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1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

AIDS  Szerzett immunhiányos tünetegyüttes (Acquired Immune 

Deficiency Syndrome)  

AmB  Amfotericin-B (Amphotericin B) 

IPS Rovar fiziológiás sóoldat (Insect Physiological Saline) 

IBD Gyulladásos bélbetegség (Inflammatory Bowel Disease) 

ATMT Agrobacterium tumefaciens-közvetítette transzformáció 

(Agrobacterium tumefaciens-Mediated Transformation) 

BALB/c Bagg albino egér törzs (Bagg albino mouse) 

Big-1  Bakteriális Ig-szerű domén 1 (Bacterial Ig-like domain 1)  

BLAST Szekvencia-hasonlóság kereső programcsomag (Basic Local 

Alignment Search Tool) 

BSA Szarvasmarhaszérum albumin (Bovine Serum Albumin) 

Cas9  CRISPR kapcsolt fehérje 9 (CRISPR Associated 9 Protein) 

CBS  Centraalbureau voor Schimmelcultures, Ultrecht, Hollandia 

cDNS  Kiegészítő DNS (Complementary DNA) 

ConA-FITC Konkavalin A-fluoreszcein-izotiocianát (Concavalin A-

Fluorescein Isothiocyanate) 

CotH  Spóra burok fehérje (Spore Coat Protein H) 

CRISPR Halmozottan előforduló, szabályos közökkel elválasztott 

palindromikus ismétlődések (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats) 

crRNS  Crispr-RNS 

DKA  Diabéteszes ketoacidózis (Diabetic Ketoacidosis) 

DSB  DNS kettős száltörés (Double-Stranded Break) 

FACS Fluoreszcencia aktivált sejtválogatás és analízis (Fluorescensce 

Activated Cell Sorter) 

FITC Fluoreszcein-izotiocianát (Fluorescein Isothiocyanate) 

GPI   Glikozil-foszfatidil-inozitol (Glycosylphosphatidylinositol) 

GPI-AC GPI-vel rögzített proteinek (GPI Anchored Proteins) 

gRNS  Vezető RNS (guide RNA) 

GRP78 Glükóz által szabályozott receptor 78 (Glucose Regulated Protein 

78) 

HBSS  Hank-féle pufferelt sóoldat (Hanks’ Balanced Salt Solution) 

HDR Homológ rekombináción alapuló hibajavítás (Homology-Directed 

Repair) 

HSCT Hematopoetikus őssejt transzplantáció (Hematopoietic Stem-Cell 

Transplantation) 

INF-γ Interferon-gamma (Interferon gamma) 

IL-1β Interleukin-1 béta (Interleukin 1 beta) 

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

JGI   Joint Genome Institute 

KF Kalkofluor Fehér (Calcofluor White) 

KV Kongó Vörös (Congo Red) 

MEA  Malátás táptalaj (Malt Extract Agar) 

MOI  Fertőzési arány (Multiplicity Of Infection) 
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MOPS 3-N-morfolin-propánszulfonsav (N-Morpholino)-Propanesulfonic 

acid) 

NCBI Nemzetközi biológiai adatbázis (National Center for 

Biotechnology Information) 

NHEJ  Nem homológ végek egyesítése (Non-Homologous End-Joining) 

PAM  Protospacer melletti motívum (Protospacer Adjacent Motif) 

PBS  Foszfát-pufferelt sóoldat (Phosphate Buffered Saline) 

PEG  Polietilén-glikol (Polyethylene Glycol) 

Pfam  Protein családok adatbázisa (Protein Families Database) 

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

Calcium-chloride) 

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

ROCM Rhino-orbito-cerebrális mucormikózis (Rhino-Orbital-Cerebral 

Mucormycosis) 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SDS  Nátrium-dodecil-szulfát (Sodium Dodecyl Sulphate) 

SEM   Pásztázó elektronmikroszkópia (Scanning Electron Microscopy) 

sgRNS  Egyetlen vezető RNS (single-guide RNS) 

SMC  Szorbitol - MOPS - kálcium-klorid (Sorbitol-MOPS-Calcium 

chloride) 

SNP  Egypontos nukleotid-polimorfizmus (Single Nucleotide 

Polymorphism) 

SZMC  Szeged Microbial Collection, SZTE TTIK Mikrobiológiai 

Tanszék 

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

TEM  Transzmissziós elektron mikroszkópia (Transmission Electron 

Microscopy) 

TNF-α Tumor nekrózis faktor alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha) 

tracrRNS  Transzaktiváló crRNS (trans-activating crispr RNA) 

tru-gRNS  Csonkolt vezető RNS (truncated gRNA) 

UTR  Nem transzlálódó régió (Untranslated Region) 

WGS  Teljes genom analízis (Whole Genome Shotgun) 

YNB  Élesztő nitrogénforrás (Yeast Nitrogen Base) 

YNBM  Minimál táptalaj (Yeast Nitrogen Base Medium) 

 

A dolgozatban előforduló legfontosabb gének:  

carB    fitoén dehidrogenáz  

carRP    fitoén szintáz/likopin cikláz  

leuA    α-izopropilmalát izomeráz  

pyrG    orotidin-5’-monofoszfát dekarboxiláz 

cotH    spóra felszíni fehérje 
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2. BEVEZETÉS 

A Mucorales rendbe tartozó fonalas gombák számos képviselőjének van 

biotechnológiai jelentősége, pl., mint hidrolitikus enzimeket, szerves savakat, 

alkoholokat és karotinoidokat előállító szervezetek. Emellett említésre méltó az 

élelmiszeriparban, különösen a fermentált termékek előállításában betöltött szerepük is 

(Han és mtsi. 2001, Nout és Aidoo 2002). A gombacsoport egyes tagjai (pl. Rhizopus 

stolonifer, Gilbertella persicaria, Mucor mucedo) mezőgazdasági termékek raktári 

kártevőiként is ismertek (Hoffmann és mtsi. 2013). A Mucorales rendbe tartozó fajok 

között számos, a genetikai- és molekuláris kutatásokban is használt modellszervezet 

található (pl. Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus, Blakeslea trispora) 

(Idnurm és mtsi. 2006, Camino és mtsi. 2015, Roukas 2016, Vellanki és mtsi. 2018), 

továbbá olyan képviselőik is akadnak, amelyek opportunista patogén természetét széles 

körűen vizsgálják (pl. Rhizopus oryzae, Lichtheimia corymbifera) (Gebremariam és mtsi. 

2019, Walther és mtsi. 2019). Az opportunista kórokozóként ismert fajok vizsgálata az 

utóbbi évtizedekben, a Mucorales rend tagjai által kiváltott invazív mikózisok, az ún. 

mucormikózisok növekvő száma miatt, előtérbe került (Ziaee és mtsi. 2016, López-

Fernández és mtsi. 2018, Lax és mtsi. 2020). Míg az egészséges immunrendszer 

hatékonyan képes védekezni a járomspórás gombák által kiváltott fertőzésekkel szemben, 

addig bizonyos pácienscsoportok körében sérül a természetes immunrendszer alkotta gát, 

ami lehetőséget biztosít az opportunista patogén gombák számára kórfolyamat 

kiváltására. A mucormikózisos megbetegedésekre való hajlamosító tényezők a 

cukorbetegség és az immunszuppresszióval járó állapotok (rosszindulatú daganatos 

megbetegedések, szerzett immunhiányos tünetegyüttes (AIDS – Acquired Immune 

Deficiency Syndrome), szerv- és csontvelő-transzplantáció), a különböző traumák (a bőr 

súlyos sérülései, égési, vagy természeti katasztrófákban szerzett sérülések) (Ibrahim és 

mtsi. 2012). A fertőzéssel veszélyeztetettek száma napjainkban növekvő tendenciát 

mutat, így a mucormikózisos megbetegedések is fokozatosan hangsúlyosabb szerepet 

kapnak a klinikumban (Torres-Narbona és mtsi. 2007, Bitar és mtsi. 2009, Saegeman és 

mtsi. 2010, Kontoyiannis és mtsi. 2016, Guinea és mtsi. 2017). A mucormikózisokra 

irányuló növekvő figyelmet azonban nem kizárólag a bővülő esetszám magyarázza, 

hanem a fertőzéseket kiváltó gombák nagyfokú rezisztenciája a jelenleg alkalmazható 

legtöbb gombaellenes hatóanyaggal szemben (Riley és mtsi. 2016). Az imént felsoroltak 
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szükségessé teszik olyan új diagnosztikai és terápiás módszerek kidolgozását, melyek 

segítséget jelenthetnek e gombafertőzések prevenciójában és kezelésében (Eucker és 

mtsi. 2008, Gebremariam és mtsi. 2017a, 2019). Ehhez hozzájárulhat a fertőzés 

folyamatának részletes tanulmányozása és mechanizmusának pontos feltárása, ami 

magába foglalja a lehetséges virulencia faktorok azonosítását is. 

A járomspórás gombák genetikai manipulációja eddig nem vizsgált gének 

funkciójának megismerését teszi lehetővé, továbbá olyan biológiai folyamatok 

megértésére nyújt lehetőséget, mint a gazda-patogén interakció. Ehhez olyan 

génmanipulációs technikákra van szükség, melyekkel biztosítható a stabil genetikai 

transzformáns törzsek előállítása, mutáns könyvtárak létrehozása, a gének funkcionális 

vizsgálata, a virulencia faktorok azonosítása és a rekombináns törzsek jellemzése. Bár a 

rendelkezésünkre álló hagyományos transzformációs módszerek segítségével is 

lehetséges sikeres genetikai transzformációt végrehajtani a járomspórás gombák egyes 

fajain, a gének célzott deléciójának, csendesítésének, illetve az exogén DNS stabil 

integrációjának elérése továbbra is nagy kihívást jelentő feladat (Ibrahim és Skory 2007). 

Annak érdekében, hogy célzott, helyspecifikus mutációkat hozhassunk létre a 

gombagenomban, munkánk első fontos célkitűzése egy robusztus, ugyanakkor 

megbízható génsebészeti eszköz, a CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) – Cas9 (CRISPR kapcsolt fehérje 9) rendszer járomspórás 

gombákra, azon belül is a M. circinelloides modellorganizmusra történő optimalizálása 

volt. Ezt a célzott génmódosítást lehetővé tevő rendszert oly módon alkalmaztuk, mely 

nélkülözi a plazmidokkal való manipulációt, kiküszöbölve a korábbiakban a 

transzformálás során fellépő nehézségeket (pl. plazmid fennmaradása a sejtben, 

integrációs problémák).  

A közelmúltban írták le a R. delemar (R. oryzae) opportunista humán patogén 

gomba két olyan spóra burok fehérjéjét (CotH – Spore Coat Protein H), melyek az 

endoteliális sejteken megtalálható, glükóz által szabályozott receptorral (GRP78 – 

Glucose Regulated Protein 78) állnak receptor-ligand kölcsönhatásban, s ez által vesznek 

részt a gombafertőzés folyamatában (Gebremariam és mtsi. 2014). A M. circinelloides 

gombafaj esetén 17 db CotH-szerű fehérjét kódoló gént azonosítottunk. A Rhizopus 

nemzetség képviselői szoros filogenetikai kapcsolatban állnak a Mucor nemzetség 

fajaival, s a bennük előforduló CotH fehérjék nagyfokú aminosavszekvencia-

hasonlóságot mutatnak az általunk azonosított Mucor CotH-szerű fehérjékkel. 

Ugyanakkor a CotH fehérjék többségének funkciója továbbra is tisztázatlan maradt mind 
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R. delemar, mind M. circinelloides esetében. Mindezek alapján munkánk második fele a 

CotH fehérjecsalád funkcionális vizsgálatát öleli fel, melynek során a CRISPR-Cas9 

rendszer segítségével létrehozott genetikailag stabil mutánsok fenotípusos változásait 

követtük nyomon, választ keresve arra a kérdésre, hogy szereppel bírhatnak-e a M. 

circinelloides fonalas gomba fertőzési és egyéb fiziológiai folyamataiban.  



3. Irodalmi áttekintés  9 

 

3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

3.1. A járomspórás gombák általános jellemzése 

A járomspórás gombákat korábban egységes csoportnak vélték (Zygomycota) 

(Barr 1992, Benny és mtsi. 2001), azonban átfogó, molekuláris vizsgálatokon alapuló 

elemzést követően a taxon jelentős rendszertani átalakuláson esett át (Hibbett és mtsi. 

2007, Voigt és mtsi. 2013, Spatafora és mtsi. 2016, Lee és Idnurm 2017). Az új 

molekuláris filogenetikai alapokon nyugvó rendszertan az egykori Zygomycota törzset 

két törzsre bontja: Mucoromycota és Zoopagomycota. Az utóbbiban találhatók az 

Entomophthorales, Basidiobolales, Zoopagales és Kickxellales csoportok – ezek között 

sok állatparazita, kommenzalista faj ismert, illetve ide tartoznak a régebben a 

Zygomycota csoporton belül külön osztályba (Trichomycetes) sorolt gombák is (Benny 

és mtsi. 2014, Spatafora és mtsi. 2016, Lee és Idnurm 2017). Ma a klasszikus járomspórás 

gombák a Mucoromycota törzsben találhatók, mely a Dikarya (Ascomycota és a 

Basidiomycota) testvércsoportja, és magába foglalja a Mucoromycotina, a 

Mortierellomycotina és Glomeromycotina altörzseket. A Mucormycota törzsbe tartozó 

gombák életciklusuk során nem igénylik víz jelenlétét (Field és mtsi. 2015), és főleg 

bomló növényi és állati szerves maradványokkal táplálkozó szaprotróf életmódot 

folytatnak. Ide sorolandók fontos laboratóriumi modellszervezetek (Phycomyces 

blakesleeanus, Mucor circinelloides); gazdasági szempontból jelentős, gyümölcsromlást 

okozó mezőgazdasági és raktári kártevők (Rhizopus stolonifer); a gazdanövény 

gyökérszövetében arbuszkulumokat képző endomikorrhiza-gombák (Rhizophagus 

irregularis), de akadnak közöttük rovarok, fonálférgek és egyéb gerinctelenek patogénjei 

vagy parazitái is (Rhopalomyces elegans) (Lee és Idnurm 2017). Jellegzetességeiknek 

tekinthetők a cönocitikus micélium, a kitin és kitozán tartalmú sejtfal és a 

sporangiumokban ivartalanul képződő sporangiospórák (Spatafora és mtsi. 2016). Eredeti 

nevüket az ivaros szaporodásuk során megfigyelhető szaporító képletükről, a 

járomspóráról kapták (más néven zigospóra, gör. zygos = járom) (Richardson 2009). A 

Mucorales rend, mely a legváltozatosabb és leginkább tanulmányozott csoport, jelenleg 

13 családot, 56 nemzetséget és 300 fajt foglal magába (Lee és Idnurm 2017). Olyan 

gyakorlati szempontból fontos nemzetségek sorolhatók ide, mint a Lichtheimia, 

Gilbertella, Micromucor, Mucor, Phycomyces, Rhizomucor és Rhizopus. A távol-keleti 
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ételek (pl. sufu, tempeh, ragi) előállítása során bizonyos Mucor, Rhizopus, valamint 

Actinomucor fajokat, mint a fermentációhoz szükséges starter kultúrák alkotóit 

használnak (Han és mtsi. 2001, Nout és Aidoo 2002). Számos törzs tölt be jelentős 

szerepet extracelluláris enzimek, pl. lipázok, proteázok, amilázok, cellulázok 

(Godtfredsen 1990, Silveira és mtsi. 2005, Voigt és mtsi. 2016), alkoholok (Millati és mt 

si. 2005), telítetlen zsírsavak (Carter 1988, Tang és mtsi. 2016, Kosa és mtsi. 2018, 

Hussain és mtsi. 2019) és karotinoidok (Iturriaga 2000, 2001, 2005, Mehta és mtsi. 2003, 

Dufossé 2006, Papp és mtsi. 2006, Voigt és mtsi. 2016, Zhang és mtsi. 2016, Alcalde és 

mtsi. 2019) termeltetése, valamint szteroidvázas vegyületek sztereospecifikus 

hidroxilálására során (de Oliveira Silva és mtsi. 2015). Egyes képviselőiket 

biotechnológiai szempontból nagy érdeklődés övezi, mint lehetséges lipidforrást (Tauk-

Tornisielo és mtsi. 2009). A R. oryzae ígéretesnek bizonyult a bioremediációban (Zhang 

és mtsi. 2018), a M. circinelloides járomspórás gomba pedig bioüzemanyag-termelő 

szervezetként (Carvalho és mtsi. 2015, Zininga és mtsi. 2019), illetve a kőolajszennyezés 

csökkentésében (Hasanizadeh és mtsi. 2017). 

A Mucorales rend egyes képviselői kedvelt modellszervezetek genetikai- és 

molekuláris biológiai vizsgálatok során. Többek közt a következő területek 

tanulmányozásához kerültek már alkalmazásra: a karotin bioszintézis folyamata (Zhang 

és mtsi. 2016, Nicolás és mtsi. 2018); gombák ivaros folyamatai (Schimek és 

Wöstemeyer 2006, Idnurm és mtsi. 2008, Wöstemeyer és mtsi. 2016, Xu és mtsi. 2017); 

gomba morfogenezis (Wang és Lin 2012, Lee és mtsi. 2015); patogentitási folyamatok 

(Ibrahim és mtsi. 2010, 2012, Schwartze és mtsi. 2012, Voelz és mtsi. 2015, Trieu és mtsi. 

2017, Gebremariam és mtsi. 2017a, 2017b, 2017c, 2019, Patiño-Medina és mtsi. 2018, 

2019); szabályozó mechanizmusok (Rodríguez-Romero és Corrochano 2006, Ruiz-

Vázquez és mtsi. 2015) és morfológiai dimorfizmus (Bredenkamp és mtsi. 2010, Ocampo 

és mtsi. 2012, Lee és mtsi. 2013, 2015, Patiño-Medina és mtsi. 2018). Mindezek alapján 

elmondhatjuk, hogy e csoport tagjai változatos tulajdonságaik miatt jelentőséggel bírnak 

az ipar és az alapkutatás területén, azonban fontos megemlíteni, hogy néhány fajuk (pl. a 

Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek fajai) ritka, ugyanakkor 

életveszélyes humán megbetegedések, ún. mucormikózisok kiváltására képesek 

(Papanikolaou és Panayotou 2007, Wang és mtsi. 2011, Doggett és Wong 2014). 

A Mucorales rendbe tartozó fonalas gombák közül a mucormikózis 

kialakításáért leginkább a Rhizopus, Lichtheimia és Mucor fajok tehetők felelőssé 

(Mendoza és mtsi. 2014, Prakash és Chakrabarti 2019). A fertőzések több mint fele 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6078412/#R66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6078412/#R98
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6078412/#R19
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Rhizopus fajokhoz köthető, majd ezt követik a Lichtheimia és Mucor nemzetségek tagjai 

által kiváltott esetek (Prakash és Chakrabarti 2019). Ez az arány azonban változhat a 

háttérben meghúzódó alapbetegségtől függően is, mint ahogy azt egy ötven, 

mucormikózisban szenvedő szervátültetett beteget vizsgáló tanulmány is szemléltetett, 

ahol a betegséget kiváltó faj az esetek 37%-ában Mucor, 35%-ában Rhizopus és 13%-

ában Lichtheimia nemzetség képviselője volt (Singh és mtsi. 2009). A ketoacidózisos 

állapot a Rhizopus fajok jelenlétét prediktálja, kortikoszteroiddal történő kezelést 

követően pedig a betegség okozója nagyobb eséllyel Lichtheimia nemzetségbe tartozó faj 

(Lanternier és mtsi. 2012). A Rhizopus fajokat gyakran társítják a rhino-orbito-cerebrális 

mucormikózishoz (ROCM), míg a Cunninghamella fajokat a mucormikózis pulmonáris 

formájához. Apophysomyces és a Saksenaea fajokat nagyobb számban izolálják kután 

mucormikózisokból (Jeong és mtsi. 2019). Megjegyzendő, hogy a Mucorales rendbe 

tartozó fajok kiváltotta fertőzések száma földrajzi régiónként is változhat. Európában a 

Lichtheimia nemzetség tagjai felelősek legtöbbször a mucormikózis kialakításáért 

(Skiada és mtsi. 2011), míg egyes fajok egy bizonyos földrajzi régión belül okoznak 

kiugró tendenciával megbetegedést, mint például az Apophysomyces variabilis Indiában 

(Chakrabarti és mtsi. 2003). 

3.2. A járomspórás gombák által okozott mikózisok 

Egy gombát opportunista humán patogénnek tekinthetünk, amennyiben egy 

normál immunitással rendelkező egészséges szervezetben legfeljebb lokális fertőzések 

kiváltására képes (pl. kután mikózisok, faringitisz), azonban, ha a gazdaszervezet 

védekező mechanizmusai sérülnek, a fertőzés akár invazívvá vagy szisztémássá is válhat 

(Köhler és mtsi. 2017). Az invazív gombafertőzések leggyakrabban a Candida és 

Aspergillus nemzetségek tagjaihoz köthetők (Klimko és mtsi. 2019). Növekvő tendenciát 

mutatnak azonban a járomspórás gombák okozta megbetegedések is (Lelievre és mtsi. 

2014, López-Fernández és mtsi. 2018, Lax és mtsi. 2020). A mucormikózisos esetek 

számának növekedése az utóbbi két évtizedben leginkább Franciaországra, Belgiumra, 

Svájcra, Indiára és Kínára volt jellemző (Prakash és Chakrabarti 2019, Reid és mtsi. 

2020). A betegség incidenciájára hatással van az immunhiányos betegek számának 

növekedése (különösen a szervátültetésben részesült betegekre vonatkozóan), továbbá a 

javuló és eredményesebb diagnosztika, valamint az azol-típusú gombaellenes szerek (pl. 

vorikonazol) profilaktikus alkalmazása (Siwek és mtsi. 2004, Reid és mtsi 2020). 
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A mucormikózisok kialakulására hajlamosító tényezőnek tekinthetők a 

daganatos megbetegedések (Meyer és mtsi. 1972, Chretien és mtsi. 2016), azon belül 

pedig leginkább a vérképzőszervi daganatok (Chamilos és mtsi. 2006, Chretien és mtsi. 

2016), az antibiotikumokkal és egyes szteroidokkal (pl. prednizon) való kezelés (Hoang 

és mtsi. 2020), kemoterápia (Kennedy és mtsi. 2016), a cukorbetegség (Hopkins és 

Treloar 1997, Roden és mtsi. 2005, Jeong és mtsi. 2019), deferoxamin hatóanyagot 

tartalmazó gyógyszerek (pl. Desferal) alkalmazása (Ibrahim 2014), a hematopoetikus 

őssejt-transzplantáció (HSCT –Hematopoietic Stem-Cell Transplantation) (Garcia-Vidal 

és mtsi. 2008, Kontoyiannis és mtsi. 2010, Reid és mtsi. 2020), továbbá 

szervtranszplantáció esetén alkalmazott (Lanternier és mtsi. 2012, Chitasombat és 

Kontoyiannis 2016) és egyéb immunszuppressziós terápiák. A modern orvostudomány 

vívmányai (pl. csontvelő- és szervátültetés, kemoterápia, antibiotikum- és 

szteroidkezelések) hatására az elmúlt három évtized óta az immunszuppresszált betegek 

száma folyamatosan bővül, és az így kialakuló mesterséges immunszuppresszió vált az 

opportunista gombafertőzések legnagyobb rizikófaktorává, főként Európában és az 

Amerikai Egyesült Államokban (Prakash és Chakrabarti 2019), az egyéb immunhiányos 

állapotok (autoimmun megbetegedések, AIDS) mellett (Arce-Salinas és Pérez-Silva 

2010, Moreira és mtsi. 2016). Nem elhanyagolható hajlamosító tényező továbbá korunk 

népbetegsége, a cukorbetegség, különösen az ezzel összefüggésben fellépő ketoacidózis 

(DKA – Diabetic Ketoacidosis) (Ribes és mtsi. 2000, Afroze és mtsi. 2017, Jeong és mtsi. 

2019). A ketoacidózis állapotában fellépő hiperglikémia és alacsony pH gátolja a 

fagociták ölő képességét (Ibrahim és mtsi. 2012). A vasat komplexként megkötő egyes 

gyógyszerekkel (pl. deferoxamin) kezelt betegeknél a mucormikózisok magasabb 

előfordulási rátával bírnak. Ez a jelenség azzal áll összefüggésben, hogy az ilyen típusú 

szereket a gombák sziderofórként képesek vasfelvételük során hasznosítani (Reed és 

mtsi. 2006, Ibrahim 2014). Egészséges gazdaszervezetekben az immunsejtek fagocitikus 

folyamatok segítségével, továbbá a spórák oxidatív elölésével megakadályozzák a spórák 

csírázási folyamatainak lejátszódását (Waldorf és mtsi. 1984a, Kontoyiannis és Lewis 

2006). Amennyiben neutropénia állapota is fennáll, a beteg fokozott kitettséggel bír a 

teljes szervezetet érintő (szisztémás) gombás fertőzés kialakulására, ekkor ugyanis a 

neutrofil granulociták számos, a gomba elleni védekezésben elengedhetetlen funkciója 

sérül, úgy, mint a kemotaxis, fagocitikus képesség és oxidatív burst (Kontoyiannis és 

Lewis 2006, Son és mtsi. 2020).  
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A mucormikózisos megbetegedések felosztása a megbetegített szerv/szövet 

alapján történik, s ez alapján megkülönböztetünk kután/szubkután (bőr és bőr alatti 

szövetek), ROCM (orr- és szájüreg, szem, agy), pulmonáris (tüdő), gasztrointesztinális 

(gyomor, béltraktus), és disszeminált fertőzéseket (Ribes és mtsi. 2000, Singh 2001, Pozo 

Laderas és mtsi. 2015, Prakash és Chakrabarti 2019) [1. ábra].  

 

1. ábra. A mucormikózis klinikai formái és azok előfordulása különböző tanulmányok 

adatai alapján. Az ábrán megadott értékek százalékos aránya a szakirodalmi adatokat 

tükrözi. Egyes esetekben több szerv/szervrendszer érintettsége egyedejűleg jelentkezett 

(Prakash és Chakrabarti 2019).  

A gomba leggyakrabban a környezetben előforduló sporangiospórák 

belélegzésével jut a szervezetbe, melyet alátámaszt az a tény, hogy a mucormikózisok 

leggyakrabban ROCM formában manifesztálódnak az arc, orr és szájpad szöveteinek 

érintettségével (Jeong és mtsi. 2019). Amennyiben a fertőzés a szemet érinti, a központi 

idegrendszer érintettsége is bekövetkezhet a szemidegen keresztül terjedő kórokozó által 

(Mattingly és Ramakrishnan 2016). A sporangiospórák bejutásával a tüdőszövetben is 

kialakulhat fertőzés, melynek tünetei az aspergillózishoz és a bakteriális 

tüdőgyulladáshoz hasonlók, azonban a betegség lefolyása progresszívabb (Ribes és mtsi. 

2000). A fertőzés elsődleges helyétől a patogén a véredények invázióját követően számos 

pontra képes eljutni (pl. agy, szív), s ott másodlagos gócpontot kialakítani. Amennyiben 

a fertőzés generalizálódik és disszeminált stádiumba kerül, a halálozási arány a 90-100%-

ot is elérheti (Tedder és mtsi. 1994, Lax és mtsi. 2020). A fertőzési útvonal a bőrön át is 
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megvalósulhat, a bőrfelszínt érintő trauma hatására (pl. vágás, égési sérülés, tűszúrás, 

rovarcsípés) (Cooter és mtsi. 1990, Caceres és mtsi. 1997, Stern és Kagan 1999), valamint 

gasztroenterális úton (Spellberg 2012, Alfano és mtsi. 2018). 

A mucormikózis disszeminált formájának leggyakoribb kiindulási pontja a 

gomba által megfertőzött tüdő, s ez a megjelenési forma társul a legnagyobb mortalitással 

(Pozo Laderas és mtsi. 2015). A mucormikózisos megbetegedésre jellemző halálozási 

arány a HSCT-n átesett, illetve a vérképzőszervi daganatban szenvedő betegek esetén a 

legmagasabb (Prakash és mtsi. 2018, Reid és mtsi. 2020). A halálozási arány a fertőzés 

helyétől függően is eltérő: 76% a disszeminált, 55,6% vesesejteket érintő, 42,2% 

pulmonáris, 31% ROCM, 23% kután/szubkután mucormikózis esetén (Reid és mtsi. 

2020). 

A Mucorales rend opportunista humán patogén tagjai az alábbi családba 

sorolhatók: Mucoraceae, Rhizopodaceae, Saksenaeaceae és Lichtheimiaceae (Hoffmann 

és mtsi. 2013). A Mucorales rend jelenleg 11 nemzetsége, s ezen belül 27 faja hozható 

összefüggésbe mucormikózisos megbetegedésekkel (Jeong és mtsi. 2019). Ezek közül a 

legjelentősebbek klinikai szempontból a Rhizopus, Cunninghamella, Lichtheimia, 

Apophysomyces, Saksenaea, Mucor, Rhizomucor, Syncephalastrum, Cokeromyces fajok, 

továbbá a Thamnostylum lucknowense és az Actinomucor elegans [2. ábra]. Az 

angioinvazív mucormikózis legfőbb okozói a R. oryzae, Rhizopus microsporus var. 

rhizopodiformis és a Rhizomucor pusillus (Sugar 2005). A ROCM esetén a R. delemar, 

míg a kután és emésztőrendszert érintő mucormikózis esetén a R. microsporus var. 

rhizopodiformis a leggyakrabban izolált járomspórás gomba. A fertőzések több mint 

feléért a Rhizopus nemzetség tagjai felelősek, azon belül is legfőképp a R. delemar 

(McBride és mtsi. 1960, Neame és Rayner 1960, Whiteway és mtsi. 1979, Scholer 1983, 

Ribes és mtsi. 2000, Skiada és mtsi. 2018), a második legnagyobb esetszámmal a L. 

corymbifera gombafaj bír (Prakash és Chakrabarti 2019). A mucormikózisok további 

hányadának nagy részét Mucor fajok teszik ki (Chayakulkeeree és mtsi. 2006, Jeong és 

mtsi. 2019). A ROCM leginkább a kezeletlen diabéteszes betegekre jellemző, de 

előfordulhat szervátültetést követően is. A pulmonáris és disszeminált mucormikózis 

kialakulásának háttere leggyakrabban a transzplantáció során alkalmazott 

immunszuppresszió, különösen a HSCT esetén magas a mucormikózisok aránya (9-10%) 

(Rüping és mtsi. 2009, Kontoyiannis és mtsi. 2010, Reid és mtsi. 2020).  



3. Irodalmi áttekintés  15 

 

 

2. ábra. A mucormikózis kialakulásáért felelős fajok eloszlása különböző tanulmányok 

adatai alapján (Prakash és Chakrabarti 2019).  

A mucormikózisok kapcsán egységes kezelési javaslat hiánya jellemző, főképp 

a kis esetszámú fertőzések esetében (Arif és Perfect 2017), ezért a járomspórás gombák 

által okozott gombafertőzések sikeres kezelésének egyik meghatározó pontja a korai 

diagnózis felállítása. Ez a biopsziával vett minták mikroszkópos vizsgálatán alapszik, 

azonban a hifák detektálása csak a mucormikózis tényét jelzi és nem alkalmas a 

fajazonosításra (Sinkó 2001, Walsh és mtsi. 2012, Yang és mtsi. 2016). További 

nehézséget jelent, hogy vérből történő kimutatás még akkor is alacsony hatásfokú, mikor 

disszeminált fertőzésről beszélhetünk (Hamilos és mtsi. 2011). A finom tűvel történő 

aspirációs biopsziával megállapítható a diagnózis pulmonáris mikózis esetén, 

amennyiben a komputertomográfia (CT – Computer Tomography) vizsgálat során a 

gomba által létrehozott gócok helyzete meghatározható (Sharma és mtsi. 2017, Skiada és 

mtsi. 2018). A mucormikózisok szerológiai diagnózisára kidolgozott enzim kapcsolt 

immunszorbens vizsgálat (ELISA – Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) módszer 

(Sandven és Eduard 1992) hasonló antigénjeik miatt a járomspórás gombafajok 

elkülönítésére nem alkalmas (Kaufman és mtsi. 1989). Megoldást jelenthet a nukleinsav 

alapú azonosítást lehetővé tevő molekuláris biológiai módszerek használata (Nyilasi és 

mtsi. 2008, Millon és mtsi. 2016, Skiada és mtsi. 2018, Baldin és mtsi. 2018), továbbá az 

új generációs szekvenáláson alapuló diagnosztikai módszerek (Blauwkamp és mtsi. 

2019). Mindezek ellenére a diagnózis felállítása sokszor már a szisztémás érintettség, 

illetve gyakran csak a beteg halála után következik be (Eucker és mtsi. 2008).  
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A mucormikózisok kezelése több egyidejű megközelítést igényel: műtéti 

beavatkozást (a fertőzött szövet/szerv sebészeti eltávolítása), gombaellenes szerek 

használatát és az alapbetegség orvosi kezelését, amely hajlamosító tényezőként játszott 

közre a fertőzés során (Yoon és mtsi. 2010, Giudice és mtsi. 2016). A járomspórás 

gombák elleni terápia során az első választás többnyire az AmB (Amfotericin B) lipid 

formuláira esik (Luo és mtsi. 2013) legalább 5-10 mg/kg/nap dózisban, mely az 

ergoszterol molekulákkal alkotott komplexe révén képes károsítani a gomba 

sejtmembránt, annak permeábilitásának megváltoztatása által (Petrikkos 2009, Dannaoui 

2017), 3 mg/kg/napot meghaladó dózisban történő alkalmazása azonban az emberi 

szervezet számára vesekárosító hatású (Cornely és mtsi. 2007). A mucormikózisok 

kezelésére alkalmas gombaellenes szerek száma azonban igen alacsony, ennek oka a 

járomspórás gombák nagyfokú rezisztenciája a klinikumban gyakran használt 

antifungális szerekkel szemben, mint pl. az azolok többsége (pl. flukonazol, vorikonazol), 

vagy az ehinokandinok, melyek mind a candidiázis, mind az aspergillózis esetében 

többnyire hatásosnak bizonyultak (Ibrahim és mtsi. 2011, Dannaoui 2017). Kivételt képez 

két triazol, a pozakonazol és az izavukonazol, amelyek in vitro és in vivo is alkalmasnak 

bizonyultak járomspórás gombák ellen (Luo és mtsi. 2013, Chowdhary és mtsi. 2015). 

Az antifungális szerekkel szembeni érzékenység azonban akár az egy nemzetségbe 

tartozó fajok között is nagyban eltérhet, mint például a pozakonazol esetében, mely a 

Mucor nemzetségbe tartozó gombákkal szemben alig, vagy egyáltalán nem fejt ki gátló 

hatást (Salas és mtsi. 2012, Sipsas és mtsi. 2018). Ezzel szemben az izavukonazol 

hatékony a legtöbb Mucorales rendbe tartozó gombafajjal szemben (Arendrup és mtsi. 

2015), továbbá invazív mucormikózis kezelése során az AmB-vel megegyező 

hatékonyságot mutatott (Marty és mtsi. 2016) és kombinálva is alkalmazható (Wei és 

mtsi. 2019).  

3.2.1. A Mucor circinelloides általános jellemzése és szerepe a klinikumban 

Munkánk a M. circinelloides f. lusitanicus fonalas gomba vizsgálatára 

összpontosít, mely az egyik leginkább vizsgált járomspórás modellorganizmusnak 

tekinthető napjainkban (Garcia és mtsi. 2018, Pérez-Arques és mtsi. 2019). E 

karotintermelő fonalas gomba teljes genomja 2010 óta ismert és elérhető 

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

és számos olyan jellemzővel bír, melyek alkalmassá teszik a genetikai és molekuláris 

vizsgálatokra. Genetikai módosítására többféle transzformációs rendszer is kidolgozásra 
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került (pl. polietilén-glikol (PEG)-mediált protoplaszt transzformálás, elektroporálás) és 

nagyszámú mutáns törzs is rendelkezésünkre áll. A M. circinelloides gombával végzett 

kutatások többsége elsősorban a mikrobiális karotinoidok bioszintézis útvonalaiban 

résztvevő gének és azok termékeinek vizsgálatára irányultak (Iturriaga és mtsi. 2000, 

2001, 2005, Papp és mtsi. 2006). M. circinelloides segítségével tanulmányozzák továbbá 

az RNS-interferencia folyamatát és szerepét a gombasejtben (Nicolás és mtsi. 2010, 2015, 

Calo és mtsi. 2012, Cervantes és mtsi. 2013, Navarro-Mendoza és mtsi. 2018a), a 

morfológiai dimorfizmus mechanizmusát (Lee és mtsi. 2013, 2015, Valle-Maldonado és 

mtsi. 2015), a járomspórás gombák patogenitásának genetikai és molekuláris hátterét 

(Bastidas és mtsi. 2012, Salas és mtsi. 2012, Garcia és mtsi. 2018, Pérez-Arques és mtsi. 

2019), vagy egyes, biotechnológiai szempontból potenciálisan kihasználható 

tulajdonságokat és folyamatokat (pl. karotinoidok, lipidek, zsírsavak, alkohol és enzimek 

termelése), valamint ezek szabályozását (Sharma és mtsi. 2006, Rodríguez-Frómeta és 

mtsi. 2013, Isarankura Na Ayudhya és mtsi. 2019, Naz és mtsi. 2020). 

A Mucorales rend egyes fajai opportunista patogénnek tekinthetők, amelyek 

közül a M. circinelloides az egyik leggyakoribb halálos kimenetelű mucormikózist 

kiváltó szervezet (López-Fernández és mtsi. 2018). A Mucorales taxonon belül kialakuló, 

kórokozó képességgel bíró evolúciós ágak a környezeti niche-hez való alkalmazkodással 

és új stratégiák megszerzésével emelkedhettek ki nem patogén rokonaik közül (Bliska és 

mtsi. 2009). Ugyanakkor e fajok különböző törzsei eltérő mértékű virulenciával bírnak, 

ami arra utalhat, hogy a patogenitási képesség megszerzése kisebb genetikai változások 

következménye (Li és mtsi. 2011*).  

A M. circinelloides egyik jellegzetessége a morfológiai dimorfizmus (Arroyo és 

mtsi. 2016a), amikor is oxigén hiányában a gomba, élesztő alakot vesz fel (McIntyre és 

mtsi. 2002, Mysiakina és Funtikova 2008). E jelenség az emésztőszervrendszert érintő 

mucormikózisoknál is megfigyelhető (Lazar és mtsi. 2014). A M. circinelloides fonalas 

gomba gasztrointesztinális mucormikózist kiváltó képességét mind immunhiányos, mind 

immunkompetens egyének kapcsán leírták már (Aboltins és mtsi. 2006, Lazar és mtsi. 

2014).  

A M. circinelloides bizonyos tejtermékek romlásáért is felelős. Lee és mtsi. 

(2014) tejtermékek romlásáért felelős törzsek virulenciáját vizsgálva arra jutottak, hogy 

azok a klinikai Mucor izolátumokhoz hasonlóan virulensnek bizonyultak egér modellben. 

A tanulmány azt is megjegyezte, hogy az izolátummal fertőzött egerek vastagbele 

rövidebb volt az egészséges egerekéhez képest (Lee és mtsi. 2014). A vastagbél 
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lerövidülése gyakran a fekélyes vastagbélgyulladással járó jelenség, amely a gyulladásos 

bélbetegség (IBD – Inflammatory Bowel Disease) egy előrehaladottabb állapota (Kim és 

mtsi. 2012). M. circinelloides fertőzést követően a baktériumok diverzitása jelentősen 

megváltozott az egerek bélrendszeri mikrobiótájában, különösképp az Akkermansia 

muciniphila baktériumok és a Bacteroides fajok tekintetében. A Bacteroides fajokat az 

IBD-ben észlelt gyulladásos folyamatok egyik közvetlen okozójaként tartják számon 

(Saitoh és mtsi. 2002), míg az A. muciniphila pozitív kapcsolatban áll a bél egészségével, 

mivel gátolja a gyulladásos folyamatokat és erősíti az epitél sejtek integritását (Everard 

és mtsi. 2013, Reunanen és mtsi. 2015). A Bacteroides fajok magasabb, az A. muciniphila 

alacsonyabb szintjét észlelték az egerek bélrendszerében M. circinelloides gombával való 

fertőzést követően, ezáltal megerősítve azt az elképzelést, hogy a mikrobiális összetétel 

elmozdult egy potenciálisan egészségtelen környezet felé a gombafertőzés hatására 

(Mueller és mtsi. 2019).  

3.2.2. A mucormikózisokat okozó gombák virulenciáját befolyásoló 

faktorok 

A járomspórás gombák elleni védekező mechanizmusok fontos részét képezik a 

szérumban található szabad vas speciális vaskötő fehérjék által történő megkötése, a 

neutrofil granulociták és szöveti makrofágok közvetítette fagocitikus és egyéb 

folyamatok, valamint az endotél sejtek általi mechanikai védelem (Ghuman és Voelz 

2017). Gombafertőzés esetén a szervezet egyik legfontosabb védekezési vonalát a 

természetes immunválasz sejtjei képezik: a monociták, makrofágok, neutrofil 

granulociták, dendritikus sejtek, hízósejtek, bazofil és eozinofil granulociták, valamint az 

epitél sejtek (Schmidt és mtsi. 2016, Roilides és Simitsopoulou 2017).  

A bőr és a tüdő alveolusainak részét képező epitél sejtek jelentik a gomba 

számára az első belépési pontot a gazdaszervezetbe. Az invazív mucormikózis 

kockázatának kitett betegek esetében gyakran az epitél károsodása figyelhető meg, mely 

lehetővé teszi a gomba spóráinak extracelluláris fehérjékhez történő adhézióját (Bouchara 

és mtsi. 1996) és amennyiben a nyugvó spórák ezek segítségével megtapadnak, lehetővé 

válik a gazdasejtekbe történő invázió (Spreer és mtsi. 2006). Előfordulhat azonban, hogy 

a szervezet védekező mechanizmusa ezen a ponton sérül (Kontoyiannis és Lewis 2006, 

Ghuman és Voelz 2017) és a szervezetben megjelenő hifák a neutrofilek kemotaxisát 

idézik elő, amelyek a növekvő gombafonalakhoz jutva és azok felszínén megtapadva, 

oxidatív citotoxikus folyamatok révén képesek a hifákat károsítani, illetve elpusztítani. A 
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közvetlen károsító hatás mellett reaktív oxigén metabolitokat (ROS) és egyéb 

antimikrobiális enzimeket, továbbá gyulladást keltő citokinek, mint a tumor nekrózis 

faktor α (TNF-α), interferon-γ (INF-γ) és interleukin-1β (IL-1β), valamint kemokinek 

termelésével indukálják a többi immunsejt aktiválását és toborzását a fertőzött területre, 

továbbá a T-sejtek differenciálódását (Antachopoulos és Roilides 2005, Wurster és mtsi. 

2017). A csökkent immunitású betegek esetén általában mindkét védekezési reakció 

elégtelen, ezáltal késés vagy teljes hiány alakul ki a korai gyulladásos folyamatok 

lejátszódásában, mely szövetpusztulást és a fertőzés gyors terjedését vonja maga után 

(Petrikkos és Tsioutis 2018). A makrofágok képesek gátolni a gombaspórák csírázási 

folyamatait, azonban az ölési folyamatok nem játszódnak le. Az immunsejtek fagocitáló 

képességének sérülésekor a szervezet nem képes a gombák szaporodását megakadályozni 

(Kontoyiannis és Lewis 2006). A neutrofilek kulcsszerepet játszanak a gombás fertőzések 

leküzdésében: a hifát oxidatív folyamatok révén károsítják, fagocitózis folyamata nélkül 

(Kontoyiannis és mtsi. 2006, Chamilos és mtsi. 2008a, Hassan és mtsi. 2019). A 

kortikoszteroid kezelés (Waldorf és mtsi. 1984b), a DKA és a hiperglikémia a szöveti 

makrofágok és neutrofilek megfelelő működését képes gátolni (Chinn és Diamond 1982, 

Lecube és mtsi. 2011), míg a neutropénia során a granulociták számának csökkenése 

segíti elő a gomba invázióját (Gomez és mtsi. 2011, Walsh és Gamaletsou 2013). A R. 

delemar spórái endotél sejtekhez történő adhézióját a GRP78 endoteliális sejtfelszíni 

receptorok közvetítik, amelynek expressziója a sejtek felszínén jelentősen fokozódik 

DKA és hiperglikémiás körülmények között a szinuszokban, a tüdőben és az agyban, 

elősegítve a járomspórás gombák okozta fertőzésekre való hajlam kialakulását (Liu és 

mtsi. 2010). Az endotél sejteken történő átjutást követően a gombaspórák az 

érrendszerbe, majd a véráramba kerülnek, ahol a vérlemezkék csírázást gátló és 

hifakárosító folyamatok révén védekeznek a gombafertőzéssel szemben. A dendritikus 

sejteket a Mucorales fajok spórái nem, azonban a hifáknak való kitettség aktiválni képes, 

mely a segítő T- sejtek válaszát, valamint az interleukin-23 (IL-23) és a TNF-α robusztus 

felszabadulását eredményezi. Az IL-23 szabályozza a segítő T-17 sejtek, a TNF- α pedig 

a segítő T 1-sejtek válaszát (Ghuman és Voelz 2017). Az adaptív immunrendszer 

másodlagos szerepet játszik a Mucorales által okozott invazív gombás fertőzések elleni 

védelemben (Roilides és mtsi. 2014). R. oryzae és R. arrhizus esetében a segítő T-17 

sejtek által termelt interleukin-17 (IL-17) azonban elősegíti a neutrofilek toborzását, 

továbbá a gombaellenes defenzinek felszabadulást, a segítő T 1-sejtek által közvetített 

IFN- γ szekréció pedig a hifák károsodását.  
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A mucormikózis teljes kórfolyamatának kialakulásában nem csak a 

gazdaszervezet védekező mechanizmusainak sérülése, hanem a kórokozó gomba 

virulencia faktorai is fontos szerepet játszanak (Casadevall 1999). Jelenlegi tudásunk 

elsősorban a gazdaszervezet védekező mechanizmusaira vonatkozik, és viszonylag kevés 

tanulmány összpontosít a kórokozók virulencia faktoraira, pedig a gombák 

fertőzőképessége nem csupán a gazda vagy a patogén képességeitől függ, hanem azok 

kölcsönhatásán alapszik (Waldorf és mtsi. 1984a). Virulencia faktornak tekinthetjük a 

gomba azon tulajdonságait, melyek lehetővé teszik, illetve fokozzák a fertőzőképességét, 

szerepet játszva a gazda kolonizációjában, illetve a patogén azon képességeit, melyek a 

gazdaszervezetben történő károsodásért felelősek. Ezen tulajdonságok azonosítása, 

genetikai és funkcionális analízise, továbbá a patogenitási folyamatok hátterének feltárása 

szükséges az újonnan megjelenő és a korábbi, növekvő rezisztenciával bíró gombák elleni 

védekezéshez. A virulencia faktorok azonosítása lehetőséget nyújt új terápiás célpontok 

azonosítására, valamint hatékonyabb gombaellenes szerek és módszerek kidolgozására.  

A Mucorales rend képviselői számos olyan tulajdonsággal bírnak, melyek 

elősegíthetik a mucormikózisok agresszív, gazdaszervezetet romboló lefolyását. Ilyen 

például a 37 °C-on való növekedési képesség az invazív mucormikózisokat kiváltó 

(Kaerger és mtsi. 2015) és a spórák mérete a légzőszervet fertőző gombák esetében (Li 

és mtsi. 2011*); a dimorfizmus jelensége (Lee és mtsi. 2013); a gazdaszervezet 

vaskészletének felhasználása a gomba növekedéséhez és fejlődéséhez (Lewis és mtsi. 

2013); valamilyen extracelluláris enzim termelésének képessége; az endotél sejtek 

felszínéhez való kötődés; olyan gének csendesítése a gazdaszervezetben, melyek a 

patogén felismerésben, a gombaellenes immunválaszban és szövet regenerációban 

játszanak szerepet (Binder és mtsi. 2014); továbbá az INF-γ expressziójának gátlására 

való képességük (Schmidt és mtsi. 2013).  

Gombafertőzések esetén a gazdaszervezet fagocitáló sejtjei receptoraik 

segítségével (mintázatfelismerő receptorok) ismerik fel a patogén gomba sejtfalának 

bizonyos elemeit (patogén asszociált molekuláris mintázatokat) nagymértékben 

befolyásolva a patogén felismerését és a továbbiakban a szervezetből történő eltávolítás 

hatékonyságát is. A gomba sejtfalösszetétele tehát fontos tényező a gazda-patogén 

interakciók során. A gazdaszervezetbe való bejutást követően a spórák csírázási és a 

sejtekbe való behatolási képessége határozza meg a fertőzés további kimenetelét (Pérez-

Arques és mtsi. 2019). Mucor spórákkal történő fertőzéskor állatmodellekben a legelső 

folyamatok közé sorolandók a fagocita sejtek toborzása, a spórák internalizálása, továbbá 
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a granulómák kialakulása. A fagocitózis folyamata megakadályozza a spórák csírázását 

a gazdaszervezetben, így tehát a korai immunválasz hiánya disszeminált fertőzésekhez 

vezethet (Voelz és mtsi. 2015, Inglesfield és mtsi. 2018). A virulens Mucor spórák 

azonban képesek túlélni a fagoszómák belsejében, továbbá a csírázási folyamatok is 

lezajlanak (Li és mtsi. 2011*). Ebben a szakaszban a sejtfal és sejtmembrán 

biogenezisével kapcsolatos folyamatok upregulálódnak a spórákban, előrejelezve a sejt 

felszínének és a gyors hosszanti növekedésnek fontosságát a fagoszómában való túlélés 

során (Meyers és mtsi. 2017). 

Az egyik legáltalánosabb virulencia faktor a Mucorales gombacsoport esetében 

az emberi szervezetre jellemző, magasabb hőmérséklethez való adaptálódás. A gomba 

testhőmérsékleten való növekedési képessége alapvető feltétele az invazív szisztémás 

megbetegedések kialakulásának (Kaerger és mtsi. 2015). 

A Mucorales rend egyes képviselői a környezeti feltételektől, illetve a 

tenyésztési körülményektől függően, egyszer fonalas, másszor pedig élesztő, vagy 

élesztőszerű formában képesek nőni (Wolff és mtsi. 2002). A dimorfizmus jelensége a 

hámrétegbe való penetráció és a mélyfertőzés kialakulásának egyik kulcsfaktora 

(Orlowski 1991). Az élesztő-fonalas átmenet a gomba kalcineurin útjának szabályzása 

alatt áll (Lee és mtsi. 2013) és ahogy más dimorf gombák esetén is, a kalcineurin a 

nukleuszba szállított transzkripciós faktorok defoszforilációjával a célgének expresszióját 

idézi elő (Boyce és Andrianopoulos 2015). A M. circinelloides esetében a cnbR gén 

elrontása, valamint kalcineurin inhibitorok hozzáadása megakadályozza az 

élesztőfázisból való kilépést, továbbá kevésbé virulens mutánsokat eredményez (Lee és 

mtsi. 2013, 2015), míg a cnaA gén deléciója a sejtfal szerkezeti változásait és virulensebb, 

nagyobb méretű spórák megjelenését vonja maga után. A nagyobb spórák ugyanis 

közvetlenül a makrofágok általi fagocitózisukat követően intenzív csírázási folyamatokba 

kezdenek, mely menekülési útvonalként funkcionál a gazdaszervezet immunsejtjeinek 

elimináló hatása elől (Li és mtsi. 2011*). 

A vas az emberi szervezetben általában hordozófehérjével együtt, kötött 

formában van jelen, mely a gomba számára nem, vagy csak igen kismértékben 

hozzáférhető (Bullen 2006). A vas azonban számos oxido-redukciós folyamat 

kofaktoraként esszenciálisnak tekinthető a mikroorganizmusok számára, így szükség van 

olyan hatékony enzimrendszerek jelenlétére, melyek a vas felvételét és annak 

szabályozását képesek megvalósítani (Eide 1997). Bizonyított továbbá, hogy Rhizopus 

fajok endotél sejtekbe történő bejutása a gazdaszervezet vaskészleteitől függő folyamat 
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(Liu és mtsi. 2010). A vashiányos környezethez való alkalmazkodást a Mucorales rend 

képviselői két fő stratégia útján valósítják meg: nagy affinitású vastranszporterek 

segítségével, illetve főleg polikarboxilsav jellegű sziderofórok termelésével (Navarro-

Mendoza és mtsi. 2018b), mint például a Rhizopus fajok által termelt rhizoferrin (Thieken 

és Winkelmann 1992, Caroll és mtsi. 2017). A járomspórás gombák virulenciája kapcsán 

azonban nem tulajdonítanak túlzottan nagy szerepet az általuk termelt sziderofóroknak, 

ugyanis a rhizoferrin a deferoxaminhoz képest kevésbé képes a szérumban fellelhető vas 

megkötésére, továbbá a deferoxamin-kötött vas nem kötődik a transzferrinhez, ezért 

felvétele a gombasejtekbe akadálytalanul lezajlik (de Locht és mtsi. 1994). 

Szintén a Rhizopus fajokra jellemző, hogy rendelkeznek olyan sziderofór 

transzport rendszerekkel is, amelyek más mikroorganizmusok által termelt ún. 

xenosziderofórok felvételét biztosítják. Klinikai megfigyelések, illetve állatkísérletek 

alapján bebizonyították, hogy a járomspórás gombák képesek a deferoxamin-kelátolt vas 

hasznosítására, így a deferoxamin használata a klinikumban jelentősen megnöveli a 

betegek fogékonyságát az ilyen jellegű mikózisok kialakulására (Liu és mtsi. 2015, 

Chitasombat és Kontoyiannis 2018).  

A gombák által termelt extracelluláris enzimek, mint például a R. oryzae által 

termelt szerin-proteázok és szénhidrát-aktív enzimek szerepet játszhatnak az adhézió 

folyamatában, a tápanyag felvételében, a szövetekben történő terjedésben és a 

disszeminációban (Hassan és Voight 2019).  

3.3. A CotH fehérjecsalád, mint lehetséges virulencia faktor 

3.3.1. A CotH fehérjék felfedezése és szerepe baktériumokban 

A CotH fehérjéket a Bacillus subtilis-ban írták le először (Naclerio és mtsi. 

1996). Kedvezőtlen körülmények között a baktériumsejt endospórát képez, ilyen 

formában akár hosszú évekig is nyugalmi állapotba kerülhet. A spórafalat (coat) legalább 

50 fehérjetípus alkotja (Naclerio és mtsi. 1996, Kim és mtsi. 2006) és két fő rétegre 

különül el; egy elektrondenz külső, és egy lamelláris szerkezetű belső rétegre, ezáltal egy 

védelmi gyűrű alakul ki a baktericid hatású enzimek és kemikáliák ellen (Naclerio és mtsi. 

1996). A patogenitási folyamatokban is számos módon szerepet játszó spórafal a fajokra 

nézve egyedi, dinamikus struktúra, mely nemcsak a gombasejt alakját, ozmotikus és 
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mechanikai védelmét biztosítja, hanem antigén révén a gomba felismerését teszi lehetővé 

az immunrendszer számára, továbbá az adhéziós folyamatok közvetítője is.  

A CotH fehérjék atipikus protein-kinázok, illetve egyes esetekben különböző 

mikroorganizmusok spóráinak strukturális alkotórészét képezik (Lax és mtsi. 2020). 

Ortológjaik számos gombafajban is megtalálhatók, lokalizációjuk főként a spóraburok 

felszínére tehető (Saggese és mtsi. 2014). A CotH fehérjék kináz természetét alátámasztja 

a CotH fehérjék HipA és a foszfoinozitol 4-kináz családdal való szerkezeti hasonlósága 

is (Scott és Newton 2016). Rendelkeznek egy ATP-kötő zsebbel, valamint 

aktivációjukhoz kétértékű kationra van szükség, amely rendszerint Mg2+ vagy Mn2+. 

Baktériumok esetében a CotH fehérje egy 362 aminosavból álló, 42,8 kDa méretű 

polipeptid képződik (Naclerio és mtsi. 1996, Zialho és mtsi. 1999), melynek szerkezete 

[3. ábra] atipikus protein-kináz szerű feltekeredést mutat (Nguyen és mtsi. 2016), és két 

spórafalat alkotó fehérjét, a CotB-t és a CotG-t foszforilálja (Zilhao és mtsi. 1999). A 

cotH gén eltávolítása kihat a külső spóraburok felépítésére, továbbá csírázásdeficiens 

fenotípussal jár, bár ennek a folyamatnak a mechanizmusa még nem ismert (Naclerio és 

mtsi. 1996).  

 

3. ábra. Egy CotH fehérje szerkezete és AS sorrendje B. cereus baktériumban. A) Kékkel 

a C-terminális, lilával a fehérje N-terminális doménje került jelölésre, a narancssárga szín 

egy a kinázokra jellemző alfa hélixet ábrázol. B) A CotH fehérje másodlagos szerkezeti 

elemeit kódoló AS szekvencia részletek, az A) pontnak megfelelő színkóddal ellátva 

(Nguyen és mtsi. 2016). 
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Bacillus cereus esetén is a CotB és a CotG fehérjék tekinthetők a CotH 

szubsztrátjának (Nguyen és mtsi. 2016). A CotG fehérje, amely a külső rétegben 

helyezkedik el, szorosan együttműködik a CotH fehérjével, és jelentős szerepük van az 

endospóra szerkezetének kialakításában és működésében (Saggese és mtsi. 2014). 

Továbbá ismert, hogy a CotH fehérje a cotE és gerE gének szabályozása alatt áll. A cotE 

mutáns spórák esetében a külső burok teljesen hiányzik, míg a gerE mutánsoknál a belső 

réteg nem tud kialakulni. Így a kettős kontroll hiányában a CotH fehérjének megfelelő 

polipeptid nem képződik (Zilhao és mtsi. 1999). A CotH fehérjék nem csak prokarióta 

szervezetekben, hanem egyes alacsonyabbrendű eukariótákban, illetve gombákban is 

megtalálhatók (Gebremariam és mtsi. 2014). Több, mint 2000 CotH homológ szekvencia 

alapú analízise után megállapították, hogy a bakteriális eredetű CotH fehérjék 30%-a, míg 

az eukarióta eredetűek 60%-a hordoz szekréciós szignál szekvenciát (Nguyen és mtsi. 

2016). A proteincsaládok adatbázisa (Pfam – Protein Families Database) alapján a CotH 

fehérjék hordoznak egy ún. CotH kináz-szerű domént, melyet gyakran követ valamely β-

redőkben gazdag egyéb domén, például fibronektin-szerű-domén (Pfam: PF13287), 

lamin fehérje domén (Pfam: PF00932), kitobióz/HEXB C-terminális domén (Pfam: 

PF03174), vagy cellulózt kötő domének (Pfam: PF00553). Ezen domének általában 

valamely szénhidrát megkötéséért felelősek. Számos CotH fehérje tartalmaz továbbá 

dockerin I-es típusú ismétlődéseket, melyeknek ismert szerepük van a celluloszóma 

kialakításában (Nguyen és mtsi. 2016).  

3.3.2. A CotH fehérjék szerepe fonalas gombákban  

 41 Mucorales izolátum genomját vizsgálva a CotH fehérjék kivétel nélkül 

prediktálhatóak voltak a patogén képviselők között, amely megfigyelés a virulenciában 

betöltött esetleges szerepükre utal (Chibucos és mtsi. 2016). A mucormikózisok kapcsán 

a leggyakrabban izolált faj, a R. delemar nyolc különféle CotH fehérjével rendelkezik, 

melyek közül hat (CotH1-3 és CotH6-8) hordozza a felszíni 

„MGQTNDGAYRDPTDNN” AS szekvenciát. Ez a motívum a gombaspórák és a gazda 

endotél sejtjei közötti specifikus kölcsönhatás meghatározó tényezője, amely 

nélkülözhetetlen a gomba további inváziójához (Chibucos és mtsi. 2016, Lax és mtsi. 

2020). A CotH3 fehérjével való AS szekvencia hasonlóság alapján valószínűsíthető 

továbbá e fehérjecsalád jelenléte a következő gombafajok esetén is: L. corymbifera, 

Lentamyces parricida, M. circinelloides, M. racemosus, M. velutinous, Mortierella 

verticillata és R. stolonifer (Gebremariam és mtsi. 2014). Mucor fajok transzkriptomikai 
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analízise egy-egy „MGQTNDGAYRDPTDNN” AS szekvenciát hordozó Rhizopus 

CotH2/CotH3 és RO3G_15938 fehérjét kódoló gén homológot azonosított M. 

circinelloides-ben, és összesen 16 CotH-szerű fehérjét prediktált (Annie és mtsi. 2018). 

A cotH transzkriptek száma kétszerese volt a patogénnek vélt törzsek transzkriptomjában, 

mint a sajtgyártás során alkalmazott Mucor törzsek esetében (Annie és mtsi. 2018). 

 A GRP78 (más néven BiP) a Hsp70 család ER-ben működő tagja, melynek 

elsődleges szerepe a fehérje foldingban van (Gonzalez-Gronow és mtsi. 2009) és a gomba 

spóráinak endotélsejtekbe való belépést is közvetíti. A stresszkörülmények a GRP78 

receptorok ER-ből történő felszabadulását és a sejtfelszínen való megjelenését idézik elő, 

kitéve az endotél sejteket a gombaspórák adhéziójának (Ibrahim és mtsi. 2019). A 

Rhizopus nemzetségben azonosított CotH protein kinázok közül kettőnek (CotH2 és 

CotH3) az endotél sejtekhez való kapcsolódásban, és ez által az endotél sejtekbe történő 

invázióban van szerepe, míg a többi CotH protein szerepe egyelőre ismeretlen 

(Gebremariam és mtsi. 2014). 

 A CotH fehérjéknek a gomba patogenitásában való szerepét előre jelezheti az a 

tény is, hogy a Mucorales rend patogén képviselői körében a CotH fehérjecsalád jelenléte 

kimutatható (Gebremariam és mtsi. 2014). A rágcsálók közül az egerek a legszélesebb 

körben használt modellállatok a mucormikózis tanulmányozására (Schulze és mtsi. 2017, 

Baldin és mtsi. 2018). Az egér modellekben számos klinikai szempontból fontos 

járomspórás gombafertőzéssel kapcsolatos jellemzőket tanulmányoztak (Kamei 2001, 

Gebremariam és mtsi. 2017a), beleértve az emésztőszervrendszeri (Kaur és mtsi. 2018, 

Mueller és mtsi. 2019), vagy a mucormikózis mélyebb szerveket érintő és szisztémás 

formáit, amelyeket kísérleti úton indukálnak az állatokban (Lee és mtsi. 2014), illetve a 

megbetegedésre hajlamosító alapbetegségek jelentőségét (Schulze és mtsi. 2017, Corzo-

Leon és mtsi. 2018). Annak érdekében, hogy a klinikai állapotoknak megfelelő kísérleti 

járomspórás fertőzéseket tanulmányozzanak, nemcsak immunkompenetens egerekben, 

hanem különböző módon immunszuppresszált (például ciklofoszfamiddal, 5-

fluorouracillal vagy kortizon acetáttal) (Ibrahim és mtsi. 2007b, Watkins és mtsi. 2018, 

Salas és mtsi. 2012, Luo és mtsi. 2014) illetve megbetegített (például diabetes mellitus 

kiváltása sztreptozotocinnal) egerekben is végeztek már megfigyeléseket (Liu és mtsi. 

2010, Luo és mtsi. 2014, Gebremariam és mtsi. 2016). A R. delemar CotH3 fehérjéje 

ellen termeltetett IgG poliklonális antitestek alkalmazása megvédte a DKA-ban szenvedő 

egereket a mucormikózisos megbetegedéstől, továbbá ez a védő hatás megfigyelhető volt 

neutropéniás egerek esetében is (Gebremariam és mtsi. 2014). A R. delemar CotH3 
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fehérje ellen termelt IgG poliklonális antitestek más, rokon fajok (L. corymbifera, 

Cunninghamella bertholletiae, M. circinelloides, M. ramosissimus és Rhizomucor spp.) 

esetén is védelmet jelentett a mucormikózisos fertőzéssel szemben, amely leginkább a 

Rhizomucor és Apophysomyces, legkevésbé a Mucor fajok esetén mutatkozott meg 

(Gebremariam és mtsi. 2014). Továbbá az antitestterápia a szinergikus hatás elérése 

céljából gombaellenes szerekkel kiegészítve tovább javította a DKA egereknek R. 

delemar fertőzéssel szembeni ellenállóságát. Ezen kutatási eredmények alapján az anti-

CotH3 antitestek használatát ígéretes kiegészítő immunterápiás lehetőségként 

azonosították a humán gyógyászat számára, egy olyan, gyakran halálos betegség ellen, 

amelynek kezelése gyakran kihívást jelentő feladat (Gebremariam és mtsi. 2019).  

Mivel a CotH géncsalád jelenléte egyetemesnek tekinthető a Mucorales rend 

patogén fajai körében, így az általuk kódolt fehérjék potenciális markerek lehetnek a 

mucormikózisos megbetegedések gyors diagnosztizálásában. Egérmodellben a R. 

delemar (R. oryzae), M. circinelloides, L. corymbifera és C. bertholletiae fonalas 

gombával történő intraracheális fertőzést követő 24. órában kimutatható a CotH 

fehérjéket kódoló nukleinsavak jelenléte a vérplazmából, vizeletből és a 

bronchoalveoláris mosás által kinyert mintákból, amely hozzájárulhat a gyors és hatékony 

fajazonosításhoz (Baldin és mtsi. 2018). 

3.4. A patogenitás genetikai hátterének vizsgálata 

A járomspórás gombák számos biológiai folyamatának és anyagcsere 

útvonalának hátterében álló genetikai és molekuláris folyamatok vizsgálata többek közt 

a bennük szerepet játszó gének módosításával és a mutánsok karakterizálásával történik. 

A patogenitás hátterének vizsgálata nagyfokú örökléstani és molekuláris ismeretek, 

valamint hatékony transzformációs rendszerek alkalmazását igényli. Elengedhetetlen 

szempont a vizsgálni kívánt gének kifejeződése, a megfelelő szelekciós markerek 

megválasztása, valamint a bevitt DNS stabil fennmaradása és replikációja. 

3.4.1. DNS bejuttatása járomspórás gombákba 

Transzformációs rendszerekkel lehetőségünk van különböző DNS szakaszokat 

bejuttatni a járomspórás gombákba (akár genomi integrációval, akár önállóan replikálódó 

elemként), és utána az így bevitt gén(ek) szerepére következtetni. Egyes járomspórás 

gombafajok esetében (pl. M. circinelloides, Mortierella alpina) rendelkezésünkre állnak 



3. Irodalmi áttekintés  27 

 

megbízható genetikai transzformációs rendszerek a gombák genetikai módosítása 

céljából, úgy, mint a PEG-mediált protoplaszt transzformáció, az Agrobacterium 

tumefaciens-közvetítette transzformáció (ATMT – Agrobacterium tumefaciens-Mediated 

Transformation), az elektroporáció és a biolisztikus módszer, azonban stabil integratív, 

illetve null-mutánsok előállítását lehetővé technika kidolgozása továbbra is kihívást 

jelentő feladat (Ibrahim és Skory 2007). A vizsgálatunk tárgyát képező M. circinelloides 

gomba első sikeres transzformációját 1984-ben hajtották végre a gomba leucin 

auxotrófiáját komplementálni képes vad típusú (VT) leuA gént tartalmazó cirkuláris 

plazmiddal (van Heeswijck és Roncero 1984). A 2000-es évek elejétől kezdve az exogén 

DNS elektroporációval való bejuttatása is tért nyert (Schilde és mtsi. 2001, Torres-

Martínez és mtsi. 2016, Lee és mtsi. 2013), mely során az intakt sejtek (pl. spórák) vagy 

protoplasztok sejtfalát és a sejtmembránt nagyfeszültségű elektromos impulzusnak teszik 

ki, átjárhatóvá téve a bejuttatni kívánt DNS számára. Az elektroporáció, melyet a M. 

circinelloides esetében is sikerrel alkalmaztak (Gutiérrez és mtsi. 2011) elvégezhető 

szferoplasztokon (Kothe és Free 1996) és csírázó spórákon is (Chakraborty és Kapoor 

1990). A Mucorales rend tagjain több esetben is alkalmazásra került a biolisztikus 

módszer (különösen az ipari és biotechnológiai fejlesztések során) (Gonzalez-Hernandez 

és mtsi. 1997, Bartsch és mtsi. 2002, Skory 2002, Ibrahim és Skory 2007) és az ATMT-t 

is (Monfort és mtsi. 2003, Nyilasi és mtsi. 2005). A biolisztikus módszer előnye, hogy 

előkezelés nélküli, intakt gombasejteken is alkalmazható, így segítségével olyan fajok is 

transzformálhatóak, melyeknél a protoplasztképzés csak nehezen vagy egyáltalán nem 

megoldható (Klein és mtsi. 1987, Hazell és mtsi. 2000). Az ATMT során gyakran 

megvalósul az egykópiás integráció, járomspórás gombák esetén azonban stabil 

transzformánsok ritkán figyelhetők meg. A leggyakrabban alkalmazott génmódosítási 

eljárás M. circinelloides esetén a protoplasztok PEG-közvetítette transzformációján 

alapszik, melynek előfeltétele a gomba glükán-, mannán- és kitintartalmú sejtfalának 

lítikus enzimatikus emésztése (Iturriaga és mtsi. 1992). 

3.4.2. A transzformálás során bejuttatott DNS sorsa 

A bejuttatni kívánt cirkuláris DNS a transzformációt követően általában 

autonóm replikálódó elemként, episzómálisan marad fenn (Iturriaga és mtsi. 1992, Benito 

és mtsi. 1992, Ortiz-Alvado és mtsi. 2006), a genomba történő, általában ektopikus 

integráció igen ritka eseménynek tekinthető (Skory 2002, 2004, 2005). További 

nehézséget jelenthet a cirkuláris plazmidokkal létrehozott mutánsok mitotikus 
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instabilitása és a szelekciós nyomás megszűnése utáni plazmidvesztés (Appel és mtsi. 

2004, Ortiz-Alvarado és mtsi. 2006 Ibrahim és Skory 2007). A transzformáló DNS 

integrációja a genomba homológ rekombináción alapuló hibajavítási útvonal segítségével 

is kikényszeríthető, mely extenzív (>1000 bp homológ szakaszokat tartalmazó lineáris 

DNS fragmentumok használatát igényli (Ibrahim és Skory 2007). Ilyenkor a 

transzformációs gyakoriság jellemzően alacsony, feltehetőleg egy, a gazdagenomot védő 

mechanizmusnak köszönhetően, amely meggátolja az idegen DNS genomba történő 

integrációját és fennmaradását (Obraztsova és mtsi. 2004, Ibrahim és Skory 2007). A 

lineáris fragmentumokkal való transzformálás során fellépő probléma továbbá a DNS 

templát esetleges gyűrűvé záródása és autonóm replikálódó elemmé válása, mely a 

transzformánsok instabilitását növelheti, továbbá gyakran ektopikus integrációhoz 

és/vagy nem kívánt átrendeződésekhez, konkatamerek képződéséhez vezet (Michielse és 

mtsi. 2004, Ibrahim és Skory 2007, Meussen és mtsi. 2012, Papp és mtsi. 2013). A 

Mucorales fajok esetében a bejuttatott plazmid DNS általában nem integrálódik a 

genomba, akkor sem, ha a plazmid nagyobb, a gazdagenommal homológ szakaszokat 

hordoz (Skory 2002, 2004, 2005). A fentebb említett nehézségek nagyban megnehezítik 

a Mucorales renden belül a mutáns könyvtárak felépítését, a génfunkciók jellemzését, a 

patogenitás vizsgálatokat vagy egyéb a rekombináns törzsek fejlesztésére irányuló 

kutatásokat.  

3.4.3. A CRISPR-Cas9 rendszer, mint lehetséges génsebészeti eszköz 

A CRISPR-Cas9 rendszer alapja a baktériumok és archeák nukleinsav-alapú, 

adaptív immunrendszereként funkcionáló mechanizmus, mely a folyamatosan változó 

vírusgenomok és idegen plazmidok elleni védelemben játszik szerepet (Marraffini 2015). 

E. coli baktérium genomjában mindaddig ismeretlen sajátos, ismétlődő szekvencia 

elemeket azonosítottak, melyeket „halmozottan előforduló, szabályos közökkel 

elválasztott palindromikus ismétlődéseknek” (CRISPR) neveztek el (Ishino és mtsi. 

2018), melyek hasonlóságot mutattak bakteriofágok, ősi vírusok és plazmidok 

szekvenciáival, így felmerült a lehetősége annak, hogy a rendszer esetlegesen egy 

egyszerű adaptív „immunrendszer” egyes prokarióták számára (Mojica és mtsi. 2005). 

Ezt követően összehasonlító genomikai elemzések rávilágítottak arra, hogy a Cas 

enzimek a CRISPR rendszerrel szorosan együttműködve alakítják ki azt a védekező 

mechanizmust, mely által a baktériumsejtbe behatoló idegen nukleinsavak felismerésre 

kerülnek, majd feldarabolódnak (Makarova és mtsi. 2006). Az ismétlődések között olyan 
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szekvenciák fedezhetők fel (helykitöltők), melyek bázissorrendje teljesen azonos 

bizonyos prokariótákat fertőzni képes plazmidok és bakteriofágok egy-egy részletével 

(Pourcel és mtsi. 2005, Mojica és mtsi. 2005) és számuk fágfertőzést követően gyors 

ütemben növekszik. A CRISPR-helykitöltő szakaszok közelében fedezhetők fel a cas 

gének, melynek mintegy 45 géncsaládja ismert (Haft és mtsi. 2005). A baktériumok 

vírusok elleni védekező mechanizmusának első szakaszában a víruseredetű nukleinsavak 

a baktériumsejtbe való bejutásukat követően, a Cas fehérje komplex által elvágódnak. A 

virális genom azon szakaszát, mely a Cas proteinek segítségével kivágásra kerül és beépül 

a baktérium genomjába, protospacer-nek nevezzük. A protospacer kiválasztása nem 

véletlenszerű: gyakran protospacer melletti motívum (PAM – Protospacer Adjacent 

Motif) szekvencia határolja a CRISPR lókuszba beillesztendő génszakaszt. A PAM 

szekvenciák bázisösszetétele eltérhet az egyes Cas proteinek között. A S. pyrogenes Cas9 

fehérjéjének PAM szekvenciája egy három bázispár hosszúságú 5’-NGG szakasz (ahol 

az N tetszőleges bázis lehet). Ettől a PAM szekvenciától fentebbi irányban lévő ~24-48 

bázispáros szakasz kerül kivágásra és beillesztésre a bakteriális kromoszóma CRISPR 

lókuszának rövid (~30 bp), palindrom szekvenciái közé. Így a baktérium genomjában 

létrejön egy olyan struktúra, mely az ismétlődő szekvenciák között tartalmazza a virális 

genom rövid helykitöltő (spacer) DNS szakaszait. A keletkező helykitöltő szekvencia a 

CRISPR lókuszba beépülve helykitöltő szakasszá válik, majd a CRISPR lókuszról ezt 

követően egy kisméretű pre-transzkriptum (pre-crRNS) íródik át, mely kapcsolódási 

felületet biztosít a transz-aktiváló crRNS-ek (tracrRNS) és a Cas9 endonukleáz számára, 

melyet a polimeráz III RNS-fehérje komplex általi hasítás követ. Minden crRNS (Crispr-

RNS) két részből tevődik össze: egy virális spacer és egy gazda eredetű ismétlődő 

(repeat) szekvenciából. Mivel az idegen DNS identikus a Cas nukleázzal komplexet 

alkotó crRNS spacer szakaszával, ezért a nukleáz képes felismerni és elhasítani a vele 

komplementer szekvenciát, tompa végű kettős törést hozva ezzel létre a vírusgenomban 

(Arras és mtsi. 2016). Egy esetleges új fertőzés esetén a Cas enzimek a helykitöltőkről 

másolt crRNS-ek segítségével ismerik fel és iktatják ki a célszekvenciát [4. ábra]. 
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4. ábra. A CRISPR-Cas9 rendszer alkotóelemei: PAM (3 bázispáros szakasz, ami mellett 

a Cas9 hasítani képes), vezető RNS (egyszálú RNS, mely az enzimet célzott helyre 

irányítja), a tracrRNS és crRNS (mely összekapcsolható egy loop motívumon keresztül); 

Cas9 (dsDNS hasítást végző endonukleáz enzim). 

A crRNS-el és tracrRNS-el végzett kísérletek során kiderült, hogy a kétféle RNS 

akár fuzionált formában, egyetlen vezető RNS-ként (single-guide RNS – sgRNS) is 

expresszálható (Nødvig és mtsi. 2015). Az így létrehozott szintetikus, kiméra sgRNS 

bázispárosodással képes felismerni, és Cas9 endonukleázzal való kölcsönhatás révén 

elhasítani a kívánt célszekvenciát. A célszekvencia felismerése és hasítása tehát 

szekvencia komplementaritást igényel a crRNS és a DNS között, és egy PAM motívumot 

a célszekvencia 3’ végén (Mali és mtsi. 2013). A mindössze 20 nt hosszúságú vezető RNS 

szál megváltoztatásával a CRISPR-Cas9 rendszer alkalmas lehet nemcsak virális 

nukleinsav, hanem bármilyen DNS szekvencia kívánt helyen történő hasítására, mely 

alkalmassá teszi a célzott génmanipuláció megvalósítására, továbbá a CRISPR rendszer 

több, egyedi vezető-RNS (gRNS) egyidejű használatát is lehetővé teszi, mely lehetőséget 

teremt több lókusz egyidejű megcélzására is. Ez a rendszer emiatt igen rugalmasnak, 

költséghatékonynak, kevésbé időigényesnek tekinthető, valamint könnyebb 

tervezhetőséget és jobb célozhatóságot tesz lehetővé (Sander és Joung 2014).  

A CRISPR-Cas9 génmanipulációs módszer alapja a helyspecifikus DNS-kettős 

száltörés (DSB – Double-Stranded Break), a DNS egyszálú törés (SSB – Single-Stranded 

Break („nick”), melyek endogén javító mechanizmusok aktiválását, majd az ezt követő 

hibajavítást indukálják (Jiang és Marraffini 2015). A hibajavításnak, annak alapján, hogy 

jelen van-e homológ DNS templát, két fő mechanizmusa lehetséges (Jackson 2002). A 

NHEJ (Non-Homologous End-Joining) a nem homológ végek összekapcsolását, ligálását 
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jelenti (Chang és mtsi. 2017). Ezen útvonal működése során kisebb deléciók, illetve 

inszerciók jönnek létre, ugyanis a törött szálvégek gyakran nem tartalmazzák a ligáláshoz 

szükséges 3’OH, illetve 5’ foszfát csoportokat, ezért a törött szálvégekhez a Ku70/Ku80 

fehérjékből álló komplex, majd exonukleáz aktivitású fehérjék (Mre11-Rad50-Xrs2 

komplex) kapcsolódnak és visszaemésztenek néhány bázispárt a törött végekről, ami 

véletlenszerű folyamat és mutációt eredményezhet. Ezt követően a DNS szál 

folytonosságát a DNS ligáz IV általi ligálás állítja helyre (Mehta és Haber 2014). A 

homológ rekombináción alapuló hibajavítás (HDR – Homology-Directed Repair) az 

NHEJ-vel ellentétben hibamentes javító mechanizmus, melyhez szükséges egy ép, 

homológ templát DNS jelenléte (Zhao és mtsi. 2017). A HDR első lépése egy hosszú, 

néhány száz bázispáros 3’ túlnyúló vég létrehozása a törött DNS molekulán. A szabaddá 

vált 3’ túlnyúló vég stabilizálását a DNS-kötő fehérje (RPA) fehérje egységek, majd a 

Rad51 fehérje végzi, mely funkcióját tekintve a szekvencia homológia keresésének és 

felismerésének fehérjéje (Mehta és Haber 2014). A templát alapú javítás a DNS-

molekulaszakaszok igen precíz (bázis pontosságú) reciprok cseréje, ezért inszertek és 

deléciók jelenléte nem gyakori a HDR javító mechanizmust követően (Wright és mtsi. 

2018). A CRISPR-Cas9 rendszer működése során indukált DNS-törést követően a HDR 

során a natív szekvencia helyett gyakorlatilag bármilyen, akár markergénnel vagy 

restrikciós hellyel ellátott HDR-templát alkalmazása is lehetséges, mely megkönnyíti a 

sikeres HDR események nyomon követését (Cong és Zhang 2015). A HDR 

felhasználható a genom specifikus szerkesztésére, beleértve a gének kiütését és 

inszercióját, helyettesítését és pontmutációk létrehozását (Arnoult és mtsi. 2017). Fonalas 

gombák esetében a NHEJ (Nødvig és mtsi. 2015, Wenderoth és mtsi. 2017, Wang és mtsi. 

2016) és a HDR (Zhang és mtsi. 2016, Pohl és mtsi. 2016) mechanizmusra épülő stratégia 

is fellelhető a CRISPR-Cas9 rendszert alkalmazó célzott génszerkesztési eljárások között.  

A CRISPR-Cas9 rendszer fonalas gombákban történő alkalmazására számos 

stratégia született, mely magába foglalja a Cas9 endonukleáz és az sgRNS-t kódoló DNS 

szekvencia integrációját a gazdagenomba, vagy pedig ezen elemek plazmidon történő 

bevitelét a rendszerbe (Arras és mtsi. 2016, Shi és mtsi. 2019); a Cas9 fehérjét kódoló 

DNS-sel történő transzformációt követően, in vitro átírt sgRNS-ek alkalmazását (Chen és 

mtsi. 2018); egy előre összeállított Cas9/sgRNS ribonukleoprotein (RNP – 

Ribonucleoprotein) komplexszel való génszerkesztési megközelítést (Wang és mtsi. 

2018). Egyes esetekben a Cas9 enzimet kódoló gént tranziensen, egy replikációs origó és 

a gazdagenommal homológ szekvencia nélküli plazmid részeként juttatják be genomba, 
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ahol ko-transzformálódik a szelekciós markert hordozó donor DNS-sel együtt kerül a 

sejtbe (Arazoe és mtsi. 2015, Huck és mtsi. 2019), míg egy másik stratégia szerint az 

endonukleázt kódoló gént egy autonóm módon replikálódó szekvenciát (ARS) hordozó 

önreplikálódó plazmiddal tartják fenn mindaddig, míg a szelekciós nyomás fennáll 

(Wenderoth és mtsi. 2017). 

Bár a CRISPR-Cas9 rendszer általi génszerkesztés során az RNS irányította 

nukleázok általában pontosan hasítják a célszekvenciát, lehetséges hátrányként mégis 

említést kell tennünk az esetleges off-target hasításról, melyek nem kívánatos NHEJ-

indukálta indelek keletkezéséhez vezethetnek. Ennek elkerülésének egy lehetséges módja 

a komplement régió 5’ végén rövidebb (17-18 nt nagyságú), csonkolt vezető RNS-ek 

(truncated gRNS – tru-gRNS) használata (Sander és Joung 2014). 

A CRISPR-Cas9 gyors és megbízható genommódosító eszközt kínál a mutáns 

törzsek előállításához, mely mind az alap, mind az alkalmazott kutatásban segítségül 

szolgálhat, azonban járomspórás gombák esetén korábban nem alkalmazták.
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4. CÉLKITŰZÉSEK 

Annak ellenére, hogy a járomspórás gombák kiváltotta fertőzések klinikai 

jelentősége egyre inkább nő, keveset tudunk a fertőzőképességüket meghatározó 

virulencia faktorokról. Ezen mechanizmusok meghatározása és alapos vizsgálata a 

jövőben új, hatékonyabb, célzott terápiás kezelések alapját képezhetik. Ehhez elsősorban 

egy olyan megbízható és könnyen alkalmazható génsebészeti eszközre van szükségünk, 

melynek segítségével megvalósítható a gazda-patogén interakcióban szereppel bíró 

gének feltérképezése, funkciójuk megismerése. 

Ennek érdekében a következő célok megvalósítását tűztük ki:  

1. A CRISPR-Cas9 rendszer optimalizálása Mucor circinelloides járomspórás 

gombára; 

2. A cotH géncsalád azonosítása és in silico jellemzése Mucor circinelloides-ben; 

3. A gazda-patogén interakcióban potenciálisan szerepet játszó cotH gének 

genomból történő eltávolítása és egy diszrupciós könyvtár létrehozása CRISPR-

Cas9 eljárással; 

4. A létrehozott diszrupciós könyvtár tagjainak morfológiai, fiziológiai és genetikai 

jellemzése; 

5. A CotH fehérjék patogenitásban betöltött szerepének vizsgálata in vitro és in vivo 

modellekben. 
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5. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1. A kutatás során felhasznált törzsek, sejtvonalak 

Transzformációs kísérleteinkhez a M. circinelloides f. lusitanicus CBS277.49 

izolátumot és ennek leuA- és pyrG- kétszeres auxotróf mutáns MS12 törzsét alkalmaztuk 

(Benito és mtsi. 1992, Szeged Microbial Collection, University of Szeged, Hungary 

(SZMC) 12082). Kísérleteinkhez felhasználtuk továbbá a M. circinelloides f. lusitanicus 

CBS277.49 izolátum leuA- és pyrG- kétszeres auxotróf mutáns MS12 törzsének pyrG 

komplementált (MS12+pyrG) törzsét, melyet kutatócsoportunk CRISPR-Cas9 

génszerkesztéssel hozott létre. 

A fagocitózis vizsgálatok során BALB/c nőstény egerek tumoros 

sejtcsoportjából izolált monocitaszerű J774.2 sejtvonalat használtunk.  

Az in vivo patogenitási vizsgálatokat Oregon R ecetmuslica (Drosophila 

melanogaster) törzs (Bloomington Drosophila Stock Center), viaszmoly (Galleria 

mellonella) lárvák (BioSystems Technology, TruLarv) és DKA Bagg albino (BALB/c) 

hím egerek (≥20 g) (National Cancer Institute) bevonásával végeztük. 

5.2. Alkalmazott táptalajok, tápoldatok és tenyésztési körülmények 

5.2.1. A tenyésztés során alkalmazott táptalajok/tápoldatok 

A kísérletek során felhasznált vegyületek a VWR Chemicals gyártótól 

származtak, ettől eltérő esetben a gyártót külön feltüntettük.  

Minimál tápoldat/táptalaj (YNBM): 1% (m/V) D-glükóz; 0,15% (m/V) 

ammónium-szulfát; 0,15% (m/V) Na-L-glutamát; 0,05% (m/V) élesztő nitrogénforrás 

(YNB – Yeast Nitrogen Base) (Sigma-Aldrich); desztillált víz; szükség esetén 0,05% 

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

kiegészítve (pH=4,5). Szilárd táptalaj előállításához 2% (m/V) agart adtunk a 

tápoldathoz. PEG-közvetítette protoplaszt-transzformáció során a protoplasztokat 0,8 M 

szorbitolt és 1% (m/V) agart tartalmazó YNBM fedőagarral összekeverve (pH=3,2) 

öntöttük 0,8 M szorbitollal kiegészített, 2% agart tartalmazó YNBM táptalajra. Kísérlettől 

függően a minimál tápoldatot Kongo Vörös (KV) (2 mg/ml); Kalkofluor Fehér (KF) (0,1 
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mg/ml) sejtfal stresszorokkal, továbbá nátrium-dodecil-szulfát (SDS) (0,004% (m/V)) 

sejtmembrán detergenssel egészítettük ki. Táptalaj esetén az adott stresszor tartalmú 

tápoldathoz további 2% (m/V) agart adtunk. 

Élesztő-glükóz táptalaj (YEG): 1% (m/V) D-glükóz; 0,5% (m/V) 

élesztőkivonat; desztillált víz; szilárd táptalaj előállításához 2% (m/V) agart adtunk a 

táptalajhoz. 

Malátás tápoldat/táptalaj (MEA): 1% (m/V) D-glükóz; 0,5% (m/V) 

élesztőkivonat; 1% (V/V) malátakivonat; desztillált víz; szilárd táptalaj előállításakor a 

tápoldathoz 2% (m/V) agart adtunk. 

J774.2 sejtek tenyésztésére használt tápoldat: RPMI-1640 tápoldat 

(BioWhittaker) kiegészítve 10% (V/V) 56 °C-on 40 percig hőinaktivált újszülött 

borjúszérummal (FBS – Fetal Bovine Serum) (Euroclone), valamint szükség esetén 100 

U/ml penicillin-sztreptomicinnel (Lonza) és 25 µg/ml AmB-vel (Gibco).  

5.2.2. Kísérletek során alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek 

10x PBS oldat (foszfát pufferelt sóoldat): 8% (m/V) NaCl; 0,2% (m/V) KCl; 1,44% 

(m/V) Na2HPO4; 0,24% (m/V) KH2PO4 (pH=7,4); desztillált víz. 

Protoplasztképzéshez és PEG-mediált transzformációhoz használt oldatok: 

Szorbitol (2,4 M): 43,72 g szorbitol; 100 ml desztillált víz. 

CaCl2 (1 M): 14,702 g; 100 ml desztillált víz. 

PEG 4000 (60%-os): 60 g/100 ml desztillált víz. 

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

víz. 

Nátrium-foszfát puffer: 1,275 g (25 mM) Na2HPO4 (dinátrium foszfát, monohidrát) 

és 3,725 g (75 mM) NaH2PO4 (mononátrium foszfát, heptahidrát) desztillált vízben 

oldva. 

Szorbitol - MOPS - kálcium-klorid (SMC): (50 ml végtérfogatban) 2,5 ml 1 M 

CaCl2; 1 ml 0,5 M MOPS; 16,65 ml 2,4 M; 38,5 ml desztillált víz. 

PEG 4000 - szorbitol - MOPS - kálcium-klorid (PMC): 13,33 ml 60%-os PEG4000; 

400 μl 0,5 M MOPS; 6,6 ml 2,4 M szorbitol; 1 ml 1 M CaCl2; desztillált víz. 

Protoplasztáló oldat: (30 ml végtérfogatban) 3 ml 100 mM Nátrium-foszfát puffer; 

10 ml 2,4 M szorbitol; 17 ml desztillált víz; 0,45 g (1,5% (m/V)) csigaenzim por. 
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Fagocitózis kísérletekhez felhasznált oldatok, reagensek: 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) tápoldat: RPMI-1640 (Sigma-Aldrich); 

0,3 mg/l L-glutamin.  

Foszfát puffer (PBS): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 2 mM 

KH2PO4; desztillált vízben (pH=7,4). 

FACS (Fluorescensce Activated Cell Sorter) puffer: 0,05% (V/V) Tween-20 

(Reanal) PBS pufferben. 

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). 

5.3. Kísérletek során alkalmazott indítószekvenciák  

A reakcióhoz szükséges oligonukleotid primerek tervezéséhez a PerlPrimer 

v1.1.5 számítógépes programot használtuk fel (Marshall 2004). Az általunk tervezett 

indítószekvenciákat az 1. számú mellékletben mutatjuk be.  

5.4. Vizsgálati módszerek és körülmények 

5.4.1. Molekuláris módszerek 

5.4.1.1. Genomi DNS kinyerése gombasejtekből 

A kísérletek során alkalmazott M. circinelloides törzsek genomi DNS-ének 

izolálásához ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research) kit-et 

alkalmaztunk a gyártó utasításainak megfelelően. 

5.4.1.2. Agaróz gélelektroforézis 

A DNS fragmentek szeparálását agaróz gélelektroforézis segítségével végeztük. 

DNS mintánkhoz mintafelvivő puffert (6x LD puffer (Thermo Scientific™)) adtunk, 

majd 0,8% (m/V)-os (Lonza) gélen, 80-110 V-os feszültségen kb. 1 órán keresztül 

futtattuk. Az agaróz gél elkészítéséhez és futtató pufferként is Tris-ecetsav-dinátrium-

EDTA (TAE; 40 mM Tris-ecetsav (pH=7,6); 1 mM Na2EDTA oldatban) puffert 

használtunk. A DNS fragmentumok láthatóvá tételéhez etídium-bromidos (0,5 μg/ml) 
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festést alkalmazunk (etídium-bromid (Sigma-Aldrich) 10 mg/ml, desztillált vízben 

oldva). A fragmentumok méretének meghatározásához 1 kb-os molekulasúly marker 

(Thermo Scientific™) steril desztillált víz – molekulasúly marker – 6x DNS mintapuffer 

4:1:1 arányú keverékét használtunk. A futtatást követően a DNS termékeket UV fény 

alatt detektáltunk, majd digitálisan rögzítettük. 

5.4.1.3. DNS visszanyerése agaróz gélből 

A gélelektroforézist követően a DNS-t tartalmazó sávokat UV fénnyel 

vizualizáltuk és steril szike segítségével kivágtuk a 0,8% (m/V) agarózt tartalmazó gélből. 

A DNS-t ezt követően Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo Research) 

segítségével nyertük vissza az agaróz gélből, a gyártó utasításainak megfelelően.  

5.4.1.4. RNS tisztítás gombasejtekből 

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.  

5.4.1.5. cDNS szintézis (reverz transzkripció)  

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 (10µM) indítószekvenciákat 

használtunk fel. A cDNS szintézist a gyártó utasításainak megfelelően végeztük el. 

5.4.1.6. Polimeráz láncreakció (PCR) technika 

Kísérleteink során különböző PCR technikákat alkalmaztunk. A reakciókat T3 

Thermocycler (Biometra) készülékben végeztük, a real-time PCR esetében C1000 

Thermal Cycler készüléket és CFX96 Real-Time System (Bio-Rad) detektáló rendszert 

használtunk. qRT-PCR reakciók során a transzkripciós szintek meghatározásához a 

méréseket monosporangiális telepekből izolált RNS-ből reverz transzkripcióval 

előállított cDNS-ből végeztük el. A reakciókat Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 

(Thermo Scientific™) segítségével mértük össze, a gyártó utasításai szerint.  
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5.4.1.7. Fúziós konstrukciók létrehozása 

A diszrupciós mutánsok létrehozásához szükséges kazettákat „Fúziós PCR” 

segítségével (Szewczyk és mtsi. 2006) valósítottuk meg, melyhez a Phusion Flash High-

Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific™) kit-et használtuk, a gyártó utasításainak 

megfelelően. A diszrupciós kazetták szerkesztési elvét a 2. számú melléklet szemlélteti. 

A munkafolyamat során felhasznált indítószekvenciákat, melyeket 10 μM-os 

koncentrációban alkalmaztuk, az 1. számú mellékletben foglaltuk össze. A fúziós 

templát DNS konstrukciók létrehozását a célzott gént körülhatároló upstream és 

downstream szomszédos régiók, valamint a szelekciós marker gén egyenkénti 

amplifikálása előzte meg. A célgénnel homológ régiók felszaporításának 

reakciókörülményei a következők voltak: 98 °C, 10 másodperc (s) kezdeti denaturáció; 

30 cikluson át 98 °C, 1 s denaturáció; 55 °C, 5 s hibridizáció és 72 °C, 20 s, továbbá 72 

°C, 1 perc utópolimerizáció. A szelekciós markerként használt gén az orotidin-5-foszfát-

dekarboxilázt kódoló és az uracil auxotrófiát komplementáló pyrG volt (Benito és mtsi. 

1992). A teljes pyrG gén felszaporításához a M. circinelloides genomi DNS-ét (5-10 ng) 

használtuk fel. Alkalmazott reakciókörülmények a pyrG gén felszaporítása esetén a 

következők voltak: 98 °C, 10 s kezdeti denaturáció; 30 cikluson át 98 °C, 1 s denaturáció; 

60 °C, 5 s hibridizáció; 72 °C, 45 s polimerizáció, továbbá 72 °C, 1 perc utópolimerizáció. 

A „Fúziós PCR” létrehozásához egyenlő arányban (1:1:1) alkalmaztuk a 

fragmentumokat, majd a kapott PCR termékeket a Zymoclean DNA Clean & 

Concentrator TM-5 (Zymo Research) kit által tisztítottuk meg.  

5.4.1.8. 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. circinelloides 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 melléklet tartalmazza.  
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A reakciók összemérése 20 μl végtérfogatban történt 96 lyukú lemezeken:  

20-50 ng cDNS  

10 μM - 10 μM specifikus indítószekvencia [1. számú melléklet]  

1x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix  

5.5. Gombasejtek fenntartása és transzformálása 

5.5.1. Tenyésztési körülmények 

A gombatörzseket minimál táptalajon (amennyiben szükséges uracillal vagy 

leucinnal kiegészítve), kéthavonként történő átoltással, 4 °C-on tartottuk fenn, továbbá 

minden héten elvégeztük a törzsek átoltását MEA táptalajra. Tenyésztésük általában 28 

°C-on, négy napig, állandó megvilágítás mellett történt. Esetenként a hőmérsékletet (20-

37 °C között) és a tenyésztési időt (leoltástól számított 4 óra – 7 nap) a kísérleteknek 

megfelelően változtattuk. Az anaerob tenyésztéseket BBL GasPak Anaerobic System 

(Beckton Dickinson) segítségével végeztük. Későbbi felhasználás esetén a táptalajról 

gyűjtött micéliumot (desztillált vizes mosás után) fagyasztva tároltuk -80 °C-on. J774.2 

sejtek tenyésztése/fenntartása során a fagociták felnevelése a korábban leírt összetételű, 

a sejttípusnak megfelelő tápoldatban történt, 37 °C, 5% (V/V) CO2 tenzió és 100%-os 

relatív páratartalom mellett. 

5.5.2. Gombasejtek protoplaszt transzformációja CRISPR-Cas9 rendszer 

segítségével  

Az általunk alkalmazott módszer a van Heeswijck és Roncero (1984) által leírt 

PEG-mediált transzformáción alapult. Az MS12 törzs minimál táptalajon, 4-5 napon 

keresztül, fényben nevelt tenyészetéről steril desztillált vízzel lemostuk a 

sporangiospórákat, majd a tömény spóraszuszpenzióból oltótűvel, celofánkoronggal 

fedett YEG táptalajra oltottunk. A tenyészeteket 28 °C-on, 16 órán keresztül neveltük, 

majd a micéliumkorongokat protoplasztáló oldatba helyeztük és 3 órán át, 

szobahőmérsékleten rázatva inkubáltuk (50 RPM). A sejtfal oldásához saját készítésű, 

éticsiga (Helix pomatia) gyomorból preparált lítikus emésztőenzimet használtunk. SMC 

pufferrel átmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tölcsérbe helyezett gézen 

keresztül sterilen átszűrtük. A centrifugálással (2162 x g, 10 perc, 4 °C) összegyűjtött 
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protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd újabb centrifugálás után 250 μl SMC 

pufferben szuszpendáltuk. 

 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 gyártó utasításainak megfelelően. A M. 

circinelloides MS12 és CBS277.49 törzs carB génjének diszrupciójához használt 

protospacer szekvencia az 5’ gagcgcattcaagaccacct ’3 volt. A 250 μl SMC pufferbe felvett 

protoplasztokhoz a carB génre specifikus (kísérlettől függően) 50-100-200 μM gRNS-t 

(IDT) és 50-100-200 μM Cas9 endonukleázt (IDT) és 20 μl PMC puffert adtunk. Ezután 

a mintákat fél órán keresztül jégen inkubáltuk. 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 szuszpendáltuk, és szorbitollal kiegészített YNBM 

fedőagarral (1% (m/V) agar) összekeverve szorbitolt tartalmazó YNBM csészékre 

öntöttük (2% (m/V) agar). A csészéket 4-10 napig, állandó megvilágítás mellett, a 

transzformáns telepek megjelenéséig szobahőmérsékleten inkubáltuk. Irányított 

mutagenezis esetén 5-10-15 μg fúziós PCR termékkel egészítettük ki a transzformáló 

közeget. A szelekciót ebben az esetben leucinnal (0,05% (m/V)) kiegészített táptalaj 

biztosította. Kontrollként a CRISPR-Cas9 rendszer alkotóit és a diszrupciós kazettát 

nélkülöző elrendezést is alkalmaztunk.  

A cotH gének elrontása céljából 250 μl SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz 

5-10 μg fúziós PCR terméket, a génekre specifikus 100 μM gRNS-t (IDT), 10 μM Cas9 

endonukleázt (IDT) és 20 μl PMC puffert adtunk. A továbbiakban a fentebb említett 

protokoll szerint jártunk el. A cotH mutánsokat pyrG szelekciós markerre szelektáltuk, 

ezért a táptalajokat leucinnal (0,05% (m/V)) egészítettük ki. A csészéket 4-10 napig, 

fénytől elzárt helyen, a transzformáns telepek megjelenéséig szobahőmérsékleten 

inkubáltuk.  

5.5.3. Monosporangiális telepek izolálása és a mitótikus stabilitás vizsgálata 

a gének elrontását követően 

A szelektív táptalajon nőtt telepek sporangiospóráit desztillált vízzel lemostuk, 

majd a spóraszuszpenzióból több lépcsőben tízszeres hígítási sort készítettünk, és ezekből 
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csészénként 50, illetve 100 μl-t szélesztettünk a szelekciós markert tartalmazó táptalajra. 

A továbbiakban az egy spórából kinövő transzformáns telepekkel dolgoztunk, miután 

továbboltottuk szelektív táptalajra. Egymás után többször (4-5 átoltás), is elvégeztük a 

monosporangiális telepek izolálását. A transzformánsok mitótikus stabilitásának 

vizsgálatát minden transzformáció után 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. 

5.6. Diszrupciós törzsek karakterizálása 

5.6.1. Általános fenotipikus analízishez használt módszerek 

5.6.1.1. A törzsek növekedési képességének vizsgálata 

A gombasejteket az 5.5.1 pontban leírtaknak megfelelően előneveltük. A spórák 

csírázási képességének meghatározásához a telepekről steril desztillált vízzel lemostuk a 

spórákat, majd 30 ml minimál táptalajra oltottuk azokat úgy, hogy a spórakoncentrációt 

minden esetben 106 spóra/ml-re állítottuk be. A telepátmérő növekedésének vizsgálatához 

szilárd YNBM táptalaj közepére 104 spórát cseppentettünk, amit steril fülke alatt 

beszárítottunk. A leoltástól számítva 4 napon keresztül vizsgáltuk a növekvő telepek 

átmérőjét és 4. napon mért száraztömegét. A növekedés vizsgálatokat különböző 

hőmérsékleteken (20, 28, 35 °C), valamint anaerob körülmények között is elvégeztük.  

A stressztoleranciát vizsgáló kísérletek alkalmával a táptalajokat KR, KF 

stresszorokkal és SDS sejtmembrán detergenssel egészítettük ki az 5.2.1. fejezetben leírt 

módon, illetve a gomba törzsek menadionra és H2O2-re való érzékenységét 96 lyukú 

mikrotiter lemezen vizsgáltuk, ahol a menadion 0-10 mM, a H2O2 végső koncentrációja 

pedig 0 és 0,5 mM közötti, továbbá az egy lyukra eső sporangiospórák végső 

koncentrációja 104/ml volt. Háttérkontrollként 200 μl YNBM tápoldatot alkalmaztunk. A 

mikrotiter lemezeket 3 napig 28 °C-on, állandó hőmérsékleten tenyésztettük és a 

tenyészet optikai denzitását 620 nm-en Jupiter HD plate leolvasó segítségével (ASYS 

Hitech GmbH) határoztuk meg. Minden mérést 3 párhuzamosban végeztünk. Az 

átlagolás, illetve a háttérabszorbancia levonása után a stresszorok hatásának kiszámítását 

a növekedési kontrollhoz (100%) viszonyítva adtuk meg.  
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5.6.1.2. A gombaspórák vizsgálata transzmissziós elektronmikroszkóp (TEM) 

segítségével 

A M. circinelloides gombaspórák paramétereinek megállapítását, továbbá 

szerkezetének vizsgálatát (JEM-1400Flash; JEOL) transzmissziós elektromikroszkóppal 

(TEM) végeztük el. A statisztikai analízishez párosítatlan, kétmintás t-próbát 

alkalmaztunk a GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla California USA, 

www.graphpad.com) program segítségével. A cirkularitási index meghatározása az 

alábbi képlet alapján történt: CIi=2√πAi/pi, ahol Ai a vizsgált objektum területe, a pi pedig 

a vizsgált objektum kerülete.  

5.6.1.3. A gombaspórák felszínének vizsgálata pásztázó elektronmikroszkóp (SEM) 

segítségével 

Az gombaspórák felszínének nagy felbontású, optikai vizsgálatát pásztázó 

elektronmikroszkóp (SEM) segítségével végeztük el. A mintákat 2,5% glutáraldehidben 

szobahőmérsékleten 2 órát inkubáltuk, majd 50%, 70%, 80%, 90% és 100%-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 alkoholba 

helyeztük 1-1 órára, szobahőmérsékleten. A mintákat végül tömény terc-butil alkoholban 

4 °C-on tároltuk, és egy éjszakán át fagyasztva szárítottuk. A mintákat a mintatartó 

korongra rögzítettük, majd a szükséges aranyréteg felvitelét követően (Quorum 

Technologies SC 7620 ’Mini’) a Hitachi S4700 SEM segítségével vizsgáltuk.  

5.6.2. Funkció beazonosítás érdekében használt egyéb kísérleti módszerek 

5.6.2.1. A gombaspórák felszínének fluoreszcens festékkel történő vizsgálata 

A gombaspórákat 1x PBS pufferrel háromszor mostuk (2162 x g, 5 perc). A 

pelletet 0,5 ml 1% (m/V) szarvasmarhaszérum albumin (BSA) (blocking) oldatban 

szuszpendáltuk fel és 30 percen át szobahőn egyenletesen forgatva inkubáltuk. A sejteket 

1x PBS-sel háromszor mostuk, végül 400 μl 1x PBS-ben szuszpendáltuk fel. A 

vizsgálandó törzsek spóráit 107/ml koncentrációban tartalmazó PBS oldatban (pH=7,4) 

festettük 45 percig 0,5 ml 5 µg/ml KF festékek oldattal a kitin detektálása, továbbá 100 

µg/ml Konkavalin A-fluoreszcein-izotiocianát festékes oldattal (ConA-FITC) a mannozil 

származékok detektálása céljából. Festést követően a mintákat 1x PBS oldattal mostuk 5 

http://www.graphpad.com/


5. Anyagok és módszerek  43 

 

alkalommal. A festés minden lépése közvetlen fénytől elzártan, lehetőség szerint sötétben 

történt. A festett gombasejtekről a fluoreszcens felvételek Zeiss Axioscope 40 

mikroszkóppal és Axiocam Mrc kamerával készültek. A kitin detektálásához 350 nm 

excitációs és 432 nm emissziós szűrőt használtunk, míg az Konkavalin A-fluoreszcein-

izotiocianát festést követően 495 nm excitációs és 515 nm emissziós értékkel bíró szűrőt 

alkalmaztunk. A minták mérését FlowSight Imaging Flow Cytometer (Amnis) 

készülékkel is elvégeztük, a kiértékeléshez pedig a hozzá tartozó IDEAS 6.2 szoftvert 

használtuk. A fluoreszcens mikroszkóppal készült minták esetében a festékek intenzitását 

a különböző törzsek esetében az ImageJ2 (Fiji) alkalmazás segítségével határoztuk meg.  

5.6.2.2. J774.2 makrofágszerű egér sejtvonal fertőzése Mucor circinelloides törzsek 

spóráival 

A cotH diszrupciós mutáns törzsek J774.2 makrofágok általi fagocitózisához a 

gombaspórákat PBS-sel történő mosás után 250 µl 0,1 M-os Na2CO3-tal pufferelt 0,1 

mg/ml koncentrációjú fluoreszcein-izotiocianát ('Isomer I') (FITC) oldatban (Invitrogen) 

inkubáltuk 15 percen keresztül fénytől elzárva, majd 5x mostuk jéghideg PBS oldattal. A 

makrofágokat CellMask Deep Red Plasma Membrane (Invitrogen) fluoreszcens festékkel 

festettük fénytől elzártan 10 percen át, 2x mostuk PBS oldattal. A J774.2 sejteket 

2x105/mintahely mennyiségben 24 mintahelyes lemezbe helyeztük. A jelölt 

gombasejteket ötszörös mennyiségben adtuk a fagocitákhoz (106 és 90 percen keresztül 

37 °C-on, 100% (V/V)-os páratartalom és 5% (V/V)-os CO2 tenzió mellett inkubáltuk. A 

J774.2 sejteket összegyűjtöttük és centrifugáltuk (1000 x g, 10 perc, 4 °C), majd 200 µl 

0,05% (V/V) Tween-20 (Reanal) oldatot tartalamzó PBS-ben szuszpendáltuk. A minták 

mérését FlowSight® Imaging Flow Cytometer (Amnis) készülékkel végeztük, a 

kiértékeléshez az IDEAS 6.2 szoftvert használtuk. A fagocitáló sejtek meghatározása a 

gombával nem fertőzött J774.2 sejtek kizáró kapuzásával történt. A fagocitált 

gombasejtek számát mintánként 200 makrofágról készült kép alapján vizsgáltuk, míg a 

fagocitikus indexet (PI) a következő képlettel határoztuk meg: 

PI = [egy fagocitáló sejtre eső átlagos spóraszám] × [legalább egy spórát 

tartalmazó fagocitáló sejtek százalékos aránya].  
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5.6.2.3. Mucor circinelloides spórákat tartalmazó fagoszómák savasodásának 

vizsgálata makrofágokban  

A makrofágokat pHrodo Red fluoreszcens festékekkel festett CotH mutáns 

sejtekkel fertőztük 12 lyukú sejttenyésztő lemezben. A fertőzési arány (MOI – 

Multiplicity of infection) 5:1 volt. A fertőzés 37 °C-on 5%-os CO2 tenzió mellett zajlott. 

A pHrodo Red megfelelő beállítás mellett az intracelluláris savas kompartimentumokban 

intenzív fluoreszcenciát mutat. MEA táptalajon felszaporított 1 hetes gombatenyészetek 

spóráit 2x107 mennyiségben Hank-féle pufferelt sóoldatban (HBSS, Gibco) kétszer 

mostuk, majd 200 µl HBSS-ben szuszpendáltuk őket. A szuszpenzió 200 µl-jéhez 22 µl 

Na2CO3 oldatot (1 M, pH=10), majd 1 µl KF oldatot (10 mM) adtunk, majd a mintákat 

15 percen át fénytől elzárva inkubáltuk. A további mosásokat, a fertőzési lépéseket, a 

makrofágok méréshez való előkészítését az 5.6.2.2. alfejezetben közölt módon hajtottuk 

végre. A fagoszómák savasodásának mértékét az alábbiak szerint kalkuláltuk: 

[pHrodo Red+ sejtek az összes mért sejt %-ában] / [a fagocitáló sejtek az összes 

mért sejt %-ában] × 100. 

5.6.2.4. A Mucor circinelloides spórák makrofágok általi eliminációjának vizsgálata 

A makrofágok M. circinelloides spórákat elpusztító képességét Németh és mtsi. 

(2013) alapján élőcsíraszám meghatározás segítségével állapítottuk meg. A J774.2 

sejteket MOI 5:1 dózisban fertőztük, majd 37 °C-on 5%-os CO2 tenzió mellett 180 percig 

inkubáltuk. A gombák 100% túlélési értékének meghatározásához gombával inokulált, 

de makrofág nélküli kontroll tenyésztőhelyeket alkalmaztunk. Kezelésenként 3 technikai 

párhuzamossal dolgoztunk. Három óra elteltével a tenyésztőlemezekből rázás után 

mikrocentrifuga csövekbe mértük a felülúszókat, és steril desztillált vizet pipettáztunk a 

tenyésztőhelyekbe a makrofágok lizálása céljából. A szuszpenziókat PBS-sel hígítottuk, 

majd 100-100 µl-jeit triplikátumban MEA táptalajra szélesztettük. Két nap 28 ºC-on 

történő inkubáció után meghatároztuk az élő csíraszámot. Az élesztősejtek makrofágok 

általi eliminációjának hatékonyságát az alábbi képlet segítségével számoltuk ki: 

CFUfertőzött × 100 / CFUkontroll, ahol a makrofágmentes kontroll kezelésekhez 

tartozó CFU-k átlagos száma, a CFUfertőzött pedig a fertőzött makrofágok kezeléseihez 

tartozó CFU-k átlagos száma. 
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5.7. In vivo virulencia vizsgálatok 

5.7.1. Galleria mellonella in vivo fertőzési modell 

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

(BioSystems Technology, TruLarv) 28 °C-on, sötétben inkubáltuk a kísérlet 

megkezdéséig, majd fertőzés előtt a lárvák hasi oldalát etanollal sterilizáltuk, ezt 

követően az utolsó lábkezdeményen keresztül fertőztük 20 µl IPS-ben szuszpendált 5x106 

gombaspórával U-100 ((29G) x 12,7 mm) steril inzulinos tű segítségével (BD Micro-

FineTM). Törzsenként 20 lárvát használtunk, kontrollként 20-20 µl IPS oldattal injektált 

lárvákat alkalmaztunk. A fertőzést követően a lárvákat 28 °C-on, sötétben tartottuk, és a 

túlélést napi rendszerességgel ellenőriztük. 

5.7.2. Drosophila melanogaster életképesség vizsgálatok 

A kísérletsorozatot Dr. Sinka Rita kutatócsoportja (SZTE TTIK, Genetika 

Tanszék) végezte el számunkra. A spóraszuszpenziókat steril foszfát-puffer sóoldattal 

(PBS, pH=7,4) készítettük, 4 napos, 25 °C-on, minimál táptalajon nevelt tenyészetekből. 

A friss inokulum végső koncentrációját 107 spóra/ml-re állítottuk be. Az Oregon R 

Drosophila tenyészetet 25 °C-on, kukoricadara táptalajon tartották fenn. A fertőzés az 

altatott legyek thorax tájékába szúrt 107 spóra/ml koncentrációjú spóraszuszpenzióval 

valósult meg. A legyek száma meghatározott időpontokban (naponta, 7 napig) került 

rögzítésre a túlélés monitorozása céljából. Minden kísérlet kb. 60 légy bevonásával 

zajlott. 

5.7.3. In vivo egér fertőzési modell 

Az in vivo egér fertőzési modellben történő kísérleteket Ashraf Ibrahim 

kutatócsoportja (Harbor-UCLA Medical Center) végezte el számunkra. A DKA BALB/c 

hím egerekben (≥20 g) (National Cancer Institute) nyolc óra táplálékmegvonást követően 

a DKA állapotot 190 mg/testsúly kg sztreptozotocin (0,2 ml citrát pufferben (pH=4,2) 

oldva) egyszeri beinjektálásával váltották ki a fertőzést megelőző tizedik napon. A 

sztreptozotocin kezelést követően 7 nappal a glikozúriát és ketonúriát megerősítették az 

egerek vizeletmintájának ellenőrzésével. Az állatoknak a második nap 250 mg/ml 

kortizon-acetátot (Sigma-Aldrich: SLBN0203V), a harmadik naptól kezdve pedig a 

bakteriális fertőzések kezelésére szolgáló készítményt (Baytril 50 ug/ml) adtak. A 



5. Anyagok és módszerek  46 

 

fertőzést intratracheálisan, 25 µl PBS-ben felvett 2,5x106（1x108 spóra/ml）mennyiségű 

friss spórával végezték. Az egerek túlélését 7 napon át, naponta monitorozták.  

5.8. Bioinformatikai és statisztikai analízisek 

5.8.1. Teljes genom szekvenálás analízise 

A teljes genom szekvenálást Dr. Bodai László kutatócsoportja (SZTE TTIK 

Biokémiai és Molekuláris Biológiai Tanszék) végezte el (nem publikált adat). 

Mintafájloknak a következőket választottuk: MS12, MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-

ΔcotH4+pyrG Mucor törzsekből származó, paired-end szekvenálással nyert minták (300 

bp read hossz), mintánként R1, R2 fastq.gz fájlok. A referenciagenom a 

Mucor_circinelloides_v2_masked_scaffolds.fasta 

(https://genome.jgi.doe.gov/portal/pages/projectStatus.jsf?db=Mucci2) volt. A Fastq 

fájlok ellenőrzése, minőségi kontrollja a FastQC, a „Pair-end fastq read” fájlok 

trimmelése pedig a TrimGalore program segítségével valósult meg. A minimális read 

hossz (length) (36 bp) volt. A kiválasztott readek referencia genomra térképezése a „bwa-

mem” programmal, az eredmények vizualizálása Qualimap program segítségével valósult 

meg. A variáns analízist megelőzően a technikai duplikátumok kiszűrése a GATK/Picard 

MarkDuplicates (Van der Auwera és mtsi. 2013) eszköz felhasználásával történt. A 

térképezés kimenetéből BAM fájlok generálását követően, a duplikált readeket 

„SAMtools flag” eljárással való megjelöléssel kizárásra kerültek a variáns analízisből 

(Etherington és mtsi. 2015). A kapott szekvenciák alapján a mutáns törzsekben 

azonosításra került targetált régiók szekvencia-hasonlóság kereső programcsomaggal 

(BLAST – Basic Local Alignment Search Tool) való kereséssel validálhatók. 

Amennyiben a megfelelő minta BAM fájl a targetált régió genomi pozíciójával 

összevetve nem mutat átfedést (lefedettség), akkor az adott régió elrontottnak tekinthető. 

A variáns analízis a SAMtools/bcftools (Li és mtsi. 2009), FreeBayes és Bedops v2.4.39 

(Neph és mtsi. 2012) programokkal egyaránt megvalósult.  

5.8.2. In silico elemzések  

Az vizsgált DNS fragmentumok szekvenálását az LGC Genomics vállalat 

végeztete. A DNS szekvenciák ellenőrzése a Bioedit 7.2.5 program (Hall 1999) 

segítségével történt, míg a nt szekvenciák analízisét a Nemzetközi biológiai adatbázis 

https://genome.jgi.doe.gov/portal/pages/projectStatus.jsf?db=Mucci2
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(NCBI) BLAST 2 programjának segítségével végeztük 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A feltételezett CotH fehérjék szekvenciájának 

elemzéséhez a Swiss Expasy Server (http://www.expasy.ch) programjait használtuk 

(Hulo és mtsi. 2008). A molekulatömegek meghatározásához a ProtParam (Gasteiger és 

mtsi. 2005), a transzmembrán domének kereséséhez pedig a HMMTOP (Tusnady és 

Simon 2001) és TMPred (Hofmann és Stoffel 1993) programokat alkalmaztuk. A 

fehérjékben található motívumok és domének keresését a Motif Scan (MyHits) program 

(Pagni és mtsi. 2004) segítségével végeztük. A CotH fehérjék hosszát a Peptide Properties 

Calculator (http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html) és szignál 

szekvenciáinak jelenlétét a SignalP 4.1 Server (Nielsen 2017) segítségével határoztuk 

meg. A protein szekréció feltételezett lokalizációjának helyét a PSORT WWW Server 

WoLF PSORT: Protein Localization Predictor programjával prediktáltuk (Horton és 

mtsi. 2007). Az ortológ fehérjék keresését a JGI (Joint Genome Institute) Fungal Genome 

Portal adatbázisban (http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) hozzáférhető 

több száz gombagenomot bevonva valósítottuk meg, ortológ keresés funkciót és 

alapbeállításokat alkalmazva. A GPI-SOM programmal a glikozil-foszfatidil-inozitol-

horgonyok (GPI-horgonyok) predikcióját valósítottuk meg (Fankhauser és Mäser 2005). 

A BLAST analíziseket a fehérjék szekvenciájának betáplálásával végeztük a 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov (blastp) program segítségével baktérium és gomba genomok 

(kizárva a Mucoraceae családot) közti kereséssel, az alapbeállításokat alkalmazva.  

5.8.3. Statisztikai analízis  

A kísérletek statisztikai analízise a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel, 

parametrikus t-teszt, nem-parametrikus Gehan-Breslow-Wilcoxon, Log-rank (Mantel-

Cox) vagy One Way ANOVA teszt használatával történt. Statisztikailag szignifikáns 

eltérést abban az esetben állapítottunk meg, ha p <0,05 volt. A kísérlet típusától függően 

bizonyos esetekben a kiértékelést, az átlagok és szórások, valamint a különbségek 

szignifikanciájának kiszámítását Microsoft Excel program segítségével végeztük, utóbbi 

esetben párosított vagy párosítatlan t-próbát alkalmaztunk. 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html
http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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6. EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 

6.1. A CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazása járomspórás gombában 

6.1.1. A Mucor circinelloides carB génjének elrontása NHEJ segítségével  

A biológiai folyamatokban szerepet játszó gének vizsgálatához szükségünk van 

egy olyan megbízható és könnyen alkalmazható génmanipulációs eszközre, melynek 

segítségével a génfunkciók tanulmányozhatók. Járomspórás gombák esetén 

hagyományos transzformációs módszerekkel nem lehet stabil integratív mutánsokat 

rutinszerűen előállítani, így érdemesnek véltük a CRISPR-Cas9 rendszer tesztelését és 

optimalizálását, az általunk modellorganizmusként használt M. circinelloides fonalas 

gombában. A CRISPR-Cas9 eljárás teszteléséhez a karotinbioszintézisben résztvevő 

egyik gént választottuk ki. A carB gén alkalmazásával a genomszerkesztés eredménye 

egyszerű színszelekcióval követhető, így nem feltétlenül volt szükség külön szelekciós 

markergén bevitelére és mind a NHEJ, mind a HDR javító mechanizmusok vizsgálata 

megvalósíthatóvá vált.  

A járomspórás gombákban a karotinoid-bioszintézis végső terméke a β-karotin 

(Papp és mtsi. 2009), melynek bioszintézisében részt vevő gének a következők: a carB, 

amely a fitoén dehidrogenáz aktivitásért felelős enzimet és a carRP, amely a fitoén szintáz 

(a fehérje C-terminális szakasza) és a likopin cikláz (a fehérje N-terminális része) 

aktivitásokért felelős fehérjét kódolja (Ruiz-Hidalgo és mtsi. 1999). A carB és a carRP 

gének működése összehangolt, közös szabályzás alatt áll, a gének klaszterszerűen 

helyezkednek el, egymáshoz viszonylag közel, mindössze 446 bp távolságra (Iturriaga és 

mtsi. 2000). Amennyiben a carB gént, vagy a carRP gén fitoén szintáz aktivitást kódoló 

részét elrontjuk, karotin bioszintézis folyamata nem játszódik le egészében, így fehér 

színű telepeket kapunk. 

Az általunk felhasznált M. circinelloides mutáns MS12 (leuA- és pyrG-) és 

CBS277.49 vad típusú törzsében a karotin-bioszintézis teljes folyamata végbemegy, 

ezáltal szilárd táptalajon növesztve élénksárga telepeket alkotnak. Kísérletünk során a 

fentebb említett két törzset transzformáltuk a carB génre specifikus in vitro szintetizált 

gRNS szekvenciával és Cas9 nukleázzal. Fontosnak tartottuk megvizsgálni a gRNS és 

Cas9 enzim mennyiségének hatását a genomszerkesztési hatékonyságra [1. táblázat]. 
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Ennek érdekében a rendszer komponenseit a transzformálás során 50-200 μM-os 

koncentrációban alkalmaztuk. 50 μM gRNS és 50 μM Cas9 enzim hozzáadásával nem 

tudtunk fehér, azaz a carB gén elrontására utaló fenotípusú telepeket izolálni. Kísérleteink 

során a gRNS és a Cas9 enzim 100 μM-os koncentrációja bizonyult a leghatékonyabbnak, 

azonban a komponensek ezen felüli mennyiségi növelése nem járult hozzá a rendszer 

hatékonyabb működéséhez. Ennek ismeretében, a továbbiakban kísérleteinkhez a gRNS-

t és a Cas9 enzimet 100 μM-os koncentrációban alkalmaztuk, amelyhez az alábbi 

transzformációs hatékonyság társult: 1,25 × 104 az MS12 és 2 × 104 a CBS277.49 esetén.  

1. táblázat. Az alkalmazott CRISPR-Cas9 rendszer hatékonysága NHEJ javító 

mechanizmus alkalmazása során, ill. az optimális gRNS és Cas9 enzim koncentráció 

meghatározása CBS277.49-es és MS12 törzsek esetében, a carB gén elrontása során. A 

transzformálások során alkalmazott gRNS és Cas9 enzim koncentrációk. A célzott 

diszrupció sikeressége a transzformációt követően izolált telepek azon százalékát mutatja 

be, melyekben a genomszerkesztés sikeres volt.  

Törzs 
Transzformáció 

elemei  

Javító 

mechanizmus 

Transzformációs 

hatékonyság 

(telep/105 

protoplaszt) 

A genomszerkesztés 

sikeressége  

M. circinelloides 

CBS277.49 

Cas9 (50 μM), 

gRNS (50 μM) 
- 0 0 

M. circinelloides 

CBS277.49 

Cas9 (100 μM), 

gRNS (100 μM) 
NHEJ 2 × 104 100% 

M. circinelloides 

CBS277.49 

Cas9 (200 μM), 

gRNS (200 μM) 
NHEJ 1,5 × 104 100% 

M. circinelloides 

MS12  

Cas9 (50 μM), 

gRNS (50 μM) 
- 0 0 

M. circinelloides 

MS12 

Cas9 (100 μM), 

gRNS (100 μM) 
NHEJ 1,25 × 104 100% 

M. circinelloides 

MS12 

Cas9 (200 μM), 

gRNS (200 μM) 
NHEJ 1,2 × 104 100% 

 

A transzformánsok azonosítását a karotinbioszintézis-útvonalban történő 

beavatkozást követő jellegzetes fenotípusos eltérés, azaz a fehér gombatelepek 

megjelenése tette lehetővé [5. ábra]. Ez a fenotípus arra utal, hogy a vezető RNS-szálnak 

sikerült a célszekvenciául szolgáló carB gént felismerni, majd a Cas9 nukleáz elhasította 

a DNS-t és a NHEJ hibajavító mechanizmus miatt deléció alakul ki a célzott régióban. 
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5. ábra. A carB génre specifikus gRNS-el és Cas9 nukleázzal transzformált M. 

circinelloides CBS277.49 és MS12 törzsek telepei. A) A M. circinelloides MS12 és 

CBS277.49 törzsek telepei, ahol a piros nyilak jelölik a carB deficiens mutánsokat. B) A 

bal oldali csészén CBS277.49-es izolátum (VT), a jobb oldali két csészén pedig a 

transzformálást követően izolált két carB-mutáns telep látható (CBS277.49-carB’/1 és 

CBS277.49-carB’/2). C) A bal oldali csészén a vad típusú MS12 törzs, a jobb oldali két 

csészén pedig a transzformálást követően izolált carB-mutánsok (MS12-carB’/1 és 

MS12-carB’/2) láthatók. 

A transzformánsok vizsgálata során mind a CBS277.49 [5. ábra B)], mind pedig 

az MS12 [5. ábra C)] esetében sikerült fehér telepeket izolálnunk. Ezek az eredmények 

azt mutatják, hogy a carB génre specifikus gRNS-el és Cas9 nukleázzal kotranszformált 

M. circinelloides törzsekben a karotin bioszintézis folyamata a fitoénképződés szintjén 

megállt. Annak érdekében, hogy bizonyítsuk, a mutáns fenotípus hátterében valóban a 

carB gén elrontása áll, az érintett régiót PCR segítségével amplifikáltuk, majd 

szekvenciáját meghatároztuk. A szekvenálás eredménye kiterjedt, 2,3 kb nagyságot is 

meghaladó deléciókat mutatott ki, melyek a protospacer szekvenciától 5’ irányban 

helyezkedtek el. A deléció tehát nemcsak a carB-t, hanem a vele szomszédos carRP gént 

is érintette.  

6.1.2. A fitoén dehidrogenáz gén elrontása HDR által 

A gének elrontásának HDR-en alapuló megvalósítása érdekében egy olyan 

diszrupciós kazettát hoztunk létre, mely a carB génnel homológ szekvenciákat, továbbá 

az uracil auxotrófia komplementációjáért felelős orotidin-5’-monofoszfát-dekarboxiláz 
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(pyrG) génjét tartalmazza [6. ábra]. A genomba integrált DNS szakaszt, a HDR-t irányító 

homológ szakaszokat és az elemzések során felhasznált indítószekvenciák bekötési helyét 

a [6. ábra] szemlélteti. Sikeres genomszerkesztés esetén a carB génbe ékelődő pyrG gén 

miatt az előbbi működésképtelenné válik, az előállított mutáns törzsek pedig képesek 

uracil-mentes, kizárólag leucinnal kiegészített táptalajon növekedni, továbbá hordozzák 

a jellegzetes fehér fenotípust is. 

 

6. ábra. A Mucor circinelloides carB génjének célzott elrontása céljából létrehozott 

kazetta sematikus ábrája és a kísérleteink során felhasznált indítószekvenciák helyzete [1. 

számú melléklet]. Az ábrán a klaszterszerűen elhelyezkedő carRP (sárga téglalap) és a 

carB (zöld téglalap), a pyrG gén (bordó téglalap), valamint a protospacer szekvencia 

helyzete látható, amely a start kodontól 220 és 239 bp-ra található szekvencia részlet 

komplementerét képezi. A) A carRP és carB gén eredeti, genomi elrendeződése. B) A 

diszrupciós kazetta felépítése. 

Kísérleteink során önmagában csak a templát DNS alkalmazása nem vezetett 

eredményre [2. táblázat]. 5 µg templát DNS (diszrupciós kazetta), 100 µM Cas9 enzim 

és 100 µM gRNS 105 számú protoplaszthoz való hozzáadásával 2 telepet sikerült 

izolálnunk [7. ábra A)-C)]. A transzformánsok izolálását követően DNS-t izoláltunk a 

mutánsokból, majd arról PCR segítségével, az MccarB1 és MccarB2 indítószekvenciák 

[1. számú melléklet] felhasználásával, amplifikáltunk egy 3.8 kb nagyságú fragmentet 

[7. ábra D)].  
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2. táblázat. A CRISPR-Cas9 rendszer elemeinek, továbbá a DNS-templát, valamint ezek 

kombinációjának hatékonysága HDR javító mechanizmus alkalmazása során MS12 törzs 

esetében. A célzott diszrupciós sikeressége a transzformációt követően izolált telepek 

azon százalékát mutatja be, melyekben a diszrupció a megfelelő helyen mutatkozott meg.  

Törzs 

Transzformáció 

elemei 

(A) 

Javító 

mechanizmus 

Transzformációs 

hatékonyság 

(telep/105 

protoplaszt) 

Célzott 

diszrupció 

sikeressége (B) 

M. circinelloides 

MS12 

Cas9 (100 μM), 

gRNR (100 μM), 

templát DNS (5 μg) 

HDR 2 100% 

M. circinelloides 

MS12 

templát DNS (5, 10 

vagy 15 μg) 
- 0 0 

M. circinelloides 

MS12 

Cas9 (100 μM), 

gRNS (100 μM) 
- 0 0 

 

 

7. ábra. A M. circinelloides MS12 törzs, valamint a kísérleteink során létrehozott mutáns 

törzsek összehasonlítása, illetve a pyrG gén integrációjának igazolása során kapott 

amplifikációs mintázat agaróz gélelektroforézise. A) Nem transzformált, kettős auxotróf 

MS12 törzs. B) A carB deficiens, NHEJ által létrehozott MS12-carB′/1 és MS12-carB′/2 

mutánsok. C) PyrG markergént hordozó, HDR által létrehozott MS12-carB+pyrG/1 és 

MS12-carB+pyrG/2 mutánsok, illetve D) azok PCR általi ellenőrzése MccarB1 és 

MccarB2 indítószekvenciák használatával [1. számú melléklet]. M) GeneRuler 1 kb 

DNS létra (Thermo Scientific™); 1) MS12 törzs; 2) MS12-carB+pyrG/1 törzs; 3) MS12-

carB+pyrG/2 törzs.  
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A PCR termékek szekvencia elemzése igazolta, hogy a pyrG gén sikeresen 

integrálódott a célszekvenciába nukleotid pontosan. A transzformáns izolátumok nem 

szelektív körülmények között, legalább 15 átoltási ciklus után is, mitótikusan stabilnak 

bizonyultak. A carB mutánsok morfológiája nem különbözött a szülői törzseknél 

megfigyelttől. A karotinoid bioszintézis megszakításából fakadó morfológiai változások 

hiányát más szervezetekben is megfigyelték, például Fusarium fujikuroi, N. crassa, 

Xanthophyllomyces dendrorhous vagy P. blakesleeanus esetében (Avalos és Limón 

2015). Ugyanakkor az általunk létrehozott M. circinelloides carB mutánsok csökkent 

növekedést mutattak 35 °C-on, ami arra utal, hogy a karotinoidtartalom befolyással bír a 

gomba túlélésére magasabb hőmérsékleten [8. ábra]. Ez egybevág azzal a 

megállapítással, hogy a karotinoidok védőhatást gyakorolhatnak M. circinelloides fonalas 

gombára magasabb hőmérsékleten, továbbá, hogy a β-karotin és a karotinoidok 

antioxidáns természetük által szerepet játszanak az oxidatív stressz elleni védekezésben 

(Avalos és Limón 2015). Eredményeink alapján a carB-mutánsok menadionnal és 

hidrogén-peroxiddal szembeni érzékenysége nem változott az eredeti törzsekkel 

szemben, ami arra utal, hogy a karotinoid-tartalom nem játszik jelentős szerepet a M. 

circinelloides oxidatív stressz elleni védekezésben, legalábbis a vizsgált oxidálószer 

tekintetében. 

 

8. ábra. Mucor circinelloides carB mutánsok növekedése 35 °C-on. Az MS12-carB′/1; 

MS12-carB′/2; MS12-carB+pyrG/1; MS12-carB+pyrG/2 és MS12 törzseket minimál 

táptalajon tenyésztettük folyamatos megvilágítás mellett. A * és ** értékek szignifikáns 

eltérést jeleznek az MS12 törzshöz képest a kétmintás, t-próba alapján, ahol *: p ≤0,05 és 

**: p ≤0,01. 
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6.1.3. A CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazása járomspórás gombában: 

összefoglalás/értékelés 

Kísérleteink során sikeresen alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 rendszert M. 

circinelloides járomspórás fonalas gombában, a fitoén-dehidrogenázt kódoló carB gén 

elrontásán keresztül. A CRISPR-Cas9 rendszer oly módon történő alkalmazása, mely 

során a hibajavítás NHEJ úton történt, sikeresnek mondható M. circinelloides fonalas 

gomba esetén, továbbá a létrehozott carB mutánsok genetikailag stabilnak bizonyultak. 

Figyelembe kell vennünk azonban, hogy a mutánsok genomjában nagyméretű deléciókat 

detektáltunk a PAM szekvenciától 5’ irányban, mely mutációk befolyásolták a 

szomszédos gént is. Gombák esetén a NHEJ során keletkező indelek létrejötte ismert 

jelenség, azonban ezek hossza lényegesen kisebb, általánosságban néhány tíz nt 

hosszúságú (Nødvig és mtsi. 2015, Fuller és mtsi. 2015). Mivel eredményeink azt 

mutatják, hogy a NHEJ nagyméretű deléciókat okozhat a M. circinelloides esetében, ezért 

nem alkalmas precíz, irányított mutációk kivitelezésére, illetve a transzformáció során 

előállított mutánsok genomi szintű vizsgálata nélkülözhetetlen a kísérleteket követően. 

Fonalas gombák CRISPR-Cas9 rendszerrel történő génszerkesztése során 

felmerülő problémák leggyakrabban a Cas9 és sgRNS elégtelen kifejeződése (Wang és 

mtsi. 2016*), az alacsony szerkesztési hatékonyság (Matsu-Ura és mtsi. 2015), a pozitív 

transzformánsok szelekciójának nehézsége (Weber és mtsi. 2017), a Cas9 általi toxicitás 

(Morgens és mtsi. 2017) és az off-target hatás (Schuster és Kahmann 2019). Az in vitro 

szintetizált gRNS és a Cas9 protein natív formában való használata hatékonynak 

bizonyult, továbbá kiküszöbölte a CRISPR-Cas9 rendszer alkotóelemeinek 

génmanipulációt követő fennmaradását, ami a Cas9 általi toxicitás fő okozója lehet. A 

kettős szálú DNS törés növelheti a HDR általi javítás gyakoriságát, ahogy azt S. 

cerevisiae és C. glabrata esetén is ismert (DiCarlo és mtsi. 2013, Enkler és mtsi. 2016). 

A Cas9 nukleázzal történő hasítást követően a carB-homológ fragmentumoknak 

köszönhetően a pyrG gén integrációját valósítottuk meg a gomba saját homológ 

rekombináción alapuló javítási mechanizmusa révén, így a pozitív klónok szelekciójának 

általános nehézsége is kiküszöbölésre került. Az általunk tapasztalt transzformációs 

gyakoriság alacsonynak tekinthető, azonban hangsúlyozni kell, hogy minden korábbi 

kísérlet, amely a klasszikus genetikai transzformációs módszereket alkalmazta 

ugyanazon templát DNS Mucor genomba történő integrálása céljából, sikertelennek 

bizonyult. A HDR olyan stabil transzformánsokat eredményezett, amelyekben a gén 
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elrontása és a szelekciós marker megfelelő helyre történő integrálása végbement. Sem az 

integrált DNS degradálódására, sem reorganizálódására utaló jeleket nem találtunk.  

6.2. A CotH fehérjecsalád szerepe Mucor circinelloides fonalas 

gombában 

A CRISPR-Cas9 rendszer járomspórás gombára történő optimalizálását 

követőleg a M. circinelloides fonalas gombában ismeretlen szereppel bíró cotH géncsalád 

átfogó vizsgálatát kezdhettük meg, melyre eddig a transzformálás nehézségeiből 

kifolyólag nem volt lehetőségünk.  

6.2.1. CotH-szerű gének azonosítása Mucor circinelloides genomban 

JGI MycoCosm M. circinelloides f. lusitanicus genom adatbázisban 

(https://genome.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) a CotH-doménnel való 

homológiai keresés által 17 cotH-szerű gént és azt kódoló fehérjéket azonosítottunk, 

melyeket saját névvel láttunk el [3. táblázat]. 

3. táblázat. Mucor circinelloides genomjában azonosított CotH fehérje homológokat 

kódoló gének genomi pozíciója és elnevezése a JGI MycoCosm genom adatbázisban, az 

azonosított CotH-szerű proteinek JGI MycoCosm adatbázisban szereplő fehérje 

azonosító kódja, illetve a dolgozatban használt elnevezéseik.  

A gén elnevezése a JGI 

MycoCosm genom adatbázisban 

A JGI 

MycoCosm 

adatbázisban 

szereplő fehérje 

azonosító kód 

Genomi pozíció 

Dolgozatban 

használt 

elnevezés 

fgenesh1_pg.04_#_1077 163402 scaffold_04:3619489-3621215 cotH1 

estExt_Genemark1.C_041216 184292 scaffold_04:3624356-3626724 cotH2 

Genemark1.5065_g 109302 scaffold_03:4195375-4197670 cotH3 

fgenesh1_kg.13_#_7_#_896 157567 scaffold_13:68044-70136 cotH4 

fgenesh1_pg.03_#_1241 162126 scaffold_03:4199213-4201042 cotH5 

estExt_fgenesh1_pg.C_011037 188068 scaffold_01:3650875-3652572 cotH6 

Mucci1.fgeneshMC_pg.5_#_961 83004 scaffold_05:3045066-3047115 cotH7 

Mucci1.fgeneshMC_pg.1_#_615 76509 scaffold_01:4065803-4067778 cotH8 

Mucci1.fgeneshMC_pg.2_#_1279 78987 scaffold_02:851742-853602 cotH9 

Genemark1.2134_g 106371 scaffold_02:438426-440317 cotH10 

Genemark1.3405_g 107642 scaffold_02:4177973-4179826 cotH11 

Genemark1.7780_g 112017 scaffold_05:3066683-3068624 cotH12 

Genemark1.10886_g 115123 scaffold_09:739842-741851 cotH13 

fgenesh1_pg.04_#_767 163092 scaffold_04:2557436-2559313 cotH14 

fgenesh1_pg.05_#_237 163852 scaffold_05:801902-803707 cotH15 

estExt_Genemark1.C_011941 182734 scaffold_01:5891871-5893829 cotH16 

fgenesh1_pg.08_#_221 166651 scaffold_08:720456-722159 cotH17 

https://genome.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_04:3619489-3621215
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_04:3624356-3626724
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4195375-4197670
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_13:68044-70136
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4199213-4201042
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_01:3650875-3652572
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_05:3045066-3047115
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_01:4065803-4067778
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_02:851742-853602
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_02:438426-440317
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_02:4177973-4179826
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_05:3066683-3068624
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_09:739842-741851
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_04:2557436-2559313
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_05:801902-803707
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_01:5891871-5893829
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad/?db=Mucci2&position=scaffold_08:722159-720456
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A CotH-domén (Pfam: PF08757) a CotH fehérjecsaládra jellemző egyedi fehérje 

alegység, mely a szakirodalomi adatok szerint kináz funkcióval bír számos faj esetén 

(Nguyen és mtsi. 2016). Érdemes megjegyezni, hogy a CotH-domén egésze nem, csak 

bizonyos AS-ak pozíciója konzervált, és a domén nagy változatosságot mutat az egyes 

CotH-szerű fehérjék esetében [3. számú melléklet]. 

6.2.2. A cotH géncsalád in silico analízise 

Az European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) adatbázis alapján (Madeira 

és mtsi. 2019) történő keresés után megállapítottuk, hogy a CotH fehérjecsalád több mint 

1000 fajban prediktálható, s előfordul mind prokariótákban (1020 faj), mind az 

eukariótákban (73 faj), jellemzően a spóraképző fajokat magukba foglaló csoportokban 

(pl. Bacillales és Clostridiales vagy Mucorales és Neocallimastigales), de megtalálható 

egyes vírusokban (5 faj) és archeákban is (9 faj). A Pfam adatbázisban (El-Gebali és mtsi. 

2019) való keresés alapján a CotH fehérje a gomba taxonok közül négy csoportban 

képviselt: a Chytridiomycota rendben négy, a Mucormycota rendben tizenhárom, a 

Zoopagomycota csoportban egy és a Dikarya taxonban négy fajjal. Érdemes megemlíteni, 

hogy bár a CotH fehérjecsalád egyes vírusoktól (Bacillus virus G) kezdve az 

euglenozoákig (Trypanosoma cruzi) számos fajban előfordul keresési eredményünk 

alapján, szerepe csak néhány esetben tisztázott (pl. B. subtilis, R. delemar) (Naclerio és 

mtsi. 1996, Zilhao és mtsi. 1999, Nguyen és mtsi. 2016, Gebremariam és mtsi. 2014). 

R. delemar CotH3 fehérjével való AS szekvencia hasonlóság alapján a CotH 

fehérjecsalád jelenlétét valószínűsítették L. corymbifera, L. parricida, M. circinelloides, 

M. racemosus, M. velutinous, M. verticillata és R. stolonifer esetében (Gebremariam és 

mtsi. 2014). A Rhizopus CotH3 fehérje hordoz egy olyan AS szekvenciát, melyet a 

gombaspórák és a gazda endotél sejtek közötti specifikus, receptor-ligand kötésért 

tartanak felelősnek (Annie és mtsi. 2018). A CotH3 fehérje ellen termeltetett IgG 

poliklonális antitestek védelmet biztosítottak a DKA-ban szenvedő egereknek a Rhizopus 

által kiváltott mucormikózissal szemben (Gebremariam és mtsi. 2014), illetve más, rokon 

fajok (L. corymbifera, C. bertholletiae, M. circinelloides, M. ramosissimus és 

Rhizomucor spp.) esetén is meggátolták a betegség kialakulását.  
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Mindezeket összevetve a CotH3 patogenitásban betöltött szerepe miatt 

fontosnak véltük az általunk azonosított 17 cotH-szerű gén által kódolt fehérjék AS 

szekvenciáinak összevetését a fentebb említett fehérjével [4. táblázat]. Az NCBI Blast 

(NCBI Resource Coordinators 2016) által prediktált eredményeink alapján a legnagyobb 

hasonlóságot a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a CotH13 (72,9%) mutatta. Érdemes 

megemlíteni, hogy a CotH4, CotH6 és CotH13 esetén homológia valószínűsíthető a 

„CotH-motívumként” leírt R. delemar AS szekvenciával [9. ábra]. 

 

9. ábra. Rhizopus delemar CotH3 fehérjében azonosított „CotH-motívumként” leírt AS 

szekvencia és az azzal legnagyobb homológiát mutató Mucor circinelloides CotH-szerű 

proteinek AS szekvenciájának összehasonlítása illesztés formájában.  

4. táblázat. Rhizopus delemar CotH3 fehérjével való szekvencia hasonlóság.  

Dolgozatban használt 

elnevezés 

Szekvencia azonosság 

(%) 

Szekvencia lefedettség 

(%) 
cotH1 35,2 42,5 

cotH2 34,2 42,5 

cotH3 32,5 36,2 

cotH4 49,3 79,2 

cotH5 32,5 36,2 

cotH6 52,1 94,5 

cotH7 31,1 32,0 

cotH8 27,0 35,8 

cotH9 31,8 32,3 

cotH10 36,4 24,6 

cotH11 34,4 30,2 

cotH12 35,0 46,1 

cotH13 72,9 90,2 

cotH14 32,6 39,6 

cotH15 31,3 28,1 

cotH16 34,8 30,2 

cotH17 28,9 42,9 

Ezt követően elvégeztük az azonosított 17 CotH-szerű fehérje in silico 

jellemzését M. circinelloides-ben. A továbbiakban, a dolgozatban részletesen tárgyalt 

CotH1-CotH6 fehérjék in silico elemzését mutatjuk be. Jellemzésük során figyelembe 

vettük a fehérjék sejten belüli lehetséges lokalizációját; szignál peptid és GPI-horgony 

lehetséges jelenlétét; továbbá ortológiakeresést hajtottunk végre [5. táblázat]. A CotH 

proteinek esetében prediktált doméneket a 4. számú melléklet tartalmazza. 
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A cotH1 gén (1727 nt) egy 555 AS hosszúságú fehérjét kódol. A CotH1 fehérje 

szignál peptiddel rendelkezik és feltehetőleg az extracelluláris térben lokalizálódik, 

számított tömege 61,7 kDa. A 182-532 AS közötti régió egy CotH-doménnek (Pfam: 

PF08757) felel meg. AS szekvenciája a RO3T_09276 Rhizopus fehérjével mutat 

leginkább hasonlóságot [5. táblázat], a R. delemar CotH3 fehérjéjével pedig 42,5%-os 

lefedettség mellett 35,2%-os szekvencia azonosságot mutat [4. táblázat]. A molekulák 

szignál peptid része, mely a fehérjék N-terminálisán található 16-30 aminosavból álló 

szakasz, irányítja a peptideket a szekréciós útvonalon át a célpontjukhoz (Owji és mtsi. 

2018). Predikciónk alapján a CotH1 fehérje rendelkezik ilyen szekvencia részlettel [5. 

táblázat].  

A cotH2 gén által kódolt 621 AS hosszúságú 66,92 kDa-os CotH2 fehérje a 

Rhizopus CotH3 fehérjével 34,2%-ban egyezik meg [4. táblázat]. Legnagyobb 

hasonlóságot a R. delemar (RO3T_09275) fehérjéjével mutatja (68%) 99%-os lefedettség 

mellett [5. táblázat]. Kisebb valószínűséggel (E-érték=3e+02) prediktálható a fehérjén 

belül 1-4 AS pozícióban egy Big-1 (Bakteriális Ig-1-szerű) (Pfam: PF02369) domén 

részlet [4. számú melléklet]. A géntermék továbbá feltehetőleg tartamaz szignál peptidet, 

mely az extracelluláris térben történő lokalizációjához szükséges, illetve GPI-horgonyt.  

A cotH3 gén terméke egy 707 AS hosszúságú, szignál peptiddel rendelkező, 

feltehetőleg extracelluláris térben lokalizálódó, 77,85 kDa nagyságú fehérje. 457-474 AS 

pozícióban az in silico elemzések kimutattak egy SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond 

szindróma) proteinre (Ribosome maturation protein Sdo1/SBDS protein) jellemző 

domént (Pfam: PF09377) (E-érték= 0,0018) [4. számú melléklet]. Az SBDS fehérje a 

sejtmagban lokalizálódik, ahol fontos szerepet játszik a riboszóma biogenezisében 

(Savchenko és mtsi. 2005, Shammas és mtsi. 2005, Menne és mtsi. 2007), továbbá 

szerepet játszhat a növekedésben, a sejtciklus progressziójában és az apoptózis 

szabályozásában (Nihrane és mtsi. 2009). A M. circinelloides CotH3 a legnagyobb 

hasonlóságot a R. delemar (RO3T_02653) fehérjéjével mutatja (36%) 77%-os lefedettség 

mellett [5. táblázat], míg a Rhizopus CotH3 fehérjével való azonossága 32,5% [4. 

táblázat]. 

A cotH4 gén által kódolt protein feltehetőleg az extracelluláris térben 

lokalizálódó, szignál peptiddel rendelkező, 592 AS hosszúságú, 65,31 kDa 

molekulatömegű fehérje. 1-7 AS pozícióban hordozza a (E-érték = 1,7e+03) Big-domén 

egy részletét (Pfam: PF02369). A CotH4 protein 523-590 AS közötti régiója alaninban 

gazdag (E-érték= 0,00025). 567-574 AS között egy ATP/GTP-kötő motívum, ún. P-loop 
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található [4. számú melléklet]. Legnagyobb hasonlóságot egy prediktált R. delemar 

(RO3T_00116) fehérjével mutatja [5. táblázat], a Rhizopus CotH3 proteinnel pedig 

49,3%-ban azonos [4. táblázat]. 

A cotH5 gén által kódolt 569 AS hosszúságú, 64,7 kDa molekulatömegű szignál 

peptiddel rendelkező fehérje, mely feltételezhetőleg a mitokondriumban lokalizálódik. 

Legnagyobb hasonlóságot a RO3T_00453 R. delemar-ban megtalálható proteinnel mutat 

[5. táblázat]. Feltehetőleg egy ATP/GTP-kötő motívumot (Prosite ID: PDOC00017) 

hordoz az 512-519 AS pozícióban [4. számú melléklet].  

A cotH6 gén által kódolt 524 AS hosszúságú, extracelluláris lokalizációjú 

fehérje feltételezetten sejtfal-kötő ismétlődést (PF01473) tartalmaz (E-érték=45) a 366-

388 AS pozícióban. A CotH6 fehérje 100%-os szekvencia lefedettség mellett a 

legnagyobb hasonlóságot a R. delemar (RO3T_04188) fehérjéjével mutatja [5. táblázat], 

míg a Rhizopus CotH3 proteinnel 94,5%-os lefedettség mellett 52,1%-os hasonlóságot 

mutat [4. táblázat]. 

5. táblázat. A CotH fehérjék in silico jellemzése Mucor circinelloides-ben. A táblázatban 

feltüntettük a vizsgált fehérjék feltételezett sejten belüli lokalizációját; szignál peptid és 

GPI-horgony lehetséges jelenlétét; továbbá az ortológ keresés folyamata során 

eredményül kapott legközelebbi proteinek kódját, az adott ortológ fehérjét hordozó 

organizmus nevét és az ortológgal való azonosság fokát a feltüntetett szekvencia 

lefedettség mellett. 

Név 
Hossz 

(AS) 

Feltételezett 

lokalizáció 

Szignál 

peptid 

GPI-

horgony 

Feltételezett ortológ  

(Best Hit) 

Leghasonlóbb 

ortológgal való 

azonosság (%) 

és 

szekvencia 

lefedettség (%) 

cotH1 555 extracelluláris + - RO3T_09276 R. delemar 

(CotH4) 

59 (97) 
cotH2 621 extracelluláris + + RO3T_09275 R. delemar 68 (99) 

cotH3 707 extracelluláris + - RO3T_02653 R. delemar 36 (77) 
cotH4 592 extracelluláris + + RO3T_01116 R. delemar 67 (97) 

cotH5 569 mitokondriális + - RO3T_00453 R. delemar 35 (95) 
cotH6 524 extracelluláris + - RO3T_04188 R. delemar  63 (100) 

cotH7 594 extracelluláris + - 77075 P. blakesleeanus 47 (90) 

cotH8 589 extracelluláris + - RO3T_04401 R. delemar 55 (91) 
cotH9 595 extracelluláris + - 140728 P. blakesleeanus 38 (98) 

cotH10 570 extracelluláris + + 140724 P. blakesleeanus 41 (90) 
cotH11 596 extracelluláris + - RO3T_02653 R. delemar 52 (93) 

cotH12 607 extracelluláris + + 77204_P. blakesleeanus 52 (92) 
cotH13 590 extracelluláris + - RO3T_11881 R. delemar 

(CotH3) 

69 (98) 

cotH14 581 extracelluláris - - 64709_ P. blakesleeanus 38 (99) 

cotH15 581 extracelluláris + - RO3T_02653 R. delemar 52 (97) 
cotH16 524 sejtmagi - - RO3T_04401 R. delemar 50 (97) 

cotH17 590 extracelluláris + - 64709 P. blakesleeanus 39 (96) 
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6.2.3. A CotH fehérjecsalád szerepe Mucor circinelloides fonalas gombában: 

összefoglalás/értékelés 

A CotH-doménnel történő homológia-keresés alapján 17 cotH-szerű gént 

azonosítottunk JGI MycoCosm M. circinelloides f. lusitanicus genom adatbázisban, 

melyeket saját névvel láttunk el. A M. circinelloides gombában található CotH proteinek 

közül, AS szekvenciájuk alapján a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a CotH13 (72,9%) 

proteinek mutatják a legnagyobb hasonlóságot a patogenitásban ismert szereppel bíró, R. 

delemar CotH3 proteinnel. Továbbá, e három fehérjében a szakirodalomban „CotH-

motívumként” ismert szekvencia is azonosítható volt. A M. circinelloides-ben azonosított 

CotH-szerű fehérjék lehetséges sejten belüli lokalizációja főképp extracelluláris jellegű, 

továbbá a CotH14 és CotH16 fehérjék kivételével szignál peptid jelenléte felétételezhető 

esetükben. A CotH2, CotH4, CotH10 és CotH12 proteinek feltehetőleg rendelkeznek 

GPI-horgonnyal, továbbá a CotH2 és CotH4 proteinek Big-1 doménnel, mely egy 95 AS 

hosszúságú, felszíni fehérje, és az intimin/invazin család tagjaként az emlős 

gazdasejtekhez történő kapcsolódás és invázió közvetítése által fontos tényezője lehet a 

patogenitásnak (Halaby és mtsi. 1999, Matsunaga és mtsi. 2003, Mei és mtsi. 2015). A 

baktérium külső membránját a C-terminális lektin-szerű doménjéhez rögzíti, mely után a 

gazdasejt membránján található receptorokkal való kapcsolat meg tud valósulni (Kelly és 

mtsi. 1999, Hamburger 1999, Luo és mtsi. 2000). A GPI-vel rögzített proteinek (GPI-AP) 

mindenütt megtalálhatók az eukarióta szervezetekben és számos biológiai funkciójuk 

lehet, például szerepük lehet a ligand felismerésben, enzimatikus aktivitásokban, sejt-sejt 

kölcsönhatásban és a gazdaszervezet védelmében (Ferguson és mtsi. 1994). Számos GPI-

AP részt vesz a sejtfal szerkezetének kialakításában és átrendeződési folyamatainak 

szabályozásában S. cerevisiae esetében, elengedhetetlenné téve GPI bioszintézis 

folyamatát a gomba morfogenezise szempontjából (Arroyo és mtsi. 2007). A GPI-AP 

mutánsok a vad típustól eltérő telepmorfológiát, jelentősen lassabb növekedést, sejtlízist 

és rendellenes „sejt a sejtben” fenotípust mutatnak N. crassa esetében (Bowman és mtsi. 

2006). Egyes spórafal proteinekben találató Big-1 domén és GPI- horgony, mint például 

a selyemlepkék nozemózisát okozó Nosema bombycis SWP5 spórafal fehérje esetében 

(Li és mtsi. 2011). Mindezek alapján úgy gondoljuk, hogy a CotH2 és CotH4 fehérjék 

sejtfal asszociált proteinek lehetnek. A CotH6 protein AS szekvenciája egy 

baktériumokból ismert 20 AS hosszúságú motívum, ún. sejtfal-kötő ismétlődések 

jelenétét valószínűsítette. E motívumot hordozó fehérjék funkciójukat tekintve többnyire 
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kolint kötő fehérjék vagy glükóz-transzferázok (Shah és mtsi. 2004), melyeket virulencia 

faktorokként is azonosítottak Streptococcus pneumoniae baktériumban (Fernández-

Tornero és mtsi. 2001). A CotH4 és CotH6 protein olyan ATP/GTP-kötő motívummal 

rendelkezik, mely a kinázok sajátosságának tekinthető (Hulo és mtsi. 2006, 2008). 

A CotH fehérjék in silico analízise alapján a CotH fehérjecsalád feltehetőleg egy 

többféle funkcióval bíró protein család, melynek egyes tagjai nagy hasonlóságot 

mutatnak a R. delemar-ban azonosított, patogenitásban szerepet játszó CotH3 proteinnel, 

míg más képviselői a karotintermelő, fonalas modellorganizmus P. blakesleeanus 

ismeretlen szerepű fehérjéivel mutatnak magas fokú AS szekvencia azonosságot. A 

Mucor CotH fehérjékben in silico prediktált, patogenitáshoz köthető motívumok jelenléte 

miatt a patogenitással való kapcsolat, a CotH-motívum általános jelenléte okán pedig a 

spórázás, s az ahhoz köthető egyéb biológiai folyamatok (például csírázás, 

spóramorfológia) miatt a CotH1-CotH6 fehérjéket választottuk ki további analízisre.  

6.3. Mucor circinelloides cotH mutáns törzsek létrehozása és a gének 

elrontásának igazolása molekuláris biológiai módszerekkel  

Az általunk azonosított gének jellemzésének céljából azok célzott elrontását a 

6.1-es fejezetben leírt M. circinelloides fonalas gombára optimalizált genomszerkesztő 

eljárás segítségével vittük véghez. Ehhez minden génre egyedi diszrupciós kazettákat 

hoztunk létre a carB mutáns létrehozásával leírt módszer segítségével [2. melléklet]. A 

dolgozatban szereplő cotH gének elrontásának mechanizmusát a cotH1 gén elrontásának 

példáján keresztül mutatjuk be. Az elrontására tervezett diszrupciós kazetta sematikus 

képét az 5. számú melléklet tartalmazza. A M. circinelloides MS12 (leuA- és pyrG) 

protoplasztjait transzformáltuk a célgénre specifikus gRNS-sel, a templát DNS-sel és 

Cas9 nukleázzal. A génre specifikus protospacer szekvencia a következő volt: 

5’TGCCATCAAGTTGCGTGCTG’3, mely a 706-726 genomi pozíciót lefedő 

szekvencia komplementere.  

A cotH2, cotH3, cotH4 és cotH5 gének esetében hasonló módon jártunk el. 

Elrontásuk céljából a 6. táblázatban ismertetett szekvenciájú protospacer szekvenciákat 

alkalmaztuk. A gének promóterét és a protospacer szekvenciától forward irányban 

található kódoló régiót; a cotH géneket kódoló szekvenciát a protospacer-től upstream 

szakaszt és a pyrG gént saját promóterével és terminátor szekvenciájával hagyományos 

PCR keretein belül szaporítottuk fel. A „Fúziós PCR” során az adott génre specifikus 



6. Eredmények és értékelésük  62 

 

indítószekvenciákkal [1. számú melléklet] létrehoztuk a cotH génekkel homológ 

szakaszokat hordozó templát DNS-t, majd a CRISPR-Cas9 rendszer komponenseivel 

együtt célzott génszerkesztést hajtottunk végre.  

6. táblázat. A cotH gének elrontása céljából végrehajtott genetikai 

transzformálás során felhasznált protospacer szekvenciák és azok genomi pozíciója. 

A genetikai transzformálás során felhasznált protospacer szekvenciák 

Szekvencia elnevezése Szekvencia Genomi pozíció 

McCotH1gRNS 5’TGCCATCAAGTTGCGTGCTG’3 706-726 

McCotH2gRNS 5’GCCTTGAGTCCTGAAGTCGA’3 1192-1212 

McCotH3gRNS 5’TCCACTATGGAGAATACCAT’3 1399-1419 

McCotH4gRNS 5’AAGGCCAAGATCACTTTCAT’3 517-537 

McCotH5gRNS 5’CTACCCGTTATTCCTACGCCAG

G’3 

780-803 

McCotH6gRNS 5’TAGCACGAAGACAGTCGGCA’3 670-691 

A templát DNS-sel történő, Cas9, gRNS és PEG-mediált protoplaszt 

transzformálás során kapott transzformációs gyakoriság 2 telep/105 protoplaszt volt [10. 

ábra A)]. A kapott telepek előszelekcióját minden cotH gén esetében hagyományos PCR 

segítségével végeztük, a ′′nested upstr frw′ és ′′nested upstr rev′′ indítószekvenciák [2. 

számú melléklet] segítségével [10. ábra B)]. 

 

10. ábra. A mutánsok előszelekciója. A) Az MS12-ΔcotH1+pyrG transzformánsok 

telepei szelektív táptalajon, B) illetve azok PCR alapú genomi ellenőrzése az 

′′MccotH1/7′′ és ′′MccotH1/8′′ indítószekvenciákkal [1. számú melléklet] történő 

amplifikációt követően. M) GeneRuler 1 kb DNS létra (Thermo Scientific™); 1) MS12-

ΔcotH1+pyrG/1 törzs; 2) MS12-ΔcotH1+pyrG/2 törzs; 3) MS12 törzs. 
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A transzformációs gyakoriság a cotH2 gén elrontása esetében 1 telep/105 

protoplaszt, a cotH3 gén esetében 1 telep/105 protoplaszt, a cotH4 gén esetében 4 telep/105 

protoplaszt, a cotH5 gén esetében pedig 6 telep/105 protoplaszt volt, melyek mindegyike 

a PCR alapú előszűrés során a pyrG megfelelő helyre történő integrációját jelezte. A 

transzformáns izolátumok még nem szelektív körülmények között is, legalább 15 átoltási 

ciklus után is, megőrizték stabilitásukat, tehát mitotikusan stabilnak tekinthetők. 

A cotH6 gén elrontása folyamán rendszerint olyan telepeket kaptunk, melyek 

bár képesek voltak a szelektív táptalajon történő növekedésre, az ′′MccotH6/7′′ és 

′′MccotH6/8′′ indítószekvenciákkal [1. számú melléklet] történő, hagyományos PCR 

során kapott eredmények alapján azonban a szelekciós markergén templát DNS-sel 

történő genomi integrációja nem valósult meg, tehát a diszrupciós kazettát feltehetőleg 

extrakromoszómálisan hordozták, vagy nagyobb valószínűséggel a templát DNS 

segítségével a pyrG génben történő mutáció javításra került [11. ábra A)]. Szelektív 

táptalajon 18 óra elteltével fénymikroszkóp alatt vizsgálva a protoplasztokból kiinduló 

hifák növekedését, lassan növő, majd elhaló telepek képződését detektáltuk, melyek nem 

fejlesztettek molekuláris ellenőrzésre alkalmas mennyiségű micéliumot [11. ábra B)]. A 

hifaképzés a regenerálódást követően megindult, azonban a telepek 1 napos növekedés 

után elpusztultak. Mindezek alapján arra következtettünk, hogy a cotH6 gén egy olyan 

fontos funkcióval bírhat, melynek kiesése letális a gomba számára. 

 

11. ábra. A) A cotH6 gén elrontás során nyert transzformáns telepek hagyományos PCR 

általi ellenőrzésének agaróz gélelektroforézises mintázata. M) GeneRuler 1 kb DNS létra 

(Thermo Scientific™); 1-5) A kapott telepek (feltételezett cotH6 mutánsok); 6) MS12 

törzs. A transzformánsokból felszaporított géntermék a szülői törzsével megegyező 

méretűnek bizonyult (3824 bp). B) Feltételezett cotH6 mutánsok 18 órával a 

transzformálás után. A méretskála 50 µm-nek felel meg. 
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A PCR alapú előszelekciót követően qRT-PCR segítségével ellenőriztük az 

elrontani kívánt gének kifejeződését, mely alapján megállapítottuk, hogy a 

génszerkesztést követően az elrontani kívánt gének expressziója nem volt detektálható. 

Ezt követően az 5’ nem transzlálódó régióra (Untranslated Region – UTR) tervezett 

forward és a szelekciós markergén felszaporítására használt reverz indítószekvenciák [1. 

számú melléklet] segítségével felszaporított szakaszok szekvenciájának 

meghatározásával igazoltuk a pyrG megfelelő helyre történő integrációját. A CRISPR-

Cas9 rendszer egy nagy specifitással bíró, egyszerű működésű és nagy hatékonyságú 

génmódosítási módszer, mely széles körben került alkalmazásra nem csak a biológiai 

kutatásokban, hanem orvosbiológiai alkalmazásban is (Song és mtsi. 2019). A CRISPR-

Cas9 rendszer által okozott off-target hatások esetleges előfordulása a genom 

szerkesztése során azonban egy ismert jelenség, melynek hátterében állhat a PAM 

közelében található (10-12 nt-on belüli) eltérés miatti enzim felismerési probléma, illetve 

a rendszerben jelen lévő magas Cas9/gRNS koncentráció is (Pattanayak és mtsi. 2013). 

Minél magasabb a Cas9 enzimnek és a vezető RNS szálnak a koncentrációja a 

transzformáció során, annál nagyobb gyakorisággal következik be a genomban off-target 

hatás, melynek kiküszöbölésére olyan megoldások születtek, mint az inszertált cas9 gén 

plazmiddal történő utólagos eliminációja a rendszerből (Wang és mtsi. 2016*), továbbá 

a jelen dolgozatban ismertetett eljárás (Nagy és mtsi. 2017) is megoldásul szolgálhat, 

ugyanis az endonukleáz a transzformálást követően nem marad fenn a gombában. Mivel 

a nem specifikus hasítások számának meghatározására a WGS egy széleskörben 

alkalmazott eljárás (Smith és mtsi. 2014, Dong és mtsi. 2019, Li és mtsi. 2019), ezért az 

általunk alkalmazott tranziens CRISPR-Cas9 rendszer során előforduló off-target 

események gyakoriságát két mutáns (MS12-ΔcotH3+pyrG és MS12-ΔcotH4+pyrG) 

esetében e módszerrel ellenőriztük [7. táblázat]. 

7. táblázat. A WGS analízisbe bevont mutáns törzsek, az elrontott gének azonosítója, a 

diszrupciót érintő kromoszómák helyzete és a cotH3 és cotH4 gének pozíciója. 

Törzs Targetált gén azonosítója Kromoszóma/scaffold 
Pozíció 

(bp) 

MS12 (Benito és mtsi. 1992, SZMC 12082) 

MS12-ΔcotH3+pyrG 
Genemark1.5065_g, CotH scaffold_03 4195375-

4197670 

MS12-ΔcotH4+pyrG 
fgenesh1_kg.13_#_7_#_896_1_CCIA_

CCIB_EXTA, CotH 

scaffold_13 68044-

70136 

https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4195375-4197670
https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4195375-4197670
https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_13:68044-70136
https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_13:68044-70136
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A WGS analízis során a mutánsokból nyert genomszekvenciákat összevetettük 

a recipiens törzs (CBS277.49) genomszekvenciájával. Amennyiben a szekvencia 

adatokat összehasonlítva nincs egyezés az adott gént érintő pozícióban a gén elrontása 

igazolásra kerül. A szekvenciaanalízis eredménye alapján az MS12-ΔcotH3+pyrG és az 

MS12-ΔcotH4+pyrG mutáns törzsek esetében a gén elrontása megvalósult, az adott 

gének (cotH3, cotH4) szerepüket a továbbiakban nem tudják betölteni, tehát diszrupciós 

mutánsokról beszélhetünk [6. számú melléklet].  

A CRISPR-Cas9 rendszer használata során gyakran felmerül a 

specificitás/pontosság (azaz az on-target és az off-target hasítás aránya) kérdése. A 

rendszer genomhasítási pontosságáról a variáns analízis által kaphatunk pontosabb képet, 

mely a vizsgált mutánsokban keletkező indelek (rövid inszerciók és deléciók) és 

egypontos nukleotid-polimorfizmusok (SNP) referencia genommal való összevetése által 

valósulhat meg. A variáns analízis három különböző eszközzel kapott eredményeit 

(GATK, Samtools, Freebays) a 8. táblázat összesíti.  

8. táblázat. Az összes eszköz által azonosított variánsok száma.  

Minta SNP Indel 

MS12 293 51 

MS12-ΔcotH3+pyrG 304 47 

MS12-ΔcotH4+pyrG 299 51 

Az általunk alkalmazott CRISPR technika használata során off-target hatás nem 

volt tapasztalható, hiszen a variáns analízis nem mutatott ki a referencia genomtól 

szignifikánsan eltérő számú SNP-ket, továbbá indeleket a vizsgált törzsek genomjában. 

Mindezeket figyelembe véve a CRISPR-Cas9 rendszer, ezen plazmidokat nélkülöző, 

HDR alapú alkalmazása járomspórás gombákban megbízható génszerkesztési 

stratégiának bizonyult.  

6.4. A diszrupciós mutáns törzsek fenotípusos vizsgálata 

6.4.1. A mutáns törzsek növekedésének vizsgálata különböző környezeti 

feltételek mellett 

A járomspórás gombák fajai eltérő mértékben virulensek, mely összefüggésben 

állhat az egyes fajok optimális növekedési hőmérséklete közötti különbséggel. Ezek 

alapján a M. circinelloides gomba a Mucorales taxonon belül, egy a Rhizopus fajoknál 
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kevésbé patogén fajnak tekinthető (Khan és mtsi. 2009). A létrehozott diszrupciós törzsek 

jellemzése során megvizsgáltuk az egyes törzsek életképességét esetlegesen érintő 

változásokat. Kísérleteinkben elsőként minimál táptalajon teszteltük a mutáns törzsek 

növekedését, a gomba növekedési hőmérsékleti optimumát jelentő 28 °C-on. A 

növekedési kinetikát 4 napon át a telepátmérők és a telepek száraztömegének mérésével 

határoztuk meg. A száraztömegre vonatkozó adatok korreláltak a telepátmérők mérésekor 

kapott adatokkal, utóbbit a [12. ábra] mutatja be. A gomba növekedési optimumán 

történő tenyésztés során az MS12-ΔcotH3+pyrG és az MS12-ΔcotH4+pyrG mutáns 

törzsek esetében tapasztaltunk növekedési rendellenességet, az előbbi esetében egy 

fokozott növekedést, míg a cotH4 mutáns törzs esetében szignifikánsan csökkent 

növekedést figyeltünk meg az MS12+pyrG törzsköz képest [12. ábra].  

 

12. ábra. A mutáns törzsek telepátmérőjének nyomon követése, 4 napon át, a gomba 

növekedési hőmérsékleti optimumán (28 °C). A szignifikanciaszint megállapítására 

kétmintás varianciaanalízist (One Way ANOVA) alkalmaztunk, ahol *: p ≤0,05; **: p 

≤0,01; és ****: p ≤0,0001. 

Az uracil auxotrofia csökkent növekedéssel és virulenciával járhat, mivel a 

pirimidin bioszintézis útja befolyással bír ezen folyamatokra (D’Enfert és mtsi. 1996, 

Retallack és mtsi. 1999, Corbacho és mtsi. 2011, Ying és mtsi. 2013, Binder és mtsi. 

2018). L. corymbifera esetében a pyrG gén komplementációja helyreállította a szülői 

fenotípust, mely bizonyítja, hogy a pyrG mutánsok alkalmazhatók recipiens törzsként 

genetikai manipulációs kísérletek során (Ibragimova és mtsi. 2020), ezért a létrehozott 

mutáns törzsek jellemzése során összehasonlításul a M. circinelloides f. lusitanicus MS12 

törzsének pyrG komplementált (MS12+pyrG) törzsét alkalmaztuk. 
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A hőmérsékleti optimumon tenyésztett gombatepek fiatal, elágazó hifáit 24 óra 

elteltével a kitinhez kötődő KV festékkel festettük a hifákban esetlegesen bekövetkező 

morfológiai változások könnyebb nyomon követése érdekében, majd fluoreszcens 

mikroszkóppal vizsgáltuk azokat. Eredményeink alapján nem tapasztaltunk a hifák 

morfológiájában eltérést a kontroll törzshöz képest [7. számú melléklet]. 

A patogén gombafajok életképességét, szaporodását és a sikeres kolonizációt 

nagymértékben befolyásolja az, hogy a gombafertőzés során képesek-e alkalmazkodni a 

gazdaszervezetben uralkodó környezeti körülményekhez, például a megváltozott 

hőmérséklethez, ezért a törzsek növekedését az optimális növekedési hőmérséklettől 

eltérő hőmérsékleten (20 °C-on [13. ábra] és 35 °C-on [14. ábra]) is megvizsgáltuk. A 

hőmérséklet csökkenése nem befolyásolta a cotH1, cotH2, cotH4 törzsek telepátmérőinek 

méretét, azonban az MS12-ΔcotH3+pyrG törzs növekedése szignifikánsan elmaradt a 

kontroll törzs növekedéséhez képest az első (p=0,0170), második (p=0,0193) és harmadik 

(p=0,0184) napokon is. Az MS12-ΔcotH5+pyrG törzs esetében szintén csökkent 

növekedés volt megfigyelhető a negyedik napon mért teleptmérők tekintetében 

(p=0,0071) [14. ábra]. 

 

13. ábra. A mutáns törzsek telepátmérőjének nyomon követése, 4 napon át, a gomba 

növekedési hőmérsékleti optimumától alacsonyabb hőmérsékleten (20 °C). Az y 

tengelyen a hőmérséklet változásának hatását láthatjuk a telepátmérőkre vonatkoztatva, 

melyet az alapján számoltunk ki, hogy az adott törzs 28 °C-on mért telepátmérőjének 

értékéből (mm) kivontuk a 20 °C-on megfigyelt telepátmérők értékét (mm), ezzel 

meghatározva a hőmérséklet változásának hatására bekövetkező eltérést (mm). A 

szignifikancia számolást kétmintás, párosított t-próbával végeztük el, az MS12+pyrG 

törzshöz viszonyítva, ahol *: p ≤0,05; **: p ≤0,01. 
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A 35 °C-on történő tenyésztés a cotH4 mutáns növekedését a kontrollhoz képest 

szignifikánsan kevésbé befolyásolta a tenyésztési idő első (p=0,000237), második (p 

<0,00001), harmadik (p <0,00001) és negyedik (p <0,00001) napján. Az MS12-

ΔcotH3+pyrG és MS12-ΔcotH5+pyrG mutáns törzsek érzékenyebbnek bizonyultak a 

magasabb hőmérséklettel szemben, továbbá magasabb hőmérséklet hatására a cotH1 és 

cotH2 mutánsok is csökkent növekedést mutattak [14. ábra]. Hasonló jelenséget írtak le 

a C. neoformans Ras1 és Cdc24 mutánsok esetében is, melyek 37 °C-on növekedési 

defektussal bírtak, továbbá a kriptokokkózis vizsgálatára alkalmazott egérmodellben 

csökkent virulenciát mutattak (Nichols és mtsi. 2007).  

 

14. ábra. A mutáns törzsek telepátmérőjének nyomon követése, 4 napon át, a gomba 

növekedési hőmérsékleti optimumától magasabb hőmérsékleten (35 °C). A hőmérséklet, 

mutánsok növekedésre gyakorolt hatását a 13. ábra leírásában ismertetett módon 

ábrázoltuk. A szignifikancia számolást kétmintás, párosított t-próbával végeztük el, az 

MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol *: p ≤0,05; **: p ≤0,01; ***: p ≤0,001 és ****: p 

≤0,0001. 

A gazdaszervezetet alacsony szöveti oxigénkoncentráció jellemzi, így kísérleteink 

során a diszrupciós törzsek növekedését anaerob körülmények mellett is vizsgáltuk. A M. 

circinelloides gomba ilyen körülmények mellett élesztő, vagy élesztőszerű formában 

képes nőni (Lee és mtsi. 2013). A dimorfizmus képessége sok esetben fontos tulajdonság 

a patogentitás szempontjából. Korábbiakban kutatócsoportunk teljes transzkriptom 

analízist is elvégzett M. circinelloides fonalas gomba eltérő környezeti feltételek mellett 

történő tenyésztése során, ahol a cotH4 gén emelkedett expressziót mutatott anaerob 
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körülmények között (nem publikált eredmény), mely előrevetítette a CotH4 fehérje 

jelentőségét az oxigénhiányos környezethez való alkalmazkodásban. Kísérleteink során 

minimál tápoldatban, anaerob környezeti feltételek mellett tenyésztett diszrupciós 

törzsekből mintát vettünk a tenyésztés 2. napján és a gombaspórák morfológiáját 

fénymikroszkóppal vizsgáltuk. Eredményeink arra engednek következtetni, hogy a cotH 

gének hiányában is keletkeznek élesztőszerű sejtek, és sem alakban, sem a növekedés 

ütemében nem tapasztaltunk eltérést [15. ábra]. 

 

15. ábra. Mucor circinelloides sejtek fénymikroszkópos képe minimál tápoldatban 

történő, anaerob környezetben történő tenyésztés 2. napján. A) MS12-ΔcotH1+pyrG törzs 

sejtjei; B) MS12-ΔcotH2+pyrG törzs sejtjei; C) MS12-ΔcotH3+pyrG törzs sejtjei; D) 

MS12-ΔcotH4+pyrG törzs sejtjei; E) MS12-ΔcotH5+pyrG törzs sejtjei; F) MS12+pyrG 

törzs sejtjei. A méretskála 200 μm-nek felel meg. 

A megváltozott hőmérséklet cotH mutánsokra gyakorolt hatását a 9. 

táblázatban foglaltuk össze.  
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9. táblázat. A hőmérséklet változásának hatása a cotH mutánsok növekedésére. 

Amennyiben a cotH mutánsok növekedésére, a kontrollhoz képest a hőmérséklet 

változása szignifikánsan jobban hatott, kék, ellenkező esetben piros jelölést 

alkalmaztunk. Az optimum hőmérsékleten történő tenyésztés mellett, az MS12+pyrG 

törzshöz képest szignifikánsan jobban növő törzseket zöld, a növekedési defektussal bíró 

mutánsokat lila színkóddal láttuk el. 

Tenyészté

si 

hőmérsékl

et 

Tenyésztési 

idő  

(napok) 

MS12-

ΔcotH1+pyrG 

MS12-

ΔcotH2+pyrG 

MS12-

ΔcotH3+pyrG 

MS12-

ΔcotH4+pyrG 

MS12-

ΔcotH5+pyrG 

28 °C 

1       
2      
3      
4      

20 °C 

1      
2      
3      
4      

35 °C 

1      
2      
3      
4      

6.4.2. A diszrupciós mutáns törzsek válaszának vizsgálata különböző típusú 

stressz körülmények között 

A gombák sejtfal-mutánsainak azonosítására gyakran alkalmazott módszer a KV 

és KF festékekkel történő érzékenységi vizsgálat (Ram és Klis, 2006), ezért a diszrupciós 

törzsek sejtfalának integritását KV és KF festéket [16. és 17. ábra] tartalmazó 

táptalajokon vizsgáltuk meg, hiszen a sejtfal összetételének megváltozása a gomba 

virulenciájának egyik befolyásoló tényezője lehet (Ram és Klis 2006, Garcia-Rubio és 

mtsi. 2020). A KF és KV festékek a gomba sejtfalában képződő kitinláncokhoz kötődve 

képesek gátolni azon összeszerelő enzimeket működését, melyek a kitin β-1,3-glükán 

láncokkal való összekapcsolását hivatottak megvalósítani (Ram és Klis 2006). 

Kísérletünket a sejtmembránt károsító SDS detergenssel is elvégeztük (Plaine és mtsi. 

2008).  

A vizsgálatot szilárd YNBM táptalajon egy pontba történő leoltással végeztük 

el, majd azt követő 4 napon át a telepátmérőket és a telepek 4. napban mért száraztömegét 

határoztuk meg. Mivel a telepátmérő mérések és száraztömeg mérések korreláltak, így a 

dolgozatban csak az előbbi került feltüntetésre [16. és 17. ábra]. A kiértékelés során 
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figyelembe vettük az egyes törzsek normál táptalajon való növekedése során tapasztalt 

defektusokat is.  

Megfigyeléseink szerint a KV minden törzs növekedésére szignifikáns hatással 

bírt a normál táptalajon történő tenyésztéshez képest. A KV festék azonban ugyanolyan 

mértékben befolyásolta a cotH1 és cotH2 diszrupciós törzsek növekedését, mint a 

kontrollét. A cotH3 törzs a KV festékkel szemben a vizsgálatunk második (p=0,03838), 

harmadik (p=0,0213) és negyedik napján is (p=0,0251) szignifikánsan érzékenyebbnek 

bizonyult. A KV, a cotH4 diszrupciós törzs, mely csökkent növekedést mutatott normál 

körülmények között, növekedését szignifikánsan kevésbé befolyásolta, mint a kontroll 

törzsét (p ≤0,0001). Ezzel szemben a cotH5 mutáns, a cotH3 mutánssal hasonlóan 

érzékenyebbnek bizonyult a KV sejtfal stresszorral szemben, az első (p=0,000017), 

második (p=0,0053) és negyedik (p=0,0058) napokon. A 16. ábrán mutatjuk be, hogy az 

egyes törzsek telepátmérője minimál táptalajon KV hatására mennyivel változott meg, 

majd ez a változás hogyan viszonyul a kontroll törzséhez képes.  

 

16. ábra. A 2 mg/ml koncentrációjú KV sejtfal stresszor hatása a cotH mutáns törzsek 

növekedésére, 4 napon át, 28 °C-on történő inkubáció esetén. Az y tengelyen a KV hatását 

láthatjuk a telepátmérőkre vonatkoztatva, melyet az alapján számoltunk ki, hogy az adott 

törzs minimál táptalajon mért telepátmérőjének értékéből (mm) kivontuk a KV 

jelenlétében megfigyelt telepátmérők értékét (mm), ezzel meghatározva a KV hatására 

bekövetkező változást (mm). A szignifikancia számolást kétmintás, párosított t-próbával 

végeztük el, az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol *: p ≤0,05; **: p ≤0,01; ***: p 

≤0,001 és ****: p ≤0,0001. 
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A KF festék alkalmazása során az MS12-ΔcotH1+pyrG törzs a második 

(p=0,0267), a harmadik (p=0,0453) és negyedik (p=0,0389) napon, az MS12-

ΔcotH2+pyrG törzs a harmadik (p=0,0147) és negyedik napon (p=0,0321) mért 

telepátmérői mutattak szignifikáns eltérést az MS12+pyrG törzséhez képest. A cotH3 

mutáns esetében a második (p=0,0174) és negyedik (p=0,0190), a cotH4 mutáns esetén 

kizárólag az első (p=0,0002) napon tapasztaltunk a kontrolltól szignifikánsan eltérő 

érzékenységet a KF stresszorral szemben [17. ábra].  

 

17. ábra. 0,1 mg/ml koncentrációjú KF sejtfal stresszor hatása a cotH mutáns törzsek 

növekedésére szilárd táptalajon, 4 napon át, 28 °C-on történő inkubáció esetén. A KF 

hatását a 16. ábra leírásában ismertetett módon ábrázoltuk. A szignifikancia számolást 

kétmintás, párosított t-próbával végeztük el, az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol 

*: p≤ 0,05; **: p≤ 0,01; ***: p≤ 0,001. 

Megfigyeléseink alapján az SDS mebrán detergens a cotH1, cotH2, cotH3 és 

cotH5 mutáns törzsek növekedésére a harmadik tenyésztési naptól számítva bírt 

szignifikánsan gátló hatással. Az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs ellenállóbbnak bizonyult a 

detergenssel szemben, a tenyésztés első (p=0,0004), második (p=0,0025), harmadik 

(p=0,049) és negyedik (p <0,00001) napján is [18. ábra]. 
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18. ábra. 0,004% SDS membrán detergens hatása a cotH mutáns törzsek növekedésére 

szilárd táptalajon, 4 napon át, 28 °C-on történő inkubáció esetén. Az SDS hatását a 16. 

ábra leírásában ismertetett módon ábrázoltuk. A szignifikancia számolást kétmintás, 

párosított t-próbával végeztük el, az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol *: p ≤ 0,05; 

**: p ≤ 0,01; ***: p ≤ 0,001. 

Ezt követően hidrogén-peroxiddal kezelt mutáns spórákat 103/ml 

koncentrációban szélesztettünk minimál táptalajra, majd azok növekedését 2 napon át 

kísértük figyelemmel. A kísérlet során egyedül az MS12+ΔcotH4+pyrG törzs spórái 

bizonyultak érzékenyebbnek a hidrogén-peroxiddal szemben, a spórák életképessége 

szignifikánsan lecsökkent [19. ábra].  

 

19. ábra. A spórák életképességét reprezentáló csészefotók hidrogén-peroxid kezelést 

követő második napon. 1) MS12+pyrG törzs spóráiból felnövő telepek; 2) Az 

MS12+ΔcotH4+pyrG törzs felnövő telepei.  
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Megvizsgáltuk továbbá a törzsek hidrogén-peroxiddal szembeni érzékenységét, 

mely során 96 lyukú mikrotiter tenyésztőlemezen, különböző hidrogén-peroxid 

koncentrációk (0-0,5 mM) mellett, RPMI tápoldatban 2 napon át monitoroztuk a mutáns 

törzsek növekedési képességét, azonban a kontrollhoz képest különbséget nem 

detektáltunk. 

A fő kitinszintázt hordozó chs3 vagy a megfelelő Chs3p aktivitáshoz szükséges 

chs4 – chs7 génekben mutációt hordozó S. cerevisiae mutánsok, ellenállóbbak a KV és 

KF festékekkel szemben (Roncero és mtsi. 1988, Imai és mtsi. 2005). A sejtfal-mutánsok 

sejtfalának többségében több kitin halmozódik fel, mint a vad típusú sejtekben, ezért 

megfigyelhető egy fokozottabb érzékenység a sejtfal stresszorokkal szemben. Az olyan 

S. cerevisiae mutánsok, melyek sérültek a β-1,3-glükán (pl. fks1 és a gas1) vagy β-1,6-

glükán (pl. kre6 és cwh41) szintézis folyamatában, a mannoproteinek mannozilációjában 

(pl. mnn9 és vrg1) vagy a GPI-horgony bioszintézisében (pl. gpi1 és gpi3) szintén 

hiperszenzitívnek bizonyultak (Ram és mtsi. 1994, Imai és mtsi. 2005) a sejtfal 

stresszorokkal szemben. A KV sejtfal stresszorral szemben a cotH3 és cotH5 mutáns 

érzékenyebbnek, míg a cotH4 diszrupciós törzs ellenállóbbnak bizonyult, mivel esetében 

a stresszor, a gomba növekedését szignifikánsan kevésbé befolyásolta, mint a kontroll 

törzsét. Eredményeinket a 10. táblázatban foglaltuk össze.  

10. táblázat. Különböző stresszorok hatása a cotH mutánsok növekedésére. Ha a 

kontrollhoz (MS12+pyrG) képest az adott cotH mutáns az alkalmazott stresszor 

jelenlétére szignifikánsan érzékenyebbnek bizonyult, kékkel, ha ellenállóbbnak, pirossal 

jelöltük.  

Alkalmazott 

stresszor 

Tenyésztési 

idő  

(napok) 

MS12-

ΔcotH1+pyrG 

MS12-

ΔcotH2+pyrG 

MS12-

ΔcotH3+pyrG 

MS12-

ΔcotH4+pyrG 

MS12-

ΔcotH5+pyrG 

KV 

(2 mg/ml) 

1       
2      
3      
4      

KF 

(0,1 mg/ml) 

1      
2      
3      
4      

SDS 

(0,004% 

(m/V)) 

1      
2      
3      
4      
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6.4.3. A cotH diszrupciós törzsek spóráinak jellemzése 

6.4.3.1. A cotH diszrupciós törzsek spóráinak fénymikroszkópos vizsgálata 

Mivel a CotH fehérjék spóraképző gombafajokban megtalálható ortológjait 

elsősorban a spóra felszín, vagy a spóraburok szerkezeti elemeként tartjuk számon 

(Zilhao és mtsi. 1999, Naclerio és mtsi. 1996, Kim és mtsi. 2006), fontosnak tartottuk a 

M. circinelloides cotH mutánsok spóráinak csírázási képességének vizsgálatát. Ennek 

érdekében a folyadéktenyészetben nevelt törzseket fénymikroszkópos vizsgálatoknak 

vetettük alá, s megállapítottuk, hogy a cotH1, cotH2, cotH3, cotH4 cotH5 gének elrontása 

nem befolyásolja a csírázási képességet az MS12+pyrG törzshöz képest.  

6.4.3.2. A cotH diszrupciós törzsek spóráinak TEM vizsgálata 

A M. circinelloides spóráira jellemző a méretbeni és alaki diverzitás (Li és mtsi. 

2011*). A spórák lehetnek kis vagy nagy spórák, alak szerint pedig gömbölyűek vagy 

ellipszoidok. Az említett kategóriák között átmenetek figyelhetők meg, tehát inkább 

eloszlásról beszélhetünk [20. ábra].  

 

20. ábra. Mucor circinelloides MS12+pyrG spórák TEM képe. A-D) M. circinelloides 

spórák képe, mely szemlélteti a gömbölyű és ellipszoid alak közötti átmenetet. A 

méretskála 2 µm-nek felel meg. 

A spórák hossz- és keresztmetszetének (szélességének) eloszlását, profilterületét 

és cirkularitását TEM segítségével vizsgáltuk. A spórák hossz-és keresztmetszeti 

átlagának megállapítása után a spórák profilterülete, tehát a spórák átlagos mérete is 

meghatározásra került. Eredményeink tükrözik a Mucor spórák alaki és méretbeni 

diverzitását [20. ábra]. Profilterületük 7,77-75,35 µm között található, mely a 

keresztmetszetük (2,71-7,87 µm), hosszmetszetük (3,65-12,19 µm) értékéből következik.  
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A spórák alakjára a cirkularitási index megadásával tudunk következtetni. A 

mutáns törzsek spórái a kontroll törzs (MS12+pyrG) spóráinak alaki jellegzeteségeit 

mutatják [21. ábra A)], vagyis a vizsgált cotH gének elrontásának nincs hatása a spórák 

alakjára M. circinelloides fonalas gombában. A mutáns spórák keresztmetszetében az 

MS12-ΔcotH4+pyrG (p=0,0060) és MS12-ΔcotH5+pyrG (p ≤0,0001) törzsek esetében 

szignifikáns csökkentést figyeltünk meg [21. ábra B)], továbbá a kontroll törzs átlagos 

26,81 µm méretével szemben a cotH4 elrontását követően a profilterület 20,53 µm-re 

(p=0,0096), a cotH5 diszrupcióját követően 19,42 µm-re (p=0,0002) csökkent [21. ábra 

C)]. A cotH1, cotH2 és cotH3 gének elrontása nem befolyásolta sem a spórák méretét, 

sem alakját.  

 

21. ábra. A) A spórák cirkularitásának meghatározása TEM segítségével. B) A spórák 

keresztmetszeti átlaga TEM alapú mérések alapján. C) A spórák méretének (profilterület) 

meghatározása TEM segítségével. A szignifikancia számolást kétmintás, t-próba alapján 

végeztük el, ahol **: p ≤ 0,01 és ***: p ≤ 0,001. 

Mivel a Mucor spórák alakja kétféle lehet (Li és mtsi. 2011*), így érdemesnek 

láttuk a spórák szerkezetét ellipszoid és cirkuláris spórák esetében külön-külön vizsgálni 

[22. ábra]. Ezt figyelembe véve meghatároztuk a spórák falának belső [23. ábra A)], 

középső [23. ábra B)] és külső [23. ábra C)] rétegének vastagságát is. 
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22. ábra. Mucor circinelloides spórák TEM képe. A) MS12+pyrG törzs egy cirkuláris 

alakú spórája; B) MS12-ΔcotH3+pyrG törzs egy cirkuláris alakú spórája; C) MS12-

ΔcotH4+pyrG törzs egy cirkuláris alakú spórája; D) MS12-ΔcotH5+pyrG törzs egy 

cirkuláris alakú spórája. E) MS12+pyrG törzs egy elliposzoid alakú spórája; F) MS12-

ΔcotH3+pyrG törzs egy elliposzoid alakú spórája; G) MS12-ΔcotH4+pyrG törzs egy 

elliposzoid alakú spórája; H) MS12-ΔcotH5+pyrG törzs egy elliposzoid alakú spórája. A 

méretskála 2 µm-nek felel meg. 

 

23. ábra. A mutáns spórák spórafal rétegeinek vastagsága TEM mérések alapján. A belső 

A), középső B) és külső C) spórafal rétegében bekövetkező változások cirkuláris és 

ellipszoid spórák esetében. A szignifikancia számolást kétmintás, t-próba alapján 

végeztük el, ahol *: p ≤0,05; **: p ≤0,01; ***: p ≤0,001 és ****: p ≤0,0001. 

  



6. Eredmények és értékelésük  78 

 

A cotH3 gén elrontását követően a cirkuláris spórák falának külső rétegének 

vastagsága a szülői törzs átlagosan 53,12 nm falvastagságához képest 85,30 nm volt (p 

<0,0001), míg a középső réteg vastagsága átlagosan 52,23 nm-rel csökkent (p <0,0001) 

[23. ábra]. Ezáltal összességében a mutánsok esetében a teljes spórafal vastagsága 

(261,08 nm) az MS12+pyrG (283,38 nm) törzséhez hasonlónak bizonyult, eltérés tehát a 

spórafal rétegvastagságainak arányában mutatkozott, azaz a spórafal külső rétegének 

vastagodásában és a középső réteg vékonyodásában. Az ellipszoid spórák esetében a 

teljes spórafal vastagság átlagosan 246,81 nm-re csökkent (p=0,0092), mivel a középső 

réteg vastagságában szignifikáns csökkenés következett be (p <0,0001), a belső és külső 

réteg azonban változatlan maradt [24. ábra].  

 

24. ábra. A mutáns spórák teljes spórafal vastagsága TEM mérések alapján. A) A teljes 

spórafal vastagsága a cirkuláris spórák esetében a kontroll törzshöz viszonyítva, 

kétmintás, t-próba alapján, ahol *: p ≤0,05; **: p ≤0,01 és ****: p ≤0,0001. 

A cotH4 mutáció esetén a cirkuláris spórák spórafal szerkezete jelentős 

változáson esett át [25. ábra B)]: a géndiszrupció hatására a spórafal belső rétege nem 

alakult ki a mutáns spórákban. A középső réteg az MS12+pyrG spórafalának (164 nm) 

átlagosan 3,16-szorosa lett, továbbá a külső réteg vastagsága is átlagosan a kétszerese a 

kontroll törzsének (53,12 nm). Ez összességében egy rendkívül vastag, átlagosan 627,66 

nm rétegvastagságú spórafalat eredményezett. Az ellipszoid spórák spórafal szerkezete 

azonban a cotH4 gén elrontásának hatására eltérő mintázatot mutat [25. ábra A)]: a 

spórafal középső rétegében ezúttal nem tapasztaltuk a cirkuláris spórákra jellemző 

vastagodást. A belső spórafal réteg kialakult, mely esetében a cirkuláris spórák setfalának 

középső rétegéhez hasonló vastagodást véltünk felfedezni, mely az MS12+pyrG átlagos 

belső spórafal rétegének [25. ábra C)] (54,81 nm) a 4,94-szerese (270,55 nm).  
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25. ábra. A) Az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs egy ellipszoid és B) cirkuláris alakú 

spórájának TEM képe. A C) ábrán a kontroll MS12+pyrG törzs spórája látható. A 

méretskála 500 µm-nek felel meg. 

A cotH5 mutánsok cirkuláris spórafalának belső (42,81 nm) és középső (151,31 

nm) rétegének nagysága szignifikánsan lecsökkent (p=0,0005) az MS12+pyrG törzséhez 

képest (66,26 nm és 160 nm), a teljes spórafalra vonatkoztatott eltérés azonban nem 

minősült szignifikánsnak. Az ellipszoid spórák esetében a teljes spórafal vastagsága 

szignifikánsan csökkent (p=0,0040) a kontrollhoz képest, melynek oka a középső 

rétegben bekövetkező változás volt (p <0,0001) [23. ábra]. 

A CotH3 fehérjének tehát feltehetőleg szerepe van a cirkuláris alakkal rendelkező 

spórák falának középső és külső-, míg ellipszoid spórák esetén a középső réteg 

kialakításában. A CotH4 fehérje hiányában a cirkuláris spórák középső spórafal rétege 

rendellenesen megvastagszik, belső réteg pedig nem képződik. Ezzel ellentétben, az 

ellipszoid spórák esetében mindhárom réteg kialakul, és a belső réteg megvastagszik. 

Összeségében azonban elmondható, hogy a cotH4 mutáns törzsek spórafala a spóra 

alakjától függetlenül jellegzetes fenotípust mutat. A CotH5 protein szerepe 

valószínűsíthető a cirkuláris spórák mindhárom rétegének, míg az ellipszoid spórák 

esetében a spórafal középső rétegének kialakításában. Bizonyítottuk továbbá, hogy a 

CotH4 és CotH5 fehérje meghatározó tényezője a spórák méretének kialakításának, 

hiányukban kisebb gombaspórák képződnek. Eredményeinket a 11. táblázatban 

foglaltuk össze.  
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11. táblázat. A cotH gének szerepe a spórafal rétegeinek kialakításában. Amennyiben 

vizsgálataink alapján valamely gén befolyásolta az adott szerkezeti elem kialakítását, azt 

+ jellel jelöltük a táblázatban. – jelölés esetén nem találtunk összefüggést az adott gén és 

a spórafal rétegeinek kialakítása között.  

 cirkuláris spórák ellipszoid spórák 

 belső középső külső belső középső külső 

cotH1 - - - - - - 

cotH2 - - - - - - 

cotH3 - + + - + - 

cotH4 + + + + + - 

cotH5 + + + - + - 

6.4.3.3. A mutáns spórák vizsgálata SEM segítségével 

A cotH diszrupciós törzsek spóráinak felszínét, továbbá sporangiumait is 

megvizsgáltuk SEM segítségével. A gombaspórák felszínének pásztázó 

elektronmikroszkópos vizsgálata során eltérést egyik cotH mutáns sem mutatott, viszont 

a sporangiumok morfológiájában jelentős változást tapasztaltunk az MS12-ΔcotH5+pyrG 

törzs esetében, melynek sporangiumainak felszínét makrobegyűrődések jellemzik [26. 

ábra B)].  

 

26. ábra. Mucor circinelloides sporangiumainak SEM által készített képe. A) Az 

MS12+pyrG, B) az MS12-ΔcotH5+pyrG törzs sporangiuma látható. A méretskála 10 μm-

nek felel meg. 

A SEM mintapreparáció egyik lépése a minták felszálló alkoholsorral történő 

kezelése. Amennyiben a CotH5 fehérje hiánya miatt a sporangiumok fala elveszti 

szilárdságát, az így, statikailag instabil sporangium elvesztheti szférikus alakját az 

alkoholsorral történő kezelés hatására, kialakítva a fentebb említett fenotípust [26. ábra 

B)].  



6. Eredmények és értékelésük  81 

 

6.4.3.4. A mutáns spórák spórafalának vizsgálata fluoreszcens festékekkel 

A cotH3, cotH4 és cotH5 diszrupciós törzsek spóráinak szerkezetében a célzott 

génelrontást követően a sejtfal szerkezetére kiterjedő fenotipikus változásokat 

detektáltunk. A spórafal szerkezeti változásának, továbbá az előzetes vizsgálatainknál 

tapasztalt sejtfal stresszorral szembeni rezisztencia okát elsősorban a sejtfalösszetételének 

vizsgálatán keresztül kerestük. A gomba sejtfal összetétele jól monitorozható az egyes 

sejtfalkomponensekhez kötődő fluoreszcens festékek alkalmazásával (Ram és Klis, 2006, 

Rodrigues és mtsi. 2015), ezért a gombaspórák KF festékkel festettük, majd fluoreszcens 

képalkotó áramlási citometriával vizsgáltuk.  

Kísérletünkben a KF festék segítségével a sejtben megtalálható összes kitin 

jelölését végeztük el. Az áramlási citometriás felvételek alapján [8. számú melléklet] 

meghatározható az átlagos gombasejtenkénti pixelintenzitás [9. számú melléklet], ami 

utal a festődés intenzitására és ezzel a kitin tartalomra. A cotH4 deléciós törzs esetében a 

KF festék intenzitása szinginikánsan magasabb volt a kontroll törzshöz képest, melyet a 

9. számú melléklet szemléltet. E tekintetben a többi cotH mutáns törzs esetében nem 

tapasztaltunk szignifikáns eltérést. A spórákat fluoreszcens mikroszkópos eljárással is 

megvizsgáltuk, amely vizsgálat alátámasztotta az áramlási citometriával kapott 

eredményeket, miszerint a cotH4 mutáns esetében kitin felhalmozódás megy végbe a 

sejtfalban [27. ábra]. 

 

27. ábra. Fluoreszcens mikroszkópos eljárással meghatározott KF festett spórák által 

kibocsátott intenzitás mértéke az MS12-cotH3+pyrG; MS12-cotH4+pyrG; MS12-

cotH5+pyrG és MS12+pyrG törzsek esetében. A szignifikancia értékek párosított, 

kétmintás, t-próba alapján az MS12+pyrG törzshöz viszonítva értendők, ahol ****: p 

≤0,0001.  
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A gombaspórák mellett KF festett fiatal hifák vizsgálatát is elvégeztük, azonban 

szembetűnő változásokat nem tapasztaltunk, így elmondhatjuk, hogy a változás csak a 

gombaspórákra volt jellemző, a hifákra nem [10. számú melléklet]. 

A mannozilszármazékok jelölését a Concanavalin A Lectin (Con A) - FITC 

festékoldattal vittük véghez, majd a festett gombaspórákat képalkotó áramási citométerrel 

vizsgáltuk. Mannozilszármazékok tekintetében nem tapasztaltunk eltéréseket a mutáns 

törzsek esetében. 

6.4.4. J774.2 makrofágszerű egér sejtvonal fertőzése cotH mutáns törzsek 

spóráival 

A spórasejtfalban bekövetkező változást mutató mutánsok makrofágok általi 

fagocitózisának mértékét áramlási citométer segítségével követtük nyomon. Az in vitro 

interakciókat a cotH3, cotH4 és cotH5 mutáns törzsek spóráival végeztük, mivel a TEM 

és SEM vizsgálatok alapján e gombatörzsek esetén tapasztaltunk spórákat érintő 

változásokat (6.4.3. fejezet).  

Alexa Fluor 488 jelölt gombaspórák és J774.2 makrofágok háromórás 

inkubációja után elvégzett áramlási citometriás analízis eredményei szerint a teljes 

makrofág populációra vonatkoztatva, az asszociáló makrofágok aránya a cotH mutáns 

izolátumok esetében a következők voltak: 57,45% (MS12-ΔcotH3+pyrG), 53,50% 

(MS12-ΔcotH4+pyrG), 48,55% (MS12-ΔcotH5+pyrG), 56,17% (MS12) és 53,57% 

(MS12+pyrG).  

Miután meghatároztuk egyes fagocitáló makrofágok arányát [28. ábra] és az egy 

makrofág által fagocitált spórák átlagos számát [29. ábra], megállapítottuk az egyes 

törzsekre jellemző fagocitózis indexet, ami a számolt sejtek által összesen fagocitált 

gombaspórák számát mutatja meg. A J774.2 sejtek gombaölő hatékonysága, illetve 

fagocitáló képessége a cotH mutáns törzsek esetében a kontrollal megegyező volt. 
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 28. ábra. A J774.2 makrofágszerű egér sejtek gombaölő hatékonysága a Mucor 

circinelloides cotH mutánsok, továbbá az MS12+pyrG törzsek sejtjeivel szemben. A) A 

kapuzás sémája látható, ahol a piros populáció a makrofágszerű egér sejteket (Fagocitózis 

-), a zöld populáció a spórákkal interakcióban lévő sejteket (Fagocitózis +) jelenti. B) 

Ch01: fénymikroszkópos képek; Ch011: CellMask Deep Red Plasma Membrane 

detektálására használt csatorna; Ch02: FITC detektálására használt csatorna; 

Ch011/Ch02/Ch01 (merged): a Ch011, Ch01 és Ch02 egymásra vetített képe. Az áramlási 

citométer által készített fluoreszcens mikroszkópos képek méretskálája 20 µm-nek felel 

meg. C) Az asszociáló makrofágok aránya a cotH mutáns izolátumok esetében. 

 

29. ábra. A fagocitált spórák átlagos száma a fagocitáló sejtpopuláción belül.  
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A cotH mutánsok spóráit a J774.2 makrofágok a kontrollhoz hasonló mértékben 

tudták fagocitálni, s az adott számú spórával asszociált makrofágok aránya is az 

MS12+pyrG törzsre jellemző arányokat mutatta a teljes makrofág populációhoz 

viszonyítva. A cotH3 és cotH4 mutánsok esetében a J774.2 sejtek négy spóránál többet 

is képesek voltak bekebelezni, mely sem a kontroll, sem pedig a többi vizsgált cotH 

mutáns esetében nem volt megfigyelhető [29. ábra]. 

6.4.5. Mucor circinelloides spórákat tartalmazó fagoszómák savasodásának 

vizsgálata makrofágokban  

A fagocitózist követően a Mucor spóráknak a fagoszómán belüli citotoxikus 

környezettel kell megbírkózniuk, úgy, mint a savasodás, a tápanyagok hiánya, oxidáció 

és az antimikrobiális proteinek jelenléte (Pérez-Arques és mtsi. 2019). Ebben a 

kísérletben a savasodott fagoszómákban intenzíven fluoreszkáló pHrodo™ Red pH-

szenzitív fluorofórral jelöltünk a M. circinelloides sejteket [30. ábra]. A makrofágokat a 

festett spórákkal koinkubáltuk, majd a fagoszómák savasodásának hatékonyságát 

képalkotó áramlási citométerrel vizsgáltuk. 

 

30. ábra. Reprezentatív felvételek pHrodo™ Reddel festett Mucor circinelloides 

sejtekkel fertőzött J774.2 sejtekről az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometerrel 

történő mérést követően. Az ábra bal oldalán a kapuzás sémája látható, mely megadja a 

pHrodo™ Red+ sejtek számát az összes mért sejt %-ában. A jobb oldali ábrán a pHrodo™ 

Red+ sejtek láthatók. Ch01: fénymikroszkópos képek; Ch04: a pHrodo™ Red 

detektálására használt csatorna; Ch01/Ch04 (merged): a Ch01 és Ch04 fúziója.  
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A CotH fehérjék hiánya azonban nem volt hatással a fagoszómák savasodása, 

tehát ezt a folyamatot nem befolyásolják a vizsgált CotH fehérjék. Miután a Mucor spórák 

a fagoszómák belsejébe kerülnek, a sejtfal és sejtmembrán biogenezisével kapcsolatos 

folyamatok upregulálódnak, s kezdetét veszi a spórák csírázása (Meyers és mtsi. 2017). 

Fontosnak véltük megvizsgálni, hogy a bekebelezett spórák életképességére befolyással 

van-e a CotH fehérjék hiánya, így a spórák túlélését, 180 percig tartó J774.2 sejtekkel 

történő inkubációját követően, MEA táptalajra szélesztve vizsgáltuk. A CotH fehérjék 

hiánya nem befolyásolta szignifikánsan a spórák túlélését az in vitro interakciót követően.  

6.4.6. A diszrupciós mutáns törzsek fenotípusos vizsgálata: 

összefoglalás/értékelés 

A patogén gombák esetében a stresszre történő reagáló képesség döntő 

fontosságú a gazdaszervezet környezetéhez való adaptáció során (Bahn és mtsi. 2007). A 

gomba gazdaszervezetbe kerülését követően elsődlegesen a gazda fagocitáló sejtjeivel lép 

interakcióba, ahol a fagocita sejtek intracelluláris ölési mechanizmusai révén elsősorban 

oxidatív stressznek van kitéve. Az ezzel szembeni ellenálló képesség kialakítása egy 

kulcsfontosságú kritérium a sikeres kolonizáció érdekében, továbbá az adaptáció 

elengedhetetlen ahhoz, hogy tartós fertőzés jöjjön létre (Cooney és Klein 2008). A cotH 

diszrupciós törzsek növekedését ezért különböző környezeti feltételek mellett, továbbá 

stresszorok jelenlétében is megvizsgáltuk. A gomba növekedési optimumán (28 °C) 

történő tenyésztés során az MS12-ΔcotH3+pyrG mutáns szignifikánsan jobban, az MS12-

ΔcotH4+pyrG törzs pedig kevésbé nőtt a kontroll törzshöz képest. Az utóbbi törzs, 

alacsonyabb és magasabb hőmérsékleten megőrizte jellegzetes növekedési defektusát, 

azonban érdemes megemlíteni, hogy bár a cotH mutánsok növekedésére jelentős hatással 

volt a tenyésztési hőmérséklet növelése, addig a cotH4 mutánsra e tényező szignifikánsan 

kevésbé hatott az MS12+pyrG törzshöz képest. Mivel a KV és KF festékekkel történő 

érzékenységi vizsgálat felfedheti az esetleges sejtfal-mutánsokat, diszrupciós törzseinket 

az említett sejtfal stresszorokat tartalmazó táptalajon vizsgáltuk meg. A KV festék az 

MS12-ΔcotH3+pyrG és MS12-ΔcotH4+pyrG mutánsokra, míg a KF az összes vizsgált 

cotH mutáns növekedésére szignifikáns hatással bírt, mely a cotH1, cotH2, cotH3 és 

cotH5 törzsek esetében a stresszorral szembeni érzékenységként, a cotH4 esetében pedig 

egy fokozottabb ellenálló-képességként mutatkozott meg. A KV és KF festékkel 

szembeni érzékenység megváltozásának egy lehetséges magyarázata lehet a cotH 

mutánsok sejtfalának szerkezeti megváltozása. A spórák sejtfalszerkezetének 
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megváltozására szintén utalhat az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs esetében megfigyelt 

hidrogén-prexidoddal szembeni fokozott érzékenység is. Az SDS sejtmembrán 

detergenssel szembeni érzékenysége a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 törzseknek a 

harmadik napon vált szignifikánssá a kontrollhoz képest, ekkor a gomba intenzív 

spóraképző folyamatai zajlanak (Vellanki és mtsi. 2018). 

Mivel a CotH fehérjék ortológjait leginkább spóra felszíni, vagy a spóraburok 

szerkezeti elemeként tartjuk számon (Kim és mtsi. 2006), fontosnak tartottuk a M. 

circinelloides cotH mutánsok spóra-morfológiájának megvizsgálását. A TEM mérések 

rávilágítottak arra a tényre, hogy a spórák méretének kialakításában a CotH4 és CotH5 

fehérjék szerepet játszanak, hiányukban kisebb gombaspórák képződnek. M. 

circinelloides esetén ismert a spórák mérete és virulenciája közötti összefüggés, miszerint 

a kisebb méretű spórák kevésbé tekinthetők virulensnek, továbbá mivel nem képesek 

intenzív csírázási folyamatokra a makrofágok általi fagocitózist követően, így a 

gazdaszervezet elimináló hatása által elpusztulnak. A spórafal mindhárom rétegének 

kialakításában a cotH géneknek jelentős szerepük van, azonban e gének szerepe a 

cirkuláris és ellipszoid spórák esetében eltérő lehet, ugyanis a cotH4 mutáns cirkuláris 

spóráiban a spórafal belső rétege nem alakul ki, míg a középső réteg és a külső réteg 

megvastagszik. Ezzel szemben az ellipszoid spórákban a belső spórafal réteg kialakul, s 

míg a spórafal középső rétege változatlan marad, megvastagszik. A SEM képalkotó 

eljárás által kapott eredményeink alapján úgy gondoljuk, hogy a CotH5 fehérje szerepet 

játszhat a M. circinelloides sporangiumainak kialakításában. Ez összefüggésben állhat 

azzal a jelenséggel, hogy a cotH5 deléciós törzs szignifikánsan kisebb spórákat képez.  

Hogy a lehetséges sejtfalszerkezeti változások okát feltárjuk, a gombaspórákat 

olyan fluoreszcens festékekkel festettük, amelyek képesek a sejtfal egy-egy 

komponenséhez specifikusan kötődni. A gombák sejtfala az első struktúra, ami a 

gazdasejttel érintkezik, ezért kulcsszerepet játszik a fertőzési folyamatokban, azáltal, 

hogy lehetővé teszi a gazda sejtjeihez/szöveteihez való tapadást, az antigenitást és az 

immunválaszt (Sundstrom 2002, Arroyo és mtsi. 2016b). A dinamikus, poliszacharid 

összetételében folyamatosan változó sejtfal az immunfelismerés és az antifungális szerek 

elleni rezisztencia kialakulásának egyik fontos tényezője (Munro és Gow 2001, Walker 

és mtsi. 2008, Hopke és mtsi. 2016). A gombasejtek sejtfalát megvizsgáltuk 

epifluoreszcens mikroszkópos eljárással, mely alkalmas a sejtekben fellelhető kitin 

kimutatására (Hoch és mtsi. 2005) és a nagy mintaszámmal való vizsgálatot lehetővé tevő 

áramlási citometria segítségével (Costa-de-Oliveira és mtsi. 2013) is. Az MS12-
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ΔcotH4+pyrG törzs sejtfalában változást detektáltunk az összkitin tartalomban. A kitin, 

mely a fonalas gombák sejtfalának 1-15%-t alkotja, az N-acetilglükozamin β-1,4-

homopolimerje, melyet a sejtben lévő kitin szintáz enzimek szintetizálnak (Arroyo és 

mtsi. 2016b). Ez a poliszacharid a legtöbb gombafajban β-1,3-glükánnal együtt lelhető 

fel, és alapvető szerepet játszik a gombasejt sértetlenségének megőrzésében és 

strukturális szilárdságának fenntartásában a növekedés és morfogenezis folyamán (Klis 

és mtsi. 1994, de Groot és mtsi. 2004). Az, hogy a cotH4 génben történő mutációt 

követően a spórafal összkitin mennyisége jelentősen megnő, a cotH4 mutáns spórafal 

szerkezeti változására utalhat, továbbá fennáll annak a lehetősége is, hogy a sejtfal és 

sejtmembrán elválik, és a két struktúra között anyag- (pl. kitin) felhalmozódás zajlik le. 

Ezt a feltételezést mind a TEM, mind a sejtfalkomponenseket vizsgáló áramlási 

citometriás és fluoreszcens mikroszkópos kísérletek eredményei is alátámasztották. 

Mivel a fiatal hifák fluoreszcens festése során a kontrollhoz képest nem tapasztaltunk 

eltérő fenotípust, így úgy véljük, hogy a kitintartalomban történő változások kizárólag a 

gombaspórákra összpontosulnak az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs esetében.  

A gombasejtek csökkent in vivo virulenciája és gyengébb túlélési képessége 

gyakran annak köszönhető, hogy a gazdaszervezetbe került gombasejteket az 

immunsejtek (pl. makrofágok) hatékonyabban képesek fagocitálni, majd elpusztítani. A 

cotH mutánsok esetében ez az állítás nem áll fenn, ugyanis a legalább egy gombasejtet 

fagocitáló sejtek arányában nem volt kimutatható különbség a pyrG komplementált és a 

mutáns törzsek között, továbbá, annak ellenére, hogy az MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-

ΔcotH4+pyrG és MS12-ΔcotH5+pyrG törzsek spóráinak méretében és/vagy spórafal 

szerkezetében is jelentős változást detektáltunk, a fagocitáló makrofágok arányában nem 

volt szignifikáns eltérés. Érdemes azonban megjegyezni, hogy az MS12-ΔcotH3+pyrG 

és MS12-ΔcotH4+pyrG törzs spóráiból a makrofágszerű sejtek képesek voltak négynél 

többet is bekebelezni. Az in vitro vizsgálataink alapján a CotH fehérjék hiányában is 

képesek voltak a makrofágok felismerni és bekebelezni a gombaspórákat, továbbá a 

fagoszómák savasodását nem befolyásolták a vizsgált CotH fehérjék. A diszrupciós 

törzsek spóráinak életképességét nem befolyásolta szignifikánsan a fagoszómák 

citotoxikus környezete sem. 



6. Eredmények és értékelésük  88 

 

6.5. A cotH mutáns törzsek in vivo virulencia vizsgálatai 

6.5.1. A cotH mutáns törzsek virulencia vizsgálata in vivo Drosophila 

melanogaster modellben 

Az állati fertőzési modellek alkalmazása elengedhetetlen a gombafertőzések 

patomechanizmusának vizsgálatához, különösképp, ha olyan megbetegedésről 

beszélünk, mint a mucormikózis, mely esetében a klinikai vizsgálatok megtervezése 

különösen nehéz a fertőzés alacsony előfordulási gyakorisága, a kórokozók 

változatossága, a fertőzési útvonalak és a háttérben meghúzódó alapbetegségek 

sokfélesége miatt (Jacobsen 2019). A fertőzésben szerepet játszó gének, illetve fehérjék 

szerepéről ugyan nyerhetünk információt in vitro kísérletek segítségével is, azonban a 

szisztémás fertőzés során játszott funkciók tisztázása csak in vivo modellben lehetséges. 

A cotH gének patogenitásban való szerepét először D. melanogaster ecetmuslica 

modellorganizmus segítségével vizsgáltuk [31. ábra]. Kísérleteinkbe az MS12-

ΔcotH1+pyrG, MS12-ΔcotH2+pyrG, MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-ΔcotH4+pyrG, 

MS12-ΔcotH5+pyrG, továbbá kontrollként az MS12+pyrG és a CBS277.49 VT törzseket 

vontuk be. A cotH3 (p=0,0122), cotH4 (p <0,0001) és cotH5 (p <0,0001) mutáns törzsek 

patogenitása szignifikánsan csökkent a kontrollhoz képest (MS12+pyrG). A cotH1 és 

cotH2 mutáns esetén nem tapasztaltunk szignifikáns eltérést a kontrollhoz képest Oregon-

R D. melanogaster modellben. 

 

31. ábra. A cotH gének patogenitásának vizsgálata VT Oregon-R Drosophila 

melanogaster ecetmuslica modellben. A különbségek szignifikanciájának kiszámítását 

Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztük, az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol *: p 

≤0,05 és ****: p ≤0,0001. Kezeletlen kontrollként PBS-t alkalmaztunk (fekete szaggatott 

vonal).  
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Mivel a cotH3, cotH4 és cotH5 mutáns törzsekkel történő fertőzést követően a 

D. melanogaster ecetmuslicák túlélése magasabb volt a kontroll törzzsel való fertőzött 

legyekéhez képest, ezért a CotH3, CotH4 és CotH5 fehérjéknek szerepe lehet a M. 

circinelloides virulenciájában.  

6.5.2. A cotH mutáns törzsek virulencia vizsgálata in vivo Galleria mellonella 

modellben 

A CotH proteinek patogenitásban betöltött szerepének vizsgálatához a G. 

mellonella, nagy viaszmoly lárva modell rendszert is bevontuk, amelynek során a lárvákat 

az MS12+pyrG, valamint a cotH mutáns törzsekkel fertőztük és monitoroztuk a lárvák 

túlélését [32. ábra]. A kezeletlen és IPS-sel kezelt kontroll csoport esetén a lárvák közül 

egy sem pusztult el a kísérlet befejezéséig.  

 

32. ábra. A cotH gének patogenitásának vizsgálata Galleria mellonella modellben. A 

különbségek szignifikanciájának kiszámítását Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztük, 

az MS12+pyrG törzshöz viszonyítva, ahol ****: p ≤0,0001. Kezeletlen kontrollként IPS-

t alkalmaztunk (fekete szaggatott vonal). 

A 32. ábrán megfigyelhető, hogy az MS12-ΔcotH4+pyrG törzsekkel fertőzött 

lárvák túlélési görbéje szignifikánsan eltér a kontroll törzzsel fertőzött lárvák túlélési 

görbéjétől, az említett mutáns törzs patogenitása lecsökkent. A cotH1, cotH2, cotH3 és 

cotH5 mutánsok esetében szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk a törzsek patogenitása 

szempontjából G. mellonella modellben.  



6. Eredmények és értékelésük  90 

 

6.5.3. A cotH mutánsok patogenitásának képessége in vivo egér fertőzési 

modellben 

Mivel a járomspórás gombák spóráinak belélegzése a leggyakoribb fertőzési 

útvonal, ezért ennek imitálására az intratracheális vagy intranazális belélegeztetés a 

legszélesebb körben alkalmazott modell, de szisztémás mucormikózis is indukálható a 

gomba intravénás beoltásával, általában a farok vénájába történő szúrás által (Lopez-

Fernandez és mtsi. 2018, Liu és mtsi. 2015). A CotH fehérjék szerepét R. delemar 

gombafajban DKA egér modell segítségével vizsgálták, mely során a pulmonáris 

mucormikózist a gombaspórák intratracheális úton történő belélegeztetésével indukálták 

(Gebremariam és mtsi. 2014). M. circinelloides esetében korábban még nem alkalmaztak 

intratracheális úton történő egér fertőzési modellt, ezért először a vad típusú gomba, 

egerekre gyakorolt fertőzőképességének vizsgálatát végeztük el, ahol a DKA egereket 

intratracheális úton fertőztük. A rendszer optimalizálását DKA BALB/c hím egerek, M. 

circinelloides CBS277.49 törzsének spóráival való fertőzéssel valósítottuk meg. A vad 

típusú CB277.49 törzs virulensnek bizonyult DKA egér modellben az intraracheális 

fertőzés során, így tehát a további kísérleteink során kontrollként alkalmaztuk. A DKA 

BALB/c hím egerek fertőzését a cotH mutáns törzsekkel is elvégeztük. A cotH3 mutáns 

avirulensnek bizonyult DKA egér modellben, a cotH4 mutáns patogenitása pedig 

szignifikánsan csökkent a kontrollhoz képest [33. ábra]. Az egérkísérletek elvégzésének 

idejében a cotH5 mutáns még nem állt rendelkezésünkre.  

 

33. ábra. DKA BALB/c hím egerek (≥20 g) (National Cancer Institute) (n=5) egerek 

túlélése cotH mutánsokkal történő fertőzést követően. A fertőzés intratracheálisan, 25 µl 

PBS-ben felvett 2,5 x 106（1x108 spóra/ml) mennyiségű friss spórával történt. A 

különbségek szignifikanciájának kiszámítását Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztük, 

a CBS277.49 törzshöz viszonyítva. 



6. Eredmények és értékelésük  91 

 

6.5.4. A cotH mutáns törzsek in vivo virulencia vizsgálatai: 

összefoglalás/értékelés 

A járomspórás gombák okozta fertőzések vizsgálatának kedvelt, nem gerinces 

modellorganizmusa a Drosophila melanogaster (Chamilos és mtsi. 2008b, Shirazi és 

mtsi. 2014, Younes és mtsi. 2020, Wurster és mtsi. 2020). Immunsejtjeinek 

mintázatfelismerő receptorai a konzervált mikrobiális mintázatok felismerését követően 

aktiválják a sejtes választ, amely specifikus az adott mikroorganizmusra (Gottar és mtsi. 

2006, Ferrandon és mtsi. 2007). Jól jellemzett veleszületett immunitása miatt a D. 

melanogaster megfelelő modell a mucormikózis immunopatogenezisének 

tanulmányozására (Chamilos és mtsi. 2008b), ezért több esetben is alkalmasnak bizonyult 

különféle törzsek virulenciájának meghatározására (Alarco és mtsi. 2004, Shelburne és 

mtsi. 2015, Jacobsen 2019), ezért a cotH mutánsok virulenciájának vizsgálatára először 

D. melanogaster fertőzési modellt alkalmaztunk, ahol az MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-

ΔcotH4+pyrG és MS12-ΔcotH5+pyrG törzsek szignifikánsan kevésbé patogénnek 

bizonyultak a kontrollhoz képest. Az MS12-ΔcotH4+pyrG mutánssal fertőzött G. 

mellonella lárvák túlélési görbéje alapján, a cotH4 gén elvesztése csökkent 

patogenitáshoz vezet M. circinelloides-ben. 

Az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs tehát mindkét alkalmazott modellben csökkent 

virulenciát mutatott. Érdemes azonban megemlíteni, hogy a Galleria és Drosophila 

fertőzéseket követően, a monitorozás során javasolt inkubációs hőmérséklet az adott 

gomba hőmérsékleti optimuma, azonban a cotH4 mutáns e hőmérsékleten növekedési 

defektussal bír. Mivel a 35 °C-on való tenyésztés is szignifikánsan befolyásolja az 

említett mutáns növekedését, így tehát az ezen a hőmérsékleten történő inkubáció sem 

küszöbölné ki a kontrollhoz képest megfigyelt növekedési dekeftus problémáját. Az ennél 

magasabb hőmérsékleten, 37 °C-on, folyadék közegben a M. circinelloides 

morfológiailag dimorf jellege miatt élesztőszerű formában képes csak növekedni. A M. 

circinelloides heterotallikus szerveződésű gomba, mely során a zigospórák 

kialakulásához két kompatibilis párosodási típus [(-) és (+)] szükséges. A M. 

circinelloides f. lusitanicus (+) párosodási típusú izolátumok kisebb spórái kevésbé 

bizonyultak virulensnek G. mellonella modellszervezetben végzett in vivo kísérletek 

során, összehasonlítva a (-) párosodási típusú izolátumok nagyobb spóráival szemben (Li 

és mtsi. 2011*). A CotH4 fehérje hiányában a törzs szignifikánsan kisebb spórákat hoz 

létre. Feltételezhetjük, hogy a spórák méretének változása esetünkben is kapcsolatban 
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állhat a virulencia csökkenésével, azonban ezt az összefüggést nem detektáltuk a cotH5 

törzs esetében, mely szintén kisebb spórákkal rendelkezik, mint az MS12+pyrG. Ez 

alapján tehát úgy gondoljuk, a csökkent patogenitás oka nem kizárólag a spórák 

méretének megváltozása.  

 A gerinctelen gazdaszervezetek alkamazásának fő korlátja az, hogy ezekben a 

modellekben kapott eredmények vajon adaptálhatók-e emlősökre és végső soron az 

emberi szervezetre. Az adaptív immunrendszer és a specifikus szervek, például a tüdő, 

hiánya azonban befolyásolhatja a patogenezist, így ahhoz, hogy a mutáns törzsek 

patogenitásban betöltött szerepéről pontosabb képet kapjunk, indokolt gerinces 

modellben is tanulmányozni azokat, így a cotH mutánsok virulenciáját in vivo egér 

fertőzési modellben is megvizsgáltuk. Sikerült azonosítanunk két olyan proteint, mely 

befolyásolta a M. circinelloides fonalas gomba fertőzőképességét DKA egér modellben: 

a cotH3 mutáns avirulensnek bizonyult, a cotH4 mutáns patogenitása pedig 

szignifikánsan lecsökkent a kontrollhoz képest. Az azonban, hogy az egerek átlagos 

testhőmérséklete 36,6 °C (Refinetti 2010) befolyásolhatja a hőmérséklet szenzitívnek 

bizonyuló MS12-ΔcotH3+pyrG törzs növekedését, azáltal pedig virulenciáját egér 

modellben, de nem magyarázza a mutáns, Drosophila fertőzések során tapasztalt 

csökkent virulenciáját. Mindezek alapján a CotH3 protein patogenitásban betöltött 

lehetséges szerepét két modellorganizmusban kapott eredményeink is alátámasztják. 

A cotH gének diszrupcióját követően a mutáns törzsekben tapasztalt 

fenotípusokat, illetve a gének lehetséges funkcióját a 11. számú mellékletben foglaltuk 

össze.  
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 

 A Mucorales rend fajai által okozott gombás fertőzéseket mucormikózisnak 

nevezzük. Ez a ritka, humán megbetegedés leggyakrabban olyan betegeknél fordul elő, 

akik immunszuppresszív kezelés alatt állnak vagy vérképzőszervi rosszindulatú daganat 

szövődményeként immunhiányos állapotban szenvednek. A mucormikózis etiológiai 

ágenseként leggyakrabban azonosított fajok a Rhizopus, Lichtheimia és Mucor 

nemzetségekhez tartoznak. A gombás fertőzésekre fogékony populáció növekedése miatt 

a mucormikózisos esetek száma is növekvő tendenciát mutat.  

 A Mucorales rend tagjai rezisztenciát mutatnak a rutinszerűen alkalmazott 

gombaellenes szerek többségével szemben (pl. echinokandinok és azolok). A fent említett 

tények mindegyike sürgetővé teszi az azonosítást lehetővé tevő molekuláris módszerek 

fejlesztését, valamint új gombaellenes célpontok és stratégiák felfedezését. E célok 

elérése érdekében elengedhetetlen a mucormikózis patomechanizmusának tisztázása, a 

gazda-patogén interakciók feltárása, valamint a potenciális virulencia faktorok és 

biomarkerek azonosítása. E célok eléréséhez szükségszerű egy olyan molekuláris és 

genetikai manipulációs módszer járomspórás gombákra történő adaptációjára, mely 

segítségével rutinszerűen állíthatók elő a génfunkciók vizsgálatára alkalmas mutáns 

törzsek.  

 A legfrissebb kutatások rámutattak a CotH fehérje család fontosságára a 

járomspórás R. delemar patogenitása kapcsán, kutatásunk ezért elsősorban e géncsalád 

átfogó elemzésére, mint például a virulenciában betöltött szerepének tisztázására 

összpontosult. A Mucor genomban azonosított feltételezett spórafelszíni fehérjéknek 

azonban csak egy része mutatott homológiát azokkal a Rhizopus fehérjékkel, melyek 

kapcsolatban állnak a gomba patogenitásával. Azt a lehetőséget is figyelembe kellett tehát 

vennünk, hogy a CotH fehérjecsalád egy sokrétű, akár számos biológiai folyamatban is 

szerepet játszó proteincsalád, s ennek érdekében számos kísérletet terveztünk a 

spórafelszíni fehérjék M. circinelloides gombában betöltött szerepének tisztázására. A 

CotH fehérjék funkcionális elemzése során nyomon követtük a CRISPR-Cas9 rendszer 

által létrehozott genetikailag stabil mutánsok fenotípusos változásait, hogy 

megválaszolhassuk azt a kérdést, hogy a CotH fehérjék milyen szerepet játszanak a M. 

circinelloides gomba patogenezisében, illetve egyéb fiziológiai folyamataiban.  
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A NHEJ hibajavító mechanizmus segítségével történő génszerkesztési 

kísérleteink során a M. circinelloides mutáns MS12 (leuA- és pyrG-) és CBS277.49 vad 

típusú törzseit a carB génre specifikus in vitro szintetizált gRNS szekvenciával és Cas9 

nukleázzal transzformáltuk. A gRNS-t és a Cas9 enzimet 100 μM-os koncentrációban 

alkalmazva 1,25 × 104 (MS12) és 2 × 104 (CBS277.49) transzformációs hatékonyságot 

értünk el. Azért, hogy a carB génben történő mutációt igazolni tudjuk, a carB-t, valamint 

a vele szomszédos carRP gént tartalmazó régiót PCR segítségével amplifikáltuk, az így 

kapott termékeket pedig megszekvenáltattuk, melynek eredménye alátámasztotta a 

célgénben történő deléció létrejöttét. A szekvenálás azonban a mutánsok genomjában 

nagyméretű, 2,3 kb nagyságot is meghaladó deléciók jelenlétét tárta fel a PAM 

szekvenciától 5’ irányban, mely mutációk befolyásolták a szomszédos carRP gént is. A 

carB gén elrontásának HDR-en alapuló megvalósítása érdekében létrehoztunk egy olyan 

diszrupciós kazettát, mely a carB génnel homológ szekvenciákat, továbbá az uracil 

auxotrófia komplementációjáért felelős orotidin-5’-monofoszfát-dekarboxiláz (pyrG) 

génjét tartalmazza. 5 µg templát DNS, 100 µM Cas9 enzim és 100 µM gRNS 105 számú 

protoplaszthoz való hozzáadásával 2 telepet sikerült izolálnunk, melyek genomi DNS-

ében igazoltuk a pyrG gén sikeres integrációját a célszekvenciába. A transzformáns 

izolátumok nem szelektív körülmények között is, legalább 15 átoltási ciklus után is, 

megőrizték stabilitásukat. Sem az integrált DNS degradálódására, sem 

reorganizálódására utaló jeleket nem találtunk. Járomspórás gombákban tehát először, 

sikeresen alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 rendszert, s ezt követőleg megkezdhettük egyes 

géncsaládok átfogó vizsgálatát. 

17 cotH-szerű gént azonosítottunk JGI MycoCosm M. circinelloides f. 

lusitanicus genom adatbázisban, melyeket saját névvel láttunk el. Összegyűjtöttük az 

azonosított CotH-szerű fehérjékben feltételezetten jelen lévő alegységeket és 

motívumokat. A R. delemar CotH3 fehérjével a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a 

CotH13 (72,9%) protein mutatta a legnagyobb hasonlóságot, melyekben a „CotH-

motívumként” leírt AS szekvencia is azonosítható volt. Prediktáltuk a M. circinelloides-

ben azonosított CotH-szerű fehérjék feltételezett sejten belüli lokalizációját, mely alapján 

feltételezzük, hogy az főképp extracelluláris jellegű, továbbá megvizsgáltuk a szignál 

peptid és GPI-horgony lehetséges jelenlétét is a fehérjékben. Megállapítottuk, hogy az 

általunk azonosított spórafelszíni fehérjék ortológjait a legnagyobb hasonlóságban 

hordozó két organizmus a R. delemar és a P. blakesleeanus. 
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A cotH1-6 gének elrontása céljából olyan diszrupciós kazettákat hoztunk létre, 

melyek tartalmazták a célzott gének promóter és az 5’ UTR régióját, továbbá a 3’ UTR 

és terminális régiókat, valamint a pyrG gént. Az így létrehozott diszrupciós kazettát 

templát DNS-ként alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 módszerrel megvalósított HDR során, 

létrehozva öt, cotH-mutáns törzset. A cotH gének CRISPR-Cas9 rendszerrel végrehajtott 

specifikus géndiszrupciójának sikerességét hagyományos PCR, qRT-PCR, Sanger 

szekvenálás és a cotH3 és cotH4 mutáns esetében WGS segítségével validáltuk. A cotH 

gének diszrupciója során tapasztalt transzformációs gyakoriság 2-6 telep/105 protoplaszt 

volt. A cotH6 gén elrontására tett kísérletek során tapasztalt jelenségek alapján, miszerint 

a transzformálást követően a feltehetőleg mutáns telepek nem bizonyultak életképesnek, 

arra következtettünk, hogy a cotH6 gén olyan fontos funkcióval bírhat, melynek hiánya 

letális a gomba számára.  

A gomba növekedési optimumán (28 °C) történő tenyésztés során az MS12-

ΔcotH3+pyrG törzs fokozott növekedést mutatott, míg az MS12-ΔcotH4+pyrG mutáns 

növekedési defektussal bírt. Az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs alacsonyabb és magasabb 

hőmérsékleten megőrizte jellegzetes növekedési defektusát, továbbá növekedését a 

magasabb hőmérsékleten történő tenyésztés kevésbé befolyásolta, mint a kontroll törzsét. 

A cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 törzsek a kontrollhoz képest szenzitívebbnek 

bizonyultak a magasabb hőmérsékleten történő tenyésztéssel szemben. A cotH3 mutáns 

hőszenzitívnek bizonyult 20 °C és 35 °C-on.  

Mivel a sejtfal összetételének megváltozása befolyásolhatja a gomba 

virulenciáját, ezért diszrupciós törzseink érzékenységét megvizsgáltuk KV és KF 

festékekkel szemben, melyeket gyakran alkalmaznak sejtfal mutánsok azonosítására. A 

KV festékkel szemben az MS12-ΔcotH3+pyrG és MS12-ΔcotH5+pyrG mutánsok 

szignifikánsan érzékenyebbnek, míg az MS12-ΔcotH4+pyrG szignifikánsan 

ellánállóbbnak bizonyult. KF az összes vizsgált cotH mutáns növekedésére szignifikáns 

hatással bírt, mely a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 törzsek esetében a stresszorral 

szembeni érzékenységként, a cotH4 esetében pedig egy fokozottabb 

ellenállóképességként mutatkozott meg. A KV és KF festékkel szembeni érzékenység 

megváltozásának egy lehetséges magyarázata lehet a cotH mutánsok sejtfalának 

szerkezeti megváltozása. Az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs spóráinak életképessége 

szignifikánsan lecsökkent hidrogén-prexidoddal való kezelést követően. Az MS12-

ΔcotH4+pyrG mutáns ellenállóbbnak bizonyult az SDS membrán detergenssel szemben. 
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Az SDS detergenssel szemben a harmadik naptól kezdve a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 

mutánsok fokozott érzékenységet mutattak.  

TEM segítségével vizsgáltuk a spórák hossz- és keresztmetszetének eloszlását, 

profilterületét és cirkularitását, továbbá sejtfalának szerkezetét. A kontrollként használt 

MS12+pyrG törzs spóráinak profilterülete 7,77-75,35 µm, keresztmetszetük 2,71-7,87 

µm, hosszmetszetük 3,65-12,19 µm közé esik. A CotH4 és CotH5 fehérjék szereppel 

bírnak a spórák méretének kialakításában. A spórafal rétegeinek TEM általi vizsgálata 

során megállapítottuk, hogy a spórafal három rétegének kialakításában a cotH géneknek 

jelentős szerepük van, azonban e gének szerepe a cirkuláris és ellipszoid spórák 

spórafalának kialakításában eltérő lehet. Az MS12-ΔcotH3+pyrG törzs cirkuláris 

spóráinak falában a középső réteg elvékonyodását figyeltük meg, mellyel egyidőben a 

külső fal vastagodása is végbement. A középső réteg vastagságának csökkenését az 

ellipszoid spórák esetében is detektálni tudtuk. A CotH3 fehérjének leginkább a spórafal 

középső rétegének kialakításában van szerepe. A cotH4 gén hiányában a középső spórafal 

réteg rendellenesen megvastagszik, azonban az ellipszoid spórák esetében ez a hatás a 

belső réteget érinti. A CotH5 protein szerepe valószínűsíthető a cirkuláris spórák 

mindhárom rétegének, míg az ellipszoid spórák esetében a spórafal középső rétegének 

kialakításában. 

A cotH4 génben történő mutációt követően a spórafal összkitin mennyisége 

jelentősen megnőtt, mely valószínűleg a sejtfal egyes rétegeiben bekövetkező változással 

áll összefüggésben. Fennáll továbbá annak a lehetősége, hogy a sejtfal és sejtmembrán 

elválik, és a két struktúra között anyag- (pl. kitin) felhalmozódás zajlik le. A fiatal hifák 

fluoreszcens festése azt mutatta, hogy a kitintartalomban történő változások kizárólag a 

gombaspórákra összpontosulnak az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs esetében.  

A spórák J774.2 makrofágokkal történő interakcióját áramlási citométer 

segítségével követtük nyomon. Annak ellenére, hogy az MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-

ΔcotH4+pyrG és MS12-ΔcotH5+pyrG törzsek spóráinak méretében, illetve spórafal 

szerkezetében is jelentős változást detektáltunk, az egy makrofág által fagocitált 

gombasejtek számában nem volt szignifikáns különbség, azonban az MS12-

ΔcotH3+pyrG és MS12-ΔcotH4+pyrG törzs spóráiból a J774.2 sejtek képesek voltak 

négynél többet is bekebelezni. Ezt követően a J774.2 sejteket a mutáns törzsek spóráival 

koinkubáltuk, majd képalkotó áramlási citométerrel vizsgáltuk a pHrodo™ Red+ 

makrofágok arányát. A fagoszómák savasodását nem befolyásolják a vizsgált CotH 
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fehérjék, továbbá a CotH fehérjék hiánya nem befolyásolta szignifikánsan a spórák 

túlélését az in vitro interakciót követően.  

Az in vivo kísérleteinkbe bevont cotH3, cotH4 és cotH5 mutáns törzsek esetén 

Drosophila fertőzési modellben csökkent patogenitást tapasztaltunk. Eredményeink 

rávilágítottak a cotH3, cotH4 és cotH5 gének lehetséges szerepére M. circinelloides 

virulenciájában. G. mellonella modellorganizmusban végzett in vivo életképesség-

vizsgálatok a CotH4 protein virulenciában betöltött szerepét erősítették meg. Az MS12-

ΔcotH3+pyrG és az MS12-ΔcotH4+pyrG törzs virulenciáját DKA egérben is 

megvizsgáltuk. Először a vad típusú gomba (CBS277.49) DKA BALB/c hím egerekre 

gyakorolt fertőzőképességének vizsgálatát végeztük el. A DKA egerekben végzett 

életképesség vizsgálataink bizonyították, hogy a CotH3 és CotH4 fehérjék befolyásolják 

a M. circinelloides fonalas gomba fertőzőképességét. 

Járomspórás gombák genetikai módosítására először a carB gén célzott 

elrontásán keresztül, sikeresen adaptáltuk a CRISPR-Cas9 módszert. Az általunk 

M. circinelloides fonalas gombára optimalizált génsebészeti eszköz egy plazmidok 

használatát nélkülöző, off-target hatások nélküli, megbízható genomszerkesztési 

eljárásnak bizonyult, mely a NHEJ és HDR hibajavító útvonal általi géndiszrupciót 

is lehetővé teszi. 17 cotH-szerű gént azonosítottunk a M. circinelloides f. lusitanicus 

genomjában, melyek in silico analízise bővítette a CotH fehérjékkel kapcsolatos 

ismereteinket. A CRISPR rendszer segítségével öt cotH gén sikeres diszrupcióját 

hajtottuk végre. Két mutáns törzs WGS analízisével is validáltuk eredményeinket. 

A CotH1, CotH2, CotH3, CotH4 és CotH5 proteineknek szerepük van az eltérő 

hőmérsékletekhez való adaptációban, továbbá a sejtfal szerkezetének 

kialakításában. Igazoltuk továbbá azt a tényt, hogy a CotH3, CotH4 és CotH5 

fehérjék részt vesznek a spórafal szerkezetének, továbbá a CotH5 protein a 

sporangiumok falának kialakításában. Bizonyítottuk továbbá, hogy a spórák 

méretének kialakítása a cotH4 és cotH5 génektől függő folyamat, hiányukban kisebb 

gombaspórák képződnek. A CotH4 protein befolyásolja a spórák sejtfalának 

összkitin tartalmát, ezáltal a spórafal összetételét. A CotH3 fehérje virulenciában 

betöltött szerepét igazoltuk D. melanogaster és DKA egér modellben. A CotH4 

fehérje virulenciában betöltött szerepét igazoltuk D. melanogaster, G. mellonella és 

DKA egér modellben. A cotH5 gén diszrupciós törzzsel való fertőzést követően D. 

melanogaster modellorganizmusban csökkent patogenitást tapasztaltunk.  
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8. SUMMARY 

Mucormycosis is an invasive fungal infection caused by certain members of the 

filamentous fungal order Mucorales. It most frequently occurs in patients who have an 

underlying immunocompromised status due to immunosuppressive treatment or 

haematological malignancy. The species most frequently identified as the etiological 

agents of mucormycosis belong to the genera Rhizopus, Lichtheimia and Mucor. The 

frequency of systemic mucormycosis has been increasing, mainly because of the 

elevating ratio of susceptible population.  

Furthermore, Mucorales fungi display intrinsic resistance to the majority of 

routinely used antifungal agents (e.g., echinocandins and most azoles), which also limits 

the number of possible therapeutic options. All of the above mentioned issues urge the 

improvement of molecular identification methods and the discovery of new antifungal 

targets and strategies. To achieve these goals, clarification of the pathomechanism of 

mucormycosis, understanding the interaction of these fungi with their hosts, and the 

identification of potential virulence factors and new biomarkers are essential. All these 

studies need the adaptation and routine application of molecular and genetic manipulation 

methods. Appropriate tools for genetic manipulation, including efficient and reliable 

methods for genetic transformation, are basic requirements of cell biological and 

molecular studies, as well as of strain improvement by genetic and metabolic engineering.  

As recent results have pointed out the importance of the CotH protein family in 

connection with virulence, our research was focused mainly on the extensive analysis of 

these genes and the clarification of their role in the virulence. However, that only a subset 

of the putative spore surface proteins identified in the Mucor genome showed homology 

to Rhizopus proteins associated with fungal pathogenicity. Thus, we also had to consider 

the possibility that the CotH family is a diverse group of proteins involved in many 

biological processes, and so forth we designed several experiments to elucidate the role 

of spore surface proteins in Mucor. Based on this, we attempted to perform the functional 

analysis of the CotH proteins, which involved monitoring the phenotypic alterations of 

genetically stable mutants created by the use of CRISPR-Cas9 system. To reveal whether 

CotH proteins play a role in the pathogenesis and other biological processes of the M. 

circinelloides fungus. 
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In our gene engineering experiments using the NHEJ error repair mechanism, 

we transformed the M. circinelloides double auxotrophic MS12 (leuA- and pyrG-) and a 

wild-type strain CBS277.49 to disrupt the carB gene. Using 100 µM gRNA and Cas9, 

transformation (i.e. disruption) frequencies were found to be 1.25 × 104 and 2 × 104 

colonies per 105 protoplasts for MS12 and CBS277.49, respectively. To prove the 

mutation in the carB gene, a region containing the targeted carB and the adjacent carRP 

genes was amplified by PCR from the DNA of the isolated transformants. However, more 

than 2.3 kb long deletions were detected upstream from the protospacer adjacent motif 

(PAM) sequence in the resulting mutants. These deletions also affected the adjacent 

carRP gene. To achieve HDR-based disruption of the carB gene, we created a disruption 

cassette, which served as the template DNA containing the pyrG gene as a selection 

marker and two fragments homologous to the target site to direct the HDR. When carB 

was targeted, transformation frequency was two colonies per 105 protoplasts. Gene 

disruption occurred via the integration of the selection marker at the appropriate sites, 

indicating the usefulness of this methodology to obtain targeted gene disruption and/or 

integration in Mucor. Stability of the mutants was proven. No signs of degradation or 

reorganization of the integrated DNA were found. Thus, in Mucoral fungi, we 

successfully applied the CRISPR-Cas9 system for the first time. 

17 cotH-like genes were identified in M. circinelloides f. lusitanicus genome 

database. After the identification of the possible CotH-like proteins in the M. 

circinelloides genome, we have executed in silico analyses in order to gain information 

about their characteristics and possible role. Based on predictions by NCBI Blast, the 

highest similarity between Mucor CotH-like proteins and Rhizopus CotH3 was found in 

CotH4 (49.3%), CotH6 (52.1%) and CotH13 (72.9%). It is important to note that these 

three proteins carry at least a part of the AA sequence described as "CotH motif". We 

predicted the putative intracellular localization of CotH-like proteins identified in M. 

circinelloides, based on which they were found to be predominantly extracellular in 

nature, and also examined the possible presence of signal peptide and GPI anchor in the 

proteins. Based on the in silico analysis of the CotH protein family, it has possibly a wide 

variety of functions, and some of its members exhibit great similarity with protein CotH3 

recognised in R. delemar, known for taking playing role pathogenicity; while other 

members show a high level of AS sequence similarity with certain proteins of carotene-

producing filamentous model organism P. blakesleeanus, whose function is unknown.  
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To disrupt the cotH1-6 genes, disruption cassettes were generated containing the 

promoter and 5 'UTR regions of the target genes, as well as the 3' UTR and terminal 

regions and the pyrG gene, which encodes orotidine-5′-phosphate decarboxylase and 

complements the uracil auxotrophy of MS12 and were used as a template DNA to disrupt 

five cotH genes. To prove the specific gene disruption in cotH genes we performed 

conventional PCR, and to detect the template DNA-carrying properties of homozygous 

disruption strains, qRT-PCR and Sanger sequencing. In the case of the cotH3 and cotH4 

mutants, the presence of disruption was validated using WGS. All of the mutants proved 

to be mitotically stable. Transformation frequency observed during the disruption of cotH 

genes was 2-6 colonies/105 protoplasts. Based on the phenomena observed during 

attempts to disrupt the cotH6 gene we concluded that its disruption may be lethal for the 

fungus.  

During cultivation at the optimum growth of the fungus (28 °C) the MS12-

ΔcotH4+pyrG disruption mutant showed significantly decreased and MS12-

ΔcotH3+pyrG had significantly increased growth. The MS12-ΔcotH4+pyrG strain 

retained its characteristic growth defect at lower and higher temperatures as well, and its 

growth was less affected by the cultivation on higher temperatures than the control strain. 

Strains cotH1, cotH2, cotH3, and cotH5 were found to be more sensitive to a higher 

temperature compared to the control strain. The cotH3 mutant proved to be heat sensitive 

at 20 °C and 35 °C. 

Changes in cell wall composition can be a factor in fungal virulence, 

accordingly, sensitivity tests were performed with CR and CFW dyes, which are often 

used to identify cell wall mutants in fungi. The MS12-ΔcotH3+pyrG and MS12-

ΔcotH5+pyrG disruption mutant strains had increased sensitivity to CR dye, and the 

MS12-ΔcotH4+pyrG mutant proved to be more resistant to the CR cell wall stressor. 

CFW showed a significant effect on the growth of all cotH mutants, which was shown to 

be more sensitive to the stressor in case of cotH1, cotH2, cotH3, and cotH5 mutants and 

to be more resistant in case of the cotH4 mutant strain. A possible explanation for the 

change in susceptibility to CV and CFW dye may be the structural change in the cell wall 

of cotH mutants, which may also be related to the increased sensitivity of MS12-

ΔcotH4+pyrG spores to hydrogen peroxide. The MS12-cotH4+pyrG disruption strain had 

increased resistance to SDS membrane detergent. The effect of SDS was observed from 

the third day of the cultivation time in case of the cotH1, cotH2, cotH3 and cotH5 strains, 

at which time intensive spore-forming processes of the fungus take place. 
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Using TEM, we examined the length, cross-sectional distribution, profile area 

and circularity of the spores, as well as the structure of the cell wall. Based on our results, 

the spores of the MS12+pyrG strain used as control have a profile area of  7.77-75.35 µm, 

a cross-section of the spores were 2.71-7.87 µm and a longitudinal cross-section of the 

spores were 3.65-12.19 µm. Disruption of the cotH1, cotH2 and genes did not affect either 

the shape or size of the spores. CotH4 and CotH5 proteins play a role in spore size 

formation. The examination of the spore wall layers by TEM revealed that cotH genes 

play a significant role in the formation of all the three layers, however, the role of these 

genes in the formation of the wall of circular and ellipsoidal spores may be different. In 

the wall of the circular spores of the MS12-ΔcotH3+pyrG strain, a thinner middle layer 

was observed, at the same time the thickening of the outer wall also took place. A decrease 

in the thickness of the middle layer could also be detected in the case of ellipsoidal spores. 

Based on all this, we can say that the CotH3 protein plays role mostly in the formation of 

the middle layer of the spore wall. The cotH4 gene is essential for the formation of the 

inner layer of the cell wall of circular spores. In its absence, the middle layer abnormally 

thickens, however, in the case of ellipsoidal spores this affects the inner layer. The spore 

wall of cotH4 mutant strains, regardless of the shape of the spore abnormally thickens, 

resulting in the appearance of a characteristic phenotype. CotH5 protein is likely to play 

role in the formation of all three layers of circular spores, whereas in the case of ellipsoidal 

spores the formation of the middle layer of the spore wall. 

Following mutation in the cotH4 gene, the total chitin content of the spore wall 

was significantly increased, which is probably related to a change in some layers of the 

cell wall. There is also the possibility that the cell wall and cell membrane are separated 

and material accumulation between the two structures, e.g. accumulation of chitin occurs. 

Fluorescent staining of young hyphae has demonstrated that changes in chitin content are 

limited to fungal spores for strain MS12-ΔcotH4+pyrG. 

As phagocytic cells in the host can recognize certain elements of the cell wall of 

a pathogenic fungus using their receptors in fungal infections, the composition of the cell 

wall of the fungus may be an important determinant in host-pathogen interactions. To 

explore the efficiency of J774.2 macrophages in the recognition and elimination of spores 

produced by the mutant strains, the interaction of spores with macrophages was 

monitored using a flow cytometer. Although a significant change in the spore size and 

spore wall structure of MS12-ΔcotH3+pyrG, MS12-ΔcotH4+pyrG and MS12-

ΔcotH5+pyrG strains was detected, no significant difference was found in the number of 
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fungal cells phagocytosed by a macrophage. Subsequently, J774.2 cells were coincubated 

with the labelled spores and then the ratio of pHrodo™ Red + macrophages was examined 

by imaging flow cytometry. Acidification of phagosomes is not affected by the 

examinated CotH proteins, and the absence of CotH proteins did not affected the survival 

of spores after in vitro interaction with macrophages.  

The cotH3, cotH4, and cotH5 mutant strains showed reduced virulence in an in 

vivo Drosophila infection model. Our results highlighted the possible role of the cotH3, 

cotH4, and cotH5 genes in pathogenicity of M. circinelloides. The in vivo viability studies 

in G. mellonella also confirmed the role of CotH4 protein in virulence. We first examined 

the infectivity of wild-type fungi (CBS277.49) in mice. Viability studies in DKA mice 

demonstrated that CotH3 and CotH4 proteins affect the pathogenicity of M. 

circinelloides. 

For the first time in Mucoral fungi, the CRISPR-Cas9 system was 

successfully applied through targeted disruption of the carB gene encoding phytoene 

dehydrogenase. The genetic engineering tool we optimized for M. circinelloides 

filamentous fungus proved to be a reliable genome editing method without the use 

of plasmids, nor any off-target effects, which also allowed us to perform gene 

disruption by the NHEJ and HDR error repair mechanisms. 17 cotH-like genes were 

identified in M. circinelloides f. lusitanicus genome, the in silico analysis of which has 

expanded our knowledge of CotH proteins. Successful disruption of five cotH genes 

was performed using the CRISPR system. We validated our results by WGS analysis 

of two mutant strains. The CotH1, CotH2, CotH3, CotH4, and CotH5 proteins play 

a role in adaptation to different temperatures as well as in developing the cell wall 

structure. We also demonstrated that CotH3, CotH4, and CotH5 proteins are 

involved in spore wall and the CotH5 protein in the sporangial wall formation. We 

further demonstrated that spore size formation is a process dependent on the cotH4 

and cotH5 genes, in the absence of which smaller fungal spores are formed. The 

CotH4 protein affects the total chitin content of the cell wall of spores, thereby 

affecting the composition of the spore wall. The role of CotH3 protein in virulence 

was confirmed in D. melanogaster and DKA mouse models, and the role of CotH4 

protein in virulence was confirmed in D. melanogaster, G. mellonella and DKA 

mouse models. Following infection of the cotH5 mutant strain, reduced 

pathogenicity was observed in a D. melanogaster model organism. 
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Köszönet illeti továbbá a SZTE TTIK Mikrobiológiai Tanszékének minden 

munkatársát és mindazokat, akik bármilyen formában segítették értekezésem elkészültét.  

A kutatás az LP2016-8/2016, GINOP-2.3.2-15-2016-00035 és az NKFI K 

131796 számú projektek, továbbá az „AZ INNOVÁCIÓS ÉS TECHNOLÓGIAI MINISZTÉRIUM 

ÚNKP-20-4 - KÓDSZÁMÚ ÚJ NEMZETI KIVÁLÓSÁG PROGRAMJÁNAK A NEMZETI KUTATÁSI, 

FEJLESZTÉSI ÉS INNOVÁCIÓS ALAPBÓL FINANSZÍROZOTT SZAKMAI TÁMOGATÁSÁVAL KÉSZÜLT.”   
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11. MELLÉKLETEK 

1. számú melléklet. A kísérletek során felhasznált indítószekvenciák listája. 

A dolgozatban szereplő géndiszrupciók megvalósításához használt indítószekvenciák 

Primer 5’-3’ Termék 

A carB gén elrontásához használt indítószekvenciák 

MccarB/1 CTGTGCAGGTGCCAGCGCATCACC Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 
MccarB/2 GGTGGTCTTGAATGCGCTCGTCCAG 

MccarB/3 TGGAGCTGCTGCGATGCGACAAC A carB gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 
MccarB/4 GTCTTGCTCTTCATATGACCAATAG 

MccarB/5 
CCGATCTGGACGAGCGCATTCAAGACCACCTGCC

TCAGCATTGGTACTTG A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával 
MccarB/6 

GTAGTTGTTGTCGCATCGCAGCAGCTCCAGTACAC

TGGCCATGCTATCG 

MccarB/7 CTTGTGGTAGACAATGTAGTTGTC 
Fúziós PCR termék 

MccarB/8 CGTCAAAGCTCTCCTGATAAGCCTC 

A cotH1 gén elrontásához használt indítószekvenciák 

McCotH1/1 ACGACGATCCCATAAGAACTC Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 
McCotH1/2 CGACACCAGTAAAGAGATTGGA 

McCotH1/3 CATGTACTCTACTGTTGGTGTAC A cotH1 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 
McCotH1/4 ATGTCTTCTTGAGCCTACAG 

McCotH1/5 CAGATGAGCTCCAATCTCTTTACTGGTGTCGTGCC

TCAGCATTGGTACTTG A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH1/6 GCTACCAACAGTAGAGTACATGGTACACTGGCCA

TGCTATCGTGATAACTG 

McCotH1/7 CTGATCATGAGCCAGGTACAG 
Fúziós PCR termék 

McCotH1/8 GTTTAGATCTCCGTTGTGGCAG 

A cotH2 gén elrontásához használt indítószekvenciák 

McCotH2/1 GAATCTTGGCGTCCATTTCATCC Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 
McCotH2/2 CTCTTCTTGAGTGCAACTGTCTG 

McCotH2/3 TGGATGCCAATGGCAATGTC A cotH2 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 
McCotH2/4 CAGAGGCAAGAAGGGATCTG 

McCotH2/5 CTGTAGGCGGTCAGACAGTTGCACTCAAGAAGAG

TGCCTCAGCATTGGTACTTG 

A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH2/6 CACCATTGACGACATTGCCATTGGCATCCAGTAC

ACTGGCCATGCTATCG McCotH2/7 CAAATCTACAGTTGTCTAGAAGCC 
Fúziós PCR termék 

McCotH2/8 ATGAGAGCCTTTAGATAATGTGCC 

A cotH3 gén elrontásához használt indítószekvenciák 

McCotH3/1 TCCCTCAGAGCAATATAGCA Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 

McCotH3/2 GCCAACAATGACACCAACAG 

McCotH3/3 ATTTCACACGACAAACATCTCC A cotH3 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 

McCotH3/4 CTCTCATACATTCCAACAGCA 
McCotH3/5 TCATTTCAGGACAGTCTGTTGGTGTCATTGTTGGC

TGCCTCAGCATTGGTACTTG A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH3/6 TTCAAACGATACGGGAGATGTTTGTCGTGTGAAA

TGTACACTGGCCATGCTATCG 

McCotH3/7 AGTTACACTAACGCTGTGCT 
Fúziós PCR termék 

McCotH3/8 GATTTGAGGACGGGATAGGG 

A cotH4 gén elrontásához használt indítószekvenciák 
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McCotH4/1 AAGGCAATGTGTTGTGATGG Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 

McCotH4/2 AGAGCCAGTGTAGTAAGGGA 

McCotH4/3 TCT GTC AAG GAA GCT GTT TCT G A cotH4 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 

McCotH4/4 ACAAACAAC ACTACCATGTAAC 
McCotH4/5 CTGCTGACGCTGACGTCCCTTACTACACTGGCTCT

TGTTGCCTCAGCATTGGTATTG A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH4/6 AGCTCTTCCTTGGCAGAAACAGCTTCCTTGACAGA

GTACACTGGCCATGCTATCG 

McCotH4/7 TGAAACATGCCAGCAATCAC 
Fúziós PCR termék 

McCotH4/8 CAAGAGCAAGGGATCATAGG 

CGAGATTGTGCTTTGTTGTTAAGATnCGAGATTGT

GCTTTGTTGTTAAGATg 

  

 

CAAGAGCAAGGGATCATAGG 

CAAGAGCAAGGGATCATAGG 

A cotH5 gén elrontásához használt indítószekvenciák 

McCotH5/1 GATAGCCTCGGTTGAATGTG Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 

McCotH5/2 AGATGCGATCAATGGAAATGG 

McCotH5/3 CAACAACATCCCATTCGATACTG A cotH5 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 

McCotH5/4 TAGATTTGCGCAAACAGCAATAGG 

McCotH5/5 ACAATTACGAAGCGCCATTTCCATTGATCGCATCT

TGCCTCAGCATTGGTACTT A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH5/6 TGCCATTGACGGCAGTATCGAATGGGATGTTGTT

GGTACACTGGCCATGCTATCG 

McCotH5/7 CATCACATATTGGACAGCGT 
Fúziós PCR termék 

McCotH5/8 ATCAACTTCTTCAACTTCCTCC 

A cotH6 gén elrontásához használt indítószekvenciák 
McCotH6/1 CTTACTCATCCTTGGCGAAATCC Promóter és kódoló régió 

(protospacer-től upstream 

irányban) 

McCotH6/2 GTACGAGTAGGTGGACGCAG 
McCotH6/3 TGAAGGCTATATCCAAGATACCGT A cotH6 gént kódoló 

szekvencia (protospacer-től 

downstream irányban) 

McCotH6/4 ACCAACCCTCTGTTCTATCGT 

McCotH6/5 

 

GTCGATGTTGGCTCTGCGTCCACCTACTCGTACTG

CCTCAGCATTGGTACTTG A pyrG saját promóterével és 

terminátor szekvenciájával McCotH6/6 

 

GTTGCTTGACGGTATCTTGGATATAGCCT 

TCAGTACACTGGCCATGCTATCG 

McCotH6/7 

McCotH6/8 

 

GCATCACATTCAAACAACGG 
Fúziós PCR termék 

McCotH6/8  

 
CTCTGTAAACGAAATGCTGG 

A dolgozatban szereplő gének diszrupciójának ellenőrzésére használt indítószekvenciák 

MccarRPfw ATGCTGCTCACCTACATGGAAG 
carRP 

MccarRPrev2 TTAAATGGTATTTAGATTTCTCA 

MccarB1 ATGTCCAAGAAACACATTGTCATTA 
carB 

MccarB2 TTAAATGACATTAGAGTTATGAACG 

MccarBupfw TAGCCAATGACAGCGGTGACGC A protospacer-től upstream 

régió MccarBuprev GTTGTCGCATCGCAGCAGCTCCA 

MccarBdwfw TGGAGCTGCTGCGATGCGACAAC A protospacer-től downstream 

régió MccarBdwrev CGTCAAAGCTCTCCTGATAAGCCTC 

MccotH1qPCR/1 AAGTCTCCTTACTATGAACCC 
A cotH1 gén egy szakasza 

MccotH1qPCR/2 GTTCCTTCAACATTTCAGTCCA 

MccotH2qPCR/1 GTCAAGCGTTTCTTCAAGCCT 
A cotH2 gén egy szakasza 

MccotH2qPCR/2 TACCGTTACCGAGCAAACCA 

MccotH3qPCR/1 AATGTCTGTAGTAGAGCCTATTGA G 
A cotH3 gén egy szakasza 

MccotH3qPCR/2 GGATGTCTGTCTCGTAAAGTT GTC 

MccotH4qPCR/1 TCAACTACGACACTCTCAAGG 
A cotH4 gén egy szakasza 

MccotH4qPCR/2 GTCCAGCCAAAGATGTACC 

MccotH5qPCR/1 AATTTCTCAAGGACGCACCA 
A cotH5 gén egy szakasza 

MccotH5qPCR/2 CTCCACTGCTGATGTAACCA 

qRT-PCR során alkalmazott referenciagénre tervezett indítószekvenciák 

McAktin1 CAC TCC TTC ACT ACC ACC GCT GA Az aktin (ACT) gén egy 

szakasza McAktin2 GAG AGC AGA GGA TTG AGC AGC AG 
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2. számú melléklet. A templát DNS elkészítésének sematikus ábrája. 

 

Bordó téglalap: az elrontani kívánt géntől 5’ irányban található szekvencia, mely a célgén 

promóterét és az 5’UTR régiót foglalja magába; a diszrupciós kazetta ′′A′′ komponense; 

amplifikációja ′′upstr frw′′ és ′′upstr rev′′ indítószekvenciapárokkal történt (bordó nyilak). Kék 

téglalap (target gén): az elrontani kívánt gén szekvenciája. Sárga téglalap: az elrontani kívánt 

géntől 3’ irányban található szekvencia, mely a célgén terminális régióját és a 3’UTR régiót 

foglalja magába; a diszrupciós kazetta ′′B′′ komponense, amelyet a ′′ downst frw′′ és ′′ downst 

rev′′ indítószekvencia párok használatával készítettünk el (sárga nyilak). Zöld téglalap: 

szelekciót biztosító vitamin auxotrófia marker gén szekvenciája, a diszrupciós kazetta ′′C′′ 

komponense; elkészítése olyan specifikus indítószekvenciákkal történt, amelyek egyik része az 

elrontani kívánt gén 5’ irányú (bordó-zöld nyíl bordó része) vagy 3’ irányú (zöld-sárga nyíl 

sárga része) szekvenciájával, másik része pedig a szelekciós markergén szekvenciájával 

homológ (nyíl zöld része). A 3 komponens összeépítése a ′′nested upstr frw′ és ′′nested upstr 

rev′′ (fekete nyíl) indítószekvenciákkal történt. Az ábrán jelölt PCR 1 téglalap a gén ′′A′′, ′′B′′ és 

′′C′′ komponensének felszaporítását jelöli, míg a PCR 2 téglalap a végső diszrupciós kazetta 

létrehozására utal. 
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3. számú melléklet. A CotH-domén jelenléte Mucor circinelloides CotH fehérjékben. A 

Rhizopus delemar „CotH-motívumként” leírt szekvencia pozícióját sárgával jelöltük.  

cotH3   YLPKPSFKLDVSHK-----NQTLGSYKHL  

cotH4   NDAKQSWVWSLPEG------TFYADRNWF  

cotH5   NLPKASYKIKFNKK-----DLLFG-YRKI  

cotH6   NPAKQSWRWTLSPG------DYINERNNF  

cotH7   QFTKFAYNIKLDKKKD---DDTLSGYQKL  

cotH8   WVSKLSYNVKIKKKA----DDDLFGYKKL  

cotH9   SLPKLSYKVKLSKK-----GGDLYHYRRF  

cotH10  FLDKLAYKIKLPK------GSDLYNYRRF  

cotH11  WMPKLSYNIKLDKK------DRLYDYRRV  

cotH12  EFAKQSYKVKLNEFTKTGPKELIYGRTTI  

cotH13  NNAKQSWNWALNGG------DMLGNRNFF  

cotH14  SYDKLSYKIKLQK------DDDLYNYRRI  

cotH15  WLPKLSYNLKLDKH------DRLYKYRRV  

cotH16  SQKKLSYKFKIPK------KQDLFDFRRF  

cotH17  VIPKLSYTLKMKTKG----SDSLYGYKKL  

 

cotH3   LLRSLASDPSYLREHLASDIARAAGLAVPGFSFARVFVNDQPYGLYGLMEDYKTQFLRNE  

cotH4   KIRHMEEDPTQLREKLYADIARKMGTYANEANLVRFFINKEGMGTFNMLDDVIMYSYINA  

cotH5   KLRSLTTDPSYIREKLAFDLAESFGLPTTRYSYARLFINNKPYGLFGIEEDFSNPWVANE  

cotH6   KIRNMEEDPTQMREKLYADCLRAMGTYANQANMVRYFINGQGFGTFNMLDDVKDYSYIRS  

cotH7   KLRTTVSDPSYMREFITTEMLYAANQPATKASYVRLFINNRAIGLFTLMEKYDKDWLANE  

cotH8   KLRAMGYDASYIRERVAFATLKSVGVPCTEYSYIRVFFNNKPAGFYGLIETFQDPWLANE  

cotH9   KLRSMAIDISYMREELAYAIAESIGLPTGKYSYARVFFNNQPLGLFGFLDNFKNPWPRNV  

cotH10  KLRAMGTDASYMREKLVSEIADSIGLPTTKISYVRVFINDQAVGLFAFAENFKSPWVRNE  

cotH11  KLRALATDPSYIREQIAYDVIKSTGLASSEFSYVRVLLNDKELGLFGLIDTFKDPWLANV  

cotH12  KLRAHETDPTFVREKLMLDCLAASGGATLQGSFVRLFVNNKPMGLYLMIDDSTTNFINAA  

cotH13  KLRHMEEDPTQLRERLYSDVLHALGTYANEANMVRLFVNGQFFGTFNMLDDITEFSYINA  

cotH14  KLRSMSTDASYMREEIAYDIAKSIGMPTSEYSYARVYFNDQAIGLFGLGETLKNPWPKNE  

cotH15  KLRALDTDPSYLREQLAYDIIKSVGLASAEFSYVRVFMNDQPLGLFGIIETFQDPWLANT  

cotH16  KLRSMATDPSYMRDQLSSDIAESIGIPTTQYSYVRVFINDKAIGLFGLAEMFKNPWIRNV  

cotH17  KLRALGMDPSYMRECVSYSTLKAVGIPASGFSYIRVFINQKPAGLYGLIETFQDPWTANV  

 

cotH3   FGNGS-DAYENGILYSGDYN---------ATLDYLGED----------------------  

cotH4   MFYDGKAPEQMGPLYDGGSG----------------------------------------  

cotH5   FNNGVKEGFNQGILYNGAIR---------SNLQYLGES----------------------  

cotH6   VFYDGNPPKQMGPLFDGATG----------------------------------------  

cotH7   FNAGGSK-YPHGILYEGEGG---------SKDS---------------------------  

cotH8   FADGDKK-YKSGYLYQGQAM---------SMTQ--TQF----------------------  

cotH9   FNGGKKKGFDQGALYKASPNYGVNPSLLTDAIGNATDD----------------------  

cotH10  FNNGKKN-NNQGALFVCTAN---------AKLDNVTTT----------------------  

cotH11  FDNGNSK-YNNGHLYQAVFS---------TANS--SAVN---------------------  

cotH12  LRGGNQKFQYTGPTYKGNAMN---------------------------------------  

cotH13  LFHGGKAPAKQGLLYDGMSG----------------------------------------  

cotH14  FNNG-KK-FNQGALFVADVSGNQGGGSSSSGMGAPTGQNQTESGASGQQQQNQTMAGSPP  

cotH15  FANGSSS-YKNGYLYQGVFM---------TPQS--AAQG---------------------  

cotH16  FANGDKK-FKQGALYVADVSAGREGGP--QGPGGPGGP----SGPGG-------------  

cotH17  FGGGDAN-YKSGYLYQGQIA---------APNQ--TVP----------------------  

 

cotH3   -------------------QTKYNQSTNDNEVFPNNYYSIQQTADIRQSRTSFRGLIAFT  

cotH4   --------------------ADFNPATG----YDNFVPNVESPLD-------QDAIAPFA  

cotH5   -------------------EKPYLEVKVKR--FGDTAYSIKAKP--TQGKADMKKLIALT  

cotH6   --------------------AGFQYIEDPYD-YGAFKPTVGSPEG-------SEAIYPLA  

cotH7   ------------------VRADLSYKGDNPSAYNASAYSVSEKSKLGVES--LDDLTTFI  

cotH8   ------------------LVSDLSYYGDNTTLYSLGQYKIKAGTKGDEKPKDFKELRDFT  

cotH9   SSQPDLNNVKLNSTIQ-PSKSDLSYLGDNVTLYT-QQYSVSEDPSSGSAN--FTRIMDLC  

cotH10  TTAPTADNLT-NTTAT-TIKSDLSYLGDNATLYS-LPYPAKEDPATGTAN--YTRIMDFT  

cotH11  ------------------HTSDLSYY-DNITAYQDGQYEIKVDAAKGKKS-NFKPLMEFT  

cotH12  ----------------PSFEGNLVYKDDLQESYNDTIYKLEDEGNMKKDMNKTNEKTPLI  

cotH13  --------------------ADFLYHPGNLDGYASWAPNAANSQG-------YEALDPLC  

cotH14  SGGMGGGGMGGGSNMLQGSSSDLSYLGDNTTLYT-SHYPVKEDPRNGSAN--YTRIVELT  

cotH15  ------------------HISDLSYM-SNLTAYGDGQYKIKQEASKGDKV-NWEPLQEFT  

cotH16  PGGPGGGGPGHG-----GPRPDLSYLGDNVTVYS-IKYPAKENPSKGKAN--HTRIMDLT  

cotH17  ------------------VFSDLSYYGENTTLYSLGQYKIKAGTDKDETADDFKDLQEFT  

 

cotH3   QFLTNTSDTVDNV------EPVTAWNRYLETSSFLKSAALEVLLGNTNGYIAAARNYFLY  

cotH4   EAIAAVDFSKDAE--------VQAIAQYFDYDQFLRFMVMEFLTGSWDAYWQEQTNDGAY  

cotH5   KFLKDAPSTEPN--------AVAIWNQHLDTDSVLRSLALEVFLGDTDGYISSGDNYYIY  

cotH6   KAFHGLNVKDDDD--------IKGFEEMFDVDQFLRFMVMEYLGGSWDGYWAMQTNDGAY  

cotH7   KFIHEQREFQKTANAEAISATVPEWEKQLDVENFLVSMAFEFLQGGWDGYLQNSNNYFLY  

cotH8   KFINETTNATS----------VKEWNKKLETDGFTRAMAIENLLGFSDAYMTLADNFYVY  

cotH9   KFISEQSNTTSDS------AAVDLWHEKIDVTSFLRGIAFEIVTSQSDAYLANGNNYMLY  

cotH10  KFLSEQ-NTTVDD------SVISLWEEKIDVTSFLRGLAFEVITSSMDGYLGVHNNYILY  
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cotH11  KFIATAPTNTSD--------AVAVWKKELDIDSFLRSMALEVLLGFSDGYNTMADNYYLY  

cotH12  EFIKELSTIDPTQMVD--EATKGPLEKLLNPHNLMIHMALNFLSGSWDGFWHQASNYYLT  

cotH13  KAFNETNVADNAA--------LATFENQFDTDHFMRFMVMEYLAGHWDGYWMAQTNDGAY  

cotH14  KFISEQSNVTSDN------SAASLWEQYMDVTSFLRGLALEIVISDSDGYFTMGNNYILY  

cotH15  EFISTAPTNQSD--------AVATWRKHLDTDSFLRSMALEVLLGYSDGYFAMADNYYVY  

cotH16  KFISEQPTSDGSD------VSIPLWHEKADVSSFLRGLAMEIVTSNADGYLTMGNNYILY  

cotH17  KYINSTTSNTT----------VDEWEKHLDTEVFTRAMAVENLLGFSDAYMTLLNNFYVY  

 

cotH3   INPNGS-HVTFIPSTMENTMGNTAAFNLSDLWSGNVSTYPGFNSQNRPLLDEFLQVPDFE  

cotH4   ID-TNENKLYYLAQDFDATFGVNLP--FDKDFVNKSFQDWVKQFPNAFLINKLLSNPSVN  

cotH5   EDPAHQGRFVYIIYDLDLTQGSASRHYVSQTLKGDYTKFLGYN-EKRPLLHQILKVPEFK  

cotH6   KDYANNNTWYYLGQDYDGTFGVNLP--VDP--LNWTYQKYIANYTDAVLINGLLQNQNLA  

cotH7   KSP-EKNRFVWISWDYDYVMG-SGPVNMKSIVQGDYTTYKGFD--TRPLTIALLNVPEFK  

cotH8   SDP-DTKRMIYIPADLDTSIG-SSIFLKSYMLDGNYSNHPGFH--LRPLTKHFFANQEFL  

cotH9   DDL-ENERLVYSNQDFDISMG-TAFLSAEAMHGGNYSRFPGFL--ERPLTSRLLAVPEFK  

cotH10  DDR-ENERLVFSAQDFDLTLG-TSGGQMPNLFAGDYTTFPGLN--STPLATRMLAVPKFR  

cotH11  ENP-DANNFFYIPSDMDLTMG-STIFKLDDMWSGNYSTFPGMG--SRPLMNKILQVPEFK  

cotH12  KET-SSGQWTFISYDFDETFGLGAPRYMSTTPYENFTRPDSQR----PLIDAVIKSPYYK  

cotH13  KD-GETNKWYYLGQDYDATFGVNLASPEGMQFTSVSYKDFPARYPGGIMINRLLENADKK  

cotH14  DDL-DNERILFSGQDFDLTMG-TSINNATLMNSGNYSDFPNFS--TRPLTSRLFLVPEFK  

cotH15  QNL-EEDNYFYIPSDMDLTFG-SSMFSLNEMWSGNYSTFPGLK--TRPLMKKILQVPQFN  

cotH16  DDL-EHKRILFSGQDFDLSMG-STIFNATLMNGGNYTEFPGFS--TRPLAPALLAVPAFK  

cotH17  NDPKNPGRYIYIPADLDTTIG-TALYELDYLLSGDYSKHPGFN--IRPLTSKLFSNPVML  

 

cotH3   QDFKDILSQISQN-LTNPEIISKRIDALAGLI  

cotH4   NTFQNYLKTTVEE-IFNYDTLKAYVEARHNFI  

cotH5   SKFESILRNVIQKQRDNQDFLYQRIDALSVML  

cotH6   DTFEGYIQDTVKQ-LFNNDTLGRHIMAYREFI  

cotH7   TMFEKNLKIIADE-IYNPTKADPVIDSVANLI  

cotH8   NNYEHLLLNLSQT-LVNPTVMNPFIDSVVDMI 

cotH9   REIHDLVYNFTRD-LVNPDIMNPRIDDLYTFL  

cotH10  SEFDNLIRNYTTG-LVNPDVMNPRIDELMTFL  

cotH11  QQYEQLLVNISQG-LTNPVVVNKRINDLVDMI  

cotH12  AEFEKVVQTLVKR-FFKASAINPRLEAWKAML  

cotH13  ATFEKYLTETVRV-LFNNVTLTNRALALHNFL  

cotH14  QEFENLIVNMTKT-LVNPDILTSRINQLYEML  

cotH15  KQYNELLNNLTKT-LINPNKTNDRINNLVGML  

cotH16  QEFEKLLFNFTKY-LVNPEVLNPRVEQLYKML  

cotH17  DHYQHVLLNLTQQ-LINPATMYPFIDSVVKMI  
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4. számú melléklet. A CotH-szerű fehérjékben feltételezetten jelen lévő alegységek és 

motívumok a Motif Scan (MyHits) program (Pagni és mtsi. 2004) találatai alapján. 

Dolgozatban 

használt 

elnevezés 

Prediktált domén1 Valószínűség2 
Pozíció 

(AS) 

cotH1 - - - 

cotH2 Big-1 (Pfam: PF02369) 3e+02 1-4 

cotH3 SBDS fehérje C-terminális (Pfam: PF09377) 0,0018 457-474 

cotH4 

ATP/GTP-kötő motívum (Prosite ID: PDOC00017) 

alanin-gazdag régió (Prosite ID: PDOC50099) 

Big-1 (Pfam: PF02369) 

prenil transzferáz alpha alegység ismétlődések (Pfam: 

PF01239) 

P63C (Pfam: PF10546) 

VirB (Pfam: (PF03135) 

- 

0,00025 

1,7e+03 

8,7e+02 

0,001 

0,0023 

567-574 

23-590 

1-7 

402-439 

393-411 

1-14 

cotH5 ATP/GTP-kötő motívum (Prosite ID: PDOC00017) - 512-519 

cotH6 Sejtfal-kötő ismétlődés (PF01473) 45 366-388 

cotH7 
Nukleáris Lokalizációs Szignál (NLS) (Prosite ID: 

PS50079) 
2,1e+04 203-220 

cotH8 

Nukleáris Lokalizációs Szignál (NLS) (Prosite ID: 

PS50079) 

Big-1 (Pfam: PF02369) 

2,1e+04 

9,8e+02 

216-233 

1-4 

cotH9 
Nukleáris Lokalizációs Szignál (NLS) (Prosite ID: 

PS50079) 

 

2,1e+04 213-227 

cotH10 treonin-gazdag régió (Prosite ID: PDOC50099) 0,097 302-320 

cotH11 - - - 

cotH12 nebulin ismétlődések (Pfam: PF00880) 1,3e+03 
305-314 

452-461 

cotH13 sejtfal-kötő ismétlődés (PF01473) 43 369-389 

cotH14 

glicin-gazdag régió (Prosite ID: PDOC50099) 

szerin-gazdag régió (Prosite ID: PDOC50099) 

oktapeptid ismétlődés (Pfam: PF03373) 

0,0074 

1,3 

3,2 

274-325 

527-542 

252-259 

cotH15 - - - 

cotH16 
leucin cipzár (Prosite ID: PDOC00029) 

Forkhead N-terminalis régió (Pfam: PF08430) 

- 

0,0013 

398-419 

262-275 

cotH17 
glicin-gazdag régió (Prosite ID: PDOC50099) 

extenzin fehérje-szerű régió (Pfam: PF04554) 

2,8e-06 

1,5 

300-332 

498-507 
  

 

 

 

1 A CotH-doménen kívül prediktált domének. 
2 Valószínűség alatt a matematikai statisztikában használatos várható értéket értjük. Változóként 

az angol eredetiből származtatva az E betűvel jelöljük (Expectation). 



11. Mellékletek  131 

 

5. számú melléklet. A cotH1 gén elrontására tervezett diszrupciós kazetta sematikus ábrája.  

 

A) A cotH1 gén eredeti, genomi elrendeződése. B) A HDR hibajavító mechanizmus során donor 

DNS-ként szolgáló diszrupciós kazetta felépítése. Felső sárga téglalap: a deletálni kívánt gén 

szekvenciája és a vezető RNS pozíciója. Bal oldali sárga téglalap (5’ UTR régió): a deletálni 

kívánt géntől 5’ irányban található szekvencia; amplifikációja ′′MccotH1/1′′ és ′′MccotH1/2′′ [1. 

számú melléklet] indítószekvenciapárokkal történt (fekete nyilak). Jobb oldali sárga téglalap 

(3’ UTR régió): a deletálni kívánt géntől 3’ irányban található szekvencia, a diszrupciós kazetta; 

amelyet a ′′MccotH1/3′′ és ′′MccotH1/4′′ [1. számú melléklet] indítószekvencia párok 

használatával készítettünk el (fekete nyilak). Bordó téglalap: szelekciót biztosító vitamin 

auxotrófia marker gén szekvenciája; elkészítése az ′′MccotH1/5′′ és ′′MccotH1/6′′ 

indítószekvenciákkal történt. A 3 komponens (sárga téglalap, bordó téglalap és zöld téglalap) 

összeépítése az ′′MccotH1/7′′ és ′′MccotH1/8′′ (fekete nyilak) [1. számú melléklet] 

indítószekvenciákkal történt. 
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6. számú melléklet. 

A) Az MS12-ΔcotH3+pyrG mutáns teljes genom szekvenálással való analízise. A Mucor 

circinelloides genomjának 4195375-4197670 bp-ok közé eső szakaszára nézve (cotH3), a 

referenciagenommal átfedő mutáns genomi régió nem volt detektálható.  

 

  

https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4195375-4197670
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B) Az MS12-ΔcotH4+pyrG mutáns teljes genom szekvenálással való analízise. A Mucor 

circinelloides genomjának 68044-70136 bp-ok közé eső szakaszára nézve (cotH4), a 

referenciagenommal átfedő mutáns genomi régió jelenléte nem volt kimutatható. 

 

  

https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_13:68044-70136
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7. számú melléklet. Fiatal hifák vizsgálata KF festést követően fluoreszcens mikroszkópiát 

alkalmazva. Az MS12-ΔcotH1+pyrG (A); MS12-ΔcotH2+pyrG (B); MS12-ΔcotH3+pyrG (C); 

MS12-ΔcotH4+pyrG (D); MS12-ΔcotH5+pyrG (E) és az MS12+pyrG (F) törzsek fiatal hifáinak 

fluoreszcens mikroszlópos képe KV festést követően. A méretskála 200 μm-nek felel meg. 
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8. számú melléklet. Reprezentatív felvételek KF festékkel jelölt Mucor spórákról. Ch01: 

fénymikroszkópos képek; Ch07: a KF detektálására használt csatorna; Ch01/Ch07 (merge): a 

Ch01 és a Ch07 fúziója, ahol a spórákról készült pillanatfelvételek szemléltetik a mért 

intenzitásbeli különbségeket. A) MS12-cotH3+pyrG KF festett spórái; B) MS12-cotH4+pyrG 

törzs KF-rel festett spórái; C) MS12-cotH5+pyrG törzs KF-rel festett spórái; D) MS12+pyrG 

törzs KF-rel festett spórái. 
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9. számú melléklet. A gombasejteket KF festékkel festettük, majd áramlási citométerrel 

vizsgáltuk. All: az összes mért sejt; %Gated: az adott kapun belülre eső sejtek aránya az összes 

mért sejt százalékában; Mean: a KF festékből származó fluoreszcencia intenzitások átlaga; 

Minimum: a mért legalacsonyabb KF intenzitás értéke; Maximum: a mért legmagasab KF 

intenzitás értéke; Intensity_MC_Ch07: KF-ből származó fluoreszcencia intenzitás. Az 

MS12+pyrG törzs A) az MS12-cotH3+pyrG törzs B) az MS12-cotH4+pyrG törzs C) és az 

MS12-cotH5+pyrG törzs D) KF-rel festett spóráinak intenzitására vonatkozó értékek. 
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10. számú melléklet. Fiatal hifák vizsgálata KF festést követően fluoreszcens mikroszkópiát 

alkalmazva. Az MS12-ΔcotH1+pyrG (A); MS12-ΔcotH2+pyrG (B); MS12-ΔcotH3+pyrG (C); 

MS12-ΔcotH4+pyrG (D); MS12-ΔcotH5+pyrG (E) és az MS12 +pyrG (F) törzsek fiatal hifáinak 

fluoreszcens mikroszlópos képe KV festést követően. A méretskála 200 μm-nek felel meg. 
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11. számú melléklet. A CotH fehérjék szerepe Mucor circinelloides fonalas gombában.  

Fehérje Tapasztalt fenotípus Lehetséges funkció 

CotH1 

Hőszenzitivitás 20 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

SDS membrán detergenssel szembeni fokozott 

ézékenység 
A sejtmembrán szerkezetének kialakítása 

CotH2 

Hőszenzitivitás 20 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

SDS membrán detergenssel szembeni fokozott 

ézékenység 
A sejtmembrán szerkezetének kialakítása 

CotH3 

Fokozottabb növekedés 28 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

Hőszenzitivitás 35 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

A spórafal középső rétegének vékonyodása 

cirkuláris és ellipszoid spórákban 
Spórafal középső rétegének kialakítása 

KV festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

SDS membrán detergenssel szembeni fokozott 

ézékenység 
A sejtmembrán szerkezetének kialakítása 

Csökkent patogenitás D. melanogaster modellben Virulenciában betöltött szerep 

Avirulens DKA egér modellben Virulenciában betöltött szerep 

CotH4 

Növekedési defektus 28 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

Növekedési defektus és hőtolerancia 35 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

KV festékkel szembeni csökkent érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

KF festékkel szembeni csökkent érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

SDS membrán detergenssel szembeni rezisztenica A sejtmembrán szerkezetének kialakítása 

A spórák hidrogén-prexidoddal szembeni fokozott 

érzékenysége 
A spórák sejtfal szerkezetének kialakítása 

A spórafal rendellenesen megvastagodása/a 

cirkuláris spórák sejtfalának belső rétege nem 

alakul ki 

A spórafal belső rétegének kialakítása 

Csökkent patogenitás D. melanogaster modellben Virulenciában betöltött szerep 

Csökkent patogenitás G. mellonella modellben Virulenciában betöltött szerep 

Csökkent patogenitás DKA egér modellben Virulenciában betöltött szerep 

Kisebb spórák A spórák méretének befolyásolása 

A spórafal összkitin mennyisége megnő A spórafal kialakítása 

CotH5 

 

Hőszenzitivitás 20 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

Hőszenzitivitás 35 °C-on 
Eltérő hőmérsékleti viszonyokhoz való 

alkalmazkodás 

KV festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakítása 

Csökkent patogenitás D. melanogaster modellben Virulenciában betöltött szerep 

A cirkuláris pórák spórafalának belső és középső 

rétegének vékonyodása/ az 

ellipszoid spórák spórafalának külső rétegének 

vékonyodása 

A cirkuláris spórák falának mindhárom 

rétegének, az ellipszoid spórák falának 

középső rétegének kialakítása 

Kisebb spórák A spórák méretének befolyásolása 

Sporangiumok szerkezeti változása Sporangiumok szerkezetének kialakítása 

  


