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ABSZTRAKT

A jaromsporas gombak a fonalas gombak egyik legvaltozatosabb csoportja. Tobbségiik a talaj
bomlo allati és novényi szerves anyagain ¢€l0 szaprotrof szervezet. Kozottik ipari,
mezOgazdasagi, biotechnologiai és orvosi szempontbol jelentds fajok lelhetdk fel. Szdmos
képviseldjiiket alkalmazzak a gyogyszer- és élelmiszeriparban, extracellularis enzimek (pl.
lipazok, prote4dzok, amildzok, cellulazok) termeltetésére. Az ide tartoz6 Mucoromycota gombak
kivalo forrasai lehetnek ipari enzimeknek.Ennek ellenére galaktoziddz termelésiik, a termelt
enzimfehérjék és a kodold gének molekularis és funkciondlis jellemzdi kevésbé vizsgalt
teriiletek. A béta-galaktozidaz (laktaz) egy szacharid bontd enzim, mely a béta-galaktozidokban
a glikozidos kotések hidrolizisét katalizalja. Laktozbontd képessége okan eldszeretettel
alkalmazzak az élelmiszeriparban tejtermékek laktoz tartalmanak csokkentésére, valamint a
sajtgyartds soran melléktermékkeént keletkezd tejsavo kezelésére. A laktozérzékenység
napjainkban mar népbetegségnek szamit, igy egyes tejalaptl élelmiszerek laktdz tartalmanak
csokkentése, ennek érdekében Uj tipust jellemzett béta-galaktoziddz enzimek fejlesztése,
hatékony, gazdasagos eldallitdsdnak kidolgozasa kiemelt egészségiigyi és élelmiszeripari
jelentdséggel bir. A mikroorganizmusok jelentds forrdsai a béta-galaktozidaz enzimeknek. Az
ilyen tipust enzimek mikrobidlis eldallitasa koltséghatékony, tobbek kozott a ol
optimalizalhatd fermentéacids koriilmények, az olcsd novekedési szubsztrat, €s a nagyléptékii
tenyészthetdség miatt. A mikrobidlis eldallitas igy nagy enzimhozamot biztosit, illetve a
termofil fajokbol szdrmaz6 enzimek nagyobb hdstabilitassal is rendelkezhetnek. Eldzetes
munkakban szdmos béta-galaktozidaz termelé Mucoromycota torzset azonositott, és tesztelt
csoportunk. Az enzimaktivitds gyakorlati szempontbol is fontos biokémiai jellemzdinek
megfeleld vizsgalata sziikséges, ugyanakkor az elvart tisztuldsi mindségli nativ enzim
eldallitasa e fermentacids rendszerekbdl nehézkes. Az alkalmazott szubsztratbol szérmazo
fehérjék, szénhidratok jelenléte, valamint a termeld gombak egyéb fehérjéinek megjelenése az
enzimfehérje tisztasagi paramétereit befolyasolhatja. Az enzim erre alkalmas heterolog
rendszerekben vald célzott termeltetésével ugyanakkor mar biztositott a megfeleld aktivitas
pontos elemzése és jellemzése. Jelen kutatasban egy jo termel6ként leirt termofil Rhizomucor
pusillus torzs [-galaktozidaz kodolo génjeinek feltarasat, jellemzését, majd a kodolt
enzimfehérje heterolog termeltetését és tisztitasat tliztiik ki célul. Vizsgalni kivantuk a tisztitott
enzimaktivitas biokémiai tulajdonsagait is. Adatbazisban elérhetd R. pusillus genom elemzése
soran harom, a Trichoderma atroviride béta-galaktozidaz aminosav-szekvenciajaval nagyfoku
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hasonlésagot mutato feltételezett béta-galaktozidaz kodold gént azonositottunk. A levezethetd
feltételezett béta-galaktozidaz fehérjék méretiikben, aminosav-szekvencia hosszukban és
izoelektromos pontjukban is kiilonboztek. Mindharom fehérjében azonositottunk glikozid-
hidrolaz 35 csalddra jellemz6 konzervalt domént, ami kulcsfontossagu szerepet jatszhat a béta-
galaktozidaz aktivitasban. Izolaltuk a gének kodoldo cDNS szakaszait, melyeket Komagataella
phaffii élesztében vald heteroldg kifejeztetéshez alkalmas vektorba klonoztunk. Sikeres
termeltetést kovetden affinitdas kromatografia technikaval izoldltunk a hisztidin cimkézett
enzimfehérjét. A tisztitott béta-galaktoziddz aktivitdas miikodésének optimumat 60 °C
hémérséklet koriil és pH 5,8-7,0 tartomanyon azonositottuk. A tisztitdsi eljaras 30,78%
kihozatal mellett egy 1312518,6 U/mg specifikus aktivitdssal és 45938 U/ml térfogati
aktivitassal rendelkezé rekombinans R. pusillus béta-galaktozidazt eredményezett. A kapott
béta-galaktozidaz elegy Osszaktivitdsa €s térfogati aktivitdsa jelentds, az eddig heterolog
rendszerben termeltetett gomba béta-galaktozidazokkal dsszehasonlitva, ahol tobbnyire 0,25-
40000 U/ml aktivitdsokat nyertek. Tudomasunk szerint els6ként termeltettiink jaromsporas
gomba béta-galaktoziddzt heterolég rendszerben. A célzott termeltetéssel biztositottuk az
enzimaktivitds biokémiai jellemzéséhez elvarhaté megfeleld mindségii tisztasagot. Terveink
kozott szerepel az expresszid mértékének nodvelése, azaz nagyobb enzimhozam elérése,
melynek érdekében a heterolog fehérje termeltetési rendszer koriilményeinek optimalizalasa
sziikséges. Tervezziikk a tisztitott rekombindns béta-galaktoziddaz aktivitas biokémiai
jellemzbinek tovabbi vizsgalatat is. Reményeink szerint a R. pusillus B-galaktozidaz enzim
tulajdonsagait tekintve alkalmas jeldlt lehet élelmiszeripari gyakorlati folyamatok (pl. tejcukor
mentesités, galakto-oligoszacharid eldallitas) gazdasagos katalizalasédhoz.
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