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1. Roviditések jegyzéke

o
DEPC
DHA
DMAPP
EDTA
FPP
GGPP
GPP
HPLC

IPP
IPTG
LB
MOPS
PCI
PCR

PEG
PMC
REMI

RNa&z
SMC
TAE
TRIS
X-gal
YNB
YPG

kloroform-izoamilalkohol
dietil-pirokarbonat
dihidroxi-aceton
dimetilallil-pirofoszfat
etilén-diamin-tetraecetsav
farnezil-pirofoszfat
geranilgeranil-pirofoszfat
geranil-pirofoszfat
High Performance Liquid Chromatography
(nagyfelbontasu folyadékkromatografia)
izopentenil-pirofoszfat
izopropilB-D-tiogalaktopiranozid
Luria-Broth (Luria-féle tapleves)
3-N-morfolin-propanszulfonsav
fenol-kloroform-izoamilalkohol
Polymerase Chain Reaction
(polimeraz lancreakcio)
polietilén-glikol
PEG- szorbitol- MOPS- kélciumklorid
Restriction Enzyme-Mediated Integration
(restrikcios enzim- kdzvetitett integracio)
ribonukleaz
szorbito- MOPS- kalcium-klorid
tris-ecetsav dinatrium-EDTA
tris-(hidroxi-metil)-amino-metan
5-bromo-4-kloro-3-indoliB-D-galaktopiranozid
Yeast Nitrogen Base (éleéatitrogénforras)
Yeast extract Pepton- Glucose medium

(éleszd kivonat— pepton- glikoz tapkdzeq)



2. Bevezetés

A karotinoidok konjugalt ketis kotéseket tartalmazo természetes pigmentek. Saini
sargatél a narancs-vorosig terjedhet. Novényekbgnal@akban jelenlétikéleg a
fotoszintézisben betoltdtt szereplk miatt fontozsarBos baktérium és gomba is képes a
szintézisikre. Két csoportjukat kulonboztetjuk magkarotinokat és a xantofillokat. A
karotinok linearis, illetve egy vagy mindkét végiakdirkularizalt szénhidrogén lancok, a
xantofillok pedig a karotinok oxigenalt szarmazékai

Régota ismert a karotinoidok antioxidans tulajdgas&alamint kimutattdk daganatos
megbetegedésekkel szembeni mézrfetulajdonsagukat is. A xantofillok, igy a zeaxantin
a kantaxantin és az asztaxantin kivalo antioxidéna@-karotinnal is efsebb szabadgytk
ellenes hatassal rendelkeznek. Nagy mennyiséghsméaiga feloket az élelmiszer- és
gyogyszeripar. Napjainkbawként kémiai szintézisseldllitott xantofillokat hasznalnak,
azonban egyre nagyobb igény mutatkozik a termésagtien termeltetett alapanyagok
irant.

A Xanthophyllomyces dendrorhousgy asztaxantin-termil bazidiumos gomba,
amellyel szamos, az ipari felhasznélast l@hete\s, illetve azt megalapozé kutatas folyik.
A gombaban azonositottak az asztaxantin bioszs#ézielebs, bizonyitottan3-karotin
hidroxilaz és feltételezefi-karotin ketoladz aktivitdssal bir6 enzimet kodahdS gént. A
geén kifejeztetése Rrkarotin-termed jaromsporaducor circinelloidesben leheivé tenné
egyrészt a fermentacios iparban mar alkalmazotlésngomba xantofillok termeltetésére
tortérs alkalmazasénak vizsgélatat, valamintres altal kddolt citokrom P450 oxigenaz
enzim niikddésének részletes elemzég&tért munkank soran céluitiik ki tobb vad
tipusu és asztaxantin tulterriemutans X. dendrorhous crtSgénjének klonozasat,
jellemzését és kifejeztetéddt circinelloidesben.

A Paracoccussp. N81106 (kordbbaAgrobacterium aurantiacujnegy asztaxantin-
termeb tengeri baktérium, melyben [&karotin — asztaxantin atalakulasértf&arotin
ketolazt kddoldacrtW ésB-karotin hidroxilazt kodol&rtZ gének a felélsek. A bakterialis
eredell gének heterolég expresszidjaval kantaxantin- esaeantin-termél mutansM.
circinelloides térzseket hoztak létre. Munkdnk soran céligtitk ki, hogy kisérletet

tegylnk ezen transzformans térzsek karotinoid tE¥sé@ek fokozasara.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A karotinoidok bioszintéziseMucor circinelloides-ben

A B-karotin termeb, jaromsporaducor circinelloides(Mucoromycotina, Mucorales)
tobb okbdl is kedvelt alanya a kulonb&z molekularis és genetikai vizsgalatoknak.
Morfologiai dimorfizmus jellemzi, élesitalakja a biotechnoldgiai fermentacios eljarasok
soran hasznos, magasabb biomassza termelést hetivée JOI bevalt transzforméaciés
technikdk allnak rendelkezésiinkre, amelyekkel akdterolog génexpresszid is
megvaldsithatd. Szamunkra kilondsen fontos, hogptikebioszintézis Utvonala jol ismert
(Papp és mtsi. 2005). Ezen kivll nagy mennyisi§gd és karotin raktarozasara képes
(lasd: http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.hoimenl).

A karotinoidok kémiai szerkezetiiket tekintve tegrpének, melyek izoprén egysegek
dsszekapcsolddasaval jonnek létre (Goswami és 2@%Q). Szinlk izomer allapotuktdél és
a konjugalt ketis kotések szamatdl fligg: a lathatd fény elnyeléséwalabb 7 konjugélt
kettos kotés szikséges (Siero e€s mtsi, 2003). Szabadggitegesit hatasuk miatt
jelents szerepuk lehet kiulénb®zbetegségek pl. az érelmeszesedés, szirke halyog,
idéskori makularis degeneracido meggtsében, valamint rdk medeb hatasuk is ismert
(Edge és mtsi. 1997).

A karotinoidok, igy &3-karotin bioszintézise is az izoprenoid (mas néxderpenoid)
atvonalbol agazik le. Az elsizoprén egység, az izopentenil pirofoszfat (IRR)ejohet a
mevalonsav €s nem-mevalonsav Gtvonalon is. A newsloesav Utvonal az
eubaktériumokra és a novényi plasztiszokra jellemahol egy piruvat és egy
glicerinaldehid-3-foszfat molekula kondenzacidjajah létre az IPP prekurzora. A
mevalonsav Utvonal archeékra, gombakra, allatolgan@eényekre (de nem novényi
plasztiszokra) jellentz(Lee és Schmidt-Dannert, 2002).

A M. circinelloideskarotinoid bioszintézise a mevalonsav Utvonalore&ép IPP-kbl
indul ki (1. abra). Az IPP szintézise utan prerahnszferazok katalizalta lanchosszabbitas
kovetkezik. Ennek ets lépése az IPP 0Osszekapcsoldodasa dimetilallil-psaifttal
(DMAPP), ami nem mas, mint egy reaktiv IPP izoner.izomerizacios lépést api gén
altal kodolt izopentenil-pirofoszfat izomeraz kaalja M. circinelloidesben (Csernetics
és mtsi, 2011). A kondenzéacié kovetkeztében 10awmémos geranil-pirofoszfat jon létre
(GPP), amibl farnezil-pirofoszfat (FPP, 15C), majd geranilgelgpirofoszfat (GGPP,
20C) keletkezik (Lee és Schmidt-Dannert, 2002).circinelloidesben a FPP szintazt az



iSOA (Valeyos és mtsi, 2004), a GGPP szintaztaeG (Valeyos és mtsi, 2003) gének
kodoljdk. A GGPP a karotinoidok kozvetlen prekuezorkét molekula GGPP

kondenzaciojaval jon létre a karotinoidokra jellén0 szénatomos alapvaz. Két GGPP
molekula 6sszekapcsoldédasat a fitoén szintaz eratalizélja, a folyamat terméke a

szintelen fitoén, amely még csak 3 konjugéltdsekotést tartalmaz.
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1. &bra. A karotinoidok bioszintézisé circinelloidesben.

A bioszintézis kovetkdzlépéseiben a fitoén dehidrogenaz enzim hataskoajagalt
kettos kotések szama t6bbszor megduplazédik és a fotyaredményeként piros s#in
likopin keletkezik. A kdvetkeZ Iépés a likopin ciklizacioja, amely soran a likogiklaz a
molekula egyik vagy mindkét vég@nrjonon gyiriit hoz létre, igy-karotin vagyp-karotin
keletkezik (Siero és mtsi, 2003). A-karotin a jaromspéras gombak karotinoid
bioszintéziséneksfterméke M. circinelloidesben acarRPgén kodolja a fitoén szintaz és
likopin ciklaz aktivitassal egyarant rendelke2arRP fehérjét (Velayos és mtsi, 2000), mig
a carB gén terméke a fitoén dehirdogenaz (Velayos és, 2@€0). Kordbban a tanszéki
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kutatocsoport igazolta, hogy . circinelloides kis mennyiségben szintetizg-
kriptoxantint (3-hidroxip,p-karotin) és zeaxantint (3,3’-dihidrogif-karotin), vagyis a
gomba rendelkezik dnall®-hidroxilaz aktivitassal (Papp és mtsi, 2006; Cetas és mtsi,
2011).

3.2 Asztaxantin bioszintéziseX. dendrorhous-ban ésParacoccus sp. N81106-ban

X. dendrorhougan ésParacoccussp. N81106 torzsben (korabb&grobacterium
aurantiacum a B-karotin szintézise aM. circinelloidesben lejatsz6d6 folyamathoz
hasonl6éan zajlik, mevalonsav Utvonalon kigiz [PP-bol  kiindulva. Mindkét
organizmusban ugyanazon enzimek fidek ap-karotin bioszintézisért. ArtE a GGPP
szintaz, acrtB a fitoén szintaz, a&rtY a likopin ciklaz, acrtl pedig a fitoén deszaturaz
enzimeket kodoljak (Siero és mtsi, 2003. dendrorhoudan a crtYB gén Aaltal
meghatarozott enzim rendelkezik likopin ciklaz #sén szintdz aktivitassal is (Martin és
mtsi, 2008).

Paracoccushan acrtk, crtB, crtl, crtY, crtZéscrtW gének felelsek a karotinoidok
bioszintéziséért. Ot gén klasztert alkot(tE a klaszteren kivul helyezkedik el), amelyben
a gének azonos orientacioban helyezkednek el pketipnjuk atfed a kdvetkéén start
kodonjaval, igy valésziileg egy promoéter régié szabalyozasa alatt allnaksgiva és
mtsi,1995). AB-karotin asztaxantinna tortératalakulasahoz tovabbi oxidaciés lépések
(3,3-hidroxilacio és 4,4’-ketolacid) sziikségesék.Paracoccus spN81106 asztaxantin
termeléséért a&rtZ és crtWgeének felalsek, amelyek3-karotin hidroxilaz é$3-karotin
ketolaz aktivitdsu fehérjéket kddolnak (2. dbrajeleaz enzimek nem csakBekarotint
képesek szubsztratként felismerni, hanefrkarotin-asztaxantin atalakulas koztitermékeit
is (Misawa és mtsi, 1995).

X. dendrorhoussan még nem teljesen tisztazott, hogy mely génkkye enzimek
vesznek részt &-karotin — asztaxantin atalakuldsban, derts gén terméke igazoltan
sziikséges (Alvarez és mtsi, 2006). Ez az enzimy meitokrom P450 csaladba tartozik,
bizonyitottan rendelkezik-karotin hidroxilaz aktivitassal, ugyanakkor fediitzett, hogy
B-karotin ketolaciora is képes (Ojima és mtsi, 20083 enzim niikddéséhez elektron
donor sziikséges, ez egy citokrom P450 reduktazlyah¥ dendrorhousan acrtR gén
kodol (Alcaino és mtsi, 2008).
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2. abra: AB-karotin - asztaxantin konverzié lehetséges UtwairRdracoccusp. N8110eban.

H- B-karotin hidroxilaz , K$-karotin ketolaz. (Martin és mtsi, 2008 nyoman).

3.3 A X. dendrorhous crtS génje és az altala kodolt citokrom P450 oxigendnaem

fobb jellemzoi

A X. dendrorhou$0l szarmazoécrtS gén egy 62.6 kDa meétetfehérjét kodol,
amelynek bizonyitottan varkarotin 3,3'-hidroxilaz aktivitasa (Alvarez és mta006), de
feltételezések szerirnft-karotin 4,4’-ketolaz aktivitassal is rendelkezi®jimna és mitsi,
2006). A fehérje nagy hasonlésagot mutat mas ozgamsokbol szarmazé citokrom P450
monooxigenazokkal: tdbb csaladbol szarmazdé citok®0 monooxigenazzal torten
0sszehasonlitdssal sikerilt azonositani az oxidénkielyet tartalmazé motivumot
C*¥AGYETS™), beleértve az invarians ¢ és P* aminosavakat, amelyek minden
citokrém P450 fehérjében azonosak; a hent-kdomént {*FISGPRACFG®) és a
citokrom P450 fehérjék haromdimenzidés szerkezetékiekakitasaért felés domént
CYESLR®Y. A gén kodolé szakasza 3166 bp hosszlsagu, abtelytront tartalmaz,
promoéter régidjaban taladlhaté 4 megedyeazreA transzkripcidés faktor-két motivum,
amely egy lehetséges karbon katabolikus represgtiételez (Alvarez és mtsi, 2006).



3.4 A Paracoccus sp. N81106€crtW és acrtZ gének altal kodolt g-karotin ketolaz és
B-karotin hidroxilaz

A Paracoccussp. N81106 torzsth szarmazdcrtW gén altal kodolt enzim egy
membrankototp-karotin ketoldz, amely vas-kiHis-gazdag motivumokat tartalmaz és 4
transzmembran régioval valamint 2 tovabbi hidro&tlységgel rendelkezik. A hidroféb
egységek a Il. és lll. transzmembran régid kozdalamint a C-terminalis kdzelében
helyezkednek el, funkciéjukat tekintve a szubsktit#isben lehet szerepuk. A vastartalmu
aktiv centrum a membranfelszin kozelében talalh@&#zel biztositva az elektron
donoroknak (szolubilis vagy periférias membran fgh@ a konnyi hozzaférést. A
szubsztratkd@t hely a membranon belul talalhaté, ami a hidrofélookinoid szubsztratok
kotését seqiti 6l(Ye és mtsi, 2006).

Az enzim O6nmagaban #&-karotin kantaxantinna p(B-karotin-4,4’-dion) tortét
atalakitasaért felel, ehinenghf-karotin-4-on) kdztiterméken keresztil, ugyanak&anar
hidroxilalt termékek ketolalasara is képes (Misasantsi, 1995, 2. abra), igy részt vesz az
asztaxantin képglésében. Ugyanakkor kimutattdk, hogy az enzim pakée a nem
hidroxilalt B-jonon gyiriiket (Ye és mtsi, 2006).

A crtZ gén terméke a zsirsav-hidroxilazok szupercsaladiatioz6 enzim. A csalad
tagjaira altalanosan jellerdzhogy a HXHH motivumot 2 kdpidban tartalmazzakanant
hogy membranintegralt proteinek ( lasd: http://pfsanger.ac.uk/family/PF04116 ).

Az enzim 3-3-hidroxilaz aktivitassal rendelkezikinmagaban aB-karotint f-
kriptoxantinon keresztil zeaxantinnd képes ataakitAzonban a ketolalt szarmazékokat
is képes szubsztratként hasznositani, és azok h@iRxilalasat katalizalni, igy

asztaxantint szintetizalni (Misawa és mtsi, 1995).

3.5 A crtW gént hordozo transzformansok

Tanszékiunkon kordbban létrehoztak olydh circinelloides transzformansokat,
amelyek acrtW gént a genomba integrélva hordozz4ak. Enrieloa az volt, hogy a
cirkularis plazmiddal bejuttatott gének esetébeplazmid kopiaszamanak ingadozasa
miatt a torzsek karotinoid termelése is valtoziket Knodszerrel készitették ezeket a
transzformansokat. Az egyik a kithomoldg rekombinacioval torténntegracio. Ebben
az esetben az integraciot biztositd homoldg szalidsaA gén, illetve ennek 5’ hatérold
szakasza volt, amely egyben szelekciés markerkéfunkcionalt, hiszen az MS12 leucin

auxotrofigjat a rekombinacié kovetkeztében komplet@iai képes. llyen technikaval
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készilt az MS12+pCA8If transzformans torzs. A masikdszer a REMI (Restriction

Enzim-Mediated Integration), amikor egy enzimparrihearizalt fragmentummal

protoplaszt transzformaciot veégeztek gy, hogy aSDRagmentummal egyitt a
linearizalashoz hasznalt restrikcios endonukleazogabejutattdak a sejtmagba, ezzel
lehetveé téve az integréciot. llyen transzforméans az MPPI51R2, amelynél szintén a
leuAgén szolgalt szelekciés markerként (Csernetics1 R0
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4. Célkitiizések

Munkank soran céluliztik ki, hogy aM. circinelloideskarotinoid termelését ugy
moédositsuk bakteridlis €és gomba erédgének kifejeztetésével, hogy értékes xantofillok
termeltetése valjon leh@até. Célul tiztik ki a transzformansok molekularis elemzését,

valamint karotinoid termelésik vizsgalatat.

A kovetked konkrét feladatokat kivantuk megvalositani:

e KkUlénbd® X. dendrorhoustorzsekidl szarmazécrtS gének felszaporitasa,
expresszids vektorokba klonozésa és kifejezteMseircinelloides MS12
kétszeresen auxotréfe(s,ura), karotintermel torzsében, valamint artW
gént integralva tartalmazo, kantaxantin tedndiS12+pCAS8If transzformans
torzsben;

e az igy nyert transzformansok karotinoid termelékénisszehasonlito
elemzése, valamintatSgeén altal kodolt enzim aktivitasanak vizsgalata;

e a tanszékinkon korabban létrehozott,cdW gént integraltan hordozé
MS12+pCA8If és MS12+pPT51R2 tdrzsek transzformaciéjtZ gént
tartalmaz¢ cirkularis plazmiddal;

* az igy létrehozott transzformansok és az MS12+pCA8IMS12+pPT51R2
torzsek karotinoid-termelésének fokozasa;

» olyan lineéris fragmentum létrehozasa, amellyel va&igithatd acrtZ gén
integracioja acrtW gént genomban integralva hordoz6 MS12+pCAS8If és

MS12+51R2 transzformans torzsekben;
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Alkalmazott gombatdrzsek

Munkank soran alkalmazott gombatdrzseket az latablfoglalja 6ssze.

1. tdblazat: Alkalmazott gombatorzsek.

Torzsgyhjteményi szam/
Faj 9% 3 y Jellemzk
kéd

Xanthophyllomyces ATCC 24229 crt§ asztaxantin termél

dendrorhous
Xanthophyllomyces ATCC 24229/R119 crt§ asztaxantin tultermeél

dendrorhous
Xanthophyllomyces CBS 6938 crt§ asztaxantin termél

dendrorhous
Mucor circinelloides MS12 leu, ura, p-karotin termed
Mucor circinelloides MS12+pCAS8If crtW,_ kantaxantin es

echinenon termél

Mucor circinelloides MS12+pPT51R2 crtW, kantaxantin termél

5.2 Kompetens sejtek készitése

E. coliTOP10F vagy XL1-Blue térzsek egy éjszakan at nevelt temgé&&nek 1 ml-ét
100 ml LB (1% tripton, 0,5% élestivonat, 1% NaCl) tapoldatba atoltva @=0,6 értek
eléréséig 37 °C-on novesztettik. A tenyészetetrifegéltuk (2160 g/10 perc, 4 °C) majd
a sejteket, az atoltott tenyészettel 1-1 aranybaf) mM-os CaGl oldatban
felszuszpendaltuk. Centrifugalast (2¥60 10 perc, 4 °C) koveben a I|épést
megismételtiik, majd a sejteket egy oran at jegefindbben inkubaltuk, ezutan Ujra
cenrtifugaltuk (2168g, 10 perc, £C), majd a kitilepedett sejteket 1/20-nyi térfogailo
glicerin tartalmu 100 mM-os hideg CaQlldatban felszuszpendaltuk. A kompetens sejtek

-70 °C-on honapokig eltarthatok.

5.3 Baktérium transzformacio

200 ul fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen feldt@tunk, majd 5-10ul
ligatumot (plazmidot), valamint 100 pl TCM puffé¢itO mM Tris (pH 7,5); 10 mM Cagl
10 mM MgCb) is adtunk hozza. 30 perc jégen totiénkubalas utan 3 percig 42 °C-on

tartottuk (F¥sokk), majd 10 percig szob@t inkubaltuk. Ezutan ampicillin tartalma (100
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ug/ml) LB taptalajra szélesztettilk, majd 3Z-on, 16 oran keresztul inkubaltuk a Petri-
csészéket. A crtS-pKS plazmidkonstrukcional az ertsdbeépilése kovetkeztében a
plazmid LacZ génje sérll, amely lehitéget ad a transzforméns telepek kék-fehér
szelekciojara, ezért a baktériumok széleszt&de altaptalaj feliletére 40-4DIPTG-t és

X-gal-t is szélesztettiink.

5.4 RNS kivonas

A Xanthophyllomycesdrzseket malatas tapoldatba (1% glukoz, 1% ma&anat,
0,5% éles3zt) oltottuk és razatva tenyésztettiik 4 napig (18a,rp0°C). Mivel a gomba
sejtfala vastag, ezért az RNS kivonasttelprotoplasztald oldattal (0,7 M kalium-klorid;
1,5% csigaenzim; 3% Novozyg) 2 oran at élkezeltiik, majd a sejteket centrifugalassal
(3200 rpm, 15 perc) killepitettiik. Az RNS kivondsh.Z.N.A. Total RNA Kit-et
(Omega Bio-Tek) hasznaltunk a gyarté utasitasairdze

5.5 c¢DNS szintézis

A DNaz kezelt (Fermentas) RNS kivonatokbél cDNintetizaltunk Revertaid'
Premium First Strand cDNA Synthesis Kit-el (Fernasit A DNaz kezeléshezi® RNS-t
20 ul végtérfogatban 37 °C-on 30 percig DNaz kezeltihk enzimntikddést 2ul EDTA
hozzaadasaval allitottuk le, amelyet 10 percedXBbrf tortéw inkubacio kovetett.

A reverz transzkripcibhoz a DNaz kezelt RNS mintlatigo-dT primert és dNTP
mixet adtunk és 5 percig 65 °C-on tartottuk, maderz transzkriptaz puffer és reverz
transzkriptdz hozzdadasa utan 50 °C-on 30 percagd 86 °C-on 5 percig inkubaltuk, a

gyarto utasitasainak megfeieh.

5.6 Geénklénozas és plazmid konstrukcidk létrehozasa

A crtS gént cDNS-Bl szaporitottuk fel PCR technika segitségével. Akcghoz
hasznalt inditoszekvenciak:

XantcrtS 1 5' GGCATCGATATGTTCATCTTGGTCTTGCTC 3

XantcrtS 2 5" CTTGCGGCCGCTCATTCGACCGGCTTGACCT &

Az amplifikalas kérulményei:

94 °C 3perc éldenaturacio
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94 °C 1 perc denaturacié

58 °C 1 perc primer kétés 35 ciklus
72 °C 4 perc lancszintézis

72 °C 10 perc végdancszintézis

4 °C-ra liités.

A PCR reakciého2fu DNS polimerazt (ZenonBio) valamint Fusion High élity
Taq (Fermentas) rendszert hasznaltunk a gyart@itasait kovetve. Az igy felszaporitott
crtS géneket hasznaltuk a plazmidkonstrukciok hétzdsahoz. A baktériumbdl tortén
plazmid DNS tisztitAsdhoz E.Z.N.A. Plazmid Mini 4t (Omega Bio-Tek) vagy Mini
Plus Plazmid DNA Extraction System-et (Viogene) Zmadtunk a gyartok utasitasai

szerint.

5.7 Gélelektroforézis és fragmentum visszaizolalas

A DNS mintak elvalasztasat 0,8%-0s agar0z/TAE gelgt®® mM Tris-ecetsav, pH
7,6; 1mM NaEDTA), 95 V fesziltséggel 1 oran at végeztik. Etiibromidos festést
alkalmaztunk (0,ug/ml), a DNS molekuldkat UV fény alatt detektaltakfragmentumok
méretének meghatarozdsahoz 1 kb-os molekulasukemdFermentas) hasznaltunk.

A kivant DNS szakaszokat a Silica Bead DNA Gel &otion Kit (Fermentas)

segitségeével izolaltuk vissza, a gyartd utasitszatiint.

5.8 M. circineloides protoplasztok képzése

M. circinelloides spéra szuszpenziobdl ELGpéra/ml) YPG taptalajra helyezett
celofankorongra oltottunk 644 oltotivel, majd szobalmérsékleten, 13-14 oOran at
tenyésztettik. A telepeket protoplasztalo oldath@ M Na-foszfat puffer, 0,8 M
szorbitol, 1,5% csigaenzim) mostuk, majd 2-3 o6ran szobalimérsékleten
protoplasztaltuk. A protoplasztokat gézlapofirdik és SMC oldattal (0,8 M szorbitol, 10
mM MOPS, 50 mM CaG) mostuk.

5.9 M. circinelloides protoplasztok transzformécidja

PEG/CaC)-kozvetitett transzformaciot alkalmaztunk a plaznkiohstrukcidk és a

linearis DNS fragmentumok protoplasztokba toétéejuttatasahoz.
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A protoplasztokat centrifugaldssal killepitettiik ifden esetben a kovetkez
paraméterekkel centrifugaltunk: 22&f) 15 perc, 4 °C), 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd
Ujbol centrifugéltuk. Ezutdn a protoplasztokat &tuk 200 Wl SMC pufferbe.. A
protoplasztokhoz 10-10g plazmidot és 2@l PMC puffert (0,6 M szorbit, 50 mM Ca£;l
10 mM MOPS, 40 %-os PEG 4000) adtunk, majd fél Gaérjégen inkubaltuk. Ezt
koveen 2,5 ml PMC puffert mértink hozzajuk és fél deatottuk szobabmérsékleten.
A mintakat 25 ml SMC pufferrel higitva centrifugét A kezelt sejteket ezutan 5-5 ml
0,8 M szorbitolt tartalmazé YPG tapoldatban (0,388#5, 1% pepton, 2% glikoz) vettik
fel és fél oran at szobammérsékleten regeneraltattuk, Ujra kitlepitettik, Shufferrel
mostuk, végil ajbdl lecentrifugaltuk. A kitlepitstjteket kis mennyiségSMC-be vettik
fel és 0,8 M szorbitollal kiegészitett YNB fgabarral (1% glikoz; 1% agar; 0,15%
ammonium-szulfat; 0,15% Na-L-glutamat; 0,05% YNBi{ilsség esetén 0,05% leucinnal
kiegészitve) dsszekeverve kiontottik 0,8 M szolbitotalmazd YNB csészeékre (2% agar;
1% glukdz; 0,15% ammonium-szulfat; 0,15% Na-L-goéd; 0,05% YNB; szikség esetén
0,05% leucinnal kiegészitve). A csészéket 4-5 napidpabimérsékleten inkubaltuk.

5.10 Genomi DNS tisztitasa a transzformansokbol

A M. circinelloidestsszDNS kivonasahoz a miceéliumot folyékony nitrdggn tartuk
fel. A feltaras utan 2,5 mi/g lizis puffert (50 mMis-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA; 1% Na-
lauril-szarkozin) adtunk az elporitott micéliumhég tUvegbottal addig kevergettik, amig
homogén nem lett. RNaz hozzadadasa utam§2®l) a homogenizatumot 20-25 percig
65 °C-on inkubaltuk a lizis étegitéséhez (kozben ditként megkeverve), majd
szobaldmérsékleire hités utan centrifugaltuk (8000 g, 10 perc, 4 °C)feliluszéhoz
azonos mennyiség PCI-t (fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 andn keveréke)
adtunk, majd 4C-on a fazisok elkeveredéséig (2-3 éran at) gyegdertettiik (45 rpm).
Centrifugalads utan (8000 g, 15 perc,°@) a vizes fazist azonos mennyigégl-vel
(kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu keveréke) s Ujabb centrifugalast (8000 g, 15
perc, 4°C) koveten a vizes fazishoz kétszeres mennyiségfo-os etanolt adtunk (2 éra -
20 °C-on vagy 30 perc -7€C-on), majd centrifugalassal Ulepitettik a DNS30@0 rpm,
20 perc, 4°C). A csapadékot vakuum alatt beszaritottuk, majoNS-t 500 ul steril

desztillalt vizbe visszaoldottuk (lturriaga és mi€92).
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5.11 A crtS gén felszaporitasa a transzformansok DNS-éb

A transzformansok vizsgélata soran a transzformdm@disztitott genomi DNS<&
PCR technikaval felszaporitottuk acrtS gént a XantcrtS1 és XantcrtS2
inditészekvenciakal. A reakciohd2fu DNS polimerazt hasznéltunk a gyartd utasitasai
szerint.

Az amplifikalas korilményei:

94 °C 3 perc denaturacio

94 °C 1 perc denaturacio

61 °C 1 perc primer kddés - 35 ciklus

72 °C 4 perc lancszintézis

72 °C 10 perc végdancszintézis

4 °C-ra hités.

5.12 Plazmidkopiaszam meghatéarozas

A transzformansokba bejuttatott plazmidok képiastawalos-idel kvantitativ PCR
(gPCR) segitségével hataroztuk meg. A reakciohoximla SYBR Green qPCR Master
Mix-et (ThermoScientific) és CFX96 real-time PCRed¢dlo rendszert alkalmaztunk. Az
adatokat a 2°' médszer segitségével értékeltiik ki. Az amplifisasbran a kovetkéz
inditoszekvenciakat alkalmaztuk:

crtS real-timel 5" CCGATCCGAAAGTCTTCAACC 3

crtS real-time2 5 CGCCGTAACAACACCATCTC &

Kontrollként alkalmazott inditoszekvenciak:

iSOA real-timel 5" ATCTCGACTGTTACGGTGCTCCT 3
iISOA real-time2 5 CTTGCGTTGTTCGGGATTAGCCA 3
ipi real-timel 5 ATGTGGACCAACACTTGCTGCTC 3
ipi real-time2 5 TTGATGCCAAGCTCATGCTCCAG 3

5.13 A karotinoid tartalom elemzése
Karotinoid kivonas

M. circinelloidesMS12 torzsét leucinnal és uracillal kiegésziteMBy'taptalajon, a

transzformans torzseket pedig leucinnal kiegészvthiB taptalajon 4 napig, folyamatos
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megvilagitas mellett nbvesztettik. Esetenként zstket kilonb&g szénforrast 1-1%-ban
tartalmaz6 YNB taptalajokra oltottuk. A micéliumekapartuk a taptalaj feltlet#r majd
folyékony nitrogénnel dérzsmozsarban eldorzsoldikkarotinoidok extrahalasahoz 500
mg micéliumporhoz 50Ql acetont adtunk és vortexeltiik. A mintakat cengéltuk (1000
g, 1 perc), majd a fellluszot atvittik egy 50 mlegsbe. Az extrahalast addig ismételtik,
mig a hozzaadott aceton szintelen nem maradt. Araktdmhoz ezutan azonos
mennyisé§ petrolétert (40-70C) adtunk. 1 ml desztillalt viz hozzaadasaval stigik a
fazisok szétvalasat. A szerves fazist centrifugaléen atmertik egy U] ébe és az
olddszert nitrogén gaz aramoltatasa mellett elpgtattuk. A beparolt karotinoid mintakat
-70 °C-on taroltuk.

Nagyfelbontasu folyadék kromatografia (HPLC)

A beparolt karotinoid mintakat 100 pg/ml 150 plitalt hidroxitoluénnel kiegészitett
tetrahidrofuranban oldottuk, amebiib2 pl-t injektaltunk az oszlopra. Az elvalasztas
Prodigy ODS3 (4,6x150, ODS 3um) oszlopon (Phenomjaiietént. A folyadék fazisként
hasznalt ,A” olddészer metanol és viz 96:4 aranyEggé, a ,B” oldészer pedig 100%
metil-terc-butil éter, az aramlasi sebesség 1 ml/perc volt.gr@diens elvalasztas
paramétereit a kovetkék szerint allitottuk be (perc/A oldészer mennyiségeban/B
oldészer mennyisége %-ban): 0/99/1; 8/60/40; 1341615/0/100; 18/0/100; 21/99/1 és
25/99/1. A detektalds 450 nm-en tortént, az oszZidmerseklete 35 °C volt. A
karotinoidok azonositasdhoz a kovetkegyari standardokat hasznaltunk: asztaxantin,
likopin ésp-karotin (Sigma)f-kriptoxantin, kantaxantin és zeaxantin (Carl Rpthijg ay-
karotin azonositasahokl. azygosporusmicéliumabol HPLC-vel tisztitott standardot

hasznaltunk.
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6. Eredmények és értékelés

6.1 Kulonb6zé X. dendrorhous torzsek crtS génjének felszaporitasa és

0sszehasonlitd vizsgalata

A hérom felhasznalX. dendrorhoustorzsi®l szarmazocrtS gént az ,Anyagok és
modszerek” fejezetben leirt médon felszaporitotialjd a pBluescript Il KS plazmidba
tortérs klonozas utan 10-10 klén szekvenciajat meghatdkoz négy gén altal kédolt
fehérjék feltételezett aminosav sorrendjének ossamilitasat a 3. dbra tartalmazza.

cresl MFILYVLLTGALGLEARSIAST AFFSLYLA PRPSSLYNLOGPEHT Y FTGNFILDILSARTG 60
creizZ NFILVLLTCALCLE AR STASTARFSLYLA PRPSS LYNLOGPEHTY FTCNFLDILEART G &0
cxt g3 MFILVLLTCAL CLAAR SUASTARFSLYLAPRRES LYNLQCPNHT I ETCHF LDXLEARTC 60
cres4 MFILVLLTGALGLAAF SWASTAFFSLYLAPRESE LYNLOQGPHHTHY FTGHNF LDILSARTG 60
crrsl EEHRKY REFYCETL FFAGIAGAFV INSTD FEVFNEVIEEAYDYPRPRIAARVLEIATD G 120
cresSz EEHLKY PEEYGSTL RFACT AGAFY LNSTD FEVFNHVITEE RYDYPEP (R ARVLETATEDEG 120
cres2 EEHAFYDEFYCETL IR ACTACAPVINSTD FKUFNHVIMFEAYDYPFP QAADULETATCDC 120
creld EEHARYREYGETL FFACIAGAFVIHSTD FEVFNHVIFEAYDYPFP QIAAPVLEIATGD G 120
cresl VW TREGEAFFHER I IPSLSA0AVE STV PTFLEFGNELVD I TIED AAEFDIPW GESAGE 1&0
cresz VWTAEGE A HFFHER T TPSLSACAVE SV PT FLEECHMELVDEI HIED AAEFD MR JCESECE 180
creia VITARGEAHFIFHEL T TPSLEA0AVKE SV PT FLEKCHMELUDRMMED LA EFDMAVCESECE 180
cresd VVTAEGEAHFTHEI I IPSLEAQAVE EMV PT FLEFGHMELVDHIMED AAEFDMAVCESACE 180
crosl KXATRLETBGVDVEDUVGEAT IDVMA LAG FDYRESDE LOMETHEL TWAFVCL TDSFAPTLD 240
creiz F¥ATRLE TEGUDVEDIWGRAT LDVHA LAG FOYFESDE LOMETHELYVAFYCLTD ZFAPTLD Z40
crt53 F¥ATRLETECADWVETWWGRAT LDVHA LeGFDYESDS LOWETHEL YW AFWGLTD ZFAPTLD 240
crrsd F¥ATRLETH U«'DMH'UCRATLDW@.L&CFD‘&SDSLMTNELWWGLTD.-FAPTLD 240
credl SFRATMWDFVFYFE TMFFRFHEIPL TQCLAVES FPVGI ELMEQRFQAV LGS ASDQAVDEIDV 300
cresi SFRATHWDFVEVFE TIFRREE IPL TOGLAVE FRVGT ELMECQRRO TV LGS ASDOAVDEFD Y 300
crts3 SFEATMUWDFVEYFRTIERRHE IPLTOCLAVS PIVGT ELMEQFFD TV LGS ASDIAVDERD Y 200
crtdd SFFATMWDFVTVFETMFINHEIPL TQCLAVE IIVCI ELMEQFFQAVLCE ASDRAVDEFD Y 300
crodl QEFEDILSLLVEANI AANLPESQRL SDEEVLAQISNLLFAGY ETSSTVLTIRIFHRLSEDRA 360
cros QGRDILELLVEANT AANLPES(FLEDEEV LAQTENLLFAGY ETSSTVLTIMIFHRLSEDEA 360
creisi QR ILELEVEANL AS KLY ESUFLED EEY LAULSHL LFALYY KIS STYLTIMFHELS KDFA S6U
cresd QGD.DILSL'LmTSI‘DTCL‘LH.RSCDHRDYSLPH?TCYLLD!MSST\H.T&HMLSE}{A 260
credl VODRELREEICG ]:DTDI'PTL‘DBIMLPYLEWCESLRLDPPSP‘YMRECLKDDFIPL‘LE 420
cred VODKLREEICC IDTLM PTLDELNALPYLEAFVEESL LD PFSFYANRECLEDEDFIPLAE 420
CYtiai VODKLREEICCIDTDH PILDEINALPYLEAFVEESLELD PPEPYANPECLEDEDFIPLAER 420
cresd VODKLPEEICCIDTDM PTLDELMALPVLEARFVFESL PLD PPSPVANDPEC LEDEDFIPLAR 420
credl PVIGRDGEV INEVE ITEGTIVHLP LFNIN PSFFLIYGEDAEE FRFEPWLEDVTD S L EIES 480
cred FVIGRDGEV IVEVE ITKGTIVIHLF LF I FSFF IVEEDAEE FFPERVLEDVTDS LISIEA 480
CYvsl PVIGRDGEY INEVE ITEGTIVHLP LFNIN RESEFIVGEDAEE FEPERVLEDVTDS LISIEA 450
creid PVIGCPDCEVINEVE ITECTHVMLP LRI PSEFIVCEDAEEFPPEPWULEDVTDSLASIEL 480
R R R E AR R L A AL AL AT EELRTT T F R AT A R A Er TR,
cresl PYGHQASFISGCPRACE AIRFAVAENEAFLFVTLRFVQFEPI ISHPP FEHITLILSRPRIV S40
credZ PUGHQASFISGFRACF AIRFAVAEMEAFLFVTLRFVOFEPI ISHFEVEHITLIISRPRIV 40
credd FYGHQASFISCFRACF GURFAVAEMKAFLFVTLRRVOFEPI ISHPEVEHITLIISRFRIV S40
crrid PYCHOREFISCIRACFARFAVAEMKAFLFYTLERVOFEPT ISHPEYEHITLIISRPRIW S40
EEEEX AL XEXEIXE LR AXL XL ALX XL XAX X AL AR S A AL EXES - LA T EEL XL RLE S

creSl GREHEGY(MRELOVEP--- 556

crese GREEEGY(MFLUVEFANG 256

credd FREREGTQURLOVEFVE- 357

crtsd FREHEGYIHMFLOWVE U E= 557

EEEEEEE AL AR B

3. abra: AX. dendrorhousorzseklisl felszaporitotcrtSgének altal kodolt fehérjék feltételezett aminosav
sorrendjének dsszehasonlitasa.
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A X. dendrorhousATCC 24229 vad tipusu és az ATCC 24229/R119 aantant
tultermeb mutans torzsekdh egy kdpidban izoléltuk artS gént, ezek artS1 éscrtS2
neveket kaptak, azonban a CBS 6938 vad tipusulxiirkét, egymastol szekvenciajaban
eltés gént izolaltunk. EzekatrtS3nak éscrtS4nek neveztik el. Ezek az eredmények azt
jelzik, hogy ez a tdrzs heterozigéta erre a gégmve. AX. dendrorhousdrzsek ploiditasa
kérdéses (Lukacs és mitsi, 2006), kuloribé&zerdk diploid, aneuploid és poliploid
allapotot is feltételeznek (Nagy és mtsi, 1997; Miedés mtsi, 1998; Hermosilla és mtsi,
2003). A négy gén szekvencigja nagyfokd hasonldségotatott, azonban a&rtS4
aminosav szekvenciaja egy révidebb szakaszon eltédbbi hdrométol. Ez az eltérés a
feltételezett oxigénkéthelyet tartalmazé motivumot{AGYETS**) is érinti. Az ATCC
24229 és az asztaxantin tulterthehutans ATCC 24229/R119 torzsekS génjei altal
kodolt feheérjek esetében 3 aminosavban tapaszka#liérést. A géneket a tovabbiakban
olyan expresszios vektorokba klonoztuk, amik léhétteszikM. circinelloidesbertortérd
kifejeztetésiiket.

6.2 A crtSgeént hordozé expresszids vektorok létrehozasa

Az expresszids vektorok épitéséenélPérval felszaporitottcrtS2 crtS3 és crtS4
géneket élszor ECOR/ emésztett pBluescript Il KS plazmidba (Fermentag$noztuk,
majd az igy kapott crtS-pKS konstrukciokat baktérna transzformaltuk (4. abra).

Cia 1-AT'CG_AT
Hind II1- A'AGCT T

crtS-PKS

EcoRV . GAT'ATC

e l-AT'CG_AT

4. abra. A crtS-pKS plazmidkonstrukciék altalanémaja az alkalmazott restrikciés endonukleazokésisi

helyeivel.

A transzformansokat minden esetben ampicillin lan@alLB taptalajon neveltik, a

rezisztenciat a plazmidokon talalhgtdaktamaz biztositotta. A transzformans teleggkb
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plazmidot tisztitottunk, maj€lal és Hindlll restrikcios endonukledzokkal kihasitottuk a
crtS géneket és a pPT43 plazmid (Papp és mtsi, 260681 (glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz) promoéter és terminalis régiok kop@ltik, hogy a heterolog géneket
kifejeztethessilk a gombéban. A crtS-pPT43 plaznatdl. abra) ezutafe. coliba

transzformaltuk.

Bglll-A'GATC T

Clal-AT'CG_AT

Motl-GC'GGCC_GC
Hind II1 - A'AGCT_T
Not I - GC'GGCE_GC

5. &bra: crtS-pPT43 plazmid konstrukcidk altalaraysa a hasznalt enzimek hasitasi helyeivel.

A tisztitott plazmidokboIBglll és Notl enzimekkel kivagtuk az dsszeépitgpdl
promoterertS régiokat és ezt a pPT81 plazmid (Csernetics és, 0d1) megfel&
helyére ligaltuk.

Motl - GU'GGCC_GC

e

crtSgént aMucor gpd1promoter és termindlis régiok kdzott hordozzakaémlmazzak Mucor pyrG
szelekcids markergént is.

21



A pPT81 plazmid tartalmazza @yrG gént, amely az MS12 uracil auxotréfigjanak
komplementalasaval leliete teszi a transzformans gombatdrzsek szelekcigjakész

plazmid konstrukcidkat (6. abra) kompet&nscoli sejtekbe transzformaltuk.

A X. dendrorhouATCC 24229 vad tipusu térzé&ba crtS1 gént Fusion High Fidelity
Tag-kal felszaporitottuk és pJET klonozovektorbgéltuk (7. abra), amely kl6énozé

Y/.

crtS-pJET

7. abra: pJET vektorba ligattS gén

6.3 A M. circinelloides MS12 torzsének transzformaciéja acrtS géneket hordozo

cirkularis plazmidokkal

A transzformaciot az ,Anyagok és modszerek” fejbeatismertetett moédon hajtottuk
végre. Egy transzformécios kisérletben fifbtoplasztot transzformaltunk 10-15 pg DNS-
el. A transzformaciés gyakorisdg 20-30 transzforsfE® protoplaszt volt. Minden
transzformansbdl 7-7 egyedi telepet oltottunk tdwaly mindegyik plazmid esetében 7
transzformans torzset vizsgaltunk részletesen. Bzieinszformansok az MST®S21-7,
MS12crtS3L-7 és MS12Z:rtS41-7 jelzést kaptak. A vad tipushoz képest a tramsrins
telepek esetében az @lsitoltas utan jelefis szinvaltozas nem volt megfigyeltietA
transzformansokbdl 6sszDNS-t tisztitottunk, amailPCR technikaval igazoltuk ertS
gén jelenlétét. A gélfoton 3 transzforméns toétdelszaporitottcrtS gén fragmentum

lathat6 (8. abra). A futtatasnal 1kb-os markerzhakunk (Fermentas).
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1 2 3
2500 bp
2000 bp
1500 bp
8. abra: A transzformansokbél PCR technikaval fgiszitott crtS génszakaszok. 1- MSX2tS41; 2-
MS12-crtS21; 3- MS12ertS35.

6.4 M. circinelloides MS12+pCAS8If torzs transzformacioja

A kantaxantin-termél mutans torzset tanszékinkon allitottak, elmely a genomba
integraltan hordozza d&aracoccussp. N81106crtW génjét (Papp és mtsi, 2012;
Csernetics, 2011). Ebbe a transzformansba jutatukcrtS géneket, valamint ertZ gent
(9. abra) hordoz6 cirkularis plazmidokat protoptasanszformacioval. A transzformacios

gyakorisag 10 transzformans telep/péotoplaszt volt.

9. dbra: AcrtZ gént hordoz6 cirkuléaris plasmid.

6.5 A transzformansok karotinoid termelésének vizsgalat

Karotinoidokat tisztitottunk néhany kivalasztott anszformans torzéb a
transzformaciot kévét4. atoltas utarvalamint kontrollként az MS12 és az MS12+pCAS8If

torzsekldl.
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A karotinoid kivonas utan a nitrogén gaz alatt Bei$att mintdkat petroléterben Gjra
felvettiik, majd spektrofotométerrel 450 nm-en megakéaz optikai denzitdsukat (OD). A
kapott OD értékekll 1 g szarazanyagra vonatkoztatott 0Osszkarotin@adalmat
szamoltunk. Extinkcios koefficiensként 2500-al spéionk (Rodriguez-Amaya, 2001). A
karotinoid 6sszetételt HPLC analizissel hatdrozhdg. Ennek eredményét a 2. tablazat
foglalja O0ssze. A 10. abran az MS12 ésci2St tartalmaz6 transzformans HPLC
kromatogramja lathato.

1 4
2l

T T T : T ;
50 5 W0 125 159 15
Retencids id6 [perc)

10. abra: Néhany transzformans karotinoid termekdséHPLC kromatogramja. A - MS12; B - MS12-
crtS46 ; C - MS12ertS31. 1-zeaxantin; 28-kriptoxantin; 3-likopin; 4+y-karotin; 5-p-karotin

A csak acrtS gént hordozo transzformans térzsekben tovabbagikarotin maradt a
legnagyobb mennyiségben termelt karotinoid, azondarMS12ertS21 és az MS12-
crtS31 torzsekben meditt a B-kriptoxantin mennyisége. A zeaxantin koncentr&cioj
jelentbs mértékben nem valtozott a transzformansokban 822vt6rzshdz képest. A 7
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vizsgdlt transzformans kozil hatban mutattuk ki kisnnyiséd kantaxantin jelenlétét,
amely ap-karotin kétszeresen ketolalt szarmazéka. Ezekedmenyek igazoljak, hogy a
X. dendrorhous crtQyénje altal kodolt enzinfi-karotin hidroxilaz és3-karotin ketolaz

aktivitassal egyarant rendelkezik.

2. tabldzat: Az MS12 és artS és crtW géneket hordozé transzformansok karotinoid terseeléAz
Osszkarotinoid tartalmak 1 g szarazanyag tartalonoaatkoztatva (ug/g) és az egyes karotinoidok
mennyisége (ug). A tablazat tartalmazza a trans#osokba bejuttatottrtS gént hordozé plazmidok
képiaszamat is (kdpiaszam/genom).

. crtsS Ossz- - . - ) . .
Torzs Kopiaszam P———— eraiii Ehinenon kriptoxantin Kantaxantin| Zeaxantin| Asztaxantin
MS12 - 412 289 - 38 - 19

MS12-crtS21 4 360 199 3 44 - 16
MS12-crtS26 5 345 213 5 34 7 19 1
MS12<crtS44 9 361 256 - 40 4 13
MS12<crtS46 4 481 315 6 55 2 20 3
MS12<rtS31 6 455 319 3 60 4 20
MS12<crtS33 2 401 275 2 38 5 15
MS12<crtS35 5 512 353 3 53 3 21
MS12+pCA8If - 529 29 112 40 162 4 8
MS12+pCA8If+
ortsSa1 8 408 29 77 33 106 4 4
MS12+pCA8If+
crsa2 4 581 35 127 46 179 4 2
MS12+pCA8If+
crsal 2 494 37 115 37 131 2 4
MS12+pCA8lIf+
onsat 1 694 48 123 52 202 8 6
MS12+pCA8If+
orts32 1 398 29 79 33 85 4 4

Az MS12+pCAS8If transzformans az MS12 tdrzs genomjattegralva hordozza a
bakteridlis p-karotin ketolazt kédol6crtW gént. Ebben a tdrzsben f-karotin
koncentracidja alacsonyabb, mint az ehinenon éngakantin mennyisége, amelyelg-a
karotin ketolalt szarmazékai. ArtS gén Kkifejeztetése utan a hidroxilalt termeékek
mennyisége nem valtozott, azonban egy MS12+pCA8iE2es és egy
MS12+pCA8IficrtS3es transzformans esetében a ketoldlt szarmazékek az
dsszkarotinoid mennyiségében is ndvekedés volt igyadhet a csakcrtW gént hordozo

torzzsel 6sszehasonlitva.
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Mindkét mérési erdményb kitiinik, hogy acrtS gén terméke ketolaz aktivitassal is
rendelkezik, azonban minden transzformans eset@tgrsony maradt az asztaxantin

mennyisége.

6.6 Kulonbozé szénforrdsok és a émérséklet hatdsa acrtW éscrtZ gént hordozo

transzforménsok karotinoid termelésére

Egyik célkitizésink volt, hogy a tanszeki kutatocsoport altaldkban elallitott
MS12+pPT51R2 és az MS12+pCAS8If transzformansok tkasml termelését
megvizsgaljuk kiulonbdy, a korabbi kisérletek soran karotinoid termelégbfdnak, vagy
nagyobb mérték p-karotin — kantaxantin konverziot eredménymzk talalt, tenyésztési
kordlmények kozott. Az eredményeket a 1. mellékdgtalja 6ssze.

A csak dihidroxi-acetont (DHA) tartalmazo taptalajonevelt MS12+pCASIf
dsszkarotinoid tartalma ugyan lecsokkent 1% és @5%oncentraciénal is, azonban a
kantaxantin, a zeaxantin és az asztaxantin szamakildnya jeleis mértékben medit,
mig az MS12+pPT51R2 esetében-karotin és a kantaxantin koncentraciéja névekedett

meg.

Altalanosan elmondhat6, hogy a gliikoz+DHA tartalt@jptalajon nevelt térzsek
dsszkarotinoid-termelése mégt ezen belll pedig gkarotin, ehinenorj-kriptoxantin és
a kantaxantin ardnyanak novekedését tapasztaltukz ~AmmOnium-szulfat
koncentraciéjanak novelése mindkét térzs dsszkatitartalmat csokkentette, azonban a

kantaxantin termelésben itt is nOvekedést tapdsntal

Az MS12+pCA8If és MS12+pPT51R2 tbrzsek nagy merdghen termeltek
kantaxantint, az asztaxantin koncentracioja viszaatsony maradt; feltételezbeh a
Mucor B-karotin hidroxilaza nem képes a kantaxantint szinagaként hasznositani. Ezért
ezekbe a transzformansokba bejuttattuRaaacoccussp. N81106crtZ génjét hordozo
pPT50 cirkuléris plazmidot. Az igy nyert torzsek a4S12+pCA8If+pPT50 és
MS12+pPT51R2+pPT50 jelzéseket kaptak. A transzfosoli asztaxantin termelése
megrétt az eredeti, recipiens torzsekéhez képest. Ezansaformansok karotinoid

termelését is megvizsgaltuk kilonlsdenyesztési korilmeények mellett.

Az MS12+pPT51R2+pPT50 transzformans karotinoid &ésének valtozasait a 3.

tablazat foglalja dssze. Az transzformans Osszkemiot tartalmat a glikozhoz képest a
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trehal6z és a mann6z nagymértékben fokozta, alézremellett ap-kriptoxantin, a
mannéz pedig az ehinenon, kantaxantin és asztaxdaatinelésében eredményezett
novekedést. Az 6sszkarotinoid tartalomra a DHA tigga hatott, viszont a kantaxantin és
zeaxantin mennyiségét novelte. yAkarotin termelése cellobioz, glicerin-L-monoacgetat
DHA és maltéz hatdsara csokkent.

A hémérséklet hatasanak vizsgdlata sordn megallagitottagy a transzformans
karotinoid termelése 30 °C-on volt a legmagasabmagasabb dmeérséklet a hidroxilalt
és ketolalt karotin szarmazékok mennyiségének esiddet eredményezte. 20 °C-op-a

karotin maradt adftermelt karotinoid.

3. tabldzat: Az MS12+pPT51R2+pPT50 transzformanéskzkarotinoid tartalma 1 g szarazanyagra
vonatkoztatva (1g/g) és a termelt karotinoidok nyésége (ug) lathatd kilénbdzszénforrasok jelenlétében
valamint kilonb6é hémérsékleten torténtenyésztés soran.

Szénforras K acr)()stisrmz(;i d Likopin | B-karotin| y-karotin| Ehinenon Kript 0)'( antin Kantaxantil Zeaxantin | Asztaxantin
glukéz 611 19 201 65 137 10 27 12 14
fruktoz 694 16 233 68 165 10 23 16 17

L-aszparaginsa 400 10 72 44 101 7 19 13 17
trehal6z 806 17 309 71 159 21 29 16 12
manno6z 734 21 175 80 202 7 39 17 28
galakt6z 635 12 261 50 123 17 22 13 8
cellobiéz 345 7 103 18 66 14 16 12 7

r?:iocr?org]c_le;t_ét 465 6 200 22 67 14 23 9 6

DHA 395 5 54 17 70 16 69 29 11
maltéz 449 9 183 25 52 16 16 9 8

glikoz 20° 614 20 262 51 90 20 20 10 6

glikoz 30° 694 21 206 73 105 18 31 12 30

glikoz 37° 447 16 199 55 26 10 3 4 4

Az MS12+pCAS8If+pPT50 karotinoid termelésgébmért adatok az 4. tdblazatban
lathatok. Az 6sszakarotinoid tartalmat az L-aszgiasav, a trehal6z és a mannéz és DHA
jelentbsebb mértékben csokkentette. Glukdzzal egyitt a REAsszkarotinoid, ezen belll
pedig a likopin $-kriptoxantin, kantaxantin és asztaxantin termelé&arkertleg hatott. A

B-karotin tartalom glicerin-L-monoacetét jelenlétéb@vekedett jeletisen.
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A 20 és 37 °C-on torténnevelés soran p-karotin, y-karotin és ehinenon volt & f
termék. A 30 °C-on a likopin, a-karotin, valamint az asztaxantin koncentraciéjanak

emelkedését tapasztaltuk.

4. tdblazat: Az MS12+pCA8If+pPT50 Osszkarotinoidatna 1 g szarazanyagra vonatkoztatva (ug/g) és az
egyes karotinoidok mennyisége (ug) kilonbogzénforrdsok és szénforrdskombinaciok jelenlétében
valamint kilonboé hémérsékleteken.

Szénforras OS.SZ'. Likopin B-karotin | y-karotin| Ehinenon|, . p- .| Kantaxantin Zeaxantin| Asztaxantin
karotinoid kriptoxantin
gliikéz 737 24 146 87 203 24 103 14 6
fruktoz 705 22 134 81 195 19 97 11 6
L- . 259 6 32 26 64 9 47 6 5
aszparaginsav
trehal6z 409 10 57 33 108 12 80 10 6
manndz 497 19 75 59 143 23 74 10 5
galaktéz 579 17 124 54 150 15 86 16 7
gicerin-L- | ggg 13 201 45 124 8 75 12 5
monoacetat
DHA 207 4 24 11 30 6 58 8 5
glukoz+
1145 129 52 141 223 127 319 2 28
DHA
glukoéz 20° 653 19 168 71 171 13 68 13 3
glukoéz 30° 507 32 94 87 98 16 49 10 6
glukoéz 37° 500 23 182 73 73 9 16 3 1

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy azonositottugkrotenyésztési korilményeket,
amelyek mellett &rtW és acrtZ gént is hordozo transzformansokban a kantaxatiétye

az asztaxantin mennyisége emelkedett.

6.7 A crtZ gén integracidja acrtW gént hordozo transzformansokba

Terveink kozott szerepelt@tZ gén integracidja artw gént hordozé6 MS12+pCASIf
eés MS12+51R2 torzsek genomjaba. Az integracio resh&enyszerithétki jaromsporas
gombakban, de a tanszéki kutatdécsoport tobb mdadsgesikerrel alkalmaazotivl.
circinelloides esetében. Az egyik modszer ezek kdzil a REMI, lemoedn a linearizalt
fragmentum mellett azokat a restrikciés endonukikar is a protoplasztokhoz adjuk,

amelyekkel linearizaltuk a transzformalo fragmenttiniEzek az endonukledzok a genomi
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DNS hasitasaval lehiéget nydjtanak a bejuttatott fragmentum integjada gomba
genomjaba az Ujboli 6sszerendéas soran.

Esetlinkben a transzformalashoz hasznalt fragmetatiaimazta &rtZ gént aMucor
gpdl promoéter és terminalis régiok kozé épitve, valdaman az uracil auxotrofiat
komplementalqyrG szelekciés gént.

A transzformalé vektorok készitéséhezrdZ gént tartalmazé pPT50 plazmidot a
Nad-Ncd és aPvu-Ncd enzimparokkal emésztettik. Az igy kapott fragmembkat a
11. dbra mutatja be. A linerizalt DNS-ekkel meghkékda crwW gént hordoz6 kantaxantin

V4

N

—_GPDprom an>;PDter pyIc >

pPT50 REMI

11. &bra: AcrtZ gént hordoz6 linearis fragmentum.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran felszaporitottukXa dendrorhousATCC 24229, ATCC 24229/R119
és CBS 6938 torzsaktS génjét. A géneket plazmidokba klénoztuk és elvégeatkddolt
aminosav sorrendek 6sszehasonlitd vizsgalatat. dendrorhousBS 6938 torzséih két,
szekvenciajaban eli@mgeéent szaporitottunk fel. A géneket hordozé exmiéssvektorokat
epitettiink és sikerrel transzformaltuk pakarotin termeb M. circinelloides MS12
kétszeresen auxotrébrzset.

Korabban igazoltdk, hogy a&rtS gén altal kodolt enzimp-karotin hidroxilaz
aktivitassal és feltételezgttkarotin ketolaz aktivitassal is rendelkezik. Viakgaink soran
kimutattuk kis mennyiség kantaxantin termébését a vizsgalt transzformansok
tébbségeben. Mivel ez a molekul@-&arotin kétszeresen ketolalt szarmazéka, kisémlete
igazoljak acrtSgén altal kodolt enzirfi-karotin ketolaz aktivitasat is.

Létrehoztunk egy, artZ gén integraciojara alkalmas vektort, amellyel mesghkik a
crtW gént mar hordozé mutans térzsek integrativ tramswciojat.

Tanszékunkon korabban |étrehozottcrédW gént integralva hordozé mutans MS12
torzsek karotinoid termelését megvizsgaltuk kil@dbézénforrast tartalmazo taptalajon,
hogy fokozzuk a kantaxantin és az asztaxantin nmséggt. Az MS12+pCA8If esetében a
0,5% DHA és az 1% ammonium-szulfat hatasara, az2MERT51R2 esetében pedig a
0,5% és 1% DHA és az 1% és 1,5% ammonium-szulfddshen a kantaxantin
mennyiségének ndvekedését tapasztaltuk.

Ugyanezen torzseketatZ gént hordozd pPT50 cirkularis plazmiddal transzfaiva
korabban sikerult fokozni az asztaxantin koncembjat Ezeket a transzformans térzseket
kilonbod szénforrast tartalmazo taptalajon és kulowliimérsékleten tenyésztve (pl. L-
aszparaginsavon, mannozon és 30°C-6mérsékleten) tovabb sikertlt fokoznunk az
értékes ketolalt, valamint a ketolalt és hidroxildtarotinoidok mennyiségét. A
szénforrasok kombinaciéban toréénalkalmazasa (pl. glukéz+dihidroxi aceton)
eredményezte a legnagyobb mennyisdarotinoid termelést és egyben a legtbbb
asztaxantint.

Tovabbi terveink kozoétt szerepel az ATCC 24229 4Bk szarmazdcertS1 gén
kifejeztetése &-karotin €s a kantaxantin termfemutans MS12 torzsekben, valamint a

crtZ gén integréacidja artW gént hordoz6 mutansokban.
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10. Fuggelék

1. melléklet Az MS12+pCAS8If és az MS12+pPT51R2 transzformansekkarotinoid tartalma 1 g szarazanyagra vonatkaztqug/g), valamint a termelt karotinoidok
mennyisége (ug) kulénbézaptalajokon. Szénforrasok és adalékok:

Szénforrasok é

Torzs adalékok Osszkarotinoid | Likopin | p-karotin| y-karotin | Ehinenon | B-kriptoxantin | Kantaxhantin | Zeaxantin | Astaxantin
glikéz 510 33 85 - 123 31 70 2 6
1% DHA 172 7 8 7 20 11 89 2 0,3
0,5% DHA 46 2 2 2 5 2 18 0,7 1
MS12+ glukéz+DHA 1282 161 44 159 225 151 443 2 3
pCAS8If
glik6z+1%
ammonium 254 15 8 8 20 16 133 3 5
szulfat

gliik6z+1,5%

ammonium 230 7 5 5 15 11 131 3 2
szulfat
glikoz 289 26 18 36 61 28 70 10 3
1% DHA 261 8 10 13 33 18 126 3 5
0,5% DHA 87 2 3 3 8 5 39 2 2
MS12+ | glikoz+DHA 959 133 36 128 161 123 300 10 2
pPT51R2
glikéz+1%
ammonium 82 5 3 3 5 5 38 2 2
szulfat

glukéz+1,5%
ammonium 61 3 3 3 5 7 21 0,5 2
szulfat




11. Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarél a gyamiben leirt

eredményekhez

Alulirott Toth Eszter Judit a dolgozatban leirt rkafolyamatok kozul a:
» kompeteng. colisejtek készitését
 baktérium transzformaciot és a plazmidok tisztitasa
* RNS tisztitast
* cDNS szintézist
» acrtSgének felszaporitaséat
 plazmidkonstrukciok létrehozasat
 protoplasztok PEG/Cagkozvetitett transzformaciojat
» genomi DNS tisztitast
* karotinoid kivonast
 plazmidképiaszdm meghatarozast
» az eredmények értékelését

végezte el.

Alairas
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