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1. Bevezetés

Minden ¢l6lény esetében elmondhatd, hogy az evolicid soran kialakult ¢és rogzitett
sejtbiologiai funkcidok valamilyen modon eldsegitik az adott funkcioval rendelkezd faj
tulélését, szaporodasat, azaz adaptiv elonyt biztositnak az ¢€l6lény szamara. Az eukariotak
mozaikos génszerkezete, illetve maganak a spilcingnak a mechanizmusa alapveten
pazarlonak tlinik, hiszen rengeteg energia forditodik olyan elemek szintézisére, melyek nem
kodolnak funkciokat, illetve melyek elébb- utobb kivagédnak vagy lebontasra keriilnek. Mint
ahogy az kideriilt ezeknek az elemeknek, az intronoknak joval nagyobb jelentdségiik van,
mint azt elsé ranézésre gondolnank. Az intronok megjelenése lehetévé tette, hogy egyazon
génrdl tobb géntermék is keletkezzen, mégpedig az exonok kombinatorikus Osszeszerelddése
révén. Ebbdl kovetkezik, hogy minél tobb intron szakitja meg az exonok lancolatat, annal
tobb géntermék szintetizalddasara van lehetdség. Ezt az eukaridtdknal megfigyelt jelenséget
nevezzik alternativ splicingnak. Az intronok mas fontos szerepét is sikeriilt kimutatni a
kozelmultban. Mobilis genetikai elemként ezek az intronok képesek akar a sajat, akar mas
¢lolény genomjaba inzertadlodni. A beékelddés eredményeképpen létrejohetnek tigynevezett
»intron az intronban” struktirdk, melyek twintron néven keriiltek a tudoméanyos koztudatba.
Az ,stwintron” hipotézis szerint a pre-messenger RNS érett mRNS-¢é valasahoz egy olyan
mechanizmus sziikséges, mely megkoveteli el0szor az ugynevezett belsd intron kivagodasat,
mely elengedhetetlen feltétele a kiils6 intron kivagddasanak. A folyamat tanulmanyozasakor

fény deriilhet az intronok autokatalitikus, 6nszabalyzé szerepére a splicing folyamata soran.

2. Célkitiizés

Munkacsoportunk hossza tavu terve a ,.,stwintron” splicing mechanizmusanak vizsgalata a
belsé intron funkcionalis elemeinek (donor, lariat, akceptor) iranyitott mutagenezise révén. A
vizsgalatokat Aspergillus nidulans gombaban kivanjuk kivitelezni. Els6ként az AN6644
génrél (mely ,Stwintront” tartalmaz) torténd transzkripciot és az intronok kivagodasi
mechanizmusat  szeretnénk tanulméanyozni. A  vizsgalatokhoz eldszor technikai
hianymutansokat kell létrechoznunk, melyek késébb az ,stwintron” szekvenciaban
pontmutéciokat tartalmazé mutédnsok létrehozdsdhoz sziikségesek. A dolgozat az emlitett

hidanymutéansok létrehozasanak 1épéseit, modszereit és gyakorlati megvalositasat taglalja.
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3. Elméleti bevezeto

3.1. Adouble-joint PCR elméleti alapjai'

A double-joint PCR egy elterjedt, PCR alapu, molekularis biologiai médszer, mely alkalmas
arra, hogy fonalas gomba genomokban szamunkra relevans géneket manipuldljunk. A
modszer alkalmazasaval, olyan delécids konstrukcio 1étrehozasara van lehetoség, mely utana
iranyitott modon integralodik a fonalas gomba genomjanak a delécids kazetta altal
meghatarozott helyére. Ezen technika nagyszeriisége abban rejlik, hogy a homoldg
rekombinacié természetes folyamatat kihasznalva ugy tudjuk kiiitni a kiszemelt gént, hogy
egy altalunk meghatarozott, akar szelekciés markerként alkalmazott gént is be tudunk vinni a

helyére.

Végso cél:

X Gén

5 3

Kromoszéma

59

3’| Deléciés kazetta

> e 2
X X
m—) )

Marker gén

Y oy —mmmmd ¥ | Kromoszoma

Marker gén

1. abra: Irdnyitott integrdcio

Oldal: 4/ 33



Az 1. abra azt a folyamatot szeretné demonstralni, mely soran, a kromoszoman ¢és a delécios
kazettaban egyarant megtalalhato, azonos szekvenciaju 3’- flanking és 5°- flanking szakaszok
k6zott homolog rekombindcid zajlik le. Ily modon, az abran X jelzéssel ellatott tetszéleges

gén kiiitédik és helyére beépiil a valasztott marker gén.

A delécios kazetta konstrualasanak lépései:

Amennyiben azonositottuk a deletdlni kivant gént €s meghataroztuk az adott gén helyére

integralni kivant szelekcids markert a kovetkezd 1épés a delécios konstrukcid dsszeszerelése.

Elso koros PCR reakciok

Ennél a reakcional torténik a delécios kazetta harom részegységének az 5°-flanking régionak,
a 3’-flanking régidnak, illetve a marker régionak a felszaporitdsa. Ehhez hat kiilonb6zd

primerre van sziikség:

5°- Forward primer

5°- Reverse + marker tail primer
3’- Forward + marker tail primer
3’- Reverse primer

5’ nest primer

AU o A

3’ nest primer
A 2-es és a 3-as primer ugynevezett kiméra primer, melyeknél a primert alkoté nukleotidok

egy része a flanking régiobol masik része pedig a marker génbdl szarmazik. Ezek

fuzionaltatasabol nyerjiik a PCR reakcid szerves részét képzo kiméra primereket
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5’ flanking Marker 3’ flanking

2. abra: Elso koros PCR reakcio

A 2. abrdn az egyes részegységek felszaporitdsdnak elvi sémdja lathatd, melynek
leglényegesebb elemei a 2-es és 3-as szdmmal jelolt primerek, amelyek lehetové teszik a

masodik koros PCR reakciok kivitelezését.

Tehat az elsd korés PCR reakciok sordn a komponenseket kiilon-kiilon PCR reakcioban

felamplifikaltuk.

Maiasodik koros PCR reakciok

Az itt lezajlo reakciok érdekessége, hogy a szakaszok felszaporitasa primerek nélkiil megy
végbe, mivel a tulnyulo, atfedd kiméra régiok primerként funkcionalnak. Ekkor torténik meg

a harom fragment fuzioja.

A lentebb talalhaté 3. dbrdn a masodik koros PCR reakciok alapvetd 1épéseit lathatjuk. Maga
a reakcio tovabbi két lépésre bonthatdo. Az elsé reakcid eredményeképpen két olyan
Osszeallitas keletkezik, melyek abban a tekintetben azonosak, hogy egyarant megtalalhato
benniink a marker gén kodold szekvencidja, viszont az egyik esetben csak a pirossal jelolt 5°-
flanking régi6 kapcsolodik hozza, a masik esetben pedig csak a zdlddel jelolt 3° flanking
régid. A masodik reakcional, mint az lathatd a marker gén szekvencidja szolgal primerként,

igy a polimeraz mindkét irdnyban képes kiegésziteni a konstrukciot, ily mddon létrehozva a

crer
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Elso reakcio Masodik reakcio
[ .| >

>
—

3. dbra: Mdasodik kéoros PCR reakcio

Harmadik koros PCR reakciok

Ennél a 1épésnél torténik a végso termek (delécios kazetta) felszaporitasa ugynevezett nested
primerek segitségével. A nested primerek révén (mivel az amplifikdlando szakasznak nem
pont a végén, hanem kicsit beljebb kotddnek) tulajdonképpen ragados végek jonnek létre,

mely majd megkonnyiti a fragment késObbi beépiilését.

7. Forward nested primer

8. Reverse nested primer

A 4. abrdn az utolso 1épés lathatd, melynek soran a végso terméket szaporitjuk fel.
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4. abra Harmadik koros PCR reakcio

A leirt reakciok végtermékeként a 1étrehozni kivant delécids konstrukcidé nagy szdmban all a
rendelkezésiinkre melyeket mar kiilonbozé vektorokban ligalhatunk, illetve megfeleld
koriilmények kozott vektorok hasznalata nélkiil alkalmassd tehet6k az adott szervezetbe

torténd transzformaciohoz.

3.2. Létrehozni kivant mutansok

Az Aspergillus nidulans a fonalas gomba genetika ¢és az ecukaridta sejtbiologia
modellszervezetének tekinthetd. A modellszervezetekkel szemben tdmasztott fObb
kovetelmények a kovetkezdk: ne legyen patogén, ne legyen draga, konnyen beszerezhetd
legyen, gyorsan novekedjen, ne igényeljen specidlis koriilményeket, valamit mutdnsok
létrehozasara alkalmazhato legyen. Az Aspergillus nidulans azt itt felsorolt kritériumoknak
maradéktalanul eleget tesz. Képes minimal taptalajon ndni, rovid életciklussal és jol
elkiilonithet szines sporakkal rendelkezik. A kisméretli genom (~ 31Mb, 8 kromoszoma, 11-
12 ezer gén), illetve a laboratériumi koriilmények kozott konnyen tanulmanyozhatdé harom
kiilonbozd életciklusa csak még tovabb novelik szerepének fontossagat a genetikai és

sejtbioldgiai vizsgalatok soran.
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5. dbra: Aspergillus nidulans

A dolgozatban is leirt munkafolyamat els6dleges célja két technikai hidanymutans 1étrehozasa
Al1149-es Aspergillus nidulans torzsb6l kiindulva. Ez a torzs kett6s, piridoxin és uridin
auxotrofiat mutat. Auxotrofidnak nevezziikk azt a jelenséget, amikor egy ¢€l6lény, a
novekedéséhez sziikséges egyik szerves vegyiiletet (példaul aminosavat, bazist, vitamint) nem
tudja eldallitani. Tehat jelen esetben az Al149-es torzsnek kiilsd forrasbol, példaul a
taptalajbol kell megszereznie ezeket a vegyiileteket, kiilonben nem lesz képes a novekedésre
¢s az ¢életben maradasra.

A célunk az, hogy kilissilk a biotin szintézis bizonyos Iépéseit kddolo AN6644 gént ¢és
rdadasul a helyére beintegraljuk vagy az uridin vagy a piridoxin szintézist kodolo gént.

Reményeink szerint igy két kiilonboz0 kettds auxotrofidval rendelkezé mutanst fogunk kapni:

1. A1149/1 bio’, uri = biotin, uridin kettds auxotrofia
2. A1149/2 bio’, pyr—> biotin, piridoxin kettds auxotrofia

Az Al1149/1-es mutans esetében azt varjuk, hogy a piridoxin, az A1149/2 esetében pedig azt,
hogy az uridin épiil be a biotin helyére. A szdmunkra megfeleld kettds auxotrof torzsek

elallitasanak 1épései, modszerei a dolgozat tovabb részeiben keriilnek kifejtésre.
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3.3.  Agaroz gélelektroforézis®

A kisérletek soran véghezvitt PCR reakciok sikerességérdl, valamint a termékek megfeleld
mennyiségben valo jelenlétérdl minden esetben agardz gélelktroforézis segitségével
bizonyosodtunk meg. Szintén ezt a modszert hasznaltuk a megfeleld primerek kivalasztasara

alkalmazott gradiens PCR-t kovetden.

A gélelektroforézis a minta elektromosan toltott komponenseinek szétvalasztasara szolgalo
elvalasztastechnikai modszer, amely soran egy siklap formdju, makroporusos gél belsejében
1évé mintakomponenseket kiilsé elektromos térerdsséggel az ellentétes toltésti elektrod
iranyaba mozgatunk. Az elmozdulas sebessége az adott gél esetében a mintdban 1évd ionok

toltésétdl (2), az elektromos térerdsségtdl (E) és az un. surlodasi faktortdl (f) fiigg.

Az agar6z gél pufferbdl és agar6zbol tevodik Ossze. Az agardz egy tengeri vords algabol
kivont poliszacharid (D-galaktéz és a 3,6 anhidro L-galaktdz linearis polimere), mely
melegités hatasara feloldodik az elektroforézis pufferben. Az igy kapott oldatot megfeleld
formaba ontjiik, mely 32-40 °C koriili hdmérsékletre hiilve megszilardul, térhalos szerkezetet
alkot oly mddon, hogy a linearis polimer szalak dupla helikélis szerkezetbe rendezddnek,
melyeket a jelen 1évd vizmolekuldk stabilizalnak, hidrogénhid-kotésekkel. Szilardulas utan a
puffertankba tessziik a gélt, ezutdn felvisszilk a mintdkat az erre a célra kialakitott Un.
,»zsebekbe”. Ezutan elektromos térbe helyezziik a gélt, melyben a DNS — mivel semleges pH
kozelében negativ toltésli — az andd (+) felé vandorol. A nagyobb méretli fragmentumok
lassan, mig a rovid méretiieck gyorsan haladnak a gélben igy ezek vandorolnak legtdvolabb a

zsebektdl. A DNS mozgasi sebességét tobb faktor is befolyasolhatja, ezek a kdvetkezok:

o A DNS merete és konfiguracioja
e Az agaroz koncentracioja

o Elektroforézis puffer dsszetétele
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A Kisérlet soran alkalmazott vegyszerek és paraméterek:

e TRIS/Borat/EDTA puffer
e EtBr - DNS lathatova tétele
e Alkalmazott fesziiltség: 90 V

c sy

vizsgalt termékek, fragmentek mérete ezt a koncentraciot indokolta.
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4, Elvégzett kisérletek

4.1. Double-joint PCR technika alkalmazasa
4.1.1 Elokésziiletek

Kisérleteink elvégzéséhez az Aspergillus nidulans A1149 tipust torzsbdl indultunk ki.
Célunk, hogy vizsgaljuk a ,stwintron” splicing mechanizmusat az emlitett gomba
segitségével. Els6 1épésként olyan szelektald markereket kellett talalnunk, melyekre nézve a
gomba auxotrof, ezért valasztottuk a piridoxint és az uridint. A célunk, hogy ennek a torzsnek
a biotin szintézisért felelés AN6644 génje helyére egyrészt, az Aspergillus fumigatus-bol
szarmaz6 piridoxin szintézisét felelés pyroA gént, masrészt a Trichoderma reesei fonalas
gomba uridinért felelésgénjét (pyr4) integraljuk. igy a double-joint PCR technika segitségével
két hianymutanst hoztunk létre.

Elsé lépésben az Aspergillus fumigatus pyroA és a Trichoderma reesei pyrd génjéhez,
valamint az 5’- és 3’- flankingekhez primereket terveztink. Nagyon fontos a primerek
megfeleld tervezése, mivel ezek olyan mesterséges DNS szekvencidk, amelyek

komplementerek az amplifikdlandd6 DNS-szakasz elejével és végével.
A primerek hasznélata el6tt sziikséges az elokészitésiik, mely a kovetkezOképpen torténik:

= 11.000 x g-n centrifugaljuk 10 percig
» adjuk hozza az eldirt vizmennyiséget
= 15 percig razassuk 50 C-on

= készitsiink tizszeres higitast
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4.1.2. Elso koros PCR reakcio

Ennél a reakcional torténik a delécids kazetta harom részegységének: az 5°- és 3’-flanking

régiok, valamint a marker régidoként hasznalt piridoxin és uridin gén felszaporitdsa. A

6. abran lathat6 az egyes szakaszok amplifikalasanak sematikus abraja. Az 1. tablazat

tartalmazza az abran talalhaté primerek roviditésének magyarazatat, valamint az egyes

génszakaszok méretét bazisparban megadva.

Asperqillus fumigatus delécios kazetta létrehozasa

F3 F2 F1
— — > >
«— «— «—
R3 R2 R1
Trichoderma reesei delécids kazetta létrehozasa
F6 F5 F4
s ,
5’ flanking Trichoderma reesei pyr4 3’ flanking
5’ flanking Trichoderma reesei pyr4 3’ flanking
— «— «—
R6 R5 R4

6. dbra: Elsd kiéros PRC reakcio sematikus dbrdja
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Aspergillus fumigatus

5’-flanking régio

pyroA gén

3’-flanking régio6

Reverz primer (R)

R3: P2_AN6644_pyroAR

R2: P6_pyroA_AFU_R

R1: P4_ANG6644R

Forward primer (F)

F3: P1_AN6644F

F2: P5_pyroA-AFU_F

F1: P3_ANG6644_pyroAF

DNS fragment mérete (bp) 811 1736 1119
Trichoderma reesei 5’-flanking régio pyrd gén 3’-flanking régio
Reverz primer (R) R6: P2_AN6644_py4R R5: P6_pyrdR R4: P4_AN6644R
Forward primer (F) F6: P1_AN6644F F5: P5_pyrdF F4: P3_AN6644_pydF
DNS fragment mérete (bp) 811 2737 1119

1. tablazat: A double-joint PCR elsd kords reakcidja soran alkalmazott primerek és a DNS fragmentek hossza

Annak érdekében, hogy meg tudjuk allapitani, hogy az egyes primereknek, melyik az

optimalis anellaciés homérséklete gradiens PCR-t inditottunk el 50-60 °C tartomanyban. A

PCR reakcio lanchosszabbitas 1épésének id6tartamat megbecsiilhetjiik, amennyiben tudjuk a

felszaporitani kivant DNS fragment hosszat.

A kovetkez6 homérséklet értékeken inditottuk el a PCR reakciot:

Flankingek (°C)

60,0 58,0

56,1 51,9

50,7 50,0

Marker gének (°C)

60,0 58,1

56,3 52,3

50,7 50,0

2. tablazat: Gradiens PCR homérséklettartomanya
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Gradiens PCR program:

ElS denaturacid 1 perc 95°C
Denaturacio 1 perc 95°C
Primer kotodés 1 perc 50-60 °C 29 X
Lanchosszabbodds  1:10 perc 72 °C
5 perc 72°C
00 perc 12°C

| 3'flanking A. fumigatus | | pyroA gén A. fumigatus || 5'flanking A. fumigatus

l || ||| l 0 58 561 519 57

. -- |
T =T oy O ™ 6 581 %3 23 N7
5'flanking T. reesei pyr4 gén T reesei 3'flanking T. reesei
_‘ 0 581 563 07
. ® 58 %1 59 N7 B b @ 58 551 519 %7
2000- oAl
7 -
"0
—
e

7. dbra: Gradiens PCR sordn kapott gélkép

A kapott gél képeken lathaté (7.abra), hogy Aspergillus fumigatus esetében hasznalt
primerek mindegyik hémérsékleten jol miikodtek, igy az 58 ° C-ot valasztottuk ki, amely
alkalmas volt a Trichoderma reesei flanking régioknal alkalmazott primerek esetében is. A
pyrd-es génnél az 52 °C volt az optimdlis anellacios hémérséklet. A felszaporitott
fragmenteket tisztitottuk, hogy a double-joint PCR masodik kords reakcidjanak templatjaként

szolgéljanak.
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4.1.3. PCR termék tisztitasa

A kisérleteink soran sziikségessé valt a felszaporitani kivant régiok egymast kovetd
Osszekapcsolasanak érdekében a PCR termékek tisztitdsa, ez azért fontos, mert ezzel a
1épéssel a DNS-t el tudjuk valasztani a PCR-cs6ben jelenlévd primerektdl, enzimektdl és igy
visszakapjuk tisztitott formaban a szamunkra fontos DNS fragmentet. A tisztitast a
Macherey-Nagel PCR Clean-up KIT-ben talalhaté oldatok segitségével, valamint a
protokollban foglaltak alapjan végeztiik el. Melynek Iépései a kovetkezok:

1. DNS koto allapot beallitasa +2 vol NTI
ot . . o . . per
Keverjiikk 6ssze az 1 térfogategység mintat 2 térfogategység NTI pufferrel. 1 vol sample

2. DNS kotés
Helyezziik a PCR Clean up (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Column)

. . . Load |
kolonnaba egy 2 ml-es gylijté centrifugacsébe és toltsiik fel 700 pl mintaval. y oad samp'e
Centrifugéljuk le 30 masodpercig 11.000 x g-n. Tavolitsuk el a gylijtdcsdbe S 11,000 x g
atjutott folyadékot és helyezziik vissza a gylijtodcsébe a PCR Clean up kolonnat. = 30s

3. Szilika membran mosasa

Adjunk 700 pl NT3 puffert a PCR Clean-up kolonnaba és centrifugaljuk 30 ‘E + 700 pL NT3
masodpercigl 1,000 x g-n. Téavolitsuk el a gyiijtdcsdbe atjutott folyadékot és /
&

. . 11,000 x g
helyezziik vissza a gyiijtécsébe a PCR Clean up kolonnat. s
4 Szilika membran szaritas
Centrifugéljunk 1 percig 11.000 x g, hogy teljesen eltavolitsuk az NT3 puffert. ?‘
Bizonyosodjunk meg rola, hogy a PCR Clean-up kolonna nem érintkezik a e 11,000 x g
= 1 min

gylijtécsOben 1€évo folyadékkal, mikdzben eltavolitjuk a centrifugdbol.
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—~ +15-30 pL NE
5. DNS elucio = RT

1 min
Helyezziik a PCR Clean-up kolonnat egy 0j 1,5 ml-es centrifugacsébe. U
11,000 x g
Adjunk hozza 15-30 ul NE puffert és inkubdljuk szobahdmérsékleten &2  1min

(18-25 °C) 1 percig, majd centrifugaljunk 1 percig 11.000 x g-n.
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4.1.4. Masodik koros PCR reakcio

A double-joint PCR masodik 1épése soran torténik az egyes szakaszok ,,0sszeillesztése”. Az
itt lezajlo reakciok esetében nincsen sziikség primerekre a szakaszok felszaporitasara, mivel a
talnytld, atfedd kiméra régiok primerként funkciondlnak. Ekkor torténik meg a harom
fragment fizi6ja. A PCR reakcidhoz hozzaadtuk a felszaporitott DNS fragmenteket, Dream
Taq Mix-et valamint vizet. Gradiens PCR-t inditottunk el 60-45 °C-os hdémérséklet

tartomanyban.
PCR reakcio:
1 perc 95°C
1 perc 95°C
1 perc 45-60 °C 29 x
S perc 72 °C
5 perc 72°C
o0 perc 12 °C
Aspergillus fumigatu Trichoderma reesei
spe S atus = - . S G
Flanking (2pl) + pyroA (2ul) i anking (2pl) + pyrd (2l

8. dbra: MasodiK koros PCR reakcié eredménye
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A PCR reakcio lefutasa utan kapott gélképeken lathato (8. abra), hogy az egyes DNS
mintakban megtaldlhatdo a 900 bazispar nagysaga 5’ és 1100 bazispar 3’ flanking régidkon
kiviil a szamunkra fontos Osszekapcsolodott génszakaszok is, ami Aspergillus fumigatus
esetében 3600 bazispar, mig Trichoderma reesei-nél koriilbeliil 4600 bazispara DNS
fragement. A megjelolt mintakat tisztitottuk, hogy templatként szolgaljanak a harmadik koros

PCR reakcio esetében.
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4.1.5. Harmadik koros PCR reakcio

A sikeresen amplifikalédott masodik kords PCR terméket tisztitottuk, majd nested

primerekkel elinditottunk egy gradiens PCR reakciot.

1 perc 95°C
1 perc 95°C
1 perc 50-60 °C 29 x
S perc 72 °C
5 perc 72 °C
00 perc 12 °C
Trichoderma reesei fragmentek +nested primer Aspergillus fumigatus fragmentek +
nested primer
1u templat 2 templat

58 535 50

Easyll - l " ‘

1000
lm‘ |

9. dbra: Harmadik kioros PCR reakcio gél képe

A kapott gél képen (9. abra) lathato, hogy a harmadik korés PCR reakcio sikeres volt, hiszen
a nested primerek a megfeleld méretii fragmenteket szaporitottak fel, igy kovetkezhetett

ezeknek a génszakaszoknak a transzformalasa Aspergillus nidulans fonalas gombaba.
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4.2 Aspergillus nidulans transzformacios protokollja*

4.2.1 Elokésziiletek

A molekularis biologia egyik legfontosabb mddszere a sejtek transzformalasa, melynek soran
specialis géneket juttatunk be egy sejtbe vagy szervezetbe. Az eljaras soran nagyon fontos a
steril munkavégzés, valamint a protokoll menetrendszeri betartdsa. A transzformalas
miiveletének elOkészitéséhez nélkiilozhetetlen a megfeleld torzsoldatok elkészitése

(3. tablazat) és ezek, valamint a sziikséges eszk6zok sterilezése, melyek a kovetkezok:

= 1db50mliiveg (PEG)

= 1db 500 ml iiveg (,,A” oldat)

= 1-2 liter hideg steril viz

= 2-3 db vastag liveggyapotot tartalmazo tolcsér (protoplaszt sziiréséhez)
= 1 db miracloth-os tolcsér (nagyobb tolcsér, a micélium sziiréséhez)

= kandl (micélium kikanalazasdhoz a tdlcsérbdl)

= 300 pl-es és 1000 ul-es vagott pipetta hegy (a protoplasztok pipettazasahoz)

A transzformalds eldtti napon lombikok leoltdsa sziikséges, hogy megfeleld mennyiségii spora
keletkezzen. A lombikokba bemériink 100 ml taptalajt, majd sterilezziik altalaban 10 lombik

elegendd. A taptalaj 6sszetétele a kovetkezo:

= 20ml/l Aspergillus nidulans sooldat
= 6,5pH

= viz

A spoérakat spéramosédval lemossuk és 50 ml-es falkonba szlirjiik. A tartaratos tapoldatot is

sterilezziik. A leoltaskor a lombikokba a kovetkezOket adagoljuk:

¢ | ml diammonium-tartarat
e 2 ml 50 % glicerin oldat

e 1 mluridin

e 1 ml piridoxin

e 3 ml sporaoldat
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A leoltast kovetéen a lombikokat 200 rpm-en 37 °C-on razatjuk 12-14 6ran at.

Sziikséges torzsoldatok elkészitése

Torzsoldat Koncentracio Molaris tomeg
(mol/dm® (g/mol)
1,2 M MgSO4x7 H,O 1,2 246,48
1 M NaH;PO4x H,0 1 137,99

pH=5,8 (1M Na,HPO,)

1 M D-Sorbitol 1 182,17

1 M TRIS-HCI 1 157,6

pH=75 (1M Na,HPO,)

1 M CaCl, 1 147,02

3. tablazat: A transzformadlashoz sziikséges torzsoldatok

A transzformalashoz sziikséges oldatokat az 4. tablazat tartalmazza, melyeket a sterilezett

torzsoldatokbol (3. tablazat) frissen, a folyamat napjan kell elkésziteni.
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Sziikséges oldatok

Oldat megnevezése Sziikséges Osszetevé Sziikséges

Osszetevo koncentracioja (M) mennyiség (ml)
A oldat: (500ml) * MgSO,4 x 7 H,0 1,2 250
600mM MgSO,4 x 7H,0 / 10mM Na-P Na-P puffer 1 5
puffer, pH:5,8 .

Steril H,0 - 245
B oldat: (50 ml) * * MgSO,4 x 7 H,0 1,2 49,5
1,2 M MgSQO4 x 7H,O / 10mM Na-P

Na-P puffer 1 0,5
puffer, pH:5,8
C oldat: (50 ml) D-Sorbitol 1 30
600mM D-Sorbitol / 10mM TRIS-HCI, Tris-HCI 5
pH:7,5 .

Steril H,0 - 15
D oldat: (50 ml) D-Sorbitol 1 49,5
1M D-Sorbitol / 10mM TRlS-HCl, Tris-HCI 05
pH:7,5
STC oldat (3 x 50 ml) D-Sorbitol 1 49
1M D-Sorbitol / 10mM TRIS-HCI, .

Tris-HCI 0,5
pH:7,5/10mM CaCl,

CaCl,
PEG 6000 (20 ml) *** PEG 6000 - 12 g
10mM TRIS-HCI, pH:7,5/10mM CaCl, Tris-HCI 1 0,2
CaCl,
Steril H,0O - 5

4. tablazat: Transzformaldshoz sziikséges frissen készitett oldatok
*. Az oldatot jégen tartjuk, mert ez sziikséges a micélium atmosasahoz. Elére le kell sterilezni egy 500ml-es iiveget.

**. A ,B” oldatban oldjuk fel a B-gliikozidaz enzimet; 0,52 = 20 ml B oldat. Majd sterilre sziirjiik
(fecskendd+sziiro).

**%: Qyatosan melegitjiik, mert a PEG nagyon habzik. Ha feloldédott, akkor vizzel jelre allitjuk (20ml).
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Szelektalo és fedbagar elkészitése

A transzformalas ellenérzéséhez sziikségiink van egy szelektalé- valamint, egy
feddagarra. Ezekhez késziteniink kell egy 1 M szacharéz oldatot. Molaris tomegét
felhasznalva a szachardznak ki tudjuk szamolni, hogy 1 liter oldathoz 343,3 g szachardzra van
sziikség, melyet 700 ml desztillalt vizben oldunk fel.

Az oldodast kovetéen 20 ml/l Aspergillus nidulans s6 oldatot adunk hozza és
beallitjuk a pH-jat 6,5-re és pontosan felontjiik 970 ml-re. Ezt a 1épést kovetden készitjiik el a

szelektalo és fedd agart az 5. tablazatban lathaté modon.

Fed6 agar Szelektalo agar
Sziikséges 2 x 100 ml 2 X 400 ml
mennyiség
Komponensek 0,8 g agaroz 1,5 % Noble agar (69)
100 ml-re 98 ml szachardz 388 ml szachar6z
vonatkoztatva
Fennmarado sterilezés utan 3-3 ml sterilezés utan a fennmarado 12
térfogat kiegészitoket adunk hozza. 2-3 ml a kiegészitoket jelenti
plate-hez hozzaadjuk a szelekcios
markerként szolgal6 vitamint, ez
lesz a kontroll.

5. tablazat: Fedd és szelektdlo agar elkészitésének modja
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4.2.2 Protoplasztilas menete

A gomba sejtek protoplaszt képzése a fent emlitett tapoldaton nevelt sporak
felhasznalasaval torténik. Elso 1épésként lesziirjiik a micéliumot a miraclothos tivegtolcséren,
mikozben vizzel, majd az ,,A” oldattal alaposan atmossuk. Majd az atmosott sejteket a ,,B”
oldatban feloldott enzimes oldatba kanalazzuk és 30°C -on 85 rpm-en razatjuk. Ekdzben az
enzim leemészti a gomba sejtfalat.

Ez id6 alatt elkészitjiik a C, D, STC oldatokat, és megontjiik a plate-ket. Fontos, hogy
figyeliink a vitaminokra és a szelekcidos markerre. Ahhoz, hogy ellenérizni tudjuk a
transzformalds eredményességét sziikségiink van egy kontroll plate ontésére is, amely
tartalmazza a vitaminokat, valamint a tartaratot. A feddagarhoz is ugyanazokat a
komponenseket adjunk, mint a szelektadlohoz, és visszatessziik a vizflirdébe.

Az enzimes emésztést kdvetden a protoplasztokat atsziirjiik az iiveggyapotos tolcséren
50 ml-es falkonba. A ,,B” oldattal kiegészitjiik 20 ml-re, majd két részre osztjuk 10- 10 ml-re.

Ezt kovetden a falkoncsében 1évé mennyiséggel megegyezd (10-10 ml) mennyiségi
,C” oldatot adunk a protoplasztokhoz. Az elére behiitott 4 ° C-0S centrifugdban
lecentrifugaljuk a protoplasztokat, 5000 rpm-en 10 percig.

Ezutan a keletkezett feliillisz6t oOvatosan ledntjiik, mikozben jégen tartjuk a
protoplasztokat. Azonnal raéntiink 10-10 ml ,,.D” oldatot, majd ismét lecentrifugaljuk
4000 rpm-en 10 percig. Ismét ledntjiik a feliiluszot és radntiink 5-5 ml STC-t és centrifugaljuk
ismét 4000 rpm-en 10 percig. Ledntjiik a feliilluszot, gy hogy koriilbeliil 200 pl protoplaszt

maradjon az oldatban, a falkon aljan.
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4.2.3 Transzformalas menete

Két darab 15 ml-es falkonba pipettazzuk a protoplasztalas végén kapott 200-200 ul-t. Ezutan
hozzapipettazunk 10-10 pl fragmentet. Azért maximum 10 ul-t, hogy ne torténjen ozmotikus
sokk. Majd hozzaadunk 50 ul PEG6000 oldatot ¢s20 percig jégen inkubaljuk. Tovabbi 500 ul
PEG6000-et pipettazunk hozza, majd 20 percig inkubaljuk 18 °C-on. Az utolsé 20 perc eltelte
utan a protoplasztokat 3,3 ml-re egészitjiik ki STC oldattal.

Majd 15 ml-es falkonokba 3-3 ml STC oldatot mériink ki elére, majd ezekbe
pipettazunk 300-300 pl protoplasztot, (10 x higitas), majd hozzaadunk 3 ml fed6agart, melyek
a vitaminokat mar tartalmazzak.

Ezt a mixet azonnal raontjiik a szelektald agarra, hogy ne dermedjen meg. A feddagart
a felhasznalasig 49 °C-os vizfiirdén tartjuk. Néhany olyan kontroll fedbagart is Ontiink,
amelyhez hozzaadjuk a szelekcids markert.

A mutansok 3-4 nap elteltével lathatova valnak az agaron. A spérdzas utan nitratos
AMM, gliikoz szénforras mellett novesztjikk tovabb, a telepek kivagasaval és athelyezésével

az 0j taptalajra.2-3 nap utdn, ha lesporaztak, tovabb oltjuk dket szintén AMM plate-re.
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4.3 Novekedési teszt

A transzformalando6 torzs a mar emlitett A1149 koddal jelolt Aspergillus nidulans volt, mely
piridoxin és uridin kettds auxotrofiat mutat. Az egyik esetben piridoxint transzformaltunk az
A1149-es torzsbe a masik esetben pedig uridint.

Korabban kiilon erre a célra tervezett primerek segitségével meggy6zodtiink a transzformacio
sikerességérol. Az A1149/1-es torzs esetében a piridoxin szintézist kodold génszakasz, az
A1149/2-es torzsben pedig az uridin szintézist kodolod génszakasz felszaporitasa sikeres volt,
tehat az emlitett gének beépiiltek a genomba.

A biotin (AN6644) génhez tervezett primerekkel elvégzett PCR reakcié nem adott terméket
tehat a biotin (AN6644) gén nem volt jelen a genomban.

richoderma reesei pyrd + flanking spergillus fumigatus

db muta db mut:

10. dbra: A sikeres biotin gén kiiitésérol meggyizddo gélkép

A transzformacio sikerességét szerettilk volna ndvekedési teszt segitségével is bizonyitani.
Amennyiben a transzformacié sikeres volt a bevitt gének az AN6644 gén helyére épiiltek be,
tehat azt varjuk, hogy biotin auxotréfiat fognak mutatni, illetve az integralodas

kovetkezményeként az egyik torzs uridin® -va a masik torzs pedig piridoxin’-vé valik.
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Sikeres transzformacio estén:

1. A1149/1 - pyr*,uri’, bio
2. A1149/2 - pyr’, uri’, bio”

A rekombinaci6 ¢€és az integracié sikerességérél a gomba szelektadld tapagaron torténd

novekedésbol kovetkeztettink.

Kisérlet menete:

Az alap AMM ( Aspergillus Minimal Medium) taptalaj osszetétele:

e 60/ NaNOs
e 20ml/l A. nidulans s6 oldat
e pH=65

Az AMM egy specifikus minimal téptalaj, mely a gomba ndvekedéséhez sziikséges

esszencialis komponenseket tartalmazza.

Ezen kiviil a taptalajba 1,5g/100ml agarképzd is kertiilt, hogy a gombak novekedését szilard
taptalajon tudjuk vizsgalni. Az Osszeallitas utdn a taptalajt sterileztiik, majd ezt kovetden
adtuk hozza a sziikséges nyomelemeket.

Mindkét mutans esetében 4-4 plate késziilt, oly médon hogy ugyanolyan taptalaj dsszetétellel

az Osszes vizsgalt kombinacid esetében kettdt-kett6t csindltunk a megbizhatosag és a

biztonsag kedvéért.
Al1149/1 Al1149/2
1 2 3 4
gliikoz + + + +
biotin _ -
piridoxin - -
uridin _ + - -
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6. tablazat: Mutdnsok novekedéséhez hasznalt nyomelemek

A szinekkel jelolt celldk a ndvekedés szempontjabol esszencidlis kiilonbségeket kivanjak

szemléltetni. ( A1149/1 1-2 kozott, illetve A1149/2 3-4 k6zott)

Gliikozra, azaz szénforrasra minden esetben sziikség van a gomba ndvekedéséhez. A taptalaj
kombinéciok arra szolgalnak, hogy segitségiikkel igazoljuk a transzformacid sikerességét.
Miutan a kiontott tdpagarok megszilardultak, leoltottuk Oket a megfelelé sporakkal és

inkubaltuk dket 4 napig.

Az inkubéciot kovetden a gombatelepek jelenléte vagy éppen hianya szignifikans jelentéssel

birt

A kovetkezo eredményeket kaptuk:

1. A1149/1

11. abra: A1149/1 mutinsok novekedési tesztje

Az elsd és a masodik kép egyértelmilen bizonyitja a transzformacio sikerességét. Hiszen a
gomba képes volt néni olyan taptalajon, amely nem tartalmazott piridoxint, de biotint igen.

Tehat levonhat6 az a kovetkeztetést, hogy a piridoxin gén beépiilt a biotin helyére.
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2. A1149/2

12. dbra: A1149/2 mutinsok néovekedési tesztje

A két kép kiilon-kiilon és egyiittesen is szignifikans jelzéje a transzformacid sikerességének,

hiszen a gomba képes volt ndni uridin mentes taptalajon.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a transzformacioé mindkét esetben sikeresnek bizonyult.
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5. Osszegzés

A bemutatott eredményeink alapjan, noha akadtak nehézségeink elmondhato, hogy kitiizott
célunkat teljesitettiik és a leirt mutansok létrehozasa sikeres volt. A double-joint PCR médszer
segitségével kialakitottunk két delécios kazettat. Ezek koziil az egyik konstrukcié marker
génje a Trichoderma reeseibol szarmazo uridint koédold pyrd gén, a masik konstrukcio marker
génje pedig az Aspergillus fumigatusbol szarmazé piridoxint kodold pyroA gén. Ezeket a
delécids kazettakat sikeresen betranszformaltuk Aspergillus nidulansba, amit a bemutatott
novekedési tesztek is bizonyitanak. Igy elmondhatd, hogy f6 célunk, azaz a technikai
hianymutansok elGallitasa sikeriilt. A kovetkezd 1épés a kutatas kiterjesztése, az ,,stwintron”
splicing mechanizmusanak vizsgalata. Valamint tovabbmenve a belsé intron funkcionalis
elemeinek mutagenezise révén fényt kivanunk deriteni, ezen elemek szerepére, esszencialis
voltara. Remélhetdleg a kisérletek elérehaladtaval, olyan 0 informéciok birtokaba keriiliink,

melyek révén bdviilhet az intronokkal, illetve twintronokkal kapcsolatos tudastarunk.
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