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1. Bevezetés

1.1. Candida albicans

A sarjadz6 gombak &ltal okozott féztsek szama jelefgen megndvekedett az utdbbi
két evtizedbenKozullik legvirulensebb €andida albicansamely a feizések 60-70 %-ért
felelss.

A C. albicansegy opportunista patogén gomba, amely egészsagasrnrendszer
szervezetben is megtalalhaté a légutak, a gastsiinalis traktus és adhnemi szervek
nyalkahartyajan. Az ép immunrendsieszervezetben csak ritkhn okoz megbetegedéseket,
ebben az esetben valamilyen helyi térdysratt borul fel az egyensuly a természetes fl&ra é
a C. albicanskozott. Az ilyen betegségek gyors és enyhe lefilg#l, de prediszponald
tényedk hatasara sulyos kérfolyamatot indithatnak el.

A szisztémas fefzés legyengilt immunrends#ebetegeknél figyelhét meg, de
megjelenhet baktérium fléra elnyomasa esetén idgantibiotikum kezelés). A legyengult
immunrendszer okai az alacsony szilletési suly, exvezet leromlott allapota (éhezés,
Oregedés), sugarterapia illetve a HIV virus altadzmtt fertizés. Egyes terapias beavatkozas
soran immunszupresszalt allapotot alakitanak kivétéltetés, és autoimmun betegeknél, ami

elésegitheti a Candida férést.
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A C. albicansalakjai kdzll valdsziftsithetleg a hifa forma, ami okozza a kérokos
folyamatot (1. &bra). Leggyakrabban az egysejleszé format szoktak diagnosztizalni a
klinikai anyagokbal, de sulyosan immunszuppresdzétiégek esetén gyakorta megfigyethet
a hifa forma is.

A fert6zéseket okozd speciesek kdzott egyre gyakoribbnéimycoticus szerekkel
szembe primer illetve a szekunder rezisztencidtduzolatumok szama. Az antimycoticus
szerek kétd csoportba sorolhatéak: a membrankarositd szemigipek, azolok, triazolok)
és sejtfal szintézist gatlo anyagok (lipopeptideR).fertézések noveky szama (@leg
immunhianyos betegekben), illetve az alkalmazotingytoticumokkal szemben kialakuld
rezisztenciak indokoljak, hogy az eddig ismertekitérs hatdsmechanizmusu gydgyszereket
fejlessziink ki. Jelatviteli terapia soran olyanuiétpr enzimek a célpontok, amelyek fehérje-
hal6zati csomopontok. Protein kinazokra tervezéattogmolekulak mar ismertek. Elvileg a
protein foszfatazok is célpontok lehetnek jelatviterapia céljabol. Uj célpontként meriilt fel
a kizarélag gombakbandabrdulé esszencialis enzim, a protein foszfataPE24).

1.2. Fehérje foszforilacié és defoszforlacio
Eukaridta sejtekben jeleist szabalyoz6 szerepet tolt be a fehérjék fosztidija és
defoszforil4cidja (fehérjekészletiik 30%-a foszfadbhat). A regulacibban egyforman fontos

szerepet toltenek be a protein foszfatazok eéstaiprkinazok (2. abra).

ADP—@ ADP

Protein kinadz

Protein foszataz

2. abra. A fehérje foszforilacioja és defoszforilaéitgk mechanizmusa



A fehérjék szerin treonin illetve tirozin oldallaaiba ATP, ritkabb esetben GTP gamma
foszfatja épul be a foszforilacids reakcié sorém. ifen posztszintetikus modositasokat a
protein kindzok katalizaljak. A hisztidin foszfadidja ritkabb mddositasnak szamit, amelyet
kétkomponens regulaciés enzimrendszerek katalizalnak. Ezeksafolizacios modositasok
akkor toltenek be a sejtben jelémt szerepet, ha letdseg nyilik a beépitett foszfat
lehasitaséara (2. abra). Genetikai, molekularisdpial és sejtbioldgiai kisérletekkel igazolték,
hogy a protein foszfatazok jeléstszerepet téltenek be kilénbBdizioldgiai folyamatokban,
igy példaul részt vesznek anyagcsere folyamatokbelrérie és nukleinsav szintézisben,
sejtciklus, apoptézis, jelatvitel, immunvalasz, ajtek mozgasa, izom-0sszehlzodas,
idegmikodés szabalyozasaban illetve olyan bonyolult folggokban is mint a memoria
kialakulasa(Dombradi, 1997). Kinazokat jobban iskezért célunk a kevéshé jellemzett

foszfataz oldal vizsgalata.

1.3. Protein foszfatazok osztalyozasa

A protein foszfatdzok tébb enzimcsaladba sorolhatd@akciomechanizmusok és
katalitikus alegységiik szerkezete alapjan (3. abt@pn csoportot alkotnak a Ser/Thr, és a
Tyr oldallancokra specifikus foszfatazok (Hunte®9%). A Ser/Thr specifikus foszfatdzok
harom csoportba sorolhatéak. igy megkiilonbdztetfioszfoprotein foszfatazokat (PPP),
fémion-fligdy protein foszfatdzok (PPM), és RNS polimeraz |l e@xtinalis régiojara
specifikus foszfatazokat (FCP).

P

3. dbra. Az eukariota protein foszfatazok osztégaz



A HAD szefi foszfatdzok reaktiv Asp oldallanc segitségéveltiseglé a foszfat csoport
hidrolizisét. A proteinek foszfotirozin oldallanc& Tyr-specifikus protein foszfatazok
defoszforilaljak. A folyamatban egy esszencialiss ©@dallanc vesz részt. Ebbe a csoportba
sorolhato a receptorszeés a nem receptorsieprotein tirozin foszfatazok (PTP) illetve a
széles specifikus vagy méas néven detpecificitasu foszfatdzok csoportja (DSP) amelyek
egyarant képesek a tirozin oldallancok mellett iszeés treonin oldallancokat is
defoszforilalni (Barford, 1995).

1.4. A foszfoprotein foszfatdz Z (PPZ)

A legkordbban felismert PPP csaladba tartoznak B PP2A, PP2B (Ingebritsen és
Cohen, 1983) illetve az ezek kdzo6tt atmenetet raudptipusu foszfatazok (Dombradi, 1997).
A PP1 aktivitasat inhibitor-1, inhibitor-2 ég$stabil fehérjek gatoljak, ezzel szemben a 2-es
tipusu foszoprotein foszfatazt (PP2) nem gatoljdlz utébbi enzimcsoport tovabb
osztalyozhaté: 6nmagaban aktiv PP2A,%@aggs PP2B, illetve M§" figg PP2C
enzimekre. Az Uj tipusu foszfoprotein foszfatdzebportjaba tartozik a protein foszfataz Z
(PPZ), amely csak gombakban fordu gllemz, hogy aminosav sorrendje harom részre
bonthat6 (4. 4bra).

S. cerevisiae

Ppz1/Ppz2
(692/710 aa)
PZL-1
(531 aa)
L Pzhl
(515 aa)
C. albicans
(485 aa)
|:| N-terminalis domén - Katalitikus domén

* Mirisztilacios hely

4. dbra. A PPZ fehérjék édleges szerkezetének dsszehasonlitasa



A Schizosaccharomyces cerevidmn ketb, ezzel szemben &chizosaccharomyces
pombeben, Neurospora crassaban ésCandida albicansan csak egy gén kodolja. 8.
cerevisaeben aPPZ1gén terméke dominans szembeRRZ2vel bar aPPZlel megegye&
funkciot tolt be. A négy gombabdl kimutatott 6t ¢gnmékre egyarant. igy van egy C
terminalis katalitikus domén (piros szakasz), éstedMminalis végén talalhaté kb. 50
aminosavbdl allé peptidszakasz (z6ld szakasz), @kl elmondhatd, hogy mindkét egység
nagyban hasonlé az 5 fehérjében. A harmadik eggséd terminalis tébbi része (fehér
szakasz), amely kulonbozik az 6t géntermékben, eredenden egy rendezetlen része a
fehérjének. A C terminalis nagyban hasonlit a pnoteszfatazok 1. tipusu katalitikus
alegységéhez, ezért 1. tipusu Ser/Thr foszfatdémé& tartozik a PPZ. Funkcibjukat tekintve a
C termindlis feleds az enzim aktivitasaért, az 50 aminosavbol allpepdszakasz pedig
valGsziriileg az N terminalis mirisztilalasahoz szikségeski#on expresszalt katalitikus
domén nagyobb aktivitassal rendelkezik, mint aeteljosszusagu fehérje (Posas, 1995). A
Hal3 regulator alegység gatolja a foszfataz aktsat, gy hogy a C terminalis katalitikus
alegységét koti meg (de Nadal és mtsai, 1998). fTehdlal3p tultermeltetése a PPZ
inaktivalasaval azonos koévetkezményekkel jar.

Tovabbi kutatasok kideritették, hogy a PPZ fidelaz éles#t sejtek ozmotikus
stabilitasdért, igy a sejtek méretét és integritdsdbefolyasolja. A sejt integritAsanak
kialakitAsaban szerepet jatszik a PPZ és a C prkiefiz altal aktivalt mitogén protein kinaz
(MAP) utvonal (Lee és mtsai, 1993). A PPZ hianyostans Na és Li ionnal szembeni
tolerancigjat is megfigyelték, amelyet azzal magyaak hogy a PPZ az ENAl gén
expressziojat és az altala kddolt P tipusi-N&Paz aktivitasanak gatlasaval csokkenti & Na
effluxot (Posas és mtsai, 1995). A tovabbi kutdtasétségbe vonjak a PPZ jeléségét a
natriumion homeosztazis szabalyozasaban. SokkabmKigy gondoljak, hogy a TRK1, 2
kalium transzport rendszert szabalyozza, ugy ho@P4 hianyos sejtek kaliumion influxa
megrd (Yenush és mtsai, 2002). A sejtosztodas szabaphazh is szerepet jatszik, mégpedig
az esszencidlis foszfatazzal (SIT4) ellentéteddétat 14t el. SIT4 és HAL3 hidnyos sejtek a
G1 fazisbol nem lépnek tovabb, mert a PPZ G1/S dtsoran gatlast fejt ki (Clotet és
mtsai, 1999). A PPZ felét a PKC protein kinaz altal kdzvetitett jelatvitatb(Lee és mtsai,
1993), és fontos a fehérje szintézisben (Nadaltéain2001). Tovabba a PPZ hidnyos sejtek

A PPZ inaktivalasa derzékeny lassu ndvekedést okozott. A PPZ hianyjoskséRK 1,

2 aktivithsa megh ami kaliumion bearamlashoz vezet. A megnovekedéltumion

koncentracié miatt megvaltozott nyomas és ionegylgnsami a hidrogénion kiaramlasat



stimulalja. Az ebbb emlitettek miatt megemelkedett a pH és alkalikokk alakult ki. A
sejten bellli pH novekedés tdbb valtozast isidéizhet, igy példaul médosithatja a
génexpressziot, illetve hozzajarulhat a sejtcildmabalyozasanak megbomlasahoz, illetve a
fehérjeszintézis hibaihoz is. Tovabba a PPZ hiangegek érzékennyé valtak Kkis
koncentriciéju koffeinre. A mutacié masodlagos satdehet a PKC jelatviteli Gtvonal
modositasa, amely sejtfal szintézis gatldshoz vé&zaimagyarazhatja a PPZ hidnyos sejtek

erzekenységet kis koncentracioju koffeinre

1.5. Protein foszfataz Z &€andida albicansban

A Candida albicansan egy protein foszfatdz gé@aPPZ) taldlhat6é (lasd 4. abra).
A gén jelends szekvencia polimorfizmust mutat (Kovacs és mtg88i0). Ez a genetikai
valtozatossag valosileg a diploid gomba aszexualis szaporodasabdl kdédi altalunk
vizsgéalt SN87 torzs DNS szekvenaldsa megmutattgzy 6GaPPZ1re nézve homozigota, csak
a CaPPZz1-1 allélt tartalmazza. ACandida albicandan betoltott szerepét a gén
megszakitasaval kivantuk tanulmanyozni. Mivel egomba diploid genommal rendelkezik,
ezért a gén két alléljének kittését két homologomabinacion alapuld lépésben hajtottuk
végre (Yvonne Schaub és mtsai, 2006). A kisérlgtrshisztidin és leucin auxotréfiat mutato
torzset (SN87) hasznaltunk fel.

Az els allél megszakitaddis1 géntartalmu kazettaval tortént.His1 gént tartalmazé
vektorral (pFA-CdHIS1) és @aPPZ1nem kbédolé szakaszokkal kiegészitett primerparokka
végzett PCR reakcio soran olyan integraciés kagzattd#litottunk eb, amelyekben €aPPZ1
gén nem-kodolo szakaszai kdzre fogjaklial gént (HislPPZ1). A gén megszakitasdhoz a
HislPPZ1 kazettaval transzformaltuk az auxotrozdét és hisztidin mentes taptalajon
szelektaltuk.

A masodik allél megszakitasahoz a heterozigéta msutarzset (ets CaPPZ1 allél
Hisl génnel megszakitott t6rzs) hasznaltuk fel. A géysmakitasa a fentiekhez hasonld
maodon tortént, a leucin auxotréfiat komplement&iipesLeu2 gén hasznélatavdleu2 gént
tartalmazod vektorral (pFA-CmLEU2) és @GaPPZ1nem kodolé szakaszokkal kiegészitett
primerparokkal végzett PCR soran a Leu2PPZ1 intéggakazettat kaptunk, amellyel
transzformaltuk a sejteket, majd hisztidin leuciarmes minimal taptalajon szelektaltuk.



2. Célkitiizések
Munkam soran heterozigéta és homozig@aPPZ1 deléciés mutanssal illetve a
kontroll térzzsel dolgoztam. Céluliatik ki:
0 A génmegszakitas sikerének etierését, PCR és Southern blot kisérletekkel.
0 A gén delécio hatasanak kimutatasat, a kontradl gsitans torzs stressz hatasu

anyagokra valo érzékenységének vizsgalataval.

3. Anyagok és moédszerek

3.1. Anyagok

A kisérletekben felhasznalt vegyszerek tobbségéBpaktrum 3D-t6l szereztik be. A
tovabbiakban megadom azdtteltérs beszerzeési forrdsokat. Fermentas: Tag DNS polapera
10x Taq puffer (MgGlinélkul), MgCh; Promega: restrikcidés enzimé&coRl, Hindlll, BanHl;
Roche: DIG DNA Labeling and detection kitet (11093810); Difco: nitrogén alapu éleézt
aminosav neélkil, élesztkivonat, pepton; Reanal3-merkaptoetanol; Bio-Rad: agar6z és

alacsony olvadaspontl agaréz.

3.2. Taptalajok, tapoldatok

YPD komplett szilard taptalaj: 1% éle§&ivonat, 2% pepton, 2% glikoz, 1,5% agar

YPD komplett folyékony taptalaj: 1% éle§&ivonat, 2% pepton, 2% gliikoz

SD minimal szilard taptalaj: 0,67% nitrogén alapesgts aminosav nélkil, 2% glukdz, 1,5%
agar

SD minimal folyékony taptalaj: 0,67% nitrogén alagéaszé aminosav nelkil, 2% glikéz
SD+leucin minimal szilard taptalaj: 0,67% nitrog&iapu éles# aminosav nélkl,10@g/ml
leucin, 2% glikoz, 1,5% agar

SD+leucin minimal folyékony taptalaj: 0,67% nitragé@lapla élessat aminosav nélkil, 100

pg/ml leucin, 2% glikoz

3.3. Pufferek, oldatok

Kivono puffer (DNS izolalashoz): 50 mM Tris, 50nMDEA, 2% SDS, és frissen hozzaadva
1% [3-merkaptoetanol (pH 8.0)

RNaz: 10 mg/ml toérzsoldat

Proteindz K: 10 mg/ml térzsoldat

10



hering sperma DNS:10mg/ml oldat

6x DNS mintapuffer66,6% szaharéz, 0,416% bromfenolkék, 10x TAE-putteml oldatban
1x TAE puffer: 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8.0

BSA: 10ug/ml torzsoldat

Alsé gél (10%-0s): bD (4 ml), 30% akrilamid és 0,8% bis-akrilamid(3,8,mM,5 M Tris-HCI
(pH8) 0,4% SDS(2,5 ml), TEMED(0,008 ml), 10%-0s AER(0,1 ml)

Fel$ gél: HO(2,1 ml), 0,5M Tris-HCI 0,4% SDS(0,38 ml), 10% AMR(0,03 ml),
TEMED(0,006 ml)

10xPBS (pH 7.4): 35,6 g dinatrium-hidrogén-fosz€t,5 g NaCl 1000 ml-re kiegészitve
1x Transzfer: 150 ml 5x Transzfer, 150 ml metadb0 ml steril viz

TBST: 20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05% Tween 20, 0,28&on X-100, pH 7.5

TBS: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5

Mosé puffer: 0,1 M Maleinsav, 0,15 M NaCl, pH 7ZXC); 0,3% (v/v) Tween 20
Maleinsav buffer: 0,1 M Maleinsav, 0,15 M NacCl, @b (NaOH-dal van beéllitva a pH%ZHB
on)

Erzékeb puffer: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NacCl, pH 9.5 (20)

TE buffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 (20)

3.4. Oligonukleotid primerek

A kovetked ITD altal szintetizalt oligonukleotidokat a Bio®aice Kft-6l rendeltik.
A CaPPZ11. allél megszakitashisl) ellenérzéséhez

CaPPZ upper-X3isl 5-CGCAACAGATATATTGGTGC-3’

CaPPZ lower-XAisl 5-TAAACTGTATATCGGCACCG-3’

CaPPZ upper-1U: 5°-CGTTGTGTAATGGCTAGGAG-3’

CaPPZ lower-1L: 5°-GTACTTGATGCTATGGTATCGG-3’

A CaPPZz12. allél megszakitasléu?) ellenérzéséhez

CaPPZ upper-G#u2 5-ACA CAA GGA CTG GCA CAC GCA C-3
CaPPZ lower-Gleuz 5°-CCT GTT GTT GCT GAT GCA CCT GCT G-3’
CaPPZ upper-X3eu2 5-GTT GGT GAC GCG ATT GTC GAA GCT G-3
CaPPZ lower-X2eu2 5-CGG TAC CGA CGT GAT CAC CTG GTA-3
EgyébCaPPZ1specifikus primerek

5U: 5"-ATC CTT TAG ATAGTG CTG C-3°

2L: 5°-TAG ATATTT TTG GTC CGT GTG C-3°

11



3.5. Médszerek

3.5.1.Candida albicangenyésztése DNS preparalashoz

Vizsgalataink soran kontrollként hisztidin és leucauxotrofiat mutatoCandida
albicans(SN87) torzset hasznaltunk fel, amit Dr. SuzanneNdble (Noble, 2005) biztositott
szamunkra. A heterozigéta és homozigéta CaPPZtidslénutanst Adam Csaba allitotté al
DE OEC Orvosi Vegytani Intézetében. A torzset&diltaptalajon tenyésztettiik (2-3 napig)
37°C-on. A kontroll torzset komplett taptalajon (YPR)heterozigdta mutans térzset hisztidin
mentes minimal taptalajon (SD+leucin), a homozigawtanst pedig hisztidin leucin mentes
minimal taptalajon (SD) tenyésztettik. A &ihtelepekisl 1-1 telepet 5-5 ml YPD tapoldatba
oltottuk le. Az éles#isejteket 16 draig 3T-on tenyésztettilk majd ezeknek a sejteknekpd00
ét oltottuk 20 ml YPD taptalajba és tenyésztettided keresztil. A mintat centrifugaltuk és a
fellliszét eltavolitottuk majd a mintat PBS-sel toés A kapott sejtszuszpenziot folyékony

nitrogénbe lefagyasztottuk majd “@3on taroltuk.

3.5.2. Genomi DNS preparalas

A lefagyasztott gombamintat spatulaval eld6rzsolég 500 ul kivond pufferrel
szuszpendaltuk fel. A szuszpenzibhoz RNaz A-t ddtigy hogy a végkoncentracio 10g/ml
legyen majd inkubaltuk a mintat ¥7-on 30 percig és ezt kovein a minta proteindz K
kezelése kovetkezett (10¢/ml végkoncentracioban alkalmazva) 1 6ran keré&SlC-on. A
kivonattal kétszer elvégeztik a fenol-kloroformdsl] extrakciét. A fel§ vizes fazist (j
eppendorf osben pipettaztuk, abszolat etanol és NaCl (200 mMkegacentraciéban)
jelenlétében kicsaptuk a DNS-t. A DNS pelletet 70%etanollal mostuk majd, vakuum
centrifugadban szaritottuk. Steril vizbe oldottuky &gszakan at. A DNS koncentraciojanak és
tisztasdganak vizsgalatat fotometrias modszerigzték.

3.5.3. Polimeraz lancreakcio
A DNS polimeraz lancreakciok soran Tag DNS polimer@asznéltunk (Fermentas). A
hibridizalasi lbmérséklete a primerek Tm értéke alatt’C-&al volt. A PCR reakciokat agar6z

gélelektroforézissel elléniztik.
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1. tAbldzatEqgy tipikus reakcié 6sszetétele

koncentracig 25ul végtérfogat

Steril viz - 15,3ul

10x Taq puffer 1x 2,5l

25mM MgClI2 3mM 3ul

10mM dNTP 0,2mM 0,5l

Primer | 5mM 0,25mM 1,25l

Primer 1l 5mM 0,25mM 1,25l

Genomi DNS 0,3g - lul

TagDNS polimeraz 5wl | 1ujul 0,2l

2. tAblazat. A kulonbaz primerpérokkal végzett kisérletekdmérsékleti profilja

1U-X2his és Glleu-X2leu és
Lépések| 1U-1L . 5U-2L
X3his-1L X3leuw-G4leu
Homérséklet ido hémérséklet 1d6 hémérséklet ido homérséklet 1d6
1. 97°C 180seq 97°C 180sec| 97C 180seq 97°C 180sec]
2. 57°C 30sec | 54C 30sec | 68C 30sec | 54C 30sec
3. 72°C 180seq 72°C 60sec | 72C 60sec | 72C 60sec
4. 92°C 20sec | 92C 20sec | 92C 20sec | 932C 20sec
5. 2-4. |épés ismétlése 30 cikluson keresztll
6. 57°C 30sec | 54C 30sec | 68C 30sec | 54C 30sec
7. 72°C 600seqg 72°C 600sec| 72C 600seq 72°C 600sec
8. 4°C tarolas| 4C Tarolas| 4°C tarolas| 4C tarolas

3.5.4.

Agaroz gélelektroforézis

A genomi DNS preparalas illetve a PCR reakciok msde@pott termékeket vizsgaltuk

agaroz geélelektroforézissel. A DNS fragmentumoldtds agaréz gélen valasztottuk el. Az

agarozt 1x TAE pufferbe oldottuk fel tdbbszori fléssal. A kéz-melegreitdtt oldathoz
ethidium-bromidot (1Ql/2100ml) adtunk a DNS fragmentek lathatéva tetekédedekében,

ezutan az 6ldkeretbe ontottik.
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A DNS mintakhoz 6x DNS mintapuffert adtunk agy, kodxre higuljon. A
megszilardult gélre vittik fel a mintakat. A futiat 1x TAE pufferben tortént 80-100V
feszlltség mellett 1 6ran keresztil. A standardlaan 1kb vagy 100bp DNS létra volt

(Invitrogen).

3.5.5. DNS vizsgalata restrikciés endonukleazzal

A genomi DNS restrikcios kezelését a Southern binsgalathoz készitettik el Az
emesztés soran keészitettiink egy reakcié kozegeelypen a vizsgalni kivant DNS-t
inkubaltuk 2 éran keresztul 3Z-on majd agar6z gélelektroforetikus vizsgalattinériztik.
A reakcidelegy tartalmazza az emészteni kivant DNSrestrikciés endonukleazt az enzimhez

tartozé 10x puffert BSA-t, amit steril desztillaizzel egészitettik ki a végtérfogatra.

3. tablazat. Egy tipikus reakcibelegy 6sszetétele
Végtérfogat 2Qul

Steril viz 15,8yl

10x puffer | 2 pl

DNS 1l
BSA 0,2ul
Enzim 1l

3.5.6. Southern blot

A génmegszakitas elléreése céljabol végeztik el a Southern blot kisgrletnnak
bizonyitasara, hogy a megszakitdo kazettak csak @&gyegfeled helyre éplltek beEcaRl,
Hindlll és BanHI restrikcids enzimekkel emésztettilk a DNS mintaka
3.5.6.1. Transzfer

A restrikcios enzimekkel egy éjszakan keresztilsatett DNS mintakat 1%-0s agaroz
gélen valasztottuk el, 1x TAE puffer rendszerbemefpurinalas soran 250 mM-os HCI oldattal
10 percen at razattuk, majd a denaturdlas 1,5 M&aSI| és 0,5 M-os NaOH-os kbézegben
tortént 30 percen keresztil. A neutralizalas 3@igdartott az aldbbi oldatban: 1 M Tris HCI,
1,5 M NaCl, 0,1 M EDTA (pH 8.0). A transzfer, vakaublottolo készulék segitsegével
Hybond N+ membranra tértént 90 percen keresztid;H Hgmm vakuum alatt. A transzfer
kdzben 10x SSC oldattal tartottuk nedvesen a marhb&a atblottolt DNS-t 88C-on 30percig
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hevitettik, majd keresztkotéseket alakitottunkéi ¢iklust alkalmazva 245 nm hulldamhosszu
1200pJ/cm energigju UV fénnyel.
3.5.6.2. Prehibridizacio

A membran aspecifikus kéftelyeinek telitése és a probaval nem megegyagetek
lefedés miatt végeztilk el a prehibridizaciot.

4. tablazat. A prehibridizaciés oldat 6sszetétele

Torzsoldat Kdzeg 20 ml végtérfogat
1% BSA 1%(m/v)| 0,2 g

Steril viz - 3ml

1 M Na2HPO4| 0,5 M 10 ml

20% SDS 7%(m/v) 7 ml

0,5MEDTA | 1 mM 40 pl

A prehibridizacios oldathoz hasznalattel20 ml-be 200ul hering sperma DNS-t
tettink majd 5 perces forralas utan az oldatot anlbménnal hibridizaciés 6be tettik. A
prehibridizacié 3 6ran keresztil ®Don végeztik.
3.5.6.3. Prébak dallitasa

A Southern blot soran DIG DNA Labeling and detettlatet (Roche 11093657910)
hasznaltunk. A His probahoz his lower-his uppemerieket, a Leu prébahoz leu lower-leu
upper primereket hasznaltunk. Mindkét estben aekei&ls markert tartalmazo6 plazmid volt a
target DNS. His illetve Leu proba készitése sogdhasznaltunk 14l PCR terméket. A PCR
termékek 10 percig val6 forralas majdiletse utan, hexanukleotid mixet (56 ;INTP jel6b
mixet (6. c$), upper primert (His probahot his upper, Leu-tez lipper) és kivono enzimet (7.
csy). A probat hasznalatat egy éjszakan keresztil ®%on inkubaltuk.
3.5.6.4. Hibridiz&cié

A hibridizalds soran az altalunk keresett géniris] és Leu?d specifikus probat
ontottink. A hibridizaciés (His illetve Leu) probét perc forralas, majdités utan lehetett
hozzaadni a prehibridizaciés oldatot tartalmazé mm@&mhoz. A probaval egy éjszakan

keresztil 58C-on, a cé allando forgatasa mellett végeztiik a hibridizaciot

3.5.6.5. Mosas
A feleslegben I&¥ proba eltavolitdsa érdekében mostuk a membrant.
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5. tdblazat. A mos6 oldat 6sszetétele

250 ml

1 M Na2HPO4| 10 ml

20% SDS 125 m
0,5M EDTA 0,5ml
Steril viz 227 ml

A membrant a fent leirt oldattal mostunk kétszep@trig, 54C-on.
3.5.6.6. Ebhivas

A Southern blot éhivasat DNA Labeling and detection kitet (Roche 43657910)

kittel végeztiuk az alabbi lépések szerint:

6. tablazat. A Southern blot éhivasanak |épései

Lépés| Inkubalasi id, oldat

1 1-5 percig moso puffer

) 30 percig 100ml blokkolé oldat (10x blokkold oldak-re kihigitAsa maleinsav
pufferel)

3 30 percig 20ml antitest oldat (Anti-Digoxigenin-A@B-as c8) 5 percen keresztil
10000rpm-en centrifugalva, majd 5000x%-re kihigithiokkold oldattal)

4 2x15 perc 100ml moso6 puffer

5 2-5 perc 20ml érzékepuffer

5 16 oréig festék szubsztrat old@0Qul NBT/BCIP (9-es c¢8) 10 ml érzékel pufferbe
oldva)

7 TE pufferrel tortééh mosas utan a membrant lefényképeztik

Az eredmény rogzitésére Alpha Innotech FluorCher2 F@szert hasznaltunk.

3.5.7. Stressz hatasok vizsgalat

A kontroll és a homozig6ta mutans térzsekésebr szilard taptalajon tenyészettik (2-3

napig) 37C-on. A kontroll torzset komplett taptalajon (YP},homozigéta mutanst pedig

hisztidin leucin mentes minimal taptalajon (SD)ytesetettiik. A kibtt telepekidl 1-1 telepet
5-5ml YPD tapoldatba oltottuk le. Az éle$zejteket 24 6raig 3T-on tenyésztettilk. A gomba

szuszpenziot 10x higitas utdn 620nm-en fotometrias@rtik. Az abszorbancia értéket

figyelve higitottuk az oldatot ugy, hogy a fényadtgs értéke 0,0005 legyen. A lemezre (96

lyuku lemez) tregenként 200-2@0vittiink fel, gy hogy a gombaszuszpenzié tartalmsaa

kuldnbo® stressz hatadsu anyagot a megéelebncentracidban. Kontroll torzéb2 telepet
oltottunk le és a homozigota mutanshgpz1l KO)is 2 telepet oltottunk le. Minden teleft3-3
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parhuzamos mérést készitettlink. A platet 16 éraeskail 37C-on inkubaltuk Majd 620nm-
en mértik (Thermo Labsystems, multiskam RC reaglgraz abszorbancia valtozast igy
nyomon kovetve vizsgaltuk a nbvekedést.

7. tablazat A koffein hatas vizsgalatanak sémaja

Lyuk |1 2 3| 4 5 6 7 8 9 10 112

Minta | Kontroll-1 Kontroll-2 ppzl -1 KO ppzl - 2 KO

YPD-vel 0,0005-re higitott gomba szuszpenzié

1mM-os koffeinnel 0,0005-re higitott gomba sz@smid

2,5mM:-os koffeinnel 0,0005-re higitott gomba zpenzid

5mM-os koffeinnel 0,0005-re higitott gomba sz@szo

7,5mM-os koffeinnel 0,0005-re higitott gomba penzid

15mM-os koffeinnel 0,0005-re higitott gomba spaszio
YPD kontroll

® M m g O @ >

3.5.7.1. Kiértékelés

A 16 oras nbvekedés utan a 620nm-en mért OD ekékelegeztik a szamitasokat. Az
ertékeket Excell tablazatba illesztettik (8. tabtizAz YPD kontrollnal (G sorban) mért
értékeket levontuk a gomba szuszpenzioknal méékeéktsl. igy megkaptuk a noévekedés
fényelnyelésének értékét a tapfolyadék fényelngelék levonasaval (9. tablazat). A harom
parhuzamos értékbatlagot és szérast szamoltunk (10. tablazat) Ovekked Iépésben pedig
gomba kontrollt (A sor) 100%-nak vettik és ehheszeonyitva szamoltunk szézalékos
értékeket. A két parhuzamos leoltds atlagat ésasabszamoltuk ki majd azéeb leirt modon
szzalékos értékeket szamoltunk (11. tablazayddadl az értékekbl készitettiink diagramot.
A kiértékelést a koffein hatas vizsgalatan kerdgntitatom be.

8. tablazat. A mért értékek beillesztése a tablbzat

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,061 |1,056|0,948|0,922|0,917|1,031|0,957|0,962|0,952|1,04 |1,02 |1,038
1,099|1,107|1,065|1,034|1,083|1,002 (0,894 (0,919 | 0,869 | 0,928 | 1,006 | 1,02
0,948|0,953 0,989 0,947 0,914 0,944 10,413 0,412 0,41 |0,448|0,462|0,449
0,465 (0,455|0,461 0,399 | 0,354 | 0,408 | 0,086 | 0,091 | 0,088 | 0,097 | 0,104 | 0,101
0,175(0,173|0,176|0,139| 0,144 | 0,146 | 0,073 | 0,07 |0,072|0,072|0,078 | 0,085
0,105 (0,099 |0,103|0,093 | 0,095 | 0,096 | 0,063 | 0,063 | 0,064 | 0,072 | 0,065 | 0,069
0,062 (0,061 | 0,062 |0,062 | 0,06 |0,065|0,063|0,061 0,061 |0,059|0,061 |0,064

® M m| O O W >
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9.tdblazat. YPD kontroll levonaséaval korrigalt ékek

kontroll-1 kontroll-2 Ppz1-1KO ppzl - 2 KO
YPD |0,999 |0,995 |0,886 |0,860 |0,857 |0,966 |0,894 (0,901 |0,891 0,981 | 0,959 (0,974
1,0 1,037 1,046 | 1,003 0,972 |1,023 0,937 | 0,831 (0,858 | 0,808 |0,869 | 0,945 |0,956
2,5 0,886 | 0,892 (0,927 | 0,885 (0,854 | 0,879 (0,350 | 0,351 |0,349 | 0,389 |0,401 | 0,385
5,0 0,403 | 0,394 (0,399 | 0,337 |0,294 |0,343 (0,023 | 0,030 |0,027 | 0,038 |0,043 | 0,037
7,5 0,113 (0,112 | 0,114 0,077 |0,084 |0,081 0,010 | 0,009 |0,011 |0,013 |0,017 |0,021
15,0 {0,043 (0,038 0,041 | 0,031 |0,035 |0,031 |0,000 (0,002 |0,003 {0,013 |0,004 |0,005

10. tAblazat. A harom parhuzamos méreés atlagazEs&sa

kontroll- Kontroll- ppzl -2

1 2 ppzl KO KO

atlag Szoras | Atlag szords | Atlag szoras | atlag SzOras
Gomba
kontroll | 0,960 0,064 0,894 0,062 0,895 0,005 0,971 0,011
1,0 1,029 0,023 0,977 0,043 0,832 0,025 0,923 0,047
2,5 0,902 0,022 0,873 0,016 0,350 0,001 0,392 0,008
5,0 0,399 0,005 0,325 0,027 0,027 0,004 0,039 0,003
7,5 0,113 0,001 0,081 0,004 0,010 0,001 0,017 0,004
15,0 0,041 0,003 0,032 0,002 0,002 0,002 0,007 0,005

11.tdbldzat. A harom parhuzamos atlaganak és sgéarek szazalékos értéke

18

kontroll-1 kontroll-2 ppzl KO ppzl -2 KO

Atlag Széras | Atlag Széras | Atlag Széras | Atlag Szbras

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,0 100,0 6,412 100,0 6,208 100,0 0,513 100,0 1,124
1,0 107,2 2,268 109,3 4,325 93,0 2,503 95,1 4,737
2,5 93,9 2,214 97,6 1,644 39,1 0,100 40,3 0,833
5,0 41,5 0,451 36,3 2,673 3,0 0,351 4,0 0,321
7,5 11,8 0,100 9,0 0,351 11 0,100 1.8 0,400
15,0 4,2 0,252 3,6 0,231 0,2 0,153 0,8 0,493




12.tabldzat. Két figgetlen méréssorozat atlagagalszérasanak szazalékos értéke

Kontroll ppzl KO

Atlag Szoras | Atlag Szoras

(%) (%) (%) (%)
0,0 100,0 3,347 100,0 2,118
1,0 108,2 2,088 94,0 3,014
2,5 95,8 1,180 39,7 1,172
5,0 38,9 2,200 35 0,378
7,5 10,4 0,893 14 0,232
15,0 3,9 0,252 0,5 0,225
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4. Eredmények

4.1. Az elé CaPPZ1allél megszakitas elleérzése

A Hisl génnel megszakitott sejteket hisztidin mentesatajoin szelektaltuk és a Kitt
telepekidl genomi DNS-t izolaltunk. A gén megszakitasat P@Rkciokkal ellefiriztik. A
kisérletek soran 1U-X2 és X3-1L primerparokkal g&suk a heterozigdta mutans torzset és a

“ sz

“ sz

bizonyitotta. A kontroll térzs nem adott PCR reak¢b. abra).

U, X3
1 1339
CaPPZ1 nem koédolé CaPPZ1 nem kédol6
579] 2095]
X2 1L
VN
X v

Heterozigéta |Vad tipus

5. abra. AHis1 génnel megszakitott allél és a primerek kapcsaidugyei és
a PCR termékek ellénzése agardz gélelektroforézissel. St az 1 kbaward-et jeldli. A

savok méretét bazisparban (bp) adtuk meg.
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4.2.A masodik CaPPZ1allél megszakitas elleérzése

A Leu2 génnel megszakitott sejteket hisztidin és leucentes minimal taptalajon
szelektaltuk és a kit telepekidl genomi DNS-t preparaltunk. Az integraciot PCRkaakkal
ellerdriztik. A reakciok soran G1-X2 és X3-G4 primerpabkasznaltunk fel. A G1 és a G4 a
CaPPZ1nem kédolo régidira specifikus primerek. Az X2-Lési az X3-Leu primerek laeu2
géent kédolo régidra specifikusak (6. abra). A kolttdrzs és a heterozigéta mutans esetében
nem keletkezett PCR termék. A homozigota mutatis1l( génnel megszakitott élsallél és

Leu2 génnel megszakitott masodik allél) esetében a etedffméreti PCR terméket kaptam

V4

Gl X3
—
71 1752
CaPPZ1 nem kdédol6 CaPPZ1 nem kodolo
715 2394
G

X2 G4

1. 2. 3. 4. ..

I — <«— g0

G1-X2 X3-G4

6. dbra. ALeu2génnel megszakitott allél és a primerek kapcsaidulyei és a PCR termékek
ellensrzése agaroz gélelektroforézissel. Az 1. és 5.assawontroll torzs, 2. és 6. savba a
heterozigéta mutans, 3., 4., 7. és 8. savba pelagrenzigota mutans PCR termékeit vittik fel.
St. az 100 bp-os standard-et jeldli. A sAvok métgdaisparban (bp) adtuk meg.
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4.3.A vad tipusu CaPPZ1allél eliminécidjanak ellensrzése

Az 1U-1L primerpar, &aPPZ1nem kdédolo régio végeire specifikus (7. bra).etzz
primerparral végzett reakciéo soran a kontroll tprasheterozigéta mutans és a homozigoéta
mutans esetében is keletkezik termék, csak kuldhbdzretben. ACaPPZ1gént tartalmazoé
allél esetében keletkéztermék 2683bp hosszu. A megszakitott allélokréidébb termék
keletkezik. AHisl gént tartalmazo allélrél 2095bp hosszul.eu2 gént tartalmazo allélrol
pedig 2580bp hosszu termék keletkezik. A PCR teakélgardz gélelektroforetikus vizsgalata
soran a vart hosszusagu savokat kaptuk (7. abra).

1U
1
cappz1 nem kodolo || R R R c---z: nom kooois
2683
1U 1L
1
cappz1 nem kedolo || TRIT-E M CPPZL. nem kédols
2095
1L
1U
i
[cappz1 nem kedolo | c--r2: nem ksdols
2580
1L

St. 1. 2.

3054——
2036——

7. abra. Az abran latkatokGaPPZ1, Hisl, és Leugent tartalmazo allélokon az 1U-1L
primerpar kapcsolddasi helyei és a PCR termékekigliése agardz gélelektroforézissel.
1. savba kontroll torzs, a 2. sdvba a homozigéttinsuPCR termékeit vittik fel. St. az 1

kb-os standard-et jeldli. A savok méretét bazispartop) adtuk meg.



Mivel a 2683bp (7.abra 1. s&v) illetve a 2580bp dBra 2. sav) mérgtPCR termékek
egymashoz hasonloan futnak az 5U-2L primerpéarzdgéltuk a vad allél jelenlétét. Az 5U
primer aCaPPZ1gént kodolo régidéra, a 2L primer pedig a nem kodeélgiéra specifikus (8.
abra). ACaPPZ1gént tartalmazo allél jelenlétét vizsgaltuk. A wofl toérzs mindkét alléljarol
€és a heterozigéta mutadns egyik alléljarél keletkeZeCR termék amelyek, agar6z
gélelektroforézise soran kimutathatéak voltak. Anbaigéta mutansrol a varakozasainknak
megfeleben nem keletkezett termék (8. abra). Tehat a gé@ysnaditasa sikeres voltGaPPZ1

gén mindkét allélja elvesztette kodolo régiojat.

5U
1857
CaPPZ1 nem kédol6 CaPPZ1 nem kédolé
2294
P |
2L

8. abra. ACaPPZ1gént tartalmaz¢ allélon az 5U-2L primerpar kapadaki helye és a
PCR termékek ellgmzése agardz gélelektroforézissel. 1. savba kdninas, 2. savba a
heterozigéta mutans 3. és 4. savban pedig a hodtazigutans PCR termékeit vittik fel.

St. az 100 bp-os standard-et jeldli. A sdvok métgdeaisparban (bp) adtuk meg.

4.4.PCR termékek ellerbrzése restrikcios emésztéssel

A PCR termékek a vartnak megfélahéretiek voltak, de helyességiiket a biztonsag
kedvéeért restrikcios emésztéssel is dltertiiik. A homozigéta mutans 1U-1L primerparral
készitett termékével dolgoztunk (7. abra). A PCRnéket EcaRl és BanHlI restrikcios
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enzimekkel vizsgaltuk. A restrikcids térkép szeamtEcoR| a Hisl gént tartalmazé terméket
1511bp és 584bp, heu2 gént tartalmazd terméket pedig 1870bp és 710bpziieagu
fragmentre hasitja. BanHl enzim aHis1 gént tartalmazo6 terméket 1749bp és 346Hpe
gént tartalmazo terméket pedig 2070bp és 510bhisdgu fragmentre hasitja. A restrikcios
emeésztést agardz gélelektroforézissel élietilk és a vart sdvokat kaptuk (9. abra). Tehéat a
PCR a megfeléltermékeket amplifikalta.

St 1
3054—— !

2036——— —

1635 — P

1018——» “————

2 St.

506,51 7— -

396——
344——>
29—

9. abra. A restrikcios emésztés ellerese agaroz gélelektroforézisselEtoRI enzimmel
vizsgalt PCR termék BamnHI enzimmel vizsgalt PCR termék. St. az 1kb-osdda-et

jeloli. A savok méretét bazisparban (bp) adtuk meg.

4.5. A génmegszakitashoz hasznalt kazettak ektopi&ibeépulésének kizarasa Southern
blottal

A Southern blot soran @aPPZ1homozigota mutans harom parhuzamos DNS mintajat
emésztettik harom kulonb®znzimmel. A mintakaEcoRlI, Hindlll és BanH| enzimekkel
vagtuk, amelyekil elmondhatd, hogy mindkét megszakitott allélt tdyen hasitjak (10.
abra). Igy kilonbdg hosszisagi termékek keletkeztekml és aleu2 gént tartalmazé
allélekdl (10. &bra). AHis1l ésleu2génekre specifikus probakkal hibridizalva az ertedsz
DNS mintékat 1-1 terméket vartunk. Hisl prébaval 4636bp, 8674bp és 3558bpl,.eu?2
prébaval 4998bp, 984bp és 3847bp métabridizalt shvok keletkeztek, amik megfeleltek a

varakozasnak (11. abra). Ezen kivil mas savokatkagrtunk, tehat kizarhatjukhis1 ésLeu2
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tartalm( kazettak ektopikus integraciojat. igy Kistéel igazoltuk, hogyHis1 ésLeu2 génnel

sikeriilt megszakitani@aPPZ1gént és mashova nem épiiltek be a kazettak.

Hindlll
BamHI EcoRI )
EcoRl 1 322,346 1511 2095 Hind(ll
3121 84|06
| —
aPPZ1 nem kédol6 CaPPZ1 nem kédolo 1
’ BamHI
préba 3799
Hindllll
Hindlll 1465,
BamHI 1669 EcoRI )
EcoRl L 486, 510 1798 1874 2580 Hindil
3121 88|91
| aPPZ1 nem kédol6 CaPPZ1 nem kédold
- BamHI
proba 4287

10. &bra.Hisl és a_eu2géneket tartalmazd megszakilotPPZ1gén térképe, és a
hibridizaciéhoz hasznalt probak Kdési tertilete

X
é&?‘
Y

11. &bra. Bal oldalon az 1.allél megszakitas eregsgtéellerdriztik His1 specifikus
prébaval, jobb oldalon a 2.allél megszakitasankn@izése lathatbeu2specifikus
probaval. St. az 1kb-os standard-et jeldli. A saspmitott méretét bazisparban (bp) adtuk

meg.

4.6.Stressz hatasok vizsgalata
Miutan sokoldaltan bizonyitottuk a gén megszaksi&erességet a rendelkezésiinkre

allé homozigota KO mutanssal megvizsgalhattia®PZ1gén funkcioit.
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4.6.1. A homozigbéta mutans sq@itésének vizsgalata

LiCl-dal és NaCl-dal vizsgaltuk &€aPPZ1 szerepét az ozmotikus stabilitAsban. A
gomba novekedését kulonlBogokoncentraciok mellett vizsgaltuk a 3.5.10. fejben leirtak
szerint. A homozigéta mutans LiCl-dal szemben toienak bizonyult a kontroll sejtekhez
képest (12. 4bra).

100 %
90 ~
80
70
60 -
50
40 -
30
20
10 1

—&— kontroll

——ppzl KO

névekedés (%)

0 | 160 | 260 | 300 400
koncentracié (mM)
12. &bra. Homozigo6ta mutans (ppz1-KO) és kontejtbk nbvekedésének gorbéje nouekv
LiCl koncentracid jelenlétében. LiCl koncentracid® mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 350
mM, 400 mM volt. Az eredmények 6 méres atlagatiggjat mutatjak.

NacCl jelenlétében nem talaltunk lényeges kilonbs@de abra).

100 Iy
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30
20 -
10 |

0

—a—kontroll
—/—ppz1l KO

névekedés (%)

0 1 2

koncentracié (M)

13. abra Ppz1-KO és kontroll sejtek nbvekedésendiéje ndveksy NaCl koncentracio
jelenlétében. A NaCl koncentracioja: 0,5M, 1 M2 M, 1,5M, 1,7 M, 2 M volt Az

eredmeények 6 mérés atlagat és hibajat mutatjak.
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S. cerevisiaeben a PPZ hidnyos sejtekben ndvekszik az ENAleg@nesszioja, ami
Na’" kidramlashoz és Naoleranciahoz vezet és valosiiey ezzel magyarazhat6 a vizsgalt
sejtek Li tolerancidja (Posas és mtsai, 1995). A LiCl-daldtapredményiink azt bizonyitja,
hogy a CaPPZ1 szerepet jatszik aalbicanssejtek ozmotikus stabilitasaban. A NaCl hatas
hianyat a magas sokoncentrci6 okozta novekedésisgatl vagy az ENALl expresszid

novekedésének hianyaval magyaradzhatjuk. Az utélehietiség kivizsgalasara tovabbi
kisérletet tervezink.

4.6.2. A homozig6ta mutans koffein érzékenységéneizsgalata

A CaPPZ1 sejtfal szintézisére kifejtett hatasait vizsgéltk&ffeinnel. Kilonboa

“ s

novekedeését (14. abra).

100 & —&— kontroll
——ppzl KO
_ 80 - pp
e\i
3 60 -
o
Q
X
2 401
[
20 -
0 2 4 6 8 10 12 14

koncentracié (mM)
14. abra. Homozigéta mutans (ppz1-KO) és kontegtek novekedésének gorbéje novekv
koffein koncentracio jelenlétében. A sejteket 1 néV mM 5 mM 7,5 mM 15 mM

koncentracidju koffein jelenlétében vizsgaltuk. idgtam 6 mérés atlagat és hibajat mutatja.
A homozigo6ta mutans torzs koffeinnel szemben @ugébb volt a kontrollhoz képest.

Valoszirileg azzal magyarazhatd, hogy a PPZ hianyos sejtdRBE jelatviteli atvonal
modosul, ami a sejtfalszintézis gatldsahoz vezet ¢s mtsai, 1993).
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4.6.3. A homozigéta mutans Hygromycin B és spermirirésének vizsgalata

A toltéssel rendelkéiz molekuldk segitségével @aPPZ1 sejtmembran integritasban
jatszott szerepét teszteltem. Hygromycin B-vel gsrminnel szemben a homozigéta mutans
torzs toleransabb volt a kontrollhoz képes (15L@sabra).

100 ¢
90 -
80 -
70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 |

0

—&— kontroll
——ppzl1l KO

novekedés (%)

0 100 20 30 40 50 60 70 8 90 100
koncentracié (mikrogramm/ml)
15. abra. Homozigéta mutans (ppz1-KO) és kontegtek novekedésének gorbéje novekv
Hygromycin B koncentracio jelenlétében. A sejtek@tig/ml, 60ug/ml, 70ug/ml 80ug/mi

sz

meérés atlagat és hibajat mutatja.

100 Iy
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

—&— kontroll
—/—ppz1l KO

= |

ndvekedés (%)

0 200 400 600 800 1000
koncentracio (mikrogramm/ml)
16. abra. Homozigota mutans (ppzl-ko) és kontrejlek ndvekedésének goérbéje nowekv

spermin koncentracio jelenlétében. A sejteket agonl, 200ug/ml, 400ug/ml 600ug/ml 800

“ s

A diagram 6 mérés atlagat és hibajat mutatja.
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Tehat a gén kiltése csokkentette a pozitiv katiardoki érzékenységet. A sejtek tolerancigja
azzal magyarazhat6, hogy a csokkent membran patemiatt csokkent a pozitiv kationok
felvétele(Yenush és mtsai, 2002).

4.7. Konklazié

A CaPPZ1gén funkciéjanak vizsgalatakor kulontsoanyagok jelenlétében néztik a
homozigota mutans és kontroll sejtek ndvekedésétralbba mar vegeztek PPZ delécios
mutansokkal vizsgalatoke®. cerevisiagYenush és mtsai, 2002 Posas, 19955épombe
(Balcells, 1997) modell organizmusokban. Eredmémietia 12. tabldzatban hasonlitjuk 6ssze
az irodalmi adatokkal. A LiCl, koffein, HygromyciB és spermin vizsgalatakor a masik két
gombaval egybevagd eredményeket kaptunk. A sejtakClidal valé vizsgalatakor nem
talaltunk jelenés kilénbséget a kontroll torzs és a homozigota nsukdzott annak ellenére,
hogy S. cerevisia@sS. pombeesetében toleranciat mutattak a PPZ hidnyos sdjizleltérés
oka lehet &C. albicansnagyobb érzékenysége a NaCl magas koncentravigg, aCaPPZ1

gén korabbiaktdl eltérfunkcioja ebben a gombaban.

12. tébldzat Kulénb&z gombafajokban a CaPPZ1 gén kilutésének hatasa

Stressz hatas C.albicans S. cerevisiae S. pombe
ACappzl Appzl Apzhl
LiCl + + +
NaCl — + +
Koffein - - -
Hygromycin B + + +
Hygromycin B + + +
+ tolerancia; = nincs hatas; - érzékenység
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5. Osszefoglalas

Eukariétdkban jeles szabalyozd szerepet tolt be a fehérjék fosztidja és
csak gombéakban fordul @lS. cerevisiaes S. pombeleszékdn végzett kisérletek alapjan
szerepe lehet az ozmotikus stabilitdsban, a sejetének és integritasanak fenntartasaban. A
C. albican®an egy protein foszfatdz ZC4PPZ) gén talalhatd, melynek funkciéja még nem
ismert. Ezt a kérdést a gén megszakitasaval kikdatwlmanyozni.

Tekintettel arra, hogy ez a diploid gomba aszagudlédon szaporodik, a gén két
alléliének megszakitasa két homoldg rekombinaclapudd |épésben tortént. Kisérletiinkhoz
hisztidin és leucin auxotréfiat mutatd. albicanstorzset hasznaltunk fel. Az egyik allél
megszakitasaholisl gént tartalmazd kazettaval transzformaltuk az aokddrzset, majd a
hisztidinre tortét szelekcié soran kapott torzset hasznaltuk a nmallkmegszakitasahoz. Ez
utobbit Leu2 gént tartalamazo6 kazettaval transzformaltuk, é8mdl taptalajon szelektaltuk a
megfeleb transzformansokat.

Munkam soran heterozigéta és homozig@aPPZ1 deléciés mutanssal illetve a
kontroll torzzsel dolgoztamés elvégeztem a gén megszakitasanak éefiését valamint a
CaPPZ1 funkcidjdnak vizsgalatdtA gén megszakitasdt PCR reakciok segitségével
ellendriztem. A reakciok soran alkalmazott primerparokikdagja aHis1 vagylLeu2génre, a

“ sz

V4

zartuk ki.

Megvizsgaltam a homozigéta PPZ1 KO albicansttrzs stressz hatasokkal szembeni
viselkedését. NaCl jelenlétében nem talaltam jékektilonbséget a kontroll illetve a PPZ1 KO
torzs novekedése kozott. A mutans torzs LiCl-alndzen toleransnak bizonyult a kontroll
sejtekhez képest. A homozigéta muténs sejtek koftdi szemben érzékenyebb, mig
Hygromycin B és spermin jelenlétében toleransaldbavéontrollnoz képest. Az eredmények
alapjan megallapithato, hogyCaPPZ1szerepet jatszik a gomba ozmotikus stabilitas&san

sejtfal szintézisében.
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7. Roviditések jegyzéke

aa-aminosav

bp- bazispar

BSA- szarvasmarha szérum albumin

dNTP - dezoxinukleozid trifoszfat

DSP - ketbs specifitasu protein foszfataz

EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav

FCP - RNS polimeraz Il C-termindlis régidjara sfikas protein foszfataz
HAD- szerin treonin specifikus protein foszfataz
kb - kilobazispar

PCR - polimeraz lancreakcio

PKC - protein kindz C

PPP - foszfoprotein foszfataz

PPM - féemion-fug§ protein foszfataz

PPZ - protein foszfataz Z

PTP - protein tirozin foszfataz

OD - optikai denzitas

SDS - natrium-dodecil-szulfat

St - standard

Tris - Tris-(hidroximetil)-amino-metan
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