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Bevezetés

A jaromsporas gombdk nagy gyakorlati jelent6séggel birnak orvosi,
ipari, biotechnoldgiai és mezdgazdasigi szempontbdl is. Egyes fajok, mint
zigomikdzist okozd opportunista patogének érdemelnek figyelmet, masok
genetikai modellorganizmusok, illetve szdmos faj akad kozottiik, amelyeket
a biotechnoldgiai iparban hasznositanak.

A Kkarotinoidok az egyik leggyakrabban el6forduld és
legvdltozatosabb természetes pigmentcsoport. Alapvetd szerepiik van mind
fotoszintetizalé, mind heterotr6f szervezetekben. Régdta  ismert
antioxiddnsok, djabban daganatos megbetegedésekkel szembeni védo és az
immunrendszert erdsité hatdsukat is kimutattdk. Eldéllitdsuk az iparban
elsésorban kémiai szintézissel torténik, azonban egyre nagyobb igény
mutatkozik a természetes forrasbol szarmazd, ezen Dbelil is a
mikroorganizmusokkal elddllitott vegyiiletek irdnt. A mikrobiolégiai eredetii
karotinoidok felhaszndldsdnak azonban egyik legfébb akadalya jelenleg a
termelékenység alacsony szintje. A legnagyobb mennyiségben eldallitott és
forgalmazott karotinoid a B-karotin, mely egyben a jaromspdrds gombak
altal szintetizdlt karotinoidok koziill is a legjelentdsebb. Ugyanakkor az
utébbi években mind az ipar, mind az alapkutatds egyre novekvd
érdekl6édést mutat a P-karotin oxigendlt szarmazékainak (xantofillok),
kiilonosen a piros szinii keto-szdrmazékok bioszintézise irdnt is.

A jaromspéras gombdk, kiilondsen a Phycomyces, a Blakeslea és a
Mucor nemzetségek tagjai, régéta hasznalt modell organizmusai a karotin
bioszintézis biokémiai és genetikai tanulmanyozdsdnak. A Mucor fajok
kozill részletesebben a Mucor circinelloides karotinoid bioszintézisét
tanulmanyozzak. Ez a gomba rendelkezik néhdny, mind a bioszintetikus tt
vizsgdlata, mind a lehetséges alkalmazdsok szempontjdbdl is rendkiviil
elonyos tulajdonsdggal. Ilyen pl. a hatékony genetikai transzformacid

lehetdsége, a heterolog gének kifejezddése vagy a morfoldgiai dimorfizmus



jelensége. Mindezek mellett sok a karotin termelésében megvaltozott
mutdns torzset izoldltak, illetve tobb, a karotinszintézissel kapcsolatos gén
szekvencidjat azonositottak, sokat koziiliik részletesen jellemeztek is.

A gének funkciondlis vizsgdlatdhoz és a Dbiotechnoldgiai
szempontbdl jelentds torzsek modositidsdhoz nélkiilozhetetlenek a stabil
transzformédnsokat eredményezd transzformdaciés rendszerek. Ugyanakkor
viszonylag kevés jaromspords gombafaj esetében szdmoltak be sikeres
transzformaciordl, ugyanis a jaromspdras gombdknal a genetikai vizsgalatok
és modositasok sordn nehézséget jelent a conocitikus fonalas felépités; egy
feltételezett genomvédd mechanizmus, amely képes elimindlni a bejuttatott
idegen DNS-t; illetve a bejuttatott DNS sorsat illetéen is korldtozottak
ismereteink. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a jaromspords gombdkba
bejuttatott cirkuldris DNS autoném replikdlédé elemként marad fenn,
anélkiil, hogy beépiilne a gazda genomjiba. Az integricié kikényszerithetd,
ha olyan linedris fragmentumokkal végezziik a transzformdciét, melyek a
kettés rekombindcidt irdnyité homolég szakaszokat hordoznak. Egy masik,
gombdkndl viszonylag tjonnan alkalmazott mddszer, az Agrobacterium
tumefaciens-kozvetitett  transzformacié, amely szintén integraciét

eredményez.

Célkitiizések

Munkédnk sordn célul tlztiik ki, hogy rekombindns technikdkat,
valamint a genetikai transzformdcié kiilonféle eljardsait alkalmazva a M.
circinelloides karotinoid bioszintézisét tigy mddositsuk, hogy a 1étrehozott
torzsek P-karotin termelése novekedjen, illetve a [B-karotinon kiviil més
értékes karotinoidok (pl. asztaxantin és kantaxantin) termeltetése is lehetové
véljon. Célunk volt az is, hogy olyan a genetikai transzformacidra, illetve a
transzformdnsok jellemzésére alkalmas mddszereket dolgozzunk ki, illetve

optimalizdljunk, melyek eredményesen hasznalhatok fel a fonalas gombak

karotin termelésének befolydsoldsat célzé elméleti és alkalmazott kutatdsok

soran.

Munkdénk sordn ezért a kovetkezd konkrét célok megvaldsitasat tiztiik ki:

1. A M. circinelloides kétszeres auxotréf mutdns MSI12 torzs
karotinoid termelésének modositdsa olyan xantofillok termeltetése
érdekében, amiket a gomba eredetileg nem szintetizal. Ezt a Paracoccus sp.
N81106 torzs asztaxantintermeld tengeri baktérium génjeit hordozé
autoném replikdl6dé expresszids vektorokkal kivantuk megvaldsitani.

2. A M. circinelloides MS12 torzs izopentenil-pirofoszfat izomerazt
koédol6 génjének klénozdsa és jellemzése. Az MSI12 torzs [-karotin
termelésének fokozdsa hdrom, a nem karotinoid-specifikus izoprén
bioszintézis Ut génjeit (ipi, isoA és carG) hordozé autoném replikdl6do
expresszids vektorok segitségével.

3. A xantofillok termeltetéséhez sziikséges bakteridlis eredetli
gének integricidja a gomba genomjdba kiilonbozd transzformacids

rendszerek alkalmazasaval.

Alkalmazott médszerek

DNS és RNS alapu technikdk:

DNS tisztitdsa

RNS tisztitasa, cDNS szintézise

DNS/RNS gélelektroforézis

polimeraz lancreakcid, inverz PCR, valés idejii PCR (qPCR)
DNS fragmentumok klénozasa, DNS szekvendlas
plazmid konstrukcidk 1étrehozdsa

baktériumok transzformacidja

plazmid DNS tisztitdsa

plazmid menekités

Southern hibridizécié

Northern hibridizécié

NN N N NN NN



Nukleotid és aminosav szekvencia adatok elemzése:
v nukleotid szekvencidk analizise és 6sszehasonlitdsa
v'a nukleotid szekvencidkbdl szdrmaztatott aminosav szekvencidk
meghatdrozasa és dsszehasonlitdsa
Gombdk genetikai transzformdcidja:
v gombaprotoplasztok képzése
v gombaprotoplasztok polietilén-glikol (PEG)-kozvetitett
transzformécidja autondém replikdl6dé és integraciét eredményezd
expresszios vektorok alkalmazdsdval
v’ Agrobacterium tumefaciens-kozvetitett transzformacié
v" monosporangialis telepek izoldldsa, mitétikus stabilitds vizsgélata
Analitikai médszerek
v' karotinoidok tisztitdsa gombéabol
v Kkarotinoid mintdk analizise  spektrofotometrids  méréssel,
vékonyréteg kromatografidval (TLC) és nagyhatékonysdgi
folyadék kromatografidval (HPLC)

Eredmények

1. A Paracoccus sp. N81106 torzs p-karotin hidroxilazt kodolé
crtZ és B-karotin ketolazt kodolé crtW gének heterolog expresszioja M.
circinelloides-ben.

A Paracoccus sp. N81106 torzs crtZ és crtW génjeit M.
circinelloides  glicerinaldehid-3-foszfdt ~ dehidrogendzt kédol6  gpdl
szabdlyoz6 régidival épitettiik 6ssze. A vektorokkal kiilon-kiilon és parban
is transzformdltuk az MS12 torzset. Northern hibridizdcidval igazoltuk,
hogy a gének kifejez6dnek a gombaban.

Igazoltuk, hogy az MSI12 torzs szintetizdl zeaxantint és f-
kriptoxantint (a B-karotin hidroxi-szdrmazékait), vagyis az MSI12 torzs
rendelkezik P-karotin hidroxildz aktivitdssal. Ezért elegendé a P-karotin
ketolazt k6dold crtW gén kifejeztetése a gombdban asztaxantin, kantaxantin,
ehinenon, valamint egyéb ketoldlt xantofillok termeltetéséhez. A crtW gént
hordoz6 transzformdns torzseknél, illetve a kotranszformédnsokndl a vad
tipusu torzshoz képest megvaltozott karotindsszetételt tapasztaltunk: nagy

mennyiségben termeltek kantaxantint, ehinenont és kis mennyiségben

asztaxantint. A kisérletek sordn bizonyitottuk, hogy a M. circinelloides
szintetizal y-karotint.

2. Az izoprén bioszintézis 1t gének tilmiikodtetése M.
circinelloides-ben, a transzformansok Kkarotin termelésének és a
bejuttatott idegen DNS sorsanak elemzése.

A jaromspérds gombdkban a mevalonsav — izoprén bioszintézis
utvonalbdl dgazik le a karotinoidok bioszintetikus reakciditja. Munkank
ezen részében arra a kérdésre kerestiik a vdlaszt, hogy a nem karotin-
specifikus izoprén bioszintézis Ut génjeinek tdlmiikodtetése fokozza-e a
karotinoid termelést, és ha igen, milyen mértékii ez a valtozds, és melyik gén
tulmiikodtetése okozza a legnagyobb valtozdst?

Munkdnk sordn klénoztuk és jellemeztik a M. circinelloides
izopentenil-pirofoszfat izomerdzt kédol6 ipi génjét. Az azonositott DNS
szekvencia egy 910 bp hosszi kédol6 régiét és 787 bp upstream és 361 bp
downstream hatarol6 régidkat tartalmaz, amelyet adatbazisban rogzitettiink
(EMBL azonosité: AM903092). A gén négy intronnal (57, 57, 61 és 57 bp)
tagolt és egy mindossze 225 aminosavbdl all6 fehérjét kodol. A feltételezett
IPP izomerdaz molekulatomege 26,124 kDa, katalitikus régidja (18 — 208
aminosav) a konzervdlt NUDIX hidroldz doméncsaldd jellemzdit
(NUcleoside DIphosphate linked to some other moiety X, 49 - 199
aminosav) mutatja. Az aktiv hely kialakitidsdban feltételezhetden fontos
konzervélt cisztein és glutaminsav maradékokat (Cys85, Cc® s Glul47,
E'7) szintén azonositottuk.

Az izopentenil-pirofoszfat izomerdzt koédolé ipi, a farnezil-
pirofoszfat szintdzt koédold isoA és a geranilgeranil-pirofoszfat szintizt
kédolé carG géneket (Csernetics és mtsi. 2011, Velayos és mtsi. 2003,
2004) autoném replikdl6d6é plazmidokba épitettiik. A harom gént M.
circinelloides gpdl génjének szabalyozé régidival is Osszeépitettiik, mivel a

gén promoétere erdsen kifejez6dé és indukdlhaté a tdptalaj gliikoz



koncentricidjanak fokozdsdval. A transzformadcids kisérletekbe a kordbban
mar emlitett, szintén gpdl szabdlyozd régidkkal Osszeépitett crtW gént
hordozé plazmidot is bevontuk. A vektorokkal kiilon-kiilon és azonos
konstrukciéon beliil parban, minden lehetséges génkombindcidban,
elvégeztiik az MS12 torzs PEG-kozvetitett transzformdaciojat.

Southern  hibridizdciés  kisérletekkel igazoltuk, hogy a
transzformdns torzsek autoném replikdlod6 elemekként tartjdk fenn a
plazmidokat. Tobb transzformans esetében igazoltuk, hogy torténtek
plazmid DNS édtrendezddések. Valos idejii PCR segitségével igazoltuk, hogy
az ipi, isoA, carG gének egy képidban vannak jelen a vad tipusi Mucor
genomban. Vizsgdltuk a transzformdnsokba bejuttatott transzformald
vektorok relativ képiaszdmat is, amely 0,07-7 plazmid/genom értékek kozott
véltozott és az 4toltdsok sordn folyamatosan ingadozott. A
kotranszformdnsok tobbségében a plazmidok egyenlétlen eloszlasat mértiik,
illetve ugyanazon kotranszformansban a heterolég gént hordozé plazmid
képiaszdma alacsonyabb volt, mint a homoldg gént hordozé plazmidoké. A
vizsgalt transzformdnsok stabilak voltak mind szelektiv, mind nem-szelektiv
kortilmények kozott.

Meghatdroztuk az MS12 torzs izoprén génjeinek aktinhoz,
valamint egymdshoz viszonyitott relativ transzkripcidés szintjeit, a
transzkripcids szintek idébeni, valamint a gliik6z koncentricié fokozadsdval
jaré esetleges valtozdsat valés ideji PCR segitségével. Az aktinnal
Osszehasonlitva mindhdrom gén transzkripciés szintje alacsony volt: az ipi
és isoA gének transzkripci6ja a csirdzé sporangiospérdkban volt a
legaktivabb, majd az id6 el6rehaladtdval lecsokkent, mig a carG
folyamatosan alacsony transzkripciés szintet mutatott. A  gliikéz
koncentraci6  fokozdsa némiképp csokkentette mindhiarom  gén
transzkripciéjat. A megemelt  gén-képiaszdamok  megnovekedett

transzkripciés  szinteket  eredményeztek a  transzformdnsokban.

Megadllapitottuk, hogy a gpdl promdter szabdlyozdsa alatt all6 géneket
hordozé transzformans torzsek esetén a 2,5% gliikkéz koncentricié az 1%
gliikozhoz képest a gének transzkripcijanak novekedését okozza,
ugyanakkor az 5%-os gliikk6z koncentracié mar nem eredményez valtozast,
s6t néhdny esetben csokkentette is azt.

A mérési koriilmények optimalizdldsa utdn a karotin termelést
spektrofotometrids, TLC és HPLC vizsgilatokkal hatdroztuk meg. A
transzformdnsokban a relativ plazmid képiaszdm és vele egyiitt a relativ
transzkripcids szintek ingadozdsa a karotin termelés ingadozdsat
eredményezte. Az izoprén bioszintézis Ut gének tdlmiikodtetése fokozta a
karotin termelést az MS12 torzs karotin termeléséhez képest. A legnagyobb
mértékli novekedés minden esetben a carG gént hordozé vektorral
transzformdlt torzseknél volt megfigyelhetd. Egyes kotranszformans
torzsekben hdrom-négyszeresére nodtt a karotin termelés a vad tipusd
torzshoz képest. A  transzformdnsok karotin Osszetételében nem
tapasztaltunk eltérést. A crtW gént is hordozé kotranszformansok esetében a
carG+crtW és az ipi+crtW génkombindciok eredményezték a legnagyobb
egységnyi szdrazanyag tartalomra vonatkoztatott karotinoid tartalmat és
egyben a legtobb ketoldlt B-karotin szarmazékot (nagy mennyiségben
kantaxantint €s ehinenont, kis mennyiségben asztaxantint). A magasabb
gliik6z koncentrdcié nem fokozta az egységnyi szdrazanyag tartalomra
vonatkoztatott karotinoid tartalmat, viszont a biomassza novekedését
eredményezte.

3. A crtW gén integraciéja a M. circinelloides genomjaba
kiilonb6z6 transzformaciés modszerekkel.

A korabbi kutatdsok tapasztalatai szerint a jaromspords gombakba
bejuttatott plazmidokat a gombdk autoreplikativ médon hordozzdk, anélkiil,
hogy a bejuttatott DNS (vagy annak egy része) integrdlddna a genomba. Ha

sikeriilne a plazmidokat a gomba genomjdba integralni, akkor elkeriilhetd



lenne a plazmid képiaszam €s vele egyiitt a karotinoid tartalom ingadozasa a
transzformdnsokban. Ennek érdekében a crtW gént hdrom kiilonb6z6
transzformdciés moédszerrel integrdltuk a M. circinelloides genomjdba:
kettds rekombindcion alapuld szubsztiticidval, restrikcids enzim-kozvetitett
integracioval (REMI), valamint Agrobacterium tumefaciens-kozvetitett
transzforméciéoval (ATMT). A koriilmények optimalizdldsa utdn sikeres
transzformaciét hajtottunk végre mindharom moédszerrel. Az ATMT nem,
azonban a mdsik két médszer stabil transzformédnsokat is eredményezett.

PCR segitségével igazoltuk, hogy a crtW gén jelen van a
transzformdnsokban. Az integraciét minden esetben Southern hibridiz4ciés
technikdval igazoltuk, illetve inverz-PCR technika segitségével vizsgéltuk
az integraci6 helyét. A vizsgdlatok sordn kimutattuk, hogy az integracid
altalaban egy képidban tortént, ugyanakkor esetenként a REMI és az ATMT
tobbkopids integrcit eredményezett. Kimutattuk, hogy torténtek DNS
atrendezddések. A szubsztiticion alapuld integracié egy esetben igazolhat6
volt, ugyanakkor a moddszerek tobbsége ektopikus integraciot
eredményezett. A Southern  hibridizdciés  vizsgdlatok  alapjan
feltételezhetéek a genomban tn. ,hotspot”-ok, de azok szekvencidjat nem
sikeriilt meghataroznunk.

A crtW gén koépiaszamat qPCR segitségével hatdroztuk meg. Egyes
transzformansokban kozvetleniil a transzformdacié utdn a bakteridlis eredetii
gén képiaszdma 0,001-0,5 képia/genom kozott valtozott. Ez az alacsony
relativ képiaszdm az atoltdsok sordn emelkedett a transzformansok egy
részében és elérte az 1 koriilli képiaszamot genomonként; ezekben
feltételezziik a homokariotikus dllapot elérését. Mds transzformansokban 13
atoltdsi ciklus utdn is alacsony maradt a képiaszdm, dgy tlinik, hogy ezekben
a torzsekben fennmaradt a heterokariotikus dallapot. Izoldltunk olyan
transzformdnsokat is, amelyekben a transzformdiciét kovetéen mar eleve

magas volt a vizsgdlt gén relativ kdpiaszdma, majd tizenhdrom &toltdsi

ciklus utdn a 200 képia/genom értéket is meghaladta. Ez az extrém magas
képiaszdim a Southern hibridizdciés és az inverz-PCR adatok
figyelembevételével tobbféleképp magyardzhatd: egyik lehetdség szerint a
gomba genomba integrdlédott idegen DNS pontatlanul kivdgédott, majd
cirkularizaciét kovetéen képes volt nagy kopiaszdmban felszaporodni. A
linedris fragmentumok Osszekapcsoléddsa, azaz egy dridsmolekula
keletkezése is magyardzhatja a magas kopiaszamot. Ezen odridsmolekula
ugyanakkor integralodhatott a gomba genomjdba, ez esetben a linedris
fragmentumok tandem ismétlédése figyelhetd meg.

Igazoltuk, hogy a crtW gén kifejezédik a transzformdnsokban és a
gén transzkripcids szintjének véltozdsa koveti a kdpiaszdm véltozdsat. A
gliik6z koncentracié emelése fokozott génexpressziot eredményezett.

Vizsgiltuk a transzforméns torzsek karotin termelését. Sikeriilt
olyan torzseket izoldlnunk, melyek nagy mennyiségii xantofillt, azon beliil is
kantaxantint és ehinenont termelnek. Ezekben a torzsekben a crtW gén
relativ képiaszdma magas volt. Vizsgdltuk a legnagyobb mennyiségben
xantofillt termeld torzsek karotin termelését kiilonbozé tenyésztési
kortilmények kozott (homérséklet, fényforrds, kiilonboz6 szénforrast
tartalmazo taptalaj, egyéb adalékanyagokkal kiegészitett taptalaj). Igazoltuk,
hogy az alacsonyabb hémérséklet kedvez a ketoldlt B-karotin szarmazékok
képzddésének. Sikeriilt meghatdroznunk olyan tenyésztési paramétereket,
amelyek mellett a f-karotin — kantaxantin konverzié szinte teljesen ezekben
a torzsekben. Fontos megemliteni ugyanakkor, hogy elhanyagolhaté volt az
asztaxantin mennyisége, valoszinlleg a M. circinelloides P-karotin
hidroxildza csak kis hatdsfokkal képes a kantaxantint szubsztratként
hasznositani. Ezért két kivélasztott transzformans torzsbe bejuttattuk a crtZ
gént hordoz6 cirkuldris plazmidot. Ezeknél a transzformansokndl jelentds

mennyiségben kimutathat6 volt az asztaxantin termelddése.
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Szerkesztettiink egy a carRP-crtW fiziés gént hordoz6 vektort is.

Ezt a vektort hordozé transzformansok azonban nem, vagy csak kis

mennyiségben termeltek karotinoidokat. Feltételezziik, hogy a fizids fehérje

gitolta a Mucor CarRP mikodését, de ennek bizonyitdsa tovéabbi

vizsgélatokat igényel.

Osszefoglalas

Eredményeink 6sszefoglaldsaként elmondhatjuk, hogy:

1.

A Paracoccus sp. N81106 torzs crtZ és crtW génjeit hordozé
plazmidokat  szerkesztettiink, amelyekkel transzfomaltuk ill.
kotranszformdltuk a M. circinelloides ~ MS12  torzset.
Kutatécsoportunk  eldszor irta le a M.  circinelloides
kotranszformacidjat.

Vizsgédltuk a transzformdcids gyakorisagot és igazoltuk, hogy a
heterol6g gének kifejez8dnek a gombdban.

Kimutattuk, hogy a M. circinelloides-nek van B-karotin hidroxildz
aktivitdsa.

Igazoltuk, hogy a crtW gént is hordozé transzformdnsokban
termelddtek oxigendlt B-karotin szdrmazékok.

Kimutattuk, hogy a M. circinelloides termel y-karotint.

Klénoztuk és jellemeztikk a M. circinelloides izopentenil-pirofoszfat
izomerdz enzimét kodold ipi génjét.

Igazoltuk, hogy az ipi, isoA és carG gének egy kopidban vannak jelen
a Mucor genomban. Meghatdroztuk a hdrom gén aktinhoz és
egymadshoz viszonyitott relativ transzkripcids szintjét.

A M. circinelloides harom izoprén génjét (ipi, isoA, carG) hordozd
expresszios vektorokat szerkesztettink, a géneket Mucor gpdl
szabdlyoz6 régidkkal is Osszeépitettiilk, majd a vektorokkal kiilon-
kiilon és parosdval is transzformdltuk az MS12 torzset. A kisérletekbe
bevontuk a crtW gént hordozé plazmidot is.

Vizsgéltuk a transzformdaciés gyakorisdgot, igazoltuk, hogy a
transzformansok autoném replikdlédé elemekként tartjdk fenn a
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14.

15.

16.

17.

bejuttatott plazmidokat és bizonyitottuk, hogy torténtek DNS
atrendezddések.

Vizsgéltuk a transzformansok stabilitdsat, meghataroztuk a bejuttatott
plazmidok képiaszamat, és a tilmikodtetett, valamint a bakteridlis
eredeti gének transzkripcidés szintjét kiilonbozé  tenyésztési
koriilmények kozott.

Vizsgéltuk a transzformansok karotinoid termelését kiilonbozd
tenyésztési koriilmények kozott.

Vektorokat szerkesztettiink a crtW gén Mucor genomba torténd
integracidjahoz, majd sikeres transzformdacidkat hajtottunk végre.
Vizsgéltuk a transzformdaciés gyakorisdgot, az integracié sikerességét
és meghatdroztuk az integrdcié helyét Southern hibridiz4cids és
inverz-PCR technika segitségével.Igazoltuk, hogy torténtek DNS
atrendezddések.

Meghataroztuk a crtW gén relativ képiaszdmdnak és transzkripcids
szintjének valtozasat az dtoltdsok szdmanak novekedésével.
Vizsgéltuk a transzformansok stabilitdsdt €s karotinoid termelését.
Kimutattuk az oxigendlt B-karotin szirmazékok nagy mennyiségben
torténd termelddését. Vizsgdltuk kiilonbozo tenyésztési koriilmények
hatdsat a karotinoid termelésre.

A bakteridlis eredetli crtZ gént autoném replikdlédé plazmidon
bejuttattuk a transzformédnsokba, és kimutattuk a transzformansok
megndvekedett asztaxantintermel6 képességét.

Szerkesztettiink egy carRP-crtW génfiziét hordozé vektort, mellyel
sikeres  transzformdciét  hajtottunk  végre.  Vizsgdltuk a
transzformansokba  bejuttatott  plazmid kdépiaszamat és a
transzformdnsok karotinoid termelését.
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