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BEVEZETES

A jaromsporas gombak talajban, allati és ndvényi bomld szerves anyagokon eléfordulo
fonalas gombak. Szamos orvosi, ipari, biotechnologiai és mezdgazdasagi szempontbol fontos fajt
talalunk kozottiik. Az ide tartoz6 Mucoromycota csoport egyes tagjai kiilonbozd biotechnologiai
folyamatokban alkalmazott extracellularis enzimek (pl. lipazok, protedzok) termeldjeként
ismertek.

A B-galaktozidaz enzim a glikozidos kotést hidrolizalja a diszacharid lakt6z molekulaban.
Hidrolitikus aktivitasa mellett transzgalaktozilacids reakcidok katalizalasara is képes, melynek
eredményeként prebiotikus hatdst oligoszacharidok keletkezhetnek. Biologiai jelentdségiikon
kiviil fontos szerepet toltenek be egyes élelmiszeripari folyamatokban is. Fontosak példaul
laktézzal kapcsolatos kikristdlyosodas megeldzésében tejtermékekben és fagyasztott
¢lelmiszerekben, ezaltal megakadalyozva a termék mindségének leromlasat. Hidrolitikus
aktivitasat ezen kiviil laktozmentes termékek eldallitasara, illetve a sajtgyartds soran
melléktermékként keletkezd tejsavd kezelésére alkalmazzdk. Napjainkban a legtdbb
kereskedelmi forgalomban elérhetd [-galaktoziddz mikrobidlis forrasbol szarmazik. A
mikrobidlis eredetli p-galaktoziddzok nagy ipari jelentdséggel birnak, ugyanis egyszeriien
kezelhetdk ¢és mas enzimforrasokhoz képest a mikroorganizmusok nagyobb hozamot
biztositanak. A termofil mikroorganizmusokbdl szdrmaz6 enzimek nagyobb hdstabilitassal
rendelkeznek, ezaltal ipari alkalmazdsuk eldtérbe keriilt kedvezd tulajdonsagaiknak
koszonhetden. Az ipari és biotechnoldgiai fejlesztésekhez ugyanakkor sziikség van a hidrolitikus
és/vagy szintetikus reakciok katalizaldsa szempontjabdl eldnyos tulajdonsadgokkal rendelkez6 uj
enzimek azonositasara.

Szamos mikroorganizmusban azonositottak €s jellemeztek mar B-galaktoziddz enzimeket
¢s kodolo géneket. Néhany jaromsporas gombat szintén jo B-galaktozidaz termeldként irtak le
eddigi kutatdsokban, ugyanakkor szélesebb korli, tobb izoldtum bevonasaval késziilt
enzimtermelés vizsgalatokat eddig nem végeztek. A termelés koriilményeirdl, tisztitott enzimek
biokémiai jellemz6irdl, az enzimek gyakorlati alkalmazas szempontjabol Iényeges

tulajdonsagairol ugyancsak kevés informacioval rendelkeziink.



CELKITUZESEK

A kutatasi programunk célja az alapkutatdsokban és egyes biotechnoldgiai folyamatokban

felhasznalhato, jo extracelluldris B-galaktozidaz termeld jaromspords gombdk azonositdsa, az

enzimaktivitds vizsgalata, valamint a nagy B-galaktozidaz aktivitassal rendelkezd torzsek altal

termelt enzimek izolalasa és biokémiai jellemzése volt. Céljaink koz¢ tartozott tovabba az

enzimeket kodold gének azonositasa, izolalasa, valamint részletes molekularis és funkcionalis

elemzése is.

Ennek érdekében az alabbi feladatok elvégzését fogalmaztuk meg:

1.
2.

Kivalasztott jaAromspdras gombdk (-galaktozidaz termelésének sziirése, 0sszehasonlitasa.
A legjobb aktivitdsu tOrzsek enzimtermelésének vizsgalata kiilonféle induktiv
szubsztratokat tartalmazo fermentacios feltételeken.

J6 enzimtermeld izolatumokbdl szarmazd nyers [-galaktoziddzok szintetikus
aktivitasanak jellemzése kiilonb6zd reakcidokoriilményeken ¢és galaktoz donor
szubsztratokon. A reakcidokban nyerhetd szintetizalt oligoszacharidok hatasanak
vizsgalata probiotikus mikroorganizmusok ndvekedésére.

B-Galaktoziddz enzimek izolaldsa, homogenitasig torténd tisztitidsa a kivalasztott jo
termeld torzsekbdl. Az enzimek gyakorlati szempontbdl jelentds biokémiai
tulajdonsagainak feltarasa.

Kodolo gének azonositasa, molekularis és funkcionalis jellemzése jo laktdz hidrolizist és
oligoszacharid szintézist mutatd torzsek P-galaktoziddzaira vonatkozdan. Az azonositott
gének kifejez0désének vizsgalata kiilonb6z6 fermentacios koriilményeken.

Homoloég ¢és heterolog (pl. Pichia) rendszerekben torténd termeltetés lehet6ségének

vizsgalata.

MODSZEREK

B-Galaktozidaz termelés vizsgalata

5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid (X-gal) bontas szilard tapkézegen
Siillyesztett fermentacidé (SmF) laktoz és buzakorpa szubsztratokkal

Buzakorpa-alapt szilard fazisu fermentacio (SSF)



A B-galaktozidaz aktivitas meghatarozasa
e Hidrolitikus aktivitas mérése o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid szubsztrattal (ONPG)
Enzimatikus szintézis vizsgalatok
e Reakcioelegyek oligoszacharidok enzimatikus szintézisére laktdz, sovany tejpor, laktoz-
fruktoz és ONPG-szukroz kiindulasi cukrokon
e Szénhidrattartalom elemzése nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt
tandem tomegspektrometriaval (HPLC-MS/MS)
Probiotikumok novekedésére gyakorolt hatas tesztelése
e Oligoszacharid-dusitott mintak probiotikumok novekedésére gyakorolt hatasanak
vizsgalata folyadék tenyészetben
B-Galaktozidaz tisztitas és jellemzés
o Kis6zds ammonium-szulfattal
o Me¢éretkizarasos és ioncseréld kromatografia
e Fehérjekoncentracié meghatarozas fluorométerrel
e Denatural6 poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
e Zimogram analizis
e Homérséklet és pH optimum és tolerancia vizsgalat
e Szubsztratspecificitas vizsgalat
B-Galaktozidaz-kodolo gének vizsgalatahoz alkalmazott modszerek
e Genomi és plazmid DNS tisztitdsa
o Agardz gélelektorforézis, DNS visszanyerése agardz gélbodl
e RNS tisztitds gombasejtekbdl
e cDNS szintézis
e Polimeraz lancreakcioé (PCR, RT-gPCR, RT-PCR)
e CRISPR-Cas9 technika
e Vektorkonstrukciok létrehozasa
e Polietilén-glikol (PEG)-medialt protoplaszt transzformacio
e Baktérium transzformacio
e In silico elemzések (BLAST, ProtParam, HMMTOP, TMPred, Motif Scan-MyHits,
SignalP)



EREDMENYEK

Azonositottunk B-galaktozidaz termelé jaromsporas gombatorzseket. (Volford és mitsai.,
2021)

A Szeged Mikrobiologiai Gyljteményben (SZMC) elhelyezett Lichtheimia, Mortierella,
Mucor, Rhizomucor, Rhizopus és Umbelopsis gombakbol 99 izolatum enzimtermelését teszteltiik
X-gal tartalmi kromogén taptalajon. Osszesen 66, foként Lichtheimia, Rhizomucor és
Umbelopsis torzs esetén tapasztaltunk detektalhatd enzimtermelést. Eredményeink alapjan a
Lichtheimia ramosa SZMC 11360, Lichtheimia corymbifera SZMC 11361, Lichtheimia
hyalospora SZMC 11364, Rhizomucor miehei SZMC 11005, R. miehei SZMC 11014,
Rhizomucor pusillus SZMC 11025, Rhizopus microsporus var. oligosporus SZMC 13619,
Mortierella echinosphaera SZMC 11251, Umbelopsis longicollis SZMC 11208 és Umbelopsis
ramanniana var. angulispora SZMC 11234 torzsek bizonyultak legjobb [-galaktozidaz

termeldnek az alkalmazott tenyésztési koriilményen.

Egyes izolatumoknal fokozott P-galaktozidaz termelést azonositottunk laktozt és/vagy
buizakorpat tartalmazo6 fermentacios koriilményeken. (Volford és mtsai., 2021)

A legjobb termel6ket SmF és SSF koriilményeken tenyésztve teszteltiik a laktoz és a
buzakorpa (-galaktozidaz termelésre gyakorolt hatasat. A laktdzt tartalmazé tdpoldatban az U.
longicollis, a L. hyalospora és a R. pusillus termelte legnagyobb hozamban az enzimet.
Meérsékelt hozamot tapasztaltunk a R. miehei SZMC 11005 és U. ramanniana var. angulispora
izolatumoknal. Buzakorpaval kiegészitett laktoz tartalmu tapoldatban az enzimtermelés mértéke
joval nagyobb volt, mint bizakorpa nélkiil. A buzakorpa-laktoz tapoldatban a R. miehei SZMC
11014 és a R. pusillus izolatumoknal kaptuk a legnagyobb enzimaktivitds hozamot. Az SSF
rendszerben a bluzakorpa tovabb ndvelte az enzimhozamot tobb vizsgéalatra kivalasztott fonalas
gombanal az SmF tapkozeghez képest. A Lichtheimia, Rhizomucor és Rhizopus gombak jobb
enzimtermelOk voltak szilard fazison (SSF), mint az Umbelopsis és Mortierella izolatumok.
Ahogy a kétféle SmF tapkozegben, ugy az SSF esetében is a R. pusillus adta a legnagyobb -
galaktozidaz hozamot, habar emlitésre mélt6 a Lichtheimia gombaknal tapasztalt aktivitas hozam
is. A buzakorpa-alapti fermentacidk eredményeit Osszehasonlitva lathatd, hogy a maximalis
enzimhozamok tobbségét SSF rendszerben értiik el. Eredményeink szerint a buzakorpa idealis

szubsztrat B-galaktozidaz termelés indukalasara Mucoromycota gombak esetén.



Prebiotikus oligoszacharidokat allitottunk el6 nyers p-galaktozidazokkal tobbféle
reakciokoriilményen. (Volford és mtsai., 2021)

Részleges tisztitast kovetden vizsgaltuk a L. ramosa és R. pusillus gombakbol buzakorpa-
alapu SSF rendszerben nyert, B-galaktozidaz-aktiv kivonatok transzgalaktozidaz aktivitasat. A
tesztekben négyféle reakciokoriilménybe vittlink be kiilonb6zo, glikozil donorként és/vagy
akceptorként funkcional6 vegyiileteket. Laktoz, sovany tejpor, laktdz-fruktoz és ONPG-szukroz-
alapu reakcidelegyeket allitottunk 0ssze, majd az inkubacidt kévetéen HPLC-MS/MS mddszerrel
vizsgaltuk az oligoszacharidok mindségét és mennyiségét enzimet tartalmazo és enzimmentes
mintakban. Tri- €s tetraszacharidokat egyarant tudtunk kimutatni a reakcioelegyekben, azaz a
részlegesen tisztitott enzimkivonatok képesek oligoszacharid szintézis katalizalasara.
Szubsztrattol fliggéen galaktooligoszacharid (GOS) és kiilonboz6 fruktooligoszacharid (FOS),
példaul laktoszukréz vagy izoraffindz, jelenlétét mutattuk ki. Megéallapitottuk, hogy mindkét
vizsgalt enzim jelentds transzgalaktozidaz aktivitassal rendelkezik, és a R. pusillus nyers B-
galaktoziddz teljes szintetikus kapacitdsa a L. ramosa enzim esetén tapasztaltnal nagyobb.
Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a vizsgalatunkban tisztitott nyers -galaktozidaz-aktiv
koktélok transzfruktozilacids aktivitassal is rendelkezhetnek, amely felelds lehet az ONPG-
szacharoz keverékkel végzett reakciokban megjelend egyes FOS komponensekeért.

A GOS ¢és FOS molekulak prebiotikus cukrokként hasznalhatok, ezért megvizsgaltuk
egyes eldallitott oligoszacharid-das keverékek Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis és Saccharomyces boulardii probiotikumok novekedésre
gyakorolt aktivitasat. A felszabadul6 o-nitrofenol lehetséges novekedés gatld hatdsa miatt csak a
laktoz-fruktoz, sovany tejpor és laktoz kiinduldsi szacharidokat tartalmazo reakcidelegyeket
vizsgaltuk. A legtobb tesztben az oligoszachariddal dusitott mintak stimuléltak a probiotikumok
novekedését. A probiotikumokra mutatott hatds nem fiiggott a kiilonféle reakciorendszerek
oligoszacharid-tartalmat6l, azonban a korrelacio analizis kapcsolatot tart fel a novekedést
tdmogatod aktivitds és egy adott minta oligoszacharid-tartalmanak valtozasa kozott. Minél
nagyobb volt egy adott reakcidominta oligoszacharid-tartalma az enzimkezelés utan, annal

jobbnak bizonyult a vizsgalatainkba bevont probiotikus mikroorganizmusok szaporodasa.



Izolaltunk B-galaktozidaz enzimeket, és elemeztiik néhany gyakorlati szempontbol jelentos
biokémiai tulajdonsagukat.

A L. ramosa és R. pusillus gombakbol extracellularis B-galaktozidaz tisztitast végeztiink.
Az enzimek nagy mennyiségli termeltetéséhez buzakorpa-alapu SSF tapkdzeget alkalmaztunk. A
nyers kivonatokbol valo enzimfehérje tisztitast ammonium-szulfat frakciondlassal, majd
kromatografias elvalasztassal végeztik. A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok 25,59 és
49,87-szeres tisztulasat értik el 1,33% és 4,07% kihozatal mellett. Denaturalo
gélelektroforézissel 90 kDa koriil allapitottuk meg a tisztitott enzimek molekulatomegét.
Zimografiai analizissel B-galaktozidaz aktivitast, és koriilbeliil 242 kDa nativ molekulaméretet
mutattunk ki a tisztitott enzimfehérjékre.

Meghataroztuk a tisztitott L. ramosa ¢és R. pusillus enzimaktivitasok néhany biokémiai
jellemzGjét. A L. ramosa enzim muikodésének optimalis hémérsékletet 50 °C, mig a R. pusillus
B-galaktozidazét 55 °C koriil allapitottuk meg. Erdemes kiemelni, hogy a L. ramosa p-
galaktoziddz 60 °C és 70 °C hdmérsékleteken is az aktivitasanak legalabb 50%-at mutatta. Négy
oras eldinkubaciot kovetden mindkét enzim nagyfoku stabilitdst mutatott a mitkkddési optimum
hémérsékletig. Mindkét vizsgalt B-galaktoziddz aktivitas esetén pH 6,0 korili mukodési
optimumot azonositottunk. A L. ramosa és R. pusillus B-galaktozidazok pH 6,0 feletti inkubacios
koriilményeken nagymértékii stabilitdst mutattak, el6bbi enzimnél tobb, mint 80%, mig az utdbbi
esetén tobb, mint 90% relativ aktivitassal. Az enzimek mérsékelt toleranciaval rendelkeztek a
kornyezet enyhén savanyu (pH 4,0-5,0) kémhatasaval szemben. Az  enzimek
szubsztratspecificitasat is meghataroztuk, melyhez tobbféle kromogén szubsztratot alkalmaztunk.
A vizsgalat soran mindkét vizsgalt B-galaktoziddz széles szubsztratspecificitast mutatott, és
hatékonyabban hidrolizalta a p-nitrofenil-p-D-galaktopiranozid (pNPG) szubsztratot az oONPG
szubsztrathoz viszonyitva. a-Galaktozid kotést tartalmazo szubsztratra és egyes B-gliikozidok

esetében kiemelked6 bontast figyeltiink meg.

Azonositottunk f-galaktozidaz kodoléo géneket, jellemeztiik a kodolt fehérjéket.
Génkifejezodés vizsgalatokat végeztiink kiilonbozo fermentacios koriilményeken.

A kivalo p-galaktozidaz termelének bizonyult L. ramosa gombat vontuk be a
vizsgalatokba. A Lichtheimia genom adatbazisban homolog szekvencia keresést hajtottunk végre

Trichoderma atroviride p-galaktozidaz aminosav szekvencia felhasznalasaval. Két olyan



feltételezett fehérjét azonositottunk (BGall és fGal2), melyek nagyfoku hasonlésagot mutattak a
Trichoderma B-galaktozidazzal. A két feltételezett B-galaktozidaz fehérje méretben, aminosav
hosszlisagban és izoelektromos pontban is eltér. Mindkettdben azonositottuk a glikozid hidrolaz
35 csaladra jellemz6 domént. Az azonositott L. ramosa B-galaktozidaz gének kifejezédésének
vizsgalatahoz reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ valds idejii PCR (RT-gPCR) technikat
alkalmaztunk. A buzakorpat tartalmaz6 taptalajon a f-gall kifejez6dése a 6. napon, mig a S-gal2
kifejezddése az 5. és a 6. napokon emelkedett; fermentacids tesztekben az 5-6. napokon mértiink

legnagyobb enzimaktivitast.

Transzformacios rendszert allitottunk be [-galaktozidaz koédolé gének funkcionalis
vizsgalatahoz.

Gének funkciondlis vizsgalatakor jaromsporas gombakban gyakran alkalmaznak uracil
auxotrof torzseket a transzformacios kisérletekhez, melyhez eldzetesen sziikség van az uracil
bioszintézisben szerepet jatszd pyrG gén elrontdsdra. L. ramosa esetében ugyanakkor nem
rendelkeztiink hatékony transzformacids rendszerrel. Munkankban optimalizaltuk ¢és adaptaltuk a
PEG-medialt protoplaszt transzformaciot L. ramosa fonalas gombara, majd sikerrel 1étrehoztunk
16 L. ramosa uracil auxotréf mutans torzset. Jellemeztiik a tovabbi vizsgalatokhoz kivalasztott
torzs novekedését és P-galaktozidaz aktivitdsat. A pyrG gén elrontasanak hatdsdra a gomba

novekedése lelassult a sziil61 torzshoz képest, azonban a -galaktozidaz aktivitdsa nem véaltozott.

Vektorkonstrukciokat szerkesztettiink p-galaktozidaz tultermeld torzs létrehozasahoz és az
enzimfehérje heterolog termeltetéséhez.

A Kkisérletekben olyan vektorkonstrukciokat hoztunk létre, melyek lehetové teszik az
egyes L. ramosa B-galaktozidaz gének talmiikddését, azaz annak vizsgélatat, hogy a gének
kopiaszamanak novelése hatdssal van-e a gomba [B-galaktoziddz termelésére. A vektorok a
bakterialis szelekcidhoz sziikséges ampicillin rezisztenciat biztosité gént, a Lichtheimia pyrG
gént és a Lichtheimia [-galaktozidazt kodold gént egyarant hordozzak. A 1étrehozott
vektorkonstrukciokkal megkezdtiik a transzformacios kisérleteket. Munkéank soran L. ramosa -
galaktoziddz fehérjék heterolog rendszerben torténd termeltetését lehetévé  tevd
vektorkonstrukciokat is létrehoztunk. A vektorok segitségével reményeink szerint nagy

hozamban termeltethet6k a Lichtheimia p-galaktozidazok Pichia pastoris-alapu rendszerben. A



transzformacios kisérleteket megkezdtiik, jelenleg a transzformansok ellendrzése, majd a

termeltetési rendszer kialakitasa és optimalizaldsa van folyamatban.

OSSZEFOGLALAS

1.

Azonositottunk jo B-galaktoziddz termeld jaromsporads gombakat. Eredményeink értékes
adatokkal szolgalnak az eddig még nem vizsgalt Lichtheimia, Mortierella és Umbelopsis
csoportok B-galaktozidaz termeld képességérol.

Siillyesztett és szilard fazisu rendszerekben vizsgaltuk a legaktivabb torzsek enzimtermelését.
Laktozt és/vagy buzakorpat tartalmazé fermentacios koriilményeken fokozott enzimhozamot
azonositottunk egyes izolatumoknal. Vizsgalatainkkal bdviiltek ismereteink induktorok
jelenlétében torténd enzimhozamokrol, az enzimek termeltetési lehetdségeirdl. Tudomasunk
szerint els6ként végeztiink olyan siillyesztett fermentacios vizsgalatokat, amelyekben laktozt
¢és buzakorpat egylitt alkalmaznak (-galaktoziddz termelés induktorként.

Elemeztiik részlegesen tisztitott B-galaktozidaz-aktiv kivonatok transzgalaktozidaz aktivitasat
tobbféle kiindulasi cukor jelenlétében. A kisérletekben azonositottuk a L. ramosa és R.
pusillus  gombak B-galaktozidazainak transzgalaktozilacidos  aktivitasat, valamint
transzfruktozilaciot katalizalni képes enzimek termelését is igazoltuk. Eredményeink alapjan
az azonositott szintetikus aktivitdsok magas prebiotikus indexli funkcionalis oligoszacharid
keverékek eldallitdsdhoz jarulhatnak hozza, melyek egészségvédd adalékok lehetnek
bizonyos termékekben.

Izolaltunk buzakorpa-alapt szilard fazisu fermentacios rendszerben termelt L. ramosa és R.
pusillus B-galaktozidaz enzimeket, és elemeztiik néhany gyakorlati szempontbol jelents
biokémiai tulajdonsadgukat. Kutatdsunkban elsoként izolaltunk p-galaktoziddz enzimet L.
ramosa gombabol.

Azonositottunk L. ramosa B-galaktozidaz kodold géneket, jellemeztiik a kodolt fehérjéket.
Génkifejez6dés  vizsgalatokat végeztiink  kiilonb6zd  fermentacidos  koriilményeken.
Kutatdsaink elséként mutattak ra B-galaktozidaz kodold genetikai elemekre €s fermentacios
koriilményeken valo kifejezddésiikre jaromsporas gombakban.

Altalanosan alkalmazhat6 transzformaciés rendszert dolgoztunk ki L. ramosa gombaban,
valamint B-galaktoziddz homoldg és heterolog termeltetésére alkalmas vektorkonstrukciokat

is szerkesztettiink.



SUMMARY

The B-galactosidase enzyme hydrolyzes the glycosidic bond in the disaccharide lactose
molecule. The enzyme is also capable of catalyzing transgalactosylation reactions, resulting in
the potential formation of prebiotic oligosaccharides. The 3-galactosidase plays an important role
in some food industry processes, and most commercially available B-galactosidases are derived
from microbial sources. There are many excellent enzyme-producing strains among
zygomycetes, but their 3-galactosidase production is still an understudied area. In this work, we
aimed to conduct a detailed investigation of the [-galactosidase activity of zygomycete fungi
belonging to the orders Mucorales and Mortierellales.

The following results have been achieved: 1) B-Galactosidase-producing zygomycetes
strains have been identified. Our results provide useful data on the (3-galactosidase production of
Lichtheimia, Mortierella and Umbelopsis fungi that have not yet been investigated. 2) Increased
B-galactosidase production was identified in some isolates under fermentation conditions
containing lactose and/or wheat bran. Our knowledge has expanded about enzyme vyields
achieved in the presence of inducers, and on the possibilities of liquid and solid-state production
of the enzymes. As we know, this study is the first that has performed submerged fermentation
experiments using lactose and wheat bran together as a B-galactosidase production inducer. 3)
Prebiotic oligosaccharides were produced with crude B-galactosidases under various reaction
conditions. Transgalactosylation activity of the Lichtheimia ramosa and Rhizomucor pusillus -
galactosidases was identified, and the production of enzymes capable of catalyzing
transfructosylation was also confirmed. The synthetic activities identified may contribute to the
production of functional oligosaccharide mixtures with a high prebiotic index, which then can be
used as health-protective additives in certain products. 4) The L. ramosa and R. pusillus -
galactosidases have been isolated, and some of their practically important biochemical properties
have been studied. This is the first report on a f-galactosidase isolated from Lichtheimia fungi. 5)
L. ramosa B-galactosidase coding genes have been identified, and the encoded proteins have
been characterized. Gene expression studies were also performed. This research revealed -
galactosidase coding genetic elements in zygomycetes and investigated of their expression under
fermentation conditions. 6) A generally applicable transformation system was developed in L.
ramosa, and plasmids suitable for both homologous and heterologous productions of -

galactosidase were also constructed.
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