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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

A Mucorales rendbe tartozd fonalas gombak szamos képviseldjének van
biotechnolégiai jelentésége, pl., mint hidrolitikus enzimeket, szerves savakat,
alkoholokat ¢és karotinoidokat eldallito szervezetek. Emellett emlitésre méltd az
¢lelmiszeriparban, kiilonosen a fermentalt termékek eldallitasaban betoltott szerepiik is
(Han és mtsi. 2001, Nout és Aidoo 2002). A gombacsoport egyes tagjai (pl. Rhizopus
stolonifer, Gilbertella persicaria, Mucor mucedo) mezdégazdasagi termékek raktari
kartevoiként is ismertek (Hoffmann és mtsi. 2013). A Mucorales rendbe tartozé fajok
kozott szdmos, a genetikai- és molekuldris kutatdsokban is hasznalt modellszervezet
talalhato (pl. Mucor circinelloides, Phycomyces blakesleeanus, Blakeslea trispora)
(Idnurm és mtsi. 2006, Camino és mtsi. 2015, Roukas 2016, Vellanki és mtsi. 2018),
tovabba olyan képvisel6ik is akadnak, amelyek opportunista patogén természetét széles
koriien vizsgaljak (pl. Rhizopus oryzae, Lichtheimia corymbifera) (Gebremariam és mtsi.
2019, Walther és mtsi. 2019). Az opportunista korokozoként ismert fajok vizsgalata az
utobbi évtizedekben, a Mucorales rend tagjai altal kivaltott invaziv mikozisok, az un.
mucormiko6zisok novekvd szama miatt, el6térbe keriilt (Ziaee és mtsi. 2016, Lopez-
Fernandez és mtsi. 2018, Lax és mtsi. 2020). Mig az egészséges immunrendszer
hatékonyan képes védekezni a jaromsporas gombak altal kivaltott fertézésekkel szemben,
addig bizonyos pacienscsoportok korében sériil a természetes immunrendszer alkotta gat,
ami lehetdséget biztosit az opportunista patogén gombak szamara korfolyamat
kivaltdsara. A mucormiko6zisos megbetegedésekre vald hajlamositd tényezdk a
cukorbetegség és az immunszuppresszioval jaré allapotok (rosszindulati daganatos
megbetegedések, Szerzett immunhianyos tiinetegyiittes (AIDS — Acquired Immune
Deficiency Syndrome), szerv- és csontvel6é-transzplantacio), a kiilonb6zé traumak (a bor
stlyos sériilései, égési, vagy természeti katasztrofakban szerzett sériilések) (Ibrahim és
mtsi. 2012). A fertdzéssel veszélyeztetettek szama napjainkban ndvekvd tendenciat
mutat, igy a mucormikdzisos megbetegedések is fokozatosan hangsulyosabb 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 mucormikozisokra
iranyulé novekvd figyelmet azonban nem kizardlag a boviilé esetszdm magyardzza,
hanem a fertdzéseket kivalto gombak nagyfoku rezisztencidja a jelenleg alkalmazhato

legtobb gombacellenes hatoanyaggal szemben (Riley és mtsi. 2016). Az imént felsoroltak
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sziikségessé teszik olyan 0j diagnosztikai és terapias modszerek kidolgozasat, melyek
segitséget jelenthetnek e gombafertdzések prevencidjaban és kezelésében (Eucker és
mtsi. 2008, Gebremariam és mtsi. 2017a, 2019). Ehhez hozzajarulhat a fert6zés
folyamatanak részletes tanulmanyozasa és mechanizmusanak pontos feltarasa, ami
magaba foglalja a lehetséges virulencia faktorok azonositasat is.

A jaromsporas gombdk genetikai manipulacidja eddig nem vizsgalt gének
funkcidjanak megismerését teszi lehetévé, tovabba olyan bioldgiai folyamatok
megértésére nyujt lehetéséget, mint a gazda-patogén interakcio. Ehhez olyan
génmanipulacios technikakra van sziikség, melyekkel biztosithatd a stabil genetikai
transzformans torzsek eldallitdsa, mutans konyvtarak l1étrehozasa, a gének funkcionalis
vizsgalata, a virulencia faktorok azonositasa €s a rekombinans torzsek jellemzése. Bar a
rendelkezésiinkre 4ll6 hagyomdnyos transzformaciés modszerek segitségével 1S

lehetséges sikeres genetikai transzformaciot végrehajtani a jaromsporas gombak egyes

crer

crer

Annak érdekében, hogy célzott, helyspecifikus mutacidkat hozhassunk 1étre a
gombagenomban, munkank els6 fontos célkitlizése egy robusztus, ugyanakkor
megbizhatd génsebészeti eszkoz, a CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats) — Cas9 (CRISPR kapcsolt fehérje 9) rendszer jaromsporas
gombakra, azon belill is a M. circinelloides modellorganizmusra torténd optimalizalasa
volt. Ezt a célzott génmodositast lehetdvé tevo rendszert oly modon alkalmaztuk, mely
nélkiilozi a plazmidokkal valé manipuldciot, kikiiszobdlve a korabbiakban a
transzformalds sordn fellépd nehézségeket (pl. plazmid fennmaradasa a sejtben,
integracios problémak).

A kozelmultban irtak le a R. delemar (R. oryzae) opportunista human patogén
gomba két olyan spora burok fehérjéjét (CotH — Spore Coat Protein H), melyek az
endotelialis sejteken megtalalhato, gliikoz altal szabalyozott receptorral (GRP78 —
Glucose Regulated Protein 78) allnak receptor-ligand kdlcsonhatasban, s ez altal vesznek
részt a gombafert6zés folyamataban (Gebremariam és mtsi. 2014). A M. circinelloides
gombafaj esetén 17 db CotH-szerii fehérjét kodold gént azonositottunk. A Rhizopus
nemzetség képviseldi szoros filogenetikai kapcsolatban allnak a Mucor nemzetség
fajaival, s a benniik el6forduldo CotH fehérjék nagyfokti aminosavszekvencia-
hasonlosagot mutatnak az altalunk azonositott Mucor CotH-szerii fehérjékkel.

Ugyanakkor a CotH fehérjék tobbségének funkcioja tovabbra is tisztazatlan maradt mind
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R. delemar, mind M. circinelloides esetében. Mindezek alapjan munkank masodik fele a
CotH fehérjecsalad funkcionalis vizsgalatat dleli fel, melynek soran a CRISPR-Cas9
rendszer segitségével 1étrehozott genetikailag stabil mutansok fenotipusos valtozasait
kovettiik nyomon, valaszt keresve arra a kérdésre, hogy szereppel birhatnak-e a M.

circinelloides fonalas gomba fert6zési és egyéb fiziologiai folyamataiban.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A jaromsporas gombak altalanos jellemzése

A jaromsporas gombakat kordbban egységes csoportnak vélték (Zygomycota)
(Barr 1992, Benny és mtsi. 2001), azonban atfogd, molekularis vizsgélatokon alapuld
elemzést kovetden a taxon jelentds rendszertani atalakulason esett 4t (Hibbett és mitsi.
2007, Voigt és mtsi. 2013, Spatafora és mtsi. 2016, Lee és Idnurm 2017). Az 1j
molekularis filogenetikai alapokon nyugvé rendszertan az egykori Zygomycota torzset
két torzsre bontja: Mucoromycota és Zoopagomycota. Az utobbiban talalhatok az
Entomophthorales, Basidiobolales, Zoopagales ¢s Kickxellales csoportok — ezek kozott
sok allatparazita, kommenzalista faj ismert, illetve ide tartoznak a régebben a
Zygomycota csoporton beliil kiilon osztalyba (Trichomycetes) sorolt gombak is (Benny
és mtsi. 2014, Spatafora és mtsi. 2016, Lee és Idnurm 2017). Ma a klasszikus jaromsporas
gombdk a Mucoromycota torzsben taldlhatok, mely a Dikarya (Ascomycota €s a
Basidiomycota) testvércsoportja, ¢és magaba foglalja a Mucoromycotina, a
Mortierellomycotina és Glomeromycotina altorzseket. A Mucormycota térzsbe tartozé
gombak ¢letciklusuk soran nem igénylik viz jelenlétét (Field €s mtsi. 2015), és foleg
bomldé novényi és allati szerves maradvanyokkal taplalkozoé szaprotrof életmodot
folytatnak. lde sorolandok fontos laboratoriumi modellszervezetek (Phycomyces
blakesleeanus, Mucor circinelloides); gazdasagi szempontbdl jelentds, gyiimolcsromlast
okozo mezbgazdasagi és raktari kartevok (Rhizopus stolonifer); a gazdanovény
gyokérszovetében arbuszkulumokat képzé endomikorrhiza-gombak (Rhizophagus
irregularis), de akadnak kozottiik rovarok, fonalférgek és egyéb gerinctelenek patogénjei
vagy parazitai is (Rhopalomyces elegans) (Lee és Idnurm 2017). Jellegzetességeiknek
tekinthetok a conocitikus micélium, a kitin €s kitozan tartalmu sejtfal és a
sporangiumokban ivartalanul képz6dod sporangiosporak (Spatafora és mtsi. 2016). Eredeti
nevilket az ivaros szaporodasuk sordn megfigyelhetd szaporitdo képletiikrdl, a
jaromsporarol kaptak (mas néven zigospora, gor. zygos = jarom) (Richardson 2009). A
Mucorales rend, mely a legvaltozatosabb és leginkabb tanulmanyozott csoport, jelenleg
13 csaladot, 56 nemzetséget és 300 fajt foglal magaba (Lee és Idnurm 2017). Olyan
gyakorlati szempontbol fontos nemzetségek sorolhatok ide, mint a Lichtheimia,

Gilbertella, Micromucor, Mucor, Phycomyces, Rhizomucor és Rhizopus. A tavol-keleti
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ételek (pl. sufu, tempeh, ragi) eléallitasa soran bizonyos Mucor, Rhizopus, valamint
Actinomucor fajokat, mint a fermentacidhoz sziikséges starter kultarak alkotoit
hasznalnak (Han és mtsi. 2001, Nout és Aidoo 2002). Szamos torzs tolt be jelentOs
szerepet extracellularis enzimek, pl. lipazok, proteazok, amildzok, cellulazok
(Godtfredsen 1990, Silveira és mtsi. 2005, Voigt és mtsi. 2016), alkoholok (Millati és mt
si. 2005), telitetlen zsirsavak (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 €s mtsi. 2016, Zhang és mtsi. 2016, Alcalde és
mtsi. 2019) termeltetése, valamint szteroidvazas vegyiiletek sztereospecifikus
hidroxilalasara soran (de Oliveira Silva és mtsi. 2015). Egyes képviseldiket
biotechnologiai szempontbdl nagy érdeklddés 6vezi, mint lehetséges lipidforrast (Tauk-
Tornisielo és mtsi. 2009). A R. oryzae igéretesnek bizonyult a bioremediacioban (Zhang
és mtsi. 2018), a M. circinelloides jaromsporas gomba pedig biolizemanyag-termel6
szervezetként (Carvalho €s mtsi. 2015, Zininga és mtsi. 2019), illetve a kdolajszennyezés
csokkentésében (Hasanizadeh és mtsi. 2017).

A Mucorales rend egyes képviseldi kedvelt modellszervezetek genetikai- és
molekularis biologiai vizsgdlatok soran. Tobbek kozt a kovetkezd teriiletek
tanulmanyozasahoz keriiltek mar alkalmazasra: a karotin bioszintézis folyamata (Zhang
¢s mtsi. 2016, Nicolas és mitsi. 2018); gombak ivaros folyamatai (Schimek és
Woastemeyer 2006, Idnurm és mtsi. 2008, Wostemeyer és mtsi. 2016, Xu és mtsi. 2017);
gomba morfogenezis (Wang ¢és Lin 2012, Lee és mtsi. 2015); patogentitasi 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, Patifio-Medina és mtsi. 2018,
2019); szabalyoz6é mechanizmusok (Rodriguez-Romero és Corrochano 2006, Ruiz-
Vézquez és mtsi. 2015) és morfologiai dimorfizmus (Bredenkamp és mtsi. 2010, Ocampo
és mtsi. 2012, Lee és mtsi. 2013, 2015, Patino-Medina és mtsi. 2018). Mindezek alapjan
elmondhatjuk, hogy e csoport tagjai valtozatos tulajdonsagaik miatt jelentéséggel birnak
az ipar és az alapkutatas teriiletén, azonban fontos megemliteni, hogy néhany fajuk (pl. a
Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor és Rhizopus nemzetségek fajai) ritka, ugyanakkor
¢életveszélyes human megbetegedések, un. mucormikozisok kivaltasara képesek
(Papanikolaou és Panayotou 2007, Wang és mtsi. 2011, Doggett és Wong 2014).

A Mucorales rendbe tartozd fonalas gombak koziil a mucormikdzis
kialakitasaért leginkabb a Rhizopus, Lichtheimia és Mucor fajok tehetdk feleldssé
(Mendoza ¢és mtsi. 2014, Prakash és Chakrabarti 2019). A fert6zések tobb 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 kothetd, majd ezt kdvetik a Lichtheimia és Mucor nemzetségek tagjai
altal kivaltott esetek (Prakash és Chakrabarti 2019). Ez az ardny azonban valtozhat a
hattérben meghuzodd alapbetegségtél fiiggben is, mint ahogy azt egy o&tven,
mucormikézisban szenvedd szervatiiltetett beteget vizsgald tanulmany is szemléltetett,
ahol a betegséget kivaltod faj az esetek 37%-aban Mucor, 35%-aban Rhizopus és 13%-
aban Lichtheimia nemzetség képviseldje volt (Singh és mtsi. 2009). A ketoacidozisos
allapot a Rhizopus fajok jelenlétét prediktalja, kortikoszteroiddal torténd kezelést
kovetden pedig a betegség okozoja nagyobb eséllyel Lichtheimia nemzetségbe tartozo faj
(Lanternier és mtsi. 2012). A Rhizopus fajokat gyakran tarsitjak a rhino-orbito-cerebralis
mucormiko6zishoz (ROCM), mig a Cunninghamella fajokat a mucormikozis pulmonaris
formajahoz. Apophysomyces és a Saksenaea fajokat nagyobb szamban izolaljak kutan
mucormikoézisokbol (Jeong és mtsi. 2019). Megjegyzendd, hogy a Mucorales rendbe
tartozo fajok kivaltotta fert6zések szama foldrajzi régionként is valtozhat. Eurdépaban a
Lichtheimia nemzetség tagjai felelések legtobbszor a mucormikoézis kialakitasaért
(Skiada ¢és mtsi. 2011), mig egyes fajok egy bizonyos foldrajzi région beliil okoznak
kiugré tendenciaval megbetegedést, mint példaul az Apophysomyces variabilis Indiaban
(Chakrabarti és mtsi. 2003).

3.2. A jaromspoéras gombak altal okozott miko6zisok

Egy gombat opportunista human patogénnek tekinthetiink, amennyiben egy
normdl immunitassal rendelkezd egészséges szervezetben legfeljebb lokalis fertézések
kivaltasara képes (pl. kutan mikozisok, faringitisz), azonban, ha a gazdaszervezet
védekezd mechanizmusai sériilnek, a fertdz¢s akar invazivva vagy szisztémassa is valhat
(Kohler és mtsi. 2017). Az invaziv gombafertézések leggyakrabban a Candida és
Aspergillus nemzetségek tagjaihoz kothetdk (Klimko és mtsi. 2019). Novekvo tendenciat
mutatnak azonban a jaromsporas gombak okozta megbetegedések is (Lelievre és mtsi.
2014, Lopez-Fernandez és mtsi. 2018, Lax és mtsi. 2020). A mucormikoézisos esetek
szamanak novekedése az utobbi két évtizedben leginkabb Franciaorszagra, Belgiumra,
Svéjcra, Indiara és Kinara volt jellemzd (Prakash és Chakrabarti 2019, Reid és mitsi.
2020). A betegség incidenciajara hatassal van az immunhianyos betegek szamanak
novekedése (kiilondsen a szervatiiltetésben részesiilt betegekre vonatkozoan), tovabba a
javuld és eredményesebb diagnosztika, valamint az azol-tipusi gombacellenes szerek (pl.

vorikonazol) profilaktikus alkalmazéasa (Siwek és mtsi. 2004, Reid és mtsi 2020).
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A mucormikoézisok kialakuldsara hajlamositd tényezonek tekinthetok a
daganatos megbetegedések (Meyer és mtsi. 1972, Chretien és mtsi. 2016), azon beliil
pedig leginkabb a vérképzOszervi daganatok (Chamilos és mtsi. 2006, Chretien és mtsi.
2016), az antibiotikumokkal és egyes szteroidokkal (pl. prednizon) vald kezelés (Hoang
és mtsi. 2020), kemoterapia (Kennedy és mtsi. 2016), a cukorbetegség (Hopkins és
Treloar 1997, Roden ¢és mtsi. 2005, Jeong és mtsi. 2019), deferoxamin hatéanyagot
tartalmazo gyogyszerek (pl. Desferal) alkalmazasa (Ibrahim 2014), a hematopoetikus
Ossejt-transzplantacié (HSCT —Hematopoietic Stem-Cell Transplantation) (Garcia-Vidal
és mtsi. 2008, Kontoyiannis és mtsi. 2010, Reid ¢és mtsi. 2020), tovabba
szervtranszplantacié esetén alkalmazott (Lanternier és mtsi. 2012, Chitasombat és
Kontoyiannis 2016) és egyéb immunszuppresszios terapiadk. A modern orvostudomany
vivmanyai (pl. csontvelo- ¢és szervatiiltetés, kemoterdpia, antibiotikum- és
szteroidkezelések) hatasara az elmult harom évtized 6ta az immunszuppresszalt betegek
szama folyamatosan béviil, €s az igy kialakuld mesterséges immunszuppresszio valt az
opportunista gombafertézések legnagyobb rizikofaktorava, foként Eurdpaban és az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (Prakash és Chakrabarti 2019), az egyéb immunhianyos
allapotok (autoimmun megbetegedések, AIDS) mellett (Arce-Salinas és Pérez-Silva
2010, Moreira és mtsi. 2016). Nem elhanyagolhatd hajlamositd tényez6 tovabba korunk
népbetegsége, a cukorbetegség, kiilondsen az ezzel dsszefiiggésben fellépd ketoaciddzis
(DKA — Diabetic Ketoacidosis) (Ribes és mtsi. 2000, Afroze és mtsi. 2017, Jeong és mitsi.
2019). A ketoacidozis allapotaban fellépd hiperglikémia és alacsony pH gatolja a
fagocitdk 616 képességét (Ibrahim és mtsi. 2012). A vasat komplexként megkotd egyes
gyogyszerekkel (pl. deferoxamin) kezelt betegeknél a mucormikézisok magasabb
eléfordulasi rataval birnak. Ez a jelenség azzal all 6sszefiiggésben, hogy az ilyen tipust
szereket a gombak szideroforként képesek vasfelvételilk soran hasznositani (Reed és
mtsi. 2006, Ibrahim 2014). Egészséges gazdaszervezetekben az immunsejtek fagocitikus
folyamatok segitségével, tovabba a sporak oxidativ elolésével megakadalyozzak a sporak
csirazasi folyamatainak lejatszodasat (Waldorf és mtsi. 1984a, Kontoyiannis és Lewis
2006). Amennyiben neutropénia allapota is fennall, a beteg fokozott kitettséggel bir a
teljes szervezetet érint0 (szisztémas) gombas fert6zés kialakulasara, ekkor ugyanis a
neutrofil granulocitdk szdmos, a gomba elleni védekezésben elengedhetetlen funkcidja
sériil, ugy, mint a kemotaxis, fagocitikus képesség és oxidativ burst (Kontoyiannis és

Lewis 2006, Son és mtsi. 2020).
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A mucormikézisos megbetegedések felosztasa a megbetegitett szerv/szovet
alapjan torténik, s ez alapjan megkiilonboztetiink kutan/szubkutan (bor és bor alatti
szovetek), ROCM (orr- és szajiireg, szem, agy), pulmonaris (tiid6), gasztrointesztinalis
(gyomor, béltraktus), és disszeminalt fertézéseket (Ribes és mtsi. 2000, Singh 2001, Pozo
Laderas és mtsi. 2015, Prakash és Chakrabarti 2019) [1. abra].

W rhinocerebralis

India .
pulmonaris
Mexiko Cm
B kutan/szubkutan
Iran L |
H vese
Globalis N D
B gasztrointesztinalis
Ausztralia |
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Olaszorszag |
Gordgorszag
India .l
Globalis -
Kozép-Eurdpa és Azsia B
Eurdpa |
0.00% 50.00% 100.00% 150.00% 200.00%

1. abra. A mucormikozis klinikai formai és azok eléfordulésa kiilonb6zd tanulményok
adatai alapjan. Az abran megadott értékek szazalékos aranya a szakirodalmi adatokat
tikkrozi. Egyes esetekben tobb szerv/szervrendszer érintettsége egyedejlileg jelentkezett

(Prakash és Chakrabarti 2019).

A gomba leggyakrabban a kornyezetben el6forduld sporangiosporak
belélegzésével jut a szervezetbe, melyet alatdmaszt az a tény, hogy a mucormikozisok
leggyakrabban ROCM formaban manifesztalodnak az arc, orr és szajpad szoveteinek
érintettségével (Jeong és mtsi. 2019). Amennyiben a fert6zés a szemet érinti, a kozponti
idegrendszer érintettsége is bekovetkezhet a szemidegen keresztiil terjedd korokozo altal
(Mattingly és Ramakrishnan 2016). A sporangiospérak bejutasaval a tiidészovetben is
kialakulhat fert6zés, melynek tlinetei az aspergillozishoz és a bakterialis
tiidégyulladashoz hasonlok, azonban a betegség lefolyasa progresszivabb (Ribes és mtsi.
pontra képes eljutni (pl. agy, sziv), s ott masodlagos gocpontot kialakitani. Amennyiben
a fert6z¢és generalizalodik €s disszeminalt stidiumba keriil, a halalozasi arany a 90-100%-

ot is elérheti (Tedder és mtsi. 1994, Lax és mtsi. 2020). A fert6zési ttvonal a boron at is
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megvalosulhat, a borfelszint érint6 trauma hatasara (pl. vagas, égési sériilés, tliszaras,
rovarcsipés) (Cooter és mtsi. 1990, Caceres és mtsi. 1997, Stern és Kagan 1999), valamint
gasztroenteralis uton (Spellberg 2012, Alfano és mtsi. 2018).

A mucormikoézis disszeminalt formajanak leggyakoribb kiinduldsi pontja a
gomba altal megfert6zott tiido, s ez a megjelenési forma tarsul a legnagyobb mortalitassal
(Pozo Laderas és mtsi. 2015). A mucormikoézisos megbetegedésre jellemzd haldlozasi
arany a HSCT-n atesett, illetve a vérképzdszervi daganatban szenvedd betegek esetén a
legmagasabb (Prakash és mtsi. 2018, Reid és mtsi. 2020). A halalozési ardny a fert6zés
helyétdl fliggden is eltérd: 76% a disszeminalt, 55,6% vesesejteket érintd, 42,2%
pulmonaris, 31% ROCM, 23% kutan/szubkutan mucormikézis esetén (Reid €s mtsi.
2020).

A Mucorales rend opportunista human patogén tagjai az aldbbi csalddba
sorolhatok: Mucoraceae, Rhizopodaceae, Saksenaeaceae ¢s Lichtheimiaceae (Hoffmann
és mtsi. 2013). A Mucorales rend jelenleg 11 nemzetsége, s ezen beliil 27 faja hozhat6
Osszefliggésbe mucormikozisos megbetegedésekkel (Jeong €s mtsi. 2019). Ezek koziil a
legjelentésebbek klinikai szempontbol a Rhizopus, Cunninghamella, Lichtheimia,
Apophysomyces, Saksenaea, Mucor, Rhizomucor, Syncephalastrum, Cokeromyces fajok,
tovabba a Thamnostylum lucknowense és az Actinomucor elegans [2. abra]. Az
angioinvaziv mucormikozis legfébb okozoi a R. oryzae, Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis és a Rhizomucor pusillus (Sugar 2005). A ROCM esetén a R. delemar,
mig a kutan és emésztdrendszert érinté mucormikoézis esetén a R. microsporus var.
rhizopodiformis a leggyakrabban izolalt jaromsporas gomba. A fert6zések tobb mint
feléért a Rhizopus nemzetség tagjai feleldsek, azon beliil is legfoképp 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 masodik legnagyobb esetszammal a L.
corymbifera gombafaj bir (Prakash és Chakrabarti 2019). A mucormikézisok tovabbi
hanyadanak nagy részét Mucor fajok teszik ki (Chayakulkeeree és mtsi. 2006, Jeong és
mtsi. 2019). A ROCM leginkabb a kezeletlen diabéteszes betegekre jellemzo, de
eléfordulhat szervatiiltetést kdvetden is. A pulmondris és disszemindlt mucormikdzis
kialakulasdnak hattere leggyakrabban a transzplanticid6 sordn alkalmazott
immunszuppresszio, killondsen a HSCT esetén magas a mucormikézisok aranya (9-10%)

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



3. Irodalmi dttekintés 15

India
Mexikd

Iran m Rhizopus fajok

® Cunninghamella fajok

Globalis Lichtheimia fajok
Ausztralia m Apophysomyces fajok
. . ® Saksenaea fajok
Franciaorszag Mucorales nem besorolt fajok

u Mucor fajok

® Rhizomucor fajok
Syncephalastrum fajok

® Cokeromyces fajok

® Thamnostylum lucknowense
Actinomucor elegans

Olaszorszag
Gérégorszag

India

Globalis

Kozép-Eurdpa és Azsia

Europa

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

2. abra. A mucormikoézis kialakulasaért felelds fajok eloszlasa kiilonbozd tanulmanyok

adatai alapjan (Prakash ¢és Chakrabarti 2019).

A mucormikézisok kapcsan egységes kezelési javaslat hianya jellemzo, foképp
a kis esetszamu fertdzések esetében (Arif és Perfect 2017), ezért a jaromsporas gombak
altal okozott gombafertézések sikeres kezelésének egyik meghatarozo pontja a korai
diagnozis felallitasa. Ez a biopsziaval vett mintdk mikroszkopos vizsgalatan alapszik,
azonban a hifak detektalasa csak a mucormikoézis tényét jelzi és nem alkalmas a
fajazonositasra (Sinko 2001, Walsh és mtsi. 2012, Yang és mtsi. 2016). Tovabbi
nehézséget jelent, hogy vérbdl torténd kimutatas még akkor is alacsony hatasfoku, mikor
disszeminalt fert6zésr6l beszélhetiink (Hamilos és mtsi. 2011). A finom tiivel torténd
aspirdcios biopszidval megallapithatd a diagnézis pulmonaris mikdzis esetén,
amennyiben a komputertomografia (CT — Computer Tomography) vizsgalat soran a
gomba altal 1étrehozott gocok helyzete meghatarozhato (Sharma és mtsi. 2017, Skiada és
mtsi. 2018). A mucormikézisok szerologiai diagnozisara kidolgozott enzim kapcsolt
immunszorbens vizsgalat (ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) modszer
(Sandven ¢s Eduard 1992) hasonld antigénjeik miatt a jaromsporas gombafajok
elkiilonitésére nem alkalmas (Kaufman és mtsi. 1989). Megoldast jelenthet a nukleinsav
alapti azonositast lehetévé tevd molekularis bioldgiai médszerek hasznélata (Nyilasi és
mtsi. 2008, Millon és mtsi. 2016, Skiada és mtsi. 2018, Baldin és mtsi. 2018), tovabba az
Uj generacios szekvenalason alapuld diagnosztikai modszerek (Blauwkamp és mtsi.
2019). Mindezek ellenére a diagndzis felallitasa sokszor mar a szisztémas érintettség,

illetve gyakran csak a beteg halala utan kovetkezik be (Eucker és mtsi. 2008).
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A mucormikozisok kezelése tobb egyidejli megkdzelitést igényel: mitéti
beavatkozast (a fertdzott szovet/szerv sebészeti eltavolitdsa), gombaellenes szerek
hasznalatat és az alapbetegség orvosi kezelését, amely hajlamosito tényezoként jatszott
kozre a fert6zés soran (Yoon és mtsi. 2010, Giudice és mtsi. 2016). A jaromsporas
gombak elleni terapia soran az elsé valasztas tobbnyire az AmB (Amfotericin B) lipid
formulaira esik (Luo és mtsi. 2013) legalabb 5-10 mg/kg/nap dozisban, mely az
ergoszterol molekuldkkal alkotott komplexe révén képes karositani a gomba
sejtmembrant, annak permeabilitasanak megvaltoztatasa altal (Petrikkos 2009, Dannaoui
2017), 3 mg/kg/napot meghaladd dozisban torténd alkalmazasa azonban az emberi
szervezet szamara vesekarositd hatasu (Cornely és mtsi. 2007). A mucormikézisok
kezelésére alkalmas gombacllenes szerek szama azonban igen alacsony, ennek oka a
jdromspords gombdk nagyfokl rezisztenciagja a klinikumban gyakran hasznalt
antifungalis szerekkel szemben, mint pl. az azolok tobbsége (pl. flukonazol, vorikonazol),
vagy az ehinokandinok, melyek mind a candidiazis, mind az aspergillozis esetében
tobbnyire hatasosnak 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 jaromspoéras gombak ellen (Luo és mtsi. 2013, Chowdhary és mtsi. 2015).
Az antifungalis szerekkel szembeni érzékenység azonban akar az egy nemzetségbe
tartoz6 fajok kozott is nagyban eltérhet, mint példaul a pozakonazol esetében, mely a
Mucor nemzetségbe tartoz6 gombakkal szemben alig, vagy egyaltalan nem fejt ki gatld
hatast (Salas és mtsi. 2012, Sipsas és mtsi. 2018). Ezzel szemben az izavukonazol
hatékony a legtobb Mucorales rendbe tartozo gombafajjal szemben (Arendrup és mtsi.
2015), tovabba invaziv mucormikdzis kezelése sordn az AmB-vel megegyezd
hatékonysagot mutatott (Marty és mtsi. 2016) €s kombindlva is alkalmazhatdé (Wei és
mtsi. 2019).

3.2.1. A Mucaor circinelloides altalanos jellemzése és szerepe a klinikumban

Munkank a M. circinelloides f. lusitanicus fonalas gomba vizsgalatara
Osszpontosit, mely az egyik leginkabb vizsgalt jaromsporas modellorganizmusnak
tekinthetd napjainkban (Garcia és mitsi. 2018, Pérez-Arques és mtsi. 2019). E
karotintermelé fonalas gomba teljes genomja 2010 ota ismert ¢és elérhetd
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) (Corrochano és mtsi. 2016),
¢€s szamos olyan jellemzdvel bir, melyek alkalmassa teszik a genetikai és molekularis

vizsgélatokra. Genetikai modositasara tobbféle transzformacios rendszer is kidolgozasra
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kertilt (pl. polietilén-glikol (PEG)-medialt protoplaszt transzformalas, elektroporalas) és
nagyszamu mutans torzs is rendelkezésiinkre all. A M. circinelloides gombaval végzett
kutatasok tobbsége elsdsorban a mikrobidlis karotinoidok bioszintézis utvonalaiban
résztvevo gének és azok termékeinek vizsgalatara iranyultak (Iturriaga és mtsi. 2000,
2001, 2005, Papp és mtsi. 2006). M. circinelloides segitségével tanulmanyozzak tovabba
az RNS-interferencia folyamatat és szerepét a gombasejtben (Nicolas és mtsi. 2010, 2015,
Calo és mtsi. 2012, Cervantes és mtsi. 2013, Navarro-Mendoza és mtsi. 2018a), a
morfoldgiai dimorfizmus mechanizmusat (Lee és mtsi. 2013, 2015, Valle-Maldonado és
mtsi. 2015), a jaromspdras gombak patogenitasanak genetikai és molekularis hatterét
(Bastidas és mtsi. 2012, Salas és mtsi. 2012, Garcia és mtsi. 2018, Pérez-Arques és mtsi.
2019), vagy egyes, biotechnologiai szempontbol potencidlisan kihasznalhatd
tulajdonsagokat és folyamatokat (pl. karotinoidok, lipidek, zsirsavak, alkohol és enzimek
termelése), valamint ezek szabalyozasat (Sharma és mtsi. 2006, Rodriguez-Frometa és
mtsi. 2013, Isarankura Na Ayudhya és mtsi. 2019, Naz és mtsi. 2020).

A Mucorales rend egyes fajai opportunista patogénnek tekintheték, amelyek
kozil a M. circinelloides az egyik leggyakoribb haldlos kimenetelii mucormikozist
kivalto szervezet (Lopez-Fernandez és mtsi. 2018). A Mucorales taxonon beliil kialakulo,
korokozo képességgel bird evollicios agak a kornyezeti niche-hez valo alkalmazkodassal
és U stratégiak megszerzésével emelkedhettek ki nem patogén rokonaik koziil (Bliska és
mtsi. 2009). Ugyanakkor e fajok kiilonboz6 torzsei eltéré mértékii virulenciaval birnak,
ami arra utalhat, hogy a patogenitasi képesség megszerzése kisebb genetikai valtozasok
kovetkezménye (Li és mtsi. 20117%).

A M. circinelloides egyik jellegzetessége a morfologiai dimorfizmus (Arroyo és
mtsi. 2016a), amikor is oxigén hianyaban a gomba, éleszté alakot vesz fel (McIntyre és
mtsi. 2002, Mysiakina és Funtikova 2008). E jelenség az emésztdszervrendszert érintd
mucormikozisoknal is megfigyelhet6 (Lazar és mtsi. 2014). A M. circinelloides fonalas
gomba gasztrointesztinalis mucormikozist kivalto képességét mind immunhianyos, mind
immunkompetens egyének kapcsan leirtadk mar (Aboltins és mtsi. 2006, Lazar és mtsi.
2014).

A M. circinelloides bizonyos tejtermékek romlasaért is felelés. Lee és mitsi.
(2014) tejtermékek romlasaért felelds torzsek virulenciajat vizsgalva arra jutottak, hogy
azok a klinikai Mucor izolatumokhoz hasonloan virulensnek bizonyultak egér modellben.
A tanulmany azt is megjegyezte, hogy az izolatummal fert6zott egerek vastagbele

rovidebb volt az egészséges egerekéhez képest (Lee és mtsi. 2014). A vastagbél
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lerovidiilése gyakran a fekélyes vastagbélgyulladassal jaro jelenség, amely a gyulladasos
bélbetegség (IBD — Inflammatory Bowel Disease) egy elérehaladottabb allapota (Kim és
mtsi. 2012). M. circinelloides fertézést kovetden a baktériumok diverzitasa jelent6sen
muciniphila baktériumok és a Bacteroides fajok tekintetében. A Bacteroides fajokat az
IBD-ben észlelt gyulladasos folyamatok egyik kozvetlen okozdjaként tartjak szamon
(Saitoh és mtsi. 2002), mig az A. muciniphila pozitiv kapcsolatban all a bél egészségével,
mivel gatolja a gyulladasos folyamatokat €s erdsiti az epitél sejtek integritasat (Everard
€s mtsi. 2013, Reunanen és mtsi. 2015). A Bacteroides fajok magasabb, az A. muciniphila
alacsonyabb szintjét észlelték az egerek bélrendszerében M. circinelloides gombaval valo
fertdzést kovetden, ezaltal megerdsitve azt az elképzelést, hogy a mikrobialis dsszetétel
elmozdult egy potencidlisan egészségtelen kornyezet felé a gombafertézés hatasara

(Mueller és mtsi. 2019).

3.2.2. A mucormikozisokat okozé gombak virulenciajat befolyasolo
faktorok

A jaromsporas gombak elleni védekezd mechanizmusok fontos részét képezik a
szérumban talalhato szabad vas specialis vaskotd fehérjék altal torténd megkdtése, a
neutrofil granulocitdk ¢és szOveti makrofagok kozvetitette fagocitikus és egyéb
folyamatok, valamint az endotél sejtek altali mechanikai védelem (Ghuman és Voelz
2017). Gombafertdzés esetén a szervezet egyik legfontosabb védekezési vonalat a
természetes immunvalasz sejtjei képezik: a monocitak, makrofagok, neutrofil
granulocitak, dendritikus sejtek, hizosejtek, bazofil és eozinofil granulocitak, valamint az
epitél sejtek (Schmidt és mtsi. 2016, Roilides és Simitsopoulou 2017).

A bér és a tiidé alveolusainak részét képezo epitél sejtek jelentik a gomba
szamara az elsd belépési pontot a gazdaszervezetbe. Az invaziv mucormikdzis
kockazatanak kitett betegek esetében gyakran az epitél karosodasa figyelhetd meg, mely
¢s mtsi. 1996) és amennyiben a nyugvo sporak ezek segitségével megtapadnak, lehetdvé
valik a gazdasejtekbe torténd invazid (Spreer és mtsi. 2006). Eléfordulhat azonban, hogy
a szervezet védekez6 mechanizmusa ezen a ponton sériil (Kontoyiannis és Lewis 2006,
Ghuman és Voelz 2017) és a szervezetben megjelend hifak a neutrofilek kemotaxisat
idézik el6, amelyek a novekvé gombafonalakhoz jutva és azok felszinén megtapadva,

oxidativ citotoxikus folyamatok révén képesek a hifakat karositani, illetve elpusztitani. A
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kozvetlen karosito hatds mellett reaktiv oxigén metabolitokat (ROS) és egyéb
antimikrobialis enzimeket, tovabba gyulladast keltd citokinek, mint a tumor nekrozis
faktor o (TNF-a), interferon-y (INF-y) és interleukin-1p (IL-1B), valamint kemokinek
termelésével indukaljak a tobbi immunsejt aktivalasat és toborzasat a fert6zott teriiletre,
tovabba a T-sejtek differencialodasat (Antachopoulos és Roilides 2005, Wurster és mtsi.
2017). A csokkent immunitasi betegek esetén altalaban mindkét védekezési reakcid
elégtelen, ezaltal késés vagy teljes hiany alakul ki a korai gyulladésos folyamatok
lejatszodéasaban, mely szdvetpusztulast és a fertdzés gyors terjedését vonja maga utan
(Petrikkos és Tsioutis 2018). A makrofagok képesek gatolni a gombasporak csirazasi
folyamatait, azonban az 61ési folyamatok nem jatszédnak le. Az immunsejtek fagocitald
képességének sériilésekor a szervezet nem képes a gombak szaporodasat megakadalyozni
(Kontoyiannis és Lewis 2006). A neutrofilek kulcsszerepet jatszanak a gombas fert6zések
lekiizdésében: a hifat oxidativ folyamatok révén karositjak, fagocitozis folyamata nélkiil
(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 szoveti
makrofagok és neutrofilek megfelelé miikodését képes gatolni (Chinn és Diamond 1982,

Lecube és mtsi. 2011), mig a neutropénia soran a granulocitak szamanak csokkenése

crer

crer

receptorok kozvetitik, amelynek expresszidja a sejtek felszinén jelentdsen fokozodik
DKA ¢és hiperglikémias koriilmények kozott a szinuszokban, a tiidoben €s az agyban,
eldsegitve a jaromsporas gombak okozta fertdzésekre vald hajlam kialakulasat (Liu és
mtsi. 2010). Az endotél sejteken torténd atjutast kovetden a gombasporak az
érrendszerbe, majd a vérdramba keriilnek, ahol a vérlemezkék csirdzast gatlo és
hifakarositoé folyamatok révén védekeznek a gombafertdzéssel szemben. A dendritikus
sejteket a Mucorales fajok sporai nem, azonban a hifaknak valo kitettség aktivalni képes,
mely a segité T- sejtek valaszat, valamint az interleukin-23 (IL-23) és a TNF-a robusztus
felszabadulasat eredményezi. Az IL-23 szabalyozza a segit6 T-17 sejtek, a TNF- o pedig
a segitd T 1-sejtek valaszat (Ghuman és Voelz 2017). Az adaptiv immunrendszer
masodlagos szerepet jatszik a Mucorales altal okozott invaziv gombas fertézések elleni
védelemben (Roilides és mtsi. 2014). R. oryzae és R. arrhizus esetében a segité T-17
sejtek altal termelt interleukin-17 (IL-17) azonban eldsegiti a neutrofilek toborzasat,
tovabba a gombaellenes defenzinek felszabadulast, a segité T 1-sejtek altal kozvetitett

IFN- v szekrécio pedig a hifak karosodasat.
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A mucormikoézis teljes korfolyamatanak kialakuldsdban nem csak a
gazdaszervezet védekez0 mechanizmusainak sériilése, hanem a korokozéd gomba
virulencia faktorai is fontos szerepet jatszanak (Casadevall 1999). Jelenlegi tudasunk
elsésorban a gazdaszervezet védekezd mechanizmusaira vonatkozik, és viszonylag kevés
tanulmany Osszpontosit a koérokozok virulencia faktoraira, pedig a gombak
fertdzoképessége nem csupan a gazda vagy a patogén képességeitdl fiigg, hanem azok
kolcsonhatasan alapszik (Waldorf és mtsi. 1984a). Virulencia faktornak tekinthetjiik a
gomba azon tulajdonsagait, melyek lehetové teszik, illetve fokozzak a fert6zoképességét,
szerepet jatszva a gazda kolonizacidjaban, illetve a patogén azon képességeit, melyek a
gazdaszervezetben torténd karosodasért felelosek. Ezen tulajdonsdgok azonositasa,
genetikai és funkcionalis analizise, tovabb4 a patogenitasi folyamatok hatterének feltarasa
sziikséges az ujonnan megjelend és a korabbi, ndvekvd rezisztenciaval biré gombak elleni
védekezéshez. A virulencia faktorok azonositasa lehetdséget nyujt 01j terapias célpontok
azonositasara, valamint hatékonyabb gombaellenes szerek és modszerek kidolgozasara.

A Mucorales rend képvisel6éi szamos olyan tulajdonsidggal birnak, melyek
elésegithetik a mucormikozisok agressziv, gazdaszervezetet rombolo lefolyasat. llyen
példaul a 37 °C-on vald novekedési képesség az invaziv mucormikdzisokat kivaltd
(Kaerger és mtsi. 2015) és a sporak mérete a 1égzdszervet fert6z6 gombak esetében (Li
és mtsi. 2011*); a dimorfizmus jelensége (Lee és mtsi. 2013); a gazdaszervezet
vaskészletének felhaszndldsa a gomba novekedéséhez és fejlodéséhez (Lewis és mitsi.
2013); valamilyen extracellularis enzim termelésének képessége; az endotél sejtek
felszinéhez vald kotodés; olyan gének csendesitése a gazdaszervezetben, melyek a
patogén felismerésben, a gombaellenes immunvalaszban és szovet regeneracioban
jatszanak szerepet (Binder és mtsi. 2014); tovabba az INF-y expresszidjanak gatlasara
vald képességiik (Schmidt és mtsi. 2013).

Gombafertdzések esetén a gazdaszervezet fagocitald sejtjer receptoraik
segitségével (mintazatfelismerd receptorok) ismerik fel a patogén gomba sejtfaldnak
bizonyos elemeit (patogén asszocidlt molekuldris mintdzatokat) nagymértékben
befolyasolva a patogén felismerését és a tovabbiakban a szervezetbdl torténd eltavolitas
hatékonysagat is. A gomba sejtfalosszetétele tehat fontos tényezé a gazda-patogén
interakcidk soran. A gazdaszervezetbe vald bejutast kdvetden a spordk csirazasi €s a
sejtekbe vald behatolasi képessége hatarozza meg a fertézés tovabbi kimenetelét (Pérez-
Arques ¢és mtsi. 2019). Mucor spordkkal torténd fertézéskor allatmodellekben a legelsd

folyamatok koz¢ sorolanddk a fagocita sejtek toborzasa, a spordk internalizalasa, tovabba
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a granulomak kialakuldsa. A fagocitézis folyamata megakadalyozza a sporak csirazasat
a gazdaszervezetben, igy tehat a korai immunvalasz hianya disszeminalt fert6zésekhez
vezethet (Voelz és mtsi. 2015, Inglesfield és mtsi. 2018). A virulens Mucor sporak
azonban képesek tulélni a fagoszomak belsejében, tovabba a csirazasi folyamatok is
lezajlanak (Li és mtsi. 2011*). Ebben a szakaszban a sejtfal és sejtmembran
biogenezisével kapcsolatos folyamatok upregulédlodnak a sporakban, elérejelezve a sejt
felszinének ¢€s a gyors hosszanti novekedésnek fontossagat a fagoszomaban valo talélés
soran (Meyers és mtsi. 2017).

Az egyik legaltalanosabb virulencia faktor a Mucorales gombacsoport esetében
az emberi szervezetre jellemzd, magasabb homérséklethez valdé adaptalodas. A gomba
testhdmérsékleten vald novekedési képessége alapvetd feltétele az invaziv szisztémas
megbetegedések kialakuldsanak (Kaerger és mtsi. 2015).

A Mucorales rend egyes képviseldi a kornyezeti feltételektdl, illetve a
tenyésztési korlilményektol fiiggden, egyszer fonalas, masszor pedig élesztd, vagy
¢lesztOszerli formaban képesek néni (Wolff és mtsi. 2002). A dimorfizmus jelensége a
hamrétegbe vald penetracié és a mélyfertdzés kialakuldsanak egyik kulcsfaktora
(Orlowski 1991). Az éleszt6-fonalas atmenet a gomba kalcineurin atjanak szabalyzasa
alatt all (Lee és mtsi. 2013) és ahogy mas dimorf gombak esetén is, a kalcineurin a
nukleuszba szallitott transzkripcios faktorok defoszforilaciojaval a célgének expressziojat
idézi elé (Boyce és Andrianopoulos 2015). A M. circinelloides esetében a cnbR gén
elrontdsa, valamint kalcineurin inhibitorok hozzdad4dsa megakadalyozza az
¢leszt6fazisbol valod kilépést, tovabba kevésbé virulens mutansokat eredményez (Lee €s
mtsi. 2013, 2015), mig a cnaA gén delécidja a sejtfal szerkezeti valtozasait és virulensebb,
nagyobb méretli sporak megjelenését vonja maga utan. A nagyobb spoérak ugyanis
kozvetleniil a makrofagok altali fagocitozisukat kovetden intenziv csirazasi folyamatokba
kezdenek, mely menekiilési utvonalként funkcional a gazdaszervezet immunsejtjeinek
eliminal6 hatasa el6l (Li és mtsi. 2011%).

A vas az emberi szervezetben altaldban hordozdéfehérjével egyiitt, kotott
formaban van jelen, mely a gomba szamara nem, vagy csak igen kismértékben
hozzaférheté (Bullen 2006). A vas azonban szamos oxido-redukcidés folyamat
kofaktoraként esszencidlisnak tekinthetd a mikroorganizmusok szamara, igy sziikség van
olyan hatékony enzimrendszerek jelenlétére, melyek a vas felvételét és annak
szabalyozasat képesek megvalositani (Eide 1997). Bizonyitott tovabba, hogy Rhizopus

fajok endotél sejtekbe torténd bejutasa a gazdaszervezet vaskészleteitol fliggd folyamat



3. Irodalmi attekintés 22

(Liu és mtsi. 2010). A vashianyos kornyezethez valo alkalmazkodast a Mucorales rend
képviseldi két o stratégia utjdn valositjdk meg: nagy affinitasti vastranszporterek
segitségével, illetve f6leg polikarboxilsav jellegli szideroforok termelésével (Navarro-
Mendoza és mtsi. 2018b), mint példaul a Rhizopus fajok altal termelt rhizoferrin (Thieken
és Winkelmann 1992, Caroll és mtsi. 2017). A jaromsporas gombak virulencidja kapcsan
azonban nem tulajdonitanak talzottan nagy szerepet az altaluk termelt szideroféroknak,
ugyanis a rhizoferrin a deferoxaminhoz képest kevésbé képes a szérumban fellelhetd vas
megkdtésére, tovabba a deferoxamin-kotott vas nem kotddik a transzferrinhez, ezért
felvétele a gombasejtekbe akadalytalanul lezajlik (de Locht és mtsi. 1994).

Szintén a Rhizopus fajokra jellemzd, hogy rendelkeznek olyan sziderofor
transzport rendszerekkel is, amelyek mas mikroorganizmusok 4&ltal termelt tn.
xenoszideroforok felvételét biztositjak. Klinikai megfigyelések, illetve allatkisérletek
alapjan bebizonyitottak, hogy a jaromsporas gombak képesek a deferoxamin-kelatolt vas
hasznositasara, igy a deferoxamin haszndlata a klinikumban jelentdsen megndveli a
betegek fogékonysagat az ilyen jellegi mikozisok kialakulasara (Liu és mtsi. 2015,
Chitasombat és Kontoyiannis 2018).

A gombak altal termelt extracellularis enzimek, mint példaul a R. oryzae altal
termelt szerin-proteazok és szénhidrat-aktiv enzimek szerepet jatszhatnak az adhézid
folyamataban, a tapanyag felvételében, a szovetekben torténd terjedésben és a

disszeminéacioban (Hassan és Voight 2019).

3.3. A CotH fehérjecsalad, mint lehetséges virulencia faktor

3.3.1. A CotH fehérjék felfedezése és szerepe baktériumokban

A CotH fehérjéket a Bacillus subtilis-ban irtak le el6szor (Naclerio és mtsi.
1996). Kedvezétlen koriilmények kozott a baktériumsejt endosporat képez, ilyen
formaban akar hosszu évekig is nyugalmi allapotba keriilhet. A sporafalat (coat) legalabb
50 fehérjetipus alkotja (Naclerio és mtsi. 1996, Kim ¢és mtsi. 2006) és két {6 rétegre
kiiloniil el; egy elektrondenz kiilso, és egy lamellaris szerkezetli belso rétegre, ezaltal egy
védelmi gytirti alakul ki a baktericid hatast enzimek és kemikaliak ellen (Naclerio és mtsi.
1996). A patogenitasi folyamatokban is szamos modon szerepet jatszo sporafal a fajokra

nézve egyedi, dinamikus struktira, mely nemcsak a gombasejt alakjat, ozmotikus és
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mechanikai védelmét biztositja, hanem antigén révén a gomba felismerését teszi lehetévé
az immunrendszer szamara, tovabba az adhéziés folyamatok kozvetitdje is.

A CotH fehérjék atipikus protein-kinazok, illetve egyes esetekben kiilonb6z6
mikroorganizmusok sporainak strukturalis alkotorészét képezik (Lax és mtsi. 2020).
Ortologjaik szamos gombafajban is megtalalhatok, lokalizaciojuk foként a sporaburok
felszinére tehetd (Saggese és mtsi. 2014). A CotH fehérjék kinaz természetét alatdmasztja
a CotH fehérjék HipA és a foszfoinozitol 4-kinaz csaladdal valo szerkezeti hasonldsaga
is (Scott ¢és Newton 2016). Rendelkeznek egy ATP-kotd zsebbel, valamint
aktivaciojukhoz kétértékii kationra van sziikség, amely rendszerint Mg?* vagy Mn?",
Baktériumok esetében a CotH fehérje egy 362 aminosavbol allo, 42,8 kDa méretii
polipeptid képzddik (Naclerio és mtsi. 1996, Zialho és mtsi. 1999), melynek szerkezete
[3. abra] atipikus protein-kinaz szer(i feltekeredést mutat (Nguyen és mtsi. 2016), és két
sporafalat alkoto fehérjét, a CotB-t és a CotG-t foszforilalja (Zilhao és mtsi. 1999). A
cotH gén eltavolitasa Kihat a kiils6 sporaburok felépitésére, tovabba csirazasdeficiens
fenotipussal jar, bar ennek a folyamatnak a mechanizmusa még nem ismert (Naclerio és

mtsi. 1996).

A B1 ; i1 B2 : B
1 MLPSYDFFIHPMNLVE1LKKDIWSDSPVPAKLTY 33

B3 p4
34 GKKKYDIﬁls)I%RGAHIREFEKKSZZHVMFQKPKK 66

67 FQGAKEFﬁI—éLNSEFMDPSL5I7RNKLSLDFFH%I3GV 99

100 ,SPKSQHVFIKINGQIQGVYLQLESVDENFLKN 132
8 B9, 10,
133 RGLPSGSIYQAIDDDANFSLMISERDKEVKTELF 165
3R] ad o5

166 AG;IEFKYSNENSEfsQLSEFVFQANALSREAYEK 198

199 ETGKFLHVDKYLRWLAGVIFTONFDGFVHNYAL 231
B12 13

232 yUNDETNLFEVIPWDYDATWGRDVQGRPLNHEY 264
a7 a8

265 TRIQGYNTLSARLLDIPIFRKQYRSILEEILAE 297

af

298 QFTVSFMMPKVES{_.OCESIRPYLLQDPEIMKEKLE 330
o

331 TFDQEADMIEEYINKRRKYIQDHLHELD 358

3. abra. Egy CotH fehérje szerkezete és AS sorrendje B. cereus baktériumban. A) Kékkel
a C-terminalis, lilaval a fehérje N-terminalis doménje kertilt jelolésre, a narancssarga szin
egy a kinazokra jellemzé alfa hélixet abrazol. B) A CotH fehérje masodlagos szerkezeti
elemeit kodolo AS szekvencia részletek, az A) pontnak megfelelé szinkoddal ellatva

(Nguyen és mtsi. 2016).
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Bacillus cereus esetén is a CotB és a CotG fehérjék tekintheték a CotH
szubsztratjanak (Nguyen és mitsi. 2016). A CotG fehérje, amely a kiilsé rétegben
helyezkedik el, szorosan egyiittmtikddik a CotH fehérjével, és jelent6s szerepiik van az
endospéra szerkezetének kialakitasaban és miikodésében (Saggese ¢és mtsi. 2014).
Tovabba ismert, hogy a CotH fehérje a COtE és gerE gének szabalyozasa alatt all. A cotE
mutans sporak esetében a kiilsé burok teljesen hidnyzik, mig a gerE mutansoknal a belsd
réteg nem tud kialakulni. Igy a kettés kontroll hianyaban a CotH fehérjének megfeleld
polipeptid nem képzddik (Zilhao és mtsi. 1999). A CotH fehérjék nem csak prokaridta
szervezetekben, hanem egyes alacsonyabbrendli eukaridtakban, illetve gombakban is
megtalalhatok (Gebremariam és mtsi. 2014). Tobb, mint 2000 CotH homoldg szekvencia
alapu analizise utan megallapitottak, hogy a bakterialis eredetii CotH fehérjék 30%-a, mig
az eukariota eredetlick 60%-a hordoz szekrécids szignal szekvenciat (Nguyen és mtsi.
2016). A proteincsaladok adatbazisa (Pfam — Protein Families Database) alapjan a CotH
fehérjék hordoznak egy tin. CotH kinaz-szeri domént, melyet gyakran kovet valamely [3-
redékben gazdag egyéb domén, példaul fibronektin-szerii-domén (Pfam: PF13287),
lamin fehérje domén (Pfam: PF00932), kitobi6z/HEXB C-terminalis domén (Pfam:
PF03174), vagy cellulozt kot6 domének (Pfam: PF00553). Ezen domének altalaban
valamely szénhidrat megkotéséért felelosek. Szamos CotH fehérje tartalmaz tovabba
dockerin l-es tipust ismétlodéseket, melyeknek ismert szerepiik van a celluloszoma

kialakitasaban (Nguyen és mtsi. 2016).

3.3.2. A CotH fehérjék szerepe fonalas gombakban

41 Mucorales izolatum genomjat vizsgalva a CotH fehérjék kivétel nélkiil
prediktalhatoak voltak a patogén képviselok kozott, amely megfigyelés a virulencidban
betdltott esetleges szerepiikre utal (Chibucos és mtsi. 2016). A mucormikoézisok kapcsan
a leggyakrabban izolalt faj, a R. delemar nyolc kiilonféle CotH fehérjével rendelkezik,
melyek  kozil hat  (CotH1-3 és  CotH6-8)  hordozza a  felszini
~MGQTNDGAYRDPTDNN” AS szekvenciat. Ez a motivum a gombasporak ¢és a gazda
endotél sejtjei kozotti specifikus  kolcsonhatdas meghatarozo  tényezdje, amely
2020). A CotH3 fehérjével valdo AS szekvencia hasonlosag alapjan valdsziniisithetd
tovabba e fehérjecsalad jelenléte a kovetkez6 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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analizise egy-egy ,,MGQTNDGAYRDPTDNN” AS szekvenciat hordozo Rhizopus
CotH2/CotH3 és RO3G 15938 fehérjét kodold gén homoldgot azonositott M.
circinelloides-ben, és 6sszesen 16 CotH-szerii fehérjét prediktalt (Annie és mtsi. 2018).
A cotH transzkriptek szama kétszerese volt a patogénnek vélt torzsek transzkriptomjaban,
mint a sajtgyartas soran alkalmazott Mucor torzsek esetében (Annie és mtsi. 2018).

A GRP78 (mas néven BiP) a Hsp70 csalad ER-ben miikodé tagja, melynek
elsédleges szerepe a fehérje foldingban van (Gonzalez-Gronow és mtsi. 2009) és a gomba

sporainak endotélsejtekbe vald belépést is kozvetiti. A stresszkoriilmények a GRP78

rrrrr

crer

Rhizopus nemzetségben azonositott CotH protein kinazok koziil kettonek (CotH2 és
CotH3) az endotél sejtekhez vald kapcsolodasban, és ez éltal az endotél sejtekbe torténd
invazioban van szerepe, mig a tobbi CotH protein szerepe egyelére ismeretlen
(Gebremariam és mtsi. 2014).

A CotH fehérjéknek a gomba patogenitasaban valo szerepét eldre jelezheti az a
tény is, hogy a Mucorales rend patogén képviseldi korében a CotH fehérjecsalad jelenléte
kimutathatd (Gebremariam €s mtsi. 2014). A ragesalok koziil az egerek a legszélesebb
korben hasznalt modellallatok a mucormikoézis tanulméanyozéasara (Schulze és mtsi. 2017,
Baldin ¢és mtsi. 2018). Az egér modellekben szdmos klinikai szempontb6l fontos
jaromsporas gombafertézéssel kapcsolatos jellemzoket tanulmanyoztak (Kamei 2001,
Gebremariam és mtsi. 2017a), beleértve az emésztdszervrendszeri (Kaur és mtsi. 2018,
Mueller és mtsi. 2019), vagy a mucormiko6zis mélyebb szerveket érintd €s szisztémas
formait, amelyeket kisérleti Giton indukalnak az allatokban (Lee és mtsi. 2014), illetve a
megbetegedésre hajlamosito alapbetegségek jelentdségét (Schulze és mtsi. 2017, Corzo-
Leon és mtsi. 2018). Annak érdekében, hogy a klinikai allapotoknak megfeleld kisérleti
jaromsporas fert6zéseket tanulmanyozzanak, nemcsak immunkompenetens egerekben,
hanem kiilonb6z6 mddon immunszuppresszalt (példaul ciklofoszfamiddal, 5-
fluorouracillal vagy kortizon acetattal) (Ibrahim és mtsi. 2007b, Watkins és mtsi. 2018,
Salas és mtsi. 2012, Luo és mtsi. 2014) illetve megbetegitett (példaul diabetes mellitus
kivaltasa sztreptozotocinnal) egerekben is végeztek mar megfigyeléseket (Liu és mtsi.
2010, Luo és mtsi. 2014, Gebremariam és mtsi. 2016). A R. delemar CotH3 fehérjéje
ellen termeltetett [gG poliklonalis antitestek alkalmazasa megvédte a DKA-ban szenvedd
egereket a mucormikdzisos megbetegedéstdl, tovabba ez a védo hatas megfigyelhetd volt

neutropénias egerek esetében is (Gebremariam és mtsi. 2014). A R. delemar CotH3
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fehérje ellen termelt IgG poliklonalis antitestek mas, rokon fajok (L. corymbifera,
Cunninghamella bertholletiae, M. circinelloides, M. ramosissimus ¢s Rhizomucor spp.)
esetén is védelmet jelentett a mucormikozisos fertézéssel szemben, amely leginkabb a
Rhizomucor és Apophysomyces, legkevésbé a Mucor fajok esetén mutatkozott meg
(Gebremariam és mtsi. 2014). Tovabba az antitestterapia a szinergikus hatds elérése
céljabol gombaellenes szerekkel kiegészitve tovabb javitotta a DKA egereknek R.
delemar fert6zéssel szembeni ellenallosagat. Ezen kutatasi eredmények alapjan az anti-
CotH3 antitestek hasznalatat igéretes kiegészitd immunterapids lehetdségként
azonositottak a human gyogyaszat szamara, egy olyan, gyakran halalos betegség ellen,
amelynek kezelése gyakran kihivast jelentd feladat (Gebremariam és mtsi. 2019).

Mivel a CotH géncsalad jelenléte egyetemesnek tekintheté a Mucorales rend
patogén fajai korében, igy az altaluk kodolt fehérjék potencialis markerek lehetnek a
mucormikozisos megbetegedések gyors diagnosztizalasaban. Egérmodellben a R.
delemar (R. oryzae), M. circinelloides, L. corymbifera és C. bertholletiae fonalas
gombaval torténd intrarachedlis fertézést kovetd 24. oraban kimutathatdo a CotH
fehérjéket kodolé nukleinsavak jelenléte a vérplazmabol, vizeletbdl ¢és a
bronchoalveolaris mosas altal kinyert mintakbol, amely hozzajarulhat a gyors és hatékony

fajazonositashoz (Baldin és mtsi. 2018).

3.4. A patogenitas genetikai hatterének vizsgalata

A jaromspords gombdk szdmos biologiai folyamatdnak és anyagcsere
utvonalanak hatterében allo genetikai és molekularis folyamatok vizsgalata tobbek kozt
a benniik szerepet jatsz6 gének modositasaval és a mutansok karakterizalasaval torténik.
A patogenitds hatterének vizsgalata nagyfok orokléstani és molekuldris ismeretek,
valamint hatékony transzformacios rendszerek alkalmazasat igényli. Elengedhetetlen
szempont a vizsgalni kivant gének kifejezddése, a megfeleld szelekcids markerek

megvalasztasa, valamint a bevitt DNS stabil fennmaradésa és replikécioja.

3.4.1. DNS bejuttatasa jaromsporas gombakba

Transzformacios rendszerekkel lehetéségiink van kiilonb6z6 DNS szakaszokat
bejuttatni a jaromsporas gombakba (akar genomi integracioval, akar 6nalldan replikalodo
elemként), és utana az igy bevitt gén(ek) szerepére kovetkeztetni. Egyes jaromsporas

gombafajok esetében (pl. M. circinelloides, Mortierella alpina) rendelkezésiinkre allnak
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megbizhatd genetikai transzformacios rendszerek a gombak genetikai modositasa
céljabol, ugy, mint a PEG-medialt protoplaszt transzformacio, az Agrobacterium
tumefaciens-kozvetitette transzformacié (ATMT — Agrobacterium tumefaciens-Mediated
Transformation), az elektroporacié és a biolisztikus modszer, azonban stabil integrativ,
illetve null-mutansok eldallitasat lehetévé technika kidolgozasa tovabbra is kihivast
jelent6 feladat (Ibrahim és Skory 2007). A vizsgalatunk targyat képez6 M. circinelloides
auxotrofiajat komplementalni képes vad tipusu (VT) leuA gént tartalmazé cirkularis
plazmiddal (van Heeswijck €s Roncero 1984). A 2000-es évek elejétdl kezdve az exogén
DNS elektroporacioval vald bejuttatasa is tért nyert (Schilde és mtsi. 2001, Torres-
Martinez és mtsi. 2016, Lee és mtsi. 2013), mely soran az intakt sejtek (pl. spordk) vagy
protoplasztok sejtfalt és a sejtmembrant nagyfesziiltségii elektromos impulzusnak teszik
ki, atjarhatova téve a bejuttatni kivant DNS szamara. Az elektroporacio, melyet a M.
circinelloides esetében is sikerrel alkalmaztak (Gutiérrez és mitsi. 2011) elvégezhetd
szferoplasztokon (Kothe és Free 1996) és csiraz6 spordkon is (Chakraborty és Kapoor
1990). A Mucorales rend tagjain tobb esetben is alkalmazasra keriilt a biolisztikus
modszer (kiilondsen az ipari és biotechnologiai fejlesztések soran) (Gonzalez-Hernandez
és mtsi. 1997, Bartsch és mtsi. 2002, Skory 2002, Ibrahim €s Skory 2007) és az ATMT-t
is (Monfort és mtsi. 2003, Nyilasi és mtsi. 2005). A biolisztikus modszer eldnye, hogy
eldkezelés nélkiili, intakt gombasejteken is alkalmazhato, igy segitségével olyan fajok is
transzformalhatoak, melyeknél a protoplasztképzés csak nehezen vagy egyaltaldn nem
megoldhato (Klein és mtsi. 1987, Hazell és mtsi. 2000). Az ATMT soran gyakran
megvalosul az egykopias integracid, jaromsporas gombak esetén azonban stabil
transzformansok ritkan figyelhet6k meg. A leggyakrabban alkalmazott génmodositasi
alapszik, melynek elofeltétele a gomba gliikkdn-, mannan- és kitintartalmu sejtfalanak

litikus enzimatikus emésztése (Iturriaga és mtsi. 1992).

3.4.2. A transzformalas soran bejuttatott DNS sorsa

A bejuttatni kivant cirkularis DNS a transzformaciot kovetéen altalaban
autonom replikalodo elemként, episzomalisan marad fenn (Iturriaga és mtsi. 1992, Benito
és mtsi. 1992, Ortiz-Alvado és mtsi. 2006), a genomba torténd, altalaban ektopikus
integraci6 igen ritka eseménynek tekinthetd (Skory 2002, 2004, 2005). Tovabbi

nehézséget jelenthet a cirkularis plazmidokkal 1étrehozott mutansok mitotikus
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instabilitasa és a szelekcids nyomas megsziinése utani plazmidvesztés (Appel és mitsi.
2004, Ortiz-Alvarado ¢és mtsi. 2006 Ibrahim és Skory 2007). A transzformalo DNS
integracidja a genomba homoldg rekombinacion alapul6 hibajavitasi utvonal segitségével
is kikényszerithet6, mely extenziv (>1000 bp homoldog szakaszokat tartalmazé linearis
DNS fragmentumok hasznalatat igényli (Ibrahim és Skory 2007). Ilyenkor a
transzformécios gyakorisag jellemzden alacsony, feltehetdleg egy, a gazdagenomot védo
mechanizmusnak koszonhetéen, amely meggatolja az idegen DNS genomba torténd
linearis fragmentumokkal valé transzformalas soran fellépé probléma tovabba a DNS
templat esetleges gytiriivé zarddasa és autonom replikalodd elemmé valasa, mely a
transzformansok instabilitasat novelheti, tovabba gyakran ektopikus integraciohoz
¢és/vagy nem kivant atrendez6édésekhez, konkatamerek képzodéséhez 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 altalaban nem integralodik a
genomba, akkor sem, ha a plazmid nagyobb, a gazdagenommal homolog szakaszokat
hordoz (Skory 2002, 2004, 2005). A fentebb emlitett nehézségek nagyban megnehezitik
a Mucorales renden beliil a mutans konyvtarak felépitését, a génfunkciok jellemzését, a
patogenitas vizsgalatokat vagy egyéb a rekombinans torzsek fejlesztésére iranyuld

kutatasokat.

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

A CRISPR-Cas9 rendszer alapja a baktériumok és archeak nukleinsav-alapu,
adaptiv immunrendszereként funkciondlé mechanizmus, mely a folyamatosan valtozo
virusgenomok ¢és idegen plazmidok elleni védelemben jatszik szerepet (Marraffini 2015).
E. coli baktérium genomjaban mindaddig ismeretlen sajatos, ismétlodé szekvencia
elemeket azonositottak, melyeket ,halmozottan eléforduld, szabalyos kozokkel
elvalasztott palindromikus ismétlédéseknek” (CRISPR) neveztek el (Ishino és mitsi.
2018), melyek hasonldsagot mutattak bakteriofagok, 6si virusok és plazmidok
szekvenciaival, igy felmeriilt a lehetdésége annak, hogy a rendszer esetlegesen egy
egyszerll adaptiv ,,immunrendszer” egyes prokariotak szamara (Mojica és mtsi. 2005).
Ezt kovetden Osszehasonlitd genomikai elemzések ravilagitottak arra, hogy a Cas
enzimek a CRISPR rendszerrel szorosan egyiittmiikddve alakitjak ki azt a védekezo
mechanizmust, mely altal a baktériumsejtbe behatolé idegen nukleinsavak felismerésre

keriilnek, majd feldarabolodnak (Makarova és mtsi. 2006). Az ismétlddések kozott olyan
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szekvencidk fedezhetok fel (helykitoltok), melyek bazissorrendje teljesen azonos
bizonyos prokariotakat fertézni képes plazmidok és bakteriofagok egy-egy részletével
(Pourcel és mtsi. 2005, Mojica és mtsi. 2005) és szamuk fagfert6zést kovetéen gyors
iitemben novekszik. A CRISPR-helykitolté szakaszok kozelében fedezhetdk fel a cas
gének, melynek mintegy 45 géncsaladja ismert (Haft és mtsi. 2005). A baktériumok
virusok elleni védekez6 mechanizmusanak elsd szakaszaban a viruseredetii nukleinsavak
a baktériumsejtbe valo bejutasukat kovetden, a Cas fehérje komplex altal elvagodnak. A
viralis genom azon szakaszat, mely a Cas proteinek segitségével kivagasra keriil és beépiil
a baktérium genomjaba, protospacer-nek nevezziik. A protospacer kivalasztasa nem
véletlenszerii: gyakran protospacer melletti motivum (PAM — Protospacer Adjacent
Motif) szekvencia hatarolja a CRISPR lokuszba beillesztendé génszakaszt. A PAM
szekvenciak bazisosszetétele eltérhet az egyes Cas proteinek kozott. A S. pyrogenes Cas9
fehérjéjének PAM szekvenciaja egy harom bazispar hosszusagu 5’-NGG szakasz (ahol
az N tetszbleges bazis lehet). Ett6l a PAM szekvenciatol fentebbi iranyban 1évo ~24-48
bazisparos szakasz keriil kivagasra ¢és beillesztésre a bakterialis kromoszoma CRISPR
l6kuszanak révid (~30 bp), palindrom szekvenciai kozé. Igy a baktérium genomjaban
l1étrejon egy olyan struktara, mely az ismétlodd szekvenciak kozott tartalmazza a virdlis
genom rovid helykitolto (spacer) DNS szakaszait. A keletkez6 helykitolté szekvencia a
CRISPR l6kuszba beépiilve helykitoltd szakassza valik, majd a CRISPR 16kuszrol ezt
kovetéen egy kisméretii pre-transzkriptum (pre-crRNS) irédik at, mely kapcsolodasi
feliiletet biztosit a transz-aktivalo crRNS-ek (tracrRNS) és a Cas9 endonukleaz szamara,
melyet a polimeraz I11 RNS-fehérje komplex altali hasitas kovet. Minden crRNS (Crispr-
RNS) két részbdl tevodik Ossze: egy viralis spacer és egy gazda eredetli ismétlodo
(repeat) szekvenciabol. Mivel az idegen DNS identikus a Cas nukleazzal komplexet
alkotd crRNS spacer szakaszaval, ezért a nukledz képes felismerni és elhasitani a vele
komplementer szekvenciat, tompa végu kettds torést hozva ezzel 1étre a virusgenomban
(Arras és mtsi. 2016). Egy esetleges 1j fertdzés esetén a Cas enzimek a helykitoltokrol

masolt crRNS-ek segitségével ismerik fel és iktatjak ki a célszekvenciat [4. abra].
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4. abra. A CRISPR-Cas9 rendszer alkotdelemei: PAM (3 bazisparos szakasz, ami mellett
a Cas9 hasitani képes), vezetd RNS (egyszala RNS, mely az enzimet célzott helyre
iranyitja), a tractRNS és crRNS (mely 6sszekapcsolhatéd egy loop motivumon keresztiil);

Cas9 (dsDNS hasitast végz6é endonukledz enzim).

A crRNS-el és tracrRNS-el végzett kisérletek soran kidertilt, hogy a kétféle RN'S
akar fuzionalt formaban, egyetlen vezetd RNS-ként (single-guide RNS — sgRNS) is
expresszalhatd (Nedvig és mtsi. 2015). Az igy létrehozott szintetikus, kiméra sgRNS
bazisparosodassal képes felismerni, €és Cas9 endonukledzzal valé kolcsonhatas révén
elhasitani a kivant célszekvenciat. A célszekvencia felismerése és hasitasa tehat
szekvencia komplementaritast igényel a ctrRNS és a DNS kozott, és egy PAM motivumot
a célszekvencia 3’ végén (Mali és mtsi. 2013). A minddssze 20 nt hosszisagu vezetd RNS
szal megvaltoztatdsaval a CRISPR-Cas9 rendszer alkalmas lehet nemcsak viralis
nukleinsav, hanem barmilyen DNS szekvencia kivant helyen torténd hasitdsara, mely
alkalmassa teszi a célzott génmanipulacié megvalositasara, tovabba a CRISPR rendszer
tobb, egyedi vezet6-RNS (gRNS) egyidejii hasznalatat is lehetévé teszi, mely lehetdséget
teremt tobb 16kusz egyidejii megcélzasara is. Ez a rendszer emiatt igen rugalmasnak,
koltséghatékonynak, kevésbé iddigényesnek tekinthetd, valamint konnyebb
tervezhetdséget €s jobb célozhatosagot tesz lehetdvé (Sander és Joung 2014).

A CRISPR-Cas9 génmanipulaciés modszer alapja a helyspecifikus DNS-kettds
szaltorés (DSB — Double-Stranded Break), a DNS egyszalu térés (SSB — Single-Stranded
Break (,,nick”), melyek endogén javitdé mechanizmusok aktivalasat, majd az ezt kovetd
hibajavitast indukaljak (Jiang és Marraffini 2015). A hibajavitasnak, annak alapjan, hogy
jelen van-e homol6g DNS templat, két f6 mechanizmusa lehetséges (Jackson 2002). A

NHEJ (Non-Homologous End-Joining) a nem homolog végek 6sszekapcsolasat, ligalasat
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jelenti (Chang és mitsi. 2017). Ezen Gtvonal miikddése soran kisebb deléciok, illetve
inszerciok jonnek l1étre, ugyanis a torott szalvégek gyakran nem tartalmazzak a ligalashoz
sziikséges 3’OH, illetve 5’ foszfat csoportokat, ezért a torott szalvégekhez a Ku70/Ku80
fehérjékbol allo komplex, majd exonukleaz aktivitasu fehérjék (Mrell-Rad50-Xrs2
komplex) kapcsolodnak és visszaemésztenek néhany bazispart a torott végekrdl, ami
véletlenszerli folyamat ¢és mutaciot eredményezhet. Ezt kovetéen a DNS szal
folytonossagat a DNS ligaz IV altali ligalas allitja helyre (Mchta és Haber 2014). A
homolog rekombinacion alapuld hibajavitas (HDR — Homology-Directed Repair) az
NHEJ-vel ellentétben hibamentes javitdé mechanizmus, melyhez sziikséges egy ép,
homolég templat DNS jelenléte (Zhao ¢és mtsi. 2017). A HDR els6 1épése egy hosszu,
néhany szaz bazisparos 3’ tilnytlo vég létrehozasa a tordtt DNS molekuldn. A szabadda
valt 3’ tilnyulod vég stabilizalasat a DNS-koto fehérje (RPA) fehérje egységek, majd a
Rad51 fehérje végzi, mely funkcidjat tekintve a szekvencia homologia keresésének és
felismerésének fehérjéje (Mehta és Haber 2014). A templat alapu javitdas a DNS-
molekulaszakaszok igen preciz (bdzis pontossagu) reciprok cseréje, ezért inszertek és
deléciok jelenléte nem gyakori a HDR javité mechanizmust kovetden (Wright és mitsi.
2018). A CRISPR-Cas9 rendszer miikddése soran indukalt DNS-t6rést kovetéen a HDR
soran a nativ szekvencia helyett gyakorlatilag barmilyen, akar markergénnel vagy
restrikcios hellyel ellatott HDR-templat alkalmazésa is lehetséges, mely megkonnyiti a
sikeres HDR események nyomon kovetését (Cong ¢és Zhang 2015). A HDR
felhasznalhato a genom specifikus szerkesztésére, beleértve a gének kiiitését és
inszerciojat, helyettesitését és pontmutaciok létrehozasat (Arnoult és mtsi. 2017). Fonalas
gombak esetében a NHEJ (Nodvig és mtsi. 2015, Wenderoth és mtsi. 2017, Wang és mtsi.
2016) és a HDR (Zhang és mtsi. 2016, Pohl és mtsi. 2016) mechanizmusra épiil6 stratégia
is fellelheté a CRISPR-Cas9 rendszert alkalmazo célzott génszerkesztési eljarasok kozott.

A CRISPR-Cas9 rendszer fonalas gombakban torténd alkalmazasara szamos
stratégia sziiletett, mely magaba foglalja a Cas9 endonukleaz és az sgRNS-t kodolo DNS
bevitelét a rendszerbe (Arras és mtsi. 2016, Shi és mtsi. 2019); a Cas9 fehérjét kodolo
DNS-sel torténd transzformaciot kovetden, in vitro atirt sgRNS-ek alkalmazasat (Chen és
mtsi. 2018); egy elére Osszeallitott Cas9/sgRNS ribonukleoprotein (RNP —
Ribonucleoprotein) komplexszel valé génszerkesztési megkozelitést (Wang és mitsi.
2018). Egyes esetekben a Cas9 enzimet kodold gént tranziensen, egy replikacios origo €s

a gazdagenommal homolog szekvencia nélkiili plazmid részeként juttatjak be genomba,
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ahol ko-transzformaldodik a szelekcios markert hordozé donor DNS-sel egyiitt keriil a
sejtbe (Arazoe és mtsi. 2015, Huck és mtsi. 2019), mig egy masik stratégia szerint az
endonukledzt kodold gént egy autoném modon replikalodo szekvenciat (ARS) hordozo
onreplikalodo plazmiddal tartjdk fenn mindaddig, mig a szelekciés nyomas fennall
(Wenderoth és mtsi. 2017).

Béar a CRISPR-Cas9 rendszer altali génszerkesztés soran az RNS iranyitotta
nukledzok altalaban pontosan hasitjak a célszekvenciat, lehetséges hatranyként mégis
emlitést kell tenniink az esetleges off-target hasitasrol, melyek nem kivanatos NHEJ-
indukalta indelek keletkezéséhez vezethetnek. Ennek elkeriilésének egy lehetséges modja
a komplement régié 5° végén rovidebb (17-18 nt nagysagh), csonkolt vezeté RNS-ek
(truncated gRNS — tru-gRNS) hasznalata (Sander és Joung 2014).

A CRISPR-Cas9 gyors ¢s megbizhatdé genommodositd eszkozt kinal a mutans
torzsek eldallitasdhoz, mely mind az alap, mind az alkalmazott kutatasban segitségiil

szolgalhat, azonban jaromsporas gombak esetén kordbban nem alkalmaztak.
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4. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy a jaromspdras gombak kivaltotta fertézések klinikai
jelentésége egyre inkdbb nd, keveset tudunk a fertézOképességiiket meghatirozo
virulencia faktorokrol. Ezen mechanizmusok meghatarozasa és alapos vizsgalata a
jov6ben 1j, hatékonyabb, célzott terapias kezelések alapjat képezhetik. Ehhez elsésorban
egy olyan megbizhato és konnyen alkalmazhatd génsebészeti eszkdzre van sziikségiink,
melynek segitségével megvalosithato a gazda-patogén interakcidoban szereppel bird

gének feltérképezése, funkcidjuk megismerése.
Ennek érdekében a kdvetkezd célok megvalositasat tiiztiik ki:

1. A CRISPR-Cas9 rendszer optimalizalasa Mucor circinelloides jaromsporas
gombdra;

2. A cotH géncsalad azonositasa és in silico jellemzése Mucor circinelloides-ben;

3. A gazda-patogén interakcidban potencialisan szerepet jatszo COtH gének
genombol torténd eltavolitasa és egy diszrupcios konyvtar létrehozasa CRISPR-
Cas9 eljarassal;

4. A létrehozott diszrupcios konyvtar tagjainak morfologiai, fiziologiai és genetikai
jellemzése;

5. A CotH fehérjék patogenitasban betoltott szerepének vizsgalata in vitro és in vivo

modellekben.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kutatas soran felhasznalt torzsek, sejtvonalak

Transzformacios kisérleteinkhez a M. circinelloides f. lusitanicus CBS277.49
izolatumot és ennek leuA™ és pyrG™ kétszeres auxotrof mutans MS12 torzsét alkalmaztuk
(Benito és mtsi. 1992, Szeged Microbial Collection, University of Szeged, Hungary
(SZMC) 12082). Kisérleteinkhez felhasznaltuk tovabba a M. circinelloides f. lusitanicus
CBS277.49 izolatum leuA™ és pyrG™ kétszeres auxotréf mutans MS12 térzsének pyrG
komplementalt (MS12+pyrG) torzsét, melyet kutatocsoportunk CRISPR-Cas9
génszerkesztéssel hozott 1étre.

A fagocitozis vizsgalatok sordn BALB/c ndstény egerek tumoros
sejtcsoportjabdl izolalt monocitaszeri J774.2 sejtvonalat hasznaltunk.

Az in vivo patogenitasi vizsgalatokat Oregon R ecetmuslica (Drosophila
melanogaster) torzs (Bloomington Drosophila Stock Center), viaszmoly (Galleria
mellonella) larvak (BioSystems Technology, TruLarv) és DKA Bagg albino (BALB/c)
him egerek (>20 g) (National Cancer Institute) bevonasaval végeztiik.

5.2. Alkalmazott taptalajok, tapoldatok és tenyésztési koriilmények

5.2.1. A tenyésztés soran alkalmazott taptalajok/tapoldatok

A kisérletek soran felhasznalt vegyiiletek a VWR Chemicals gyartotol

szarmaztak, ettdl eltérd esetben a gyartot kiilon feltiintettiik.

Minimal tapoldat/taptalaj (YNBM): 1% (m/V) D-glikéz; 0,15% (m/V)
ammoénium-szulfat; 0,15% (m/V) Na-L-glutamat; 0,05% (m/V) éleszté nitrogénforras
(YNB — Yeast Nitrogen Base) (Sigma-Aldrich); desztillalt viz; sziikség esetén 0,05%
(m/V) uracillal (Sigma-Aldrich) és/vagy 0,05% (m/V) leucinnal (Sigma-Aldrich)
kiegészitve (pH=4,5). Szilard taptalaj eléallitasahoz 2% (m/V) agart adtunk a
tapoldathoz. PEG-kozvetitette protoplaszt-transzformacioé soran a protoplasztokat 0,8 M
szorbitolt és 1% (m/V) agart tartalmaz6 YNBM feddagarral 6sszekeverve (pH=3,2)
ontottiik 0,8 M szorbitollal kiegészitett, 2% agart tartalmazé YNBM taptalajra. Kisérlettol
fliggben a minimal tapoldatot Kongo Vorés (KV) (2 mg/ml); Kalkofluor Fehér (KF) (0,1
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mg/ml) sejtfal stresszorokkal, tovabba natrium-dodecil-szulfat (SDS) (0,004% (m/V))
sejtmembran detergenssel egészitettiik ki. Téptalaj esetén az adott stresszor tartalmu
tapoldathoz tovabbi 2% (m/V) agart adtunk.

Eleszté-gliikéz taptalaj (YEG): 1% (m/V) D-glikoz; 0,5% (m/V)
¢élesztékivonat; desztillalt viz; szilard taptalaj eldallitasahoz 2% (m/V) agart adtunk a
taptalajhoz.

Malatas tapoldat/taptalaj (MEA): 1% (m/V) D-glikéz; 0,5% (m/V)
¢lesztokivonat; 1% (V/V) malatakivonat; desztillalt viz; szilard taptalaj eldallitasakor a
tapoldathoz 2% (m/V) agart adtunk.

J774.2 sejtek tenyésztésére hasznalt tapoldat: RPMI-1640 tapoldat
(BioWhittaker) kiegészitve 10% (V/V) 56 °C-on 40 percig hdinaktivalt 0jsziilott
borjuszérummal (FBS — Fetal Bovine Serum) (Euroclone), valamint sziikség esetén 100

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

5.2.2. Kisérletek soran alkalmazott oldatok, pufferek és reagensek

10x PBS oldat (foszfat pufferelt séoldat): 8% (m/V) NaCl; 0,2% (m/V) KCI; 1,44%
(M/V) NazHPOg; 0,24% (m/V) KH2PO4 (pH=7,4); desztillalt viz.

Protoplasztképzéshez és PEG-medialt transzformaciohoz hasznalt oldatok:

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

CaClz (1 M): 14,702 g; 100 ml desztillalt viz.

PEG 4000 (60%-0s): 60 g/100 ml desztillalt viz.

MOPS (3-N-morfolin-propanszulfonsav) (0,5 M): puffer, 5,231 g/50 ml desztillalt
viz.

Natrium-foszfat puffer: 1,275 g (25 mM) NaHPOg4 (dinatrium foszfat, monohidrat)
és 3,725 g (75 mM) NaH2PO4 (mononatrium foszfat, heptahidrat) desztillalt vizben
oldva.

Szorbitol - MOPS - kalcium-klorid (SMC): (50 ml végtérfogatban) 2,5 ml 1 M
CaClz; 1 ml 0,5 M MOPS; 16,65 ml 2,4 M; 38,5 ml desztillalt viz.

PEG 4000 - szorbitol - MOPS - kalcium-klorid (PMC): 13,33 ml 60%-0s PEG4000;
400 pl 0,5 M MOPS; 6,6 ml 2,4 M szorbitol; 1 ml 1 M CaCly; desztillalt viz.
Protoplasztalé oldat: (30 ml végtérfogatban) 3 ml 100 mM Natrium-foszfat puffer;
10 ml 2,4 M szorbitol; 17 ml desztillalt viz; 0,45 g (1,5% (m/V)) csigaenzim por.
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Fagocitozis kisérletekhez felhasznalt oldatok, reagensek:

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) tapoldat: RPMI-1640 (Sigma-Aldrich);
0,3 mg/I L-glutamin.

Foszfat puffer (PBS): 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NaxHPOs; 2 mM
KH2POys; desztillalt vizben (pH=7,4).

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

Galleria mellonella in vivo fertézéshez hasznalt oldat:

IPS (Insect Physiological Saline): 150 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM EDTA ¢és 30
MM natrium-citrat 0,1 M Tris—HCI-ban (pH=6,9).

5.3. Kisérletek soran alkalmazott inditoszekvenciak

A reakcidhoz sziikséges oligonukleotid primerek tervezéséhez a PerlPrimer
v1.1.5 szamitogépes programot hasznaltuk fel (Marshall 2004). Az altalunk tervezett

inditészekvenciakat az 1. szama mellékletben mutatjuk be.

5.4. Vizsgalati modszerek és koriilmények

5.4.1. Molekularis modszerek
5.4.1.1. Genomi DNS kinyerése gombasejtekbdl

A kisérletek soran alkalmazott M. circinelloides térzsek genomi DNS-ének
izolalasahoz ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research) Kit-et

alkalmaztunk a gyart6 utasitdsainak megfelelden.
5.4.1.2. Agaréz gélelektroforézis

A DNS fragmentek szeparalasat agaroz gélelektroforézis segitségével végeztiik.
DNS mintankhoz mintafelvivé puffert (6x LD puffer (Thermo Scientific™)) adtunk,
majd 0,8% (m/V)-os (Lonza) gélen, 80-110 V-os fesziiltségen kb. 1 o6ran keresztiil
futtattuk. Az agardz gél elkészitéséhez €s futtatdo pufferként is Tris-ecetsav-dinatrium-
EDTA (TAE; 40 mM Tris-ecetsav (pH=7,6); 1 mM NaEDTA oldatban) puffert
hasznaltunk. A DNS fragmentumok lathatova tételéhez etidium-bromidos (0,5 pg/ml)
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festést alkalmazunk (etidium-bromid (Sigma-Aldrich) 10 mg/ml, desztillalt vizben
oldva). A fragmentumok méretének meghatarozasahoz 1 kb-os molekulasily marker
(Thermo Scientific™) steril desztillalt viz — molekulastily marker — 6Xx DNS mintapuffer
4:1:1 aranyu keverékét hasznaltunk. A futtatast kovetden a DNS termékeket UV fény

alatt detektaltunk, majd digitalisan rogzitettiik.
5.4.1.3. DNS visszanyerése agaroz gélbél

A gélelektroforézist kovetéen a DNS-t tartalmazod savokat UV fénnyel
vizualizaltuk és steril szike segitségével kivagtuk a 0,8% (m/V) agardzt tartalmazo gélbol.
A DNS-t ezt kovetden Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo Research)

segitségével nyertiik vissza az agar6oz gelbdl, a gyarto utasitasainak megfelelden.
5.4.1.4. RNS tisztitas gombasejtekbol

Gombasejtekbdl torténd RNS tisztitashoz Quick-RNA MiniPrep kitet (Zymo
Research) hasznaltunk a gyarté utasitasainak megfeleléen. Az izolalt RNS mennyiségét
NanoDrop spektofotométer (ND-1000 Spectophotometer, Thermo Scientific™)

segitségével hataroztuk meg.
5.4.1.5. ¢cDNS szintézis (reverz transzkripcio)

DNaz kezelt RNS mintakbol a reverz transzkripciot Maxima H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific™) segitségével végeztiik el. Egy
reakciohoz 0,25 ul oligo(dT)18 és 0,25 pl random hexamer (10uM) inditoszekvenciakat

hasznaltunk fel. A cDNS szintézist a gyart6 utasitasainak megfelelen végeztiik el.
5.4.1.6. Polimeraz lancreakcio (PCR) technika

Kisérleteink soran kiilonb6z6 PCR technikakat alkalmaztunk. A reakciokat T3
Thermocycler (Biometra) késziilékben végeztiik, a real-time PCR esetében C1000
Thermal Cycler késziiléket és CFX96 Real-Time System (Bio-Rad) detektalo rendszert
hasznaltunk. qRT-PCR reakciok sordn a transzkripcids szintek meghatarozasdhoz a
méréseket monosporangialis telepekbdl izolalt RNS-bol reverz transzkripcidval
eléallitott cDNS-bol végeztiik el. A reakciokat Maxima SYBR Green qPCR Master Mix

(Thermo Scientific™) segitségével mértiik Ossze, a gyartd utasitasai szerint.
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5.4.1.7. Faziés konstrukciok létrehozasa

A diszrupcios mutansok létrehozasahoz sziikséges kazettakat , Fuzios PCR”
segitségével (Szewczyk és mtsi. 2006) valositottuk meg, melyhez a Phusion Flash High-
Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific™) kit-et hasznaltuk, a gyarto utasitasainak
megfeleléen. A diszrupciods kazettak szerkesztési elvét a 2. szamu melléklet szemlélteti.
A munkafolyamat soran felhasznalt inditoszekvenciakat, melyeket 10 pM-o0s
koncentracioban alkalmaztuk, az 1. szamu mellékletben foglaltuk G6ssze. A fazids
templat DNS konstrukciok 1étrehozasat a célzott gént koriilhatdrolo upstream és
downstream szomszédos régiok, valamint a szelekciés marker gén egyenkénti
amplifikalasa elézte meg. A célgénnel homoldg régiok felszaporitasanak
reakciokoriilményei a kovetkezok voltak: 98 °C, 10 masodperc (s) kezdeti denaturécio;
30 cikluson at 98 °C, 1 s denaturacio; 55 °C, 5 s hibridizacio és 72 °C, 20 s, tovabba 72
°C, 1 perc utopolimerizacid. A szelekcidos markerként hasznalt gén az orotidin-5-foszfat-
dekarboxilazt kodolo és az uracil auxotréfiat komplementald pyrG volt (Benito és mtsi.
1992). A teljes pyrG gén felszaporitasahoz a M. circinelloides genomi DNS-ét (5-10 ng)
hasznaltuk fel. Alkalmazott reakciokoriilmények a pyrG gén felszaporitdsa esetén a
kovetkezok voltak: 98 °C, 10 s kezdeti denaturacid; 30 cikluson at 98 °C, 1 s denaturacio;
60 °C, 5 s hibridizécio; 72 °C, 45 s polimerizacio, tovabba 72 °C, 1 perc utopolimerizacio.
A Fuziés PCR” létrehozasdhoz egyenld aranyban (1:1:1) alkalmaztuk a
fragmentumokat, majd a kapott PCR termékeket a Zymoclean DNA Clean &
Concentrator ™-5 (Zymo Research) kit 4ltal tisztitottuk meg.

5.4.1.8. gRT-PCR reakciok a transzkripcios szintek meghatarozasahoz

A méréseket monosporangialis telepekbdl izoldlt RNS-rél reverz
transzkripcioval eldallitott cDNS-bol végeztiik el CFX96 Real Time System (Bio-rad)
berendezés és 2x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific™)
segitségével. A reakcio elso 1épése egy 95 °C-0s, 3 perces elddenaturacio, majd ezt kdveti
40 ciklus az alabbi paraméterekkel: 95 °C, 1 perc; 60 °C, 30 s; 72 °C, 30 s. Az igy kapott
eredményeket a 222" modszer segitségével értékeltiik ki (Livak és Schmittgen 2001).
Belso kontrollként a M. circinelloides aktin (ACT) génjét hasznaltuk (Nagy és mtsi. 2014,
Dankai és mtsi. 2015). Minden mérés legalabb 3 technikai parhuzamossal tortént. A

reakciokban hasznalt inditdszekvenciak listajat az 1. szama melléklet tartalmazza.
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A reakciok 6sszemérése 20 pl végtérfogatban tortént 96 lyuki lemezeken:

20-50 ng cDNS
10 uM - 10 uM specifikus inditészekvencia [1. szamu melléklet]
1x Maxima SYBR Green gPCR Master Mix

5.5. Gombasejtek fenntartasa és transzformalasa

5.5.1. Tenyésztési koriilmények

A gombatdrzseket minimal taptalajon (amennyiben sziikséges uracillal vagy
leucinnal kiegészitve), kéthavonként torténd atoltassal, 4 °C-on tartottuk fenn, tovabba
minden héten elvégeztiik a torzsek atoltdsat MEA taptalajra. Tenyésztésiik altalaban 28
°C-on, négy napig, alland6é megvildgitas mellett tortént. Esetenként a hdmérsékletet (20-
37 °C kozott) és a tenyésztési idot (leoltastol szamitott 4 6ra — 7 nap) a kisérleteknek
megfeleléen valtoztattuk. Az anaerob tenyésztéseket BBL GasPak Anaerobic System
(Beckton Dickinson) segitségével végeztiik. Késébbi felhasznalas esetén a taptalajrol
gyljtott micéliumot (desztillalt vizes mosas utan) fagyasztva taroltuk -80 °C-on. J774.2
sejtek tenyésztése/fenntartdsa sordn a fagocitak felnevelése a korabban leirt dsszetételdl,
a sejttipusnak megfeleld tapoldatban tortént, 37 °C, 5% (V/IV) CO2 tenzi6 és 100%-0S

relativ paratartalom mellett.

5.5.2. Gombasejtek protoplaszt transzformaciéja CRISPR-Cas9 rendszer

segitségével

Az altalunk alkalmazott mddszer a van Heeswijck és Roncero (1984) altal leirt
PEG-medialt transzformacion alapult. Az MS12 térzs minimal taptalajon, 4-5 napon
keresztiil, fényben nevelt tenyészetérdl steril desztilldlt vizzel lemostuk a
sporangiospdrakat, majd a tomény sporaszuszpenziobol oltotiivel, celofankoronggal
fedett YEG téaptalajra oltottunk. A tenyészeteket 28 °C-on, 16 o6ran keresztiil neveltiik,
majd a micéliumkorongokat protoplasztalo oldatba helyeztik és 3 oran at,
szobahémérsékleten razatva inkubaltuk (50 RPM). A sejtfal oldasahoz sajat készitést,
éticsiga (Helix pomatia) gyomorbdl preparalt litikus emésztéenzimet hasznaltunk. SMC
pufferrel atmosva a micéliumkorongokat a protoplasztokat tolcsérbe helyezett gézen

keresztiil sterilen atsziirtiikk. A centrifugalassal (2162 x g, 10 perc, 4 °C) Osszegyjtott
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protoplasztokat 5 ml SMC pufferrel mostuk, majd Gjabb centrifugalas utan 250 ul SMC
pufferben szuszpendaltuk.

A protospacer szekvenciakkal kolcsonhatdo Alt-R CRISPR crRNS és Alt-R
CRISPR-Cas9 tracrRNS molekuldkat az IDT-tol (Integrated DNA Technologies)
szereztilkk be. A crRNS:tracrRNS duplexek (gRNS) létrehozasdhoz a Nuclease-Free
Duplex Buffer-t (IDT) hasznaltuk, a gyarté utasitasainak megfeleléen. A M.
circinelloides MS12 és CBS277.49 torzs carB génjének diszrupcidjahoz hasznalt
protospacer szekvencia az 5’ gagcgcattcaagaccacct *3 volt. A 250 ul SMC pufferbe felvett
protoplasztokhoz a carB génre specifikus (kisérlett6l fiiggden) 50-100-200 uM gRNS-t
(IDT) és 50-100-200 uM Cas9 endonukleazt (IDT) és 20 pl PMC puffert adtunk. Ezutan
a mintakat fél oran keresztiil jégen inkubaltuk. Tovabbi 2,5 ml PMC puffer hozzdadasa
utan a mintakat 25 percig szobahémérsékleten inkubaltuk, majd azokat 25 ml SMC
pufferrel higitva centrifugaltuk (2162 x g, 10 perc, 4 °C). 20 ml SMC pufferrel mostuk a
sejteket, majd az ezt kovetd centrifugalasi 1épést (2162 x g, 10 perc, 4 °C) utan a
kitilepitett sejteket, 200 ul SMC-ben szuszpendaltuk, €és szorbitollal kiegészitett YNBM
fedbagarral (1% (m/V) agar) Osszekeverve szorbitolt tartalmazé YNBM csészékre
ontottik (2% (m/V) agar). A csészéket 4-10 napig, allanddé megvilagitas mellett, a
transzformans telepek megjelenéséig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Iranyitott
mutagenezis esetén 5-10-15 pg fuziés PCR termékkel egészitettiik ki a transzformald
kozeget. A szelekciot ebben az esetben leucinnal (0,05% (m/V)) kiegészitett taptalaj
biztositotta. Kontrollként a CRISPR-Cas9 rendszer alkoto6it és a diszrupcios kazettat
nélkiil6zo elrendezést is alkalmaztunk.

A cotH gének elrontasa céljabol 250 pul SMC pufferbe felvett protoplasztokhoz
5-10 pg fuzioés PCR terméket, a génekre specifikus 100 uM gRNS-t (IDT), 10 uM Cas9
endonukledzt (IDT) és 20 ul PMC puffert adtunk. A tovabbiakban a fentebb emlitett
protokoll szerint jartunk el. A cotH mutansokat pyrG szelekcios markerre szelektaltuk,
ezért a taptalajokat leucinnal (0,05% (m/V)) egészitettiik ki. A csészéket 4-10 napig,
fényt6l elzart helyen, a transzformans telepek megjelenéséig szobahdmérsékleten

inkubaltuk.

5.5.3. Monosporangiilis telepek izoldlasa és a mitotikus stabilitas vizsgalata

a gének elrontasat kovetoen

A szelektiv taptalajon nétt telepek sporangiosporait desztillalt vizzel lemostuk,

majd a sporaszuszpenziobol tobb 1épcsdben tizszeres higitasi sort készitettiink, és ezekbdl
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csészénként 50, illetve 100 pl-t szélesztettiink a szelekcids markert tartalmazo6 taptalajra.
A tovabbiakban az egy sporabdl kindvo transzformans telepekkel dolgoztunk, miutan
tovabboltottuk szelektiv taptalajra. Egymas utan tobbszor (4-5 atoltas), is elvégeztik a
monosporangialis telepek izolalasat. A transzforméansok mitotikus stabilitasanak
vizsgélatdit minden transzforméci6 utan elvégeztik. Ennek érdekében néhany
transzformans gombatelepet MEA taptalajon ndvesztettiink 28 °C-on 4-7 napig, majd a
sporangiosporak lemosasa utan azokat ismét MEA taptalajra szélesztettik. Ezt 15

alkalommal megismételtiik, végiil a sporangiosporakat szelektiv taptalajra oltottuk.

5.6. Diszrupcios torzsek karakterizalasa

5.6.1. Altalanos fenotipikus analizishez hasznalt médszerek
5.6.1.1. A torzsek novekedési képességének vizsgalata

A gombasejteket az 5.5.1 pontban leirtaknak megfelel6en eléneveltiik. A sporak
csirazasi képességének meghatarozasahoz a telepekrdl steril desztillalt vizzel lemostuk a
sporakat, majd 30 ml minimal taptalajra oltottuk azokat ugy, hogy a spérakoncentraciot
minden esetben 10 spora/ml-re allitottuk be. A telepatmérd novekedésének vizsgalatahoz
szilird YNBM taptalaj kdzepére 10* sporat cseppentettiink, amit steril fiilke alatt
beszaritottunk. A leoltastol szdmitva 4 napon keresztiil vizsgaltuk a novekvd telepek
atmérdjét és 4. napon mért szaraztomegét. A ndvekedés vizsgalatokat kiilonbozd
homérsékleteken (20, 28, 35 °C), valamint anaerob koriilmények kozott is elvégeztiik.

A stressztoleranciat vizsgalo kisérletek alkalmaval a taptalajokat KR, KF
stresszorokkal é¢s SDS sejtmembran detergenssel egészitettiik ki az 5.2.1. fejezetben leirt
modon, illetve a gomba térzsek menadionra és H2Op-re vald érzékenységét 96 lyuku
mikrotiter lemezen vizsgaltuk, ahol a menadion 0-10 mM, a H20> végs6 koncentracidja
pedig 0 és 0,5 mM kozotti, tovabba az egy lyukra esé Sporangiosporak végséd
koncentréacidja 10%/ml volt. Hattérkontrollként 200 ul YNBM tépoldatot alkalmaztunk. A
mikrotiter lemezeket 3 napig 28 °C-on, allandé hémérsékleten tenyésztettik és a
tenyészet optikai denzitasat 620 nm-en Jupiter HD plate leolvasé segitségével (ASYS
Hitech GmbH) hataroztuk meg. Minden mérést 3 parhuzamosban végeztiink. Az
atlagolas, illetve a hattérabszorbancia levondsa utan a stresszorok hatdsanak kiszamitasat

a novekedési kontrollhoz (100%) viszonyitva adtuk meg.
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5.6.1.2. A gombaspérak vizsgilata transzmisszios elektronmikroszkép (TEM)

segitségével

A M. circinelloides gombaspérak paramétercinek megallapitasat, tovabba
szerkezetének vizsgalatat (JEM-1400Flash; JEOL) transzmisszios elektromikroszkoppal
(TEM) végeztik el. A statisztikai analizishez parositatlan, kétmintas t-probat
alkalmaztunk a GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com) program segitségével. A cirkularitasi index meghatarozasa az
alabbi képlet alapjan tortént: Cli=2\mAi/pi, ahol A a vizsgalt objektum teriilete, a pi pedig

a vizsgalt objektum kertilete.

5.6.1.3. A gombaspérak felszinének vizsgalata pasztazé elektronmikroszkop (SEM)

segitségével

Az gombaspordk felszinének nagy felbontdsu, optikai vizsgalatat pasztazod
elektronmikroszkdp (SEM) segitségével végeztiik el. A mintékat 2,5% glutaraldehidben
szobahémérsékleten 2 orat inkubaltuk, majd 50%, 70%, 80%, 90% és 100%-0s etanollal
2x15 perces id6tartamokban viztelenitettiik. A mintakat ezutan terc-butil-alkohol:
abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyt keverékébe, majd 100%-0s terc-butil alkoholba
helyeztiik 1-1 érara, szobahémérsékleten. A mintakat végiil tomény terc-butil alkoholban
4 °C-on taroltuk, és egy ¢jszakan at fagyasztva szaritottuk. A mintakat a mintatartd
korongra rogzitettiik, majd a sziikséges aranyréteg felvitelét kovetden (Quorum

Technologies SC 7620 *Mini’) a Hitachi S4700 SEM segitségével vizsgaltuk.

5.6.2. Funkci6 beazonositas érdekében hasznalt egyéb kisérleti médszerek
5.6.2.1. A gombaspérik felszinének fluoreszcens festékkel torténd vizsgalata

A gombasporakat 1x PBS pufferrel haromszor mostuk (2162 x g, 5 perc). A
pelletet 0,5 ml 1% (m/V) szarvasmarhaszérum albumin (BSA) (blocking) oldatban
szuszpendaltuk fel és 30 percen at szobahdn egyenletesen forgatva inkubaltuk. A sejteket
1x PBS-sel hdromszor mostuk, végiil 400 pul 1x PBS-ben szuszpendaltuk fel. A
vizsgalandé torzsek sporait 107/ml koncentracidban tartalmazé PBS oldatban (pH=7,4)
festettiik 45 percig 0,5 ml 5 pg/ml KF festékek oldattal a kitin detektalasa, tovabba 100
ng/ml Konkavalin A-fluoreszcein-izotiocianat festékes oldattal (ConA-FITC) a mannozil

szarmazékok detektalasa céljabol. Festést kovetéen a mintakat 1x PBS oldattal mostuk 5
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alkalommal. A festés minden 1épése kdzvetlen fénytdl elzartan, lehetdség szerint sotétben
tortént. A festett gombasejtekrél a fluoreszcens felvételek Zeiss Axioscope 40
mikroszkoppal €s Axiocam Mrc kamerdval késziiltek. A kitin detektalasahoz 350 nm
excitacios és 432 nm emisszios sziir6t hasznaltunk, mig az Konkavalin A-fluoreszcein-
izotiocianat festést kovetden 495 nm excitacios és 515 nm emisszios értékkel bird sziirdt
alkalmaztunk. A mintdk mérését FlowSight Imaging Flow Cytometer (Amnis)
késziilékkel is elvégeztiik, a kiértékeléshez pedig a hozza tartozé IDEAS 6.2 szoftvert
hasznaltuk. A fluoreszcens mikroszkdoppal késziilt mintdk esetében a festékek intenzitasat

a kiilonbozo torzsek esetében az ImagelJ2 (Fiji) alkalmazas segitségével hataroztuk meg.

5.6.2.2. J774.2 makrofagszerii egér sejtvonal fert6zése Mucor circinelloides torzsek

sporaival

A cotH diszrupcids mutans torzsek J774.2 makrofagok altali fagocitozisdhoz a
gombasporakat PBS-sel torténé mosas utan 250 pl 0,1 M-os Na.COz-tal pufferelt 0,1
inkubaltuk 15 percen keresztiil fénytdl elzarva, majd 5x mostuk jéghideg PBS oldattal. A
makrofagokat CellMask Deep Red Plasma Membrane (Invitrogen) fluoreszcens festékkel
festettilk fénytdl elzartan 10 percen at, 2X mostuk PBS oldattal. A J774.2 sejteket
2x10°/mintahely mennyiségben 24 mintahelyes lemezbe helyeztik. A jeldlt
gombasejteket 6tszords mennyiségben adtuk a fagocitakhoz (10° és 90 percen keresztiil
37 °C-on, 100% (V/V)-os paratartalom és 5% (V/V)-0s CO- tenzié mellett inkubaltuk. A
J774.2 sejteket 6sszegytjtottiik és centrifugaltuk (1000 x g, 10 perc, 4 °C), majd 200 pl
0,05% (V/V) Tween-20 (Reanal) oldatot tartalamz6 PBS-ben szuszpendaltuk. A mintak
mérését FlowSight® Imaging Flow Cytometer (Amnis) késziilékkel végeztiik, a
kiértékeléshez az IDEAS 6.2 szoftvert hasznaltuk. A fagocitald sejtek meghatarozasa a
gombaval nem fertdzott J774.2 sejtek kizaro kapuzasaval tortént. A fagocitalt
gombasejtek szamat mintanként 200 makrofagrol késziilt kép alapjan vizsgaltuk, mig a

fagocitikus indexet (PI) a kovetkez6 képlettel hataroztuk meg:

PI = [egy fagocitalo sejtre esO atlagos sporaszam] x [legaldbb egy sporat

tartalmaz6 fagocitalo sejtek szazalékos aranya).
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5.6.2.3. Mucor circinelloides spérakat tartalmazo fagoszomak savasodasanak

vizsgalata makrofagokban

A makrofagokat pHrodo Red fluoreszcens festékekkel festett CotH mutans
sejtekkel fertéztiik 12 lyuku sejttenyésztd lemezben. A fertézési arany (MOI —
Multiplicity of infection) 5:1 volt. A fert6zés 37 °C-on 5%-0s CO tenzi6é mellett zajlott.
A pHrodo Red megfeleld beallitas mellett az intracellularis savas kompartimentumokban
intenziv fluoreszcenciat mutat. MEA taptalajon felszaporitott 1 hetes gombatenyészetek
sporait 2x10” mennyiségben Hank-féle pufferelt sooldatban (HBSS, Gibco) kétszer
mostuk, majd 200 pl HBSS-ben szuszpendaltuk 6ket. A szuszpenzio 200 ul-jéhez 22 ul
Na>COs oldatot (1 M, pH=10), majd 1 ul KF oldatot (10 mM) adtunk, majd a mintakat
15 percen 4t fénytdl elzarva inkubdaltuk. A tovabbi mosasokat, a fertdzési 1épéseket, a
makrofagok méréshez valo elokészitését az 5.6.2.2. alfejezetben kozolt modon hajtottuk

végre. A fagoszomak savasodasanak mértékét az alabbiak szerint kalkulaltuk:

[pHrodo Red+ sejtek az dsszes mért sejt %-aban] / [a fagocitalo sejtek az Gsszes

meért sejt %-aban] % 100.
5.6.2.4. A Mucor circinelloides spérak makrofagok altali eliminaciojanak vizsgalata

A makrofagok M. circinelloides sporakat elpusztitd képességét Németh és mitsi.
(2013) alapjan éldcsiraszam meghatarozas segitségével allapitottuk meg. A J774.2
sejteket MOI 5:1 dozisban fert6ztiik, majd 37 °C-on 5%-0s CO> tenzi6 mellett 180 percig
de makrofag nélkiili kontroll tenyésztOhelyeket alkalmaztunk. Kezelésenként 3 technikai
parhuzamossal dolgoztunk. Harom ora elteltével a tenyésztélemezekbdl razas utan
mikrocentrifuga csdvekbe mértiik a feliiliszokat, és steril desztillalt vizet pipettaztunk a
tenyésztohelyekbe a makrofagok lizalasa céljabol. A szuszpenzidkat PBS-sel higitottuk,
majd 100-100 pl-jeit triplikdtumban MEA taptalajra szélesztettiik. Két nap 28 °C-on
torténd inkubécio utdn meghataroztuk az €16 csiraszamot. Az élesztdsejtek makrofagok

altali eliminacidjanak hatékonysagat az alabbi képlet segitségével szamoltuk ki:

CFUftertszott X 100 / CFUkontronr, @hol a makrofagmentes kontroll kezelésekhez
tartozd CFU-k 4tlagos szama, a CFUfenszst pedig a fertézott makrofagok kezeléseihez

tartoz6 CFU-k atlagos szdma.
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5.7. In vivo virulencia vizsgalatok

5.7.1. Galleria mellonella in vivo fertézési modell

A fertézés elotti éjszaka a 0,18-0,35 g tomegii G. mellonella larvakat
(BioSystems Technology, TruLarv) 28 ©°C-on, sotétben inkubaltuk a kisérlet
megkezdéséig, majd fertdzés eldtt a larvak hasi oldalat etanollal sterilizaltuk, ezt
kovetden az utolsé labkezdeményen keresztiil fertdztiik 20 pl IPS-ben szuszpendalt 5x10°
gombasporaval U-100 ((29G) x 12,7 mm) steril inzulinos ti segitségével (BD Micro-
Fine™). Térzsenként 20 larvat hasznaltunk, kontrollként 20-20 pl IPS oldattal injektalt
larvakat alkalmaztunk. A fert6zést kovetden a larvakat 28 °C-on, sotétben tartottuk, és a

talélést napi rendszerességgel ellendriztiik.

5.7.2. Drosophila melanogaster életképesség vizsgalatok

A kisérletsorozatot Dr. Sinka Rita kutatdcsoportja (SZTE TTIK, Genetika
Tanszék) végezte el szamunkra. A sporaszuszpenziokat steril foszfat-puffer sdoldattal

(PBS, pH=7,4) készitettiik, 4 napos, 25 °C-0on, minimal taptalajon nevelt tenyészetekbdol.

crer

crer

valosult meg. A legyek szama meghatarozott id6pontokban (naponta, 7 napig) keriilt
rogzitésre a talélés monitorozasa céljabol. Minden kisérlet kb. 60 1égy bevonasaval

zajlott.

5.7.3. In vivo egér fert6zési modell

Az in vivo egér fertézési modellben torténd kisérleteket Ashraf Ibrahim
kutatdcsoportja (Harbor-UCLA Medical Center) végezte el szamunkra. A DKA BALB/c
him egerekben (>20 g) (National Cancer Institute) nyolc 6ra taplalékmegvonast kovetden
a DKA allapotot 190 mg/testsuly kg sztreptozotocin (0,2 ml citrat pufferben (pH=4,2)
oldva) egyszeri beinjektalasaval valtottak ki a fert6zést megeldzo tizedik napon. A
sztreptozotocin kezelést kovetden 7 nappal a glikozuariat és ketontriat megerdsitették az
egerek vizeletmintajanak ellendrzésével. Az allatoknak a masodik nap 250 mg/ml
kortizon-acetatot (Sigma-Aldrich: SLBN0203V), a harmadik napt6l kezdve pedig a
bakterialis fertdézések kezelésére szolgald készitményt (Baytril 50 ug/ml) adtak. A
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fertdzést intratrachealisan, 25 ul PBS-ben felvett 2,5x10° (1x108 spora/ml) mennyiségii

friss sporaval végezték. Az egerek tulélését 7 napon at, naponta monitoroztak.

5.8. Bioinformatikai és statisztikai analizisek

5.8.1. Teljes genom szekvenalas analizise

A teljes genom szekvenalast Dr. Bodai Laszld kutatocsoportja (SZTE TTIK
Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék) végezte el (nem publikalt adat).
Mintafajloknak a kovetkezoket valasztottuk: MS12, MS12-AcotH3+pyrG, MSI12-
AcotH4+pyrG Mucor torzsekbdl szarmazo, paired-end szekvenélassal nyert mintak (300
bp read hossz), mintdnként R1, R2 fastq.gz fajlok. A referenciagenom a
Mucor_circinelloides v2 masked scaffolds.fasta
(https://genome.jgi.doe.gov/portal/pages/projectStatus.jsf?db=Mucci2) volt. A Fastq
fajlok ellendrzése, mindségi kontrollja a FastQC, a ,Pair-end fastq read” fijlok
trimmelése pedig a TrimGalore program segitségével valdsult meg. A minimalis read
hossz (length) (36 bp) volt. A kivéalasztott readek referencia genomra térképezése a ,,bwa-
mem” programmal, az eredmények vizualizalasa Qualimap program segitségével valosult
meg. A varians analizist megel6zden a technikai duplikatumok kiszirése a GATK/Picard
MarkDuplicates (Van der Auwera és mtsi. 2013) eszkoz felhasznalasaval tortént. A
térképezés kimenetébdl BAM fajlok generalasat kovetden, a duplikalt readeket
»SAMtools flag” eljarassal valdo megjeloléssel kizarasra keriiltek a varians analizisbol
(Etherington és mtsi. 2015). A kapott szekvencidk alapjan a mutans torzsekben
azonositasra keriilt targetalt régiok szekvencia-hasonlosag keresé programcsomaggal
(BLAST - Basic Local Alignment Search Tool) valo kereséssel validalhatok.
Osszevetve nem mutat atfedést (lefedettség), akkor az adott régio elrontottnak tekinthetd.
A variéns analizis a SAMtools/bcftools (Li és mtsi. 2009), FreeBayes és Bedops v2.4.39
(Neph és mtsi. 2012) programokkal egyardnt megvalosult.

5.8.2. In silico elemzések

Az vizsgilt DNS fragmentumok szekvenalasit az LGC Genomics vallalat
végeztete. A DNS szekvenciak ellenérzése a Bioedit 7.2.5 program (Hall 1999)

segitségével tortént, mig a nt szekvencidk analizisét a Nemzetkozi bioldgiai adatbazis
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(NCBI) BLAST 2 programjanak segitségével végeztiik
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A feltételezett CotH fehérjék szekvencidjanak
elemzéséhez a Swiss Expasy Server (http://www.expasy.ch) programjait hasznéltuk
(Hulo és mtsi. 2008). A molekulatomegek meghatarozasahoz a ProtParam (Gasteiger és
mtsi. 2005), a transzmembran domének kereséséhez pedig a HMMTOP (Tusnady és
Simon 2001) és TMPred (Hofmann és Stoffel 1993) programokat alkalmaztuk. A
fehérjékben talalhaté motivumok és domének keresését a Motif Scan (MyHits) program
(Pagni és mtsi. 2004) segitségével végeztiik. A CotH fehérjék hosszat a Peptide Properties
Calculator  (http://biotools.nubic.northwestern.edu/proteincalc.html)  és  szignal
szekvenciainak jelenlétét a SignalP 4.1 Server (Nielsen 2017) segitségével hataroztuk
meg. A protein szekrécid feltételezett lokalizacidjanak helyét a PSORT WWW Server
WOoLF PSORT: Protein Localization Predictor programjaval prediktaltuk (Horton és
mtsi. 2007). Az ortolog fehérjék keresését a JGI (Joint Genome Institute) Fungal Genome
Portal adatbazisban (http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf) hozzaférhetd
tobb szdz gombagenomot bevonva valodsitottuk meg, ortolog keresés funkciot és
alapbeallitasokat alkalmazva. A GPI-SOM programmal a glikozil-foszfatidil-inozitol-
horgonyok (GPI-horgonyok) predikciojat valositottuk meg (Fankhauser és Méaser 2005).
A BLAST analiziseket a fehérjék szekvenciajanak betaplalasaval végeztik a
http://blast.ncbi.nim.nih.gov (blastp) program segitségével baktérium és gomba genomok

(kizarva a Mucoraceae csaladdot) kozti kereséssel, az alapbeallitisokat alkalmazva.

5.8.3. Statisztikai analizis

A Kkisérletek statisztikai analizise a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel,
parametrikus t-teszt, nem-parametrikus Gehan-Breslow-Wilcoxon, Log-rank (Mantel-
Cox) vagy One Way ANOVA teszt hasznalataval tortént. Statisztikailag szignifikans
eltérést abban az esetben allapitottunk meg, ha p <0,05 volt. A kisérlet tipusatol fliggéen
bizonyos esetekben a kiértékelést, az atlagok és szorasok, valamint a kiilonbségek
szignifikancidjanak kiszamitadsat Microsoft Excel program segitségével végeztiik, utdbbi

esetben parositott vagy parositatlan t-probat alkalmaztunk.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
6.1. A CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazasa jaromsporas gombaban

6.1.1. A Mucor circinelloides carB génjének elrontasa NHEJ segitségével

A biologiai folyamatokban szerepet jatszo gének vizsgalatdhoz sziikségiink van
egy olyan megbizhatd és konnyen alkalmazhatd génmanipuldcios eszkdzre, melynek
segitségével a génfunkciok tanulméanyozhatok. Jaromspords gombak esetén
hagyomanyos transzformacios modszerekkel nem lehet stabil integrativ mutansokat
rutinszeriien eldallitani, igy érdemesnek véltilk a CRISPR-Cas9 rendszer tesztelését és
optimalizalasat, az altalunk modellorganizmusként hasznalt M. circinelloides fonalas
gombaban. A CRISPR-Cas9 eljaras teszteléséhez a karotinbioszintézisben résztvevo
egyik gént valasztottuk ki. A carB gén alkalmazasaval a genomszerkesztés eredménye
egyszerl szinszelekcidval kovethetd, igy nem feltétlentil volt sziikség kiilon szelekcids
markergén bevitelére és mind a NHEJ, mind a HDR javit6 mechanizmusok vizsgalata
megvalosithatova valt.

A jaromsporas gombakban a karotinoid-bioszintézis végsé terméke a f3-karotin
(Papp és mtsi. 2009), melynek bioszintézisében részt vevd gének a kovetkezok: a carB,
amely a fitoén dehidrogenaz aktivitasért felelds enzimet és a carRP, amely a fitoén szintdz
(a fehérje C-terminalis szakasza) és a likopin ciklaz (a fehérje N-terminalis része)
aktivitasokért felel6s fehérjét kodolja (Ruiz-Hidalgo és mtsi. 1999). A carB és a carRP
gének mitkddése Osszehangolt, kozds szabalyzas alatt all, a gének klaszterszerlien
helyezkednek el, egymashoz viszonylag kdzel, mindossze 446 bp tavolsagra (lturriaga és
mtsi. 2000). Amennyiben a carB gént, vagy a carRP gén fitoén szintaz aktivitast kodolod
részét elrontjuk, karotin bioszintézis folyamata nem jatszodik le egészében, igy fehér
szinl telepeket kapunk.

Az altalunk felhasznalt M. circinelloides mutans MS12 (leuA™ és pyrG’) és
CBS277.49 vad tipust torzsében a Kkarotin-bioszintézis teljes folyamata végbemegy,
ezaltal szilard taptalajon novesztve élénksarga telepeket alkotnak. Kisérletiink soran a
fentebb emlitett két torzset transzformaltuk a carB génre specifikus in vitro szintetizalt
gRNS szekvencidval és Cas9 nukledzzal. Fontosnak tartottuk megvizsgéalni a gRNS és

Cas9 enzim mennyiségének hatasat a genomszerkesztési hatékonysagra [1. tablazat)].
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Ennek érdekében a rendszer komponenseit a transzformalds soran 50-200 puM-0s
koncentracioban alkalmaztuk. 50 uM gRNS és 50 uM Cas9 enzim hozzaadasaval nem
tudtunk fehér, azaz a carB gén elrontasara utal6 fenotipusu telepeket izolalni. Kisérleteink
soran a gRNS ¢és a Cas9 enzim 100 uM-os koncentracidja bizonyult a leghatékonyabbnak,
azonban a komponensek ezen feliili mennyiségi ndvelése nem jarult hozza a rendszer
hatékonyabb miikddéséhez. Ennek ismeretében, a tovabbiakban kisérleteinkhez a gRNS-
t és a Cas9 enzimet 100 uM-os koncentracidban alkalmaztuk, amelyhez az alabbi

transzformaciods hatékonysag tarsult: 1,25 x 10* az MS12 és 2 x 10* a CBS277.49 esetén.

1. tablazat. Az alkalmazott CRISPR-Cas9 rendszer hatékonysaga NHEJ javitd
mechanizmus alkalmazasa soran, ill. az optimalis gRNS és Cas9 enzim koncentracid
meghatarozasa CBS277.49-es és MS12 torzsek esetében, a carB gén elrontdsa soran. A
transzformaldsok sordn alkalmazott gRNS és Cas9 enzim koncentraciok. A célzott
diszrupci6 sikeressége a transzformdaciot kovetden izolalt telepek azon szazalékat mutatja

be, melyekben a genomszerkesztés sikeres volt.

Transzformacios
" Transzformacid Javitd hatékonysag A genomszerkesztés
Torzs - . 5 . A
elemei mechanizmus (telep/10 sikeressége
protoplaszt)

M. circinelloides Cas9 (50 uM), i 0 0
CBS277.49 gRNS (50 pM)
M. circinelloides Cas9 (100 uM), 4 0
CBS277.49 gRNS (100 uM) NHE 210 100%
M. circinelloides Cas9 (200 uM), 4 0
CBS277.49 gRNS (200 uM) NHEJ 1,510 100%
M. circinelloides Cas9 (50 uM), i 0 0
MS12 gRNS (50 uM)
M. circinelloides Cas9 (100 uM), 4 0
MS12 oRNS (100 uM) NHEJ 125 %10 100%
M. circinelloides Cas9 (200 uM), NHEJ 1.2 x 104 100%

MS12

gRNS (200 uM)

A transzformdnsok azonositdsat a karotinbioszintézis-Utvonalban torténd
beavatkozast kovetd jellegzetes fenotipusos eltérés, azaz a fehér gombatelepek
megjelenése tette lehetévé [5. abra). Ez a fenotipus arra utal, hogy a vezetd RNS-szalnak
sikertilt a célszekvenciaul szolgalo carB gént felismerni, majd a Cas9 nukleaz elhasitotta

a DNS-t és a NHEJ hibajavité mechanizmus miatt delécio alakul ki a célzott régioban.
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B

CBS277.49-carB' MS12-carB'1

CBS277.49-carB'/2 MS12-carB'/2

5. abra. A carB génre specifikus gRNS-el és Cas9 nukledzzal transzformalt M.
circinelloides CBS277.49 és MS12 torzsek telepei. A) A M. circinelloides MS12 és
CBS277.49 torzsek telepei, ahol a piros nyilak jelolik a carB deficiens mutansokat. B) A
bal oldali csészén CBS277.49-es izolatum (VT), a jobb oldali két csészén pedig a
transzformalast kdvetden izolalt két carB-mutans telep lathato (CBS277.49-carB’/1 és
CBS277.49-carB’[2). C) A bal oldali csészén a vad tipusa MS12 tdrzs, a jobb oldali két
csészén pedig a transzformalast kovetden izolalt carB-mutdnsok (MS12-carB’/1 és

MS12-carB[2) 1athatok.

A transzformansok vizsgalata soran mind a CBS277.49 [5. abra B)], mind pedig
az MS12 [5. abra C)] esetében sikeriilt fehér telepeket izolalnunk. Ezek az eredmények
azt mutatjak, hogy a carB génre specifikus gRNS-el és Cas9 nukledzzal kotranszformalt
M. circinelloides térzsekben a karotin bioszintézis folyamata a fitoénképz6dés szintjén
megallt. Annak érdekében, hogy bizonyitsuk, a mutans fenotipus hatterében valoban a
carB gén elrontasa all, az érintett régiot PCR segitségével amplifikaltuk, majd
szekvenciajat meghataroztuk. A szekvenalas eredménye kiterjedt, 2,3 kb nagysagot is
meghaladé delécidkat mutatott ki, melyek a protospacer szekvenciatol 5° irdnyban
helyezkedtek el. A delécio tehat nemcsak a carB-t, hanem a vele szomszédos carRP gént

is érintette.

6.1.2. A fitoén dehidrogenaz gén elrontasa HDR altal

A gének elrontasdinak HDR-en alapulé megvaldsitasa érdekében egy olyan

diszrupcios kazettat hoztunk létre, mely a carB génnel homolog szekvencidkat, tovabba

~~~~~
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(pyrG) génjét tartalmazza [6. abra]. A genomba integralt DNS szakaszt, a HDR-t iranyito
homolog szakaszokat és az elemzések soran felhasznalt inditoszekvencidk bekotési helyét
a [6. abra] szemlélteti. Sikeres genomszerkesztés esetén a carB génbe ékel6dé pyrG gén
miatt az elébbi mitkodésképtelenné valik, az eldallitott mutans torzsek pedig képesek
uracil-mentes, kizarolag leucinnal kiegészitett taptalajon novekedni, tovabba hordozzak

a jellegzetes fehér fenotipust is.

@ MccarBupfw MccarB1 MccarBdwiw

W MccarBuprev MccarBdwrev MccarB2

4

carBerispfuzl
carBerispfuz?

t
3

carBerispfuz5

carBerispfuz3

carBerispfuz2 carBcerispfuzé carBcrispfuz8

carBerispfuzd

MccarB2

6. abra. A Mucor circinelloides carB génjének célzott elrontasa céljabol 1étrehozott
kazetta sematikus abraja és a kisérleteink soran felhasznalt inditoszekvenciak helyzete [1.
szamu melléklet]. Az dbran a klaszterszeriien elhelyezkedd carRP (sarga téglalap) és a
carB (zold téglalap), a pyrG gén (bordd téglalap), valamint a protospacer szekvencia
helyzete 1athato, amely a start kodontol 220 és 239 bp-ra talalhatd szekvencia részlet
komplementerét képezi. A) A carRP és carB gén eredeti, genomi elrendez6dése. B) A

diszrupcids kazetta felépitése.

Kisérleteink soran dnmagaban csak a templdt DNS alkalmazéasa nem vezetett
eredményre [2. tablazat]. 5 ug templat DNS (diszrupcids kazetta), 100 uM Cas9 enzim
és 100 uM gRNS 10° szamu protoplaszthoz vald hozzaadasaval 2 telepet sikeriilt
izolalnunk [7. abra A)-C)]. A transzformansok izolalasat kovetéen DNS-t izolaltunk a
mutansokbol, majd arrél PCR segitségével, az MccarB1l és MccarB2 inditészekvencidk
[1. szamu melléklet] felhasznalasaval, amplifikaltunk egy 3.8 kb nagysagu fragmentet
[7. abra D)].
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2. tablazat. A CRISPR-Cas9 rendszer elemeinek, tovabba a DNS-templat, valamint ezek
kombinéciojanak hatékonysadga HDR javité mechanizmus alkalmazasa soran MS12 torzs
esetében. A célzott diszrupciods sikeressége a transzformacidt kdvetden izolalt telepek

azon széazalékat mutatja be, melyekben a diszrupcidé a megfeleld helyen mutatkozott meg.

L, Transzformacios .

Transzformacid (s . . Célzott
. : Javito hatékonysag . -,
Torzs elemei - - diszrupcio

A) mechanizmus (telep/10 sikeressége (B)
protoplaszt) &
- . Cas9 (100 pM),
M. circinelloides RNR (100 uM), HDR 2 100%

MS12 templat DNS (5 ug)
M. circinelloides templat DNS (5, 10

MS12 vagy 15 ug) 0 0
M. circinelloides Cas9 (100 pM), i 0 0
MS12 gRNS (100 uM)

B

MS12-carB'/1 MS12-carB+pyrG/1

MS12

-

MS12-carB'/2 MS12-carB+pyrGI2

7. abra. A M. circinelloides MS12 t6rzs, valamint a kisérleteink soran létrehozott mutans
amplifikacids mintazat agar6z gélelektroforézise. A) Nem transzformalt, kettds auxotrof
MS12 torzs. B) A carB deficiens, NHEJ altal 1étrehozott MS12-carB'/1 és MS12-carB'/2
mutansok. C) PyrG markergént hordozo, HDR altal 1étrehozott MS12-carB+pyrG/1 és
MS12-carB+pyrG/2 mutansok, illetve D) azok PCR altali ellenérzése MccarBl és
MccarB2 inditoszekvenciak hasznalataval [1. szamu melléklet]. M) GeneRuler 1 kb
DNS létra (Thermo Scientific™); 1) MS12 t6rzs; 2) MS12-carB+pyrG/1 torzs; 3) MS12-
carB+pyrG/2 torzs.
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A PCR termékek szekvencia elemzése igazolta, hogy a pyrG gén sikeresen
integralodott a célszekvenciaba nukleotid pontosan. A transzformans izolatumok nem
szelektiv koriilmények kozott, legalabb 15 atoltasi ciklus utan is, mitotikusan stabilnak
bizonyultak. A carB mutansok morfologiaja nem kiilonb6zott a sziiléi torzseknél
megfigyelttdl. A karotinoid bioszintézis megszakitasabol fakadé morfologiai valtozasok
hianyat mas szervezetekben is megfigyelték, példaul Fusarium fujikuroi, N. crassa,
Xanthophyllomyces dendrorhous vagy P. blakesleeanus esetében (Avalos és Limén
2015). Ugyanakkor az altalunk létrehozott M. circinelloides carB mutansok csokkent
novekedést mutattak 35 °C-on, ami arra utal, hogy a karotinoidtartalom befolyassal bir a
gomba talélésére magasabb hoémérsékleten [8. abra]. Ez egybevag azzal a
megallapitassal, hogy a karotinoidok védohatast gyakorolhatnak M. circinelloides fonalas
gombara magasabb hémérsékleten, tovabba, hogy a B-karotin és a karotinoidok
antioxidans természetiik altal szerepet jatszanak az oxidativ stressz elleni védekezésben
(Avalos és Limén 2015). Eredményeink alapjan a carB-mutansok menadionnal és
hidrogén-peroxiddal szembeni érzékenysége nem valtozott az eredeti torzsekkel
szemben, ami arra utal, hogy a karotinoid-tartalom nem jatszik jelent6s szerepet a M.

circinelloides oxidativ stressz elleni védekezésben, legalabbis a vizsgalt oxidaloszer

tekintetében.
5_
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O
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Foas] MS12-carB'/1
1 MS12-carB'/2
MS12-carB+pyrG/1
0.51 I MS12-carB+pyrG/2
0 : : . : I MS12
1 2 3 4

Tenyésztési idd (napok)

8. abra. Mucor circinelloides carB mutansok ndvekedése 35 °C-on. Az MS12-carB'/1;
MS12-carB'/2; MS12-carB+pyrG/1; MS12-carB+pyrG/2 és MS12 torzseket minimal
taptalajon tenyésztettiilk folyamatos megvilagitas mellett. A * és ** értékek szignifikans
eltérést jeleznek az MS12 t6rzshoz képest a kétmintas, t-proba alapjan, ahol *: p <0,05 és
**:p <0,01.
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6.1.3. A CRISPR-Cas9 rendszer alkalmazasa jaromspoéras gombaban:

osszefoglalas/értékelés

Kisérleteink soran sikeresen alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 rendszert M.
circinelloides jaromsporas fonalas gombaban, a fitoén-dehidrogenazt kédolod carB gén
elrontasan keresztiil. A CRISPR-Cas9 rendszer oly mddon torténd alkalmazasa, mely
soran a hibajavitas NHEJ uton tortént, sikeresnek mondhaté M. circinelloides fonalas
gomba esetén, tovabba a létrehozott carB mutansok genetikailag stabilnak bizonyultak.
Figyelembe kell venniink azonban, hogy a mutansok genomjaban nagyméretti delécidkat
detektaltunk a PAM szekvenciatol 5’ irdnyban, mely mutaciok befolyasoltdk a
szomszédos gént is. Gombak esetén a NHEJ sordn keletkezd indelek 1étrejotte ismert
jelenség, azonban ezek hossza lényegesen kisebb, altalanossagban néhany tiz nt
hosszusagu (Nodvig és mtsi. 2015, Fuller és mtsi. 2015). Mivel eredményeink azt
mutatjak, hogy a NHEJ nagyméretii deléciokat okozhat a M. circinelloides esetében, ezért
nem alkalmas preciz, iranyitott mutaciok kivitelezésére, illetve a transzformacid soran
eldallitott mutansok genomi szintii vizsgélata nélkiilozhetetlen a kisérleteket kovetden.

Fonalas gombak CRISPR-Cas9 rendszerrel torténd génszerkesztése soran
felmeriil6 problémak leggyakrabban a Cas9 és sgRNS elégtelen kifejez6dése (Wang és
mtsi. 2016%), az alacsony szerkesztési hatékonysag (Matsu-Ura és mtsi. 2015), a pozitiv
transzformansok szelekcidjanak nehézsége (Weber és mtsi. 2017), a Cas9 altali toxicitas
(Morgens és mtsi. 2017) és az off-target hatas (Schuster és Kahmann 2019). Az in vitro
szintetizalt gRNS és a Cas9 protein nativ formaban vald haszndlata hatékonynak
bizonyult, tovabba kikiiszobolte a CRISPR-Cas9 rendszer alkotoelemeinek
génmanipulaciot koveté fennmaradasat, ami a Cas9 altali toxicitas f6 okozoja lehet. A
kettés szali DNS torés novelheti a HDR altali javitds gyakorisagat, ahogy azt S.
cerevisiae ¢és C. glabrata esetén is ismert (DiCarlo és mtsi. 2013, Enkler és mtsi. 2016).
A Cas9 nukledzzal torténd hasitdst kovetéen a carB-homolog fragmentumoknak
rekombindcion alapuld javitasi mechanizmusa révén, igy a pozitiv klonok szelekcidjanak
altalanos nehézsége is kikiiszobolésre keriilt. Az altalunk tapasztalt transzformacios
gyakorisadg alacsonynak tekinthetd, azonban hangsulyozni kell, hogy minden korabbi
kisérlet, amely a klasszikus genetikai transzformdcids modszereket alkalmazta
ugyanazon templat DNS Mucor genomba torténd integralasa céljabol, sikertelennek

bizonyult. A HDR olyan stabil transzforméansokat eredményezett, amelyekben a gén
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elrontéasa és a szelekcios marker megfeleld helyre torténd integralasa végbement. Sem az

integralt DNS degradalodasara, sem reorganizalddasara utalo jeleket nem talaltunk.

6.2. A CotH fehérjecsalad szerepe Mucor circinelloides fonalas

gombaban

A CRISPR-Cas9 rendszer jaromsporas gombara torténd optimalizalasat
kovetbleg a M. circinelloides fonalas gombaban ismeretlen szereppel biré cotH géncsalad
atfogd vizsgalatat kezdhettiik meg, melyre eddig a transzformalds nehézségeibol

kifolyolag nem volt lehetdségiink.
6.2.1. CotH-szerii gének azonositasa Mucor circinelloides genomban

JGI MycoCosm M. circinelloides f. lusitanicus genom adatbazisban
(https://genome.jgi.doe.gov/Mucci2/Mucci2.home.html) a  CotH-doménnel vald
homoldégiai keresés altal 17 cotH-szeri gént és azt kddold fehérjéket azonositottunk,

melyeket sajat névvel lattunk el [3. tablazat].

3. tablazat. Mucor circinelloides genomjaban azonositott CotH fehérje homologokat
kodold gének genomi pozicidja és elnevezése a JGI MycoCosm genom adatbazisban, az
azonositott CotH-szerli proteinek JGI MycoCosm adatbazisban szerepld fehérje

azonosito kodja, illetve a dolgozatban hasznalt elnevezéseik.

A JGI
A gén elnevezése a JGI Mychpsm Sy Dolgoza}ban
MycoCosm genom adatbézisban adatba}'z1sba}n. Genomi pozicid hasznaI’t
szerepl6 fehérje elnevezés
azonosit6 kod
fgeneshl_pg.04 # 1077 163402 scaffold 04:3619489-3621215 cotH1
estExt_Genemarkl1l.C_041216 184292 scaffold 04:3624356-3626724 cotH2
Genemark1.5065_g 109302 scaffold_03:4195375-4197670 cotH3
fgeneshl_kg.13_# 7 # 896 157567 scaffold_13:68044-70136 cotH4
fgeneshl_pg.03 # 1241 162126 scaffold 03:4199213-4201042 cotH5
estExt_fgeneshl_pg.C_011037 188068 scaffold 01:3650875-3652572 cotH6
Muccil.fgeneshMC_pg.5_# 961 83004 scaffold_05:3045066-3047115 cotH7
Muccil.fgeneshMC_pg.1_# 615 76509 scaffold_01:4065803-4067778 cotH8
Muccil.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
fgeneshl_pg.04 # 767 163092 scaffold 04:2557436-2559313 cotH14
fgeneshl_pg.05 # 237 163852 scaffold 05:801902-803707 cotH15
estExt_Genemarkl1l.C_011941 182734 scaffold 01:5891871-5893829 cotH16

fgeneshl _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 fehérjecsaladra jellemz6 egyedi fehérje
alegység, mely a szakirodalomi adatok szerint kinaz funkcioval bir szdmos faj esetén
(Nguyen és mtsi. 2016). Erdemes megjegyezni, hogy a CotH-domén egésze nem, csak
bizonyos AS-ak pozicidja konzervalt, és a domén nagy valtozatossagot mutat az egyes

CotH-szerii fehérjék esetében [3. szamu melléklet].

6.2.2. A cotH géncsalad in silico analizise

Az European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) adatbazis alapjan (Madeira
¢és mtsi. 2019) torténd keresés utan megallapitottuk, hogy a CotH fehérjecsalad tobb mint
1000 fajban prediktalhato, s eléfordul mind prokaridtakban (1020 faj), mind az
eukariotakban (73 faj), jellemzden a sporaképzé fajokat magukba foglald csoportokban
(pl. Bacillales és Clostridiales vagy Mucorales és Neocallimastigales), de megtalalhato
egyes virusokban (5 faj) és archeakban is (9 faj). A Pfam adatbazisban (El-Gebali és mtsi.
2019) valo keresés alapjan a CotH fehérje a gomba taxonok koziil négy csoportban
képviselt: a Chytridiomycota rendben négy, a Mucormycota rendben tizenharom, a
Zoopagomycota csoportban egy és a Dikarya taxonban négy fajjal. Erdemes megemliteni,
hogy bar a CotH fehérjecsalad egyes virusoktol (Bacillus virus G) kezdve az
euglenozoakig (Trypanosoma cruzi) szamos fajban el6fordul keresési eredményiink
alapjan, szerepe csak néhany esetben tisztazott (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 valo AS szekvencia hasonlosag alapjan a CotH
fehérjecsalad jelenlétét valoszintsitették 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 szekvenciat, melyet a
gombasporak és a gazda endotél sejtek kozotti specifikus, receptor-ligand kotésért
tartanak feleldsnek (Annie és mtsi. 2018). A CotH3 fehérje ellen termeltetett 1gG
poliklonalis antitestek védelmet biztositottak a DK A-ban szenved6 egereknek a Rhizopus
altal kivaltott mucormikdzissal szemben (Gebremariam és mtsi. 2014), illetve mas, rokon
fajok (L. corymbifera, C. bertholletiae, M. circinelloides, M. ramosissimus ¢és

Rhizomucor spp.) esetén is meggatoltak a betegség kialakulasat.
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Mindezeket Osszevetve a CotH3 patogenitasban betoltott szerepe miatt
fontosnak véltiik az altalunk azonositott 17 cotH-szerli gén altal kodolt fehérjék AS
szekvenciainak Osszevetését a fentebb emlitett fehérjével [4. tablazat]. Az NCBI Blast
(NCBI Resource Coordinators 2016) altal prediktalt eredményeink alapjan a legnagyobb
hasonlésagot a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a CotH13 (72,9%) mutatta. Erdemes
megemliteni, hogy a CotH4, CotH6 és CotH13 esetén homologia valdsziniisithetd a

,,CotH-motivumként” leirt R. delemar AS szekvenciaval [9. abra].

,CotH-motivum> ————- MG R PTD
CotH4 WDAYWQE I TNE
CotHé WDGYWAM K YAN
CotH13 WDGYWMA K ' GET

9. abra. Rhizopus delemar CotH3 fehérjében azonositott ,,CotH-motivumként” leirt AS
szekvencia és az azzal legnagyobb homologiat mutaté Mucor circinelloides CotH-szer(

proteinek AS szekvencidjanak dsszehasonlitasa illesztés formajaban.

4. tablazat. Rhizopus delemar CotH3 fehérjével valod szekvencia hasonlosag.

Dolgozatban hasznalt Szekvencia azonossag Szekvencia lefedettség
elnevezés (%) (%)
cotH1 35,2 425
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 28,9 429

Ezt kovetéen elvégeztik az azonositott 17 CotH-szerGi fehérje in silico
jellemzését M. circinelloides-ben. A tovabbiakban, a dolgozatban részletesen targyalt
CotH1-CotH6 fehérjék in silico elemzését mutatjuk be. Jellemzésiik soran figyelembe
vettiik a fehérjék sejten beliili lehetséges lokalizaciojat; szignal peptid és GPI-horgony
lehetséges jelenlétét; tovabba ortologiakeresést hajtottunk végre [5. tablazat]. A CotH

proteinek esetében prediktalt doméneket a 4. szamu melléklet tartalmazza.
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A cotH1 gén (1727 nt) egy 555 AS hossztsagt fehérjét kodol. A CotH1 fehérje
szignal peptiddel rendelkezik és feltehetdleg az extracellularis térben lokalizalodik,
szamitott tomege 61,7 kDa. A 182-532 AS ko6zotti régio egy CotH-doménnek (Pfam:
PF08757) felel meg. AS szekvenciaja a RO3T_09276 Rhizopus fehérjével mutat
leginkabb hasonlosagot [5. tablazat], a R. delemar CotH3 fehérjéjével pedig 42,5%-0s
lefedettség mellett 35,2%-0s szekvencia azonossagot mutat [4. tablazat]. A molekulak
szignal peptid része, mely a fehérjék N-terminalisan talalhato 16-30 aminosavbol allo
szakasz, iranyitja a peptideket a szekrécids utvonalon at a célpontjukhoz (Owiji és mtsi.
2018). Predikcionk alapjan a CotH1 fehérje rendelkezik ilyen szekvencia részlettel [5.
tablazat].

A cotH2 gén altal kodolt 621 AS hossziisagu 66,92 kDa-os CotH2 fehérje a
Rhizopus CotH3 fehérjével 34,2%-ban egyezik meg [4. tablazat]. Legnagyobb
hasonlésagot a R. delemar (RO3T_09275) fehérjéjével mutatja (68%) 99%-os lefedettség
mellett [5. tablazat]. Kisebb valosziniiséggel (E-érték=3e+02) prediktalhatd a fehérjén
beliil 1-4 AS pozicioban egy Big-1 (Bakterialis 1g-1-szerii) (Pfam: PF02369) domén
részlet [4. szamu melléklet]. A géntermék tovabba feltehetdleg tartamaz szignal peptidet,
mely az extracellularis térben torténd lokalizacidjahoz sziikséges, illetve GPI-horgonyt.

A cotH3 gén terméke egy 707 AS hosszisagu, szignal peptiddel rendelkezo,
feltehetdleg extracellularis térben lokalizalodo, 77,85 kDa nagysagu fehérje. 457-474 AS
pozicidban az in silico elemzések kimutattak egy SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond
szindroma) proteinre (Ribosome maturation protein Sdol/SBDS protein) jellemzé
domént (Pfam: PF09377) (E-érték= 0,0018) [4. szamu melléklet]. Az SBDS fehérje a
sejtmagban lokalizalodik, ahol fontos szerepet jatszik a riboszéma biogenezisében
(Savchenko és mtsi. 2005, Shammas és mtsi. 2005, Menne és mtsi. 2007), tovabba
szerepet jatszhat a novekedésben, a sejtciklus progressziojadban és az apoptdzis
szabalyozasaban (Nihrane és mtsi. 2009). A M. circinelloides CotH3 a legnagyobb
hasonlésagot a R. delemar (RO3T_02653) fehérjéjével mutatja (36%) 77%-0s lefedettség
mellett [5. tablazat], mig a Rhizopus CotH3 fehérjével valdo azonossaga 32,5% [4.
tablazat].

A cotH4 gén altal kodolt protein feltehetdleg az extracellularis térben
lokalizalodo, szignal peptiddel rendelkezd, 592 AS hosszusdga, 65,31 kDa
molekulatomegii fehérje. 1-7 AS pozicidoban hordozza a (E-érték = 1,7e+03) Big-domén
egy részletét (Pfam: PF02369). A CotH4 protein 523-590 AS kozotti régioja alaninban
gazdag (E-érték= 0,00025). 567-574 AS kozott egy ATP/GTP-k6té motivum, Gn. P-loop
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talalhato [4. szamu melléklet]. Legnagyobb hasonlosagot egy prediktalt R. delemar
(RO3T_00116) fehérjével mutatja [5. tablazat], a Rhizopus CotH3 proteinnel pedig
49,3%-ban azonos [4. tablazat].

A cotH5 gén altal kodolt 569 AS hosszusagu, 64,7 kDa molekulatomegl szignal
peptiddel rendelkezd fehérje, mely feltételezhetdleg a mitokondriumban lokalizalodik.
Legnagyobb hasonlosagot a RO3T_00453 R. delemar-ban megtalalhat6 proteinnel mutat
[5. tablazat]. Feltehetdleg egy ATP/GTP-k6té motivumot (Prosite ID: PDOC00017)
hordoz az 512-519 AS pozicidban [4. szama melléklet].

A cotH6 gén altal kodolt 524 AS hosszusagu, extracellularis lokalizacioju
fehérje feltételezetten sejtfal-kotdé ismétlodést (PF01473) tartalmaz (E-érték=45) a 366-
388 AS pozicioban. A CotH6 fehérje 100%-os szekvencia lefedettség mellett a
legnagyobb hasonlosagot a R. delemar (RO3T _04188) fehérjéjével mutatja [5. tablazat],
mig a Rhizopus CotH3 proteinnel 94,5%-os lefedettség mellett 52,1%-os hasonlosagot
mutat [4. tablazat].

5. tablazat. A CotH fehérjék in silico jellemzése Mucor circinelloides-ben. A tablazatban
feltlintettiik a vizsgalt fehérjék feltételezett sejten beliili lokalizacidjat; szignal peptid és
GPl-horgony lehetséges jelenlétét; tovabba az ortolog keresés folyamata soran
eredményiil kapott legkdzelebbi proteinek kodjat, az adott ortolog fehérjét hordozo

organizmus nevét és az ortologgal valdo azonossag fokat a feltiintetett szekvencia

lefedettség mellett.
Leghasonlobb
ortologgal valod
Név Hossz  Feltételezett ~ Szignal GPI- Feltételezett ortolog azonossag (%)
(AS) lokalizacio peptid  horgony (Best Hit) és
szekvencia
lefedettség (%)
cotH1 555 extracellularis + - RO3T 09276 R. delemar 59 (97)
cotH2 621  extracellularis + + RO3T_09275 R. delemar 68 (99)
cotH3 707  extracellularis + - RO3T_02653 R. delemar 36 (77)
cotH4 592  extracellularis + + RO3T_01116 R. delemar 67 (97)
cotH5 569  mitokondrialis + - RO3T_00453 R. delemar 35 (95)
cotH6 524  extracellularis + - RO3T_04188 R. delemar 63 (100)
cotH7 594  extracellularis + - 77075 P. blakesleeanus 47 (90)
cotH8 589  extracellularis + - RO3T 04401 R. delemar 55 (91)
cotH9 595  extracellularis + - 140728 P. blakesleeanus 38 (98)
cotH10 570  extracellularis + + 140724 P. blakesleeanus 41 (90)
cotH11 596  extracellularis + - RO3T_02653 R. delemar 52 (93)
cotH12 607  extracellularis + + 77204_P. blakesleeanus 52 (92)
cotH13 590  extracellularis + - RO3T_11881 R. delemar 69 (98)
cotH14 581  extracellularis - - 64709 _ P. blakesleeanus 38 (99)
cotH15 581  extracellularis + - RO3T_02653 R. delemar 52 (97)
cotH16 524 sejtmagi - - RO3T_04401 R. delemar 50 (97)
cotH17 590  extracellularis + - 64709 P. blakesleeanus 39 (96)
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6.2.3. A CotH fehérjecsalad szerepe Mucor circinelloides fonalas gombaban:

osszefoglalas/értékelés

A CotH-doménnel torténd homologia-keresés alapjan 17 cotH-szeri gént
azonositottunk JGI MycoCosm M. circinelloides f. lusitanicus genom adatbazisban,
melyeket sajat névvel lattunk el. A M. circinelloides gombaban talalhatdé CotH proteinek
koziil, AS szekvencidjuk alapjan a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a CotH13 (72,9%)
proteinek mutatjak a legnagyobb hasonlosagot a patogenitasban ismert szereppel bird, R.
delemar CotH3 proteinnel. Tovabba, e harom fehérjében a szakirodalomban ,,CotH-
motivumként” ismert szekvencia is azonosithato volt. A M. circinelloides-ben azonositott
CotH-szert fehérjék lehetséges sejten beliili lokalizacidja foképp extracellularis jellegt,
tovabba a CotH14 ¢és CotH16 fehérjék kivételével szignal peptid jelenléte felétételezhetd
esetilkben. A CotH2, CotH4, CotH10 és CotH12 proteinek feltehetéleg rendelkeznek
GPI-horgonnyal, tovabba a CotH2 és CotH4 proteinek Big-1 doménnel, mely egy 95 AS
hosszusagu, felszini fehérje, és az intimin/invazin csalad tagjaként az emlds
gazdasejtekhez torténd kapcsolodas €s invazid kozvetitése altal fontos tényezdje lehet a
patogenitasnak (Halaby és mtsi. 1999, Matsunaga és mtsi. 2003, Mei és mtsi. 2015). A
baktérium kiilsé membranjat a C-terminalis lektin-szerli doménjéhez rogziti, mely utan a
gazdasejt membranjan talalhato receptorokkal vald kapcsolat meg tud valosulni (Kelly és
mtsi. 1999, Hamburger 1999, Luo és mtsi. 2000). A GPI-vel rogzitett proteinek (GPI-AP)
mindeniitt megtalalhatok az eukariota szervezetekben és szamos biologiai funkciojuk
lehet, példaul szerepiik lehet a ligand felismerésben, enzimatikus aktivitasokban, sejt-sejt
kolcsonhatasban és a gazdaszervezet védelmében (Ferguson és mtsi. 1994). Szamos GPI-
AP részt vesz a sejtfal szerkezetének kialakitasaban és atrendez6dési folyamatainak
szabalyozasaban S. cerevisiae esetében, elengedhetetlenné téve GPI bioszintézis
folyamatat a gomba morfogenezise szempontjabol (Arroyo és mtsi. 2007). A GPI-AP
mutansok a vad tipustdl eltérd telepmorfologiat, jelentdsen lassabb ndvekedést, sejtlizist
és rendellenes ,,sejt a sejtben” fenotipust mutatnak N. crassa esetében (Bowman és mtsi.
2006). Egyes sporafal proteinekben talalatdo Big-1 domén és GPI- horgony, mint példaul
a selyemlepkék nozemozisat okozd Nosema bombycis SWPS sporafal fehérje esetében
(L1 és mtsi. 2011). Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a CotH2 és CotH4 fehérjék
sejtfal asszocialt proteinek lehetnek. A CotH6 protein AS szekvencidja egy
baktériumokbdl ismert 20 AS hosszisagi motivum, un. sejtfal-koté ismétlodések

jelenétét valoszintsitette. E motivumot hordoz6 fehérjék funkcidjukat tekintve tobbnyire
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kolint kot6 fehérjék vagy gliikoz-transzferazok (Shah és mtsi. 2004), melyeket virulencia
faktorokként is azonositottak Streptococcus pneumoniae baktériumban (Fernandez-
Tornero és mtsi. 2001). A CotH4 és CotH6 protein olyan ATP/GTP-k6té motivummal
rendelkezik, mely a kinazok sajatossaganak tekintheté (Hulo és mtsi. 2006, 2008).

A CotH fehérjék in silico analizise alapjan a CotH fehérjecsalad feltehetdleg egy
tobbféle funkcioval bird protein csalad, melynek egyes tagjai nagy hasonlosagot
mutatnak a R. delemar-ban azonositott, patogenitasban szerepet jatszo CotH3 proteinnel,
mig mas képviseldi a karotintermeld, fonalas modellorganizmus P. blakesleeanus
iIsmeretlen szerepii fehérjéivel mutatnak magas foki AS szekvencia azonossagot. A
Mucor CotH fehérjékben in silico prediktalt, patogenitashoz kdthetd motivumok jelenléte
miatt a patogenitassal vald kapcsolat, a CotH-motivum altalanos jelenléte okan pedig a
sporazas, S az ahhoz kothetdé egyéb biologiai folyamatok (példaul csirazas,

sporamorfologia) miatt a CotH1-CotH6 fehérjéket valasztottuk ki tovabbi analizisre.

6.3. Mucor circinelloides cotH mutans torzsek létrehozasa és a gének

elrontasanak igazolasa molekularis biologiai modszerekkel

Az altalunk azonositott gének jellemzésének céljabol azok célzott elrontasat a
6.1-es fejezetben leirt M. circinelloides fonalas gombara optimalizalt genomszerkeszté
eljaras segitségével vittiik véghez. Ehhez minden génre egyedi diszrupcios kazettakat
hoztunk 1étre a carB mutans létrehozasaval leirt modszer segitségével [2. melléklet]. A
dolgozatban szerepld cotH gének elrontasdnak mechanizmusat a cotH1 gén elrontasanak
példajan keresztiil mutatjuk be. Az elrontasara tervezett diszrupciés kazetta sematikus
képét az 5. szamu melléklet tartalmazza. A M. circinelloides MS12 (leuA- és pyrG)
protoplasztjait transzformaltuk a célgénre specifikus gRNS-sel, a templat DNS-sel és
Cas9 nukleazzal. A génre specifikus protospacer szekvencia a kovetkezd volt:
5’TGCCATCAAGTTGCGTGCTG’3, mely a 706-726 genomi poziciot lefedd
szekvencia komplementere.

A cotH2, cotH3, cotH4 és cotH5 gének esetében hasonld mddon jartunk el.
Elrontasuk céljabol a 6. tablazatban ismertetett szekvenciaju protospacer szekvenciakat
alkalmaztuk. A gének promoterét €s a protospacer szekvenciatél forward iranyban
talalhat6 kodold régiot; a cotH géneket kodold szekvenciat a protospacer-tél upstream
szakaszt és a pyrG gént sajat promoterével és terminator szekvenciajaval hagyomanyos

PCR keretein beliil szaporitottuk fel. A ,,Fuziés PCR” soran az adott génre specifikus
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inditészekvenciakkal [1. szamu melléklet] 1étrehoztuk a cotH génekkel homolog
szakaszokat hordozé templat DNS-t, majd a CRISPR-Cas9 rendszer komponenseivel

egylitt célzott génszerkesztést hajtottunk végre.

6. tablazat. A cotH gének elrontasa céljabol végrehajtott genetikai

transzformalés soran felhasznalt protospacer szekvencidk és azok genomi pozicidja.

A genetikai transzformalas soran felhasznalt protospacer szekvenciak

Szekvencia elnevezése Szekvencia Genomi pozicid
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 780-803
McCotH6gRNS 5’TAGCACGAAGACAGTCGGCA’3 670-691

A templat DNS-sel tortén6, Cas9, gRNS ¢és PEG-medialt protoplaszt
transzformalas soran kapott transzformécios gyakorisag 2 telep/10° protoplaszt volt [10.
abra A)]. A kapott telepek el6szelekcidjat minden cotH gén esetében hagyomanyos PCR

segitségével végeztiik, a "nested upstr frw’ és "nested upstr rev” inditoszekvenciak [2.

szamu melléklet] segitségével [10. abra B)].

10. abra. A mutansok eldszelekcidja. A) Az MS12-AcotHI1+pyrG transzformansok
telepei szelektiv taptalajon, B) illetve azok PCR alapu genomi ellenérzése az
"MccotH1/7" és "MccotH1/8"” inditoszekvenciakkal [1. szamd melléklet] torténd
amplifikaciot kovetéen. M) GeneRuler 1 kb DNS Iétra (Thermo Scientific™); 1) MS12-
AcotHI1+pyrG/1 torzs; 2) MS12-AcotHI+pyrG/2 torzs; 3) MS12 torzs.
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A transzformacios gyakorisag a COtH2 gén elrontisa esetében 1 telep/10°
protoplaszt, a cotH3 gén esetében 1 telep/10° protoplaszt, a cotH4 gén esetében 4 telep/10°
protoplaszt, a cotH5 gén esetében pedig 6 telep/10° protoplaszt volt, melyek mindegyike
transzformans izoldtumok még nem szelektiv koriilmények kozott is, legalabb 15 atoltasi
ciklus utan is, megdrizték stabilitasukat, tehat mitotikusan stabilnak tekinthetok.

A cotH6 gén elrontasa folyaman rendszerint olyan telepeket kaptunk, melyek
bar képesek voltak a szelektiv taptalajon torténé novekedésre, az ""McCOtH6/7" és
"MccotH6/8" inditészekvenciakkal [1. szamu melléklet] torténd, hagyomanyos PCR
soran kapott eredmények alapjan azonban a szelekcidés markergén templat DNS-sel
torténd genomi integracidja nem valdsult meg, tehat a diszrupcids kazettat feltehetdleg
extrakromoszomalisan hordoztdk, vagy nagyobb valdszinliséggel a templat DNS
segitségével a pyrG génben torténé mutacio javitasra keriilt [11. abra A)]. Szelektiv
taptalajon 18 ora elteltével fénymikroszkop alatt vizsgélva a protoplasztokbol kiinduld
hifdk novekedését, lassan novd, majd elhalo telepek képzddését detektaltuk, melyek nem
fejlesztettek molekularis ellendrzésre alkalmas mennyiségli micéliumot [11. abra B)]. A
hifaképzés a regeneralodast kovetéen megindult, azonban a telepek 1 napos novekedés
utan elpusztultak. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a cotH6 gén egy olyan

fontos funkcidval birhat, melynek kiesése letalis a gomba szdmara.

B

11. abra. A) A cotH6 gén elrontas soran nyert transzformans telepek hagyomanyos PCR
altali ellenérzésének agaroz gélelektroforézises mintazata. M) GeneRuler 1 kb DNS 1étra
(Thermo Scientific™); 1-5) A kapott telepek (feltételezett cotH6 mutansok); 6) MS12
torzs. A transzformansokbdl felszaporitott géntermék a sziildi torzsével megegyezd
méretlinek bizonyult (3824 bp). B) Feltételezett cotH6 mutansok 18 oraval a

transzformalas utan. A méretskala 50 um-nek felel meg.
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A PCR alapu elészelekciot kovetden qRT-PCR segitségével ellendriztiik az
elrontani kivant gének kifejez6dését, mely alapjan megallapitottuk, hogy a
génszerkesztést kovetden az elrontani kivant gének expresszidja nem volt detektalhato.
Ezt kovetben az 5° nem transzlalodo régiora (Untranslated Region — UTR) tervezett
forward és a szelekcios markergén felszaporitasara hasznalt reverz inditoszekvenciak [1.
szamu  melléklet] segitségével felszaporitott — szakaszok  szekvencidjanak
meghatarozasaval igazoltuk a pyrG megfelelé helyre torténé integraciojat. A CRISPR-
Cas9 rendszer egy nagy specifitassal bird, egyszerii miikodésii és nagy hatékonysagu
génmoddositasi modszer, mely széles korben keriilt alkalmazasra nem csak a bioldgiai
kutatasokban, hanem orvosbioldgiai alkalmazéasban is (Song és mtsi. 2019). A CRISPR-
Cas9 rendszer altal okozott off-target hatasok esetleges el6fordulasa a genom
szerkesztése soran azonban egy ismert jelenség, melynek hatterében allhat a PAM
kozelében talalhato (10-12 nt-on beliili) eltérés miatti enzim felismerési probléma, illetve
a rendszerben jelen 1évé magas Cas9/gRNS koncentracio is (Pattanayak és mtsi. 2013).
Minél magasabb a Cas9 enzimnek ¢és a vezetd RNS szilnak a koncentricidja a
transzformacio soran, annal nagyobb gyakorisaggal kovetkezik be a genomban off-target
hatas, melynek kikiiszobolésére olyan megoldasok sziilettek, mint az inszertalt cas9 gén
plazmiddal torténd utdlagos eliminacidja a rendszerbdl (Wang és mtsi. 2016*), tovabba
a jelen dolgozatban ismertetett eljaras (Nagy és mtsi. 2017) is megoldasul szolgalhat,
ugyanis az endonukleaz a transzformalast kovetéen nem marad fenn a gombaban. Mivel
a nem specifikus hasitasok szdmanak meghatarozdsara a WGS egy széleskdrben
alkalmazott eljaras (Smith és mtsi. 2014, Dong €és mtsi. 2019, Li és mtsi. 2019), ezért az
altalunk alkalmazott tranziens CRISPR-Cas9 rendszer soran el6forduld off-target
események gyakorisagat két mutans (MS12-4cotH3+pyrG és MS12-4cotH4+pyrG)

esetében e modszerrel ellendriztiik [7. tablazat].

7. tablazat. A WGS analizisbe bevont mutans torzsek, az elrontott gének azonositoja, a

diszrupcidt érinté kromoszomak helyzete és a COtH3 és cotH4 gének pozicidja.

Torzs Targetalt gén azonositoja Kromoszoma/scaffold P(zkz);)c)m
MS12 (Benito és mtsi. 1992, SZMC 12082)
Genemark1.5065_g, CotH scaffold_03 4195375-
MS12-AcotH3+pyrG 4197670
fgeneshl kg.13 # 7 # 896 1 CCIA _ scaffold_13 68044-

MS12-AcotH4+pyrG CCIB_EXTA, CotH 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 analizis soran a mutdnsokbol nyert genomszekvenciakat dsszevetettiik
a recipiens torzs (CBS277.49) genomszekvenciajaval. Amennyiben a szekvencia
adatokat 6sszehasonlitva nincs egyezés az adott gént érintd pozicioban a gén elrontasa
igazolasra keriil. A szekvenciaanalizis eredménye alapjan az MS12-4cotH3+pyrG és az
MS12-4cotH4+pyrG mutans torzsek esetében a gén elrontdsa megvalosult, az adott
gének (cotH3, cotH4) szerepiiket a tovabbiakban nem tudjak betolteni, tehat diszrupcios
mutansokrol beszélhetiink [6. szamad melléklet].

A CRISPR-Cas9 rendszer hasznalata soran gyakran felmeriil a
specificitas/pontossag (azaz az on-target és az off-target hasitds aranya) kérdése. A
rendszer genomhasitasi pontossagarol a varians analizis altal kaphatunk pontosabb képet,
mely a vizsgalt mutinsokban keletkezd indelek (révid inszerciok és deléciok) és
egypontos nukleotid-polimorfizmusok (SNP) referencia genommal val6 6sszevetése altal
valosulhat meg. A varians analizis harom kiilonboz6 eszkozzel kapott eredményeit

(GATK, Samtools, Freebays) a 8. tablazat 6sszesiti.

8. tablazat. Az Osszes eszkoz altal azonositott variansok szama.

Minta SNP Indel
MS12 293 51
MS12-4cotH3+pyrG 304 47
MS12-AcotH4+pyrG 299 51

Az altalunk alkalmazott CRISPR technika hasznalata soran off-target hatas nem
volt tapasztalhato, hiszen a varians analizis nem mutatott ki a referencia genomtol
szignifikansan eltérd szamu SNP-ket, tovabba indeleket a vizsgalt torzsek genomjaban.
Mindezeket figyelembe véve a CRISPR-Cas9 rendszer, ezen plazmidokat nélkiil6zo,
HDR alapti alkalmazéasa jaromspords gombakban megbizhaté génszerkesztési

stratégianak bizonyult.

6.4. A diszrupcios mutans torzsek fenotipusos vizsgalata

6.4.1. A mutans torzsek novekedésének vizsgalata kiilonb6zé kornyezeti

feltételek mellett

A jaromsporas gombak fajai eltéré mértékben virulensek, mely 6sszefiiggésben
allhat az egyes fajok optimalis novekedési hémérséklete kozotti kiilonbséggel. Ezek

alapjan a M. circinelloides gomba a Mucorales taxonon beliil, egy a Rhizopus fajoknal
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kevésbé patogén fajnak tekinthetd (Khan és mtsi. 2009). A 1étrehozott diszrupcios torzsek
jellemzése soran megvizsgaltuk az egyes torzsek életképességét esetlegesen érintd
valtozasokat. Kisérleteinkben els6ként minimal taptalajon teszteltiik a mutans torzsek
novekedését, a gomba novekedési homérsékleti optimumat jelenté 28 °C-on. A
novekedési kinetikat 4 napon at a telepatmérdk és a telepek szaraztomegének mérésével
hataroztuk meg. A szaraztomegre vonatkoz6 adatok korrelaltak a telepatmérdk mérésekor
kapott adatokkal, utobbit a [12. abra] mutatja be. A gomba novekedési optimuman
torténd tenyésztés soran az MS12-AcotH3+pyrG és az MSI12-AcotH4+pyrG mutans
torzsek esetében tapasztaltunk novekedési rendellenességet, az elébbi esetében egy
fokozott novekedést, mig a cotH4 mutans torzs esetében szignifikdnsan csokkent

novekedést figyeltiink meg az MS12+pyrG torzskoz képest [12. abra].
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12. abra. A mutans torzsek telepatmérdjének nyomon kovetése, 4 napon at, a gomba
novekedési homérsékleti optimuman (28 °C). A szignifikanciaszint megallapitasara
kétmintas varianciaanalizist (One Way ANOVA) alkalmaztunk, ahol *: p <0,05; **: p
<0,01; és ****: p <0,0001.

Az uracil auxotrofia csokkent novekedéssel és virulenciaval jarhat, mivel a
pirimidin bioszintézis utja befolyassal bir 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 komplementacioja helyreallitotta a sziil6i
fenotipust, mely bizonyitja, hogy a pyrG mutansok alkalmazhatok recipiens torzsként
genetikai manipulécios kisérletek soran (Ibragimova és mtsi. 2020), ezért a létrehozott
mutans torzsek jellemzése soran dsszehasonlitasul a M. circinelloides f. lusitanicus MS12

torzsének pyrG komplementalt (MS12+pyrG) torzsét alkalmaztuk.
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A hémérsékleti optimumon tenyésztett gombatepek fiatal, elagazé hifait 24 ora
elteltével a kitinhez kotédé KV festékkel festettiik a hifakban esetlegesen bekdvetkezd
morfologiai valtozdsok konnyebb nyomon kdvetése érdekében, majd fluoreszcens
mikroszk(')ppal Vizsgéltuk azokat. Eredményeink alapjén nem tapasztaltunk a hifak

A patogén gombafajok életképességét, szaporodasat €s a sikeres kolonizaciot
nagymértékben befolyasolja az, hogy a gombafert6zés soran képesek-e alkalmazkodni a
gazdaszervezetben uralkodo kornyezeti koriilményekhez, példaul a megvaltozott
hémérséklethez, ezért a torzsek novekedését az optimalis novekedési homérséklettol
eltér6 hémérsékleten (20 °C-on [13. abra] és 35 °C-on [14. abra]) is megvizsgaltuk. A
hémérséklet csokkenése nem befolyésolta a cotH1, cotH2, cotH4 torzsek telepatmérdinek
méretét, azonban az MS12-4cotH3+pyrG torzs novekedése szignifikansan elmaradt a
kontroll torzs novekedéséhez képest az elsé (p=0,0170), masodik (p=0,0193) és harmadik
(p=0,0184) napokon is. Az MS12-AcotH5+pyrG torzs esetében szintén csokkent
novekedés volt megfigyelhetd a negyedik napon mért teleptmérdk tekintetében

(p=0,0071) [14. abra].
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13. abra. A muténs torzsek telepatmérdjének nyomon kdvetése, 4 napon at, a gomba
novekedési hémérsékleti optimumatol alacsonyabb homérsékleten (20 °C). Az y
tengelyen a hdmérséklet valtozasanak hatasat lathatjuk a telepatmérdkre vonatkoztatva,
melyet az alapjan szamoltunk ki, hogy az adott torzs 28 °C-on mért telepatmérdjének
értékébdl (mm) kivontuk a 20 °C-on megfigyelt telepatmérdk értékét (mm), ezzel
meghatarozva a hémérséklet valtozadsanak hatdsdra bekovetkezd eltérést (mm). A
szignifikancia szamolést kétmintés, parositott t-probaval végeztiik el, az MS12+pyrG

torzshoz viszonyitva, ahol *: p <0,05; **: p <0,01.
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A 35 °C-on torténd tenyésztés a CotH4 mutans novekedését a kontrollhoz képest
szignifikansan kevésbé befolydsolta a tenyésztési id6 els6é (p=0,000237), masodik (p
<0,00001), harmadik (p <0,00001) és negyedik (p <0,00001) napjan. Az MS12-
AcotH3+pyrG és MS12-4cotH5+pyrG mutans térzsek érzékenyebbnek bizonyultak a
magasabb homérséklettel szemben, tovabba magasabb hdmérséklet hatasara a cotH1 és
cotH2 mutansok is csokkent novekedést mutattak [14. abra]. Hasonl6 jelenséget irtak le
a C. neoformans Rasl és Cdc24 mutansok esetében is, melyek 37 °C-on novekedési
defektussal birtak, tovabba a kriptokokkozis vizsgalatdra alkalmazott egérmodellben

csOkkent virulenciat mutattak (Nichols és mtsi. 2007).
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14. abra. A mutans torzsek telepatmérdjének nyomon kovetése, 4 napon at, a gomba
novekedési hdmérsékleti optimumatdl magasabb homérsékleten (35 °C). A homérséklet,
mutansok novekedésre gyakorolt hatdsat a 13. dbra leirdsdban ismertetett modon
abrazoltuk. A szignifikancia szamoldst kétmintds, parositott t-probaval végeztiik el, az
MS12+pyrG torzshdz viszonyitva, ahol *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 és ****: p
<0,0001.

A gazdaszervezetet alacsony szdveti oxigénkoncentracio jellemzi, igy kisérleteink
soran a diszrupcids torzsek ndovekedését anaerob koriilmények mellett is vizsgaltuk. A M.
circinelloides gomba ilyen koriilmények mellett élesztd, vagy élesztOszerii formaban
képes néni (Lee és mtsi. 2013). A dimorfizmus képessége sok esetben fontos tulajdonsag
a patogentitds szempontjabol. Kordbbiakban kutatocsoportunk teljes transzkriptom
analizist is elvégzett M. circinelloides fonalas gomba eltérdé kornyezeti feltételek mellett

torténd tenyésztése soran, ahol a cotH4 gén emelkedett expresszidot mutatott anaerob
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koriilmények kozott (nem publikélt eredmény), mely eldrevetitette a CotH4 fehérje
jelentéségét az oxigénhianyos kornyezethez vald alkalmazkodésban. Kisérleteink soran
minimal tapoldatban, anaerob kornyezeti feltételek mellett tenyésztett diszrupcios
fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a cotH

gének hidnyaban is keletkeznek élesztészerli sejtek, és sem alakban, sem a novekedés

iitemében nem tapasztaltunk eltérést [15. abra].

15. abra. Mucor circinelloides sejtek fénymikroszkopos képe minimal tapoldatban
torténd, anaerob kornyezetben torténd tenyésztés 2. napjan. A) MS12-AcotH1+pyrG torzs
sejtjei; B) MS12-AcotH2+pyrG torzs sejtjei; C) MS12-AcotH3+pyrG torzs sejtjei; D)
MS12-AcotH4+pyrG torzs sejtjei; E) MS12-AcotH5+pyrG torzs sejtjei; F) MS12+pyrG

torzs sejtjei. A méretskala 200 pum-nek felel meg.

A megvaltozott hdmérséklet cotH mutansokra gyakorolt hatasat a 9.

tablazatban foglaltuk 6ssze.
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9. tablazat. A homérséklet valtozdsanak hatdsa a cotH mutansok novekedésére.
Amennyiben a cotH mutansok novekedésére, a kontrollhoz képest a hémérséklet
valtozasa szignifikdnsan jobban hatott, kék, ellenkezd esetben piros jelolést
alkalmaztunk. Az optimum hdémérsékleten torténd tenyésztés mellett, az MS12+pyrG
torzshoz képest szignifikdnsan jobban novo torzseket zold, a novekedési defektussal bird

mutansokat lila szinkdddal lattuk el.
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6.4.2. A diszrupcios mutans torzsek valaszanak vizsgalata Kiilonboz6 tipusa

stressz korillmények kozott

A gombak sejtfal-mutansainak azonositasara gyakran alkalmazott modszer a KV
¢és KF festékekkel torténd érzékenységi vizsgalat (Ram és Klis, 2006), ezért a diszrupcios
torzsek sejtfalanak integritasait KV és KF festéket [16. és 17. abra] tartalmazo
taptalajokon vizsgaltuk meg, hiszen a sejtfal Osszetételének megvaltozasa a gomba
virulencidjanak egyik befolyasolo tényezdje lehet (Ram és Klis 2006, Garcia-Rubio €s
mtsi. 2020). A KF és KV festékek a gomba sejtfalaban képz6do kitinlancokhoz kotédve
képesek gatolni azon Osszeszereld enzimeket miikodését, melyek a kitin B-1,3-gliikdn
lancokkal valo Osszekapcsolasat hivatottak megvalositani (Ram ¢és Klis 2006).
Kisérletiinket a sejtmembrant karosito SDS detergenssel is elvégeztiik (Plaine €s mtsi.
2008).

A vizsgalatot szilard YNBM téptalajon egy pontba torténd leoltassal végeztiik
el, majd azt kovetd 4 napon at a telepatmérdket és a telepek 4. napban mért szaraztomegét
hataroztuk meg. Mivel a telepatmérd mérések és szaraztomeg mérések korrelaltak, igy a

dolgozatban csak az elébbi keriilt feltiintetésre [16. és 17. abra]. A kiértékelés soran
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figyelembe vettiik az egyes torzsek normal taptalajon valé novekedése soran tapasztalt
defektusokat is.

Megfigyeléseink szerint a KV minden torzs novekedésére szignifikans hatdssal
birt a normal taptalajon torténd tenyésztéshez képest. A KV festék azonban ugyanolyan
mértékben befolyasolta a cotH1 és cotH2 diszrupcids torzsek ndvekedését, mint a
kontrollét. A cotH3 torzs a KV festékkel szemben a vizsgalatunk masodik (p=0,03838),
harmadik (p=0,0213) és negyedik napjan is (p=0,0251) szignifikansan érzékenyebbnek
bizonyult. A KV, a cotH4 diszrupcios torzs, mely csokkent névekedést mutatott normal
koriilmények kozott, novekedését szignifikansan kevésbé befolyasolta, mint a kontroll
torzsét (p <0,0001). Ezzel szemben a cotH5 mutans, a cotH3 mutanssal hasonldéan
érzékenyebbnek bizonyult a KV sejtfal stresszorral szemben, az els6 (p=0,000017),
masodik (p=0,0053) és negyedik (p=0,0058) napokon. A 16. abran mutatjuk be, hogy az
egyes torzsek telepatméréje minimal taptalajon KV hatdsara mennyivel valtozott meg,

majd ez a valtozas hogyan viszonyul a kontroll térzséhez képes.
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novekedésére, 4 napon at, 28 °C-on torténd inkubacio esetén. Az y tengelyen a KV hatasat
lathatjuk a telepatmérdkre vonatkoztatva, melyet az alapjan szdmoltunk ki, hogy az adott
torzs minimal taptalajon mért telepatmérdjének értékébdl (mm) kivontuk a KV
jelenlétében megfigyelt telepatmérdk értékét (mm), ezzel meghatarozva a KV hatasara
bekovetkezd valtozast (mm). A szignifikancia szamolast kétmintés, parositott t-probaval
végeztik el, az MS12+pyrG térzshdz viszonyitva, ahol *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p
<0,001 és ****: p <0,0001.
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A KF festék alkalmaziasa soran az MS12-AcotHI+pyrG torzs a masodik
(p=0,0267), a harmadik (p=0,0453) és negyedik (p=0,0389) napon, az MS12-
AcotH2+pyrG torzs a harmadik (p=0,0147) és negyedik napon (p=0,0321) mért
telepatmérdi mutattak szignifikans eltérést az MS12+pyrG torzséhez képest. A cotH3
mutans esetében a masodik (p=0,0174) és negyedik (p=0,0190), a cotH4 mutans esetén
kizarolag az els6é (p=0,0002) napon tapasztaltunk a kontrolltol szignifikdnsan eltérd

érzékenységet a KF stresszorral szemben [17. abra].
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novekedésére szilard taptalajon, 4 napon at, 28 °C-on torténd inkubacid esetén. A KF
hatasat a 16. abra leirdsdban ismertetett modon abrazoltuk. A szignifikancia szadmolast
kétmintés, parositott t-probaval végeztiik el, az MS12+pyrG torzshdz viszonyitva, ahol

*:p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Megfigyeléseink alapjan az SDS mebran detergens a cotH1, cotH2, cotH3 és
cotH5 mutans torzsek novekedésére a harmadik tenyésztési naptol szamitva birt
szignifikansan gatlo hatassal. Az MS12-4cotH4+pyrG torzs ellenallobbnak bizonyult a
detergenssel szemben, a tenyésztés elsé (p=0,0004), masodik (p=0,0025), harmadik
(p=0,049) és negyedik (p <0,00001) napjan is [18. abra].
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18. abra. 0,004% SDS membran detergens hatdsa a cotH mutans torzsek novekedésére
szilard taptalajon, 4 napon at, 28 °C-on torténd inkubacié esetén. Az SDS hatasat a 16.
abra leirdsaban ismertetett modon abrazoltuk. A szignifikancia szdmolast kétmintas,
parositott t-probaval végeztiik el, az MS12+pyrG torzshoz viszonyitva, ahol *: p < 0,05;
** p<0,01; ***: p<0,001.

Ezt kovetéen hidrogén-peroxiddal kezelt mutans sporakat  10%/ml
koncentracioban szélesztettiink minimal taptalajra, majd azok novekedését 2 napon at
kisértiik figyelemmel. A kisérlet soran egyediil az MS12+AcotH4+pyrG torzs sporai
bizonyultak érzékenyebbnek a hidrogén-peroxiddal szemben, a sporak életképessége

szignifikansan lecsokkent [19. abra].

19. abra. A spérak életképességét reprezentald csészefotok hidrogén-peroxid kezelést
kovetd masodik napon. 1) MS12+pyrG torzs sporaibol felnové telepek; 2) Az
MS12+AcotH4+pyrG torzs felnovo telepei.
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Megvizsgaltuk tovabba a torzsek hidrogén-peroxiddal szembeni érzékenységét,
mely soran 96 lyukd mikrotiter tenyésztdlemezen, kiilonb6zé hidrogén-peroxid
koncentraciok (0-0,5 mM) mellett, RPMI tapoldatban 2 napon at monitoroztuk a mutans
torzsek novekedési képességét, azonban a kontrollhoz képest kiilonbséget nem
detektaltunk.

A 6 kitinszintazt hordozo6 chs3 vagy a megfelelé Chs3p aktivitashoz sziikséges
chs4 — chs7 génekben mutaciot hordozo S. cerevisiae mutansok, ellenallobbak a KV és
KF festékekkel szemben (Roncero és mtsi. 1988, Imai és mtsi. 2005). A sejtfal-mutansok
sejtfalanak tobbségében tobb kitin halmozodik fel, mint a vad tipust sejtekben, ezért
megfigyelheté egy fokozottabb érzékenység a sejtfal stresszorokkal szemben. Az olyan
S. cerevisiae mutansok, melyek sériiltek a p-1,3-gliikan (pl. fksl és a gasl) vagy B-1,6-
gliikan (pl. kre6 és cwh41) szintézis folyamataban, a mannoproteinek mannozilaciéjaban
(pl. mnn9 ¢és vrgl) vagy a GPIl-horgony bioszintézisében (pl. gpil és gpi3) szintén
hiperszenzitivnek bizonyultak (Ram és mtsi. 1994, Imai és mtsi. 2005) a sejtfal
stresszorokkal szemben. A KV sejtfal stresszorral szemben a cotH3 és cotH5 mutans
érzékenyebbnek, mig a cotH4 diszrupcios torzs ellenallobbnak bizonyult, mivel esetében
a stresszor, a gomba novekedését szignifikansan kevésbé befolyasolta, mint a kontroll

torzsét. Eredményeinket a 10. tablazatban foglaltuk 6ssze.

10. tablazat. Kiilonb6zo stresszorok hatasa a cotH mutansok ndvekedésére. Ha a
kontrollhoz (MS12+pyrG) képest az adott cotH mutans az alkalmazott stresszor

jelenlétére szignifikansan érzékenyebbnek bizonyult, kékkel, ha ellenallobbnak, pirossal

jeloltiik.
Alkalmazott Te“fgf,),z‘e“ MS12- MS12- MS12- MS12- MS12-
stresszor (napok) AcotH1+pyrG | AcotH2+pyrG | AcotH3+pyrG | AcotH4+pyrG | AcotH5+pyrG
1
KV 2
(2 mg/ml) 3
4
1
KF 2
(0,1 mg/ml) 3
4
1
SDS 2
(0,004% 3
(m/V))
4
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6.4.3. A cotH diszrupcios torzsek spérainak jellemzése
6.4.3.1. A cotH diszrupcios torzsek sporainak fénymikroszkopos vizsgalata

Mivel a CotH fehérjék sporaképzé gombafajokban megtalalhatdé ortologjait
elsésorban a spora felszin, vagy a sporaburok szerkezeti elemeként tartjuk szamon
(Zilhao és mtsi. 1999, Naclerio és mtsi. 1996, Kim és mtsi. 2006), fontosnak tartottuk a
M. circinelloides cotH mutansok sporainak csirazasi képességének vizsgalatat. Ennek
érdekében a folyadéktenyészetben nevelt torzseket fénymikroszkopos vizsgalatoknak
vetettiik ald, s megallapitottuk, hogy a cotH1, cotH2, cotH3, cotH4 cotH5 gének elrontasa

nem befolyasolja a csirdzasi képességet az MS12+pyrG torzshoz képest.
6.4.3.2. A cotH diszrupcids torzsek sporainak TEM vizsgalata

A M. circinelloides sporaira jellemz6 a méretbeni és alaki diverzitas (Li és mtsi.
2011*). A sporak lehetnek kis vagy nagy spordk, alak szerint pedig gombodlyliek vagy
ellipszoidok. Az emlitett kategoridk kozott atmenetek figyelhetok meg, tehat inkabb

eloszlasrol beszélhetiink [20. abra].

FUQ

20. abra. Mucor circinelloides MS12+pyrG sporak TEM képe. A-D) M. circinelloides
sporak képe, mely szemlélteti a gombolyl és ellipszoid alak kozotti atmenetet. A

méretskala 2 pm-nek felel meg.

A sporak hossz- és keresztmetszetének (szélességének) eloszlasat, profilteriiletét
¢s cirkularitasait TEM segitségével vizsgaltuk. A spordk hossz-€és keresztmetszeti
atlaganak megallapitasa utan a spérdk profilteriilete, tehat a sporak atlagos mérete is
meghatarozasra keriilt. Eredményeink tiikr6zik a Mucor sporak alaki €és méretbeni
diverzitasat [20. abra]. Profilteriiletik 7,77-75,35 pm kozott talalhatd, mely a
keresztmetszetiik (2,71-7,87 um), hosszmetszetiik (3,65-12,19 um) értékébdl kovetkezik.
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A spoérak alakjara a cirkularitasi index megadasaval tudunk kovetkeztetni. A
mutans torzsek sporai a kontroll torzs (MS12+pyrG) sporainak alaki jellegzeteségeit
mutatjak [21. abra A)], vagyis a vizsgalt cotH gének elrontasanak nincs hatasa a sporak
alakjara M. circinelloides fonalas gombaban. A mutans sporak keresztmetszetében az
MS12-AcotH4+pyrG (p=0,0060) és MS12-4cotH5+pyrG (p <0,0001) torzsek esetében
szignifikans csokkentést figyeltiink meg [21. abra B)], tovabba a kontroll torzs atlagos
26,81 um méretével szemben a cotH4 elrontasat kovetden a profilteriilet 20,53 pm-re
(p=0,0096), a cotH5 diszrupciojat kovetden 19,42 um-re (p=0,0002) csokkent [21. abra
C)]. A cotH1, cotH2 és cotH3 gének elrontasa nem befolyasolta sem a sporak méretét,

sem alakjat.

MS12-AcotH3+pyrG MS12-AcotH3+pyrG MS12-AcotH3+pyrG
MS12-AcotH4+pyrG MS12-AcotH4+pyrG c MS12-AcotH4+pyrG
MS12-AcotH5+pyrG MS12-AcotH5+pyrG MS12-AcotH5+pyrG
. VIS12+pyrG . VIS12+pyrG I \VIS12+pyrG
15+ fxx\ 50 m

11T 1

10

101 == -~ -~

LT T

Cirkularitasi index
Profiltertilet (um)

0.51

Sporak keresztmetszete (um)
o - N w £ o oo

0

0

21. abra. A) A spoérak cirkularitasanak meghatarozasa TEM segitségével. B) A sporak
keresztmetszeti atlaga TEM alapti mérések alapjan. C) A sporak méretének (profilteriilet)
meghatarozasa TEM segitségével. A szignifikancia szdmolast kétmintas, t-proba alapjan

végeztiik el, ahol **: p < 0,01 és ***: p < 0,001.

Mivel a Mucor sporak alakja kétféle lehet (Li és mtsi. 2011%), igy érdemesnek
lattuk a sporak szerkezetét ellipszoid és cirkularis sporak esetében kiilon-kiilon vizsgélni
[22. abra]. Ezt figyelembe véve meghataroztuk a sporak falanak belsé [23. abra A)],
kozépso [23. abra B)] és kiils6 [23. abra C)] rétegének vastagsagat is.
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22. abra. Mucor circinelloides sporak TEM képe. A) MS12+pyrG torzs egy cirkularis

alaku sporaja; B) MS12-4cotH3+pyrG torzs egy cirkularis alaka sporaja; C) MS12-
AcotH4+pyrG torzs egy cirkularis alaka sporaja; D) MS12-4cotH5+pyrG torzs egy
cirkularis alaku sporaja. E) MS12+pyrG torzs egy elliposzoid alaktl sporaja; F) MS12-
AcotH3+pyrG torzs egy elliposzoid alaku spordja; G) MS12-AcotH4+pyrG torzs egy
elliposzoid alaku sporaja; H) MS12-4cotH5+pyrG torzs egy elliposzoid alakt sporaja. A
méretskala 2 pm-nek felel meg.

el - | sz scaro s

. poe X . MS12-AcotH3+pyrG ellipszoid
—  MS12-AcotH4+pyrG cirkuldris MS12-AcotH4+pyrG cirkularis MS12-AcotH4+pyrG cirkularis

MS12-AcotH4+pyrG ellipszoid MS12-AcotH4+pyrG ellipszoid MS12-AcotHd+pyrG ellipszoid
I MS12-AcotH5+pyrG cirkularis I MS12-AcotH5+pyrG cirkularis B MS12-AcotH5+pyrG cirkuldris
B MS12-AcotH5+pyrG ellipszoid W MS12-AcotH5+pyrG ellipszoid B VIS12-AcotH5+pyrG ellipszoid
N \V1S12+pyrG cirkularis I \V1S12+pyrG cirkularis W M512+pyrG cirkuldris
I \V1512+pyrG ellipszoid =, I V1512+pyrG ellipszoid M V1512+pyrG ellipszoid
£
E 3507 (—— £ 600 ! \ E 1409 ——
c 4= e
o 300 ] ‘g 500 I o 1201 . fr——
«© “©
§ 5eh % 100 (— T — §’ 100 gm— T —
§ 2001 % (—rm— § g0 " v !
w300
8 150 = T B == & 601
o 2 200 g
g 100 fr— 2 n ] 401
w - - - D
2 sl & 100 9 201
- N =
o i 2 i ¥4 !
0 X 0 0

23. abra. A mutans sporak sporafal rétegeinek vastagsaga TEM mérések alapjan. A bels6
A), kozéps6 B) és kiils6 C) sporafal rétegében bekovetkez6 valtozasok cirkularis és
ellipszoid spordk esetében. A szignifikancia szamolast kétmintds, t-proba alapjan

végeztiik el, ahol *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001 &és ****: p <0,0001.
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A cotH3 gén elrontasat kdvetden a cirkularis sporak faldnak kiilsé rétegének
vastagsaga a sziil6i torzs atlagosan 53,12 nm falvastagsagahoz képest 85,30 nm volt (p
<0,0001), mig a kozéps6 réteg vastagsaga atlagosan 52,23 nm-rel csokkent (p <0,0001)
[23. abra]. Ezaltal Gsszességében a mutansok esetében a teljes sporafal vastagsaga
(261,08 nm) az MS12+pyrG (283,38 nm) térzséhez hasonlonak bizonyult, eltérés tehat a
sporafal rétegvastagsagainak aranyaban mutatkozott, azaz a sporafal kiilsé rétegének
vastagodasaban ¢s a kozépsO réteg vékonyodasaban. Az ellipszoid sporak esetében a
teljes sporafal vastagsag atlagosan 246,81 nm-re csokkent (p=0,0092), mivel a kdzépsod
réteg vastagsagaban szignifikans csokkenés kovetkezett be (p <0,0001), a belso és kiilsd

réteg azonban valtozatlan maradt [24. abra].

_é. 700+ FEI_

£ 1

% 600 4 Fm—

&, 5001 1 MS12-AcotH3+pyrG cirkularis
1] m R )
% 2004 F _ MS12-AcotH3+pyrG ellipszoid
> FH MS12-AcotH4+pyrG cirkulris
..‘_‘3 3001 | MS12-AcotH4+pyrG ellipszoid
-'g_ 2001 I MS12-AcotH5+pyrG cirkularis
] N MS12-AcotH5+pyrG ellipszoid
w

o 100+ I MS12+pyrG cirkularis

@ 0 I S 12+pyrG ellipszoid

24. abra. A mutans sporak teljes sporafal vastagsaga TEM mérések alapjan. A) A teljes
sporafal vastagsaga a cirkuldris spordk esetében a kontroll térzshdz viszonyitva,

kétmintas, t-proba alapjan, ahol *: p <0,05; **: p <0,01 és ****: p <0,0001.

A cotH4 mutacid esetén a cirkularis spordk sporafal szerkezete jelentds
valtozason esett at [25. abra B)]: a géndiszrupcio hatdsara a sporafal belsd rétege nem
alakult ki a mutans sporakban. A kozépso réteg az MS12+pyrG sporafalanak (164 nm)
atlagosan 3,16-szorosa lett, tovabba a kiils6 réteg vastagsaga is atlagosan a kétszerese a
kontroll térzsének (53,12 nm). Ez 6sszességében egy rendkiviil vastag, atlagosan 627,66
nm rétegvastagsagl sporafalat eredményezett. Az ellipszoid spordk sporafal szerkezete
azonban a cotH4 gén elrontasanak hatasara eltéré mintazatot mutat [25. abra A)]: a
sporafal kozépsd rétegében ezuttal nem tapasztaltuk a cirkularis sporékra jellemzo
vastagodast. A belso sporafal réteg kialakult, mely esetében a cirkularis sporék setfalanak
kozEépso rétegéhez hasonlo vastagodast véltiink felfedezni, mely az MS12+pyrG atlagos
bels6 sporafal rétegének [25. abra C)] (54,81 nm) a 4,94-szerese (270,55 nm).
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25. abra. A) Az MS12-AcotH4+pyrG torzs egy ellipszoid és B) cirkularis alaka
sporajanak TEM képe. A C) abran a kontroll MS12+pyrG torzs sporaja lathato. A
méretskala 500 um-nek felel meg.

A cotH5 mutansok cirkularis sporafalanak belsd (42,81 nm) és kdzépsd (151,31
nm) rétegének nagysaga szignifikansan lecsokkent (p=0,0005) az MS12+pyrG torzséhez
képest (66,26 nm ¢és 160 nm), a teljes sporafalra vonatkoztatott eltérés azonban nem
mindsiilt szignifikansnak. Az ellipszoid sporak esetében a teljes spoérafal vastagsaga
szignifikansan csokkent (p=0,0040) a kontrollhoz képest, melynek oka a kozépsé
rétegben bekovetkezd valtozas volt (p <0,0001) [23. abral].

A CotH3 fehérjének tehat feltehetdleg szerepe van a cirkularis alakkal rendelkezd
sporak falanak kozépsd ¢és kiils6-, mig ellipszoid sporak esetén a kozépsd réteg
kialakitasaban. A CotH4 fehérje hianyaban a cirkularis spérak kézépsoé sporafal rétege
rendellenesen megvastagszik, belsé réteg pedig nem képzodik. Ezzel ellentétben, az
ellipszoid sporak esetében mindharom réteg kialakul, és a belsé réteg megvastagszik.
Osszeségében azonban elmondhatd, hogy a cotH4 mutins torzsek sporafala a spora
alakjatol fliggetleniil jellegzetes fenotipust mutat. A CotH5 protein szerepe
valdsziniisitheté a cirkularis spordk mindharom rétegének, mig az ellipszoid sporak
esetében a sporafal kozépsd rétegének kialakitdsaban. Bizonyitottuk tovabba, hogy a
CotH4 ¢és CotHS5 fehérje meghatarozo tényezdje a sporak méretének kialakitasanak,
hianyukban kisebb gombasporak képzddnek. Eredményeinket a 11. tablazatban

foglaltuk Ossze.
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11. tablazat. A cotH gének szerepe a sporafal rétegeinek kialakitasaban. Amennyiben
vizsgalataink alapjan valamely gén befolyasolta az adott szerkezeti elem kialakitasat, azt
+ jellel jeloltiik a tablazatban. — jel6lés esetén nem taldltunk Osszefiiggést az adott gén €s

a sporafal rétegeinek kialakitasa kozott.

cirkularis sporak ellipszoid sporak
belsd kozépsd kiils6 belsd kozépsd  kiilso
cotH1 - - - - - -
cotH2 - - - - - -
cotH3 - + + - + -
cotH4 + + + + + -
cotH5 + + + - + -

6.4.3.3. A mutans sporak vizsgalata SEM segitségével

A cotH diszrupcios torzsek spoérainak felszinét, tovabba sporangiumait is
megvizsgaltuk SEM  segitségével. A gombaspdérak  felszinének  pésztazo
elektronmikroszkdpos vizsgalata soran eltérést egyik cotH mutans sem mutatott, viszont
torzs esetében, melynek sporangiumainak felszinét makrobegytirédések jellemzik [26.

abra B)].

10.0kV 12.0mm x3.50k SE(M)

26. abra. Mucor circinelloides sporangiumainak SEM altal készitett képe. A) Az
MS12+pyrG, B) az MS12-AcotH5+pyrG torzs sporangiuma lathatd. A méretskala 10 um-
nek felel meg.

A SEM mintapreparacio egyik 1épése a mintdk felszallo alkoholsorral torténd
kezelése. Amennyiben a CotH5 fehérje hidnya miatt a sporangiumok fala elveszti
szilardsagat, az igy, statikailag instabil sporangium elvesztheti szférikus alakjat az

alkoholsorral torténd kezelés hatasara, kialakitva a fentebb emlitett fenotipust [26. abra

B)].
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6.4.3.4. A mutans sporak sporafalanak vizsgalata fluoreszcens festékekkel

A cotH3, cotH4 és cotH5 diszrupcids torzsek sporainak szerkezetében a célzott
génelrontast kovetden a sejtfal szerkezetére kiterjedd fenotipikus valtozasokat
detektaltunk. A sporafal szerkezeti valtozasénak, tovabba az eldzetes vizsgalatainknal
tapasztalt sejtfal stresszorral szembeni rezisztencia okat elsdsorban a sejtfalosszetételének
vizsgalatan keresztiil kerestiilk. A gomba sejtfal 6sszetétele j61 monitorozhaté az egyes
sejtfalkomponensekhez kotddo fluoreszcens festékek alkalmazasaval (Ram és Klis, 2006,
Rodrigues és mtsi. 2015), ezért a gombasporak KF festékkel festettiik, majd fluoreszcens
képalkotd aramlasi citometriaval vizsgaltuk.

Kisérletiinkben a KF festék segitségével a sejtben megtalalhatdo Gsszes kitin
jelolését végeztiik el. Az aramlasi citometrias felvételek alapjan [8. szama melléklet]
meghatarozhat6 az atlagos gombasejtenkénti pixelintenzitas [9. szamua melléklet], ami
utal a festddés intenzitasara és ezzel a kitin tartalomra. A cotH4 delécids torzs esetében a
KF festék intenzitasa szinginikansan magasabb volt a kontroll térzsh6z képest, melyet a
9. szamu melléklet szemléltet. E tekintetben a tobbi cotH mutdns torzs esetében nem
tapasztaltunk szignifikans eltérést. A spordkat fluoreszcens mikroszkopos eljarassal is
megvizsgaltuk, amely vizsgdlat alatdmasztotta az 4ramléasi citometriaval kapott
eredményeket, miszerint a cotH4 mutans esetében kitin felhalmozodas megy végbe a
sejtfalban [27. abra].

)
[y
o
o
(=]
o

7]

u 1 l

§ 8000

E T

Lé 60004

(]

S 4000

c

§ T T MS12-AcotH3+pyrG
@ 20004 MS12-AcotH4+pyrG
‘g MS12-AcotH5+pyrG
i 0 . VS124pyrG

27. abra. Fluoreszcens mikroszkopos eljarassal meghatdrozott KF festett sporak altal
kibocsatott intenzitds mértéke az MS12-cotH3+pyrG; MS12-cotH4+pyrG; MS12-
cotH5+pyrG és MSI12+pyrG torzsek esetében. A szignifikancia értékek parositott,
kétmintés, t-proba alapjan az MS12+pyrG torzshoz viszonitva értenddk, ahol ****: p
<0,0001.
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A gombasporak mellett KF festett fiatal hifak vizsgalatat is elvégeztiik, azonban
szembetling valtozasokat nem tapasztaltunk, igy elmondhatjuk, hogy a valtozas csak a
gombasporakra volt jellemz6, a hifakra nem [10. szamu melléklet].

A mannozilszarmazékok jelolését a Concanavalin A Lectin (Con A) - FITC
festékoldattal vittiik véghez, majd a festett gombasporakat képalkotd dramési citométerrel
vizsgéltuk. Mannozilszarmazékok tekintetében nem tapasztaltunk eltéréseket a mutans

torzsek esetében.

6.4.4. J774.2 makrofagszeri egér sejtvonal fertézése cotH mutans torzsek
sporaival

A sporasejtfalban bekovetkezd valtozast mutatdé mutdnsok makrofagok altali
fagocitozisanak mértékét aramlasi citométer segitségével kovettiik nyomon. Az in vitro
interakcidkat a cotH3, cotH4 és cotH5 mutans torzsek sporaival végeztiik, mivel a TEM
¢s SEM vizsgalatok alapjan e gombatdrzsek esetén tapasztaltunk sporakat érintd
valtozéasokat (6.4.3. fejezet).

Alexa Fluor 488 jelolt gombasporak és J774.2 makrofagok haromoras
inkubacidja utan elvégzett aramlasi citometrias analizis eredményei szerint a teljes
makrofag populaciora vonatkoztatva, az asszociald makrofagok aranya a cotH mutans
izolatumok esetében a kovetkezOk voltak: 57,45% (MS12-AcotH3+pyrG), 53,50%
(MS12-AcotH4+pyrG), 48,55% (MS12-AcotH5+pyrG), 56,17% (MS12) és 53,57%
(MS12+pyrG).

Miutan meghataroztuk egyes fagocitalé makrofagok aranyat [28. abra] és az egy
makrofag altal fagocitalt sporak atlagos szamat [29. abra], megallapitottuk az egyes
torzsekre jellemzd fagocitozis indexet, ami a szamolt sejtek altal dsszesen fagocitalt
gombasporak szamat mutatja meg. A J774.2 sejtek gombadlé hatékonysaga, illetve

fagocitalo képessége a cotH mutans torzsek esetében a kontrollal megegyezd volt.
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28. abra. A J774.2 makrofagszerli egér sejtek gombadld hatékonysdga a Mucor
circinelloides cotH mutansok, tovabba az MS12+pyrG torzsek sejtjeivel szemben. A) A
kapuzas sémaja lathato, ahol a piros populacio a makrofagszeri egér sejteket (Fagocitozis
-), a z6ld populacid a sporakkal interakcioban 1évé sejteket (Fagocitozis +) jelenti. B)
ChO1: fénymikroszkopos képek; Ch011: CellMask Deep Red Plasma Membrane
detektalasara hasznalt csatorna; Ch02: FITC detektalasara hasznalt csatorna;
Ch011/Ch02/Ch01 (merged): a Ch011, ChO1 és Ch02 egymadsra vetitett képe. Az dramlési
citométer altal készitett fluoreszcens mikroszkopos képek méretskalaja 20 um-nek felel

meg. C) Az asszocialo makrofagok aranya a cotH mutans izolatumok esetében.

B
o
)

304

20

aranya a teljes populacicban (%)
=
o
=

Az adott szamu spéraval asszocialt fagocitak

T T T —
T T 3
T 4
0 . r : - i == . 4+
MS12 MS12+pyrG MS12-AcotH3+pyrG MS12-AcotH4+pyrG MS12-AcotH5+pyrG

29. abra. A fagocitalt sporak atlagos szama a fagocitald sejtpopulacion beliil.
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A cotH muténsok sporait a J774.2 makrofagok a kontrollhoz hasonlé mértékben
tudtdk fagocitdlni, s az adott szaml spéraval asszocialt makrofagok aranya is az
MS12+pyrG torzsre jellemzdé aranyokat mutatta a teljes makrofdg populacidhoz
viszonyitva. A cotH3 és cotH4 mutansok esetében a J774.2 sejtek négy sporanal tobbet
is képesek voltak bekebelezni, mely sem a kontroll, sem pedig a tobbi vizsgalt cotH

mutans esetében nem volt megfigyelhetd [29. abral.

6.4.5. Mucor circinelloides sporakat tartalmazo fagoszoémak savasodasanak

vizsgalata makrofagokban

A fagocitozist kovetden a Mucor sporaknak a fagoszoman beliili citotoxikus
kornyezettel kell megbirkézniuk, Gigy, mint a savasodas, a tapanyagok hidnya, oxidacio
és az antimikrobialis proteinek jelenléte (Pérez-Arques és mtsi. 2019). Ebben a
kisérletben a savasodott fagoszomakban intenziven fluoreszkalé pHrodo™ Red pH-
szenzitiv fluoroforral jeloltiink a M. circinelloides sejteket [30. abra]. A makrofagokat a
festett sporakkal koinkubaltuk, majd a fagoszomak savasodasanak hatékonysagat

képalkotd aramlasi citométerrel vizsgaltuk.
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30. abra. Reprezentativ felvételek pHrodo™ Reddel festett Mucor circinelloides
sejtekkel fert6zott J774.2 sejtekrél az Amnis FlowSight® Imaging Flow Cytometerrel
torténd mérést kovetden. Az dbra bal oldaldn a kapuzas sémédja lathatd, mely megadja a
pHrodo™ Red+ sejtek szamat az 6sszes mért sejt %-aban. A jobb oldali abran a pHrodo™
Red+ sejtek lathatok. ChO1: fénymikroszkopos képek; Ch04: a pHrodo™ Red
detektalasara hasznalt csatorna; Ch01/Ch04 (merged): a ChO1 és Ch04 fazioja.
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A CotH fehérjék hianya azonban nem volt hatdssal a fagoszomak savasodasa,
tehat ezt a folyamatot nem befolyésoljak a vizsgélt CotH fehérjék. Miutan a Mucor sporak
a fagoszomak belsejébe keriilnek, a sejtfal €s sejtmembran biogenezisével kapcsolatos
folyamatok upregulalédnak, s kezdetét veszi a sporak csirazasa (Meyers és mtsi. 2017).
Fontosnak véltiikk megvizsgélni, hogy a bekebelezett sporak ¢letképességére befolyassal
van-e a CotH fehérjék hidnya, igy a sporak talélését, 180 percig tartd J774.2 sejtekkel

crer

hianya nem befolyasolta szignifikansan a sporak tulélését az in vitro interakciot kovetoen.

6.4.6. A diszrupciés mutians torzsek fenotipusos vizsgalata:

osszefoglalas/értékelés

A patogén gombdk esetében a stresszre torténd reagald képesség dontd
fontossagli a gazdaszervezet kornyezetéhez valo adaptacio soran (Bahn és mtsi. 2007). A
gomba gazdaszervezetbe keriilését kovetden els6dlegesen a gazda fagocitalo sejtjeivel 1ép
interakcidba, ahol a fagocita sejtek intracelluldris 61ési mechanizmusai révén elsdsorban
oxidativ stressznek van kitéve. Az ezzel szembeni ellenalld képesség kialakitasa egy
kulcsfontossagu kritérium a sikeres kolonizacid érdekében, tovabba az adapticio
elengedhetetlen ahhoz, hogy tartos fert6zés jojjon 1étre (Cooney és Klein 2008). A cotH
diszrupcids torzsek novekedését ezért kiilonbozé kornyezeti feltételek mellett, tovabba
stresszorok jelenlétében is megvizsgaltuk. A gomba névekedési optimuman (28 °C)
torténo tenyésztés soran az MS12-AcotH3+pyrG mutans szignifikansan jobban, az MS12-
AcotH4+pyrG torzs pedig kevésbé nétt a kontroll térzshoz képest. Az utdbbi torzs,
alacsonyabb és magasabb hdmérsékleten megdrizte jellegzetes novekedési defektusat,
azonban érdemes megemliteni, hogy bar a cotH mutansok névekedésére jelentds hatassal
volt a tenyésztési homérséklet novelése, addig a cotH4 mutansra e tényezd szignifikansan
kevésbé hatott az MS12+pyrG torzshoz képest. Mivel a KV és KF festékekkel torténd
érzékenységi vizsgalat felfedheti az esetleges sejtfal-mutansokat, diszrupcios torzseinket
az emlitett sejtfal stresszorokat tartalmazo taptalajon vizsgéltuk meg. A KV festék az
MS12-AcotH3+pyrG és MS12-AcotH4+pyrG mutansokra, mig a KF az Gsszes vizsgalt
cotH mutans novekedésére szignifikdns hatassal birt, mely a cotH1, cotH2, cotH3 és
cotH5 torzsek esetében a stresszorral szembeni érzékenységként, a cotH4 esetében pedig
egy fokozottabb ellenallo-képességként mutatkozott meg. A KV és KF festékkel
szembeni érzékenység megvaltozdsanak egy lehetséges magyarazata lehet a cotH

mutdnsok sejtfaldnak szerkezeti megvaltozasa. A spordk sejtfalszerkezetének
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megvaltozasara szintén utalhat az MS12-4cotH4+pyrG torzs esetében megfigyelt
hidrogén-prexidoddal szembeni fokozott érzékenység iSs. Az SDS sejtmembran
detergenssel szembeni érzékenysége a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 torzseknek a
harmadik napon valt szignifikdnssa a kontrollhoz képest, ekkor a gomba intenziv
sporaképzd folyamatai zajlanak (Vellanki és mtsi. 2018).

Mivel a CotH fehérjék ortologjait leginkdbb spora felszini, vagy a sporaburok
szerkezeti elemeként tartjuk szamon (Kim és mtsi. 2006), fontosnak tartottuk a M.
ravilagitottak arra a tényre, hogy a sporak méretének kialakitdsaban a CotH4 és CotH5
fehérjék szerepet jatszanak, hianyukban kisebb gombaspordk képzddnek. M.
circinelloides esetén ismert a sporak mérete és virulenciaja kozotti 6sszefiiggés, miszerint
a kisebb méretli sporak kevésbé tekinthetok virulensnek, tovabba mivel nem képesek
intenziv csirdzasi folyamatokra a makrofagok altali fagocitozist kovetden, igy a
gazdaszervezet eliminald hatdsa altal elpusztulnak. A sporafal mindhdrom rétegének
kialakitasaban a cotH géneknek jelentds szerepiik van, azonban e gének szerepe a
cirkularis ¢és ellipszoid sporak esetében eltérd lehet, ugyanis a cotH4 mutédns cirkularis
sporaiban a sporafal belsd rétege nem alakul ki, mig a kozépso réteg €s a kiilsoé réteg
megvastagszik. Ezzel szemben az ellipszoid spdrakban a belsé sporafal réteg kialakul, s
mig a sporafal kozépsd rétege valtozatlan marad, megvastagszik. A SEM képalkotod
eljaras altal kapott eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy a CotHS fehérje szerepet
jatszhat a M. circinelloides sporangiumainak kialakitasaban. Ez 6sszefliggésben allhat
azzal a jelenséggel, hogy a cotH5 delécios torzs szignifikansan kisebb sporakat képez.

Hogy a lehetséges sejtfalszerkezeti valtozasok okat feltarjuk, a gombasporakat
olyan fluoreszcens festékekkel festettilk, amelyek képesek a sejtfal egy-egy
komponenséhez specifikusan kotddni. A gombék sejtfala az elsd struktira, ami a
gazdasejttel érintkezik, ezért kulcsszerepet jatszik a fertézési folyamatokban, azaltal,
hogy lehetévé teszi a gazda sejtjeihez/szoveteihez valo tapadast, az antigenitast és az
immunvalaszt (Sundstrom 2002, Arroyo és mtsi. 2016b). A dinamikus, poliszacharid
Osszetételében folyamatosan valtozo sejtfal az immunfelismerés €s az antifungalis szerek
elleni rezisztencia kialakulasanak egyik fontos tényez6je (Munro és Gow 2001, Walker
¢és mtsi. 2008, Hopke ¢és mtsi. 2016). A gombasejtek sejtfalat megvizsgaltuk
epifluoreszcens mikroszkopos eljarassal, mely alkalmas a sejtekben fellelhetd kitin
kimutatasara (Hoch és mtsi. 2005) és a nagy mintaszammal valé vizsgalatot lehetdvé tevo

aramlasi citometria segitségével (Costa-de-Oliveira és mtsi. 2013) is. Az MSI12-
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AcotH4+pyrG torzs sejtfalaban valtozast detektaltunk az 6sszkitin tartalomban. A Kitin,
mely a fonalas gombak sejtfalanak 1-15%-t alkotja, az N-acetilgliikozamin B-1,4-
homopolimerje, melyet a sejtben 1évo kitin szintdz enzimek szintetizalnak (Arroyo ¢€s
mtsi. 2016b). Ez a poliszacharid a legtobb gombafajban B-1,3-gliikannal egyiitt lelhetd
fel, és alapvetd szerepet jatszik a gombasejt sértetlenségének megérzésében és
strukturalis szilardsaganak fenntartasaban a novekedés és morfogenezis folyaman (Klis
és mtsi. 1994, de Groot és mtsi. 2004). Az, hogy a cotH4 génben toérténd mutaciot
kovetden a sporafal Osszkitin mennyisége jelentdsen megnd, a CotH4 mutans sporafal
szerkezeti valtozasara utalhat, tovabba fennall annak a lehetsége is, hogy a sejtfal és
sejtmembran elvalik, és a két struktura kdzott anyag- (pl. kitin) felhalmozodas zajlik le.
Ezt a feltételezést mind a TEM, mind a sejtfalkomponenseket vizsgalé aramlési
citometrias és fluoreszcens mikroszkopos kisérletek eredményei is alatamasztottak.
Mivel a fiatal hifak fluoreszcens festése soran a kontrollhoz képest nem tapasztaltunk
eltérd fenotipust, igy ugy véljik, hogy a kitintartalomban toérténd valtozasok kizarolag a
gombasporakra dsszpontosulnak az MS12-4cotH4+pyrG torzs esetében.

A gombasejtek csokkent in vivo virulenciaja és gyengébb talélési képessége
gyakran annak koszonhetd, hogy a gazdaszervezetbe keriilt gombasejteket az
immunsejtek (pl. makrofagok) hatékonyabban képesek fagocitalni, majd elpusztitani. A
cotH mutansok esetében ez az allitas nem all fenn, ugyanis a legalabb egy gombasejtet
fagocitalo sejtek ardnydban nem volt kimutathato kiilonbség a pyrG komplementalt és a
mutans torzsek kozott, tovabba, annak ellenére, hogy az MS12-AcotH3+pyrG, MS12-
AcotH4+pyrG és MS12-AcotH5+pyrG torzsek sporainak méretében és/vagy spodrafal
szerkezetében is jelentds valtozast detektaltunk, a fagocitalo makrofagok ardnyaban nem
volt szignifikans eltérés. Erdemes azonban megjegyezni, hogy az MS12-AcotH3+pyrG
€s MS12-AcotH4+pyrG torzs spoéraibol a makrofagszerti sejtek képesek voltak négynél
tobbet is bekebelezni. Az in vitro vizsgalataink alapjan a CotH fehérjék hianyaban is
képesek voltak a makrofagok felismerni és bekebelezni a gombasporakat, tovabba a
fagoszomak savasoddsat nem befolydsoltdk a vizsgalt CotH fehérjék. A diszrupcids
torzsek sporainak életképességét nem befolydsolta szignifikdnsan a fagoszomak

citotoxikus kornyezete sem.
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6.5. A cotH mutans torzsek in vivo virulencia vizsgalatai

6.5.1. A cotH mutans torzsek virulencia vizsgalata in vivo Drosophila

melanogaster modellben

Az éllati fert6zési modellek alkalmazasa elengedhetetlen a gombafertdzések
patomechanizmusanak vizsgalatdhoz, kiilondsképp, ha olyan megbetegedésrdl
beszéliink, mint a mucormikézis, mely esetében a klinikai vizsgalatok megtervezése
kiilonosen nehéz a fert6zés alacsony el6fordulasi gyakorisaga, a korokozok
valtozatossaga, a fertdzési Utvonalak ¢és a hattérben meghtzodo alapbetegségek
sokfélesége miatt (Jacobsen 2019). A fert6zésben szerepet jatszo gének, illetve fehérjék
szerepérdl ugyan nyerhetiink informaciot in vitro kisérletek segitségével is, azonban a
szisztémas fert6zés soran jatszott funkciok tisztazasa csak in vivo modellben lehetséges.

A cotH gének patogenitasban valo szerepét el6szor D. melanogaster ecetmuslica
modellorganizmus segitségével vizsgaltuk [31. abra]. Kisérleteinkbe az MS12-
AcotH1+pyrG, MS12-AcotH2+pyrG, MS12-AcotH3+pyrG, MS12-AcotH4+pyrG,
MS12-AcotH5+pyrG, tovabba kontrollként az MS12+pyrG és a CBS277.49 VT torzseket
vontuk be. A cotH3 (p=0,0122), cotH4 (p <0,0001) és cotH5 (p <0,0001) mutans térzsek
patogenitasa szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest (MS12+pyrG). A cotH1 és
cotH2 mutans esetén nem tapasztaltunk szignifikéns eltérést a kontrollhoz képest Oregon-

R D. melanogaster modellben.
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31. abra. A cotH gének patogenitasanak vizsgalata VT Oregon-R Drosophila
melanogaster ecetmuslica modellben. A kiilonbségek szignifikancidjanak kiszamitasat
Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik, az MS12+pyrG torzshoz viszonyitva, 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 mutans torzsekkel torténd fertézést kovetden a
D. melanogaster ecetmuslicak tulélése magasabb volt a kontroll toérzzsel vald fert6zott
legyekéhez képest, ezért a CotH3, CotH4 és CotH5 fehérjéknek szerepe lehet a M.

circinelloides virulenciajaban.

6.5.2. A cotH mutans torzsek virulencia vizsgalata in vivo Galleria mellonella

modellben

A CotH proteinek patogenitasban betoltott szerepének vizsgalatdhoz a G.
mellonella, nagy viaszmoly larva modell rendszert is bevontuk, amelynek soran a larvakat
az MS12+pyrG, valamint a cotH mutans torzsekkel fert6ztiikk és monitoroztuk a larvak
tulélését [32. abra]. A kezeletlen és IPS-sel kezelt kontroll csoport esetén a larvak koziil

egy sem pusztult el a kisérlet befejezéséig.
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32. abra. A cotH gének patogenitasanak vizsgalata Galleria mellonella modellben. A
kiilonbségek szignifikanciajanak kiszamitasat Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik,
az MS12+pyrG torzshoz viszonyitva, ahol ****: p <0,0001. Kezeletlen kontrollként IPS-

t alkalmaztunk (fekete szaggatott vonal).

A 32. abran megfigyelhetd, hogy az MS12-4cotH4+pyrG torzsekkel fertdzott
larvak talélési gorbéje szignifikansan eltér a kontroll torzzsel fert6zott larvak talélési
gorbéjétol, az emlitett mutans torzs patogenitasa lecsokkent. A cotH1, cotH2, cotH3 és
cotH5 mutansok esetében szignifikans eltérést nem tapasztaltunk a torzsek patogenitasa

szempontjabol G. mellonella modellben.
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6.5.3. A cotH mutansok patogenitasanak képessége in vivo egér fertozési

modellben

Mivel a jaromsporas gombak sporainak belélegzése a leggyakoribb fert6zési
utvonal, ezért ennek imitalasdra az intratrachedlis vagy intranazalis belélegeztetés a
legszélesebb korben alkalmazott modell, de szisztémds mucormikoézis is indukélhatod a
gomba intravénas beoltasaval, altalaban a farok vénajaba torténd szuras altal (Lopez-
Fernandez és mtsi. 2018, Liu és mtsi. 2015). A CotH fehérjék szerepét R. delemar
gombafajban DKA egér modell segitségével vizsgaltak, mely soran a pulmonaris
mucormikozist a gombasporak intratrachealis Gton torténd belélegeztetésével indukaltak
(Gebremariam és mtsi. 2014). M. circinelloides esetében korabban még nem alkalmaztak
intratrachedlis uton torténd egér fertdzési modellt, ezért elészor a vad tipusu gomba,
egerekre gyakorolt fertézoképességének vizsgalatat végeztiik el, ahol a DKA egereket
intratrachedlis Uton fertéztikk. A rendszer optimalizalasat DKA BALB/c him egerek, M.
circinelloides CBS277.49 torzsének sporaival vald fert6zéssel valositottuk meg. A vad
tipusa CB277.49 torzs virulensnek bizonyult DKA egér modellben az intrarachedalis
fertdz¢s sordn, igy tehat a tovabbi kisérleteink soran kontrollként alkalmaztuk. A DKA
BALB/c him egerek fertdzését a cotH mutéans torzsekkel is elvégeztiik. A cotH3 mutans
avirulensnek bizonyult DKA egér modellben, a cotH4 mutans patogenitasa pedig
szignifikansan csokkent a kontrollhoz képest [33. abra]. Az egérkisérletek elvégzésének

idejében a cotH5 mutans még nem allt rendelkezéstinkre.
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33. abra. DKA BALB/c him egerek (>20 g) (National Cancer Institute) (n=5) egerek
tulélése cotH mutansokkal torténd fertdzést kovetden. A fertdzés intratrachealisan, 25 pl
PBS-ben felvett 2,5 x 10° (1x108 spoéra/ml) mennyiségii friss sporaval tortént. A
kiilonbségek szignifikanciajanak kiszamitasat Log-rank (Mantel-Cox) teszttel végeztiik,

a CBS277.49 torzshoz viszonyitva.
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6.54. A cotH mutians torzsek in vivo virulencia vizsgalatai:

osszefoglalas/értékelés

A jaromsporas gombak okozta fertézések vizsgalatanak kedvelt, nem gerinces
modellorganizmusa a Drosophila melanogaster (Chamilos és mtsi. 2008b, Shirazi és
mtsi. 2014, Younes és mtsi. 2020, Wurster és mtsi. 2020). Immunsejtjeinek
mintdzatfelismerd receptorai a konzervalt mikrobidlis mintazatok felismerését kovetden
aktivaljak a sejtes valaszt, amely specifikus az adott mikroorganizmusra (Gottar és mtsi.
2006, Ferrandon ¢és mtsi. 2007). Jol jellemzett velesziiletett immunitasa miatt a D.
melanogaster megfeleldé modell a mucormikézis immunopatogenezisének
tanulmanyozasara (Chamilos és mtsi. 2008b), ezért tobb esetben is alkalmasnak bizonyult
kiilonféle torzsek virulencidjanak meghatarozasara (Alarco és mtsi. 2004, Shelburne és
mtsi. 2015, Jacobsen 2019), ezért a cotH muténsok virulencidjanak vizsgalatara el6szor
D. melanogaster fertézési modellt alkalmaztunk, ahol az MS12-4cotH3+pyrG, MS12-
AcotH4+pyrG és MS12-AcotH5+pyrG torzsek szignifikdnsan kevésbé patogénnek
bizonyultak a kontrollhoz képest. Az MS12-4cotH4+pyrG mutanssal fertézott G.
mellonella larvak talélési gorbéje alapjan, a cotH4 gén elvesztése csokkent
patogenitashoz vezet M. circinelloides-ben.

Az MS12-AcotH4+pyrG torzs tehat mindkét alkalmazott modellben csokkent
virulenciat mutatott. Erdemes azonban megemliteni, hogy a Galleria és Drosophila
fertdzéseket kovetden, a monitorozas soran javasolt inkubacidés hdmérséklet az adott
gomba homérsékleti optimuma, azonban a cotH4 mutans e hdmérsékleten novekedési
defektussal bir. Mivel a 35 °C-on vald tenyésztés is szignifikansan befolyasolja az
emlitett mutans novekedését, igy tehat az ezen a hémérsékleten torténd inkubacid sem
kiisz6boIné ki a kontrollhoz képest megfigyelt novekedési dekeftus problémajat. Az ennél
magasabb homérsékleten, 37 °C-on, folyadék kozegben a M. circinelloides
morfologiailag dimorf jellege miatt élesztészerii formaban képes csak novekedni. A M.
circinelloides heterotallikus szervez6désti gomba, mely soran a zigosporak
kialakuldsdhoz két kompatibilis pérosodasi tipus [(-) ¢és (+)] sziikséges. A M.
circinelloides f. lusitanicus (+) parosodasi tipusu izolatumok kisebb sporai kevésbé
bizonyultak virulensnek G. mellonella modellszervezetben végzett in vivo kisérletek
soran, Osszehasonlitva a (-) parosodasi tipust izolatumok nagyobb sporaival szemben (Li
és mtsi. 2011*). A CotH4 fehérje hianyaban a torzs szignifikansan kisebb sporakat hoz

létre. Feltételezhetjiik, hogy a sporak méretének valtozasa esetiinkben is kapcsolatban



6. Eredménvyek és értékelésiik 92

allhat a virulencia csokkenésével, azonban ezt az dsszefiiggést nem detektaltuk a cotH5
torzs esetében, mely szintén kisebb spordkkal rendelkezik, mint az MS12+pyrG. Ez
alapjan tehat ugy gondoljuk, a csokkent patogenitds oka nem kizardlag a sporak
méretének megvaltozasa.

A gerinctelen gazdaszervezetek alkamazasanak f6 korlatja az, hogy ezekben a
modellekben kapott eredmények vajon adaptalhatok-e emldsokre és végsd soron az
emberi szervezetre. Az adaptiv immunrendszer és a specifikus szervek, példaul a tiidd,
hidnya azonban befolyasolhatja a patogenezist, igy ahhoz, hogy a mutans torzsek
patogenitasban betoltott szerepérél pontosabb képet kapjunk, indokolt gerinces
modellben is tanulmanyozni azokat, igy a CotH mutansok virulenciajat in vivo egér
fertdzési modellben is megvizsgaltuk. Sikeriilt azonositanunk két olyan proteint, mely
befolyasolta a M. circinelloides fonalas gomba fert6z6képességét DKA egér modellben:
a cotH3 mutans avirulensnek bizonyult, a cotH4 mutans patogenitasa pedig
szignifikansan lecsokkent a kontrollhoz képest. Az azonban, hogy az egerek atlagos
testhdmérséklete 36,6 °C (Refinetti 2010) befolyasolhatja a hémérséklet szenzitivnek
bizonyuld MS12-AcotH3+pyrG torzs novekedését, azéltal pedig virulencidjat egér
modellben, de nem magyarazza a mutans, Drosophila fertézések soran tapasztalt
csokkent virulenciajat. Mindezek alapjan a CotH3 protein patogenitisban betoltott
lehetséges szerepét két modellorganizmusban kapott eredményeink is alatdmasztjak.

A cotH gének diszrupciojat kovetden a mutidns torzsekben tapasztalt
fenotipusokat, illetve a gének lehetséges funkcidjat a 11. szamu mellékletben foglaltuk

0ssze.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Mucorales rend fajai altal okozott gombas fertézéseket mucormikézisnak
nevezziik. Ez a ritka, human megbetegedés leggyakrabban olyan betegeknél fordul eld,
akik immunszuppressziv kezelés alatt allnak vagy vérképzdszervi rosszindulati daganat
szovédményeként immunhianyos allapotban szenvednek. A mucormikoézis etiologiai
agenseként leggyakrabban azonositott fajok a Rhizopus, Lichtheimia és Mucor
nemzetségekhez tartoznak. A gombas fert6zésekre fogékony populacié novekedése miatt
a mucormikozisos esetek szama is ndvekvd tendenciat mutat.

A Mucorales rend tagjai rezisztenciat mutatnak a rutinszertien alkalmazott
gombacellenes szerek tobbségével szemben (pl. echinokandinok és azolok). A fent emlitett
tények mindegyike siirgetOvé teszi az azonositast lehetdvé tevé molekularis modszerek
fejlesztését, valamint Uj gombaellenes célpontok és stratégidk felfedezését. E célok
elérése érdekében elengedhetetlen a mucormikdzis patomechanizmusanak tisztazasa, a
gazda-patogén interakciok feltarasa, valamint a potencialis virulencia faktorok és
biomarkerek azonositdsa. E célok eléréséhez sziikségszerii egy olyan molekularis és
segitségével rutinszerlien allithatok elé a génfunkcidk vizsgalatara alkalmas mutans
torzsek.

A legfrissebb kutatasok ramutattak a CotH fehérje csalad fontossagara a
jaromsporas R. delemar patogenitasa kapcsan, kutatasunk ezért els6sorban e géncsalad
atfogd elemzésére, mint példaul a virulenciaban betoltott szerepének tisztazasara
Osszpontosult. A Mucor genomban azonositott feltételezett sporafelszini fehérjéknek
azonban csak egy része mutatott homologiat azokkal a Rhizopus fehérjékkel, melyek
kapcsolatban allnak a gomba patogenitasaval. Azt a lehetdséget is figyelembe kellett tehat
venniink, hogy a CotH fehérjecsalad egy sokrétii, akar szamos bioldgiai folyamatban is
szerepet jatszo proteincsalad, s ennek érdekében szamos kisérletet terveztiink a
sporafelszini fehérjék M. circinelloides gombaban betoltott szerepének tisztazasara. A
CotH fehérjék funkcionalis elemzése soran nyomon kovettiikk a CRISPR-Cas9 rendszer
altal létrehozott genetikailag stabil mutdnsok fenotipusos valtozésait, hogy
megvalaszolhassuk azt a kérdést, hogy a CotH fehérjék milyen szerepet jatszanak a M.

circinelloides gomba patogenezisében, illetve egyéb fiziologiai folyamataiban.
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A NHEJ hibajavit6 mechanizmus segitségével torténd génszerkesztési
kisérleteink soran a M. circinelloides mutans MS12 (leuA™ és pyrG’) és CBS277.49 vad
tipusu torzseit a carB génre specifikus in vitro szintetizalt gRNS szekvenciaval és Cas9
nukledzzal transzformaltuk. A gRNS-t és a Cas9 enzimet 100 uM-0s koncentracidoban
alkalmazva 1,25 x 10* (MS12) és 2 x 10* (CBS277.49) transzformacios hatékonysagot
értiink el. Azért, hogy a carB génben torténé mutaciot igazolni tudjuk, a carB-t, valamint
a vele szomszédos carRP gént tartalmazoé régiot PCR segitségével amplifikaltuk, az igy
kapott termékeket pedig megszekvenaltattuk, melynek eredménye alatdmasztotta a
célgénben torténd delécid létrejottét. A szekvenalds azonban a mutdnsok genomjaban
nagyméretli, 2,3 kb nagysagot is meghaladé deléciok jelenlétét tarta fel a PAM
szekvenciatdl 5° iranyban, mely mutaciok befolyasoltak a szomszédos carRP gént is. A
carB gén elrontdsdnak HDR-en alapuld megvaldsitasa érdekében 1étrehoztunk egy olyan
diszrupcids kazettat, mely a carB génnel homolog szekvencidkat, tovabba az uracil
génjét tartalmazza. 5 pg templat DNS, 100 uM Cas9 enzim és 100 uM gRNS 10° szdmu
protoplaszthoz valé hozzaadasaval 2 telepet sikeriilt izolalnunk, melyek genomi DNS-
1zolatumok nem szelektiv koriilmények kozott is, legalabb 15 atoltasi ciklus utan is,
meglrizték  stabilitdsukat. Sem az integralt DNS  degradalodasara, sem
reorganizalodasara utald jeleket nem taldltunk. Jaromspdras gombakban tehat eldszor,
sikeresen alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 rendszert, s ezt kovetéleg megkezdhettiik egyes
géncsaladok atfogo vizsgalatat.

17 cotH-szerii gént azonositottunk JGI MycoCosm M. circinelloides f.
lusitanicus genom adatbazisban, melyeket sajat névvel lattunk el. Osszegytijtottiik az
azonositott CotH-szeri fehérjékben feltételezetten jelen 1évo alegységeket ¢és
motivumokat. A R. delemar CotH3 fehérjével a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%) és a
CotH13 (72,9%) protein mutatta a legnagyobb hasonldsagot, melyekben a ,,CotH-
motivumként” leirt AS szekvencia is azonosithato volt. Prediktaltuk a M. circinelloides-
ben azonositott CotH-szer(i fehérjék feltételezett sejten beliili lokalizacidjat, mely alapjan
feltételezziik, hogy az fOképp extracellularis jellegli, tovabba megvizsgaltuk a szignal
peptid és GPI-horgony lehetséges jelenlétét is a fehérjékben. Megallapitottuk, hogy az
altalunk azonositott sporafelszini fehérjék ortologjait a legnagyobb hasonlésdgban

hordoz6 két organizmus a R. delemar és a P. blakesleeanus.
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A cotH1-6 gének elrontasa céljabol olyan diszrupcids kazettdkat hoztunk 1étre,
¢s terminalis régiokat, valamint a pyrG gént. Az igy létrehozott diszrupcios kazettat
templat DNS-ként alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 modszerrel megvaldsitott HDR soran,
létrehozva 6t, cotH-mutéans torzset. A cotH gének CRISPR-Cas9 rendszerrel végrehajtott
specifikus géndiszrupciojanak sikerességét hagyoméanyos PCR, gRT-PCR, Sanger
szekvenalas €s a COtH3 és cotH4 mutans esetében WGS segitségével validaltuk. A cotH
gének diszrupcidja soran tapasztalt transzformacios gyakorisag 2-6 telep/10° protoplaszt
volt. A cotH6 gén elrontasara tett kisérletek soran tapasztalt jelenségek alapjan, miszerint
a transzformalast kovetden a feltehetéleg mutans telepek nem bizonyultak életképesnek,
arra kovetkeztettiink, hogy a cotH6 gén olyan fontos funkcioval birhat, melynek hianya
letalis a gomba szdmara.

A gomba ndvekedési optimuman (28 °C) torténd tenyésztés soran az MS12-
AcotH3+pyrG torzs fokozott ndvekedést mutatott, mig az MS12-AcotH4+pyrG mutans
novekedési defektussal birt. Az MS12-AcotH4+pyrG torzs alacsonyabb és magasabb
hémérsékleten megdrizte jellegzetes novekedési defektusat, tovabba novekedését a
magasabb homérsékleten torténd tenyésztés kevésbeé befolyasolta, mint a kontroll torzsét.
A cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 torzsek a kontrollhoz képest szenzitivebbnek
bizonyultak a magasabb hdmérsékleten torténd tenyésztéssel szemben. A cotH3 mutans
hészenzitivnek bizonyult 20 °C és 35 °C-on.

Mivel a sejtfal Osszetételének megvaltozasa befolyasolhatja a gomba
virulenciajat, ezért diszrupcids torzseink érzékenységét megvizsgaltuk KV és KF
festékekkel szemben, melyeket gyakran alkalmaznak sejtfal mutansok azonositasara. A
KV festékkel szemben az MS12-AcotH3+pyrG és MS12-AcotH5+pyrG mutansok
szignifikdnsan  érzékenyebbnek, mig az MS12-AcotH4+pyrG szignifikdnsan
ellanallobbnak bizonyult. KF az 6sszes vizsgalt cotH mutans ndvekedésére szignifikans
hatassal birt, mely a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 torzsek esetében a stresszorral
szembeni  érzékenységként, a cotH4 esetében pedig egy fokozottabb
ellendlloképességként mutatkozott meg. A KV ¢és KF festékkel szembeni érzékenység
megvaltozasanak egy lehetséges magyarazata lehet a COotH mutdnsok sejtfalanak
szerkezeti megvaltozasa. Az MS12-AcotH4+pyrG torzs sporainak életképessége
szignifikansan lecsokkent hidrogén-prexidoddal valé kezelést kovetdéen. Az MS12-

AcotH4+pyrG mutans ellenallobbnak bizonyult az SDS membran detergenssel szemben.
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Az SDS detergenssel szemben a harmadik napto6l kezdve a cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5
mutansok fokozott érzékenységet mutattak.

TEM segitségével vizsgaltuk a sporak hossz- €s keresztmetszetének eloszléasat,
profilteriiletét és cirkularitasat, tovabba sejtfalanak szerkezetét. A kontrollként hasznalt
MS12+pyrG torzs sporainak profilteriilete 7,77-75,35 um, keresztmetszetiik 2,71-7,87
um, hosszmetszetiik 3,65-12,19 um kozé esik. A CotH4 és CotHS fehérjék szereppel
birnak a spordk méretének kialakitasdban. A sporafal rétegeinek TEM altali vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy a sporafal harom rétegének kialakitasaban a cotH géneknek
jelentés szerepiik van, azonban e gének szerepe a cirkularis és ellipszoid sporak
sporafalanak kialakitasaban eltéré lehet. Az MS12-4cotH3+pyrG torzs cirkularis
spordinak faldban a kozépso réteg elvékonyodasat figyeltiik meg, mellyel egyidében a
kiils6 fal vastagodasa is végbement. A kozépsd réteg vastagsaganak csokkenését az
ellipszoid sporak esetében is detektalni tudtuk. A CotH3 fehérjének leginkabb a sporafal
kozEépso rétegének kialakitasaban van szerepe. A cotH4 gén hianyaban a k6zépso sporafal
réteg rendellenesen megvastagszik, azonban az ellipszoid spordk esetében ez a hatas a
belsd réteget érinti. A CotH5 protein szerepe valoszintsithetdé a cirkularis sporak
mindharom rétegének, mig az ellipszoid sporak esetében a sporafal kozeépso rétegének
kialakitasaban.

A cotH4 génben torténd mutaciot kdvetden a sporafal Osszkitin mennyisége
jelentdsen megndtt, mely valoszintileg a sejtfal egyes rétegeiben bekdvetkezd valtozassal
all osszefliggésben. Fenndll tovabba annak a lehetdsége, hogy a sejtfal és sejtmembran
elvalik, és a két struktura kozott anyag- (pl. kitin) felhalmozodas zajlik le. A fiatal hifak
fluoreszcens festése azt mutatta, hogy a kitintartalomban torténd valtozasok kizardlag a
gombasporakra dsszpontosulnak az MS12-4cotH4+pyrG torzs esetében.

A spordk J774.2 makrofagokkal torténd interakcidjat aramlési citométer
segitségével kovettilk nyomon. Annak ellenére, hogy az MS12-AcotH3+pyrG, MS12-
AcotH4+pyrG és MS12-AcotH5+pyrG torzsek sporainak méretében, illetve spodrafal
szerkezetében is jelentds valtozast detektaltunk, az egy makrofag altal fagocitalt
gombasejtek szamaban nem Vvolt szignifikans kiilonbség, azonban az MS12-
AcotH3+pyrG és MS12-AcotH4+pyrG torzs sporaibol a J774.2 sejtek képesek voltak
négynél tobbet is bekebelezni. Ezt kdvetden a J774.2 sejteket a mutans térzsek sporaival
koinkubaltuk, majd képalkotd aramlasi citométerrel vizsgaltuk a pHrodo™ Red+

makrofagok ardnyat. A fagoszomak savasodasat nem befolyasoljadk a vizsgalt CotH
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fehérjék, tovabba a CotH fehérjék hidnya nem befolyésolta szignifikdnsan a sporak
tulélését az in vitro interakciot kovetden.

Az in vivo kisérleteinkbe bevont cotH3, cotH4 és cotH5 mutans torzsek esetén
Drosophila fertézési modellben csokkent patogenitast tapasztaltunk. Eredményeink
ravilagitottak a cotH3, cotH4 és cotH5 gének lehetséges szerepére M. circinelloides
virulenciajaban. G. mellonella modellorganizmusban végzett in vivo életképesség-
vizsgalatok a CotH4 protein virulencidban betoltott szerepét erdsitették meg. Az MS12-
AcotH3+pyrG ¢és az MS12-AcotH4+pyrG torzs virulencigjst DKA egérben is
megvizsgaltuk. El6szor a vad tipusu gomba (CBS277.49) DKA BALB/c him egerekre
gyakorolt fert6zOképességének vizsgalatat végeztik el. A DKA egerekben végzett
¢letképesség vizsgalataink bizonyitottak, hogy a CotH3 és CotH4 fehérjék befolyasoljak

a M. circinelloides fonalas gomba fert6z6képességét.

Jaromsporas gombak genetikai modositasara elészor a carB gén célzott
elrontasan keresztiil, sikeresen adaptaltuk a CRISPR-Cas9 médszert. Az altalunk
M. circinelloides fonalas gombara optimalizalt génsebészeti eszkoz egy plazmidok
hasznalatat nélkiilozo, off-target hatasok nélkiili, megbizhat6 genomszerkesztési
eljarasnak bizonyult, mely a NHEJ és HDR hibajavito atvonal altali géndiszrupciot
is lehetévé teszi. 17 cotH-szeri gént azonositottunk a M. circinelloides f. lusitanicus
genomjaban, melyek in silico analizise bovitette a CotH fehérjékkel kapcsolatos
ismereteinket. A CRISPR rendszer segitségével 6t cotH gén sikeres diszrupciojat
hajtottuk végre. Két mutans torzs WGS analizisével is validaltuk eredményeinket.
A CotH1, CotH2, CotH3, CotH4 és CotHS proteineknek szerepiik van az eltéré
homérsékletekhez valéo adaptacioban, tovabba a sejtfal szerkezetének
kialakitasaban. Igazoltuk tovabba azt a tényt, hogy a CotH3, CotH4 és CotHS
fehérjék részt vesznek a sporafal szerkezetének, tovabba a CotHS protein a
sporangiumok falanak kialakitasaban. Bizonyitottuk tovabba, hogy a sporak
méretének kialakitasa a cotH4 és cotH5 génektél fiiggoé folyamat, hianyukban kisebb
gombasporak képzédnek. A CotH4 protein befolyasolja a sporak sejtfalanak
osszKkitin tartalmat, ezaltal a sporafal osszetételét. A CotH3 fehérje virulenciaban
betoltott szerepét igazoltuk D. melanogaster és DKA egér modellben. A CotH4
fehérje virulenciaban betoltott szerepét igazoltuk D. melanogaster, G. mellonella és
DKA egér modellben. A cotH5 gén diszrupcios torzzsel valo fertézést kovetéen D.

melanogaster modellorganizmusban csokkent patogenitast 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 Iimmunosuppressive 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 uM gRNA and Cas9,
transformation (i.e. disruption) frequencies were found to be 1.25x 10* and 2 x 10*
colonies per 10° 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 10° 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, gRT-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/10° 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-
AcotH4+pyrG  disruption mutant showed significantly decreased and MS12-
AcotH3+pyrG had significantly increased growth. The MS12-AcotH4+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-AcotH3+pyrG and MS12-
AcotH5+pyrG disruption mutant strains had increased sensitivity to CR dye, and the
MS12-AcotH4+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-
AcotH4+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 pum,
a cross-section of the spores were 2.71-7.87 um and a longitudinal cross-section of the
spores were 3.65-12.19 um. 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-AcotH3+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-AcotH4+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-AcotH3+pyrG, MS12-AcotH4+pyrG and MS12-

AcotH5+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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Halas koszonet tovabba valamennyi szakdolgozonak, akik hozzéjarultak a projekt
elvégzéséhez.

Halasan koszonom Dr. Papp Csaba tanacsait, segitségét a fluoreszcens
mikroszkopozasok kapcsan. Koszonettel tartozom Petkovits Tamasnak a scanning
elektronmikroszkopos képek elkészitésében nyujtott segitségéért. Koszondom Dr. Sinka
Ritanak ¢és kutatocsoportjanak (SZTE TTIK Genetikai Tanszék) a Drosophila
melanogaster in vivo életképessés vizsgalatokban nyujtott segitségéért. A teljes genom
szekvendlasban nytjtott segitségért koszonettel tartozom Dr. Bodai Laszlonak és
kutatocsoportjanak (SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék), a
szekvenalas analizisért pedig Dr. Nagy Gabornak, az SZTE TTIK Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Tanszék munkatarsanak. Az in vivo egér fertézési modellben
torténd  kisérleteket koszonom Prof. Dr. Ashraf Ibrahim kutatonak és
kutatocsoportjanak (Harbor-UCLA Medical Center). K6szonom Dr. Patai Rolandnak a
TEM mérések soran nyujtott segitségét. Kiilon halaval tartozom Dr. Homa Ménikanak
az aramlédsi citométerrel végzett kisérletekben nyuUjtott segitségéért. Koszonom
Edesapamnak, Szebenyi Szilirdnak a dolgozatban szereplé abrak grafikai
megoldasaiban nyujtott segitségét és Testvéremnek az idegen nyelvii szovegek
lektoralasat.

Hazi biraloimnak, Dr. Németh Tibornak és Dr. Hatvani Lérantnak
koszondm, hogy értékes szakmai és formai vonatkozasi birdlataikkal segitették a
dolgozat végleges verzidjanak kialakitasat.

Koszonettel tartozom Hargitai Fanninak, Lengyel Boglarkanak, Csordas
Anitanak, Szabé Anikonak és Magyar Adriennek az adminisztracios és hivatalos

tgyek intézéséért, Lele Marianak és Deakné Kulcsar Melindanak a technikai
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segitségekért, tovabba minden munkatadrsamnak a munkdm sordn nyujtott legaprobb
segitségekért is.
Koszonet illeti tovabba a SZTE TTIK Mikrobiologiai Tanszékének minden
munkatarsat és mindazokat, akik barmilyen formaban segitették értekezésem elkésziiltét.
A kutatas az LP2016-8/2016, GINOP-2.3.2-15-2016-00035 és az NKFI K
131796 szamu projektek, tovabba az ,, Az INNOVACIOS ES TECHNOLOGIAI MINISZTERIUM
UNKP-20-4 - k0DSzAMU Uj NEMZETI KIVALOSAG PROGRAMJANAK A NEMZETI KUTATASI,

)

FEJLESZTESI ES INNOVACIOS ALAPBOL FINANSZIROZOTT SZAKMAI TAMOGATASAVAL KESZULT.

£
NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI "l‘(l]
ES INNOVACIOS HIVATAL

Uj Nemzeti
Kivalosag Program
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11. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet. A kisérletek soran felhasznalt inditoszekvenciak listaja.

A dolgozatban szerepld géndiszrupciok megvalositisahoz hasznalt inditészekvenciak

Primer 5°-3° Termék
A carB gén elrontasdhoz hasznalt inditészekvencidk
MccarB/1 CTGTGCAGGTGCCAGCGCATCACC Promoéter és kodolo régio
MccarB/2 GGTGGTCTTGAATGCGCTCGTCCAG (prOtOSpiziry{)‘L‘)‘pStream
MccarB/3 TGGAGCTGCTGCGATGCGACAAC A carB gént kodolo
MccarB/4 GTCTTGCTCTTCATATGACCAATAG szekvencia (protospacer-t5l
downstream irdnyban)
MccarB/5 CCGATCTGGACGAGCGCATTCAAGACCACCTGCC .
TCAGCATTGGTACTTG A pyrG sajat promoterével és
MccarB/6 GTAGTTGTTGTCGCATCGCAGCAGCTCCAGTACAC terminator szekvenciajaval
TGGCCATGCTATCG
MccarB/7 CTTGTGGTAGACAATGTAGTTGTC Flizios PCR termék
MccarB/8 CGTCAAAGCTCTCCTGATAAGCCTC
A cotH1 gén elrontdsdhoz hasznalt inditdszekvencidk
McCotH1/1 ACGACGATCCCATAAGAACTC Prométer és kodolo régio
McCotH1/2 CGACACCAGTAAAGAGATTGGA (protospacer-tdl upstream
iranyban)
McCotH1/3 CATGTACTCTACTGTTGGTGTAC A cotH1 gént kodold
McCotH1/4 ATGTCTTCTTGAGCCTACAG szekvencia (protospacer-t6l
downstream irdnyban)
McCotH1/5 CAGATGAGCTCCAATCTCTTTACTGGTGTCGTGCC
TCAGCATTGGTACTTG A pyrG sajat promoterével és
McCotH1/6 GCTACCAACAGTAGAGTACATGGTACACTGGCCA terminator szekvenciajaval
TGCTATCGTGATAACTG
McCotH1/7 CTGATCATGAGCCAGGTACAG Flizios PCR termék
McCotH1/8 GTTTAGATCTCCGTTGTGGCAG
A cotH2 gén elrontasahoz hasznalt inditoszekvenciak
McCotH2/1 GAATCTTGGCGTCCATTTCATCC Prométer és kodolo régio
McCotH2/2 CTCTTCTTGAGTGCAACTGTCTG (protospacer-tdl upstream
iranyban)
McCotH2/3 TGGATGCCAATGGCAATGTC A cotH2 gént kodold
McCotH2/4 CAGAGGCAAGAAGGGATCTG szekvencia (protospacer-t6l
downstream iranyban)
McCotH2/5 CTGTAGGCGGTCAGACAGTTGCACTCAAGAAGAG | A pyrG sajat promoterével és
McCotH2/6 CACCATTGACGACATTGCCATTGGCATCCAGTAC terminator szekvencijaval
McCotH2/7 CAAATCTACAGTTGTCTAGAAGCC Fiziés PCR termék
McCotH2/8 ATGAGAGCCTTTAGATAATGTGCC
A cotH3 gén elrontasahoz hasznalt inditdszekvenciak
McCotH3/1 TCCCTCAGAGCAATATAGCA Promoéter és kodolo régio
McCotH3/2 GCCAACAATGACACCAACAG (protospacer-t61 upstream
McCotH3/3 ATTTCACACGACAAACATCTCC A cotH3 gént kodold
McCotH3/4 CTCTCATACATTCCAACAGCA szekvencia (protospacer-tél
McCotH3/5 TCATTTCAGGACAGTCTGTTGGTGTCATTGTTGGC
TGCCTCAGCATTGGTACTTG A pyrG sajat promoterével és
McCotH3/6 TTCAAACGATACGGGAGATGTTTGTCGTGTGAAA terminator szekvencidjaval
TGTACACTGGCCATGCTATCG
McCotH3/7 AGTTACACTAACGCTGTGCT Fiziés PCR termék
McCotH3/8 GATTTGAGGACGGGATAGGG

A cotH4 gén elrontasahoz hasznalt inditoészekvenciak
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McCotH4/1 AAGGCAATGTGTTGTGATGG Promoéter és kddolo régiod
McCotH4/2 AGAGCCAGTGTAGTAAGGGA (protospacer-t61 upstream
McCotH4/3 TCT GTC AAGGAAGCTGTTTCTG A cotH4 gént kodolo
McCotH4/4 ACAAACAAC ACTACCATGTAAC szekvencia (protospacer-t6l
McCotH4/5 CTGCTGACGCTGACGTCCCTTACTACACTGGCTCT
TGTTGCCTCAGCATTGGTATTG A pyrG sajat promoterével és
McCotH4/6 AGCTCTTCCTTGGCAGAAACAGCTTCCTTGACAGA terminator szekvenciajaval
GTACACTGGCCATGCTATCG
McCotH4/7 TGAAACATGCCAGCAATCAC Fiziés PCR termék
McCotH4/8 CAAGAGCAAGGGATCATAGG
A cotH5 gén elrontasahoz hasznalt inditdészekvenciak
McCotH5/1 GATAGCCTCGGTTGAATGTG Promoéter és kddolo régiod
McCotH5/2 AGATGCGATCAATGGAAATGG (protospacer-t61 upstream
McCotH5/3 CAACAACATCCCATTCGATACTG A cotH5 gént kodolo
McCotH5/4 TAGATTTGCGCAAACAGCAATAGG szekvencia (protospacer-t6l
McCotH5/5 ACAATTACGAAGCGCCATTTCCATTGATCGCATCT
TGCCTCAGCATTGGTACTT A pyrG sajat promoterével és
McCotH5/6 TGCCATTGACGGCAGTATCGAATGGGATGTTGTT terminator szekvenciajaval
GGTACACTGGCCATGCTATCG
McCotH5/7 CATCACATATTGGACAGCGT Fizios PCR termék
McCotH5/8 ATCAACTTCTTCAACTTCCTCC
A cotH6 gén elrontasahoz hasznalt inditoszekvencidk
McCotH6/1 CTTACTCATCCTTGGCGAAATCC Promoéter és kddold régiod
McCotH6/2 GTACGAGTAGGTGGACGCAG (protospacer-t6l upstream
McCotH6/3 TGAAGGCTATATCCAAGATACCGT A cotH6 gént kodolo
McCotH6/4 ACCAACCCTCTGTTCTATCGT szekvencia (protospacer-tél
McCotH6/5 GTCGATGTTGGCTCTGCGTCCACCTACTCGTACTG
CCTCAGCATTGGTACTTG A pyrG sajat promoterével és
McCotH6/6 GTTGCTTGACGGTATCTTGGATATAGCCT terminator szekvenciajaval
TCAGTACACTGGCCATGCTATCG
McCotH6/7 GCATCACATTCAAACAACGG o ]
Fuzios PCR termék
McCotH6/8 CTCTGTAAACGAAATGCTGG
A dolgozatban szerepl6 gének diszrupcidjanak ellendrzésére hasznalt inditoszekvenciak
MccarRPfw ATGCTGCTCACCTACATGGAAG carRP
MccarRPrev2 TTAAATGGTATTTAGATTTCTCA
MccarB1 ATGTCCAAGAAACACATTGTCATTA carB
MccarB2 TTAAATGACATTAGAGTTATGAACG
MccarBupfw TAGCCAATGACAGCGGTGACGC A protospacer-td] upstream
MccarBuprev GTTGTCGCATCGCAGCAGCTCCA 1égio
MccarBdwifw TGGAGCTGCTGCGATGCGACAAC A protospacer-té1 downstream
MccarBdwrev CGTCAAAGCTCTCCTGATAAGCCTC régiod
MccotH1gPCR/1 AAGTCTCCTTACTATGAACCC A cotH1 gén egy szakasza
MccotH1gPCR/2 GTTCCTTCAACATTTCAGTCCA
MccotH2gPCR/1 GTCAAGCGTTTCTTCAAGCCT A CotH2 gén egy szakasza
MccotH2gPCR/2 | TACCGTTACCGAGCAAACCA
MccotH3gPCR/1 | AATGTCTGTAGTAGAGCCTATTGA G A COtH3 gén egy szakasza
MccotH3gPCR/2 GGATGTCTGTCTCGTAAAGTT GTC
MccotH4gPCR/1 | TCAACTACGACACTCTCAAGG A CotH4 gén egy szakasza
MccotH4gPCR/2 GTCCAGCCAAAGATGTACC
MccotH5gPCR/1 | AATTTCTCAAGGACGCACCA A COtH5 gén egy szakasza
MccotH5gPCR/2 CTCCACTGCTGATGTAACCA
gRT-PCR soran alkalmazott referenciagénre tervezett inditoszekvenciak
McAktinl CACTCCTTC ACT ACC ACC GCT GA Az aktin (ACT) gén egy
McAktin2 GAG AGC AGA GGA TTG AGC AGC AG szakasza
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2. szamu melléklet. A templat DNS elkészitésének sematikus abraja.

5' homolog target | o szelekcios o
régio j markergén

I@I

szelekcigs
markergen

szelekcios @
markergeén

Bordo téglalap: az elrontani kivant gént6l 5’ iranyban talalhat6 szekvencia, mely a célgén

prométerét és az 5S’UTR régiot foglalja magaba; a diszrupcios kazetta A" komponense;
amplifikacioja "upstr frw'’ és "upstr rev’’ inditoszekvenciaparokkal tortént (bordo nyilak). Kék
téglalap (target gén): az elrontani kivant gén szekvenciaja. Sarga téglalap: az elrontani kivant
geéntdl 3’ iranyban talalhato szekvencia, mely a célgén termindlis régidjat és a 3’ UTR régiot
foglalja magaba; a diszrupcios kazetta "B"” komponense, amelyet a " downst frw” és " downst
rev” inditoszekvencia parok hasznalataval készitettiink el (sarga nyilak). Zold téglalap:
szelekciot biztositd vitamin auxotrofia marker gén szekvencidja, a diszrupcids kazetta "C"”
komponense; elkészitése olyan specifikus inditoszekvenciakkal tortént, amelyek egyik része az
elrontani kivant gén 5’ irdnyua (bord6-z61d nyil bord6 része) vagy 3’ iranyu (z6ld-sarga nyil
sarga része) szekvenciajaval, masik része pedig a szelekcios markergén szekvenciajaval
homolog (nyil z61d része). A 3 komponens dsszeépitése a 'nested upstr frw’ és "nested upstr
rev”’ (fekete nyil) inditészekvenciakkal tortént. Az abran jelolt PCR 1 téglalap a gén "A”, "B’ és
"C" komponensének felszaporitasat jeloli, mig a PCR 2 téglalap a végsé diszrupcios kazetta

létrehozasara utal.
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3. szamu melléklet. A CotH-domén jelenléte Mucor circinelloides CotH fehérjékben. A

Rhizopus delemar ,,CotH-motivumként” leirt szekvencia pozicidjat sargaval jeloltiik.

cotH3 YLP KLDVSHK----- NQTLGSYKHL
cotH4 NDA SLPEG------ TFYADRNWF
cotH5 NLP KIKFNKK-----— DLLFG-YRKI

cotH6 NPA RWTLSPG------ DYINERNNF
cotH7 QFT FINNIKLDKKKD---DDTLSGYQKL
cotH8 WVsS IKKKA----DDDLFGYKKL

cotH9 SLP KVKLSKK----- GGDLYHYRRF
cotH10 FLD LEVKIKLPK------ GSDLYNYRRF
cotH1l WMP IKLDKK------ DRLYDYRRV
cotHl2 EFA KVKLNEFTKTGPKELIYGRTTI
cotH13 NNA ALNGG------ DMLGNRNFF
cotHl14 SYD KIKLQK------ DDDLYNYRRI
cotHl15 WLP LKLDKH------ DRLYKYRRV

cotHl6 SQK KFKIPK------ KQDLFDFRRF
cotHl17 VIP TLKMKTKG----SDSLYGYKKL

cotH3 1} SLAS SDIARAAGLAVPGEGFA VFV DQPY [BDYKTQFLRNE
cotH4 HMEE YADIARKMGTYANEANLV FFI KEGM [LADVIMYSYINA
cotH5 SLTT FDLAESFGLPTTRYSYA LFI NKPY LJ3GIEDFSNPWVANE
cotH6 NMEE Qﬁ\ 'YADCLRAMGTYANQ YFI GQGF [LDVKDYSYIRS
cotH7 TTVS PEYY TTEMLYAANQPATKASYV LFI NRAI J2KYDKDWLANE
cotH8 AMGY §E FATLKSVGVPCTEYISYI VFF NKPA FMGLITFQDPWLANE
cotH9 SMAI IEYY YATAESIGLPTGKYEYA VFF NQPL LIgGFLNFKNPWPRNV
COtH10 AMGT Y#\ SEIADSIGLPTTKIRYV VFI DQAV LJJAFAIXNFKSPWVRNE
cotH11 ALAT YDVIKSTGLASSEFEYV VLL DKEL LIIGLINTFKDPWLANV
cotH12 AHET DCLAASGGATLQGFV LFV NKPM LMLMIBDSTTNFINAA
cotH13 HMEE YSDVLHALGTYAN LFV GQFF [LADITEFSYINA
cotH14 SMST | IFEMAYDIAKS IGMPTSE VYF DQAI LI3GLGIZTLKNPWPKNE
cotH15 ALDT Ya YDIIKSVGLASAE VFM DQPL IITFODPWLANT
cotH16 SMAT Y&\l SSDIAESIGIPTTQ VFI DKAI IIMFKNPWIRNV
cotH17 ALGM PEYJ BCYSYSTLKAVGIPASG VFI QKPA LNGLIIZTFQDPWTANV
cotH3  FGNGS-DAYEN ILNSGDYN----—-—-- ATLDYLGED-—————————————————————
CotH4  MFYDGKAPEQM PIMDGGSG————=-—==—==— === ———— - m—mm——m o —
CcotH5  FNNGVKEGFNQ ILMNGAIR----—-—-- SNLQYLGES-—--—————————————— o
COtH6  VFYDGNPPKQM PLIFDGATG-—————————————————————m———mm—m—m—m———— = —
cotH7  FNAGGSK-YPH ILMEGEGG----—-—-- SKDS=——————————m—mm o=
cotH8  FADGDKK-YKS YLMQOGQAM--—-——-——-— SMTQ--TQF-—-————————————————— =
CotH9  FNGGKKKGFDQ ALMKASPNYGVNPSLLTDAIGNATDD-—--=-=-—-—====——————
CotH10 FNNGKKN-NNQ ALJVCTAN--—--—-——— AKLDNVTTT-—————————————————————
cotHI11l FDNGNSK-YNN HLMOAVFS--—-————— TANS—-SAVN--—————————————— o=

COtH12 LRGGNQKFQYT PTMKGNAMN- === === == m = m o m e e e e e e e
COtH13 LFHGGKAPAKQ LIMDGMSG- === === === === == mmm e e e e e e e
cotH14 FNNG-KK-FNQ ALBVADVSGNQGGGSSSSGMGAPTGONQTESGASGQQQONQTMAGSPP

CcotH15 FANGSSS-YKN YLNMOGVFM--------- TPQS--AAQG--------=---————————~-
CotH16 FANGDKK-FKQ ALMVADVSAGREGGP--QGPGGPGGP----SGPGG------------~
CcotH17 FGGGDAN-YKS YLMOGQIA--------- APNQ--TVP-———==——==—————————————
COtH3  mmmmmmmmmmmmmmmmmo QTKYNQSTNDNEV]JPNNYYSIQQTADIRQSRTSFRGLIAFT
COtH4  ——mmmmmmmmmmmmmmm o ADFNPATG----MDNFVPNVESPLD-~-~-~-~~~- QDAIAPFA
COtH5 — ——mmmmmmmmmmmmmm e EKPYLEVKVKR--13GDTAYSIKAKP--TQGKADMKKLIALT
COtHE — ———mmmmmmmmmmmmm - AGFQYIEDPYD-MGAFKPTVGSPEG------~- SEAIYPLA
COLH7 — mmmmmmmmmmmmmmmme VRADLSYKGDNPSAMNASAYSVSEKSKLGVES - -LDDLTTFI
COtH8  —mmmmmmmmmmmmmmmee LVSDLSYYGDNTTLMSLGQYKIKAGTKGDEKPKDFKELRDFT

cotH9 SSQPDLNNVKLNSTIQ-PSKSDLSYLGDNVTL)
cotH10 TTAPTADNLT-NTTAT-TIKSDLSYLGDNATL

T-QQYSVSEDPSSGSAN--FTRIMDLC
S-LPYPAKEDPATGTAN--YTRIMDFT

cotHll ------—--——-—--—-- HTSDLSYY-DNITAMODGQYEIKVDAAKGKKS-NFKPLMEFT
cotHl12 ------—--—--—--- PSFEGNLVYKDDLQESMNDTIYKLEDEGNMKKDMNKTNEKTPLI
COtHI3 -——-—=——————————————— ADFLYHPGNLD SWAPNAANSQG---—-—-—-— YEALDPLC
cotHl4 SGGMGGGGMGGGSNMLQGSSSDLSYLGDNTTLMT-SHYPVKEDPRNGSAN--YTRIVELT
cotHl5 ------—--—--—-—-—-- HISDLSYM-SNLTA)GDGQYKIKQEASKGDKV-NWEPLQEFT
cotHl6 PGGPGGGGPGHG----- GPRPDLSYLGD! S-IKYPAKENPSKGKAN--HTRIMDLT
COtH17 ——=——=————————————o VFSDLSYYGENTTL)SLGQYKIKAGTDKDETADDFKDLQEFT

cotH3 FLTNTSDTVDNV YFLY
cotH4 IAAVDFSKDAE A DGAY
cotH5 FLKDAPSTEPN----—-—--- YYIY
cotH6 FHGLNVKDDDD DGAY
cotH7 FIHEQREFQKTANAEAISATVPEWEKQLDVENFLVSMAFEFLQGGWIEGYLONSN YFLY
cotH8 FINETTNATS-----—---—-- FYVY
cotH9 FISEQSNTTSDS H YMLY
cotH10 FLSEQ-NTTVDD YILY
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cotH11
cotH12
cotH13
cotH14
cotHl15
cotHl6
cotH17

cotH3
cotH4
cotH5
cotHé6
cotH7
cotH8
cotH9
cotH10
cotH11
cotH12
cotH13
cotH14
cotH15
cotHl6
cotH17

cotH3
cotH4
cotH5
cotH6
cotH7
cotH8
cotH9
cotH10
cotH11
cotH12
cotH13
cotH14
cotH15
cotHl6
cotH17

FISEQSNVTSDN
FISTAPTNQSD--------
FISEQPTSDGSD
YINSTTSNTT------—----

ODFKDISQISON-LTNPEII
NTFONYWKTTVEE-IFNYDTL
SKFESII#RNVIQKQRDNQDFL
DTFEG

ODTVKQ-LFNNDTL

QTLVKR-FFKASAT
TETVRV-LFNNVTL
TKT-LVNPDIL
LTKT-LINPNKT

QEFEKLI!FNFTKY-LVNPEVL
LNLTQQ-LINPATMYPFIDS

KIIADE-IYNPTKADPVIDSVANL
LNLSQT-LVNPTVMNPFIDSVVD
YNFTRD-LVNPDIMNPRIDDLYT
RNYTTG-LVNPDVMNPRIDELMT
ISQG-LTNPVVVNKRINDLVD!

NTAAFNLSDLWSGNVSTYPGFNSQNR
VNLP--FDKDFVNKSFQDWVKQFPNA
SASRHYVSQTLKGDYTKFLGYN-EKR
VNLP--VDP--LNWTYQKYIANYTDA
-SGPVNMKSIVQGDYTTYKGFD--TR
-SSIFLKSYMLDGNYSNHPGFH--LR
-TAFLSAEAMHGGNYSRFPGFL--ER
-TSGGQMPNLFAGDYTTFPGLN--ST
-STIFKLDDMWSGNYSTFPGMG--SR
LGAPRYMSTTPYENFTRPDSQR----—
VNLASPEGMQFTSVSYKDFPARYPGGIUINRLLENADKK

-TSINNATLMNSGNYSDFPNFS--TRPITSRLFLVPEFK
-SSMFSLNEMWSGNYSTFPGLK--TR ILQVPQFN
-STIFNATLMNGGNYTEFPGFS--TR. PALLAVPAFK
-TALYELDYLLSGDYSKHPGFN--IRPITSKLFSNPVML

SKRIDALAGL
KAYVEARHN
YQRIDALS
GRHIMAYRE

NPRLEAI
TNRALALHN
TSRINQLYE
NDRINNLVG
NPRVEQLY
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4. szamu melléklet. A CotH-szerii fehérjékben feltételezetten jelen 1év6 alegységek és

motivumok a Motif Scan (MyHits) program (Pagni és mtsi. 2004) tal4latai alapjan.

Dolgozathan

hasznlt Prediktalt domén? Valosziniiség? Pog‘sc“’
elnevezés (AS)
cotH1 - - -
cotH2 Big-1 (Pfam: PF02369) 3e+02 1-4
cotH3 SBDS fehérje C-terminalis (Pfam: PF09377) 0,0018 457-474
ATP/GTP-ko6té motivum (Prosite ID: PDOC00017) ) 567-574
alanin-gazdag régio (Prosite ID: PDOC50099)
Big-1 (Pfam: PF02369) 0,00025 23-590
cotH4 prenil transzferaz alpha alegység ismétlddések (Pfam: é’;e-‘-% L7
,7e+02 402-439
PF01239) 0,001 393-411
P63C (Pfam: PF10546) 0 6023 1-14
VirB (Pfam: (PF03135) '
cotH5 ATP/GTP-ko6td motivum (Prosite ID: PDOC00017) - 512-519
cotH6 Sejtfal-koté ismétlddés (PF01473) 45 366-388
cotH7 Nuklearis Lokahzacg);SSOzolglgl?l (NLS) (Prosite ID: 2.16+04 203-220
Nuklearis Lokalizacios Szignal (NLS) (Prosite ID: 2.16+04 216-233
cotH8 PS50079) 986402 14
Big-1 (Pfam: PF02369) '
Nuklearis Lokalizacids Szignal (NLS) (Prosite ID:
cotH9 PS50079) 2,1e+04 213-227
cotH10 treonin-gazdag régio (Prosite ID: PDOC50099) 0,097 302-320
cotH11 - - -
cotH12 nebulin ismétlédések (Pfam: PFO0880) 1,3e+03 igg:iéi
cotH13 sejtfal-kotd ismétlédés (PF01473) 43 369-389
glicin-gazdag régio (Prosite ID: PDOC50099) 0,0074 274-325
cotH14 szerin-gazdag régio (Prosite ID: PDOC50099) 1,3 527-542
oktapeptid ismétlédés (Pfam: PF03373) 3,2 252-259
cotH15 - -
cotH16 leucin cipzar (Prosite ID: PDOC00029) - 398-419
Forkhead N-terminalis régié (Pfam: PF08430) 0,0013 262-275
cotH17 glicin-gazdag régio6 (Prosite ID: PDOC50099) 2,8e-06 300-332
extenzin fehérje-szerli régi6 (Pfam: PF04554) 15 498-507

1 A CotH-doménen kiviil prediktalt domének.
2 Valoszinliség alatt a matematikai statisztikAban hasznalatos varhato értéket értjiik. Valtozoként
az angol eredetibdl szarmaztatva az E betiivel jel6ljiik (Expectation).
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5. szamu melléklet. A cotH1 gén elrontasara tervezett diszrupcios kazetta sematikus abraja.
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MccotH1/4

A) A cotH1 gén eredeti, genomi elrendezédése. B) A HDR hibajavitd6 mechanizmus soran donor
DNS-ként szolgalo diszrupcids kazetta felépitése. Felso sarga téglalap: a deletalni kivant gén
szekvencidja és a vezetd RNS pozicidja. Bal oldali sarga téglalap (5° UTR régio): a deletalni

kivant gént6l 5’ iranyban talalhato szekvencia; amplifikacioja "MccotH1/1" és "MccotH1/2" [1.
szami melléklet] inditoszekvenciaparokkal tortént (fekete nyilak). Jobb oldali sarga téglalap

(3’ UTR régio): a deletalni kivant géntdl 3’ iranyban talalhato szekvencia, a diszrupcios kazetta;

amelyet a "MccotH1/3"” és "MccotH1/4" [1. szamu melléklet] inditoszekvencia parok
hasznalataval készitettiink el (fekete nyilak). Bordo téglalap: szelekciot biztositd vitamin
auxotr6fia marker gén szekvencidja; elkészitése az "MccotH1/5" és "MccotH1/6"
inditoszekvenciakkal tortént. A 3 komponens (sarga téglalap, bordo téglalap és zold téglalap)
Osszeépitése az "MccotH1/7" és "MccotH1/8" (fekete nyilak) [1. szamu melléklet]

inditoszekvencidkkal tortént.
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6. szamu melléklet.

A) Az MS12-AcotH3+pyrG mutans teljes genom szekvenalassal vald analizise. A Mucor
circinelloides genomjanak 4195375-4197670 bp-ok k6z¢é es6é szakaszara nézve (cotH3), a

referenciagenommal atfedé mutans genomi régio nem volt detektalhato.
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https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_03:4195375-4197670
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B) Az MS12-AcotH4+pyrG mutans teljes genom szekvenalassal valé analizise. A Mucor
circinelloides genomjanak 68044-70136 bp-ok k6zé esé szakaszara nézve (cotH4), a

referenciagenommal 4tfedd mutans genomi régio jelenléte nem volt kimutathato.

5000 bp 6 000 bp §7000bp #000bp
|

§9.000 bp
|

10000 bp T 000bp
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https://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Mucci2&position=scaffold_13:68044-70136
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7. szamu melléklet. Fiatal hifdk vizsgalata KF festést kovetden fluoreszcens mikroszkopiat
alkalmazva. Az MS12-AcotHI+pyrG (A); MS12-AdcotH2+pyrG (B); MS12-AcotH3+pyrG (C);
MS12-AcotH4+pyrG (D); MS12-AcotH5+pyrG (E) és az MS12+pyrG (F) torzsek fiatal hifainak

fluoreszcens mikroszlopos képe KV festést kovetden. A méretskala 200 um-nek felel meg.

A
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8. szamu melléklet. Reprezentativ felvételek KF festékkel jelolt Mucor sporakrol. ChOl:
fénymikroszkopos képek; Ch07: a KF detektalasara hasznalt csatorna; Ch01/Ch07 (merge): a
ChOl és a Ch07 fuzidja, ahol a spérakrol késziilt pillanatfelvételek szemléltetik a mért
intenzitasbeli kiilonbségeket. A) MS12-cotH3+pyrG KF festett sporai; B) MS12-cotH4+pyrG
torzs KF-rel festett sporai; C) MS12-cotH5+pyrG torzs KF-rel festett sporai; D) MS12+pyrG

torzs KF-rel festett sporai.

A Cho1 Cho2 Ch07 Ch01/ChOh01/Ch07 B Cho1 Cho2 Ch07 Ch01/ChOZh01/ChO7
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9. szamu melléklet. A gombasejteket KF festékkel festettiik, majd aramlasi citométerrel
vizsgaltuk. All: az 6sszes mért sejt; %Gated: az adott kapun beliilre es6 sejtek ardnya az dsszes
mért sejt szazalékaban; Mean: a KF festékbdl szarmazd fluoreszcencia intenzitdsok atlaga;
Minimum: a mért legalacsonyabb KF intenzitas értéke; Maximum: a mért legmagasab KF
intenzitas értéke; Intensity MC Ch07: KF-b6l szarmazé fluoreszcencia intenzitds. Az
MS12+pyrG torzs A) az MS12-cotH3+pyrG torzs B) az MS12-cotH4+pyrG torzs C) és az
MS12-cotH5+pyrG torzs D) KF-rel festett sporainak intenzitasara vonatkoz6 értékek.
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Population | Count | %Gated | Mean Minimum | Maximum Population | Count | %Gated | Mean Minimum | Maximum
All 20000 | 100 89286.63 -85.2 1813949.78 All 20000 | 100 34283.04 | -212.32 2117929
CalcofW+ | 17446 | 87.2 102267.31 | 1412.83 181394978 CalcofW+ | 16022 [ 80.1 41027.21 | 1412.52 1250425.93




11. Mellékletek 137

10. szamu melléklet. Fiatal hifak vizsgalata KF festést kovetden fluoreszcens mikroszkopiat
alkalmazva. Az MS12-AcotHI+pyrG (A); MS12-AdcotH2+pyrG (B); MS12-AcotH3+pyrG (C);
MS12-AcotH4+pyrG (D); MS12-AcotH5+pyrG (E) és az MS12 +pyrG (F) torzsek fiatal hifainak

fluoreszcens mikroszlopos képe KV festést kovetden. A méretskala 200 um-nek felel meg.




11. Mellékletek

138

11. szamu melléklet. A CotH fehérjék szerepe Mucor circinelloides fonalas gombaban.

Fehérje Tapasztalt fenotipus Lehetséges funkcio
Hészenzitivitas 20 °C-on Eltéré homérsékleti VlSZO’IlyOkhOZ vald
alkalmazkodas
CotH1 KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitasa
SDS membrén det’erfgensselr szembeni fokozott A sejtmembran szerkezetének kialakitasa
ézékenység
Hészenzitivitas 20 °C-on Eltéré homérsékleti v1szopy0khoz valo
alkalmazkodas
CotH2 KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitasa
SDS membrén det’er’g ensselr szembeni fokozott A sejtmembran szerkezetének kialakitasa
ézékenység
Fokozottabb nivekedés 28 °C-on Eltéré hémérsékleti v1szopy0khoz vald
alkalmazkodas
Hészenzitivitas 35 °C-on Eltér6 hémérsekleti Vlszopyokhoz valo
alkalmazkodas
A sp01.rafal !((‘)ze’pso r.etege.nek Yelfonyodasa Sporafal kozépso rétegének kialakitasa
CotH3 cirkularis és ellipszoid sporakban
KV festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitdsa
KF festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitdsa
SDS membrdn det’er’gensselr szembeni fokozott A sejtmembran szerkezetének kialakitasa
ézékenység
Csokkent patogenitas D. melanogaster modellben Virulencidban betdltott szerep
Avirulens DKA egér modellben Virulencidban betdltott szerep
Névekedési defektus 28 °C-on Eltéré hémérsékleti v1szopy0khoz vald
alkalmazkodas
Novekedési defektus és hétolerancia 35 °C-on Eltéré hmérsékleti viszon yokhoz val
alkalmazkodas
KV festékkel szembeni csokkent érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitasa
KF festékkel szembeni csokkent érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitasa
SDS membran detergenssel szembeni rezisztenica | A sejtmembran szerkezetének kialakitasa
A sporak hldrogen-’pr(?XIdOdC’IaI szembeni fokozott A sporak sejtfal szerkezetének kialakitasa
CotH4 érzékenysége
A sporafal rendellenesen megvastagodasa/a
cirkularis sporak sejtfalanak belsé rétege nem A sporafal bels6 rétegének kialakitasa
alakul ki
Csokkent patogenitas D. melanogaster modellben Virulenciaban betoltott szerep
Csokkent patogenitas G. mellonella modellben Virulenciaban betoltott szerep
Csokkent patogenitas DKA egér modellben Virulenciaban betoltott szerep
Kisebb sporak A sporak méretének befolyasolasa
A sporafal dsszkitin mennyisége megno A sporafal kialakitasa
Hészenzitivitas 20 °C-on Eltéré homérsékleti Vlszopyokhoz vald
alkalmazkodas
Hészenzitivitas 35 °C-on Eltéré homérsékleti Vlszopyokhoz vald
alkalmazkodas
KV festékkel szembeni fokozott érzékenység A sejtfal szerkezetének kialakitdsa
CotH5

Csokkent patogenitas D. melanogaster modellben

Virulenciaban bet6ltott szerep

A cirkularis porék spérafalanak belsé és kozépsd
rétegének vékonyodasa/ az
ellipszoid sporak sporafalanak kiilsé rétegének
vékonyodésa

A cirkuléris sporak falanak mindharom
rétegének, az ellipszoid sporak falanak
kozépso rétegének kialakitasa

Kisebb sporak

A spordk méretének befolyésolasa

Sporangiumok szerkezeti valtozasa

Sporangiumok szerkezetének kialakitisa




