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1 Roviditések jegyzeke

Cas9 CRISPR kapcsolt fehérje 9 Cas9 (CRISPR Associated 9 Protein)

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Ultrecht, Hollandia

CotH Spora burok fehérje (Spore Coat Protein H)

CcrRNS CRISPR-RNS

CRISPR Halmozottan el6fordulé, szabalyos kozokkel elvalasztott palindromikus

ismétlédések (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic

Repeats)
DKA diabéteszes ketoaciddzis (Diabetic Ketoacidosis)
gRNS Vezeté RNS (guide RNA)
GPI Glikozil-foszfatidil-inozitol (Glycosylphosphatidylinositol)
GRP78 Glukoz altal szabalyozott receptor 78 (Glucose Regulated Protein 78)
J774.2 Egér makrofég sejtvonal neve (Mouse Macrophage Cell Line)
JGI Joint Genome Institute
MEA Malatas taptalaj (Malt Extract Agar)
MOl Fert6zési arany (Multiplicity Of Infection)
MOPS 3-N-morfolin-propanszulfonsav
NCBI Nemzetkozi bioldgiai adatbazis (National Center for Biotechnology

Information)

PAM Protospacer melletti motivum (Protospacer Adjacent Motif)

PBS Foszfat-pufferelt sdoldat (Phosphate Buffered Saline)

PEG Polietilén-glikol (Polyethylene Glycol)

PMC PEG - szorbitol - MOPS - kalcium-klorid (PEG-sorbitol-MOPS-Calcium-
chloride)

gRT-PCR Valos idejii kvantitativ PCR (Quantitative Real-Time PCR)

SEM Pasztazo elektronmikroszkdpia (Scanning electron microscopy)

SZMC Szeged Microbial Collection, SZTE TTIK Mikrobiol6giai Tanszék

TAE Tris - ecetsav - dinatrium - EDTA (Tris Base-Acetic acid-EDTA)

tracrRNS Transzaktivalo crRNS (trans-activating crispr RNA)

YNB Eleszté nitrogénforras (Yeast Nitrogen Base)

YNBM Minimal taptalaj (Yeast Nitrogen Base Medium)



2 Bevezetés

2.1 A Mucorales rend jelentésége

A Mucor lusitanicus (kordbban Mucor circinelloides) a Mucorales nemzetségbe tartozo
jaromsporas gomba. Gombafonalai conocitikusak, tehat a hifaiban nem vagy csak ritkan
figyelhet6k meg szeptumok (Field és mtsi. 2015) (1. abra). A gomba micéliumaiban felhalmozodo
B-karotin lehetévé teszi, hogy az iparban karotintermel6 szervezetként alkalmazzak (Naz és mtsi.
2020), tovabba a karotin bioszintézis tanulmanyozésa soran is kedvelt modellorganizmusnak
tekinthet6 (Iturriaga és mtsi. 2000, 2001, 2005; Papp és mtsi. 2006). A M. lusitanicus fonalas
gombat sikeresen alkalmaztak mar a jaromspdras gombak szamos biologiai folyamatanak és
anyagcsere Utvonalanak hatterében allo genetikai és molekuléris folyamatok feltaraséara, ugy mint
a fényérzékelés (Corrochano és Garre, 2010; Vellanki és mtsi., 2018; Yu és Fischer, 2019;
Navarro és mtsi., 2020), molekularis szabalyozas és jelatviteli Gtvonalak (Lee és mtsi., 2015; Ruiz-
Vazquez és mtsi., 2015; Calo és mtsi., 2017; Lax és mtsi., 2020), morfoldgiai dimorfizmus (Lee és
mtsi. 2015; Moriwaki-Takano és mtsi. 2021; Vellanki és mtsi. 2020), karotin bioszintézis (Zhang
és mtsi. 2016; Alcalde és mtsi. 2019), patogenitas (LOpez-Fernandez és mtsi. 2018; Patifio-Medina
és mtsi. 2019) és azol rezisztencia (Nagy és mtsi. 2021; Logan és mtsi. 2022).

1. abra. A Mucorales fajok morfolégiaja. (a) a Mucor endophyticus CBS 385.95 zigosporaja (b) a Mucor bainie
CBS 293.63 zigospéraja; (c) Mucor multiplex CBS 110662 sporangiospoérai; d) fiatal micélium fellilnézetbe
atmenetileg visszahajlé sporangiosporakkal; e-f) a Backusella recurva CBS sporangioforjai és kolumellaja; g-h)
umbellata sporangiférjai; k) a Rhizopus microsporus hifai emberi tiid6szévetben. Méretsavok = 50 um, kivéve d =
500 um (Walther és mtsi. 2019). Sajat készitésii fénymikroszkopos képek a M. lusitanicus hifairol, sporangiumairol,

valamint csirazé aszexudlis sporair6l 20x, valamint 40x nagyitasban.
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A Mucorales csoport tagjai valtozatos tulajdonsagaik miatt jelentdséggel birnak az ipar
és az alapkutatas tertletén, Ggy, mint karotin- (Alcalde és mtsi. 2019) és lipidtermel6 (Fazili és
mtsi. 2022) szervezetek, azonban fontos megemliteni, hogy néhény fajuk (pl. a Lichtheimia,
Mucor, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek fajai) ritka, ugyanakkor névekvé incidenciat mutato
human megbetegedések, un. mucormikozisok kivaltasara képesek (Wang és mtsi. 2011; Doggett
és Wong 2014; Jeong és mtsi. 2019; Vaezi és mtsi. 2021; Mudgal és mtsi. 2022). Az, hogy mely
fajok kerulnek leggyakrabban izolalasra a klinikumban a mucormikozis kapcsan, erésen fiigg a
foldrajzi elhelyezkedéstdl. Lanternier és munkatérsai altal végzett epidemioldgiai tanulméany
szerint a Lichtheimia spp. eléfordulasa a mucormikozisok kapcsan izolalt mintdk kodzott
Europaban 18-24% kdzotti, mig hasonl6 azsiai és amerikai tanulmanyokban a Lichtheimia spp.
gyakorisaga kevesebb, mint 10% volt (Lanternier és mtsi. 2012). India teriiletér6l szarmazo
epidemioldgiai adatok alapjan a méasodik leggyakrabban izolalt kérokozok az Apophysomyces
fajok (Chakrabarti és mtsi. 2014; Skiada és mtsi. 2022). Az Apophysomyces és a Saksenaea fajok
nem csak a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezé egyéneket képesek megbetegiteni, hanem
igen nagy gyakorisaggal felelosek az egészséges immunrendszerrel bird péaciensek
bérnyalkahartyagyulladasaért Azsidban (Chakrabarti és mtsi. 2014; Prakash és mtsi. 2016).
Globalis tekintetben a Rhizopus arrhizus (korabban Rhizopus oryzae) a leggyakoribb
mucormikoézist Kkivaltd faj, de jelentésnek tekinthetok a Apophysomyces, Actinomucor,
Cunninghamella, Cokeromyces, Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor, Saksenaea, Cokeromyces és
Syncephalastrum nemzetségek képvisel6i is (Cornely és mtsi. 2019; Mansoor és mtsi. 2022).
Mindezek mellett (1j fajok megjelenése is megfigyelhetd, ugy, mint a Rhizopus homothallicus
(Chakrabarti és mtsi. 2014), a Thamnostylum lucknowense (Xess és mtsi. 2012), a Mucor

irregularis (Lu X.-L. és mtsi. 2013) és a Saksenaea erythrospora (Chander és mtsi. 2017).

2.2 A mucormikozis patomechanizmusa

A kornyezetiinkben el6forduld gombaspordk az enyhe ¢és kezelhetd allergias
megbetegedésektdl kezdve a haldlos fertézéseken at sokféle korképet okoznak. A gombak mind a
beltéri, mind a kuiltéri kornyezetet kolonizaljak, igy a patogén gombafajok és az emberi
gazdaszervezetek kozotti kolcsonhatds gyakorlatilag elkerilhetetlennek tekintheté (Casadevall
2012). Az emberi immunrendszer azonban rendelkezik olyan molekularis mechanizmusokkal,
amelyek egyszerre tdmadjdk a gombakdrokozokat és védik a gazdaszervezet barrierfeluleteit

(Nicolas és mtsi. 2020), s ennek kovetkeztében a bér, tiidéham és nyalkahartya felszinén a
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veleszuletett immunsejtek toborzasa rendkivil hatékony veédelmet nyujt tobb ezer gombafajjal
szemben (Nicolas és mtsi. 2020). A Mucorales fajok altal kivaltani képes megbetegedést
mucormikézisnak nevezzilk, melyre jellemz6é a gyors szoveti invazid és nekrozis, valamint az
angioinvazié és a disszeminacié folyamatai (Laderas és mtsi. 2015; Prakash és Chakrabarti
2019). A mucormikozis megnyilvanulhat kutan/szubkutan (bo6r), rhino-orbito-cerebralis
mucormikdzis (orr- és szajlreg, szem, agy), pulmonaris (tudd), gasztrointesztinalis (gyomor,
béltraktus), és disszemindlt (Prakash és Chakrabarti 2019) formaban, mely a fertézést kivalto
fajjal és a fertézés utvonalaval all 6sszefliggésben (Walther és mtsi. 2019).

A Rhizopus és a Rhizomucor fajok spdrai elsésorban belégzes utjan, mig a Mucor és a
Lichtheimia fajok foként a bért ért sértiléseken keresztill, talajjal vagy szennyezett fellletekkel
valo érintkezésekor keriilnek az emberi szervezetbe (Walther és mtsi. 2019). A Mucor fajok
esetében a fert6zési utvonalnak az ilyen jellegti preferencidja a fent emlitett nemzetségek
sporangiumainak kilénbségével magyarazhatd (Nicolas és mtsi. 2020). A Mucorales rend egy
masik fontos jellemzéje, amely kodzvetlenll kapcsolddik a mucormikozis kivaltasara vald
képessegukhodz, a differencialt termotolerancia, valamint a gomba dimorf természete. Mig a
Rhizopus és a Lichtheimia fajok termotoleransak és 37 °C-on is képesek ndvekedni (Hoffman és
mtsi. 2007; Cheng és mtsi. 2009), addig a Rhizomucor fajok féképp termofilek, a Mucor fajok
pedig altalaban mezofilek (Schipper és mtsi. 1978). Az mucormikdzist okozé valamennyi
jaromsporas gombanak alkalmazkodnia kell a magasabb hémérsékleti viszonyokon valo
ndvekedéshez (Cheng és mtsi. 2009). Ez azt is jelenti, hogy a nem Rhizopus és Lichtheimia
nemzetségbe tartozd fajoknak tovabbi molekularis adaptacio szikséges ahhoz, hogy a
gazdaszervezet fagocitikus sejtjeiben a csirdzads megvalosulhasson (Nicolas és mtsi. 2020). A
makrofagok és a neutrofilek a korai immunvalasz részeként a mucormikozis elleni védekezés
alapjat képezik. A tidét érint6 fert6zés sordn a neutrofilek jelentés bearamlasa figyelheté meg,
azonban a spdrak nagy részet az alveolaris makrofagok fagocitaljak (Andrianaki és mtsi. 2018).
Az alveolaris makrofagok nem képesek elpusztitani a nyugvo allapotu Rhizopus spérékat, viszont
képesek meggétolni a csirazasukat az L-arginin oxidaciojabol szarmazo nitrogén-oxid termelése
altal (Jorens és mtsi. 1995). A Mucor fajok azonban képesek kikertlni ezt a védekezési
mechanizmust és a makrofagon belul csirazni in vitro (Li és mtsi. 2011; Lee és mtsi. 2015; Trieu
és mtsi. 2017) (2. abra).



2. dbra. A makrofagok gombaellenes aktivitasa ellen alkalmazott menekulési Gtvonalak M. lusitanicus-ban (Nicolas
és mtsi. 2020).

A neutrofilek fontos szerepet jatszanak a gazdaszervezet védekezésében, tekintve, hogy a
neutropénia a mucormikozis kockazati tényezéje (Waldorf és mtsi. 1985). A neutrofil sejtek
sporakkal valé kapcsolodasat kovetéen a toll-like receptorok kifejezddése, valamint a
nekrozisfaktor (TNF)-a, interferon (IFN)-y és IL-1b fokozott termelddése figyelheté meg (Nicolas
és mtsi. 2020). A természetes 6lOsejtek is szerepet jatszanak a védekezésben, méghozza a hifak
kérositasa révén (Schmidt és mtsi. 2013), mig a vérlemezkék antimikrobiélis és gombaellenes
tulajdonsaguk révén gyulladascsokkent6 citokinek és kemokinek granularis szekréciojan keresztll
képesek gatolni a sporak csirazasat (Speth és mtsi. 2014). A M. lusitanicus spdrak fagocitdzisat
kovetden egy olyan komplex génvalasz aktivalodik, mely az extracellularis struktirdkban, az
anyagcserében és a sejtfalban részt vevé gének differencialt expresszidjat foglalja magaban
(Pérez-Arques és mtsi. 2019). Ez a valasz az Atfl és Atf2 transzkripcios faktorokat is szabalyozza,
amely eldsegiti a gomba szamdéra az alacsony pH-n torténd csirdzést, valamint a kalcineurin

atvonal altal gatolja a fagoszoma érési folyamatait (Pérez-Arques és mtsi. 2019).

2.3 A CotH fehérje csalad

A CotH (spore coat protein H) fehérje csaladot a Bacillus fajok endospéraképzésének
folyamatét vizsgalva fedezték fel (Naclerio és mtsi. 1996). A CotH proteinek olyan atipikus protein
kinazok, melyek a sporaburok kialakitasat foszforilacios kaszkadfolyamatok indukalasaval
medialjak, valamint egyes esetekben strukturalis elemként is funkcionalnak a spérafalban (Nguyen
és mtsi. 2016; Lax és mtsi. 2020). Homologjaik szdmos baktérium- és eukariota fajban jelen
vannak, azonban leginkabb az endosporaképz6 Bacillus és a Clostridium baktériumcsoportra,

valamint a gombak orszdganak, Mucorales rendjére jellemzdek. A CotH proteinek jelenléte a



sporaképzésre képes, valamint human patogén vagy opportunista patogén fajokra jellemzo
(Nguyen és mtsi. 2016).

Az endosora felépitésének paradigmajat a Bacillus subtilis alapozta meg, melynek
Osszeszerelddéséhez tobb, mint 70 kiilonbozd fehérje sziikséges. Ennek a folyamatnak egy fontos
szabalyozo eleme a CotE, melynek szerepe van a kiils6 burokréteg Osszeszerelésében, az
endospéra lizozimmal szembeni ellendlldsdban, valamint az endospora csirazasi
mechanizmusaban. A Bacillus CotH, a sporulacid folyamata soran halmozddik fel az érett
endospdraban, ahol a spdraburok kialakitasa mellett a csirazasi folyamatot medialja (Isticato és
mtsi. 2013). A mucormikozis kialakitasért felelés R. delemar genomja tobb CotH fehérjét, kdztik
a CotH1 (RO3G_05018), CotH2 (RO3G_08029), CotH3 (RO3G_11882), CotH4 (RO3G_09277),
CotH5 (RO3G_01139), CotH6 (1GS-990-880_03186), CotH7 (1GS-990-880_09445) és CotH8
(1GS-990-880_11474) fehérjéket kddolja (Chibucos és mtsi. 2016). A gombasporak felszinén
kifejez6d6 Rhizopus CotH2 és a CotH3 proteinek a patogén és az endotélsejtek felszinén
expresszalodo glukdz altal szabalyozott receptorfehérje (GRP78) kolcsOnhatasat biztositjak
(Gebremariam és mtsi. 2014), mig a CotH7 az integrin a3p1 proteinnel vald kélcsonhatason
ketoacidozis (DKA) soran a GRP78 molekulak szintje jelentdsen megemelkedik a sinusokban és
a tiid6ben, ami sebezhetévé teszi a szervezetet a gombafertdzéssel szemben (Liu és mtsi. 2010).

A cukorbetegség hatéasara kialakul6 mikrokdrnyezet, vagyis a magas gliikoz, szabad vas és
a ketontestek altal kivaltott ER stressz valaszaként a GRP78 kifejezett reprezentacioja figyelhetd
meg az endotél sejtek felszinen (3. abra). Amint a GRP78 a sejtfelszinen exponalodik (csGRP78),
a CotH3 fehérjén keresztil l1étrejon a Rhizopus delemar hifaival val6 receptor-ligand kdlcsonhatas.
A gombasporak csirazasat kovetden a R. delemar hifdknak a bazalis membranban 1év6 lamininhez
és IV. tipusu kollagénhez vald kapcsolodasa lehet6vé teszi az adhéziot, valamint az invaziot az
interstitiumba, mely angioinvaziv folyamatokat general. A mikrokdrnyezeti egyensulyhiany
kedvezd feltételeket biztosit a gomba ndvekedéséhez: energiat (magas gliikdz), szabad vasat a
metabolikus sziikségleteihez, valamint a ketontestek altal létrehozott kedvezd savas kornyezetet.
Ekozben a folyamatos GRP78 kifejezddés az endotélsejtek felszinén lehetové teszi a hifak
szamara, hogy lehorgonyozzanak, majd kdlcsonhatasba lépjenek az endotélsejtek luminalis
felszinén expresszalddé GRP78 receptorral. A hifak internalizalodasa az erek lumenébe az

extrinsic koagulaciés utvonal aktivalddasat indukalja, mely sejtkarosodast, majd a trombus



kialakulasat valtja ki. Ez iszkémiat és tartos hipoxiat eredményez, ami a szvetek infarktusat és az
azt kovetd nekrozist generalja. Végiil, a megvaltozott mikrokdrnyezet ezen betegek kiilonb6zo
szoveti kompartmentumaiban GRP78 tultermelést general, ami lehetové teszi a Rhizopus fajok
szdméra, hogy béarmilyen tipusu epitelidlis vagy endotelilis sejtben hozzaférjenek a CotH
proteinhez, tovabbi invaziv folyamatokat generalva (Morales-Franco és mtsi. 2021).

a Nasal / paranasal spaces | b

R. oryzae

CotH3 Q Superficial epithelium

3. bra. A cukorbetegség és a CotH protein 4ltal kdzvetitett mucormikozis kapcsolata (Morales-Franco és mtsi, 2021).

A SARS-CoV?2 fert6zést jellemz6é magas GRP78 kifejezodés, valamint a kortikoszteroidok
rendszeres hasznalata két olyan egyedi tényezo volt a koronavirus jarvany masodik hullama soran,
mely erés hatassal volt a Covid asszocialt mucormiko6zisos esetszdmokra (Gumashta és Gumashta
2021; Dogra és mtsi. 2022).

A Rhizopus CotH3 fehérje ellen termelt IgG antitestek védelmet biztositottak a DKA-ban
és neutropeniaban szenvedé egerek szamara a mucormikozis kialakulasa ellen (Gebremariam és
mtsi. 2014). Mindezek tudataban elmondhatjuk, hogy az anti-CotH3 antitestek igéretes jeldlteknek
tekinthet6k a mucormikdzis immunterapias kezelésében (Gebremariam és mtsi. 2020). A cotH
gének univerzélis jelenléte a Mucorales rendben, valamint jelenlétik hidnya a nem patogén
fajokban potencialis biomarkerként azonositja e fehérjecsaladot a mucormikdzis diagnézisanak
felallitasdhoz (Baldin és mtsi. 2018). Fennall a lehetésége annak, hogy a CotH proteinek elleni
immunterapia nem csak kizarélag az adott faj, hanem egy szélesebb gombacsoport ellen is
vedelmet biztosit. Ez kulondsen fontos abbdl a szempontbdl, hogy a fajok kozti morfologiai
hasonlésag, valamint a betegség gyors lefolydsa gyakran kizarja a fajazonositas lehetdségét

(Gebremariam és mtsi. 2014).
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A M. lusitanicus gyakran hasznalt modellorganizmus a mucormikdzis morfogenezisének
és patogenezisének tanulmanyozasaban (Li és mtsi. 2011; Vellanki és mtsi. 2020). E gomba
genomjaban 17 lehetséges cotH gént azonositottunk, amelyek szerepe a patogenitasban, valamint
a gomba élettani folyamatiban kordbban nem volt tisztazott. Kutatdcsoportunk korabban feltarta
egyes CotH proteinek szerepét a virulencidban, az eltéré homérsékletekhez valod adaptacioban, a
sejtfal és sporafal szerkezetének, tovabba a sporangiumok falanak, valamint a sporak méretének
kialakitasaban M. lusitanicus fonalas gombaban. A cotH3 és a cotH4 gének diszrupcidja kevéshé
virulens torzseket eredményezett Drosophila fert6zési modellben, mig a CotH4 protein hianyaban

a mutans torzs avirulensnek mutatkozott DKA egér modellben (4. abra).
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4. abra. Virulencia-vizsgalatok a cotH mutansokkal. (A) A cotH mutansokkal és a kontroll M. lusitanicus MS12+pyrG
és CBS277.49 torzsekkel fertézott Drosophila melanogaster (n=60) talélése. (B) A cotH mutansokkal és a kontroll
M. lusitanicus MS12+pyrG és CBS277.49 torzsekkel fertézott Galleria mellonella (n=20) larvék talélése. (C) A cotH

mutansok virulencidja DKA egérmodellben intratrachealis fertdzést kovetden (Szebenyi és mtsi. 2023).

A Galleria mellonella nagy viaszmoly larva szintén széles korben hasznalt nem gerinces
modellorganizmus a kiilonb6zd fonalas gombak, példaul a Mucorales fajok patogenitasanak
vizsgalatara (Li és mtsi. 2011; Vellanki és mtsi. 2020; Maurer és mtsi. 2019). E

modellorganizmuson végzett vizsgalataink szintén megerdsitették a CotH4 fehérje virulencidban
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betdltott szerepét. Fontos megemliteni azonban, hogy a cotH3 mutans nem mutatott csokkent
virulenciat Galleria mellonella modellben, viszont emelkedett GRP78 expressziot mutatd DKA
egérmodellben igen. Annak ellenére, hogy a korabbi szakirodalmi adatok kizardlag az olyan CotH
proteineket teszik felel6ss¢ a gombafertdzés medialisaért, melyek rendelkeznek a CotH-
motivumkeént elnevezett "MGQTNDGAYRDPTDNN" aminosav szekvenciaval. A Mucor CotH3
protein viszont egy olyan spora felszini fehérje, mely nem motivum hordozd, valamint
filogenetikai analizistink alapjan nem all kdzeli rokonsagban a korabban emlitett Rhizopus CotH3
proteinnel. A Mucor patomechanizmusa kapcsan felmer(l tehat egy olyan mechanizmusnak is a

jelenléte, mely nem kizardlag a GRP78-CotH altal valosul meg.

3 Célkitiizések

Az elmalt két évtizedben a mucormikozis a harmadik leggyakoribb invaziv gombafert6zéssé
valt a vérképzdszervi daganatokban szenvedd és szervatiiltetett betegek korében, valamint az
esetszamok jelentds novekedését figyelhettiink meg a SARS-CoV-2 pandémia ideje alatt. A CotH
fehérjecsalad egyes tagjai elengedhetetlenek a Rhizopus fajok altal kivaltott mucormikozis
patomechanizmusaban, azonban a szintén szamos spora felszini fehérjét kddold Mucor fajokban
szereplk tisztazatlan. Kordbbi eredményeink alapjan a CotH3 és CotH4 proteinek virulencia
faktorai a M. lusitanicus fonalas gombanak, és potencialis terapias célpontnak tekintheték a
mucormikdzisos megbetegedések ellen. A CotH3 fehérje kapcsan szerzett tudasunk alapjan
azonban fennall a lehetdsége annak is, hogy nem csak a CotH-motivum hordoz6 proteinek

jatszanak szerepet a jaromspéras gombak patomechanizmusaban.

Mindezek alapjan célul tliztiik ki:

a) egy olyan CotH proteint kddolé gén eltavolitasat a M. lusitanicus genomb6l CRISPR
rendszer segitségével, mely nem tipikusan CotH-motivum hordoz6, de mégis spora
felszini proteinnek tekinthetd,

b) a létrehozott mutans atfogo genetikai és fizioldgiai jellemzeését,

c) a CotH feherjék patogenitasban bet6ltott szerepének vizsgalatat in vivo Galleria
mellonella modellben,

d) acotH mutans térzsek sporuléacios folyamatainak vizsgalatat.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 A kutatés soran felhasznalt térzsek és sejtvonalak

A transzformacios Kkisérletekhez a M. lusitanicus CBS277.49 izolatum leuA és pyrG
kétszeres auxotréf mutans MS12 torzsét alkalmaztuk (Benito és mtsi. 1992, Szeged Microbial
Collection, University of Szeged, Hungary (SZMC) 12082). Kisérleteinkhez a tovabbiakban
felhasznaltuk a M. lusitanicus CBS277.49 MS12 torzsének leuA és pyrG kétszeres auxotrof
mutans pyrG komplementalt (MS12+pyrG) torzsét, amelyet kutatocsoportunk hozott Iétre
CRISPR-Cas9 génszerkesztéssel. Kisérleteinkbe bevontuk tovabba a kutatocsoportunk altal
létrenozott MS12-AcotHI+pyrG, MS12-AcotH2+pyrG és MS12-AcotH3+pyrG, MS12-
AcotH4+pyrG, MS12-AcotH6+pyrG, MS12-AcotH9+pyrG, MS12-AcotHI2+pyrG, MS12-
AcotHI3+pyrG és MS12-AcotH16+pyrG torzseket. Az in vivo patogenitasi vizsgalatokat

viaszmoly (Galleria mellonella) larvak (BioSystems Technology, TruLarv) bevonasaval végeztik.

4.2 Alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenyésztési korilmények
4.2.1 A tenyésztés soran alkalmazott tdptalajok/tapoldatok
A Kkisérletek soran felhasznalt vegyiiletek a VWR Chemicals gyartotdl szarmaztak, ettdl

eltérd esetben a gyartot kiilon feltiintettiik.

4.2.2 Malatas taptalaj/tapoldat (MEA)
1% (m/V) malatakivonat; 0,5% (m/V) élesztékivonat; 1% (m/V) D-glukoz; desztillalt viz 500 ml-

ig kiegészitve; a szilard taptalaj eléallitasa soran 2% (m/V) agart adunk a tapoldathoz.

4.2.3 Minimal taptalaj/tapoldat (YNBM)
0,15% (m/V) Na-L-glutamat; 0,15% (m/V) ammonium-szulfat; 1% (m/V) D-glikdz; 0,05% (m/V)
¢leszt6 nitrogénforras (YNB) (Sigma-Aldrich); desztillalt viz 500 ml-ig kiegészitve;

Sziikség esetén a taptalajt 0,05% (m/V) uracillal (Sigma-Aldrich) és/vagy 0,05% (m/V) leucinnal
(Sigma-Aldrich) egészitettiik ki. A szilard taptalaj eldallitasa sordn 2% (m/V) agart adunk a
tapoldathoz. A polietilén-glikol (PEG)-medialt protoplaszt transzformalas alkalméaval a szelekcios
taptalajként 1% (m/V) agart és 0,8% (m/V) szorbitolt tartalmazd YNBM, illetve 2% (m/V) agart
és 0,8% (M/V) szorbitolt tartalmazo YNBM téptalajokat alkalmaztuk.
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4.2.4 Eleszté-glikoz taptalaj (YEG)
0,5% (m/V) élesztékivonat; 1% (m/V) D-glikdz; desztillalt viz 500 ml-ig kiegészitve; a szilard
taptalaj el6allitasa soran 2% (m/V) agart adunk a tapoldathoz.

4.3 A Kisérletek soran felhasznalt oldatok és pufferek

4.3.1 10x PBS oldat (foszfat pufferelt séoldat)

0,2% (m/V) KCI; 0,24% (m/V) KH2PO4 (pH=7,4); 1,44% (m/V) NaHPOs4; 8% (m/V) NaCl,
desztillalt viz 500 ml-ig kiegészitve.

4.3.2 PEG-medialt transzforméaciohoz és protoplasztképzéshez felhasznélt oldatok

e CaClz(1 M): 14,0702 g CaCly; 100 ml-ig desztillalt vizzel kiegészitve.

e PEG 4000 (60%-0s): 60 g PEG 4000; 100 ml-ig desztillalt vizzel kiegészitve.

e Szorbitol (2,4 M): 43,72 g szorbitol; 100 ml-ig desztillalt vizzel kiegészitve.

e MOPS (3-N-morfolin-propanszulfonsav) (0,5 M): puffer, 5,231 g MOPS, 50 ml-ig
desztillalt vizzel kiegészitve.

e Natrium-foszfat puffer: 3,725 g (75 mM) NaH2POs és 1,275 g (25 mM) Na:HPO4 100
ml desztillalt vizben feloldva.

e Protoplasztal6 oldat: (30 ml végtérfogatban) 10 ml 2,4 M szorbitol; 17 ml desztillalt viz;
3 ml 100 mM Natrium-foszfat puffer, 0,45 g (1,5%(m/V)) csigaenzim por.

e PEG 4000-szorbitol-MOPS-kéalcium-klorid (PMC): (21,3 ml végtérfogatban) 13,33 ml
60%-0s PEG 4000; 6,6 ml 2,4 M szorbitol; 400 ul 1 0,5 M MOPS; 1 ml 1 M CaCl..

e Szorbitol-MOPS-kélcium klorid (SMC): (50 ml végtérfogatban) 6,6 ml 2,4 M szorbitol;
1 ml 0,5 M MOPS; 2,5 ml 1 M CaCly; desztillalt vizzel kiegészitve 50 ml-ig.

4.3.3 Galleria mellonella in vivo fertézéshez hasznalt oldat
e IPS (Insect Physiological Saline): 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM EDTA és 30 mM
natrium-citrat 0,1 M Tris—HCI-ban (pH=6,9).

4.4 A vizsgélat médszerei és korilményei
4.4.1 Genomi DNS Kinyerése

Az M. lusitanicus torzsek genomi DNS-ének kinyeréséhez a kisérlet soran a ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research) kit-et alkalmaztuk, a gyarté utasitdsanak

megfeleléen. A genomi DNS kivonasanak sikerességét 0,8%-os agaroz gélen ellendriztiik.
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4.4.2 Agaroz gélelektroforézis

DNS fragmentek szeparalasat agaroz gélelektroforézis segitségével végeztik el. Az agardz
gélek elkészitéséhez, tovabba futtatdé pufferként Tris-ecetsav-dinatrium-EDTA puffert (TAE; 40
mM Tris-ecetsavat (pH=7,6); 1 mM NaEDTA oldatban) hasznaltunk fel. A fragmentumok
lathatdva tételéhez etidium-bromidos festést alkalmaztuk (etidium-bromid 10 mg/ml, desztillalt
vizben oldva; (Sigma-Aldrich)). A DNS mintdhoz mintafelvivé puffert adtunk (6x LD puffer
(Thermo Scientific), majd a genomi DNS-ek futtatasat 0,8-1% (m/V)-os gélen végeztik, 80-100
V-o0s feszliltségen 1 dran at, kisérlettdl fiiggéen. Az 1 kb-os molekulasuly markernek (Thermo
Scientific) 4:1:1 aranyl keverékét hasznaltuk fel (steril desztillalt viz- molekulasuly marker- 6x
DNS mintapuffer) a DNS fragmentumok méretének meghatarozasahoz. A DNS detektalasat UV
fény segitségével végeztiik el.

4.4.3 DNS visszanyerése agaroz gélbol

A DNS-t tartalmazo gél savokat UV fény alatt figyeltiik meg, majd steril szike segitségével
izolaltuk vissza a 0,8-1%-o0s agaroz gélboél. A kivagas utan Zymoclean Large Fragment DNA
Recovery Kit (Zymo Research) hasznalataval nyertlk vissza a DNS-t az agardz gélbdl, a gyartd

utasitasainak megfelelden.

4.4.4 RNS tisztitas gombasejtekb6l és cDNS szintézis (reverz transzkripcio)
Gombasejtekbdl torténé RNS tisztitashoz Quick-RNA MiniPrep kitet (Zymo Research)
hasznaltunk a gyartd utasitdsainak megfelelden. Az izoldlt RNS mennyiségét NanoDrop
spektofotométer (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Scientific™) segitségével hataroztuk meg.
Az RNS minték integritasat 2%-o0s, RNaz mentesitett agaroz gélen ellendriztiik. DN&z kezelt RNS
mintakbdl a reverz transzkripciot Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific™) segitségével végeztik el. Egy reakcidhoz 0,25 ul oligo@nis és 0,25 pl random
hexamer (10 uM) inditoszekvenciakat hasznaltunk fel (1. tdblazat). A cDNS szintézist a gyarto

utasitasainak megfelelden végeztiik el.

445 Kisérletek soran alkalmazott inditészekvenciak tervezése és PCR technika

A PCR reakcidhoz sziikseges oligonukleotid szekvenciak tervezéséhez a PerlPrimer v1.1.5
szamitdgepes programot alkalmaztuk (Marshall 2004). Az altalunk tervezett inditoszekvenciakat
az 1. szamu tadblazatban mutatjuk be. Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikékat

alkalmaztunk. A reakciokat T3 Thermocycler (Biometra) készilékben végeztik.

15



1. szamu tablazat. A kisérletek soran felhasznalt inditdszekvenciak listaja.

A dolgozatban szerepld géndiszrupciok megvalositdsdhoz hasznalt inditészekvencidk

A cotH12 gén elrontésara tervezett primerek

MccotH12/1 TCGCTATCTGTTGTGATGGAC Promoter és kodolo régid
(protospacer-t61 upstream
MccotH12/2 AAGATGTTGGGATATTCAGTGG irdnyban)
MccotH12/3 GTATGGGTGTCGCTGAATGG A cotH12 gént kodold
szekvencia (protospacer-t6l

MccotH12/4 TGTGTCGATCAACAATGCTACTC downstream iranyban)
MccotH12/5 TTAACCAGATCCACTGGATATCCCAAC

cco ATCTTTGCCTCAGCATTGGTACTTG A pyrG sajat promoterével

és terminétor
MccotH12/6 TCTAGCATTGACCCATTCAGCGACACC szekvencigjaval
CATACGTACACTGGCCATGCTATCG

MccotH12/7 AATGCTTTCGTGTCAGAAGG

Flzios PCR termék

MccotH12/8 TACACAACAAATCTCGACTCCTG

A cotH12 gén diszrupcidjanak ellendrzésére hasznalt inditészekvenciak

MccotH12/RTfw GATGCTGTTATCAAGTCTCCC

A cotH12 gén egy szakasza
MccotH12/RTrev AGTTCCAAAGAGTCCATTGAG

gRT-PCR soréan alkalmazott referenciagénre tervezett inditdszekvenciak

McAKktinl CACTCCTTCACTACCACCGCTGA Az aktin (ACT1) gén egy

McAktin2 GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG szakasza

4.4.6 F0zios konstrukciok kialakitasa

A cotH12 mutans létrehozasa céljabol ,,Fuziés PCR” segitségével (Szewczyk és mtsi. 2006)
diszrupcios kazettakat allitottunk eld. A modszerhez a Phusion Flash High-Fidenlity PCR Master
Mix (Thermo Scientific) kit-et alkalmaztuk, a gyarto utasitdsainak megfeleléen. A munkafolyamat
soran felhasznalt inditoszekvenciakat, melyeket 10 pM-0s koncentracidban alkalmaztuk, az 1.
szamu tablazatban foglaltuk 0Ossze. A célgéniinkkel homolog régidk felszaporitasanak
koriilményei a kdvetkezOk voltak: A kezdeti denaturacio 98 °C-on 10 méasodpercig; 30 cikluson at
1 méasodperces denaturaci6 98 °C-on; hibridizaci6é 58 °C-on 5 masodpercig, majd elongécid 72 °C-
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on 35 masodpercig; utopolimerizacio 72 °C-on 1 percig. Szelekcidés markerként az orotidin-5-
foszfat-dekarboxilazt kodolod és az uracil auxotréfiat komplementalni képes pyrG (Benito és mtsi.
1992) gén volt (5-10 ng), melyet kordbban CloneJet PCR cloning Kit-ben talalhaté pJET1.2
(Thermo Scientific) klénozd vektorba épitettiik a gyartd utasitasait kovetve és a felhasznalasig
Escherichia coli kompetens sejtekben tartottunk fenn. A reakciokorilmények a pyrG gen
felszaporitasahoz a kdvetkezok voltak: kezdeti denaturacio 98 °C-on 10 masodpercig; 30 cikluson
keresztil denaturaci6 98 °C-on 1 masodpercig; hibridizacio 63 °C-on 5 masodpercig;
polimerizacio 72 °C-on 45 masodpercig, valamint 72 °C-on 1 masodpercig utdépolimerizacié. A
fazios termékek létrenhozasahoz 1:1:1 aranyban hasznaltuk a fragmentumokat, majd a fuziés PCR
termékeket 0.8%-0s agardz gélen ellendriztiik és a Zymoclean Large Fragment DNA Recovery
Kit (Zymo Research) hasznalataval nyertiik vissza, a gyartd utasitasainak megfeleléen. A kapott
PCR termékeket a Zymoclean DNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research) kit altal

tisztitottuk, a gyartd utasitdsainak megfelelden.

4.4.7 gRT-PCR reakciok a transzkripcios szintek meghatarozasahoz

A méréseket monosporangidlis telepekbdl izolalt RNS-rél reverz transzkripcidval
eléallitott cDNS-b61 végeztiik el CFX96 Real Time System (Bio-rad) berendezés és 2x Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Scientific™) segitségével. A reakcio elso 1épése egy 95
°C-os, 3 perces elddenaturacio, majd ezt koveti 40 ciklus az aldbbi paraméterekkel: 95 °C, 1 perc;
60 °C, 30 's; 72 °C, 30 s. Az igy kapott eredményeket a 2224t mddszer segitségével értékeltiik ki
(Livak és Schmittgen 2001). Bels6é kontrollként a M. lusitanicus aktin (ACT) génjét hasznaltuk
(Nagy és mtsi. 2014, Dankai és mtsi. 2015). Minden mérés legaldbb 3 technikai parhuzamossal

tortént. A reakciokban hasznalt inditdszekvenciak listajat az 1. szamu tablazat tartalmazza.

4.5 Gombasejtek transzformaélasa és fenntartasa

45.1 Gombasejt protoplaszt transzforméacio CRISPR-Cas9 rendszer segitségével

A transzformalasi Kisérleteket a van Heewijck és Roncero (1984) altal feljegyzett PEG-
medialt transzformaciot alkalmazva végeztik el. Az MS12 toérzset minimal taptalajon, 4 napig,
alland6 megvilagitas mellett tenyésztettiik, majd steril desztillalt vizzel torténd mosast kovetden a
sporaszuszpenziobodl oltotl segitségével celofankoronggal lefedett YEG téptalajra oltottunk. A
tenyészeteket 28 °C-on 16 6ran keresztll neveltilk, majd a micéliumkorongokat protoplasztald

oldatba helyeztiik és 2 oran at, szobahdmérsékleten razatva inkubaltuk (50 RPM). A gombase;jtfal
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emésztéséhez a Mikrobiologiai Tanszék munkatarsai altal készitett, éticsiga (Helix pomatia)
gyomorbol preparalt litikus emésztéenzimet hasznaltunk fel. A protoplasztokat tolcsérbe helyezett
steril gézen sziirtiik at az SMC oldattal valé mosas sordn. A centrifugalassal (2162 x g, 10 perc, 4
°C) 0sszegyljtott protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk at, amit ujabb centrifugélés utan 250
ul SMC pufferben vettiink fel. A protospacer szekvencidkkal kdlcsonhato Alt-R CRISPR crRNS
és Alt-R CRISPR-Cas9 tracrRNS molekulakat az IDT-t61 (Integrated DNA Technologies)
szereztik be. A crRNS:tracrRNS duplexek (gRNS) létrehozasahoz a Nuclease-Free Duplex
Buffer-t (IDT) hasznéltuk. A cotH12 gén elrontasa céljabol 250 pul SMC pufferbe felvett
protoplasztokhoz 10 pg fuzios PCR terméket, a génekre specifikus 100 uM gRNS-t (IDT), 10 uM
Cas9 endonukleazt (IDT) és 20 pl PMC puffert adtunk. Tovabbi 2,5 ml PMC puffer hozzdadasa
utan a mintakat 25 percig szobahdémérsékleten inkubaltuk, majd azokat 25 ml SMC pufferrel
higitva centrifugaltuk (2162 x g, 10 perc, 4 °C). 20 ml SMC pufferrel mostuk a sejteket, majd az
ezt kovetd centrifugdlasi 1épést (2162 x g, 10 perc, 4 °C) utan a kitilepitett sejteket, 200 ul SMC-
ben vettiik fel, és szorbitollal kiegészitett YNBM feddagarba (1% (m/V) agar) helyezve (0,05%
(m/V)) leucint tartalmazé YNBM csészékre ontottik (2% (m/V) agar). A csészéket két napig,

fénytdl elzarva, majd egy napon at allando megvilagitas mellett, 28 °C-on inkubaltuk.

4.6 Transzformans torzsek karakterizalasa

4.6.1 Novekedési képesség vizsgalata

A gombasejteket 7 napos, 25 °C-on torténd inkubacié és allandd megvilagitas mellett
eléneveltiik. A spérak ndvekedési képességének meghatarozasahoz a telepekr6l steril desztillalt
vizzel gytijtottiik le a sporakat, majd a sporaszuszpenzié koncentraciojat 108/ml-re allitottuk be.
30 ml mennyiségi minimal taptalajra egy pontban torténé leoltast végeztiink el, 20 pl
vegtérfogatban, majd a csészéket steril fulke alatt beszaritottunk. A leoltastol szamitva 4 napon
keresztlil vizsgaltuk a novekvd telepek atmérdjét. A ndvekedés vizsgéalatokat kiilonbozd
homérsékleteken (20, 25, 35 °C) végeztik el. Az anaerob (mikroaerofil) tenyésztéseket BBL
GasPak Anaerobic System (Beckton Dickinson) segitségével végeztiik, 25 °C-on. 10%/ml-re
allitottuk be a spérakoncentraciot, majd leoltast kovet6 2. napon a telepek szélein lathaté névekvo
hifakat, a telepek atmér6jét, valamint az esetleges citoplazmakiaramlasokat fénymikroszkdppal
vizsgaltuk. A torzsek abszolut novekedését mikroaerofil és aerofil tenyésztésben a telepatmérd

adatok alapjan a kovetkezéképpen szamoltuk ki: [a mutansok novekedése az adott koriilmények
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kozott] / [a kontroll novekedése az adott kériilmények kozoétt] x 100. A 100%-ot a kontroll adott
korialmények kozotti novekedésének tekintettlk.
4.6.2 Sporazasi kapacités vizsgalata

A 7 napig, 25 °C-on nevelt M. lusitanicus tenyészetekrél 50 ml steril desztillalt viz
felhasznalasaval a telepekrdl 6sszegytjtottik a gombasporakat, majd meghatéroztuk a mintak
spdrakoncentraciojat. A vizsgalat soran 3 technikai parhuzamossal dolgoztunk.

4.6.3 Mucor lusitanicus sporangiumok fénymikroszkopos vizsgélata

7 napos, 25 °C-on nevelt tenyészetekbol steril csipesszel a tenyészetek sz¢lébdl mintat
vettlink, majd azokat targylemezre helyezve rogzitettik. Az igy el6készitett preparatumokat
fénymikroszkop (Zeiss) alatt vizsgaltuk kiilonboz6 (tiz, huasz, valamint negyvenszeres)

nagyitéssal.

4.6.4 Mucor lusitanicus sporangiosporainak életképesség vizsgalata

A 4 napos tenyészetekr6l 10x PBS oldatban legytijtottiik a sporakat. Ezt kovetden a sporak
csiraztatasat 10 ml DMEM tapoldatban, 2x10° sporangiospora/ml koncentracioban, 37 °C-on, 100
RPM rézatas mellett indukaltuk. Az inkubacios id6 elteltével (4 h) centrifugaltuk a sejteket (2162
X g, 10 perc), majd azokat 500 ul DMEM tépoldatba vettik fel és 2,5 pl FUN1 festek
hozzaadasaval 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. PBS oldattal térténé mosast kovetéen a mintakat
targylemezre helyeztik, majd fény- és fluoreszcens Zeiss Axioscope 40 mikroszkoppal és
Axiocam Mrc kameraval vizsgaltuk. Az alkalmazott fluoreszcens csatorndk a DY-590 (581 nm-

598 nm), valamint a Sodium Green voltak (507 nm-532 nm).

4.6.5 SEM mintapreparal6 lépések

7 napos, 25 °C-on nevelt tenyészetekbdl dugofuroval 20-20 db mintat készitettiink. A
mintékat 2,5%-o0s (V/V) glutaraldehidet tartalmazé 0,05 M-os cacodylate pufferben (pH=7,5) 2
oran at inkubaltuk 25 °C-on. Ezt kovetden a micéliumokat 50%, 70%, 80%, 90% és 98%-0s
etanollal 2x15 perces id6tartamokban viztelenitettiik. A mintakat ezutan terc-butil-alkohol:
abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyu keverékebe, majd 100%-os terc-butil alkoholban inkubaltuk
2x1 6ran at 25 °C-on. A mintakat tdmény terc-butil alkoholban 4 °C-on taroltuk, majd 4 oran at
liofilizaléban fagyasztva szaritottuk. Az igy el6kezelt micéliumokat a mintatarto korongra
rogzitettik, majd a szikséges aranyréteg felvitelét kovetéen (Quorum Technologies SC 7620

’Mini’) a Hitachi S4700 SEM segitségevel vizsgaltuk Petkovits Tamas segitségével.
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4.7  Invivo vizsgalatok

4.7.1 Galleria mellonella in vivo fertézési modell

A Kkisérlet megkezdése el6tti éjszaka a 0,18-0,35 g tomegii G. mellonella larvékat
(BioSystems Technology, TruLarv) 28 °C-on, sotétben inkubaltuk a fert6zés megkezdéséig. A
fert6zés elott etanollal sterilizaltuk a larvak hasi oldalat, ezt kvetden az utolsod labkezdeményen
keresztiil fertéztiik a larvakat 20 ul IPS-ben szuszpendalt 5x108 gombaspéraval U-100 ((29G) x
12,7 mm) steril inzulinos tii segitségével (BD Micro-FineTM). Torzsenként 20 larvat injektaltunk,
kontrollként 20-20 ul IPS oldattal fertéztiink. A fert6zést kovetden a larvakat 28 °C-on, sététben

tartottuk, talélésiket napi rendszerességgel ellendriztiik.

4.8 Statisztikai analizis

A statisztikai analiziseket a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel, parametrikus t-teszt
hasznélataval készitettiik. Statisztikailag szignifikans eltérést abban az esetben allapitottunk meg,
ha p<0,05 volt. A G. mellonella kisérletek soran a larvak tulélését GraphPad Prism v 7.0 szoftver,
Survival Curve beéllitasaval szemléltettlik, a szignifikanciaszinteket nem-parametrikus Gehan-

Breslow-Wilcoxon, illetve Log-rank (Mantel-Cox) statisztikai szamolassal hataroztuk meg.
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5 Eredmények

Kutatécsoportunk egyik irdnyvonala a spéra felszini proteinek szerepének tisztazasa M.
lusitanicus fonalas gombaban, mely sordn diszrupciés mutansok létrehozasaval ismeretlen
szereppel biré cotH géneket vizsgalunk. Céljaink kozott szerepelt a cotH diszrupcids konyvtar
bévitése, igy megkezdtem egy 0j mutans torzs létrehozasat CRISPR-Cas9 rendszer segitségével.

5.1 A CotH12 protein in silico analizise

A CotH-domén (Pfam: PF08757) a CotH fehérjecsaladra jellemzd egyedi fehérje
alegység (Nguyen és mtsi. 2016). Ezen alegység egyes aminosavainak pozicioja konzervalt,
azonban a domén egésze nagy Vvaltozatossagot mutat a CotH-szerii proteinek korében. A M.
lusitanicus opportunista human patogén fonalas gomba teljes genomja 2010 Ota elérhet
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci3.home.html) (Corrochano és mtsi. 2016), igy els6
1épésben az adatbazisbol kigyijtottiik a vizsgalni kivant gén nukleotid szekvencigjat a JGI (Joint
Genome Institute) adatbazisbol, majd a nukleotid szekvenciat aminosav sorrendé alakitottuk az
Expasy Translate Tool segitségével és megkezdtik a protein bioinformatikai elemzéset.
Eredményeink alapjan a CotH12 egy 607 aminosav hosszUsagu, 67,92 kDa nagysagu protein, mely
rendelkezik szignal peptiddel, valamint glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)-horgonnyal. A
szakirodalombol ismert CotH-motivum nem talalhatd meg aminosav szekvenciajaban. A szignal
szekvencia jelenléte, valamint a PSORT WWW Server WoLF PSORT: Protein Localization
Predictor program (Horton és mtsi. 2007) altal kapott eredményeink alapjan feltehet6leg
extracellularis természetli protein. Szekvenciahasonlosagot vizsgalva més CotH proteinekkel
megallapitottuk, hogy a R. delemar CotH4, valamint a M. lusitanicus két mésik, a CotH1 és CotH2

fehérjéivel alkot kozos kladot.

100 8079 Rhizopus microsporus var. chinensis CCTCC M201021
100 275857 Rhizopus microsporus ATCC 11559
100 73058 Rhizopus microsporus var. microsporus ATCC 52813
100! 314830 Rhizopus microsporus var. microsporus ATCC 52814
100 1422 Rhizopus delemar 93-880 CotH 4 cotH12

100 1388805 Mucor lusitanicus CBS277.49 [
100 6293 Mucor racemosus
7035 Mucor endophyticus
fescttd 100 367580 Mucor fuscus
100 . 3623 Mucor lanceolatus cotH2
—|99 L 1443041 Mucor lusitanicus CBS277.49 B S

13368 Lichtheimia corymbifera JMRC FSU 9682
95 100 — 316604 Absidia repens NRRL 1336

100 L 337633 Absidia repens NRRL 1336 cotHl
1524506 Mucor lusitanicus CBS277.49 [
7091 Saksenaea vasiformis B4078

5. abra. A cotH12 gént hordoz6 kladot bemutaté Maximum Likelihood fa egy része. Az égak felett csak a

maximalis valoszinliségli elemzésekb6l szarmazo >95 %-0s bootstrap-értékek szerepelnek.
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5.2 Diszrupcios kazettak létrehozasa fuzios PCR segitségével

A cotH12 gén elrontasanak homolog rekombinacion alapulé megvaldsitasa céljabol olyan
diszrupcios kazettat hoztunk létre, amely hordozza a cotH12 génnel homoldg szekvenciékat,
valamint az uracil auxotrofiat komplementalni képes pyrG gént. Abban az esetben, ha a
genomszerkesztés sikeressé¢ valik, a célgénbe ¢ékel6dd szelekcids gén hatasdra a cotH12
milkodésképtelenné valik és az igy elballitott mutans térzs képes lesz uracil mentes, leucinnal

kiegészitett szelektiv taptalajon névekedni (6. abra).

-  4377bp -
___NGG
- Protospacer —
- -

MccotH12/1,
MccotH12/7,

e s -
MccotH12/4

6. dbra. A cotH12 gén elrontdsara tervezett kazetta sematikus képe. A) A cotH12 gén eredeti, genomi
elrendez6dése. B) HDR javité mechanizmus soran donor DNS-ként szolgalé diszrupcids kazetta felépitése. Bal oldali
sérga téglalap (5° UTR régio): a deletalni kivant gént6l 5° iranyba talalhaté szekvencia: felszaporitasa az
,»MccotH12/1” és ,,MccotH12/2” inditdszekvenciaja parokkal tortént meg (fekete nyilak). Jobb oldali sarga téglalap
(3" UTR régio): az elrontani kivant gént6l 3" iranyba talalhatd szekvencia, amelyet az ,,MccotH12/3” és ,,MccotH12/4”
inditoszekvencia parok segitségével szaporitottunk fel (fekete nyilak). Piros téglalap: szelekciét biztosité auxotréf
marker gén szekvencidja: elkésziiléséhez az ,,MccotH12/5” és ,,MccotH12/6” indit6szekvenciakat hasznaltuk fel
(fekete nyilak). A harom komponens Osszeépitéséhez az ,,MccotH12/7” és az ,,MccotH12/8” indit6szekvenciakat
alkalmaztuk.

A diszrupcios kazettakkal, valamint a CRISPR-Cas9 rendszerrel torténé (7. abra A)
transzformalast kovetden tiz gombatelep jelent meg a szelektiv taptalajon. Egymas utan tobbszor
(4-5 atoltds), is elvégeztik a monosporangialis telepek izolalasat, majd megkezdtik a
transzformansok molekularis ellenérzését. A sziiloi MS12 torzs esetében a miikodéképes cotH12
gén mérete 4377 bp, az integraciot kovetéen vart géntermék mérete pedig 4970 bp, igy tehat
molekularis szinten is szelektalni tudtuk a kapott telepek kozil a feltételezett mutans izolatumokat
a nested (,,MccotH12/7” és az ,,MccotH12/8”) inditoszekvenciak segitségével (7. abra B). Ezt
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kovetden az 5’ nem transzlalodo régiora tervezett eléremutaté €s a szelekcios markergén
felszaporitasara hasznalt reverz inditdszekvenciak (1. szamu tablazat), valamint a pyrG génre
tervezett eléremutato, valamint a termindlis régidra tervezett reverz inditészekvenciak segitségével
felszaporitott szakaszok szekvencigjanak amplifikalasaval igazoltuk a pyrG megfelelé helyre
vizsgaltuk az elrontani kivant gének kifejez0dését, mely alapjan megallapitottuk, hogy a
génszerkesztést kovetéen a cotH12 gén expresszidja nem volt detektalhaté (8. &bra). A
transzformansok mitdtikus stabilitdsdnak vizsgélatat is elvégeztik. Ennek érdekében néhany
transzformans gombatelepet MEA téaptalajon ndvesztettiink 28 °C-on 4-7 napig, majd a
sporangiosporak lemosasa utdn azokat ismét MEA taptalajra szélesztettiik. Ezt 15 alkalommal
megismeételtlik, végil a sporangiosporakat szelektiv taptalajra oltottuk. Tovabbi kisérleteinkhez
két izolatumot valasztottunk ki, melyet MS12-AcotHI2+pyrGll, valamint MS12-
AcotH12+pyrGl2 névvel lattunk el.

bp_ng/0.5pg %

cotHI2-1 Hi2

cotH12-2 cotH

R e e

cotH12-4 cotH12-5 Ms12

7. dbra. Az MS12-AcotH12-pyrG mutans molekularis ellendrzése. A cotH12 gén elrontasa céljabol 1étrehozott
diszrupcios kazettadk agar6z gélelektroforézises mintazata (A), valamint a transzformalas soran kapott telepek PCR
altali ellenérzése a ,,MccotH12/7” és az ,,MccotH12/8” (nested) inditészekvencidk (B), tovabbéa az ,,MccotH12/1”
(promdter fw) és ,MccotH12/6” (pyrG rev) és a ,,MccotH12/5” (pyrG fw) és ,,MccotH12/4” (terminélis rev)
segitségével. Kontrollként az MS12 genomi DNS-ét alkalmaztuk (C). GeneRuler 1 kb DNS létra (Thermo

Scientific™),
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8. abra. A Muténs molekularis ellenérzése RT-qPCR segitségével. A cotH12 gén relativ transzkripcios szintje az
MS12-AcotH12+pyrG izolatumokban, valamint az MS12 sziiléi torzsben, a cotH12 génre tervezett specifikus

inditoszekvenciakat alkalmazva (1. tablazat).

5.3 Az MS12-AcotH12+pyrG torzs novekedésének vizsgalata

Egy patogén gombafaj életképességét és szaporodasat a gazdaszervezetben nagyban
befolyasolja az, hogy a gomba milyen mértékben tud alkalmazkodni a gazdaszervezetben uralkodd
kornyezeti korilményekhez, ezért a mutans torzs nodvekedését az optimalis noévekedési
homérséklettdl (25-28 °C) eltéré hémérsékleten is megvizsgaltuk (18 °C-on és 37 °C-on). Az
eltér6 homérsékleten tenyésztett gombatelepek fiatal, elagaz6é hifait négy nap elteltével
féenymikroszképpal vizsgéaltuk a hifakban esetlegesen bekovetkezd morfologiai valtozasok

nyomon kovetése érdekében (9. abra).

MS12+pyrG MSI12-AcotH12/1+pyrG MS12-AcotH12/2+pyrG

25°C
1004
B VIS12+pyrG 25 °C
E 801 B MS12-Ac0tH12+pyrG/1 25 °C
60 B MIS12-AcotH12+pyrG/2 25 °C
‘0
g 40
g
g 201
0
1 2 3 4
Napok (1-4)
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MS12+pyrG MS12-AcotH12/1+pyrG MSI12-AcotH12/2+pyrG

18 °C

Bl MS12+pyrG 18 °C
604 I MIS12-AcofH12+pyrG/1 18 °C
B MS12-AcotH12+pyrG/2 18 °C

Telepatmérd (mm)
&~
o

1 2 3 4
Napok (1-4)

MS12+pyrG MS12-AcotH12/1+pyrG MS12-AcotH12/2+pyrG

37°C

201
Hl MS12+pyrG 37 °C

I MS12-AcotH12+pyrG/1 37 °C
B MS12-AcotH 12+pyrG/2 37 °C

Telepatmérd (mm)

1 2 3 4

Napok (1-4)

9. abra. A mutans torzs novekedése kiilonb6z6 hémérsékleteken. A telepek atmér6jét 4 napon 4t, a gomba
novekedési hdmérsékleti optimuman (25 °C), valamint att6l eltéré hémérsékleten (18 °C-on és 37 °C-on) 4 napon at
jegyeztik fel. A szignifikancia szdmolast kétmintas, parositott t-probaval végeztik el, az MS12+pyrG torzshoz
viszonyitva (ns).

Eredményeink alapjan nem tapasztaltunk a hifak morfologiajaban eltérést a kontroll toérzshoz

képest, valamint a mutans torzs novekedését a kdrnyezet valtozd hdmérséklete nem befolyasolta.
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5.4 A cotH diszrupcios torzsek mikroaerofil névekedési vizsgalata

A dimorfizmus képessége sok esetben fontos tulajdonsag a patogentitas szempontjabdl. M.
lusitanicus esetében az élesztoszerti forma kevésbé virulens, mint a sporak vagy a hifaforma, igy
Lee és munkatarsai felvetették a morfoldgiai atmenet célz6 kezelésének lehet6ségét kalcineurin-
inhibitorok alkalmazasaval (Lee és mtsi, 2013; Chibucos és mtsi. 2016). Az éleszt6-hifa atmenet
molekularis mechanizmusanak feltardsa érdekes lehet mind a lehetséges biotechnoldgiai
alkalmazasok, mind a mucormikdzis elleni védekezést célzo fejlesztések szempontjabol.
Korabbiakban kutatocsoportunk teljes transzkriptom analizist végzett el a M. lusitanicus fonalas
gomba eltéré kornyezeti feltételek mellett torténd tenyésztése soran. A cotH4 gén kifejezddése
szignifikdnsan magasabb volt anaerob koriilmények mellett, mely elérevetitette a CotH4 fehérje
jelent6ségét az oxigénhianyos kornyezethez vald alkalmazkodéasban (Homa és mtsi, 2022). Mivel
laboratoriumunk rendelkezik az MS12-AcotHA+pyrG elnevezésti, cotH4 knock-out torzzsel
(Szebenyi, 2021), igy szerettiik volna megvizsgalni a mutans torzs névekedését oxigénszegény
kornyezetben is. A telepek atmérdje szignifikansan nagyobbnak bizonyult a hosszu, kevésbé
elagazo hifak megjelenésének kovetkeztében (10. abra).

B
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MS12-AcotH2+pyrG I MS12-AcotH4+pyrG s M S12-AcotH4+pyrG

10. abra. Spdra felszini mutansok novekedése mikroaerofil kdrnyezetben. (A) A cotH muténsok (MS12-
AcotHI+pyrG, MS12-AcotH2+pyrG, MS12-AcotH3+pyrG, MS12-AcotH4+pyrG) és a kontroll MS12+pyrG torzs
ndvekedése mikroaerofil (m. ae.) kornyezetben. (B) A torzsek telepatméréi mm-ben abrdzolva, két nap inkubaciot
kovetben, mikroaerofil koriilmények kozott, valamint aerobidzisban (ae.). (C) Az MS12-AcotH4+pyrG abszollt
novekedése a kontrollhoz képest mikroaerofil és aerob korilmények kozott. A csillaggal jelolt értékek szignifikansan
kulénbdznek az MS12+pyrG torzs megfelelé értékétdl a kétmintds, parositott t-proba szerint, ahol ** P < 0,01. A

hibasavok a szdréast (SD) jelzik.
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5.5 A cotH diszrupcios torzsek sporazasi kapacitasanak vizsgalata

Korabbi eredményeink alapjan egyes géneknek (cotH3, cotH4) jelentOs szerepet
tulajdonitunk a M. lusitanicus gomba fert6z6képessége kapcsan. Mivel szakirodalmi adatok
alapjan a gombasporak tulajdonségai szoros 0sszefliggésben allnak a gomba fert6zéképességével
(Li és mtsi. 2011; Nicolas és mtsi. 2020), ezért a kisérletink soran a cotH mutansok sporazasi
kapacitast is megvizsgaltuk a cotH diszrupcios konyvtar tagjainak (MS12-AcotH1+pyrG, MS12-
AcotH2+pyrG, MS12-AcotH3+pyrG, MS12-AcotH4+pyrG, MS12-AcotH6+pyrG, MS12-
AcotHI19+pyrG,  MS12-AcotHI2+pyrG,  MS12-AcotH13+pyrG,  MS12-AcotH16+pyrG)
bevonasaval. Kisérletiink soran két olyan cotH mutanst azonositottunk, melyek eltéré sporulacios
kapacitassal birtak a kontrollhoz képest (11. 4bra). A 7 napos tenyésztést kdvetéen a MS12-
AcotHA+pyrG szignifikdnsan tobb, a MS12-AcotH6+pyrG térzs kevesebb sporat hozott létre.
Mindezek alapjan ugy gondoljuk a CotH4, valamint a CotH6 géneknek jelentds szerepe van a M.

lusitanicus fonalas gomba sporulécios folyamataiban.
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11. abra. A cotH mutinsok sporaképzé képessége. A sporuldciés kapacitds vizsgalatat 7 napos tenyészetek
spéraszdmanak meghatarozasaval végeztik. A szignifikancia szdmolast kétmintas, parositott t-probaval végeztik el,
az MS12+pyrG torzshdz viszonyitva, ahol *: p <0,05 és ****: p<0,0001. A hibasavok a szorast (SD) jelzik.
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5.6 Mucor lusitanicus sporangiumainak vizsgélata fénymikroszkoppal

Tekintettel arra, hogy az MS12-AcotHA+pyrG, valamint az MS12-AcotH6+pyrG muténs
spbrakepzési kapacitasa szignifik&nsan eltért a kontrollétol, szerettiik volna megvizsgalni a sporak
képzodésének helyét, a sproangiumot. A fénymikroszkopos vizsgélatok eredmeénye alapjan az
MS12-AcotH6+pyrG mutans torzs sporangiumainak cirkularitasa, valamint falanak integritasa
eltér a kontroll torzsét6l. Az MS12-AcotHA+pyrG, valamint az MS12-AcotH12+pyrG mutéans
esetében nem talaltunk valtozasokat a sporangiumok morfoldgiajaban.

20x

40x

12. dbra. CotH mutansok sporangiumainak fénymikroszképos képe. Mucor lusitanicus MS12+pyrG és MS12-
AcotH6+pyrG és MS12-AcotH12+pyrG sporangiumainak fénymikroszkopos képe, kiilonb6z6 nagyitdsokban (10x,
20x, 40x).
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5.7 CotH mutans torzsek vizsgalata SEM segitségével

Mivel a fénymikroszkopos vizsgalatok alkalmaval az MS12-AcotH6+pyrG mutans
esetében a kontrollhoz (MS12+pyrG) képest eltéréseket detektaltunk a sporangiospérak
szerkezetében, pasztadzd elektronmikroszkop (SEM-scanning electron microscopy) segitségével

igyekeztiik nagyobb felbontasban vizsgalni az ivartalan szaporitoképletek felszinét (13. abra).

13. &bra. Mucor lusitanicus sporangiumainak SEM altali képe. A) és D) abran az MS12+pyrG sporangiumai
lathatéak. Az A) és C) képeken a méretskala 10 um-nek felel meg. A B) és D) képen a méretskala 30 um-nek felel
meg. C) és B) képen MS12-4cotH6+pyrG sporangiumai lathatoak.

Amennyiben a CotH6 fehérje hidnya miatt a sporangiumok falanak szilardsaga elvész, a
meggyenglt falu sporangiumok elveszithetik szférikus alakjukat a felszallo alkoholsorral torténd
kezelés hatasara, ennél fogva pedig kialakulhat a SEM képeken lathato fenotipus. A jellegzetes
fenotipus egy masik lehetséges magyarazata, hogy CotH6 fehérje hianyaban a sporangiumokban
kevesebb spora képzddik, igy a rendelkezésre allo teret nem toltik ki. Ezt a feltételezést
alatamaszthatja a sporulacios vizsgalatok soran tett megallapitasunk, miszerint az emlitett mutans
torzs szignifikdnsan kevesebb sporat képezett a kontrollhoz képest.
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5.8 A mutans torzsek sporainak életképesseg vizsgalata

A gombasejtek életképessegét FUN1 festékkel, majd fluoreszcens mikroszkdp
segitségevel kovettik nyomon. Ez a festék passziv diffuzidval képes bejutni a citoplazméba és ott
a metabolikusan aktiv vakudlumokat pirosra, mig a metabolikusan inaktivakat narancssargas-
zbldre festeni. Két olyan torzset azonositottunk, melyek esetében a sporak életképessége
szignifikansan eltért a kontrollhoz (MS12+pyrG) képest: az MS12-AcotH2+pyrG és az MS12-
AcotH12+pyrG. Mindkét torzs esetében szignifikansan csokkent a gombasporék életképessége

(14. abra).
100

arrw

80

60

40

20+

halott spordk szdma (%)

MS12+pyrG MS12-AcotH2 +pyrG

MS12+pyrG MS12-AcotH12+pyrG

14. dbra. CotH muténs térzsek sporainak életképesség vizsgalata. A gombasporak fluoreszcens mikroszkdpos
képe FUN-1 festést kovetben, 20x nagyitasban. Az alkalmazott fluoreszcens csatornak a DY-590 (581 nm-598 nm),
valamint a Sodium Green voltak (507 nm-532 nm).
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5.9 Az MS12-AcotHI12+pyrG mutans csirdzasi képessege
Az MS12-AcotHI2+pyrG mutans csirdzasi képességét megvizsgélva azt tapasztaltuk,
hogy bar a sporak életképessége szignifikansan lecsokkent, ez magat a csirdzasi folyamatot nem

befolyasolta. Sem a csiratdmlok morfolégidjaban, sem pedig a csirazasi intenzitdsban nem

talaltunk eltérést a kontrollhoz képest (15. abra).
MS12 MS12+pyrG MS12-AcotH12+pyrG

Sporak csirdzasa 4 Ora razatas utan

ok
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Y 0
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15. dbra. Az MS12-AcotH12+pyrG muténs csirdzéasi képessege DMEM téapoldatban. A csirazas intenzitésat a 4.,
6., és 8. draban vizsgaltuk, 20x nagyitasban. Kontrollként az MS12, valamint MS12+pyrG torzseket alkalmaztuk.
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5.10 Diszrupcios torzsek vizsgalata Galleria mellonella modellben

G. mellonella, nagy viaszmoly larva modell szervezet segitségével vizsgaltuk a CotH
fehérjék patogenitasban betdltott szerepét. A kisérlet soran a larvékat MS12+pyrG, valamint cotH
mutans torzsekkel fertdztikk meg, majd monitoroztuk azok tulélését. Eredményeink alapjan az
altalunk létrehozott U MS12-AcotH12+pyrG mutans hasonlé virulenciat mutatott, mint a kontroll
torzs (16. abra).

- IPS
- urc

MS12-AcotH9 +pyrG
— MS12-~dcotH 12 +pyrG
—— MS12-AcotH16 +pyrG

I ' -+ MS12+pyrG
- MS12

=]
=

504

Tulélési arany (%)

2 4 6
Inkubéciés idé (napok)

16. abra. A cotH gének patogenitasanak vizsgalata Galleria mellonella modellben. A kil6nbségek
szignifikancidjanak kiszamitasat Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik, az MS12+pyrG térzshdz viszonyitva (ns).
Kezeletlen kontrollként IPS-t alkalmaztunk (fekete vonal).
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6 Osszefoglalas

A mucormikozis a Mucorales rend fajai altal kivaltott invaziv megbetegedés, mely jelent6s
morbiditassal és mortalitassal tarsul. A Mucorales fajok a betegség kezdeti szakaszaban lokalizalt
fertézést valtanak ki, de gyors lefolyassal invaziv lagyrész-, orr-, orbitélis, gasztrointesztinalis
vagy tidoéfert6zésekké fejlddhetnek (Petrikkos és mtsi. 2012; Boroujeni és mtsi. 2021). Mivel a
fert6zés leggyakrabban a gombasporak kozvetitésével valdosul meg, dolgozatomban a Mucor
lusitanicus sporangiosporainak tanulmanyozasaval kerestem a valaszt arra, hogy azon CotH
proteinek, amelyek nem tipikusan CotH-motivum hordozdk, mely mddon befolyésoljak a gomba
élettani folyamatait és részt vesznek-e a gomba patogenitasi folyamataiban.

Annak érdekében, hogy a meglévé mutansparkot bévitsem, létrehoztam egy diszrupcios
cotH mutans térzset CRISPR-Cas9 rendszer segitsegével, melyet MS12-AcotH12+pyrG névvel
lattunk el. E diszrupcios torzs morfoldgiai vizsgalatat elvégezve azt tapasztaltuk, hogy a CotH12
protein hianya nem befolydsolta a gomba ndvekedését sem az optimalis, sem attol eltérd
hémeérsékleten vald tenyésztés soran. A CotH12 protein feltehetéleg nem befolyasolta a gomba
képessegét. Hidnydban azonban a M. lusitanicus aszexudlis spoérainak életkeépessége
szignifikansan lecstkkent a kontrollhoz képest. A muténs térzs patogenitasi képességét egyéb mas
cotH mutansok bevonasa mellett, in vivo Galleria mellonella modellben vizsgaltam, ahol azt
tapasztaltuk, hogy az altalunk vizsgalt spéra felszini proteinek nem elengedhetetlenek a gombanak
a fert6zési folyamatok soran. Feladataim kozott szerepelt tovabba a laboratoriumunkban eldallitott
muténs torzsek tovabbi vizsgélata, annak érdekében, hogy a knock-out torzsek fenotipusaiban
bekovetkezd esetleges valtozasokra fény deriiljon. Igy tudtam azonositani két, a sporazasi
kapacitasban eltér6 mutanst (MS12-AcotHA+pyrG és MS12-AcotH6+pyrG), valamint feltarni a
CotH6 protein sporangiumok kialakitasaban betdltott szerepét. Bizonyitottuk tovabba, hogy a
CotH4 protein szerepet jatszik a gomba névekedésében mikroaerofil kdrnyezetben. Eredményeim
alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a CotH fehérjecsalad széleskorti funkcioval bir, s
nem csak a gomba patogenitasi folyamataiban, hanem fiziol6giai és élettani folyamataiban is
jelentds szerepet jatszik.

Tovabbi terveink kozott szerepel a jelenleg rendelkezéstinkre all6 cotH mutansok in vivo
interakcidban valo vizsgalata J774.2 makrofagokkal, ugyanis a makrofagok és a neutrofilek a korai

immunvalasz részeként a mucormikdzis elleni védekezés alapjat képezik.
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