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Irodalmi attekintés

A Mucorales rend fajai altal okozott gombas
fert6zéseket mucormikézisnak nevezziik. Ez a ritka, human
megbetegedés leggyakrabban olyan betegeknél fordul eld, akik
immunszuppressziv kezelés alatt allnak vagy vérképzoszervi
rosszindulati  daganat szovédményeként immunhidnyos
allapotban szenvednek.

A mucormikozis etioldgiai agenseként leggyakrabban
azonositott fajok a Rhizopus, Lichtheimia és Mucor
nemzetségekhez tartoznak. A gombas fertdzésekre fogékony
populacidé novekedése miatt a mucormikozisos esetek szdma is
novekvd  tendenciat mutat. A kezelés sikeressége
nagymértékben fiigg a korai diagnozistél és a megfeleloen
megvalasztott gombaellenes terapiatol, valamint a hattérben
meghtuzodo, immunrendszert gyengitd allapot kezelésétol.
Legtobbszor azonban mar a diagnozis felallitasa is kihivast
jelentd feladat.

A Mucorales rend tagjai rezisztenciat mutatnak a
rutinszerien alkalmazott gombaellenes szerek tobbségével
szemben (pl. echinokandinok és azolok). A fent emlitett
tények mindegyike siirget6vé teszi az azonositast lehetové
tevd molekularis modszerek fejlesztését, valamint Uj

gombaellenes célpontok keresését. Ehhez elengedhetetlen a
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mucormikézis patomechanizmusanak tisztazasa, a gazda-
patogén interakciok feltarasa, valamint a potencialis virulencia
faktorok és biomarkerek azonositasa. E célok eléréséhez
sziikségszerii egy olyan molekularis €s genetikai manipulacios
segitségével rutinszerlien allithatok eld a génfunkciok
vizsgalatara alkalmas mutans torzsek.

A legfrissebb kutatasok ramutattak a CotH fehérje
csalad fontossagara a jaromsporas Rhizopus delemar
patogenitasa kapcsan. Jelen munka elsésorban e géncsalad
atfogd elemzésére, mint példaul a virulencidban betdltott
szerepének tisztazasara Osszpontosult. A Mucor genomban
azonositott feltételezett sporafelszini fehérjéknek azonban csak
egy része mutatott homoldgiat azokkal a Rhizopus fehérjékkel,
melyek kapcsolatban allnak a gomba patogenitasaval.

A CotH fehérjék funkcionalis elemzése soran nyomon
kovettik a CRISPR-Cas9 rendszer altal létrehozott
genetikailag stabil mutansok fenotipusos valtozasait, hogy
megvalaszolhassuk azt a kérdést, hogy a CotH fehérjék milyen
szerepet  jatszanak a  Mucor  circinelloides gomba

patogenezisében, illetve egyéb fiziologiai folyamataiban.



Célkitiizések

Annak ellenére, hogy a jaromsporas gombak kivaltotta
fertozések klinikai jelentdsége egyre inkabb nd, keveset
tudunk a fert6zoképességiiket meghatarozé virulencia
faktorokrol. Ezen mechanizmusok meghatarozasa és alapos
vizsgalata a jovOben uj, hatékonyabb, célzott terapids

kezelések alapjat képezhetik.
Ennek érdekében a kovetkezd célok megvalositasat tiztiik ki:

1. A CRISPR-Cas9 rendszer optimalizdlasa Mucor
circinelloides jaromsporas gombara;

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

3. A gazda-patogén interakcidban potencialisan szerepet
jatszd6 cotH gének genombol torténd eltavolitasa és egy
diszrupcids konyvtar 1étrehozasa CRISPR-Cas9 eljarassal;

4. A létrehozott diszrupciés konyvtar tagjainak
morfoldgiai, fizioldgiai és genetikai jellemzése;

5. A CotH fehérjék patogenitasban betoltott szerepének

vizsgalata in vitro és in vivo modellekben.



Alkalmazott moédszerek

Molekularis médszerek: Genomi DNS  kinyerése
gombasejtekbol; Agaroz gélelektroforézis; DNS visszanyerése
agaroz gélbdl; RNS tisztitds gombasejtekbdl; cDNS szintézis
(reverz transzkripcid); Polimeraz lancreakcié (PCR) technika;
Fuziés konstrukcidok 1étrehozésa; (RT-PCR reakcidok a
transzkripcios szintek meghatarozasahoz.

Diszrupciés torzsek létrehozasa: Gombasejtek protoplaszt
transzformaciodja; Génszerkesztési munkalatok CRISPR-Cas9
rendszer segitségével, Monosporangialis telepek izolalasa és a
mitotikus stabilitas vizsgalata a gének elrontasat kdvetden.
Diszrupciés torzsek karakterizalasa: A torzsek ndvekedési
képességének vizsgalata; A gombasporak szerkezetének,
transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) és felszinének
vizsgalata pasztazo elektronmikroszkop (SEM) segitségével,
A gombasporak sejfalanak fluoreszcens festékkel torténd
vizsgalata; J774.2 makrofagszer(i egér sejtvonal fertdzése M.
circinelloides torzsek sporaival; M. circinelloides sporakat
tartalmazo fagoszomak savasodasanak vizsgalata, A M.
circinelloides sporak makrofagok altali eliminaciojanak
vizsgalata.

In vivo patogenitasi modellek: Galleria mellonella;

Drosophila melanogaster; DKA egér.



Eredmények

1. A CRISPR-Cas9 rendszer optimalizilasa Mucor
circinelloides jaromspords gombdra

A NHEJ hibajavitdé 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 pM-os koncentracidban alkalmazva 1,25 x 10
(MS12) és 2 x 10° (CBS277.49) transzformécios
hatékonysagot értiink el. A carB gént tartalmazd régid
szekvencidjdnak meghatarozasaval igazoltuk a delécio
létrejottét. A szekvenalds azonban a mutansok genomjaban
nagyméretii, 2,3 kb nagysagot is meghalado6 deléciok jelenlétét
tarta fel a PAM szekvenciatél 5° iranyban, mely mutédciok
befolyasoltak a szomszédos carRP gént is. A carB gén
elrontasanak HDR-en alapulé megvalositasa érdekében
létrehoztunk egy olyan diszrupciés kazettat, mely a carB
génnel homoldg szekvencidkat, tovabba az uracil auxotrofia
komplementacidjaért felelds orotidin-5’-monofoszfat-
dekarboxilaz (pyrG) génjét tartalmazza. 5 ug templat DNS,
100 uM Cas9 enzim és 100 pM gRNS 10° szamu

protoplaszthoz valdo hozzaadasaval 2 telepet sikeriilt



izolalnunk, melyek genomi DNS-ében igazoltuk a pyrG gén
izolatumok nem szelektiv koriilmények kozott is, legalabb 15
atoltasi ciklus utan is, megdrizték stabilitdsukat. Sem az
integralt DNS degradalodésara, sem reorganizalodasara utald
jeleket nem talaltunk. Jaromsporas gombakban tehat eldszor,
sikeresen alkalmaztuk a CRISPR-Cas9 rendszert, s ezt
kovetoleg  megkezdhettik egyes géncsaladok  atfogd
vizsgalatat.
2. A cotH géncsaldd azonositisa és in silico jellemzése
Mucor circinelloides-ben

17 cotH-szeri gént azonositottunk JGI MycoCosm M.
circinelloides  f.  lusitanicus  genom  adatbazisban.
Osszegyiijtottik az azonositott CotH-szerli fehérjékben
feltételezetten jelen 1évod alegységeket és motivumokat. R.
delemar CotH3 fehérjével a CotH4 (49,3%), a CotH6 (52,1%)
és a CotH13 (72,9%) protein mutatta a legnagyobb
hasonlosagot, melyekben a ,,CotH-motivumként” leirt AS
szekvencia is azonosithatd volt. Prediktaltuk a M.
circinelloides-ben azonositott CotH-szerii fehérjék feltételezett
sejten beliili lokalizaciojat, mely alapjan feltételezziik, hogy az
foképp extracellularis jellegli, tovabba megvizsgaltuk a szignal
peptid és GPI-horgony lehetséges jelenlétét is a fehérjékben.

Az altalunk azonositott spérafelszini fehérjék ortologjait a
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legnagyobb hasonlosagban hordozo két organizmus a R.

delemar és a P. blakesleeanus.

3. A gazda-patogén interakcioban potencidlisan szerepet
jatszo cotH gének genombdl torténd eltivolitasa és egy
diszrupcios  konyvtar  létrehozdsa  CRISPR-Cas9
eljardssal

A cotH1-6 gének elrontisa céljabol olyan diszrupcios
kazettakat hoztunk 1étre, melyek tartalmaztdk a célzott gének
termindlis régidkat, 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 géndiszrupcidjanak

sikerességét  hagyomanyos PCR, qRT-PCR, Sanger

szekvenalas és 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, mivel a

feltehetdleg mutans telepek nem bizonyultak életképesnek,

arra kovetkeztettiink, hogy a cotH6 gén olyan fontos
funkcioval birhat, melynek hidnya letalis a gomba szamara.

4. A létrehozott diszrupcios konyvtdar tagjainak morfologiai,

fiziologiai és genetikai jellemzése
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A gomba ndvekedési optimuman (28 °C) torténd
teny€sztés soran az MS12-AcotH3+pyrG torzs fokozott
novekedést mutatott, mig az MSI12-AcotH4+pyrG mutans
novekedési defektussal birt. Az MS12-4cotH4+pyrG torzs
alacsonyabb és magasabb homérsékleten megorizte jellegzetes
novekedési defektusat, tovabba ndvekedését a magasabb
hémérsekleten torténd tenyésztés kevésbé befolyasolta, mint a
kontroll térzsét. A cotH1, cotH2, cotH3 és cotH5 torzsek a
kontrollhoz képest szenzitivebbnek bizonyultak a magasabb
hémérsekleten torténd tenyésztéssel szemben. A cotH3 mutans
hészenzitivnek bizonyult 20 °C és 35 °C-on.

A Kongo voros (KV) festékkel szemben az MS12-
AcotH3+pyrG és MS12-AcotH5+pyrG mutansok
szignifikdnsan érzékenyebbnek, mig az MS12-AdcotH4+pyrG
szignifikansan ellenallobbnak bizonyult. A Kalkofluor fehér
(KF) az 0Osszes vizsgalt cotH mutans novekedésére
szignifikans hatassal birt, mely a cotH1, cotH2, cotH3 és
cotH5  torzsek  esetében a  stresszorral ~ szembeni
érzékenységként, a cotH4 esetében pedig egy fokozottabb
ellenalloképességként mutatkozott meg. A KV és KF festékkel
szembeni érzékenység megvaltozasanak egy lehetséges
magyarazata lehet a COtH mutansok sejtfalanak szerkezeti
megvaltozdsa. Az MS12-AcotH4+pyrG torzs sporainak

életképessége szignifikansan lecsokkent hidrogén-prexidoddal
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valo kezelést kovetéen. Az MSI12-4cotH4+pyrG mutans
ellenallobbnak bizonyult az SDS membran detergenssel
szemben, mig a harmadik napt6l kezdve a cotH1, cotH2,
cotH3 és cotH5 mutansok fokozott érzékenységet mutattak.
TEM segitségével vizsgaltuk a sporak hossz- €s
keresztmetszetének eloszlasat, profilteriiletét és cirkularitasat,
tovabba sejtfalanak szerkezetét. Az MS12+pyrG torzs
sporainak profilteriilete 7,77-75,35 upm, keresztmetszetiik
2,71-7,87 pum, hosszmetszetiik 3,65-12,19 pm kozé esik. A
CotH4 ¢és CotHS5 fehérjék szereppel birnak a sporak méretének
kialakitasdban. A sporafal rétegeinek TEM altali vizsgilata
soran megallapitottuk, hogy a sporafal harom rétegének
kialakitdsdban a cotH géneknek jelentds szerepilk van,
azonban e gének szerepe a cirkuldris és ellipszoid sporak
sporafalanak  kialakitdsdban eltér6 lehet. Az MS12-
AcotH3+pyrG torzs cirkularis sporainak falaban a ko6zépséd
réteg elvékonyodasat figyeltik meg, mellyel egyidében a
kiilsé6 fal vastagodasa is végbement. A koOzépsO réteg
vastagsaganak csokkenését az ellipszoid sporak esetében is
detektalni tudtuk. A CotH3 fehérjének leginkabb a sporafal
kozépso rétegének kialakitasaban van szerepe. A cotH4 gén
hianyaban a  kozépsé sporafal réteg rendellenesen
megvastagszik, azonban az ellipszoid sporak esetében ez a

hatas a belsé réteget érinti. A CotHS protein szerepe
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valdsziniisitheto a cirkularis sporak mindharom rétegének, mig
az ellipszoid sporak esetében a sporafal kozépsé rétegének
kialakitasaban.

A cotH4 génben torténd mutaciot kovetden a sporafal
Osszkitin mennyisége jelentdsen megndtt, mely valosziniileg a
sejtfal egyes rétegeiben Dbekdvetkezd valtozassal all
Osszefiiggésben. Fennall tovabba annak a lehetdsége, hogy a
sejtfal és sejtmembran elvalik, €s a két struktira kdzott anyag-
(pl. kitin) felhalmozddas zajlik le. A fiatal hifak fluoreszcens
festése azt mutatta, hogy a kitintartalomban trténd valtozasok
kizarolag a gombaspordkra Osszpontosulnak az MS12-
AcotH4+pyrG torzs esetében.

A sporak J774.2 makrofagokkal torténd interakciojat
aramlési citométer segitségével kovettiik nyomon. Annak
ellenére, hogy az MS12-AcotH3+pyrG, MS12-AcotH4+pyrG
és MSI12-AcotH5+pyrG torzsek sporainak méretében, illetve
sporafal szerkezetében is jelentés valtozast detektaltunk, a
fagocitald makrofdgok aranydban nem volt szignifikans
kiilonbség, azonban az MSI12-AcotH3+pyrG ¢és MS12-
AcotH4+pyrG torzs sporaibdl a J774.2 sejtek képesek voltak
négynél tobbet is bekebelezni. Ezt kdvetden a J774.2 sejteket a
mutans torzsek spoéraival koinkubaltuk, majd képalkotd
aramlasi  citométerrel vizsgaltuk a pHrodo™ Red+

makrofagok aranyat. A fagoszomak savasoddsat nem
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befolyasoltak a vizsgalt CotH fehérjék, tovabba a CotH
fehérjék hianya nem volt hatdssal a sporak talélésére az in
vitro interakciot kovetden.
5. A CotH fehérjék patogenitisban betoltott szerepének
vizsgdlata in vitro és in vivo modellekben

Az in vivo kisérleteinkbe bevont cotH3, cotH4 és cotH5
mutans torzsek esetén Drosophila fertézési modellben
csokkent  patogenitast  tapasztaltunk. G.  mellonella
modellorganizmusban végzett in vivo életképesség-vizsgalatok
a CotH4 protein virulencidban betdltott szerepét erdsitették
meg. Az MS12-AcotH3+pyrG és az MSI12-AcotH4+pyrG
torzs virulencigjat DKA egérben is megvizsgaltuk. Eloszor a
vad tipusu gomba (CBS277.49) DKA BALB/c him egerekre
gyakorolt fertdzoképességének vizsgalatat végeztik el. A
DKA  egerekben végzett ¢életképesség  vizsgalataink
bizonyitottak, hogy a CotH3 és CotH4 fehérjék befolyasoljak a

M. circinelloides fonalas gomba fert6z6képességét.

Osszefoglalas

1. Jaromsporas gombak genetikai modositasara el0szor a
carB gén célzott elrontasan keresztiil, sikeresen adaptaltuk
a CRISPR-Cas9 modszert.

2. Az altalunk M. circinelloides fonalas gombara optimalizalt

génsebészeti eszkoz egy plazmidok hasznalatat nélkiil6zo,
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10.

off-target hatasok nélkiili, megbizhato genomszerkesztési
eljarasnak bizonyult, melynek segitségével a NHEJ ¢és
HDR hibajavito atvonal altali géndiszrupciot 1is
végrehajtottuk.

17 cotH-szerli 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
diszrupciodjat hajtottuk végre.

Két mutans torzs WGS analizisével is validaltuk
eredményeinket.

A CotH1, CotH2, CotH3, CotH4 és CotHS5 proteineknek
szerepik van az eltér6 hoémérsékletekhez valo
adaptacioban, tovabba a  sejtfal  szerkezetének
kialakitasaban.

A CotH3, CotH4 és CotHS5 fehérjék részt vesznek sporafal
szerkezetének kialakitasaban.

A CotH5 proteinnek szerepe van a sporangiumok falanak
kialakitasaban.

A M. circinelloides sporak méretének kialakitasa a cotH4
és cotH5 génektdl fliggd folyamat, hianyukban kisebb
gombasporak képzédnek.

A CotH4 protein befolyasolja a sporak sejtfalanak

Osszkitin tartalmat, ezaltal a sporafal Gsszetételét.
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11. A CotH3 fehérje virulenciaban betoltott szerepét
igazoltuk D. melanogaster és DKA egér modellben.

12. A CotH4 fehérje virulenciaban betoltott szerepét igazoltuk
D. melanogaster, G. mellonella és DKA egér modellben.
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