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1. BEVEZETO

A Mucor circinelloides a Mucoromycotina csoport, Mucorales rendjébe tartozé karotin
termeld fonalas gomba. A jol kidolgozott genetikai transzformacids rendszerének és a
morfoldgiai dimorfizmusanak koszonhetden modellorganizmusként haszndljdk szamos
genetikai, biokémiai és molekularis biologiai kutatdsban. Az egyes izoprén szarmazékok
bioszintézise az acetdt-mevalonat Utvonalon keresztiil zajlik, melynek kozponti 1épése a 3-
hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-Ko0A) atalakulasa mevalonsavva. Ezt az atalakulast
a HMG-KoA reduktaz enzim katalizalja. A HMG-KoA reduktazt kodold gének és a réluk
atirodo fehérjék szerkezetét és funkcidjat mar szamos organizmusban leirtak és vizsgaltak. A
szakirodalombol ismert, hogy a kiilonb6z6 ¢él6lényekben az enzimet kodold gének szama,
sejten beliili lokalizacidja és szabalyozasa eltéré lehet.

A M. circinelloides genomja harom HMG-KoA reduktaz gént (hmgR1, hmgR2,
hmgR3) koédol, melyeket korabban a laborunkban izolaltak és funkcionalis elemzésiiket
megkezdték. Vizsgaltak az egyes gének kopiaszam emelésének, valamint antiszensz RNS
(@asRNS) technikaval megvaldsitott csendesitésének hatasat a gomba karotin és ergoszterin
termelésére. Tovabba megvizsgaltdk a gének kifejezddését kiilonbozd tenyésztési
koriilmények kozott valos idejii kvantitativ reverz transzkripcio PCR segitségével. Az eddigi
eredmények azt mutatjak, hogy az egyes HMG-KoA reduktazok eltéré6 mértékben vesznek
részt a karotin és ergoszterol bioszintézis folyamataban, kiilonboz6képpen hatnak a gomba
jatszott szerepiik is eltéro.

Célul tliztik ki a HMG-KoA reduktdzok intracellularis lokalizacidjanak vizsgalatat,
melyhez z6ld fluoreszcens fehérje gén (gfp) segitségével fuzios fehérjéket hoztunk 1étre. A
1étrehozott fuzids fehérjéket expresszios vektorok segitségével kifejeztettitk M. circinelloides-
ben, majd vizsgaltuk azok sejten beliili lokalizacidjat fluoreszcens és konfokalis mikroszkop
segitségével. A kiilonbozd ¢éldlényekben a HMG-KoA reduktazok az endoplazmas retikulum
membranjadhoz kotddnek, de eléfordulhatnak a mitokondriumban, peroxiszomaban és egyéb
kompartmentekben is. Munkiank masodik felében a faziés fehérjéket kifejezo
transzformansok endoplazmas retikulumat és mitokondriumat specifikus fluoreszcens
festékek segitségével festve vizsgaltuk és ennek fényében elemeztiik azok GFP-vel mutatott

kolokalizacigjat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az izoprenoid vegyiiletek szintézise és szerepe

Az izoprenoidok a biologiai vegyiiletek egyik legvaltozatosabb csoportjat alkotjak,
jonnek létre. Az izoprenoid prekurzorok két fiiggetlen uton keletkezhetnek. A legtobb
eukariotaban és az archedkban az ugynevezett acetat-mevalonat itvonal van jelen, melynek
kozponti  1épése a  3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA) atalakulasa
mevalonsavva.  Ezt a 1épést a HMG-KoOA reduktaz Kkatalizalja. Novényekben és
baktériumokban az acetat-mevalonat utvonaltol fiiggetlen metileritriol-4-foszfat (MEP)
utvonal is megtalalhat6, melyben piruvatbdl és glicerinaldehid-3-foszfatbol kiindulva alakul
ki az IPP (Lombard és Moreira, 2011). Az IPP alegységek kondenzaciojabol szarmazo
koztitermékek a terpének tovabbi, specifikus szintézisutjainak prekurzorait képezik. A 10
szénatomos geranil-pirofoszfatb6l (GPP) a monoterpének, a 15 szénatombol allo farnezil
pirofoszfatbol (FPP) a szeszkviterpének, triterpének és szterinek, mig egy ujabb IPP
kapcsolodasaval keletkezo 20 szénatomos geranil-geranil pirofoszfatbol (GGPP) a diterpének
¢és karotinoidok keletkeznek. Az egyes izoprén vegyiiletek széleskorli biologiai funkcioval
rendelkezhetnek. Lehetnek sejtmembran alkotok (pl. koleszterin, ergoszterin), hormonok (pl.
gibberelinek, szteroidok), pigmentek (pl. karotinoidok), az elektron transzport lanc elemei (pl.
kinonok), emellett egyes fehérjék funkcids csoportjat is adhatjak (farnezil illetve
geranilgeranil csoport), valamint apoptoOtikus folyamatokban is részt vehetnek (pl. Ras

fehérjék prenil csoportjaiként) (Lombard és Moreira, 2010; Hedl és mtsai., 2004).

2.2. A HMG-KOoA reduktaz

A HMG-KoA reduktdz egy NAD(P)H kofaktorral miikodé oxidoreduktaz (Hedl és
mtsai., 2004). A HMG-KoA reduktdz aminosav szekvenciaja alapjan végzett filogenetikai
elemzések alapjan az enzimnek két osztalyat kiilonitették el. Az I-es osztalyba sorolhatdak az
eukariotak, az archedk, néhany proteo- és aktinobaktérium csoport, mig a II-es osztalyba az
eubakteriumok ¢és egyes archedk enzimei. Az I-es osztalyba tartoz6 reduktdzok esetén harom
f6 domén kiilonithet6 el. Az aminoterminalis végén helyezkedik el a hidrofob transzmembran
régio, melyet egy rovid linker régio kovet. A karboxiterminalis végen talalhaté a hidrofil
katalitikus aktivitasért felelds régid. Az enzim katalitikus doménje az eukariotdkban
konzervalt. Ezzel szemben a fehérje N-terminalis része nagyfoku variabilitdst mutat.

Novények esetében a fehérje 2, mig gombak esetében 7-8 transzmembran régiot hordoz, mely



tartalmazza a szterol érzékeld domént (SSD) is. Az SSD részt vesz az enzim poszttranszlacios
szabalyozasaban. Ezzel szemben a ll-es osztalyba tartozo enzim csak katalitikus doménnel
rendelkezik és szolubilis formaban van jelen a citoplazméaban. Mindkét osztaly esetében az
enzim katalitikus régiojaban megtalalhaté a HMG-KoA ko6t6 és a kofaktor (NADPH/NADH)
koto hely. A katalizisben fontos négy aminosav (glutaminsav, aszparaginsav, lizin, hisztidin)
pozicidja és orientdcidja, valamint az enzimek homodimér képzése a kétféle enzimtipusnal
megegyezik. A reduktdz inhibitoraiként szolgald sztatinok megkotésének modja egyforma az
l-es és a Il-es osztalyban, viszont a veliik szembeni érzékenység tekintetében eltérések
figyelhetOk meg, ugyanis az I-es osztaly esetében a gatlas mértéke nagyobbnak bizonyult
(Liscum és mtsai., 1985; Friesen és Rodwell, 2004; Lombard és Moreia, 2011 ).

A HMG-KoA reduktaz gének szekvenciajat és a fehérjék szerkezetét mar szamos
eukariota szervezetben vizsgaltak, pl. kinai aranyhorcség (Chin és mtsai., 1984), Drosophila
melaongaster (Gertler és mtsai., 1988), Arabidopsis thaliana (Caelles és mtsai., 1989),
Saccharomyces cerevisiae (Basson és mtsai., 1988), Phycomyces blakesleeanus (Ruiz-Albert
¢és mtsai., 2002) és Rhizomucor miehei (Lukacs és mtsi., 2008) esetében.

A HMG-KoA reduktazt kodolo gének az egyes ¢€ldlényekben eltérd szdmban fordulnak
eld. Az emldsokben altaldban egy reduktaz gén taldlhatd, mig ndvényekben fajtol fliggden
eltéré6 szamban fordulnak el6. Egy gén talalhaté a Schizosaccharomyces pombe (Lum és
mtsai., 1996), Fusarium graminearum ¢és a Neurospora crassa genomjaban (Seong és mtsai.,
2006), mig a Saccharomyces cerevisiae-ben két gént (Basson ¢és Thorsness, 1986)
azonositottak. A jaromsporas gombdk genomja egy vagy tobb HMG-KoA reduktdz gént
kodol (Lukacs és mtsai., 2009; Ruiz-Albert és mtsai., 2002). Az Absidia glauca (Burmaster és
Czempinski., 1994), P. blakesleeanus (Ruiz Albert és mtsai., 2002), Rhizomucor miehei
(Lukacs és mtsai.,, 2009) egy, a Mucor mucedo és Parasitella parasitica (Burmaster és
Czempinski, 1994) két, mig a Mucor circinelloides genomja harom hmgR gént (Lukacs és
mtsai., 2009) hordoz.

2.3. A HMG-KOoA reduktaz lokalizacioja

A HMG-KoA reduktazok sejten beliili lokalizacioja eltéré az egyes €l6lénycsoportok
esetében. Altalanossagban elmondhatd, hogy az enzim az endoplazmatikus retikulum
membranjadban helyezkedik el, de szdmos példat taldlunk ettdl eltérd lokalizaciora is. Az
emldsokben a reduktdz egy 97 kDa nagysdgu fehérje és a hét transzmembran régid
segitségével az endoplazmatikus retikulum membranjdhoz horgonyzodik ki. (Liscum és
mtsai., 1985 ). Breitling €s mtsai. (2002) kimutattdk, hogy emldsokben létezik egy masodik

izoforméja is az enzimnek, amely az eldz6tdl fiiggetlentil kodolt és a peroxiszomak
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matrixaban fordul el6. A peroxiszomalis HMGCR a normal enzimaktivitds 5%-at teszi,
mérete kisebb, mindossze 90 kDa, és szabalyozasaban is eltér az ER-ben eléfordulo enzimétdl
(Aboushadi és mtsai., 1999).

A. thaliana-ban a HMG- KoA reduktazoknak két gén altal kodolt harom izoformaja
ismert. A harom izoforma egyenként 75 kDa nagysagu ¢és csak egy vagy két transzmembran
régiot hordoznak, mely segiti az enzim szallitasat az endoplazmatikus retikulumon kiviili mas
sejtszervecskékbe, mint példaul a mitokondriumba vagy a kloroplasztiszba (Learned és
mtsai., 1989). Két elmélet sziiletett az izoprenoid bioszintézis megoszlasat illetéen a
novényekben. Elsé esetben feltételezik, hogy mindharom kompartmentben kiilon zajlik a
teljes izoprén szintézis Ut, mig az alternativ elképzelés szerint, az izopentenil pirofoszfatot
megel6z6 1épések a citoplazmaban jatszodnak le, majd a keletkezé izopentenil-pirofoszfat
egységek szallitodnak a kiilonb6z6 organellumokba, ahol a kiilonboz6, specifikus terpének
szintetizal6dnak (Sterner és mtsai., 1994).

A gombak esetében is talalhatunk eltéréseket az izoenzimek szamaban és azok
lokalizacigjaban. A Hortaea  werneckii  sotiird, extremofil gomba  esetében
megkiilonboztetheté egy mitokondrialis (HWHmMQg1) és egy az endoplazmatikus retikulumban
aranyban fordulnak el6 (Vaupotic és mtsai., 2007). Régota kutatott a S. cerevisiae élesztében
talalhatdé két HMG-KOA reduktdz (Basson és mtsai.,, 1986). Mindkét izoenzim az ER
membranjaban lokalizalodik, viszont amig a Hmgl az endoplazmatikus retikulumnak
kozvetlenil a sejtmaggal érintkezd részén talalhato (karmellae), addig a Hmg2 az ER
membran sejtmagtol tavoli részén fordul eld. Annak ellenére, hogy a két enzim katalitikus
funkcidja megegyezik, a szabalyozasukban eltérés mutatkozik. A HmgR2 transzkripcios
szintje anaerob koriilmények kozott magasabb, viszont altalanossagban elmondhato, hogy a
HmgR1 hosszabb féléletidével rendelkezik (Koning €s mtsai., 1996).

A jaromsporas gombak koziil a Phycomyces blakesleeanus-ban és a Blakeslea trispora-
ban is kimutattak a kiilonb6zd terpenoid vegyiiletek szintézisének kompartmentalizaciojat.
Bejarano és mtsai. (1992) kiilonbozd tenyésztési koriilmények (fény, dimetil-ftalsav, car
gének mutacioja) hatasat vizsgalta a P. blakesleeanus karotin és ergoszterol termelésére. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a két vegyiilet szintézisutja eltérd mddon szabalyozott. A
radioaktivan jelolt mevalonsav prekurzor kiilonb6z6 mértékben épiilt be a végtermékekbe,
ami azt mutatja, hogy a a kiilonbdzd terpenoidok eltérd endogén és exogén forrasbol jonnek
létre. Annak ellenére, hogy Phycomyces-ben a HMG-KoA szintazt és a HMG-KoA reduktazt
egy-egy gén kodolja, a terpénbioszintézis eléanyagainak radioaktiv jeldlése utdn
megallapitottak, hogy a karotin, ubikinon ¢és a triacilglicerol kiilonbozd sejtszervecskékben

5



képzédnek. A szterolok ¢és az ubikinon szintézise viszont feltehetdleg azonos
sejtkompartmentumban valdsul meg, de az is eléfordulhat, hogy csak azonos intermediereket

hasznal (Kuzina és mtsai., 2006).

2.4. A HMG-KOo0A reduktazok funkcidja

Az ember esetében a HMGR katalizalja a koleszterin szintézis sebesség-meghatarozo
1épését (Friesen és Rodwell, 2004). Az utdbbi években szamos kutatds iranyul a
koleszterinszint csokkenté gyogyszerek fejlesztésére. Ilyen anyagok a sztatinok, melyek a
HMG-KoA reduktaz kompetitiv gatloszerei.

A novények altal szintetizalt izoprenoidok fontos szerepet jatszanak a ndvekedésben,
fejlédésben, reprodukcioban, és a betegségekkel szembeni védekezésben. A novények sokféle
izoprenoidot termelnek, amelyeknek egy része a citoplazmaban keletkezik (szterolok,
szeszkviterpének), emellett néhany osztalyuk a plasztiszokban (karotinoidok, plasztokinon,
fillokinon), a mitokondriumokban (ubikinon) vagy specidlis vakudlumokban szintetizalodik.
Sokféle HMGR izoformat azonositottak, amelyeknek a sejten beliilli eltérd
kompartmentalizacidja hozzajarul a valtozatos ¢és specifikus izoprenoidok keletkezéséhez
(Leivar és mtsai., 2005). A novényekben a citoszolikus HMG-K0A reduktaz olyan terpén
vegyiiletek szintézisében jatszik szerepet, amelyek részt vesznek a novény fejlodésében
(ubikinon, abszizinsav, gibberellin, citokinin, brasszinoszteroidok) a védekezésében
(szeszkviterpének, digitonin, szteroid glikoalkaloidok, fitoalexinek). A plasztiszokban jelen
levé enzimek kézremiikodnek a fotoszintézis folyamataban (klorofill, plasztokinon), a termés
érésében (karotinoidok) €s a kornyezet kiilonbozd ingereire adott valaszreakcidokban. A
HMGR aktivitasa erdsebb az oszt6do sejtekben, mint az apikalis merisztémaban, és csokkent
mitkodést mutat a gyokércsucsban és a felnétt szovetekben (Sterner és mtsai., 1994; Friesen
¢és Rodwell, 2004).

Az 1zoprenoid szintézis Ut enzimatikus 1épései allatokban és gombakban meglehetdsen
konzervaltak. Emellett a gombak membranjanak {6 szterol komponense, a specifikus
izoprenoid Ut végtermékeként keletkezd, az emlds koleszterinhez hasonlo, ergoszterin. A S.
cerevisiae Hmgl ¢és Hmg2 és az eml6s HMG-KoA reduktazok azonos funkcidja és nagyon
hasonlé szerkezete alkalmassa teszi az éleszt6t koleszterinszint csokkentd gyogyszerek
tesztelésére (Basson és mtsai., 1988). A S. cerevisiae enzimei a sporak csirazasa mellett
nélkiilozhetetlenek a vegetativ sejtek novekedésében is. A kisérletek azt bizonyitjak, hogy a
gének kiilon-kiilon végzett delécidja a sejtek életben maradasat nem befolyasolja, ugyanis
egymas funkciojat képesek kiegésziteni (Basson és mtsai., 1986). Koning ¢és mtsai. (1996)

altal S. cereisiae éleszton végzett vizsgalatokbol kideriil, hogy a Hmgl és Hmg?2 izoenzim az
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endoplazmatikus retikulum eltéré részein lokalizalodnak, ennek kovetkeztében az ER
¢lesztésejt az ER sejtmag koriili membranjanak novelésével valaszol, amelyhez esszencidlis a
6. és 7. transzmembran domén kozott elhelyezkedd loop G. A Hmg2p szint novelésének
hatasara a periférian lokalizalodo savok, 6rvok mennyisége emelkedik meg (Koning és mtsai.,
1996).

Az extrém koriilmények kozott €16 organizmusok, a membranjuk fluiditdsanak, tobbek
kozt a szterol Osszetétel valtoztatasan keresztiil megvalosuld modositasa altal tudnak
alkalmazkodni a kérnyezetiikh6z. A H. werneckii halofil élesztégombaval végzett vizsgalatok
azt mutatjak, hogy az eltérd sejtszervecskékben lokalizalod6 HwWHMG1 ¢és HwHMG2
kiilonb6z6é s6 koncentraciokhoz vald alkalmazkodasban jatszik szerepet. Az ER-ben
lokalizalodo HWHMG?2 aktivitasa az optimalistol eltérd, annal alacsonyabb vagy magasabb so
koncentracio esetén megemelkedett. Ezzel szemben a mitokondriumban levdé HWHMGI a
koriilményektdl fliggetleniil azonos expresszids szintet mutatott. A kornyezet sotartalma az
enzimek ubiquitinacidé altali degradativ szabalyozéasat is befolyasolhatja (Vaupotic és
Plemenitas, 2007). A mérsékelten halofil archea, Haloferx volcanii esetében is kimutattak,
hogy a magas s6 koncentracié magas HMGR transzkripcids szintet eredményez, viszont egy
Osszetett szabalyozasi folyamat kovetkeztében a karotinoid és lipid szint ekkor volt a
legalacsonyabb (Bidle és mtsai., 2007).

A Trichoderma harzianum esetében Cardoza és mtsai. (2006) azt figyelték meg, hogy a
gomba hmgR génjét csendesitve, az érzékenyebbé valt a lovasztatinra, kevesebb ergoszterolt
termelésére volt képes, ugyanakkor a R. solani-val és a F. oxysporum-mal szembeni hatasa is
csokkent (Cardoza és mtsai., 2006).

A Fusarium graminearum HMGR1 génjének mutacioja kovetkeztében a gomba
novekedése és fejlédése normal mikodést mutatott, viszont a mikotoxin termel6 képessége
csokkent (Seong és mtsai., 2006).

A Mucor racaemosus fonalas gombaban a HMG-KoA reduktaz kompetitiv gatloszerei,
a sztatinok apoptotikus folyamatokat indukalnak. Ezen dimorf fonalas gomba normalis
fejlédéséhez elengedhetetlenek a Ras fehérjék. Ha az enzim gatlasa altal a fehérjék
prenildcigja zavart szenved, az sulyos kovetkezményekkel jar. Megakadalyozva a
sporangiospdra csirazasat, alacsony novekedési ratdt idéz eld, amely alacsonyabb
¢letképességhez vezet. Megnovekedik a sejtsiirliség, citoplazma kondenzacid, vakudlum
felhalmozddas figyelheté meg, ugyanakkor a DNS fragmentacid kovetkeztében nukleoszoma
multimerek keletkeznek. Lovasztatin hatdsara élesztOszeri sejtek keletkeztek, a hifa

novekedés is ledll (Roze és Linz, 1998).



2.5. A Mucor circinelloides-ben talalhaté HMG-KoA reduktazok jellemzése
Laborunkban korabban izolaltak a M. circinelloides harom hmgR génjét és funkcionalis
vizsgalataikat megkezdték. A génekrdl atirddott fehérjék fobb jellemzoit az 1. Tablazat
foglalja 6ssze. Mindharom feltételezett fehérjében azonositottdk a HMG-koto és a NAD(P)H
kotd motivumokat. A HmgR1 esetében 6, a HmgR2 esetében 8, mig a HmgR3 esetében 5
transzmembran régidt azonositottak. Mindharom feltételezett fehérjében azonositottak az SSD
domént is, mely a HmgR2 esetében 11 aminosavval rovidebb a masik két fehérjéhez képest.
Ez az eltérés kozremiikodhet abban, hogy a fehérjék poszttranszlacids szabalyozasa és szterin

érzékelése eltérd lehet.

1. Tablazat: A M. circinellodes HmgR1, HmgR2 és HmgR3 fehérjéinek jellemzéi (Nagy és mtsai., 2014)

HMGR1 HMGR2 HMGR3
Hossz 1107 as 1084 as 1115 as
Molekularis tomeg 120.78 kDa 119.07 kDa 120.71 kDa
Izoelektromos pont 8.86 8.33 8.43
Transzmembran
hélixek szama ° ] °
SSD elhelyezkedése 244-407 as 236-388 as 279-443 as
Katalitikus domén 653-1107 as 633-1084 as 692-1115 as
717-727 as 697-707 as 756-706 as
MG K666 motivam (CENVIGYMPIP), | (CENVIGYMPIP), | (CENVIGYMPIP),
745-755 as 725-735 as 784-794 as
(MATTEGCLVAS) | (MATTEGCLVAS) | (MATTEGCLIAS)
841-848 as 821-828 as 880-887 as
NAD(P)H kot (GDAMGMNM), (GDAMGMNM), (GDAMGMNM),
motivum 991-997 as 971-977 as 1030-1036 as
(GTVGGGT) (GTIGGGT) (GTIGGGTI)

Az eddigi vizsgalatok alapjan, mindharom gén kifejezddik, de a gének atirodasa eltérd
szabalyozas alatt all, ami funkciobeli kiilonbségeket jelez (Nagy és mtsai.,, 2014). A M.
circinelloides HMG-KoA reduktazainak kifejez6dését a kornyezet oxigéntenzidja eltérd
modon szabalyozza és mindegyik érzékeny az ozmotikus viszonyok megvaltozasara is. Ugy
tlinik, fontos szerepet toltenek be a valtozd6 kornyezeti feltételekhez torténd
alkalmazkodasban. A hmgR1 gén transzkriptuma csak a micéliumban volt detektalhatd és

atirodasat a homérséklet és a kornyezet oxigén tartalma jelentdsen meghatarozta (anaerob
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koriilmények kozt a gén transzkripcidja nem volt kimutathatd). A hmgR2 és a hmgR3 gének
transzkriptumai mar a csirdzo spoérdkban jelen vannak, miikodésiiket pedig ugyancsak
szabalyozza a kozeg oxigén szintje (a hmgR2 kifejez6dése anaerob koriilmények kozt
csokken, mig a hmgR3-¢é, ezzel ellentétesen, megnd). Az utdbbi két gén talmikodtetése
jelentdsen emelte a gomba karotinoid tartalmat és csokkentette a sztatinokkal szembeni

érzékenyseégét.



3. CELKITUZESEK

Laborunkban a M. circinelloides MS12 torzsének genomjaban kodolt harom HMG-
KoA reduktaz gént (hmgR1, hmgR2, hmgR3) sikeresen izolaltak és funkcionalis elemzésiiket
megkezdték. A gének kiilonbozd koriilmények kozott mutatott relativ transzkripcids szintje
alapjan elmondhatd, hogy az egyes gének szerepe eltérd lehet a kornyezethez valo
alkalmazkodas soran, illetve szabalyozasukban is kiilonbségek mutatkozhatnak. Az eddigi
eredmények alapjan a 6 célkitlizésiink az egyes génekrdl atirodd fehérjék intracellularis
lokalizaciojanak meghatdrozdsa, amely hozzasegit a sejtben lejatszodd folyamatokban,
valamint a kiilonb6z6 specifikus izoprenoidok bioszintézisében betoltott, esetlegesen eltérd

szerepiik tisztazasahoz.

Mindezek alapjan a kdvetkezd konkrét célokat tiiztiik ki:
1. A HmgR1, HmgR2, HmgR3 fehérjék sejten beliili lokalizaciéjanak vizsgalatara
alkalmas gombatorzsek létrehozasa
Célul tiiztiik ki a M. circinelloides-ben talalhaté harom HMG-KoA reduktaz (HmgR1,
Ennek érdekében a kovetkezd kisérleteket terveztiik:
(i) olyan vektorkonstrukciok készitése, amelyekben az egyes hmgR gének hidrofob,
transzmembran doméneket kodolod régidja a gfp génnel van Gsszeépitve,
(i) az elkésziilt plazmidok arra alkalmas M. circinelloides-be t6rténd transzformalasa,
(iif) a sikeres transzformacid wutan nyert izolatumok vizsgalata fluoreszcens

mikroszkdppal.

2. A HmgR fehérjék sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata konfokalis mikroszképiaval
Tovabbi célunk volt, a HmgR-GFP fuzios fehérjéket kifejezé transzformansok
elemzése konfokalis mikroszkopiaval, melynek soran kiillonb6zd organellumokra
specifikus festékek alkalmazasaval terveztiik vizsgalni a fzids fehérjék sejten beliili

lokalizaciojat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A Kkisérletek soran felhasznalt torzsek

A transzformacids kisérletekhez ¢és a HMG-KoA reduktazok sejten beliili
lokalizacidjanak vizsgalatahoz a Mucor circinelloides f. lusitanicus (CBS 277.49 izolatum)
leuA és pyrG auxotr6f mutans MS12 torzsét hasznaltuk.

A plazmid klonozasi munkakat az Escherichia coli TOP10F torzzsel végeztiik.

4.2. A kisérletek soran hasznalt tapoldatok és taptalajok

YNB tapoldat/taptalaj: 1% gliikoz
0,15% (NH,4),SO4
0,15% Na-L-glutaminat
0,05% Yeast Nitrogen Base

Amennyiben a kisérlethez erre sziikség volt, a taptalajt 0,05% uracillal és/vagy leucinnal

egészitettiik ki.

LB tapoldat/taptala;: 1% tripton
0,5% élesztokivonat
1% NacCl

YPG tapoldat/taptalaj: 2% glikoz
0,3% élesztokivonat
1% pepton

YEG tapoldat/taptalaj: 1% gliikkoz

0, 5% élesztokivonat

Amennyiben szilard taptalajra volt sziikség a fenti tapoldatokat 2% agarral egészitettiik ki.

4.3. Tenyésztési koriilmények

A M. circinelloides MS12 torzsét uracillal és leucinnal kiegészitett YNB taplemezen
tenyésztettiik 25° C-on. A genetikai transzformaciot kovetéen a gombakat leucinnal

kiegészitett YNB taplemezen vagy tapoldatban novesztettiik. A fluoreszcens és konfokalis
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mikroszkopos vizsgalathoz a torzseket 2 napon keresztiil 3% gliikozt tartalmazo leucinnal
kiegészitett YNB tapoldatban razattuk.
A klonozashoz hasznalt E. coli torzset ampicillinnel kiegészitett LB taplemezen vagy

tapoldatban tenyésztettiik, 37° C-on.

4.4. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

4.4.1. Kompetens E. coli sejtek készitéséhez felhasznalt oldatok
100 mM CacCl; oldat.
70% glicerin

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

oldva.

4.4.3. Gélelektroforézishez hasznalt anyagok
TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6), 1 mM Na;EDTA
Agardz gél: a fragmentum mérettdl fiiggden 0,8-2% agar6z TAE pufferben oldva
Etidium-bromid térzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Fermentas)
Molekulastily marker: 1 kb DNS marker (Fermentas): steril desztillalt viz:molekulasuly

marker:6x DNS mintapuffer 4:1:1 aranyt keveréke

4.4.4. Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok
Protoplasztal6 oldat: 100 mM Natrium-foszfat puffer, 0,8 M szorbit, 1,5% csigaenzim
Natrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM Na;HPO,4, 75 mM NaH,PO,

SMC puffer: 50 mM CaCl,, 10 mM MOPS, 0,8 M szorbit
PMC puffer: 40% PEG 4000, 10 mM MOPS, 0,6 M szorbit, 50 mM CacCl,

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

utasitdsainak megfelelden.

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

alkalmaztuk a gyarto utasitasainak megfeleléen.
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4.5. Primerek

2. Tablazat. A gfp gén felszaporitasahoz hasznalt inditészekvenciak.

Primer 5-3 Termék A termelk
mérete (bp)

GFPhlcl TTAGCTAGCCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR1-

GFPhlc2 TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA gfp fzios
génhez

GFPh2cl CGCGAATTCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR2-

GFPh2c2 TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA gfp fuzios 717 bp
génhez

GFPh3cl GCGGAATTCGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT gfp a hmgR3-

GFPh3c2 TTAGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCA gfp fizios
génhez

4.6. A Kkisérleti munka soran eldallitott (pH1cGFP, pH2cGFP és pH3cGFP)
vektorkonstrukciok épitéséhez hasznalt plazmidok

A kisérleteinkhez olyan transzformacids vektorokat hoztunk Ilétre, melyeket a M.
circinelloides MS12 leucin/uracil kettds auxotrof torzsbe juttattunk be. A hmgR-gfp fuzids
gének kifejeztetéséhez minden konstrukcioban a Mucor gpdl (glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz, EMBL azonosité: AJ293012) gén promoter és terminalis (gpd1P és gpdlT)
foszfat-dekarboxilazt kodold és az MS12 torzs uracil auxotrofiajat komplementalo, pyrG gént

(Benito és mtsai., 1992), melyet szelekcios markerként alkalmaztunk.

3. Tablazat. A dolgozatban felhasznalt plazmidok és leirasuk

Plazmid Leiras (zarojelben a szelekcios markerek)
pJET 1.2 Klonozo vektor (Amp)
pNG1 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR1, gpdT (Amp és pyrG)
pPNG2 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR2, gpdT (Amp és pyrG)
PNG3 Expresszios kazetta; Mucor gpdP, hmgR3, gpdT (Amp és pyrG)
pPT43/gfp Expresszios kazetta; Mucor gpdP és gpdT kozott gfp (Amp és pyrG)
pH1cGFP A pNG1 plazmidban talalhatdo hmgR1 gén fazioja gfp-vel (Amp és pyrG)
pH2cGFP A pNG2 plazmidban talalhatd6 hmgR2 gén fazioja gfp-vel (Amp és pyrG)

pH3cGFP A pNG3 plazmidban talalhaté hmgR3 gén fuzidja gfp-vel (Amp és pyrG)
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A vektorok épitéséhez a korabbi munkak soran létrehozott pPT43/gfp, pNG1, pNG2,
PNG3 (Nagy és mtsai., 2014) és pPT81 vektorokat hasznaltuk. A pPT43/gfp hordozza a
Mucor gpdT és gpdP szabalyozo régio kozé épitett gfp gént, illetve a pNG1, pNG2 és pNG3 a
Mucor hmgR1, hmgR2 illetve hmgR3 géneket a gpdP és gpdT szabalyozo régiok kozott. A

munka soran felhasznalt plazmidokat a 3. Tablazat tartalmazza.

4.7. Vizsgalati médszerek

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

végeztiik a gyarto utasitasait kovetve.

4.7.2. RNS tisztitasa M. circinellodes-bél
Az RNS tisztitasdhoz E.Z.N.A Total RNA Kit II-t (OmegaBiotek) hasznaltunk a gyartd

utasitasait kovetve.

4.7.3. DNS gélelektroforézis

A nukleinsav mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd a vart fragmentumok ¢és a gél
méretétdl, illetve a kisérlettdl fliggden 0,8—2% agardz gélben, 80-110 V fesziiltséggel, 1-4
oran keresztiil végeztik az elvalasztast. Mind az agardéz gél készitéséhez, mind futtatd
puffernek TAE puffert hasznaltunk. A nukleinsavakat etidium-bromidos festéssel (0,5 pg/ml),
UV fény alatt detektaltuk. A fragmentum méretének meghatdrozasdhoz kiillonbozo

molekulastly markereket hasznaltunk.

4.7.4. DNS visszaizolalasa agaroz gélbol

A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazo gélrészletet steril szikével UV
lampa alatt vagtuk ki. A DNS-t a DNA Extraction Kit (Fermentas) vagy a ZymocleanTM
Large fragment DNA Recovery Kit (ZymoResearch) segitségével nyertiik ki a gyartd

utasitdsainak megfelelden.

4.7.5. A gfp gén amplifikalasahoz hasznalt reakciokoriilmények

A ofp gén amplifikdlasdhoz a laborunkban korabban létrehozott pPT43/gfp vektort
hasznaltuk. A vektor gpdP és gpdT szabalyozo régiok kozott tartalmazza a gfp gént. Az
amplifikalashoz Phusion High-Fidelity DNA Polymerase-t hasznaltunk a gyartd utasitasainak

megfelelden. A reakciot 25 pl végtérfogatban mértiik 6ssze a kdvetkezok szerint:
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20-50 ng plazmid DNS

0,5-0,5 uM specifikus primer

200 uM dNTP mix

1x Phusion HF puffer (1,5 mM MgCl,-vel kiegészitve)
1 U Phusion DNA Polymerase

Az amplifikalas kortilményei:

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

60 °C 1 perc 30 ciklus primer kotodés

72 °C 0,5 perc lancszintézis

72 °C 7 perc 1 ciklus végso lancszintézis

4.7.6. Restrikcios emésztések, ligalas, plazmidok épitése és plazmid DNS tisztitasa

A restrikcios emésztéseket, ligdlasokat a standard modszerek szerint végeztiik
(Sambrook és mtsai., 1989). A DNS fragmentumokat az InsT/AclonePCR Product Cloning
Kit-ben (Thermo Scientific) talalhato pTZ57R/T klonozo6 vektorba vagy a CloneJet TM PCR
cloning Kit-ben talalhatéo pJET2.1 (Thermo Scientific) klénoz6 vektorba épitettiik a gyartd
utasitasait kovetve.

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

4.7.7. Kompetens E.coli sejtek készitése

E.coli TOP10F 16 oran at nevelt tenyészet 1ml-ét 30 ml LB tapoldatba atoltva, a
baktériumokat ODggo=0,5 érték eléréséig 37°C-on 200 rpm razatids mellett novesztettiik. A
tenyészetet centrifugaltuk (3000rpm/10perc,4°C), majd a sejteket, az atoltott tenyészettel 1-1
aranyban, hideg 100 mM-0s CaCl; oldatban felszuszpendaltuk. Centrifugalast (3000 rpm/10
perc, 4 °C) kovetden a 1épést megismételtiik, majd 1 o6ran at tartod jeges vizfiirdében torténd
inkubaciot kovetden ismét centrifugaltuk a sejteket (3000 rpm/10 perc, 4°C). A kiiilepedett
sejteket 1/20 térfogath hideg, 20% glicerin tartalma 100 mM CacCl; oldatban felszuszpendal-
tuk. A kompetens sejteket 100 ul mennyiségekbe szétadagoltuk, ezeket a késébbi
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk (igy honapokig eltarthatok).
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4.7.8. Baktérium transzformacio

100 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk, majd 15-25 pl
ligatumot, és 100 pl TCM puffert adtunk hozzd és a baktériumokat 30 percig jégen
inkubaltuk. Ezt kdvetéen 1 perc 30 masodpercre 42 °C-ra helyeztiik, majd 10 percig
szobah6mérsékleten inkubaltuk. A baktériumokat végiil ampicillin tartalma (100 ug/ml) LB

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

4.7.9. Protoplasztképzés

A M. circinelloides protoplasztok képzéséhez a sejtek el6készitését celofanon torténd
eloneveléssel végeztik el. Az MS12 térzs MEA taptalajon, 4-5 napon keresztiil, fényben
nevelt tenyészetérdl steril desztillaltvizzel lemostuk a sporangiospoérdkat, majd a tdmény
sporaszuszpenziobol oltotiivel friss, celofankoronggal fedett YEG téaptalajra oltottunk. A
tenyészeteket 25 °C-on, 16 oran keresztiil neveltiik. 16 6ra elteltével a micéliumkorongokat
protoplasztalé oldatba helyeztiik, majd 3 6ran 4t szobahdmérsékleten 50 rpm réazatdssal
elosegitettiik a képzddod protoplasztok levalasat. A sejtfaloldasdhoz sajat készitési, éticsiga
(Helix pomatia) gyomorbol preparalt litikus enzimkeveréket hasznaltunk. SMC pufferrel
alaposan atmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tolcsérbe helyezett gézen keresztiil
sterilen atszirtiik, igy megszabadultunk a micéliumtérmeléktdl. A centrifugdlassal (3000 rpm,
10 perc, 4 °C) 0Osszegyljtott protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd ujbdli
centrifugalas utan 250 pul SMC pufferbe vettiik fel.

4.7.10. A protoplasztok transzformacidja

Az altalunk alkalmazott médszer a van Heeswijck €s Roncero (1984) altal leirt PEG-
medialt transzformacié mddositasa. A 250 ul SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz 5-10 ug
plazmidot ¢és 20 pl PMC puffert adtunk. Ezutan a mintdkat f€l 6rdn keresztiil jégen
inkubaltuk. Tovébbi 2,5 ml PMC puffer hozzdaddsa utdn a mintdkat 20 percig
szobahémérsékleten inkubaltuk, majd azokat 20 ml SMC pufferrel higitva centrifugaltuk. A
YPG tapoldatot adtunk, majd fél 6ran at 25 “C-on inkubaltuk 6ket. Centrifugalas utan SMC
pufferrel mostuk a sejteket, majd a kitilepitett sejteket kis mennyiségii (100-200 ul) SMC-ben
szuszpendaltuk és szorbittal kiegészitett YNB fedGagarral 6sszekeverve szorbitot tartalmazo
YNB csészékre oOntottiik. A dolgozatban Szerepld vektorkonstrukciok csak pyrG gént
hordoznak szelekcidos markerként, ezért a taptalajokat leucinnal egészitettiik ki. A csészéket 4-

10 napig, a transzformans telepek megjelenéséig szobahdmérsékleten inkubaltuk.
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4.7.11. Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok
A vizsgalatokhoz Zeiss Axiolab tipusu mikroszkopot haszndltuk. A GFP jel nyomon
kovetéséhez filter 09-et hasznéltunk, melynek excitacios értéke 450-490 nm, mig az emisszids

értéke 515 nm.

4.7.12. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A konfokalis mikroszkoppal végzett vizsgalatokat az SZBK Mikroszkopos
sejtanalizalé laborban végeztik Olympus Fluoview FW1000 konfokalis 1ézer-péasztazo
mikroszkop segitségével. GFP esetében az excitacié 488 nm, mig az emisszo 510 nm volt. Az
Er-Tracker Red és MitoTracker Red esetében az excitacio értéke 543 nm, az emisszio értéke

619 nm volt.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. A fazios fehérjék létrehozasahoz sziikséges vektorkonstrukciok
megépitése

A flazios proteinek Osszeépitéséhez rendelkezésiinkre alltak a laborunkban mar
el6zdleg létrehozott, az egyes hmgR gének talmikodtetéséhez hasznalt, expresszids vektorok
(PNG1, pNG2, pNG3) (Nagy és mtsai., 2014). A gfp gént szintén a laborban korabban
1étrehozott pPT43/gfp vektorbol nyertiik.

A hmgR géneket tartalmazé pNG1-3 vektorokat restrikcids enzimekkel emésztettiik.
Az emésztéseket a hmgR1 gént hordozé pNGI1 esetében Nhel-Notl, mig a hmgR2 és hmgR3
gént hordozd6 pNG2 ¢és pNG3 esetében ECORI-Notl enzimekkel végeztiik. Ezaltal a
plazmidokat felnyitottuk és egyuttal csonkoltuk a gének azon szakaszat, mely az enzimek
hasitohelyet tartalmazo inditoszekvencidkkal felszaporitottuk, majd a megfeleld restrikcios
emésztést kovetéen az emésztett pNG1-3 plazmidokkal oOsszeligaltuk. A plazmidok

létrehozasanak folyamata az 1. abran lathato.

FeoRlNhel  Mofl

GPD GPD
— Promater hmgR terminalis e
EcoRlNnel Noll
ofp
EcoRlNnel Mafl
GPD GFD
— PromGter —‘ hmgR ofp tarminglis -

1. abra A vektor épités folyamata.

Az igy létrehozott pH1cGFP, pH2cGFP és pH3cGFP plazmidokat a 2. abra mutatja
be. A vektorok az egyes enzimek transzmembran régioit kodolo génszakaszokat hordozzak a
ofp génnel Osszeépitve. A vektorok gombaba juttatasa utan a fizids gén kifejezédhet és az a
transzmembran szakaszok segitségével a sejten beliil a megfeleld membranba tud beépiilni,

mely a GFP fehérje segitségével nyomon kovetheto.
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2. abra. A lokalizacié vizsgalatahoz épitett vektorkonstrukciok.

A 1étrehozott vektorokkal sikeres PEG-mediélt protoplaszt transzforméciot hajtottunk
végre. A transzformaldst kdvetden az izolatumok koziil plazmidonként kivalasztottunk 1-1
transzformans telepet (MS12-pH1cGFP, MS12-pH2cGFP és MS12-pH3cGFP). DNS és RNS
kivonast kovetéen igazoltuk a gfp jelenlétét a transzformansokban és megkezdtiik azok

jellemzését.

5.2. A transzformansok vizsgalata fluoreszcens mikroszkopiaval

A transzformansok ellendrzését fluoreszcens mikroszkopiaval végeztiik, azonban a
zoldfluoreszcens jel elég gyengének tiint, ami a bejuttatott plazmidok estelegesen alacsony
kopiaszdmaval is magyarazhatd. Ezért a transzformansokbdl szelektiv koriilmények kozt

monosporangialis telepeket képeztiink és azokat tobbszor passzaltuk. A legerésebb GFP

3. abra Az MS12-pH1cGFP izolatum fény és fluoreszcens mikroszkoppal készitett felvétele.

jelintenzitasokat az MS12-pH2cGFP ¢és MS12-pH3cGFP  vektorokat tartalmazo
transzformansok esetében a leoltastdl szamitott 48. dOrdban 3% gliikkézt tartalmazé YNB

tapoldatos razatas utan detektaltuk. Minden tovabbi vizsgalathoz ezt a tenyésztési koriilményt



alkalmaztuk. Az MS12-pH1cGFP izolatum esetén szintén lattunk GFP pozitiv sejteket,
azonban e sejtek aranya nagyon alacsonynak bizonyult a tovabbi vizsgalatokhoz (3. abra).
Konfokalis mikroszkoppal megvizsgalva az izolatumokat azt tapasztaltuk, hogy a sejten beliil
a GFP egy nagy kiterjedésii organellumban van jelen (4. abra), azonban a tovabbi vizsgalatok
érdekében keressiik azt a tenyésztési koriilményt, mellyel sikeresen vizsgalhatova valnak ezek

az izolatumok is.

!

4. abra Az MS12-pH1cGFP izolatum konfokalis mikroszképpal készitett felvétele.
Piros nyil jeldli a GFP pozitiv sejtet, mig kék nyil jeloli a sejten beliili GFP jelet.

A monosporangialis telepek izolalasat kovetéen mind a pH2cGFP, mind a pH3cGFP
vektort hordoz6 transzformansokban megndtt azon sejtek szama, melyek pozitiv GFP jelet
mutattak.

A 5.4dbran az MS12-pH2cGFP izolatum fénymikroszképos ¢€s fluoreszcens
mikroszkopos felvétele lathato. A piros nyil mutatja a GFP-t kifejezé sejtet. A sejten beliil két
kiilonb6z6 méretli organellumra utalo GFP jelet lathatunk. Kék nyillal jeloltiik a nagyobb

méretll, mig sarga nyillal jeloltiik a kisebb méretli GFP jeleket.

5. abra Az MS12-pH2cGFP izoldtum fény és fluoreszcens mikroszképos felvétele.
Piros nyil jeldli a GFP pozitiv sejtet. Kék nyil jeloli a nagy méretii GFP jelet, mig a sarga nyil jel6li a kisebb
meéretii GFP jelet a sejten beliil.
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Az MS12-pH3cGFP transzformans esetében a sejten beliil a GFP mintdzata nem

mutatott kiilonbségeket. A 6. abran lathato, hogy a sejten beliil a GFP nagyméreti jelet ad és

a HmgR2-GFP fuzids fehérjével ellentétben nem talalhatd kisebb méretti GFP jel.

6. abra Az MS12-pH3cGFP izolatum fény és fluoreszcens mikroszképos felvétele.
Piros nyil jeldli a GFP pozitiv sejtet. Kék nyil jeloli a nagy méreti GFP jelet.

A fluoreszcens mikroszkopos felvételek és a GFP jel alapjan tgy tinik, hogy a
nagyobb méretii és kiterjedésii GFP jelet mutaté organellum valosziniileg az endoplazmatikus
retikulum, ugyanis a HMG-KoA reduktazok fO6ként az endoplazmatikus retikulum
membranjaban lokalizalodnak (Liscum és mtsai., 1985; Basson és mtsai., 1986; Learned és
mtsai., 1989; Friesen és Rodwell, 2004; Lombard és Moreia, 2011). Ennek megallapitasahoz
endoplazmatikus retikulum festést végeztiink Er-Tracker Red fluoreszcens festék
felhasznalasaval. Ez a festék rendkiviil érzékeny, mivel a benne talalhat6 glibenklamid az ER
specifikus ATP-szenzitiv kalium-csatornak szulfonurea receptoraihoz képes kapcsolddni.

A pH2cGFP-t hordozo transzformansok esetében a sejten beliil pontszerti GFP jeleket
is lathattunk és mivel gombak esetében az endoplazmatikus retikulumon kiviil a HMG-KoA
reduktazok a mitokondriumban is el6fordulhatnak (Vaupotic és mtsai., 2007), ezért
célszerlinek gondoltuk a mitokondriumok festésének elvégzését is. A festéshez MitoTracker
Red FM fluoreszcens festéket hasznaltunk, mely képes a sejthartyan passzivan atjutni a
membranpotencialtol fliggden. A sejtben lejatsz6do oxidacios folyamatok soran, a festékben
talalhat6 tiol-reaktiv molekulacsoportnak koszonhetden az eredetileg fluoreszcens

tulajdonsaggal nem rendelkezd festék fluoreszcenssé valik.
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5.3. Kolokalizacios vizsgalatok az endoplazmatikus retikulummal ¢és
mitokondriummal

Az endoplazmatikus retikulum ¢és mitokondrium festését kovetéen a mintakat
konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk. A GFP kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
egyarant gerjeszthetd ¢és zold (508 nm) fényt bocsajt ki, mig az ER Tracker 587 nm-es fénnyel
gerjeszthetd és 615 nm-es piros fényt bocsajt ki. A MitoTracker Red 581 nem-es fénnyel
gerjeszthetd ¢és 644 nm-es mélypiros fényt bocsajt ki. A kibocsajtott fények jol
elkiilonithetéek a konfokalis mikroszkop szlir6inek segitségével, igy vizsgalhaté a

kolokalizacio.

W

-\

\ A

7. abra Az MS12-pH2cGFP transzformans konfokalis mikroszkoppal készitett felvételei.
A: konfokalis mikroszkopos kép, B: GFP, C: Er-Tracker Red festés, D: a GFP és az Er-Tracker Red festéssel
késziilt kép egymasra helyezve.
Fehér nyil jeloli a kolokalizaciot és sarga nyil jeloli a kis méretli GFP jeleket, melyek nem mutatnak
kolokalizaciot az ER-rel.

Az MS12-pH2cGFP transzformans Er-Tracker Reddel torténd festését kdvetden a 7.
abran lathato, hogy a sejten beliil a GFP (7. abra, B kép) két kiillonb6z6é méretii formaban ad
jelet. A C képen az endoplazmatikus retikulum lathato melyet, ha ravetitiink a GFP-s képre
(7. abra, D kép), akkor sarga szinnel lathatova valik (fehér nyilak) a kolokalizacid, mely azt
mutatja, hogy a HmgR2 az endoplazmatikus retikulum membranjaban lokalizalodik. Azonban
az abran sarga nyillal jelolve lathatunk kis pontszerti GFP jeleket is, melyek nem mutatnak

kolokalizaciot az endoplazmatikus retikulummal.
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A 8.4abran ugyanennek az izolatumnak a MitoTracker Red festékkel festett
preparatuma lathaté. A 8.4bra C képén a megfestett mitokondriumok lathatéak. A
mitokondriumok festését kovetéen azonban azokkal nem mutathatd ki kolokalizacio (8. abra,
D kép), vagyis a HmgR2 nem lokalizalodik a mitokondriumban, ezért a kis pontszeriic GFP

jelet adé kompartmentek azonositasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

8. abra Az MS12-pH2cGFP-4 transzformans konfokalis mikroszkoppal készitett felvételei.
A: konfokalis mikroszkopos kép, B: GFP, C: MitoTracker Red festés, D: a GFP és az MitoTracker Red festéssel
késziilt kép egymasra helyezve.

Az MS12-pH3cGFP vektort hordozo transzformansok esetében az endoplazmatikus
retikulum festését kvetden teljes atfedést tapasztaltunk a GFP és az Er-Tracker jele kozott (9.
abra), vagyis ki lehet jelenteni, hogy a HmgR3 a sejten belill az endoplazmatikus
retikulumban lokalizalodik. A kolokalizaciot az abran fehér nyillal jeldltiik.

Ezeknél az izolatumoknal is elvégeztiik a mitokondriumok festését (10. abra), azonban
itt sem tapasztaltunk kolokalizaciot a mitokondrium és a HmgR3 ko6zo6tt. Az abran jol lathato,

ahogy a GFP jel koriiloleli a megfestett mitokondriumokat.
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9. 4bra Az MS12-pH3cGFP izolatum konfokalis mikroszképpal készitett felvétele.
A: konfokalis mikroszkopos kép, B: GFP, C: ER-Tracker Red, D: a GFP és az Er-Tracker Red
festéssel késziilt kép egymasra helyezve. A fehér nyilak jelzik a kolokalizaciot.

10. abra Az MS12-pH3cGFP izolatum konfokalis mikroszkoppal készitett felvétele.
A: konfokalis mikroszkopos kép, B: GFP, C: Mito-Tracker Red,
D: a GFP és az MitoTracker Red festéssel késziilt kép egymasra helyezve.
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Eml6ésokben a HMG-KoA reduktaz az endoplazmatikus retikulumban ¢és a
peroxiszomaban lokalizalodik, azonban a szterinek és az ubikinon szintézise itt is elkiiloniil.
Novényekben a karotinoidok a Kloroplasztiszban, az ubikinon és a szterinek a
mitokondriumokban vagy a citoszolban szintetizalodnak. A M. circinelloides-szel rokon,
ugyancsak karotintermel6 Phycomyces blakesleeanus-ban ¢és Blakeslea trispora-ban
megfigyelték a kiillonbozd izoprén szdrmazékok szintézisének kompartmentalizaciojat. Az
ubikinon és ergoszterin azonos, mig a karotinoidok kiilon kompartmentben szintetizalédnak,
mar az acetil-koenzim A kondenzaci6jatol, azaz a mevalonsav Ut kezdeti 1épéseitél kezdve
(Bejarano és mtsai., 1992; Kuzina és mtsai., 2006). Ezen szakirodalmak alapjan célszeriinek
gondoltuk megvizsgalni, hogy a M. circinelloides-ben talalhaté harom HMG-KoA reduktaz
kozt van-e eltérés a lokalizacidjukat, ebbol kdvetkezéen, a munkamegosztasukat illetéen az
izoprenoidok bioszintézisében.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a HmgR3 a sejten beliil csak az endoplazmatikus
retikulumban lokalizalodik, mig a HmgR2 az endoplazmatikus retikulumban és egyéb
kisméreti kompartmentekben is. Ez utdbbiak azonositdsa érdekében tovabbi vizsgalatok
szlikségesek. Jelenlegi kutatasaink soran olyan vektorkonstrukcidt épitettiink, amelyben a
specifikus karotin bioszintézisben résztvevd likopin ciklaz/fitoén szintaz (carRP) enzim
transzmembran régidit kodold génszakaszt sarga fluoreszcens fehérje (yfp) génjével
fazionaltattuk. Az igy kifejeztetett fuzios fehérjék esetleges kolokalizacioja a HmgR2- vagy
HmgR3-GFP-vel magyarazatot adhat ezen enzimeknek a karotinok szintézisében betoltott

szerepeére.
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6. OSSZEFOGLALAS

Jelen munka a Mucor circinelloides, karotin termelé jaromspoéras, fonalas gombaban
zajlo izoprenoid bioszintézis ut molekuldris bioldgiai feltérképezésének teljességéhez jarul
hozza. Munkank sordn a f6 célkitizésiink, a M. circinelloides harom HMG-KoA
reduktazanak sejten beliili lokalizaciojanak a vizsgalata volt.

A kisérletek elvégzéséhez els6dlegesen sziikséges volt olyan vektorkonstrukciok
létrehozasa, amelyekben az egyes gének transzmembran régidit kodoldé DNS szakaszokat a
zold fluoreszcens fehérje génjével épitettiik 6ssze. A fehérjék lokalizacidjaban kulcsszerepet
jatszo transzmembran régid segitségével lehetdség nyilt a reduktazok lokalizacidjanak
nyomon kovetésére konfokalis fluoreszcens mikroszkopia segitségével. Ezen vektorokkal
torténd transzformacidé utdn a gombasejtekben, hifakban, a leoltdsuktdl szamitott 48 oran
beliil, a HmgR2 és HmgR3 fehérje esetében detektalhato volt a zold fluoreszcens fehérje. Az
enzimek sejten beliili helyzetének pontositasa érdekében célul tliztiik ki az endoplazmatikus
retikulummal és mitokondriummal mutatd esetleges kolokalizacié elemzését is. A GFP-t
kifejez6 transzformans torzsekben az endoplazmatikus retikulum intracellularis helyzetének
konfokalis mikroszkoppal torténd vizsgalatat az Er-Tracker Red, a mitokondriumét pedig a
MitoTracker Red FM fluoreszcens festékek segitségével végeztiik.

Kisérleti munkdnk eredményeként elmondhatd, hogy sem a HmgR2, sem a HmgR3
nem mutatott a mitokondriummal kolokalizaciot, viszont mindkét esetben egyértelmi volt a
fuzios termékek jelenléte az endoplazmatikus retikulumban. Emellett a HmgR2 esetében a
GFP fluoreszcenciaja az endoplazmatikus retikulumon kiviil egy kisméretii kompartmentben
is megfigyelhetd. Phycomyces-ben és Blakeslea-ban ismert, hogy az egyes izoprén
szarmazekok, mint példdul a karotinok is, a sejten beliil elkiiloniilt kompartmentben
szintetizalddnak, ezért annak tisztazasa érdekében, hogy a Mucor-ban megfigyelt kisméretii

kompartmentek milyen szerepet toltenek be, tovabbi vizsgalatokat végziink.
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