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1. Bevezetés

A Mucoromycotina altérzsbe tartozo jaromsporas gombat, a Mucor circinelloides-t
gyakran alkalmazzdk a karotin bioszintézis genetikai, valamint biokémiai folyamatainak
tanulmanyozéasara. A karotinoidok terpén tipusu vegyiiletek. A terpének és szarmazékaik
szintézise gombakban egy kozos ttvonalon, az acetat-mevalonat tvonalon keresztiil torténik,
melynek koOzponti 1épése a 3-hidroxi-3-metilglutaril konezim A mevalonsavva torténé
atalakulasa. A redukcioés 1épés hatarozza meg a folyamat sebességét, melyet a hmgR gének
altal kodolt HMG-KoA reduktaz katalizal. E gének szdma ¢él61ényenként eltérd lehet. A tobb
gén kopiaval rendelkezd él6lényekben megfigyelték, hogy a gének kifejezodése eltérd
szabalyozas alatt allhat, valamint a szerepiik is kiilonbozhet az egyes élettani folyamatok
soran. A M. circinelloides genomja harom HMG-KoA reduktaz gént tartalmaz, melyek a
kovetkezok: a hmgR1, hmgR2 és a hmgR3.

Tanszékilinkon korabban izolaltdk a harom gént, ¢és vizsgaltdk a karotinoid
bioszintézisében betdltott szerepiiket, valamint a gének kifejezddését kiillonbozd koriilmények
kozott aerob kdrnyezetben.

Mivel a M. circinelloides éleszt6 morfologiat felvéve képes novekedni oxigénmentes
koriilmények kozott is, igy célul tiiztik ki, hogy megvizsgdljuk a mar emlitett gének
kifejezddését anaerob kornyezetben is. Eltérd szénforrasokat, tenyésztési homérsékleteket
valamint s6 koncentraciokat alkalmaztunk és vizsgaltuk, hogy milyen hatassal vannak a gének
kifejezddésére. Azt az eredményt kaptuk, hogy a gének anaerob kornyezetben is kifejezddnek,
de eltéré6 mértékben. A hmgR1 gén anaerob koriilmények kozt gyakorlatilag nem fejez6dott
ki. Osszehasonlitva eredményeinket a korabbi aerob kdrnyezetben végzett kisérletek
eredményeivel, azt tapasztaltuk, hogy a hmgR2 gén transzkripcidja volt a legerételjesebb.

Vizsgalataink alapjan megallapithatjuk, hogy a hmgR2 és hmgR3 gének jatsszak a

legfontosabb szerepet az altalanos terpén bioszintézis folyamataban.



2. lrodalmi attekintés

2.1. Jaromsporas gombak (Mucoromycotina) altalanos jellemzai

A Mucoromycotina altérzsbe tartoznak a hagyomanyosan jaromsporas gombaknak
nevezett csoportok: Mucorales, Mortierellales és az Endogonales. A Mucoromycotina
gombacsoport tagjainak nagy része elhalt novényi maradvanyokon €16, szaprotof szervezet.
Néhany faj viszont parazita életmodot folytat. Sejtfalukat kitin és kitozan alkotja. A hifdkban
altalaban nincs harantfal, azaz a telepek conocitikus fonalakbol allnak, viszont a
sporangiumok kialakuldsa soran keletkeznek valaszfalak. Néhany csoportjuk morfologiai
dimorfizmust mutat. Az ilyen gombak a kornyezeti hatasoknak megfeleléen felvehetnek
fonalas morfologiat, valamint ndvekedhetnek ¢élesztdszerlien is. A neviiket az ivaros
szaporodas soran 1étrejovo jaromsporardl (zigospora) kaptak.

A Kkarotin bioszintézis kutatasaban fontos szerepiikk van a jaromsporas gombaknak,
kiilondsen a Mucorales rend tagjainak. Elonyiik, hogy gyorsan nagy tomegl hifa képzésére
képesek. Kordbban végzett kisérletek alapjan tobb szervezet is jo karotin termeldnek
bizonyult, ilyen a Blakeslea trispora, a Phycomyces blakesleeanus és a Mucor circinelloides.
Viszont sem a P. blakesleeanus sem pedig a B. trispora esetében nem all rendelkezésre
megfeleld genetikai transzformacids rendszer, igy a karotin termelés befolyasolasara iranyulo
lehetoségek korlatozottak. Munkank soran ezért a M. circinelloidest hasznaltuk
modellorganizmusként, mert e gomba vizsgalatahoz j61 miikddd transzformécios rendszerrel,

valamint nagyszamua mutans torzzsel rendelkeziink.

2.2. A terpén bioszintézis

A terpének olyan vegyiiletek, amelyek izoprén egységekbdl épiilnek fel.
Szarmazékaikat terpenoidoknak nevezziik, melyek szénhidrogéneket és oxigént tartalmaznak.
Hatalmas csoport, melybe szdmos vegyiilet tartozik, példdul a karotinoidok (szinanyagok),
sejtmembranok alkotoelemei (koleszterin), hormonhatdst vegyiiletek (gibberellin),
feromonok (grandizol), anyagcsere termékek (triterpének).

Bioszintézisiik gombakban az acetat-mevalonat utvonalon keresztiil torténik (1. abra).
Az Gtvonal elején két acetil-koenzim A acetiltranszferaz segitségével, acetoacetil-koenzim A-
va kondenzalodik. Ezutan egy harmadik acetil-KoA segitségével 1étrejon a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA). Ez fog tovabb alakulni mevalonsavva, a redukciot
pedig a HMG-KoA reduktaz katalizalja. Ez a reakcid a bioszintézis egyik kulcslépése,

ugyanis ez hatdrozza meg a folyamat sebességét. A mevalonsavbol eloszor 5-
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foszfomevalonsav, majd 5-pirofoszfomevalonsav keletkezik. Ez alakul tovabb 6t szénatomos

izopentenil pirofoszfattad (IPP). A keletkezett IPP az izoprénvazas vegyiiletek épitdegysége.
O
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1. abra A mevalonsav bioszintézis utvonal, melynek végterméke az izoprénvazas vegyiiletek épitdeleme az

izopentenil pirofoszfat. A folyamat kulcslépése a HMG-KoA 4talakulasa mevalonsavva.

Tehat a mevalonsav utvonal eredményezi az IPP kialakulasat, amely az izoprén
bioszintézis utvonal sordn dimetilalil-pirofoszfatta (DMAPP) alakul 4t (2. abra). A DMAPP
egy IPP egységgel kondenzalodik, melynek kovetkeztében tiz szénatomos geranil pirofoszfat
(GPP) jon létre. Majd hosszabbodik a szénlanc ujabb IPP egység bekapcsolodasaval,
amelynek eredménye a tizendt szénatomos farnezil pirofoszfat (FPP). Ujabb IPP egység
1épések eddig a bioszintetikus ut “nem-specifikus” részét képezik. Ennek soran alakulnak ki a
mar emlitett prekurzor vegyiiletek: a GPP-a monoterpének, a FPP- a szteroidok, szetrolok és
triterpének, a GGPP- pedig a karotinoidok ¢s driterpének szintézisének kiindulasi vegyiilete.
A FPP ¢és a GGPP emellett fontos szignal és szabalyozd fehérjék prenil csoportjait
alkothatjak, valamint a FPP prekurzorbol keletkezd ergoszterin a gomba sejtmembran egyik

fontos alkotorésze.
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2. abra Az izoprén bioszintézis utvonala, amely soran 6t szénatomos izoprén egységek kapcsoldodasaval az
izoprénvaz ndvekszik. Az ujonnan létrejott vegyiiletek pedig, kiilonbdzo terpének bioszintézisének a kiindulasi
anyagai.

Az utvonal “karotinoid-specifikus” részében két GGPP kapcsolodasa soran egy
szintelen fitoén keletkezik. A fitoén dehidrogendz kozremiikodésével 1étre jon a likpoin,
melynek a két vége jonon-gyliriivé zarodik, és igy B-karotinna alakul. A keletkez6 B-karotin
lesz a f6 terméke a jaromsporas gombak bioszintézisének.

A karotinoidok bioaktiv pigmentek, szerepiikk van a fotoszintézisben, valamint
nélkiilozhetetlenek a heterotrof szervezetek szamara. A karotinoidok kozé tartozik a karotin,
amely nyolc darab izoprén egységbdl épiil fel. Két kozismert formdja: az alfa- és a béta-
karotin, amik a véglikon 1évé gylirliben taldlhatd kovalens kettds kotés helyzetében
kiilonboznek. A B-karotin az elterjedtebb, de mind két forma egyarant jotékony hatéssal bir az
emberi szervezetre. Antioxidansként is hatnak (Burton 1989; Paiva és Russel 1999; Naguib

2000), megkotik a szabad gyokoket, igy csokkentve a rakos megbetegedések kialakulasat.

2.3. A 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A reduktaz

A HMG-KoA redukcioja, azaz mevalonsavva torténd atalakulasa, az egyik legfontosabb
Iépése a terpén bioszintézisének, ugyanis ez hatdrozza meg az utvonal sebességét. Ezt a
reakciot az ugynevezett HMG-KoA reduktdz katalizalja, amely egy NADP koenzimmel
miikddd oxidoreduktaz.

Tobb eukariota élélényben is jellemezték azokat a géneket melyek a HMG-KoA-
reduktazt kodoljak, példaul: Arabidopsis thaliana (Caelles és mtsi. 1989), Saccharomyces

cerevisiae (Basson és mtsi. 1988), Drosophila melangoster (Gertler és mtsi. 1988).



Emlosokben, novényekben, gombéakban eltérd szamban taldlhatéak meg ezek a gének. A
jaromsporas gombak kozott is talaltak kopiaszambeli eltérést. Mig a Mucor mucedo két gént
hordoz genomjaban, addig a Rhizomucor miehei (Lukacs és mtsi. 2008) csak egyet. De
eléfordulnak olyan fajok 1is, melyek harom gént is tartalmaznak, ilyen a mi
modellorganizmusunk is, a M. circinelloides (Lukéacs és mtsi. 2008).

A HMG-KoA reduktaznak két tipusa van. Az L. tipus foként az eukaridtakban, mig a II.
tipus az eubaktériumokban fordul elé. A két tipus felépitése kiilonbozik. Az 1. tipus szamos
transzmembran régidt tartalmaz, mig a bakteridlis HMG-KoA reduktazbol hidanyoznak. A
transzmembran domének szama fajon beliil is valtozhat, R. miehei-ben csak 7, viszont a P.
blakesleeanus-ban 8 transzmembran domént azonositottak. Az enzim szintjének
poszttranszlacios szabalyozasaban a hidrofob N-terminalis régid vesz részt, amelyben egy
szterol érzékel6 domén talalhato (SSD, sterol sensing somain) (Loftus és mtsai. 1997, Brown
¢s Goldstein 1999, Davies és loannou 2006). A hidrofil C-terminalis domén az enzim
katalitikus aktivitasaért felelés (Hampton és Rine 1994). A hidrofob és hidrofil doméneket
egy ugynevezett ,, linker” régid koti 0ssze. Ez egy viszonylag rovid szakasz, a R. miehei
esetében minddssze 53 aminosav hosszu.

A HMG-KoA reduktaz regulacioja tobb szinten torténhet. Mikddését befolyasoljak a
transzkripcids, transzlacios, poszttranszlacids modositasok, valamint az izoprének kialakulasa
soran keletkezé kozti és végtermékek (pl. FPP, GGPP) mennyisége is hatassal lehet az
enzimre (Goldstien és mtsi. 1980). Megfigyelték, hogy ha S. cerevisiae-ben, az emlitett
végtermékek koziil valamelyik megjelenik, akkor az enzim kisebb mennyiségben lesz jelen.
Tehat a végtermék negativan szabalyozza a HMG-KoA reduktazt kodold gén kifejezodését.
Emldsokben azt figyelték meg, hogy kevesebb mennyiségli enzim jelenlétében apoptdzis
tortént, melyet a farnezol indukalt. Valamint a gatolt HMG-KoA az endoplazmatikus
retikulum stressz valaszat valtja ki, amely szintén apoptozist idéz eld (Joo és Jetten 2010).

Az enzim lokalizacidja eltéré lehet. Emlds sejtekben az endoplazmatikus retikulum
(ER) membranjahoz kotott (Breitling €s Krisans 2002). Az egyes fajok génjei eltérd szami
fehérjét kodolhatnak, amelyek funkciojukban, szabalyozasukban és lokalizacidjukban is
eltéréseket mutathatnak. Az extremofil Hortaea werneckii gombaban pl. két izoformat
azonositottak. Egyik forma a mitokondriumhoz kotott, a masik forma pedig az ER-hez
kapcsolodik (Vaupotic és Plemenitas 2007). Ugyancsak erre példa egy laboratoriumi
modellndvény is az A. thaliana, melyben harom izoenzim van jelen. Novényekben a
mitokondriumhoz, az ER-hez és a plasztiszhoz kotédhet a fehérje (Leivar és mitsi. 2005,

Stermer és mtsi. 1994).



Ahogy mar korabban emlitettem a HMG-KoA reduktdznak kiemelkedd szerepe van az
izoprén bioszintézisben. A keletkezett termékek, mint a karotinoidok, ndvényi hormonok,
vagy a gombak szamara nélkiilozhetetlen ergoszterol, mind szerepet jatszanak a fejlédésben,
novekedésben ¢€s az anyagcserében. Viszont az enzim mukodésének gatlasa, a sejtek
apoptozisahoz vezethet. A HMG-KoA reduktdz kompetitiv inhibitorai a sztatinok. A sztatinok
szerkezete hasonld6 a HMG-KoA reduktaz szerkezetéhez, ebbdl kifolydlag képesek az
enzimhez kapcsolddni. Ez a kotddés géatolja a mevalonsav atalakulést, ezaltal az izoprén
bioszintézis Gtvonalat is.

Kisérleteket végeztek arra, hogy milyen hatdssal vannak az enzimre a kiilonb6z6
koriilmények, és ez hogy hat ki a vizsgalt torzsekre. Erre alkalmas torzs volt a s6-érzékeny S.
cerevisiae. Azt az eredményt kaptak, hogy alacsony illetve magas s6 koncentracio mellett,
joval megndtt az enzim aktivitdsa az optimalis koriilményekhez képest. A kisérlet nem csak
az aktivitas megfigyelésére iranyult, hanem a fehérje mennyiségére is. Azt tapasztaltak, hogy
a fehérje mennyisége tobb volt, mint optimalis koriilmények kozott (Vaupitiupitic és mitsi.
2008). Ez azt eredményezi, hogy az enzim noveli a gomba s6 tir6 képességét. Olyan
torzsekkel is végeztek kisérleteket, amelyek nem képesek karotinoidokat termelni, ilyen a
Candida utilis. Azonban ezek a gombak az izoprén szintézis utvonal prekurzorait
tartalmaztak. Sikeriilt 1étrehozni olyan torzseket melyek képesek karotinoidokat (B-karotin,
likopin) termelni. Ezt ugy érték el, hogy a C. utilist bakterialis eredetii génekkel
transzformaltak (Misawa ¢és Shimada 1997). Majd a C. utilis hmgR1 génjét autonom
replikdlodod plazmidon karotin termeld torzsbe juttattdk, amely azt eredményezte, hogy a
hmgR1 kopiaszama megndtt és a géndozis hatas eredményeképpen termelt Kkarotin
mennyisége is fokozoddott. Ugyancsak sikeriilt fokozni a karotin mennyiségét, egy masik
kisérletben is, ahol a termel6 torzs egy transzformans S. cerevisiae volt. Ebben az esetben a
karotin novekedés, a C. utilis HMG-KoA reduktaz katalitikus domén kifejeztetésének volt

koszonhetd (Verwaal és mtsi. 2006).

2.4. A M. circinelloides HMG-KoA reduktazai
A M. circinelloides genomja 3 hmgR gént tartalmaz: hmgR1, hmgR2, hmgR3. Korabban
mar megkezdddtek ezeknek a géneknek a vizsgalatai tanszékiinkon. A gének altal kodolt

fehérjék jellemzdit az 1. tablazat foglalja 6ssze.



1. tablazat A M. circinelloides HMGR1,HMGR2, HMGR3 fehérjéinek jellemz6i (Nagy és
mtsi. 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 6 8 5
hélixek szama
SSD 244-407 as 236-388 as 279-443 as
elhelyezkedése
Katalitikus domén 653-1107 as 633-1084 as 692-1115 as
HMG koto 717-727 as 697-707 as 756-706 as
motivum (CENVIGYMPIP), (CENVIGYMPIP), (CENVIGYMPIP),
745-755 as 725-735 as 784-794 as
(MATTEGCLVAS) | (MATTEGCLVAS) (MATTEGCLIAS)
NAD(P)H kot6 841-848 as 821-828 as 880-887 as
motivum (GDAMGMNM), (GDAMGMNM), (GDAMGMNM),
991-997 as 971-977 as 1030-1036 as
(GTVGGGT) (GTIGGGT) (GTIGGGTI)

A harom gén eltérést mutat a transzmembran hélixek szdmaban, a molekula tomegben,
valamint a NAD(P)H és a HMG kotésért felelos konzervalt helyekben is. A HMGR3 masodik
HMG kot helyén felfedezhet6 egy Val-lle csere, hasonlo cserét lathatunk a HMGR 1 masodik
NAD(P)H kot6 helyén is, ahol pedig egy lle-Val csere tortént. Kiilonbség van az enzim
szabalyozasaért felelés SSD-ben is. A HMGR1 SSD 11 aminosavval hosszabb, mint a
HMGR2 SSD, viszont 12 aminosavval rovidebb, mint a HMGR3 SSD. Ezek az aminosav
eltérések is kozremitkodhetnek abban, hogy a fehérjék poszt-transzlacios szabalyozéasa és

szterol érzékeld képessége is kiilonbozik.



3. Célkitiuzések

Néhany gombafaj, mint a M. circinelloides vagy a S. cerevisiae képes aerob és anaerob
kornyezetben is novekedni, tgynevezett dimorf gombak. A dimorfizmus azt jelenti, hogy a
gomba a koriilmények fiiggvényében, képes fonalas €s élesztdszerli morfologiat is felvenni.
Az alaki valtozéasok hatterében az egyes gének kifejezodésében fellépo kiilonbségek allnak. A
S. cerevisiae genomja 2 hmgR gént tartalmaz, melyek eltér6 modon fejezédnek ki oxigén
tartalmy, illetve oxigénmentes kdzegben. A hmgR1 gén transzkripcids szintje magasabb aerob
kornyezetben, mint anaerob koriilmények kozott, ezzel szemben a hmgR2 gén foként anaerob

koriilmények kozott fejezodik ki.

Korabbi kisérletek soran, tanszékiinkon vizsgaltak a M. circinelloides harom hmgR
génjének kifejez0dését aerob kornyezetben. A gomba tenyésztése soran mérték a gének
relativ  transzkripcids szintjét eltérd szénforrdsok, kiilonb6zé homérsékletek és so
koncentracio, tovabba eltérd oxigéntenzidk mellett.

Ezen eredmények ismeretében jelen munka soran célul tiiztiik ki, hogy megvizsgéljuk a
harom izogén kifejez6dését anaerob tenyésztés esetén is.

Ezért a kovetkezd konkrét kisérletek elvégzését terveztiik:

A harom M. circinelloides hmgR gén relativ transzkripcids szintjének meghatarozasa anaerob
koriilmények kozott kvantitativ PCR (qPCR) segitségével

(1.1) eltér6 szénforrasok,

(1.2) eltérd tenyésztési hdmérsékletek, valamint

(1.3) eltérd so koncentraciok alkalmazasa esetén,

valamint az igy kapott eredmények Osszehasonlitdsa a korabbi, aerob koriilmények kozott

végzett kisérletek eredményeivel.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt torzsek
A hmgR gének transzkripcidjanak vizsgalatdhoz, a Mucor circinelloides CBS 277.49

leuA” és pyrG™ mutans torzsét (MS12-t) hasznaltuk.

4.2. Alkalmazott taptalaj/tapoldat

YNB taptalaj/tapoldat: 1%gliiko6z
0,15% (NH,4),SO4
0,15% Na-L-glutaminat
0,05% Yeast Nitrogen Base

0,05% uracil és leucin
2% agar, szilard taptalaj esetén
A szénforrasok tesztelése soran a YNB tapoldatban a gliikdz helyett a tesztelni kivant

szénforrast adtuk ugyancsak 1%-os ardnyban.

4.3. Anaerob tenyésztési koriilmények

YNB tapoldatba (30ml) 10° spéra/ml lett leoltva. A tenyésztés tin. GasPak rendszerben
(GasPak EZ Gas Generating Container System; BD), lezart tenyésztéedényben tortént. Eltérd
koriilmények kozott 2 napig novesztettiik a gombakat. A koriilmények a kovetkezok voltak:
kiilonboz8 hémérséklet (20 °C, 25 °C, 30 °C és 35 °C), kiilonbdzé szénforrasok (gliikoz,
maltoz, trehaldz, natrium-acetat, dihidroxi-aceton), kiilonboz6 s6 koncentracié (kontroll, 1%,

2%, 3%).

4.4. Genomi DNS kivonasa M. circinelloidesbél
A gombakat uracillal és leucinnal kiegészitett YNB csészéken neveltik és a
micéliumokat folyékony nitrogénben tartuk fel. A feltards utdn a MasterPure™ Yeast DNA

Purification Kit-et hasznaltuk a gyart6 utasitisa szerint.
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4.5. Agaroz gélelektroforézis

A DNS mintak elektroforézisét 0,8%-os agaroz/TAE gélen (40 mM Tris-ecetsav, pH
7,6; 1 mM NaEDTA) végeztiik (80V). Majd etidium-bromidos festést kovetden (0,5 ng/ml) a
DNS detektalasa UV-fényben tortént. A molekuldk méretének meghatdrozasdhoz 1 kb-0s
molekulasuly markert (GeneRuler ™ 1kb DNA Ladder, Fermentas) hasznaltunk.

4.6. Valosidejii kvantitativ reverz transzkripcio PCR (qPCR) kisérletek

RNS kivonashoz az E.Z.N.A. Total RNA Kit-et (Omega Bio-Tek) hasznaltuk a gyarto
utasitasa szerint. A valdsidejii PCR vizsgalatokat CFX96 Real-Time Detection System (Bio-
Rad) berendezéssel végeztilk. A mintdkat 96 lyuku platre (Bio-Rad) vittiikk fel, referencia

génként a M. circinelloides aktin génjét (act) hasznaltuk.

DNaz kezelés:

1 ug RNS

1 ul 10x-es puffer MgCl,-al

kiegészitve 9 ul-re DEPC (dietil-pirokarbonat) kezelt vizzel

1 ul DNaz, RNaz mentes (1u/ ul, Fermentas)

30 perc inkubalas 37 °C-on, az inkublast kdvetden 1 ul 25mM EDTA hozziadasa utan
10 perc 65 °C-on tovéabbi inkubalas

A DNaz kezelést kovetden ellendrzd PCR 0sszemérése a DNaz kezelés hatékonysagara.

cDNS szintézis:

A cDNS szintézishez RevertAid Premium First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo

Scientific) hasznaltunk a gyarto utasitasai szerint. A szintézishez a kithez mellékelt random

hexamer és Oligo(dT)1s inditoszekvenciakat hasznaltuk.

Valosidejii PCR a ¢cDNS mintakbdl:

A gPCR méréshez hasznalt reakcio elegyhez a Maxima SYBR Green gPCR Master Mix
(2X)-t (Thermo Scientific) hasznaltuk. A PCR reakciok Osszemérése specifikus
2-AACt

inditészekvencidkkal tortént. A relativ transzkripcids szintek meghatarozasara a szamitasi

modszert alkalmaztuk (Livak és Schmittgen 2001.).
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A valosidejll PCR reakeio koriilményei a kovetkezdk voltak:

10 ul SYBR Green
0,8 — 0,8 pul primer
8 ul cDNS
0,4 ul viz

A gPCR amplifikalas koriilménvei a kovetekezdk voltak:
95°C, 3 perc
40 ciklus
95°C, 30 masodperc
60°C, 30 masodperc
72°C, 30 masodperc

A gPCR vizsgalatokhoz tervezett specifikus inditoszekvencidk:

A hmgR1 génre tervezett inditoszekvenciak:
H1_RT_F:5 CAG AAACAACTCACATGCCTTGCC 3
H1_RT_R: 5 TAATAG CTG GAA GTG GAT CGT CGG 3'

A hmgR2 génre tervezett inditoszekvenciak:
H2_RT_F:5'CTCGTATCATCT GTG CCT CTG 3'
H2_RT_R: 5 AGC AGT GTT ACG GTT GTG AG 3

A hmgR3 génre tervezett inditoszekvenciak:

H3 RT F:5 GAA TCC AGT CTG TTG CCT CTC CA 3'
H3 RT R:5 GAG TCA CCG TCA ATG TTC ATG GGA 3'
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5. Eredménvyek és értékelésiik

5.1. A HMG-KoA reduktaz gének kifejezodése aerob és anaerob koriilmények kozt

Tanszékiinkon korabban mar vizsgaltak a harom hmgR gén kifejezddését kiillonbozo
tenyésztési koriilmények kozott. A kisérlet soran aerob, anaerob illetve oxigénmentes majd
ujra oxigén tartalmu kornyezetben tenyésztették az MS12 térzset (Nagy és mtsi. 2014).
Anaerob koriilmények mellett a gomba ¢lesztdszerti morfologiat vesz fel, azonban ha ezt a
tenyészetet Ujra aerob kozegbe helyezziik, akkor az élesztOszerti sejtek ismét fonalasan
kezdenek el néni. Ehhez a valtashoz 45-60 perc sziikséges. Az eredmények azt mutatjak, hogy
a gének eltéré mértékben fejezddtek ki az egyes koriilményeken. A hmgR1 gén esetében,
aerob kornyezetben mérték a legmagasabb transzkripcids szintet, a masik két koriilményen
pedig csokkent a gén aktivitasa (3. abra). Anaerob kérnyezetben a hmgR2 gén transzkriptum
szintje nem valtozott szignifikdnsan az aerob kdrnyezetben mért transzkripcids szinthez
képest, a harmadik koriilményen viszont jelentdsen megndvekedett a gén aktivitas (4. abra).
A hmgR3 gén aerob koérnyezetben fejez6dott ki legkevésbé, anaerob, illetve oxigénmentes

majd Ujra aerob kozegben a transzkripcids szint novekedett (5. abra).
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3. abra Az MSI12 toérzs hmgR1 génjének transzkripcids szintje aerob és anaerob koriilmények kozt, valamint
anaerob majd 1 6réan at aerob koriilmények kozt tenyésztve a torzset. A diagramon harom mérés eredményeibdl
szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. Az aerob koriilmények kozt mért transzkripcios szintjét vettitk 1-nek

(Nagy és mtsi. 2014.).
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4. abra Az MS12 térzs hmgR2 génjének transzkripcids szintje aerob és anaerob koriilmények kozt, valamint
anaerob majd 1 oran at acrob koriilmények kozt tenyésztve a torzset. A diagramon harom mérés eredményeibdl
szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. Az aerob koriilmények kozt mért transzkripcios szintjét vettitk 1-nek

(Nagy és mtsi. 2014.).
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5. abra Az MS12 térzs hmgR3 génjének transzkripcids szintje aerob és anaerob koriilmények kozt, valamint
anaerob majd 1 6ran at aerob koriilmények kozt tenyésztve a torzset. A diagramon harom mérés eredményeib6l
szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. Az aerob koriilmények kozt mért transzkripcios szintjét vettiik 1-nek

(Nagy és mtsi. 2014.).

Osszehasonlitva a gének relativ transzkripcios szintjét azt tapasztaltak, hogy a harom
izogén koziil a hmgR1 transzkripcidja a leggyengébb. Valoszinileg a hmgR1 gén csak aerob

kornyezetben fejezddik ki, ugyanis anaerob kdrnyezetben nagyon késéi Ct értéket kaptak,
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éppen ezért jelen dolgozatba a hmgR1 gén oxigénmentes kornyezetben mért transzkripcios
értékeit nem vettikk figyelembe. Aerob kornyezetben a hmgR2 gén fejezédik ki leginkabb,
ezzel szemben anaerob kornyezetben a hmgR3 gén mutatta a legnagyobb aktivitast. A
harmadik koriilményen ahol elészor oxigénmentes, majd Ujra oxigén tartalma kozegben
nevelték a gombat azt tapasztaltdk, hogy az 6sszes gén transzkripcios szintje novekedett, és

ismét a hmgR2 gén aktivitasa volt a legnagyobb (6. abra).
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6. abra Az MS12 torzs hmgR1, hmgR2 és hmgR3 génjeinek transzkripcios szintje aerob és anaerob koriilmények
kozt, valamint anaerob majd 1 6ran at aerob koriilmények kozt tenyésztve a torzset. A diagramon harom mérés
eredményeibél szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A hmgR1 gén aerob koriilmények kozt mért

transzkripcios szintjét vettiik 1-nek (Nagy és mtsi. 2014.).

5.2. A HMG-KoA reduktaz gének Kkifejezédése kiilonbozoé szénforrasokon aerob és

anaerob koriilmények kozott

Az MS12 torzset leucinnal és uracillal kiegészitett YNB tapoldatban tenyésztettiik,
melyben az 1% gliikozt kiillonbozé szénforrasokra cseréltiik. A szénforrasok a kovetkezok
voltak: maltéz, trehaldz, natrium-acetat és dihidroxi-aceton. Korabbi, laborunkban végzett
kisérletek igazoltak, hogy ezek a szénforrdsok jo hatdssal vannak a karotinoid termelésre
(Papp és mtsi. 2013). Amennyiben natrium-acetatot vagy dihidroxi-acetont alkalmaztunk
egyediili szénforrasként, akkor a gomba anaerob kdrnyezetben nem volt képes novekedni,

azonban aerob kornyezetben igen. A tenyésztést minden esetben 2 napon at végeztiik.
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Mindharom gén esetében a gliikozon kapott transzkriptum szintekhez hasonlitottuk a tobbi
szénforrason kapott értékeket. Aerob kornyezetben a hmgR1 gén transzkriptum szintje
trehal6zon €s dihidroxi-acetonon volt a legnagyobb, a masik harom szénforrason mért értékek

kozott nem tapasztalhato szignifikans eltérés (7. abra) (Nagy €s mtsi. 2014).
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7. abra Kiilonb6z6é szénforrasok hatdsa a hmgR1 gén transzkripcidjara aerob kornyezetben. A diagramon a
harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A gliikkdzon kapott transzkriptum szintet

vettiik 1-nek (Nagy és mtsi. 2014).

A hmgR2 gén relativ transzkripcids szintje anaerob kornyezetben maltdzon mutatta a
legmagasabb értéket a glikozon mért értékhez képest, azonban aerob tenyé€sztés mellett a
natrium-acetattal egyiitt a legalacsonyabb értéket. Trehalozon a gén relativ transzkripcios
értéke mind aerob, mind anaerob kdrnyezetben kevéssé valtozott a gliikozon mért értékekhez
képest (8. abra).

A hmgR3 esetében nem tapasztaltunk jelentésebb valtozast a gén relativ transzkripcios
értékeiben aerob és anaerob kornyezet mellett, azonban a 9. abran lathat6, hogy aerob
kornyezetben a gén kifejezddése trehaldézon volt a legmagasabb, mig anaerob kérnyezetben
ezen a szénforrdson mutatta a legkisebb értéket.

Az eredményekbdl lathatod, hogy a két gén kifejezédése a kiilonb6zd szénforrasokon
aerob ¢és anaerob kornyezetben hasonld tendencidt mutat, azonban csak trehalozon és

maltézon mutatnak nagyobb eltérést.
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8. abra Kiilonb6z6 szénforrasok hatdsa a hmgR2 gén transzkripcidjara aerob és anaerob kornyezetben. A
diagramon a harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A glikozon kapott

transzkriptum szintet vettiik 1-nek.
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9. abra Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa a hmgR3 gén transzkripcidjara aerob és anaerob kornyezetben. A
diagramon a harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A gliikozon kapott

transzkriptum szintet vettiik 1-nek.
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5.3. Kiilonb6zo tenyésztési homérsékletek hatasa a gének Kkifejezodésére aerob és

anaerob koriilmények kozott

Az MS12 torzset YNB tapoldatban 2 napon at tenyészettiik eltérd hdmérsékleten, 20,
25, 30 és 35 °C-on. Kontrollnak a 25 °C-on végzett tenyésztés eredményeit hasznaltuk. Aerob
tenyésztés soran a hmgR1 gén 20 °C-on mutatta a legnagyobb aktivitast, 30 illetve 35 °C-on
pedig csokkent a transzkripcios szintje a kontrollhoz képest (10. abra) (Nagy és mtsi. 2014).
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10. abra A hmgR1 gének transzkripcidja: 20, 25, 30 és 35 °C-on aerob kornyezetben. A diagramon harom mérés
eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A 25 °C-on kapott transzkriptum szintet vettiik 1-nek

(Nagy és mtsi. 2014).

Anaerob kornyezetben a hmgR2 gén relativ transzkripcios szintje 20 °C-on volt a
legmagasabb, 30 °C-on a legalacsonyabb, 35 °C-on pedig a kontrollhoz képest nem volt
szignifikans valtozas. Aerob kornyezetben is 20 €s 25 °C-on fejezddott ki leginkabb a gén, 30
illetve 35 °C-on pedig alacsonyabb transzkriptum szint figyelhetd meg. Az eredményekbdl az
lathaté, hogy aerob kornyezetben az optimalis hémérséklettdl (25 °C) alacsonyabb/magasabb
hémérsékleten a gén relativ transzkripcids szintje csokken, viszont anaerob kornyezetben
megnd (11. abra).

A hmgR3 gén relativ transzkripcios szintje 20 és 30 °C-on volt a legmagasabb, 35°C-on
pedig a legalacsonyabb. Aerob kdrnyezetben is 20 °C-on volt legnagyobb a gén kifejezddése,

viszont 30 °C-on lecsokkent, 35 °C-on pedig nétt a kontrollhoz képest. Osszehasonlitva a
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kapott értékeket egyértelmiien latszik, hogy a hmgR3 gén aktivitasa anaerob kornyezetben
nagyobb, mint aerob kornyezetben (12. abra).

Mindkét gén esetében azt tapasztalhatjuk, hogy az optimalis tenyésztési hdmérséklettol
magasabb/alacsonyabb hdmérsekleten a relativ transzkripcids szintek jelentdsen valtoznak. A
két abran lathat6, hogy a gének relativ transzkripcids szintjei koziil csak 35 °C-on

tapasztaltunk kiilonbséget.
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11. abra A hmgR2 gének transzkripcidja: 20, 25, 30 és 35 °C-on aerob és anaerob kérnyezetben. A diagramon
harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A 25 °C-on kapott transzkriptum szintet

vettik 1-nek.
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12. abra A hmgR3 gének transzkripcidja: 20, 25, 30 és 35 °C-on aerob és anaerob kornyezetben. A diagramon
harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A 25 °C-on kapott transzkriptum szintet

vettik 1-nek.
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5.4. So stressz hatasa a gének kifejezodésére aerob és anaerob koriilmények kozott

Az MSI12 torzset 2 napon keresztiil, tenyésztettiik eltérd (1, 2 és 3%) s6 (NaCl)
koncentracioju tapoldatban. A kontroll nem tartalmazott NaCl-t. Aerob kdrnyezetben a
hmgR1 gén kifejezodése a kontrollhoz képest a vizsgalt so koncentraciok mellett novekedést
mutatott, maximumat az 1% NaCl koncentraciot tartalmazé tapoldatban érte el (13. dbra)

(Nagy és mtsi. 2014).
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13. abra Kiilonb6z6 s6 koncentraciok hatasa a hmgR1 gén relativ transzkripcids szintjére aerob kornyezetben. A
diagramon harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A s6t nem tartalmazo

tapoldatban kifejezddott gének értékét vettiik 1-nek (Nagy és mtsi. 2014.).

A hmgR2 gén kifejezddése teljesen eltérd aerob, illetve anaerob kornyezetben. Anaerob
kornyezetben a novekvd sé koncentracioval parhuzamosan csokkend relativ transzkripcios
szinteket mértiink. Ezzel szemben aerob kornyezetben a ndévekvd s6 koncentracioval
parhuzamosan egyre novekvo relativ transzkripcids értékeket mutatott a gén (14. abra).

A hmgR3 gén esetében azt tapasztaltuk, hogy a s6 koncentracié valtozas jelentésen nem
befolyasolja a gén kifejezddését sem aerob, sem anaerob koriilmények kozott, ugyanis az

eltéré s6 koncentraciokon mért transzkriptum szintek nem mutatnak szignifikéns eltérést a

kontrollhoz képest (15. abra).
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Kisérleteink alapjan elmondhat6, hogy mind aerob, mind anaerob koriilmények kozt a
M. circinelloides hmgR2 génje mutatja a leger6teljesebb transzkripciot, és a gén kifejezédését
a kiilonboz6 tenyésztési koriillmények megvaltozasa jelentésen befolyasolhatja. A hmgR3 gén
transzkripcidés szintje anaerob koriilmények kozt jelentdsen megemelkedett az aerob
tenyésztések sordn mérthez képest, ugyanakkor a kornyezeti valtozasok a gén kifejezddését

nagymértékben nem befolyésoltak.
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14. abra Kiilonboz6 s6 koncentraciok hatasa a hmgR2 gén relativ transzkripcids szintjére aerob és anaerob
kornyezetben. A diagramon harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A st nem

tartalmazo tapoldatban kifejez6dott gének értékét vettiik 1-nek.
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15. abra Kiilonboz6 s6 koncentraciok hatdsa a hmgR3 gén relativ transzkripcids szintjére aerob és anaerob
kornyezetben. A diagramon harom mérés eredményeibdl szamolt atlagértékek vannak feltiintetve. A so6t nem

tartalmazé tapoldatban kifejez6dott gének értékét vettiik 1-nek.
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6. Osszefoglalis

Kisérleteink soran a M. circinelloides MS12 torzsének harom hmgR izogénjét
vizsgaltuk. Célunk az volt, hogy a gének transzkripcidjat oxigénmentes kornyezetben eltérd
koriilmények mellett vizsgaljuk. A kapott eredményeket a laborunkban korabban végzett
kisérletek eredményeivel hasonlitottuk Ossze. Ezek a vizsgalatok szintén a hmgR gének
kifejezodésére iranyultak, azzal a kiilonbséggel, hogy oxigén tartalmi kdrnyezetben
tenyésztették a gombakat.

Vizsgalataink sordn kiilonb6z6 szénforrasokat (gliikkoz, maltdz, trehaldz, natrium-acetat
és dihidroxi-aceton), kiildnb6zé hémérsékleteket (20, 25, 30 és 35 °C) valamint kiilonb6z6 s6
koncentraciokat (0, 1, 2, 3 %) alkalmaztunk. Azt tapasztaltuk, hogy anaerob tenyésztés soran
a gomba nem novekedett natrium-acetatot és dihidrixi-acetont tartalmazo tdpoldatban. A
hmgR1 gén transzkripcidja nem volt bizonyithaté anaerob tenyésztés soran egyik vizsgalt
koriilmény esetén sem. Aerob koriilmények kozt nevelt tenyészetben a hmgR2 mutatta a
legnagyobb, mig hmgR1 a legkisebb relativ transzkripcios szintet, ugyanakkor anaerob
kornyezetben a hmgR3 gén fejezddott ki leginkabb. Amennyiben az anaerob tenyészetet ismét
aerob kornyezetbe helyeztik ismét a hmgR2 kifejez6dése volt a legerésebb. Kiilonb6zo
szénforrasok alkalmazasa soran aerob koriilmények ko6zott maltozon a hmgR2 relativ
transzkripcids szintje jelentdsen lecsokkent, ezzel szemben anaerob tenyésztés soran megnott.
Jelentésebb valtozast a hmgR3 gén aktivitisaban nem tapasztaltunk, azonban aerob
kornyezetben trehalézon mutatta a legmagasabb relativ transzkripcids szintet. Az
eredményeink azt mutatjak, hogy kiilonb6z6 hdémérsékleteken tenyésztve a torzset az
optimalis homérséklett6l eltéré alacsonyabb vagy magasabb hémérsékleten a hmgR2 és
hmgR3 relativ transzkripcios szintjei jelentGsen valtoznak. A legjelentdsebb valtozast a
hmgR2 gén anaerob 20 °C-os tenyésztése mellett tapasztaltunk. Ebben az esetben jelentSsen
megndtt a gén kifejezddése anaerob tenyészés sordn. Vizsgaltuk a gének kifejez0dését eltérd
s6 koncentraciokon is. Oxigénmentes kornyezetben hmgR2 gén relativ transzkripcios szintje
sO stressz hatasara csokkent, aerob kornyezetben viszont megndtt a NaCl-ot nem tartalmazo
kontrollhoz képest. A hmgR3 gén kifejezddésére pedig sem aerob, sem anaerob kornyezetben
nem volt szignifikans hatdssal a s¢ stressz.

Kisérletiink alapjan elmondhato, hogy a M. circinelloides harom hmgR génje koziil a
hmgR2 fejezdédik ki a legnagyobb mértékben és e gén valaszol leginkabb az eltérd tenyésztési

koriilményekre, mind aerob, mind anaerob kornyezetben. Feltehetden tehat e gén termékének
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van a legfontosabb szerepe az altalanos terpén bioszintézisében, valamint a kiilsé kornyezeti
feltételek megvaltozasahoz vald alkalmazkodasban. A hmgR3 gén aktivitasa az 0Osszes
vizsgalt koriilményen alacsonyabb volt, mint a hmgR2 géné, viszont transzkripcids szintje
anaerob koriilmények kozott jelentésen megnétt. A kornyezeti valtozasok a hmgR3 gén
kifejez6dését nagymértékben nem befolyasoljak. Laborunkban végzett egyéb kisérletek soran,
a gén talmikddtetése a karotin termelés fokozoddsdhoz, csendesitése pedig apoptotikus
folyamatokhoz vezetett, ami arra utal, hogy e gén terméke is fontos szerepet jatszik a gomba
¢letfolyamataiban. A hmgR1 gén kifejez6dése volt a leggyengébb mind aerob, mind anaerob

kortilmények kozott, funkcionalitasat eddig nem sikeriilt igazolni.

24



