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A kutatasi program f6 celkittizései a kovetkezok voltak:

. Heteroldg gének (B-karotin hidroxildz, B-karotin ketoldz) expresszidja Mucor
circinelloidesben, asztaxantin termelés lehetésége Mucorban

1. A Kkarotinoid termelés befolydsoldsa a mevalonsav bioszintézis Gt genetikai
moédositasaval (Mucor circinelloides genetikai transzforméacioja HMG-CoA
reduktaz és carG géneket tartalmazé vektorok segitsegéevel).

1. Transzformacios kisérletek egyéb karotintermelé jaromsporas gombakkal.

A kutatési szerzédésben a kovetkez6 konkrét munkafeladatok szerepeltek:

2004.(1. év): 1. Mucor gpdl prométer és terminalis régid szabalyozasa alatt all6 Agrobacterium
aurantiacum asztaxantin bioszintézisért felel6s géneket (crtW, crtZ) hordoz6 expresszios vektorok
szerkesztése. 2. Mucor p-karotin bioszintézis gének promotereinek kontrollja alatt allé crtW és crtZ
géneket hordozd autoreplikativ és integrativ transzformaciot biztosité kilénbdzoé expresszids vektorok
szerkesztése. 3. A konstrualt vektorokat felhasznalva a transzformacios kisérletek megkezdése M.
circinelloidesszel. 4. Az asztaxantin bioszintézis geneket hordoz6 transzformansok analizisének
meginditsa: transzkripcié kimutatdsa és vizsgalata; a Kkarotinoid produkcié analizise és
Osszehasonlitasa a vad tipusu torzsek karotinkészletével.

2005. (2. év): 1. A heterolog expresszios Kiserletek folytatidsa az asztaxantin szintézisért felels
génekkel M. circinelloidesben. A transzformansokban a bevitt gének Kkifejezédésének és a
karotintermelés tovabbi analizise. 2. A mevalonat it modositasat lehetéve tevé HMG-KoA reduktaz
(HMG) gent hordozo expresszids vektorok szerkesztésének megkezdése. 3. Transzformacios kisérletek
megkezdése a HMG génre alapozott vektorokkal M. circinelloidesszel. A mevalonat Gt modositasa. A
transzformansok analizise.

2006. (3. ev): 1. A HMG és carG génekkel tovabbi transzforméacids kisérletek az M. circinelloides vad
tipust és crtZ illetve crtW géneket hordozd transzformans torzseivel. A bioszintézis valtozédsanak
vizsgalata a transzformansokban. 2. Egyéb a Mucorales rendbe tartoz6 gombak, elsésorban Blakeslea,
Gilbertella és Phycomyces fajok, vad tipusu térzseinek karotinoid termelésének vizsgalata (a termelt
karotinoidok &sszetételének és mennyiségének meghatarozésa). 3. Transzformacios Kisérletek
Blakeslea, Gilbertella és Phycomyces karotintermels, megfelel6 torzseivel.

Eredmeények:

I. Heterolog génexpresszio Mucor circinelloidesben, B-karotinbdl szintetizalodo
oxigéntartalmua szarmazékok szintézisének vizsgélata.

Autoreplikativ expressziés vektorokat hoztunk létre, amelyek lehetévé teszik az
Agrobacterium aurantiacum asztaxantintermel6 bakterium f-karotin-asztaxantin atalakulasért
felel6s génjeinek (S-karotin ketolaz, crtwW és p-karotin hidroxilaz, crtZ) M. circinelloidesben
torténd kifejezodését. Az 1. Abra két példat mutat be az elkészitett transzformalo vektorkra
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plazmidokkal. A bakterialis géneket Mucor glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén (gpdl)



szabalyoz6 szakaszaival épitettik 0ssze. A létrehozott expresszios vektorokkal, kilénbézé
kombinéacidkban, transzformécids kisérleteket végeztiink.
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1. Abra. A pPT50 és pPT51 vektorok.
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2. Abra. Az A. aurantiacum asztaxantin szintézisért felelds géneket tartalmazé Mucor expresszids vektorok
szerkesztésének és a transzformacios kisérletek elve (MS12: a M. circinelloides karotintermeld, uracil, leucin

kett6s auxotrof térzse).



A kapott M. circinelloides transzformans toérzsek karotintermelését részletesen elemeztik.
Sikerllt a p-karotin ertékes keto- (asztaxantin, kantaxantin, echinenon) és

hidroxiszadrmazékainak (B-kriptoxantin, zeaxantin) termelédését kivalatni, illetve
fokozni a transzformansokban (3. Abra, 1 Tablazat). Ezen eredményekrdl az Applied
Microbiology and Biotechnology cimii folydiratban szamoltunk be:
Papp, Velayos, Bartdk, Eslava, Vagvolgyi, Iturriaga, 2006. Heterologous expression of astaxanthin
biosynthesis genes in Mucor circinelloides. Appl. Microbiol. 69, 526-531.

3. Abra. Egy crtW és crtZ hordozé kotranszformans karotinsszetételének TLC analizise.
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Torzs ka-rrgtlgﬁsoi d Astaxantin | Kantaxantin | Zeaxantin kriptg;(an tin Echinenon | B-karotin
MS12 222.460 - - 3.897 26.075 - 127.611
MS12-Z 248.654 - - 9.987 41.038 - 146.325
MS12-W 231.142 2.896 6.034 - 19.673 17.057 155.338
MS12-Z,W 210.023 1.980 13.134 - 31.188 17.201 114.156

1. Tablazat. A transzformansokban HPLC analizissel mért atlagos karotintermelés szarazsulyra vonatkoztatva
(g g?).

A munkatervnek megfeleléen olyan tovabbi vektorokat is szerkesztettiink, amelyek az
A. aurantiacum génjeinek a Mucor genomba torténé integralasat teszik lehetévé, ezekben a



vektorokban is a Mucor gpdl szabalyozd régioi biztositjak az expressziot (4. Abra). Olyan
plazmidokat is keszitettiink, amelyekben a p-karotin szintézis végsé lépéseiért felelos
aktivitdsokat kodolé carRP gént, illetve annak szabalyozé szakaszait fuzionaltattuk a crtW
génnel. Ezekkel a plazmidokkal is elvégeztik a transzformécios kisérleteket. Elemeztik a
bevitt gének kifejezé6désének mértékét a transzformansokban, illetve vizsgéltuk karotinoid
Osszeteteliiket, valamint a produkcio mértékét. Ugyan sikerilt megvaltozott karotintermelést,
transzformans torzseket eldallitani, azonban az altaluk termelt karotinszarmazékok (az
asztaxantin és a kantaxantin) mennyisége nem haladja meg a korabban autoreplikativ
vektorokkal el6llitott torzsek produkciojanak mértékét. Jelenleg olyan Kkisérleteket végzink,
ahol a munkaterv tovabbi pontjai szerint (rekombinans technikakkal) eléallitott p-karotint
taltermel6 torzseket transzformalunk az eddig konstrualt expresszids vektorokkal. Emellett
tovabbi, erésebb expressziot lehet6vé tevo integrativ vektorokat is szerkesztiink. Ezek a
kisérletek befejez6 szakaszukba jutottak, remeényeink szerint eredményeinket a 2007-es év
folyaman publikaljuk.

4. Abra. A bakterialis crtW gén Mucor genomba t6rténd beépiilését lehetdvé tevd egyik konstrukcio. A plazmid
a leucin auxotréfiat komplementald6 Mucor leuA gént hordozza szelekcids markerként. Az integracié a Mucor
leuA és az azzal 5° iranyban szomszédos régio kdzott, kettés rekombinacioval valdsul meg. A bakterialis gén
expresszidjat a Mucor gpdl gén szabalyozd régioi teszik lehet6vé.

I1. A karotinoid termelés befolyasolasa a mevalonsav €s az izoprén bioszintézis Ut genetikai
modositasaval.

A mevalonsav-izoprén bioszintézis utak modositasat célzo kisérletekkel a M. circinelloides S-
karotin termelésének fokozasat kivantuk megvalositani. Szamos a mevalonsav és az izopren
at kalonb6zé kulcsenzimeinek géndozis hatdson alapuld talmikodtetését lehetéve tevo
expresszids vektort készitettlink, melyekkel genetikai transzformacios kiserleteket végeztink.

E munka keretében:

1. Részletesen jellemeztik a kutatasi program elé6zményéként altalunk izolalt
Rhizomucor miehei HMG-KoA reduktaz gént (hmg). Az izolalt gén expresszios analizisét
is elvégeztik, valamint kidolgoztunk egy erre a génre alapozott, direkt szelekciot biztositd
transzformacios rendszert.



Vagvolgyi, Cs., Lukacs, Gy., Nyilasi, I. and Papp, T. (2004) Development of a lovastatin resistance-
based transformation system for Rhizomucor miehei. Clin. Microbiol. Inf. 10(S3), 507.

Lukacs 2005. Isolation and characterization of the gene encoding 3-hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase) of Rhizomucor miehei. Acta Biol. Szeged 49: 51.

Készitettlink a hmg gént hordozé transzformal6 vektorokat, melyekben a hmg a sajat, vagy
Mucor szabalyozo régiok kontrollja alatt all.

2. lzolaltuk a M. circinelloides izopentenil pirofoszfat izomeraz génjét (Mclpp), mely az
izoprén bioszintézis Gt egyik kulcslépését katalizalja. A gent M. circinelloides cDNS
génkonyvtar sziresével azonositottuk. A teljes gén és hatarold szakaszainak nukleotid-
sorrendjét inverz PCR technikdval hataroztuk meg, majd az azonositott szakaszt
felszaporitottuk és plazmidba klonoztuk. Meghatdroztuk a megfelelé fehérje aminosav-
sorrendjét, valamint elvégeztiik a gén részletes szekvencia- es funkcionalis elemzését is.

Papp, lturriaga, Csernetics, Molina, Alvarez, Eslava, Vagvélgyi 2006. Cloning and analysis of the IPP
(isopentenyl pyrophosphate isomerase)-coding gene of Mucor circinelloides. 8th European Conference
on Fungal Genetics, Bécs, Ausztria.

Szerkesztettiink tovabba olyan transzformalo vektorokat is, amelyek az Mclpp gent hordozzak
és alkalmasak az 6nallé és a tobbi vizsgalt gént hordozd vektorral kombinalt bevitelre is.
Reményeink szerint ezen kutatasi eredményeinket még az idén szakfolyoiratban is publikaljuk.

3. A mevalonat-izoprén bioszintézis Ut géndozis hatason alapuld tulmiikodtetésével
kilonbozé karotintultermelé M. circinelloides torzseket hoztunk létre. Szamos az
izoprénbioszintézis modositasat lehetové tevs expresszios vektort készitettiink (Az 5. Abra 4
ilyen vektort mutat be), az altalunk izolalt hmg és McIPP, valamint a Mucor farnezil
pirofoszfat szintdz (isoA) és a geranilgeranil pirofoszfat szintaz (carG) génekre alapozva.

10694 bp 7 9623 bp

5. Abra. 4 példa az izoprén bioszintézis enzimeit kodold gének kopiszamnévelése érdekében elsallitott
vektorokra.



Tanulmanyoztuk a bioszintézis Ut mddositasdnak hatasat a karotintermelésre. Expresszids
vizsgalatokat végeztiink az egyes, részletesen analizalt struktdrgénekkel, valamint kiilénb6z6
génkombindciokkal, kiilonbdz6 szabalyoz6 szekvenciak alkalmazésaval. A gének kopiaszam
novelését kulon-kildén és minden lehetséges kombinacidban elvégeztik. A transzformansok
karotin dsszetételének HPLC analizise alapjan elmondhatd, hogy az egyes géneket 6nalléan
alkalmazva ezen mddszerrel — géntdl és vektortol fiiggéen — mintegy masfél-kétszeresére
névelheté az dsszkarotinoid produkcid. Megfelelé génkombinaciok bevitelével azonban, az
altalunk eléallitott torzsekben, tobb mint haromszorosara sikerilt a S-karotin tartalmat emelni
az eredeti vad tipus torzshoz képest (6. Abra).
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6. Abra. Kilénbdzé autoreplikativ vektorkonstrukciokkal kapott transzforméansok. Az egyes konstrukciok a
kodvetkezd géneket tartalmazzak: pAVB160: isoA, pAVB161: carG; pCA6: carG; pCAL10: MclPP.

Vizsgéltuk a Kkarotintermelés fokozasara alkalmas tenyésztési és fermentécios
korilményeket, valamint a kutatasi program sordn, a transzformécios Kkisérletek
eredményeképpen osszegyiilt ismeretek alapjan megkezdtik az izoprén bioszintézis
gének, valamint a hmg gén karotintermelésre gyakorolt hatasdnak, valamint a termelés
fokozésara valo felhasznalhatdsaganak dsszehasonlito elemzesét.
E munka eredményeirél tobb nemzetkdzi konferencian is beszdmoltunk.
Papp, Csernetics, lturriaga, Eslava, Vé%vt')lgyi 2005. Production of pB-Carotene with genetically
modified Mucor circinelloides strains. 12" European Congress of Biotechnology, Koppenhaga, Dania,
J. Biotechnol. 118(S1), 153
Csernetics, Papp, Velayos, lturriaga, Eslava and Vagvolgyi 2005. Carotene production with genetically
modified Mucor circinelloides strains. 1% Central European Forum for Microbiology, Keszthely,
Magyarorszag, Acta Microbiol. Hung. 52(S), 22
Papp, Iturriaga, Csernetics, Eslava, Vagvolgyi 2006. Improvement of the carotene production in Mucor
circinelloides. Acta Microbiol. Hung. 53, 328.



Ebbél a munkabol jelenleg egy tovabbi kdzlemény all dsszeallitas alatt, melyet szintén az év
soran szandékozunk publikalni. A jaromspdras gombak karotintermelésének befolyasolasara,
Uj torzsek eléallitdséra vonatkozo eredményeink egy részét és ismereteinket egy ,,review”
jellegti konyvfejezetben is publikaltuk:
Iturriaga, Papp, Breum, Arnau, Eslava, 2005. Strain and culture conditions improvement for b-carotene
production in Mucor. In: Microbial Processes and Products, Methods in Biothenology series — Vol. 18
(ed. Barredo), Humana Press.

I11. A transzformacids kisérletek kiterjesztése egyéb karotintermeld jaromspdras gombakra.
1. Mivel a jaromspéras gombék kozil csak néhdnynak ismerjuk a részletes karotinoid
Osszetetelét, nagyszamu torzs bevonasaval mintegy 20, a Mucor, Blakeslea, Backusella,
Gilbertella nemzetségekbe tartozo, jaromsporas gombafaj karotinoid osszetételét és
termeloképességét elemeztik. Vizsgaltuk a kalonbdzo kornyezeti feltételek (fény,
hémérséklet, szénforrds) hatasat is a karotinoid produkciora. Sikerilt az eddigi
modellorganizmusokhoz képest eltéré karotindsszetételi, illetve intenzivebb termel6 térzseket
azonositani. Tébb igen nagy produkciora képes torzset taldltunk, koéztik olyanokat is,
amelyek viszonylag nagy mennyiségben termelik az értékes zeaxanthint és pg-

kriptoxanthint. Ezen vizsgalatokrol egy hazai konferencian szamoltunk be:
Csernetics, Papp, Barta, VAgvolgyi 2006. Carotenoid production of different Zygomycetes fungi Acta
Microbiol. Hung. 53, 255-256.

2. Az Uj termelé torzsek genetikai mddositasanak lehetévé tétele érdekében megkezdtik
ezen, eddig ilyen munkéakra egyaltalan nem hasznalt torzsekre optimalizalt
transzformacids rendszerek kiépitését és markerezett mutansok (auxotrof torzsek)
létrehozasat.

Tobbféle, direkt szelekciot biztosito rendszert is kiépitettiink. Az egyik ilyen az altalunk
klonozott Rhizomucor HMG-CoA reduktaz gént (hmg) tartalmazza, itt a génddzis hatas elvére
és a transzformalandd torzsek lovastatin (a HMG-CoA reduktaz kompetitiv gatloja)

érzékenységeére alapozott transzformacié valosithatd meg.
Lukacs, Papp, Nyilasi, Nagy, Vagvolgyi, 2004. Differenciation of Rhizomucor species on the basis of
their different sensitivities to lovastatin. J. Clin. Microbiol. 42, 5400-5402.
Vagvélgyi, Lukacs, Nyilasi, Papp, 2004. Development of a lovastatin resistance-based transformation
system for Rhizomucor miehei. Clin. Microbiol. Inf. 10(S3), 507.

Tovabba tobb karotintermelé fajra (tébbek kozt M. circinelloides, Backusella lamrospora,
Gilbertella persicaria) kidolgoztunk higromicin B rezisztencian, valamint az Aspergillus
acetamidaz gén bevitelén alapuld direkt szelekcios modszereket.

Ugyancsak kidolgoztunk egy a M. circinelloides integrativ transzformacidjat lehetové

tevoé Agrobacterium tumefaciens kozvetitette transzformacids rendszert.
Nyilasi, Acs, Papp, Vagvélgyi, 2005. Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation of Mucor
circinelloides. Folia Microbiol. 50, 415-420.

Ezt a transzformacios eljarast sikerilt ugy optimalizalni, hogy a jaromsporas gombak kozt
altalanosan hasznalhaté mddszerre valjon.

Nyilasi, Papp, Nagy, Vagvolgyi 2006. Applicability of the Agrobacterium-mediated transformation in
Zygomycetes. Acta Microbiol. Hung. 53, 324-325.

Jelenleg e transzformacids technika felhasznalasaval allitunk el6 karotintultermelé torzseket
Mucor, Gilbertella és Backusella térzsekbél.

IV. Egyéb eredmények
1. A karotinoidok HPLC analizisével kapcsolatos metodoldgiai eredményeinkbdl egy kézirat

all elbiralas alatt (Bartok, Papp, Vagvélgyi, 2005. High-pressure liquid chromatography — atmospheric
pressure photoionization mass spectrometry as a useful tool for the determination of carotenoids. J.
Chromatography, submitted), egy tovabbi pedig 6sszeallitas alatt all.



2. A jaromspdras gombak karotintermelésének vizsgalata, a mutansok el6allitasa soran
szerzett tapasztalatokat mas karotinoidtermelé gombékkal (pl. Xanthophyllomyces)

kapcsolatos kutatasainkban is sikerrel fel tudtuk hasznalni:
Palagyi, Papp, Tako, Nagy, Pesti, Vagvolgyi, 2004. Genetic variability of astaxanthin-producing yeasts:
random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis of Phaffia rhodozyma and Xanthopyllomyces
dendrorhous. Acta Biol. Szeged. 48,35-38.
Vagvélgyi, Lukacs, Tako, Csernetics, Papp 2005. The effect of vegetable oils on astaxanthin production
of Phaffia rhodozyma and Xanthophyllomyces dendrorhous. J. Biotechnol. 118(S1), 153.
Lukéacs, Kovéacs, Papp, Vagvolgyi 2005. The effect of vegetable oils on carotenoid production of
Phaffia rhodozyma. Acta Microbiol. Hung. 52, 267.
Palagyi, Linka, Papp, Vagvolgyi 2006. Isolation and characterization of Xanthophyllomyces
dendrorhous mutants with altered carotenoid content. Acta Aliment. Hung. 35, 223-228.

Osszefoglalva a fentieket, elmondhatd, hogy a Kitiizott célokat megvalodsitottuk. A
kutatasi program eredményekeént:

Mintegy husz megvéltozott karotindsszetételii (asztaxantin és/vagy kantaxantin
termelésre képes), illetve karotin (B-karotin, zeaxantin, B-kriptoxantin) taltermelé M.
circinelloides torzset allitottunk elé és jellemeztiink részletesen. Tobb eljarast dolgoztunk
ki jaromsporads gombak genetikai modositasara, valamint létrehoztunk egy maodositott
karotinoid termelésti mutansparkot. Az eredmeények felhasznalhatok a tovabbi alap- és
alkalmazott kutatdsokban (ipari termelé torzsek kifejlesztése).

Azonositottuk es részletesen jellemeztik a Rhizomucor miehei HMG-KoA
reduktaz, valamint a Mucor circinelloides izopentenil pirofoszfat izomeraz génjét.

Nagyszamu, a karotintermelés médositasat lehetévé tevé transzformacios vektort
készitettlink, melyek a tovabbi térzsnemesitésben felhasznalhatdk.

20 jaromsporas gombafaj kilonbozé torzseinek karotintermelését elemeztik
kilonb6zé kornyezeti feltételek (fény, hémérsékelt, szénforras) mellett. Tébb 0j, nagy
karotinoid produkciora képes, illetve 0j karotindsszetételii torzset azonositottunk,
melyek a tovabbi munkakban felhasznalhatok. A M. circinelloides genetikai
transzformacidja soran alkalmazott technikak, vektorok, gének ezeknél a gombéaknal is
alkalmazhatok.

Uj, a késébbi alap- és alkalmazott kutatasokban is felhasznalhaté eljarasokat,
protokolokat dolgoztunk ki elsésorban a jaromsporas gombak genetikai
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termelés fokozasara vonatkozéan.

Noha a kutatasi szerzédésben véllalt feladatokat teljesitettilk, az eredmények egy részének
publikalasa athuzédott a 2007. évre. Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy az OTKA
palyazat keretében megvaldsitott kutatast — elsésorban a tultermelé mutansok el6allitasat és
jellemzését — folytatni szandékozzuk elsésorban szélesebb, konzorcialis keretek kdzt. Ehhez
segitséget nyljtanak azok a nemzetkozi egyittmiikddések, melyek épp a jelen kutatasi
program megvalositasa soran es a tamogatas segitségevel mélyiltek el. Ezek kozil is ki kell
emelnink Arturo Perez Eslava professzor (Salamancai Egyetem, Spanyolorszag)
kutatdcsoportjat, amely a jaromspdéras gombak (azon belil is a karotinoid bioszintézis)
kutatdsanak egyik legelismertebb csoportja Eurdpéban.



