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1. Bevezetés

A Mucor circinelloides a jaromsporas gombak (Mucoromycotina) koze tartozé
karotinoid termeld gomba, melyet modellorganizmusként hasznalnak a karotintermelés
biokémiai és genetikai folyamatainak tanulmanyozéasara. A kiilonbdzd terpénszarmazékok
képzddésének kozos utvonala az acetat-mevalonat Ut, melynek kozponti sebesség-
meghatarozo lépese a 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) atalakuldsa
mevalonsavva, melyet a HMG-KoA reduktdz katalizadl. A HMG-KoA reduktazt kddold
hmgR gének kopiaszama az egyes ¢él6lényekben eltéré. M. circinelloides genomja harom
hmgR gent kédol (hmgR1, hmgR2 és hmgR3), melyekrdl funkcidképes fehérje irodik at.
Més organizmusokban, melyek tébb kopidban hordozzak a gént, megfigyelték az egyes
géntermékek eltérd szabalyozasat és azok szerepét a kornyezethez valé alkalmazkodasban
¢s a kiilonbozo élettani folyamatokban.

Laborunkban koréabban izolaltdk a M. circinelloides harom hmgR génjét, melyekre
alapozva expresszios vektorokat készitettek. A vektorok felhasznaldsaval talmiikodtetett
muténsokat hoztak létre, melyek fenotipusat jellemezték. A hmgR3 gén tulmiikodtetése
soran a gomba karotinoid produkcidja megnétt és sztatinokkal (a HMG-KoA reduktaz
szelektiv inhibitorai) szembeni érzékenysége csokkent.

Ezen eredmények ismeretében célul tliztiik ki magunk elé a gének kifejezdésének
vizsgalatat a tenyésztési i1d0 alatt, a spordk csirdzdsatél kezdddden, kiilonbozo
hémérsekleten és kiilonb6zd szénforrasokon. Vizsgéaltuk a so stressz hatasat is a gének
kifejezodésére. M. circinelloidesre jellemz6 a morfologiai dimorfizmus képessége, vagyis
hogy az egyébként fonalas gomba bizonyos kérulmények kodzott (pl. magas glikoz
koncentracio jelenlétében vagy anaerob kornyezetben) élesztszerli ndvekedést mutat.
Ezért megvizsgaltuk a gének relativ-transzkripcios szintjének valtozéasat aerob és anaerob
koriilmények kozott is. Az eredmények azt mutatjak, hogy mindharom gén kifejezddik, de
eltér6 mértékben. A vizsgalt koriilményeket tekintve elmondhatjuk, hogy a hmgR2 az,
amely a legmagasabb expresszids szintet mutatja, mig a hmgR1 relativ transzkripcioja
végig alacsony szinten marad.

Kisérleti munkank masodik részében a gének funkcionalis elemzése céljabdl, olyan
vektorkonstrukciokat épitettiink, melyek segitségével géncsendesitett mutansokat hoztunk
létre. A hmgR3 gén csendesitése soran kapott transzformansok, mind morfolégiajukban,

mind a sporék csirazo képességében megvaltozott fenotipust mutatnak.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A terpén bioszintézis

A terpenoidok vagy mas néven izoprenoidok olyan tébb szénatomos molekulék,
amelyek izoprénegységek kapcsolddasa soran keletkeznek. Az ebbe a csoportba tartozo
vegyliletek lehetnek sejtmembran alkotok (pl. ergoszterin, koleszterin), kilonféle
hormonok, illetve hormonhatast vegyiletek (pl. gibberellinek, szteroid hormonok), az
ubiquinonok terpén csoportja, masodlagos anyagcsere termekek (pl. szeszkviterpének,
szeszterpének, triterpének, stb.) és szinanyagok (pl. karotinok). Részt vesznek mas
molekuldk szerkezetének kialakuldsaban is. Egyes fehérjék funkcios csoportjat adhatjék,
melyek szamos bioldgiai folyamatban fontos szerepet jatszanak (pl. Ras fehérjék). A
terpén bioszintézis a legtobb ¢él6lényben az ugynevezett acetat-mevalondt dtvonalon
keresztil zajlik. N6vényi kloroplasztiszban és baktériumokban létezik egy nem mevalonat
reakcid Ut is, az ugynevezett metileritritol-4-foszfat Gt. Mindazonaltal gombéakban csak az
acetat-mevalonat utat irtdk le (1. abra). A bioszintézis ut elsé 1épéseként acetoacetil-
koenzim A vagy acetil-koenzim A kondenzaciojaval 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A
(HMG-KoA\) keletkezik, majd ezt a HMG-Ko0A reduktaz alakitja tovabb mevalonsavva. Ez
az 4talakulas a bioszintézis utvonal kdzponti lépese. A mevalonsavbdl alakul ki az 5-
foszfomevalonat, mely tovabb alakul 5-pirofoszfomevalonatta, amibdl keletkezik az 6t
szénatomos izopentenil pirofoszfat (IPP), amely az izoprén vazas vegyiiletek épitéegysége.

A bioszintézis Utvonal az IPP kialakulasa utan tébbfelé agazik le (2. dbra). Az
izoprén bioszintézis Utvonalon keresztll keletkeznek a kilonféle terpénvegyiletek
prekurzorai. Az uUtvonalon az IPP dimetilalil-pirofoszfatta alakul (DMAPP), majd IPP
csoportok tovabbi bekapcsoldédasaval hosszabbodik az izoprén vaz. A kialakult 10
szénatomos geranilpirofoszfat (GPP), a monoterpének, a 15 szénatomos farnezil-
pirofoszfat (FPP) a szteroidok, szterolok és egyéb triterpének, mig a 20 szénatomos
geranilgeranil-pirofoszfat a karotinoidok prekurzor vegyiilete. A keletkez6 vegyiiletek igen
fontos bioldgiai funkcidkat tdltenek be. Az Gtvonalon keresztul szintetizal6do ergoszterin a
gomba sejtmembran egyik f6 alkotd szterolja. A FPP-rol és GGPP-rol keletkez6 farnezol
és geranilgeranol szamos feherje funkcids csoportjat biztositjak, melyek részt vesznek az
elektron transzportban, glikoprotein bioszintézisben, transzlacioban, a DNS replikacioban,
és apoptotikus Utvonalakban. Két 20 szénatomos GGPP kondenzéacidjaval alakul ki a

szintelen fitoén, mely a specifikus karotin bioszintézis Ut els6 koztiterméke.
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2.2. A 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A reduktaz

A terpén bioszintézis kozponti lépése a HMG-KoA atalakuldsa mevalonsavva,
melyet a HMG-KOoA reduktaz katalizal. Az enzimet kodol6 gént sikeresen izolaltak szamos
¢161énybol; pl. Drosophila melanogaster (Gertler és mtsi. 1988), kinai hércsog (Chin és
mtsi. 1984), Arabidopsis thaliana (Caelles és mtsi. 1989), Saccharomyces cerevisiae
(Basson és mtsi. 1988) és Phycomyces blakseleeanus (Corrochano és Avalos 1992)
esetében. A hmgR gén emlésokben egy (Ruiz-Albert és mtsi. 2001), S. cerevisiaeben két
kopidban van jelen (Burmester és Czempinski 1993, Koning és mtsi. 1996). Novényekben
a géneket fajtol fiiggd szamban egy multigén csalad kodolja (Stermer és mtsi. 1994).
Jaromsporas gombak esetében a gének kopiaszama igen valtozatos. Egyes fajok csak egy
hmgR gént hordoznak, ilyen a P. blakesleeanus (Ruiz-Albert és mts. 2001) és a
Rhizomucor miehei (Lukacs és mtsi. 2008). A M. mucedo genomjaban két hmgR gén
talalhatd. Ezzel szemben a M. circinelloides genomja harom hmgR gént tartalmaz (Lukacs
és mtsi. 2008).

Az enzimnek keét tipusa ismert. Az I. tipusi HMG-KoA reduktdz az eukariota
¢lélényekre és néhany archaedra, mig a II. tipusi az eubaktériumokra és a legtobb
archaeara jellemz6. A két tipus felépitése és sztatin (a HMG-KO0A reduktaz szelektiv
inhibitorai) két6 modja is eltér6. A bakterialis HMG-K0A reduktaz csupén katalitikus
doménbdl all és nem tartalmaz transzmembran régiot. A L. tipust HMG-KoA reduktazok
rendelkeznek egy hidroféb N-terminalis régioval, amely szamos (2-8) transzmembran
doment tartalmaz, illetve egy hidrofil C-termindlis régioval, mely az aktiv centrumot
foglalja magéba. Az N-terminalis hidrofob régio része az ugynevezett szterol érzékeld
domén (SSD, Sterol Sensing Domain), mely részt vesz az enzimszint poszt-transzIlacios
szabalyozasdban (Loftus és mtsai. 1997, Brown és Goldstein 1999, Davies és loannou
koztitermékei is szabalyozzak (Goldstein és Brown 1990). A fehérje C-terminalis része egy
erdsen konzervalt domén, amely az enzim katalitikus aktivitasaért felelés (Hampton és
Rine 1994). Ez a konzervaltsdg minden eukariota szervezetben megfigyelhetd. A hidrofob
N-terminalis domén és a hidrofil C-terminalis domén kozott egy rovid 6sszekoto (,,linker’)
régio talalhato, mely R. miehei esetében 53 aminosav hosszusagu. Jaromsporas gombak
esetében a transzmembran domenek szama valtozatos. R. mieheii HMG-KoA reduktaz 7

(3. &bra), P. blakesleeanus esetében 8 transzmembran régiot azonositottak.
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3. dbra. A Rhizomucor miehei HMG-Ko0A reduktazanak szerkezete. Az N-terminalis rész (hidrofdb
domén, vilagossziirke) tartalmazza a szterol érzékelé domént (csikozott rész) és a 7 transzmembran
régiot (fekete savok), amit a linker régi6 (fehér) kapcsol 6ssze a C-termindlis (hidrofil domén,

sotétszirke) katalitikus régidval (Lukacs és mtsai. 2009).

A HMG-KoA reduktaz szabalyozasa nagyon dsszetett. A transzkripcio és transzlacio
szintjén, illetve a fehérje degradacioban is fontos szabalyozd szerepet toltenek be az
izoprének bioszintézise soran képz6d6 metabolitok és végtermékek, igy pl. a szterolok
vagy az FPP, is hatdssal van az enzim aktivitdsara (Brown és Goldstein 1980). S.
cerevisiaeben vizsgalva a HMG-Ko0A reduktaz szabalyozasat azt vették észre, hogy a
geranilgeranol és a farnezol is, negativ visszacsatolassal szabalyozza a gén kifejez6dését.
Emldsokben megfigyelték, hogy a farnezol indukdlta apoptézist az enzim csokkent
mennyisége Kiséri. Ezen kivil a HMG-KoA reduktaz gatldsa endoplazmatikus retikulum
stressz valaszt valt ki, amely szintén apopt6zishoz vezet (Joo és Jetten 2010). C.
albicansban is megfigyelték a farnezol szerepét az apoptotikus folyamatokban (Shirtliff és
mtsi. 2009).

Az enzim emlésokben az endoplazmatikus retikulum (ER) membranjdhoz
kapcsolddik (Breitling és Krisans 2002). S. cerevisiaeben két izoformat mutattak Ki,
melyek nem csak lokalizaciojukban, de funkcidjukban és szabalyozasukban is kilénbséget
sejtmaghoz egész kozel, a masik ettdl tavol helyezkedik el (Koning és mtsi. 1996). A.
thalianaban két gént azonositottak, amely a HMG-KoA reduktdz harom izoformajat
kodolja. A hmgR1-r6l kettd, a hmgR2-rél egy fehérje irodik at. Arabidopsisban és més
novényekben harom kompartmenthez kothetd az enzim, az ER-hez, a plasztiszhoz és a
mitokondriumhoz (Leivar és mtsi. 2005, Stermer és mitsi. 1994). Hortaea werneckii
extremofil gombéban két izoformat azonositottak, melyek az ER-hez, illetve a

mitokondriumhoz kétottek (Vaupotic és Plemenitas 2007).



2.3. A M. circinelloides HMG-Ko0A reduktazai

Amint korabban emlitettem, a gomba genomja 3 hmgR gént (hmgR1, hmgR2 és
hmgR3) tartalmaz. Kordbban a laborunkban ezeket a géneket izolaltdk és megkezdték a

funkciondlis vizsgalataikat. Az 1. tablazat mutatja a fehérjék f6bb jellemzoit.

1. tblazat. A M. circinelloides HMGR1, HMGR?2 és HMGR3 fehérjéinek f6bb jellemzoi.

HMGR1 HMGR2 HMGR3
Hossz 1107 as 1084 as 1115 as
Molekularis tdmeg 120.78 kDa 119.07 kDa 120.71 kDa
Izoelektromos pont 8.86 8.33 8.43
Thrgr!szmem,bran 5 8 5
élixek szama
SSD
, 244-407 as 236-388 as 279-443 as
elhelyezkedése
Katalitikus domén 653-1107 as 633-1084 as 692-1115 as
717-727 as 697-707 as 756-706 as
HMG kotod (CENVIGYMPIP), (CENVIGYMPIP), (CENVIGYMPIP),
motivum 745-755 as 725-735 as 784-794 as
(MATTEGCLVAS) | (MATTEGCLVAS) | (MATTEGCLIAS)
841-848 as 821-828 as 880-887 as
NAD(P)H kot6 (GDAMGMNM), (GDAMGMNM), (GDAMGMNM),
motivum 991-997 as 971-977 as 1030-1036 as
(GTVGGGT) (GTIGGGT) (GTIGGGTI)

A tablazatbdl latszik, hogy a transzmembran hélixek szaméaban nagy kuilonbségek
vannak. Mind a harom fehérjében azonositottdk a HMG-KoA és a NAD(P)H kotésért
felelos konzervalt felismerd helyeket, azonban két kiilonbséget lehet felfedezni a felismerd
helyekben. A HMGR3 maéasodik HMG-KoA ko6té helyében tortént egy Val-lle csere és
hasonld cserét lathatunk a HMGR1 masodik NAD(P)H koté helyében is, ahol egy Ile-Val
csere tortént. A sejten belili izoprének mennyiségének mérését €s az enzim szabalyozasat
végz6 SSD-ben is kilonbséget talaltak. A HMGR2 SSD-je 11 aminosavval rovidebb, mint
a HMGR1 és 12 aminosavval révidebb, mint a HMGR3 SSD-je. Valdsziniileg € miatt az
aminosav hiany miatt a fehérjék poszt-transzlacidés szabalyozéasa és szterol érzékeld

képessége eltérd lehet.
2.4. A HMG-KoA reduktaz funkcidja

A HMG-KoA reduktaz kdzponti szerepet jatszik az izoprenoid bioszintézis soran.
Novényekben az enzim aktivitdsa magas értékeket mutat fiatal merisztematikus

szOvetekben (Stermer és mtsi. 1994) és az embridban a magfejlédés soran. Az izoprén




bioszintézis termékei, mint a szterolok, a fitoalexinek, karotinoidok vagy a ndvekedést
befolydsol6 ndvényi hormonok (citokininek, gibberellinsav, abszcizinsav) kritikus
szereppel birnak a metabolizmusban, a ndvekedésben ¢és a fejlédésben. Ezek ndvényi
szOvetekre specifikusan meghatarozott idében szintetizalodnak. A magfejlédés korai
szakaszdban, amire intenziv sejtosztodasok jellemzdek, sziikség van olyan izoprén
komponensekre, mint a membranalkot6 szterolok és elektrontranszport 1anc komponensek
(Moore és Oishi 1993). A HMG-Ko0A reduktaz esszencialis a sejtdifferencialodas és a
sejtndvekedés folyamatdhoz. Az enzim S. cerevisiaeben is fontos szerepet tolt be a
vegetativ sejtek névekedésében, illetve a sporak csirdzasaban (Basson e€s mtsi. 1986).

Emlés és gomba sejtekben a HMG-KoA reduktdz kompetitiv inhibitorai (pl.
sztatinok) gatoljak Ras szignidlkomponens termelddését a protein preniladcid indirekt
gatlasan keresztil. A Ras a Mucor racemosus dimorf gombaban szerepet jatszik a
morfogenezisben. A HMG-KoA reduktaz lovasztatinnal torténd gatlasaval csokken a
novekedési rata és olyan morfologiai és biokémiai valtozadsok kdvetkeznek be, amik
apoptozishoz vezetnek (Roze és Linz 1998). Lovasztatin indukalta apoptdzist human rakos
sejtvonalakban is megfigyeltek, a Ras fehérje és prenilek gatlasaval (Agarwall és mtsi.
1999).

H. werneckii halofil élesztégombaval végzett kisérletek soran azt tapasztaltak, hogy a
HMG-KoA reduktdz szint és aktivitds megndtt az optimalisnal alacsonyabb és magasabb
sO koncentracio mellett, mig optimalis s6 koncentracid esetében az enzim degradacioja volt
jellemzd. Az enzim lovasztatinnal torténd gatlasa ozmotikusan szenzitiv fenotipust
eredményezett (Vaupiti¢ és mtsi. 2008). Az eredmények arra utalnak, hogy az enzim
hozzajarul a H. werneckii halotolerans karakterének kialakitdsdhoz. A sejtmembran
esszencialis faktor a sejtek tuléléséhez az extremofil mikroorganizmusokban, melyek
extrém kornyezeti hatasoknak (hémérséklet, nyomas, s6) vannak kitéve. Haloferax
volcanii archaea baktériumnal megfigyelték a sejtmembran lipid és karotinoid tartalméanak
valtozasait a s6 koncentracio valtoztatasaval (Bidle és mtsi. 2007). Ezen molekulak szintén
az izoprenoid bioszintézis soran jonnek létre.

S. cerevisisaeben két hmgR talalhato, melyekrél két funkcionalisan aktiv HMG-K0oA
reduktaz irodik at. A hmgR1 talmikodtetése ER membran proliferaciot indukal a
sejtmaghoz kozeli teriileten, ahol a fehérje is lokalizalodik. Kimutattdk, hogy anaerob
korilmények kozott a hmgR1 gén expresszidja lecsokken, mig a hmgR2 gén expresszidja
megnd. Valoszinlileg utobbi hozzajarul az oxigénmentes kornyezethez vald

alkalmazkodashoz (Hampton és Rine 1994). Eléallitottak olyan mutansokat, melyekben
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nem funkcionéltak az egyes hmgR gének. Azt tapasztaltdk, hogy a mutansok életben
maradaséhoz szlikséges és egyben elégséges is egyetlen kdpia (Basson és mtsi 1987, Seong
és mtsi. 2006).

Kiserletekkel igazoltdk, hogy a HMG-KoA reduktaz befolydsolja a gabonéakat
betegité Fusarium graminearum virulencigjat. Létrehoztak olyan mutansokat, melyekben
az enzim katalitikus doménje érintetlen maradt, csak a transzmembran doménben tortént
mutacio. A mutansok csdkkent ndvekedést és virulenciat mutattak (Seong és mtsi. 2006).

Lathatd, hogy a szakirodalomban a HMG-KoA reduktdzoknak szamos funkciét
tulajdonitanak. Ez felveti a kérdést, hogy a M. circinelloides harom génje kozt van-e
funkcidbeli kilonbség, mely gén van hatdssal a morfoldgidra, az egyes kornyezeti
hatdsokhoz val6 alkalmazkodasra és milyen tovabbi funkciokat rendelhetink még

hozzajuk.
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3. Célkitiizések

A Tanszékiinkon korabban izolaltdk a Mucor circinelloides MS12 torzsének HMG-
KoA reduktaz génjeit (hmgR1, hmgR2, hmgR3), melyekre alapozva expresszios vektorokat
épitettek. Ezek segitségével az egyes géneket talmiikodtetd mutansokat hoztak 1étre. Az
eddigi eredmények azt mutatjak, hogy a hmgR2 és hmgR3 tulmiikodése soran a karotin
tartalom megemelkedett, valamint a sztatinokkal szembeni érzékenység nagymértékben
csokkent. Ezen véltozasok a hmgR3 talmiikodtetése esetében voltak a legszembetiinGbbek.
A talmikodtetett mutansok ergoszterin tartalmanak vizsgalata soran azt tapasztaltik, hogy
a hmgR2 talmuikodtetésével nott a sejtek ergoszterin tartalma, mig a hmgR1 és hmgR3
tulmikodtetése nem vagy csak kis mértékben emelte az ergoszterin mennyiséget. Ezen
eredmények ismeretében és az irodalmi adatok tiikrében a kovetkezd konkrét célokat

tlztiik ki magunka elé:

1. A gének relativ transzkripcios szintjének meghatarozéasa kvantitativ PCR (qPCR)
segitsegével.

Célul tiztik ki, hogy megvizsgaljuk a gének kifejez6dését kiilonbozd tenyésztési
koriilmények mellett, a spordk csirazasatol kezdédden a tenyésztési id6 alatt, kiilonbdzo
hémérsékleten és kiilonbozo szénforrasokon. Tanulmanyozzuk a NaCl hatasat a gének
kifejezddésére. Ebbol a szempontbol vizsgaljuk az oxigén hatasat is, ezért aerob és anaerob

tenyésztés mellett is mérjik a gének relativ transzkripcids szintjét.

2. A gének funkciondlis elemzése antiszensz RNS (asRNA) alapu géncsendesitéssel.
Tovabbi célunk mindharom gén poszt-transzkripcionalis csendesitése antiszensz
RNS technika alkalmazasaval. Olyan vektorkonstrukcidkat épitlink, amelyek a gén egy
szakaszat forditott orientacioban tartalmazzak, igy a gombaba transzforméalva a természetes
MRNS sorrendjével komplementer RNS-t fejeztetink ki. Ezzel a mddszerrel szeretnénk
csokkenteni a képzO6d6 enzim mennyiségét és a transzformdnsok elemzésébdl

kovetkeztetéseket levonni a funkciojara vonatkozoan.
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4. Anyagok és médszerek

4.1. Felhasznalt torzsek
A klonozasi munkékat az Escherichia coli TOP10F torzzsel végeztik.

A gomba transzforméaciohoz és a gének transzkripcidjanak vizsgalatdhoz a M. circinelloides

f. lusitanicus CBS 277.49 leuA™ és pyrG™ mutans torzsét, az MS12-t hasznéltuk.

Az dsszehasonlitd vizsgalatokhoz (makro és mikromorfologia, apopt6zis) a laborunkban
korabban létrehozott hmgR2 és hmgR3-as gent plusz kdpidban hordoz6 transzformansok
egy-egy (MS12-pNG2-1 és MS12-pNG3-1) torzsét hasznaltuk.

4.2. Tptalajok, tapoldatok

YNB tépoldat: 1% glikoz

0,15% (NH.),SO04

0,15% Na-L-glutaminat

0,05% Yeast Nitrogen Base

0,05% uracil/leucin, amennyiben sziikséges volt
YNB téaptalaj: 1% gliikéz

0,15% (NH),SO04

0,15% Na-L-glutaminat

0,05% Yeast Nitrogen Base

2% agar

0,05% uracil/leucin, amennyiben sziikséges volt

A kiilonb6z6 szénforrasok génexpressziora kifejtett hatasanak vizsgalatahoz a
glikdzt lecseréltiik trehalézra, maltozra, dihidroxi-acetonra vagy Na-acetatra. A
szénforrasok a taptalajban 1%-ban voltak jelen.

A s0 stressz hatasanak vizsgalatahoz a taptalajt kiegészitettik NaCl-dal, mely 1, 2,
illetve 3 %-ban volt jelen a taptalajban

LB tapoldat: 1% tripton

0,5% élesztokivonat

1% NaCl
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LB taptalaj: 1% tripton

0,5% élesztokivonat

1% NaCl
2% agar
YPG tapoldat: 2% glukoz

0,3% élesztokivonat

1% pepton

YEG téptalaj: 1% glikoz
0,5% ¢élesztokivonat

1% agar

4.3. Vizsgélati modszerek
4.3.1. Kompetens Escherichia coli sejtek készitése

E. coli TOP10F egy éjszakan at nevelt tenyészet 1ml-ét 30 ml LB tapoldatba atoltva a
baktériumokat 37 °C-on novesztettik ODggy = 0,5 érték eléréséig. A tenyészetet
centrifugaltuk (7000 rpm/10perc, 4 °C), ezutdn a sejteket, az atoltott tenyészettel 1:1
ardnyban, 50 mM CaCl, oldatban felszuszpendaltuk. Tiz percig jeges vizfurdében
inkubaltuk, majd a sejteket ismét Killepitettik (7000 rpm/10 perc 4 °C). Ezutan a sejteket
1/20 térfogatt, 50 mM hideg CaCl, oldatban felszuszpendaltuk és 1 o6ran at jégfiirdében

inkubaltuk. A kompetens sejteket 15% glicerin hozzéadasa utén -70 °C-on téroltuk.
4.3.2. Baktérium transzformacio

100 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 5-10 pl
plazmidot és 100 ul TCM puffert (10 mM Tris, pH 7,5; 10 mM CaCly. 10 mM MgCly)
adtunk hozza, és a baktériumokat 25 percig jegen inkubaltuk. Ezutan 3 perc 30 méasodpercre
37°C-ra tettiilk, majd 10 percig szobahémérsékleten inkubaltuk. Végiil a baktériumsejteket

ampicillin tartalmu (100 pg/ml) LB taptalajra szélesztettiik. Amennyiben sziikséges volt 50
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ul IPTG (izopropil-béta-D-tiogalaktopiranozid, 20 mg/ml) és 50 ul X-gal (5-bromo-4-kloro-
3-indol-béta-D-galaktopiranozid, 20 mg/ml) jelenlétében.

4.3.3. Agaroz gélelektroforezis

A DNS minték gélelektroforézisét 0,8%-0s agar6z/TAE gélen (40 mM Tris-ecetsav,
pH 7,6; 1 mM Na,EDTA) végeztik (80V). A nukleinsavakat etidium-bromidos festéssel
(0,5 pg/ml) UV-fényben detektaltuk. A molekuldk méretének meghatarozasahoz 1 kb-os
molekulastly markert (GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, Fermentas) hasznaltunk. A DNS
gélbol torténd visszaizolalasahoz Silica Bead DNA Gel Extraction kit-et (Fermentas)

hasznéltuk a gyartd utasitasa szerint.
4.3.4. Protoplaszt készités

A sporaszuszpenziot YEG taptalaj felszinére helyezett celofanra leoltottuk
oltékoronggal. A telepeket 16 6ran at novesztettiik, majd protoplasztalo oldatba (1,5 % Helix
pomatia enzim kivonat, 10 mM Na-foszfat puffer, pH 6,4; 0,55 M szorbit) helyeztik. Két-

harom ora inkubécid utan a képzdédott protoplasztokat centrifugalassal dsszegyljtottiik.
4.3.5. Protoplasztok transzformécioja

Az altalunk alkalmazott modszer a van Heeswijk és Roncero (1984) altal leirt PEG
medialt transzformaci® modositasa. A protoplasztokat Osszegytijtottiik centrifugaléssal
(3000 rpm/10 perc, 4°C), majd mostuk 5 ml SMC pufferrel (50 mM CaCl,; 10 mM MOPS;
0,55 M szorbit). Az SMC pufferrel torténé mosast megismételtiik €s a protoplasztokat ismét
lecentrifugaltuk. Ezutan 200 ul SMC pufferben felvettiik a sejteket és 20 pl plazmidot,
illetve 20 pul PMC (40 % PEG 4000, 10 mM MOPS 0,5 M, 0,4 M szorbit, 50 mM CaCl,)
puffert adtunk az elegyhez. Ezt 30 percre jégre helyeztik, majd 2,5 ml PMC puffer
hozzaadésat kovetden 25 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. A mintdkat 25 ml SMC
pufferrel higitva lecentrifugaltuk (3200 rpm/15 perc, 4°C). A kiulepedett protoplasztokat
0,55 M szorbitot tartalmazd YPG tépoldatba felvettik és fél oOran at regeneréltattuk
szobahOmérsékleten. Ezutdn lecentrifugaltuk a protoplasztokat, SMC pufferrel atmostuk,
majd 1 ml SMC-ben felvettiik és 0,55 M szorbittal kiegészitett YNB fed6agarral (1% agar)
Osszekeverve kiontottik a 0,55 M szorbitot tartalmazé YNB taptalaj feltletére. A csészéket

a transzformans telepek megjelenéséig (4-5 napig) szobahémérsékleten inkubaltuk.
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4.3.6. Plazmid tisztitas

Az E. coli baktériumban felszaporitott plazmidokat Mini Plus™ Plasmid DNA
Extraction System (Viogene) izolal6 Kittel nyertik ki a baktériumokbol a gyartd utasitasa

szerint.

4.3.7. Kvantitativ valos idejii PCR (qPCR) kisérletek

A génexpresszios vizsgalatokhoz a M. circinelloides MS12 jelii torzsét hasznaltuk. Az
RNS izolalast E.Z.N.A.® Total RNA Kit segitségével végeztiik el a gyartd utasitasa szerint.
A vizsgélat soran C1000 Thermal Cycler-t CFX96 Real-Time System detektald
rendszerekkel alkalmaztunk. Bels6é kontrollként a M. circinelloides aktin génjét hasznaltuk.
A relativ transzkripci6s szintek meghatérozéasara a 27 szamitasi modszert alkalmaztuk
(Livak and Schmittgen, 2001). A gének transzkripcids szintjét minden esetben a hmgR1 gén

transzkripcids szintjéhez viszonyitottuk adott kériilmények kdzott.
DNaz kezelés

1 ng RNS

1 ul 10x-es puffer MgCl,-al

kiegészitve 9 ul-re DEPC (dietil-pirokarbonat, Fermentas) kezelt vizzel
1 ul DN4z, RN4az mentes (1 U/ul, Fermentas)

30 perc inkubalas 37 °C-on, az inkubalast kdvetden 1 pl 25mM EDTA (etiléndiamin-
tetraecetsav) hozzaadasa utan 10 perc 65 °C-on tovabbi inkubalas. A DNaz kezelést

kovetden ellendrzé PCR-t végeztiink a DN4z kezelés hatékonysaganak ellendrzésére.

cDNS szintézis

A cDNS szintézishez RevertAid™ Premium First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-et

(Fermentas) hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint.

gPCR

A gPCR kisérletekben hasznalt reakcio elegyhez a Maxima™ SYBR Green qPCR Master
Mix (2X)-t (Fermentas) hasznaltuk.
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A reakciokoriilmény a kovetkezéek voltak:
10 ul SYBR Green
0,8 — 0,8 pul primer

8 ul cDNS

0,4 ul viz
A hmgR1 génre irt inditészekvenciak:
H1_RT_F:5 CAG AAA CAA CTC ACATGC CTT GCC 3'
H1_RT_R:5 TAA TAG CTG GAA GTG GAT CGT CGG 3'
A hmgR2 génre irt inditészekvenciak:
H2 RT F:5'CTC GTATCATCT GTGCCT CTG 3
H2_RT_R:5 AGC AGT GTT ACG GTT GTG AG 3'
A hmgR3 génre irt inditészekvenciak:
H3 RT F:5 GAATCC AGTCTGTTGCCTCTCCA 3
H3 RT_R: 5" GAG TCA CCG TCA ATG TTC ATG GGA 3'

Az amplifikalas korulményei kovetkezok voltak:

95°C, 3 perc
40 ciklus
95°C, 30 méasodperc
60°C, 30 masodperc
72°C, 30 masodperc
4.3.8. A géncsendesitéshez hasznalt plazmidok épitése
A plazmid konstrukciok elkészitését (restrikcids emésztések és ligalas) a standard
modszerek szerint végeztiik (Sambrook és mtsi. 1989) mindig az adott kérilményekhez
optimalizalva. A plazmid DNS tisztitisahoz a Viogene Mini-M™ Plasmid DNA
Extraction System (Viogene), illetve a Viogene Midi-V100™ Plasmid DNA Extraction
System (Viogene), a PCR és emésztés soran kapott fragmentumok gélbol torténd

visszanyeréséhez Viogene Gel-M™ Gel Extraction System (Viogene) kiteket hasznaltuk a

gyarto utasitasa szerint.
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A hmgR1 génre irt inditdszekvenciék:
H1 CS F: 5 TTC GCG GCC GCT CAC TGG CTT CAT GAA CCG GCT 3’

H2 CS R:5° CCG CTC GAG AGC AAT GTT CTT CAT AAT CCG AA 3’

A hmgR2 génre irt inditdszekvenciak:
H2 CS F: 5’ TTC GCG GCC GCA GAT AAC CCG TTC CGATATTTG 3’

H2 CS R: 5 CCG CTC GAG TCA TTG TCA TGT AGT TTG GTT GT 3’

A hmgR3 génre irt inditdszekvenciak:
H3 CS F: 5’ TTC GCG GCC GCT CCA GCG TCT TTG GCA AAG GCA 3’

H3 CS R: 5’ TTC CTC GAG GGT GTC CCG TGT TGG AGA GCG AC ¥
Az inditdszekvenciakba tervezett restrikcids hasitd helyeket vastagon szedett betiik jelzik.

A géncsendesitéshez felhasznélt génszakaszok amplifikalasahoz a reakciot Tag DNS

polimerazzal éllitottuk 6ssze. A reakcidokoriilmények a kdvetkezOk voltak:

5 ul dNTP-mix (2 mM) 2,5 ul Taq puffer (10x)
2,5 ul MgCl; 1-1 pl primer (10 uM) 1 pl Taq polimeraz (5 U/ul)
1 ul templat DNS 11 pl desztillalt viz

Az amplifikalas koriilményei a kdvetkezok voltak:

95°C, 3 perc

30 ciklus
95°C, 1 perc
65°C, 1 perc
72°C, 1 perc

72°C, 10 perc

4.3.9. Ergoszterin kivonas és mennyisegi meghatarozasa

Az ergoszterin kivonast az Alcazar-Fuoli és munkatarsai (2008) altal leirt modszer
modositasaval végeztiik. A taptalaj felszinérdl leszedett micéliumot egy éjszakan at 85 °C-
on szaritokemencében szaritottuk. A szaritast kdveten a micéliumot porra tortik és 0,5
grammnyi porhoz 2 ml extrakcios (25 %-os KOH oldat 2:3 etanol:metanol elegyben)
puffert adtunk, majd 85 °C-on vizfiirdében 1 6rat inkubaltuk. Ezt kdvetden rendre 1 ml
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desztillalt vizet és 2 ml hexant mértink az elegyre. Harom perc vortexelést kovetéen a
mintat 10 percig 3000 rpm-en centrifugaltuk. A fels6, ergoszterint tartalmazo szerves fazist
nitrogen gaz alatt beszaritottuk.

A mintak részletes elemzése nagy teljesitményti folyadékkromatografiaval (HPLC;
High Performance Liquid Chromatography) tortént. A vizsgalatok sordn Shimadzu
gradiens HPLC kromatografot hasznaltunk, automata injektorral. A detektalds UV-VIS
detektorral tortént 280 nm-es hullamhosszon. A beszéritott mintdkat 1 ml metanolba
oldottuk fel kdzvetlenill az analizis el6tt, a mintakbol 50 pl-t injektaltunk az analizishez.
Az elvélasztés Prodigy C-18 (4,6 x 250 mm, 5 um) oszlopon (Phenomenex) tortént. Mobil
fazisként viz: metanol 2:98 arany( elegyét alkalmaztuk, 1,2 ml/perc aramlési sebesseg

mellett. Standardként Sigma altal forgalmazott ergoszterint hasznaltunk.

4.3.10. Mikroszkopos vizsgalatok
Fény és UV mikroszkdpos felvételeket egy AxioCam ERc5S kameraval felszerelt

Axiolab fluoreszcens mikroszkdppal (Carl Zeiss) végeztik AxioVision 4.8 szoftver
segitségével. Az apoptozis folyamatanak vizsgalatdhoz Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit-et (Sigma-Aldrich) hasznaltunk a gyart6 utasitasa szerint. A morfologiai
vizsgalatokhoz a torzseket 4 napig 25 °C-on YNB taptalajon (szlkség szerint leucinnal
és/vagy uracillal kiegészitve) ndvesztettiik. Az Apoptosis Detection Kit hasznalatdhoz a
torzseket 30 ml YNB tapoldatban névesztettiik (10° spéra/ml) 25 °C-on és a leoltéastol

szamitott 6. 6raban festettik.
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5. Eredmények, értékelés

5.1. A HMG-KoA reduktaz genek kifejezodése
5.1.1. A gének kifejezodése a tenyésztési ido alatt

A M. circinelloides MS12 ttérzsénél a spordk csirazésa a leoltastdl szamitott 4.
oraban indul meg. A tenyésztési id6 alatti génkifejez6dés vizsgalatahoz azonos
mennyiségli sporat oltottunk le folyadéktenyészetbe és szilard téptalajra. A csirdzo
sporakat és az intenziven meginduld micéliumokat folyadéktenyészetbdl, a késObbi
idépontbdl szarmazod micéliumot a szilard taptalajrol nyertiik. A spérak csirdzasanak
megindulasakor a hmgR2 és hmgR3 gén mar kifejezédik kiilonboz6 mértékben. A hmgR1
gén transzkripcioja késébb indul meg. A tenyésztés sordn végig a hmgR2 gén relativ
transzkripcids szintje volt a legmagasabb, maximumat a leoltastol szamitott 8. oraban érte
el. A hmgR3 gén relativ transzkripcios szintje 48 ora elteltével volt a legmagasabb, de a
hmgR2 gén értékeit egyszer sem haladta meg. Ezzel szemben a hmgR1 végig alacsony
relativ transzkripciés szintet mutat, melynek maximuma a 48. draban volt. Az
eredményeket a 4. dbra mutatja. A féenymikroszkdpos képeken a 4. 6rdban csirdazasnak

indult sporak, illetve 8 6ra elteltével a micéliumot képzd sejtek lathatdak.
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4. dbra. Az MS12 hmgR1, hmgR2 és hmgR3 génjeinek relativ transzkripcids szintje a leoltas ota eltelt
id6 figgvényében. Az eredményeket harom egymastol fliiggetlen mérés utan kaptuk, a szoras jelzi a
mérések kozotti eltéréseket. A képek 4 és 8 dra elteltével mutatjak a gombasporak allapotat, illetve a

hifaképzddést. A méretaranyt jelzd vonalak értéke 10 mikron.
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5.1.2. Kiilonb6zo szénforrasok hatasa a gének kifejezédésére

Az MS12 torzset leucinnal és uracillal kiegészitett YNB taptalajon tenyésztettiik. A
vizsgélatokhoz a gliikozt olyan szénforrasokra cseréltiik, amelyekrdl a laborunkban
elézdleg végzett kisérletek sordn kideriilt, hogy kedvezd hatdssal vannak a karotinoid
produkcidra. A felhasznalt szénforrasok a kovetkezok voltak: maltoz, trehaldz, natrium-
acetat és dihidroxi-aceton, valamint glukoz. A téaptalaj az egyes szénforrasokat 1%-ban
tartalmazta. A hmgR2 gén relativ transzkripciés szintje mindegyik szénforrdson
meghaladta a masik két gén szintjét. A hmgR2 gén kifejezédése a glitkozzal kiegészett
taptalajon volt a legmagasabb, mig a tobbi szénforrason alacsonyabb relativ transzkripcios
szintet mutatott. Kimondottan igaz ez a maltdzra és a Na-acetatra. A hmgR1 és hmgR3
kifejez6dése viszont a trehaldzzal kiegészett taptalajon volt magasabb a gliikdzzal és a
tobbi szénforrassal dsszehasonlitva. Az egyes szénforrasok ezen Kivul hatdssal voltak a

hifak morfoldgiai megjelenésére is (5. bra).
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5. dbra. Kiilonb6zé szénforrasok hatasa a hmgR gének expresszidjara. Az eredményeket harom
egymastdl fuggetlen mérés utan kaptuk, a széras jelzi a mérések kdzotti eltéréseket. Az RNS kivonas
szilard taptalajrél szdrmazé micélumbdl szarmazott, mig a morfolégiai vizsgalatokhoz a torzset
folyadék tenyészetben neveltik. A fénymikroszképos képek mutatjak a szénforrdsok hatésat a hifak

morfol6giai megjelenésére. A méretarany jelzé vonalak értéke 20 mikron.
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5.1.3. A gének kifejezodése kiilonb6zo homérsékleten

Az MS12 torzset 4 napig tenyésztettiik YNB taptalajon 20, 25, 30 és 35 °C-on. A
hmgR2 gén 25 °C-on mutatta a legmagasabb aktivitast, 30 °C-on viszont jelentGsen
csokkent a transzkripcidja. 35°C-on ismét erGsebben expresszalodott. A hmgR1 geén végig
alacsony expresszios szintet mutatott és a hmgR3 gén esetén sem tapasztaltunk nagyobb

mértékii valtozast (6. abra).
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6. abra. A hmgR gének relativ transzkripcios szintje 20, 25, 30 és 35 °C-on nevelt tenyészet esetén. Az
eredményeket harom egymastol fliggetlen mérés utdn kaptuk, a szords jelzi a mérések kozotti

eltéréseket.
5.1.4. A gének kifejezodése aerob és anaerob koriilmények kozott

M. circinelloidesre jellemz6 a morfologiai dimorfizmus, vagyis hogy bizonyos, pl.
anaerob, korilmények kozott élesztOszerli novekedésre képes. S. cerevisiaeben
megfigyelték, hogy anaerob koriilmények kdzott a hmgR gének expresszidja megvaltozik
az aerob kortilményekhez képest (Hampton és Rine 1994). Ezen eredmények ismeretében
vizsgaltuk, hogy a gének milyen mértékben fejezédnek ki aerob €s anaerob koriilmények
kozott tenyésztve a torzset. A leoltastol szamitott 4. napon végeztik el a transzkripcios
elemzéseket. Aerob korilmények kodzott a hmgR2 gén expresszalddott a legnagyobb
mértékben, ebben az esetben normalis fonalas morfologiat figyeltink meg. Anaerob
kornyezetben nevelt tenyészetben a hmgR3 gén mutatta a legnagyobb aktivitast, a hmgR2
és hmgR1 expresszidja lecsokkent. Oxigént6l mentes kornyezetben a gomba élesztOszerl

ndvekedést mutatott. Amikor anaerob korilmények kozott tenyésztettilk a torzset és egy
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orara aerob kornyezetbe helyeztiik, az élesztszerli morfologiat mutatd sejtek elkezdtek

hifakat ndveszteni és mindhdrom gén expresszios szintje megnétt. Ebben az esetben ismét

a hmgR2 gén expresszidja volt a legmagasabb, viszont nem csokkent a hmgR3 relativ

transzkripcids szintje (7. abra).

Relativ transzkripcios szint

- ‘\‘\;\ - 3 — %@
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abra. Az MS12 hmgR1, hmgR2 és hmgR3 génjeinek relativ transzkripcids szintje aerob, anaerob
korilmények kozott, illetve anaerob majd egy 6ran at aerob koriilmények kdzott tenyésztve a torzset.
Az eredményeket harom egymastdl fliggetlen mérés utdn kaptuk, a szorés jelzi a mérések kozotti
eltéréseket. A fénymikroszkopos képeken az aerob kornyezetben képz6édott hifak, az anaerob
koriilmények kozott fejlodod élesztdszerli sejtek és az anaerob tenyésztést kdvetd aerob inkubalas

hatéasara fejlodo hifak lathatoak. A méretaranyjelz6 vonalak értéke 20 mikron.

5.1.5. SO stressz hatasa a gének kifejezodésére

Az MS12 torzset 4 napig NaCl tartalmi YNB taptalajon tenyeésztettik, amiben a

NaCl koncentracioja 1%, 2% és 3% volt. A sO stressz hatdsat a gének relativ

transzkripcidjara a 8. abra mutatja. A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a so stressz a

hmgR1 és hmgR3 relativ transzkripcios szintjét nem befolyasolta szamottevéen, viszont a

hmgR2 relativ transzkripcioja jelentésen megemelkedett 2%-0s NaCl tartalom esetén.
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8. 4bra. A gének relativ transzkripcios szintje kiilonbozé sokoncentracié fliggvényében. A NaCl
végkoncentracidja az egyes tapkozegekben 1%, 2% és 3% volt. Az eredményeket hdrom egymastol

fliggetlen mérés utén kaptuk, a szdras jelzi a mérések kozotti eltéréseket.
5.2. A gének poszt-transzkripcionalis csendesitése

A hmgR gének csendesitéséhez hadrom vektort készitettlink. Ehhez mindharom gén
esetében a pPT81 plazmidot vettiik alapul. A pPT81 tartalmaz egy ampicillin rezisztencia
gént, amely a bakterialis transzformacio soran biztositja a szelekciét, tovabba a Mucor pyrG
(orotidin-5-monofoszfat-dekarboxilaz) gént, amely az MS12-ben az uracil auxotréfiat
komplementéalja, ezzel biztositva a gombatranszformalas soran a szelekcidt. A beépitett
génszakasz megfelelé kifejez6dését a Mucor sajat glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(gpd) promotere és terminalis régidja biztositja. A bejuttatott génszakaszokat a gpd promoter
és terminalis szakaszok kozé épitettiik be forditott orientacidban, Notl-Xhol hasitd helyek
kozé. A hmgR1 esetében a csendesitéshez hasznélt szakasz 661 bp (a hmgR1 5 végétol
szamitott 29-630 nukleotid), a hmgR2 esetében 625 bp (a gén 5’ végétdl szamitott 21-646
nukleotid), a hmgR3 esetében pedig 697 bp (a gén 5° végétdl szamitott 51-748 nukleotid)
hosszu volt. A létrehozott vektoroknak a pAS1, pAS2 és a pAS3 nevet adtuk, ahol a szamok
jelzik, hogy az egyes plazmidok melyik génnek megfeleld génszakaszt tartalmazzak (9.

abra). A feltételezett géncsendesites folyamatot a 10. abra mutatja.
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9. abra. A géncsendesitéshez épitett plazmid konstrukciok.

NofL Xhol

|3
650-750 bp

anti mRNS mRNS
 ——— ] 5 > 3’
. ~ /
5 » 3'dsRNS
&%
géncsendesités

10. abra. Az antiszensz RNS alapu géncsendesités folyamata. A plazmidokon talalhatd génszakaszokrol
atir6dé RNS komplementer az egyes génekrol atiroddo mRNS-ek egy-egy szakaszaval. Ezek képesek

duplexeket képezni, és ennek kovetkeztében a sejt degradalja ezt a dsRNS-t, megvaldsitva ezaltal a
géncsendesitést.
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MS12 torzsbe (pyrG,, leuA” mutans) PEG-medialt protoplaszt transzformacioval
juttattuk be a plazmidokat és leucinnal kiegészitett YNB taptalajon szelektaltunk a
transzformansokra. Mindharom gén esetében tébb transzformans telepet kaptunk,
melyeknek az MS12-pAS1, MS12-pAS2 és MS12-pAS3 neveket adtuk a telep szamaval
Kiegészitve.

A kapott telepeket leucinnal kiegészitett YNB taptalajra oltottuk tovabb, a szelekcios
korilményeket fenntartva, hogy a bejutatott cirkularis plazmidokat a sejtek megtartsak.
Megkezdtik a kapott transzformansok jellemzését, dsszehasonlitva azokat a korabban a
laborban eléallitott talmuiikodtetett mutansokkal. A transzformansok koziil egyet-egyet
valasztottunk ki és azokkal kezdtiik meg a vizsgalatokat.

A makro- és mikromorfologiai vizsgalatokhoz YNB taptalaj kozepére oltottunk 20 ul
sporaszuszpenzi6t, mely 10° sporat tartalmazott. A csészéket 4 napon keresztiil 25 °C-on
inkubaltuk és naponta mértiik a telepek atméréjét és ellenériztik makromorfologiajukat. A
vizsgélatokhoz 3 pérhuzamosan leoltott csészét hasznaltunk. A mikromorfoldgiai
vizsgalatokat a 4. nap utan végeztiik a telepek sz¢élérél vett mintak segitségével.

Az MS12-pNG2-1 és MS12-pAS2-1 transzformansok a ndvekedés temében nem
jelentkezett jelentds kiilonbség az MS12-hoz képest (11. abra).

60

A=

z H Ms12
1

B MS12-pNG2-1

P MS12-pAS2-1

Telep atméro (mm)
N S

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap
11.4bra. Az abra az MS12, az MS12-pAS2-1 transzformans, valamint a laborunkban el6z6leg 1étrehozott

MS12-pNG2-1 talmikodtetett mutins ndvekedésének titemét mutatja az idé fliggvényében. Az

eredményeket harom fiiggetlen mérésbol kaptuk, a szords mutatja a mérések kozti eltéréseket.
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A hmgR2 gén csendesitése és tulmiikodtetése soran nem jelentkezett jelentdsebb valtozas a
telepek makromorfoldgidjaban az MS12-h6z képest (12. A &bra). A fénymikroszkdpos
vizsgalatok soran a végallo hifak mikromorfoldgiaja sem valtozott jelentdsen a vad tipusu
torzshoz képest, bar a pAS2 vektort hordoz6 csendesitett mutans esetében itt-ott
plazmakidramlasokat tapasztaltunk. (12. B abra). Egyes regulétor, illetve apoptotikus
folyamatokban szerepet jatszo fehérjék, pl. a Ras proteinek, funkcids csoportjai az izoprén
bioszintézis uton képzdédnek. Az irodalmi adatokat és az Aaltalunk tapasztalt
plazmakifolyasokat figyelembe véve megvizsgaltuk a korai és kesei apoptotikus
folyamatok jelenlétét. Sem az MS12-nél sem a hmgR2 talmiikodtetett mutansndl nem
talaltunk az apoptozisra utalo, zolden festddo, illetve a nekrozisra utald pirosan fest6do
sejteket. A csendesitett mutansnal nagyon kis gyakorisaggal, de taldltunk nekrotikus
hifakat (12. C &bra). Megvizsgalva a spérak csirazé képességét azt tapasztaltuk, hogy sem
a hmgR2 gén talmikodtetése, sem a csendesitése nincs kihatassal a sporék csirazo
képességére.
A C

MS12-pNG2-1

MsS12

MS12-pAS2-1

MS12-pNG2-1
 MS12-pNG2-1
MsS12 = B HAE - MS12-pAS2-1

MS12-pAS2-1

12.4bra. Az abra a pAS2 plazmid hatasat mutatja az MS12 torzshoz illetve a hmgR2 gént plusz kdpidban
hordozé MS12-pNG2-1 mutanshoz viszonyitva. A transzformansok a leoltas utan 4 nappal az MS12
torzshoz és a thlmilkodtetett transzformanshoz képest nem mutattak makromorfolégiai elvaltozasokat
(A). A hifak megjelenésében sem mutatkozott jelentés kiilonbség, a nyil az MS12-pAS2-1
transzforménsnal tapasztalt plazmakiaramlast jelzi (B). A fluoreszcens mikroszkdpos felvételeken
lathatd, hogy a hmgR2 gén csendesitése nem okozott nagymértékii véaltozasokat az apoptotikus

folyamatokban (C). A méretaranyt jelz6 vonalak értéke 20 pum.
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A hmgR3 gent plusz képiaban hordozé transzformans novekedési iiteme a tenyésztési ido
alatt végig meghaladta az MS12 térzs ndvekedését. A csendesitett mutans esetében a telep
novekedése a 3. naptol kezdédben lassul (13. abra) és a telep morfoldgiaja megvaltozik
(14. A abra). A telep alakja szabalytalanna valik és a telepen vildgosabb sarga és sotétebb
sarga szektorok jelentkeznek (14. A abra). Megvizsgalva a transzforménsok sporainak
csirazoképességét, arra a megallapitasra jutottunk, hogy a csendesitett mutansok sporainak
csirazasa kitolddik a 4. orarél a 6-8. oraig. A tulmiikodtetett mutansoknal ilyen fizioldgiai
a csendesitett mutans végallo hifai megvaltoztak. Az elagazasok gyakorisaga megnétt, a
hifak megvastagodtak és a végikon helyenként plazmakiaramlasokat figyeltiink meg (14.
B abra). Mindez a morfogenezis zavarara és/vagy a hifak pusztulasara utal. Az apoptézis
detektald Kittel végzett kisérlet eredménye a 14. C &bran lathaté. Az MS12-pAS3-3
transzformansnal egyértelmiien lathatoak az apoptdzisra jellemzéen fest6dé sejtek. Sem az
MS12-nél, sem a talmilkOdtetett mutansnal nem tapasztaltunk hasonld festédést mutatd
sejteket. A pAS3-as vektort hordozo transzformansnal, dsszehasonlitva a pAS2-t hordozo
transzformanssal, fokozottabb sejtelhalast tapasztaltunk. Az MS12-pAS2-1 esetében sem
tapasztaltunk az MS12-pAS3-3 transzformansokhoz hasonlé morfoldgiai elvaltozasokat.

A

" ]
—

B Mms12

B MS12-pNG3-1

/ MS12-pAS3-3

Telep atméro (mm)
S 5
X

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap

13.4bra. Az dbra az MS12, az MS12-pAS3-3 transzforméns, valamint a laborunkban eléz6leg 1étrehozott
MS12-pNG3-1 tulmikodtetett mutans novekedésének iitemét mutatja az id6 fliggvényében. Az

eredményeket harom fiiggetlen mérésbdl kaptuk, a szoras mutatja a mérések kozti eltéréseket.
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14.4bra. Az dbra a pAS3 plazmid hatasat mutatja az MS12 térzshoz illetve a hmgR3 gént extra kdpidban
hordozé MS12-pNG3-1 mutanshoz viszonyitva. A transzformansok a leoltas utan 4 nappal az MS12
torzshdz és a talmitkodtetett transzformanshoz képest kisebb telepet képeztek és a szabalytalan
telepmorfolégia is egyértelmiien lathatd (A). A hifak megjelenésében is kilénbség mutatkozott (B), a
nyil az MS12-pAS3-3 transzformansndl tapasztalt plazmakifolyast jelzi. A fluoreszcens mikroszkopos
felvételeken az annexin V kezelés utan lathatova valtak a nekrotikus és apoptotikus sejtek (C). A

méretaranyt jelz6 vonalak értéke 20 um.

2. tAblazat. Az MS12 és a transzforméansok altal termelt ergoszterin mennyisége.

Tors Ergsn ey 6] satres

MS12 5,5 +0,8
MS12-pNG2-1 7.1 +0,6
MS12-pAS2-1 41 +0,09
MS12-pNG3-1 6 +2,1
MS12-pAS3-3 2,97 +0,31

Az egyes transzformansok ergoszterin tartalmat a 2. tdblazat tartalmazza, melybdl

kiderul, hogy a hmgR2 és hmgR3 tllmiikodtetése soran az ergoszterin mennyisége megnd.
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Ez a novekedés a hmgR2 gén talmiikodtetése esetében kiilonosen szembetling. A
tablazatbdl az is latszik, hogy a hmgR3 gén csendesitése soran az ergoszterin mennyisége
jelentsen lecsokken. A mérések két parhuzamos tenyésztés eredményeit abrazoljak.

A transzformansok tovabbi jellemzése folyamatban van, vizsgaljuk a géncsendesités
hatasait a karotinoid produkciora, a sztatin érzékenységre és egyéb élettani folyamatokra.
Ezen kivil folyamatban van az hmgR1 csendesitett és talmiikodtetett mutansok jellemzése
is.

Az eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy mindharom gén kifejezédik. Aerob
kortlmeények kdzott a hmgR2 expresszalodik legerételjesebben és elsédleges szerepet tolt
be az izoprén bioszintézisben, és az aerob korulmények kdzott kornyezeti valtozasokra
adott vélaszokban. Anaerob korilmények kozott a hmgR3 expresszalodik a
legerételjesebben. Ezen kiviill a hmgR3 valoészinileg kiemelt szerepet tolt be a

morfogenezisben és jelentds hatassal bir az apoptotikus folyamatokra is.
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6. Osszefoglalés

Munkénk sorén a M. circinelloides jaromspords gomba hmgR génjeit vizsgaltuk. A
o célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgaljuk a gének kifejezddését kiillonbozo feltételek
mellett. Ezen Kivil olyan vektorkonstrukcidk épitése volt a célunk, amelyekkel lehetévé
valik a hmgR1, hmgR2 és hmgR3 gének poszt-transzkripcionalis csendesitése.

Megvizsgaltuk, hogy a gének milyen mértékben fejezOdnek ki a tenyésztési idd alatt
a sporak csirazasatol kezd6dbéen. Azt tapasztaltuk, hogy a csirdzas meginduldsakor
mindhdrom gén aktiv, de a kifejezddésiik mértéke eltérd. A tenyésztés soran aerob
korilmények kozt vegig a hmgR2 gén transzkripcios szintje volt a legmagasabb.
Vizsgaltuk a gének kifejezédését 20, 25, 30 és 35 °C-on. Minden esetben a hmgR2 mutatta
a legmagasabb értékeket, maximumat 25°C-on érte el. A s0 stressz vizsgalata soran azt az
eredményt kaptuk, hogy 2%-os NaCl koncentracio esetén a hmgR2 gén transzkripcioja
erdteljesen megnétt, mig a masik két génre csak minimalis hatdsa volt. Kiilonb6zo
szénforrasok hatésat is vizsgaltuk. Glikdzt, maltdzt, trehaldzt, natrium-acettot és
dihidroxi-acetont alkalmaztunk a kisérletek soran. A hmgR2 gén gliikoz esetében mutatta a
legmagasabb aktivitast, a masik két gén ennél vegig alacsonyabb szinten miikodott.
Malt6zon és natrium-acetdton mindharom gén transzkripcios szintje alacsony volt. Ezen
kivll megvizsgaltuk, hogy az aerob és anaerob koérulmények milyen hatast gyakorolnak a
harom gen aktivitasara. Aerob kortlmények kozott a hmgR2 miikodott a legintenzivebben,
mig anaerob korilmények kozott azt tapasztaltuk, hogy a hmgR3 gén transzkripcidja
erdteljesen megnétt, a hmgR2 aktivitisa pedig visszaesett. A hmgR1 minden kisérlet soran
alacsony aktivitast mutatott.

Kisérleti munkank masik részében géncsendesitett mutansokat hoztunk létre
mindharom génre. A hmgR3 csendesitése soran szembetind morfologiai valtozasokat
tapasztaltunk a kontroll MS12 térzshoz képest. A spérak csirazasanak kezdete kitolodott, a
gomba lassabb titemii novekedést mutatott, és a szabalytalan alaku telepet képzett.

Az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy mind a hiarom gén kifejezddik, és
valoszintileg a hmgR2 az, amely aerob korulmények kozt az altalanos izoprén
bioszintézisben elsddleges szerepet jatszik, mig a hmgR3 anaerob korilmények kozt
erdteljesen expresszalodik, valamint fontos szerepet jatszik a morfogenezisben.

Tovabbi kisérleti céljaink kozé tartozik a csendesitett mutansok molekularis és

genetikai vizsgalata, valamint a gének szabalyozasanak feltarasa.
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A dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil

- a kompetens Escherichia coli sejt keszitest,

- a baktérium transzformaciot,

- az agar0z gelelektroforézist,

- a protoplaszt készitést,

- a protoplasztok transzformaciojat,

- a plazmid tisztitast,

- a kvantitaviv val0s idejit PCR (qPCR) kisérleteket,
- a gének csendesitését,

- az ergoszterin kivonast

- a mikroszkopos vizsgalatokat végeztem el.

Farkas Anita

Szeged, 2012. 11. 05.

36



	Tartalomjegyzék
	1. Bevezetés
	2. Irodalmi áttekintés
	2.1. A terpén bioszintézis
	2.2. A 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A reduktáz
	2.3. A M. circinelloides HMG-KoA reduktázai
	2.4. A HMG-KoA reduktáz funkciója

	3. Célkitűzések
	4. Anyagok és módszerek
	4.1. Felhasznált törzsek
	4.2. Táptalajok, tápoldatok
	4.3. Vizsgálati módszerek
	4.3.1. Kompetens Escherichia coli sejtek készítése
	4.3.2. Baktérium transzformáció
	4.3.3. Agaróz gélelektroforézis
	4.3.4. Protoplaszt készítés
	4.3.5. Protoplasztok transzformációja
	4.3.6. Plazmid tisztítás
	4.3.7. Kvantitatív valós idejű PCR (qPCR) kísérletek
	4.3.9. Ergoszterin kivonás és mennyiségi meghatározása
	4.3.10. Mikroszkópos vizsgálatok


	5. Eredmények, értékelés
	5.1. A HMG-KoA reduktáz gének kifejeződése
	5.1.1. A gének kifejeződése a tenyésztési idő alatt
	5.1.2. Különböző szénforrások hatása a gének kifejeződésére
	5.1.3. A gének kifejeződése különböző hőmérsékleten
	5.1.4. A gének kifejeződése aerob és anaerob körülmények között
	5.1.5. Só stressz hatása a gének kifejeződésére

	5.2. A gének poszt-transzkripcionális csendesítése

	6. Összefoglalás
	7.  Irodalomjegyzék
	ALCAZAR-FUOLI, L., MELLADO, E., GARCIA-EFFRON, G., LOPEZ, J. F., GRIMALT, J. O., CUENCA-ESTRELLA, J. M. and RODRIGUEZ-TUDELA, J., L. (2008) Ergosterol biosynthesis pathway in Aspergillus fumigatus. Steroids 73: 339-347.
	8. Köszönetnyilvánítás
	9. Nyilatkozat
	A dolgozatban leírt munkafolyamatok közül
	- a kompetens Escherichia coli sejt készítést,
	- a baktérium transzformációt,
	- az agaróz gélelektroforézist,
	- a protoplaszt készítést,
	- a protoplasztok transzformációját,
	- a plazmid tisztítást,
	- a kvantitavív valós idejű PCR (qPCR) kísérleteket,
	- a gének csendesítését,
	- az ergoszterin kivonást
	- a mikroszkópos vizsgálatokat végeztem el.

