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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AS
ATCC
ATMT
BLAST
CBS
CCFC
DMSO
EDTA
ELISA
EMBL
FOA
FRR
IPTG
ITS
LB
MES
MOPS
MUFS

NCBI
NRRL
OD
OMP
PBS
PCR
PEG
RAPD

rDNS
RFLP

SDS

acetosziringon

American Type Culture Collection, USA
Agrobacterium tumefaciens kdzvetitett transzformacio
Basic Local Alignment Search Tool

Centraalbureau voor Schimmelcultures, The Netherlands
Canadian Collection of Fungal Culture, Canada
dimetil-szulfoxid

etilén-diamin-tetraecetsav

EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay

European Molecular Biology Laboratory
5-fluoro-orotsav

CSIRO Food Research Culture Collection, Australia
1zopropil-B-D-tiogalaktopiranozid

Internal Transcribed Spacer

Left Border (bal oldali T-DNS hatérol6 régio)
2-N-morfolin-etanszulfonsav
3-N-morfolin-propanszulfonsav

Department of Microbiology and Biochemistry, The
University of the Orange Free State, South Africa
National Center for Biotechnology Information
Agricultural Research Service Culture Collection, USA
optikai denzitas

orotidin-5’-monofoszfat

foszfat-pufferelt sooldat

polimeraz lancreakcid

polietilén-glikol

Random Amplified Polymorphic DNA

Right Border (jobb oldali T-DNS hatéarol6 régio)
riboszémalis DNS

Restriction Fragment Length Polymorphism
percenkénti fordulatszam

natrium-lauril-szulfat



SOC
SON-PCR
ssDNS
SZMC
TAIL-PCR
TIM

TRIS
UHF
WRLCN
X-gal
YNB

Super Optimal broth with Catabolite repression

Single Oligonucleotide Nested PCR

egyszala DNS

Szeged Microbial Collection, Hungary

Thermal Asymmetric Interlaced PCR

Dr. Themis J. Michailides, University of California, USA
Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan

UTHSCSA/Fungal Testing Laboratory, USA

Welcome Bacterial Collection, Beckenham, UK
5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid

¢lesztd nitrogénforras

Az értekezésben elofordulo fontosabb gének jelolései:

Saccharomyces cerevisiae:

ftrl

arnl-4

Candida albicans:
Caftrl,Caftr2
Caarnl/Casitl

nagy-affinitast vaspermeaz

sziderofor transzporterek

nagy-affinitasii vaspermeaz

sziderofor transzporter

Aspergillus fumigatus:

ftrd

Aspergillus nidulans:

sidA
gpd
trpC
amdS

Rhizopus oryzae:

ftrl

Mucor circinelloides:

gpdl
leuAd

prG

Rhizomucor pusillus:

pyré

nagy-affinitasi vaspermeaz

L-ornithin-N°-monooxigenaz
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
indol-3-glicerol foszfat szintdz

acetamidaz

nagy-affinitasu vaspermeaz
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz
a-izopropilmalat izomeraz

orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz

orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz



Agrobacterium tumefaciens:

vir virulenciaért felelds génkaszkad
Escherichia coli:

hph higromicin B foszfotranszferaz
Aequorea victoria:

gfp z061d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)



2. BEVEZETES

A jaromspéras gombdk orvosi, ipari, biotechnologiai ¢és mezdgazdasagi
szempontbol egyarant nagy gyakorlati jelentéséggel birnak. Orvosi szempontbol egyes
fajok, mint zigomikdzist okoz6d opportunista patogének érdemelnek figyelmet. A
jaromspords gombak altal okozott fertdzések elsésorban immunszupresszalt betegeknél,
ketoacidozisban szenvedd cukorbetegeknél, egyes leukémids megbetegedésekben, illetve
stlyos égési sériilteknél okoznak problémat. A zigomikdzisokra iranyuld fokozodo
figyelmet nem kizardlag a fertdzések folyamatosan novekvd esetszama magyardzza. A
magas haldlozasi arany (75-95 %) mellett, a diagnosztikai nehézségek ¢€s az a tény, hogy a
fertdzéseket kivaltd gombdk nagyfokt rezisztenciat mutatnak a legtobb gombaellenes
hatéanyaggal szemben, hangsilyozza azon munkak jelentdségét, melyek 0 diagnosztikai
¢s terapids modszerek lehetdségeit kutatjak (RIBES és mtsi. 2000, EUCKER és mtsi. 2001).
Jelenleg a molekuléris és szerologiai diagnosztikai médszerek kidolgozasa még kisérleti
stddiumban van, a lehetséges virulencia faktorok azonositasa és Uj terdpids célpontok
keresése pedig mindossze néhany éve vette kezdetét.

Az elmult évek felismerése, hogy a zigomikézis kialakulasanak kockazata
nagysagrendekkel megnd a szérum tartdosan magas vas szintje esetén, illetve a vasat
komplexként megkotd egyes gyodgyszerekkel (pl. deferoxamin) kezelt betegeknél
(BOELAERT ¢és mtsi. 1988). E hatéanyagokat els6sorban dializisben részesiilok kapjak a
szérum magas vas, illetve aluminium szintjének csokkentése érdekében (FERNANDEZ-
MARTIN ¢és mtsi. 1994). A deferoxamin hasznalata és a zigomiko6zisok eléfordulésa kozotti
szoros Osszefliggés a kutatokat a kiillonbozd vasszerzési mechanizmusok részletes
vizsgélatara Osztondzte. Klinikai megfigyelések, illetve dallatkisérletek alapjan
bebizonyitottdk, hogy a jaromspords gombak képesek a deferoxamin-kelatolt vas
hasznositasara, igy a deferoxamin alkalmazisa megnoveli a betegek fogékonysagat a
jaromspords gombak altal okozott fertdzésekre (BOELAERT és mtsi. 1993).

A vas megszerzése a gazdaszervezetben az egyik kulcsfontossag 1épés mind a
baktériumok, mind a gombdk altal okozott fertézések soran. A humdan szérumban a
mikroorganizmusok szamara hozzaférhetd szabad vas mennyisége extrém alacsony, mivel
annak nagy része a szérum szallitofehérjéihez kotott (GUERINOT 1994). Ennek athidalasara
a human ¢s allati kérokozok szdmos mechanizmust fejlesztettek ki, melyek segitségével
biztositjak a ndvekedésiikhoz sziikséges vas megszerzését a gazdaszervezetben. A klinikai

¢és kisérleti megfigyelések soran egyértelmiivé valt, hogy az opportunista patogén gombak



esetében a vasfelvételben szerepet jatszo transzport rendszerek fontos virulencia faktorok
(WEINBERG 1999).

Mindezek alapjan a dolgozat célkitlizése a vas felvételét és transzportjat biztosito
fehérjéket kodold gének azonositasa, izoldlasa és Osszehasonlitdsa kiillonbozo jaromsporas
gombakban. Mivel mas gombacsoportokkal végzett kisérletek a nagy-affinitast
vaspermedz szerepét tekintik els6dlegesen fontosnak a virulencidban, vizsgalataink foként
e gén részletesebb analizisére iranyultak. A jaromspords gombédk patogenitasanak
vizsgédlatdban a legnagyobb hatraltatd tényezdt a genetikai modszerek korlatozott
alkalmazhatésaga jelenti. Ezért célul tlztiikk ki a patogenezis hatterének vizsgalatahoz
sziikséges, a jelenleginél hatékonyabb szelekcids ¢és transzformacids rendszerek
kidolgozasat is, amelyek a késObbiekben eldsegithetik a nagy affinitdsi vaspermeéz
virulencidban betoltott szerepének tisztazdsat, és ez altal segithetnek megérteni a

jaromsporas gombak altal okozott fertdzések hatterében zajlo biologiai folyamatokat.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A jaromsporas gombak altalanos jellemzése

A jaromsporas gombak (Zygomycota) rendszertanilag jol koriilhatarolt csoportot
alkotnak. Alapvetd jellegeik a conocitikus micélium, a kitin és kitozan tartalmu sejtfal és a
sporangiumokban ivartalan szaporodéssal képzddd sporangiospordk. A gombacsoport
tagjai neviiket a kitartosporaként is funkciondlo ivaros spoéraalakjukrol kaptdk (jaromspora,
zigospora). A kozel 900 faj tobbsége a Zygomycetes osztaly Mucorales rendjébe tartozik.
Olyan elméleti és gyakorlati szempontbol fontos nemzetségek sorolhatok ide, mint az
Absidia, Gilbertella, Micromucor, Mucor, Mortierella, Phycomyces, Rhizomucor &s
Rhizopus. Ezek a szaprofita szervezetek elsdsorban a talajban, illetve kiillonb6zé ndvényi
¢s allati eredetli bomld szerves anyagokon fordulnak elé. Az Entomophthorales rend tagjai
elsdsorban rovarpatogének, mig a Zoopagales rendbe allat és mikoparazita fajok tartoznak.

A jaromsporas gombak gyakorlati jelentdsége ipari, biotechnologiai,
mezdgazdasagi és orvosi teriileten kiemelkedd. Az élelmiszer- és gyogyszeriparban
alkalmazott torzseket extracellularis enzimek (pl. protedzok, lipazok) termelésére
(OUuTTRUP és BOYCE 1990, GODTFREDSEN 1990), vagy szteroidvazas vegyiiletek
sztereospecifikus hidroxilaldsara hasznaljak (MADYASTHA ¢és SRIVATSAN 1987). A Mucor,
Actinomucor ¢és Rhizopus fajok megtaldlhatok szamos specidlis fermenticioval késziild
tavol-keleti étel starter kulturajaban is (HAN és mtsi. 2001). Nem elhanyagolhat6 szerepiik
van egyes ¢lelmiszeripari termékek (DEVOYOD 1988) és mezdgazdasagi termények
karositdsaban (MICHAILIDES ¢s OGAWA 1985). Egyes fajok, mint zigomikézist okozo
opportunista patogének érdemelnek figyelmet (RIBES 2000, WALSH és mtsi. 2004,
CHAYAKULKEEREE ¢és mtsi. 2006).

A gyakorlati vonatkozasok mellett gyakran tanulmanyozott szervezetek. A Mucor
circinelloides a biologiai kutatasok szamos teriiletén hasznalt modellorganizmus. A
vizsgalatok tobbek kozott a gomba dimorf karakterére és a morfogenezis fiziologiai €s
biokémiai alapjaira (ORLOWSKY 1991, RUIZ-HERRERA 1993), sajatos szexualis
folyamataikra és a szex feromonok szerepére (GOODAY 1994), illetve a karotinoidok

bioszintézisére (ITURRIAGA €s mtsi. 2000, ITURRIAGA ¢€s mtsi. 2001) fokuszalnak.

3.2. A jaromsporas gombak altal okozott zigomiko6zisok
Habar a gombak nem okoznak jarvanyokat, az utdbbi években egyre nagyobb

figyelem irdnyul rdjuk a szisztémas gombafert6zések szdmanak folyamatos emelkedése



miatt. Az eddig megismert mintegy hetvenezer gombafaj koziil meglehetdsen alacsony
azoknak a szdma, melyek képesek emberi fertézést okozni. A gombédk szamdra az emberi
szervezet nem optimalis élettér, de bizonyos anyagcseretermékeik, enzimeik alkalmassa
tehetik Oket a fertdzésre. Ez ellen a szervezet foként az immunrendszer mozgositasaval
védekezik. Az emberi megbetegedéseket okoz6d mikroszkopikus gombak egy része un.
opportunista korokozo, azaz csak bizonyos hajlamosit6 tényezdok hatdsara képes betegséget
okozni. Egy egészséges szervezet természetes immunitassal rendelkezik ezen
gombafertézések ellen, azonban csokkent immunitasi betegek esetén a gazdaszervezet
védekezé mechanizmusai nem miikodnek megfeleléen. A fertdzés (pl. AIDS), illetve
egyéb okok miatt (pl. autoimmunités) kialakul6 immundeficiens allapot és a mesterséges
immunszuppresszié az opportunista gombainfekciok legnagyobb rizikofaktora. A fejlett
orvosi technikdk (pl. csontveld- és szervatiiltetés, szteroid kezelés, kemoterdpia) hatdsara
az elmult egy-két évtizedben tobbszorosére emelkedett az immunszuppreszalt betegek
széama, igy az opportunista gombainfekciok szamanak novekedése a fertozésekre fogékony
immunszupresszalt betegek szadmaval parhuzamosan ndvekszik (SINGH 2001, EUCKER és
mtsi. 2001). Az antimikrobidlis profilaxis széleskorli hasznalata tovabb rontja a helyzetet:
az antibiotikumok a kompetitiv baktérium flora elpusztitasaval tovabb gyengitik a
szervezet védekezd rendszereit, masrészt lehetOséget biztositanak rezisztens torzsek
kiszelektalodasara is. Az opportunista gombafertézésekben a Candida és Aspergillus fajok
domindlnak, de az utdbbi évtizedben ndvekvd gyakorisdggal irtak le egyéb gombak altal
okozott korképeket is, tobbek kozott a jaromspdras gombak altal okozott fertézéseket
(WALSH és GROLL 1999).

A jaromsporas gombak 4ltal okozott fertézéseket Osszefoglaldo néven
zigomikozisoknak nevezziik. Habar ezek a gombdk egészséges szervezetben csupan
minimalis patogenitdst mutatnak, legyengiilt vagy immunszuppreszalt betegeknél heves
lefolyasti, gyakran haldlos kimenetelli fertézéseket okozhatnak. A fert6zések felosztasa a
megbetegitett szerv/szovet alapjan torténik, e szerint megkiilonbdztetiink rhinocerebralis
(orriireg, szem, agy), pulmondris (tiidd), gasztrointesztinalis (gyomor, béltraktus),
kutan/szubkutan (bor és bor alatti szovetek) és disszeminalt fert6zéseket. Annak ellenére,
hogy ezek esetszamban elmaradnak a Candida és az Aspergillus fajok altal okozott
megbetegedések mogott, figyelmet érdemel, hogy a zigomikoézisok gyakorisaga
folyamatosan és erételjesen emelkedik (RIBES 2000). A human ¢és allati zigomiko6zisok az
Absidia, Apophysomyces, Basidiobolus, Conidiobolus, Mucor, Cunninghamella, Rhizopus,

Rhizomucor, Mortierella, Saksenaea, Cokeromyces ¢és Syncephalastrum nemzetségbe
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tartozd gombakhoz kothetdk, melyek koziil kiemelkednek a Rhizopus, Mucor, Absidia és
Rhizomucor fajok (RIBES 2000, WHITEWAY ¢és mtsi. 1979, WEITZMAN ¢és mtsi. 1993,
CHAYAKULKEEREE ¢és mtsi. 2006). A humdn zigomikézisok leggyakoribb korokozoéi a
Rhizopus nemzetségbe tartoznak, koziilik is a Rh. oryzae valtja ki a legtobb fertdzést
(RIBEs 2000, WHITEWAY ¢€s mtsi. 1979, SCHOLER 1983).

A zigomikoézis kialakuldsdnak kockazata elsdsorban cukorbetegség (kiilondsen az
ezzel Osszefliggésben fellépd ketoacidozis), tovabba orvosi beavatkozashoz kapcsolodo
immunszupresszio esetén né meg (RIBES 2000). A hematologiai betegségek kovetkeztében
kialakulé neutropénia a disszeminalt zigomikozisok rizikofaktora (CUVELIER és mitsi.
1998). Az ¢égési sériilések, illetve az extrém alultdplaltsag szintén kockazatot jelent a
szervezet védekezOképességének meggyengiilése miatt. A széles spektrumi
antibiotikumok hasznalata a normal fléra eliminalasa altal szintén ndveli a zigomikozisok
kialakulasanak kockazatat. Sajatos rizikocsoportot képeznek egyes vaskomplexald hatasu
gyogyszerekkel (pl. deferoxamin) kezelt dializises betegek (BOELAERT és mtsi. 1988).

A zigomikozisok tobbségénél a betegség kialakuldsat elsddlegesen a kornyezetben
megtalalhatd sporangiospdrak belélegzése okozhatja. A zigomikdzisok kozel harmadat-
felét a rhinocerebralis mik6zis formaban manifesztalodo betegség teszi ki. A felso 1égutak
megbetegedését kovetden a fertézés gyorsan tovabbterjed a kdrnyezd szovetekre, gyakran
érinti az arc, az orr €s a szajpad teriiletét. A betegség rendkiviil progressziv és amennyiben
a fert6zés a szemet is eléri, a kdzponti idegrendszer érintettsége (a szemidegen keresztiil
terjedd korokozoval) gyakorlatilag elkeriilhetetlenné valik (RIBES 2000). A tiido
megbetegedése szintén gyakori, ezt azonban gyakran 0sszetévesztik az Aspergillus okozta
fertdzéssel vagy bakteridlis pneumoniaval. Esetenként fertdzési kapuként nem a légutak
szerepelnek, ilyen lehet a bor és szoveti sériiléseket kovetden kialakuld zigomikdzis
(WEITZMAN és mtsi. 1993). Szdmos esetleirds rogzit katéterezés, illetve injekcid
beadasanak helyén (droghasznalat, tetovalas) kialakulo fertdzéseket ¢és ismertek
rovarcsipés ¢és égés kovetkeztében kialakuld zigomikozisok is (RIBES 2000, SCHOLER
1983). Viszonylag ritkdn, de eldfordulhat a tdpcsatorna fert6zddése is, ami foként extrém
alultaplalt betegeknél, elsésorban gyermekeknél fordul eld. Leirtak sporaval szennyezett
fogéaszati eszk6zok alkalmazasaval, fermentalt élelmiszerek, illetve sporangiosporaval
szennyezett gyogyndvény-készitmény fogyasztiasat kovetden kialakult zigomikozisokat is
(RIBES 2000, R1PPON 1974).

A fert6zés elsddleges helyétdl fiiggetleniil a szervezetbe keriilt patogén a

véredények invazidja utadn a szervezet barmely pontjara eljuthat (pl. sziv, vese, agy), €s ott
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az adott szerv megbetegedését okozhatja. A hematologiai betegségek kovetkeztében
kialakul6 neutropénia hozzajarulhat disszeminalt zigomiko6zisok kialakulasahoz, a betegség
terjedése elsdsorban a légutakbol indul. A megbetegedések haldlozasi aranya 10 (kutdn
fertézések) és 96-100 % (disszeminalt megbetegedés) kozott valtozhat a megbetegedés
formajatol és a beteg allapotatdl fliggéen (RIBES 2000).

Az Entomophthorales rendbe tartozo Basidiobolus és Conidiobolus fajok kevésbé
progressziv, foképp a bor szubkutan és mukokutdn rétegeit érintd kronikus fertézéseket
okozhatnak elsdsorban tropusi teriileteken. A fertézések lokalizaltak, nem terjednek tovabb
a vérarammal, kialakulasuk kisebb szovetsériilés, rovarcsipés hatdsara kovetkezhet be
(RIBEs 2000).

Zigomikodzisok kialakuldsa esetén a terapids lehetdségek korlatozottak: ez részben a
jaromsporas gombdk gyors, a normal testhdmérsékleten optimalis feltételeket taldlo
novekedésével, részben a gombaellenes hatéoanyagok tobbségével szemben mutatott
nagyfoku rezisztenciaval magyarazhat6. Jelenleg hatékony terapiat csak a fert6zést kivalto
alapbetegség kezelése, gombaellenes antibiotikum terdpia és a fert6zott szovet/szerv
sebészeti eltavolitdsanak kombinacioja jelent (PETERSON és mtsi. 1997, SPELLBERG és
mtsi. 2005). A jaromsporas gombak elleni standard terdpia alapjat jelenleg is az 1955-ben
felfedezett amfotericin B és annak lipid formuldi képezik (VAZQUEz 2007), azonban
alkalmazhatdsagat toxicitasa jelentdsen korlatozza (GALLAGHER és mtsi. 2003). Az azolok
mind in vitro, mind in vivo rezisztensek e gombaellenes hatéoanyagokkal szemben
(OTCENASEK ¢és BUCHTA 1994, SUN ¢és mtsi. 2002a). Egyes feltételezések szerint a
zigomikozisok szdmanak hirtelen emelkedése egyes betegcsoportok korében, éppen az
aszpergillozisok kezelésében és az antifungdlis profilaxisban alkalmazott vorikonazollal
szembeni rezisztenciajuk kozvetlen kdvetkezménye (MARTY ¢és mtsi. 2004, SIWEK és mtsi.
2004). Igéretes kivételként egy 0j triazol, a posakonazol, in vitro és in vivo (allat és klinikai
kisérletekben is) hatdsosnak bizonyult jaromspords gombak ellen (SUN és mtsi. 2002b,
TOBON ¢s mtsi. 2003). Rhizopus fajokkal végzett in vitro vizsgéalatok az 5-fluorocitozint és
a kaspofungint szintén hatdstalannak talaltdk a jaromspdras gombak novekedésének
gatlasaban (PFALLER és mtsi. 1998).

Invaziv gombainfekciok sikeres kezeléséhez elengedhetetlen a korai €s pontos
diagnozis felallitdsa. A zigomikdzisok diagnozisa jelenleg a biopszidval vett mintak és a
szoveti 1éziok mikroszkopos vizsgalatan alapszik (FREIFELD és IWEN 2004). A hifak

detektalasa alapjan azonban a koérokoz6 gomba faj vagy akar nemzetség szinten altaldban
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nem azonosithat6. A megtamadott szervekben, szovetekben a koérokozod gomba jelenléte
csak a megfeleld helyrdl vett minta tenyésztésével igazolhatd kelld biztonsaggal, a
tenyésztés a pontos fajazonositdsra is megoldast jelenthetne. A vizsgalati anyagok
feldolgozasa azonban idéigényes, a mddszerek érzékenysége pedig csekély (SINKO 2001).
A diagnozisok felallitasa sokszor jelentds késéssel illetve gyakran csak a beteg halala utan
kovetkezik be (EUCKER 2001). A diagnézist neheziti az is, hogy jaromspdras gomba
fertdzések esetén a szovetmintdkban ritkdn lathatok hifa elemek, a tenyésztést megel6zd
szOovet homogenizalas soran pedig a gombak konnyen elveszitik életképességiiket (WALSH
¢és mtsi. 2004).

A jaromspoéras gombak altal okozott infekciok dontd tobbségét a Rhizopus és a
Rhizomucor nemzetségek tagjai okozzdk. Az irodalmi adatok szerint, a Rh. oryzae a
fertdzésekbdl leggyakrabban izolalt gomba, ugyanakkor, az egyes fajok tényleges klinikai
jelentéségével kapcsolatban jelentds a bizonytalansag. A pontos fajmeghatarozas ido- és
munkaigényes ¢és megfeleld szaktudassal rendelkezd referencia laboratoriumok meglétét
igényli. A klinikai mikrobiologiai gyakorlatban ezért a jdromspdords gombdék altal okozott
fertdzések jelentds részét csak zigomikozisként azonositjadk pontosabb fajmeghatarozas
nélkiil. A zigomikézisok szeroldgiai diagnozisara kidolgozott ELISA moédszer a szervezet
altal termelt ellenanyagok rendkiviil érzékeny és specifikus kimutatasat teszi lehetove,
azonban hasonlé antigénjeik miatt a jaromspords gombafajok nem kiilonithetdk el
egymastol e modszer segitségével (KAUFMAN és mtsi. 1989). {géretesnek tiinnek azonban a
nukleinsavak kimutatasan alapul6 diagnosztikai modszerek (EINSELE €s mtsi. 1997).

A jaromsporas gombdk altal okozott fertézések aranylag ritkak, azonban ezek
szdma folyamatosan és parhuzamosan ndvekszik a fertézésekre fogékony cukorbeteg és
immunszupresszalt betegek szamaval. A fertézések magas haldlozdsi aranya, a
diagnosztikai nehézségek és a fertdzéseket kivaltdé korokozok nagyfoku rezisztencidja a
fert6zések molekularis hatterének részletesebb vizsgalatara 6sztonodznek és 1) diagnosztikai
modszerek ¢és hatdsosabb antifungdlis terdpidk kidolgozasat siirgetik. A legujabb
molekularis bioldgiai technikdk segitségével azonosithatok a klinikailag fontos gombak
virulencia faktorai, melyek uj terapias célpontok illetve diagnosztikai modszerek alapjat

képezhetik.

3.3. Az opportunista gombafertézések hattere
A zigomikozisok kialakulasdban a gazdaszervezet oldalarol két tényezd jatszik

szerepet: egyrészt a sporacsirdzds gatlasanak elmaradasa, masrészt az intenziv
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novekedésnek indult micélium elleni védekezd reakcid elégtelensége (WALDORF €s mitsi.
1984). Egy kompetens szervezetben a fert6zés kezdetekor a makrofagok biztositjadk az
elsddleges védelmet a szervezetbe jutott spordk fagocitozisa és oxidativ elpusztitisa altal.
A védekezés masodik szakaszaban a neutrofil elemek szerepe a dontd, amelyek kemotaxis
révén a ndvekvO gombafonalakhoz jutva és annak felszinén megtapadva, oxidativ
citotoxikus folyamatok révén képesek a hifat kérositani, illetve elpusztitani. A csokkent
immunitast betegek esetén altalaban mindkét védekezési reakciod elégtelen. A makrofagok
nem megfeleld mikddésének illetve pusztuldsanak kovetkeztében a sporak csirdzasa
megindul, a neutrofil funkciok hidnya miatt a gombafonalak a mélyebben fekvo szdveteket
1s megtamadjak (DIAMOND ¢és mtsi. 1987, EUCKER 2001). A normal szérum is rendelkezik
a sporak csirazasat mérsékelten gatlo hatdssal, azonban cukorbetegek esetén ez a gitlas is
elmarad. A jaromspdras gombak képesek a véredényeket is megtdmadni az artéridk és
vénak trombozisat okozva. A kdrnyezd szovetek fertdézése egyrészt fekete nekrotikus
sejttormelék kialakuldsat eredményezi a fert6zés helyén, masrészt a véredények invazidja
altal a gomba képes szétterjedni a szervezetben. Ennek kovetkeztében az elsddleges
fertdzes szisztémas megbetegedéssé valik, ami az esetek dontd tobbségében mar halalos
kimenetelti (EUCKER 2001).

A jellegzetes korfolyamat kialakuldsaban a gazdaszervezet védekez6 rendszereinek
elégtelen miitkodése mellett a korokoz6 gomba virulencia faktorainak is fontos szerepe van.
Opportunista patogén szervezetek esetében a gombdk azon bioldgiai sajatossagait
tekinthetjiik virulencia faktoroknak, amelyek adott koriilmények kozott lehetové teszik,
hogy az addig szaprofita moédon €16 gomba a gazdaszervezetbe jutva fenn tud maradni, és
ott korfolyamat kivaltasara képes. Mig a Candida, Cryptococcus és Aspergillus fajok altal
okozott mikdzisok patogenezisének megértésében jelentds elérelépések torténtek az utobbi
évtizedben, a zigomikozisok patogenezisével csupan néhany tanulmany foglalkozik, azok
is elsddlegesen a gazdaszervezet védekezési mechanizmusait vizsgaljak kevés figyelmet
forditva a korokozo gomba virulencia faktoraira (WALDORF és mtsi. 1984).

Jaromsporas gombdknadl az egyik alapvetd tényezd a termotolerancia: a
koérokozoként szamon tartott jaromspdras fajok gyors, a normal testhémérsékleten
optimalis feltételeket talalo ndvekedésre képesek. C. albicans esetében bizonyos
protedzokrol (szekretdlt aszpartil-protedzok) és lipazokrol bizonyitottdk, hogy nagyban
hozzajarulnak a gomba virulencidjahoz (FALLON és mtsi. 1997, GACSER ¢és mtsi. 2007). Az
extracellularisan szekretalt foszfolipazoknak (mindenekel6tt a foszfolipdz B enzimnek) a

szOveti invazivitds biztositasdban van kulcsszerepe (GHANNOUM 2000). Proteolitikus,
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gliikozidikus és lipolitikus enzimeket jaromsporas gombak is aktivan termelnek (RIBES
2000). Szamos protedz, lipaz és gliikozidaz kodold gént azonositottak Mucor, Rhizopus és
Rhizomucor fajokban, illetve jellemezték a gének 4ltal kodolt enzimeket, de ezek
patogenitasban betoltott szerepét részletesen eddig nem vizsgaltdk. Egy Gjabb tanulmany
18 patogén jaromsporas gomba in vitro enzimaktivitasait vizsgalta (Ko €s mtsi. 2007). A
Mucor fajok magas alkohol dehidrogenaz aktivitast mutattak, mig az Absidia corymbifera
torzsek lipdz aktivitdsa volt jelentds és szamos poliszacharidbonté enzimet termeltek.
Oxidaz aktivitast egy torzsben sem detektaltak, azonban az Osszes torzs intenziv katalaz
aktivitast mutatott.

Par éve fedezték fel, hogy a fertdzésekbdl izolalt Rhizopus torzsek gyakran
hordoznak a micéliumon beliil egy, a Burkholderia nemzetségbe tartozé endoszimbionta
baktériumot (PARTIDA-MARTINEZ ¢és HERTWECK 2005). Késébb igazoltak, hogy a mar
korabban ismert, a poliketid tipust rhizoxin és a hepatotoxikus rhizonin toxinokat nem a
rizs penészesedését okozo gombak, hanem ez a baktérium termeli (PARTIDA-MARTINEZ ¢és
mtsi. 2007). Korabbi vizsgalatokban egy rhizonintermeld torzs virulensebbnek bizonyult
egerek fertézésekor mas, nem-termeld Rhizopus izolatumoknal (WILSON és mtsi. 1984).
Erre épiil CHAMILLOS ¢€s mtsi. (2007) hipotézise, amely szerint a széleskorti antibakterialis
droghasznalat multidrog-rezisztens endoszimbionta baktériumokat hordozé jaromspoéras
gombdk kiszelektdlodasahoz, illetve a jaromsporas gombafertézések szadmanak
novekedéséhez vezetett. Kiilondsen hematologiai elvaltozasokban szenvedd, illetve
szervatiiltetett betegek korében, akik kozt a zigomikoézis az utdbbi idoben az aszpergillozis
utdn a masodik leggyakoribb gombas fertézéssé valt. IBRAHIM ¢és mtsi. (2008) azonban
nem talaltak bizonyitékot arra, hogy az endoszimbionta baktérium altal termelt toxin lenne
felelds a Rhizopus és mas jaromspords gombak patogenitasaért. Nem talaltak ugyanis
kiilonbséget a baktériumot-hordozé €s nem-hordozd gombafajok virulencidjaban, tovabba
az endoszimbionta baktérium antibiotikum kezeléssel torténd kiirtdsa a gombasejtekbol
nem eredményezte a gombatdrzsek virulencidjanak csokkenését. Az utobbi kisérletekben
ugyanakkor rhizonintermeld torzseket nem, csak rhizoxintermeldket vizsgéltak, igy a
rhizonin szerepe a patogenitasban tovabbra is fontos kérdés maradt.

Szintén az elmult évek felismerése, hogy a zigomikozisok kialakuldsanak kockazata
jelentésen megnd a szérum magas vas szintje esetén, illetve a vasat komplexként megkotd
egyes gyogyszerekkel (pl. deferoxamin) kezelt betegeknél. A klinikai és kisérleti

megfigyelések soran egyértelmiivé valt, hogy az opportunista patogén jaromsporas gombak
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esettben a vas felvételében szerepet jatszo transzportfehérjék is hozzajarulnak a

patogenitashoz (WEINBERG 1999).

3.4. A vasfelvétel, mint lehetséges virulencia faktor
3.4.1. Kiilonb6zo vasfelvételi mechanizmusok gombakban

A vas esszencidlis tdpanyag a legtobb €16 szervezet szdmara, mivel szdmos oxido-
redukcids folyamat kofaktoraként kdzponti szerepet jatszik a sejtek metabolizmusdban
(BYERS és ARCENEAUX 1998). Habar a természetben nagy mennyiségben taldlhat6, aerob
kornyezetben a mikroorganizmusok szamara nehezen felvehetd, oldhatatlan formaban van
jelen. A szabadon elérheté vas mennyisége az allati ¢és human gazdaszervezetek
szérumaban is extrém alacsony. A vas hidrogén-peroxiddal torténd reakcidja toxikus
hidroxilgyokok képzddését eredményezi, ami karosithatja a lipideket, fehérjéket és a DNS-
t is, igy a tulzott mennyiségben jelen 1év6 vas mar karos a sejtek szdmara (MOYE-ROWLEY
2003). Mivel a vasionok egyszerre esszencialisak ¢s toxikusak, minden organizmus
rendelkezik hatékony enzimrendszerekkel a vas felvételére és szabalyozo rendszerekkel a
vasfelvétel kontrollalasara (EIDE 1997). A membrantranszport folyamatok altal a sejtekben
egyensuly all be a biologiai folyamatokhoz sziikséges és a sejtek szdmara mar toxikus
mennyiségli vas kozott. A vas a vérszérumban szallitéfehérjékhez kotott, a sejtekben pedig
raktarozott formaban talalhatd (GUERINOT 1994). Az allati és humén szervezetben a nagy-
affinitdsu vaskotd fehérjék, mint a transzferrin, laktoferrin, hem és ferritin, mitkodése
kovetkeztében a szovetekben 10™'® M mennyiségii szabad vas taldlhatd, ami tal alacsony a
mikrobidlis novekedés biztositasahoz (BULLEN 1981). A vérszérumban a transzferrin az
els6dleges vaskotd fehérje, egészséges egyénekben csak koriilbeliil 30 %-a telitett.
Fert6zéskor a nem-specifikus védekezési rendszer csokkenti a transzferrin fehérjék
telitettségét, amelyek tovabbi vasionok megkdtésével jelentésen csokkentik a szabad vas
mennyiségét a vérszérumban (BULLEN 1981). Ezaltal a szervezet képes a patogén
mikroorganizmusok ndvekedését korlatozni.

A human ¢és allati kérokozok azonban szdmos mechanizmust fejlesztettek ki a vas
megszerzésére, hogy biztositsak a gazdaszervezetben torténd ndvekedésiiket. Gyakran ezek
egymassal parhuzamosan muikodnek a fertézés soran. Ezen folyamatok, illetve genetikai
hatteriik  baktériumokban jobban, mikroszkopikus gombdkban kevésbé feltartak
(RATLEDGE és DOVER 2000, HOWARD 1999, HOWARD 2003). A gombak vasfelvételi
mechanizmusair6l meglévo informacidink dontd tobbsége a Saccharomyces cerevisiae

¢lesztogomba tanulmanyozasabol szarmazik. Szamos, a vasfelvételben és transzportjaban
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résztvevO strukturdlis €s szabalyozo fehérjét, illetve az ezeket kodoldo géneket is
azonositottak (LESUISSE és LABBE 1994).

A Fe*' redukcidjat a sejtfelszini membrankotott metalloreduktazok (FRE1L, FRE2)
végzik (GEORGATSOU és ALEXANDRAKI 1994), ezutan a Fe’" atjutisa a sejtmembranon a
nagy-affinitast (mas néven reduktiv asszimilaciés rendszer) vagy a kis-affinitast
vastranszport rendszer segitségével is megtorténhet (YUN és mtsi. 2001). A nagy-affinitasu
vastranszport rendszer két komponense az FTR1 permeaz és a FET3 rézfiiggé Fe*-oxidaz
(STEARMAN ¢és mtsi. 1996, ASKWITH ¢és mtsi. 1994). A nagy-affinitadst rendszer miikodését
az 1. dbra szemlélteti. Rézfiiggd Fe’ -oxidaz aktivitds hidnyaban a Fe*™ direkt transzportja
valosul meg a FET4 altal kozvetitett kis-affinitast vastranszport rendszer segitségével (DIx

¢és mtsi. 1994).

sejftimembran

sejten kivil sejten beliil

FET3

1. abra: A nagy-affinitasu vaspermeaz/rézfiigg6-oxidaz rendszer segitségével torténé vasfelvétel.
(EIDE 1997)

A FET3 egy bels6 membran fehérje egy extracellularis rézfiiggd-oxiddz doménnel, az FTR1 a nagy-

affinitisa vaspermeaz, ami egy transzmembran fehérje. Az oxidaz egy réztartalmi enzim, ami a Fe**

oxidalasa kozben a molekularis oxigént vizzé redukalja, az oxidalt Fe’" a vaspermeaz segitségével

jut at a sejtmembranon. Az oxidaz és a permeaz kombinalt miikodése a nagy-affinitast vastranszport

rendszer specifitasanak biztositasahoz sziikséges.

Egyes gombéknal (pl. Cryptococcus neoformans) nem-enzimatikus Fe redukcié is
végbemehet kis molekulastlyu fenolos vegyiiletek segitségével (NYHUS és mtsi. 1997).
Ezen kiviil egyes gombak hidroxisavak szekretalasaval a kornyezet savanyodasat érik el,
amely vasfelhalmozast eredményez a sejtfalban (HOWARD 1999). A kis-affinitasu

vastranszport és a nem-enzimatikus Fe’" redukcio csak olyan kérnyezetben miikddik, ahol
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elegendd vas all rendelkezésre. Mivel a human szérumban a mikroorganizmusok szamara
szabadon elérheté vas mennyisége extrém alacsony, igy e mechanizmusok szerepe a
virulenciaban valosziniileg elhanyagolhato.

Szamos mikroorganizmus képes kis molekulasulyu vaskelatolo vegyiiletek un.
szideroforok termelésére €s szekretdlasara, melyek nagy affinitassal és specifikusan kotik
meg a vérben 16v6 szabad Fe'" jonokat. Termel6désiik extrém alacsony vaskoncentracidja
kozegben torténik. Kémiai felépitésiik alapjan a mikrobidlis szideroforok tobbsége
katekolat, illetve hidroxamat tipusu (VAN DER HELM és WINKELMANN 1994, NEILANDS
1995, RENSHAW ¢és mitsi. 2002, HAAS 2003). A jaromsporas gombakbdl izolalt sziderofor
ugyanakkor mas jellegii, az el6szor Rhizopus-bol azonositott rhizoferrin egy polikarboxilat
tipustt vegyiilet (THIEKEN ¢s WINKELMANN 1992). A szideroférok altal megkdtott vas
felvétele torténhet a reduktiv asszimilécios rendszeren keresztiil, vagy specifikus sziderofor
transzport rendszerekkel a teljes sziderofor-vas komplex bekeriilhet a gombasejtekbe
(LESUISSE ¢és LABBE 1989, HOWARD 2003). A sziderofor transzporterek az MFS (major
facilitator superfamily) szupercsalddba tartoznak, az altaluk megvaldsuld transzport egy
energiaigényes, nagymértékben specifikus folyamat. A mikrobak tobbsége a kiilonbozd
tipust szideroforokat kiilonb6zd transzport rendszerek segitségével hasznositja. Szamos
mikroorganizmus rendelkezik olyan sziderofor transzport rendszerekkel is, amelyek mas
mikroorganizmusok altal termelt un. xenoszideroforok felvételét biztositjak. Habar a S.
cerevisiae nem képes szideroférok  szintézisére, mégis négy, kiilonbdzo
szubsztratspecifitassal rendelkezd sziderofor transzporterrel rendelkezik: SIT1/ARN3
(LESUISSE ¢és mtsi. 1998), TAFI/ARN2 (HEYMANN ¢és mtsi. 1999), ENBI/ARN4
(HEYMANN ¢és mtsi. 2000a) és ARN1 (HEYMANN és mtsi. 2000b, YUN és mtsi. 2000b). A S.
cerevisiae vasfelvételében és transzportjaban szerepet jatszo fehérjék osszefoglalasa a 2.
abran lathato.

Mikroszkopikus gombakndl a szérumbol torténd vasfelvétel egyik lehetséges
formaja tehat a reduktiv asszimildcios rendszer segitségével torténd vasfelvétel, masik
lehetdség pedig a teljes sziderofor-vas komplexek bejuttatisa a gombasejtekbe. Egy
harmadik lehet6ség a vas felszabaditasa kiilonb6z6 vaskotd fehérjékbdl (pl. hemin), amely
mind a reduktiv, mind a szideroforok segitségével torténd vasfelvételtdl fliggetlentil
miikodik. Néhany patogén élesztd képes ndvekedni hem vagy hemoglobin tartalmu
tapkozegben. A C. albicans a Gram negativ baktériumokhoz hasonléan rendelkezik egy
hem-oxigendz enzimmel, ennek segitségével képes felszabaditani a Fe’” iont vastartalma

hemoglobin degradacios termékekbdl, mely aztan szubsztratként szolgdl a vasreduktaz
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szamara (SANTOS ¢és mtsi. 2003). C. meoformans is képes a hemoglobin és a hem
vasforrasként torténo hasznositasara in vitro kisérletekben, bar a mechanizmus molekularis
hattere még nem ismert (JUNG és KRONSTAD 2008).

A vasfelvétel a vas koncentracio altal szabalyozott folyamat, S. cerevisiae esetén
szinte az Osszes ebben résztvevd gén kifejez0dését az Aftlp és az Aft2p transzkripcios
aktivatorok iranyitjdk (YAMAGUCHI-IWAI és mtsi. 1995, BLAISEAU és mtsi. 2001). Az
Aftlp fehérje konstitutivan fejezddik ki €és a target gének promoterében elhelyezkedd
YRCACCCR konszenzus szekvencidhoz kotddve, aktivalja azok kifejezodését.

2. abra: A vasfelvételében és transzportjaban szerepet jatszo fehérjék S. cerevisiae éleszté6gombaban.
(PHILPOTT és mitsi. 2002).

FIT: a sejtfal mannoproteinjei, a sziderofor-vas komplexeket a sejtfalban ill. a periplazmatikus térben
tartjak, ezaltal elésegitik a sziderofor-vas komplex sejtmembranon keresztiili felvételét. FRE1,2,3:
vasreduktazok, szerepiik a sziderofor-kotott vas redukalasa és felszabaditasa a szideroforrol. FET3/FTR1:
nagy-affinitisi vastranszport rendszer, szerepiik a Fe’" bejuttatdsa a sejtbe a sejtmembranon keresztiil
(FET3 altal visszaoxidalt Fe’* formaban) FET4: kis-affinitdsu vastranszporter, szerepe a Fe** bejuttatésa a
sejtbe a sejtmembranon keresztiill. ATX1 és CCC2: réz chaperon és réz transzporter, szerepiik a FET3
oxidaz miikodéséhez sziikséges réz biztositisa. ARN1-4: sziderofor transzporterek, szerepik a Fe’'-
sziderofor komplexek specifikus felvétele a sejtbe a sejtmembranon keresztiil.

Az utébbi évtizedben a S. cerevisiae-n kivill szamos egyéb gomba vasszerzési
mechanizmusait tanulmanyoztdk és azonositottdk a folyamatokban résztvevd strukturalis
¢s szabalyozo fehérjéket ¢és génjeiket. Schizosaccharomyces pombe esetében a
vastranszportban résztvevo gének promoterében olyan konzervalt regulacios elemet
azonositottak (GATA box), mely a gének szabalyozdsaban jatszik nélkiilozhetetlen

szerepet (PELLETIER és mtsi. 2003). A fepl " gén altal kodolt vasérzékeld transzkripcios
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faktor ezekhez a GATA szekvenciahoz kotddve represszalja a vastranszportban résztvevo
(PELLETIER ¢és mtsi. 2002). Szamos gombdaban taldltak ehhez hasonlé negativ regulator
elemeket (GATA faktorok) és azonositottak a fehérjéket kodold géneket is. Aspergillus
nidulans-ban ilyen a srea (OBEREGGER ¢s mtsi. 2001), azonban aktivatorként ¢&s
represszorként is képes miikddni a Sful C. albicans-ban és a Cirl C. neoformans-ban (LAN
¢és mtsi. 2004, JUNG és mtsi. 2006). A sziderofor bioszintézisben kulcsfontossagu peptid-
szintetazokat is leirtak, ezen kiviil azonositottak az L-ornithin-N’-monooxigenazt kodold
gént, ami a hidroxamat tipust szideroforok bioszintézisének els6é 1épését katalizalja.
Ilyenek a sidC és sidA gének A. nidulans-ban (OBEREGGER ¢és mtsi. 2002). 4. nidulans-ban
harom sziderofor-transzportert kodold gént is azonositottak (mirA, mirB és mirC), amelyek
a gomba altal termelt szideroférok szelektiv transzportjat biztositjak, azonban nem talaltak
ftrl és fet3 ortolog géneket (HAAS és mtsi. 2003). Azt feltételezik, hogy A. nidulans-nal
hidnyzik a nagy-affinitdsu vaspermeaz rendszer, mivel a sid4 mutans térzs nem képes
alacsony vastartalmu taptalajon novekedni, ami azzal magyarazhat6, hogy valosziniileg
nem rendelkezik egyéb vasfelvevd rendszerrel (EISENDLE és mtsi. 2003). Az opportunista
patogén A. fumigatus-nal szintén azonositottdk a sidA gént, azonban az A. nidulans-t6l
eltéréen a nagy-affinitdsu rendszer vaspermedzat ¢s oxidazat kodolo firl és fet3 ortolog
géneket is talaltak (SCHRETTL és mtsi. 2004).

A human opportunista gombafertézések egyik leggyakoribb kivaltdja, a C. albicans
esetén is azonositottdk a vasreduktazt (cfll), a rézfliiggd-oxidazt (Cafet3), két nagy-
affinitastu vaspermeazt (Cafirl, Caftr2) és a sziderofor-permeazt (Caarnl/Casitl) kddold
géneket (HAMMACOTT ¢és mtsi. 2000, ECK €és mtsi. 1999, ARDON ¢és mtsi. 2001), habar a C.
albicans a S. cerevisiae-hez hasonldéan nem képes szideroforok szintézisére. C. albicans
esetén létezik mind a reduktiv, mind a sziderofor transzport rendszertdl fiiggetlentil
mikodo vasfelvételi utvonal is, ugyanis a gomba képes a hemint illetve a hemoglobint is
vasforrasként hasznalni. Az ehhez sziikséges feltételezett hem-oxigendzt kodold

Cahmx1gént szintén azonositottak (SANTOS és mtsi. 2003).

3.4.2. A vastranszport szerepe az opportunista patogén gombak virulenciajaban
Szdmos mutans torzset allitottak eld, hogy tanulmanyozni tudjadk a

vastranszporterek miikodését, illetve az ket kodold gének kifejezddését és szabalyozasat.

A vastranszportban résztvevo fehérjéket kodold gének delécidja vagy kititése lehetové tette

a virulencidban betoltott szerepiik tisztazasat is. C. albicans tdrzsek virulencia
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vizsgalatakor azt allapitottdk meg, hogy a Cafet3” és a Caarnl mutans torzsek nem
mutattak csokkent virulenciat (HU és mtsi. 2002), ellenben a Caffrl” muténs torzs avirulens
volt egerek szisztémas fertézésekor (RAMANAN ¢és WANG 2000). A human
szajnyalkahartyat modellezd epitél szovettenyészet Caarnl™ mutans C. albicans sejtekkel
torténd fertézése azonban abortiv volt (HEYMANN ¢és mtsi. 2002). Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a sziderofor felvétel specidlisan az epitél szdvetek invazidjakor, a
nyalkahartya penetracidjakor sziikséges, mig vérben és egyéb szervekben a nagy-affinitasu
vaspermeaz (CaFTR1) nélkiilozhetetlen a szisztémas fert6zés kialakitasahoz. A C. albicans
képes vasionok felszabaditasara a gazdaszervezetben talalhato vaskotd transzferrinbdl, ez a
vasfelvétel a nagy-affinitdsu vastranszport rendszer segitségével torténik. A CaFTRI
szerepe a szisztémas fertdézés kivaltdsdban és a transzferrinbdl torténd vasfelvételben azt
sugallja, hogy a szisztémas fertdzés sordn a szervezet transzferrin fehérjéi szolgalhatnak
vasforrasként a C. albicans sejtek szamara (KNIGHT és mtsi. 2005). LAN és mtsi. (2004)
azonositottak a vasfelvételben szerepet jatszd gének negativ regulator elemét kodolo Sful
gént és megallapitottdk, hogy tobb szaz gén expressziojat befolyasolja a kdrnyezetben
talalhaté alacsony vagy magas vaskoncentracio. Ugy gondoljak, hogy a kérnyezet alacsony
vaskoncentracidja egyfajta szignalként szolgalhat a blasztospérak szamadra, hifalis
novekedésre €s a kiilonbozd virulencia faktorok expresszidjara késztetve Oket, ezaltal a
vasnak fontos szerepe lehet a kommenzalista-patogén valtasban C. albicans esetén.

Az apatogén A. nidulans esetén bizonyitottdk, hogy a sziderofor bioszintézisben
szerepet jatszd sidA gén elengedhetetlentil fontos a gomba novekedéséhez, mivel a sid4”
mutans torzs nem képes alacsony vastartalmu taptalajon novekedni (EISENDLE és mitsi.
2003). Az opportunista patogén A. fumigatus esetében a sidA gén a virulencidban is
esszencialis szereppel bir, mivel a sid4” mutans torzs avirulens volt invaziv aszpergilldzist
modellez6 egér kisérletek soran. A nagy-affinitdsu vaspermedz (FtrA) inaktivalasa altal a
reduktiv asszimilaciés rendszer segitségével torténd vastranszportot gatoltdk, az fird
mutans torzs azonban a vad tipust torzzsel megegyezd virulenciadt mutatott (SCHRETTL €s
mtsi. 2004). Mindezek alapjan az A. fumigatus virulencidjaban a sziderofér bioszintézis
szerepét tartjak elsédlegesen fontosnak, mig a reduktiv vasfelvétel in vivo felesleges vagy
csak minimalis szereppel bir.

A 80’-as évek végén jelentek meg az elsé kozlemények, melyek a zigomikdzisok
esetszamdnak ugrasszerii megndvekedését jelezték a deferoxamin kezelésben részesiild
betegek kozott (BOELAERT és mtsi. 1988). Ezt a gydgyszert dializises betegeknek adtak a

szérum vastartalménak tulzott megnovekedése esetén. Minél nagyobb mértékben
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alkalmaztak e vaskelatold hatasu gyogyszereket, annal jobban megndtt a jaromsporas
gombdk altal okozott fertézések kialakuldsdnak esélye. Klinikai megfigyelések, illetve
allatkisérletek alapjan bebizonyitottak, hogy a jaromsporas gombak hatékonyan képesek a
deferoxamin-kelatolt vas hasznositdsdra ¢€s ez erOteljesen stimulalja novekedésiiket
(BOELAERT ¢s mtsi. 1993). Kiilon emlitést érdemel az a kisérlet, amelyben a mesterségesen
megfert6zott allatok deferoxamin-vas komplex jelenlétében az Onmagaban hatékony
amfotericin B alkalmazédsa mellett is elpusztultak (VAN CUTSEM ¢és BOELAERT 1989).
Ismert az a tény, hogy a mikroorganizmusok dontd tobbsége nem kizdrdlag a sajat maga
termelte sziderofor-kotott vas felvételére képes, hanem hasznosithatja a kdrnyezetében
(adott esetben: a gazdaszervezetben) meglévd, mas mikroorganizmusok altal termelt, vagy
egyéb oknal fogva ott megjelend Un. xenoszideroférokat is (HOWARD 1999). Ez utobbi
folyamat a koérokozo jaromspdras gombak esetében kiilondsen nagy jelentdségii. A
deferoxamin egy bakterialis eredetli, hidroxamat tipust sziderofér, amely hatékonyan
képes komplexet képezni a szérumban 1évé vasionokkal. Megallapitottak, hogy
veseelégtelenség soran olyan farmakokinetikai véaltozasok torténnek, amelyek a szérumban
a deferoxamin tartos felhalmozdodasat eredményezik. Ez megmagyarazhatja a deferoxamin
kezelt dializises betegek rendkiviili fogékonysagat a jaromspdras gombafertézések irant
(BOELAERT és mtsi. 1993).

A jaromspords gombak 4ltal termelt sziderofor(ok)nak elhanyagolhatd szerepet
tulajdonitanak a virulencidban. A polikarboxilat tipust rhizoferrin ugyanis kevésbé
hatékony a szérumban 1év6 vas megkotésében, mint a deferoxamin (BOELAERT és mitsi.
1993), illetve a rhizoferrin altal kotott vas képes a szérumban 1évo transzport fehérjékhez
kapcsolodni és igy a gombak szamara hozzaférhetetlenné valni. A deferoxamin-kotott vas
nem kotddik a transzferrinhez, ezért felvétele a gombasejtekbe akadalytalan (DE LOCHT és
mtsi. 1994). A hematologiai rendellenességek terapidjaban alkalmazott gyakori
transzfuzio, a szérumban jelentkezd vaskoncentraciéo emelkedés miatt, deferoxamin kezelés
hianyéban is rizikofaktort jelent (MAERTENS és mtsi. 1999). Cukorbetegek ketoacidozisa
szintén jelentds kockazati tényezd, ugyanis az acidézis kovetkeztében csokken a
transzferrin vaskotd képessége, ami magas vaskoncentracio kialakulasahoz vezet (ARTIS €s
mtsi. 1982). A vasfelvétel mechanizmusat radioaktivan jeldlt deferoxaminnal vizsgalva
arra a megallapitasra jutottak, hogy a vas, a sejtbe torténd felvétel elétt, extracellularisan
deferoxamin-vas komplexrdl egy reduktiv 1€pést tartalmazo energiaigényes folyamat, a vas

atjutdsa a sejtmembranon valoszintsithetden a nagy-affinitast vaspermeaz segitségével
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valosul meg. A kozelmultban azonositottak és klonoztak a jaromsporas Rh. oryzae nagy-
affinitast vaspermeazt kodold génjét (FU és mtsi. 2004) és igazoltdk, hogy a vashiany az
ftrl gén expresszidjat indukalja, mig elegendd vasforras mellett az fir/ gén nem fejezddik
ki. Az eddigi ismeretek Osszegzése a 3. abran lathatd, mely a vasmetabolizmus kdzponti
szerepét tdmasztja ald a jaromsporas gombak altal okozott fertézések kialakulasaban.
Mivel a jaromspords gombék altal termelt sziderofor(ok)nak elhanyagolhatd szerepet
tulajdonitanak a virulencidban, mas gombdkhoz hasonléan itt is a nagy-affinitdst

vaspermeaz szerepe lehet meghatarozoé a fertézések soran.

A. Hormal gazdaszervezet B. Fogékony gazdaszrerveret

“&redény-invazio
& trombizis
Hematagén
dizzzeminacid

Véredény

& —;I LT L
L E.l

3. abra: A gazdaszervezet jaromsporas gombak okozta fert6zésekkel szembeni védekezo

mechanizmusai (SPELLBERG ¢s mtsi. 2005).
A zigomikozis kialakulasahoz a jaromsporas gombaknak elegend6 vasat kell szerezniiik a gazdaszervezetbdl,
hogy biztositani tudjak novekedésiiket, ezutdn a gazdaszervezet fagocita védekez6 mechanizmusainak
kijatszasaval a véredényekbe jutva képesek a szervezetben szétterjedni. Az abra A részém egy normal
gazdaszervezet lathatd, melyben a jaromsporas gombak elleni elsédleges védekez6 mechanizmusok a
kovetkezok: (1) a szérumban 1év6 vas megkdtése specialis vaskotd fehérjék altal; (2a) neutrofil granulocitak
¢és (2b) szoveti makrofagok altali fagocitdzis; (3) az endotél sejtek altali védelem, amelyek az erek tonusat és
permeabilitasat biztositjak. Mindezen folyamatok egyiittesen gatoljak a fertdzés kialakulasat a szovetekben,
illetve a fert6zést kovetd véredény invazid lejatszodasat. Az abra B részén egy fogékony gazdaszervezet
lathatd (pl. ketoacidozisos cukorbetegeknél), melynél a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusai nem
miitkddnek megfelelden. (1) A szérum savas pH-janak hatdsara a szabad vasionok disszocialnak a vaskotd
fehérjékrdl, az elérhetd szabad vas hatdsara gyors gombandvekedés indul meg. (2) A fagocita
mechanizmusok defektje nem képes a gombéak szaporodasat gatolni. Neutropénia esetén a neutrofil
granulocitak szama csokken, a kortikoszteroid kezelés, a hiperglikémia és a diabetikus ketoacidozis pedig a
szoveti makrofagok funkcionalis miikodésképtelenségét okozza. (3) A gombafonalak képesek az endotél
sejtekhez kotddni és azok karositasa utan a véredényekbe jutnak, majd a szervezetben szétterjedve kiilonb6z6
szervek nekrozisat okozzak.
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3.5. A patogenitas genetikai hatterének vizsgalata

3.5.1. A jaromsporas gombak transzformacios rendszereinek attekintése

A jaromsporas gombak patogenitdsanak hatterében all6 molekularis és genetikai
folyamatok tanulmanyozasa hatékony transzformacios rendszerek meglétét igényli,
amelyek sziikségesek a gének strukturajanak, funkcidjdnak ¢és szabalyozasanak
tanulmanyozéasahoz, és egyben lehetdséget biztositanak U1j DNS szekvencidk genomba
rendszerek alapja az exogén DNS bejuttatdsa a recipiens sejtbe, a DNS-en 1év6 gének
kifejez0dése, valamint a bevitt DNS stabil fennmaradasa €s replikacidja. A jaromsporas
gombdk molekularis vizsgalatat megneheziti, hogy nem 4ll rendelkezésre megbizhatd ¢és
altalanosan alkalmazhat6 genetikai transzformacidos rendszer. A magasabbrendl
gombaknal rutinszertien alkalmazott modszerek itt gyakran nem hatékonyak, ezért
patogenitasuk hatterérdl csekély informacioval rendelkeziink (IBRAHIM és SKORY 2006).

A S. cerevisiae auxotrof markereken alapuld polietilén-glikol medialt (PEG)

transzformacioja és az Escherichia coli inga vektorok kifejlesztése jelentették a gombak

crcr

crer

1989, CASAS-FLORES ¢és mtsi. 2004). Ennek ellenére szdmos gomba esetében a mai napig
megoldatlan a stabil genetikai transzformacié megvalositasanak kérdése.

circinelloides leucin auxotrofjat sikeriilt komplementélni a vad tipust leud gént tartalmazo
vektorral (VAN HEESWIICK ¢és RONCERO 1984). Azodta tobb jaromspords gombafaj
kis részét képezik a jaromsporads gombak csoportjdnak. A legintenzivebben vizsgalt
jaromspords gomba a M. circinelloides, amely a biologiai kutatdsok kedvelt
modellorganizmusa. A vizsgalatok tobbek kozott a gomba dimorf karakterére (ORLOWSKY
1991, RuUIZ-HERRERA 1993), sajatos szexualis folyamataikra és a szex feromonok
szerepére (GOODAY 1994), illetve a karotinoidok bioszintézisére (ITURRIAGA ¢és mtsi. 2000,

ITURRIAGA ¢€s mtsi. 2001, PAPP és mtsi. 2006) fokuszalnak.
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Gombafaj

Absidia
glauca

Mucor
circinelloides

Backusella
lamprospora

Parasitella
simplex

Phycomyces
blakesleeanus

Rhizomucor
pusillus

Rhizomucor
miehei

Mortierella
alpina

Transzf.
modszer

PEG-medialt

elektroporacid
PEG-medialt

elektroporacio
biolisztikus
PEG-medialt

PEG-medialt

PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt

biolisztikus
PEG-medialt
PEG-medialt

PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt
ATMT
PEG-medialt

PEG-medialt
ATMT
PEG-medialt

PEG-medialt

PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt
mikroinjekciod
PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt

ATMT

PEG-medialt

biolisztikus

biolisztikus

Szelekcio
neomicin

neomicin
neomicin

neomicin
neomicin
leucin

leucin

metionin
leucin
uracil
leucin

leucin
leucin
uracil
uracil

leucin
leucin
geneticin
higromicin B
uracil, leucin

leucin
karboxin

higromicin B
neomicin

kanamicin

kanamicin

kanamicin
geneticin

leucin
uracil

geneticin

kanamicin

higromicin B

uracil

zeocin

Fennmaradas
extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid

extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid

extrakr. plazmid

extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid

extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid

extrakr. plazmid

extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
integracio
integracio
extrakr. plazmid
integracié+
extrakr. plazmid
integracié+
extrakr. plazmid
integracio

integracio

Megjegyzés

ragl elem'
linearizalt DNS

segl elem”?

gfp riporter gén’

ragl' segl® elemek

gfp riporter gén’
ragl elem

ARS*
kimozin gén
ARS*
heterolog génexp.
linearizalt DNS

ARS*

heterolog génexp.
ARS*

delécios kazetta

heterolog génexp.

heterolog génexp.
heterolog génexp.

heterolog génexp.
heterolog ARS®

gfp riporter gén’®

ARS*

ARS*

extrém instabilitas,

mutans fenotipus
linearizalt DNS

rDNS régio

rDNS régid
rDNS régio

Publikacio
WOSTEMEYER ¢€s mtsi.
1987
BURMESTER és mtsi. 1990

BURMESTER és mtsi. 1992

SCHILDE és mtsi. 2001

BARTSCH és mtsi. 2002
VAN HEESWIICK ¢€s
RONCERO 1984

VAN HEESWIJCK €és mtsi.
1988

ANAYA és RONCERO 1991
ARNAU ¢és mtsi. 1991
BENITO és mtsi. 1992

ITURRIAGA és mtsi. 1992

ARNAU €és STROMAN 1993

GONZALES-HERNANDEZ és
mtsi. 1997

VELAYOS és mtsi. 1998

RuIz-HIDALGO és mtsi.
1999

NAVARRO és mtsi. 2001
WOLFF és ARNAU 2002
APPEL és mtsi. 2004
NYILASI és mtsi. 2005a
PAPP és mtsi. 2006
ORTIZ-ALVARADO ¢s
mtsi. 2006

NYILASI és mtsi. 2008a

BURMESTER 1992
REVUELTA és JAYARAM
1986
ARNAU és mtsi. 1988
SUAREZ és ESLAVA 1988

OBRAZTSOVA €és mtsi.
2003

WADA és mtsi. 1996
YAMAZAKI és mtsi. 1999
APPEL és mtsi. 2004

MONFORT és mtsi. 2003

MACKENZIE és mtsi. 2000

TAKENO és mtsi. 2004b
TAKENO és mtsi. 2005

1. tablazat: Jairomsporas gombakkal torténé transzformacios kisérletek dsszefoglalasa.
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Gombafaj Transzf.

modszer

PEG-medialt

Rhizopus biolisztikus
oryzae
ATMT

biolisztikus

PEG-medialt
Rhizopus

PEG-medialt
PEG-medialt
PEG-medialt

niveus

Szelekcio

uracil

uracil

uracil, acetamid

uracil
kanamicin

blaszticidin S
leucin

leucin

Fennmaradas
integracio?
extrakr. plazmid
integracié+
extrakr. plazmid
integracio
extrakr. plazmid
integracié?
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid
extrakr. plazmid

extrakr. plazmid

Megjegyzés

gus tiporter gén’

linearis DNS
fragmentum

gfp riporter gén’

lacZ riporter gén®

ARS*
ARS*

Publikacio

HORIUCHI és mtsi. 1995

SKORY 2002

MICHIELSE és mtsi. 2004
MERTENS ¢és mtsi. 2006

Y ANAI és mtsi. 1990

Y ANAI és mtsi. 1991
Liou és mtsi. 1992
TAKAYA és mtsi. 1996

1. tablazat: Jaromspoéras gombakkal torténé transzformacios kisérletek osszefoglalasa (folytatas).
" ragl — DNS integraciot elésegit6 repetitiv szekvencia, > segl — az autondém replikalodé plazmidok mitotikus
stabilitasat noveld szekvencia, * gfp — zold fluoreszcens fehérjét kodold gén, * ARS —autoném replikaciot
biztosito szekvencia, > gus - p-gliikuronidazt kodold gén, ® lacZ - B-galaktozidazt kodold gén

Habar a jaromsporas gombékkal foglalkozé kutatok szamos genetikai vizsgélatot
végeztek az emlitett gombafajokkal, bizonyos alap molekularis bioldgiai folyamatok, mint
pl. a stabil transzformacié és a kettdés rekombinacioval torténd géncsere kérdése még
mindig problémat jelent. Ezek egyrészt micéliumuk conocitikus felépitésének, masrészt
annak a sajatossdguknak koszonhetd, hogy a transzformaldskor bejuttatott idegen DNS-t
tobbnyire autondm moédon replikalodo plazmidként tartjdk fenn a sejtekben (IBRAHIM és
SKORY 2006). Kevés informacié all rendelkezésiinkre ezen gombdk rekombinacids és
replikacids mechanizmusair6l, amelyek meghatdrozzak a bejuttatott DNS sorsat (SKORY
2002, SKORY 2004, SKORY 2005).

Jaromsporas gombak hatékony transzformécids rendszerei leucin, uracil és
metionin auxotroéfia markerek komplementaciéjan alapulnak. Ezek hatranya, hogy
rendelkeznilink kell a transzformalni kivant gomba megfelelé auxotréf mutans torzsével.
Dominans szelekciés markerként altalaban bakteridlis eredetii, drogrezisztenciat kodold
géneket hasznalnak. Ezek lehetové teszik a transzformansok névekedését olyan specifikus
antibiotikumok jelenlétében is, amelyek egyébként toxikusak a vad tipusu torzsre. Ilyen
drogrezisztencian alapuld szelekciés rendszerek alkalmazasa szamos, kiilonb6z6
rendszertani csoportba tartozé gombafaj transzformaciojat tette mar lehetdvé. A domindns
szelekcios markerek eldnye, hogy nem igénylik a recipiens torzs genotipusanak ismeretét,
viszont csak az antibiotikumokra érzékeny gombafajok esetén hasznalhatok. A
jaromspéras gombak azonban a legtobb antibiotikummal szemben nagyfoku rezisztenciat

mutatnak.
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P. blakesleeanus esetén kanamicin, 4. glauca és P. simplex esetén pedig neomicin
rezisztencian alapul6 szelekcioval probalkoztak, ezek azonban nem biztositottak stabil
transzforméciot. M. circinelloides esetén sokdig kizarolag auxotrof markereken alapuld
szelekcidt hasznaltak, mivel ez a gomba kiilondsen rezisztens szamos antibiotikummal
szemben (VAN HEESWIICK és mtsi. 1988), azonban nemrég sikeresen alkalmaztak egy
geneticin és egy karboxin alapi dominans szelekcios rendszert (APPEL és mitsi. 2004,
ORTIZ-ALVARADO ¢és mtsi. 2006). M. alpina esetén higromicin alapu szelekcids rendszert,
Rh. niveus esetén pedig kanamicin és blaszticidin-S rezisztencia markereket alkalmaztak.
Rh. oryzae esetén acetamid hasznositast (amdS) biztositd vektorokkal is probalkoztak, ezt
ekkor hasznaltak eldszor jaromsporas gombak esetén (MICHIELSE €s mtsi. 2004).

A jaromsporas gombaknal foként a PEG-medialt transzformaciot alkalmazzak. Az
eljaras fontos 1épése a protoplaszt képzés, amely hatékony sejtfal-emésztd enzimeket
igényel. A sporakbol vagy a hifakbol torténd protoplaszt képzés a gombak nagy részénél
rutin feladat, szamos gomba esetén azonban problémas lehet, példaul a sejteket koriilvevo
anyagok miatt. A jaromspdords gombak kitin és kitozan tartalma sejtfalat emészto,
kereskedelmi forgalomban 1év6 enzim hidnya neheziti a modszer alkalmazhatosagat (JUNG
¢és mtsi. 2000). Néhany éve A. glauca-nal sikerrel alkalmaztak az elektroporacios modszert
protoplasztok transzformaldsara (SCHILDE ¢és mtsi. 2001) ¢és néhany fajnal
megprobalkoztak a biolisztikus modszerrel is. M. circinelloides (GONZALES-HERNANDEZ
¢s mtsi. 1997), Rh. oryzae (SKORY 2002, MERTENS ¢és mtsi. 2006) és 4. glauca (BARTSCH
és mtsi. 2002) esetében azonban a cirkuldris DNS bevitele mitotikusan instabil
transzforméansokat eredményezett, M. alpina esetében (TAKENO ¢és mtsi. 2004b) kis
gyakorisaggal kaptak stabil, integrativ transzformansokat is.

A legtobb fonalas gombaval ellentétben, ahol a transzformalé plazmidok a
genomba integralodnak, a jaromsporas gombakban, a transzformalasi modszertol
fliggetleniil, a bevitt idegen DNS csaknem kizardlag extrakromoszémalis plazmidként
marad fenn a sejtekben. Noha nagy transzformécids gyakorisdg érhetd el, a plazmidok
alacsony kopiaszamban talalhatok a sejtekben, melyek nem-szelektiv koriilmények kozott
gyorsan elvesznek, alacsony mitotikus stabilitast eredményezve (IBRAHIM és SKORY 2006).
Az integraci6 még akkor is igen ritka esemény, ha a plazmid kiterjedt, a gazdagenommal
homolég szakaszokat tartalmaz (ARNAU ¢és mtsi. 1991, ARNAU és STROMAN 1993, WADA
¢s mtsi. 1996, YAMAZAKI ¢és mtsi. 1999). A. glauca-nal repetitiv elemeket tartalmazo
vektor (BURMESTER ¢és mtsi. 1990), M. alpina esetében homoldg riboszomalis DNS régiot

tartalmazo vektorok (MACKENZIE és mtsi. 2000, TAKENO és mtsi. 2004b), mig RA. oryzae
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esetében linedris fragmentum alkalmazaséaval értek el integraciot (SKORyY 2002). Olyan
linearis DNS fragmentumokkal ugyanis, melyek végiikon az integraciot (kettés homolog
rekombindcidval) iranyité szakaszokat hordoznak, a beépiilés kikényszerithetd, de ennek
gyakorisdga viszonylag alacsony marad. Integracié sordn gyakran megfigyelték a
transzformald6 DNS csonkolasat, kisebb-nagyobb delécigjat ¢és atrendezddését is
(BURMESTER ¢s mtsi. 1990, YANAI ¢és mtsi. 1990, YANAI és mtsi. 1991, BURMESTER 1992,
ARNAU ¢és mtsi. 1991, MACKENZIE ¢és mtsi. 2000, MONFORT ¢és mtsi. 2003). Ennek
hatterében egy, a genomot védé mechanizmust sejtenek, ami felismeri és meggatolja az

M. circinelloides jellemzd sajatsaga, mas jaromsporas gombakkal szemben, hogy a
nem-rokon szervezetekbdl szarmazo, heteroldg gének is viszonylag jol kifejezhetdk benne
(ITURRIAGA ¢és mtsi. 1992, RUIZ-HIDALGO és mtsi. 1999, ITURRIAGA ¢és mtsi. 2001, WOLFF
€s ARNAU 2002, PAPP és mtsi. 2006). Heterolog eredetti gének kifejez6déséhez tobb Mucor
gén szabalyozd régioja is alkalmas lehet, a legigéretesebbnek a glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogendz gén (gpdl) promdtere tlinik. Ezt az 4altaldban konstitutivan és erdsen
kifejez6dd gént M. circinelloides esetén azonositottak (EMBL azonosito: AJ293012), és
részletesen jellemezték (WOLFF és ARNAU 2002). A késébbiekben a M. circinelloides gpdl

crcr

(APPEL ¢és mtsi. 2004, PAPP és mtsi. 2006).

3.5.2. Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacio

A gombdk transzformalasdnak egy uj ¢és igéretes moddszere az Agrobacterium
tumefaciens altal kozvetitett transzformacido (ATMT), amely szamos elénnyel rendelkezik
a hagyomanyos modszerekkel szemben. A PEG-kozvetitett transzformacio fontos 1épése a
protoplaszt képzés, az ATMT modszerrel azonban a hifdk és a csirdz6 sporak a sejtfal
eltavolitdsa nélkil transzformalhatok. ATMT soran a transzformald6 DNS integracidja a
genomba 4ltaldban egy kopidban és véletlenszerli helyre torténik, igy a modszer jol
alkalmazhatdé inszerciés mutagenezisre. A modszerrel heterolég szekvencidk is
integralhatok homolog szekvencidkat hordozd vektorok hasznalata nélkiil, homolog
szekvenciadk alkalmazasaval azonban célzott integracio is elérhetd. Az ATMT hatasfoka
tobbszazszorosa is lehet a protoplaszt-aggregacios modszernek (DE GROOT és mtsi. 1998).
Ezen tulmenden, az A. tumefaciens nagy molekulasulya (150 kb) idegen DNS

gazdagenomba torténd atvitelére is képes (HAMILTON és mtsi. 1996).
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Az ATMT egy természetes novényi transzformacios mechanizmuson alapszik. Az
A. tumefaciens egy Gram negativ talajlaké baktérium, amely a kétszikli gazdandvényekben
tumoros elvaltozast okoz. A baktérium rendelkezik egy tumor-indukalé plazmiddal (Ti
plazmid), amelyen a tumorképzés indukcidjara és a plazmidok atvitelére vonatkozo
informaciok talalhaték. A Ti plazmid része, az un. T-DNS a megfert6zott ndovényi sejtbe
jutva beépiil annak genomjaba. A névényi genomba torténd integralodas utan a T-DNS-rdl
novényi hormonok expresszidja indul meg, melyek a ndvényi sejt kontrollalatlan
novekedését okozzdk. Ez a kiindulopontja a tumorképzddésnek. A fertdzott ndvényi
szovetek a baktérium novekedését biztositd opinokat termelnek, a Ti plazmidon ezek

bioszintézisét €és felhasznalasat biztositd gének is megtalalhatok.

| | sebzés
fenolos komponensek m Navényi sejt
| |
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4. abra: Az Agrobacterium tumefaciens T-DNS transzferének hipotetikus modellje (LI és mtsi. 2000).

A 4. dbran a T-DNS transzfere lathatd. A T-DNS képzddésében, transzportjaban és

crer

termékei jatszanak fontos szerepet. Ezek expresszidjat a sebzett novényi sejtek altal
szekretalt vegyliletek, pl. acetosziringon (AS) indukaljadk (KADO 1991). A ndvény altal

kibocsatott fenol szarmazékok inducerként hatnak és a baktériumokat a sebzési pontokhoz

29



vonzzéak. A ndévényi jelmolekuldk felismerésében egy kétkomponensii regulator rendszer
jatszik szerepet: a virA gén terméke egy transzmembran szenzor fehérje, amely AS
hatasara autofoszforilalodik, majd a virG foszforildlasaval tovabbitja az intracellularis jelet
a Ti plazmid felé. Az aktivalt virG DNS-koto tulajdonsaggal rendelkezik, specifikusan
kotoédik a tobbi vir gén promoteréhez ¢€s transzkripcios aktivatorként indukalja azok
kifejezddését. A vir gének altal kodolt fehérjék kiilonbozé funkcidval birnak, a T-DNS
kivagasa utan biztositjak az egyszalu T-elem védelmét és transzportjat a baktérium sejtbol
fehérje burkolt T-komplex a novényi sejtbe a sebzéseken keresztiil, a sejtmagba a
porusokon keresztiil 1¢p be, majd random modon integralodik a novényi genomba.

A tumor indukcidhoz €s az opin bioszintézishez sziikséges gének eltavolitdsa nem
befolyasolja a T-DNS régi6 transzferét. A T-DNS régiét mindkét végén 24 bazisos
ismétlodo szekvencia hatarolja, ezen beliil a gének kivaghatok €s a hatarold szekvenciak
kozé tetszoleges gén illeszthetd be, igy a tumorképz6 képességiiket elvesztett baktériumok
mesterséges géndtvitelre hasznalhatok. Az ATMT-hez a Ti plazmid két komponense
sziikséges: a T-DNS ¢és a vir régio. Az ATMT modszer alappillérei az Gn. binaris Ti
vektorok, ahol kiilon plazmidon taldlhaté a T-DNS a transzformalni kivant génekkel és
kiilon Gn. helper plazmidon talalhatok a T-DNS atjutasat biztosito vir gének.
évek végén jelentek meg az elsd publikacidk, melyekben a modszer sikeres megvaldsitasat
kozolték gombak esetében is (BUNDOCK ¢€s mtsi. 1995, DE GROOT és mtsi. 1998). Az elsé
alkalmazas ota folyamatosan ndé azon aszkuszos ¢és bazidiumos gombafajok szama,
amelyek az ATMT modszerrel transzformalhatok (2. tablazat). Az ATMT segitségével
olyan gombafajok tanulmanyozdsa is lehetdvé valt, amelyek tradicionalis modszerekkel
nehezen vagy egyaltaldn nem transzformalhatok (pl.: Agaricus bisporus, Calonectria
morganii, Fusarium circinatum, Helminthosporium turcicum), vagy ahol a hagyomanyos
moddszerek nem eredményeznek stabil DNS integraciot.

Az ATMT Iépései hasonloak a kiilonb6zé gombafajoknal, azonban a sikeres
transzforméciohoz és a transzformdacios hatékonysag novelésé¢hez sziikség van szamos

tényezd optimalizalasara.
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Szelekcios

Transzformalt gombafaj Torzs Publikacio
marker
Saccharomyces cerevisiae Ascomycota uracil BUNDOCK és mtsi. 1995
Aspergillus awamori, A. niger,
Fusiizgsrzi:}]e\;;e;itsgz;?gf::;frma Ascomycota higromicin B DE GROOT ¢és mtsi. 1998
Colletotrichum gloeosporioides
Kluyveromyces lactis Ascomycota uracil BUNDOCK és mtsi. 1999
Coccidioides immitis Ascomycota higromicin B ABUODEH ¢és mtsi. 2000
Fusarium oxysporum Ascomycota higromicin B MULLINS ¢és mtsi. 2001
Fusarium circinatum Ascomycota higromicin B COVERT ¢és mtsi. 2001
Calonectria morganii Ascomycota higromicin B MALONEK €s MEINHARDT 2001
Verticillium fungicola Ascomycota higromicin B AMEY és mtsi. 2001
Agaricus bisporus Basidiomycota higromicin B MIKOSCH és mitsi. 2001
Magnaporthe grisea Ascomycota higromicin B RHO és mtsi. 2001
Mpycosphaerella graminicola Ascomycota higromicin B ZWIERS és DE WAARD 2001
Suillus bovinus Basidiomycota higromicin B, HANIF és mtsi. 2002
Histoplasma capsulatum Ascomycota higromicin B SULLIVAN és mitsi. 2002
Monascus purpureus Ascomycota higromicin B CAMPOY és mtsi. 2003
Botrytis cinerea Ascomycota higromicin B ROLLAND és mtsi. 2003
Ophiostoma piceae Ascomycota higromicin B TANGUAY és BREUIL 2003
Helminthosporium turcicum Ascomycota higromicin B DEGEFU és HANIF 2003
Venturia inaequalis Ascomycota higromicin B FITZGERALD és mtsi. 2003
Hebeloma cylindrosporum Basidiomycota higromicin B COMBIER és mtsi. 2003
Phytophthora infestans Oomycota geneticin VN és GOVERS 2003
Rhizomucor miehei Zygomycota kanamicin MONFORT és mtsi. 2003
Rhizopus oryzae Zygomycota uridin MICHIELSE és mtsi. 2004
Ceratocystis resinifera Ascomycota higromicin B LOPPNAU és mtsi. 2004
Cryphonectria parasitica Ascomycota higromicin B PARK és KiM 2004
Paracoccidioides brasiliensis Ascomycota higromicin B LEAL és mtsi. 2004
Leptosphaeria maculans Ascomycota higromicin B GARDINER és HOWLETT 2004
Cryptococcus neoformans Basidiomycota sztreptotricin IDNURM és mtsi. 2004
Hypholoma sublateritium Basidiomycota higromicin B GoDIO és mtsi. 2004
Tuber borchii Ascomycota higromicin B GRIMALDI ¢és mtsi. 2005

2. tablazat: Néhany ATMT modszerrel transzformalt gombafaj (MICHIELSE és mtsi. 2005).

Osszefoglalva  elmondhatjuk, hogy a jaromspords gombdk hatékony
transzforméciojat szdmos tényezd megneheziti. A conocitikus micélium, a hatékony
szelekcids drogok hianya, a transzformalé DNS extrakromoszomalis allapotban tartdsabol
kovetkezd mitotikus instabilitas hatraltatja a jaromsporas gombak analizisét és genetikai
manipulacidjat. Az ATMT moddszer alkalmazasa azonban homolog ¢és heterolog
transzforméciobodl szarmazo stabil integrativ transzformdnsok eldallitasara is lehetdséget
adhat. A transzformacidés modszer hasznalata lehetdséget teremthet a jaromsporas gombak

patogenitasért felelds génjeinek tanulmanyozasara is.
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4. CELKITUZESEK

Munkdénk soran célul tiiztiik ki a nagy-affinitdst vaspermedzt kodolo firl génnel
homolog genetikai elemek azonositdsat, izoldlasat és Osszehasonlitasat kiilonbozo
jaromspoéras gombakban.

Terveink kozott szerepelt az firl génre alapozott diagnosztikai modszer kidolgozasa
is, melynek segitségével a legfontosabb jaromsporas gombak megbizhatéan azonosithatok.

A jaromsporas gombak patogenitdsanak vizsgalata hatékony transzformacios
rendszereket igényel. Ezért célul tliztiik ki a genetikai transzformaciot lehetévé tevo, a
jelenleginél hatékonyabb szelekcios €s transzformdacids rendszerek kidolgozasat, valamint
az Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformdcié alkalmazhatdsdganak
vizsgalatat kiilonb6zd jaromspdras gombak esetében.

Az izolalt firl génre alapozott transzformald vektorok alkalmazasdval célunk volt

ftrl” delécios mutans torzsek létrehozasa is.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A Kkisérletek soran alkalmazott torzsek

Koéd

Rh18

Rh24

Rh27

Rh28

Rh40

Rh42

Rh45

Rh48

Rh49

Rh50

Rh58

Rh59

Rh60

Rhé61

Rh62

Rh63

Rh64

B1

Fajnév

Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae

Rhizopus
microsporus var.
oligosporus

Rhizopus oryzae

Rhizopus niveus

Rhizopus stolonifer

var. stolonifer

Rhizopus stolonifer

var. reflexus

Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae

Rhizopus
schipperae

Rhizopus oryzae
Rhizopus oryzae

Rhizopus oryzae

Rhizopus
microsporus var.
rhizopodiformis

Rhizopus
microsporus var.
rhizopodiformis

Rhizopus
microsporus var.
rhizopodiformis

Backusella
lamprospora

Torzsgyiijteményi
szam

TIM 24B2

SZMC 0497

NRRL 514

NRRL 2908

CBS 403.51

CBS 347.49

CBS 320.35

CBS 112.07
CBS 260.28

SZMC 8100

CBS 138.95

CBS 109.939
CBS 395.54

CBS 146.90

CBS 220.92

CBS 102.277

UHF R3053

NRRL 1422

Szubsztrat /
Eredet

Fiige / Merced,
Kalifornia, USA

Laboratdriumi
kontaminacid /
Szeged,
Magyarorszag

Tempeh / Indonézia

Kinai éleszt6 / Kina

Ismeretlen / Japan

Tempeh / Indonézia

Ismeretlen / Hollandia

Kinai éleszt6 / Kina

Ismeretlen / USA

Mielomas beteg,
horgovaladék / USA
Ember, hati bor 1ézi6

/ Toronto, Kanada
Cukorbeteg / USA

Ember, lagy szajpad /
Hollandia

Ember, tid6 /
Hollandia

Rhinocerebralis
emberi fert6zés /
Ismeretlen

Disszeminalt emberi
fert6zés / Texas, USA

Megjegyzések
Rh. stolonifer-ként kaptuk,

RAPD-dal, PCR-RFLP-vel
azonositottuk

RAPD-dal azonositottuk

Mas torzsgyiijteményekben:

CBS 337.62, ATCC 46348

Rh. tritici tipustorzs

Mas torzsgyiijteményekben:

ATCC 52310, CBS 128.08

Rh. niveus tipustorzs
jelenleg Rh. stolonifer-ként

van a CBS-ben; ATCC 52312

Rhizopus nigricans

CBS parosodasi tipus
teszttorzs
Rh. reflexus-ként izolaltak,
1984-ig Rh. circinans volt

Rh. oryzae tipustorzs
Mas torzsgylijteményekben:
ATCC 56536, NRRL 3133

Rh. liquefaciens tipustdrzs

Pyr17: NRRL 395 izolatum
ura auxotr6f mutans torzse
zigomikozis
Rh. schipperae tipustorzs
zigomikozis
zigomikozis

zigomikozis

zigomikdzis

zigomikozis

zigomikozis

zigomikozis

3. tablazat: A nagy-affinitasu vaspermeaz gén (ftrl) vizsgalatakor felhasznalt jaromsporas gomba
torzsek.
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Torzsgyiijteményi Szubsztrat /

Kod Fajnév sZAm Eredet Megjegyzések
M4 Mucor plumbeus ATCC 42423 ; Més torzsgyiljteményekben:
P ‘ CCFC 144780
. Rizs fermentaciod Mas torzsgyiijteményekben:
M15 Mucor rouxii ATCC 24905 / Ismeretlen CBS 416.77
M16 Mucor circinelloides FRR 2109 - -
Mucor circinelloides f. Mas torzsgylijteményekben:
ER0 lusitanicus ATCC 1216b - CBS 277.49(+), NRRL 3631(-)
M52 Mucor racemosus f. NRRL 3640 Ismerc?Flen / Mucor racemosus tipustorzs
racemosus Svajc
R15 Rhizomucor miehei CBS 360.92 Emberi ml,k ozIs / homotallikus
Ausztralia
R18 Rhizomucor pusillus WRLCN(M) 231 Allati mikozis / -
Ismeretlen
S1 Syncephalastrum racemosum SZMC 2011 - -

3. tablazat: A nagy-affinitasi vaspermeaz gén (ftrl) vizsgalatakor felhasznalt jAromsporas gomba

torzsek (folytatas).
. . Torzsgyijteményi Szubsztrat / . .
Kod Fajnév szAm Eredet Megjegyzések
Mucor circinelloides f. Mas torzsgylijteményekben:
ER0 lusitanicus ATCC 1216b - CBS 277.49(+), NRRL 3631(-)
MS12 Mucor czlrcm.ellozdes f. SZMC 12082 _ A CB:S 277,49(+),1zolz.1.tum leud
lusitanicus ¢és pyrG mutans torzse
B1 Backusella lamprospora MUFS A8 - -
R18 Rhizomucor pusillus WRLCN(M) 231 Allati mikozis -
R18U3 Rhizomucor pusillus - - hazomzrworp lflSllh.l.S ura
auxotrof mutans torzse

4. tablazat: A transzformacios kisérletek soran felhasznalt jAromsporas gomba torzsek.

Az ATMT soran alkalmazott A. tumefaciens torzsek:

» A. tumefaciens AGL1 torzs (LAzO és mtsi. 1991), amely a pTiBo542AT helper
plazmidot (HOOD és mtsi. 1986) hordozza. Az AGL1 tdérzs genomja rifampicin ¢€s
carbenicillin rezisztencia gént hordoz, mig a helper plazmid nem hordoz rezisztencia
gént. A transzformalasok soran az AGL1 torzs pBHt2 binaris vektort (MULLINS és
mtsi. 2001) hordozo6 szarmazékat, az SK561 torzset hasznaltuk.

* A tumefaciens GV2260 torzs, amely a pTiB6S3AT helper plazmidot (MCBRIDE és
SUMMERFELT 1990) hordozza. A GV2260 térzs genomja rifampicin rezisztencia gént,

mig a helper plazmid carbenicillin (ampicillin) rezisztencia gént hordoz.
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= A. tumefaciens GV3101 torzs, amely a pMP90 helper plazmidot (a pTiC58
szarmazéka; KONCZ ¢és SCHELL 1986) hordozza. A GV3101 térzs genomja
rifampicin, mig a helper plazmid gentamicin rezisztencia gént hordoz.
Az utobbi két torzs csak a virulenciaért felelds régiot tartalmazd helper plazmidokat
hordozta, de nem tartalmazott binaris vektorokat. Az altalunk létrehozott vektorokat illetve
a S. F. CovERT-tdl kapott pPK2 vektort ezekbe a torzsekbe jutattuk be elektroporacidval.
A bindris vektorok minden esetben kanamicin rezisztencia gént hordoztak.

A génklonozési munkak sordn az E. coli TOP10F" torzsét hasznaltuk.

5.2. Az alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenyésztési korillmények

5.2.1. Az alkalmazott taptalajok és tapoldatok

A gomba torzsek fenntartdsahoz és szaporitdsdhoz alkalmazott taptalajok:

Malatas taptalaj (MEA): 1% glikéz; 0,5% malatakivonat; 0,5% ¢élesztOkivonat; 1%
KH,POy4; 1,5% agar

Eleszté-gliikoz taptalaj (YEG): 1% gliikoz; 0,5% élesztokivonat; 2% agar
Eleszt6-gliikéz tapoldat (YEG): 1% gliikoz; 0,5% élesztSkivonat

Baktérium torzsek fenntartasahoz és szaporitdsahoz alkalmazott taptalajok:
Luria-féle taptalaj (LB): 1% NaCl; 1% tripton; 0,5% ¢élesztOkivonat; 1,5% agar (pH 7,0)
Luria-féle tapoldat (LB): 1% NaCl; 1% tripton; 0,5% ¢élesztokivonat (pH 7,0)

(Mindkét esetben 100 pg/ml ampicillin, 100 pg/ml rifampicin, 25 pg/ml gentamicin vagy
50 pg/ml kanamicin antibiotikummal egészitettiik ki az A. tumefaciens torzsek megfeleld

szelekcigjahoz.)

ATMT sorén alkalmazott taptalajok:
Indukcios tapoldat (IM): 1x MM soéoldat; 10 mM gliikoz; 0,5% glicerin; 40 mM MES
Indukcios taptalaj (IM): 1x MM soéoldat; 5 mM gliikoz; 0,5% glicerin; 40 mM MES;

1,5% agar

(Mindkét esetben 200 uM acetosziringonnal kiegészitve)

YEG taptalaj: 1% gliikoz; 0,5% élesztékivonat; 2% agar

(a B. lamprospora transzformansok szelekciojahoz 100 pug/ml higromicin B-vel és 200 uM
cefotaximmal, M. circinelloides transzforméansok szelekciojahoz 100 pg/ml higromicin B-

vel, 200 uM cefotaximmal, 100 pg/ml bengalvorossel és 3 pg/ml diklorannal kiegészitve)
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Elektroporalas soran alkalmazott tdpoldat:
SOC tapoldat: 0,05% NaCl; 2% tripton; 0,5% élesztékivonat; 2,5 mM KCI; 10 mM
MgCl,; 20 mM gliikéz (pH 7,0)

PEG-medialt transzformacid soran hasznalt taptalajok:

Minimal taptalaj (YNB): 1% gliikoz; 0,15% (NH4)2SO4; 0,15% Na-L-glutaminat; 0,05%

YNB; 2% agar (amennyiben sziikséges 0,05% uracillal vagy 0,05% leucinnal kiegészitve)
Eleszté-pepton-gliikoz tapoldat (YPG): 0,3% élesztSkivonat; 1% pepton; 2% gliikoz
Minimal fedéagar (YNB): 1% gliik6z; 0,15% (NH4),SO4; 0,15% Na-L-glutaminat; 0,05%
YNB; 1% agar (amennyiben sziikséges 0,05%uracillal vagy 0,05% leucinnal kiegészitve)
A taptalajokat ozmotikus stabilizatorként 0,8 M szorbitollal egészitettiik ki.

Uracil auxotréf mutansok szelekciéjahoz hasznalt taptalaj:
Minimal taptalaj (YNB): 1% gliikoz; 0,15% (NH4)2SOy4; 0,15% Na-L-glutaminat; 0,05%
YNB; 0,05% uracil; 2 mg/ml FOA; 2% agar

5.2.2. Tenyésztési koriilmények

A gomba torzsek fenntartdsa maléatas taptalajon 4°C-on tortént, kéthavonkénti
atoltassal. A gomba torzsek tenyésztése MEA vagy YEG téptalajon tortént, Rh. oryzae, Rh.
schipperae, Rh. microsporus var. rhizopodiformis, R. miehei és R. pusillus torzsek esetében
37°C-on, a tobbi gomba izolatum esetében 25°C-on.

A Dbaktériumok tenyésztése a megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB
tapoldatban tortént, E. coli-t 37°C-on, A. tumefaciens-t 28°C-on ndvesztettiik.

A genomi DNS kivonashoz a tenyészeteket YEG tépoldatban 25°C vagy 37°C
hémérsékleten, 3 napon keresztiil razatva neveltiik. Az igy kapott micéliumtomeget
szliréssel gytjtottiik, steril desztillalt vizzel tobbszor atmostuk, majd fagyasztva taroltuk a
késdbbi felhasznalasig.

Az ATMT soran kapott B. lamprospora transzformansokat 100 pg/ml higromicin
B-vel és 200 uM cefotaximmal kiegészitett YEG taptalajon neveltik, mig a M.
circinelloides (M20) transzformansok tenyésztése 100 pg/ml higromicin B-vel, 200 uM
cefotaximmal, 100 pg/ml bengéalvorossel €s 3 pg/ml diklorannal kiegészitett YEG

taptalajon tortént.
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A PEG-kozvetitett transzformacié sordn kapott M. circinelloides (MS12)
transzforméansokat leucinnal (500 pg/ml) kiegészitett minimdl tdptalajon (YNB), négy
napig szobahOmérsékleten novesztettilk. Esetenként az MS12 torzset komplett taptalajon
tenyésztettik (YPG, YEG).

A PEG-kozvetitett transzformacid soran kapott R. pusillus firl” mutans torzseket
minimdl taptalajon (YNB), a R. pusillus pyr4 mutans torzseket pedig uracillal kiegészitett
minimal taptalajon (YNB), négy napig 37°C hdmérsékleten ndvesztettiik.

5.3. Az alkalmazott pufferek, oldatok és reagensek
Genomi DNS tisztitdshoz hasznalt anyagok:

Lizis puffer: 50 mM Tris HCI (pH 8,0) ; 20 mM EDTA; 1% Na-lauril-szarkozin

PCI: fenol - kloroform - izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke

CsCl gradienshez: 47,75% CsCl; 10 mg/ml bis-benzimid (1,5%-0s)

Gélelektroforézishez hasznalt anyagok:

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6) ; 1| mM Na,EDTA

Agaroz gél: 0,8 vagy 1% agar6z TAE pufferben oldva

Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 40% szacharoz; 0,25 M brémfenolkék; 0,2 M EDTA; pH 8
6x DNS mintapuffer (Fermentas)

crer

100 mM CacCl, oldat
TCM puffer: 10mM Tris (pH 7,5); 10 mM CaCly; 10 mM MgCl,
X-gal: 20 mg/ml dimetilformamidban oldva (Fermentas)

IPTG: 20 mg/ml steril desztillalt vizben oldva (Fermentas)

Kompetens 4. tumefaciens sejtek készitéséhez hasznalt oldatok:

10%-os glicerin

A. tumefaciens sejtekbdl torténd plazmid DNS tisztitashoz hasznalt anyagok:
TE puffer: 10 mM Tris (pH 8); 1 mM EDTA
5 M NacCl oldat

10%-0s Na-lauril-szarkozin oldat
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Lizozim (Reanal): 20 mg/ml térzsoldat

ATMT soran alkalmazott anyagok:

2,5x MM sooldat: 26,6 mM KH,PO4; 294 mM K,HPO4 6,4 mM NaCl; 5,1 mM
MgS04.7H,0; 1,1 mM CaCl,.2H,0; 22,3 uM FeSO4.7H,0; 9,5 mM (NH4)2SO4

1 M MES: 2-N-morfolin-etdnszulfonsav torzsoldat, pH 5,3-ra allitva 5 M KOH-dal

25 mM acetosziringon (Fluka): 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-acetofenon tdrzsoldat desztillalt
vizben oldva, pH 8-ra allitva 5 M KOH-dal
Cefotaxim (Merck): 50 mM (23,8 mg/ml) torzsoldat steril desztillalt vizben oldva

Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformacidhoz hasznalt oldatok:

Protoplasztal6 oldat: 100 mM Na-foszfat puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim
Na-foszfat-puffer (100mM): 25 mM Na,HPO,4, 75 mM NaH,PO4

SMC puffer: 50 mM CacCl,; 10 mM MOPS; 0,8 M szorbitol

PMC puffer: 40% PEG 4000; 10 mM MOPS; 0,6 M szorbitol; 50 mM CaCl,

Baktériumtelep és DNS blottoldshoz illetve hibridizaciéhoz hasznalt oldatok:
10%-o0s SDS oldat
Denatural6 oldat: 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralizal6 oldat: 0,5 M Tris; 1,5 M NaCl; pH 8
20x SSC: 3,0 M NaCl; 0,3 M Na-citrat; pH 7
0,25 M HCI oldat
Hibridizécios puffer: 5x SSC; 0,1% Na-lauril-szarkozin; 0,02% SDS; 1% blokkol6 reagens
Mos6 pufferek: 2x SSC; 0,1% SDS
0,1x SSC; 0,1% SDS
1. detektalo puffer: 0,01 M maleinsav; 0,015 M NaCl; pH 7,5
2. detektalo puffer: 1% blokkold reagens (Roche) 1. detektéalasi pufferben
3. detektalo puffer: 0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCly; pH 9,5
El6hivé oldat: GBX developer and replenisher (Kodak)
Fixalo oldat: GBX fixer and replenisher (Kodak)

Egvéb felhasznalt anyagok és reagensek:

Bengalvords (Fluka): 3°,4°,5°,6 -tetraklor-2,4°,5°,7°-tetrajod-fluoreszcein-dinatrium so6 25

mg/ml torzsoldata steril desztillalt vizben oldva
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Dikloran (Aldrich): 2,6-dikloro-4-nitroanilin 20 mg/ml térzsoldata acetonban oldva

FOA (Fermentas): 5-fluoro-orotsav 100 mg/ml térzsoldata DMSO-ban oldva

Alkalikus foszfat antitest-konjugadtum (Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments, Roche)

CDP-Star kemilumineszcens szubsztrat (Roche): 25 mM torzsoldat

NBT-BCIP torzsoldat (DIG DNA Labeling and Detection Kit, Roche): nitroblue
tetrazolium-klorid és 5-bromo-4-kloro-3-indolilfoszfat toluidin s6 keveréke

Ampicillin (Sigma): 50 mg/ml térzsoldat steril desztillalt vizben oldva

Kanamicin (Egis): 20 mg/ml torzsoldat steril desztillalt vizben oldva

Rifampicin (Fluka): 50 mg/ml torzsoldat DMSO-ban oldva

Gentamicin (Sigma): 50 mg/ml torzsoldat desztillalt vizben oldva

Higromicin B (Roche): 50 mg/ml torzsoldat PBS-ben oldva

RNz (Sigma): 10 mg/ml térzsoldat 10 mM Tris-HCl, 15 mM NaCl oldatban

5.4. A kisérletek soran hasznalt vektorok, primerek és DNS probak
5.4.1. A kisérletek soran hasznalt vektorok

ATMT-hez:

Az ATMT-t kiilonboz6 vektorokkal végeztiik, melyekben az E. coli-bol szarmazd

higromicin B foszfotranszferaz gén (hph) kiilonféle gomba eredetii promoter €s termindlis

régidk iranyitasa alatt allt. A plazmidok minden esetben kanamicin rezisztencia gént

tartalmaztak a vektort hordozo 4. tumefaciens torzsek szelekcios markereként.

. A pBHt2 plazmid (a pCAMBIA szarmazéka - CAMBIA, Canberra, Ausztralia)

esetén a hph gén A. nidulans trpC promoter altal kontrollalt, 3> végén a Cauliflower

mosaic virus poliadenilalt vége talalhato (MULLINS és mtsi. 2001).

. A pPK2 plazmid (a pPZP201BK szidrmazéka — HAJDUKIEWICZ és mtsi. 1994)

esetén a hph gén A. nidulans gpd promoter €s A. nidulans trpC terminalis iranyitasa

alatt all (COVERT és mtsi. 2001).

A kisérleti munka soran Osszeallitott transzformald plazmidok:

. A pNYI7 plazmid a hph gént tartalmazta a M. circinelloides gpdl promoter és

terminalis régidja koze épitve pPZP201BK vektorba.

. A pNYI8 plazmid esetén a hph kazetta mellé egy zold fluoreszcens fehérjét kodolo

gént (gfp) is épitettiink, amely szintén a M. circinelloides gpdl promoter és terminalis

crer



. A pNYI9 vektor esetén a M. circinelloides orotidin-5'-monofoszfat dekarboxilazt
kodold (pyrG) génkazettat épitettiik a pPZP201BK vektorba.
. A pNYI10 vektor esetén a pyrG kazetta mellé a gfp gént is beépitettiik, amely a M.
. A pNYI14 vektor a R. pusillus firl génkazettaba inszertalva tartalmazta a R.
pusillus orotidin-5'-monofoszfat dekarboxilaz génkazettat (pyr4). Ezt a pPZP201BK
vektorba épitettiik.
A plazmidok kanamicin rezisztencia gént tartalmaztak a vektort hordozo A. tumefaciens
torzsek szelekcios markereként. A pNYI7 és pNYI8 vektort hordozd A. tumefaciens
torzsekkel vad tipusu M. circinelloides és B. lamprospora torzseket, a pNYI9 és pNYI10
vektort hordozo 4. tumefaciens torzsekkel pyrG- mutans M. circinelloides-t, mig a pNYI14

vektort hordozo6 A. tumefaciens torzzsel pyr4 mutans R. pusillus-t transzformaltunk.

A kisérleti munka soran osszeallitott tovabbi plazmidok:

A vektorépitési munkakban a pBluescript SK+ (Stratagene) és a pUCI18 (Fermentas)
vektorokat hasznaltuk.
. A pNYI6 plazmid esetén a hph gént a M. circinelloides gpdl promoter és terminalis
régioja kozé épitettiik pBluescript SK+ vektorba.
. A pNYI4 plazmid esetén a gfp gént M. circinelloides gpdl promdter és terminalis
régidja kozé épitettiik pBluescript SK+ vektorba.
= A pNYIIl vektor esetén a R. pusillus orotidin-5'-monofoszfat dekarboxilaz
génkazettat (pyr4) épitettiik a pBluescript SK+ vektorba.
. A pNYI12 vektorhoz a R. pusillus pyr4 génkazetta 344 bazisparral rovidebb
szakaszat épitettiik be a pBluescript SK+ vektorba.

A pNYI13 vektor a R. pusillus firl génkazettdba inszertalva tartalmazta a R.
pusillus pyr4 génkazettat pBluescript SK+ vektorba.
A plazmidok ampicillin rezisztencia gént hordoztak az E. coli torzsek szelekcios
markereként. A pNYI12 vektorbol kihasitott mutans pyr4 génkazettaval vad tipusu R.
pusillus-t, mig a pNYI13 vektorbol kihasitott fir1 -pyr4-firl* fragmentummal pyr4 mutans

R. pusillus-t transzformaltunk.
5.4.2. A kisérletek soran hasznalt primerek

Az aldhtzott primer szekvencidk minden esetben a primerek végére helyezett restrikcios

hasité helyek szekvenciait €és a restrikciés enzim miikodéséhez sziikséges nukleotidokat
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jelentik: Apal-gggcce, BamHI-ggatcc, EcoRI-gaattc, Notl-gcggecge, Pstl-ctgcag, Xbal-

tctaga, Xhol-ctcgag.

A degeneralt primerekben a r=a/g, y=c/t, m=a/c, k=g/t, s=c/g, w=a/t, d=a/g/t, h=a/c/t,

n=a/c/g/t nukleotidokat jeldlnek.

Az E. coli-bdl szarmazo hph gén amplifikélasahoz és szekvenalasahoz hasznalt specifikus

primerek:

hph7: 5’ tt ttc ctc gag atg cct gaa ctc acc gcga 3’
hygB3:5” cct geg gece gec tat tec ttt gee cte 3°
hph3: 5’ gtg gat atg tcc tge ggg ta 3’

hph4: 5’ ccg ctc gaa gta gcg cgt ct 3°

hph5: 5’ gag ctg cat cag gtc gga ga 3’

hph6: 5’ ccg tct gga ccg atg get gt 3°

A gfp gén amplifikalasahoz hasznalt specifikus primerek:

GFP1/b:
GFP2/b:

5’ tt ttc ctc gag atg gtg agc aag ggc ga 3’
5’ tt ttc tct aga tta ctt gta cag ctc gt 3’

A R. pusillus pyr4d génkazetta amplifikalasahoz és szekvendldsdhoz hasznalt specifikus

primerek:

PYRI:
PYR2:
PYR3:
PYR4:
PYRS:
PYRé6:
PYRT:

A Rh. oryzae és C.

primerek:

FTR-A:

FTR-B:

5’ tt ttc ctg cag gea gta tga tgt aag ta 3’
5’ gat gac gaa ttc act gtt cag cga 3’

5’ ggt cgce tga aca gtg aat tcg tca 3°

5’ tt ttc ctc gag geg aat cat cat atc tca 3’
5’ ctc gaa ttc cac gat aat gac atc gca 3’
5’ cgg aac tga cgg atg cgt t 3’

5’ cgt ctc aca ggt gca gec t 3’

albicans ftrl génjének konzervalt szakaszaira tervezett degeneralt

5’ gg tct aga gar gay ath tgg gar gg 3’
(aminosavak: E D 1 W E Q)

5’ gg ctc gag cca nce nar dat nge rtt raa 3’
(aminosavak: W G L I A N F)

A R. pusillus és a R. miehei ftrl gének meghosszabbitdsdhoz illetve a promoter és a

terminalis régiok amplifikalasahoz hasznalt specifikus primerek:

Inverz PCR-hoz:
FTR-E:

5’ gce ttg geg age ttg ate tte cat 3’
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FTR-F:

FTR-G:
FTR-H:

FTR-J:

FTR-K:

FTR-L:

5’ gtc tgg cac gtc tce tgg ggt gat 3’
5’ cga taa tgg ctg ctt ccg ta 3’

5’ cgg tga cat tgc ctt gga gaa 3’

5’ cct gea gte get gea tgt at 3°

5’ ggc aga tcc aac tct cac tt 3’

5’ gat tgt aca ccg gtg cat cct 3’

SON PCR-hoz:

SONI1:
SON2:
SON3:

5’ gct tge gece tag atg agg 3°
5’ cca gat cge cct tct ata ggc 3’
5’ gat ctg cac tcc tge agt cg 3’

A R. pusillus firl génkazetta amplifikalasahoz hasznalt specifikus primerek:

FTRI1:
FTR2:
FTR3:
FTR4:

A jaromsporas
Mil:
M2:
Rhm1:
Rhm2:
Rhrl:
Rhr2:
Rho2:
Rho3:
Rscl:
Rsc2:
Rhsl:
Rhnl:
Srl:
Sr2:
R1:
R2:

5’ ttt gga tcc geg tet ctg ttt cct tge 3°
5’ tgg ctg cag cct tgg aca taa gac 3’
5’ ttt ctc gag gtt acc aca gece gte tg 3’

5’ tct ggg ccc aat tga cgg gtt cgt gatc 3’

gombafajok PCR alapu diagnosztikajahoz hasznalt primerek:

5’ ggg yca aaa gat ygg wtt saa 3’
5’ gca ama gac ttc cac ckc gat 3’
5’ gta tca cca tgc ttc ga 3’

5’ tga tgg atc ctg act cct 3’

5’ cta gca ctg aaa aga ctg gct 3’
5’ ggc aga aat gtt taa ttc agg at 3’
5’ gcg gtw gag act ctg tar cya 3’
5’ gat cat gat cac tgc cat 3’

5’ cct tca aag aca aac tcc aga ag 3’
5’ cgt ttg tgt caa cat tca 3’

5’ gtc caa ctt yaa gga aaa gat 3’
5’ cgc aag agc gtt ctt ctt tca 3’

5’ gaa gac act tag cgc acg ca 3’
5’ cag cgc agg gcaatc atat 3’

5’ gga aac cga tgc ytt gca 3’

5’ crt cac cre ctt ctt cgg ¢ 3’

5.4.3. A kisérletek soran hasznalt DNS prébak

A pCSN43 (STABEN ¢és mtsi. 1989) plazmidbol amplifikalt homolodg hph génproba:

hph-p: 1020 bp fragmentum (a teljes Aph gén)

NYhph

l: 5’ cct tct aga atg cct gaa ctc acc geg 3’

NYhph2: 5’ cct gga tece cta ttc ctt tge cct cgg 3’
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A pl5 plazmidbol amplifikalt homolog gfp génproba:
gfp-p: 720 bp fragmentum (a teljes gfp gén)

GFP1/b: 5’ tt ttc ctc gag atg gtg agc aag ggc ga 3’
GFP2/b: 5’ tt ttc tct aga tta ctt gta cag ctc gt 3’

R. pusillus genomi DNS-ébdl amplifikalt homolog fir génproba:
ftr-p: 740 bp fragmentum (az firl gén kozepso része)

FTR-A: 5’ gg tct aga gar gay ath tgg gar gg 3’
FTR-B: 5’ gg ctc gag cca ncc nar dat ngc rtt raa 3’

5.5. Vizsgalati modszerek
5.5.1. Genomi DNS tisztitasa

A kiilonb6zd jaromsporas gombak genomi DNS-ének kivonasahoz a micéliumot
folyékony nitrogénnel dorzsmozsarban elporitottuk. A feltart micéliumhoz grammonként
2,5 ml lizis puffert adtunk és a homogén allapot eléréséig livegbottal kevergettiik. A lizis
elésegitéséhez 15-20 percig 65°C-on inkubaltuk, majd szobahdmérsékletre torténd hiités
utan centrifugaltuk (8000 g, 10 perc, 4°C). A feliiliszohoz azonos térfogatu PCI-t adtunk,
ezutan 4°C-on tobb oran at enyhén razattuk (45 rpm). Centrifugalas (8000 g, 15 perc, 4°C)
utdn a vizes fazishoz kétszeres térfogatii etanolt adva a DNS-t 30 percig -70°C-on
kicsaptuk, majd centrifugalassal (8000 g, 20 perc, 4°C) kililepitettiik. A csapadékot
vakuum alatt beszaritottuk, majd 200 pl desztilldlt vizbe visszaoldottuk. A vizes fazist
esetenként CsCl gradiens centrifugalassal (44000 rpm, 40 o6ra, 20°C 70.1 Ti rotor/
Beckman C8-70M) tovabb tisztitottuk (ITURRIAGA és mtsi. 1992).

5.5.2. DNS gélelektroforézis

A nukleinsavak elvalasztdsdra agaroz gélelektroforézist alkalmaztunk. A mintakat
1/5 mennyiségli mintapuffer hozzdadasa utan 0,8 illetve 1%-o0s agar6z/TAE gélen
elvalasztottuk (80 V, 1-1,5 6ra). A nukleinsavak detektdldsa etidium-bromidos festést
kovetden (0,5 pg/ml) UV fényben tortént. A fragmentumok méretének meghatarozasdhoz

1 kb-os illetve pUC mix molekulastly markereket (Fermentas) hasznéltunk.
5.5.3. PCR technikak

A kisérleti munka soran tobbféle PCR modszert hasznaltunk. Az amlifikalasokat T3

Thermocycler (Biometra) segitségével végeztiik.
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Génklonozaskor (vektor épitéshez) hasznalt PCR amplifikalas koriilményei:

1 ciklus 94°C, 3 perc denaturalas

35 ciklus 94°C, 1 perc denaturalés
50-60°C, 1 perc primer kotédés
72°C, 1-3 perc lancszintézis

1 ciklus 72°C, 10 perc végso lancszintézis

A PCR reakcioelegyek Osszetétele (25 ul végtérfogatban):

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Pfu puffer (Fermentas)

2,5 mM MgSO, (Fermentas)

0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer
1,25 U Pfu DNS polimeraz (Fermentas)
20-50 ng genomi DNS

Az amplifikalas kortilményei a transzformansok sporaibol torténd PCR soran:

1 ciklus 94°C, 15 perc denaturalés

1 ciklus 4°C, 2 perc

30 ciklus 94°C, 1 perc denaturalés
54°C, 2 perc primer kotédés
70°C, 2 perc lancszintézis

1 ciklus 70°C, 6 perc végso lancszintézis

A PCR reakcioelegy 0sszetétele (50 ul végtérfogatban):

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Dupla-Taq puffer (ZenonBio)

2,5 mM MgCl, (ZenonBio)

0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer

2 U Dupla-Tagq DNS polimeraz (ZenonBio)
10 pl spora szuszpenzi6 (10° spora/ml)

A reakcidé korilményei a kiilonbozé jaromsporas gombak firl génjének degeneralt

primerekkel torténd amlifikalasakor:

1 ciklus 94°C, 3 perc denaturalas

5 ciklus 94°C, 1 perc denaturalés
51°C, 1 perc primer kotédés
lasstt hdmérséklet emelkedés (0,14°C/mp 2°C/mp helyett)
72°C, 2 perc lancszintézis

30 ciklus 94°C, 1 perc denaturalés
51°C, 1 perc primer kotédés
72°C, 2 perc lancszintézis

1 ciklus 72°C, 10 perc végso lancszintézis
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A PCR reakcioelegyek Osszetétele (25 pl végtérfogatban):

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

Ix Pfu puffer (Fermentas)

2,5 mM MgSO, (Fermentas)

2 uM - 2 uM degeneralt primer

1,25 U Pfu DNS polimeraz (Fermentas)
20-50 ng genomi DNS

A hph-, gfp- és ftr-specifikus probak készitésekor alkalmazott koriilmények:

1 ciklus 95°C, 3 perc denaturalas

35 ciklus 95°C, 1 perc denaturalés
50-60°C, 1 perc primer kotédés
72°C, 1,5 perc lancszintézis

1 ciklus 72°C, 10 perc végso lancszintézis

A PCR reakciot a PCR DIG Probe Synthesis kittel (Roche) allitottuk 6ssze a leirasok
szerint. A PCR reakcidelegy Osszetétele (50 pl végtérfogatban):

0,1 mM PCR DIG mix (DIG-11-dUTP-t tartalmaz)

0,1 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Expand High Fidelity puffer (15 mM MgCl,-dal kiegészitve)
1 uM - 1 uM specifikus primer

2,6 U Expand High Fidelity enzim

20-50 ng plazmid DNS

Az amplifikélas koriilményei a R. pusillus és a R. miehei firl gének meghosszabbitasakor

alkalmazott inverz PCR soran:

1 ciklus 94°C, 2 perc denaturalés

5 ciklus 94°C, 30 mp denaturalés
50-60°C, 1 perc primer kotodés
68°C, 3 perc lancszintézis

20 ciklus 94°C, 30 mp denaturalés
50-60°C, 1 perc primer kotédés
68°C, 3 perc+5Smp ciklusonként lancszintézis

1 ciklus 68°C, 7 perc végso lancszintézis

Az inverz PCR elvégzése el6tt a R. pusillus és a R. miehei genomi DNS-ét kiilonb6zo
restrikcids enzimekkel (Xbal, Sacl, EcoRV, Apal, Xhol) feldaraboltuk, az emésztett DNS-t
kloroformmal tisztitottuk, majd centrifugalas utan (16000 g, 10 perc, 4°C) a vizes fazisban
1évé DNS-t kétszeres mennyiségli etanollal kicsaptuk. 1 6ra -70°C-on torténd inkubacid
utan a mintdkbol a DNS-t centrifugalassal (16000 g, 20 perc, 4°C) kiiilepitettiik. A
csapadékot vakuum alatt beszaritottuk, ezutan 10 pl desztillalt vizben felszuszpendaltuk,

majd onmagaval ligaltuk 4°C-on 18 oran keresztiil 20 pl végtérfogatban. A cirkularizalt
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DNS-t kloroformos tisztitast kdvetden Ujra kicsaptuk etanollal, majd centrifugéalas és

szaritas utan desztillalt vizben felszuszpendaltuk. Az igy kapott DNS mintat hasznaltuk a

tovabbiakban templatként az inverz PCR soran.

A PCR reakcioelegyek Osszetétele (25 pl végtérfogatban):

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

Ix Pfu puffer (Fermentas)

2,5 mM MgSO, (Fermentas)

0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer

0,5 ul Pfu DNS polimeraz (Fermentas)
20-50 ng cirkularizalt templat DNS

Az amplifikélas koriilményei a R. pusillus és a R. miehei ftrl gének meghosszabbitasakor

alkalmazott SON-PCR soran:

1 ciklus 94°C, 3 perc denaturalas

5 ciklus 94°C, 30 mp denaturalés
53°C, 1 perc primer kotédés
72°C, 2,5 perc lancszintézis

1 ciklus 94°C, 30 mp denaturalas
29°C, 3 perc primer kotodés
72°C, 2,5 perc lancszintézis

30 ciklus 94°C, 10 mp denaturalés
53°C, 1 perc primer kotédés
72°C, 2,5 perc lancszintézis

1 ciklus 72°C, 7 perc végso lancszintézis

A PCR reakcioelegyek Osszetétele (25 pl végtérfogatban):

0,4 mM dNTP mix (Fermentas)

1x Dupla-Taq pufter (ZenonBio)

2,0 mM MgCl, (ZenonBio)

2 uM - 2 uM specifikus primer

2 U Dupla-Tag DNS polimeraz (ZenonBio)

20-50 ng genomi DNS

5.5.4. DNS izolalas agaroz gélbol

A PCR és a restrikcidos emésztések soran kapott DNS fragmentumokat tartalmazé

gél részletet steril szikével UV lampa alatt vagtuk ki a 0,8% agardzt tartalmazo gélbdl. A

kivagott gélbdl a DNS-t a DNA Extraction Kit (Fermentas) vagy a Gel-M™ Gel

Extraction System (Viogene) kit segitségével nyertiik ki a gyartd utasitasainak

megfelelden.
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5.5.5. DNS fragmentumok klonozasa, plazmid konstrukciok létrehozasa

A restrikcidos emésztéseket a standard modszerek szerint végeztiik (SAMBROOK ¢és
mtsi. 1989) mindig az adott koriilményekhez optimalizalva. A DNS fragmentumokat
altalaban pBluescript SK+ (Stratagene) vagy pUCI18 (Fermentas) vektorokba ligaltuk. A
ligalast T4 DNS ligazzal (Fermentas) 16 6ran keresztiil 18°C-on végeztiik, majd 10 perces,
65°C-os hokezeléssel allitottuk le a reakcidt. Vektorépitéshez az InsT/Aclone™ PCR
Product Cloning Kit (Fermentas) és a pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) kiteket
is hasznaltuk. A plazmid DNS tisztitasahoz a Viogene Mini-M"™ Plasmid DNA Extraction

System (Viogene), illetve a Viogene Midi-V100™

Plasmid DNA Extraction System
(Viogene), a PCR soran kapott fragmentumok tisztitdsahoz pedig a PCR-M™ Clean Up
System (Viogene) kiteket hasznaltuk.

A. tumefaciens esetén a plazmid DNS tisztitasat kiegészitettik néhany, az
extracellularis poliszacharidok eltavolitasat el0segitd 1épéssel. Az antibiotikum tartalmu
LB tapoldatban nevelt sejteket centrifugalassal (2160 g, 3 perc) iilepitettiik, majd a tdpoldat
eltavolitasa utan a sejteket 1 ml TE pufferben szuszpendaltuk. A mintdkhoz 100 ul 5 M
NaCl oldatot, majd vortexelés utdn 10 pl 10% Na-lauril-szarkozint adtunk. Enyhe
Osszerdzas utan a sejteket centrifugalassal Gjra kiiilepitettiik, majd a Viogene Mini-M'™
Plasmid DNA Extraction System (Viogene) kit oldataival végeztiik el a plazmid tisztitast.
A kitilepitett sejteket a kitben talalhato lizis pufferrel felszuszpendaltuk, majd a mintdkhoz
20 pl lizozim (20 mg/ml) oldatot adtunk, ami elésegitette a baktérium sejtek feltarasat. A
mintakat 15 percig 37°C-on inkubaltuk, ezutdn a gyartdé utasitasai alapjan folytattuk a

plazmid DNS tisztitasat.

5.5.6. Kompetens E. coli sejtek készitése

E. coli TOP10F torzsének 14 o6ras LB tapoldatban nevelt tenyészetébdl 1 ml-t 100
ml LB tapoldatba atoltva a baktériumokat ODgp=0,6 érték eléréséig novesztettiik (200
rpm, 37°C). A tenyészetet centrifugaltuk (2160 g, 10 perc, 4°C), majd a sejteket azonos
mennyiségii 4°C-os, 100 mM-os CaCl, oldatban felszuszpendaltuk. Az elébbi miiveletet
megismételtilk, majd a 100 mM-os, 4°C-os CaCl, oldatban felvett sejteket 1 Oran at
jégfiirdoben inkubaltuk, ezt kovetden ujra centrifugaltuk (2160 g, 10 perc, 4°C). A
kitilepedett sejteket 1/20 térfogata, 100 mM-os 20% glicerol tartalmu hideg CaCl, oldatban
szuszpendaltuk fel és 200 ul mennyiségenként Eppendorf csdvekbe osztottuk szét, ezeket -

70°C-on fagyasztva taroltuk.
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5.5.7. E. coli sejtek transzformacioja

moddon hajtottuk végre. 200 pl fagyasztva tarolt kompetens sejtet jégen felolvasztottunk,
majd 5-10 pl ligatumot (plazmidot) és 100 ul TCM puffert adtunk hozza. Osszekeverés
utan 25 percig jégen inkubaltuk, ezt kdvetden 3,5 perces 37°C-os hdsokkot alkalmaztunk,
majd a mintdkat 10 percig szobahémérsékleten allni hagytuk. A mintdkbol kiillonb6zd
mennyiségeket szélesztettiink 100 pg/ml ampicillint tartalmazé LB taptalajra 40 pl IPTG
(20 mg/ml, Fermentas) ¢és 40 ul X-gal (20 mg/ml, Fermentas) jelenlétében. A
transzformans sejteket 37°C-on 16-20 oraig tenyésztettiik, az inszert DNS-t tartalmazo

vektorokat hordozo baktériumokat szin alapjan szelektaltuk (fehér telepek).

5.5.8. Kompetens A. tumefaciens sejtek készitése

A. tumefaciens GV2260 és GV3101 torzsének 24 6rds LB tapoldatban nevelt
tenyészet¢bél 3 ml-t 300 ml eldmelegitett LB tapoldatba &toltva a baktériumokat
ODg00=0,5 értek eléréséig novesztettiik (200 rpm, 28°C). A tenyészetet 15 percig jégen
hitottiik, majd centrifugaltuk (2160 g, 15 perc, 4°C). A sejteket 10 ml steril desztillalt
vizben felszuszpendaltuk, majd Ujra centrifugéltuk. A desztillalt vizben torténd mosas
megismétlése utan a sejteket 10%-o0s glicerinben is mostuk. Centrifugélas (2160 g, 15 perc,
4°C) utan a sejteket 3 ml 10%-os glicerinben szuszpendaltuk fel, majd 200 ul

mennyiségenként Eppendorf csdvekbe osztottuk szét, ezeket -70°C-on fagyasztva taroltuk.

5.5.9. A. tumefaciens sejtek transzformacioja

A létrehozott vektorokat A. tumefaciens GV2260 illetve GV3101 torzsébe
elektroporaltuk. Az 4. tumefaciens kompetens sejtekhez felolvasztas utan 3 ng plazmidot
adtunk, majd a baktérium-DNS keveréket el6hitott elektroporald kiivettaba (I mm
résszélesség, Epicentre) pipettdztuk at. Az elektroporalast 2,5 kV, 25 pF és 400 Ohm
bedllitdisok mellett hajtottuk végre (Elektroporald késziilék: Electro Cell Manipulator
BCM-600, BTX Electroporation System). A kiivettdban 1évé mintdhoz rdgton
elektroporalas utdn 1 ml SOC téapoldatot adtunk, majd a tapoldatban elkevert sejteket
félkémcesdbe atpipettazva 3 oOran keresztil 28°C-on razattuk. A transzformans sejteket
kanamicinnel kiegészitett LB taptalajon szelektaltuk 2 napig 28°C-on térténd inkubalas

utan.
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5.5.10. DNS hibridizalas
Baktérium telepek blottolasa

Az ampicillinnel kiegészitett LB tdptalajon nétt baktérium telepeket tartalmazo
Petri-csészéket 2 orara 4°C-ra tettiik, majd a felsziniikre steril hibridizaciés membrant
(Hybond-N+, Fluka) helyeztiink (5 perc). Ezt kvetéen a membrant 5 percig 10%-os SDS
oldattal atitatott Whatman papirra helyeztiik. Ezt kovette a denaturalod oldattal (1 perc),
majd a neutralizal6 oldattal (5 perc) torténd Whatman sziirpapiros kezelés. Végiil 5 percre
20x SSC-vel atitatott sziirépapirra helyeztilk a membrant, amelyre levegdn torténd szaritas

utan UV fény segitségével rogzitettilk a DNS-t.

DNS blottolas

Az agardz gélelektroforézist kovetden a gélt 0,25 M HCI oldatban 10 percig
mostuk, majd desztillalt vizes Oblitést kdvetden denaturald oldatba helyeztiik. 30 perces
denaturalo kezelést kovetden a gélt 30 percre neutralizald oldatba tettiik. Az igy elokezelt
gélt 16 oran keresztlil 20x SSC oldat segitségével blottoltuk a hibridizaciés membranra

(Hybond-N+, Fluka), majd a DNS-t UV fény (2 perc) segitségével rogzitettiik.

Hibridizacios koriilmények

A hibridizaciés membrant két oran at 68°C-on hibridizacidés pufferrel
el6hibridizaltuk, majd 16 6ran 4t 68°C-on a hibridizacios pufferhez adott jelolt DNS
prébaval hibridizaltuk (20 ng/ml). A préba jeldléséhez minden esetben digoxigenines
jelolést (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche) alkalmaztunk a gyartd utasitasainak
megfelelden. A hibridizacids kisérleteket megel6z6en a DNS probat 10 perc 100°C-on,
majd 10 perc 4°C-on torténd inkubalassal denaturaltuk.

A hibridizaciés membrant szobahémérsékleten kétszer 5 percig 2x SSC, 0,1% SDS
oldattal, majd 68°C-on kétszer 15 percig 0,1x SSC, 0,1% SDS oldattal mostuk a nem
kotédott, jelolt DNS eltavolitasa érdekében. Ezt kovetden a membrant az 1. detektalo
pufferrel 1 percig, a 2. detektalo pufferrel 30 percig, majd a 2. detektalod pufferhez adott 1-
4 wl alkalikus foszfat antitest-konjugatummal (Roche) twjabb 30 percig inkubaltuk
szobahOmérsékleten. Kétszer tizenot perces 1. detektalo pufferrel torténd mosast kovetden
a detektalashoz a 3. detektald pufferhez adott 200 ul NBT-BCIP eldhivo reagenst (DIG
DNA Labeling and Detection Kit, Roche) hasznaltuk. A hibridizaciés membrant a
szinreakcid megjelenéséig sotétben inkubaltuk, majd a felesleges el6hivo reagenst

desztillalt vizes mosassal eltavolitottuk. A detektalast esetenkét a “CDP-Star”

49



kemilumineszcens szubsztrat segitségével (Roche) végeztik. A kemilumineszcens
szubsztrattal inkubalt hibridizdciés membranra sotétszobaban rontgenfilmet (Kodak)
helyeztiink (20 perc-2 o6ra). A rontgenfilm eldhivasa gyarilag elkészitett eldhivo (2 perc) és
fixalo oldattal (Kodak) (2 perc) tortént.

5.5.11. DNS szekvenciak meghatarozasa és analizise

A vizsgélatainkban elemzett, klonozott DNS fragmentumok szekvenéalasa az MTA
Szegedi Biologiai Kozpontjaban tortént, ABI 373 tipust automata szekvenatorral (Applied
Biosystem). A DNS szekvencidk ellen6érzése a Chromas program (1.5 verzid,
Technelysium) segitségével tortént. Az NCBI BLAST 2 programjanak segitségével
végeztik a nukleotid szekvencidk analizisét, 0Osszehasonlitasat ¢és a nukleotid
szekvencidkbol szarmaztatott aminosav szekvencidk megallapitasat. A svdjci ,,Expasy”
szerver (http://www.expasy.ch) szintén segitségiinkre volt a szekvencidk elemzése soran.
Az azonositott firl szekvenciakat az EMBL nukleotid szekvencia adatbazisba kiildtiik el. A
nukleotid és aminosav szekvencidk illesztését a CLUSTAL W programmal végeztiik
(THOMPSON ¢és mtsi. 1994), majd a PHYLIP programcsomag segitségével (FELSENSTEIN
1993) mindkét adatsor alapjan filogenetikai analizist végeztiink. Ehhez a nukleotid
szekvenciadk esetén a parszimonia mddszert (FITCH 1971), mig az aminosav szekvenciak
esetén a ,,neighbour-joining” modszert (SAITOU és NEI 1987) hasznaltuk. A genetikai

tavolsdgokat a Jones-Taylor-Thornton matrix (JONES és mtsi. 1992) szerint szamoltuk.

5.5.12. Drogrezisztencian alapuld szelekcios koriilmények optimalizalasa

M. circinelloides f. lusitanicus M20 torzs higromicin B 4ltal okozott
novekedésgatlasanak teszteléséhez 10" sporangiosporat  szélesztettink  kiilonbozé
koncentraciojua (0, 50, 100, 150 és 200 pg/ml) higromicin B-t tartalmazd YEG (pH 6,5)
taptalajra. A kompakt ndvekedést el6idézé koncentracid megallapitdsa érdekében allando

higromicin B koncentracié (100 pg/ml) mellett valtozd koncentracidban adtuk a

crer

crer

5.5.13. Gomba protoplasztok képzése
M. circinelloides (MS12), B. lamprospora (B1) és R. pusillus (R18) torzsek MEA

taptalajon nevelt 1 hetes tenyészetérdl steril desztillalt vizzel lemostuk a
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sporangiospdrakat, majd a spora szuszpenziokat YEG taptalaj felszinére helyezett
celofankorongokra vittiikk fel oltd korong segitségével. A tenyészeteket 16-20 oOran
keresztiil inkubaltuk a kiilonb6zd torzsek novekedéséhez optimalis homérsékleten. A
celofanon nevelt fiatal telepeket protoplasztald oldatba helyeztiik, majd 3 6ran at 28°C-on
protoplasztaltuk. A sejtfal olddsara a protoplasztaldé oldathoz sajat készitési,
csigagyomorbo6l kivont litikus enzimet adtunk. A protoplasztokat steril gézen sziirtiik,
mostuk SMC pufferrel, majd centrifugaltuk (minden protoplaszt centrifugalashoz: 2160 g,
15 perc, 4°C). Ismételt SMC pufferrel torténd mosas utdn a protoplasztokat ujra
centrifugaltuk, majd 0,25-1 ml SMC pufferbe vettiik fel. Az igy eldallitott protoplasztokat
mind a PEG-medialt transzformalas, mind az ATMT soran felhasznaltuk.

A megfeleld sporaképzés érdekében az altalunk eldéllitott R. pusillus uracil
auxotrof torzset 0,5 mg/ml uracillal kiegészitett YNB taptalajon tenyésztettiik 37°C-on 5-7
napig. A sporak lemoséasa utdn a spora szuszpenziot uracillal kiegészitett YNB taptalaj
felszinére helyezett celofankorongokra oltottuk, majd a telepeket 40 oran keresztiil

ndvesztettiik 37°C-on. A protoplasztok eldallitasa az el6z8ekben leirtak szerint tortént.

5.5.14. Gomba protoplasztok PEG-medialt integrativ transzformacioja

Az altalunk alkalmazott médszer VAN HEESWIIK ¢és RONCERO (1984) altal leirt
PEG-medidlt transzformacié modositasa. A micéliumtdl megtisztitott, SMC pufferrel
atmosott protoplasztokat 250 pl SMC pufferbe vettiik fel. Ehhez hozzaadtuk a restrikcios
emésztéssel linearizalt transzformalo DNS-t (kb. 5 pg). A transzformacid elOsegitése
érdekében 20 ul PMC-t adtunk a protoplaszt-DNS keverékhez, amit, ezt kdvetden 30
percig jégen inkubaltunk. Ezutan tovabbi 2,5 ml PMC puffert adtunk a protoplasztokhoz,
majd azt szobahdmérsékleten 25 percig inkubaltuk. A protoplasztokat 20 ml SMC pufferrel
higitottuk, majd centrifugaltuk. A kitilepedett sejteket 0,8 M szorbitolt tartalmazdé YPG
tapoldatban regeneraltattuk 25°C-on 30 percig, majd mostuk SMC pufferrel. A kiiilepitett
sejteket 1 ml SMC pufferbe vettiik fel és 0,8 M szorbitollal kiegészitett YNB fedd agarral
Osszekeverve 0,8 M szorbitolt tartalmazdé YNB alaptaptalajokra ontottiik. Az alkalmazott
vektortdl fiiggden a taptalajokat esetenként kiegészitettik 0,5 mg/ml uracillal vagy

leucinnal. A csészéket 4-5 napig inkubaltuk a transzformans telepek megjelenéséig.

5.5.15. A. tumefaciens kozvetitett transzformacié
A transzformacios kisérletek alapja a BUNDOCK és HOOYKAAS (1996) altal leirt,

majd DE GROOT ¢és mitsi. (1998) altal modositott protokoll volt. 16 6ran keresztiil 28°C-on
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szelektiv koriilmények kozott ndvesztett A. tumefaciens tenyészetbol 1 ml-t 20 ml 200 uM
acetosziringonnal (AS) kiegészitett IM tapoldatba oltottunk és 28°C-on razatva neveltiik az
ODg60=0,6 érték eléréséig. A logaritmikus fazisban 1€vé A. tumefaciens tenyészetet
osszekevertik  egyenld — mennyiségli  gombaspora  szuszpenzidéval  (10°-10°
sporangiospora/ml) és a keveréket 200 uM AS tartalmu indukcios taptalajra helyezett
celofan korongokra szélesztettiik. A logaritmikus fazisban 1évé A. tumefaciens tenyészetet
1:5 aranyban gomba protoplasztokkal is 0sszekevertiik (a protoplaszt képzést a korabban
leirt médon végeztiik), majd a keveréket 200 uM AS tartalmu és AS-mentes indukcios
taptalajra helyezett celofan korongokra ontottiik. 1, 2 és 3 napos 28°C-on torténd egyiitt-
tenyésztés utdn a celofan korongokat szelekcios taptalajra helyeztiik at. Esetenként az
egylitt-tenyésztést folyékony IM tapoldatban végeztiik, ilyenkor 25°C-on 16 6ran keresztiil
inkubaltuk a baktérium sejteket és a protoplasztokat folyamatos razatds mellett, majd
centrifugalds utan (2160 g, 15 perc, 4°C) a keveréket szelekcids taptalajra ontottiik. Ez a
vad tipusu M. circinelloides és B. lamprospora torzsek esetén 100 pg/ml higromicin B-t
tartalmazd YEG taptalaj, az uracil mutans R. pusillus és M. circinelloides torzseknél YNB
illetve leucinnal kiegészitett YNB taptalaj volt. A szelekcios taptalaj 200 uM cefotaximot
is tartalmazott a baktérium elpusztitasa érdekében. A csészéket 25°C-on (R. pusillus esetén

37°C-on) inkubaltuk 4-5 napig, a transzformans telepek megjelenéséig.

5.5.16. Mutansdusitas

A pNYI12 plazmiddal transzformalt R. pusillus protoplasztokat 1 hétig 37°C-on
inkubdltuk, ez alatt a taptalajon megjelend telepek sporangiospordkat képeztek. A
mutansok dusitasa érdekében a desztillalt vizzel lemosott sporangiosporakat YNB
tapoldatban 12 oOran keresztiil razattuk. A tenyészetet steril gézen atszlrtiik, hogy
megszabaduljunk a csirdzdsnak indult hifaktol, majd az atszlrt tdpoldatot tovabbi 12 6ran
at razattuk. Ismételt szlréssel eltavolitottuk a novekedésnek indulé hifakat, a
sporangiospodrakat tartalmaz¢ tapoldatot centrifugéltuk (2160 g, 15 perc, 4°C), majd 0,5
mg/ml uracillal kiegészitett YNB taptalajra szélesztettik. A taptalajon megjelend
telepekrdl a sporangiosporakat desztillalt vizzel lemostuk, majd azokat 0,5 mg/ml uracillal
¢és 1,5 mg/ml FOA-val kiegészitett YNB taptalajra szélesztettiik. A csészéket 37°C-on

inkubéltuk a transzformdans telepek megjelenéséig.
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5.5.17. Monosporangialis telepek eloallitasa

A szelektiv taptalajokon nétt transzformans telepek heterokariotikusak voltak a
conocitikus micélium miatt. A szelektiv taptalajon nétt telepek sporait desztillalt vizzel
lemostuk, majd a sporaszuszpenzidbol tobb 1épcsdben tizszeres higitasi sort készitettliink és
ezekbdl szélesztettiink ki szelektiv taptalajra. Az egy sporabol kinovo transzformans
telepeket tobbszor tovabboltottuk szelektiv taptalajra annak érdekében, hogy csak
transzforméans magokat hordoz6 telepeket kapjunk.

A transzformansok mitdtikus stabilitdsdnak vizsgalata érdekében néhany
transzformans telepet higromicin B-mentes YEG taptalajon novesztettiink 25°C-on 7
napig. Az egy sporabol kinévo telepeken képzddott sporangiosporak lemosasa utan azokat
Ujra higromicin B-mentes YEG téptalajra szélesztettiik. 4-5 egymast kdvetd atoltas utan a

transzformansokat ujra szelektiv taptalajra (higromicin B-vel kiegészitett YEG) oltottuk.

5.5.18. Fluoreszcens mikroszkdpia

A gombasejtekbe transzformalt gfp gén kifejez6dését Zeiss Jenalumar fluoreszcens
mikroszkdp segitségével vizsgaltuk. A vizsgalathoz a pNYI8 transzformans B.
lamprospora izolatumok sporangiospérdit YEG taptalajra helyezett celofan korongokra
vittiik fel olté korong segitségével és 20 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
fiatal telepeket tartalmaz6 celofan darabot steril szikével kivagtuk, rdla a micéliumot
targylemezre helyezett desztillalt vizbe mostuk. A mintékat lathatdo és UV fényben is
megvizsgaltuk, utdbbi vizsgalatokat a kovetkezd beallitasok mellett végeztiik: 2X KP 490

¢és B 427 g excitacios sziirék, G-247 barrier sziiré €s 510 nm dikroikus sziird.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Nagy-affinitisi vaspermeazt koédolo gének azonositasa és oOsszehasonlitasa
kiilonb6z6 jaromspoéras gombakban (NYILASI és mtsi. 2005b).

Nagy-affinitas vaspermeazt kodoldo géneket eddig néhany mas patogén
gombafajbol, illetve a korokozo jellegtdl fiiggetleniil, szdmos mds organizmusbol
kloénoztak és jellemeztek. Ezen adatdllomany megfeleld feldolgozasaval lehetséges volt
olyan konzervalt régiok meghatarozésa, amelyek lehet6vé tették egy PCR alapt klonozési
stratégia megvalodsitasat (COMPTON 1990). Ennek keretében RhA. oryzae és C. albicans
nagy-affinitasit vaspermedz (fir/) gének (EMBL/NCBI azonosito: AY344587 ¢és
AF195775) konzervalt szakaszainak Osszehasonlitdsa alapjan egy degeneralt primer part
terveztiink, melynek segitségével 5 kiillonb6z6 jaromspdras gomba nemzetséget (Rhizopus,
Mucor, Backusella, Rhizomucor és Syncephalastrum) reprezentdld 26 izolatum genomi
DNS-¢bdl felszaporitottuk az firl gén kozépsd 585-740 bp hosszusagu szakaszat. A Pfu
DNS polimerazzal amplifikdlt tompa végli fragmentumokat izolalds utdn EcoRV
restrikcios enzimmel linearizalt pBluescript SK+ vektorba kloénoztuk. A kldénozott
fragmentumok szekvencidjanak meghatarozasa a pBluescript SK+ vektoron talalhatd T3 és
T7 primerek segitségével tortént. Az amplifikalt fragmentumok szekvencidja nagyfoku
homologiat mutatott nemzetko6zi adatbazisokban (NCBI, EMBL) megtalalhaté gomba firl
génekkel. R. miehei, R. pusillus és Syncephalastrum racemosum esetében a fragmentumok
2 intront is tartalmaztak ugyanabban a pozicioban. Az altalunk meghatarozott 26 nukleotid
szekvenciat €s az azokbol szarmaztatott aminosav szekvencidkat a FU és mtsi. (2004) altal
kozolt Rh. oryzae 99-880 torzs megfeleld régidjaval (EMBL/NCBI azonosito:
AY3445879) egyiitt CLUSTAL W program segitségével hasonlitottuk Ossze (1. és 2.
melléklet). Az altalunk azonositott részleges firl szekvencidkat az EMBL nukleotid
szekvencia adatbazisba kiildtiik el (5. tablazat).

Munkank soran sziderofér transzport fehérjéket kodold géneket is probaltunk
azonositani a kiillonb6zd jaromspdras gombak genomjaban. Az firl génhez hasonléan
degeneralt primereket terveztiink a C. albicans Caarnl és a S. cerevisiae arnl-4 gének
konzervalt régidi alapjan. Tobbféle primert és amplifikacidés koriilményt teszteltiink,
mégsem sikeriilt arn géneket azonositanunk egyik izolatumban sem. Elképzelhetdnek
tartjuk, hogy a jaromspords gombdk nem rendelkeznek a sziderofor-vas komplexek

felvételét biztositd specifikus transzport rendszerekkel.
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EMBL
azonosito

AM286198
AM286199
AM286200
AM286201
AM286202

AM286204
AM286205

AM286206

AM286207

AM286208

AM286209
AM286210

AM286211
AM286212
AM286213

AM286214
AM286216
AM286217

AM286218

AM286219

AM286220

AM286221
AM286222
AM286223

AM286224

AM286225

A jaromsporas

Torzs

Rhizopus oryzae CBS 146.90 (Rh61)
Rhizopus oryzae CBS 395.54 (Rh60)
Rhizopus oryzae CBS 109.939 (Rh59)
Rhizopus oryzae NRRL 2908 (Rh28)
Rhizopus oryzae RA 99-880 (Rh50)

Rhizopus stolonifer var. stolonifer
CBS 347.49 (Rh42)

Rhizopus niveus CBS 403.51 (Rh40)

Rhizopus stolonifer var. reflexus
CBS 320.35 (Rh45)

Mucor circinelloides f. lusitanicus
CBS 277.49 (M20)

Mucor racemosus f racemosus
NRRL 3640 (M52)

Mucor plumbeus ATCC 42423 (M4)
Moucor circinelloides FRR 2109 (M16)

Mucor rouxii (Amylomyces rouxii)
ATCC 24905 (M15)

Backusella lamprospora NRRL 1422 (B1)
Syncephalastrum racemosum SZMC 2011 (S1)

Rhizopus oryzae CBS 112.07 (Rh48)
Rhizopus schipperae CBS 138.95 (Rh58)
Rhizopus schipperae UHF 3053 (Rh64)

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
CBS 220.92 (Rh62)

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis
CBS 102.277 (Rh63)

Rhizopus microsporus var. oligosporus
NRRL 514 (Rh27)

Rhizopus oryzae SZMC 0497 (Rh24)
Rhizopus oryzae TIM 24B2 (Rh18)
Rhizopus oryzae CBS 260.28 (Rh49)

Rhizomucor pusillus WRLCN(M) 231 (R18)

Rhizomucor miehei CBS 360.92 (R15)

Szekvencia tartalom

firl gén részleges szekvenciaja
ftrl gén részleges szekvenciaja
firl gén részleges szekvenciaja
ftrl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja
fitrl gén részleges szekvenciaja
firl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja
firl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja

ftrl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja
ftrl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja

ftrl gén részleges szekvencidja
(3 exon, 2 intron)

ftrl gén részleges szekvenciaja
firl gén részleges szekvenciaja

ftrl gén részleges szekvenciaja

ftrl gén részleges szekvenciaja
firl gén részleges szekvenciaja

firl gén részleges szekvenciaja

ftrl gén részleges szekvenciaja
fitrl gén részleges szekvenciaja
ftrl gén részleges szekvenciaja

fitrl gén részleges szekvenciaja
(3 exon, 2 intron)

ftrl gén részleges szekvenciaja
(3 exon, 2 intron)

5. tablazat: Az EMBL adatbazisba leadott részleges ftrl szekvenciak.

http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html

Hossz

549 bp
549 bp
549 bp
549 bp
549 bp

549 bp
549 bp

549 bp
546 bp

546 bp

546 bp
546 bp

546 bp
546 bp
668 bp

549 bp
561 bp
561 bp

561 bp
561 bp

564 bp

549 bp
549 bp
549 bp

698 bp

688 bp

gombakban azonositott nagy-affinitdsi vaspermedz gének

Osszehasonlitasakor azt tapasztaltuk, hogy az firl gén egyarant tartalmaz konzervalt és

variabilis régiokat, ezért alkalmas lehet filogenetikai analizisre, illetve a kiilonb6zo

jaromsporas gombak faj és faj alatti szinten torténd elkiilonitésére. Jaromsporas gombak

rokonsagi viszonyai nem teljesen tisztazottak, azonban ezek pontos ismerete fontos a
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diagnosztikai modszerek kidolgozasa ¢s alkalmazédsa soran. Ezért célul tiztik ki a
vizsgalatba bevont jaromsporas gombafajok filogenetikai kapcsolatainak vizsgéalatat az
altalunk azonositott fir/ gén alapjan.

A nukleotid és aminosav szekvencidk illesztése utan filogenetikai analizist
végeztlink, ebbe szintén bevontuk a RhA. oryzae 99-880 klinikai izolatumanak firl/
génszekvenciajat (EMBL/NCBI azonositd: AY344587), kiilcsoportként pedig a M.
plumbeus firl génjének megfeleld régidit hasznaltuk. Az 5. dbran az FTR1 részleges
fehérje szekvencidk alapjan szerkesztett filogenetikai torzsfa lathat6. Az firl nukleotid
szekvenciak alapjan szerkesztett filogenetikai torzsfat nem abrazoltuk, mivel a két torzsfa

hasonl6 topoldgiat mutatott.

R. oryzae (AM286202)
—|: R. oryzae (AM286198)
L 74 R oryzae (AM286214)
74 R. oryzae (AM286223)
_E R. oryzae (AM286201)
. = R. oryzae (AM286221)
R. oryzae (AM286200)
oo R. oryzae (AM286222)
_|: R. oryzae (AM286199)
45 68 R. oryzae (AY344587)
{ R. stolonifer var. stolonifer (AM286204)
R. stolonifer var. reflexus (AM286206)
61 L R. niveus (AM286205)
R. microsporus var. rhizopodiformis (AM286218)

100
29 R. microsporus var. rhizopodiformis (AM286219)
99 { R. schipperae (AM286217)
R. schipperae (AM286216)

{ R. pusillus (AM286224)

100 R. miehei (AM286225)

——— S. racemosum (AM286213)

R. microsporus var. oligosporus (AM286220)
_lE M. rouxii (AM286211)

100 B. lamprospora (AM286212)

97 — M. circinelloides (AM286210)

M. racemosus f. racemosus (AM286208)

M. circinelloides f. lusitanicus (AM286207)

M. plumbeus (AM286209)

100 100

5. abra. Az FTR1 részleges fehérje szekvenciak alapjan szerkesztett torzsfa.
A torzsfa ,,neighbour-joining” modszerrel késziilt, a ,,bootstrap™ analizis értékek %-ban vannak
fetlintetve (1000 replikabol).
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Az altalunk készitett torzsfak aranylag jo egyezést mutattak a 18S ¢és 28S
riboszomalis DNS (rDNS) szekvencidk alapjan készitett torzsfakkal (VOIGT és mtsi. 1999),
noha ez utdbbi nem tartalmazott minden altalunk vizsgélt fajt. A torzsfan harom kladot
alkotnak a Rhizopus, Rhizomucor és Mucor izolatumok, valamint az &sszes csoporttol
elkiilontilve talalhaté a Rh. microsporus var. oligosporus. A R. miehei és a R. pusillus
torzsek a S. racemosus izolatummal alkotnak egy csoportot, akar a 28S rDNS alapjan
készitett fa esetében (VOIGT és mtsi. 1999). A Mucor izolatumok egységes csoportot
alkotnak, amelybe a B. lamprospora is beletartozik. Ez aldtdmasztja a Backusella és Mucor
nemzetségek kozeli rokonsagara és monofiletikus eredetére vonatkozd korabbi —
morfologiai és filogenetikai munkék alapjan megfogalmazott — feltevéseket (O’DONNELL
és mtsi. 2001).

A nagy monofiletikus Rhizopus kladon beliil elkiilonitheték a RhA. oryzae, a Rh.
stolonifer, a Rh. niveus, a Rh. microsporus var. rhizopodiformis és a Rh. schipperae
csoportjai. A Rhizopus nemzetség utolsd atfogd taxonodmiai revizidja soran SCHIPPER
(1984) morfologiai alapon 3 fajcsoportot kiilonboztetett meg, minddssze 6t fajba vonva
Ossze az addig attekinthetetleniil nagyszamu fajleiras alapjan létrehozott fajokat. Ezek a
Rh. stolonifer-csoport (Rh. sexualis, Rh. stolonifer), a Rh. oryzae-csoport és a Rh.
microsporus-csoport (Rh. homothallicus, Rh. microsporus). A fiiggetleniil leirt fajokat (pl.
Rh. reflexus, Rh. circinans, Rh. niveus) a taxonOmiai revizido utdn egy faj kiilonb6zo
valtozataiként tartjdk szdmon (pl. Rh. stolonifer var. stolonifer és Rh. stolonifer var.
reflexus).

A torzstan a Rh. oryzae, a Rh. stolonifer és a Rh. niveus a tobbi torzstol elkiiloniild
csoportot alkot. A CBS 403.51 torzset eredetileg Rh. niveus néven irtak le, késébb azonban
karakterisztikus morfologiai kiilonbségek hidnyaban a RhA. stolonifer var. stolonifer fajba
soroltdk (SCHIPPER 1984). RAPD markereken alapuld csoportanalizis fajszintii tdvolsagot
jelzett valamennyi vizsgalt Rhizopus izolatumtol (VAGVOLGYI ¢és mtsi. 2004), ¢és
eredményeink alapjan is indokoltnak latjuk a jelenlegi taxonomiai besorolas
feliilvizsgalatat ¢és a torzs kiilonallo fajként vald kezelését. A Rh. stolonifer var. stolonifer
€s a Rh. stolonifer var. reflexus egy csoportot alkotnak, ez megegyezik a korabbi
vizsgélatok eredményeivel (VAGVOLGYI és mtsi. 2004). Az ftrl gén viszonylagos
filogenetikai konzervaltsdga ellenére, az analizisbe bevont 10 RhA. oryzae torzs esetén
kisebb szekvencia eltéréseket észleltiink. Ennek a heterogenitasnak a magyarazata az lehet,

hogy a Rh. oryzae egy taxondmiai gyujtéfaj, amely korilbeliil 30 eredetileg kiilonalld
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Rhizopus faj egybeolvasztasabol keletkezett (SCHIPPER 1984). Eredményeink alapjan a RA.
oryzae-be Osszevont fajok pontos taxondmiai statusza nem tekintheté megoldottnak.

A Rh. microsporus var. rhizopodiformis és a Rh. schipperae izoldtumok testvér
csoportot alkotva jol elkiiloniilnek a RA. oryzae torzsektdl, de kdzelebb helyezkednek el a
tobbi Rhizopus izoldtumhoz, mint a Rh. microsporus var. oligosporus-hoz. A Rh.
schipperae egy nemrég leirt, termofil Rhizopus faj, melynek ez ideig minddssze — a jelen
vizsgalatba is bevont — két izolatuma ismert, mindkettét zigomiko6zisos betegbdl izolaltak.
A Rh. schipperae morfologiai sajatossagai és homérséklet igénye alapjan a Rhizopus-ok
koziil a Rh. microsporus-hoz all legkdzelebb. Eredményeink igazoljak a Rh. schipperae és
a Rh. microsporus var. rhizopodiformis kozeli rokonsagat (a nukleotidok 86 %-a
megegyezett), egyben megerdsitik, hogy a Rh. schipperae izolatumok kiilon fajt alkotnak.

Erdekes, hogy a Rh. microsporus var. oligosporus izolatum a tobbi Rhizopus-t6l
tavol, a Mucor torzsek altal alkotott csoporthoz kozel helyezkedik el. A Rh. microsporus
var. oligosporus ftrl szekvencidja ardnylag alacsony homologiat mutatott a RA.
microsporus var. rhizopodiformis izolatumok firl szekvenciaival, csupan a nukleotidok 70
%-a egyezett meg. Habar korabbi tanulmanyokban (VOIGT ¢és mitsi. 1999, VOIGT és
WOSTEMEYER 2001) a Rh. oryzae szintén kozelebb helyezkedett el a Rh. stolonifer-hez,
mint a Rh. microsporus-hoz, azonban a Rh. microsporus var. oligosporus izoldtum ilyen
mérvil elkiiloniilése a tobbi Rhizopus torzstdl nem volt megfigyelhetd. Ennek egyik
magyarazata lehet, hogy a vizsgalt Rh. microsporus var. oligosporus izoldtum a tobbi Rh.
microsporus izolatumtdl eltéréen nem klinikai forrasbol szarmazik, ezt a torzset fermentalt
keleti ételek starter kultirajabol izolaltak.

Kovetkeztetéseink megerdsitik, hogy a jaromsporas gombak jelenlegi, morfologiai
karakterek alapjan létrehozott rendszere mesterségesnek tekinthetd és sziikségesnek tartjuk
az egész gomba csoport taxonomiai rendszerének feliilvizsgalatat.

Filogenetikai ¢s molekularis taxonomiai munkdk soran leggyakrabban a
riboszomalis RNS gének (rDNS) dsszehasonlitasat alkalmazzak. Mig a 18S és 28S rDNS
szekvencidk a fonalas gombak fajszintli vagy magasabb taxonjainak elkiilonitésére
hasznalhatok, addig az ITS szekvencidk alapjan a gombak faj és nemzetség szintii
azonositasa, illetve kozeli rokon fajok elkiilonitése lehetséges. Jaromsporas gombak
filogenetikai és evolucids kapcsolatainak részletes vizsgalatat szintén a 18S és 28S rDNS
szekvenciak alapjan végezték (VOIGT és mtsi. 1999, O’DONNELL ¢és mtsi. 2001, WHITE ¢és
mtsi. 2006).
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A gombak Osszehasonlitasara €s elkiilonitésére azonban a rDNS és ITS régidkon
kiviil egyes fehérje-kodolo gének, illetve génszakaszok is alkalmasak. Szamos jaromsporas
gombafajbol meghataroztak az aktin, a transzlacios elongacids faktor-1 a alegységét (TEF)
és a DNS fiiggd RNS polimeraz II legnagyobb alegységét kodold gének szekvenciait,
amelyeket filogenetikai analizisekben hasznaltak fel (VOIGT és WOSTEMEYER 2001,
O’DONNELL és mtsi. 2001, TANABE és mtsi. 2004). Az altalunk készitett, a nagy-affinitast
vaspermeazt kodold firl gén alapjan szerkesztett filogenetikai torzsfak hasonld topoldgiat
mutattak a 18S és 28S rDNS szekvencidk alapjan készitett torzsfakkal (VOIGT és mitsi.
1999), ami azt igazolja, hogy az firl gén alkalmas a jaromsporas gombak rokonsagi

viszonyainak tisztazasara.

6.2. Zigomikozisokat eloidéz6 gombak diagnosztizalasa az ftrl szekvenciak alapjan
(NYILASI és mtsi. 2005¢, NYILASI és mtsi. 2008b)

A diagnosztika, éppugy, mint az epidemiologiai tanulmanyok gyors és megbizhatd
modszereken alapuld fajmeghatarozast igényelnek. In vitro és in vivo kisérletek (SUN és
mtsi. 2002a, SUN és mtsi. 2002b) soran bebizonyosodott, hogy a kiilonb6z6 jaromspdras
gombafajok és torzsek gombaellenes szerekkel szembeni érzékenysége nagymértékben
eltérhet, igy a megfeleld antifungalis terapia alkalmazasahoz sziikséges a korokoz6 gomba
pontos azonositasa. A jaromspords gombdk fajszintli azonositdsat biztositdé moddszerek
Emellett a Rh. oryzae, a Rh. niveus, a R. miehei és a kiillonb6z6 Mucor fajokat a
fermentécids és biotechnoldgiai iparban is gyakran alkalmazzék, ezért 01j faj-meghatarozasi
¢s tipizalasi modszerek kidolgozasa biotechnoldgiai teriileten is fontos lenne.

Munkénk soran kidolgoztunk egy eljarast, amelynek segitségével a legfontosabb
jaromsporas gombak megbizhatdéan azonosithatok. A nagy-affinitasti vaspermeazt kodolo
ftrl génszekvenciak 0Osszehasonlitasakor olyan karakterisztikus szekvencia részleteket
azonositottunk, amely régidkra tervezett primerekkel fajspecifikus amplifikécios termékek
nyerheték (1. melléklet). A kiilonbozé jaromspdéras gombafajok PCR alapu
diagnosztikdjahoz hasznalt specifikus primerek szekvenciajat, az amplifikalt termékek
méretét, €s a specifikus reakcidt biztositd primerek bekotési hdmérsekleteit a 6. tdblazatban
tiintettiik fel. Rh. stolonifer és Rh. niveus esetén a degeneralt FTR-B primert hasznaltuk a
fajspecifikus amplifikalasok soran alkalmazott primer par egyik tagjaként. Néhany altalunk

tervezett primer (pl. M1, M2, Rho2, Rhs1, R1 és R2) néhany pozicidban szintén degeneralt
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volt, annak érdekében, hogy a primerekkel az adott torzs Osszes izolatuméanak

felszaporitasa lehetévé valjon.

o S 2l PCR termék  Bekitési
PCR primer parok (5°-3°) jaromsporas mérete (bp) hém. (C)
gombafajok P .
Backusella lamprospora
MI: GGGYCAAAAGATYGGWTTSAA Mucor plumbeus )15 6
M2: GCAAMAGACTTCCACCKCGAT Mucor rouxis

Mucor circinelloides
Mucor racemosus

Rhm1: GTATCACCATGCTTCGA Rhizopus microsporus var. 438 65
Rhm2: TGATGGATCCTGACTCCT oligosporus

Rhrl: CTAGCACTGAAAAGACTGGCT Rhizopus microsporus var. 431 68
Rhr2: GGCAGAAATGTTTAATTCAGGAT rhizopodiformis

Rscl: CCTTCAAAGACAAACTCCAGAAG Rhi hi 417 60
Rsc2: CGTTTGTGTCAACATTCA 1zopus schipperae

Rho3: GATCATGATCACTGCCAT Rhizopus oryzae 465 63
Rho2: GCGGTWGAGACTCTGTARCYA

Rhs1: GTCCAACTTYAAGGAAAAGAT Rhizopus stolonifer 434 49
FTR-B: GGCTCGAGCCANCCNARDATNGCRTTRAA

Rhnl: CGCAAGAGCGTTCTTCTTTCA Rhizopus niveus 444 60
FTR-B: GGCTCGAGCCANCCNARDATNGCRTTRAA

Sr1: GAAGACACTTAGCGCACGCA Syncephalastrum 73 64
Sr2: CAGCGCAGGGCAATCATAT racemosum

R1: GGAAACCGATGCYTTGCA Rhizomucor miehei 432/441 68
R2: CRTCACCRCCTTCTTCGGC Rhizomucor pusillus

6. tablazat. Az ftrl gén fajspecifikus amplifikalasahoz hasznalt primerek, a primerek bekotési
homérséklete és az altaluk felszaporitott fragmentek mérete.
R=A,G; Y=C,T; M=A,C; K=G,T; S=C,G; W=A,T; D=A,G,T; N=A,C,G,T
Az altalunk kidolgozott modszer alkalmas volt a Rh. oryzae, a Rh. microsporus var.
rhizopodiformis, a Rh. microsporus var. oligosporus, a Rh. schipperae, a Rh. niveus és a
Rh. stolonifer torzsek faj szinti elkiilonitésére. A Rh. microsporus és a Rh. oryzae torzsek
ftrl génjeiben talalhat6 szignifikans eltérések lehetdvé tették a két kdzeli rokonsagban allo
faj elkiilonitését is. Az Sr1-Sr2 és a R1-R2 primer parok segitségével a Rhizomucor és a
Syncephalastrum izolatumok nemzetség szintjén azonosithatok. A Rhizomucor és a
Syncephalastrum fajok a degeneralt primerek segitségével is elkiilonithetok, mivel naluk
az intronok jelenléte nagyobb amplifikacids terméket eredményez. A R. miehei és a R.
pusillus fajszintli megkiilonboztetésére alkalmas szekvencia motivumokat nem talaltunk az
ftrl génben. Hasonloképp, az M1-M2 primer par az egész Mucor-Backusella csoport tobbi

fajtol valo elkiilonitését tette lehetdvé, faj szintli azonositasra nem volt alkalmas.
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A 6. abra A-E részén néhany specifikus PCR amlifik4acidés mintazata lathato. Az
adott fajra tervezett primerek csak az adott faj izoldtumai esetén eredményeztek

amplifikacios terméket, a tobbi jaromsporas gombafaj esetén nem mitkodtek.

N
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6. A: Rh. schipperae-specifikus amplifikalas, 6. B: Rh. microsporus var. rhizopodiformis-specifikus
amplifikalas.
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6. E: Rh. niveus-specifikus amplifikalas.

6. abra: Fajspecifikus amplifikalasok. A mintak sorrendje az A-E abran ugyanaz: 1: pUC mix marker, 2:
Rh58 (Rh. schipperae), 3: Rh64 (Rh. schipperae), 4: Rh62 (Rh. microsporus var. rhizopodiformis), 5: Rh63
(Rh. microsporus var. rhizopodiformis), 6: Rh27 (Rh. microsporus var. oligosporus), 7: Rh40 (Rh. niveus), 8:
Rh61 (RA. oryzae).

Mas gombakkal kialakuld keresztreakciok kizarasa érdekében a kisérletekbe egy S.
cerevisiae (CBS 1171), egy C. albicans (ATCC 10231) és egy A. fumigatus (SZMC 1389)
izolatumot is bevontunk. A jaromsporas gombak firl génjére tervezett specifikus primerek
semmilyen terméket nem eredményeztek ezen torzsekbdl. Az eredmények a modszer
specifitasat igazoltak, azaz az éaltalunk tervezett specifikus primerekkel a kiilonbdzo
jaromspords gombdk nemcsak egymastol, hanem mas opportunista fertdzést okozo
gombafajoktol is megkiilonboztethetok.

A fajok elkiilonitése PCR-RFLP modszerrel is lehetséges volt. Az FTR-A és FTR-

B degeneralt primer parral felszaporitott fragmentumok A/ul restrikcidés enzimmel torténd
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emésztése a kiilonbozo fajok esetében karakterisztikus RFLP-mintdzatot eredményezett (7.
abra). A PCR-RFLP soran kapott emésztési mintazatokat és az emésztési fragmentumok

méretét a 7. tablazatban tiintettiik fel.

7. abra: Az ftrl fragmentek Alul restrikcios enzimmel torténé emésztése utin kapott PCR-RFLP
mintazatok.
A) 1: pUC mix marker, 2: Rh62, 3: Rh63, 4: Rh58, 5: Rh64, 6: B1, 7: M15, 8: M16, 9: M4, 10: M20, 11:
M52. B) 1: Rh27, 2: Rh60, 3: Rh50, 4: Rh61, 5: Rh24, 6: Rh28, 7: Rh48§, 8: Rh49, 9: Rh18, 10: Rh59, 11:
Rh40, 12: Rh42, 13: Rh45, 14: R15, 15: R18, 16: S1, 17: pUCmix marker.

Az 0sszes Rhizopus faj esetében kiillonbozd mintazatot észleltiink, mig az azonos
fajhoz tartozd izoldtumok mintdzatai altalaban megegyeztek. Lényeges megemliteni, hogy
a Rh. oryzae izoldtumok az FTRI1 fehérje szekvencidk alapjan szerkesztett torzsfahoz
hasonlodan, itt is tovabbi 3 alcsoportra kiiloniiltek el, amely megerdsiti az eldzéekben
emlitett heterogenitdst. A human mikdzisbol izoladlt Rh61 torzs és az adatbazisban
megtaldlhatd RA 99-880 klinikai térzs azonos RFLP mintdzatot mutatott. Az A mintdzat
tehat két klinikai torzsre volt jellemzd, mig a B és C mintdzat klinikai és nem-klinikai
forrasbol szarmazod Rh. oryzae izolatumok esetén is eléfordult. Habar az firl gén
filogenetikailag tavoli organizmusok esetén is nagymértékben konzervalt, a vizsgalt Rh.
oryzae izolatumok firl szekvenciaiban néhany pozicioban kisebb eltéréseket tapasztaltunk.
Ez eredményezte a PCR-RFLP soran kapott mintazatok kiilonbozoségét is. Ujfent
hangsulyoznank azt a tényt, hogy a Rh. oryzae gyljténév alatt koriilbeliil 30, eredetileg
kiilon fajként leirt Rhizopus torzset vontak egybe a nemzetség taxondmiai revizidja soran
(ScHIPPER 1984). SCHWARZ ¢és mtsi. (2006) szintén 3 csoportot kiilonbdztettek meg a Rh.
oryzae fajok ITS szekvencidinak analizise soran.

A Rh. schipperae és a Rh. microsporus var. rhizopodiformis kozeli rokonsaga
ellenére, a PCR-RFLP sordn kapott kiilonb6z6 mintazatok szintén a Rh. schipperae kiilon
fajként torténd kezelésének indokoltsagat igazoljadk. PCR-RFLP segitségével az firl génen
alapulo specifikus PCR-ral nem megkiilonboztethetd Mucor fajok is harom csoportra

oszthatok, a R. miehei és R. pusillus fajok pedig faj szinten is elkiilonithetok egymastol. A
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specifikus PCR-ral RA. stolonifer-ként azonositott izolatumok PCR-RFLP segitségével faj

alatti szinten is megkiilonboztethetok.

Faj Kéd | Mintazat Emésztési fragmentek mérete
Rh60
R del* A 246,223 119
Rh24
Rh28
Rh48
Rh. oryzae Rh49 B 469 119
Rh50
Rh61
Rh18
Rh59 469 66, 53
Rh. microsporus var. oligosporus Rh27 D 182 135 124 102 39 21
. Rh58
Rh. schipperae Rho4 F 217 134 128 121
Rh. microsporus var. rhizopodiformis Rh62 E 438 162
Rh63
Rh. niveus Rh40 G 365 162 61
Rh. stolonifer var. stolonifer Rh42 H 535 53
Rh. stolonifer var. reflexus Rh45 1 312,223 53
R. miehei R15 J 186 121 118 108 88 50 45
R. pusillus R18 K 316 121 108 106 89
S. racemosum S1 L 429 170 108
B. lamprospora Bl
M. rouxii M15 M 391, 44 86 64
M. circinelloides Ml6
M. plumbeus M4 N 279, 156 86 64
M. circinelloides f. lusitaniae M20
M. racemosus f. racemosus M52 o 394 103 88

7. tablazat: A PCR-RFLP soran kapott emésztési mintazatok és az emésztési fragmentek mérete.
*FuU és mtsi. (2004) altal kozolt Rh. oryzae 99-880 torzs firl gén (EMBL/NCBI azonositd: AY3445879)

Mind a specifikus primerek hasznélatan alapulé PCR, mind a PCR-RFLP modszer
alkalmas tehat diagnosztikai célokra, mivel altaluk gyors és pontos fajmeghatirozas
végezhetd, illetve az egymashoz kdzeli rokonsdgban 1év6 fajok a mddszerek segitségével
konnyen elkiilonithet6k. A nagy-affinitasu vaspermeazt kodolo firl szekvencidkon alapul6
gyors, egyszerli ¢és rutinszerlien alkalmazhaté moddszerek segitséget nytjthatnak a
zigomikozisokat leggyakrabban el6idézd gombak nemzetség, faj vagy akér torzs szintii
diagnosztizalasaban.

A DNS alapu diagnosztikai modszerek a klinikailag fontos gombak gyors €s pontos
azonositasat teszik lehetdvé, ezek tobbsége a riboszémalis RNS génszekvencidkon (rDNS)

alapul. Bar a jaromsporas gombak molekuléris diagnosztik4ja még kezdeti stddiumban van,
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tortént néhany igéretes probalkozas a DNS-alapt fajazonositasara. VOIGHT ¢és mtsi. (1999)
egy adatbazist hoztak létre az dsszes klinikailag fontos jaromsporas gombafaj 18S és 28S
rDNS szekvencidibdl, és 13 taxon-specifikus primer par létrehozasaval kidolgoztak egy
eljarast, amellyel Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Absidia, Cokeromyces, Cunninghamella,
Basidiobolus és Conidiobolus fajok azonosithatok. KOBAYASHI ¢és mtsi. (2004) sikeresen
alkalmaztak egy szélesspektrumii gomba PCR analizist a tiid6t fert6z6 Cunninghamella
bertholletiae kimutatasara. WU és mtsi. (2003) szintén a 18S rDNS-en alapuld, nemzetség-
¢s fajspecifikus hibridizacios probakat hoztak létre a kiilonbozé gombak — tébbek kozott a
Mucor és Rhizopus fajok — detektalasara.

Nagyfokt variabilitasdnak koszonhetdéen a riboszomalis DNS ITS régidi szintén
alkalmasak fajazonositasra, illetve a rokon fajok elkiilonitésére. NAGAO és mtsi. (2005) egy
multiplex PCR analizis soran az ITS régidkra tervezett specifikus primerek alkalmazaséaval
Ot human fert6zést okozo Rhizopus faj (Rh. oryzae, Rh. schipperae, Rh. stolonifer és Rh.
microsporus - Rh. azygosporus) elkiilonitését oldottdk meg. 16 fajt reprezentald 54
(2006) az ITS szekvencia meghatarozast megbizhaté modszernek talaltak a gombak faj és
nemzetség szintli azonositasara. Kidolgoztak egy ITS és 5,8S rDNS szekvencidkon alapuld
modszert, amely alkalmas volt jaromspdras gombak azonositasadra mesterségesen fert6zott
szovetekbdl is.

A legtobb ismert DNS-en alapuld fajmeghatdroz6 modszer esetében azonban nem
sikeriilt megoldani a kozeli fajok, mint a Rh. microsporus és a Rh. oryzae vagy a R.
pusillus és a R. miehei elkiilonitését (VOIGT €s mtsi. 1999). Habar az ITS-RFLP hatékony
eszkoznek bizonyult a R. miehei és R. pusillus fajok megkiilonboztetésére (VAGVOLGYI és
mtsi. 1999), az kevésbé hasznilhaté a fajon beliili polimorfizmus detektaldsira. Az
altalunk kidolgozott modszerek megoldést jelenthetnek a kozeli fajok elkiilonitésének
problémdjara is: a Rh. microsporus és a Rh. oryzae torzsek firl génjeiben taldlhato
szignifikans eltérések lehetdvé tették a két kozeli rokonsagban allo faj elkiilonitését
fajspecifikus primerek segitségével, a szintén kozeli rokonsdgban all6 R. miehei és R.
pusillus fajok pedig PCR-RFLP moédszer segitségével kiilonithetok el egymastol. A Rh.
stolonifer izolatumok PCR-RFLP segitségével fajon beliil is megkiilonboztethetdk, a RA.
oryzae izolatumok firl szekvencidban meglévo eltérések pedig lehetvé tették fajon beliili

csoportok elkiilonitését is.
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6.3. A R. miehei és a R. pusillus nagy-affinitasi vaspermeaz génjének izolalasa és
jellemzése (NYILASI és mtsi. 2005d).

Munkank soran egyik célunk a R. miehei (CBS 360.92) és a R. pusillus
(WRLCN(M)231) izolatumok teljes firl génjének azonositasa és izolalasa volt. Ehhez
kiilonféle PCR alapu technikakat hasznaltunk. Rh. oryzae és C. albicans nagy-aftinitast
vaspermedz (ftrl) génjének (EMBL/NCBI azonositok: AY344587 ¢és AF195775)
konzervalt szakaszaihoz tervezett degeneradlt primerek alkalmazisaval PCR-ral
felszaporitottuk a R. miehei és a R. pusillus genomi DNS-¢bdl az firl gén kozépsé 716,
illetve 740 bp hosszisagh szakaszat. Az igy meghatarozott firl génszakaszok
szekvenciajanak ismeretében forditott iranyu specifikus primereket terveztiink, majd inverz
PCR ¢és SON-PCR modszerekkel felszaporitottuk a két fir/ gén tovabbi részeit, illetve a
promoter ¢és termindlis régiokat. A Pfu DNS polimerdzzal felszaporitott tompa végi
fragmentumokat izolalds utan EcoRV restrikcidos enzimmel linearizalt pBluescript SK+
vektorba, a Tag DNS polimerazzal amplifikalt fragmentumokat pedig izolalas utan
pTZ57R/T vektorba (Fermentas) klonoztuk, majd meghataroztuk szekvencidjukat.

Az inverz PCR moédszer sematikus dbrazolasa a 8. abran lathato, amely alkalmas a
genomi DNS ismert régidival szomszédos upstream ¢és downstream elhelyezkedd,
ismeretlen szakaszok felszaporitasara (TRIGLIA és mtsi. 1988, OCHMAN ¢és mtsi. 1988). Az
eljaras lényege, hogy a genomi DNS-t feldaraboljuk egy olyan restrikcids enzimmel, ami
nem hasit az ismert szekvenciaju szakaszban, majd az emésztett fragmentumokat
onmagukkal ligaljuk. Az igy keletkezett cirkularis DNS darabok egy része tartalmazza a
keresett DNS szakaszt, melyen az ismert szekvencia alapjan tervezett, a gén két vége felé
iranyuld primer par tagjai a cirkularizacié utdn mar egymas felé néznek, igy a primerek
kozé esd szakasz PCR reakcioval felszaporithato. Munkank soran szdmos restrikcios
enzimet teszteltiink, de csak a Sacl, az EcoRI és a Haelll enzimekkel torténd restrikcios
emésztés utan sikertilt amplifikacids termékeket kapnunk az inverz PCR reakciok soran.

R. miehei-nél egy 2 kb méretli fragmentumot kaptunk a Sacl enzimmel emésztett
genomi DNS FTR-E ¢és FTR-F primerekkel torténd amplifikdlasakor. A szekvencia
analizis megerdsitette, hogy a felszaporitott és klonozott DNS szakasz a R. miehei firl gén
egy részével egyezik meg. A nukleotid szekvencia ismeretében tovabbi primereket
terveztlink a teljes klonozott fragmentum szekvenéaldsdhoz, majd az FTR-G és FTR-H
primerek segitségével meghataroztuk a R. miehei firl génjének teljes szekvencidjat, a

terminalis régioit illetve a promoter régio egy kisebb szakaszat. A promoter régié nagyobb
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szakaszanak izolalasdhoz tovabbi primereket terveztiink (FTR-J és FTR-K), de nem

kaptunk specifikus fragmentumot az inverz PCR soran.
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8. abra: Az inverz PCR technika elve.
Magyarazat: pl, p2: konzervalt régiokra tervezett degeneralt primerek, ezek segitségével egy kisebb
szakasz szekvencidja megismerhetd. p3, p4: a degeneralt primerekkel ellentétes iranyu primerek. A
genomi DNS hasitasa és a restrikcios fragmentumok cirkularizacidja utan a p3 és p4, immar egymas
felé mutatd, primerek k6zé es6 szakasz felszaporithat6 és klonozas utan szekvenalhat6.

Mivel inverz PCR segitségével a R. miehei firl gén promoéterének csak egy kisebb
szakaszat sikeriilt meghatdroznunk, ezért a single oligonucleotide nested (SON) PCR
technikat hasznaltuk a R. miehei promoter régidjanak izolalasara. A SON-PCR technika
(ANTAL és mtsi. 2004) a thermal asymmetric interlaced (TAIL) PCR-bol (LIU és WHITTIER
1995) fejlodott ki. Ez a modszer szintén az ismert szekvenciaji genomi DNS-t hatarolo

régiok felszaporitdsat célozza, azonban csak az ismert DNS szakasz egyik oldaldval
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szomszédos régidt amplifikalja egy forditott iranyt specifikus primer segitségével. A
SON-PCR alkalmazasakor csak egy specifikus primert hasznalnak, ami bizonyos reakcid
koriilmények kozott képes a specifikusan kotddd primerrel szemben is kdtddni aspecifikus
modon. A TAIL-PCR-nal alkalmazott szuperciklusok helyett a végig szigora koriilmények
kozott végzett amplifikdldas sordn egyszeri 29°C-os ciklussal ¢és egy lasst
hémérsékletemelkedéssel (ramping) biztositjdk a specifikus primer aspecifikus moédon
torténd kotddését a genomi DNS részlegesen komplementer szakaszaihoz. A kisérletek
elején az inverz PCR soran hasznalt FTR-E, FTR-G és FTR-J primereket hasznaltuk a
SON-PCR-hoz is, de nem kaptunk specifikus fragmentumot. Ezutan uj primereket (SONT1,
SON2, SON3) terveztiink az ANTAL és mtsi. (2004) altal javasolt szempontok szerint,
amelyek segitségével sikeriilt egy 300 bp méretli fragmentumot felszaporitanunk. A
felszaporitott és klonozott fragmentum szekvencia analizise igazolta, hogy az a R. miehei
ftrl génjének promoterével egyezik meg.

R. pusillus-nal 2 kb méretli fragmentumot kaptunk az EcoRI enzim altal emésztett
genomi DNS FTR-E ¢és FTR-F primerekkel torténd amplifikdlasakor. A szekvencia
analizis soran kideriilt, hogy a felszaporitott és klonozott DNS szakasz az R. pusillus firl
ismeretében tovabbi primereket terveztiink a klénozott fragmentum teljes szekvenciajanak
megismeréséhez. Emellett tjabb restrikcios enzimekkel feldaraboltuk a R. pusillus genomi
DNS-ét, majd a Haelll enzim altal emésztett genomi DNS-t FTR-E és FTR-L primerekkel
amplifikaltuk. A felszaporitott és klonozott 1200 bp méreti fragmentum a R. pusillus firl
Iépcsében meghatarozott, teljes gént lefedd szekvencia adatokat szamitdogép szoftver
segitségével rendeztiik 0ssze, majd a gén teljes szekvencidjanak ismeretében 0 primereket
génkazetta felszaporitdsanak érdekében. A primerek BamHI és Apal hasitd helyeket
tartalmaztak, a PCR-ral felszaporitott 2253 bp hosszisdgi fragmentum, illetve a
pBluescript SK+ vektor BamHI és Apal restrikcids enzimekkel torténd emésztése utan a
teljes firl génkazettat a linearizalt pBluescript SK+ vektorba klonoztuk.

A kisérletek eredményeként tehat, meghataroztuk a R. miehei (CBS 360.92) és a R.
pusillus (WRLCN(M)231) nagy-affinitdsu vaspermedzt kodold firl génjeinek, illetve

crer
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cccttctataggcaaaaggattagcgagtgaagctgttgttgttgtaataaagaagatctggaaaaaatcat 72
agaacacaggacgaattctcggatttgcggaaaatcggataagaccgatatgtacgttgatcgaaccagtaa 144
ctgatgaccgagtttatcggaatcctgagctcggtggaacaaccatccaaagacagaagaagcagctgactt 216
tcagaagaagatgagcccgcatgagctcgctacttctatcaatcttttttttattaaaaaaaaaggatggaa 288
agaggaaaatcgcatacatgcagcgactgcaggagtgcagatcttacatgtatgactcttgectatagaagg 360
gcgatctggtgttgttgacacagtgcagtatattaccaaaaggagtgatttttttctctgtatctgatttca 432
ctgcgtttggacaatttttttctttcgccgcatcagatatgtgggatcaaaacaatcagggcaaaactttty 504

tacaaaaggtcatctgataatcagcagaagcccccgcacgcgegegttttttcccaatgatacaga 576
ccccccaaaaaagcatattcttecttectectetetettttecttgtttectcatctaggcgcaagcaacc 646
M S Q D L F D Vv P | F F | | F R E T 18

ATG TCG CAG GAC CTA TTT GAC GTC CCG ATC TTC TTT ATT ATT TTC CGC GAG ACT 700
T E A A | | vV S V L L S F L R K | F 36

ACG GAA GCA GCC ATT ATC GTT TCC GTC TTG CTG TCC TTC TTG CGC AAA ATC TTT 754
b T T T P V Y K R L R N Q VvV w | G S 54

GAT ACA ACA ACA CCC GTC TAC AAG CGA CTA CGC AAT CAA GTC TGG ATA GGA AGT 808
A L G L F | C L C | G A A F | AV W 72

GCT CTA GGG TTA TTT ATT TGT CTC TGC ATT GGT GCT GCT TTC ATT GCT GTC TGG 862
Y T V L N D | W G N S E D | wW E G V 90

TAC ACA GTT CTT AAT GAT ATC TGG GGC AAT TCC GAA GAT ATT TGG GAA GGT GTC 916
F S L | AV | M | T V M G L A M L R 108

TTC TCT TTG ATT GCT GTT ATT ATG ATT ACT GTA ATG GGT CTT GCT ATG CTC CGC 970
T E R M Q E K w K | K L A K A M E T 126

ACC GAA CGT ATG CAA GAA AAA TGG AAG ATC AAG CTC GCC AAG GCC ATG GAA ACC 1024
D A L Q R E R K T wW K V R M Q R Y S 144

GAT GCT TTG CAG CGC GAA CGA AAA ACC TGG AAG GTT CGA ATG CAA CGT TAC TCC 1078
F F Vv L P F Vv T V L R E G L E A V V 162

TTC TTC GTC TTG CCT TTC GTT ACT GTG CTC CGT GAA GGT CTT GAA GCT GTC GTT 1132
F | G G 166

TTC ATC GGT GGT gtaagtagttgaaatgatacgtctttaattttaccctttctcaactcaggaatct 1199

vV S L NV Q A K S | P | A A | M G 183

tagGTC TCC TTG AAC GTC CAA GCC AAG TCC ATC CCC ATT GCC GCT ATC ATG GGC 1253
F | c G C L VvV G F | | Y R G G S M L 201

TTC ATC TGT GGA TGT CTC GTC GGT TTC ATC ATT TAT CGT GGT GGT TCC ATG CTT 1307
K L R F F F | F s T V | L Y L v A A 219

AAG CTT CGC TTC TTC TTT ATT TTC TCT ACT GTC ATC CTG TAC CTC GTT GCA GCC 1361
G L M S K A V G Y F E Q Y A W N Q VvV 237

GGT CTC ATG TCT AAG GCT GTC GGA TAC TTT GAA CAA TAC GCT TGG AAC CAA GTT 1415
| G G E A A E E G G D V | T Y K v T 255

ATT GGT GGT GAA GCT GCC GAA GAA GGT GGT GAT GTT ATC ACA TAC AAG GTC ACC 1469
T A V W H V S W G D P E L NV D T N 273

ACA GCT GTC TGG CAC GTC TCC TGG GGT GAT CCA GAA TTG AAC GTT GAC ACC AAC 1523
G G w 275

GGT GGT TG gtaagtactacttgtagattgtcgcgccagcttgttccttgcgcttacaatgtgagttggt 1592

Q | F N A | L G W N N T A T | G T 293

agG CAA ATC TTT AAC GCA ATT TTG GGT TGG AAC AAC ACA GCA ACA ATC GGA ACT 1646
1 vV S Y C G Yy o w | L Vv A | A L VvV Y M 311

ATT GTC AGC TAC TGT GGT TAC TGG ATT CTT GTC GCT ATT GCC CTG GTC TAC ATG 1700
F Y K E R K R A | E K A E R G E Vv D 329

TTT TAC AAG GAA CGC AAG CGA GCT ATT GAG AAG GCC GAG CGC GGA GAA GTT GAC 1754
E | G D | A L E N A K K Y Vv D Q N E 347

GAA ATC GGT GAC ATT GCC TTG GAG AAT GCA AAG AAA TAC GTC GAC CAG AAC GAA 1808
G | | v A T D V K E G R D | E E A C 365

GGT ATC ATT GTC GCA ACA GAT GTC AAG GAA GGC CGT GAC ATT GAA GAA GCA GGT 1862
vV V E T G P VvV S G E K K Q@ 6 Vv K A * 383

GTT GTC GAA ACG GGT CCG GTA TCT GGT GAA AAG AAA CAA GGT GTC AAA GCA TAA 1916
acctaccttatcttatactttaaattatttgttattaagctttttctctttttgtattttcttgttttgaag 1988
aaaggaaatgtagatactgtttgtatttgtatcaaccccaccctcccatagattgcatacgcggccgcatcc 2060
acttgaactggccacttcaagcctttcaaaatagcttaagtctctactctttaaatagcgtagatactacct 2132
ttatatcattatccttaataataatattctgcggagagctaggatcgcctacttgttcagcactgtgaataa 2204
aagaaagcagttgcacatgcgcattcactactgttggctttgtctattgaatcaagatatgatcgggagagc 2276
ctttcattgaccatgcttctttgcaggcatcacgtttgtagcttgaacaatatatatacttgctatcaaaat 2348
tagttactctcacttaaaacggcagatccaactctcactttataactttatattgatctcgacggctggatt 2420
catctgtcccccagctaatcccaccaccaatatcgagcgtcgagtaccacaacacgaaagtatggatcaatc 2492
tacatagaaactttggcaaagaatgtacaatttatggatcttttcaattaagaatcatagtgcttgttatat 2564
accgattttaagacaacaatttgcagcgttcaccagccaacagtacccgctttttatggagagccgtactct 2636
tccttaccgaatcagagtgtgtgctaaatgttaca 2671

9. abra: A R. miehei ftrl gén teljes nukleotid és aminosav szekvenciaja
A kék betlik a gén kodolo részét, a zold kisbetiik az intronokat, mig a piros nagybetiik a tripletek
altal kodolt aminosavakat jelolik. Az intronok 5° és 3’ végén taldlhatd GT és AG motivumokat
vastag betiikkel, ill. alahuzassal abrazoltuk, mig a szabalyozo régidkban azonositott jellegzetes
szekvencia részleteket sziirke kiemeléssel jeloltiik.



ggccgcgtctctgtttecttgctatttttttattgaagattcttgagtaaaagagaagtataaaatgacaag 72
gtatatatatgtatgtctagtcgatgctggtggcgttgatctagtactgagccattgtttegtatattgcca 144
aaaggagtgaattttttctgtgctctgtcgcatatctgattacttctgtctttggataattttttcgcgcaa 216
ftgatctccgcaaaggaacggagcgacttccgeccacccatcagatatgctgatccaccgaacgctcataccaa 288
aatgtgtctgcaaagctttgtacaagaagggctcatctgataatcagcagatccecgegecttgtatcttge 360

cattgtcgaaaaaa ctcacccgagaaaagaacatgacattgctcttcctcttttttctctttcc 432
M S Q D L F D V 8

cttcgtcttcttccttcttcccacccaggacgagcatc ATG TCG CAG GAT CTC TTT GAT GTT 494
P | F F | VvV F R E T T E A A | | vV S 26
CCG ATT TTC TTT ATT GTG TTC CGT GAA ACT ACG GAA GCA GCC ATT ATC GTT TCC 548
vV L L S F L R K | F D T S T P | Y K 44
GTG CTG CTA TCT TTC CTG CGC AAA ATC TTT GAT ACA AGC ACA CCG ATC TAC AAA 602
R L R N Q VvV w | G S A L G L F | C L 62
CGA CTA CGC AAT CAA GTC TGG ATA GGA AGC GCG CTT GGG TTA TTT ATT TGT CTC 656
C | G A A F | AV W Y T V L N D | W 80
TGC ATT GGT GCA GCT TTC ATT GCT GTA TGG TAC ACA GTT CTC AAC GAT ATT TGG 710
G N S E D | w E G V F S L | AV | M 98
GGA AAC TCA GAA GAC ATT TGG GAA GGT GTC TTC TCC TTG ATT GCC GTA ATT ATG 764
| T A M G L A M L K T E R M Q E K W 116
ATC ACC GCA ATG GGT CTC GCT ATG CTC AAG ACT GAA CGT ATG CAA GAA AAA TGG 818
K | K L A K A M E T D A L Q R D K R 134
AAG ATC AAG CTC GCC AAG GCT ATG GAA ACC GAT GCC TTG CAA CGC GAT AAA AGA 872
T W K V R M Q R Y S F F L L P F | T 152
ACT TGG AAG GTT CGC ATG CAA CGA TAC TCC TTC TTC CTC TTG CCT TTC ATC ACT 926
vV L R E G L E A V V F | G G 166
GTC CTT CGT GAA GGT CTT GAA GCT GTC GTT TTC ATC GGT GGT gtaagtcgcaaacct 983
vV S L NV 171
tttagcggaaacatttttgttgtgttcttacctgagaatcttttctacatagGTC TCC TTG AAC GTC 1050
Q A K S | P | A A | M G F | cC G C L 189
CAA GCT AAA TCT ATT CCT ATT GCT GCC ATT ATG GGT TTC ATC TGT GGA TGC CTC 1104
vV G F | | Y R G G S M L K L R F F F 207
GTC GGT TTC ATC ATT TAC CGT GGT GGT TCC ATG CTC AAG CTT CGC TTC TTC TTC 1158
| F s T V | L Y L v A A G L M S K A 225
ATT TTC TCC ACT GTC ATC TTG TAC CTC GTC GCA GCC GGT CTT ATG TCC AAG GCT 1212
vV G Y F E Q Y A W N Q VvV | G G E A A 243
GTT GGA TAC TTT GAG CAG TAT GCT TGG AAC CAA GTC ATT GGT GGT GAA GCC GCC 1266
E E G G D V | A Y K v T T A V W H V 261
GAA GAA GGC GGT GAC GTG ATC GCA TAC AAG GTT ACC ACA GCC GTC TGG CAC GTC 1320
S W G D P E L NV D T N G G w 275
TCC TGG GGT GAT CCC GAA CTG AAC GTA GAC ACT AAT GGT GGC TG gtgagtattacta 1377
Q | F N A 281

cattttttgaatactatccagccacactttcgctcacaaaaatcttgacagG CAA ATC TTC AAC GCC 1444
| L G W N N T A T | G S | v S Y C G 299
ATT TTG GGT TGG AAC AAC ACT GCA ACT ATC GGT AGC ATC GTC AGT TAC TGT GGT 1498
Y W L | v A A A L V Y M F F K E R K 317
TAC TGG CTC ATC GTC GCA GCC GCT CTA GTG TAC ATG TTC TTC AAG GAA CGC AAG 1552
R A | Q K A E R G E Vv D E D G D A A 335
CGT GCT ATC CAG AAG GCT GAG CGG GGT GAA GTC GAT GAA GAT GGT GAC GCC GCT 1606
L E N A K R F | D Q N E G V | v 6 T 353
TTG GAA AAC GCA AAG AGA TTC ATC GAC CAA AAC GAA GGT GTC ATT GTC GGA ACC 1660
D VvV K E S R D M E E v D V S H P D L 371
GAC GTC AAG GAA TCC CGT GAC ATG GAA GAA GTT GAT GTC TCC CAT CCA GAT CTG 1714
A S G E K K Q E | K A * 383

GCA TCT GGT GAA AAG AAG CAA GAA ATC AAA GCA TAA atctatcatatcatatattttta 1773
tcattagttatcatgcctatatctttgcgttatttattgagaaaaagaaaaaatgtagatatgtacttttag 1845
attgtacaccggtgcatcctccttgatgcccaagccaaagtcttttgaaacaactttctccccaactcttct 1917
aataccatacattttatatcgtctataatatttttcgggagctaggattgcacttgttactgtgaataaaag 1989
acaaatgctgcatactatacgtcgtatattgaatgtgatccccgttgattacatctactaggtgtatctaga 2061
tattatcctggatctaaaacctgttttcataaagcatattgctagcttctcaccgccagcagacgccgagtt 2133
tcgtaatcccaaactcattacgcgtctggcatccattgcgatacatttattagctctgtccatcgcagtaga 2205
tacgcagttgcgatcacgaacccgtcaattgttactatatacatggcc 2253

ore

10. abra: A R. pusillus ftrl gén teljes nukleotid és aminosav szekvenciaja
A kék betiik a gén kodolo részét, a zold kisbetlik az intronokat, mig a piros nagybetiik a tripletek
altal kodolt aminosavakat jelolik. Az intronok 5° és 3’ végén taldlhaté GT és AG motivumokat
vastag betiikkel, ill. alahtizassal abrazoltuk, mig a szabalyozo régidkban azonositott jellegzetes
szekvencia részleteket sziirke kiemeléssel jeloltiik.

Az altalunk meghatdrozott szekvencia R. miehei esetén 2671 bp, mig R. pusillus
esetén 2253 bp hosszsagu. A R. miehei firl gén intronokkal egyiitt 1270 bp hosszusagu, a

koédold szakaszok hossza 1149 bp, amely egy 382 aminosavbdl allo fehérjét hatdroz meg
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(9. abra). A R. pusillus firl gén intronokkal egyiitt 1280 bp hosszusagu, az exonok egylittes
hossza szintén 1149 bp, amely ugyancsak egy 382 aminosavbol allo fehérjét kodol (10.
abra). Az intronok, illetve a gén 5° és 3’ nem-kodold régidi a gomba gének altalanos
jellemz6it mutatjak. Mindkét génben két intront azonositottunk, mindegyik tartalmazza az
intronok 5° végén altalanosan megfigyelhetd GT, mig 3° végén az AG motivumokat
(BALLANCE 1990). Az intronok viszonylag rovidek, 58-67 bp hosszusagtak, és azonos
pozicidoban helyezkednek el a két faj esetén. A R. miehei esetében egy 646 nukleotid
hosszusadgu promoter régiot hataroztunk meg, amely tartalmaz egy tipikus TATA
motivumot 76 bp upstream helyzetben a start kodontdl (TATATTT). A R. pusillus
esetében 470 nukleotid hossziisagu promotert azonositottunk, amely szintén tartalmaz egy
tipikus TATA motivumot 96 bp upstream helyzetben a start kodontél (TATATTTT).
Mindkét firl gén promoterében tobb CAAT motivumot és kozvetleniil a start kodontol
upstream jellegzetes pirimidingazdag régiot azonositottunk. Ezen kivill mindkét
promoterben tobb GATA motivumot is talaltunk, amelyek a vastranszportban szerepet
jatszd gének szabalyozd régidiban a gének kifejezddését iranyitd vasérzékeld
transzkripcids faktorok kotéhelyéiil szolgalnak. R. miehei esetén 755 bp, R. pusillus esetén
503 bp hosszisagu terminalis régiot hataroztunk meg, ebben 283 ill. 231 downstream
helyzetben azonositottuk a konszenzus AATAAA poliadenilacios szignal szekvencidkat.
azonban fonalas gombdkban — féleg aszkuszos és bazidiumos gombdkban — gyakran
hianyzik. Erdekes modon mas, jaromsporas gombakbol azonositott gének 3’ régidiban
szintén megtalaltdk ezt a konszenzus szekvenciat. Az altalunk azonositott teljes fir/

szekvenciakat az EMBL nukleotid szekvencia adatbazisba kiildtiik el (8. tablazat).

EMBL azonosito Torzs Szekvencia tartalom Hossz

firl gén teljes szekvencidja (3
exon, 2 intron + promoter és 2253 bp
terminalis régiok)

Rhizomucor pusillus WRLCN(M) 231

AM286203 (R13)

fitrl gén teljes szekvencidja (3
AM286215 Rhizomucor miehei CBS 360.92 (R15) exon, 2 intron + promoter és 2671 bp
terminalis régiok)

8. tablazat: Az EMBL adatbazisba leadott teljes ftrl szekvenciak.
http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html

A R. miehei és R. pusillus ftrl gének nukleotid szinten 86 %-ban, mig aminosav
szinten 90 %-ban megegyeztek, azonban az intronok, illetve a promoéter €s termindlis

régiok kozott nem taldltunk homoldgiat. Az FTR1 fehérje a sejtmembranban talalhato és
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hat potencidlis transzmembran domént tartalmaz. A nukleotid szekvencidk alapjan
feltételezett aminosav szekvenciakban azonositottuk a konzervalt REGLE motivumot,
amely az egyik transzmembran doménben helyezkedik el, és fontos szerepe van a vas
ionok sejtmembranon keresztiili atjuttatasaban (STEARMAN ¢és mtsi. 1996). A R. miehei és
R. pusillus ftrl nukleotid szekvencidkbol szarmaztatott FTR1 fehérjeszekvencidk N-
és nemzetkozi

termindlis kozépso

adatbazisokban (NCBI, EMBL) megtalalhato gomba FTR1 fehérjékkel, mig a C-terminalis

régidja nagyfoki homoldgiat mutatott mas,

régid varidbilisabb volt (11. 4bra).
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11. abra: R. miehei és R. pusillus FTR1 fehérjék osszehasonlitisa mas gomba FTR1 fehérjékkel.
Az éabran vastag keret jelzi a konzervalt REGLE motivumot, ahol a fehérje egy glutaminsavon
keresztiil kozvetleniil képes kapcsolatba 1épni a vasionokkal. A vékonyabb keretek azokat a
konzervalt szakaszokat jel6lik, amelyek alapjan az FTR-A és FTR-B degeneralt primereket terveztiik.

A R. miehei és R. pusillus FTR1 fehérjék a legnagyobb homolégiat az adatbazisban

megtalalhatd Rh. oryzae FTR1 fehérjével mutattak (74 ill. 73 %), de aranylag nagy
hasonlosagot talaltunk mas fonalas és élesztdgomba fajokbol szarmaz6é FTR1 fehérjékkel
is. S. pombe FIP1 vaspermeazzal 53 ill. 48 %, A. fumigatus és A. clavatus FTRA
fehérjékkel 51 %, Pichia pastoris FTR1 fehérjével mindkét esetben 49 %, C. albicans
CaFTRI1 fehérjével 46 ill. 47 %, S. cerevisiae FTR1 fehérjével 45 ill. 46 %, C. neoformans
CaFTR1 fehérjével 45 ill. 46 %, Claviceps purpurea CPIT1 fehérjével 45 ill. 46 %,
Pyrenophora plazmamembran ¢s  Phanerochaete

tritici-repentis vaspermedazzal

chrysosporium FTR1 fehérjével mindkét esetben 43 % hasonlosagot tapasztaltunk.
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Vizsgaltuk a R. miehei és R. pusillus ftrl gének kodon hasznélatat is (3. és 4.
melléklet). Az egyes gének kodon hasznalatdban egyazon organizmus esetében is eltérések
tapasztalhatok (PUNT és mtsi. 1988). A konstitutivan és erdsen kifejez6dd gének kodon
hasznalata jellegzetes, mivel a rendelkezésre all6 61 aminosav kodold kodon koriilbeliil
felét hasznaljak csak, illetve a kodon hasznalat szigorti szabalyokat kovet. Ezzel szemben a
nem konstitutivan vagy alacsony szinten kifejez6d6 gének kodon hasznalata nem ilyen
egyoldalu, altaldban az 6sszes rendelkezésre allo kodont hasznaljak (GURR és mtsi. 1987).

Minddssze hat olyan kodon van, amely nem fordul el6 a R. miehei firl génben, a R.
pusillus ftrl génben pedig egy kivételével minden lehetséges kodon megtalalhato. Mindkét
gombanal a fonalas gombak korében gyakrabban el6fordulo TAA STOP kodont
hasonldan, mindkét gombanal 64 %-ban pirimidin bazis talalhatd. A harmadik pozicioban
a kétféle purin illetve pirimidin béazis hasznalatdban nem figyelheté meg preferencia. R.
miehei firl génjében a T és C bazisok aranya 48,6 % ¢és 51,4 % a harmadik pozicidban, R.
pusillus esetében 45 % ¢és 55 % ez az érték. Az A és G bazisok aranya a harmadik
pozicidban mindkét gombanal azonos, 52-53 %, illetve 47-48 %.

A kiilonb6z6é gombafajoknal az fir gének kifejezédése a vaskoncentraciotol fliigg. A
gének expresszioja alacsony vaskoncentracid hatasara kovetkezik be, mig magas
vaskoncentracido esetén a gének kifejez6dése gatolt. S. cerevisiae-ben a vasfelvételben
résztvevé gének kifejezddését transzkripcids aktivatorok iranyitjak, fonalas gombaknal
pedig negativ regulatorokat azonositottak. Jaromsporas gombaknal eddig nem talaltak
ilyen regulator fehérjéket, de FU és mtsi. (2004) RA. oryzae-ben igazoltdk, hogy a vashiany
az firl gén expresszidjat okozza, mig elegendd vasforras mellett a gén nem fejezdédik ki. A
R. miehei és R. pusillus firl gének kodon haszndlata is azt mutatja, hogy ezek nem
konstitutivan fejezddnek ki. A promoter szekvencidkban azonositott GATA elemek arra

utalnak, hogy a gének kifejezddése a transzkripcio szintjén regulalt.

6.4. A nagy-affinitisi vaspermeaz vizsgalatiahoz sziikséges szelekcios és

transzformacios rendszerek kidolgozasa

6.4.1. Drogrezisztencian alapul6 direkt szelekcios rendszer Kkidolgozasa (NYILASI és
mtsi. 2003).
A patogén gombak genetikai hatterének vizsgalata hatékonyan miikodo

transzformacids rendszereket igényel. A  transzformaciés moddszerek  sikeres
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alkalmazasanak alapja viszont a transzformansok szelekciojat biztositd rendszerek
megléte. Jaromsporas gombdaknal a transzformdacios rendszerek foként auxotrof markerek
azonban olyan drogrezisztencia alapu szelekcidét biztositd transzformacios rendszer
kifejlesztése, amellyel lehetséges vad tipusu izolatumok direkt transzformaldsa. Munkank
soran célunk egy higromicin B rezisztencian alapulo, a jdromsporas gombaknal 4ltalanosan
hasznalhato direkt szelekcios rendszer megvaldsitasa volt.

A jaromsporas gombdkra intenziv radidlis novekedés jellemzd, az antibiotikumok
tobbsége pedig csak magas koncentracidoban gatolja ndvekedésiiket. Annak érdekében,
hogy a transzformansokat szelektalni tudjuk egy antibiotikum jelenlétében, sziikséges lehet
a hifanovekedés lassitasa ill. az antibiotikumra vald érzékenység novelése. A gombak
érzékenységének novelésére szamos modszert alkalmaznak, lehetséges a taptalaj pH-janak
modositasa vagy specifikus komponensek hozzéadasa a taptalajhoz, amelyek megndvelik a
membran permeabilitasat (IBRAHIM ¢és SKORY 2006). Kompakt telepndvekedés eléréséhez
altaldnosan elterjedt alacsony pH-ju taptalajok alkalmazasa (pH 3-3,5). A gombasejtek
higromicin B-vel szembeni érzékenysége azonban pH fiiggd, alacsony pH-n magasabb
higromicin B koncentracid sziikséges a novekedésgatlashoz, igy az nem kedvezd a
szelekcio soran. Jaromsporas gombak ételekbdl és takarmanybol valo izolalasara, illetve az
izolalt torzsek elkiilonitésére diklordnnal és bengalvordssel kiegészitett taptalajt hasznalnak
(KING ¢és mtsi. 1979; SKAAR és STENWIG 1996). Kisérleteink soran ezen komponensek
kombinaciojat hasznaltuk a hifandvekedés visszaszoritasara illetve lassitasara.

Az ftrl gén vizsgélataban alkalmazott R. miehei és R. pusillus torzsek genetikai
hattere kevésbé ismert, ezért vizsgdlatainkat el0szor egy vad tipusu M. circinelloides
torzzsel (M20) kezdtiik meg. Ez a faj a biologiai kutatdsok szdmos teriiletén hasznalt
modellorganizmus, genetikailag jol jellemzett és a transzformacids kisérletekben is
gyakran alkalmazott gombafaj. Raadasul 2008 eleje ota a teljes genom szekvenciaja is
rendelkezésiinkre all (Mucor Genome Project; http://mucorgen.um.es/).

A M. circinelloides M20 torzs higromicin B altal okozott ndvekedésgatlasanak
teszteléséhez 10 sporangiosporat szélesztettiink kiilsnb6z6 koncentracidja (0, 50, 100, 150
¢€s 200 pg/ml) higromicin B-t tartalmazé YEG (pH 6,5) taptalajra. Bengalvoros és dikloran
mentes taptalaj hasznalatakor még 200 pg/ml higromicin B hasznalata mellett is a
kontrollhoz (higromicin B-mentes YEG taptalaj) hasonlé mértékli gombandvekedést

tapasztaltunk. Ezzel szemben 50 pg/ml higromicin B alkalmazasa teljes novekedésgatlast
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eredményezett a bengalvorossel (100 pg/ml) és diklorannal (3 pg/ml) kiegészitett
taptalajon, mivel a bengalvoros és a dikloran nemcsak a telepek méretét és az aerialis hifak
termelését csokkentette, hanem megnovelte a gomba higromicin B-vel szembeni

érzékenységét is (9. tablazat).

Dikloran Bengalvoros Higromicin B Névekedés
(ng/ml) (pg/ml) (pg/ml)

- - 200

3 100 -

3 100 25

3 100 50 -

3 100 75 -

3 100 100 -

9. tablazat: M. circinelloides novekedésének gatlasa kiillonb6zé vegyiiletekkel
kiegészitett YEG taptalajon.

crer

megallapitdsa érdekében valtozd koncentracioban adtuk a taptalajhoz a két vegyiilet
keverékét. Allando dikloran koncentracio (2 pg/ml) mellett a 20, 30, 40, 50, 75 és 100
ug/ml koncentraciéban alkalmazott bengalvords az egybefiiggden nové micéliumbol a
koncentracio emelésével egyre kompaktabb, rozsaszinii telepek elkiilonitését tette lehetdveé.
Allandd bengalvords koncentracié (100 pg/ml) mellett alkalmazott dikloran viszont mér
pontszerli telepeket eredményezett 3 pg/ml dikloran koncentracio felett. Ezek alapjan a
szelekciohoz 100 pg/ml bengalvordst és 3 ug/ml diklorant tartalmazo YEG taptalajt
hasznaltunk, amelyen gyorsan ndvd, kiilonallé és kompakt gombatelepeket tudtunk
l1étrehozni. Ehhez a taptalajhoz 25, 50, 75 és 100 pug/ml higromicin B antibiotikumot adva,
mar 50 png/ml higromicin B alkalmazéasakor a gombandvekedés teljes gatlasat tapasztaltuk.

A 12. adbran a bengalvoros és a dikloran koncentraciofiiggd novekedésre gyakorolt
hatasanak érzékeltetése érdekében alland6 higromicin B koncentraci6 (100 pg/ml) mellett
valtoz6 koncentracidban adtuk a téptalajhoz a bengalvords és a dikloran keverékét. A
¢és 3 pg/ml kozott valtoztattuk. Az A abran egy vad tipust M. circinelloides torzs, mig a B
abran egy higromicin B rezisztens transzformdns torzs (lasd: 6.4.2. fejezet) novekedése

lathato. A vad tipusu térzs novekedése gatolt a 100 pg/ml higromicin B-vel kiegészitett
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YEG téptalajon bizonyos bengalvords és dikloran koncentracié felett, mig a higromicin B

rezisztens torzs ezen taptalajon is ndvekedésre képes.

>

UBIOPIP [W/BM € °T *]

UBIOPIP [/ € T °] «—

0, 25, 50, 75, 100 pg/ml bengalvords

12. abra: M. circinelloides novekedésének gatlasa
A: M. circinelloides (M20) vad tipusu torzsének novekedése YEG és 100 pg/ml higromicin B-

crer

png/ml) kiegészitett YEG taptalajon.
B: M. circinelloides M20/A1 transzformans torzsének ndovekedése YEG és 100 pg/ml

crer

taptalaj alkalmas a higromicin B rezisztens Mucor transzformansok szelektiv izolalaséra.
Habéar 100 pg/ml bengéalvords és 3 pg/ml dikloran alkalmazésa mellett 50 pg/ml
higromicin B koncentracié is megfelelének bizonyult a transzformdlds utan kapott

rezisztens telepek szelekcidjara, a szelekcios koriilmények szigoritasa érdekében a
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transzformacios kisérletek sordn magasabb (100 pg/ml) higromicin B koncentraciot

alkalmaztunk.

6.4.2. Az ATMT alkalmazhatésaganak vizsgalata jaromsporas gombakban (NYILASI
¢s mtsi. 2005a, NYILASI és mtsi. 2008a).

Az ATMT szamos eldnnyel rendelkezik a hagyomanyos modszerekkel szemben és
hatékony transzformacids eljarast jelenthet a jaromspdords gombak korében is.
Alkalmazhatosagat tobb jaromspords gombafajnal is vizsgaltuk. A kisérleteket a M.
circinelloides (M20) vad tipust torzsével kezdtiik meg, a transzformacié soran pedig az
altalunk kidolgozott higromicin B alapt szelekcidos rendszert hasznaltuk. A
transzformacidohoz két binaris rendszerrel rendelkezd A. tumefaciens térzset hasznaltunk,
melyek a pBHt2 és a pPK2 plazmidokat hordoztdk (13. dbra, MULLINS ¢és mtsi. 2001,

COVERT és mtsi. 2001).

13. abra: A pBHt2 és a pPK2 plazmidok térképe.

A transzformacios kisérletek alapja a BUNDOCK ES HOOYKAAS (1996) altal leirt,
majd DE GROOT ¢s mtsi. (1998) altal modositott protokoll volt. Lényege, hogy logaritmikus
fazisban 1év0 A. tumefaciens tenyészetet egyenld mennyiségli gombaspoéra szuszpenzidval
(10°-10° sporangiospora/ml) kevertiink ossze és a keveréket acetosziringon (AS) tartalma
indukcios taptalajra helyezett celofan korongokra szélesztettiik. Az AS hatésara
aktivalodott az A. tumefaciens virulenciaért felelds génkaszkadja, ami szamos 1épés utén a
transzforméalandd DNS szakaszt az A. tumefaciens sejtekbdl a gombasejtekbe juttatta at.

Néhany napos egylitt-tenyésztés utan a celofdn korongokat 100 pg/ml bengdlvordst, 3
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ug/ml diklorant és 100 pg/ml higromicin B-t tartalmaz6 szelekcids taptalajokra tettiik,
amelyen néhany nap utan higromicin B rezisztens telepek jelentek meg. A DE GROOT ¢és
mtsi. (1998) altal kozolt kisérletekben a tenyészeteket nitrocelluldéz membranon
novesztették, mi a celofant hasznéltunk erre a célra: az atlatszo celofan korongok
alkalmazésa a szines taptalajon a transzformans telepek konnyt felismerését és izolalasat
tette lehetové. Az AS jelenléte az indukcids taptalajban esszencialis volt, mivel hidnyéaban,
szamos mas ATMT kisérlethez hasonldan, nem kaptunk transzformans telepeket.

Az ATMT modszer egy-két 1épésben eltérhet a kiillonb6zé gombafajoknal, mivel a
sikeres transzformaciohoz néhany faktor optimalizdldsa sziikséges. Fontos az egyiitt-
tenyésztés hdmérsékletének és idejének helyes megvalasztasa. Az alkalmazott homérséklet
esetiinkben is kritikus tényezének bizonyult: a transzformacié szempontjabol optimalis
25°C-on (28°C-nal magasabb homérséklet a vir rendszer inaktivaldsidt okozza) a M.
circinelloides joval gyorsabban ndtt, mint az A. tumefaciens, 2 nap inkubacid utan teljesen
befedte az indukcids taptalajt. A baktérium és a gomba ndvekedésének 6sszehangolasahoz
az inkubacids hémérsékletet 25°C-rol 15°C-ra csokkentettiik. Az alacsonyabb homérséklet
mind a gomba, mind a baktérium lassabb ndvekedését eredményezte, megndvelve igy a
transzformaciohoz sziikséges iddtartamot. Az eredetileg alkalmazott 1-2 nap helyett
minimum 4 nap egylitt-teny€sztés volt sziikséges a transzformacio lejatszédasahoz, ennél
rovidebb 1d6 alatt nem kaptunk transzformans telepeket. Négy napnal hosszabb inkubacio
azonban a transzformans telepek szdmanak novekedését okozta (10. tablazat). Habar 5 ill.
6 nap inkubaci6 utan mar az IM taptalajon is megindult a M. circinelloides ndovekedése, a
celofan korongokat szelekcids taptalajra athelyezve a gyenge micélium halézaton uj,

kompakt transzformans telepek megjelenését tapasztaltuk.

Higromicin B

Gombaspoérak Inkubici6 hossza .
& rezisztens telepek
szama az IM-en IM-en (nap) .
szama

5 3

8x10°
6 31
4 1

2x10° 5
6

10. tablazat: ATMT utan megjelené higromicin B rezisztens M. circinelloides telepek szama.

A heterolog promoterrel irdnyitott E. coli-bol szarmazé higromicin B

foszfotranszferdz génnel torténd transzformacio tehat rezisztens M. circinelloides telepek

71



megjelenését eredményezte. A pBHt2 vektort hordozd A. tumefaciens torzzsel végzett
transzformécio soran tobb higromicin B rezisztens telepet kaptunk, mint a pPK2 vektort
hordozd A. tumefaciens torzzsel transzformalva. Mindkét vektorban a hph gént A.
nidulans-bol szarmazo promoter iranyitotta, bar a pBHt2-nél a #7pC, mig a pPK2 esetén a
gpd gén promoterét hasznaltuk. A két A. tumefaciens torzs eltérd genetikai hattérrel
rendelkezett, talan a baktérium torzsek virulencidjaban 1évd kiilonbségek jelenthetik az
eredmények magyaréazatat.

A conocitikus micélium miatt a szelektiv taptalajokon izolalt transzforméns telepek
heterokariotikusak voltak, azaz genetikailag kiilonb6z6é magokat tartalmaztak. A hifak
novekedésekor a conocitikus micéliumban a sejtmagok szegregalnak, igy néhany
tenyésztési ciklus utdn homokarionok jonnek létre. Monosporangialis telepek képzéséhez
az egy sporabodl kindvo transzformans telepeket tobbszor egymds utan szelektiv taptalajra
oltottuk, hogy a telepek csak a hph gént hordozd sejtmagokat tartalmazzak. A hph gén
jelenlétét a transzformans izolatumokbol szarmazod genomi DNS-ben hph-specifikus
primerekkel végzett PCR reakcidval bizonyitottuk. A transzformédnsokbol a vart méretli
(1020 bp) amlifik4cios fragmentumokat kaptuk, a jelolt zph probaval torténd hibridizacios

analizis szintén a rezisztencia gén meglétét bizonyitotta (14. abra).

1118bp

881bp Gy e QI @ <«— 1020bp

a
=}
=
o
S

14. abra: A hph gén kimutatasa PCR analizissel a transzformans M.
circinelloides torzsekbdl.
A: A hph-specifikus primerekkel kapott amplifikdciéos mintazat agar6z
gélelektroforézise; B: A transzformansok hibridizacios analizise Aph-specifikus
probaval. A mintak sorrendje: 1: pUC mix marker, 2: pBHt2 plazmid, 3-5: M20/A1,
M20/A2 és M20/A3 transzformansok.
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A T-DNS genomba integralodasanak bizonyitasat €s a beépiilt kopidk szamanak
meghatdrozasat Southern hibridizacioval végeztiik. Vad tipusit és transzformans M.
circinelloides 1izolatumokbdl szarmazo genomi DNS-t Ncol restrikciés enzimmel
emésztettlink (egyszer hasitja a hph gént), majd digoxigenin-jeldlt hph probaval
hibridizaciés analizist végeztiink. A hibridizacids mintazat igazolta, hogy a hph gén egy
koépidban integralodott a transzformans izoldtumok genomjaba. A 15. abrédn lathato, hogy a
vad tipusi M. circinelloides genomjaban nem taldlhaté meg a hph gén, mig a
transzformansok esetén két jelet kaptunk (az M20/Al transzformansnal az erds jel két
azonos méretli fragmentumnak felel meg), ami az Ncol restrikcids enzim altal emésztett
hph génszakaszokat jelolik. Az integraci6 véletlenszeriien tortént, a transzforméansok
kiilonb6zé emésztési mintazata alapjan azt feltételezziik, hogy a hph gén minden
transzforméansban kiilonb6zé kromoszomalis helyre épiilt be. Hasonldé random T-DNS
integracios eseményeket irtak le élesztoknél €s szamos fonalas gombanal is (DE GROOT ¢és

mtsi. 1998, BUNDOCK ¢és mtsi. 2002).

8,96 kb —»| - -

15. dbra: Higromicin B rezisztens Mucor transzformansok hibridizaciés analizise.
Az Ncol restrikcidos enzimmel emésztett genomi DNS mintdk jelolt sph génnel torténd
hibridizacidja. A mintak sorrendje: 1: linearizalt pBHt2 plazmid. 2: M. circinelloides vad
tipusu torzs, 3-5: M. circinelloides M20/A1, M20/A2 és M20/A3 transzformans torzsek.

A transzformdnsok mitotikus stabilitasanak vizsgéalata érdekében néhany
transzformans telepet higromicin B-mentes YEG taptalajra oltottunk tobbszor egymas
utan. A transzformans izoldtumokat Gjra szelektiv taptalajra (higromicin B-vel kiegészitett

YEG) oltva, azok lassabb novekedést mutattak, majd néhany 4&toltds utan teljesen
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elveszitették a rezisztens fenotipust. Hasonlo instabilitast tapasztaltunk a végig szelektiv
taptalajon tenyésztett izolatumoknal is: habéar a transzformdns telepek tobbszori atoltas
utan is kindéttek, a telepek egyre lassabb novekedését tapasztaltuk minden atoltas utan. A
higromicin B rezisztencia gyengiilése a bejuttatott sph marker elvesztésével is egyiitt jart.
Tobbszor atoltott transzforméns i1zolatumokbdl tisztitott DNS-bol egyre nehezebben
sikeriilt a hph gén jelenlétét detektdlni a conocitikus micéliumban egyre kisebb
mennyiségben jelenlévd transzformdns magoknak koszonhetden. Hét egymast kovetd
atoltas utan a hph gént mar sem PCR-ral, sem hibridizaciéval nem tudtuk kimutatni, habar
nagy mennyiségii DNS-sel végzett dot-blott esetén sikeriilt hibridizacids jelet kapnunk a
transzformans mintakbol. Ez, az egyre gyengébb novekedést is figyelembe véve, a
transzforménsok instabilitdsat igazolja. Egyes szerzok szerint a conocitikus micéliummal
rendelkezé jaromspoéras gombak genomjaba integralodott DNS stabilitdsa tobbszori
sporulacids ciklus lejatszodasa utdn ndvekszik, mivel sporaképzddéskor az allélok
szegregacidja altal olyan sporangiosporak is kialakulhatnak, melyekben az Gsszes sejtmag
tartalmazza az integralddott gént (HORIUCHI és mtsi. 1995). Esetiinkben nem ez tortént, a
transzformans telepek tobbszori atoltds utdni egyre lassabb novekedését, a higromicin B
rezisztencia gyengiilését és végiil a bejuttatott zph marker elvesztését tapasztaltuk.

A transzformédns DNS mintdkkal TAIL-PCR analizist is végeztiink az integracid
helyének meghatirozésa érdekében. A TAIL-PCR moédszert LU és WHITTIER (1995)
fejlesztették ki, segitségével a ndvényi vagy gomba genomba integralddott T-DNS-t
hatarolé kromoszoma régiok felamplifikdlhatok az inszert DNS végeire tervezett
specifikus primerek alkalmazasaval. Kisérleteink sordn a L1U és mtsi. (1995) altal tervezett
degeneralt, illetve a MULLINS ¢és mtsi. (2001) &ltal tervezett RB-specifikus primerekkel
dolgoztunk, a hdrom egymasra épiild amplifikdlds paramétereit is az altaluk javasolt
moddon allitottuk be. Sokszori probalkozasunk ellenére sem kaptunk azonban specifikus
PCR terméket, igy az integracié helyét nem tudtuk meghatarozni. Ennek egyik lehetséges
magyarazata az lehet, hogy az ATMT sordn a T-DNS nagyobb valdszinliséggel épiil be a
gomba genom repetitiv szekvencidiba, ezen régiok amplifikdcidja viszont nehezen
megvalosithato.

Kisérleteinkkel parhuzamosan jelent meg két publikacid, melyekben két masik

jaromspords gomba A. tumefaciens kdzvetitett transzformalasardl szamoltak be: MONFORT

crer

crer

circinelloides genomjaba, az egymast kovetd atoltasok (7-9 ciklus) sordn az 0Osszes
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transzforméans izolatum elveszitette a rezisztens fenotipust. Hasonld instabilitast
tapasztaltak MONFORT ¢és mtsi (2003) a R. miehei kanamicin rezisztencian alapuld
transzformacioja sordn. Nem-szelektiv koriilmények kozott néhany atoltast kdvetden a
transzformansok 0,1 %-a Orizte meg csupan a rezisztenciat, és folyamatos szelekcios
nyomas alatt is csak a transzformansok 35 %-ban maradt meg a szerzett fenotipus. A
bejuttatott T-DNS mennyisége olyan alacsony volt, hogy hibridizacids analizissel nem
kaptak jelet a transzformans izoldtumok genomi DNS-ébdl, igy az integracid ténye is
vitatott maradt. Hasonldé eredményeket kaptak M. circinelloides P. blakesleeanus leul
drasztikusan csokkent a nem-szelektiv taptalajon nevelt transzformansok szdma, és a
masodik ciklus utdn teljesen elveszett a transzformans fenotipus (ITURRIAGA ¢és mitsi.
1992). Ezzel szemben MICHIELSE ¢és mtsi. (2004) stabil, integrativ Rh. oryzae
transzformansokat kaptak az ATMT alkalmazasaval. A bejuttatott marker a RhA. niveus
uracil auxotréfiat komplementéald pyr4 génje volt. Habar munkank soran M. circinelloides
esetében az ATMT-vel spordk transzformdldsat valdsitottuk meg — MONFORT és mitsi.
(2003) R. miehei transzformaldsakor csirdzo spoérdkat hasznaltak — MICHIELSE és mitsi.
(2004) Rh. oryzae transzformacidjakor csak protoplasztok alkalmazéasakor jartak sikerrel.
A kiilonb6zé eredmények a jaromsporas gombak kiilonbozo sejtfalosszetételébol
adodhatnak. MICHIELSE és mtsi (2004) kétféle transzformans tipust kiilonitettek el: a nyolc
vizsgalt transzformans koziil két esetben a bejuttatott pyr4 gén kicserélodott a genomban
megtalalhatd pyr4 génnel, hat esetben viszont a T-DNS egy ektopikus genomi l6kuszba
épiilt be. Az utobbi esetben az integracid minden transzformans izoldtum esetében
ugyanabban a kromoszomalis helyen egy kopidban tortént. Ezek az eredmények eltérnek
az éaltalunk tapasztalt random integraciotél. Az integracidé pontos helyének
meghatarozasakor 0k sem jartak sikerrel: sem TAIL-PCR-ral, sem mas PCR alapu
modszerrel nem tudtak az integralodott T-DNS szakasszal hatdros kromoszomalis régiokat
felszaporitani. Az integracids helyet hatarolo szekvencidk direkt klonozasa szintén nem
vezetett eredményre.

Annak érdekében, hogy a jaromspdras gombaknal altalanosan alkalmazhato,
drogrezisztencian alapuld transzformdacios rendszert tudjunk kialakitani, a transzformal6
plazmid elkészitéséhez sziikségiink volt erdsen kifejez6d6 promodter régiora. A
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén hatarold régioit konstitutiv és erds kifejezddése
miatt szamos esetben alkalmaztdk transzformald vektorok létrehozasara (PUNT és mitsi.

1987). A transzformacio hatasfoka homoldég promodter hasznalatakor jobb, mivel az a
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szelekcios markerként alkalmazott gén hatékonyabb expresszidjat teszi lehetové. A M.
circinelloides gpdl génjét azonositottak és jellemezték (WOLF és ARNAU 2002), a gpdl 5’
hatarold régidi pedig homoldg és heterolog fehérjék iranyitdsara is alkalmasnak
bizonyultak (PAPP és mtsi. 2006, APPEL és mtsi. 2004). Munkank soran mi is e gén
hatarol6 régioit hasznaltuk a transzformal6 vektorok elkészitésekor.

Rendelkezésiinkre 4llt a pPT43 plazmid, amely tartalmazta a M. circinelloides gpd1
gén 5’ és 3’ hatdrolo régioit. Specifikus primer parral (hph7 és hygB3) felszaporitottuk a
higromicin B foszfotranszferaz (hph) gént, amit a pPT43 plazmidba a gpdl promoter és
termindlis régidi kozé épitettiink Xhol és Notl restrikcios enzimek segitségével. Az igy
kialakitott kazettat a Xbal és Sacl restrikcids enzimekkel emésztett, COVERT és mtsi.
(2001) altal készitett pPK2 vektorba helyeztiik, amelybdl elézetesen eltavolitottuk az
eredeti hph kazettat (pNY17, 16. abra).

A pNYIS8 vektor esetén a hph kazetta mellé gfp gént is épitettiink, amely szintén a
primer parral (GFP1/b és GFP2/b) felszaporitott gfp gént Xbal és Xhol restrikcios enzimek
segitségével a M. circinelloides gpdl gén hatarold régioi kozé épitettiik. Az igy kialakitott
kazettat Sacl restrikcidos enzimmel emésztett pNYI7 vektorba helyeztiik 1étrehozva a
pNYI8 vektort (16. abra). Az elkészitett vektorokat A. tumefaciens GV2260 és GV3101
torzsekbe elektroporaltuk.

pPNYIS8

11230 bp

16. abra. A pNYI17 és a pNYI8 plazmidok térképe.
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Az Aequorea victoria medizabol szarmazd GFP — eredeti nevén aequorin — egy
biolumineszcens fehérje, ami a lathatd fény alacsonyabb hulldmhosszi Osszetevdivel
megvilagitva fluoreszcens fényt bocsat ki. A GFP-t kodold gént azonositottak és izolaltak,
ez az expresszios kisérletek hasznos eszkozévé valt (CHALFIE és mtsi. 1994). A gfp gént
kiilonbozd fehérjét kodolo génekkel fuziondltatva az a fehérjének fluoreszcens jelleget
kolesonodz, igy lényegében egy in vivo fluoreszcens fehérje nyerhetd, melynek transzportja,
szekrécioja, felhalmozddasa vagy oroklédése jol nyomon kovethetd az €16 szervezetben a
kibocsatott fluoreszcencia altal. A gfp gént szdmos prokariota és eukaridta organizmusban
hasznaltak riporter génként a vizsgalni kivant gének promoterével fuziondltatva. Mas
riporter génekkel szemben nagy eldnye, hogy a gfp gén expresszidja szubsztrat hozzdadasa
nélkiil is vizsgélhato.

Az altalunk készitett konstrukcidk alkalmazasaval nagyobb transzformdacios
gyakorisagot vartunk, mint amit a pBHt2 vektorral kaptunk, mivel a M. circinelloides gpdl
gén promotere erdsebb génkifejezddést tesz lehetévé, mint a kordbban hasznalt A.
nidulans-bol szdrmazo promoéterek. A gfp gén alkalmazasaval a transzformacié direkt
bizonyitasa és a transzformans magok sorsanak kovetése volt a célunk.

A transzformacios kisérleteket a tovabbiakban a M. circinelloides-szel kozeli
rokonsagban all6 Backusella lamprospora B1 (MUFS AS) torzzsel végeztiikk, mivel ez
szamos, a transzformacid szempontjabol eldnyods tulajdonsaggal rendelkezett. Egyrészt a
M. circinelloidesnél nagyobb érzékenységet mutatott a higromicin B antibiotikumra: 50
pg/ml  higromicin B-vel kiegészitett YEG taptalajon a novekedés teljes gatlasat
tapasztaltuk bengalvords és dikloran hasznalata nélkiil is. Masik eldnye, hogy a B.
lamprospora sporangiosporai egymagvuak, ami lehetdvé teszi homokariotikus telepek
izolalasat kozvetlentil a transzformalas utan.

Kisérleteink soran, a transzformaciés hatékonysdg novelése érdekében, B.
lamprospora protoplasztokat transzformaltunk. Az A. tumefaciens (pNY17 vagy pNYI8
vektort hordozo) és a B. lamprospora protoplasztok (1,5 x 10*/ml) egyiitt-tenyésztését IM
taptalajon és IM tapoldatban is elvégeztiik. Mind a szildrd, mind a folyékony IM tapoldatot
200 uM acetosziringonnal és 0,8 M szorbitollal egészitettiik ki a vir rendszer indukcidjanak
illetve a protoplasztok ozmotikus stabilitdsanak fenntartasa érdekében. A taptalajon torténd
tenyésztés esetén a taptalajra helyezett celofan korongokon 25°C-on 2 napig inkubaltuk a
baktérium sejtek és a gomba protoplasztok keverékét. A M. circinelloides-szel ellentétben
a B. lamprospora protoplasztok ndvekedése nem indult meg az IM taptalajon 2 nap alatt

sem, igy az eredetileg javasolt, a vir rendszer miikodése szempontjabdl idealisabb 25°C-os
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inkubécidos homérsékletet hasznaltuk. 2 nap utdn a celofankorongokat 100 pg/ml
higromicin B-vel és 200 uM cefotaximmal kiegészitett YEG taptalajra helyeztiik és 25°C-
on inkubaltuk a transzformans telepek megjelenéséig. A feltételezett transzformans
telepekbdl monosporangialis izoldtumokat hoztunk Iétre. Az IM tapoldatban torténd
tenyésztést 25°C-on 16-18 6ran keresztiil végeztiik, majd centrifugalassal torténd iilepités
utan a sejteket szelektiv taptalajra vittiik.

A pNYI8 plazmidot hordozd A. tumefaciens-szel torténd transzformacid utan
higromicin B rezisztens B. lamprospora telepeket kaptunk. A telepek erdteljes novekedése
miatt a transzformacidés hatékonysdg meghatarozasa nem volt lehetséges. Az IM
tapoldatban torténd inkubacid sokkal eldnydsebb volt a transzformansok izolalasa
szempontjabol, mint a szilard IM-en torténd inkubacid. Az el6ébbi esetben ugyanis a
szelektiv taptalajban 1évé cefotaxim gatolta az A. tumefaciens nodvekedésének
megindulasat, mig a B. lamprospora ndvekedni tudott. Szilard IM-en az A. tumefaciens
erbteljes novekedést produkalt mar az egylitt-tenyésztés sordn, a szelektiv taptalajban 1évo
cefotaxim gatolta ugyan a baktérium tovabbi novekedését, de a mar meglévd vastag
baktérium pazsit megnehezitette a szelektiv csészén megjelend transzformans
gombatelepek elkiilonitését.

A hph és gfp gének jelenlétét a feltételezett transzforméansokbol szarmazd genomi
DNS-ben PCR reakcidval bizonyitottuk. A hph gén k6zépsé szakaszat felszaporito
NYhph3 és NYhph4 primerekkel a vart méretii 623 bp, a teljes gfp gént felszaporitd
GFP1/b és GFP2/b primerekkel pedig 720 bp méretli fragmentumot kaptunk a vizsgalt 13
transzformans torzs DNS-ébdl, a vad tipusu B1 izolatum genomi DNS-bdl viszont nem
kaptunk amplifikéacios termékeket. A bevitt gének felszaporitasa kozvetleniil a sporakbol is
lehetséges volt specifikus reakciokoriilmények alkalmazasa mellett. A PCR-ral
felszaporitott fragmentumokat pBluescript SK+ vektorba klonoztuk, majd szekvenaltuk. Ez
szintén igazolta, hogy a hph és gfp gének jelen vannak a transzformans izolatumok genomi
DNS-ében.

A gfp gén kifejez6désének kdszonhetden a transzformans izoldtumok intenziv
fluoreszcenciat mutattak (17. &bra). A transzforménsok fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalata egyrészt a transzformacid lejatszodasanak direkt bizonyitasat jelentette,
masrészt alkalmas volt a transzformécié hatékonysaganak vizsgalatara is. A szelekcios
taptalajon izolalt telepekbdl szarmazod sporak vizsgalata azt mutatta, hogy szilard IM
alkalmazasakor a transzformans telepekbdl szarmazd sporangiosporak 23 %-a mutatott

csupan fluoreszcenciat, mig a folyékony tapoldat alkalmazasakor a sporangiosporak 70 %-
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a fluoreszkalt (mindkét esetben 200 sporat vizsgéltunk). Ennek egyik lehetséges
magyarazata az lehet, hogy a folyékony IM-ben torténd egyiitt-tenyésztés a szilard
taptalajjal szemben jobban eldsegitette az idegen DNS transzmisszidjat. A madsik
magyarazat alapja az, hogy a folyékony IM tapoldatban torténd tenyésztés utan a szelektiv
taptalajon csak transzformans gombatelepek talalhatok, mig a szilard IM-en torténd egyftitt-
tenyésztés utan a szelektiv csészén a baktérium és sok esetben mar az IM taptalajon

novekedésnek induld, nem transzformans gomba hifak is megtalalhatok.

17. abra: A gfp gént hordozé B. lamprospora transzformansok fluoreszcens mikroszképos vizsgalata.
Az A-D abrak két, pNYI8 vektort hordozo A. tumefaciens-szel transzformalt B. lamprospora hifait mutatjak,
az A és C abrak lathato fényben késziiltek, a B és D abrakon ugyanezen hifak altal kibocsatott fluoreszcencia
lathat6. Az E abran a vad tipusa B. lamprospora torzs lathatd fényben késziilt fotojat abrazoltuk, az F abran
ugyanezen torzs autofluoreszcenciaja lathatd. (A vonal minden esetben 50 um tavolsagot jelol).

Kisérletiinkben a gfp gént M. circinelloides gpdl gén hatarolo régioi kozé épitettiik,
a gfp gén kifejez6dése igazolta, hogy a M. circinelloides gpdl gén promdter és terminalis
régidja képes a bevitt heterolog gén transzkripcidjat biztositani a B. lamprospora
genomjaban. A gfp riporter gén alkalmazisa tehat jaromspords gombdk esetén is
megvalosithatd és hasznos eszkdznek tlinik szamos molekularis és sejtbiologiai folyamat
tanulmanyozasaban. Jaromsporas gombaknal eddig harom publikacié sziiletett, melyben a
gfp gént alkalmaztak. SCHILDE és mtsi. (2001), illetve BARTSCH és mtsi. (2002) 4. glauca-
ban a gfp-t riporter génként hasznaltdk a transzformal6 plazmid expresszidjanak nyomon
kovetésére. Nemrég MERTENS és mtsi. (2006) heterolog fehérjék hatékony expresszidjat
biztositd promotereket teszteltek Rh. oryzae esetén, melyek miikodését GFP segitségével
vizsgaltdk. Mivel a gfp transzkriptum szintje megfelelt a felhalmozdodott GFP fehérje
mennyiségének, a fluoreszcencia mértékébdl az adott promodter hatékonysdgara tudtak

kovetkeztetni.
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Habar az ATMT hatékony modszernek bizonyult a B. [lamprospora
transzformalésara, a bejuttatott DNS stabilitasa kérdéses volt. A B. lamprospora egymagvi
sporangiosporai ellenére a csak hph és gfp géneket hordoz6 magokat tartalmazé telepek
eléréséhez sziikséges volt a transzformdacié utdn megjelend telepek tObbszori atoltasa.
Szelektiv koriilmények kozott torténd tenyésztéskor tobbszori atoltds utan a transzformans
telepek instabilitdsat tapasztaltuk: a transzformdnsok ndvekedése a sorozatos atoltdsokkal
egyre gyengiilt és a bejuttatott gének egyre gyengébb amplifikicios terméket adtak a PCR

analizis soran.

18. abra: A transzformans B. lamprospora izolatumok sporangiospéraibdl torténé hph- és ftr-specifikus
primerekkel kapott amplifikaciés mintazatok.

A: A hph-specifikus primerekkel kapott amplifikaciés mintazat. 1: pUC Mix marker, 2: pNYIS8 plazmid, 3:
vad tipusu torzs, 4: B1/1 transzformans, 5: B1/1 transzformans 1 atoltas utan, 6: B1/2 transzformans, 7: B1/2
transzformans 1 atoltas utan, 8: B1/2 transzformans 2 atoltas utan, 9: negativ kontroll.

B: Az fir-specifikus primerekkel kapott amplifikaciés mintazat. 1: pUC Mix marker, 2: vad tipust torzs, 3:
B1/1 transzformans, 4: B1/1 transzformans 1 atoltas utan, 5: B1/2 transzformans, 6: B1/2 transzformans 1
atoltas utan, 7 B1/2 transzformans 2 atoltas utan, 8: negativ kontroll.

A 18. dbran a vad tipusu és két transzformans B. lamprospora izolatum
sporangiosporaibol torténd hph-specifikus primerekkel kapott amplifikdcidos mintazat
lathatd. A hph fragmentum mennyiségének becslésére parhuzamosan felszaporitottuk az
0sszes izolatumbdl az egy kopidban megtalalhatd 601 bp hosszisagu részleges firl gént is
azonos mennyiségli sporangiosporabol kiindulva. A 2 transzformans esetén az atoltasok
szamanak novekedésével egyre csokkent a hph-specifikus primerekkel kapott
amplifikacidés termék mennyisége, mig az fir-specifikus primerekkel kapott termék
mennyisége allando volt.

A jaromsporas gombak genetikai analizise soran az egyik legnagyobb problémat az

okozza, hogy a PEG-medidlt transzformécioval, vagy elektroporalassal bejuttatott
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transzformalé DNS plazmidokat extrakromoszémalis elemként tartjdk fenn azonosithato
replikacids origd, vagy autonom replikativ elem hianydban is. A bevitt DNS szelektiv
nyomas hianyaban gyorsan elvész a transzformdnsok mitotikus instabilitasat
eredményezve. Habar az integracid kikényszerithetd a kromoszomalis targettel homolog
szakaszokat tartalmazé linearis plazmidok alkalmazasaval, a transzformacids gyakorisag
viszonylag alacsony. Az ATMT mddszer segitségével homoldg és heteroldog szekvencidk is
integralhatok a jaromspoérds gombasejtek genomjaba, azonban heterolog szakaszok
esetében az igy elért integracié sem bizonyult stabilnak. MICHIELSE és mitsi. (2004) RA.
oryzae ATMT transzformalasakor a pyr4 auxotr6f markeren kiviil egy domindns szelekcios
markert, az A. nidulans acetamid hasznositasért felelds amdS génjét is felhasznaltdk. Sem a
PEG-medialt, sem az ATMT moddszer hasznalatakor nem kaptak azonban acetamidon
novekedni képes transzforméns telepeket. A kiillonbozo kisérletek soran csak az ATMT és
a pyr4 auxotrof szelekcidos marker kombinalasa eredményezett integrativ Rh. oryzae
transzformansokat. Az ATMT altal létrejott sikeres integracid egyik Ilehetséges
magyarazata az lehet, hogy nem csupasz DNS-sel, hanem egy DNS-fehérje komplex-szel
tortént a transzformacié. A linearis egyszalu T-DNS-hez ugyanis hozzakapcsolodnak a
VirD2 ¢és VirE2 DNS-koté fehérjék, melyek meggatoljak a kettdsszalu cirkularis
molekuldk kialakuldsat. A VirD2 fehérje jelenléte elonyds az integracid szempontjabol is,
mivel ennek a fehérjének szerepe van a DNS javitdsaban (BAKO és mtsi. 2003). Raadasul
az egyszali DNS jobb szubsztratja az integracionak.

Jaromsporas gombakban feltételezhetdé egy specifikus genomvédé mechanizmus,
amely atrendezddések ¢és deléciok révén elimindlja az exogén DNS-t. Korabbi
tanulmanyok szintén felvetették ennek a meglétét (OBRAZTSOVA ¢és mtsi. 2003, MONFORT
és mtsi. 2003, MICHIELSE és mtsi. 2004). OBRAZTSOVA ¢s mitsi. (2003) P. blakesleeanus
transzforméaciojakor azt tapasztaltdk, hogy az exogén DNS nem csupan elimindlodik a
genom védekezd mechanizmusai altal, hanem az a stresszhez hasonlé allapot kialakuldsat
okozza a sejtekben, ami a muticiok szamanak novekedéséhez, majd végeredményben a
sejt halalahoz vezet. Eredményeink azt sugalljak, hogy ez a mechanizmus a Mucorales
rendbe tartozd gombak altaldnos sajatsaga, azonban kiilonb6zd hatékonysaggal mitkddhet
az egyes fajokban. A bejuttatott transzformalé DNS eltérd stabilitasa Mucor, Rhizomucor
¢s Rhizopus fajok esetén ezen mechanizmus hatékonysagéanak kiilonbozdségét jelzi.

MICHIELSE ¢és mtsi. (2004) arra a megallapitasra jutottak, hogy jaromsporas gombak
stabil, integrativ transzformacidja csak endogén vagy rokon DNS bevitelével érhetd el.

Sikeres integracid esetén is gyakran megfigyelték a T-DNS csonkolasat: a T-DNS-ben 1évo
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sziikségtelen szekvencidk rekombindcié utjan kivagodtak. A transzformalo DNS
medialt transzformdcio, az elektroporacid és biolisztikus mddszerek alkalmazasakor is.
Ennek hatterében szintén a genomvédd mechanizmust sejtik, ami felismeri és eltavolitja a
bejuttatott DNS-t, a genom integritasanak védelme érdekében (OBRAZTSOVA ¢és mitsi.
2003). Hasonl6 mechanizmusokat irtak le néhany mas gombanal is: ilyen a RIP (Repeat-
Induced Point mutation) és a ,,quelling” Neurospora crassa-nal (CAMBARERI és mitsi.
1991; ROMANO és MACINO 1992), a MIP (Methylation Induced Premeiotically) Ascobolus
immersus-nal (RHOUNIM ¢és mtsi. 1992) és a transzkripcids gén csendesités Phytophtora
infestans esetében (VAN WEST ¢és mtsi. 1999). Mivel jaromsporas gombakban az exogén
DNS-t kezeld mechanizmus molekularis hattere még nem ismert, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek ennek megerdsitésére vagy cafolasara. Mindenesetre elmondhat6, hogy az
ATMT az eddigi modszerekhez képest elérelépést jelent, mivel segitségével stabil,
integrativ transzformansok nyerhet6k (MICHIELSE ¢€s mitsi. 2004), azonban a moédszer
alkalmazhat6sagat korladtozza, hogy a genomot védé mechanizmus kovetkeztében a

transzformald DNS integracioja csak endogén gének esetén sikeres.

pNYI10

10525 bp

19. abra. A pNY19 és a pNYI10 plazmidok térképe

A kozeljovében tovabbi transzformacids kisérleteket terveziink, melyekben a M.
circinelloides leud és pyrG kettds auxotrof torzsét (MS12) fogjuk hasznalni. Auxotrofian
alapulo szelekcids rendszer alkalmazdsdval ATMT modszerrel a bejuttatott endogén és
exogén gének stabilitdsat szeretnénk vizsgalni. A transzformécios kisérletekhez mar

elkészitettiik az A. tumefaciens Ti-plazmidjan alapuld, az endogén pyrG gént tartalmazo
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vektort (pNYI19), ezt M. circinelloides MS12 torzsébe juttatva stabil, integrativ
transzforméansok létrehozéasa a célunk. A pNYII0 vektor a pyrG kazetta mellett a M.
circinelloides gpdl promoter régidja altal vezérelt gfp gént is tartalmazza (19. dbra). Ezzel
a vektorral parhuzamosan transzformalva az MSI12 torzset, a transzformalds és az
integracié utani folyamatokat — mint példaul az exogén gfp eliminaldsa — szeretnénk majd
tanulmanyozni.

A transzformdcios kisérletek Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy jaromsporas
gombdk esetén nagyon nehezen érhetd el a transzformalé DNS integralasa a gomba
genomjaba, illetve az esetlegesen integralddott DNS stabilitasa sok esetben nem kielégito.
Mas fonalas gombak — pl. 4. nidulans és N. crassa — esetén a transzformacio leggyakoribb
kovetkezménye a recipiens sejt genomjanak homoldg vagy akar heterolog helyeire torténd
integracio. Aszkuszos gombdk esetén a transzformaldé DNS homolog hellyel torténd
génkonverzidja szintén megvalosithatd (FINCHAM 1989). A genomtol fiiggetleniil
replikalodd autondém plazmidok fenntartasa a sejtekben azonban nehezen kivitelezhetd
autondm replikaciot biztositd (ARS) elemek alkalmazasa ellenére is (BALLANCE és
TURNER 1985). Ezzel szemben jaromsporas gombak esetén a transzformald plazmidok
autonom replikdlodé modon torténd fenntartdsa az elsddlegesen preferalt forma (IBRAHIM
€s SKORY 2006). A szabadon replikal6do plazmidok hasznosak pl. a képiaszam hatasanak
vizsgalatakor vagy heterolog fehérjék termeltetésekor. Teljesen alkalmatlanok azonban
olyan vizsgéalatokban, amikor a genomi DNS célzott elrontdsa, illetve a génkilités
kovetkezményeinek vizsgalata a cél.

Ez idaig egyetlen publikacio létezik, amely sikeres génkiiitésrél szamol be
jaromspords gombakban. NAVARRO és mtsi. (2001) olyan vektort készitettek, amely a
kititni kivant gén (crgd) upstream és downstream régidit tartalmazta a leud szelekciods
markert szegélyezve. Leucin auxotrof M. circinelloides transzformalasakor néhany
transzformansnal a genomi crgd gén homoldg rekombindcidval kicserélodott a crgd
prototréf transzformansok képzddtek. A transzformécios gyakorisag alacsony volt, a 28
transzforméansbol minddssze 8 izolatum bizonyult stabilnak. Felénél valoban génkonverzid
tortént, felénél azonban ektopikus helyen vagy a leud 16kuszban jatszodott le az integracio.
Elmondhatjuk tehat, hogy esetenként megtorténhet a transzformaldé DNS integracidja a
jaromsporas gombak genomjaba, ez mégis ritkan kovetkezik be és gyakran a transzformalo

DNS atrendez6désével jar egyiitt.
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6.4.3. Auxotrof markeren alapul6 szelekcios rendszer kidolgozasa R. pusillus esetén

Kisérleteink révén arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Dbakterialis
drogrezisztencia génekre épiilé szelekcid6 a jaromspords gombdk genomvédo
mechanizmusanak kovetkeztében nem hasznalhato stabil, integrativ transzformansok
eldallitasara. Célszertinek tiint tehat egy, a transzformacios rendszer alapjaul szolgalo
auxotrof markeren alapuld szelekcids rendszer kidolgozasa. A M. circinelloides leucin és
uracil auxotrof torzse megtalalhato a tanszEki torzsgylijteményben, R. pusillus és R. miehei
torzseknél azonban nem allt rendelkezésiinkre auxotrof mutans torzs. Ezért célul tiiztiik ki
egy, a késdbbiekben a transzformacids rendszer alapjaul szolgald orotidin-5’-monofoszfat
(OMP) dekarboxilazt kodolo pyr4” mutans R. pusillus torzs 1étrehozasat.

A pirimidin bioszintézis egyik utolsd lépését katalizdlo OMP-dekarboxilaz az
OMP-t uridin-5’-monofoszfatta alakitja, ami kiindulépontja az uracil és timin nukleotidok
szintézisének. Az enzimet kodold gén mutacioja kovetkeztében a gomba nem képes a
novekedéséhez sziikséges wuracil eldallitasara, igy minimal taptalajon csak uracil
hozzaadasaval képes novekedni. Az uracil auxotrof torzs miikodé OMP-dekarboxilazt
kodold génnel torténd transzformaldsakor azonban a hibas gén komplementélodik, igy a
transzformansok minimal taptalajon is novekedésre képesek.

Jaromsporas gombak kozil M. circinelloides, Rh. oryzae és M. alpina esetén
allitottak el6 uracil auxotrof torzseket. A mutaciok kialakulasat UV sugéarzassal (HORIUCHI
¢s mtsi. 1995) vagy kémiai mutagenezissel (BENITO és mtsi. 1992, SKORY 2002,
MICHIELSE ¢és mtsi. 2004, TAKENO és mtsi. 2004a) érték el. R. pusillus esetén szintén UV
mutagenezissel hoztak Iétre egy a-izopropilmaldt izomeraz génben defektes leucin
auxotrof torzset (WADA és mtsi. 1996). Mind az UV mutagenezis, mind a mutagén
anyagokkal  (N-metil-N-nitro-N-nitrozoguanidin)  torténé  kezelés  pontmutaciok
kialakulasat idézte eld, egy esetben tapasztaltak csupan egy 54 bazisparnyi deléciot a pyr4
génben (MICHIELSE ¢s mtsi. 2004).

OMP-dekarboxildz mutdnsok izolalasadra az 5-fluoro-orotsavon (FOA) alapulo
pozitiv szelekcidés modszert alkalmazzak (BOEKE €s mtsi. 1984). A FOA toxikus az uracil
prototrof sejtek szamara, mivel miikodé OMP-dekarboxilaz enzimiikkel a FOA-t 5-fluoro-
uracilléd alakitjak at. Az 5-fluoro-uracil egy pirimidin analog, amely képes a DNS-be ¢és az
RNS-be épiilni, ezen kiviil az 5-fluoro-uracil metabolitja a fluoro-deoxiuridin-monofoszfat
a timidilat-szintaz gatlasan keresztiil gatolja a DNS szintézist. Ennek kovetkeztében az
uracil prototréf sejtek nem képesek FOA tartalmu taptalajon novekedni. Az OMP-
dekarboxilazt kodold pyr4 génben defektes sejtek viszont nem képesek a FOA-t
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atalakitani, ezaltal a FOA-rezisztens sejtek novekedni tudnak. Ehhez azonban uracil
hozzaadasat is igénylik. OMP-dekarboxildz mutansokat szdmos gombabdl izolaltak a
FOA-n alapulé pozitiv szelekcio segitségével, illetve a megfeleld OMP-dekarboxilazt
kodold gént sikeresen alkalmaztak kiilonbozé gombak transzformacidjakor szelekcios
markerként homoldg és heteroldg rendszerek esetén.

Kisérleteink soran eldszor mi is UV mutagenezis hatasara kialakuld uracil auxotrof
torzsek FOA-n torténd pozitiv szelekcigjaval probalkoztunk, azonban a szubletélis
dozisban alkalmazott UV sugarzds nem eredményezett mutans telepeket. A kisérletekkel
parhuzamosan delécioés kazettdkat is létrehoztunk, amellyel célunk a R. pusillus
genomjaban megtalalhato pyr4 gén irdnyitott transzformacioval torténd elrontasa volt.

Az R. pusillus OMP-dekarboxilazt kodolo pyr4 génjének, illetve hatarold régidinak
szekvenciaja az NCBI adatbazisban megtalalhatdo (NCBI azonosité: AB019045). Az ismert
szekvencia alapjan specifikus primereket terveztiink a teljes pyr4 kazetta izolalasahoz,
melyet két [épésben hajtottunk végre. El6szor az 5° promoter régiora tervezett PYRI1 és a
kodolo részre irt PYR2 primerekkel felszaporitottuk a génkazetta 1927 bp-nyi szakaszat. A
PYRI1 primer Pstl restrikcids enzim hasitohelyét tartalmazta, igy a PCR-ral felszaporitott
fragmentum Pstl, illetve a pBluescript SK+ vektor Pstl és EcoRV restrikcidés enzimekkel
torténd emésztése utan a részleges pyr4 génkazettat a linearizalt pBluescript SK+ vektorba
kloénoztuk. Ezutan a kddold részre irt, a PYR2 primerrel atfedd, de forditott iranyt PYR3
primerrel és a 3’ terminalis régiora tervezett PYR4 primerrel felszaporitottuk a génkazetta
maradék 1459 bp hosszlisagh szakaszat. A primerek EcoRI illetve Xhol hasitdé helyeket
tartalmaztak, a PCR-ral felszaporitott fragmentum ¢és a részleges pyr4 génkazettat
tartalmazé pBluescript SK+ vektor EcoRI és Xhol restrikcios enzimekkel torténd
emésztése utdn a pyr4 génkazetta masik részét is beépitettitk. A PYR2 és PYR3 primerek
tartalmaztak az EcoRI restrikcios enzim felismerd helyét, igy a két szakasz EcoRI
enzimmel torténd emésztése majd ligalasa utdn helyreallt a kodold rész nukleotid
sorrendje. A teljes pyr4 gént és hatérold régioit tartalmazd vektort pNYI11 plazmidnak
neveztiik el (20. dbra).

Létrehoztuk a pyr4 kazetta mutans valtozatat is, ekkor olyan primereket (PYR1 és
PYRS5) hasznaltunk, melyek 1927 bp helyett csak egy rovidebb szakaszt (1571 bp)
eredményeznek. Ez a révidebb fragmentum nem tartalmazta a pyr4 gén utolso 34
aminosavat kodold 102 bp hosszusagu és a terminalis rész 254 bp hossziisagl szakaszat. A
PCR-ral felszaporitott 1571 bp-nyi fragmentum Pszl, illetve a pBluescript SK+ vektor Pstl

és EcoRV restrikcids enzimekkel torténd emésztése utdn a hidnyos pyr4 génkazettit a
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linearizalt pBluescript SK+ vektorba klonoztuk. A génkazetta masik felét az eléz6ekben
leirt médon amplifikaltuk a PYR3 és PYR4 primerekkel, a génkazetta két részletének
Osszeillesztését szintén EcoRI enzimes emésztéssel hajtottuk végre. A hianyos pyr4 gént és

hatarolo régidit tartalmazé vektort pNYI12 plazmidnak neveztiik el (20. abra).

EcoRT - 4847
EeoRI - 4502

20. abra: A pNYI11 és a pNYI12 plazmidok térképe.
A pNYI11 plazmidon fekete téglalap jelzi azt a részt, amely a pNYI12 plazmidbol hianyzik.

A mutins pyr4 gént tartalmazd fragmentummal irdnyitott transzformaciot
végeztiink. A deletalt részt szegélyezd, nagy kiterjedésti homoldg szakaszok lehetové
teszik a mutans és a R. pusillus genomjaban megtalalhat6 vad tipusu pyr4 allél kozotti
kettds rekombinacié lejatszodasat, ami a vad tipusi gén mutans valtozatra torténd
kicserélddését eredményezi. Az irdnyitott transzforméciot hagyoméanyos PEG-medialt
transzformacidos modszerrel végeztik. A pNYI12 plazmidbdl kiindulva Pstl és Xhol
restrikcids enzimek segitségével kivagtuk a 3030 bp-nyi mutans pyr4 génkazettat, ezzel
parhuzamosan a pBluescript SK+ vektort Vspl restrikcios enzimmel két részre hasitottuk,
igy a pBluescript SK+ vektorral (2961 bp) szinte megegyez0 méretli pyr4 kazettat
gélelektroforézissel el tudtuk kiiloniteni. A tisztitott linedris fragmentumokkal R. pusillus
protoplasztokat transzformaltunk. Az uracillal kiegészitett taptalajon megjelend hifak
mutans ¢és vad tipust pyr4 gént hordozé magok keverékét tartalmaztik, ezért a FOA-n
alapul¢6 szelekcid alkalmazasa el6tt sziikséges volt a mutansok dusitdsa és homokariotikus
sporak eloallitasa. A nem-szelektiv koriilmények kozotti sporulacid lehetové tette az
pyr4 gént hordozd magokat tartalmaztak. Az uracillal kiegészitett taptalajon képzdodott
sporangiosporakat uracillal és FOA-val kiegészitett YNB taptalajra szélesztettiik, amelyen

néhany nap utan FOA-rezisztens telepeket izolaltunk. A 21. abran az izolalt uracil auxotrof
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telepek novekedése lathat6. Mig a vad tipusa R. pusillus izolatum (C) YNB minimal
taptalajon és uracillal kiegészitett YNB taptalajon is gyors novekedésre képes, uracillal és
FOA-val kiegészitett YNB taptalajon a ndvekedése gatolt. Az uracil auxotrof R. pusillus
izolatumok (A és B) azonban nem képesek minimal taptalajon ndvekedni, mig uracillal

illetve uracillal és FOA-val kiegészitett YNB taptalajon kompakt telepeket képeznek.

21. abra: R. pusillus vad tipusi (C) és uracil auxotréf (A, B) torzseinek novekedése kiilonbozo
taptalajokon.
a: YNB taptalaj, b: 0,5 mg/ml uracillal kiegészitett YNB taptalaj, ¢: 0,5 mg/ml uracillal és
1,5 mg/ml FOA-val kiegészitett YNB taptalaj.

Az izolalt telepek genomi DNS-éb6l PYR6 ¢€s PYR7 primerekkel felszaporitottuk a
pyr4 kazetta kodold részt is tartalmazd szakaszat, ami a hidnyos részt is tartalmazta. Az
integralni kivant mutans pyr4 gén helyett azonban az Osszes torzs az eredeti méretli pyr4
fragmentumot hordozta. A PCR-ral felszaporitott fragmentumok szekvencia analizise azt
mutatta, hogy minden izolatum esetében csupan pontmutacio tértént a pyr4 génben, és nem
a rekombinacioval megvalosuldo géncsere jatszodott le. A mutacids pontok azonositdsa
érdekében genetikai analizist végeztiink. Haromféle muticiot figyeltink meg:
leggyakrabban bazis inszercid €s bazis csere tortént, egy esetben pedig bazis kiesést

tapasztaltunk. A 9 transzformans izolatum koziil négyben ugyanott volt pontmutacio: a gén
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crer

egy stop kodon létrejottét, igy az eredetinél rovidebb, funkcioképtelen fehérje kialakulasat
eredményezte. Tobb transzforméns izolatumnal is tapasztaltunk bézis inszercidt, a plusz
nukleotidok beépiilése a leolvasasi keret eltolodasat, ezaltal az aminosav szekvencia
drasztikus megvaltozasat eredményezte. Az R18U2 izolatumnal tapasztalt bazis delécio
szintén a leolvasasi keret eltolodasat eredményezte. Az R18U6 izolatumnal a gén 250.
az intron kivagodasanak elmaradasa szintén funkcioképtelen fehérje kialakuldsat okozta.

A transzformacids kisérletek soran 1étrejott uracil auxotrof izolatumok kialakulasat
tobb tényezd is eredményezhette. Egyik lehetséges magyardzat, hogy a transzformacio
sordn lejatszodo rekombinacids események nem eredményezték ugyan a bejuttatott DNS
integralodasat, azonban megndvelték a pontmutaciok kialakuldsdnak esélyét. Masik
magyarazat az lehet, hogy az esetlegesen integralodott DNS szakasz a
javitomechanizmusok hatasara kivagodott, azonban a javitdsa nem volt tokéletes, néhany
pontban mutdciok maradtak a génben. Harmadik magyardzat pedig az, hogy spontan
mutacid tortént, a mutans magok pedig a tobbszori sporuldcids ciklus és a mutansduisitas
soran sikeresen kiszelektalodtak. Ennek némileg ellentmond, hogy UV mutagenezis soran
nem kaptunk auxotrof mutans telepeket. Kordbban ismertettiik az integrativ transzformalas
nehézségeit, igy nem meglepd, hogy a pyr4 gén transzformécioval torténd elrontasa nem
vezetett eredményre. Rh. oryzae-nél szintén nem sikeriilt a mutans pyr4 allél homolog
rekombinacidval torténd integralasa a genomi pyr4 16kuszba (MICHIELSE és mtsi. 2004).

A FOA alapu pozitiv szelekcid csak az uracil bioszintézisben defektes izolatumok
izolalasat teszi lehetdvé. FOA-rezisztens fenotipust azonban nem csak az OMP-
dekarboxilazt koédold pyr4 gén mutdcidja, hanem az orotit foszforibozil transzferazt
kodold génben torténd mutacid is okozhat. TAKENO ¢€s mitsi. (2004a) MNNG hatésara
kialakulé M. alpina uracil auxotrof torzsek FOA-n torténd pozitiv szelekcidjakor csak az
orotat foszforibozil transzferazt kodold wura5 génben defektes torzsek megjelenését
figyeltek meg. Kisérletiinkben az OMP-dekarboxilazt koédoldo pyr4 gént tartalmazd
cirkularis plazmiddal torténd transzformalas komplementalta a mutans pyr4 gént, amely
transzformans telepek megjelenését eredményezte uracil mentes YNB taptalajon és egyben
igazolta, hogy a mutacié az uracil anyagcsere enzimei koziil az altalunk vizsgalt OMP-
dekarboxilazt kodold pyr4 génben tortént. Az izolalt uracil auxotrdf R. pusillus torzsek
tobbszori atoltds utadn is stabilak voltak, ezek koziil egyet kivalasztottunk és azzal

dolgoztunk a késobbi kisérletek soran (R18U3).
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6.5. Az izolalt ftrl génre alapozott transzformalé vektorok készitése ftrl™ delécids
mutans torzsek létrehozasahoz

A funkciondlis genomika egyik f6 célja a vizsgalt fehérjék funkcidjanak
megallapitasa, illetve feltételezett szerepének igazoldsa. Ennek egyik lehetséges mddja a
fehérjét kodold gén specifikus elrontdsa célzott mutagenezissel, majd a mutans fenotipus
vizsgalata. A feltételezett virulencia faktor vizsgdlatakor Osszehasonlitjdk a gomba
fert6zOképességét az adott faktor megléte, illetve hianya esetén. Az azonositott gén
kifejez6désének vizsgalata patogén és nem patogén feltételek kozott szintén szamos
informéacioval szolgalhat.

Munkénk hossza tavu célja az firl gén altal kodolt nagy-affinitasi vaspermeaz R.
pusillus patogenitisaban betoltott szerepének meghatidrozdsa, amely eldsegitheti a
jaromsporas gombak altal okozott fert6zések hatterében zajlé bioldgiai folyamatokat
megértését. A nagy-affinitdsu vaspermedz szerepének tisztazasahoz firl~ delécids mutans
transzformald vektorokat készitettiink, amelyek a R. pusillus firl génbe inszertilva

tartalmaztak a pyr4 szelekcios markert (22. dbra).

Ape] - 949
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€
5 12724 bp
Spel - 3843
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22. abra. Az ftrl gén elrontasahoz épitett pNYI13 vektor és az abbol kihasitott ftr1’-pyr4-ftrl’ linearis
fragmentum, illetve a pNYI14 vektor térképe.

A delécios kazettdkat a pNYI11 plazmid (20. abra) felhasznalasaval készitettiik el.

crer
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fragmentumot a pNYI11 plazmidba a pyr4 kazetta elé épitettilk BamHI és Pstl restrikcids
enzimek segitségével. Az FTR3-FTR4 primerekkel felszaporitott, az firl gén végét és
restrikcios enzimek segitségével (pNYI13). Az firl -pyr4-firl’ kazettdt ATMT-hez
alkalmas binaris vektorba is athelyeztiik (pNYI14). Ehhez Spel ¢és Kpnl restrikcids
enzimek segitségével a teljes delécids kazettat kihasitottuk a PNYI13 plazmidbdl és olyan
pNYI7 vektorba helyeztikk, amelybdl elézetesen eltavolitottuk a #hph kazettat. A
transzformécios rendszerek alapjaul az endogén pyr4 génen alapuld szelekcids rendszer,
illetve az altalunk 1étrehozott pyr4 mutans R. pusillus torzs szolgalt (R18U3).

A pNYI13 vektorbol Spel és Apal restrikcios enzimekkel kihasitottuk a delécios
kazettat, majd a linedris fragmentumot PEG-medialt transzformacioval juttattuk be a
R18U3 torzsbe. A pNYI14 vektort A. tumefaciens GV3101 torzsébe elektroporaltuk, majd
a vektort hordozo torzzsel transzformaltuk a R18U3 torzset. Kisérleteink soran a PEG-
medialt transzformaci6 alkalmazasakor nem kaptunk transzformans telepeket, ugyanakkor
az ATMT moddszer alkalmazdsakor néhany uracil prototréf telepet izoldltunk a szelektiv
taptalajon. A transzformansokbol szelektiv koriilmények kozotti nevelés utan genomi
DNS-t izolaltunk, majd PCR és hibridizacids analizist végeztiink az integracid igazolasa
érdekében. Az firl gén kiiitésének bizonyitasa tovabbi vizsgalatokat igényel, ezek a
kisérletek jelenleg is folyamatban vannak. Mindenesetre elmondhatjuk, hogy az ATMT
modszert sikeresen alkalmaztuk R. pusillus esetében is.

A zigomikoézis vizsgalatara kiillonbozo allati modelleket alkalmaznak, a kisérletek a
gombak patogenezisérdl, a diagnosztikai lehetOségekrdl, a betegség kezelésérdl és
megeldzésérél szolgalhatnak hasznos informacidkkal (KAMEI 2000). Az firl™ delécios
mutans R. pusillus torzs virulencidjanak vizsgalata szisztémas fertdzést modellezé egér
kisérletekkel oldhatdé meg. A mutdns torzs virulencidjanak csokkenése vagy teljes
megsziinése az firl gén éaltal kodolt nagy-affinitdsti vaspermedz szerepét igazolnd a
szisztémas fert6z¢s kivaltasaban.

Munkénkkal parhuzamosan jelentek meg azok a publikaciok, amelyben
azonositottak a RhA. oryzae nagy-affinitasi vaspermeazt kodold génjét (FU és mtsi. 2004),
¢s vizsgaltak az altala kodolt transzport fehérje virulencidban betdltott szerepét (LIN €s
mtsi. 2007). Az RNS interferencia modszerét hasznalva gatoltak az firl gén kifejez6dését,
ezaltal gatoltak a nagy-affinitdsu vaspermedzt a vastranszportban jatszott funkcidjanak
betoltésében. Az firl-expresszidban gatolt transzformans torzs a vad tipusuhoz képest

csokkent virulenciat mutatott disszeminalt fertozést modellez6 diabetikus ketoaciddzisban
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szenvedo egerek fertdzésekor. Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy Rh. oryzae esetén nem
vezettek eredményre az firl gén célzott elrontdsara irdnyuld kisérletek. Raadéasul egy
bizonyos id6 utan az RNSi-transzformans torzsek virulencidja is helyreallt, mivel az
episzomalisan fenntartott RNSi plazmidok elvesztek a transzformans torzsekbdl.

Miutén bebizonyosodott, hogy a szérum emelt szintli vaskoncentracidja kozvetleniil
hozzéjarul a jaromspords gombdak virulencidjdhoz, a szervezet vasmentesitésére olyan
vaskelatolo vegyiileteket kezdtek hasznélni, amelyek a deferoxaminnal ellentétben nem
képesek vasionokat biztositani a jaromsporas gombak szdmara. Nemrég jelent meg két
publikaci6, amelyekben a deferiprone és a deferaszirox zigomikézisok elleni lehetséges
terapias alkalmazésat vizsgaltak (IBRAHIM és mtsi. 2006, IBRAHIM és mtsi. 2007). Miutan a
vasfelvételi mechanizmusok részletes tanulmanyozésa igazolta, hogy mind a szideroforok,
mind a nagy affinitasi vaspermeaz, mind az ezek kifejezddését regulald szabalyozo elemek
jelentds szerepet tolthetnek be a patogén gombak virulencidjaban, a vastranszport
rendszerek miikodésének gatlasdval vagy éppen azok kihasznéalasaval lehetséges lenne 1)
gombaellenes terdpiak kifejlesztése. In vivo egérkisérletek soran mind a deferiprone, mind
a deferaszirox terapia hatékony volt a jaromsporas gombak okozta fertézésekkel szemben.
A deferaszirox mar kis koncentracioban alkalmazva fungicid hatast mutatott 28 klinikai
jaromspdras gomba izolatum ellen. Az firl gén promoéterét gfp génnel fuzionaltdk, annak
érdekében, hogy vizsgalni tudjak a fehérje expresszidban végbemend valtozasokat
kiilonbozd feltételek kozott. Ennek segitségével igazoltdk, hogy a deferaszirox a
szervezetben talalhatdo szabad vasionok megkotése altal gatolja a zigomikoézisok dontd
tobbségét okozd Rhizopus novekedését a szervezetben. Allatkisérletekben a deferaszirox a
mutatott, haszndlata megnovelte a cukorbeteg €s neutropénids egerek tulélési aranyat.
Amfotericin B-vel kombindlva szinergisztikus hatast mutatott, ez kiilondsen az agyi
szovetekben volt szembetiind, ahol a kombinalt alkalmazas hatasara jelentdsen csokkent a
hifdk burjanzédsa a monoterapidkhoz képest. Mivel az amfotericin B nem képes a vér-agy
gaton atjutni, a foként rhinocerebralis megbetegedést okozo jaromsporas gombak ellen a
deferaszirox ¢s az amfotericin B kombinalt alkalmazasa kiemelkedd jelentéségli lehet. A
deferaszirox kezelés rdadasul a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusainak miikddését is
fokozta. A vaskelatolo vegyiiletek alkalmazasa tehat egy igéretes, 0j terdpids stratégiat

jelenthet a jaromsporas gombafertdzések kezelésére.
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A Kkiilonbozo6 fonalas gomba genomok szekvenalasa gyors iitemben halad, igy a
szekvencia adatok honaprol-honapra novekvo szamban érheték el a nukleotid
adatbazisokban (EMBL/GenBank). Jelenleg 3 jaromsporas gomba, a P. blakesleeanus
(http://genome.jgi-psf.org/Phybl1/Phybll.home.html), a Rh. oryzae (http://www.
broad.mit.edu/annotation/genome/rhizopus_oryzae/Home.html) és a M. circinelloides
(http://mucorgen.um.es/) teljes genom szekvencidja ismert. A Kiilonb6zo gének
szekvenciajanak ismerete rendkiviil hasznos a genetikai és molekularis vizsgalatok
soran. A genom szekvenciak, illetve a rekombinaciés és replikacios mechanizmusok
ismeretében felgyorsulhatnak a patogenitas genetikai hatterét feltérképezo
molekularis vizsgalatok is.

A vasfelvételi mechanizmusok részletes tanulmanyozasa szamos gombafaj
esetén igazolta, hogy mind a szideroférok, mind a nagy affinitasi vaspermeaz/oxidaz
rendszer, mind az ezek Kkifejez6dését regulalé szabalyozo elemek jelentds szerepet
tolthetnek be a patogén gombak virulenciajaban. A Kkiilonb6zé vastranszport
rendszerek tanulmanyozasa nagyban hozzajarulhat ahhoz, hogy megértsiik a
jaromsporas gombak patogenitasanak hatterét, illetve a vastranszport rendszerekre
épiilé terapias és diagnosztikai modszerek uj fejezetet myithatnak a jaromsporas

gombak altal okozott fertézések kezelésében is.
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7. OSSZEFOGLALAS

A jaromsporas gombdk opportunista patogénként immunszuppreszalt betegeknél
heves lefolyasu és gyakran haldlos kimenetelii fertézéseket okozhatnak. Az elmult évek
felismerése, hogy a zigomikézis kialakuldsanak kockézata jelentdsen megnd tartosan
magas vas szérumszint esetén, illetve a vasat komplexként megkotd egyes gyodgyszerekkel
(pl. deferoxamin) kezelt betegeknél, mivel a gombéak képesek felvenni €s hasznositani a
deferoxamin altal megkotott vas ionokat. A klinikai és kisérleti megfigyelések soran
egyértelmiivé valt, hogy jaromsporas gombak esetében a vas felvételében szerepet jatszo
transzport fehérjék fontos virulencia faktoroknak tekintheték. Munkdnk célja a vas
felvételét és transzportjat biztositd fehérjéket kodold gének azonositasa volt. Mivel korabbi
kisérletek a nagy-affinitast vastranszport rendszer szerepét tekintik elsddlegesen fontosnak

a virulencidban, vizsgalataink foként e gén részletesebb analizisére iranyultak.

Célul thztiik ki:

= A nagy-affinitasit vaspermedzt kodold firl génnel homoldg genetikai elemek
azonositasat, klonozésat €s dsszehasonlitasat kiillonbozo jaromsporas gombakban.

= Az ftrl génre alapozott, gyors és rutinszeriien alkalmazhaté diagnosztikai modszer
kidolgozasat.

= A patogenitds hatterének vizsgalatdhoz sziikséges genetikai transzformaciot
lehetové tevd szelekcios €s transzformacids rendszerek kidolgozasat, valamint az
ATMT alkalmazhatdsaganak vizsgalatat jAoromsporas gombakban.

= Az izolalt firl génre alapozott transzformalé vektorok alkalmazasaval firI™ delécios

mutans torzsek létrehozasat.

Munkank soran felszaporitottuk, kloénoztuk és meghataroztuk 5 kiilonb6zo
nemzetségbe (Rhizopus, Mucor, Backusella, Rhizomucor és Syncephalastrum) tartozo 26
jaromsporas gomba izolatum firl/ génjének részleges szekvenciajat. A felszaporitott
termékek mérete 585 és 740 bazis kozott valtozott. Az firl nukleotid és az azokbol
szarmaztatott aminosav szekvencia adatokat az EMBL nukleotid szekvencia adatbazisba
kiildtiik el. Az altalunk meghatarozott nukleotid és az azokbol szdrmaztatott aminosav
szekvenciak alapjan filogenetikai elemzést végeztiink. Az altalunk készitett torzsfak jo
egyezést mutattak a 18S és 28S rDNS szekvencidk alapjan készitett torzsfakkal. Az

eredmények alapjan indokoltnak latjuk a jaromsporas gombak jelenlegi, morfoldgiai
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karaktereken alapuld taxondmiai rendszerének feliilvizsgalatat. Igazoltuk a Rh. schipperae,
egy Ujonnan leirt termofil faj, és a Rh. microsporus var. rhizopodiformis kozeli rokonséagat,
egyuttal megerdsitettilk a Rh. schipperae izolatumok kiilonallo fajként valod kezelésének
sziikségét. Eredményeink szintén alatamasztjdk a RhA. niveus kiilon fajként valod
kezelésének indokoltsagat.

Kidolgoztunk egy diagnosztikai eljarast, amelynek segitségével szamos gyakorlati
jelentdségli jaromsporas gomba megbizhatéan azonosithatd. A nagy-affinitasi vaspermeazt
koédold firl génszekvencidk Osszehasonlitdsakor olyan karakterisztikus szekvencia
részleteket azonositottunk, amely régiokra tervezett primerekkel fajspecifikus
amplifikaciods termékek nyerhetdk. Az altalunk kidolgozott mddszer alkalmas a Rh. oryzae,
a Rh. microsporus var. rhizopodiformis, a Rh. microsporus var. oligosporus, a Rh.
schipperae, a Rh. niveus és a Rh. stolonifer torzsek faj szintl elkiilonitésére, mig a
Rhizomucor, Syncephalastrum és Mucor izolatumok nemzetség szintjén azonosithatok. A
vizsgalt fajok elkiilonitését PCR-RFLP moddszer alkalmazasaval is megvaldsitottuk: a
degeneralt primerekkel felszaporitott fragmentumok Alul restrikcidés enzimmel torténd
emésztése a kiilonbozd fajok esetében karakterisztikus RFLP-mintdzatot eredményezett.
Az firl génen alapuld specifikus PCR-ral nem megkiilonboztetheté Mucor fajok PCR-
RFLP segitségével harom csoportra oszthatok, a R. miehei és R. pusillus fajok pedig faj
szinten elkiilonithet6k egymastol. A Rh. oryzae és a Rh. stolonifer izoldtumok faj alatti
szinten is azonosithatok.

R. miehei és R. pusillus fajok esetén meghataroztuk az firl gének teljes
szekvenciajat és szekvencia adatokat nyertiink a gének tovabbi, nem kodold részeirdl is. A
transzport fehérjét kodold géneket izolaltuk és jellemeztiikk. A felderitett szekvencia R.
miehei esetén 2671 bp, R. pusillus esetén pedig 2253 bp hosszisagu. A R. miehei ftrl gén
intronokkal egyiitt 1270 bp, mig a R. pusillus ftrl gén intronokkal egyiitt 1280 bp
hosszusagu. A kodold szakaszok hossza mindkét fir/ génnél 1149 bp, amelyek 382
aminosavbol allo fehérjéket hatdroznak meg. Mindkét génben két intront azonositottunk. A
gének kodold szekvencidja mellett egy 646 bp (R. miehei) és egy 470 bp (R. pusillus)
hosszisagu promoter, illetve egy 755 bp (R. miehei) és egy 503 bp (R. pusillus) hosszisagu
terminalis régiot is meghataroztunk. A gének promoterében jellegzetes TATA, CAAT és
GATA motivumokat, a terminalis régidban pedig poliadenilacios szignalt azonositottunk.
Az éaltalunk azonositott teljes fir/ szekvenciakat szintén az EMBL nukleotid szekvencia

adatbazisba kildtik el.
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A patogenitas hatterének és a nagy-affinitdsu vaspermedz virulencidban betoltott
szerepének vizsgalatdhoz kiilonbozé szelekcidos ¢€s transzformécios rendszereket
teszteltiink. Kidolgoztunk egy, a jaromspords gombdkndl alkalmazhaté higromicin B
rezisztencian alapuld direkt szelekciés modszert. A diklordn és bengalvords
kombinaciojaval kiegészitett YEG taptalaj alkalmas volt a higromicin B rezisztens M.
circinelloides transzformansok izolalasara. A bengalvords és a dikloran nemesak a telepek
méretét és az aeridlis hifak termelését csokkentette, hanem megndvelte a gomba
higromicin B-vel szembeni érzékenységét is. A higromicin B rezisztencian alapulo
szelekcid alkalmazasaval megvalositottuk a M. circinelloides A. tumefaciens altal
modszert alkalmaztuk mdas jaromsporas gombdkra is (B. lamprospora, R. pusillus). Az
ATMT soran nyert transzformansok esetében PCR analizissel igazoltuk a bevitt gének
jelenlétét a transzformansok genomi DNS-ében, hibridizécios analizissel pedig igazoltuk,
hogy a T-DNS a transzformansok genomjaba egy kopiaban ¢és véletlenszerii helyekre épiilt
be. A. tumefaciens Ti plazmidjan alapuld vektorkonstrukciokat hoztunk létre, amelyekben
a transzformalni kivant gének kifejezddését M. circinelloides gpdl prométer és termindlis
régidi biztositottdk. A szelekcidt biztositd hph gén mellett a gfp gént is beépitettik a
pNYIS8 vektorba, amelynek expresszioja lehetové tette a transzformacid direkt bizonyitasat.
A higromicin B rezisztens transzformansok altal mutatott intenziv fluoreszcencia igazolta,
hogy a M. circinelloides gpdl gén szabalyoz6 régidi képesek a bejuttatott heterolég gén
transzkripcidjat biztositani.

A kozeljovoben tervezziik az uracil és leucin auxotréf M. circinelloides ATMT
transzformaldsanak megvalositasat is, célunk a bejuttatott endogén és exogén gének
stabilitadsanak vizsgélata, illetve a transzformdlds és az integracid utdni folyamatok
tanulmanyozasa. A transzformdacios kisérletekhez elkészitettik az A. tumefaciens Ti
plazmidjan alapuld, a M. circinelloides pyrG génjét tartalmazo pNYI9, illetve a pyrG és
gfp gént tartalmaz6 pNYI10 vektorokat.

Kidolgoztunk egy genetikai transzformaciot lehetdvé tevd uracil auxotréfian
alapulo szelekcids rendszert is és létrehoztunk egy pyr4 mutans R. pusillus torzset. A
transzporter enzim patogenitasban betoltott szerepének vizsgalatdhoz az altalunk
azonositott ¢és izolalt fir] gén szekvencia alapjan a gén elrontasat lehetdvé tevo vektorokat
allitottunk eld, melyek az firl génbe inszertdlva tartalmaztak a szelekciot biztositd pyr4

marker gént. Az altalunk készitett delécids vektorokkal megvalositottuk a R. pusillus

crer

101



8. SUMMARY

Zygomycetous fungi have been reported as agents of severe and frequently fatal
opportunistic infections in immunocompromised patients. Patients with elevated levels of
available serum iron who are treated with the iron chelator deferoxamine (to remedy the
iron overload conditions) have an increased susceptibility to invasive zygomycosis in
consequence of the efficient iron uptake by the fungal cells. Siderophores and iron-
transport proteins have therefore been suggested to play an important role in the fungal
virulence because the acquisition of iron in the host organism is a crucial pathogenetic
event. The aim of this study was a detailed molecular and functional analysis of genes
encoding iron transport proteins in zygomycetous fungi. Based on clinical and
experimental observations, one of the iron transport proteins, high-affinity iron permease
(ftrl), is thought to be critical for the virulence, so our work was mainly focused on the

investigation of this gene.

We set the following aims:

= Identification, cloning and comparison of genetic elements in zygomycetous fungi
homologous with the high-affinity iron permease gene.

= Elaboration of rapid and routinely applicable species and strain identification
methods based on the fir/ gene.

= Development of selection and transformation methods, which are essential for the
investigation of the genetic background of the fungal pathogenesis. Investigation of
the applicability of the Agrobacterium tumefaciens mediated transformation
(ATMT) method in Zygomycetes.

= Construction of transforming vectors based on the isolated fir/ gene and generation

of ftr1” deleted mutant strains with gene disruption.

In the course of our work, fir/ fragments were amplified from twenty-six
zygomycetous strains representing five different genera (e.g. Rhizopus, Rhizomucor,
Syncephalastrum, Mucor and Backusella). Degenerated primers were designed on the basis
of Rh. oryzae and C. albicans firl gene sequences. The sizes of the amplification products
varied between 585 and 740 bp. The nucleotide and the deduced amino acid sequences
were determined and all sequence data obtained in the study have been deposited in the

EMBL nucleotide sequence database. The nucleotide and the deduced protein sequences of
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the amplified fir] fragments were aligned and compared using the Clustal W program and
a phylogenetic analysis was carried out. The phylogenetic trees calculated from these
sequences were in good agreement with the phylogenies based on 18S and 28S rDNA
sequences. Our results supported the need of the revision of the presently used taxonomic
system of the Zygomycetes, which based on mainly morphological characters. The close
relationship between RhA. schipperae, a newly described, thermophilic Rhizopus species
and Rh. microsporus var. rhizopodiformis was verified; at the same time the need to handle
Rh. schipperae as a separate species was confirmed. Our results also supported the need to
handle RA. niveus as a representative of a separate species.

An identification method based on PCR amplification of the high-aftinity iron
permease 1 gene was described. A partial fragment of the fir/ gene was used to generate a
sequence dataset in order to find characteristic motifs applicable for oligonucleotide
design. Species-specific PCR primer pairs were established and amplification methods
were tested for the rapid and accurate detection of clinically important Zygomycetes. Rh.
oryzae, Rh. microsporus var. rhizopodiformis, Rh. microsporus var. oligosporus, Rh.
schipperae, Rh. niveus and Rh. stolonifer isolates could be identified at the species, while
Rhizomucor, Syncephalastrum and Mucor isolates could be identified at the genus level
with this method. All of the species were differentiated by PCR-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) analysis. Amplification products obtained with the
degenerated primers were digested with A/ul restriction enzyme yielding fragment patterns
characteristic of the species studied. Mucor species undistinguishable with specific PCR
could be divided to three subgroups, while R. miehei and R. pusillus isolates could be
distinguished at the species level. Moreover, Rh. oryzae and Rh. stolonifer isolates could
be identified at the subspecies level with this method.

The entire firl gene in R. miehei and R. pusillus were identified and the promoter
and terminal regions of these genes were also determined. The whole fir/ genes have been
cloned and analyzed: a 2671 bp long sequence in R. miehei and a 2253 bp long sequence in
R. pusillus was determined. These sequences contain the 1270 and 1280 bp long open
reading frames, respectively. Both ORFs encode a 382 amino acid long protein. Besides
the coding regions 646 bp (R. miehei) and 470 bp (R. pusillus) long promoter regions and
755 bp (R. miehei) and 503 bp (R. pusillus) long terminal regions were determined as well.
The whole nucleotide and the deduced amino acid sequences also have been deposited in
the EMBL nucleotide sequence database. The codon usage of the R. miehei and the R.

pusillus ftrl genes was also investigated, and we concluded that the two fir/ genes are not
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constitutive genes. GATA elements were identified in the promoter of the genes, which
also indicate this establishment.

Different selection and transformation methods were tested for the investigation of
the background of the pathogenesis and the role of the high-affinity permease in the fungal
virulence. Conditions for a new direct selection system based on hygromycin B resistance
have been elaborated. The selective medium supplemented with rose bengal and dichloran
was suitable for the isolation of the hygromycin B resistant M. circinelloides
transformants. Our experiments revealed that a combination of these compounds not only
reduced the colony size and suppressed the production of aerial hyphae in Mucor but also
increased the sensitivity of the fungus to this antibiotic. The genetic transformation of the
zygomycetous fungus M. circinelloides with the ATMT method was worked out using the
selection based on hygromycin B resistance. Several factors of a successful transformation
were optimized and the method was adapted to other zygomycetous fungi as well (such as
B. lamprospora and R. pusillus). The presence of the introduced genes in the genome of
the transformants was verified by polymerase chain reaction and Southern hybridization:
the latter analyses revealed the single copy integration of the transforming sequence in the
host genome. In each transformant, the hygromycin B resistance (hph) gene was integrated
in different chromosomal sites. Binary vectors based on the Ti plasmid of the A.
tumefaciens were constructed. Transforming plasmids carried the Aph and the green
fluorescent protein (gfp) genes, both genes were placed under the control of the promoter
and terminator regions of the M. circinelloides gpdl gene. The expression of the gfp gene
served direct evidence for the successful transformation. The hyphae of the transformants
exhibited intensive fluorescence, indicating that regulator sequences of the M.
circinelloides gpdl gene were able to ensure the transcription of the introduced
heterologous gene.

Currently, transformation experiments of a M. circinelloides uracil and leucin
auxotrophic mutant using ATMT method are proceeding to investigate the possibility of
the construction of stable integrative transformants by this method. We are planning the
investigation of the stability of the introduced endogenous and exogenous genes and the
study of the processes following the transformation and the integration events.
Transforming vectors using the Ti plasmid of the A. tumefaciens were constructed, in
which the pyrG gene of M. circinelloides and the gfp gene were inserted.

A selection method based on uracil auxotrophy was elaborated and uracil

auxotrophic R. pusillus strains harbouring mutations in the pyr4 gene were created. Vectors
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based on the isolated fir/ genes were constructed to investigate the role of the high-affinity
iron permease in the virulence of R. pusillus. For disruption of the genomic fir/ gene,
transforming vectors containing the pyr4 gene previously inserted into the fir/ gene were

constructed and the 4. tumefaciens mediated transformation of R. pusillus was carried out.
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11. MELLEKLETEK

1. melléklet: Kiilonb6z6 jaromsporas gombak részleges ftrl szekvencidinak

osszehasonlitisa CLUSTAL W program segitségével.
A sarga és kék jelolések olyan karakterisztikus szekvencia részleteket jeldlnek, amelyek alapul szolgaltak a
fajspecifikus primerek tervezésekor.

Rdel*: Fu és mtsi. (2004) altal kozolt Rh. oryzae 99-880 (Rh. delemar) torzs megfeleld régidja (EMBL
azonosito: AY3445879)

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B1 GAGGACATTTGGGAAGGCTGTTTCTCGCTAGTTGCCACCATCATGATCACTGTCATGGGCTTAGCTATGCTGAGCACAGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
M15 GAGGATATTTGGGAAGGCTGTTTCTCGCTAGTTGCCACCATCATGATCACTGTCATGGGCTTAGCTATGCTGAGAACAGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
M16 GAGGATATTTGGGAAGGCTGTTTCTCGCTAGTTGCCACCATCATGATCACTGTCATGGGCTTAGCTATGCTGAGAACAGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
M20 GAGGATATATGGGAGGGCTGCTTCTCGCTTGTTGCCACCATCATGATTACTGTCATGGGTCTGGCTATGCTCAGAACTGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
M52 GAGGATATTTGGGAGGGCTGCTTCTCGCTTGTTGCCACCATCATGATTACTGTCATGGGTCTGGCTATGCTCAGAACTGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
M4 GAGGATATATGGGAAGGTTGTTTCTCTCTTGTGGCTACCATTATGATTACTGTTATGGGTTTAGCTATGCTTAGAACTGAAAGAATGCAAGAGAAATGGA
Rh27  GAGGATATATGGGAGGGTGTATTCTCACTTGTAGCCACAATTATGATTACAGTAATGGGTATCACCATGCTTCGAACTGAAAGAATGCAAGAAAAGTGGA
Rh48  GAGGATATCTGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh49  GAGGTTATTTGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh24  GAGGATATCTGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh28  GAGGATATTTGGGAGGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh18  GAAGATATATGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACGGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh59  GAGGATATTTGGGAGGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACGGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh50  GAAGATATATGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh61  GAGGATATATGGGAGGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACAGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh60  GAGGATATTTGGGAGGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACTGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rdel* GAAGATATCTGGGAAGGTGTCTTCTCTCTGGTTGCTGTGATCATGATCACTGCCATGGGTCTTGCTATGCTCAAGACTGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh42  GAGGATATTTGGGAAGGTGCCTTTTCTCTTGTTGCTGTGCTTATGATTACCGTTATGGGTCTTGCTATGCTTAAAACCGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh45  GAGGACATTTGGGAAGGTGCCTTCTCCCTCGTTGCTGTTCTTATGATTACAGTTATGGGTCTCGCTATGCTTAAAACCGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh40  GAGGATATTTGGGAAGGTATCTTCTCTCTTGTAGCCACTATCATGATTACTGTCATGGGTCTCGCTATGCTCAAGACTGAACGTATGCAAGAAAAATGGA
Rh58  GAGGACATTTGGGAGGGTGTCTTCTCCTTGGTCGCTGTCATCATGATCACTGTTATGGGTCTCGCTATGCTTAAAACCGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh64  GAGGATATATGGGAGGGTGTCTTCTCCTTGGTCGCTGTCATCATGATCACTGTTATGGGTCTCGCTATGCTTAAAACCGAACGTATGCAAGAAAAGTGGA
Rh62  GAGGACATATGGGAGGGCGTTTTCTCTTTGGTCGCTGTCATCATGATTACCGCGATGGGTCTCGCCATGCTCAAAACTGAACGTATGCAGGAAAAATGGA
Rh63  GAGGACATATGGGAGGGCGTTTTCTCTTTGGTCGCTGTCATCATGATTACCGCGATGGGTCTCGCCATGCTCAAAACTGAACGTATGCAGGAAAAATGGA
S1 GAGGATATCTGGGAAGGTGTCTTCTCGCTTATTGCTACGCTGATGATTACCGTCATGGGCCTTGCTATGCTGCGAACGGAACGTATGCAAGATAAGTGGA
R15 GAAGATATATGGGAAGGTGTCTTCTCCTTGATCGCTGTTATTATGATTACTGTAATGGGTCTTGCTATGCTCCGCACCGAACGTATGCAAGAAAAATGGA
R18 GAGGATATATGGGAAGGTGTCTTCTCCTTGATTGCCGTAATTATGATCACCGCAATGGGTCTCGCTATGCTCAAGACTGAACGTATGCAAGAAAAATGGA
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

STE] LEESY PEEE) PEEEY PEEEY PErE) EERr) PERT) PERE FRERY PRPEY EREPY PEPEY FESr) POt PEEEY EETES CRrel LErel Cors

B1 AGATCAAGCTAGCAAGAGCCATGGAGG -~ - AAAAGGGT CAAAAGATCGGTTTCAAGGCCTGGATGCAAAAGTACTCGTTCTTCTTTCTCCCATT
M15 AGATCAAGCTAGCAAGAGCCATGGAGG - - AAAAGGGT CAAAAGATCGGTTTCAAGGCCTGGATGCAAAAGTACTCGTTCTTCTTTCTCCCATT
M16 AGATCAAGCTAGCAAGAGCCATGGAGG - AAAAGGGT CAAAAGATCGGTTTCAAGGCCTGGATGCAAAAGTACTCGTTCTTCTTTCTCCCATT
M20 AGGTCAAATTAGCAAAGACCATGGAAG - - AAAAGGGC CAAAAGATTGGATTCAAGGCTTGGATGCAAAAGTACTCATTCTTCTTTCTTCCATT
M52 AGGTCAAATTAGCAAAGACCATGGAAG - - AAAAGGGC CAAAAGATTGGATTCAAGGCTTGGATGCAAAAGTACTCATTCTTCTTTCTTCCATT
M4 AGGTTAAATTAGCAAAAACTATGGAGC - - - AAAAGGGT CAAAAGATTGGTTTGAAGGCTTGGATGCAAAAATACTCCTTTTTCTTCCTTCCTTT
Rh27  AGCTCAAATTAGCCAAGTCGATGGAAA- - - ACAAAAACAAAAAACAAAAATTGGGATTTAAGGCATGGATGCAAAAGTACTCCTTTTTCTTTTTACCGTT
Rh48  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - -GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh49  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - - -GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh24  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- - AGTCCAACAGT - - GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh28  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - - - GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh18  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- - -AGTCCAACAGT - -AAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh59  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - - -GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh50  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - - GAAAAGTCATCCTTTAAAGGAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh61  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - -GAAAAGTTATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh60  AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- -~ AGTCCAACAGT - - GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rdel* AGGTCAAGTTGGCTAAAGCAATGCAAA- - -AGTCCAACAGT - - - GAAAAGTCATCCTTTAAAGAAAAACTTCAAAAATACGCGTTCTTTGTCTTGCCTTT
Rh42  AGGTCAAGTTGGCCAAGGCTATGCAAA- - -AGTCCAGTGAA- - -GAAAAGTCCAACTTCAAGGAAAAGATGCAAAAGTACGCTTTCTTCATTTTACCCTT
Rh45  AGGTCAAGTTGGCCAAGGCTATGCAAA---AATCTAAAGAA- - -GAAAAGTCCAACTTTAAGGAAAAGATGCAAAAGTACGCTTTCTTCATCTTGCCTTT
Rh40  AAGTCAAATTAGCCAAGGCTATTCAAA---AGGACTCGCAA  GAGCGTTCTTCTTTCAAGGAAAAGCTTCAAAGATATGCTTTCTTTGTTTTGCCATT
Rh58  AAGTCAAATTAGCAAAGGCAATGCAAA---AGTCCAGCTCT---GAAAAAACCACCTTCAAAGACAAACTCCAGAAGTACGCTTTCTTTGTTTTGCCCTT
Rh64  AAGTCAAATTAGCAAAGGCAATGCAAA---AGTCCAGCTCT---GAAAAAACCACCTTCAAAGACAAACTCCAGAAGTACGCTTTCTTTGTTTTGCCCTT
Rh62  AGGTCAAGTTGGCAAAGGCAATGCAAA---AATCTAGCACT  GAAAAGACTGGCTTTAAAGAAAAGCTTCAGAAATACGCCCTTTTTGTCTTACCCTT
Rh63  AGGTCAAGTTGGCAAAGGCAATGCAAA---AATCTAGCACT  GAAAAGACTGGCTTTAAAGAAAAGCTTCAGAAATACGCCTTTTTTGTCTTACCCTT
S1 AGTTCAAGCTCGCCAAGGCCATGGAGGCCAAGACGATG GAGAAGAAGACACTTAGC GCACGCATGCAAAAGTACGCTTTCTTTCTGCTGCCATT
R15 AGATCAAGCTCGCCAAGGCCATGGAAACCGATGCTTTGCAGCGCGAACGAAAAACCTGGAAGGTTCGAATGCAACGTTACTCCTTCTTCGTCTTGCCTTT
R18 AGATCAAGCTCGCCAAGGCTATGGAAACCGATGCCTTGCAACGCGATAAAAGAACTTGGAAGGTTCGCATGCAACGATACTCCTTCTTCCTCTTGCCTTT
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M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh24
Rh28
Rh18
Rh59
Rh50
Rh61
Rh60
Rdel™*
Rh42
Rh45
Rh40
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63

R15
R18

B1
M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh24
Rh28
Rh18
Rh59
Rh50
Rh61
Rh60
Rdel™*
Rh42
Rh45
Rh40
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63
S1
R15
R18

210 220 230 240 250
SRl FERE CEETY PEEEY PP FErTY EETE) CRarl Prrry Crre B
CATCACTGTCCTGAGAGAGGGCCTTGAAGCGGTTGTGTTTATCGGTGGTGT
CATCACTGTCCTGAGAGAGGGCCTTGAAGCGGTTGTGTTTATCGGTGGTGT
CATCACTGTCCTGAGAGAGGGTCTTGAAGCGGTTGTGTTTATCGGCGGTGT
CATTACTGTACTGAGAGAAGGTCTCGAAGCGGTTGTCTTTATTGGCGGTGT
CATTACTGTACTGAGAGAAGGTCTCGAAGCGGTTGTCTTTATTGGCGGTGT
CATTACAGTATTAAGAGAAGGCCTTGAAGCTGTTGTATTCATTGGTGGTGT
CATTACTGTTTTACGAGAAGGTCTAGAAGCTGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGATTGGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGGCTTGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGGCTTGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGGCTTGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGACTTGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGACTTGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGATTGGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGATTGGAAGCGGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGTCTTGAAGCTGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATCACCGTTCTCAGAGAAGGACTTGAAGCTGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
TATTACTGTTCTCAGAGAAGGTCTTGAAGCCGTTGTTTTTGTTGGTGGTGT
CATCACCGTACTCAGAGGAGGTCTCGAAGCTGTTGTCTTTGTTGGTGGTGT
CATCACCGTTCTTAGAGAAGGCCTTGAAGCTGTTGTCTTTATTGGTGGTGT
CATCACTGTTCTAAGAGAAGGCCTTGAAGCCGTTGTGTTCATTGGAGGTGT
CATCACTGTTCTAAGAGAAGGCCTTGAAGCCGTTGTGTTCATTGGAGGTGT
TGTCACTGTACTCAGAGAAGGTCTTGAAGCCGTTGTATTCATCGGTGGTGT
TGTCACTGTACTCAGAGAAGGTCTTGAAGCCGTTGTATTCATCGGTGGTGT

260

270

290

300

CATCACCGTGCTCCGTGAAGGTCTTGAGGCCGTTGTCTTCGTCGGTGGTGTAAGTGAAATAGAAT GACTTATCATTGATCTAAGCTAACAGGTT
CGTTACTGTGCTCCGTGAAGGTCTTGAAGCTGTCGTTTTCATCGGTGGTGTAAGTAGTTGAAATGATA-CGTCTTTAATTTTACCCT -TTCTCAACTCAG
CATCACTGTCCTTCGTGAAGGTCTTGAAGCTGTCGTTTTCATCGGTGGTGTAAGTCGCAAACCTTTTAGCGGAAACATTTTTGTTGTGTTCTTACCTGAG

310

320 330 340 350 360 370 380 390 400

SR FEDE) COEEY EETRY PEREY EETRY EEtl PEDES POrty PRt CERE) PErrl EEtl DEDeS Datry ERnry e
ATCTCTGGACGTTCAGGCAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTTTCCTCTGTGGTTGTGCTGTTGGTTTGGTCATT

ATCTCTGGACGTTCAGGCAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTTTCCTCTGTGGTTGTGCTGTTGGTTTGGTCATT
ATCTCTGGACGTTCAGGCAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTTTCCTCTGTGGTTGTGCTGTTGGTTTGGTCATT
ATCTCTGGATGTGCAAGCAAAGTCGATCCCCATTGCTGCTATCATGGGATTCATCTGTGGTTGTGCTGTCGGCTTGGTCATT
ATCTCTGGATGTGCAAGCAAAGTCGATCCCCATTGCTGCTATCATGGGATTCATCTGTGGTTGTGCTGTCGGCTTGGTCATT
ATCTCTTAATGTTCAAGCCAAGTCAATTCCTATTGCTGCTATTATGGGGTTTCTCTGTGGTTGTGCTGTCGGATTGGTTATT
ATCTTTAAATATTGCAGCTAAATCCATTCTTCTCGCAGCTATAATGGGATTATTTTGTGGTTGTATTGTTGGCTATATTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCGTCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATTCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATCCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCCTTGGGTATCCAAGGAAAATCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCATCTGTGGTTGTTTGGTCGGTTTCCTTATT
CTCTTTGGGTATTACTGCCAAGTCAATTCCTATTGCTGCTATCATGGGTATCCTTTGTGGTTGTTTGGTTGGTCTCCTTATT
CTCTTTGGGTATTACTGCCAAGTCAATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATCCTTTGTGATTGTTTGGTCGGTGTCCTTATC
CTCTTTGGGTATTTCTGGCAAGTCTATTCCTATTGCTGCCATCATGGGTATTGTTTGCGGTTGTTTGGTTGGTTTGCTTATT
TTCCTTGGGTATTCAAGGTAAATCCATCCCCATTGCTGCTATCATGGGTATCATCTGTGGTGCCTTGGTTGGTTTCCTTATC
TTCCTTGGGTATTCAAGGTAAATCCATCCCCATTGCTGCTATCATGGGTATCATCTGTGGTGCCTTGGTTGGTTTCCTTATC
CTCCTTGGGTGTTCAAGGTAAATCCATTCCTATCGCTGCTATCATGGGTATCATCTGTGGTGCCTTGGTCGGTTTCCTCATC
CTCCTTGGGTGTTCAAGGTAAATCCATTCCTATCGCTGCTATCATGGGTATCATCTGTGGTGCCTTGGTCGGTTTCCTCATC

TTGATT TAACAGGTTTCTCTCGACGTCCAAGCCAAGTCTATCCCAATTGCGACCATTATGGGCTTCATTTGCGGCTGTCTTGTCGGTTTCCTGATC
GAA TCTTAGGTCTCCTTGAACGTCCAAGCCAAGTCCATCCCCATTGCCGCTATCATGGGCTTCATCTGTGGATGTCTCGTCGGTTTCATCATT
AATCTTTTCTACATAGGTCTCCTTGAACGTCCAAGCTAAATCTATTCCTATTGCTGCCATTATGGGTTTCATCTGTGGATGCCTCGTCGGTTTCATCATT
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M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh24
Rh28
Rh18
Rh59
Rh50
Rh61
Rh60
Rdel™*
Rh42
Rh45
Rh40
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63

R15
R18

B1
M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh24
Rh28
Rh18
Rh59
Rh50
Rh61
Rh60
Rdel™*
Rh42
Rh45
Rh40
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63

R15
R18

410 420 430 440 450 460 470 480 490

SRl CEET FEERY PEREY PETE) FETSY CErel EErhl EEeh] CEEr) PEErY REEE EEEEY FEEr) CErel Crrhl Frrr) COrrl CErry eres |
TATCGCGGTGGAAGTCTGTTGCAATTGCGCCGGTTTTTCATCATCTCCACCATCATTTTGTACCTCGTTGCTGCTGGTTTGATGGCAAAGGCTGTTGGTT
TATCGCGGTGGAAGTCTGTTGCAATTGCGCTGGTTTTTCATCATCTCCACCATCATTTTGTACCTCGTTGCTGCTGGTTTGATGGCAAAGGCTGTTGGTT
TATCGCGGTGGAAGTCTGTTGCAATTGCGCTGGTTTTTCATCATCTCCACCATCATTTTGTACCTCGTTGCTGCTGGTTTGATGGCAAAGGCTGTTGGTT
TATCGCGGTGGAAGTCTGTTGCACTTGCGTTGGTTTTTCATCATCTCTACCATCATCCTGTATCTCGTAGCTGCTGGTTTGATGGCAAAGGCTGTGGGCT
TATCGCGGTGGAAGTCTGTTGCACTTGCGTTGGTTTTTCATCATCTCTACCATCATCCTGTATCTCGTAGCTGCTGGTTTGATGGCAAAGGCTGTGGGCT
TATCGAGGTGGAAGTCTTTTGCATTTGCGTTGGTTCTTTATTATTTCTACTATTATTTTGTACTTGGTTGCTGCTGGTCTAATGTCAAAGGCTGTTGGTT
TATCGTGGTGGTAGTTTAATCAAATTGCGTTGGTTTTTTATTATTTCCACTATTATATTATATTTAGTTGCTGCTGGTTTAATGTCAAAAGCTGTTGGGT
TACCGAGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGGTTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTCGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTCCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACCGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTTCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACTGCCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAGAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTTCGTTGGTTCTTTGTGTTCTCTACTGTCGTTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTAAATTGATTCACCTTCGTTGGTTCTTTGTTTTCTCTACTGTTATTCTTTACCTTGTTGCTGCTGGTTTAATGGCTAAAGGTGTTGGTT
TATCGTGGTGGTTCCTTGATTCAACTTCGTTGGTTTTTTGTTTTCTCTACTGTCATTCTTTACCTTGTCGCTGCTGGTTTGATGGCTAAGGGCGTTGGTT
TATCGTGGTGGTAAATTGATTCAACTTCGTTGGTTCTTTGTCTTCTCTACTGTTATTCTTTACCTTGTTGCCGCTGGTTTGATGTCTAAGGGTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAGCTTCGCTGGTTCTTTGTTTTCTCAACTGTCATTCTTTACCTTGTTGCTGCTGGTTTAATGTCCAAGGCTGTCGGTT
TACCGTGGTGGTTCCTTGATTCAGCTTCGCTGGTTCTTTGTTTTCTCAACTGTCATTCTTTACCTTGTTGCTGCTGGTTTAATGTCCAAGGCTGTCGGTT
TACCGTGGTGGTTCTCTGATCCAACTCCGATGGTTCTTTGTTTTCTCCACTGTCATCCTTTACCTCGTCGCTGCCGGTTTGATGTCCAAGGCTGTTGGTT
TACCGTGGTGGTTCTCTGATCCAACTTCGATGGTTCTTTGTTTTCTCCACTGTTATCCTTTACCTCGTCGCTGCCGGTTTGATGTCCAAGGCTGTTGGTT
TATCGTGGTGGTCATATGATTGCCCTGCGCTGGTTCTTTATTTTCTCGACAATCATCCTCTACCTTGTGGCTGCTGGTCTCATGTCCAAGGCGGTCGGTT
TATCGTGGTGGTTCCATGCTTAAGCTTCGCTTCTTCTTTATTTTCTCTACTGTCATCCTGTACCTCGTTGCAGCCGGTCTCATGTCTAAGGCTGTCGGAT
TACCGTGGTGGTTCCATGCTCAAGCTTCGCTTCTTCTTCATTTTCTCCACTGTCATCTTGTACCTCGTCGCAGCCGGTCTTATGTCCAAGGCTGTTGGAT

500

510 520 530 540 550 570 580 590 600

S RN PEEEY EErE) PEER PEEry PETE) EEery Preny
TAATTAGTTATAAGATGACTACAGCTGTGTGGCATGT
TAATTAGTTATAAGATGACTACAGCTGTGTGGCATGT
TAATTAGTTATAAGATGACTACAGCTGTGTGGCATGT
TGATCAGCTACAAGATGACCACGGCTGTATGGCATGT

SR FETEl PEEEY FEREY PEEEY FEET) EEPSl CRrl Crptl Perey b
ACTTTGAACAAAACGCATGGAATCAAGTTATTGGCGGCGAATCTGCTGATG
ACTTTGAACAAAACGCATGGAATCAAGTTATTGGCGGCGAATCTGCTGATG
ACTTTGAACAAAACGCATGGAATCAAGTTATTGGCGGCGAATCTGCTGATG
ATTTTGAACAAAACGCTTGGAATCAAGTCATTGGCGGCGAATCTGCTGATG
ATTTTGAACAAAACGCTTGGAATCAAGTCATTGGCGGCGAATCTGCTGATG TGATCAGCTACAAGATGACCACGGCTGTATGGCATGT
ATTTTGAACAGAATGCTTGGAACCAAGTCATTGGAGGTGAGTCCGCTGATG TTATTAGTTACAAGATGACCACAGCTGTATGGCATGT
TTCTCGAACAAAATTCTTGGAACAAGGTTATTGGAGGCGAAGCAGCAGAGGAGTCAGGATCCATCATTGGATACAAGGTAACTACTGCTGTTTGGCATGT

ATCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ACCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ACCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAGTGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ACCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ACCTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAAGCTGCTGA
ATCTTGAACAAAACGCTTGGAACACAGTTATTGGTGGTGAACCTTCTGG
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAACAATGTTATTGGTGGTGAACCTTCCGG
ATCTTGAACAAAATGCTTGGAACCAAGTTGTTGGTGGTGAACCTGCTGG

TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTATCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTGGCTACAGAGTCTCTACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTAGTTACAGAGTCTCCACCGCTGTCTGGCACGT
TGTCATTAGTTACAGAGTCTCAACCGCTGTCTGGCACGT
TGTTATCGGTTACAGAGTATCTACTTCTGTTTGGCACGT
CGTTATCGGTTACAGAGTCTCAACTTCCGTTTGGCACGT
TGTTATTACTTACAGAGTCAGTACTTCTGTCTGGCATGT

ACTTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAATCAGCTGAAGAAGGTGGTGATGTGATCGCATACAAGGTGACTACTGCCGTCTGGCACGT
ACTTTGAACAAAATGCTTGGAATCAAGTCATTGGTGGTGAATCAGCTGAAGAAGGTGGTGATGTGATCGCATACAAGGTGACTACTGCCGTCTGGCACGT
ATTTTGAACAAAATGCCTGGAACCAAGTCATTGGTGGTGAAGTTGCTGAAGAAGGTGGTGATGTGATCTCATACAAGGTAACCACTGCTGTCTGGCACGT
ATTTTGAACAAAATGCCTGGAACCAAGTCATTGGTGGTGAAGTTGCTGAAGAAGGTGGTGATGTGATCTCATACAAGGTAACCACTGCTGTCTGGCACGT
ACTTTGAGCAGAACGCCTGGAACAACGTCATCGGTGGAGAACCCTC TGGTGTGATCTCCTACAGATATTCGACTTCCATCTGGCACGT
ACTTTGAACAATACGCTTGGAACCAAGTTATTGGTGGTGAAGCTGCCGAAGAAGGTGGTGATGTTATCACATACAAGGTCACCACAGCTGTCTGGCACGT
ACTTTGAGCAGTATGCTTGGAACCAAGTCATTGGTGGTGAAGCCGCCGAAGAAGGCGGTGACGTGATCGCATACAAGGTTACCACAGCCGTCTGGCACGT
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610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

SRt FEEE] FOEEY PETEY TR FEPSY EEErl PEPEY Fretl Forrl FEEr PEEEY PERr) PR BEFES PEEE) EREE BEEE BEEE PR |
B1 TTCTTGGGGAGATCCAGAGGCCAACACGGATACAAACGGTGGCTGGGAGATTTTCAATGCCAT
M15 TTCTTGGGGAGATCCAGAGGCCAACACGGATACAAACGGTGGCTGGGAGATTTTCAATGCCAT
M16 TTCTTGGGGAGATCCAGAGGCCAACACGGATACAAACGGTGGCTGGGAGATTTTTAATGCCAT
M20 TTCTTGGGGAGATCCAGAGGCCAACACAGATACAAACGGCGGCTACGAAATTTTTAACGCAAT
M52 TTCTTGGGGAGATCCAGAGGCCAACACAGATACAAACGGCGGCTACGAAATTTTTAACGCTAT
M4 ATCTTGGGGAGATCCAGAAGCCAACACTGATACCAACGGTGGTTGGGAAATTTTCAACGCTAT
Rh27  GTCTTGGGGAGACCCTGAAGTCAATACTGCAGAAAACGGCGGCTGGCAAATTTTCAACGCGAT
Rh48  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTCAACGCGAT
Rh49  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTCAACGCTAT
Rh24  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCAAT
Rh28  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTCAACGCGAT
Rh18  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCTAACAATGATACCTCTGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCCAT
Rh59  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCTAACAATGATACCTCTGGTGGTTGGCAAATCTTCAACGCGAT
Rh50  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTCAACGCAAT
Rh61  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCGAACAATGATACCTCGGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCAAT
Rh60  TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCCAACAATGATACCTCTGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCGAT
Rdel* TTCTTGGGGAGACCCAGAAGCCAACAATGATACCTCTGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCCA
Rh42  CTCTTGGGGAGACCCAGAAGCTAACAATGATACCAGTGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCCAT
Rh45  CTCTTGGGGAGACCCAGAAGCTAATACTGACACCAGTGGTGGTTGGCAAATTTTCAACGCAAT
Rh40  TTCTTGGGGAGACCCAGAACTCAATGTTGATACTAACGGTGGTTGGCAAATTTTCAACGCCAT
Rh58  CTCTTGGGGAGATCCCGAATTGAATGTTGACACAAACGGTGGTTGGCAAATCTTCAATGCCAT
Rh64  CTCTTGGGGAGATCCCGAATTGAATGTTGACACAAACGGTGGTTGGCAAATCTTCAATGCAAT
Rh62  CTCTTGGGGAAATCCTGAATTAAACATTTCTGCCAACGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCTAT
Rh63  CTCTTGGGGAAATCCTGAATTAAACATTTCTGCCAACGGTGGTTGGCAAATCTTTAACGCCAT

S1 CTCCTGGGGTGACCCGGAACTGCAGACTTCCACCAACGGTGGCTGGTAAAGTCGTGACTTATTTACGTTCGCTGGTTT -~ - CTCGATACTCATATGGCAT

R15 CTCCTGGGGTGATCCAGAATTGAACGTTGACACCAACGGTGGTTGGTAAGTACTGCTTTTAGTTTGTCGCGCCAGCTTG - TTCCTTGCGCTTACAATGT

R18 CTCCTGGGGTGATCCCGAACTGAACGTAGACACTAATGGTGGCTGGTGAGTATTACTACATTTTTTGAATACTATCCAGCCATACTTTCGCTCACAAAAA

710 720 730 740
e BT B B B R Lhrtd Corr B

B1 TCTCGGCTGG
M15 TCTCGGTTGG
M16 ACTGGGTTGG
M20 TTTCGGGTGG
M52 CTTTGGCTGG
M4 CTTTGGCTGG
Rh27 CCTAGGGTGG
Rh48 AC

Rh49 CCTTGGATGG
Rh24 CCTTGGCTGG
Rh28 CCTCGGCTGG
Rh18 CCTCGGTTGG
Rh59 CCTTGGTTGG
Rh50 ACTCGGCTGG
Rh61 ACTTGGTTGG
Rh60 CTTTGGCTGG
Rdel™*

Rh42 CCTCGGATGG
Rh45 CCTCGGCTGG
Rh40 ACTCGGTTGG
Rh58 ACTGGGCTGG
Rh64 CCTTGGCTGG
Rh62 CTTAGGCTGG
Rh63 CCTTGGCTGG
S1 GTAATTTCAGGATGATTTTCAACGCCATCCTTGGTTGG

R15 GAGTTGGTAGGCAAATCTTTAACGCCA
R18 TC-TTGACAGGCAAATCTTTAACGCGATTTTTGGCTGGCTC
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2. melléklet: Kiilonb6z6 jaromsporas gombak részleges FTR1 fehérje szekvencidinak

osszehasonlitaisa CLUSTAL W program segitségével.

Rdel*: Fu és mtsi. (2004) altal k6zolt Rh. oryzae 99-880 (Rh. delemar) torzs megfeleld régioja (EMBL
azonositd: AY3445879)

B1
M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh18
Rh24
Rh28
Rh59
Rh61
Rh60
Rh50
Rdel*
Rh40
Rh42
Rh45
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63
S1
R15
R18

B1
M15
M16
M20
M52
M4
Rh27
Rh48
Rh49
Rh18
Rh24
Rh28
Rh59
Rh61
Rh60
Rh50
Rdel*
Rh40
Rh42
Rh45
Rh58
Rh64
Rh62
Rh63
S1
R15
R18

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLSTERMQEKWK IKLARAMEEKG---QK 1 GFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLDVQAKSIPTAAIMG
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLRTERMQEKWK IKLARAMEEKG---QK 1 GFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLDVQAKSIPTAAIMG
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLRTERMQEKWK IKLARAMEEKG---QK 1 GFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLDVQAKSIPITAAIMG
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLRTERMQEKWKVKLAKTMEEKG---QK 1 GFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLDVQAKSIPIAAIMG
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLRTERMQEKWKVKLAKTMEEKG---QK 1 GFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLDVQAKSIPIAAIMG
EDIWEGCFSLVATIMITVMGLAMLRTERMQEKWKVKLAKTMEQKG---QK 1 GLKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLNVQAKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVATIMITVMG I TMLRTERMQEKWKLKLAKSMENKN-KKQKLGFKAWMQKYSFFFLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLN IAAKS ILLAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EVIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSKKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKLSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPITAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKGKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPTAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--NSEKSSFKEKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPITAAIMG
EDIWEG IFSLVAT IMITVMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKA 1QKD--SQERSSFKEKLQRYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGISGKSIPIAAIMG
EDIWEGAFSLVAVLMITVMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--SEEKSNFKEKMQKYAFFILPFITVLREGLEAVVFVGGVSLGITAKSIPIAAIMG
EDIWEGAFSLVAVLMITVMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--KEEKSNFKEKMQKYAFFILPFITVLRGGLEAVVEVGGVSLGITAKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITVMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--SSEKTTFKDKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITVMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--SSEKTTFKDKLQKYAFFVLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLGIQGKSIPITAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--STEKTGFKEKLQKYALFVLPFVTVLREGLEAVVFIGGVSLGVQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLVAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWKVKLAKAMQKS--STEKTGFKEKLQKYAFFVLPFVTVLREGLEAVVFIGGVSLGVQGKSIPIAAIMG
EDIWEGVFSLIATLMITVMGLAMLRTERMQDKWKFKLAKAMEAK--TMEKKTLSARMQKYAFFLLPFITVLREGLEAVVFVGGVSLDVQAKSIPIATIMG
EDIWEGVFSLIAVIMITVMGLAMLRTERMQEKWK IKLAKAMETDALQRERKTWKVRMQRY SFFVLPFVTVLREGLEAVVFIGGVSLNVQAKSIPTAAIMG
EDIWEGVFSLIAVIMITAMGLAMLKTERMQEKWK IKLAKAMETDALQRDKRTWKVRMQRYSFFLLPFITVLREGLEAVVFIGGVSLNVQAKSIPIAAIMG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

S DU DY PN DN ISR DOV DR D P D U DURN FUNR DOUEN PRI DU DR DU P

FLCGCAVGLVIYRGGSLLQLRRFFIISTIILYLVAAGLMAKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGWE I FNATLGW
FLCGCAVGLVIYRGGSLLQLRWFFEISTIILYLVAAGLMAKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGWE I FNATLGW
FLCGCAVGLVIYRGGSLLQLRWFFIISTIILYLVAAGLMAKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGWE I FNATLGW
FICGCAVGLVIYRGGSLLHLRWFFIISTIILYLVAAGLMAKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGYE I FNATFGW
FICGCAVGLVIYRGGSLLHLRWFFIISTIILYLVAAGLMAKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGYE I FNATFGW
FLCGCAVGLVIYRGGSLLHLRWFFIISTIILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNQV IGGESAD----VISYKMTTAVWHVSWGDPEANTDTNGGWE I FNATFGW
LFCGCIVGY I 1YRGGSLIKLRWFFIISTIILYLVAAGLMSKAVGFLEQNSWNKV IGGEAAEESGS I IGYKVTTAVWHVSWGDPEVNTAENGGWQ IFNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNAT——-
1VCGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLVQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ IFNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVFSTAVLYLVAAGLMARGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVISYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATFGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQSAWNQV IGGEAA----DVIGYRVSIAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGCLVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVVLYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNQV IGGEAA----DVISYRVSTAVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ I FNA-———
1VCGCLVGLLIYRGGKLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMSKGVGYLEQNAWNQVVGGEPA----GVITYRVSTSVWHVSWGDPELNVDTNGGWQ I FNATLGW
ILCGCLVGLLIYRGGKLIHLRWFFVESTVILYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNTVIGGEPS----GVIGYRVSTSVWHVSWGDPEANNDTSGGWQ IFNATLGW
ILCDCLVGVLIYRGGSLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMAKGVGYLEQNAWNNV IGGEPS----GVIGYRVSTSVWHVSWGDPEANTDTSGGWQ I FNATLGW
1 1CGALVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNQV IGGESAEEGGDV IAYKVTTAVWHVSWGDPELNVDTNGGWQ EFNATLGW
1 1CGALVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNQV IGGESAEEGGDV IAYKVTTAVWHVSWGDPELNVDTNGGWQ IEFNATLGW
1 1CGALVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNQV IGGEVAEEGGDV ISYKVTTAVWHVSWGNPELN I SANGGWQ IEFNATLGW
1 1CGALVGFLIYRGGSLIQLRWFFVESTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNQV IGGEVAEEGGDV ISYKVTTAVWHVSWGNPELN I SANGGWQ I FNATLGW
FICGCLVGFLIYRGGHMIALRWFFIFST I ILYLVAAGLMSKAVGYFEQNAWNNV IGGEPS—---GVISYRYSTSIWHVSWGDPELQTSTNGGWMIFNATLGW
FICGCLVGFITYRGGSMLKLRFFFIFSTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQYAWNQV IGGEAAEEGGDVITYKVTTAVWHVSWGDPELNVDTNGGWQ I FNA-———
FICGCLVGFITYRGGSMLKLRFFFIFSTVILYLVAAGLMSKAVGYFEQYAWNQV IGGEAAEEGGDV IAYKVTTAVWHVSWGDPELNVDTNGGWQ I FNATFGW
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3. melléklet: A R. miehei ftrl gén kodonhasznalata.

Az ftr a oszlop az adott kodon aranyat mutatja az aminosavat kodold szinonim kodonokhoz viszonyitva, mig
az ftr b oszlopban az adott kodon 0sszes el6fordulasa olvashat6 a génben.

Kodon

TTT
TTC
TTA
TTG

CTT
CTC
CTA
CTG

ATT
ATC
ATA
ATG

GTT
GTC
GTA
GTG

TCT
TCC
TCA
TCG

CCT
CCC
CCA
CCG

ACT
ACC
ACA
ACG

GCT
GCC
GCA
GCG

Aminosav

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu

Leu

Ile

Ile

Ile
Met

Val
Val
Val
Val

Ser
Ser
Ser
Ser

Pro
Pro
Pro

Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala
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36 %
64 %
3%
31 %

21 %
24 %
10 %
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56 %
41 %
3%
100 %

31 %
62 %
5%
2%

27 %
53%
0%
7%

17 %
33%
17 %
33%

24 %
24 %
43 %
9%

46 %
30 %
24 %
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24
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Kodon

TAT
TAC
TAA
TAG

CAT
CAC
CAA
CAG

AAT
AAC
AAA
AAG

GAT
GAC
GAA
GAG

TGT
TGC
TGA
TGG

CGT
CGC
CGA
CGG

AGT
AGC
AGA
AGG

GGT
GGC
GGA
GGG

Aminosav

Tyr
Tyr

His
His
Gln
GIn

Asn
Asn
Lys
Lys

Asp
Asp
Glu
Glu

Cys
Cys

Trp

Arg
Arg
Arg
Arg

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly
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8%
92 %
100 %
0%

0%
100 %
73 %
27 %

33%
67 %
28 %
72 %

50 %
50 %
85 %
15 %

80 %
20 %
0%
100 %

29 %
47 %
24 %
0%

7%
7%
0%
0%

74 %
9%
15 %
3%

O =

W ool —| O

15

23

S| B0 W
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4. melléklet: A R. pusillus ftrl gén kodonhasznalata.

Az ftr a oszlop az adott kodon aranyat mutatja az aminosavat kodold szinonim kodonokhoz viszonyitva, mig
az ftr b oszlopban az adott kodon 0sszes el6fordulasa olvashat6 a génben.

Kodon

TTT
TTC
TTA
TTG

CTT
CTC
CTA
CTG

ATT
ATC
ATA
ATG

GTT
GTC
GTA
GTG

TCT
TCC
TCA
TCG

CCT
CCC
CCA
CCG

ACT
ACC
ACA
ACG

GCT
GCC
GCA
GCG

Aminosav

Phe
Phe
Leu

Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

Ile

Ile

Ile
Met

Val
Val
Val
Val

Ser
Ser
Ser

Ser

Pro
Pro
Pro
Pro

Thr
Thr
Thr
Thr

Ala
Ala
Ala
Ala
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21 %
79 %
3%
23 %

16 %
35%
10 %
13 %

48,5%
48,5%
3%
100 %

23 %
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9%
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16 %
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5%
5%

33%
17 %
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33%

47 %

29,5%
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Kodon

TAT
TAC
TAA
TAG

CAT
CAC
CAA
CAG

AAT
AAC
AAA
AAG

GAT
GAC
GAA
GAG

TGT
TGC
TGA
TGG

CGT
CGC
CGA
CGG

AGT
AGC
AGA
AGG

GGT
GGC
GGA
GGG

Aminosav

Tyr
Tyr

His
His
Gln
Gln

Asn
Asn
Lys
Lys

Asp
Asp
Glu
Glu

Cys
Cys

Trp

Arg
Arg
Arg
Arg

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly

Y
Y
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9%
91 %
100 %
0 %
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50 %
75 %
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83 %
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39%
92 %
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40 %
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12 %
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5%
16 %
12 %
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