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2 Bevezetés

2.1 A jaromsporas gombak altalanos jellemzése

A Mucoromycota, vagyis a jaromspdras gombak az egyik legdsibb szarazf6ldon él6 gomba
torzs (Tsuboi és mtsai. 2022). A Mucoromycotaba tartozo fajok tobbsége novényi szerves
anyagot lebontd szaprofita életmddot folytat. Bizonyos rendbe tartoz6 fajok lehetnek endofitak,
vagy mikorrhiza képzok, azonban talalhatok névényi kartevo (Tsuboi 2022), valamint é16skod6
fajok is (Walther ¢és mtsai.2019). Egyes fajokat alkalmaznak a biotechnoldgiaban
makromolekulak termeltetésére (tejsav, fumarsav (Zhan 2007), illetve az élelmiszeriparban is,
ahol fermentacios folyamatokban vesznek részt (Hachmeister és mtsai. 1993; Tsuboi és mtsai.
2022).

A Mucorales rend a Mucoromycotina egyik dga melybe 55 nemzetség és 261 faj tartozik
(Walther és mtsai.2019). A rend altalanosan kozmopolita elterjedésii, a nedves meleg €16 helyet
kedveli, ezért legtobb faja a tropusi, szubtropusi Ovezetekben taldlhatd. Eletmodjuk
tekintetében a szaprofita korhadékevd fajok a legjellemzdbbek, azonban megtalalhatdak koztiik
opportunista human patogének is (pl.: Rizophus, Lichtheimia, Mucor), amelyek stlyos
megbetegedéseket, ugynevezett mucormikozisokat okoznak (Walther és mtsai.2019).

A Mucor lusitanicus a Mucorales rend egyik legfontosabb modell organizmusa, mivel
modern genetikai eszkozokkel konnyen és jol manipulalhato. Ilyen modszer lehet az RNS-alapti
géncsendesités, valamint auxotrof mutansok létrehozasa (Ruiz-Vazquez és mtsai. 2015). Ezen
feliil fontos biotechnologiai szerepet is betdlt, mint kivalo zsirsav termeldorganizmus (Fazili és
mtsai. 2022).

A Mucorales rend tagjai altal okozott mucormikézisok olyan életveszélyes fertdzések,
melyek mortalitasi rataja elérheti akar a 90%-ot is a betegség sulyossagatol fiiggden (Reid és
mtsai 2020; Vaezi és mitsai 2021). A megbetegedések szama vilagszinten viszonylag
alacsonynak tekinthet6 (jorészt a Rizophus, Lichtheimia és Mucor altal okozottak), azonban az
utdbbi évek sordn erésen ndvekvd tendenciat mutat, mivel eldregedd tarsadalmakban novekszik
a hajlamositéd tényezOk szama (Reid és mtsai 2020; Hernandez €s mtsai 2023; Vaezi és mtsai
2021). A vérdaganatos, neuropatids vagy szervatiiltetés, illetve mas traumdk miatt
immunszupresszalt betegek jelentik az egyik legveszélyezettebb csoportot (Hernandez és mtsai.
2023). A kezeletlen kettes tipusu cukorbetegségnek, illetve a Covid-19 fertdzésnek is gyakori
szovodménye (Hernandez €s mtsai. 2023; Vaezi és mtsai. 2021). Ezt jol tiikrozi az is, hogy a

mucormikozisos megbetegedést okozo gombak a WHO listajan a kritikus csoportba sorolta,



olyan erdsen patogén fajok kozé, mint a Candida auris vagy az Aspergillus fumigatus (Fisher
¢s Denning, 2023)

A fert6zés sporakon keresztiil torténik melyek a levegdbdl keriilnek be a szervezetbe a szdj
¢és orrliregen keresztiil, ezen feliil a nyilt sebek is fertdzési pontot jelenthetnek (Hernandez és
mtsai. 2023). A mucormikdzisok legjellemzobb megjelenési formaja a rinocerebralis mikdzis,
amely a megbetegedések 25-39%-at okozza, de a szervezet mads teriileteit is tdmadhatja.
Eléfordulhat a tiidében (24-30%), a bélrendszerben (2-11%), valamint a borfeliileten (19-26%-
ban, kutan és szubkutan forméban) (Reid ¢és mtsai 2020). A betegség lefolyasa ennek
megfelelden jelentdsen eltérhet. A diagnozis felallitasat megneheziti, hogy a fert6zés kezdeti
allapotaban csak aspecifikus tiinetek (pl.: 1az, fejfajas) jelentkeznek. A terapia hatékonysagat
pedig jelentdsen csokkenti, hogy a Mucorales rend tagjai magas rezisztenciat mutatnak a

klinikumban &ltalanosan alkalmazott antifungalis szerekkel, példaul az azolokkal szemben.
2.2 AKklinikumban alkalmazott antifungalis szerek

A betegellatasban jelenleg szamos gombaellenes szer van hasznalatban melyeknek koziil a
legyakrabban alkalmazottak, a poliének, azolok, echniokandinok és a flucitozinek (Lee és
mtsai. 2021;McKeny és mtsai. 2023).

A poliének (pl. amfotericin B) a gombafalak sejtfalaban talalhatd ergoszterinhez kotddnek
¢és a sejtfal szerkezetét roncsoljak porusokat 1étrehozva, melynek kovetkeztében a gombasejt
tartalma szivarogni kezd, ami a sejt halalahoz vezet. Az amfotericin B az egyik leggyakrabban
hasznalt gombaellenes szer, azonban klinikai alkalmazasa nehézkes, mivel szdjon keresztiil
nem bevihetd. Az amfotericin B terdpidnak olyan veszélyes mellékhatasai is kialakulhatnak,
mint a neuropatia, vagy az elektrolit egyensuly felborulasa, melynek okdn a d6zis adagolasra is
fokozott figyelmet kell forditani (Van Daele és mtsai. 2019; Lee és mtsai. 2021).

Az azolok (pl. flukonazol, vorikonazol, posakonazol, itrakonazol) hatdsukat az ergoszterin
bioszintézis utvonalban elhelyezkedd ergll/cyp51 gén éltal kdédolt 14-a-demetilaz enzim
gatlasaval fejtik ki, melynek kovetkeztében a lanoszterin képtelen ergoszterinné atalakulni (Van
Daele ¢és mtsai. 2019). Ennek kovetkeztében toxikus szterinek halmozdédnak fel a gombase;jt
membranjaban. Bar az azolok a kilinikumban jol alkalmazhatok, mivel mind oralisan, mint
pedig intravénas uton adagolhatdak, illetve nagy hatdsspektrummal rendelkeznek, azonban a
jaromspérads gombak nagyfoku rezisztencidt mutatnak az azolokkal szemben, mivel
genomjukban tobb kopidban is megtalalhato az ergll/cyp51 gén. Mindemellett az utobbi évek
kutatdsai ramutattak, hogy az azol rezisztens gombatorzsek szdma is novekszik (Lee és mtsai.

2021). Az azolok alkalmazasa okozhat veszélyes gyogyszerinterakciokat is a citokrom P450-es



enzimrendszeren keresztil. Elnytlé hasznalat esetén kialakulhatnak kardiotoxikus,
neuropatias, vagy akar borrakos mellékhatasok is (McKeny és mtsai. 2023).

Az echinokandinok (pl. caspofungin, anidulafungin, micafungin) a sejtfal bioszintézisét
akadalyozzak az 1,3-B-gliikan képzddésének inhibiciojaval, melynek kdvetkeztében a sejt lizise
kovetkezik be. A jelenleg alkalmazott antifungalis szerek koziil az echionokandinoknak van a
legkevesebb gyogyszer kolcsonhatasa, illetve a toxikoldgiai hatdsuk is kisebb, mint mas
szereknek (Lee és mtsai. 2021).

A flucitozinek a nukleinsavak szintézisét gatoljak, altalaban poliénekkel tarsitva

alkalmazzak Oket, mert kdnnyen rezisztencia alakulhat ki elleniik (Lee és mtsai. 2021).
2.3 Azol rezisztencia kialakulasanak hattere

Az azolokkal szembeni rezisztencia hatterében tobb molekuldris mechanizmus &llhat.
Gyakori, hogy az ergll/cypl5 génben létrejové mutdcid miatt 1,4 o-dimetildz enzimben
aminosav csere torténik, melynek kovetkeztében csokken a gydgyszer enzim koté képessége,
igy az adott dozist azol kevésbé lesz effektiv. Az ergll/cypl5 gén tilmiikddése, esetleges
duplikdcidja is a rezisztencia er0sddéséhez vezethet, mivel a megndvekedett géntermék
mennyisége mar elég ahhoz, hogy kompenzalja a bevitt gydgyszer hatasat (Lee és mtsai. 2021).
Az azol rezisztencia kialakuldsaban ezen feliil fontos szerepet jatszanak egyrészt az efflux
pumpak is, mint pl. az ABC és MFS transzporterek, melyek a multi drog rezisztencia jelenség
kialakulasaéért feleldsek. Az elsd ilyen azonositott fehérje a Sacharomyches cerevisiae PDRS
pleirotrpikus drog rezisztencia pumpdja. Masrészt, a génexpressziot szabalyz6 fehérjek,
transzkripcids faktorok, mivel befolyasoljdk a fentebb emlitett fehérjék ¢és enzimek
termelddését, igy hozzdjarulva az azolokkal szembeni rezisztencia folyamatok kialakuldsahoz

(Czajka és mtsai. 2023).
2.4  Gomba specifikus transzkripcios faktorok

A transzkripcios faktorok olyan fehérjék, melyek specifikus DNS szekvencidkkal képesek
a gén kifejez0dését A legtobb transzkripcids faktor az ugynevezett transzkripcios faktor kotd
helyhez csatlakozik (transcription factor binding site-TFBS) és ezen keresztiil fejti ki hatasat
(Eshani és mtsai. 2016).

A transzkripcids faktorok osztidlyozdsa a DNS kotd doménjiik szerkezete szerint torténik,
igy megkiilonboztethetiink hélix-kanyar-hélix. hélix-hurok-hélix, leucin-cipzar és cink ujj

fehérjéket is (Garcia-Estrada mtsai. 2018).



A cink ujj fehérjék egy kis molekulaméretii fehérjecsalad, melynek jellegzetes strukturalis
formaja a cink ujj, ami egy vagy tobb cink iont tartalmaz (Li és mtsai. 2020). Ezen
fehérjecsaladba tartozo fehérjék legfobb funkcidja a DNS, illetve RNS megkotése, de részt
vehetnek fehérje-fehérje kolcsonhatasban, chaperon fehérjeként, lipid koté fehérjeként,
valamint a kromatin atrendezésében is (Li €s mtsai. 2020). Legismertebb kategorizalasuk
alapjan kilenc alcsoportot kiilonbdztetiink meg: a CoHz, C2HC, C3H, Cs, Cs, C3HC4, CoHCs,
C4HG;3, és a Cg alcsoportot, ahol a C, a cink ujjban talalhatd cisztein, mig a H, a hisztidin
aminosavakra utal (Li és mtsai. 2020).

A fent emlitett csoportok koziil a Ce, vagyis a Zn(I1)>Cyses fehérjék,mas néven binuklearis
cink-cisztein ujjak csak gombdkban fordulnak eld [1. abra]. Képesek monomerekként,
homodimerekként illetve heterodimerekként is funkcionalni. Jellegzetesen CGG tripletet

crer

melyek ezen szekvencia forditottjat (GGC) ismerik fel (MacPherson és mtsai. 2006).

_ - : —r dimerizacios
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regulator régié (mhr) [ savasrégio |—C

DNS kitd domén
(DBD)

1.4bra. A binuklearis cink cisztein fehérje altalanos felépitése. Szerkezetileg 3 kiillonbdzo elem épiti fel. A
DBD (DNS binding domain) a DNS megkotd szekvencia, a regulator régio és a végso savas régio. A DBD
tovabbi harom alegységbdl 4ll, mint a cink ujj, a linker régi6 és a dimerizacios alegység. A DBD domén
altalanosan az N terminalis végen talalhatd, de el6fordulnak olyan fehérjék is, melyeken ez a domén a C
terminalis végen talalhatdo meg (MacPherson és mtsai. 2006).

A binuklearis cink-cisztein ujjak jellegzetesége, hogy egy szekvencidban két Zn™ ion is
megtalalhatd, melyet 6 cisztein aminosav koordinal [2. abra]. 3D-s szerkezeti felépitésiiket
tekintve a hat cisztein csoport két 3-3 ciszteinbdl allo alegységet alkot, melyeket egy mas
aminosavakbdl all6 hurok-egység kot Ossze, egy kis méretli alfa-helix struktarat 1étrehozva
(MacPherson és mtsai. 2006; Schjerling és mtsai. 1996). A cink ujj fehérjék aminosav sorrendje:
CysX2CysXsCysXs.12CysXoCysX6-sCys (MacPherson és mtsai. 2006), ahol a ciszteineken
kiviil tobb mas aminosav is er0sen konzervalt a doménben, mint példaul a prolin a hurok
régioban, melynek szerepe, hogy megakadalyozza a fehérje dsszehurkolddast (Schjerling és

mtsai. 1996).
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2. abra. Zn(I1),Cs domén elsddleges (A) és masodlagos (B) szerkezete (Garcia-Estrada mtsai.

2018)

A linker régi6 aminosavai sokkal kevésbé konzervaltak, mind aminosav sorrendjiik, mind
pedig masodlagos szerkezetiik is valtozatos lehet (pl. Gal4 protein esetén az egyik DNS szél
mellet hosszan elnyulik, mig a Pdr-1-ben antiparallel B-lemezek alkotjak). Ezen régid
legfontosabb szerepe, hogy meghatarozza a dimerizacié soran a két CGG triplet tavolsagat, ily
modon biztositva a fehérje kotési specificitasat (MacPherson és mtsai. 2006).

A dimerizacioés domén ismétlodo heptad struktarakbol all, ami tekercsekbe rendezddik. Ezen
szerkezeti elemben torténik a fehérjék dimerizdlodéasa tekercs-tekercs kolesonhatdsokon
keresztiil. Léteznek olyan cink ujj fehérjék is, amelyekbdl ez a domén hidnyzik, igy csak
monomerként képesek funkcionalni (Garcia-Estrada €s mtsai. 2018).

Az N terminalishoz kozel elhelyezkedé DNS koté doménen kiviil talaljuk még a regulator

régiot, amelyet kozépsé homolog régionak is neveznek. Altaldnosan 80 aminosav hossziisagu

s

crer

faktor affinitasat a nem megfeleld DNS szekvencidhoz (MacPherson és mtsai. 2006). Ebben a
szakaszban talalhatdo még meg az tigy nevezett ,,gomba specifikus transzkripcios faktor domén”
is melyet tobb transzkripcios faktorban is azonositottak, de pontos szerepe a mai napig nem
tisztazott.

A végsd - C termindlis felé esd - savas régidoban egyaltalan nem taldlunk konzervalt
szekvencia elemeket, igy ezen régid a Ce csalad egyes fehérjéi esetén, kiilonbozd specialis
feladatot tolthet be. Fontos szerepet jatszhat a transzkripcios faktor aktivaciojaban, illetve
lehetséges, hogy egyes esetekben tartalmaz membran kotd szekvenciat is (Garcia-Estrada és

mtsai. 2018).



A Zn(I1),Cyse fehérjék a gombak életciklusanak szinte minden teriiletét befolyasoljak. Részt
vesznek a cukor és aminosav lebontas folyamataiban (Gal4 S. cerevisiae, PRNA Aspergillus
nidulans), a glikoneogenezisben, a 1égzésben, a vitaminok eldallitasdban, a nitrogén-
haztartasban (NIRA A. nidulans, NIT4 Neurospora crassa) €s a stresszre, vagy gyogyszerekre
adott valaszreakciokban (PDR1 Candida glabrata, CRG1 Cercospora nicotianae)
(MacPherson és mtsai. 2006).

2.5  Transzkripcios faktorok szerepe a ,,pdr halozat” kialakitasaban

Azol rezisztencia kialakulasaban részt vevo cink cisztein binuklearis klaszter transzkripcios
faktorokat eldszor S. cerevisiae-ben azonositottdk melyben bizonyitottdk, hogy a PDR1 és
PDR3-as transzkripcids faktorok befolyasoljak a PDR5-6s PDR efflux pumpa kifejezédését
(Katzmann mtsai. 1996). Hagiwara és munkatarsai (2017) A. fumigatus-ban igazoltak, hogy az
AtrR cink klaszter transzkripcios faktor befolydsolja a gomba azollokal szembeni
rezisztenciajat, mivel kozvetlen szabdlyozdja mind a cdriB ABC efflux pumpdnak ¢s
cyp51/ergll ergoszterin bioszintézis génnek is. Ezen k6z0s szabalyozas felimerése vezetett a
feltételezéshez, hogy az ergoszterin bioszintézis Utvonal enzimei, az ABC tipusu efflux pumpa
fehérjék, illetve az ezeket szabalyzo transzkripcids faktorok egy kozos rendszert alkotnak, az
ugynevezett ,,pdr (pleitropikus drog rezisztencia) haldzatot”. A rendszer komplex Gsszetételére
kivalo példa a N. crassa ADS-4 transzkripcids faktora, mely 6 kiilonbozé gén aktivitasat
szabalyozza [3. abra]. Ezen gének mind részt vesznek a gomba azolokkal szemben mutatott
rezisztenciajanak kialakitdsadban: az erg) az ergoszterin bioszintézis egyik génje. A cdr4 egy
PDR tipusu efflux pumpat, mig az NcabcB gén egy multidrog transzportert kodol. A Nemmt2 a
gomba sejtek mitokondriumai vas felvételét szabalyozo fehérje termelddéséért felelds. A
Nerta2 pedig a kalcineurin altal medialt azol rezisztencidban részt vevd lipidtranszportert

kodold gén (Wang és mtsai. 2015).
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3.abra A N. crassa ADS-4 es transzkripcios faktora, illetve az altala befolyasolt gének melyek részt
vesznek az azol elleni rezisztencia kialakuldsaban (Wang és mtsai. 2015).

A ,,pdr halozat” szabalyozasat tobb transzkripcios faktor kozdsen végzi, melynek egymassal
val6 interakcioikon keresztiil képesek kifejteni, modositani hatasukat. A PDR1-es és PDR3-as
a legrégebben ismert ilyen transzkripcids faktorok (Katzmann mtsai. 1996), de Gjabb kutatasok
ramutattak, hogy ezen két fehérje hatasa is tovabbi fehérjékhez kotott [4. abra]. Ilyen az Ume6
mely a PDR3-al alkot komplexet igy p* S. cerevisiae sejtekben represzorként de p° sejtekben
aktivatorként hat a PDRS efflux pumpa kifejezddésére (Yamada 2021, 2022).

4. abra S. cerevisiae-ben talalhato transzkripcios faktorok és azok hatasa a PDRS efflux pumpa
transzkripcidjara p*sejt (balra) p°sejt (jobbra) (Yamada 2022)

Fonalas gombaknal, 4. fumigatus-ban, megfigyelték, hogy a FfmA (C>Hb) illetve AtrR (Cs)
transzkripcids faktorok szerepet jatszanak az azolokkal szembeni rezisztencidban (Paul és
mtsai. 2022; Haigwara és mtsai. 2017). A két fehérje regulacidja alatt 4ll6 gének csoportjai nagy
mértékben atfednek igy lehetséges, hogy egy taltermeltetett AtrR képes elfedni a FfmA

hidnyéaban fellépd novekedés csokkenést is. Azonban a két faktor egymast képes gatolni mivel

az egyik gén csendesitése a masik gén talmiikodéséhez vezet (Paul és mtsai. 2023).
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3 Célkituzeések

Mucormikoézisos fertdzések esetén az antifungalis terdpiat neheziti a Mucorales rendre
jellemzé nagyfoku reziszetencia a klinikumban hasznalt antifungalis szerekkel szemben,
koztiik azol vegyiiletekkel szemben is.

Kutatocsoportunk célja, hogy ravilagitson a jaromsporas gombak antifungalis szerekkel
szembeni nagymértékli rezisztencidjanak hatterére, ezen keresztiil pedig - a folyamat
kulcselemeinek azonositasat kovetden - eldsegitse a mucormikozisban szenvedd betegek
lehetséges kezelését.

A rezisztencia hatterében az ugynevezett ,,pdr haldzat” all, amely magaban foglalja a PDR
transzport fehérjéket €és az ergoszterin bioszintézis génjeit is. A rendszer mechanizmusait
transzkripcids faktorok hangoljdk Gssze ¢€s koordinaljadk. Ezen fehérjéket mar kiilonbozo
fajokban azonositottak, de M. lusitanicus azol rezisztenciajaban szerepet jatszo transzkripcios

faktorokat eziddig még nem vizsgaltak
Mindezek alapjan a kutatdsaink sordn a kovetkezd célokat tiiztiik ki magunk elé:
Lehetséges transzKkripcios faktorok azonositasat a Mucor lusitanicus genomjabol:

in silico analizis és homolog keresés alapjan olyan transzkripcios faktorok azonositdsa a M.

lusitanicus-ban, amelyek részt vehetnek az azol rezisztencia kialakitasaban.
Delécios mutans készitése:

Feltételezett transzkripcids faktor gének kititése CRISPR-Cas9 rendszer felhasznalasaval.
A létrehozott mutansok jellemzése:

Mutans torzsekkel folytatott funkcionalis vizsgélatok.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 A kutatas soran felhasznalt torzsek

Kisérleteink soran M. lusitanicus (CBS 277.49 izolatum) leud és pyrG kétszeres uracil,
leucin auxotr6f mutdns MS12 (SZMC12082) torzsét alkalmaztuk. Novekedési tesztek
elvégzéséhez az MS12 (SZMC12082) pyrG -vel komplementalt torzsét (MSI12+pyrG)
hasznaltuk kontrol térzsként, mivel a pyrG komplementalja a ndvekedést befolyas uracil
auxotrofiat. Az azol érzékenységi teszthez Candida kruseii ATCC 6258 torzsét alkalmaztunk

referencia torzsként.

4.2  Alkalmazott taptalajok, tapoldatok

4.2.1 Minimal taptalaj (YNB; Yeast Nitrogene Base) (pH4,5)

1% (m/V) D-gliikoz

0,15% (m/V) (NH4)2SO4

0,15% (m/V) Na-L-glutamat

0,05% (m/V) leucin és/vagy 0,05% (m/V) uracil

0,05% (m/V) YNB (Difco)

szilard taptalaj esetén: 2% (m/V) agar

PEG-medialt protoplaszt transzformécié soran a protoplasztokat 0,8 M szorbitollal
kiegészitett és 1% agart tartalmaz6d YNB téptalajjal osszekeverve (pH 4,2) ontottik 0,8 M
szorbitollal kiegészitett és 2% agart tartalmaz6 YNB taptalajra.

4.2.2 Kleszté-gliikoéz taptalaj (YEG; Yeast Extract Glucose)
0,5% (m/V) élesztékivonat
1% (m/V) gliikoz
2% (m/V) agar

4.2.3 MEA (Malt extract agar) Malata kivonatos taptalaj
1% (m/V) gliikoz
0,5% (m/V) €lesztd kivonat
2% (m/V) agar

1% (m/V) malata kivonat
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4.2.4 RPMI (Roswell Park Memorial Institute) tapoldat (pH 7)

1 L végtérfogatra vonatkoztatva: 3,4532 g MOPS (3-morfolino-propanszulfonsav); 1,04 g
RPMI (Sigma Aldrich); 0,05% (m/V) uracil; 0,05% (m/V) leucin. A tapoldatot sterilizalas utan
100ml-ként 1 ml L-glutaminnal (30mg/ml) egészitettiik ki.

4.3  Tenyésztési koriillmények

A kisérleteinkhez hasznalt torzseket 25 °C-on neveltiikk 4 napig folyamatos megvilagitas

mellet MEA és YNB taptalajokon.

4.4  Alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

4.4.1 DNS gélelektroforézishez hasznalt anyagok
TAE pufter: 40 mM Tris-ecetsav (pH 7,6); 1 mM Na;EDTA
Agardz gél: a fragmentum mérettdl fiiggden 0,8-2% agar6z TAE pufferben oldva
Etidium-bromid térzsoldat (Sigma): 10 mg/ml desztillalt vizben oldva
Mintapuffer: 6x DNS mintapuffer (Thermo Scientific)
Molekulastly marker: 1 kb DNS marker (Thermo Scientific): steril desztillalt viz

molekulastly marker — 6x DNS mintapufter 4:1:1 aranyu keveréke

4.4.2 Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok
Protoplasztal6 oldat: 100 mM natrium-foszfat puffer; 0,8 M szorbitol; 1,5% csigaenzim
Natrium-foszfat puffer (100 mM): 25 mM Na,HPO4; 75 mM NaH>POq
SMC puffer: 50 mM CaCl; 10 mM MOPS; 0,8 M szorbitol
PMC pufter: 40% PEG 4000; 10 mM MOPS; 0,6 M szorbitol; 50 mM CaCl»

4.5 Inditoszekvenciak

A PCR reakciokhoz tobb inditdszekvenciat is terveztiink. Az inditoszekvenciakat
felhasznaltuk a #1706 ¢és /821 gének kiiitéséhez, teljes gének felszaporitasahoz,
transzforméansok ellendrzéséhez, valamint a valds ideji PCR reakcioknal [Melléklet 1.

tablazat].
4.6  Vizsgalati modszerek

4.6.1 Genomi DNS kivonasa M. lusitanicus-bol és a mutans torzsekbol

A genomi DNS tisztitdsdhoz ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo
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Research) kit-et hasznaltuk fel, a gyartd utasitasainak megfelelden.

4.6.2 DNS/RNS gélelektroforézis

A mintapuffer hozzdadasa utan anukleinsav mintak elvalasztasat, DNS esetén 0,8%, RNS
esetén pedig 2,0% agar6zt tartalmazé gélen végeztiik 80-100 V mellett]1-4 6raig.

Az agardz gél készitéséhez, és futtatopuffernek is TAE puffert hasznaltunk. A nukleinsavakat
etidium-bromidos festéssel (0,5 pg/ml), UV fény alatt detektaltuk. A fragmentumok méretének

meghatarozasahoz 1 kb-os molekulastuly markert hasznaltunk (Thermo Scientific).

4.6.3 DNS visszaizolalasa agaroz gélbol

A visszaizolalni kivant DNS fragmentumokat tartalmazéd gél részletet steril szikével UV
lampa alatt vagtuk ki a 0,8% agardzt tartalmazé gélbdl. A DNS-t a DNA Extraction Kit (Thermo
Scientific) vagy a Zymoclean Large fragment DNA Recovery Kit (ZymoResearch) segitségével
nyertiik ki a gyart6 utasitdsainak megfelelden.
4.6.4 Alkalmazott PCR technikak és reakciokoriilmények

Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikdkat alkalmaztunk. A PCR reakciokat T3
Thermocycler (Biometra) késziilékben végeztiik a Melléklet 1. tablazatdban bemutatott
inditészekvencidk felhasznalasaval. A valés ideji qPCR kisérleteket CFX96 PCR
detektalorendszerben (Bio-Rad) hajtottuk végre. A mérés elvégzésére a Maxima SYBR Green
gqPCR Master Mix-et (ThermoScientific) és a Melléklet 1. tdblazatdban bemutatott
inditdszekvenciakat hasznaltuk fel.
4.6.5 A transzkripciés faktor gének Kkiiitéséhez felhasznalt delécios kazettak

elkészitésének koriilményei

A delécios kazettakat PCR reakcid soran hoztuk 1étre. Ehhez a Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix-et (Thermo Scientific) hasznaltuk, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A
kisérlet megkezdésekor els6ként felszaporitottuk a cél gének promodter és terminalis
szekvenciait, valamint a szelekcidés markerként szolgadlo pyrG géneket azok sajat promoter és
terminalis szekvencidival egylitt, génspecifikus inditoészekvenciaparok segitségével [Mellélet
1. tablazat]. A M. lusitanicus pyrG génje az orotidin-5-foszfat-dekarboxilazt kodolo és az uracil
auxotrofiat komplementald gén (Iturriaga és mtsi. 1992). Az amplifikalt fragmenteket 1:1:1
aranyban vittiikk ijabb PCR reakcidba ¢és fuzionaltuk nested inditoszekvencidkat felhasznalva
[Melléklet 1. tablazat]. Az igy kapott fuzids termékeket hasznaltuk fel a ¢/ 106. tf 8§21-es gének
kititésére, és a gének HDR (Homology-Directed Repair: homolog rekombindcion alapuld

hibajavitas) altali genomba integraldsara (Ran és mtsi. 2013).
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4.6.6 A tf106 és tf821 gének amplifikalasahoz hasznalt reakci6 és koriilményei
A gének genomi DNS-b6I torténd és cDNS amplifikalasdhoz Phusion High Fidelity DNS
Polimerazt (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyartdé ajanlasai szerint. A reakciokat 20ul

végtérfogatban mértiik dssze a kdvetkezok szerint:

20-50 ng genomi DNS

0,5-0,5 uM specifikus primer (Melléklet 1. tdblazat)

0,2 mM dNTP mix

1x Phusion HF puffer (1,5 mM MgCl2-vel kiegészitve)l U Phusion DNA Polymerase Mix

4.6.7 Génamplifikalasi koriilményei #7106, éstf821 esetén

98°C 10 sec 1 ciklus elédenaturalas

98°C 1 sec denaturalés

60°C 5 min 30 ciklus primer kotodése

72°C 1 min lancszintézis

72°C 1 min 1 ciklus végsd lancszintézis
4.6.8 Atf106 és tf821 gének delécidjara szolgalo gRNS szekvenciak elkészitése

A tf 106 és 821-es génekre specifikus gRNS szekvencidkat terveztiink. A protospacer
szekvencia 106 esetén 5° AGCTGCTGTTGCCACGCATT 3°, #3821 esetén pedig 5’
GAAACAGAGCACTACGACAA 3°. A génekre specifikus crRNS molekuldkat és az
tractrRNS molekulékat az Integrated DNA Technologies (IDT) cégtdl vasaroltuk meg. A crRNS
- tractRNS duplexek (gRNS-ek) kialakitasahoz a gyarto utasitasainak megfeleléen a nukleaz-
mentes duplex puffert (IDT) hasznaltuk.

4.6.9 PEG-medialt protoplaszt transzformalas

4.6.9.1 Protoplasztképzés

Az MSI12 torzs YNB taptalajon, 4-5 napon keresztiil, fényben nevelt tenyészetérdl steril
desztillalt vizzel lemostuk a sporangiosporakat, majd a tdomény spdraszuszpenzidbol oltodtiivel
friss, celofankoronggal fedett YEG taptalajra oltottunk. A tenyészetek nevelése 25 °C-on, 16
oran keresztiil tortént. A fiatal telepeket 16 oOra elteltével protoplasztalo oldatba helyeztiik, majd
3 oran at, szobahdmeérsekleten, 50 rpm razatassal eldsegitettiik a képzddd protoplasztok
levalasat. Protoplasztold oldatként sajat készitésli, éticsiga (Helix pomatia) gyomorbol
preparalt litikus emésztdenzimet hasznaltunk. Az ezt kovetd Iépésben a keletkezett

protoplasztokat steril gézlapon keresztiil szlirtiik le, hogy eltavolitsuk a sejtfalmaradvanyokat
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ezen a lépéshez a protoplasztokat SMC pufferben higitottuk. A centrifugalassal (2162 x g, 10
perc, 4 °C) dsszegyjtott protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd ujabb centrifugélas
utan 250 pul SMC pufferbe vettiik fel.

4.6.9.2 A protoplasztok transzformacidja

Az altalunk alkalmazott modszer a van Heeswijk és Roncero (1984) altal leirt PEG- medialt
transzformécido modositasa. A 250 ul SMC puftferbe felvett protoplasztokhoz 5 pg fiziés PCR
termékeket, a /7106 és tf821 génekre specifikus 10 uM gRNS-t (IDT), 10 uM Cas9 endonukleazt
(IDT) és 20 ul PMC puftert adtunk, a protoplasztok és a transzformalé DNS 6sszecsapasaval
elésegitve a transzformaciot. Ezutan a mintakat fél 6ran keresztiil jégen inkubaltuk. Tovabbi
2,5 ml PMC pufter hozzdad4sa utdna mintdkat 20 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
elosegités¢hez a kiiilepedett sejtekhez szorbitolt tartalmazod YPG tapoldatot adtunk, majd fél
oran at 25 °C-on inkubaltuk oket. Centrifugalas utan SMC pufferrel mostuk a sejteket, majd a
kitilepitett sejteket kis mennyiségli (100-200 pl) SMC-ben szuszpendaltuk és szorbitollal
kiegészitett YNB feddagarral 6sszekeverve szorbitolt tartalmazé YNB csészékre ontottiik. A
Atf106 és Atf821 mutansokat pyrG szelekcids markerre szelektdltuk, ezért a taptalajokat
leucinnal egészitettiik ki. A csészéket 3 napig, a transzformans telepek megjelenéséig fénytol

elzarva szobah6émérsékleten inkubaltuk.

4.6.10 RNS izolalas M. lusitanicus-bol és a létrehozott mutans torzsekbol

RNS kivonast megel6zden a torzseket 25C -on neveltiik 4 napig, folyamatos megvilagitas
mellet YNB taptalajon.

Az RNS izoldlashoz Direct-zol RNA Miniprep kitet (Zymo Research) hasznaltunk a gyartod
utasitasainak megfelelden. Az RNS mintakat -80 °C-on taroltuk a felhasznalasig.

A RNS mintakbol a reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand cDNASynthesis Kit
(Thermo Scientific) segitségével végeztiik el. A reakcidhoz oligo(dT)18 és random hexamer

primereket hasznaltunk a gyarto utasitasa szerint.

4.6.11 Valos idejii quantitativ PCR a transzkripcios szintek meghatarozasahoz

A méréseket RNS-bdl reverz transzkripcidval eldallitott cDNS-bdl végeztiik el. A reakcidkat
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific) segitségével mértiik 0ssze. A
nyert eredményeket a 222 modszer segitségével értékeltiik ki (Livak és Schmittgen 2001).
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A reakcidk Gsszemérése

20 ul végtérfogatban tortént 96 lyuka lemezeken:

20-50 ng cDNS

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

A reakcidk koriilményei Valos idejii qPCR esetében

95°C 3 min 1 ciklus denaturalas
95°C I min denaturalas
60°C 0.5 min 40 ciklus primerkotodés
72°C 0.5 min lancszintézis

4.6.12 Delécios torzsek novekedési intenzitasanak vizsgalata
10 pl-t (10* spéra), és beszaradas utan 25 °C-on inkubaltuk a csészéket. 4 napon keresztiil
naponta lemértilk a telepatmérdket. Az eredményekhez 3 bioldgiai és minden esetben 2

technikai parhuzamos eredményeit hasznaltuk fel.

4.6.13 Antifungalis érzékenységi tesztek

A gombatdrzsek antifungélis szerekkel szembeni érzékenységét mikrodilucids teszttel
végeztiik 96 lyuku lemezen, a CLSI ajanlésa (CLSI. 2008) szerint harom biologiai ismétlésben
és ketto technikai parhuzamos alkalmazasaval. A vizsgélat soran hasznalt ketokonazolt (Alfa
Aesar), itrakonazolt (Across Organics), flukonazolt (Alfa Aesar), posakonazolt (Sigma
Aldrich), izavukonazolt (Sigma Aldrich), amfotericin B-t DMSO-ban oldunk. A ketokonazol,
itrakonazol, flukonazol, izavukonazol, posakonazol és amfotericin-B végs6 koncentracidja a
lemezen 0,125 és 16 pg/ml kozott volt. Az azolokat és amfotericin-B-t folyékony RPMI-1640
tapkozeggel higitottuk. Az érzékenységi tesztben hasznalt térzseket 48 oran at 25 °C -on

crer

4.7  Statisztikai modszerek

A kisérletek statisztikai analizisét a GraphPad Prism v 8.0 szoftverrel és Microsoft Excel
program segitségével végeztiik, a kisérlet tipusatol fliggden pérositott vagy parositatlan t-tesztet
alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikdns eltérést abban az esetben dallapitottunk meg, ha

p<0,05 volt.
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4.8 in silico ellemzés

A fehérjék tomegének megbecsiiléséhez (APA AAT Bioquest, Inc. (2023, november 21).
Quest Calculate™ Peptide and Protein Molecular Weight Calculator. AAT Bioquest.
https://www.aatbio.com/tools/calculate-peptide-and-protein-molecular-weight-mw.) vagy
BioEdit 7.2.5 programokat hasznéltunk. Aminosav motivumok illesztését BioEdit 7.2.5
programmal végeztiik.

A homoloég kereséseket BLAST-val végeztilk aminosav szekvencia alapjan. A BLAST-olast
Mucor adatbazisban (https://mycocosm.jgi.doe.gov/mycocosm/home) végeztilk, amelyhez a
templat aminosav szekvencidkat a Candida genome database (http://www.candidagenome.org/)
Sacharomyches genome database (https://www.yeastgenome.org/) illetve a
(https://fungidb.org/fungidb/app) adatbdzisok szolgéltattak. Az 4abrak elkészitéséhez a

https://www.biorender.com internetes oldalt hasznaltunk.
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5 Eredménvek és értékelésiik

5.1  Feltételezett transzkripcios faktor kodolo gének azonositasa M. lusitanicus-

ban

Laborunkban korabban posakonazol, flukonazol és vorikonazol kezelést kovetden, RNAseq
analizist hajtottak végre. A transzkriptomikai eredmények azt mutattdk, hogy tobb
feltételezheten transzkripcios faktort kodold gén aktivitdsaban is tortént valtozas.

Ezen feltételezett transzkripcios fakor gének kozil kivalogattuk azokat, melyek a Mucor
genom adatbazis (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) szerint olyan
fehérjéket kodolnak, amik tartalmazzak Zn(I1)2Cys6 és/vagy ’gomba specifikus transzkripcios
faktor domén’.

Ezt kdvetéen aminosav alapi homolog keresést végeztiink olyan transzkripcios faktorokra
mas organizmusokban, melyek szerepet jatszhatnak a gombdk azol-rezisztencidjdban. A
keresés eredményeibdl homoldgia alapjan 9 gént valasztottunk ki tovabbi munkankhoz (1.

Tablazat).

[1. Tablazat]. A M. lusitanicus-ban azonositott feltételezett transzkripcios faktorokat kodolo gének neve,
illetve protein azonositdja

Gén név Protein ID
tf106 106505
1107 107112
tf113 113662
1115 115362
tf124 124727
182 182712
tf183 183761
1821 82118
1922 92262

A TF106, TF113, TF183, TF922-es faktorban mind a cink cisztein klaszter domén, mind
pedig a gomba specifikus transzkripcids faktor domén’ megtalalhatd. A 107, /182 és tf821-
es gének csak a Zn(II)>Cys6 domént, mig a #f7124 gén csak *gomba specifikus transzkripcios
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faktor domént’ kodolja. Az altalunk vizsgalni kivant gének altal kddolt fehérjék koziil homolog

keresés sordn a legtobb hasonlosdgot a TF106 faktor mutatott az A. fumigatus AtrR-rel

(Hagiwara és mtsai. 2017), 40,5%-ot, valamint a S. cerevisiae ASG1-gyel (Coste és mtsai.

2008) 52,9%-ot, mig a TF821 faktor az A. fumigatus AtrR-rel (Hagiwara és mtsai. 2017) 41,3%-

ot és C. glabrata Hal9p transzkripcids faktorral (Wu és mtsai. 2015) 56,1% -ot, amely egy

Candida albicans Tacl ortolog (Coste €s mtsai. 2004) (2. Tablazat).

[2. Tablazat]. A M. lusitanicus-ban prediktalt transzkripcios fehérjék homoldgidja més organizmusokban
azonositott transzkripcids faktorokkal (%). A tablazatba kiilon mutatjuk be azokat a fehérjéket, melyek a
PF04082 — gomba specifikus domént és/vagy csak a PFO0172 — cink cisztein binuklearis klaszter domént
tartalmazzak. C. — Candida, S. — Saccharomyces, A. — Aspergillus, N. — Neurospora, Cr. - Cryptococcus

Név homoldgia mas fajokban (%)
PF00172 és PF04082 domént is tartalmaz
. ) . . A. fumigatus  A. fumigatus
TE106 C.albicans :t gjﬂg?&s) S. cerevisiae C. albicans Mdu2 Mdd5
0 r 070 0 _ 0
Asgl (52,9%) Asgl (35%) Ctf1 -30,1 % (30,1%) (30,1%)
) C. albicans A fumicatus
C. auris A. fumigatus A. oryzae - umig
TF113 Tacla (43.6%) Mrrlp AtrR
acla (43,6% 9 9
(39.7%) Mdul (40%)  AtrR (35,7%) (35.4%)
TE124 N. crassa A. fumigatus
Adsl (39.2%) AR (35%)
i S. cerevisiae i
TF183 A. fumigatus A. fumigatus
Mdul (31.2%) Asgl (3L,1%)  AgR (27,2%)
) ) C. dubiniensis
C. albicans C. auris
TF922 Cd36_51710
Tacl (42,1%)  Tacla (41,6%)
(42,1%)
csak PF00172 domént tartalmaz
C. albicans C. dubliniensis
Cr. neoformans
TF107 Mrrlp Mrrlp
Ertl (55,6%)
(46,3%) (35,2%)
S. cerevisiae
TF115
Asgl (51,5%)
i C. glabrata
Tr1gp A fumigatus g
AUR (39.3%)  Hal9 (31,6%)
Hal9p (56,1%)  AtrR (41,3)

Kivalasztott fehérjéink cink cisztein binukledris klaszter, illetve ’gomba specifikus

transzkripcids faktor domén’ szekvencidit dsszevetettiik az 4. fumigatus AtrR fehérjéjével [4.

abra], mivel ezen domének aminosav sorrendje igen konzervalt, tovabb erdsitve azt az
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elképzelésiinket, hogy a proteinek feltételezhetéen részt vesznek a ,,pdr haldzat” génjeinek

r crer
regulacidjaban.
Zn(II) Cys, vagy ‘cink

A.fumigatus RtzrR S1 IGAADDNED
T£106 12 LODRKESASK
T£107 51 TVAAGSQCR
T£113 1 -==-MTEQTE.
T£11S 1 ESeomewweese]
T£182 14 FVDMNDPDRY
T£183 e MSIS
Ti821 14 FVDMNDPDRY
T£922 1 MSISSDEATT

110

o liewie
FTQVEERK]

A.fumigatus AtrR 98 ARYIEGLENR

T£106 58 ESEDGSVLEAGANECDNESIDKSPSPSTSRASTPPASNTHESPRFRRPLP 107
T£107 101 | VREERREGIRRGP========mr==——meeceen———

T£113 45 s B e S e
T£115 36 AVVNELVLSRIASN

Tfl82 64 |ESPVTSRGSPASSTRPEDALLTP

T£183 43 | SCAF----DOLGSH

Tf821 (] ERPSLVLSQDS

TE922 48 ==YIBAIENR

‘Gomba specifikus transzkripeids faktor
domén’ yagy ‘Gomba transz’ domén

A.Zumigatus ActrR 367 408

T£106 225 70
T£113 287 327
T£124% 208 240
T£183 243 283

T£522 301 341

460 470

eese|asselesss

A.fumigatus AtxR 4089 ENPQPSFFLVAA

T£106 270 |-SIYNFQPAINGAR D 319

T£113 328 |EAsRITRGTRICE SORLGL orf@| 264

T£124 241 |TTOVESVOE & IGL . 277

T£183 284 |SCERTTLA 321
T£922 342 RAS A

A.fumigactus AtrR
T£106
T£113
T£124
T£183
T£922

[4.4bra] Cink binuklearis klaszter, illetve a >gomba specifikus transzkripciés’ domének aminosav
szekvenciai a feltételezett transzkripcios faktorokban 4. fumigatus AtrR fehérjéjéhez viszonyitva. Piros
négyzetben talalhat6 az adott domén szekvencidja, feketével jelolve azon aminosavak melyek
megegyeznek, sziirkével pedig amelyek hasonlo karakterisztikaval rendelkeznek, mint az AtrR azonos
helyen all6 aminosavai.
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Osszehasonlitva a transzkripcios faktorok aminosav szekvenciait a legnagyobb hasonlésagot
a TF182 ¢és TF821 mutatta,76.4%-ot. A TF113 54.3%-o0s hasonlosagot mutatott a TF922-el,
53.7%-0s hasonlosagot a TF183-al, valamint 48.6%-0s homologiat TF124-el. TF106 50%
homolégiat mutat a TF115-el, a TF183 47.5%-0s TF124 pedig 42,3%-0s hasonldsagot mutatott

a TF922-vel.

5.1.1 A TF106, illetve TF821 fehérjék in silico jellemzése
Tovabbi munkénkhoz homoldgiai adatok alapjan [2. Tablazat] a /7106 és /821 géneket

valasztottuk ki. A 3. tdblazatba talalhatoak a két kivalasztott fehérje legfontosabb tulajdonséagai.

[3. Tablazat] TF106 és TF821-es fehérjék alapvetd szerkezeti felépitése, illetve fontosabb régidinak

elhelyezkedés
TF106 TF821
Hossz (aminosav) 923 a.s 793 a.s

Becsiilt molekulatomeg

prediktalt transzmembran domének

sZama

Gal4 régio

cinkujj szekvencia

Ciszteinek pozicioja

DNS koté oldal

Ko6zéps6 homolog régio

>gomba specifikus transzkripcios

faktor' domén’

103.26079 kDa

0

25-46 a.s.
KVGKACFTCRVKKIKCDGLQ
PC

21-60 a.s.
QKRFKVGKACFTCRVKKIKC
D
GLQPCMQCKARSRPCTESK

30, 33, 40, 46, 49, 56
cccCc ccc

25,29, 34...37,39, 42
K, A, RVKK, K, G

165-568 a.s.

256-361 a.s.
KLSTVIALALMCQFQSIYNPQ
PAIYGAMAFQMC

LDLNLMRNYTGELDMKNDM

LYQ
DEMDGGSDLKELQKRVCWG
CYTLDKLIH

IQTGQPWMLRSRDISLDMPLL

QP

89.55675 kDa

0

27-65 a.s.
KVARACDFCRKRKTKCDIGI
PGSGTCSNCKKANNTCIFS

30-72 a.s.
RACDFCRKRKTKCDIGIPGS
GTC
SNCKKANNTCIFSPVSTTAS

32,35,42,52,55,62
ccc ccc

27,31, 36...39, 41, 44,
K, A, RKRK, K, I,

156-479 a.s.

nincs
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A tf106 gén éaltal kodolt fehérjében megtaldlhaté mindkét, szakirodalom alapjan fontos
domén (cink binukleéris klaszter és a *gomba specifikus transzkripcids faktor domén’), illetve
homologiat mutat az 4. fumigatus AtrR és fehérjével. A génben 2 intron helyezkedik el. A /821
gén bar nem kodolja a gomba specifikus faktor domén’-t, de a prediktalt fehérje homologiat
mutat az A. fumigatus AtrR és a C. glabrata Hal9 fehérjével, mely utdbbi ortoloégja a C. albicans
Tac1 transzkripcios faktoranak.

A TF106 protein 923 aminosav hosszusagu. A fehérje csaladra jellemzo Gal4 régid 25-46 as.
-ig terjed, mely atfed a fehérje cink ujj szekvenciajaval, mely a 21-60 as. kozott helyezkedik el.
Ez megegyezik a szakirodalomban leirtakkal, miszerint a cink ujj szekvencia a fehérje N-
terminalison helyezkedik el, illetve a 6 cink kotésért felelGs cisztein is az elore feltételezett
formacidban CysX>CysXeCysXs.12CysX2CysXe-8Cys (MacPherson és mitsai. 2006), jelen
esetben 30., 33., 40., 46.,49., 56. aminosavak helyén talalhato. A "k6zéps6 homolog régid’ 165-
568 as kozott talalhato és itt helyezkedik el a ’gomba specifikus transzkripcios faktor domén’,
amelyet a 256-361 a.s.-t6] terjedd szakasz alkot.

A TF82 protein kisseb méretli, mint a TF106, 793 aminosav hosszu ¢és becsiilt molekula
tomege 89.55675 kDa. Domének tekintetében a Gal4 régio és a cink ujj szekvencia is az N-
terminalis kdzelében helyezkednek el atfedésben, el6bbi 27-65 as utobbi pedig 31-72 as kozott
helyezkedik el. A cink ion kot6 cisztein aminosavak az elézetes predikcionknak megfelelden a
32.,35.,42.,52.,55., 62. pozicidban helyezkednek el. A fehérje kozépsé homolog régidja 156-
479 aminosavak kozott talalhaté meg [3. Tablazat].

5.2 Mucor lusitanicus tf106 és tf821 génjeinek Kkiiitése homolog rekombinacio

segitségével

Kisérleteink soran a M. lusitanicus MS12 protoplasztjait transzformaltuk a kivalasztott #/706
¢és 1821 génekre specifikus gRNS szekvenciaval, templat DNS-el és a Cas9 endonukledzzal. A
homolog rekombindcidé szamara templat DNS-ként szolgdld delécidos kazettakat PCR
segitségével allitottuk eld [S. abra]. A transzformacié hatékonysaga A#106 delécios torzs
esetén 6 telep/10° protoplaszt, mig a A¢/821 mutans torzs esetén pedig 14 telep/10° protoplaszt
volt. A transzformdci6 sikerességét PCR-el [6. abra] valamint RT-qPCR-vel végeztiik el. A
transzformacios kisérletbdl két-két 1zolatumot (A¢f106/2, illetve Atf106/4, mig és Atf821/2 és
Atf821/5) valasztottunk ki tovabbi kisérleteinkhez.
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kititéséhez a harom fragmentumot (promoter, pyrG, terminalis) nested inditészekvenciak [Melléklet
1.tablazat] segitségével kapcsoltuk 0ssze. Szelekcios markerként a pyrG orotidin-5-foszfat-
dekarboxilazt kodold gén szolgalt.

6.abra Az MS12 sziil6i térzsben megtalalhato eredeti gén €s a transzformalas utan 1étrehozott feltételezett
mutansok torzsek gélelektroforézises képe. MS12-ben az eredeti gén hossza #7106 esetén 7259 bazispar mig a
delécios torzsek esetén a pyrG szelekcios markergént hordozo delécios kazetta beépiilése utan 4390 bazispar
hosszu lett a felszaporitott termék. A /821 gén €s esetében az eredeti gén hossza 5612 bazispar mig a pyrG
szelekcios markergént hordozo delécids kazetta beépiilése utan a mutdnsokban felszaporitott szakasz 4643
bazispar.

5.3  Delécios torzsek novekedési intenzitasanak vizsgalata

Kisérlet soran a delécios torzseink novekedési intenzitasat vetettiik 0Ossze kontroll

MSI12+pyrG torzséhez képest. A Atf106-os torzs esetén négy napon keresztiil szignifikans
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csokkenését tapasztaltuk kontroll torzshoz képest. A A¢821-es tdrzs nem mutatott szignifikans

valtozast a novekedés intenzitasaban [7. abra].

100-
* B VS12+pyrG
z 80- T AtF106
=
= oo ; B A1821
N5
s *
S 40-
§. T
= 204, *
0_

1. nap 2. nap 3. nap 4. nap

7.4bra Atf 106 deléciés mutans novekedési intenzitasa YNB tatalajon 25 C°-on. A diagramon harom
egymastol fiiggetlen mérés eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt, Az *-gal és jelolt

értékek szignifikansan eltérnek a kontrol torzs (MS12+ pyrG) megfeleld értékétol (¥p<0.05)

5.4  Mutans torzsek pdr génjeiben tapasztalt transzkripcids valtozasok

Kisérletiink soran rt-qPCR segitségével vizsgaltuk a pdr gének transzkripcids szintjének
kifejezddését a delécids torzseinkben. A Atf106-os térzsben a pdr2; pdr3; pdr4; pdr5 és pdrS-
as gének transzkripcidjaban szignifikans csokkenést tapasztaltunk [9. abra]. A#/821-es torzs
esetén pedig a pdrl; pdr2; pdr3; pdr5 €s pdr7-es gének alulmiikodését tapasztaltuk [10. abra].
A pdr2 és pdr3 és pdr5 gének kifejezodését mindkét feltételezett transzkripcios faktor hianya
szignifikansan csokkenti. A pdr2 gén esetében hasonld mértékii csdokkenést tapasztaltunk
mindkét mutans torzsiink esetén. A pdr3 génrdl elmondhatd, hogy TF106-os fehérje hianya
szinte teljesen megsziintette a gén aktivitasat. A pdr5-nél pedig a #821 gén hidnya okoz
nagyobb mértékii csokkenést a gén transzkripcids szintjében a Atf106-o0s tdrzshdz képest. Mind
aTF106 és TF821 esetében feltételezhetd, hogy a transzkripcids faktorok pozitiv regulatorként

vannak jelen, mivel hianyuk az egyes pdr gének kifejez6désenek csokkenéséhez vezet.
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9.abra Atf106 delécios mutans pdr génjeinek kifejez6dése. A diagramon harom egymastdl fiiggetlen mérés
eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt. A **-gal jelolt értékek szignifikansan eltérnek a

kontrol térzsben (MS12) mért értéktdl, melyet 1-nek vettiink (**p<0.01)

2.0
m MS12

1.5- Atf821

e * dede ek *

ALLLLEED

pdr1 pdr2 pdr3 pdrd pdr5 pdr6 pdr7 pdr8

Relativ transzkripcids szint

10.abra A#f821 delécios mutans pdr génjeinek kifejezodése. A diagramon harom egymastol fiiggetlen mérés
eredményeinek atlagértékeit tiintettiik fel szorassal egyiitt. Az *-gal és **-gal jelolt értékek szignifikansan

eltérnek a kontrol térzsben (MS12) mért értektdl, melyet 1-nek vettiink (*p<0.05) (**p<0.01).

55 A mutans torzsek ergoszterin bioszintézis génjeiben tapasztalt

transzKkripcios valtozasok

Kisérleteink soran szintén vizsgaltuk, hogy a #7106 és /821 gének hianya hogyan
befolyasolja az ergoszterin bioszintézis Gtvonal génjeinek kifejezdédését. Mind a A¢f7106 mind a
Atf821 torzsben megfigyeltiik, hogy a bioszintézis Utvonal kezdeti szakaszat képzd gének
(ergla; erglb; erglla; ergllb) transzkripcids szintje szignifikdnsan csokkent mig a
folyamatban az intermedierek atalakitasaért felelés enzimeket kodold géneké (erg24a; erg24b;

erg25b; erg26;, ¢és az erg28) megnovekedett [11. abra] [12. 4abra]. Ezen kettdséget
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magyarazhatja, hogy a gomba sejt probalja kompenzalni a folyamat elején fellépd szubsztrat
hianyt a folyamat végén talalhato enzimek taltermelésével. A két torzsiink 6sszehasonlitdsakor
megallapithat6, hogy a #/106 gén delécidja nagyobb mértékii negativ hatast gyakorolt az erg
gének kifejezddésére. A legnagyobb transzkripcids szintbeli valtozast mindkét mutansnal az
ergla-nal tapasztaltuk, mivel e gén mitkddése szinte teljesen megsziint.

A tf106-0s gén hianya legjobban az ergllb, erg6c, erg3a, és erg4a génekre hatott, mivel a
mutans torzsben a vizsgalat soran ezen gének transzkripcios szintje csokkent a legnagyobb
mértékben, tovabba az ergl-erg7 gének kifejezddése is alacsonyabb, mint a kontroll térzsnél.
Ezzel szemben az erg24 erg25a erg26 és erg28 gének transzkripcids szintje szignifikdnsan
megnodvekedett. Fontos megallapitani, hogy a A#106 mutansban az erglla ¢és ergbb gének
transzkripcids szintje is relativan magas maradt a tobbi vizsgalt erg génhez viszonyitva, mely
jelzi ezen gének fontosagat az azol rezisztencidban, igy feltételezhetjiik, hogy a M. lusitanicus
azolokkal szembeni rezisztencidjat tobb, egyszere hato transzkripcios faktor fehérje alakitja ki,

melyek egy kozos regulacios rendszert hoznak létre.

*ergia
*erg1b 8
*erg7
**erg11a
**erg11b
*erg24a
* erg24b 6
*erg25a
*erg25b
*erg26
erg27
*erg28 4
** ergba
** erg6b
*ergbc
*erg2 L 1)
*erg3a
*ergba
* ergdb
*erg4a
* erg4b 0

MS12 AtF106

11.4bra Heatmap a 4¢106 delécidés mutans ergoszterin bioszintézisben enzimeit kodolo gének (ergl-erg28)
transzkripcids szintjének valtozasarol a kontroll MS12 torzshoz viszonyitva. Az eredmények harom
egymastol fliggetlen mérés eredményeinek atlagértékeibdl lett szamolva. Az *-gal és **-gal jelolt értékek

szignifikansan eltérnek a kontrol térzsben (MS12) mért értékt6l (*p<0.05) (**p<0.01).
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A Atf821 torzsekben a erglla és ergbb gének kifejezodésének csokkenése hasonld mértéki,
mint a A¢f106-nél. A TF821 hianyaban az ergla és erg25b gének aktivitasa megszinik. A /821
gén delécigja eltérd hatast gyakorol az ergoszterin bioszintézis utvonal tovabbi elemeinek
transzkripcids szintjére. Az erg 1-4 gének esetén szignifikans csokkenést, mig az erg24 és erg26
géneknél szignifikans ndvekedést figyeltiink meg. Kapott eredményeinkbdl valdsziniisithetd,
hogy a TF106 ¢és TF821 fehérje koregulatorként, attételesen befolydsolja az ergoszterin
bioszintézis Utvonalat, illetve lehetséges, hogy csak a folyamat egyes szakaszain fejtenek ki

szabalyozast.

**erg1a 4
**erg1b
erg7
*erg11a
*erg11b
*erg24a
*erg24b
** erg25a
erg25b
*erg26
erg27
erg28
** ergba
*erg6b
*erg6bc
*erg2 A
*erg3a
* ergba
ergdb
* erg4a
*erg4b 0

MS12 Atf821

12.4bra Heatmap A7/ 821 delécids mutans ergoszterin bioszintézisben enzimeit kodolo gének (ergl-erg28)
génjei transzkripcids szintjének valtozasarol a kontroll MS12 torzshdz viszonyitva. Az eredmények harom
egymastol fiiggetlen mérés eredményeinek atlagértékeibdl lett szamolva. Az *-gal és **-gal jelolt értékek

szignifikansan eltérnek a kontrol térzsben (MS12) mért értéktdl (*p<0.05) (**p<0.01).
5.6  Alétrehozott delécios mutans izolatumok antifungalis érzékenysége

Az érzékenységi teszt soran 5 kiilonb6z6 azolra illetve amfotericin-B-re vizsgaltuk a A¢106
és Atf821 delécids torzsek érzékenységét. Ketakonazol, flukonazol, itrakonazol esetén nem
talaltunk valtozast egyik deléciés mutans esetében sem a kontroll MS12 torzshoz képest [4.

T4blazat].
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4. tablazat A létrehozott delécios mutans torzsek érzékenységének vizsgalata kiilonb6z6 antifungalis

szerekkel szemben

MIC (ug/ml)

Torzs/Azol ketokonazol | itrakonaol | flukonazol | posakonazol |izavukonazol |amfotericin B
MS12 >64 >64 >64 4 >16 2
Atf106/2 >64 >64 >64 1 M %90) 0.5
Atf106/4 >64 >64 >64 2 M I?:SO) 0.5
Atf821/2 >64 >64 >64 >16 >16 1
Atf821/5 >64 >64 >64 >16 >16 1

A Atf106 torzsben novekedett a posakonazol és izavukonazol érzékenység, Posakonazol
esetében 1 ug/ml mig izavukonazol esetében 4 pug/ml koncentracional tapasztaltunk legalabb
MIC50-es gatlast. Ezen eredményiink 6sszhangban van a qPCR-rel végzett kisérleteinkben tett
megfigyelésekkel, miszerint a #/106 gén kititésével csokken az ergll/cyp51 transzkripcioja, ami
elsédleges célpontja az azolok hatasmechanizmusanak, igy kisebb koncentracio is elég a
gombak novekedésének gatlasara. A Atf106 delécids tdrzsben az amfotericin B esetén az MIC
érték 0,5 pg/ml-re csokkent. Ez az eredmény arra utal, hogy bar az ergoszterin bioszintézis
gének kifejezOdése lecsokken, a M. lusitanicus alternativ utvonalakon képes lehet
ergoszterinhez hasonl6é molekulakat el6allitani, igy biztositva a célmolekulat az amfotericin B-
nek. Jelen megfigyelésiinket kutatocsoportunk korabbi eredményei is alatamasztjak, miszerint
a M. lusitanicus tobb alternativ utvonallal is rendelkezik az ergoszterin bioszintézisben (Bauer
¢és mtsai. 2023).

A Atf821 torzsben izavukonazol esetében nem tapasztaltunk valtozast. Erdekes modon
posakonazollal szemben a MIC érték novekedését tapasztaltunk: 4 pg/ml-rél 16 ug/ml f61é nétt
a gatlashoz sziikséges koncentracié, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a TF821 fehérje
befolyasolhat altalunk még nem vizsgalt géneket is melyeknek szerepe lehet az azol rezisztencia
kialakitasaban. A A¢821 torzs amfotericin B MIC értéke viszont csokkent 2 pg/ml-rél 1 pg/ml-
re melyet - hasonldan a A#f106-o0s térzshoz - okozhat a M. lusitanicus ergoszterin bioszintézis
alternativ utvonalainak miikodése is (Bauer €és mtsai. 2023), habar ebben az esetben az

érzékenység novekedése kisebb mértéki.
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6 Diszkuszio

A laborunkban korabban elvégzett RNAseq analizis eredményeinek értékelését kovetden 9
feltételezett transzkripcios faktort kodold gént azonositottunk, melyek kifejezodése
megvaltozott azol kezelés hatdsara. Homologia keresést kdvetden két olyan gén valasztottunk
ki a tovabbi vizsgalatainkhoz, melyek cink-cisztein domént és/vagy gomba specifikus
transzkripcids faktor domént hordoznak, illetve nagyfoku hasonldésagot mutatnak az Aspergillus
AtrR transzkripcids faktorral. Aspergillus-ban az AtrR befolydsolja a gomba azollokal
szembeni rezisztenciajat, mivel kozvetlen szabalyozo6ja mind a cdriB ABC efflux pumpanak és
cypS1/ergll ergoszterin bioszintézis génnek is, igy részt vesz a pleiotropikus drog rezisztencia
rendszerben (Haigwara és mtsai. 2017). Igy a véllasztasunk a #f106 és /821 feltételezett
transzkripcids faktort kodolo génekre esett.

Novekedési intenzitds vizsgalat soran csak a A#106 torzs esetében kaptunk szignifikdns
novekedés csokkenést, a A¢f821-es torzsnél nem. Az eltérést a két mutans kozott az okozhatja,
hogy a TF821 kevésbé befolydsolja az ergoszterin bioszintézis Gtvonalat minta a TF106-os,
ezzel szemben erdsebb regulacié figyelhetd meg a pdr3 ¢és pdr5 gének esetében. Ezen
eredményiinket tdmasztja ald kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai is, miszerint a pdr3 és pdr5
gének delécidja nem befolyasolta a ndvekedés intenzitdsat. A A#106 torzs esetében mért
adataink is megegyeznek kutatdcsoportunk azon megfigyeléseivel, hogy mind pdr (MS12-
Apdrl, MS12-Apdr2 és MS12-Apdr6) mind erg (MS12-Aderg6b és MSI12-Aergbc) gének
torzsekhez képest, de itt is megfigyelhetd, hogy nem minden erg €s pdr gén eltavolitasaval
kaptunk szignifikans valtozast (Nagy és mtsai. 2021; Bauer és mtsai. 2023). A két mutans
torzsre kapott eltéré eredmény megegyezik a szakirodalomban leirtakkal. Vannak olyan
Zn(I1)2Cyse transzkripcios faktorok, melyek funkcidjanak kiesése negativ hatast gyakorol a
mutansok novekedésének litemére, mint az A. fumigatus-ban az AtrR (Yap és mtsai. 2023) és
HapB, HapC és HapE (Gsaller és mtsai. 2016). Ezzel szemben megfigyelték, hogy nem minden
transzkripcids faktor befolyasolja a ndvekedési intenzitast ilyen fehérje példaul a N. crassa
ADS-1 (Yin és mtsai. 2021), illetve ADS-4-es (Wang €s mtsai. 2015).

Eredményeinket 6sszehasonlitva szakirodalmi adatokkal megallapithatjuk, hogy az altalunk
vizsgalt transzkripcids faktorok, ha eltéré mértékben is, de szerepet jatszanak mind a PDR
efflux pumpak, mind az ergoszterin bioszintézis enzimek termelddéséért, igy részt vesznek az
antifungalis szerek elleni rezisztencia rendszerben. A Cs csalad egyes tagjait melyek részt

vesznek az azol rezisztencidban szinte mar minden fontos humdnpatogén gombaban
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azonositottak, ugymint C. auris-ban az Upc2-t, mely az ergll/cyp51 gén transzkripcidjat
befolyasolja ezen felill ez a tanszkripcids faktor felelés a Mrrl(transzkripcios faktor)
/Mdr1(Mfs transzporter) Gtvonal aktivalédasért. Upc2 tultermelés esetén TAC1 transzkripcios
faktorok mennyisége is jelentésen emelkedett, mely a Cdrl pdr efflux pumpa kifejezodésért
felelés, tehat az Upc2 nem csak az ergoszterin bioszintézist, hanem a pdr pumpak
transzkripcidjat is egyszerre kordinalja (Li és mtsai. 2024). A fentebb emlitett AtrR az A.
fumigatus legfobb ilyen szabalyzé fehérjéje (Haigwara és mtsai. 2017).

N. crassa CCG8 fehérjéje is pozitivan szabalyozza az ergll, illetve a cdr4-es azol
transzporter fehérje kifejez0dését igy a szabalyzo faktor hidnya a cél gének aktivitdsanak
csOkkenéséhez vezet, hasonloan az altalunk vizsgalt fehérjék esetén. Az Fvecg-8 gén Fusarium
verticillioides-ben hasonl6 szerepet tolt be, mint homoldgja a ccg8 (Sun és mtsai.2013).

Fontos megemliteni, hogy a ,,pdr hdl6zat” magaba foglal tobb tipust transzkripcios faktort
nem csak a Zn(II):Cyse csaladba tartozokat, példaul a FfmA ami egy CoH» faktor melynek
hianyaban csokken a novekedési intenzitas és nd a vorikonazol értékenység (Poul és mitsai.
2022). Azonban a felsorolt szakirodalmi adatokbol feltételezziik, hogy a Zn(I1)>Cyse csoport
regulacios folyamatai igen magas prioritastiak lehetnek.

Azol érzékenységi teszt soran azt tapasztaltuk, hogy a A#106 torzs érzékenysége
megndvekedett kontroll MS12 térzsiinkh6z képest posakonazol, izavukonazol és amfotericin B
vel szemben. A Atf821 torzs csak amfotericin B-vel szemben mutatott csdkkent rezisztenciat.
Az eredményeink Osszehasonlitva kutatocsoportunk kordbbi vizsgélataival megallapithato,
hogy az erglla és erg6b, illetve a pdri-es gének delécidja volt a legnagyobb hatassal az azol
érzékenységre (Bauer €s mtsai. 2023; Nagy és mtsai. 2021). Az altalunk folytatott kisérletek
soran e két ergoszterin bioszintézis gén transzkripcidja csokkent a legkevésbé. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen gének kifejezddését tobb transzkripcids faktor is befolyasolhatja. Azol
érzékenységi tesztiink eredményétit Osszevetve a szakirodalommal megallapithatjuk, hogy
Atf106 torzsre vonatkozé eredményeink hasonloak, minta C. auris TAC1 gén deléciés mutansai
esetében, melyek csokkent rezisztenciat mutatnak kiilonb6zd azolokkal szemben (Li és mtsai.
2021). Tovabba C. albicans Upc2p fehérjéjénél leirtdk, hogy G648D funkcionyeréses
pedig csokken (Dunkel ¢és mtsai.2008). A 4821 torzsben tapasztalt posakonazollal szembeni
rezisztencia novekedés magyardzata hasonld, mint S. cerevisiae UMEG6 fehérjéje esetében,
melynek kititésével a flukonazol és cikloheximid rezisztencia ndvekedett, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen fehérje negativ regulatorként jatszik szerepet az azol érzékenységben

résztvevd géneknél p* sejtekben. (Yamada 2022).
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9 Mellékletek

Inditészekvencia Szekvencia 5°-3° Termék
A tf106 gén kiiitéséhez hasznalt inditészekvenciak

MI106505PromFw CAATACAGGAGGTATCGGCAC A 1106 gén

MI106505PromRev AAAGAGCAAGAACAAGAAGAGG prométere

MI1106505pyrGFw

MI1106505pyrGRev

MI106505TermFw

MI106505TermRev

MI106505nestedFw

MI106505nestedRev

MI82118PromFw
MI82118PromRev

MI82118TermFw
MI82118TermRev

MI182118pyrGFw

MI182118pyrGRev

MI82118NestedFw
MI82118NestedRev

MI106505 RtFw
MI106505 RtRev

MI107112RtFw
MI107112RtRev

Mc48059rtfw
Mc48059rtrev

TTCATTCTTTTTCCCTCTTCTTGTTCTTG
CTCTTTTGCCTCAGCATTGGTACTTG

CACATCGCCATACGTCTATGTTGATTG
GAGGCACAGTACACTGGCCATGCTATCG

A pyrG gén a sajat
promoter és terminalis

szekvenciakkal

TGTGCCTCCAATCAACATAGAC
CATACCGCTACTTCCCACGA

A tf106 gén

terminalisa

CAAACGGTGGGATAGGAGAC

Végs6é PCR termék
GGAATCATCTGTCATAGTTGATCC

a transzformalashoz

A tf821 gén Kkiiitéséhez hasznalt inditoszekvenciak
TCTCAAATGCTGTGTTCTCCA

A tf821 gén
GCCGTTCCATTGTCAAACCA promotere
AAATTGAGCAAGTGAAACGC A tf821 gén

GTATGGCAAGTACAAGATCAAAGG terminalisa

CTGCTGCTACTTTTGTGGTTTGACAATG
GAACGGCTGCCTCAGCATTGGTACTTG

TATACGTTTATGTTTGCGTTTCACTTGC
TCAATTTGTACACTGGCCATGCTATCG

A pyrG gén a sajat
promoter és terminalis

szekvenciakkal

CCTGATTGTTGGTTTAAGGGA
CACATAAGCATCCATCAGCA

Végs6 PCR termék

a transzformalashoz

A gRT-PCR vizsgalatokhoz hasznalt inditészekvencidk

GACTGATTACACCGCCTACTG
CTGCCGTTTGAAATAGATTGTCC

tf106 gén egy

szakasza

GTGAGAAAGGAGCGTAAGAAGG
GAGCGTATTGAGCAGGTTGG

tf107 gén egy

szakasza
ATCAACCCATTGGTCATTTCC pdrl gén egy
CAAATCGCCTTCATTACACTG szakasza
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Inditészekvencia Szekvencia 5°-3° Termék
Mc83305fw GTCAACCTCAAGAAGTGTCCA pdr2 gén egy
Mc83305rev GATACCGATACCAGCCTCCA szakasza
Mc141912rtfw GCTCTGTACCATTCATCAACCC pdr3 gén egy
Mc141912rtrev GTCTTTGCCAATCTCACCGA szakasza
Mc142239rtfw AAGCCTATGCACAATCCTTCTG pdré gén egy
Mc142239rtrev GTAAAGCCAGTAATCAAGCCGA s7akasza
Mc145852rtfw CTTACACCAACACTGACTACCA pdr5 gén egy
Mc145852rtrev GAAGATCGACATACTCCATAGCA s7akasza
Mc146716rtfw CATTTGCTGAACGACATCTCTG pdr6 gén egy
Mc146716rtrev AGACATTGCCTTCCACTTTACC szakasza
Mc158611rtfw CTAATCCTGATGCTGTTCAACCT pdr7 gén egy
Mc158611rtrev TATCTTCTGCCCTTTCTCTTCCA szakasza
Mc186086rtfw TCCTCCTTCAACATTATTCGCT pdr8 gén egy
Mc186086rtrev ATCCTGACCAATTTCACCGT szakasza
MCactinF CACTCCTTCACTACCACCGCTGA Az aktin egy
MCactinR GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG szakasza
Mc74496rtfw ACCGACAAATACAATGCTGAG Az Erg6/a gén egy
Mc74496rtrev ACCCTCCAAAGGATAATACCA szakasza
Mc155859rtfw GTCCAAAGAACGCTGATGTCC Az Ergé/b gén egy
Mc155859rtrev GTTGTAGTACGAGTTGACGAGAGAG szakasza
Mc151310rtfw TGAAGACGAGACATTTGACAG Az Erg6/c gén egy
Mc151310rtrev TAGCAAGCGAATTTACCACC szakasza
Mc157152rtfw GATGCTCAACACTACAAGATCC Az Erg2 gén egy
Mc157152rtrev CAATTCACCAACGATAGCCT szakasza
Erg3afw GCTCACTCTTCCCTTCTTCAC Az Erg2 gén egy
Erg3arev CTGATTGTGGTATCTACTGGTTCC szakasza
McP450/2_fw GGGTAATTTCCTCTGTGCTG Az Erg/lla gén egy
MCcP450/2_rev CTACTTCCAGTTGATGAACGG szakasza
McP450/1_fw TTCGGTGCTGTTGGTATCTC Az Ergll/b gén egy
McP450/1_rev GGAAGTGTAATCAGGCTTAGGA szakasza
Ergdafw GCAACAAGACAAACAAGAATGG Az Erg4/a gén egy
Ergdarev GGACGAGTTTGGGTGTTAC szakasza
Erg4bfw GCAACAAGACAAACAAGAATGG Az Erga/b gén egy
Ergdbrev AGGACGAGTTTGGGTGTTAC szakasza
Erg5afw GCTTTAGGTGGTGTTTCAGAG Az Erg5/a gén egy
Erg5afw CCATCCAATCTCGCAAATACA szakasza
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Inditoszekvencia

Szekvencia 5°-3°

Termék

Erg5bfw
Erg5brev
Erg25afw
Erg25arev
Erg25bfw
Erg25brev
McErg26rtFw
McErg26rtRev
McErg27rtFw
McErg27rtRev
Erg28rtfw
Erg28rtrev

ATTCATTGTCATCGCATCCA
GGCAAGGAACACAACAACTA
CTCGCCACTTTATCCCTTTCTG
GAAGGTAATCCCACCAACGG
GTGTTCAAATTAGACGATGCTTGG
AGAAGGGAACCCAGTTACAGAG
CAAGCCTTCAATTTAACCAACGG
TCACTAATAAGAGCAATCACCAGAC
ATTAGAAGCAGAAGGAGAAGGT
GCAGATGAGAACGACAAGAC
ACTTATGTGATTGCCTTGACC
TGACTTGAGTGAGCCAAATGAG
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Az Erg5/b gén egy
szakasza

Az Erg25/a gén egy
szakasza

Az Erg25/b gén egy
szakasza

Az Erg26 gén egy
szakasza

Az Erg27 gén egy
szakasza

Az Erg28 gén egy
szakasza



