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1 Rövidítések jegyzéke 

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

CBS  Centraalbureau voor Schimmelcultures, Ultrecht, Hollandia 

CotH  Spóra burok fehérje (Spore Coat Protein H) 

crRNS   CRISPR-RNS 

CRISPR Halmozottan előforduló, szabályos közökkel elválasztott palindromikus 

ismétlődések (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) 

DKA diabéteszes ketoacidózis (Diabetic Ketoacidosis) 

gRNS  Vezető RNS (guide RNA) 

GPI   Glikozil-foszfatidil-inozitol (Glycosylphosphatidylinositol) 

GRP78   Glükóz által szabályozott receptor 78 (Glucose Regulated Protein 78) 

J774.2   Egér makrofág sejtvonal neve (Mouse Macrophage Cell Line) 

JGI   Joint Genome Institute 

MEA  Malátás táptalaj (Malt Extract Agar)  

MOI   Fertőzési arány (Multiplicity Of Infection) 

MOPS  3-N-morfolin-propánszulfonsav 

NCBI  Nemzetközi biológiai adatbázis (National Center for Biotechnology 

Information) 

PAM  Protospacer melletti motívum (Protospacer Adjacent Motif) 

PBS   Foszfát-pufferelt sóoldat (Phosphate Buffered Saline) 

PEG  Polietilén-glikol (Polyethylene Glycol) 

PMC  PEG - szorbitol - MOPS - kálcium-klorid (PEG-sorbitol-MOPS-Calcium-

chloride)  

qRT-PCR  Valós idejű kvantitatív PCR (Quantitative Real-Time PCR) 

SEM   Pásztázó elektronmikroszkópia (Scanning electron microscopy) 

SZMC  Szeged Microbial Collection, SZTE TTIK Mikrobiológiai Tanszék 

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

tracrRNS   Transzaktiváló crRNS (trans-activating crispr RNA) 

YNB  Élesztő nitrogénforrás (Yeast Nitrogen Base)  

YNBM   Minimál táptalaj (Yeast Nitrogen Base Medium) 
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2 Bevezetés  

2.1 A Mucorales rend jelentősége 

 A Mucor lusitanicus (korábban Mucor circinelloides) a Mucorales nemzetségbe tartozó 

járomspórás gomba. Gombafonalai cönocitikusak, tehát a hifáiban nem vagy csak ritkán 

figyelhetők meg szeptumok (Field és mtsi. 2015) (1. ábra). A gomba micéliumaiban felhalmozódó 

β-karotin lehetővé teszi, hogy az iparban karotintermelő szervezetként alkalmazzák (Naz és mtsi. 

2020), továbbá a karotin bioszintézis tanulmányozása során is kedvelt modellorganizmusnak 

tekinthető (Iturriaga és mtsi. 2000, 2001, 2005; Papp és mtsi. 2006). A M. lusitanicus fonalas 

gombát sikeresen alkalmazták már a járomspórás gombák számos biológiai folyamatának és 

anyagcsere útvonalának hátterében álló genetikai és molekuláris folyamatok feltárására, úgy mint 

a fényérzékelés (Corrochano és Garre, 2010; Vellanki és mtsi., 2018; Yu és Fischer, 2019; 

Navarro és mtsi., 2020), molekuláris szabályozás és jelátviteli útvonalak (Lee és mtsi., 2015; Ruiz-

Vázquez és mtsi., 2015; Calo és mtsi., 2017; Lax és mtsi., 2020), morfológiai dimorfizmus (Lee és 

mtsi. 2015; Moriwaki-Takano és mtsi. 2021; Vellanki és mtsi. 2020), karotin bioszintézis (Zhang 

és mtsi. 2016; Alcalde és mtsi. 2019), patogenitás (López-Fernández és mtsi. 2018; Patiño-Medina 

és mtsi. 2019) és azol rezisztencia (Nagy és mtsi. 2021; Logan és mtsi. 2022).  

 

1. ábra. A Mucorales fajok morfológiája. (a) a Mucor endophyticus CBS 385.95 zigospórája (b) a Mucor bainieri 

CBS 293.63 zigospórája; (c) Mucor multiplex CBS 110662 sporangiospórái; d) fiatal micélium felülnézetben, 

átmenetileg visszahajló sporangiospórákkal; e-f) a Backusella recurva CBS sporangiofórjai és kolumellája; g-h) a 

Pilaira anomla CBS 699.71 sporangiumai i) a Thamnidium elegans CBS 341.5 sporangifórjai; j) a Circinella 

umbellata sporangifórjai; k) a Rhizopus microsporus hifái emberi tüdőszövetben. Méretsávok = 50 µm, kivéve d = 

500 µm (Walther és mtsi. 2019). Saját készítésű fénymikroszkópos képek a M. lusitanicus hifáiról, sporangiumairól, 

valamint csírázó aszexuális spóráiról 20x, valamint 40x nagyításban. 
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 A Mucorales csoport tagjai változatos tulajdonságaik miatt jelentőséggel bírnak az ipar 

és az alapkutatás területén, úgy, mint karotin- (Alcalde és mtsi. 2019) és lipidtermelő (Fazili és 

mtsi. 2022) szervezetek, azonban fontos megemlíteni, hogy néhány fajuk (pl. a Lichtheimia, 

Mucor, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek fajai) ritka, ugyanakkor növekvő incidenciát mutató 

humán megbetegedések, ún. mucormikózisok kiváltására 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 kerülnek leggyakrabban izolálásra a klinikumban a mucormikózis kapcsán, erősen függ a 

földrajzi elhelyezkedéstől. Lanternier és munkatársai által végzett epidemiológiai tanulmány 

szerint a Lichtheimia spp. előfordulása a mucormikózisok kapcsán izolált minták között 

Európában 18-24% közötti, míg hasonló ázsiai és amerikai tanulmányokban a Lichtheimia spp. 

gyakorisága kevesebb, mint 10% volt (Lanternier és mtsi. 2012). India területéről származó 

epidemiológiai adatok alapján a második leggyakrabban izolált kórokozók az Apophysomyces 

fajok (Chakrabarti és mtsi. 2014; Skiada és mtsi. 2022). Az Apophysomyces és a Saksenaea fajok 

nem csak a legyengült immunrendszerrel rendelkező egyéneket képesek megbetegíteni, hanem 

igen nagy gyakorisággal felelősek az egészséges immunrendszerrel bíró páciensek 

bőrnyálkahártyagyulladásáért Ázsiában (Chakrabarti és mtsi. 2014; Prakash és mtsi. 2016). 

Globális tekintetben a Rhizopus arrhizus (korábban Rhizopus oryzae) a leggyakoribb 

mucormikózist kiváltó faj, de jelentősnek tekinthetők a Apophysomyces, Actinomucor, 

Cunninghamella, Cokeromyces, Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor, Saksenaea, Cokeromyces és 

Syncephalastrum nemzetségek képviselői is (Cornely és mtsi. 2019; Mansoor és mtsi. 2022). 

Mindezek mellett új fajok megjelenése is megfigyelhető, úgy, 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 mucormikózis patomechanizmusa 

A környezetünkben előforduló gombaspórák az enyhe és kezelhető allergiás 

megbetegedésektől kezdve a halálos fertőzéseken át sokféle kórképet okoznak. A gombák mind a 

beltéri, mind a kültéri környezetet kolonizálják, így a patogén gombafajok és az emberi 

gazdaszervezetek közötti kölcsönhatás gyakorlatilag elkerülhetetlennek tekinthető (Casadevall 

2012). Az emberi immunrendszer azonban rendelkezik olyan molekuláris mechanizmusokkal, 

amelyek egyszerre támadják a gombakórokozókat és védik a gazdaszervezet barrierfelületeit 

(Nicolás és mtsi. 2020), s ennek következtében a bőr, tüdőhám és nyálkahártya felszínén a 
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veleszületett immunsejtek toborzása rendkívül hatékony védelmet nyújt több ezer gombafajjal 

szemben (Nicolás és mtsi. 2020). A Mucorales fajok által kiváltani képes megbetegedést 

mucormikózisnak nevezzük, melyre jellemző a gyors szöveti invázió és nekrózis, valamint az 

angioinvázió és a disszemináció folyamatai (Laderas és mtsi. 2015; Prakash és Chakrabarti 

2019). A mucormikózis megnyilvánulhat kután/szubkután (bőr), rhino-orbito-cerebrális 

mucormikózis (orr- és szájüreg, szem, agy), pulmonáris (tüdő), gasztrointesztinális (gyomor, 

béltraktus), és disszeminált (Prakash és Chakrabarti 2019) formában, mely a fertőzést kiváltó 

fajjal és a fertőzés útvonalával áll összefüggésben (Walther és mtsi. 2019). 

A Rhizopus és a Rhizomucor fajok spórái elsősorban belégzés útján, míg a Mucor és a 

Lichtheimia fajok főként a bőrt ért sérüléseken keresztül, talajjal vagy szennyezett felületekkel 

való érintkezésekor kerülnek az emberi szervezetbe (Walther és mtsi. 2019). A Mucor fajok 

esetében a fertőzési útvonalnak az ilyen jellegű preferenciája a fent említett nemzetségek 

sporangiumainak különbségével magyarázható (Nicolás és mtsi. 2020). A Mucorales rend egy 

másik fontos jellemzője, amely közvetlenül kapcsolódik a mucormikózis kiváltására való 

képességükhöz, a differenciált termotolerancia, valamint a gomba dimorf természete. Míg a 

Rhizopus és a Lichtheimia fajok termotoleránsak és 37 °C-on is képesek növekedni (Hoffman és 

mtsi. 2007; Cheng és mtsi. 2009), addig a Rhizomucor fajok főképp termofilek, a Mucor fajok 

pedig általában mezofilek (Schipper és mtsi. 1978). Az mucormikózist okozó valamennyi 

járomspórás gombának alkalmazkodnia kell a magasabb hőmérsékleti viszonyokon való 

növekedéshez (Cheng és mtsi. 2009). Ez azt is jelenti, hogy a nem Rhizopus és Lichtheimia 

nemzetségbe tartozó fajoknak további molekuláris adaptáció szükséges ahhoz, hogy a 

gazdaszervezet fagocitikus sejtjeiben a csírázás megvalósulhasson (Nicolás és mtsi. 2020). A 

makrofágok és a neutrofilek a korai immunválasz részeként a mucormikózis elleni védekezés 

alapját képezik. A tüdőt érintő fertőzés során a neutrofilek jelentős beáramlása figyelhető meg, 

azonban a spórák nagy részét az alveoláris makrofágok fagocitálják (Andrianaki és mtsi. 2018). 

Az alveoláris makrofágok nem képesek elpusztítani a nyugvó állapotú Rhizopus spórákat, viszont 

képesek meggátolni a csírázásukat az L-arginin oxidációjából származó nitrogén-oxid termelése 

által (Jorens és mtsi. 1995). A Mucor fajok azonban képesek kikerülni ezt a védekezési 

mechanizmust és a makrofágon belül csírázni in vitro (Li és mtsi. 2011; Lee és mtsi. 2015; Trieu 

és mtsi. 2017) (2. ábra).  
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2. ábra. A makrofágok gombaellenes aktivitása ellen alkalmazott menekülési útvonalak M. lusitanicus-ban (Nicolás 

és mtsi. 2020). 

A neutrofilek fontos szerepet játszanak a gazdaszervezet védekezésében, tekintve, hogy a 

neutropénia a mucormikózis kockázati tényezője (Waldorf és mtsi. 1985). A neutrofil sejtek 

spórákkal való kapcsolódását követően a toll-like receptorok kifejeződése, valamint a 

nekrózisfaktor (TNF)-α, interferon (IFN)-γ és IL-1b fokozott termelődése figyelhető meg (Nicolás 

és mtsi. 2020). A természetes ölősejtek is szerepet játszanak a védekezésben, méghozzá a hifák 

károsítása révén (Schmidt és mtsi. 2013), míg a vérlemezkék antimikrobiális és gombaellenes 

tulajdonságuk révén gyulladáscsökkentő citokinek és kemokinek granuláris szekrécióján keresztül 

képesek gátolni a spórák csírázását (Speth és mtsi. 2014). A M. lusitanicus spórák fagocitózisát 

követően egy olyan komplex génválasz aktiválódik, mely az extracelluláris struktúrákban, az 

anyagcserében és a sejtfalban részt vevő gének differenciált expresszióját foglalja magában 

(Pérez-Arques és mtsi. 2019). Ez a válasz az Atf1 és Atf2 transzkripciós faktorokat is szabályozza, 

amely elősegíti a gomba számára az alacsony pH-n történő csírázást, valamint a kalcineurin 

útvonal által gátolja a fagoszóma érési folyamatait (Pérez-Arques és mtsi. 2019).  

2.3 A CotH fehérje család 

A CotH (spore coat protein H) fehérje családot a Bacillus fajok endospóraképzésének 

folyamatát vizsgálva fedezték fel (Naclerio és mtsi. 1996). A CotH proteinek olyan atipikus protein 

kinázok, melyek a spóraburok kialakítását foszforilációs kaszkádfolyamatok indukálásával 

mediálják, valamint egyes esetekben strukturális elemként is funkcionálnak a spórafalban (Nguyen 

és mtsi. 2016; Lax és mtsi. 2020). Homológjaik számos baktérium- és eukarióta fajban jelen 

vannak, azonban leginkább az endospóraképző Bacillus és a Clostridium baktériumcsoportra, 

valamint a gombák országának, Mucorales rendjére jellemzőek. A CotH proteinek jelenléte a 
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spóraképzésre képes, valamint humán patogén vagy opportunista patogén fajokra jellemző 

(Nguyen és mtsi. 2016).  

Az endosóra felépítésének paradigmáját a Bacillus subtilis alapozta meg, melynek 

összeszerelődéséhez több, mint 70 különböző fehérje szükséges. Ennek a folyamatnak egy fontos 

szabályozó eleme a CotE, melynek szerepe van a külső burokréteg összeszerelésében, az 

endospóra lizozimmal szembeni ellenállásában, valamint az endospóra csírázási 

mechanizmusában. A Bacillus CotH, a sporuláció folyamata során halmozódik fel az érett 

endospórában, ahol a spóraburok kialakítása mellett a csírázási folyamatot mediálja (Isticato és 

mtsi. 2013). A mucormikózis kialakításért felelős R. delemar genomja több CotH fehérjét, köztük 

a CotH1 (RO3G_05018), CotH2 (RO3G_08029), CotH3 (RO3G_11882), CotH4 (RO3G_09277), 

CotH5 (RO3G_01139), CotH6 (IGS-990-880_03186), CotH7 (IGS-990-880_09445) és CotH8 

(IGS-990-880_11474) fehérjéket kódolja (Chibucos és mtsi. 2016). A gombaspórák felszínén 

kifejeződő Rhizopus CotH2 és a CotH3 proteinek a patogén és az endotélsejtek felszínén 

expresszálódó glükóz által szabályozott receptorfehérje (GRP78) kölcsönhatását biztosítják 

(Gebremariam és mtsi. 2014), míg a CotH7 az integrin α3β1 proteinnel való kölcsönhatáson 

keresztül közvetíti az alveoláris epitélsejtek invázióját (Alqarihi és mtsi. 2020). Diabéteszes 

ketoacidózis (DKA) során a GRP78 molekulák szintje jelentősen megemelkedik a sinusokban és 

a tüdőben, ami sebezhetővé teszi a szervezetet a gombafertőzéssel szemben (Liu és mtsi. 2010).  

A cukorbetegség hatására kialakuló mikrokörnyezet, vagyis a magas glükóz, szabad vas és 

a ketontestek által kiváltott ER stressz válaszaként a GRP78 kifejezett reprezentációja figyelhető 

meg az endotél sejtek felszínen (3. ábra). Amint a GRP78 a sejtfelszínen exponálódik (csGRP78), 

a CotH3 fehérjén keresztül létrejön a Rhizopus delemar hifáival való receptor-ligand kölcsönhatás. 

A gombaspórák csírázását követően a R. delemar hifáknak a bazális membránban lévő lamininhez 

és IV. típusú kollagénhez való kapcsolódása lehetővé teszi az adhéziót, valamint az inváziót az 

interstitiumba, mely angioinvazív folyamatokat generál. A mikrokörnyezeti egyensúlyhiány 

kedvező feltételeket biztosít a gomba növekedéséhez: energiát (magas glükóz), szabad vasat a 

metabolikus szükségleteihez, valamint a ketontestek által létrehozott kedvező savas környezetet. 

Eközben a folyamatos GRP78 kifejeződés az endotélsejtek felszínén lehetővé teszi a hifák 

számára, hogy lehorgonyozzanak, majd kölcsönhatásba lépjenek az endotélsejtek luminális 

felszínén expresszálódó GRP78 receptorral. A hifák internalizálódása az erek lumenébe az 

extrinsic koagulációs útvonal aktiválódását indukálja, mely sejtkárosodást, majd a trombus 
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kialakulását váltja ki. Ez iszkémiát és tartós hipoxiát eredményez, ami a szövetek infarktusát és az 

azt követő nekrózist generálja. Végül, a megváltozott mikrokörnyezet ezen betegek különböző 

szöveti kompartmentumaiban GRP78 túltermelést generál, ami lehetővé teszi a Rhizopus fajok 

számára, hogy bármilyen típusú epiteliális vagy endoteliális sejtben hozzáférjenek a CotH 

proteinhez, további invazív folyamatokat generálva (Morales-Franco és mtsi. 2021). 

 

3. ábra. A cukorbetegség és a CotH protein által közvetített mucormikózis kapcsolata (Morales-Franco és mtsi, 2021).  

A SARS-CoV2 fertőzést jellemző magas GRP78 kifejeződés, valamint a kortikoszteroidok 

rendszeres használata két olyan egyedi tényező volt a koronavírus járvány második hulláma során, 

mely erős hatással volt a Covid asszociált mucormikózisos esetszámokra (Gumashta és Gumashta 

2021; Dogra és mtsi. 2022).  

A Rhizopus CotH3 fehérje ellen termelt IgG antitestek védelmet biztosítottak a DKA-ban 

és neutropeniában szenvedő egerek számára a mucormikózis kialakulása ellen (Gebremariam és 

mtsi. 2014). Mindezek tudatában elmondhatjuk, hogy az anti-CotH3 antitestek ígéretes jelölteknek 

tekinthetők a mucormikózis immunterápiás kezelésében (Gebremariam és mtsi. 2020). A cotH 

gének univerzális jelenléte a Mucorales rendben, valamint jelenlétük hiánya a nem patogén 

fajokban potenciális biomarkerként azonosítja e fehérjecsaládot a mucormikózis diagnózisának 

felállításához (Baldin és mtsi. 2018). Fennáll a lehetősége annak, hogy a CotH proteinek elleni 

immunterápia nem csak kizárólag az adott faj, hanem egy szélesebb gombacsoport ellen is 

védelmet biztosít. Ez különösen fontos abból a szempontból, hogy a fajok közti morfológiai 

hasonlóság, valamint a betegség gyors lefolyása gyakran kizárja a fajazonosítás lehetőségét 

(Gebremariam és mtsi. 2014).  
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A M. lusitanicus gyakran használt modellorganizmus a mucormikózis morfogenezisének 

és patogenezisének tanulmányozásában (Li és mtsi. 2011; Vellanki és mtsi. 2020). E gomba 

genomjában 17 lehetséges cotH gént azonosítottunk, amelyek szerepe a patogenitásban, valamint 

a gomba élettani folyamatiban korábban nem volt tisztázott. Kutatócsoportunk korábban feltárta 

egyes CotH proteinek szerepét a virulenciában, az eltérő hőmérsékletekhez való adaptációban, a 

sejtfal és spórafal szerkezetének, továbbá a sporangiumok falának, valamint a spórák méretének 

kialakításában M. lusitanicus fonalas gombában. A cotH3 és a cotH4 gének diszrupciója kevésbé 

virulens törzseket eredményezett Drosophila fertőzési modellben, míg a CotH4 protein hiányában 

a mutáns törzs avirulensnek mutatkozott DKA egér modellben (4. ábra). 

 

4. ábra. Virulencia-vizsgálatok a cotH mutánsokkal. (A) A cotH mutánsokkal és a kontroll M. lusitanicus MS12+pyrG 

és CBS277.49 törzsekkel fertőzött Drosophila melanogaster (n=60) túlélése. (B) A cotH mutánsokkal és a kontroll 

M. lusitanicus MS12+pyrG és CBS277.49 törzsekkel fertőzött Galleria mellonella (n=20) lárvák túlélése. (C) A cotH 

mutánsok virulenciája DKA egérmodellben intratracheális fertőzést követően (Szebenyi és mtsi. 2023). 

A Galleria mellonella nagy viaszmoly lárva szintén széles körben használt nem gerinces 

modellorganizmus a különböző fonalas gombák, például a Mucorales fajok patogenitásának 

vizsgálatára (Li és mtsi. 2011; Vellanki és mtsi. 2020; Maurer és mtsi. 2019). E 

modellorganizmuson végzett vizsgálataink szintén megerősítették a CotH4 fehérje virulenciában 
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betöltött szerepét. Fontos megemlíteni azonban, hogy a cotH3 mutáns nem mutatott csökkent 

virulenciát Galleria mellonella modellben, viszont emelkedett GRP78 expressziót mutató DKA 

egérmodellben igen. Annak ellenére, hogy a korábbi szakirodalmi adatok kizárólag az olyan CotH 

proteineket teszik felelőssé a gombafertőzés mediálisáért, melyek rendelkeznek a CotH-

motívumként elnevezett "MGQTNDGAYRDPTDNN" aminosav szekvenciával. A Mucor CotH3 

protein viszont egy olyan spóra felszíni fehérje, mely nem motívum hordozó, valamint 

filogenetikai analízisünk alapján nem áll közeli rokonságban a korábban említett Rhizopus CotH3 

proteinnel. A Mucor patomechanizmusa kapcsán felmerül tehát egy olyan mechanizmusnak is a 

jelenléte, mely nem kizárólag a GRP78-CotH által valósul meg.  

3 Célkitűzések 

Az elmúlt két évtizedben a mucormikózis a harmadik leggyakoribb invazív gombafertőzéssé 

vált a vérképzőszervi daganatokban szenvedő és szervátültetett betegek körében, valamint az 

esetszámok jelentős növekedését figyelhettünk meg a SARS-CoV-2 pandémia ideje alatt. A CotH 

fehérjecsalád egyes tagjai elengedhetetlenek a Rhizopus fajok által kiváltott mucormikózis 

patomechanizmusában, azonban a szintén számos spóra felszíni fehérjét kódoló Mucor fajokban 

szerepük tisztázatlan. Korábbi eredményeink alapján a CotH3 és CotH4 proteinek virulencia 

faktorai a M. lusitanicus fonalas gombának, és potenciális terápiás célpontnak tekinthetők a 

mucormikózisos megbetegedések ellen. A CotH3 fehérje kapcsán szerzett tudásunk alapján 

azonban fennáll a lehetősége annak is, hogy nem csak a CotH-motívum hordozó proteinek 

játszanak szerepet a járomspórás gombák patomechanizmusában.  

Mindezek alapján célul tűztük ki: 

a) egy olyan CotH proteint kódoló gén eltávolítását a M. lusitanicus genomból CRISPR 

rendszer segítségével, mely nem tipikusan CotH-motívum hordozó, de mégis spóra 

felszíni proteinnek tekinthető, 

b)  a létrehozott mutáns átfogó genetikai és fiziológiai jellemzését, 

c)  a CotH fehérjék patogenitásban betöltött szerepének vizsgálatát in vivo Galleria 

mellonella modellben, 

d) a cotH mutáns törzsek sporulációs folyamatainak vizsgálatát. 
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4 Anyagok és módszerek 

4.1 A kutatás során felhasznált törzsek és sejtvonalak 

A transzformációs kísérletekhez a M. lusitanicus CBS277.49 izolátum leuA és pyrG 

kétszeres auxotróf mutáns MS12 törzsét alkalmaztuk (Benito és mtsi. 1992, Szeged Microbial 

Collection, University of Szeged, Hungary (SZMC) 12082). Kísérleteinkhez a továbbiakban 

felhasználtuk a M. lusitanicus CBS277.49 MS12 törzsének leuA és pyrG kétszeres auxotróf 

mutáns pyrG komplementált (MS12+pyrG) törzsét, amelyet kutatócsoportunk hozott létre 

CRISPR-Cas9 génszerkesztéssel. Kísérleteinkbe bevontuk továbbá a kutatócsoportunk által 

létrehozott MS12-ΔcotH1+pyrG, MS12-ΔcotH2+pyrG és MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-

ΔcotH4+pyrG, MS12-ΔcotH6+pyrG, MS12-ΔcotH9+pyrG, MS12-ΔcotH12+pyrG, MS12-

ΔcotH13+pyrG és MS12-ΔcotH16+pyrG törzseket. Az in vivo patogenitási vizsgálatokat 

viaszmoly (Galleria mellonella) lárvák (BioSystems Technology, TruLarv) bevonásával végeztük. 

4.2 Alkalmazott táptalajok, tápoldatok és tenyésztési körülmények 

4.2.1 A tenyésztés során alkalmazott táptalajok/tápoldatok 

A kísérletek során felhasznált vegyületek a VWR Chemicals gyártótól származtak, ettől 

eltérő esetben a gyártót külön feltüntettük. 

4.2.2 Malátás táptalaj/tápoldat (MEA) 

1% (m/V) malátakivonat; 0,5% (m/V) élesztőkivonat; 1% (m/V) D-glükóz; desztillált víz 500 ml-

ig kiegészítve; a szilárd táptalaj előállítása során 2% (m/V) agart adunk a tápoldathoz. 

4.2.3 Minimál táptalaj/tápoldat (YNBM) 

0,15% (m/V) Na-L-glutamát; 0,15% (m/V) ammónium-szulfát; 1% (m/V) D-glükóz; 0,05% (m/V) 

élesztő nitrogénforrás (YNB) (Sigma-Aldrich); desztillált víz 500 ml-ig kiegészítve; 

Szükség esetén a táptalajt 0,05% (m/V) uracillal (Sigma-Aldrich) és/vagy 0,05% (m/V) leucinnal 

(Sigma-Aldrich) egészítettük ki. A szilárd táptalaj előállítása során 2% (m/V) agart adunk a 

tápoldathoz. A polietilén-glikol (PEG)-mediált protoplaszt transzformálás alkalmával a szelekciós 

táptalajként 1% (m/V) agart és 0,8% (m/V) szorbitolt tartalmazó YNBM, illetve 2% (m/V) agart 

és 0,8% (m/V) szorbitolt tartalmazó YNBM táptalajokat alkalmaztuk. 
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4.2.4 Élesztő-glükóz táptalaj (YEG) 

0,5% (m/V) élesztőkivonat; 1% (m/V) D-glükóz; desztillált víz 500 ml-ig kiegészítve; a szilárd 

táptalaj előállítása során 2% (m/V) agart adunk a tápoldathoz. 

4.3 A kísérletek során felhasznált oldatok és pufferek 

4.3.1 10x PBS oldat (foszfát pufferelt sóoldat) 

0,2% (m/V) KCl; 0,24% (m/V) KH2PO4 (pH=7,4); 1,44% (m/V) NaHPO4; 8% (m/V) NaCl; 

desztillált víz 500 ml-ig kiegészítve. 

4.3.2 PEG-mediált transzformációhoz és protoplasztképzéshez felhasznált oldatok 

• CaCl2 (1 M): 14,0702 g CaCl2; 100 ml-ig desztillált vízzel kiegészítve. 

• PEG 4000 (60%-os): 60 g PEG 4000; 100 ml-ig desztillált vízzel kiegészítve. 

• Szorbitol (2,4 M): 43,72 g szorbitol; 100 ml-ig desztillált vízzel kiegészítve. 

• MOPS (3-N-morfolin-propánszulfonsav) (0,5 M): puffer, 5,231 g MOPS, 50 ml-ig 

desztillált vízzel kiegészítve. 

• Nátrium-foszfát puffer: 3,725 g (75 mM) NaH2PO4 és 1,275 g (25 mM) Na2HPO4 100 

ml desztillált vízben feloldva. 

• Protoplasztáló oldat: (30 ml végtérfogatban) 10 ml 2,4 M szorbitol; 17 ml desztillált víz; 

3 ml 100 mM Nátrium-foszfát puffer, 0,45 g (1,5%(m/V)) csigaenzim por. 

• PEG 4000-szorbitol-MOPS-kálcium-klorid (PMC): (21,3 ml végtérfogatban) 13,33 ml 

60%-os PEG 4000; 6,6 ml 2,4 M szorbitol; 400 μl l 0,5 M MOPS; 1 ml 1 M CaCl2. 

• Szorbitol-MOPS-kálcium klorid (SMC): (50 ml végtérfogatban) 6,6 ml 2,4 M szorbitol; 

1 ml 0,5 M MOPS; 2,5 ml 1 M CaCl2; desztillált vízzel kiegészítve 50 ml-ig. 

4.3.3 Galleria mellonella in vivo fertőzéshez használt oldat  

• IPS (Insect Physiological Saline): 150 mM NaCl; 5 mM KCl; 10 mM EDTA és 30 mM 

nátrium-citrát 0,1 M Tris–HCl-ban (pH=6,9). 

4.4 A vizsgálat módszerei és körülményei 

4.4.1 Genomi DNS kinyerése 

Az M. lusitanicus törzsek genomi DNS-ének kinyeréséhez a kísérlet során a ZR 

Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research) kit-et alkalmaztuk, a gyártó utasításának 

megfelelően. A genomi DNS kivonásának sikerességét 0,8%-os agaróz gélen ellenőriztük.  
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4.4.2 Agaróz gélelektroforézis 

DNS fragmentek szeparálását agaróz gélelektroforézis segítségével végeztük el. Az agaróz 

gélek elkészítéséhez, továbbá futtató pufferként Tris-ecetsav-dinátrium-EDTA puffert (TAE; 40 

mM Tris-ecetsavat (pH=7,6); 1 mM Na2EDTA oldatban) használtunk fel. A fragmentumok 

láthatóvá tételéhez etídium-bromidos festést alkalmaztuk (etídium-bromid 10 mg/ml, desztillált 

vízben oldva; (Sigma-Aldrich)). A DNS mintához mintafelvivő puffert adtunk (6x LD puffer 

(Thermo Scientific), majd a genomi DNS-ek futtatását 0,8-1% (m/V)-os gélen végeztük, 80-100 

V-os feszültségen 1 órán át, kísérlettől függően. Az 1 kb-os molekulasúly markernek (Thermo 

Scientific) 4:1:1 arányú keverékét használtuk fel (steril desztillált víz- molekulasúly marker- 6x 

DNS mintapuffer) a DNS fragmentumok méretének meghatározásához. A DNS detektálását UV 

fény segítségével végeztük el. 

4.4.3 DNS visszanyerése agaróz gélből 

A DNS-t tartalmazó gél sávokat UV fény alatt figyeltük meg, majd steril szike segítségével 

izoláltuk vissza a 0,8-1%-os agaróz gélből. A kivágás után Zymoclean Large Fragment DNA 

Recovery Kit (Zymo Research) használatával nyertük vissza a DNS-t az agaróz gélből, a gyártó 

utasításainak megfelelően.  

4.4.4 RNS tisztítás gombasejtekből és cDNS szintézis (reverz transzkripció)  

Gombasejtekből történő RNS tisztításhoz Quick-RNA MiniPrep kitet (Zymo Research) 

használtunk a gyártó utasításainak megfelelően. Az izolált RNS mennyiségét NanoDrop 

spektofotométer (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Scientific™) segítségével határoztuk meg. 

Az RNS minták integritását 2%-os, RNáz mentesített agaróz gélen ellenőriztük. DNáz kezelt RNS 

mintákból a reverz transzkripciót Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 

Scientific™) segítségével végeztük el. Egy reakcióhoz 0,25 μl oligo(dT)18 és 0,25 μl random 

hexamer (10 μM) indítószekvenciákat használtunk fel (1. táblázat). A cDNS szintézist a gyártó 

utasításainak megfelelően végeztük el. 

4.4.5 Kísérletek során alkalmazott indítószekvenciák tervezése és PCR technika 

A PCR reakcióhoz szükséges oligonukleotid szekvenciák tervezéséhez a PerlPrimer v1.1.5 

számítógépes programot alkalmaztuk (Marshall 2004). Az általunk tervezett indítószekvenciákat 

az 1. számú táblázatban mutatjuk be. Kísérleteink során különböző PCR technikákat 

alkalmaztunk. A reakciókat T3 Thermocycler (Biometra) készülékben végeztük. 
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1. számú táblázat. A kísérletek során felhasznált indítószekvenciák listája. 

A dolgozatban szereplő géndiszrupciók megvalósításához használt indítószekvenciák 

A cotH12 gén elrontására tervezett primerek 

MccotH12/1 TCGCTATCTGTTGTGATGGAC 

 

AAGATGTTGGGATATTCAGTGG 

Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) MccotH12/2 

MccotH12/3 GTATGGGTGTCGCTGAATGG 

 

TGTGTCGATCAACAATGCTACTC 

A cotH12 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) MccotH12/4 

MccotH12/5 
TTAACCAGATCCACTGGATATCCCAAC 

ATCTTTGCCTCAGCATTGGTACTTG 

 

TCTAGCATTGACCCATTCAGCGACACC 

CATACGTACACTGGCCATGCTATCG 

A pyrG saját promóterével 

és terminátor 

szekvenciájával MccotH12/6 

MccotH12/7 AATGCTTTCGTGTCAGAAGG 

 

TACACAACAAATCTCGACTCCTG 

Fúziós PCR termék 

MccotH12/8 

A cotH12 gén diszrupciójának ellenőrzésére használt indítószekvenciák 

MccotH12/RTfw GATGCTGTTATCAAGTCTCCC 

A cotH12 gén egy szakasza 

MccotH12/RTrev AGTTCCAAAGAGTCCATTGAG 

qRT-PCR során alkalmazott referenciagénre tervezett indítószekvenciák 

McAktin1  CACTCCTTCACTACCACCGCTGA 
Az aktin (ACT1) gén egy 

szakasza 
McAktin2 GAGAGCAGAGGATTGAGCAGCAG 

 

4.4.6 Fúziós konstrukciók kialakítása 

A cotH12 mutáns létrehozása céljából „Fúziós PCR” segítségével (Szewczyk és mtsi. 2006) 

diszrupciós kazettákat állítottunk elő. A módszerhez a Phusion Flash High-Fidenlity PCR Master 

Mix (Thermo Scientific) kit-et alkalmaztuk, a gyártó utasításainak megfelelően. A munkafolyamat 

során felhasznált indítószekvenciákat, melyeket 10 μM-os koncentrációban alkalmaztuk, az 1. 

számú táblázatban foglaltuk össze. A célgénünkkel homológ régiók felszaporításának 

körülményei a következők voltak: A kezdeti denaturáció 98 °C-on 10 másodpercig; 30 cikluson át 

1 másodperces denaturáció 98 °C-on; hibridizáció 58 °C-on 5 másodpercig, majd elongáció 72 °C-
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on 35 másodpercig; utópolimerizáció 72 °C-on 1 percig. Szelekciós markerként az orotidin-5-

foszfát-dekarboxilázt kódoló és az uracil auxotrófiát komplementálni képes pyrG (Benito és mtsi. 

1992) gén volt (5-10 ng), melyet korábban CloneJet PCR cloning Kit-ben található pJET1.2 

(Thermo Scientific) klónozó vektorba építettük a gyártó utasításait követve és a felhasználásig 

Escherichia coli kompetens sejtekben tartottunk fenn. A reakciókörülmények a pyrG gén 

felszaporításához a következők voltak: kezdeti denaturáció 98 °C-on 10 másodpercig; 30 cikluson 

keresztül denaturáció 98 °C-on 1 másodpercig; hibridizáció 63 °C-on 5 másodpercig; 

polimerizáció 72 °C-on 45 másodpercig, valamint 72 °C-on 1 másodpercig utópolimerizáció. A 

fúziós termékek létrehozásához 1:1:1 arányban használtuk a fragmentumokat, majd a fúziós PCR 

termékeket 0.8%-os agaróz gélen ellenőriztük és a Zymoclean Large Fragment DNA Recovery 

Kit (Zymo Research) használatával nyertük vissza, a gyártó utasításainak megfelelően. A kapott 

PCR termékeket a Zymoclean DNA Clean & ConcentratorTM-5 (Zymo Research) kit által 

tisztítottuk, a gyártó utasításainak megfelelően. 

4.4.7 qRT-PCR reakciók a transzkripciós szintek meghatározásához  

A méréseket monosporangiális telepekből izolált RNS-ről reverz transzkripcióval 

előállított cDNS-ből végeztük el CFX96 Real Time System (Bio-rad) berendezés és 2x Maxima 

SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific™) segítségével. A reakció első lépése egy 95 

°C-os, 3 perces elődenaturáció, majd ezt követi 40 ciklus az alábbi paraméterekkel: 95 °C, 1 perc; 

60 °C, 30 s; 72 °C, 30 s. Az így kapott eredményeket a 2-ΔΔCt módszer segítségével értékeltük ki 

(Livak és Schmittgen 2001). Belső kontrollként a M. lusitanicus aktin (ACT) génjét használtuk 

(Nagy és mtsi. 2014, Dankai és mtsi. 2015). Minden mérés legalább 3 technikai párhuzamossal 

történt. A reakciókban használt indítószekvenciák listáját az 1. számú táblázat tartalmazza. 

4.5 Gombasejtek transzformálása és fenntartása 

4.5.1 Gombasejt protoplaszt transzformáció CRISPR-Cas9 rendszer segítségével 

A transzformálási kísérleteket a van Heewijck és Roncero (1984) által feljegyzett PEG-

mediált transzformációt alkalmazva végeztük el. Az MS12 törzset minimál táptalajon, 4 napig, 

állandó megvilágítás mellett tenyésztettük, majd steril desztillált vízzel történő mosást követően a 

spóraszuszpenzióból oltótű segítségével celofánkoronggal lefedett YEG táptalajra oltottunk. A 

tenyészeteket 28 °C-on 16 órán keresztül neveltük, majd a micéliumkorongokat protoplasztáló 

oldatba helyeztük és 2 órán át, szobahőmérsékleten rázatva inkubáltuk (50 RPM). A gombasejtfal 
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emésztéséhez a Mikrobiológiai Tanszék munkatársai által készített, éticsiga (Helix pomatia) 

gyomorból preparált lítikus emésztőenzimet használtunk fel. A protoplasztokat tölcsérbe helyezett 

steril gézen szűrtük át az SMC oldattal való mosás során. A centrifugálással (2162 x g, 10 perc, 4 

°C) összegyűjtött protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk át, amit újabb centrifugálás után 250 

μl SMC pufferben vettünk fel. A protospacer szekvenciákkal kölcsönható Alt-R CRISPR crRNS 

és Alt-R CRISPR-Cas9 tracrRNS molekulákat az IDT-től (Integrated DNA Technologies) 

szereztük be. A crRNS:tracrRNS duplexek (gRNS) létrehozásához a Nuclease-Free Duplex 

Buffer-t (IDT) használtuk. A cotH12 gén elrontása céljából 250 μl SMC pufferbe felvett 

protoplasztokhoz 10 μg fúziós PCR terméket, a génekre specifikus 100 μM gRNS-t (IDT), 10 μM 

Cas9 endonukleázt (IDT) és 20 μl PMC puffert adtunk. További 2,5 ml PMC puffer hozzáadása 

után a mintákat 25 percig szobahőmérsékleten inkubáltuk, majd azokat 25 ml SMC pufferrel 

hígítva centrifugáltuk (2162 x g, 10 perc, 4 °C). 20 ml SMC pufferrel mostuk a sejteket, majd az 

ezt követő centrifugálási lépést (2162 x g, 10 perc, 4 °C) után a kiülepített sejteket, 200 μl SMC-

ben vettük fel, és szorbitollal kiegészített YNBM fedőagarba (1% (m/V) agar) helyezve (0,05% 

(m/V)) leucint tartalmazó YNBM csészékre öntöttük (2% (m/V) agar). A csészéket két napig, 

fénytől elzárva, majd egy napon át állandó megvilágítás mellett, 28 °C-on inkubáltuk.  

4.6 Transzformáns törzsek karakterizálása 

4.6.1 Növekedési képesség vizsgálata 

A gombasejteket 7 napos, 25 °C-on történő inkubáció és állandó megvilágítás mellett 

előneveltük. A spórák növekedési képességének meghatározásához a telepekről steril desztillált 

vízzel gyűjtöttük le a spórákat, majd a spóraszuszpenzió koncentrációját 106/ml-re állítottuk be. 

30 ml mennyiségű minimál táptalajra egy pontban történő leoltást végeztünk el, 20 μl 

végtérfogatban, majd a csészéket steril fülke alatt beszárítottunk. A leoltástól számítva 4 napon 

keresztül vizsgáltuk a növekvő telepek átmérőjét. A növekedés vizsgálatokat különböző 

hőmérsékleteken (20, 25, 35 °C) végeztük el. Az anaerob (mikroaerofil) tenyésztéseket BBL 

GasPak Anaerobic System (Beckton Dickinson) segítségével végeztük, 25 °C-on. 106/ml-re 

állítottuk be a spórakoncentrációt, majd leoltást követő 2. napon a telepek szélein látható növekvő 

hifákat, a telepek átmérőjét, valamint az esetleges citoplazmakiáramlásokat fénymikroszkóppal 

vizsgáltuk. A törzsek abszolút növekedését mikroaerofil és aerofil tenyésztésben a telepátmérő 

adatok alapján a következőképpen számoltuk ki: [a mutánsok növekedése az adott körülmények 
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között] / [a kontroll növekedése az adott körülmények között] × 100. A 100%-ot a kontroll adott 

körülmények közötti növekedésének tekintettük. 

4.6.2 Spórázási kapacitás vizsgálata 

A 7 napig, 25 °C-on nevelt M. lusitanicus tenyészetekről 50 ml steril desztillált víz 

felhasználásával a telepekről összegyűjtöttük a gombaspórákat, majd meghatároztuk a minták 

spórakoncentrációját. A vizsgálat során 3 technikai párhuzamossal dolgoztunk. 

4.6.3 Mucor lusitanicus sporangiumok fénymikroszkópos vizsgálata 

7 napos, 25 °C-on nevelt tenyészetekből steril csipesszel a tenyészetek széléből mintát 

vettünk, majd azokat tárgylemezre helyezve rögzítettük. Az így előkészített preparátumokat 

fénymikroszkóp (Zeiss) alatt vizsgáltuk különböző (tíz, húsz, valamint negyvenszeres) 

nagyítással. 

4.6.4 Mucor lusitanicus sporangiospóráinak életképesség vizsgálata 

A 4 napos tenyészetekről 10x PBS oldatban legyűjtöttük a spórákat. Ezt követően a spórák 

csíráztatását 10 ml DMEM tápoldatban, 2x105 sporangiospóra/ml koncentrációban, 37 °C-on, 100 

RPM rázatás mellett indukáltuk. Az inkubációs idő elteltével (4 h) centrifugáltuk a sejteket (2162 

x g, 10 perc), majd azokat 500 µl DMEM tápoldatba vettük fel és 2,5 µl FUN1 festék 

hozzáadásával 37 °C-on 30 percig inkubáltuk. PBS oldattal történő mosást követően a mintákat 

tárgylemezre helyeztük, majd fény- és fluoreszcens Zeiss Axioscope 40 mikroszkóppal és 

Axiocam Mrc kamerával vizsgáltuk. Az alkalmazott fluoreszcens csatornák a DY-590 (581 nm-

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

4.6.5 SEM mintapreparáló lépések 

7 napos, 25 °C-on nevelt tenyészetekből dugófúróval 20-20 db mintát készítettünk. A 

mintákat 2,5%-os (V/V) glutáraldehidet tartalmazó 0,05 M-os cacodylate pufferben (pH=7,5) 2 

órán át inkubáltuk 25 °C-on. Ezt követően a micéliumokat 50%, 70%, 80%, 90% és 98%-os 

etanollal 2x15 perces időtartamokban víztelenítettük. A mintákat ezután terc-butil-alkohol: 

abszolút etanol 1:2, 1:1, 2:1 arányú keverékébe, majd 100%-os terc-butil alkoholban inkubáltuk 

2x1 órán át 25 °C-on. A mintákat tömény terc-butil alkoholban 4 °C-on tároltuk, majd 4 órán át 

liofilizálóban fagyasztva szárítottuk. Az így előkezelt micéliumokat a mintatartó korongra 

rögzítettük, majd a szükséges aranyréteg felvitelét követően (Quorum Technologies SC 7620 

’Mini’) a Hitachi S4700 SEM segítségével vizsgáltuk Petkovits Tamás segítségével.  
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4.7 In vivo vizsgálatok 

4.7.1 Galleria mellonella in vivo fertőzési modell 

A kísérlet megkezdése előtti éjszaka a 0,18-0,35 g tömegű G. mellonella lárvákat 

(BioSystems Technology, TruLarv) 28 °C-on, sötétben inkubáltuk a fertőzés megkezdéséig. A 

fertőzés előtt etanollal sterilizáltuk a lárvák hasi oldalát, ezt követően az utolsó lábkezdeményen 

keresztül fertőztük a lárvákat 20 μl IPS-ben szuszpendált 5x106 gombaspórával U-100 ((29G) x 

12,7 mm) steril inzulinos tű segítségével (BD Micro-FineTM). Törzsenként 20 lárvát injektáltunk, 

kontrollként 20-20 μl IPS oldattal fertőztünk. A fertőzést követően a lárvákat 28 °C-on, sötétben 

tartottuk, túlélésüket napi rendszerességgel ellenőriztük.  

4.8 Statisztikai analízis 

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

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

ha p<0,05 volt. A G. mellonella kísérletek során a lárvák túlélését GraphPad Prism v 7.0 szoftver, 

Survival Curve beállításával szemléltettük, a szignifikanciaszinteket nem-parametrikus Gehan-

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

Kutatócsoportunk egyik irányvonala a spóra felszíni proteinek szerepének tisztázása M. 

lusitanicus fonalas gombában, mely során diszrupciós mutánsok létrehozásával ismeretlen 

szereppel bíró cotH géneket vizsgálunk. Céljaink között szerepelt a cotH diszrupciós könyvtár 

bővítése, így megkezdtem egy új mutáns törzs létrehozását CRISPR-Cas9 rendszer segítségével.  

5.1 A CotH12 protein in silico analízise 

A CotH-domén (Pfam: PF08757) a CotH fehérjecsaládra jellemző egyedi fehérje 

alegység (Nguyen és mtsi. 2016). Ezen alegység egyes aminosavainak pozíciója konzervált, 

azonban a domén egésze nagy változatosságot mutat a CotH-szerű proteinek körében. A M. 

lusitanicus opportunista humán patogén fonalas gomba teljes genomja 2010 óta elérhető 

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci3.home.html) (Corrochano és mtsi. 2016), így első 

lépésben az adatbázisból kigyűjtöttük a vizsgálni kívánt gén nukleotid szekvenciáját a JGI (Joint 

Genome Institute) adatbázisból, majd a nukleotid szekvenciát aminosav sorrendé alakítottuk az 

Expasy Translate Tool segítségével és megkezdtük a protein bioinformatikai elemzését. 

Eredményeink alapján a CotH12 egy 607 aminosav hosszúságú, 67,92 kDa nagyságú protein, mely 

rendelkezik szignál peptiddel, valamint glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)-horgonnyal. A 

szakirodalomból ismert CotH-motívum nem található meg aminosav szekvenciájában. A szignál 

szekvencia jelenléte, valamint a PSORT WWW Server WoLF PSORT: Protein Localization 

Predictor program (Horton és mtsi. 2007) által kapott eredményeink alapján feltehetőleg 

extracelluláris természetű protein. Szekvenciahasonlóságot vizsgálva más CotH proteinekkel 

megállapítottuk, hogy a R. delemar CotH4, valamint a M. lusitanicus két másik, a CotH1 és CotH2 

fehérjéivel alkot közös kládot.  

 

5. ábra. A cotH12 gént hordozó kládot bemutató Maximum Likelihood fa egy része. Az ágak felett csak a 

maximális valószínűségű elemzésekből származó >95 %-os bootstrap-értékek szerepelnek. 
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5.2 Diszrupciós kazetták létrehozása fúziós PCR segítségével 

A cotH12 gén elrontásának homológ rekombináción alapuló megvalósítása céljából olyan 

diszrupciós kazettát hoztunk létre, amely hordozza a cotH12 génnel homológ szekvenciákat, 

valamint az uracil auxotrófiát komplementálni képes pyrG gént. Abban az esetben, ha a 

genomszerkesztés sikeressé válik, a célgénbe ékelődő szelekciós gén hatására a cotH12 

működésképtelenné válik és az így előállított mutáns törzs képes lesz uracil mentes, leucinnal 

kiegészített szelektív táptalajon növekedni (6. ábra).  

 

6. ábra. A cotH12 gén elrontására tervezett kazetta sematikus képe. A) A cotH12 gén eredeti, genomi 

elrendeződése. B) HDR javító mechanizmus során donor DNS-ként szolgáló diszrupciós kazetta felépítése. Bal oldali 

sárga téglalap (5’ UTR régió): a deletálni kívánt géntől 5´ irányba található szekvencia: felszaporítása az 

„MccotH12/1” és „MccotH12/2” indítószekvenciája párokkal történt meg (fekete nyilak). Jobb oldali sárga téglalap 

(3´ UTR régió): az elrontani kívánt géntől 3´ irányba található szekvencia, amelyet az „MccotH12/3” és „MccotH12/4” 

indítószekvencia párok segítségével szaporítottunk fel (fekete nyilak). Piros téglalap: szelekciót biztosító auxotróf 

marker gén szekvenciája: elkészüléséhez az „MccotH12/5” és „MccotH12/6” indítószekvenciákat használtuk fel 

(fekete nyilak). A három komponens összeépítéséhez az „MccotH12/7” és az „MccotH12/8” indítószekvenciákat 

alkalmaztuk. 

A diszrupciós kazettákkal, valamint a CRISPR-Cas9 rendszerrel történő (7. ábra A) 

transzformálást követően tíz gombatelep jelent meg a szelektív táptalajon. Egymás után többször 

(4-5 átoltás), is elvégeztük a monosporangiális telepek izolálását, majd megkezdtük a 

transzformánsok molekuláris ellenőrzését. A szülői MS12 törzs esetében a működőképes cotH12 

gén mérete 4377 bp, az integrációt követően várt géntermék mérete pedig 4970 bp, így tehát 

molekuláris szinten is szelektálni tudtuk a kapott telepek közül a feltételezett mutáns izolátumokat 

a nested („MccotH12/7” és az „MccotH12/8”) indítószekvenciák segítségével (7. ábra B). Ezt 
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követően az 5’ nem transzlálódó régióra tervezett előremutató és a szelekciós markergén 

felszaporítására használt reverz indítószekvenciák (1. számú táblázat), valamint a pyrG génre 

tervezett előremutató, valamint a terminális régióra tervezett reverz indítószekvenciák segítségével 

felszaporított szakaszok szekvenciájának amplifikálásával igazoltuk a pyrG megfelelő helyre 

történő integrációját (7. ábra C). A PCR alapú előszelekciót követően qRT-PCR segítségével 

vizsgáltuk az elrontani kívánt gének kifejeződését, mely alapján megállapítottuk, hogy a 

génszerkesztést követően a cotH12 gén expressziója nem volt detektálható (8. ábra). A 

transzformánsok mitótikus stabilitásának vizsgálatát is elvégeztük. Ennek érdekében néhány 

transzformáns gombatelepet MEA táptalajon növesztettünk 28 °C-on 4-7 napig, majd a 

sporangiospórák lemosása után azokat ismét MEA táptalajra szélesztettük. Ezt 15 alkalommal 

megismételtük, végül a sporangiospórákat szelektív táptalajra oltottuk. További kísérleteinkhez 

két izolátumot választottunk ki, melyet MS12-ΔcotH12+pyrG/1, valamint MS12-

ΔcotH12+pyrG/2 névvel láttunk el.  

 

7. ábra. Az MS12-ΔcotH12-pyrG mutáns molekuláris ellenőrzése. A cotH12 gén elrontása céljából létrehozott 

diszrupciós kazetták agaróz gélelektroforézises mintázata (A), valamint a transzformálás során kapott telepek PCR 

általi ellenőrzése a „MccotH12/7” és az „MccotH12/8” (nested) indítószekvenciák (B), továbbá az „MccotH12/1” 

(promóter fw) és „MccotH12/6” (pyrG rev) és a „MccotH12/5” (pyrG fw) és „MccotH12/4” (terminális rev) 

segítségével. Kontrollként az MS12 genomi DNS-ét alkalmaztuk (C). GeneRuler 1 kb DNS létra (Thermo 

Scientific™). 
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8. ábra. A Mutáns molekuláris ellenőrzése RT-qPCR segítségével. A cotH12 gén relatív transzkripciós szintje az 

MS12-ΔcotH12+pyrG izolátumokban, valamint az MS12 szülői törzsben, a cotH12 génre tervezett specifikus 

indítószekvenciákat alkalmazva (1. táblázat).  

5.3 Az MS12-ΔcotH12+pyrG törzs növekedésének vizsgálata 

Egy patogén gombafaj életképességét és szaporodását a gazdaszervezetben nagyban 

befolyásolja az, hogy a gomba milyen mértékben tud alkalmazkodni a gazdaszervezetben uralkodó 

környezeti körülményekhez, ezért a mutáns törzs növekedését az optimális növekedési 

hőmérséklettől (25-28 °C) eltérő hőmérsékleten is megvizsgáltuk (18 °C-on és 37 °C-on). Az 

eltérő hőmérsékleten tenyésztett gombatelepek fiatal, elágazó hifáit négy nap elteltével 

fénymikroszkóppal vizsgáltuk a hifákban esetlegesen bekövetkező morfológiai változások 

nyomon követése érdekében (9. ábra).  
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9. ábra. A mutáns törzs növekedése különböző hőmérsékleteken. A telepek átmérőjét 4 napon át, a gomba 

növekedési hőmérsékleti optimumán (25 °C), valamint attól eltérő hőmérsékleten (18 °C-on és 37 °C-on) 4 napon át 

jegyeztük fel. A szignifikancia számolást kétmintás, párosított t-próbával végeztük el, az MS12+pyrG törzshöz 

viszonyítva (ns). 

Eredményeink alapján nem tapasztaltunk a hifák morfológiájában eltérést a kontroll törzshöz 

képest, valamint a mutáns törzs növekedését a környezet változó hőmérséklete nem befolyásolta. 
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5.4 A cotH diszrupciós törzsek mikroaerofil növekedési vizsgálata 

A dimorfizmus képessége sok esetben fontos tulajdonság a patogentitás szempontjából. M. 

lusitanicus esetében az élesztőszerű forma kevésbé virulens, mint a spórák vagy a hifaforma, így 

Lee és munkatársai felvetették a morfológiai átmenet célzó kezelésének lehetőségét kalcineurin-

inhibitorok alkalmazásával (Lee és mtsi, 2013; Chibucos és mtsi. 2016). Az élesztő-hifa átmenet 

molekuláris mechanizmusának feltárása érdekes lehet mind a lehetséges biotechnológiai 

alkalmazások, mind a mucormikózis elleni védekezést célzó fejlesztések szempontjából. 

Korábbiakban kutatócsoportunk teljes transzkriptom analízist végzett el a M. lusitanicus fonalas 

gomba eltérő környezeti feltételek mellett történő tenyésztése során. A cotH4 gén kifejeződése 

szignifikánsan magasabb volt anaerob körülmények mellett, mely előrevetítette a CotH4 fehérje 

jelentőségét az oxigénhiányos környezethez való alkalmazkodásban (Homa és mtsi, 2022). Mivel 

laboratóriumunk rendelkezik az MS12-ΔcotH4+pyrG elnevezésű, cotH4 knock-out törzzsel 

(Szebenyi, 2021), így szerettük volna megvizsgálni a mutáns törzs növekedését oxigénszegény 

környezetben is. A telepek átmérője szignifikánsan nagyobbnak bizonyult a hosszú, kevésbé 

elágazó hifák megjelenésének következtében (10. ábra). 

 

10. ábra. Spóra felszíni mutánsok növekedése mikroaerofil környezetben. (A) A cotH mutánsok (MS12-

ΔcotH1+pyrG, MS12-ΔcotH2+pyrG, MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-ΔcotH4+pyrG) és a kontroll MS12+pyrG törzs 

növekedése mikroaerofil (m. ae.) környezetben. (B) A törzsek telepátmérői mm-ben ábrázolva, két nap inkubációt 

követően, mikroaerofil körülmények között, valamint aerobiózisban (ae.). (C) Az MS12-ΔcotH4+pyrG abszolút 

növekedése a kontrollhoz képest mikroaerofil és aerob körülmények között. A csillaggal jelölt értékek szignifikánsan 

különböznek az MS12+pyrG törzs megfelelő értékétől a kétmintás, párosított t-próba szerint, ahol ** P ≤ 0,01. A 

hibasávok a szórást (SD) jelzik.  
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5.5 A cotH diszrupciós törzsek spórázási kapacitásának vizsgálata 

 Korábbi eredményeink alapján egyes géneknek (cotH3, cotH4) jelentős szerepet 

tulajdonítunk a M. lusitanicus gomba fertőzőképessége kapcsán. Mivel szakirodalmi adatok 

alapján a gombaspórák tulajdonságai szoros összefüggésben állnak a gomba fertőzőképességével 

(Li és mtsi. 2011; Nicolás és mtsi. 2020), ezért a kísérletünk során a cotH mutánsok spórázási 

kapacitást is megvizsgáltuk a cotH diszrupciós könyvtár tagjainak (MS12-ΔcotH1+pyrG, MS12-

ΔcotH2+pyrG, MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-ΔcotH4+pyrG, MS12-ΔcotH6+pyrG, MS12-

ΔcotH19+pyrG, MS12-ΔcotH12+pyrG, MS12-ΔcotH13+pyrG, MS12-ΔcotH16+pyrG) 

bevonásával. Kísérletünk során két olyan cotH mutánst azonosítottunk, melyek eltérő sporulációs 

kapacitással bírtak a kontrollhoz képest (11. ábra). A 7 napos tenyésztést követően a MS12-

ΔcotH4+pyrG szignifikánsan több, a MS12-ΔcotH6+pyrG törzs kevesebb spórát hozott létre. 

Mindezek alapján úgy gondoljuk a CotH4, valamint a CotH6 géneknek jelentős szerepe van a M. 

lusitanicus fonalas gomba sporulációs folyamataiban.  

 

11. ábra. A cotH mutánsok spóraképző képessége. A sporulációs kapacitás vizsgálatát 7 napos tenyészetek 

spóraszámának meghatározásával végeztük. A szignifikancia számolást kétmintás, párosított t-próbával végeztük el, 

az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol *: p ≤0,05 és ****: p≤0,0001. A hibasávok a szórást (SD) jelzik.  

 

  



28 

 

 

5.6 Mucor lusitanicus sporangiumainak vizsgálata fénymikroszkóppal 

Tekintettel arra, hogy az MS12-ΔcotH4+pyrG, valamint az MS12-ΔcotH6+pyrG mutáns 

spóraképzési kapacitása szignifikánsan eltért a kontrollétól, szerettük volna megvizsgálni a spórák 

képződésének helyét, a sproangiumot. A fénymikroszkópos vizsgálatok eredménye alapján az 

MS12-ΔcotH6+pyrG mutáns törzs sporangiumainak cirkularitása, valamint falának integritása 

eltér a kontroll törzsétől. Az MS12-ΔcotH4+pyrG, valamint az MS12-ΔcotH12+pyrG mutáns 

esetében nem találtunk változásokat a sporangiumok morfológiájában. 

 

12. ábra. CotH mutánsok sporangiumainak fénymikroszkópos képe.  Mucor lusitanicus MS12+pyrG és MS12-

ΔcotH6+pyrG és MS12-ΔcotH12+pyrG sporangiumainak fénymikroszkópos képe, különböző nagyításokban (10x, 

20x, 40x). 
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5.7 CotH mutáns törzsek vizsgálata SEM segítségével 

Mivel a fénymikroszkópos vizsgálatok alkalmával az MS12-ΔcotH6+pyrG mutáns 

esetében a kontrollhoz (MS12+pyrG) képest eltéréseket detektáltunk a sporangiospórák 

szerkezetében, pásztázó elektronmikroszkóp (SEM-scanning electron microscopy) segítségével 

igyekeztük nagyobb felbontásban vizsgálni az ivartalan szaporítóképletek felszínét (13. ábra).  

 

13. ábra. Mucor lusitanicus sporangiumainak SEM általi képe. A) és D) ábrán az MS12+pyrG sporangiumai 

láthatóak. Az A) és C) képeken a méretskála 10 μm-nek felel meg. A B) és D) képen a méretskála 30 μm-nek felel 

meg. C) és B) képen MS12-ΔcotH6+pyrG sporangiumai láthatóak.  

Amennyiben a CotH6 fehérje hiánya miatt a sporangiumok falának szilárdsága elvész, a 

meggyengült falú sporangiumok elveszíthetik szférikus alakjukat a felszálló alkoholsorral történő 

kezelés hatására, ennél fogva pedig kialakulhat a SEM képeken látható fenotípus. A jellegzetes 

fenotípus egy másik lehetséges magyarázata, hogy CotH6 fehérje hiányában a sporangiumokban 

kevesebb spóra képződik, így a rendelkezésre álló teret nem töltik ki. Ezt a feltételezést 

alátámaszthatja a sporulációs vizsgálatok során tett megállapításunk, miszerint az említett mutáns 

törzs szignifikánsan kevesebb spórát képezett a kontrollhoz képest. 
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5.8 A mutáns törzsek spóráinak életképesség vizsgálata 

A gombasejtek életképességét FUN1 festékkel, majd fluoreszcens mikroszkóp 

segítségével követtük nyomon. Ez a festék passzív diffúzióval képes bejutni a citoplazmába és ott 

a metabolikusan aktív vakuólumokat pirosra, míg a metabolikusan inaktívakat narancssárgás-

zöldre festeni. Két olyan törzset azonosítottunk, melyek esetében a spórák életképessége 

szignifikánsan eltért a kontrollhoz (MS12+pyrG) képest: az MS12-ΔcotH2+pyrG és az MS12-

ΔcotH12+pyrG. Mindkét törzs esetében szignifikánsan csökkent a gombaspórák életképessége 

(14. ábra). 

 

 

 

14. ábra. CotH mutáns törzsek spóráinak életképesség vizsgálata. A gombaspórák fluoreszcens mikroszkópos 

képe FUN-1 festést követően, 20x nagyításban. Az alkalmazott fluoreszcens csatornák a DY-590 (581 nm-598 nm), 

valamint a Sodium Green voltak (507 nm-532 nm). 
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5.9 Az MS12-ΔcotH12+pyrG mutáns csírázási képessége 

Az MS12-ΔcotH12+pyrG mutáns csírázási képességét megvizsgálva azt tapasztaltuk, 

hogy bár a spórák életképessége szignifikánsan lecsökkent, ez magát a csírázási folyamatot nem 

befolyásolta. Sem a csíratömlők morfológiájában, sem pedig a csírázási intenzitásban nem 

találtunk eltérést a kontrollhoz képest (15. ábra).  

        MS12                 MS12+pyrG      MS12-ΔcotH12+pyrG 

 

15. ábra. Az MS12-ΔcotH12+pyrG mutáns csírázási képessége DMEM tápoldatban. A csírázás intenzitását a 4., 

6., és 8. órában vizsgáltuk, 20x nagyításban. Kontrollként az MS12, valamint MS12+pyrG törzseket alkalmaztuk.  

4 h 

6 h 

8 h 
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5.10 Diszrupciós törzsek vizsgálata Galleria mellonella modellben 

G. mellonella, nagy viaszmoly lárva modell szervezet segítségével vizsgáltuk a CotH 

fehérjék patogenitásban betöltött szerepét. A kísérlet során a lárvákat MS12+pyrG, valamint cotH 

mutáns törzsekkel fertőztük meg, majd monitoroztuk azok túlélését. Eredményeink alapján az 

általunk létrehozott új MS12-ΔcotH12+pyrG mutáns hasonló virulenciát mutatott, mint a kontroll 

törzs (16. ábra).  

 

16. ábra. A cotH gének patogenitásának vizsgálata Galleria mellonella modellben. A különbségek 

szignifikanciájának kiszámítását Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztük, az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva (ns). 

Kezeletlen kontrollként IPS-t alkalmaztunk (fekete vonal). 
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6 Összefoglalás 

A mucormikózis a Mucorales rend fajai által kiváltott invazív megbetegedés, mely jelentős 

morbiditással és mortalitással társul. A Mucorales fajok a betegség kezdeti szakaszában lokalizált 

fertőzést váltanak ki, de gyors lefolyással invazív lágyrész-, orr-, orbitális, gasztrointesztinális 

vagy tüdőfertőzésekké fejlődhetnek (Petrikkos és mtsi. 2012; Boroujeni és mtsi. 2021). Mivel a 

fertőzés leggyakrabban a gombaspórák közvetítésével valósul meg, dolgozatomban a Mucor 

lusitanicus sporangiospóráinak tanulmányozásával kerestem a választ arra, hogy azon CotH 

proteinek, amelyek nem tipikusan CotH-motívum hordozók, mely módon befolyásolják a gomba 

élettani folyamatait és részt vesznek-e a gomba patogenitási folyamataiban.  

Annak érdekében, hogy a meglévő mutánsparkot bővítsem, létrehoztam egy diszrupciós 

cotH mutáns törzset CRISPR-Cas9 rendszer segítségével, melyet MS12-ΔcotH12+pyrG névvel 

láttunk el. E diszrupciós törzs morfológiai vizsgálatát elvégezve azt tapasztaltuk, hogy a CotH12 

protein hiánya nem befolyásolta a gomba növekedését sem az optimális, sem attól eltérő 

hőmérsékleten való tenyésztés során. A CotH12 protein feltehetőleg nem befolyásolta a gomba 

növekedését, hifáinak morfológiáját, sem a gombaspórák csírázási, valamint sporulációs 

képességét. Hiányában azonban a M. lusitanicus aszexuális spóráinak életképessége 

szignifikánsan lecsökkent a kontrollhoz képest. A mutáns törzs patogenitási képességét egyéb más 

cotH mutánsok bevonása mellett, in vivo Galleria mellonella modellben vizsgáltam, ahol azt 

tapasztaltuk, hogy az általunk vizsgált spóra felszíni proteinek nem elengedhetetlenek a gombának 

a fertőzési folyamatok során. Feladataim között szerepelt továbbá a laboratóriumunkban előállított 

mutáns törzsek további vizsgálata, annak érdekében, hogy a knock-out törzsek fenotípusaiban 

bekövetkező esetleges változásokra fény derüljön. Így tudtam azonosítani két, a spórázási 

kapacitásban eltérő mutánst (MS12-ΔcotH4+pyrG és MS12-ΔcotH6+pyrG), valamint feltárni a 

CotH6 protein sporangiumok kialakításában betöltött szerepét. Bizonyítottuk továbbá, hogy a 

CotH4 protein szerepet játszik a gomba növekedésében mikroaerofil környezetben. Eredményeim 

alapján arra a következtetésre jutottunk, hogy a CotH fehérjecsalád széleskörű funkcióval bír, s 

nem csak a gomba patogenitási folyamataiban, hanem fiziológiai és élettani folyamataiban is 

jelentős szerepet játszik.  

További terveink között szerepel a jelenleg rendelkezésünkre álló cotH mutánsok in vivo 

interakcióban való vizsgálata J774.2 makrofágokkal, ugyanis a makrofágok és a neutrofilek a korai 

immunválasz részeként a mucormikózis elleni védekezés alapját képezik.   
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