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|. BEVEZETES

A tejipar nagy mennyisdigfolyékony hulladékot halmoz fel (Ganzle és mts2008).

A sajtgyartas soran a tej komponenseinek csupan-83éril felhasznalasra, mig a
tejsavonak nevezett laktdzt tartalmazé mellékternm@m hasznosithatdé (Marwaha és
Kennedy, 1988). Ezért vilagszerte tébb mint 1,5litnitonna halmozodik fel évente
(Roelfsema, 2010). A laktéz biotechnoldgiai felh@asanak nehézségei annak is
készbnhet, hogy a tejsavo laktdéz koncentracidja alacsony,adeldolgozasi folyamat eis
Iépését annak koncentralasa képezi. Az élelmisaiesipamara a laktdz felhasznalasa limitalt,
mivel a lakt6z érzékenységben vagy galaktozémigbhanvedk szamaval aranyosan csokken
annak felhasznalhatéosaga (Novelli és Reichardt 2@@0npbell és mtsai2005). Kezelés
vagy felhasznalas hianyaban a tejsavd koérnyezeiwéderoblémakat okoz, specifikus
szennyvizkezél rendszerek kiépitése pedig koltséges. Ezért mkéggen indokolt olyan
folyamatok részévé tenni, melyek soran hozzdadtékié termékek létrehozasat szolgalja
(Panesar és Kennedy, 2012). A tejsav0 hasznosithattiikséges fermentacios folyamatok
optimalizalasahoz, tovabba alkalmazhaté a masodileigcios biolizemanyag-termelésben
tortérd felhasznaldshoz, valamint annak eltavolitasdhogzennyezett talajbol és viidb
(bioremediacio).

Példaértek megoldast jelent az ipari fermentacios biotechgialoamely a tejsavot a
hagyomanyos értelemben vett olcsO ég$séigesen rendelkezésre all6 novekedési
szubsztratként és nitrogén forrasként alkalmazazailaoorganizmusok, gombak szamara
(Coghill és Moyer, 1947; Silva és mtsai., 2009; éxan és mtsai., 2006; Kumari és mtsai.,
2011; Aghcheh és Kubicek, 2015). Eppen ezért etéimgetlen fontossagu a lakt6z lebontas
tanulmanyozasa szamos fonalas gomba, tobbek k@edgenetikai modellnek szamitd
Aspergillus nidulansalajlaké szaprofita faj esetében.

Az egyetlen természetes laktozforras azosiik teje. A heterodiszacharid (1,4p0-
D-galaktopiranozil-D-gliikoz) laktoz a tej legfonadd szénhidratkomponense, amely az
emlbmirigyek Golgi organellumaban szintetizalodik. Aktiéz az UDPgalaktozbol és D-
glukdzbol keletkezik laktatszintetaz hatasara, gmelaktalbumin és galaktoziltranszferaz
egységekdl épul fel.



Nem minden mikroorganizmus képes a laktoz haszsist. Ez azért is érdekes, mert
a lakt6zhasznositdac operon altal tortéh szabalyozdsa ascherichia colibaktériumban a
prokariéta génszabalyozas paradigmajava valt, neggsmeészetben szamos baktérium nem
hordozza ezt a tulajdonsagot. A fermentacios iptenibsédi gombafajok kdzil pekéleszi
(Saccharomyces cerevis)ags azAspergillus nigerképtelen a lakt6zt katabolizalni (Seiboth
€s mtsai., 2007; Fekete és mtsai., 2012).

A legtobb mikroorganizmus ugyan képes hidrolizaltaktdzt D-glikdz és D-galakt6z
monomerekre, de a tejcukor mindenképpen lassambsisld szénforras lesz. Ennek oka az,
hogy a mikroorganizmusok természete$hélyein nem fordul &l tovabba megjelenése a
természetben evollcidsan &sstehed. A lassu laktdz hasznositas azonbdsegiti a karbon
katabolit represszio alatt allé6 szekunder anyagtsanékek (metabolitok) és polimer-lebonté
enzimek keletkezését, ezért a tejsavot régota Baznfungalis fermentacios biotechnoldgiai
ipar olyan folyamatokhoz, mint &richoderma reeseifonalas gomba celluldz, vagy a
Penicillium chrysogenunéltal torté penicillin termelése; azonban ez csupan a vilagon
évente keletkézmennyiség 15%-at jelenti (Roelfsema és mtsai.QL9® T. reeseiesetében
olyan génmanipulalt térzset hoztak Iétre, amelyaekellulaz enzimet kédolé génjét egy
laktozzal indukalhaté promoterre cserélték, ezadtalaktdézt rekombinans fehérjék ipari
eloallitasara is hasznaljak. A fentiek alapjan bel#thhogy tobb szempontbdl is hasznos
lehet a lakt6éz asszimilacio mechanizmusainak mégér gombafermentaciokban. A kihivast
jelent probléma megoldasahoz elengedhetetlen, hogy nhélgan tanulmanyozzuk a

Az a tény, hogy a mikroorganizmusok egy része képésekedni laktdézon
laboratoriumi korilmények kdzott sokkal inkabb vide, mintsem evollcidsan ,tervezett”
biokémiai folyamat, emiatt gyakori a nemzetséd, mjspecifikus biokémiai megoldasok
aranya.

A laktozt fermentaldKluyveromyces lactigleszé LAC rendszerének tikbdése az
alacsonyabb reriid eukariotak transzkripcids szintszabalyozasanak egyik paradigmaja
(Cardinali és mtsai., 1997; Baruffini €s mtsai.,020 Rigamonti és mtsai., 2011). Az
Ascomycota fonalas gombakban azonban a lakt6oz asgegy szamos kulcsfontossagu
metabolikus I1épése kevésbé ismert (Seiboth és n2€di7; Karaffa és mtsai., 2013).

Munkacsoportunk azAscomycotatorzs, Pezizomycotinaaltorzs, Eurotiomycetes
osztaly; Eurotiomycetidaealosztaly;Eurotialesrendjének;Aspergillaceaecsaladjaba tartozé
Aspergillus nidulans (Emericella nidulans fonalas gomba lakt6éz katabolizmusanak

tanulmanyozasatitte ki célul.



II. ANYAGOK ES MODSZEREK

A razott lombikban és a bioreaktorban toétéenyesztési feltételek a kdvetkéz

szerint val6sultak meg (lasd Fekete és mtsai. (3002

A torzseket 10 g/l glikoz és a tdrzs auxotrofi@nigeit biztositdé Un. spéraztatd agarra
oltottuk le. A névekedés 37°C-on, 3-4 napig tortétt kdveben a torzseket felhasznalasig

+4°C-on taroltuk.

1. A sp6raztatd taptalaj 0sszetétele:

0,092 g/l di-ammoénium-tartarat; 10 g/l glik6z; 2d/Insdoldat; az adott tdrzs auxotrof
markerei; 15 g/l agar pH=6,5 (Pontecorvo és mt$ab.3).

Uj ferdeagaros tenyészetek leoltasakor mindig néfletik, hogy a genotipus
valtozatlan-e. A glikézt 50%-0s oldatként haszraltgs kalon sterileztik. A vitamin
kiegészitk tobbségét (p-amino-benzoesav [H1-vitamin], pixido[B6-vitamin], riboflavin
[B2-vitamin] 2mg/l, a biotint [B7-vitamin] viszontl mg/l, az uridint 10 mM-os
végkoncentracioban AMM Aspergillus Minimal Medium; Pontecorvo és mtsai., 1953)

tapoldathoz adtuk hozza.

2. Az AMM tapoldat 6sszetétele:

69/l NaNG;, 2 ml séoldat; 10 g/l szénforras; az adott toragso&rdéf markere(i); pH=6,5.

(Pontecorvo és mtsail953).

3. A sooldat Osszetétele:

26 /I KCI; 26 g/l MgSQx7H,0; 76 g/l KHPQO,. 50 ml/l nyomelemoldat.
A nyomelemoldat alkotéi40 mg/l Na-borat; 400 mg/l CuQO 5H,0; 714 mg/l
FeSQ- 7H,0; 8 mg/l Na-molibdat; 800 mg/l ZnSO7H,0; pH= 2,0.

Az AMM2 tpoldat Osszetétele ésorban a nitrogénforras niigégében tér el. Az AMM2
tapoldat 6sszetétel8:g/l NHH.POy; 2 ml sboldat (lasd fent); 10 g/l szénforras; datatorzs
markere(i); 0,1 g/l CaG] pH=6,5.




Az alkalmazott szénforrasok kezdeti koncentracigfi®o. A tenyésztésekhez hasznalt
sterilezett tapoldatok beoltasa®1A. nidulanskonidium/ml mennyiséggel tértént. A razott
lombikos tenyészeteket 500 ml-es Erlenmeyer-lonithka végeztilk 100 ml tapoldatban, 37

°C-on, 200 percenkénti fordulatszamon (rpm).

Az indukcios kisérletekhez a micéliumokat 37 °C->h oran at étenyésztettik
glicerin neutrélis szénforrast tartalmazé6 AMM2 midl tapoldaton, majd a tenyészetet egy
zsugoritott Uvegszon tortérd sZirését es steril vizzel tortérmosésat kovéen szénforras
nélkuli AMM2 tapoldatba vittik at és tovabbi 1 ér@ninkubaltuk 200 rpm rdzatas mellett 37
°C-on. Az 1 oOras éheztetés utan a tenyészethenlagdag vizsgalandoé indukcios szénforrast

25 mM-os végs koncentracioban.

A tenyészetekdl mintat vettink 3, 6 és 12 oOra elteltével az indak képesség

vizsgalatahoz.
2. Laktoz felvételi kisérletek

A konidiospoéraval leoltott tapoldat inokulalasaye§jszakan at, 15 g/l glicerin
szénforrds jelenlétében tortént. A felndvesztetéliumot alapos atmosast koden friss,
egyeduli szénforrasként laktdzt (15 g/l) tartalmaddM2 tapoldaton névesztettik tovabb 24

oran at.

Ezt koveten a micéliumot steril ,miracloth” segitségével zatsik, majd alapos
atmosast kovéen 500 ml-es Erlenmeyer-lombikban défriss szénforras nélkili AMM2
tapoldatba szuszpendaltuk, igy a vegemassza koncentraciéja 1 g/l. A laktozt 0,2 n@y,
mM és 2 mM végkoncentracibban adagoltuk a tenykezetmajd 6 6ran at figyelemmel
kisértiik a diszacharid fogyasat, mikozben a tergtéket 37°C-on és 200 rpm
fordulatszamon razogépben inkubaltuk. A mintavétaleabalyos i6kdzénkent torténtek. A
sejttenyészetet egy Eppendorf-centrifugaban (10g)@perc) lecentrifugaltuk, és a maradék
laktéz koncentraciot a fellluszobol hataroztuk mmegynyomasu folyadék-kromatografia
segitségével (HPLC; lasd alabb). A kontroll tengészsetén D-glikdéz szénforrast
alkalmaztunk 2 mM-os végkoncentracidban. Meghatakoa biomasszaval-korrigalt laktoz

felvételt,umol/gramm széaraz sejttomegben kifejezve (DCW).

A specifikus felvételi ratat az dd figgvényében, a percenként felvett laktoz

mennyiségétmol-ban, és a DCW értékét grammban fejeztik ki.



3. Genetikai technikak és transzformalas

A génkiutéshez transzformalason alapulé génmadipad technikat akalmaztunk,
hogy a lakt6z permeétaCpB) célgént a piridoxin auxotréf markerrel kicser&lj@ homoldg
rekombin&cié révén. A delécids konstrukcio létreds@hoz az un. double-joint PCR modszert
alkalmaztuk (Yu és mtsai., 2004). A modszer alapjagy egy szelekcios marker gén
homolég rekombinaciora alkalmas, kiméra oligonulitiakkal felamplifikalt lacpB gén
Jflanking” régidival fogjuk kozre a marker gént. &lzaz ,upstream” és ,downstream” régiok

biztositjak, hogy a cél I16kusznél homolog rekombid&ltal megtorténjen a génkicseidts.

V4

(Novozymes) enzimet 2,5%-ban (w/v) alkalmaztukegfal liziséhez. A transzforméansokat
kétszeres tisztitAsnak vetettik ala, hogy egyeflejtl képzett koloniat kapjunk. A

transzformansokat szelektiv minimal taptalajorotéuk fent.

4. A genomi DNS és total RNS-izolalas

A begyijtott micéliumot a lehét leggyorsabban ,miracloth” névateresa textil
segitségeével atémiik, mikbézben hideg steril vizzel alaposan atmlosaumicéliumot. Ezt
kovetben az éatsmt biomasszat papirtérl segitségével vizmentesitettik, majd folyékony
nitrogénben azonnal lefagyasztottuk. A lefagyastimimasszat nitrogénnelitdtt mozsarban
szaraz porra&roltik. A genomi DNS-t Promega Wizard SV Genomic MRurification
System Kit segitségével extrahaltuk ki, mig a t&IS-t a Promega SV Total RNS-t izolalo
kit alkalmazasaval nyertuk ki.

5. Northern és Southern blot analizis

A Sambrook és Russel (2001) altal kozolt staneéféstasokat hasznaltuk a NanoDrop
2000 UV-Vis Spektrofotométer (Thermo Scientifi®készilékkel tortéhh RNS, DNS
mennyiségi meghatarozasra, denaturalasra, gélashtdsra és a nukleinsavak nylon
membranra tortéh blottolasara a membran hibridizacioja soran. Aarég gélekre Sug
DNS-t (Southern blot) illetve RNS-t (Northern bletjtink fel zsebenként.



A génspecifikus oligonukleotidokat digoxigeninnel6ltik meg a PCR DIG Probe
Synthesis Kit (Roche Applied Science) segitségéeshplatként R21 genomi DNS-t
hasznaltunk. A hibridizaciét Lumi-Film kemiluminesns detektalé film (Roche Applied
Science) segitségével tettik lathatéva. A cDNS+igl DNaz I-el kezelt total-RNSéb

szintetizaltunk.

6. Hidnymuténs torzsek létrehozéasa

A gén kiltésére szolgalo delécios kazettatitro hoztuk létre az un. double-joint PCR
modszerrel (Yu és mtsai., 2004). A kazetta egy I3g®06l all6 nem kodolo régiot tartalmaz
fumigatusgenombal, mely a piridoxin bioszintézis egyik enét kddold gén. AA. nidulans
piridoxin-auxotrof torzs TNO2A3 protoplasztjait (&k é€s mtsai., 2006) 1Qg linearis
delécids kazettaval transzformaltuk. A génkitutésektkuAhianyos mutanst hasznaltunk; a
toérzs nem rendelkezik a DNS mindkét lancat ériiiirések javitasanak képességeével, igy a
transzforméaciok hatékonysaga jelesen megh. A piridoxin-prototrof transzformansok
tesztelését lacpB gén kodold szekvencidjanak hidnyaval azonositd®OR segitségével gén
specifikus primereket hasznalva. Tobb fliggeldapB hianyos térzs fenotipusos vizsgalata is
megtortént.

A Kkettds transzporter mutans |étrehozasahdacp@/lacpB a pTN1 plazmidot
hasznaltunk (Nayak és mtsai., 2006; Berl R. Oakdekaptuk), amelynek mérete 4721 bp. A
pBluescript KS plazmid az EcoRV helyen lett hasiblagova beligaltak a&. fumigatupyroA
marker génjét (1736 bp). A ligadlas eredménye a ppMEmid. Az igy Iétrehozott plazmid
vektort hasznaltuk templatként a szelekcios fragmietamplifikaldsahoz. Azin vitro
létrehozott lacpB gén cseréjére alkalmas kazettdt a piridoxin-agkotEFLK 161/9

(dlacpAlankuA hianymutans torzsbe transzformaltuk.



7. A lacpB gén visszatranszformalasa &acpB hianyos hattérrel rendelke®

mutansba

Egy karakterizalt ets generaciodacpB hianymutans torzset kereszteztink az RIMP
155,55 torzzsel. Uridin-prototréf és riboflavin-anisof utdédot azonositottunk PCR
segitségével (AOEF010), valamint amkuA gén jelenlétét is detektaltukgkuA génre
specifikus primerparral (amely lelége teszi a lacpB gén tobb kopidba tortén
visszaintegralodaséat ektopikus helyekre). Az aridlif, tisztitottlacpB PCR termékél 10
ug mennyiséget ko-transzformaltunkugy pTN2 riboflavint hordozé plazmid vektorrah (
fumigatus riboBgénje, a riboflavin bioszintézisben részt &enboflavin fehérjét kodol;
Nayak és mtsai., 2006; Berl R. Oakléy-kaptuk) a mamkuA génnel rendelkéz masodik
generacioslacpB hianymutans toérzsbe. A riboflavin-prototréf traftsmansok kodzoétt a
visszatranszformalacpB gén meglétét PCR segitségével vizsgaltuk.

8. Analitikai moédszerek

A szaraz sejtttmeg (DCW) meghatarozasa 10 ml bispdd®| tortént. A micéliumot
egy ebre lemért tomei papirszrén keresztil, zsugoritott Uvedsé segitségével drtik le,
majd toébbszor hideg vizzel atmostuk a biomasszékd@eten 80 °C-on tomegallandosagig
szaritottuk. A széaraz sejttomeg adatait az Eredelengjezetben kozoljuk, amely két
kulonbo® mérés atlagabdl szarmazik. Ezek értékei alulmu#iakatlagok 14%-at. A D-
gliikoz, D-galaktoz és laktéz mennyiségét HPLC-athhoztuk meg egy protoncsérélsziop
(Bio-Rad Aminex HPX-87H) és torésmutatd (RI) detekdlkalmazésaval, izokratikus ellcio

révén 10 mM HSO, mozgofazist alkalmazva, 55 °C-os kolondaniérsékleten.

9. Reprodukalhatéség

Minden analitikai és biokémiai eredmény 3-5 flggetkisérlet atlagabol szarmazik.
Az adatok elemzése és szamggéése SigmaPlot szoftver (Jandel Scientific) ségivel
tortént. Minden kisérletsorozaton belll standartéréseket (SDs) hataroztunk meg. Az
indukcios kisérleteknél a valtozasok szignifikandesgalatat a nem indukalt adatokhoz
képest Student-féle t-teszttel végeztik; a proliabi(p) adatait az Eredmeények részben adjuk

meg.



10. Felhasznalt vegyszerek

Munkénk soran analitikai tisztasdgu vegyszereksematunk. A finomvegyszereket
és taptalajkomponenseket a Sigma-Aldrich Kft.¢(Budapest, Magyarorszag), a molekularis

biologiai kisérletekhez sziikséges anyagokat a Rblawyarorszag Kft.él vasaroltuk meg.

11. Bioinformatikai modszerek

Az A. nidulanslaktoz permeaz AldcpA) (Fekete és mtsai., 2012) génjét hasznaltuk
mintanak (,bait”) a TBLASTN tipusu lekérdezéshezmgh szerkezetileg rokon MFS-
transzmembran proteint kddold géneket keressiunksaergillusnemzetség mintegy harom
tucat faja kozott. A nukleotid adatbazisok eléskeq National Center for Biotechnology
Information (NCBI) és az Energy Joint Genome lagtit(JGI) honlapjarol. A gén modellek
és termeékek levezetése manudlisan tortént. Génlhadalit a génen bellli intron-exon arany
értend. Azokat a fehérjéket tekintettilk tovabbi analigistkalmasnak, amelyek minimum
30%-0s azonossagot (,identity”) mutattak a LacpAéigevel. A feltételnek 92 fehérje
szekvencia felelt meg. A szekvenciak illesztéseMAdFT program (7-es verzio; Katoh és
Toh, 2010) esetén a G-INS-i algoritmus (képzetbdlis homolog) bedllitast valasztottuk a
nagyobb inzercios és deléciés mutaciok helyes keeeglkisirése) érdekében. A BLOSUM
35, 45 valamint a 62-es lehetséges beallitasokegiyilét kiprobaltuk, végul a BLOSUM 45
hasonlosagi matrix segitségével vegzett elemzést alkalmaztuk, mivel téat a
leginformativabbnak. A fehérjeszekvenciakat a BldWlapping és Gathering programok
segitségével az Entropy szoftver révén hataroztel BMGE verzio 1,12; Criscuolo és
Gribaldo, 2010), BLOSUM 35 hasonlésagi matrix atkakasaval és 3-as blokk mérettel, ami
fehérjénkéent 477 informativ aminosavat eredményezZert koveten a BMGE Aaltal
meghatarozott fehérjeszekvencidkat a PhyML 3.0 i¢eat kalkulaltuk ki a maximum
likelihood fat a WAG szubsztiticiés modell alkalrdaaval, ahol a ,gamma shape” értéke
becsilt értékre volt allitva (Guindon és mtsai.l@0 A filogenetikai torzsfat a FigTree
programmal rajzoltuk meg. A hozzablketges valdszifség (,likelihood”) aranyt (Anisimova
és Gascuel, 2006) integraltan, a PhyML segitségaghitottuk ki, Chi2-alapu parametrikus
programot hasznalva; az aLRT értékek (0-1) a fagigity csomdpontjaiban lathatok.



IIl. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. A bgaD/lacpAgénpar élettani induktora a D-galakt6z, és nermgalaktoz
lebontas valamelyik kdztese.

2. A LacpA és a LacpB transzporterek egyittesendsé a laktoz sejtbe
juttatasaert.

3. AlacpAcéslacpBgének lakt6zzal és D-galaktozzal indukalhatoka dellobiéz és
a szofordz csak lacpB gént indukaljak.

4. A lacpBgéntermék élettani szerepe a lakt6z és a cellaadszportja.
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IV. OSSZEFOGLALAS

A laktéz hidrolizise D-glikézt és D-galaktézt ereshwez. Az aszkusszos fonalas
gombakban a D-galakt6z lebontasa a kdzismert Lélvionalan, illetve az alternativ oxido-
reduktiv Utvonalon, amely hasonlit az L-arabindakalizmusahoz. Fekete és mtsai. (2012)
azonositottak két egymassal klasztédéz divergensen atirédé gént, melyek egy
intracellularis B-galaktozidazt jgaD) és egy lakt6z permeazia¢pA) kodolnak. Fonalas
gombakban nem szokatlan, hogy a lebont6 Utvonakdpatebontasi kdztes, és nem maga a
novekedeési szubsztrat indukalja. Megvizsgaltuk tez@wgy abgaD és alacpA gének D-
galaktéz Altali indukcidja soran a D-glaktéz lelbnanyagcseréje szikséges, vagy
nélkulozhed.

A kétféle D-galaktoz lebontas kozteseinek induli@épességét olyan hianymutansok
révén vizsgaltuk, melyek a Leloir autvonal &lgyalaktdéz-1-kinaz) illetve az oxido-reduktiv
utvonal méasodik (NAD-fligg galaktitol dehidrogenaz) 1épésében defektesekizagalatok
soran a két gédr atirédo transzkriptumok megjelenését kovettikmga. AbgaDlacpAgén
klaszter mindkét mutansban kifefebtt D-galaktéz hatasara, jelezve, a két enzim léah
katabolikus intermedierek nem jatszanak szerepgtdakcioban.

A D-galaktoz-galaktitol atalakulasaban defektesansttorzs hianyat megkertlve a két
gén indukélhatésagat galaktitolon teszteltiik. Aalgdiol nem volt képes indukalni a
bgaD/lacpAkifejezodését, a nbvekedés aktudlis szakaszatél fuggetlendl

Osszeségében a kisérleteink azt bizonyitottak, ody-galakt6z lebontds — akar a
Leloir-, akar az oxido-reduktiv utvonalon tortériknem szikségestmabD/lacpAgénklaszter
indukciojahoz D-galaktéz jelenlétében.

A. nidulans esetében a lakt6z katabolizmus sebességmeghat&peéée, a laktoz
hidrolizise. A laktoz permeaz A gén hianya cstkkanaktdzon tortééh novekedést, mig az
emlitett gén overexpresszidja gyorsabb lakt6éz hasdrist eredményezett a vad tipusu
torzshtz képest. Egy masodik fiziologiailag relevdaktéz transzportert azonositottunk, a
lacpB gént. AlacpB hianymutans torzs glicerinenéabvesztett micéliuma lakt6z tartalmu
taptalajon, csupan minimalis mennyisétjszacharid felvételére képes a fermentacié e
orgja alatt, mig dacpA/lacpB kettss mutans ugyanezen korulmények kozott képtelen Uj
biomassza képzésére.lAcp gének atirodaséat a laktézosen indukalja, azonban a két gén
indukcids profilja jelenisen eltér.
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A lacpB gén szintén és expresszios valaszt mutat a cellobioz és a sxofor
glikopiran6z dimerek jelenlétében is, mig a cetikls rendszer ezen inducerei nem
gyakorolnak expressziés hatastaapA génre. Masrésél, a D-galaktéz monoszacharid a
lacpA gén esetében fejt ki @ebb indukcids valaszt, EcpB génre gyakorolt hatasa
elenyésé. A lacpAnegativ hattérben a cellobiézésebben indukalja #&|cpB gént a vad
tipust torzshdz képest, kovetkezésképpen a ceflobetvétel és a biomasszaképgs
gyorsabb volt aacpA hianymutans esetén. EllentétbedaapB hianymutans toérzsben, a
novekedeési rata és a cellobioz felvétel jeglsah csokkent a vad tipushoz képest, jelezve,

hogy a celluléz és a laktdéz katabolizmus rendskézés elemekre épil.
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[. INTRODUCTION

Dairy industry generates prodigious amounts ofiitigwaste (Ganzlet al, 2008).
Some 85 % of the components of the milk destinedcheese manufacture are eventually
discarded as a watery lactose-rich by-product dalthey (Marwaha & Kennedy, 1988).
Generated at over 1.5 million tons per year wortbw{Roelfsema, 2010), raw, untreated
whey poses huge environmental challenges, as ¢uaed past wastewater treatment
technologies are expensive. An alternative to digpas utilizing the whey residue in
downstream (industrial) processes by which valudeddroducts are or can be manufactured
(Panesar & Kennedy, 2012). A prime example is itrtalsscale fermentation biotechnology
for which whey is traditionally considered a cheapd abundant growth substrate and
nitrogen source for micro-organisms, fungi in parar (Coghill & Moyer, 1947; Silvat al,
2009; Panesast al, 2006; Kumarket al, 2011; Aghcheh & Kubicek, 2015).

Lactose (1,4-(B-D-galactopyranosyl-D-glucose; milk sugar) is theimncarbohydrate in
whey. Mammalian milk is the only source of lactas@ature. For most micro-organisms that
can hydrolyze it into D-glucose and D-galactosetdse is a slowly assimilated, gratuitous
carbon source not encountered in their natural thisbi This characteristic considerably
facilitates the (over)production of secondary meliadds and hydrolytic enzymes by
saprophytic- and plant-pathogenic fungi that appiéyegrow under laboratory conditions on
lactose by chance rather than by design. Operaifothe LAC regulon of the lactose-
fermenting yeasKluyveromyces lactiss a paradigm for transcriptional control in lower
eukaryotes (Cardina#it al, 1997; Baruffiniet al, 2006; Rigamontet al, 2011).

Nevertheless, several key aspects of fungal lactostabolism in less substrate-
adapted ascomycete filamentous fungi (includingepbtell factories) are poorly understood

(see e.g., Seibottt al, 2007; Karaffeet al,, 2013).
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To optimize fermentation processes that use whsigue, and to further its use in second-
generation biofuel generation and its removal fraontaminated soil and water
(bioremediation), we study lactose catabolism imes# filamentous fungi including the
genetic modeAspergillus nidulansa soil-borne saprophyte.

Two strategies have been described for the catabobf lactose in fungi: extracellular
hydrolysis and subsequent uptake of the resultiogamers, i.e., D-glucose and D-galactose,
and uptake of the disaccharide followed by intratal hydrolysis (reviewed by.g, Seiboth

et al, 2007). In analogy with thK. lactis lactose assimilation systera., Godeckeet al,
1991; Diniz et al, 2012), we identified and characterized two cleste divergently
transcribed genes iA. nidulans encoding an intracellulgd-galactosidase of the Glycoside
Hydrolase family 2 lfjgaD) and a lactose permease belonging to the Majoilitaéar
Superfamily of transmembrane proteitecpA), respectively (Feketet al, 2012). These two
genes were expressed to basal levels in carboprdsseddreA”) mutant backgrounds, even
when the strongly repressing sugar D-glucose wasotily growth substrate present. By
creating deletion mutants, we provided evidence bgaD is the only hydrolase irA.
nidulans that acts on the chromogenic substrate X-Gal @nrlor4-chloro-3-indolyB-D-
galactopyranoside) — generally regarded as a tlypibait artificial p-galactosidase substrate.
Moreover, we demonstated that LacpA — the firstgphlggically relevant, fungal lactose
permease described outside 8acharomycetales mediates high affinity uptake of lactose.
Such gB-galactosidase/lactose permease gene cluster wad émnserved in at least 15 other
filamentous ascomycete®dzizomycotina(Feketeet al, 2012).Furthermore, evidence was
provided that transport rather than hydrolysishis limiting step of lactose catabolismAn
nidulans as overexpression ofacpA allows multiple copy transformants to grow

considerably faster on the disaccharide than wibd tstrains can.
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Although LacpA is responsible for a considerablet jp& the lactose uptake in this fungus,
lacpA knock-out strains still grow on it (Fekeet al, 2012) implying that at least one
additional uptake system must be operative. In thjgort, we identify and functionally
analyze a second physiologically relevant lactom@ngase gene iA. nidulansthat we have

namedacpB.

[Il. MATERIALS AND METHODS

1. A. nidulansstrains, media and culture conditions

Minimal media (AMM2) for shake flask and bioreactoultivations (the latter henceforth
referred to as fermentations) were formulated arwtulated as described by Feketeal.

(2002). Vitamins and other supplements were addeunh fsterile stock solutions. Carbon
sources were used at 1.5 % (w/v) initial conceitnatinless stated differently. Cultures were
inoculated with 10 A. nidulans conidia per ml of medium. Shake-flask cultures aver
incubated at 37 °C in 500 mL Erlenmeyer flasks @ioimtg 100 mL of culture medium in a

rotary shaker at 200 rotations per minute (rpm).

Fermentations were carried out in a 2.5 L glassek(Sartorius, Gottingen, Germany)
with a culture volume of 2 L, and equipped with @nreblade Rushton disc turbine impeller.
Operating conditions were pH 6.5, 37 °C, and 0.% {volumes of air per volume of liquid
per minute). The dissolved oxygen level was manatdi at 20 % saturation and was
controlled by means of the agitation rate. To mimemmedium loss, the waste gas was cooled

in a reflux condenser connected to an externalimgdlath (4 °C) before exiting the system.
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For induction experiments (also referred to as esgpn- or transcript analysis),
replacement cultures were used for which mycelieevpeegrown for 24 h in AMM2 medium
containing glycerol as the carbon source, and Istedeby filtration over a sintered glass
funnel. After thoroughly washing the biomass witbldc sterile water, mycelia were
transferred to flasks with carbon-free, fresh AMBIl were pre-incubated for 1 h in a rotary
shaker at 200 rpm, after which the carbon sourcdsettested were added to the cultures in
final concentrations up to 25 mM. Samples were nnakéter 3, 6 and 12 h of further
incubation to assess inductory ability. Preliminagils had established that 3 h of contact is
the time lapse in which maximal induced transclgyels were achieved, with a minimal

variation in the biomass concentration.

2. Lactose uptake experiments

Conidiospores were inoculated overnight on 15 diceyol as the carbon source. Grown
mycelia were transferred first to AMM2 medium canilag lactose (15 g/L) as a sole carbon
source for 24 h. Mycelia were subsequently hargdebiegentle filtration over sterile cheese
cloth, thoroughly washed with carbon-free AMM2 aeduspended in 500 mL Erlenmeyer-
flasks containing AMM2 to yield a final biomass centration of 1 g/L. Lactose was

administered to final concentrations of 0.2 mM, M and 2 mM, and the cultures were
incubated for further 6 h in a rotary shaker (37 200 rpm) to monitor sugar consumption.
Samples were withdrawn at regular intervals, catlalebris was spun down in an Eppendorf
centrifuge (10.000 g, 5 min), and residual lactosthe supernatant was determined by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC; see bel@vslucose in a final concentration

of 2 mM was used for the control cultures. Biomeggected uptake was expressed in
umoles per gram of dry cellular weight (DCW). Spieciiptakes rates were calculated from
the specific uptake plotted against time, and vex@ressed immoles of lactose per minute

and gram of DCW.

18



3. Classical genetic techniques and transformation

Conventional genetic techniques were employed t@haxge markers by meiotic
recombination (Clutterbuck, 1974). Progeny of séxaeosses was tested for known

auxothrophies using standard techniques.

A. nidulanstransformations were performed basically as deedriby Tilburnet al
(1983), using Glucanex (Novozymes) as cell-wallngsagent. Transformants were purified

twice to single cell colonies and maintained orstve minimal medium plates.

4. Genomic DNA and total RNA isolation

Mycelia were harvested by filtration over nylon fnesnd thoroughly washed with sterile

distilled water. Excess liquid was removed by sqguee between paper sheets and the
biomass was rapidly frozen in liquid nitrogen. forcleic acid isolation, frozen biomass was
ground to dry powder using liquid nitrogen-chillegbrtar and pestle. Genomic DNA was

extracted using Promega’s Wizard SV Genomic DNAIfeation System while total RNA

was isolated with Promega’s SV Total RNA Isolatiystem.

5. Northern and Southern blot analysis

Standard procedures (Sambrook and Russell, 2001 weed for the quantification,
denaturation, gel separation and nylon blottingnadleic acids, and the hybridization of the
membranes. Agarose gels were charged witlpg5 DNA/RNA per slot. Probes were
digoxigenin-labelled using the PCR DIG Probe SysitheKit (Roche Applied Science)
primed with gene-specific oligonucleotideS off Rg&nomic DNA. Hybridization was

visualized with Lumi-Film Chemiluminescent Detectifidlm (Roche Applied Science).
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cDNA was synthesized fromdg of DNase I-treated total RNA using Oligo(dT) apramer
and Moloney murine leukemia virus reverse transas® (NB. Enzymes and primer by

Fermentas).

6. Generation of knock-out mutants strains

A gene deletion cassette was construatedtro according to the double-joint PCR method
(Yu et al, 2004). The cassette consisted of 840 bp of ttreinal, noncoding regions .
nidulans lacpBflanking the functionalA. fumigatus pyroAyene involved in pyridoxine 177
biosynthesis (Nayalet al., 2006). Protoplasts of. nidulanspyridoxine-auxotroph strain
TNO2A3 were transformed with 10y of the linear deletion cassette. This transfoionatbost
greatly facilitates the obtention of gene knockodtge to the absence of a functional
Nonhomologous End-Joining machinery in tik@lAdeleted background (Nayak al.,2006).
Pyridoxine-prototroph transformants were probedtiier absence décpB coding sequences

by PCR, primed off genomic DNA using gene-spegficners.

For the creation of the double transporter mutdatp@lacpB), plasmid pTN1
carrying the A. fumigatus pyroA gene — encoding a protein involved in pyridoxine
biosynthesis (Nayalet al, 2006) — was used to generate ianvitro lacpB replacement
construct which was introduced into one of the ghyxine-auxotrophlacpAAnkuA strains
by transformation. The knockout cassette furthensted of 729 bp of the terminal
noncoding regions oA. nidulanslacpB. Selected pyridoxine-prototroph, double deletant
strains were verified by Southern blot analysis #reh crossed out to rid timkuA deletion.

Throughout this work two independent double trangponutants were tested.
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7. Re-introduction of lacpB into gene-deleted backgronds

A characterised first generation deletantlaépB was crossed with strain RIJIMP155.55.
Uridine-prototroph and riboflavin-auxotroph offspgi was verified by PCR for the presence
of thenkuAgene (to allow for the integration tacpB copies at ectopic sites as described in
continuation). A functionalacpB gene was amplified ofA. nidulansR21 genomic DNA
using specific primers. 1(dg of the amplification product was co-transformeithwlL pug of
pPTN2 (carrying theA. fumigatus riboBgene encoding a protein involved in riboflavin
biosynthesis; Nayakt al, 2006) into one of thankuAcured, second generation gene-deleted
strains. Among the riboflavin-prototroph transfomt® the presence of the re-introduced
gene was probed by PCR. TlaepB copy number was subsequently estimated by Southern
blot analysis, and selected strains that had ratedjfunctionalacpBin one or more copies,

were phenotypically characterized.

8. Analytical methods

DCW was determined from 10 ml culture aliquots. Br@mass was harvested and washed on
a preweighted glass wool filter by suction filtcatj washed with cold tap water and the filter
dried at 80 °C until constant weight. Dry weightadeeported in the Results section are the
average of the two separate measurements, whiar deviated more than 14 %. D-glucose,
D-galactose and lactose were determined by HPLE ajproton exchange column (Bio-Rad
Aminex HPX-87H) using isocratic elution with 10 mN,SO, at 55 °C and refractive index

detection.
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9. Reproducibility

All the analytical and biochemical data presentexithe means of three to five independent
experiments (NB. Biological replicates). Data waralyzed and visualized with SigmaPlot
software (Jandel Scientific), and for each procedwstandard deviations (SDs) were
determined. The significance of changes in bionaaskin residual lactose concentration in
the growth medium of mutant- or complemented deterains relative to the control
cultures, was assessed using Student’s t-testpatthbability @) values given in the Results

section.

10.Chemicals

Except where specified, chemicals used in thisystuere of analytical grade and purchased

from Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Hungary).

11. Bio-informatics methods

A. nidulanslactose permease A (LacpA) (Feketkeal., 2012) was used as the query in
TBLASTN mining of genes encoding structurally relht major facilitator superfamily
transmembrane proteins in some three dozen spediethe genusAspergillus from
nucleotide databases available at the NationaleCéat Biotechnology Information (NCBI)
and the US Dept. of Energy Joint Genome Institd@l), Gene models and products were
deduced manually. The 92 peptidic sequences musgasito A. nidulansLacpA were aligned
with MAFFT version 7 (Katoh and Toh, 2010) using B-INS-i algorithm (trained on global
homology) and a BLOSUM 45 similarity matrix. Prateinput is available from the
corresponding author upon request. The alignmergt guaated with Block Mapping and
Gathering using Entropy (BMGE version 1.12; Cridouand Gribaldo, 2010) employing a
BLOSUM 35 similarity matrix and a block size of elding 477 informative residues per

protein.
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A maximum likelihood tree was then calculated withyML version 3.0 applying the WAG

substitution model (Guindoret al., 2010) and drawn with FigTree (available at:
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). Approgite likelihood ratio tests (Anisimova and
Gascuel, 2006) were calculated integrally by Phyiing Chi2-based parametrics; aLRT

values (0-1) are given at the connecting nodelsdriree.

[ll. NEW SCIENTIFIC RESULTS

1. Our experiments showed that D-galactose catabelisither via the canonical
Leloir pathway or the alternative oxido-reductieglpvay — was not necessery
for the induction of thégaD-lacpAgene cluster to occur in the presence of D-

glalctose.

2. The LacpA and LacpB transporters appear to belyoiasponsible for lactose

uptake inA. nidulansunder physiological conditions.

3. ThelacpAandlacpB are strongly induced by lactose and D-galactosguist

thelacpBgene is induced by cellobiose and sophorose.

4. The physiological role of thieacpB gene product are the transport of lactose

and cellobiose.
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V. SUMMARY

During our work we analyze the expression of Aspergillus nidulandgaD-lacpA
gene couple (encoding an intracellular beta-gatddése and a lactose permease) in the
presence of D-galactose. This monosaccharide caathbolized via alternative, independent
pathways in this model organism. The inductive bdpes of intermediates of the two
alternative routes of D-galactose utilization wexddressed in loss-of-function mutants
defective in a defined step in one of the two paysv In a galactokinasgdlE9 mutant, the
cluster is strongly induced by D-galactose, sugggsthat formation of Leloir pathway
intermediates is not required. The expression leohfbgaD andlacpAwere similar in wild
type, L-arabinitol dehydrogenasardAl) and hexose kinaséixkAJ) negative backgrounds,
indicating that intermediates of the oxido-reduetpathway downstream of galactitol are not
necessary either. FurthermobgaD-lacpAtranscription was not induced in any of the tested
strains when galactitol was provided as the grosutistrate. ArnxkAl/galESdouble mutant
cannot grow on D-galactose at all, but still pragtlisgaD andlacpAtranscripts upon transfer

onto D-galactose.

We therefore concluded that the physiological iretwaf thebgaD-lacpAgene cluster in

A. nidulansupon growth on D-galactose is the non-metabolseghr itself.

In Aspergillus nidulansuptake rather than hydrolysis is the rate-lingjtstep of lactose
catabolism. Deletion of the lactose permeaselasp@® gene reduces the growth rate on
lactose while its overexpression enables fastewthrahan wild type strains are capable of.
We have identified a second physiologically reldviagtose transporter, LacpB. Glycerol-
grown mycelia from mutants deleted fiacpB appear to take up only minute amounts of
lactose during the first 60 hours after a mediuangfer, while mycelia of doublacpAlacpB

deletant strains are unable to produce new biofmasslactose.
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Although transcription of botlacp genes was strongly induced by lactose, their iaduc
profiles differ markedlylacpBresponded also strongly to beta-linked glucopysandimers
cellobiose and sophorose, while these inducerd@fcellulolytic system did not provoke
anylacpAresponse. On the other hard¢cpA but notlacpB expression was high in D-
galactose cultures. InlacpA-negative backgroundacpB was overinduced by cellobiose in
comparison to wild type; consequently, cellobioptake was faster and biomass formation

accelerated itacpAdeletants.

In contrast, inlacpB knockout strains, growth rate and cellobiose uptakere
considerably reduced relative to wild type, indiegtthat the cellulose- and lactose catabolic
systems employ common elements. Nevertheless, eungase mutants still grew on
cellobiose which suggests that its uptakeAinnidulans prominently involves hitherto

unknown transport systems.
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