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BEVEZETES

A terpének, azaz az izoprén vazas vegyliletek, 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 €s a fotooxidativ
védelemben is. Az €16 sejtben betoltott fontos szerepiik miatt bioszintézisiik intenziven kutatott
terlilet. Ezenkiviil a kiilonb6z0 iparagak is nagy mennyiségben hasznositjak dket.

A jaromspoéras gombak (Mucoromycotina) kozé tartozé Phycomyces blakesleeanus,
Blakeslea trispora és Mucor circinelloides a mikrobialis karotinoid bioszintézis
tanulmanyozasanak modellorganizmusai. Koziilik a Phycomyces-ben tanulmanyoztak
legrészletesebben a karotinoidok bioszintézisének szabalyozasat. A karotinoidok €s az egyéb
izoprénszarmazékok bioszintézisének korai szakasza megegyezik. Ez az Ugynevezett
mevalonsav bioszintézis utvonal (MEV), mely soran az acetil-koenzim A-bol tobb 1épésen
keresztiil kialakul az 6t szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP), ami a terpének kozos
épitbkdve. A mevalonsav bioszintézis utvonal kozponti 1épése a 3-hidroxi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-KoA) atalakulasa mevalonsavva, mely Iépést 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 felhasznaljadk Oket a koleszterin szint
csokkentésére, de gombaellenes hatasukat is vizsgaljak.

Az HMG-KoA reduktaz gének szama az egyes él6lényekben eltérd. Az emlésokben
altalaban egy reduktaz gén talalhat6, mig novényekben fajtol fliggden eltérd szamban fordulnak
elé. A jaromsporas gombak genomja altalaban egy vagy két reduktaz gént kodol, azonban a M.
circinelloides genomja 3 ilyen gént tartalmaz (hmgR1, hmgR2 és hmgR3). Munkank soran
tisztazni szeretnénk az egyes reduktazok specifikus szerepét a gomba izoprén bioszintézisében.
Ezért a dolgozatban ismertetett vizsgalatok soran a gének izolalasat kovetden kisérletet tettiink
a gének kopiaszamanak emelésére és azok csendesitésére, valamint megvizsgaltuk, hogy e
modositasok milyen hatdssal vannak a gombdara. A gének kifejez0désének vizsgalataval képet
szeretnénk kapni az egyes HMG-KoA reduktizok szabdlyozasarol és az kifejezddésiik
esetleges eltéréseirdl.

Mind gyakorlati, mind pedig elméleti szempontbdl fontosnak tartottuk megvizsgalni a
HMG-KoA reduktaz szerepét a Mucor sejten beliili folyamataiban (morfogenezis, apoptotikus
folyamatok és stresszvalasz). Ezen ismeretekrdl kevés informacioval rendelkeziink, azonban

fontosak lehetnek az esetleges biotechnoldgiai alkalmazasok szempontjabol. A szabalyozo

2



folyamatok feltdrdsa hozzajarulna, hogy az eddigi karotinoid ¢és terpén bioszintézis
modositasaval kapcsolatos eredmények felhasznéldséval egy, az iparban is jol hasznalhatd
karotinoid termeld torzset hozzunk létre. Az enzim ergoszterin bioszintézisben betdltott
szerepének tisztazasa pedig hasznos lehet 10j, a patogén gombakkal szembeni szerek
kifejlesztésében is, valamint a kornyezethez vald alkalmazkodds és a membranszerkezet

kialakuldasdnak tanulmanyozasa teriiletén.



CELKITUZESEK

Mivel a HMG-KoA reduktaz a terpén bioszintézis korai szakaszanak kdzponti 1épését
katalizalja, hatassal lehet szamos vegyiilet, tobbek kozt a karotinoidok €s az ergoszterin,
valamint az ubikinon és egyes fehérjék prenil csoportjainak képzédésére. Kozvetleniil vagy az
emlitett metabolitok szintézisén keresztiil olyan fontos bioldgiai folyamatokat befolyasolhat,
mint a membranszerkezet kialakitasa, a kiilonbozo kornyezeti faktorokhoz vald alkalmazkodas,
a morfogenezis vagy az apoptotikus folyamatok. Mindezeket figyelembe véve 6 célunk a
karotinoid termeld jaromspéras gomba, a M. circinelloides HMG-KoA reduktaz génjeinek
azonositasa, funkcionalis vizsgalata és az izoprén bioszintézisben betoltott, esetlegesen eltérd

szerepiik tisztazasa.

Ennek érdekében a kdvetkez6 konkrét célokat tiiztiik ki magunk elé:

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

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

is.

2. A hmgR gének kifejezodésének vizsgalata kiillonb6z6 tenyésztési koriilmények kozott.
Terveink kozott szerepelt, hogy valos idejli kvantitativ PCR segitségével megvizsgaljuk
az azonositott gének transzkripcidjat eltéré kornyezeti feltételek, illetve tenyésztési
koriilmények mellett. A vizsgalat soran valaszt kaphatunk arra, melyek azok a specifikus
koriilmények, amikor a gének atirodasa indukalodik és arrdl, hogy a vizsgalt koriilmények

esetén van-e kiillonbség a harom gén kifejezddése kozott.

3. A hmgR gének képiaszamanak emelése és a gének csendesitése.
A gének izolalasat kovetden, olyan vektorkonstrukciok l1étrehozasat terveztiik, melyek
a gének tulmukodtetését és csendesitését teszik lehetdvé és igy alkalmasak lehetnek a funkcio

vizsgalatara. A sikeres transzformaciot kovetden megvizsgalhatjuk az egyes reduktaz gének



szerepét a sejtek novekedésére, a sztatinokkal szembeni érzékenységre és a termel6dd

karotinoidok és ergoszterin mennyiségi valtozasara.

4. Az egyes HmgR fehérjék sejten beliili lokalizacidja.

Tovabbi terveink kozott szerepelt az egyes reduktdz fehérjék sejten beliili
lokalizaciojanak vizsgalata. Ennek érdekében olyan vektorkonstrukcidk létrehozasat terveztiik,
fluoreszcens fehérje génjével fuzionaltatjuk. Az endoplazmatikus retikulum és a mitokondrium
festését kovetden vizsgalhatova valhat ezen organnelumok ¢és a reduktaz fehérjék esetleges

kolokalizacidja.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
A vizsgalatainkhoz a M. circinelloides f. lusitanicus MS12 jelt torzsét valasztottuk.
DNS és RNS alapu technikék:
e DNS tisztitasa
e RNS tisztitas, cDNS szintézis
e DNS/RNS gélelektroforézis
e Polimeraz lancreakcio (PCR), valds idejii PCR (qPCR)
e DNS fragmentumok klénozéasa, DNS szekvenalas
e Plazmid konstrukcidk létrehozésa
e Baktériumok transzformacidja
e Plazmid DNS tisztitasa
e Northern hibridizacid
Nukleotid és aminosav szekvencia adatok elemzése:
e Nukleotid szekvencidk analizise és dsszehasonlitasa
e A nukleotid szekvencidkbdl szarmaztatott aminosav szekvencidk meghatdrozéasa és
Osszehasonlitasa
Gombak genetikai transzformacidja:
e Gombaprotoplasztok képzése
e Gombaprotoplasztok polietilén-glikol (PEG)-kozvetitett transzformacidja autondém
replikdlodo expresszios vektorok alkalmazasaval

e Sztatin érzékenység vizsgalat



Analitikai modszerek:

e Karotinoidok és ergoszterin tisztitasa gombabol

e Karotinoid mintak analizise spektrofotometrias méréssel

e Ergoszterin mintdk analizise nagyhatékonysagu folyadék kromatografiaval (HPLC)
Mikroszkdpos vizsgalatok:

e Fény-, fluoreszcens- és konfokalis mikroszkop hasznalata

e Apoptotikus folyamatok nyomonkovetése

e GFP fuzids fehérjék vizsgalata

e Kolokalizacids vizsgalatok

e Membranfrakcio tisztitas

EREDMENYEK

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

A munkank elején a Phycomyces blakesleeanus és Rhizomucor miehei hmgR génjével
kerestiink homologiat mutatd szekvencidkat a Mucor genom adatbazisban. Harom olyan gént
(hmgR1, hmgR2 és hmgR3) azonositottunk, amelyek nagyfoku hasonlésagot 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 kettét.
Elemeztiik a kodolt fehérjék feltételezett aminosav szekvencidit is. Mind a harom fehérje
tartalmazza az I. tipust reduktazokra jellemz6 két f6 domént, a variabilis N-terminalis régiot és
a konzervalt C-terminalis régiot, valamint a kettdt 0sszekotd rovid szakaszt. Mindharom
feltételezett fehérjében azonositottunk a NADPH- és HMG-K0A-k6td motivumokat, valamint
szterol €érzékeld domént (SSD). Utobbi felelds a fehérje poszttranszlacios szabalyozasaért. A
HmgR1 fehérje esetében 6, a HmgR2 esetében 9, mig a HmgR3 esetében 5 transzmembran

hélixet azonositottunk.

2. A hmgR gének kifejezodésének vizsgalata Kiilonbozo tenyésztési koriilmények kozott.
Valos idejii PCR segitségével vizsgaltuk a harom hmgR gén kifejezodését kiillonbozo
tenyésztési koriilmények mellett. A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a hmgR1
transzkripcidja aerob, a hmgR3 transzkripcidja anaerob koriilmény kozott volt erésebb, mig a
hmgR2 mind két esetben erds kifejezddést mutatott. A hmgR1 kifejezodése a hifakban volt
jellemzo és kifejez6désének maximumat a leoltastol szamitott 2. napon érte el. Az egyre
novekvO homérsékletek hatasara a kifejez6dése folyamatosan csokkent, ezen kiviil reagalt a

sostresszre is. A hmgR2 és a hmgR3 gének mar a csirazo sporakban is aktivak. Szignifikans
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homérsékletfiiggést nem tapasztaltunk a két génnél. Mindkét gén kifejez0dését gatolta a maltoz
¢s 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 vektorkonstrukciokat hoztunk létre, melyek segitségével
megemeltiik a gének kopiaszamat (pNG vektorok), illetve csendesitettiik (pAS vektorok)
azokat. A transzformécid soran bejuttatott gének és génszakaszok megfeleld kifejezodése
antiszensz RNS alapu géncsendesitéssel valositottuk meg. A 1étrehozott vektorokkal PEG-
medialt protoplaszt transzformaciot hajtottunk végre, majd a transzforméans telepeket izolaltuk.
ergoszterin tartalmat és a sztatinokkal szembeni érzékenységiiket.

A hmgR1 gén tulmiikodtetésének és csendesitésének hatasara jelentds valtozast egyik
vizsgalata sordn plazmakidramlasokat tudtunk detektélni, de megvaltozott hifdkat nem. A gén
csendesitésének hatisara az izoldtumok ergoszterin tartalma kismértékben csokkent a vad
tipusi torzshoz képest. Apoptozis festést kovetden mindkét tipusu transzfomansban
azonositottunk nekrotikus hifakat és sejteket. A hmgR2 gén talmiikodtetésének hatasara nétt a
transzforméansok karotin és ergoszterin tartalma, valamint csokkent a sztatinokkal szembeni
érzékenységiik. A gén csendesitése szintén plazmakidaramldsokhoz vezetett, valamint csdkkent
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 kopiaszdmanak emelése hatasara ezekben a transzformansokban ndtt
leginkabb a karotinoid tartalom és csokkent a sztatinokkal szembeni érzékenység. A gén
csendesitésének hatasara a transzformansok makromorfologidja szabalytalanna valt, a hifak
megduzzadtak, a hifdk eldgazasainak szdma megnétt €és szdmos plazmakidramlast
azonositottunk. Az ergoszterin szint és a karotinoid szint jelentdsen lecsokkent. Apoptozis
festést kdvetden az apoptdzis korai fazisat €s a nekrozist is ki tudtuk mutatni. A csendesitett

transzformansok spoérdinak csirdzé képessége is megvaltozott.

4. Az egyes HmgR fehérjék sejten beliili lokalizacidja.
A M. circinelloides HMG-KoA reduktazainak sejten beliili lokalizaciojanak

vizsgalatahoz a reduktazok transzmembran régidit GFP-vel fuzionaltattuk. A fuzids fehérjék



segitségével nyomon tudtuk kovetni a fehérjék sejten beliili lokalizaciojat. A 1étrehozott
vektorokkal PEG-medialt protoplaszt transzformaciot hajtottunk végre, majd a transzformans
telepeket izolaltuk. A transzformansok elemzését fluoreszcens mikroszkopiaval kezdtiik meg,
melynek soran azt tapasztaltuk, hogy mindharom fehérje a sejten beliill egy nagyméretii
organellumban lokalizalodik, illetve a HmgR2 emellett szamos kisebb, jol koriilhatarolhato
kompartmentben is megjelent. Ahhoz, hogy a fehérjék pontos lokalizaciojat meghatarozzuk
endoplazmatikus retikulum és mitokondrium festést alkalmaztunk, majd a festett mintakat
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk. A HmgR2 és a HmgR3 a festéseket kovetden egyértelmii

kolokalizaciot mutattak az endoplazmatikus retikulummal, azonban a mitokondriummal nem.

EREDMENYEK
Vizsgalataink soran a kovetkezo f6 hasonlosagokat és kiilonbségeket azonositottuk

a M. circinelloides harom hmgR génje kozott:

1. A hmgR1 gén aerob koriilmények kozott irodik at, csak a hifakban és a sporaképzodés
idoszakaban. A gén relativ transzkripcids szintje a hmgR2-nél és hmgR3-nal mért
értékekhez viszonyitva igen alacsony, és csak ennél a génnél mutattunk ki
homérsékletfliggd transzkripciot. Anaerob koriilmények kozott a gén aktivitasa
jelentésen lecsokken. A gén megvaltozott mikddésének hatasara (kopiaszamanak
emelése, csendesitése) a gomba karotinoid és ergoszterin termelése nem valtozott,
ugyanakkor hatdssal lehet a citoplazma membran integritasara. A HmgR1 fehérje
jellemzéen a sporakban ¢és a csiratomlében jelenik meg ¢és feltehetdleg az

endoplazmatikus retikulum membranjaba agyazodik.

2. AhmgR2 gén aerob és anaerob tenyésztési koriilmények mellett erds aktivitast mutatott,
valamint relativ transzkripcios szintjét Osszehasonlitva a masik két gén értékeivel
megallapitottuk, hogy az anaerob tenyésztést leszamitva e gén a legaktivabb a harom
reduktaz gén koziil. A sporak csirdzésanak idején és az intenziv micéliumképzés soran
relativ transzkripcids szintje magas. A ndvekvd sé koncentracié valtozasaval
parhuzamosan nétt a relativ transzkripcids szintje, azonban a szénforrasok koziil a
trehal6z és a maltoz gatolta a kifejezddését. A gén talmiikodtetésének hatisara a
transzforméans torzsek karotinoid ¢€s ergoszterin tartalma jelentésen megnott,
ugyanakkor a sztatinokkal szembeni érzékenysége lecsokkent. Mivel a HMG-KoA

reduktdz az ergoszterin bioszintézisben is kozponti jelentdséggel bir, a HmgR2
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funkciondlis vizsgalata hasznos lehet 0j, a patogén gombakkal szembeni szerek
kifejlesztése ¢és terapids célpontok megtaldldsa szempontjabol is. Az ergoszterin
bioszintézis a gombaellenes terapiak egyik legfontosabb célpontja. Ujabban HMG-K0oA
reduktaz gatlok alkalmazasi lehetdségét is intenziven kutatjak (Galgoczy és mtsi. 2011).
A gén csendesitésének hatasara csokkent a karotinoid €s ergoszterin mennyisége,
valamint a citoplazma membran integritasaban is zavarok keletkeztek. A HmgR2
fehérje a sejten beliil az endoplazmatikus retikulum membranjaban helyezkedik el,
azonban a konfokalis mikroszképos vizsgalatok nem zarjak ki mas, kisebb méretli

kompartmentekben torténd lokalizaciojat sem.

A hmgR3 gén kifejez6dését nagyban befolyasolja a kérnyezet oxigéntartalma, ugyanis
anaerob koriilmények kozott megnd a gén relativ transzkripcids szintje. A gén terméke
fontos a spordk csirazasanak idején, valamint a spdraképzddés idOpontjaban.
Hoémérsékletfiiggést, mint a hmgR1 esetében, vagy szerepet az ozmotikusan
megvaltozott kornyezethez vald adaptalodashoz, mint a hmgR2 esetében, nem talaltunk.
Leginkabb e gén terméke befolyasolta a termel6dd karotinoid mennyiséget €s az
ergoszterin bioszintézisre is hatassal volt. A gén csendesitése csokkentette leginkabb a
termel6dé ergoszterin tartalmat. A hmgR3 és a hmgR2 felhasznalhaté a karotinoid
bioszintézis fokozasara és esetleg egy, az iparban is alkalmazhaté karotinoid termel6
torzs létrehozasara. A gén csendesitésének hatdsara a termel6dd karotinoid mennyiség
jelentdsen lecsokkent, a gomba makro- és mikromorfoldgidja megvaltozott, valamint
apoptotikus  folyamatok jatszodtak le a sejtekben. A spordk elvesztették
csirazoképességiiket €s a csirazas ideje jelentdsen kitolodott. A jairomsporas gombakban
lezajlo apoptotikus folyamatokrdl igen keveset tudunk, emiatt a gén kivalo célpontja

lehet az eziranyt kutatdsoknak.
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