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Bevezetés

Annak ellenére, hogy a természetben szadmos mikroorganizmus képes a
nikotinsavat (NA) nitrogénforrasként hasznositani, a lebontas folyamatat eddig
csak prokariotak esetében tanulmanyoztak. Eukaridtakban teljesen ismeretlen a
katabolizmus folyamata annak ellenére, hogy az Aspergillus nidulans-rol mar az
1970-es évek ota tudjak, hogy képes a NA hasznositdsara és jellemezték a
lebontési ut elsd 1épését végzd enzimet, a PHII-t (késdbbiekben HxnS), valamint
NA-at nem hasznositd6 mutansokat izolaltak. A PHII megismerése érdekes modon a
purin hasznositasi utvonal vizsgalatadhoz kapcsolodik. A purin hasznositési
utvonalban szerepld hxA gén termékérdl, a purin hidroxilaz I (PHI) enzimrél régota
ismert, hogy képes a hipoxantint (Hx) xantinnd, majd a xantint hagysavva
alakitani. A hxA génre nézve mutans torzsek elemzése soran fedezték fel a PHII
enzimet, amely szintén képes a Hx-t =xantinnd alakitani, azonban a
xantin—hugysav atalakitisra képtelen. A vizsgalatok soran kideritették, hogy a
PHII enzim a Hx mellett a NA-at is képes szubsztratként hasznositani és azt 6-
hidroxi-nikotinsavva (6-NA) alakitani. A 2000-es években kutatocsoportunk
megkezdte az els6 eukariota NA lebontasi utvonal felderitését A. nidulans
modellszervezetben. Kisérleteink soran azonositottuk a PHII enzimet kodold hxnS
gént (AN9178), valamint a lebontasi Uitvonal transzkripcids faktoranak génjét, a
hxnR-t (AN11197). Az ezekkel szomszédos gének vizsgalata soran tovabbi négy
olyan gént (hxnT, hxnY, hxnP és hxnZ) talaltunk, amelyek a hxnS-hez hasonléan a
hxnR gén szabalyozasa alatt allnak és kifejez6désiik a NA-tol és annak downstream
szarmazékaitol fiigg. A felfedezett hat génbdl allo klasztert NDC1-nek neveztiik el.
Munkank sordn az NDCI1 klaszterbe tartozé génekre nézve delécidos mutansokat
hoztunk Iétre, melyek kiilonb6zd nitrogénforrasokon végzett ndvekedési tesztjei
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy tovabbi, még ismeretlen gének is

részt vesznek a NA lebontasanak folyamataban.



Célkitizések

Az 1970-es években izolalt hxn6 mutans torzs A. nidulans génbank
transzformalasaval célul thztik ki tovabbi, NDCI1 klaszteren kiviili, NA
hasznositasban részt vevo gén(ek) azonositasat.

Célul tuztik ki az azonositott 1) gén(ek) és a szomszédos gének
(RT-gPCR) torténé transzkriptum analizissel vad tipust torzsben és hxnR
funkciovesztéses mutansban nem indukalt és 6-NA-val indukalt koriilmények
kozott. Az NDC1 génekkel mutatott koregulacio esetén a vizsgalat igazolja az
1) gén(ek) NA katabolikus utvonalhoz valo tartozasat, valamint a vizsgalat
szomszédos génekre torténd kiterjesztése lehetdséget nyujt egy 1) génklaszter
azonositasara.

A genom adatbazisokban elérhetd gombagenomok Gsszehasonlitd in silico
elemzésével vizsgalni kivantuk az NDCI1 klaszter génjeinek és az 0j gén(ek)
kromoszéma lokalizadciés mintazatat (szinténia vizsgalat) evolucids
Osszefliggések feltarasa céljabol.

Amennyiben az azonositott uj gén(ek) regulacioja 6sszhangban van az NDC1
klaszter génjeivel, akkor a szoban forgd gén(ek) kiiitésével delécids
mutans(ok)  eldallitasat  terveztik, amely(ek) novekedési tesztjei
bizonyithatjak, hogy a deletalt gén(ek) terméke valdban a katabolikus
utvonalban szerepel. A ndvekedési teszteket NA-at és a kereskedelemben
forgalmazott szarmazékait tartalmazd taptalajok bevonasaval terveztiik
elvégezni.

Mivel a hxnTA és hxnYA mutansok novekedési tesztjei (Amon, 2018) azt
sugalltdk, hogy a NA lebontas nem egyetlen utvonalb6l all, hanem alternativ
utvonalak vesznek benne részt, célul tliztiik ki a hxnS, hxnT és hxnY génekre
nézve dupla- és tripla delécios mutansok 1étrehozésat és ezek nitrogénforras
hasznositasi képességének vizsgalatat. A halmozottan delécios mutansok a
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HxnT ¢és HxnY utvonalban betoltott szerepének tisztazasahoz is
hozzajarulnak majd.

Célul tliztiik ki, hogy miel6tt in silico fehérje elemzést végziink, kisérletes
uton meghatarozzuk az Gjonnan azonositott gén(ek) cDNS szekvenciajat és
Osszehasonlitjuk a génbank altal feltételezett cDNS szekvenciaval.

Célul tiztik ki tovabba az 0j gén(ek) altal kodolt fehérje(ék) lehetséges
funkcidinak feltarasat in silico elemzéssel.

Tovabbi célkitiizésiink annak felderitése volt, hogy a katabolikus utvonal
milyen intracellularis térben zajlik. Ezt a lebontasi utvonal mar ismert és
Ujonnan azonositott tovabbi génjeinek zold fluoreszcens fehérjével (GFP)
vizsgélataval terveztiik végrehajtani.

Tovabba  célul  tOztik ki, hogy  gazkromatograffal  kapcsolt
tomegspektrometria  (GC-MS) és  folyadékkromatograffal  kapcsolt
tomegspektrometria (HPLC-MS) analizist végziink, melyekhez tovabbi
delécios torzseket hozunk létre. Az Gsszes delécids mutdns metabolitjainak
elemzésével célunk a katabolikus utvonal koztes metabolitjainak

meghatarozasa és végso soron a teljes lebontasi utvonal megismerése.



Alkalmazott modszerek
Mikrobioldgiai eljarasok
E.coli és A. nidulans torzsek tenyésztése taptalajon és folyadék kultaraban,

novekedési tesztek.

Molekularis technikak

DNS ¢és RNS izolalasa A. nidulans-bol; c¢DNS szintézis; A. nidulans
transzformalas; kompetens E. coli készitése, kémiai transzformalas; plazmid
kivonasa E. coli-bol; PCR, gRT-PCR, Double-Joint PCR; DNS gélelektroforézis;

Southern analizis, molekularis klénozas; Sanger szekvenalas

Egyéb médszerek
A. nidulans térzsek heterozigéta keresztezése; GFP-fazids konstrukciok készitése;

fluoreszcens mikroszkopia; In silico vizsgalatok; GC-MS és HPLC-MS analizis



Eredmények

A hxn6 torzs mutacidojanak és az NDC2 klaszter génjeinek azonositasa

Annak érdekében, hogy kideritsiik, melyek a NA lebontasban szerepet
jatszo, eddig ismeretlen gének, egy, az 1970-es évekb0l szarmazo hxn6 elnevezésii
mutdns vizsgalataba kezdtiink, amely nem képes nitrogénforrasként hasznositani
sem a NA-at, sem pedig a 6-NA-at, a mutacio pedig az NDC1 klaszterben talalhato
hxn$S és hxnR 16kuszoktol kb. 40 kb tavolsagra térképezték. A hxn6 mutans torzsbe
A. nidulans génbank transzformalast hajtottunk végre és direkt szelekcio
alkalmazasaval izolaltunk egy NA hasznositdo transzformanst. A hxn6-ot
komplementalé génbank plazmid menekitését kovetden szekvenalas segitségével
az AN11187 génben azonositottuk a hxn6 mutaciot. Az AN11187 (kés6bbickben
hxnV) az NDCI1 klasztertdl mintegy 40 kb tavolsagra helyezkedik el. A hxn6 egy
G1171A nunkleotid cserét hordoz, amely a kddolt fehérjében W296STOP AS
cserét okozva lancterminaciot eredményez. Ezt kovetden megvizsgaltuk a hxnV,
valamint az ezzel szomszédos AN9159, AN11172, AN9161, AN9162 és AN9163
gének kifejez6dését qRT-PCR segitségével a hxnR* és hxnRA torzsekben nem
indukalt és indukalt (I mM 6-NA-val torténé indukcio) koriilmények kozott. A
hxnV, AN11172 és AN9161 gének koregulaciot mutattak az NDC1 génekkel
(kifejez6déstik HxnR és NA szarmazék fiiggést mutatott), igy a NA katabolikus
uthoz lehetett Gket kapcsolni. Az AN11172 és AN9161 géneket hxnW-nek és
hxnX-nek neveztiik el. A NA lebontasi Gitvonal génjeiként azonositott hxnV, hxnW
és hxnX gének az NDC1-t61 40 kb tavolsagra a VI-os kromoszéman egy Ujabb

klasztert alkotnak, amelyet NDC2-nek neveztiink el.



In silico homolégkeresés és az NDC3 klaszter génjeinek azonositasa

Korabbi in silico vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy szamos
gombarendben megtalalhatéak az NDC1 gének ortologjai. A NA katabolikus
génklaszterek evolvalodasanak megismeréséhez egy kiterjedt in silico analizist
végeztiink el kozel 200 Pezizomycotina genomon, szinténiat figyelembe vevo
ortologkeresési eljarassal, a JGI Fungal Genome Portal adatbazisat hasznalva.
Erdekes médon a legtobb gombafajban az NDCI és NDC2 génjei egyetlen
klaszterbe szervezédnek. A génsorrend vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy bizonyos
gének génparokba rendezddve erds konzervaltsagot mutatnak. A génparokat alkotd
gének koziil kettd szamunkra ismeretlen volt. Ezek az AN6518 és az AN10833
géneknek feleltek meg az A. nidulans-ban, melyek az 1. kromoszéman egymas
mellett helyezkednek el.

A két ujonnan felfedezett gén (AN6518 és AN10833, a késébbiekben
hxnM és hxnN) esetében is transzkript analizissel vizsgaltuk a génkifejez6dés
a NA katabolikus uthoz kapcsolhatéak. A két gén altal alkotott klasztert NDC3-nak

neveztik el.

cDNS szekvenalas

Az NDC2-be és NDC3-ba tartoz6 gének cDNS szekvencidinak kisérletes

uton torténd azonositasa soran fényt deritettiink arra, hogy az AspGD adatbazisban

szerepld intronok a hxnV gén esetén nem helytalloak.



Az NDC2 és NDC3 Kklaszterekben kédolt fehérjék in silico analizise

Az ujonnan felfedezett két klaszterbe tartozd gének funkcidjanak
megismeréséhez in silico fehérje elemzést végeztiink el, melynek eredményei
alapjan a kovetkezdket kaptuk:

e A HxnV valészinileg egy FAD-fiiggé fenol-monooxigenaz, amelynek
szubsztratja feltehetéen a 2,5-dihidroxipiridin (2,5-DP).

e A HxnX egy N-terminalis FAD-k6t6 doménnel rendelkezd fehérje, mely
monooxigenazokkal mutat homoldgiat, szubsztratja pedig valosziniileg a 6-
NA és a 2,5-DP koztesterméket hozza 1étre.

e A HxnW fehérje vizsgalataink alapjan rovid lancu dehidrogendz/reduktaz
(SDR) szupercsalad tagjaival, oxidoreduktazokkal ¢és NAD(P)-kotd
fehérjékkel mutat homologiat. Feltételezhetéen vagy ketoreduktazként
mitkodik, vagy dekarboxilaciot végez a NA lebontas valamely aromas
koztestermékeén.

e A HxnM valdsziniileg egy amido-hidrolaz, amely a NA lebontas egy telitett
piridingylriivel rendelkezé koztestermékét hasitja fel egy szén és egy
nitrogén molekula kdzott.

e A HxnN egy amidaz, amely valdszinileg lehasitja egy felnyilt gylirQis
szerkezetli  koztestermék  amid  csoportjat, mely ezt kovetéen

nitrogénforrasként hasznosulhat.

A hxnS, hxnT és hxnY génekre nézve halmozottan deléciés mutinsok

1étrehozas

Korabbi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a hxnS, hxnT és hxnY
gének a lebontasi tutvonal kezdeti Iépéseiben jatszanak szerepet. Ennek
bizonyitasara hxnShxnTA, hxnSA/hxnYA, hxnTA/hxnYA és  hxnShxnTA/hxn¥A
mutans torzseket hoztunk létre. Ezek kiilonb6z0 nitrogénforrasokon végzett

novekedési vizsgalatai soran azt vettiik észre, hogy a hxnShxnTA4 és
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hxnShxnTA/hxnYA torzsek nitrogénforrasként 6-NA-at tartalmazo taptalajon a vad
tipushoz képest sokkal er6sebb novekedést mutattak. Erre a meglepd fenotipusra
magyarazat lehet, hogy a hxnShxnT4 duplamutins el6allitasat egy kozos
szubsztiticios kazetta transzformalasaval végeztiik, igy ez a tdrzs nem tartalmazza
létrehoztunk egy olyan mutans torzset, amelyben a promoter régiot nem érintette a
delécio. Azonban 6-NA nitrogénforrason ez a tdrzs ugyanolyan erds novekedést
mutatott, mint a promoétert nem tartalmazé mutans. A fenotipus magyarazatanak

megismeréséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az NDC2 és NDC3 Kklaszter génjeire nézve delécios mutansok létrehozasa és

vizsgilata
A lebontas folyamatanak megértéséhez az NDC2 (hxnV, hxnW és hxnX) és

NDC3 (hxnM ¢és hxnN) klaszterbe tartozé génekre nézve deléciés mutansokat
hoztunk  1étre, és  novekedési  képességiiket  vizsgaltuk  kiillonbozo
nitrogénforrasokon. Az Allopurinollal (Allp, a PHI inhibitora) és 100 uM NA-val,
vagy 6-NA-val kiegészitett Hx diagnosztikus taptalajon végzett novekedési tesztek
alapjan, ahol a Hx hasznositasat egyediil a HxnS enzim végzi, megallapitottuk,
hogy a HxnM és a HxnN a katabolikus tvonal valodi inducerének (mely nem a
NA, vagy a 6-NA) termelddését kovetd 1épésekért felelések, mig a HxnV, HxnW
és HxnX a valddi inducertdl ,,upstream” vesznek részt a NA lebontasaban. Amikor
a NA-at és 6-NA-at nitrogénforrasként alkalmaztuk a axnVA, a hxnX4, és a hxnMA
mutdnsok koziil egyik sem volt képes néni, a hxnWA mutans pedig ,leaky”
novekedést mutatott. Mindezek alapjan gy tinhet, hogy a HxnV, HxnX és HxnM
a lebontasi ut elagazas nélkiili agan, a HxnW pedig az alternativ agon miikodve
jatszik szerepet a NA lebontasanak folyamataban. A hxnNA torzs esetében latott

redukalt novekedés a NA és 6-NA nitrogénforrason, arra utalt, hogy nem a HxnN



az egyediili amidaz a katabolikus ut végén, amely az amid csoport lehasitasaért

felel.

Az NDC2 és NDC3 gének deléciéinak Konstitutiv_hxnR (hxnR°) hattérbe

juttatasa és a létrehozott mutansok vizsgalata

Azért, hogy a lebontasi it génjeinek funkcidjat az egyes mutansokban az
enzimmiikddés hianyaban felhalmozodod metabolitokon keresztiil vizsgalhassuk,
biztositanunk kellett az Gitvonalgének expresszidjat a valodi inducer termelddésétol
fiiggetlenitve. Ezt egy konstitutiv hxnR (hxnR®) allél kifejeztetésével tudtuk
biztositani, ezért minden hxn deléciés mutanst hxnR°7 hattérbe kereszteztiink és
vizsgéltuk a N-forras hasznositasukat, valamint metabolit profiljukat. A HxnR
kifejez6dése és a HxnS enzim aktivitasa miatt azt vartuk, hogy minden mutans
néni fog, ha az Allp-lal kiegészitett Hx taptalajhoz NA-at vagy annak downstream
szarmazékait adagoljuk indukilé szer mennyiségben. Erdekes moédon az 1 mM
NA-val, vagy 6-NA-val kiegészitett diagnosztikus Hx taptalajon a hxnVA hxnR°7
torzs nem képes noni, a hxnWA hxnR°T pedig redukalt novekedést mutat,
ugyanakkor 100 pM mennyiségben adagolva a NA-at, vagy 6-NA-at ezek a
torzsek vad tipustt modon novekedni tudtak. A jelenség oka a kdztes metabolit
konstitutiv hattér miatti tulzott felhalmozodasa lehet, mely feltehetbleg toxikus a
torzs szamara, vagy inaktivalja a transzkripcios faktort.

A hxnVA hxnR°7 torzset urea nitrogénforras mellett adagolt 10 mM NA-
on, vagy 10 mM 6-NA-on tenyésztve kék szinii pigmentképz6dést figyeltiink meg
a telep koriil a taptalajban. Ehhez hasonld jelenséget baktériumok esetében
(Bacillus és Pseudomonas fajokban) mar leirtak és ugy gondoljadk, hogy a
bakterialis kék pigment nem-enzimatikus uton képz6dé azakinon, amely telitetlen
tri-hidroxilalt piridin szarmazékbol képzodik. Jelenleg zajlanak a P. putida és az A.
nidulans esetében termel6d6 kék pigmentek Osszehasonlitasara és azonositasara

iranyul6 GC-MS vizsgalatok.



A pigmentképzodés vizsgalatanak céljabol hxnYA/hxnVA  hxnR°7,
hxnTA/hxnVA hxnRC7, hxnWhxnVA hxnRT és hxnXhxnWhxnVA hxnR7 muténs
torzseket hoztunk létre. A hxnVA hxnRC7 torzs és az Gjonnan létrehozott mutdns
torzsek tapoldatban torténd novesztése sordn vizsgaltuk a pigment megjelenését.
Mivel csak a hxnX delécié akadalyozta meg a pigment képzddését, ezzel
kisérletesen bizonyitottuk, hogy a HxnX a HxnV el6tt mikodik az Gtvonalban,

ahogy azt mar a korabbiakban is feltételeztiik.

A HxnV és HxnX fehérjék intracellularis lokalizaciojanak vizsgalata

A NA katabolikus utvonal feltarasanak keretén beliil kivancsiak voltunk
arra is, hogy az egyes katabolikus 1épések milyen intracelluldris kompartmentben
zajlanak. Az ttvonal enzimek lokalizacidjanak vizsgalata céljabol in silico
lokalizacios szignal keresés utan létrehoztuk és vizsgaltuk a GFP fuzios HxnV és
HxnX fehérjék intracellularis kompartmentalizaciojat. A HxnV feltételezhetden a
citoplazmaban, vagy valamely membrannal koriilhatarolt kompartmentben, a

HxnX pedig a peroxiszomakban lokalizalodik.

GC-MS ¢és HPLC-MS  vizsgalatok szimpla ¢és halmozottan delécios

mutansokkal

GC-MS ¢és HPLC-MS vizsgalatokat inditottunk el a NA katabolikus ut
metabolitjainak azonositisa céljabol. A vizsgalatok soran a konstitutiv hxnR°®
hattérbe juttatott szimpla deléciés torzseket hasznaltuk, valamint a
keresztezésiikkel 1étrehozott halmozottan delécids mutdnsokat (hxnMA/hxnXA4,
hxnMA/hxnVA, hxnMA/hxnWA).

Az eddigi GC-MS ¢és HPLC-MS eredményeink Osszhangban allnak a
novekedési tesztek eredményeivel. A hxnX4, hxnWA, hxnVA és hxnMA szimpla és
hxnMA/hxnX4, hxnMA4/hxnVA4 és hxnMA hxnWA duplamutans torzsek vizsgélata

elére vetitette, hogy a HxnW mellett valoszintlileg a HxnV és HxnX enzimek egy
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masik alternativ utvonalon jatszanak szerepet. A hxnSA, hxnTA és hxnYA szimpla
¢és a halmozottan deléciods torzsek analitikai vizsgalatainak eredményei tdmogattak
az alternativ Ut 1étezését a NA katabolikus folyamatban. Eredményeink alapjan az
alternativ Utvonalak egyik agan a HxnS utan elébb a HxnX, majd a HxnV
kovetkezik, a masik agan pedig a HxnW mikodik. A HxnY és HxnT helyzete
ezeken az alternativ utakon jelenleg nem meghatarozott. A delécids tdrzsekben
vizsgéltuk, hogy milyen koztes metabolitok halmozddnak fel a NA-on, vagy 6-NA-
on torténd inkubalas soran. Azt figyeltik meg, hogy a nagy mennyiségben
felhalmozdodo metabolitok egynél tobb torzsben voltak megfigyelhetok (igazolja a
reverz iranyu folyamatok meglétét), kivéve a 2,5-DP és egy 131 g/mol
molekulasulyt komponens esetén. A 2,5-DP felhalmozddast kizardlag a hxnVA
hxnR°®7 torzsben tapasztaltunk, mely alapjan valosziniisithetjik, hogy a HxnV
enzim szubsztratja a 2,5-DP. A 131 g/mol molekulkastlyt komponens kizardlag a
hxnWA  hxnR°7T torzs esetében halmozodott fel. A komponens szerkezeti
azonositasara iranyuld elemzések alapjan ez a metabolit valdsziniisithetéen az
1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-triol, mely a HxnW szubsztratja lehet. Meglep6
moddon a 6-NA szubsztratbol kiinduld vizsgalatok soran a hxnVA, hxnWA és hxnX4
mutansokban NA felhalmozoddast figyeltiink meg, amely ravilagitott arra, hogy a
lebontas soran a cellularis kornyezetben a 6-NA képes NA-va visszaalakulni, és
lehetséges az is, hogy a 6-NA-t6l downstream metabolitok esetén is torténhet

visszaalakulas.
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Osszefoglalas

Jelen munka soran:

........

felfedeztiik az NDC2 klasztert alkotd hxnV, hxnW és hxnX géneket
Kozel 200 Pezizomycotina gombagenom 6sszehasonlitd in silico elemzése
soran felfedeztiink tovabbi két, a NA lebontasban szerepet jatszo gént, a
hxnM és hxnN géneket, melyek az NDC3 klasztert alkotjak
cDNS szekvenalas segitségével megallapitottuk, hogy a hxnV gén cDNS
szekvenciaja helyteleniil szerepel az adatbazisban
Szamos szimpla és halmozottan deléciés mutans torzset hoztunk létre a
NA katabolikus ut feltarasa érdekében:
o hxnSA4::pabaA”, hxnSA/hxnTA, hxnSA/hxnYA, hxnTA/hxnYA,
hxnSA/hxnTA/hxnYA
o  hxnVA, hxnXA, hxnWA, hxnMA, hxnNA
o hxnMA/hxnVA, hxnMA/hxnXA, hxnMA/hxnWA
o hxnYA/hxnVA, hxnTA/hxnVA, hxn WhxnVA, hxnXhxn WhxnVA
A létrehozott delécids mutansok NA hasznositasi vizsgalatai soran
megallapitottuk, hogy:
o a hxnV, hxnW, hxnX, hxnM gének a lebontasi Gtvonal 6-NA utani
Iépéseiben jatszanak szerepet
o a hxnV és hxnX gének az Utvonal valdodi inducerének létrejotte elétt
vesznek részt a lebontasban
o ahxnW valdsziniileg egy alternativ utvonalban jatszik szerepet
HxnV-GFP és GFP-HxnX konstrukcidkat kifejez6 torzseket hoztunk 1étre,
melyek fluoreszcens mikroszkopos vizsgélata soran megallapitottuk, hogy
a HxnV a citoplazmaban, vagy valamely membrannal koriilhatarolt

kompartmentben, a HxnX pedig a peroxiszomakban lokalizaclodik
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e A HPLC-MS vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a hxnV szubsztratja
a 2,5-DP, a hxnW szubsztratja pedig az 1,2,3,6-tetrahidro-piridin-2,3,6-

triol, valamint hogy a lebontas 1épései visszafelé is mitkodnek
Eredményeink jelentdsen hozzajarultak a NA katabolikus ut feltarasahoz, de az
utvonal teljes felderitése tovabbi kisérleteket igényel. Elképzelésiink szerint a
hxnS, hxnT, hxnY, hxnV, hxnW, hxnX, hxnM és hxnN delécidkra nézve halmozottan
delécios mutansok létrehozasa minden kombinacioban megoldast fog nytjtani az

eddig még nem tisztazott katabolikus 1épéseket felderitésére.
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