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2. Bevezeto

2.1. A Jaromspoéras gombak jellemzése

A jaromsporas gombakat korabban egységesen a Zygomycota torzsbe soroltak, melyet
az 1j molekuléris vizsgalatokat kovetden felosztottak Mucoromycota ¢s Zoopagomycota
létrejott  zigosporakkal, ivartalan szaporoddsuk pedig a sporangiumokban képzddo
sporangiosporakkal torténik (Spatafora és mtsai., 2016; Walther ¢és mtsai., 2019). K6z6s
jellemzdik a sejtfalukban taldlhat6 kitin és kitozén, valamint a conocitikus, anasztomdzisos
hifa-rendszer (Naranjo-Ortiz és Gabaldon, 2019).

A Mucoromycota gombdk a sokoldali anyagcseréjiiknek koszonhetden rendkiviil
valtozatos helyeken fordulnak eld, mdas-mas ¢életmodhoz alkalmazkodva a megfeleld
miikodésiikhoz sziikséges enzimeket és anyagokat nagy mennyiségben termelik; legyen szo
hidrolitikus enzimekrél vagy védelmi fehérjékrdl (Liibeck és Liibeck, 2022). Ebbdl kifolyolag
ezen fajok 1zolalasa talajbol, novényi tormelékekbdl vagy tragyabol is tortént mar (Spatafora és

mtsai., 2016).

2.2. A Mucorales rend jellemzése

A Mucorales rend a Mucoromycota torzs legnagyobb fajszamu csoportja (Spatafora és
mtsai., 2016). Legtobb fajuk szaprotrof életmodot folytat, de akadnak kozottik allatok,
novények €s gombak parazitai is (Naranjo-Ortiz €s Gabaldon, 2019; Spatafora és mtsai., 2017;
Walther és mtsai., 2019). Jelentds kérokat tudnak okozni a gyiimdlcsfak megbetegitésével,
valamint féleg immunszupprimalt betegek szervezetét megfertézve mikozisok kialakulasahoz
vezetnek (Spatafora és mtsai., 2017).

Ennek ellenére rengeteg pozitiv és hasznos tulajdonsaggal rendelkeznek az ipar
szamara. Rendkiviil hatékony sejtgyarak: lipidek, szerves savak (pl. citromsav), fehérjék,
pigmentek, alkoholok, extracellularis enzimek, koztiik amilazok és cellulazok eldallitasara is
hasznaljak 6ket. Elelmiszeriparban sajtfélék készitésénél, valamint kiilonboz6 azsiai
¢lelmiszerek erjesztésénél hasznaljadk oket (Liibeck ¢és Liibeck, 2022; Naranjo-Ortiz és

Gabaldén, 2019).



A baktériumokkal és élesztokkel szembeni eldnye a célfehérjék termeltetésére az
erdteljes szekrécidés utvonalaikban vannak, valamint az, hogy az eukaridta fehérjék
poszttranszlacidos modositasait is el tudjak végezni, mint példaul a glikozilalast (Liibeck és

Liibeck, 2022).

2.2.1. A Lichtheimia nemzetség

A Lichtheimia nemzetség tagjai szaprotrof életmodot folytatnak, tehat foleg talajbol és
novényi korhadékokbdl izolalhatd gombak. Tobbségiik termotolerans, 20 °C és 53 °C kozott
képesek novekedni, de legintenzivebben 37 °C-on nének. Jelenleg hat fajt tartanak szamon ezen
nemzetségen beliil: Lichtheimia corymbifera, Lichtheimia ramosa, Lichtheimia hyalospora,
Lichtheimia ornata, Lichtheimia sphaerocystis valamint a Lichtheimia brasilinesis (de A.
Santiago és mtsai., 2014; Schwartze és mtsai., 2014).

A L. ramosa tobbféle enzim termelésére is képes: f-mannozidaz (Xie €s mtsai., 2019),
a-galaktozidaz (Xie és mtsai., 2020), amilaz (De Oliveira és mtsai., 2016), B-gliikozidaz (Garcia
¢és mtsai., 2015), xilanaz (Alvarez-Zudiga és mtsai., 2017) és karboximetil-cellulaz (CMCaz)
(Silva és mtsai., 2013).

2.3. Glikozidazok

A glikozidazok, vagy glikozid hidrolazok (EC (Enzyme Commission) 3.2.1.X) egy
rendkiviil széles korben elterjedt, a glilkdz-anyagcserében jelentds szerepet jatszo
enzimcsoport, melyek O-glikozidos kotéseket bontanak, mikdzben monoszacharidokat
szabaditanak fel (Lu és mtsai., 2023; Naumoff, 2011). A glikozidazokat kodolo gének néhany
archea és eukariota sejten kiviil valamennyi él6lényben megtalalhatoak (Naumoff, 2011).
Prokaridtdkban extra- és intracellularisan is megtaldlhatéak; az extracelluldris enzimek a
biopolimerekbdl vald tapanyagszerzésben fontosak. A magasabb rendii szervezetekben a
Golgi-apparatusban és az endoplazmatikus retikulumban helyezkednek el egyes intracellularis
formak. Részt vehetnek virusos valamint bakterialis fert6zési folyamatokban, attétképzédésben
(Bras és mtsai., 2014), és glikoproteinek lebontasaban és bioszintézisében, valamint sejtfal
atalakitdsaban (Arumapperuma ¢és mtsai., 2023).

Megfeleld koriilmények kozott az altaluk katalizalt hidrolitikus reakcio megfordithatéd

¢s glikozidos kotések kialakitasara is képesek. Ehhez sziikség van a szubsztrdt magas



crcr

enzimek olcsok és konnyen hozzaférhetoek, ezért a forditott hidrolizis gazdasagilag igen
kedvelt eljaras (Plou és mtsai., 2007).

Osztalyozasuk torténhet aszerint, hogy hol képesek hasitani az oligo-, illetve
poliszacharidokat. Igy megkiilonboztetiink exo- és endoglikozidazokat. Az exoglikozidazok az
oligo-, vagy poliszacharidok terminalis végén (altalaban a nem redukald vég), mig az
endoglikozidazok a lanc kozepén 1évé glikozidos kotéseket hasitjak. Az osztalyozasuk emellett
torténhet még az enzimek sztereokémiai aktivitasa alapjan, vagyis aszerint, hogy a szubsztrat

anomer konfigurécioja forditott vagy megtartott marad (Bras és mtsai., 2014; Naumoft, 2011).

2.3.1. a-Gliikozidaz

Az a-gliikozidazok (EC 3.2.1.20.) az oligoszacharidok nem redukal6 végérol a glikozid
kotés felbontasaval a-gliikkdzt szabaditanak fel (Lu és mtsai., 2023). A hidrolitikus reakcio6 a
glikkozil-maradék anomer szénatomja és a gliikkozidos oxigén (C1-O) kozotti kotés hasadasaval
megy végbe, majd a vizbdl (vagy akceptorbdl) szdrmazo proton és a glitkkozil-maradék kozotti

csere zajlik le, melyet a 1. abra szemléltet (Chiba, 1997).

\
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1. dbra. Az o-gliikozidaz hidrolitikus reakcio sémaja (Chiba, 1997).

A kiilonb6zd a-glikoziddz tipusok mikroorganizmusokban, ndvényi ¢és allati
szovetekben, gombakban, baktériumokban és archedkban is széles korben elterjedtek.
Szubsztratspecifitdsuk alapjan harom f6 csoportba sorolhat6 az enzim. Az I. tipustiak heterogén
kotéseket (pl. szachar6z) bontanak elsd sorban, mig a II. és III. tipustiak a homogén kotések (pl.

maltoz, keményitd) felbontasat részesitik elonyben (Chiba, 1997; Yi €s mtsai., 2023).



Az emberi szervezetben is fontos szerepet tolt be az enzim, ugyanis a lizoszomakban
talalhat6 glikogén metabolizmusban vesz részt. Aktivitasanak hianyaban glikogén-raktarozasi
betegség alakul ki (II. tipusu glikogén-raktarozasi betegség; Pompe-kor) (Chiba, 1997).

Az iparban a termostabil a-glikozidazokat a keményitd gliikozsziruppa torténd
atalakitdsara hasznaljak. A transzglikozidacios reakciokat katalizaldé enzimeket pedig a

biotechnologiaban hasznaljak elészeretettel élelmiszer-oligoszacharidok eldallitasara, illetve

s

2.3.2. GH3l fehérjecsalad altalanos jellemzése

A glikozid hidrolaz 31 (GH31) csalad rendkiviil valtozatos hidrolitikus aktivitassal
rendelkez6 enzimekkel rendelkezik: 3-o-izomaltoziltranszferazok, o-glikkozidazok, a-
xiloziddzok, a-mannozidizok, 6-a-glikoziltranszferazok, a-galaktozidazok, «-1,3-
gliikozidazok, szulfokinovoziddz (Sul), szukrdz-izomaltdz (SI) és maltdz glilkkoamilaz

(MGAM) (da Costa-Latgé és mtsai., 2021; Yi és mtsai., 2023).

2.4. Heterolog fehérje termeltetés

2.4.1. Escherichia coli

Az Escherichia coli egészségiigyi, ¢lelmiszer mikrobiologiai és laboratoriumi
szempontbol egyarant fontos Gram-negativ baktérium. Heterolog fehérjetermeltetésre
eldszeretettel alkalmazott mikroorganizmus. Elénye a gyors szaporoddsi képesség,
tapanyagigénye egyszerli Osszetételli és olcso, fehérje expresszidja pedig kiemelkedd
(Karbalaei és mtsai., 2020). Hatranyai, hogy nem képes poszttranszlaciés modositasok
végrehajtasara, diszulfidhidakat csak korlatozottan képesek kialakitani. A heterolog fehérjek
termeltetése soran azok intracellularis aggregacidja torténhet, valamint a szekrécids
mechanizmus hidnya miatt nem képes a fehérjéket a kornyezetbe szekretalni (Karbalaei és
mtsai., 2020; Makrides, 1996). Néhany példa rekombinans fehérjék E. coli baktériumban vald

heterolog termeltetésére a 1. tablazatban van feltiintetve.



1. tablazat. Nehany példa Escherichia coli baktériummal torténd heterolog fehérje

termeltetesre.

Rekombinans fehérje Kiindul6 organizmus Forras
mersacidin Bacillus amyloliquefaciens (Viel és mtsai., 2021)
Sup35 fehérje Saccharomyces cerevisiae (Wang és mtsai., 2022)
CaCYP707A fehérje Chili paprika (Kim és Joung, 2023)
CARD TX Mycoplasma pneumoniae (Cheng és mtsai., 2017)

VEGFR2 (vaszkularis
endotelialis novekedési

faktor receptor 2)

Homo sapiens

(Cheng és mtsai., 2017)

RVs (Rubella virus

strukturalis poliprotein)

Rubella virus

(Cheng és mtsai., 2017)

Omp85 (kiilso

membranfehérje)

Chlamydia pneumoniae

(Cheng és mtsai., 2017)

HV3

Hirudo orientalis

(Cheng és mtsai., 2017)

hER-E/F (human 6sztrogén Homo sapiens (Nygaard és Harlow, 2001)

receptor ligandk6té domain)

CD44 Homo sapiens (Dyson és mtsai., 2004)
Epha2 (Eph receptor A2) Mus musculus (Dyson és mtsai., 2004)
Trp53 Mus musculus (Dyson és mtsai., 2004)

2.4.2. Komagataella phaffii

A Komagataella phaffii egy metilotrof élesztd, mely alkalmas, mind intra-, mind pedig
extracellularis enzimtermelésre. Maga az élesztd csak kis mennyiségben valaszt ki endogén
fehérjéket, igy az altalunk megkivant szekretalt heterolog fehérje fogja alkotni a kdzegben 1évd
fehérjék tobbségét. Ennek rendkiviil nagy elénye van a tisztitasban (Cereghino és Cregg, 2000).

A K. phaffii elénye a gyors és nagy Sejtszamu noévekedés. Fehérjéket nagy
mennyiségben képes termelni (Ergiin és mtsai., 2021), poszttranszlaciés modositasokat végre
tud hajtani, példaul N- és O-glikozidos kotések kialakitasat, valamint diszulfidhidak képzésére
is képes. Ezen utdbbiak azért is fontosak, mert szamos fehérje csak ezen modositdsok

kovetkeztében lesz biologiailag aktiv (Karbalaei és mtsai., 2020; Krainer és mtsai., 2012).



Fontos jellemzdje, hogy a metanolt egyediili szénforrasként képes hasznositani (Krainer €s

mtsai., 2012). A metanol hasznosulasanak utvonalat a 2. abra szemlélteti.

( D
/ N\ Citoszol
Peroxiszoma
CH30H » CH30H
02—, GSH
H202 ‘
2 HCHO—— HCHO —- GS§- CHon HCOOH 7> CO2
1024120 | —_— NAD
/Q b NADH NADH
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rekaciok
6 %GAP — sejtalkotok
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|ATP ADP 7FBP—YF5P
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~ Y,

2. abra. A metanol hasznosuldsi utvonal K. phaffii-ban (Cereghino és Cregg, 2000).
GAP: glicerinaldehid-3-foszfat; DHA: dihidroxi-aceton; DHAP: dihidroxi-aceton-foszfat,
FBP: fruktoz-1,6-biszfoszfat, GSH: glutation; XusP: xiluloz-5-foszfat, FeP: fruktoz-6-foszfat;
Enzimek: 1: alkohol oxidaz; 2: katalaz, 3: formaldehid-dehidrogenaz, 4: formiat-
dehidrogenaz; 5: dihidroxi-aceton-szintdz, 6. dihidroxi-aceton-kinaz, 7: fruktoz-1,6-
biszfoszfat-aldolaz, 8: fruktoz-1,6-biszfoszfataz

Genomjaban két gén is kodol alkohol-oxidaz (AOX) aktivitassal rendelkez6 enzimeket,
az AOX1-et és az AOX2-t. Kiilonbség a prométeriik erdsségében van, melyet kihasznalva
kiilonboz6 expresszios torzsek kialakitasa lehetséges. A metanol hasznositas tekintetében tehat
harom fenotipust kiilonboztetiink meg: Mut*, ahol mindketté AOX gén ép és aktiv, Mut® esetén
az AOX1 gén ki van kapcsolva; és a Mut’, ahol pedig mindkét gén kiiitésre keriil, ebbdl
kifolyolag a K. phaffii nem képes metanolon, mint egyediili szénforrason névekedni. Azok a
torzsek, ahol mindkét gén aktiv, altalaban nagyobb novekedésre képesek (Krainer és mtsai.,
2012). A K. phaffii-t, mint expresszios rendszert évtizedek oOta hasznaljak fehérjék

termeltetésére, melyekre néhany példat a 2. tablazat mutat.



2. tablazat. K. phaffii daltal termeltetett fehérjék.

Rekombinans fehérje

Kiindul6 organizmus

Forras

B-galaktozidaz

Escherichia coli

(Tschopp és mtsai., 1987)

Staphylokinase

Staphylococcus aureus

(Miele és mtsai., 1999)

lizozim

hazi tylk

(Mine és mtsai., 1999)

felszini antigén (HBsAg)

Hepatitis B virus

(Chiou és mtsai., 1997)

lipaz B Candida antarctica (\Valero, 2018)

kitinaz 1. homokibab (Landim ¢és mtsai., 2017)

fitokrom A (phA) zab (Kneip és mtsai., 1997)

LL37 fehérvérsejtek (neutrofil); (Zhan ¢és mtsai., 2021)
epithel sejtek

azurin Pseudomonas aeruginosa (Unver és mtsai., 2021)

urikaz Aspergillus flavus (Khaleghi és Asad, 2021)
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3. Célkitiizeés

Csoportunk korabban vizsgalta a Lichtheimia ramosa SZMC (SZMC=Szeged
Mikrobiologiai Gylijtemény) 11360 gombatdrzs glikozidaz termelését buzakorpat tartalmazo
szilard fazisu fermentacioban (Volford és mtsai., 2021). Nativ-PAGE-en torténd elvalasztast
kovetd tomegspektrometriai elemzés soran olyan, a GH31 csaladba tartozo fehérjét
azonositottak, mely vélhetéen a-gliikkozid kotést hasit. In silico elemzéssel a L. ramosa
genomban azonositottak kettd feltételezett GH31, vélhetden a-gliikkoziddz enzimet kodold gént
is. A Lichtheimia gombak glikozidaz aktivitasairdl kevés informacio all rendelkezésiinkre.
Munkankban ezért célul tliztiik ki a L. ramosa SZMC 11360 gombatorzs GH31 a-gliikkozidaz
enzimjét kodolo gének kifejez6désének vizsgalatat, az enzim heteroldg rendszerben torténd
termeltetését, valamint az enzim gyakorlati felhasznalas szempontjabdl jelentés biokémiai

tulajdonsagainak vizsgélatat.

Ennek érdekében az alabbi konkrét célokat fogalmaztuk meg:

1. A L. ramosa SZMC 11360 GH31 a-gliikkozidaz enzimet kodolé gének

kifejez6désének vizsgalata valés idejii-kvantitativ PCR segitségével.

Célul tiztik ki feltételezett GH31 a-gliikozidaz enzimfehérjét kodold gének

kifejezddésének vizsgalatat buizakorpa alapu tapkdzegen.

2. A GH31 a-gliikozidaz enzimfehérje termeltetése heterolog rendszerben.

A fehérje heterolog rendszerben torténd termeltetéséhez Komagataella phaffii-t

hasznalunk, mely igen gyakran alkalmazott ¢lesztd kiilonb6zd fehérjék termeltetéséhez.

3. A megtermeltetett enzimfehérje tisztitasa és biokémiai vizsgalata.

Célul thztik ki, hogy jellemezziik a termeltetett fehérje enzimaktivitasat affinitas
kromatografiaval torténd tisztitast kovetéen, valamint egyes biokémiai tulajdonsagait

(pl. hémérséklet, pH optimum) is meghatarozzuk.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. Alkalmazott mikroorganizmusok

A kisérleteink soran a Lichtheimia ramosa SZMC 11360 torzsét hasznaltuk a GH31
enzim tanulmanyozasiara. A gombatorzs a Szegedi Mikrobiologiai Gyljteménybdl
(http://szmc.hu)  szarmazott, fenntartdsa malatas taptalajon tortént. A  baktérium
transzformaciohoz ,,Fast and Go” Escherichia coli DH5a (Zymo Research) sejteket
hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint. A fehérje heterolog termeléséhez a Komagataella phaffii

KM71H és X-33 jelii torzseket (Invitrogen) alkalmaztuk a gyart utasitasai szerint.

4.2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

Malatas taptalaj (MEA): 1% (m/V) D-glikéz; 0,5% (m/V) élesztékivonat; 1% (V/IV)
malatakivonat; 2% (m/V) agar

Buzakorpat tartalmazo taptalaj: 5% (m/V) bazakorpa; 1% (m/V) szojaliszt; 2% (m/V) agar

Luria-Bertani (LB) taptalaj és tapoldat: 1% (m/V) tripton; 0,5% (m/V) élesztékivonat; 1%
(m/V) NaCl; taptalaj esetén még 2% (m/V) agar. Ampicillint is tartalmazo taptalaj esetén 100

pg/ml koncentracioban adtunk hozza ampicillint (Sigma-Aldrich).

Lenox tapoldat: 1% (m/V) tripton; 0,5% (m/V) élesztokivonat; 0,5% (m/V) NaCl; taptalaj
esetén még 2% (M/V) agar. Zeocint is tartalmazo taptalaj esetén 25 pg/ml koncentracidban

adtunk hozza zeocint (Thermo Fisher Scientific).

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium): 1% (m/V) élesztékivonat; 2% (m/V)
pepton; 2% (m/V) dextroz (gliiko6z); taptalaj esetén 2% (m/V) agar.

YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium - sorbitol): 1% (m/V) élesztékivonat; 2%

(m/V) pepton; 2% (M/V) dextroz (gliikoz); 15% (m/V) szorbitol; taptalaj esetén még 2% (m/V)

agar.
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BMGH (Buffered Minimal Glycerol): 10% (V/V) 1 M kalium-foszfat (pH 6,0); 10% 10x
(VIV) YNB (éleszt6 nitrogén forras); 0,2% (m/V) biotin; 10% (V/V) 10x glicerol

BMMH (Buffered Minimal Methanol): 10% (V/V) 1 M kalium-foszfat (pH 6,0); 10% (V/V)
10x YNB (minimal taptalaj); 0,2% (m/V) biotin; 10% (V/V) 10x metanol

4.3. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

4.3.1. Gélelektroforézishez hasznalt anyagok

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na;EDTA

Agaréz gél: fragmentum méretétdl fiiggéen 0,8-2% agardz TAE-pufferben oldva
Etidium-bromid torzsoldat (Sigma-Aldrich): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Fisher Scientific)

Molekulasily marker: 1 kb DNS marker (Thermo Fisher Scientific): steril desztillalt viz —

molekulastily marker — 6x DNS mintapuffer 4:1:1 arany( keveréke

4.3.2. Fehérjetisztitashoz hasznalt oldatok:

Sotalanitashoz:
Mosépuffer 1 (500 ml): 11,185 g KCl, 3,4 g KH2PO4, 0,17 g imidazol (Sigma-Aldrich); 500 ml
desztillalt viz; pH 8,0

Affinitas kromatografiahoz:

Mosoépuffer 1 (200 ml): 4,474 g KCI, 1,36 g KH2PQO4, 0,068 g imidazol (Sigma-Aldrich), 200
ml desztillalt viz; pH 8,0

Mosopufter 2 (200 ml): 4,474 g KCI, 1,36 g KH2PQOg4, 0,132 g imidazol (Sigma-Aldrich), 200
ml desztillalt viz; pH 8,0

Nativ elucios puffer (300 ml): 6,711 g KCI, 2,04 g KH2POg, 5,106 g imidazol (Sigma-Aldrich),
300 ml desztillalt viz; pH 8,0

Acetat puffer (50 mM, 1000 ml): 4,1 g natrium-acetat, 450 pl ecetsav, 1000 ml végtérfogatig

desztillalt viz; pH 6,0
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4.3.3. Poliakrilamid gél festéséhez hasznalt oldatok

Eziistfestés:

Fixal6 oldat: 50% (V/V) metanol, 12% (V/V) ecetsav, 0,05% (V/V) formaldehid
Mosé oldat: 20% (V/V) etanol

Erzékenyit6 oldat: 0,02% (m/V) NazS,03

Festd oldat: 0,2% (V/V) AgNOs

El6hivo oldat: 0,0004% (V/V) Na2S203, 6% (m/V) NaCOg, 0,05% (V/V) formaldehid

4.3.4. Fehérje biokémiai vizsgalatahoz hasznalt pufferek

Mcllvaine-féle pufferoldat (50 mM): 200 mM Na;HPO4 x 2H20 és 100 mM citromsav X H20

Acetat puffer (100 mM; pH 5,0)
Natrium-karbonat puffer (100 mM)

4.4. Inditoszekvenciak
A PCR kisérletek soran alkalmazott inditészekvencidkat €s azok nukleotid sorrendjét a

3. tablazatban foglaltuk dssze.

3. tablazat. A QPCR reakciokhoz és a heterolog tultermeltetéshez hasznalt inditoszekvencidak.

Inditészekvencia kodja \ Nukleotid sorrend, 5°-3’ \ Termék
A kvantitativ valds-idejii PCR reakciékhoz hasznalt inditészekvencidk
GH3lartP1 TCCATTGACCCATATTCCTATCC gh3la gén
GH3lartP2 ATATACAAACGACCAGAAGCAC
GH31brtP1 CTGAAGCATTACGCAAAGCAC gh31b gén
GH31brtP2 AAGCACTTGTGTTGCATGATCC
Lracrinlrtfw GACTGAAGCACCTTTGAACC aktin
Lracrinlrtrev CCAGAGTCAAGCACAATACC
A Gh31a fehérje heterolég termeltetéséhez hasznalt inditészekvencidk
GH31acDNSfw ATGAGGAAACTTTCTCCTATTCTC gh3la gén
GH31acDNSrev CTAATGGAAAGTGATGGTAAACTTG c¢DNS
szekvencidja
GH31aPhefw/Xhol TTACTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT | gh3la gén
GATGTGCAGTTCAATGTTCCTG heterolog
GH31aPherevHIS/NotIl TTAGCGGCCGCCTAATGATGATGATGATG | expresszidjahoz
ATGGAAAGTGATGGTAAACTTGG
Szekvenalashoz hasznalt inditészekvenciak
AOX5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC
AOX3 CGAATAATTAGTTGTTTTTT

* az alahuzott nukelotidok az endonukleazok felimerési helyét jelolik.
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4.5. Gének izolalasahoz és kifejezodésének vizsgalatahoz alkalmazott modszerek

45.1. DNS és RNS kivonas

A DNS kivonast Quick DNA Fungal/Bacterial miniprep kit (Zymo Research)
segitségével végeztiik a gyartd utasitasat kovetve.

Az L. ramosa gombabol valdo RNS kivonashoz a Quick-RNA MiniPrep Kitet (Zymo
Research) hasznaltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kinyert RNS mennyiségét
NanoDrop spektofotométerrel (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Fisher Scientific)

hataroztuk meg.

45.2. Agaroz gélelektroforézis

A kinyert mintakhoz (DNS, RNS, PCR) mintafelvivé puffert (6x Loading puffert,
Thermo Fisher Scientific) adtunk, majd 0,8%-o0s agaroz gélben (RNS esetén 1,5-2%), 80-110
V fesziiltséggel, 40-50 percen keresztiil futtattuk a mintdkat. Az agardz gél elkészitéséhez és a
futtatopufferhez is TAE puffert hasznaltunk, tovabba a gél 0,5 pg/ml etidium-bromidot
tartalmazott. Az RNS fragmentumokat a hozzajuk adott etidium-bromidnak készénhetéen UV
fény alatt detektalhatjuk. A fragmentumok méretének meghatdrozadsdhoz 1 kb DNS létra

(Thermo Fisher Scientific) molekulasuly markereket hasznaltunk.

45.3. Plazmid DNS izolalas

A plazmidok izoldlasa Zyppy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Research) segitségével

tortént a gyartd utasitasainak megfelelden.

4.5.4. DNS visszaizolalasa agaréz gélbél
A visszaizolalni kivant fragmentumokat tartalmazé gélrészletet steril szikével UV

lampa alatt kivagtuk a gélbdl, majd a Zymoclean Large fragment DNA Recovery Kit (Zymo

Research) segitségével nyertiik ki a gyartd utasitasainak megfelelden.
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4.5.5. c¢DNS szintézis (reverz transzkripcio)

A DNéz kezelt RNS mintakbodl a reverz transzrkipciot Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztik el. A reakcidhoz

oligo(dT)18 és random hexamer primereket hasznaltunk a gyarté utasitasainak megfelelden.

4.5.6. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikakat alkalmaztunk. A PCR reakciokat
ProFlex PCR rendszerben (Thermo Fisher Scientific) végeztiik, a real-time PCR esetében
C1000 Thermal Cycler késziiléket és CFX96 Real-Time System (Bio-Rad) detektalo rendszert

hasznaltunk.

45.6.1 A gh31l gének felszaporitasahoz hasznalt reakciokoriilmények

A gh31 gének cDNS-ének L. ramosa genomi DNS-bdl torténd felszaporitasahoz,
valamint a Komagataella transzformaciot kovetéen a gh31 gének jelenlétének az igazolasahoz
a Phusion Flash High-Fidelity PCR Enzim Mix-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk a

gyart6 ajanlasai szerint. A reakciokat 20 pl végtérfogatban mértiik 6ssze a kovetkezdk szerint:

150-200 ng cDNS
0,4-0,4 uM specifikus inditészekvencia (3. tablazat)
1x Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix

A felszaporitas koriilményei:

98 °C 1 perc 1 ciklus elédenaturalas

98 °C 10 mp denaturalés

60 °C 1mp 30 ciklus primer kotédés

72 °C 45 mp lancszintézis
72°C 1 perc 1 ciklus végso lancszintézis
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4.5.6.2 Valés idejii PCR reakciok a transzkripcios szintek meghatarozasahoz

A méréseket RNS-bdl reverz transzkripcidval eldallitott cDNS felhasznéldséaval
végeztikk el. A reakciokat Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific)
segitségével mértiik ssze. A nyert eredményeket a 2724t modszer segitségével értékeltiik ki
(Livak és Schmittgen, 2001). A reakciok Osszemérése 20 ul végtérfogatban tortént 96 lyuka

lemezeken:

20-50 ng DNS vagy cDNS
0,4 uM - 0,4 uM specifikus inditdszekvencia (3. tablazat)
1x Maxima SYBR Green gPCR Master Mix

95°C 3 perc 1 ciklus kezdeti denaturacio
95 °C 1 perc denaturacio

60 °C 0,5 perc 40 ciklus primerkotédés
72°C 0,5 perc lancszintézis

Olvadasi gorbe analizis:

55°C-95°C 10 masodperc 0,5 °C -onként emelkedd hdmérséklet

4.6. Génklénozas soran alkalmazott médszerek, plazmidkonstrukciok létrehozasa

4.6.1. Restrikcidos emésztések, ligalas

A restrikciés emésztéseket, ligalasokat az altalanosan hasznalt modszerek szerint
végeztiik (Sambrook és mtsai., 1989) kovetve a gyartok utasitasait, valamint optimalizalva az
adott kisérleti koriilményekhez. A DNS fragmentumokat a CloneJet PCR cloning Kit-ben
talalhato pJET1.2 (Thermo Scientific) klonozo vektorba épitettiik a gyartd utasitasait kovetve.

A heterolog termeltetéshez sziikséges vektorkonstrukciok elsé 1épéseként
felszaporitottuk a L. ramosa a-gliikozidazt kodolé gén (gh3la) cDNS-ét, melyet egy ligalasi
1épéssel pJet 1.2 klonozo vektorba raktuk be. Ezt a plazmidot ezutan PCR technika segitségével
felszaporitottuk olyan inditészekvencidkkal, melyeket tudunk majd hasznélni a heterolog
kifejezédéshez (3. tablazat). Ezt a végsd expresszidos kazettdt, mely tartalmazza az
klonoz6 vektorba ligaltuk. A hat hisztidint tartalmazé cimke a fermentaciot kovetd gyorsabb és
egyszerlibb tisztitast teszi lehet6vé. A létrehozott pJet 1.2 konstrukciot Xhol és Notl

endonukledzokkal hasitottuk, majd az igy kapott DNS fragmentet a végso heterolog expressziot
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lehetové tevé pPiczoaA vektorba ligaltuk, igy megkapva a pPicza gh3la vektort. A
pPicza_gh31a vektort Pmel endonukledzzal linearizaltuk és ezt a linearizalt vektort hasznaltuk

a transzformacios kisérletekhez.

4.6.2. Szekvenalas ellenérzése
A létrehozott expresszids vektor szekvenalassal torténd ellendrzését az LGC Genomics

(Berlin) végezte az AOXS ¢és AOX3 inditészekvencidk (3. tablazat) felhasznalasaval.

4.6.3. Plazmid DNS tisztitasa
Plazmid DNS tisztitasahoz a ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit-et (Zymo Research)

hasznaltuk a gyart6 utasitasait kovetve.

4.6.4. Baktérium transzformacio

Szaz ul fagyasztva tarolt ,,Fast and Go” E. coli DH5a (Zymo Research) kompetens sejtet
jégen felolvasztottunk, majd 15-25 pl ligdtumot adtunk hozza és a baktériumokat 5 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kovetéen 37 °C-on elomelegitett ampicillin (100 pg/ml) vagy zeocin tartalmu

(25 pg/ml) LB taptalajra szélesztettiik. A Petri-csészéket 16 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

4.7. Komagataella phaffii transzformalasa elektroporacioval

crcr

Expression Kit-et (Invitrogen) alkalmaztuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Ot ml YPD
tapoldatba 30 °C-on egy ¢éjszakan at ndvesztettik a K. phaffii sejteket. Masnap 500 ml
tapoldatba beoltottunk 0,1-0,5 ml-nyit, az el6z6 este novesztett kultirabol. Az élesztoket ismét
egy ¢éjszakat hagytuk ndvekedni, amig az ODeoo el nem érte az 1,3-1,5-6t. Ezutan a sejteket 5
percig, 4 °C-on 1500xg-n centrifugaltuk. A pelletet 500 ml steril, jéghideg vizben felvettiik,
majd ismét centrifugalas kovetkezett. A fugalas utan a pelletet 250 ml steril, jéghideg vizben
felvettiik €s ismét egy centrifugalas kovetkezett, végiil 20 ml jéghideg 1 M-0s szorbitolba vettiik
fel a sejteket. Ezutan egy végso centrifugalasi 1épést kovetden a pelletet 1 ml jéghideg 1 M-0s
szorbitolban felvettiik. Ezt kovetden ebbdl 80 pl mennyiséghez hozzaadtunk 5-10 pg linearizalt
DNS-t majd az elektroporacios kiivettaba pipettazzuk. Kontrollként az iires pPiczaA vektort

hasznaltuk. A jégen torténd 5 perces inkubaciot kovetden az elektroporaciot MicroPulser
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Electroporator (Bio-Rad) késziilékkel hajtottuk végre a gyarilag beprogramozott Pichia
programmal. Elektroporaciot kovetden a sejtekhez azonnal 1 ml jéghideg 1 M-0s szorbitolt
adtunk. A kiivetta tartalmat ezutan egy 15 ml-es csébe helyezve 30 °C-on 1-2 oran at
inkubaltuk. Az inkubacios id6 lejarta utan a sejteket zeocin (100 pg/ml) tartalma YPDS
csészékre szélessziink szét 10, 15, 50, 100 és 200 pl mennyiségben. A csészéket 30 °C-on
inkubaltuk 3-10 napon keresztiil a kolonidk megjelenéséig, majd a megjelend kolonidkat egy

ujabb zeocin (100 pg/ml) tartalmia YPDS csészére atoltottuk.

4.8. Komagataella fermentacio folyadékkultiraban

A rekombinans, L. ramosa GH3la fehérje, K. phaffii alapi rendszerben valo
termeltetésére kisléptékii (termelés ellendrzése) és nagyléptékil (fehérje tisztitasa) siillyesztett
fermentacios rendszereket alkalmaztunk. A K. phaffii sejteket 5 ml (kisléptékii fermentacio),
vagy 10 ml (nagyléptékli fermentacid) zeocint tartalmazé YPD-be leoltottuk, majd 16 6ran
keresztiil 30 °C-on 260 rpm-en razattuk. Mdsnap a tenyészetet kisléptéki fermentacio esetén
100 ml, nagyléptékii fermentacido esetén 500 ml BMGH tapoldattal reszuszpendaltuk és a
kovetkez6 napig 30 °C hémérsékleten 200 rpm razatas mellett inkubaltuk (ODego=2-6). Az
inkubalast kovetden a sejteket centrifugaldssal (4000xg, 10 perc) Osszegyijtottiik, majd a
sejteket kisléptékli fermentdcidban 20 ml, nagyléptékli esetén 100 ml BMMH téapoldatba
felvettiik. Ezutan a tenyészeteket 30 °C-on 7, illetve 4 napig razatva (200 rpm) novesztettiikk. A
tenyészetekhez naponta 1/10 térfogat aranyban metanolt adagoltunk. A tenyészetekbdl
kozvetleniil a leoltast kovetden, majd a tenyésztés minden napjan 1 ml térfogati mintat vettiink
a fehérjetermelddés ellendrzése céljabol. A levett mintakat centrifugaltuk (16200xg, 20 perc),
majd a sejtmentes feliiluszot a-gliikozidaz aktivitas és fehérjekoncentracid mérésekig -20 °C
homérsékleten taroltuk. A fehérje tisztitdsdhoz készitett nagyléptékii fermentacidbol
centrifugalassal (16200xg, 20 perc) sejtmentes feliiluszot allitottunk eld, melyet ezt kdvetden
fagyasztva szaritassal koncentraltunk (Christ Alpha 14 freeze dryer). A mintaként vett és

koncentralt sejtmentes fermentleveket felhasznalasig -20 °C hdmérsékleten taroltuk.
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4.9. A fehérjék tisztitasa

A gélszliréssel kapcsolt puffercseréld 1épések elvégzéséhez a Bio-Scale Mini Bio-Gel
P-6 (50 ml vagy 5 ml, Bio-Rad) oszlopokat hasznaltuk. Affinitas kromatografidhoz az EconoFit
Profinity IMAC (Bio-Rad) oszlopot hasznaltuk. Az egyes tisztitasi 1épéseket Bio-Rad Duo-
Flow alacsony nyomast folyadékkromatografias (FPLC) rendszer (Bio-Rad) hasznalataval
végeztik.

A tisztitas elsO 1épéseként a termeltetett fermentlébdl 10 ml mennyiséget gélsziirtiink
Bio-Gel P6 oszlopon (50 ml). A sziirés soran a felvitt mintahoz 9 ml/perc-es atfolyasi
sebességgel adtuk a mosopuffer 1 oldatot, igy az el6tisztitott fehérje minta kis mennyiségii
imidazolt is tartalmazott az ezt kovetd affinitas kromatografiai tisztitds hatékonysaganak
javitasa érdekében. Az affinitas kromatografidhoz eldszér mosopuffer 1 oldattal ekvilibraltuk
az oszlopot, majd a kovetkez6 lépésben felvittiik a somentesitett (10 ml) mintankat. Ezt
kovetden egy tjabb mosopuffer 1 oldattal (30 ml) torténd mosas kdvetkezett, majd 30 ml
térfogat mosopuffer 2 oldattal (nagyobb imidazol koncentracio) torténd mosas. Végso 1épésként
izokratikusan 50 ml térfogat 250 mM imidazol tartalmu elucios puffert vittlink fel a rendszerre.
Mindegyik 1épésnél 5 ml/perc-es atfolyasi sebességet alkalmaztunk. Az affinitas kromatografiat
kovetden a fehérjeket tartalmazo frakciot (2 ml) Bio-Gel P6 oszlopra (5 ml) vittiik, melyet
elozdleg acetat pufferrel (50 mM, pH 6,0) ekvilibraltunk. A fehérjéket az oszloprdl acetat
pufferrel (50 mM, pH 6,0), 1 ml/perc atfolyasi sebesség alkalmazasaval elualtuk. Az igy kapott

fehérjetartalmu frakciot ezutan -20 °C hdmérsékleten taroltuk tovabbi felhasznalasig.

4.10. Tisztitott enzim vizsgalata

4.10.1. Enzimaktivitas meghatarozasa, szubsztratspecifitas

A tisztitas el6tt és utan enzimaktivitast és szubsztratspecifitast vizsgaltunk a kovetkezd
szubsztratokkal: p-nitrofenil-N-acetil-p-D-gliikozaminid, o-nitrofenil B-D-galaktopiranozid, p-
nitrofenil  B-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil a-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil B-D-
natrium-acetat pufferben (50 mM, pH 6,0) feloldva.

A méréshez 90 pl enzimkivonatot és 10 pl szubsztratoldatot vittiink fel a

mikrotiterlemez (Sarstedt) mintahelyeire. Az inkubacid 40 °C-on 1 6ran keresztiil tortént, majd
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areakciot 25 ul natrium-karbonat (100 mM) oldattal allitottuk le. A p-nitrofenol felszabadulasat
405 nm hullamhosszon végzett spektrofotometriai méréssel kovettik (SPECTROstar Nano
mikrotiterlemez olvas6, BMG Labtech).

4.10.2. Fehérjekoncentracié meghatarozasa

A liofilizalt izolatum ¢és a tisztitasi 1épések utan kapott frakciok fehérjekoncentracio
meghatarozasa Qubit fluorometer (Invitrogen) és Quant-iTTM Protein Assay Kit (Invitrogen)

segitségével tortént a gyarto utasitasainak megfelelden. A miiszer kalibralasa 0 ng/ul, 200 ng/ul

e

4.10.3. Denaturalé gélelektroforézis

A fehérjék natrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
torténd elvalasztasat vertikalis futtatd kadban (Mini-PROTEAN Tetra System, Bio-Rad)
elhelyezett 12%-os poliakrilamid gélen (Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad) végeztiikk, NuPAGE
2-N-morfolin-etanszulfonsav (MES) natrium-lauril-szulfat (SDS) futtaté puffer (20x, Life
Technologies) felhasznélasaval.

A fehérjék lathatova tételére eziistfestést alkalmaztuk. A gélt fixalo oldatban inkubaltuk
két oran at, majd a fixald oldat eltavolitasa céljabol haromszor 20 percig 20%-0s etanolos
mosast végeztiink. Ezt kovetden érzékenyitd oldatban (0,02% natrium-tioszulfat) inkubaltuk a
gelt két percig, majd kétszer 1 perces desztillalt vizes Oblitést végeztiink. Ezutan eziist-nitrat
oldatban (0,2% AgNO3) 20 percig festettiik a gélt, majd ismét 1 perces desztillalt vizes mosast
végeztiink. Végiil a gélt elohivo oldattal mostuk a megfeleld festddés eléréséig. Az eldhivast

96%-0s ecetsavval allitottuk le.

4.10.4. A hémérséklet optimum és stabilitas vizsgalata

A hémérséklet optimum vizsgalatihoz alkalmazott reakciéelegy: 0,1 U ml* enzim, 0,7
mM p-nitrofenil a-D-gliikkopiranozid, 0,1 M acetat puffer (pH 5,0). Az elegyeket 20, 30, 40, 50,
60, 70 és 80 °C homérsékleten inkubaltuk 30 percig. Ezt kvetden az abszorbancia mérés 405

nm hulldmhosszon tortént (SPECTROstar Nano mikrotiterlemez olvasé, BMG Labtech).
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4.10.5. A pH optimum és stabilitas vizsgalata

A pH optimum vizsgalatahoz alkalmazott reakcidelegy: 0,1 U ml™ enzim, 0,7 mM p-
nitrofenil a-gliikkopiranozid, 50 mM Mcllvaine-féle pufferoldat (pH 3,0 - 7,4; Mcllvaine, 1921).
Az elegyeket 30 percig inkubaltuk 50 °C-on. A pH stabilitds vizsgalatdhoz alkalmazott
reakcidelegy: 0,1 U ml! enzim, 50 mM Mecllvaine-féle pufferoldat (pH 3,0 - 7,4). A
reakcioelegyeket 24 o6ran at 4 °C-on tartottuk, majd 0,7 mM p-nitrofenil o-gliikopiranozid
szubsztrat hozzdadasat kovetéen 30 percig inkubaltunk 50 °C-on. Mindkét esetben az
abszorbanciamérés 405 nm hullimhosszon tortént (SPECTROstar Nano mikrotiterlemez
olvasd, BMG Labtech).
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5. Eredmények

5.1. A Lichtheimia ramosa gh31la és gh31b gének kifejezédésének vizsgalata

Munkénkat megel6z6 kutatdsok az L. ramosa SZMC 11360 torzs kivalo glikozidaz
termeld képességét azonositottak (Volford és mtsai., 2021). A gombabodl tisztitott fehérjék
tomegspektrometriai elemzése feltételezhetéen a-gliikozid kotések bontasara képes GH31
enzim jelenlétét mutatta ki. Emellett in silico elemzések kimutattdk, hogy a L. ramosa
genomjaban kettd feltételezett, GH31 csaladba tartozo, vélhetden o-glikozidaz aktivitast
mutatd fehérjét kodold gén talalhato (gh3la és gh31b). Jelen munkaban igy megkezdtiik
vizsgalni az L. ramosa SZMC 11360 gh3la és gh31b gének relativ transzkripcids szintjét. A
kisérlethez a gombat buzakorpa tartalmu taptalajon tenyésztettiik, a transzkripcids szintet valds-
idejli kvantitativ PCR segitségével vizsgaltuk. A buzakorpa szénhidratokban, fehérjékben,
lipidekben, vitaminokban és asvanyi anyagokban gazdag szubsztratokbdl all (De Oliveira ¢€s
mtsai., 2016). Ennek hasznalataval kivantuk indukalni az enzimtermelést. Referencia génként
a L. ramosa aktin génjét valasztottuk. Az RNS kivondshoz a gombat 6 napon keresztiil 37 °C
homeérsékleten tenyésztettilk a buzakorpat tartalmazo taptalajon. A gének kifejez6désének
vizsgalatat mindegyik inkubécids napra vonatkozoan elvégeztiik.

A 3. abran lathato, hogy a két gén kiilonboz6 expressziot mutatott. A gh31a esetében az
elsd és a masodik napon magas expresszios szint volt megfigyelhetd, majd a harmadik naptdl

szignifikansan csokkent, mig a gh31b esetében viszonylag allando szintet mutatott.
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3. d@bra. L. ramosa gh31a és gh31b génjeinek relativ transzkripcios szintjei buzakorpan
torténd tenyésztés esetén. Kontrollként az 1. napon mért értéket vettiik 1-nek. A digrammon 3

egymastol fiiggetlen meérés eredményeinek atlagat abrazoltuk.A szignifikancia értéke:
**
p<0.01.
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5.2. A GH31 fehérje termeltetése heterolég rendszerben

5.2.1. Vektorkonstrukciok szerkesztése heterolog termeltetéshez

Megkezdtiik vektorkonstrukciok létrehozasat a L. ramosa gh3la koédold génrdl
levezethet6 fehérje (GH31a) heterolog rendszerben torténd termeltetéséhez. Kisérleteinkhez a
Komagataella phaffii KM71H torzset valasztottuk. A heteroldog expressziohoz a pPiczaA
vektort valasztottuk, mely tartalmazza a bakterialis és élesztd szelekcidhoz sziikséges zeocin
rezisztenciat biztositd gént, az AOXI1 (alkohol-oxiddz 1) gén promoéter és termindlis
szekvencidjat, valamint a fehérje szekrécidohoz sziikséges élesztd a-faktor szigndl szekvenciat.
A promotert indukélni lehet metanollal, igy nagymértékii fehérjetermelést tudunk elérni az
¢lesztovel (2. abra). A GH31la termeltetéshez 1étrehozott plazmid (pPicza_gh31a) sematikus

abrajat a 4. abra mutatja.
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4, abra. A L. ramosa GH31a fehérje heterolog expresszidjat lehetove tevo plazmidkonstrukcio
sematikus dbraja.

A végso, heterolog fehérjetermeltésre alkalmas plazmid hasitasa Pmel-el tortént. Az igy
linearizalt plazmidot hasznaltuk fel a K. phaffii elektroporalasa soran. A sikeres elektroporaciot

kdvetden hadrom transzformans telepet tudtunk izolalni.
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5.2.2. A transzformansok ellendrzése

A transzformacio sikerességének ellendrzésére a Komagataella-bol genomi DNS-t
vontunk ki, majd PCR segitségével ellendriztiik a Lichtheimia gh3la gén integraldédasat az
¢leszté genomjaba. Az 5. abran lathato, hogy a specifikus inditoészekvenciakkal felszaporitott,
GH31a fehérje kodold gén jelen van a mintankban (1asd 3-4-5. mintahelyek). A 2. mintahelyre
kontrollként az iires plazmidot tartalmazo K. phaffiit KM71H torzset vittiik fel (5. abra).

5. dbra. Komagataella phaffii transzformansok ellenérzése
1. Molekulaméret marker, 2. K. phaffiit KM71H az iires plazmiddal, 3-4-5. K. phaffii a
pPICZo + LrGH31a-val

5.2.3. Komagataella fermentacio

Miutdn megbizonyosodtunk a transzformacio sikerességérdl, megkezdhettiik a GH31a
fehérje K. phaffii élesztével vald heterolog termeltetését. ElGszor kis-, majd nagyléptéki
fermentaciot alkalmaztunk. A kisléptékii fermentaciora azért volt sziikség, hogy optimalizaljuk
a termelés idejét. A leoltastdl szamitott 4. napon értiik el a fehérjetermelés maximumat, ezért a
nagyléptii fermentaciot mar csak 4 napig végeztiik.

A tisztitds megkezdése elOtt végeztliink egy enzimaktivitds és szubsztratspecifitas
vizsgalatot, ahol kimutathatdé volt az a-gliikozid4dz aktivitds, igy megkezdhettik a minta

tisztitasat.
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5.3. A megtermeltetett enzimfehérje tisztitasa és vizsgalata

5.3.1. A termeltetett enzimfehérje tisztitasa

A K. phaffii alapu rendszerben termeltetett His cimkét tartalmazo GH31a fehérje
tisztitdsahoz a BioLogic DuoFlow™ FPLC rendszert (Bio-Rad) hasznaltuk, az egyes tisztitasi
1épéseknek megfeleld oszlopok csatlakoztatasaval. A His cimkézett fehérjék altalaban nagyobb
affinitassal rendelkeznek, mint a gyantdhoz nem specifikusan kotddé fehérjék, ennek
koszonhetben a rendelkezésre allo kotéhelyek tobbségét ezen fehérjék teszik ki (Bornhorst és
Falke, 2000). Az els6 gélsziirést (Bio-Gel P-6, 50 ml) kovetd affinitas kromatografiaval
(IMAC) végzett tisztitas kromatogramjat a 6. abra mutatja. Az izokratikus mosassal végzett
elicio soran a 4. és 5. frakcioknal egy nagy méretii fehérjecsticsot kaptunk (6. abra).
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6. dbra. A L. ramosa SZMC 11360 GH31a fehérje affinitas kromatografiaval valo
tisztitasanak kromatogramja. A sorszamozott frakciok az izokratikus mosas alatt vett mintakat
Jjelolik.

Az IMAC oszlop gyartdja (Bio-Rad) altal az affinitds kromatografiahoz javasolt
pufferek kalium-sokkal késziiltek a nagyobb stabilitas érdekében, illetve magas imidazol
tartalom is jellemzi azokat. A kalium jelenlét a denaturald gélelektroforézist zavarhatja, mig az
imidazol az enzimaktivitas méréseknél okozhat gatlo hatast. Ennek elkertilésére a gélen torténd
futtatast megel6zéen a mintankat 50 mM-os acetat pufferbe (pH 6,0) helyeztiikk egy masodik

gélszirés (Bio-Gel P-6, 5 ml) tisztitasi 1épés beiktatasaval.
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A tisztitasi lépéseket kovetden a fehérjék elvalasztasat SDS poliakrilamid gélen
végeztilk. A minta fehérjéit eziistfestéssel tettiik lathatova, melyet a 7. abra szemléltet. A
denaturalo gélen nem csak egy hatarozott fehérjesavot kaptunk (7. abra). Ugyan a termeltetett
fehérjénk egyértelmiien jelen van, az affinitds kromatografiaval torténd tisztitds még tovabbi

poliroz6 Iépéseket igényel. A tisztitds optimalizaldsa jelenleg is folyamatban van.
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7. dbra. A L. ramosa SZMC 11360 GH31a fehérje tisztulasdnak ellenérzése SDS-PAGE
analizissel kovetve.
1. Liofilizalt minta; 2. Elsé gélsziirés (Bio-Gel P-6, 50 ml) utani minta; 3. IMAC affinitds
kromatogrdfia utani minta (5. frakcio); 4. Masodik gélsziirés (Bio-Gel P-6, 5 ml) utani minta;
5. Molekulaméret marker; A nyil a megtermeltetett fehérjét jeloli.

A fermentlé toményitése céljabal liofilizaltuk a kiindulasi mintat. A kezdeti koncentralt
fermentlében, valamint az egyes tisztitasi 1épések soran kapott, termelt fehérjét tartalmazo
frakciokban mért fehérje koncentraciokat a 4. tablazat szemlélteti. Az adatok alapjan a tisztitott

enzimre 146,2 U/mg fehérje specifikus aktivitast kaptunk.

4. tablazat. A L. ramosa SZMC 11360 GH31a fehérje egyes tisztitdsi lépéseit kovetsen kapott
fehérje koncentraciok.

Liofilizalt Puffercsere (P6 IMAC Puffercsere
izolatum oszlop, 5 mM (P6 oszlop,
imidazol puffer) acetat puffer)
Fehérje 4040 pg/ml 143 ug/ml 76,2 ug/ml 117 pg/ml

koncentracid
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5.3.2. Enzimaktivitas és szubsztratspecifitis meghatiarozas

A tisztitott fehérjefrakcioban enzimaktivitas mérést végeztiink p-nitrofenil-N-acetil-p-
D-gliikkozaminid, o-nitrofenil B-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil p-D-galaktopiranozid, p-
nitrofenil a-D-galaktopiranozid, p-nitrofenil B-D-gliikkopiranozid ¢és p-nitrofenil o-D-
gliikopiranozid kromogén szubsztratok felhasznalasaval.

Az enzimaktivitds mérések soran meggy6zddhettiink, hogy sikeresen termeltettiink
aktiv GH31 enzimfehérjét, ami a-gliikkozidaz aktivitasanak koszonhetéen bontja a p-nitrofenil
a-D-gliikopiranozid szubsztratot p-nitrofenolt eredményezve, melyet sarga szinvaltozas jelez
(8. abra). A tobbi szubsztrat esetében nem tortént szinvaltozas, igy kijelenthetjiik, hogy az adott
szubsztratok hidrolizise nem tortént meg. Azaz egy sziik szubsztratspecifitasu a-gliikozidaz
aktiv GH31 fehérje heterolog termeltetését és izolalasat végeztiik el sikeresen. Lichtheimia
gombakban ilyen jellegli vizsgalatokat eddig még nem végeztek, munkankban izolaltunk

eléként GH31 fehérjét e mikroorganizmusbol.

8. d@bra. A tisztitott L. ramosa SZMC 11360 GH31a enzimaktivitasanak és szubsztrat
specifitasanak vizsgalata.
1. p-nitrofenil N-acetil-3-D-gliikozaminid, 2. p-nitrofenil 5-D-galaktopiranozid, 3. o-nitrofenil
3-D-galaktopiranozid, 4. p-nitrofenil a-D-galaktopiranozid, 5. p-nitrofenil /3-D-
gliikopiranozid, 6. p-nitrofenil a-D-gliikopiranozid
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5.3.3. A homérséklet optimum vizsgalata

A tisztitott L. ramosa GH31 aktivitdsdnak hémérséklet optimumat 50 °C koriil
allapitottuk meg. Az enzimmiikodés relativ aktivitasanak valtozasat a 9. abra szemlélteti, ahol
lathato, hogy az optimalis hdmérséklet eléréséig meredek emelkedés figyelhetd meg a relativ
aktivitasban, majd meredek csokkenés. A 40, 60 és 70 °C inkubaciés homérsékleteken
aktivitasnak megkozelitéleg a felét mutatta az enzim.

A L. ramosa GH31 a-gliikkozidaz miitkodésének hémérsékleti profiljat eddig még nem
vizsgaltak. Mas fonalas gomba fajokban eddig elemzett a-glikkozidazok valamivel magasabb
hémérsékleti optimummal rendelkeztek. Példaul az Aspergillus niveus-ban 65 °C (Da Silva és
mtsai., 2009), Aspergillus niger-ben pedig 60 °C (Yoshikawa és mtsai.,, 1994) Kkoriil
azonositottak az a-gliikoziddz miikodésének optimumat. L. ramosa gombdban glikoziddazok
koziil eddig egy a-galaktozidazt vizsgaltak, ahol 65 °C homérséklet koriil azonositottak az
enzimmiikddés optimumat (Xie és mtsai., 2020).
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9. dbra. A L. ramosa GH31a enzim aktivitasanak hémérséklet fiiggése.

5.3.4. A pH optimum és stabilitas vizsgalata

A tisztitott L. ramosa GH31 enzimnek pH 6,6 koriili miikddési optimumot allapitottunk
meg. Mind az aktivitas, mind a stabilitds savas kémhatason alacsony, és lassu emelkedés
figyelhetd meg a 6,6-os értékig. Semleges pH-n az aktivitas csokken, de stabilitdsat még jol
megoOrzi. A relativ aktivitas pH 6,2 és 7,0 értékeknél még rendre 91% és 72% (10. abra). Erds
stabilitas figyelhetd meg a pH 5,0-7,0 kozotti tartomanyban, ahol a relativ aktivitas 60-90%
kozott van. Més gombaknal az optimalis pH-ra hasonlo, enyhén savas pH értéket figyeltek meg
korabban: A. niger-ben 5,5 pH (Yoshikawa és mtsai., 1994), A. niveus esetében 6,0 pH (Da
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Silva és mtsai., 2009). L. ramosa esetében az eddig tisztitott a-galaktozidazt vizsgaltak, ahol a

mikodés optimuma szintén pH 6,0 koriil volt (Xie és mtsai., 2020).
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10. dbra. A L. ramosa GH31a aktivitasanak pH optimuma és stabilitdsa.
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6. Diszkusszio

A jaromsporas gombak Mucorales rendjébe tartozo fajok tobbsége talajban, novényi
korhadékokon el6forduld szaprotrof szervezet. Gazdag enzimtermelésiiknek koszonhetden
potencialis mikroszervezetek az ipari €s biotechnoldgiai alkalmazésokban. Ipari enzimek és
szerves savak termelésére mar szamos jaromsporas gombatorzset alkalmaznak (Naranjo-Ortiz
¢és Gabaldon, 2019; Liibeck és Liibeck, 2022).

A glikozid hidrolazok a gliikkdz anyagcserében fontos szerepet jatszd enzimcsoport,
melyek az O-glikozidos kotéseket hidrolizalva monoszacharidokat szabaditanak fel (Naumoff,
2011; Lu és mtsai., 2023). Ezen enzimcsalad tagja az o-gliikozidaz aktivitas is, mely széles
korben elterjedt az ¢€l6lények kozott. Jaromspdras gombakban, kiilondsen a Lichtheimia
nemzetségbe tartozo fajok esetén, a glikozidaz aktivitdsok ugyanakkor kevésbé vizsgaltak.

Elézetes kutatdsokban csoportunk kivalo glikoziddz termeldnek azonositotta a
Lichtheimia ramosa SZMC 11360 gombatorzset. E kutatas a-gliikozid kotések bontasara képes
GH31 enzim termelését is kimutatta. In silico genomelemzés pedig Kettd, vélhetéen o-
glikozidaz aktivitast mutatd glikozid hidrolaz 31 (GH31) feltételezett fehérjét kodolo gént
(gh31la és gh31b) is azonositott az L. ramosa jaromsporas gombaban. Lichtheimia gombak
esetén eddig még nem vizsgaltak a GH31 csaladba tartozé a-glikozidaz fehérjéket, azonban
aszkomikota gombak esetén mar végeztek ilyen iranyt kutatdsokat. Fang és mitsai. (2023)
példaul részletesen jellemezték a Myceliophthora thermophila fonalas aszkomikota gomba a-
glikozidazat. A filogenetikai elemzés kimutatta, hogy az aszkomikéta gombak genomjaban is
egynél tobb gén kodol a GH31 fehérjecsaladba tartozo a-glikkozidazt. Jelen munkaban célul
thztik ki a L. ramosa SZMC 11360 gh3la és gh3lb gének kifejezOdésének vizsgalatat,
valamint a génekrdl levezethetd feltételezett enzimfehérjék heterolog rendszerben vald
termeltetését.

A génkifejez6dés vizsgalatahoz RT-qPCR technikat alkalmaztunk. A gh3la
kifejez6dése az elsd két napon volt jelentés mértékli, a harmadik naptdl kezdve szintje
szignifikansan csokkent, ezzel szemben a gh3lb a teljes idGtartam alatt allandd szinten
fejezddott ki.

Megkezdtiik az azonositott L. ramosa gh31 génekrdl levezethetd fehérjék heterolog
rendszerben torténd termeltetését. A Komagataella phaffii élesztét széles korben alkalmazzak
kiilonféle fehérjék heteroldog rendszerben torténd termeltetéséhez (Ergilin és mtsai., 2021). A

heterolog termeltetéshez az elokészitett sejtekbe elektroporacidval bejuttattuk a linearizalt
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DNS-t. Miutan a transzformacié sikerességérdol meggy6zodtiink, megkezdtiik a nagyléptéki
fermentaciot, melynek soran sikeresen megtermeltettik a gh3la gén altal kodolt GH31la
enzimfehérjét. Fang és mtsai. (2023) szintén sikeresen hasznaltak a K. phaffii GS115 jelii torzsét
a M. thermophila a-glikkozidaz fehérjék (MT31al és MT3102) termeltetéséhez. A L. ramosa
SZMC 11360 GH31a fehérje tisztitasat affinitds kromatografiaval végeztiik, melynek 1épéseit
kovetden acetat pufferes kozegbe oldottuk a mar megtisztitott fehérjét, majd a tisztitas
ellendrzésére SDS-gélen futtattuk meg a mintainkat, melyeket eziist festéssel tettiink lathatova.
A His cimkézett GH31a enzimfehérjén kiviil lathatdo volt mas fehérje is a tisztitott
preparatumban, igy tovabbi munkankban a tisztitds optimalizalasa is sziikséges. A L. ramosa
GH31a fehérje teoretikus molekulatomege 98 kDa, azonban a tisztitas soran egy kozel 130 kDa
molekulatomegii fehérje sav jelent meg a gélen. Hasonlo eredményt kaptak M. thermophila
gombaval végzett heterolog termeltetés soran is, ahol a MT31al fehérje teoretikus tomege 107
kDa, azonban a gélen egy 130 kDa tomegi fehérje jelent meg (Fang és mtsai., 2023).

A szubsztratspecifitasi vizsgalat soran a felhasznalt szubsztratok koziil csak az a-
gliikozid kotést tartalmazé p-nitrofenil a-D-gliikopiranozid szintetikus szubsztratot hidrolizalta
a tisztitott GH31a enzim. A tisztitott a-gliikozidaz aktivitasanak hémérsékleti és pH optimuma
50 °C és pH 6,6 koriilinek bizonyult. Az enzim erds stabilitast mutatott a pH 5,0-7,0 kozotti
tartomanyokon. Egyes kutatdsokban mds gombafajokbdl szarmazd a-gliikozidaz aktivitasu
enzimfehérje vizsgaltokat folytattak, példaul A. niger-ben és A. niveus-ban, ahol az
enzimaktivitds optimuma rendre 60 és 65 °C-on valamint 5,5 és 6,0 pH tartoményokon volt
(Yoshikawa és mtsai., 1994; Da Silva és mtsai., 2009). M. thermophila esetén a vizsgalt o-
gliikozidaz fehérjék pH optimuma 4,5-5,0 (MT31al), valamint 6,5-nek (MT31a2) bizonyult,
mig homérsékleti optimumuk 60-65 °C-on volt (Fang és mtsai., 2023).

Munkankban tudomasunk szerint elséként vizsgaltuk GH31 glikozidazt kodold gének
kifejezodését Lichtheimia gombakban. Ezen kiviil sikeresen termeltettiik a L. ramosa SZMC
11360 torzs GH31a glikozidazat heterolog rendszerben. A termeltetett enzimre a-gliikozidaz
aktivitast azonositottunk, és megkezdtiik az enzim biokémiai jellemzdinek meghatarozasat is.
Kutatasunkban elséként irtunk le a-gliikkozidaz aktivitast Lichtheimia gombakban. Tovabbi
terveink kozott szerepel a megtermeltetett GH31 a-glitkozidaz aktivitas vizsgalata kiillonb6z6
fémionok (Mg?*, Ca?*, Fe®*, Cu?" stb.) és reagensek (EDTA, SDS, Triton-X100 stb.)
jelenlétében, valamint szeretnénk a hidrolizis és transzglikozidaz aktivitas kinetikajat is

vizsgalni. Folyamatban van a gh31b génrdl levezethetd fehérje termeltetése és vizsgalata is.
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