az L-ciszteinb6l szarmazik (Arnstein
¢s Grant 1954 a,b), és a B-laktdm bioszintézis elsd 1épése harom aminosav: az L-a-
aminoadipinsav, L-cisztein €s L-valin kondenzacidja, aminek eredménye egy tripeptid:
az o-aminoadipil-ciszteinil-valin (ACV) (Arnstein és mtsai. 1960, Arnstein és Morris
1960). Késobb kimutattdk, hogy a tripeptid 6-(L-oi-aminoadipil)- L-ciszteinil-D-valin
(LLD-ACYV) konfiguracioja (Loder és Abraham 1971, Adriens és mtsai. 1975). Ma mar
tudjuk, hogy a reakciét egyetlen multifunkcionalis enzim, az ACV szintetaz (ACVS)

katalizalja, mely a két peptidkotés kialakitasa mellett a valin epimerizacidjat is elvégzi
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(Zhang ¢és Demain 1992). Az ACV 1960-as felfedezése utan tobb mint 15 évre volt
sziikség ahhoz, hogy sikeriiljon a tripeptidet penam szerkezetiivé atalakitani sejt
extraktumban (Fawcett és mtsai. 1976) és hogy néhany év multan az LLD-ACV-bol
nyert terméket, mint izopenicillin N-t azonositsak (O’Sulliven és mtsai. 1979, Konomi
¢s mtsai. 1979). Ma mar tudjuk, hogy az LLD-ACV oxidativ gylr(i zarodasat,
izopenicillin N-t létrehozva, egyetlen enzim, az izopenicillin-N-szintetdz (IPNS) végzi,
amely szabad oxigént haszndl elektron akceptorként (White és mtsai. 1982). Az
izopenicillin N egy eldgazdsi pont a penicillin ¢és cefalosporin/cefamicin
bioszintézisben. A penicillinek bioszintézisében az izopenicillin N oldallanca
leggyakrabban fenilacetil vagy fenoxi-acetil csoportra cserélddik le, penicillin G-t vagy
penicillin V-t létrehozva. Ezt a reakcidt az acetil-CoA:izopenicillin-N-aciltranszferaz
(AT) katalizalja, aminek jelenlétét mar 1967-ben demonstraltdk Penicillium
chrysogenum nyers extraktumaban (Pruess ¢és Johnson 1967). Az oldallanc cseréje
kétféleképpen is végbemehet (Alvarez és mtsai. 1987). Az egyik lehetdség, hogy az a-
aminoadipinsav oldallanc lehasad és 6-amino-penicillansav (6-APA) szabadul fel. Ezt
kovetéen, ha jelen van a CoA-val az aktivalt oldallanc prekurzor (pl.: mint CoA-
tioészter), akkor a CoA felszabadulasa kozben hozzakotodhet az acetiltranszferazhoz, és
létrejon a kész penicillin molekula. Elképzelhetd egy egylépéses reakcié mechanizmus
is, amelyben az izopenicillin N a-aminoadipinsav oldallanca kozvetleniil kicserélddik a
prekurzorral anélkiil, hogy a 6-APA felszabadulna az enzimrél. Késébb kimutattak,
hogy az izopenicillin-N-aciltranszferaz Penicillium chrysogenumban mind a harom
reakciot képes véghezvinni in vitro, de az még nem ismert, hogy a két mechanizmus
kozil melyik van talstlyban in vivo.

Aspergillus nidulansban és Penicillium chrysogenumban a penicillin bioszintézisét
katalizald6 harom enzimet kodold gének: az acvA (pcbA), az ipndA (pcbC) és az aat
(penDE). Ezek a gének génklaszterbe szervezddnek, és tobb tanulmany is kimutatta,
hogy a gének mikodését komplex szabalyozo haldzat kontrollalja (Brakhage 1997,
Brakhage 1998).

A penicillin termelésre kifejlesztett taptalajok vizsgéalata révén régota jol ismert, hogy
diszacharidok valamint oligo- és poliszacharidok jobb szénforrdsok a penicillin
bioszintézis szamara, mint a glikéz. A penicillin Penicillium chrysogenum éltali ipari
termeléséhez éppen ezért korabban laktozt hasznaltak szénforrasként, mivel igy sikeriilt
a legmagasabb penicillin titert elérni. A f6loslegben hasznalt gliikoz drasztikusan

lecsokkentette a titert (Soltero és Johnson 1953; Martin és mtsai. 1982). A fruktoznak,

15



galaktoznak és szacharoznak a gliikkozhoz hasonldan szintén negativ hatdsa volt a
penicillin termelésre. Tekintettel arra, hogy a gliikkoz hatasa koncentracio fiiggd, ipari
méretekben a penicillin bioszintézis gliikoz altali karbon represszié kikeriiléséhez
szubrepresszald mennyiségli gliikdzt adagolnak a tenyészethez (Matsumura és mtsai.
1978, Soltero és Johnson 1954). Erdemes megjegyezni, hogy a karbon represszid
megléte pH fliggo: a pH csokkenésével hatasa né (Espeso és mtsai. 1993). A fiziologiai
értelmezése a penicillin bioszintézis karbon kontrolljanak még nem teljesen tisztazott.
Egy, a kompetitiv mikroorganizmusok novekedését gitlo antibiotikum lehetséges
termelése fontosabb, ha a szénforras limitalt, mint ha boven elérheté mennyiségben van
jelen.

A szénforras tobb ponton is szabdlyozza a penicillin bioszintézist: (1) L-a-AAA
fluxusan, (2) oldallanc prekurzorok aktivalasan, (3) penicillin bioszintézis gének
transzkripcidjan és (4) penicillin bioszintézis gének poszttranszkripcios szabalyozasan
keresztiil. Penicillium chrysogenum esetében a glikoz potlas laktéz szénforrason
lecsokkentette az L-a-AAA pool-t a micéliumban, ami valoszintileg az L-a-AAA ACV
atalakulas fluxusat is csokkentette (Honlinger és Kubicek 1989). Az ACV és IPN
képzddését a gliikoz szintén represszalta (Honlinger és Kubicek 1989; Revilla és mtsai.
1984, 1986). ['*C] valin ACV-be torténé in vivo beépiilésének kozvetett mérése alapjan
szintén feltételezhetd, hogy a penicillin bioszintézis gliikdz represszidja soran a gliikkoz
represszalja és nem gatolja a penicillin bioszintetikus enzimeket. Ezzel szemben Renno
és munkatarsai szerint (Renno és mtsai. 1992) mind a harom penicillin bioszintézis gén
steady-state mRNS szintje magas volt gyors ndvekedés esetében, amikor szamottevo
gliikoz volt jelen. Mindezek azt mutatjak, hogy a szénforras szabdlyozasanak mérése,
legaldbbis részben, de fiigg a kisérleti megkozelitéstol.

Aspergillus nidulansban hasonld jelenség figyelhetdé meg. Represszald szénforrasok,
mint a gliikkdz, szacharoz, lecsdkkentik a penicillin termelést (Brakhage és mtsai. 1992).
Riportergén fuzios vizsgalatok eredményei azt mutatjak, hogy az ipnA4 gén expressziojat
a fermentaci6 folyaman a laktoz helyett szénforrasként hasznalt gliik6z vagy szachar6z
represszalja (Brakhage és mtsai 1992). Ezt alatamasztotta az a megfigyelés is, hogy az
IPNS specifikus aktivitas jelentdsen lecsokkent gliikozon nétt tenyészetekben. Az ipnA
expressziojanak represszidja, represszald szénforrasok altal, legaldbbis részben,
transzkripcids szinten torténik, mivel az egyensulyi ipnA mRNS szint lecsokken, mikor
a tenyészetek represszald szénforrason, mint példaul szachar6zon nének (Brakhage

1998). Azonban a tapkdzegben 1évo gliikkoz mind az acvA4, mind az aatA riporter gén
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fuziok expresszidjat csak kevéssé, vagy alig represszalta. Viszont az aatd gén
termékének, az [AT-nak a specifikus aktivitdsa lecsokkent a laktoz helyett gliikkozon
noétt tenyészetekben (Brakhage és mtsai. 1992). Ez alapjan gy tinik, hogy az IAT
gliikéz szabalyozasa, legalabbis részben, posztranszkripcios szinten torténik. Az
azonban még nem tisztazott, hogy a gliikdz szabalyozas miért torténik transzkripcios
szinten az ipnA esetében és posztranszkripcids szinten az aatA esetében.

A penicillin termelés karbon represszidja valoszinilleg megkivanja a glikoz
katabolizmusat, €s ezen keresztiil hat, ugyanis a gliilkdz anal6gok, mint pl.: p-metil-
gliikozid, 3-O-metil-gliikkozid, a gliikdzzal azonos koncentracidban, nem fejtik ki ezt a
hatést. Ezeket az analogokat felveszik a sejtek, de tovabb nem metabolizaljak (Bourd és
mtsai. 1975, Lopez és Thoms 1977).

A cAMP szerepe a szénforrds szabdlyozasban vitatott kérdés. Penicillium

chrysogenumban a cAMP szint magas, ha a gomba lakt6z szénforrason nd, és erésen
lecsokken (kb. 75 %) ha gliik6zt adunk hozzd (Kozma és mtsai. 1993). Aspergillus
nidulansban nem mutattak ki 6sszefliggést az intracellularis cAMP szint és a szénforras
(laktoz és gliikoz) kozott (Brakhage 1998).
Annak vizsgalatdhoz, hogy az ipnd gén expresszidjat a szénforrds miként szabalyozza
molekularis szinten, olyan Aspergillus nidulans mutdnsokat vizsgaltak, amelyek primer
metabolizmus kiilonb6z6 génjeinek gliikoz represszidjat befolyasold (creAd-I, creB304
és creC302) (Bailey és Arst 1975), mar korabban karakterizalt helyeket hordoztak. Ezek
alapjan megallapithatd, hogy nagy valdszintiséggel a CREA nem jatszik szerepet a
penicillin bioszintézis karbon represszidjaban.

Amint a fentiekbdl is kitlinik, a szénhasznositas és a penicillin bioszintézis
kozott szoros kapcsolat all fenn, s6t Penicillium chrysogenum gliikokinaz deficiens
mutans vizsgalatai alapjan (Barredo és mtsai. 1988) ugy tiinik, hogy a szénhidrat
hasznositas €s a penicillin bioszintézis szénforrds szabalyozasa kozds mechanizmus

révén valosul meg.

A Penicillium chrysogenum, hasonloan a legtobb fonalas gombahoz, jelent6s
bioszintetikus képességgel rendelkezik, €s egyszerii 0sszetételii taptalajon is néhet. A
szerves anyagok széles spektrumat képes szén- €s energiaforrasként felhasznalni, de a
leggyakrabban hasznalt szén- és energiaforrasok a cukrok, mint a gliikdz, a laktoz és a

szacharoz (Moss 1987).
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Penicillium chrysogenumban a szubsztratumok és metabolikus termékek
transzportjat csak néhany sajatos esetben vizsgaltdk (Nielsen 1995; Hunter és Segel
1971, 1973), de mas fonalas gombdk ¢és ¢élesztok (kiillondsen Saccharomyces
cerevivsiae) transzport folyamatairdl kelld6 mennyiségii ismeret all rendelkezésre.
Gombékban a szénhidratok transzportja facilitalt diffuzioval (pl.: a glikoz) vagy aktiv
transzporttal (pl.: a laktéz) torténik, ami nem foglal magdban egy egyideji
foszforilacios 1épést, mint az a baktériumok PTS-rendszere esetében megfigyelhetd.
Azonban a szénhidrat foszforilacidja gyorsan torténik a sejtbejutds utan, ezért nehéz
azonositani a nem foszforilalt intracellularis cukrokat.

Amikor a Penicillium chrysogenum olyan diszacharidokon, mint példaul a
szachar6z ¢és laktéz n6, azok monomerjeikre hidrolizalnak (gliikkoz/fruktéz és
gliikoz/galakt6z) az invertaz (vagy B-frukto-furanoziddz) és laktaz (f3-galaktozidaz)
enzimek altal. A monomerek a glikolitikus utakon metabolizalédnak. Elesztében
(Gancedo és Serrano 1989) és Neurospora crassaban (Marzluf és Metzenberg 1967) az
invertaz a periplazmatikus térben lokalizalodik. Penicillium chrysogenumban az
invertaz lokalizacidja ismeretlen. Penicillium chrysogenum siillyesztett (submerged)
kultardban extracellularisan figyeltek meg némi invertdz aktivitast, de elképzelhetd,
hogy csak a hifak fragmentadloddsa soran szabadult ki a periplazmatikus térbol az
extracellularis tapkozegbe. Késobb batch kultiraban azt tapasztaltak, hogy szachar6z
szén- és energiaforrason mind a gliikkdz, mind a fruktéz a tapkodzegben akkumulalodik,
ami tisztdn mutatja, hogy igen nagy invertaz aktivitds van jelen extracellularisan. A
laktaz a citoszdélban lokalizalodik élesztoben (Gancedo és Serrano 1989), fonalas
gombakban lehet intra- vagy extracellularis, vagy mind a kettd egyszerre, mint példaul
Neurospora crassaban (Landman 1954, Lester és mtsai. 1962).

A cukrok k6zds belépési helye a glikolitikus utakba, a harom monofoszfaton (gliikkoz-1-
foszfat, gliikkoz-6-foszfat és fruktoz-6-foszfat) keresztiil torténik, amelyek egymasba
konnyen atalakulhatnak, és ezért egyetlen metabolikus pool-t alkotnak (Nielsen 1995;
Sih és Knight 1956). Az intracellularis gliikoz ¢és fruktdoz egyenesen a hexodz-
monofoszfat pool-ba Iépnek be, a hatos szénatomuk foszforilezdése révén. Az
extracellularis galaktéz transzportjabol vagy a lakt6éz intracellularis hidrolizisébdl
szarmazo6 galaktoz belépése a hexdz-monofoszfat pool-ba sokkal bonyolultabb moédon
torténik.  Penicillium  chrysogenumban még nem azonositottdk a galaktoz
asszimilaciojaért felelés enzimeket (Nielsen 1995), de a folyamat feltehet6leg hasonléan

torténik, mint az élesztékben (Gancedo és Serrano 1989).
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A laktdz hasznositas kulcsenzime a laktozt gliikozra és galaktoézra hidrolizald 3-
galaktozidaz (B-D-galaktozid-galaktohidrolaz vagy laktaz; EC 3.2.1.23), mely egyarant
megtalalhatd baktériumokban, gombakban, novényekben és allatokban. A reakcio
mechanizmust, €s az enzim haromdimenzios szerkezetét tekintve, a legrészletesebben az
Escherichia coliban talalhatd B-galaktoziddzt tanulméanyoztdk (Ring és mtsai. 1988;
Jacobson ¢és mtsai. 1994), azonban az ipar szamdra legfontosabb B-galaktozidazok
¢élesztokbol és kiillonbozoé Aspergillus fajokbol szarmaznak. Ezeket az enzimeket foként
az ¢lelmiszeriparban hasznaljak, a glikéz és galaktoz kozotti B-(1,4) kotés
hidroliziséhez, a vilagszerte nagy mennyiségben felhalmoz6do laktéz hasznositasahoz,
vagy a laktdz intolerancia miatt az eltavolitasahoz (Shukla 1975). Az ipari felhasznalasa
mellett azonban mar jo ideje glikokonjugdtumok régid- és sztereospecifikus
szintézis€hez is hasznaljak (Attal és mitsai. 1992). Ezeknek a biotechnologiai
alkalmazasoknak a szempontjabol eldny0s, ha az enzim termostabilabb és alacsonyabb
pH-n is jol miikodik, valamint extracellularis. Ebb6l ado6doan, a kutatasok nagyrészt
ilyen enzimek keresésének ¢és tisztitdsanak iranyaba torténtek, kiilondsen fonalas
gombak esetében. Szamos tanulmany jelent meg kiilonbozé forrasbol szarmazo -
galaktozidaz tisztitasardl €s enzimatikus jellemzésérol (Fischer és mtsai. 1995; Shaikh
és mtsai. 1999; Rogalski és Lobarzewski 1995; Gargova 1995), azonban az
enzimtermelés szabalyozasarol joval kevesebb.

Altaldban elmondhat6, hogy a legtobb mikroorganizmusban a laktéz indukalja, a
gliikéz represszalja a B-galaktozidaz aktivitast.

A represszald szénforrasok koziil altalaban a gliik6z a legrepresszalobb. Escherichia
coliban, a glik6éz harom modon befolydsolja a B-galaktoziddz szintézist. A gliikoz
megakadalyozhatja a laktoz belépését a sejtbe, igy magat az indukciot is. Ezt inducer
kizarasnak nevezik. Indukalt sejtekben, a gliikoz jelenléte felére csokkenti a -
galaktozidaz szintézis mértékét, amit karbon katabolit represszionak (permanens
represszid) neveznek. Valamint indukalt sejtben, a kezdeti B-galaktozidaz szintézist
atmenetileg a gliikoz lecsokkenti, amit tranziens represszionak neveznek. A gliikkoznak a
B-galaktozidaz indukciora kifejtett két utobbi hatasa a lac operon, katabolit gén
aktivator fehérje (CAP) és a cAMP altali, pozitiv szabalyozasanak eredménye (Dickson

¢s Markin 1980). Gombdkban a glilkéz represszi6 mechanizmusa eltér a
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baktériumokétol, ahogy arrdl mar fentebb volt sz6. Lényeges kiilonbség, hogy a gliikkoz
nem eredményezi az enzim permanens repressziojat.

Fonalas gombak koziil Aspergillus nidulansban ¢€s Neurospora crassaban
tanulmanyoztak részletesebben az enzim szintézis szabalyozasat (Fantes és Roberts
1973; Bates és mtsai. 1967). Aspergillus nidulans esetén extracellularisan nem mértek
B-galaktozidaz  aktivitast, az enzim intracelluldris, nagyrészt az oldhato
sejtextraktumban, valamint kis mennyiségben a sejtfalhoz kotdtten mérheté (Diaz és
mtsai. 1996). A B-galaktozidaz termelést mind a laktéz, mind a galaktdz indukalja, a
gliikéz pedig represszalja. A galaktéz jobb inducere az enzimnek, viszont nemcsak a
jelenléte, hanem a metabolizmusa is sziikséges a normal indukcidhoz. Fiziologiai
szempontbol a P-galaktozidaz egyik funkcidja valdszinlileg az, hogy laktéz
szénforrason lehetdvé tegye a konidiumok csirazasat. 3-galaktozidaz defektes mutansok
vizsgalatai alapjadn pedig feltételezhet, hogy egy alternativ laktdéz hasznositasi ut is
1étezik Aspergillus nidulansban (Fantes €s Roberts 1973). Neurospora crassaban két,
fizikailag is jol elkiilonithetd P-galaktozidaz enzim talalhatd. Az egyik mind intra-,
mind extracellularisan megtaldlhaté. A kisebbik enzim pH optimuma 4,2 (o-nitrofenil-
B-D-galaktopiranozidra (ONPG) nézve), és laktéz, D-galaktoéz, D-xiloéz és L-arabindz
szénforrason egyarant indukalodik. A nagyobbik B-galaktozidaz pH optimuma 7,5
(ONPG-re nézve), am D-xiléz és L-arabindz nem indukalja, csak egy nagyon alacsony
aktivitds figyelhetd6 meg a két szénforrdson. Azonban mind a két enzim mutat az
el6z6hoz hasonlo alacsony aktivitast gliikkdz, szachar6z és fruktdéz szénforrason nott
tenyészetekben. A legjobb inducer, Neurospora crassa esetében is, a galaktoz (Bates és
mtsai. 1967). Szamos esetben leirtdk, hogy a laktoz mellett a galaktoz is jo, vagy jobb
inducere az enzimnek, s6t Phycomyces blakesleeanusban a fruktéz (Montero és mtsai.
1989), Penicillium canescensben az L-arabindz (Nikolaev és Vinetski 1998) is indukalja
a B-galaktozidaz szintézist.

Az enzimmiikddés szabalyozasaban mas enzimek is részt vehetnek, vagy mas
enzimekkel kozosen latjak el funkcidjukat. Eukaridta szervezetekben, példaul
emberben, vizsgaltak olyan lizoszomakat, amelyekben a 3-galaktozidaz mas enzimekkel
képez multienzim komplexet. Ilyen lizoszémalis multienzim komplex a szialidaz-f3-
galaktozidaz-N-acetil-aminogalakto-6-szulfat szulfatdz komplex, mely glikolipidek,
glikoproteinek és oligoszacharidok katabolizmusaban vesz részt (Pshezhetsky és

Ashmarina 2001). Ilyen tovabba a karboxipeptidaz-B-galaktozidaz-neuraminidédz enzim
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komplex, ahol a karboxipeptidaznak fontos szerepe van a lizoszomalis enzimek
biogenezisében, az enzim prekurzorok proteolitikus processzingjében (Pshezhetsky és

Potier 1993).
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3. ANYAGOK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Fiziologiai vizsgalatok

3.1.1. Torzsfenntartas

Kisérleteinkben a Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 torzset hasznaltuk. A
torzsfenntartds Czapek-Dox, illetve Sabouraud taptalajon tortént. A Czapek-Dox
taptalaj osszetétele: 0,3 % (w/v) Na NOs, 0,1 % (w/v) KoHPOy, 0,05 % (w/v) KCl, 0,05
% (w/v) MgS04 x 7 H,0O, 0,001 % (w/v) FeSO4 x 7TH,0, 3 % (w/v) szachar6z, 2 %
(w/v) agar (pH=6,6) volt. A Sabouraud taptalaj osszetétele: 1 % (w/v) kazein pepton, 2
% (w/v) glikoz, 1,7 % (w/v) agar (pH=5,6) volt. A gombat 25 °C-on, 7 napig
tenyésztettiik a fent emlitett taptalajokon. A ferde tenyészeteket 4 °C-on taroltuk a

tovabbi felhasznalasig.

3.1.2. A gomba tenyésztése

Vizsgalatainkhoz folyékony tenyészeteket készitettiink, amelyeket spora
szuszpenzidval oltottunk be. A gombat komplex tapoldatban tenyésztettiik, melynek
Osszetétele a kovetkezd volt: 2 % (w/v) szénforras (a kisérletnek megfelelden; kiilon
sterilezve), 0,4 % (w/v) pepton, 0,4 % (w/v) élesztd kivonat, 0,2 % (w/v) KH,POy4, 0,8
% (w/v) Na,HPO4 x 12 H,0, 0,025 % (w/v) MgSO4 x 6 H,O. A tapkozeg pH-ja 7,0
volt. A tenyésztés 500 ml-es Erlenmeyer lombikokban tortént, lombikonként 200 ml
tapoldattal, amit 200 milli6 sporaval oltottunk be (maximum 4 ml szuszpenzoban), és
25 °C-on, 200 fordulat/perc razattunk. A taplevest a kisérlett6l fiiggéen 2 % laktozzal,
0,5-2 % gliikézzal, 2 % galaktozzal, 2 % glicerinnel vagy 2 % szacharo6zzal, illetve 0,15
% koffeinnel, 0,025 % dibutiril-cAMP-vel (dBcAMP), 1 % dezoxi-D-gliikozzal
egészitettiik ki a tenyésztés 40. orajaban.

Mosott sejtes kisérletekhez a fent emlitett komplex tépoldatban, gliikéz
szénforrason nott, 48 oras koru, tenyészeteket hasznaltunk. A micéliumot livegsziirén,
steril koriilmények kozott leszirtiik €s minimal tapoldatba mostuk at. A minimal
tapoldat dsszetétele: 2 % szénforras, 0,2 % (w/v) KHyPO4, 0,8 % (w/v) NaHPO4 x 12
H,0, 0,025 % (w/v) MgSO4 x 6 HyO, 1 % (NH4),SO4 volt. A kisérlett6] fiiggéen 0,15
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% koffeint, és 1 % dezoxi-D-gliikozt, szénforrasként 2 % laktozt, vagy 2 % gliikkozt
tartalmazott a tapkozeg. A tenyésztés ebben az esetben is 500 ml-es Erlenmeyer
lombikokban tortént, lombikonként 200 ml tapoldattal, amit 100 ml komplex
tapoldatban felndtt micéliummal oltottunk be, és 25 °C-on, 200 fordulat/perc

fordulatszamon razattunk.

3.1.3. A B-galaktozidaz aktivitas mérése

A P-galaktozidaz aktivitds valtozasok nyomon kovetéséhez a mintdkat a
komplex tapoldatban nétt tenyészetek esetében a novekedés 24-90. ordig tartd
id6szakaban, mig mosott sejtes tenyészeteknél a 0-48. oras idészakban vettiik. A fenti
koriilmények kozott mar kell6 mennyiségli micélium volt jelen a tapkozegben és a
sejtek nagy része még nem lizalt.

Intracellularis enzimaktivitdas méréséhez 10 ml mintat vettiink a tenyészetbol,
melyet iivegsziiron leszlrtiink, a micéliumot desztillalt vizzel mostuk, majd 5 ml 0,1 M
Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0) felszuszpendalva lefagyasztottuk (-20 °C).
Intracellularis enzimaktivitdsok mérése elott a lefagyasztott micéliumokat X-press-szel
(AB Biox, Goteborg, Svédorszag) tartuk fel. A feltart mintédkat felolvasztds utan
Eppendorf csévekben, 10000 fordulat/perc fordulatszdimon, 4 °C-on, 10 percig
centrifugaltuk. A B-galaktozidaz aktivitast a feliiluszobol mértiik, az enzim szintetikus,
kromogén szubsztratjaval, o-nitrofenil-B-D-galaktopiranoziddal (ONPG), 30 °C-on, 30
perces inkubalassal. A reakciotérfogat 1 ml volt, amely 500 pl nyers extraktumot, 3 mM
végkoncentracioju ONPG-t tartalmazott 0,1 M Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0). A
reakciot 5 perces eldinkubalas utan a szubsztrat hozzaadasaval inditottuk. Majd 30 perc
mulva, jégen lehiitve allitottuk le a reakcidt. Tisztitott enzimpreparatum esetén a reakcio
leallitdsa 2 ml 0,1 M Na,COs;-tal tortént. A nyers extraktum esetében a leallitas azért
tortént jégen, mert olyan anyagot tartalmazott, amely lugos pH tartomanyban sarga
szindl, és zavarta volna a mérést. A felszabadult o-nitrofenol mennyiségét fotometriasan
mértikk 410 nm-en, és a kapott értékeket fehérjére és idére vonatkoztatva specifikus
aktivitasban (U/mg fehérje) fejeztiik ki, ahol 1U=1 nmol képzddatt o-nitrofenol/perc.

Extracellularis -galaktoziddz aktivitast a tenyészetbdl szarmazé szlrlet 500 pl-
ébol mértilk a fenti modszerrel, és a kapott aktivitdst szaraztomegre és idore

vonatkoztattuk.
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3.1.4. A fehérje tartalom mérése

A mintdk fehérje tartalmat a Peterson (1983) altal moédositott Lowry féle
modszerrel hataroztuk meg, amihez BSA (marha szérum albumin) standardot

hasznaltunk.

3.1.5. A tenyészet szaraztomegének mérése

A szarazanyag tartalom meghatarozdsahoz a tenyészetbdl 5 ml mintat vettiink,
amit szlr6papiron leszlrtiink, majd a micéliumot desztillalt vizzel mostuk és
szobahomérsékleten, tobb napon keresztiil, sulyallanddsagig szaritottuk. A

szaraztomeget a tenyészet egy milliliterére vonatkoztattuk.

3.1.6. A gliikkéz mennyiségének mérése

A glikéz fogyasanak meghatarozasat a Leary és munkatarsai (1992) altal
kidolgozott rate assay modszerrel végeztiik. A tenyészet sziirletének 30 pl-ét és 3 ml
reagens oldatot kiivettdban dsszemértiikk és 3 percig mértiik az abszorbancia valtozasat
(A=500 nm). A reagens oldat Osszetétele a kovetkezd volt: 0,1 M Na-K-foszfat
pufferben (pH=6,6), 4 kU/l glilkéz-oxidaz, 1 kU/l peroxidaz, 0,76 mM 4-amino-
antipirin és 11 mM fenol. A kalibraciot 2,5-50 mM gliik6z standard sor felhasznalasaval

végeztik.

3.1.7. A lakt6z mennyiségének mérése

A laktdz koncentracid meghatarozasa laktozon nétt tenyészet sztirletébol HPLC
analizissel tortént, Sandor és munkatarsainak (1999) modszere alapjan. Az analizis Bio-

Rad Aminex-H+, hidrogén-fazisu, ioncserélé oszlopon, 10 mM H,SO, izokratikus

crer

3.1.8. Az ammoénia mennyiségének meghatarozasa
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Az ammonia koncentraciot laktézon és gliikkdozon ndtt komplex tenyészetek
szlirletében hatdroztuk meg, ammonia szenzitiv elektrod (OP-NH;-7113-S, Radelkis

Budapest, Magyarorszag) segitségével.

3.1.9. Ciklikus nukleotidok (cAMP, cGMP) és ADP-rib6z Kkoncentracio

meghatarozasa

A kiilonbozo szénforrasokon nétt tenyészetek intracellularis cAMP, cGMP ¢és
elokészitést kozvetleniil a mérés elott végeztiik. A mintakat laktoz, gliikkoz, glicerin és
szachar6z szénforrason noétt tenyészetek esetében a 24. éraban vettiik, mig a laktézon
noétt tenyészeteknél, ahol a 40. 6raban represszald szénforrast adtunk, a mintavétel a 48.
oraban tortént. A nukleotid koncentracid méréséhez 5 ml tenyészetet iivegsziirén
leszlrtiink és desztillalt vizzel mostunk. A sejteket 1 ml 10 %-os (v/v) jéghideg
perklorsavban felszuszpendaltuk és 30 percig, 4 °C-on allni hagytuk. A micéliumot
Eppendorf csévekben centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 15 perc, 4 °C), majd a
feliiluszot 2 M jéghideg NaOH-dal neutralizatuk. Centrifugalas utan a feliiluszot 0,45
um-es HV-Millipore sziirén atsztrtik és 200 pl-t a HPLC oszlopra injektaltunk
(Gebelein és mtsai. 1992).

A kromatografia paramétereit és az analizist Di Pierro €s munkatarsai (1995) altal
kidolgozott modszert kdvetve allitottuk be és végeztiik. Supelcosil LC-18, 150 x 4,6
mm, 3 um szemcseméretl, sajat védd oszloppal rendelkezd oszlopot (Supelco)
hasznaltunk, amelyet a kovetkezd Gsszetételi mozgo fazissal (puffer A) ekvilibraltunk:
10 mM tetrabutil-ammoénium-hidroxid mint ionpar képzd, 10 mM KH,PO4, 0,25 %
(v/v) metanol (pH=7,0). A 1épcsds gradienst egy masodik pufferrel (puffer B)
alakitottuk ki, melynek &sszetétele: 2,8 mM tetrabutil-ammonium-hidroxid, 100 mM
KH,PO4, 30 % (v/v) metanol (pH=5,5) volt. A puffereket minden mérésnél frissen
készitettiikk. A gradienst a kovetkezd 1épéseken keresztiil alakitottuk ki: 2,5 perc 0 %
puffer B; 2,5 perc mulva 30 % puffer B; 9 perc mulva 60 % puffer B; 8 perc mulva 100

% puffer B. Az aramlasi sebesség a kromatografia soran 1,4 ml/perc volt.

3.2. Enzimoloégiai vizsgalatok
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3.2.1. Enzimtisztitas

Az intracellularis B-galaktozidaz tisztitdsdhoz 200 ml, 2 % laktoz szénforrast
tartalmazé komplex tapoldatban nétt, 65 orads koru tenyészetet haszndltunk, amit
iivegszliron lesziirtiink és desztillalt vizzel mostunk, hogy a tapoldat komponenseket
eltavolitsuk. A mosott micélium tomeget felszuszpendaltuk 15 ml 0,1 M Na-K-foszfat
pufferben (pH=7,0) és lefagyasztva, -20 °C-on taroltuk a tovabbi feldolgozasig. Tisztitas
elott a sejteket X-press-szel tartuk fel. A tisztitds minden 1épését 4 °C-on végeztiik.

A tisztitas 1épései a kovetkezok voltak:

1. Ammonium-szulfatos precipitacio (60-100 %)

A felolvasztott szuszpenzidhoz 3 mM koncentracidban fenil-metil-szulfonil-fluorid
(PMSF) protedz inhibitort adtunk. Ezt kdvetden a sejtmentes nyers extraktumot 10000
fordulat/perc fordulatszamon, 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszobol a folosleges
fehérjék nagy részét 60 %-os telitettségli ammonium-szulfattal kicsaptuk, és a
csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk (10000 fordulat/perc, 15 perc, 4 °C). A
feliiluszot 100 %-ig telitettik ammonium-szulfattal, majd a csapadékot centrifugaltuk, a
pelletet 2 ml 0,01 M Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0) felszuszpendaltuk és ugyanazon
puffer 5000 ml-vel szemben dializaltuk egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on.

2. loncseréld kromatografia
A dializalt fehérje oldatot 0,01 M Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0) ekvilibralt, DEAE-
Sephadex A-50 (3 cmx10 cm) ioncseréld oszlopra vittiikk fel. A fehérjéket linearis s
pufferrel alakitottunk ki. Az elucié soran, 1 ml/perc atfolyasi sebesség mellett 2 ml-es
frakciokat szedtiink, melyekbdl B-galaktozidaz aktivitast hatdroztunk meg. A magas
enzimaktivitast mutatd frakcidkat 6sszegylijtottik €s ultrasziiréssel (Kwik-Spin macro
ultrafiltration units; 10000 MWCO; Pierce, USA) toményitettiik 5000 g fordulatszamon,
4 °C-on.

3. Affinitas kromatografia
A részlegesen tisztitott enzim oldatot affinitds oszlopon (p-aminobenzil-1-tio-p-D-
galaktopiranozid; 1,5 cmx3 cm; Sigma) tisztitottuk tovabb, amit 0,01 M citrat-foszfat
pufferrel (pH=7,0) ekvilibraltunk. A minta felvitele utan az oszlopot 40 ml pufferrel
mostuk, majd az enzimet 0,1 M Na-K-foszfat pufferrel (pH=7,0) elualtuk. A nagy B-
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galaktozidaz aktivitassal rendelkez6 frakciokat 6sszegytijtottiik és a fentebb leirt modon,
ultraszliréssel tdoményitettiik.

4. Kromatofokuszalas
Végso tisztitasi 1épésként a toményitett enzim oldatot 25 mM imidazol/HCI pufferrel
(pH=7,0) ekvilibralt PBE 94 (1 cmx16 cm; Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag)
kromatofékuszalo oszlopra vittiik fel. A pH gradienst nyolcszorosara higitott polipuffer
74 (pH=4,0) elualo pufterrel alakitottuk ki. Az eluciot 0,66 ml/perc folyasi sebességgel
végeztik, és 2 ml-es frakciokat szedtiink, melyekbdl meghataroztuk az enzim
izoelektromos pontjat és az aktivitassal rendelkezd frakciokat 0sszegyiijtve, az enzimet

ultraszliréssel tdményitettiik.

3.2.2. Részleges enzimtisztitas

A részleges enzimtisztitds egyes lépéseinek kivitelezése megegyezett a fentebb
leirt modszerekkel. Kiilonbség, hogy a minta feltdrasa utan a felolvasztott nyers
extraktumhoz nem adtunk PMSF-et. A tisztitas els6 1épése az ammonium-szulfatos
kicsapas és dializis volt. Ezt kovette az affinitds kromatografia, melynek végén, a

toményités utan megkaptuk a részlegesen tisztitott fehérje oldatot.

3.2.3. A B-galaktozidaz aktivitas pH és homérséklet fiiggésének mérése

A tisztitott enzim pH optimumat 0,1 M citrat-foszfat pufferben (pH=3,0-4,5) és
0,1 M Na-K-foszfat pufferben (pH=4,5-8,0) hataroztuk meg. Az aktivitast a 3.1.3.
fejezetben leirt mérési modszerrel végeztiik.

A tisztitott enzim hémérséklet optimumat 4-70 °C hémérséklet tartomanyban,

0,1 M citrat-foszfat pufferben (pH=4,0), 30 percig inkubalva hataroztuk meg.
3.2.4. Szubsztratspecificitas vizsgalata

A tisztitott enzim szubsztratspecificitasait ONPG, laktoéz, p-nitrofenil-2-
acetamido-2-dezoxi-f-D-gliikopiranozid (PNP-GlcNAc), p-nitrofenil-a-D-

gliikopiranozid €s p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid szubsztratokkal vizsgaltuk.

Az ONPG hidrolizist a 3.1.3. fejezetben leirt modszernek megfelelden végeztiik el.
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A laktoz hidrolizis 0.01 M citrat-foszfat pufferben (pH=4,0), 24 6raig, 30 °C-on tortént.
A felszabadul6 gliikkozt, a Leary és munkatarsai (1992) altal kidolgozott rate assay
modszerrel hataroztuk meg.

A PNP-GIcNAc bontast 0,1 M citrat-foszfat pufferben (pH=4,0), 10 percig, 37 °C-on
mértiik. A felszabadult p-nitrofenolt 410 nm-en fotometridsan hatdroztuk meg. A
reakcio leallitasa 0,2 M Na-borat pufferrel (pH=10,0) tortént.

Az a-gliikkozidaz és B-gliikozidaz aktivitast 0,1 M Na-K-foszfat pufferben (pH=4,0), 3-3
mM  végkoncentracioji  p-nitrofenil-a-D-gliikopiranozid  és  p-nitrofenil-B-D-
gliikopiranozid szubsztratokkal, 30 percig, 30 °C-on mértiik.

A kinetikai paramétereket, K., €s Vi €rtékeket, Lineweaver-Burk abrazolassal, a
klasszikus Michaelis-Menten sebességi egyenlet alapjan, linedris illesztd programmal

hataroztuk meg. A mérést tisztitott enzimmel, 0,5-5,0 K, szubsztrat koncentracio

tartomanyban végeztiik.

3.2.5. A B-galaktozidiaz molekulatomegének meghatarozasa gélsziiréssel

A tisztitott enzim molekulatdmegét Sephacryl S-300 gélsziiré oszlopon (1,5 cm
x 57 cm) hataroztuk meg (4 °C-on). Az eltciot 0,1 M Na-K-foszfat pufferrel (pH=7,0)
végeztiik, amely 0,2 M NaCl-ot és 3 mM NaNj-ot tartalmazott. A atfolyasi sebesség
0,87 ml/perc volt. A frakciokbol enzim aktivitast, és fehérje tartalmat (A=280 nm)
mértiink. A molekulatomeg értékét a kovetkez0 molekula standardok (Serva)
segitségével hataroztuk meg: 16 mioglobin (17,8 kDa), szarvasmarha szérum albumin
(67 kDa), szarvasmarha katalaz (240 kDa) és ferritin (450 kDa); Andrews (1964)

modszere alapjan.

3.2.6. Gélelektroforézis

A B-galaktozidaz enzim tisztitasi Iépéseinek nyomon kovetésére ¢€s az
enzimaktivitds detektalasara nativ, 5-20 % (w/v) gradiens gélelektroforézist
hasznaltunk. Az elektroforézist a modositott Laemmli modszer (1970) alapjan Mini-
Protean II. (BioRad, Hercules, CA, USA) gélelektroforézis késziilékkel végeztiik.
Elektroforézis utan (4 °C, 80V, 14 6ra) a gélek egyik felén Coomassie brillant blue
festéssel detektaltuk a fehérjéket, a gélek masik felén, McGrew és Green (1990)
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modszerének megfeleléen, X-gal-lal végzett festéssel detektaltuk a P-galaktozidaz
aktivitast. A festés elott a gélt 0,1 M Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0) ekvilibraltuk 1
oran keresztil.

Az tisztitott enzim alegységeinek molekulatomegét 10 %-os (w/v) redukald
SDS-poliakrilamid gélen hatdroztuk meg, Laemmli (1970) modszerét kdvetve. A
moltdmeg meghatarozasara a kovetkez6 Low-range SDS-PAGE molekulatomeg
standardokat (Bio-Rad) hasznaltuk: foszforilaz b (97,4 kDa), szérum albumin (66,2
kDa), ovalbumin (45 kDa), karbon-anhidraz (31 kDa), tripszin inhibitor (21,5 kDa),
lizozim (14,4 kDa). A fehérjéket Coomassie brillant blue festéssel detektaltuk. A B-
galaktoziddz enzimmel egyiitt tisztuld két fehérje molekulatdmegét is ezzel a
modszerrel hatdroztuk meg a részlegesen tisztitott enzim preparatumbol.

A protedz aktivitas detektalasara 10 %-os (w/v) nativ akrilamid gélt hasznaltunk,
mely 0,4 % (w/v) zselatint tartalmazott. Az elektroforézis paraméterei megegyeztek a
nativ gradiens gélelektroforézis paramétereivel (4 °C, 80V, 14 6ra). Elektroforézis utan
a géleket 0,1 M Na-K-foszfat pufferben (pH=7,0), szobahdmérsékleten, 20 percig
ekvilibraltuk és 37 °C-on, 1 6ran keresztiil inkubaltuk. Az el6hivas Coomassie brillant

blue festéssel tortént.

3.2.7. Fehérje transzfer polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra

Az eljarast a Millipore Corporation altal kozolt technikai leiras alapjan, ,,Semi-
Dry System (Single Transfer)” elektroblottolasi modszerrel végeztiik.

A blottolast részlegesen tisztitott fehérje preparatumbol, 10 %-os redukalo SDS-
PAGE ge¢llel végeztiik, a 3.2.6. fejezetben leirt modszernek megfeleléen. Elektroforézis
utan a gélt 15 percig ekvilibraltuk transzfer pufferben (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 10
% (v/v) metanol). A blottolashoz PVDF (polivinilidén-fluorid, Millipore) membrant
hasznaltunk, amit 15 percig 100 % metanolban, 2 percig desztillalt vizben mostunk,
majd 5 percig ekvilibraltunk andd II. pufferben (25 mM TRIS, 10 % (v/v) metanol, pH=
9,5). A leirasnak megfelelden Osszeraktuk az elektroblottolo késziiléket, amihez anod 1.
(0,3 TRIS, 10 % (v/v) metanol, pH=10,4), andd I1. és katod (2 mM, 192 mM glicin, 10
% (v/v) metanol, pH=8,3) pufferekben megnedvesitett Watman 3MM szlirGpapirokat
hasznaltunk. Az alkalmazott aramerésség 1 mA/cm” volt. Az elektrotranszfer 1 6raig

tartott. Az el6hivast Ponceau-S vords festéssel végeztiik. A membrant 20 percig
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festettiik 0,5 % (w/v) Ponceau-S voros és 1 % (v/v) ecetsav elegyében, majd desztillalt

vizzel mostuk, és szaritottuk.

3.2.8. N-terminalis aminosav szekvencidk meghatarozasa

Az aminosav szekvenciak meghatarozdsa Edman degradacioval tortént.

3.3. Molekularis bioldogiai vizsgalatok

3.3.1. Penicillium chrysogenum kromoszémalis DNS izolalas

200 ml komplex tapoldatban felndvesztett, 2 napos rdzatott tenyészetet
tivegsziirdn leszirtiink, desztillalt vizzel mostunk, majd a micéliumot liofilizaltuk. A
liofilizalt micéliumot folyékony nitrogénben eldorzsoltiik, és 0,7 ml-ként Eppendorf
csovekbe szétosztottuk. A port 1 ml lizald oldatban (2 g/ 100 ml SDS, 1,86 g/ 100 ml
EDTA, 10 pl 10 mg / ml proteinaz-K, pH=8,0) felszuszpendaltuk, és elobb 30 percig 37
°C-on, majd 15 percig 70 °C-on inkubaltuk. 100 ul, 5 M Na-acetatot adtunk hozza, 30
percig jégen inkubaltuk, majd centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 15 perc). A
feliluszot 700 ul-ként Eppendorf csdvekbe  szétosztottuk és 800  pul
fenol/kloroform/izoamil-alkohol (25:24:1; 0,5 M ¢és 0,1 M TRIS-HCL-val, pH=8,0
ekvilibralt fenolbol) elegyét hozzdadva, homogénre Osszeraztuk. Ezt kovetden
centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 5 perc), majd a vizes fazissal megismételtiik a
kezelést. A vizes fazishoz hozzaadtunk 800 pl kloroform/izoamil-alkohol (24:1)
elegyét, jol dsszeraztuk, majd centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 5 perc). A felsé vizes
tazishoz hozzaadtunk 0,5 térfogat 7,5 M Na-acetatot és azonos térfogatl izopropanolt,
jégen 15 percig inkubaltuk, majd centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 15 perc). A
pelletet 0,5 ml etanollal mostuk, centrifugaltuk (10000 fordulat/perc, 10 perc),
szobahdémérsékleten szaritottuk, majd 100 pl TE pufferben (10 mM TRIS-HCI, 1 mM
EDTA, pH=3,0) feloldottuk. Az oldathoz 10 pul RNaz-t (10 mg/ml) adtunk, 37 °C-on, 30
percig inkubaltuk. Az emésztés utin, Ujra megismételtik a kezelést a
fenol/kloroform/izoamil-alkoholos  1épéstdl  kezddédden (fenol/kloroform/izoamil-
alkoholos kezelést csak egyszer ismételve), és az etanolos mosas €s szaritds utan az

Osszes csapadékot 1-2 ml TE pufferben oldottuk fel.

30



A tisztitott kromoszomalis DNS-t 1 %-os agardz gélen ellendriztiik, valamint

fotometriasan meghataroztuk koncentraciojat és tisztasagat.

3.3.2. Alapvet6 molekularis biolégiai mdédszerek

A munkank sordn alkalmazott alapvetd molekularis biologiai modszereket, ha
azt masként nem jelezziik, a J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis; 1989. Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (Second Edition), Cold Spring Harbor Laboratory Press
kézikonyvében talalhato protokollok alapjan végeztiik. Ezek a modszerek a kovetkezok
voltak: agaroz gélelektroforézis (1/6.3-1/6.20); DNS fragmentumok amplifikalasa
polimeraz lancreakcioval (I11/14.2); plazmid izolalas Escherichia colibol (1/1.25-1/1.28);
Southern hibridizacié (kapillartranszfer 11/9.38, vakum transzfer Hoefer TransVac™

Te80 késziilékkel).

3.3.3. Az N-acetil-B-D-hex6zaminidaz gén 5’ végének amplifikialasa polimeraz

lancreakcioval

A PCR reakcidhoz EcoRI (Promega) hasitd enzimmel emésztett, Penicillium
chrysogenum kromoszomalis DNS-t hasznaltunk templatként. Primerként az altalunk
tervezett, 21-21 mer-es oligonukleotidok (Sigma-Genosys Ltd.) szolgaltak. A ,blunt-
end” amplifikalas érdekében Pfu DNS polimerazt (Promega) hasznaltunk. A reakcio
Osszetételét €s 1épéseit a fent emlitett protokoll alapjan allitottuk 6ssze és terveztilk meg.
A PCR reakcio Osszetétele: 10 pl Pfu DNS polimeraz 10X puffer (MgSQOy-tal); 5 pl
EcoRI-gyel emésztett kromoszomalis DNS (500 ng); 2,5-2,5 ul primer] és 2 (20 uM); 1
ul ANTP mix (10 mM); 1 ul Pfu DNS polimeraz (2-3 U/ul); 33 ul steril desztillalt viz.

3.3.4. A PCR termék klonozasa

A Pfu DNS polimerdzzal felszaporitott (689 bp hosszusagu) ,blunt” PCR
fragmentumot  visszaizolaltuk agaréz gélbél, ,GeneClean Kit® (BIO 101)
felhasznalasaval. A tiszta DNS fragmentum ligalasat, transzformalasat a ,,Zero Blunt™
PCR Cloning Kit” (Invitrogen) alapjan végeztiik. A ligadlas T4 DNS ligdzzal tortént, 16
°C-on, 1 6ran keresztiil, linearizalt pCR®-Blunt (3513 bp) vektorba. A kapott plazmid
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DNS-t Escherichia coli Top 10 kompetens sejtekbe transzformaltuk. Az Escherichia
coli Topl0 sajatsagai: F', mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15AlacX74 deoR
recAl araD139A(ara-lau) 7697 galU galK rpsL(Str") endA1 nupG. A kapott pozitiv
transzformédnsbol visszaizolaltuk a plazmid DNS-t, ,,GenElute™ Plasmid Midi-Prep

Kit” (Sigma) felhasznalasaval, és szekvenaltattuk.

3.3.5. A plazmid DNS inszertjének szekvenaldsa

Az inszert szekvencidjat a plazmid T7 és M13 reverz primerek felhasznalasaval
hataroztuk meg. A szekvendlas egy ABI 373 automata szekvenatorral (Apllied
Biosystems) tortént, egy ,,dye terminator cycle sequencing kit”-et, Amplitaq DNS

polimeraz FS-sel (Applied Biosystems), hasznalva.

3.3.6. A B-galaktozidaz és N-acetil-B-D-hex6zaminiddz enzimeket kédolé gének

szamanak meghatarozasa Southern hibridizaciéval

Az EcoRI hasité enzimmel emésztett kromoszoémalis DNS-t, és kontrollként a
fentebb leirt, szintén FEcoRI-gyel emésztett klonozott plazmidot agaréz gélen
megfuttatva, Hybond C-membranra blottoltunk. A membrant ezt kdvetéen 1 oran
keresztiil, 42 °C-on prehibridizaltuk, majd egy ¢éjszakan at, szintén 42 °C-on
hibridizaltuk. A hibridizalashoz az altalunk tervezett, 45 mer-es, 5° végén
digoxigeninnel jelolt oligonukleotidot (Sigma-Genosys Ltd.) hasznaltuk prébaként. Az
immunologiai detektalast a ,,DIG Nucleic Acid Detection Kit” (Boehringer Mannheim)

leirasa alapjan végeztiik.

A finom vegyszerek a Sigma-Aldrich Kft. Magyarorszag-tol szarmaztak; a tobbi

vegyszer, ha azt masként nem jeleztiik, akkor a Spectrum 3D Kft-t6l lett beszerezve.
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4. EREDMENYEK

4.1. Fizioloégiai vizsgalatok

4.1.1. Intra- és extracellularis B-galaktozidaz termelés vizsgalata Penicillium

chrysogenumban

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 novekedését és a [-galaktozidaz
aktivitds valtozasat (2. abra) laktoz szénforrast tartalmazd, folyékony komplex
tapoldatban vizsgaltuk. A spoéraval beoltott tenyészetekben az els6 24 oraban
szamottevd szaraztdomeg valtozdst nem tapasztaltunk. A 24. 6ra utan lassu, de
folyamatos novekedés volt tapasztalhatdo. A tenyésztés 65. Orajat kovetden a

szaraztomeg novekedése mellett a sejtek lizisének megindulasa is megfigyelhetd volt.
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2. abra. [-galaktozidaz bioszintézis 2 % laktdéz szénforrason nétt Penicillium
chrysogenum tenyé€szetben. (o) intracellularis p-galaktoziddz aktivitas, (e)
extracellularis -galaktozidaz aktivitds, (m) szaraztomeg, (O) a tapkdzeg pH-ja.

Az intra- és extracellularis B-galaktozidaz aktivitas valtozasat kovetve megallapitottuk,
hogy az aktivitas dontden sejthez kototten (intracellularisan) mérhetd. Az extracellularis
aktivitds igen alacsony volt, kisebb mértékli novekedését csak a tenyésztés késdi
szakaszaban figyeltiik meg, miutan a sejtek lizise mar megkezdddott. Az intracellularis

[B-galaktozidaz aktivitas a novekedés 60-70 oras szakaszaban érte el maximumat. A
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tenyésztés ideje alatt a tapkdzeg pH értéke jelentdsen nem valtozott, végig pH=7 koriili
értéket mutatott.
A kisérletek tovabbi részében mar csak az intracelluléris B-galaktozidaz aktivitas

valtozasat vizsgaltuk.

4.1.2. Novekedés és B-galaktozidaz termelés kiilonb6zo szénforrasokon

Glikoz, galaktoz, glicerin és szachar6z szénforrasokat tartalmazo folyékony
komplex tapoldatban megvizsgdlva a ndvekedést és a [-galaktozidaz aktivitas
valtozasat, a kovetkezOoket tapasztaltuk (3. dbra).

A legjobb szénforrasnak a kdnnyen metabolizal6do gliikéz, szacharoz és érdekes modon
a galaktéz bizonyult; mindharom esetben gyors novekedést figyeltiink meg. A
tenyészetek koriilbeliil a 48. orara elérték a legnagyobb biomassza tomeget, ezutan a
novekedés megallt és a sejtek lizise is megindult. A glicerin, bar az elébbi
szénforrasoknal lassabban metabolizaloédott, szintén kielégité novekedést biztositott. A
laktozt viszont, 6sszehasonlitva az eldbbi szénforrasokkal, kis biomasszat ado, gyenge
szénforrasnak talaltuk (3 A. abra).

Lakt6zon nétt tenyészetekben jelentés mennyiségti 3-galaktozidaz termel6dott. Glikoz,
szachar6z, glicerin és galaktdz szénforrasokon azonban szamottevd [(-galaktoziddz
aktivitast nem tudtunk kimutatni (3 B. abra).

A laktoz szénforrason ndtt tenyészet esetében a tenyésztés 48. oOrajaig, amig a -
galaktoziddz aktivitds viszonylag magas szintet el nem ért, magas ammoniatermelést
figyeltink meg. Ezutdn megnétt a laktoz felhasznalds a gombédban, ¢és az
ammoniatermelés visszaesett (4 A. abra). Glikozon nétt tenyészetben az
ammoniatermelés rendkiviil gyenge volt, és csak a 20. 6ra utan, a gliikoz elfogyasat
kovetden kezdett el névekedni (4 B. abra).

A tovabbiakban mosott sejtes tenyészetekben vizsgaltuk a novekedést és a [3-
galaktozidaz termelést és azt tapasztaltuk, hogy ha a sejteket laktoz szénforrast
tartalmazo tapkozegbe mostuk at gliikkozt tartalmazé komplex tapoldatbol, a B-
galaktozidaz aktivitas egy Ot 6rds, mig a szarazanyag tartalom egy 10 oras lag fazist
kovetden kezdett el novekedni (5 A. és C. dbra). Ha a micéliumot gliikoz tartalmu
tapkozegbe mostuk at, ilyen lag fazist a ndvekedésben nem tapasztaltunk, és szamottevo

[B-galaktozidaz aktivitast sem mértiink (5 A. és C. dbra).
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A tapkozeg laktéoz tartalmanak csokkenése mind komplex, mind minimal

tapoldatban lassu volt (4 A. és 5 B. abra).
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Szaraztémeg (mg/ml

1d8 (h)
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Spec. aktivitas (U/mg)

1dé (h)

3. abra. Novekedés (A) és B-galaktozidaz aktivitas (B) kiilonb6z6é szénforrasokon nétt
Penicillium chrysogenum tenyészetekben. (m) 2 % laktézon, (0) 2 % gliikkdzon,
(0) 2 % galaktdzon, (x) 2 % szachardzon vagy (A) 2 % glicerinen.
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Szaraztdmeg (mg/ml)
Spec. aktivitas (U/mg)

Lakt6z szint (mmol/1)
Ammoénia szint (mmol/}
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4. abra. Novekedés (0), B-galaktozidaz aktivitas (o0), valamint laktoz (+), gliikoz (o) és
ammonia (A) szint valtozas 2 % laktoz (A) és 2 % gliikéz (B) szénforrason,
komplex tapoldatban nétt tenyészetekben.
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5. abra. A novekedés (A), a laktoz és gliikoz szint (B) és a 3-galaktozidaz aktivitas (C)
valtozasa Penicillium chrysogenum mosott sejtes tenyészeteiben. (m) 2 %
laktézon, (0) 2 % glitkkdzon, (A) 2 % laktézon és 0,15 % koffeinen, (©) 2 %
laktozon és 1 % 2-dezoxi-D-gliikozon ¢€s (0) 2 % gliikkdzon és 0,15 % koffeinen.
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4.1.3. Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa az indukalt B-galaktozidaz termelésre

Amennyiben laktéz szénforrdson, komplex tapoldatban ndtt tenyészethez
gliikozt, galaktozt, szachardzt vagy glicerint adtunk a tenyésztés 40. ordjaban, akkor azt
tapasztaltuk, hogy a tenyészetek intenziv ndvekedésnek indultak (6 A. abra), a B-
galaktozidaz termelés azonban mind a négy szénforras jelenlétében lényegesen
csokkent. Az enzimaktivitasok mintegy 60-80 %-kal alacsonyabbak voltak a 64. 6raban,
mint a laktézon nétt kontroll tenyészetben (6 C. abra).

Amikor laktéz szénforrason nétt tenyészethez a 40. oraban 2 % laktdzt adtunk, nem
tapasztaltunk valtozast sem a novekedésben, sem az enzimaktivitasban, sem a lakt6z
fogyas sebességében (6. abra).

Szachar6zt adva a laktozon nétt tenyészethez, a tapkozeg gliikdz koncentracidja hirtelen
megnoétt, majd a 48. oratol gyors iitemben csokkent, és a 64. 6rdig a gliikoz teljesen
elfogyott (6 B. abra).

Ha 2 % helyett 0,5 % gliikdzt adtunk a tenyészethez, akkor kisebb mértékben ugyan, de
fokozddott a novekedés €s csokkent a B-galaktozidaz aktivitas, am egyik valtozas sem
érte el a 2 % glikéz okozta szintet. A gliikoéz gyors elfogyasat kovetden az

enzimaktivitas ismét megnott (6. abra).

4.1.4. B-galaktozidaz szintézis a gliikoz elfogyasa utan

Megvizsgaltuk, miként valtozik a [3-galaktozidaz aktivitas gliikozon, mint
kizarolagos szénforrason nétt tenyészet esetében. Az aktivitas mellett mértiik a tapkozeg
gliikoz tartalmanak valtozasat és a novekedést is. Ahogy a 4 B. abran lathatd, a gliikéz
elfogyasa koriili id6pontban a novekedés leallt és a [-galaktozidaz aktivitas
megemelkedett.

A mért aktivitas ugyan elég alacsony volt, am a valtozas szignifikansnak bizonyult. Az
aktivitas értékek (U mg™”) a kdvetkezoek voltak: 1,17 + 0,42 (P< 5 %) a 48. éraban;
1,89 + 0,26 (P< 0,1 %) a 63. d6raban; 2,30 £ 0,59 (P< 1 %) a 72. 6rdban és 1,63 + 0,82
(P< 5 %) a 88. oraban, a 24. draban mért értékhez viszonyitva, mely 0,34 + 0,19 volt.
Az atlagértékeket és a szorast harom fiiggetlen mérés eredményeibdl szamitottuk. A

szignifikanciat (P) Student-féle teszttel szamoltuk.
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6. abra. Kiilonboz6 szénforrasok hatdsa a ndvekedésre (A), a laktoéz és gliikoz
hasznositasra (B) és a [P-galaktoziddz aktivitasra (C). A 2 % laktéz (m)
szénforrason nétt Penicillium chrysogenum tenyészetekhez, a 40 oOraban
hozzéaadott szénforrasok: (0) 2 % gliikoz, (o) 2 % galaktéz, (x) 2 % szachardz,
(A) 2 % glicerin, (+) 2 % laktoz és (*) 0,5 % gliikoz.
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4.1.5. cAMP, cGMP és ADP-rib6z koncentracio vizsgalata Kiilonb6z6 szénforrason

nott tenyészetekben

A [B-galaktozidaz aktivitas és a cCAMP szint k6zotti 6sszefliggés vizsgalatahoz
laktéz, gliikdz, glicerin és szacharoz szénforrasokon nétt Penicillium chrysogenum
tenyészetekben mértiik a sejten beliili cAMP koncentraciot. Detektalhatdé mennyiségii
cAMP csak laktoz és szachardz szénforrasokon nétt tenyészetekben volt jelen. Ennek
mennyisége laktézon: 7,67 pmol/mg szaraztdmeg, szacharézon: 3,96 pmol/mg
szaraztomeg volt. Nem volt detektalhaté mennyiségii cAMP gliik6zon és glicerinen nott
tenyészetekben, vagy ha laktozon nétt tenyészethez gliikozt illetve glicerint adtunk a 40.
oraban.

A cGMP és ADP-ribdz sejten beliili koncentracidit a 1. tablazatban foglaltuk
0ssze. Ennek a két nukleotidnak az esetében jelentds kiilonbségeket illetve tendenciat

nem tapasztaltunk az egyes szénforrasokra vonatkozolag.

. cGMP ADP-ribéz
TENYESZETEK pmol/ml | pmol/mg | pmol/ml | pmol/mg
kult. sza. kult. sza.
Lakt6z, 24 h 143 9,53 58 3,86
Gliikoz, 24 h 265 8,03 43 1,30
Glicerin, 24 h 173 11,16 47 3,03
Laktoz+gliikoz, 48 h 197 2,86 45 0,66
Laktoz+glicerin, 48 h 56 0,95 29 0,49
Laktéz+szacharéz, 48 h 73 2,21 21 0,64

1. tablazat: A cGMP ¢és ADP-ribéz detektalasa Penicillium chrysogenum kiillonbozd
szénforrasokon nétt tenyészeteiben.
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4.1.6. A koffein, a dBcAMP és a dezoxi-D-gliikoz hatiasa a [-galaktozidaz

szintézisre

Ha laktozt tartalmazé komplex tapoldatban nétt tenyészetekhez a 40. o6raban (7.
abra) gliikozt illetve egyiittesen gliikozt és koffeint adtunk, azt tapasztaltuk, hogy a
koffein jelentosen csokkentette a novekedést és a gliikoz fogyasat, de a gliikdz altal
eldidézett enzim szintézis csokkenését 1ényegesen nem befolyasolta (7 C. abra).
Ha a gliilkozon ndtt tenyészetet gliikkozt és koffeint tartalmazoé minimal tapoldatba
mostuk at, azt tapasztaltuk, hogy a koffein szintén csokkentette a novekedés mértékét (5
A. abra) ¢és a gliikoz fogyast (5 B. abra), am nem befolyasolta az enzim szintézist,
Osszehasonlitva a gliikkozon nétt tenyészettel (5 C. abra). Laktozon nétt mosott sejtes
tenyészetben a koffein jelentdsen lecsOkkentette a novekedést és a [B-galaktozidaz
aktivitast, de késObb az enzim szintézise megindult.

A laktozon nétt tenyészethez dBcAMP-t, illetve dBcCAMP-t és gliikozt adagolva
sem a novekedésben, sem a [-galaktozidaz aktivitasban nem talaltunk valtozast a
kontrollhoz képest (8. abra).

Amennyiben a gliik6z szénforrason, komplex tapoldatban nétt tenyészetet
laktozt és dezoxi-D-gliikozt tartalmazé minimal tapoldatba mostuk at, azt tapasztaltuk,
hogy a dezoxi-D-gliikoz hasonloan hatott a ndvekedésre és az enzimaktivitasra, mint a

koftein (5. dbra).
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7. abra. A koffein hatasa a ndvekedésre (A), a glilkoz hasznositasra (B) és a B-
galaktozidaz aktivitasra (C), 2 % laktdz (m) szénforrason, komplex tapoldatban
nétt Penicillium chrysogenum tenyészetekben. A novekedés 40. orajaban 2 %
gliikézt (o), valamint 2 % gliikézt 0,15 % koffeinnel (¢) adtunk a kontroll
tenyészethez.
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8. abra. dBcAMP hatésa a novekedésre (A) és a B-galaktozidaz aktivitdsra (B) 2 %
laktoz (m) szénforrdson, komplex tapoldatban nétt Penicilium chrysogenum
tenyészetekben. A novekedés 40. érajaban 2 % glikkozt (o), 2 % glikdzt és
0,025 % dBcAMP-t (o), és 0,025 % dBcAMP-t (A) adtunk a kontroll
tenyészethez.
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4.2. A [PB-galaktozidaz aktivitassal rendelkez6é enzim tisztitisa és jellemzése

Penicillium chrysogenumban

4.2.1. Az enzim tisztitasa

A tisztitdshoz laktoz szénforrast tartalmazo komplex tapoldatban nétt, 65 oras
Penicillium chrysogenum tenyészetet hasznaltunk, melyet X-press-sel tartunk fel. A
tisztitasi folyamat egyes lépéseinek eredményeit a 2. tablazatban foglaltuk Ossze. A
tisztitas els6 1épésével igen jo hatasfoku részleges tisztitast sikeriilt elérni. A nyers
kivonat 60-100 %-os telitettségli ammonium-szulfatos kicsapasaval a fehérje tartalmat

95 %-kal sikertilt csokkenteni, mikdzben a specifikus aktivitas tizszeresére nott.

Osszfehérje| Osszaktivitas | Specifikus | Tisztulds | Kihozatal

TISZTIiTASI LEPESEK (mg) (U) aktivitas (%)
(U/mg)

Nyers sejtkivonat 162,04 14,31 0,08 1 100
Ammonium-szulfatos
kicsapas 7,49 6,72 0,89 10 47
DEAE-Sephadex
kromatografia és ultrasziirés 0,56 2,12 3,74 42 15
Affinitas kromatografia és
ultraszirés 0,42 1,75 4,11 47 12
Kromatofokuszalas és
ultraszirés 0,2 1,16 5,84 66 8

2. tablazat: A B-galaktoziddz enzim tisztitasi lépései.

Az igy nyert részlegesen tisztitott enzimet ioncseréld kromatografidval, DEAE-
Sephadex oszlopon tisztitottuk tovabb. Ez a 1€épés mar csak négyszeres tisztuldst
eredményezett, viszont (mint az a késébbiekben kideriilt) kritikus pontja volt a
tisztitasnak, ugyanis ezzel a modszerrel sikertiilt két, az enzimnél nagyobb méretii, azzal
egylitt tisztulo fehérjét eltavolitani (9. abra, 3. zseb). A moédszer hatranya, hogy a

tisztulasi ratdhoz viszonyitva nagy veszteséggel jart.
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9. abra. Tisztitasi 1épések nyomonkdvetése gélelektroforézissel. Fehérje detektalasa
SDS-PAGE (A), és enzimaktivitas detektalasa X-gal-os festéssel, nativ, gradiens
PAGE (B) alkalmazéséaval. 1. sav: molekulatomeg markerek; 2. sav: nyers
sejtkivonat; 3. sdv: ammonium-szulfatos kicsapas; 4. sav: DEAE ioncseréld
kromatografia; 5. sav: affinitas kromatografia; 6. sav: kromatofokuszalas.
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Kovetkezd 1épésként az enzim oldatot p-aminobenzil-1-tio-B-D-galaktopiranozid
affinitas oszlopra vittiik fel. Ez a 1épés a mi esetlinkben csak csekély tovabbi tisztulast
eredményezett, aminek valdsziniileg az enzim viszonylag nagy tisztasaga volt az oka.
Utolso tisztitasi 1épésként kromatofokuszalast hasznaltunk, ami tovabbi 1,5-szeres
tisztulast eredményezett. Az enzim izoelektromos pontja 4,6-nak adddott.

Mindezen tisztitasi 1épések eredményeképpen 66-szoros tisztulast és 8 %-os kitermelést
sikeriilt elérni. Az egyes tisztitdsi 1épéseket poliakrilamid gélelektoforézissel is
nyomonkovettilk mind a fehérjékre, mind az enzimaktivitasra vonatkozolag, melyek
eredményei a 9. abran lathatéak. A tisztitott enzim egyetlen sdvot mutat a Coomassie-

val festett és a nativ gélen egyarant, ami alapjan az enzim elfogadhato tisztasagot ért el.

4.2.2. A pH hatdsa az enzim aktivitasra

A tisztitott B-galaktozidaz enzim aktivitasanak pH fiiggése a 10 A. abran
lathatd. Az enzim széles pH optimumot mutatott a pH=4-5 kdz6tti tartomanyban, ahol
maximalis aktivitdsanak tobb mint 95 %-at megdrizte. Az enzim aktivitdsa élesen
lecsokkent 4-es pH érték alatt; pH=3 értéken aktivitasanak csak 15 %-a maradt meg.
Magasabb pH értéken (pH=5 folott) az aktivitds csokkenés nem volt olyan éles: pH=7

értéken az enzim aktivitdsanak tobb mint 30 %-at megdrizte.

4.2.3. A homérséklet hatasa az enzim aktivitasra

A B-galaktozidaz aktivitas hdmérséklet optimuma 27 °C és 37 °C kozé esett. A
hémérséklet emelésével az enzimaktivitas 30 °C-ig nétt. 37 °C folott az aktivitas a

termikus inaktivalodas kovetkeztében gyorsan csokkent (10 B. abra).

4.2.4. Molekulatomeg meghatarozas

A tiszta enzim nativ molekulatomegét 17,8 és 450 kDa kozott kalibralt,
Sephacryl S300-as gélsziir6 oszlopon hataroztuk meg. A nativ fehérje molekulatomege
M,=270 kDa. Mivel az SDS-PAGE felhasznalasaval meghatarozott molekulatomeg 66
kDa volt (9. abra), megallapitottuk, hogy az enzim aktiv formaja négy azonos

alegységbdl épiil fel.
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10. abra. A pH (A) és a homérséklet (B) hatdsa a 3-galaktozidaz aktivitasra Penicillium

chrysogenumban.

4.2.5. Az enzim szubsztratspecificitasanak vizsgalata

A szubsztratspecificitasi vizsgalatok eredményeit a 3. tablazatban foglaltuk
0ssze. Az enzim hidrolizalta az ONPG-t, a PNP-GIcNAc-ot és a laktozt, am a p-
nitrofenil-a-D-gliikopiranozid és a p-nitrofenil-p-D-gliikkopiranozid szubsztratokat nem.

A kinetikai paraméterek meghatarozasahoz az emlitett harom szubsztratot hasznaltuk. A

meghatarozas linearis Lineweaver-Burk illesztéssel tortént.
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Szubsztratok K Vinax

ONPG 1,81 mM 40 nkat/mg
PNP-GIcNAc 1,28 mM 166 nkat/mg
Laktoz 27,02 mM 9,2 nkat/mg

PNP-B-D-gliikopiranozid
PNP-a.-D-gliikopiranozid

Nem hidrolizalja

Nem hidrolizalja

Nem hidrolizalja

Nem hidrolizélja

3. tablazat: A (-galaktozidaz enzim szubsztratspecificitasa.

4.2.6. A B-galaktozidazzal egyiitt tisztulo két fehérje sajatsagai

A B-galaktozidaz aktivitassal rendelkez0 enzimmel egyiitt tisztuld két fehérje

molekulatomegét SDS-PAGE felhasznalasaval, részlegesen tisztitott enzim
preparatumbol hataroztuk meg. A két fehérje relativ molekulatomege 83 kDa-nak és 78
kDa-nak bizonyult.

Nativ gélelektroforézis segitségével kimutattuk a 78 kDa molekulatomegii

fehérje proteaz aktivitasat, melyhez Ca”" jelenléte volt sziikséges (11. abra).

4.2.7. A hiarom fehérje N-terminalis aminosav szekvencidajanak meghatarozasa

Meghatéaroztuk a [-galaktozidaz enzim és a vele egyiitt tisztuld, 83 kDa-os és 78
kDa-os két fehérje N-termindlis aminosav szekvenciajat, melynek eredményét a 4.
tablazatban foglaltuk 6ssze.

A Penicillium chrysogenum [-galaktozidaz N-terminalis aminosav szekvencidja
megegyezett a korabban Penicillium chrysogenumbol klénozott és szekvenalt N-acetil-3
-D-hex6zaminiddz prekurzor fehérje 99-113. aminosav szekvencidjaval (Diez és
Barredo 1998). Ez utdbbi fehérje egy 18 aminosavbdl allo szignalszekvenciaval is
rendelkezik.

A 83 kDa méretli fehérje N-terminalis szekvencidja majdnem megegyezett (11
aminosavbol 10 azonos) egy Aspergillus fumigatusbdl szarmazé dipeptidil peptidaz

szignal szekvenciat kovetd szekvencidjaval (Beauvais és mtsai. 1997). A kiilonbség
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azonban egy alanin/treonin aminosav csere eredménye, mely aminosavak tripletjei csak
egy bazisban kiilonboznek egymastol.

A masik, 78 kDa méretll, egylitt tisztuldo fehérje N-terminalis aminosav szekvencigja
nem mutatott jelentés homologiat mas ismert szekvenciaval, de Ca®" fiiggd protedz

aktivitassal rendelkezett.

11. abra. Protedz aktivitds kimutatdsa nativ, zselatinos akrilamid gélen, részlegesen
tisztitott enzim preparatumbol (1. sav: 10 pl; 2. sav: 20 pl; 3. sav: 30 ul).
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Fehérje

Aminosav szekvencia

Penicillium chrysogenum p-galaktozidaz (N-terminalis)

Penicillium chrysogenum N-acetil-B-D-hexdzaminidaz (99-

APSGIHNVDVHVVDN

APSGIHNVDVHVVDN

113. aminosav)

Penicillium chrysogenum 83 kDa-os fehérje (N-terminalis) LTPEQLIAAPR

Aspergillus fumigatus dipeptidil peptidaz (19-29. aminosav) LTPEQLITAPR

Penicillium chrysogenum 78 kDa-os fehérje (N-terminalis) TEEFL(S)QF(F)

4. tablazat: A B-galaktozidaz ¢és a vele egyiitt tisztuld fehérjék N-terminalis aminosav
szekvenciainak Gsszevetése homolog szekvenciakkal.

4.3. Genetikai vizsgalatok

4.3.1. Az N-acetil-B-D-hexézaminidaz gén 5’ végének szekvenalasa

Mivel a B-galaktoziddz enzim legalabb 15 aminosav hosszusdgi N-terminalis
aminosav szekvenciaja megegyezett a korabban Penicillium chrysogenumbol klonozott
és szekvenalt N-acetil-B-D-hex6zaminidaz prekurzor fehérje 99-113. aminosav
szekvenciajaval, ezért meghataroztuk a gén 5’ végének nukleotid szekvencidjat is.

Az aminosav szekvencidk és az adatbdzisban talalhatd Penicillium chrysogenum N-
acetil-B-D-hex6zaminidaz prekurzor fehérje gén szekvenciaja alapjan (Diez és Barredo
1998) két oligonukleotidot terveztiink, melyeket a PCR reakcioban primerként
hasznaltunk. Az eléremutatd primer, a B-galaktoziddz enzim N-termindlis aminosav
szekvencidjanak  megfeleléen, a  hexdzaminiddz gén 1618-1638-ig  tartd
bazissorrendjével megegyezd, 21 bazis hosszusagti oligonukleotid volt. A reverz

primer, a hex6zaminidaz gén 2286-2306-ig tartd bazissorrendjével egyezd, szintén 21
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bazis hosszusagl oligonukleotid volt (5. tablazat). igy a két primer egy 689 bazispar

hosszisag DNS szakaszt zart kozre.

OLIGONUKLEOTIDO Nukleotid szekvencia Nukleotid pozicio*
K

Eléremutat6 primer 5’-GCGCCCTCCGGAATCCATAAC-3> |1618-1638

Reverz primer 5’-ACAGATGGTCCTTAACAGAGC-3 |2286-2306

Digoxigeninnel jelolt | 5°-GCGCCCTCCGGAATCCATAACGT |1618-1662
oligonukleotid CGATGTTCATGTGGTGGACAAC-3’

5. tablazat: A PCR reakcioban és Southern hibridizécioban hasznalt oligonukleotidok.
*A nukleotid pozicido az NCBI adatbazisban talalhatd Penicillium chrysogenum
N-acetil-B-D-hex6zaminidaz prekurzor fehérje teljes génszekvencidja (Diez és
Barredo 1998) alapjan van meghatarozva.

A PCR reakcidhoz templatként EcoRI hasitd enzimmel emésztett Penicillium
chrysogenum kromoszomalis DNS-t hasznaltunk. A ,,blunt-end” klénozas érdekében a
génszakaszt Pfu DNS polimerazzal amplifikaltuk. A PCR reakcid 1épései: 1 ciklus 94°C
(3 perc), 55 °C (1 perc), 72 °C (2 perc); 40 ciklus 94 °C (1 perc), 55 °C (1 perc), 72°C (2
perc); 1 ciklus 72 °C (5 perc).

A PCR reakcidban a varakozasnak megfeleld mérettartomanyban egyetlen, koriilbeliil
700 bazispar hosszisagi DNS szakasz amplifikalodott. Ezt a DNS fragmentumot gélbol
visszaizolalva pCR®-Blunt plazmidba (Invitrogen) klénoztuk, majd szekvenaltattuk.

A klénozott DNS szakasz szekvencidja (12. abra) 100 %-ig megegyezett az
adatbazisban talalhato Penicillium chrysogenum N-acetil-B-D-hex6zaminidaz prekurzor

fehérje gén 1618-2306 koz¢é es6é génszakasz szekvencidjaval.
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

gcgccctecg
cgatctccaa
gtggcatcag
accaccctgce
tgaacagccc
tcatgataga
cagatcgacg
ggacgattct
ccaaagatgc
cgcgtgattg
cgacatgccc
tcgtggcatg
accgccgtcce

ctacgaagtt

gaatccataa
tacggtgtgg
gatcaattct
agcagattat
gtcaagatca
caccgggcgce
gtatggccct
cagtcgtggce
ttactcgcct
cctacgcacg
gcccactcag
tgccgaatcc
agccgaaccc

gtcaacaatg

cgtcgatgtt
atgaatccta
cagacggtct
catctcggat
aggatgcccc
aacttcatta
gtccaagctc
ccatgcagat
cgcgaaatct
cgcgcgaggt
cctccggcetg
tggtggtcga
tggccagctc

tctaccagga

catgtggtgg
tacactggta
ggggtgtgtt
gggaagggcg
gctgtacccc
ccgttcgcaa
aatgttctcc
gagctcctac
acaccgagca
gtccgcgtca
gcagcaggtc
acgacgtttg
gacattatct
attgtctcg

acaacgatgc
gtgagcgatg
gcaggcattc
gtttgatcat
catcgtggta
gctccttgag
actggcactt
ccggagatga
cgacatgcgc
tccccgaggt
gacccggaga
ggcggagcac

accccaagac

12. abra. Az N-acetil-B-D-hex6zaminidaz gén 5° végének 689 bp hosszisagu
fragmentumanak szekvencigja.

4.3.2. A B-galaktozidaz és N-acetil-B-D-hex6zaminidaz enzimeket kédolé gének

szamanak meghatarozasa Southern hibridizaciéval

A hibridizacidhoz egy 45 bazis hosszasagul, 5’ végén digoxigeninnel jelolt, a 3-

galaktoziddz enzim N-termindlis aminosav sorrendjének ¢és az N-acetil-B-D-

hexézaminidaz gén 5° végének 1618-1662-ig tartd bazissorendjének megfeleld
oligonukleotidot terveztiink probaként (5. tablazat). A Penicillium chrysogenum
kromoszomalis DNS-t FEcoRI restrikcidos enzimmel emésztettilk; kontrollként a

korabban klénozott plazmidot hasznaltuk, melyet szintén FEcoRI enzimmel

rrrrrr

kromoszomalis DNS egyetlen fragmentuma volt detektalhatd, melynek mérete

megegyezett a pozitiv kontrollként hasznalt inszert méretével. A negativ kontrollként

------

sikeriilt (13. 4bra).
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13. abra. Southern hibridizacié digoxigeninnel jeldlt primerrel. 1. sav: Hindlll-mal
emésztett A-fag standard; 2. sav: EcoRI enzimmel emésztett klonozott plazmid;

3. sav: EcoRI enzimmel emésztett Penicillium chrysogenum kromoszdomalis
DNS.

53



5. MEGBESZELES

5.1. A B-galaktozidaz aktivitas szénforras szabalyozasa

A szénforras szabalyozas, amint az régdta ismeretes, fontos szerepet jatszik a szekunder
metabolitok, igy a penicillin bioszintézisében is. A gliikéz, és mas konnyen
hasznosithato szénforrasok represszaljak a penicillin bioszintetikus gének expressziojat.
Laktozt hasznalva szénforrasként ilyen represszidé nem tapasztalhato (Brakhage 1998).
A laktéz felhasznalds penicillin termelésben betoltott rendkiviil fontos szerepének
ellenére elég kevés tanulmany jelent meg a [-galaktozidaz szintézis szabalyozasarodl
fonalas gombakban.

Kisérleteink azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt Penicillium chrysogenum
torzsben a B-galaktozidaz aktivitas sejthez kotott. Jelentdsebb extracellularis aktivitast
csak a sejtlizis meginduldsa utdn tapasztaltunk (2. dbra). A Penicillium
chrysogenumhoz hasonloan intracellularis B-galaktozidaz aktivitassal rendelkezik az
Aspergillus nidulans (Diaz és mtsai. 1996) ¢és a Thermomyces lanuginosus (Fischer és
mtsai. 1995). Aspergillus oryzaeban (Gargova és mtsai. 1995), Aspergillus nigerben
(Widmer és Leuba 1979), Penicillium notatumban (Rogalski és Lobarzewski 1995) és
Rhyzomucor fajokban (Shaikh és mtsai. 1999) extracellularisan mértek B-galaktozidaz
aktivitast. Phycomyces blakesleeanusban mind extra-, mind intracellularis formaban
megtalalhaté az enzim (Montero és mtsai. 1989). Neurospora crassaban két tipust
laktaz talalhat6 (Bates és mtsai. 1967), amelyekbdl az egyik extra- és intracellularisan is
megtalalhato, a masik csak intracellularisan.

A fonalas gombdk [-galaktoziddz enzim termelésérdl részletes tanulmany csak
Aspergillus nidulans és Neurospora crassa esetében jelent meg (Fantes és Roberts
1973, Bates és mtsai. 1967). Ezeknél a fajokndl az enzimet a laktéz és a galaktoz
indukalta, és érdekes modon a galaktoz volt a jobb inducer. Gliikdz, szacharoz, glicerin
¢s néhany mas szénforras represszalta az enzim szintézist. Penicillium chrysogenumban
az altalunk vizsgalt szénforrasok koziil csak a laktézon nétt tenyészetekben volt magas a
B-galaktozidaz aktivitas (3 B. dbra). Glikoz, szachardz, galaktoz vagy glicerin, mint
egyediili szénforras jelenlétében gyakorlatilag nem lehetett B-galaktozidaz aktivitast
detektalni az exponencialis novekedési fazisban (3 B. dbra). A megvizsgalt

szénforrasok koziil csak a laktdéz indukalta az enzim szintézist, a tobbi, koztik a
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galaktoz, nem. Ez ellentétes azzal, amit Aspergillus nidulansban, és Neurospora
crassaban tapasztaltak, ahol a laktoz mellett a galaktoz is indukalta az enzim szintézist.
A galaktéz mas gombdkban is inducere a [-galaktozidaznak, mint példdul Candida
pseudotropicalisban (Pedrique €s Castillo 1982), és Saccharomyces fragilisben (Davies
1956). Phycomyces blakesleeanusban a galaktdéz mellett a fruktdz is (Montero és mtsai.
1989), Penicillium canescensben a galaktdoz mellett az L-arabindz is hatasos inducer
(Nikolaev és Vinetski 1998).

Ellentétben Aspergillus nidulans-szal és mas fajokkal, kisérleteinkben a laktoz
nehezen metabolizalhaté szénforrasnak bizonyult, amit a gyenge novekedés és a lassu
laktoz fogyas is mutatott (4 A. abra). A laktoz szénforrdson nétt tenyészetben magas
kezdeti ammoniatermelés volt megfigyelhetd (4 A. abra). Az irodalombol jol ismert,
hogy aminosavakon, mint szén- és energiaforrdson torténd novekedés jelentds
ammoniatermelést eredményez (Nielsen 1995; Petman és Kinghorn 1976; Pusztahelyi
és mtsai. 1997ab), ami ebben az esetben azt mutatja, hogy a gomba szamdara a pepton
konnyebben hozzaférhetd energiaforras volt, mint a laktoz, és csak bizonyos id6 eltelte
utan, egy viszonylag magas [3-galaktoziddaz aktivitast elérve, kezdte a laktozt
hasznositani. Ezzel ellentétben a glilkdzon nott tenyészetben, ahol a gliikdz egy
konnyen és jol hasznosuld szénforrds, az ammodniatermelés csak a gliikoz elfogyasa utan
volt tapasztalhatd (4 B. dabra). Az aminosavak a gliikkoznal lassabban metabolizalodo,
gyengébb szén- ¢s energiaforrasok. A sejtbe jutasuk aktiv transzporttal, valosziniileg
szinporttal torténik, valamint elébb at kell alakulniuk a szén metabolizmus
intermediereivé (Hunter és Segel 1971; Benko és mtsai. 1969). Penicillium
chrysogenumban nincs kozolt adat a laktoz felvételrdl, de valosziniileg hasonld
rendszerek vannak, mint amit Aspergillus nidulansban és Neurospora crassaban
megfigyeltek (Mark és Romano 1971; Lester és mtsai. 1962; Scarborough 1970 ab). A
laktoz, feltehetdleg egy specifikus aktiv transzport rendszer révén, proton szinporttal jut
be a sejtekbe (Nielsen 1995), hasonléan az aminosavakhoz. Az egyes aminosav
csoportok szamara azonban kiilon transzport rendszer létezik, és a felvételt tovabb
segiti, hogy szénéhezés soran egy kozos permeaz is mitkddésbe 1ép (Hunter és Segel
1971, 1973; Jorgensen 1993). Ilyen szénéhezésre mutatd jelek tapasztalhatok, ha a
gomba laktéz szénforrason nd, ¢€s ilyen szuboptimalis ndvekedési korilmények
kedveznek a penicillin bioszintézis szdmara is.

Aspergillus nidulansban a galakt6z ugyanolyan gyenge szénforras, mint a laktoz (Fantes

és Roberts 1973). Ezzel szemben az altalunk vizsgalt Penicillium chrysogenum torzsben
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a galaktdoz meglehetdsen jo €s hasonléan represszald hatdsu szénforras volt, mint a
gliikoz (6 C. abra). Mindez azt mutatja, hogy a Penicillium chrysogenumban a galaktoz
hasznositasa mas modon torténik, mint azokban a gombakban, ahol a galakt6z is
indukélja a B-galaktozidaz bioszintézist.

Ha glikozt, galaktézt, szachardzt vagy glicerint adtunk laktézon nott

tenyészethez, az enzim szint lecsokkent mindaddig, mig ezek a szénforrasok el nem
fogytak (6 C. abra). A galaktéoz tehat nemcsak nem indukalta, de a gliikdzhoz,
szacharozhoz ¢és glicerinhez hasonléan még represszalta is a [3-galaktozidaz
bioszintézist. Amennyiben 2 % helyett 0,5 % gliikozt adtunk a laktéz szénforrason nott
tenyészethez, az enzim szintézis szintén represszalodott, de kisebb mértékben, ¢s a kis
mennyiségl gliikdz gyors elfogyasa kdvetkeztében révidebb ideig. A gliikéz elfogyasa
utan az enzim aktivitas ismét megemelkedett. Ez azt mutatja, hogy a represszio mértéke
fiigg a glikkoz koncentracigjatol. A gliikkoz hatasa a penicillin bioszintézisre hasonléan
koncentraciofiiggé 28-140 mM koncentracio tartomanyban (Revilla és mtsai. 1984).
Erdekes megfigyelés, hogy bar a szacharéz a laktozhoz hasonléan diszacharid, ennek
ellenére a glilkozhoz hasonléan gyorsan metabolizalodik és erésen represszald hatasu.
Ennek oka valdszinlileg a nagy extracelluldris invertdz aktivitds (Nielsen 1995). Ezt
alatamasztja, hogy az altalunk végzett kisérlet soran, amikor szachar6zt adtunk laktézon
nott tenyészethez, a glilkkoz szintje ugrasszerlien megemelkedett a tapkdzegben, majd
gyorsan el is fogyott. Vagyis a szachar6zt az invertdz extracellularisan gyorsan
hidrolizalja, és a megfelel6 transzport rendszerek révén (Nielsen 1995) a képzodott
gliikoz és fruktoz jut be a sejtekbe, ami gyors ndovekedést, €s repressziot eredményez. A
fentick alapjan nem meglepd, hogy nagy mennyiségli szacharéz a tapkdzegben a
penicillin termelését is lecsokkenti, represszalja a penicillin bioszintézist (Brakhage
1998). Ezzel szemben a lakt6znak el6bb be kell jutnia a sejtbe, hogy az intracellularis -
galaktozidaz gliikkozra és galaktozra hidrolizalhassa.
Ha laktéz szénforrason noétt tenyészethez tovabbi laktozt adagoltunk, sem a
novekedésben (6 A. abra), sem a laktdz fogyasban (6 B. abra), sem a [-galaktozidaz
aktivitaisban (6 C. abra) nem tortént valtozas, ami a laktéz erOsen limitalt
felhasznalasara utalt.

Neurospora crassa -galaktozidaza esetében, amikor a tenyészetet nem indukalo
szénforrasrol indukald szénforrasra mostak at, az enzim aktivitas és a ndovekedés csak

orak mulva emelkedett meg (Bates és mtsai. 1967). Hasonloakat tapasztaltunk mosott
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sejtes tenyészetben, amikor gliikoz szénforrasrol laktdéz szénforrasra mostuk at a
tenyészetet. A novekedés csak az atmosast kovetd tizedik oraban kezdddott el egy
hosszabb lag fazis utan. A B-galaktoziddz aktivitas, egy Ot oras lag fazist kovetden, mar
jelentds mértékben megndtt (5 B. abra). Baktériumokban azonban ez a lag fazis joval
rovidebb. Az inducer jelenlétére valaszként mar néhany percen beliill megemelkedik az
enzim aktivitas és fokozdodik a novekedés (Jacob €s Monod 1961).

A gliik6z szénforrason, komplex tapoldatban nott tenyészetben tapasztalt
Osszefiiggés a glikoz elfogyasa, a novekedés leallasa és az alacsony P-galaktozidaz
aktivitdas megjelenése kozott arra  enged kovetkeztetni, hogy  Penicillium
chrysogenumban az enzimnek egy indukcio nélkiili, derepresszalt szintézise is
megtalalhatdo (4 B. dbra). A derepresszid6 mértéke alacsony, de szignifikans volt.
Kiilonb6z6 enzimek derepresszalt szintézise élesztOkben (Zimmermann 1977) és
Aspergillus nidulansban is ismert, &m p-galaktozidaznal eddig még nem irtak le.
Ezeknek az eredményeknek a tiikrében felvetodik az a kérdés, hogy dontéen milyen
folyamatok eredményezik, hogy a lakt6éz ennyire rosszul hasznosul? Vajon a sejten
beliil, a laktozbol felszabaduld gliikkoz és galaktéz represszalja-e a [B-galaktozidaz
fokozott szintézisét és/vagy a laktéz transzportjat? Vagy a laktéz transzportja és
hidrolizise mar eleve sziik keresztmetszetet jelent a laktéz hasznositasban, amit a
laktozbol képzodé kis mennyiségli és gyorsan hasznosuld gliikéz és galaktdz
represszald hatdsa 1ényegesen mar nem befolyasol. Az elso felvetést tamasztja ala, hogy
a glikoz és galaktéz erdssen represszalta a [(-galaktoziddz enzim szintézisét, és a
gliikozrol ismert, hogy transzport rendszereket represszalhat (Rand és Tatum 1980 ab).
Masfeldl szintén ismert, hogy Penicillium chrysogenumban a laktéz nem eredményezi a
penicillin bioszintézis repressziojat, vagyis csak szubrepresszaldé mennyiségi gliikdz
szabadul fel a lakt6oz hidrolizisébdl, ami gyorsan metabolizalodik is. Szachardz esetében
a felszabadul6 nagy mennyiségii gliikkoz mind a penicillinnek, mind a B-galaktozidaznak
a termelését represszalta, de ebben az esetben a szachardz hasznositasa és igy a
szachar6zon valé névekedés is gyors volt. Sajat kisérletek alapjan tigy gondoljuk, hogy
a laktozbol felszabaduld gliikdz represszald hatdsa, bar nem zarhatd ki, ugy tiinik
kevésbé meghatarozo a laktdz hasznositas szabalyozasanak szempontjabol.

A cAMP-t, mint intracellularis szabalyozé molekuldt mar szamos esetben
vizsgaltak kiilonb6z6 szervezetekben (Pall 1981; D’Souza és Heitman 2001).

Mikroorganizmusokban a szénhidrat anyagcsere szignaljaként tanulmanyoztak
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atfogoan, kiilondsen a baktériumok karbon katabolit represszidjaban betoltott kozponti
szerepével kapcsolatban (Pall 1981). A cAMP szerepe a gombak karbon represszidjaban
lényegesen kiilonbozik a baktériumokban meghatarozottol (Ronne 1995), és a
rendelkezésre allo adatok elég ellentmondasosak (Ruijter és Visser 1997). Korabbi
vizsgdlatok azt mutattdk, hogy Aspergillus nidulansban (Zonneveld 1976),
Saccharomyces cerevisiaeben (Denis ¢és Audino 1991) ¢és Schizosaccharomyces
pombeben (Byrne és Hoffman 1993) a cAMP szint magasabb, amikor a gliilkoz nagy
koncentracidban van jelen. Azonban mds eredmények szerint nincs, vagy alig van
Osszefiiggés a szénforras és az intracellularis cAMP szint valtozas kozott Aspergillus
(Zonneveld 1976), Mucor (Paveto és mtsai. 1975) és Neurospora fajokban (Pall 1977).
Kiilonbozoé szénforrasokon nott tenyészetekben meghataroztuk a cAMP szintet annak
érdekében, hogy megvizsgaljuk a cAMP lehetséges szerepét a 3-galaktozidaz szénforras
magas a cAMP szint, mig glilkdzon nétt sejtekben alacsony, jo egyezést mutatnak Emri
és mtsai. (1994) és Kozma és mtsai. (1992) altal leirtakkal. Glicerinen nétt tenyészetben
nem volt detektalhaté mennyiségii cAMP jelen, am szachardz szénforrason, a laktozhoz
hasonléan jol detektalhatdé cAMP szintet mértiink. Mivel a szachar6z a gliikozhoz
hasonloan erésen represszalta a P-galaktozidaz szintézist és fokozta a novekedést,
feltételezhetd, hogy Penicillium chrysogenumban sincs kozvetlen 6sszefiiggés a cAMP
szint és a karbon represszio illetve szénéhezés kozott.

Az endogén cAMP szintet kiilonb6z6 drogokkal, exogén cAMP-vel vagy ennek
analogjaival (pl.. dBcAMP), befolyasolni lehet (Pall 1981). Metilxantinok, mint a
teofillin, koffein és 1-metil-3-izobutilxantin, mint foszfodiészteraz inhibitotrok
miikddnek, ezért az endogén cAMP szint emelésére hasznalhatoéak (Pall 1981, Scott és
Solomon 1973, Emri és mtsai. 1998). Penicillium chrysogenumban, a koffein
hatékonyan ndvelte a sejten beliilli cAMP koncentraciot (Emri és mtsai. 1994). Sajat
kisérleteinkben, komplex tapkdzegben, a koffein jelentdsen lecsokkentette a gliikkoz
fogyast és a novekedést, am a [-galaktozidaz aktivitasra alig volt hatassal (7 C. abra).
Mosott sejtes tenyészetben, gliikkozon és koffeinen, a koffein lecsdkkentette ugyan a
novekedést, am nem ndvelte meg a [-galaktoziddaz aktivitdst. Laktézon nott
tenyészetben azonban, a koffein jelentdsen lecsokkentette a ndvekedést és csdkkentette
az enzimaktivitast (5. abra). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a cAMP nem

befolyasolta kdzvetleniil a -galaktozidaz szintézist. Elfogadva, hogy a koffein f6 hatasa
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a cAMP szint megemelése, a cAMP-nek nincs szerepe a -galaktozidaz szintézis karbon
represszidjaban, viszont erésen gatolta a glilkdz fogyast mind komplex tapkdzegben,
mind mosott sejtes tenyészetekben (7 B. és 5 B. dbra). Pancreas Langerhans-
szigeteiben kimutattdk, hogy a koffein gatolja a D-gliik6z transzportjat, ami azt jelenti,
hogy a koffein gliikoz felvételének a gitlasa fiiggetlen az intracellularis cAMP szintet
befolyasold képességétél (McDaniel ¢és mtsai. 1977). Elképzelhetd, hogy a mi
kisérleteinkben a csokkent gliikéz fogyas szintén a gliikoz felvétel gatlasanak
tulajdonithato.

Allati sejtekben a legaltaldnosabban hasznalt cAMP analég a dBcAMP. Szamos fonalas
gombaban alkalmaztdk mar, bar kisebb vagy hasonld aktivitassal rendelkezett, mint
maga a cAMP (Pall 1981). Az altalunk végzett kisérletekben a dBcAMP nem volt
hatassal sem a novekedésre, sem a [B-galaktozidaz aktivitasra (8. abra). Neurospora
crassaban (Terenzi 1976) és Aspergillus nigerben (Wold és Suzuki 1973) szintén
viszonylag inaktiv, aminek oka feltehetdleg az, hogy nem alakul at megfeleld
mennyiségben 6-N-monobutiril-cAMP-vé, ami az emlés sejtekben megfigyelt aktiv
analog (Pall 1981). Mucor fajokban azonban a dBcAMP élesztOszerli novekedést
eredményez6 morfologiai valtozasokat okoz (Jones és Bulock 1977).

Szintén kozponti szerepet jatszo jelatvivo nukleotidok a cGMP ¢s az ADP-ribdz. Az
altalunk végzett kisérletek alapjan, jol detektalhatdé mennyiségben vannak jelen
Penicillium chrysogenum sejtekben, am sejten belilli koncentraciéjuk valtozéasa és az
alkalmazott szénforras kozott semmilyen kozvetlen Osszefliggést nem talaltunk (1.
tablazat).

A dezoxi-D-gliikdz, mint nem természetes glikoz analog, ¢élesztében erdsen gatolja a
novekedést és a fermentaciot. Foszforilalt formajan keresztiil, a glikolizis fluxusat
befolyasolja, leginkabb a fermentalodd cukrok felvételén €s sejtfal poliszacharidok
szintézisének gatlasan keresztiil (Heredia és mitsai. 1963). Az altalunk vizsgalt
Penicillium chrysogenum torzsben a dezoxi-D-gliikoz lecsokkentette a novekedést és a
B-galaktozidaz aktivitast (5. abra), ezért feltételezhetd, egy glikolitikus intermedier
befolyasolhatja az enzim aktivitdsat, mint példaul Saccharomyces cerevisiae o.-

gliikozidaz esetében (Kuo és Lampen 1972).

A fentebb targyalt eredmények alapjan ugy tinik, hogy a [-galaktozidaz

aktivitast, Penicillium chrysogenumban, a laktoz indukalja, a gliikoéz, szacharéz,
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glicerin, és ellentétben mas gombakkal és élesztokkel, a galaktdéz is represszalja.
Emellett, a B-galaktozidaz szintézisnek egy indukci6 nélkiili, derepresszalt szintézise is
megfigyelhetd az altalunk vizsgalt Penicillium chrysogenum torzsben. A cAMP
szerepét a karbon represszidban nem lehetett kimutatni. Ezek az eredmények,
Osszevetve a penicillin bioszintézis szénforrds szabalyozasarol eddig rendelkezésre allo
ismeretekkel, megerdsitik azt a feltételezést (Barredo és mtsai. 1988), mely szerint a
szénhidrat hasznositads és a penicillin bioszintézis szénforras szabalyozédsa hasonld

mechanizmus révén valdsulhat meg.

5.2. A B-galaktozidaz aktivitissal rendelkezé enzim jellemzése

Mivel eredményeink azt mutattadk, hogy Penicillium chrysogenumban a [3-
galaktoziddz enzim intracellularis, és a bioszintézise szubsztrat indukcio és gliikoz
represszi6 alatt all, ahol a gliilkoz mellett a galaktdz is represszalod szénforras, ezért az
enzim tisztitdsahoz laktdéz szénforrdson nott tenyészet micéliumdt hasznaltuk. A

megtisztitott enzim sajatsagait a 6. tablazatban foglaltuk 6ssze.

B-galaktozidaz N-acetil-B-D-hex6zaminidaz

My, 270 kDa (4 X 66 kDa) 141 kDa (2 X 66,4 kDa)

pH optimum 4,0-5,0 4,0-5,5

Hoémérséklet optimum 30°C 50 °C

pl 4,6 5,0 (4,9)

Kn (ONPG) 1,81 mM Nem hidrolizélja
(Lakt6z) 27,02 mM Nem hidrolizélja
(PNP-GIcNAc) 1,28 mM 0,57 mM

Vmax (ONPQG) 40 nkat/mg Nem hidrolizélja

(Lakt6z) 9,2 nkat/mg Nem hidrolizalja
(PNP-GIcNAc) 166 nak/mg 55 kat/kg

6. tablazat: Penicillium chrysogenum [-galaktozidaz és N-acetil-B-D-hex6zaminidaz
(Pocsi és mtsi. 1999) enzimatikus sajatsagainak 6sszehasonlitasa
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Az enzim pH optimuma nagy egyezést mutat Aspergillus oryzaebdl (Gargova és mtsai.
1995) tisztitott P-galaktozidazéval, a Neurospora crassa (Bates és mtsai. 1967)
alacsonyabb pH optimummal rendelkez6 enzimével (pH=4,2), a Penicillium notatumbol
(Rogalski és Lobarzewski 1995) és Penicillium citrinumbdl (Watanabe és mtsai. 1979)
izolalt enzimekével. Az Aspergillus nidulans (Diaz és mtsai. 1996) B-galaktozidazanak
a pH optimuma 7,5. Az altalunk tisztitott -galaktozidaz homérséklet optimuma az
Aspergillus  nidulansban (Diaz ¢és mtsai. 1996) talalhatdo laktaz homérséklet
optimumaval egyezik, mig mas gombak [-galaktozidazai, kiilondsen melyek
extracellularisak, magasabb homérséklet optimummal rendelkeznek. A Penicillium
chrysogenum [3-galaktoziddz izoelektromos pontja megegyezik az Aspergillus nigerbol
(Widmer és Leuba 1979) izolalt enzim izoelektromos pontjaval.

A molekulatdmeg meghatarozas eredményeként azt kaptuk, hogy a nativ enzim
moltdmege 270 kDa, amely négy, egyenként 66 kDa tomegi, alegységbdl épiil fel,
vagyis az enzim homotetramer. A multimer sajatsag elég altalanos a mikrobidlis -
galaktozidazok kozott. Homotetramer formaban talalhatd Escherichia coliban (Steers és
Cuatrecasas 1971), Bacillus maceransban (Steers és Cuatrecasas 1971) és Lactobacillus
helveticusban (Nadder de Macias ¢és mtsai. 1983). A tanulmanyozott gomba enzimek
koziil Aspergillus oryzaeban (Gargova és mtsai.1995) és Aspergillus nigerben (Widmer,
F. és Leuba 1979) monomer, Aspergillus nidulansban (Diaz ¢és mtsai. 1996),
Rhizomucor sp-ben (Shaikh 1999), Fusarium oxysporumban (Brando és mtsai 1987),
Thermomyces lanuginosusban (Fischer és mtsai. 1995) multimer. Ezek az enzimek
dontéen extracellularisak (pl.: Aspergillus oryzaeban, Aspergillus nigerben, Rhizomucor
sp-ben ¢és Penicillium notatumban), de van kozottik néhany intracellularis is
(Aspergillus nidulansban, Thermomyces lanuginosusban).

Az enzim kinetikai paraméterei szintetikus szubsztratjara (ONPG) nézve K,=1,81 mM,
Vmax=40 nkat/mg, laktozra vonatkozolag K,=27,02 mM, V;,,.x=9,2 nkat/mg adodott. Az
enzim K, értékei nagy azonossagot mutatnak az Aspergillus nidulansban (Diaz és
mtsai. 1996) és Aspergillus oryzaeban (Gargova mtsai. 1995) mért értékekkel. A K,
értékben nagysagrendi kiilonbség van a szintetikus €s természetes szubsztrat esetében,
ami azonban altalanos az eddig leirt B-galaktozidazok esetében (Gargova €s mtsai.
1995).

A szubsztratspecificitasi vizsgalatok azt mutattak, hogy az enzim hexdzaminidaz

aktivitassal is rendelkezik. Hasonl6 megfigyelést mas [-galaktozidazok esetében még
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nem irtak le. Az N-acetil-B-D-hex6zaminidazt Pocsi és mtsai. (1993, 1999) tisztitottak
Penicillium  chrysogenumb6l, meghatdrozva enzimatikus sajatsagait. Ennek
eredményeit, 6sszehasonlitva az altalam tisztitott f-galaktozidaz aktivitassal rendelkezd
enzim sajatsagaival, a 6. tablazatban foglaltuk Ossze. A kinetikai paraméterek alapjan a
B-galaktoziddz nem rendelkezik olyan nagy hex6zaminidaz aktivitdssal mint az N-
acetil-p-D-hexdzaminidaz, de a [B-galaktozidaz aktivitdshoz képest, ez igen jelentOs.
Lényeges kiilonbség, hogy a tisztitott N-acetil-B-D-hexdzaminidaz nem hidrolizalta sem
a laktozt, sem a -galaktozidazok legjobb szintetikus szubsztratjat, az ONPG-t. Emellett
jelentds az eltérés a két enzim homérséklet optimumaban is.

Ha a két enzim fehérje szerkezetét Osszehasonlitottuk, tovabbi fontos
kiilonbségeket és azonossagokat talaltunk. Molekulatomeg alapjan, a P-galaktozidaz
egy elég nagy méretii, tetramer fehérje, ami viszonylag ritka az eukariotakbol tisztitott
B-galaktozidazok kozott. Az N-acetil-B-D-hex6zaminidaz dimer szerkezetli Penicillium
chrysogenumban, és mind a nativ fehérje, mind az alegységek molekulatomege nagy
hasonlésagot mutat mas gombakban talalhatd hex6zaminidazokéval (Scigelova és Crout
1999). Lényeges hasonlosdg, hogy a két enzim alegységeinek molekulatomegei
gyakorlatilag megegyeznek. Az alegységek 15 aminosav hosszlisagh N-termindlis
aminosav sorrendjét meghatdrozva ¢és Osszehasonlitva, azt kaptuk, hogy a pB-
galaktoziddz N-termindlis szekvencidja megegyezik az N-acetil-B-D-hexdézaminidaz
szigndl szekvenciat kdvetd 99-113 aminosav szekvenciajaval, ami kozvetleniil egy KR
(Liz-Arg) hasitd hely utdn kovetkezik (Diez és Barredo 1998). Ez az egyezés felveti
annak lehet6ségét, hogy a két fehérjét ugyanazon gén kodolja, €s a két enzim kiilonbozo
poszttranszlacids érési folyamatok révén jon létre. Ezt, egyrészt alatimasztani latszik,
hogy az N-acetil-B-D-hex6zaminidaz szignal szekvenciat kovetd 97-98. aminosav KR
(Liz-Arg), amely élesztében a Kex2 endopeptidaz hasitohelye (Fuller és mtsai. 1989),
ami alapjan feltételezhetd, hogy Penicillium chrysogenumban az ,N-acetil-B-D-
hex6zaminidaz” prekurzor egy pre-pro-fehérjeként szintetizalodik, s a hasitast egy Kex2
homoldg végzi. Masrészt a B-galaktozidaz posztranszlacids érésére vonatkozolag, az
enzim tisztitdsa szolgalt néhany felvetéssel. Az enzim tisztitdsa ugyanis tobb 1épést
igényelt, mint mas mikroorganizmusoknal, ahol az affinitds kromatografiat sikeresen
alkalmaztak a (-galaktozidaz gyors tisztitasara (Diaz és mtsai. 1996; Steers és mtsai.
1971, 1974; Pollard és Steers 1973). Penicillium chrysogenum esetében ugyanis a 3-

galaktozidazzal két masik, nehezen elvalaszthato fehérje tisztult egyiitt. Meghatarozva
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ennek a két fehérjének az N-terminalis aminosav szekvencidjat, azt kaptuk, hogy a 83
kDa méretii fehérje aminosav szekvencidja egy Aspergillus fumigatusbol szarmazo
dipeptidil peptidaz (Beauvais és mtsai. 1997) szignalszekvenciat kdvetd szekvenciajaval
mutat nagy homologiat. A masik, 78 kDa méretli, egyiitt tisztuldo fehérje protedz
aktivitisssal rendelkezik, melyhez Ca®" jelenléte volt sziikséges, de N-terminalis
aminosav szekvencidja nem mutat jelentés homoldgiat mas ismert szekvenciaval (4.
tablazat). A dipeptidil peptidazok igen fontosak a sejtek anyagcseréjében, a dipeptidek
metabolizmusaban. Az Aspergillus fumigatusbodl izolalt dipeptidil peptidaz expresszidja
nagymeértékben fligg a ndvekedés koriilményeitdl; maximalis intra- és extracellularis
szintet fehérje, vagy fehérje hidrolizatumot tartalmazé tenyészetekben mértek, amikor
nem volt jelen semmilyen cukor (Beauvais és mtsai. 1997). A Ca®’-dependens
protedzok fontos szerepet jatszanak perkurzor fehérjék proteolitikus processzingjében.
Ilyen protedz tobbek kozott az élesztébdl izolalt Kex2 endoprotedz is (Fuller és mtsai.
1989). Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a B-galaktozidazzal egyiitt tisztulod két proteaz

az enzim érésében jatszhat szerepet.

A Penicillium chrysogenum B-galaktozidaz és N-acetil-B-D-hex6zaminidaz
genetikai vizsgalatainak eredményeként, a [-galaktozidaz aktivitassal rendelkezd
fehérje N-terminalis aminosav sorrendje alapjan tervezett jelolt oligonukleotiddal
végzett hibridizacios kisérlet soran egyetlen hibridizaldo fragmentumot taldltunk az
emésztett genomidlis DNS-ben (13. abra). Ez a 45 bazis hosszisagu oligonukleotid az
N-acetil-B-D-hex6zaminidaz gén 5° végének 1618-1662-ig tarté bazissorendjével is
megegyezett. Tekintve, hogy a hibridizacié soran csak egyetlent szignalt kaptunk és az
altalunk tervezett primerekkel (5. tablazat) amplifikdlt 689 bp hosszisagi DNS
fragmentum szekvencidja (12. abra), mely a hibridizalodo szakaszt is magéban foglalta,
100 %-ig megegyezett az N-acetil-B-D-hexdzaminiddz gén 1618-2306 kozotti
szakaszanak bazissorrendjével, feltételezhetd, hogy Penicillium chrysogenumban a [3-
galaktozidaz és az N-acetil-B-D-hexdzaminidaz enzimek alegységeit egyetlen, kdzos

gén kodolja.
A Penicillium chrysogenum [-galaktozidaz és N-acetil-B-D-hex6zaminiddz lehetséges

kozos génjének, meghatarozott aminosav szekvencidjanak, és az enzimek néhany

sajatsaganak egyezése, illetve a tisztitott B-galaktozidaz hexdzaminidaz aktivitasa
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alapjan feltételezziik, hogy az ipari penicillin termeld torzsben a laktéz bontasat egy
egyéb aktivitassal/aktivitasokkal is rendelkezd, a laktézt viszonylag rosszul bontd
glikohidrolaz végzi. Ez is magyarazhatja, hogy a laktéz nehezen metabolizalhato
szénforrds, és mas fajoktol eltéré szabalyozast mutat. A fehérje érése/aktivalasa
poszttranszlacids proteolizissel torténhet. Ebben a tisztitds sordn vele egylitt marado

proteolitikus fehérjék szerepe még tisztdzando kérdés.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink azt mutattak, hogy az altalunk vizsgalt Penicillium chrysogenum
torzsben a B-galaktozidaz aktivitas sejthez kotott. Jelentdsebb extracellularis aktivitast
csak a sejtlizis meginduldsa utan tapasztaltunk. A legjobb szénforrdsnak a konnyen
metabolizalodo gliikkdz, szachardz, glicerin és érdekes mddon a galaktéz bizonyult; a
laktéz viszont kis biomasszat addé gyenge szénforras, aminél még a pepton is
konnyebben hozzaférhetd energiaforras a gomba szamara. A vizsgalt szénforrasok koziil
csak a laktoz indukalta az enzimszintézist, a tobbi - koztiik a galaktoz is - represszalta.
Kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy Penicillium chrysogenumban az
enzimnek egy indukci6 nélkiili, derepresszalt szintézise is megtalalhato.

Az egyes szénforrdsokon mért cAMP koncentraciot vizsgalva feltételezhetd, hogy
Penicillium chrysogenumban sincs, hasonléan mas fonalas gombakhoz, kdzvetlen
Osszefiiggés a cAMP szint és a karbon represszi6 illetve szénéhezés kozott. A koffein
hatasat vizsgald kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a cAMP nem befolyasolta
kozvetleniil a B-galaktoziddz szintézist, viszont erésen gatolta a gliikoz fogyast, ami
valoszintileg a gliikoz felvétel gatlasanak tulajdonithato.

A kapott eredmények, Osszevetve a penicillin bioszintézis szénforras szabélyozasarol
eddig rendelkezésre allo ismeretekkel, megerdsitik azt a feltételezést, mely szerint a
szénhidrat hasznositads és a penicillin bioszintézis szénforras szabalyozédsa hasonld
mechanizmus révén valdsulhat meg.

Munkank soran intracellularis (-galaktozidaz aktivitassal rendelkezé enzimet
tisztitottunk Penicillium chrysogenumbdl, meghataroztuk enzimatikus sajatsagait és
Osszehasonlitottuk mas enzimekkel. Emellett az enzimmel egyiitt tisztulo két fehérjét is
részben azonositottunk. A Penicillium chrysogenum p-galaktoziddz és N-acetil-B-D-
hex6zaminidaz meghatdrozott aminosav és gén szekvenciajanak, és az enzimek néhany
sajatsaganak egyezése, illetve a tisztitott B-galaktozidaz hexdzaminidaz aktivitasa
alapjan feltételezziik, hogy az ipari, penicillin termel6 torzsben a laktéz bontasat egy
egyéb aktivitdssal/aktivitdsokkal is rendelkezd, a laktdzt viszonylag rosszul bontd
glikohidroldz végzi. Ez is magyardzhatja, hogy a lakt6z nehezen metabolizalhatd
szénforrds, és mas fajoktol eltérd szabalyozast mutat. A fehérje érése/aktivalasa

feltehetOleg poszttranszlacios proteolizissel torténik.
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The study of lactose utilisation in Penicillium chrysogenum

Our experiments showed that the [-galactosidase activity in Penicillium
chrysogenum is cell bound. The low activity in the culture filtrate was probably due to
cell lysis at later stages of the growth. Glucose, sucrose, glycerol and suprisingly
galactose were the best, easily metabolised carbon sources, while lactose was a rather
poor carbon source, giving much less biomass. Our results suggest that even peptone
was a better energy source than lactose. In our strain the enzyme was induced only by
lactose. The other carbon sources (including galactose) repressed the -galactosidase
biosynthesis. Based on the results it seems, that in Penicillium chrysogenum there was
an uninduced, derepressed synthesis of the enzyme.

Investigating the cAMP level on different carbon sources our results suggested that like
in other filamentous fungus there was no direct correlation between cAMP level and
carbon repression or carbon starvation in Penicillium chrysogenum. Investigating the
effect of caffeine we found that cAMP did not influence the -galactosidase synthesis
but strongly antagonised glucose consumption probably due to the inhibition of glucose
uptake.

These results compared to carbon regulation of penicillin biosynthesis also suggest that
a common regulatory mechanism is involved in carbon regulation of sugar utilisation
and penicillin biosynthesis.

The intracellular (-galactosidase from Penicillium chrysogenum was purified
and some of its parameters determined and compared to other enzymes. We found some
important enzymatic and genetic similarities between [-galactosidase and p-N-
acetylhexosaminidase in Penicillium chrysogenum. In addition we partially
characterised two proteins which co-purified with P-galactosidase. Based on these
results we propose that in our industrial penicillin producer strain lactose is hydrolysed
by a glycohydrolase with broad substrate specificity that has low affinity for lactose.
This explains why lactose is a “non-easily metabolised” carbon source. Activity of the

co-purifying proteins in this process is an intriguing question.
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