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BEVEZETES

A Biomérnoki Tanszék illetve jogédlje mar 25 éve vizsgélja a
biotechnoldgiai jelerdisédi fonalas gombak laktéz és D-galaktoz
anyagcserejét. A laktdz, mint megujulé szénforaasulmanyozasa tobb
szempontbdl is indokolt.

A tejipar nagy mennyisdg folyékony hulladékot halmoz fel
(Ganzle és mtsai., 2008). A sajtgyartds soran akeepponenseinek
csupan 85%-a kerul felhasznalasra, mig a tejsavimalezett laktozt
tartalmazé melléktermék nem hasznosithaté (MarwékaKennedy,
1988). Ezért vilagszerte tobb mint 1,5 millié torimamozodik fel évente
(Roelfsema, 2010). A lakt6z biotechnologiai felhedasanak nehézségei
annak is kdszonh&thogy a tejsavo laktoz koncentraciéja alacsony aig
feldolgozasi folyamat els |[épését annak koncentrdlasa képezi. Az
élelmiszeripar szamara a laktéz felhasznalasa ditnimivel a laktéz
érzékenységben vagy galaktozémidban szdkvedamaval aranyosan
csokken annak felhasznalhatosaga (Novelli és Relti2900; Campbell
és mtsaj 2005). Kezelés vagy felhasznalds hidnyaban aavigjs
kornyezetvédelmi problémékat okoz, specifikus syeizkezeb
rendszerek kiépitése pedig koltséges. Ezért mirgjgrdn indokolt olyan
folyamatok részévé tenni, melyek soran hozzaaddékie termékek
létrehozdsat szolgalia (Panesar és Kennedy, 20).tejsavo
hasznosithaté a sziikséges fermentacios folyamaghtiknalizalasahoz,
tovabba alkalmazhaté a masodik generacios biolzggaiermelésben
tortérd felhasznalashoz, valamint annak eltavolitasdhogzennyezett

talajbdl és vizbl (bioremediacio).



Példaértélk megoldast jelent az ipari fermentaciés biotechgiald
amely a tejsavot a hagyomanyos értelemben vett ofss lhségesen
rendelkezésre all6 névekedési szubsztratként émger forrasként
alkalmazza a mikroorganizmusok, gombak szaméaraH@ags Moyer,
1947; Silva és mtsai., 2009; Panesar és mtsaif; X0mari és mtsai.,
2011; Aghcheh és Kubicek, 2015). Eppen ezért elimgetlen
fontossagu a laktéz lebontas tanulmanyozasa szdomedas gomba,
tobbek kozoétt a genetikai modellnek szami#gpergillus nidulans
talajlaké szaprofita faj esetében.

Az egyetlen természetes laktdézforras az ésoi teje. A
heterodiszacharid (1,4-@D-galaktopiranozil-D-glikoz) laktéz a tej
legfontosabb szénhidratkomponense, amely azdéraimgyek Golgi
organellumaban szintetizalédik. A laktoz az UDB&laktozbol és D-
glukdézbol keletkezik laktatszintetdz hataséra, gneelaktalbumin és
galaktoziltranszferaz egysegekiepul fel.

Nem minden mikroorganizmus képes a lakt6z haszss#. Ez
azért is érdekes, mert a laktdzhasznosltas operon altal tortéh
szabalyozdsa azEscherichia coli baktériumban a prokaridta
génszabalyozas paradigmajava valt, meégis a terthb&szeszamos
baktérium nem hordozza ezt a tulajdonsagot. A fataweos ipari
jelentsédi gombafajok kozil @ékéleszi (Saccharomyces cerevis)ags
az Aspergillus nigerképtelen a lakt6zt katabolizalni (Seiboth és mtsai
2007; Fekete és mtsai., 2012).



A legtbbb mikroorganizmus ugyan képes hidroliza@naktozt D-
glikdz és D-galakt6z monomerekre, de a tejcukordemiképpen lassan
hasznosulé szénforras lesz. Ennek oka az, hogykeoonganizmusok
természetes éhelyein nem fordul &, tovabba megjelenése a
természetben evolluciosan kés tehed. A lasst laktéz hasznositas
azonban élsegiti a karbon katabolit represszio alatt allokender
anyagcsereterméekek  (metabolitok) és  polimer-lebongnzimek
keletkezését, ezért a tejsavot régdta haszndljangafis fermentacios
biotechnolégiai ipar olyan folyamatokhoz, mintTaichoderma reesei
fonalas gomba cellulaz, vagy Renicillium chrysogenunéltal tortér
penicillin termelése; azonban ez csupan a vilageent® keletkei
mennyiség 15%-at jelenti (Roelfsema és mtsai., 1990 T. reesei
esetében olyan génmanipuldlt torzset hoztak |émeelynek a cellulaz
enzimet kddold génjét egy laktdézzal indukalhaténpiterre cserélték,
ezaltal a laktdzt rekombinans fehérjék ipatiadlitasara is hasznaljak. A
fentiek alapjan belathato, hogy tdbb szempontbbhsznos lehet a lakt6z
asszimilaci6 mechanizmusainak megértése a gombaféaciokban. A
kihivast jelend probléma megoldasdhoz elengedhetetlen, hogy
mélyrehatéan tanulmanyozzuk a gombak lakt6z Kkaiabokanak

Az a tény, hogy a mikroorganizmusok egy része kégeskedni
laktézon laboratériumi kortlmények kozott sokkalkabb véletlen,
mintsem evollciésan ,tervezett” biokémiai folyamatniatt gyakori a

nemzetseg,& fajspecifikus biokémiai megoldasok aranya.



A laktézt fermentdlé Kluyveromyces lactis éleszé LAC
rendszerének tikddése az alacsonyabb rénéukariétak transzkripcios
szinfi szabalyozasanak egyik paradigmaja (Cardinali ésaimt1997;
Baruffini és mtsai., 2006; Rigamonti és mtsai., POJAz Ascomycota
fonalas gombéakban azonban a lakt6z anyagcsere szértusfontossagu
metabolikus lépése kevésbé ismert (Seiboth és m&#7; Karaffa és
mtsai., 2013).

Munkacsoportunk aAscomycotatérzs, Pezizomycotinaaltorzs,
Eurotiomycetes osztaly; Eurotiomycetidae alosztaly; Eurotiales
rendjének; Aspergillaceae csaladjdba tartozoAspergillus nidulans
(Emericella nidulans fonalas gomba lakt6éz katabolizmusanak
tanulmanyozasatizte ki célul.

Az A. nidulans idedlis modellorganizmus. Szexudlis és
paraszexualis életciklusa laboratoriumi kortlményk&zott is  jol
indukalhatd, teljes genom szekvencigja ismert, s®sanadatbazis,
génkonyvtar, vektor, illetve mutans segiti a vaéldért munkat, st A.

nidulansra kidolgozott DNS chip-ek is elértiek.



. IRODALMI ATTEKINTES

1. Afonalas gombak kulonbos stratégidja a laktézhasznositas

kezdeményezésére

A laktoz hidrolizise a kulonb@zélelmiszer és fermentacios ipari
technologiak szaméra kihivast jelénfblyamat. Mikrobdk (jellemé&en
gombék) révén torténik, a pB-D-galaktoziddz (bGal) enzim
kozremikodésével. A fonalas gombak esetében a laktoz dhdaius
harom lehetséges mddon valosulhat meg: (1) egyifiqusctranszporter
bejuttatja a laktozt, majd a sejten belll az irgHataris p-galaktozidaz
hidrolizélja; (2) a laktéz extracellularis hidrdde D-galakt6z és D-
glik6z monomerekre az extracellulafisyalaktozidaz aktivitasa réven;
(3) az emlitett kétféle lebontasi Ut parhuzamosamegvaldsulhat (1.
abra).

A fungalis B-D-galaktoziddzok esetében megkulonbdztetink a
glikozil hidrolaz (GH) 35 csaladba tartozo enzimelkanelyek savas pH
optimummal rendelkézextracellularis enzimeket tartalmaznak, valamint
a glikozil hidrolaz (GH) 2 csaladba tartozé intihdéris enzimeket,
amelyek pedig semleges pH optimummal rendelkezr@am@auf és
mtsai., 2007; Ishikawa és mtsai., 2006; Fekete B8aim2002; 2012). A
P. chrysogenunfonalas gomba lakt6z hasznositasi rendszerérekettsa
asszimilaciéos mechanizmus jelletnaigyanis egyarant rendelkezik egy
extracellularisp-galaktozidazzal (bGal), egy laktéz permeéazzal maia
egy intracellularis bGal enzimmel (Jonas és mt2ail4).



A Neurospora crassazintén képes egyiddgg két, fizikailag is
jol elkllonithet izoenzimet termelni. A kisebb molekulatoniegnzim
pH optimuma 4,2 (o-nitrofenj-D-galaktopiranozidra (ONPG) nézve),
tovabba laktdz, D-galaktdz, D-xil6z és L-arabin@gérgorrason egyarant
indukalédik. A masik nagyobb molekulatbnie@oenzim pH optimuma
7,5 (ONPG-re nézve), de ellentétben a mésik bGzlrenel D-xil6z és
L-arabindz jelenlétében nagyon alacsony aktivigtelktalhato. Mindkeét
esetben alacsony indukcios hatas figyélhmaeg D-glikdz, szachar6z és
fruktdz szénforrdsok jelenlétében. A leggebb inducer a D-galaktoz.
(Lester és Byers, 1965; Bates és mtsai.,, 1967)atTebm csupan a
lakt6z-asszimilalo élesdt képesek a pH-semleges intracellularis bGal
enzim szintéziseA. nidulansban csupan lakt6z és D-galaktoz Aaltal
indukalt pH-semleges intracelluléris aktivitas dédéhatd (Fekete és
mtsai, 2012).

A bGal enzimek tisztitasat és biokémiai jellemzésar szamos
gombafaj kapcsan publikaltak (Panesar és mtsaDf)20de a kodolo
gének transzkripcidos szabalyozasa még nem teljesstazott.

A. nidulansban extracellularis, vagy sejtfalhoz kotog-
galaktozidaz aktivitast a ndvekedés egyetlen féaisésem tapasztaltak,
azonban a sejten beldli intracellularis aktivitA/dmatosan detektalhato
(Fekete és mtsai., 2002). Etlkovetkezik, hogyA. nidulansgombaban a
lakt6z intracellularisan hidrolizalodik.
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V4

(Goedecke és mtsai., 1991; Diniz és mtsai., 20iR)silico, illetve
kisérletes vizsgalatok segitségével egy két @enallo klasztert
azonositottak és jellemeztek, melyek koordinaltairédd géneket
kodolnak: egy intracellularig3-galaktozidazt fgaD) és egy laktoz
permeazt lacpA) (Fekete és mtsai., 2012). Korabbi irodalmi adatok
valamintin silico elemzések alapjan a nativ enzim molekulatémegét 45
kDa-ra becstiltek, mely homotetramer, kb. 120 kDalegységekdl épul

fel.

D-galaktoz, laktéz és (kisebb mértékben) L-arabino
szénforrdsokon a két gén koordindlt, 6sszehangpltessziojat figyelték
meg, viszont D-glikézon nem tapasztaltak indukcidtgalaktéz és
lakt6z altali indukciora is csak akkor kertlt sbg D-glik6z nem volt
jelen a taptalajban, ezzel azt sugallva, hogy agést D-glikoz altali
katabolit represszié alatt all. Bizonyitott, hogy-glikbzon a karbon
katabolit represszio ereA gén expresszidjadhoz kéto@reA hidnymutans
torzsek esetében a két gén derepressziojara leeniilez is €fsiti azt a
feltevést miszerint a génklasztert alkoto két giejeézoédéseCreAfliggd
karbon katabolit represszio altal szabdlyozott €iekés mtsai., 2002,
2012).

Ez a két gén alapszint kifejezédést mutatott a karbon-
derepresszaléAreA) hattérrel rendelkéz mutansban akkor is, ha D-
glukoz volt az egyetlen ndvekedési szubsztrat (fee&e mtsai., 2012). A
delécios muténsok létrehozasaval bizonyitottakyheggaD az egyetlen
olyan enzimA. nidulansgombaban, amely hat a kromogén szubsztratra az
X-Gal-ra (5-brom-4-klor-3-indoliB-D-galaktopiranozid) — amely egy

gyakran haszndlt, noha mestersédgegalaktoziddz szubsztratum -
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mikdzben adacpA génbl kimutattak, hogy jelerds szerepe van a laktoz
intracellularis transzportjdban (Fekete és mtsa012). A. nidulans
gombaban lakt6z és D-galaktoz altal indukalt pH{sges intracellularis
aktivitast sikerdlt leirni. Kimutattdk tovabba, ho@ LacpA — az els
fiziologiailag relevans, fungdlis lakt6z permeaz,medyet a
Saccharomycetalesn kivil leirtak — egy élettanilag is relevanstdak
transzporter. AzA. nidulansban leirt B-galaktozidaz/lakt6z permeéz
génklasztert még masik 1Bezizomycotinaesetében is azonositottak
(Fekete és mtsai., 2012).

Tovabba bizonyitékot nyert az is, hogy a katabaligrsoranA.
nidulansban a laktéz transzportja a sebességmeghatar@ss, ldhem
pedig annak hidrolizise. Azok a mutansok, aholaepA gén tobb
kopidban van jelen, jelefgen gyorsabban képesek a diszacharid
felvételére, ezaltal a gyorsabb ndvekedésre isdatipushoz képest. Bar
a LacpA felebs a laktoz felvételének egy jelént részéért ebben a
gombaban, azonbanacpA hianymutans térzsek még képesek a laktézon
tortérd novekedeésre (Fekete és mtsai., 2012) utalva bogy legalabb
egy tovabbi permeaz még érintett a laktoz trandiian. A doktori
munkam soran azonositottunk és funkcionalisan edink egylacpA-
val nem klaszteréirlo masodik élettanilag relevans lakt6z permeéz geént
A. nidulansban, az altalunk megnevezédicpB gént. Az értekezletem
masik © témaja annak bemutatdsa, hogy a katabolikgaD-lacpA
génpér indukcioja szigoruan D-galakt6z medialt dotat, sokkal inkabb,
mint a monoszacharid katabolizmusanak barmelyrimediere.
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Az A.nidulanslakt6z anyagcseréj@raz el$ dolgozatok a mult
szdzad hatvanas éveiben jelentek meg. A klasszikasdom
mutagenezissel @&llitott) mutansokat alapuetn ket csoportba soroltak:
felvételben sérdlt illetve laktdéz hidrolizis-mutéks Olyan mutans
torzset, amely egyszerre hordozta volna a laktowételének és
hidrolizisének defektusat, soha nem sikerlt izolaA lacA mutacio
laktéz felvételben defektes torzset eredményezattlacG |6kusz
manipulalasaval pedif-galaktozidaz mutansokat hoztak létre. Mindkét
esetben a VI. kromoszoman taladlhatd a mutacié (&kjeés mtsai.,
1972). A mutlns torzsek keresztezése soralacA és lacG gének
rekombinaciés gyakorisaga 12-19%-o0s volt, ami —nben is alacsony
erték — a két gén genetikai kapcsoltsagara utalt.

A lacC24 az egyetlen olyan részleges (leak3fgalaktozidaz
mutacio, mely nem a VI. kromoszoman lokalizal6diky ké$bb kidertilt,
szerepe teljesen fuggetlen a laktoz katabolizmugiéhi meglegbb,
hogy Fantes és Roberts (1973) a mutansok egy asaportjat irta le,
melyek esetében ONP-Gal szubsztratot hasznalvalitiklis aktivitas
ugyan nem volt mérhé&t de lakt6z szénforrdson normal névekedés volt
tapasztalhatd. A mutaciot harom egymastél fluggetlgkuszra
térképeztek fol gaA-Q, melyek kozul az egyik derzékenynek
bizonyult pbgaA). Ez a tulajdonsag jarult hozza ahhoz, hogy |aiéhi
tudjanak egyp-galaktozidaz struktargént, mely a Ill. kromoszoman

talalhato.
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Mindezen tal egy membran fehérjét is sikerult azitami, amely
a nagy facilitdtor szupercsalad (Major Facilita®uperfamily, MFS)
fehérjék kozeé tartozikin silico vizsgalatok révén nehéz meghatarozni,
hogy egy adott fehérje mely szubsztratum transgiddtja el, mivel a
transzmembran fehérjék aminosav szekvenciai naggor@sagot
mutatnak. A. nidulans gombaban kb. 400 MFS fehérjét kdédol6 gén
talalhatd, melyek koézul tébb mint 100 tartozik akau transzporterek
csaladjaba. Ez jeletd szam az élesi#hoz képest, melyek genomjaban
ennél joval kevesebb - plCandida albicansés Kluyveromyces lactis
esetén 20Yarrowia lipolyticaesetén pedig 23 - cukor transzporter van
jelen. In silico filogenetikai vizsgalatok réver. nidulans gombéaban
genetikai és biokémiai adatok alapjan meégis sikeaizbnositani egy
lakt6z transzportért felés gént. A laktdoz permeéaz azonositasdhoz az
NCBI genom adatbazisban végeztek TBLASTN analigistkete és
mtsai., 2012). Ennek erdményeként 11 db olyan srekwt kaptak,
amelynek BLAST valésziniisége Beés 2&° kozé esett. Ezt kowén
mas gombafajokbdl szarmazd feltételezett szekvikaia egyitt
Neighbour Joining (NJ) alapu filogenetikai torzsfészitettek, majd tébb
jOl alatamasztott (boottsrap koefficiens > 75%)pmstra (clade) oszlott.
Az egyik csoport &K. lactis és K. marxianuséleszék jol ismert lakt6z
permeaz szekvencidit is tartalmazta, ezért azétéddizték, ez a clade
tartalmazza majd aA. nidulansortologot is. Mivel azonban négk.
nidulans szekvencia is ebbe a clade-be esett, lehetetlénelddnteni,
hogy melyik(ek) a ténylegesen laktozt transzporpg@émeaz(ok) (Fekete
és mtsai., 2012). Ezért mas stratégiara volt szilksdakioz permeaz

azonositasahoz.
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A K. lactis éleszd egyetlen lakt6z permeézt kodol, ameliaal?2
l6kuszon talédlhatd. Ismert volt az is, hogy kozeeill alacl2 I6kusz
mellett talalhatdo egy masilkac4p l6kusz is, amely3-galaktozidaz gént
kodol. A két gén kozelsége miatt hamar bebizonykot hogy azok
klaszterbe rendédve kétiranyl kozds promoterrel rendelkeznek.
Feltételezték, hogy ez a kapcsoltsag evollciosanzdwativ, igy a két
gén klaszterggése fennmaradt. Ennek ismeretébemanidulansban
talalt lakt6z permeéaz jeldltek k6zul azt a géntelsbik, amely kbzelében
GH2 csaladba tartozé hidrolaz talalhato. Igy sikeaionositani azt, hogy
a VI. kromoszéman lévAN3201 pgaD) I6kusztdl kb. 5,6 kb tdvolsagra
az AN3199 l6kuszon egy lakt6éz permeazt kodolo gaalltatdé, melyet
lacpArdviditéssel jeloltek el (Fekete és mtsai., 2012).

Ha ez a gén a VI. kromoszoman helyezkedik el, akkfamn leirt
genetikai kapcsoltsag miatt van ra esély, hogkdizkornyezetében egy
cukor transzporter gén lokalizalodjék, ami esetéepcA lokusszal is
kapcsolatban lehet, mely gén a laktoz felvételistelos lehet (Fekete és
mtsai., 2012).

A K. lactis a laktoz felvételt a LAC12 gén &ltal kodolt laktéz
permedaz valositja meg, majd ezt kdest a LAC4 gén altal kédolt-
galaktozidaz hidrolizalja a laktozt D-glikéz és Blaktéz monomerekre.
A LAC12 és a LAC4 gének egy klasztert alkotnak &g &6z0s
promoterrel rendelkeznek (Godecke és mt4&91). Az elérhét gomba
genom adatbazisok silico analizisébl arra lehet kovetkeztetni, hogy
példaul azA. nidulansés aN. crassamellett aFusarium grameneariuns

“ sz

2007).
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A fentiekkel ellentétben az Ascomycolypocrea jecorina(T.
reesej laktoz hidrolizise extracellulari$-galaktozidaz révén valosul
meg, ennek megfel@n nem rendelkezik lakt6z permeéazt kodolo
génekkel, csupan a monomerek felvételére alkalniagdy és galaktoz
permeazokkal. Ezt a megallapitast toébb tény isalj@z(a) aK. lactis
lakt6éz permeéaz és intracellularfsgalaktoziddz gének ortoldgja nem
talalhatdé meg . jecorina genom adatbazisaban (b) nem detektalhato
intracellularis B-galaktoziddz enzimaktivitas a laktézon totéen

névekedése soran (Seiboth és mtsai., 2005) (1).abra

l Extracellularis tér
D-altkoz [ ke ]
lakt6z permeéaz
LACI2

gliik6z permedz galaktoz permedz

e O

v

' g
[ owme ]

Inracellularis tér

1. abra: TheH. jecorina(bal) és «. lactis (jobb) lakt6zhasznositéas
modellje (Seiboth és mtsai., 2005)



2. A fonalas gombak D-galakt6z katabolizmusa

A laktdéz hidrolizis vegtermékei a D-glikoz és Dajdbz
monoszacharidok. A D-glik6z a mar jol ismert glikkus Utvonalon
degradalédik, a D-galakt6z azonban nem képes kiénigtbelépni az
Embden-Meyerhof-Parnas uUtvonalba. A legtobb eul&en a Leloir
atvonalon konvertalodik D-gluk6z-1-foszfatté&-D-galakt6z-1-foszfat
koztesen keresztil, migt belép a glikolizisbe (Frey 1996; Holden és
mtsai., 2003; Sellick és mtsai., 2008).

Az Ascomycota gombaknal a D-galaktéz katabolizmuksd
atvonalon mehet végbe: (1) a kanonikus Leloir-Gtmmely a piranozid
hemiacetal (cirkularis) ATP-igényes foszforilacit@pésével kezidik,
amelynek készonhéen D-galaktdz-1-foszfat jon létre és végul glikéz-1
foszfatot eredményez (Roberts 1970; Alam & KaminsR913) (2. abra)
(2), az oxido-reduktiv uton, amely az L-arabindztakalizmusahoz
nagymeértéekben hasonlit, és ahol a nyitott (lingdkienfiguracioju D-
galaktéz redukalodik észor galaktitolla (3. abra) (de Vries és mtsai.,
1994; Fekete és mtsai., 2004; Seiboth és mtsad7)2@Ez az utvonal
vegll fruktoz-6-foszfat, vagy tagatoz-1,6-biszf@XKialakulasahoz vezet
A. nidulansban.

A fiziologiailag fontos galaktokindz enzim szigonigpecifikus a
D-galakt6z a-anomerre, amelyet az alddz-1-epimerdz (D-galaktoz
mutarotaz) alakit at 8-D-galaktoz egységh. Elesztk esetében, mint
példaul S. cerevisiagés aK. lactis mindkét domén ugyanazon fehérjén
talalhaté (Gall0), mig prokariétdkban plE. coliban az ald6z-1-

epimerazt egy fuggetlen gén kodolja.
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A galaktokindz d@alE) mutans A. nidulans a korabbi
szakirodalmak szerint nem képes D-galakt6zon ndmkéRoberts és
mtsai.,, 1970). Tanszékink munkatarsai viszontolés ennek az
ellenke®jét tapasztaltdk, vagyis galE mutansok is névekedtek D-
galaktézon (Fekete és mtsai.,, 2002). A tenyészikésillményeket
0sszehasonlitva azt tapasztaltdk, hogy a korald@rlkteknél nitratot,
késibb viszont ammodnium ionokat hasznaltak nitrogémafsként. Az
alkalmazott nitrogén forras valobanseen, de valojdban csak kdzvetett
modon befolyasolja agalE mutans novekedésének képességét D-
galaktézon. A vizsgalat soran galE mutans galakt6z hasznositasa, az
araAl mutans L-arabitol hasznositasa és a vad tipus oibéz
hasznositasa kapcsan észlelték, hogy nitrat iom@tdagos jelenlétében
nincs szénforras felvétel, ammonium ionok haszaakdtazonban igen,
ami novekedést is eredményez. Mindegyik esetébkétdimzhet egy
poliol elem a katabolizmusban, aminek kialakulagadcukor redukcioja
szikséges. Ezek a redukciok szigortan NADPH-JdlUfgyamatok. A
nitrat és az ammoénium ionok asszimilaciojanak &ettszempontbdl
talan legfontosabb kilonbsége, hogy a nitrat é# nitddukcio NADPH-t
igényel. Ammonium-nitrat tartalmu taptalajon a ek fenotipusa
ugyanolyan volt, mint ammodnium-foszfaton, vagyis nérat ionok
jelenléte 6nmagaban nem gatld hatasu (Fekete é&s n23804).

Késibbi vizsgalatok genetikai és biokémiai bizonyitékibk
szereztek arra, hogy a Leloir utvonal mellett l&egy alternativ atvonal
is a D-galaktdz lebontasara @ nidulansban, amely a D-galaktoz
lebontasat galaktitolla és a galaktitol oxidaciolaszorb6zza foglalja

magaba (Fekete és mtsai., 2004).
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A H. jecorina(T. reesdi azA. nidulanshoz hasonléan képes a D-
galaktéz katabolizmuséra mindkét emlitett Utvongl8eiboth és mtsai.,
2002a; 2002b; 2004). A. jecorina(T. reesei és azA. nidulansesetében
is az L-arabitol dehidrogenaz (LadA) enzim féteh galaktitol és az L-
arabitol lebontaséért. Ezzel ellentétberAanigeroxido-reduktiv Utvonal
galaktitol intermedierének lebontasaért nenta@A géntermék feléls,
hanem dadB gén altal kodolt galaktitol dehidrogenaz enzim ata D
€s mtsai., 2012). Tovabba a D-galaktoz foszfodadiépésektl allo
katabolizmusara is képes @z niger (Elshafei és Abdel-Fatah, 2001).
Jelenleg aA. nidulans a H. jecorina és az A. nigdbnalas gombéakon
kivil nem bizonyitottak az alternativ oxido-redukéitvonal |étezéseid
P. chrysogenuraxtra- és intracellularis laktéz katabolizmusat éien a
D-galakt6z hasznositasa a Leloir Utvonalon megybeg@gz alternativ
atvonalanak végbemenetele még nem tisztazott (Jmagsai., 2014). A
P. chrysogenuntsak egyetlen élettanilag relevans laktoz transepel
rendelkezik, neve LacA. Erdekesség, hogylasA gén ortologja a
Neurospora crassgombaban mint cellobiéz transzporter kertilt leaas
A masik, feltételezett lakt6z permeazként azontsimcB gén nem
fejezddott ki laktéz, D-galaktéz, D-glukoz, D-xiléz, L-abindéz és
glicerol szénforrasokon sem (JOnas és mtsai., 2@zPel ellentétben a
cellulazt termel T. reeseiben alacB ortologja nélkulézhetetlen a
lakt6zon tortéd névekedéshez (lvanova és mtsai., 2013).

19



D-Galaktoz

AN4957
Galaktokinaz
galE
D_G;l};ktéz Sejtfal
Galaktéz-1-foszfat | AN6182
uridililtranszferaz $ galD
AN3112 ugmA
UDP-Galakt6z A » | UDP-Galakto-
- UDP-galaktopiranéz | furanéz |
¢alG | AN0746 mutaz
.. |AN3119
DP-galak
v P 2 | AN4727 = ugeA
-epimeréz |
UDP-Gliikéz Ortolég gének
Aspergillus galE
UTP-glitkoz-1-foszfit [ AN9148 Saccharomyces gall
uridililtranszferéz | galF E. coli galK
Aspergillus galD
D-Gliikéz 1-F Saccharomyces gal7
E. coli galT
Aspergillus ugeA
Foszfogliikomutéz AN2867 Saccharomyces gall 0
pgmB E. coli galE
D-Gliikoz 6-F

2. abra: A Leloir atvonal anabolikus funkciéi azt jelentikogy a legtdbb
Leloir enzim konstitutivan fejézlik ki a vegetativ fefldési szakaszban.
Az  UDP-glikoz/galaktoz-4-epimeraz ugeA és az  UDP-
galaktopirandz/furan6z mutamgdmA géneket és azok szerepét a sejtfal
szintézisben EIl-Ganiny és mtsai. (2010; 2008) KékOlIA hexokinz
mutanshxkAnem képes éni D-frukt6zon, de normalisan novekszik a D-
glikézon a gomba gliukokinaz aktivitasa réven (Fipgs mtsai., 2003).
D-Ga-3P: D-gliceraldehid-3-foszfat; DHAP: dihidraxieton-foszfat.
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OXIDO-REDUKTIV
UTVONAL
xylA

Aldéz reduktiz
D-Xiléz reduktiz

A

y

D-Galaktoz

NADPH

+
NADP

Galaktitol

AN0942 ladA
L-Arabinitol
dehidrogenaz
A

y

+
NAD

<

NADH

L-Szorbdz

/

D-Szorbitol

[AN9064] xdhA CN AD

Xilitol
dehidrogeniz

NADH

D-Fruktéz

AN7459 hxkA (ATP
ADP

Hexokinaz

v

D-Fruktéz
6-F

[AN7459] hxkA

Hexokinaz

L-Szorb6z 6-F

l
1

D-Tagatéz
1,6-Biszfoszfat

D-GA-3F <=  DHAF

L-Arabinéz

xylA NADPH
Aldéz reduktaz +
D-Xiléz reduktdz & NADP

L-Arabinitol

+
ANO0942  ladA NAD
L-Arabinitol
dehidrogenaz NADH
v
L-Xiluléz
L-Xiluléz NADPH
reduktiz N D-Xiléz
NADP
» NADPH _
itol +  reduktiz
NADP
xdhA +
NAD
Xilitol
dehidrogenaz NADH
v
D-Xiluléz
[AN8790] xkiA CATP
Xilulokiniz ADP
v

D-Xiluléz 5-F

!

Pentoz foszfat uitvonal

3. abra: A D-galakt6z oxidoreduktiv Utvonala és az L-arelzi
katabolizmusa Fekete és mtsai., (2004) és Flipphitsai., (2009).
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IIl. CELKIT UZES

Korabbi kutatasok soran bizonyitast nyert az atége miszerint,
az A. nidulans gombaban a D-galaktéz indukélja lagaD (béta-
galaktozidaz) gént (Fekete és mtsai.,, 2012). A Rigéz
katabolizalodhat a foszforilacios lépésékallé Leloir, illetve a NADPH
fuggo reduktiv atvonalakon. Azonban, az emlitett dtvakahtermedierei
kozul barmelyik felgls lehet abgaD gén kdzvetlen kifejegiméséert, igy
okkal merult fel az a kérdés, hogy vajon melyikdetasi kdztes molekula
abgaD gén kozvetlen induktora.

A doktori munkam egyik kutatasi célja volt megviakyg, hogy a D-
galaktéz lebontasi Uutvonalak koztesei, vagy magaDaalaktoz
indukaljak-e abgaD éslacpAgén expressziojat.

Mivel a D-galaktéz metabolizalodasa soran szamdsrriredier
keletkezik, ezért olyan mutans torzsek vizsgalatétik ki ceélul,
amelyekben az anyagcsere utvonalak egyes enzintelbldk gének
hibasak vagy hianyoznak, igy az intermedier nenkuhléovabb. Ezt
koveten egyesével kivantuk megvizsgalni, hogy az adbtiritasi koztes
molekula szikséges-e a D-galaktoz altali indukczdho

A galE (galaktokinaz, A214) mutansban a katabolizmus csak
reduktiv Utvonalon haladhat, mivel a galaktokinakegoir-utvonal el$
enzime. Ha agalE mutansban a D-galakt6z indukaljabgaD és lacpA
gének kifejeddését, az azt jelenti, hogy a Leloir-Utvonal koetasem

szliikségesek az indukciéhoz.
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Ezt koveben, ha kizarhatjuk a Leloir utvonal kdzteseit, aklao
reduktiv atvonal hatasat szikséges megvizsgalni bgaD gén
kifejezodésére. Ennek alapjan, ha aaAl (L-arabitol-dehidrogenaz, a
reduktiv itvonal masodik enzime, amely a galaktitexylo-3-hexuldzza
redukalng; G094) mutansban a D-galaktéz indukéljsogaD gén
kifejezodését, az azt jelenti, hogy az induktor a D-galakWdgy a
galaktitol (dulcitol). Amennyiben bBgaD gén expresszibjat kozvetlendl a
D-galakt6z indukalja, akkor az ald6z-reduktaz ésalgakinaz keibs
muténsban, D-galakt6zon lagaD génnek ki kell feje&dnie. Tovabbi
lehetiség a kérdés megvalaszolaséra, hogy vajgald (galaktokinéz,
A214) mutans galaktitolon tortdn fermentacioja eredményez-e
génkifejeddést? Ha ebben az esetben nem tapasztalhaigal@ gén
indukcioja, az szintén medmitheti, hogy kozvetlenll a D-galakt6z
felelés abgaD gén kifejeddéséért.

A kdzelmultban a biomérnoki tanszék munkacsop@z@nositott
és jellemzett egy laktéz permeaz (LacpA) enzimetlymek hianyaban a
laktoz felvétel jeleriisen lecsokkent a vad referencia torzshoz képest. A
lacpA hianymutansok esetében ndvekedés volt megfigyellagtozon,
ami egy masik transzporter létezésére utal (Fedetatsai., 2012).

A TBLAST analizisA.nidulansban harom MFS fehérjével is nagy
hasonlosagot mutatott lacpA génfl atirt fehérjével, ezek az AN1577,
ANG6831 és AN2814. Ezen fehérjék génejeit microawenggalatok ala
vetettek, melyek kozlil az AN2814 gén esetén figkelineg efs
expressziot laktozon. Ennek megfékatlacpB (AN2814) hianymutansok
létrehozasatitztik ki célul, hogy azonosithassunk egy masik telkezett

lakt6z permeaz geént.
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Ennek érdekében meg kell vizsgalnunk a hianymutd@mzsek
laktoz felvételi képességét, valamint kilonb&zénforrasokacpB génre
gyakorolt indukcids hatasat a vad tipusu referetiscesben Northern blot
génexpresszids analizis segitségével. Tovabba mlkéz permeaz geén
egymasra gyakorolt hatasanak vizsgalata is céloitk ezért céluliztik
ki, hogy olyan ketismutans torzset hozzunk létre, amely mindkét lakt6z
permeaz génre nézve hianyos. Amennyibena@B gén hianyaban
lecsokken a laktdéz felvétel mértéke, esetleg aékethutans esetében
megs#inik a laktéz hasznositdsa, akkor egy U0 laktéz pémmgént

azonosithatunk.

IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Aspergillus nidulanstérzsek, taptalajok és tenyésztési feltetelek

Doktori munkam soran aZ. tablazatban felsorolt torzsekkel
végeztink kisérleteket. Az R21 jeldésd tipusu térzs Axel A. Brakhage
professzor (Institute of Microbiology, Friedrich I8iéer University of
Jena) laboratériumabol szarmazik. Az ,A’6@lli torzsek az FGSC
(Fungal Genetic Stock Center, University of Kansésdical Center,
Kansas City) torzsdijteményébl szarmaznak. Az EFES jelZésirzsek
témavezdim Fekete Erzsébet doktori munkdja soran kereszelkzés
készlltek. Az AOEF jelzéssel rendelkeabrzseket az én doktori munkam

soran hoztuk létre.
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Torzs

Genotipus

Hivatkozas

R27

pabaAl; yA2; veAl

Fantes és Roberts (1973)

TNO2A3
(FGSC A1149)

pyrG89 pyroA4;AnkuA::argB;veAl

Nayak és mtsai. (2006)

EFLK_161/9

(pyrG89; pyroA4; AnkuA::argB; veAl;
AlacpA: Tr.pyra®

(uridin prototrof)

Fekete és mtsai. (2012)

RJIJMP155.55

riboB2; wA3; veA

Dr. Nancy Keller$l kaptuk

AOEF007

(pyroA4); pyrG8AnkuA::argB; veAl,;
AlacpB::Af.pyroA’
(piridoxin prototrof))

Fekete és mtsai. (2016)

AOEF008

(pyroA4);(pyrG89YAnkuA::argB; AlacpA:Tr.pyrd®;
AlacpB::Af. pyroA°
(uridin és piridoxin prototrof)

Fekete és mtsai (2016)

AOEF00%

(pyroA4); AnkuA::argB; veAl AlacpB::Af.pyroA°
(uridin és piridoxin prototrof)

Fekete és mtsai (2016)

AOEF010°

(pyroA4); AlacpB::Af. pyroA°; wA3; riboB2; veAl

(uridin és piridoxin prototrof)

Fekete és mtsai (2016)

AOCEF011.1

(pyroA4); AlacpB:: Af.pyroAS; veAz (riboB2);
Af.riboB “in trans wA3 lacpB**

(uridin, piridoxin és riboflavin prototréf)

Fekete és mtsai (2016)

AOEF011.9

(pyroA4); AlacpB:: Af.pyroAS; veAz (riboB2);
Af.riboB “in trans wA3, lacpB**

(uridin, piridoxin és riboflavin prototréf)

Fekete és mtsai (2016)

AOEF011.7

(pyroA4); AlacpB:: Af.pyroAS; veAz (riboB2);
Af.riboB % in trans WA3 lacpB>*

(uridin, piridoxin és riboflavin prototréf)

Fekete és mtsai (2016)

AOEF012

(pyroA4);(pyrG89) AlacpA: Tr.pyrd®;
AlacpB::Af. pyroA°
(uridin és piridoxin prototrof)

Fekete és mtsai (2016)

A214

galE9 biAl, wA3

Roberts, 1963, 1970;
Alam és Kaminskyj, 2013

A59 (G092)

hxkAl yA2 pyroA4

Roberts, 1963;
Flipphi és mtsai., 2003

G094

biAl, wA3 araAl

Clutterbuck, 1981;
De Vries és mtsai., 1994

EFES3

yA2 galE9 hxkAl pyroA4

Fekete és mtsai., 2004

G0103
(FGSC A58)

yA2 pyroA4 lacAl

Roberts (1963);
Gajewski és mtsai. (1972)

I. tAbldzat: A munkank soran felhasznd@it nidulanstdrzsek
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Az 1. tablazatban talalhat6 labjegyzet magyarazata:

A megadott hivatkozasok utalnak a relevans mutéajokegyéb
markerekre, amelyet hasznaltunk (Clutterbuck, A2931 A. nidulans
gének. In: O'Brien, SJ (szerk Clutterbuck, A.J93A. nidulans nuclear
genes. In: O'Brien, S. J. (Ed.), Genetic Maps: lo8laps of Complex
Genomes, Vol. 3. Cold Spring Harbor Laboratory Bré&ew York, pp.
3.71-3.84.)

Az alkalmazott roviditések:

2 a vad tipusu referencia tor2sT. reeseborotidin-5-foszfat-dekarboxilaz
(pyrd) génje;¢ A. fumigatuspiridoxin bioszintézis gyroA) génje;® A.
fumigatus GTP ciklohidroxilaz (jboB) génje; ® az AOEF007 és az
RIMP155.55 torzsek keresztezésézarmazé utdéd; az AOEF008 és az
RJIMP155.55 torzsek keresztezadd&zarmazé utod.

A zarojelben feltintetett allélok nem lettek leeligzve (keresztezéssel

vagy szekvenalassal).
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Gén

Fenotipus Hivatkozas
yAl sarga konidium Clutterbuck
(1972)
WA3 fehér konidium Pontecorvo és
mtsai (1953)
biAl biotin auxotroéfia Roper (1950)
galE9 galaktokinaz hianya Robert (1963)
riboAl riboflavin auxotrofia  Cove (1979)
hxkAl hexokinaz hianya Roberts (1963)
pyro A4 piridoxin auxotréfia  Kéfer (1958)
araAl L-arabitol hasznositas Roberts (1963)
képességének hianye
pyrG89 uridin auxotroéfia
lacpA lakt6z permeaz hianyez Fekete és mtsai
(2012)
lacpB lakt6z permeaz hidnye Fekete és mtsai
(2016)
veAl

s6tétben jol sporulal

Il. tAblazat: Az |. tablazatban felsorolt fontosabb markereket és

fenotipusokat . tablazat foglalja 6ssze.
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A razott lombikban és a bioreaktorban toédaenyésztési feltételek a
kovetkedk szerint valdsultak meg (lasd Fekete és mtsaDZp0
A torzseket 10 g/l glikoz és a torzs auxotrofianiggt biztositd an.
spoéraztato agarra oltottuk le. A ndvekedés 37°C3eh napig tortént. Ezt
koveen a torzseket felhasznalasig +4°C-on taroltuk.
1. A sporéztato taptalaj 6sszetétele:

e 0,092 g/l di-ammédnium-tartarat

* 10 g/l gliikoz

* 20 ml/l sooldat

* az adott t0rzs auxotrof markerei

e 15 g/l agar pH=6,5 (Pontecorvo és mtse53).

Uj ferdeagaros tenyészetek leoltasakor mindig étletiik, hogy a
genotipus valtozatlan-e. A gliik6zt 50%-0s oldatkésznaltuk, és kulon
sterileztik. A vitamin kiegészik tobbségét (p-amino-benzoesav [H1-
vitamin], piridoxin [B6-vitamin], riboflavin [B2-viamin] 2mg/l, a biotint
[B7-vitamin] viszont 1 mg/l, az uridint 10 mM-os gioncentraciéban
AMM (Aspergillus Minimal Medium; Pontecorvo é€s mtsai., 1953)
tapoldathoz adtuk hozza.

2. Az AMM tépoldat dsszetétele:
* 6 g/l NaNG,

e 2 ml séoldat,

* 10 g/l szénforras
 az adott térzs auxotrof markere(i); pH=6,5.

(Pontecorvo és mtsall953).
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3. A sodoldat 6sszetétele:
« 26 g/l KCI
« 26 g/l MgSQX7H,0
e 76 g/l KHbPO,
* 50 ml/l nyomelemoldat.

4. A nyomelemoldat alkotoi:

* 40 mg/l Na-boréat

* 400 mg/l CuS@ 5H,0

e 714 mg/l FeS® 7H,O

e 8 mg/l Na-molibdat

« 800 mg/l ZnSG 7H,O; pH= 2,0.

Az AMMZ2 tapoldat Osszetétele ékorban a nitrogénforras
minéségében tér el.
5. Az AMMZ2 tapoldat 6sszetétele:
8 g/l NHsH,PO,

2 ml sooldat (lasd fent)

10 g/l szénforras

az adott torzs markere(i)
0,1 g/l Cadd; pH=6,5.

Az alkalmazott szénforrasok kezdeti koncentraci@j&%. A
tenyésztésekhez hasznalt sterilezett tapoldatokdsaol8 A. nidulans
konidium/ml mennyiséggel tortént. A rézott lombikesyészeteket 500
ml-es Erlenmeyer-lombikokban végeztiik 100 ml taptildn, 37 °C-on,

200 percenkeénti fordulatszamon (rpm).
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A fermentaciokat egy 2,5 literes Uvegedényben wigez
(Sartorius, Gottingen, Németorszag), a tenyészgbgata 2 | volt. A
kevertetést és levégtetést egy hat lapatos Rushton tarcsas turbinakeve
biztositotta. A szabalyozott paraméterek a kovétkesltak: pH = 6,5, a
novekedéshez biztositott optimaliénmérséklet 37 °C, a levégllatas 0,5
vwm' (leveg térfogat/folyadék térfogat/perc). Az oldott oxigémintet
20%-0s telitettségen tartottuk, amit a kevertetésbességével
szabalyoztunk. A tapoldatveszteség minimalizaladak&ben, az elmén
gazt visszafolyd 6 segitségével kondenzaltattuk, csatlakoztatva egy
kilsé hitsfurdohoz (4 °C), miadtt elhagyja a rendszert.

Az indukcios kisérletekhez a micéliumokat 37 °Czh oran at
elétenyésztettik glicerin neutralis szénforrast tanedd AMM2 minimal
tapoldaton, majd a tenyészetet egy zsugoritottsaiedn tortérd sAirését
és steril vizzel tortéh mosasat kovéen szénforras nélkili AMM2
tapoldatba vittik at és tovabbi 1 oran at inkubal200 rpm razatas
mellett 37 °C-on. Az 1 6ras éheztetés utan a teeyidez adagoltuk a
vizsgélando indukcios szénforrast 25 mM-os wdgmcentracioban.

A tenyészeteklli mintat vettink 3, 6 és 12 oOra elteltével az
indukciés képesseg vizsgalatahozokisérletek alapjan megallapitottuk,
hogy 3 oranyi az indukciés hatast kifegzénforrassal torténinkubacios
id6 elegend a maximdlis transzkripcids szint eléréséhez. Ataviételi
id6k soran a biomassza koncentracidja érdemben nawozo#] ami azt
jelenti, hogy az ez iil alatt bekdvetkez minimalis beparlédastol

eltekinthetiink.

! vessel volume per minute
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2. Lakt6z felvételi kisérletek

A konidiospéraval leoltott tApoldat inokulalasa éggzakan at, 15
g/l glicerin szénforras jelenlétében tortént. Anfialesztett micéliumot
alapos atmosast koven friss, egyeduli szénforrasként laktozt (15 g/l)
tartalmaz6 AMM2 tapoldaton novesztettik tovabb 2&n6 at. Ezt
kovetben a micéliumot steril ,miracloth” segitségével zatsik, majd
alapos atmosast kovetn 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban dé¥riss
szénforras nélkuli AMM2 tapoldatba szuszpendaltiggy a vegs
biomassza koncentracioja 1 g/l. A laktozt 0,2 mNg &hM és 2 mM
végkoncentrcioban adagoltuk a tenyészethez, majdorén &t
figyelemmel kisértik a diszacharid fogyasat, mild@rla tenyészeteket
37°C-on és 200 rpm fordulatszamon razogepben inkba A
mintavételek szabalyos dkozonként torténtek. A sejttenyészetet egy
Eppendorf-centrifugaban (10.000 g, 5 perc) leckmjéltuk, és a maradék
laktéz koncentraciot a felllisz6bdl hataroztuk meggynyomasu
folyadék-kromatogréafia segitségéevel (HPLC; lasdbla)a A kontroll
tenyészet esetén D-glikoz szénforrast alkalmaztuhk mM-os
végkoncentracidban. Meghataroztuk a biomasszavaigiét laktdz
felvételt,umol/gramm széraz sejttomegben kifejezve (DCW).

A specifikus felvételi ratat az édfliggvényeben, a percenként
felvett laktéz mennyiségénmol-ban, és a DCW eértékét grammban

fejeztiik Ki.
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3. Genetikai technikak és transzforméalas

A génkiutéshez transzformalason alapulé génmargpda
technikat akalmaztunk, hogy a lakt6z perméaepB) célgént a piridoxin
auxotrof markerrel kicseréljuk a homolog rekombigaévén. A delécios
konstrukcio létrehozasahoz az Un. double-joint PCGROdszert
alkalmaztuk (Yu és mtsai., 2004). A médszer alaipjayy egy szelekcios
marker gén homolog rekombin&ciora alkalmas, kiméra
oligonukleotidokkal felamplifikaliacpB gén ,flanking” régioival fogjuk
kozre a marker gént. Ezek az ,upstream” és ,dowasti’ regiok
biztositjak, hogy a cél Idkuszndl homolég rekombiaa altal
megtorténjen a génkicsesdis.

A. nidulanstranszformaciojat Tilburn és mtsa(1983) alapjan
vegeztik és a Glucanex (Novozymes) enzimet 2,5%-lparv)
alkalmaztuk a sejtfal liziséhez. A transzformansdéaszeres tisztitasnak
vetettik ala, hogy egyetlen sdjtb képzett koléniat kapjunk. A

transzformansokat szelektiv minimal taptalajorotiuk fent.

4. A genomi DNS és total RNS-izolalas

A begyijtétt micéliumot a lehét leggyorsabban ,miracloth” név
atereszi textil segitségével atsmik, mikézben hideg steril vizzel
alaposan atmostuk a micéliumot. Ezt kdest az atsgt biomasszat
papirtorb segitségével vizmentesitettik, majd folyékony ogénben
azonnal lefagyasztottuk. A lefagyasztott biomassatibgénnel Ktott

mozsarban szaraz poGedltik.
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A genomi DNS-t Promega Wizard SV Genomic DNA Puaaftion
System Kit segitségével extrahaltuk ki, mig a t&bIS-t a Promega SV

Total RNS-t izolalo kit alkalmazaséaval nyertik ki.

5. Northern és Southern blot analizis

A Sambrook és Russel (2001) altal kdzolt standajdasokat
hasznaltuk a NanoDrop 2000 UV-Vis Spektrofotomét@hermo
Scientific) készulékkel tortéhh RNS, DNS mennyiségi meghatarozasra,
denaturalasra, gél elvalasztasra és a nukleinsayédn membranra
tortérd blottolasara a membran hibridizacidja soran. Aarég gélekre 5
ug DNS-t (Southern blot) illetve RNS-t (Northern tlovittiink fel
zsebenként. A génspecifikus oligonukleotidokat gigeninnel jel6ltik
meg a PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applieder@e)
segitsegeével (lll. tablazat) templatként R21 genDiB-t hasznaltunk. A
hibridizaciét Lumi-Film kemilumineszcens detektallm (Roche
Applied Science) segitségével tettiik lathatovaDAIS-t 1ug DNaz I-el
kezelt total-RNS-8l szintetizaltunk.
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Amplikon
Gén Oligonukleotid szekvencia (5'-3") mérete, bp | Hivatkozas Alkalmazéasa
azonosité
AN3199 lacpA-Fw: 5-TTTTTGAATTCGCTGGCTGATGG-3’ 796 Fekete és Northern blot
(lacpA lacpA-Rv: 5-TTTTTGAATTCGTGCGGTCTTTGG-3’ mtsai, 2012.
AN2814 lacpB-Fw: 5-CGTCGGTCGTTTCATTCTCGG-3 1.063 Fekete és Northern blot
(lacpB) lacpB-Rv: 5'- CCGACAGAGCGAGACCCTT-3’ mtsai, 2016.
AN2814 lacpB_copy_Fw: 5'-TTCCTCCTTTCCCACAACGG-3 1.550 Fekete és Southern blot
(lacpB) lacpB_copy_Rv: 5'- mtsai, 2016.
ATCCGCAAACCGACACAGAAC-3
AN2814 lacpB_RT_Fw: 5'- TCTGTCGTCACCTCGCTCTA-3 969 Fekete és RT-PCR
(lacpB) lacpB_RT_RvV: 5'- GGAAGAGGTAGTAGAAGGCG- mtsai, 2016.
3
AN2814 AN2814 seql Fw:5'- 1.015 Fekete és A lacpBgén
(lacpB) CCCTCACGCCAACGACTATC-3 mtsai, 2016. szekvenciaja
AN2814_seql_Rv: 5'-
ACGATAACTGAGGCGAAGCAC-3’
AN2814 AN2814 seq2_Fw: 5'- 1.081 Fekete és A lacpBgén
(lacpB) GTGCTTCGCCTCAGTTATCGT-3’ mtsai, 2016. szekvenciaja
AN2814_seq2_Rv: 5'-
CGCTTCTTGGACGCCTTGAC-3’
AN2814 lacpB_5flank_Fw: 5-TTCGTTCGGGTCAGCAGCA- 729 Fekete és AlacpBgén 5’
(lacpB) 3 (+19) mtsai, 2016. célzokar
lacpB5_5flank_Rv: 5'-
ACCATAGTAATCCAGCATETCGTGCTCGTGGTC
AGATG-3'
AN2814 lacpB_3flank_Fw: 5'- 840 Fekete és AlacpBgén 3’
(lacpB) TCATTATCTAGACACTCECTCGTTTTTGCCTTG |  (+19) mtsai, 2016. célzokar
GTTCC-3'
lacpB_3flank_Rv: 5'-CTGTGATGTGACCTGGAAGC
3
AN2814 Nested_AN2814-Fw:5-TTCGCCATCAATCCCTT-3 3.467 Fekete és A teljeslacpB
(lacpB) Nested_AN2814-Rv:5'- mtsai, 2016. gén delécios
TCTTAGGTTTGGGGTTGATT-3' kazettéja
AN2814 reintro-lacpB_Fw:5' GCTTGTGTTTGAGGAGAT-3' 3.717 Fekete és lacpBgén re-
(lacpB) reintro-lacpB_Rv: 5'-AATGCTGTGATGTGACCT-3’ mtsai, 2016. | transzformalasa
a gén hianyos
AN1577 AN1577-Fw: 5'- ATCGTTGGTTCGTTCTTTGC-3’ 1.073 Fekete és RT-PCR
AN1577-Rv: 5'- ATAGAAGGAGGCGATGTTGA -3’ mtsai, 2016.
ANG831 ANG6831-Fw: 5'- GCCAATACCATCTTCCTCG3’ 1.047 Fekete és RT-PCR
AN6831-Rv:5'- TGAAGAAGGAGAAGGCAGC -3’ mtsai, 2016.
AN3200 AN3200-Fw: 5'- 880 Feket és RT-PCR
CGAGGACCCGCTATTCTACTATTG-3’ mtsai, 2012.
AN3200-Rv: 5'-CCCTCGCCTCATCCATAAGC-3
pyroA pyroA_AFU-Fw: 5-GATGCTGGATTACTATGGT -3’ 1.727 Fekete és | A lacpBdelécios
(A. pyroA_AFU-Rv: 5'-CCAGTCTCTACATATICAAS mtsai, 2016. | kazetta marker
fumigatus) génje

[ll.  tablazat: A munkank soran alkalmazott oligonukleotidok.
A szurke szinnel kiemelt szekvencidkAazZumigatus
pyroAgénnel alkot specifikus kiméra szekvenciat.
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6. Hidnymutans torzsek létrehozésa

A gén kiltésére szolgald delécids kazettatitro hoztuk létre az
an. double-joint PCR maodszerrel (Yu és mtsai., 30Bdkazetta egy 840
bp-bdl allo nem kédold régidt tartalmaz @ nidulans lacpB gén
fumigatusgenombol, mely a piridoxin bioszintézis egyik enét kodolo
gén. Az alkalmazott oligonukleotidokat a Ill. tabdd tartalmazza
(lacpB_5flank_Fw, Rw; lacpB_3flank_Fw, Rw; pyroA BHw, Rw).
Az A. nidulanspiridoxin-auxotrof térzs TNO2A3 protoplasztjait dyak
és mtsai., 2006) 1Qg lineéris delécios kazettaval transzformaltuk. A
génkiutésekhez nkuAhianyos mutanst hasznaltunk; a térzs nem
rendelkezik a DNS mindkét lancat éfinttorések javitasanak
képességével igy a transzformaciok hatékonysaga jéleah megh. A
piridoxin-prototrof transzformansok tesztelésétlaxpB gén kodold
szekvenciajanak hianyaval azonositottuk PCR segited gén specifikus
primereket hasznalva. Tobb fliggetlETpB hianyos tdrzs fenotipusos
vizsgélata is megtortént.

A Kkettés transzporter mutans l|étrehozasahtecp@/lacpB a
PTN1 plazmidot (4. abra) hasznaltunk (Nayak és mt2806; Berl R.
Oakley-tl kaptuk), amelynek mérete 4721 bp. A pBluescripf K
plazmid az EcoRV helyen lett hasitva, ahova beligaltaldafumigatus
pyroAmarker génjét (1736 bp). A ligalas eredménye applzmid. Az
igy létrehozott plazmid vektort hasznaltuk tempdditk a szelekcios

fragment felamplifikdlasahoz (pyroA_AFU-Fw, Rv).

2 Az angol szaknyelvben 'Non-homologous end joiraegjvity’-ként ismert.
*https://www.snapgene.com/resources/plasmid_filesgien consortium_plasmids/pBlue
script_KS%28+%29/
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A lacpB gén ,upstream” régojanak felamplifikdlasahoz a
pyroA_AFU_Fw primerjének reverz komplementere édaepB gén
revers primere altal alkotott kiméra part alkalnoézflacpB_5flank_Fw,
Rw). A lacpB gén ,downstream” régiojanak felamplifikdlasahozdigea
pyroA_AFU_Rw primerjének reverz komplementere édaepB gén
forward primere altal alkotott kiméra oligonuklebtipart hasznaltuk
(lacpB_3flank_Fw, Rw). Ezt a harom terméket Osszety PCR
segitségével egyesitettiik, majd az egy fragmetketdakonstrukciot az
an. nested (a fragment széteibeljebb eé) primerek (Nested AN2814-
Fw, Rv) segitségével sokszorositottuk. iAzvitro IétrehozottlacpB gén
cseréjere alkalmas kazettdt a piridoxin-auxotrof LEFL61/9
(dlacpAlankuA hianymutans torzsbe transzformaltuk. Az alkalnitazo

oligonukleotid primereket a lll. tAblazat tartalmaz

Psil (102)

BsaAl - Dralll (230)
BgZl (231)

(2645) XmnI

NgoMIV (331)
Nael (333
(2583) BsaH1 sl

(2526) Scal

(2524) Tatl ™ Eco53kI (655)
Sacl (657)

| Btgl (661)
| Alel (663)
| | SacII (864)
‘\-“ BStXI (665)
|/ // Eagl - Notr (670}

/// xbal (677)
/ Spel (683)
BamHI (669)
TspMI - Xmal (605)
~- Smal (697)
— Pstl (705)

pBluescript KS(+)
2658 bp

HindIII (719)
" BspDI - Clal (726)
Sall (734)
LS Acer (735)
|\ HineII (738)
\\\" AbsI - PaeR7I - PspXI - TIiI - Xhol (740)
|| EcoD1091 - PspOMI (749)
| Apal (753)
| Acc651 (755)
Kpnl (759)

(2194) NmeAIII —
11 £
1

B pyrod gin
(2116) BpmI —— - 1736 bp

(2107) Bsal

(2046) AhdI

BspQI - Sapl (1037)

AfIIII - Peil (1153
Nspl (1157}

4. abra: A pTN1 plazmid vektor térképe, amely a pBluesckift
plazmid és aA. fumigatupyroAgénjéeldl épiil fel.
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A piridoxin-prototrof, és ketis hiAnymutans térzseket Southern
blot analizissel igazoltuk. Mivel &cpA gén hianyat Fekete és mtsai.,
(2012) kordbban mar igazoltak, igy csakaepB gen elleidrzésére volt
szikség. A Southern blot analizishez a vizsgakai torzsekbl gDNS-

t izolaltunk, majd 5 pg ¢gDNS-t BamHI és Kpnl restids
endonukleazokkal 37 °C-on 2-3 éraig emésztettilBatHI és a Kpnl
enzim egy 1060 bp és egy 1475 bp hosszusagu fraghteasit, az R21
vad tipusu referencia tbrzsnél, a delécios mut&esér vart fragment
mérete apyroA marker gén beépilése miatt 1854 bp (5. és 7. .aRra)
kopiaszam az n-1 képlet alapjan hatarozhaté meg] ah ,n” a

fragmentek szama (5. abra).

1854 bp e —— o a—
1475 bp| ——
e

1060 bp

R21 AOEF007 AOEF008 AOEF009 AOEF010

5. abra: A lacpB gén hianyat illetve meglétét Southern blot ansdiei
ellendriztik. Az R21 referencia torzs egy kbépiaban tamtatza dacpB
gént. A laktoz felvételi kisérletek vizsgalatahezalkalmazott AOEF007
jelzédi lacpB hianyos torzs, az AOEF008 jelfésacpA/lacpB kettos
mutans torzs, valamint a keresztedidstzarmazo uridin és piridoxin
prototréf AOEF010 jelzéslacpB hidnyos térzsek Southern blot analizise

is aldtdmasztja EcpBgén hianyéat.
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Ezt koveben, hogy visszanyerjuk azmkuA gén funkcidjat
kereszteztik a kéts mutansnkuApozitiv RIMP155.55 jelzégdrzzsel.
Ebben a munkaban két fliggetlenul izolalt &ettranszporter mutanst

vizsgaltunk meg.

7. A lacpB gén visszatranszformélasa &acpB hidnyos hattérrel

rendelkezb mutansba

Egy karakterizalt els generacidslacpB hianymutans torzset
kereszteztiink az RIMP 155,55 t6rzzsel. Uridin-grotoés riboflavin-
auxotrof utdédot azonositottunk PCR segitségével HR@0), valamint
az nkuA gén jelenlétét is detektaltuRkuA génre specifikus primerpérral
(amely leheivé teszi a lacpB gén tobb kopidba tortén
visszaintegralddasat ektopikus helyekre). A funkéls lacpB gént A.
nidulans R21 genomi DNS-é amplifikdltuk DNS-specifikus
primerparral (reintro-lacpB_Fw, Rw) (lll. tablazatpz amplifikalt,
tisztitottlacpB PCR termek8él 10 ug mennyiséget ko-transzformaltunk 1
ug pTN2 (6. abra) riboflavint hordoz6 plazmid vekedr(A. fumigatus
riboB génje, a riboflavin bioszintézisben részt &evboflavin fehérjét
kodol; Nayak és mtsai., 2006; Berl R. Oaklély¥aptuk) a mamkuA
génnel rendelkéz masodik generaciotacpB hianymutans tbérzsbe. A
PTN2 plazmid létrehozasa soran szintén a pBluasdfi plazmid
EcoRV hasitd helyére ligaltdk be Az fumigatus riboByénjét (1316 bp)
(6. 4&bra). A riboflavin-prototrof transzformansok 6Zbtt a
visszatranszformalacpB gén meglétét PCR segitségével vizsgaltuk.

38



Ezt koveten alacpB gén kdpiaszdmat Southern blot analizissel
allapitottuk meg. (A Southern blot analizis strégyteljes mértékben
megegyezik a fent leirtakkal (7. abra)). Azokatialasztott torzseket,

amelyek visszanyerték a funkcionaliscpB génjuket egy vagy tobb

képidban, fenotipusosan is jellemeztik.

Psil (102)

BsaAl - Dralll (230)

Btgzl (231)
(2545) Xmnl v NgoMIV (331)
Nael (333)
(2583) BsaHI
(2526) Scal
(2524) Tatl._ EcoS3KI (655)
Sacl (657)
| Btgl (661)
|| Aler (663)
||| saci1 (s64)

||/ BStXI (565)
Eagl - NotI (570
Xbal (677)
Spel (683)
BamHI (c69)
TspMI - Xmal (695)
Smal (697)
— PstI (705)

(2184) NmeAIIl —

e \ Accl (735)

(2116) Bpml — \\\ HineII (735)
(2107) Bsal 11\ AbsI - PaeR7I - PspXI - THI - XhoI (740)
||\ Eco0108I - PspOMI (749)
- | ' Apal (753)
(2048} Ahdl | Acc8SI (755)
Kpnl (759)

BspQI - SapI (1037)

AfITI1 - Pcil (1153)
Nspl (1157)

6. abra: A pTN2 plazmid vektor térképe, amely a pBluesckf

plazmid és aA. fumigatusiboB génjéelsl epul fel.
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ATG STOP
785 bp 2871 bp

Visszatranszformalt lacpB gén

Promoter: 784 bp Terminétor: 847 bp

3718 bp

az eredeti lacpB gén helye T 1060bp T 1475 bp
az R21 referncia torzsben
BamHI: 1590 bp Kpnl: 2649 bp BamHI: 4123 bp
1550 bp

1994bp DIG-el jelslt gDNS fragment 3543 bp

— -—
| —
1854 bp —’---—--_
1475bp | e o —
1060 bp | s - e e -
> »> > > > > > > »> > >
o o O o C O ®] ;5 o O @) o
e = ] ] o] oo [ I ! = <]
~ po! ] 2] [ps] o] iz ps] ool [ps] o] [ps] lpv]
= 2 = = e =2 2 g e 8 8 =8
= =~ = B = B E E =2 = E =
= N e e B R B R OB R OB OB

7. abra: A lacpB gén koépiaszamanak eli@zése Southern blot
analizissel néhany rekonstrualt térzs esetébenR2A&¥ referencia torzs
egy kopiaban tartalmazza lacpB gént. Az AOEF011.1 tbrzs egy
kopiaban tartalmazza kcpB gént. Az AOEF011.7 torzéacpB gén
kopiaszama 5, az AOEF011.8 toriacpB gén kopiaszama 4, az
AOEF011.9 és az AOEF011.20 torzsklcpB gén képiaszama 2, az
AOEF011.14 torzéacpB gén kopiaszama 3, az AOEF011.30 tdexpB
gén kopiaszadma 4. Azonban az AOEF011.12, az AOEEO]llaz
AOEF011.23, az AOEF011.25 és az AOEF011.28 jélzészsek nem

nyerték vissza a funkcionaliacpB gént.
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8. Analitikai moédszerek

A szaraz sejttomeg (DCW) meghatarozasa 10 ml bisraasl
tortént. A micéliumot egy éfe lemért tomefy papirstréon keresztil,
zsugoritott Uvegsz6 segitségeével §rtik le, majd tobbszor hideg vizzel
atmostuk a biomasszat, ezt kdet 80 °C-on tomegallandésagig
széaritottuk. A szaraz sejttomeg adatait az Eredmeiénfejezetben
kozoljuk, amely két kilonb@ mérés atlagabol szarmazik. Ezek értékei
alulmualtdk az atlagok 14%-at. A D-glukéz, D-galakt@s laktdz
mennyiségét HPLC-vel hataroztuk meg egy protontsergézlop (Bio-
Rad Aminex HPX-87H) és torésmutatd (RI) detektdtakthazasaval,
izokratikus elucio révén 10 mMJ80, mozgoéfazist alkalmazva, 55 °C-o0s

kolonna ldmérsékleten.

9. Reprodukalhatésag

Minden analitikai és biokémiai eredmény 3-5 fldgretkisérlet
atlagabol szarmazik. Az adatok elemzése és széaisfizse SigmaPlot
szoftver (Jandel Scientific) segitségével tortétinden kisérletsorozaton
belil standard eltéréseket (SDs) hataroztunk meg. iAdukcios
kisérleteknél a valtozdsok szignifikancia-vizsgitla nem indukalt
adatokhoz képest Student-féle t-teszttel végezuikprobabilitas (p)

adatait az Eredmények részben adjuk meg.
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10. Felhasznélt vegyszerek

Munkank soran analitikai tisztasdgu vegyszerekstzhaltunk. A
finomvegyszereket és taptalajkomponenseket a SHjodch Kift.-t6l
(Budapest, Magyarorszag), a molekularis biologiaiséRetekhez

szikséges anyagokat a Roche Magyarorszagdfiasaroltuk meg.

11. Bioinformatikai médszerek

Az A. nidulanslakt6z permeéz AldcpA) (Fekete és mtsai., 2012)
génjét hasznaltuk mintanak (,bait”) a TBLASTN tipukekérdezéshez,
hogy szerkezetileg rokon MFS-transzmembran protedutolé géneket
keresslink aAspergillusnemzetség mintegy harom tucat faja kozott. A
nukleotid adatbazisok elérléét a National Center for Biotechnology
Information (NCBIf és az Energy Joint Genome Institute (JGI)
honlapjarét. A gén modellek és termékek levezetése manuélisant.
Gén modell alatt a génen bellli intron-exon arangnéb. Azokat a
fehérjéket tekintettik tovabbi analizisre alkalmesmamelyek minimum
30%-0s azonossagot (,identity”) mutattak a LacpAhéigevel. A
feltételnek 92 fehérje szekvencia felelt meg. Akseaciak illesztésére a
MAFFT program (7-es verzig; Katoh és Toh, 2010)t@sea G-INS-i
algoritmus (képzett globalis homolog) beallitdstasatottuk a nagyobb

inzercios és delécios mutaciok helyes kezeléseifiése) erdekében.

4 www.ncbi.nim.nih.gov
® www-genome.wi.mit.edu
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A BLOSUM 35, 45 valamint a 62-es lehetséges baalbit
mindegyikét kiprébaltuk, végil a BLOSUM 45 hasomigis matrix
segitségével végzett elemzést alkalmaztuk, mivel ®nt a
leginformativabbnak. A fehérjeszekvenciakat a Blokkapping és
Gathering programok segitségével az Entropy szoféwén hataroztuk
meg (BMGE verzié 1,12; Criscuolo és Gribaldo, 201B)OSUM 35
hasonlosagi matrix alkalmazasaval és 3-as blokk ettedr ami
fehérjénként 477 informativ aminosavat eredményezet

Ezt kbveben a BMGE altal meghatarozott fehérjeszekvenciakat
PhyML 3.0 verziéval kalkulaltuk ki a maximum likebod fat a WAG
szubsztituciés modell alkalmazaséaval, ahol a ,ganshape” értéke
becsilt értékre volt allitva (Guindon és mtsai.,L@0 A filogenetikai
torzsfat a FigTree programmal rajzoltuk regA hozzAaveileges
valosziriség (,likelihood”) aranyt (Anisimova és Gascuel, 08D
integraltan, a PhyML segitségével szamitottuk kihi2&lapu
parametrikus programot hasznalva; az aLRT érteReK @ fa 6sszekot

csomoépontjaiban lathatok (F1. abra).

® http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree
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V. EREDMENYEK

1. A Leloir utvonal nélkilézheté a D-galaktoz altalibgaD/lacpA

indukciéhoz

Munkank el$ részében a katabolikusyaD/lacpAklasztergének
kozvetlen induktorat vizsgaltuk. Ahhoz, hogy azdtmsgk abgaD/lacpA
gének fizioldgiai induktorat D-galaktoz indukcio eédn, olyan A.
nidulansmutanstérzseket vettiink gorésala, amelyek a Leloir és/vagy az
oxido-reduktiv ~ katabolikus  utvonal  bizonyos  meghaétt
lépésében/lépéseiben hibasak. Az A214, galaktoki{gai) a Leloir
atvonal el$ lépésében; G092, hexokinaz mutafiexkAl) az oxido
reduktiv dtvonal utolsé |épésében; G094, L-arakiwhidrogenaz
(araAl), a reduktiv utvonal masodik enzime, amely a gdtak L-xylo-
3-hexul6zza redukélnd) (lasd az |. tAblazat a neatégenotipusarol).

Hipotézisiink szerint az indukci6 nem kovetkezne he, a
mutalédott katabolikus gén hozza létre a fiziol§gieduktort, vagy ha az
enzimtermék az adott gén altal van kédolva.

A galaktokinaz galE gén galE9 alléljdban @alE9, Alam és
Kaminskyj, 2013) a kodold régié 3'vegen débazispar-inszercio altal
okozott leolvasasi kereteltolodas funkciovesztésizo A galE9 térzsben
nem valtozott meg a D-galaktoz altali indukcié eegmzidés mintazata.
Ugyanez volt a helyzet, amikor galE9/hxkAlduplamutanst vizsgaltuk
(hxkAZ Flipphi és mtsai., 2003,) (8B. 8C. és 9. abra)traszkriptum
kéepzdésenek id-profiljaban azonban kulonbségek figyeliietmeg a

kontrollhoz viszonyitva (8A. abra).
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A galE9 mutansban kovetkezetesen kordbban torténik az
expresszi6 a vad-tipust torzshoz képest. Osszhangbakorabbi
eredményekkel (Fekete és mtsai., 2012), a refadiczs (R21) esetén
nem volt megfigyelhét transzkriptum képiés glicerol, D-glikoz, D-
xiléz, galaktitol szénforrasok jelenlétében, kivéevegy mérsékelt
kifejezodést az L-arabin6z pentézon. Ugyanezt tapasztaikltalunk
elvégzett génexpresszids vizsgalatok soran isAaaidulans mutans

torzseknél.

2. A oxido-reduktiv utvonal szintén nélkilozhet a D-galakt6z

altali bgaD éslacpA transzkriptum képzédéséhez

A bgaD éslacpA gének D-galaktoz altali indukciéjat a hexokinaz
€és az L-arabinitol dehidrogenaz mutacibixKAl illetve araAl) sem
valtoztattak meg (8C. 8D. abra). Ezek az eredméaytisugalltak, hogy
a D-galaktéz indukciés hatasat lbgaD-lacpA génklaszterre vagy
kozvetlenlil a D-galaktéz, vagy az oxido-reduktivtakelikus Gtvonal
elss kozbens§ terméke, a galaktitol (dulcitol) valtja ki. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a galaktitol képes-e induk&@nbgaD és lacpA
transzkriptumok képgmését, valamint az intracellularpsgalaktozidaz-

aktivitasat.
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A galaktitol egyedili szénforrasként is képes taatogaz A.
nidulans novekedését, bar az eléeimaximdlis novekedési rata
lényegesen alacsonyabb, mint D-galaktézon (Feketentsai., 2004; a
kvantitativ adatokat lasd a 10. abran). AzonbagaD és lacpA
transzkripcidé (11. abra), vagy bGal enzimaktivitésn volt kimutathaté a
fermentécié egy igpillanataban sem ezen a poliolon, mint egyeduili
szénforrason, sem a vad tipusu referencia torz4)(R&em az A214
galaktokinaz @galE9 mutans esetén. Ezért arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a D-galakt6zon tori@moévekedés sordn nem szilkséges a
katabolikus intermedierek kéfdése és jelenlétebmaD és dacpAgének
indukciéjahoz.

Mint ahogyan az a klasztergének esetén varhabga® éslacpA
gének lényegében azonos expressziés mintazatottrmalitaminden
fiziologias korulmény kozott, a galaktéz-hasznagitin sérult mutansok

genotipusatol fuggetlenul.
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A  Vad tipus B galE9

lacpA [ lacpA PO

bgaD - bgaD .
RNS | ee e  TRNS

Glu Gal GluGal Glu Gal Glu Gal GluGal Glu Gal

3h 6h 19h 3h 6h 15h

C hxkA1 D araAl

lacpA e lacpA Ed
bgaD ' bgaD .
b -
rRNS | o rRNS |qw |
Glu Gal GluGal Glu Gal Glu Gal GluGal Glu Gal
3h 6h 1%h 3h 6h 19h

8. abra A bgaD-lacpA génklaszter indukcios spektrumanak
transzkripciés analizise D-glik6z (Glu) és D-gatak(Gal) szénforradsok
jelenlétében kilonb&z A. nidulans torzsek esetén (ldsd |. tablazat)
Northern blot analizisseR panel: R21 referencia térz88 panet A214
galaktokinaz mutansg panel: G092 hexokinaz mutan§ panet G094
L-arabitol dehidrogenaz mutans. Kontrollként az ahtazott RNS
minésége €s mennyisége lathatd, a riboszomalis RNS(28&t és 18S)
etidium-bromiddal tettiik lathatova.
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hxkA1l, galE9
M-

bgaD - =9 "9

s EEENEEEY

Glu Gal Glc+Gal Glu Gal Glc+Gal Glu Gal Glec+Gal

3h 6h 19h

lacpA

9. abraa A bgaD-lacpA génklaszter indukciés spektrumanak
transzkripciés analizise az EFES3 &styalaktokinaz/hexokindz mutans
esetén D-glik6z (Glu), D-galaktéz (Gal) és D-galakGlicerol
szenforrasok jelenlétében Northern blot analiziss¢hsonléan a 8.
abrdhoz kontrollként az alkalmazott RNS #sége és mennyisége
lathato, a riboszomélis RNS-eket (28S és 18S)wstichromiddal tettiik
lathatova.
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10. 4bra A biomassza kégdés idprofilja (Ures kor és teli kor),
valamint a maradék galaktitol szénforras koncerdjaciires haromszog,
teli haromszdg); a referencia vad tipusu (Ures Isalomok) és az A214

(galE) mutans torzs (teli szimboélumok) esetén.
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VT  Vad tipus galE9
gal  galaktitol galaktitol

11. abra A bgaD-lacpA génklaszter transzkriptum kéjmeséenek
idéprofiljat lathatjuk galaktitol (dulcitol) jelenlében sullyesztett
fermentaci6ban, a vad tipusu referencia torzs (R2&s a
galaktokinaz mutans (A214) torzsek esetében Nortlhéot analizissel.
Kontrollként az R21-es torzs transzkriptumat 1gtha(VT), D-galaktdz
(gal) jelenlétében novesztve 6 d6ra utan. A kémadjaiboszémalis RNS
(28S és 18S) eredeti képe lathatd (rRNS).

3. A feltételezett laktéz permeaz gének azonositase silico

vizsgélattal és azok génkifejamlésének vizsgalata

Munkank masodik részében feltételezett laktéz pamrgeneket
vizsgéltunk, melynek eredményeként egy masodiktaglghg relevans
laktéz permeaz gént azonositottunk és funkcionalisEemeztlinkA.

nidulansban. A géntacpB-nek neveztik el.
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Az A. nidulans genomjaban tobb szaz olyan gén talélhato,
amelyek feltételezett MFS-cukortranszporter traresntoran fehérjéket
kodolnak (Wortman és mtsai.,, 2009). Filogenetikaapdsolatokat
vizsgaltunk Aspergillus fajok MFS fehérjéi kozott, hogy szerkezetileg
rokon permedazokat talaljunk. A LacpA fehérje ortjanak és a hét, az
A. nidulansLacpA-ra leginkabb hasonlité szerkezeti paraldgfgnek a
génjei a nyilvanosan is hozzaféhenukleotid adatbazisokbol lettek
kivalasztva a TBLASTN keresés alapjan (Altschulnésai., 1997). Ezt
koveten a megfelél génmodellek és fehérjetermékek levezetésére kerult
sor 31 rendelkezésre alléspergillusgenomszekvencia esetén. Az igy
kapott 92 fehérjét hasznaltuk a Maximum Likelihdadnegépitéséhez. A
LacpA lakt6z permedaz ortologjai mindéssze 14 geramtblalhatok meg,
mig egy hozz4 hasonl6 fehérje 31 genomja kozul bgak&mban nincs
kodolva.

Ennek ellenére nem talaltunk olyan fajokat, amelpekdsszes
kivalasztott MFS gént tartalmaznak. Az ustusésaz A. versicolorhat
paralog gént hordoz, viszont Az glaucustsaz A. rubrumesetében mind
a nyolc hidnyzik. A hét leginkdbb hasonKspergillus nemzetségbeli
LacpA paraldg kézil harom szerkezetileg rokomidulansMFS fehérjét
talaltunk, melyeket az AN1577, AN6831 és AN2814 aah fehérjét
hataroznak meg, igy ezeket a feltételezett lakédmpazokat valasztottuk
ki bioldgiai validalasra (F2. abra).
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A harom kivalasztott gén expresszibjat laktéz sagason
vizsgdltuk; negativ kontrollként a D-glikéz hatasészteltik reverz
transzkriptdz (RT) PCR segitségével. Az expresseibsgalathoz vad
tipusu torzs konidiosporajardl inditott, gliceriff@ras tartalmd minimal
tapoldaton dindvesztett micéliumot lecseréltik laktéz tartalmu
tapkdzegre, valamint kontrollként a glikdéz génesgpréra tett hatasat is
teszteltik. Az génexpresszids vizsgalatokat 6 dméskciot koveben
végeztik el. Ahogyan a 12. dbra mutatja, az AN2Bddolo génje jol
kifejez6dott laktdz jelenlétében. Az AN1577 kbdolé génjdeigisen
gyengébb jelet adott laktoz szénforras hatasarg,antiarmadik paralog,
az AN6831 kodold génje kismertékben atirodott ghikglenlétében is,
amely jelzi, vélhdgten nem specifikus induktora a lakt6z. Tovabba, a
kozelrokon P. chrysogenungombafaj — aPenicillium az Aspergillus
testvérnemzetsége akspergillaceaecsaladban -az irodalom szerint
rendelkezik azA. nidulans BgaD intracellularis GH2 B-galaktozidaz
ortholdgjaval, de a genomja nem hataroz meg a La@Artoldg és az
A. nidulansAN1577-el homolog transzportereket (Jonas és mail4).

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy &z nidulans genom
szekvenciajanakin silico vizsgalata, amelyet a harom kivalasztott
transzporter jel6lt expresszidés analizise kovetedtra engednek
kovetkeztetni, hogy az AN2814 kodold génje egy lleparalog MFS
fehérjét kddol, amely hozzajarulhat a gomba lakeizételéhez. Ezt a

feltételezett masodik laktoz permeaz géopB génnek neveztik el.

52



1500 g
1000} s — —
700 | e — —
[Gli] [Lak]  [Gli][Lak]  [Glit] [Lak]
AN3200 AN2814 AN1577 ANG6831

12. abra Harom feltételezett laktéz permeaz gén expresszilaszat
lathatjuk lakt6éz és glikoz jelenlétében 6 Oras koilit kdveben
félkvantitativ RT-PCR-rel. Az igy nyert micéliumoddoRNS izolalast
kovetben cDNS-t irtunk reverz transzkriptaz enzim seg@seél. Az RT-
PCR reakciokhoz minden esetben 1 pg/ul cDNS-t  (¥#ismk
templatként. Az disen represszald szénforrds a D-glikdz kontrollként
szolgalt: dacpA és abgaD kifejezodés D-glikoz altali represszié alatt all
még akkor is, ha a laktoz is jelen van a tapkdzedlbekete és mtsai.,
2012). Ezzel szemben, az AN3200 I6kusz géhjéra lacpA ésbgaD
kozott helyezkedik el — kordbban kimutattdk, hogpnstitutivan
expresszalodik szdmos korulmény kozoétt, beleértved-glikozt is
(Fekete és mtsai., 2012).

4. A lacpB gén laktéz permeazt kodolé funkcidjanak

megerssitése és elemzése

Annak igazolaséra, hogy kcpB valéban funkciondlis laktoz
permedzt kodol, a gént kiltottik. A génkittés résil az Anyagok és
modszerek 6. fejezete tartalmazza. Lé&cpB hianymutanst és azokat a
torzseket, amelyekbe a funkciondaspB gént Ujra visszatranszformaltuk
a geén-hidnyos héattérrel rendelketdrzsbe fenotipusos vizsgalat ala
vettik.
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A visszatranszformalas soran az egykoépias torzdethebbb
(konkrétan 2 és SpacpB génkopiat tartalmazd mutansok (AOEF011.9 és
AOEFO011.7) is létrejbttek (,talterm@&imutans”).

Ahogy a 13. abra mutatja, lacpB gén hianya a laktoz felvétel
drasztikus csokkenéséhez vezetett a vad tipusiktoll torzs lakt6z
hasznositdsahoz képest, tovabba az is megfigyelnegy nem képidott
0j biomassza lakt6z jelenlétében, mint egyedili nkréason a
fermentaciok harmadik napjascdl. A lacpB hianya a konidiosporaval
inokuldlt, szilard tapkozegen tori&ndvekedést is érintette (15. 4bra).

Mésrészt, vad tipusu novekedés tapasztalhaté Diglids D-
galaktoz jelenlétében, akar a folyékony vagy sdildapkdzegben
vizsgaltuk a tenyészeteket. Némileg meglepodon a lakt6z-felvétel,
valamint a gomba biomassza kégése korilbelil harom nappal az
inokulalast koveten elkezddott, 6sszehasonlithat6 ttemben a vad tipusu
térzs gyors novekedeési szakaszaval, és addig foda#t, amig a
rendelkezésre allo laktoz teljesen elfogy (13. alivindazonaltal a végs
maximalis biomassza-koncentracio szignifikansaesaayabb (p<0,1%)
maradt a referencia tenyészethez képest. Ez atkésteszénfelvételi és
novekedési mintazat alacpB hianyos torzs (AOEF010) laktoz
fermentacidja sordn minden esetberbald, flggetlenil a kezdeti
szubsztrat koncentraciétdl (1-20 g/l tartomanyotillbazsgélva). Az 50
és 100 g/l (~ 0,15 M és 0,3 M) kezdeti laktéz konc&ciok — ami a
szokasos tartomanya az émiltejnek — még a vad tipusu térzs esetén is
novekedésgatlast eredményez. Ez a jelenség arlaatithogy azA.
nidulans kevéssé toleralja a magas lakt6z koncentracioteekedeés

kezdeti szakaszaban (14. abra).
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A laktéz felvétel sebesség-meghataroz6 lépés atimdcu A.
nidulans torzs lakt6z asszimilacioja soran (Fekete és mt2ail2). A
komplementaltlacpB hianyos térzsek vizsgalata feltarta, hogyaepB
gén kbépiszamaval aranyosaé a laktoz felvétel hatékonysaga és az ezt
kove® biomassza képrés (16. abra). Mivel az egykopias rekonstrudlt
torzs viselkedése lényegében megegyezik a vadltifiugzsel, dacpB
gént tobb kopidban tartalmazo térzsekkel végzesttridtek eredmeényei
azt bizonyitjdk, hogy a LacpB fiziologiailag releatranszporter. A
tobbkdpias torzsek szignifikansan (p<1%) magasaktbt felvételi ratat
mutatnak, ami nyilvanvalé a lakt6z, tapkozégiorténs gyors Utemi
fogyasabdl. Ennek kdvetkeztében szignifikansan ollgynérték (p<1%

a 2-kopias, p<0,1% az 5-kopias torzs esetében)bbkfpias torzsek
biomassza-koncentracidja egységnyi alatt, mint a vad tipusu vagy az
egykopias rekonstrualt torzsek esetében. Annalolgaadra, hogy &EcpB
gén hianya befolyasolja a laktoz felvételét a kalhtvalamint a mutans
torzs glicerinen énovesztett micéliuméat olyan minimal tapoldatra
cseréltik le, amely alacsony (0,2 mM, 0,5 mM, 2 nkdhcentraciokban
tartalmazott laktozt (17. abra). Minden egyes kotréeional, a vad-
tipusu torzs specifikus laktéz felvétele magasabblt, vmint a
hianymutans torzsé, de alacsonyabb, mint a tobBkopiutansoké (17.
abra). Tovabba az is megfigyeltiehogy a laktoz felvétel szignifikansan
(p<1%) gyorsabb azon torzs esetén, amely 6t kopidhealmazza a

lacpB gént, mint az a torzs, amely csupan két génneetkazik.
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Ahhoz, hogy megbecsuljik &cpB gén hozzajaruldsat a teljes
lakt6z felvételéhez, kilénbézkiindulasi szubsztratum koncentraciokat
vizsgaltunk a vad tipusu referencia torzs, tovalab&cpB-hianyos,
valamint a két- és oOt-kdpiakacpBrekonstrualt torzsek esetében (l.
tablazat). Az adatok azt mutatjak, hogy mikaepB-hianyos torzs lakt6z
felvétele 0,2 és 0,5 mM (kezdeti) kéildaktéz koncentracid mellett
kordlbelll 14% és 11%-a a vad tipusu torzs lakbayésztasahoz képest,
ugyanezen koncentraciok eseten, illetve ez az akénylbelll 22%, 2
mM-os kezdeti laktéz koncentraciébdl kiindulva. Merzek a
megfigyelések kozvetlen bizonyitékok arra, hogylagpB gén egy
fiziologiailag relevans laktéz permeazt kdédolnidulansban. Tovabba, a
LacpB megléte alapvét fontossagu, hogy akadalytalan ndvekedeést
inditson és tartson fenn 20 g/l kiindulasi lakt@n&entracioig a lag fazis

elhtizédéasa nélkul.
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13. &bra: A ndvekedés idprofilja (korok), valamint a maradék lakt6z
koncentracidja (négyzetek) razott lombikos fermeidtdan az A.
nidulansvad tipusu torzs (teli jelek), éslacpB hianymutans (lres jelek)
torzs esetén, 15 g/l kezdeti lakt6z koncentracidletie Az inokulalas
konidiospéraval tortént. A lakt6z egyedili szénrdgkent volt jelen a

tapoldatban.
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14. abra: A nbvekedés igpofilja (Ures jelek), valamint a maradék laktéz
koncentracioé (teli jelekp. nidulansrazott lombikos fermentacidjaban. A
vad tipusu torzs éslacpB hianymutans 50 g/l (korok illetve négyzetek),
és 100 g/l (haromszogek illetve sokszodgek) kiinsiuldaktdz
koncentracion. Az inokulélas konidiospéraval tértéh laktdéz egyedili

szenforrasként volt jelen a tapoldatban.
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D-gliiko Lakt¢
Inkub'f’t,ci()s ghoz oz
idO R21 (vad tipus) AlacpB R21 (vad tipus) AlacpB
4 nap
6 nap

15. abra: Agarlemezen torténndvekedése az R21 referencia dacpB

hianymutans térzsnek, D-glikoz és laktdz egyedifinforrason.
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16. abra A laktoz-felvétel (teli jelekA panel) és a biomassza ké&jies
kinetikaja (Ures jelekB panel) a vad tipust R21 kontroll térzs (rombusz)
és az egykopias rekonstrudlt torzs "AOEF011.1Yymétek), 6sszevetve
a 2-kopias "AOEF011.9" (korbk) és az 5-képids "AOEE.7"
(haromszogek)lacpB torzsekkel. Megjegyezzik, hogy az egykopias
rekonstrualt tdrzs ugy viselkedik, mint a vad tipusntroll térzs az R21.
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17. abra Specifikus laktoz felvétel a vad-tipusu (korolg & lacpB
hianymutans (négyzetek) térzsek, valamint a 2-l@pidromszogek) és
az 5-kopias (rombuszokycpB multikopias rekonstrudlt torzsek esetén. A
tapoldat kezdeti lakt6z koncentracioi 0,2 mM panel), 0,5 mM @
tabla) vagy 2 mM C panel). Panel D a specifikus D-glikoz felvétel
ugyanazon torzsek esetén, ahol a tapoldat kezdetglikdz
koncentraciéja 2 mM. Megjegyezzik, hogy az Y-tepgeltében
skalazott az A, B és a C-D panel esetén, mivel idds a kezdeti
szubsztratum koncentracidja minden kisérletben.ekErkbvetkeztében
nem lehet vizudlisan 6sszehasonlitani a latszolégjosteli aranyokat a

kilonbod paneleken.

61



5. Két permedz altal irdnyitott laktdz felvétel Aspergillus
nidulans fonalas gombaban

Egy korabbi kézleményben munkacsoportunk demonatribgy
az A. nidulans lacpA génje egy laktoz permeazt kédol, amely
fiziologiailag relevans, azonban e cukor teljesvdetlének csak egy
részéért feléls (Fekete és mtsai., 2012). A paraldég LacpB permeaz
funkciojarol kapott Uj adatok arra 6sztondztek harket, hogy vizsgaljuk
meg azt, hogy vajon lacpB gén felebs-e a fennmarado laktoz felvételért
alacpAhianyos térzsben. EBba célbdl dacpB gén torlésére kerilt sor a
lacpAnegativ héattérrel rendelk&zdrzsben, egyacpA/B ketids laktdz
permeaz hianyos mutanst eredményezve. A&ettutans létrehozasanak
kordlményeit az Anyagok €s modszerek 6. fejezetaltaazza. A torzsek
fenotipus elemzésébkiderilt, hogy a konidiospérardl tori@mcsirazasa
telies gatlas alatt all, azaz sem szilard minindédagaron, sem pedig
sullyesztett folyékony tapktzegben nem képes laktdpmmint egyedili
szénforrason novekedni. Ezen talmien, a glicerinen inokulalt keis
hianymutans micéliumat laktoz tartalmi AMM2 minintapoldatba oltva
képtelen volt 0j biomassza képzésére, valamint meegle@ maodon
hosszu fermentéacidsdcklteltével sem detektalhatd laktoz fogyasztas (18.
abra). A specifikus laktéz felvételi ratak — a kipotékek azonos modon
generalddtak, mint a korabban bemutatott egyszei@symutans és a
komplementalt rekonstruélt mutansok esetén — netaldtstatisztikailag
relevans felvételre (IV. tablazat).
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18. abra: A novekedés (korok), valamint a maradék laktoz leoicio
(négyzetek) idprofilja razott lombikos fermentaciéban @z nidulans
lacpA/lacpB kettbs hianymutans esetén. A tapoldat kezdeti
lakt6zkoncentracioja 15 g/l volt. Glicerinenéebvesztett micéliumokat
hasznaltunk az inokulum oltasara. Azonos eredmériykiptunk mas,
egymastol fuggetlentl &hllitott ketts laktdéz permeaz hianymutansok

esetén.
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A. nidulanstorzs Laktoz koncentracio| Specifikus felvételi
(mM) rata
(UM laktoz/min/gpcw)

0.2 0.523 £ 0.49

Vad tipus (R21) 0.5 0.702 + 0.68

2.0 0.893+0.84

AOEF010 0.2 0.075+£0.01

AlacpB 0.5 0.077 £0.01

2.0 0.196 + 0.03

AOEF011.9 0.2 0.510 + 0.06

(2 képiaslacpB) 0.5 0.834 +0.07

2.0 1.411+0.12

AOEFO11.7 0.2 0.651 + 0.05

(5 képiaslacpB) 0.5 1.067 £ 0.12

2.0 1.468 £0.14
AOEF008 0.2 <0.05
AlacpAlAlacpB 0.5 < 0.05
2.0 <0.05

IV. tAblazat: Lakt6z-felvétel a vad-tipusl. nidulansés aacpB hianyos-

, lacpB tbbbkopias- eéslacpAllacpB ketids mutans toérzsek esetén
kilonbod szubsztratkoncentraciokon. Az egykdpias rekonkttiézs és
a vad-tipusu kontroll R21 t6rzs kozotti kulonbségedm szignifikansak
(P<0,1%).
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6. A lacpA éslacpB gén eltéib expresszids profillal rendelkezik

A lacpB gén szabdlyozdsanak vizsgalatahoz transzkripzigses
tanulmanyoztuk az expresszios profiljat. A vad-ipudrzsben dacpB
gén ebs indukcioja figyelhét meg laktdéz jelenlétében mar 3 oOra
elteltével a glicerinen éhovesztett micélium esetében (19. abra). D-
galaktoz jelenlétében csak egy mérsékelt génexpéeddthatdé 3 ora
elteltével, mig az eit késsbbi idépontokban (6 és 12 dra) egyaltalan
nincs geénexpressziés valasz. Ezzel szembdac@A gén reagalt a D-
galaktoz monoszacharidra legalabb olyaésen, mint 3 6ras korban a
laktozra, bar ké&bb a D-galaktéz altal kifejtett transzkripcidos d$zin
erételjesen lecsokkent (19/b. abra). Egy még inkalglyelemre mélto
kilonbség, a kdacp gén L-arabindz jelenlétében megfigyelt expresszids
profilja. Mint arrol kordbban beszamoltak, az Lizsrez ebteljes hatast
gyakorol alacpA gén indukcidjara a fermentacio korai (3h) szaklbama
(Fekete és mtsai., 2012), deleepB gén nem — még &cpA negativ
hattérrel rendelkéz torzs esetén sem — fefeitk ki az emlitett pentdz
jelenlétében. Amint az varhaté volt, azésen represszalé D-glikoz
monoszacharid nem valtott ki transzkriptum kst alacp gének
egyikénél sem a fermentacio teljes ideje alatt,am@ht ugyanez
mondhato el a D-xil6z pentdzrél és a D-glikéz Cs2epimerésl a D-
mannozrol is (19/a, b. abra).

Az Aspergillus genom adatbazisban (http: //www.aspergillus
genome.org), dacpB (AN02814) gént feltételezett cellobidz (48D-
glukopiranozil-D-gliik6z) transzporterként annotélt{Cerqueira és
mtsai., 2013), mivel aN. crassaCDT-1 transzporterének (NKE 00801

lI6kusz) szerkezeti ortologja.
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A CDT-1 permeaz funkci6ja akkor jutott érvényre, ilkon az
éleszbben tortéd expresszoja révén kimutattak, hogy cellobiozt
transzportal (Gakka és mtsai.,, 2010). MindkéA. nidulans lacp
génexpresszidjat megvizsgaltuk cellobidz tartaldgotdatban. Ahogy a
19 (a, b) abra is mutatja, lacpB gén eésen indukalédik a vad tipusu
torzsben, kiléndsen a fermentaciéoetamt érajaban (3 h és 6 h), mig -
éles ellentétben — a cellobidznak nincs indukcids$a dacpA génre a
Northern blot transzkripcios analizis alapjan.

A cellobiéz a fungdlis cellulitikus rendszerek aaoy molekula
tomedi induktora (Seiboth és mtsai, 2007). Annak eldd@riss hogy
lacpB-t indukald hatasa 6sszefliggésben van-e a ligniéellebontassal,
megvizsgaltuk a kédacp gén expresszios valaszat egy masik béta-kotes
glikopiran6z dimer, a szofor6z (2-O-béta-D-glikepwmzil-alfa-D-
glukdz) jelenlétében is. A szoforGz reeseiben a cellulitikus rendszer
legesebb induktora (Sternberg és Mandels, 1980). A d9apran
lathatd, hogy a szofordzra adott indukcios valaagyon hasonlo volt
ahhoz, mint amit a cellobidéz esetén tapasztaltaniz nincs detektalhaté
lacpA transzkriptum képiés, mig alacpB gént a szofor6z ésen
indukalta, kilondésen a micéliumtranszfert kdve? és 6 h méreési
pontokon.

A lakt6z tartalmu téapfolyadékban elvégzett fizidkg) és
génexpresszids vizsgalatok egyértigdm bizonyitjak, hogy a két
kilonboden expresszaldédd laktoz permeaz egyittesencéelel laktdz

felvételéértA. nidulansban.
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Az egyiklacp expresszidja a masificp hianymutans térzsben azt
mutatja, hogy a D-galakt6z indukcié hatasa gyorsébbeésebb lett
mindkét permeazra nézve, a cellobidz indukciéjacpB kifejezédésre
szintén fokozodott. A laktdéz indukcios hatasa vigzoem tért el a vad
tipusétdl. Ez is azt a hipotézist tAmaszthatja el&zerint a laktdz
anyagcserében részt vegének/enzimek mintegy véletlenll képesek a
laktéz transzportjara/hidrolizisére, és eredetik@ibjuk mas — novenyi
vagy fungalis eredét — cukor-polimerek degradacidjaval volt
kapcsolatos. Ezzel 6sszhangbda@B expresszio cellobiéz jelenlétében
gyorsnak, gfsnek és tartésnak bizonyult (19 a, b 4bra).
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AlacpA rRNS

AlacpA
R21
R21 rRNS
3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h
B Gliikéz Galaktoz Lakt6z  L-Arabinoz  Xiloz Cellobiéz Mannéz

3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h 3h 6h 12h

Gliikéz Galaktéz Laktéz  L-Arabin6z Xiléz Cellobiéz Manné6z

3h 6h 12h 3h 6h 12h
Szoforoz Szoforéz
A B

19. abra Az A. nidulanslacpB (A panel) éslacpA (B pane) mRNS
mennyiségének dsszehasonlitdsa a vad tipasgiA illetve lacpB-negativ
héattérrel rendelkéztorzseknél Northern blot analizissel. A riboszdmal
RNS-t (28 S és 18 S) etidium-bromiddal tettik I&itaa, amely a fetsés
az als6 paneleken lathatok, kontrollként az RNStékirminisége és
mennyisége C-panel: az A. nidulanslacpB (balra) éslacpA (jobbra)
gének kifejeadése szofor6zon.

68



7. A lacpB egy kozo6s eleme lehet a laktdz- és a cellul6z

katabolizmusnak A. nidulansgombaban

Az a medfigyelés, hogy EcpB erssen indukalhato cellobiozzal
arra sarkalt minket, hogy megvizsgaljuk, hogy agEabianymutans térzs
milyen fenotipust mutat ezen diszacharidon, minytedgli szénforrason.
Ezzel parhuzamosan a kontroll térzzsel is felvettikomassza képdés
és cellobiéz fogyas kinetikai profiljait. Ahogy a0.2abran lathatd, a
lacpA- és lacpB egyszeres-, valamint #acpA/B ketidss mutans is
egyertelnien bizonyitja a laktéz permeaz gén(ek) hianyanakdaa a
cellobidz felvétel csbkkenésére a vad tipusu refeeeés az egykoépias
rekonstrualt torzsekhez képest (Ez utébbi torzeslotipusa Iényegében
megegyezett). AacpA-negativ hattérben a cellobidz fogyas gyorsabb volt
(P<0,1%) (20/a. abra), és dibkovetkeden a fungalis biomassza
képddése is szignifikansan (p<1%) gyorsabb, mint aradinirzs esetén
(20/b. abra). Ez az eredmény jol korreldl a mutansmegfigyelhet
lacpB expresszids profillal (lasd fent).

Eppen ellenkeileg, szignifikansan (p<1%) alacsonyabb
ndvekedési Utem és cellobi6z fogyasztas figyélhmeg alacpB és a
dupla permeaz hianymutans torzsek esetében. Ezealkrealmények is
korrelalnak a transzkripcios analizisekkel és aaryitjak, hogy dacpB
gén terméke részt vesz a cellobioz traszportjghamdulansgombaban.
A lacpB géntermék tehéat egy élettanilag relevans cellobiéaszporter,

az A. nidulanscellulolitikus rendszerének része.
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A cellobi6z fenotipus azonban részleges, nem abszoblacp-
mutansok csirdznak, ndvekszenek és sporaznak iéelbob— vagyis a
cellobiéz transzportnak tovabbi, egyém ismeretlen komponensei is

vannak ebben a gombafajban.
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20. abra: A maradék cellobiéz koncentracio (teli jelek; panel) és
novekedés (lres szimbolumol-panel) idéprofilja razott lombikos
fermentéciok esetén az egykopiaspB rekonstrudlt torzsek (korok), a
lacpA hidnyos (négyzetek), dacpB hianyos (haromszogek) és a
lacpA/lacpB dupla permeaz hianyos (sokszdg) torzsek esetén. Az
egykopias rekonstrualt torzs alapset ugy viselkedik, mint a vad tipusu

kontroll torzs az R21. A tapoldat oltdsa konidiagpal tortént.
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VI. EREDMENYEK OSSZEGZESE

A fonalas gombaknal nem ritkan 6&rdulé jelenség, hogy az
asszimilacios Utvonalakat a katabolikus intermeiemint fiziologiai
induktorok indukaljak, nem pedig maga a novekedeésbsztrat. Egy jol
korbejart példa azA\. nidulansmodell organizmus esetében figyethet
meg, ahol az etanol katabolizmwsc(rendszer) indukcioja acetaldehid -
az utvonal els intermediere - &ltal térténik, az etanolrdl pekiigutattak,
hogy inert (Flipphi és mtsai., 2001; 2002).

Doktori munkam soran megvizsgaltuk, ho8y nidulansban a D-
galaktoz indukalja-e bgaD és alacpA géneket — klasztergének, amelyek
egy intracellularis béta-galaktozidazt illetve edgkt6z permedazt
kédolnak — illetve azt, hogy a D-galakt6z katabmlisa nélkiilozhét
vagy szukséges-e az indukciohoz. Ahhoz, hogy e#Aérlitleg
bizonyitsuk, olyan mutans torzseket alkalmaztunkelgek a Leloir
atvonal el$ (galaktdéz-1-kinaz) és az oxido-reduktiv Utvonal sodik
lépésében (NAD-flugfy galaktitol-dehidrogendz) defektesek, majd
detektaltuk a klasztergén transzkriptumok meghaéty hianyat.

Sajnos nem ismerink olyax nidulansmutansokat, amelyeknek az
ald6z 1-oxidoreduktadz enzimet kddolo génje lenmélséEz a géntermék
a legvalészitibb felebse az oxido-reduktiv D-galaktoz lebontasi utvonal
el léepésének (valamint a D-xilé6z és az L-arabindz tiuawk
katabolizmusaban is szerepet jatszik). Ez annakoészonhei, hogy
legaldbb két, de valbésdileg tobb ald6z 1-oxidoreduktazt kédolé gén
talalhatd a genomban, melyek termékei egyébkérsizédes szubsztrat

specificitassal rendelkeznek (Hasper és mtsaiQR00
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Az A. nidulansgombaban akér tizenkét alddéz 1-oxidoreduktaz gen
is lehet a genomban (M. Flipphi, nem publikétsilico megfigyelés).
Annak érdekében, hogy megkeriljiuk a D-galaktozalkgéblla redukalni
nem tudo A. nidulans mutansnak a hianyat, megvizsgaltuk a két
klasztergén indukélhatésagat galaktitolon. Az imdd& kisérlethez
glicerinen ebndvesztett micéliumot athelyeztiink friss tapoldatmnely
tartalmazta azt a szénforrast, amelynek az indskbatasat vizsgaltuk.
Minden adat egyértelien azt mutatta, hogy a galaktitol nem képes
indukalni abgaD és alacpA gének expresszidjat a ndvekedés egyetlen
szakaszdban sem, annak ellenére, hogy a ndvekedtésigalaktitol
jelenlétében Iényegesen alacsonyabb, mint monoaddok esetében. Ez
a megfigyelés érdekes, mivel ez a két gén konst#ntfejesdik ki, a
karbon-derepresszalt hattérrel rendetkereA'30 mutansban (Fekete és
mtsai., 2012), mig a glukdz repressziérol kimutatidogy novekedési
rata fug@ A. nidulansban, az alacsonyabb névekedési rataval egyre
csokken (llyés és mtsai., 2004). Masrészt, az eredoktiv Gtvonalon
sérllt mutdnsok — azaz az L-arabinitol dehidrogevegy hexokindz -
bgaD/lacpAgénklaszterei tovabbra is reagélnak a D-galaldtenjétére,
jelezve, hogy a katabolikus intermedierek Kigeséért feléls enzimek
nem jatszanak szerepet az indukciés folyamatbany Hgntos
kovetkeztetést is meg kell jegyezni: a galaktitebmalakithatd vissza D-
galaktézzain vivo vagy “fiziologias korulmeények kozott", mivel a
poliolnak nem volt indukalé hatasa, még &aaAl mutans esetén sem,
amely normalisan képessm D-galaktézon, de képtelen a galaktitolon

tortéerd nbvekedésre (de Vries és mtsai., 1994).
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A Leloir-utvonal galaktokindz 1épésében sérllt msté@setén a
bgaD és lacpA gének alapvéen hasonlé expressziés mintazatot
mutattak, mint a vad tipusu térzs, jelezve, hodyebir-atvonal szintén
nélkialozhed a D-galaktézon tortén indukciohoz. Az indukcio
idéprofiljaban megfigyelhét mennyiségi kilonbségek valdsilieg a
novekedési rataban toriemltérésekdl adodik. Valéban, a galaktokindz
(galE9 és az L-arabinitol dehidrogendzargAl) mutansokrol mar
korabban kozolték, hogy jeléisen lassabbanonek D-galakt6zon, mint
a vad tipusu torzs (Fekete és mtsai., 2004). Ezemetben a képesség,
hogy D-galakt6zon & irrelevansnak iinik a bgaD/lacpA génklaszter
indukci6ja szempontjabol ugyanis 6nmagaban i&foedul, ami az
EFES3, a galaktokinaz és hexokinaz funkcidokban shikétts mutans
alkalmazasaval nyert bizonyitast (Fekete és mt&4iQ4). Ez azA.
nidulans kettss mutans nem képes novekedni D-galaktézon, de a
glicerinen ebndvesztett micéliumok, az egyedili szénforrasként D
galaktozt tartalmazé taptalajon még mindig képebghD és lacpA
transzkriptumok létrehozaséara. Azonos eredményleketunk abban az
esetben is, ha a ké#t mutans ndvesztése vegyes szénforrason azaz D-
galaktoz és glicerin mellett tortént — a gliceragy semleges, azaz nem
indukalé és nem represszald névekedési szubszie#iterllve ezaltal a
szén-éheztetést (lasd 3. abra). Osszességébeérlateiak egyérteliien
azt mutatjak, hogy a D-galaktéz katabolizmus — édle a kanonikus
Leloir-Gtvonalat, vagy annak alternativ oxido-retiukitvonalat — nem
szukséges hgaD-lacpAgénklaszter indukciojahoz a D-galaktoz egyedulli

szeénforras jelenlétében.
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A D-galaktéz altal tortédh indukciot A. nidulans gombaban a
galakt6z katabolizmus egy altalanos regulatora lX @Gaeredményezheti
(Roberts 1970; Christensen és mtsai., 2011). (NBalX gén megfelel a
klasszikusgalA l6kusznak). GalX szerkezeti ortologja a Galdp, lgnee
Saccharomyces cerevisiagalaktéz katabolikus Utvonalanak a cink
klaszter aktivatora, illetve K. lactis laktdéz-galaktéz regulonja a Lac9p
(Christensen és mtsai., 2011). Masrégzt,nidulansban a lakt6z altal
kivaltott indukciorol azt feltételezték, hogy egyabalyozo, alacA
génterméke altal torténik. AacAl nem funkcionalis mutans képtelen a
laktézon tortédh ndvekedésre, ugyanakkor ez a mutans képes D-
galaktézon bizonyitva, hogy ennek a regulatornakcsiiszerepe a D-
galaktoz katabolizmusaban. A laktéz befolyasolas&in képes éni D-
galaktézon (Roberts, 1963), a laktdéz felvételi lcdi@gas |eényegében
teljesen hianyzik (Paszewski és mtsai., 1970). Aéngy, hogy dacAl
mutacio ugy iinik, nem zavarja a D-galaktoz-felvételt (Feketarésai.,
2012) és az ONPG-hidrolitikus aktivithsanak indokai (Paszewski és
mtsai., 1970; Gajewski és mtsai., 1972), azt sjagdiogy abgaD/lacpA
génklaszter D-galaktdz, valamint lakt6z &ltali szkripcios indukcioja
kilonbo®, flggetlen szabalyozé rendszeren alapul, elleate#tK. lactis
éleszé laktoz asszimilacios rendszerével (Wray és mt$aBy).

A sajtgyartads 6séges melléktermékeét, a laktoz tartalma tejsavoét
mar régoéta hasznaljak ndvekedési szubsztratkénhgafis metabolitok,
mint példaul a penicillin és kilénbéhidrolitikus enzimek termeléséhez
(Roelfsema, 2010). A lakt6z azonban tobb szempdigbégy szokatlan,
s6t egyedi diszacharid. Kizarélag az ésik tejeben fordul 8] amelysl
a teljes szaraz sejttdmeg 2-8%-at teszi ki.
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A szaprofita és ndvénypatogén gombak, entomo (yovés
mikopatogének természete$talyikon nem talalkoznak a lakt6zzal, és
igy — a szikséges enzimek és traszporterek hianyabaagy nem
képesek hasznositani, vagy ha igen, akkor csal i@ssnben. Azonban
az is igaz, hogy a talajszaprofita nidulanskivételesen nagy cukor
transzportalé lehéségekkel rendelkezik, hiszen genomja az elemzések
szerint tdbb mint 400 olyan kédol6 gént tartalmangely feltételezhéen
MFS 12-transzmembran-domén fehérjéket kédol (Wantréa mtsai.,
2009). A transzporter géntermékek Idévet teszik ezen élettani
szempontbdl szokatlan diszacharid felvételét, map ezt kovet
intracellularis hidrolizist D-gliik6z és D-galaktdmnomerekké, amelyek
mar természetes szénforrasai a legtobb gombanakanisg a laktoz
lebontas folyamatdban annak felvétele a sebessébaté@ozd 1€pés.
nidulans esetében (Fekete és mtsai.,, 2012). Agpergillus fajok
sokoldalusagat szépen illusztraljdaapA eléfordulasanak valtozatossaga
és a hét MFS fehérjek kozott emagyfoku szerkezeti hasonlosag.

Ebben a munkaban azt bizonyitottuk, hogy Aaznidulanskét
olyan permeazzal IdcpA és lacpB) rendelkezik, amelyek képesek
transzportalni a laktozt ezt a ,nem helyén val6érdnrrast standard
laboratoriumi koralmények kozott (azaz, a koncesi@rdegfeljebb 2%-
aig). Nem zarhaté ki, hogy léteznek mas permedazainelyek
biokémiailag képesek a plazmamembranon keresztiientd lakt6z
transzportra. Azonban, ezen transzporterek kiéeiége nyilvanvaldéan
nem alkalmas a csirazas meginditasara és/vagyhagg,lehetvé tegyek

a tartos nbvekedést laktozoteapA éslacpB gének hianyaban.
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Altalaban, a konidiospora csirdzasanak hatékomysagkken a
tapkdzeg ozmolalitasdnak ndvekedésével (ennek neggiyelemzéséi.
niger-ben: lasd Wucherpfennig és mtsai., 2011). A lakadegkevesbé
ozmotikusan aktiv cukrok kézé sorolhatd (Mustapban#sai., 1997).
Ezen tény ellenére, azt talaltuk, hogy a vad-tipisgidulansnem képes
csirazni 5% (w/v) vagy a feletti laktdéz koncenttachellett. Ez igen
figyelemreméltd, mivel mas iparilag fontéspergillusfajok rutinszefien
nének olyan szubsztratokon, amelyek tébb mint 10%nlsiziatot
tartalmaznak (példaul Karaffa és mtsai., 2015).

Az egyszeresen permeaz hianyos mutansok esetébhegraarado
laktoz felvétele azon alapszik, hogy mig a LacpBéfggnek a lakt6zon
tortérd csirdzas meginditdsaban és az ezt Kokerai ndvekedésben
lehet vezet szerepe, addig a LacpA fehérjének sokkal inkabb va
egyfajta kiegészit rasegit szerepe a laktdéz transzportban. Azonban,
csak mindkétacp gén egyiddj hianya eredményezi a laktozon torien
novekedés teljes medsrsét. Ez ellentétben all K. lactis laktozt
fermentald élesdtel, amelynek csak egy fizioldgiailag relevans dakt
transzportere fejédik ki, a Lacl2 (Riley és mtsai., 1987; Lodi és
Donnini, 2005).

Abszolut kilénbseég figyelhétmeg a cellobiozra, valamint annak
helyzeti izomerére a szofordzra adott éltédlaszukban is, mivel azt
taldltuk, hogy alacpB transzkriptum képmlése magas szintvolt
mindkét béta-kapcsolt glikopirandéz dimer altal jkde indukcio
hatasara, miglacpA génexpresszi6 a fermentacid6 egy vizsgalt

idépillanataban sem volt detektalhato.
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A cellobi6z és a laktdéz szerkezetileg hasonlé emmecsak a
nemredukalé monoszacharid egység C4-es poziciojabémboznek és
az eredményeink is arra hagynak kovetkeztetni, lemywp ,nem helyén
vald” laktoz katabolizmus szorosan kapcsolodik BuB rendszerhez.
Ezt a funkcionalis kapcsolatot mar korabban leidk. reeseifonalas
gomba esetén, amelyek a lakt6z az egyetlen olydhatd szénforras,
amely képes indukalni a cellulaz- és hemicelluldziraeket gazdasagilag
megvalosithatd ipari novekedési korilmények ko@Bischof és mtsai.,
2013). AT. reeseilaktoz transzporter Crtl (annotélt fehérje azadosi
Trire2: 3405) eszencidlis fontossadgu a lakt6zoretdrnovekedéshez és
ennek hianya meg&i a laktdz-indukalt cellulaz gén expresszidjat
(lvanova és mtsai., 2013; Zhang és mtsai., 201Bg€atsai., 2015)N.
crassaban a LacpB szerkezeti ortolégjat (I6kusz NCU Q)8@gy
potencialis cellobi6z transzporterként irtak le ¥@ka és mtsai., 2010).
Ezzel ellentétben aA. nigergenom nem tartalmaacpA éslacpB gén
ortologokat, és érdekes médon, a szofordéznak gimhskald hatasa a
celluldz génekre ebben a fajban (Gielkens és mtsa99). Tovabba, ez
az Aspergillus faj koztudottan kizéarolag extracellularisan képes
hidrolizalni a laktozt a GH35 glikozid hidrolazoléwén (Nevalainen
1981; O'Connell és Walsh, 2010).

A jelenlegi eredmények azt sugalljak, hogy LacpBrees része a
cellul6z katabolizmusnak, mig LacpAként az |. tipusu pektinekhez
tartoz6 arabinogalaktan — egy masik névenyi sejifdiimer — bontasaban
jatszhat fontos szerepet. A& nidulansegy extracellularis enzime az
arabinogalaktan end®-1,4-glikanaz (EC 3.2.1.89) (I6kusz azonosito
AN5727) mikddése révén D-galaktozt €%1,4-galaktobiozt generdl
(Michalak és mtsai., 2012 ; Otten és mtsai., 2013).
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Feltételezzik, hogy a LacpA [&1,4-galaktobiéz egy permeéza,
amely ebsegiti annak p-1,4-galaktozidaz BgaD altal tort&n
intracellularis hidrolizisét, tovabba részt veslaktoz transzportjaban is,
mint egy mellék aktivitasként, mivel ez a két dddzarid csupan a
redukalé monoszacharid egységik C4-es poziciojéiigmboznek.

Ez a hipotézis tovabbi aldtdmasztast nyer a Fesetatsai (2012)
altal kozolt eredményekre hivatkozva, amely szeanD-galakt6z - az
endog-1,4-galaktanaz egyik monomerikus végterméke —pmggncialis
induktora alacpA és bgaD génklaszternekA. nidulans gombéaban.
Tovabbéa bebizonyosodott, hogy két feltételezettagetlularis GH353-
1,4-galaktozidaz gén nem fefelik ki ebben a gombaban. Osszefoglalva,
a laktoz ketds felvételi rendszere, a talajlakd nidulansban, két fontos
hidrolitikus rendszer egy varatlan kapcsolata, gnelndvényi sejtfal
bontasahoz szikséges, hogy azt novekedési szutisziafakitva,

hasznosithatova tegye.
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VIl. OSSZEFOGLALAS

A laktéz hidrolizise D-glukézt és D-galaktozt ereshmez. Az
aszkusszos fonalas gombakban a D-galakt6z leboatié8aismert Leloir
atvonalan, illetve az alternativ oxido-reduktiv @malon, amely hasonlit
az L-arabinéz katabolizmusahoz. Fekete és mts@il22azonositottak
két egymassal klasztek@dd, divergensen atirodé gént, melyek egy
intracellularis B-galaktozidazt ljgaD) és egy laktdz permedazta¢pA)
kdédolnak. Fonalas gombakban nem szokatlan, hogipant6 Utvonalakat
egy lebontasi koztes, és nem maga a novekedéssRraibindukalja.
Megvizsgaltuk ezért, hogy bgaD és alacpA gének D-galaktoz altali
indukci6ja soran a D-glaktéz lebont6 anyagcsergjakséges, vagy
nélkulozheb.

A kétféle D-galaktdz lebontas kozteseinek indukkigpesseget
olyan hianymutansok révén vizsgaltuk, melyek a iceldvonal el$
(galaktéz-1-kinaz) illetve az oxido-reduktiv utvénmasodik (NAD-
fuggs galaktitol dehidrogenaz) 1épésében defektesekizégalatok soran
a ket gensl atirédd transzkriptumok megjelenését kovettikmga. A
bgaD/lacpA gén klaszter mindkét mutansban kiféj@att D-galaktoz
hatasara, jelezve, a két enzim utansl&atabolikus intermedierek nem
jatszanak szerepet az indukciéban.

A D-galaktdz-galaktitol atalakulasaban defektes anst torzs
hianyat megkerilve a két gén indukalhatosagat gabin teszteltik. A
galaktitol nem volt képes indukalni bgaD/lacpA kifejezédését, a
novekedés aktudlis szakaszatdl fuggetlendl.
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Osszeségében a kisérleteink azt bizonyitottak, rodd-galakt6z
lebontas — akér a Leloir-, akar az oxido-redukttvodalon torténik —
nem szikséges #&gaD/lacpA génklaszter indukciéjahoz D-galaktoz
jelenlétében.

A. nidulansesetében a lakt6z katabolizmus sebességmeghatarozé
lépése, a laktéz hidrolizise. A laktoz permeédz A fé&nya csokkenti a
laktézon tortédh novekedést, mig az emlitett gén overexpresszidja
gyorsabb lakt6éz hasznositast eredményezett a padititrzshoz képest.
Egy masodik fiziologiailag relevans lakt6z transzpd azonositottunk, a
lacpB gént. A lacpB hianymutans tdrzs glicerinen éaebvesztett
micéliuma lakt6z tartalmda taptalajon, csupan midisnanennyiség
diszacharid felvételére képes a fermentaci® &8 oOraja alatt, mig a
lacpA/lacpB ketivbs mutans ugyanezen korilmények kodzott képtelen Uj
biomassza képzésére.|lAcp gének atirodaséat a laktézosen indukalja,
azonban a két gén indukcios profilja jelésen eltér. AacpB gén szintén
erds expresszios valaszt mutat a cellobioz és a szofglikopirandz
dimerek jelenlétében is, mig a cellulotikus rendszzen inducerei nem
gyakorolnak expressziés hatastaapA génre. Masrésél, a D-galakt6z
monoszacharid &cpA gén esetében fejt ki @ebb indukciés valaszt, a
lacpB génre gyakorolt hatasa eleny&s? lacpA-negativ hattérben a
cellobidz e6sebben indukalja EacpB gént a vad tipusu térzshtz képest,
kovetkezésképpen a cellobidz felvétel és a bionakegzdés gyorsabb
volt a lacpA hianymutans esetén. EllentétbenlaepB hianymutans
térzsben, a novekedeési rata és a cellobioz felyélehtbsen csokkent a
vad tipushoz képest, jelezve, hogy a celluléz déakidz katabolizmus

rendszere kdzos elemekre épil.
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VIll.  SUMMARY

During our work we analyze the expression of #hepergillus
nidulans bgaD-lacpA gene couple (encoding an intracellular beta-
galactosidase and a lactose permease) in the pees€b-galactose. This
monosaccharide can be catabolized via alternatidependent pathways
in this model organism. The inductive capabilittdsntermediates of the
two alternative routes of D-galactose utilizatiorre addressed in loss-
of-function mutants defective in a defined step dne of the two
pathways. In a galactokinasga(E9 mutant, the cluster is strongly
induced by D-galactose, suggesting that formatibrLaeloir pathway
intermediates is not required. The expression l@oifbgaD andlacpA
were similar in wild type, L-arabinitol dehydrogeeagaraAl) and hexose
kinase fixkA) negative backgrounds, indicating that intermediaif the
oxido-reductive pathway downstream of galactitoé arot necessary
either. FurthermorehgaD-lacpAtranscription was not induced in any of
the tested strains when galactitol was providedhasgrowth substrate.
An hxkAl/galE9double mutant cannot grow on D-galactose at ait, b

still producedbgaD andlacpAtranscripts upon transfer onto D-galactose.
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We therefore concluded that the physiological irdwaf thebgaD-
lacpAgene cluster iA. nidulansupon growth on D-galactose is the non-
metabolized sugar itself.

In Aspergillus nidulansuptake rather than hydrolysis is the rate-
limiting step of lactose catabolism. Deletion ot tlactose permease A
(lacpA) gene reduces the growth rate on lactose whilevigsexpression
enables faster growth than wild type strains angabke of. We have
identified a second physiologically relevant laetdsansporter, LacpB.
Glycerol-grown mycelia from mutants deleted facpB appear to take up
only minute amounts of lactose during the firstt@rs after a medium
transfer, while mycelia of doublacpA/lacpB deletant strains are unable
to produce new biomass from lactose. Although tapson of bothlacp
genes was strongly induced by lactose, their indymefiles differ
markedly. lacpBresponded also strongly to beta-linked glucopysano
dimers cellobiose and sophorose, while these induaiethe cellulolytic
system did not provoke atgcpAresponse. On the other hatatpA but
not lacpB expression was high in D-galactose cultures. la@A
negative backgroundacpB was overinduced by cellobiose in comparison
to wild type; consequently, cellobiose uptake wastdr and biomass

formation accelerated iacpAdeletants.
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In contrast, inlacpB knockout strains, growth rate and cellobiose
uptake were considerably reduced relative to witget indicating that the
cellulose- and lactose catabolic systems employ noom elements.
Nevertheless, our permease mutants still grew diobiese which
suggests that its uptake An nidulans prominently involves hitherto

unknown transport systems.
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F1 abra A gyokeértelen ,maximum likelihood” fa mutatja aeskezeti
Osszefliggéseket a 92 LacpA fehérje ortologjai ésldgjai kozott 31

rendelkezésre allAspergillusfajban.
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>(i|256674242|gb|ACV04919.1| lactose permease [Aspe rgillus
nidulans]
MADEKTVQPSAEQEAVGEAEEVRVAHDALNAKYSPLTWSMFRLYLOCGTYNGY
DGSLMGGLNAMETYLDFFNMETSGSSTGIVFALYNIGSIPAVFFTGPWISIRRCGMF
VGALIIVIGTCIQSPSVNRGMFLAGRFILGFGVSFCCVSAPCYVSEMAMRGTITGL
YNCTWYIGSILASWVVYGCSQLDNANSFRIPIWCQLISSALVVLGVWSHFRENVLMAQ
DRAEDAAKILTRYHGENDPDHPLVHLQLKEMQQSIATDASDKKWWDE@RBSIARRR
LICVLGMACFGQISGNSVTSYYLPVMLENAGIVSESRKLLFNGIYPPLGAVVGARM
TDTIGRRPLLIYSLLFCSVAFAIITGTSKLATDDPTNTAAANTTIAFIYLRSIVESFGW
TPLQSMYIAETLTTTTRAKGTAVGNLASSIASTIIQYSSGPAFKDIQYYFFVFWDL
IEIVIMYFYFPETKDRTLEELEEVFSAPNPVKRSLVKRDAATVLNTMQREQY/ SKEA
Qv

>(i|67522240|ref|[XP_659181.1| hypothetical protein AN1577.2
[Aspergillus nidulans FGSC A4]
MERRTYGFETTISRDADKGVFSVNNAALHMATLRVKPRLLTKRMLKGYAWKRILNSC
INGYNGSLMGSINSYRQYREYFGFDLEEGTSTTGIVYAIYTIGNIVGSEPATDFRG
RRMGMAIGALWIIAGTIVQATCHNLGGFMAGRFLLGFGVATSATAGEMAHPAYR
GAMTGLYNVLWFGGGIPGTFIPWRTSTIDGTQSWRIPVWLQMVFSGLPESP
RWLISCDRHEAAIRVLAEYHGEGDRNSPLVQLEYREMLEDISNVGADKRBIWDS
RETRYRSMLVVFMGTSPNPSLQTYTEEVNIVQFTGAIFGALITDRVGRREJSII
VFLFVIITALNATNVQVAGDGGGVVAKSSVTARAQIAMIFIFGFVYSABNQAMYPV
ECLRYESRAKGMGMNNFFINIASFYNTFVTGIAFTRIGWKYYFLFIFVEYLRY FL
FVETSKRTLEELTVIFQQKRPVQASLDKEEIFVSGDEIVEVRSCSITFERBGRIPE
SWSANA

A LacpA fehérje és az AN1577 protein szekencia Okibz
szerkezeti hasonlosag bizonyitéka a Protein BLAGdlizis eredménye:

98% lefedettség ,coverage” és 41% azonossag ,igénti

Color kKey for alignment scores

<40 40-50 20-200 >=200
G ure v | —
| | | | | |
1 100 200 300 400 500
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>(i|256674242|gb|ACV04919.1| lactose permease [Aspe rgillus
nidulans]
MADEKTVQPSAEQEAVGEAEEVRVAHDALNAKYSPLTWSMFRLYLOCGTYNGY
DGSLMGGLNAMETYLDFFNMETSGSSTGIVFALYNIGSIPAVFFTGPWISIRRCGMF
VGALIIVIGTCIQSPSVNRGMFLAGRFILGFGVSFCCVSAPCYVSEMAMRGTITGL
YNCTWYIGSILASWVVYGCSQLDNANSFRIPIWCQLISSALVVLGVWSHFRENVLMAQ
DRAEDAAKILTRYHGENDPDHPLVHLQLKEMQQSIATDASDKKWWDE@RBIARRR
LICVLGMACFGQISGNSVTSYYLPVMLENAGIVSESRKLLFNGIYPPLGAVVGARM
TDTIGRRPLLIYSLLFCSVAFAIITGTSKLATDDPTNTAAANTTIAFIYLESIVESFGW
TPLQSMYIAETLTTTTRAKGTAVGNLASSIASTIIQYSSGPAFKDIQYYFFVFWDL
IEIVIMYFYFPETKDRTLEELEEVFSAPNPVKRSLVKRDAATVLNTMQREQY/ SKEA

Qv

>(i|67541322|ref|[XP_664435.1| hypothetical protein ANG6831.2
[Aspergillus nidulans FGSC A4]
MKGEKKTAEGVAAPASEQVENTTVHTVTGSEAFNQALIQEKPHLLSPCACLMVG
FCCQTMNGYDGSLFSGLLANTIFLDHFNGRDAGIWAGLVSAMY QIGEFXE3RAID
TWGRRFGMFLGSFMIVLGAVVSGTTIANASVGQFMGGRFLLGFGVERNANET
THPAWRGMVTGYCNTFWFIGSILASGAVRGSITLDNNQSWLIPLWLQUNFSCW
MIPESPRWLYVHGKQEKAVEVLTKWHGLGNRDSLWVKLQISEYDABDKKMBESDY
RSLFNRRSSIYRLCCNCFFAIFAQWAGNGVLTYYLVPALRGAGFTSDMIBAYAC
FQFFWALVGAAFVDSLGRRPMMLLGMAGCCVVWIAILSASSQVNNSBSINKTL
GFIFIFGAAFSFFITPLQALYPVEVLSYEMRAKGMAFSSLAVNAAGLLAMYPVSLDN
IGWKTYIVFVVWDAIQTVIMYFFFPETKDRTLEELDQIFEARNPVKASTRIKVDAE
NNVKF

A LacpA fehérje és az AN6831 protein szekencia Kizo
szerkezeti hasonldsag bizonyitéka a Protein BLASAlizis eredménye:

87% lefedettség ,coverage” és 45% azonossag ,igénti

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

Guery I —
| | | | | |
1 100 200 300 400 500
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>(i|256674242|gb|ACV04919.1| lactose permease [Aspe rgillus
nidulans]
MADEKTVQPSAEQEAVGEAEEVRVAHDALNAKYSPLTWSMFRLYLOCGTYNGY
DGSLMGGLNAMETYLDFFNMETSGSSTGIVFALYNIGSIPAVFFTGPWISIRRCGMF
VGALIIVIGTCIQSPSVNRGMFLAGRFILGFGVSFCCVSAPCYVSEMAMRGTITGL
YNCTWYIGSILASWVVYGCSQLDNANSFRIPIWCQLISSALVVLGVWSHFRENVLMAQ
DRAEDAAKILTRYHGENDPDHPLVHLQLKEMQQSIATDASDKKWWDE@RBSIARRR
LICVLGMACFGQISGNSVTSYYLPVMLENAGIVSESRKLLFNGIYPPLGAVVGARM
TDTIGRRPLLIYSLLFCSVAFAIITGTSKLATDDPTNTAAANTTIAFIYLRSIVESFGW
TPLQSMYIAETLTTTTRAKGTAVGNLASSIASTIIQYSSGPAFKDIQYYFFVFWDL
IEIVIMYFYFPETKDRTLEELEEVFSAPNPVKRSLVKRDAATVLNTMQREQY/ SKEA

Qv

>(i|67524713|ref|[XP_660418.1| hypothetical protein AN2814.2
[Aspergillus nidulans FGSC A4]
MGEINEEKHDISVTEGAKVATMHGMTAEKPGATTKSVFNAELFAAINERWEKTSI
HLYCAVCIFVSFCCACANGYDGSLMGAVFAMDHYQATFNTGMTG@WIWAGSM
VATPFSAVISDNFGRRKCMFVGGWVIIIGSIVIATASTLAHFIVGRFILG&QIMVVS
APAYAAEISPPHWRGRAVGLYNCGWFGGSIPAACVTYGCNYIDSNWISVIRVAS
VIVIISVWFIPESPRWLIAHGKEEEAIAILAKYHGNGDPNARLVRLEADERGIRQDG
IDKRWWDYRPFLLSHNGRWRFAQVIMISIFGQWSGNGLGYFNPAIYERSEMQLL
LNLVNSIVGAIGALTAVYYCDRMPRRTVLVWGTLGCAICMAVNAGVEQRNAGET
LDPTFGRTALAFYYLFQVVFSFTYTPLQGVVPAEALETTTRAKGLALBSEISFIS
QYASPIALGNISTNYFWIFVGWDVVETACWYLFGVEAQGRTLEELEPMPRNMKASK
KRDRVVVQQDGHVTEKISADEA

A LacpA fehérje és az AN2814 protein szekencia Kizo
szerkezeti hasonldsag bizonyitéka a Protein BLASAlizis eredménye:

96% lefedettség ,coverage” és 40% azonossag ,igénti

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

G uery I ——
| | | | | |
1 100 200 300 400 500

F2. bra A harom szerkezetileg rokon AN1577, AN6831 és BMNRA.
nidulansMFS fehérje szekvenciak Protein BLAST analiziglerényei.
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