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Bevezetés

A jaromspoéras gombakhoz (Zygomycota) tartozd6 Mucorales rendbe
sorolt nemzetségek (Absidia, Cunninghamella, Mucor, Rhizomucor,
Rhizopus) orvosi, ipari, biotechnologiai és mezdgazdasagi
szempontbdl nagy jelent6séglieck. Fontos szerepiik van egyes
élelmiszeripari termékek és mezdgazdasagi termények karositasaban,
allati és human zigomikozist okozo opportunista patogének, egyes
képviseldik pedig extracellularis enzimek termeléjeként keriilnek
felhasznalasra. Fonalas gombéak korében sajatos morfogenezisiik,
valamint szexualis folyamataik révén gyakran tanulmanyozott
szervezetek. A termofil Rhizomucor nemzetségbe tagjai (R. pusillus,
R. miehei, R. tauricus), kiemelked6 gyakorlati jelentdségiick. A R.
pusillus és a R. miehei human és allati mikozisok opportunista
patogén korokozoi lehetnek. A jaromspdras gombak altal okozott
betegségek, elsésorban immunszupresszalt betegeknél,
ketoacidozisban szenvedd cukorbetegeknél, leukémias
megbetegedésekben, illetve sulyos égési sériilteknél fordulnak eld. A
gombak gyors, a testhOmérsékleten optimalis feltételeket talalod
novekedése és a gombacellenes szerek tobbségével szemben mutatott
rezisztencidjuk miatt ezen mikozisok esetén a terapias lehetdségek
korlatozottak. A jaromspords gombak altal okozott fert6zések
lekiizdésében a meglévd gombaellenes szerek koziil legtobbszor az
amfotericin B, valamint az Gjabb fejlesztésii posakonazol bizonyult

sikeresnek, mig mas gombaellenes szerek (echinokandinok,

2



flukonazol, vorikonazol, itrakonazol) a patogén jaromsporas
gombakkal szemben in vitro kisérletekben is hatastalannak voltak.

A 3-hidroxi-3-metilglutail koenzim A (HMG-KoA) reduktaz
az izoprénvazas vegyiiletek bioszintézisét biztosito
acetat/mevalonsav (AMV) reakciout kezdeti, meghatarozo 1épését
katalizalja az eukariota sejtekben. Az AMV reakciouton keresztiil
keletkeznek egyes hormonhatasu vegyiiletek (gibberellinek, szteroid
hormonok, a gombak parosodasi folyamataiban szerepet jatszo Un.
mating faktorok), szdmos ¢él6lény szinanyagai (pigmentek,
karotinoidok) és a sejtmembranok fontos alkotorészei a szterol, vagy
az ergoszterol. A karotinoidok, koztik a Xanthophyllomyces
dendrorhous altal termelt asztaxantin, biotechnologiai eldallitasahoz
kapcsoldddan az AMV reakciout egyes enzimeinek és az azt kédold
gének tanulmanyozasara nagy figyelem iranyul. Szamos vizsgalat
igazolta, hogy a HMG-KoA reduktaz katalizalta reakcié kozponti,
sebesség-meghatarozd6  szerepet tolt be a  karotinoidok
bioszintézisében. Az AMV reakciotthoz kapcsoldodéan megy végbe a
sejtek jelatviteli folyamataiban fontos szerepet jatszo fehérjék (Rho,
Ras) farnezilacidja és prenilacioja, amely elengedhetetlen bioldgiai
funkciojuk betdltéséhez. A gombakban ezen folyamatok gatldsa a
HMG-KoA reduktaz gatlasan keresztiil, a sejt novekedés és a
sporaképzés zavarat okozza, morfologiai valtozasokat és apoptozist
idéz el6. A HMG-KoA reduktaznak tobb szelektiv gatloszere ismert,
melyek koziil legismertebbek a sztatinok. A sztatinok ma széles

korben alkalmazott gyogyszerhatéanyagok a vér

koleszterinszintjének csokkentésére. Ujabb kutatdsok vizsgaltdk mas,
az emberi szervezet élettani folyamataiban betdltott szerepiiket is.
Munkank soran a Rhizomucor nemzetségbe tartoz6 R. miehei
HMG-KoA reduktaz génjének részletes molekularis és funkcionalis
elemzését végeztik el. Megvizsgaltuk az enzim gatloszereinek, a
sztatinoknak opportunista patogén jaromsporas gombakra gyakorolt
hatasat, valamint in vitro kisérletekben vizsgaltuk az amfotericin B és
két sztatinvegyiilet; a fluvasztatin €s a rosuvasztatin kdlcsonhatasat a
gombak novekedésgatlasaban. Megkezdtilk a HMG-KoA reduktazzal
kapcsolatos kutatasaink kiterjesztését mas, elsésorban
biotechnologiai jelentdségli gombaszervezetekre is. Ennek keretében
vizsgaltuk a X. dendrorhous karotintermelését és meghataroztuk

hmgR génjének egy részletét.

Célkitiuzések

Az elmult években a veszélyeztetett betegek szamanak
novekedésével a jaromspdras gombak altal okozott fertdzések szama
is novekedett, de a meglévo és ujabb gombacllenes szerek tovabbra
sem jelentenek megoldast ezek kezelésére. A rendszertanilag
elkiiloniilé csoportot alkotd jaromsporas gombak molekularis
vizsgalata lehetéséget adhat 1j, jobb terdpias lehetdségek
kidolgozasara, és nem valthat6 ki mas gombaszervezetek
tanulmanyozasaval. Az idetartoz6 gombak részletesebb molekularis
jellemzéséhez sziikséges a jelenleginél hatékonyabb transzformacios

rendszer kidolgozasa is.
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Mindezeket figyelembe véve munkank soran a kdvetkezd
célokat tiztiik ki:

e A R miehei HMG-KoA reduktaz kodolo génjének
azonositasa €s izolalasa. A X. dendrorhous hmgR gén
jellemzését célzo kisérletek megkezdése.

e A gén nukleotidsorrendjének és a kodolt fehérje
feltételezett aminosavsorrendjének elemzése, és a gén
képiaszamanak meghatarozasa.

e Az azonositott gén felhasznalasaval a Mucor
circinelloides ~ jaromspoéras  gomba  genetikai
transzformacidja és a gomba sztatinérzékenységére
gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa, a hmgR gén
felhasznalasi lehet6ségének  vizsgalata egy 1,
jaromsporas gombakban hasznalhato transzformacios-
szelekcios rendszer kidolgozasaban.

e A HMG-KoA reduktaz kompetitiv gatloszerének, a
lovasztatinnak opportunista human patogén gombakra
kifejtett biologiai hatasanak vizsgalata.

o Az amfotericin B és sztatinvegyliletek
kolcsonhatasanak — vizsgalata in  vitro  kisérleti

rendszerben.
Alkalmazott modszerek
Fag genomialis génkonyvtar szlirése:

e génkonyvtar amplifikalasa
e plakk-hibridizacio

e fag DNS tisztitasa
DNS technikak:

e DNS és RNS tisztitasa
polimeraz lancreakcio (PCR)
reverz tranzkripci6-PCR (RT-PCR)
Southern-blot
DNS szakaszok izolalasa és klonozésa
baktériumok transzformalasa, plazmid DNS tisztitasa
DNS és fehérje szekvencia adatok elemzése:

e BLAST

e ClustalW

e CAP (contig assembly program)
Gombak transzformalasa:

e protoplasztok készitése

e transzformalas polietilén glikol (PEG) segitségével

e Antifungalis szer érzékenység vizsgalati technikak (in vitro)

e Antifungalis szerek kolcsonhatasanak vizsgalata (in vitro)
Eredmények

A hmgR gén azonositdsa és jellemzése

A A Fix Il fagban elkészitett genomialis génkonyvtar
szrésével és HMG-KoA reduktaz génszekvencidk alapjan tervezett,
degeneralt primerekkel amplifikalt, homolog proba alkalmazasaval
sikeriilt azonositanunk, majd pBluescript vektorba klonoznunk a R.
miehei HMG-KoA reduktaz génjét. A teljes izolalt gén
nukleotidsorrendjét ~ meghataroztuk (4977 bp), konszenzus
szekvencidk segitségével a génben Ot intront azonositottunk, és a
kodolt fehérje feltételezett aminosavsorrendjét (1058) meghataroztuk.
Megvizsgaltuk, hogy a gén milyen hasonlosdgot mutat egyes

mikroszkopikus gombak, illetve mas eukariota szervezetek HMG-
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KoA reduktaz génjeivel. Megallapitottuk, hogy a génben talalhato
intronok koziil négy azonos pozicidban taldlhaté a szintén
jaromsporas gomba Phycomyces blakesleeanus hmgR génjének 4
intronjaval. PCR reakcidban felszaporitottuk a X. dendrorhous hmgR
génjének 315 bp hosszisagl szakaszat, mely a fehérje katalitikus

A R. miehei fehérje és X dendrorhous fehérjerészlet
aminosavsorrendjének elemzése soran azonositottuk a mas, ismert
HMG-KoA reduktazokkal nagy hasonlésagot mutatd, konzervalt
katalitikus régiot. A katalitikus aktivitasért felelés NADP és HMG
kotéhelyek motivumai kdzott a gombak korében 100% a hasonlosag.
A kodolt fehérje N-terminalis szakasza az eddig vizsgalt szervezetek
enzimeihez hasonloan nagy szekvenciabeli kiilonbségeket mutat.

Az eddig vizsgalt novények ¢és gombak genomjaban
rendszerint kett6 vagy tobb AmgR gén fordul eld, melyek sejten beliili
kifejezodése eltéro. Southern-hibridizacio segitségével
megallapitottuk, hogy a R. miehei faj genomjdban, a P.
blakesleeanus-hoz hasonloan, egy HMG-KoA reduktaz gén talalhato.
A gombabol tisztitott RNS mintdkban RT-PCR segitségével

igazoltuk a gén kifejez6dését.

Transzformacios kisérletek Mucor circinelloides jaromspords
gombdban
Az izolalt R. miehei hmgR gén promoterének (963 bp) és a

z0ld  fluoreszcens fehérje  kodold  szekvencidjanak  (gfp)
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felhasznalasaval transzformald vektort készitettiink, melyet M.
circinelloides jaromsporas gombaba juttattunk be. A sikeres
transzformacié  eredményeként M.  circinelloides-ben = GFP
termelddését detektaltuk fluoreszcens mikroszkop segitségével.

A R. miehei hmgR gén (4656 bp) felhasznalasaval
transzformaldé vektort készitettiink, melyet M. circinelloides
jaromsporas gombaba transzformalva megallapitottuk, hogy a R.
miehei hmgR gén hozzajarult a M. circinelloides fluvasztatinnal
szembeni rezisztencidjanak ndvekedéséhez. Vizsgalatainkban a
kontroll toérzs novekedése 4 pug/ml fluvasztatin koncentracional szinte
teljesen gatolt volt, mig a transzformans térzs 40%-os novekedést
mutatott a fluvasztatint nem tartalmazo taptalajon tapasztalt
novekedéshez viszonyitva. A vizsgalt gén bevitelének hatdsara
megnovekedett sztatinrezisztencia alapjan feltételezhetd, hogy
lehetséges a hmgR gén transzformacids szelekcidban torténd

felhasznalasa.

Sztatinvegyiiletek hatdsdanak vizsgdlata jaromspords gombakban
Meghataroztuk 27 Rhizomucor nemzetségbe tartozd izolatum
lovasztatin érzékenységét. Megallapitottuk, hogy a savas pH (pH 5),
a minimal taptalaj alkalmazasa, valamint a kisebb sporaszam
leoltasakor a torzsek nagyobb érzékenységet mutatnak lovasztatinnal
szemben. A kapott eredmények alapjan kidolgoztunk egy egyszerii
tenyésztésen alapuld eljarast a két Rhizomucor faj elkiilonitésére,

mely a két faj eltéré lovasztatin érzékenységét hasznalja ki. A két faj
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lovasztatinnal szemben mutatott érzé¢kenységbeli kiilonbsége alapjan
feltételezhetd mas antifungalis szerekkel szemben mutatott
érzékenységiik kiilonbsége is.

Meghataroztuk tovabba hét, orvosi szempontbol fontos
jaromsporas gomba (R. miehei, R. pusillus, Absidia corymbifera,
Mortierella wolfii, Syncephalastrum racemosum, Rhizopus oryzae,
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis) sztatinokkal szemben
mutatott érzékenységét. Kisérleteinkbe a kereskedelmi forgalomban
kaphaté, a vér koleszteriszintjének csokkentésére alkalmazott
sztatinvegyiileteket  (lovasztatin, szimvasztatin, rozuvasztatin,
atorvasztatin, fluvasztatin, pravasztatin) vontunk be. Kimutattuk,
hogy a kiilonb6z6 fajokhoz tartozo izolatumok in vitro érzékenysége
eltérd. A vizsgalt izolatumok koziil a legérzékenyebb a R. pusillus és
az A. corymbifera, legrezisztensebb a M. wolfii volt. Kiillonb6zo fajok
esetében a sztatinvegyiiletek hataserdsségének sorrendje is
kiilonbozik. Ezek hatterében az egyes sztatin molekulak szerkezeti €s
oldékonysagbeli  eltérésein til a  tanulmanyozott  fajok
sejtszerkezetbeli és molekularis kiilonbségei allhatnak. Kisérleteket
végeztiink annak megallapitasara, hogy a rozuvasztatin és
fluvasztatin amfotericin B-vel torténd egyiittes alkalmazasa soran
milyen mértékben gatolt az opportunista patogénként ismert
jaromsporas gombak ndvekedése. Az amfotericin B a jaromsporas
gombak altal okozott fert6zések lekiizdésének jelenleg is alkalmazott,
egyik leghatékonyabb eszkdze. Kimutattuk, hogy a vizsgalt

izolatumoknal az amfotericin B 1 pg/ml koncentracioban tobb mint

9

75%-0s novekedésgatlast okoz. Ez alol a M. wolffii volt az egytelen
kivétel, ahol a legnagyobb alkalmazott amfotericin B koncentracio
(16 pg/ml) is kevesebb mint 50%-os gatlast eredményezett és csak a
(96 pg/ml) egyiittes alkalmazasaval sikeriilt tobb mint 75%-os
novekedésgatlast kivaltani. Minden vizsgalt opportunista patogén
torzsnél a sztatinok és az amfotericin B kozott fellép6 additiv hatast,

néhany esetben pedig szinergizmust sikeriilt kimutatnunk.

Osszefoglalas

Kisérleteink eredményeként azonositottuk és jellemeztiik a R.
miehei jaromspéras gomba teljes AmgR génjét, valamint a X
dendrorhous hmgR génjének egy szakaszat. A R. miehei hmgR gén
szakaszainak felhasznalasival transzformald vektort készitettiink,
mellyel sikeresen transzformaltuk a M. circinelloides MS12 torzsét.
Kimutattuk, hogy a R. miehei hmgR génjének promotere
mukodoképes GFP fehérje termeldodését teszi lehetové M.
circinelloidesben. Igazoltuk tovabba, hogy a teljes R. miehei eredetii
hmgR gén bejuttatdsa M. circinelloides MSI12  torzsébe,
megnovekedett rezisztenciat eredményez a HMG-KoA reduktaz
szelektiv gatloszerével a fluvasztatinnal szemben, mely alapjat
képezheti a  jaromsporas  gombakban  alkalmazhatdé  Uj
transzformacios-szelekcios rendszer kidolgozasanak.

Vizsgaltuk tovabba a Rhizomucor nemzetséghez tartozo két
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faj, a R. miehei és a R. pusillus 27 izolatumanak lovasztatin-
érzékenységét ¢és kimutattuk az érzékenységet befolyasolo
kortilmények (pH, taptalaj-osszetétel, spéramennyiség) hatasat az in
vitro vizsgalatokra. A két Rhizomucor faj lovasztatinnal szemben
mutatott érzékenységbeli eltérése alapjan kidolgoztunk egy egyszerii
tenyé€sztéses modszert a két faj elkiilonitésére.

Kimutattuk 7 opportunista patogén jaromsporas gombafaj, a
R. miehei, R. pusillus, A. corymbifera, M. wolfii, S. racemosum, Rh.
oryzae és Rh. microsporus var. rhizopodiformis, érzékenységét a
jelenleg koleszterinszint-csokkentd gyogyszerként forgalomban 1évo
vegyiiletekkel (lovasztatin, szimvasztatin, rozuvasztatin,
atorvasztatin, pravasztatin, fluvasztatin) szemben. Megvizsgaltuk a
fluvasztatinnak és a  rozuvasztatinnak  amfotericin  B-vel
kombinacidban kifejtett hatdsat a gombak novekedésgatlasara.
Ezekben a kisérletekben minden kombinacional additiv hatast,
néhany esetben pedig szinergizmust tapasztaltunk.

Elmondhatjuk, hogy a mind gyakrabban fellépd jaromsporas
gombas fertdzések kezelésében a sztatinvegytiletek
kombinacioban  torténd  alkalmazasa lehetdséget adhat a
fertdzés jelenleginél hatékonyabb lekiizdésére, a ma is hasznalt
gombaellenes szerek stlyos mellékhatasainak csokkentésére,
valamint a  szerekkel szemben  kialakul6  rezisztencia

valdszinliségének minimalizalasara.
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