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1. Irodalmi beveztés 

1.1. Járomspórás gombákról általában 

A járomspórás gombák törzse (Mucoromycota) magába foglalja a szárazföldi gombák 

első nagy csoportját, mely a Mucoromycotina, a Mortierellomycotina és Glomeromycotina 

altörzsekre oszlik (Spatafora és mtsai. 2016) (1. ábra).  

 

1. ábra A gombák főbb rendszertani csoportjai (Walther és mtsai., 2019). 

 

A járomspórás gombák nevüket jellegzetes, ivaros szaporító képletükről, a 

járomspóráról kapták (2. ábra). A Mucorales rend a járomspórás gombák legjelentősebb és 

legnagyobb fajszámmal rendelkező rendje, emiatt sokszor az egész osztályt a Mucorales 

ismertetőjegyei alapján jellemzik. A Mucorales rend tagjai nagymértékű, intenzív, cönocitikus 

hifaképzésre képesek. 

 

2. ábra. A M. lusitanicus zigospóráinak fénymikroszkópos képe. Méretskála: 200 µm. 

 

A csoportba sorolható fajok túlnyomórészt heterotallikusak és életciklusok során nem 

igénylik a víz jelenlétét. A Mucorales rendről emellett elmondható, hogy fajok nagyrésze 
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szaprofita, illetve kozmopolita. A magas ozmotikus nyomást jól tűrik, továbbá hőmérsékleti 

optimumuk is széles határok között mozog. Termofil és pszichrofil életmódú fajok is tartoznak 

közéjük. A rendbe tartozó fajokat gyakran felhasználják az ipar különböző területein, azonban 

megtalálhatóak közöttük állat és humán patogének fajok is.  

1.2. Járomspórás gombák virulenciája 

A Mucorales rendbe tartozó fajok között opportunista humánpatogén fajok is 

előfordulnak (Hibbett és mtsai. 2007; Arnesen és mtsai. 2018; Walther és mtsai. 2019; 

Naranjo‐Ortiz és Gabaldón 2019; Wagner és mtsai. 2020), melyek az úgynevezett 

mucormikózist („fekete gomba fertőzés”) képesek kiváltani az arra fogékony betegekben. A 

mucormikózis ritka betegségnek számít, azonban az elmúlt években az esetek száma 

szignifikánsan megemelkedett. A candidiázis és az aspergillózis után a mucormikózis a 

harmadik leggyakoribb invazív mikózis (Tahiri és mtsai 2023). 2022-ben a WHO a Mucorales 

rendbe tartozó gombákat kiemelt fontosságú kórokozócsoporttá nyilvánította, és szorgalmazza 

ezen gombacsoport kutatását és a közegészségügyi intézkedések javítását (Fisher és Denning 

2023). Manapság már a világ minden tájáról jelentenek eseteket, mindazonáltal epidemiológiai 

különbségek fedezhetőek fel a fejlett és fejlődő országok között. A fejlett országokban a 

betegség főként hematológiai rosszindulatú daganatokban szenvedőknél gyakori, míg fejlődő 

országokban, például Indiában, jellemzőbb a mucormikózis elsősorban kezeletlen diabetes 

mellitus-al rendelkező betegnél (Wagner és mtsai. 2019; Baberwal és mtsai. 2022) 

1.3. Antifungális szerek csoportjai és azok hatásmechanizmusa 

A fő gombaellenes gyógyszerek jelenleg öt különböző hatóanyagra épülnek: 

echinocandinok, azolok, poliének, allilaminok és pirimidin analógok (Cowen és mtsai. 2015). 

Az echinocandinok, mint például a caspofungin, mikafungin és anidulafungin, a gomba 

sejtfalának egyik meghatározó komponensének szintézisét gátolják, az 1,3-β-D-glükánét. Az 

azolok - flukonazol, izavukonazol, vorikonazol és pozakonazol - a lanoszterol 14 alfa-demetiláz 

inhibitoraként használhatóak fel. A poliének, melyek közül az amfotericin B a legelterjedtebb, 

a sejtmembrán alkotórészét, az ergoszterolt kötik meg. Az allilaminok közül csak a terbinafint 

használják gombafertőzés ellen, mint szkvalén-monooxigenáz gátló. A pirimidin analógok 

timidilát-szintáz inhibitorként alkalmazhatóak, ilyen fő gombaellenes szer a flucitozin 

(Muszewska és mtsai 2014).  

A mucormycosis kezelésére az amphotericin B lipid formuláit használják, míg kisegítő 

vagy másnéven mentőterápiaként két triazolt, a posakonazolt és az izavukonazolt alkalmazzák. 
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Azonban a járomspórás gombák eredendően rezisztensek a legtöbb gombaellenes szerrel 

szemben, beleértve az azolokat is.  

 

1.4. Az antifungális szerekkel szembeni rezisztencia kialakulásának a háttere 

Az azolok hatása az ergoszterol bioszintézis gátlásán alapul. Az ergoszterin a gombák 

sejtmembránjának a legfontosabb szterin összetevője. Az azolok hatásukat a lanoszterol 14 

alfa-demetiláz (Erg11) gátlásán keresztül fejtik ki. Az Erg11 gátlásának hatására 14α-

metilergoszta-8,24-dienol képződik, mely a sejt számára toxikus. Az azolokkal szembeni 

rezisztencia hátterében gyakran az erg11 génben történt pontmutációk a felelősek, melyek az 

enzim csökkent affinitását okozzák az azolokkal szemben (Caramalho és mtsai. 2017). 

Továbbá az erg11 gén túlműködése is az azolokkal szembeni rezisztencia kialakulását 

eredményezi (Marichal és Bossche 1995; Morschhauser 2009). Ugyanakkor alternatív szterin 

bioszintetikus útvonalak megléte is elősegítheti az egyes gombaellenes szerekkel szembeni 

rezisztencia kialakulását. Bauer és munkatársai kimutatták (2023), hogy a Mucor lusitanicus 

esetében az erg6b gén fontos szerepet tölt be az azolokkal szembeni rezisztenciában. A gomba 

genomja 3 erg6 gént kódol, azonban az erg6b kiütését követően alternatív szterin bioszintézis 

útvonalak nyílnak, melyek végén olyan szterin származékok képződnek, melyek stabilan 

képesek beépülni a gomba sejtmembránjába (3. ábra).  

 

3. ábra. A M. lusitanicus ergoszterin bioszintézis útvonala. A folytonos vonalak mutatják 

a fő bioszintézis útvonalat, míg a szaggatott vonalak mutatják az alternatív útvonalakat 

az azol kezelés és/vagy erg6b gén kiütését követően (Bauer és mtsai. 2023).  
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Az eredmények továbbá azt mutatták, hogy az azolok az Erg11 mellett az Erg6 működését 

is gátolják. A rezisztenciát befolyásolják továbbá a sejtmembrána integrálódott aktív efflux 

pumpák is, melyek a sejt számára toxikus anyagokat az extracelluláris térbe juttatják (Cowen 

és mtsai. 2015; Perlin és mtsai. 2017; Rybak és mtsai. 2019; Nywening és mtsai. 2020). Az 

efflux pumpáknak két csoportját különböztethetjük meg, az ABC transzportereket és az MFS 

transzportereket. Az ABC transzporterek az elsődleges szállítók, az ATP nagy energiájú 

foszfátkötésének hasításából nyerik az energiát. Az MFS transzporterek ezzel szemben 

másodlagos transzportereknek számítanak, melyek az elektrokémiai proton grádienst 

használják ki a plazmamembránon keresztüli anyagmozgatáshoz (Cannon és mtsai. 2009). 

Az antifungális rezisztencia hátterében állhat még különböző transzkripciós faktorok 

aktivitása is (PDREs, Zn₂Cys₆, AtrR), melyek képesek az efflux pumpák és/vagy az ergoszterin 

bioszintézisben szerepet játszó géneket szabályozni (Hagiwara és mtsai. 2017; Cavalheiro és 

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

 

1.5. Extracelluláris vezikulák 

Az extracelluláris vezikulák (EV-k) lipid kettős réteggel körülhatárolt részecskék, 

amelyeket minden biológiai organizmus termel (Deatherage és mtsai 2012., Witwer és mtsai 

2019.) Az első gomba által termelt EV-t 2005-ben írták le (Rodrigues és mtsai 2007), és azóta 

számos különböző fajban, akár patogén, akár nem patogén fajokban, megtalálták őket (Rizzo és 

mtsai 2020). Az emlősök esetében az EV-k részt vesznek az intracelluláris jelátvitelben, illetve 

a szervezeten belüli kommunikációban (Shopova és mtsai 2020, Xu és mtsai 2018), ezért 

valószínűsítették, hogy a gomba EV-k is különféle biológiai folyamatban vesznek részt 

(Rodrigues és mtsai 2008). A gombákban az EV-knek szerepe van a gombák patofiziológiai 

folyamataiban, mint például a biofilm képződés vagy az antifugális szerekkel szembeni 

rezisztencia (Leone és mtsai 2018, Zarnowski és mtsai 2018).  

A gombák által termelt EV-k különböző komponenseket tartalmaznak, például 

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 

közül némelyik fajspecifikus, de vannak fajok között konzerváltak is (Nimrichter és mtsai 

2016) (4. ábra).  
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4. ábra. Egy extracelluláris vezikula szerkezetének  és a főbb alkotóinak sematikus ábrája 

(Rizzo és mtsai. 2020). 

 

A gomba EV-k biogeneziséről viszonylag még mindig keveset tudunk, de az biztos, 

hogy a folyamat során fontos szerepe van az ESCRT (endosomal sorting complex required for 

transport) komplexnek. Ez egy öt alegységből álló komplex, melynek komponensei egymással 

szoros összefüggésben és munkamegosztásban dolgoznak. Az ESCRT komplex több 

folyamatban is részt vesz, például a MVB-k (multivezikuláris test) által generált vezikulumok 

felszabadításában, vagy a citokinézis végén a leánysejtek szétválasztásában (Schmidt és mtsai 

2012). Az ESCRT funkcióját biztosító gének deléciója esetén csökkent az EV termelés 

(Zarnowski és mtsai 2018), illetve az ESCRT útvonalhoz tartozó egyéb gének deléciója is 

hibákat okozott az EV-k virulencia faktorainak szállításában (Park és mtsai 2020, Godinho és 

mtsai 2014, Hu és mtsai 2013, Hu és mtsai 2015). A GRASP (Golgi reassembly and stacking 

protein) egy szekréció szabályozó fehérje, amely szintén hozzájárul a vezikulák termeléséhez. 

Cryptococcus neoformans-ban vizsgálva a graspΔ mutáns törzs például méretbeli 

különbségeket mutatott, a vad típushoz képest kisebb EV-ket termelt, továbbá az extracelluláris 

vezikulák eltérő RNS-összetétellel rendelkeztek és gyengébb virulenciát is mutattak (da Silva 

és mtsai 2018).  

A gombákból izolált EV-k virulencia faktorokat, erősen immunogén alkotóelemeket 

tartalmaznak, amelyek közvetlenül elősegítik a kóros folyamatok kialakulását a fertőzött 

egyedekben. In vitro vizsgálatokban az EV-k képesek voltak a makrofágokat és a dendritikus 

sejteket is aktiválni (Da Silva és mtsai 2016, Vargas és mtsai 2015, Zamith-Miranda és mtsai 

2018). Ennél fogva a legújabb tanulmányokban arra utalnak, hogy az extracelluláris vezikulák 

új alternatívát jelenthetnek a gombás megbetegedések kezelésében, például a vakcina fejlesztés 
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által (Colombo és mtsai 2019, Joffe és mtsai 2016, Nimrichter és mtsai 2016, Rizzo és mtsai 

2017, Rodrigues és mtsai 2014).  

Az extracelluláris vezikulákból eredő gyógyszerrezisztencia egyre kutatottabb terület, 

de patogén gombákkal kapcsolatban még kevés információval rendelkezünk (Chan és mtsai 

2022). Egyelőre csak néhány tanulmányban írtak le gomba EV-k által közvetített antifungális 

rezisztenciát, amelyekben feltárták, hogy a Candida albicans és a Saccharomyces cerevisiae 

által termelt EV-k védelmet nyújtottak a sejteknek a flukonazol és a caspofungin hatásai ellen 

(Zarnowski és mtsai 2018, Zhao és mtsai 2019). Kimutatták, hogy az S. cerevisiae 

extracelluláris vezikulái különböző sejtfal módosító enzimeket tartalmaztak, amely által a 

sejtek kompenzálni tudták az (1,3)-β-D-glükán szintáz gátlását a caspofungin kezelés során 

(Zhao és mtsai 2019). Továbbá az EV-knek hatása van a poliénekkel szembeni rezisztenciában 

is. Candida auris esetén, a polién rezisztens törzsből származó EV-k képesek voltak növelni az 

érzékeny törzs amfotericin B-vel szembeni minimális gátló koncentrációt (Chan és mtsai. 

2022). 

 

1.6. Szeptinek szerepe 

A szeptinek a GTP-kötő fehérjék családjába tartoznak, amelyekről először S. cerevisiae-

ben írták le, hogy részt vesznek a sejt citokinézisében (Hartwell 1971). Továbbá számtalan 

eukarióta sejtben működnek és létfontosságú feladatokat látnak el (Hartwell 1971, Chao és 

mtsai 2014, Marquardt és mtsai 2019). A citokinézisben való szerepükön túl, a legújabb 

kutatásokban, új funkciójukat is felfedezték, mint például a sejtciklus szabályozás, exocitózis, 

térbeli kompartmentalizáció, és diffúziós gát (Fung és mtsai 2014, Momany és mtsai 2017). 

Azonban a patogén gombákban való megjelenésük és feladatuk továbbra sem teljesen tisztázott, 

de egyre több kutatás mutatta ki, hogy nem elhanyagolható szerepük van növény és humán 

patogén fajokban egyaránt (Bridges és mtsai 2014, Khan és mtsai 2015).  

          Azok a szeptinek, melyekről kimutatták, hogy hetero-oligomer komplexet alkotnak, 

gyakran core szeptinnek is nevezik és a S. cerevisiae-ben azonosított Cdc3, Cdc10, Cdc11 és 

Cdc12 ortológjai (Hartwell 1971). A core szeptineken kívül néhány fonalas gomba és protista 

„nem core” szeptinekkel is rendelkezik.  

A szeptinek tartalmaznak egy N-terminális polibázikus domént, amely a 

foszfoinozitidokhoz kötődik a plazmamembránban (Casamayor és Snyder 2003; Leipe és mtsai. 

2002), amelyet egy GTP-kötő domén és egy a szeptinekre jellemző egyedi domén követ, amely 

megkülönbözteti a szeptineket más P-hurkot tartalmazó GTPázoktól (Pan és mtsai. 2007; 
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Versele és Thorner 2004). A szeptinek C-terminálisán egy „coiled-coil” domén található 

(Casamayor & Snyder, 2003; Pan et al., 2007), mely lehetővé teszi, hogy a szeptinek magasabb 

rendű struktúrákat, például rudakat/filamentumokat, gézeket, korongokat és gyűrűket 

képezzenek (Bridges és Gladfelter 2015). Ezek a magasabb rendű struktúrák vesznek részt, 

például a sejtek szűkületének, a növekedési tengely átirányításának, a fonalas sejtek 

elágazásának és a kérgi merevségnek a kialakításában (DeMay és mtsai2011; Dulalés mtsai 

2020). 

 

5. ábra. A szeptinek által kialakított hetero-oktamer komplexet különböző megjelenési 

formái (Li és mtsai. 2021). 

 

A Magnaporthe oryzae egy növénypatogén faj, melyben öt különböző szeptin fehérje 

található, amelyek közül négy (Sep3, Sep4, Sep5 és Sep6) homológ az S. cerevisiae szeptineivel 

(Cdc3, Cdc10, Cdc11 and Cdc12) (Dagdas és mtsai 2012). Az appresszórium a gombák 

gazdanövényen való megtapadását szolgáló képlet, mely a csíratömlő kiöblösödő része. Érése 

során, ha a turgornyomás eléri a küszöbértéket, akkor egy heterológ szeptingyűrű képződik az 

appresszórium alsó részén (6. ábra). A szeptingyűrű diffúziós gátat képez, amely biztosítja a 

Rsv116 és a Wiskott-Aldrich szindróma fehérjét, a Las17-et a penetráció helyén. Ezáltal a 

szeptinek biztosítani tudják a membrángörbületét és a kéreg megfelelő merevségét ahhoz, hogy 

az appresszórium átszakíthassa a levél kutikuláját. Az M. oryzae szeptin mutánsok patogenitása 

csökkent, mivel a fertőzés nem tudott behatolni a levelekbe (Dagdas és mtsai 2012).  
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6. ábra. Az M. oryzae apresszóriumának a kialakulása, a szeptin gyűrű segítségével 

(zöld gyűrű alakú struktúra) (Eiserman és mtsai. 2023). 

 

A Candida albicans humánpatogén faj, a Δcdc10 és Δcdc11 szeptin mutáns törzsek 

virulenciája gyengébbnek bizonyult a vad törzsekhez képest, illetve az invazív növekedésre 

sem voltak képesek az egereken végzett kísérletek során (Warenda és mtsai 2003). Továbbá a 

Cryptococcus neoformans szeptin mutánsai, Δcdc3 és Δcdc12, szintén gyengébb virulenciát 

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

Járomspórás gombák esetében az extracelluláris vezikulák termelődését, azok 

összetételét és a gomba virulenciájában, antifungális szerekkel szembeni rezisztenciájában 

betöltött szerepét ezidáig nem vizsgálták.  

Az extracelluláris vezikulák biogenezisében az ESCRT komplexnek igen nagy szerepe 

van, valamint részt vesz a citokinézisben is, ugyan akkor a szeptin fehérjék is részt vesznek a 

citokinézisben, a különböző mebránok fúziójának irányításában. A szakirodalmi adatok azt 

mutatják, hogy az ESCRT rendszer és a szeptinek is hasonló folyamatokban játszanak szerepet, 

azonban, az, hogy a két komplex működése egymástól függ-e vagy sem, még nem tisztázott.  

A hipotézisünk az, hogy a szeptinek is részt vehetnek az extracelluláris vezikulák 

bioszintézisében, ezért jelen kutatómunkánk során a következő célokat tűztük ki magunk elé:  

 

1. A Mucor lusitanicus EV termelésének és tisztításának optimalizálása 

2. A megtisztított EV-k mikroszkópos vizsgálata  

3. A kutatólaborunkban korábban létrehozott szterin bioszintézisben mutáns 

gombatörzsek EV-inek vizsgálata 

4. A tisztított EV-k fehérjéinek vizsgálata 

5. Feltételezett szeptin fehérjék vizsgálata és jellemzése 
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3. Anyagok és módszerek 

 

3.1. A kutatás során felhasznált törzsek 

Kísérleteink során az 1. táblázatban feltüntetett  törzseket használtuk.  

1. táblázat. A kutatómunkánk során felhasznált törzsek és azok jellemzői 

Törzs Genotípus Deléció 

CBS 277.49 vad típus  

MS12 leucin, uracil duplamutáns szülői törzs 

MS12+pyrG leucin auxotróf uracil komplementáltatott 

törzs 

MS12-∆erg6a leucin auxotróf erg6a deléciós mutáns törzs 

erg6b leucin auxotróf erg6b deléciós mutáns törzs 

erg6c uracil auxotróf erg6c deléciós mutáns törzs 

erg6a-c leucin auxotróf erg6a-c deléciós 

duplamutáns törzs 

erg3 leucin auxotróf erg3 deléciós mutáns törzs 

erg24a leucin auxotróf erg24a deléciós mutáns törzs 

erg24b leucin auxotróf erg24b deléciós mutáns törzs 

 

3.2. Alkalmazott táptalajok, tápoldatok 

Minimál táptalaj (YNB; Yeast Nucleotide Base) 

1% (m/V) D-glükóz, 0,15% (m/V) (NH4)2SO4, 0,15% (m/V) Na-L-glutamát, 0,05% (m/V)  

YNB (Difco), szükség esetén 0,05% (m/V) uracillal vagy 0,05% (m/V) leucinnal kiegészítve 

(pH 4,5). Szilárd táptalaj előállításához 2% (m/V) agart adtunk a tápoldathoz. PEG-közvetített 

protoplaszt transzformáció során a protoplasztokat 0,8 M szorbitolt és 1% (m/V) agart 

tartalmazó YNB fedőagarral összekeverve (pH 3,2) öntöttük 0,8 M szorbitollal kiegészített, 2% 

(m/V) agart tartalmazó YNB táptalajra. 

Élesztő-glükóz táptalaj (YEG; Yeast Extract Glucose) 

1% (m/V) D-glükóz, 0,5% (m/V) élesztőkivonat, szilárd táptalaj előállításához 2% (m/V) agar. 

Maláta kivonatos táptalaj (MEA; Malt Extract Agar) 
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1% (m/V) D-glükóz, 0,5% (m/V) élesztőkivonat, 1% (m/V) malátakivonat, szilárd táptalaj 

előállításához 2% (m/V) agar. 

3.3. Tenyésztési körülmények 

 A kísérleteinkhez használt törzseket négy napon keresztül neveltük, folyamatos 

megvilágítás mellett, 25 °C -on. A kísérlettől függően változtattuk a táptalajokat.  

3.4. Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek 

DNS gélelektroforézishez használt anyagok 

TAE puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na2EDTA 

Agaróz gél: 0,8% agaróz TAE pufferben oldva 

Etidium-bromid törzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillált vízben oldva 

Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Fisher) 

Molekulasúly marker: 1 kb DNS marker (Thermo Fisher): steril desztillált víz molekulasúly 

marker – 6x DNS mintapuffer 4:1:1 arányú keveréke 

Protoplasztképzéshez és PEG-mediált transzformációhoz használt oldatok  

Protoplasztáló oldat: 100 mM nátrium-foszfát puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim 

Nátrium-foszfát puffer (100 mM): 25 mM Na2HPO4; 75 mM NaH2PO4  

SMC puffer: 50 mM CaCl2; 10 mM MOPS; 0,8 M szorbitol 

PMC puffer: 40% PEG 4000; 10 mM MOPS; 0,6 M szorbitol; 50 mM CaCl2  

Foszfát puffer (PBS) 1X (pH: 7,4): 0,137 M NaCl; 0,0027 M KCl; 0,01 M Na2HPO4; 0,0018 

KH2PO4 

3.5. Indítószekvenciák 

A gének kifejeződésének vizsgálatához különböző indítószekvenciákat terveztünk, melyeket 

az 2. táblázatban tüntettünk fel.  

2. táblázat. A dolgozat során használt indítószekvenciák 

Indítószekvencia  szekvencia 5’-3’ termék 

MlsepA1rtfw AGACCTCAAAGAAATCACCCA 1390768 gén egy 

szakasza MlsepA1rtrev GCTCTTCCTTCAATCTGACAC 

MIsepA2rtfwd GCACTACCTTTGTGAATACGCT    1598245 gén egy 

szakasza MlsepA2rtrev GCTTGATCGTGATGCCTTCC 

MlsepB1rtfw TTGTCTCTACTTTATCGCTCCTACT 
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MlsepB1rtrev TTCCTCCTCTGTCAAGGTATCA 1472258 gén egy 

szakasza 

MlsepB2rtfw TACCACCAGATCCAAATCTACCAG 1474387 gén egy 

szakasza MlsepB2rtrev ACAATGATCCTCGTTATCCACC 

MIsepC1fwd CTCATTTGCCTAATCAGCGA 1466549 gén egy 

szakasza MIsepC1rev CTGCTTCTCATGTCTCTTGG 

MISepC2fwd GACCATCATTGATACGCCTG 1343381 gén egy 

szakasza MISepC2rev CACGCATATCAATAGCACCC 

MISepC3fwd TTCGCAATTTGTTGATTCGCAC 1455798 gén egy 

szakasza MISepC3rev TCACCAAATTTACGAGTTGCCA 

MISepC4fwd GACAGTGAAGATGAGGAAGTGAC 1334600 gén egy 

szakasza MISepC4rev CGAGTATTCTCTGCCCTTGAC 

MISepD1fwd CATTAAAGACCAACATTCAGCC 1494442 gén egy 

szakasza MISEpD1rev GCCAATAAAGAACAAACAGCAG 

MISepD2fwd GAGCCCATCATCAAATACGTC 1364104 gén egy 

szakasza MISepD2rev CCAGAAGGTGCAATAAAGTAGAG 

MISepD3fwd CGAAAGTGAGGAAGATGAGG 1533021 gén egy 

szakasza MISepD3rev TTGCGAAGATGGATGAACTC 

MCactinF CACTCCTTCACTACCACCGCTGA Az aktin egy szakasza 

MCactinR GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG 

 

3.6. Vizsgálati módszerek 

3.6.1. RNS kivonás M. lusitanicus-ból 

Az RNS izoláláshoz Direct-zol RNA Miniprep kitet (Zymo Research) használtunk a gyártó 

utasításainak megfelelően. Az RNS mintákat -80 °C-on tároltuk a felhasználásig. RNS 

kivonásokhoz használt törzseket 25 C°-on neveltük 4 napig folyamatos megvilágítás mellett 

YNB táptalajon. 

3.6.2. RNS gélelektroforézis  

Az RNS integritásának vizsgálatához, az RNS mintákhoz mintapuffert adtunk, majd 2% agaróz 

gélben, 80-110 V feszültséggel, 1-2 órán keresztül végeztük az elválasztást. Mind az agaróz gél 

készítéséhez, mind futtatópuffernek TAE puffert használtunk. A nukleinsavakat etídium-

bromidos festéssel (0,5 μg/ml), UV fény alatt detektáltuk.  

3.6.3. cDNS szintézis -reverz transzkripció 

A RNS mintákból a reverz transzkripciót Maxima H Minus First Strand cDNASynthesis Kit 

(Thermo Scientific) segítségével végeztük el. A reakcióhoz oligo(dT)18 és random hexamer 

primereket használtunk a gyártó utasítása szerint 
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3.6.4. Valós idejű PCR a transzkripciós szintek meghatározásához  

A méréseket RNS-ből reverz transzkripcióval előállított cDNS-ből végeztük el. A reakciókat 

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) segítségével mértük össze. A 

nyert eredményeket a 2-ΔΔCt módszer segítségével értékeltük ki (Livak és Schmittgen 2001) 

A reakciók összemérése  

20 μl végtérfogatban történt 96 lyukú lemezeken: 

20-50 ng DNS vagy cDNS 

0,4 μM - 0,4 μM specifikus primer (Melléklet 1. táblázat) 

1x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 

A reakciók körülményei valós idejű qPCR esetében 

95 C° 3 perc elődenaturálás, majd 40 cikluson keresztül 95 C° 30 másodperc denaturálás; 60 

C° 30másodperc primer bekötődés; 72 C° 30 másodperc láncszintézis 

Ezután melting curve analízis 

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

 

3.6.5. Az extracelluláris vezikulák tisztítása 

Az EV-k izolálásához többféle protokolt is találtunk a szakirodalomban, melyek a centrifugális 

lépések hosszában, vagy a minták szűrésében tértek csak el egymástól, így mi a következő 

protokolt használtuk.  

Az extracelluláris vezikulák tisztításához a gombatörzsek spóráit celofánnal borított YNB vagy 

MEA táptalajra/tápoldatba oltottuk. Minden egyes csészére 100 µl 106 spóra/ml koncentrációjú 

spóraszuszpenziót szélesztettünk. Tápoldat esetében 100 ml tápoldatot használtunk, melyben a 

spóra koncentrációja 104 spóra/ml volt.  Egy-egy törzs esetében 10-40 csészét használtunk a 

kísérletnek megfelelően. A szélesztés után 1-4 napig inkubáltuk a tenyészeteket 25 °C-on. Az 

inkubációs idő leteltével a celofánokat 30 ml PBS-be mostuk, majd a lemosott micéliumokat 

50 ml-s falcon csőbe helyeztük. A csöveket ezután 3380 g sebességgel centrifugáltuk 4 °C-on 

20 percig. Ezután a felülúszót áthelyeztük egy SS34-s csőbe és 10000 g sebességel 4 °C-on 20 

percig centrifugáltuk. A 20 perc letelte után a felülúszót 0,45 µm-os szűrőn sterilre szűrtük, 

majd ultracentrifugáltuk 100.000 g sebességgel 4 °C-on 1 órán keresztül. Az üledéket ezután 

hideg PBS-sel mostuk, majd ismét ultracentrifugáltuk 100.000 g sebességgel 4 °C-on 1 órán 

keresztül. A mosás után a pelletet 50-100 µl PBS-be felvettük.  
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3.6.6. Az EV-k jelenlétének és méretének a meghatározása transzmissziós elektron 

mikroszkóp segítségével 

Az Ev-ket JEM-1400 Flash transzmissziós elektronmikroszkóppak (JEOL) elemeztük. A 

negatívan festett EV mintákat formvarral bevont 150 rácspontból álló rézrácsra (Electron 

Microscopy Sciences) helyeztük.  

A mintatartóra 10 µl EV mintát pipettáztunk, majd a mintákat 10 µl 50% metanolban oldott 2% 

uranil acetáttal (Electron Microscopy Sciences) festettük két alkalommal. A festék eltávolítását 

követően a mintákat két órán keresztül Petri csészében szárítottuk a mikroszkópos analízis előtt. 

Az így negatívan festett mintákat szisztematikusan 5-20000-szeres nagyítással pásztáztuk az 

EV-k jelenlétének az igazolásához, majd 30000-80000-szoros nagyítással rögzítettük a 

felvételeket egy 16 MP-es Matataki flash sCMOS kamerával.  

Az EV-k méretének a meghatározásához 20-20 db látómezőben található összes EV méretét 

mértük meg 30000-szeres nagyítás mellett. A 20 látómezőben az EV-k száma megközelítette a 

100-at. A méret meghatározásakor a lemért EV-k méretének az átlagát tüntettük fel.   

 

3.6.7. Az EV-k fehérje tartalmának meghatározása 

Emésztési protokoll 

A minta teljes fehérje tartalmát BCA kittel határoztuk meg, majd 10 µg fehérjét tartalmazó 

mintarészt készítettünk elő centrifuga szűrőn történő emésztési protokol (FASP) alapján. A 

mintához nátrium-dodecil-szulfátot (SDS, végső koncentráció: 2 m/V %) és ditiotreitolt (DTT, 

végső koncentráció: 20 mM) adtunk, 5 percig ultrahangos vízfürdőben szonikáltuk, majd 5 

percig 100 °C-on inkubáltuk. A mintát Ultracel 30 kDa centrifuga szűrőre mértük, majd több 

lépésben a minta pufferét 8 M karbamidra cseréltük. Minden centrifugálási lépést 20°C-on, 10 

percig, 10000 x g-vel végeztünk. A denaturált fehérjék alkilálásához 50 mM jódacetamidot 

használtunk, amivel a mintát sötétben, szobahőn, 20 percig inkubáltuk. Ezután a mintát kétszer 

mostuk 100 µl karbamiddal, majd kétszer 100 µl Tris-HCl-val (pH:8.5, 100 mM). Az emésztést 

250 ng tripszinnel végeztük, amihez 1 m/V% nátrium-deoxikolátot adtunk. A 18 órás emésztés 

elteltével a képződött peptideket új csőbe centrifugáltuk, a nátrium-deoxikolátot pedig 15 µL 

tömény hangyasav hozzáadásával csaptuk ki. A felülúszót bepároltuk, majd a kezdeti eluensben 

visszaoldottuk és 2 µL-t injektáltunk az LC-MS rendszerbe. 

 

Folyadékkromatográffal kapcsolt tömegspektrometriás analízis 
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A mérésekhez egy Waters ACQUITY UPLC M-Class folyadékkromatográfhoz kapcsolt 

Thermo Orbitrap Exporis™ 240 tömegspektrométert használtunk. Eluensként 0,1% 

hangyasavat tartalmazó vizet és acetonitrilt használtunk. A peptideket 85 perces nanoflow 

folyadékkromatográfiás gradiensben választottuk szét, és adatfüggő (DDA) adatgyűjtési 

módban elemeztük. A peptidek azonosításához és relatív mennyiségük meghatározásához 

Fragpipe szoftvert használtunk. 

 

3.5.8. Statisztikai módszerek 

A kísérletek statisztikai analízisét a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel, parametrikus t-teszt 

használatával végeztük. Statisztikailag szignifikáns eltérést abban az esetben állapítottunk meg, 

ha P<0,05 volt. A kísérlet típusától függően bizonyos esetekben a kiértékelést, az átlagok és 

szórások, valamint a különbségek szignifikanciájának kiszámítását Microsoft Excel program 

segítségével végeztük, utóbbi esetben párosított vagy párosítatlan t-próbát alkalmaztunk. 

3.5.9. in silico elemzések 

A homológ kereséseket az NCBI BLAST programmal végeztük aminosav szekvencia alapján, 

illetve felhasználtuk a Mucor lusitanicus teljes genomadatbázisát  

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

 

4.1. A Mucor lusitanicus extracellulárs vezikulumjainak a tisztítása 

A járomspórás gombák extracelluláris vezikulumairól és azok termelődéséről jelenleg 

nem áll rendelkezésünkre szakirodalmi adat, így a kutatásunk elején optimalizálni kellett azokat 

a körülményeket, melyekkel nagy mennyiségben tudunk extracelluláris vezikulát izolálni. 

Ehhez először is a M. lusitanicus CBS277.49, valamint a belőle származó MS12 (leucin, uracil 

auxotróf mutáns) jelű törzset használtuk. A törzseket tápoldatba és celofánnal fedett szilárd 

táptalajra szélesztettük. A leoltástól számított 1, 2, 3 és 4. napon is megpróbáltuk izolálni az 

extracelluláris vezikulumokat.  

Az izolálás eredményességét TEM mikroszkóp segítségével vizsgáltuk. Az 

eredményeink azt mutatták, hogy tápoldatban mind a két törzs igen kisszámú EV-t termelt 

függetlenül az inkubálási időtől. A vizsgált, tápoldatból származó minták esetében gyakran csak 

sejttörmeléket találtunk. Ennek ellenére a celofánon nevelt tenyészet esetében az idő 

előrehaladtával igen nagyszámú EV-t izoláltunk, melyeket már fel tudtunk használni a további 

kísérleteinkhez (6. ábra).  

 

6. ábra. Celofánnal fedett szilárd táptalajon nevelt M. lusitanicus CBS277.49 törzs EV-inek 

TEM képe. A, a minta 30000-szeres nagyításban látható, a méretskála 200 nm; B, a EV 

60000-szeres nagyításban látható, a méretskála 100 nm.  

Összehasonlítva a CBS277.49 törzs EV termelését az MS12 jelű törzs EV termelésével 

azt tapasztaltuk, hogy annak ellenére, hogy a szilárd táptalajon nevelve a törzseket, már kellő 

mennyiségű EV-t tudtunk izolálni mind a két törzsből, az MS12 törzs EV termelése alul maradt 

a CBS277.49 törzs EV termeléséhez képest. Mivel az MS12 törzs leucin és uracil auxotróf 

mutáns, ezért feltételezzük, hogy az auxotrófia befolyásolhatja az EV termelődést, kiváltképp 
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az uracil auxotrófia, melyről már korábban is bebizonyosodott, hogy kihat a gomba fitneszére 

és virulenciájára (Ibragimova és mtsai. 2020; Bauer és mtsai. 2023; Szebenyi és mtsai. 2023).  

 

4.2. A szterin bioszintézisben mutáns Mucor izolátumok EV termelésének a vizsgálata 

              A gomba sejtek által termel EV-k membránjának fő szterin összetétele az ergoszterin 

és a lanoszterin (Liebana-Jordan és mtsai. 2021). A kutatócsoportunk egyik kutatási területe a 

M. lusitanicus szterin bioszintézisének a tanulmányozása és hatása a gomba azolokkal 

szembeni rezisztenciájára (Bauer és mtsai. 2023). A laborunkban korábban létrehoztak 

különböző, az ergoszterin bioszintézisben mutáns törzseket, melyek extracelluláris vezikula 

termelését megvizsgáltuk kitérve az extracelluláris vezikulák alakjában és méretében 

megjelenő változásokra.   

               A 7. ábrán látható, hogy az erg6b mutáns törzs esetében a vizsgált EV-k mérete 

szignifikánsan kisebbnek bizonyult, mint a kontrollként használt MS12+pyrG törzs által termelt 

EV- k mérete. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ábra. A kutatólaborunkban korábban létrehozott ergoszterin bioszintézisben mutáns 

izolátumok extracelluláris vezikulmainak a mérete. A mérés során közel 100 EV méretét 

mértük le, az eredményeket átlagoltuk. A statiszikai analízishet párosítatlan t-próbát 

alkalmaztunk, **p<0,01. 
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Ahogy korábban fentebb említettem az uracil auxotrófia kihat a gomba fitneszére. Mivel 

az egyes mutáns izolátumok esetében a homológ rekombináció során szelekciós markerként a 

pyrG gént alkalmaztuk, ezért kontroll törzsnek az MS12+pyrG törzset használtuk, melyben 

komplementálva lett az uracil auxotrófia. Az erg6b mutáns izolátum esetében az ergoszterin 

szint szignifikánsan csökkent, míg a lanoszterin szint szignifikánsan megemelkedett a kontroll 

törzshöz képest (Bauer és mtsai. 2023). Továbbá a kutatócsoportunk ebben a mutáns 

izolátumban olyan alternatív szterin bioszintézis útvonalakat azonosítottak, melyek segítik a 

gomba túlélését azol kezelést követően (2. ábra). A többi mutáns törzs esetében nem 

tapasztaltunk eltérést a gombatörzsek által termelt EV-k méretében.  

 

8. ábra. Reprezentatív minta az (A) MS12+pyrG és az (B) erg6b deléciós mutáns törzs által 

termelt EV-kről. A méretskála 200 nm-nek felel meg. 

Cryptococcus neoformans esetében az erg6 gén kiütését követően a mutáns izolátum 

EV-inek lanoszterin tartalma megnőtt, mellyel feltehetően a sejt kompenzálni próbálta az 

ergoszterin hiányát, valamint az EV-k protein tartalma is szignifikánsan megemelkedett 

(Oliveira és mtsai. 2020). Továbbá azt tapasztalták, hogy a vad típusú és a rekonstutív erg6 

mutáns izolátum, a méretet tekintve, homológ EV populációt termelt, ezzel szemben az erg6 

deléciós mutáns törzs esetében egy heterológ EV populáció jelent meg.  

 

4.3. A M. lusitanicus CBS277.49 által termelt EV-k fehérje tartalmának vizsgálata 

Mivel C. neoformans esetében megváltozott az erg6 mutáns által termelt EV-k protein 

tartalma (Oliveira és mtsai. 2020), ezért a következő lépésben meg szerettük volna vizsgálni a 

M. lusitanicus által termelt EV-k fehérje tartalmát. A vizsgálathoz minimum 5 µg fehérjére volt 
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szükségünk. A fehérje analízishez előszőr a M. lusitanicus CBS277.49 jelű törzsét használtuk. 

Az extracelluláris vezikulák tisztításához ebben az esetben 40 Petri csészéről gyűjtöttük össze 

a mintát. Az ultracentrifugálást követően a pelletet 100 µl PBS-be szuszpendáltuk fel, majd 

Qubit fluorometer-rel elemeztük a fehérje tartalmat. Az össz fehérje tartalom 13 µg-nak 

bizonyult, így megkezdtük a kooperációs partnereink segítségével (Dr. Kele Zoltán és Dr. 

Kecskeméti Gábor, SZTE Orvosi Vegytani Intézet) az EV-k fehérje tartalmának analízisét.  

A fehérje tartalom analízisét követően 1622 fehérjét találtunk, melyeket minimum két 

peptiddel lehetett azonosítani. Aspergillus fumigatus esetében vizsgálták a protoplasztok és a 

regenerálódó protoplasztok által termelt EV-k fehérje tartalmát. A protoplasztok által termelt 

EV-kben összesen 142 fehérjét azonosítottak, szemben a regenerálódó protoplasztok által 

termelt EV-kel, melyekben összesen 2056 fehérjét azonosítottak (Rizzo és mtsai. 2020).  

A nagy terjedelem miatt csak azokat a találatokat szeretnénk bemutatni, melyeket 

korábban már azonosítottak más opportunista humán patogén gombák (Candida albicans, 

Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans és Aspergillus fumigatis) által termelt EV-

ben (1. számú melléklet). A táblázatból látható, hogy a Mucor által termelt EV-kben is 

megjelennek a chaperonok (Hsp70, Hsp60), a sejtfal kialakításában szerepet játszó fehérjék, 

(béta-glükozidáz, béta-1,3-glükanoziltranszferáz, kitin szintáz, mannozidáz), a lipid- (pl. 

farnezil pirofoszfát szintáz, acetil-koenzim A szintáz), cukor- (pl. foszfoglükomutáz, izocitrát 

liáz, glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenáz) és fehérjebioszintézisben (ubikvitin) szerepet 

játszó fehérjék, valamint riboszómális és sejtmagi fehérjék is (pl. hiszton H2A, hiszton H2B). 

A fehérje analízis során olyan fehérjéket is tudtunk azonosítani, melyek sejtfelszíni 

fehérjeként vannak prediktálva. Ilyenek a spóra felszíni fehérjék (CotH), illetve a hidrofób 

sejtfelszíni fehérje (HsbA). Azonosítottunk továbbá SNARE fehérjéket is (t-SNARE és v-

SNARE). A t-SNARE proteinek a sejtmembránon, míg a v-SNARE fehérjék a vezikulán 

találhatóak. Az eredmények értékelése során azonosítottunk egy gomba specifikus 

transzkripciós faktor domént hordozó transzkripciós faktort is (Tf106). A laborunkban ennek a 

transzkripciós faktornak a jellemzése is folyamatban van és az eddigi eredmények azt mutatják, 

hogy részt vesz a gomba antifungális szerekkel, leginkább az azolokkal, szembeni rezisztencia 

kialakításában.  

Az eredmények értékelése során szeptin fehérjéket is azonosítottunk. Összesen 6 szeptin 

fehérjét sikerült azonosítanunk, melyek protein azonosítója a következő volt; 1390768, 

1598245, 1472258, 1474387, 1494442 és 1466549 volt.  
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4.4. A szeptin fehérjék jellemzése 

 Az azonosított szeptin fehérjék aminosav szekvenciáinak felhasználásával, illetve az 

Aspergillus nidulans AspA (AAK21867.1), AspB (AAB41233.1), AspC (XP_050467270.1) és 

AspD (AAK21868.2) fehérjéivel a Mucor genom adatbázisban homológia keresést végeztünk. 

A homológia szekvencia eredményeként további feltételezett szeptin fehérjéket azonosítottunk, 

melyeket a 3. táblázatban tüntettünk fel.  

 

3. táblázat. A Mucor genomban azonosított szeptin fehérjék.  

azonosító elnevezés Aspergillus homológ 

1390768  sepA1 
SepA 

1598245  sepA2 

1472258  sepB1 
SepB 

1474387  sepB2 

1466549  sepC1 

SepC 
1343381  sepC2 

1455798  sepC3 

1334600  sepC4 

1494442  sepD1 

SepD 1364104  sepD2 

1533021  sepD3 

 

Ahogy fentebb említettem az extracelluláris vezikulák fehérje analízise során hat szeptin 

fehérjét azonosítottunk, melyek a speA1, sepA2, sepB1, sepB2, sepC4 és sepD1 voltak. A 

szeptin fehérjék hetero-oktamer komplexet képeznek, mely az Aspergillus esetében a sepA-

sepB-SepC-SepD fehérjékből áll. Azonban Mucor vonatkozásában mind a sepA, mind pedig a 

sepB fehérje mind a két izoformáját azonosítani tudtuk az EV-kben. Felmerül a kérdés, hogy 

Mucor esetében a szeptin fehérjék nem csak egy féle komplexet képesek kialakítani, hanem az 

egyes szeptin fehérje izoformák által kialakított különböző variációit a hetero-oktamer 

komplexnek.  

Annak a megállapítására, hogy az egyes szeptin fehérjéket kódoló gének hogyan 

fejeződnek ki, megvizsgáltuk a gének relatív transzkripciós szintjét valós idejű-kvantitatív PCR 

segítségével. A 9. ábrán látható a gének kifejeződésénekeredménye. 
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9. ábra. A szeptin gének kifejeződése a tenyésztési időszak alatt. Kontrollként a sepA1 gén 

első napon mért értékét vettük egynek. A diagrammon 2 független mérés átlagát tüntettük fel. 

 

Az ábrán látható, hogy az sepA2, sepB2, illetve a sepD1 igen magas relatív 

transzkripciós szintet mutat a tenyésztési időszak alatt, míg a sepC gének közül a legmagasabb 

értéket a sepC4 mutatja, azonban ennek a gének a kifejeződése alul marad a többi génhez 

képest. Tisztán látható az ábrán, hogy az egyes szeptin gének közül, mindegyik specifikus 

szeptin csoportban van egy, amely domináns kifejeződést mutat a többi izoformához képest. 

Az ábrán továbbá látható, hogy a sepD4 gén mutatatja a legkissebb génkifejeződést a többi 

génhez képest.  

Felmerül a kérdés, hogy akkor ezek a domináns gének-e a core szeptinek? – azonban az 

EV-k fehérje tartalmának analízise rámutatott, hogy mind a SepA1, SepA2, mind pedig a 

SepB1, SepB2 jelen van az extracelluláris vezikulákban. A további terveink között szerepel az 

egyes szeptin fehérjék kiütése CRISPR-Cas9 rendszer segítségével, majd a mutáns izolátumok 

jellemzése, valamint extracelluláris vezikula termeléük vizsgálata.  
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5. Diszkusszió 

 

A munkánk során arra kerestük a választ, hogy milyen szerepet töltenek be a 

járomspórás gombák extracelluláris vezikulái az antifugális rezisztenciában. Mivel a 

járomspórás gombák extracelluláris vezikulumairól és azok termelődéséről jelenleg nem áll 

rendelkezésünkre szakirodalmi adat, így kutatásunk első lépéseként tökéletesítenünk kellett az 

EV tisztítás folyamatát, melyet sikeresen optimalizáltunk és ennek köszönhetően már lehetőség 

nyílt azok jellemzésére. Az EV-k mennyiségének tanulmányozása során, összehasonlítottuk a 

Mucor lusitanicus CBS277.49 prototróf és az MS12 leucin/uracil dupla auxotróf törzs EV 

termelését és azt tapasztaltuk, hogy az CBS277.49 törzs EV termelése felül múlta az MS12 

törzs által termelt EV mennyiségét, ennek hátterében az uracil auxotrófia állhat. Korábban már 

leírták, hogy az uracil auxotrófia kihat a gomba növekedésére, virulenciájára és általánosságba 

véve a fitneszére (Ibragimova és mtsai 2020; Bauer és mtsai 2023; Szebenyi és mtsai 2023). 

Továbbá megvizsgáltuk azt is, hogy folyadék vagy szilárd fázison képes e gomba több EV-t 

termelni és az eredményeink azt mutatják, hogy nagyobb mennyiségben tudtunk a szilárd 

táptalajon nevelt tenyészetből EV-t tisztítani, mint folyadék kultúrából. 

Az EV-k lipid kettős réteggel körülhatárolt részecskék, melyek számos biológiailag 

aktív anyagot képesek hordozni (Deatherage és mtsai 2012., Witwer és mtsai 2019.) 

Laborunkban korábban előállítottak különböző, az ergoszterin bioszintézisben mutáns, 

gombatörzset, melyek virulenciája, illetve antifungális szerekkel szembeni rezisztenciája 

megváltozott (Bauer és mtsai 2023). Mivel az EV-k részt vehetnek az opportunista humán 

patogén gombák virulenciájában, illetve antifungális szerekkel szembeni rezisztencia 

kialakításában (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 megvizsgáltuk a laborunkban létrehozott mutáns 

izolátumok EV termelését. Az eredményeink azt mutatták, hogy az erg6b mutáns izolátum 

extracelluláris vezikuláinak mérete szignifikánsan alul marad a többi törzshöz képest. Bauer és 

munkatársai (2023) kimutatták, hogy az erg6b gén az egyik legfontosabb gén az ergoszterin 

bioszintézisben, hiánya drasztikusan csökkenti az ergoszterin tartalmat és új alternatív szterin 

bioszintézis útvonalakat nyit meg. Oliveira és mtsai (2020) Cryptococcus neoformans-ban 

kimutatták, hogy az erg6 gén hiánya kihat a gomba virulenciájára és membrán szerkezetére, 

valamint az erg6 deléciós mutáns törzs szignifikánsan kisebb méretű EV-ket volt képes 

kiválasztani, mint a szülői törzs.   
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Mindezek után az EV-k fehérje tartalmát is elemeztük, ugyanis Cryptococcus 

neoformans esetében az erg6 gén kiütését (Oliveira és mtsai 2020) követően a mutáns izolátum 

EV-inek protein tartalma is szignifikánsan megemelkedett és az analízis eredményeként több 

olyan fehérjét is megtaláltunk, amelyeket más opportunista humán patogén fajokban is sikerült 

azonosítani (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 azonosítottunk, melyekről korábban azt gondolták, hogy 

csak a járomspórás gombákban fordulnak elő. Ilyenek a cotH fehérjék, melyeknek a 

járomspórás gombák viruelnciájában és a gazda szervezeten belüli invázióban igen nagy 

szerepük van (Gebremariam és mtsai 2014, Szebenyi és mtsai 2023). Mivel ezen fehérjék 

receptor-ligand kölcsönhatásba lépnek az endotél sejteken található Grp78 fehérjével, az a tény, 

hogy a Mucor EV-kben megtalálható, felveti a kérdést, hogy a sejten belüli inváziót és a lokális 

mucormikózis szisztémássá válását nem az EV-k készítik-e elő a gomba számára. Ennek a 

hipotézisnek a vizsgálatához további kísérletek szükségesek.  

A gomba EV-k biogeneziséről viszonylag még mindig keveset tudunk, de az biztos, 

hogy a folyamat során fontos szerepe van ESCRT komplexnek. Az ESCRT komplex több 

folyamatban is részt vesz, például a MVB-k (multivezikuláris test) által generált vezikulumok 

felszabadításában, vagy a citokinézis végén a leánysejtek szétválasztásában (Schmidt és mtsai 

2012). A szeptinek, a G-proteinek közé tartozó fehérjék, melyek részt vesznek a sejtek 

citokinézisében (Hartwell 1971), a sejtciklus szabályozásában, exocitózisban, a térbeli 

kompartmentalizációban (Fung és mtsai 2014, Momany és mtsai 2017). Az eddigi eredmények 

azt mutatják, hogy a szeptinek és az ESCRT rendszer funkciója részben átfed. Azonban az, 

hogy a két rendszer egymástól függetlenül vagy egymással összhangban dolgozik-e, még nem 

tisztázott. 2019-ben Karasmanis és mtsai írták le, hogy S. cerevisiae esetén a szeptin fehérjék 

irányítják az ESCRT rendszer elemeit a citokinezis során, azonban az, hogy az extracelluláris 

vezikulák termelődését összahangban szabályozzák-e, még nem vizsgálták. A Mucor EV-inek 

fehérje tartalmának analízise során hat feltételezett szeptin fehérjét azonosítottunk.  Az 

Aspergillus nidulans szeptin fehérjéivel már végeztünk homológia keresést a Mucor 

adatbázisban, és megfigyeltük, hogy Mucor törzsek esetében az extracelluláris vezikulákban a 

SepA, mind pedig a SepB fehérje mindkét izoformáját azonosítani tudtuk. Homológia keresést 

végezve a Mucor genom adatbázisban, összesen 11 feltételezett szeptin fehérjét kódoló gént 

azonosítottunk, melyek kifejeződését megvizsgáltuk a tenyésztési idő alatt. A gének és az 

általuk kódolt fehérjék részletes jellemzése folyamatban van.  
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8. Melléklet 

 

1. számú melléklet. Néhány reprezentatív példa az azonosított fehérjékre. Azok funkciói 

és, hogy melyik organizmusban azonosították korábban   

azonosított fehérje funkció 
Histoplasma 

capsulatum 

Candida 

albicans 

Cryptococcus 

neoformans 

Aspergillus 

fumigatus 

Chaperonok 

Hősokk fehérje 60 kDa Chaperon +    

Hősokk fehérje 70 kDa Chaperon + + +  

Sejtfal kialakulása 

Beta-glükozidáz Sejtfal 

összeszerelődés 

+ +   

Beta-1,3-

glükanoziltranszferáz 

Sejtfal 

összeszerelődés 

+ + +  

Kitin szintáz Sejtfal 

összeszerelődés 

+  + + 

Mannozidáz Sejtfal 

összeszerelődés 

+    

N-acetil-beta-

glükozaminidáz 

Kitin oligomerek 

hidrolízise 

+    

Szignalizációs útvonal 

RAB GDP fehérje Szekréciós útvonal 

szabályozás 

+    

Rho GTPáz GTP kötés, 

szabályozás 

+   + 

Cukor metabolizmus 

Foszfoglükomutáz Glükóz bontás és 

szintézis 

+    

Izocitrát liáz Glioxilát ciklus: L-

malát szintézis 

izocitrátból 

+    

Glicerinaldehid-3-

foszfát dehidrogenáz 

Glikolízis: piruvát 

képződés 

+ + +  

Transzaldoláz Pentóz-foszfát 

ciklus egyensúlyba 

tartása 

+ + +  

Malát dehidrogenáz Almasav átalakítás 

oxaloacetáttá 

+  +  

Fumarát hidratáz Almasav átalakítás 

fumaráttá 

+    

Lipid metabolizmus 

Farnezil pirofoszfát 

szintáz 

Farnezil 

pirofoszfát 

szintézis 

+    

Acetil-koenzim A 

szintáz 

Acetil-koenzim A 

szintézis 

+    

Acetil-koenzim A 

acetiltranszferáz 

Rövid szénláncú 

zsírsav 

metabolizmus 

+    

Aminosav és protein metabolizmus 
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Ubikvitin Fehérje 

poszttranszlációs 

módosítása 

+    

Glutamát dehidrogenáz L-arginin 

bioszintézis 

+    

Delta-1-pirrolin-5-

karboxilát dehidrogenáz 

L-glutamin 

bioszintézis 

+    

Enoil-koenzim A 

hidratáz 

Leucin 

bioszintézis 

+    

Szerin-

hidroximetiltranszferáz 

Szerin-glicin 

átalakulás 

+    

Transzlációs elongációs 

faktor 

Fehérje 

bioszintézis 

+    

Adenozilhomociszteináz Homocisztein 

bioszintézis 

+    

Riboszómális fehérjék 

60S riboszómális fehérje 

L16 

Riboszómális 

fehérje 

    

60S riboszómális fehérje 

L21 

Riboszómális 

fehérje 

    

60S riboszómális fehérje 

L27-A 

Riboszómális 

fehérje 

+    

60S riboszómális fehérje 

L3  

Riboszómális 

fehérje 

+    

40S riboszómális fehérje 

S7 

Riboszómális 

fehérje 

+    

40S riboszómális fehérje 

S3 

Riboszómális 

fehérje 

+    

40S riboszómális fehérje 

S18 

Riboszómális 

fehérje 

+    

40S riboszómális fehérje 

S29 

Riboszómális 

fehérje 

    

40S riboszómális fehérje 

S24 

Riboszómális 

fehérje 

    

Sejtmagi fehérjék 

Hiszton H4 DNS 

összeszerelődés 

+    

Hiszton H2A DNS 

összeszerelődés 

+    

Hiszton H2B DNS 

összeszerelődés 

+    

Sejt növekedés/osztódás 

Szeptin Sejtosztódás +    

Sejtmembrán fehérje 

Sejtmembrán ATPáz ATPáz aktivitás +    

Aminopeptidáz Egyirányú 

membrán 

transzporter 

+    

Citoszkeletális fehérje 

Aktin Citoszkeleton 

összeszerelődés 

+    

Antioxidáns hatású fehérjék 

Szuperoxid diszmutáz Szabadgyök elleni 

védelem 

+    
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Kataláz Szabadgyök elleni 

védelem 

+    
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