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1 Bevezetés és célkituizés

Vilagszerte évi 150 millié tonna tejsavo keletkezik a sajtgyartas melléktermékeként,
amely 44-52 g/L laktozt (tejcukor; 1,4-0-B-D-galaktopiranozil-D-gliikoz) tartalmaz [1]. A
laktoz mennyiségének kb. 15%-at hasznalja fel a fermentacios ipar szénforrasként [2]. A
laktoz szénforrasként torténd felhasznalasanak hatranya, hogy a sejtek lassan vagy egyaltalan
nem képesek hasznositani. A sejtek szamara nehezen hasznosithatd laktéz konnyen
hasznosithato gliikozza és galakt6zza valé hidrolizise B-galaktoziddz (EC 3.2.1.23) enzimek

altal gazdasagilag is jelentés probléma [3].

A B-galaktozidaz (laktaz) enzim a tejcukor lebontasahoz nélkiilozhetetlen. Ha a bélben
ez az enzim hidnyzik, vagy mennyisége nem elégséges, akkor a tejcukor emésztetleniil jut a
vastagbélbe, ahol baktériumok bontjak le, gazosodast és hasmenést okozva [4]. Az
emlOsoknél a szoptatas befejezddése utan a laktdz gének expresszioja folyamatosan csokken.
Becslések szerint vilagszerte a felndtt népesség 75%-a nem képes teljes egészében lebontani a
tejcukrot [5], ezt laktoz érzékenységnek vagy laktoz intolerancianak nevezziikk. Ez az arany
Eszak-Eurdpaban 5 %, Dél-Eurépaban 71 %, de egyes azsiai vagy afrikai orszidgokban akar
90 % is lehet [6].

A laktoz érzékenységre megoldas lehet, ha a laktdz enzimet tabletta formdjaban étkezés
elott potoljuk, igy a tejcukor tartalmu ételek mar fogyaszthatok mellékhatasok megjelenése
nélkiil, illetve megoldés lehet a laktdz mentes €élelmiszerek eldallitasa is laktaz enzimek altal.

Tobb ilyen tipusu gyogyszer/élelmiszer van jelenleg forgalomban [7].

A Penicillium chrysogenum komoly biotechnologiai jelentdséggel birod fonalas gomba -
a penicillin beta-laktam tipust antibiotikumot termeli. Az antibiotikum fermentacios ipari
eldallitasa sokaig laktoz szénforrdson tortént, ennek ellenére szénvaz asszimilacios
mechanizmusair6l illetve a katabolizmusban részt vevd strukturgénekrol és az altaluk kodolt
enzimekrdl keveset tudunk. Ezt a hidnyt igyekszik bepotolni a Biomérnoki Tanszéken zajlo
kutatasi program, mely soran a laktoz (1,4-O-galaktopiranozil-D-gliikk6z) hidrolizist végz6 f-

galaktozidaz géneket/enzimeket tanulmanyozzuk.

A tanszékiinkon folyd korabbi kutatdsok soran a P. chrysogenum genom in silico
analizise azt mutatta, hogy a P. chrysogenum torzs legalabb 6t feltételezett bGal-t kodolo gént
tartalmaz, melyek: Pc22914540 (bgaD), Pc12911750 (bgaE), Pcl16g12750 (bgaA),



Pc14g01510 és Pc06g00600. Az elsé kettd ortolog az Aspergillus nidulans inctracellularis
csalad laktozon kifejez6d6 2 glikozil hidrolaz génjével, a bgaD a legfontosabb GH2 -
galaktozidazt kodold génjével mutat ortologiat. A bgaD transzkipcids vizsgalata azt mutatta,
hogy kizarolagosan laktozon expresszalodott, ezzel szemben a bgaE gén minden szénforrason

gyengén kifejezodott [8].

Azt gondoljuk, hogy ezek a gének nagyon fontos szerepet jatszanak a laktdz
katabolizmusaban. A laktaz enzimek jelentésége miatt célul tiiztiik ki, hogy a P. chrysogenum
feltételezhetben P-galaktozidazokat kodolo géneket (bgaA, bgaD, bgak) izolaljuk PCR
technika segitségével és expresszids plazmidokba klonozzuk. Munkank kovetkezd 1épésében
a bgaA gént (feltételezhetden extracellularis enzim) Trichoderma reesei-be, a bgaD és bgaE
gént (feltételezheten intracellularis enzim) E. coli-ba szeretnénk transzformalni. Az 1. abra

foglalja 6ssze a kutatbmunka megvalositasanak vazlatat.

B -
L= —2—eo

Penicillium bgaA/bgaD Expresszios Transzformalt Tisztitott
chrysogenum /bgaE gén plazmid torzs fehérje
vad tipus

1. dbra A tervezett munka megvalositasat sszefoglalo abra.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A penicillin és a Penicillium chrysogenum

A penicillin felfedezése Sir Alexander Fleming nevéhez kotik legtobben, habar mar
elétte is megfigyelték néhany penészgomba antibakterialis hatasat, példaul az afrikai
beduinok, akik tobb mint ezer éve készitenek gyogykendcsot a szamarak hamjan keletkezett
penészbdl. Vincenzo Tiberio olasz orvostanhallgatd is megfigyelte, hogy az udvarukon
mikodo kat vize a hasmenéses megbetegedések gyodgyitasara alkalmas. 1895-ben publikalta,
hogy a kutfed6 koélapjarérol nyert penészgomba kivonata a  laboratoriumi
baktériumtenyészeteket teljesen elpusztitotta, a napolyi egyetemi tanarai azonban nem
tulajdonitottak jelentGséget az esetnek. Ernest Duchense fiatal francia katonaorvos, 1897-ben
szintén észrevette, hogy az arab lovdszinasok a nyirkos nyergeken megtelepedett
penészgombat hasznaljak sebesedések kezelésére. Duchense-nek sikeriilt azonositani a
Penicillium glaucum nevii penészgombat, amellyel tifuszos tengerimalacokat kezelt, illetve
felfigyelt arra, hogy az E. coli baktériumokat sikeresen elpusztitja. Doktori értekezést

nyujtotta be kutatasi eredményeir6l, de a munkajat a Pasteur Intézet nem ismerte el.

Fleming 1928-ban a londoni St. Mary korhazban vette észre, hogy egy Staphylococcus
tenyészetébe keriilt kékes-zoldes penész szennyezddés koriil a baktériumok nem novekednek.
Fleming arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a penész olyan anyagot bocsat ki, amely gatolja a
baktériumok novekedését, illetve elpusztitja a baktériumokat. A penészt tiszta kultiraban is
kitenyésztette, és felfedezte, hogy a Penicillium csaladba tartozo fajrol van szd, amelyet ma
Penicillium notatum (NRRL 1249B21) t6rzsként ismeriink. Ennek a térzsnek meglehet6sen

alacsony (1,2 pug/ml) volt a penicillin termel6 képessége [9].

Jobb penicillin termeld tulajdonsagh torzsek izolalasara égetd sziikség volt, 1943-ban
Peoriaban sikeriilt fert6zott sargadinnyérdl izolalni a Penicillium chrysogenum NRRL1951-es
torzset, mely 60-150 pg/ml penicillin eléallitasara volt alkalmas [10]. A P. chrysogenum
NRRLI1951 (vad tipus) penicillin titer emelésére irdnyuld fontosabb torzsfejlesztési
»allomasokat” a 2. abra taglalja. A vad tipus rontgennel valo kezelése utan kaptak az X-1612
mutanst, amely mar 300 pg/ml penicillint termelt. Ennek a torzsnek tobb klasszikus mutagén
kezelésével kaptak a Wisconsin Egyetemen a Q-176 mutanst, amely a Wisconsin sejtvonal
6sének tekinthetdé, amely mar 550 pg/ml penicillint szolgaltatott, tovabbfejlesztésével a
Wisconsin 54-1255 laboratoriumi modell térzzsé alakult [11-12]. Ezt kovetd fejlesztések
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parhuzamosan tobb kutatdintézetben folytatodtak, igy nyerve a mai modern iparban
hasznalatos taltermeld sejtvonalak alapjat, mint a Panlabs (Taipei, Taiwan) P2 torzsét, vagy a
DSM (Heerlen, Hollandia) DS04825 torzsét vagy az Antibioticos S. A. (Leodn,
Spanyolorszag) ASP-78 és E1 torzsét [13].

' \
NRRL 1951 i 60-150 pg/ml

|
X-1612
'
Q-176
'
BL3-D10

' Wisconsin 54-1255 | - 550-800 pg/iml

< cmm— i
4

AS-P-78 4,8 mg/ml

Jelenlegi ipari torzsek — —— 50 mg/ml-tél tébb

2. abra A P. chrysogenum penicillin termel6 torzseinek szarmaztatasa. A penicillin titer az

abra jobboldalan feltiintetve [14].

A penicillin termelésre kifejlesztett taptalajok vizsgélata révén régdta jol ismert, hogy a
diszacharidok valamint az oligo- és a poliszacharidok jobb szénforrasok a penicillin
bioszintézis szamara, mint a gliikoz. A P. chrysogenum altali penicillin ipari termeléséhez
sokaig laktozt hasznaltak szénforrasként, hogy a legmagasabb penicillin titert elérjék [15,
M16]. A D-fruktéznak, a D-galaktoznak és a szachardznak, a D-gliikozhoz hasonléan szintén
negativ hatasa volt a penicillin termelésre. A glikkoz hatasa koncentracio fiiggd. Ipari
méretekben a penicillin bioszintézishez a gliikkoz altali karbon represszid kikeriiléséhez
szubrepresszald mennyiségli gliikozt adagolnak a tenyészethez [17, 18]. A karbon katabolit
represszidé megléte pH fiiggd, a pH csokkenésével hatasa né [19]. A fizioldgiai értelmezése a

penicillin bioszintézis karbon kontrolljanak még nem teljesen tisztazott.



2.2 Leloir-utvonal és a B-galaktozidazok kapcsolata

Az Escherichia coli laktoz lebontasanak szabalyozasa tankonyvi ismeretnek szamit, a
baktériumok lakt6z lebontasa [20, 21] azonban alapvetéen kiilonbozik az eukariotakétol. A
laktoz lebontas elsé 1épése a D-gliikozza és D-galaktozza torténd hidrolizis, ami vagy az
extracellularis P-galaktozidaz vagy a laktéz permeaz és az intracellularis B-galaktozidaz
parhuzamos miikddésének eredményeként torténik meg. Sejtfalhoz kotott, extracellularis és
intracellularis B-galaktozidazokat egyarant leirtak, sokszor egy fajon belil is [22-25]. A
1.tablazatban lathato, hogy a fonalas gombaknak extracellularis laktoz hidrolaz enzimei
savas pH optimummal rendelkeznek, ezzel szemben az €lesztok és baktériumok intracelluléris
B-galaktoziddz enzimeinek semlegeshez kozeli a pH optimuma. Hémérséklet optimumok

leginkabb 35-60 °C koriil van.

1. tablazat Jelentdsebb mikrobialis $-galaktozidazok [3]

Mikroorganizmus Termelt enzim | pH-optimum | T-optimum [°C]
Aspergillus niger 3,0-4,0 55-60
Fonalas gomba ) E
Aspergillus oryzae 50 50-55
) Kluyveromyces lactis 6,5-7,0 30-35
Elesztd N I
Kluyveromyces fragilis 6,6 30-35
Escherichia coli 7,2 40
Lactobacillus thermophilus 6,2 55
Baktérium I
Leuconostoc citrovorum 6,5 66
Bacillus circulans 6,0 65

| — intracellularis, E — extracellularis enzim

A gliikoz glikolitikusan, a galaktoz pedig jellemzdéen a Leloir-itvonalon alakul tovabb
[26]. A Leloir-utvonal és a laktaz enzimek kapcsolata a 3. abran lathatd. A Leloir-ttvonal
részben a lebontd anyagcsere része, melyben a D-galaktoz szén- és energiaforrasként is
hasznosul. A D-galaktoz épitdelem szolgaltatojaként felépitd utvonalként is mikodik,
ilyenkor valtozatos funkcioju és felépitésti lipopoliszacharidok, sejtfalkomponensek ¢és

exopoliszacharidok szintézisében vesz részt [27].



P-galaktoziddz

Laktoz » Galaktoz

A Gliikoz
laktoz permeaz gliikéz permed, galaktog permedz

Laktor L5 > Galaktoz
\* v galaktokindz; galE
Gliikéz Galaktoz-1-P
gall P-UDP transzferaz galD
UDP-galaktoz
UDP-gliikoz epuneraz gallO
DP-gliikoz
‘\L'I)P-gliik(iz pirofoszforilaz
OSTjOo~

Gliikéz-6-P < gliikomuta; Gliikoz-1-P

hexokindz
gliikokinaz

3. abra Leloir-utvonal és az intra/extracellularis B-galaktozidazok kapcsolata.

2.3 A fehérjék és a rekombinans DNS technologia

Rekombinans géntechnologia, egy 0j tulajdonsagokkal rendelkezé fehérje, sejt, vagy
¢l6lény létrehozasa. Az ezen alapuld iparag az 1970-es évek végén kezdett el kialakulni,
ténylegesen a human inzulin baktériumokkal valo elballitasa ota 1étezik [28]. A cél lehet egy
géntermék (fehérje) eldallitdsa, ritkabban valamilyen metabolit (antibiotikum, antifungalis
anyag, alkaloid stb.) termeltetése is. Homoldg expresszid soran, az expresszalt gén az
expressziora hasznalt organizmusbdl szarmazik, szemben a heteroloég expresszioval, ahol az
expresszalt gén nem az expressziora hasznalt organizmusbdl szarmazik. A heterolog
expresszional gyakrabban 1épnek fel kompatibiltdsi problémak. Az expresszids rendszer
expresszios vektorbol és expresszald sejtbol all. EgQy tipikus expresszios vektor részeit a 4.

abra mutatja be [29].



az expresszalo orgamzmusban mukodo rephikacios ongo a hatékony expressziohoz
(rephikativ vektorok) sziikséges szekvenciak
(promoter regio,
nboszomakoto szekvenciak,
transzknpco tanmunacios

szekvenciak stb)

eaveb szekvenciak (pl a
plaznud stabil
rephkaciopat, vagy
mtegracopat seaito genek,
apromoter mukodesét
szabaly 0zo gének)

az expresszalando gén

*==(cDNS. mtronokkal
mesterségesen kiegészitett
¢DNS 15 lehet. szignal
szekvencia beepitése,
eltavolitasa, ntka kodonok
szamanak novelese,
csokkentése, tag szekvenciak
beépitese sth)

E coli szelekcios marker aén
(shuttle vektorok)

az expresszalo organzmusban mukodo
E. coli rephkacios ongo szelekcios marker gen
(shuttle vektorok) (rephkativ vektoroknal fontos)

4. dbra Egy tipikus expresszios vektor részei.

A fehérjék alapvetd szerepet toltenek be szinte valamennyi biokémiai folyamatban, mint
katalizator (enzim), jeltovabbitd vagy struktiraépitd. Rekombinans fehérjéket féleg az
mosodszeripar, bioetanol, élelmiszeripar hasznal, ezek altalaban enzimek. Rekombindns DNS
technoldgiat a gydgyszeriparban vér és véralkotok, vakcinak, allergének, szomatikus sejtek,
szovetek eldallitdsara és génterapiaban hasznalnak. Piacuk robbanasszerien emelkedik

napjainkban.

Egy tetszéleges gén Kifejeztetése (expresszid) torténhet baktérium ¢és gomba
tenyészetekben; novényi, rovar és emlds sejtkultirakban. A gombatenyészetek elonye, hogy a
legkiilonbozobb biologiailag megujulo tapanyagforrasokon (celluldoz, hemicelluloz, lignin) is
képesek noéni. Ehhez hozzajarul a gombak bonyolult enzimrendszere, példaul a Trichoderma
reesei (Hypocrea jecorina) akar 100 g/liter mennyiségli enzimet (cellulazt) képes
extracellularisan expresszalni [30, 31]. Manapsag rutinszerlien expresszaltatunk fehérjéket E.
coli-ban, Saccharomyces cerevisiae-ben és Pichia pastoris-ben. A posztranszlacios
modositasok, igy a diszulfid hidak, N- és O-glikozilaci6 nem megfeleléek ezekben a
szervezetekben. Alternativaként termelhetéek a kiilonbozé fehérjék T. reesei-vel cellulazt
nem indukald szénforrasokon, de a szennyezé fehérjék még igy is zavarjak a célenzim

kinetikai paramétereinek a meghatarozasat [32]. A T. reesei-ben a cellulaz indukciét a XYR1
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transzkipcios regulator szabalyozza, xyrl génben sériilt mutansok esetén a cellulaz enzimek

nem fejezddnek ki, egy masik lehetséges alternativanak tekinthet6 [33 ].

Az Escherichia coli expresszios rendszerek a legelterjedtebben hasznaltak. Elonye,
hogy alacsony koltségekkel jar a tenyésztése. A generacios idejik is rovid, kevés id6 kell a
sejtek szaporodasahoz. Az E. coli BL21(DE3) a legszélesebb korben alkalmazott torzs
rekombindns gének expresszidjara. DE3 lizogénje tartalmazza az IPTG altal indukalhato T7
RNS polimerazt [34, 35]. Ezen kiviil egy lon proteaz, és ompT proteaz (kiilsé membran

proteaz) hianyos torzs, a proteazok degradalhatjak a fehérjéket a tisztitas alatt [36].

Sok fehérje szamara elengedhetetlen a stabil diszulfid kétések kialakulasa, nélkiilik a
fehérjék instabilla valhatnak, illetve zarvanytestekbe akkumulalédhatnak. A glutation-
reduktaz (gor) és a tioreduxin-reduktdz (trxB) géneket tartalmazd bakterialis torzsek
jelentdsen novelhetik a stabil diszulfid kotések kialakulasat az E. coli citoplazmajaban [37].
Az Origami torzsek, amelyek tartalmazzdk a gor és a trxB géneket, az aktiv fehérjék

mennyisége akar tizszeres is lehet egy masik torzshoz képest [37].

A legtobb aminosavat tobb kodon is kodolhat, az éldlényekbe Osszesen 61 aminosav
kodon hasznalatos. Az E. coli-ba t6rténd heterolog gén mRNS-ének expresszidja soran a
kodonok hasznalataban kiilonbség lehet, egyes tRNS ritkak lehetnek vagy akar hidnyozhatnak
is. Ez transzlacios kereteltolddast, a transzlacio tul korai befejezését, vagy aminosav beépiilés-
hianyt okozhat a gazdasejtben, ezaltal csokkentve a termék mindségét, illetve az expresszio
mértékét. A Rosetta torzsekben az eukariota gének expresszidja hatasosabb lehet, mivel
tartalmazza az E. coli ritkdn hasznalt kodonjait. A Rosetta torzsek ,,univerzalis” transzlaciot

tesznek lehetové [38-40].

A fehérjék vizsgalatdhoz ¢és funkciojuk megértéséhez az elsd, nélkiilozhetetlen
elokészitd 1épés a fehérjék izolalasa. Konnyebb esetiink van, ha a fehérje a sejten kiviili térbe
valasztodik ki, ilyenkor nem kell a sejteket feltarni. Ellenkezd esetben, amikor a fehérje a
sejten beliil van, a vizsgalatokhoz a sejteket fel kell tarni, ami térténhet mechanikai és/vagy
nem mechanika behatas segitségével is. A sejttormelék a sejtlizatumtol centrifugalassal
véalaszhatd el. Egy fehérje altalaban a sejt Osszes fehérjéinek 0,1-10%-at teszik ki, de

rekombinans fehérjék esetén ez az arany akar az 50%-os értéket is elérheti [41].
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Genomi DNS izolalas P. chrysogenum NRRL1951 (vad tipus) torzsbol

A genomi DNS izolalas soran a Penicillium chrysogenum NRRL1951 (vad tipus) torzs
2 ml konidiosporait 100 ml minimal tapoldat és galaktdzt tartalmazd taptalajba oltottuk, majd
28 °C-on, 200 rpm-en 40 oran keresztiil razattuk. A minimal tdpoldat osszetétele: 1,5 % (w/v)
szénforras, 0,2 % (w/v) KH,POy4, 0,8 % (w/v) Na;HPO, x 12 H,0, 0,025 % (w/v) MgSO4 X 6
H.O, 1 % (w/v) (NH4)SO, Ezutan a micéliumot lesziirtiik, 2-szer 50 ml hideg, steril
desztillalt vizzel mostuk, és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A feltarast folyékony
nitrogénnel folyamatosan hiitott dorzsmozsarban végeztik. A DNS-t Macherey-Nagel,

Genomic DNA from plant kit segitségével izolaltuk.

3.2 RNS izolalas P. chrysogenum NRRL1951 (vad tipus) torzsbdl

Az RNS izolalas soran a Penicillium chrysogenum NRRL1951 (vad tipus) torzs 2 ml
konidiosporait 100 ml minimal tapoldat és galaktozt tartalmazo taptalajba oltottuk, majd 28
°C-on, 200 rpm-en 40 oran keresztiil razattuk. A minimal tapoldat dsszetétele: 1,5 % (w/v)
szénforras, 0,2 % (w/v) KH,PO4, 0,8 % (w/v) Na;HPO,4 x 12 H,0, 0,025 % (w/v) MgSO, x 6
H.O, 1 % (w/v) (NH4)SO, Ezutan a micéliumot leszirtiik, 2-szer 50 ml hideg, steril
desztillalt vizzel mostuk, és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. A feltarast folyékony
nitrogénnel folyamatosan hiitétt dorzsmozsarban végeztiik. Az RNS-t a NucleoSpin Plant
RNA (Macherey Nagel) kit hasznalataval izolaltuk, a maradék genomi DNS-t DNase I,
RNase free (Thermo Science) oldattal tavolitottuk el. 30 ul RNS, 10 ul 10X Reaction Buffer,
1 pul RNase inhibitor, 10 pul DNase enzim ¢€s 49 ul DEPC viz (Nuclease free water) elegyét 37
°C-on 3 oran keresztil PCR késziilékben inkubaltuk. Ezt kovetden az igy kapott PCR
termékhez 5 ul 50mM-os EDTA-t adagoltunk, majd visszahelyeztiik a PCR-be 65 °C-ra 10
percre. Az igy kapott gDNS mentes RNS-t megtisztitottuk a kiilonb6z6 egyéb anyagoktol
RNA Clean-up kit (Macherey Nagel) segitségével. Az RNS-oldat koncentracigjat

fotometridsan meghataroztuk és felhasznaldsig -20°C-on taroltuk.
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3.3 DNS agaroz gélelektroforézis

A gélelektroforézis soran 100 ml-es géleket hasznaltunk. 1,5 g agardzt 100 ml egyszeres
TAE (tris-EDTA-jégecet) pufferbe mértiik, szemcsementességig forraltuk, majd 15 percre 60
°C-0s vizfiirddbe helyeztiik. Ezutan 1 pl etidium-bromid-ot mértiink az oldatba, alaposan
Osszeraztuk, majd kiontottiik a gélt a kivizszintezett agyra. Miutan a fésiit tartalmazo gél
megszilardult, a futtatokadba helyeztiik, és egyszeres TAE pufferrel ontottiik fel, végezetiil
pedig 6vatosan kivettiik a fésit. 80 V-on, 30-50 percig futtattuk a mintakat. Az eredményt
UV-transzilluminator és meghatarozott nagysagu (bazispar) DNS fragmenteket tartalmazo

marker segitségével elemeztiik.

3.4 RNS agaroz gélelektroforézis

A gél (150 ml végtérfogat esetén) tartalmazott: 1,6 g agarozt; 142 ml 1xMOPS-t,
amelyet tizszeresbol higitottuk DEPC-s vizzel. A 10xMOPS: 200 mM MOPS, 50 mM Na-
acetat, 20 mM EDTA, (pH=7) Osszetételli oldata. Szemcsementességig forraltuk az elegyet,
majd 10-15 percig 60°C-os hdmérséklett vizfiirdébe helyeztiik. 8,1 ml 37%-0s formaldehidet
mértiink bele, alaposan Osszeraztuk, majd kiontottiik a gélt a kivizszintezett dgyra. Miutan a
fésiit tartalmazo gél megszilardult, a futtatokadba helyeztiik, és 1xMOPS pufferrel ontottiik
fel, végezetill pedig Ovatosan kivettilk a féstit. A futtatandd mintakat kivettiik a -80 °C-0s
mélyhiitészekrénybodl, 50 °C-ra felmelegitettiik Oket, vortexeltiik és centrifugaltuk oket. A
koncentradci6 meghatdrozds alapjan, pontosan kiszdmolt térfogati mintat vettiink ki, és
kétszeres térfogatu frissen készitett Loading Dye-t adtunk hozza (6sszetétele: 250 ul 100%-0s
formamid, 83 pul 37%-o0s formaldehid, 50 pl 10x MOPS, 50 pl 100%-os glicerin (RNaz
mentes), 10 ul bromfenolkék, 7 pl GelRed, 50 ul DEPC viz). A mintakat mintegy 15 percig
65°C-on denaturaltuk, utana jégre helyeztiik dket, és belemértiik a zsebekbe. Ha a futtatas
sikeres volt, két erételjes RNS csikot kaptunk (18S és 23S rRNS) kozottiik pedig enyhe sav
mutatta az mMRNS-t.

3.5 A bgaA gén, bgaD és a bgaE cDNS-ének szintetizalasa

A bgaA gén esetében a P. chrysogenum vad tipusanak genomi DNS-e, a bgaD és a
bgaE gének esetében az mRNS-bol szintetizalt cDNS-e volt a PCR reakcio templatja. A
Transciptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit-et(Roche) hasznaltunk a cDNS szintézis soran.
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1 ul oligo-dT primert és 10,4 ul RNS-t egy steril eppendorfa 6sszemértiink 0 °C-on, majd 10
percre 65 °C-re PCR késziilékbe, ezt kdvetden azonnal jégre helyeztiik a reakcio elegyet. 0
°C-on 4 ul Transciptor High Fidelity Reverse Transciptase Reaction-t, 0,5 pl Protector RNaz
inhihitort, 2 pl Deoxinukleotid Mixet, 1 ul DTT-t és 1,1 ul Tranciptor High Fidelity Reverse
Transciptas-t adtunk a reakcidelegyhez, majd 45 °C-on 30 percet inkubaltuk PCR
késziilékben. A reverz transzkiptdz enzim inaktivalasahoz a reakci6 utdn 5 percig 85 °C-on

tartottuk a PCR terméket.

A bgaA génre tervezett primerek:

BgaAforw: TTATGAAGCTCTCGTCCTCT from: 1999-2018 GC: 9 (52.91 °C)
BgaArev: GACGGGATTGAGATTGTTGT from: 5984 GC: 9 (55.86 °C)
3986 bp

A bgaD gén cDNS-ére tervezett primerek:

bgaDforw: ATGCAGGCCGATCCCAAATG

bgaDrev: TCTTCACAAAGAAACAGGCT

3135 bp

A bgaE gén cDNS-ére tervezett primerek:

bgaEforw: ATGACAGCATCCTATCCCCG

bgaErev: GACCTAACGATGCACGACAT

2007 bp
PCR program:
1. szakasz:  el6 denaturacio: 95 °C, 2 perc 1x
2.szakasz:  denaturacio: 95 °C, 1 perc
primer tapadas: 55 °C, 1 perc 30x
lanchosszabbitas: 72 °C, ~fragment| mérete (kb)x 1perc/kb
3.szakasz:  végso lanchosszabbitas: 72 °C, 10 perc 1x

1,5 %-os agar6z gélen futtattuk a mintakat.
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3.6 BgaA-cDNAI-gpd-pUC19 plazmidok készitése

Az eredeti pUC19 vektor ampicillin rezisztencia gént tartalmaz (5/A abra). A Vienna
University of Technology, Institute of Chemical Engineering, Research Division
Biotechnology and Microbiology biztositotta rendelkezésiinkre a modositott pUC19 vektort,

amely higromicin B rezisztencia gént és cDNA1 promotert tartalmaz (5/B abra).

Begl 2215
Secal 2177

NmeAll 1822 Aflll, Psct 806

BamHlI Xhol Clal Sall

Pgpd1-gpd1-Tgpd1 bgaA-ThgaA

hygromycin B pUC19
expression

cassette

5. abra (A) pucl18/19 vektor térképe, (B) modositott pUC19 vektor.

pUC19 vektor emésztése (5/B. abra): 2 ul Clal restrikcidés enzimet, 2 pl Sall restrikcios
enzimet, 40 pl moédositott pUC19 plazmidot, 10 pl puffert €s 46 ul molekularis biologiai vizet
mértiink dssze egy steril eppendorfba, €s 37 °C-on 3 6rdn keresztiil emésztettiik a plamidot

PCR késziilékben.
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A Clontech online alkalmazasa segitségével terveztiik meg a ligalashoz sziikséges primereket.

(http://www.clontech.com/xxclt onlineToolsLoad.jsp?citemld=http://bioinfo.clontech.com/in

fusion/convertPcrPrimersinit.do&xxheight=750)

BgaA-cDNAL1-gpd-pUC19
fuzios primer L:CAACTTCTCTCATCGATTTATGAAGCTCTCGTCCTCT

faziés primer 2: ATGCCTGCAGGTCGACGACGGGATTGAGATTGTTGT

BgaA —cDNA1-gpd-pUC19 klénozoé diagramja
BgaA PCR termék

per(+)
CAACTTCTCTCATCGATTTATGAAGCTCTCGTCCTCT...ACAACAATCTCAATCCCGTCGTCGACCTGCAGGCAT

per(-)
GTTGAAGAGAGTAGCTAAATACTTCGAGAGCAGGAGA...TGTTGTTAGAGTTAGGGCAGCAGCTGGACGTCCG
TA

Linearizalt cONA1-gpd-pUC19 vektor

vec(+) .. TTGATCAATCCAACAACTTCTCTCAT.TCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC...

vec(-) ...AACTAGTTAGGTTGTTGAAGAGAGTAGC.GGACGTCCGTACGTTCGAACCG...

BgaA PCR termék és a linearizalt cDNA1-gpd-pUC19 vektor annelalasa

per(+) CAACTTCTCTCATCGATTTATGAAGCTCTCGTCCTCT...ACAACAATCTCAATCCCGTCG
vec(+) .. TTTTGATCAATCCAA(IINNI TCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGC...
vec(-) ..AACTAGTTAGGTTGTTGAAGAGAGTAGC INNIIICGTTCGAACCGCATT...
per(-)

TAAATACTTCGAGAGCAGGAGA...TGTTGTTAGAGTTAGGGCAGCAGCTGGACGTCCGTA

1 pl polimeraz, 5 pl forward primer, 5 pl reverz primer, 10 pl puffer, 1 pl ANTP mix, 3
ul templat DNS és 25 pl molekularis biologiai viz oldatat egy éjszakan keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk.

In-Fusion HD Cloning Kitet (Clontech) hasznaltunk a ligalashoz. 2 pl Cloning
Enhancert és 5 pl kezelt DNS-t mértiink Ossze egy steril eppendorba, 15 percig 37 °C-on,
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majd 15 percig 80 °C-on inkubaltuk az elegyet. Ezt kovetden 2 pl Fusion HD enzimet és 1 pl
vagott modositott pUC19 vektort adtunk hozza, és 15 percig 50 °C-on tartottuk.

3.7 BgaD-pET21a és bgaE-pET21a plazmidok készitése

A pET21 vektor N-terminalisan T7-tag régiot és C-terminalisan 6xHis régiokat

tartalmaz. Szelekcios markere ampicillin (6/A. abra).

o e
>
o"
PET-21a(+)
[LEFS )
Al iy -
N PANA L ees
‘;*’.';.)‘I

B T7 promoter primer #69348-3
Balll 17 promoter lac operator Xbal rbs
A AT T GATCC L G G ARAT TAAT AL GAC T ACTATA G GRGAAT TG T ARG ATAACAA TTCCCCTC TAGAAAT AATTTTCT TTAACTT TAAGAAGGAGA
- g Eagl Aval .
_Ngel Nhel — T7-Tag 1219 panH | EcoR| Sacl  Sall Hindlll  Notl  Xhol His-Tag

TATACATAT GRLTAGC ATGACTGE TGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCLGAAT TCGAGCTCCGTCGAC AAGLCTTGCGGLLGCACTLR
MethloSerMetThrGl yGIyGInGInMetl lyArgGlySerGluPheGluleubrgdrgl IndlaCysGlyvhrgThrArghl aPrePro

ProProProleu

pET-21k .. GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGL GECLECAC TCCAGCACCACCAC CACCACCACTGA

pET ‘:NCOI . GlyhraobspProbAsnSerSerSerVolbsplysleudl oflobloleuGluHisHisHIisHisHIisHI sEnd
... TACCATGGCTAGE . .. pET-21c.d .. GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGLACTCGAGCAC CACCACCACCACCAC TGA
MethlaSer. . . . GlyhkrgllebArgl lefrghleProSerThrSerleuhrgProdisSerSerThrThrThrThrThrThrGlu
Bpu102 1 T7 terminator
GATCCGGCTGCTAACAAAGLCCGAAAGGAAGCTGAGTTGECTGCTGLCACCGL TRAGLAA TAACTAGC ATAACCCCTTGEGECCTCTAAMCGGRTCT TGAGGGGTTTTTTG
-

T7 terminator primer #69337-3

6. abra (A) pET21a vektor térképe, (B) pET21 vektor klonozo régioi.

PET21a vektor emésztése (6/B. abra): 2 pl Xhol restrikcios enzimet, 2 pl Ndel restrikcios
enzimet, 40 pl pET21a plazmidot, 10 pl puffert és 46 pl molekularis bioldgiai vizet mértiink
Ossze egy steril eppendorfba, és 37 °C-on 3 oran keresztiil emésztettiik a plamidot PCR

késziilékben.
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A Clontech online alkalmazasa segitségével terveztiik meg a ligalashoz sziikséges primereket.

(http://www.clontech.com/xxclt onlineToolsLoad.jsp?citemld=http://bioinfo.clontech.com/in

fusion/convertPcrPrimersinit.do&xxheight=750)

BgaD-pET21a
fuzios primer 1: AAGGAGATATACATATGATGCAGGCCGATCCCAAATG

fuziés primer 2: GGTGGTGGTGCTCGAGTCTTCACAAAGAAACAGGCT

BgaD-pET21a klonozé diagramja:
BgaD PCR termék

per(+)
AAGGAGATATACATATGATGCAGGCCGATCCCAAATG..AGCCTGTTTCTTTGTGAAGACTCGAGCACCACCACC

per(-)
TTCCTCTATATGTATACTACGTCCGGCTAGGGTTTAC...TCGGACAAAGAAACACTTCTGAGCTCGTGGTGGTGG

Linearizalt pET21a vektor

vec(+) ..GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACA.TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA...

vec(-) ... CAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTAT.CGTGGTGGTGGTGGTGGTGACT...
A bgaD PCR termék és a linearizalt pET21a plazmid annelalasa

per(+) AAGGAGATATACATATGATGCAGGCCGATCCCAAATG...AGCCTGTTTCTTTGTGAAGAC
vec(+) .. TTGTTTAACTTTAAG|[IINNI TCGAGCACCACCACCACCACCACTGA..
vec(-) ...CAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTAT IIITGGTGGTGACTCTAG...

per(-) ACTACGTCCGGCTAGGGTTTAC...TCGGACAAAGAAACACTTCTGAGCTCGTGGTGGTGG

BgaE-pET21a

fzios primer 1: GGTGGTGGTGCTCGAGATGACAGCATCCTATCCCCG
fazios primer 2: AAGGAGATATACATATGGACCTAACGATGCACGACAT
BgaE-pET21a Klénozo diagramja

BgaE PCR termék
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per(+)
GGTGGTGGTGCTCGAGATGACAGCATCCTATCCCCG...ATGTCGTGCATCGTTAGGTCCATATGTATATCTCCTT

per(-)
CCACCACCACGAGCTCTACTGTCGTAGGATAGGGGC...TACAGCACGTAGCAATCCAGGTATACATATAGAGG
AA

Linearizalt pET21a vektor

vec(+) ...GATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGC. TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAA...

vec(-) ...CTAGAGTCACCACCACCACCACCACGAGCT.ACATATAGAGGAAGAATTTCAATT...

A bgaE PCR termék és a linearizalt pET21a plazmid annelalasa

per(+) GGTGGTGGTGCTCGAGATGACAGCATCCTATCCCCG.... ATGTCGTGCATCGTTAGGTCCA
vec(+) ..GATCTCAGTGGTGGTI|(IIII TATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAA...
vec(-) ...CTAGAGTCACCACCACCACCACCACGAGCT IIIGAATTTCAATTTGTT..

per(-) CTACTGTCGTAGGATAGGGGC...TACAGCACGTAGCAATCCAGGTATACATATAGAGGAA

1 pl polimeraz, 5 pl forward primer, 5 pl reverz primer, 10 ul puffer, 1 ul ANTP mix, 3
ul templat cDNS és 25 pl molekularis bioldgiai viz oldatat egy éjszakan keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk.

In-Fusion HD Cloning Kitet (Clontech) hasznaltunk a ligalashoz. 2 pl Cloning
Enhancert és 5 pl kezelt cDNS-t mértiink Gssze egy steril eppendorba, 15 percig 37 °C-on,
majd 15 percig 80 °C-on inkubaltuk az elegyet. Ezt kdvetden 2 ul Fusion HD enzimet és 1 pl
vagott pET21a vektort adtunk hozza, és 15 percig 50 °C-on tartottuk.

3.8 Transzformalas E. coli-ba

Az elokészitett kompetens E. coli sejtekhez 3-4 pl vagatlan plazmidot pipettaztunk. Ezt
kovetden Ovatosan Osszeraztuk (megpockoltiik az eppendorfot), majd 25 percre jégre, 1,5
percre, 42 °C-0s eldmelegitett fitébe, aztan ujra 2 percre jégre helyeztik. A termékiinkh6z
200 pl folyékony LB taptalajt adtunk és 60 percig 37 °C-on inkubaltuk. Az inkubalast
kovetden a transzformalt sejteket antibiotikumot (E. coli DH5a esetén 100 pg/ml ampicillin,
E. coli Rosetta (DE3) esetén 100 pg/ml ampicillin és 34 pg/ml kloramfenikol) tartalmazé 1,5

%-0s LB agar tpt-ra szélesztettiik, 37 °C-on overnight ndvesztettiik. Masnap a lesterilezett
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félkémcsovekbe 5 ml antibiotikum tartalmt folyékony LB tpt-t adagoltunk, amelyeket 1-1
fehér teleppel leoltottunk. A leoltott kémcesdveket overnight razattuk 200 rpm-en, 37 °C-on.

A felszaporitott E. coli sejtekbél masnap reggel plazmidot izolaltunk. A bGal génekre
tervezett primerek segitségével ellendriztiik, hogy a megfeleld plazmid keriilt a kompetens

sejtekbe.

BgaA génre tervezett primerek:

bgaAforw: AACTCTGCCTACAACTACTG from 2043 20 mer GC: 9 52.91 °C
bgaArev: TCTCATACTTAGGCTGGTC from 3342 19 mer GC: 9 48.48 °C
1300 bp

BgaD génre tervezett primerek:

bgaDforw: ACGGTAGAGAGCAACAGCC 19 mer from 796 GC: 11 56.88 °C
bgaDrev: GAGACCATCCATCACAAACG 20 mer from 1875 GC: 10 54.96 °C
1080 bp

BgaE génre tervezett primerek:
bgaEforw: CTCTCTAAACTGGAACACC 19 mer from 39 GC:9 52.56 °C

bgaErev: TCCAGACTCCATCAACAC 18 mer from 847 GC:9 52.18 °C

809 bp
PCR reakcio:
1.szakasz:  el6 denaturacio: 95 °C, 2 perc 1%
2.szakasz:  denaturacio: 95 °C, 1 perc
primer tapadas: 55-60 °C, 1 perc 30x
lanchosszabbitas: 72 °C, 1-1,5 perc
3.szakasz:  végso lanchosszabbitas: 72 °C, 10 perc 1x

1,5 %-os agaroz gélen futtattuk a mintakat.
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3.9 Transzformalas Trichoderma reesei Axyrl-be

Lab M gyartmany MEX agaron (30 g/L malt extrakt, 5 g/L pepton, 15 g/L agar), 3,5-4
napos Petri-csészén frissen sporazott telepeket hasznaltunk. 15 ml spéramosoval feldorzsoltiik
a sporakat, tiveggyapotos sziirén szirtiik. 15 db MEX agaros Petri-csészékre méretre vagott,
steril celofanokat helyeztiink. 150 pl sporaoldatot tivegbottal szétkentlink buborékmentesen a
celofanokon, majd over night (18 orat), 30 °C-on novesztettiik. Tichoderma harzianum,
Sigma L-1412 lizis enzimbdl és A-oldatbol (0,1 M KH,PO,, 1,2 M szorbitol, pH=5,6) 5
mg/ml lizis enzim oldatot készitettiink. Egy Petri-csészébe 2-3 ml lizis enzim oldatot
pipettdztunk, majd rahelyeztiink egy celofant, 4jbdl 2 ml lizis enzim oldatot, majd celofant és
igy tovabb. Minden celofant a lizis enzim oldat beboritott. 90 percig, 30 °C-on inkubaltuk a
sejteket, 15 percenként 6vatosan megmozgattuk, hogy a sejtfalemésztés sikeresebb legyen. A
celofanokrél d4ztatds, csipesz ¢€s levagott hegyli pipetta segitségével a micéliumot
eltavolitottuk. Jégen, liveggyapotos sziirlin szirtiik egy steril 50 ml-es Falkon csébe, 5 ml
hideg A-oldattal mostuk az iiveggyapotot. 10 percig 4 °C-on 2000 rpm-en kilengé fejes
rotorral cetrifugaltuk, a feliiliszot ovatosan eltavolitottuk és 4 ml hideg B-oldatban (50 mM
CaCly, 1 M szorbitol, 1 M Tris-HCI, pH=7,5) felszuszpendaltuk a protoplasztokat. 10 percig 4
°C-on 2000 rpm-en kileng6 fejes rotorral cetrifugaltuk, a feliiluszot dvatosan eltavolitottuk,
hogy a végén 0,5-1 ml protoplaszt oldat maradjon a Falkon csében. Tovabbra is jégen 10 pl
tisztitott bgaA-modositott pUC19 plazmidot, 200 pl protoplaszt szuszpenziot és 50 ul PEG-
oldatot (25 % PEG 6000, 50 mM CaCl,, 1 M Tris-HCI, pH=7,5) egy 15 ml-es steril Falkon
csébe meértikk €s 20 percig jégen tartottuk. 2 ml PEG oldatot adtunk a szuszpenzidhoz és
pipettaval felszuszpendaltuk, 5 percig 20 °C-on inkubaltuk. 4 ml B-oldatot adunk ismét és
6vatosan elkevertiik. Alsdagart (3 % MEX, 2 % agar-agar Noble, 1 M szorbitol, 50 pg/ml
higromicin) vékonyan rétegeztiik a Petri-Csészékbe (10 db). 49 °C-0s 4-5 ml felsagart (3 %
MEX, 0,9 % agardz, 1 M szorbitol, 50 pg/ml higromicin) mértiink a szétmért 0,5-0,5 ml
protoplasztokat tartalmazo oldatahoz, 6vatosan Osszeraztuk €s az alsdagarokra ontottiik. kb. 3
nap utan 42 db telepet oltottunk at 50 pg/ml higromicin-t tartalmazo kis szelekciés MEX-es

Petri-csészékre. Az atoltast 3-szor végeztiik el.

A MEX-es Petri-csészén n6tt micéliumbol egy kis sptatulanyit 600 pl PL1-et
(Macherey-Nagel, Genomic DNA from plant kit) tartalmazo MagNA Lyser-es oszlopokba
tettiink, és 45 s-ig 5000-es sebességen feltartuk a sejteket. 5 percig 11000 g-én centrifugaltuk

¢s a kit segitségével genomi DNS-t izoldltunk. A feltart mintdkat 1,5 %-os agardz gélen
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futtattuk, és dontottiik el a sav intenzitasabol hogy 1-10 x higitast készitsiink-e a PCR-hez. A
PCR-t fentebb leirtak szerint hajtottuk végre.
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4 Eredmények

4.1 BgaA gén izolalasa

P. chrysogenum NRRLI1951 (vad tipus) torzset novesztettiink galaktdoz tartalmu
minimal taptalajon, majd genomi DNS-t izolaltunk beldle, RNase-os emésztéssel a maradék
RNS-t elbontottuk, a DNS-t megtisztitottuk. 1,5 %-os agardz gélen ellendriztiikk az izolalas
sikerességét. PCR segitségével szintetizaltuk a bgaA gént és 622 bp nagysagu terminator
régiojat (0sszesen kalkulalt: 3986 bp). A mintat 1,5 %-os agar6z gélen megfuttatva egy 4 kb

nagysagu fragment szaporodott fel.

4.2 BgaD és bgaE gének cDNS-ének izolalasa

P. chrysogenum NRRL1951 (vad tipus) torzset novesztettink galaktoz tartalmu
minimal taptalajon, hogy a karbon katabolit represszio alatt allo6 gének (bGal-0k) is
kifejezddjenek. 40 oras korban totdl RNS-t izolaltunk a tenyészetbdl, DNase-os emésztéssel a
maradék genomi DNS elbontottuk, az RNS megtisztitottuk. Az RNS mintak futtatasa utan két
erteljes RNS csikot kaptunk (18S és 23S rRNS), kozottik pedig enyhe sav mutatta az
MRNS-t. Az RNS-b6l reverztranszkiptaz PCR (RT-PCR) technika segitségével a bgaD és a
bgaE gének komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltuk. 1,5 %-os agardz gélen megfuttatva a
mintakat a bgaD gén esetén egy kb 3 kbp (kalkulalt: 3135 bp) és a bgaE gén esetén egy kb 2
kbp (kalkulalt: 2007 bp) nagysagl fragment szaporodott fel a PCR reakci6 soran.

4.3 BgaA-cDNAI-gpd-pUC19 expresszios plazmid eléallitasa

A gének beviteléhez moddositott pUC19 expresszios vektorrendszert alkalmaztunk.
CDNAI promotert (konstitutiv) €s higromicin rezisztencia gént (T. reesei transzformacio

szelekcios markere) tartalmaz a vektor eredeti felépitésén feliil. A modositatlan pUCI19

crer

restrikcios enzimekkel emésztettiik. A kezelt bgaA gént az emésztett vektorhoz ligaltuk.
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4.4 BgaD-pET21a és bgaE-pET21a expresszios plazmidok eléallitasa

A gének beviteléhez pET21a expresszidos vektorrendszert alkalmaztunk. A pET21

vektor N-terminalisan T7-tag régiot és C-terminalisan 6xHis régiokat tartalmaz. Szelekcios

enzimekkel emésztettik. A kezelt bgaD és a bgaE gén cDNS-ét az emésztett vektorhoz
ligaltuk.

A
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19

e B Sow B e e e

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11121314 1516 17 18 19

7. abra Ligalas ellendrzése gélelektroforézissel. M: marker; 12/A: bgaD-pET21a plazmid
ellenérzése. Sikeresen ligalt plazmidok: 1, 3, 4, 6-12, 16, 17, 19. 12/B: bgaE-pET21a plazmid
ellendrzése. Sikeresen ligalt plazmidok: 1-7, 10, 13, 14, 16-19
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4.5 BgaA-cDNAI-gpd-pUC19 expresszios plazmid Trichoderma reesei

Axyrl-be valo transzformalasa

A BgaA-cDNAI-gpd-pUC19 expressziés plazmidot E. coli DH50 sejtbe
transzformaltuk. A transzformdalads utdn a sejtekbdl plazmidot izolaltunk, majd a génekre
tervezett primerekkel PCR-rel ellendriztiik, hogy a ligalt plazmid keriilt a kompetens sejtekbe.
A plazmid oldatot kb 5x toménységlire toményitettiik. T. reesei Axyrl torzsbe juttattuk a
bgaA gént tartalmaz6 plazmidot, 42 db telep nétt ki, amiket haromszor atoltottunk. A telepek
a higromicint tartalmazo taptalajon nem sporaztak. 4 telepr6l DNS izolaltunk, majd PCR-rel
ellendriztiik, hogy a telepek tartalmazzak-e a bgaA gént. Ahogy a 8. abran lathato, hogy tobb

mutans is tartalmazta a célgént.

1300 bp

8. abra Transzformalas ellen6rzése PCR-rel. M: marker, K: kontrol (BgaA-cDNAI-gpd-
pUC19 expresszios plazmid), 1-4 izolalt mutansok

4.6 BgaD-pET21a és bgaE-pET21a expresszios plazmidok kompetens

sejtekbe valo transzformalasa

A bgaD- ¢és bgaE-pET2la plazmidokat E. coli Rosetta (DE3) torzsekbe
transzformaltuk. A transzformalds utdn a sejtekbdl plazmidot izoladltunk, majd a génekre
tervezett primerekkel PCR-rel ellendriztiik, hogy a ligalt plazmid kertilt a kompetens sejtekbe
(9. abra).
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bp M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 bp

-~

809"‘?---—---—-—--------- 1080

9. abra Transzformalas ellendrzése PCR segitségével. M: Marker, 1-10 bgaE génszakasza

(809 bp); 11-19: bgaD génszakasza (1080bp)
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5 Osszefoglalas

A kutatomunkank soran a [B-galaktozidaz enzimek jelentdsége miatt, a Penicillium
chrysogenum feltételezhetden intracellularis B-galaktozidazokat kodolo géneket (bgaD és

bgaE) tanulmanyozzuk.

A P. chrysogenum vad tipusu torzsét galaktéoz tartalmi minimal taptalajon
ndvesztettiink, hogy a karbon katabolit represszio alatt 4llo gének (bGal-ok) is kifejezddjenek.
40 oréas korban totdl RNS-t és genomi DNS-t izolaltunk a tenyészetbdl. A genomi DNS-bdl
PCR segitségével a bgaA gént, RNS-b6l reverztranszkiptaz PCR (RT-PCR) technika
segitségével a bgaD és bgaE gének intron mentes, komplementer DNS-ét (cDNS)
szintetizaltuk. Ezt kovetéen a modositott pUC19-bgaA és pET21-bgaD/bgaE rendszerekre
tervezett primerekkel kezeltiik a PCR termékeket. A moédositott pUC19-bgaA plazmidot E.
coli DH5a sejtbe transzformaltuk, majd plazmidot izolaltunk belble. A bgaA gént tartalmazé

nagy toménységl plazmidot sikeresen Trichoderma reesei Axyrl torzsbe juttattuk.

A pET21 vektor N-terminalisan T7-tag régiot és C-terminalisan 6xHis régiokat

crer

enzimekkel emésztettiik. A kezelt bgaD és a bgaE gén cDNS-ét az emésztett vektorhoz
ligaltuk. A bgaD- és bgaE-pET2la plazmidokat E. coli Rosetta (DE3) torzsbe

transzformaltuk.

A kutatds kovetkezé részében szeretnénk a modositott pUCI19-bgaA plazmidot
tartalmazo6 Trichoderma reesei Axyrl, és a bgaD- és bgaE-pET21a plazmidokat tartalmazo E.
coli Rosetta (DE3) torzsek fehérje expresszios tulajdonsagait vizsgalni, a célfehérjéket tisztan

izolalni, majd a biokémiai/enzimoldgiai tulajdonségaikat meghatarozni.
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