A Trichoderma reesei fonalas gomba laktoz és D-galaktoz anyagcseréje: kapcsolat a
cellulaz enzimek termelédésével

A fungilis cellulaz illetve hemicelluldz enzimek fermentéacids Giton torténd eldallitasa
az ipari biotechnologia legfontosabb folyamatai kozé tartozik. A fermentécids ipari
gyakorlatban a tomlésgombak (Ascomycetes) kdzé tartozd Trichoderma reesei (teleomorf:
Hypocrea jecorina) fonalas gombat hasznaljak cellulaz termelésre. A Trichoderma/Hypocrea
fonalas gombanemzetség szamos olyan torzset tartalmaz, mely enzimek, antibiotikumok,
xenobiotimumok ¢és kereskedelmi forgalomban is kaphato biofungicidek termeldjeként valt
ismerté. A legjobban termeld 7. reesei torzsek 100 g/L-t meghaladé koncentracioban képesek
extracellularis fehérjéket kivalasztani, és ezt a mennyiséget jorészt (mintegy 90 %-ban)
cellulazok illetve hemicellulazok teszik ki.

A nagy mennyiségli kivalasztott enzim felkeltette az érdeklodést egyes 7. reesei
celluldz promoéterek, mint pl. a cellobiohidrolaz I és I gén expresszidjat szabalyozd cbhl és
cbh2 irant is. Ezek a promoterek ugyanis elvileg felhasznalhatok heterolég fehérjék
transzkripcidjanak szabalyozasara is. Heterolog fehérjék a 7. reesei-ben azonban
gazdasadgosan egyenlére nem termeltethetdk. A bizonyitott okok kozé tartozik a termelt
fehérjék Osszerendezédésének (’folding)’ és érésének (‘maturation’) zavarai, valamint a
tultermeléshez vezetd szénforras hidnya. Ez utdbbi probléma — kisebb mértékben — a
cellulazok illetve hemicellulazok eldallitasandl is jelentkezik. A legerdsebben indukalo,
celluloz tartalmi, részlegesen vizoldékony hidrolizdtumok ugyanis olyan maradvanyokat
tartalmaznak, melyek megnehezitik a keletkezett fehérjék tisztitasat. Emiatt jelenleg a laktoz
az egyetlen szénforras, mely gyakorlatban is alkalmazhat6 cellulazok, hemicelluldzok illetve
(egyenlore kisérleti iizemi 1éptékben) rekombinans fehérjék termeltetésére.

Mint emlitettiik, a laktéz olcsé és megujuld szénforras a mikrobidlis fermentaciok
szamara. Igazan hatékony kihasznaldsat (mint szénforras és mint cellulaz inducer) azonban
gatolja lassu hasznosuldsa, és az, hogy laktéz tartalmi tdptalajon a 7. reesei celluldz
produkcidja gyengébb mint a cellulozt tartalmazon. A 7. reesei laktdéz anyagcseréjének,
valamint a celluldz és hemicellulaz enzimek képzdodését eldsegitd mechanizmus(ok)nak a
molekularis szintli ismerete nyilvanvaldan eldsegiti a laktoz hatékonyabb felhasznalasat, mely
idovel a termelési értékek novekedésében is jelentkezne.

Eziranyu jelenlegi kutatasaink:

A szekunder metabolizmus kifejezést olyan anyagcsereutak és termékek esetében
hasznaljuk, melyek nem feltétleniil sziikségesek a sejt illetve az ¢él6lény fennmaradasa
szempontjabol. A szekunder metabolitok jellemzden a gomba novekedési szakaszdnak
befejezddése utan, a sporaképzési szakasz kezdetén keletkeznek. Az Aspergillus gombagenus
esetében bebizonyitottak, hogy a szekunder metabolizmushoz sziikséges enzimeket kodold
gén-klaszterek epigenetikus szabdlyozas alatt allnak; ezt a fels6 szintli szabalyozast a LacA
nevii metiltranszferaz enzim végzi azdltal, hogy visszaalakitja azokat a repressziv
heterokromatin strukturakat, melyek a hiszton 3A fehérje K9 alegységének metilalasa illetve a
HepA nevii heterokromatin fehérje hiszton 3A-hoz kotddésre révén alakulnak ki. Ebbdl
kovetkezden a LaeA a szekunder anyagcsere egyik meghatarozd szabalyozoja Aspergillusok-
ban. Mivel a szekunder metabolitok k6z¢é szamos kereskedelmileg jelentds termék tartozik, a



LaeA homologjai — melyekr6l ma mar tudjuk, hogy a tobbsejtli aszkomikdta gombéakban
altalanosan jelen vannak — komoly célpontjai lehetnek a gomba eredetli metabolitok ipari
termelését megcélzd fejlesztéseknek.

A T. reesei genom adatbazisaban valoban megtalaltdk (a Trire2: 41617 fehérje
képében) a feltételezett LaecA ortologot; neve LAELl. Annak kideritésére, hogy ez az
epigenetikus szabalyoz6 fehérje pontosan milyen szerepet jatszik a szekunder anyagcserében,
egylittmikodd partnereink létrehoztdk a 7. reesei lael nullmutanst (Alael) illetve a lael
tultermeld mutéanst (tefl:lacl). A szekunder metabolitok képzddése azonban erdsen fligg a
termelé organizmus fizikai és kémiai kornyezetétdl, mindenek eldtt azonban a sejtek
specifikus novekedési ratajatol. A szekunder anyagcsere vizsgalata ezért szigortan kontrollalt
tenyésztési koriilményeket igényel.

Ahhoz, hogy a fenti problémat megfelelden kezelhessiik, kutatasaink sordn kemosztat
tipusu folytonos fermentacios rendszert terveziink hasznalni. Kordbban bebizonyitottuk, hogy
definialt higitasi (= specifikus ndvekedési) ratan, kizdroélagos limitald szénforrasként gliikkozt
hasznalva lehetséges szimuldlni egy 7. reesei batch tenyészet gyors ndvekedési szakaszat (D
= 0.080 h-1), lassti novekedési szakaszat (D = 0.040 h-1) és a stacioner fazisat (D = 0.020 h-
1) is. A tobbi fontos fermentacids paraméter (hOmérséklet, kémhatds, oldott oxigén szint)
szabalyozéasaval, steady-state allapotban lehetévé valik a kiilonbségtétel a LAE1 szabalyozo
hatasa és a gomba specifikus ndovekedési ratajanak illetve mas, a génkifejezddést befolyasold
kornyezeti paramétereknek a hatdsa kozott.

A fentebb leirt kisérleti rendszer képes arra, hogy egyértelmiien azonositson olyan
géneket, melyek kozvetleniil vagy kozvetve a LAEI hatésa alatt allnak. Emiatt genomszint{i
megkdzelitést fogunk alkalmazni, melynek sordn a 7. reesei 6sszes (9130 db) egyedi alléljét
tartalmazé DNS-mikrochip segitségével fogjuk vizsgalni a glikézon, mint limitalo
szubsztratumon, definialt specifikus ndvekedési ratan atirodd transzkriptumot. A DNS-chip
adatainak megbizhatosagat véletlenszerien kivalasztott, de kiilonb6zé csoportokba tartozod
gének Real-Time PCR-rel torténd kifejezddés-vizsgalata sordn fogjuk leellendrizni.

A kutatds stratégiai célja tehat a 7. reesei genom felosztdsa LAEI-fliggd, LAEI-
fiiggetlen illetve specifikus ndovekedési rata-fliggd €s attdl fliggetlen csoportokra. A 7. reesei
gomba ¢élettananak alaposabb megismerésén tal a 1étrejovo adatbazis segitségiil szolgalhat a
biotechnologiai célu torzsfejlesztd programok szdmadra is.
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