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BEVEZETES

A jaromspoéras gombak (Zygomycetes) rendszertanilag jol koriilhatarolhaté csoportot
alkotnak. Az idetartoz6 fajok tobbsége a Mucorales rend tagja, ezek foként a talajban,
valamint kiilonb6z6 novényi €s allati eredetli bomlod szerves anyagokon eléforduld szaprofita
szervezetek. Gyakran vizsgalt modellszervezetek, elsOsorban kiilonb6z6 szabalyzo
mechanizmusok, sajatos szexualis folyamataik, vagy éppen a gomba morfogenezis
tanulmanyozasa soran. Szamos gyakorlati szempontbo6l fontos fajt talalunk kozottiik. Orvosi
szempontbol egyes fajok, mint mucormikézist okoz6 opportunista patogének érdemelnek
figyelmet: ezek a fertdzések bar viszonylag ritkdk, erdsen progressziv és nehezen kezelhetd
jelleglik miatt veszélyesek. Mas fajok ipari torzsei extracellularis enzimek termeldiként, vagy
értékes bioldgiai aktivitassal rendelkezd vegyiiletek sztereospecifikus hidroxilaloiként
kertilnek ipari felhasznalasra.

A Zygomycetes osztaly kiilonleges, az alacsonyabbrendii és a magasabbrendii gombak
kozotti atmeneti jellege, valamint a jaromsporas gombak szdmos citoldgiai, biokémiai és
okologiai sajatossaga egyértelmiivé teszik, hogy genetikai vizsgalatuk nem valthatd ki mas
gombacsoportok tanulmanyozasaval.

Az izoprének (pl. szteroidok, karotinoidok, geranilalt és farnezilalt fehérjék terpén
csoportjai) bioszintéziséhez vezetd acetat/mevalonat reakcidoit meghatiarozo 1épése a 3-
hidroxi-3-metilglutaril koenzim-A (HMG-KoA) redukcioja mevalonsavva. A jaromsporas
gombak esetében ez a reakciout kiillondsen fontos, mivel zigosporaik (ivaros sporaik)
kialakulasa Osszefligg a karotinoid és azon keresztiil az izoprén bioszintézissel. Ebben a
folyamatban [-karotin koztiterméken keresztiil trisporsav keletkezik, amely az ivaros
differenciadlodéasért és sporaképzésért felelds. A HMG-KoA reduktdz enzim regulacidja
feltehetden ezeket a sajatos ivaros folyamatokat is befolyasolja. Az acetat/mevalonat

reakciotuton keletkezd karotinoidoknak biotechnologiai jelentdsége is van. Egyes karotinoid



termeld gombékat pl. Blakeslea trispora-t [-karotin ¢és likopin, masokat pl.
Xanthophyllomyces — dendrorhous-t asztaxantin (a P-karotin oxigendlt szarmazéka)
eldallitasara hasznalnak. Az asztaxantin keletkezésében szerepet jatszo enzimek, igy a HMG-
KoA reduktdz azonositasa és vizsgalata lényeges a karotinok gazdasdgos és hatékony

A HMG-KoA reduktdz szelektiv gatloszerei a kiilonbozo sztatinok, melyek a
nélkiilozhetetlen izoprénvegyiiletek szintéziséhez vezetd acetat/mevalonat reakciout

kulcslépésének gatlasdval szamos bioldgiai folyamatot befolyasolnak.



CELKITUZESEK

Munkénk soran célul tliztiik ki a jaromsporas gombak kozé tartozd Rhizomucor miehei
3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A reduktdz (HMG-KoA reduktaz) kodolo génjének (hmgR)
azonositasat és izolalasat. Célunk volt a gén nukleotidsorrendjének és a kodolt fehérje
feltételezett aminosavsorrendjének elemzése, valamint a gén kdpiaszamanak meghatarozasa.
A R. miehei hmgR génjének izolalasa mellett kisérleteket kezdtiink a Xanthophyllomyces
dendrorhous (anamorf: Phaffia rhodozyma) asztaxantintermeld gomba hmgR génjének
azonositasa érdekében, melyhez kapcsolodoan tervezziik a kodolt fehérje mads, azonositott
HMG-KoA reduktazokkal mutatott hasonlosaganak vizsgalatat. A R. miehei hmgR gén és az
altala kodolt fehérje megismerését célzo kisérletekhez kapcsoloddan vizsgéalni kivantuk az
enzim kompetitiv gatlészerének, a lovasztatinnak a jaromsporas gombara kifejtett bioldgiai
hatasat.

Tanulmanyozni kivantuk tovabba annak a Ilehet6ségét, hogy a hmgR gén

felhasznalasaval kialakithat6-e egy 1) transzformacios rendszer jaromsporas gombakban.



IRODALMI ATTEKINTES
A Rhizomucor nemzetség jellemzése

A Rhizomucor génusz rendszertanilag a Zygomycetes osztalyba tartozik. Ebbe a
nemzetségbe soroltak az indaval (stolon), rizoidokkal és soOtét szinli (barna-fekete)
sporangiummal rendelkez6 termofil ,,Mucor" fajokat. A nemzetség tagjai a sporangioforok és
a sporangiumok alakjat tekintve hasonlitanak az Actinomucor nemzetségbe tartozo
gombakhoz, am ez utdbbiak mezofilek és zigosporaik sem ismertek (Cooney és Emerson
1964). A Mucor génusztdl a rizoidok és indak, a Rhizopus fajoktol az elagazo sporangioforok
¢és az apofizis hianya, az Absidia képviseloitdl pedig a gomb alakl sporangium és szintén az

apofizis hianya kiillonbozteti meg (1. Tablazat).

1. Tablazat. A Rhizomucor nemzetség osszehasonlitisa a rendszertanilag kozel allé
Absidia, Rhizopus és Mucor nemzetséggel.

Génusz Rhizomucor Absidia Rhizopus Mucor
P van; gyakran o
rizoid és inda van nehezen észlelhetd van hianyzik
monopodidlis, . ., altalaban nem L,
vagy a végeken elagazo; clacazd: elagazo, vagy
sporangiofor szimpodialis altalaban hialin 184205 nem; leginkabb
A L legtobbszor Lo e
elagazasu; tipusu iy hialin tipust
s barna szinii
sotétbarna
gomb alaku;
. gomb alak; .y sziirke, vagy i ,
sporangium sziirke; fényld piriform barna: sokszor gdmb alakua
fényes
i i hemiszférikus, gombszert, valtozatos alaku
gombszerti; o i
kolumella gyakran vagy kissé (pl. gbmb,
barna g . -
nyulvanyokkal elongalt piriform)
hianyzik, va jelen van; ku jelen van
apofizis yzIx, vagy J > <P (sokszor nem hianyzik
nagyon pici alaku .
szembet{ing)
. gbmb, vagy gbmb alak6l a leginkdbb 1o 5mb alaktol a
sporangiospoéra gombszerti; hengeresig; sima szogletes és henoeresi
kicsi; sima felszinli barazdalt & &
érdes; egyforma sima, va, érdes;
> &Y L gy‘ egyenlétlen érdes; egyforma
. R szuszpenzorok gyengén érdes; a .. ,
zigospora . gdmb alaku szuszpenzorok
kozott szuszpenzorok e 1
1 . , szuszpenzorok | kozott talalhatok
talalhatok kozel egyformak Ko75tt




A Rhizomucor fajok sporangioforjai monopodialis, vagy szimpodialis elagazasuak,
sOtétbarna szintiek, végeiken terminalis sporangiumokkal. Ez utdbbiak fliggdleges helyzetiiek,

gombolytiek, sotét szintiek és sporakkal teltek. A sporangiosporak alakja gdmbszerti.

1. Abra: A Rhizomucor fajok jellegzetes morfolégiai képletei:
A, Rhizomucor miehei (IMI 240410) a. sporangiofor; b. sporangiosporak; ¢. zigospora
B, Rhizomucor miehei (IMI 240410) a-c. sporangioforok; d. kolumella; e, f. érett sporangium;
g, h. sporangiosporak; i. zigospora. (Nagyitas: a. x76; b. x256; ¢. x520; d. x1600; e. x3050; f.
x2450; g. x5000; h, i. x1600).
C, Rhizomucor pusillus (CBS 245.58) a. sporangiofor kolumellaval és sporangiosporakkal; b.

fiatal sporangium keresztmetszete; ¢. kolumelldk; d. sporangiosporédk; e. zigospora.



D, Rhizomucor pusillus (IMI 226172) a. sporangiofor; b. zigospora; c. fiatal és érett
sporangiumok ¢és sporangiospordk; d. kolumella szabad sporangiosporakkal; e.
sporangiosporak. (Nagyitas: a. x320; b. x640; ¢. x1600; d. x1450; e. x4700).

(Forras: Mucor miehei Cooney & R. Emerson, 1964, LEG Képek: S. de Hoog Literature
Hoog, G.S. de 2000, Atlas of clinical fungi: 95-98)

A termofil tulajdonsdg a Rhizomucor génusz fajainak régen felismert jellegzetes
sajatossaga. Az optimdalis hémérséklet ezen gombdk fejlédéséhez a 37-40°C (Lindt 1886;
Miehe 1907). A Rhizomucor fajok ivaros folyamatainak eredménye az erésen pigmentalt fala
zigospora, mely létrejohet heterotallikusan, vagy homotallikusan. A  zigospodra
Rhizomucor fajok tipikus morfologiai képletei az 1. Abran lathatok.

A korébbi ismeretek szerint a nemzetség harom gombafajt foglal magaba: ezek a R.
miehei, R. pusillus és a R. tauricus (Schipper 1978). Molekularis vizsgalatok ma mar nem
igazoljék a R. tauricus 6nallod fajként torténd elkiilonitését (Vastag és mtsai. 1998; Vagvolgyi
¢s mtsai. 1999) Az idetartozd mikroszkopikus gombak csekély fajszdmuk ellenére
kiemelkedd gyakorlati jelentdséggel birnak.

A R. pusillus és a R. miehei, mas jaromsporas gombakhoz (pl. Rhizopus fajok)
hasonl6an, human ¢és 4allati mikdzisok opportunista patogén korokozoi lehetnek. A
jaromspords gombak altal kivaltott betegségek, amelyeket gyakran az 4ltalanosabb
zigomikozis (mucormikozis) elnevezéssel is jelolnek, viszonylag ritkdn fordulnak eld.
Elsdsorban  immunszupresszalt  betegeknél,  cukorbetegeknél, egyes leukémias
megbetegedésekben, kronikusan alultaplalt gyermekeknél, illetve sulyos égési sériiltek
esetében okozhatnak gondot (Evans és Gentles 1985). Az utobbi években azonban fokozott
figyelem irdnyul a jaromsporas gombak altal okozott mikozisokra. Ennek egyik oka, hogy
egyre nagyobb azoknak a betegeknek a szama, akik allapotuk miatt veszélyeztetettek;

els@sorban a cukorbetegek, tovabba a valamilyen korfolyamat (pl. AIDS), vagy terapids

okokbol (pl. transzplanticié miatt) immunszupresszalt allapotba keriilt betegek szama
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novekszik (Smitherman és Peacock 1995). Masik ok, hogy e mikozisok kialakuldsa esetén a
terapids lehetéségek meglehetdsen korlatozottak: ez részben a Rhizomucor fajok gyors, a
normdl testhdmérsékleten optimalis feltételeket talalo novekedésével, masrészt a
gombaellenes hatdanyagok tobbségével szemben mutatott rezisztencidjdval magyarazhato.
Ennek tudhat6 be, hogy Blitzer ¢€s mtsai. felmérése szerint (1980) a rhinocerebralis
mucormikézisban megbetegedettek esetében a mortalitas elérte a 63%-ot, amely értéket nagy
dozisu amfotericin B kezelés alkalmazasaval is csak 58%-ra lehetett csdkkenteni.

A Rhizomucor miehei nagy jelentdséggel bir egyes biotechnologiai és élelmiszeripari
alkalmazasokban. A tejet koaguldld mikrobidlis eredetii protedazok kozott kiemelkedd

fontossagu a R. miehei savas protedza.

A terpénvegyiiletek bioszintézise

Az izoprenoidok, mas néven terpenoidok izoprénegységek kapcsolddasaval felépiild
molekuldk. Az ¢élévilagban szamos fontos anyagcseretermék tartozik az izoprénvazas
vegyliletek csoportjaba. Lehetnek hormonhatasu anyagok (gibberellinek, szteroid hormonok,
gombdk parosodasi folyamataiban szerepet jatszd Un. mating faktorok), ide tartoznak az
¢ldlények egyes szinanyagai (karotinoidok), a sejtmembranok fontos alkotdérészei (pl.
koleszterin és ergoszterin), de ebbe a molekulacsoportba sorolhatok egyes madasodlagos
anyagcseretermékek, mint a szeszkviterpének, szeszterterpének, vagy a ndvényvilagban
eléforduld triterpén szaponinok. Fontos szerepiik van a sejteken beliil az egyes fehérjék
farnezilacidjaban és prenilacigjaban is.

Novényi kloroplasztiszban és baktériumokban 1étezik egy alternativ, ,,nem-mevalonat”
reakciolt is, az un. metileritritol 4-foszfat it (MEP), mely izoprénvegyiiletek keletkezéséhez
vezet (Pandian mtsai. 1981, Lichtenhaler mtsai. 1997) piruvatbol és gliceraldehid-3-foszfatbol
(GAP) kiindulva (Rohmer és mtsai. 1993). A ,,nem-mevalonat” reakciout elsé 1épése egy

transzketoldz tipusu reakcid, ahol piruvatbol és GAP-bol egy szintdz enzim segitségével 1-
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deoxi-D-xilul6z-5-foszfat jon létre, amelybdl késobbi 1épések soran keletkezik izopentenil-
pirofoszfat. Novényekben a kloroplasztisz eredetli izoprenoid vegyiiletek, a karotinoidok, a
monoterpének (Eisenreich és mtsai. 1997), diterpének (Eisenreich és mtsai. 1996; Schwarz
1994), az izoprén (Zeidler és mtsai. 1997) valamint a klorofill és a plasztokinon prenil
oldallancai (Lichtenthaler és mtsai. 1997) is ezen a reakciouton keletkeznek.

Mas eukariota szervezetekben, koztilk a gombakban ettdl eltéréen az izoprenoidok
szintézisének elso 1épése a mevalonsav keletkezése. Két egymast kdvetd 1épésben a 3-hidroxi-
3-metilglutaril koenzim A keletkezése (HMG-KoA szintetdz), majd ennek mevalonsavva
torténd redukcidja zajlik le. Az utdébbi folyamatot a 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A

reduktaz enzim, egy NADP koenzim segitségével mikodd oxidoreduktdz katalizalja (2.

Abra).
0] HO CH3 0] 0] HO CH OH
\ " / I N\ VAR /
C—CHZ—C—CHZ—C—S—KOA C—CH—-C—-CH,—CH
/ / 2 2 2
HO 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzimA HO mevalonsav
2 NADH +2H" 2 NAD + 2KoA-SH

2. Abra: A HMG-KoA reduktaz altal katalizalt reakcié

Ezt a folyamatot, melynek soran az ¢élévilagban a legtdbb izoprénvazas vegyiilet
létrejon a kiinduldsi molekulak alapjan acetat/mevalonét reakcidutnak is nevezik (3. Abra).

A tovabbi lépések soran a mevalonsav tobb 1épésben izopentenil pirofoszfatta alakul,
azza az Ot szénatomos vegyiiletté, amelybdl minden izoprénvazas vegyiilet leszdrmaztathato.
Az izopentenil pirofoszfat dimetilallil pirofoszfattd alakul 4t, majd a tovabbiakban az
koztitermékekrdl agaznak le a kiillonb6zd terpének specifikus szintézis utjai: a geranil
pirofoszfat (Cio) a monoterpének; a farnezil pirofoszfat (Cis) a szeszkviterpének, szteroidok

¢és triterpének; a geranilgeranil pirofoszfat (Cy) a diterpének és karotinoidok; mig a
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geranilfarnezil pirofoszfat (Cys) a szeszterterpének ¢€s politerpenoidok szintézisének kiindulési

vegylilete.

0 o o
b N Kl acetil-koenzimA + acetoacetil koenzimA

S-koA S-koA

l HMG-koA szintaz

0 OH O

M syon  3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzimA

l HMG-koA reduktaz

o] .-OH R
_O)J\)\/\OH mevalonsav (C6) &
* )‘\/\/L‘V\/L\/\
v / farnezol (C15) o
¥
NM\ il-pi 5
— farnezil-pirofoszfat (C15)
OPP

|

(ANAAAANAAY, szkvalén (C30)

/ )\)\/L’V\opp
/ geranilgeranil-pirofoszfat (C20)

lanoszterol (C30)

+ izopentenil-pirofoszfat (C5)

karotinoidok
ergoszterol (C28) Rab, Rho
HO

3. Abra: Az acetat/mevalonat reakciéut

A farnezil pirofoszfat a szkvalén (a szterolbioszintézis koztiterméke) és a
geranilgeranil  pirofoszfat kozos eldanyaga. Megfigyelték, hogy a jaromsporas
gombasejtekben a karotinoidok és a szterolok szintézise elkiiloniil, és a sejtek kiilonb6zd
készleteket haszndlnak fel a mevalonsavszintézis soran. Két 15 szénatomos farnezil
pirofoszfat molekuldbol a szkvalén szintdz enzim segitségével jon létre a 30 szénatomos
szkvalén, melybdl szkvalén-epoxid koztiterméken keresztiil tobb 1épésben lanoszterol
képzddik. A lanoszterolt ezutdn a lanoszterol 14-o-demetildz enzim alakitja a gombak
sejtmembranjanak fontos alkotérészéveé, ergoszterolla. Az azolok csoportjaba tartozo
antifungalis szerek a lanoszterol 14-o-demetilaz enzim gatlasdn keresztiil fejtik ki

gombaellenes hatdsukat. Farnezil pirofoszfatbol geranilgeranil pirofoszfat koztiterméken
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keresztiill keletkeznek az egyes gombakban (Phycomyces, Blakeslea, Mucor,
Xanthophyllomyces, Neurospora) viszonylag nagy mennyiségben el6forduld karotinoidok.
Ilyen vegyiilet a Xanthophyllomyces dendrorhous (anamorfja a Phaffia rhodozyma)
segitségével biotechnologiai uton termeltetett asztaxantin (Johnson 2003; Dufossé és mitsi.
2005; Lukacs és mtsai. 2006). Az allatok ¢és az ember nem képesek karotinvegytileteket
eléallitani, igy azok takarmannyal, illetve taplalékkal jutnak be a szervezetbe. Karotinoidokat
az ¢lelmiszer-, a kozmetikai- és a gyogyszeripar, valamint az allattenyésztés
(takarméanykiegészitoként) hasznal fel jelentésebb mennyiségben. Ismert antioxidansok,
ujabban daganatos megbetegedésekkel szembeni megel6zé €s az immunrendszert erdsitd
hatasukat is kimutattak. Egyes karotinoidok az A-vitamin eldanyagaiként részt vesznek a latés
¢és a sejtdifferencidlodas folyamataiban. A karotinszintézis folyamatainak jobb megismerése
lehetéveé teszi ezek biotechnologiai eldallitasat.

A jaromspords gombak mas eukariota mikroorganizmusok parosodasi hormonjaitol
eltérd szexualis feromonrendszerrel rendelkeznek. Zigosporaik (ivaros sporak) kialakulasa
Osszefligg a karotinoid szintézissel. Néhany Mucorales rendbe tartozo faj esetében a
parosodas (mating) soran a P-karotin mennyisége megndvekszik, minek kovetkeztében a
tenyészetek elszinezddnek. Ilyenkor az acetdt/mevalonat reakciduton, B-karotin koztiterméken
keresztiil egy 18 szénatomszamu ketosav, a trisporsav (trisporic acid) keletkezik, amely az
ivaros differencialodasért és szexualis sporaképzésért felelés. A szaporodasi képletek
kialakuldsa a trispérsav hormon termelddését koveti (Austin €s mtsai. 1969). A Blakeslea
trispora esetében in vivo radioaktiv mevalonsav jeloléses kisérletekben megfigyelték, hogy az
Osszes radioaktiv felhalmozdodas 27%-a trisporsav formajaban jelent meg (Austin és mtsai.
1969).

Hornby és mtsai. 2001-ben Candida albicans-ban azonositottdk a farnezolt, az elsé

eukariota quorum sensing molekulat. A farnezol, egy szeszkviterpén molekula, mely farnezil
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pirofoszfatbol keletkezik, bar a keletkezéséért felelds enzimet eddig nem sikeriilt azonositani
(Hornby ¢és Nickerson 2003). A farnezol szerepet jatszik a C. albicans ¢éleszté-micélium
sejtalak atalakulasdban, ezen keresztiil a humanpatogén gomba biofilm képzésében ¢&s
virulenciajaban. A farnezolt Aspergillus nidulans tenyészethez adva, vagy az A. nidulans
gombat egyiitt tenyésztve C. albicans-szal, A. nidulansban apoptézis indukalhato, igy a
molekulanak feltehetden szerepe van nemcsak a quorum-sensing folyamatokban, hanem mas
fajok kompetitiv kizarasdban is (Semighini €s mtsai. 2006). A farnezil pirofoszfatbol 1étrejovo
szterol koztitermékek keletkezését gatolva az acetdt/mevalonat reakcioduton, a farnezol
mennyisége a gombaban megnovekedett (Navarathna és mtsai. 2005, Hornby és mtsai. 2004).
A farnezil pirofoszfat szintézisének fokozdsa HMG-KoA reduktaz taltermelésével
Saccharomyces cerevisiae-ben noveli a keletkezett farnezol mennyiségét. Ong és mtsai.
(2006) kimutattak, hogy a farnezol gatolja a HMG-KoA reduktazt emlds sejtekben. A
mevalonsav bioszintézis Ut egyes termékei gatoljak az izoprenoid bioszintézis korai 1épéseit,
koztik a HMG-KoA reduktaz enzim keletkezését, stabilitasat és lebomlasat (Goldstein ¢€s
Brown 1990). Emlds sejtekben megfigyelték, hogy a keletkezd koleszterol represszalja
valasz elem (sterol response element, SRE). Ilyen gén a HMG-KoA reduktazt kodold hmgR
gén is (Siperstein 1984, Shimans ¢és mtsai. 1997). A P. blakesleeanus HMG-KoA szintazt
koédold hmgS és HMG-KoA reduktazt kodold AmgR génjének promoterében taldlhatd egyes
szakaszok szerepet jatszanak a szterolok érzékelésében ¢€s a szterolszintézis szabalyozasban
(Ruiz-Albert és mtsai. 2002). Eml6s sejtekben talaltak SRE ¢s SRE-szerti elemeket a farnezil
difoszfat szintaz, a szkvalén szintdz, az LDL-receptor és a sejt apoptdzis folyamatainak
represszora a Bcel-2 esetében is (Varma és mtsai. 2000, Kaur és mtsai. 1998, Dimitroulakos €s
mtsai. 1999, Kaul és Khosla 2000). A HMG-KoA reduktaz fény (Bhosale 2004) és etanol

altal aktivalt oxidativ anyagcsere hatdsara indukalhaté X. dendrorhous-ban (Gu és mtsai.
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1997), és a tapkozegben nagy mennyiségben jelenlevd asztaxantin prekurzorok esetén az
asztaxantin termelése fokozhatd. A jelenség egyik lehetséges magyardzata, hogy a sejt
asztaxantin termelésével védekezik a reaktiv oxigén gyokokkel szemben (An és Johnson
1990). Mindenesetre a HMG-KoA reduktaz miikodése kozponti jelentdségli az asztaxantin
termelddése szempontjabol.

A farnezil pirofoszfat és geranilgeranil pirofoszfat fontos szerepet jatszik szdmos
jelmolekula sejten beliili elhelyezkedéséért és a membranhoz kotott fehérjék szallitasaért. A
GTP-az molekulacsaladba tartoz6 Rho és Ras fehérjék izoprenilacidjanak gatlasa a HMG-
koenzim A reduktaz gatlasan keresztiil tobb életfolyamat normalis lejatszodasat akadalyozza.
A ras gének szamos eukaridta szervezetben el6fordulnak. Emlés és gomba sejtekben is
jelatviteli utakban jatszanak szerepet, amelyek olyan fontos sejtszintli folyamatokat
iranyitanak, mint a sejt fejlédése és osztddasa (Boguski és McCormick 1993, Bourne ¢€s mtsai.
1990, Ellis és mtsai. 1981, Vojtek és Der 1998, Kataoka és mtsai. 1984, Powers és mtsai.
1984, Som ¢és Kolaparthi 1994). A ras homologok befolyasoljak a gombasejtek
morfogenezisét, ezen keresztill pedig hatast gyakorolnak egyes patogén fajok, pl. a C.
albicans (Leberer és mtsai. 2001, Yaar és mitsai. 1997), a Cryptococcus neoformans
(Alspaugh és mtsai. 2005) és az Aspergillus fumigatus (Panepinto és mtsai. 2003, Fortwendel
¢és mtsai. 2004, 2005) virulencidjara is (Lengeler és mtsai. 2000). A RasB homolégok a RasA
csoporttol eltéré modon egy 20 aminosav hosszusagu, ismeretlen funkcioji, erésen konzervalt
doménnel rendelkeznek. Azokban a gombafajokban fordulnak eld, melyek életciklusuk egy
szakaszaban fonalas novekedést mutatnak (Fortwendel és mitsai. 2004, 2005). A rasB
homolég gén delécidja az A. fumigatus esetében csokkentette a sugarirdnyu ndvekedés
mértékét, igy feltételezhetd, hogy a génnek szerepe van az apikalis ndvekedés soran

(Fortwendel ¢és mtsai. 2005). A gén delécidja ezenkiviil a formint kdédold sepA és a szeptint
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gombafonalak elagazddasaban. Ez utobbi gének szintén az apikalis novekedés fenntartasaért
és a normalis elagazddas kialakitasaért feleldsek A. nidulans-ban. A ras génnek fontos
szerepe van a Laccaria bicolor ektomikorrhiza-alkotd gomba ndvény szimbiontdjanak (Pinus
resinosa) felismerésében, a sejt-sejt kapcsolat létrehozédsaban, fenntartisaban, a gomba
(Sundaram és mtsai. 2001).

A farnezilacié sziikséges a Ras fehérjék membranban torténd elhelyezkedéséhez és
mikodéséhez. A. nidulans ras homoldg rasA gén transzlacidja szénforras hidnyaban
indukaloédik, amely egy jelkaszkadot indit el, és a konidiumok csirdzasahoz vezet. A rasA gén
mutacidja az A. nidulans korai torzult csirazasat okozza (Osherov ¢és mtsai. 2000). Roze ¢és
Linz (1998) Mucor racemosus jaromspéras gombaban vizsgaltdk a Ras fehérjék
prenilacidjanak gatlasat, valamint hatasat a sejt morfoldgiai valtozasara. A M. racemosus egy
dimorf novekedésre képes gomba, mely 3 ras génnel rendelkezik. Az Mrasl, Mras2 és
Mras3 a fonalas novekedés soran fejezddik ki, mig atirodasuk az élesztészerii ndvekedés
soran gyenge. A prenilacio kozvetett, a HMG-KoA reduktdz kompetitiv gatldszerével, a
lovasztatinnal eldidézett, gatlasa befolyasolja a Ras fehérjék sejten beliili feldolgozasat.
Hatasara az Mras3 fehérje felhalmozddasa gatolt és az Mrasl/p20 fehérjekomplex
mennyisége csokken. Ezek kovetkezményeként a gombandvekedés, valamint a
sporangiosporak keletkezésének mértéke szintén csokken. A lovasztatin az apoptotikus
folyamatokra jellemz6 morfologiai és biokémiai valtozasokat idéz eld a Mucor sejtekben,
melyek végiil a sejtek haldlahoz vezetnek (Roze és Linz 1998). A tapkdzeghez adott cAMP-
vel élesztoszeri (szférikus) novekedést indukalva a gombaban apoptézis nem jatszodik le,

ami arra utal, hogy a sejthaldlhoz vezetd jelatviteli ut aktivalodasa Osszefiigg a sejtek

crer
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Jaromsporas gombak altal okozott fertézések

A Mucorales rendbe tartozd fonalas gombak 4ltal okozott megbetegedéseket
Osszefoglald néven zigomikozisnak (korabban mucormikozis) nevezik. Ezek a betegségek az
utobbi években mind nagyobb gyakorisdggal fordulnak elé (Jiménez és mtsai. 2002; Ruoppi
¢s mtsai. 2001; Rangel-Guerra ¢és mtsai. 1996; St-Germain ¢és mtsai. 1993). A betegségre
hajlamosité tényezdk kozott szerepelnek a kiilonbozé vérképzdszervi megbetegedések (Meyer
¢s mtsai. 1972; Gruhn és Sansos 1963), a cukorbetegség (Rangel-Guerra és mtsai. 1985;
Sheldon és mtsai. 1959; Reinhardt és mtsai. 1970), sulyos sériilések (Stern és mtsai. 1999;
Nash és mtsai. 1971; Rabin és mtsai. 1961), valamint a szerv és csontveldatiiltetést kdvetd
immunszupressziv  kezelések (Funada és Matsuda 1996). Az utdbbi években az
orvostudomany fejlédésével novekszik azoknak a beavatkozasoknak a szama, melyek
megnodvekedett kockazati tényezot jelentenek gombas fertdzések kialakulasaban. Ezek kozé
tartozik a vérképzo szervek dssejtjeinek transzplantacioja, a HSCT is (hematopoetic stem cell
transplant) (Greenberg és mtsai. 2006), melyeknél egyre ndvekszik a zigomikdzisos esetek
szama (Marty és mtsai. 2004; Siwek és mtsai. 2004; Marr és mtsai. 2002).

Az opportunista kérokozé gombak, a természetben (elsGsorban a talajban) el6forduld
szaprofita szervezetek, melyek nagy mennyiségben keletkezd, kisméreti sporangiospdrai a
levegOben terjedve konnyen bekeriilnek a tiidobe, és a legyengiilt szervezetben stlyos
megbetegedést okozhatnak. A  zigomikézisok kiillonboz6é formaban jelentkezhetnek,
megtamadhatnak 0Osszefiiggd szoveteket, szerveket, mint példaul a tidoét, vesét, de
eléfordulhatnak az emésztészervrendszerben is. A borfelszin sériilése, €¢gési sebek esetén a
fertdzeés a bort €s a bor alatti szoveteket tamadja meg, majd borlézidkat okoz. A gombasejtek
véraramba keriilve a szervezetben szétterjedhetnek, és tobb szervet timadhatnak egyszerre. A
fertozésnek ez a formaja a tiidébol indul ki, és a gombasejtek embolids folyamat

kovetkeztében keriilnek a véraramba, ahonnan bejuthatnak az agyi teriiletekre is (Berns ¢€s
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mtsai. 1984, Tedder és mtsai. 1994). A zigomikozisok leggyakoribb formaja a rhinocerebralis
mucormikézis, amely rendszerint az orriiregekbdl ered, majd onnan atterjedve az arc mas
részeire (pl. a szemre) és bekeriilve a homlokiiregbe az agyat is megtamadja (Chakrabarti és
mtsai. 2001; Nosari és mtsai. 2000; Rizzato 2004). Ennek a fert6zési formanak leggyakoribb
oka az elhanyagolt cukorbetegséggel egyiitt jard ketoaciddzis, és a neutropénias allapot
(neutrofil granulocitdk szamanak csokkenése), mely kedvezd koriilményeket teremt a gomba
szdmara a szervezetben torténd szaporodasra (Chakrabarti és mtsai. 2001). A jaromsporas
gombak altal eldidézett betegségek kezelésének sikere nagymértékben fiigg a gyors
diagnoézistol (Nosari és mtsai. 2000). A diagnozis felallitasa a legtobb esetben igen nehéz, a
fertdzeés elso tiinetei a laz és az erds kohogés, majd a fert6zés a legyengiilt szervezetben
gyorsan elhatalmasodik. A tiidében kifejlodé gomba a rontgen radiografias és komputer
tomografias (CT) felvételeken a tiidéaszpergillozis képével egyezik (Kline 1985), mig vérbol,
kopetbdl, vagy a légutakbdl mosassal nyert mintdkban (intraalveolaris lavage) a jaromsporas
gombak jellegzetes harantfalak nélkiili micéliuméanak kimutatdsa gyakorlatilag lehetetlen. Az
érintett szervek szdvettani vizsgalata perjodsavas-Schiff festéssel és Grocott-GOomori
metanamin-eziistnitrat festéssel torténik (Nosari és mtsai. 2000). A biopszidval vett mintdban
a nem szeptalt, szabalytalan eldgazddast mutatd hifak alapjan a jaromspéras gombdk a
szabalyos harantfalakkal tagolt aszkuszos gombahifaktol egyértelmiien elkiilonithetok (Nosari
¢s mtsai. 2000), de a zigomikozis sajnos legtobbszor csak a beteg halala utan igazolt (Eucker
¢s mtsai. 2001). Mindezek alapjan lathatdo, hogy a veszélyeztetett betegek (pl.:
immunszupressziv terapia) esetében a stlyos mellékhatasokkal jard, preventiv antifungalis
kezelés sziikséges. Mas esetekben, a betegség hirtelen felbukkanasa példaul sériilés
kovetkeztében, az antifungalis szerekkel, legtobbszor az intraperitonealisan adott amfotericin
B-vel, vagy annak valamely lipid formajaval torténd kezelés azonnali megkezdése mellett a

fertozott szovetek sebészi Uton torténd eltavolitdsa javasolt. Roden ¢s mtsai. (2005)
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Osszegyljtottek az 1885 ota kozolt, jaromsporas gombak altal okozott megbetegedés adatait.
A 929 vizsgalt esetbdl a mas alapbetegséggel nem rendelkezdk 65%-a, a cukorbetegek 56%-a,
mig a rdkos betegek 34%-a ¢lte tal a fertdzést. A tulélés esélye nagymértékben fliggott a
fertdz¢és tipusatdl és az érintett szovettdl, vagy szervtdl: a talélés borfertdzéseknél 90%,
rhinocerebralis fertdzésnél 38%, tlidd érintettség esetén 24%, emésztdszervrendszeri formanal
15%, a betegség disszeminalt forméjaban pedig minddssze 4%.

A jaromsporas gombak tobb képviseldje ismert opportunista human koérokozoként,
ilyen példaul az Absidia corymbifera, Rhizomucor sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Saksanea
vasiformis (Chakrabarti ¢s mtsai. 2001), de leggyakrabban Rhizopus ¢€s Rhizomucor
nemzetségbe tartoz6 fajok fordulnak eld a mucormikoézisos esetekben. A betegség tiinetei,
lefolyasa és a veszélyeztetett betegek szempontjabol a kiilonb6z6 Mucorales rendbe tartozo
gombak altal okozott fertézések teljesen hasonloak, de az izolalt gombafajok antifungalis
szerekkel szemben tapasztalt érzékenysége nagymértékben kiilonbozik. Ezen kérokozok
sokfélesége miatt a velilkk szemben alkalmazhaté szerek, és a fajok gyors és legalabb
nemzetség szintli azonositasanak kutatasa elengedhetetlen az érintett betegek kezelése
szempontjabol. Schwarz és mtsai. (2006) 16 fajhoz tartozo 44 zigomikota izolatum vizsgalata
soran a fajok azonositasara alkalmazhaté ITS szekvencidkon alapulo, PCR alapu
diagnosztikai modszert dolgozott ki, mellyel a fajok azonositasa a szovetekbdl vett mintakbol

lehetséges.

Gombafertozések kezelése

A sulyosabb gombafert6zések kezelésére hasznalt elsé antifungélis szer a poliének
csoportjaba sorolt amfotericin B deoxikolat (AmBD), mely erés antifungalis hatasa mellett
sulyos mellékhatasokkal rendelkezett, ezért kifejlesztették a majra kevésbé toxikus lipidekkel

kombinalt formait az AmB lipid komplexet (ABLC), a liposzomas AmB-t (LamB) és az AmB
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kolloid diszperziojat (ABCD). Valamennyi amfotericin B molekula antifungalis hatdsa a

gomba sejtmembranjaban talalhato ergoszterolhoz val6 kotédésén alapul (4. Abra).
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4. Abra: Gombaellenes szerek hatismechanizmusa
(Mukherjee és mtsai. 2005 nyoman)
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Mas antimikotikumok az imidazolok ko6zé tartozd mikonazol, ketokonazol és a
triazolok csoportjaba tartozé itrakonazol, vorikonazol és flukonazol. Gombaellenes hatasukat
az ergoszterol szintézisének gatlasan keresztiill érik el. Néhany j6 vizoldékonysagu
azolszarmazek (pl. flukonazol) elénye a molekula hosszu féléletideje mellett, hogy szajon at
is szedhetd, hatranyuk viszont szamos metabolikus mellékhatasuk. Szamos esetben
alkalmaztak azolokat zigomikdzisok kezelésében, de altalaban nem voltak kellden hatasosak
(Rizzato 2004). Sun és munkatarsai 2002-ben tobb klinikai jaromsporas gombaizolatumra
tesztelték az ujabb fejlesztésli posakonazolt, mely az itrakonazolhoz, vorikonazolhoz ¢és
flukonazolhoz képest hatdsosabb gatlészernek bizonyult in vitro kisérletekben, bar hatasa az
amfotericin B gatlé hatasatol a legtobb esetben elmaradt. Az azota eltelt néhany évben
azonban egyre tobb in vitro, in vivo €s terapias alkalmazas is azt mutatja, hogy a per os
alkalmazhatdé posakonazol attorést jelenthet a zigomikozisok kezelésében. Barchiesi és
munkatarsai (2007) in vivo egérmodellben tesztelték a posakonazol profilaktikus hatasat két
jaromsporas gombafaj, a Rhizopus oryzae és Absidia corymbifera fertézés kivédésére. A R.
oryzae-vel fertdzott egér valamennyi szervébdl sikeriilt a korokozot tenyészteni a posakonazol
profilaxist kovetéen csakugy, mint az eddig egyediill hatdsos szer az amfotericin B
profilaktikus alkalmazéasat kovetéen (Odds és mtsai. 1998). Az egerekben a fertdzést a
sporangiospdrak intravénds befecskendezésével idézték el €s arra is kivancsiak voltak, hogy
az igy mesterségesen létrehozott disszeminalt fertézés soran mely szervekben alakul ki
fertdzési goc, hol alakulnak ki a hifak. Megfigyeléseik szerint a R. oryzae bejutasat kdvetden
a hifak leginkabb a vesékben és az agyban alakulnak ki. Mig a vesében nagymértékben
csokkenthetd a fertézési gocok szama mind amfotericin B, mind pedig posakonazol
profilaktikus alkalmazasaval, addig az agyban csak az amfotericin B alkalmazasaval sikertilt
ezek szamat csOkkenteni, bar a kialakult fert6zési teriiletek mérete nem cs6kkent. A.

corymbifera esetében posakonazol alkalmazasaval valamennyi szerv fertézésmentes allapotat
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sikertilt elérni, a korokozd a szovetmintdkbol nem volt tenyészthetd. Greenberg ¢&s
munkatarsai (2006) 24 esetbdl 19 betegnél értek el részleges valaszt, vagy gyogyulést a
jaromspoéras gomba altal okozott fertdzés lekiizdésében. A kezdeti amfotericin B kezelés utan
hosszabb ideig alkalmaztak posakonazol kezelést, mely az egyik betegnél tobb mint ezer
napig (!) tartott. A posakonazollal kezelt betegek a szert jol toleraltdk, mindossze egy esetben
kellett felhagyni a posakonazol alkalmazasaval allergids reakcid kialakuldsa miatt. Az
alapbetegség kontrollalasa az antifungalis kezelés mellett az altaluk vizsgalt betegeknél is
fontos volt a talélés szempontjabdl. Az azolok alkalmazhatdsagat legtobbszor korlatozza az a
tulajdonsaguk, hogy metabolizmusuk a maj citokrom P450 rendszerén keresztiil valosul meg,
igy egylittes adasuk mas, a veszélyeztetett betegek kezelésében alkalmazott drogokkal,
példaul ciklosporinnal sulyos mellékhatasok kialakuldsdhoz vezet. Az Gjabb gombaellenes
szerek csoportjat jelentik az echinokandinok, példaul a kaszpofungin, melyek az 1,3-B-D
gliikan szintdz gatldsan keresztiil gatoljak a gomba sejtfalanak szintézisét és ndvekedését (4.
Abra). Ibrahim és mtsai. (2005) sikeresen azonositotta a gliikdnszintézisért felelds
fehérjekomplex egyik alegységét kodold gént, valamint azonositottak egy kaszpofungin
fliggd, membranhoz kapcsolodo gliikanszintaz aktivitast Rhizopus oryzae-ban. Kisérleteikben
sikeriilt javitaniuk a ketoacidozist mutaté egérmodellben létrehozott szisztémdas R. oryzae
fertdzés tulélési esélyét kaszpofungin alkalmazdsival. A kezelés azonban csak abban az
esetben volt sikeres, ha a fertézést kevés (5x107) sporaval idézték eld. Mindezekbdl
kovetkezik, hogy az amfotericin B és kiilonbozd lipidformdinak alkalmazasa sebészeti
beavatkozéssal egyiitt tovabbra is a zigomikota fertézések leghatékonyabb kezelését jelentik
(Jiménez és mtsai. 2002). Az amfotericin B kezelést sikerrel alkalmaztdk a mucormikézis
rhinocerebralis tipusandl (Mondy ¢és mtsai. 2002; Ruoppi és mtasi. 2001) is. Az amfotericin B
sulyosabb mellékhatdsai, a 14z, az izomgyengeség, a 1égzési nehézségek mellett a vese

karosodasa. Néhany ujabb tanulmany beszamol arrol, hogy az amfotericin B-t, a
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mellékhatasok csokkentése érdekében mas antifungalis szerrel kombinalva alkalmazzak
(Barchiesi és mtsai. 2007). Kombinacioban hasznaljak az antibiotikus vegyiileteket abban az
esetben is, ha valamelyik vegyiilettel szemben a korokozd rezisztenciaja alakulhat ki.
Szisztémas Candida fertézésekben az amfotericin B-t flucitozinnal egyiitt alkalmazzak az
esetleges flucitozinrezisztencia kialakuldsanak elkeriilésére (Rizzato 2004). A kiilonb6zo
szerek kombindldsanak masik elonye lehet a szinergizmus, vagyis az egyes komponensekre
kiilon-kiilon nem érzékeny organizmusok kombindlt kezelésben érzékenyek lehetnek, és a
komponensek alkalmazott koncentracidja csokkenthetd. Afeltra és mtsai. (2004) az
itrakonazol és kiilonb6z6 antimikrobialis hatdssal nem rendelkezd membranaktiv anyagok
(amilorid, lidokain, lansoprazol, nifedipin, verapamil és flufenazin) in vitro szinergizmusat
vizsgaltdk az itrakonazollal szemben rezisztens Aspergillus fumigatus ndvekedésének
gatlasdban. Elanjikal és mtsai. (2003) sikeresen kezeltek egy invaziv aszpergillozisban
szenvedd 24 honapos kislanyt az amfotericin B-t kaszpofunginnal kombinalva. Ezek a
torekvések kiillondsen fontosak zigomikozisok esetében. Az egyik lehetséges csoportja a
kombindcioban adhaté vegylileteknek a sztatinok, melyek a sziv ¢s érrendszeri
megbetegedésekben koleszterinszint csokkentésére alkalmazott szerek. Tobb publikacidban
igazoltak a sztatinok fungisztatikus illetve fungicid hatdsat (Chin és mtsai. 1997; Chamilos és

mtsai. 2006).

s rer

Az egyes antimikotikumokkal szemben mutatott érzékenység vizsgalatara a Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI), korabbi nevén National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLSI) javasol a klinikai gyakorlatban alkalmazhat6 standardizalt
eljarast. A fonalas- ¢és élesztégombakra jellemzd drogérzékenység vizsgalatanak

végrehajtasara az antifungalis érzé¢kenységvizsgalattal foglalkozo albizottsag, a Subcommittee
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on Antifungal Susceptibility Tests javasol eljarasokat, valamint az altala megallapitott MIC
értékek az irdnyadok az antifungalis szerek klinikai alkalmazasakor.
Az antifungalis szerek interakciojanak vizsgalata harom moddszer segitségével végezhetd el
(Mukherjee és mtsai. 2005):

1. Checkerboard titralas

A leggyakrabban alkalmazott mddszer, melynek lényege, hogy 96 mintahelyet (12x8)
tartalmaz6 mikrotiter lemezen a két szer kiilonb6zé koncentracidit higitdsi sorban
alkalmazzdk, és az egyes mintahelyeken elkészitik a két szer kiilonbozé alkalmazott
koncentracioinak kombindciojat is. Az igy elOkészitett lapra megadott sejtszamot, vagy
sporaszamot leoltva, azt adott hdmérsékleten, adott ideig inkubaljak, majd a mintahelyek
optikai denzitdsdbdl kovetkeztetnek a novekedésgatlas mértékére. A kapott eredmények
alapjan a szerek kozotti interakcio tobbféle modszerrel is szadmolhato:
o FIC mutaté Kiszamitasa (FICI, non-parametric fractional inhibition concentration

index)

2.FIC = FIC,+ FIC, =
& = MIC, MIC,

ahol,
MIC,4 és MICp Az A és B szer dnmagaban torténd alkalmazésakor
kapott minimalis gatl6 koncentracio
MICa, komb €s MICpg komb. Az A és B szer kombinacidban torténd alkalmazasakor
kapott minimalis gatlo koncentracio.
Odds ¢és mtsai. (1998) alapjan megallapitott értékek a kdolcsonhatds jellegének

megallapitasara:
FICI<0,5 Szinergizmus
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0,5 <FICI <4
4 <FICI

Nincs kolesonhatas

Antagonizmus

A FIC mutat6 hasznalatanak legnagyobb hatranya, hogy a checkerboard titralas soran

egyazon lemezen, az egyes mintahelyeken koncentraciotol fiiggden a szerek szinergizmusa,

antagonizmusa €s az interakcié hidnya is megallapithato, amit ezzel a modszerrel nem

tudunk figyelembe venni. A moédszer tovabbi hatrdnya, hogy a mikrotiter lemezen

legtdbbszor nem az egyes szerek minimalis gatld koncentracidja szerepel, azaz a MIC érték

altalaban két higitasi érték kozé esik, amit igy FIC index szdmoldsanal nem lehet pontosan

figyelembe venni. Mindezek kdvetkeztében a FICI értéke kiilonboz6 tanulmanyok esetében

eltéro lehet.

RSM (fully parametric response surface model) Greco és mtsai. (1995)

Greco ¢és munkatarsai altal javasolt modszer szerint az interakcids koefficiens o

értéket az alabbi Osszefiiggés alapjan szamitjak ki.

D.Ds

(0

. D, D,
- E kT E \& T E NG
ICSD.A (ﬂ) ' ICSU.B (ﬂ) ICSD,A ICso_a ) b

ahol:

Da, Dg

ICs

Emax

Ernax- E

A ¢és B vegylilet minimalis gatlo koncentracigja (MIC), a
vegyiileteket egyediil alkalmazva gatloszerként.

Az a koncentracid, amellyel 50%-os novekedésgatlas
érhetd el a gatldszer hianyaban mért értékhez képest.

Az adott koncentracional mért optikai denzitas.

A gatloszer hozzdadéasa nélkiil kapott optikai denzitas

(kontroll)
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my, Mg A ¢és B szer koncentracidjanak fliggvényében abrazolt
optikai denzitds értékek gorbéjéhez illesztett egyenes
meredeksége.
A kapott a érték alapjan:

o >0 Szinergizmus
o <0 Antagonizmus

o =0 Nincs kolesonhatas

A modszer hatranya ebben az esetben is az, hogy el6fordulhat, hogy az 50%-o0s gatlast
eredményezé koncentraciét a mikrotiter lapon nem alkalmazzdk. Ezenkiviil a modszer
bonyolult regresszidanalizisen és matematikai modellezésen alapul, melynek rutinszerii
alkalmazasa szoftverek hidnydban, a klinikai gyakorlatban nem megoldott. A moddszer
elényének is szamithat, hogy sok valtozét vesz figyelembe, azonban az eredmény
reprodukélhatosaga sok valtozotol fiigg, ami a standardizalast nehézkessé teszi.

A két szamitasi mod koziil legtobbszor ezért a FIC értéken alapulot alkalmazzak.

° Abott-formula:

A gyakorlatban legegyszeriibben alkalmazhaté szamitdsi mddszer az Abott-képlet

(1925) alkalmazasa:
Ie = D, + Dy — (DAxDy/100)
ahol:
Da.Dg A ¢és B vegyiilet adott koncentracidja mellett elért gatlas
mértéke a vegyiileteket egyediil alkalmazva gatloszerként.
Ie A gatloszerek onmagukban eléidézett gatlasa alapjan vart

egylittes gatld hatas
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A mért gatlasi értékeket (Ip) a szadmolt értékre vonatkoztatva az egylitthatast a

kovetkezOk alapjan jellemezhetjiik.

IR = I/Ie
ha IR értéke:
>1,5 szinergizmus
0,5-1,5 additivizmus
0,5> antagonizmus

Ennek a szdmitasi modszernek az eldnye, hogy valamennyi alkalmazott koncentraci6
esetében ¢és minden kombinacidoban kiszdmolhato, akkor is, ha a pontos MIC értékhez

tartoz6 koncentraciot a leoltas soran nem alkalmaztuk.

2. Sejtpusztulasi kinetika vizsgalata (Time-kill method)
A moddszer lényege, hogy kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazva a gombaellenes
szert, az adott gombat altaldban 5x10° sejt/ml koncentracioban leoltva inkubaljak, majd
kiilonb6zé idépontokban mintat véve a kultirdbol azt tiptalaj felszinére oltjak, és a

kifejlodott telepeket szamoljak (CFU/ml, colony forming unit).

Antagonizmus

nincs hatas

B szer hatasa

A szer hatasa

Log CFU/mI

Additiv hatas
Inokulum

Meérési hatar

Szinergizmus

5. Abra: Sejtpusztulasi gorbék alakulasa az alkalmazott szerek kolesonhatasanak
vizsgalataban (Mukherjee és mtsai. 2005 nyoman)
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Tobb szer szinergizmusa esetén az inkubacios 1d6 novelésével a képzodott telepek
szama csokken (5. Abra). A modszer azonban csak élesztdgombakra alkalmazhatd
megbizhatoan, bar nagy elénye, hogy a gombaellenes szerek farmakodinamikai sajatsagaira

is kovetkeztetni lehet az eredményekbdl.

3. E-teszt (Epsilometer test)

Az AB Biodisk (Solna, Svédorszag) altal gyartott tesztcsik az adott gombaellenes szer
ellatva. A csikot a gombaval leoltott taplemez feliiletére helyezik és a gyartd utasitdsainak
megfeleld homérsékleten megadott ideig inkubaljak. A tesztcsik koriil megfigyelhetd egy
elnyugjtott ellipszis alaku gatlasi zona, melynek a csik skaldjaval valdo metszéspontja
hatarozza meg a MIC értéket. Kiilonbozé szerek kolcsonhatdsanak vizsgalatanal egy

crer

MIC értékhez viszonyitott higitas 1éptéke alapjan allapitjak meg:

Szinergizmus: a MIC érték a skalan 3 higitasi 1épcsdvel kisebb koncentracional
jelentkezik
Additiv hatas: a MIC érték 2-3 higitasi értékkel csokken

Nincs kolesonhatas: a MIC érték kevesebb mint 2 higitasi 1épcsovel csokken

Antagonizmus: a MIC érték tobb mint 3 higitasi értékkel ndvekszik

Sztatinvegyiiletek szerkezete és hatasa

A 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz kompetitiv inhibitorai a sztatinok. Az
els6 természetes eredetll sztatinok, a Penicillium citrinum altalt termelt mevasztatin
(kompaktin) (Endo és mtsai. 1977) és egy Aspergillus terreus torzs altal termelt lovasztatin

volt (Monaghan ¢és mtsai. 1979). HMG-KoA reduktiz gatld hatdsuk miatt a vér
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koleszterinszintjét csokkentik, igy a sztatinok maig elterjedt gyogyszerek a sziv és érrendszeri
megbetegedések kezelésében. Napjainkban tobb szintetikus format allitanak eld, melyek
nagyobb affinitassal kotédnek az enzim katalitikus helyéhez, kevesebb mellékhatdssal
rendelkeznek, igy hatékonyabban alkalmazhatok a gyogyaszatban (6. Abra). A
sztatinvegyiiletek koziil jelenleg is hasznéljak a lovasztatint (Mevacor), szimvasztatint

(Vasilip), atorvasztatint (Atorvox), rozuvasztatint (Crestor) és a fluvasztatint (Lescol).

Rozuvasztatin
CHy
OH

Fluvasztatin

Atorvasztatin

6. Abra. Néhany gyégyszerként alkalmazott sztatinvegyiilet kémiai szerkezete.

A sztatinok HMG-szerti csoporttal rendelkeznek, €s mar nanomoldaris koncentracioban
kotédnek a HMG-KoA reduktazhoz kiszoritva az enzim természetes szubsztratjat a HMG-
KoA-t, mely csak mikromolaris koncentracioban kotddik az enzimhez (Istvan és Deisenhofer
2001). Bar elsdsorban a vér koleszterinszintjének csokkentésében alkalmazzak, az
izoprénszarmazékok szintézisének gatlasa révén tobb sejtfolyamat lejatszodasat s

befolyasoljak. Liao és Laufs (2005) ezeket a sztatinok koleszterol fiiggetlen vagy pleiotrop
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hatdsaiként gyiijtotte 0ssze. A pleiotrop hatasok kozé tartozik az endotélsejtek nitrogén-

monoxid szintdzanak (eNOS) aktivalasa, az endotelin-1 gatlasan keresztiil érfal relaxécio

rrrrrrrr

crcr

Osszessége a koleszterinszint csokkentése mellett tehat segit a keringés fenntartasaban és a
sziv- és érrendszer regeneralasaban. A sztatinok sejtekre gyakorolt hatdsa a kis GTP kot
fehérjék a Ras és Rho GTP-azok (RhoA, Cdc42, Racl) poszttranszlaciés mddositasan alapul.
A Ras fehérjék sejtmembranon keresztiil torténd atszallitasahoz a fehérje farnezilacidja, a Rho
fehérjék esetében pedig a geranilgeranilacioja sziikséges az endotélsejtekben (Yosida ¢€s
mtsai. 1991). Az ily modon aktivva vald fehérjék ezutdn szamos fehérje mikddését
befolyasoljak (Van Aelst és D’Souza-Schorey 1997, Hall 1998). Sztatinok altal kivaltott
apoptotikus hatast mutattak ki rdkos sejtvonalakban: mezotelioma (Rubins és mtsai. 1998),
akut mieloid leukémia (Van de Donk és mtsai 2002), és glioma (Jones és mtsai 1994)
sejtekben is.

Az utdbbi tiz évben néhany publikéacio beszdmolt a sztatinok €s valamely antifungalis
szer egylittes alkalmazasa soran tapasztalt in vitro szinergizmusrdl. Chin és mtsai. (1997)
fluvasztatin szinergizmusat vizsgaltak két, az azolok csoportjaba tartozé gombaellenes szer, a
flukonazol és itrakonazol esetében. Kisérleteikben Candida albicans és Cryptococcus
neoformans gombak novekedésének gatlasara alkalmaztak a vegyiileteket. Chamilos és mtsai.
(2006) a jaromsporas gombak korébe tartozd klinikai izolatumokat vizsgaltak.
Megallapitottak, hogy a lovasztatin in vitro szinergizmust mutat vorikonazollal. Kisérleteiket
Rhizopus oryzae, Rhizopus homotallicus, Mucor circinelloides ¢€s Cunninghamella
bertholletiae fajokkal végezték el. Drosophila melanogaster modellben a rovarokat

mesterségesen fertdzve M. circinelloides és R. oryzae egyes izolatumaival azt tapasztaltak,
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hogy a lovasztatinnal el6zdleg kezelt rovarok haldlozasi ratdja 20%-kal csokkent, amikor a
lovasztatinos kezelést kovetden Mucor fertdzést indukaltak. R. oryzae-vel tortént fertdzés
soran ilyen eltérést nem tapasztaltak, lovasztatin alkalmazéisaval a rovarok talélését nem

sikerult novelni.

Sztatinvegyiiletek és gombaellenes szerek metabolizmusa

A sztatinok mas gyodgyszerekkel kombindcidban torténd alkalmazhatosagat
nagymértékben korlatozzdk farmakodinamikai tulajdonsagaik. Sztatinok egylittes szedése
szteroid hormonokkal, kalciumcsatorna-blokkolokkal, paracetamol tartalmt készitményekkel
a human gyodgyaszatban ellenjavallt, sulyos mellékhatasokat, izomelhalast (rhabdomyolysis)
okozhat. Ennek oka, hogy mindezek a drogok a vérbdl a majba keriilve metabolizalodnak, és
ott a maj citokrom izoenzimeit gatoljak. A citokrom P450 fehérjék csoportja nagy diverzitast
mutat, szamos kémiai vegyiilet megkdtésére képesek, &m szubsztratspecifitasuk sokszor atfedi
egymast. Az emlésok CYP fehérjéi 26 alcsaladba sorolhatok, melyek koziil a CYP2C,
CYP2D ¢s CYP3A4 felelés a legtobb gyogyaszatban hasznalt kémiai vegyiilet
metabolizmusaért (Herman 1999). A sztatinok metabolizmusuk alapjan harom f6 csoportba
oszthatok (Christians és mtsai. 1998): a lovasztatin, szimvasztatin és az atorvasztatin a
CYP3A enzim szubsztratjai, ezeknek a vegyiileteknek tobb mint 90%-a a majban
metabolizalodik. Masik csoportba sorolhatdé a fluvasztatin, amely els6sorban a CYP2C9
szubsztratja, farmakokinetikdjat befolyasoljak ezen enzimrendszer gatloszerei és szubsztratjai
(Guengerich 1995; Rendic és Di Carlo 1997). Ennek a vegyliletnek toxikus mellékhatédsait
mas CYP inhibitorokkal alkalmazva nem tapasztaltdk (Garnett 1994, Amorosa 1994). A
harmadik csoportba sorolhatd pravasztatin csak kismértékben metabolizalodik a CYP3A
enzimen keresztiil, nagyobb részben CYP enzimektdl fiiggetleniil metabolizalddik, igy a

CYP3A enzim gatlasa nem okoz emelkedést a plazma pravasztatin szintjében (Neuvonen ¢és
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mtsai. 1998), izomkarositdé hatast eddig nem detektaltak. A sztatinok altal kivaltott
izombetegségek oka a HMG-KoA reduktaz dozisfliggd gatlasdnak a kdvetkezménye (Smith
és mtsai. 1999, Nakai és mtsai. 1997, Pierce és mtsai 1990). A CYP fehérjékhez kot6do
szubsztrat molekuldk a sztatinok feldusuldsat okozhatjak a vérben, mely az emlitett
1izomkarosodashoz vezet. A szérum megnovekedett sztatinszintje azonban nem jarul hozza a
lipidesokkentd hatas noveléséhez (Lennernds és Fager 1997). A kiilonbdzo sztatinvegyiiletek
eltérd toxicitasa részben az eltérd lipofilitassal is magyarazhat6. Az izomra nagysagrendekkel
kisebb toxikus hatast mutatdo hidrofil pravasztatin az izomsejt membranjan joval kisebb
mértékben képes atjutni, mint a hidroféb jellegli lovasztatin, vagy a szimvasztatin (Sirtori
1993). Az egyes sztatinok legfontosabb farmakodinamikai tulajdonsagait a 2. tablazat foglalja

0ssze (Christians és mtsai. 1998)

2. Tablazat: A sztatinvegyiiletek farmakodinamikai tulajdonsagai

Tulajdonsag Lovasztatin Szimvasztatin Pravasztatin Fluvasztatin Atorvasztatin
Prodrog van van nincs nincs nincs
vér-agy-gat lakton forma  lakton forma nem nem ?
lipofilicitas lipofil lipofil hidrofil hidrofil lipofil
dozis (mg/nap) 20-8 10-40 20-4 20-80 2,5-80
Felszivodas (%) 30 60-85 35 98 ?
féléletidd (ora) 2,5-15 1,9-15,6 1,3-2,6 0,5-3,1 14
kivalasztds majon
keresztil (felszivodo 62-69 >78 46 68 ?
dozis %-a)
kitrdlés vesén
. 30 13 20-60 6 <2
keresztul (%)
foszfoglikoprotein
igen ? igen igen ?
szubsztrat
CYP szubsztrat CYP3A CYP3A nem CYP2C9 CYP3A
metabolitok is
csokkentik a vér igen igen nem nem igen
lipidszintjét
szervezetbdl lebontasi lebontasi lebontasi
valtozatlanul ?
kikertl6 forma termék termék termék
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Olbricht és mtsai. (1997) a lovasztatin szérumszintjének husszoros novekedését
tapasztaltdk, ha a lovasztatint az immunszupressziv terdpidban alkalmazott ciklosporinnal
egyiitt alkalmaztak, mig Kantola és munkatarsai (1997) tizszeres szérumszintndvekedést
figyeltek meg, ha a lovasztatint itrakonazollal egyiitt alkalmaztak. Tobb vizsgalat alapjan
feltételezték, hogy a lovasztatin, szimvasztatin, atorvasztatin ¢és cerivasztatin hasonlo
mellékhatdsai a CYP3A fehérje gatlasdhoz kothetdk. A cerivasztatin alkalmazasakor gyakran
lépett fel sulyos izomelhaldshoz vezetd mellékhatas, ezért a sztatinoknak ezt a képviseldjét
2001-ben kivontak a forgalombdl. Dimitroulakos és Yeger (1996) kimutattak, hogy a
lovasztatin a foszfoglikoprotein szubsztratja lehet, igy annak gatlasa csokkenti a lovasztatin
epecsatornakon  keresztiil zajlé  kitiriilését, ezaltal noveli a szérumszintjét. A
foszfoglikoprotein drog efflux pumpaként muikodik, és egyes rakos sejtek multidrog-
k6zos metabolikus Gton kivill mas tényezdk is szerepet jatszhatnak a karos mellékhatasok
kialakuldsaban. Ezt tdmasztjadk ald Regazzi és munkatarsainak (1993) vizsgalatai, akik a
pravasztatint ciklosporin A-val egyiitt alkalmazva a pravasztatin vérplazmaban mért
nak. Fischer és mtsai. (1999) a fluvasztatin metabolizmusat vizsgalva megallapitottak, hogy
annak lebontasakor legtobbszor keletkezd 5-hidroxi-fluvasztatin eliminacidjaért elsdsorban a
CYP2C9 molekula a felelés, mig mas tton torténd lebontaskor keletkezd szarmazékai a
CYP2C9, CYP3A4 ¢és CYP2C8 molekulan keresztiil tiriilnek ki a vérbol. A sztatinvegyiiletek
koziil eziddig a fluvasztatin rendelkezett a legkevesebb drogkdlcsonhatasbol eredd
mellékhatassal. Appel és Dingemanse (1996) fluvasztatin esetében nem tapasztaltak klinikai
hatast sem mas CYP2C9 gatlokkal; a cukorbetegek kezelésében hasznalt tolbutamiddal és
gliburiddal, az antikoagulansként hasznalt warfarinnal, sem a CYP3A gatlészereivel;

itrakonazollal és ciklosporin A-val egyiittesen alkalmazva.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt taptalajok

LB-taptalaj (pH 7)

LB+maltéz tapoldat

LB-fed6agar

Elesztékivonat-gliikdz tapoldat

YEG)

YNB minima4l taptalaj

SM puffer

Fag puffer

20xSSC:

1% NaCl

1% tripton

0,5% ¢lesztokivonat
1,5% agar

1% NaCl

1% tripton

0,5% ¢lesztokivonat
0,2% maltdz

10 mM MgSOy4 (pH 7,0)

1% NaCl

1% tripton

0,5% ¢lesztokivonat
0,7% agaro6z

10 mM MgSOy4 (pH 7)

1% gliikoz
0,5% élesztokivonat
1% KH2P04

1% gliikoz

0,05%YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco)
0,15% (NH4)2SO4

0,15% Na-L-glutaminat

(0,05% uracil és/vagy leucin az auxotrofia
komplementalasahoz)

0,58% NaCl
0.2% MgSO, x 7 H;0

0,01% zselatin
50 mM Tris/HCI (pH 7,5)

10 mM MgSO4

100 mM NaCl
20 mM Tris/HCI (pH 7,5)

3 M Na(Cl
300 mM natrium-citrat (pH 7,0)
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Hibridizacios pufferek:
Hibridizacios puffer: 5% SSC
0,1% N-lauroilsarcosin
0,02% SDS
1% blokkol6 reagens (DIG DNA labeling and detection
kit; Roche)

1. detektaldsi puffer (10x-es) 1,5 M NaCl
1 M maleinsav (pH 7,5)

2. detektalasi puffer 1,4% blokkol6 reagens 1x-es toménységii
1. detektalasi pufferben

3. detektalasi puffer 0,1 M NaCl
0,1 M Tris-HCI (pH 9,5)

LETS puffer 0,1 M LiCl
10 mM EDTA
10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
0,5 % SDS
Alkalmazott torzsek és plazmidok
A génklonozasi kisérleteket a Rhizomucor miehei NRRL 5901 torzsével végeztiik. A
reprezentativ génkonyvtar elkészitéséhez a A FIX II fagot (Stratagene) hasznaltuk fel. A
fagfert6zés céljara a XL1-Blue MRA (P2) E. coli torzset (Stratagene), mig a szubklénozasi

kisérletek transzformacidiban E. coli DH5o és TOP10F torzseket alkalmaztunk. Ezek a

kisérletek a pBluescript SK+ plazmid segitségével folytak. Az egyéb vizsgalatainkban

hasznalt torzseket a 3. Tablazat tartalmazza.

3. Tablazat: A kisérletekben vizsgalt gombatorzsek

Azonosité Fainév Tdrzsgyljtemény 6128 eredete Szaporodasi
szam kod tipus

R2A R. pusillus NRRL 2543 allati mikozis, Anglia homotallikus
R4 R. pusillus A-23448 ismeretlen +

R5 R. pusillus A-23504 ismeretlen -

R6 R. miehei NRRL 3169 ismeretlen, Kalifornia, USA homotallikus
R7 R. pusillus NRRL 3310 ismeretlen, India homotallikus
R8 R. miehei NRRL 5282 borsmenta komposzt, India homotallikus
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R9 R. miehei CBS 370.71 kopet, Hollandia homotallikus
R10 R. miehei NRRL 5284 rothadé alma, USA homotallikus
allati mikozis (tehén, placenta), )
R11 R. miehei NRRL 5901 homotallikus
Dakota, USA
R12 R. miehei NRRL 6303 ismeretlen homotallikus
R13 R. pusillus A-13100 ismeretlen -
R14 R. miehei A-18359 ismeretlen homotallikus
R15 R. miehei CBS 360.92 human mikozis, Ausztralia homotallikus
R16 R. pusillus ETH-M4920 trachea véaladék, Svajc ismeretlen
R17 R. pusillus ETH-M4918 komposzt, Svajc homotallikus
R18 R. pusillus WRL CN(M)231 allati mikozis, Anglia -
R19 R. pusillus FRR 2490 ismeretlen, Ausztralia +
R20 R. pusillus IBP M.p./1 ismeretlen, Lengyelorszag +
FRR 1652; NRRL
R21 R. pusillus ismeretlen +
6304
R22 R. pusillus A-19911 gabona ismeretlen
R23 R. pusillus NRRL 6399 denevér Urllék, India homotallikus
R24 R. pusillus NRRL 6401 ismeretlen, Kalifornia, USA ismeretlen
NRRL 3638;
R25 R. pusillus NRRL 3639; ATCC | viztartaly, Wisconsin, USA +
46342
CBS 354.68;
R26 R. pusillus NRRL 3470; ATCC| kukorica ismeretlen
16459
R27 R. pusillus CBS 184.67 levélkomposzt, Kalifornia, USA -
R29 R. pusillus CBS 183.67 I6tragya, Nevada, USA +
allati mikézis (borju, tidé), Uj-
Mw Mortierella wolfii NRRL 28640 ismeretlen
Zéland
Rh59 Rhizopus oryzae CBS 109939 human mikozis (bdr), Kanada ismeretlen
Rhizopus microsporus . . . .
Rh63 ] ) ) CBS 102277 human mikoézis, (rhinocerebralis) | ismeretlen
var. rhizopodiformis
Ac Absidia corymbifera SZMC 2010 ismeretlen ismeretlen
Syncephalastrum
Sr SZMC 2011 ismeretlen ismeretlen
racemosum
Xanthophyllomyces . .
P3 CBS 5908 Alnus japonica, Japan
dendrorhous

ATCC: American Type Culture Collection
CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures
NRRL: Agricultural Research Service Culture Collection
FRR: CSIRO Food Research Culture Collection
WRLCN: Welcome Bacterial Collection
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Moédszerek

Gomba genomi DNS tisztitasa

A YEG téapoldatban nevelt (200 rpm, 2 nap, 37°C) gombatdrzs micéliumat sziirtiik,
majd desztillalt vizzel atmostuk. A micéliumot fagyasztast kovetden (-20°C) folyékony
nitrogénben, dérzsmozsarban eldorzsoltiik. A micéliumhoz LETS puffert adtunk (2,5 ml/1 g
micélium), majd 65°C-on 15 percig inkubdltuk, 5 percenként iivegbottal &vatosan
megkevertiik. Azonos térfogatt PCI (fenol:kloroform:izoamilalkohol; 25:24:1) hozzaadasat
kovetden centrifugaltuk (15 000 rpm, 20 perc). A feliiluszoéhoz 2,5 térfogat etanolt adtunk.
Egyoras -70°C-on torténd inkubalast kdvetden centrifugaltunk (15 000 rpm, 25 perc), majd a
feliiliszo eltavolitasa utdn a DNS csapadékot fagyasztva széritottuk. Ezt kdvetden 0,5 ml
vizben oldottuk és 0,5 ml PCI hozzaadasa utan centrifugaltuk (15 000 rpm, 15 perc), majd a
feliiliszohoz 0,5 térfogat CI (kloroform:izoamilalkohol; 24:1) elegyet adtunk. A mintakat
ezutan ismét centrifugaltuk (15000 rpm, 5 perc). Ezt a 1épést megismételtiik, majd a
feliiluszobhoz 2,5 térfogat 95% etanolt adtunk (-70°C, 1 6ra). Centrifugalast kdovetden (15 000
rpm, 15 perc) a DNS csapadékot 70%-os etanollal mostuk, fagyasztva szaritottuk, majd 100

ul desztillalt vizben oldottuk.

A Rhizomucor génkonyvtar amplifikalasa

Az E. coli XL1-Blue MRA (P2) razatott tenyészetet (200 rpm, 37°C) ODgoonm = 0,6
eléréséig neveltilk LB-maltdz tapoldatban. A centrifugalassal (4000 rpm, 10 perc) iilepitett
sejteket 10 mM Mg,SOq4-ban vettiik fel, majd a faggal vald inkubalast kovetden (30 perc,
37°C) LB feddagarozzal (42°C) elkeverve LB alaptaptalaj felszinére ontottilk. A 7-8 6ra utan

megfeleld méretlivé vald plakkokbol a fagrészecskéket SM pufferrel mostuk ki. A
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fagszuszpenziot 5% (v/v) kloroformmal kezeltiik, centrifugdltuk majd a feliilluszohoz 3%

(v/v) kloroformot adva 4°C-on taroltuk.

HMG-KoA specifikus proba Kkészitése

A PCR reakcioelegy 2 ul DNS (4 ug)

2-2 ul ANTP (2,5 mM)

5-5 ul primer (10 uM)

5 ul MgCl, (200 uM)

5 ul Taq puffer

0,5 pl Taq polimeraz (2,5 U)

17,5 ul desztillalt viz

a mintakra 45 pl steril 4svanyi olajat rétegeztiink
A PCR reakci6 koriilményei

1 ciklus 2 perc/95°C

35 ciklus 0,5 perc/95°C
0,5 perc/45°C
1 perc/72°C

1 ciklus 5 perc/72°C

A felhasznalt HMG-KoA reduktaz -specifikus primerek (Corrochano és Avalos 1992)

HMGIF 5' - cgggatcciatggciaciacigargg - 3'
(Pro-Met-Ala-Thr-Thr-Glu-Gly)
HMG2R 5' - cgggatcatrttcaticccat - 3'
(Met-Gly-Met-Asn-Met)
itA,C,G T
rrA G

A A Fix Il fasban elkészitett Rhizomucor génkonyvtar sziirése

A Rhizomucor génkonyvtar titralasa

Az amplifikalt génkonyvtarbol 15 pl-t, illetve ebbél 107, 107, 107, 10™ higitasi
1épcsdk azonos térfogatait 150-150 ul XL1-Blue MRA (P2) baktériummal inkubaltunk (30

perc, 37°C), majd fedéagarozzal elkeverve alaptaptalajra ontottiik.
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A Rhizomucor génkonyvtar sziirése

A génkonyvtarbol a leirt médon csészénként 300-400 plakk megjelenését biztosito
mennyiséggel dolgoztunk. A plakkok megjelenése utan (7-8 6ra) a csészéket 2 6rara 4°C-ra
helyeztiik. Ezt kovetoen a felszinre steril hibridizaciés membrant (Amersham, Hybond N+)
helyeztiink. A membranokat levegdn 10-20 mésodpercig szaritottuk, majd 2 percig 0,5 M
NaOH ¢s 1,5 M NaCl keverékében; 5 percig 0,2 M TRIS (pH 7,5) és 2 x SSC keverékében;
végiil 30 masodpercig 2 x SSC-ben mostuk. A membrénokat levegén szaritottuk, majd 30

masodpercig ultraibolya (UV) fénnyel kezeltiik.
Hibridizacios koriilmények

A hibridizdciés membrant (Amersham, Hybond N+) egy o6rdan at, 68°C-on
hibridizacios pufferrel eléhibridizaltuk, majd 2,5 ml hibridizaciés pufferhez adott 15 ul jelolt
DNS probaval hibridizéaltuk (12 6ra, 68°C). A proba jeloléséhez minden esetben a nem
radioaktiv digoxigenines jelolést (DIG DNA labeling and dection kit; Roche) alkalmaztuk a
gyartd utasitasainak megfeleléen. A hibridizacios kisérleteket megel6zéen a proba DNS
egyszaluva tételét 10 perc 100°C, 10 perc 4°C ¢és 5 perc -20°C-on torténd inkubalassal

biztositottuk.

A hibridizaciét kdvetéen a membrant kétszer 6t percig 2 x SSC, 0,1% SDS oldattal,
majd kétszer tizenot percig 0,1 x SSC, 0,1% SDS oldattal mostuk 68°C-os hdmérsékleten. Ezt
kovetden az 1. detektald pufferrel egy percig, majd a 2. detektalo pufferrel 30 percig, majd a
2. pufferhez adott 4 pl antitest konjugdtummal Ujabb 30 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten. Kétszer tizenot perces mosast (1. puffer, szobahdmérsékleten) kdvetden
a szinreakciohoz 3. detektalasi pufferhez adott 200 pl eléhivé reagenst (NBT+DNF; nitroblue

tetrazolium+N,N dimetil-formamid) hasznaltunk a gyart6 utasitasai szerint.
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Southern blot

Az agar6z gélelektroforézist kovetden a géleket 0,125 M HCl-ban 10 percig mostuk,
majd desztillalt vizes 6blitést kdvetden denaturald (1,5 M NaCl, 0,5 mM NaOH) oldatba
helyeztiik. Husz perces denaturald kezelést kovetden a gélt 20 percre neutralizald (1,5 M
NaCl, 0,5 M Trisz-HCI pH 7,5) oldatba tettiik. Az igy elokezelt gélt 20 x SSC oldat
segitségével membranra (Amersham, Hybond N+) blottoltuk. A DNS szakaszokat a
membranra UV (1 perc) segitségével rogzitettiik. A homolog probaval torténd hibridizaciot,

valamint a jelek detektalasat az elézdekben ismertetett moédon hajtottuk végre.

A fag DNS tisztitasa

Fagok szaporitasa baktériumtenyészetben

Ot ml LB+maltdz tapoldatban E. coli MRA(P,) sejteket ODgoonm = 0,4-0,5 eléréséig
neveltlink 37°C-on, razatott tenyészetben. Ezutan a sejteket centrifugaltuk (4000 rpm, 8 perc),
majd 0,4 térfogat 10 mM MgSO, oldatban felvettiikk. Ebbdl megfeleld mennyiséget az SM
pufferben 4°C-on tarolt fag megfeleld higitasaval 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A mintékat
ezutan 50 ml 37°C-ra eldmelegitett LB+maltoz tapoldathoz adtuk, majd 6-8 ordn keresztiil
razattuk (200 rpm, 37°C). A baktériumtenyészet feltisztulasat kovetéen 0,01 térfogat

kloroformot adtunk és 4°C-on taroltuk.

A fag DNS tisztitasa

A fagfertdzés utan lizalt baktérium tenyészetet (8000 rpm, 10 perc, 4°C)

centrifugdltuk, majd a feliilisz6thoz 1 pg/ml-es végkoncentracioban RNaz-t és DNé4z-t adva

cre

adva 1 6ran at 4°C-on, majd 9,3% PEGgyp-et (polietilén-glikolt) adva tjabb 1 o6rén at

inkubaltuk 4°C-on. Centrifugalast (10 000 rpm, 20 perc, 4°C) kdvetden a csapadékot 10 ml
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(100 ml lizatumra szdmolva) fag pufferben oldottuk, majd ehhez 100 ul 10% SDS-t és 100 ul
0,5 M EDTA-t (pH 8,0) adtunk, majd 68°C-on 15 percig inkubaltuk. Az elegyhez azonos
térfogata PCI elegyet adtunk, majd centrifugaltuk (12 000 rpm, 5 perc). A PCI kezelést
megismételtiik. A felsé fazishoz azonos térfogatban kloroform:izoamilalkoholt (1:1) adtunk,
majd ismét centrifugaltuk (12 000 rpm, Sperc). A felsé fazishoz azonos térfogatit 95%-os
etanolt adtunk ¢és -70°C-on 20 percig inkubaltuk. Centrifugaldst kdvetden (12 000 rpm, 10
perc, 4°C), a csapadékot 70%-os etanollal mostuk, vakuumban széritottuk €s 200 pl desztillalt

vizben feloldottuk.

DNS szakaszok izolalasa és klonozasa

DNS tisztitas agaroz gélbol

A DNS-t tartalmazo gélrészletet steril szikével vagtuk ki a 0,8% agaro6zt tartalmazo
gelbol. A kivagott géldarabbol a DNS-t a Fermentas DNA Purification Kit segitségével

nyertiik ki, majd a tovabbiakban ligalasi reakciokban hasznaltuk fel.

Ligalas szubklonozasi kisérletekben

5 U T4 DNS ligaz enzim (Fermentas MBI)
1 ul T4 DNS ligaz puffer (Fermentas MBI)
1 ul pBluescript SK+ plazmid
7 ul DNS fragment
A ligélast 16 oran keresztiil 18°C-on végeztiik, majd 10 perces, 65°C-os hdkezeléssel

allitottuk le.

Kompetens sejtek készitése

LB tapoldatban nevelt 14 6ras E. coli tenyészet 3 ml-ét 30 ml LB tépoldatba oltottuk
€s ODgoonm = 0,6 érték eléréséig neveltiik. A tenyészet 15-15 ml-ét centrifugéltuk (8000rpm,

Sperc, 4°C), majd a sejteket 15-15 ml 100 mM-os, 4°C-os CaCl, oldatban szuszpendaltuk.
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Ismét centrifugaltuk (8000 rpm, Sperc, 4°C), majd a sejteket ismét 15-15ml 100 mM-os, 4°C-

os CaCl, oldatban felszuszpendaltuk, két egyenld részre osztottuk, majd 1 ords inkubalast
kovetden (4°C) Gjra centrifugaltuk (8000 rpm, 5 perc). 0,375 ml 100 mM-os CaCl, és 20%

glicerin oldatban torténd felszuszpendalas utan -70°C-on fagyasztva taroltuk.

Baktériumsejtek transzformaldsa

Fagyasztva tarolt (—70°C) 200 pl térfogati kompetens sejtet jégen felolvasztottunk,
majd 5 pl ligatumot (plazmidot) adtunk hozza. Inkubaléas utan (30 perc, 4°C) 2 percig 42°C-
on tartottuk (hdsokk) majd 0,5 ml LB hozzdadasat kovetéen 37°C-on 1 o6rdn keresztiil
razattuk. A sejteket 4 ul IPTG (200 mg/ml) és 40 ul X-gal-t (20 mg/ml) tartalmazé ampicillin
tartalmt (100 pg/ml) LB taptalajra szélesztettiik. (A felhasznalt E. coli torzs, DH5a, a
kromoszéman hordozza a [-galaktozidaz enzim C-termindlisat kodold részt, amely
onmagdban funkcidképtelen. A transzformécidhoz hasznalt pBluescript vektor (az
antibiotikumrezisztencia gén mellett) a fehérje N-termindlis, Onmagéiban szintén
mitkddésképtelen o-peptidjét kodolja. E két protein azonban az interallélikus
komplementacidhoz hasonléan funkcioképes fehérje komplexet alkot a sejtben, aminek
kovetkeztében a baktériumsejtek IPTG induktor és X-gal szubsztrat jelenlétében kékek
lesznek. Az a-peptidet kodold génszakasz kldnozohelyeire beépiilt DNS szakasz azonban
inaktivalja azt, igy az ilyen plazmidot hordoz6 baktériumsejtek IPTG és X-gal jelenlétében is

fehérek maradnak.

Plazmid DNS tisztitasa

Az ampicillin tartalma (7 pg/ml) LB tipoldatban nevelt transzforméns sejteket
centrifugaléassal (12000 rpm, 2 perc) kitilepitettiik, majd a tapoldat eltavolitdsa utan a sejteket

150 pl Soll (5SmM gliikéz, 25 mM Tris pH 8, 10mM EDTA pH 8, RN-4z 1mg/ml) oldatban
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szuszpendaltuk. A mintdkhoz 200 ul Solll (0,2 M NaOH, 1% SDS) oldatot adtunk, majd 5
percig jégen inkubaltuk. A sejtek szétesését kdvetden a fehérjék 150 ul 3 M Na-acetat pH 5,2
oldat hozzdadasaval kicsapddnak (15 perc, 4°C), igy centrifugaléassal iilepithetok (12000 rpm,
10 perc). A mintak feliiliszdjabol a plazmid DNS alkoholos tisztitast és szaritast kdvetden

vizben oldhato.

RNS tisztitas és reverz transzKkripcio

A fagyott (-20°C) micélium 3 grammjat folyékony nitrogénben eldorzsoltiik, majd 6
ml lizis oldattal (4 M guanidin-izotiocianat; 30 mM Na-acetat pH 5,2; 1 M B-merkaptoetanol)
Osszekevertiik és 24 o6ran keresztiil 4°C-on tartottuk. A sejttormeléket centrifugalassal (10 000
rpm, 30 perc, 4°C) kililepitettiik, majd a feliiluszot egy ultracentrifugacsében 3,5 ml CsCl
oldatra (5,7 M CsCl; 2 mM EDTA) rétegeztiikk. A mintdkat 20 6rdn keresztiil szogrotorban
ultracentrifugaltuk (25 000 rpm, 20°C). A feliilaszo eltavolitdsa utdn az RNS-t 200 pl 65°C-os
DEPC kezelt vizbe visszaoldottuk, majd azonos térfogatu kloroform:butanol 4:1 aranyu

elegyet hozzdadva ¢és centrifugdlva (3000 rpm, 2 perc) tisztitottuk. A tisztitasi lépést

haromszor megismételtiik. Az RNS-t tartalmazo feliiliszot végiil 96%-os etanolos kicsapas

utan felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Reverz transzkripcio PCR

Az RT-PCR kivitelezéséhez az eszkdzoket kétszer egymds utdn autoklavban
sterileztiik, a mintakat pedig DEPC kezelt vizben oldottuk. A reverz transzkripcidt a reverz
transzkriptdz (Fermentas) segitségével hajtottuk végre, reverz primerként a L22 primert
felhasznalva. A keletkezett cDNS-b6l L20 (5’-cca gca agg ata cge cga taa-3”) és L22 (5’- cac
gca cat ctt gtc ggg taa-3’) primerek segitségével felszaporitottuk az adott génszakaszt (401

bp), majd a szekvencidjat meghataroztuk.
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Mucor circinelloides transzformalasa

pLGY1 és pLGY?2 vektorok elkészitése

A transzformald vektorokat pSP73 (Fermentas) alapvektorban készitettilk el. A M.
circinelloides orotidin-5-foszfat dekarboxildzt kodoldo pyrG gént (Benito és mtsai. 1992,
EMBL Acc.No.: M69112) Pstl-BamHI enzimes hasitast kovetéen pSP73-ba ligaltuk (pTM7).
PLGY1 vektor elkészitéséhez a Rhizomucor miehei hmgR gén promoter szakaszat PCR
reakcioban felszaporitottuk hmgplF (5’-cctggtaccgttgacattcaagecagt-3’) és hmgp2R (5°-
cctctcgaggatgttgaatgeegtgta-3’)  primerek  segitségével. A primerek Kpnl és  Xhol
hasitohelyeket hordoznak melynek hasitasaval a terméket pPT43+GFP vektorba klonoztuk a
zold fluoreszcens fehérje kodold szakaszatol, valamint a M. circinelloides gpd terminalis
szakaszatol 5° helyzetben (Wolff és Arnau 2002, EMBL Acc. No.: AJ293012). Ezt kovetden
a R. miehei hmgR gén promotert, a gfp gént, és a M. circinelloides gpd terminator szakaszt
Kpnl-Sacl enzimek segitségével pTM7 vektorba klonoztuk (13. Abra).

A pLGY?2 transzformalé vektor (15. Abra) létrehozasahoz a teljes R. miehei hmgR gént
két 1épésben ligaltuk pTM7 vektorba. A gén 3’ szakaszat BamHI és Clal enzimes hasitassal,
majd 5’ szakaszat Clal restrikciés endonukledzzal torténd hasitassal klonoztuk pTM7

vektorba. A szakaszok megfeleld beépiilését enzimes hasitassal ellendriztiik.

Protoplasztok készitése

A protoplasztalashoz a M. circinelloides MS12 leucin és uracil auxotrof torzsének
sporangiosporait élesztokivonatos taptalaj (YEG) felszinére helyezett celofanra oltottuk és 18
oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. A fiatal telepeket ezutan 1,5% csigaenzimet
(Helix pomatia gastric juice) tartalmazo 0,8 M szorbitol oldatba helyeztiikk. Az oldatot a
sejtfal nélkiili protoplasztok és szferoplasztok képzdodéséig (2-3 oran keresztiil)

szobahdmérsékleten tartottuk. A protoplasztokat ezutan steril vattan at, tdlcsérben atsziirtik,
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majd a sztirletet centrifugaltuk (3500 rpm, 10 perc, 4°C). A kiiilepitett protoplasztokat 200 pl
SMC pufferben (0,8 M szorbitol; 10 mM MOPS pH 6,3; 50 mM CsCl,) vettiikk fel, majd

Biirker kamraban meghataroztuk a protoplasztok szamat.

Gombaprotoplasztok transzformalasa

Kétszaz pl protoplasztszuszpenzidhoz 20 ul PMC puffert (40% PEG 4000; 0,6 M
szorbitol; 10 mM MOPS pH 6,3; 50 mM CaCl,) adtunk, majd hozziadtuk a
transzformécidohoz hasznalt plazmid DNS-t (10 ul). A mintakat 30 percig 4°C-on inkubaltuk,
majd 2,5 ml PMC puffert adva hozzajuk Gjabb 25 percig szobahdn tartottuk. A mintdkhoz
ezutan 25 ml SMC puffert adtunk, és centrifugaltuk (3500 rpm, 10 perc, 4°C). A
protoplasztokat 2 ml SMC pufferrel mostuk, majd Gjra centrifugaltuk (3500 rpm, 10 perc,
4°C). A kaiiilepitett sejteket végiil 2 ml 0,5% leucint és 0,8 M szorbitolt tartalmazé YNB

tapoldatban felvettiik és 1% agart tartalmaz6 feddagarral azonos Osszetételli taptalaj feliiletére

.....

megjelenéséig szobahdmérsékleten inkubaltuk.

Fluoreszcencia vizsgalata

A gombasejtekbe transzformalt gfp gén kifejez0dését Zeiss Jenalumar fluoreszcens
mikroszkép (excitacios sziirdk 2X KP 490 és B 427g, barrier sziird G-247 és 510 nm

dikroikus szilird) segitségével vizsgaltuk.

Lovasztatin érzékenység meghatarozas

crer

készitettiink. A lovasztatin és szimvasztatin esetében megvizsgaltuk ezen sztatinok hidrolizalt

formainak hatasat is.
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A taptalajhoz sterilezést kovetden adtuk a lovasztatint a kivant koncentracioban, majd
a megszilardult taplemez feliiletére 3 pl-es cseppben oltottuk le a vizsgalt Rhizomucor torzsek
sporaszuszpenzidjat. A cseppek beszaritasa utin a lemezeket 37 °C-on inkubaltuk, majd 24 és
48 ora elteltével mértik a képzodott telepek atmérdjét. A ndvekedés mértékét a
lovasztatintartalmu csészén mért telepatmérdket a lovasztatint nem tartalmazo csészén mért

telepatmérdkhoz viszonyitva hatdroztuk meg.

A sztatin érzékenység meghatarozasa mikrotiter lemezen

A torzsek sztatinokkal szembeni érzékenységét egyszerlibb eljarassal hatdanyag
tartalmu taptalajra oltva, telepatmérd méréssel végeztiik el.

A jaromsporas gombak sztatin érzékenységét, valamint a fluvasztatinnak és a
rozuvasztatinnak amfotericinB-vel fellépd kdlcsonhatasat mikrotiterlemezen vizsgaltuk.

Kisérleteinkben az aldbbi gyogyszerként forgalmazott sztatinvegyiiletek in vitro

gombaellenes hatdsat vizsgaltuk:

Lescol-R 40 mg, XL-80 mg fluvastatin, (Novartis)
Vasilip-R 40 mg, 10 mg, 20 mg simvastatin (EGIS)
Atorvox-R 20 mg , (10 mg, 40 mg) atorvastatin (Richter)
Crestor-R 10 mg, 20 mg, 40 mg rosuvastatin (AstraZeneca)
Mevacor-R 40 mg (20 mg) lovastatin (MSD)

A sztatinokat Fenton és mtsai. (1992) szerint alakitottuk a vegyiilet aktiv savas
formajava. A jaromsporas gombafajok leoltdsat 12 x 8 mintahelyet tartalmazé mikrotiter
lemezen végeztiik el (Costar 3599). Az egyes zsebekben 100-100 pl térfogatban alkalmaztuk
(Difco) tapoldatban, majd ehhez 100-100 pl tapoldatban elkészitett spdraszuszpenziot
oltottunk az egyes fajokbol. Az alkalmazott inokulum toménysége 10° spora/ml volt, melyet
Biirker-kamra segitségével allitottunk be. Az alkalmazott sztatinkoncentraciok igy, 200 pl

térfogatban, a kovetkezék voltak: 0; 0,04; 0,132; 0,4; 1,2; 3,5; 11; 32; 96 ug/ml. Az igy
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leoltott lemezt 35°C-on inkubaltuk, majd 18 és 42 ora elteltével, Jupiter HD fotométer (ASY'S
Hitech GmbH) ¢és DigiRead program (1.2.0.2. verzid) segitségével mértiik a mintahelyek

optikai denzitdsat.

Az amfotericin B és a sztatinok szinergizmusanak vizsgalata

A szinergizmus vizsgalatdhoz az amfotericin B (Sigma) CLSI altal javasolt
koncentracioit (16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,06; 0,03 pg/ml) alkalmaztuk M3 (Difco)
tapoldatban a sztatinvegyliletek vizsgalatanal leirt modon. Az elsé mérések alapjan a
kisérletet az 1 pg/ml-nél kisebb amfotericin B koncentracidkkal megismételtiik, majd a két
mérés atlaga alapjan vizsgaltuk a novekedésgatld hatast. Az esetleges szinergizmus

eléfordulasat az Abott-képlet segitségével vizsgaltuk.
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EREDMENYEK

A Rhizomucor miehei 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz génjének izolalasa

A HMG-KoA reduktaz konzervalt szakaszaira tervezett degeneralt indit6 szekvenciak
(Corrochano és Avalos 1992) segitségével PCR reakcioval felszaporitottuk a gén 3’
kovetden, a HMG-KoA reduktdz gén homoldg probajaként alkalmaztuk a R. miehei NRRL
5901-es torzs A Fix II fagban elkészitett genomidlis génkonyvtar sziirésére (Vastag és mtsai.
2004). A hibridizécios 1épések soran 6 fagklont izolaltunk, melyek tartalmaztak a HMG-KoA
reduktdz gén probaval homoldg szakaszat. Az egyik fagklont kivalasztva tobb lépcsos
tisztitast kovetden a fag DNS-ét molekuldris vizsgalatnak vetettiik ala. Restrikcids hasitasok
¢s hibridizacids kisérletek soran megallapitottuk, hogy a kivalasztott A klon tartalmaz egy
koriilbeliil 8 kb hossziisaghi genomi eredetli inzertet. Ezt az inzertet pBluescript vektorba
kloénoztuk Xhol restrikcios endonukledz segitségével. Tovabbi restrikcids hasitasokat
végeztiink BamHI, Hindlll és Pstl enzimekkel, a kapott DNS szakaszokat szintén pBluescript
vektorba klonoztuk, majd az inzertek nukleotidsorrendjét T3, T7 ¢és a megismert

szekvenciakhoz tervezett specifikus primerek segitségével hataroztuk meg (7. Abra).

Xhol Xhol
# Xhol/1 klon ‘
~3000 bp
BamHI BamHlI Xhol
* BamH1/23 klon + BamHI1-Xhol/1 klén +

~ 5000 bp ~ 2000 bp
Hindll Hindlll Hindlll Hindlll
* Hindl11/134 klon + 38 * 26 klon
~ 2000 bp 591 bp 1087 bp
Pstl Pstl Pstl
* Pstl/58 klon ¢ Pst1/42 klon *
~ 73600 bp 7561 bp

7. Abra: A Rhizomucor miehei hmgR génjének szubklénozasi lépései.
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A szubklonok atfedé szekvencidit CAP (contig assembly program) kontig
Osszerendezd program segitségével (http://bioinfo.hkn.hk/) és ismert hmgR gének
szekvenciajaval torténd dsszehasonlitassal vizsgaltuk tovabb.

Ezen kisérletek eredményeként meghataroztuk a HMG-KoA reduktazt koédold gén
teljes szekvenciajat (8. Abra).

ggtggtattgttgacattcaagccagtgcattccgtgggtggtgcaagtgaccagcagcagcaggagcaagg 72
aggcccaggacggttgtctecctgatgaaacgacagaggtggcgaacaaccgtttctcatcctcactctatcece 144
atgacaacaaacgttattccgaacgtgcgtatgcataggagttgtccttccecccaaaaaaagaacagaagca 216
actagctgtttgagtcacgtttgcgttcctgagggtcgtgttgggtggcactaagggaaaatgctgaagtgt 288
ccgctctacttaacaatatatgcgacagttgtcatatgggaccgttaaaacttgttgaaacagataacactg 360
tatgtacgctatttcccttttgcaggtagtgtccatagataagctctatgagcgcatcaaataatattgcectce 432
caacatcaaaatacatgcatttgggtatgacaaggacgatttgttgcaatctgtggacaatgaaagtgtatt 504
gtatagcaatttgcgaagccaggagctataatagctaaatgagatcgaccttttttacgcttaaataaggga 576
agacaaatgcatcgcgcgceccccatcttetttgtggattgecccaaacaagactatctggtaggagatcgggtyg 648
taaccaacgattgaacgaaggggtcgaatcaaggagcgcggaacagatcacatatatatctgctggaaactc 720
cgtgcacttttttttcgttgtgecctetttttcttttcattecctecttgettttatcgggectteccttagggaa 792

acagagaggtacaacataaacgtccactctctctctctctcttcecctgaaccgattggaattttaaccaaccg 864
agctgctgtcagagagatatcgtcgtttcaacacaaaacgatagcgttcgactttaatattactcatctcge 936
M P S S T R I L G T S 11

atcagggcttacacggcattcaacatc ATG CCC TCC AGC ACT CGC ATT TTA GGA ACC TCT 996
S A F R S Y S A L \Y G K G I H H A A 29
TCA GCG TTC CGC TCA TAT TCT GCC CTT GTT GGC AAG GGC ATT CAT CAC GCT GCA 1050
R L S T R N P I E M F \Y G \Y I I L A 47
CGC TTG TCC ACT CGC AAT CCC ATT GAA ATG TTT GTC GGT GTA ATC ATT CTC GCT 1104
S F S Y \Y C L Y N L A R T S D I F S 65
TCC TTC AGC TAC GTC TGT CTA TAC AAC CTC GCA CGT ACC TCA GAT ATT TTC TCT 1158
G T N M R L Y P A T \Y Y A P S N G L 83
GGA ACC AAC ATG CGC TTA TAC CCT GCC ACT GTC TAT GCC CCA AGC AAT GGT CTG 1212
E F S P \Y D S S F \Y D K T A Q K I H 101
GAG TTC TCG CCC GTT GAC TCA TCC TTT GTC GAC AAG ACT GCA CAA AAG ATT CAC 1266
L R Q I T \Y T A E E L Q D H L S S \Y 119
TTG CGC CAA ATC ACT GTT ACC GCC GAA GAA TTG CAA GAT CAC TTG TCA TCC GTG 1320
E R F Q K Y L E N D \Y Y \Y P D G T R 137
GAA CGT TTC CAA AAG TAT CTC GAA AAC GAT GTA TAT GTT CCT GAT GGC ACT CGA 1374
Q F S Y S K G L C Y S T N E N C F S 155
CAA TTC TCA TAC TCT AAA GGC CTG TGC TAC TCG ACC AAC GAA AAC TGC TTC AGC 1428
A S T D K D T S I L T L S F A F D A 173
GCA TCG ACC GAT AAG GAT ACA TCG ATT CTC ACT CTT TCG TTT GCA TTC GAT GCC 1482
S N A M R R D L A N Q W E N K \Y A K 191
TCC AAC GCT ATG CGC AGA GAC CTT GCC AAC CAG TGG GAA AAC AAG GTT GCA AAG 1536
L P P G E L \Y S Q A Q Q G Y G D N L 209
CTT CCA CCT GGA GAA CTT GTT TCG CAG GCC CAG CAA GGA TAC GGC GAT AAC TTG 1590
L \Y% W F F I I T R N \Y \Y F R L K E L 227
CTT GTT TGG TTT TTC ATC ATT ACA CGA AAT GTC GTT TTT AGA CTC AAG GAA TTG 1644
I E 229
ATT GAG gtagggacgcgctaacacaatttgctcattacataacgttctcttctcacaaacgttatttece 1713
M A D N \ D I I \ I L A G Y 243
atttcttgtccttagATG GCT GAC AAC GTT GAT ATT ATC GTC ATT TTG GCT GGC TAT 1770
I M M I A T F \Y S L Y I N M R R M G 261
ATA ATG ATG ATT GCG ACA TTT GTC TCC TTG TAC ATC AAC ATG CGG AGA ATG GGA 1824
S R Y T L 266
TCG CGA TAC ACG TTA G gtaagcagcatttgacagtgactctggaaatcaacattgtttactcatat 1890
A T A \Y T \Y N G L F 276
atactccccgcatcaaataattttatgatagCC ACC GCC GTT ACT GTC AAT GGC CTG TTT 1950
S F M L A L L T \Y H A L G \Y E P S P 294
TCG TTC ATG CTC GCT TTG CTA ACT GTC CAT GCT CTC GGT GTT GAG CCG TCA CCG 2004
\Y% \Y% L 297
GTT GTG TTG GC gtaagttcccgtcattcgtgtaacagcagatagtctgtaaacttacttgcatttcta 2072
A E A I P F L \ \ T \ G F E R P Y K 315

cagA GAA GCT ATC CCG TTT TTG GTA GTT ACT GTT GGA TTC GAA CGC CCC TAT AAG 2127
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G G A T T
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G Y E VvV I
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CGT AAA CTC AAG GTT
T T G D D
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CTG ATT
K D
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L 4
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I S
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M Q
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G P
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I

Q P
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P H
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GTT CCC
A L
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I T
ATT ACC
A K
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P P
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I R
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D E
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E K
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S R
TCC CGT
Y H
TAT CAT
P L
CCT CTC
I P
ATT CCC
K A
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T R
ACT CGT
R W
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S R
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F I
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K G
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L K T T v S A L v E L N T S K N L I 912
CTC AAG ACG ACC GTC TCT GCT TTG GTT GAA CTC AAC ACG AGC AAG AAC TTG ATC 4047

G S A M A G A L G G F N A H A A N I 930
GGC TCA GCT ATG GCT GGC GCT CTT GGT GGT TTC AAT GCT CAC GCA GCA AAC ATT 4101
L T A I Y L A A G Q D P A Q N 4 E S 948
TTG ACC GCC ATC TAT CTT GCA GCT GGT CAG GAT CCT GCA CAG AAC GTC GAA AGC 4155
S N C I T L M K A 4 N D G K D L H I 966
TCC AAC TGC ATT ACT CTT ATG AAG GCT GTA AAC GAT GGC AAA GAC TTG CAT ATC 4209
S C T M P S H R K I G T \ G G G T I 984
TCT TGT ACC ATG CCC AGC CAT CGC AAG ATT GGG ACA GTG GGT GGT GGC ACT ATC 4263
L P P Q Q A I L D M L G v R G P H P 1002
CTT CCT CCT CAG CAA GCT ATC TTG GAT ATG CTC GGC GTT CGT GGA CCG CAC CCG 4317
T N P G D N A R R L A R I I C A A \ 1020
ACG AAT CCC GGA GAT AAT GCT CGA CGA CTT GCA AGA ATC ATT TGC GCC GCT GTC 4371
M A G E L S L C A A L A A G H L v K 1038
ATG GCT GGT GAG CTT TCC TTG TGT GCT GCG CTT GCT GCT GGA CAT TTG GTC AAG 4425
A H M A H N R A T Q A P A P G S C I 1056
GCA CAC ATG GCT CAC AAC CGT GCA ACT CAA GCA CCT GCA CCT GGT AGC TGC ATC 4479
K S * 1059

AAA TCA TAG aatggaaatttttgtttagttcgcttcgcaaagtttgctaattatctttacaatttttg 4547
tcttceccttgtgtategttctaattatttttttctgaaaaaaataacaacaaaacttaatctatatttttee 4619
ctctatcctcctgtaacaatgatgggtggtgtatcttttgattcccaattctttggategtttggatctgee 4691
gagccagccgccaatgcccccgatgecgcaaagegcataaataccggtcgggcacagggaccagaatatgte 4763
ggtggaagacctagcggtaccatcgtaccgttccacaaatcgccattcttgtaagettgttecctgcatecgtg 4835
ttgcgctgcacataatctatcgagaatgecggttcccacgaccttttgttgattttecgtcgaaaacgaggect 4907
cgcaaatgggctgttccgagcaacaatcttgtaaatatcatgacagcgttgcggtgatagtctgatcgat 4977

8. Abra: A Rhizomucor miehei hmgR génjének teljes szekvencidja és az altala kédolt
feltételezett fehérje aminosavsorrendje (EMBL Database AJ568024)

A gén kodold szekvencidja mellett azonositottunk egy 964 nukleotid hosszusagt
prométert, amely a start kodontdl 126 nukleotidnyi tavolsadgban, upstream helyzetben
tartalmaz egy pirimidinben gazdag régiot, valamint 45 bp upstream helyzetben egy nem
tipikus TATA motivumot (TAATATT) (8. Abra).

A génben 0t intront azonositottunk, melyek mindegyike tartalmazza az intron 5’ végén
a GT, 3’ végén az AT motivumokat. Az intronok viszonylag rovidek, sorrendben 137, 83, 59,
60, 69 bp hosszusaguak. Megallapithatd, hogy a gén 6t intronja koziil az els6 négy azonos
pozicioban taladlhatdé a Phycomyces blakesleeanus HMG-KoA reduktaz génjének négy
intronjaval (9. Abra). Néhany Ascomycota faj hmgR szekvenciait vizsgalva taldlhatd egy
hasonl6an konzervalt elhelyezkedésii intron, amely azonban az emlitett két Zygomycota faj
intronjatol eltérd pozicidban talalhato. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy az intronok

elhelyezkedése a génben bizonyos mértékben konzervalt. A Saccharomyces cerevisiae,
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Schizosaccharomyces pombe, Candida glabrata és Candida albicans hmgR gének nem

tartalmaznak intronokat.

229' 2661 |29}' |4UB I474

R. miehei
335[ |363 |4sa |529

P. blakesleeanus Fuq;

P. citrinum
|B43

G. fujikuroi
. |1 13 |238 |9?}'
A. nidulans

S. pombe

S. cerevisiae
(hmg1, hmg2)

9. Abra: Néhany gombafaj himgR génjében talilhat6 intronok elhelyezkedése.

A kodolt fehérjeszekvencidkat Clustal W program segitségével hasonlitottuk 0ssze, az azokat
jelképezo vonalak hossza ardnyos a fehérjeszekvenciak hosszéval, egymashoz viszonyitott
helyzetiik pedig a C-terminalis régioik konzervalt fehérjeszakaszainak egymas ala
rendezésébdl kovetkezik. A szamok a fehérjeszekvencidknak azt az aminosavat jelolik,
amelynek kodonja utan a génben az intron elhelyezkedik.

(A vizsgalt gombafajok: Rhizomucor miehei, Phycomyces blakesleeanus, Penicillinum
citrinum, Gibberella fujikouroi, Aspergillus nidulans, Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae)

Az erdsen kifejez6dd génekre jellemzd, hogy tobbféle kodont hasznilnak, mint a
kevésbé kifejez6dd gének, igy egyazon organizmus esetében is eltérések tapasztalhatok az
egyes gének kodonhasznalatdban. A R. miehei hmgR génje esetében minden lehetséges kodon
eléfordul az aminosavak kodoldsdra, mig mindossze hat olyan kodon talalhato, amely
kevesebb, mint 10 %-ban fordul el6 az adott aminosavat kodolo lehetséges kodonok kozott (4.
A kétféle purin illetve pirimidin bazis hasznéalatdban a harmadik pozicioban nem figyelhetd
meg eltérés. T és C bazis esetében 44,5% ¢és 45,5%-ban, A ¢és G esetében 52% és 48% ez az

érték. A fonalas gombak korében gyakrabban el6fordulé TAA stop kodon helyett a R. miehei

hmgR génjében a TAG stop kodont azonositottuk.
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4. Tablazat: Kodon hasznalat a R. miehei hmgR génben. A hmgR a oszlop az adott
kodon eléfordulasi ardnyat mutatja az aminosavat kodold szinonim kodonokhoz viszonyitva,
mig a hmgR b oszlopban az egyes kodonoknak a génben megfigyelhetd 6sszes eldfordulasa
van feltlintetve.

Kodon Aminosav hmgR hmgR Kodon Aminosav hmgR hmgR
a b a b
TTT Phe 0.43 19 TAT Tyr 0.37 10
TTC Phe 0.57 25 TAC Tyr 0.63 17
TTA Leu 0.06 6 TAA - 0.0 0
TTG Leu 0.33 33 TAG - 1.0 1
CTT Leu 0.28 28 CAT His 0.37 7
CTC Leu 0.19 19 CAC His 0.63 12
CTA Leu 0.03 3 CAA Gln 0.57 17
CTG Leu 0.11 11 CAG Gln 0.43 13
ATT Ile 0.56 40 AAT Asn 0.34 14
ATC Ile 0.42 30 AAC Asn 0.66 27
ATA Ile 0.03 2 AAA Lys 0.27 13
ATG Met 1.00 30 AAG Lys 0.73 35
GTT Val 0.41 37 GAT Asp 0.72 28
GTC Val 0.32 29 GAC Asp 0.28 11
GTA Val 0.10 9 GAA Glu 0.72 38
GTG Val 0.17 15 GAG Glu 0.28 15
TCT Ser 0.19 15 TGT Cys 0.33
TCC Ser 0.28 22 TGC Cys 0.67 14
TCA Ser 0.16 13 TGA - 0.0
TCG Ser 0.15 12 TGG Trp 1.0 6
CCT Pro 0.39 23 CGT Arg 0.28 14
CCC Pro 0.31 18 CGC Arg 0.36 18
CCA Pro 0.14 8 CGA Arg 0.20 10
CCG Pro 0.17 10 CGG Arg 0.04 2
ACT Thr 0.38 26 AGT Ser 0.04 3
ACC Thr 0.32 22 AGC Ser 0.19 15
ACA Thr 0.13 9 AGA Arg 0.10
ACG Thr 0.16 11 AGG Arg 0.02 1
GCT Ala 0.42 46 GGT Gly 0.34 24
GCC Ala 0.21 23 GGC Gly 0.40 28
GCA Ala 0.27 30 GGA Gly 0.23 16
GCG Ala 0.10 11 GGG Gly 0.03 2

A Xanthophyllomyces dendrorhous hmgR gén részleges vizsgalata

A HMGIF és HMGIR primerek (Corrochano és Avalos 1992) segitségével PCR reakcidoban
felszaporitottuk a X. dendrorhous Basidiomycota €élesztd hmgR génjének egy szakaszat, mely

a HMG-KoA reduktaz katalitikus alegységének egy 315 bp hosszsagu részletét kodolja (10.

Abra).
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CCG ATG GCG ACG ACG GAA GGG TGT TTG GTT GCC AGT GCC AGT CGA GGT TGC AAG 54
A I N S G G G A I T 4 L T A D G M T 36
GCC ATC AAC TCT GGT GGC GGT GCT ATC ACT GTT CTC ACT GCC GAT GGT ATG ACT 108
R G P C 4 A F E T L E C A G A A K L 54
CGT GGT CCC TGT GTC GCT TTC GAG ACT CTT GAG TGC GCT GGT GCT GCC AAG CTC 162
W L D S E A G Q D M M K K A F N S T 72
TGG CTC GAC TCT GAA GCT GGT CAG GAT ATG ATG AAG AAG GCT TTC AAC TCA ACC 216
S R F A R L Q F M K T A L A G T N L 90
AGT CGC TTC GCC CGT CTC CAG TTC ATG AAG ACT GCT CTT GCT GGT ACC AAC CTG 270
Y I R F K T T T G D A M G M N 105
TAC ATT CGA TTC AAG ACC ACC ACC GGT GAC GCT ATG GGC ATG AAC 315

10. Abra: A Xanthophyllomyces dendrorhous hmgR gén egy szakaszanak
nukleotidszekvenciaja és a kodolt fehérje feltételezett aminosavsorrendje (EMBL
Database AJ884949).

Az azonositott szakasz a tovabbiakban — hibridizacids probaként felhasznalva — lehetéveé teszi
a teljes X. dendrorhous hmgR gén szekvencidjanak meghatarozasat és vizsgalatat. A teljes gén
izolalasat megkezdtiik, ezek a vizsgalatok jelenleg is folyamatban vannak. A rovid szakaszon

azonosithatéak voltak a feltételezett aktiv hely HMG-KoA kotésért (kék) és NAD(P)H

kotésért (zold) felelos motivumai.

A R. miehei HMG-koenzim A reduktaz

Néhany eukariota szervezetben mar ismertek a HMG-KoA reduktiz gén
szekvenciajara és a fehérje szerkezetére vonatkoz6 adatok. Ezek alapjan az enzimben
megtalalhatd egy erdsen variabilis, az endoplazmatkus retikulumhoz torténd kapcsolodast
segitd domén, melyet a gén 5’ régidja kodol (Anderson €s mtsai. 1983; Basson és mtsai. 1988;
Liscum ¢és mtsai. 1985; Skalnik és mtsai. 1988; Gil és mtsai. 1985). Feltételezik, hogy ez a
régio felelos az enzim regulacidjaért. Az enzim allatok ¢és gombak esetében 7-8 (Basson és
mtsai. 1988; Croxen ¢és mtsai. 1994; Olender és Simoni 1992; Roitelman és mtsai. 1992), mig
novények esetében 2 transzmembran doménnel rendelkezik (Genschik és mtsai. 1992;

Learned és Fink 1989; Nelson ¢és mtsai. 1994). A sziriai aranyhorcsdg (Mesocricetus auratus)
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esetében kimutattdk, hogy az elsé transzmembran domén tartalmaz egy szignalt, amely az
enzimet az endoplazmatikus retikulumba iranyitja (Olender és Simoni 1992). Az N-terminalis
hidrofob domén része az ugynevezett szterol érzékeld domén (SDS, Sterol Sensing Domain),

ez felelds a membran szterol tartalmanak érzékeléséért (Loftus és mtsai. 1997, Brown ¢és

rrrrr

rrrrrrrr

szabalyozzak (Goldstein és Brown 1990). Pena-Diaz ¢s mtsai. (2004) Trypanosoma cruzi és
Leischmania major HMG-KoA reduktazat vizsgalva megfigyelték, hogy azok fehérjéi nem
tartalmaznak N-terminalis domént, és az enzim a mitokondriumhoz kapcsoltan helyezkedik el
a sejtben. Vaupotic és Plemenitas (2007) a halotolerans Hortaea werneckii gombafajban két
HMG-KoA reduktaz izozimet talalt, melyek koziil az egyik a mitokondriumban, a masik
pedig az endoplazmatikus retikulumban helyezkedik el. Az eukariota HMG-koenzim A
reduktazok C-termindlis része egy erdsen konzervalt domén, amely az enzim katalitikus
aktivitasaért felelés (Hampton és Rine 1994). Csak a C-terminalis domén heterolog
expresszidja Escherichia coli-ban elegenddnek bizonyult az enzimaktivitas kivaltasdhoz (Gil
¢s mtsai. 1985, Dale és mtsai. 1995).

Az altalunk izolalt gén altal kodolt fehérje aminosavsorrendjét ismert HMG-KoA
reduktaz szekvencidk segitségével hataroztuk meg. A géntermék in silico (Tmpred)
szerkezetvizsgalatok alapjan 7 transzmembran doménnel rendelkezik. A feltételezett
géntermék tartalmazza az enzimre jellemzé konzervalt aminosav szekvencidkat; a szterol
érzékelésért felelés domént a 235-399, valamint a katalitikus aktivitasért felelds domént a
637-1044 pozicioban. A feltételezett katalitikus doménben megtalalhato a HMG-koenzim A
kotodéséért feleloss ENVIGYMPLP (703-712), TTEGCLVA (732-739) és a NAD(P)H
kotodésért felelos (DDMGMN (827-831), GTVGGGT (977-983) szakasz. A négy kiemelt

szakasz kozil kettdé a X. dendrorhous részlegesen azonositott fehérjeszekvencidjaban is
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megtalalhatd. Ennek, valamint a R. miehei HMG-KoA reduktdz katalitikus doménjének

Osszehasonlitasat mas ismert, gomba HMG-koenzim A reduktazok megfeleld régidjaval a 11.

Abra mutatja.

WO wnnnXao W wnnonXao WO wnnonXao WY nnnXao

WY nnnXo

fujikuroi
dendrorhous

.nidulans HMG1

pombe hmgl
cerevisiae HMG2
cerevisiae HMG1
blakesleeanus
miehei

fujikuroi
dendrorhous

.nidulans HMG1l

pombe hmgl
cerevisiae HMG2
cerevisiae HMGI1
blakesleeanus
miehei

fujikuroi
dendrorhous

.nidulans HMG1

pombe hmgl
cerevisiae HMG2
cerevisiae HMG1
blakesleeanus
miehei

fujikuroi
dendrorhous

.nidulans HMG1

pombe hmgl
cerevisiae HMG2
cerevisiae HMG1
blakesleeanus
miehei

fujikuroi
dendrorhous

.nidulans HMG1

pombe hmgl
cerevisiae HMG2
cerevisiae HMG1
blakesleeanus
miehei

11. Abra: Néhany HMG-KoA reduktaz katalitikus doménjének osszehasonlitisa, a

A kiemelt szakaszok az enzim katalitikus funkciojdban kozponti szerepet jatszo

FGACCENVIGYMPLPVGVAGPLVIDGQSYFIPMATTEGVLVASASRGCKAINSGGGAITV
——————————————————————————————— PMATTEGCLVASASRGCKAINSGGGAITV
HGACCENVIGTLPLPLGVAGPLVIDGQSYFIPMATTEGVLVASASRGAKAINAGGGAVTV
LNACCENVIGYMPLPLGVAGPLIIDGKPEFYIPMATTEGALVASTMRGCKAINAGGGAVTV
FGACCENVIGYMPIPVGVIGPLIIDGTSYHIPMATTEGCLVASAMRGCKAINAGGGATTV
FGACCENVIGYMPLPVGVIGPLVIDGTSYHIPMATTEGCLVASAMRGCKAINAGGGATTV
MGACCENVIGYMPIPVGVAGPMNIDGDLIHIPMATTEGCLVASTARGCKAINAGGGASTI
FGACCENVIGYMPLPLGVAGPLNIDGIPTHIPMATTEGCLVASTARGCKAINAGGGATTI

LTADGMTRGPCVAFETLERAGAAKLWLDSEAGQDMMKKAFNSTSRFARLOSMKTALAGTN
LTADGMTRGPCVAFETLECAGAAKLWLDSEAGQDMMKKAFNSTSRFARLQFMKTALAGTN
LTGDGMTRGPCVGFPTLARAAAAKVWLDSEEGKSVMTAAFNSTSRFARLOQHLKTALAGTY
LTRDOMSRGPCVAFPDLTRAGRAKIWLDSPEGQEVMKKAFNSTSRFARLQHIKTALAGTR
LTKDGMTRGPVVRFPTLIRSGACKIWLDSEEGONSTKKAFNSTSRFARLOQHIQTCLAGDL
LTKDGMTRGPVVRFPTLKRSGACKIWLDSEEGONAIKKAFNSTSRFARLQHIQTCLAGDL
VIADGMTRGPCVEFPTILRAAACKLWIEN-EGNDIVTNAFNSTSRFARLRKLKIALAGKL
VTADGMTRGPCVEFPNITRAGECKRWIEN-EGYEVIADAFNATSRFARLRKLKVTLAGKL

LYIRFKTTTGDAMGMNMISKGVEHALSVMANDGGFDDMQIISVSGNYCTDKKAAALNWID
LYIRFKTTTGDAMGMN-————————————————————————mmm————————————————
LYIRFKTTTGDAMGMNMI SKGVEKALHVMATECGFDDMATISVSGNFCTDKKAAALNWID
LEFIRFCTSTGDAMGMNMISKGVEHALVVMSNDAGEDDMQVISVSGNYCTDKKPAAINWID
LFMRFRTTTGDAMGMNMISKGVEYSLKOMVEEYGWEDMEVVSVSGNYCTDKKPAAINWIE
LFMRFRTTTGDAMGMNMISKGVEYSLKQOMVEEYGWEDMEVVSVSGNYCTDKKPAAINWIE
VEFIRFSTTTGDAMGMNMISKGCEKALSIITEH--FPDMQITISLSGNYCTDKKPAAINWIE
VFIRFSTTTGDDMGMNMISKGCEAALSVLAEE--FPDMQIISLSGNYCTDKKPAVINWIE

GRGKGVVAEAITIPGEVVRSVLKSDVDSLVELNVAKNLIGSAMAGSVGGFNAHAANIVAAT
GRGKSVVAEAIIPGDVVRNVLKSDVDALVELNTSKNLIGSAMAGSLGGFNAHASNIVTAI
GRGKSVIAEAIIPGDAVKSVLKTTVEDLVKLNVDKNLIGSAMAGSVGGEFNAHAANIVTAV
GRGKSVVAEATIPGDVVKSVLKSDVSALVELNISKNLVGSAMAGSVGGEFNAHAANLVTAL
GRGKSVVAEATIPGDVVRKVLKSDVSALVELNIAKNLVGSAMAGSVGGEFNAHAANLVTAV
GRGKSVVTEAVIPGAIVEKVLKTTVAALVELNISKNLIGSAMAGSVGGFNAHAANILTAI
GRGKSVVAEAIIPGPIVEKVLKTTVSALVELNTSKNLIGSAMAGALGGEFNAHAANILTAI

FLATGQODPAQVVESANCITIMKNLNG--ALQISVSMPS-LEVGTLGGGTILEPQGAMLDI
FLATGQDPAQNVESSSCITTMKNTNG--NLQIAVSMPS-IEVGTIGGGTILEAQGAMLDL
YLATGQDPAQNVESSNCITLMDNVDG--NLQLSVSMPS-IEVGTIGGGTVLEPQGAMLDL
FLALGQDPAQNVESSNCITLMKEVDG--DLRISVSMPS-IEVGTIGGGTVLEPQGAMLDL
FLALGQDPAQNVESSNCITLMKEVDG--DLRISVSMPS-IEVGTIGGGTVLEPQGAMLDL
YLATGQDPAQNVESSNCITLMKAVNDTKDLHISCTMPS-IEVGTIGGGTILPPQQSMLDM
YLAAGQDPAQNVESSNCITLMKAVNDGKDLHISCTMPSHRKIGTVGGGTILPPQQOAILDM

fehérjeszekvenciak alapjan

fehérjeszakaszokat jelolik.

A R. miehei hmgR gén kopiaszamanak meghatarozasa

A mar vizsgalt szervezetek koziil az allatok esetében egy, mig a ndvények és gombak

nagy részénél két, illetve tobb kiilonbozo tipust HMG-KoA reduktdz gén fordul eld (Chen és

Shapiro 1990; Chin és mtsai. 1984; Gertler és mtsai. 1988; Woodward és mtsai. 1988a,b).
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A novényekben tobb eltérdéen szabalyozott HMG-KoA reduktazt kodold gén fordul el
(Stermer ¢s mtsai. 1994), mig emlds sejtekben egyetlen gén kodolja az enzimet (Luskey és
Stevens 1985, Helmberg és mtsai. 1990, Chin és mtsai. 1984). Saccharomyces cerevisiae-ben
(Basson ¢s mtsai. 1988), Ustilago maydis-ban (Croxen ¢s mtsai. 1994) valamint szamos
jaromspéras gombdban (Burmester és Czempinski 1994) két hmgR kopiat azonositottak.
Jaromsporas gombakban — amennyiben a gén tobb kopidban van jelen — az egyazon fajban
(pl. Mucor, Rhizopus vagy Absidia fajokban) taldlhatdé két hmgR kopia Kkatalitikus
doménjének vizsgalata csak kb. 80%-0s hasonlosagot mutatott ki, mig a kiillonb6z6 fajokbol
szarmazo megfeleldé kopidk nagyobb mértékben, 91-96%-ban bizonyultak hasonlonak
(Burmester és Czempinski 1994; Ruiz-Albert és mtsai. 2002). Lum és munkatarsai (1996)
megallapitottak, hogy a Schizosaccharomyces pombe hasado élesztdgomba egyetlen HMG-
KoA reduktazt kodold gént tartalmaz, és géndiszrupcios kisérletekkel igazoltak, hogy
1étfontossagii génrél van sz6. Saccharomyces cerevisiae-ben a hmgrl gént (a hmgR
megfeleldje) a lovasztatinnal, a HMG-KoA reduktdz kompetitiv inhibitoraval, szemben
biztositott rezisztencia alapjan azonositottak (Lum és mtsai. 1996).

A Gibberella fujikuroi aszkuszos gombaban a micélium narancs szinét okozd
szinanyagok ¢és a gibberellin hormon szintézise ugyancsak az acetat/mevalonat reakciouton
megy végbe. A lovasztatin a HMG-KoA reduktazra gyakorolt hatdsan keresztiil gatolja az
esszencialis terpenoidok szintézisét. A G. fujikuroi esetében azonban azt figyelték meg, hogy
a lovasztatin csak a gibberellinszintézist gatolta, mig a ndvekedést és a szterolok szintézisét
nem. Ez a faj csak egyetlen HMG-KoA reduktdzzal rendelkezik, tehat a kiilonbozo
kompartmentekben is ugyanaz az enzim milkodik. Mindezek alapjan (Giordano és mtsai.
1999) arra kovetkeztettek, hogy G. fujikuroi-ban a karotenoidok ¢és szterolok, a
gibberellinektdl fiiggetlen kompartmentekben szintetizalodnak és ezek kiillonbozoképpen

atjarhatoak a HMG-KoA reduktazt kompetitiven gatld lovasztatin szdmara.
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Az altalunk izolalt R. miehei HMG-KoA reduktaz génszekvencia az eddig ismert
szekvencidk ismeretében a legnagyobb hasonldsagot egy madsik jaromspoérds gomba, a
Phycomyces blakesleeanus hmgR szekvenciajaval mutatja (Ruiz-Albert és mtsai. 2002). Ez
utobbi gomba esetében egyetlen gént azonositottak.

A gén képiaszamanak meghatarozasahoz kétféle moédszert hasznaltunk. Specifikus
primerekkel (L8: 5’-gaa atc atg ttc atg ccc ata-3°; L10: 5’-att ggc ctc tgt gta tca ttg tt-3”) egy
803 bp hosszisagu génszakaszt amplifikaltunk PCR segitségével, majd ezt a szakaszt

digoxigenines jelolést kovetden hibridizacids probaként hasznaltuk (12. Abra).

12. Abra: A Rhizomucor miehei hmgR kopiaszimanak meghatirozasa
Hibridizacios jel-mintazat a gén konzervalt szakaszat (803 bp, L8-L10 primerpar)
hasznalva DIG-jelolt probaként. Az egyes mintahelyeken a R. miehei genomialis DNS
hibridizacios képe lathato 1. Clal (3,5 kb), 2. EcoRV (6,2 kb), 3. Pstl (2,4 kb), 4. BamHI (4,5
kb), 5. Xhol (7,5 kb), 6. Sacl (9,4 kb) restrikcios enzimekkel torténd emésztését kovetden.
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A R. miehei genomialis DNS-t a probaban hasitasi hellyel nem rendelkezdé Clal,
EcoRV, Pstl, BamHI, Xhol és Sacl enzimekkel emésztettiik. A mintak elektroforézissel
torténd szétvalasztasat kovetden a 803 bp hosszusagu probaval Southern hibridizaciot
végeztliink. Valamennyi restrikcids enzim esetén egyetlen hibridizacios jelet kaptunk, mely
arra utal, hogy a R. miehei genomban egy HMG-KoA reduktdz gén talalhato.

A kopiaszam meghatarozast kvantitativ. PCR segitségével is elvégeztiik, ahol
kontrollként a két ~Amgr kopiat tartalmazo S. cerevisiae, illetve az egy hmgr kopiat tartalmazo
Schizosaccharomyces pombe genomialis DNS-ét hasznaltuk fel. Ezek a vizsgélatok is
megerdsitették azt az eredményliinket, hogy mindkét Rhizomucor faj csak egy HMG-KoA

reduktazt kodold gént tartalmaz.

RNS analizis

Szamos organizmusban egynél tobb AmgR gén fordul elé, azonban ezek
kifejez6désérdl mar kevesebb informacié all rendelkezésiinkre. NoOvények esetében
megfigyelték, hogy a kiilonbozdé kopidk az organizmus kiilonbozo fejlédési stadiumaban
fejezddnek ki és promotereik is kiilonb6zé modon szabalyozodnak (Choi és mtsai. 1992). Az
irodalomban nem taldlhatdo wutalds arra, hogy a tobb hmgR kopiaval rendelkezd
organizmusokban valamelyik kopia nem miikodik. A R. miehei torzsbdl izolalt RNS mintabol
reverz transzkripcidval igazoltuk, hogy a klénozott gén mRNS-e jelen van a mintdban. A gén
elsé exonjanak (L20: 5’-cca gca agg ata cgc cga taa-3”) €s negyedik exonjanak (L22: 5°- cac
gca cat ctt gtc ggg taa-3’) egyes szakaszaihoz tervezett specifikus primerekkel amplifikaltunk
egy 401 bp hosszusagu szakaszt, melynek szekvenciaanalizise alapjan megallapithato, hogy
nem tartalmazza a feltételezett intronszekvencidkat, tehat a gén valoban kifejezodik. A
genomialis DNS-bdl szarmaz6 PCR termék 623 bp hosszsagu, ilyen terméket nem kaptunk.

(13. Abra)
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500 bp—

250 bp— = H0.bp

13. Abra: A Rhizomucor michei hmgR gén mRNS-ének kimutatisa reverz
transzkripcioval
M:1 kb DNS Iétra (Fermentas)

R. miehei hmgR gén heterolog expresszioja Mucor circinelloides-ben

Néhany irodalmi adat beszamol a HMG-KoA reduktdz gén expresszidjanak hatdsarol
mas organizmusokban. Shimada és munkatarsai (1998) sikeresen termeltették til az enzimet
Candida utilis-ban, ami a szkvalén szintazt kédold6 ERGY gén elrontasaval egyiitt a likopin
termelés emelkedéséhez vezetett. A S. cerevisiae esetében a HMG-KoA reduktdz
megemelkedett szintje az endoplazmatikus retikulum membranjanak proliferacigjat idézte eld.
Ezt a jelenséget karmellae proliferacidnak nevezték (Lum és mtsai. 1996).

Kisérleteinkben a Mucor circinelloides kettds auxotrof MS12 torzsét hasznaltuk a R.
miehei hmgR génjének kifejeztetése céljabol. A M. circinelloides-ben elvégzett
transzformécids kisérletekhez két vektort épitettiink (14. és 16. Abra). A pLGY!1 vektor

(6051bp) tartalmazza a zold fluoreszcens fehérjét (green fluorescent protein, GFP) kodolo
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gént (720 bp) az izolalt R. miehei hmgR gén promoterének (963 bp) irdnyitasa alatt, valamint

bp). Szelekcids markerként a plazmid a M. circinelloides az uracil auxotrofiat komplementald

orotidin-5-foszfat-dekarboxilazt kodolo pyrG gént tartalmazza.

Sucl

Ahol

14. Abra: A pLGY1 transzformal6 vektor

A pLGY1 vektort PEG-indukélta protoplaszt transzformacioval juttattuk be M.
circinelloides-be, majd a képzOodott transzformansokat leucin tartalmit YNB téaptalajon
regeneraltattuk. A transzformacio 1étrejottét a gfp szekvencia jelenlétének PCR segitségével
torténd kimutatasaval és a PCR termék szekvenciavizsgalataval igazoltuk. A MS12+pLGY'1
transzformans és a kontrollként vizsgalt MS12 torzs sporangiosporait leucinnal kiegészitett

minimal (YNB+leu), valamint uracilt és leucint tartalmazé6 minimal (YNB+ura+leu)
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tapoldatban csirdztattuk, majd a kihajto sporak fluoreszcenciajat UV fényben, fluoreszcens

mikroszkopban vizsgaltuk (15. Abra).

15. Abra: Az MS12 (A, B) és az MS12+pLGY1 (C, D) torzs csirazé konidiuma: (A, C)
lathato fényben, (B, D) ultraibolya fénnyel megvilagitva (a vonal mérete 10 pm)

Megéllapithatd, hogy a transzformalt sejtek UV fényben erds fluoreszcenciat
mutatnak, mig a kontroll MS12 torzs esetében csak a sejtfalak enyhe autofluoreszcenciaja
figyelheté meg. A R. miehei hmgR gén promoétere mar a spordk csirdzésa soran mitkodik M.

circinelloides-ben, a gfp gén atirésa és a fluoreszcens fehérje (GFP) szintézise megtorténik.
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crer

pLGY2 vektorral is (16. Abra).

Clal

BamHI
Epnl

16. Abra: A pLGY2 transzformal6 vektor

A vektor szelekcidos markerként ebben az esetben is az wuracil auxotrofiat

komplementald M. circinelloides pyrG gént hordozta, a hmgR gént pedig sajat promoterével

crer

crer

tervezett L8 és L10 (803 bp), valamint L20 és L22 (623 bp) primerekkel hajtottunk végre (17.
Abra). A PCR soréan keletkezett termékek nukleotid szekvencidja teljes egyezést mutatott a R.
miehei hmgR gén azonos szakaszaival. A kontrollként alkalmazott MS12 M. circinelloides
torzs DNS-ébdl egyik szakaszt sem sikeriilt felszaporitani, a M. circinelloides hmgR génje

nem tartalmazza az L8, L10, L20 és L22 primerek kotohelyét.
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1000 bp

750 by
750 bp P

500 bp

17. Abra: Az L8-L10 (A) és L20-L22 (B) primerekkel kapott PCR termékek
elektroforetikus elvalasztasa
1- pLGY2 plazmid vektor; 2- MS12+pLGY?2 transzformans térzs DNS; 3- MS12 torzs DNS;
M- 1kb DNS Létra (Fermentas)
A transzformans MS12+pLGY?2 torzs fenotipusat vizsgalva meghataroztuk a HMG-
KoA reduktaz szelektiv gétloszereivel a szimvasztatinnal és a fluvasztatinnal szemben
mutatott rezisztenciajat. S. cerevisiae esetében Lum ¢és mtsai. (1996) az egyik HMG-KoA
reduktazt kodoldo hmgrl gént a lovasztatinnal szemben nyujtott rezisztencia alapjan
azonositottak. Kisérleteik alapjan feltételezhetd, hogy ha egy gombatdrzsben a hmgR gén
megnovelt kopiaszdmban van jelen, akkor az un. géndozishatas révén a torzs sztatin
érzékenysége csokken. Cardoza és mtsai. 2007-ben izolaltak a Trichoderma harzianum hmgR
gént. Vizsgalataikban a hmgR gén részleges csendesitése csokkent mértékli ergoszterol
szintézishez és nagyobb lovasztatin érzékenységhez vezetett.
A sztatin érzékenység meghatarozasakor kontrollként a leucin és uracil auxotréf MS12
torzset hasznaltuk. A kisérleteket mikrotiter lemezen végeztiik, a fluvasztatint kiilonb6zo

koncentracioban (1-128 pg/ml) adtuk leucinnal kiegészitett YNB minimal (MS12+pLGY2

torzs), illetve uracillal és leucinnal kiegészitett YNB minimal (MS12) tapoldathoz. A leoltott
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lemezeket szobahdmérsékleten inkubdltuk, 48 €s 72 oras tenyésztést kovetden a torzsek
novekedésének mértékét a tenyészetek optikai denzitasat 620 nm hullamhosszasagu fényben
megmérve meghataroztuk. A kapott mérési eredményeket a fluvasztatint nem tartalmazé
mintak esetén kapott optikai denzitasra vonatkoztattuk (18. Abra). Az egyes méréhelyeken
mért optikai denzitas értékébdl minden esetben levontuk a spordkat nem tartalmazo, adott

cre

3 parhuzamos leoltassal végeztiik el.
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18. Abra: Az MS12 és az MS12+pLGY2 torzs fluvasztatinnal szemben mutatott
érzékenysége mikrotiter lemezen, 48 oran keresztiil torténé inkubalast kovetoen

Megallapithatjuk, hogy a transzformans MS12+pLGY2 torzs kevésbé érzékeny a
fluvasztatinnal szemben. A kontroll MS12 torzs novekedésének mértéke 4 pg/ml fluvasztatin-
koncentracional szinte teljesen gatlodott, mig ugyanezen koncentracidonal a transzformans
torzs még 40%-os novekedést mutatott.

A fluvasztatin érzékenység meghatarozadsat mas kisérleti rendszerben (nagyobb

térfogatban) is megismételtiik (3 ml). Ebben az esetben 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120, 160, 200
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ug/ml fluvasztatin-koncentracidkat alkalmaztunk. Az igy leoltott mintdk optikai denzitasa a
gombak fonalas novekedése miatt nem mérhetd, igy azok csak vizudlisan értékelhetdk.
Harom napig tartd tenyésztést kovetden a tovabbra is kontrollként alkalmazott MS12 torzs
novekedése 10 pg/ml koncentracid mellett teljesen gatolt volt, mig a transzformans torzs
négyszer nagyobb fluvasztatin-koncentracido esetén is ndvekedést mutatott. A kisérletet
razatott (170 rpm) és statikus tenyésztéssel is elvégeztiikk, és mindkét esetben azonos
eredményt kaptunk. A tenyésztési idot 7 napig meghosszabbitva a kontroll térzs mintaiban
tovabbi novekedést nem tapasztaltunk. Az ily médon 7 napig tenyé€sztett mintakbol 100-100
ul mennyiséget szilard malétas taptalajra szélesztettiink, majd ezeket a csészéket 25 °C-on
inkubaltuk. Két napig tartd tenyésztést kdvetden a taptalajon ndvekedésnek indult telepeket

szamoltuk (5. Tablazat).

5. Tablazat: Malatas agar taptalajon képzodott telepek szama Kkioltas utan

A tapoldat fluvasztatin-koncentracioja (ug/ml) a kioltast megel6z6 inkubalas

Torzs alatt
0 5 10 20 40 80 120 160 200
MSI12 200 3 0 0 0 0 0 0 0
MSI12+pLGY2 192 20 3 5 1 0 0 0 0

Az igy elvégzett kisérlet a pusztuldsi kinetikai vizsgalatok analdgidja. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az MS12+pLGY2 transzforméns torzset hosszabb ideig 40
ug/ml fluvasztatinnal inkubdlva, majd a tenyészetet malatas taptalaj feliiletére szélesztve
képes novekedésnek indulni, mig a kontroll MS12 térzs mar 10 pg/ml fluvasztatin

alkalmazasat kovetéen sem mutatott ndvekedést. Az is megallapithatd ezzel a méréssel, hogy
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a gatld anyagnak a rendszerbdl torténd eltavolitasaval sem képesek a spoérdk ujra
novekedésnek indulni (cidikus hatas).

Lovasztatin hatasa jaromsporas gombakra

Lovasztatin hatasanak vizsgalata Rhizomucor fajokban

A lovasztatin (Chemical Abstracts Service regisztracidés szam: 75330-75-5) a HMG-
KoA reduktaz kompetitiv gatloszere. A klinikai gyakorlatban a vér koleszterinszintjének
csOkkentésére hasznalt gyogyszer, melyet sziv ¢€s érrendszeri betegségben szenvedd
betegeknél alkalmaznak. A mevalonsav szintézis gatldsan keresztiil gatolja a szterolok ¢és
karotinoidok szintézisét, a gombaban ultrastrukturalis valtozasokat és a hifandvekedés
gatlasat idézi el6. Az alkalmazott lovasztatin-koncentraciotol fliggden a gombaban
apoptotikus folyamatok indulnak meg, amelyek végiil a gomba halaldhoz vezetnek. (Roze ¢és
Linz 1998)

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki a Rhizomucor tajok rendelkezésiinkre allo torzseinek
lovasztatinnal szemben mutatott érzékenységének vizsgalatdit. A 27 Rhizomucor torzs
vizsgalata soran a két faj esetében jelentds eltérés mutatkozott a fajok lovasztatin
érzékenységében. Ezeket a kisérleteket a 2. Tablazatban szerepld 9 R. miehei és 18 R. pusillus
izolatummal végeztiik (Schipper 1978; Vastag és mtsai. 1998, 2000).

Elsé 1épésként azonos mennyiségli sporangiospérat pontszertien leoltva, szilard
tapkozegen, kiillonbozé pH-n (pH 4-8) vizsgaltuk a lovasztatin gatld hatasat. A ndvekedés
gatlasat a lovasztatin hidnyaban tapasztalt novekedéshez viszonyitott telepatmérdk mérésével
hataroztuk meg. Kimutattuk, hogy savas pH tartomanyban (pH 4) a lovasztatin gatlé hatasa
er6sebb, mint lagos koriilmények kozott, valamint, hogy ez a hatds erGsebb, ha a
sporangiosporakat minimal taptalajra oltjuk (19. A, B Abra). Minden elSzetesen vizsgalt
koriilményben azt tapasztaltuk, hogy a R. pusillus izolatumok érzé¢kenyebbek a lovasztatinnal

szemben a R. miehei izolatumoknal.
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19. Abra: A, B: A taptalajosszetétel és pH hatasa a lovasztatin érzékenység vizsgalatira
(YEG: élesztékivonat/gliikoz taptalaj, MM: minimal taptalaj); C: A leoltott
sporamennyiség hatasa a Rhizomucor fajok lovasztatin érzékenységének vizsgalatara
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy amennyiben azonos térfogatban eltérd
mennyiségli sporangiosporat pontszerien oltunk a téptalaj felszinére, ez befolydsolja-e a
lovasztatin kivaltotta gatlast. Megfigyeltiik, hogy a lovasztatin gatld hatdsa erdsebb volt
alacsonyabb sporakoncentracié mellett (19. C Abra). A két Rhizomucor faj kozotti
érzé¢kenységbeli eltérés ezekben a vizsgélatokban is szembetiind volt. Ehhez a vizsgélathoz a
R. miehei ¢és R. pusillus esetében is a legkisebb, a legnagyobb és egy kozepes rezisztenciat
mutatd izolatumot vélasztottunk. A 3-3 izoldtum sporaszuszpenzidit 8 pg/ml lovasztatint

tartalmazé YEG taptala;j feliiletére oltottuk 3 pl-es cseppekben.

R. miehei és R. pusillus izolatumok fajszintii azonositasa lovasztatin érzékenységiik
alapjan

Vizsgélataink alapjan kidolgoztunk egy modszert a két Rhizomucor faj azonositasara.
0,2% tejsavat tartalmazé (pH 4) MEA téaptalajt (Fluka) kiegészitettik 1-128 pg/ml
szuszpenziodjat 3 pl-es cseppek forméjaban. A minimalis gatldo koncentraciokat (MIC) 2 napig
tartd 37°C-on torténd inkubacio utan mért telepatmérdk segitségével hataroztuk meg.

Ezekben a kisérletekben azt tapasztaltuk, hogy a R. miehei izolatumok tobbsége képes
volt gyenge novekedésre még 64-128 ng/ml lovasztatin koncentracié mellett is, 3000 leoltott
spora mellett, és mindegyikiik jol novekedett 8 pug/ml lovasztatin esetében. Ezzel ellentétben
valamennyi R. pusillus torzs esetében erds novekedésgatlast tapasztaltunk mar 1-2 pg/ml
lovasztatin-koncentracional, és egyik izoldtum sem volt képes ndvekedésre 4 pg/ml
lovasztatin esetében. Kisebb inokulum mennyiség esetében a ndvekedésgatld hatés

kifejezettebb volt, de az érzékenységben mutatkozé kiilonbség a két faj izolatumai kozott,
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akkor is egyértelmii volt. Harom pl-t leoltva a 10* spéra/ml szuszpenziobol a R. pusillus
izolatumok egyike sem novekedett 2 pg/ml lovasztatin-koncentracid felett, amig csak

egyetlen R. miehei izolatum nem mutatott ndvekedést 6 pg/ml lovasztatin jelenlétében (20.

Abra).
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1 16 32 64 128
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20. Abra: Rhizomucor fajok lovasztatin érzékenysége

A kiillonbozo pH és taptalajosszetétel alkalmazasaval kapott eredményeink azt
mutatjak, hogy az egyes klinikai fonalas gomba izoldtumok antifungalis szerekkel szemben
mutatott érzékenységének meghatarozasakor meghatarozé szempont a megfeleld taptalaj,
valamint a megfeleld sporaszam megallapitasa. Kisérleteink alapjan a két faj elkiilonitésére
hasznalhatdo modszer 1ényege, hogy 6 pg/ml lovasztatint tartalmazé MEA taptalajra (pH 4) a
cseppben leoltva, két nap 37°C-on torténd inkubalast kovetéen a R. miehei torzs tobbé-

kevésbé kompakt telepnovekedést mutat, mig a R. pusillus izolatum ndvekedése teljes
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mértékben gatolt. A két faj elkiilonitése tehat a telepképzddés megléte illetve hidnya alapjan

torténik a megadott taptalajon (21. Abra).

21. Abra: Az R. miehei (A) és R. pusillus (C) novekedése MEA taptalajon és 6 ng/ml
lovasztatint tartalmazo MEA taptalajon (R. miehei, B és R. pusillus, D): A
sporangiospérakat 3 ul -es cseppek formajaban oltottuk a 10° (1); 10° (2) és 10*(3)

srer

Kontrollként sziikséges az izolatumok leoltdsa lovasztatinmentes MEA taptalajon.
Referencia torzsek alkalmazasaval példaul R. pusillus ATCC 46342 és R. miehei ATCC

16457 ellendrizheto a tesztben hasznalt lovasztatin mindsége.
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Kiilonb6zo jaromsporas gombak sztatin érzékenységének vizsgalata

A tovabbi kisérleteinkbe a lovasztatin mellett bevontuk a kereskedelemben kaphato
ujabb sztatin tipust vegyiileteket is (fluvasztatin, rozuvasztatin, atorvasztatin, szimvasztatin,
pravasztatin), melyek hatdsdt mas opportunista patogén jaromsporas gombdk esetében is
megvizsgaltuk. Ezeket a kisérleteket 96 mintahelyet tartalmazé mikrotiter lapra oltva M3
tapoldatban 10° sporangiospéra koncentracid alkalmazasaval végeztiik a NCCLSI fonalas
gombédkra érvényes utmutatdsaihoz hasonléan. A szimvasztatin és a lovasztatin
torzsoldatainak elkészitésénél elvégeztiik a vegyiiletek savas hidrolizisét is a Fenton és mtsai.
(1992) éltal leirt médon. Farmakologiai leirasok szerint a szimvasztatin és a lovasztatin aktiv
formajat a gyomorsav hatasara létrejovo lakton formava torténd atalakulas utan veszi fel.

A klinikai mintdk amfotericin B érzékenységének meghatarozasdhoz hasznalt M3
taptalaj Osszetételét tekintve minimal taptalaj, ennek megfeleléen korabbi vizsgalatainkkal

Osszhangban mar kisebb alkalmazott koncentracioknal is tapasztaltunk novekedésgatlast (22.

Abra).
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22. Abra: A Rhizomucor miehei sztatin érzékenysége
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A két Rhizomucor faj esetében (22. és 23. Abra), a mikrotiter lemezen elvégzett

kisérletekben is eltérést tapasztaltunk a fajok sztatin érzékenységében. A R. miehei esetében

crc

novekedésgatlast elérni. A R. pusillus-nal viszont a legtobb sztatinnak mar kis koncentracidja

is tobb mint 80%-o0s ndvekedésgatlast idéz eld.
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23. Abra: A Rhizomucor pusillus sztatin érzékenysége
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24. Abra: Az Absidia corymbifera sztatin érzékenysége
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Az Absidia corymbifera az alkalmazott leoltasi koriilmények kozott gyorsabban
novekedett, mint a tobbi altalunk vizsgalt jaromsporas gomba. A 48 6Oras inkubacios id6
eltelte utan mért adatok nem voltak megfelelden értékelhetdk az adatok szorasa miatt, ezért a
tovabbiakban a 24 6ras adatokat vettiik figyelembe a novekedésgatlas meghatarozasakor (24.
Abra). A fluvasztatin mar 0,4 pg/ml koncentracioban alkalmazva tobb mit 40%-os, ennek

haromszorosa pedig 80%-o0s ndvekedésgatlast okozott A. corymbifera esetében.
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25. Abra: A Mortierella wolfii sztatin érzékenysége

A Mortierella wolfii izolatum kevésbé mutatkozott érzékenynek a sztatinvegyiiletek

crer

(32-96 pg/ml) tobb mint 80%-o0s ndvekedésgatlast idéztiink el (25. Abra).

Két Rhizopus faj, a Rhizopus oryzae és a Rhizopus microsporus var. oligosporus
klinikai torzsét vizsgalva egyes sztatinvegyliiletekkel szemben tapasztaltunk érzékenységbeli
eltérést (26. és 27. Abra). A R. oryzae novekedése mar 0,4 pg/ml fluvasztatin jelenlétében is
40%-kal csokkent, 11 pg/ml fluvasztatinnal pedig tobb mint 90%-kal gatlédott, mig a

crer

oligosporus esetében nem érte el a 80%-ot. A vizsgalt vegyiiletek koziil az atorvasztatin R.
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microsporus var. oligosporus esetében nem mutatott gatlo hatast, bar a tobbi vizsgalt
jaromsporas gomba érzékenynek bizonyult erre a vegyiiletre is. A 48 6rds inkubacids 1d6
alkalmazasa az A4. corymbifera-hoz hasonléan a R. oryzae fajnal is nehezen értékelhetd
adatokat adott, ezért a faj gyors novekedése miatt ebben az esetben a 24 ora elteltével

tapasztalt novekedésgatlast vettiik figyelembe.

Rhizopus oryzae
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lovasztatin
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26. Abra: A Rhizopus oryzae sztatin érzékenysége

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis

fluvasztatin
rozuvasztatin
atorvasztatin
szimvasztatin

hidrolizalt szimvasztatin
hidrolizalt lovasztatin
pravasztatin

lovasztatin
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27. Abra: A Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis sztatin érzékenysége
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A Syncephalastrum racemosum vizsgalatdnal azt tapasztaltuk, hogy a tobbi
jaromspoéras gombatdl eltérden az atorvasztatin legkisebb alkalmazott koncentraciéban (0,044
pg/ml) is tobb mint 40%-o0s novekedésgatlast okozott, bar 96 pg/ml-nél sem sikeriilt 70%-ot

meghalad6 gatlast elérni (28. Abra).

Syncephalastrum racemosum
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- 20 %
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28. Abra: A Syncephalastrum racemosum sztatin érzékenysége

Osszefoglalva elmondhatd, hogy az altalunk vizsgalt jaromspords gombak
mindegyikénél sikeriilt a sztatinok novekedésgatld hatasat kimutatnunk. Az egyes fajoktol,
valamint az alkalmazott sztatinoktol fiiggéen jelentds eltéréseket tapasztaltunk. A M. wolfii
valamennyi alkalmazott koncentracid esetén erdteljes rezisztencidt mutatott a sztatinokkal
szemben, mig a legérzékenyebbnek a R. pusillus fajt talaltuk. A sztatinokat novekedésgatlo
hatasuk alapjan nem lehet egyértelmiien sorrendbe allitani, a kiilonbdzd fajok esetében a
hataserdsség sorrendje mas és mas. A kiillonbségek magyarazhatok lehetnek a fajok esetleges
sejtfalszerkezeti kiilonbségeivel, a kiilonbozé sztatinok eltérd szerkezetiik miatt eltérd
mértékben juthatnak a sejtekbe. Kiilonbségek lehetnek a fajok HMG-KoA reduktazanak

szerkezetében is, igy az eltérd szerkezetli sztatinok kiilonb6z6 affinitdssal kotddnek az

77



enzimhez, és fejtik ki gatlo hatasukat. Az érzékenységbeli eltérés magyarazhato lehet a AmgR
gén kopiaszdmbeli eltérésével is. Valamennyi faj vizsgalataibél elmondhatd, hogy a
legerdsebb novekedésgatlo hatassal kisérleteinkben a fluvasztatin rendelkezett. A két vizsgalt
sztatinokkal volt gatolhato, de ezeknél is a fluvasztatin hatdsa volt a legerdsebb.
Megvizsgéltuk a lovasztatin és a szimvasztatin hidrolizalt forméjanak hatdsat is.
Vizsgalatainkban a szimvasztatinnal nem bizonyult egyértelmiien erésebb gatldo hatasinak a
szimvasztatin hidrolizalt formaja, sét S. racemosum torzsnél a nem hidrolizalt forméaval
nagyobb novekedésgatlast sikeriilt elérni. A lovasztatinnal a legtobb esetben a lovasztatin

hidrolizalt formaja nagyobb gatl6 hatassal rendelkezett, mint a nem hidrolizalt forma.

Az amfotericin B és sztatinok egviittes hatasa jaromsporas sombakra

A jaromsporas gombak altal okozott fertdzések kezelésében legsikeresebben
alkalmazott szer az amfotericin B és annak kevesebb mellékhatassal rendelkezo
lipidszarmazékai. Az ujabb fejlesztésti posakonazol jaromsporas gombakkal kapcsolatos
gombaellenes hatasarol kevés in vitro adat all rendelkezésiinkre. A sztatinok jaromsporas
gombakra gyakorolt in vitro novekedésgatlasat latva, megvizsgaltuk az amfotericin B-vel
torténd egyiittes alkalmazasanak hatdsat a fluvasztatin és a rozuvasztatin esetében.
Valamennyi vizsgalt mikroorganizmusnal megvizsgéltuk az amfotericin B (Sigma) CLSI altal
javasolt koncentracioit (16-0,03 pg/ml), valamint a sztatinok koradbban is alkalmazott
koncentracioit (96-0,044 pg/ml). Ezutdn a vizsgalatot megismételtiik azon koncentraciok
alkalmazasaval, melyek ezekben az eldkisérletekben gatld hatast mutattak. A vizsgalt
jaromsporas gombak esetében az amfotericin B 1 pg/ml koncentracié felett mar jelentds
novekedésgatlast okoz (75-100%), ezért a szinergizmus megallapitasahoz az ennél kisebb
koncentraciokat vettiik figyelembe. Ez alol csak a Mortierella wolfii volt kivétel, amelynek

novekedését az amfotericin B-nek csak 16 és 8 pg/ml-es koncentracidja tudta gatolni
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(kevesebb mint 50%) (29. Abra). A fluvasztatin legmagasabb alkalmazott koncentracioja (96
pg/ml), 16 ¢és 8 pg/ml amfotericin B-vel egyiitt adva viszont tobb mint 75%-os
novekedésgatlast okozott. A vizsgalt koncentracioknal kapott értékekre az Abott-formulat
alkalmazva a fluvasztatin és az amfotericin B kdlcsonhatasa nem tekinthetd szinergizmusnak,

a kiilon-kiilon mért hatasok 6sszeadodnak, additivek.
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29. Abra: A Mortierella wolfii érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin B,
fluvasztatin és rosuvasztatin hatasara
A két Rhizomucor faj vizsgalt képviseldirdl elmondhatjuk, hogy a fajok amfotericin B
érz¢kenységét tekintve a R. pusillus érzékenyebb, mar 0,5 pg/ml amfotericin B 90%-o0s
novekedésgatlast okoz, mig ez a koncentracid R. miehei esetében csak 60 %-os gatlast okozott
(30. és 31. Abra). A R. pusillus esetében 0,125 pg/ml amfotericin B és a legkisebb
fluvasztatin egyiittes alkalmazdsanal pedig 78% gatlast tapasztaltunk. Ezekre az értékekre az
Abott-formulat alkalmazva szinergizmusrdl nem, csak additiv hatasrol beszélhetiink.

Valamennyi vizsgalt koncentracidértéknél additivitast mértiink.
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novekedésgatlas
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30. Abra: A Rhizomucor pusillus érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin B,

fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara.
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31. Abra: A Rhizomucor michei érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin B,

fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara

rozuvasztatin (ug/mil)

rozuvasztatin (ug/mil)
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Az Abott-formula hasznalataval szinergizmust mutathatunk ki fluvasztatin esetében:
0,03 pg/ml amfotericin B ¢és 0,044-1,2 pg/ml fluvasztatin, valamint 0,03-0,125 pg/ml
amfotericin B ¢és 1,2 pg/ml fluvasztatin egyiitt torténd alkalmazisakor. Rozuvasztatinnal
szinergizmust mutattunk ki 0,03 pg/ml amfotericin B és 0,044-3,6 pg/ml rozuvasztatin,
valamint 0,125-0,5 pg/ml amfotericin B és 0,4-1,2 pg/ml rozuvasztatin egyiitt torténd
alkalmazasakor. A tobbi vizsgalt kombinacidoban additiv hatast figyeltiink meg.

Absidia corymbifera esetében 0,25 pug/ml amfotericin B 57% novekedésgatlast okoz,
mig 0,133pg/ml fluvasztatinnal 77%, 0,4 pg/ml fluvasztatinnal 90%-os gatlast eredményez. A
0,25 pg/ml amfotericin B-t 0,4 pg/ml rozuvasztatinnal egyiitt alkalmazva 82%, 1,2 pg/ml
rosuvasztatinnal pedig 88% novekedésgatlast okozott (32. Abra). Az egyes mérési értékekre

Abott-formulat alkalmazva minden esetben additiv hatést tapasztaltunk.
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32. Abra: Az Absidia corymbifera érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin B,
fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara
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Rhizopus oryzae
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33. Abra: A Rhizopus oryzae érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin B,
fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara
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34. Abra: A Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis érzékenységének in vitro
vizsgalata amfotericin B, fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara

rozuvasztatin (ug/ml)

rozuvasztatin (ug/mil)
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A két vizsgalt Rhizopus fajroél elmondhatjuk, hogy amfotericin B-vel szembeni
érzékenységiik eltérd (33. és 34. Abra). A Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
esetében 0,5 pg/ml amfotericin B alkalmazéasa 75% feletti novekedésgatlast, mig Rh. oryzae-
nal ez a koncentraci6 mar 95% gatlast okozott. A 0,25 ng/ml amfotericin B Rh. microsporus
var. rhizopodiformis esetében 53%, Rh. oryzae-ndl csak 30% novekedésgatlast
eredményezett. Ehhez az amfotericin B mennyiséghez 1,2 pg/ml fluvasztatint adva RhA.
microsporus var. rhizopodiformis esetében a gatlas 57%-ra ndvekedett. A vizsgalt
gatlévegyliletek hatdsa kozotti kolecsonhatas az Abott-formula figyelembevételével mindkét
faj esetében additiv. A rozuvasztatin alkalmazott alacsony koncentracidi a két Rhizopus fajban

csak gyenge novekedésgatlast okoztak.
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35. Abra: A Syncephalastrum racemosum érzékenységének in vitro vizsgalata amfotericin
B, fluvasztatin és rozuvasztatin hatasara

A Syncephalatrum racemosum vizsgalt torzsénél azt tapasztaltuk, hogy 0,06 pg/ml

amfotericin B 11% gatlast okozott (35. Abra). Ezzel egyiitt 3,6 ug/ml fluvasztatint alkalmazva
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31% novekedésgatlast okozott. Az amfotericin B kétszeres koncentracidja (0,125 pg/ml) mar
90% gatlast eredményez. Az Abott érték kiszamitisa utan azt tapasztaltuk, hogy az
amfotericin B 0,06 ug/ml koncentracidja ¢és 32-96 ug/ml rozuvasztatin egyiittes
alkalmazasakor szinergizmusrol, a tobbi vizsgalt esetben pedig additivitasrol beszélhetiink.
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az 4&ltalunk vizsgalt jaromspdrds gombak
képviseldi in vitro korilmények kozott az amfotericin B-vel szemben érzékenynek
mutatkoztak. A M. wolffii kivételével minden fajnal tobb mint 75%-os novekedésgatlas érhetd
el 1 pg/ml amfotericin B-vel. A két sztatinvegyiilet kiilonbozé koncentracidival egyiitt
alkalmazva a legtobb esetben a szerek gatlé hatasa Osszeadddik, néhany kombinacidonal
szinergizmust is sikerlilt kimutatni. Az in vitro vizsgalatok eredménye a klinikai
alkalmazasnal azonban inkébb csak irdnyadonak tekinthetdk, a kezelésnél tapasztalt hatasos
doézis egy sor mas tényezé fliggvénye (Id.: farmakogenetika, farmakodinamika,
farmakokinetika) és a gombafertézéseknél természetesen filigghet a kiilonb6zd fert6zési
modoktol. A kiilonbozé sztatinvegyiiletek farmakodinamikai tulajdonsagairol néhany
irodalmi adat all rendelkezéslinkre. Negyven mg fluvasztatin beaddsa utan a vérplazma
maximalis fluvasztatin-koncentracioja 151,7 pg/L volt (Fischer és mtsai. 1999). Pentikainen
és mtsai (1992) azonos mennyiségii lovasztatin beaddsa utdn 40,4-121,4 pg/L maximalis
szérumkoncentraciét mutattak ki. Mazzu és mtsai. (2000) 20 mg atorvasztatin esetén 20.9
ng/L 40 mg pravasztatin alkalmazasakor 3.6 pg/L maximalis szérumkoncentraciét mértek.
Jacobson (2004) 40 mg szimvasztatin, 40 mg pravasztatin és 80 mg atorvasztatin beadasat
kovetden sorrendben 6-7 pg/L, 18-64 pg/L és 21-54 ng/L szérumkoncentraciot figyeltek meg.
Mas kisérletekben kiilonboz0 sztatinokat valamely mas drog egyiittes alkalmazasa
szempontjabol vizsgaltak annak megallapitasara, hogy a szérum sztatinszintjét mennyivel
novelik meg. Trivedi és mtsai. (2005) 40 mg rozuvasztatin és 200 mg fenofibrat egytittes

beadéasa utan 1,8-30 pg/L szérumszintet allapitottak meg. Mindezek alapjan feltételezheto,
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hogy az egyes sztatinvegytletek 3-150 pug/L koncentracidja érhetd el a vérben, amely in vitro
kisérleteinben a két legkisebb alkalmazott koncentracionak (0,044-0,133 pg/ml) felel meg. A
vérszérum sztatinkoncentracojanak mérése minden kozolt esetben arra iranyul, hogy a magas
koleszterinszint kezelése soran az egyes betegekben milyen mellékhatdsok Iéphetnek fel,
kiilonosen azokban az esetekben, amikor valamely mas betegség kezelésére hasonlo
anyagcsereuton hasznosuld drogot is kap a beteg. Ma mar a sztatinok alkalmazasakor
ellenjavallt szamos, a citokrom P450 enzimrendszeren keresztiil lebontasra keriild,
gombaellenes kezelésben tipikusan hasznalt azol adésa, de nem taldlhaté vizsgalat az
amfotericin B, vagy lipidszarmazékainak sztatinokkal egyiittes alkalmazasarol.
Kisérleteinkbdl és szamos irodalmi adatbol is kitlinik, hogy a hagyoméanyosan alkalmazott
azolokhoz képest a jaromspords gombak sokkal érzékenyebbek az amfotericin B-re.
Amennyiben az amfotericin B eltéré metabolizmusa miatt egyiitt alkalmazhat6 sztatinokkal,

érdemes lenne megvizsgalni a gombas fertdézések kezelésében tapasztalt hatasukat.
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ERTEKELES

Kisérleteink eredményeként azonositottuk és jellemeztik a R. miehei jaromsporas
gomba hmgR génjét. A megismert DNS szakasz 4977 bp hosszisaga, 1058 aminosavat kodol,
¢és Ot intront tartalmaz. Megallapitottuk, hogy a R. miehei genomja egy kopiaban tartalmazza a
kérdéses gént. PCR reakcio segitségével azonositottuk a X. dendrorhous élesztdgomba hmgR
génjének egy 315 bp hosszusagu szakaszat, amely a fehérje katalitikus doménjének egy részét
kédolja, €és nagy hasonldésagot mutat mas, ismert HMG-KoA reduktazokkal. Tovabbi
kisérletekben a teljes hAmgR gén nukleotidszekvencidja meghatarozhatd, mely lehetdséget
nyujt ezen gombafaj asztaxantintermelésének tovabbi vizsgalatara €s esetlegesen fokozasara.

A R. miehei hmgR gén 964 bp hosszusagu promdterének, valamint a zold fluoreszcens
protein (GFP) kodold szakaszanak felhasznaldsaval transzformald vektort készitettlink,
mellyel sikeresen transzformaltuk a M. circinelloides MS12 torzsét. A transzformalt torzset
fluoreszcens mikroszkdp segitségével vizsgalva megallapitottuk, hogy a R. miehei hmgR
génjénck promotere mitkkodoképes GFP fehérje termelddését teszi lehetévé M. circinelloides-
ben.

A teljes R. miehei eredetl hmgR gén felhasznalasaval késziilt vektort bejuttatva M.
circinelloides MS12 torzsébe, a torzs megnovekedett rezisztenciajat figyeltik meg a HMG-
KoA reduktaz szelektiv gatloszerével, a fluvasztatinnal szemben. A fluvasztatin mas
sztatinokhoz hasonléan ndvekedésgatld hatast fejt ki a gombasejtekben azaltal, hogy a
nélkiilozhetetlen vegyliletek szintézis¢éhez vezetd acetat/mevalonat reakciout egyik
kulcslépését gatolja.

Megvizsgaltuk tovabba a Rhizomucor nemzetséghez tartoz6 két faj, a R. miehei és a R.
pusillus  Osszesen 27 izolatumanak lovasztatinnal szembeni érzékenységét, és az
érzékenységet esetlegesen befolydsold koriilmények (pH, taptalajosszetétel, sporamennyiség)

hatasat az in vitro vizsgalatokra. Kimutattuk, hogy a két faj lovasztatinnal szemben mutatott
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érzékenysége jelentds mértékben eltér. Ennek a tapasztalatnak a felhasznalasaval
kidolgoztunk egy egyszerli tenyésztéses modszert a két faj elkiilonitésére. Ez a mddszer
egyrészt lehetOséget nyujt a két igen kozeli rokon faj megkiilonboztetésére molekularis
modszerek alkalmazasa nélkiil, masrészt feltételezi, hogy a két faj mas, gombaellenes
szerként alkalmazott vegyiiletekkel szemben is eltérd érzékenységii lehet. Ezek a kiilonbségek
sejtszerkezetbeli, vagy valamely részleteiben eddig nem ismert belsé enzimrendszerrel
kapcsolatos kiillonbséggel magyarazhatok, mely mas human fertézéseket okozo jaromsporas
gombak korére is Kkiterjeszthetd. Ehhez kapcsolodéan megvizsgaltuk 7 opportunista
patogénként szdmontartott 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 sztatinokkal (lovasztatin,
szimvasztatin, rosuvasztatin, atorvasztatin, pravasztatin, fluvasztatin) szemben. Ezekben a
kisérletekben mindegyik gomba més-mas sztatinra volt a legérzékenyebb, és ugyanaz a sztatin
kiilonb6z6é mértékii ndvekedésgatld hatast fejtett ki a kiilonbozo fajokban.

A két legerésebb novekedésgatlast okozd anyagot, a fluvasztatint és a rosuvasztatint
kivalasztva megvizsgaltuk e vegyiiletek egyiittes hatasat amfotericin B-vel, mely a
jaromsporas gombas fertdzésekkel szemben maig leghatékonyabban alkalmazott
gombaellenes szer. Ezekben a kisérletekben szinergizmust alig, de additiv hatdst minden
esetben megfigyelhettiink.

Az érzékenységvizsgalatokkal kapcsolatban hangsulyozni kell, hogy ezekben csak in
vitro érzékenységet lehet kimutatni, igy ezek hatdsa human alkalmazés soran jelentdsen eltérd
lehet. A jaromsporas gombas fertdzések altalaban mas, igen sulyos betegségekkel kapcsoltan
lépnek fel, melyek kezelése sordn a gombaellenes szerekhez hasonléan komoly
mellékhatdsokkal rendelkezd szereket alkalmaznak. Ezekbdl az eredményekbdl is kitiinik,

hogy a veszélyeztetett betegek korében egyre gyakrabban fellépd jaromsporas
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gombafertézéseket okozd fajoknak a kiilonb6z6 gombaellenes szerekkel, vagy mas
vegyiiletekkel szembeni €érzékenysége jelentdsen eltérhet, ami meghatarozo lehet a kezelés

szempontjabol.
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OSSZEFOGLALO

A jaromsporas gombakhoz (Zygomycota) tartozd6 Mucorales trendbe sorolt
nemzetségek (Absidia, Cunninghamella, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus) orvosi, ipari,
biotechnologiai és mezdgazdasagi szempontbol egyarant nagy jelentOségliek. A termofil
Rhizomucor nemzetségbe tartozd fajok (R. pusillus, R. miehei, R. tauricus), kiemelkedd
gyakorlati jelentOségliek. A R. pusillus és a R. miehei huméan ¢és allati mik6zisok opportunista
patogén korokozoi. Az altaluk kivaltott betegségek, els6ésorban immunszupresszalt
betegeknél, ketoacidozisban szenvedd cukorbetegeknél, egyes leukémias megbetegedésekben,
illetve stlyos égési sériilteknél okoznak gondot.

Munkank célja a Rhizomucor nemzetségbe tartozd R. miehei 3-hidroxi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-KoA) reduktdz génjének részletes molekularis és funkcionalis elemzése.

A HMG-KoA reduktdz az izoprénvazas vegylletek bioszintézisét biztositd
acetat/mevalonsav (AMV) reakciout kezdeti meghatarozé 1€pését katalizalja az eukaridta
sejtekben. A jaromspdras gombdkban az AMV ut kiilonleges jelentdsége, hogy szerepet
jatszik sajatos, egyetlen mas mikroszkopikus gomba parosodasi (mating) hormonjara sem
hasonlité feromonjuk, a trispdrsav bioszintézisében. A trisporsavon kiviil szamos masodlagos
metabolit (pl. karotinoidok, gombatoxinok) bioszintézisének elsd 1épését is ez az enzim
katalizalja. Az AMV reakciout valamennyi eukaridta sejtben kulcsfontossagu, hiszen ezen
keresztiil szintetizdlodnak a szterolvazas vegyliletek is (pl. koleszterol). Hasonloképpen
jelentds, hogy ez a reakciout teszi lehetévé azon prenil egységek létrejottét, amelyek
kapcsolodasa szamos fehérje esetében sziikséges a megfeleld bioldgiai funkcid betdltéséhez.
A kiilonb6z0 karotinvegyiiletek szintetikus eldallitdsa mellett nagy jelentdségli a természetes
eredeti és biotechnoldgiai uton eldallitott termékek felhaszndldsa az ¢lelmiszeriparban,

kozmetikai iparban ¢és gydgyaszatban. A X. dendrorhous élesztdgomba az asztaxanthin
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eldallitasara leggyakrabban alkalmazott mikroorganizmus, igy az acetat/mevalonat reakciout
tanulmanyozasa ebben a szervezetben kiilondsen fontos. Kisérleteink soran megkezdtiik a
gombaban eléforduld smgR gén azonositasat.

A HMG-KoA reduktaznak tobb szelektiv inhibitora ismert (pl. koninginsav és a
kiilonbozdé sztatinok). A sztatinok (pl. lovasztatin, szimvasztatin) ma széles korben
alkalmazott gyogyszerhatéanyagok a vér koleszterinszintjének csokkentésére, és ujabb
kutatasok vizsgaltak mas, az emberi szervezet élettani folyamataiban bet6ltott szerepiiket is.
Az elvégzett kisérletek soran:

e ) Fix II fagban elkészitett genomialis génkonyvtar sziirésével és HMG-KoA reduktaz
génszekvenciadk alapjan tervezett degeneralt primerekkel amplifikalt homolog proba
alkalmazéséaval sikeriilt azonositanunk, majd pBluescript vektorba klénoznunk a R.
miehei HMG-Ko0A reduktaz génjét.

e A teljes izolalt gén nukleotidszekvencidjat meghataroztuk (4977 bp), konszenzus
szekvencidk segitségével a génben Ot intront azonositottunk, és a kodolt fehérje
feltételezett aminosavsorrendjét (1058) meghataroztuk.

e Meghataroztuk a X. dendrorhous hmgR génjének egy 315 bp hosszlisagu szakaszat,
mely 105 aminosavat kddol a fehérje katalitikus aktivitasért felelds szakaszan.

o Megvizsgaltuk, hogy a gén milyen hasonlosagot mutat egyes mikroszkopikus gombak
(S. cerevisiae, S. pombe, U. maydis), illetve mas eukariota szervezetek HMG-KoA
reduktaz génjeivel.

e Southern-hibridizaci6 segitségével megallapitottuk, hogy a R. miehei faj genomjaban
egy HMG-KoA reduktdz gén talalhato.

o Az izoladlt R. miehei hmgR gén promoéterének és a zold fluorescens fehérje (GFP)

szekvenciajanak felhasznaldsdval transzformald vektort készitettiink, melyet M.
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circinelloides jaromsporas gombdba juttattunk be. A sikeres transzformacio
eredményeként M. circinelloides-ben GFP termelddését detektaltuk.

Az izoldlt gén felhasznalasaval transzformacios vektort készitettiink, melyet M.
circinelloides jaromsporas gombaba transzformalva megallapitottuk, hogy a R. miehei
hmgR gén hozzdjarult a M. circinelloides fluvasztatin rezisztencidjanak
novekedéséhez.

Meghatdroztuk 27  Rhizomucor nemzetségbe tartozé izoldtum lovasztatin
érzékenységét. A kapott eredmény alapjan kidolgoztunk egy egyszerli tenyésztésen
alapul¢ eljarast a két Rhizomucor faj elkiilonitésére lovasztatin érzékenységiik alapjan.
Meghataroztuk tovabba hét, orvosi szempontbol fontos jaromsporas gomba (R. miehei,
R. pusillus, A. corymbifera, M. wolfii, S. racemosum, Rh. oryzae, Rh. microsporus var.
rhizopodiformis) sztatinokkal szemben mutatott érzékenységét.

Kisérleteket végeztiink annak megéllapitdsara, hogy a rozuvasztatin és fluvasztatin
amfotericin B-vel torténd egyiittes alkalmazdsa soran milyen mértékben gatolt az
opportunista patogénként ismert jdromspords gombak novekedése. Az amfotericin B a
jaromspords gombdk altal okozott fertdzések jelenleg is alkalmazott, egyik
leghatékonyabb eszkdze. Vizsgalatainkban néhany esetben a szerek kozott fellépd

szinergizmust, a legtobb esetben pedig additiv hatést figyeltiink meg.
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SUMMARY

Members of the fungal order Mucorales have biotechnological importance in the
biotransformation of steroids, the production of organic acids (like lactic acid) or proteins
such as rennin-like aspartic proteases and in the fermentation of food, especially soy protein
(e.g. soy souce, tempeh). In addition they produce an array of vitamin-like compounds like
carotenoids. Some species of the orders Entomophtorales and Mucorales, e.g. Absidia,
Mortierella, Rhizomucor, Rhizopus and others (Ribes et al. 2000), can be agents of
opportunistic infections in human and animals. Healthy humans are generally unaffected, but
those with weakened immunity are at risk of infection. The major risk factors are diabetic
ketoacidosis; deferoxamine treatment to manage an iron overload; cancer and its therapy;
solid organ or bone marrow transplantations; and extreme malnutrition or neutropenia.

The aim of our study was to isolate and characterize the 3-hydroxy-3-methilglutaryl-
coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase) encoding gene of the practically important
zygomycete fungus Rhizomucor miehei. The enzyme product of the zmgR gene catalyses the
production of mevalonate. This is a rate-limiting step of the acetate/mevalonate pathway
leading to isoprenoid synthesis. During the mating of Zygomycetes, formation of the sexual
structures is induced by the trisporic acid, a compound synthesized through the same
acetate/mevalonate pathway. The enzyme catalyses the first step of the biosynthesis of sterol
compounds and other terpenoid-type secunder metabolites (for example the carotenoids). The
acetate/mevalonate pathway provides prenil groups for the appropriate function of many
indispensable protein of the cell. Various carotenoid compounds are produced synthetically
while some natural and microbial sources are also available for industrial purposes. The red-
yeast X. dendrorhous is often used for the biotechnological production of astaxanthin,
therefore the investigation of acetate/mevalonate pathway in this organism is important. The

aim of our experiments was to begin the characterization of the ~zmgR gene of this fungus.
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Statins inhibits growing in fungi via the inhibition of the mevalonate production,
which is the rate-limiting step of acetate/mevalonate pathway leading to isoprenoid
biosynthesis.

Statins (e.g. lovastatin, simvastatin), the selective inhibitors of HMG-CoA reductase,
are used as cholesterol lowering agent in human diseases. Recently, pleiotropic effects of
statins in human illnesses are extensively investigated.

As a result of our experiments:

e Degenerated PCR primers were designed to the most conserved region of AmgR genes,
and the resulted PCR fragment was used as homologous probe for screening the
lambda Fix II phage library of R. miehei genome. The R. miehei hmgR gene was
identified and cloned into pBluescript vector.

e The entire gene sequence (4977 bp) was determined. Five introns were found in the
hmgR gene and a putative 1058 amino acids correspond to the nucleotide sequence.

e A partial sequence (315 bp) of X. dendrorhous hmgR gene encoding 105 aminoacids
was determined.

e The similarity of R. miehei hmgR gene with those of other fungi and eukaryotes was
investigated.

e It was revealed/proved by Southern-blot experiment that R. miehei contains one hmgR
gene.

e The green fluorescent protein (gfp) gene driven by the promoter region of R. miehei
hmgR gene was successfully transformed into Mucor circinelloides. The promoter of
R. miehei hmgR gene permits the production of GFP in the transformant cells as it was
proved by fluorescence microscopy.

e A vector harbouring the entire imgR gene of R. miehei was also introduced to the

zygomycete fungus M. circinelloides. The yielded transformant was shown to have
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better tolerance of fluvastatin, which is a competitive inhibitor of HMG-CoA
reductase.

Furthermore, the susceptibility to lovastatin of 27 isolates of R. miehei and R. pusillus
was investigated. A simple and reliable method for species-level differentiation, based
on the significantly higher sensitivity of R. pusillus to lovastatin than that of R. miehei,
was elaborated. It is supposed that besides the susceptibility to lovastatin, the two
Rhizomucor species are different in their susceptibility to other antifungal compounds
also. The molecular background of the different sensitivities of the two species is not
yet known.

In other experiments the susceptibility to various statins of 7 opportunistic pathogen
species, R. miehei, R. pusillus, Absidia corymbifera, Mortierella wolfii,
Syncephalastrum racemosum, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis, was tested.

The synergy of fluvastatin and rosuvastatin with amphotericin B was also tested.
Amphotericin B is one of the most effective antifungal agents against zygomycoses. In
some combination, synergy and in the majority of cases, additivity was detected in our

experiments.
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