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OSSZEFOGLALAS

Minden éldlény szamtalan olyan kornyezeti hatasnak van kitéve, melyek életfolyamataikat kedvezétleniil befolydsoljik. A megvaltozott ké-
riilményekhez folyamatosan alkalmazkodnak, a kialakult stresszhatasokra védekezési mechanizmusokkal valaszolnak. Képesek kiilonboza jel-
awviteli folyamatok révén fokozni vagy csokkenteni génjeik kifejezédését és ebbdl kovetkezéen modositani anyagcesere folyamataikat. Az
érdeklédésem kozéppontiaban allo alternativ oxidaz (AOX) nevii enzim expresszioja gyvakran megnd biotikus és abiotikus stressz hatdsara.
Eddig bizonyitott és vélt funkcioi szerepet jatszanak az élolények kiilonbozo koriilményekhez valé alkalmazkoddsaban, mint példdaul a nehézfém
felhalmozodas, fertézés, oxidativ stressz, tapanyaghidany és oxigénhidany.

Az AOX a divas karboxilat fehérjecsalad tagja. A divas karboxilat fehérjecsalad tagjai jelen vannak az élélények minden kiralysagaban.
Osi eredetiinek tekintik Sket. Ugy vélik, hogy szulfid-tiiré és oxigén-redukalé képességiik szerepet jdtszhatott az él61ények nilélésében az anaerob
és az aerob vilag kozti atmenet soran. Az AOX vélhetéen elsédleges endoszimbiozis soran keriilt az eukariotakba, és ez az esemény tette lehetdvé
a mitokondrium kialakuldsat. Ezt kévetéen vertikalis oroklédés, valamint masod, ill. harmadlagos endoszimbiozis dltal terjedt el az eukariotak
korében. Feltételezhetd, hogy a baktériumok horizontalis géntranszferrel szereztek AOX-ot novényektdl.

Az AOX katalizalta alternativ légzés fontos szerepet kap a mikroszervezetek energiatermeld és bioszintetizalo rendszerének miikodésében.
Ezekben az esetekben a redukalt kofaktorok regenerdldasa alapvetd feltétel, ezért sebességmeghatarozo lehet a biotechnologiai folyamatok so-
ran, beleértve a citromsavtermelést is.
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SUMMARY

All organisms are exposed to countless environmental effects, which influence in a disadvantageous way their life processes. They
continuously adapt to the changing conditions and respond to the stress impacts by defence mechanisms. Through different signal transduction
pathways they are able to increase or decrease the expression of their genes and consequently modify their metabolic processes. My interest
focuses on alternative oxidase (AOX) enzyme whose expression is often increased under biotic and abiotic stress. The so far proven and
putative functions of the AOX play a role in the ability of organisms to adapt to different conditions, such as heavy metals accumulation,
pathogenic infection, oxidative stress and lack of oxygen or nutrients.

AOX is a member of the di-iron carboxylate protein family. Members of the di-iron carboxylate protein family are present in all kingdoms
of life. They are considered to have ancient origin. It is believed that their sulfide-resistant and oxygen-reducing ability played a role in the
survival of organisms during the transition between the anaerobic and the aerobic world. It is assumed that the AOX arose in eukaryotes
through a primary endosymbiotic event, and this event made possible the development of mitochondria. Afterwords, vertical inheritance, and
secondary and tertiary endosimbiotic events led to its spread among eukaryotes. It is assumed that bacteria obtained AOX by horizontal gene
transfer from plants.

AOX-catalyzed alternative respiration plays an important role in the operation of energy-producing and biosynthesizing system of
microorganisms. In these cases, the regeneration of reduced cofactors is an essential condition, and therefore may be rate-limiting for
biotechnological processes, including the citric acid production.
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MI AZ A0X? (Berthold et al., 2000; Berthold and Stenmark, 2003).

Egy behatban tanulmanyozott és nagyon szemléletes
Mar 1929-ben azt tapasztaltak, hogy a ndvények példa az AOX miikodésére az Araceae csalad virag-

légzése nem gatolhato teljes mértékben citokrom oxi- zasa, példaul a Sauromatum guttatum “voodoo lily” ese-
daz inhibitorokkal. Az erre iranyul6 kutatasok egy al- tében (Meeuse, 1975). A ndvény viragzataban ho ter-
ternativ mitokondrialis 1égzési Gitvonalat azonositottak melddik az alternativ 1€gzési utvonal hatdsara, annak
a novényekben, mely a cianidra (CN) érzékeny cito- érdekében, hogy a virdgzas egyetlen napjan a rovarokat
krém oxidaz (COX) atvonallal ellentétben CN rezisztens. csalogato illatanyagok konnyebben elillanjanak.
Kés6bb a rendszertani egységek széles tartomanyara Az AOX nem gatolhat6 nitrogén-oxiddal, aziddal,
kiterjesztették ezt az eredményt (Henry és Nyns, 1975). vagy szulfiddal, melyek, a CN-hoz hasonloan a cito-

Az AOX fehérje a légzési lancban talalhato termi- krom oxidaz erds inhibitorai (Azcon-Bieto et al., 1989;
nalis kinon oxidaz a 1égzési lancban, a divas karboxilat Huang et al., 2002). A szalicil-hidroxamsav (SHAM) és az
fehérjecsalad tagja. Nem rendelkezik proton pumpa ak- n-propil-gallat (nPG) viszont hatékony gatloszerei az
tivitassal és képes az oxigént vizzé redukalni, mikoz- AOX-nak (Vanlerberghe et al., 1994; Yip és Vanlerberghe,
ben a képzddd energia hé formajaban szabadul fel 2001).
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EREDET ES EVOLUCIOS TORTENET
Az AOX prokariota eredete

1999-ben arrdl szamoltak be, hogy az Arabidopsis
thaliana kloroplasztisza tartalmaz egy divas karboxilat
fehérjét, melynek szekvencidja hasonlit az AOX szek-
venciajahoz (Carol et al., 1999; Wu et al., 1999). Ezt a
proteint tobbféleképen is nevezik: IMMUTANS (Carol
et al., 1999; Wu et al., 1999), plasztid terminal oxidaz
(Carol és Kuntz, 2001), plasztokinon terminalis oxidaz
(PTOX) (McDonald et al., 2003). A két fehérje aktivi-
tasa hasonld, de mig az AOX a mitokondrium bels6
membranjaban helyezkedik el, addig a PTOX a kloro-
plasztisz tilakoid membranjaban talalhat6. Mindkettd
képes az oxigén redukalasa altal a plasztokinon oxi-
dacidjara (Aluru és Rodermel, 2004). McDonald és
Vanlerberghe (2006) azt feltételezik, hogy az AOX és
PTOX fehérjék egy kozds, 0si fehérjébol, az 6si proka-
riotaktol szarmaznak €s az 6si fehérje diverzifikacioja
megeldzte az elsddleges endoszimbidzist. A hipotézis
bizonyitékai a kovetkezdk:

1. A divas fehérjék — melyek tagja az AOX ¢és a
PTOX — minden bizonnyal dsi eredetliek, mivel meg-
talalhatok az €16lények valamennyi kirdlysagban, bele-
értve az Archaebaktériumokat is, valamint el6fordul-
nak az anaerob ¢s az aerob szervezetek korében is
(Gomes et al., 2001). A tobbi tagja ennek a fehérje csa-
ladnak: ribonukleotid reduktazok, ferritinek, bakterio-
ferritinek, A9-deszaturazok és metan mono-oxigena-
zok. A szekvencia- €s szerkezet-alapu elemzések azt
mutatjak, hogy ez a csalad egy nem-hem tipust divas
kozponttal jellemezhetd, melynek nagyon konzervativ
vas megkotd szekvencia szakaszai (reziduumai) van-
nak, tovabba talalhato benne egy szerkezetileg konzer-
vativ, 4 hélixbdl allé konformacio (Gomes et al., 2001).
A csalad kiilonbo6zo tagjaiban kozds, hogy megtartottak
az oxigént vizz¢ redukalo képességiiket annak ellenére,
hogy feltételezhetden nem ez az elsddleges fiziologiai
funkciojuk (Broadwater et al., 1998; Gassner és Lippard,
1999; Gomes et al., 2001). Ezen megfigyelések alapjan
azt feltételezték, hogy az oxigén reduktaz aktivitas 6si
képessége ennek a fehérje csaladnak, és az dsi fehérjék
miikddésiik soran eliminalhattdk az oxigént az anaerob
és aerob vilag kozti atmenet soran (Gomes et al., 2001).
Ez az 6si fehérje lehetett az evolucids hajtoereje egy
hatékonyabb oxidaz kialakulasanak, az AOX és PTOX
6se. Tovabbi elonyt jelenthetett a korai oxidaz aktivi-
tas a szulfid-gazdag vildgban, mivel a fehérje rezisz-
tens lehetett a szulfidra (Azcon-Bieto et al., 1989).

2. Az aminosav azonossag a divas fehérjék kozt tal
alacsony ahhoz, hogy hagyomanyos filogenetikai elem-
zéseket tegyen lehetové, igy az AOX ¢és a PTOX ennek
alapjan nem hasonlithato 6ssze, azonban egy masik fi-
logenetikai mddszerrel, a konzervativ vaskotd szek-
vencia szakaszok segitségével egyértelmiien meghata-
rozhatdk, dsszehasonlithatok.

3. Korabbi munkak alapjan (Stenmark és Nordlund,
2003; McDonald ¢s Vanlerberghe, 2005) a kovetkezd
fajokban: Vibrio angustum, Vibrio fischeri, Vibrio
splendidus, Sphingomonas sp., Roseovarius sp., Eryth-
robacter sp., Photobacterium sp., Photobacterium pro-

fundum, Psychromonas ingrahamii, Roseobacter denit-
rificans és Thiobacillus denitrificans talalt AOX gének

vizsgalata soran nyilvanvalova valt, hogy az AOX el-
terjedt a proteobaktériumok korében. A PTOX géneket,
pedig cianobaktériumok genomjaban irtak le (McDonald
¢és Vanlerberghe, 2005).

4. Széles rendszertani tartomanyt (prokaridta és eu-
kariota fehérjéket) vizsgalo filogenetikai elemzések azt
mutatjak, hogy az AOX ¢és a PTOX egyértelmiien két
kiilon filogenetikai csoportba sorolhatd. Ez 6sszhang-
ban van azzal a feltételezéssel, hogy az 6si fehérje szét-
agazasa az AOX ¢és a PTOX iranyaba, megeldzte az
eukariotak kialakulasat (McDonald és Vanlerberghe,
2000).

Endoszimbiozis és vertikalis oroklodés

Azt feltételezik, hogy az AOX és a PTOX az elsdd-
leges endoszimbiodzis soran jutott az eukariotakba, és
ez az esemény idézte elé a mitokondrium és a kloro-
plasztisz kialakulasat. Ezt kovetden a fehérjék vertika-
lis 6roklddés és bizonyos esetekben masod, illetve har-
madlagos endoszimbidzis soran terjedtek el az eukari-
ota doménban (McDonald és Vanlerberghe 2006). Az
ezt alatamaszto bizonyitékok a kdvetkezok:

1. A jelenleg meglévd proteobaktériumokrol és
cianobaktériumokrol azt gondoljak, hogy az 6si pro-
kariotak leszarmazottai, melyek két, egymastol elkii-
16niilt endoszimbiotikus esemény soran hoztak létre a
mitokondriumot és a kloroplasztiszt (Prechtl és Maier,
2001). A fennmaradt prokariota AOX fehérjék kizaro-
lag prokariotakban vannak jelen, és az eddigi ismeretek
szerint a proteobaktériumokra korldtozddnak, az eu-
baktériumok egyetlen csoportjaban sem taldlhatok meg.
Hasonloképpen igaz ez a meglévd prokaridta tipust
PTOX fehérjékre is, kizardlag cianobaktériumokban
talalhatok, nem igazoltak jelenlétiiket egyetlen meg-
szekvenalt fototrof baktérium genomban sem.

2. Altalanosan elfogadott, hogy a mitokondriumot
eredményez6 primer endoszimbiodzis megelézte a klo-
roplasztisz 1étrejottét eldidéz6t (Prechtl és Maier,
2001). Megemlitheté néhany eukariota leszarmazasi ag
(amoebozoa, néhany protista, gombak, ichthyosporea-
nok, choanoflagellatak, és allatok), melyekrél azt gon-
doljak, hogy soha nem Iéptek kapcsolatba endoszim-
biodzis utjan a kloroplasztiszok kialakulasaért felelds
cianobaktériumokkal. Ezek az eukariotak (,,aplastidic”)
rendelkeznek AOX-al, de PTOX-al nem.

3. A ,plastidic” eukariotak kdzé sorolanddk azok a
csoportok, melyek evolucids torténetiik soran bizonyos
ideig tartalmaztak kloroplasztiszt, mely els6dleges en-
doszimbiozis sordn bekebelezett cianobaktériumoktol
szarmazott (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2005). Ez maga-
ban foglalja a Glaucocystophytakat, a ,,z61d” leszarma-
zast és a ,,piros” leszarmazast. Ellentétben az ,,aplasz-
tikus” leszarmazassal, az varhato, hogy ezek az ¢él6lé-
nyek, AOX-ot és PTOX-ot egyarant tartalmaznak. Az
elsddleges plasztiszrendszerli glaucocystophytesekben
és voros algakban mindkét, a prasinophytesek (melyek
a jelenlegi zold algak és ndvények 6sei) kdzé tartozo
Mesostigma viride és Micromonas sp. esetében pedig
a PTOX fehérje jelenlétére talaltak bizonyitékot.

4. A plasztidrendszerrel rendelkezd ¢é161ények kozé
tartoznak azok a csoportok is, melyek feltételezhetéen
masodlagos, illetve harmadlagos endoszimbidzis utjan
szerezték plasztidjukat, tehat egy eukaridta gazdasejt
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elnyelt egy zold vagy vords algat (Archibald, 2005).
Feltételezhetd, hogy ezek az él6lények rendelkeznek
AOX-al és PTOX-al egyarant. A jelenlegi zold alga
(Chlorophyta) tartalmaz AOX-ot és PTOX-ot, és az 6si
z6ld alga két egymastol fiiggetlen endoszimbiozis von-
zataként eredményezte a Chlorarachniophytak és Eu-
glenozoak kialakulasat. Mig a PTOX-ot azonositottak
a chlorarachniophyta Bigelowiella natans-ban, addig
az Euglena gracilis és Euglena longa AOX-al rendel-
kezik (Castro-Guerrero et al., 2004). A jelenlegi voros
alga Cyanidioschyzon merolae AOX-al és PTOX-al is
rendelkezik. A kdvetkezd csoportok pedig feltételez-
hetéen tartalmaznak masodlagos vords plasztiszokat:
Cryptophyta, Ciliates, Apicomplexa, Heterokonts,
Haptophyta, és Dinoflagellata. Az AOX és PTOX je-
lenlétére egyértelmill bizonyitékot talaltak ezekben a
csoportokban a Cryptophytak és Dinoflagellatak kivé-
telével. Mindazonaltal igazoltadk az AOX jelenlétét a
Perkinsus marinus esetében, mely a dinoflagellatak egy
testvércsoportja (McDonald és Vanlerberghe, 2006).

HOGYAN MUKODIK AZ AOX?

Az AOX egy membranhoz kapcsolt terminalis ki-
non oxidaz, mely szdmos faj 1€gzési elektrontranszport
lancaban megtalalhaté (McDonald, 2008). Miikddésé-
hez vas sziikséges (Bendall és Bonner 1971; Minagawa
etal., 1990). Képes kdlcsonhatasba Iépni az oxigénnel,
a membrannal, a kinonokkal és a vassal. Ellentétben a
citokrom c oxidaz utvonallal, ahol a protonpumpak a
mitokondrium belsé membranjan keresztiil gradienst
hoznak létre és ezaltal ATP képzddik, az AOX szamos
protonpumpat elkeriil (Moore és Siedow, 1991). Az al-
ternativ utvonal a citokrom utvonalbol agazik ki az ubi-
kinonnal, és képes az elektronokat kozvetleniil az
oxigénre helyezni, mikdzben viz keletkezik (Siedow
és Moore, 1993). Az AOX miikddését a sejtekben a cia-
nid jelenlétében torténd folyamatos oxigénfogyasztas
igazolja (Bendall és Bonner, 1971; Matsuyama és
Maeda, 1995; Veiga et al., 2003).

AZ AOX FIZIOLOGIAI FUKCIOI

Az alternativ 1égzés soran az energia nem raktaro-
z6dik ATP formajaban, tehat felvetddik a kérdés, hogy
miért rendelkeznek az é161ények ezzel a pazarlo 1égzési
uttal. A témahoz kapcsolodo irodalmat attekintve ki-
deriil, hogy az AOX expresszioja novekszik kiilonb6z6
biotikus és abiotikus stressz hatasokra (Juszczuk és
Rychter, 2003; Borecky et al., 2006; Castro-Guerrero et
al., 2008). Valoszintileg az AOX rugalmassagot biztosit
a légzési elektrontranszportlancnak, és ezzel elonyt je-
lent a gyakori stressznek kitett, kiilondsképpen a cito-
krom reakciout hatékonysagat korlatozo feltételek kozt
¢16 organizmusok szamara (McDonald, 2008).

Az AOX valodi szerepének meghatarozasa még va-
rat magara, de 1éteznek kiilonféle hipotézisek azzal
kapcsolatban, hogy miért létezik és melyek a fiziolo-
giai funkcioi.

Termogenezis

Az AOX egy bizonyitott funkcidja bizonyos noveé-
nyek termogenikus viragzasa. A szent l6tuszon (Ne-

lumbo nucifera Gaertn.) végzett vizsgalatok azt mutat-
tak, hogy az alternativ 1égzési ut felerdsodése felelds a
melegedésért a viragzas soran (Watling et al., 2006). A
lodog-kontyvirag (Helicodiceros muscivorus Engl.)
esetén bebizonyosodott, hogy a termogenezis ho- ¢s
szagkibocsatast eredményez €és csabitja a beporzast
végzd huslegyet (Angioy et al., 2004).

Szén metabolzimus

A 1égzési elektrontranszport lanc talredukalodhat,
amikor nagy mennyiségii szén mozog at a glikolizisen
¢s a trikarbonsav cikluson, mikdzben a kiilonboz6 sejt-
béli folyamatok nagy mennyiségben allitanak el6 re-
dukalt kofaktorokat, vagy amikor az AOX és/vagy a
citokrom Ut nem miikddik (McDonald, 2008). Az AOX
képes a redukalt kofaktorok regeneralasara, megelézve
a szén metabolizmus gatlasat a citokrém titvonal gyen-
giilése esetén (Millenaar és Lambers, 2003; Stenmark
¢és Nordlund, 2003). A NADH visszaoxidalasanak ké-
pessége nagy szerepet kap példaul a Cryptosporidium
parvum-ban, mivel ez az él6lény nem rendelkezik a tri-
karbonsav-ciklushoz sziikséges enzimekkel és a cito-
krom uttal (Roberts et al., 2004).

O, eliminacid és a reaktiv oxigéngyokok generala-
sanak szabalyozasa

A kiilonb6z6 divas karboxilat fehérjék szamos re-
akcioutat katalizalnak, azonban mindegyikiikben ko-
z0s, hogy képesek az O,-t szubsztratként hasznélni és
vizzé redukalni. Ugy vélik, az 6si divas karboxilat fe-
hérje ezen funkcidja lehetett az evolicio hajtoereje az
anaerob ¢s az aerob vilag kozti atmenet soran, amikor
a toxikus O, szintje ndvekedni kezdett (McDonald és
Vanlerberghe, 2006). Az O, eliminacid, mint elsédle-
ges képesség megmaradhatott bizonyos éldlényekben,
melyek ma is jelen vannak. Az oxigénszegény bélkor-
nyezetben ¢é16 C. parvum protista parazita szimara az
AOX teszi lehetévé a lokalizaltan megnovekedd oxi-
génszint elviselését (Putignani et al., 2004).

A felesleges O, veszélyes lehet, mert reaktiv oxi-
gén gyokok (ROS) képzddéséhez vezethet, melyek tul-
zott generaladsa oxidativ karokat okoz a mitokond-
riumban. A mitokondrialis elektrontranszportlanc je-
lentés ROS forrasnak szamit, mivel a ROS képzddés
aranya fligg a légzési komponensek redukcios allapo-
tatol. Az AOX képes a 1égzési elektrontranszportlanc
talredukalodasat megelézni és ezaltal csokkenteni a
ROS képzddés valoszintiségét (Maxwell et al., 1999;
Moller, 2001). Aktivalva az Acanthamoeba castellani
AOX-at, csokkent a H,O, produkcid, viszont ez a ha-
tas gatolhato volt benzohidroxamattal, ezért azt feltéte-
lezték, hogy az AOX védte az él6lényt az oxidativ
stresszt6l (Czarna és Jarmuszkiewicz, 2005). Ustilago
maydis esetében CN (citokrom inhibitor) jelenlétében
vizsgaltak a ROS képzddés novekedését. Azt tapasz-
taltak, hogy a magasabb AOX reakciout kapacitast mu-
tato sejtekben alacsonyabb volt a ROS képzodés mér-
téke, mint a kontrol sejtekben (Juarez et al., 2006). Po-
dospora anserina-val kapcsolatos munkak bebizonyi-
tottak, hogy az AOX expresszi6 fokozésa az élettartam
novekedéséhez vezet, valosziniileg a ROS generalas
visszaszoritasa miatt (Gredilla et al., 2000).
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Rezisztencia fémekkel, toxinokkal és mérgekkel
szemben, valamint szerep a patogenitiasban

Az AOX rezisztens tobb olyan vegyiiletre, melyek
gatoljak a COX-ot (komplex IV), vagy a komplex III-at.
Ilyen inhibitorok a kovetkezdk: szulfid (Azcon-Bieto et
al., 1989), kadmium (Castro-Guerrero et al., 2008), nit-
rogén-oxid (NO) (Huang et al., 2002), azid (Baurain et
al., 2003), antimycin A (Chae et al., 2007) és myxothi-
azol (Cournac et al., 2002). Ezek az inhibitorok a kor-
nyezetben valo béséges jelenlétiik miatt, vagy egysze-
riien a normalis fiziologiai funkciok termékeiként fel-
halmozoédhatnak a szvetekben. Az AOX gyakran for-
dul el6 szulfid gazdag kornyezetben, példaul tengeri
tiledékben €16 organizmusok kdrében (Nicholls, 1975).
Az AOX feltételezhetéen szerepet jatszik a protista
E. gracilis fém rezisztenciajaban (Castro-Guerrero et al.,
2008). Habar a kadmium csokkenti a Ill-as és IV-es
1égzési komplexek aktivitasat, az AOX viszonylag el-
lenallo ezzel a gatlassal szemben (Castro-Guerrero et
al., 2008). Tobb mint 40 patogén fajt talaltak, melyek
rendelkeznek AOX-al (McDonald és Vanlerberghe,
2006). Ennek magyarazata lehet, hogy a gazdaszerve-
zetek védelmi valaszaik soran gyakran termelnek ROS-
t vagy mérgeket, példaul CN-t, igy probalva legyézni
a behatolot. Ugy vélik, hogy az AOX szerepet jatszik
a Cryptococcus neoformans patogenézisében azaltal,
hogy javitja a gomba talélését a fagocitikus gazdasejt-
ben (Akhter et al., 2003). Az alomkorostoros (7rypa-
nosoma brucei brucei) az emlésdk véraramaban az
AOX segitségével képes a NADH-t reoxidalni és meg-
el6zni a ROS generalast (Fang és Beattie, 2003).

A CIANID REZISZTENS LEGZES SZEREPE A
CITROMSAVGYARTASBAN

A citromsav a vilag legnagyobb mennyiségben eld-
allitott anyaga, melynek ipari termeltetése elsdsorban
az Aspergillus niger nevii fonalas gombaval zajlik.
Kisebb mennyiségét ¢lesztégombaval (Yarrowia lipo-
litica) is eloallitjak.

Magas citromsav hozam csak nagymennyiségii oxi-
gén jelenlétében érhetd el. Az oxigénszintet gyakran
tiszta oxigén, vagy hidrogén-peroxid hozzdadasaval
tartjak megfeleld értéken (Clark és Lentz, 1961). Az
oxigén a citromsav produkcio mellett az AOX expresz-
et al., 2000). Az alternativ 1égzési ut soran az energia
nem ATP-ben raktarozodik, hanem hé formajaban sza-
badul fel. Kovetkezésképpen citromsavtermelés soran
a rendszer kiils6 hiitést igényel.

A citromsavtermelés folyamataban a citokrém-fiig-
g6 enzimek tevékenysége csokken, ezzel parhuzamo-
san az AOX tevékenysége novekszik (Wallrath et al.,
1991). Feltehetden az alternativ utvonal fizioldgiai je-
lentésége a redukalt kofaktorok regeneralasaban kere-
sendd. A hexoz atalakulasa citromsavva netté 1 mol
ATP és 3 mol NADH képzddését eredményezi, melyek
forgalmat korlatozza a megfeleld kapacitasu bioszin-
tetikus folyamatok hianya. Ennélfogva, a sejtek nem
igényelnek sok ATP-t és a valtas a citokrom-fiigg6 1ég-
z¢strdl az alternativ modra lehetévé teszi a NADH ujra-
oxidalasat anélkiil, hogy ezzel egyidejiileg ATP terme-
16dne (Karaffa és Kubicek, 2003). A citromsavtermelés
soran két kritikus pont kiilonbdztethetd meg, az egyik
a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz kofaktor el-
latottsaga, a masik a terminalis oxidacié miikodése,
mely ATP-t termelne és ezzel allosztérikusan gatolna
a frukt6z-1,6-biszfoszfat képzodését (Net 1).

Az A. niger AOX-ot kodoldé cDNS-ét, mar klonoz-
tak E. coli-ba (Kirimura et al., 1999). Azonban még
nem vizsgaltak, hogy citromsavtermelés ratadjara mi-
lyen hatassal lehet az AOX ttltermelédése. Késébb 1ét-
rehoztak egy technikat az aox/ expressziojanak vizsga-
latahoz. Egy aox-egfp fuzids gént transzformaltak
A. niger-be. Az igy 1étrehozott torzs az AOXEGFP-1.
A beépitett gén AOX enzimet kodol és felerdsiti a zold
fluoreszcens proteint (EGFP). Ezaltal megvalosithato
az aox] expresszidjanak vizudlis analizise a micélium
karositasa nélkil (Kirimura et al., 2006). Megallapitot-
tak, hogy nincs olyan gén vagy régio az A. niger kro-
moszomajaban, mely homolog az aox/-gyel (Hattori
et al., 2009).
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