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1. Roviditések jegyzéke

(NH4)2SO» Ammonium-szulfat

Ac-KoA Acetil-koenzim A

AL Acetolaktat

AmpR Ampicillin rezisztencia marker gén

ATC Aszpartat transzkarbamoildz

BAT Elagazélancu aminosav aminotranszferaz

CaCl, Kalcium-klorid

CP Karbamoil-foszfat

CPA Karbamoilaszpartat

CPS-11 Karbamoil-foszfat szintaz I1

CTP Citidin-trifoszfat

CTPS Citidin-trifoszfat szintaz

DHIV a,B-dihidroxi-izovalerat

DHO Dihidro-orotat

DHOD Dihidro-orotat dehidrogenaz

DHOS Dihidro-orotaz

Eco471 Eco471 restrikcios enzim felismero- és hasitohely

GC - MS Gaz kromatografia — Tomegspektrometria

HPLC - HRMS Nagy hatékonysagi folyadékkromatografia - Nagyfelbontast
tomegspektrometria

ILV2 Acetohidroxisav-szintaz katalitikus alegység

ILV3 Dihidroxisav-dehidrataz

ILVS Acetohidroxisav-reduktoizomeraz

ILV6 Acetohidroxisav-szintaz regulator alegység

IPS Rovar fizioldgias sdoldat

KCl Kalium-klorid

KIC a-ketoizokaproat

KIV a-ketoizovalerat

KoA Konezim A

LB Luria-Bertani taptalaj/tapoldat

LEU Leucin

LEU1 Izopropilmalét-izomeraz

LEU2 és LEUA B-izopropilmalat dehidrogenaz



LEU3
LEU4
leuA
leuAP
leuAT
MEA
MOPS
Na;EDTA
Na;HPO4
NaCl
NaH;PO4
NDP
OMDP
OMP

ori

ORO
OTR
PCR
PEG
PMC

PP

PRPP
PYR
pyrG
RPMI
SDS
SMC
TAE
TORCI1
Tris—HCI
UDK
UDP
UMP
UPRT

Leucin bioszintézis transzkripcios faktor
2-izopropilmalat szintaz

Mucor lusitanicus B-izopropilmalat dehidrogenazt kodolo génje
leuA gén sajat promotere

leuA gén sajat terminatora

Malata kivonat taptalaj
3-N-morfolin-propanszulfonsav
Dinatrium-etilén-diamin-tetraecetsav
Dinatrium-hidrogén foszfat
Natrium-klorid

Natrium-dihidrogén foszfat

Nukleozid difoszfat kindz
Orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz
Orotat-monofoszfat

E. coli bakterialis replikacios origd
Orotat

Orotéat transzribozilaz

Polimeraz lancreakcid

Polietilén glikol

PEG — MOPS — Kalcium-klorid puffer
Pirofoszfat

Foszforibozil-pirofoszfat

Piruvat

Mucor lusitanicus orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz
Roswell Park Memorial Institute tapoldat
Nétrium-lauril szulfat

Sorbitol — MOPS — Kalcium-klorid puffer
Tris — ecetsav — dinatrium-EDTA puffer
Rapamicin célpont komplex 1
Tris-hidroklorid

Uridin-monofoszfat kinaz
Uridin-difoszfat

Uridin-monofoszfat

Uracil foszforibozil-transzferaz



URA
UTP
YEG
YNB
a-IPM
B-IPM

Uracil

Uridin-trifoszfat

Eleszté-gliikoz tapoldat/taptalaj

Elesztd Nitrogén Minimal tapoldat/taptalaj
a-izopropilmalat

-izopropilmalat



2. Irodalmi attekintés

2.1 A jaromsporas gombak és a Mucorales rend altalanos jellemzése

A kutatasunk fokuszaban all6 Mucor lusitanicus faj a Mucorales rend tagja, melyet a
Mucoromycota torzsbe sorolnak (Vasudevan és mtsai. 2021, Walther és mtsai. 2019) (1. abra).
A rend tagjainak dontd tobbsége szaprotrof, azonban talalhatéak kozottiik olyan termotolerans
fajok is, melyeket oppartunista human patogénekként tartanak szamon. Ezutobbiak képesek az
emberi test hdmérsékletét tolerdlni ezaltal képesek gyakran életveszélyes fertézés kivaltani,
foként immunszupresszalt egyéneknél, melyet mucormikozisnak neveziink (Walther és mtsai.
2019). Ezen fajok jellemzden nagymértékti intrinszik rezisztenciaval rendelkeznek a
klinikumban alkalmazott terapids szerek tobbségével szemben. Ennek kdszdnhetden a fertézés

kezelése komplikalt, igy gyakran rendkiviil sulyos kovetkezményekkel jar (Xisto és mitsai.

2023).
-
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1. abra: A jaromsporas gombak és a Mucorales rend taxonomiai elhelyezkedése (Walther és

mtsai. 2019).

Ivartalan szaporodasuk haploid sporangiosporaval-, ivaros szaporodasuk, mely két
kompatibilis parosodasi tipust (+ és -) egyed kozott zajlik, diploid zigosporaval (Hassan ¢€s
Voigt 2019) (2. abra) torténik. Egyes opportunista human patogén gombafajok rendelkeznek az
alaki dimorfizmus képességével, azaz a kdrnyezeti koriilmények fiiggvényében képesek fonalas
¢s €lesztd format is felvenni. Ezen tulajdonsaggal rendelkezo fajok a Mucorales renden beliil is
megtalalhatoak, melyek esetében a csdkkent oxigén tenzid az elsddleges szigndl a valtasra.
Fonalas novekedésiik aplikalis megnyulas utjan kovetkezik be, mig éleszté formaban sarjadzés

torténik (Wang és Lin, 2012). Azonban a jaromspdras gombak ipari szempontbdl is nagy
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jelentéséggel birnak. Egyes tagjait az ¢lelmiszeriparban sajt- (Morin €és mtsai. 2017) és
szojatermékek eldallitasara- (Nout és Aidoo 2010), a feldolgozodiparban ipari enzimek

eléallitdsara- (Morin és mtsai. 2017, Benny és mtsai. 2014), valamint a gyogyszerészeti iparban

crcr

2010) hasznaljak.

2. abra: A jaromsporas gombak ivaros szaporodasa soran keletkezo diploid zigospora (Walther

¢és mtsai. 2019).

2.2 A mucormikézis

A mukormikdzis a Mucorales rend opportunista human patogén tagjai altal kivaltott,
gyakran haldlos kimenetell fert6zés. A mucormikozis elsddleges fert6z6 agensei a sporak,
melyek leggyakrabban belégzés vagy nagy kiterjedésii sebek utjan keriilnek a
gazdaszervezetbe. A fertdz¢s kialakuldsanak leggyakoribb mddja az ivartalan sporak belégzése,
mely a fertdzés két leggyakoribb megnyilvanulasi formdjahoz, a rhino-orbito-cerebralis és
pulmonalis fertdzéshez vezet. Leggyakoribb rizikofaktorok az immunszpresszalt allapot,
diabétesz és annak kovetkezményeként kialakul6 ketoaciddzisos allapot, sulyos €s hosszantartd
neutropénia, rosszindulati hematologiai elvaltozasok, valamint a szervatiiltetés (Asraf és mtsai.
2012, Sahu és mtsai. 2021, Szebenyi és mtsai. 2023). A mucormikoézisos fertézések esetszama
egyre novekvd tendenciat mutat az antifungdlis szerekkel szembeni rezisztencidnak és a
rizikofaktorokkal rendelkezé egyének novekvd szamanak koszonhetéen (Prakash és
Chakrabarti 2021, Garvey és Rowan 2023, Xisto és mtsai 2023) (3. abra). A fertdzés morbiditasi
ratdja meghaladja az 50%-ot, mig a mortalitasi rata elérheti akar a 95-100%-ot is fliggen a
fert6zés helyétdl, a korokozo fajtol és a beteg egészségiigyi allapotatol.

A mucormikoézist leggyakrabban kivaltd fajok a Rhizopus spp., a Mucor spp. €s a
Lichtheimia (kordbban Absidia €s Mycocladus) spp. nemzettségek tagjai. Mas Mucorales
nemzetségek, mint a Rhizomucor, Saksenaea, Cunninghamella és Apophysomyces éltal okozott
fertézések kevésbé gyakoriak. (Hassan és Voigt 2019, Prakash és Chakrabarti 2019, Lax és
mtsai. 2020, Szebenyi és mtsai. 2023).



Bala és mtsai. (India) I

Corzo-Leon és mtsai. (Mexikd) I
Dolatabadi és mtsai. (Irdn)

LB

Jeong és mtsai. (Globdlis)

Kennedy és mtsai. (Ausztralia) -

[

Lanternier és mtsai. (Franciaorszag) [
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Prakash és mtsai. (India) [

Roden és mtsai. (Globdlis)

Ruping és mtsai. (K6zép-Eurdpa és Azsia) I

Skiada és mtsai. (Eurépa) 1 |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

. Rhizopus spp. Mucorales (nem azanositott) . Cokeromyces spp.
Syncephalastrum spp. . Rhizomucor spp. Actinomucor elegans
Lichtheimia spp. . Mucor spp. . Cunninghamella spp.
. Saksenaea spp. . Apophysomyces spp . Thamnostylum lucknowense
3. abra: A mucormikozist kivaltd fajok gyakorisaganak globalis eloszlasa (Prakash és
Chakrabarti 2019).

A mucormikoézisnak hat f6 klinikai megnyilvanuladsi formdja van a fert6zés anatomiai
lokalizaciojat tekintve, melyek gyakorisdguk szerint a kdvetkezdk: 1) A rhino-orbito-cerebralis
mucormikdzis, amely az arc- és orriiregeket, valamint az agyat érinti. Tiinetei a laz, az arc
duzzanata, fekete 1éziok megjelenése a szajban, illetve az arcon, valamint fejfajast és
arcliregelzarodast is kivalthat. 2) Tiidot érint6 fert6zés esetén pulmonalis mucormikozis alakul
ki. Ennek tiinetei a mellkasi fajdalom, 1égzési zavar, 14z és kohogés. 3) Kutan vagy szubkutan
mucormikoézis esetén a borben lokalis fert6zés alakul ki, aminek kovetkeztében a fertozott
borteriileten fekélyek vagy holyagok jelennek meg, tovabba borpir és duzzanat is kialakulhat.
4) A gasztrointesztindlis mucormikozis esetén a fertdzés az emésztdszervrendszert érinti, mely
leginkdbb korasziilotteknél fordul eld, felndtteknél rendkiviil ritka. Hanyingert, hanyast,
gyomor-bélrendszeri vérzést €s hasi fajdalmakat okoz. 5) Tobbféle klinika szovédmeény
fennaldsa esetén disszemindlt mucormikdézis alakulhat ki, mely esetben a szovodmények és a
mucormikoézis tiinetinek megkiilonboztetése nehéz. 6) A kivalasztd szervrendszert érintd
fert6zés esetén renalis mucormikodzis alakul ki, amely vesegyulladasként jelentkezhet (Hassan

¢s Voigt 2019, Badali és mtsai. 2021) (4. abra).



Szemek (N=15; 1.8%) Kozponti idegrendszer (N=14; 1.6%)
13.3%

7.1%
7.

Felsé légutak
(N=261;30.6%)

0.4%
27% |
sa% | 08%

1.5%

Fels6 végtagok (N=101; 11.8%)

Also légutak(N=209; 24.5%)

0.5%
3.4% 0.5%

Vér/ vizelet (N=30; 3.5%)

33% 33% 679

Has/ emésztérendszer
(N=36;4.2%)

leé végtagok(N=93; 10.9%)

Ismeretlen minta (N=95; 11.1%)

. Rhizopus spp. ! Syncephalastrum spp. . Blakeslea spp. . Saksenaea spp.
. Mucor spp. . Rhizomucor spp. - Actinomucor spp. . Apophysomyces spp.
. Lichtheimia spp. . Poitrasia spp. . Cunninghamella spp.

4. abra: Fert6zott paciensek szervezetének kiilonbozo tertileteibol izolalt mucormikoézist
kivalté Mucorales fajok 2015 és 2020 kozott az Egyesiilt Allamokban. N: minta elemszam
(Badali és mtsai. 2021).
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2.3 Aleucin bioszintézise és a B-izopropilmalat dehidrogenaz szerepe

A leucin egy elagazolancu esszencidlis aminosav, mely hatéssal van a gliikdztoleranciara
¢s a lipidanyagcserére (Zhang és mtsai. 2020). Bioszintézise a mitokondriumban kezdddik és a
citoplazmaban fejezodik be. Ennek elso 1épésében, a mitokondriumban, acetil-koenzim A-bol
(Ac-KoA) és piruvatbol (PYR) acetolaktat (AL) keletkezik, melyet az acetohidroxisav-szintaz
katalitikus- (ILV2) és reguldtor (ILV6) alegysége katalizal. Ezt kovetden o,B-dihidroxi-
izovalerat (DHIV) képzddik az acetohidroxisav-reduktoizomeraznak (ILVS) kdszonhetden. A
harmadik 1épésben a-ketoizovalerat (KIV) keletkezik, koszonhetéen a dihidroxisav-dehidrataz
(ILV3) aktivitasanak. A keletkezett a-ketoizovalerat a citoplazmaba keriilve a-izopropilmalatta
(a-IPM) alakul egy Ac-KoA felhasznalasaval, melyet a B-izopropilmalat szintaz (LEU4)
katalizal. Ezt kovetden B-izopropilmalat (B-IPM) keletkezik, mely 1épést az izopropilmalat-
izomeraz (LEU1) katalizdl. A p-izopropilmaldt dehidrogendz (LEU2) aktivitidsanak
koszonhetden a-ketoizokaproat (KIC) jon 1étre. Az utolséd 1épésben torténd transzaminalasnak
koszonheton leucin (LEU) keletkezik, melyet az eldgazdlancii aminosav aminotranszferaz
(BAT) katalizal. A bioszintézis szabalyozasa a leucin bioszintézis transzkripcids faktor (LEU3)
altal torténik, mely a sejtmagban képes aktivalni az ilv2, ilv5, leud, leul és leu2 kifejezddését,

ezaltal pozitivan szabalyozva a bioszintézist (Que és mtsai. 2020) (5. abra).

Ac-KoA
ILV6 ILV5 ILV3
AL =——7p DHIV —» KIV
iILVZ ®
PYR Q o l

(N

I
\ [
N

I

\ KIV
A Y
| - LEU4 t ;
LEU3 - ¥ ’®
\\
~
Sejtmag N ~ a-IPM

\\‘®\‘® LEU1 l

BAT LEU2
LEU = KIC = B-IPM

5. abra: A leucin bioszintézisének ttvonala, illetve annak pozitiv szabalyozasa. Ac-KoA:

acetil-koenzim A; KoA: konezim A; PYR: piruvat; ILV2: acetohidroxisav-szintaz katalitikus
alegység; ILV6: acetohidroxisav-szintdz regulator alegység; AL: acetolaktat; ILVS:
acetohidroxisav-reduktoizomeraz; DHIV: a,B-dihidroxi-izovalerat; ILV3: dihidroxisav-
dehidrataz; KIV: a-ketoizovalerat; a-IPM: a-izopropilmalat; LEU4: 2-izopropilmalat szintaz;
B-IPM: B-izopropilmalat; LEU1: izopropilmalat-izomeraz; KIC: a-ketoizokaproat; LEU2: -
izopropilmalat dehidrogenaz; LEU: leucin; BAT: eldgaz6lanci aminosav aminotranszferaz;

LEU3: leucin bioszintézis transzkripcios faktor (Que és mtsai. 2020).
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A leucin bioszintézise nélkiilozhetetlen a normal fehérje homeosztazis fenntartasahoz,
befolyasolja a gliikkdztoleranciat, a lipidanyagcserét, a morfogenezist és a virulenciat (Que és
mtsai. 2020). M. lusitanicus esetében a [-izopropilmalat dehidrogenazt (LEU2)
(CBS277.49v3.0 adatbazis fehérje azonosito: 1508136;
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html) a leuAd gén kodolja.

2.4 Az uridin-trifoszfat de novo szintézise és az orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz
szerepe

Az uridin-trifoszfat egy pirimidinvazas nukleotid, melynek de novo szintézise a
citoplazmaban ¢és a mitokondriumban zajlik. Els6 1épése a citoplazmaban a bikarbonat ion
(HCO3") karbamoil-foszfatta (CP) torténd alakitasa glutamin és ATP felhaszndlasaval, melyet
a karbamoil-foszfat szintdz II (CPS-II) katalizal. Ezt kovetéen karbamoilaszpartat (CPA)
keletkezik az aszpartat transzkarbamoilaz (ATC) aktivitdsanak koszonhetden egy aszpartat
felhasznalasaval. A harmadik 1épésben dihidro-orotdt (DHO) keletkezik, melyet a dihidro-
orotaz (DHOS) katalizal. A mitokondriumban a dihidro-orotat dehidrogendz (DHOD) éaltali
katalizisnek koszonhetéen orotait (ORO) keletkezik egy NAD™ molekula redukcidjaval
parhuzamosan. Ezt kdvetden ebbdl a citoplazméban orotat-monofoszfat (OMP) keletkezik az
orotat transzribozilaznak (OTR) koszonhetden. Az OMP dekarboxilacidja 4altal uridin-
monofoszfat (UMP) keletkezik, melyet az orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz (OMPD)
katalizal. Ennek az uridin-monofoszfat kinaz (UDK) altali foszforilacioja altal uridin-difoszfat-
(UDP), majd ennek nukleozid difoszfat kinaz (NDP) altali foszforilacidjaval uridin-trifoszfat
(UTP) keletkezik. A keletkezett UTP felhasznalédhat RNS szintézisre vagy citidin-trifoszfat
(CTP) szintézisre, mely utobbit a CTP szintaz (CTPS) katalizal, illetve ez majd DNS szintézisre
hasznalodhat fel. Abban az esetben, ha a bioszintézis utvonal sériilt az UMP keletkezését
megel6zd 1épés(ek)ben, akkor a kornyezetbdl felvett uracil (URA) egy lépésben UMP-ta
alakithato egy foszforibozilacios reakcid soran, melyet az uracil foszforibozil-transzferaz
(UPRT) katalizal, igy menekithet6 az uridin-trifoszfat de novo szintézis ttvonala (Ljungdahl és
Daignan-Fornier 2011, Moffatt és Ashihara 2002) (6. dbra). Az uridin-trifoszfat esszencialis a
transzkripcid, a DNS replikaci6, a transzlacié (Moffatt és Ashihara 2002, Ljungdahl ¢és
Daignan-Fornier 2011), a szignaltranszdukcié (Sigoillot és mtsai. 2007) szempontjabol és
befolydsold hatassal van a sejtosztddasra, a sejtek energia metabolizmusara, a foszfolipid
bioszintézisre (Loffler és Zameitat 2013), valamint a stressz valaszokra (Pan és mtsai. 2019).

M. lusitanicus esetében az orotidin-5-monofoszfat dekarboxilazt (OMDP) (CBS277.49v3.0
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adatbazis fehérje azonosito: 1355982;
https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html) a pyrG gén kédolja.

HCO3-
CPSs-Il
CP
ATC
CPA CTP
DHOS CTPS
DHO UTP
NDP
Mitokondrium
DHO UDP
DHOD UDK
ORO —» OROQP OMP —LP UMP <«——— URA
OTR OMDP UPRT

6. abra: A uridin-trifoszfat de novo szintézisének utvonala, illetve az uracil bekapcsolddasa az
utvonalba. CP: karbamoil-foszfat; CPS-II: karbamoil-foszfat szintaz II; CPA:
karbamoilaszpartat; ATC: aszpartat transzkarbamoildz; DHO: dihidro-orotat; DHOS: dihidro-
orotaz; ORO: orotat; DHOD: dihidro-orotat dehidrogenaz; OMP: orotat-monofoszfat; OTR:
orotat transzribozilaz; PRPP: foszforibozil-pirofoszfat; PP: pirofosztat; OMDP: orotidin-5-
monofoszfat dekarboxilaz; UMP: uridin-monofoszfat; UDK: uridin-monofoszfat kinaz; UDP:
uridin-difoszfat; NDP: nukleozid difoszfat kinaz; UTP: uridin-trifoszfat; CTP: citidin-
trifoszfat; CTPS: CTP szintaz; URA: uracil; UPRT: uracil foszforibozil-transzferaz (Moffatt
¢és Ashihara 2002, Ljungdahl és Daignan-Fornier 2011).

13



3. Célkitiizések

A virulencia faktorok és patomechanizmusok feltdrasahoz elengedhetetlen a megfelel
markerek, illetve kontroll torzsek hasznalata az ezekre iranyuld kutatdsokban. Fontos a
megfeleld szelekcids markerek kivalasztasa, melyek nem befolyasoljak szignifikansan az
altalunk vizsgalni kivant folyamatokat, jelenségeket. Annak fényében, hogy a mucormikoézisos
fert6zések nagyrészéért a Mucorales rendbe tartozo fajok feleldsek, valamint a M. lusitanicus
széleskorben alkalmazott modellorganizmus szamos teriileten (virulencia faktorok azonositéasa,
patomechanizmus feltarasa, antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia hatterének vizsgalata,
jaromspoéras gombak genetikai analizise és mddositasa, differencidlis génexpresszio vizsgalata
a morfogenezis soran, ipari enzimek és masodlagos metabolitok termelés stb.), igy munkank
célja a leucin ¢és uracil auxotréfia fiziologiat, tovabba virulenciat befolyasold hatdsanak
vizsgalata a M. lusitanicus vad tipusu-, egyszeresen- €s kétszeresen auxotrof torzseinek

felhasznalasaval.
Mindezek alapjan kutatdsunk céljaként a kovetkezd konkrét célokat tlizziik ki:

3.1 A leuA gén funkcionalis valtozatat tartalmazo expresszios vektor konstrukcio
létrehozasa, majd transzformalasa egy leucin és uracil kétszeresen auxotréf mutans
torzsbe

Célunk egy olyan shuttle-vektor konstrukcid létrehozasa, mely tartalmazza a M.
lusitanicus leud génjének funkcionalis valtozatat, illetve fenttarthato és felszaporithatdé DH5a

Escherichia coli baktériumsejtekben, valamint ennek PEG-mediélt transzformacidval torténd

bejutattasa egy leucin és uracil kétszeresen auxotrof mutans toérzsbe, ezaltal komplementalva a

leucin auxotrofiat, igy egy uracil egyszeresen auxotrof torzset 1étrehozva.

3.2 A M. lusitanicus vad tipusu-, leucin és uracil egyszeresen-, valamint kétszeresen
auxotrof torzseinek fiziologiai vizsgalata
Célunk a leucin és uracil egyszeres-, valamint kétszeres auxotrofia fiziologiat befolyasolo
hatasdnak vizsgalata. Vizsgalataink magukba foglaljak a nodvekedési rata kiilonbozo
homérsékleteken (20-, 25-, 30- és 35 °C) torténd-, a mikroaerofil novekedési képesség-, az
éleszté-hifa sejttipus valtasi képesség-, a stressz adaptacidos képesség-, a csirdzasi- és

sporulacids képesség vizsgalatat.

3.3 In vivo virulencia vizsgalata Galleria mallonella infekcios modell segitségével
Célunk a leucin és wuracil egyszeres-, valamint kétszeres auxotrofia virulenciat

befolyasold hatadsanak vizsgalata.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 A Kkisérletek soran alkalmazott gomba torzsek

A kisérletekhez a Mucor lusitanicus CBS 277.49 azonositdju vad tipusu izolatumot,
ennek leud” és pyrG kétszeresen auxotrof mutans MS12 torzsét, ezutobbi pyrG* komplementalt
¢s leud” egyszeresen auxotrof mutdns MS12+pyrG torzsét, valamint a jelen dolgozatban
prezentalt és altalunk létrehozott leud™ komplementalt és pyrG- egyszeresen auxotrof mutans
MS12+leuAd (melyben a leucin auxotrofiat a leud gén funkcionalis valtozatanak kifejeztetésével
komplementaltuk) torzsét alkalmaztuk. A fiziologiai jellemzéshez és az in vivo virulencia

vizsgalatokhoz az MS12 és torzset is hasznaltuk kontrollként.

4.2 Tenyésztési korillmények

A fent emlitett torzseket YNB téptalajon, kiegészitve uracillal és/vagy leucinnal, kéthavi
atoltassal, 4 °C-on tartottuk fent. A ndvekedési rata vizsgalata YNB taptalajon tortént 4 napon
keresztiil, az alkalmazott tenyésztési hdmérsékletek 20-, 25-, 30- és 35 °C voltak. A mikroaerofil
novekedési- és sejttipus-valtasi vizsgalatokat BBL GasPak Anaerobic System (Beckton
Dickinson) segitségével végeztiik el 25 °C-on 4 napig tenyésztve, elobbi esetben YNB
taptalajon, utobbi esetében YNB tapoldatban. A csirdzasi képesség vizsgdlatdhoz 4 napon
keresztiil 25 °C-on MEA taptalajon tenyésztett torzsekrdl szdrmazo sporakat hasznaltunk, majd
a vizsgalat soran RPMI 1640 tapoldatban tenyésztettiik azokat 25 °C-on 8 oran keresztiil
folyamatos razatas (180 rpm) mellett. Az in vivo virulencia vizsgalatokhoz felhasznalt sporak
7 napig 25 °C-on MEA taptalajon tenyésztett torzsekrdl szarmaztak. A sporulacios képesség
vizsgalatahoz a torzseket 7 napig tenyésztettiik 25 °C-on MEA téptalajon. A torzseket a fenti

esetekben alland6 megvilagitas mellett tenyésztettiik.

4.3 Alkalmazott taptalajok és tapoldatok
A kutatomunkank soran felhasznalt vegyiiletek a VWR Chemicals gyart6tol szarmaztak,

amely esetben mas gyartotol szarmaztak, ott a gyartot kiilon feltiintettiik.

4.3.1 Eleszté Nitrogén Minimal tapoldat/taptalaj (YNB)

1 m/V% D-gliikoz, 0,15 m/V% (NH4)2S0O2, 0,15 m/V% Na-L-glutamat, 0,05 m/V% YNB
(Difco), illletve 0,05 m/V% uracil és/vagy leucin (pH 4,5). Szilard taptalaj esetén 2 % agart
adtunk a tdpoldathoz. PEG-medidlt protoplaszt transzformacios kisérlet soran a protoplasztokat
0,8 M szorbitolt és 1 m/V% agart tartalmaz6 YNB feddagarral keverve (pH 3,2) ontottiik 0,8
M szorbitollal kiegészittet, 2 m/V% agart tartalmazo YNB téptalajra.
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4.3.2 Kleszto-gliikoz tapoldat/taptalaj (YEG)
1 m/V% D-gliikoz, 0,5 m/V% ¢élesztOkivonat, szilard taptalaj esetén 2 m/V % agart adtunk

a tapoldathoz.

4.3.3 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) tapoldat (pH 7) 100 mL-re:
1,04 m/V% RPMI (Apollo Scientific); 3,453 m/V% 3-N-morfolin-propanszulfonsav
(MOPS); 1 m/V% 30 mg/mL L-glutamin. Sziikség esetén 0,05 m/V% leucinnal és/vagy

uracillal kiegészitve.

4.3.4 Malata kivonat taptalaj (MEA)
1 m/V% D-gliik6z, 2,5 m/V% ¢élesztd kivonat, 1 m/V% malata kivonat, 2 m/V% agar.

4.3.5 Luria-Bertani taptalaj/tapoldat (LB)

1 m/V% pepton, 1 m/V% NaCl, 0,5 m/V% éleszté kivonat, 50 pg/mL ampicillin
(BioChemica). Szilard taptalaj esetén 2 m/V % agart adtunk a tadpoldathoz. A hosszutavu tarolas
érdekében a leud célgént pletl.2 (Thermo Scientific) plazmidba klénoztuk, majd DHS5a
Escherichia coli (Zymo Reserach - Mix & Go! Competent Cells - DHS Alpha) sejtekbe
transzformaltuk. A transzforméns sejtek szelektalasanak érdekében a sejteket 50 pg/mL
ampicillinnel (BioChemica) kiegészitett LB taptalajon tenyésztettiik a gyartd utasitdsainak

megfelelden.

4.4 Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek
Az alabbi oldatok esetében oldoszerként steril desztillalt vizet hasznéaltunk, amely esetben

mas oldoszert alkalmaztunk, ott azt feltiintettiik.

4.4.1 DNS gélelektroforézishez hasznalt anyagok

TAE (Tris — ecetsav — dinatrium-EDTA) puffer: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na,EDTA
Agaroz gél: 0,8 m/V% agardz TAE-pufterben oldva

Etidium-bromid torzsoldat (Sigma): 10 mg/mL desztillalt vizben oldva

Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Scientific)

Molekulastily marker: 1 kb DNS marker (Thermo Scientific): steril desztillalt viz —

molekulasuly marker — 6x DNS mintapuffer 4:1:1 aranyu keveréke

4.4.2 Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok
Protoplasztalo oldat: 100 mM natrium-foszfat puffer, 0,8 M szorbitol, 1,5 m/V% csigaenzim
Nétrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM Na,HPO4, 75 mM NaH>POq4

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

PMC puffer: 40m/V% PEG 4000, 10 mM MOPS, 0,6 M szorbitol, 50 mM CaCl»
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4.4.3 Galleria mellonella in vivo fert6zéshez hasznalt oldat
Rovar fizioldgias sooldat (IPS): 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM EDTA és 30 mM natrium-
citrat 100 mM Tris-hidroklorid-ban (Tris-HCI) (pH 6.9).

4.5 Primerek

A M. lusitanicus CBS 277.49 torzs leud (CBS277.49v3.0 adatbazis fehérje azonosito:
1508136; https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html) génjének
felszaporitasahoz sziikséges sziikséges oligonukleotid inditészekvencidkat a PerlPrimer
v1.1.21 szamitogépes program segitségével terveztik meg (Marshall 2004), az MS12+leuA
komplementalt transzformans térzsek ellendrzéséhez a gyartd altal, a pJet 1.2 klonozo vektor
kit-hez (Thermo Scientific) mellékelt szekvendld primereket alkalmaztuk. Az altalunk

felhasznalt inditdszekvencidk az 1. Tablazatban talalhatdak Osszesitve.

1. Tablazat: A M. lusitanicus CBS 277.49 vad tipusu torzs leud génjének felszaporitasahoz,
illetve az MS12+/eud leucin auxotrofia komplementélt torzs ellendrzéséhez hasznalt

inditészekvenciak.

Primer 5-3° Termékek A termék mérete (bp)

a leuA gén felszaporitasahoz hasznalt inditoszekvenciak

MlleuA1l ACTGCAGGATGGGACAAGGTATATAT leud gén sajat 4390
MlleuA2 TGCAGGATGGGACAAGGTATATAT promoter ¢s

terminator

régidjaval

a transzformansok ellenorzéséhez hasznalt inditoszekvenciak

pJetl.2 CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC pJet 1.2 klonozo 4449
forward vektor szekvenalo
primer primerek

pJetl.2 reverz AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

primer

4.6 Vizsgalati modszerek
4.6.1 Molekularis modszerek
4.6.1.1 DNS tisztitas
A genomi DNS tisztitas 4 napos tenyésztést kovetden tortént, melyhez a ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research) kit-et hasznaltuk, a gyarté utasitisainak

megfelelden.
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4.6.1.2 DNS gélelektroforézis

A DNS mintakhoz 10 pL mintapuffert adtunk, majd a vart fragmentumok elvalasztasa 0.8
m/V% agardz gélben, 80-110 V fesziiltséggel, 1 6ran keresztiil tortént. Mind az agardz gél
készitéséhez, mind futtatopuffernek TAE puffert hasznéltunk, tovabba a gél 0.5 pg/mL etidium-
bromidot tartalmazott. A fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb DNS 1étra (Thermo

Scientific) molekulasuly markert hasznaltunk.

4.6.1.3 Plazmid visszaizolalasa agaroz gélbol
A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazé gélrészletet szikével UV lampa
alatt vagtuk ki a 0.8 m/V% agardzt tartalmazo gélbdl. A Zymoclean Large fragment DNA

Recovery Kit (ZymoResearch) segitségével nyertiik ki a gyartd utasitasainak megfelelden.

4.6.1.4 Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

Kisérleteink soran a PCR reakciokat ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Thermo Fischer
Scientific) késziilékben végeztik. A genomi DNS-b6l ¢és 0Ossz DNS-bdl torténd
amplifikalasahoz 2X Phusion High Fidelity DNA Polymerase Master mix (Thermo Scientific)
kit-et hasznaltunk, a gyarto6 utasitdsainak megfelelden. A reakciokat 20 pL-es végso térfogatban
készitettiik el a kovetkezoképpen:
e genomi/ 6ssz DNS (10-100 ng) - 0,8 pL.
e specifikus primerek (1. Tablazat) (10 uM) - 0,8 uL.
e 2X Phusion High Fidelity DNA Polymerase Master mix (Thermo Scientific) - 10 pL
e molekuléris viz (RNaz, DN4z mentes, steril) (Lonza) - 7,6 puL

A leuA gén és plett+leud plazmid felszaporitasanak korolménvei:

e 08°C 10 sec elddenaturalas 1 ciklus
e 08°C 1 sec denaturalas

e 63°C 5 sec primerkotodés 30 ciklus
o 72°C 1 min lancszintézis

e 72°C 1 min végso lancszintézis 1 ciklus

4.6.1.5 Plazmid konstrukcio létrehozasa

A leuA a B-izopropilmalat dehidrogenézt kodolo és a leucin auxotrofiat komplementélo
gén (Roncero és mtsai. 1989). A leud expresszidjdhoz azt plet 1.2 plazmidba (Thermo
Scientific) klonoztunk, majd a vektor konstrukciot DH5a E. coli sejtekbe (Zymo Reserach -
Mix & Go! Competent Cells - DH5 Alpha) transzformaltuk a konstrukciok hossza tavi tarolasa

érdekében. A plazmid konstrukcio létrehozésanak elsé lépéseként felszaporitottuk a M.
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lusitanicus CBS 277.49 torzs leud génjét a fentebb részletezett moédon (4.6.1.4 bekezdés) az 1.
Téblazatban felsorolt inditoszekvencidk segitségével. Mivel a gyartd (Thermo Scientific)
tompavégl linearizalt formdban forgalmazza a pJet 1.2 plazmidot, igy az amplikon plazmidba
klonozasa tompavégi ligalassal tortént T4 DNS ligaz (New England BioLabs Inc.) enzim
segitségével, annak eldzetes restrikcidos emésztése és tisztitdsa nélkiil. A leud gén funkcionalis
valtozatat tartalmazd plazmid in vivo felszaporitdsa szintén DH5a E. coli sejtek segitségével

tortént a gyarto utasitdsainak megfelelden.

4.6.2 Baktérium és gombasejtek transzformalasa
4.6.2.1 Plazmid konstrukcio DH5a E. coli kompetens baktériumsejtekbe transzformalasa

A DH5o E. coli sejteket (50 pL) jégen torténd kiolvasztast kdvetéen 20 pL ligdtumot
adtunk a kompetens sejtekhez, majd 5 perc jégen torténd inkubalast kovetden a sejteket 37 °C-
ra elémelegitett LB taptalajra szélesztettiik, melyet 100 pg/mL ampicillinnel (BioChemica)
egészitettlink ki. A szélesztést kdvetden a csészéket 37 °C-on, 16 6rdn at inkubaltuk a telepek
megjelenéséig. A plazmid konstrukcid izolalasa a Zyppy™ Plazmid Miniprep kit-tel (Zymo
Research) tortént a gyarto utasitdsainak megfelelden. A kinyert plazmid konstrukciét -20 °C-on
taroltuk felhasznalésig.
4.6.2.2 Protoplasztképzés

A M. lusitanicus MS12 torzsének protoplaszt képzéséhez a sejtek elotenyésztését 25 °C-
on celofanon végeztiik el 16 6ran keresztiil. Ehhez az MS12 torzset MEA taptalajon, 4 napon
keresztiil, 25 °C-on megvilagitas mellett tenyésztettiik, majd steril desztillalt vizzel lemostuk a
képzOdott sporangiospordkat és a tomény spdraszuszpenziobol oltotiivel friss, steril
celofankoronggal fedett YEG taptalajra oltottunk le. A tenyészeteket 25 °C-on, 16 6rén
keresztiil neveltiikk, majd a keletkezett micéliumkorongokat 30 mL protoplasztalé oldatba
helyezve 3 6ran at, szobahOmérsékleten, folyamatos razatas (50 rpm) mellett eldsegitettiik a
protoplasztok képzddését és levalasat. A sejtfal bontasahoz sajat készitésl, éticsiga (Helix
pomatia) gyomorbdl preparalt litikus emésztdenzimet hasznaltunk. A micélimkorongok SMC
pufferes mosasat kovetden, tolcsérbe helyezett gézen keresztiil sterilen atszlirtik a
protplasztokat a micélimtormeléktdl valo elkiilonités érdekében. Centrifugalassal (3000 rpm,
10 perc, 4 °C) 0sszegyujtottiik a protoplasztokat, majd 5 mL SMC pufterrel mostuk azokat, egy
jabb centrifugalast kovetden pedig 250 pL SMC pufferbe vettiik fel (~ 1-10° protplaszt) azokat.

4.6.2.3 PEG-medialt protoplaszt transzformacio
Az éltalunk alkalmazott PEG-medidlt transzformaciés moédszer a van Heeswijck és

Roncero (1984) altal leirt modszer modositasa (van Heeswijck €s Roncero 1984). A 250 pL
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SMC pufferben felvett protoplasztokhoz 5-10 ug plazmidot és 20 uL. PMC puffert adtunk, a
protoplasztok és a plazmid Osszecsapasaval eldsegitve a transzformacid hatékonysagat. Ezt
kovetden a mintdkat 30 percen keresztiil jégen inkubaltuk. Tovabbi 2,5 mL PMC puffer
hozz4adésa utan a mintakat 20 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd centrifugaltuk. A
kitilepedett sejteket kis mennyiségli (100-200 pL) SMC-ben szuszpendaltuk és 0.8 M
szorbitollal kiegészitett YNB feddagarral dsszekeverve szintén 0.8 M szorbitolt tartalmazo
YNB csészékre szélesztettik. Az MS12+leud mutansokat a leuAd szelekciés markerre
szelektaltuk, igy a taptalajokat csak uracillal egészitettiik ki. Ezt kdvetden a csészéket 4-10

napig, a transzformans telepek megjelenéséig szobahdmérsékleten inkubaltuk fénytol elzarva.

4.6.3 A gomba torzsek karakterizalasa
4.6.3.1 Altalanos fenotipikus és fiziologias jellemzés

A ndvekedési rata vizsgalata soran a fentebb felsorolt (4.1 bekezdés) torzseket 4 napig
minimal, valamint leucinnal és/vagy uracillal kiegészitett YNB téptalajon tenyésztettiik aerob
és mikroaerofil koriilmények mellett is, melyekhez 10* spérat oltottunk le. Az aerob
kortilményekre vonatkozo ndvekedési rata vizsgalatat elvégeztiik 20-, 25-, 30- és 35 °C-on is.
A mikroaerofil novekedési rata vizsgalatat csak 25 °C-on végeztiik el. Az élesztd-hifa sejttipus-
valtas vizsgélatdhoz a torzseket 4 napig minimal, valamint leucinnal és/vagy uracillal
kiegészitett YNB tapoldatban tenyésztettiilk mikroaerofil koriilmények mellett, melynél a végso
sporakoncentraciot 10° spora/ mL-re allitottuk be. A mikroaerofil ndvekedési rata- és sejttipus-
valtas vizsgalatat BBL GasPak Anaerobic System (Beckton Dickinson) segitségével végeztiik
el. A stressz adaptacios vizsgalatok sordn kiilonb6zd stressz indukaldszereket alkalmaztunk
eltérd tipusu stressz indukaldsdhoz, melyek a kovetkezdek: sejtfal stressz kivaltdsahoz kongo
voros ¢€s kalkofluor fehér festékeket-, sejtmembran stressz kivaltasdhoz Na-lauril-szulfatot
(SDS), ozmotikus stressz kivaltdsdhoz NaCl-t (0,4- és 1 M koncentraciokban) és megemelt D-
gliikoz koncentraciot (5 m/V%) alkalmaztunk. Ehhez 10* sporat oltottunk le és a torzseket 4
napig tenyésztettiik 25 °C-on fénytdl elzarva (a kongdvords ¢€s a kalkofluor fehér festékek
féenyérzékenysége miatt) a kiilonbozo stressz indukaloszereket tartalmazo YNB téptalajokon,
melyeket sziikség szerint kiegészitettiink leucinnal és/vagy uracillal. A csirdzasi képesség
vizsgalatahoz a sporangiosporakat steril desztillalt vizes mosast kdvetden minimum 16 6ran
keresztiil inkubaltuk 4 °C-on a spérak szinkronizaldsdnak érdekében, majd vizsgéltuk a sporak
csirazasat RPMI 1640 tipoldatban 25 °C-on folyamatos razatas (180 rpm) mellett 8 oran
keresztiil, melynél a végsé sporakoncentraciot 10° spora/ mL-re allitottuk be. A vizsgélat soran

a leoltastdl szamitva kiilonb6zd inkubacids idok elteltével mintat vettiink és mikroszkopos
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vizsgalat segitségével megallapitottuk a csirdazd spordk ardnyat %-ban, mely mintavételi
idépontok a kovetkezok: 3-, 3,5-, 4-, 4,5-, 5-, 6-, 7- és 8 ora. A sporulacidés képesség
vizsgalatahoz 10* sporat oltottunk le MEA taptalajra, majd 7 napig tenyésztettiik azokat 25 °C-
on, végiil a 7. napon a lemosast kovetden meghataroztuk a torzsek altal 1étrehozott sporak
szamat. A kiilonboz6é homérsékleteken-, illetve stresszindukaloszerek jelenlétében torténd
DFC295 digitalis mikoszkdp kameraval (Leica Microsystems) felszerelt Leica DMI4000B
autémata inverz fénymikroszkopot- (Leica Microsystems), valamint a felvételek elkészitéséhez
a LAS V szoftvert (Leica Microsystems) hasznaltuk. Az éleszto-hifa sejttipus valtasi-,
sporulacids- és csirdzasi képesség vizsgalatdhoz Zeiss AxioCam ERc5s digitalis mikroszkop
kameraval (Carl Zeiss) kameraval felszerelt Zeiss Axiolab RE fénymikroszkdpot- (Carl Zeiss),

illetve a ZEN 2011 (Carl Zeiss) szoftvert hasznaltunk.

4.6.4 In vivo virulencia vizsgalatok Galleria mellonella in vivo fertézési modell

felhasznalasaval

A fertdzést 12-16 o6raval megel6zden (0.18-0.35 g tomegll) nagy viaszmoly (Galleria
mellonella) larvakat (Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar,
Genetikai Tanszék) 28 °C-on, sotétben inkubaltuk a kisérlet kivitelezéséig. A larvak
fert6zésének megkezdése eldtt azok hasi oldalat etanollal sterilizaltuk, majd az utolsé
labkezdeményen keresztiil fertéztiik azokat 20 puL IPS-ben szuszpendalt 10° sporaval U-100
((29G) x 12,7 mm) steril inzulinos ti segitségével (BD Micro-FineTM). Torzsenként 20 larvat
fertdztiink, melyhez kontrollként 20-20 pl IPS oldattal injektalt 1arvat hasznaltunk. A fert6zést
kovetden a larvakat 28 °C-on, sotétben tartottuk, és thlélésiiket napi rendszerességgel

ellendriztiik a fertdzést kovetd 7 napon keresztiil.

4.7 Felhasznalt bioinformatikai és statisztikai programok

A PCR reakcidokhoz haszndlt specifikus inditdszekvencidkat a PerlPrimer v 1.1.21
(Marshall 2004) szoftver segitségével terveztiik meg. A kisérletek statisztikai analizise a
GraphPad Prism v 9.0 (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com)
szoftverrel, parametrikus t-teszt ¢és Log-rank (Mantel-Cox) teszt hasznalataval tortént.
Statisztikailag szignifikans eltérést abban az esetben allapitottunk meg parametrikus t-tesztnél,
ha P<0,05 volt, mig Log-rank (Mantel Cox) teszt esetében akkor allapitottunk meg szignifikans
eltérést, ha P<0,0332 volt. A kapott szignifikans eltéréseket minden esetben jeloltiik és
feltlintettiik a hozzdjuk tartozo szignifikancia intervallum értékeket is, illetve a jelolések

szinkddolasa megegyezik az egyes torzsekhez tartozo dbrazolt eredmények szinkddolasaval.
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5. Eredmények és kiértékelésiik

5.1 A leuA gén funkcionalis valtozatat tartalmazo pJet+leud plazmid konstrukcio
létrehozasa és felszaporitasa

A leuAd gén funkcionalis valtozatanak expresszidjahoz pJet 1.2 (Thermo Scientific) alapu
cirkuléris vektor konstrukcidt terveztiink (7. abra). A leud gén felszaporitdsahoz sziikséges
inditészekvenciakat PerlPrimer v 1.1.21 (Marshall 2004) szoftver segitségével terveztilk meg a
MycoCosm  CBS277.49v3.0  (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html)
genom adatbazisban taldlhat6 B-izopropilmalat dehidrogenaz fehérjét (fehérje azonosito:
1508136) kodolo gén szekvencidja alapjan. A gén felszaporitasahoz 4 napig tenyésztett vad
tipusi CBS 277.49 torzsbol kivont genomi DNS-t hasznaltunk, majd a génre specifikus
primerek (1. Téblazat) felhaszndlasaval PCR reakcio segitségével felszaporitottuk azt. A PCR
terméket 0.8 m/V%-o0s agaroz gélen futtattuk, majd UV-lampa felett kivagtuk a megfeleld savot
(4390 bp) és visszaizolaltuk azt. Ezt kovetden ennek klonozasa linearizalt pJet 1.2 expresszios
vektorba (Thermo Scientific) tompavégi ligalassal tortént T4 DNS ligaz (New England

BioLabs Inc.) enzim segitségével.

-
<
=

plet+/leuA
7 364 bp

ydwy

7 ébra: A leud gén funkcionalis valtozatat tartalmazé pJet+leud shuttle-vektor
konstrukci6 felépitése. ori: E. coli bakterialis replikacios origd. Eco471: Eco471 restrikcios
enzim felismerd- és hasitohely; AmpR: ampicillin rezisztencia marker gén; leudP: leud gén

sajat promotere; leud: leud gén; leuAT: leuA gén sajat terminatora.

A ligéalast kovetden DHS5o E. coli sejtekbe (Zymo Reserach - Mix & Go! Competent Cells
- DHS Alpha) transzformaltunk-, majd a transzformansok segitségével felszaporitottuk a
plazmidot és visszaizolaltuk azt. A visszaizolalt plazmidok ellendrzését 0.8 m/V%-os agardz

gélen torténd futtatassal kiviteleztiik.
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5.2 Az MS12 torzs leucin auxotréfiajanak komplementalasa a pJet+leuAd plazmid PEG-
medialt aton torténé transzformalasaval

Munkank soran a M. lusitanicus MS12 (leuA és pyrG°) protoplasztjait transzformaltuk az
altalunk létrehozott pJet+/eud plazmiddal, mely tartalmazza a leud gén funkcionalis valtozatat
annak sajat promoter- és terminator szekvencidjaval egyiitt. A sikeres transzformaciot kovetéen
tobb, mint 40 egyedi telepet izolaltunk, amelyek ellendrzése a DNS kivonast kovetd, plazmid
specifikus primerek (1. Tablazat) felhasznalasaval torténé PCR reakcioval és agardz
gélelektroforézissel valosult meg. Kontrollként az MS12 torzset, valamint a transzformaciéhoz
hasznalt plazmidot is alkalmaztuk. A plazmid felvétele esetében 4449 bp méretli termékeket

tudtunk felszaporitani a PCR reakcid segitségével (8. abra).
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0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/icm, 45 min
8. abra: Az MS12+/euA transzformansok ellendrzése PCR reakcioval a pJet+/eud
plazmid specifikus primerek felhasznalasaval. DNS létraként 1 kb DNA ladder-t hasznaltunk

(Thermo Scientific).

Tovabbi kisérleteinkben az MS12+/eud/4 szamu izolatumot hasznaltuk fel, melyre a

késobbiekben MS12+/euA torzsként hivatkozunk.

5.3 Altalanos fenotipikus és fiziologiai jellemzés

Kontrollként minden esetben az MS12 t6rzset hasznaltuk, illetve a feltiintetett
szignifikans eltéréseket is az MS12 torzshoz viszonyitva allapitottuk meg.
5.3.1 Novekedési képesség vizsgalata Kiilonb6zo tenyésztési homérsékleteken

ElsOként a torzsek (CBS 277.49, MS12, MSI12+pyrG, MSI12+leud) kiilonbdzo

tenyésztési homérsékletekhez vald adaptacidos képességét vizsgaltuk. Ennek érdekében a
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torzseket 20-, 25-, 30- és 35 °C-on tenyésztettiik 4 napig. A 20 °C-on torténd tenyésztés esetén
szignifikansan csokkent ndvekedést tapasztaltunk az MS12+/eud térzsnél a teljes tenyésztési
iddszak alatt, az MS12+pyrG torzs esetében csak a 2. napon, mig a CBS 277.49 torzsnél csak
az 1. napon, illetve ezutdbbi torzs szignifikansan erdsebb ndvekedést mutatott a tenyésztési
id6szak fennmarado részében. A 25 °C-on torténd tenyésztés esetén a CBS 277.49 torzs
szignifikansan erdsebb ndvekedést mutatott. 30 °C esetében az MS12+/eud torzs ndvekedése
szignifikansan elmaradt a kontrollhoz viszonyitva a teljes tenyésztési idOszak alatt. Ezzel
szemben a 35 °C-on torténd tenyésztés esetében az MS12+/eud torzs szignifikdnsan erdsebb
novekedést mutatott a tenyésztési idészak 2. napjaval kezdédden, tovabba a CBS 277.49 torzs

crer

figyeltiink meg jelentOs eltéréseket.
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9. abra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- és leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotroéf mutans torzseinek telepatmérdi kiilonbozo tenyésztési hdmérsékleteken. Az MS12
torzshoz viszonyitott parositatlan t-proba alapjan szignifikéns eltéréseket csillagokkal jeloltiik,
melyek a kovetkezOképpen feleltethetdek meg: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; ****
P <0.0001. A csillagok szinei az egyes torzseket jelolik, melyek megegyeznek a
jelmagyarazat szineivel.
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5.3.2 Novekedési képesség és éleszto-hifa sejttipus valtas vizsgalata mikroaerofil
korillmények kozott
A mikroaerofil koriilményekhez valé alkalmazkodasi képesség vizsgalata fontos, hiszen
a fertdzés kialakuldsa ¢€s progresszidja soran is oxigén szegény koriilményekhez kell
adaptalddnia a patogénnek. Ennek vizsgalatdhoz a torzseket 25 °C-on tenyésztettiik 4 napig
mikroaerofil koriilmények kozott. A CBS 277.49 torsz szignifikansan erdsebb-, mig az

MS12+leud torzs szignifikansan gyengébb nodvekedést mutatott (10. abra). A hifak

crer
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10. abra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- €s leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotrof mutans torzseinek telepatmérdi mikroaerofil koriilmények kozott 25 °C-on. Az
MS12 térzshoz viszonyitott parositatlan t-proba alapjan szignifikans eltéréseket csillagokkal
jeloltiik, melyek a kdvetkezéképpen feleltethetéek meg: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <
0.001; **** P <0.0001. A csillagok szinei az egyes torzseket jelolik, melyek megegyeznek a

jelmagyarazat szineivel.

Az ¢élesztd-hifa sejttipus valtds szempontjabol fontos szignal a csokkent oxigén tenzio.
Ennek vizsgalata érdekében a torzseket tapoldatba leoltva 25 °C-on 4 napig mikroaerofil
koriilmények kozott tenyésztettiik. Egyik torzs esetében sem tapasztaltunk szignifikéns
kiilonbséget, mindegyik torzsnél élesztészerl sejtek figyelhetdek meg. Hifas- vagy pszeudo-

hifas novekedést mutatd sejteket egyetlen esetben sem figyeltiink meg (11. abra).
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11. &bra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- és leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotrof mutans torzseinek élesztd-hifa sejttipus valtasi képességének vizsgalata mikroaerofil

kortilmények kozott. Skala: S0um.

5.3.3 Novekedési képesség vizsgalata kiilonb6zo stressz indukaldszerek jelenlétében

A stressz indukaloszerek és -koriilmények jelenlétéhez valod alkalmazkodési képesség
vizsgalata érdekében a torzseket kiillonbozo stressz indukaldszerek jelenlétében tenyésztettiik
25 °C-on tenyésztettiik 4 napig. Kongo voros jelenlétében az MS12+pyrG és MS12+/eud torzs
szignifikansan gyengébb-, mig a CBS 277.49 torzs szignifikdnsan erésebb novekedést mutatott.
Kalkofluor fehér jelenlétében az MS12+/eud torzs a tenyésztési idészak 1. napjan
szignifikdnsan gyengébb-, mig a tenyésztési id0szak fennmaradd részében szignifikansan
erdsebb novekedést mutatott, valamint a CBS 277.49 torzs szignifikdnsan erésebb novekedést
mutatott. SDS jelenlétében az MS12+pyrG torzs szignifikansan gyengébb-, mig a CBS 277.49
torzs szignifikansan erésebb novekedést mutatott. 0,4 M NaCl jelenlétében az MS12+/eud torzs
szignifikansan gyengébb-, mig a CBS 277.49 torzs szignifikdnsan ersebb novekedést mutatott.
1 M NaCl jelenlétében az MS12+pyrG és MS12+/eud torzs szignifikansan gyengébb-, mig a
CBS 277.49 torzs a tenyésztési iddszak 1. napjan szignifikdnsan erésebb ndvekedést mutatott.
5 % gliik6z jelenlétében az MS12+leud torzs szignifikansan gyengébb ndvekedést mutatott a
tenyésztési iddszak 1. napjan, mig az MS12+pyrG és CBS 277.49 torzs szignifikansan er6sebb

novekedést mutatott. (12. dbra)
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12. abra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- €s leucin egyszeres, valamint kétszeres

auxotroéf mutans torzseinek telepatmérdi kiilonbozo stressz indukaldszerek jelenlétében. Az

MS12 torzshdz viszonyitott parositatlan t-proba alapjan szignifikans eltéréseket csillagokkal

jeloltiik, melyek a kovetkezOképpen feleltethetbek meg: * P <0.05; ** P <0.01; *** P <

0.001; **** P <0.0001. A csillagok szinei az egyes torzseket jelolik, melyek megegyeznek a

jelmagyarazat szineivel.
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crer

meg jelentds eltérést. Az MS12+pyrG torzs spérdinak csirdzasa jelentés mértékben gatolt,
szinte alig figyelhetd meg csirdzasnak indult spora. Az MS12+leud torzs sporai csekély

mértékben voltak képesek csirdzni (13. abra).

MsS12 CBS 277.49

MS12+pyrG MS12+/euA

13. abra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- és leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotrof mutans torzsei altal 1 M NaCl koncentracié mellett 1étrehozott hifainak

mikromorfologiai vizsgalata. Skala: 200pm.

5.3.4 Sporulacios képesség vizsgalata
A sporulécios képesség vizsgalatahoz a torzseket 25 °C-on tenyésztettiik 7 napig MEA

taptalajon. Szignifikans eltérést egyik torzs esetében sem tapasztaltunk (14. abra).
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14. dbra: A Mucor lusitanicus vad tipust, uracil- €s leucin egyszeres, valamint kétszeres

auxotrof mutans torzsei altal 1étrehozott sporak szama csészénként.

5.3.5 Csirazasi képesség vizsgalata

A csirdzasi képesség vizsgalatdhoz a torzsek spordit 4 °C-on 16 oOran keresztiil
eldinkubaltuk a sporak szinkronizacidja érdekében. A csirdzasi képesség vizsgalatat 25 °C-on
végeztik 180 rpm-en torténd folyamatos razatas mellett RPMI 1640 tapoldatban 8 o6ran
keresztiil. Mind az MSI12+pyrG, az MS12+leud és a CBS 277.49 torzs esetében is
szignifikdnsan megndvekedett csirdzdsi aranyt figyeltiink meg. Mindharom torzs esetében
korabban indul meg a csirdzas a kontroll MS12 térzshdz viszonyitva, illetve a vizsgalati id6szak
végére a spordk jelentésen nagyobb része mar csirazasnak indult. Ezenfeliil fontos kiemelni,
hogy az MSI12+leud torzs csirazasi gorbéje a 4. oraval kezdddéen meglehetdsen nagy

hasonldsadgot mutat a CBS 277.49 torzs csirazasi gérbéjével (15. abra).
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15. abra: A Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- €s leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotrof mutans torzseinek csirazasi képesség vizsgalata. Az MS12 torzshoz viszonyitott
parositatlan t-proba alapjan szignifikans eltéréseket csillagokkal jeldltiik, melyek a
kovetkezOképpen feleltethetdek meg: * P < 0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; **** P <
0.0001. A csillagok szinei az egyes torzseket jelolik, melyek megegyeznek a jelmagyarazat

szineivel.
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5.4 In vivo virulencia vizsgalat Galleria mellonella infekcios modell segitségével

Az in vivo virulencia vizsgalatok kivitelezéséhez nagy viaszmoly (G. mellonella) larva in
vivo gerinctelen fert6zési modellt alkalmaztunk. Kisérleteink sordn érintetlen- és sporamentes
IPS kezelt kontrollt is alkalmaztunk, valamint a fert6zéstdl szamitott 7 napon keresztiil
monitoroztuk a larvakat. Az IPS kezelt kontroll csoport esetében a larvak koziil 1 pusztult el a
kisérlet befejezéséig. A szignifikans eltérések meghatarozasdhoz kontrollként az MS12 torzset
hasznaltuk. Az MS12 torzs esetében a tulélési arany 15 % volt a 7. napon, mig az MS12+pyrG,
az MS12+leud és CBS 277.49 torzs esetében a 4. napra az Osszes larva elpusztult. A CBS
277.49 torzs esetében a larvak 85 %-a elpusztult az 1. és 2. nap kozott. Szintén nagy mértéki
(45 %) halalozas figyelheté meg az 1. és 2. nap kozott az MS12+pyrG és MS12+leud torzs
esetében is. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az MS12+pyrG és az MS12+leud t6zs
virulencigja szignifikdnsan megndvekedett az auxotréfia komplementalasanak kovetkeztében,

illetve hasonlé CBS 277.49 torzs patogenitasahoz (16. dbra).
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16. abra: Mucor lusitanicus vad tipusu, uracil- és leucin egyszeres, valamint kétszeres
auxotrof mutans torzsek patogenitasanak vizsgalata Galleria mellonella in vivo infekcids
modellben. A szignifikancia szamitasat Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik, az MS12
torzshoz viszonyitva, melyek a kovetkezOképpen feleltethetoek meg: * P <0.0332; ** P <
0.0021; *** P <0.0002; **** P <0.0001. UTC: érintetlen kontroll. Spéramentes kezelt
kontrollként IPS-t alkalmaztunk.
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6. Diszkusszio

A leucin egy elagazolancu esszencidlis aminosav, mely elengedhetetlen a normal fehérje
homeosztazis fenntartasahoz (Que és mtsai. 2020), valamint hatassal van a gliikoztoleranciara
¢s a lipidanyagcserére (Zhang ¢és mtsai. 2020). A B-izopropilmaléat dehidrogenaz (LEUA) a -
izopropilmalat (B-IPM) a-ketoizokaproatta (KIC) torténd atalakitasat katalizalja. A munkank
soran létrehozott és felhasznalt MS12+/eud toérzsben a leuAd gén funkciondlis valtozatanak
pJetl.2 plazmidon torténd PEG-medialt transzformacié altali bejuttatdsa Gtjan
komplementaltuk a sziiléi uracil- és leucin kétszeresen auxotr6f MSI12 tdérzs leucin
auxotrofigjat.

Az uridin-trifoszfat egy pirimidinvazas nukleotid, melynek de novo szintézise
nélkiilozhetetlen a transzkripcid, a DNS replikacid, a transzlacié (Moffatt és Ashihara 2002,
Ljungdahl és Daignan-Fornier 2011), a szigndltranszdukcio (Sigoillot és mtsai. 2007)
szempontjabol és befolydsold hatdssal van a sejtosztddasra, a sejtek energia haztartasara, a
foszfolipid bioszintézisre (Loffler és Zameitat 2013), valamint a stressz valaszokra (Pan és
mtsai. 2019). A munkank soran felhasznalt MS12+pyrG torzsben, melyet kutatdcsoportunk mar
korabban létrehozott, a pyrG gén funkcionalis valtozatanak bejuttatasaval tortént a fentebb
emlitett modon az uracil auxotrofia komplementalésa.

25 °C-on tenyésztve az uracil- és leucin egyszeres auxotrof torzseket, nem tapasztaltunk
jelentds kiilonbséget a ndvekedési képességiikben. Magnaporthe oryzae (Que és mtsai. 2020)
ndvénypatogén gomba, €s az ipari jelentdséggel bird6 Hansenula polymorpha (Xiuping és mtsai.
2017) metilotrof élesztdgomba esetében igy talaltak, hogy a leucin és az uracil auxotrofia altal
okozott szignifikans fenotipikus eltérések megfeleld mértékben menekithetdek ezen vegytiletek
tapkozegbe valo hozzdadasaval kontroll koriilmények kozott.

A kontroll hdmérséklethez (25 °C) viszonyitott alacsonyabb (20 °C), illetve magasabb
hémeérsékleteken (30- és 35 °C), az uracil egyszeresen auxotrof MS12+/eud torzsnél tapasztalt
szignifikdns kiilonbségek szoros oOsszefiiggésben allhatnak az auxotrofia foszfolipid
bioszintézisre (Loffler és Zameitat 2013), valamint a stressz valaszokra (Pan ¢és mtsai. 2019)
gyakorolt befolyasold hatisaval. Az alacsonyabb hdmérséklethez vald adaptalodas sordn a
sejtmembran rigidebbé valik és megnd a telitett oldallancu zsirsavak mennyiségével egyiitt az
ergoszterin mennyisége is. Ezzel szemben a megndvekedett hdmérséklethez vald adaptalodas
soran a sejtmembranszerkezet lazabba valik és megnd a telitetlen oldallanct zsirsavak
mennyisége is, amellyel parhuzamosan csokken az ergoszterin mennyisége, hogy lehetévé
tegye a lazabb sejtfalszerkezet kialakulasat (Lopez-Malo €s mtsai. 2013, Johnston és mitsai.

2020, Godinho és mtsai. 2021, Regan és mtsai. 2022). Mindezek alapjan az MS12+/euA torzs
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megnovekedett hdmérsékleten (35 °C) vald tenyésztése esetén a térzs erdsebb novekedésre
lehet képes, figyelembe véve a leucin auxotrdfia lipid anyagceserét befolyasolo hatasat (Zhang
¢s mtsai. 2020).

A mikroaerofil koriilmények kozott nagymértékii transzkriptomikai valtozasok mennek
végbe (Homa és mtsai. 2022), mely koriilmény mellett az MS12+/leud térzs szignifikansan
gyengébb ndvekedést mutatott. Ez szoros Osszefiiggésben allhat az wuracil auxotrofia
transzkripciot, DNS replikaciot, transzlaciot (Moffatt és Ashihara 2002, Ljungdahl és Daignan-
Fornier 2011) és szignaltranszdukciot (Sigoillot és mtsai. 2007) befolyasold hatasaval.

Az MS12+pyrG torzs esetében szignifikdnsan gyengébb ndvekedést tapasztaltunk kongod
voros jelenlétében, mely egy vizoldékony azofesték, ezenfeliil képes kotddni a sejtfal B-1,3-
glukén komponenséhez, ezaltal sejtfal stresszt eldidézve. Kalkofluor fehér jelenlétében, mely
egy, a gombak sejtfalaban talalhato kitinhez k6tddni képes fluoreszcens festék (Heilmann és
mtsai. 2013), az MSI12+/eud toérzs mutatott szignifikdnsan erdsebb novekedést. Az
elagazdlancu aminosav aminotranszferazok (BAT-ok) befolydsold hatassal vannak a rapamicin
célpont komplex 1 (TORCI1) szignal transzdukcidés tutvonalra, amely kozvetett mddon
befolyasolja a sejtnovekedést és sejtfal osszetételt (Kingsbury és mtsai. 2015), ily mddon ez
Osszefliggésben allhat a kapott eredményeinkkel. Az MS12+/eud torzs esetében szignifikansan
gyengébb novekedést tapasztaltunk 0,4 és 1 M NaCl koncentracio6 jelenlétében, valamint az
MS12+pyrG torzs szignifikdnsan gyengébb ndvekedést mutatott 1 M NaCl koncentracid
mellett, mig szignifikdnsan erésebb novekedést mutatott 5 % gliikdéz koncentracio jelenlétében.
Illetve ezen torzsek tekintetében 1 M NaCl koncentracio esetében jelentds eltérést figyeltiink
meg a hifak mikromorfologidjaban is. Annak tekintetében, hogy a leucin auxotrofia hatassal
van a lipid anyagcserére (Zhang és mtsai. 2020) és az uracil auxotrofia hatassal van a stressz
adaptaciora (Pan és mtsai. 2019) tovabba a foszfolipid bioszintézisre (Loffler és Zameitat
2013), illetve az ozmotikus stresszhez valo adaptacid soran jelentds valtozasok mennek végbe
a sejtmembran lipid és szterin Osszetételében (Montafiés €s mtsai. 2011, Jorda és Puig 2020,
Godinho ¢s mtsai. 2021), igy ezen eredményeink szoros Osszefiiggésben allhatnak ezen
jelenségekkel.

A csirdzasi képesség vizsgalata nagy jelentdséggel bir, mert a fertézés kialakuldsanak,
sikerességének €s progresszidjanak szempontjabol meghatarozo, hogy a spordk mekkora %-a,
mikor és milyen iitemben indul csirdzdsnak. Mind az MS12+pyrG, mind az MS12+leuA torzs
esetében szignifikdns ndvekedést tapasztaltunk a csirdzasi képességben, amely nem csak a
mintavételi idOpontokban mar csirdzasnak indult spordk %-os ardnydban nyilvanult meg,

hanem a csirdazds meginduldsanak a leoltastdl szamitott idépontjaban is. Ezenfeliil az
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MS12+leuAd torzs csirdzéasi gorbéje a 4. oraval kezdédden meglehetdsen nagy hasonldsagot
mutat a CBS 277.49 torzs csirdzasi gorbéjével. A sporak csirdzas soran a sejtfal és -membran
Osszetétel, illetve -szerkezet szamos valtozason megy keresztiil, melyben fontos szerepe van a
sejtfal és sejtmembran bioszintézisben résztvevé géneknek. igy a csirazas megindulasakor,
illetve annak folyamata alatt intenziv RNS- és fehérjeszintézis jellemz6, mely folyamatokat
nagymértékben befolyasolja a leucin és uracil auxotrofia (Moftatt és Ashihara 2002, Ljungdahl
¢s Daignan-Fornier 2011, Kingsbury és mtsai. 2015, Jorda ¢€s Puig 2020, Que és mtsai. 2020,
Zhang ¢és mtsai. 2020).

Az in vivo virulencia vizsgalatok kivitelezéséhez G. mellonella infekcidés modellt
alkalmaztunk, melyek soran szignifikans ndvekedést tapasztaltunk az MS12+pyrG és
MS12-+/eud torzs virulencidjaban, melyek a CBS 277.49 torzs virulencidjahoz hasonldak. Mig
az MS12 torzs esetében 15 %-os talélést figyeltiink meg a vizsgalati iddszak végén, addig az
elobbi 3 torzs esetében a 4. napon az dsszes larva elpusztult, illetve ezen torzseknél az 1. és 2.
nap kozott volt a legmagasabb a haldlozasok szdma. Aspergillus fumigatus esetében mar
vizsgaltak az uracil (D’Enfert és mtsai. 1996) €s leucin (Orasch és mtsai. 2019) auxotréfia
virulenciat befolyasold hatasat, ahol azt tapasztaltak, hogy ezen auxotréfidk nagymértékben
képesek azt befolyasolni.

Mindezek alaposabb vizsgalatinak érdekében teljes lipid és szterin Osszetételi
vizsgalatokat terveziink kivitelezni nagyhatékonysagu folyadékkromatografia - nagyfelbontasu
tomegspektrometria (HPLC - HRMS) és gaz kromatografia — tomegspektrometria (GC - MS)

analizis segitségével a tovabbiakban.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran célunk volt a leucin és uracil auxotréfia fizioldgiat, tovabba virulenciat
befolyasold hatdsanak vizsgalata a M. lusitanicus vad tipusu-, egyszeresen- és kétszeresen
auxotrof torzseinek felhasznalédsaval. Eredményeinket Osszehasonlitva a kisérleteinkhez

felallitott célkitiizésekkel, az alabbiak allapithatdak meg:

A leuA gén funkcionalis valtozatat tartalmazo expresszios vektor konstrukcio létrehozasa,
majd transzformalasa egy leucin és uracil kétszeresen auxotrof mutans torzsbe

Célunk egy olyan shuttle-vektor konstrukcié létrehozasa volt, mely tartalmazza a M.
lusitanicus leud génjének funkcionalis valtozatat, tovabba fenttarthato és felszaporithaté DH5a
E. coli baktériumsejtekben, valamint ennek PEG-medialt transzformacioval torténd bejuttatasa
egy leucin és uracil kétszeresen auxotrof mutans térzsbe, komplementalva a leucin auxotrofiat
¢s egy uracil egyszeresen auxotréf mutins torzset létrehozva. Ezen vektor 1étrehozasahoz
templatként a vad tipusi CBS 277.49 torzsbdl szarmazé genomi DNS-t, valamint a leuAd génre
specifikus primereket hasznaltuk fel a gén PCR reakcié altali felszaporitashoz, majd ezt
sikeresen klonoztuk linearizalt pJet 1.2 expresszios vektorba tompavégh ligalassal. A DH5a E.
coli kompetens sejtekbe torténd transzformaciot kovetden nagy mennyiségli és tisztasdgu
plettleud plazmidot voltunk képesek izolalni. Ezt felhasznalva sikeresen hoztunk létre szamos
uracil egyszeresen auxotrof mutans M. lusitanicus torzset PEG-medialt transzformacio altal,
melyet plettleud plazmid specifikus primer felhasznalasaval torténd PCR reakcidval

validaltunk.

A M. lusitanicus vad tipusu-, leucin és uracil egyszeresen-, valamint kétszeresen auxotrof
torzseinek fiziologiai vizsgalata

Célunk a leucin és uracil egyszeres-, valamint kétszeres auxotrofia fizioldgiat befolyéasolod
hatasanak vizsgalata volt. Els6ként a torzsek kiilonb6zd tenyésztési hdmérsékleteken torténd
novekedési képességét vizsgaltuk. A CBS 277.49 vad tipusu torzs szignifikdnsan erdsebb
novekedést mutatott 20-, 25- és 35 °C-on, mig 30 °C esetében nem tapasztaltunk jelentds
eltérést. Az MS12+/euAd torzs szignifikansan gyengébb novekedést mutatott a 20- és 30 °C-on
torténd tenyésztés esetében, mig 25 °C esetén nem tapasztaltunk jelentds eltérést, tovabba
szignifikansan erésebb novekedést mutatott 35 °C-on. Az MS12+pyrG torzs egyediil a 20 °C-
on torténd tenyésztés 2. napjan mutatott szignifikdnsan gyengébb ndvekedést. A hifak
alapjan a leucin auxotrdfia csekély mértékben van befolyasolo hatdssal a kiillonb6z0 tenyésztési

hémérsékletekhez torténd adaptalodasra, mig az wuracil auxotrofia ezt nagymértékben
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befolyasolja. A mikroaerofil koriilmények kozott torténd novekedési képesség vizsgalata soran
a CBS 277.49 torsz szignifikansan erésebb-, mig az MS12+/leuA torzs szignifikdnsan gyengébb
novekedést mutatott. Az élesztd-hifa sejttipus valtasi vizsgalat soran mindegyik torzs esetében
csak ¢lesztoszerli sejteket figyeltiink meg. Ezen eredmények alapjan az uracil auxotrofia
jelentdsen befolyasolja a novekedési képességet mikroaerofil koriilmények kozott, azonban az
¢élesztd-hifa sejttipus valtasi képességet sem az uracil-, sem a leucin auxotrofia nem befolyasolja
jelentdsen. A stressz indukaldszerek jelenlétében torténd novekedési képesség vizsgalata soran
a CBS 277.49 torzs szignifikansan er0sebb novekedést mutatott kongo voros, kalkofluor fehér,
SDS, 0,4 M NaCl és 5 % gliikoz jelenlétében. Az MS12+/eud torzs szignifikansan erdsebb
novekedést mutatott kalkofluor fehér jelenlétében, azonban jelentdsen gyengébb novekedést
mutatott 0,4- és 1 M NaCl jelenlétében. Az MS12+pyrG torzs szignifikansan erdsebb
novekedést mutatott 5 % gliikdz jelenlétében, mig jelentdsen gyengébb ndvekedést mutatott
koncentraci6 esetében figyeltiink meg jelentds eltérést, ahol az MS12+pyrG toérzs spoérainak
csirdzasa jelentés mértékben gatolt volt, mig az MSI12+leud torzs sporai csak csekély
mértékben voltak képesek csirdzni. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a leucin- és az
uracil auxotrofia is befolyasold hatassal rendelkezik a sejtfal stresszt-, illetve ozmotikus stresszt
kivalto stressz indukaloszerek jelenlétének szempontjabol. A sporulacios képesség vizsgalata
soran szignifikdns eltérést egyik torzs esetében sem tapasztaltunk. A csirdzédsi képesség
vizsgalata sordn mind a CBS 277.49, az MS12+/euAd és MS12+pyrG torzs esetében szignifikans
novekedést figyeltiink meg, valamint eredményeink azt mutatjak, hogy a leucin auxotrofia
megegyez0 szintre, mig a leucin és uracil kétszeres auxotrofia nagymértékben gatolja a

csirazast.

In vivo virulencia vizsgalata Galleria mellonella infekcios modell segitségével

A leucin ¢€s uracil auxotréfia virulenciat befolydsold hatasanak vizsgalatdhoz Galleria
mellonella in vivo infekcios modellt alkalmaztunk. Ezen vizsgalatok eredményei azt mutattak,
hogy mind a leucin-, mind az uracil auxotrofia komplementalasanak kdszonhetden a virulencia
szignifikansan megndvekedett és a CBS 277.49 vad tipust torzsével kdzel megegyezdvé valt,

mig mig a leucin és uracil kétszeres auxotrofia jelentdsen csokkenti a virulenciat.

Tovabbi tervek
Tovabbi terveink kozott szerepel a munkank soran vizsgalt torzsek altal 1étrehozott sporak

méretének meghatdrozasa aramlési citometriaval, a torzsek kiilonboz6 antifungalis szerekkel
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(amfotericin B, azolok) szembeni érzékenységének vizsgalata, tovabba a torzsek lipid és szterin
Osszetételének meghatdrozdsa HPLC-HRMS és GC-MS vizsgalatok segitségével. Ezenfeliil

tervezziik az egyszeres auxotrof mutansok komplementalasat.
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