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Az elért eredmények rovid ismertetése (T37471)

biolégiailag fontos izoprenoid szarmazékokéval. Ezen elsé szakasz kulcs

intermedierje a 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A. A bioszintetikus Ut “nem-

karotenoid specifikus” szakasza a geranilgeranil pirofoszfat kialakulasaval zarul. A

bioszintetikus Ut “karotenoid specifikus” szakaszaban két molekula GGPP-bél fitoén

(szintelen karotenoid), majd négy lépésben (dehidrogénezések) likopén keletkezik. Ez

két ciklizacios lépésben alakul b-karoténné. Az astaxathint termelé élesztok esetében

a karotenoid specifikus reakciout végterméke az astaxanthin (3,3’-dihidroxy-RB,R-

carotene-4,4’-dione): astaxanthin adja a teljes pigmenttartalom 83-87%-at; a tobbi

szinanyagbol joval kevesebb van jelen.

A lazacok izomzataban felhalmozott rézsaszinii astaxanthin tengeri algakbdl
szarmazik. A mesterségesen nevelt lazacok takarmany kiegészitéjeként alkalmazott
pigmenthez azonban az élelmiszeripar és a gyogyszeripar is nagy remenyeket fiiz. Az
ipari szintii astaxanthin termelés kozil egy ideje a legigéretesebbnek a Phaffia
rhodozyma élesztégomba tiinik, amellyel a remények szerint az ipari szinti
fermentécids astaxanthin termelés is kivitelezhet6. A kutatdsi program ceélja a P.
rhodozyma astaxanthin termeléssel 0sszefliggé fiziologiai és genetikai vizsgalata,
tovabbad genetikai alloményanak lehet6ség szerinti olyan megvaltoztatidsa, amely
kedvez6 iranyba befolydsolja az astaxanthin termelést. A kozben elért kutatasi
eredmények egyértelmiivé tették, hogy az astaxathin termelé éleszték izolatumai két,
egymashoz kozel allé6 fajba tartoznak: ez a két faj a Phaffia rhodozyma és a
Xanthophyllomyces dendrorhous.

A kutatasi program vallalasai:

1. Auxotréf mutdnsok és légzésdeficiens mutansok eldallitasa.

2. Az astaxanthin bioszintézisben valtozott haploid szinmutansok eléallitasa, beleértve
a hiperproduktiv szinmutansokat is.

3. Analitikai mddszerek kidolgozasa az astaxanthin termelés vizsgalatara.

4. Megvaltozott ploiditasu torzsek létrehozasa elsésorban az altalunk kidolgozott
protoplasztfizios és transzformécios eljarasokkal. Az astaxanthin termelés
fokozésa: hiperproduktiv torzsek és tenyésztesi koriilmények vizsgalata.

5. A 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaz gen klonozasa
Phaffia rhodozyma-bol.

A munkatervnek megfeleléen a feladatok mindegyikében sikerult eredményeket
elérni.

1.-2.: Létrehoztunk egy, mintegy tucatnyi (kulénbdz6 helyrél és szubsztratrdl)
szarmazo vad tipust Phaffia rhodozyma izolatumot magaba foglalo gyiijteményt.

- Ezek segitségével szamos Kkisérletet végeztink a mutagénkezeléshez, a
torzsfenntartashoz és tenyésztéshez szilkseges optimalis feltételek meghatarozasara.

- Kisérleteinkbol kiderllt, hogy Phaffia auxotr6f mutansok létrehozasa a %0co-
besugarzassal a leghatékonyabb. Az optimalizalt kiserleti korilményeket (1241
Gray/h, 3.5h) hasznaltuk fel egy auxotr6f mutanspark létrehozasara. A kisérletek
eredményeként izolalt és fenntartott stabil auxotrofia mutansok adenin, arginin,
izoleucin, leucin, és metionin igényes torzsek.

- A Kkisérleteinkbél kiderllt, hogy légzésdeficiens mutansok spontan is jelentés
ardnyban (>1%) létrejonnek, kémiai mutagénkezelésre is megjelentek, bizonyitvan,
hogy a P. rhodozyma a ritka el6fordulasu petite-pozitiv fajok kdzé tartozik. A kémiai
mutagének kozll elsésorban az etidium bromiddal végrehajtott kisérletek voltak
eredményesek, de jé hatasfokinak bizonyult az etilmetanszulfonat is.
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- Az astaxanthin bioszintézisben megvaltozott haploid szinmutansok eldallitésa,
beleértve a hiperproduktiv szinmmutansokat is, a project egyik legfontosabb célja
volt. Mind fizikai (UV- és y-sugarzas), mind kémiai (N-metil-N’-nitro-N-
nitrosoguanidin  (NTG)) mutagen indukcioval sikerult létrehozni  stabil
szinmuténsokat. Ilyen szinmutansokat mind az eredeti vad tipust torzsekbol, mind
egyes auxotrof mutansokbol (stabil kettés jeldles) l1étrehoztunk.

A P. rhodozyma az astaxanthint az acetat-mevalonat bioszintetikus folyamatsor
folytatasaként  p-karotin  intermedieren  keresztil szintetizalja.  Kisérleteink
eredmeényeként, a bioszintetikus Gt kilonb6zé pontjan  blokkolt  (serdilt)
szinmutansokat sikertilt izolalnunk, a hofehértél a teglavorosig. Egyes esetekben (pl.
B-karotin felhalmozddas) a végtermék konnyen azonosithatdé, méas esetekben (pl.
likopin) valoszinasitheto, illetve analitikai eljarasokkal (lasd késobb) tisztazhato.

Ismételt mutéltatds és célzott szelekcio révén olyan mutansokhoz is jutottunk,
amelyek asztaxantint (a Kkiindulasi vad torzsh6z képest) jelentés mértékben
taltermelik.

Osszefoglalva a palyazati idészak végére igen nagyszamu szinmutanst,
rezisztenciamutanst és auxotrof mutanst Allitottunk elé6 (a jelenleg fenntartott
markerezett torzsek szama mar joval 100 feletti) mindkét élesztéfajbol (P. rhodozyma,
X. dendrorhous). Rendelkezink tobb, stabil kettds jeloléssel rendelkezé muténssal is
(ktlénb6z6 marker-kombinacidkban; pl. szin- és auxotrofia mutacid). Az OTKA
projektiink keretében eldallitott muntansparkot integraltuk az SZMC (Szeged
Microbiological Collection) térzsgytijteménybe. Vazlatos attekintéskent:

0 Légzésdeficiens mutansokat a P. rhodozyma CBS 5905 torzshél izolaltunk (a P.
rhodozyma petite-pozitiv).
0 Benomyl rezisztens mutansokat a P. rhodozyma CBS 5905 és a X. dendrorhous

CBS 5908, CBS 6938, ATCC 24203 és ATCC 24229 tdrzsekbél izolaltunk.

o0 Cikloheximid rezisztens mutanst az ATCC 24229 t6rzsbol izoléltunk.
0 Auxotrof mutansokat az ATCC 24203 és ATCC 24229 torzsekbdl izolaltunk.
0 Szinmutansokat a P. rhodozyma CBS 5905 és a X. dendrorhous CBS 5908, CBS

6938, ATCC 24203 és ATCC 24229 torzsekbdl izolaltunk.

A PTE, TTK, Altalanos és Kornyezetmikrobiologiai — Tanszékével
egyuttmikodésben a kulénb6zé szinmutansok, hiperproducerek és vad tipusd szil6i
torzseik oxidativ stressztiiré képességét vizsgalo kisérleteket is folytattunk. Ezekre az
eredményekre alapozva olyan szelekcios rendszereket is elképzelhetok, amelyek
mutagenezist kdveté hatékonyabb szelekcid révén megndvekedett pigment tartalma
torzsek izolalasat biztositjak.

Vizsgéltuk a karotenoid profiljukban megvaltozott torzsek sajatossagait. A

homérséklet kulondsen kritikus tényez6 a Phaffia/Xanthophyllomyces esetében
tekintettel a alacsony (18-20°C) ndvekedési hémérsékleti optimumra. In vivo EPR
kisérletekkel meghataroztuk, hogy kulénb6z6 karotenoidok beépilése, aranya,
lokalizécidja és stabilitasa hogyan befolyasolja membran dinamikajat (Blasko és mtsi
2006).
3. A kutatasi program egyik vallalasaként terveztik Uj analitikai eljards kidolgozasat a
megtermel6d6 szinanyag mennyiségének és minéségenek vizsgalatara. Itt elsésorban
nem a gyors ,elésziirésre” alkalmazhaté metodikakrol (vékonyréteg kromatogréfia,
spektrofotometria) van sz0, hanem egy, a szinanyag tartalom pontos merését biztosito
eljarasrol. Ennek megfeleléen befejez6dott egy 0 mérési mddszer kidolgozasa
(Bartok es mtsi 2006), amely a tdmegspektrometria és a HPLC analitikai modszerek
kombinécidjaval az eddigieknél sokkal megbizhatébb informacioval szolgél a vizsgalt
torzsek szinanyag tartalmarol.



4. A protoplaszt faziés Kisérletek részeként megtértent a Phaffia és
Xanthophyllomyces torzsek protoplasztképzésenek optimalizalasa. Ezt kdvetéen
protoplaszt fuzids kisérleteket végeztink két Xanthophyllomyces sziléi térzsbol
(ATCC 24203 és ATCC 24229) izolalt kulonb6zé6 markerezettsegti mutansokkal
(ebbsl a két torzsbol tobbféle, a fazids hibridek szelekcidjat biztositdé auxotrof
mutanst izolaltunk). Kulonb6z6 fazios kisérletekbdl tobb hibridet is izolaltunk,
tisztitottunk, stabilitasukat ellenériztiik. Egyes hibridek a tobbszori ellenérzé
passzalas utan is szegregaltak, azonban tdbb ellen6rzott stabil fuzids hibridet is
nyertlink. Alabbiakban lathat6 egy véazlatos attekintés a jelenleg fenntartott
Xanthophyllomyces fuzios hibridekrol:

faziok fenntartott hibridek szama
ATCC 24229 arg- x ATCC 24229 met- 19
ATCC 24229 arg- x ATCC 24203 arg- 3
ATCC 24229 met- x ATCC 24203 arg- 2
ATCC 24203 arg- x ATCC 24203 lys- 5
ATCC 24203 ade- x ATCC 24203 lys- 10

A fuzidés hibridek egy részével elektroforetikus kariotipizalasi kisérleteket
végeztink, amikor is a szul6i és a hibrid térzsek kromoszémalis allomanyanak
(kromoszoma mobilitasi csoportok szdma, kromoszomalis DNS molekuldk mérete,
becsllt genommeéret) 6sszehasonlitod elemzésével is igazolni tudtuk a fuzids esemény
lejatszodasat. Az eddigi analizalt hibridek szinanyag tartalmanak elemzése ritk&n
mutatta az astaxanthin tartalom jelent6s névekedését, annak ellenére, hogy a PFGE
elemzés sokszor igen jelentés eltérést tart fel a sziléi torzsekkel valod
0sszehasonlitasban.

A palyazatban altalanos célként szerepel astaxanthin termelésben megvaltozott
torzsek izolalasa. Ilyen torzsek létrehozasara tovabbi lehetéseg a transzformacio,
illetve mutagenezist koveto szelekcid. Kisérleteket folytatunk mind P. rhodozyma,
mind X. dendrorhous eseteben egy A. tumefaciens Ti-plazmidjan alapuld
transzforméacios rendszer kidolgozasaval, tekintetttel arra, hogy ezt a megkdzelitést
egy mas gombacsoportra sikeresen alkalmaztuk (Nyilasi és mtsi 2003, 2005). Itt
tovabb kisérletekre van még sziikség. Sikeres volt ugyanakkor a mutagenezissel
torténd hiperproducer térzsek eléallitasa. Kombinalt mutagenezissel (UV, y-sugarzas,
kémiai mutagenezis) és tobbszori szelekcids ciklusok kombinalasaval tobb tultermel6
torzset hoztunk létre, amelyek az eredeti szil6i torzs szinanyagtermeléset jelentésen
meghaladjdk (Takoé és mtsi 2005; Palagyi és mtsi 2006). Ezekkel stabilitasi
vizsgalatokat végeztink, illetve a pigment profil meghatarozasa tértént meg.

. Teljes karotenoid Asztaxantin Asztaxantin /
Torzs 1 oz , oz . : ;
(ng g-1 szarazsuly) (ug gL szérazuly) teljes karotenoid
CBS 6938 260 98 0.377
CBS 6938/S1 226 87 0.385
CBS 6938/S2 269 104 0.387
CBS 6938/S66 501 53 0.106
ATCC 24203 258 65 0.252
ATCC 24203/S33 827 58 0.070
ATCC 24229 177 41 0.232
ATCC 24229/S111 623 161 0.258
ATCC 24229/5119 756 274 0.362
ATCC 24229/5121 324 29 0.089

Az altalunk létrehozott tultermel6 torzsek pigment profiljanak vizsgalata
feltarta, hogy a teljes pigment tartalom névekedése nem jart minden esetben egyutt az



astaxanthin tartalom novekedésével. Ugyanakkor, sikerilt olyan torzset is
letrehoznunk, ahol az astaxanthin tartalom 6.7-szeresre emelkedett (X. dendrorhous
ATCC 24229/S119; 274 ng g szarazsaly) (Palagyi és mtsi 2006).

Szamos  kisérletet végeztiink, az astaxanthin termelés tenyésztesi
korilményeinek vizsgalataval kapcsolatban is. Egyebek mellett tanulmanyoztuk
kilénb6z6 alkoholok és természetes eredetii olajok jelenlétének a karotenoid
szintézisre gyakorolt hatasat. Ellentétben a vizsgalt alkoholokkal, megvizsgalt kozel
12 kilénbdzo természetes olajtermék esetében talaltunk olyat (pl. palmaolaj), amely
jelentés mértekben néveli a megtermelt szinanyag mennyisegét (Lukacs és mtsi 2005,
Vagvolgyi és mtsi 2005).

Lényeges volt, hogy egyértelmiien tisztazzuk, a ,,Phaffia rhodozyma” néven
fenntartott izoldtumok valdéban egy fajba tartoznak e. Ennek érdekeében a
rendelkezésiinkre allé térzsekkel RAPD analizist végeztiink. A RAPD analizis alapjan
vegzett csoportelemzés korreléciét talélt a vizsgalt izolatumok egyes RAPD markerei
és genommeretbeli eltérése, illetve bioldgiai sajatossagai (pl. 6nsporazasi képesség,
azaz feltételezhet6 homothallia) kozott (Palagyi és mtsi 2004). Az eredmények
alapjan egyértelmtien megallapithatd, hopgy két astaxanthin termelé élesztégomba
fajrol van sz6, amelyek kozil az egyik elfogadva (a homothallikus) a Phaffia
rhodozyma, a masik a (Golubev altal javasolt névvel) Xanthophyllomyces
dendrorhous. Tekintettel arra, hogy mindkét faj asthaxanthint termel dominans
pigmentként a genetikai vizsgalatokat is mindkét fajhoz tartozo izolatumokkal
folytattuk.

5. A P. rhodozyma 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaz
gén Kklonozéasaval kapcsolatos kisérleteket is megkezdtiik, amelynek eredményeként
mar rendelkeziink a gen részleges szekvenciajaval. Itt a teljes génszekvenciavalimég
nem rendelkezlink: a munkat jelentésen neheziti, hogy az ismert HMG-CoA reduktaz
gének mindegyikeben a szekvencia nagyobb részét erételjesen variabilis, egymassal
értékelheté homologiat nem mutatd régidk teszik ki. Ennek ellenére sikerilt egy
viszonylag konzervativabb régio szekvencidjat a P. rhodozyma CBS 5908 torzshél
meghataroznuk (a szekvenciat depozitaltuk (EMBL submission DS[61987]). Jelenleg
az un. inverz PCR eljarast probalkozunk a gén tovabbi részeinek felderitésével.

A HMG-CoA reduktdz gennel kapcsolatos kisérleteket azonban maés
megkdzelitéssel is folytattunk. Kutatdsaink eredményeként klonoztuk ezt a gént a
Rhizomucor miehei ATTC 46344 torzsbol (Lukdcs és mtsai 2003). Széamos
struktargen (pl. orotidin-5- monofoszfat dekarboxilaz, glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogendaz) esetében végzett filogenetikai elemzés azt a meglep6 eredményt hozta,
hogy a jaromspords gombak a tébbi gombacsoport koziil a bazidiumos gombakhoz
alltak a legkozelebb. Ezen eredmények alapjan amennyiben megfelel
transzformacios rendszer rendelkezésre all, megkisérelheté a R. miehei HMG-CoA
reduktaz génjével torténd Phaffia transzformacio.

6./ A projekt kisérleti munkajanak eredményeként Kkiderilt, hogy a P.
rhodozyma és a X. dendrorhous képes adszorbealni és lebontani az ochratoxin A-t
(Péteri és mtsi 2006). Vizsgalataink szerint a lebontasanak terméke a (biologiailag
nem aktiv) ochratoxin o. Feltételezhetd, hogy a folyamatban egy carboxipeptidaz
tipusu enzim jatszik szerepet. Kisérleti eredményeink szerint ez feltehetéen egy
metalloproteaz, hasonld a karboxipeptiddz A-hoz. Az enzim hémérsékleti optimuma
30°C, amely joval a P. rhodozyma ndvekedésének optimuma (18-20°C) felett van.
Eddigi vizsgalataink szerint az enzim sejthez kotott. Ebben az irdnyban jelenleg is
folynak a kisérleteink.



Osszefoglalva elmondhatd, hogy a munkatervben vallalt kisérleti feladatok
Ienyegeében sikerlt teljesiteni. Az eredmények egy részének publikalasa azonban még
nem tortént meg. Ennek csuszasaban sajnos meghatarozo szerepet jatszik, hogy 2004.
marciusaban hosszu betegeskedest kovetéen elhunyt Dr. Ferenczy Lajos Professzor
Ur, a projekt témavezetdje. Betegségének idészaka és halala minden eréfeszités
ellenére torést okozott a normalis munkamenetben. A témavezetést az utolso évre
vehettem at, amely idészakban érthet6 mddon elsésorban a Kkisérleti munka
folyamatossagat kellett biztositani, de minden laboreredmény kézirattd torténo
feldolgozésa elhuzaédik.

Szeged, 2006. februar 25.
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