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1. Irodalmi beveztés
1.1. Jaromsporas gombakrdl altalaban
A jaromsporas gombdk torzse (Mucoromycota) magéaba foglalja a szarazfoldi gombak
els6é nagy csoportjat, mely a Mucoromycotina, a Mortierellomycotina és Glomeromycotina
altorzsekre oszlik (Spatafora és mtsai. 2016) (1. abra).
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1. abra A gombak fébb rendszertani csoportjai (Walther és mtsai., 2019).

A jaromsporas gombak neviiket jellegzetes, ivaros szaporitd képletiikrdl, a
jaromsporardl kaptak (2. abra). A Mucorales rend a jaromsporas gombak legjelentdsebb és
legnagyobb fajszammal rendelkez6 rendje, emiatt sokszor az egész osztalyt a Mucorales
ismertetdjegyei alapjan jellemzik. A Mucorales rend tagjai nagymértéki, intenziv, conocitikus

hifaképzésre képesek.

2. abra. A M. lusitanicus zigosporainak fénymikroszkopos képe. Méretskala: 200 um.

A csoportba sorolhaté fajok tilnyomorészt heterotallikusak és €letciklusok soran nem

igénylik a viz jelenlétét. A Mucorales rendrdl emellett elmondhato, hogy fajok nagyrésze



szaprofita, illetve kozmopolita. A magas ozmotikus nyomast jol tiirik, tovabba hémérsékleti
optimumuk is széles hatarok kozott mozog. Termofil €s pszichrofil életmo6di fajok is tartoznak
kozéjiik. A rendbe tartozo fajokat gyakran felhasznaljak az ipar kiilonb6z6 teriiletein, azonban

megtalalhatoak kozottiik allat és human patogének fajok is.

1.2. Jaromsporas gombak virulencidja

A Mucorales rendbe tartozd fajok kozott opportunista huméanpatogén fajok is
el6fordulnak (Hibbett és mtsai. 2007; Arnesen és mtsai. 2018; Walther és mtsai. 2019;
Naranjo-Ortiz és Gabaldon 2019; Wagner és mtsai. 2020), melyek az ugynevezett
mucormikoézist (,,fekete gomba fertézés”) képesek kivaltani az arra fogékony betegekben. A
mucormikézis ritka betegségnek szamit, azonban az elmult években az esetek szama
szignifikansan megemelkedett. A candidiazis és az aspergillozis utan a mucormikoézis a
harmadik leggyakoribb invaziv mikozis (Tahiri és mtsai 2023). 2022-ben a WHO a Mucorales
rendbe tartozé gombakat kiemelt fontossagu korokozocsoportta nyilvanitotta, és szorgalmazza
ezen gombacsoport kutatdsat és a kozegészségligyi intézkedések javitasat (Fisher és Denning
2023). Manapsag mar a vilag minden tajarol jelentenek eseteket, mindazonaltal epidemiologial
kiilonbségek fedezhetoek fel a fejlett és fejlodo orszagok kozott. A fejlett orszagokban a
betegség foként hematologiai rosszindulati daganatokban szenveddknél gyakori, mig fejlodo
orszagokban, példaul Indiaban, jellemzObb a mucormikoézis elsdsorban kezeletlen diabetes

mellitus-al rendelkez6 betegnél (Wagner és mtsai. 2019, Baberwal és mtsai. 2022)

1.3. Antifungalis szerek csoportjai és azok hatismechanizmusa

A 8 gombaellenes gyogyszerek jelenleg 6t kiilonb6z6 hatéanyagra épiilnek:
echinocandinok, azolok, poliének, allilaminok és pirimidin analogok (Cowen és mtsai. 2015).
Az echinocandinok, mint példaul a caspofungin, mikafungin és anidulafungin, a gomba
sejtfalanak egyik meghataroz6 komponensének szintézisét gatoljak, az 1,3-B-D-gliikanét. Az
azolok - flukonazol, izavukonazol, vorikonazol és pozakonazol - a lanoszterol 14 alfa-demetilaz
inhibitoraként hasznalhatoak fel. A poliének, melyek koziil az amfotericin B a legelterjedtebb,
a sejtmembran alkotorészét, az ergoszterolt kotik meg. Az allilaminok koziil csak a terbinafint
hasznaljak gombafertdzés ellen, mint szkvalén-monooxigendz gatl6. A pirimidin analogok
timidilat-szintdz inhibitorként alkalmazhatoak, ilyen f& gombaellenes szer a flucitozin
(Muszewska és mtsai 2014).

A mucormycosis kezelésére az amphotericin B lipid formulait hasznaljak, mig kisegitd

vagy masnéven mentdterapiaként két triazolt, a posakonazolt és az izavukonazolt alkalmazzak.



Azonban a jaromspdras gombak eredendden rezisztensek a legtobb gombaellenes szerrel

szemben, beleértve az azolokat is.

1.4. Az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia kialakulasanak a hattere

Az azolok hatasa az ergoszterol bioszintézis gatlasan alapul. Az ergoszterin a gombak
sejtmembranjanak a legfontosabb szterin Osszetevdje. Az azolok hatasukat a lanoszterol 14
alfa-demetilaz (Ergll) gatlasan keresztiil fejtik ki. Az Ergll gatlasanak hatasara 14a-
metilergoszta-8,24-dienol képzddik, mely a sejt szamara toxikus. Az azolokkal szembeni
rezisztencia hatterében gyakran az ergll génben tortént pontmutaciok a felelések, melyek az
enzim csokkent affinitasat okozzak az azolokkal szemben (Caramalho és mtsai. 2017).
Tovabba az ergll gén talmikodése is az azolokkal szembeni rezisztencia kialakulasat
eredményezi (Marichal és Bossche 1995; Morschhauser 2009). Ugyanakkor alternativ szterin
bioszintetikus Gtvonalak megléte is eldsegitheti az egyes gombaellenes szerekkel szembeni
rezisztencia kialakulasat. Bauer és munkatarsai kimutattak (2023), hogy a Mucor lusitanicus
esetében az erg6b gén fontos szerepet tolt be az azolokkal szembeni rezisztenciaban. A gomba
genomja 3 erg6 gént kodol, azonban az erg6b kititését kovetden alternativ szterin bioszintézis
utvonalak nyilnak, melyek végén olyan szterin szdrmazékok képzddnek, melyek stabilan
képesek beépiilni a gomba sejtmembranjaba (3. dbra).
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3. abra. A M. lusitanicus ergoszterin bioszintézis utvonala. A folytonos vonalak mutatjak
a 6 bioszintézis utvonalat, mig a szaggatott vonalak mutatjak az alternativ titvonalakat

az azol kezelés és/vagy ergéb gén kiiitését kovetden (Bauer és mtsai. 2023).



Az eredmények tovabba azt mutattak, hogy az azolok az Ergl 1 mellett az Erg6 miikodését
is gatoljak. A rezisztencidt befolyasoljak tovabba a sejtmembrana integralddott aktiv efflux
pumpak is, melyek a sejt szamara toxikus anyagokat az extracellularis térbe juttatjak (Cowen
és mtsai. 2015; Perlin és mtsai. 2017, Rybak és mtsai. 2019; Nywening és mtsai. 2020). Az
efflux pumpaknak két csoportjat kiilonboztethetjiik meg, az ABC transzportereket és az MFS
transzportereket. Az ABC transzporterek az elsédleges szallitok, az ATP nagy energiaja
foszfatkotésének hasitdsabol nyerik az energiat. Az MFS transzporterek ezzel szemben
masodlagos transzportereknek szdmitanak, melyek az elektrokémiai proton gradienst
hasznaljak ki a plazmamembranon keresztiili anyagmozgatashoz (Cannon és mtsai. 2009).

Az antifungdlis rezisztencia hatterében allhat még kiilonb6zd transzkripcids faktorok
aktivitasa is (PDREs, Zn.Cyss, AtrR), melyek képesek az efflux pumpak és/vagy az ergoszterin
bioszintézisben szerepet jatszo géneket szabalyozni (Hagiwara és mtsai. 2017; Cavalheiro és

mtsai. 2018; Vu és mtsai. 2019; Rybak és mtsai. 2019).

1.5. Extracellularis vezikulak

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) lipid kettds réteggel koriilhatarolt részecskék,
amelyeket minden bioldgiai organizmus termel (Deatherage és mtsai 2012., Witwer és mtsai
2019.) Az els6 gomba altal termelt EV-t 2005-ben irtak le (Rodrigues és mtsai 2007), és azbta
szamos kiilonbozo fajban, akéar patogén, akar nem patogén fajokban, megtalaltak dket (Rizzo és
mtsai 2020). Az eml6sok esetében az EV-k részt vesznek az intracellularis jelatvitelben, illetve
a szervezeten beliilli kommunikacioban (Shopova és mtsai 2020, Xu és mtsai 2018), ezért
valdsziniisitették, hogy a gomba EV-k is kiilonféle bioldgiai folyamatban vesznek részt
(Rodrigues és mtsai 2008). A gombakban az EV-knek szerepe van a gombak patofiziologiai
folyamataiban, mint példaul a biofilm képzO6dés vagy az antifugilis szerekkel szembeni
rezisztencia (Leone és mtsai 2018, Zarnowski és mtsai 2018).

A gombak altal termelt EV-k kiilonb6z6 komponenseket tartalmaznak, példaul
fehérjéket, pigmenteket, lipideket, poliszacharidokat és nukleinsavakat (Eisenman és mtsai
2009, Da Silva és mtsai 2015, Rodrigues és mtsai 2008, Rodrigues és mtsai 2007, Nimrichter
és mtsai 2016, Vallejo és mtsai 2011, Vargas és mtsai. 2015, Rizzo és mtsai. 2020), melyek
koziil némelyik fajspecifikus, de vannak fajok kozott konzervaltak is (Nimrichter és mtsai
2016) (4. abra).
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4. abra. Egy extracellularis vezikula szerkezetének ¢és a fébb alkotdinak sematikus abraja

(Rizzo és mtsai. 2020).

A gomba EV-k biogenezisér6l viszonylag még mindig keveset tudunk, de az biztos,
hogy a folyamat soran fontos szerepe van az ESCRT (endosomal sorting complex required for
transport) komplexnek. Ez egy 6t alegységbdl allo komplex, melynek komponensei egymassal
szoros Osszefliggésben ¢és munkamegosztasban dolgoznak. Az ESCRT komplex tobb
folyamatban is részt vesz, példaul a MVB-k (multivezikularis test) altal generalt vezikulumok
felszabaditasaban, vagy a citokinézis végén a leanysejtek szétvalasztasaban (Schmidt és misai
2012). Az ESCRT funkciojat biztositd gének delécidja esetén csokkent az EV termelés
(Zarnowski és mtsai 2018), illetve az ESCRT utvonalhoz tartozd egyéb gének delécidja is
hibakat okozott az EV-k virulencia faktorainak szallitasaban (Park és mtsai 2020, Godinho és
mtsai 2014, Hu és mtsai 2013, Hu és mtsai 2015). A GRASP (Golgi reassembly and stacking
protein) egy szekrécié szabalyozo fehérje, amely szintén hozzajarul a vezikulak termeléséhez.
Cryptococcus neoformans-ban vizsgalva a graspd mutans torzs példaul méretbeli
kiilonbségeket mutatott, a vad tipushoz képest kisebb EV-ket termelt, tovabba az extracellularis
vezikulak eltéré RNS-6sszetétellel rendelkeztek és gyengébb virulenciat is mutattak (da Silva
és mtsai 2018).

A gombakbdl izolalt EV-k virulencia faktorokat, erésen immunogén alkotoelemeket
tartalmaznak, amelyek kozvetlenil elésegitik a koros folyamatok kialakuldsat a fertdzott
egyedekben. In vitro vizsgalatokban az EV-k képesek voltak a makrofagokat és a dendritikus
sejteket is aktivalni (Da Silva és mtsai 2016, Vargas és mtsai 2015, Zamith-Miranda és mtsai
2018). Ennél fogva a legtijabb tanulmanyokban arra utalnak, hogy az extracellularis vezikulak

Uj alternativat jelenthetnek a gombas megbetegedések kezelésében, példaul a vakcina fejlesztés



altal (Colombo és mtsai 2019, Joffe és mtsai 2016, Nimrichter és mtsai 2016, Rizzo és mtsai
2017, Rodrigues és mtsai 2014).

Az extracellularis vezikuldkbdl eredé gyogyszerrezisztencia egyre kutatottabb teriilet,
de patogén gombakkal kapcsolatban még kevés informacioval rendelkeziink (Chan és mtsai
2022). Egyeldre csak néhany tanulmanyban irtak le gomba EV-k altal kozvetitett antifungalis
rezisztenciat, amelyekben feltartak, hogy a Candida albicans és a Saccharomyces cerevisiae
altal termelt EV-k védelmet nytjtottak a sejteknek a flukonazol és a caspofungin hatdsai ellen
(Zarnowski és mtsai 2018, Zhao és mtsai 2019). Kimutattdk, hogy az S. cerevisiae
extracellularis vezikulai kiillonb6zd sejtfal modositdé enzimeket tartalmaztak, amely altal a
sejtek kompenzalni tudtak az (1,3)-B-D-gliikan szintaz gatlasat a caspofungin kezelés soran
(Zhao és mtsai 2019). Tovabba az EV-knek hatdsa van a poliénekkel szembeni rezisztenciaban
is. Candida auris esetén, a polién rezisztens torzsbdl szarmazo EV-k képesek voltak novelni az

érzékeny torzs amfotericin B-vel szembeni minimalis gatlo koncentracidt (Chan és mtsai.

2022).

1.6. Szeptinek szerepe

A szeptinek a GTP-koto fehérjék csaladjaba tartoznak, amelyekr6l elészor S. cerevisiae-
ben irtak le, hogy részt vesznek a sejt citokinézisében (Hartwell 1971). Tovabba szamtalan
eukaridta sejtben miikodnek és létfontossag feladatokat latnak el (Hartwell 1971, Chao és
mtsai 2014, Marquardt és mtsai 2019). A citokinézisben valo szereplikon tul, a legajabb
kutatasokban, 1) funkcidjukat is felfedezték, mint példaul a sejtciklus szabalyozas, exocitdzis,
térbeli kompartmentalizacio, és diffuzios gat (Fung és mtsai 2014, Momany és mtsai 2017).
Azonban a patogén gombakban valé megjelenésiik és feladatuk tovabbra sem teljesen tisztazott,
de egyre tobb kutatas mutatta ki, hogy nem elhanyagolhatd szerepiik van ndvény és human
patogén fajokban egyarant (Bridges és mtsai 2014, Khan és mtsai 2015).

Azok a szeptinek, melyekr6l kimutattak, hogy hetero-oligomer komplexet alkotnak,
gyakran core szeptinnek is nevezik és a S. cerevisiae-ben azonositott Cdc3, Cdc10, Cdcl1 és
Cdc12 ortologjai (Hartwell 1971). A core szeptineken kiviil néhany fonalas gomba és protista
,hem core” szeptinekkel is rendelkezik.

A szeptinek tartalmaznak egy N-terminalis polibazikus domént, amely a
foszfoinozitidokhoz ktddik a plazmamembranban (Casamayor és Snyder 2003; Leipe és mtsai.
2002), amelyet egy GTP-ko6té domén és egy a szeptinekre jellemzé egyedi domén kovet, amely

megkiilonbozteti a szeptineket mas P-hurkot tartalmazé GTPéazoktol (Pan és mtsai. 2007;



Versele és Thorner 2004). A szeptinek C-terminalisan egy ,,coiled-coil” domén talalhatd
(Casamayor & Snyder, 2003; Pan et al., 2007), mely lehet6vé teszi, hogy a szeptinek magasabb
rendii strukturakat, példaul rudakat/filamentumokat, gézeket, korongokat és gyiriiket
képezzenek (Bridges és Gladfelter 2015). Ezek a magasabb rendi struktarak vesznek részt,
példaul a sejtek sziikiiletének, a ndvekedési tengely atiranyitasdnak, a fonalas sejtek

elagazasanak és a kérgi merevségnek a kialakitasaban (DeMay és mtsai2011; Dulalés mtsai

2020).
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5. abra. A szeptinek altal kialakitott hetero-oktamer komplexet kiilonb6z6 megjelenési

formai (Li és mtsai. 2021).

A Magnaporthe oryzae egy névénypatogén faj, melyben 6t kiilonbozo szeptin fehérje
talalhato, amelyek koziil négy (Sep3, Sep4, Sep5 és Sep6) homolodg az S. cerevisiae szeptineivel
(Cdc3, Cdc10, Cdcll and Cdcl2) (Dagdas és mtsai 2012). Az appresszorium a gombak
gazdandvényen valé megtapadasat szolgald képlet, mely a csiratomld kioblosodd része. Erése
soran, ha a turgornyomas eléri a kiiszobértéket, akkor egy heterolog szeptingytlirti képzddik az
appresszorium also részén (6. abra). A szeptingytrt diffuzios gatat képez, amely biztositja a
Rsv116 ¢s a Wiskott-Aldrich szindroma fehérjét, a Las17-et a penetracidé helyén. Ezaltal a
szeptinek biztositani tudjak a membrangorbiiletét és a kéreg megfeleld merevségét ahhoz, hogy
az appresszorium atszakithassa a levél kutikulajat. Az M. oryzae szeptin mutansok patogenitdsa

csokkent, mivel a fertézés nem tudott behatolni a levelekbe (Dagdas és mtsai 2012).



(c) M. oryzae
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6. abra. Az M. oryzae apresszoriumanak a kialakulasa, a szeptin gylir(i segitségével

(z61d gytrh alak struktara) (Eiserman és mtsai. 2023).

A Candida albicans humanpatogén faj, a Acdcl0 és Acdcll szeptin mutans torzsek
virulencidja gyengébbnek bizonyult a vad torzsekhez képest, illetve az invaziv ndvekedésre
sem voltak képesek az egereken végzett kisérletek soran (Warenda és mtsai 2003). Tovabba a
Cryptococcus neoformans szeptin mutansai, Acdc3 és Acdcl2, szintén gyengébb virulenciat

mutattak a Galleria mellona-ban (Kozubowski és mtsai 2010).
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2. Célkitiizések

Jaromsporas gombak esetében az extracellularis vezikuldk termelddését, azok
Osszetételét és a gomba virulencidjdban, antifungalis szerekkel szembeni rezisztencidjaban
betdltott szerepét ezidaig nem vizsgaltak.

Az extracellularis vezikulak biogenezisében az ESCRT komplexnek igen nagy szerepe
van, valamint részt vesz a citokinézisben is, ugyan akkor a szeptin fehérjék is részt vesznek a
mutatjak, hogy az ESCRT rendszer és a szeptinek is hasonlé folyamatokban jatszanak szerepet,
azonban, az, hogy a két komplex mitkodése egymastol fligg-e vagy sem, még nem tisztazott.
A hipotézisiink az, hogy a szeptinek is részt vehetnek az extracellularis vezikulak

bioszintézisében, ezért jelen kutatomunkank soran a kovetkezé célokat tiiztiik ki magunk elé:

1. A Mucor lusitanicus EV termelésének és tisztitasanak optimalizalasa

2. A megtisztitott EV-k mikroszkopos vizsgalata

3. A kutatélaborunkban kordbban 1étrehozott szterin bioszintézisben mutdns
gombatdrzsek EV-inek vizsgalata

4. A tisztitott EV-k fehérjéinek vizsgalata

5. Feltételezett szeptin fehérjék vizsgalata €s jellemzése

11



3. Anyagok és modszerek

3.1. A kutatas soran felhasznalt torzsek

Kisérleteink soran az 1. tablazatban feltiintetett torzseket hasznaltuk.

1. tablazat. A kutatomunkank soran felhasznalt torzsek és azok jellemzoi

Torzs Genotipus Delécio
CBS 277.49 vad tipus
MS12 leucin, uracil duplamutans szUl6i torzs
MS12+pyrG leucin auxotrof uracil komplementaltatott
torzs
MS12-Aergba leucin auxotrof erg6a delécidés mutans torzs
erg6b leucin auxotrof erg6b delécidés mutans torzs
ergbe uracil auxotr6f ergb6e delécids mutdns torzs
ergba-c leucin auxotrof ergba-c delécios
duplamutans torzs
erg3 leucin auxotrof erg3 delécios mutdns torzs
erg24a leucin auxotrof erg24a delécios mutans torzs
erg24b leucin auxotrof erg24b delécids mutans torzs

3.2. Alkalmazott taptalajok, tapoldatok

Minimal taptalaj (YNB; Yeast Nucleotide Base)

1% (m/V) D-gliikéz, 0,15% (m/V) (NH4)2S04, 0,15% (m/V) Na-L-glutamat, 0,05% (m/V)
YNB (Difco), sziikség esetén 0,05% (m/V) uracillal vagy 0,05% (m/V) leucinnal kiegészitve
(pH 4,5). Szilard taptalaj elallitasahoz 2% (m/V) agart adtunk a tapoldathoz. PEG-kozvetitett
protoplaszt transzformacié soran a protoplasztokat 0,8 M szorbitolt és 1% (m/V) agart
tartalmazé YNB feddagarral 6sszekeverve (pH 3,2) 6ntottiik 0,8 M szorbitollal kiegészitett, 2%
(m/V) agart tartalmazo YNB taptalajra.

Eleszt6-gliikéz taptalaj (YEG; Yeast Extract Glucose)
1% (m/V) D-gliikoz, 0,5% (m/V) élesztékivonat, szilard taptalaj eléallitasahoz 2% (m/V) agar.

Malata kivonatos taptalaj (MEA; Malt Extract Agar)
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1% (m/V) D-gliikoz, 0,5% (m/V) élesztokivonat, 1% (m/V) malatakivonat, szilard taptalaj
eléallitasahoz 2% (m/V) agar.

3.3. Tenyésztési koriilmények
A kisérleteinkhez hasznalt torzseket négy napon keresztiil neveltiik, folyamatos

megvilagitas mellett, 25 °C -on. A kisérlettdl fliggden valtoztattuk a taptalajokat.

3.4. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek
DNS gélelektroforézishez hasznalt anyagok

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

Agar6z gél: 0,8% agardz TAE pufferben oldva

Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Fisher)

Molekulasuly marker: 1 kb DNS marker (Thermo Fisher): steril desztillalt viz molekulastily
marker — 6x DNS mintapuffer 4:1:1 aranya keveréke

Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok

Protoplasztalo oldat: 100 mM natrium-foszfat puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim
Néatrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM NazHPOg4; 75 mM NaH2PO4

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

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

Foszfat puffer (PBS) 1X (pH: 7,4): 0,137 M NaCl; 0,0027 M KCI; 0,01 M Na;HPO4; 0,0018
KH2PO4

3.5. Inditoszekvenciak

A gének kifejezddésének vizsgalatahoz kiilonboz0 inditoszekvencidkat terveztiink, melyeket

az 2. tablazatban tintettiink fel.

2. tablazat. A dolgozat sordn hasznalt inditészekvencidk

Inditoszekvencia szekvencia 5°-3° termék
MlisepAlrtfw AGACCTCAAAGAAATCACCCA 1390768 gén egy
MlsepAlrtrev GCTCTTCCTTCAATCTGACAC szakasza
MisepA2rtfwd GCACTACCTTTGTGAATACGCT 1598245 gén egy
MlsepAZ2rtrev GCTTGATCGTGATGCCTTCC szakasza

MlsepB Irtfw TTGTCTCTACTTTATCGCTCCTACT
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MisepBlIrtrev

TTCCTCCTCTGTCAAGGTATCA

1472258 gén egy

szakasza
MlsepB2rtfw TACCACCAGATCCAAATCTACCAG 1474387 gén egy
MlsepB2rtrev ACAATGATCCTCGTTATCCACC szakasza
MisepClfwd CTCATTTGCCTAATCAGCGA 1466549 gén egy
MIsepClrev CTGCTTCTCATGTCTCTTGG szakasza
MISepC2fwd GACCATCATTGATACGCCTG 1343381 gén egy
MISepC2rev CACGCATATCAATAGCACCC szakasza
MISepC3fwd TTCGCAATTTGTTGATTCGCAC 1455798 gén egy
MISepC3rev TCACCAAATTTACGAGTTGCCA szakasza
MISepC4fwd GACAGTGAAGATGAGGAAGTGAC 1334600 gén egy
MISepC4rev CGAGTATTCTCTGCCCTTGAC szakasza
MISepD1fwd CATTAAAGACCAACATTCAGCC 1494442 gén egy
MISEpDIrev GCCAATAAAGAACAAACAGCAG szakasza
MISepD2fwd GAGCCCATCATCAAATACGTC 1364104 gén egy
MISepD2rev CCAGAAGGTGCAATAAAGTAGAG szakasza
MISepD3fwd CGAAAGTGAGGAAGATGAGG 1533021 gén egy
MISepD3rev TTGCGAAGATGGATGAACTC szakasza
MCactinF CACTCCTTCACTACCACCGCTGA Az aktin egy szakasza
MCactinR GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG

3.6. Vizsgalati modszerek

3.6.1. RNS kivonas M. lusitanicus-bél

Az RNS izolalashoz Direct-zol RNA Miniprep kitet (Zymo Research) hasznaltunk a gyartod
utasitasainak megfeleléen. Az RNS mintdkat -80 °C-on taroltuk a felhasznalasig. RNS
kivonasokhoz hasznalt térzseket 25 C°-on neveltiikk 4 napig folyamatos megvilagitas mellett

YNB téptalajon.

3.6.2. RNS gélelektroforézis

Az RNS integritdsanak vizsgéalatdhoz, az RNS mintdkhoz mintapuffert adtunk, majd 2% agaro6z
gélben, 80-110 V fesziiltséggel, 1-2 6ran keresztiil végeztiik az elvalasztast. Mind az agar6z gél
készitéséhez, mind futtatopuffernek TAE puffert hasznaltunk. A nukleinsavakat etidium-

bromidos festéssel (0,5 pg/ml), UV fény alatt detektaltuk.

3.6.3. cDNS szintézis -reverz transzkripcio
A RNS mintékbol a reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand cDNASynthesis Kit
(Thermo Scientific) segitségével végeztiik el. A reakcidhoz oligo(dT)18 és random hexamer

primereket hasznaltunk a gyarto utasitasa szerint
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3.6.4. Valés idejii PCR a transzKkripcids szintek meghatarozasahoz

A méréseket RNS-bdl reverz transzkripcidval eldallitott cDNS-bol végeztiik el. A reakcidkat
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) segitségével mértiik 6ssze. A
nyert eredményeket a 222 modszer segitségével értékeltiik ki (Livak és Schmittgen 2001)

A reakciok Osszemérése

20 ul végtérfogatban tortént 96 lyuku lemezeken:

20-50 ng DNS vagy cDNS

0,4 uM - 0,4 uM specifikus primer (Melléklet 1. tablazat)
1x Maxima SYBR Green gPCR Master Mix

A reakciok korilménvyei Valds idejii gPCR esetében

95 C° 3 perc elddenaturalas, majd 40 cikluson keresztiil 95 C° 30 masodperc denaturalas; 60
C° 30mésodperc primer bekotddés; 72 C° 30 masodperc ldncszintézis

Ezutan melting curve analizis

65 C° - 95 C° fél C°-os folyamatos emelkedés mellett.

3.6.5. Az extracellularis vezikulik tisztitisa

Az EV-k izoléalasahoz tobbféle protokolt is talaltunk a szakirodalomban, melyek a centrifugélis
1épések hosszaban, vagy a mintdk sziirésében tértek csak el egymastol, igy mi a kovetkezd
protokolt hasznaltuk.

Az extracellularis vezikulak tisztitdsahoz a gombatorzsek sporait celofannal boritott YNB vagy
MEA téaptalajra/tapoldatba oltottuk. Minden egyes csészére 100 pul 10° spora/ml koncentracidju
sporaszuszpenzidt szélesztettiink. Tapoldat esetében 100 ml tdpoldatot hasznaltunk, melyben a
spora koncentracidja 10* spora/ml volt. Egy-egy torzs esetében 10-40 csészét hasznaltunk a
kisérletnek megfelelden. A szélesztés utan 1-4 napig inkubaltuk a tenyészeteket 25 °C-on. Az
inkubacios 1d6 leteltével a celofanokat 30 ml PBS-be mostuk, majd a lemosott micéliumokat
50 ml-s falcon cs6be helyeztiik. A csoveket ezutan 3380 g sebességgel centrifugaltuk 4 °C-on
20 percig. Ezutan a feliiltiszot athelyeztiik egy SS34-s csébe és 10000 g sebességel 4 °C-on 20
percig centrifugaltuk. A 20 perc letelte utan a feliiltszot 0,45 um-os sziirén sterilre szirtiik,
majd ultracentrifugaltuk 100.000 g sebességgel 4 °C-on 1 6ran keresztiil. Az liledéket ezutan
hideg PBS-sel mostuk, majd ismét ultracentrifugaltuk 100.000 g sebességgel 4 °C-on 1 oran
keresztiil. A mosas utan a pelletet 50-100 pl PBS-be felvettiik.
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3.6.6. Az EV-k jelenlétének és méretének a meghatirozasa transzmisszios elektron
mikroszkop segitségével

Az Ev-ket JEM-1400 Flash transzmisszios elektronmikroszkoppak (JEOL) elemeztiik. A
negativan festett EV mintdkat formvarral bevont 150 racspontb6l allo rézracsra (Electron
Microscopy Sciences) helyeztiik.

A mintatartora 10 ul EV mintat pipettaztunk, majd a mintakat 10 pul 50% metanolban oldott 2%
uranil acetattal (Electron Microscopy Sciences) festettiik két alkalommal. A festék eltavolitasat
kovetden a mintakat két 6ran keresztiil Petri csészében szaritottuk a mikroszkopos analizis elott.
Az igy negativan festett mintakat szisztematikusan 5-20000-szeres nagyitassal pasztaztuk az
EV-k jelenlétének az igazoldsdhoz, majd 30000-80000-szoros nagyitassal rogzitettiik a
felvételeket egy 16 MP-es Matataki flash SCMOS kameraval.

Az EV-k méretének a meghatarozasahoz 20-20 db latomezdben talalhatd sszes EV méretét
mértiik meg 30000-szeres nagyitas mellett. A 20 latdmezdben az EV-k szdma megkozelitette a

100-at. A méret meghatarozdsakor a lemért EV-k méretének az atlagat tiintettiik fel.

3.6.7. Az EV-k fehérje tartalmanak meghatarozasa

Emésztési protokoll

A minta teljes fehérje tartalmat BCA kittel hataroztuk meg, majd 10 pg fehérjét tartalmazo
mintarészt készitettiink el centrifuga szlirOn torténd emésztési protokol (FASP) alapjan. A
mintahoz natrium-dodecil-szulfatot (SDS, végs6 koncentracid: 2 m/V %) és ditiotreitolt (DTT,
végsd koncentracio: 20 mM) adtunk, 5 percig ultrahangos vizflirddben szonikaltuk, majd 5
percig 100 °C-on inkubéltuk. A mintat Ultracel 30 kDa centrifuga szlirére mértiik, majd tobb
1épésben a minta pufferét 8 M karbamidra cseréltiik. Minden centrifugalési 1épést 20°C-on, 10
percig, 10000 x g-vel végeztiink. A denaturalt fehérjék alkilalasdhoz 50 mM jodacetamidot
hasznaltunk, amivel a mintat sotétben, szobahdn, 20 percig inkubaltuk. Ezutdn a mintat kétszer
mostuk 100 pl karbamiddal, majd kétszer 100 pl Tris-HCI-val (pH:8.5, 100 mM). Az emésztést
250 ng tripszinnel végeztiik, amihez 1 m/V% natrium-deoxikolatot adtunk. A 18 6rds emésztés
elteltével a képzddott peptideket Uj csbe centrifugéltuk, a natrium-deoxikolatot pedig 15 L
tomény hangyasav hozzaadasaval csaptuk ki. A feliiluszot beparoltuk, majd a kezdeti eluensben

visszaoldottuk és 2 pl-t injektaltunk az LC-MS rendszerbe.

Folvadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometrias analizis
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A mérésekhez egy Waters ACQUITY UPLC M-Class folyadékkromatograthoz kapcsolt
Thermo Orbitrap Exporis™ 240 tomegspektrométert hasznaltunk. Eluensként 0,1%
hangyasavat tartalmazo vizet és acetonitrilt hasznaltunk. A peptideket 85 perces nanoflow
folyadékkromatografias gradiensben valasztottuk szét, ¢és adatfiiggé (DDA) adatgytijtési
modban elemeztiik. A peptidek azonositdsdhoz és relativ mennyiségiik meghatarozasahoz

Fragpipe szoftvert hasznaltunk.

3.5.8. Statisztikai modszerek

A kisérletek statisztikai analizisét a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel, parametrikus t-teszt
hasznalataval végeztiik. Statisztikailag szignifikans eltérést abban az esetben allapitottunk meg,
ha P<0,05 volt. A kisérlet tipusatol fliggden bizonyos esetekben a kiértékelést, az atlagok és
szorasok, valamint a kiilonbségek szignifikancidjanak kiszamitasat Microsoft Excel program

segitségével végeztiik, utobbi esetben parositott vagy parositatlan t-prébat alkalmaztunk.

3.5.9. in silico elemzések
A homolog kereséseket az NCBI BLAST programmal végeztiik aminosav szekvencia alapjan,
illetve felhasznaltuk a Mucor lusitanicus teljes genomadatbazisat

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html)
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A Mucor lusitanicus extracellulars vezikulumjainak a tisztitasa

A jaromsporas gombak extracellularis vezikulumairodl és azok termelddésérdl jelenleg
nem all rendelkezésiinkre szakirodalmi adat, igy a kutatasunk elején optimalizalni kellett azokat
a koriilményeket, melyekkel nagy mennyiségben tudunk extracelluldris vezikulat izolalni.
Ehhez el6szor is a M. lusitanicus CBS277.49, valamint a beldle szarmazé MS12 (leucin, uracil
auxotrof mutdns) jelli torzset hasznaltuk. A torzseket tapoldatba €s celofannal fedett szilard
taptalajra szélesztettiik. A leoltastol szamitott 1, 2, 3 és 4. napon is megprobaltuk izolalni az
extracellularis vezikulumokat.

Az izoldlds eredményességét TEM mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Az
eredményeink azt mutattak, hogy tapoldatban mind a két torzs igen kisszamti EV-t termelt
fliggetleniil az inkubalasi 1d6tdl. A vizsgalt, tdpoldatbdl szarmazo mintak esetében gyakran csak
sejttormeléket talaltunk. Ennek ellenére a celofanon nevelt tenyészet esetében az 1d6
elérehaladtaval igen nagyszamu EV-t izolaltunk, melyeket mar fel tudtunk hasznalni a tovabbi

kisérleteinkhez (6. abra).

A,

6. abra. Celofannal fedett szilard taptalajon nevelt M. lusitanicus CBS277.49 toérzs EV-inek
TEM képe. A, a minta 30000-szeres nagyitasban lathatd, a méretskala 200 nm; B, a EV

60000-szeres nagyitasban lathatd, a méretskala 100 nm.

Osszehasonlitva a CBS277.49 torzs EV termelését az MS12 jelii torzs EV termelésével
azt tapasztaltuk, hogy annak ellenére, hogy a szilard taptalajon nevelve a torzseket, mar kelld
mennyiségi EV-t tudtunk izolalni mind a két torzsbol, az MS12 torzs EV termelése alul maradt
a CBS277.49 torzs EV termeléséhez képest. Mivel az MS12 torzs leucin és uracil auxotr6f

mutans, ezért feltételezziik, hogy az auxotréfia befolyasolhatja az EV termelddést, kivaltképp
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az uracil auxotrofia, melyrél mar korabban is bebizonyosodott, hogy kihat a gomba fitneszére

¢s virulenciajara (Ibragimova és mtsai. 2020; Bauer és mtsai. 2023; Szebenyi és mtsai. 2023).

4.2. A szterin bioszintézisben mutans Mucor izolatumok EV termelésének a vizsgalata

A gomba sejtek altal termel EV-k membranjanak {6 szterin dsszetétele az ergoszterin
és a lanoszterin (Liebana-Jordan és mtsai. 2021). A kutatocsoportunk egyik kutatasi teriilete a
M. lusitanicus szterin bioszintézisének a tanulmanyozasa és hatasa a gomba azolokkal
szembeni rezisztencidjara (Bauer és mtsai. 2023). A laborunkban korabban létrehoztak
kiilonboz6, az ergoszterin bioszintézisben mutans torzseket, melyek extracelluléris vezikula
termelését megvizsgaltuk kitérve az extracellularis vezikuldk alakjdban és méretében
megjelend valtozasokra.

A 7. abran lathato, hogy az ergbb mutans torzs esetében a vizsgalt EV-k mérete
szignifikansan kisebbnek bizonyult, mint a kontrollként hasznalt MS12+pyrG torzs altal termelt
EV- k mérete.

500

w £y
(=1 (=1
T %

méret (nm)

HI}Ho
H—
—]
H1TH—
HT 1—
H[}—

0 1 I | I 1 | I | | 1
Y O @ O O L D Moo
¥ @ ¢ @6 (QQ) (C§) (Q»b o &b‘ &b‘
AR A P
) NV a7 a af & KV
& LSS @
L SR (Vv SR

&

7. abra. A kutatdlaborunkban korabban 1étrehozott ergoszterin bioszintézisben mutans
izolatumok extracellularis vezikulmainak a mérete. A mérés soran kozel 100 EV méretét
mértiik le, az eredményeket atlagoltuk. A statiszikai analizishet parositatlan t-probat

alkalmaztunk, **p<0,01.
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Ahogy korabban fentebb emlitettem az uracil auxotrofia kihat a gomba fitneszére. Mivel
az egyes mutans izolatumok esetében a homolog rekombindcié sordn szelekcidos markerként a
pyrG gént alkalmaztuk, ezért kontroll térzsnek az MS12+pyrG torzset hasznaltuk, melyben
komplementalva lett az uracil auxotrofia. Az ergbb mutans izolatum esetében az ergoszterin
szint szignifikansan csokkent, mig a lanoszterin szint szignifikansan megemelkedett a kontroll
torzshoz képest (Bauer és mtsai. 2023). Tovabba a kutatdcsoportunk ebben a mutdns
izolatumban olyan alternativ szterin bioszintézis Utvonalakat azonositottak, melyek segitik a
gomba talélését azol kezelést kovetden (2. abra). A tobbi mutans torzs esetében nem

tapasztaltunk eltérést a gombatorzsek altal termelt EV-k méretében.

8. abra. Reprezentativ minta az (A) MS12+pyrG és az (B) erg6b deléciés mutans torzs altal

termelt EV-kr6l. A méretskala 200 nm-nek felel meg.

Cryptococcus neoformans esetében az erg6 gén kiiitését kovetden a mutans izolatum
EV-inek lanoszterin tartalma megndtt, mellyel feltehetéen a sejt kompenzalni probalta az
ergoszterin hianyat, valamint az EV-k protein tartalma is szignifikdnsan megemelkedett
(Oliveira és mtsai. 2020). Tovabba azt tapasztaltak, hogy a vad tipusu és a rekonstutiv ergé
mutans izolatum, a méretet tekintve, homoldg EV populaciot termelt, ezzel szemben az erg6

delécios mutans torzs esetében egy heterolég EV populacié jelent meg.

4.3. A M. lusitanicus CBS277.49 altal termelt EV-k fehérje tartalmanak vizsgalata
Mivel C. neoformans esetében megvaltozott az erg6b mutans altal termelt EV-K protein
tartalma (Oliveira és mtsai. 2020), ezért a kovetkezd 1épésben meg szerettiik volna vizsgalni a

M. lusitanicus altal termelt EV-k fehérje tartalmat. A vizsgalathoz minimum 5 pg fehérjére volt
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szlikségiink. A fehérje analizishez eldsz6ér a M. lusitanicus CBS277.49 jeli torzsét hasznaltuk.
Az extracellularis vezikulak tisztitdsdhoz ebben az esetben 40 Petri csészérdl gyiijtottik ossze
a mintat. Az ultracentrifugéalast kdvetden a pelletet 100 ul PBS-be szuszpendaltuk fel, majd
Qubit fluorometer-rel elemeztiik a fehérje tartalmat. Az 6ssz fehérje tartalom 13 pg-nak
bizonyult, igy megkezdtiik a kooperacios partnereink segitségével (Dr. Kele Zoltan és Dr.
Kecskeméti Gabor, SZTE Orvosi Vegytani Intézet) az EV-k fehérje tartalmanak analizisét.

A fehérje tartalom analizisét kdvetéen 1622 fehérjét talaltunk, melyeket minimum két
peptiddel lehetett azonositani. Aspergillus fumigatus esetében vizsgaltak a protoplasztok és a
regeneralddo protoplasztok altal termelt EV-k fehérje tartalmat. A protoplasztok altal termelt
EV-kben Osszesen 142 fehérjét azonositottak, szemben a regeneralddd protoplasztok altal
termelt EV-kel, melyekben Gsszesen 2056 fehérjét azonositottak (Rizzo és mtsai. 2020).

A nagy terjedelem miatt csak azokat a talalatokat szeretnénk bemutatni, melyeket
korabban mar azonositottak mas opportunista human patogén gombak (Candida albicans,
Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans és Aspergillus fumigatis) altal termelt EV-
ben (1. szam® melléklet). A tablazatbol lathatd, hogy a Mucor altal termelt EV-kben is
megjelennek a chaperonok (Hsp70, Hsp60), a sejtfal kialakitasaban szerepet jatszo fehérjék,
(béta-gliikozidaz, béta-1,3-gliikkanoziltranszferaz, kitin szintdz, mannozidaz), a lipid- (pl.
farnezil pirofoszfat szintaz, acetil-koenzim A szintaz), cukor- (pl. foszfoglilkomutaz, izocitrat
liaz, glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz) és fehérjebioszintézisben (ubikvitin) szerepet
jatszo fehérjék, valamint riboszomalis €s sejtmagi fehérjék is (pl. hiszton H2A, hiszton H2B).

A fehérje analizis sordn olyan fehérjéket is tudtunk azonositani, melyek sejtfelszini
fehérjeként vannak prediktalva. Ilyenek a spora felszini fehérjek (CotH), illetve a hidrofob
sejtfelszini fehérje (HsbA). Azonositottunk tovabba SNARE fehérjéket is (t-SNARE és v-
SNARE). A t-SNARE proteinek a sejtmembranon, mig a v-SNARE fehérjék a vezikulan
talalhatdbak. Az eredmények ¢értékelése soran azonositottunk egy gomba specifikus
transzkripcids faktor domént hordozo transzkripcios faktort is (Tf106). A laborunkban ennek a
transzkripcios faktornak a jellemzése is folyamatban van és az eddigi eredmények azt mutatjak,
hogy részt vesz a gomba antifungélis szerekkel, leginkabb az azolokkal, szembeni rezisztencia
kialakitasaban.

Az eredmények értékelése soran szeptin fehérjéket is azonositottunk. Osszesen 6 szeptin
fehérjét sikeriilt azonositanunk, melyek protein azonositéja a kovetkezd volt; 1390768,

1598245, 1472258, 1474387, 1494442 és 1466549 volt.
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4.4. A szeptin fehérjék jellemzése
Az azonositott szeptin fehérjék aminosav szekvencidinak felhasznélasaval, illetve az

Aspergillus nidulans AspA (AAK21867.1), AspB (AAB41233.1), AspC (XP_050467270.1) és
AspD (AAK?21868.2) fehérjéivel a Mucor genom adatbazisban homoldgia keresést végeztiink.
A homoloégia szekvencia eredményeként tovabbi feltételezett szeptin fehérjéket azonositottunk,

melyeket a 3. tablazatban tiintettiink fel.

3. tablazat. A Mucor genomban azonositott szeptin fehérjék.

azonositod elnevezés Aspergillus homolog
1390768 sepAl

SepA
1598245 sepA2
1472258 sepB1

SepB
1474387 sepB2
1466549 sepCl
1343381 sepC2

SepC
1455798 sepC3
1334600 sepC4
1494442 sepD1
1364104 sepD2 SepD
1533021 sepD3

Ahogy fentebb emlitettem az extracellularis vezikulak fehérje analizise soran hat szeptin
fehérjét azonositottunk, melyek a speAl, sepA2, sepBl1, sepB2, sepC4 ¢és sepD1 voltak. A
szeptin fehérjék hetero-oktamer komplexet képeznek, mely az Aspergillus esetében a sepA-
sepB-SepC-SepD fehérjékbal all. Azonban Mucor vonatkozasaban mind a sepA, mind pedig a
sepB fehérje mind a két izoformdjat azonositani tudtuk az EV-kben. Felmeriil a kérdés, hogy
Mucor esetében a szeptin fehérjék nem csak egy féle komplexet képesek kialakitani, hanem az
komplexnek.

Annak a megallapitdsara, hogy az egyes szeptin fehérjéket kodold gének hogyan
fejezodnek ki, megvizsgaltuk a gének relativ transzkripcios szintjét valos idejlii-kvantitativ PCR

segitségével. A 9. abran lathato a gének kifejezddésénekeredménye.
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9. abra. A szeptin gének kifejezddése a tenyésztési idoszak alatt. Kontrollként a sepAl gén

elsé napon mért értékét vettiik egynek. A diagrammon 2 fliggetlen mérés atlagat tiintettiik fel.

Az abran lathatd, hogy az sepA2, sepB2, illetve a sepDl1 igen magas relativ
transzkripcids szintet mutat a tenyésztési iddszak alatt, mig a sepC gének koziil a legmagasabb
értéket a sepC4 mutatja, azonban ennek a gének a kifejezddése alul marad a tobbi génhez
képest. Tisztan lathatdé az abran, hogy az egyes szeptin gének koziil, mindegyik specifikus
szeptin csoportban van egy, amely domindns kifejez6dést mutat a tobbi izoformahoz képest.
Az abran tovabba lathatd, hogy a sepD4 gén mutatatja a legkissebb génkifejezddést a tobbi
génhez képest.

Felmeriil a kérdés, hogy akkor ezek a dominans gének-e a core szeptinek? — azonban az
EV-k fehérje tartalmanak analizise ramutatott, hogy mind a SepAl, SepA2, mind pedig a
SepB1, SepB2 jelen van az extracellularis vezikulakban. A tovabbi terveink kozott szerepel az
egyes szeptin fehérjék kititése CRISPR-Cas9 rendszer segitségével, majd a mutans izolatumok

jellemzése, valamint extracellularis vezikula termelétik vizsgalata.
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5. Diszkusszid

A munkénk soran arra kerestiik a valaszt, hogy milyen szerepet toltenek be a
jaromspéras gombak extracellularis vezikulai az antifugalis rezisztenciaban. Mivel a
jaromspoéras gombak extracellularis vezikulumairdl €s azok termelddésérdl jelenleg nem all
rendelkezésiinkre szakirodalmi adat, igy kutatasunk elsd 1épéseként tokéletesiteniink kellett az
EV tisztitas folyamatat, melyet sikeresen optimalizaltunk és ennek kdszonhetéen mar lehetdség
nyilt azok jellemzésére. Az EV-k mennyiségének tanulmanyozasa soran, dsszehasonlitottuk a
Mucor lusitanicus CBS277.49 prototrof és az MS12 leucin/uracil dupla auxotrof torzs EV
termelését és azt tapasztaltuk, hogy az CBS277.49 torzs EV termelése feliil multa az MS12
torzs altal termelt EV mennyiségét, ennek hatterében az uracil auxotrofia allhat. Korabban mar
leirtak, hogy az uracil auxotrofia kihat a gomba novekedésére, virulencijara és altalanossagba
véve a fitneszére (Ibragimova és mtsai 2020; Bauer és mtsai 2023; Szebenyi és mtsai 2023).
Tovabba megvizsgaltuk azt is, hogy folyadék vagy szilard fazison képes e gomba tobb EV-t
termelni és az eredményeink azt mutatjak, hogy nagyobb mennyiségben tudtunk a szilard
taptalajon nevelt tenyészetbdl EV-t tisztitani, mint folyadék kultirabol.

Az EV-k lipid kettds réteggel koriilhatarolt részecskék, melyek szdmos bioldgiailag
aktiv anyagot képesek hordozni (Deatherage és mtsai 2012., Witwer és mtsai 2019.)
Laborunkban korédbban eldallitottak kiilonb6z0, az ergoszterin bioszintézisben mutans,
gombatorzset, melyek virulencigja, illetve antifungalis szerekkel szembeni rezisztenciaja
megvaltozott (Bauer és mtsai 2023). Mivel az EV-k részt vehetnek az opportunista human
patogén gombak virulencidjaban, illetve antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia
kialakitasaban (Hu és mtsai 2013, Godinho és mtsai 2014, Vargas és mtsai 2015, Hu és mtsai
2015, Da Silva és mtsai 2016, Zamith-Miranda és mtsai 2018, Zarnowski és mtsai 2018, Zhao
és mtsai 2019, Park és mtsai 2020), ezért megvizsgaltuk a laborunkban létrehozott mutans
izolatumok EV termelését. Az eredményeink azt mutattak, hogy az ergéb mutans izolatum
extracellularis vezikuldinak mérete szignifikansan alul marad a tobbi torzshoz képest. Bauer €s
munkatarsai (2023) kimutattak, hogy az ergéb gén az egyik legfontosabb gén az ergoszterin
bioszintézisben, hianya drasztikusan csokkenti az ergoszterin tartalmat és j alternativ Szterin
bioszintézis utvonalakat nyit meg. Oliveira és mtsai (2020) Cryptococcus neoformans-ban
kimutattak, hogy az erg6 gén hianya kihat a gomba virulencigjara és membran szerkezetére,
valamint az erg6 deléciés mutans torzs szignifikansan kisebb méretli EV-ket volt képes

kivalasztani, mint a sziiloi torzs.
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Mindezek utan az EV-k fehérje tartalmat is elemeztiik, ugyanis Cryptococcus
neoformans esetében az erg6 gén kiiitését (Oliveira és mtsai 2020) kdvetden a mutans izolatum
EV-inek protein tartalma is szignifikdnsan megemelkedett és az analizis eredményeként tobb
olyan fehérjét is megtalaltunk, amelyeket mas opportunista human patogén fajokban is sikertilt
azonositani (pl.Candida albicans, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans és
Aspergillus fumigatus) (Nimrichter és mtsai 2016, Rizzo és mtsai 2020, Dawson és mtsai 2020).
Mindezek mellett, olyan fehérjéket is azonositottunk, melyekrdl korabban azt gondoltak, hogy
csak a jaromspoOras gombakban fordulnak el6. Ilyenek a cotH fehérjék, melyeknek a
jaromsporas gombak viruelncidjaban és a gazda szervezeten beliili invazidban igen nagy
szereplik van (Gebremariam és mtsai 2014, Szebenyi és mtsai 2023). Mivel ezen fehérjék
receptor-ligand kolcsonhatasba 1épnek az endotél sejteken talalhatdé Grp78 fehérjével, az a tény,
hogy a Mucor EV-kben megtalalhato, felveti a kérdést, hogy a sejten beliili invaziot és a lokalis
mucormikozis szisztémassa valasat nem az EV-k készitik-e elé a gomba szamara. Ennek a
hipotézisnek a vizsgalatdhoz tovabbi kisérletek sziikségesek.

A gomba EV-k biogenezisérél viszonylag még mindig keveset tudunk, de az biztos,
hogy a folyamat soran fontos szerepe van ESCRT komplexnek. Az ESCRT komplex tobb
folyamatban is részt vesz, példaul a MVB-k (multivezikularis test) altal generalt vezikulumok
felszabaditasaban, vagy a citokinézis végén a leanysejtek szétvalasztasaban (Schmidt és mtsai
2012). A szeptinek, a G-proteinek kozé tartozo fehérjék, melyek részt vesznek a sejtek
citokinézisében (Hartwell 1971), a sejtciklus szabalyozasaban, exocitozisban, a térbeli
kompartmentalizacioban (Fung és mtsai 2014, Momany és mtsai 2017). Az eddigi eredmények
azt mutatjak, hogy a szeptinek és az ESCRT rendszer funkcidja részben atfed. Azonban az,
hogy a két rendszer egymastol fuggetleniil vagy egymassal 6sszhangban dolgozik-e, még nem
tisztazott. 2019-ben Karasmanis és mtsai irtak le, hogy S. cerevisiae esetén a szeptin fehérjék
iranyitjak az ESCRT rendszer elemeit a citokinezis soran, azonban az, hogy az extracellularis
vezikulak termel6dését 6sszahangban szabalyozzak-e, még nem vizsgaltak. A Mucor EV-inek
fehérje tartalméanak analizise soran hat feltételezett szeptin fehérjét azonositottunk. Az
Aspergillus nidulans szeptin fehérjéivel mar végeztiink homologia keresést a Mucor
adatbazisban, és megfigyeltiik, hogy Mucor torzsek esetében az extracellularis vezikuldkban a
SepA, mind pedig a SepB fehérje mindkét izoformajat azonositani tudtuk. Homologia keresést
végezve a Mucor genom adatbdzisban, 6sszesen 11 feltételezett szeptin fehérjét kodold gént
azonositottunk, melyek kifejez6dését megvizsgaltuk a tenyésztési ido alatt. A gének és az

altaluk kodolt fehérjék részletes jellemzése folyamatban van.
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8. Melléklet

1. szamu melléklet. Néhany reprezentativ példa az azonositott fehérjékre. Azok funkcioi
¢s, hogy melyik organizmusban azonositottak korabban

azonositott fehérje funkeié Histoplasma Cal?dida Cryptococcus Aspef'gillus
capsulatum  albicans  neoformans  fumigatus
Chaperonok
Hosokk fehérje 60 kDa Chaperon +
Hdsokk fehérje 70 kDa Chaperon + + +
Sejtfal kialakulasa
Beta-gliikozidaz Sejtfal + +
0sszeszerelodés
Beta-1,3- Sejtfal + + +
gliikkanoziltranszferaz Osszeszerelodés
Kitin szintaz Sejtfal + + +
0sszeszerelodés
Mannozidaz Sejtfal +
Osszeszerelodés
N-acetil-beta- Kitin oligomerek  +
glilkozaminidaz hidrolizise
Szignalizacids utvonal
RAB GDP fehérje Szekrécios utvonal +
szabalyozas
Rho GTPaz GTP kotés, + +
szabalyozas
Cukor metabolizmus
Foszfogliikomutaz Gliikoz bontas és  +
szintézis
Izocitrat liaz Glioxilat ciklus: L- +
malat szintézis
izocitratbol
Glicerinaldehid-3- Glikolizis: piruvat + + +
foszfat dehidrogenaz képzodés
Transzaldolaz Pentoz-foszfat + + +
ciklus egyensulyba
tartasa
Malat dehidrogenaz Almasav atalakitds + +
oxaloacetatta
Fumarat hidrataz Almasav atalakitas +
fumaratta
Lipid metabolizmus
Farnezil pirofoszfat Farnezil +
szintaz pirofoszfat
szintézis
Acetil-koenzim A Acetil-koenzim A+
szintaz szintézis
Acetil-koenzim A Rovid szénlanca  +
acetiltranszferaz zsirsav
metabolizmus

Aminosav és protein metabolizmus
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Ubikvitin Fehérje +
poszttranszlacios
modositasa
Glutamat dehidrogenaz L-arginin +
bioszintézis
Delta-1-pirrolin-5- L-glutamin +
karboxilat dehidrogenaz bioszintézis
Enoil-koenzim A Leucin +
hidrataz bioszintézis
Szerin- Szerin-glicin +
hidroximetiltranszferaz atalakulas
Transzlacios elongacios Fehérje +
faktor bioszintézis
Adenozilhomociszteinaz Homocisztein +
bioszintézis
Riboszémalis fehérjék
60S riboszomalis fehérje Riboszomalis
L16 fehérje
60S riboszoémalis fehérje Riboszémalis
L21 fehérje
60S riboszoémalis fehérje Riboszémalis +
L27-A fehérje
60S riboszoémalis fehérje Riboszomalis +
L3 fehérje
40S riboszomalis fehérje Riboszémalis +
S7 fehérje
40S riboszomalis fehérje Riboszomalis +
S3 fehérje
40S riboszomalis fehérje Riboszomalis +
S18 fehérje
40S riboszomalis fehérje Riboszomalis
S29 fehérje
408 riboszomalis fehérje Riboszémalis
S24 fehérje
Sejtmagi fehérjék
Hiszton H4 DNS +
Osszeszerelodés
Hiszton H2A DNS +
Osszeszerelodés
Hiszton H2B DNS +
Osszeszerelodés
Sejt novekedés/osztodas
Szeptin Sejtosztodas +
Sejtmembran fehérje
Sejtmembran ATPaz ATPaz aktivitdas  +
Aminopeptidaz Egyiranyu +
membran
transzporter
Citoszkeletalis fehérje
Aktin Citoszkeleton +

Osszeszerelodés

Antioxidans hatasu fehérjék

Szuperoxid diszmutaz
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Szabadgyok elleni  +

védelem



Katalaz

Szabadgyok elleni
védelem

+
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