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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt halaval tartozom sziileimnek, feleségemnek €s harom gyermekemnek, hogy
egész ¢letem soran feltétel nélkiil, onzetleniil tdmogattak és szamtalanszor erét adtak céljaim
eléréséhez. Soha nem tudom eléggé megkoszonni feleségemnek, Abrok Mariannanak megértését
¢s biztatasat, tamogatdsa nélkiil ez a disszertacid nem késziilhetett volna el.

Koszonettel tartozom Dr. Vagvolgyi Csabanak, tanaromnak, munkatarsamnak és
tanszékvezetOmnek, hogy elinditott a kutatdi palydn és megszerettette velem a mikrobiologiat és a
mikroszkopikus gombdk vilagat. Koszondm tovabba a tobb mint huszéves kozds munkat, a
rengeteg Otletet és Utmutatdst. Az 6 tuddsa, személyisége és humora alapvetden jarult hozza
kutatova valasomhoz, baratsagat igen nagy ajandéknak tartom.

Halaval gondolok Dr. Ferenczy Lajosra és Dr. Kevei Ferencre, akik palyam kezdetén
segitették ¢és tdmogattadk munkamat, és akiknek személyisége, példamutatisa meghatarozd volt
szamomra.

Koszonettel tartozom Dr. Arturo P. Eslavanak, Dr. Enrique Iturriaganak és Dr. Antonio
Velayosnak, akiknek itmutatasaval bekapcsolodhattam a karotinoid-bioszintézis kutatasaba.

Kiilon koszondm kozvetlen munkatarsaimnak Dr. Nagy Gébornak, Dr. Csernetics
Arpadnak, Dr. Nyilasi Ildikénak és Dr. Také Miklosnak a sokéves kozos munkat és barati
segitséget, munkdjuk meghataroz6 moéddon jarult hozza a dolgozatomban bemutatott
eredményekhez.

K6szondm Dr. Nagy Laszlonak, Dr. Krizsan Krisztinanak, Dr. Linka Beatanak, Dr. Kocsubé
Sandornak, Dr. Lukidcs Gyongyinek, Petkovits Tamasnak, Toth Eszternek, Szarkandi Janos
Gergdnek, Bencsik Ottoénak, Toth Doéranak, Farkas Anitanak és minden jelenlegi és egykori
munkatarsamnak, akik részt vettek a dolgozatban ismertetett kutatasokban, munkajukat és
lelkesedésiiket, nélkiiliikk szdmos eredmény nem sziiletett volna meg.

Koszonet illeti Dr. Manczinger Laszlot, Dr. Kredics Laszlot, Dr. Galgoczy Laszlot, Dr.
Szekeres Andrast és a tragikus hirtelenséggel elhunyt Dr. Varga Janost, akikt6]l munkam soran
szamtalanszor kaptam szakmai segitséget és rengeteget tanultam toliik.

Koszonet illeti az SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszék minden dolgozojat. Kiilon is halaval
tartozom Lele Madrianak és Kulcsdr Melinddanak a sokféle technikai segitségért, Dr. Palagyi
Andrasnénak és Lengyel Boglarkdnak az adminisztrativ teendok végzésében nyujtott segitségiikért
¢s Farkas Elviranak a térzsgylijtemény odaad6 gondozésaért.

Koszonet illeti mindazt a sok kollégat és baratot, akik hozzajarultak kutatoi és oktatodi

palyam alakulasahoz és elnézést kérek, amiért a felsorolds nem sikeriilhetett teljes kortire.
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1. BEVEZETES
1.1. A jaromsporas gombak rovid bemutatasa

A jaromsporas gombak alapvetd jellegei a conocitikus micélium, a kitin- és kitozantartalmt
sejtfal, az ivartalanul képz6do, onalldé mozgasra nem képes sporangiosporak, valamint az ivaros
folyamatok eredményekén kialakuld jarom- vagy zigospoérak, melyrdl a neviiket is kaptak (gor
zygosz - jarom). A legtobb fajt a Mucoromycotina altérzs foglalja magaba; ide tartoznak az
elsésorban telitetlen zsirsavtermelésiik miatt tanulmanyozott Mortierellales, az ektomikorrhiza- és
termOtestképzésrdl ismert Endogonales, valamint a legvaltozatosabb és legjobban tanulmanyozott
csoport, a Mucorales rend képviseldi. A Mucorales rend egyes tagjai biotechnologiai jelentéséggel
birnak, els0sorban extracellularis enzimek, karotinoidok, telitetlen zsirsavak, alkoholok, valamint
tejsav €s egyéb szerves savak termeldiként. Egyes Mucor torzseket sajtérlelésre is felhasznélnak;
az Actinomucor, Amylomyces, Mucor, valamint Rhizopus nemzetségekbe tartozd6 gombak
megtalalhatok fermentalt tdvol-keleti ételek (pl. tempeh, oncom, sufu, ragi, koji) starter kultiraiban.
Neéhany faj (pl. Lichtheimia corymbifera, Mucor circinelloides f. lusitanicus, M. hiemalis, Rhizopus
oryzae vagy Phycomyces blakesleeanus) genetikai és molekularis biologiai munkakban hasznalt
modellszervezet. A jelen dolgozatban ismertetett vizsgalatokban a karotintermeld M. circinelloides

f. lusitanicus-t hasznaltuk, mely az egyik leggyakrabban vizsgalt jaromspdras modellorganizmus.

1.2. A terpénbioszintézis-kutatas fobb teriiletei gombakban

A terpénszarmazékok Ot szénatomos izoprénegységekbdl épiilnek fel és ezek szamatol
fliggden kiilonb6z6 csalddokba soroljak dket, pl. mono- (Cio), szeszkvi- (Cis), di- (Cao), szeszter-
(Cas) és triterpének (C30), karotinoidok (Cao), stb. Az egyes izoprénszarmazékok valtozatos funkcidt
toltenek be a kiillonbozo €l6lényekben. Gombakban e metabolitok bioszintézise az Un. altaldnos
mevalonsav-utrol agazik le. Kiilondsen egyes membranalkotdk, valamint szignal és szabalyozo
fehérjék preniloldallancainak szintézisén keresztiil, az titvonal kézponti 1épéseit katalizalo enzimek
¢és az azokat kodolo gének miitkodése olyan alapvetd bioldgiai folyamatokra is hatassal vannak, mint
a morfogenezis, a dimorfizmus, a sejt integritds fenntartdsa, a gombaellenes szerekkel szembeni
érzékenység, a kornyezeti hatdsokhoz vald alkalmazkodds, vagy az apoptotikus folyamatok
szabalyozasa (8, 18, 24, 32, 36, 52, 70, 87, 93). Mindezen folyamatoknak alapvetd szerepiik van

mind az esetleges biotechnolodgiai alkalmazasok szempontjabol, mind a patogenitas kutatdsaban.

1.3. A mikrobialis karotintermelés vizsgalatanak jelentosége

A karotinoidok biotechnoldgiai szempontbdl értékes metabolitok, amiket elsésorban az
¢lelmiszer-, a kozmetikai- és a gyogyszeripar, valamint az allattenyésztés hasznal fel jelentésebb
mennyiségben. Egészségre gyakorolt kedvezd tulajdonsdgaiknak koszonhetéen napjainkban

eldéallitasuk ¢és fogyasztasuk dinamikusan novekvd tendenciat mutat. Az iparban felhasznalt
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karotinoidok tilnyom¢ tobbségét kémiai szintézissel allitjak eld, ugyanakkor a mikrobidlis
karotintermelés megvalositasa olcso, kornyezetbarat eldallitasi technoldgiak alkalmazésat teszi
lehetévé, mely egyben csokkentheti a szintetikus eredetli termékek aranyat.

Az elmult ¢években tobbféle, mikroorganizmusokra alapozott, ipari Iéptéki
karotinoidtermeld eljarast is kidolgoztak, illetve lizembe allitottak. Ilyen célokra legsikeresebben
foként algakat, pl. Dunaliella salina (B-karotin), Haematococcus pluvialis (p-karotin, asztaxantin),
és egyes gombakat, pl. Blakeslea trispora (B-karotin, likopin) hasznaltak (16, 20). Szamos
alkalmazas kisérleti fazisban van, ahol a termelés és a fermentacio hatékonysagat még optimalizalni
kell. A potencialisan kihasznalhatonak tekintett karotinoidtermeld mikrobak kozt emlitést érdemel
tobb gombaszervezet, pl. a likopin- és B-karotin-termelé Mucor circinelloides, P. blakesleeanus,
Neurospora crassa ¢és Fusarium sporotrichioides, vagy az asztaxantintermeld Xanthophyllomyces
dendrorhous (Phaffia rhodozyma) (20, 43). Mas mikrobakbol szarmazo gének kifejeztetésével
sikerrel termeltettek karotinoidokat egyes nem karotinoidtermeld, viszont biztonsagosnak tekintett,
vagy a fermentacios eljarasokhoz jol adaptalt mikroorganizmusok, pl. Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Pichia pastoris, Yarrowia lypolitica és Zymomonas

mobilis segitségével (16, 37, 64, 83, 93, 95, 96).

1.4. Jaromsporas gombak a karotinoid-bioszintézis kutatasaban

Tobb gombafaj is kiemelt célpontja a karotinoid-bioszintézissel kapcsolatos kutatasoknak
(4). Ezek koziil elméleti és gyakorlati szempontbol is kiemelkednek a Mucoromycotina altdrzsbe
tartozd szervezetek (20, 71, 82). Jelentdségiiket mutatja, hogy az ebbe a csoportba tartozd Blakeslea
trispora jelenleg az egyetlen olyan gombafaj, amelyet ipari -karotin termeltetésre hasznalnak (pl.
Vitatene, DSM) (68, 71). Jaromsporas gombakban a karotintermelés szorosan 0sszefligg az ivaros
folyamatokkal. Maguk az ivaros folyamatokat kivalté feromonok tulajdonképpen parosodasi tipus-
specifikus karotinszarmazékok, egyben a trisporsav (a zigoforok képzddését stimulald feromon)
prekurzor vegytiletei (70).

Az ugyancsak a Mucoromycotina csoportba tartozé P. blakesleeanus a karotin-bioszintézis,
a fényérzékelés ¢és a fototropizmus tanulmanyozasdnak egyik legrégebben hasznalt
modellszervezete (17). A B. trispora-hoz hasonléan, Phycomyces esetében eddig még minden
genetikai transzformacids rendszer kidolgozasara iranyuld kisérlet kudarcot vallott, ami
nagymértékben hatraltatja a folyamatban szerepet jatszé gének funkciondlis elemzésére és a
termelés befolyéasolasara iranyuld vizsgalatokat (29).

Az utobbi években intenziven kezdték tanulményozni a M. circinelloides f. lusitanicus
karotinoid-bioszintézisét is. Ez a gomba rendelkezik néhany, mind a bioszintetikus ut vizsgélata,
mind a lehetséges alkalmazasok szempontjabdl rendkiviil vonzo6 tulajdonsaggal. Ilyen sajatossag pl.

a M. circinelloides konnyebb kezelhetdsége (az eldz6 fajokhoz képest sokkal jobban hasznalhat6
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molekularis genetikai munkdkban), a lipidakkumuldlo képesség, vagy a morfoldgiai dimorfizmus

jelensége (29, 81).

1.5. Az altalanos mevalonsav-ut és a terpén-bioszintézis fobb lépései gombakban

Minden terpénszarmazék Ot szénatomos izoprénegységekbdl épiil fel. Az izoprén
bioszintézise, gombakban csakugy, mint allatokban, az ugynevezett mevalonsav-tton jatszodik le
(1. abra). Ennek kezdeti 1épései soran két acetil-koenzim A molekuldabdl acetoacetil-koenzim A
A (HMG-KoA) jon létre. Az utobbi Iépést a HMG-KoA-szintaz enzim katalizalja. A folyamat egyik
kozponti 1épése a HMG-KoA, HMG-KoA-reduktaz altal katalizalt, atalakulasa mevalonsavva.

Mivel a HMG-KoA mevalonsavva alakuldsa a terpén-bioszintézis egyik sebesség-
meghatdroz6 1épése, az enzim milkodése meghatirozd a terpenoid metabolitok képzddése
szempontjabol, kifejezddése pedig erdsen szabalyozott mind a transzkripcié szintjén, mind poszt-
transzkripciondlisan (11). Az enzim modositasaval befolydsolhatd tobbek kozt a karotinoidok és
mas terpénszarmazékok, vagy a membranalkoto szterolok termelddése, ezért a HMG-KoA-reduktaz
miikodése és szabalyozasa biotechnoldgiai €s klinikai szempontbol is érdekes és mind emberben,
mind gombdakban erdsen kutatott (11, 93). Az enzim kompetitiv inhibitorai a sztatinok, melyeket
koleszterinszint-csokkentd hatasuk miatt gydgyszerként alkalmaznak €s kutatnak, de gombaellenes
hatéssal is rendelkeznek (6, 23).

A mevalonsavbol 5-foszfomevalonsavon keresztiil 5-pirofoszfomevalonsav képzddik (a
folyamatot a mevalonsav-kindz és az 5-foszfomevalonsav-kindz katalizalja), ebbdl jon 1étre az 5-
pirofoszfomevalonsav-dekarboxildz enzim segitségével a terpénvegyiiletek épitdegysége, az ot
szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP).

Az izoprén-bioszintézis kovetkezd szakasza az IPP izomerizacidjaval kezdddik, melynek
soran dimetilallil-pirofoszfat (DMAPP) keletkezik. Egy DMAPP ¢és egy IPP-molekula
kondenzacidja hozza létre a tiz szénatomos geranil-pirofoszfatot (GPP, Cio), majd tovabbi IPP-
(FPP, Cis) és a geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP, Cyo) képzddéséhez vezet. Ezeket a 1épéseket
izoprenil-pirofoszfat-szintazok katalizaljak (39). A képz6dd koztitermékek nem csak egymads
prekurzorai, de kiindulasi vegyiiletként szolgélnak az egyes terpénszarmazékok specifikus
bioszintéziséhez. gy a GPP a monoterpének, az FPP a szterolok, dolikolok, hopanoidok,
szeszkviterpének, triterpének, egyes fehérjék farnezil csoportjai és a politerpének, a GGPP pedig az
ubikinon prenilcsoportja, egyes fehérjék geranilgeranil oldallancai, a diterpének és a karotinoidok

eléanyaga (39).



dc_1349 16

(o]
JKSKOA Acetil-KoA
1 Acetil-KoA-
acetiltranszferaz
/lk) kSKoA Acetoacetil-KoA

1 HMG-KoA-szintaz
(o]

OH
)k></\SKoA HMG-KoA

l HMG-KoA-reduktaz
(o]

I <X
OH Mevalonsav

l mevalonsav-kindz

(o]
)k><8ﬂ 5-foszfomevalonsav
OP

1 5-foszfomevalonsav-kinaz

IPP
5-pirofoszfomevalonsav- . ;
M dekarbox/l'a‘z)\/\ izomerdz
OPP —> ZN"OPP —= /" OPP
= IPP
5-pirofoszfomevalonsav DMAP —
FPP-szintaz [ Monoterpének ]
| 2
J\/\)\/\opp
FPP-szintdz Szterinek, pl. ergoszterin;
J\/\)\/\)\/\ Szteroidok;
A N NNOPP e >  Farnezilalt fehérjék;
—_— Dolikol;
1 — GGPP-szintaz ) ,
Diterpének; Ubikinonok; Szeszkviterpének; stb.
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1. abra. Az altalanos mevalonsav-iit és az izoprén-bioszintézis f6bb lépései.
Roviditések: IPP, izopentenil-pirofoszfat; DM AP, dimetilallil-pirofoszfat; GPP, geranil-pirofoszfat; FPP, farnezil-
pirofoszfat; GGPP, geranilgeranil-pirofoszfat.

A bioszintetikus 1épések egymasra épiilése miatt a koztitermék-, illetve prekurzorszintek és
az bioszintézisben résztvevd enzimek aktivitasa alapvetden befolyasolja a specifikus utak

végtermékeinek mennyiségét.

1.6. A B-karotin-bioszintézis specifikus 1épései M. circinelloides-ben

A doktori dolgozatban bemutatott kutatds modellorganizmusanak valasztott M.
circinelloides f. lusitanicus esetében a karotinoid-bioszintézis f6 terméke a -karotin. E gombaban
a bioszintézis specifikus 1€péseit és génjeit azonositottak €s részletesen jellemezték.
szintdz enzim katalizal. Ennek eredményeként keletkezik a szintelen, de mar 40 szénatomos fitoén.
Gombaékban a fitoén-szintdz €s a -karotin-bioszintézis utolsd 1épéseit katalizald likopin-ciklaz

aktivitdsokat egyetlen gén kodolja, melyet M. circinelloides-ben carRP-nek (88) neveztek el. A
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kettos kotések kialakitasat, azaz a keletkezett fitoén molekula dehidrogénezését, a M. circinelloides-
ben a carB gén altal kodolt fitoén-dehidrogenaz enzim végzi (87). A folyamat tobb 1épésben
neurosporén képzddésén keresztiil valosul meg €s a piros szini likopin képzddéséhez vezet. A
bioszintézis két utolséd 1€pésében a likopin molekula két vége gytirtivé zarddik, kialakul a B-karotin.
A likopin ciklizacidjat, azaz a jonon gytiriik kialakitasat, a mar emlitett fitoén-szintaz/likopin-ciklaz
enzim végzi (CarRP).

A karotinoidspecifikus gének gombakban altaldban egymas mellett, klaszterszertien
fordulnak eld (88, 40, 66). A M. circinelloides genomban a carB ¢és a carRP gén forditott
orientacidban, egymastol egy kozos, minddssze 446 bp-bol alld szabalyozo régidval elvalasztva
helyezkedik el. A két gén dsszehangolt szabalyozas alatt all, mindkettd atirddasat kék fény indukalja
(30, 88).

1.7. A jaromsporas gombak genetikai manipulacioja

A biologiai alapkutatasok €s a biotechnologiai fejlesztések egyarant igénylik a génfunkcio
¢és kifejezddés vizsgalatanak és befolydsolasanak rutinszertien alkalmazhaté modszereit, melyek
magukban foglaljak a genetikai transzforméacios eljarasokat is.

Jaromsporas gombdk esetében, amennyiben a transzformalé DNS-t cirkularis plazmidon
juttatjuk be, az szinte mindig episzomalisan, autoném replikdlodéd elemként marad fenn és ritkdn
integralédik a genomba (2, 57, 63). Amennyiben ez mégis bekovetkezik, szinte mindig
véletlenszerli a beépiilés (3, 73, 74). A cirkularis plazmidok alkalmazasa altalaban nagy
transzformacios gyakorisagot biztosit, bar az igy 1étrehozott torzsek sokszor mitdtikusan instabilak
(27, 57).

Nagyon alacsony gyakorisaggal ugyan, de a transzformald6 DNS integracidja a genomba
kett6s homolog rekombinacio kikényszeritésével megoldhatd. Ebben az esetben a transzformaciot
olyan lineéris DNS fragmentummal végezziik, mely a bejuttatni kivant szakasz két végén, a kettds
rekombinaciét iranyitd, homoldg szakaszokat tartalmaz (27). Ilyen, homolég rekombinécion
alapuld génkicserélddéssel azonban csak néhany esetben sikeriilt géndelécidt megvaldsitani M.
circinelloides-ben (25, 38, 94) Jaromsporads gombdakbol tehat nem konnyli mitotikusan stabil
transzformans torzseket eldallitani. Egyes szerzok ezen organizmusok esetében feltételezik egy, a
gazda genomot védé mechanizmus jelenlétét, mely meggatolja az idegen DNS genomba torténd
integracigjat és/vagy fennmaradasat (27, 55).

A kiilonb6zé gének funkciondlis elemzésére, a génkifejez6dés tanulmanyozdsira ¢és
modositasara a delécid jol alkalmazhatd alternativdja az RNS-alapti géncsendesités (46, 81).
Jaromsporas gombakban az RNS-interferencia mechanizmusdnak feltarasa ¢és jellemzése
folyamatban van, ennek f6 modellorganizmusa épp az altalunk is vizsgalt M. circinelloides f.

lusitanicus (13, 52).



dc_1349 16

2. CELKITUZESEK

Munkénk célja, hogy megvizsgaljuk egyes [-karotin-termeld jaromspdras gombdk
alkalmazasanak biologiai feltételeit, valamint, hogy a késobbi alap- és alkalmazott kutatasban
felhasznalhatd karotin- és xantofilltermeld torzseket és modszereket hozzunk Iétre. Mindez
magaban foglalja az altalanos mevalonsav- és a specifikus karotinoid-bioszintézis genetikai
hatterének feltarasat, megfeleld kisérleti modszerek fejlesztését, valamint 01 gombatdrzsek
l1étrehozasat és jellemzését. A tavlati cél olyan torzsek 1étrehozasa, melyek a jelenleg ismerteknél
nagyobb karotinoidprodukcidra és/vagy Uj karotinoidszarmazékok, elsOsorban xantofillok

termelésére képesek. Munkank soran a kovetkezd konkrét feladatokat kivantuk megvalositani:

1. Karotinoidtermeld jaromsporas gombakbal allo torzsgyijtemény létrehozasa és jellemzése.
A torzsgyljteményben elsdsorban olyan gombatorzsek elhelyezését és jellemzését terveztiik,
amelyek a karotintermelés befolyasolasat célzo vizsgalatokban felhasznalhatok. A célkitlizés
magaban foglalja 1, karotinoidtermeld gombak azonositasat, kiilonos tekintettel a Mucoromycotina

eddig kevéssé vizsgalt csoportjaira (pl. az olajtermelé gombakat tartalmazo Mortierellales rend).

2. Az altalanos mevalonsav-ut és az izoprén-bioszintézis kulcslépéseit katalizalo enzimek
(HMG-KoA-reduktaz, IPP-izomeraz, valamint FPP- ¢és GGPP-szintazok) génjeinek
funkcionalis jellemzése és a B-karotin-termelés befolyasoldsa a bioszintézis-utvonal genetikai
modositasaval jaromsporas gombakban. E feladat célja, hogy megvizsgaljuk, az emlitett gének,
illetve az altaluk kodolt enzimek, milyen szerepet jatszanak a terpén- és karotinoid-bioszintézisben.
Terveink kozott szerepelt annak elemzése, hogy e gének felhasznalhatok-e a karotinoidtermelés

javitasat célzo kutatdsokban.

3. A specifikus karotin-bioszintézis modositasa és xantofillok termeltetésének lehetdsége
Mucor-ban. Célul thztik ki a B-karotinbol kiinduld, asztaxantinig vezetd bioszintetikus ut
heterolog, bakteridlis és gomba eredetii génjeinek kifejeztetését a [-karotin-termeld M.
circinelloides-ben. A gének bevitelét tobbféle expresszios rendszerben terveztiik elvégezni, majd a
l1étrehozott kisérleti rendszerben kivantuk elemezni a termelt karotinoidok és xantofillok

Osszetételét.

4. A bioszintézis utak elemzéséhez és modositasahoz, valamint a génfunkciok vizsgalatahoz
sziikséges eljarasok, mindenekelétt a jaromsporas gombakra adaptalt, hatékony
transzformacios rendszerek, kidolgozasa. A karotinoidtermelésben résztvevd gének funkcionalis
elemzéséhez és a termelés befolyasolasahoz sziikség van megfeleld genetikai transzformacios

crer

hatékony integraciot és a mitotikusan stabil transzformansokat biztositéd eljarasok hidnya.
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3. FELHASZNALT MODSZEREK
3.1. A vizsgalatok soran hasznalt mikroorganizmusok

Modellorganizmusként a M. circinelloides f. lusitanicus MS12 torzsét (SZMC 12082)
hasznaltuk. Részletesebben vizsgaltuk a Backusella lamprospora SZMC 11061B, a Gilbertella
persicaria SZMC 11089 és a Rhizomucor miehei SZMC 11005 torzsét. A crtR és crtS géneket a X.
dendrorhous SZMC 9008 torzsbol izolaltuk. A klonozasi, vektorépitési és génexpresszios
kisérletekben az XL1-Blue, DH5a és TOP10F E. coli torzseket, az Agrobacterium tumefaciens
kozvetitette transzformacidhoz az AGL1 (36), GV3101 (33) és GV2260 (44) torzseket hasznaltuk.

3.2. Altalanos molekularis technikak

A genomi DNS tisztitdsa ITURRIAGA €s mtsi. (28) szerint, vagy kereskedelmi forgalomban
kaphato kitekkel tortént. Az RNS-tisztitast CHOI és mtsi. (14) szerint, TRI-reagens (Sigma), vagy
az E.Z.N.A Total RNA Kit II (Omega Biotek) alkalmazasaval végeztiik. A hibridizacids probakat
PCR DIG Probe Synthesis Kit-tel (Roche) készitettiikk; a detektalast ,,CDP-Star” (Roche)
kemilumineszcens reagenssel, vagy NBT-BCIP alapt DIG DNA Detection Kittel (Roche)
végeztiik. A R. miehei NRRL 5282 génkonyvtar készitéséhez a Lambda FIX II/X#%ol Partial Fill-In
Vector Kit (Stratagene) és a Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene) kiteket hasznaltuk.
A M. circinelloides cDNS expresszios konyvtar elkészitéséhez a cDNA Synthesis Kitet (Stratagene)
hasznaltuk. A M. circinelloides 1PP-izomeraz (ipi) gén teljes meghatarozasat a GenomeWalker
Universal Kittel (Clontech) végeztiik. A M. circinelloides carG gén transzkripcio iniciacids helyeit
primer extenzios elemzéssel allapitottuk meg BLASCO és mtsi. (9), valamint VELAYOS és mtsi. (89)

szerint.

3.3. A szekvenciak elemzése és filogenetikai analizis

A DNS szakaszok szekvenalasa az MTA Szegedi Bioldgiai Kézpontban, valamint az LGC
Genomics (Berlin, Németorszag) cégnél tortént. Az ismert szekvencidkkal vald dsszehasonlitdshoz
leggyakrabban az NCBI BLAST szolgaltatasait (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), az izolalt
gének altal kodolt fehérjék szekvenciajanak elemzéséhez a Swiss Institute of Bioinformatics Expasy
portéaljanak (http://www.expasy.ch) szoftvereit hasznaltuk. A térzsazonositdsdhoz és a filogenetikai
elemzésekhez a magi riboszomalis DNS egyes szakaszait, azaz az ITS (internal transcribed spacer)
régiot, valamint a 18S (SSU) ¢és 28S (LSU) rRNS géneket szekvenaltuk meg. A
reakciokoriilményeket a standard protokolloknak megfelelden allitottuk be (91). A szekvencidkat a
Staden Package programjaival (75) rendeztiik 0ssze. A szekvencidk illesztésére a ClustalW,
ClustalX (80), Muscle (21), Probcons (19), Probalign (67) és PRANK (42), valamint a GBlocks
0.91b (79) programokat hasznaltuk. Az inszerciok-deléciok (indelek) kodolasat a FastGap 1.21 (10),

a szubsztiticios modellek tesztelését a jModeltest szoftver (62) segitségével végeztiik. A becsiilt

10
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fak kongruencidjanak megéllapitasahoz a CONSEL 0.1 programot hasznaltuk (72). A Maximum
Likelihood (ML), ML bootstrap (MLBS), Maximum Parszimonia bootstrap (MPBS) ¢és Bayes-féle
analiziseket a RaxML 7.0.3 (76), PAUP 4.0b10 (78), MrBayes 3.1.2 (26) és BayesPhylogenies 1.0
(58) programokkal végeztilk. A konszenzus filogramokat altaldban a PHYLIP programcsomag
CONSENSE programjaval (22) hoztuk 1étre.

3.4. Mikroszkopos vizsgalatok

A fény- és fluoreszcens mikroszkdpos megfigyelésekhez egy AxioCam ERc 5s kameraval
felszerelt AxioLab (Carl Zeiss) fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk. A B. lamrospora esetében,

a GFP fehérje kifejezddését Zeiss Jenalumar fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik (54).

3.5. Valos ideji kvantitativ PCR

A plazmidok és gének kopiaszamat, valamint a vizsgalt gének transzkripcidjat valos idejii
kvantitativ PCR (qPCR), illetve valos idejii kvantitativ reverz transzkripci6 PCR (qRT-PCR)

segitségével elemeztiik (15, 50, 60) A kapott eredményeket a 2724

modszer segitségével értékeltiik
ki (41); referenciagénként a M. circinelloides aktin gént hasznaltuk, kivéve a crtW gén

kopiaszamanak meghatarozasa esetében, ahol a carG ¢€s iso4 génekhez viszonyitottunk (15, 60).

3.6. Jaromsporas gombak genetikai transzformacidja és a transzformansok elemzése

A protoplasztokat ITURRIAGA és mtsi. (28) vagy NAGY és mtsi (49) szerint preparaltuk. A
genetikai transzformaciohoz VAN HEESWIICK ¢€s RONCERO (84) modszerét adaptaltuk. Az
Agrobacterium Kozvetitette transzformacidhoz sajat protokollt dolgoztunk ki (59). A
transzforméansok mitétikus stabilitasat a NYILASI és mtsi. (53), CSERNETICS €s mitsi. (15), valamint
PAPP és mtsi. (60) szerint vizsgaltuk. A transzformacio sikerességét PCR kisérletekkel, illetve DNS

hibridizacioval bizonyitottuk. Az integracié helyét inverz PCR (IPCR) technikéaval (56) vizsgaltuk.

3.7. A karotinoid- és ergoszterintartalom elemzése

A karotinoidkivonast és a karotinoidmintak vékonyréteg kromatografids elemzését PAPP és
mtsi. (61) szerint végeztiik. Az 6sszkarotinoid-tartalmat fotometrias uton (65) is meghataroztuk. Az
ergoszterinkivondshoz az ALCAZAR-FUOLI és mtsi. (1) altal leirt modszert hasznaltuk. A karotinoid-

¢s ergoszterinmintdk részletes vizsgalata HPLC analizissel tortént (15, 50).

3.8. Statisztikai modszerek

Az adatok kiértékelését, az atlagok és szorasok, valamint a kiilonbségek szignifikancidjanak

kiszamitasat Microsoft Office Excel programja segitségével végeztik.

11
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4. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A dolgozatban ismertetett kutatdsok soran [-karotin-termeld jaromsporas gombakban,
mindenekeldtt a modellorganizmus M. circinelloides-ben vizsgaltuk a karotinoid-Osszetételt,
valamint az altaldnos mevalonsav-izoprén- ¢és a specifikus karotinoid-bioszintézist €s annak
genetikai hatterét. Emellett az alap- és alkalmazott kutatdsban felhasznalhat6 transzformacios
rendszereket dolgoztunk ki, valamint 0 torzseket hoztunk létre és jellemeztiink a gombacsoport

tovabbi tanulmanyozasahoz.

4.1. Karotinoidtermelé gombak torzsgyiijteményének létrehozasa és jellemzése

1. A jaromspoéras gombak koziil a modellorganizmusként hasznalt B. trispora-n, M. circinelloides-
en ¢s P. blakesleeanus-on kiviil jobbara csak néhadny Mucor faj esetében vizsgaltdk a
karotinoidtermelést. Hogy képet kapjunk a karotinoidtermeld jaromsporas gombak diverzitasarol
¢s megfeleld mennyiségli torzzsel rendelkezziink a késobbi, a jelenlegieknél jobb
karotinoidforrasok felkutatasat és kifejlesztését célzo kutatasok szamara, fontos célkitiizésiink volt
egy megfelelden reprezentativ torzsgylijtemény Iétrehozésa ¢€s jellemzése. Elsddlegesen a
Mucoromycotina altorzsbe, illetve azon beliil is a Mortierellales és a Mucorales rendbe tartozo,
»Kklasszikus” jaromsporas gombak képviseldire koncentraltunk. A gylijtemény alapjat a Szeged
Mikrobiologiai Gyljteményben (SZMC; http://szmc.hu) korabban elhelyezett, nagyszamu, a
Mucorales rendbe tartozd gomba képezte. Ezt az dllomanyt bdvitettiik részint sajat izolalasokkal,
részint mas gytjteményekbdl tortént beszerzések utjan. Ennek megfelelden 1étrehoztunk egy 445
jaromsporas gombatdrzset magaba foglald gyijteményt, mely hozzéaférheté modon, a Szeged
Mikrobiologiai Gytijteményben keriilt elhelyezésre. A gylijtemény az orszag leggazdagabb
jaromspéras gomba génbankja, a Mucoromycotina altérzs Mucorales €s Mortierellales rendjének
138 fajat reprezentdlja. A gyiijteménybe keriilt izolatumokat meghatdroztuk, illetve a korabbi
azonositast molekularis modszerekkel ellendriztiik. A gylijtemény megfeleld alapot kinal tovabbi
alap- ¢s alkalmazott kutatasokhoz, pl. kiillonb6z6 metabolitok (pl. enzimek, szerves savak, lipidek,

karotinoidok) bioszintézisének vizsgalatahoz.

2. A jaromspords gombagylijtemény tagjainak azonositasahoz nagy mennyiségli specifikus
szekvenciaadatot (pl. elsdsorban ITS, LSU, SSU) generaltunk. Ezek koziil nagyszamu szekvencia
(els6sorban a Mortierellales rend és az Umbelopsis nemzetség tipusfajaira vonatkozoan) bekeriilt a
nemzetkdzi Fungal Barcoding Consortium éltal e gombak identifikalasara 1étrehozott, validalt
referenciaszekvencidk adatbazisaba (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRINA177353),
valamint hozzajarult, hogy a magi riboszémalis ITS régiot jelolték ki univerzalis DNS vonalkod

markernek gombék azonositasara.

3. Molekuléris filogenetikai vizsgalatokat végeztiink a lipidtermel6 fajokroél ismert Mortierellales

renden beliili filogenetikai viszonyok feltarasa érdekében. Ennek soran -elkészitettiik a
12
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Mortierellales rend atfogo, tobb génre alapozott torzsfajat. Megallapitottuk, hogy a Mortierellales
rend és a Mortierellaceae csaldd egyetlen monofiletikus csoportot alkot, de a tradicionalis,
morfologiai alapon kijelolt Mortierella nemzetség poli-, illetve parafiletikus €s a csalad taxonomiai
reviziora szorul. A csalddon beliil elkiilonitettiik és mind molekularis szinten, mind morfolédgiailag
jellemeztiik a monofiletikus csoportokat, valamint javaslatot tettiink az osztalyozas

feliilvizsgalatara.

4. Az atfog6 szekvencia-adatsor lehetdséget nyjtott a magi riboszémalis régidknak a csalad, illetve
rendszintli filogenetika becslésében torténd alkalmazhatésaganak vizsgélatara. A tesztelt taxonok
esetében a riboszomalis gének evolicids mintdzatainak az altalanosan elfogadottnal nagyobb
komplexitasat tapasztaltuk, ami alapjan az ITS1, 5,8S és az ITS2 16kuszok, valamint az indel méatrix
kiilon particioként vald kezelését javasoljuk. Nagyszami Mucoromycotina ITS szekvencia
tesztelésével azt is megallapitottuk, hogy az inszerciok-deléciok bevondsa a filogenetikai
elemzésekbe jelentdsen javitja az ITS illesztések hasznalhatosagat és noveli a feloldoképességet a

torzsfak korai elagazdsai mentén.

5. Az altalunk meghatarozott szekvencidkon kiviil, az adatbazisokban fellelhetd Mortierella ITS
szekvencidk bevonasaval eldallitottunk egy kozel 900 szekvenciat magaba foglal6 adatsort is. Ezen
adatsorral végzett elemzés informaciokkal szolgalt a Mortierella fajok gyakorisagara és foldrajzi
elterjedtségére vonatkozoan. Az elemzésbdl altalanosabb érvényli megallapitasokat is le tudtunk
vonni, elsésorban a leirt és még le nem irt gombafajok szaméanak becslésére vonatkozdéan. Meg
tudtuk becsiilni a Mortierella fajok abszolut szamat és ugy talaltuk, hogy az kozel van a leirt
Mortierella fajok szamahoz. Eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a kérnyezeti mintak
szekvenalasa sordn kapott identifikalhatatlan MOTU-k (molecular operational taxonomic unit)
nagy szama, legaldbbis egyes gombacsoportokban, sokkal inkabb a tipus- és referenciatérzsekre
vonatkoz6 szekvenciaadatok elégtelen voltanak tulajdonithatd, mintsem nagyszamu még le nem irt

faj 1étezésének.

6. A reprezentativ jaromspdras gombagytiijtemény Osszeallitasa lehetdvé tette, hogy teljesebb képet
kapjunk a jdromsporas gombak karotinoidtermeld képességérdl. Teszteltiik a gylijtemény tagjainak
karotinoid-Osszetételét, tovabba 41 izolatum (mely 11 nemzetséget reprezentalt) esetében HPLC
analizissel részletesen elemeztiik a karotinoid-0sszetételt. Tobb olyan gombatdrzset azonositottunk
melyek 0Osszkarotinoid-tartalma Osszemérhetd volt a modellorganizmusként hasznalt M.
circinelloides f. lusitanicus, valamint a karotintermelésre hasznalt B. trispora vad tipust
izolatumainak karotinoidtartalmaval. Ilyen izolatumok a M. azygosporus SZMC 12015, B.
lamprospora SZMC 11062B, M. bainieri SZMC 12064, M. circinelloides SZMC 12684 és 12689,
M. circinelloides f. lusitanicus SZMC 12082 és f. circinelloides SZMC 20727, M. hiemalis SZMC
12074, M. hiemalis f. hiemalis SZMC 12056 és az U. ramanniana SZMC 11078. A mar jellemzett

13
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gombatoOrzsekhez képest eltérd Osszetételli (pl. asztaxantin-, y-karotin-, zeaxantin-, vagy /[-
kriptoxantin-termeld) torzseket is azonositottunk (pl. M. azygosporus SZMC 12015, M. bainieri
SZMC 12064 és G. persicaria SZMC 11094). Elséként irtuk le jaromspdras gombakban oxigenalt

karotinszarmazékok jelenlétét.

7. Tobb jaromsporas gombatdrzs esetében vizsgaltuk a homérséklet és kiilonb6zd szénforrasok
karotinoidtartalomra gyakorolt hatasat. Kisérleteinkben, néhany kivételtdl eltekintve (pl. M.
bainieri), a vizsgalt torzsek tobbségénél a novekedési optimumnal (22-28 °C) magasabb tenyésztési
hémérséklet szintén stimulalta a karotinoidtermelést. A karotinoidtartalom emelkedése altalaban 35
°C-on volt a legkifejezettebb, mivel a torzsek tobbsége 37 °C-on mar csdkkent novekedést mutatott,
vagy éppenséggel nem volt képes tlélni. A legnagyobb &sszkarotinoid-tartalmat a M. azygosporus
SZMC 2125 (2,1 mg/g[sziraz tomeg]) €8 az A. rouxii SZMC 1207 (0,9 mg/g[szaraz tsmeg]) €s€tében mértiik
35 °C-on. A kiilonb6z6 szénforrasok eltérd hatdssal voltak az egyes torzsek karotinoidtartalmara,
de a gliikkdz, galaktoz, cellobioz és a trehaloz tobb torzsnél is a karotinoidtermelés szempontjabol
kedvezd szénforrasnak bizonyult, mig az aszparaginsav B. lamprospora torzsek

karotinoidtermelését stimulalta.

4.2. Az altalanos mevalonsav-ut és az izoprén-bioszintézis kulcslépéseit meghatarozé gének

jellemzése és az utvonal modositasa jaromsporas gombakban

1. Azonositottuk a terpén- és karotinoid-bioszintézis egyik meghatarozé enzimének, a HMG-KoA-
reduktdznak harom feltételezett génjét a modellorganizmusként valasztott M. circinelloides
genomjaban. A DNS szakaszok GenBank azonositdi a kovetkezék: hmgR1: KJ508882; hmgR2:
KJ508884; hmgR3: KJ508883. A géneket az azokat hatarolo régiokkal egylitt, valamint a megfeleld
cDNS-eket izolaltuk, in silico vizsgalatokkal meghataroztuk a gének altal kodolt, feltételezett
fehérjék fobb tulajdonsagait (1. tablazat).

2. A M. circinelloides harom hmgR génjének atirddasat eltérd koriilmények kozt (azaz eltérd
tenyésztési idok, homérséklet, szénforrasok, sokoncentraciod, valamint oxigén jelenléte, vagy hianya
esetén) qRT-PCR modszerrel elemeztiik. Igazoltuk mindharom gén atirodasat. A teljes tenyésztési
ciklus alatt, aerob koriilmények kozt a hmgR2 fejezddik ki a legerésebben, a hmgRI pedig a
leggyengébben. A hmgR2 és hmgR3 mind a csirdzd sporakban, mind a micéliumban atirodik, a
hmgRI transzkriptumai azonban csak a hifadkban vannak jelen. Megallapitottuk, hogy a tapkozeg
sokoncentracidja és oxigéntartalma erdteljes hatast gyakorol a hmgR gének kifejezddésére, de
bizonyos szénforrasok (pl. gliikoz, dihidroxi-aceton, natrium-acetat) €s a hdmérséklet is jelentésen
befolyasoljak egyes gének relativ transzkriptumszintjeit.

E kisérletek soran a AimgR1 gén transzkripcidja hdmérsékletfiiggést mutatott, magasabb
hémérsékleteken egyre alacsonyabb transzkriptum-mennyiségeket detektaltunk. A hAmgR2 és

hmgR3 esetében ilyen megfelelést nem tapasztaltunk, kivéve, hogy a hmgR2 relativ
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transzkriptumszintje 30 °C-on szignifikdns csokkenést mutatott a 25 °C-on mérthez képest.
Erdekes, hogy az eltérd homérsékleteken végzett tenyésztések eredményeit dsszehasonlitva a

gomba Osszkarotinoid-tartalmanak és a AmgR?2 relativ transzkriptumszintjének valtozasa hasonlo

lefutast mutat.
1. tablazat. A M. circinelloides és a R. miehei HmgR fehérjéinek f6bb jellemzo6i.
McHmgR1 McHmgR?2 McHmgR3 RmHmgR
Hossz (aminosav) 1107 1084 1115 1058
Szamitott molekulatomeg 120,78 119,07 120,71 114,4
(kDa)
Szamitott pl 8,86 8,33 8,43 8,4
Transzmembran hélixek 6 8 5 7
szama
Szterol-érzékelé domén 244-407 236-388 279-443 235-399
(SSD) (aminosav poziciok)
Katalitikus domén 653-1107 633-1084 692-1115 638-1045
(aminosav poziciok)
HMG-koté motivumok CCENVIGYMPI CCENVIGYMPI CCENVIGYMPI CCENVIGYMPL
(aminosav poziciok) (717-727); (697-707); (756-706); (701-711);
PMATTEGCLVA  PMATTEGCLVA  PMATTEGCLIA PMATTEGCLVA
(745-755) (725-735) (784-794) (729-739)
NAD(P)H-koté TGDAMGMN TGDAMGMN TGDAMGMN TGDDMGMN
motivumok (841-848); (821-828); (880-887); (825-831);
(aminosav poziciok) VGTVGGG VGTIGGG VGTIGGG IGTVGGG
(991-997) (971-977) (1030-1036) (976-982)

A soéstressz ugyancsak hatassal volt a imgR gének miikddésére: 10 g/l NaCl jelenlétében
mindhdrom gén jelentdsen nagyobb transzkriptumszinteket mutatott, mint somentes tapkozegben.
A hmgR?2 transzkripcidja kiilondsen érzékenyen reagdlt a tapkozeg sotartalmanak valtozésara,
amennyiben a NaCl-koncentraci6é emelkedését kdvette relativ transzkriptumszintjének emelkedése
is.

Mindhiarom gén esetében magas transzkriptumszinteket detektaltunk natrium-acetat és
dihidroxi-aceton egyediili szénforrasként tortént alkalmazéasakor. Mindkét vegytilet kapcsolatban
van a glikolizissel és prekurzorként szolgalhat a HMG-KoA képzddéséhez. Az acetét hatassal van
az ugyancsak karotintermeld jaromsporas Blakeslea és Phycomyces terpén-bioszintézisére (34) és
stimuldlja a HmgR enzim aktivitasat Borrelia burgorferi esetében (85). A hmgR2 és a hmgR3
gliikkézon is erbteljes transzkripcidt mutatott. Korabban a gliikoz kivalo szénforrasnak bizonyult a
Mucor terpén-bioszintézise és karotinoidtermelése szempontjabol (48, 60).

A kornyezet oxigéntartalma ugyancsak hatdssal van a imgR gének atirddasara. Amikor a
M. circinelloides-t anaerob koriilmények kozt tenyésztettik, a hmgRI gén transzkripcidja
szignifikansan lecsokkent, a simgR3 transzkriptumszintje viszont mintegy haromszorosa volt annak,
amit aerob tenyésztés soran mértiink. Ugyanakkor, a hmgR2 aerob és anaerob tenyésztés soran

detektalt transzkriptumszintje nem tért el 1ényegesen egymastol. A harom gén transzkripciojat
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egymdashoz viszonyitva aerob koriilmények kozt a AmgR2, anaerob koriilmények kozt a hmgR3
atirédasa volt a legintenzivebb.
A tenyésztési koriilmények megvaltozasa tehat eltérd hatast gyakorolt a harom gén

transzkripcidjara, ami eltérd szabalyozasukat jelzi.

3. Genetikai transzformacioval olyan M. circinelloides torzseket hoztunk létre, melyekben az egyes
hmgR gének tulmiikddtetése valosul meg. Mind a AmgR2, mind a AmgR3 gének tulmiikddtetése
emelte a gomba Osszkarotinoid-tartalmat és csokkentette sztatinokkal szembeni érzékenységét.
Ugyanakkor az ergoszterintartalom csak a AmgR2 gént tilmiikddtetd torzsekben emelkedett meg, a
hmgRI gén kopiaszdmanak emelése pedig nem volt hatdssal a vizsgalt tulajdonsagokra.
Eredményeink azt jelzik, hogy annak ellenére, hogy eltérd szabalyozas alatt allnak, a AmgR2 és a
hmgR3 termékei részben ugyanazon folyamatokban vesznek részt, illetve funkcioik atfednek. Az is
megallapithaté volt, hogy mindkét gén felhasznalhatd a karotinoid-bioszintézis javitasat célzo

fejlesztésekben.

4. Olyan M. circinelloides torzseket is 1étrehoztunk, melyekben a imgR gének mitkodését asRNS
technikaval csendesitettiik, majd elemeztiik a torzsek fenotipusat és a gének kifejezédését. A hmgR2
¢és hmgR3 gének csendesitésének hatasara csokkent a gomba karotinoid- és ergoszterintartalma, ami
ugyancsak a két gén atfedd funkciojara utal. Mig a hmgR1 és hmgR2 gének csendesitése nem volt
lényeges hatassal a sporak csirdzasara, a novekedésre €s a morfoldgiara, a hmgR3 gének
csendesitése esetén csOkkent csirdazoképességet, lassabb novekedést, torzult mikro- ¢és

makromorfologiat, valamint apoptotikus folyamatokat detektaltunk (2. abra).

Mindez azt jelzi, hogy a karotinoid- és ergoszterin-bioszintézis mellett, a AmgR3-nak
szerepe van a sporak csirazoképességének fenntartdsdban és a gomba morfogenezisében.
Megallapitottuk azt is, hogy a AmgR3 transzkripcidjanak csendesitése esetén a ~mgR2 gén atirddasa
jelentdsen megemelkedik, azt sugallva, hogy talan a smgR3 kiesésének kompenzacidjarol van szo,
ami az utobbi génnek ¢és termékének a gomba ¢letfolyamataiban betoltott alapvetd szerepét,

valamint a két gén szabalyozdsanak kapcsolatat jelzi.

5. Izoléltuk és jellemeztik a R. miehei HMG-KoA-reduktaz génjét, meghataroztuk a gén altal
kodolt, feltételezett fehérje fobb tulajdonsdgait (1. tablazat) ¢és bizonyitottuk, hogy a M.
circinelloides-tol eltéréen, e gomba genomja egyetlen hmgR gént tartalmaz. Nagyszdmu
Rhizomucor izolatumot tesztelve megallapitottuk, hogy a R. miehei ellenallo6 a HMG-KoA-reduktaz
szelektiv gatloszerével, a lovasztatinnal szemben. A Rhizomucor hmgR gént M. circinelloides-ben
kifejeztetve sikeriilt csokkenteni utobbi érzékenységét lovasztatinnal €s szimvasztatinnal szemben.
Ugyanakkor a heteroldg expresszionak a M. circinelloides karotinoid-bioszintézisére nem volt
hatasa, ami alatdmasztja az utobbinak a tobbi prenilszarmazék (pl. ergoszterin, vagy egyes fehérjék

prenilcsoportjai) bioszintézisétol valo feltételezett fiiggetlenségét (5, 35).
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2. abra. Az MS12 (A, D), valamint az MS12+pAS3/1 (B, E) és MS12+pAS3/2 (C, F) izolatumok fény- (A-C) és
fluoreszcens (D-F) mikroszkopos képe Annexin V-FITC és propidium-jodid festést kovetéen.

Az MS12+pAS3/1 és MS12+pAS3/2 torzsek hordozzak a pAS3 plazmidot, mely a zmgR3 gént csendesitd antiszensz
RN kifejezddését biztositja. A festést Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel (Sigma) végeztiik a gyartd
utasitasaink megfelelden. A torzseket 25 °C-on YNB tapoldatban neveltiik, a vizsgélathoz a leoltastol szamitott 8.
oraban vettliink mintakat. A méretskala 10 pm-nek felel meg.

6. Izoléltuk ¢és jellemeztiik a M. circinelloides 1PP-izomeraz (ipi) és GGPP-szintaz (carG) génjeit
¢és vizsgaltuk kifejezddésiiket a tenyésztési ciklus soran (EMBL/GenBank azonositok: AM903092
€s AJ276129). A M. circinelloides ipi gén egy 225 aminosavbdl 4116, 26 kDa tomegi fehérjét kodol.
A katalitikus régio (18-208. aminosav) tartalmazza az un. NUDIX (nucleoside diphosphate linked
to some other moiety X) hidroldzok csaladjara jellemzd konzervalt domént (49-199. aminosav),
(C85) és glutaminsavat (E147) (7). A M. circinelloides carG gén egy 303 aminosavbol all6 fehérjét
kodol, melynek szamitott molekula tomege 34,78 kDa. A CarG fehérje a I11. tipusa GGPP-szintdzok
csoportjaba tartozik, a konzervalt poliprenil-szintdz domén a 17. €s a 270. aminosavak kozt talalhato
¢s tartalmazza az aktiv hely kialakitdsaban szerepet jatszd, aszparaginsavban gazdag un. FARM ¢és
SARM régiokat (66-80. és 185-197. aminosavak). A carG gén promoterében olyan, in. APE
motivumokat azonositottunk, melyek feltehetden a gén atirddasanak fény altali indukcidjaban
jatszanak szerepet. A carG gén promoterét 6sszehasonlitva az ugyancsak fény indukalta, specifikus
karotinoid-bioszintézis gének (carB és carRP) promotereivel megallapitottuk a Mucor-ra jellemzd
APE motivumok konszenzus szekvenciajat: GRAN1-6TTGYY. Besugérzast kovetd Northern-
analizissel bizonyitottuk a carG gén kék fény altali indukciojat és a carG, valamint az emlitett

karotinoidspecifikus gének 0sszehangolt fényszabalyozésat.

7. Vizsgaltuk az IPP-izomeraz, valamint az FPP- és GGPP-szintdzok alkalmazhatosagat a
karotinoidtermelés javitasara. Ennek érdekében olyan M. circinelloides torzseket hoztunk létre,
amelyekben az emlitett enzimeket kodolo ipi, isoA és carG géneket (kiilon-kiilon, vagy két-két gént
kombinacioban) talmikodtettiik. A transzformansok karotinoidtermelése minden esetben

megemelkedett a recipiens torzshoz képest. A M. circinelloides karotinoidtermelése eredményesen
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fokozhato volt az izoprén-bioszintézis gének kopiaszdmanak emelésével és erdteljes kifejezodést
biztositd szabdlyozé szekvencidk (M. circinelloides gpdl promoter) alkalmazasaval. Egyetlen gén
modositasa esetén a gének talmiikddtetése a kovetkezd sorrendben novelte a karotinoidprodukciot:
carG > ipi > isoA. A génkombinaciokkal végzett transzformacidk soran, az egyes kombinacidk a
kovetkezd sorrendben fokoztdk a karotinoidtermelést: ipi + isoA > isoA + carG > ipi + carG.
Eredményeink megerdsitik a carG gén és a karotinoid-bioszintézis korabban feltart szoros
kapcsolatat. Megallapitottuk, hogy a GGPP-szintdz miikddésének befolyasoldsa alkalmas a
karotinoidtermelés javitasara. Bizonyitottuk, hogy tobb ¢élesztdfajjal szemben (47, 90), az IPP-
izomerdz miikddése M. circinelloides-ben sebesség-meghatdrozd a karotinoid-bioszintézis
szempontjabol és felhasznalhato a termelés javitasara.

E rendszerben mg-os nagysagrendii szarazanyag tartalomra vonatkoztatott §sszkarotinoid-
produkcidt értiink el. Ez a mennyiség 0sszemérhetd a B. trispora, mely jelenleg az egyetlen ipari
karotinoidtermelésre hasznalt fonalas gomba, vad tipusu torzseivel, illetve nem optimalizalt
tenyésztési koriilmények kozt elérhetd karotinoidtartalommal (32, 45). A B. trispora IPP-izomeraz
¢s GGPP-szintdz génjeit karotintermeld E. coli torzsekben tulmukodtetve szintén hasonlo
karotinoidprodukciot sikeriilt elérni (77). Azt gondoljuk, hogy az altalunk eldallitott torzsek
termelképessége a fermentacidos koriilmények optimalizalasaval jelentésen fokozhato.
Mindenesetre a fent ismertetett kisérletek azt mutatjak, hogy a M. circinelloides karotinoidtermelése
eredményesen fokozhatd az izoprén-bioszintézis gének kopiaszaménak emelésével és erdteljes
kifejez0dést biztosito regulator szekvencidk alkalmazasaval. Eredményeink nem csak a karotinoid-
bioszintézissel direkt kapcsolatban 4ll6 carG, hanem a korabbi 1épésekért felelds ipi és iso4 gének

alkalmazhatdsagat is bizonyitottak.

4.3. A specifikus karotinoid-bioszintézis vizsgalata: xantofillok termeltetését lehetévé tevo

gének kifejeztetése M. circinelloides-ben

1. Az asztaxantintermeld tengeri baktérium, a Paracoccus sp. N81106, valamint az ugyancsak
asztaxantintermeld bazidiumos élesztd, a X. dendrorhous bioszintézis génjeit M. circinelloides-ben
kifejeztetve létrehoztunk egy mddositott karotinoid-Osszetételli (xantofilltermelésre képes
torzsekbdl allo) mutansparkot. A torzsek felhasznalhatok a bioszintézis utak elemzésére, a képz6do
termékek aranydnak meghatarozasara, tovabba annak vizsgélatara, hogy a génmiikddés vagy a

mevalonsav/izoprén-ut méodositasa, milyen hatassal van a karotinoidok képzddésére.

2. A Paracoccus sp. N81106 crtW és crtZ génjeit, melyek a B-karotin asztaxantinné alakuldsdhoz
szlikséges P-karotin-ketolazt és a P-karotin-hidroxildzt kodoljak, eldszoér olyan plazmidokon
juttattuk be M. circinelloides-be, amelyeket a transzformansok autonom replikativ Gton tartottak
fenn. A két gént kiilon-kiilon €s kombinacidban (egymadssal és a mevalonsav-ut egyes génjeivel)
fejeztettik ki a gombdban. Ezen kisérletek sordn kutatocsoportunknak elséként sikeriilt
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xantofilltermeld jaromspdras gombatorzseket genetikai transzformacioval eldallitani. Mivel a M.
circinelloides eleve képes zeaxantin- és [-kriptoxantin-termelésre, a csak a crtZ gént kifejezo
torzsek karotinoidspektruma nem valtozott meg a recipiens torzshoz képest, de a két hidroxilalt
szarmazek mennyisége megemelkedett. A crtW gént expresszald transzformansok képesek voltak
a B-karotin keto-szarmazékainak, azaz az echinenonnak, a kantaxantinnak és az asztaxantinnak a

termelésére (3. abra).

A C
’ - £
(‘ * B
£ & §-§ §
t“ g - g | g -
Ms12 MS12+pPT51 T E 2
3 c
& ‘|
B 2 Karotinoid
f-karotin standardok
echinenon
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[B-kriptoxantin ‘
asztaxantin
zeaantin MS12+pPT51
MS12 MS12+ 0 2 4 6 8 10 12 14 16

pPT51 Retencids id6 (min)

3. dbra. A crtW gént hordozé MS12+pPT51 transzformans, valamint a recipiens MS12 torzs telepmorfologiaja
YNB taptalajon (A) és karotinoid-dsszetételének vékonyréteg kromatografias (B) és HPLC (C) vizsgalata.

3. Mivel az izoprén-bioszintézis hdrom génjének (azaz az ipi, isoA ¢és carG géneknek)
tulmiikodtetésével fokozni lehetett a B-karotin-produkciot és rendelkezésiinkre alltak az ehhez
sziikséges expresszids vektorok, kotranszformacids kisérleteket végeztiink a crtW gént hordozo
pPTS51 és az egyes izoprén-bioszintézis géneket hordozd pPT82 (ipi), pPT83 (iso4) és pPT84
(carG) plazmidokkal. E kisérletek eredményeképpen a kotranszformansok sszkarotinoid-tartalma
az MS12 ¢és a csak a bakteridlis géneket hordozo torzsekhez képest jelentésen megemelkedett.
Megallapitottuk, hogy az ipi €s a carG gének talmiikodtetésével, az MS12-+pPT51 torzsben mérthez
képest, a xantofilltermelés fokozhatd volt. Ugyancsak bebizonyosodott, hogy ha a xantofill-
bioszintézis 1étrehozasahoz sziikséges heterolog expressziot cirkularis plazmidok alkalmazéséaval
valdsitjuk meg, a B-karotin marad a transzformansokban a 6 karotinoid termék, azaz a konverzio

nem lesz teljes.
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4. Az eldzbeket figyelembe véve, vektorokat szerkesztettiink a bakteridlis cr¢W génnek a M.
circinelloides genomba torténd integralasdhoz, majd megvalositottuk az integraciot, kétféle
stratégiat alkalmazva, egyrészt kettés homoldg rekombinécidval, ami elvileg iranyitott génbevitelt
tesz lehetové, masrészt restrikcidos enzim kozvetitette integracioval (restriction enzyme mediated
integration, REMI), melyet foként nagy gyakorisagl ektopikus integraciok elérésére hasznalnak.
Ennek sordn els6ként valdsitottunk meg sikeres REMI transzformaciot jaromsporas gombéaban. A
pCASIf, pCA9If, pCA8’R ¢és a pPT51’R1-3 fragmentumok alkalmazasaval a bejuttatott DNS
integralodott a genomba. Igy olyan M. circinelloides torzseket allitottunk el, melyek stabilan
hordoztak és orokitették a bevitt gént.

Elemeztiik a transzformansokban a bejuttatott DNS tovabbi sorsat, az integracio helyét és
az esetleges genom atrendezddéseket, amivel informacidkat szolgaltattunk a jaromsporas gombak
genetikai transzformacidja soran lezajlo folyamatokrdl. Minden vizsgalt MS12+pCAS8If és
MS12+pCA8’R transzformans elemzése azt mutatta, hogy az integracié homoldg helyre, azaz a
leuAd gén és az azzal 5° irdnyban szomszédos régio kozé tortént, ugyanakkor ektopikus integraciokat
detektaltunk a tesztelt MS12+pCA9If és MS12+pPT51°R3 transzformansokban. Az IPCR elemzés
eredményei tobb transzformansban is a bejuttatott DNS tobb kopidban tortént integraciojat €s/vagy
atrendezddését sugalltak. A betranszformalt crtW gén kopiaszamanak vizsgalatat qPCR analizissel
végeztik. Néhany transzformansban (pl. MS12+pCAS8If/1-2, MSI12+pCA9If/1  és
MS12-+pPT51°R3/2) a kopiaszadm a 13. tenyésztési ciklus utan meglepden magasnak bizonyult. Az
MS12-+pCAS8If/1 és az MS12+pCA9I1f/1 esetében az [IPCR analizis eredménye is azt sugallta, hogy
a bevitt DNS sok tandem ismétlédé kopidban taldlhatd egy adott régidoban. Ennek ellenére az
emlitett torzsek stabilnak bizonyultak és a karotinoidtermelésiikben sem voltak megfigyelhetdk

szignifikans ingadozasok a tovabbi tenyésztések soran.

5. Elemeztiik a bakterialis crtW gént a genomba integraltan hordoz6 M. circinelloides torzsek
karotinoidtartalmat. A kantaxantintartalom tobb transzforméansban jelentésen megnoétt a crtW gént
autonom replikalodo plazmidokon hordozo toérzsekhez képest. Tobb olyan mitdtikusan stabil torzset
sikertilt eldallitani, melyekben a kantaxantin- és echinenontartalom meghaladta a 100 pg/g[sziraz
wmeg] Mennyiséget és megkdzelitette a crtW donor Paracoccus sp. N81106 keto-karotinoid-
tartalmat. Igazoltuk ugyanakkor, hogy a karotinoidtermelés nem fokozhatd korlatlanul a gén
kopiaszamanak emelésével, mivel egy bizonyos szint utan a rendelkezésre all6 prekurzorok
mennyisége, valamint a gombasejt enzimszintézis- €s folding-kapacitasa korlatozova valik. Ezzel
egyidejlileg megallapitottuk, hogy a crtW gént a genomba integraltan hordozo6 transzformansok
tobbségének karotinoidtartalma magasabb, mint az eredeti MS12 torzsé, ami azt jelzi, hogy a keto-
szarmazékok képzOdése stimuldlja a karotinoid-bioszintézist. Megallapitottuk, hogy a
kantaxantintermeld M. circinelloides torzsek magasabb hémérsékleten is taléltek, mint az

elsésorban -karotint termel6 vad tipus. Feltételezziik, hogy a kantaxantinnak a membranfluiditasra
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¢és szerkezetre gyakorolt hatasa, valamint a -karotinnal erdteljesebb antioxidans jellege allhat a

jelenség hatterében.

6. Kiilonbodz6 szénforrasok tesztelése soran a dihidroxi-aceton és az L-aszparaginsav alkalmazésa
a B-karotin kantaxantinna torténd atalakulasat eredményezte. Azt feltételezziik, hogy mindkét
vegyiilet els6sorban a gpdl promoter indukcidjan keresztiil fokozta a crtW gén transzkripciojat és
igy jarult hozza a keto-karotinoid-szint emeléséhez. Ez alapjan egy olyan tapkozeget allitottunk
0ssze (2,5% gliikoz, 1% dihidroxi-aceton, 1% pepton; 0,5% élesztOkivonat, 2% agar), melynek
alkalmazaséaval 25 °C-on, allandé megvilagitas mellett tenyésztve, megvalosithato volt a teljes B-
karotin - kantaxantin konverzid és a termelt keto-karotinoid-mennyiség megkozelitette a vad tipust

kantaxantintermeld mikroorganizmusokét (400-500 pg/giszaraz wmeg] kantaxantin).

7. Sikeresen kifejeztettiik a X. dendrorhous bazidiumos élesztd asztaxantin bioszintéziséért felelds,
a citokrom P450 csaladba tartoz6 [-karotin-oxigenazat (CrtS) M. circinelloides-ben. A crtS gént
hordozé transzformansokban koriilbeliil kétszeresére emelkedett a hidroxilalt [-karotin-
szarmazékok szintje. Igazoltuk, hogy a crtS kifejezddése M. circinelloides-ben is eredményez
asztaxantinképzddést. Megallapitottuk, hogy a M. circinelloides képes az exogén eredetli CrtS
enzim redukciojara, azaz az aktiv enzimforma létrehozéasara, tehat egyetlen gén, a crtS, kifejezetése
elegendd a M. circinelloides karotinoidtermelésének modositasdhoz €s nem sziikséges ehhez a X.

dendrorhous crtR gén heterolog kifejeztetése.

4.4. A jaromsporas gombak genetikai manipulaciojahoz sziikséges transzformacios

rendszerek kidolgozasa

1. Olyan altalanosan felhasznalhato vektorokat és transzformacios rendszereket dolgoztunk ki,
amelyek heterolog gének kifejeztetését teszik lehetévé kiilonb6zo jaromsporas gombakban. A M.
circinelloides és a R. miehei gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz génjeinek promoter €s termindlis
régiodira alapozva olyan plazmidokat szerkesztettiink, amelyek a kiillonb6zé gének nagy
hatékonysagu kifejezddését teszik lehetdveé jaromsporas gombakban. Az A. nidulans-bol szarmazo
acetamidaz génre alapozva direkt szelekcids rendszert dolgoztunk ki e gombdk genetikai
transzformaciora voltak alkalmasak. A létrehozott vektorok segitségével eldszor alkalmaztuk,

optimalizaltuk és jellemeztiik e modszert tobb jaromsporas gombafaj esetében.

2. A létrehozott altalanosan hasznalhaté vektorokat alkalmaztuk a karotinoid-bioszintézis
befolyasolasara, a zold fluoreszcens fehérje kifejeztetésére, extracellularis enzim (B-glikkozidaz)
gén heteroldg expressziojara tobbféle jaromsporas gombaban, pl. M. circinelloides-ben, B.

lamprospora-ban, G. persicaria-ban és R. miehei-ben.
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5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

A dolgozatban targyalt kutatasok soran létrehoztunk a Szeged Mikrobiologiai
Gylijteményben egy jellemzett jaromspdoras gombagyiijteményt. A gyljtemény tagjainak
karotinoid- és egyéb a dolgozatban nem targyalt metabolit- (pl. telitetlen zsirsav, extracellularis
enzim) Osszetételét jellemeztiik. Mind a gyiijteményben elhelyezett torzsek, mind a torzsekrol
rendelkezésre allo informaciok komoly értéket képviselnek és kiindulopontjai lehetnek 0j alap- és
alkalmazott kutatasi iranyoknak.

Munkénk soran bekapcsoldédtunk a Mucoromycotina csoport taxondémiai viszonyainak
tisztazasat ¢és filogenetikai vizsgalatat célzo nemzetkozi kutatdsokba. A gombék 6si csoportjainak
ilyen irdnyu vizsgélata jelenleg is folyamatban van, eredményeink ezekben a kutatasokban
jelentdséggel bir a talajbol izolalhatdé gombak vizsgalata, valamint a zsirsav- és olajtermeld
szervezetek kutatdsa sordn.

Létrehoztunk egy karotintaltermelé és 1 karotinoidok, pl. kiilonb6z6é xantofillok,
termelésére képes torzsekbol all6 mutansparkot, mely ugyancsak az SZMC gytjteményben kertilt
elhelyezésre. A létrehozott mutansok és az elkészitett transzformdnsok tovabbi térzsnemesités
alapjat képezhetik, tavlati célként egyes torzsek biotechnoldgiai felhasznélédsa is elképzelhetd. A
kifejlesztett genetikai manipulécios és vizsgalati, valamint analitikai eljarasok felhasznalhatok mas
fonalas, kiilondsen jaromsporas gombak alapkutatasdban és torzsnemesitésében is.

A terpén-bioszintézis genetikai hatterérdl szerzett ismeretek a karotinoidtermelés témakorén
tul hozzajarulnak a vizsgalt gombacsoport alaposabb megismeréséhez olyan alapvetd teriileteken
is, mint a morfogenezis, a kornyezeti valtozasokra adott vélaszok, vagy éppen az apoptotikus
folyamatok mechanizmusainak tanulmanyozasa.

Ezen és mads, itt fel nem sorolt eredményeink kiindulopontul szolgéltak a jaromsporas
gombak tovabbi vizsgdlatdhoz. Egyebek mellett tovabb bdvitjiik a molekularis manipulécid
eszkoztarat, pl. az RNS-alapu géncsendesités kiilonbozo eljarasai, valamint a CRISPR/Cas rendszer
alkalmazasanak optimalizalasa altal.

Napjainkban, az emlitett kutatasi célok mellett fokozott figyelemmel fordulunk az
opportunista patogén fonalas gombak kutatasa felé. Mivel a terpén-bioszintézisben szerepet jatsz6
gének, kiilonosen a HMG-KoA-reduktazok mitkddése olyan, a patogenitas szempontjabdl is fontos
folyamatokra is hatassal van, mint a membranszerkezet fenntartdsa, a gombaellenes szerekkel
szembeni érzékenység, az oxigéntenzid valtozasara adott valasz, vagy az apoptotikus folyamatok
szabalyozasa, a disszertacioban ismertetett eredmények ¢és a kapcsolodo vizsgalatok soran eldallitott

gombatdrzsek jo kiinduldpontul szolgélnak és felhasznalhatok ezen 0 kutatasi teriileten is.
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