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1. BEVEZETO

1.1. Jaromsporas gombak altalinos bemutatasa

A jaromsporas gombak (zygomycetes) a korabbi csoportositds szerint a Zygomycota
torzsbe tartoztak, azonban ez az elnevezés napjainkban mar nem helytalld. Ezen csoportositas
egységes, polifiletikus torzsbe sorolta a jaromsporas gombak koze tartozo fajokat (Barr 1992;
Benny ¢és mtsai. 2001). A jaromsporasok a fonalas gombak egyik legsoksziniibb ¢&s
legjelentésebb csoportja. Tulnyomd tobbségiik talajban, komposztban, korhadékban rothado
gylimolcsokon, zoldségeken €16, szaprotrof szervezet, azonban fonalférgek és egyéb
gerinctelenek, rovarok patogénjeit vagy parazitdit, gazdanovények gyokérszovetében
arbuszkulumokat képzé endomikorrhiza-gombakat is taldlunk kozéttiik. Ujabban a csoportba
tartozd gombakat Mucoromycota és Zoopagomycota torzsekre osztottak fel. Az 1) felosztast az
utdbbi évtizedekben zajlo részletesebb morfologiai és molekularis vizsgalatok kovetelték meg

(Spatafora és mtsai. 2016) (1. abra).
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1. abra: A jaromspoéras gombak felosztasa (Spatafora és mtsai. 2016; Walther és mtsai. 2019).

A Zoopagomycota torzs magaba foglalja az Entomophthoromycotina, a
Kickxellomycotina €s a Zoopagomycotina altorzseket, melyek kozott fellelhetiink allatparazita,
valamint kommenzalista fajokat is. Ugyancsak ide tartoznak a régebbi Zygomycota-hoz kiilon

Trichomycetes osztalyként besorolt gombak is (Benny €s mtsai. 2014; Spatafora és mtsai. 2016;



Lee és Idnurm 2017). A Mucoromycotdk (Mucormycotina, a Mortierellomycotina ¢és
Glomeromycotina altdrzsek) kozott talalhatoak meg a mai értelemben klasszikusnak tekinthetd
jaromspoéras gombak. Kozds jellemzdjiik tobbek kozott a gyorsan novo, dusan elagazo
micélium, a valaszfal nélkiili conocitikus szervezddésii hifak, a sporangiumokban ivartalanul
képz6dé sporangiospordk, valamint a kitin-kitozan sejtfal. Vizhez nem kot6dé ivaros
melyrdl a csoport a nevét is kapta. Az utdbbi vastag falu, jellegzetes alaku képletet gyakran
rovid hifakbol allo csomo alkotja (Alexopoulos €s mtsai. 1996; Richardson 2009; Spatafora és
mtsai. 2016). Altaldban széles szubsztrat spektrumi kozmopolitdk, melyek egyarant képesek
szamos szénforras asszimilalasara és kiillonféle metabolitok eldallitasara (Benny és mtsai. 2001;
Taherzadeh és Edebo 2009). Egyes fajokra jellemzd a morfologiai dimorfizmus, melynek
soran, fO0ként a magas hexoztartalmu és/vagy oxigénhianyos kornyezetben, a gombak képesek
a fonalas novekedés mellett élesztdszertien is novekedni.

A jaromsporas gombak ipari és biotechnoldgiai jelentdsége is emlitésre méltd. Szamos
képviseldjliket alkalmazzdk a gyogyszer- és élelmiszeriparban, extracellularis enzimek (példaul
lipaz, proteazok, amilazok, cellulazok, renin), alkoholok, telitettlen zsirsavak, karotinoidok
termeltetésére, illetve szteroidvazas vegyiiletek sztereospecifikus hidroxilalasara (Carter 1988;
Madyastha és Srivatsan 1987; Outtrup és Boyce 1990; Godtfredsen 1990; Yamada 1992; Ward
1995; Tturriaga és mtsai. 2000, 2001; Mehta és mtsai. 2003; Dufossé 2006; Iturriaga és mtsai.
2008). Egyes torzseket szerves savak (példaul fumarsav, tejsav) eldallitdsara hasznalnak (Skory
¢s Ibrahim 2007; Zhang ¢és mtsai. 2007; Huang ¢s mtsai. 2010; Liaud és mtsai. 2015).
Eléfordulnak koztiik olyan fajok is, amelyeket szteroidok, terpenoidok €s mas fontos kémiai
vegyiilet biotranszformdaciojanal alkalmaznak (Hiittel és Hoffmeister 2011; Benny és mtsai.
2014; Morin-Sardin és mtsai. 2017). Ugyanakkor bioiizemanyagok (példdul bioetanol,
biodizel) ipari szintli eldallitdsdban is jelentds szerepet tolt be szdmos faj (Ferreira és mtsai.
2013; Papp és mtsai. 2016). A jaromsporas gombak kozott akadnak olyanok is, amelyeket mar
évszdzadok oOta hasznalnak starterkultiraként hagyoményos, tavol-keleti, erjesztett szo6jabab-
¢és rizsalapu ételek (tempeh, tofu, ragi), valamint italok (sofu) elkészitéséhez (Nout és Kiers
2005; Tamang és Thapa 2006; Nout és Aidoo 2011). Egyes eurdpai orszagokban tejtermékek
(sajtok, egyéb) eloallitasara alkalmazzdk oket (Morin-Sardin és mtsai. 2017). Akadnak
kozottik €lelmiszeripari és mezdgazdasagi termények raktari kartevoi is. Ezen fajok jelentds
része a Mucorales rendbdl keriil ki (Michailides ¢s Ogawa 1985; Devoyod 1988; Csernetics €s
mtsai. 2005). Szadmos fajt opportunista humanpatogénként is leirtak mar. Ezek sulyos

fert6zéseket okozhatnak a legyengiilt immunrendszerii betegekben (Ribes és mtsai. 2000;



Walsh ¢és mtsai. 2004; Chayakulkeeree és mtsai. 2006; Papp és mtsai. 2008). Az
entomophtoromikozisokat a Zoopagomycota térzs Entomophthorales rendjének fajai, mig a

mucormikézisokat a Mucoromycota torzs Mucorales rend képviseléi okozzak (Kwon-Chung

2012).

1.1.1. A Mucorales rend

A jaromsporas gombak legvaltozatosabb csoportja a Mucorales rend, amely 13 csaladot,
55 nemzetséget és megkozelitéleg 300 fajt foglal magaba (Lee és Idnurm 2017; Walther és
mtsai. 2019; Tahiri és mtsai. 2023) Gyakorlati és kutatasi szempontbol egyarant fontos
nemzetségek sorolhatok ezen rendbe. Ilyenek példaul a Lichtheimia, Gilbertella, Micromucor,
Mucor, Phycomyces, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek. Nem szeptalt micélium, nagy
tomegli hifaképzés és intenziv novekedés mellett, magas so6- és cukorkoncentracio tird
képesség jellemzi a rend torzseit. Kozottiik optimalis ndvekedési hdmérséklet szempontjabol
talalunk pszichrofil és termofil fajokat is. Legtobbjlik szaprotrof, foként talajban, korhado
novényi részeken, szerves komposzt maradvanyokon eléforduld szervezet. Igen nagy karokat
tudnak okozni példaul élelmiszer feldolgozd lizemekben, mivel szamos torzs a raktarozott
gylimolcsok ¢és zoldségek kartevdje (Ray és Ravi 2005). A korabban mar emlitett
mucormikézist okozé human patogén térzsek mellett a Mucorales gombak kozott fellelhetiink
néhany novényi korokozo fajt is (Srivastava és Walker 1959; Cruz-Lachica és mtsai. 2016).
Ipari felhasznalhatosaguk sokrétli, a keményitd hidrolizise mellett példaul oxalsav, fumarsav,
tejsav, ecetsav €s vajsav eldallitasara is alkalmazzdk egyes képviseldiket (Outtrup és Boyce

1990; Ferreira és mtsai. 2013).

1.1.2. A Rhizomucor nemzetség

A nemzetség két fajt foglal magaba, a Rhizomucor pusillus-t €s a Rhizomucor miehei-t.
Termofil természetiik és jellegzetes morfoldgiai tulajdonsdgaik, mint példaul a sztélonok,
rhizoidok és a tobbszordsen elagazd sporangioforok jelenléte egyértelmiien megkiilonbozteti
Oket a Mucorales rend tobbi tagjatol (Lukdcs ¢és mtsai. 2004). Jellemz6é tagjai a
komposztalasban részt vevé mikrobakozosségeknek. Mindezt a 37-40 °C-os optimalis fejlodési
homérseklet, valamint extracellularis enzimkészletiik teszi lehetdvé, melynek kdszonhetéen a
szerves maradvanyokat képesek hatékonyan lebontani (Van Heerden és mtsai. 2002; Langarica-
Fuentes és mtsai. 2014; Hiittner és mtsai. 2018). A nemzetségbe tartoz6 egyes torzseket lipaz
és proteaz termeld képességiik miatt elOszeretettel alkalmazzdk biotechnoldgiai ¢és

¢lelmiszeripari célokra. A Rhizomucor lipazokat a vegyiparban hasznositjak elsOsorban,



kiilonféle szintetikus és hidrolitikus reakcidk katalizalasaban (Rodrigues és Fernandez-
Lafuente 2010). A R. miehei savas protedza kiemelkedd jelentdségli a tejet koaguldlni képes
mikrobidlis protedzok kozott. Ezen protedzok hasznalata soran, nagyobb specifitasuk és
hatékonysaguk (a borju oltdenziméhez képest) miatt, jobb mindségli sajt nyerhetd (Alves és

mtsai. 2005).
1.2. A galaktozidaz enzimek

A szubsztratumuk kovalens kotéseit viz jelenlétében bontd enzimeket hidrolazoknak
nevezzilk. Oligo- és poliszacharidazokat kiilonboztetiink meg szubsztratumuk monoszacharid
szamatol fliggden. Az oligoszacharidazok csoportjaba tartoz6 galaktoziddzok 2-10 egyszerii
cukormolekulabol all6 és termindlis galaktézt tartalmazd szénhidratokat, avagy
galaktoszacharidokat bontanak. Megkiilonboztetiink a- és -galaktoziddaz enzimeket, aszerint,
hogy a galaktéz kotésben részt vevd glikozidos hidroxilcsoportja a vagy B térallasti (Havas

2015).

1.2.1. a-Galaktozidaz

A hidrolazok csoportjaba tartozé a-galaktozidaz (melibidz, o-D-galaktozid-
galaktohidroldz, EC 3.2.1.22), az oligo- és poliszacharidok terminalis a-galaktozil-részeinek
hidrolizisét katalizalé enzim. Szdmos mikroorganizmus szintetizélja, emellett névényekben
(fokeént hiivelyesekben ¢és zoldségfélékben) €s az emberi szervezetben is megtalalhatoak
(Marraccini €s mtsai. 2005). Ipari eléallitasuk is lehetséges, melyre Aspergillus niger torzseket
hasznalnak. Ipari felhasznaldsat tekintve ezen enzimeket a cukoripar, pép és papiripar,
¢lelmiszer-, takarmanyfeldolgozas, szo6ja alapu élelmiszerek és allateledel gyartasanal, valamint

étrend-kiegészitOkben hasznaljak (Ju és mtsai. 2019).

1.2.2. B-Galaktozidaz

A szacharid bonto hidrolazok csaladjaba tartozo B-galaktozidaz (laktaz, B-D-galaktozid-
galaktohidroldz, EC 3.2.1.23) enzim a [B-galaktozidokban a glikozidos kotések hidrolizisét
katalizalja (Nath és mtsai. 2014). Ilyen hidrolizis megy végbe példaul a laktdézban, ahol az
enzim gliikkdz és galakt6z monoszacharidokka alakitja at a diszacharidot (Anisha 2017; Gomes
¢és mtsai. 2018; De Jesus €s Guimaraes 2021) (2. abra). A B-galaktozidazokat glikozid hidrolaz
(GH) csoportokba (1; 2; 35; 42) soroltdk az aminosav szekvencidjuk hasonlosaga alapjan (Nath
¢s mtsai. 2014). Ezen négy csaladba tartozé [-galaktoziddaz enzimek, mechanizmusukat

tekintve, a megtart6 glikozid hidroldzok kozé tartoznak. Mind a négy esetben a glutaminsav



tolti be a katalitikus nukleofil és proton donorok szerepét, valamint (B/a)-s hengerrel

jellemezhet6 3D szerkezetiik (Havas 2015).
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Laktoz Béta-galaktoz +  Alfa-gliikoz

2. abra: A laktoz -galaktozidéz altali hidrolizise galaktoz és gliikkoz monoszacharidokké (Anisha
2017).

A B-galaktoziddzok szamos forrasbol szarmazhatnak (Taniguchi és Takano 2004;
Kishore ¢és Kayastha 2012). Egy résziik ndvényi eredetii, melyek oldott formaban a névényi
citoplazmaban vagy sejtfalhoz kotott allapotban fordulnak eld. Gylimolesfélék mellett
magvakban is kimutattak B-galaktozidaz aktivitast, bar els6sorban az elébbiben jellemzo.

Gyilimolesokben az éréskor, magvakban a csirdzasnal detektalhatdé a legnagyobb aktivitas

crer

crer

2010). A B-galaktozidaz megtalalhato allatokban is (Taniguchi és Takano 2004; Thoma és mtsai.
2022), valamint szdmos mikroorganizmus is szintetizdlja. A kereskedelemben kaphato [-
galaktozidazok tobbsége baktériumokbdl, élesztd- vagy fonalas gombakbol szarmazik (3. abra).
A bakteridlis eredetli (Lactobacillus, Bifidobacterium torzsek) laktazt a laktoz hidrolizisére
hasznaljdk szamos eldnye miatt. Ilyen elonyei példaul a magas enzimaktivitds, konnyl
fermentalhatosdg  (jol  optimalizalhatd  fermentacidés  koriilmények,  nagy-léptékii
tenyészthet0ség) €s az enzimstabilitas. Az €lesztok koziil egyes Kluyveromyces (Kluyveromyces
fragilis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus) torzsek jelentds forrasai a
galaktoziddz enzimnek (Saqib és mtsai. 2017). Egyes fonalas gombak is képesek a laktdz
hasznositasara, bar ezt kisebb mértékben teszik, mint példaul a Penicillium chrysogenum torzs
az ipari penicillin termelés soran (Nagy és mtsai. 2001). Napjainkban [-galaktozidaz
termeltetésére legelterjedtebben hasznalt gomba eredetli forrasok a K. lactis, K. fragilis,
valamint az A. niger és Aspergillus oryzae torzsek (Saqib és mtsai. 2017). Elesztdk és
baktériumok esetében elsdsorban intracellurdlis, mig a fonalas gombaknal altaldban

extracelluralis Gton termelddik az enzim (Shaikh és mtsai. 1999; Gomes ¢€s mtsai. 2018). A B-



galaktoziddz gombdk altali termeltetésére szilard fazisu fermentacié (SSF; Solid-State
Fermentation) jol alkalmazhat6. Ezen rendszerekben hatékony enzimtermelést irtak le olyan
mezOgazdasagi melléktermékeket hasznalva szubsztratforrasként, mint példdul a
cukornadbagasz, granatalma héj, blizakorpa €s szar, valamint rizskorpa és szar. Az SSF rendszer
mellett gyakran alkalmazott moddszer a folyadék fazisu/ szubmerz fermentdcido (SmF;
Submerged Fermentation) is. SmF moddszereknél az enzimtermelés szubsztratjaként minden
olyan alapanyag hatékonyan alkalmazhat6, melynek egyes molekulai B-galaktozil kotéseket
tartalmaznak (példaul sovany tej és a laktoz) (Raol és mtsai. 2015; Kazemi és mtsai. 2016;

Panesar és mtsai. 2016; Kaur és mtsai. 2018).

HIDROLIZIS TRANSZGALAKTOZILACIO
TEJ SAVO GOS EGYEB
LAKTOZ/GALAKTOZ
EDE S Aspergillus spp. Kfay;’era@yce: Sz ARL{AZEKOK
} actis
SAVO Lactobacillus
bulgaricus Lactobacillus -
plantarum LAKTULOZ:
Kluyveromyces spp.
Bifidobacterium Kluyveromyees lactis
Arthrobacter sp. infantis
LAKTOSZUKROZ:
Pseudoalteromonas sp. el
e Bacillus eivculans
Bacillus
stearothermophilus e ZORBIIC
Kluyveromices lactis

3. abra: A kiilonb6z6 mikrobiologiai forrasbol szarmazo p-galaktozidazok biotechnoldgiai
felhasznalasa (Oliveira és mtsai. 2011; Vincze 2013).

A B-galaktoziddz azon iparilag jelentds enzimek koz¢ tartozik, melyek a taplalkozasi,
¢lelmiszerfeldolgozasi és kornyezetvédelmi alkalmazasok széles korét szolgaljak. Hidrolitikus
aktivitasanak koszonhetden alkalmazhatd példaul a fagyasztott élelmiszerekben és stiritett
tejben eléforduld kristalyosodas megeldzésére, illetve tejsavobol torténd etanol és édes szirup
eldallitasara (Saqib és mtsai. 2017). A sokoldali alkalmazhatdésiga miatt a tejipar €s a
gyogyszeripar f6 enzimje (Singh és Sambyal 2023). Alkalmazasénak az iparban szdmos eldnye
van. A tejben talalhat6 lakt6z bontasaval enyhithetk a laktdz-intolerancia tiinetei, valamint a
tejecukrot tartalmazo termékek technoldgiai és érzékszervi tulajdonsagai javithatok. A

sajtgyartas soran a keletkezd savo laktoztartalmanak csokkentésével megeldzhetdveé valik ezen



tejipari hulladékkal valo kornyezetszennyezés (Santos és mtsai. 1998; Mlichova és Rosenberg
2006; Vera és mtsai. 2016; Chanalia és mtsai. 2018; Lu és mtsai. 2020). Transzgalaktozidaz
aktivitdsanak kihasznélasaval prebiotikus galakto-oligoszacharidok (GOS) ¢és laktuloz-eredetii
galakto-oligoszacharidok (OsLu) eldallitasa lehetséges. Ezen szénhidrat molekulak az
egészséges bélflora szamara fermentalhat6 szubsztratként szolgalnak. Prebiotikumnak a normal
mikroflora novekedését, aktivitasat szelektiven stimuldlo, ezaltal a fogyaszté egészségére
kedvezd hatast gyakorlo, nem emészthetd €lelmiszer 0sszetevoket nevezzik (Vera és mtsai.

2016; Chanalia és mtsai. 2018).

1.2.3. Tisztitott mikrobialis B-galaktozidazok

A mikroorganizmusok jelentés forrasai a B-galaktoziddznak, ugyanakkor az egyes
alkalmazasi koriilmények nagyban eltérhetnek egymastol. Ilyen eltéré paraméterek lehetnek
példaul az optimalis pH tartomany és hdmérséklet. Alapvetden az enzim eldallitasi koltsége a
termelési hozamtol és a tisztitds kivant szintjétdl fligg. Ezzel magyarazhatd az is, hogy
napjainkban novekvd érdeklddés mutatkozik a megfeleld tulajdonsdgokkal rendelkezd
mikroorganizmusok felkutatasara, amelyek nagyobb termelési kapacitast és kevésbé koltséges
tisztitasi modszereket tesznek lehetévé (Panesar €s mtsai. 2010). Kiilonbozd elvalasztasi
technologiat, valamint azok kombindacidit alkalmaztak mar a mikrobidlis B-galaktoziddzok
tisztitasara nyers kivonatokbol. Ilyenek példaul a frakciondlas kisdzéssal, cink-kloridos,
protamin-szulfatos €s ammonium-szulfatos kicsapas, gélsziirés, ioncseréld kromatografia,
membranalapu elvalasztasok, hidroxiapatit alkalmazisa és a hidrofob kolcsonhatdsokon
alapulo kromatografias eljardsok (Nath és mtsai. 2014). A kinyerést kovetden meghatarozzak
az enzim alapvetd biokémiai tulajdonsdgait. Ezen jellemzdok (mint példaul a B-galaktozidaz
molekulatomege, miikodésének pH és homérséklet optimuma) megéllapitasa a potencialis
alkalmazési lehetdségek kialakitdsdhoz is fontos. P-Galaktoziddazokat gombdakbol ¢és
baktériumokbdl is izolaltak és jellemeztek (Zhou és mtsai. 2024). Az enzimfehérjék
molekulatomege altaldban 60 és 130 kDa kozott talalhatd. A legtobb vizsgalt enzim aktivitasa
inkabb enyhén savas kémhatason, és termofil hdmérséklet tartomanyban optimalis. Tisztitott
mikrobialis B-galaktozidazok néhany jellemzd biokémiai tulajdonsagat az 1. tablazat foglalja

0ssze.



1. tablazat: Tisztitott mikrobialis B-galaktozidazok és biokémiai jellemzbik.

L\;I;kkl;?gé’gflonr:fmus és vonatkozé Molekulatsmeg [kDa] Opt?r:Ium H(’imérsél[(c!gt]optimum
s st
s e ; &
(Al\izgfgg;szg(')ggr 124 2,5-4,0 55-60
o 96 =
e -
ot s L% :
e ot o
Klyyveromyces lactis i 7 37
(Silva és Fr.anco 1999)

I(\I/lsL:ISgili % ;”tlsfl 1997) 129 4 65
Marine Bl . z o
oo bl 07 so
el geriT ° ; 0
(Cruz s e, 19990 - 4048 55-60
(Kaur 5 s 2015 - 55 50
?Sr;:;iok?l{ézonrqtssgi. 1999) 120 4.5 60
Teratosphaeria acidotherma 120 8 60

(Yamada és mtsai. 2017)

1.2.4. Mikroorganizmusokban azonositott és termeltetett f-galaktozidaz enzimek

Homolog és heterolog rendszerekben egyarant termeltettek mar -galaktozidazt szamos
mikroorganizmus esetén. A heteroldg expresszids rendszerek hatékonysaganak ndvelése
érdekében jelentds eréfeszitések torténtek az elmult évtizedekben. Elesztékon kiviil
Escherichia coli, Lactobacillus plantarum €s Lactococcus lactis baktériumokban fejlesztettek
ki foként ilyen rendszereket (Movahedpour és mtsai. 2022). Részlegesen atfedd, 72,2 kDa és
35,4 kDa méretii fehérjéket (LacL ¢és LacM) kodolo géneket irtak le Pediococcus
tejsavbakériumbol szdrmazo, heterodimer LacLM-tipusi [B-galaktozidaz esetén; ebben a
munkdban E. coli MM294-alapti heterolog rendszert alkalmaztak az enzimfehérjék
termeltetésére (Lee és mtsai. 2017). Lactobacillus reuteri LacL és LacM fehérjéket kodolo
géneket fejeztettek mar ki L. plantarum WCFS1 izolatumban is (Halbmayr és mtsai. 2008).
Bifidobacterium longum RD47 B-galaktozidazt kodold gént is leirtak mar bifidobaktérium
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tejsavbaktériumoknal, melyet Bifidobacterium bifidum rendszerben, kiilonféle szabalyozo
szakaszokkal valé kombindciot kovetden fejeztettek ki (Park és mtsai. 2019). Kordbban
azonositottak egy termofil B-galaktozidazt kodolo 2097 bp génszakaszt genomi DNS szlirés
utjan. Az azonositas egy acido- és termofil Alicyclobacillus acidocaldarius baktériumban, a
kodold gén termeltetése pedig Pichia pastoris (Gjabb elnevezésben Komagataella phaffii) alapt
heterolog rendszerben, raztatott tenyésztésben tortént (Yuan és mtsai. 2008). Ujabban
Pediococcus pentosaceus-bdl szarmazo, magas transzgalaktozilacids aktivitassal rendelkezd,
heterodimer B-galaktozidazt (PpenLac2) irtak le, melyet 64 tejsavbaktériumbol szlrtek ki és
heterolog moédon expresszaltak E. coli-ban (Luo és mtsai. 2024a). Legnagyobb sikerrel
élesztokben fejeztettek ki gomba B-galaktozidazt kodold géneket. Eleszté rendszerekben eddig
tobbek kozott A. niger, Penicillium expansum és K. lactis gombakbol szarmazd enzimeket
termeltettek nagy hatékonysaggal. Néhany termeltetett gomba rekombinans B-galaktozidaz

szintézisére vonatkozo adatot a 2. tablazat tartalmaz.

2. tablazat: Példak gombabdl szarmazo rekombinans -galaktozidazokra (Saqib és mtsai. 2017;
Movahedpour és mtsai. 2022).

p-Galaktozidaz forrasa Expressziés gazda B-Galaktozidaz hozam

Kluyveromyces lactis Kluyveromyces lactis 25000 U/ml kad fermentécio, (.
150000 U/ml folyamatos fermentaciod

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 20440 U/ml razatott tenyészetben

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 17000 U/ml razatott tenyészetben

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 40000 U/ml

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae 500 U/ml razatott tenyészetben

Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 5096 U/ml

Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 7350 U/ml 10 L-es bioreaktorban

Aspergillus niger Saccharomyces cerevisiae 2754 U/ml 6 L-es bioreaktorban

Pichia pastoris (Komagataella

Paecilomyces aerugineus 9500 U/ml

phaffii)

A termeltetési rendszerek kidolgozédsa azonban szamos akadalyba iitkdzhet. Ilyen
probléma lehet példaul az alacsony expresszios hatékonysag, plazmid instabilitds, a toxikus
hatdsu metanol hasznalata a termeltetéshez vagy a gazda genomban jelen levd antibiotikum
rezisztencia markerek (Ren ¢és mtsai. 2016). Komagataella alapu heteroldég rendszerben
Aspergillus nidulans és A. niger B-galaktozidazt is termeltettek sikerrel. A termeltetett gomba
rekombinans enzimek katalizaltak a tri- és tetragalaktooligoszacharid molekuldk szintézisét is,
valamint széles hOmérsékleti tartomanyokon és tobbféle szerves oldoszerben stabilnak

bizonyultak (Dragosits és mtsai. 2014).

11



1.2.5. Jaromsporas gombak p-galaktozidaz termelése

A jaromsporas gombak B-galaktoziddz aktivitdsa egy viszonylag kevésbé kutatott
teriilet. Ezek a gombak potencialisan gazdag forrast jelenthetnek olyan fontos ipari enzimeknek,
mint példaul lipazok, hidroxilazok, fitazok és kiilonféle szénhidrat-bontd biokatalizatorok
(Papp ¢s mtsai. 2016). Korabban foként a termofil Rhizomucor izolatumokbol szarmazo f-
galaktozidazokat vizsgaltak (Shaikh és mtsai. 1997, 1999; Panesar ¢s mtsai. 2016; Kaur és
mtsai. 2018) (3. tablazat).

3. tablazat: Jaromsporas gombak B-galaktozidaz termelése, a fermentacid paraméterei, elért

enzimaktivitasok.
Jam‘msporas gomba és vonatkozo Fel.'.m"entz'lclos Szubsztrat Enzimaktivitds
szakirodalom koriilmény
Mucor sp. .
(Silvério és mtsai. 2018) SmF laktoz 228 U/l
Rhizomucor sp. SmF laktoz 0,55 U/ml (0,21 U/mg)
(Shaikh és mtsai. 1997) SSF buzakorpa 5,5 U/ml (2,04 U/mg)
Rhizomucor pusillus .
(Panesar és mtsai. 2016) SmF laktoz 2,14 [U/ml
Rhizomucor pusillus . .
(Kaur és mtsai. 2018) SSF btizakorpa 101,89 U/g szubsztrat
Rhizopus sp. .
(Seyis és Aksoz 2004) SmF laktéz <10 U/ml
Rhizopus stolonifer SmF laktéz 2250 TU

(Vishwanataha és mtsai. 2012)

Silvério és mtsai. (2018) vizsgalatai alapjan Mucor sp. izoldtum is jo termeldnek
bizonyult. Ipari alkalmazéds szempontjabol a termofil fajokbol szdrmazd enzimek eldtérbe
keriiltek nagyobb hdstabilitasuk és egyeb kedvezd tulajdonsagaik miatt (Shaikh €s mtsai. 1997).
Az 1990-es évek végén SSF modszert alkalmazva, Rhizomucor sp. extracelluralis -
galaktoziddz termelésérdl szamoltak be, majd nem sokkal késdbb az enzim tisztitasat és
jellemzését is véghez vitték (Shaikh és mtsai. 1997, 1999). Szintén ugyanezen évtizedben az 4.
niger B-galaktozidazdhoz hasono szerkezeti és kinetikai tulajdonsagu Mucor pusillus torzs altal
termeltetett enzimet irtak le. Mindezek mellett megallapitottak, hogy ezen P-galaktoziddz a
tejsavoban levd laktoz hidrolizisére potencidlisan alkalmazhaté (Ismail és mtsai. 1997).
Vishwanataha és mtsai. (2012) vizsgalataikban talajmintakbol izolalt torzsek enzimaktivitasait
tanulmanyoztak. A vizsgéalt gombak koziil a Rhizopus stolonifer mutatta a legnagyobb -
galaktoziddz aktivitast (Vishwanataha és mtsai. 2012). Egy 2016. évi tanulmanyban
mezOgazdasagi- ¢és élelmiszeri hulladékokbdl probaltak  B-galaktozidazt termeld
gombatdrzseket izoldlni. Osszesen tébb mint 100 gomba izolatumot vizsgaltak enzimtermelési

potencialjuk szempontjabol (Panesar és mtsai. 2016). A vizsgalt izolatumok koziil egy rothado
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bananhéjbol izolalt, kés6bbi fenotipusos €s genotipusos jellemzés utan R. pusillus-ként
azonositott torzs mutatta a legnagyobb enzimaktivitast. Ezen kiviil megallapitottak azt is, hogy
a gombatorzs alkalmazhat6 lehet prebiotikumok eléallitasahoz kiilonféle ipari folyamatok soran
(Panesar ¢és mtsai. 2016). Potencialisan GOS ¢és laktul6z szintézishez felhasznalhatdo Mucor sp.
torzset is leirtak mar hatékony B-galaktozidaz termeldként (Silvério és mtsai. 2018; Volford és

mtsai. 2021).
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2. CELKITUZES

A jaromsporas gombak kiemelkedd forrasai lehetnek biotechnologiai és élelmiszeripari
szempontbol jelentds P-galaktozidazoknak. Ennek ellenére a Mucoromycota gombacsoport
tagjainak galaktozidaz termelése, az enzimek tulajdonsagainak, illetve az azokat kodold gének
molekularis és funkcionalis jellemzdinek vizsgéalata korabban kevésbé kutatott teriilet volt.
Elézetes munkak soran laborunkban szamos jaromsporas gombatorzs -galaktozidaz termelését
megvizsgaltak, mely kutatasokban tobb termeld torzset is azonositottak (Volford és mitsai.
2021), valamint egyes torzsek esetén az enzimeket kddold géneket is leirtak. A kutatdsban a
Rhizomucor pusillus SZMC 11025 torzs j6 hozamu B-galaktozidaz termelének bizonyult SSF
¢és SmF tenyésztési koriilményeken. Az enzimaktivitds gyakorlati szempontbol is fontos
biokémiai jellemzdinek megfeleld vizsgéalata sziikséges, ugyanakkor az elvart tisztulasi
mindségli nativ enzim eldallitdsa e fermentédcios rendszerekbdl nehézkes. Az alkalmazott
szubsztratbol szarmazd fehérjék, szénhidratok jelenléte, valamint a termeld gombak egyéb
fehérjéinek megjelenése az enzimfehérje tisztasagi paramétereit befolyasolhatja. Az enzim erre
alkalmas heteroldg rendszerekben valo célzott termeltetésével ugyanakkor mar biztositott a
megfeleld aktivitds pontos elemzése €s jellemzése. Munkénkban ezért {6 célunk a R. pusillus
SZMC 11025 B-galaktozidazt kodold gén(ek) azonositdsa, rekombinans fehérjék heterolog
rendszerben valo eldallitasa, és a megtermelt fehérje jellemzése volt. Ezek alapjan a kovetkezd

konkrét feladatok elvégzését tliztiik ki:

1. A PB-galaktozidazt kodoldo gén(ek) és levezethetd feltételezett fehérjék in silico

jellemzeése.

2. RNS kivonas, és komplementer DNS (cDNS) atirasa R. pusillus SZMC 11025 B-
galaktozidazt kodolo gén(ek)bdl.

3. R. pusillus rekombinans [-galaktozidaz(ok) heterolog expresszidjahoz sziikséges

vektorkonstrukciok kialakitasa.

4. R. pusillus rekombinans (-galaktoziddz enzimfehérje Komagataella phaffii élesztével

torténd termeltetése, a fermentacids rendszer optimalizalasa.

5. Heteroldg rendszerben termeltetett rekombinéns -galaktozidaz fehérje tisztitasa, majd

a tisztitott B-galaktozidaz aktivitas(ok) biokémiai jellemzése.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Alkalmazott torzsek

A kutatds soran felhasznalt gombak ¢&s baktériumok a Szeged Mikrobiologiai
Gyljtemény (SZMC, Szeged, Magyarorszag, http://szmc.hu/) elhelyezett torzsei kozott
talalhatok meg. A B-galaktozidadz kodold gének jellemzését és a cDNS eldallitdsat Rhizomucor
pusillus SZMC 11025 gombatorzsbdl végeztiik; a torzset malatas taptalajon tartottuk fenn. A
vektorkonstrukciok szerkesztéséhez sziikséges génklonozasi munkdkhoz Escherichia coli
DH5a baktériumtorzset alkalmaztunk a gyart6 utasitdsainak megfeleléen (Mix & Go, Zymo
Research). A rekombinans fehérje termeltetését Komagataella phaffii KMT71H élesztovel
végeztik (Invitrogen). A heterolog fehérje termeltetés kisérletekben negativ kontrollként K.

phaffii X-33 torzset hasznaltunk (Invitrogen).
3.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

A felhasznalt anyagok a VWR International Kft.-tdl szarmaztak, ettdl eltérd esetben a

gyartd/forgalmazo kiilon feltiintetésre keriilt.

Malatas taptalaj: 5% (v/v) maléta kivonat; 0,5% (m/v) élesztd kivonat; 0,5% (m/v) gliikoz;
2% (m/v) agar

Buzakorpas taptalaj: 5% (m/v) buzakorpa (kereskedelmi forgalomban kaphat6); 1% (m/v)
¢lesztd kivonat; 2% (m/v) agar

YPD: 2% (m/v) gliikéz; 2% (m/v) pepton; 1% (m/v) élesztd kivonat. Téptalaj esetén 2% (m/v)
agart adtunk a tapoldathoz. A transzformalt ¢€lesztd torzsek szelekcidja érdekében Zeocin
antibiotikumot (Invitrogen) adtunk a tapoldathoz/taptalajhoz, melynek a végsé koncentracioja
100 pg/ml volt.

YPDS: 2% (m/v) gliikoz; 2% (m/v) pepton; 1% (m/v) élesztd kivonat; 1 M szorbitol. Téptalaj
esetén 2% (m/v) agart adtunk a tapoldathoz. A transzformalt élesztd torzsek szelekcidja
érdekében Zeocin antibiotikumot (Invitrogen) adtunk a tapoldathoz/taptalajhoz (100 pg/ml).
BMGH tapleves: 10% (m/v) KH2PO4; 10% (m/v) YNB (Sigma-Aldrich); 0,2% (m/v) biotin;
10% (m/v) 10X glicerin; 1% (m/v) hisztidin

BMMH tapleves: 10% (m/v) KH2PO4; 10% (m/v) YNB (Sigma-Aldrich); 0,2% (m/v) biotin;
10% (m/v) metanol 1% (m/v) hisztidin

15


http://szmc.hu/

Luria-féle tapoldat és taptalaj: 1% (m/v) NaCl; 1% (m/v) tripton; 0,5% (m/v) éleszt6kivonat.
Taptalaj esetén 2% (m/v) agart adtunk a tdpoldathoz. A transzformalt baktérium torzsek
szelekcioja  érdekében  Ampicillin  antibiotikumot  (Sigma  Aldrich) adtunk a
tapoldathoz/taptalajhoz, melynek a végsé koncentracioja 100 ug/ml volt.

Lenox tapoldat: 0,5% (m/v) NaCl; 1% (m/v) tripton; 0,5% (m/v) élesztokivonat. Téptalaj
esetén 2% (m/v) agart adtunk a tapoldathoz. A transzformalt baktérium torzsek szelekcioja
érdekében Zeocin antibiotikumot (Invitrogen) adtunk a tapoldathoz/taptalajhoz 25 pg/ml

végkoncentracioban.
3.3. Felhasznalt oldatok, pufferek és reagensek

A felhasznalt anyagok a VWR International Kft.-tdl szarmaztak, ettdl eltérd esetben a

gyartd/forgalmazo kiilon feltiintetésre keriilt.

Enzimaktivitas mérésekhez hasznalt oldatok:
- Natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0). A pH bedllitasdhoz 96%-0s toménységi
ecetsavat alkalmaztuk.
- Natrium-karbonat puffer (100 mM)

crer

oldat.

Mcllvaine pufferoldat:
- 200 mM Na,HPOq4
- 100 mM citromsav
A pH optimum ¢és stabilitas mérések soran a 4. tablazatban talalhato pH értékii oldatokat

hasznaltuk.

4. tablazat: A Mcllvaine pufferoldat Gsszetétele.

pH 200 mM Na:HPOs 100 mM citromsav

3,0 21% (v/v) 79% (v/v)
3.8 36% (v/v) 64% (v/v)
4,6 47% (v/v) 53% (v/v)
5,0 52% (v/v) 48% (v/v)
5,4 56% (v/v) 44% (v/v)
5,8 61% (v/v) 39% (v/v)
6,2 66% (v/v) 34% (v/v)
6,6 73% (v/v) 27% (v/v)
7,0 82% (v/v) 18% (v/v)
8,0 97% (v/v) 3% (v/v)
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Fehérje tisztitasahoz hasznalt oldatok:

- Mosopuffer 1 (pH 8,0): 2,237% (m/v) KCl, 0,68% (m/v) KH2PO4, 0,034% Imidazol (5
mM). A pH bedllitasat KOH (50%, m/v) oldattal végeztiik.

- Mosopuffer 2 (pH 8,0): 2,237% (m/v) KCl, 0,68% (m/v) KH2PO4, 0,066% Imidazol (20
mM). A pH beallitasat KOH (50%, m/v) oldattal végeztiik.

- Nativ eluciés puffer (pH 8,0): 2,237% (m/v) KCI, 0,68% (m/v) KH2PO4, 1,702%
Imidazol (250 mM). A pH beallitasat KOH (50%, m/v) oldattal végeztiik.

- Natrium-acetat puffer (50 mM, pH 6,0); A pH beéllitasdhoz 96%-o0s toménységii

ecetsavat alkalmaztunk.

Poliakrilamid gél festéséhez hasznalt oldatok:

Coomassie-kék festés
- Festdoldat: 0,0025% (m/v) Coomassie Brilliant Blue R-250;
- 45% (v/v) metanol;

- 10% (v/v) ecetsav (96%-o0s toménységii).
1. festékmentesitd oldat: 40% (v/v) metanol, 7% (v/v) 96%-0s tdménységli ecetsav

2. festékmentesitd oldat: 5% (v/v) metanol, 3% (v/v) 96%-o0s toménységii ecetsav

Eziistfestés
- Fixalo oldat: 50% (v/v) metanol, 12% (v/v) ecetsav, 0,05% (v/v) formaldehid
- Moso oldat: 20% (v/v) etanol
- Erzékenyité oldat: 0,02% (m/v) Na2S>03
- Fest6 oldat: 0,2% (v/v) AgNO3
- El6hivo oldat: 0,0004% (m/v) NaxS203, 6% (m/v) NaCOs3, 0,05% (v/v) formaldehid

Agaroz gélelektroforézishez felhasznalt oldatok:
- Tris-ecetsav-dinatrium EDTA (TAE): 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6) 1 mM Na;EDTA
oldatban

- Etidium-bromid (Sigma-Aldrich) térzsoldat (10 mg/ml) desztillalt vizben elkészitve
3.4. PCR reakciokhoz alkalmazott inditészekvenciak

A PCR reakciokhoz inditdszekvencidkat terveztiink, melyeket a 5. tablazat szemléltet.
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5. tablazat: A kisérletek soran alkalmazott inditdszekvenciak.

Indltos%el‘(venma Nukleotid sorrend, 5°-3° Termék
kodja

A reverz transzkripciohoz hasznalt inditészekvenciak
Rp5214fw ATGATTGTAAAAGGTGCTTTGACAAG p-gall gén cDNS
Rp5214rev TTAGTTACGTGCCTCGTAAGCGGG szekvencidja
Rp5125fw ATGCTGGTGAAAAGTAGTGCAGTG p-gal2 gén cDNS
Rp5215rev TTATCGAGAGTGTCTCAAGTCATAG szekvencidja
Rp7578fw ATGACCGAAATGACACCGCTCTTTAC p-gal3 gén cDNS
Rp7578rev CTAAATTCTGATCTCCTCCTTCCAC szekvencidja
A B-galaktozidazt kédol6 gének tiltermeltetéséhez hasznalt inditoszekvenciak
Rhp5214pcihiafw TTAGGTACCGCAACGGTGCCCCTACAGAGATTC

fS-gall gén cDNS

Rhp5214pcihiarev TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGA s
szekvenciaja

TGATGGTTACGTGCCTCGTAAGCGGGAG
Rhp5215pichiafw TTACACGTGTGCCGCCATAACGCCGCTGCAGCG
Rhp5215pichiarev TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATG

p-gal2 gén cDNS

ATGTCGAGAGTGTCTCAAGTCATAGTC szekvencidja
Rhp7578pichiafw TTACTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTG

GCATCATAATATATGCTCATAAC B-gal3 gén cDNS
Rhp7578pichiarev TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGAT szekvenciaja

GATGAATTCTGATCTCCTCCTTCCACACC
A pozitiv klonokbdl izolalt plazmidok szekvenalasahoz hasznailt inditészekvenciak

AOX’5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC AOXI1 terminalis
szekvenciaja

AOX’3 GCAAATGGCATTCTGACATCC AOX1 promoter
szekvenciaja

* Az alahtzott nukleotid szekvenciak jeldlik az endonukleazok hasito helyeit.
3.5. B-Galaktozidaz kodolé gének izolalasa és klonozasa soran alkalmazott modszerek

3.5.1. RNS tisztitas

A B-galaktozidazt kodolo génekrdl vald cDNS eldallitdsdhoz RNS kivonast végeztiink,
melyhez a R. pusillus SZMC 11025 torzset buzakorpas taptalajon 12-14 6réan at 37 °C
homérsekleten tenyésztettiikk. A felndtt R. pusillus SZMC 11025 tenyészetet steril csipesz
segitségével eltavolitottuk, majd alufolidba csomagoltuk. Az alufélidba csomagolt mintdkat
folyékony nitrogénbe helyeztiik. Ezutan a megfagyott micéliumot doérzsmozsarban, folyékony
nitrogén segitségével porrd tortiik és nukledz mentes csébe juttattuk. A tovabbiakban a
gombasejtekbdl torténd RNS tisztitdshoz Quick-RNA MiniPrep Kit-et (Zymo Research)
hasznaltunk a gyartd utasitdsainak megfelelden. Az izoladlt RNS mennyiségét NanoDrop
spektofotométer (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Fisher Scientific) segitségével

hataroztuk meg. Felhasznalasig az RNS mintédkat -80 °C-on taroltuk.

3.5.2. Reverz transzkripcid, cDNS szintézis

A DNa4z kezelt RNS mintakbdl a reverz transzkripciot a Maxima H Minus First Strand

cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztiik el a gyartd utasitasainak
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megfelelden. A reakciokhoz egyenként 0,25 pl oligo(dT)18 és 0,25 pl random hexamer (10 pM)

inditdészekvenciakat hasznaltunk fel.

3.5.3. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

A kisérleteink soran alkalmazott PCR technikék reakcioit ProFlex™ PCR System
késziilékben (Thermo Fisher Scientific) végeztik. A gének teljes cDNS-bol torténd
felszaporitasahoz a reverz transzkripciot kovetden Phusion Flash High-Fidelity Master Mixet

(Thermo Fisher Scientific) hasznéltunk a gyart6 utasitdsai szerint.

A reakcidkat 20 ul végtérfogatban mértilk Ossze:

1 pl cDNS (a reverz transzkripciot kovetden)
0,8-0,8 ul specifikus inditoszekvencia
10 pl 1X Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix

7,4 ul molekularis tisztasagl viz

A felszaporitas korilménvyei:

Elédenaturalas: 98 °C 10 masodperc
Denaturalas: 98 °C 1 masodperc
Inditészekvencia kotodés: 58 °C 5 masodperc
Lancszintézis: 72 °C 60 masodperc

Végso lancszintézis: 72 °C 60 masodperc

A kolonia PCR esetében a lancszintézisnél 55 masodperces elongacids 1dot alkalmaztunk.

3.5.4. Agaroz gélelektroforézis

Agardz gélelektroforézis segitségével a kivont RNS és a felszaporitott DNS molekulak
ellendrzését és szeparalasat végeztiik. A mintdnkhoz mintafelvivé puffert (6x LD puffer,
Thermo Fisher Scientific) adtunk, majd 0,8%, vagy 2% (m/v) toménységili agar6z (Lonza)
gélen, 80-85 V fesziiltségen kb. 0,5-1,5 6rén keresztil futtattuk. Az agardz gél elkészitéséhez,
valamint futtatd pufferként is TAE puffert hasznaltunk. A fragmentumok lathatéva tételéhez
etidium-bromidos (0,5 pg/ml, Sigma-Aldrich) festést, méretiik meghatdrozasahoz 1 kb-os

molekulastuly markert (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk.

3.5.5. DNS visszaizolalasa agaroz gélbol

A gélelektroforézis utan a 0,8% (m/v) agarozt (Lonza) tartalmazo gélen levd DNS-t

hordozd sdvokat UV fény megvilagitdsa mellett tettiik 1athatéva és vagtuk ki steril szike

19



segitségével. Majd ezt kovetden a DNS fragmentumokat 1,5 ml-es Eppendorf csdbe helyeztiik
¢s megkezdtiik a DNS visszaizoldlasat Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo

Research) segitségével, a gyarto utasitasainak megfelelden.

3.5.6. Restrikcios emésztések, ligalasok, plazmid DNS tisztitasa

A restrikcios emésztéseket és ligalasokat altalanosan alkalmazott médszerek (Sambrook
¢s mtsai. 1989) szerint végeztiikk, kovetve a hasznalt reagensek és enzimek gyartdinak
utasitasait. A DNS fragmentumokat a CloneJet PCR Cloning Kit csomaghoz tartoz6 pJET1.2
(Thermo Fisher Scientific) klonoz6 vektorba épitettiik a gyartod utasitasai szerint. A plazmid
DNS tisztitdsi miiveletekhez a ZymoPURE Plasmid Miniprep Kitet (Zymo Research)

hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfelelden.

3.5.7. Baktérium transzformacio

A baktérium transzformacionédl az E. coli DH5a baktérium torzset ampicillin (100
pg/ml) tartalmt Luria-féle vagy zeocin (25 pg/ml) tartalmti Lenox taptalajokra szélesztettiik,

majd a Petri-csészéket 16 6ran keresztiil 37 °C hémérsékleten inkubaltuk.
3.6. Vektorkonstrukciok létrehozasa heterolog fehérjetermeltetéshez

A reverz transzkripcié ¢és PCR utan a visszaizolalt f-gal ¢cDNS fragmentumokat
egyenként pJET1.2 klonozo6 vektorba ligaltuk, baktériumba transzformaltuk (pJet-bgall, pJet-
bgal2 és pJet-bgal3). A transzformalés utan a Luria-féle taptalajon megjelend telepek koziil 10-
10 telepet valasztottunk ki a tovabbi elemzés céljabol. A baktériumokat egyenként Luria-féle
tapoldatba oltottuk €s 16 oran keresztiil ndvesztettiik, majd plazmid tisztitast végeztiink. A
tisztitas utan a plazmidokat PCR segitségével ellendriztiik, melyhez az inditdszekvenciakat az
5. tablazat tartalmazza. Mindegyik vizsgalt gén esetében kivalasztottunk egy-egy pozitiv klont
¢s azzal dolgoztunk tovabb. A plazmidokbol 20X-os higitdsokat készitettiink, amelyeket a
tovabbiakban egy jabb PCR reakcio6 alkalméval hasznaltuk.

A kovetkezd PCR reakcio sordn a Komagataella heterolog expresszids kazettahoz
megfeleld inditdészekvencidkat hasznaltunk, melyeket a 5. tablazatban tiintettiink fel. Ezen
inditészekvencidk hordozzak a pPicza heterolog expresszos vektorba torténd ligalashoz
sziikséges endonukledz hasitd helyeket, valamint a DNS fragmentum 3’ végén egy hisztidin
(HIS) cimkét, ami biztositja a fehérje affinitas kromatografiaval valo specifikus tisztithatosagat.
Az inditoszekvencidk a f-gall gén esetében a Kpnl-Nofl, a f-gal2 esetében Pmil-Notl, mig a
[-gal3 esetében Xhol-Notl hasité helyeket hordoztdk. A PCR reakcidt kovetéen a DNS
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fragmentumokat ismét pJetl.2 klonozd vektorba ligaltuk, igy 1étrehozva a pJet-bgallPichia,
pJet-bgal2Pichia és pJet-bgal3Pichia vektorokat. A ligalas utan a plazmidokat ismételten E. coli
baktériumba transzformaltuk. A transzformans telepek koziil ismét 10-10 telepet
megvizsgaltunk és minden egyes gén esetében 1-1 pozitiv klénnal dolgoztunk tovabb. Mivel a
pJetl.2 vektor mérete kdzel megegyezik a plazmidba ligdlt fragmentumok méretével, ezért a
plazmidbdl térténd emésztés nem volt lehetséges. Ahhoz, hogy az expresszios kazettakat ligalni
tudjuk a végso, heteroldg expressziohoz hasznalni kivant pPicza vektorba, a pJet-bgallPichia,
pJet-bgal2Pichia, valamint a pJet-bgal3Pichia vektorokbol a megfeleld inditoszekvenciak (5.
tablazat) segitségével felszaporitottuk az expresszids kazettdkat. A klonozo vektorba torténd
ligalas segitségével konnyebben tudtuk a plazmidokbdl PCR segitségével az expresszids
kazettakat felszaporitani. A PCR reakcidt kovetden a PCR termékeket a megfeleld enzimekkel
emésztettlik és a pPicza vektorba ligaltuk. A f-gall esetén Kpnl-Notl, a f-gal2? estén Pmil-Notl,
mig a f-gal3 esetén Xhol-Notl enzimparokat hasznaltunk. A megfeleld pPicza vektort is
emésztettiik ugyanezen enzimekkel, majd az egyes B-galaktozidaz géneket és HIS cimkét
tartalmaz6 DNS fragmentumokat ligalassal beillesztve létrehoztuk a heterolog

fehérjetermeltetéshez alkalmazni kivant expresszios vektorokat.
3.7. Eleszt6 transzformicié elektroporaciéval

A K. phaffii élesztd elektroporaciohoz az EasySelect Pichia Expression Kit (Invitrogen)
csomagot hasznaltuk a gyarté utasitasait kovetve. Ennek megfelelden 5 ml YPD tapoldatban 30
°C-on eldndvesztettilk a sziikséges torzsiinket. Majd a sejteket 500 ml YPD tépoldatot
tartalmazo 2 1-es lombikba oltottuk tovabb ¢€s addig novesztetiikk amig azok ODeoo- szintje el
nem érte az 1.3-1.5-0s értéket. Ezutan négy centrifugalast végeztliink azonos paraméterekkel
(1500xg, 5 perc) melyek sorédn a leiilepedett pelletet sorra 500 ml, majd 250 ml jéghideg steril
vizben, tovabba 20 ml, majd 1 ml jéghideg 1M szorbitolban szuszpendaltuk fel. Az 1 ml 1M
szorbitolban val6 szuszpendaldst kdvetden a szuszpenzot 1,5 ml térfogatura egészitettiik ki,
jégen tartva azokat. Majd 80 ul sejthez 5-10 pg (15 pl) linearizalt DNS-t mértiink, melyeket
egy jéggel hiitott elektroporacios kiivettaba (0,4 cm) vittiink at. Ot perc jégen torténd inkubacio
utan az elektroporaciét a MicroPulser Electroporator (Bio-Rad) késziilékkel végeztiik el a
megfeleld gyari Pichia programmal. Az elektroporacié utan azonnal 1 ml 1 M jéghideg
szorbitolt adagoltunk a kiivettaba, majd a mintankat egy 15 ml-es centrifuga csobe pipettaztuk
at, melyet ezutan 1-2 o6raig inkubdaltunk 30 °C hémérsékleten. Ezt kovetden a sejtekbdl 10, 25,

50, 100, 150, 200 és 250 pl mennyiséget oltottunk le 100 pg/ml zeocin tartalmi YPDS
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taptalajra, melyeket 3-10 napig 30 °C-on a telepek megjelenéséig inkubaltunk. Az izolalt
torzseket 100 pg/ml zeocin tartalmtt YPD/YPDS téptalajra oltottuk at.

3.8. Rekombinans p-galaktozidaz termeltetés élesztoben

A rekombinans [-galaktozidaz K. phaffii alapti rendszerben vald termeltetésére
kisléptékii (termelés ellendrzése) és nagyléptékii (fehérje tisztitasa) siillyesztett fermentacios
rendszereket alkalmaztunk. Az ehhez sziikséges Komagataella torzseket leoltottuk YPD
taptalajra. A torzsek 30 °C-on kertiltek inkubaléasra a kovetkezd napig, majd starter kultaraként
5 ml YPD tapoldatot tartalmazé 50 ml térfogati Erlenmeyer-lombikba oltottuk oket és
ismételten inkubalasra keriiltek a kovetkezd napig. Ezutdn a tenyészetet centrifugaltuk
(4000xg, 10 perc), majd a feliiliszo ledntését kovetden a sejteket kisléptékii fermentacio esetén
100 ml, nagyléptékii fermentacid esetén 500 ml BMGH tapoldattal reszuszpendaltuk és a
kovetkezd napig 30 °C hdémérsékleten 200 rpm réazatds mellett inkubdltuk. Az inkubalast
kovetden a sejteket centrifugalassal (4000xg, 10 perc) Osszegyljtottilk, majd a sejteket
kisléptékii fermentacidban 20 ml, nagyléptékii esetén 100 ml BMMH téapoldatba felvettiik.
Ezutin a tenyészeteket 30 °C-on 7, illetve 4 napig rézatva (200 rpm) ndvesztettiik. A
tenyészetekhez naponta 1/10 térfogat ardnyban metanolt adagoltunk. A tenyészetekbdl
kozvetleniil a leoltast kovetden, majd a tenyésztés minden napjan 1 ml térfogati mintat vettiink
a fehérjetermelddés ellendrzése céljabol. A levett mintdkat centrifugaltuk (16200xg, 20 perc),
majd a sejtmentes feliiluszot a B-galaktozidaz aktivitas és fehérjekoncentracido mérésekig -20
°C hoémérsékleten taroltuk. A fehérje tisztitdsdhoz készitett nagyléptékli fermentaciobol
centrifugalassal (16200xg, 20 perc) sejtmentes feliiluszot allitottunk eld, melyet ezt kovetden
fagyasztva szaritassal koncentraltunk (Christ Alpha 1-4 freeze dryer). A mintaként vett €s

koncentralt sejtmentes fermentleveket felhasznalasig -20 °C hémérsékleten taroltuk.
3.9. Triklorecetsavas fehérje kicsapas

A fermenticiok egyes napjain vételezett 1 ml fermentlé mintdk fehérjetartalmanak
kivondasara triklérecetsavas (TCA) kicsapast alkalmaztunk. A mintdkhoz 1:4 aranyban TCA-t
mértiik, majd a mintdkat alaposan vortexeltiik és 30 percig jégen inkubaltuk. Az inkubaciot
kovetden centrifugéltuk (16000%g, 20 perc) a mintakat. A feliilisz6 ledntése utan 500 pl acetont
adagoltunk a csovekbe és vortexeltiink, majd centrifugaltunk (16000xg, 5 perc). Ezutan a
feliilisz6 részt ledntottilk €s az acetonos Iépést a centrifugéalassal (16000xg, 5 perc)

megismételtiik. Majd 20 pl steril desztillalt vizet, 20 pl natrium-lauril-szulfat (SDS) minta
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puffert (Novex Tris-Glycine SDS minta puffer, Invitrogen) adtunk hozza. Ezutan vortexeltiink,
majd centrifuga (16000xg, 5 perc) segitségével iilepitettik a mintdinkat, illetve asztali
inkubatorba helyeztiik azokat (5 perc, 85 °C). A mintakat jégre tettiik a natrium-lauril-szulfat

poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) megkezdéséig.
3.10. Denaturalo gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék elvalasztasat vertikalis futtaté kddban (Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-
Rad) elhelyezett 12%-0s poliakrilamid gélen (Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad) végeztiikk TGS
futtatd pufterrel (10x Tris-Glycine SDS Running Buffer, Novex), méretilk meghatarozasahoz
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) fehérje 1étra alkalmazasaval,

natrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE).
3.11. Coomassie festés, eziistfestés

Coomassie festés esetén a fehérjemintazat lathatova tételéhez Coomassie Brilliant Blue
R-250 festd oldatban egy oran at razattuk (65 rpm) a gélt, majd egy desztillalt vizes oblitést
kovetben az 1. festékmentesité oldatban, valamint a 2. festékmentesité oldatban mostuk 2x30
percig. A megfestett gél 4 °C-on, a 2. festékmentesitd oldatban keriilt tarolasra.

Eziistfestést is alkalmaztunk a fehérjemintazat megjelenitésére. A gélt fixalé oldatban
inkubaltuk két 6ran 4t az elvalasztast kovetden. Ezutan a fixalo oldat eltdvolitasanak érdekében
haromszor 20 percig 20%-o0s etanollal oblitettiik, majd érzékenyitd oldatban (0,02% natrium-
tioszulfat) két percig inkubaltuk a gélt. Az inkubacié utan tobbszori desztillalt vizes mosast
veégeztiink. Ezt kovetden a gélt 20 percig festettiik eziist-nitrat oldatban (0,2% AgNO3), majd a
desztillalt vizes mosast megismételtiik. A megfeleld festodés eléréseig a gélt elohivo oldattal

mostuk. Amint ezt élértiik, az elohivast 96%-os ecetsavval allitottuk le.
3.12. B-Galaktozidaz fehérje tisztitasa

A nagyléptékli fermentacidban termeltetett rekombindns [-galaktozidaz tisztitasat
affinitds kromatografiaval végeztiik, melyhez a megfeleld oszlopokkal felszerelt BioLogic
DuoFlow (Bio-Rad) alacsony nyomasu folyadékkromatografias rendszert (FPLC) alkalmaztuk.
Az eljaras elso 1épéseként a megtermelt €s liofilizalassal koncentralt fermentlé 2 ml térfogatat
Bio-Gel P6 oszlop (5 ml, Bio-Rad) alkalmazéasaval mosépuffer 1 oldatba szirtiik (5 ml/perc
atfolyasi sebesség). A gyljtott 4 ml térfogath frakciot EconoFit Nuvia IMAC (5 ml, Bio-Rad)

affinitds kromatografiai oszlopon tovabb tisztitottuk. Az oszlopot mosopuffer 1 oldattal
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ekvilibraltuk, majd a mintafelvitelt kovetéen mosdpuffer 2 oldattal (30 ml) végeztiink mosast.
Ezt kovetden 50 ml 250 mM imidazol tartalmu nativ elticids puffert adagoltunk a rendszerhez.
Az atfolyasi sebességet végig 5 ml/perc értéken tartottuk. A magas imidazol tartalmt IMAC-
pufferek a nagyobb stabilitds érdekében kaliumsokkal késziiltek. A kalium jelenléte a
denaturald gélelektroforézisnél fejthet ki zavard hatdst, mig az imidazol az enzimaktivitas
méréseknél kompetitiv gatlast okozhat (Chagas és mtsai. 2023). Az elébbiek elkeriilése
érdekében az affinitas kromatografia soran vett fehérjetartalmu frakcidkat 50 mM toménységii
natrium-acetat pufferbe (pH 6,0) sziirtiik egy puftercseréld gélsziirés alkalmazasaval (Bio-Gel
P6, 5 ml, Bio-Rad), 1 ml/perc atfolyasi sebesség mellett. Az igy kapott frakcidkban ezutan f3-

galaktozidaz aktivitast mértlink, majd a fehérjéket denaturald gélelektroforézisnek vetettiik ala.

3.13.Fehérjekoncentracio meghatarozas

Qubit Fluorometer (Invitrogen) és Quant-iT Protein Assay Kit (Invitrogen) segitségével

végeztiink a gyartd utasitasainak megfeleloen. A miszer kalibralasa 0 ng/ul, 200 ng/ul és 400

crer

3.14. p-Galaktozidaz aktivitas meghatarozas

Az enzim aktivitasdnak méréséhez p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid kromogén
szubsztratot alkalmaztunk. Mikrotiter lemez (96 mintahelyes) egyes mintahelyeibe natrium-
acetat pufferrel (50 mM, pH 6,0) megfelelden higitott mintankbol 180 ul mennyiséget vittiink
p-nitrofenil-B-D-galaktopiranozidot mértiink hozzad. A reakciodelegyek hattér optikai
denzitdsanak lemérése (405 nm) utan 30 percig 50 °C homérsekleten inkubaltuk a mintakat,
majd a reakciot 50 pl (100 mM) natrium-karbonat oldat hozzaadasaval allitottuk le. A
felszabaduld p-nitrofenol mennyiségét SPECTROstar Nano (BMG Labtech) mikrotiterlemez
olvas6 hasznélatdval 405 nm hulldamhosszon mértiik. A B-galaktozidaz aktivitds megadasdhoz
p-nitrofenol kalibracios gorbét hasznaltuk, amelyet natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0)
felhasznalasaval vettiink fel. Egy unit (U) az az enzimmennyiség, amely adott
reakciokoriilmények kozott percenként 1 uM p-nitrofenolt szabadit fel. Az aldbbi képletet

hasznaltuk az enzimaktivitas kiszamitasahoz:

x * higitas * 1000

— galaktozidaz hidrolitikus aktivitas (U) = ,
B — galaktozidaz hidrolitikus aktivitas (U) mkubacios id6
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ahol x az adott fényelnyelési-értékhez tartozé p-nitrofenol koncentraciot jeloli. Az alabbi

kalibracios egyenes egyenletbdl (R? = 0,9995) a p-nitrofenol (x) koncentraciét szdmitottuk:

_ y-0,0124
~ 10,057 ’

ahol y az oldat optikai denzitdsa 405 nm hulldmhosszon.
3.15. B-Galaktozidaz aktivitas biokémiai jellemzdinek vizsgalata

Hoémérséklet optimum meghatarozasa

A PB-galaktozidaz aktivitas homérsékleti optimumanak meghatarozasahoz az aktivitas
méréseket az el6zéekben ismertetett modon (3.14. fejezet) 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C,

70 °C és 80 °C-os inkubacios hdmérsékleteken is elvégeztiik.

A pH optimum és stabilitds meghatdrozsa

A tisztitott enzimaktivitds pH optimumanak meghatarozasahoz kiilonb6z6 pH-értékekre
(3,0; 3,8; 4,6; 5,0; 5,4; 5,8; 6,2; 6,6; 7,0; 8,0) beallitott Mcllvaine pufferoldatokat (4. tablazat)
alkalmaztunk. A reakciokban 360 pl pufferhez 40 pl tisztitott, megfeleléen higitott
enzimkivonatot mértiink, melyet ezutan vortexeltiink. A mintaelegybdl 180 ul mennyiséget
vittiink fel a mikrotiter lemezre, a maradék 220 pl mennyiséget a pH stabilitds méréséhez 24
oraig 4 °C-on inkubaltuk. A lemezen levd mintankhoz 20 pl natrium-acetat pufferben (50 mM,
hozza, majd a mérést az 3.14. fejezetben ismertetettek alapjan folytattuk. Az elézdekben leirt
modon megismételve a pH stabilitas vizsgalatdhoz a 24 6rdig inkubalt mintakkal is elvégeztiik

a mérést.
3.16. In silico elemzések

Kisérleteink sordn a vizsgalt DNS fragmentumok szekvenélasat az LGC Genomics
vallalat végezte (AOXS’ és AOX3’ szekvenald inditdszekvencidk alkalmazéasaval, 5. tdblazat).
BioEdit (7.2.5 verzid) program segitségével (Hall 1999) a DNS szekvencidk ellendrzését, a
Nemzeti Biotechnologiai Informécios Kozpont (NCBI) adatbazis (NCBI) szekvencia-
hasonlosag keresd programcsomag (BLAST) hasznélataval pedig a nukleotid szekvenciak
analizisét végeztiik (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A fehérjékben taldlhato
motivumok és domének kereséséhez a Motif Scan (MyHits) programot (Pagni és mtsai. 2004)
hasznaltuk. A feltételezett B-galaktozidaz fehérjék hosszat a Peptide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html) és szignal szekvencidinak jelenlétét a

SignalP 4.1 Server (Nielsen 2017) segitségével hataroztuk meg.
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4. EREDMENYEK
4.1. A Rhizomucor pusillus p-galaktozidazt kodolé gének azonositasa

A Rhizomucor pusillus fonalas gomba teljes genom adatbazis online elérhetdsége
biztositott (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Rhipul/Rhipul.home.html), ami nagymértékben
eldsegitette az egyes gének keresését és azonositdsat. Munkank kezdetekor a mar eldzetesen
azonositott Trichoderma atroviride B-galaktozidaz (XP_013945605.1, Kubicek és mtsai. 2011)
aminosav szekvencidjaval homolog szekvencia keresést hajtottunk végre a R. pusillus genom
adatbazisban. Harom olyan feltételezett B-galaktozidazt kodold gént azonositottunk (S-gall, -
gal2 és f-gal3), melyek nagyfoki hasonlosagot mutattak a Trichoderma P-galaktozidaz
aminosav szekvenciaval. A génekrdl levezethetd [-galaktoziddz fehérjék legfontosabb

jellemzdit a 6. tdblazat tartalmazza.

6. tablazat: A R. pusillus genom adatbazisban azonositott B-galaktozidazok néhany jellemzoi.

Jellemzok B-Gall B-Gal2 B-Gal3
Fehérje azonosito 5214 5215 7578
Aminosav hossz 970 as 908 as 1048 as
Szamolt molekulatomeg 107,36 kDa 101,49 kDa 120,8 kDa
Szamolt izoelektromos pont pH 4,96 pH 4,78 pH 6,14
Szignal szekvencia 20-21 as kozott 21-22 as kozott 19-20 as kozott

A feltételezett B-galaktozidaz fehérjék (B-Gall, B-Gal2, B-Gal3) méretiikben, aminosav
hosszusadgukban ¢és izoelektromos pontjukban is kiillonboznek (6. tdblazat). Mindegyik

fehérjében azonositottuk a glikozid hidrolaz 35 csaladra jellemz6 domént (PFO1301).
4.2. RNS kivonasa és cDNS atirasa a R. pusillus -galaktozidazt kodolo génjeibdl

AR. pusillus SZMC 11025 torzset buzakorpat tartalmazé taptalajon két napon keresztiil
tenyésztettiik 37 °C-on. A tenyésztést kovetden a tenyészetbdl RNS izolaltunk. Az izolalt, majd
DNaz kezelt RNS-bdl cDNS szintézist végeztiik. A gének reverz transzkripcid kapcsolt PCR
eredményét, azaz a harom gén sikeres felszaporitasat a 4. abra mutatja.

A sikeres reverz transzkripcid és PCR utan a kapott f-gal DNS fragmentumokat (4.
abra) egyenként pJET1.2 klonozé vektorba ligaltuk. Az igy létrehozott pJet-bgall, pJet-bgal2
és plet-bgal3 plazmidokat hasznaltuk fel a heterolég fehérjetermeltetéshez sziikséges

expresszios kazettdk szerkesztésénél.
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4. abra: Reverz transzkripcio kapcsolt PCR reakcidval felszaporitott B-galaktozidaz kodold gén
fragmentumok.
(M: 1 kb molekulasuly marker; 1: pJet-p-gall, 2: pJet-B-gal2; 3: pJet-pB-gal3)

4.3. Vektorkonstrukciok létrehozasa és R. pusillus B-galaktozidaz termeltetés

Tobbszori emésztést, ligalast ¢és baktériumtranszformaciot kovetden sikeresen
létrehoztuk a tervezett expresszios vektorokat. A heteroldog fehérje expresszidohoz a bakterialis
szelekcidhoz sziikséges zeocin rezisztenciat biztositd gént, az AOX1 (alkohol oxidaz 1) gén
promoter €s terminalis szekvencidjat, illetve a fehérje szekréciohoz nélkiilozhetetlen élesztd a-
faktor szignal szekvenciat is tartalmazo pPicza vektort valasztottuk. A rezisztencia gén lehetdvé
teszi, hogy a bakteridlis és a Komagataella transzformacid soréan is zeocint alkalmazhassunk
szelekcios markerként. Az AOX1 promoter metanollal indukalhato, igy nagymértékii

fehérjetermelés elérése lehetséges az €lesztdvel. A létrehozott expresszios vektorokat az 5. abra
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5. abra: A R. pusillus B-galaktozidaz génjeinek heterolog expressziodjat lehetové tevo
vektorkonstrukciok (A: pPicza-bgall; B: pPicza-bgal2; C: pPicza-bgal3).

A létrehozott plazmidokat Escherichia coli baktériumba transzformaltuk.

Transzformalas utdn megvizsgaltunk tobb transzformans telepet, hogy hordozzak-e a megfeleld
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vektorokat. A pPicza-bgall és pPicza-bgal3 plazmid esetében sikeriilt pozitiv klénokat izolalni.
PCR segitségével megvizsgéltuk, hogy a plazmidok valdoban hordozzak-e a R. pusillus f-gall
¢és f-gal3 génjét. A PCR-rel torténd ellendrzést kovetden, egy-egy kivalasztott pozitiv klonbol
tisztitott plazmid szekvencia ellendrzésével, megbizonyosodtunk a nukleotid sorrend
hibamentességérol. A f-gal2 és p-gal3 génekkel jelenleg folyamatban van a termeltetési
rendszerek kidolgozasa, a tovabbiakban bemutatott munkafolyamatok és eredmények a f-gall
génnel végzett vizsgalatokra vonatkoznak.

A szekvencia ellendrzést kovetden a f-gall gént tartalmazd pPicza-bgall vektort Pmil
enzimmel linearizaltuk és €lesztObe transzformaltuk elektroporacid segitségével. A heterolog
termeltetéséhez a Komagataella phaffii (régebbi nevén Pichia pastoris) KM71H metilotrof
¢lesztot valasztottuk.

A sikeres elektroporaciot kovetéen ot transzformans telepet izolaltunk. Atoltasuk utan
koldnia PCR segitségével ellendriztiik, hogy ezen ¢€leszto telepek hordozzak-e a R. pusillus f5-
gall génjét. Az izolalt koloniadk koziil csak négy (1, 2, 4 €s 5 mintahelyek) hordozta a R. pusillus
[-gall génjét (6. abra), azaz a vart 2800 bp koriili méretben e telepeknél kaptunk PCR terméket.
Egy telep (3-as jelolésii) esetében nem mutattuk ki a keresett f-gall gént. Az ellendrzéshez
kontrolként K. phaffii X-33 torzset hasznaltunk (6. abra, 0. mintahely).

6. abra: A R. pusillus f-gall gén jelenlétének kolonia PCR segitségével valo ellenérzése K. phaffii
transzformans telepekben.
(M: 1 kb molekulasuly marker; 0: kontroll X-33; 1.;2.; 4.; 5.: transzformans telepek)

Az R. pusillus p-gall gént hordozd négy K. phaffii transzformans torzset kisléptékii
fermentacioba vittiik €s 7 napig vizsgaltuk azok B-galaktozidaz termelését. A sejtmentes
fermentlé mintdkkal végzett mérés soran a vizsgalt négy transzformans €lesztd torzs koziil a két
legjobb termeldnek bizonyulot valasztottuk ki, melyek altal termelt enzimek 156199 U (4-es

transzforméns) és 106592 U (5-0s transzforméns) aktivitds értékeket mutattak (7. abra).
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7. abra: A heterolog expresszio utan kapott fermentlé SDS-PAGE analizise és -galaktozidaz
aktivitasa.
A., Fehérjék szétvalasztasa a 10°-szeresen higitott fermentlé mintikban Coomassie festést kovetden. (M:
molekulasuly marker (PageRuler Plus, Thermo Scientific); 4-5: B-gall 4-es, 5-6s fermentlé fehérjemintak)
B., Enzimaktivitas szintek a 103-szeresen higitott nyers mintakban

4.4. A rekombinans pB-galaktozidaz tisztitasa

A rekombinans [-galaktoziddaz fehérje nagyléptékli termeltetését a 4-es jelli
transzformans K. phaffii izoldtummal végeztiik. Eredményeink alapjan ennél a transzformasnal
nagy f-galaktozidaz aktivitas volt kimutathato. A négy napig termeltetett, HIS cimkével jelolt
R. pusillus rekombinans B-galaktoziddz tisztitasat affinitds kromatografiaval végeztik. A
fermentaciot kovetden kapott sejtmentes fermentlevet liofilezéssel koncentraltuk, majd
gélsziirést kovetden elvégeztiik a HIS jelolt fehérjék affinitds kromatografiai tisztitasat. Az
affinitds kromatografia 1épés kromatogramjat a 8.A 4bra szemlélteti. Az 5. frakcional 1athatd
hatarozott csucs feleltetheté meg a termelt rekombindns P-galaktoziddznak (8.A abra). Az
imidazol eltavolitasa érdekében a kapott mintaval ezutdn egy masodik gélszlirést is végeztiink,
melyben acetat pufferrel (50 mM, pH 6,0) elualtuk a fehérjét az oszloprol.

A sejtmentes fermentlében és az egyes tisztitasi 1épések soran nyert frakciokban
talalhatd fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk el, kovetve a rekombinans -
galaktozidaz fehérje tisztulasat. A 8.B abran jol lathato, hogy az egyes tisztitasi 1épések utan
vételezett mintdkban egyre kevesebb fehérje sav jelent meg. Az acetat pufferbe (50 mM, pH
6,0) sziirt minta egy erds, 120 kDa koriili méretben megjelend fehérje savot tartalmaz, melyet

a keresett R. pusillus rekombinans -galaktozidaznak feltételeziink (8.B abra, 4-es mintahely).
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8. dbra: Az affinitas kromatografia kromatogramja és az egyes tisztitott frakciok mintazata SDS-
PAGE vizsgalattal kovetve.

A: Affinitas kromatografia 1épés (IMAC) utan kapott kromatogram; B: A tisztititasi 1épések utan nyert fehérjék
SDS-PAGE analizise; a savokat eziist festéssel hivtuk elé. (M: PageRuler Plus molekulastuly marker, Thermo
Scientific; 1: nyers enzimkivonat; 2: Els6 gélsziirés (P6 oszlop, foszfat puffer) utani minta; 3: Affinitas
kromatografia (IMAC) utani minta; 4: Masodik gélsziirés (P6 oszlop, acetat puffer) utani minta)

Az egyes tisztitasi 1épések utan osszfehérje koncentraciot, valamint a feliiliszokban B-
galaktozidaz aktivitast is mértiink. A fehérjetisztitas részletes adatait a 7. tablazatban tiintettiik
fel. A tisztitdsi eljards soran a specifikus aktivitds tobb, mint 60-szeresére ndvekedett a
kiinduldsi mintdhoz képest, 30,78% kihozatal mellett. Végeredményiil egy 1312518,6 U/mg
specifikus aktivitassal rendelkez0 rekombinans B-galaktozidaz fehérjét kaptunk (7. tablazat). A
frakciok P-galaktozidaz aktivitasdnak meghatarozasakor acetat pufferes kozegben higitott
mintdkkal dolgoztunk, az imidazol enzimaktivitast gatlo (Chagas és mtsai. 2023) hatasat

elkeriilendo.

7. tablazat: Az egyes tisztitasi 1épések utani frakciok tisztitasi tulajdonsagai, paraméterei.

Osszfehérje  Osszaktivitas Specifikus Tisztulas  Kihozatal
(mg) (V) aktivitas (U/mg) (%)
Liofilizalt nyers kivonat 7,76 149238,2 19231,7 1 100
Bio-Gel P-6 (foszfit puffer + 0,314 67040,1 213231,9 11,09 44,92
5 mM imidazol)
IMAC (foszfit puffer +250 0,123 45385,7 369590,8 19,22 30,41
mM imidazol)
Bio-Gel P-6 (S0 mM acetat 0,035 459382 1312518,6 68,25 30,78

puffer)

4.5. A tisztitott p-galaktozidaz aktivitas jellemzése

Megkezdtiik a tisztitott R. pusillus rekombinans B-galaktozidaz aktivitasanak biokémiai
jellemzését, ahol eddig az enzimmiikodés hdmérséklet optimumat €s pH toleranciajat

vizsgaltuk. A tisztitott enzim aktivitasdnak homérsékleti optimumat 60 °C koriil allapitottuk
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meg (9. abra), mig pH tekintetében a pH 5,8-7,0 tartomany bizonyult optimalisnak és stabilnak
(10. abra).
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9. abra: A tisztitott rekombinans R. pusillus B-galaktozidaz aktivitdsdnak homérséklet optimuma.
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10. abra: A tisztitott rekombinans R. pusillus B-galaktozidaz aktivitdsanak pH optimuma és stabilitasa.
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5. DISZKUSSZIO

A laktézérzékenység napjainkban mar népbetegségnek szamit, igy egyes tejalapt
¢lelmiszerek laktdz tartalmanak csokkentése, ennek érdekében uj tipust jellemzett [3-
galaktoziddz enzimek fejlesztése, hatékony, gazdasdgos eldallitasanak kidolgozéasa kiemelt
egészségiigyi és ¢lelmiszeripari jelentéséggel bir. Elozetes kutatdsok a Rhizomucor pusillus
SZMC 11025 jaromspodras gomba torzset j6 hozamu B-galaktoziddz termeldnek azonositottak
(Volford és mtsai. 2021). Jelen munka {6 célja a R. pusillus SZMC 11025 B-galaktozidazt
kodolo gének azonositasa, és rekombinans B-galaktozidaz enzimek heterolog expresszidjahoz
alkalmas vektorkonstrukciok létrehozasa volt. Célul tiztiik ki a heterolog fehérjetermeltetés
beallitasat, majd rekombinans B-galaktozidaz tisztitasat és jellemzését is.

In silico elemzések soran harom, a Trichoderma atroviride (Kubicek és mtsai. 2011) -
galaktoziddz aminosav-szekvencidjaval nagyfoku hasonlosdgot mutatd feltételezett f-
galaktozidazt kodolo gént azonositottunk a R. pusillus genomban. A levezetheto feltételezett -
galaktoziddz fehérjék méretiikben, aminosav-szekvencia hosszukban ¢és izoelektromos
pontjukban is kiilonbdztek. Mindhdrom fehérjében azonositottunk glikozid-hidrolaz 35
csalddra jellemz6 konzervalt domént, ami kulcsfontossdgu szerepet jatszhat a f-galaktozidaz
aktivitasban (Yang €s mtsai. 2021).

A gének altal kodolt enzimfehérjék aktivitasanak és biokémiai paramétereinek
elemzéséhez sziikséges azok célzott izolaldsa is. Ennek érdekében a R. pusillus SZMC 11025
torzset buzakorpa tartalmt induktiv koriilményen tenyésztettiik, majd az egyes génekbdl valod
cDNS szintézist kovetden létrehoztuk a R. pusillus SZMC 11025 térzsbol azonositott [3-
galaktoziddz gének heterolog expressziojat lehetdve tevd vektorkonstrukciokat. A vektorokat
Komagataella phaffii metilotrof élesztd heterolog termeltetési rendszerbe vittiik, ahol célzottan
a vizsgalni kivant rekombinans enzimfehérjét kivantuk eldéllitani. A K. phaffii élesztot széles
korben alkalmazzak kiilonféle fehérjék heterolog rendszerben torténd termeltetéséhez (Juturu
és Wu 2018). Kordbban példaul a fonalas gomba Paecilomyces aerugineus rekombindns [3-
galaktoziddz termeltetését is K. phaffii heterolog rendszerben biztositottak (Katrolia és mtsai.
2011; Movahedpour és mtsai. 2022). Lichtheimia ramosa jaromsporas gombabodl szarmazé o-
galaktozidazt szintén termeltettek K. phaffii élesztd rendszerben (Xie és mtsai. 2020).

A p-gall éleszt6 transzformansokkal fermentacios kisérleteket folytattunk, majd az igy
heterolog modon termeltetett, HIS cimkézett fehérjét affinitas kromatografiaval tisztitottuk. A
HIS cimkével jelolt fehérjék jellemzden nagyobb affinitdssal kotddnek a tisztitds soran

alkalmazott gyantahoz, a szabad kotohelyek tobbségét elfoglalva, a jeldletlen nem
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specifikusakkal szemben (Luo és mtsai. 2024b). Az enzimfehérje tisztitasi eljaras 30,78%
kihozatal mellett egy 1312518,6 U/mg specifikus aktivitassal és 45938 U/ml térfogati
aktivitassal rendelkez6 rekombinans R. pusillus SZMC 11025 B-galaktozidazt eredményezett.
A kapott B-galaktozidaz elegy 6sszaktivitasa és térfogati aktivitasa jelentds, az eddig heterolog
rendszerben termeltetett gomba [-galaktoziddazokkal Osszehasonlitva, ahol tobbnyire 0,25-
40000 U/ml aktivitdsokat nyertek (Movahedpour és mtsai. 2022). A tisztitott fehérje
molekulatomegét 120 kDa koriil allapitottuk meg. E16z6 munkakban tisztitott M. pusillus B-
galaktoziddzra 129 kDa (Ismail és mtsai. 1997), mig a Rhizomucor sp. enzimre 120 kDa
molekulatomeget irtak le. Az eddig tisztitott mikrobialis B-galaktoziddzok molekulatomege
tobbnyire a 100-130 kDa tartomanyban talalhato (1. tablazat). Gombaknal foként Aspergillus,
Penicillium ¢és Kluyveromyces izolatumokbol tisztitottak és vizsgaltak [-galaktozidaz
enzimeket (1. tdblazat) (Zhou és mtsai. 2024). Jaromspdéras gombakbol eddig egyes Mucor
pusillus (Ismail és mtsai. 1997), Rhizomucor sp. (Shaikh és mtsai. 1999) és R. pusillus (Kaur és
mtsai. 2018) torzsekbdl izolaltak B-galaktozidazt. Rekombinans enzimeket pedig foként
Kluyveromyces lactis és Aspergillus niger gombakbol termeltettek, leginkdbb Saccharomyces
cerevisiae gazdaban (Movahedpour és mtsai. 2022). Rekombindns jaromsporas gomba -
galaktozidazt tudomasunk szerint eddig még nem allitottak eld és vizsgaltak.

Megkezdtiik a tisztitott rekombinans enzim biokémiai jellemzését is. Eddigi
munkankban az enzim hdmérséklet és pH fliggését tanulmanyoztuk; e két faktor a f-
galaktozidazok hatékonysaga szempontjabdl meghatarozo6 (Zhou és mtsai. 2024). Vizsgalataink
alapjan az enzimaktivitas optimuma 60 °C hdmérséklet kortilire tehetd, mig pH-tekintetében az
5,8-7,0 tartomany bizonyult optimalisnak és stabilnak. A mikrobidlis B-galaktozidazok
miikodése altalaban pH 6,0 és 7,0 kozott, illetve 40 °C és 70 °C kozott optimalis (Zhou és mtsai.
2024). Korabbi kutatasokban mar jellemezték néhany élesztd és fonalas gomba B-galaktozidaz
aktivitasanak hdmérséklet és pH fiiggését. Elesztéknél tobbnyire pH 6,5-7,5 koriil allapitottak
meg az aktivitds optimumat, néhany fonalas gomba enzim pH 2,5-4,5 tartomanyon is aktivnak
bizonyult (Nguyen ¢és mtsai. 2019). Egy A. niger B-galaktoziddznal az enzim optimalis
mikodését pH 2,5-4,0 tartoméanyban és 55-60 °C-on, mig Aspergillus oryzae enzimnél pH 4,5-
6,0 tartomanyban és 50 °C-on allapitottdk meg (Mahoney 2002). Jaromsporas gombakkal
végzett korabbi kutatdsokban Rhizomucor B-galaktozidazokra 50-65 °C koriili hdmérséklet és
4-5,5 koriili pH optimumokat irtak le (Ismail és mtsai. 1997; Shaikh és mtsai. 1999; Kaur és
mtsai. 2018).

Tudomasunk szerint elsdként termeltettiink jaromspords gomba [-galaktozidazt

heterolog rendszerben. A célzott termeltetéssel biztositottuk az enzimaktivitas biokémiai
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jellemzéséhez elvarhatd megfeleld mindségli tisztasagot. Terveink kozott szerepel az
expresszio mértékének novelése, azaz nagyobb enzimhozam elérése, melynek érdekében a
heterolog fehérje termeltetési rendszer koriilményeinek optimalizalasa sziikséges. Tervezziik a
tisztitott rekombinans B-galaktoziddz aktivitds biokémiai jellemzdinek tovabbi vizsgalatat is.
Tobbek kozott a szubsztrat specificitast, relevans gatloszerekkel (pl. monoszacharidok,
glikozidaz aktivitasokat gatldo reagensek) és fémsokkal szembeni érzékenységet, valamint
transzgalaktozilacids reakciok katalizalasat elemezziik. Reményeink szerint a R. pusillus
SZMC 11025 B-galaktoziddz ezim tulajdonsagait tekintve alkalmas jelolt lehet €lelmiszeripari
gyakorlati folyamatok (pl. tejcukor mentesités, GOS ¢és OsLu eldallitds) gazdasagos

katalizalasahoz.
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