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Roviditések jegyzéke

AACT
asRNS
CBS
DMAPP
DEPC
DHA
EDTA
EMBL
ER
ERAD

FPP
GFP
GGOH
GGPP
GPP
HMG-KoA
HMGS
HPLC

HRD

IDI
IPK
IPP
LB
MDC
MEP
MEV
MOPS
MPD

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Acetoacetil-koenzim A tiolaz

Antiszensz RNS

Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands
Dimetilallil-pirofoszfat

Dietil-pirokarbonat

Dihidroxi-aceton

Etilén-diamin-tetraecetsav

European Molecular Biology Laboratory

Endoplazmatikus retikulum

ER-kapcsolt fehérje degradacio (Endoplasmic-reticulum-
associated protein degradation)

Farnezil-pirofoszfat

Z61d fluoreszcens protein (Green Fluorescent Protein)
Geranilgeraniol

Geranilgeranil-pirofoszfat

Geranil-pirofoszfat

3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A

HMG-KoA szintaz
Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High
Performance Liquid Chromatography)

HMG-KoA reduktaz degradacios ttvonal (HMG-CoA
reductase degradation pathway)

IPP izomeraz

Izopentenil-foszfat kinaz

Izopentenil-pirofoszfat

Luria-Bertani broth (Luria-féle tapleves)
Mevalonsav-5-difoszfat dekarboxilaz

Metileritriol-4-foszfat atvonal

Mevalonsav utvonal

3-N-morfolin-propanszulfonsav

Mevalonsav-5-foszfat dekarboxilaz
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MVAP Mevalonsav-5-foszfat

MVK Mevalonsav kinaz

oD Optikai denzités

PCR Polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction)

PEG Polietilén-glikol

PMC PEG — szorbitol — MOPS — kalcium-klorid

PMK Foszfomevalonsav kinaz

RNaz Ribonukleaz

SDS Natrium-lauril-szulfat

SMC Szorbitol — MOPS — kalcium-klorid

SSC Natrium-klorid — natrium-citrat

SZMC Szegedi Mikrobiologiai Gylijtemény (Szeged Microbiological
Collection)

TAE Tris — ecetsav — dinatrium-EDTA

TCM Tris — kalcium-klorid — magnézium-klorid

YEG Elesztékivonat-gliikoz tapkozeg (Yeast Extract - Glucose
medium)

YNB Elesztd nitrogénforras (Yeast Nitrogen Base)

YPG Elesztékivonat — pepton — gliikéz tapkozeg (Yeast extract -

Peptone-Glucose medium)

A doktori értekezésben eldforduld legfontosabb gének, illetve fehérjék és enzimek

roviditései:

Mucor circinelloides:
gpd

hmgR

HmgR

pyrG

Homo sapiens:
AMPK

gp78
HMGCR

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz gén
3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz

orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz

AMP-aktivalt protein kinaz (AMP-Activated Protein Kinase)
glikoprotein 78

3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz
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Insig Inzulin indukalta gén altal kodolt fehérje (Insulin-induced

gene protein)

P97/VCP ATP-vezérelt valozint tartalmazé chaperon fehérje (ATP-
driven chaperone valosin-containing protein)

SCAP SREBP hasadast aktivalo fehérje (SREBP Cleavage Activating
Protein)

SPFH2 Endoplazmatikus retikulum lipid raft-asszocialt fehérje 2

(Endoplasmic reticulum lipid raft-associated protein 2)
SREBP-2 Szterol szabalyozo elemet kotd fehérje (Sterol regulatory
element-binding protein)
SREs Szterol szabalyozé elemek (Sterol Regulatory Elements)
TMUBL1 Transzmembran ¢s ubikvitin-szerti domént hordozé fehérje 1

(Transmembrane and ubiquitin-like domain containing

protein 1)
ubc 7 Ubikvitin-kapcsolt enzim 7 (ubiquitin-conjugating enzyme 7)
Saccharomyces cerevisiae:
HMG1 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz 1 gén
Hmglp 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz 1 izoforma
HMG2 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz 2 gén
Hmg2p 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz 2 izoforma
Nsplp Insig homolog
Ubc7p Ubikvitin kapcsolt enzim
Schizosaccharomyces pombe:
Hmgl 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz
Insl Insig homolog fehérje

Styl Stressz-érzékeny mitogén aktivalo protein kinaz
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2. BEVEZETES

A terpének, azaz az izoprénvazas vegyiiletek, a természetben eléforduld egyik
legnagyobb ¢és legvaltozatosabb vegyiiletcsoportot alkotjak. Részt vesznek a sejtmembran
felépitésében (koleszterin, ergoszterin) és a sejten beliili biokémiai folyamatokban. Lehetnek
szinanyagok (karotinok), valamint fontos szerephez jutnak a fotoszintézisben és a
fotooxidativ védelemben is. Az €16 sejtben betoltott fontos szerepiik miatt bioszintézisiik
intenziven kutatott teriilet. Ezenkiviil a kiilonb6z6 ipardgak is nagy mennyiségben
hasznositjak oket.

A jaromspoéras gombak (Mucoromycotina) koz¢é tartozo Phycomyces blakesleeanus,
Blakeslea trispora és Mucor circinelloides a mikrobidlis karotinoid bioszintézis
tanulmanyozasanak modellorganizmusai. Koziilik a Phycomyces-ben tanulmanyoztak
legrészletesebben a karotinoidok bioszintézisének szabalyozasat. A karotinoidok €s az egyéb
izoprén szarmazékok bioszintézisének korai szakasza megegyezik. Ez az ugynevezett
mevalonsav bioszintézis titvonal (MEV), mely soran az acetil-koenzim A-bol tobb 1épésen
keresztiil kialakul az 6t szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP), ami a terpének kozos
épitékove. A mevalonsav bioszintézis utvonal kézponti 1épése a 3-hidroxi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-KoA) atalakulasa mevalonsavva, mely 1épést a HMG-KoA reduktaz
(HmgR) katalizalja. Mivel az enzim a korai izoprén bioszintézis egyik kozponti 1épését
hatarozza meg, igy kihatassal van az 0sszes terpén termelddésére. A sztatin vegyiiletek az
enzim szelektiv gatloszerei. Human gyogyaszatban felhasznaljak dket a koleszterin szint
csokkentésére, de gombaellenes hatasukat is vizsgaljak.

Az HMG-KoA reduktaz gének szama az egyes ¢él6lényekben eltérd. Az emldsdkben
altalaban egy reduktdz gén taldlhatd, mig novényekben fajtol fiiggden eltérd szdmban
fordulnak eld. A jaromsporas gombak genomja altaldban egy vagy két reduktaz gént kodol,
azonban a M. circinelloides genomja 3 ilyen gént tartalmaz (hmgR1, hmgR2 és hmgR3).
Munkank soran tisztdzni szeretnénk az egyes reduktazok specifikus szerepét a gomba
izoprén bioszintézisében. Ezért a dolgozatban ismertetett vizsgédlatok soran a gének
izolalasat kovetden kisérletet tettiink a gének kopiaszamanak emelésére ¢€s azok
csendesitésére, valamint megvizsgaltuk, hogy e moddositdsok milyen hatdssal vannak a
gombara. A gének kifejez0désének vizsgalataval képet szeretnénk kapni az egyes HMG-
KoA reduktazok szabalyozasarol és a kifejezddésiik esetleges eltéréseirdl.

Mind gyakorlati, mind pedig elméleti szempontbol fontosnak tartottuk megvizsgélni

a HMG-KoA reduktaz szerepét a Mucor sejten beliili folyamataiban (morfogenezis,
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apoptotikus folyamatok és stresszvalasz). Ezen ismeretekrél kevés informacidval
rendelkeziink, azonban fontosak lehetnek az esetleges biotechnoldgiai alkalmazasok
szempontjabol. A szabalyoz6 folyamatok feltarasa hozzajarulna, hogy az eddigi karotinoid
¢s terpén bioszintézis moddositasaval kapcsolatos eredmények felhasznaldsaval egy, az
iparban is jol hasznalhat6 karotinoid termeld torzset hozzunk 1étre. Az enzim ergoszterin
bioszintézisben betoltott szerepének tisztazasa pedig hasznos lehet 1), a patogén gombakkal
szembeni szerek kifejlesztésében is, valamint a kornyezethez vald alkalmazkodas és a

membranszerkezet kialakuldsanak tanulmanyozasa teriiletén.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Jaromsporas gombak (Mucoromycotina) altalanos jellemz6i

A Mucoromycotina az egyik legdsibb szarazfoldi gombacsoport melyhez a
hagyomanyosan jaromspords gombaknak nevezett csoportok tartoznak, nevezetesen a
Mucorales, Mortierellales és az Endogonales rend tagjai (Hibbett és mtsi. 2007). A
Mucoromycotina tagjainak nagy része elhalt névényi maradvanyokon €16, szaprofita
szervezet. Néhany faj parazita életmodot folytat, de taldlunk kozottiik ektomikorrhiza
alkotokat ¢és obligdt endoszimbiontdkat is (Benny 2001; Benny ¢és mtsi. 2001).
Altaldnossagban elmondhaté, hogy conocitikus micéliummal rendelkeznek (1/A abra),
sejtfalukban kitin és kitozan talalhatd. Ivartalan szaporit6 képleteik a sporangiumokban (1/B
abra) képz6do sporangiosporak. Neviiket az ivaros szaporodas soran 1étrejovo jaromsporarol
(zigospora) kaptak. Néhany csoportjukra jellemz6 a morfologiai dimorfizmus képessége,
mellyel a kornyezeti koriilményektdl fiiggden felvehetnek fonalas morfologiat, valamint

novekedhetnek élesztdszerlien is (1/C 4bra) (Ghormade és mtsi. 2012).

1. abra. A M. circinelloides conocitikus micéliuma (A), sporangiuma (B) és egy élesztészeri
morfologiat mutatoé sejtje (C).
A méretskala értéke 20 pm.

A jaromsporas gombak kozé szamos ipari és biotechnologiai jelentdségli gombafaj
tartozik. Felhasznaljak ket extracellularis enzimek (Godtfredsen 1990; Outtrup és Boyce
1990), tobbszordsen telitetlen zsirsavak (Carter 1988; Ward 1995; Yamada és mtsi. 1992),
karotinoidok termeltetésére (lturriaga és mtsi. 2000, 2001, 2005; Mehta és mtsi. 2003;
Dufoss¢ 2006), valamint szteroidvazas vegyliletek sztereospecifikus hidroxilalasara
(Madyastha és Srivatsan 1987). Elelmiszeripari jelentdségiik is nagy, mivel t5bb Mucor,
Rhizopus és Actinomucor faj képvisel6je megtalalhatd fermentacioval késziil6 tavol-keleti
ételek starter kulturajaban (Han és mtsi. 2001). Szamos fajnak jelentdsége van a klinikumban

is, mivel opportunista human patogénként stlyos, ugynevezett zigomikozisokat valthatnak
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ki legyengiilt immunrendszerii betegekben (Ribes és mtsi. 2000; Walsh és mtsi. 2004;
Chayakulkeeree és mtsi. 2006; Papp és mtsi. 2008).

A jaromspoéras gombak koziil az egyik legjobban kutatott modellorganizmus a
Mucor circinelloides. Az eddigi vizsgalatok elsésorban a gomba morfogenezisére és annak
biokémidjara (Orlowsky 1991; Ruiz-Herrera 1993), a jaromspoOrds gombak
»szexferomonjanak”, a trispérsavnak a bioszintézisére és a szexualis folyamatokban
betoltott szerepére (Gooday 1994; Orlowsky 1994), a fényérzékelés molekularis alapjainak
tisztazéasara (Silvia és mtsi. 2006), valamint masodlagos metabolitok (pl. karotinoidok)
bioszintézisére iranyulnak (Iturriaga és mtsi. 1992, 2000, 2001, 2005; Navarro €s mtsi. 2000;
Papp és mtsi. 2006; Velayos és mtsi. 1997, 2000a, 2000b).

3.2. A terpén tipusi vegyiiletek jelentdségei

A terpének Gtszénatomos izoprén egységekbdl felépiilé anyagok, melyek az egyik
legnagyobb ¢és legvaltozatosabb természetes vegyiiletcsoportot alkotjak (Misawa 2011).
Szamos terpén tipusi vegyliletet izoldltak mar dallatokbol, ndvényekbdl és
mikroorganizmusokbdl (Misawa 2011). Jelentdségiiket mutatja, hogy a kiilonb6z6 iparagak
nagy mennyiségben felhasznaljak 6ket. A gyodgyszeriparban tobbek kozt malariaellenes
szerként (pl. artemisinin) vagy antioxidans hatasuk miatt taplalékkiegészitoként (pl.
karotinoidok), a kozmetikai iparban illatanyagokként (pl. citronellol és geraniol), az
¢élelmiszeriparban pedig szin- (karotinoidok) és aromaanyagokként (pl. limonén és linalool)
hasznaljak oket. Ugyanakkor taldlkozhatunk még ezekkel a vegyiiletekkel a
novénytermesztésben, hormonok, illetve hormonhatasu vegyiiletek (giberellinek)
formdjaban, valamint felhasznaljdk dket az éllati takarményozéasban a halak husanak és a
tojas sargajanak az élénkitése (karotinoidok) céljabol is (Misawa 2011).

Ezen kiviil a sejtekben szamos sejtbiologiai és biokémiai folyamat részét képzik. A
karotinoidok a természetben eléforduld legnagyobb pigmentcsoport. Fotoszintetizalo
szervezetekben részt vesznek a fotoszintézis folyamataban, mint masodlagos fénygytijtd
molekulak (Britton és mtsi. 2008). Szamos ¢l6lényben fontos szerepet jatszanak a fény altal
okozott stresszel szembeni védekezésben, illetve a szabadgyokok és a reaktiv
oxigénféleségek elleni fotooxidativ védelemben is. Részt vesznek a fototaxis ¢és
fototropizmus folyamataiban. Novények viragainak és terméseinek szinanyagai és egyes
fitohormonok prekurzorai lehetnek. A karotinoidok az A vitamin eldanyagai, valamint
antioxidans tulajdonsagokkal is rendelkeznek (Burton 1989; Paiva és Russel 1999; Naguib
2000). Allati és emberi kisérletekben az egyes karotinoidok (pl. p-karotin, asztaxantin,
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likopin) csokkentették a szaj-, a prosztata-, a mellrak és egyéb daganatos elvaltozasok
kialakulasanak esélyét (Hennekens és mtsi. 1986; Vainio és Rautalahti 1998; Chew 1993;
Chew ¢és mtsi. 1999; Nishino és mts. 2002). Kedvez6 hatasaik miatt egyre névekvo igény
van természetes forrasbol - igy példaul mikrobioldgiai forrasbol - szarmazo termékek irant.
Az iparban felhasznalt karotinoidok tobbségét kémiai szintézissel allitjak eld, vagy
novényekbdl vonjadk ki, azonban igy csupan néhany vegyiilet allithaté el6 nagyobb
mennyiségben (Johnson és Schroeder 1995; Bhosale 2004; Dufossé 2006, 2009; Mortensen
2006).

A jaromsporas gombak ivaros folyamatai soran keletkezd jaromspora (zigospora)
kialakuldsa is szorosan Osszefligg a karotin bioszintézissel. A két, ellentétes parosodasi
tipusba tartozo torzsben a parosodas soran megndvekszik a B-karotin mennyisége (Schimek
¢és mtsi. 2003), ebbdl a B-karotinbdl egy 18 szénatomos ketosav, az igynevezett trisporsav
keletkezik. A trispdrsav a jaromsporas gombakra jellemzé szexferomon, amely szerepet
jatszik az ivaros differencidlodasban és a spoéraképzésben is. A trisporsav, a parosodasi
folyamatoktol fiiggetleniil is, serkenti a -karotin termel6dését. Ezt a hatast csak jaromsporas
gombaknal lehet kimutatni. Gilbertella persicaria esetében a termelt karotinoid mennyisége
OtszOrosére noét a parosodas soran (Papp €s mtsi. 2009).

A szterinek fontos sejtmembran alkotok (pl. koleszterin, ergoszterin), melyek
felel6sek a sejtmembran szerkezetéért és fluiditasaért (Sharma 2006). A farnezol az
opportunista human patogén Candida albicans éleszté gombaban, mint quorum sensing
molekula jatszik szerepet (Hornby és mtsi. 2001), ugyanakkor részt vesz az éleszté-micélium
atmenet kialakulasaban, igy a gomba biofilm képzésében ¢&s virulencidjdban is.
Saccharomyces cerevisiae-ben a 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) reduktaz
(HMGR) taltermelésével a farnezol mennyisége jelentdsen megndtt. Emlds sejtekben
kimutattak, hogy a farnezol gatolja a mevalonsav bioszintézis Utvonalban (MEV) szerepet
jatsz6 HMGR-t (Ong és mtsi. 2006).

A farnezil-pirofoszfat (FPP) és a geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP) részt vesz a sejt
szignaltranszdukciods folyamataiban szerepet jatszo, GTP4az molekulacsaladba tartozo, Rho
¢és Ras fehérjék prenilacidjaban (poszttranszlaciés modositas) is (Goldstein és Brown 1990).
A Ras gének szamos eukariodta ¢161ényben eléfordulnak, és fontos szerepet jatszanak a sejtek
fejloddésében €s osztddasaban (Boguski és McCormick 1993; Bourne €s mtsi. 1990; Ellis és
mtsi. 1981; Vojtek és Channing 1998; Kataoka és mtsi. 1984; Powers ¢és mtsi. 1984; Som és
Kolaparthi 1994).
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3.3. A terpén tipusu vegyiiletek bioszintézise

A terpén vegyiiletek bioszintézisének elsé 1épése az Otszénatomos izopentenil
pirofoszfat (IPP) kialakuldsa, amely a kiilonb6zo ¢éldlényekben 3 utvonalon keresztiil
torténhet (Lombard és Moreira 2011). Szamos baktériumban, valamint a gombak, ndvények
keletkezik tobb 1épésen keresztiil (Lombard és Moreira 2011). Baktériumokban és novények
kloroplasztiszdban azonositottak egy masik, az tin. metileritriol-4-foszfat (MEP) utvonalat,
melyben piruvatbol és glicerinaldehid-3-foszfatbol kiindulva alakul ki az IPP (Lombard és
Moreira 2011). Eredetiiket tekintve a MEV és a MEP bioszintézis egymastdl fiiggetlen, nem

homolog ttvonalakon valésul meg.

0
/lk E— acetil-KoA
SCoA

acetil-KoA \ 4
o o

aceto-acetil-KoA

HMG-KoA szintaz Sscon ¢—

o <«

H HMG-KoA

SCoA

HMG-KoA reduktaz

I
o]
O <
@]

OH
HO OH

mevalonsav
mevalonsav kinaz

mevalonsav-P
foszfomevalonsav kinaz
H

mevalonsav-PP
OPP

e

mevalonsav-difoszfat
dekarboxilaz

s

oPP izopentenil-PP

2. abra. A Kklasszikus mevalonsav (MEV) utvonal.

Dellas és mtsi. (2013) a leglijabb filogenetikai €s kisérleti adatok alapjan arra a
megallapitasra jutottak, hogy létezik egy alternativ mevalonsav utvonal is egyes archeakban.
Az alternativ és a klasszikus MEV utvonal a mevalonsav-5-foszfat (MVAP) kialakulasaig
megegyezik. Mig a klasszikus MEV utvonalon a MVAP — IPP atalakulast a
foszfomevalonsav-kinaz (PMK) és a mevalonsav-5-difoszfat dekarboxilaz (MDC), addig az
alternativ utvonalon egy mevalonsav-5-foszfat-dekarboxilaz (MPD) és egy izopentenil-

fosztat-kindz (IPK) katalizalja.
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Jaromsporas gombakban a klasszikus MEV ttvonalon keresztiil zajlik a terpének
bioszintézise (2. abra). Els6 1épésben acetil-koenzim A-bol egy acetoacetil-koenzim A tiolaz
(AACT) segitségével acetoacetil-koenzim A keletkezik, melyet a 3-hidroxi-3-metilglutaril-
koenzim A szintaz (HMGS) alakit at 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A-va (HMG-KoA).
A HMG-KoA a MEV tvonal kulcs intermedierje, melynek redukalasat a HMG-KoA
reduktaz (HmgR) végzi, létrehozva igy a mevalonsavat. A mevalonsavbol mevalonsav kinaz
(MVK) segitségével mevalonsav-5-foszfat jon létre. A PMK a mevalonsav-5-foszfatbol
mevalonsav-5-difoszfatot képez, ezt a mevalonsav-5-dekarboxilaz (MDC) alakitja at
izopentenil-pirofoszfatta (IPP).

Az IPP kialakuldsat kovetéen az IPP-izomeraz (IDI) segitségével alakul ki a
dimetilallil-pirofoszfat (DAPP). Streptomyces-ben felfedeztek egy az IDI-vel nem homolog

enzimet, amely ugyanezt a [épést katalizalja (Kaneda és mtsi. 2001).
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3. abra. Az izoprén specifikus bioszintézis utvonal.

Ezt az enzimet ID12-nek nevezték el, melyet késdbb megtalaltak kiilonb6z6 archea
genomokban is (Barkley és mtsi. 2004; Dutoit és mtsi. 2008). A DAPP kialakulasaval
kezdetét veszi az izoprén specifikus bioszintézis utvonal (3. édbra). Egy IPP és egy DAPP
Osszekapcsolodasaval jon létre a 10 szénatomos geranil-pirofoszfat (GPP), mely
prekurzorként szolgal a monoterpének bioszintézis€hez. A monoterpének széleskdrben
elterjedtek a novényekben ¢és algakban. Leggyakrabban, mint illoolaj-komponensek

(citronellol, geraniol) fordulnak el6.
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crer

katalizal, alakul ki a 15 szénatomos farnezil-pirofoszfat (FPP), melybdl a szeszkviterpének
(farnezol), triterpének ¢€s szterinek alakulnak ki.

Az izoprén bioszintézis utvonal tovabbi szakaszaban az FPP-hez egy ujabb IPP
egység kapcsolddasaval 1étrejon a 20 szénatomos geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP),
melyrdl a diterpének ¢és a karotinoidok specifikus bioszintézis itvonalai 4gazddnak le.

Korabban vizsgéltak az egyes terpénszarmazékok képzddési folyamatait
radioaktivan jeldlt acetil-KoA, leucin és mevalonsav segitségével az ugyancsak jaromsporas
P. blakesleeanus és B. trispora gombakban. Az eredmények azt mutattdk, hogy az
ergoszterin, a karotinoidok és a triacilglicerinek mar az acetil-KoA felhasznalasatol kezdve
egymastol elkiiloniilve, feltételezhet6en specifikus kompartmentekben, de mindenképpen
sajat kiilon prekurzorkészlet felhasznalasaval szintetizalodnak (Bejarano és Creda-Olmedo
1992; Kuzina és mtsi. 2006). Feltehetéleg az ergoszterin €s az ubikinon ugyanazon
kompartmentben szintetizalodik, ugyanis képzddésiik soran kozos prekurzorkészletet

hasznalnak.

3.4. A HMG-KoA reduktaz
A 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz (HmgR) egy NADP koenzim
segitségével milkodd oxidoreduktaz, mely a MEV ttvonal kézponti 1épését katalizalja (4.

abra).
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4. abra. A HMG-KoA redukciéja mevalonsavva.

Filogenetikai elemzések alapjan az enzimet két tipusba lehet sorolni (Friesen és
Rodwell 2004; Heidl és mtsi. 2004; Lombard és Moreia 2011). Az 1. tipusi enzim
eukariotakban, archedkban, néhany proteo és aktinobaktériumban, mig a II. tipusba tart6zé
enzim, baktériumokban és néhany archeaban fordul el6. Az 1. tipusu enzim ketté f6 domént
tartalmaz. A fehérje N-termindlis részén a hidrofil transzmembran domént, C-terminalis
részén pedig a hidrofob, katalitikus aktivitasért felelds régiot tartalmazza. A két domén
kozott egy rovid linker régio taldlhatd. Ezzel szemben a II. tipust enzim nem tartalmaz

transzmembran ¢€s linker régidt, az enzim sejten beliil szolubilis formaban van jelen. A



Irodalmi attekintés 16

biokémiai vizsgalatok azt mutatjak, hogy a két osztaly azonos eredetli aktiv centrummal
rendelkezik. Ugyancsak megegyezik a homodimer képzésiik, viszont eltéréd a kofaktor
hasznalatuk és masképp hatnak rajuk a sztatinok. A sztatinok a HMG-KoA reduktaz
szelektiv gatloszerei, melyeket koleszterinszint csokkentésre hasznalnak a humén
gyogyaszatban. Az 1. tipusu enzim sokkal érzékenyebb ezekre a vegyiiletekre, mint a II.
tipusu (Friesen és Rodwell 2004).

A HMG-KoA reduktdz gén szekvencidjara és fehérje szerkezetére vonatkozd
adatok szamos eukariota szervezetben ismertek, mint példaul Arabidopsis thaliana (Caelles
¢és mtsi. 1989), S. cerevisiae (Basson és mtsi. 1988), Drosophila melanogaster (Gertler és
mtsi. 1988), Rhizomucor miehei (Lukacs és mtsi. 2009), P. blakesleeanus (Ruiz-Albert és
mtsi. 2002).

A HMG-KoA reduktaz gének az egyes organizmusokban eltérdé szamban fordulnak
el6. Emlésokben altaldban egy, mig novényekben fajtol fliggden egy multigén csalad kodolja
Oket (Stermer ¢és mtsi. 1994). A gének szdma a gombakban is igen valtozatos.
Schizosaccharomyces pombe esetében egy (Lum és mtsi. 1996), mig S. cerevisiae esetében
kett6 HMG-KoA reduktaz gént (Basson és mitsi. 1986) azonositottak. A jaromsporas
gombak genomja egy vagy tobb HMG-KoA reduktaz gént kodol. Az Absidia glauca
(Burmester és Czempinski 1994), P. blakesleeanus (Ruiz Albert és mtsi. 2002), R. miehei
(Lukacs ¢és mtsi. 2009) egy, a M. mucedo és a Parasitella parasitica (Burmester és
Czempinski 1994) ketté hmgR gént hordoz. Tobb jaromsporas gomba HMG-KoA
reduktdzanak egy rovid szakaszat 0sszehasonlitva, arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
jaromspéras gombak szétvalasa eldtt egy génduplikdcios esemény tortént a jdromsporas
gombak dsében (Ruiz-Albert és mtsi. 2002). Késobb egyes fajok az egyik gént elvesztették,
mig mas fajokban tovabbi duplikécio is tortént (Lukéacs és mtsi. 2009). A legujabb kutatési
eredmények azt mutatjak, hogy a jaromsporas gombak esetében nem csak génduplikacios
események, hanem teljes genom duplikacio is torténhetett (Gryganskyi és Muszewska
2014).

Az I. tipust enzim transzmembran régidja fajtol fliggden meglehetdsen varibilis,
altalaban 2-8 transzmembran hélixet tartalmaz. A jaromsporas gombak koziil a R. miehei
HMG-KoA reduktaza 7, mig a P. blakesleeanus esetében 8 transzmembran szakaszt hordoz.
A hidrofob N-termindlis rész a transzmembran hélixeken kiviil tartalmaz egy un. szterol
érzékeld domént (SSD) is, mely részt vesz az enzim poszttranszlacios szabalyozésaban
(Loftus és mtsi. 1997; Brown és Goldstein 1999; Davies és loannou 2006). A HMG-KoA

reduktdz igen erds szabalyozas alatt all, mely a transzkripcid, a transzlacio €és a poszt-
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transzlacid szintjén is megnyilvanul (Goldstein és Brown 1990). A fehérje C-terminalis
régidja, mely az enzim katalitikus aktivitasaért felelds, erdsen konzervalt (Hampton és Rine
1994).

Az enzim sejten beliili lokalizacidja eltéré lehet. Altaliban az endoplazmatikus
retikulumhoz (ER) horgonyzodik ki, de van példa peroxiszémalis és mitokondrialis
lokalizéciora is. Emlésok esetében a HMG-KoA reduktaz (HMGCR) egy 97 kDa nagysagu
protein, mely hét transzmembran régio segitségével az endoplazmatikus retikulum
membranjahoz horgonyzodik (Liscum és mtsi. 1985). Ugyanakkor kimutattak, hogy l1étezik
egy masodik izoforma is, amely az el6zdtdl fiiggetleniil kodolt és a peroxiszomak
matrixaban fordul elé (Breitling és Krisans 2002). A peroxiszomalis HMGCR a normal
enzimaktivitas 5%-at teszi ki (Keller és mtsi. 1986), mérete kisebb, minddssze 90 kDa
(Engfelt és mtsi. 1997), és szabalyozasaban is eltér az ER-ben el6forduld enzimétdl
(Aboushadi ¢s mtsi. 2000). Az extremofil Hortaea werneckii gombaban két izoformajat
azonositottak az enzimnek, melyek koziil egyik a mitokondriumban, a masik pedig az ER-
ben lokalizalodik (Vaupoti¢ és Plemenitas 2007). A. thaliana genomjaban két HMG-KoA
reduktdz gén taldlhatd, melyekrdl az enzimnek hirom izoforméja keletkezik. A harom
izoforma egyenként 75 kDa nagysagu és egy vagy két transzmembran régiot hordoznak,
mely segiti az enzim szallitdsdt az ER-bAl a mitokondriumba vagy a kloroplasztiszba
(Learned és Fink 1989; Leivar és mtsi. 2005; Stermer és mtsi. 1994).)

A S. cerevisiae genomja két HMG-KoA reduktaz izoenzimet kodol (Hmglp és
Hmg2p). Mind a két fehérje az ER-hez kotddik, de azon beliil elkiiloniil a lokalizaciojuk
egymastdl (Koning és mtsi. 1996). A Hmglp az ER sejtmag feldli részén helyezkedik el €s
a HmgR2p fontos szerepet tolt be az anaerob koriilményekhez valo adaptalédasban, ugyanis
kifejezddése anaerob koriilmény kozott megnd, mig a Hmglp kifejezédése lecsdkken.
Kiilonbség van a két enzim szabalyozasaban is. A Hmglp enzim sokkal stabilabb és a

crer

ut nem-szterin metabolitjai.

3.5. A HMG-KOoA reduktaz enzim jelentosége
Az irodalombodl ismert, hogy a HMG-KoA 4talakuldsa mevalonsavvd a MEV
bioszintézis ut kozponti, sebességmeghatarozo 1épése. A mevalonat utvonal végén keletkezo

IPP-vel veszi kezdetét a terpén specifikus utvonal. Az utvonalon keletkezd egyes izoprén
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termékek hatassal vannak a MEV utvonal enzimeire, koztik a HMG-KoA reduktaz
keletkezésére, stabilitasara és degradacidjara (Goldstein és Brown 1990).

A HMG-KoA reduktaz sejten beliil betoltott kozponti szerepe a kiilonbozd
izoprénvazas vegyiiletek bioszintézisére gyakorolt kozvetlen hatasaban fejezodik ki, melyek
olyan valtozasokat indukalnak, amik alapvetd hatassal lehetnek az adott organizmus
morfogenezisére, virulencijara és/vagy a megvaltozott kornyezethez vald adaptalodasi

képességére. Az 5. abran az enzim kozvetlen és kozvetett hatasai lathatoak.
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5. abra. A HMG-KOo0A reduktaz kozvetlen (nyil) és kozvetett (szaggatott nyil) hatasa a kiilonb6z6 sejten
beliili folyamatokra.

Szamos kutatds indult a HMG-KoA reduktaz karotinoid bioszintézisben betoltott
szerepének tanulmanyozasara az elmult években. A Candida utilis tartalmazza az izoprének
bioszintézisé¢hez sziikséges prekurzorokat és enzimeket, azonban nem képes karotinoidok
termelésére. Bakteridlis eredetli génekkel transzformalva az élesztdt, karotinoid termeld
torzset hoztak 1étre (Misawa és Shimada 1997). Izolaltak a C. utilis HMG-KoA reduktaz 1
génjét (hmgR1), melyet tulmikodtetve az é€leszté sejtben, sikeriilt a MEV tatvonalon
keresztiil a termelt karotinoid mennyiségét négyszeresre nodvelni. Mindekdzben az
ergoszterin mennyisége alig valtozott. Hasonl6 moédon hoztak 1étre karotinoid termelésre
alkalmas S. cerevisiae torzset is, melyben a C. utilis hmgR1 génjének katalitikus doménjét
tulmiikodtetve fokozni tudtdk a karotin produkciot (Verwaal és mtsi. 2007). Yan és
munkatarsai (2012) karotin termeld, rekombinans S. cerevisiae-ben képesek voltak a HMG-

KoA reduktaz tulmiikodtetése mellett ugy noveli a termelddo karotinoid mennyiséget, hogy
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kozben ketokonazollal gatoltdk az ergoszterin bioszintézis utat. Ezaltal az izoprén specifikus
bioszintézis uton keletkezé FPP nagy része a karotin bioszintézisre forditodott. A R. miehei
HMG-KoA reduktaz génjét izolalva és M. circinelloides-ben tulmiikédtetve nem
tapasztaltak a karotin termelésben szignifikans valtozast, ugyanakkor a transzformansok
sztatinokkal szembeni érzékenysége jelentdsen csokkent (Lukécs és mtsi. 2009).

Basson és munkatarsai (1986) megfigyelték, hogy S. cerevisiae-ben az enzim fontos
szerepet jatszik a spordk csirazasdban és a vegetativ sejtek novekedésében. Létrehoztak
olyan delécids mutans térzseket, melyekben hol az egyik, hol a masik HMG gént torolték.
Arra a megallapitasra jutottak, hogy a sejt életben maraddsa szempontjabol elégséges
egyetlen HMG gén, viszont a két gén egyidejli delécidja letalis (Basson és mtsi. 1987; Seong
¢és mtsi. 2006). Az izoprén specifikus bioszintézis utrol ledgazé termékek, koztiik a farnezol
¢és geranilgeranol, negativ visszacsatolassal szabalyozza ¢élesztdben a gén kifejezddését.

Joo és Jetten (2010) munkajukban leirtdk, hogy emlds sejtekben a farnezol
indukalta apoptozist az enzimszint mennyiségének csokkenése kisérte, ezenkiviil az enzim
gatlasa révén az ER-ben stresszvalasz indukalodik, mely szintén apoptdzishoz vezet. C.
albicans-ban szintén megfigyelték a farnezol szerepét az apoptotikus folyamatokban
(Shirtliff és mtsi. 2009). Emlds és gomba sejtekben a sztatinok — a HMG-KoA reduktaz
szelektiv gatldszerei — a protein prenilacidjanak indirekt gatlasan keresztiil gatoljak a Ras
fehérje termelddését. Lovasztatinnal indukélt apoptozist human rékos sejtvonalakban is
megfigyeltek (Agarwall és mtsi. 1999). Korabban vizsgaltak a M. racemosus Ras fehérjéinek
(RAS1, RAS2 ¢és RAS3) kifejezddését €s a sejtek morfologidjara kifejtett hatasat (Roze €s
Linz 1998). Mindhdrom RAS fehérje kifejezodése a fonalas novekedés soran volt erdteljes,
mig az élesztdszerli novekedés alatt kifejezddésiik csokkent. A prenilacid gatlasa (a HMG-
KoA reduktaz kompetitiv gatloszereinek alkalmazasaval) akadalyozta a RAS fehérjék
érését, ezaltal csokkent a gomba ndvekedése és a sporangiosporak kialakuldsanak a mértéke
is. Ezen valtozasok a gombasejtekben apoptozis-szerti folyamatokat inditottak el, melyek
végiil a gombasejtek halaldhoz vezettek (Roze €s Linz 1998).

Halofil ¢élesztégombakban az enzim hozzdjarul a halotolerans fenotipus
kialakitasahoz. H. werneckii esetében az optimalis sokoncentracié mellett az enzim
degradaciojanak mértéke csokkent, mig az optimalistol eltéré, magasabb, illetve
alacsonyabb sokoncentracié mellett az enzim aktivitisa megn6tt. Lovasztatinnal torténd
kezelés hatasara ozmotikusan szenzitiv fenotipus jelent meg (Vaupoti¢ és mtsi. 2008). Az
extrém kornyezethez vald alkalmazkodas az extremofil mikroorganizmusok szamara

létfontossagu. Haloferax volcanii archea baktériumnal a sokoncentracid valtozasaval
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parhuzamosan valtozott a sejtmembran lipid- és karotinoid tartalma (Bidle és mtsi. 2007).
Soérzékeny S. cerevisiae esetében leirtak, hogy mind alacsony, mind magas sokoncentracio
mellett 2-6 szorosara nétt az enzim aktivitaisa. A termelédé fehérje mennyisége
parhuzamban allt az enzim aktivitdsaval. Az eredmények azt mutattak, hogy az enzim részt
vesz a sostresszhez val6 alkalmazkodasban.

A HMG-KoA reduktdznak nem csak a kornyezethez valo alkalmazkodasban ¢€s a
sejten beliili biokémiai folyamatokban van szerepe, hanem patogén gombakban kihat a
virulenciara is. Seong és munkatarsai (2006) létrehoztak egy olyan mutans Fusarium
graminearum torzset, melyben a HMG-KO0A reduktaz katalitikus doménje érintetlen maradt,
azonban a transzmembran régidban mutacid tortént. Ezekben a mutansokban a novekedési
rata lelassult, valamint csdkkent virulenciat mutattak blizanovénnyel szemben.

Novényekben az izoprén bioszintézis Ut egyes termékei (szterinek, fitoalexinek,
hormonok, karotinoidok) fontos szerepet toltenek be a fiatal ndvény novekedésében és
fejlodésében. A HMG-KoA reduktaz gén aktivitasa és kifejezodése az egyes szovetekben
specifikusan meghatarozott idében torténik. Az intenziv sejtosztodas soran (a magfejloédés
korai szakaszdban) a legmeghatarozobbak azok az izoprén komponensek, melyek részt
vesznek a membranok kialakitasaban, illetve azok, melyek az elektron transzportlanc tagjai
(Moore ¢és Oishi 1993). A magfejlédés soran és az embrioban igen magas HMG-K0oA
reduktaz aktivitas értéket mértek (Stermer €s mtsi. 1994).

3.6. A HMG-KOoA reduktaz szabalyozasa

3.6.1. A HMG-KOoA reduktaz szabalyozasa emberben

Emberben a HMGCR egyik {6 transzkripcios faktora az ugynevezett szterin
regulacios elem-koté fehérje 2 (SREBP-2) (Horton és mtsi. 2002; Burg és Espenshade
2011). Az ER-hez k6t6d6 SREBP komplexet alkot az ugyancsak membran kotott, a SREBP
hasitasat aktivald fehérjével (SCAP). Az igy létrejott SREBP-SCAP komplex érzékeli a
sejten beliili szterin szintet. Az Insig (inzulin indukalta gén altal kodolt fehérje) képes a
HMGCR-t transzkripcionalisan €s poszttranszlaciosan is szabalyozni. A transzkripcionalis
szabalyozas soran az Insig meggatolja a SREBP aktivaciojat. Alacsony koleszterinszint
esetén az Insig lehetdvé teszi a SREBP-SCAP komplex aktivacigjat és az ER-bodl a Golgi
apparatusba torténd szallitasat. A Golgi apparatusban a SREBP-161 két proteolitikus hasitas
eredményeként a fehérje N-terminalis transzkripcios faktor doménje levalik. Ez a domén

belép a sejtmagba, ahol ugynevezett szterol regulacios elemeket (SREs) ismer fel. A
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transzkripcios faktor ktddik a HMGCR prométerében taldlhaté SRE elemhez és meginditja
a gén transzkripciojat (Burg és Espenshade 2011).

az ugynevezett szterin-érzékeld visszacsatolasi-gatlasi rendszeren keresztiil. Magas szterin
szint mellett az Insig koti a HMGCR N-terminalis részét, ezaltal megtorténik az enzim
ubikvtinalodasa és gyors degradacioja. Az Insig egyiittmiikodik a gp78 (glikoprotein 78)
membran kotott ubiquitin E3 ligdzzal, mely a citoplazma feldli oldalan magahoz toborozza
az ubc7-t (ubikvitin kapcsolt fehérje), valamint a p97/VCP (ATP-vezérelt valozin tartalmazo
chaperon fehérje) ATPazt. A membranban a gtp78-t koti a TMUBI (transzmembrant és
ubikvitin-szerii domént tartalmazo fehérje) az SPFH2 (endoplazmatikus retikulum lipid raft-
asszocialt fehérje). Az igy létrejovo komplex hatdsara ubikvitinalodik a HMGCR, levalik a
membranrdl és elindul a degradacidja. Ezt az Insig-fliggd lebontast kétféle szignal valtja ki:
a szterinszarmazékok és a 20 szénatomos geranilgeraniol (GGOH). Mindkét szignal hatassal
van a HMGCR degradaciojara, de kiilonb6z6é modon. A GGOH nem sziikséges a HMGCR
ubikvitinalodasahoz, de fokozza azt, mig bizonyos oxiszterinek és a koleszterin bioszintézis
koztiterméke a 24,25-dihidrolanoszterol sziikséges az Insig-HMGCR kotédésért. Mivel a
koleszterin szintézis erdsen oxigénigényes folyamat, alacsony oxigénszint mellett a
lanoszterol metil csoportjainak eltavolitasa gatolt, igy ez a koztitermék felhalmozodik a
sejten beliil eldsegitve a HMGCR-Insig kotddeést. Egy molekula koleszterin acetil-KoA-bol
torténd szintézise soran 11 molekula dioxigén sziikséges, mely 9 a metil csoportoknak a
lanoszterolrdl valo eltavolitasahoz sziikséges (Nguyen €s mtsi. 2007).

Létezik egy Insig fliggetlen mechanizmus is. Metabolikus stressz soran ez a
mechanizmus segiti a sejt ATP felhasznalasat. Ez a sejtanyagcsere allapot az, amely
szabalyozza a HMGCR degradaciojat. Az AMPK (AMP-aktivalta protein kinaz) egy hetero
trimer komplex, mely két szabalyozo6 alegységet (B €s y) és egy katalitikus alegységet (o)
tartalmaz. A y koti az adenozin nukleotidokat €s részt vesz az energiaérzékelésben. Az AMP
allosztérikusan aktivalja az AMPK-t, erre az ATP nem képes, mivel az AMP ¢s az ATP
versenyez az AMPK kotShelyéért. Az AMPK képes érzékelni az AMP: ATP aranyt és ennek
megfelelden noveli a katalitikus aktivitdsat. Ha aktivalodott, akkor képes az enzimen
talalhaté (S872) aminosavat foszforilalni, igy csOkkenti a HMGCR aktivitasat. A
foszforilalas eredményeként az enzim NADP-hoz valo affinitdsa lecsokken. A
defoszforilacio képes teljesen helyreéllitani az enzim miikdodését. A defoszforilaciot a PP2A

nevll protein foszfatdz végzi (Burg és Espehnsade 2011).
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3.6.2. A HMG-KOoA reduktiaz szabalyozasa gombakban
Gombak esetében ¢ folyamatokat legalaposabban a Sch. pombe és a S. cerevisiae

¢lesztokben tanulmanyoztak.

3.6.2.1. Schizosaccharomyces pombe

A Sch. pombe egy HMG-KoA reduktazzal (Hmgl) rendelkezik, mely 8
transzmembran hélixet tartalmaz (Lum ¢és mtsi. 1996). Az enzimben, a human reduktazhoz
hasonloan, fellelheté az AMPK altali foszforilacio célpontjaul szolgald szerin (S1024).
Megtalalhato a hasado élesztdben egy Insig homoldg (Insl) fehérje is, mely az emlds
Insiggel ellentétben nem szabalyoz a SREBP-SCAP utvonalon keresztiil, de stabil
komplexet képez a Hmgl-gyel. Az Insl nem-degradativ utvonalon keresztiil szabalyozza a
Schizosaccharomyces Hmgl-t. Az Insl-Hmgl komplex el6segiti a S1024 és a T1028
foszforilacigjat, ezaltal csokkentve az enzim aktivitasat. Ez a gatlas noveli a NADP Km
értékét. Ezt a foszforilaciot ozmotikus stressz és alacsony gliik6z szint indukalja. Ozmotikus
stressz €s minimal tiptalajon valé ndvekedés soran a Hmgl foszforildciojahoz sziikséges a
Styl (stressz-érzékeny mitogén aktivalo protein kinaz), a Wis4 és Wisl. Alacsony gliikdz
szint erésen indukalja a Hmgl foszforilaciojat. Ennek szabalyozaséban részt vesz a PP2A-
hoz hasonldé Ppel foszfataz és annak negativ reguldtora, az Sds23. A Ppel az enzim
defoszforilacidjaért felelds, azonban magas gliikoz szint esetén az Sds23 meggatolja a Ppel
miikodését. Emlésben a HMGCR foszforilacidja alacsony gliikoz szint mellett az AMPK-n
keresztiill zajlik. A Sch. pombe AMPK homoléog nem sziikséges a glikoz-fliggd
foszforilacidohoz. Ellenben, ahogy az emlds sejtekben az AMPK vy alegység, tigy az Sds23 is
tartalmaz CBS domént, ami felveti annak lehetdségét, hogy a Hmgl szabalyozasaban, az
emlds HMGCR-¢éhez hasonldan, szerepe van az adenozin nukleotid szint érzékelésének.

A hasad6 élesztdben megtalalhatd az tigynevezett Srel és Scpl fehérje, melyek
SREBP és SCAP ortologok (Hughes és mtsi. 2005, 2007). A Srel is tartalmaz egy hélix-
hurok-hélix motivumot, melynek segitségével képes az emldsokben talalhatdé SRE
elemekhez ko6tddni (Todd és mtsi. 2006). A SCAP és Scpl fehérjék azonossaga csak arra a
harom konzervalt szterin-érzékelé doménra korlatozodik, melyek ahhoz elegendéek, hogy a
fehérjét az endoplazmatikus retikulumba tartsak

A Srel részt vesz azokban a folyamatokban, melyekkel a sejt képes a kornyezet
(Espenshade 2006; Hughes és mtsi. 2005; Todd és mtsi. 2006). Anaerob koriilmények

kozott a Srel fehérje aktivalodik és felhalmozodik a sejtmagban. Transzkripcionalis
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aktivatorként kezd el viselkedni, mely olyan gének atirodasat aktivalja, melyek sziikségesek
az alacsony oxigén szint melletti novekedéshez. Ezek olyan enzimek génjei, amelyek nagy
mennyiségli oxigént igényl0 folyamatokat katalizald reakcidkban vesznek részt (pl. az
ergoszterin, hem, szfingolipid, és ubikinon bioszintézis egyes oxigén igényes lépései) (Todd
¢és mtsi. 2000).

3.6.2.2. Saccharomyces cerevisiae

A S. cerevisiae két HMG-KoA reduktaz génje (HMG1, HMG2) kiil6nb6z6 modon
regulalodik. Aerob koriilmények kozott hem képzodik, mely aktivalja a Haplp
transzkripcidés faktort. Ezutan a Haplp aktivalja a HMGI transzkripcidjat. Ezzel
parhuzamosan egy, még ismeretlen mechanizmus gatolja a HMG2 kifejezddését.
Mevalonsav éheztetett sejtekben akkumulalodik a Hmglp fehérje és emelkedett aktivitast
mutat. A Hmg2p, az emlds sejtekhez hasonldan, az ER-kapcsolt degradacio (ERAD) utjan
szabalyozodik. A Hmg2p-t felismeri és ubiquitindlja a membran kotott HRD (HMG-KoA
degradacios utvonal) komplex. A membran kotott Hrd1P E3 ligaz az Ubc7p (ubikvitin
konjugald enzim) fehérjével ubikvitinalja a Hmg2p-t, mely ezutan levalik a membranrol és
A nem szterin izoprének koziil a 20 szénatomos GGPP a legfontosabb szignalkomponens.

Az emelkedett Hmg2p aktivitds noveli a keletkez0 GGPP mennyiségét, mely negativ

crer

cyey

ortologjat Nsplp-nek nevezik, mely koti a Hmg2p-t és szabéalyozza a fehérje mennyiségét
¢s stabilizalja azt (Burg és Esphensade 2011).

Az élesztd nem rendelkezik SREBP és SCAP fehérjékkel. Alacsony szterin szint
esetén az Upc2p és Ecm22p transzkripcios faktorok kontrollaljak a szterin bioszintézist (Vik
¢és Rine 2001). Ezek a fehérjék a SREBP génnel nem mutatnak homologiat (Dimster-Denk
¢és Rine 1996; Smith és mtsi. 1996). Alacsony oxigén szint esetén az Upcp2 az AUSI és
PDRI11 ABC transzporterek expressziojat indukalja, melyek segitik az exogén szterin

felvételt.
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4. CELKITUZESEK

Mivel a HMG-KoA reduktaz a terpén bioszintézis korai szakaszanak kdzponti
1épését katalizélja, hatassal lehet szamos vegyiilet, tobbek kozt a karotinoidok és az
ergoszterin, valamint az ubikinon és egyes fehérjék prenil csoportjainak képzodésére.
Kozvetleniil vagy az emlitett metabolitok szintézisén keresztiil olyan fontos bioldgiai
folyamatokat befolyasolhat, mint a membran szerkezet kialakitasa, a kiilonb6z6 kornyezeti
faktorokhoz vald alkalmazkodas, a morfogenezis, vagy az apoptotikus folyamatok.
Mindezeket figyelembe véve 6 célunk a karotinoid termeld jaromsporas gomba, a M.
circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek azonositasa, funkcionalis vizsgalata és az

izoprén bioszintézisben betoltott, esetlegesen eltérd, szerepiik tisztazasa.

Ennek érdekében a kdvetkezd konkrét célokat tliztiik ki magunk elé:

1. A M. circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek izolalasa és elemzése.

2010-ben fejez6dott be a M. circinelloides teljes genomszekvenciajanak
meghatarozasa (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html), mely
nagymértékben megkonnyiti az izoprén bioszintézisben szerepet jatszo gének azonositasat
és jellemzését. Célul tiztiik ki egyes rokon fajok hmgR gén szekvenciajanak segitségével
homolog génszakaszok keresését a M. ciricnelloides genomban, majd az igy talalt
szekvenciak in silico elemzését. Az igy nyert adatok alapjan terveztilkk a legnagyobb

homoldgiat mutato, feltételezett gének izolalasat és klonozasat is.

2. A hmgR gének Kkifejezddésének vizsgalata Kiilonbozo tenyésztési koriilmények
kozott.

Terveink kozott szerepelt, hogy valos idejii kvantitativ PCR segitségével
megvizsgaljuk az azonositott gének transzkripciojat eltérd kornyezeti feltételek, illetve
tenyésztési koriilmények mellett. A vizsgalat soran valaszt kaphatunk arra, melyek azok a
specifikus koriilmények, amikor a gének atirodasa indukalodik és, hogy a vizsgalt

koriilmények esetén van-e kiilonbség a harom gén kifejezédése kozott.

3. A hmgR gének kopiaszamanak emelése és a gének csendesitése.
A gének izolalasat kovetden, olyan vektorkonstrukcidk létrehozasat terveztiik,
melyek a gének talmiikodtetését és a csendesitését teszik lehetévé és igy alkalmasak

lehetnek a funkcid vizsgalatara. A sikeres transzformaciot kovetéen megvizsgalhatjuk az
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egyes reduktaz gének szerepét a sejtek novekedésére, a sztatinokkal szembeni érzékenységre

¢s a termelddo karotinoidok és ergoszterin mennyiségi valtozasara.

4. Az egyes HmgR fehérjéek sejten beliili lokalizaciojat.

Tovabbi terveink kozott szerepelt az egyes reduktdz fehérjék sejten beliili
lokalizaciojanak vizsgalata. Ennek érdekében olyan vektorkonstrukciok Iétrehozasat
génszakaszt z0ld fluoreszcens fehérje génjével fuzionaltatjuk. Az endoplazmatikus
retikulum és a mitokondrium festését kovetden vizsgalhatova valhat ezen organnelumok és

a reduktaz fehérjék esetleges kolokalizacidja.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletek soran alkalmazott torzsek

A transzformacios kisérletek soran a Mucor circinelloides f. lusitanicus (CBS 277.49
izolatum) leuA™ és pyrG kétszeres auxotrof mutans MS12 toérzsét (SZMC 12082)
alkalmaztuk.

A plazmid klonozasi munkakat Escherichia coli TOP10F torzzsel végeztiik.

5.2. Alkalmazott taptalajok, tapoldatok

5.2.1. Minimal tapoldat/taptalaj (YNB): 1% D-gliikoz, 0,15% (NHa4)2SO4, 0,15% Na-L-
glutaminat, 0,05% YNB (Difco), sziikség esetén 0,05% uracillal vagy 0,05% leucinnal
kiegészitve (pH 4,5). Szilard taptalaj eldallitasahoz 2% agart adtunk a tapoldathoz. PEG-
kozvetitett protoplaszt transzformacid sordn a protoplasztokat 0,8 M szorbitolt és 1% agart
tartalmazd YNB feddagarral 6sszekeverve (pH 3,2) ontottiik 0,8 M szorbitollal kiegészitett,
2% agart tartalmaz6 YNB taptalajra.

A D-gliikézt kisérlettdl fliggden maltdzzal, trehaldzzal, natrium-acetattal, dihidroxi-
acetonnal helyettesitettiik. A soOstressz hatdsdnak vizsgalatdhoz a tapoldatot/taptalajt 1, 2

illetve 3% natrium-kloriddal egészitettiik ki.

5.2.2. Eleszt6-gliikoz tapoldat/taptalaj (YEG): 1% D-gliikoz, 0,5% élesztSkivonat, szilard
taptalaj eldallitadsdhoz 2% agart adtunk a tapoldathoz.

5.2.3. Eleszt6-pepton-gliikoz tapoldat/taptalaj (YPG) (pH 4,5): 1% D-gliikoz, 1% pepton,
0,5% ¢lesztOkivonat, szilard taptalaj eldallitasdhoz 2% agart adtunk a tapoldathoz. A
protoplasztok regeneraltatdsa sordn 0,8 M szorbitollal kiegészitett YPG tapoldatot

alkalmaztunk.

5.2.4. Luria-Bertani tapoldat/taptalaj (LB) (pH 7,0): 1% NaCl, 1% tripton, 0,5%
¢lesztokivonat, szilard taptalaj eldallitdisdhoz 2% agart adtunk a tapoldathoz. A

transzformans torzsek szelekcidjdhoz 100 pg/ml ampicillinnel egészitettiik ki a tapkozeget.
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5.3. Tenyésztési koriilmények

A gombatorzseket YNB tdptalajon (sziikség esetén uracillal vagy leucinnal
kiegészitve), kéthavonkénti atoltassal, 4 °C-on tartottuk fenn. Tenyésztésiik altalaban 25 °C-
on, négy napig, allandé megvilagitas mellett tortént. Esetenként a hdmérsékletet (20-37 °C
kozott), a tenyésztési idot (leoltastol szamitott 4. 6ra — 4. nap) a kisérleteknek megfeleléen
valtoztattuk. Az anaerob tenyésztéseket BBL GasPak Anaerobic System (Beckton
Dickinson) segitségével végeztiik. Késobbi felhasznalas esetén a taptalajrol vagy tapoldatbol
gyljtott micéliumot (desztillalt vizes mosas utan) fagyasztva taroltuk.

Az E. coli torzs tenyésztése ampicillinnel kiegészitett (100 pg/ml) LB
tapoldatban/taptalajon tortént 37 ©°C-on egy ¢&jszakan keresztiil. Felhasznalasig a

baktériumsejteket -70 °C-on taroltuk.

5.4. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

5.4.1. Kompetens E. coli sejtek készitéséhez felhasznalt oldatok
100 mM CacCl; oldat, hiitve tarolva

70% glicerin

5.4.2. E. coli sejtek transzformaciojahoz felhasznalt oldatok
TCM puffer: 10 mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaClz; 10 mM MgCl;
Antibiotikum tdrzsoldat: 50 mg/ml ampicillin (Sigma) torzsoldat steril desztillalt vizben

oldva

5.4.3. DNS gélelektroforézishez hasznalt anyagok

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 MM Na,EDTA

Agar6z gél: a fragmentum mérettdl fiiggden 0,8-2% agardz TAE pufferben oldva
Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva

Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Scientific)

Molekulasuly marker: 1 kb DNS marker (Thermo Scientific): steril desztillalt viz —

molekulasuly marker — 6Xx DNS mintapuffer 4:1:1 aranya keveréke

5.4.4. Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok

Protoplasztal6 oldat: 100 mM natrium-foszfat puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim
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Natrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM NaxHPOy4; 75 mM NaH2PO4
SMC puffer: 50 mM CaClz; 10 mM MOPS; 0,8 M szorbitol
PMC puffer: 40% PEG 4000; 10 mM MOPS; 0,6 M szorbitol; 50 mM CaCl>

5.4.5. Northern hibridizalashoz hasznalt reagensek
Tri Reagent (Sigma-Aldrich)
Kloroform (VWR)
Izopropanol (VWR)
Dietil-pirokarbonat (Sigma)
75% etanol DEPC kezelt vizzel higitva
10x MOPS puffer: 200 MM MOPS (pH 7,0); 50 mM natrium-acetat (pH 5,2); 10 mM EDTA
(pH 8,0)
Futtato elegy: 72,2% DEPC kezelt viz; 10% 10x MOPS oldat; 17,8% formaldehid (VWR)
Mintafelvivé puffer: 12,9% 10x MOPS; 22,6% formaldehid (Sigma); 64,5% formamid
(Sigma)
TC puffer: 25% Tris-HCI (pH 8,0); 40% glicerol (80%-0s); 1% bromfenolkék
20x SSC (pH 7,0): 3 M NaCl; 0,3 trinatrum-citrat
El6hibridizacios puffer: 22,5% NaCl (4 M); 67,5% DEPC kezelt viz; 10% SDS (10%)
Hibridizacios puffer: 22,5% NaCl (4 M); 67,5% DEPC kezelt viz; 10% dextran-szulfat
(Sigma); 1% SDS
Lazac sperma DNS (10 mg/ml, Invitrogen)
Mos6 pufferek: 2X SSC; 0,1% SDS
0,1x SSC; 0,1% SDS
1. detektalo6 puffer (pH 7,5): 0,01 M maleinsav; 0,015 M NaCl;
2. detektalo puffer: 1% blokkold reagens (Roche) 1. detektalo pufferben
3. detektalo puffer (pH 9,5): 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl>
Alkalikus foszfat antitest-konjugatum (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche)
Szinreakcids el6hivashoz: NBT-BCIP torzsoldat (DIG DNA Labeling and Detection Kit,

Roche): nitroblue tetrazolium-klorid és 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat toluidin s6 keveréke

5.4.6. Mitokondrium festéshez hasznalt reagens
MitoTracker Red FM (Life Technologies) fluoreszcens festéket alkalmaztuk a gyarto

utasitdsainak megfelelden.
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5.4.7. Endoplazmas retikulum festéshez hasznalt reagens
Er-Tracker Red (BODIPY TR Glibenclamide (Life Technologies) fluoreszcens festéket

alkalmaztuk a gyart6 utasitasainak megfelelden.

5.4.8. Apoptozis folyamatainak detektalasahoz hasznalt reagens

Apoptosis detection Kit-et (Sigma) hasznaltuk a gyarto utasitasainak megfelelen.

5.4.9. Ergoszterin kivonashoz hasznalt oldatok

25% KOH etanol:metanol 2:3 elegyében oldva

5.4.10. Membranfrakcio izolalasahoz hasznalt oldatok
Homogenizalo puffer (pH 7.2): 250 mM szacharéz; 1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI

5.5. Primerek

A PCR reakciokhoz szdmos inditészekvencidt terveztiink, melyeket felhasznéaltunk
teljes gének (genomi, illetve cDNS) felszaporitasahoz és szekvenalasahoz, valamint a valos
idejii PCR reakcidknal az egyes gének relativ transzkripcios szintjeinek meghatarozasahoz.

Az 1. tablazat tartalmazza a vizsgalatokhoz tervezett inditészekvencidkat.

1. tablazat. A Kkisérletek soran hasznalt inditészekvenciak.

Primer 5.3 Termék A termek
mérete (bp)
A hmgR gének amplifikalashoz hasznalt inditoszekvenciak

Hmg-coA2f  GGCCTGCAGATGATCAATCTGCTGTCCTAT hmgR1 3740 (gDNS)

Hmg-coA2r ~ TTCGCGGCCGCCTATAAGATGCAATTTCCCGTT 3346 (CDNS)

Hmg-coA3f  TTCGTCGAATGTTGAAAAACGTCAAAAAAGAT hmgR2 3595 (gDNS)

Hmg-coA3r  TTCGCGGCCGCCTATGATTTAATACAACTTCCA 3222 (cDNS)

Hmg-coA4f  TTCGTCGACATGGCGTCTGCTCTCCCCCATCA hmgR3 3491 (gDNS)

Hmg-coAdr  TTCGCGGCCGCTTAGGATTTGATGCAGGTT 3345 (cDNS)

A gPCR analizishez hasznalt inditészekvenciak

H1 RT_F CAGAAACAACTCACATGCCTTGCC hmgR1 gén

H1 RT R TAATAGCTGGAAGTGGATCGTCGG egy szakasza 151

H2 RT_F CTCGTATCATCTGTGCCTCTG hmgR2 gén

H2_RT R AGCAGTGTTACGGTTGTGAG egy szakasza 107

hmgR3_RTf  GAATCCAGTCTGTTGCCTCTCCA hmgR3 gén

hmgR3_RTr GAGTCACCGTCAATGTTCATGGGA egy szakasza 128

MCactinF CACTCCTTCACTACCACCGCTGA aktin gén egy 117

MCactinR GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG szakasza
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Primer 5°.3° Termék A termék
mérete (bp)
A bejutatott plazmidok kimutatasara hasznalt inditészekvenciak
Gpdp CATGAAGTGTGAGACATTGCGA gpdP 3’ vége
pnglrev TGTTGTCTCGATTGAATGGCTGG hmgR1 gén 5 656
vége
png2rev TCCACAGGATTGGCGGTCTAT hmgR2 gén 5’ 869
vége
png3rev CAGCGTGTGGTCAATGGTGTT hmgR3 gén 5’ 538

H1CSf
H1CSr

H2CSf
H2CSr

H3CSf
H3CSr

GFPhlcl
GFPhlc2

GFPh2cl
GFPh2c2

GFPh3cl
GFPh3c2

vége

A géncsendesitéshez és a Northern hibridizaciohoz hasznalt inditészekvenciak

TTCGCGGCCGCTCACTGGCTTCATGAACCGGCT hmgR1 gén

CCGCTCGAGAGCAATGTTCTTCATAATCCGAA  egy szakasza 662
TTCGCGGCCGCAGATAACCCGTTCCGATATTTG  hmgR2 gén
CCGCTCGAGTCATTGTCATGTAGTTTGGTTGT egy szakasza 626

TTCGCGGCCGCTCCAGCGTCTTTGGCAAAGGCA  hmgR3 gén

TTCCTCGAGGGTGTCCCGTGTTGGAGAGCGAC egy szakasza 697
A fehérjék lokalizaciojanak vizsgalata soran hasznalt inditészekvenciak
TTAGCTAGCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR1-
TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA hez
CGCGAATTCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR2- 717 b
TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA hoz P
GCGGAATTCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR3-
TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA hoz

Az egyes hmgR gének cDNS-einek szekvenaltatasahoz hasznalt inditoszekvenciak

H1cDNS1
H1cDNS2
H1cDNS3
H1cDNS4
H1cDNS5
H1cDNS6
H1cDNS7
H1cDNS8

H2cDNS1
H2cDNS2
H2cDNS3
H2cDNS4
H2cDNS5
H2cDNS6
H2cDNS7
H2cDNS8

H3cDNS1
H3cDNS2
H3cDNS3
H3cDNS4
H3cDNS5
H3cDNS6
H3cDNS7
H3cDNS8

ATGATCAATCTGCTGTCCTATAAATC
AGGTGCGCCCAATTTATACACGGTG
TACTCTAGCAACCACTATCTTCATG
ATAGCGACCACCCATTTGCTGATGAC
GTGAAAAGCTTGCTAGCCGAGATCT hmgR1 cDNS
GAAATCATGTTCATGCCCATTGCGTC
CAGGTAGCAATGGCCGGCAAGCTGC
CTATAAGATGCAATTTCCCGTTACAG

ATGTTGAAAAACGTCAAAAAAGAT
CAAGTAACAGGGCGGGTGTGATGTTG
GGCATATGTGCGCTTGTGTTTGGCC
GCTGCTTTGCTACATTGAACAGATAG
GTTATATCCAAATGGCTGACTATCGCT hmgR2 cDNS
GATTTGCATATCGGGATATCTCTCTG
CATTCAACTCGACCTCTCGTTTTGCTCG
CTATGATTTAATACAACTTCCAGGA

ATGGCGTCTGCTCTCCCCCATCAT
GTTCATGTACAAGGACACGAAGGT
CATGGCAGACAACATTGACATTATC
GATGGCCTTGTACGAGGAGGATGCA
GACATGGGACACTTGCCTCTGTTGGT
CAGCCGTGATGATTTCAGCGCCATCT
CTTGTGTGGAATTCCCTTCCATCAT
TTAGGATTTGATGCAGGTTCCAGGA

hmgR3 cDNS

Az alahtizott nukleotidok jelolik az inditoszekvencidk 5° végére tervezett restrikcios hasitohelyeket.
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5.6. Alkalmazott plazmidok

A kisérleteinkhez kiilonb6z0 transzforméacios vektorokat hoztunk létre, melyeket a
M. circinelloides MS12 leucin/uracil kettés auxotrof térzsbe jutattunk be (2. tablazat). A
transzformacios vektorok mindegyike tartalmazza a Mucor gpd1 (glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz gén (EMBL azonositd: AJ293012) promoter és terminalis (gpd1P és gpd1T)
szabalyozo régiokon kiviil mindegyik vektor tartalmazta az orotidin-5-foszfat-dekarboxilazt
kodold és az uracil auxotrofiat komplementald, pyrG gént (Benito és mtsi. 1992), melyet
szelekcios markerként alkalmaztunk. A vektorok épitéséhez a korabbi munkak soran
1étrehozott pPT43 és pPT81 (Papp ¢és mtsi. 2006) vektorokat hasznaltuk. A pPT43 hordozza
a Mucor gpdT és gpdP szabalyozd régiokat, a pPT81 ezen szabalyozd régidkon kiviil
tartalmazza a pyrG gént is.

A hmgR gének cDNS szekvencidjanak meghatarozasahoz és a génklonozasi
munkakhoz a pJET1.2 (Thermo Scientific) vektort alkalmaztuk. A gfp gén felszaporitasahoz
a laborunkban korabban 1étrehozott pPT43/gfp vektort hasznéltuk.

2. tablazat. A kisérletek soran felhasznalt és 1étrehozott plazmidok és fobb tulajdonsagaik.

Plazmid Leiras (zarojelben a szelekciés markerek)

Génklonozashoz alkalmazott plazmidok

pJET 1.2 Klonozé vektor (Amp)

A hmgR gének talmiikodtetéséhez alkalmazott plazmidok
pPT43 Mucor gpdP és gpdT (Amp)
pPT81 Mucor gpdP és gpdT (Amp és pyrG)
pNG1 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR1, gpdT (Amp és pyrG)
pNG2 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR2, gpdT (Amp és pyrG)
pNG3 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR3, gpdT (Amp és pyrG)

A hmgR gének csendesitésére hasznalt vektorok

A hmgR1 5’ régidjabol 662 nukleotidot tartalmazo részt hordoz, forditott

PAS orientacioban a pPT43 gpdP és gpdT kozé épitve (Amp és pyrG)

DAS? A hmgR2 5’ régidjabol egy 662 nukleotidot tartalmazo részt hordoz,
forditott orientacioban a pPT43 gpdP és gpdT ko6zé épitve (Amp és pyrG)

DAS3 A hmgR3 5’ régidjabol egy 662 nukleotidot tartalmazo részt hordoz,

forditott orientacioban a pPT43 gpdP és gpdT ko6zé épitve (Amp és pyrG)
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Plazmid Leiras (zarojelben a szelekciés markerek)

A fehérjéek sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatahoz alkalmazott plazmidok

pPT43/gfp A gfp gén gpdP és gpdT ko6zé épitve (Amp és pyrG)
A pNG1 plazmidban talalhaté hmgR1 gén transzmembran régiot kodolo
pH1cGFP .
génszakaszanak fizioja gfp-vel (Amp és pyrG)
A pNG2 plazmidban talalhato hmgR2 gén transzmembran régiot kodolo
pH2cGFP
génszakaszanak fazioja gfp-vel (Amp és pyrG)
A pNG3 plazmidban talalhaté hmgR3 gén transzmembran régiot kodolo
pH3cGFP

génszakaszanak fazioja gfp-vel (Amp és pyrG)

5.7. Vizsgalati modszerek

5.7.1. Genomi DNS kivonasa M. circinelloides-bél
A genomi DNS kivonast MasterPure Yeast DNA purification kittel (Epicentre)

végeztiik a gyartd utasitasait kdvetve.

5.7.2. DNS/RNS gélelektroforézis

A nukleinsav mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd a vart fragmentumok és a gél
méretétdl, illetve a kisérlettdl fiiggden 0,8-2% agardz gélben, 80-110 V fesziiltséggel, 1-4
oran keresztiil végeztik az elvalasztdst. Mind az agaréz gél készitéséhez, mind
futtatopuffernek TAE puffert hasznaltunk. A nukleinsavakat etidium-bromidos festéssel (0,5
pg/ml), UV fény alatt detektaltuk. A fragmentumok méretének meghatarozasahoz

kiilonb6zd molekulastly markereket hasznaltunk.

5.7.3. RNS gélelektroforézis Northern hibridizaciéhoz

A nukleinsav mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd 1,2% agardéz gélben 110 V
fesziiltséggel 2-2,5 6ran keresztiil végeztiik az elvalasztast. Az agardz gél készitéséhez 10x
MOPS oldatot és DEPC kezelt vizet hasznaltunk. Az agar6zzal torténd forralas utan

lehtitottiik a gélt 60 °C-ra és formaldehidet adtunk hozza.

5.7.4. DNS visszaizolalasa agaroz gélbol
A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazo gélrészletet steril szikével

UV lampa alatt vagtuk ki a 0,8% agardzt tartalmazo gélbol. A DNS-t a DNA Extraction Kit
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(Thermo Scientific) vagy a Zymoclean Large fragment DNA Recovery Kit (ZymoResearch)

segitségével nyertiik ki a gyartd utasitdsainak megfelelden.

5.7.5. RNS tisztitasa M. circinelloides-bol
Az RNS tisztitasat E.Z.N.A Total RNA Kit II-vel (OmegaBiotek) végeztiik a gyartd
utasitasait kovetve. A Northern hibridizacidhoz az RNS tisztitast Tri-reagenssel (Sigma)

végeztiik a gyarto utasitasait kovetve.

5.7.6. cDNS szintézis (reverz transzkripcio)
Az RNS mintdkat DNaz-zal (ThermoScientific) kezeltiik, a gyart6 utasitasai szerint:

1 ng RNS

1x reakciopuffer (2,5mM MgCl>-dal)

1U RNaz inhibitor (Thermo Scientific)

1U DNaz

A reakciot 30 percig 37 °C -on végeztiik, majd 5 mM EDTA-val 65 °C -on torténd
10 perces kezeléssel allitottuk le. Minden minta esetében PCR, illetve qPCR reakcidok
segitségével ellendriztiik a mintdk DNS mentességét.

A DNaz kezelt RNS mintakbdl a reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) segitségével végeztik el. A reakcidhoz

oligo(dT)18 és random hexamer primereket hasznaltunk a gyart6 utasitasa szerint.

5.7.7. Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények
Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikakat alkalmaztunk. A PCR reakciokat T3
Thermocycler (Biometra) késziilékben végeztiik, a real-time PCR esetében C1000 Thermal

Cycler késziiléket és CFX96 Real-Time System (Bio-Rad) detektald rendszert hasznaltunk.

5.7.7.1. A hmgR gének amplifikdlasahoz hasznalt reakcidkorilménvyek

A gének genomi DNS-bdl torténd amplifikalasahoz a Long PCR Enzim Mix-et
(Thermo Scientific) hasznaltuk a gyart6 ajanlasai szerint. A reakciokat 25 ul végtérfogatban

mértitk 6ssze a kovetkezok szerint:

20-50 ng genomi DNS
0,4-0,4 uM specifikus primer (1. tablazat)
0,2 mM dNTP mix
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1x Long PCR puffer (1,5 mM MgCl»-vel kiegészitve)
1,25U Long PCR Enzim Mix

Az amplifikalas koriilményei a hmgR1 gén esetében:

95°C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas

95 °C 1 perc denaturalas

60 °C 1 perc 30 ciklus primer kotodés
72°C 5 perc lancszintézis
72°C 10 perc 1 ciklus végso lancszintézis

Az amplifikalas koriilményei a hmgR2 gén esetében:

95°C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas
95 °C 1 perc ) denaturalas

40 °C 1perc 5 ciklus primer kotodés
72°C 5 perc J lancszintézis
95 °C 1 perc ) denaturals
55°C 1perc 5 ciklus primer k6t6dés
72 °C S perc J lancszintézis
95 °C 1 perc denaturdlas

65 °C l1perc (  25ciklus primer kotddés
72°C 5 perc lancszintézis
72 °C 10 perc 1 ciklus végso lancszintézis

Az amplifikalas koriilményei a hmgR3 gén esetében:

95°C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas
95 °C 1 perc ) denaturalés

45 °C 1perc 5 ciklus primer bektodés
72°C S perc J lancszintézis

95 °C 1 perc ) denaturalas

58 °C lperc (  5ciklus primer bekotédés

72°C 5 perc lancszintézis
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95 °C 1 perc
68 °C 1 perc
72°C 5 perc
72 °C 10 perc

25 ciklus

denaturalas
primer bekotddés
lancszintézis

végso lancszintézis

5.7.7.2. A hmgR gének cDNS amplifikaldsdhoz hasznalt reakcid koriilmények

A reverz transzkripciot kdvetden a teljes cDNS-bdI torténd amplifikalashoz Phusion

High-Fidelity DNS Polimerazt (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyartd utasitasainak

megfelelden. A reakciokat 50 ul végtérfogatban mértiik 6ssze a kovetkezok szerint:

20-50 ng cDNS (reverz transzkripciot kovetden)
0,5-0,5 uM specifikus primer (1. tablazat)

200 uM dNTP mix

1x Phusion HF vagy GC puffer (1,5 mM MgClz-vel kiegészitve)

1U Phusion High-Fidelity DNS Polimeraz

Az amplifikalas koriilményei a hmgR1 és hmgR2 esetében:

95 °C 3 perc
95°C 0,5 perc
55°C 1 perc
72 °C 3,4 perc
72°C 7 perc

Az amplifikalas koriilményei a hmgR3 esetében:

95°C 3 perc
95°C 0,5 perc
60 °C 1 perc
72 °C 3 perc

72°C 7 perc

1 ciklus

30 ciklus

1 ciklus

1 ciklus

30 ciklus

1 ciklus

elddenaturalas
denaturalas
primer kotodés
lancszintézis

végso lancszintézis

elédenaturalas
denaturalas
primer kotodés
lancszintézis

végso lancszintézis
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5.7.7.3. A gének csendesitését lehetdvé tevd génszakaszok amplifikalasdhoz hasznalt

reakciokorilmények

A gének csendesitéséhez a korabban 1étrehozott pNG vektorokat alkalmaztuk. A
PCR reakciok soran Taq DNS Polimerdzt (Zenon) hasznaltunk a gyartd utasitasainak

megfeleléen. A reakcidt 25 ul végtérfogatban mértiik 6ssze a kdvetkezok szerint:

20-50 ng plazmid DNS

0,5-0,5 uM specifikus primer (1. tablazat)
200 uM dNTP mix

10x Taq puffer

2,5 mM MgCl,

2U Taq DNS Polimeraz

Az amplifikalas koriilményei:

95°C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas
95°C 0,5 perc denaturalas

60 °C 1 perc 30 ciklus primer k6t6dés
72°C 0,5 perc lancszintézis
72°C 7 perc 1 ciklus végso lancszintézis

5.7.7.4. A jelolt hibridizacios proba készitéséhez hasznalt reakciokorilmények

A génproba készitéséhez templatként a laborunkban koradbban létrehozott pAS
vektorokat hasznaltuk. A reakciokat PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) segitségével

allitottuk ossze 25 pl-es végtérfogatba a kovetkezdk szerint:

20-50 ng plazmid DNS

1 uM — 1 uM specifikus primer (1. tablazat)

0,1 mM dNTP mix (Thermo Scientific)

0,1 mM PCR DIG mix (DIG-11-dUTP-t tartalmaz, Roche)

1x Expand High Fidelity puffer (1,5 mM MgCl,-dal kiegészitve)
2U Expand High Fidelity enzim

Az amplifikalas korlilményei:

95 °C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas
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95°C 0,5 perc denaturalas

60 °C 1 perc 30 ciklus primer kotodés
72°C 0,5 perc lancszintézis
72°C 7 perc 1 ciklus végso lancszintézis

5.7.7.5. A gfp gén amplifikdlasidhoz hasznilt reakcidkoriilmények

A gfp gén amplifikalasahoz a laborunkban korabban létrehozott pPT43/gfp vektort
hasznaltuk. A PCR reakciéo soran Phusion High-Fidelity DNS Polimerazt (Thermo
Scientific) hasznaltunk a gyarté utasitdsainak megfelelden. A reakciot 25 ul végtérfogatban

mértik 6ssze a kovetkezok szerint:

20-50 ng plazmid DNS
0,5-0,5 uM specifikus primer (1. tablazat)

200 uM dNTP mix
1x Phusion HF puffer (1,5 mM MgClz-vel kiegészitve)
1U Phusion High-Fidelity DNS Polimeraz

Az amplifikalas koriilményei:

95°C 3 perc 1 ciklus elédenaturalas
95°C 0,5 perc denaturalas

60 °C 1 perc 30 ciklus primer kotodés

72 °C 0,5 perc lancszintézis
72°C 7 perc 1 ciklus végso lancszintézis

5.7.7.6. Valdés ideji PCR reakciok a kopiaszam., valamint a transzkripcids szintek

meghatarozasahoz

A méréseket monosporangialis telepekbdl izolalt DNS-bdl, illetve RNS-bdl reverz
transzkripcidval el6allitott cDNS-bol végeztiik el. A reakcidkat Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix (Thermo Scientific) segitségével mértiik dssze. A nyert eredményeket a 2724¢t
modszer segitségével értékeltiik ki (Livak és Schmittgen 2001).

A reakciok osszemérése 20 pl végtérfogatban tortént 96 lyuka lemezeken:
20-50 ng DNS vagy cDNS

0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer (1. tablazat)
1x Maxima SYBR Green gPCR Master Mix
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95°C 3 perc 1 ciklus kezdeti denaturacio
95 °C 1 perc denaturacio
60 °C 0,5 perc 40 ciklus primerkotédés
72°C 0,5 perc lancszintézis

Melting curve analizis:

55°C -95 °C 10 masodperc 0,5 °C -onként emelkedd hdmérséklet

5.7.7.7. A hmgR gének tilmiikodtetését lehetdvé tevd vektorok kimutatdsara hasznalt PCR

reakcio:
A hmgR gének talmiikodtetéshez hasznalt vektorok kimutatdsahoz Taq DNS
polimerazt (Zenon) alkalmaztunk. A reakcidkat 25 pl végtérfogatban mértiik Ossze a

kovetkez6 szerint:

20-50 ng genomi DNS

0,4-0,4 uM specifikus primer (1. tablazat)
0,4 mM dNTP mix

1x Dupla-Taq puffer

2,5 mM MgCl;

2 U Dupla-Tag DNA Polymerase

az amplifikalas kortilményei:

95°C 3perc 1 ciklus elédenaturacio

95 °C 1perc denaturécio

58 °C 1perc 30 ciklus primerko6tédés

72 °C Sperc lancszintazis

72 °C 10perc 1 ciklus végso lancszintazis

5.7.8. Génklonozas soran alkalmazott modszerek, plazmidkonstrukciok létrehozasa

5.7.8.1. Restrikcios emésztések, ligalas

A restrikcios emésztéseket, ligalasokat az altalanosan hasznalt modszerek szerint
végeztiik (Sambrook és mtsi. 1989) kdvetve a gyartok utasitasait, valamint optimalizalva az

adott kisérleti koriilményekhez. A DNS fragmentumokat a CloneJet PCR cloning Kit-ben
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talalhato pJET1.2 (Thermo Scientific) klonozé vektorba épitettiikk a gyartd utasitdsait

kovetve.

5.7.8.2. Plazmid DNS tisztitasa

Plazmid DNS tisztitasahoz a Viogene Mini-M Plasmid DNA Extraction System
(Viogene), nagyobb mennyiségli plazmid DNS tisztitasahoz a Viogene Midi-V100 Plasmid
DNA Extraction System (Viogene) kiteket hasznaltuk a gyart6 utasitasai szerint.

5.7.9. Northern hibridizalas

Az RNS mintak izolalasat kovetden az RNS integritas ellendrzése céljabol a mintakat
2% agart tartalmazo gélben megfuttattuk. A felilletek és a futtatokadak 10% H20»-dal
torténd RN&z mentesitése utan az RNS mintdkat denaturdlé formaldehid-agaroz
gélelektroforézissel elvalasztottuk. A mintakat 96% etanolban kicsaptuk (2 6ra, -70 °C, majd
centrifugalds (15.000 g, 10 perc) utan DEPC kezelt desztillalt vizbe vettiik fel. 20-25 pg
RNS-t 6 pl desztillalt vizbe feloldottunk és 19,4 ul mintafelvivo puffert adtunk hozza. A
mintakat 65 °C-on 10 percig, majd jégen 10 percig inkubaltuk. Az inkubalast kdvetden 2,5
pl TC puffert adtunk hozza. A mintakat 1% MOPS ¢és 17,8% formaldehidet tartalmazo
pufferben futtattuk. Az elvalasztott RNS-t, 20x SSC-t hasznalva blottold pufferként,
kapillaris transzferrel atvittiik a hibridizaciés membranra. Hibridizaciés membranként
Amersham Hybond-N* (GE Healthcare) membrant alkalmaztunk.

A hibridizaciés membrant legalabb két oran at 65 °C-on eldhibridizacios pufferrel,
majd 16 oran at 65 °C-on, jeldlt probat tartalmazd hibridizacios oldattal hibridizaltuk. Az
eléhibridizacios oldatot (20 ml) 100 pl, mig a hibridizéacids oldatot 50 pl lazac spermaDNS-
sel (10 pg/ml) egészitettiik ki. A proba jeloléséhez minden esetben digoxigenin jelolést
alkalmaztunk (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche). A lazac sperma DNS-t és a jelolt
probat minden esetben 10 percig 100 °C-os, majd 10 percig 4 °C-os inkubacioval
denaturéltuk.

A hibridizalast kovetden a membrant szobahdmérsékleten kétszer 5 percig 2x SSC,
0,1% SDS oldattal, majd kétszer 15 percig 65 °C-on 0,1x SSC, 0,1% SDS oldattal mostuk.
Ezt kdvetden 1. detektalo pufferrel 1 percig, majd 2. detektalo pufterrel 30 percig, majd a 2.
detektalo pufferhez adott 4 pl alkalikus foszfatdz antitest-konjugdtummal (Anti-
Digoxygenin-AP, Roche) jabb 30 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Ezt kovetden

kétszer 15 perces mosas kovetkezett 1. detektald pufferrel, majd 2-5 perces mosas 3.
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detektalo pufferrel. A detektalast a 3. detektald pufferhez adott 200 ul NBT-BCIP (DIG
DNA Labeling and Detection Kit, Roche) eldhivo reagenssel végeztiik, sdtétben torténd 1-2

oras inkubacidval. Végiil a felesleges festéket desztillalt vizzel lemostuk a membranrol.

5.7.10. A feltételezett HMG-KoA reduktaz szekvenciak analiziséhez hasznalt
szoftverek

A feltételezett HmgR fehérjék szekvencidjanak elemzéséhez a Swiss Expasy Server
(http://www.expasy.ch) programjait hasznaltuk. A molekulatomeg és az izoelektromos pont
(pI) meghatarozasdhoz a ProtParam (Gasteiger és mtsi. 2005), a transzmembran domének
kereséséhez pedig a HMMTOP (Tusnady és Simon 2001) és TMPred (Hofmann és Stoffel
1993) programokat hasznaltuk. A fehérjékben talalhatdo motivumok és domének keresését a
Motif Scan (MyHits) program (Pagni és mtsi. 2007) segitségével végeztiik. A szekvencidk

elemzése sordn a szoftverek alap beallitasait hasznaltuk.

5.7.11. Kompetens E. coli sejtek készitése

E.coli TOP10F 16 oran at nevelt tenyészet 1 ml-ét 30 ml LB tapoldatba atoltva, a
baktériumokat ODego=0,5 érték eléréséig 37 °C-on, 200 rpm razatas mellett ndvesztettiik. A
tenyészetet centrifugaltuk (2162 g, 10 perc, 4 °C), majd a sejteket, az atoltott tenyészettel 1-
1 aranyban, hideg 100 mM-o0s CaCl; oldatban felszuszpendaltuk. Centrifugalast (2162 g, 10
perc, 4 °C) kovetden a 1épést megismételtiik, majd 1 oran at tartd jeges vizfiirdében torténd
inkubaciot kovetden ismét centrifugaltuk a sejteket (2162 g, 10 perc, 4 °C). A kiiilepedett
sejteket 1/20 térfogat hideg, 20% glicerin tartalmid 100 mM CaCl> oldatban
felszuszpendaltuk. A kompetens sejteket 100 pl mennyiségekbe szétadagoltuk, ezeket a
késobbi felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

5.7.12. Baktérium transzformacio

100 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 15-25 ul
ligdtumot és 100 pul TCM puffert adtunk hozza és a baktériumokat 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kovetéen 1 perc 30 masodpercre 42 °C-ra helyeztiikk, majd 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A baktériumokat végiil ampicillin tartalma (100 pg/ml) LB

taptalajra szélesztettiik. A Petri-csészéket 16 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.


http://www.expasy.ch/
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5.7.13. Protoplasztképzés

A M. circinelloides protoplasztok képzéséhez a sejtek elokészitését celofanon torténd
eloneveléssel végeztik el. Az MS12 torzs YNB taptalajon, 4-5 napon keresztiil, fényben
nevelt tenyészetérdl steril desztillalt vizzel lemostuk a sporangiosporakat, majd a tomény
sporaszuszpenzidbdl oltotiivel friss, celofankoronggal fedett YEG taptalajra oltottunk. A
tenyészeteket 25 °C-on, 16 oran keresztiil neveltiik. 16 6ra elteltével a micéliumkorongokat
protoplasztald oldatba helyeztiik, majd 3 o6rdn at, szobahdmérsékleten, 50 rpm razatéssal
eldsegitettiik a képzddo protoplasztok levalasat. A sejtfal oldasahoz sajat készitést, éticsiga
(Helix pomatia) gyomorbdl preparalt litikus emésztéenzimet hasznaltunk. SMC pufferrel
alaposan atmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tolcsérbe helyezett gézen
keresztiil sterilen atsziirtiik, igy megszabadultunk a micéliumtormeléktdl. A centrifugalassal
(2162 g, 10 perc, 4 °C) osszegyiijtott protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd
ujabb centrifugalas utan 250 pul SMC pufferbe vettiik fel.

5.7.14. A protoplasztok transzformacioja

Az altalunk alkalmazott médszer a van Heeswijck és Roncero (1984) altal leirt PEG-
medialt transzformacié moédositasa. A 250 ul SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz 5-10
pg plazmidot és 20 ul PMC puffert adtunk, a protoplasztok és a transzformal6 DNS
Osszecsapasaval eldsegitve a transzformdciot. Ezutdn a mintdkat fél 6rdn keresztiil jégen
inkubaltuk. Tovabbi 2,5 ml PMC puffer hozzdaddsa utan a mintakat 20 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. A mintakat 20 ml SMC pufferrel higitva centrifugaltuk. A
YPG téapoldatot adtunk, majd fél 6ran at 25 °C-on inkubaltuk dket. Centrifugalas utan SMC
pufferrel mostuk a sejteket, majd a kitilepitett sejteket kis mennyiségti (100-200 pl) SMC-
ben szuszpendaltuk és szorbitollal kiegészitett YNB feddagarral osszekeverve szorbitolt
tartalmazd YNB csészékre ontottiik. A dolgozatban szerepld vektorkonstrukciok pyrG gént
hordoznak szelekcios markerként, ezért a taptalajokat leucinnal egészitettiik ki. A csészéket

4-10 napig, a transzformans telepek megjelenéséig szobahdmérsékleten inkubaltuk.

5.7.15. Karotinkivonas
A M. circinelloides MS12 torzsét és a transzformansokat YNB csészéken 4 napig,
allandé megvilagitas mellett tenyésztettiik. A micéliumokat csipesz segitségével leszedtiik a

taptalaj felszinérdl, majd a micéliumot dérzsmozsarban folyékony nitrogénnel elporitottuk.
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A karotinoidok fényérzékenysége miatt a teljes folyamatot sotétben végeztik. A
karotinoidok extrahalasahoz 400-500 mg micéliumport hasznaltunk, ehhez 500 pl acetont
adtunk és erésen vortexeltiik néhany percig. A mintakat centrifugaltuk (1.000 g, 1 perc),
majd a feliiluszot egy 0j csobe vittiik at. Az extrahdlast addig ismételtiik, amig a sejttérmelék
teljesen szintelen nem lett (6-10 extrakcids 1€pés). Az extraktumhoz ezutdn azonos
mennyiségl petrolétert (40-70 °C), valamint a fazisok konnyebb szétvalasa érdekében 1 ml
desztillalt vizet adtunk. A szerves fazist centrifugalds utan 0j csébe pipettaztuk at, majd a
petrolétert nitrogéngaz aramoltatasa mellett elparologtattuk. A beszaritott karotinoid

mintakat -20 °C-on taroltuk.

5.7.16. A karotinoid kivonatok elemzése.

A teljes karotinoid tartalom meghatarozdsdhoz spektrofotometrids mérést
alkalmaztunk. A beszaritott, kiilonb6z6 pigmenteket tartalmazé mintakat petroléterben
oldottuk, majd 450 nm hulldmhosszon hataroztuk meg az extinkcio értékeket. Extinkcios

koefficiensként 2500-al szamoltunk (Rodriguez-Amaya 2001).

5.7.17. Ergoszterinkivonas

Az ergoszterin kKivonashoz Alcazar-Fuoli és munkatarsai altal (2008) leirt modszer
modositott valtozatat hasznaltuk. A micélium begyiijtését kovetden, a mintakat 85 °C-on
szaritottuk egy éjszakan keresztiil. A szaritast kovetden 0,05-0,1 g micéliumot 15 ml
polipropilén cs6ben porra ziztunk, majd 3 ml 25%-0s alkoholos KOH-oldatot mértiink a
mintakra. 1 6ras 85 °C—os inkubalast kovetden a mintakhoz 1 ml vizet és 3ml hexant adtunk,
majd 3 perc erételjes vortexelés kovetden a mintakat 1000 g, 10 percig centrifugéltuk. A
centrifugalas utan a fels6 fazist j csObe vittiik at és allando nitrogéngédz dramoltatasa mellett

beszaritottuk.

5.7.18. Ergoszterinkivonatok elemzése

Az ergoszterinmintak analiziséhez nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat
(HPLC) hasznaltunk, melyhez egy moduléris Shimadzu rendszert alkalmaztunk egy
kétcsatornas UV/VIS detektorral felszerelve. A szaritott ergoszterin mintdkat 1 ml
metanolba oldottuk, melybdl 50 ul-t injektaltunk egy Prodigy C18 (4,6x250 mm, ODS 5
um) oszlopra (Phenomenex). Izokratikus elvalasztast végeztiink HoO/metanol (2:98 v/v)

mozgd fazis alkalmazasaval és 1,2 ml/perces aramlasi sebességgel. A detektalas
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hulldmhossza 210 és 280 nm volt. Az ergoszterin azonositdsdhoz gyari standardot (Sigma)

hasznaltunk.

5.7.19. A sztatinok minimalis gatlé koncentraciojanak (MIC érték) meghatarozasa

A kisérletek soran fluvasztatint (Lescol, Novartis), rosuvasztatint (Crestor, Astra
Zeneca) ¢és atorvasztatint (Atoris, Krka) hasznaltunk, melyekbdl a torzsoldatokat mindig
frissen készitettiik. A tenyésztés 96 lyuku mikrotiter lemezen (Costar 3599) tortént YNB
tapoldat (leucinnal és/vagy uracillal kiegészitve) felhasznalasaval.

A fluvasztatin torzsoldat készitéséhez 40 mg hatéanyagot 1 ml metanolban oldottunk
torzsoldatot hasznaltuk. A rozuvasztatin esetében 20 mg hatéanyagot 1 ml metanolban, az
atorvasztatin esetében pedig 10 mg hatéanyagot 0,5 ml metanolban oldottuk fel. A kapott
torzsoldatokbdl felez6 higitasi sort készitettiink 11 higitasi 1épcsdben metanollal, majd a
higitast 50 szeresére higitottuk YNB tipoldattal. A spdraszuszpenzid készitéséhez 4 napon
keresztiil nevelt tenyészetekrdl steril desztillalt vizzel mostuk le a spdrakat, majd a
tapoldattal 10° spora/ml toménységiire allitottuk be a sporaszuszpenziot, amibél 100 pl-t
mértiink a lyukakba. A mikrotiter lemezekre lyukanként 100 pl 50-szeresre higitott sztatin
oldatot mértiink ugy hogy a fluvasztatin esetében a hatdanyag végkoncentracioja 128-0,25
pg/ml, az atorvasztatin és a rozuvasztatin esetében pedig 256-0,5 pg/ml koncentracid
tartomanyban legyen felez6 higitasban.

A kisérlet soran tobb kontrollt is hasznaltunk. A névekedési kontroll 100 ul YNB
tapoldat és 100 pl sporaszuszpenzio, az olddszerkontroll 100 pl 1% metanolt tartalmazo
YNB tapoldat és 100 pl spéraszuszpenzi6 volt. Hattérkontrollként 200 ul YNB tapoldatot
alkalmaztunk. A mikrotiter lemezeket 3 napig 28 °C-on, allandd hdémérsékleten
tenyésztettiik és 24, 48 valamint 72 ora elteltével 620 nm-en a tenyészet optikai denzitasat
lemértiik egy Jupiter HD plate leolvaso segitségével (ASYS Hitech GmbH). Minden mérést
3 parhuzamosban végeztiink. Az atlagolas illetve a hattérabszorbancia levonasa utdn a

sztatinok gatlasanak kiszdmitasat a novekedési kontrollhoz (100%) viszonyitva adtuk meg.

5.7.20. Mikroszkopos vizsgalatok
A fény- és fluorescens mikroszkdpos megfigyelésekhez AxioCam ERc 5s kameraval

(Carl Zeiss) AxioLab (Carl Zeiss) felszerelt fluoreszcens mikroszkopot hasznaltunk, a
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felvételek készitését és kiértékelését ZEN 2011 szoftver (Carl Zeiss) segitségével végeztiik.
A propidium jodid festés soran sziiréként filter szet 15-6t (excitacio BP 546/12 nm, emisszio
LP 590 nm; Carl Zeiss) alkalmaztunk. Az annexin V — FITC festés soran, valamint a GFP
fuziés fehérje sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalatahoz filter szet 9-t (excitacié BP 450-
490 nm, emisszi6 LP 515; Carl Zeiss) hasznaltunk.

A konfokalis mikroszkopos megfigyeléseket FluoView FV1000 (Olympus) tipust
konfokalis mikroszkoppal végeztik, melyhez FV10-ASW (Olympus) szoftvert
alkalmaztunk. A GFP fuziés fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak a megfigyeléséhez 488
nm excitacios és 510 nm emisszids szlrdt hasznaltunk, mig az ER-Tracker Red és
MitoTracker Red festést kdvetden 543 nm excitacios és 603 nm emisszios értékkel bird

szur6t alkalmaztunk.

5.7.21. Membranfrakcio izolalas

A membran izolalashoz a torzseket YNB taptalajon tenyésztettiik 2 napon keresztiil,
majd a taptalaj felszinérdl csipesz segitségével leszedtiik a micéliumot. Ezt folyékony
nitrogén segitségével porra tortiikk, majd 4 g elporitott micéliumhoz 8 ml homogenizald
puffert mértiink. A mintat kémcsokevero segitségével homogenizaltuk, majd 10 percig jégen
inkubaltuk. Az inkubalas utdn a mintat 500 g fordulatszdmon, 15 percig centrifugaltuk. A
centrifugalast kovetben a felso fazist ultracentrifuga csobe vittiik at és 100.000 g-vel, 1 6ran
keresztiil centrifugaltuk. A fels6 fazis tartalmazta a szolubilis fehérjéket, mig a pellet a

membran frakciot.

5.7.22. A membranfrakcio fluoreszcenciajanak vizsgalata

Az ultracentrifugalast kovetéen a membranfrakciot 1 ml homogenizaldé pufferbe
oldottuk. A membranfrakcio fluoreszcenciajat eldszor fluoreszcens mikroszkoppal (Zeiss
Axiolab) kozvetlentil vizsgaltuk, majd fluoriméterrel is meghataroztuk. Utobbi soran, 100
ul mintat fekete 96 lyuka mikrotiter lemezre (Greiner Bio One) vittiink at, majd azt
FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech) késziilék segitségével vizsgaltuk. Excitacios filternek
485 BP-t, emisszids filternek 500-10-t hasznaltunk. Héattérkontrollként a homogenizalo
puffert alkalmaztuk.
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5.7.23. Statisztikai elemzések
Az adatok kiértékelését, az atlagok és szorasok, valamint a kiilonbségek
szignifikancidjanak kiszamitasat Microsoft Excel program segitségével végeztiik, utobbi

esetben parositott vagy parositatlan t-probat alkalmaztunk.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. A Mucor circinelloides 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A reduktaz génjeinek
izolalasa és a gének elemzése

A M. circinelloides teljes genomjanak meghatarozasa 2010-ben fejez6dott be
(http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html), ami nagymértékben elésegitette az
egyes bioszintézis utakban szerepet jatszo gének keresését és azonositasat. Munkank elején
a P. blakesleeanus (X58371, Ruiz-Albert és mtsi. 2002) és a laborunkban korabban
azonositott R. miehei (AJ568024, Lukacs és mtsi. 2009) hmgR génjeivel kerestiink homolog
szekvencidkat a Mucor adatbazisban. Harom olyan feltételezett gént talaltunk (hmgR1 -
scaffold_02: 2759562-2763160; hmgR2 - scaffold_03: 4299175-4302130 és hmgR3 -
scaffold_04: 4237143-424075), amelyek nagyfoka hasonldésagot mutattak a Phycomyces és
Rhizomucor hmgR génekkel.

A kapott szekvenciakra alapozva specifikus inditészekvenciakat terveztiink (1.
tablazat), melyek segitségével mind harom gént (hmgR1, hmgR2 és hmgR3) az dket hatarolo
régiokkal egyiitt és a megfeleld6 CDNS-eket sikeriilt felszaporitani (1. melléklet). A
meghatarozott nukleotid szekvencidkat az NCBI GenBank adatbazisba depozitaltuk. A
hmgR1 (GenBank azonosit6: KJ508882.1) kodolo szakasza 3740 bp hosszusagti, melyben a
cDNS szekvencia meghatarozasaval 6t intront azonositottunk (54, 82, 74, 58 és 55 bp
hosszlsaguak). A hmgR2 gén (GenBank azonosit6: KJ508884.1) 3595 bp hosszu és szintén
Ot intront tartalmaz (59, 53, 79, 124 és 58 bp hosszisaguak), mig a hmgR3 (GenBank
azonositd: KJ508883.1) esetében egy 3491 bp hosszusagh kodolo régiot azonositottunk két
darab intronnal (65 és 81 bp hosszusagtiak). Az intronok mindegyike tartalmazza az 5* végén
a GT, 3° végén pedig az AG motivumokat. A hmgR1 és hmgR2 esetében a stop kodont a
TAA, mig a hmgR3 esetében a TAG triplet kodolja.

240 275306 410 466

hmgR1

225 294 386 420 701
hngZ 341 503
hmgR3 I l

6. abra. A M. circinelloides hmgR génjeiben talalhat6 intronok elhelyezkedése.

A kédolt fehérjeszekvenciakat jelképezd vonalak hossza aranyos a fehérjeszekvencidk hosszaval,
egymashoz viszonyitott helyzetiik, a pirossal jelolt, C-terminalis régidik konzervalt fehérjeszakaszainak
egymas ala rendezésébdl kovetkezik. A szamok a fehérjeszekvencidknak azt az aminosavat jelolik,
amelynek kodonja utdn a génben az intron elhelyezkedik.


http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html
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A 6. abran lathato, hogy hmgR2 esetében azonositottunk egy olyan intron szakaszt,
gombak koziil a R. miehei hmgR gén 5 (Lukacs és mtsi. 2009), mig a P. blakesleeanus hmgR
gén 4 intron tartalmaz (Ruiz-Albert és mtsi. 2002). Lukacs és munkatarsai (2009) a R. miehei
¢s a P. blakesleeanus hmgR gének intron pozicidinak Osszehasonlitasakor, arra a
megallapitasra jutottak, hogy a Rhizomucor hmgR utols6 4 intronja azonos pozicidban
helyezkedik el a Phycomyces hmgR intronjaival. Ez arra utal, hogy a hmgR génekben az
intronok pozicidja valamilyen szinten konzervalt. Azonban a M. circinelloides hmgR
génjeiben talalhat6 intron poziciok, a Rhizomucor és Phycomyces intron pozicidival torténd
Osszevetésekor nem allapithattunk meg ilyen egyértelmii konzervaltsagot. Ahogy a harom
gén esetében is lathato, az intronok mennyisége ¢€s elhelyezkedése igen varidbilis. A S.
cerevisiae, Sch. pombe, C. glabrata és C. albicans hmgR génjei ezzel szemben nem

tartalmaznak intronokat (Andrade-Pavon és mtsi. 2013).

6.2. A M. circinelloides HMG-KoA reduktazainak jellemzése
A PCR reakcié soran felszaporitott feltételezett hmgR gének cDNS-ének
szekvenaltatasa utan megallapitottuk a fehérjék feltételezett aminosav sorrendjét. A

feltételezett fehérjék fobb tulajdonsagait a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. A M. circinelloides HMG-KoA reduktazok fébb tulajdonsagai.

HmgR1 HmgR2 HmgR3
Hossz (aminosav) 1138 1073 1114
Szémolt molekula 124,52 kDa 118,32 kDa 120,71 kDa
tomeg
Szamolt pl 9,11 8,49 8,43
Transzmembran
hélixek szama 6 d S
Saterol-erzckeld 244-403 as 231-379 as 279-439 as
domén
HMG-kot6 CENVIGYMPIP CENVIGYMPIP CENVIGYMPIP
motivum (749-759 as) (687-697 as) (756-766 as)
PMATTEGCLVA PMATTEGCLVA PMATTEGCLIA
(776-786 as) (714-724 as) (783-793 as)
NAD(P)H ké&to TGDAMGMN TGDAMGMN TGDAMGMN
motivum (872-879 as) (810-817 as) (879-886 as)
VGTVGGGT VGTIGGGT VGTIGGGT

(1022-1029 as)

(960-967 as)

(1029-1036 as)




Eredmények és értéekelesiik 48

A harom hmgR gén altal kodolt, feltételezett HmgR1, HmgR2 és HmgR3 fehérje
méretiikben, izoelektromos pontjukban és a transzmembran hélixek szamaban eltéréseket
mutattak.

Az enzimek allatok és gombak esetében 7-8 transzmembran doménnel rendelkeznek
(Basson és mtsi. 1988; Croxen és mtsi. 1994; Olender és Simoni 1992; Roitelman és mtsi.
1992), mig novények esetében ez a szam altalaban 2 (Genschik és mtsi. 1992; Learned és
Fink 1989; Nelson és mtsi. 1994). A M. circinelloides HmgR1 esetében 6, a HmgR2
esetében 9, mig a HmgR3 esetében 5 transzmembran hélixet azonositottunk. Sziriai
aranyhorcsog HMG-KoA reduktaz fehérjéjének esetében azonositottak egy szignalt az elsé
transzmembran régioban, amely az enzimet az ER-be iranyitja (Oleander és Simoni 1992),
azonban mi a hdrom vizsgalt fehérje aminosav szekvencidjaban nem talaltunk ehhez hasonl6
szignalszekvenciat. Az N-terminalis régio feltételezett transzmembran hélixeken kiviil
tartalmaz egy szterol érzékelésért felelés domént (SSD), mely érzékeli a szterolok
mennyiségét a sejten beliill (Loftus és mtsi. 1997, Brown ¢s Goldstein 1999, Davies és
Ioannou 2006) és szerepet jatszik az enzim poszttranszlacios szabalyozasaban. S. cerevisiae
Hmg2p esetében Chandra és munkatarsai (2011) kimutattak, hogy ez az SSD domén
kozvetleniil szabalyozza az enzim ER-asszocialt lebomlasat (ERAD), valamint eldkésziti az

enzimet a degradacios utvonalba vald belépéshez.
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M. circinelloides HmgR2 FUFT ICFG TANR-LH N
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R. miehei TMM 1IN L

P. blakesleeanus TN 1IN F

Sch. pombe GTANACIMI QF ITL R

S. cerevisiae Hmglp LMY T SAS YVTQCI KI

S. cerevisiae Hmg2p LT!FY WS SINSACH Y S YR TRISLIEKKP
D I I I .\....\....\....\....\.
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S. cerevisiae Hmglp TIRFIAG HKI GLSK ITTDEIE ESYSEEGGR 'S

S. cerevisiae Hmg2p ACLIESIEVIG I HKVIV'AAFS SIDK ITESNI YELZMEQEGAY S

ﬁg

P R e i LN AT
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M. circinelloides HmgR2 ET)j20 T aC G--IS W C E ]
M. circinelloides HmgR3 | T Al G--IS
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7. abra. A HMG-KoA reduktazban talilhaté szterol érzékelé6 domének aminosav sorrendjeinek
osszehasonlitasa néhany gombafaj esetében.
A sziirke hattér az azonos, mig a fekete hattér a hasonld karakterti aminosavakat jeloli.
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Az 7. dbréan lathato, hogy a Mucor HmgR2 szterol érzékelé doménjében egy 13 aminosavnyi
hiany talalhat6. Emiatt az aminosav hiany miatt, feltehetéleg eltérd lehet az enzim szterol
¢érzekeld képessége €s a poszt-transzlacids szabalyozasa.

Az HMG-KoA reduktdz C-terminalis része igen erdsen konzervalt. Mind harom
fehérjében megtalalhatdé a HMG-kotésért felelos CENVIGYMPIP és PMATTEGCLVA
motivum (Istvan €s mtsi. 2000) valamint a NAD(P)H kotodésért felelos TGDAMGMN és
VGTVGGGT motivum (3. tablazat). A 8. dbran néhany gombafaj HMG-KoA reduktaz

katalitikus aktivitasért felelds régiojanak osszehasonlitasa lathato.
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A sziirke hattér az azonos, a fekete hattér a hasonlé karakterii aminosavakat jeloli. Piros kerettel vannak
jelolve a HMG-kot6, kékkel pedig a NAD(P)H-ko6té motivumok.

P. blakesleeanus-ban Ruiz-Albert és munkatarsai (2002) kimutattak egy rovid, C-
terminalis un. PEST szekvenciat, mely altaldban szignalként szolgal az enzim gyors
lebontasahoz. Ilyen szignalszekvenciat a Mucor hiarom reduktazdban nem taldltunk.
a katalitikus régiot, a HmgR2 és HmgR3 bizonyult a leghasonldébbnak (identikus aminosav
poziciok aranya a teljes fehérje és a katalitikus régid esetében 67% és 79% volt). Ezzel
szemben a HmgR1 teljes aminosav sorrendje a HmgR2-ével 55%-ban, a HmgR3-éval 51%-

ban volt azonos, mig a katalitikus régiok 68 és 70%-os egyezést mutattak.

6.3. Az egyes hmgR gének Kkifejez6désének vizsgalata Kkiilonbozé tenyésztési
korilmények kozott.

A gének kifejez6désének vizsgalatahoz valds-idejii kvantitativ PCR-t (qPCR)
alkalmaztunk. A primerek megtervezése utdn optimalizaltuk az amplifikalas koriillményeit.
Referencia génként az aktint (scaffold_07: 2052804-2054242) valasztottuk. Az
optimalizalashoz el6szor DNS templatot hasznaltunk és figyeltiik a reakcid soran keletkezd
termékek megjelenését. A qPCR reakciok soran az egyes PCR termékek egyazon ciklusidd
(CT) értéknél jelentek meg, valamint a melting curve analizis alapjan, reakcionként egy-egy
specifikus terméket detektaltunk. Ezutan RNS-t izolaltunk, melyet reverz transzkriptazzal
CDNS-s¢ irtunk at. Az igy nyert cDNS-sel ismét PCR reakciot mértiink Gssze a primerek és
az amplifikalas koriilményeinek ellenérzése céljabol. A hmgR1 esetében 151, a hmgR2
esetében 107, a hmgR3 esetében 128, mig az aktin esetében 117 nukleotidnyi terméket
szaporitottunk fel (9. abra). A kisérletekhez a M. circinelloides MS12 t6rzsét hasznaltuk.
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9. abra. Az RT-PCR eredménye.
DNS markerként pUCMIX markert hasznaltunk (Thermo Scientific). A torzset minimal
taptalajon novesztettitk 25 °C-on. Az abra fels6 részén a sporak leoltasatol az RNS
kivonasig eltelt idot tiintettiik fel.

6.3.1. A hmgR gének relativ transzKkripcios szintjei a tenyésztési idoszak alatt.
Megvizsgaltuk a gének kifejez0dését a tenyésztési idOszak alatt. A tenyésztést

minimal taptalajon 25 °C-on végeztiik. A vizsgalatot a sporak leoltasatol szamitott 4. oratol

a 96. oraig végeztik. A M. circinelloides esetében a sporak leoltasat kovetd 4. oraban

jelennek meg a csiratomlodk, a 8. éraban mar intenziv micéliumképzés figyelheté meg (10.

abra). (a) (b)

10. abra. A M. circinelloides csirazé sporainak és fiatal hifainak morfolégiaja a leoltastol szamitott 4.
(a) és 8 (b) 6raban.
A méret skala 10 um-nek felel meg.

A tenyésztési id0 alatt a hmgR2 és hmgR3 végig hasonlo relativ transzkripcios

szinteket mutatott. Mindkét gén magas értéket ért el a leoltastol szamitott 4. 6raban, ezzel

jelezve, hogy a gének atirddasa mar a csirazas idépontjaban aktiv. A hmgR1 esetében alig
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detektaltunk transzkripciot a leoltastol szamitott 4. 6rdban. A 9. és 11. dbran jol latszik, hogy
a hmgR1 még nem aktiv a sporak csirazasanak idején. A hmgR1 és a hmgR3 a legmagasabb
transzkripcids szintet a leoltastol szamitott 48. oraban érték el, mig ez az érték a hmgR2

esetében a 8. draban volt mérhet6, amikor beindult az intenziv micéliumképzés.

hmgR1
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*% ]: I
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35 ] *

3 1

Relativ transzkripciés szint
O a2 NWhO ON®

hmgR2

Relativ transzkripciés szint

4 8 24 48 72 96
A leoltastdl szamitott id6 (6ra)

hmgR3
2.5

1.5
1]
0.

4

*p<0.05
**n<0,01

Relativ transzkripcids szint
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11. abra A hmgR gének relativ transzkripcios szintjei a tenyésztési ido alatt.
Mindegyik gén esetében a 96. 6raban mért értékhez viszonyitottunk. A diagramon harom egymastol
fiiggetlen mérés eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt, * és ** jelzi a 96. 6raban mért
értéktol valo szignifikans eltérést. A szignifikancia szint megallapitasahoz parositott t-probat végeztiink.

A 3 hmgR gén relativ transzkripcios szintjét egymashoz hasonlitva, megallapithatjuk,
hogy a tenyésztési idoszak alatt végig a hmgR2 mutatta a legnagyobb transzkripcids szintet,
mig a legalacsonyabbat a hmgR1 (12. abra).
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12. abra. A M. circinelloides 3 hmgR génjének relativ transzkripcios szintje a tenyésztési idé alatt.
Az eredményeket harom egymastol fliggetlen mérés utan kaptuk, a szoras jelzi a mérések kozotti eltéréseket.
A hmgR1 gén 96. draban mért relativ transzkripcios szintjéhez viszonyitottunk. A vizszintes vonalak jelzik a
hmgR2 és hmgR3 gén relativ transzkripcidjanak szignifikans kiilonbségeit, mig az oszlopok feletti csillagok a

hmgR1 génhez viszonyitott szignifikans eltérésekre utalnak. A szignifikancia szint megallapitasahoz
parositatlan t-probat végeztiink.

A fenti abrakon lathat6, hogy a hmgR2 és a hmgR3 relativ transzkripcids mintazata
hasonl6 egymashoz és eltér a hmgR1 esetében mértt6l. Az eredmények azt mutatjak, hogy a
hmgR1 csak a micéliumban fejezddik ki, és a relativ transzkripcid szintjének a maximumat
a leoltastol szamitott masodik napon éri el. Ezzel szemben a hmgR2 és hmgR3 mar a csirazo
sporakban is aktivak és ez az aktivitds megmarad a fiatal hifakban is. A szakirodalombol
ismert, hogy a HMG-KoA reduktaz hatassal van a gomba morfogenezisére és polarizalt
novekedésére (Lukacs és mtsi. 2009; Seiler és Plamann 2003; Nickerson és mtsi. 2006),
azonban igen kevés informécidval rendelkeziink a sporak csirdzasaban €s a hifaképzés soran
betoltott szerepér6l. Basson és munkatarsai (1986) kimutattak, hogyha deletaljak a S.
cerevisiae Hmglp vagy Hmg2p génjét, akkor nem torténik meg a sporak csirazasa és a
novekedés. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a hmgR2 és hmgR3, a Mucor esetében, mar
a sporak csirdzasanak és az intenziv micélium képzésének idejében fontos szerepet toltenek
be. A leoltastol szamitott 48. oraban kezdddik meg a sporatartok és a sporak képzése. Mivel
a hmgR1 atir6dasa ebben az idében a legmagasabb, lehetséges, hogy valamilyen szerepe
lehet a sporaképzésben, azonban a 11. abran lathato, hogy mindharom reduktaz gén esetében

magas relativ transzkripcios szintet mértiink ebben az idépontban.
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6.3.2. A hmgR gének relativ transzKkripcios szintjei kiilonb6z6 homérsékleten.

A kornyezethez vald alkalmazkodasban jelentds Szerepe van a sejtmembran
szerkezetének és fluiditasanak. A gombak sejtmembranjanak f6 szterin komponense és igy
a membranszerkezet egyik fontos eleme, az ergoszterin, melynek képz6dését a HMG-KoA
reduktaz aktivitasa meghatarozza. Utobbi ily mdodon, kézvetve maga is szerepet jatszik a

kornyezethez valo alkalmazkodésban.
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13. abra. A hmgR gének relativ transzkripcids szintjei kiilonb6z6 h6mérsékleteken
Mindegyik gén esetében a 25 °C-on mért értékhez viszonyitottunk. A diagramon harom egymastol fliggetlen
mérés eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt, * jelzi a 25 °C-on mért értéktdl valod
szignifikans eltérést. A szignifikancia szint megallapitasahoz parositott t-probat végeztiink.
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Gyakorlati szempontbdl is érdemes megvizsgalni a hoémérséklet hatisat a
masodlagos metabolitok termelddésére ¢és a bioszintéziikkben szerepet jatszo gének
kifejezodésére, ugyanis a kiilonbozé ¢éldlények karotinoid termelésére eltéré modon hat a
megvaltozott hdmérséklet (Bhosale 2004).

Négy napig minimal taptalajon tenyésztve a torzset, megvizsgaltuk a kiilonb6zo
hémérsékletek hatasat az egyes reduktaz gének relativ transzkripcids szintjére nézve (13.
abra). A hmgR1 esetében az tapasztaltuk, hogy a névekvé hémérséklettel parhuzamosan a
gén relativ transzkripcios szintje szignifikansan csokkent. Nem tapasztaltunk viszont
homérsékletfiiggést a hmgR2 és hmgR3 esetében. A hmgR2 esetében csak 30 °C-on
tapasztaltunk szignifikans transzkripcios szint csokkenést a 25 °C-hoz képest, mig hmgR3
esetében transzkripcids szint ndvekedést tapasztaltunk 20 °C-on. A tenyésztési hdmérséklet
nagyban befolyasolja az egyes masodlagos metabolitok termel6dését, melyek nem csak a
sejtmembran kialakitasaban jatszanak Szerepet. A jaromsporas gombak karotinoid
termelését nagymértékben befolyasolja a homérséklet (Mosqueda-Cano és Gutierrez-
Corona 1995; Nagy ¢és mtsi. 2012; Papp és mtsi. 2013). M. rouxii esetében az optimalis 28
°C-rol 40 °C-ra emelve a hémérsékletet haromszorosara nétt a termelédott karotinoid
mennyisége (Mosqueda-Cano és Gutierrez-Corona 1995), ezzel szemben Dunaliella
esettben 34 °C-r61 17 °C-ra csokkentve a hOmérsékletet 7,5-szeresére nott
karoinoidmennyiség (Orset és Young 1999). Az MS12 torzs karotinoid termelését is
nagyban befolyasolja a hdmérséklet. A transzkripcids vizsgalatokhoz felhasznalt tenyészet
karotinoid tartalmat megvizsgalva (14. abra) arra a megallapitasra jutottunk, hogy 30 °C-on
tenyésztve a torzset az termelt karotinoid mennyisége lecsokken a 25 °C-on mért értékhez
képest, mig 35 °C-on tenyésztve ismét megnd (Nagy és mtsi. 2012). Hasonl6 novekedést és

csokkenést tapasztaltunk a hmgR2 gén transzkripcios szintjének mérésekor is.

800
700 -
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400
300 -
200 -
100 -
0
15 20 25 30 35

Hémérséklet (°C)

14. abra. Az MS12 karotinoid tartalma kiilonb6z6 hémérsékleteken.
Az eredményeket harom egymastol fiiggetlen mérés utan kaptuk, a szorés jelzi a mérések kozotti eltéréseket.

Karotin tartalom
(Hg/g [szaraztdmeq] )
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6.3.3. Sostressz hatasa a Mucor hmgR génjeinek relativ transzkripciojara

A HMG-KoA reduktaz aktivitidsa és az enzim sejten beliili szintje esszencidlis a
halotolerans fenotipus kialakitdsdhoz, valamint az ozmotikusan megvaltozott kornyezethez
val6 adaptalddashoz (Vaupotic és mtsi. 2008; Bidle és mtsi. 2007). H. werneckii esetében az
enzim lovasztatinnal torténd gatldsa soszenzitiv fenotipus megjelenését eredményezte

(Vaupoti¢ és mtsi. 2008).

hmgR1

Relativ transzkripcids szint
©C =2 N W A OO OO

10 20 30
NaCl tartalom (g/l)

hmgR2

Relativ transzkripcios szint
[(X)

0 10 20 30
NaCl tartalom (g/l)

2.5
* hmgR3

1.5

0.5

Relativ transzkripcios szint

0 10 20 30

+p<0.05 NaCl tartalom (g/1)

15. abra. A hmgR gének relativ transzkripcios szintjei séstressz hatasara.

Mindegyik gén esetében a 0 g/l sdtartalom mellett mért értékhez viszonyitottunk. A diagramon harom
egymastol fiiggetlen mérés eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt, * jelzi a 0 g/l
sotartalom mellett mért értéktol valod szignifikans eltérést. A szignifikancia szint megallapitasahoz parositott
t-probat végeztiink.
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Mindezek mellett fontosnak talaltuk megvizsgalni a M. circinelloides esetében is a
sOstressz hatasat az egyes hmgR gének relativ transzkripcidjara (15. abra). A tenyésztést 25
°C-on Kkiilonb6z6 koncentraciéju (10, 20 és 30 g/1) NaCl-dal kiegészitett minimal
taptalajokon végeztik 4 napig. SO jelenlétében mindharom gén relativ transzkripcids
szintjében tapasztaltunk valtozast. HmgR1 és hmgR3 esetében a gének relativ transzkripcios
értékiik maximumat 10 g/l s6 jelenlétében érték el, mig a hmgR2 esetében a ndvekvd
sokoncentracidoval parhuzamosan a relativ transzkripcios szint is nétt. 30 g/l s6 koncentracid
mellett a gomba novekedése mar nagymértékben gatolt volt, ezért nem vizsgaltunk
magasabb sokoncentracid mellett a gének kifejezddését.

A s6 szenzitiv S. cerevisiae és a mérsékelten halotolerans Aureobasidium pullulans
fekete élesztd esetében a megndvekedett so koncentracid jelenlétében nétt a HMG-KoA
reduktaz fehérje szintje és annak aktivitasa (Vaupoti¢ és mtsi. 2008). M. circinelloides
esetében is azt tapasztaltuk, hogy a sé jelenlétére mindharom hmgR gén reagalt, azonban
csak a hmgR2 esetében tapasztaltunk novekvo génkifejez6dést a novekvo sokoncentracioval
parhuzamosan. A megvaltozott kdrnyezethez vald alkalmazkodashoz elengedhetetlen a
membran fluiditasanak, tobbek ko6zott a szterin Osszetétel valtozasan keresztiil torténd,
megvaltoztatasa. H. werneckii halofil élesztégomba két HMG-KoA reduktaza (HwHMGI
¢s HWHMG2) a sejten beliil eltéré helyen lokalizalédik. A mitokondridlis HWHMG?2
kifejezOdése a koriilményektdl fiiggetleniil azonos kifejez6dést mutat, mig az ER-ben
lokalizdlodo HWHMG1 enzim aktivitasa az optimalis értéktdl eltérd, annal alacsonyabb

vagy magasabb, sokoncentracidé mellett megemelkedik (Vaupoti¢ és mtsi. 2008).

6.3.4. A hmgR gének relativ transzkripciés szintjei kiilonb6z6 szénforrasokon

Arrdl nem volt eldzetes informécionk, hogy az egyes szénforrasok, hogyan
befolyasoljak a hmgR gének kifejez6dését. A vizsgalat soran olyan szénforrasokat
alkalmaztunk, melyekrdl korabban bebizonyosodott, hogy kedvezd hatassal vannak a Mucor
karotinoid bioszintézisére (Nagy és mtsi. 2012; Papp €és mtsi, 2013). A vizsgalathoz a M.
circinelloides-t YNB taptalajon novesztettiik 4 napig. Egyediili szénforrasként gliikozt,
maltozt, trehaldzt, natrium-acetatot €s dihidroxi-acetont (DHA) hasznaltunk.

A gének kifejezddése mellett megvizsgaltuk a torzs adott szénforrason mutatott
morfologiai valtozas a glilkdzhoz képest. Natrium-acetaton vékony, hosszl hifak képzdodtek
(16. abra piros nyilak), mig DHA-n a tenyészet pellet szeri volt és a hifak rovidek és

megvastagodtak (16. abra fekete nyilak). Maltozzal és trehalozzal kiegészitett tdpoldatban
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nem tapasztaltunk jelentés morfoldgiai valtozast a kontrollhoz képest (16. abra), azonban az

artrosporak szama ezeken a szénforrasokon megemelkedett.

maltoz trehaloz

glikoz

natrium-acetat dihidroxi-aceton

16. abra. A M. circinelloides morfolégiai valtozasa a kiilonb6z6 szénforrasokon.
A morfologiai vizsgalathoz a torzset YNB tapoldatban tenyésztettiik. A méretskala 10 um-nek felel meg.

Mindharom gén esetében magas relativ transzkripcids értéket mértiink natrium-acetat
¢s DHA szénforrason. Ugyanakkor hmgR2 és hmgR3 esetében a glilkdz ugyancsak magas
transzkripcios szintet eredményezett. A M. circinelloides esetében kimutattak, hogy a gliikkoz
nagyon j6 szénforras a terpének bioszintéziséhez, koztiik a karotinok termeléséhez (Papp és
mtsi 2013; Mosquedo-Cano és mtsi. 1995). A hmgR1 esetében a maltézon és a trehalézon
mért érték nem kiilonbozott szignifikansan a gliikdzon mért értékhez képest, azonban DHA-
n jelentdsen megndtt. Ezzel szemben a hmgR2 és hmgR3 esetében a relativ tanszkripcios
szint maltézon és trehal6zon szignifikdnsan lecsokkent, mig DHA-n nem valtozott (17.
abra).

A natrium-acetat és a dihidroxi-aceton részt vesznek a glikolizis folyamataban ¢és
lehetséges prekurzorai a mevalonat utvonalnak. Feltehetdleg ezen prekurzorok jelenléte
csokkenti a Mucor hmgR2 gén kifejez6désének mértékét. Blakesleea és Phycomyces
esetében az acetdt a Mucor-hoz hasonlod hatdssal van a gomba karotin bioszintézisére
(Kuzina és mtsi 2007). Borrelia burgdorferi esetében az acetat stimulalja a HmgR enzim
aktivitasat is (Van Laar és mtsi. 2012). Eredményeink azt mutatjak, hogy Mucor esetében,

az acetat mindharom reduktdz gén mikodésére a gliikdzhoz hasonlo hatast gyakorol.
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17. abra. A hmgR gének relativ transzkripcids szintjei kiilonb6z6 szénforrasokon
Mindegyik gén esetében a gliikdzon mért értékhez viszonyitottunk. A diagramon harom egymastol fiiggetlen
mérés eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt, * jelzi a gliikdzon mért értéktdl vald
szignifikans eltérést. A szignifikancia szint megallapitdsahoz parositott t-probat végeztiink.

6.3.5. A hmgR gének relativ transzkripcios szintjei aerob és anaerob koriilmények
kozott

A M. circinelloides-re jellemz6 a morfologiai dimorfizmus képessége. Oxigén
hianyos allapotban és/vagy magas hex6z koncentracié mellett a gomba fonalas novekedése
reverzibilisen atvalt élesztd-szerli morfologiara. Az oxigén hidnyos allapotban kialakult

¢élesztd-szerll sejtek ismét fonalas morfologiat vesznek fel, miutan a tenyészet jra oxigén
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dus kornyezetbe kertiil (18. abra). Ez a valtas az oxigén megjelenését kovetd 45. perctdl indul

be.

//Q

AN > S8 =
3| L 7 A

A

s
4
Q

H

18. abra. A M. circinelloides mikromorfologiaja aerob és anaerob koriilmények kozott.
Aerob koriilmények kozott fonalas morfologiat mutat (A), mely reverzibilisen atvalt élesztd-szerii
morfoldgiava alacsony oxigén szint mellett (B). Aerob kdrnyezetben, 45 perc elteltével az éleszt6-szerti
sejtek fonalakat kezdenek el néveszteni (C). A méretskala 10 pm-nek felel meg.

Az intenziv fonalképzddés és a megvaltozott oxigén ellatottsag miatt fontosnak
talaltuk ebben az allapotban is megvizsgalni az egyes hmgR gének transzkripcios szintjeit
(19. 4dbra). A gomba morfoldgiai valtozasait a 18. abran lathatjuk. Négy napig anaerob
koriilmény kozott novesztve a torzset, a hmgR1 relativ transzkripcids szintje szignifikansan
lecsokkent, mig a hmgR3 relativ transzkripcids szintje szignifikdnsan megnétt az aerob
koriilményen mérthez képest. A hmgR2 esetében nem tapasztaltunk jelentGs valtozast az
aerob ¢és anaerob koriilményen mért relativ transzkripciok kozott. Ujra oxigéndis
kornyezetbe helyezve az anaerob tenyészetet az éleszté-szerli sejtek hifakat kezdtek el
noveszteni. Ebben az allapotban a hmgR1 és hmgR2 gén relativ transzkripcids szintje
szignifikansan megemelkedett, mig a hmgR3 gén relativ transzkripcios szintje nem valtozott
lényegesen az anaerob kornyezetben mért értékhez képest. Itt is egy intenziv
micéliumképzés indul be, hasonldan a spordk leoltasatol eltett 8. draban (6.3.1. fejezet) €s
mind a két esetben megfigyelheté a hmgR2 relativ transzkripcidjanak szignifikans

emelkedése.
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19. abra. A hmgR gének relativ transzkripcios szintjei aerob és anaerob koriilmények kozott

Az eredményeket harom egymastol fliggetlen mérés utan kaptuk, a szoras jelzi a mérések kozotti eltéréseket.
Mindegyik gén aerob koriilményen mért értékéhez viszonyitottunk. A szignifikancia szint megallapitasahoz

parositott t-probat végeztiink.

Amennyiben 6sszevetjiik a hdrom reduktaz gén anaerob és aerob koriilmények kozott

mért relativ transzkripcids értékeit (20. abra), altalanossagban elmondhatjuk, hogy aerob

koriilmények kozott a hmgR2 mutatja a legmagasabb relativ transzkripcios értékeket, mig a

hmgR1 a legalacsonyabbat az Osszes vizsgalt koriilményt figyelembe véve. Azonban,

anaerob koriilmények kozt a hmgR3 az, amelyik a legmagasabb relativ transzkripcios szintet

mutatja. Az eredmények arra utalnak, hogy Mucor esetében a kdrnyezet oxigén szintje

hatassal van a hmgR gének kifejezédésére.
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20. abra. A M. circinelloides 3 hmgR génjének egymashoz viszonyitott relativ transzkripcios szintje
aerob és anaerob koriilmények kozott.
A hmgR1 aerob koriilményen mért relativ transzkripcids szintjéhez viszonyitottunk. Az eredményeket harom
egymastol fliiggetlen mérés utan kaptuk, a szoras jelzi a mérések kozotti eltéréseket. A vizszintes vonalak
jelzik a hmgR2 és hmgR3 gén relativ transzkripcidjanak szignifikans kiilonbségeit, mig az oszlopok feletti
csillagok a hmgR1 génhez viszonyitott szignifikans eltérésre utalnak. A szignifikancia szint megallapitasihoz
parositatlan t-probat végeztiink.

Az alacsony oxigén szint hmgR géneket szabalyzo6 szerepét korabban bizonyitottak
S. cerevisiae-ben, Aspergillus fumigatus-ban, Cryptococcus neoformans-ban és Sch. pombe-
ban is (Bien és mtsi. 2010). Eredményeink azt mutatjak, hogy aerob koriilmények kozott a
M. circinelloides hmgR1 és hmgR2 kifejezédése erésebb, mint anaerob koriilmények kozott.
Ellenben a hmgR3 relativ transzkripcids szintje anaerob koriilmény kozott szignifikansan
megemelkedik. Ilyen oxigénfiiggést a S. cerevisiae-nél is megfigyeltek, ahol a Hmglp aerob
koriilmények kozott stabil, erds kifejezddést mutat, mig a Hmg2p kifejezodése gatolt.
Anaerob koriilmények kozott viszont a Hmglp kifejez6dése lecsokken, a Hmg2p-¢é pedig

megnd (Burg és mtsi. 2011; Koning és mtsi. 1996).

6.3.6. A relativ transzKkripcios szint mérések legfontosabb eredményei

Az 4. tablazatban a transzkripcids vizsgalatok legfontosabb eredményeit foglaltuk
0ssze. Ezek szerint mind a harom gén eltérd mértékben ugyan, de reagdl a kiilonbozd
kornyezeti ingerekre. Altaldnossagban elmondhat6, hogy a hdrom reduktiz gén koziil a
hmgR1 aerob kdrnyezetben, a hmgR3 anaerob kornyezetben fejezédik ki leginkabb, mig a

hmgR2 gén kifejezédése minden vizsgalt koriilmény mellett erdteljes volt.
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4. tablazat. A kiilonb6z6 tenyésztési koriilmények hatdasa a hmgR gének transzkripciojara.

hmgR1 hmgR2 hmgR3
Tfn.)‘fesz't L Kontroll Legjelentésebb valtozasok
koriilmény
Ten).'eiztem 96.6ra 4 o raban nmnes, 48. 8. 6raban maximum 48. 6raban maximum
idé 6raban maximum
l (35°C)
Hémérséklet 25 °C l (30°C) 1(20 °0)
t (562000
(emelked6 NaCl
0, r
Sostressz 0% T (I és 3% NaCl) koncentracioval T(l% NaCl)
NaCl .
parhuzamosan)
Szénforras oliikoz T (dihidroxi-aceton) l(maltoz, trehaloz) l(maltoz, trehal6z)

A lefelé mutato nyil a transzkriptum szint csokkenését, a felfelé mutatd nyil a transzkriptum szint novekvését
jelzi a kontroll allapothoz képest.

A hmgR1 alig fejez6dik ki a sporak csirazasanak idejében (a leoltastol szamitott 4.
Ordban), maximumat a 48. O6rdban éri el. Erds hoémérsékletfiiggést tapasztaltunk
kifejezodésében, valamint a soOstressz is befolyasolta a gén relativ transzkripcigjat. A
kiilonb6z6 szénforrasok koziil csak a DHA indukalta a gén atirédasat. A hmgR2 mar igen
magas relativ transzkripcios szintet ért el a spordk csirdzasnak idején, azonban a
kifejezddésének maximumat a leoltastol szamitott 8. ordban, az intenziv micéliumképzés
idején, érte el. A soOstressz hatasdra a gén relativ transzkripcids szintje megemelkedett.
Maltozon és trehaldzon a gén kifejez6dése gatolt volt. A hmgR3 szintén aktivalodik a sporak
csirazasanak idején, azonban a relativ transzkripcios szintjének maximumat a leoltastol
szamitott 48. ordban éri el. Jelentds oxigénfliggést tapasztaltunk a gén atirddasanak
vizsgalata sordn, ugyanis anaerob koriilmények kozott megnd a gén relativ transzkripcios
szintje. A szénforrasok koziil, ahogy a hmgR2 kifejez6dését is, a maltoz és a natrium-acetat

gatolta.

6.4. A hmgR gének funkcionalis vizsgalata

A hmgR gének funkciondlis vizsgéalatdnak céljabol olyan vektorkonstrukcidkat
terveztliink, melyek lehetdvé teszik az egyes gének tulmilkodtetését, valamint a
csendesitését. A kész plazmidokat M. circinelloides-be jutattuk és megvizsgaltuk, hogy az

egyes gének kopiaszamanak novelése (géndozis hatas), illetve csendesitése milyen hatéssal
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crer

van a gomba terpén bioszintézisére, morfologidjara ¢és sztatinokkal szembeni
érzékenységére.

Korabbi vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az egyes terpenoidok
szintézise egymastol elkiiloniilve, kiilon kompartmentekben torténik (Bejarano és Creda-
Olmedo 1992; Kuzina ¢s mts. 2006). Ennek érdekében szeretnénk azt is megvizsgalni, hogy
M. circinelloides-ben az egyes hmgR géneknek van-e valamelyik terpénszarmazék

bioszintézisére nézve specifikus szerepe.

6.4.1. A hmgR gének tialmiikodtetése

Rendelkezésiinkre allt egy gpdl prométer és terminalis szakaszt hordozo vektor, a
pPT43 (Papp és mtsi. 2006) és egy pyrG gént hordoz6 vektor a pPT81. A PCR reakcid soran
felszaporitott teljes hmgR géneket egyenként pPT43 plazmidba klénoztuk Pstl-Notl
(hmgR1) és Sall-Notl enzimek (hmgR2 és hmgR3) segitségével. Igy olyan plazmidokat
kaptunk, amelyek tartalmaztak az egyes hmgR géneket, a gpdl terminalis és promoter
régidkat, valamint a bakteridlis transzformécié sordn alkalmazott ampicillin rezisztencia
gént. Az igy kapott pPT43-hmgR1, pPT43-hmgR2, valamint a pPT43-hmgR3 plazmidokba
beépitettiik a pPT81 plazmidbdl kivagott pyrG gént, Scal és Kpnl enzimek segitségével, igy
létrehozva a pPNG1 (hmgR1 gént tartalmazza), pNG2 (hmgR2 gént tartalmazza) és a pNG3
(hmgR3 gént tartalmazza) expresszios vektorokat (21. abra).

.1'(.11. Seal Seal

Kprel

21. abra. A M. circinelloides hmgR génjeinek tilmiikodtetéséhez készitett expresszios vektorok

Mindhérom vektorral sikeres PEG-medidlt protoplaszt transzformacidt hajtottunk
végre az MSI12 torzzsel. A transzformansok szelektilasat az uracil auxotrofia
komplementalasa alapjan végeztiik. A pNG1 és a pNG2 esetében 8, mig a pNG3 esetében 6
transzforméns telepet kaptunk. 2-2 telep esetében qPCR segitségével megmértiik a gének
relativ transzkripciojat. Az MS12-pNG1 transzformansok esetében a hmgR1 gén relativ
transzkripcidja mintegy tizszeresre, az MS12-pNG?2 transzformansok esetében a hmgR2 gén

relativ transzkripcidja haromszazszorosra, mig az MS12-pNG3 transzformansok esetében
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hmgR3 gén relativ transzkripcidja hetvenszeresre nétt az MS12-ben mért értékekhez képest.
Az egyes transzformansokban a masik két gén relativ transzkripcids szintjében nem tortént
szignifikans valtozas. A pNGI vektort hordozé transzformansokban a plazmid kopiaszama
2-4, a pNG2 vektort hordoz6 transzforméansok esetében a plazmid kdpiaszama 7-8, mig a
pNG3 vektort hordozo6 transzformansok esetében a plazmid kdpiaszama 1-4 kopia/genom

kozott mozgott.
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22. abra. A pNG1, pNG2 és pNG3 plazmidok jelenlétének igazolasa a transzformansokban.
A gpdP-re és az egyes hmgR gének kezdeti szakaszara tervezett primerekkel végzett PCR kisérletek soran a
recipiens MS12 térzsbdl nem kaptunk amplifikacios terméket, mig a transzformansokbol (MS12+pNG1/1,
MSI12+pNG2/1, MS12+pNG3/1) és a kontrollként hasznalt plazmidokbdl (pNG1, pNG2 és pNG3) igen.

MS12 + pNG2/1
MS12 + pNG3/1

A plazmidokat a gomba autonéom replikativ modon tartotta fenn. A
transzformansokban a plazmid jelenlétét PCR reakcid segitségével mutattuk ki. A
reakcidhoz a gpd promoter végére és az egyes reduktaz gének elejére tervezett primereket
hasznaltuk. A PCR reakcidk soran a recipiens MS12 torzsbol nem kaptunk PCR termeéket,
mig a kontrollként hasznalt plazmidokbol és a transzformansokbol igen (22. abra), ezzel
igazolva a plazmidok jelenlétét a transzformansokban. Mindharom transzformacios kisérlet

utdn 2-2 transzformanst kivalasztottunk €s a tovabbiakban ezeket vizsgaltuk részletesebben.

6.4.2. A hmgR gének csendesitését lehetové tevé vektorkonstrukciok épitése
Az egyes hmgR gének csendesitését antiszensz RNS (asRNS) technikaval

valositottuk meg. Rendelkezésiinkre allt a korabban emlitett pPT81 plazmid, melybe a
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bejutatott génszakaszokat a gpd promoter és terminalis szakaszok kozé épitettiik be, forditott
orientacioban, a Notl-Xhol hasitohelyek ko6zé, igy l1étrehozva a pASI1, pAS2 és pAS3
vektorokat (23. abra). A hmgR1 esetében a csendesitéshez hasznalt szakasz 661 bp (a gén 5’
végétdl szamitott 29-630 nukleotid), a hmgR2 esetében 625 bp (a gén 5 végétdl szamitott
21-646 nukleotid) és a hmgR3 esetében 697 bp (a gén 5’ végétdl szamitott 51-748 nukleotid)

hosszu volt.

Nerd

23. abra. A M. circinelloides hmgR gének csendesitéséhez szerkesztett vektorok.

A létrehozott vektorokkal (23. abra) sikeres PEG-medialt protoplaszt transzformaciot

hajtottunk végre az MS12 torzzsel.

hmgR1

MRNS

asRNS
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MS12-pAS1-2
MS12-pAS1-1 |
MS12-pAS2-2
MS12-pAS2-1
MS12-pAS3-2

24. abra. Az asRNS kimutatasa Northern hibridizacioval.

A pASI és pAS3 vektorral transzformalva 6-6, mig a pAS2 vektorral transzformalva

3 transzformans telepet kaptunk. A plazmidok fennmaradéasa érdekében a transzformansok
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tenyésztését szelektiv koriilmények kozt végeztiik. A plazmidokat a gomba autondom
replikativ modon tartotta fel. A transzformansokbdl Northern-hibridizacid segitségével
mutattuk ki a plazmidrol atirodé asRNS molekulédkat (24. dbra). A csendesités hatékonysagat
transzformacios kisérletenként két-két transzformans esetében qPCR segitségével
vizsgaltuk. Az egy transzformacids kisérletbdl szarmazd, kiilonbozé transzforméansokban
eltérd volt a csendesitési hatékonysag, feltételezhetben a bejuttatott plazmidok
kopiaszmanak és kifejez6désének eltérései miatt. A hmgR1 gén relativ transzkripcios szintje
az egyes csendesitett transzformansokban 70, illetve 90%-kal, a hmgR2 gén relativ
transzkripcids szintje 75 és 76%-kal, mig a hmgR3 gén relativ transzkripcios szintje 59 és
95%-kal csokkent az MS12-ben mért értékhez képest. A tovabbi vizsgalatok soran, minden
gén esetében e két-két izolatumot elemeztiik és azok eredményeit abrazoltuk (25-27. abra és
5, 6. tdblazat). A fénymikroszkopos felvételeken a legnagyobb csendesitési hatékonysagot
mutato torzsek lathatok (28-36. abra).

6.4.3. A mutans torzsek novekedésének vizsgalata

A tilmiikodtetett és csendesitett transzformansok eldallitdsat és a transzformécio
sikerességének igazolasat kovetden megkezdtik a torzsek novekedési képességének a
vizsgalatat. A sporak csirazasi képességének meghatarozasahoz a telepekrdl steril desztillalt
vizzel lemostuk a sporakat, majd 30 ml YNB tapoldatba oltottuk azokat ugy, hogy a
sporakoncentraciét minden esetben 10° spéra/ml-re allitottuk be. A sporak csirazasanak
szinkronizalasa céljabdl a beoltott tapoldatokat egy éjszakan keresztiil 4 °C-on tartottuk,
majd maésnap 25 °C-on, 200 rpm sebességgel razattuk. Orankénti mintavételezéssel
vizsgaltuk a megjelend csiratomldket. A telepatméré novekedésének vizsgalatdhoz szilard
YNB taptalaj kdzepére 10° sporat cseppentettiink, amit steril fiilke alatt beszéritottunk. A
leoltastdl szamitva 4 napon keresztil vizsgaltuk a ndvekvd telepek atmérdjét. A
megfigyelést minden gén esetében két tGlmikodtetett és két csendesitett transzformanssal,
harom-harom parhuzamosban végeztik és azok atlagat abrazoltuk a diagramokon.
Kontrollként a M. circinelloides MS12 torzsét hasznaltuk.

A 25. abran lathatdo a hmgR1 gént talmikddtetd (MS12-pNG1) és csendesitett
(MS12-pAS1) mutansok ndvekedési rataja. A csiratomlok megjelenése mind a csendesitett
(MS12-pAS1), mind a talmikodtetett (MS12-pNG1) izolatumok esetben a leoltastol
szamitott 4. Oraban jelent meg, mint a vad tipusu torzs esetében. Emellett az egyes
transzforméns torzsek novekedésében és a telepatmérdikben sem tapasztaltunk jelentésebb

valtozast az MS12-hoz képest.
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25. abra. A hmgR1 gén tdlmiikodtetésének (MS12-pNG1 transzformansok) és csendesitésének (MS12-
pASL1 transzformansok) hatisa a gomba novekedésére.

A hmgR2 gén tulmiikodtetésének (MS12-pNG2) és csendesitésének (MS12-pAS2)
hatasara nem tapasztaltunk valtozast a gomba novekedési ratajaban (26. abra). Az MS12-
pNG2 izolatumok sporainak csirazasi ideje megegyezett az MS12 spoérainak csirazasi
idejével, azonban a gén csendesitésének hatdsdra az MS12-pAS2 izoldtumok spdrainak
csirazasi ideje a leoltastol szamitott 4. 6rardl az 5. orara tolodott ki.
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26. abra. A hmgR2 gén tulmiikodtetésének (MS12-pNG2 transzformansok) és csendesitésének (MS12-
PAS2 transzformansok) hatasa a gomba novekedésére.

A hmgR3 gén talmikodtetésének hatasara a transzformansok (MS12-pNG3)
esetében nagyobb telepatmérét mértiink az MS12-hoz képest, azonban ezen transzformans
torzsek sporainak csirazasi ideje nem valtozott. A gén csendesitése soran azonban a
transzformansok (MS12-pAS3) novekedési sebessége és telepatmérdje lecsokkent (27.
abra). A sporak csirazoképességének vizsgalata sordn azt tapasztaltuk, hogy a pAS3 vektort
hordozd izolatumok spoérainak csirdzd képessége lecsokkent. Ezen izoldtumok spoérdinak
csirazasi ideje a leoltastol szamitott 4. 6rarol a 8. drara tolodott ki. A folyadéktenyészetben
tortént nevelés soran feltlint, hogy még a leoltastol szamitott 4. napon is nagyszamu ki nem

csirazott spora volt jelen a tdpoldatban.
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27. abra. A hmgR3 gén thilmiikodtetésének (MS12-pNG3 transzformansok) és csendesitésének (MS12-
pPAS3 transzformansok) hatiasa a gomba novekedésére.
Az MS12 esetében mért értéktdl valo szignifikans eltérést a *p<0,05 és **p<0,01 jelzi. A szignifikancia
szint mérésére parositatlan t-probat végeztiink.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az egyes gének tilmiikodtetése nem befolyasolja
a gomba novekedési sebességét és a képzddo telep atmérdjét. F. graminearum HMG-KoA
virulencidt mutatott buzaval szemben (Seong és mtsi. 2006). A Mucor hmgR3 gén
csendesitésének hatasara a transzformans torzsek novekedése a Fusarium-nal
tapasztaltakhoz hasonloan lecsdkkent. S. cerevisiae-ben ismert, hogy a HMG-KoA
reduktaznak fontos szerepe van a sporak csirazasaban és a vegetativ sejtek novekedésében
(Bason és mtsi. 1986). Eredményeink arra utalnak, hogy Mucor-ban a harom HMG-KoA
reduktaz kozil HmgR3-nak lehet jelentésebb szerepe a sporak csirazasaban és a vegetativ

sejtek novekedésében.

6.4.4. A hmgR gének tialmiikodtetésének és csendesitésének hatasa transzformans

A makro- és mikromorfologia vizsgalatdhoz a transzformans torzseket YNB
taptalajon novesztettiik 4 napig 25 °C-on. A vizsgalathoz a szilard taptalaj kozepére 20 pl
sporaszuszpenziot cseppentettiink, mely 10° sporat tartalmazott, majd figyeltiik a ndvekvé
koziil 2-2 izolatumot vizsgaltunk, azonban csak egy-egy csészefotdt tiintettem fel. A
mikromorfologiai vizsgalatokat fénymikroszkdppal végeztiik, amihez a felnévo telepek

sz&1érdl steril szike segitségével vagtuk ki a mintdul szolgalo telepdarabokat.
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MS12-pNG1
(talmlkodtetett)

MS12-pAS1
(csendesitett)

28. abra. Az MS12, MS12-pNGl1 és MS12-pAS1 torzsek telepmorfologiaja

A hmgR1 gén talmikodtetésének és csendesitésének hatasara az MS12-pNG1 és
MS12-pAS1 izolatumok telepmorfologidjaban nem tapasztaltunk jelentds valtozast az
MS12-nél tapasztaltakhoz képest (28. abra). Mindkét transzforméns izolatum szabalyos

telepmorfologiat mutat, a telepek széle kissé karéjozott.

MS12-pNG1
(tulmGkddtetett)

MS12

MS12-pAS1
(csendesitett)

29. abra. Az MS12, MS12-pNG1 és MS12-pAS1 izolatumok fénymikroszkopos képe.
A méretskala 10 um-nek felel meg. A piros nyilak a plazmakiaramlasokat mutatjék.

A telepek homogén szerkezetliek €s, ahogy az abran is lathato kozel azonos méretii

telepatmérovel rendelkeznek, mint az MS12.
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Az MS12-pNG1 ¢és MSI12-pAS1 transzformansok esetében, a telepek
fénymikroszkopos tanulmanyozdsa soran plazmakidramldsokat figyeltink meg a
hifavégeken (29. abra). A plazmakiaramldsokon kiviil mikromorfologiai eltérést nem
tapasztaltunk a vad tipusa torzshoz képest. A hifdk vékonyak, megnyultak valamint kevés
elagazast tartalmaznak, mint az MS12 esetében. A plazmakidramlasok valamilyen sejten
beliili folyamat zavarara és/vagy a sejtmembran, vagy a sejtfal szerkezetében bekovetkezett
valtozasra utalnak. Hasonld plazmakiaramlasokat az MS12 esetében nem talaltunk.

A hmgR2 gén talmikodtetésének és csendesitésének hatasara az MS12-pNG2 és
MS12-nél tapasztaltakhoz képest (30. abra). Mindkét transzformans esetén a szabalyostol
kissé eltérd telepmorfologiat talaltunk, a telepek széle kissé karéjozotta valt. A
micéliumtdmeg ezeknél a transzformansokndal is homogén szerkezetli, eltérd szinli és

mintazata szektorokat nem talaltunk.

MS12-pNG2
(talmUkodtetett)

N el
MS12-pAS2
(csendesitett)
30. abra. Az MS12, MS12-pNG2 és MS12-pAS2 torzsek telepmorfolégiaja.

A 31. abran lathatd, hogy az MSI12-pAS2 transzformans fénymikroszkopos
vizsgalata soran plazmakiaramlasokat figyelhetiink meg, viszont a tilmiikddtetett mutansnal
ilyet nem tapasztaltunk. A végallo hifak makromorfologiaja ezekben a mutansokban sem
valtozott meg. A hifak szabdlyos szerkezetliek, az elagazdsok szamaban és a hifak

vastagsagaban nem kdvetkezett be valtozas.
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MS12-pNG2
(talmkodtetett)

MS12

MS12-pAS2
(csendesitett)

31. abra. Az MS12, MS12-pNG2 és MS12-pAS2 izolatumok fénymikroszkopos képe.
A méretskala 10 um-nek felel meg. A piros nyil a plazmakiaramlasokat mutatja.

A 32. abran lathatd, hogy a hmgR3 gén tulmikodtetésének hatasara a gombatelep

nagysaga, szabalyos forméja megvaltozott, a telep széle karéjozotta valt.

MS12-pNG3
(tulmUkodtetett)

MS12-pAS3
(csendesitett)

32. abra Az MS12, MS12-pNG3 és MS12-pAS3 torzsek telepmorfologiaja.

A gén csendesitésének hatdsara a telep morfologiai valtozasa még ennél is
szembetlindbb. A leoltastol szamitott 4. napon a telepatméro kisebb, mint az MS12 esetében,
valamint a telep karéjozottsaga sokkal szembetiinébb. Az MS12-pAS3 transzformansok

novekedési ratajanak vizsgalata soran is tapasztaltuk, hogy a hmgR3 gén csendesitésének



Eredmények és értékelésiik 73

hatasara csokkent e torzsek novekedése és ezzel egyiitt a gombatelep atmérdje (6.4.3.
fejezet) A micéliumtomeg nem egységesen homogén, hanem kiilonb6z6 szektorokat
figyelhettiink meg, melyek szine a fehértdl az erds sargaig valtozott. Ezen szektorok
karéjozottsagaban is eltéréseket tapasztaltunk. A mikromorfologiai vizsgalatokhoz a
mintakat ugy valasztottuk ki, hogy a fehér és a sarga szektor mikromorfologidjat is meg
tudjuk vizsgalni.

Az MS12-pNG3 transzformansok esetében jelentds valtozasokat nem tapasztaltunk
a hifak morfologiajaban, azonban az MSI12-pAS3 torzsek esetében a végallo hifak
megduzzadtak, a hosszuk lerovidiilt és megnétt az elagazasok szama (33. abra). Ezek a
valtozasok leginkabb azokon a teriileteken voltak megfigyelhetdk, ahol megjelentek fehér
szektorok a micéliumtomegben. A szintelen szektorokban feltehetdleg e valtozasok hatasara
a gomba nem tudott tovabb ndvekedni. Az ép, sarga szinii teriileteken a végallo hifak ugyan
megvastagodtak, de nem rovidiiltek meg, azonban ezeken a teriileteken szamos

plazmakidramlast lathattunk.

MS12-pNG3
(tulmkadtetett)

MS12

' MS12-pAS3
(csendesitett)

33. abra. Az MS12, MS12-pNG3 és MS12-pAS3 izolatumok fénymikroszkopos képe.
Az MS12-pAS3 izolatum esetében a *-al jel6lt minta egy sarga, alig karélyozott szektorbol vald, mig a **-al
jelolt minta egy fehér, erésen karélyozott szektorbol vald. A méretskala 10 um-nek felel meg. A piros nyilak
a plazmakiaramlasokat mutatjak.

Ezen valtozasok egyik lehetséges magyarazata a transzformacid soran bejutatott
plazmid eltér6 eloszlasa a micéliumokban. Azokban a szektorokban, ahol fokozott zavar

kovetkezett be a novekedésben és/vagy a hifadk mikromorfologidjadban valdszintileg a
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csendesitési hatékonysag magasabb, mint az ép teleprészekben. A bejuttatott plazmidok
eltéré eloszlasat Absidia-ban is megfigyelték, ahol génexpresszios vizsgalatokhoz gfp-t
hasznaltak. A transzformaciot kovetéen a GFP eloszlasa nem volt homogén. Bizonyos
szektorokban megjelent, mig mas szektorok elvesztették a plazmidot (Schilde és mtsi. 2001).

Az MS12-pAS3 transzforméansokra ezen valtozasokon kiviil jellemzd volt, hogy a
sporainak csirdzo képessége lecsokkent. Nem csak a csiratomld megjelenésének ideje nott
meg, hanem az ¢letképes sporak szama is lecsokkent. A csendesitett izolatumokat gyakran
csak egy telepdarab friss taptalajra vald helyezésével lehetett tovabboltani. Amennyiben
olyan telepdarabot oltottunk tovabb, mely az aktivan novo teleprészbdl szarmazott, a friss
taptalajon ismét megjelentek kiilonb6zd szektorok. A 10. atoltasi ciklus utan a gyengén novo
és szektorokat mutatd transzformansok elvesztették ezt a jellegzetes fenotipust, de
amennyiben ismét kevés sporat oltottunk ki friss taptalajra jbol megjelent ez a tulajdonsag.
Feltehetoleg a gomba probalta eliminalni a plazmidrol atirodd asRNS-t. A vildgos szinli
szektorokban a karotin termelés nem volt jelentds és a gomba abban az irdnyba nem is nott
tovabb. Valosziniileg ezeket a teriileteket a gomba valamilyen védelmi mechanizmus atjan
lezarta.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a gomba ndvekedésében és
morfogenezisében is jelentds szerepet kap a hmgR3 gén terméke. A hmgR3 csendesitésének
hatasara nem csak a gomba novekedése lassult le, hanem a makro- és mikromorfoldgiaja is
végallo hifak eldgazasaink szama megndtt (Seong és mtsi. 2006). Hasonl6 elagazéas-szambeli
kiilonbséget talaltunk a Mucor hmgR3 gén csendesitésének hatasara is. Novényekben a
HMG-KoA reduktaz kozponti szerepet jatszik az embrioban a magfejlédés soran (Stermer
és mtsi. 1994). A magfejlédés korai szakaszédban, amikor intenziv ndvekedés jellemzd,
szlikséges az enzim jelenléte, hogy létrejojjenek a kiillonbozd fontos izoprén szarmazékok.
Ezen kiviil az enzim esszencialis a sejtdifferencialodas és a sejtnovekedés folyamataiban is.
Basson ¢s munkatarsai (1986) kimutattak S. cerevisiae-ben az enzim kozponti szerepét a
sejtek vegetativ novekedésében. Az élesztd mind két reduktaz génjének egyidejii deletalasa
letalis. A hmgR3 gén terméke eredményeink alapjan fontos szerepet jatszik a gomba
novekedéséhez €s a sejtek differencidlodasahoz kulcsfontossagl izoprének bioszintézisében.
A hmgR1 esetében nem csak a gén tulmiikodtetése, de a csendesitése is plazmakiaramlasokat
eredményezett, hasonléan a hmgR2 gén csendesitéséhez. E két gén termékének tehat szerepe

lehet a citoplazmamembran integritasanak fenntartasaban.
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6.4.5. A transzformans torzsek karotin és ergoszterin tartalmanak vizsgalata

A vizsgélathoz az egyes izoldtumokat 4 napig allanddo megvilagitas mellett
tenyésztettiik 25 °C-on. A telepeket csipesszel gytijtottiik be a taptalaj felszinér6l. A karotin
kivonast friss, nedves micéliumbol végeztik el, a karotinoidok mennyiségi
meghatarozasdhoz spektrofotométert hasznaltunk. Az ergoszterin kivonashoz szaritott
micéliumot hasznaltunk, majd HPLC analizissel mértiik a termelddott mennyiséget. A
kivonasokat 2-2 transzformans izoldtum felhasznaldsaval végeztiik és az eredményeket
atlagoltuk. Az 5. tablazatban lathatd a kiilonboz6é transzforménsok karotin, illetve
ergoszterin tartalma az MS12-hoz viszonyitva.

A hmgR1 gén tulmiikodtetése és csendesitése nem befolyasolta jelentdsen a gomba
karotin, illetve ergoszterin tartalmat. Az tablazatban lathat6, hogy az MS12-nél mért karotin
tartalmat nem haladta meg a transzformansok karotin tartalma és ugyan ez igaz az

ergoszterin tartalomra is, ahol a vizsgalt torzsek ergoszterin tartalma a 6 mg/g koriil mozgott.

5. tablazat. A hmgR1 gén tulmiikodtetésének és csendesitésének hatasa a gomba karotin és ergoszterin
tartalmara.

Karotin tartalom Ergoszterin tartalom

(ng/g [szaraztomeg] + szoras)  (mg/g [szaraztomeg] £ szOras)

MS12 476 + 65 6,0+ 0.8
MS12-pNG1 460 + 68 59+1,1
MS12-pAS1 487 +41.4 51+0,12
MS12-pNG2 741 + 86 ** 74+£0,8%*
MS12-pAS2 457 + 74,3 * 4,4+0,01 *
MS12-pNG3 846 + 62 ** 6,5+ 1,1
MS12-pAS3 193,2 + 48,4 ** 3.8+0,16 **

A tablazatokban 3 egymastol fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat + a szoras értékeit tiintettiik fel. Az MS12
torzs esetében mért értekektdl vald szignifikans eltérést * (p<0.05), illetve ** (p<0.01) jelzi. A szignifikancia
szint mérésére parositatlan t-probat végeztiink.

A hmgR2 gén tulmiikodtetésének hatasara a transzformans torzsekben (MS12-
pNG?2) szignifikansan megndvekedett a karotin és az ergoszterin tartalom az MS12-nél mért
értékhez képest. A gén csendesitésének hatdsara azonban a pAS2 vektort hordozéd
transzformansok esetében nem valtozott a karotin tartalom, ellenben az ergoszterin szint 4,4

mg/g értékre csokkent.
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A hmgR3 gént talmilkodtetve szignifikansan nétt a pNG3-as vektort hordozo
transzformansok karotin tartalma, azonban az ergoszterin tartalmuk jelentdsen nem
valtozott. A csendesitett transzformansok esetében (MS12-pAS3), mind a karotin, mind az
ergoszterin tartalmuk csaknem a felére csokkent.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a pNGI és pAS1 vektort hordoz6 transzformansok
karotin és ergoszterin tartalma nem valtozott jelentdsen az MS12-nél mért értékekhez képest,
vagyis a hmgR1 miik6dése nem befolyasolja e két termék képz6dését a M. circinelloides
esetében. A hmgR2 és hmgR3 miikddése befolyasolja mind a karotin, mind az ergoszterin
tartalmat, ugyanis e gének talmikodtetésének és csendesitésének hatasara, ugyan kiilonbdzo
mértékben, de megvaltoztak a vad tipust torzshoz képest. A HMG-KoA reduktaz
masodlagos metabolitok bioszintézisében betdltott szerepe régota ismert és tanulmanyozott
a kiilonboz6 organizmusokban. H. volcanii archaea baktériumnal megfigyelték, hogy az
optimalisnal magasabb sokoncentracié mellett tenyésztve a baktériumot, n6tt a HMG-KoA
reduktaz aktivitas és ezzel parhuzamosan a sejtmembran lipid és karotinoid tartalma is (Bidle
¢és mtsi. 2007). Karotin termelé C. utilis-ben novelve a hmgR1 gén kopiaszamat sikerdilt
talmikodtetni a MEV Gtvonalat és fokozni a karotin produkciot. Hasonlo eredményt értek
el karotinoidot termel$ S. cerevisiae-ben is (Verwaal és mtsi. 2007), ahol a HMG-KoA
reduktaz kopiaszam-emelésének hatasara nétt a termelddott karotinoid mennyisége. Az
eredményeink arra utalnak, hogy a M. circinelloides-ben zajlo karotinoid bioszintézisben

mind a hmgR2, mind a hmgR3 szerepet jatszik.

6.4.6. Apoptotikus folyamatok detektalasa

A hmgR gének csendesitésének hatasara, kiillonosen a hmgR3 esetében, az ergoszterin
megvaltozott a telepek makromorfologidja és a fénymikroszkopos vizsgalatok soran
plazmakidramlasokat és megduzzadt hifakat lathattunk. Mindezen valtozasok fényében
megvizsgaltuk, hogy nem jatszodik-e le a transzformansokban apoptozis jellegti folyamat.
A vizsgalathoz Annexin V-FITC festéket és propidium-jodidot alkalmaztunk. Az annexin V
a plazmamembranon kifelé fordul6 foszfatidil-szerinhez képes kotddni és zold fluoreszcens
fénnyel az apoptdzis korai fazisat detektalja, mig a propidium-jodid a sejtmagmembran
dezorganizaciojat kovetden a DNS-t kéti és piros fluoreszeens fényt bocsajt ki, ezzel jelezve
a nekrozist. A torzseket 25 °C-on YNB tapoldatban neveltiik. A festéshez a leoltastol

szamitott 8. oraban vettiink mintakat.
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MS12-pNG1 MS12 MS12-pAS1
(tulmikodtetett) (csendesitett)

34. abra. Az MS12, MS12-pNG1 és MS12-pAS1 izolatumok fénymikroszképos és fluoreszcens.
mikroszkopos képe az apoptézist detektalo festést kovetéen. A méretskala 10 um-nek felel meg.

A hmgR1 géntalmiikodtetésének és csendesitésének hatasara nem tapasztaltunk
jelentdsebb valtozast a gomba novekedésében, ergoszterin és karotin termelésében, azonban
a makromorfologiai vizsgalatok soran, mindkét esetben plazmakiaramlasokat fedeztiink fel.
A festést kdvetden mind a pNG1, mind a pAS1 vektort hordozé transzformansok esetében
talaltunk propidium-jodid pozitiv hifaszakaszokat, azonban annexin V pozitivokat nem (34.
abra). A plazmakidramlasok a citoplazmamembran integritasinak megvaltozésara,
sériilésére utalnak, ami miatt a sejtekben beindulhatnak nekrotikus folyamatok ¢és
sejtpusztulas. Az MS12 esetében sem annexin V, sem propidium-jodid pozitiv sejteket nem
talaltunk.

Megvizsgalva az MS12-pNG2 és MS12-pAS2 transzformansokat azt tapasztaltuk,
hogy a hmgR2 gén talmiikddtetésének hatasara nem kovetkezik be apoptotikus folyamat a
sejtekben. Sem a korai apoptdzist, sem nekrozist nem detektalunk ezekben az
izolatumokban. A gén csendesitésének hatasara kis mennyiségben ugyan, de eléfordultak

nekrotikus (propidium-jodid pozitiv) hifak (35. abra).
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MS12-pNG2 MS12 MS12-pAS2
(tulmiikddtetett) (csendesitett)

35. abra. Az MS12, MS12-pNG2 és MS12-pAS2 izolatumok fénymikroszkopos és fluoreszcens
mikroszkopos képe az apoptozist detektalo festést kovetéen.
A méretskala 10 um-nek felel meg.

MS12-pNG3 MS12 MS12-pAS3
(csendesitett)

36. abra. Az MS12, MS12-pNG3 és MS12-pAS3 izolatumok fénymikroszkopos és fluorescens
mikroszkopos képe az apoptozist detektalo festést kovetéen.
Fehér keretben kiemelve az annexin V pozitiv sejt. A méretskala 10 um-nek felel meg.

A hmgR2 génhez hasonloan a hmgR3 gén tulmiikddtetése soran nem tudtunk
detektalni korai vagy kései apopto6zist, azonban a gén csendesitésének hatdsara, ahogy a 36.
abran is lathat6 megjelentek az annexin V — propidim-jodid pozitiv sejtek és hifak. Ezeknél
a mutansoknal igen nagyszamban talaltunk nekrotikus sejteket, mely fokozott

sejtpusztulasra utaltak.
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Gombak esetében a RAS fehérjének mind pro-, mind anti-apoptotikus hatasat
kimutattdk (Ramsdale 2006). A RAS fehérje a kis GTPazok csalddjaba tartozik és részt vesz
prenilacidjanak gatlasa révén gombakban és human rdkos sejtvonalakban is apoptdzis
indukalodott. Kiilonb6zo karcinoma sejtekben a HMG-KoA reduktaz gatlasa ER stressz
valaszt valtott ki, mely apoptdzishoz vezetett (Joo és Jettem 2010). Mivel a HMG-KoA
reduktdz az izoprén bioszintézis korai szakaszanak kdzponti 1€pését katalizalja, ezért a gén
csendesitése €s az enzim szelektiv gatlasa kihat a kiillonb6z0 izoprén termékek szintézisére,
igy az egyes fehérjék funkcids csoportjat add farnezil képzésére is. Emlds és gomba
sejtekben a RAS fehérje prenilacidjanak indirekt gatldsa révén csokkent a RAS fehérje
termelddés. M. racemosus esetében a RAS fehérjek érésének gatlasa révén csokkent a gomba
novekedése ¢és a sporangiospordk kialakuldsanak mértéke, mely valtozasok a
gombasejtekben apoptotikus folyamatokat indukaltak (Roze és Linz 1998). A fenti
eredmények tekintetében feltehetd, hogy a hmgR3 részt vesz ezen vagy mas fehérjék prenil
csoportjainak kialakulasaban és igy mikodésének gatlasa apoptotikus folyamatokat
indukalhat.

M. circinelloides esetében a hmgR1 gén talmuiikodtetésének és csendesitésének
hatasara nekrotikus hifaszakaszokat azonositottunk, mely valtozas azt mutatja, hogy
ezekben a sejtekben a sejtmagmembran dezorganizalodott €s az adott hifaszakasz elhalt. A
hmgR2 talmikodtetése nem, de a gén csendesitése hatdsara szintén nekrotikus
hifaszakaszokat tudtunk detektalni. A két gén esetében a mutansokban azonban nem tudtuk
kimutatni a korai apoptdzist. A hmgR3 gén talmikodtetésének hatasara sem indukalodott
apoptozis a mutdnsokban, azonban a gén csendesitésének hatdsdra az apoptozis korai és
kései fazisat is detektalni tudtuk. A plazmakiaramlasok, a gombatelep szektorozottsaga, az
ergoszterin tartalom csokkenése és a korai apoptozis, valamint a nekrozis detektalasa arra

crer

apoptotikus folyamatokban.

6.4.7. A mutans torzsek sztatinokkal szembeni érzékenységének vizsgalata

A sztatin érzékenység vizsgalatot 96 lyuku mikrotiter lemezen végeztiik, melyet 25
°C-on inkubaltunk 3 napon keresztiil. A vizsgalathoz atorvasztatint, rozuvasztatint és
fluvasztatint hasznaltunk. A 6. tdblazatban a 48. 6raban mért OD értékekbdl szdmolt MICgo
értékek lathatéak. A kisérlet sordn transzformacionként 2-2 transzformans telepet

vizsgaltuk, 3 parhuzamosban.
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6. tablazat. A transzformans torzsek és az MS12 sztatinokkal szembeni minimalis gatlokoncentracioja
(MICq0).

fluvasztatin (ung/ml)  atorvasztatin (ug/ml) rozuvasztatin (pug/ml)

MS12 4 16 32
MS12-pNG1 4 16 32
MS12-pAS1 4 16 32
MS12-pNG2 32 256 >256
MS12-pAS2 4 16 32
MS12-pNG3 64 >256 >256
MS12-pAS3 4 16 32

A tablazatokban 3 egymastol fiiggetlen mérés eredményeinek atlagat tiintettiik fel.

A fluvasztatin MICgo értéke MS12 esetében 4, az atorvasztatiné 16, mig
rozuvasztatiné 32 pg/ml értéknek bizonyult. Az eredményekbdl latszik, hogy a hdrom sztatin
koziil a fluvasztatin gatolta legjobban az izolatumokat, mig a rozuvasztatin a legkevésbé. A
hmgR1 gén csendesitésének vagy kopiaszamanak emelése nem befolyasolta a transzformans
torzsek sztatinokkal szembeni érzékenységét (6. tablazat).

A hmgR2 gén csendesitésének hatasara nem valtozott a transzformans torzsek
sztatinokkal szembeni érzékenységiik a vad tipusu torzshoz képest (6. tablazat). A gén
kopiaszamanak emelésére az MS12-pNG2 mutansok sztatinokkal szembeni érzékenysége
csokkent. Fluvasztatin esetében 4 pg/ml-rél 32 pg/ml-re, atorvasztatin esetében 16 pg/mil-
rol 256 pg/ml-re, mig rozuvasztatin esetében 32 pg/ml -rél tobb, mind 256 pg/ml-re
emelkedett a sztatin koncentracio, mely gatolta a gomba novekedését.

A hmgR3 gén esetében hasonld eredményeket kaptunk, mint a hmgR2-nél. A gén
csendesitésének hatdsdra nem véltozott a transzformans izolatumok sztatinokkal szembeni
érzékenysége, mig a gén tulmikodtetésének hatasara a mutansok sztatinokkal szembeni
érzékenysége csokkent. Ez az érzékenység csokkenés azonban jelentésebb volt, mint az
el6z6 gén esetében. A 6. tablazatban lathatd, hogy az MS12-pNG3 transzformansok MICgo
érteke a fluvasztatin esetében 4 pg/ml-rél 64 pg/ml-re, atorvasztatin €s rozuvasztatin
esetében pedig, 16 illetve 32 pg/ml-rél tobb mint 256 ug/ml-re valtozott.

A Trichoderma harzianum hmgR génjének csendesitése soran (Cardoza és mtsi.

2006) a gomba érzékenyebbé valt a lovasztatinnal szemben, valamint kevesebb ergoszterin
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termelésére volt képes (Cardoza és mtsi. 2007). A M. circinelloides hmgR génjeinek
csendesitése soran a transzformdns torzsek sztatin érzékenysége ugyan nem valtozott,
azonban a hmgR2 ¢és hmgR3 csendesitett mutansok karotinoid és ergoszterin tartalma
jelentdsen lecsokkent (6.4.5. fejezet).

Az jol ismert, hogy a sztatinok a HMG-KoA reduktaz szelektiv gatldszerei, melyeket
a human gyogyaszatban koleszterinszint csokkentd gyogyszerként alkalmaznak, azonban
human patogén gombakkal szembeni antifungalis hatasuk igen intenziven kutatott teriilet
(Chamilos és mtsi. 2006 ; Qiao és mtsi. 2007; Galgoczy és mtsi. 2009, 2010). A HMG-KoA
reduktaz gatlasa révén M. racemosus-ban apoptdzis-szerli folyamatok indukalodtak
lovasztatin kezelés hatasara. Lukacs és munkatarsai (2009) kloénoztak a R. miehei HMG-
KoA reduktazat, melyet M. circinelloides-ben expresszaltattak. Az igy Kkapott
transzforménsok sztatinokkal szembeni érzékenysége ugyan lecsokkent, azonban a toérzsek
karotinoid tartalma nem valtozott. M. circinelloides esetében, mi azt az eredményt kaptuk,
hogy mind a hmgR2, mind a hmgR3 talmiikddtetésének hatasara nétt a transzformansok
karotin tartalma és csOkkent a sztatinokkal szembeni érzékenységiik, azonban hmgR1
esetében ilyen valtozéast nem tapasztaltunk.

Sch. pombe ¢és Ustilago maydis HMG-KoA reduktazanak katalitikus régidja
nagyfokl hasonlosagot mutat a human HMG-KoA reduktaz katalitikus régojaval, igy kivalo
modell 0j antifungalis szerek teszteléséhez (Andrade-Pavon és mtsi. 2013). A hmgR2 és
hmgR3 gén talmilkodtetésének hatasara a gomba sztatinokkal szembeni érzékenysége
jelentdsen csokkent, ami azt jelzi, hogy ugyancsak kivalo terapias célpontok lehetnek, 0j

gombaellenes szerek kifejlesztése soran.

6.4.8. A hmgR gének funkcionalis vizsgalatanak legfontosabb eredményei

A gének tulmikodtetésével és csendesitésével kapott eredményeket a
kovetkezoképpen foglalhatjuk Gssze: @ hmgR1 gén talmiikodtetésének és csendesitésének
hatasara nem tapasztaltunk jelentds valtozasokat. A transzformansok esetében mind két
esetben plazmakiaramlasokat és nekrotikus hifakat talaltunk, mely azt sugallja, hogy a
hmgR1 megvaltozott miikddése kihatassal van a plazmamembran integritasara. A hmgR2
gén overexpresszioja hatdssal volt a gomba karotin €és ergoszterin tartalmara, mig a gén
csendesitése plazmakidramlasokat, nekrotikus hifdkat €s ergoszterin tartalom csokkenést
eredményezett. Eredményeink arra utalnak, hogy a HmgR2 az altalanos izoprén bioszintézis
utvonalban vehet részt. A hmgR3 kopiaszamanak emelése a gomba karotin tartalmat

jelentésen megnovelte, mig a sztatinokkal szembeni érzékenység jelentdsen lecsokkent. A
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gén csendesitésének hatasara a transzformans telepek novekedése lelassult, a telep
morfologiaja megvaltozott és a hifak szabalytalanna valtak, amihez plazmakiaramlasok is
tarsultak. Ezekben a transzformansokban apoptozisszerii folyamatokat is sikeriilt detektalni.
Feltehet6leg a HMgR3 a HMgR2-vel atfedve felelds a karotin és ergoszterin bioszintézisért.
Emellett az el6bbinek specifikus szerepe van a gomba morfogenezis és novekedés soran,

valamint az apoptotikus folyamatokban.

6.5. A HMG-KOoA reduktazok sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata

Az egyes HmgR fehérjék funkcidjanak jobb megismerése céljabol sziikséges a
fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak meghatarozasa. A S. cerevisae Hmglp fehérje az ER
sejtmag feldli részén helyezkedik el (Koning és mtsi. 1996) és részt vesz az ER membran
periféridjan, a citoplazma feléli oldalon lokalizalodik, ¢és fontos szerepe van az
oxigénérzékelésben. Saccharomyces Hmglp-t tilmiikodtetve beindul az ER sejtmag feldli
membranrendszerének az ugynevezett karmelle-nek a proliferacioja. Emlés sejtekben a
HMG-KoA reduktaz gatlasa révén az ER-ben stresszvalasz indukalodik, mely apoptozishoz
vezet (Joo és Jetten 2010). A Mucor reduktazok sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalata arra
is valaszt adhat, vajon a kiilonb6z6 izoprénvazas vegyiiletek egymastdl fliggetlen, kiilon
kompartmentben szintetizalodnak-e a sejten beliil. P. blakesleeanus-ban és B. trispora-ban
megfigyelték a kiilonb6zd izoprén szarmazékok szintézisének kompartmentalizicidjat
(Bejarano és mtsi. 1992; Kuzina és mtsi. 2006). Az ubikiinon és ergoszterin azonos, mig a
karotinoidok kiilon kompartmentben szintetizalodnak, mar az acetil-koenzim A-tol
kezdddden (Bejarano és mtsi. 1992; Kuzina és mtsi. 2006). Emlésokben HMG-KoA
reduktaz az ER-ben és a peroxiszomaban lokalizalodik, azonban a szterinek és az ubikiinon
szintézise itt is elkiiloniil (Breitling és mtsi. 2002).

A HMG-KoA reduktazok sejten beliili lokalizacidjanak vizsgalatdhoz a reduktazokat
z0ld fluoreszcens fehérjével (GFP) fuzionaltattuk. A z6ld fluoreszcens fehérjét 1961-ben
fedezték fel (Shimomura 1962) és azota is a kiilonboz6 biologiai folyamatok vizsgalatanak
egyik fontos eszkoze. Mas riporter fehérjékkel ellentétben nagy eldonye, hogy nem igényel
tovabbi szubsztratot a fehérje az in situ megfigyelésekhez. A GFP egy 286 aminosavat
tartalmazo6 26,9 kDa tomegli fehérje, melyet kék (545 nm) vagy UV fénnyel (395 nm)
gerjesztve zold (508 nm) fluoreszcens fényt bocsajt ki (Tsien 1998). Jaromsporas
gombakban eddig csak két fajban hasznaltak a gfp-t, mint riporter gént. A. glauca-ban a gfp-

t génexpresszios vizsgalatban alkalmaztak (Schilde és mtsi. 2001). Autondém replikativ
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plazmidot alkalmazva, azt tapasztaltak, hogy kiilonb6zé szektorok alakultak ki a
transzformalas utan, melyek hordoztak vagy elvesztették a bejuttatott plazmidot. Backusella
lamprospora-ban az Agrobacterium tumefaciens kozvetitett transzformacié sikerességének
nyomon kovetésére alkalmaztak a GFP-t (Nyilasi és mtsi. 2008).

A fazios fehérjék osszeépitéséhez a mar emlitett pNG1, pNG2 és pNG3 vektorokat
(21. abra) hasznaltuk fel. Ezen vektorokon kiviil rendelkezésiinkre allt a laborunkban
korabban létrehozott pPT43-gfp vektor is, mely a gfp gént a Mucor gpdP és gpdT szakaszok
kozott hordozta. A pNG vektorokban talalhaté hmgR géneket a hmgR1 esetében Nhel-Notl,
mig a hmgR2 és hmgR3 gén esetében EcoRI-Notl endonukleazokkal emésztettiik, ezaltal

c s ey

kodolja (37. abra).

EcoRlMhel  Nofl

god opd
— promcter hmgR termindlis  —
EcoRlNhal Nafl
ofp
EcaRl/iNhel Moil
god god
— promcter hmgR ofp terminalis =

37. abra. A HmgR fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatara alkalmas vektorok épitésének
folyamatabraja.

Az endonukleazokkal tortént emésztés utan a gfp-t ligalas utjan Osszeépitettiik a
lecserélve a katalitikus régiot kodold génszakaszt. Az Osszeépités soran iigyeltiink a
leolvasasi keret sértetlenségére. A fuzidhoz hasznalt aminosav szakaszok a kovetkezdk
voltak; HmgR1 esetében 1-553 as, a HmgR2 esetében 1-756 as, mig a HmgR3 esetében 1-
825 as. Ezzel a mddszerrel 1étrehoztuk a pH1cGFP, pH2cGFP ¢s a pH3cGFP vektorokat

(38. abra). A gfp-t minden esetben szekvenalassal ellendriztiik.
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38. abra. A HmgR fehérjék lokalizaciéjanak vizsgalatahoz épitett vektorkonstrukciok.

A fehérjék transzmembran régidja nem sériilt meg, igy a sejten beliil az egyes
reduktaz fehérjének megfeleld6 membranrendszerbe tudnak beépiilni, a GFP-vel pedig a
fehérje lokalizacidja sikeresen nyomon kovethets. A vektorokkal sikeres PEG-medialt
protoplaszt transzformaciot hajtottunk végre, majd a transzformalast kovetéen 10-10
transzformans telepet izolaltunk. A transzformansok a plazmidokat autonéom replikativ
elemként tartjak fenn. Az izolatumok koziil transzformacionként kivalasztottunk 1-1
transzformans telepet (MS12-pH1cGFP-1, MS12-pH2cGFP-1 és MS12-pH3cGFP-1) és
megkezdtiik azok vizsgalatat. Fluoreszcens mikroszkop felhasznalasaval, valamint DNS és
RNS izolalast kovetéen PCR-rel is igazoltuk a gfp jelenlétét a transzformansokban és

megkezdtiik azok elemzését.

6.5.1. A vektor konstrukciékat hordozo transzformansok vizsgalata

A transzformansok ellenérzését fluoreszcens mikroszkoppal is elvégeztiik, azonban
a GFP-t expresszalo hifak aranya alacsonynak bizonyult, ezért a plazmidokat hordozo sporak
szamanak dusitasa érdekében monosporangidlis telepeket képeztiink szelektiv koriilmények
mellett. A vektorok gpd promotert tartalmaztak, amely gliikdzzal indukalhat6, igy a fGzios
fehérje kifejezddésének eldsegitése érdekében 3%-ra noveltiik a tapoldat gliikkdz tartalmat.
Ebben a 3% gliikkozt tartalmazo tapoldatban razattuk a telepeket 4 napon keresztiil és
folyamatosan figyeltiik a GFP pozitiv sejtek megjelenését. A leoltastdl szamitott 2. napon

volt a legmagasabb a GFP-t expresszalo sejtek aranya.

MS12-pH1cGFP-1

Az MS12-pH1cGFP-1 izolatum esetében a dusitast kovetden is igen kis szamban

jelentek meg a GFP-t expresszalo sejtek. A gliikozzal torténd indukciot kdvetden ezen sejtek
aranya nem nétt, azonban a 39. abran lathato, hogy a GFP a sejten beliil egy nagy kiterjedésii

organellumban van jelen.
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39. abra. Az SlZ—pH 1cGFP-1 izolatum fény és fluoreszcens mikroszkopos felvétele.
Piros nyil jel6li a GFP pozitiv sejtet. A méretskala 10 um-nek felel meg.

Megvizsgalva az izolatumot konfokalis mikroszkoppal is (40. abra), hasonld
megallapitasra jutottunk, miszerint a GFP jelolt fehérje egy nagy kiterjedésii organellumban
van jelen. Mind két abran lathato, hogy nem mindegyik sejtben fejez6dik ki a GFP, annak

ellenére, hogy szelektiv koriilmények kdzott tortént a mintaelokészités.

40. abra. Az MS12-pH1cGFP-1 izolatum konfokalis mikroszképos felvétele.
A piros nyil mutatja a GFP-t hordoz6 sejtet. A méretskala 20 pm-nek felel meg.

A vizsgalataink soran az MS12-pH1cGFP vektort hordoz6 transzformansok esetében GFP
jelet csak spordkban és csiratomldben tudtunk detektélni, kifejlett hifdkban viszont nem. A
sejten beliil a GFP nagy kiterjedése arra enged kovetkeztetni, hogy egy Osszefliggd

membranrendszerben lokalizalodik a HmgR1, mely valoszintileg az ER.

MS12-pH2cGFP-1

Az MS12-pH2cGFP-1 izolatum esetében fluoreszcens mikroszkop segitségével a

sejten bellil nagyobb ¢és kisebb méretli régiokat tudtunk azonositani, melyekben

felhalmozdodik a HmgR2’:GFP fehérje (41. abra).
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41. abra. Az MS12-pH2cGFP-1 izolatum konfokalis mikroszképos felvétele.
A piros nyil mutatja a GFP-t hordozo6 sejtet, a sotétkék nyil a nagyméretii, mig a vilagoskék a kisméretii
sejtorganellumot mutatja. A méretskala 20 um-nek felel meg.

MS12-pH3cGFP-1
Az MS12-pH3cGFP mutansok esetében szintén talaltunk olyan hifakat, melyekben
kifejezédik a HMgR3’:GFP fehérje. A 42. abran lathaté, hogy a sejten belill a GFP

nagyméretli régioban jelent meg, ellentétben a HmgR2’:GFP fehérjével. Ahogy azt korabban
irtam, ezeknél a mutdnsokndl sem tudtuk elérni azt, hogy minden hifdban kifejez6djon a
GFP-vel fuzionaltatott fehérje, azonban a tovabbi vizsgalatokhoz a dusitas elegendének

bizonyult.

42. abra. Az MS12-pH3cGFP-1 izolatum konfokalis mikroszképos felvétele.
A piros nyil mutatja a GFP-t hordoz6 sejtet. A méretskala 20 pm-nek felel meg.

Annak érdekében, hogy indukaljuk a gpd promotert és a mikroszkopos
vizsgalatokhoz sziikséges mértékben kifejeztethessiik a GFP-fuzids fehérjéket, megemeltiik
a taptalaj gliikoz tartalmat. Ennek kovetkeztében azonban, legaldbbis elvileg, nagy
mennyiségben termelddhetnek a GFP fuzios fehérjék a bejuttatott plazmidokrol. Ezért annak
a kideritésére, hogy a megtermel6dott fehérje nem az ER lumenjében halmozaddik fel, illetve
nem degradalodik, hanem a sejten beliil akar az ER, akar valamely mas organellum
membranjdba  agyazddik, ultracentrifugalassal ~membranfrakciot  izoldltunk. A
membranfrakcido mikroszkopos vizsgalata igazolta a GFP jelenlétét membranban. Emellett

fluoriméteres analizissel megallapitottuk, hogy a pH2cGFP és pH3cGFP mutansok esetében
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a tisztitott membranfrakcio fluoreszcencidja a kontroll torzsbdl tisztitott mintahoz képest 66
¢s 87%-0s emelkedést mutatott, mig a szolubilis frakciobol egyik esetben sem sikeriilt

fluoreszcenciat kimutatnunk.

6.5.2. Kolokalizaciés vizsgalatok az endoplazmatikus retikulummal ¢és
mitokondriummal

Fluoreszcens mikroszképpal megvizsgadlva az egyes mutdns torzseket, azt
feltételeztiik, hogy a nagy kiterjedésii GFP jelet mutatd organellum valoszintileg ER,
ugyanis a HMG-KoA reduktazok féként az ER membranjahoz horgonyzodnak (Liscum és
mtsi. 1985; Basson és mtsi. 1986; Learned és mtsi. 1989; Friesen és Rodwell 2004; Lombard
és Moreia 2011). Ennek a kideritéséhez ER festést végeztiink ER-Tracker Red fluoreszcens
festék felhasznalasaval, amely képes az €16 sejtet festeni. A festék rendkiviil érzékeny, mivel
a benne talalhatdo glibenklamid az ER specifikus ATP-szenzitiv kalium csatornak
szulfonurea receptoraihoz képes kapcsolodni (Hambrock és mtsi. 2002). A vizsgalatok soran
az is kiderilt, hogy a HmgR2’:GFP a sejten belill egy kisebb méretii, fluoreszcens
mikroszkdppal pontszeriinek latsz6 kompartmentben is felhalmozodik. H. werneckii
esetében a HMG-KoA reduktaz az ER-en kiviil a mitokondriumban is el6fordulhat
(Vaupoti¢ és mitsi. 2007), ezért célszeriinek gondoltuk a mitokondriumok festésének
elvégzését is. A mitokondriumok festését MitoTracker Red FM fluoreszcens festék
hasznalataval végeztiik. Ez a festék is képes az €16 sejtekbe bejutni és nem sziikséges a
mintak fixalasa sem. A MitoTracker Red FM képes a sejthartyan passzivan atjutni a
membranpotencialtél fiiggden. A mitokondriumba jutva, az ott lejatszodd oxidacios
folyamatok soran a festékben talalhato tiol-reaktiv molekulacsoportnak koszonhetden az
eredetileg fluoreszcens tulajdonsaggal nem rendelkez6 festék fluoreszcenssé valik (Poot és
mtsi. 1996). Annak ellenére, hogy mind két festék képes az €16 sejteket festeni, a Mucor
esetében ez nem volt teljesen igaz. A festési eljaras optimalizalasa soran tobbféle inkubaciot
kiprobalva sikertilt elérniink, hogy a mintak kozel 50%-a megfestddjon. A festés soran a
mintadkat PBS oldattal mostuk, majd 30 percen keresztiil 37 °C-on sététben inkubaltuk. A
munkat megneheziti, hogy a Mucor sejtfaldin nehezen jutnak at a kiilonb6zd festékek,
valamint hogy a GFP-fuzios fehérjét a sejtek viszonylag kis szazaléka expresszalta.

Az MS12-pH2cGFP és MS12-pH3cGFP mutansok esetében azonban a dusitasnak
koszonhetden a sejtek relative nagy szazalékaban kifejez6dott a GFP, igy el tudtuk végezni
ezekkel a mintdkkal a festéseket. A festést kovetden a jobb felbontds eredménye érdekében

konfokalis mikroszkopot alkalmaztunk a vizsgalatokhoz. Az MS12-pH1cGFP mutans
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esetében azonban még mindig kevés a GFP-t expresszald sejtek aranya a mitokondrium és

ER festéshez.

MS12-pH2cGFP-1
A 43. dbran az MS12-pH2cGFP-1 transzformans konfokalis mikroszkoppal készitett

felvételei lathatdak az ER-Tracker Red festést kovetden.

43. abra. Az MS12-pH2cGFP transzformans ER-Tracker Red festést koveté konfokalis mikroszkoppal
készitett felvételei.

A: fénymikroszkopos kép, B: GFP, C: Er-Tracker Red festés, D: A GFP és az ER-Tracker Red festéssel
késziilt kép egymasra helyezve, E: nagyitott kép a pontszertit GFP-k lokalizaciojarol. A sarga nyil jeloli a
kolokalizaciot, mig a fehér nyil jeloli a kisméretii GFP jeleket, melyek nem mutatnak kolokalizaciot az ER-
rel.

Fluoreszcens mikroszkoppal megvizsgéalva az izolatumot azt tapasztaltuk, hogy a
HmMgR2’:GFP fehérje a sejten beliil két kiilonb6zé méretii organellumban halmozodik fel
(41. abra). Ugyanezt a fajta felhalmozodast tapasztaltuk itt is. A 43B abran lathatunk
nagyobb, osszefiiggdé GFP jelet és kisebb, pontszerii GFP jelet is. A 43C képen a megfestett
ER lathat6 és amennyiben, ha erre ravetitjiik a GFP-s képet (43D kép), akkor sarga szinnel
lathatova valik a kolokalizacio (sarga nyil). Az Er-Tracker Red festést kovetden lathatova
valik a kolokalizaci6 a HmgR2’:GFP fehérje és az ER- kozott viszont, ahogy a 43E abran
lathato, a kis pontszerii régiok jol elkiiloniilnek az ER-t6l, nem mutatva azzal kolokalizaciot.
A 42D képen fehér nyillal jeldlt rész felnagyitott abraja lathato, ahol jobban kivehetdek azok

a kis pontszer(i organellumok, melyek nem mutatnak kolokalizaciot az ER-rel.
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44, abra. Az MS12-pH2cGFP transzformans konfokalis mikroszképpal készitett felvételei.
A: konfokalis mikroszkopos kép, B: GFP, C: MitoTracker Red festés, D: A GFP és a MitoTracker Red
festéssel késziilt kép egymasra helyezve.

A 44, abran ugyanennek az izolatumnak a MitoTracker Red festését kovetd
konfokalis mikroszkopos felvétele lathatd. A 44B képen a GFP, a 44C képen pedig a
megfestett mitokondriumok lathatébak. A két kép egymasra vetitése (44D) utan nem

tapasztaltunk a HMGR2’:GFP fehérje és a mitokondrium kozott kolokalizaciot.

45. abra. Az MS12-pH2cGFP transzformans konfokalis mikroszképpal készitett felvételei.
A; konfokalis mikroszkopos kép, B; GFP, C; nile red festés, D; A GFP és a nile red festéssel késziilt kép
egymasra helyezve.
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Annak kideritésére, hogy mik lehetnek azok az organellumok, ahol még megjelent a
HMGR2’:GFP fehérje, elvégeztiik a sejten beliili lipidcseppek festését is nile red festék
felhasznalasaval (45. abra). A festék képes a sejten beliil a neutralis lipidcseppekket
megfesteni, melyek 550 nm hosszisagu fénnyel gerjesztve piros fluoreszcenciat mutatnak.
Hartman ¢és munkatarsai (2010) leirtdk, hogy a HMG-KoA reduktdz szterol indukalta
athelyez6dését az ER-bAl a citoplazmaba lipid cseppek kozremiikodésével. A festést
kovetéen azonban a megfestett lipid cseppekkel sem mutatott kolokalizaciot a
HMGR?2’:GFP fehérje. Mivel a HMG-KoA reduktdzok €s az izoprén bioszintézis egyéb
enzimei a peroxiszomakban is lokalizalédhatnak (Breitling és Krisans 2002), lehetséges,
hogy a M. circinelloides esetében a HmgR2 fehérje peroxiszomalisan is jelen van. Ugyan
akkor meg kell emliteni, hogy a fehérje aminosav sorrendjének elemzése nem utalt

lehetséges peroxiszomalis szignalok jelenlétére.

MS12-pH3cGFP-1

A konfokalis mikroszkoppa végzett megfigyelések alapjan, lathatova valik, hogy a
HmgR3’:GFP fehérje a sejten beliil nagyméretli organellumokban halmozédik fel (46B kép).
Egymasra helyezve a GFP és ER festés soran készitett képeket lathatova valik a teljes

kolokalizaci6 a fuzids fehérje €s a sejtorganellum kozott, amit fehér nyilak jelolnek.

46. abra Az MS12-pH3cGFP-1 izolatum konfokalis mikroszképpal készitett felvétele
A:konfokalis mikroszképos kép,B: GFP, C: ER-Tracker Red, D: A GFP és az Er-Tracker Red festéssel
késziilt kép egymasra helyezve. A fehér nyilak jelzik a kolokalizaciot.



Eredmények és értéekelesiik 91

Ennél az izolatumnal is elvégeztiik a mitokondriumok festését. A 47. abran a festést
kovetd konfokalis mikroszkoppal készitett felvételek lathatdak. A 47D abran egymasra
vetitve lathatoak a GFP és a Mito-Tracker Red festést kovetden készitett felvételek.

47. abra Az MS12-pH3cGFP-3 izolitum konfokalis mikroszképpal készitett felvétele.
A: konfokalis mikroszkopos kép,B: GFP, C: MitoTracker Red, D: A GFP és a Mito-Tracker Red festéssel
késziilt kép egymasra helyezve

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a HmgR3
a sejten belill csak az ER-ben lokalizalodik, mig a HmgR2 megtalalhatdo az ER-ben,
ugyanakkor mas kisebb méretli kompartmentekben is megtalalhatd. Annak érdekében, hogy
kideritsiik, mik azok a kisméretli partikulumok a sejten beliil, tovabbi vizsgélatokra van
szlikség. A fluoreszcens mikroszkoppal végzett megfigyelések tovabba arra engednek
kovetkeztetni, hogy feltehetéleg a HmgR1 is az ER-ben horgonyzodik ki. Vizsgalataink
soran a HmgR 1’:GFP fehérje leginkabb a leoltott spordkban és a csiratdmldkben jelent meg.
M. circinelloides esetében a leoltastol szamitott 2. napon kezdédik a sporak termelédése és
a sporangiumok kialakulasa. A spordk szdmos mRNS-t és fehérjét tartalmaznak, hogy a
csirazas és a csiratomld képzodés idépontjaban biztositani tudjdk a normalis sejtmiikddést.
El6fordulhat, hogy a HmgR 1-nek a sporak képzédésében van szerepe, azonban ennek pontos
megallapitasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek

A lokalizacios vizsgalatokkal kiderithetjiik, hogy a Mucor-ban is hasonlé6 médon
torténik-e az egyes izoprén szarmazékok szintézise, mint a Phycomyces-ben vagy a

Blakeslea-ban. Annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy az egyes reduktazoknak van-e
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specifikus szerepe a kiilonbozd izoprének szintézisében hozzéasegithet ahhoz, hogy
megfeleld tdmadaspontot adjunk kiilonb6z6é gombaellenes szerek kifejlesztésére vagy egy
adott izoprén tultermelését lehetévé tevd torzs létrehozasara. Mindezeken feliil képet
kaphatunk a Mucor-ban lejatszodd  sejtbiologiai  folyamatokrol és a  belsd

membranrendszerek kialakuldsanak folyamatérol is.
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7. OSSZEFOGLALAS

Az terpének a természetben eléforduld legnagyobb ¢és legvaltozatosabb
vegyliletcsoport. Ezen vegyiiletek olyan tobb szénatomos molekulak, melyek izoprén
egységek Osszekapcsoldodasaval keletkeznek. Lehetnek hormonok, illetve hormonhatasa
vegytiletek (pl. gibberellinek, szteroid hormonok), szinanyagok (pl. karotinoidok),
sejtmembran alkotok (pl. koleszterin, ergoszterin), illetve masodlagos anyagcseretermékek,
mint a szeszkviterpének, vagy a szeszterterpének. A sejtekben is szamos sejtbiologiai és
biokémiai folyamat részét képzik. Részt vesznek az elektrontranszportlancban, a sejtek
kozotti kommunikacioban €és szamos fehérje funkcios csoportjat adjak (pl. RAS).
Bioszintézisilk gombakban az ugynevezett mevalonsav utvonalon torténik. Ezen tutvonal
soran keletkezik az 6t szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP), mely az alapegységét
képezi az Gsszes izoprén szarmazéknak.

A mevalonsav bioszintézis utvonal kozponti, sebesség-meghatarozo lépése a 3-
hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-Ko0A) atalakulasa mevalonsavva. Ezt a 1épést a
HMG-KoA reduktaz katalizalja, igy €z az enzim kozvetve szamos biokémiai és sejtbiologiai
folyamatban vesz részt. Fontos Szerepe van a kornyezethez vald alkalmazkodasban, az
oxigénérzékelésben, egyes gombak esetében kihat a virulenciara és a morfogenezisre. A
HMG-KoA reduktaz gén altaldban egy kopidban fordul eld a genomban, de vannak olyan
¢lolények, melyekben két vagy tobb izogén talalhatd. S. cerevisiae-ben két gént
azonositottak, melyekr6l két, funkcidjaban, szabalyozasaban ¢és a sejten beliili
lokalizacidjaban is eltérd fehérje irodik at. Altalaban az enzim az ER membranjiba
agyazodik, de el6fordulhat a mitokondriumban vagy a peroxiszomaban is.

Munkank soran a f6 célkitiizésiink a M. circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek

izolalésa és jellemzése volt. Ezért a kovetkez6 konkrét célokat tliztiik ki és valositottuk meg:

1. A M. circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek izolalasa és elemzése.

Munkank elején a P. blakesleeanus és R. miehei hmgR génjével kerestiink
homologiat mutatéd szekvenciakat a Mucor genom adatbazisban. Harom olyan gént (hmgR1,
hmgR2 és hmgR3) azonositottunk, amelyek nagyfoki hasonlosagot mutattak az ismert
gomba hmgR génekkel. A géneket izolaltuk, majd meghataroztuk a cDNS szekvenciajukat.
A hmgR1 és hmgR2 esetében 5 intront azonositottunk, mig a hmgR3 esetében csak kettot.

Elemeztiik a kodolt fehérjék feltételezett aminosav szekvenciait is. Mind harom fehérje
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tartalmazza az I. tipust reduktazokra jellemzo két f6 domént, a variabilis N-terminalis régiot
¢és a konzervalt C-terminalis régiot, valamint a kett6t 6sszekotd, rovid szakaszt. Mindharom
feltételezett fehérjében azonositottunk a NADPH- és HMG-Ko0A-k6td motivumokat,
valamint szterol érzékel6 domént (SSD). Utobbi felelds a fehérje poszttranszlacios
szabalyozasaért. A HmgR1 esetében 6, a HmgR2 esetében 9, mig a HmgR3 esetében 5

transzmembran hélixet azonositottunk.

2. A hmgR gének Kifejezédésének vizsgalata Kiilonbozé tenyésztési Koriilmények
kozott.

Valos idejii PCR segitségével vizsgaltuk a harom hmgR gén kifejezédését kiilonb6zo
tenyésztési koriilmények mellett. A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a hmgR1
transzkripcidja aerob, a hmgR3 transzkripcidja anaerob koriilmény kozott volt erdsebb, mig
a hmgR2 mind két esetben erds kifejezédést mutatott. A hmgR1 kifejezédése a hifakban volt
jellemz6 és kifejezédésének maximumat a leoltastol szamitott 2. napon érte el. Az egyre
novekvd hdmérsékletek hatdsara a kifejezddése folyamatosan csdkkent, ezen kiviil reagélt a
sOstresszre. A hmgR2 és a hmgR3 gének mar a csirazé sporakban is aktivak. Szignifikans
hémérsékletfiiggést nem tapasztaltunk a két génnél. Mindkét gén kifejez6dését gatolta a
maltdéz és a natrium-acetat, mint egyediili szénforras. A hmgR2 reagalt leginkabb a
sOstresszre. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kornyezeti hatasokra a hmgR2 atirodasa

valtozott leginkabb.

3. A hmgR gének kopiaszamanak emelése és a gének csendesitése.

A génekre alapozva, olyan vektorkonstrukcidkat hoztunk létre, melyek segitségével
megemeltiik a gének kopiaszdmat (pNG vektorok), illetve csendesitettiik (pAS vektorok)
azokat. A transzformacid soran bejuttatott gének és génszakaszok megfeleld kifejezddése
antiszensz RNS alapt géncsendesitéssel valositottuk meg. A létrehozott vektorokkal PEG-
medialt protoplaszt transzformdéciot hajtottunk végre, majd a transzformdans telepeket
karotin és ergoszterin tartalmat és a sztatinokkal szembeni érzékenységiiket.

A hmgR1 gén talmikodtetésének és csendesitésének hatasara jelentds valtozast egyik
vizsgélt  koriilmény mellett sem tapasztaltunk. A  transzformans telepek

crer

megvaltozott hifadkat nem. A gén csendesitésének hatdsara az izolatumok ergoszterin
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tartalma kismértékben csokkent a vad tipusu torzshoz képest. Apoptozis festést kovetden,
mindkét tipusu transzfomansban azonositottunk nekrotikus hifakat és sejteket. A hmgR2 gén
tulmikodtetésének hatasara nétt a transzformansok karotin és ergoszterin tartalmuk,
valamint csokkent a sztatinokkal szembeni érzékenységiik. A gén csendesitése szintén
plazmakiaramlasokhoz vezetett, valamint csokkent az izolatumok ergoszterin tartalma is. Az
esetleges apoptotikus folyamatok detektalasa soran itt is talaltunk nekrotikus sejteket és
hifarészeket. A legtobb valtozast a hmgR3 gén esetében tapasztaltuk. A gén kdpiaszamanak
emelése hatasara ezekben a transzformansokban nétt leginkdbb a karotinoid tartalom és
csokkent a sztatinokkal szembeni érzékenység. A gén csendesitésének hatdsdra a
transzformansok makromorfologidja szabalytalannd valt, a hifdk megduzzadtak, a hifdk
elagazédsainak szama megndtt €és szdmos plazmakidramlést azonositottunk. Az ergoszterin
szint és a karotinoid szint jelentdsen lecsokkent. Apoptdzis festést kovetden az apoptodzis
korai fazisat és a nekrozist is ki tudtuk mutatni. A csendesitett transzformansok spdrainak

csirdzo képessége is megvaltozott.

4. Az egyes HmgR fehérjék sejten beliili lokalizacidja.

A M. circinelloides HMG-KoA reduktazainak sejten beliili lokalizaciojanak
vizsgalatahoz a reduktazok transzmembran régioit GFP-vel fuzionaltattuk. A fazios fehérjék
segitségével nyomon tudtuk kovetni a fehérjék sejten beliili lokalizacidjat. A létrehozott
vektorokkal PEG-medialt protoplaszt transzformaciét hajtottunk végre, majd a
transzformans  telepeket izolaltuk. A  transzformansok elemzését fluoreszcens
mikroszkopiaval kezdtiik meg, melynek soran azt tapasztaltuk, hogy mindharom fehérje a
sejten beliil egy nagyméretii organellumban lokalizalodik, illetve a HmgR2 emellett szamos
Kisebb, jol koriilhatarolhaté kompartmentben is megjelent. Ahhoz, hogy a fehérjék pontos
lokalizaciojat meghatdrozzuk endoplazmatikus retikulum és mitokondrium festést
alkalmaztunk, majd a festett mintakat konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk. A HmgR?2 ¢és a
HmgR3 a festéseket kovetéen egyértelmii kolokalizaciét mutatott az endoplazmatikus

retikulummal, azonban a mitokondriummal nem.

Vizsgalataink soran a kovetkezo f6 hasonlosagokat és Kkiilonbségeket
azonositottuk a M. circinelloides harom hmgR génje kozott:

A hmgR1 gén aerob korilmények kozott irodik at, csak a hifakban és a
sporaképzddés idészakaban. A gén relativ transzkripcios szintje a hmgR2-nél és hmgR3-nal

mért értékekhez viszonyitva igen alacsony, és csak ennél a génnél mutattunk ki



Osszefoglalds 96

hémérsékletfiiggd transzkripciot. Anaerob koriilmények kozott a gén aktivitasa jelentésen
lecsokken. A gén megvaltozott miikodésének hatdsara (kopiaszamanak emelése,
csendesitése) a gomba karotinoid és ergoszterin termelése nem valtozott, ugyanakkor
hatassal lehet a citoplazma membran integritasara. A HmgR 1 fehérje jellemz6en a sporakban
¢és csiratomldben jelenik meg és feltehetdleg az endoplazmatikus retikulum membranjaba
agyazodik.

A hmgR2 gén aerob és anaerob tenyésztési koriilmények mellett erés aktivitast
mutatott, valamint relativ transzkripcios szintjét 0sszehasonlitva a masik két gén értékeivel
megallapitottuk, hogy az anaerob tenyésztést leszamitva e gén a legaktivabb a harom
reduktdz gén koziil. A spordk csirazasanak idején és az intenziv micéliumképzés soran
relativ transzkripciods szintje magas. A novekvo sokoncentracid valtozasaval parhuzamosan
nétt a relativ transzkripcids szintje, azonban a szénforrasok koziil a trehaldz és a maltoz
gatolta a kifejez6dését. A gén tulmikodtetésének hatasdra a transzforméns torzsek
karotinoid és ergoszterin tartalma jelentésen megndtt, ugyanakkor a sztatinokkal szembeni
érzékenysége lecsokkent. Mivel a HMG-KoA reduktaz az ergoszterin bioszintézisben is
kozponti jelentdséggel bir, a HmgR2 funkciondlis vizsgalata hasznos lehet 1), a patogén
gombakkal szembeni szerek kifejlesztése és terapids célpontok megtaldlasa szempontjabol
is. Az ergoszterin bioszintézis a gombaellenes terapiak egyik legfontosabb célpontja.
Ujabban HMG-KoA reduktaz gatlok alkalmazasi lehetdségét is intenziven kutatjak
(Galgoczy és mtsi. 2011). A gén csendesitésének hatdsara csokkent a karotinoid és
ergoszterin mennyisége, valamint a citoplazma membrdn integritisaban is zavarok
keletkeztek. A HmgR2 fehérje a sejten beliil az endoplazmatikus retikulum membranjaban
helyezkedik el, azonban a konfokalis mikroszkopos vizsgélatok nem zarjak ki mas, kisebb
méretli kompartmentekben torténd lokalizaciojat sem.

A hmgR3 gén kifejez6dését nagyban befolyasolja a kdrnyezet oxigéntartalma,
ugyanis anaerob koriilmények kozott megnd a gén relativ transzkripcids szintje. A gén
terméke fontos a spordk csirdzasanak idején, valamint a sporaképzddés iddpontjaban.
Homérsékletfiiggést, mint a hmgR1 esetében, vagy szerepet az ozmotikusan megvaltozott
kornyezethez valo adaptalodashoz, mint a hmgR2 esetében, nem talaltunk. Leginkabb e gén
terméke befolyésolta a termelddo karotinoid mennyiséget €s az ergoszterol bioszintézisre is
hatassal volt. A gén csendesitése csokkentette leginkabb a termelddo ergoszterol tartalmat.
A hmgR3 és a hmgR2 felhasznalhat6 a karotinod bioszintézis fokozasara és esetleg egy, az
iparban is alkalmazhatd karotinoidtermeld torzs létrehozasara. A gén csendesitésének

hatdsara a termelddd karotinoid mennyiség jelentdsen lecsokkent, a gomba makro- és
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mikromorfologiaja megvaltozott, valamint apoptotikus folyamatok jatszodtak le a sejtekben.
A sporak elvesztették csirdzoképességiiket és a csirazés ideje jelentésen kitolodott. A
jaromspoéras gombakban lezajlo apoptotikus folyamatokrol igen keveset tudunk, emiatt a gén

kivalo célpontja lehet az eziranya kutatasoknak.

Kutatasaink nyoman uj informacioval boviiltek ismereteink a M. circinelliodes-
ben zajlé terpén bioszintézisrél. Eredményeink hozzajarulhatnak a jaromspoéras
gombak morfogenezisének, valamint a sejten beliill lejatszodo apoptotikus és
stresszvalasz utvonalak felderitéséhez. Tovabba ezen eredmények felhasznalhatoak a
Mucor-ban zajlé Kkarotinoid és ergoszerin bioszintézis szabalyozasanak
tanulmanyozasara, igy hozzajarulhatnak az iparban is alkalmazhaté karotinoid
termel6é  torzsek eléallitisahoz, valamint hatékony gombaellenes szerek
kifejlesztéséhez. Vizsgalataink soran sikeresen alkalmaztuk a GFP-t a reduktazok

sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatahoz.
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8. SUMMARY

Mucor circinelloides is a carotene producing zygomycete fungus, which has been
used as a model organism in studies of the carotenoid biosynthesis. Terpenoids are one of
the most diverse group of natural chemical compounds. They are synthesized from two or
more isoprene units. They have different biological functions, such as hormones or hormone-
like compounds (e.g. gibberellins in plants or steroid hormones in animals), colorants (e.g.
carotenoids), cell membrane components (e.g. cholesterol and ergosterol) and several types
of secondary metabolic products, among others di-, sesqui- or sesterterpenoids. In cells, they
have role in different cell biological and biochemical processes. They can participate in the
electron transport chain, in cell-cell communication and give functional groups of certain
proteins (e.g. RAS). Isopentenyl pyrophosphate (IPP) is the basic building unit of all
isoprene derivatives, which is synthesized via the mevalonic acid pathway.

The central, rate limiting step of this pathway is the conversation of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) to mevalonic acid, catalysed by the enzyme HMG-
CoA reductase. Through to the formation of the many different terpenoids, HMG-CoA
reductase has an important role in the adaptation to the environmental changes, virulence
and morphogenesis. Usually only one HMG-CoA reductase gene occurs in the genome, but
some organisms have two or more reductase genes. In the S. cerevisiae genome, two HMG-
CoA reductase genes were identified with different functions, regulations and subcellular
localizations. Generally, this enzyme is an endoplasmic reticulum-anchored protein, but it
may also be present in the mitochondria or the peroxisomes.

The main goal of the present study was the isolation and characterization of the
HMG-CoA reductase genes of M. circinelloides. Therefore, the following specific objectives

were set and implemented:

1. Isolation and characterization of M. circinelloides HMG-CoA reductase genes.
Using the hmgR genes of P. blakesleeanus and R. miehei, searches for homologous
sequences were performed in the genome database of M. circinelloides f. lusitanicus. Three
hmgR genes (hmgR1, hmg2 and hmgR3) were identified. The genes were isolated and their
cDNA sequences were determined. In hmgR1 and hmgR2, five introns were identified, while
hmgR3 had only two introns. We analysed the amino acid sequences of the putative proteins

as well. All three proteins belong to type | reductases with two main domains, the variable
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N-terminal region and the conserved C-terminal region. Between them, there is a short linker
region. NAD(P)H and HMG-CoA binding motifs and the sterol sensing domain (SSD) could
be identified in all three proteins. SSD is responsible for the post-translational regulation of
proteins. In hgmR1 one, in hmgR2 nine, while in hmgR3 five transmembrane helix were
identified.

2. Analysis of the transcription of the hmgR genes under different growth conditions.

The relative transcription levels of the three hmgR genes were determined under
various culture conditions by quantitative real-time PCR. It was found that hmgR1 is
transcribed only under aerobic conditions. At the same time, the transcription level of hmgR3
was relatively high under anaerobiosis, while hmgR2 showed high transcription under both
conditions. Expression of hmgR1 was detected only in the hyphae and reached the maximum
level at 48 hours after inoculation showing a temperature-dependent transcription.

In the germinating spores hmgR2 and hmgR3 were active and did not show
temperature dependence. Expression of both genes was inhibited by maltose and trehalose
and hmgR2 responded to salt stress. Our results show that transcription of hmgR2 was highly

affected by the environmental factors.

3. Over-expression and silencing of the hmgR genes.

Two different types of vectors were constructed, one series of vectors was built to
overexpress the hmgR genes by elevating the copy number and changing their promoter to
that of the gpdl gene (pNG series) and another series to silence them by antisense RNA-
based gene silencing (pAS series). Vectors were transformed into the recipient MS12 strain
using the PEG-mediated protoplast transformation method and transformed colonies were
isolated. After analysis of the transformants to prove the presence of the transformed DNA,
growing rate, macro- and micromorphology, carotenoid and ergosterol content and
sensitivity to statins were tested.

Over-expression and silencing of hmgR1 had no significant effect to the majority of
the examined features. However, cytoplasm effusions could be detected during the
microscopic examination of the silenced transformants and their ergosterol content was
slightly decreased. In both types of transformants, necrotic cells and hyphae were detected.

Over-expression of hmgR2 resulted in increased carotenoid and ergosterol contents
and decreased sensitivity to statins in the transformants. Silencing of the gene also led to

cytoplasm effusions and we could detect necrotic cells and hyphae as well.
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Similarly to the changes detected in case of hmgR2, over-expression of hmR3
increased the carotenoid and ergosterol content and decreased the sensitivity to statins of the
transformants. Silencing of this gene caused altered morphology in the transformants with
irregular, swollen hyphae and cytoplasm effusions and increased hyphal branching.
Carotenoid and ergosterol content decreased significantly in these strains and we could
detect the early stage of apoptosis. It seems that hmgR3 has role in spore germination and

morphogenesis.

4. Subcellular localization of the HmgR proteins.

To analyse the subcellular localization of the HmgR proteins, the transmembrane
region of each reductase was fused with green fluorescent protein (GFP). With these fusion
proteins we could follow the localization of reductases in the cell. After PEG mediated
protoplast transformation the transformed colonies were isolated. We have started to analyse
the transformed strains with fluorescent microscopy and it was found that all three proteins
are localized in large regions in the cell, but the HmgR2 also appeared in a number of not
well-defined compartments. To get the exact localization of the proteins we stained the
endoplasmic reticulum and the mitochondria, and samples were analysed by confocal
microscopy. The HmgR2 and HmgR3 showed a clear co-localization to the endoplasmic

reticulum, but not to the mitochondria.

The following main features of the M. circinelloides hmgR genes and the encoded
proteins were observed in this study:

Under aerobic conditions the hmgR1 gene is active in the hyphae and during the
sporulation. Relative transcription level of this gene was significantly lower than those of
the hmgR2 and hmgR3. Temperature dependent gene expression was observed only in case
of hmgR1. Under anaerobic conditions the activity of this gene significantly decreased.
Ergosterol and carotenoid production of fungus was not affected by the altered expression
of the gene (i.e. increase of the copy number or silencing), but it may have role in
cytoplasmic integrity. HmgR1 typically appeared in spores and germ tubes and possibly
localizes to the endoplasmic reticulum.

HmgR2 displayed strong transcription activity under aerobic and anaerobic
conditions and this gene showed the highest transcription level under aerobic cultivation
condition during the whole life cycle of the fungus. Relative transcription level of this gene

was also high during the germination of the spornagiospores. Expression of hmgR2 increased
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proportionally with increasing salt concentration, but trehalose and maltose decreased the
transcription activity. Overexpression of the gene significantly increased the carotenoid and
ergosterol content of the transformants and decreased their sensitivity to statins. Ergosterol
biosynthesis is one of the most important target for antifungal therapies and HMG-CoA
reductase inhibitors are intensively researched (Galgoczy et al. 2011). As HMG-CoA
reductase has important role in ergosterol biosynthesis, functional testing of hmgR2 may be
useful in finding and developing new antifungal agents. With the silencing of the gene,
carotenoid and ergosterol content of the transformant strains decreased and cytoplasmic
integrity was also effected. HmgR?2 is associated in the endoplasmic reticulum but may also
be localized in other small compartments in the cell.

Oxygen content of the environment affected the expression of hmgR3; relative
transcription level of the gene significantly increased under anaerobic conditions.
Expression of the gene seems to be important during spore germination and sporulation.
Temperature dependent gene expression or response to osmotically changed environment
were not found but maltose and trehalose inhibited the gene epxression. HmgR3 plays
important role in the carotenoid biosynthesis and it also has influence in the ergosterol
biosynthesis. HmgR3 and hmgR2 may be possible targets to create new carotenoid producing
strains. Silencing the hmgR3 gene significantly decreased the carotenoid content of
transformants; macromorphology of strains changed and we could detect apoptosis-like
processes. Spores of the silenced strains lost germinating ability and germination time was
delayed. In zygomycetes, apoptotic processes are not investigated, so hmgR3 can be an
excellent target for such studies. It seems HmgR3 localizes in the endoplasmic reticulum.

As a result of our research, new information was obtained about the terpene
biosynthesis of M. circinelloides. Our results also contribute to the investigation of
morphogenesis, detection of cell stress response pathway and apoptotic processes in
Mucor. Furthermore, the results can be used to analyse the regulation of the carotenoid
and ergosterol biosynthesis in this organism and to develop new carotenoid producer

strains for the industry, as well as in studies to find new targets for antifungal therapy.
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11. MELLEKLET

1. melléklet. A M. circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek genomi DNS
szekvenciai az intronokkal, valamint a génekrol atirédo feltételezett fehérjék aminosav

sorrendje. A sarga hattérrel jelzett nukleotidok mutatjak az intronszekvenciakat.

1. A hmgR1l gén teljes szekvencidja és az altala kodolt feltételezett fehérje

aminosavsorrendje

ATG ATC AAT CTG CTG TCC TAT AAA TCC ATC ACT GGC TTC ATG AAC CGG CTG GTG 54
M I N L L S Y K S I T G F M N R L v 18
CTC AAG ACA TCT AAA GTA TCC GCC TTG AAC CCT ATA GAA ACG ATG GTA GCA AGT 108
L K T S K v S A L N p I E T M v A S 36
CTG ATT TTG GGG TCT GTG ACC TAC GTC TAC CTG TTC AAT CTA GCG AAA TCG TCA 162
L I L G S v T Y v Y L F N L A K S S 54
GAG ATA CTG TCC ACA GCC AGC ATC TAC GAC ACA TCG TTT GTG TCC ACC ATC CTG 216
E I L S T A S I Y D T S F v S T I L 72
TAC GCT TCT CCA AAC GAC ATT TCG TTT TCG CCA TTA AAG CAA GAT CCT CCA TTA 270
Y A S p N D I S F S p L K Q D p p L 90
CCA GCA GTA TCG ATA TCG CGT ATT GAA CTC AAG CAG ATC GCC ATC GCC TTG ACG 324
p A v S I S R I E L K Q I A I A L T 108
GAT CCC GCA CAT CAG CAC AAC ATG GAT GCC ATC CAG CGT TTT CGC AAT CAT GTT 378
D p A H Q H N M D A I Q R F R N H v 126
GAA TCC ACT CCA GTC GAT TTC TCC GAT TTA GAG CAT CAA GAA AAG GGG CTA ATG 432
E S T p v D F S D L E H Q E K G L M 144
ACA TAC AAA GAC CAC TTG TGC TAC AAT GCT TCC ACA ACG TGT CTG ACA TGC CAG 486
T Y K D H L C Y N A S T T C L T C Q 162
CCA TTC AAT CGA GAC AAC AGT GCG ATT CTG TCG TAT GTG TTT GAT CTG AGC AAT 540
p F N R D N S A I L S Y v F D L S N 180
GAT CAG CGT ATT AAG GCC TCT CAT TTA TGG GAC CAA AAG GTC ATG TCA TCT TCC 594
D Q R I K A S H L W D Q K v M S S S 198
GTG GAC AGA CTC ATT CCT ATG GCG ACA CAA CAT CAA TAC AAC GAG AGG AGT ATC 648
\ D R L I P M A T Q H Q Y N B R S I 216
AGC ACA GTC GTG TGG TTG ATT CGG ATT ATG AAG AAC ATT GCT AGA GAT ACA GCC 702
S T \ \ W L I R I M K N I A R D T A 234
GTG CGC ATG AAT gtaagaaacggacatgctcatcagaatgcaacatgtagctaatccacccaatag 768
\ R M N 238
AGT GCT TCC AAG ATG GAT GTG ATT GTA GTA ACA GCA GGC TAC ATT ATG ATG GCC 822
S A S K M D \ I \ \% T A G Y I M M A 256
TTC ACC TTC TTA TCA CTG TAT ATC AGA ATG CAT AAA TTG GGA TCA AAA TAT ACT 876
F T F L S L Y I R M H K L G S K Y T 274
CTA G gtaagtggtaaacactattgaaacgcccatgtgtgttatcagggaaaaaaaacaaacaaaccaaa 945
L 275
ttaatttaaccttttag CA ACC ACT ATC TTC ATG TCG GGT TTC TTT TCA TTT ATG 1000

A T T I F M S G F F S F M 288

CTC TCT CTG GCC ACC GTG TAT AAA TTG GGC GCA CCT GTC AGT CCT GTT TTA TTG 1054
L S L A T \ Y K L G A P Y S P \Y L L 306
AG gtt tgtacggtttattatggagcatgtcgtatacatggggcttctctttttaacagaaaaaaaaacc 1123
S 307
tcatcag T GAA GCA ACG CCG TTT TTG GTA GTG ACG ATA GGA TTC GAA CGG CCC 1176
B A T P F L \ \ T I G F B R P 322

TAC AAA CTC ACC AAA TGC ATA TTC GAG CAA GAA AGC AAC AAT ACC GAC AAC AGT 1230
Y K L T K C I F B Q B S N N T D N S 340
AAT GTG CTG CAA ATC ATC TCA CGC TCT GTG GAA ATG ATG GCA CCA ACC TTG ATT 1284
N \ L Q I I S R S \ B M M A P T L I 358
CGA GAT GGA CTA TTG GAG ATT GTG GTA TTC ATA CTG GGC GCC AAA TCA ACA TTG 1338
R D G L L B I \ \ F I L G A K S T L 376
CCT GGA TTG CGC GAG TTC TGT CTG ATG AGT GCA TTT TTG ATT GCT TAC GAC ATG 1392

P G L R E F C L M S A F L I A Y D M 394
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ATG TTG ATG TTT ACT TGG TAC ATT TCA GTC TTG TCA TTA AAG TTG GAG gtaacag 1447
M L M F T W Y I S \ L S L K L E 410
aaaagacacggtaaaacaaacgatgcatgctataacgatgattgtttgcag TTA CGC AAG ATT AAA 1513

L R K I K 415
GAG ACA ACC TCG ACT AGT ACC ACG ACG ACG ACA TCT ATT CTT GAA ACA GCA GCA 1567
E T T S T S T T T T T S I L E T A A 433
GCA ACC AGC CAA GTA GCA TCC ACT TCC ACT ACC ACC ATC AAC GAC TCC CAT CAT 1621
A T S Q \Y A S T S T T T I N D S H H 451
GCA CGA AAC AAG AAG CCA GCT ATC ATC AAG ACC AAA TTG CTC ATG gtaaggccccc 1677
A R N K K P A I I K T K L L M 466
cccagagatatatacatggcagcctgtaactgacatggaagcag ATT ATT GGC TTT CTC ACA 1739
I I G F L T 472
ATG CAC GTA TTT GAA TTT TGC TCC ACT CTG TCC TTC TCA ACA TCC AGA AAC AAC 1793
M H \ F E F C S T L S F S T S R N N 490
TCA CAT GCC TTG CCT CAA GTG CCT GTC ATA GGA CCT ACT ATC GAG CCA GTC TTG 1847
S H A L P Q \ P \ I G P T I E P 4 L 508
TCC CAC ATT CTA AAG CAG CAC AGA TTG TCT GGC TCA ACA AAC GGC TTA CTG CTT 1901
S H I L K Q H R L S G S T N G L L L 526
AAA GTA TCA CCG ACG ATC CAC TTC CAG CTA TTA GCC CAA ACA CAT TTC CAA CGA 1954
K \Y S P T I H F Q L L A Q T H F Q R 544
CTT CCG CCT GTG AAA AGC TTG CTA GCC GAG ATC TAC AAC ACA TAC GCT GTT TAC 2009
L P P \Y K S L L A E I Y N T Y A \Y Y 562
GCA CAG GAT CCT GTC ATC AGC AAA TGG GTG GTC GCT ATT TTG ATG GTG TCC ATC 2063
A Q D P \Y I S K W \Y \Y A I L M \Y S I 580
CTT CTC AAC ACC TAT CTG TTT GAG ATT GCC AAA TAC AAT CGA CAA ACA GCG CAA 2117
L L N T Y L F E I A K Y N R Q T A Q 598
CGA AAT CAA CCT ATT CAA GAG CTT CGC TCT GTA CCT ATC ACC TCG CCC AGA TTG 2171
R N Q P I Q E L R S \Y P I T S P R L 616
CGA TCC GCT ATC AGC GCT TCA TCA CCT GTA CTG AAC TCA AAT TTG ACA AGC AAA 2225
R S A I S A S S P \Y L N S N L T S K 634
AGA CGT CCC TCT CAA AGC ACA TCC ACC ACA CCA AGA CAT CGA AAT AAG AAG CAG 2279
R R P S Q S T S T T P R H R N K K Q 652
CAG CAG CAG CAG CAG CAG CCT CAG TTG GGC ATG CGT ACA GTC GAA GAG TGT CTC 2333
Q Q Q Q Q Q P Q L G M R T v E E C L 670
CAT ATC CTC AGA GAC ATA GAT CAG GGC GCA TCG CAT CTT GCC GAC GAA GAG ATT 2387
H I L R D I D Q G A S H L A D E E I 688
GTT CTA CTA GTC CAA CAT GCT CAT ATT GCT CCC TAC GCT CTG GAA AAA GTA TTG 2441
Y L L Y Q H A H I A P Y A L E K \Y L 706
GGT GAT TTG GAA CGG GCT GTG CAC ATC CGC AAG ACT GTG ATT TCT CGG TCC TCC 2495
G D L E R A \Y H I R K T \Y I S R S S 724
ATT ACG CAA ACA CTC GAG TCA AGC GCA TTA CCA GTG GCA GAG TAT GAT TAC GAC 2549
I T Q T L E S S A L P \Y A E Y D Y D 742
AAG GTC TTG GGT GCT TGC TGC GAG AAT GTG ATT GGA TAC ATG CCG ATA CCC GTG 2603
K Y L G A C C E N \Y I G Y M P I P \Y 7760
GGT GTC GCT GGC CCC ATG ATG ATT GAT GGT GAG AGC ATC CAT TTA CCC ATG GCA 2657
G \ A G P M M I D G E S I H L P M A 778
ACC ACC GAG GGA TGT CTT GTT GCG TCT GTT GCA CGT GGT TGC AAA GCT GTC AAT 2711
T T E G C L \ A S \ A R G C K A 4 N 796
GTC AAT GGT GCC ACC ACG GTG TTG ATC TCG GAC GGT ATG ACG CGC GGC CCT TGT 2765
\ N G A T T \ L I S D G M T R G P C 814
GTC GAG TTT CCC AAC ATC ATT GAT GCT GGC CTA TGC AAG CGC TGG CTG GAT CAG 2819
\ E F P N I I D A G L C K R W L D Q 832
GAG GAG GGA TTT GAG ATT GTA GCA GAG GCT TTC AAC AGC ACA TCC AGG TTT GCT 2873
E E G F E I \ A E A F N S T S R F A 850
CGG GTG CGT AAA ATG CAG GTA GCA ATG GCC GGC AAG CTG CTG TAC ATT CGA TTC 2927
R \ R K M Q \ A M A G K L L Y I R F 868
TCT ACG ACA ACA GGC GAC GCA ATG GGC ATG AAC ATG ATT TCC AAA GGC TGC GAA 2981
S T T T G D A M G M N M I S K G C E 886
AAG GCA CTC TCA AAG ATT GCA GAG TAT TTT CCA ACC ATG CAA ATT GTA TCT CTC 3035
K A L S K I A E Y F P T M Q I \Y S L 904
TCA GGC AAC TAT TGC ACA GAC AAG AAG CCG GCA GCC ATC AAC TGG ATT GAA GGA 3089
S G N Y C T D K K P A A I N W I E G 922
CGC GGA AAA TCG GTT GTA GCA GAG GCT GTG ATC CCC AGC AGT GTC GTA CAA AAG 3143
R G K S \Y \Y A E A \Y I P S S \Y \Y Q K 940
GTG CTC AAG ACA ACA GTG GAG GCC CTA GTC GAG TTG AAC ATT TCA AAG AAT CTG 3197

v L K T T Y E A L Y E L N I S K N L 958
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ATA GGA TCT GCC ATG GCT GGG TCG GTG GGT GGA TTC AAT GCA CAT GCA GCC AAT 3251
I G S A M A G S \ G G F N A H A A N 976
ATC TTG ACG GCC ATG TAC ATT GCA GTA GGA CAG GAT CCG GCG CAG AAT GTA GAG 3305
I L T A M Y I A \ G Q D P A Q N v E 994
AGC AGC AAT TGT ATC ACC CTG ATG AAG TCG GTC AAC AAT GGA TCG GCG CTG CAC 3359
S S N C I T L M K S \ N N G S A L H 1012
ATT TCA TGC AGC ATG CCC AGT ATT GAG GTG GGC ACG GTC GGT GGC GGC ACC ATC 3413
I S C S M P S I E \ G T \ G G G T I 1030
TTG CCC CCG CAA CAA GCC ATG CTG GAC ATG CTT GGT GTG CGA GGT CCT CAT CCA 3467
L P P Q Q A M L D M L G \ R G P H P 1048
ACA CAT CCA GGT AAA AAT GCT CAG AAA CTG GCG AGG ATC ATC TGC GCT GCT GTC 3521
T H P G K N A Q K L A R I I C A A 4 1066
ATG GCG GGT GAG CTT TCG TTA TGT GCG GCT CTG GCA GCA GGG CAT TTG GTT AAG 3575
M A G E L S L C A A L A A G H L 4 K 1084
GCG CAC ATG CAA CAC AAC CGA GTA TCC ACT GCT GCT GCT GCT GCT GTT CCG GCT 3629
A H M Q H N R \ S T A A A A A 4 P A 1102
GTC GAA AAC GAC ATT CAC AAG AAA AAG GCA CTC AAG ACT CCC GCT TCA ACA CCG 3683
\ E N D I H K K K A L K T P A S T P 1120
AGA TCT TTG CAG TCG AGG CAG AGT ACA GTG CCT GTA ACG GGA AAT TGC ATC TTA 3737
R S L Q S R Q S T \ P \ T G N C I L 1137
TAG 3740

2. A hmgR2 gén teljes szekvenciaja és az altala kodolt feltételezett fehérje

aminosavsorrendje

ATG TTG AAA AAC GTC AAA AAA GAT AAC CCG TTC CGA TAT TTG GCT CAT GTA TCC 54
M L K N v K K D N p F R Y L A H v S 18
GCG CGA AAT CCA TTT GAA ATG ATG GTC GCC GTA TTC ATC GCA TGC TCA TTC TCC 108
A R N p F E M M v A v F I A C S F S 36
TAT CTA TAC CTC ACA AAC ACC TAC AAC AAA GGG TTG CAT GAC ATG ACA TCC ACT 162
Y L Y L T N T Y N K G L H D M T S T 54
CAC CCC ATT GCC TAT TAC CAT AGC AAC CAG TCA ACG CAT CAC CAT GGA AAC AGC 216
H p I A Y Y H S N Q S T H H H G N S 72
AAT GAC GAC AAC AAG AGT GTC ATT CTA AAG CAG CTG GTA TTG CAC CAC CGT CAG 270
N D D N K S v I L K Q L v L H H R Q 90
GAC ATG ATG ACC AAA GAG GCC CTC CAA TCT GTG CTC TCA TTC CAA GAA TCA CTG 324
D M M T K B A L Q S \Y L S F Q E S L 108
GCG CAG GAT ATT TCT GAA TTT TGT TAT CGC AAT GAA GAC AAT GAT TGC GTT ATC 378
A Q D I S E F C Y R N E D N D C \Y I 126
AAG AGT CCC TTA AAT TTC TGG AAT AAC AGC ATT GCT AAA TTA AAT GCA GAT AGA 432
K S P L N F W N N S I A K L N A D R 144
AAT GTC AAA TCA ACT ATT TAT CAG CAG CAG CAG CAG CAT GAC CAA AGC CAT TAT 486
N V K s T I Y © © O © o H D O S H Y 162
TTC CTG ATG AAT CAT CAC AAC AAT TAT GCA GAT GCT GTC GTG CTA TCT TTT GTG 540
F L M N H H N N Y A D A \Y \Y L S F \Y 180
TTT GAT GGA TCG CAA CAG GAT CGA GTC AAT CAG TGG GAG CAC AAT ATT GCT AAA 594
F D G S ¢ ¢ D R VvV N O W E H N I A K 198
TTG GGT CCT ATC TTT AGC CAT CAA TCA AAA CAA CCA AAC TAC ATG ACA ATG ATT 648
L G P I F S H Q S K Q P N Y M T M I 216
TTT GAT CAT GCC AAG CGA CTA TAC AAG gtataccatttgattgtttgcgatttgcagtcaag 710
F D H A K R L Y K 225
aagctcattgctgaaatatgatag ACC GCC AAT CCT GTG GAT CTG CTT CTC TTG ACC 767

T A N P \ D L L L L T 236

AGT GGT TAT GTC TTC ATG TTT ATA ACC CTG ATC AAT CTC TTT TAC AGC CTG CGA 821
S G Y \Y F M F I T L I N L F Y S L R 254
AAA GTG GTG GGA TCA TAC TGC ATT ATT GGA TCA GCT GTT ATT TTG AAT GGC ATA 875
K \Y Y G S Y C I I G S A \Y I L N G I 272
TGT GCG CTT GTG TTT GGC CTC ACT GCC ATG AAG CTG CTG CAT GTC AAC ATC ACA 929
C A L \Y F G L T A M K L L H \Y N I T 290
CCC GCC CTG TTA CT gtaggtccatcttatgatttagcgattggcatgtgcttatttctttctggta 995
P A L L L 295
g T GAA TCA CTG CCG TTT CTC GTT ATT ACC ATT GGA TTT GGA CGA CAC ATC AAG 1048

E S L P F L v I T I G F G R H I K 312
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TAC ACG AAA TCG ATT TTA AGC AAC ACA AAC AAT AAC AAC GAC AAC TCC GTT TTC
Y T K S I L S N T N N N N D N S 4 F
ATG ATG CTC GCT TGG GAT TGT TTC ACT GAA ATT ACT ATC TTT TGT CTT GGT GCC
M M L A W D C F T E I T I F C L G A
AAA TCT GGT ATT AGC GGG CTC AGG GAG TTT TGC TGG TTA AGC GCT TGT TTA TTG
K S G I S G L R E F C W L S A C L L
GCG TTT GAT TTT GTG CTC CTT TGC ACT TGG TAC ACA GCC ATA TTG GCT TTA AAC
A F D F \ L L C T W Y T A I L A L K

CTG GAG gtaattggccttgtgtttcatacatttggaagaggatgttttgtttgtgtaatgatgatt

L E

tatattgtgttattcttag CTG AAT CGA TTC AAT ACG GCA GAC GAG ATC AAG CAC CAG
L N R F N T A D E I K H Q

CCA AGC AAC TAC AGC AGC GCA TCT GTT TGG CAT TGG ATC CTG GAA AAG ATG AAG

P S N Y S S A S v W H W I L E K M K

CTG TTC ATG gtaaagtgcaggcaagactggatgggggttttactcgttgagccatcaaacatttg

L F M

aaaaatttttcttctctattgattacagtttaactaaccgcaccaattacaaaatttggcttcgttag

ATT GTA GGC TTT ATA GGA ATG CAT ATC TTT AAA GTT TGC TCC ACT TTC CAA CAA
I \ G F I G M H I F K \ C S T F Q Q
GAA CCT CTT TCA TTC ACT ACT GTA GAT ACT AGT CAG CCA ACC GTC GCC TTT GTA
E P L S F T T \ D T S Q P T v A F 4
TTA TCT GAA CTA CTG GAT AAG CAA CCA CTC GTC AAA GTA TTT CCA AAC CAG TAT
L S E L L D K Q P L \ K \ F P N Q Y
TTC TAT GCT GTA ATA TCA CCA TCT GCT ACT TGT TTT TCC ACA TCC TCT CTA TTT
F Y A 4 I S P S A T C F S T S S L F
CAA CAA TAT CAA CTT TAT TAC ATT ATG ATC AAG CCC TTT GAG AGC CTA TTC GAC
Q Q Y Q L Y Y I M I K P F E S L F D
ATT TAC GCT GTC TAT ATT CAA CAT CCC GTT ATA TCC AAA TGG CTG ACT ATC GCT
I Y A \ Y I Q H P \ I S K W L T I A
CTC TGT GTC TCC CTA TTC CTC AAT ACC TAT CTG TTC AAT GTA GCA AAG CAG CAA
L C \ S L F L N T Y L F N \ A K Q Q
CCA AAA GTA GTG GTA CAA AAA GTT ATT GAA AAG GTC CAA GTA CCT GTG CAG GTT
P K \ \ \ Q K \ I E K \ Q \ P \ Q v
CCA GCT GCC AAG AAG GAA AAG AAG GTT GCT CCC GCA TCT CCA TCC GTA GCC ATG
P A A K K E K K \ A P A S P S \ A M
GCA ACC AAA AAG TCG CAT CAA CAT CAT CAC CAT CAT CAC CAA CAA CAG CAT CAC
A T K K S H Q H H H H H H Q Q Q H H
CGC TCT GAT ATC GTA CGC CCC TTG GAT GAA GTG TTC AGT TTA ATC GGT ACG CCT
R S D I \ R P L D E \ F S L I G T P
GAG GTA TTG ACA GAC GAA GAG ATC ATC TCT GTT GTT CAG AGT GGA AAG ATG GCT
E \ L T D E E I I S \ \ Q S G K M A
GCC TAC GCG CTT GAA AAG GTA CTG GGT GAT TTT GAA CGC GCT GTG CAT ATT CGC
A Y A L E K \ L G D F E R A \ H I R
AGA GCT TTG GTT TCG CGT GAT TCC ATC ACC AAG TCG CTG GAG GGT AGC TTG CTT
R A L \ S R D S I T K S L E G S L L
CCT GTC AAG AAC TAC CAC TAT GAC AAG GTG ATG GGT GCA TGT TGT GAA AAC GTG
P \ K N Y H Y D K \ M G A C C E N Y

ATT GGT TAT ATG CCT ATT CCA GTT GGT GTA GCA G gtaaacacatatatacaaacaaaat
I G Y M p I p Y G Y A
gcaaacatgacaagtgtattgacagtggcacag GT CCA TTG AAC ATT GAC GGC GAT CTG
G P L N I D G D L
ATC CAT ATT CCC ATG GCC ACT ACA GAA GGC TGT TTG GTG GCT TCA GCT GCT CGA
I H I p M A T T E G C L Y A S A A R
GGC TGC AAG GCC ATC AAT GCT GGT GGA GGA GCT ACT ACT ATT GTT ACT GCA GAT
G C K A I N A G G G A T T I \Y T A D
GGC ATG ACC CGT GGA CCC TGT GTT GAA TTC CCA GAC ATT CTC CGT GCA GCC GAT
G M T R G P C \Y E F P D I L R A A D
TGT AAG CGT TGG ATT GAA CAA GAA GGA GAA AAG GTA GTG ACC GAG GCA TTC AAC
C K R W I E Q E G E K \Y \Y T E A F N
TCG ACC TCT CGT TTT GCT CGT GTT CGC AAG CTG AAG GTT GCT CTT GCT GGC CGC
S T S R F A R \Y R K L K \Y A L A G R
TTA ATG TAC ATT CGA TTC TCT ACT ACG ACT GGC GAT GCT ATG GGC ATG AAT ATG
L M Y I R F S T T T G D A M G M N M
ATT TCA AAG GGC TGT GAA AAG GCA CTG TCC AAG ATT GCA GAG AGA TAT CCC GAT
I S K G C E K A L S K I A E R Y P D
ATG CAA ATC ATT TCT CTT TCT GGC AAC TAC TGT ACC GAC AAG AAG CCT GCT GCT
M Q I I S L S G N Y C T D K K P A A

1102
330
1156
348
1210
366
1264
384
1330
386
1388
392
1442
417
1507
420
1575

1629
438
1683
456
1737
474
1791
492
1845
510
1899
528
1953
546
2007
564
2061
582
2115
600
2169
618
2223
636
2277
654
2331
672
2385
670

2444
701
2503
703
2557
728
2611
746
2665
764
2719
782
2773
800
2827
818
2881
836
2935
854
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ATT AAT TGG ATT GAG GGT CGT GGC AAG TCG GTT GTC GCT GAG GCT GTT ATT CCC 2989
I N W I E G R G K S \ \ A E A \ I P 872
GGT GCT GTC GTT GAG AAG GTC CTC AAA ACC ACT GTC GCT GCT CTT GTG GAA TTG 3043
G A \ \ E K \ L K T T \ A A L \ E L 890
AAC GTC TCC AAG AAT TTG GTC GGT TCT GCC ATG GCT GGC TCT GTG GGT GGA TTC 3097
N \ S K N L \ G S A M A G S \ G G F 908
AAT GCA CAC GCT GCT AAC ATT TTG ACC GCC ATC TAC CTC GCT ACA GGC CAA GAT 3151
N A H A A N I L T A I Y L A T G Q D 926
CCC GCC CAG AAT GTC GAA AGC TCC ATG TGT ATT ACT CTG ATG AAG GCT GTC AAC 3205
P A Q N \ E S S M C I T L M K A 4 N 944
AAT GAC AAG GAT CTC AAC ATC TCT TGT ACT ATG CCC TGT ATC GAA GTT GGC ACT 3259
N D K D L N I S C T M P C I E \ G T 962
ATT GGT GGT GGT ACT ATC TTA CCC CCT CAA CAA GCC ATG CTG GAT TTC CTT GGT 3313
I G G G T I L P P Q Q A M L D F L G 980
GTG CGT GGC CCT CAT CCC ACT GAA CCC GGA GCC AAT GCT CGT CGC CTT GCT CGT 3367
\ R G P H P T E P G A N A R R L A R 998
ATC ATC TGT GCC TCT GTG ATG GCT GGT GAG CTC TCT CTC TGT GCT GCT TTG GCC 3421
I I Cc A S \ M A G E L S L C A A L A 1016
GCT GGA CAT TTG GTC CAG GCC CAC ATG GCT CAC AAC CGT AAC ACT GCT GCT GCT 3475
A G H L \ Q A H M A H N R N T A A A 1034
GCC GCT GCT CCT GCC GCC GCT GCT CCC TCT ATT GCC GCT TCT GTC ATT CAG GCT 3529
A A A P A A A A P S I A A S 4 I Q A 1052
TCT ACT CCT CCT GCT ACT CCA GTT GAA AAA GAG GAC CCA ATT CCT GGA AGT TGT 3583
S T P P A T P \ E K E D P I P G S C 1070
TAG ATT AAA TCA 3595
I K S - 1073

3. A hmgR3 gén teljes szekvencidja és az altala kodolt feltételezett fehérje

aminosavsorrendje

ATG GCG TCT GCT CTC CCC CAT CAT TCT GGA ACC AGC GCC TTT CGG TCC ATT TCC 54
M A S A L P H H S G T S A F R S I S 18
AGC GTC TTT GGC AAA GGC ATC CAC CGT GCC GCC AAG CTC TCG TCT CGC AAC CCC 108
S \ F G K G I H R A A K L S S R N P 36
ATC GAG ATG ATT GCG GGC ATC CTG ATT CTG TCG TCC TTT AGC TAC TTT TAC CTG 162
I E M I A G I L I L S S F S Y F Y L 54
TTC AAT CTG GCC CGC ACG TCC GAC ATC TTT TCT GGC ACG GTC ACC CGT CTG TAT 216
F N L A R T S D I F S G T \ T R L Y 72
CCC ACC TCT GTG TAT GCT GAT AAG CAC ACG CAG GGC TTC CAG CAG CTC TCC CGC 270
P T S \ Y A D K H T Q G F Q Q L S R 90
AAC GAC GCC TCC TTG GAC ACC ACC ACG ACG GAA GAA GCA GTG AAA ATT CAA CTT 324
N D A S L D T T T T E E A \ K I Q L 108
CGA CAA ATC TCC ATC GTG GAT CAG GAA AAG AAC GTG ATT GAC AGA AAC ACA TTG 378
R Q I S I \ D Q E K N \ I D R N T L 126
GCT ACC ATT CTT CGC TTC CAA AAC ACC ATT GAC CAC ACG CTG CTG GAC GAC CAC 432
A T I L R F Q N T I D H T L L D D H 144
GTT GGC CAG TTT GGC TAC AGC GCC CTG TGC TTC AAG AAT GCG CAGGGA GAG TGC 486
\ G Q F G Y S A L Cc F K N A Q G E C 162
TTC TCG CAG TCG CTG GCC AAC ATC TTT GAC ATG GAC ACC ATC GAC TCG GAC GAC 540
F S Q S L A N I F D M D T I D S D D 180
CTG CGA CGA TCC ATC AAC CAG CGC CCT GAA CTG GCT GCC TCC ATC TTT GGC GAG 594
L R R S I N Q R P E L A A S I F G E 198
TTG GAT CTG AAC GCC TCC TCC GCC TCC TCC ATC TTG CTG TCC TTC GCC TTC AAC 648
L D L N A S S A S S I L L S F A F N 216
GCC TCC ACG GAA TAC CGC CAG CAG CTG TCG TAC GCC TGG GAG CAA AAG GTG TCT 702
A S T E Y R Q Q L S Y A W E Q K v S 234
ACG CTG TCC TCT GGC GAC CTT GTG TCG CTC TCC AAC ACG GGA CAC CAA GAA GAC 756
T L S S G D L \ S L S N T G H Q E D 252
GTC TTT ACC TGG CTC TTT ATC ATC ACT CGC AAC ATT GTG TAT CGC ATC AAG GAG 810
\ F T W L F I I T R N I \ Y R I K E 270
CTG ATC GAC ATG GCA GAC AAC ATT GAC ATT ATC GTC ATT TTG GGC GGC TAC ATG 864
L I D M A D N I D I I \ I L G G Y M 288
ATG ATG CTG ACC ACC TTC GTG TCC TTG TAC ATG AAC ATG CGC TCC ATG GGA TCG 918

M M L T T F Y S L Y M N M R S M G S 306
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CGC TAC ACA CTC GCC ACG GCC GTC GTG GTC AAC GGC TTC TTT TCA TTC ATG TTT
R Y T L A T A \ \ \ N G F F S F M F
GCC CTG TTG ACT GTC AAT GCG CTG GGC GTC GAT GTC TAC CCC GTT GTA CTG GC
A L L T \ N A L G \ D \ Y P \ \ L A
gtgagtattatcatcgtgaagcatgttgttccttctctcagtctaaccaacccttggcatcatag T GAG
E
GCC ATT CCC TTT TTG GCG GTT ACC ATT GGT TTT GAG CGT CAT TTC AAG CTT ACC
A I P F L A \ T I G F E R H F K L T
AAA AGA GTG TTT GAG TTC AGC AAG GAG ACC CCA TTG ACC AAG CAG GAG ATC AGA
K R \ F E F S K E T P L T K Q E I R
AAG ACC ATT GTG CGT GCA GTC GAT TCC GTT GCC TTG CCC ATC GCC AGA GAC TGC
K T I \ R A \ D S \ A L P I A R D C
ATC ATG GAA ATC ACG GTG CTG GCA CTG GGC GCC AAG TCT GGC ATC TCT GGC TTG
I M E I T \ L A L G A K S G I S G L
CGT GAA TTT TGC CTG CTG AGC GCC ATC TTG TTG GCC TAC GAT TTC ATC ATC ATG
R E F Cc L L S A I L L A Y D F I I M
TTC ACT TGG TAC ACG GCA GTA TTG GCG TTA AAG TTG GAG TTG CTG AGA ATC CGC
F T W Y T A \ L A L K L E L L R I R
GAA ATC AAC GGC ACA AGC AAC AAG TCT GCA AAG ACC ACT GGC ACA GGA TAC ATC
E I N G T S N K S A K T T G T G Y I
CGT AGC ACC GTC GTC AAG GCA TTC AGT GAT AGC ACA ACA ACA AAC AAC AGC TCC
R S T \ \ K A F S D S T T T N N S S
AGC ATC AAG ACG GAC GAG CCC ATC ATT GGC AGA GTG AAG CTC TTG ATG gtaagct
S I K T D E P I I G R \ K L L M
tacacagaaagccaagttttttgttatttgtttcaagctaaacaacttttttattggggggggtgactcta

tag ATT GTT GGA TTT GTG GCC ATG CAG CTC TTC AAG GTG TGC ACT ACC TTC CAA
I \ G F \ A M Q L F K \ C T T F Q
GGA TCG TCG GGT CCT CAG GTT AGT GTC GTT GAA CCT GGT GTG AAT AAT GTG CTG
G S S G P Q v S \ \ E P G \ N N \ L
GAG AAG CTC CTT GAA CAG CAT CGT GCA TCC GAC ATG GGA CAC TTG CCT CTG TTG
E K L L E Q H R A S D M G H L P L L
GTC GAA GTG TTT CCT CCT TTG CCC TTC CAC ATT GCA TCC TCC TCG TAC AAG GCC
\ E \ F P P L P F H I A S S S Y K A
ATC GTT CCT GAC AGC ATC CGC CAG CCG TTG GAC TAT TTG CTC GAG ACA TAT GCC
I \ P D S I R Q P L D Y L L E T Y A
GTC TAC ATT CAG CAT CCC GTC ATC TCC AAG TGG ATC ACA CTT GCT CTG TTT GTA
\ Y I Q H P \ I S K W I T L A L F v
TCC TTG TTC TTG AAC ACT TAC CTC TTC AAG GTA GCC AAG CAA CCC GCC AAG GCT
S L F L N T Y L F K \ A K Q P A K A
GCT CCT GCT GCT GCT GCC GAG ACC AAG AAA TCA ACA CCA ACA GTA GTA CCC ACC
A P A A A A E T K K S T P T \ \ P T
ATT ACC ACG GCT GAA AGA AAG ACA CAA CAC CAC CAC CAC CAC CAA AAG CAC AGC
I T T A E R K T Q H H H H H Q K H S
AGC AAA CAT TCC GCC GTT CAA GGC GTC ATT CGC ACA CTG GAA GAA TGC ATG CAA
S K H S A \ Q G \ I R T L E E C M Q
CTG ACA CAA ACA CCC GAA TCT CTG TCT GAC GAA GAA GTC ATC ATG CTA GTT CAA
L T Q T P E S L S D E E \ I M L \ Q
AAG GGC AAG ATG GCC TCC TAT GCG CTG GAA AAG GTG CTG GGC GAT TTG GAG CGT
K G K M A S Y A L E K \ L G D L E R
GCT GTC AGT ATC CGT CGT GCC TTG GTC TCT CGT GCC TCC ATC ACA AAG ACA CTG
A \ S I R R A L \ S R A S I T K T L
GAA TCC AGT CTG TTG CCT CTC CAC AAC TAC CAC TAT GAC AAG GTG ATG GGC GCC
E S S L L P L H N Y H Y D K \ M G A
TGT TGC GAA AAC GTC ATT GGC TAC ATG CCT ATT CCT GTC GGT GTC GCT GGT CCC
C C E N \ I G Y M P I P \ G \ A G P
ATG AAC ATT GAC GGT GAC TCG ATT CAT ATC CCC ATG GCA ACC ACA GAA GGC TGT
M N I D G D S I H I P M A T T E G C
TTG ATT GCA TCG GCT GCC AGA GGT TGT AAG GCA ATC AAT GCC GGC GGA GGT GCA
L I A S A A R G C K A I N A G G G A
ACC ACG ATC ATT ACT GCT GAT GGC ATG ACC CGT GGC CCT TGT GTG GAA TTC CCT
T T I I T A D G M T R G P C \ E F P
TCC ATC ATT GGC GCT GCT GCT TGC AAA AAG TTC ATT GAA GAA GAT GGC GCT GAA
S I I G A A A C K K F I E E D G A E
ATC ATC ACG GCT GCA TTC AAC TCG ACC TCC CGA TTT GCT CGC TTG AGA AAG CTA
I I T A A F N S T S R F A R L R K L
AAG GTG GCT CTC GCC GGC AGA CTG GTC TTT ATC CGA TTC TCT ACC ACG ACC GGT
K \ A L A G R L \ F I R F S T T T G

972
324
1025
342
1094
343
1148
361
1202
379
1256
397
1310
415
1364
433
1418
451
1472
469
1526
487
1581
503
1652

1706
520
1760
538
1814
556
1868
574
1922
592
1976
610
2030
628
2084
646
2138
664
2192
682
2246
700
2300
718
2354
736
2408
754
2462
772
2516
790
2570
808
2624
826
2678
844
2732
862
2786
880
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GAC GCT ATG GGT ATG AAC ATG ATC TCC AAG GGC TGT GAA AAG GCA CTC AGT GTC 2840
D A M G M N M I S K G C E K A L S \ 898
CTC TCT GAG CAT TTC CCT GAT ATG CAA ATC GTC TCC CTC TCT GGT AAT TAC TGT 2894
L S E H F P D M Q I \ S L S G N Y C 916
ACT GAC AAG AAG CCT GCT GCT ATC AAT TGG ATC GAA GGC CGT GGT AAA TCC GTG 2948
T D K K P A A I N W I E G R G K S \ 934
GTC GCT GAA GCC GTT ATT CCC GGG GCT GTC GTC GAG AAG GTT CTC AAG ACA ACT 3002
\ A E A \ I P G A \ \ E K \ L K T T 952
GTC GCT GCC TTG GTT GAA TTG AAT ATT TCT AAA AAC TTG ATC GGC TCT GCT ATG 3056
\ A A L \ E L N I S K N L I G S A M 970
GCT GGT TCG GTT GGT GGT TTC AAT GCA CAT GCT GCC AAT ATC TTG ACA GCC GTG 3110
A G S \ G G F N A H A A N I L T A v 988
TAT TTA GCC ACG GGC CAA GAT CCT GCT CAA AAC GTG GAA AGC TCA AAC TGT ATC 3164
Y L A T G Q D P A Q N \ E S S N C I 1006
ACC TTG ATG AAG GCC ATC AAC AAC AAT CAA GAT TTG CAC ATT TCA TGT AGC ATG 3218
T L M K A I N N N Q D L H I S C S M 1024
CCT AGC ATT GAA GTG GGC ACC ATT GGC GGT GGC ACC ATT TTG CCT CCT CAA CAA 3272
P S I E \ G T I G G G T I L P P Q Q 1042
GCC ATG CTC GAC ATG CTC GGT GTT CGT GGT CCT CAT CCT ACT GAA CCA GGA AAG 3326
A M L D M L G \ R G P H P T E P G K 1060
AAC GCT CAA AGA CTT GCC AGA ATC ATC TGT GCT GCT GTC ATG GCT GGC GAA CTG 3380
N A Q R L A R I I C A A v M A G E L 1078
TCT CTC TGT GCT GCC TTG GCT GCA GGT CAT TTA GTC AAG GCT CAT ATG GCT CAT 3434
S L C A A L A A G H L \ K A H M A H 1096
AAC CGT GCT GCT GCT GCT GCT ACA CCA GCC GTT CCT GGA ACC TGC ATC AAA TCC 3488
N R A A A A A T P A \ P G T C I K S 1114

TAA 3491



