AZ ANTIFUNGALIS REZISZTENCIA ES A
VIRULENCIA OSSZEFUGGESENEK VIZSGALATA
CANDIDA PARAPSILOSIS-BAN

DOKTORI ERTEKEZES

PAPP CSABA GERGO

TEMAVEZETO: PROF. DR. GACSER ATTILA
EGYETEMI TANAR

BIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES INFORMATIKAI KAR
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK
SZEGED
2018



Tartalomjegyzék

1. ROVIAItESEK JEZYZEKE ....uviiieiiieiie ettt e e e e esaeeenaee s 3
2. BEVEZEIES ..o et ettt 5
3. Irodalmi AtEKINTES ........ooieiiiiiiiie ettt ettt 7
3.1. A gombafert0z€sek JElEeNtOSEEE .......eeeveiruiieiieieeiieeie ettt 7
3.2. A Candida fajok epidemiolOZIaja.........ccceeviiiiiiiieiiieeieeeie e e 9
3.3. A Candida parapsilosis JelentOSEZE ........cvevueieriierieeiieiieeieeie et 10
3.4. A Candida sejtek antifungalis terapia szempontjabodl Iényeges sajatsagai............... 11
3.4.1. Gomba membran €s ergoSzterol SZINTEZIS .......ccceeevuierieeiiieriieeieerie e eee e 11
3.4.2. GOmDba SEJtIAl......ccciiieiieeee e e e e 14
3.5. Legfontosabb antifungalis szerek és hatdsmechanizmusuk.............cccoeeveerieniirennnnns 17
3.5.1. AMIOtericin B ....oouiiii e 18
3.5.2. THIAZOIOK ..ttt sttt 20
3.5.3. EchinoKandinok ...........cocooiiiiiiiiiiiee e 21
3.5.4. Az antifungalis terapia gyakorlata ...........cccoeevieiiiiniieiieiiieee e 21
3.6. A Candida nemzetség antifungalis szerekkel szemben mutatott rezisztencia
MECHANIZIMUSAL ..ttt ettt ettt ettt st e bt etesbtenaeebeeaees 23
3.6.1. Amfotericin B rezisztencia mechanizmusok ...........cccceevieiiiiieiniiiniieenieeieee 24
3.6.2. Triazol rezisztencia mechanizmusok ...........ccceevvieiiiiiiiiniiiniiecee e 25
3.6.3. Echinokandin rezisztencia mechanizmusok ............ccocceeiiiiiiiniiiniiinieieeneee 26
4. CEIKITUZESEK ...ttt ettt sttt ettt be et st e bt et eaees 29
5. Anyagok €8 MOASZETEK .......viieiiiiieiiieeiie et e e 30
S L ANYAZOK .. et et e bt eenbe e teeenbeeaeaens 30
5.1.1. Felhasznalt tOrzsek ........c.cooiiiiiiiiiiiiiiie e 30
5.1.2. Alkalmazott primer sejtek €s sejtvonalak..........ccccoeveevieviriiniiiniiiinieenenens 31
5.1.3. Taptalajok, tapoldatok, egyeb oldatok...........ccceervuiiereriiiniiieieecee e 31
5.1.4. C. parapsilosis CDR -2 KO muténs 1étrehozasahoz hasznalt anyagok............ 33
5.1.5. Abiotikus stressz vizsgalatdhoz hasznalt taptalajok ...........cccccvveviiieenieeecieennee. 36
5.1.6. Genom szekvenalas soran felhasznalt kitek ............cccoeeviiiiiiniiiiiiniiiie, 38
5.1.7. Fagocitozis kisérlet soran alkalmazott anyagok ...........ccccceeeviveenciieeniiecnieeenee, 39
5.1.8. In vivo kisérletekben alkalmazott Allatok .............ccceeevienciiiiiiniiicieceeee, 39
5.2 MOASZETEK ..ottt ettt st ettt 39
5.2.1. C. parapsilosis GA1 t0rzs transzformalasa............ccoeeeeviieciiiniieiienieceee, 39
5.2.2. Southern hibridiZACIO.......ccceeiiiiiiiiiiie e 40
5.2.3. C. parapsilosis torzsek antifungélis érzékenységének meghatarozésa ............. 40
5.2.4. Echinokandin- €s azol evolvalt torzsek 1étrehozasa ............ccooceeviiiiinnnene. 41
5.2.5. Abiotikus stressztolerancia vizsgalata ............ccoceevieeiiiiniieiiienieeee e 42
5.2.6. Human PBMC izolélas és PBMC-DM differencialtatas ...........ccoceeevveeniennenee. 42
5.2.7. Azol evolvalt torzsekkel szembeni fagocitdzis hatékonysag vizsgalata............ 43
5.2.8. Gomba eliminécids hatékonysag vizsgalat a C. parapsilosis cdri-2 KO torzzsel
V5311 101S) 1 OO PP U RO P SR OUPIURPRRRRUO 43
5.2.9. Galleria mellonella, nagy viaszmoly larva fert0z€se..........ccovvvvveencveenreennnee. 44
5.2.10. In vivo egér fert6zési modell ............cccoeeciiiiiiiiiiiiieeie e 44
5.2.11. Etikai @n@EACLY .....ooieiiieeiiiecieeee et e 45
5.2.12. Ergoszterol és koztitermékeinek meghatarozasa LC-MS hasznalataval ......... 45
5.2.13. Sejtfal 0sszetétel VIizsgalata ..........c.ceevvveeiiiieiiieeieeceeeee e 45
5.2.14. Felszini kitin és -1,3-gliikan fél-kvantitativ meghatarozéasa fluoreszcens
FESTESSCL ...ttt st 46
5.2.15. Teljes genom szekvenalas analiziSe...........ccceeeeieviieniieniieniieiienie e 46

1



5.2.16. Bioinformatikai €l[JArasok ...........ceecuieiiieiiiiiieiiiee e 47

5.2.17. Statisztikai analizZis ........cocoeiiiiiiiiiiiieiee e 47
0. ET@AMENYEK ....oviiiiiiiiiee ettt ettt e be e ens 48
6.1. C. parapsilosis cdrl-2 delécios duplamutans jellemzeése.........cccoevvvveerviieenieeenneens 48
6.1.1. C. parapsilosis cdrl-2 KO mutans 1étreh0zasa..........ccccoveviieviieniieiienieeienne, 48
6.1.2. C. parapsilosis cdrl-2 KO mutéans torzs antifungalis szerekkel szembeni
CIZEKEIYSEEZE ..o euvieeieeiieeiie ettt ettt ettt e et et e et e et e st e e bt e e abe e beeeabeenbeeenbeensaennteenne 49
6.1.3. Gazdasejtek gomba eliminacios hatékonysaga a C. parapsilosis cdri-2 KO
MULANSSAL SZEMDEN ...ttt et 50
6.1.4. C. parapsilosis cdrl-2 KO mutéans virulencia vizsgélata in vivo egér modellben
..................................................................................................................................... 51
6.2. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis torzsek jellemzEse ..........ccoevvevvreeencreeennnennne 52
6.2.1. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis térzsek érzékenysége antifungalis
SZEIEKKE] SZEMDEN .......eiiiiiiiiiiiiee e 52

6.2.2. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis abiotikus stressztolerancia vizsgélata.. 54
6.2.3. In vivo virulencia vizsgalat Galleria mellonella és egér fertzési modell

SCEILSEEEVEL ... ittt ettt ettt e ettt e et esaee et e e teeenbeenes 56
6.2.4. Echinokandin evolvalt torzsekkel szembeni fagocitdzis hatékonysag.............. 58
6.2.5. Echinokandin evolvalt torzsek sejtfal osszetétele és belsd sejtfal komponensek

TRISZINT MEEJCIENESE.....vveeeieiieeiieeciee ettt ettt eetee e s tae e s aeeessbaeesnseeennseeenes 59

6.2.6. Genomszekvenalast kovetd aminosav valtozasok meghatdrozasa az
echinokandin evolvalt térzsek Fks1 fehérje szekvenciaiban, illetve az Fks1 protein

topologidjanak elOTEJEIZESE. ......cc.eeviiiiieeiiieiieeie e 61
6.3. Triazol evolvalt C. parapsilosis torzsek jellemzEse ..........ccovveeviieeiieeeiieeeiieeeieeae 63
6.3.1. Triazol evolvalt C. parapsilosis torzsek érzékenysége antifungélis szerekkel
SZEIMDEIN ...ttt ettt ettt et a e et h e bt at e et e e aeeenbeeeee 64
6.3.2. Triazol evolvalt C. parapsilosis abiotikus stressztolerancia vizsgélata............. 66
6.3.3. J774.2 makrofag sejtek fagocitdzis hatékonysaga triazol evolvalt torzsekkel
V5311 101S) 1 OO PP U RO P SR OUPIURPRRRRUO 67
6.3.4. In vivo virulencia vizsgalat Galleria mellonella fert6zési modellben............... 69

6.3.5. Genomszekvendlas és az aminosav szubsztiticiok meghatarozésa a triazol
evolvalt térzsek rezisztencia szempontjabol 1ényeges fehérjéinek elsddleges

SZETKEZEIEDEI.......eiiiiieieeiece ettt s 70

6.3.6. Kiilonbségek vizsgalata a vad tipusi CLIB 214 és POSEYO térzsek szterol

OSSZELELEIEDETI ...ttt 71
7. DISZKUSSZIO ...ttt sttt et sttt ettt ettt sbt bt sae bt 74
8. OSSZEFOZIALAS ...t enne 79
0. SUIMIMATY ...uitieiiiiieiiie ettt et et e et e ettt e ettt e et b eeeatteesabaeesabeeennbeeenseeennseesnsseesnnes 82
10. IrodalomEZYZEK ......cccuvieeiiieeiie ettt et e et e e e enaeas 85
11, KOSZONGINYIIVANITAS . ....ccutieiiieiieiie ettt ettt ettt et ettt e ebeesaaeenbeesnneenseens 97



1. Roviditések jegyzéke

ABC
ABPA

AmB
ANDADP
ANDEVO
BALB/c
BLAST
CaSATI
CASAP?
CAsEVO
CDR
CFU
CHS 1-8
CPA

CR

CS

CW

DIG
DMEM
EDTA
ER

ERG 2-27
FBS

Fc

FITC
FKSI-3
Flu
FLUAPP
FLUEVO
FMDP
GM-CSF

MIC

MICAPP

ATP koto kazetta (ATP binding cassette)

Allergias bronhoalveoléris tiid6 aszpergillozis (4/lergic
bronchoalveolar pulmonary aspergillosis)
Amfhotericin B

Anidulafungin adaptalt

Anidulafungin evolvalt

Bagg albino (egér torzs)

Basic Local Alignment Search Tool

Nourseothricin rezisztenciat okozé gén

Caspofungin adaptalt

Caspofungin evolvalt

Candida drog rezisztencia gén (Candida drug resistance)
ElScsiraszam (Colony forming unit)

Kitin szintaz 1-8 gének (Chitin synthase)

Kronikus tiid6 aszpergillozis (Chronic pulmonary
aspergillosis)

kongdvords (Congo red)

Kitin szintaz géncsalad (Chitin synthase)

Kalkofluor fehér (Calcofluor white)

Digoxigenin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Etilén-diamin-tetraecetsav

Endoplzmatikus retikulum

Ergoszterol 2-27 gének

Borju szérum (Fetal bovine serum)

Fragment of crystallization

Fluoreszcens izotiocianat (Fluorescein isothiocyanate)
B-1,3-gliikkan szintaz gének

Flukonazol

Flukonazol adaptalt

Flukonazol evolvalt

N3-(4-metoxifumaroil) -L-2,3-diaminopropansav
Granulociata/makrofag-kolonia stimulalo factor (Granulocyte
macrophage-colony stimulating factor)

Heterozigota

Mutacids forrépont (Hot spot)

Hosokk protein 90 (Heat shock protein 90)
Immunoglobulin

Intravénas

Knock out

Folyadék kromatografia-tomegspektrometria (Liquid
chromatography-mass spectrometry)

Multidrog rezisztencia (Multidrug resistance)

Fo efflux elésegitd szupercsalad (Major facilitator
superfamily)

Minimalis gatlo koncentracio (Minimal inhibitory
concentration)

Micafungin adaptalt



MICEVO
Mnnl-11
MRR
OD
ORF
PBMC

PBMC-DM

PBS
PCR
PKC
PC

PE

Pos
PosADP
PosEVO
RPMI
PS

SDS
SNP
SSC
TAC

TEM

™
TRIS

Vor
VORADP
VOREVO
VT
WGA
YPD

Micafungin evolvalt

Manno6z lanc szintézisében részt vevd enzimek

Multi rezisztencia regulator (Multi resistance regulator)
Optikai denzitas

Nyilt leolvasasi keret (Open reading frame)

Periférias vérbol i1zolalt mononuklearis sejt (Peripheral blood
mononuclear cell)

Periférias vérbol izolalt mononukledris sejtbol
differencialtatott makrofag (Peripheral blood mononuclear
cell-derived macrophage)

Foszfat pufferelt s6 oldat (Phosphate buftered saline)
Polimeraz lanc reakcio (Polymerase chain reaction)
Protein kindz C (Protein kinase C)

Foszfatidilkolin (Phosphatidylcholine)
Foszfatidil-etanolamin (Phosphatidyl-ethanolamine)
Posakonazol

Posakonazol adaptalt

Posakonazol evolvalt

Roswell Park Memorial Institute

Foszfatidil-szerin (Phosphatidyl-serine)
Szddium-dodecil szulfat (Sodium-dodecyl-sulphate)
Single Nucleotide Polymorfism

natrium-klorid — natrium citrat puffer

CDR transzkripcids aktivator (Transcription activator of
CDR)

Transzmisszios elktron mikroszkopia (Transmission electron
microscopy)

Transzmembran (Transmembrane)
Tris-(hidroximetil)-aminometan (Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethane)

Vorikonazol

Vorikonazol adaptalt

Vorikonazol evolvalt

Vad tipus

Gabona csira agglutinin (Wheat germ agglutinin)
Eleszt6 pepton dextréz (Yeast peptone dextrose)



2. Bevezetés

Az ¢l6lények mindegyike az aktualis kornyezetéhez valo alkalmazkodasra torekszik,
legyen sz6 akar tobbsejtii vagy egysejtii életformarol. Az adott é161ény aktualis él6helye
rendkiviil sok modon hat az ¢l6lényre. Ezeknek a hatdsoknak egy részérdl alapos
ismeretekkel rendelkeziink, példaul ilyen a hOmérséklet vagy a tdpanyag ellatottsag, azonban
nem feltételezhetjiik, hogy minden kornyezettel kapcsolatos faktor hatdsardl rendelkeziink
ismerettel, rdadasul az egyes kornyezeti faktorok egyiittes hatdsa is befolyasolja, hogy az
adott organizmus hogyan adaptalodik az adott kornyezethez. Azon mikroorganizmusok
szamara, amelyek a mikroflora tagjai, vagy képesek az embert megbetegiteni (patogének
vagy opportunista patogének) a gazda jelenti a kornyezetet. Ezen mikroorganizmusok kozott
az opportunista patogének kiilonleges helyet foglalnak el, ugyanis ezek az ¢ldlények
kommenzalistaként is jelen lehetnek a szervezetben, azonban csak bizonyos esetekben
képesek azt megbetegiteni.

Az utobbi évtizedekben folyamatosan ¢s jelentdésen emelkedik a Candida fajok altal
okozott megbetegedések szama. A nemzetségbe tartozo fajok kozott megtaldlhatunk
olyanokat is, amelyek a normal human flora tagjai, emellett egyesek a kornyezetbdl is
izolalhatéak. Ezek a fajok bizonyos esetekben azonban képesek akar haldlos kimenetelii
fertézéseket is okozni, kiilondsképpen gyenge immunrendszeri betegekben, mint példaul
HIV-fertézottek (Human Immunodeficiency Virus), szervatiltetésen atesett egyének,
ujsziilottek, valamint az intenziv osztalyokon kezelt id6s betegek. Ezek alapjan jol latszik,
hogy az emlitett célcsoportokban megjelend fertdzések gyakran valamilyen korhazi
apolassal kapcsolatos okokra vezethetok vissza, ehhez az is hozzajarulhat, hogy
egészségligyl dolgozok kezérdl ¢élesztogombak izolalhatoak, melyek kozott nagy
gyakorisaggal fordulnak elé Candida fajok.

A Candida nemzetség tagjai altal okozott megbetegedések legnagyobb hanyadaért a
Candida albicans tehet6 feleldssé. Az utobbi évtizedben azonban egyéb, Uin. nem-albicans
Candida fajok novekvo aranyban jelennek meg a klinikumban. Klinikai szempontbdl fontos
Candida fajok a C. albicans mellett a C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei és a C.
tropicalis. Egyes elméletek szerint a dinamikusan valtozo epidemioldgia hatterének okai
abban keresenddk, hogy a C. albicans okozta fertézések kezelésében sikeresen
alkalmazhatdak voltak az azol tipust antifungalis szerek, amelyek kb. 10 évvel ezeldttig a
gombaellenes terdpia elsé vonaldnak szamitottak. A C. albicans-szal ellentétben a tobbi

nem-albicans Candida faj viszonylag gyorsan és hatékonyan ellenallova valt az azolokkal



szemben (pl.: C. krusei, C. glabrata). Az utobbi egy évtizedben a klinikai ajanlasoknak
megfelelden az antifungélis terdpia elsé vonaldba az echinokandin tipusu szerek kertiltek,
ami a candididzisos esetek fajok szerinti eloszlasat szintén erésen befolyasolhatja, mivel a
C. albicans kimondottan érzékeny echinokandinokra, mig a C. parapsilosis, in vitro tesztek
alapjan, a nemzetség tagjainal joval ellenallobb ezen antimikotikum tipusra.

A C. parapsilosis okozta megbetegedések szama emelkedd tendenciat mutat mind a
mai napig, azonban a kutatasok leginkabb a C. albicans-ra irdnyultak, feltehetéen annak
epidemiologiai dominancidjanak koszonhetéen. Mig a C. albicans esetén részletes
ismeretekkel rendelkeziink a rezisztenciat, valamint a virulencidt illetden, jelentésen
kevesebb informacié all rendelkezésiinkre az ezek hatterében allo folyamatokrol a C.
parapsilosis-ban. Erdekes, de szamos klinikai megfigyelés igazolja azt, hogy a kisebb
antifungalis érzékenység ellenére a C. parapsilosis okozta megbetegedések jol kezelhetdek
echinokandinokkal, valamint azol tipust antifungalis szerekkel a C. albicans-szal
ellentétben. Ennek az ellentmondasnak a biologiai hattere mindmaig ismeretlen. Jelen
dolgozat célja felderiteni, hogy a rezisztencia kialakulasa mogott allé folyamatok milyen

hatassal birnak a C. parapsilosis egyéb tulajdonsagaira, kiemelt figyelemmel a virulenciara.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A gombafertozések jelentosége

A gombdk a foldi bioszféra nagy részén megtalalhatdak. A kiilonb6z6 gomba fajok
szamat koriilbeliil 2,2 millio és 3,8 millié kozotti szamra becsiilik, azonban ezek koziil csak
mintegy 300 okoz fertézéseket emberben (Garcia-Solache és Casadevall 2010; Hawksworth
¢s Lucking 2017; Taylor, és mtsi. 2001). A human gombas fertdzés kivaltasara képes fajok
altalaban megtalalhatéak a kornyezetben, példaul a talajban, ndvényi részeken, de az
egészséges emberi boron is. A gombak nagy része — néhany kivételtdl eltekintve, példaul
Histoplasma capsulatum, Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans (Chamany, €s
mtsi. 2004; Colombo, és mtsi. 2011) — nem okoz megbetegedéseket egészséges emberi
szervezetben, azonban ha az egyén valamilyen okbol legyengiilt immunrendszerrel
rendelkezik, akkor tobb gomba faj is képes lehet kiilonb6zo fertdézéseket eldidézni. Az ilyen
mikroorganizmusokat opportunista patogénnek nevezziik. Kiilonosen veszélyeztetettek a
HIV-fertézottek, a daganatos megbetegedésben szenveddk és a szervatiiltetést kovetd
Immunszuppressziv terapian atesett betegek (Muskett, és mtsi. 2011). A gombadk okozta
fertdzések enyhébb esetben felszini jellegiiek, stlyos esetben az egész szervezetet érintd Gn.
szisztémas (teljes szervrendszert érintd) infekciok lehetnek. Ez utobbiak kiilondsen sulyos
allapotot idézhetnek el6 ¢és magas haldlozasi ratdval jarnak. Az opportunista
gombafertdzések tilnyomo tobbségéért Cryptococcus, Histoplasma, Aspergillus és Candida
fajok tehetdk feleldssé (Brown, és mtsi. 2012).

A cryptococcosist elsdsorban a Cryptococcus neoformans és Cryptococcus gattii
fajok okozzak. Ezek az élesztégombak a tiidon keresztiil jutnak a véraramba miutan a
makrofagok altali fagocitozist képesek talélni, és a vér-agy gaton atjutd makrofagokbol
kiszabadulva sulyos, akar haldlos kimenetelli meningitiszt okozhatnak. A fert6zés altal
leginkabb veszélyeztetett betegcsoportok a HIV-fert6zottek (Rajasingham, és mtsi. 2017). A
Cryptococcus fajok okozta agyhartya- €s agyveldgyulladasos esetek mortalitdsa nagyban
fligg a foldrajzi elhelyezkedéstol: Eszak-Amerikdban 20% koriil alakul, mig Dél-Amerika
¢s Afrika egyes teriiletein elérheti a 70%-ot is (Mirza, és mtsi. 2003).

A Histoplasma fajok okozta mikozisokat Eszak-Amerikaban endemikusnak tekintik,
azaz egyes terlileteken nagy aranyban fordulnak elé. A hisztoplazmozis altaldban enyhe
lefolyast, tiinetekkel nem jar6 fertézés. Bizonyos esetekben azonban a betegek jelentds
hanyada (akéar 50-100%) is mutathat tiineteket, kiilondsen olyan teriileteken, ahol nagy

mennyiségli gombaspora van jelen a kdrnyezetben (Armstrong, és mtsi. 2018). A gomba



elsdsorban belélegzés utjan jut be az emberi szervezetbe. Nagy kockazatnak ez esetben is a
HIV-fert6zottek vannak kitéve, esetiilkben a mortalitas elérheti akéar a 30%-ot is (Chamany,
és mtsi. 2004). A H. capsulatum egészséges embert is képes megfertdzni, azonban ilyen
esetekben a mortalitas joval alacsonyabb (4-7%) (Armstrong, és mtsi. 2018). A
hisztoplazmo6zis kezelése fert6zott egyénekben 3 honaptol tobb éven at is elhtizodhat.

Az  aszpergillozisok leggyakoribb megjelenési formaja az  allergids
bronchopulmonaris aszpergillozis (ABPA), az invaziv Aspergillus fert6zések eléfordulasa
ennél joval ritkabb. Bizonyos felmérések alapjan az asztmas tlineteket mutatd felndttek
2,5%-a ABPA beteg, ami vilagviszonylatban 4,8 millié embert jelent, amelybdl 400.000 eset
krénikus tiid6 aszpergillozis (CPA) (Denning, és mtsi. 2013a). A CPA betegek nagy részénél
a tiinetegylittes kialakuldsa a tuberkuldzis és szarkoidozis korabbi eldfordulasara vezethetd
vissza (Denning, és mtsi. 2011; Denning, és mtsi. 2013b). Az invaziv, mas szerveket érintd
aszpergillozis nem gyakori, azonban a mortalitdsa igen magas még kezelés esetén is: dssejt
atiiltetés esetén 25%, szervatiiltetett paciensek esetén a 60%-ot is megkdzeliti (Kontoyiannis,
¢és mtsi. 2010).

A legtobb invaziv (bor mélyebb rétegeit, bels6é szerveket is érintd) gombas
megbetegedést Candida fajok okozzak (Perlroth, és mtsi. 2007), ezenkiviil a Candida fajok
a negyedik leggyakrabban azonositott gomba csoport nozokomidlis (kérhazi époléassal
Osszefiiggd) véraram fertézések soran, csak olyan obligat patogén mikroorganizmusok
elézik meg, mint a Staphylococcus epidermidis vagy a S. aureus (Wisplinghoff, és mtsi.
2004). Hasonl6an a tobbi gombds megbetegedéshez, az immunszuppresszalt allapottal
Osszefiiggd kockazati tényezOk, mint a neutropénia, kortikoszteroid kezelés vagy HIV-
fertézés hajlamositanak disszeminalt candididzisra. Megjegyzendd azonban, hogy a
nozokomialis fertdzések 80%-aban a betegség kialakuldsa nem immunszuppressziohoz
kapcsolhatd, hanem sokkal inkabb az &polassal egyiitt jardé kockézati tényezokkel, mint a
centralis vénds katéter alkalmazasa, sebészeti beavatkozas vagy széles spektrumu
antibiotikum kezelés (Perlroth, és mtsi. 2007). Egyes tanulmanyok szerint az Osszes
nozokomialis fert6zés kozott a Candida fertézések aranya elérheti a 9-15%-ot. (Hidron, és
mtsi. 2008; Romani, ¢és mtsi. 2004; Wisplinghoff, és mtsi. 2004). Felmérések alapjan a
korhdzban apolt invaziv candididzisban szenvedd paciensek esetében a mortalitas eléri, és
bizonyos esetekben meg is haladja az 50%-ot (Moran, és mtsi. 2009; Puig-Asensio, €s mtsi.

2014).



3.2. A Candida fajok epidemiologiaja

A Candida nemzetség megkdzelitéleg 150 ismert fajt foglal magaba, azonban
betegekbdl eddig minddssze 15 fajt azonositottak, mint betegséget okoz6 agens. Ezen fajok
koziil is 5 faj tehetd felelossé a fertézések 95%-aért, ezek a C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis és a C. krusei (Diekema, és mtsi. 2012; Yapar 2014). A patogén
Candida fajok eloszlasa nagy foldrajzi eltéréseket mutathat. Felmérések alapjan a fertdzések
talnyomo tobbségéért a C. albicans a felelés, mindazonaltal a 2000-es évek masodik felétol
kimutathat6 a C. albicans részaranyanak csokkenése €s a nem-albicans Candida fajok egyre
gyakoribb eléforduldsa a klinikumban (Diekema, és mtsi. 2012; Ruhnke 2006). Ennek
kovetkeztében a C. albicans klinikai el6fordulasa 50% koriilire esett vissza a korabbi akar
70%-o0s gyakorisaghoz képest (Pfaller, és mtsi. 2010b; Pfaller, és mtsi. 2011) az északi
mérsékelt égovi teriileteken (Eurépa, Eszak-Amerika), mig a tobbi Candida faj aranya ezzel
parhuzamosan folyamatosan emelkedett (Nawrot, és mtsi. 2013; Tortorano, és mtsi. 2013).

A nem-albicans Candida (NAC) fajok el6fordulasi gyakorisaga és novekvo
térnyerése a C. albicans-szal ellentétben, nagyban fiigg a foldrajzi elhelyezkedéstél. Europa
északi orszagaiban és Eszak-Amerikaban a C. glabrata a gyakoribb, mig Eurépa déli
tertiletein, Afrikaban, Latin-Amerikaban és Indidban inkabb a C. parapsilosis a dominans
NAC faj (Kreusch és Karstaedt 2013; Nucci, és mtsi. 2013), amely bizonyos esetekben akar
a C. albicans eléfordulasi gyakorisagat is megeldzi (pl. 70%, Brazilia) (Pinhati, és mtsi.
2016). A rohamosan valtozé epidemiologia feltételezett okai, hogy a triazolokat szereket €s
a késébb kifejlesztett echinokandinokat hatékonyan alkalmaztdk a klinikumban 1990-es
évek elejétdl, illetve a 2000-es évek masodik felétdl C. albicans fertézések soran, ami utat
nyithatott a mar korabban emlitett nem-albicans fajok elterjedésének (Pappas, és mitsi.
2016).

Az epidemiologiai adatok részletesebb elemzése tobbszor ramutat arra is, hogy a
nem-albicans Candida fajok elterjedésében nemcsak a geografiai viszonyok alapjan lehet
kiilonbségeket felfedezni, hanem az egyes korcsoportok alapjan is. Megfigyelhetd, hogy a
C. parapsilosis fertézések aranya igen magas ujsziilottek esetén, mig a C. glabrata inkabb
az 1d6sebb korosztaly tagjait veszélyezteti. Tobb tanulmany a C. parapsilosis okozta
candidémidk gyakorisdgat 33-67%-ra becsiilte az alacsony sziiletési stlyt ujsziilottek
korében (Ballot, és mtsi. 2013; Pammi, és mtsi. 2013). A 80-99 év kozotti korosztaly
esetében a C. glabrata a candidémidk (véraram fertdzések) kozel 30%-aért volt felelds

(Pfaller, és mtsi. 2010a).



A Candida fajok okozta megbetegedések szama tehat folyamatosan novekszik €s bar
a fert6zések legnagyobb hanyadéaért tovabbra is a C. albicans tehetd feleldss¢, egyéb nem-
albicans Candida fajok is egyre inkabb eldtérbe keriilnek, koszonhetéen a sikeresen

alkalmazott triazoloknak és echinokandinoknak.

3.3. A Candida parapsilosis jelentosége

A C. parapsilosis-t 1928-ban izolalta Ashford, akkor azonban még Monilia
parapsilosis néven rendszerezték, ¢s csak késobb, a Candida nemzetség név megjelenésével
1932-ben nevezték at Candida parapsilosis-ra (Nosek, és mtsi. 2009; Trofa, és mtsi. 2008).
Eleinte nem-patogén ¢élesztdként tartottdk szamon, azonban 1940-ben intravénas kabitoszer
hasznald betegben végzetes fert6zést okoz6 mikroorganizmusként irtak le (Trofa, és mtsi.
2008). Egészen 2005-ig a C. parapsilosis izolatumokat harom csoportba soroltak: 1., II. és
III. csoport, azonban molekularis vizsgalatokat kdvetden a harom csoportot harom fajként
hataroztak meg: C. parapsilosis sensu stricto (1. csoport), C. orthopsilosis és C. metapsilosis
(IL. ¢és III. csoport) (Tavanti, és mtsi. 2005). A harom 1) faj genetikai tulajdonsagain kiviil
nagyban eltér patogenitasaban is. A fertézések tulnyomo tobbségéért a C. parapsilosis a
felelds, a C. orthopsilosis ¢és C. metapsilosis csak joval kisebb ardnyban okoz
megbetegedéseket (Bertini, és mtsi. 2013; Nemeth, és mtsi. 2013).

A C. parapsilosis gyakran fordul eld egészséges borfeliileteken kommenzalistaként,
ezenkivill igen nagy gyakorisaggal izolalhat6 a kdrnyezetbdl, példaul talajbol, tengervizbdl
¢és olajfarol is (Fell és Meyer 1967; Nosek, és mtsi. 2009). A C. parapsilosis egyediilallo
abban a tekintetben, hogy a tobbi Candida fajjal ellentétben - ahol a gombakolonizacio a
szliletés soran torténik anyardl gyermekre torténd vertikalis transzferrel - a C. parapsilosis
képes horizontalis terjedésre is (Lupetti, €s mtsi. 2002b; Trofa, és mtsi. 2008), azaz képes az
emberrdl emberre valo terjedésre.

A C. parapsilosis nem képes valddi hifak képzésére, mint a C. albicans, azonban
megnyult sejtek osztodds utani tokéletlen elvalasaval létrejohetnek az tgynevezett
pszeudohifdk (Brunke és Hube 2013; Trofa, és mtsi. 2008). A pszeudohifak létrejotte
Iényeges faktor lehet fagocita tipusi immunsejtekkel valo kolcsonhatas soran, ugyanis a
megnyult C. parapsilosis sejtek képesek kijutni a fagoszomabodl (Nemeth, €s mtsi. 2013;
Toth, és mtsi. 2014). Ezen kiviil a gomba horizontalis atjutasat emberrdl emberre az segitheti,
hogy kiilonb6z6 miianyag feliileteken hatékonyan hoz 1étre biofilmet, ezaltal a kérhazakban
jelentds kockazatot jelenthet az intenziv osztalyon apolt betegek szamara, akik hasiiregi vagy

vénas katéterrel vannak ellatva (Trofa, €s mtsi. 2008). Emellett az altal, hogy gyors
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novekedést és komplex biofilmképzést mutat kiillonbdz0é magas gliikoz- és lipid tartalmt
folyadékokban, nagy kockéazatot jelent a mesterségesen taplalt betegek szamara is (Nosek,
¢és mtsi. 2009).

A C. parapsilosis a C. albicans-hoz hasonléan a CUG klad tagja, vagyis ez a kodon
az altalanos kodonhasznalattdl eltéréen a leucin helyett a szerin beépiilését okozza a
fehérjeszintézis soran (Fitzpatrick, és mtsi. 2006). 2009-ben a C. parapsilosis CDC314 torzs
genomszekvencidja elérhetové valt (Butler, és mtsi. 2009): a genom mérete 13,1 Mb, amely
megkozelitdleg 5700 nyitott leolvasasi keretet (Open Reading Frame - ORF) tartalmaz. Az
azoéta eltelt idészakban szekvenalasra keriilt mas C. parapsilosis torzsek genomja is (pl.
GAL, CLIB 214) (Pryszcz, és mtsi. 2013). A C. parapsilosis €s a C. albicans filogenetikailag
kozeli fajok, azonban a kodold szekvencidik jelentdsen eltérnek egymastol: A C.
parapsilosis fehérje szekvencidi 59%-os hasonlosagot mutatnak a megfeleld C. albicans
ortolog szekvencidkkal. Ezenkiviil a C. parapsilosis rendelkezik szamos, a C. albicans-bol
hianyz6 koédolo szekvencidval is, illetve ennek a forditottja is igaz, vagyis a C. albicans-ban
1s nagyszamu olyan szekvencia talalhat6, amelyek nincsenek jelen a C. parapsilosis
genomjaban (Logue, és mtsi. 2005; Nosek, és mtsi. 2009). Rdadasul nagyobb szekvenciabeli
eltérések nemcsak a rokon fajokhoz képest voltak megfigyelhetdek, hanem a C. parapsilosis

kiilonboz6 izolatumai kozott is (Pryszcez, és mtsi. 2013).

3.4. A Candida sejtek antifungalis terapia szempontjabdl 1ényeges sajatsagai
Barmilyen antimikrobidlis kemoterapiardl is legyen szo, a legfontosabb szempont,
hogy az adott mikroorganizmus ndvekedését meggatoljuk anélkiil, hogy a gazdaszervezetet
jelentdsen karositandnk. Ennek érdekében az antibiotikumokat ugy fejlesztik ki, hogy azok
az adott mikroorganizmus vagy a mikroorganizmusok egy csoportjanak olyan egyedi
sajatsagat célozzak meg, amely tulajdonsag nagyban eltér a gazdaszervezet jellemzoitdl. Az
antimikrobialis szerek hatasukat tekintve lehetnek sztatikus-, valamint cidikus hatasuak. A
sztatikus hatdsu szerek a mikroorganizmusok novekedését gatoljak, mig a cidikus hatasuak
az adott mikroorganizmust elpusztitjdk (Delarze és Sanglard 2015). Candididzis esetén a
klinikumban hasznalt antifungalis szerek mindegyike a gomba plazmamembranjdnak

integritasat csokkenti vagy a sejtfal szintézisét gatolja.

3.4.1. Gomba membran és ergoszterol szintézis
Gombék esetén a plazmamembran funkcidja - barmely mas ¢él6lény csoporthoz

hasonlodan - a sejtek integritdsanak biztositasa azaltal, hogy elhatarolja a sejt tartalmat a kiilsé
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kornyezettdl. A plazmamembran intaktsaganak barmilyen megvaltozasa a sejtben stresszt
indukdl, ami extrém membransériilés esetén akar sejthaldlhoz is vezethet. A Candida
nemzetségbe tartozd fajok plazmamembranjanak alapvetd felépitése nem kiilonbozik
nagyban az emlds sejtek membranjanak foszfolipid kettdsrétegii felépitésétdl, azonban amig
azoknal a fluiditasat a kettdsréteg zsirsav oldallancai koz¢ ¢kel6dd koleszterol befolyasolja,
addig a gombdk membranjaban az ergoszterol latja el ezt a funkciot (Rella, és mtsi. 2016;
Weete, és mtsi. 2010). Az ergoszterol befolydsolja az ¢lesztd gombak membranjanak
patogén fajok esetén kozvetetten a virulencidra is hatassal van (Saville, és mtsi. 2003).

Az ergoszterol bioszintézis Uitvonal régota kutatott a gombakban. A ndvényi, allati és
gomba szterolok szintézise acetil-koenzim A-bol indul ki, amelybdl 4 1épéses reakciod soran
szkvalén, majd ennek oxidacidjaval szkvalén epoxid képzdédik. A szkvalén epoxidbol
allatokban és gombakban lanoszterol képzddik, viszont ettdl a 1épéstdl kezdve a szterolok
szintézisének utvonala kiilonbozik a két csoportban (Dupont, és mtsi. 2012). Candida
fajokban a lanoszterolbdl az ERG6 gén termékének, a 24-C-metiltranszferaz enzimnek
hatasara eburikol keletkezik, amit a lanoszterol 14a-demetilaz (ERGI1) alakit tovabb 4,4-
dimetil-ergoszta-8,14,24(28)-trienolla. Ezt a szterol szarmazékot az ERG24, ERG25, ERG26
¢s ERG27 gének termékei tobb 1épcsében demetilaljak a 4-es szamu szénatomon, 1étrehozva
ezzel a fekoszterolt. A fekoszterol egy izomerizacids reakcioban alakul tovabb a C-8
izomeraz (ERG?2) hatasara episzterolla. Az episzterol 5-0s €s 6-0s szénatomja kozott a szterol
A>*-deszaturaz enzim (ERG3) kettés kotést hoz létre, igy kialakul az ergoszta-5,7,24(28)-
trienol, melyet az ERGS5 és ERG4 gének termékei alakitanak tovabb az ttvonal
végtermékéveé, az ergoszterolla (Martel, és mtsi. 2010b). Az utvonalat az 1. abra A része

foglalja 0ssze.
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1. abra: Az ergoszterol bioszintézis utvonala és lehetséges melléktermékei. (A) Az
ergoszterol bioszintézise normal koriilmények kozott az ergoszterol 1étrejottéhez vezet
(zold négyzet). (B) Az ergoszterol szintézis utvonaldnak azolokkal torténd gatlasa
esetén a folyamat végterméke a toxikus hatdsi 14o-metilergoszta-8,24(28)-dién-
3B,60-diol (piros négyzet). (C) Az ergoszterol bioszintézis utvonalban az ERG3 gén

termékének diszfunkcidja esetén az episzterol tovabb alakuldsa az ergoszta-7-enol

(kék négyzet) kialakulasdhoz vezet (Martel, €s mtsi. 2010b).
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3.4.2. Gomba sejtfal

A gombdk, az allatoktdl eltérden, sejtfallal rendelkeznek. A sejtfal a gombdak szdmara
nélkiilozhetetlen sejtalkotd, amely lehetové teszi a sejtek ¢€letben maradasat egyébként
kedvezdtlen ozmotikus tulajdonsagu kornyezetben. Annak érdekében, hogy a sejt ellenalljon
a kornyezet karos hatdsainak, a sejtfalnak erésnek, mindazonaltal rugalmasnak kell lennie.
Ennek érdekében a gombak sejtfala tartalmaz vaz- és matrix-szerli komponenseket is (Netea,
¢és mtsi. 2008). Az egyes, egészségiigyi szempontbdl jelentds gombacsoportok sejtfalanak
felépitésében eltérések tapasztalhatok, elsésorban a sejtfal matrix-szerl rétegeiben, azonban
mindegyik nemzetség sejtfala tartalmaz kitint, valamint a tobbségiikében B-gliikan is
talalhato, melyek a sejtfal vazat képezik (Erwig és Gow 2016). A Candida nemzetség
tagjainak sejtfala transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvételeken egy tomor,
elektrondenz belsd rétegként jelenik meg, amelyhez kiviilrdl egy sokkal lazabb, kevésbé
elektrondenz, fibrillaris megjelenésii kiils6 réteg kapcsolddik (2. abra, A). A belsé réteg és
valgjaban az egész sejtfal alapjat az N-acetil-gliikozamin monomerekbdl B-1,4-kotéssel
kapcsolddo kitin polimer képezi, amelyhez a sejtfal £6 alkoto eleme, a gliilkdz monomerekbdl
B-1,3-kotésekkel felépiilé B-1,3-gliikdn kapcsolodik B-1,6-kotéseken keresztiil. Ezek a
polimerek hidrogén-hid koétésekkel kapcsolddnak egymassal, igy épitve fel a sejtfal vazat (2.
abra, B) (Gow, ¢s mtsi. 2011; Netea, és mtsi. 2008). A sejtfal belso rétegét alkotd elemei
kozel helyezkednek el a plazmamembranhoz, azonban egy kisebb mennyiségii gliikkan és
kitin a sejtfal teljes vastagsdgaban is megtalalhat6. Raadéasul a Candida fajok sejtjein
sarjadzas utan talalhat6 egy ugynevezett sarjheg, ahol a sejtfal belsd rétegét alkoto polimerek
megjelennek a felszinen (Gantner, és mtsi. 2005; Netea, és mtsi. 2008).

A kitin és a B-1,3-gliikdn szintézise a plazmamembranban talalhat6é fehérjékkel
torténik. A kitint a kitin szintdzok (CS) csalddjaba tartozo enzimek szintetizaljak, ezeket hét
osztalyba soroljak (I-VIL). Elesztékben az 1., II. és IV. osztalyba tartozo kitin szintazok
talalhatoak meg. Saccharomyces. cerevisiae-ben 3 kitin szintazt kodolo gén talalhato: CHS1
(L. osztaly), CHS2 (I1. osztaly) és CHS3 (IV. osztaly). C. albicans-ban 4 ilyen gén talalhato,
amelyek a S. cerevisiae kitin szintdzokkal a kdvetkezd sorrendnek megfeleldéen ortoldogok:
CHS?2 ¢s CHSS (1. osztaly), CHSI (I1. osztaly) és CHS3 (IV. osztaly) (Lenardon, és mitsi.
2010). A kiilonboz0 kitin szintdzok szerepét elsdsorban S. cerevisiae-ben ismerjiik. A Chs1
aktivitasa in vitro meglehetésen magas, azonban a sejtek dsszes kitin mennyiségéhez csak
nagyon kis mértékben jarul hozza, ugyanis a chs1A muténs sejtek tovabbra is fenotipusos
valtozas nélkiil ¢letképesek (Lenardon, ¢s mtsi. 2010; Munro és Gow 2001). A Chs2

megkozelitéleg a kitin teljes mennyiségének mindossze kb. 5%-aért felelds, azonban
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megléte esszencidlisnak bizonyult, mivel funkcidjanak kiesése jelentésen csokkenti a sejt
¢letképességét. Ennek oka az enzim funkciodja lehet, ugyanis a Chs2 enzim hozza létre az
elsédleges szeptumot a sarjadzas soran (Cabib és Duran 2005; Orlean 2012). A Chs3 felelds
a szintetizalt kitin mennyiségének kb. 90%-aért, ez az enzim elengedhetetlen a normal
sejtciklushoz, valamint a megfeleld élesztd morfologia kialakuldsdhoz. Az endoplazmatikus
retikulumban (ER) képz6d6 fehérje a Chs7 hatdsara jut az ER-bdl a Golgi-apparatusba,
ahonnan a Chs5 és Chs6 segitségével jut a transzport vezikulumokba, majd a Chs4 iranyitja
a megfeleld helyre a sejtosztdodas soran a sarjadzast megel6zden. A Chs3 elsddleges
feladatat, hogy a megfelelé helyen megkezdi a sarjadzashoz sziikséges kitin gylirii
szintézisét, ami majd a sarjadzéas soran lehetdvé teszi az utodsejt invaginacidjat és a Chs2
funkciodjanak elinditasat. A sarjadzast kovetden a Chs3 elsddleges funkcidjanak ellatasa utan
az End4 segitségével ugynevezett kitoszomakba kertil, ahonnan wjabb sarjadzés esetén a
Chs6 kozvetitésével a plazmamembranra keriil és ismét ellathatja elsédleges funkciojat,
vagy pedig sejtfal stressz esetén annak kitin tartalmat ndveli (Cabib és Duran 2005; Orlean
2012). A mésodlagos szeptum kialakuldsa utan ¢és a leanysejt levalasat kovetden a Chs3 a
plazmamembran teljes feliilletén megkezdi a lateralis kitin szintézisét (Lesage és Bussey

2006; Orlean 2012).
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2. abra: A Candida fajok sejtfalanak felépitése. (A) A sejtfal TEM felvétele, amelyen
jol megkiilonboztethetd a sejtfal kiilsé és belsd rétege. (B) A sejtfal kiilso €s belsd
rétegét felépitd poliszacharidok és fehérjék egymashoz viszonyitott szerkezete és
elhelyezkedése. (C) A sejtfalat alkotd szénhidrat polimereket alkot6 monomerek
egymashoz ¢s a sejtfal fehérjékhez valo kapcsoloddsanak modellje (Gow, és mitsi.

2011; Netea, és mtsi. 2008). Sejtfal protein (Cell wall protein, CWP)
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A sejtfal szaraztomegének tilnyomo tobbségét a B-1,3-gliikan teszi ki, ennek
szintézise is a kitin szintdzokhoz hasonléan a plazmamembranhoz kapcsolédd enzimek
miikddése révén valdsul meg. A B-1,3-gliikkan szintaz komplex mikodése a Rhol GTP-az
kapcsolddasa altal szabalyozott és az enzim aktivitasdhoz elengedhetetlen. A katalitikus
alegységet az FKSI, FKS2 ¢és FKS3 gének kodoljak az élesztokben. C. albicans-ban és a
Candida fajok tobbségében az FKSI megléte esszencialis, kivéve a C. glabrata-ban, ahol az
Fks1 és Fks2 fehérjék funkcioja redundans. Ennek kovetkeztében az Fksl elvesztése nem
letalis C. glabrata-ban (Perlin 2015). Az FKS3 expresszidja igen alacsony az 6sszes Candida
sporakat képeznek, ami arra utal, hogy az Fks3-nak a szexudlis ciklus soran torténd p-1,3-
gliikdn szintézisben van szerepe. Ez megmagyardzza, hogy a szexudlis ciklus nélkiili
Candida fajokban az Fks3 szerepe miért elhanyagolhaté (Orlean 2012; Perlin 2015).
Elesztdkben az FKSI és FKS2 expresszioja eltérd mintazatot mutat. Az FKS/I expresszioja
a sejtciklus Gy és S fazisaban éri el a maximumat. Az FKS2 mRNS nem detektalhat6 sarjadz6
kultaradkban, amikor a tapoldat gliikozt tartalmaz egyediili szénforrasként. Ezzel ellentétben,
alternativ szénforras jelenlétében (acetat, glicerol, galaktoz, stb.) a sejtek FKS2 expresszidja
jelentésen megemelkedik (Lesage és Bussey 2006; Orlean 2012). A C. glabrata FKS1/FKS2
expresszids mintazata annyiban eltér a fentebb leirtaktol, hogy a két gén expresszidja a
sejtciklus sordn permanensen Osszehasonlithato mértékii (Garcia-Effron, és mtsi. 2009a;
Katiyar, és mtsi. 2012).

A sejtfal kiilsé rétegében nagyobb mennyiségli fehérje taldlhatd, mint a belsd
rétegben. Ezek a fehérjék a Golgi-apparatusbdl kertilnek ki a sejtek felszinére. A sejtfalban
talalhatd fehérjék szekvenciajukat ¢és funkcidjukat tekintve rendkiviil sokfélék, abban
viszont hasonldak, hogy kovalensen kotddnek a sejtfal vazat alkotod poliszacharidokhoz (2.
abra, C) vagy a plazmamembranhoz, ¢s gazdagon mannozilaltak (Netea, ¢s mtsi. 2008). A
sejtfal kiilso rétegét legnagyobb mennyiségben a mannoz alkotja, amely szerkezetét tekintve
szamos forméban fordul el fehérjékhez kapcsolddva (Hall és Gow 2013; Orlean 2012). A
fehérjékhez a mannan egységek kétféleképpen kapcsolddhatnak: 1) aszparagin aminosav
oldallanc amino-csoportjan keresztiil (N-kapcsolt, N-mannozilacio), 2) szerin vagy treonin
aminosavak oldalldncénak oxigén atomjan keresztiil (O-kapcsolt, O-mannozilacio) (2. abra,
C). Az N-kapcsolt mannan mérete igen nagy, valamint elagazd szerkezetli, mig az O-
kapcsolt mannan linedris és tobbnyire legfeljebb 5 manndéz monomerbdl all. A sejtfal
fehérjék N-mannozilaciojanak kialakulasdban fontos szerepe van az ER-ben kialakuld

mannozilacidos magnak, amely két N-acetil-gliikozamin egységen keresztiil kotddik a fehérje
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aszparagin oldallancéhoz. Ebben a mannozilaciés magban valtozatos kapcsolddasi mannoz
egységek talalhatok, amelyek lehetnek B-1,4-mannéz, a-1,3-manndz, a-1,6-manndz vagy o-
1,2-mann6z monomerek. A maghoz ¢lesztdsejtek esetén a Golgi-késziilékben tovabbi
manndz egységek kapcsolodnak, amely valdjaban a sejtfal mannoz tartalmanak legnagyobb
rész¢ét jelentik. A mag egyik a-1,3-manndz egységéhez egy valtozd hosszusagi a-1,6-
manndéz  gerinc  kapcsolodik, amelynek kialakuldsdhoz, valamint hosszanak
meghatarozasahoz tobb gén terméke elengedhetetlentil sziikséges (Ochl, Mnn9, Mnn10,
Mnnll). Az a-1,6-mannodz gerinc kialakulasat kovetden az azt alkotd mannodz egységekhez
tovabbi fehérjék (Mnn2, Mnn5) miikddésének hatasdra a-1,2-manndéz egységek
kapcsolodnak tobb rétegben. Az igy felépiilt manndz lanc bizonyos a-1,2-es egységeihez az
Mnn4 és Mnn6 fosztat csoporton keresztiil B-1,2-manndéz monomereket, masokhoz az Mnnl
a-1,3-, és a Bmtl pedig B-1,2-mannozt kapcsol (2. abra, C) (Hall és Gow 2013; Netea, ¢és
mtsi. 2008; Orlean 2012). A linearis, rovid O-ko6tott manndz lanc kialakulasa az N-
mannozilacional jelentdsen egyszeriibb folyamat. A késdbb sejtfalba keriild fehérjékre az
elsé a-1,2-mann6z monomer az ER-ben keriil Pmt (mannozilaciés magot 1étrehozo enzim)
homo- vagy heterodimerek miikddése révén. A tovabbi a-mannoz egységek a Golgi-
apparatusban, egy-egy enzim (Mntl/Mnt2, Pmrl stb.) miikodése soran kapcsoldodnak az
el6z6 mann6z monomerhez, igy kialakitva a fehérje O-mannozilacigjat (2. abra, C) (Hall és

Gow 2013; Orlean 2012).

Az ergoszterol egyediilallo jelenléte a gombak membranjaban, valamint a bioszintézise
és a sejtfal felépitése optimalis célpontot jelentenek a kiilonb6z6 antifungalis szerek
szamdra. A sejtfalban a nagy mennyiségli B-1,3-gliilkan szintézisét viszonylag korlatozott
szamu fehérje végzi, rdadasul ezek a fehérjék erdsen konzervalt katalitikus doménnel
rendelkeznek, emiatt a sejtfal kiilonbozd polimer molekulainak szintézisét végzo enzimek
koziil ezek a legalkalmasabb tdmadaspontok az antifungalis szerek célpontjaiként. A kitin
szintazok, valamint a sejtfal fehérjék mannozilaciojat végzé enzimek klinikai szempontbol
nem jelentenek jo célpontot a gombaellenes szerek szamara, mivel a funkcidik az egyes

polimereket 1étrehoz6 csoportokon beliil igen redundéansak.

3.5. Legfontosabb antifungalis szerek és hatasmechanizmusuk
A klinikumban Candida fertézések esetén az antifungalis szerekbdl harom

csoportjaba tartoz6 vegylileteket hasznalnak, ezek koziil a poliének és a triazolok a
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gombasejtek plazmamembranjan fejtik ki hatdsukat, az echinokandinok pedig a sejtfal

szintézisét gatoljak.

3.5.1. Amfotericin B

Az amfotericin B (amB) a legrégebben kifejlesztett antifungalis szer, amit az 1950-
es évek Ota hasznalnak. A poliének csaladjaba tartozik, amelyek amfipatikus vegyiiletek.
Felépitésiikben egy gylirtivé zar6do hidrofob hidro-karbon lanc és egy hidrofil polihidroxil
csoport vesz részt (Robbins, és mtsi. 2016). Az amB a gombasejtek membranjaban talalhato
ergoszterolhoz kot. Kordbbi kutatasok arra utaltak, hogy a membranba ¢ékel6dd polién
molekuldk komplexet alkotnak és porusokat hoznak létre, amin keresztiil a sejttartalom
kikeriil az extracelluldris térbe, ami a sejt pusztuldsat okozza (Gruszecki, és mtsi. 2003;
Ostrosky-Zeichner, és mtsi. 2010). Frissebb tanulmanyok ramutattak arra, hogy az amB egy
»szterol-szivacsként” miikodik, amelynek sordan a membran kiilsé feliiletén az amB
molekuldk aggregatumot képeznek, ami kivonja az ergoszterolt a kettds foszfolipid
membranbdl. Mindez a plazmamembranhoz kothetd életmiikodések felborulasahoz, igy a
sejt pusztuldsahoz vezet (3. abra, A) (Anderson, és mtsi. 2014; Robbins, és mtsi. 2016). Az
amB maig az egyik leghatékonyabb szer candidiazis és barmilyen egyéb gombafertdzés
kezelésére. Annak ellenére azonban, hogy elsdsorban a gombasejtekre jellemzd
ergoszterollal 1ép kolcsonhatasba, kisebb affinitdssal az emberi sejtekben talalhato
koleszterolhoz is képes kotddni, ami a gazdasejtekre is karos hatast fejt ki hosszan tartd
terapia esetén. A kezelt betegekben leggyakoribb mellékhatasként veseelégtelenség alakul
ki, emiatt a toxikus hatas miatt az eredeti deoxikolattal formulazott kiszerelését manapsag
mar igen ritkan alkalmazzk, helyette lipid alapti amB-t hasznéalnak, amely lehet amB-lipid
komplex, vagy liposzoméas amB. A lipidek hordozoként torténd alkalmazéasa jelentdsen
csokkenti az amB toxikus mellékhatésait, valamint javitotta farkamokinetikai tulajdonsagait

(Fanos ¢és Cataldi 2000; Ostrosky-Zeichner, ¢s mtsi. 2010).
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SZERKEZET HATASMECHANIZMUS
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3.5.2. Triazolok

Az azolok a legszélesebb korben elterjedt és leggyakrabban alkalmazott antifungalis
szerek a klinikaiterapidban. Ez koszonhetd az alacsony toxicitasuknak és annak, hogy
adagoléasuk oralisan ¢€s intravénasan is torténhet. A molekulak felépitésében kozds, hogy
tartalmaznak legalabb egy ottag heterociklusos gytiriit, amely attol fliggden, hogy imidazol
vagy triazol tipusu molekuldrdl van sz6, 2 vagy 3 nitrogén atomot tartalmaz. Candida
fertézések kezelésére a triazolok csoportjaba tartozo flukonazolt, vorikonazolt ¢&s
posakonazolt alkalmazzak (Cuenca-Estrella, és mtsi. 2005; Freifeld, és mtsi. 2011; Pfaller
¢és Diekema 2004; Pfaller és Diekema 2007; Robenshtok, és mtsi. 2007; Zonios és Bennett
2008). Az azolok azonos hatdsmechanizmussal rendelkeznek: Az ergoszterol bioszintézisét
gatoljak (1. abra, A). A molekuldk 6ttagti heterociklusos gytiriije képes kapcsolddni az
ergoszterol bioszintézisben szerepet jatszo lanoszterol 14a demetilaz (Ergl 1) vas atomjdhoz,
ezaltal gatolva az enzim miikddését. Ennek kovetkeztében a sejtekben ergoszterol hiany
alakul ki, valamint lanoszterol halmozddik fel, amely az altalanos bioszintézis utat kikeriilve
alakul tovabb elébb obtuszifoliolld, majd 14a-metil-fekoszterolla az ERG25, ERG26 és
ERG27 gének termékeinek hatasara. A 14a-metil-fekoszterolbol a szterol A>S-deszaturaz
(Erg3) hozza létre a 14a-metilergoszta-8,24(28)-dién-3p,6a-diolt, amely toxikus hatast a
gombasejtekre nézve (1. abra, B) (Martel, és mtsi. 2010b). Az azolok hatdsa a Candida
sejtekre sztatikus hatdsu, vagyis gatoljak a sejtek novekedését és osztddasat, de nem
pusztitjak el azokat (Robbins, és mtsi. 2016). A flukonazolt 1990-ben hagytdk jova
antifungalis szerként és azdta a legszélesebb korben alkalmazott gombaellenes szer
koszonhetéen annak, hogy biztonsdgosan alkalmazhatd, valamint, hogy mdra mar
generikumként az ara alapjan is a legelérhetobb szer. A vorikonazol jelentdsen nagyobb
aktivitassal rendelkezik Candida fajok ellen, mint a flukonazol (Cuenca-Estrella, és mtsi.
2005). Annak ellenére, hogy gyakran fordul el6 a flukonazol és vorikonazol kozott
keresztrezisztencia foleg C. glabrata-ban, a vorikonazol kisebb koncentracidban is hatékony
flukonazol-rezisztens izolatumokkal szemben més Candida fajokban. A vorikonazol
hatékonyan gatolja a C. krusei novekedését, amelyre a flukonazolnak nincs szamottevo
hatésa in vitro koriilmények kozott, mivel a vorikonazol hatékonyabban képes kotddni ennél
a fajnal az Ergll fehérjéhez, mint a flukonazol (Pfaller, és mtsi. 2003). A posakonazol a
legijabb elérhetd triazol. Az Egyesiilt Allamokban 2006-ban keriilt torzskonyvi bevezetésre,
és 2013-tol, illetve 2014-t6l elérhetd oralis és intravénds formaban. Foként profilaktikus
szerként alkalmazzak csontveld atiiltetésen atesett betegek €és tumorellenes kemoterapiabol

kifolyolag neutropénias betegek esetében (Cornely, és mtsi. 2007). Kis koncentracioban is
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hatékony még flukonazol és vorikonazol keresztrezisztens klinikai izoldtumokkal szemben

is (Pfaller, és mtsi. 2008).

3.5.3. Echinokandinok

Az elmult évtizedben egyediil az echinokandinok jelentek meg mint 0j antifungalis
szerek csoportja. A klinikumban jelenleg harom féle echinokandin érhetd el, a caspofungin,
az anidulafungin és a micafungin (Robbins, és mtsi. 2016). Az echinokandinok molekularis
szerkezetében elkiilonithetd egy, az Gsszes ebbe az osztilyba tartozd szerre altalanosan
jellemz6 ciklikus, amfifil hexapeptid mag, amelyhez egy, az adott echinokandin molekulara
(caspofungin, anidulafungin, micafungin) jellemzd acil-lipid oldallanc kapcsolodik N-
kotéssel (3. abra, C) (Chen, és mtsi. 2011; Denning 2003; Patil és Majumdar 2017). A
caspofungin egy zsirsavbol allo, az anidulafungin egy alkoxi-trifenil, a micafungin pedig
egy komplex aromas (3,5-difenil-szubsztitualt izoxazol) oldallanccal rendelkezik. Az
echinokandinok a Candida sejtek sejtfal szintézisét gatoljak azaltal, hogy nem-kompetitiv
moddon gatoljak a B-1,3-gliikan szintdz komplex katalitikus alegységét (Fks1 vagy Fks2). Az
echinokandinok pontos kapcsolddasi helye egyelére nem ismert, valamint az sem, hogy az
echinokandinok kapcsolodasi helye a katalitikus alegység intracelluléris vagy extracellularis
részén talalhatd-e (Bal 2010; Garcia-Effron, és mtsi. 2009b; Odds, ¢s mtsi. 2003). Az Fksl
gatlasaval a gomba sejtfaldban jelentdsen lecsokken az egyébként a sejtfal szaraztomegének
90%-4t jelentd B-1,3-gliikan mennyisége, ami a sejt ozmotikus instabilitdsdhoz, majd ebbdl
adddoan a sejt liziséhez vezet (3. abra, C) (Chandrasekar ¢s Sobel 2006; Wiederhold és
Lewis 2007). Mivel az emberi sejtek nem rendelkeznek B-1,3-gliikkan szintazzal vagy ahhoz
hasonlé funkcioji enzimmel, igy az echinokandinok a legnagyobb biztonsaggal
alkalmazhaté antifungalis szerek. A korai echinokandin tipusu szerek emberi sejtekre
kifejtett toxicitasa elsdsorban a formulazasnak volt koszonhetd, ami azota a fentebb felsorolt

szerek esetében mar nem tapasztalhatd (Denning 2003; Patil és Majumdar 2017).

3.5.4. Az antifungalis terapia gyakorlata

A candidémias megbetegedések esetében mindig sziikséges antifungdalis szerek
hasznalata a fertdzések kezelésére (Pappas, és mtsi. 2016). A kozponti vénas katéter
eltavolitdsa onmagaban nem elégséges mddszer a fertdzés megsziintetésére, ugyanis az ilyen
esetek rendszerint halalos végkimeneteliiek (Fraser, és mtsi. 1992; Nguyen, és mtsi. 1995;
Nucci, és mtsi. 1998). A legaltalanosabban alkalmazott antifungélis szerek az

echinokandinok és a flukonazol, koszonhetéen annak, hogy a betegek még az ijabb lipid
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bazisi amB kiszereléseknél is jobban tolerdljak ezeket a szereket (Gafter-Gvili, és mtsi.
2008).

A jelenlegi kezelési javaslatokat candidémia ¢€s invaziv candididzis esetén az 1.
tablazat foglalja 0ssze (Pappas, ¢és mtsi. 2016). A kezelési javaslatok a betegeket
neutropénias és nem neutropénids csoportokra osztjak fel. Candida fert6zés diagnozisat
kovetden elsddleges kezelési eljarast javasolnak, amit utokezelés kovethet 5-7 nappal az
elsddleges kezelés megkezdése utan abban az esetben, ha: 1) a beteg klinikailag stabil, 2) a
fertdzést okozd izolatum flukonazolra érzékenynek bizonyul, 3) a beteg vérkulturaja negativ

Candida fajokra.

1. tablazat: Kezelési modok candidémia és invaziv candidiazis esetén (Pappas, és

mtsi. 2016).

Betegcsoport Kezelés

Kiindulasi/Elsédleges Utokezelés

Nem neutropénias | 1. Echinokandin intravéndsan | 1. Flukonazol

elsddleges valasztas 2. C. glabrata fertdzés esetén
2. Nem kritikus betegek és nem | emelt dozisu flukonazol vagy
flukonazol-rezisztens  Candida | vorikonazol

fajjal (C. glabrata) fert6z6dés
esetén oralis flukonazol adagolas
3. Lipid formulalt amfotericin B
adagolas egyeb szerekkel
szembeni intolerancia esetén,
egyéb szerekre vald rezisztencia

vagy korlatozott hozzaférés esetén

Neutropénias 1. Echinokandin intravénasan 1. Flukonazol vagy

2. Nem kritikus betegek esetén, ha | vorikonazol kezelés klinikailag

nem részesiiltek korabban azollal | stabil betegek esetén,
torténd kezelésben, oralis | flukonazol-érzékeny

flukonazol adagolas izolatumokkal torténd
3. Candida fertézés melletti | fertdzések és negativ

fonalasgomba  altali  fert6zés | vérkulttra esetén

esetén vorikonazol kezelés
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C. glabrata és C. krusei fertdzések esetén a flukonazol hasznalata keriilendd, mivel
a C. krusei alapvetden rezisztens flukonazollal szemben és C. glabrata izolatumok esetén is
egyre gyakrabban fordulnak elé flukonazol-rezisztens izolatumok, amelyek raadésul
gyakran flukonazol és vorikonazol keresztrezisztensek, igy ezekkel a fajokkal torténd
fert6zddés esetén hangsulyozottan ajanlott az echinokandinok alkalmazésa (Orozco, és mtsi.
1998; Pappas, és mtsi. 2016; Spellberg, és mtsi. 2006). Vilagviszonylatban azonban a
Candida fertézések kezelésére elsddlegesen a flukonazolt alkalmazzédk legnagyobb
mennyiségben, ugyanis ez a szer joval kevesebb mellékhatassal rendelkezik, mint az amB,
valamint generikumként az egyik leginkabb elérhetd és gazdasagos szer (Freifeld, és mtsi.

2011; Zonios és Bennett 2008).

3.6. A Candida nemzetség antifungilis szerekkel szemben mutatott rezisztencia
mechanizmusai

Ha az ¢l6lényeket valamilyen kiilsé tényez6 kibillenti homeosztazisukbol, akkor az
adott organizmus igyekszik a hatast kompenzalni az éppen rendelkezésére 4llo adaptacios
eszkoztarabol. Erre jo példa a mikroorganizmusok ellen irdnyuld antimikrobidlis terdpia €s
az adott mikroorganizmusban a terapia ellen kialakul6 rezisztencia. A Candida fajokban az
antifungalis rezisztenciat okoz6 genetikai hattér vagy eleve adott mar a fertézést okozo
populécid egy bizonyos toredékében és a terapia hatdsara ez a genotipus terjed el, vagy pedig
a fertéz¢és sordn a populacid bizonyos tagjaiban véletlenszerli mutaciok jonnek létre és
okoznak olyan valtozasokat, amelyek eldnydsek a sejt szaméra az antifungalis kezelés
talélésében. A rezisztencia megléte lehet egy adott faj minden izoldtumara jellemzo,
»velesziiletett” rezisztencia (Orozco, és mtsi. 1998; Spellberg, és mtsi. 2006) vagy egy faj
bizonyos torzsére jellemz0, a kezelés soran kialakul6 un. ,,szerzett” rezisztencia (Costa-de-
Oliveira, és mtsi. 2011; Pfaller, és mtsi. 2012).

Altalanosan minden antifungélis szer csoportra igaz, hogy a hatasuk kifejtése soran
sejtfal vagy membran stresszt indukalnak a célsejtben. A mikroorganizmusok is
rendelkeznek olyan mechanizmusokkal, amelyek a kiilonb6zd organellumaikat érinté kéaros
hatdsok ellen hatnak. A Candida fajok ellen alkalmazott antifungalis szerek hatasara
altalanosan aktivalodnak a Hsp90 (HOsokk protein 90 — Heat Shock Protein 90), kalcineurin
¢s protein kindz C (PKC) jelatviteli Gitvonalak, amelyek olyan folyamatokat inditanak el a
sejt életmiikodésében, amelyek kompenzaljak az adott drog okozta karos hatasokat (Cowen
¢s Lindquist 2005; LaFayette, és mtsi. 2010; Robbins, és mtsi. 2017). Az azolokra adott

valaszként egyéb mas szignaltranszdukcios Utvonalak is aktivalodhatnak amelyek a sejtek
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tulélését segitik eld, ilyen a TOR-szignalizacio is (Shekhar-Guturja, és mtsi. 2016). Ezek a
stresszvalaszban szerepet jatszo adaptacios folyamatok azonban nem tekintheték a
klasszikus értelemben vett rezisztencia mechanizmusnak, mivel nem kimondottan
antifungalis szerek ellen hatnak, hanem sokkal altalanosabb alkalmazkodasi folyamatokként
miikddnek. Példaul a TOR-jelatviteli utvonal is els@sorban valtozé tapanyagforrashoz valo
adaptacioban jatszik szerepet (Dibble és Manning 2013; Martin és Hall 2005).

A szerzett rezisztencia mechanizmusok rendszerint valamilyen genetikai valtozas
miatt alakulnak ki, amelyek véletlenszeri mutacioknak koszonhetok. A véletlenszeri
mutaciok javitasara a Candida fajoknak is rendelkezésére all a megfeleld enzimrendszer, igy
a véletlen mutéciok elterjedése csak akkor lehetséges, ha az valamilyen jelentds elénnyel jar
a gomba szamadra. Ismeretes, hogy a pontmutacidkat javitdé mechanizmus hibainak hatasara
megnd a megmaradd pontmutaciok mennyisége. A C. glabrata-ban az MSH?2 gén elégtelen
miikddése kovetkeztében ugynevezett mutator fenotipus alakul ki, amely megnoveli az
olyan mutéciok rogziilését a genomban, amelyek a klasszikus értelemben vett rezisztencia
mechanizmusok kialakuldsat okozzak (Healey, és mtsi. 2016). Az aldbbiakban az egyes
antifungalis szerek hatdsaival szemben kialakuld rezisztencia mechanizmusok keriilnek

bemutatésra.

3.6.1. Amfotericin B rezisztencia mechanizmusok

Az amB legnagyobb affinitdssal az ergoszterolhoz képes kapcsolodni, mig mas
szterol vazas molekuldkkal csak joval gyengébb kolcsonhatasra képes (pl. koleszterol)
(Odds, ¢és mtsi. 2003). Ebbdl adodoan az ergoszteroltol eltérd szterolok megjelenése a
Candida sejtek plazmamembranjaban az amB csokkent hatékonysagat okozza. C. albicans,
C. tropicalis és C. glabrata amB-rezisztens klinikai és laboratériumi izoldtumaiban
felfedezhetOk olyan funkcidvesztéses mutaciok, amelyek az ergoszterol bioszintézisben
szerepet jatszd bizonyos enzimeket érintik (Vincent, és mtsi. 2013). Ezek kozott talalhatoak
olyan mutaciok, amelyek egymagukban képesek az amB-rezisztens fenotipus kialakitésara,
de az Ergl1 funkciovesztése kizardlag olyan esetben okoz rezisztenciat, ha emellett a toxikus
szterolok kialakulasdban szerepet jatszoé Erg3-ban is jelen van a funkcidvesztést okozd
mutacio (Martel, és mtsi. 2010a; Sanglard, és mtsi. 2003). Azok a mutaciok, amelyek
egyediili megléte is képes amB-rezisztenciat okozni, az Erg6, Erg2, Erg3 és Erg5 enzimeket
érintik (Hull, és mtsi. 2012; Martel, és mtsi. 2010a; Vandeputte, és mtsi. 2008). Ezek az
enzimdefektusok a lanoszterol, fekoszterol, episzterol vagy az ergoszta-5,7,24(28)-trienol

feldusulasahoz vezetnek (a szterol szarmazékok sorrendje megfelel az elobb felsorolt enzim
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defektusok sorrendjének) (1. abra, A), mig az Ergl1 ¢s Erg3 egyideji elégtelen mitkddése
esetén a 14a-fekoszterol jon 1étre legnagyobb mennyiségben (1. abra, B) (Martel, és mtsi.
2010b). A képzd6do szterolvazas kozti termékekhez az amB joval kisebb mértékben képes
kapcsolddni, igy sem az ergoszterol-amB aggregdtumok, sem a membran integritasat
megbontd porusok nem jonnek létre (4. abra, A) (Robbins, és mtsi. 2017). Az amB-
rezisztencia kialakuldsa igen ritka esemény, ugyanis az eldbb leirt folyamatok olyan
mértékben felboritjak a plazmamembran dinamikajat, hogy azt még a Hsp90 altal elinditott
jelatviteli folyamatok eredménye sem képes teljes egészében kompenzalni, ami miatt a

rezisztens sejtek jelentds virulencia csokkenést szenvednek el (Vincent, és mtsi. 2013).

3.6.2. Triazol rezisztencia mechanizmusok

Azolok ellen a rezisztencia tobbféle mddon is kialakulhat. Leggyakrabban kiilonb6zo
efflux-pumpa fehérjék mennyisége novekszik meg a plazmamembranon. Ezek a fehérjék a
sejt életmiikodése soran képzOodd felesleges vagy karos anyagok sejtbdl torténd
kijuttatasaban vesznek részt. Szamos kutatas soran bebizonyosodott, hogy a flukonazol és a
vorikonazol optimalis szubsztratjai a kiilonb6z6 efflux-pumpaknak. Az azol-rezisztencia
kialakulasaban szerepet jatszo ilyen tipusu fehérjék alapvetden két osztalyba sorolhatdak.
Az egyik az ABC-transzporterek (ATP Binding Casette) osztdlya, amely pumpak
rendelkeznek egy ATP-k6t6 hellyel, aminek segitségével képesek az ATP hidrolizisére és igy
a fehérje konformacié megvaltoztatasaval aktiv modon kijuttatnak bizonyos molekulakat a
sejtbdl. Candida fajokban ilyen fehérjék a CDR1 és CDR2 (Candida Drug Resistance) gének
altal kodolt pumpafehérjék (Prasad és Goffeau 2012). Ezeknek a géneknek a transzkripcids
aktivatora a Tacl (Transcription Activator of CDR genes) transzkripcios faktor (Coste, és
mtsi. 2006; Shapiro, és mtsi. 2011). Bizonyos funkcionyeréses véltozasok a TACI gén
szekvenciajaban a Tacl tulmukodéséhez és ezaltal fokozott CDRI és CDR?2 kifejez6déséhez
vezetnek, aminek flukonazol és vorikonazol rezisztencia lehet a kovetkezménye (4. abra,
B/1.) (Coste, és mtsi. 2006; Liu, és mtsi. 2007; Robbins, és mtsi. 2017). Az efflux-pumpak
masik osztalyaba tartozo fehérjék az MFS-transzporterek (Major Facilitator Superfamily)
nem rendelkeznek ATP-k6t6 doménnel, igy ezeknek a molekuldknak a miikodése nem ATP-
fiiggd folyamat, az energiat rendszerint a H'-gradiens miatt kialakuld H"-szimport biztositja.
Ezen fehérjéknek joval szélesebb a szubsztratspecifitdsa, igy emelkedett expressziojuk
gyakran alakit ki multidrog rezisztens (MDR)-fenotipust. Candida fajokban a legfontosabb
ilyen MFS gén az MDR1 (Multidrug Resistance), amelynek a transzkripcios aktivatora az
Mrrl (Multidrug-Resistance Regulator) faktor (Morschhauser, és mtsi. 2007). A Tacl-hez

25



hasonldéan az Mrrl transzkripcids faktorban is 1étrejohetnek olyan mutaciok, amelynek
hatasara konstitutivva valik az Mdrl termelddése (4. abra, B/1.) (Eddouzi, ¢s mtsi. 2013;
Sanglard, és mtsi. 2009).

Az azolok az Ergll gatlasa révén az ergoszterol bioszintézisét eltéritik a toxikus
szterolképzddés irdnyaba az Erg3 miikodésének hatasara (3. abra, B). Bizonyos esetekben
eléfordul, hogy az egyébként ergoszterol bioszintéziséhez sziikséges Erg3 funkcidvesztéses
valtozast szenved el. Ilyen esetekben az adott azol ugyan eltolja a szterolszintézis titvonalat
az ergoszterol képzddés iranyatol, am a toxikus 14a-metilergoszta-8,24(28)dién-33,6a-diol
képzddése nem megy végbe, hanem megall a 14a-metil-fekoszterolnal, amely bizonyos
mértékben képes ellatni a szterolok funkcidjat a gomba plazmamembranjaban (3. dbra, B és
4. abra, B/2.) (Lupetti, és mtsi. 2002a; Martel, és mtsi. 2010b). A korabbiaknak megfelelden,
az Erg3 mukodésének hianya altaldban amB és azolok kozotti keresztrezisztenciat okoz
(White, és mtsi. 1998).

Egy harmadik moddja az azolokra vald rezisztencia kialakuldsanak az azolok
célpontjat, az Ergl1 enzimet érinti. El6fordulnak olyan azol-rezisztens Candida izolatumok,
elsésorban C. glabrata esetében, amelyek ERGII génje olyan mutacidt hordoz, amely a
képzddd fehérje funkcidjat nem, vagy csak kis mértékben befolydsolja, viszont
megakadalyozza az azolok bekdtését a hem-csoporthoz (4. abra, B/3.) (Morio, és mitsi.
2010). Bizonyos esetekben az Ergll jelentés mértékben megndvekedett mennyisége is
vezethet azol-rezisztencidhoz azéltal, hogy a sejtben jelen 1év0 azol mennyiség nem képes
lefedni az Ergl1 teljes mennyiségét (4. abra, B/3.) (Akins 2005; Perea, ¢s mtsi. 2001). Az
Ergll megemelkedett expresszidja rendszerint az Upc2 transzkripcids faktor
funkcionyeréses megvaltozasanak koOszonhetd, amely altalanossdgban aktivatora az
ergoszterol bioszintézisben szerepet jatszo gének transzkripciojanak (Flowers, és mtsi. 2012;

Jiang, és mtsi. 2013).

3.6.3. Echinokandin rezisztencia mechanizmusok

A Candida fajok tobbsége érzékeny echinokandinokra, ezek koziil a fajok koziil a C.
parapsilosis  esetén tapasztalhatd legmagasabb MIC ért€k (Minimal Inhibitory
Concentration) (Kofteridis, és mtsi. 2010). Az altalanos érzékenység ellenére folyamatosan
jelennek meg rezisztens C. albicans és C. glabrata izolatumok a klinikumban. Ezekben a
fajokban a rezisztencia kialakuldsa elsdsorban az Fks1 -1,3-gliikan szintdz fajok kozott is
konzervaltsagot mutatdé mutaciods forropont (Hot Spot 1, HS1 és Hot Spot 2, HS2) régidiban

bekovetkezd aminosav cserékhez kothetd, mint szerzett rezisztencia mechanizmus (Garcia-
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Effron, és mtsi. 2009b). Mivel a C. glabrata-ban az Fksl és Fks2 funkcidja redundanciat
mutat, ebbdl adodoéan ennél a fajnal az Fks2 HS-régioit érintd aminosav valtozasok is
rezisztenciat okozhatnak (Garcia-Effron, és mtsi. 2009a). Annak ellenére, hogy az
echinokandinok pontos kotohelye a B-1,3-gliikan szintdzon nem ismert, a HS-régidkban
bekovetkezd bizonyos aminosav szubsztitiiciok az echinokandinok csokkent novekedésgatlo
képességét okozzak (4. abra, C) (Cowen, és mtsi. 2014; Perlin 2015). Nemrégiben egy
harmadik HS-régiot (HS3) is leirtak S. cerevisiae-ben, amelyben bekdvetkezd aminosav
cserék szintén rezisztens fenotipus megjelenését okoztak (Johnson és Edlind 2012; Johnson,
¢s mtsi. 2011). A C. parapsilosis fajcsoport tagjaiban megfigyelhetd, hogy ezek a fajok
rendelkeznek a legmagasabb MIC értékekkel echinokandinokra. Ezt a tulajdonsagot annak
tulajdonitjak, hogy a fajcsoport tagjainak Fksl fehérjéiben egy polimorf aminosav csere
tortént, amely egyetlen masik fajban sem taldlhato meg. Egész pontosan az enzim C.

albicans-ban fellelhetd 649. aminosava prolin, mig C. parapsilosis-ban az ennek megfeleld

c sy
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4. abra: Antifungalis rezisztencia mechanizmusok. (A) Poliénekkel szemben a rezisztenciat

az amB szterolokkal valo gyenge kapcsoldodasa okozza az alternativ szterolok feldusuldsa

miatt. (B) Az azolokra tobb moddon is kialakulhat rezisztencia: 1.

tulmiikodése okan lecsokken az azol koncentracidja; 2. az Erg3 funkcidvesztése miatt nem
jon létre toxikus szterol szarmazék az azolok gatld hatasa mellett sem; 3. az azolok altal
gatolt Ergl1 expresszioja megnd, vagy olyan mutacid kovetkezik be az Ergl 1-ben, amely az
azolok elégtelen kapcsolddasat okozza. (C) Az echinokandinokkal szembeni rezisztencia

oka, hogy az Fksl-ben olyan aminosav szubsztiticio kovetkezik be, amely meggatolja az

echinokandinok k6tddését az enzimhez (Robbins, és mtsi. 2017).
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4. Célkitiizések
Munkank célja volt, hogy az egyre nagyobb egészségiigyi jelentoséggel biré C.

parapsilosis-ban  megvizsgaljuk az antifungalis szerekkel szemben Kkialakulo
rezisztencia mechanizmusokat. Arra is valaszt kerestiink, hogy a C. parapsilosis-ban
azolokkal és echinokandinokkal szemben Kkialakulé rezisztencia milyen egyéb
fiziologiai valtozasokat idéz elé, amelyeknek hatasa lehet a gomba élet- és

fertozoképességére.

A kérdéseink megvalaszolasara az alabbi célokat tliztiik ki:

1. CDRI-2 (ABC-transzporter) delécios duplamutansok létrehozasa C. parapsilosis-ban,

majd a létrehozott torzsek antifungalis érzékenységének és virulencidjanak vizsgalata.

2. Direkt szelekcios modszerrel echinokandin (caspofungin, anidulafungin, micafungin)
rezisztens C. parapsilosis torzsek 1étrehozasa, majd a mikroevolicids eljarassal 1étrehozott

torzsek antifungalis érzékenységének, életképességének ¢s virulenciajanak vizsgalata.
3. Direkt szelekcios modszerrel triazol (flukonazol, vorikonazol, posakonazol) rezisztens C.

parapsilosis torzsek létrehozasa, majd a mikroevolucids eljarassal létrehozott torzsek

antifungalis érzékenységének, ¢életképességének és virulencidjanak vizsgalata.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Anyagok
5.1.1. Felhasznalt torzsek
2. tablazat: Felhasznalt, illetve 1étrehozott C. parapsilosis torzsek
Torzs Genotipus Eredet Referencia
GA1 (Vad Tipus) CpCDRI-CpCDR2/ Klinikai izolatum (Gacser, ¢és mtsi.
CpCDRI-CpCDR2 2005)
CDRI-2 HER CpCDRI- GA1 (VT) Jelen dolgozat
CpCDR2/Acpcdri-
Acpedr2::SAT1-FLIP

CDRI-2 HES CpCDRI-CpCDR2/ CDRI-2 HER Jelen dolgozat

Acpedrl-Acpedr2: :FRT
CDRI-2 KOR Acpedrl-Acpedr2/ CDRI-2 HE® Jelen dolgozat

Acpedrl-Acpedr2::SATI-

FLIP

CDRI-2 KOS Acpedrl-Acpedr2/ CDRI-2 KOR Jelen dolgozat

Acpedrl-Acpedr2: :FRT

CLIB 214 (Vad - Laboratériumi torzs (Laftey és Butler
Tipus) 2005)

FLUADP? - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
FLUEYO - FLUADPP Jelen dolgozat
VORADPP - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
VOREVO - VORADPP Jelen dolgozat
POSAPP - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
POSEVO - POSADPP Jelen dolgozat
CASADP - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
CASEVO - CASADPP Jelen dolgozat
ANDADP? - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
ANDEYO - ANDAP? Jelen dolgozat
MICAP? - CLIB 214 (VT) Jelen dolgozat
MICEVO - MICADP? Jelen dolgozat

(HE: heterozigdta, KO: knock out, R: nourseothricin rezisztens, S: nourseothricin szenzitiv, SATI-FLIP:

delécios kazetta, FLU: flukonazol, VOR: vorikonazol, POS: posakonazol, CAS: caspofungin, AND:

anidulafungin, MIC: micafungin, ADP: adaptalt, EVO: evolvalt)
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5.1.2. Alkalmazott primer sejtek és sejtvonalak

Periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtek (PBMC)

Periférias vérbdl izolalt mononukleéris sejtekbdl differencialtatott makrofagok (PBMC-
DM)

J774.2 sejtvonal

-BALC/c néstény egerek tumoros sejtcsoportjabol izolalt monocitaszerl sejtvonal

5.1.3. Taptalajok, tapoldatok, egyéb oldatok
Elesztd-pepton-gliikoz (YPD) tapoldat

-1% (m/V) gliikéz (Spektrum 3D)

-1% (m/V) pepton (Reanal)

-0,5% (m/V) élesztékivonat (Diagnostica MERCK)

-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

Elesztd-pepton-gliikoz (YPD) taptalaj
-1% (m/V) gliikéz (Spektrum 3D)
-1% (m/V) pepton (Reanal)
-0,5% (m/V) élesztékivonat (Diagnostica MERCK)
-2% (m/V) agar (WVR)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

Sabouraud tapoldat
-4% (m/V) gliikéz (Spektrum 3D)
-1% (m/V) pepton (Reanal)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

YPD taptalaj az evolvalt torzsek fenntartasdhoz
-1% (m/V) gliikéz (Spektrum 3D)
-1% (m/V) pepton (Reanal)
-0,5% (m/V) élesztékivonat (Diagnostica MERCK)
-2% (m/V) agar (WVR)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)
+ 16 pg/ml caspofungin, 16 pg/ml anidulafungin, 16 pg/ml micafungin, 64 pg/ml

flukonazol, 8 pg/ml vorikonazol vagy 8 pug/ml posakonazol
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J774.2 sejtek tenyésztésére hasznalt tapoldat
-Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Lonza)
-10% (V/V) sterilre szlrt és héinaktivalt FBS (Fetal Bovine Serum, Lonza)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

PBMC izolalasahoz hasznalt oldat
-Ficoll-Paque™ PLUS endotoxin tesztelt, stirliség: 1,077 g/ml = 0,001 g/ml (20 °C)
(GE Healtcare)
PBMC-DM tapoldat differencialtatashoz
-X-VIVO 15 tapoldat (Lonza)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich, Németorszag)
-10 ng/ml rekombindns humén granulocita-monocita kolénia-stimulald faktor

(GM-CSF, Thermo Fischer Scientific)

PBMC ¢és PBMC-DM sejtek fert6zésé¢hez hasznalt tapoldat
-RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) (Lonza)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

Antifungalis érzékenység tesztelésé¢hez hasznalt tapoldat
- MOPS-ot tartalmaz6 RPMI 1640 (Lonza)
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat (Sigma-Aldrich)

Antifungalis szerek
Amfotericin B (AppliChem), Flukonazol (Fluka), Vorikonazol (Fluka),
Posakonazol (Fluka), Itrakonazol (MedChem Express), Caspofungin (Fluka),
Anidulafungin (MedChem Express), Micafungin (MedChem Express)

Foszfat pufferelt s6 oldat (Phosphate Buffered Saline, PBS)
-137 mM NacCl
-2,7 mM KCl
-10 mM Na;HPOq4
-1,8 mM KH>PO4
-Steril MilliQ desztillalt viz
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5.1.4. C. parapsilosis CDR1-2 KO mutans létrehozasahoz hasznalt anyagok
Polimeraz lancreakcio (PCR)

Inditoszekvenciak:

-CDR2upF: 5’-TTTTTTGGTACCGCCGCATATAGTCCTCGTAAAG-3’ (Kpnl)
-CDR2upR: 5’-TTTTTTGGGCCCGCCGTGGGTAAAAAGTATCAAC-3’ (4Apal)
-CDR1doF: 5’-TTTTTTCCGCGGGCGGTTGTAAATAGTCGTGTTG-3’ (Sacll)
-CDRI1doR: 5’-TTTTTTGAGCTCCGTGTTCCATCCATTTTGTTAC-3’ (Sacl)

-CDR_downprobe Frw: 5’-GCGGTTGTAAATAGTCGTGTTG-3’
-CDR_downprobe Rev: 5’-CGTGTTCCATCCATTTTGTTAC-3’

Reagensek
dNTP mix (Thermo Scientific)
-10 mM dATP
-10 mM dCTP
-10 mM dGTP
-10 mM dTTP

DIG-dNTP mix (Southern hibridizaciés proba amplifikalasdhoz)
-0,5 ul dATP (10 mM)
-0,5 ul dCTP (10 mM)
-0,5 ul dGTP (10 mM)
-0,375 ul dATTP (10 mM)
-1,335 pl DIG-dUTP (10 mM) (Roche)
-1,79 ul Desztillalt viz

PCR elegy a Southern hibridizacios proba amplifikalasahoz
-2,5 ul 10x DreamTagq puffer (Thermo Scientific)
-5 pl DIG-dNTP mix
-1 ul CDR_downprobe Frw primer (2,5 nM)
-1 ul CDR_downprobe Rev primer (2,5 nM)
-1 ng templat DNS (C. p. GA1 genomi DNS (gDNS)
-1 U DreamTaq enzim (Thermo Scientific)

-14 pl Desztillalt viz

PCR elegy a homolog régiok amplifikalasdhoz
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-2,5 ul 10x DreamTagq puffer (Thermo Scientific)

-5 ul ANTP mix

-1 ul CDR2upF / CDR1doF primer (2,5 nM)

-1 ul CDR2upR / CDR1doR primer (2,5 nM)

-1 ng templat DNS (C. p. GA1 genomi DNS (gDNS))
-1 U DreamTaq enzim (Thermo Scientific)

-14 pl Desztillalt viz

PCR program a Southern hibridizacids proba amplifikalasahoz

I. 95°C 3 perc elédenaturaciod

2 95 °C 30 mésodperc  denaturacid

3 54 °C 30 masodperc  hibridizacio

4. 72°C 2 perc polimerizacio

5 2-4. Iépés ismétlése 35 cikluson keresztiil

6 72 °C 5 perc utdpolimerizacid

PCR program a homolég régiok amplifikalasahoz

I. 95°C 3 perc elédenaturacid

2 95°C 30 masodperc  denaturacid

3 58°C 30 méasodperc  hibridizacid

4. 72°C 2 perc polimerizécid

5 2-4. 1épés ismétlése 35 cikluson keresztiil

6 72 °C 5 perc utopolimerizéacio

Restrikcios emésztés (16 h, 30 °C)
pSFS2a plazmid és homolog régiok emésztése
-2 ug DNS (pSFS2a / CDR2Up / CDR1Do)
-1 U Kpnl / Sacll enzim
-1 U 4pal / Sacl enzim
-1 ul 10x Kpnl pufter / 10x Blue puffer

gDNS emésztése Southern hibridizacidhoz
-10 pg gDNS
-1 U Scal enzim

-20 pl 10x Scal puffer

34



-166 pl AccuGene desztillalt viz

Candida transzformacio

TRIS-EDTA (TE) oldat
-10 mM Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid (TRIS-HCI)
-1 mM EDTA
pH 7,5

-TE-litium acetat esetén + 0,1 M litium acetat

Southern hibridizacio

Lizis puffer (total DNS izolalashoz)
-1%(m/V) natrium-dodecil-szulfat (SDS)
-50 mM EDTA
-100 mM TRIS (pH=8)

Denatural6 oldat 500 ml-re
-10 g NaOH
-43,8 g NaCl

Neutralizacios oldat 500 ml-re
-125 ml 2 M TRIS (pH 7,5)
-43,5 g NaCl
-1 ml 0,5M EDTA (pH 8)

20x natrium-klorid — natrium citrat puffer (SSC)
-0,3 M Na-citrat
-3 M NaCl

Hibridizécios puffer
-5x SSC
-0,1% N-lauril-szarkozin
-0,02% SDS
-1%(m/V) Blokkol6 reagens (Sigma Aldrich)

1. mos6 puffer 50 ml-re
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-5 ml 20x SSC
-0,5 ml 10% SDS

2. moso puffer 50 ml-re

-2,5 ml 20x-0s 2-es moso oldat

10x-es 1-es detektalo pufter
-0,1 M maleinsav
-0,15 M NaCl
-pH 7,5

2. detektalo puffer
-1%(m/V) blokkol6 reagens (Sigma Aldrich) 1x 1. pufferben oldva

3. detektalo puffer
-0,1 M TRIS-HCl
-0,1 M NaCl
-50 mM MgCl,
PH9,5

5.1.5. Abiotikus stressz vizsgalatahoz hasznalt taptalajok
Kiilonb6z6 pH-n torténd ndovekedés vizsgalata
YPD taptalaj (Mcllvaine szerint):

-1%(m/V) gliik6z

-1,5%(m/V) agar

-1%(m/V) pepton

-0,5%(m/V) élesztd kivonat

-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat

+Mcllvaine-pufter a pH-nak megfeleld osszetételben:

pH= NaxHPO4 (ml) Citromsav (ml)
4 15,4 24,6

5 20,6 19,4

6 25,3 14,7

7 32,9 7,1

8 38,9 1,1
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Kiilonb6z6 ozmotikumok jelenlétében torténd novekedés vizsgalata
YPD taptalaj:
-1%(m/V) gliikoz
-1,5%(m/V) agar
-1%(m/V) pepton
-0,5%(m/V) élesztd kivonat
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat

+ ozmotikum:

Koncentracio Mennyiség 50 ml-hez
Glicerol 8% m/V 4,6 ml (87%-os oldat)
10% m/V 5,75 ml (87%-o0s oldat)
12% m/V 6 ml (87%-o0s oldat)
NaCl IM 292 ¢
L5M 438 g
Szorbitol IM 9¢
I,5M 13,66 g

Oxidativ stresszorok jelenlétében torténd novekedés vizsgalata
YPD taptalaj 50 ml:
-1%(m/V) gliik6z
-1,5%(m/V) agar
-1%(m/V) pepton
-0,5%(m/V) élesztd kivonat
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat

+ oxidativ stresszor:

Koncentracio Mennyiség 50 ml-hez
CdSOq4 0,05 mM 25 ul (0,1 M-os oldat)
H>O» 5 mM 76,6 ul (10%-os oldat)

10 mM 153,2 pl (10%-o0s oldat)

Sejtfalképzddést zavard, nem antibiotikus hatasti anyagok jelenlétében torténd ndvekedés
vizsgalata
YPD taptalaj 50 ml:
-1%(m/V) gliikoz
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-1,5%(m/V) agar

-1%(m/V) pepton

-0,5%(m/V) ¢élesztd kivonat

-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat

+ sejtfal stresszor:

Koncentracio Mennyiség 50 ml-hez
Koffein 12,5 mM 8,93 ml (70 mM-os oldat)
15 mM 10,71 ml (70 mM-os oldat)
17,5 mM 12,5 ml (70 mM-os oldat)
Kalkofluor 50 pg/ml 250 pl (10 mg/ml-es oldat)
fehér (CW) 75 pg/ml 375 ul (10 mg/ml-es oldat)
100 pg/ml 500 pl (10 mg/ml-es oldat)
Kong6 vorés (CR) 10 pg/ml 50 pl (10 mg/ml-es oldat)
25 pg/ml 125 pl (10 mg/ml-es oldat)
50 pg/ml 250 pl (10 mg/ml-es oldat)
75 pg/ml 375 ul (10 mg/ml-es oldat)

Membrankarosité agensek jelenlétében torténd ndvekedés vizsgalata
YPD taptalaj 50 ml:
-1%(m/V) gliik6z
-1,5%(m/V) agar
-1%(m/V) pepton
-0,5%(m/V) élesztd kivonat
-100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldat

+ membrankarosito stresszor:

Koncentracio Mennyiség 50 ml-hez
SDS 0,02% m/V 50 ul (20%-os oldat)

0,04% m/V 100 pl (20%-o0s oldat)

0,06% m/V 150 pl (20%-o0s oldat)

5.1.6. Genom szekvenalas soran felhasznalt kitek

Genomi DNS konyvtar készités
-NEBNext® Ultra II DNA Library Prep Kit for lllumina (24 rxn) (Kvalitex)
-NEBNext® Multiplex Oligos for lllumina (Index Primer Set 1) (Kvalitex)
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-NEBNext® Library Quant Kit for lllumina (100 rxn) (Kvalitex)

Szekvenalas

-Illumina MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycle) (Genetica)

5.1.7. Fagocitozis kisérlet soran alkalmazott anyagok
-Alexa Fluor® 488 carboxylic acid, succinimidyl ester (Invitrogen)
-Alexa Fluor® 647 carboxylic acid, succinimidyl ester (Invitrogen)

-pHrodoTM Red, succinimidyl ester (pHrodoTM Red, SE) (Invitrogen)

5.1.8. In vivo kisérletekben alkalmazott allatok
-A/J egerek (The Jackson Laboratory, Albert Einstein College of Medicine)
-BALB/c egerek (The Jackson Laboratory, MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont)

-TruLarv™ Galleria mellonella, nagy viaszmoly larva (BioSystems Technology)

5.2. Médszerek
5.2.1. C. parapsilosis GA1 torzs transzformalasa

A C. parapsilosis 50 ml-nyi, 1 éjszakan at YPD tépoldatban razatott szuszpenziojat
centrifugéltuk 5 percen at 6000 rcf-fel, majd a sejteket TE oldattal mostuk. Az ujabb
centrifugalast (5 perc, 6000 rcf) kdvetden a pelletet 30 ml TE-litium acetat oldatban
szuszpendaltuk fel, majd 45 percen keresztiil 30 °C-on razattuk (150 rpm), ezt kdvetden a
tenyészethez 750 pl 1 M-os ditiotreitolt adtunk és tovabbi 15 percen at razattuk (150 rpm)
30 °C-on. Ezutan steril desztillalt vizet adtunk a tenyészethez, centrifugalas (5 perc, 6000
rcf) utan pedig a sejteket kétszer mostuk jéghideg steril desztillalt vizzel. Ezutan a sejteket
1 M-os szorbitollal mostuk, centrifugalas (5 perc, 6000 rcf) utan a szorbitol nagy részét
eltavolitottuk, majd a maradék feliiliszoban felszuszpendaltuk és a sejteket az
elektroporalasig jégen tartottuk. Az igy kompetenssé tett sejtek 40 pl-ét a megfelel6 DNS-
sel (1-5 pg DNS) 0Osszekevertik, majd elektroporald kiivettdba pipettaztuk. Az
elektroporacié paraméterei: 1,5 kV, 25 pF, 200 ohm voltak. Az elektroporaci6 utdn a
kiivettakat jégre helyeztiik €és a sejtekhez 1 ml 1 M szorbitolt tartalmazé YPD tapoldatot
adtunk. A sejteket ezt kovetden 3 oran keresztiil 30 °C-on rdzatva regeneraltuk, majd a
sejteket nourseothricin (20 pg/ml) tartalmu szelektiv taptalajra szélesztettiik és 30 °C-on

inkubaltuk.
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5.2.2. Southern hibridizacio

A genomi DNS korabban leirt emésztését kovetden a DNS-t izopropanollal csaptuk
ki és 10 percig 14000 rcf-fel centrifugaltuk. A pelletet steril desztillalt vizben vettiik fel, majd
0,8%-0s agaroz/TAE gélen elektroforetizaltuk. A gélt ezutan 1% toménységli etidium-
bromiddal festettiik, majd denatural6 oldatban 30 percen keresztiil razattuk (20 rpm). A DNS
denaturalasat kovetden a gélt kétszer 20 percen keresztiil neutralizécios oldatban kezeltiik.
A neutralis pH elérése utan 6sszeallitottuk a blottolo piramist €s a kapillaris blottolast egész
¢jszakan keresztiil végeztiik, melyhez 20x SSC-t alkalmaztunk.

A blottold piramis szétszedése utan a Hybond N filteren a DNS fragmentumokat UV
fénnyel rogzitettiik. A filtert hibridizacids csObe helyeztilk a DNS-t tartalmaz6 oldalaval
befelé €s hibridizacids pufterrel 4 oran keresztiil 65 °C-on hibridizacios siitOben forgatva
inkubaltuk. Ezt kdvetden a filtert a hibridizacids pufterhez adott jelolt probaval 65 °C-on egy
¢jszakan keresztiil hibridizaltuk. A hibridizacios kisérleteket megel6zden a DNS probat 10
perc 100 °C-on, majd 10 perc 4 °C-on torténd inkubalassal denaturaltuk.

A kovetkezd napon a jelolt probat tartalmazéd hibridizacios puffer leontése utan a
filtert 1. moso oldatban kétszer 5 percig mostuk szobahdmérsékleten, majd 2. moso oldattal
kétszer 15 percig mostuk a hibridizacids siitdben forgatva 65 °C-on. Az ezt kdvetd Gsszes
tobbi 1épés szobahdmérsékleten zajlott. A 2. mosoé oldat eltavolitasa utan a filtert 1., majd
pedig 2. detektalo pufferrel oblitettiik at. Ezutéan a filtert a 2. detektalo pufterhez adott antitest
konjugatum (Sigma Aldrich) jelenlétében inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd a felesleges,
nem kotddott antitestet 1. detektald pufferrel valdo mosas segitségével tavolitottuk el. Ezt
kovetden a filtert 3. detektald pufferben forgattuk 1 percig, majd a detektdlas utolso
1épéseként a filtert a 3. detektald pufferhez adott 200 ul NBT-BCIP el6hivo reagenssel
(Sigma Aldrich) inkubaltuk. A hibridizaci6s membrant a szinreakcié megjelenéséig sdtétben

inkubaltuk, majd a felesleges el6hivo reagenst desztillalt vizes mosassal eltavolitottuk.

5.2.3. C. parapsilosis torzsek antifungalis érzékenységének meghatarozasa

A C. parapsilosis torzsek antifungélis érzékenységének meghatarozasa a National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M27-A3 protokolljdnak
megfelelden tortént (CLSI 2008). A minimalis gatlé koncentraciok (MIC) amB ¢és azolok
esetén a 90%-o0s novekedés gatlast okozo, echinokandinok esetében 50%-os gatlast okozo
koncentraciokat jelentettékAz érzékenységet és rezisztencidt jelentd koncentraciok

meghatarozasa a National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) M27-S4
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kiegészitd protokolljanak haszndlataval tortént. A kisérleteket két ismétlésben hajtottuk

végre.

5.2.4. Echinokandin- és azol evolvalt torzsek létrehozasa

Az evolvalt torzsek létrehozésa iranyitott szelekciés modszerrel tortént. A
szelekciés nyomas kialakitdsat megeldzéen megallapitottuk a C. parapsilosis CLIB 214
torzs érzékenységét caspofunginra, anidulafunginra, micafunginra, flukonazolra,
vorikonazolra, valamint posakonazolra. A CLIB 214 torzs sejtjeinek optikai denzitasat (OD)
600 nm-en bedllitottuk 0,1-re és 10 6ran at razattuk (150 rpm) 6 lombikban 30 °C-on
Sabouraud tapoldatban. Ezt kdvetden a szuszpenziokhoz hozzaadtuk az egyes antifungalis
szereket a MIC érték felének megfeleld koncentracidban (caspofungin: 1 pg/ml;
anidulafungin: 0,5 pg/ml; micafungin: 0,5 pg/ml; flukonazol: 0,5 pg/ml; vorikonazol: 0,015
pug/ml; posakonazol: 0,015 pg/ml). A tenyészeteket ezutdn tovabbi 14 6ran at razattuk (150
rpm, 30 °C), majd a sejtek centrifugalassal (4000 rcf, 5 perc) torténd 0sszegytijtése utan friss,
a MIC érték felének megfeleld antifungalis szerrel kiegészitett tapoldatban razattuk (150
rpm, 30 °C) 24 6ran keresztiil, ezt a rdzatasi 1épést tovabbi két alkalommal ismételtiik. A
kovetkezd (4.) napon a tenyészetek OD-jat bedllitottuk 0,1-re és a sejteket a MIC érték
felének megfeleld drog koncentracidban razattuk (150 rpm, 30 °C) 10 6ran keresztiil, majd
a tenyészetekben az elézdleg hasznalt koncentraciokhoz képest kétszeresére emeltiik a
°C) a tenyészeteket. A tapoldatot ezutan friss tapoldatra cseréltiik, amely mar a kétszeres
koncentraciot tartalmazta az adott antifungalis szerbdl, a szuszpenzidkat igy razattuk (150
rpm, 30 °C) 24 6rén keresztiil, majd ezt a 1épést tovabbi két alkalommal ismételtiik. A
kovetkezO0 napon ismét kétszeresére emeltiik az antibiotikumok mennyiségét a
tenyészetekben. A leirt tenyésztési ciklusokat az antifungalis szerek kétszerezésével egyiitt
addig folytattuk, amig el nem értiilk a tenyészetekben a kovetkezd drog koncentraciokat:
caspofungin: 16 pg/ml, anidulafungin: 16 pg/ml, micafungin: 16 pg/ml, flukonazol: 64
pg/ml, vorikonazol: 8 pg/ml, posakonazol: 8 pg/ml. Ezek a torzsek lettek az adaptalt torzsek
(CASAPP, ANDAPP MICAPP, FLUAPP, VORAPP, POSAPP). Az igy létrehozott torzseket ezt
kovetden atoltottuk antifungélis szert nem tartalmazd Sabouraud tépoldatba és 24 oraig
razattuk (150 rpm, 30 °C), ezt a 1épést 10 alkalommal ismételtiik minden alkalommal 100 pul
szuszpenzi6 atoltdsaval, igy létrehozva az evolvalt torzseket (CASEYO, ANDEVO, MICEVO,

FLUEYO, VOREYO, POSEYO). A direkt szelekcié folyamatat az echinokandinok példajan az
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5. abra foglalja 6ssze. Minden esetben egy sejt tenyészetekbdl gytijtottiik le az adott torzset

¢s ennek hasznalataval hajtottuk végre kisérleteinket.

T T T
[] [ ]
C. parapsilosis CLIB 214 V V V 10h Razatds
(CAS: 2 pg/ml, AND: 1 pg/ml, MIC: 1 pg/ml) ! ! ! ! ! !
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5. abra: Az evolvalt torzsek 1étrehozasanak folyamata az echinokandin evolvalt torzsek

példajan.

5.2.5. Abiotikus stressztolerancia vizsgalata

A C. parapsilosis torzsek szuszpenziojat ugy allitottuk be PBS-ben, hogy 5 ul
folyadék tartalmazzon 10* sejtet, majd ebbdl 3 tovabbi lépcsSben tizszeres higitast
szuszpenziokbol 5 pl-t cseppentettiink egymas mellé a 3.1.5-6s pontban leirtaknak
megfeleléen elkészitett, kiilonb6zo stresszorokat tartalmazo taptalajokra. A csészéket
szaritast kovetden 30 és 37 °C-on inkubaltuk, majd a torzsek novekedésének kiértékelését 2

nap utan végeztiik el. A kisérleteket két alkalommal ismételtiik.

5.2.6. Human PBMC izolalas és PBMC-DM differencialtatas
A primer monocita sejtek izoldlasa egészséges huméan donoroktdl szédrmazéd

hatarréteg vérkészitménybdl (buffy coat) tortént. A vért PBS-sel higitottuk 1:2 ardnyban,
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majd 8 ml Ficoll-Paque™ PLUS oldatra rétegeztiik és centrifugéaltuk 20 °C-on, 30 percen at,
900 rpm-mel. A Ficoll felszinén képz6dé mononuklearis sejtek alkotta réteget donoronként
kiilon-kiilon 6sszegyljtottiik és kétszer mostuk jéghideg PBS-sel (1000 rpm, 10 perc, 4 °C),
majd RPMI 1640 tapoldatban vettilk fel a mononuklearis sejtek pelletét. A sejtek

A PBMC sejteket 12 mintahelyes tenyészt6 lemezeken osztottuk szét ugy, hogy 1
mintahelybe 2x107 sejt keriiljon. A lemezeket 1,5 6ran keresztiil 37 °C-on, 5% CO2 és 100%-
os relativ paratartalom mellett inkubaltuk, majd a le nem tapadt sejteket a tapoldattal egyiitt
eltavolitottuk. A letapadt monocitdkra 1 ml PBMC-DM differenciéltatashoz valo tapoldatot
mértiink és 1 héten keresztiil differencialtattuk mikdzben a tapoldatot 2 naponta frissre

cseréltik.

5.2.7. Azol evolvalt torzsekkel szembeni fagocitozis hatékonysag vizsgalata

A FLUEYO, VOREYO, POSEVO torzsek J774.2 makrofigok 4ltali fagocitozisdhoz a
gombasejteket PBS-sel torténd mosas utan 200 ul PBS-ben vettiik fel, 22 pl 1 M-os Na;COs-
tal puffereltiik és 4 pl AlexaFluor 488 fluoreszcens festékkel festettiik 45 percen keresztiil
fénytdl elzartan. A J774.2 sejteket 2x10° mennyiségben helyeztiikk 12 mintahelyes lemez
minden egyes mintahelyére. A jelolt gombasejteket Otszorés mennyiségben adtuk a
fagocitakhoz (107) és 2 6ran keresztiil 37 °C-on, 100%-os paratartalom és 5%-os CO; tenzi6
mellett inkubaltuk. A ko-inkubaciét kdvetden a tapoldatot eltavolitottuk és a nem fagocitalt
gombakat PBS-sel mostuk le. A J774.2 sejteket erdteljes pipettazassal gyljtottiik ossze €s
centrifugaltuk, majd 100 pl PBS-ben vettiik fel. A mintdk mérését FlowSight Imaging Flow
Cytometer (Amnis) késziilékkel végeztiik, a kiértékeléshez pedig a hozza tartozo IDEAS 6.2
szoftvert hasznaltuk. A fagocitald sejtek meghatarozasa a gombaval nem fert6zott J774.2
sejtek kizar6 kapuzasaval tortént. A kisérletet egy alkalommal hajtottuk végre, harom

biologiai parhuzamos hasznalataval.

5.2.8. Gomba eliminacios hatékonysag vizsgalat a C. parapsilosis cdrl-2 KO torzzsel
szemben

A gomba eliminécios kisérlet soran 10° szamt1 J774.2 sejtet fertdztiink 5x10° szamu
gombasejttel 96 mintahelyes lemezen 10% FBS-t tartalmaz6 DMEM tépoldatban.
Kontrollként az adott gombatorzs sejtjeit a fentiekkel megegyez6 mennyiségben oltottuk le
a tapoldatba fagocita sejtek jelenléte nélkiil. A fertdzést kovetden (37 °C, 100%-o0s

paratartalom és 5%-o0s CO; tenzid) 3 vagy 12 6ra mulva a tapoldatot a gombasejtekkel egyiitt
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Osszegytjtottiik 1,5 ml-es mikrocentrifuga csovekbe. A letapadt fagocitakat 2 alkalommal
kezeltiik steril AccuGene desztillalt vizzel 5 percen keresztiil és az igy feltart szuszpenziot a
megfelelé centrifuga csébe gyijtottiik. Igy a fagocitalt, de nem eliminalt gombasejteket is
kinyertiik. Ezt kdvetéen a szuszpenzidkat YPD-agar csészékre szélesztettiik és 2 napig 30
°C-on inkubaltuk majd meghataroztuk az €16 csiraszdmot (CFU). A gomba eliminécio

hatékonysagat a kovetkezd képlet alapjan szdmoltuk ki:

CFU -CFU, ..
Elimin. hatasf. (%)= ( ""”‘é"l':U korutira)

X 100

kontroll
A kisérletet hét alkalommal ismételtiik meg.

5.2.9. Galleria mellonella, nagy viaszmoly larva fertozése

Fertozés elott a Galleria mellonella larvak hasi oldalat etanollal sterileztiik, ezt
kdvetden az utolsé labkezdeményen keresztiil fertéztiik 10 pl PBS-ben szuszpendalt 5x107
gombasejttel 26G-s, kupositott hegyti tiivel ellatott Hamilton fecskendd segitségével. C.
parapsilosis torzsenként 20 larvat hasznaltunk, valamint 15-15 PBS-sel injektalt és
kezeletlen kontrollt is alkalmaztunk. A fertézést kdvetden a larvakat 30 °C-on tartottuk és a
tulélést napi rendszerességgel ellendriztiik. A kisérleteket az echinokandin evolvalt térzsek
esetén két alkalommal, a triazol evolvalt torzsek esetén egyeldre eldkisérletként egy

alkalommal hajtottuk végre.

5.2.10. In vivo egér fertozési modell

Az egérszervek gomba-kolonizaltsaganak megallapitdsara 8-12 hetes BALB/c
(evolvalt torzsek) vagy 6-8 hetes A/J (C. parapsilosis CDRI-2 KO) egereket fertdztiink
2x107 gombasejttel 100 pl PBS-ben (BALB/c: N > 11, A/J: N = 5). Harom nappal a fertdzést
kovetden az allatokat COz-vel talaltattuk, majd az agyat, majat, 1épet és a veséket
eltavolitottuk és lemértiik a tomegiiket. Ezt kovetden pedig Ultra-Turrax T25 homogenizator
segitségével homogenizaltuk és higitottuk a megfeleldé mértékben, majd 1% penicillin-
sztreptomicinnel kiegészitett YPD taptalajra szélesztettiik. Az €16 csiraszamot 2 nap (30 °C)
elteltével hataroztuk meg. A kisérleteket haromszor hajtottuk végre minden alkalommal

fert6zési csoportonként egér fertézésével.
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5.2.11. Etikai engedély

Az allatkisérleteket a Magyar Nemzeti (1998. XXVIIL; 40/2013), valamint az
Europai Unid (2010/63/EU) altal eloirt etikai iranyelveknek megfelelden hajtottuk végre. A
protokollokat az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont Allatkisérleti és Etikai Bizottsaga,
valamint a Magyar Nemzeti Allatkisérleti és Etikai Bizottsaga hagyta jova (engedélyezési
szam: XVL/03521/2011.) a Szegedi Tudomanyegyetem tovabbi engedélyével:
XII1./00455/2011 és XV1./3652/2016.

5.2.12. Ergoszterol és koztitermékeinek meghatarozasa LC-MS hasznalataval
Az egy ¢jszakan keresztiil YPD tapoldatban 30 °C-on tenyésztett gomba mintakat
négyszer mostuk MilliQ bidesztillalt vizzel, a mintakat ezt kdvetden folyékony N»>-ben
fagyasztottuk ¢€s liofilizaltuk egy €jszakan keresztiil. A kiszaritott gomba mintak 10 mg-jat 2
ml metanolban oldott 10% KOH-dal szappanositottuk el 80 °C-on 90 percen keresztiil. Az
elszappanositott és lehiitott mintdkhoz 500 pl desztillalt vizet és 1 ml n-hexdnt mértiink és a
keveréket 30 masodpercig erdteljesen razattuk. A fazisok szeparalasanak érdekében az
elegyet 5 percig 5000 rpm-mel centrifugéltuk, majd a felsd, szterolokat tartalmazé n-hexan
fazist 2 ml-es sotét szinli tivegfiolaba gytjtottikk és aramld N, alatt beszaritottuk. Az n-
hexannal az extrakciot egyszer ismételtiik. Végiil a beszaritott extraktumot 500 pl
metanolban feloldottuk, amelybdl 5 pl-t injektaltunk a LC-MS (folyadék kromatografia-
tomeg spektrometria, liguid chromatography-mass spectrometry) rendszerbe.
A minték analizise DionexUltimate 3000 UHPLC rendszerrel kapcsolt Q Exactive
Plus hybrid quadrupole-Orbitrap tomegspektrométerrel tortént APCI ionforras
alkalmazéséval, pozitiv ion médban. A komponensek elvéalasztdsa Gemini NX C18 oszlopon
(150 x 2, 3um) izokratikus elicidval (metanol/viz, 95/5, V/V %) valosult meg 25 °C
hémérsekleten, 0,3 ml/min aramlasi sebesség mellett. A tomegspektrometrids mérések ,,full
scan” lizemmoddban torténtek az m/z 50-550 tartomanyban. A méréseket Dr. Varga Monika

az SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszék munkatarsa végezte.

5.2.13. Sejtfal osszetétel vizsgalata

A gombasejtek feltarasa fastprep homogenizatorral tortént. A sejttormeléket 4 °C-
on torténd 20000 x g-s, 5 percig tartd centrifugaldssal tavolitottuk el, a sejtfalat 6
ismétlésben, MilliQ vizzel és a fentiecknek megfeleld centrifugalassal mostuk. Ezt kdvetden
a sejtfal preparatumokat egymas utdn inkubaltuk forré SDS-ben, B-merkaptoetanolban és

NaCl-ban, majd hidrolizaltuk forr6 2 M-os trifluoro-ecetsav jelenlétében egy korabbi
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tanulmanyban leirtaknak megfeleléen (Mora-Montes, és mtsi. 2007). A savas hidrolizis utan
a mintak analizise pulzaldé amperometrids detektalassal egybekotott magas teljesitményii
anioncser¢ld kromatografiaval tortént (High performance anion exchange chromatography
with pulsed amperometric detection, HPAEC-PAD) Dionex rendszerben (Thermo Fisher
Scientific) egy kordbban leirt eljarasnak megfelelden (Estrada-Mata, és mtsi. 2015). A sejtfal
Osszetételének vizsgalatat Dr. Hector Mora Mones és Nancy E. Lozoya-Pérez végezték el a

mexikéi Guanajuato Egyetemén.

5.2.14. Felszini kitin és p-1,3-gliikan fél-kvantitativ meghatarozasa fluoreszcens
festéssel

A kitin jeloléséhez a gombasejteket PBS-ben oldott 1 mg/ml WGA-FITC-ben
(Sigma) (Wheat Germ Agglutinin-Fluorescent Isothiocianate) inkubaltuk 1 oran keresztiil
szobahOmérsékleten a korabban leirtaknak megfeleléen (Mora-Montes, €s mtsi. 2011). A B-
1,3-gliikdn festésé¢hez a gombasejteket 5 pg/ml IgG Fc-Dectin-1 (Immunoglobulin G
molekula kristalyosodéasi fragmentuma) kiméra fehérjével (Graham, és mtsi. 2006)
inkubaltuk 40 percig szobahOmérsékleten, majd a [B-1,3-gliikan ¢és IgG Fc-Dectin-1
kapcsolodasat 1 pg/ml Anti-Fc IgG-FITC-cel (Sigma-Aldrich) detektaltuk 40 perc
szobahdémérsékleten torténd inkubacidt kovetden (Marakalala, és mtsi. 2013). A festés
minden 1épése kozvetlen fénytdl elzartan, lehetdség szerint sotétben tortént. A festett
¢lesztésejtekrdl a fluoreszcens felvételek Zeiss Axioscope 40 mikroszkoppal és Axiocam
Mrc kameraval késziiltek. Az elkésziilt képeken 300-300 darab ¢lesztdsejtet értékeltiink ki
Adobe Photoshop™ CS6 szoftverrel a kovetkezo képlet segitségével: [(6sszes zold pixel -
hattér pixelek) x 100] /0sszes pixel.

5.2.15. Teljes genom szekvenalas analizise

A |, Pair-end fastq read” fajlok trimmelésre keriiltek a Trimmomatic v0.36
hasznalataval (Bolger, és mtsi. 2014). Az alkalmazott paraméterek a kovetkezok voltak:
(“LEADING” és “TRAILING” paraméterek sorrendjében); négynukleotidos sliding ablakot
hasznaltunk és levagtuk azokat, melyeknek a nukleotidonkénti atlagos mindség értéke az
adott ablakban 15 alatti volt (“SLIDINGWINDOW” paraméter); azokat a readeket is
kizartuk, melyek hossza a fentebb leirt trimmelést kovetden kevesebb, mint 40 nukleotid
volt (“MINLEN” paraméter). Majd a trimmelt readeket a referencia genomra térképeztiik a

~bwa-mem” eszkoz segitségével, amely a 0.7.12-r1039 verziéja BWA-rol szarmazott (Li
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2013). A térképezéshez hasznalt referencia genom a CDC317 szamu torzs fasta fajlja volt,
melyet 2018 aprilisaban szereztiink be a ,,Candida Genome Database”-rdl (Skrzypek, és
mtsi. 2018). A térképezés kimenetébdl BAM fajlokat generdltunk a SortSam és
MarkDuplicates parancsokkal 2.15.0 verzidja Picard-ban
(http://broadinstitute.github.io/picard/). Végiil lehivtuk a varidnsokat ezekbdl a readekbdl a
1.1.0-9-g09d4ecf verzioju Freebayes hasznéalatdval (Garrison és Marth 2012), hogy
egylittesen genotipizaljuk az érintett torzsek genomjat. A vcflib-bol ismert vcffilter
(Garrison, https://github.com/vcflib/veflib) eszkozzel sziirtiik a pontmutaciokat (Single
Nucleotide Polimorfism — SNP). Kizartuk azokat az SNP-ket, melyeknek az atlagos
térképezési mindsége (MQM) 30 alatti, a QUAL értéke 20 alatti (ami, a 0,01-nél nagyobb
valoszinliségii hibas varians megnevezéseket jelzi) és/vagy a leolvasasi mélység (read depth
— DP) 30 alatti volt. A szekvenaldst Dr. Bodai Laszlo6 az SZTE TTIK Biokémiai és
Molekularis Bioldgiai Tanszék munkatdrsa, a szekvendlds analizisét pedig Dr. Toni
Gabaldon, Jesse R. Willis és Ewa Ksiezopolska a Centre for Genomic Regulation, The

Barcelona Institute of Science and Technology munkatarsai végezték el.

5.2.16. Bioinformatikai eljarasok

A transzmembran hélix topoldgidk prediktalasa TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) és PRO-TMHMM szerverek
(http://topcons.cbr.su.se/) segitségével tortént (Krogh, és mtsi. 2001; Tsirigos, és mtsi. 2015).
A fehérje szekvenciak illesztéséhez az NCBI Protein BLAST online bioinformatikai eszkozt

hasznaltuk (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5.2.17. Statisztikai analizis

A kisérletek statisztikai analizise a GraphPad Prism v 6.0 szoftverrel, parametrikus
t-teszt, nem-parametrikus Mann-Whitney teszt vagy Log-rank (Mantel-Cox) teszt
hasznalataval tortént. Statisztikailag szignifikans eltérést abban az esetben allapitottunk

meg, ha p<0,05 volt.
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6. Eredmények
6.1. C. parapsilosis cdr1-2 deléciés duplamutans jellemzése
6.1.1. C. parapsilosis cdri1-2 KO mutans létrehozasa

A rezisztencidban feltételezhetden  szerepet jatsz6 ABC-transzporterek
jelentdségének vizsgalatara létrehoztunk egy C. parapsilosis CDRI-2 delécios duplamutans
torzset. Mivel a CDRI és a CDR2 gének a C. parapsilosis genomjdban egymas mellett
helyezkednek el, kiiitésiiket egyidejlileg végeztiik el célzott delécid Iétrehozéasaval,
amelyhez az FRT-FLP rendszert hasznaltuk (Gacser, és mtsi. 2007). A C. parapsilosis GA1
torzsének genomi DNS-¢ébol amplifikaltuk a CDR2 géntél 5° iranyban elhelyezkedd,
valamint a CDRI géntdl 3’ iranyban elhelyezkedd 500 bp hosszusagu szakaszokat. Az igy
nyert homolog régiokat az FLP-FRT kazettat tartalmazo pSFS2 plazmidba (Gacser, és mtsi.
2007) kloénoztuk: az 5°-CDR2 szakaszt a plazmid Kpnl és Sacl restrikcios emésztési helyei
koz¢, a 3°-CDRI1 szakaszt pedig az Apal és Sacll emésztési helyei kozé, igy 1étrehozva a
pSFS2 CDR2-1KO plazmidot (6. abra, A). A pSFS2 CDR2-1KO plazmidot linearizaltuk
Kpnl-Sacll emésztéssel, majd az igy kapott delécios konstrukciot C. parapsilosis GAl
torzsébe transzformaltuk. A delécids kazetta az 5°-CDR2 és 3’-CDR1 homoldg régioknak
kdszonhetden rekombinalodott a genomba, elimindlva ezzel a CDR2 és CDRI géneket. A
transzformalast kovetden dominans szelekcids markerrel a nourseothricin rezisztenciat
okoz6 CaSAT1 genomi jelenlétére szelektaltunk. A delécios kazettat tartalmazd sejteket
maltdz tartalmu tapoldatban razatva, az FLP (flippaz enzim) transzkripcidjanak aktivalasaval
a delécios kazettat eliminaltuk az FRT szakaszok egymassal torténd rekombinéalasaval (6.
abra, B). Mivel a C. parapsilosis diploid organizmus az el6zdekben 1étrehozott heterozigota
mutanson Ujra végrehajtottuk a delécios eljarast a transzformalastol kezdve, igy 1étrehozva
a C. parapsilosis cdrl-2 delécidés duplamutanst. Mind a heterozigéta, mind a homozigota
deléciés mutansokat Southern hibridizacios eljarassal ellendriztiikk. Ennek érdekében a vad
tipusu (VT), heterozigdta (HE) és homozigéta (KO) mutansokbdl genomi DNS-t izolaltunk,
amelyet Scal enzimmel emésztettiink, majd agar6z gélen elvalasztottuk €s nitrocelluloz
filterre blottoltuk. A specifikus méretli DNS szakaszokat a 3’-CDR1 DNS-probaval mutattuk
ki. A vad tipust allél Scal emésztés utani méretét 2536 bp, mig a delécids allél méretét 4127
bp nagysagunak szamitottuk, amely méreteket meg is kaptuk a detektalast kovetden (6. abra,

B, C).
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6. abra: (A) A C. parapsilosis cdrl-2 delécidés mutans létrehozasdhoz hasznalt plazmid.
Pmal: maltéz promoter, FLP: flippaz, helyspecifikus rekombindz, FRT: az FLP felismer6
helye, CaSAT1: nourseothricin rezisztenciat okozo heterolog gén. (B) A CDR2-1 régid a vad
tipusu sejtekben (feliil), valamint a CDR2-1 ¢és a delécids kazetta elimindlasat kovetden
(alul). Zold négyzet: hibridizacids proba. Scal emésztést kdvetden a proba vad tipusu allél
esetén 2538 bp, mig delécids allél esetén 4127 bp nagysagu szakaszt mutat ki. (C) A vad
tipusu (VT), heterozigota (HE) és homozigota delécios (KO) térzsek Southern hibridizacios
képe. M: DNS 1étra (DNA Molecular Weight Marker V11, DIG-labeled, Roche).

6.1.2. C. parapsilosis cdri-2 KO mutans torzs antifungalis szerekkel szembeni
érzékenysége

A létrehozott C. parapsilosis CDRI-2 heterozigota és C. parapsilosis cdril-2
homozigota mutansok érzékenységét antifungalis szerekkel szemben (amphotericin B,

flukonazol, caspofungin) az M27-A3 protokollnak megfeleléen. Osszehasonlitottuk a sziiléi
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C. parapsilosis GA1 sziildi torzs érzékenységével 24 és 48 ora inkubacidt kovetden. Az
Osszes torzs érzékenynek bizonyult amB-re és flukonazolra, viszont caspofunginnal
szemben a sziil6i €s a heterozigdta mutans torzs a nem érzékeny kategoriaba esett, mig mind
a két CDRI-2 all¢l elvesztése a C. parapsilosis cdri-2 KO torzsben megnovelte a
caspofunginnal szembeni érzékenységet. A flukonazol MIC értékében szintén csokkenést
figyeltiink meg a C. parapsilosis cdr1-2 torzs esetében a flukonazollal szembeni érzékenység

novekedésének koszonhetden (3. tablazat).

3. tablazat: C. parapsilosis cdrl-2 delécios mutansok és a sziiléi torzs antifungalis

szerekkel szembeni érzékenysége

MIC (ng/ml)

Amfotericin B Flukonazol Caspofungin

48 ora 24 ora 48 ora 24 ora 48 ora
0,5 (S) 0,5 (S) 4 (NS) 4 (NS)
0,5 (S) 0,5 (S) 4 (NS) 4 (NS)

Torzsek 24 ora
C. p. GA1
C. p. CDRI-2 HE
C. p. cdri-2 KO

(NS: nem érzékeny, S: érzékeny, Zold hattér: nem valtozott / enyhén csokkent MIC, , Piros hattér:

rezisztencia)

6.1.3. Gazdasejtek gomba eliminacios hatékonysaga a C. parapsilosis cdrl-2 KO
mutanssal szemben

Megvizsgaltuk a J774.2 makrofagszeri sejtvonal sejtjeinek gombasejt eliminalo
képességét a sziiloi (C. p. GA1), heterozigdta mutans (C. p. CDRI-2 HE) és homozigota
mutansokkal (C. p. cdri-2 KO) szemben, hogy detektdlni tudjuk a mutadnsok fagocita
sejtekkel szembeni ellenallasat fertézés soran. A makrofagok a vad tipust torzs (C. p. GA1)
sejtjeinek 22,93%-at, a heterozigdta mutdns térzs (C. p. CDRI-2 HE) sejtjeinek 9,92%-at,
mig a homozigo6ta delécios mutans (C. p. cdri-2 KO) sejtjeinek mindossze 3,89%-at voltak
képesek elimindlni (7. abra). Mind a vad tipusu és homozigota mutans elleni, valamint a
heterozigota és homozigoéta mutans elleni gombadld hatékonysdg kozti szignifikans
kiilonbség arra utal, hogy a CDRI ¢s CDR2 gének elvesztése miatt a homozigota mutans
torzs sejtjei hatékonyabban képesek tulélni a J774.2 makrofagok altali fagocitozist kovetd
fago-lizoszoman beliili 0lési mechanizmusokat. Az eredmények alapjan az is

megallapithato, hogy ez a tulajdonsag fiigg az ép CDRI-2 allélok szamatol.
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7. abra: A J774.2 makrofagszer(i egér sejtek gombadld hatékonysaga a C. parapsilosis vad

tipusu (C. p. GAl), CDRI-2 heterozigota (C. p. CDRI-2 HE) és cdri-2 homozigbdta
mutansok (C. p. cdrl-2 KO) sejtjeivel szemben. * p<0,05; ** p<0,005

6.1.4. C. parapsilosis cdrl-2 KO mutans virulencia vizsgalata in vivo egér modellben
Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a C. parapsilosis cdri-2 KO mutans
hatékonyabb tulélésérdl a gazda szervezetében, A/J egereket fertéztlink intravénasan (IV) a
vad tipusu sziil6i (C. p. GA1), heterozigota (C. p. CDRI-2 HE) és homozigota (C. p. cdri-2
KO) torzsek sejtjeivel, majd 3 nap mulva meghataroztuk az éldcsiraszamot az egerek
1épében, veséiben és majaban. Eredményeink alapjan az egerek 1épében és veséiben nagyobb
szamban ¢éltek til mind a heterozigota, mind a homozigota delécids mutansok, mint a sziil6i
torzs sejtjei. A mdjban ellenben nem volt szignifikans kiilonbség a harom torzs
¢ldcsiraszamaban (8. abra). Mig az in vitro fert6zés soran kiilonbség volt a heterozigéta és
homozigoéta mutans tuléloképességében, addig in vivo fertézés soran a két mutans
¢locsiraszama kozott nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. Ez arra utalhat, hogy a
taléloképességre in vivo koriilmények kozott mar egy CDRI-2 allél elvesztésének is
szamottev hatdsa lehet, mivel a heterozigdta mutans is nagyobb éldcsiraszamot produkalt

az egerek lépében és veséiben.
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8. abra: A vad tipusu sziildi (C. p. GA1), CDR1-2 heterozigéta (C. p. CDRI-2 HE) és cdri-
2 homozigéta (C. p. cdrl-2 KO) mutans torzsek éldcsiraszama az A/J egerek 1épében,

veséiben és majaban a fertdzést kdvetd 3. napon. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005

6.2. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis torzsek jellemzése

Az echinokandin-rezisztencia mechanizmusok vizsgalatira C. parapsilosis-ban
létrehoztunk direkt szelekcios eljarassal 3 adaptalt és ezekbdl 3 evolvalt torzset (antifungalis
szerenként 1-1 torzset), amelyeket az adott echinokandin (caspofungin, anidulafungin,
micafungin) névekvd koncentracioju jelenlétében tettiink azokra rezisztensé. A folyamatot
az 5.2.3. fejezetben (Echinokandin- és azol evolvalt torzsek 1étrehozasa) bemutatott 5. abra

foglalja Ossze.

6.2.1. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis torzsek érzékenysége antifungalis
szerekkel szemben

A létrehozott echinokandin adaptalt és evolvalt C. parapsilosis torzsek (CASAPP,

CASEYO, ANDAPP, ANDEVO, MICAPP, MICEVYO) antifungalis szerekkel szembeni
érzékenységét dsszehasonlitottuk a sziildi C. parapsilosis CLIB 214 torzs érzékenységével.

A MIC értékeket a 4. tablazat foglalja ossze.
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Annak érdekében, hogy igazoljuk az evolvalt torzsek esetén a rezisztencia
stabilitdsat, Osszehasonlitottuk az adaptalt és evolvalt torzsek érzékenységét. Az
echinokandinnal l1étrehozott adaptalt és evolvalt torzsek kozott nem tapasztaltunk jelentds
eltérést a MIC értékekben. Mindhdrom evolvalt torzs rezisztencidt mutatott arra az
echinokandinra, amelyet a 1étrehozasa soran felhasznaltunk. Ezenkiviil a caspofungin és
anidulafungin evolvalt (CASEYO, ANDEYO) torzsek keresztrezisztencidt mutattak
mindhdrom vizsgalt echinokandinra (caspofungin, anidulafungin, micafungin; MIC >8
ng/ml). Az elézdekkel ellentétben a MICEVO torzs csak micafunginnal szemben mutatott
rezisztens fenotipust, mig anidulafungin esetén csak emelkedett MIC értéket tapasztaltunk
(4 pg/ml), caspofungin esetén pedig a MIC érték nem valtozott a sziiléi C. parapsilosis CLIB
214 torzshoz képest. Megfigyeltiik, hogy a caspofungin adaptélt és evolvalt torzsekkel
szemben enyhén megemelkedett flukonazol ¢€s itrakonazol MIC értéke. Vorikonazollal és
posakonazollal szemben egyik 1étrehozott torzs sem mutatott megvaltozott érzékenységet a

szil6i torzs érzékenységéhez képest.

6.2.2. Echinokandin evolvalt C. parapsilosis abiotikus stressztolerancia vizsgalata

Az olyan mikroorganizmusoknak, amelyek a kornyezetben is fellelhetdk, illetve
patogénként is jelen lehetnek az emberi szervezetben, valtozatos, olykor extrém kornyezeti
koriilményekhez kell alkalmazkodniuk. Emiatt megvizsgaltuk az echinokandin evolvalt
torzsek életképességét kiilonbozd tipust stresszt eldidézd agensek jelenlétében. A vizsgalt
koriilmények koziil a kiilonbozé pH értékli taptalajok és az ozmotikusan aktiv anyagok
(glicerol, NaCl, szorbitol) nem befolyasoltak az echinokandin evolvalt torzsek novekedési
képességét a sziiléi C. parapsilosis CLIB 214 torzshoz viszonyitva. Az oxidativ stresszorok
hatdsanak vizsgalatakor 0,05 mM CdSOs4 és 5 mM H,O> jelenlétében a MICEV torzs a
novekedés hianyat, illetve erds novekedési defektust mutatott 37 °C-on nevelve (9. abra).

Altalanossagban az Osszes echinokandin evolvalt torzs bizonyos foku
érzékenységgel birt a sejtfal szerkezet Osszerendezddését zavard anyagokkal (koffein, CW,
CR) szemben. A MICEYO térzs erés novekedési defektust mutatott koffein jelenlétében, mig
a CASEVO ¢s ANDEYO torzsek esetében csak enyhe vagy kdzepes novekedési defektust
figyeltiink meg 37 °C-on torténd nevelést kovetden. A koffein 30 °C-on nem befolyasolta a
torzsek novekedését egyik alkalmazott koncentracioban sem a sziildi térzshdz viszonyitva.
A CW az 6sszes echinokandin evolvalt torzsben jelentds novekedési defektust okozott, 75
ng/ml-es koncentracio felett mindharom torzs esetén a ndvekedés teljes hianyat okozta, mig

50 pg/ml-es koncentracion a CASEYO és ANDEVO torzsekben kdzepes novekedési defektust
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idézett eld, a MICEVO torzsben pedig meggétolta a ndvekedést. A kalkofluor fehér (CW)
hatasaban nem tapasztaltunk kiilonbséget a 30 és 37 °C-on torténd inkubacio alkalmazasakor.
Kongovords (CR) hatasanak vizsgalatakor 10 pg/ml CR megakadalyozta az ANDEVYO és
MICEY® térzsek ndvekedését 37 °C-on, mig 30 °C-on csak a MICEVO térzs novekedését
gatolta. A CR 25 pg/ml vagy anndl nagyobb koncentraciéban alkalmazva 37 °C-on
megakadalyozta nemcsak az echinokandin evolvalt torzsek novekedését, hanem a sziildi
torzsét is (9. abra, *). Ezzel szemben 30 °C-on 25 ug/ml vagy anndl magasabb
illetve erds ndvekedési defektust okozott a koncentracio fliiggvényében, mig a MICEV® torzs

egyaltalan nem volt képes ndvekedni ezen koriilmények kozott (9. abra).

Nincs Erés Kozepes | Enyhe Nincs Jobb
névekedés| defektus | defektus | defektus |kiildnbség | ndvekedés

Viszonyl. nov. kép. a C. p. CLIB 214-hez
Térzs CAS®° AND*° MIC*®"°

Hémeérséklet 30°c | 37°C 30°cc | 37°C 30°c | 37°C
Oxidativ stresszorok

CdS0O, (0,05 mM)
H,0, (5 mM)

Sejtfalszintézist zavaré agensek
Koffein (12,5 mM)
Koffein (15 mM)
Koffein (17,5 mM)
Kalkofluor fehér (50 pg/ml)
Kalkofluor fehér (75 pg/ml)
Kalkofluor fehér (100 pg/ml)
Kongovérds (10 pg/ml)
Kongoévorés (25 pg/ml)
Kongovérds (50 pg/ml)
Kongoévérds (75 pg/ml)

Membran detergensek

SDS (0,02% m/V)
SDS (0,04% m/V)
SDS (0,06% m/V)

9. abra: Az echinokandin evolvalt torzsek (CASEYO, ANDEVO, MICEYO) novekedési
képességének hotérképe kiilonbozo stresszorok jelenlétében a sziildi C. parapsilosis CLIB

214 torzshoz viszonyitva. A ,,*” a sziildi torzs ndvekedési hianyat jelzi.

Erdekes médon a membréantkarosito SDS hatasara a CASFYO és MICEYO torzsek
jobban novekedést mutattak 37 °C-on, mint a sziildi torzs. Ez a novekedési kiilonbség 30 °C-
on csak a MICEYO torzsre volt jellemzd az alkalmazott SDS koncentraciok jelenlétében (9.

abra).
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6.2.3. In vivo virulencia vizsgalat Galleria mellonella és egér fertozési modell
segitségével

A sejt kiilonb6z6 ¢életfolyamataira hatd, stresszt okozod agensekre torténd sziilditol
nagymértékben eltérd novekedési valasz felvetette annak lehetdségét is, hogy a létrehozott
evolvalt torzsek a sziilditdl eltérd virulenciaval is rendelkeznek. Ennek kideritése érdekében
G. mellonella, nagy viaszmoly larva modell rendszert alkalmaztunk, amelynek sordn a
larvakat csoportonként fertztiik meg a kiilonb6z6é echinokandin evolvalt torzsekkel és
vizsgaltuk a larvak talélését. A kezeletlen és PBS-sel kezelt kontroll csoport esetén a larvak
koziil egy sem pusztult el a kisérlet befejezéséig. Ellenben a C. parapsilosis CLIB 214 sziil6i
torzzsel injektalt larvdk mindegyike elpusztult a fertézést kovetd hetedik napon. Az
echinokandin evolvalt torzsekkel fertézott larvak 40 (CASEYO), 35 (ANDEYO) és 30%-a
(MICEYO) ¢t tl a fertdzést kdvetd hetedik napon (10. abra, A). A 10. abra ,,A” részén
megfigyelhetd tovabba, hogy az echinokandin evolvalt torzsekkel fertézott larvak talélési
gorbéi szignifikdnsan eltérnek a sziiléi torzzsel fertdzott larvak talélési gorbéjéhez
viszonyitva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az echinokandin tipusu antifungalis
szerekhez torténd alkalmazkodas a rezisztens torzsek csokkent patogenitasat okozhatja.

Annak érdekében bizonyitsuk az evolvalt torzsek in vivo viaszmoly larvaban
megfigyelt csokkent virulencidjat egy sokkal Osszetettebb in vivo egér fertdzési rendszert
dolgoztunk ki. A BALB/c allatokat intravéndsan fertdztiik a sziildi €és evolvalt torzsekkel,
majd az ezt kovetdé harmadik napon az egerek veséiben, majaban, 1épében és agyaban
meghatdroztuk az éldcsiraszamot. Azoknak az allatoknak a méjaban és veséiben, amelyeket
valamelyik echinokandin evolvalt torzzsel fertdztiink, az éldcsiraszam jelentdsen lecsokkent
a C. parapsilosis CLIB 214 sziil6i torzshoz képest. A 1épben csak azoknal az allatoknal
tapasztaltunk CFU csokkenést, amelyeket az anidulafungin evolvalt és micafungin evolvalt
torzsekkel fertéztliink. Az agyban pedig csak az anidulafungin evolvalt torzs €t tal kisebb
mértékben, mint a sziiléi torzse (10. abra, B). Az eredmények alapjan az echinokandinok
jelenlétében végzett direkt szelekcid a létrejott tdrzsek csokkent virulencidjdhoz vezetett a

kialakult rezisztencidval parhuzamosan.
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10. abra: A sziildi és echinokandin evolvalt térzsek virulencidja in vivo fertdzések soran. (A)
A sziil6i és evolvalt torzsekkel fertdzott G. mellonella 1arvak tulélésének alakuldsa 7 napos
idointervallumban. (B) A C. parapsilosis CLIB 214, CASEYO, ANDEVO és MICEVO torzsek

¢locsiraszama BALB/c egerek (N=8-12) fertdzését koveté harmadik napon az allatok

szerveiben. * p<0,05; ** p<0,005; *** p<0,0005; **** p<0,0001
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6.2.4. Echinokandin evolvalt torzsekkel szembeni fagocitozis hatékonysag

A gombasejtek csokkent in vivo virulencidja €s gyengébb tulélési képessége gyakran
annak koészonhetd, hogy a gazdaszervezetbe keriilt mikroorganizmusokat az immunsejtek
(pl. makrofagok) hatékonyabban képesek bekebelezni, majd elpusztitani.

Kisérleteket végeztiink annak vizsgélatara, hogy az emberbdl szarmaz6 PBMC-DM
sejtek hatékonyabban képesek-e fagocitalni az echinokandin evolvalt torzsek valamelyikét
a sziiléi C. parapsilosis CLIB 214 torzshoz viszonyitva. Eredményeink azt mutattak, hogy
sem a legalabb egy gombasejtet fagocitalo sejtek aranyaban (11. abra, A), sem pedig a fago-
lizoszoma ko-lokalizacidéban (11. abra, B) nem volt kimutathat6 kiilonbség a sziil6i €s az

evolvalt torzsek kozott.
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11. abra: Emberi PBMC-DM sejtek altali fagocitozis hatékonysag a C. parapsilosis CLIB
214, CASEYO, ANDEYO s MICEVO torzsekkel szemben. (A) A fagocitdld sejtek ardnya, az
értekek C. parapsilosis CLIB 214 sejteket fagocitald makrofagok ardnyara normalizéalva. (B)
részaranya a C. parapsilosis CLIB 214 torzzsel fertdzott PBMC-DM-ek aranyara

normalizalva.
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6.2.5. Echinokandin evolvalt torzsek sejtfal osszetétele és belso sejtfal komponensek
felszini megjelenése

Mivel az echinokandinok akadalyozzak a sejtfal B-1,3-gliikkan szintéziséért felelds
enzim miikddését, ezért az echinokandin kezelés, valamint a mas fajokbdl ismert
echinokandin rezisztencia mechanizmusa jelentdsen befolyasolhatja a sejtfal dsszetételét és
szerkezetét. Megvizsgaltuk, hogy az echinokandin evolvalt C. parapsilosis torzsek
sejtfalaban bekovetkezett-e Osszetételbeli vagy szerkezeti valtozas a vad tipusa CLIB 214
torzzsel Osszehasonlitva. Eloszor meghataroztuk, hogy a legfobb 0Osszetevok milyen
aranyban vannak jelen az egyes torzsek sejtjeinek sejtfalaban. A sejtfal dsszetételben nem
talaltunk kiilonbséget a kiilonboz6 sejtfal komponensek aranyat tekintve a torzsek kozott:
legnagyobb mennyiségben az 0sszes torzs sejtfala B-1,3-gliikkant (68-72%), ennél kisebb
aranyban mannant (24-28%) tartalmazott, legkisebb mennyiségben a kitin volt jelen (3,4-
3,1%) (12. abra, A).

Annak ellenére, hogy a sejtfal dsszetétel nem valtozott meg szamottevden, a sejtfal
szerkezetét még befolyasolhatjak az Fks1-ben esetlegesen bekdvetkezd valtozasok. A sejtfal
szerkezetének megvaltozasara leginkabb annak belsé rétegeinek (kitin, B-1,3-gliikan) a sejt
felszinén vald megjelenése utal. A felszini kitin kimutatdsara és fél-kvantitativ
meghatdrozasara a WGA-FITC festéket haszndljak, ugyanis ez a lektin tipusu fehérje
méretébdl adodoan nem képes kapcsolodni a sejtfal mélyebb rétegeiben 1€vo kitinnel, igy
csak akkor alakul ki kdlcsonhatdas, ha a kitin a sejtfal felszinén helyezkedik el. A B-1,3-gliikan
kimutatasa is hasonld elven alapul, &m ebben az esetben az egérbdl szdrmazo6 Dectin-1 (B-
fehérjével (Dectin-1-Fc) konjugalt Alexa Fluor 647 fluoreszcens festéket hasznaltuk ezen
sejtfal 6sszetevo felszini jelenlétének €s mennyiségének fél-kvantitativ meghatarozasara. A
festést kovetden készitett fluoreszcens mikroszkopos felvételeken meghatarozhatd az

atlagos gombasejtenkénti pixelintenzitas, ami utal az adott sejtfal alkoté mennyiségére.
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12. abra: A C. parapsilosis CLIB 214, CASEYO, ANDEVO ¢s MICEVO torzsek sejtfal
Osszetétele és szerkezetének valtozasai. (A) A legfontosabb sejtfal komponensek aranya. (B)
A sejtfal bels6 rétegében taldlhato komponensek (kitin, B-1,3-gliikkan) felszinen valo
megjelenésének fél-kvantitativ meghatarozasa. (C) Az egyes torzsek sejtjeinek populacio
vizsgalata: Dectin-1-Fc, WGA ¢s kettds festddést mutatd sejtek ardnya a teljes

sejtpopulacioban. ** p<0,005; *** p<0,0005; **** p<0,0001

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis CASEYO és MICEYO
torzsek sejtjeinek felszinén jelentdésen nagyobb mennyiségben jelent meg mind a B-1,3-
gliikkdn, mind a kitin a sziil6i C. parapsilosis CLIB 214 torzshoz képest (12. abra, B).
Erdekes modon a C. parapsilosis ANDFYO torzs esetében csak a legbelsd sejtfal alkotd

rétegre jellemzo kitin jelent meg nagyobb mennyiségben a sejtfal felszinén a sziil6i torzshoz
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viszonyitva, szemben a B-1,3-gliikkdnnal ahol szignifikans eltérést nem tapasztaltunk (12.
abra, B).

A WGA-FITC ¢és Dectin-1-Fc festések egyiittes hasznalataval a sziiléi és az
echinokandin evolvalt torzsek belsé sejtfal komponenseinek felszinen valé megjelenését
aramlasi citometrias modszerrel populacid szinten vizsgaltuk. Ennek sordan meghataroztuk,
hogy az adott torzs sejtpopulacidjanak mekkora hanyaddban jelent meg a kitin (WGA
pozitiv), a B-1,3-gliikkan (Dectin-1-Fc pozitiv) vagy mindkettd (kettds pozitiv) komponens a
sejtek felszinén. Altalanossagban igaz volt, hogy a sejteknek azon része, amelyek felszinén
megjelent a kitin, azok egyarant Dectin-1-Fc pozitivak is voltak. Osszességében a B-1,3-
gliikant sejtfelszinen expresszald sejtek (WGA+ és kettds+) aranya magasabb volt az
echinokandin evolvalt térzsekben, mint a C. parapsilosis CLIB 214 sziil6i térzsben (CLIB

214: 22,71%, CASFYO: 30,24%, ANDEVYO: 27,44%, MICFYC: 42,32%) (13. 4bra).

Felszini p-1,3-gliikan és kitin expresszalé sejtek aranya

C. p. CLIB 214 C.p. CAs EVO C. p. ANDEV® C. p. MICEV®

Fc-Dectin-1 + Fc-Dectin-1 +

Fc-Dectin-1 +

(R Fc-Dectin-1+
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1e4  1e5
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Intensity_MC_Ch02 Intensity_MC_Ch02 Intensity_MC_Ch02 Intensity_MC_Ch02
Population  [Count  [% Gated |[Population  [Count  [% Gated |[Population  [Count  [% Gated |[Population  [Count  [% Gated
C. p. CLIB 214 20000 100 C. p. CASEY° 20000 100 C. p. ANDEY° 20000 100 C. p. MICEY®° 20000 100
Double - 15447 77,2 Double - 13933 69,7 Double - 14503 125 Double - 11542 57,7
WGA + 7 0,03 IWGA + 11 0,06 WGA + 11 0,06 WGA + 5 0,02
Fc-Dectin-1 + 4224 21,1 Fc-Dectin-1 + 5408 27 Fc-Dectin-1 + 4975 24,9 Fc-Dectin-1 + 7790 39
Double + 322 1,61 Double + 648 3,24 Double + 509 2,54 Double + 663 3,32

13. abra: Az egyes torzsek sejtjeinek populacio vizsgalata: Dectin-1-Fc, WGA ¢és kettds

festddést mutatd sejtek ardnya a teljes sejtpopulacidban.

6.2.6. Genomszekvenalast koveto aminosav valtozasok meghatarozasa az echinokandin
evolvalt torzsek Fksl fehérje szekvenciaiban, illetve az Fksl protein topolégiajanak
elorejelzése

Az echinokandinokkal szembeni rezisztencia mechanizmusok megismerésének
érdekében meghataroztuk a sziildi és az echinokandin evolvalt torzsek teljes genomjanak
szekvenciajat. A kapott nukleotid szekvenciakat aminosav sorrendre forditva meghataroztuk
a rezisztens torzsekben bekdvetkezett aminosav valtozasokat a CLIB 214 torzs fehérje

szekvenciaihoz képest.
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Az FKSI gén sziil8i és evolvalt torzsekbdl szarmazé szekvencidi alapjan a CASEVO

crer

crer

pozicioban talalhaté szerin (S) heterozigdta formaban volt jelen, mivel az FKSI gén masik
allélja ebben a pozicidban prolint (I) kodolt (14. abra, B, HS1 HS2). Emlitésre érdemes,
hogy ez az S656S/P szubsztiticid viszonylag kozel helyezkedik el a C. parapsilosis
fajcsoportra jellemz6 polimorfikus Ala660 aminosavhoz, aminek jelentds hatasa lehet a

rezisztenciara (14. abra, A:*, B: [}). AMICFVO torzsben a sziil6i térzshdz viszonyitva a HS3

cre

crer

meghataroztuk az  FKSI  génben bekovetkezett pontmutacidkat. Ezutdn a
fehérjeszekvencidkban meghataroztuk a keletkezett pontmuticiok okozta aminosav
valtozasokat és ezeket a szubsztitliciokat a létrehozott topologia modellre térképeztiik,
valamint elhelyeztiik a mar jol ismert és ujabban leirt mutacios forropont régiokban (Hot
Spot, HS): HS1, HS2 és HS3.

A topologia eldrejelzés alapjan a C. parapsilosis Fksl proteinje 16
plazmamembranon 4thalad6 transzmembran (TM) szegmenssel és extracellularis N- és C-
terminalis régioval rendelkezik (14. abra, A). A specifikus aminosav szubsztiticiokat és a
mutacios HS régiokat az eldre jelzett topologia modellre térképezve azt tapasztaltuk, hogy a
HS1 régi6 az 5., a HS2 régid a 7., a HS3 régid pedig a 6. TM szegmensen helyezkedik el. A
CASEYO és ANDEYO térzsekben megtalalhaté W1370R szubsztiticié a 6. és 7. TM
szegmenseket dsszekotd, extracellularisan elhelyezkedd hurkon lokalizalodik. A MICEVO
torzsben fellelhetd L703F aminosav csere a 6. TM szegmens kozépsO szakaszan talalhato.
Az ANDEVO t6rzsre jellemzd heterozigdta formaban megtalalhatd S656P aminosav valtozas
- amely a C. parapsilosis-ra jellemzd polimorf Ala660 kozelében helyezkedett el - az 5. TM

szegmens intracellularis szakaszara lokalizalodott (14. abra, A).
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A Extracellularis tér

FKS1
HS 1 HS 2 HS 3
C. albicans E¢37SYFFLTLSLRDPIR  [D;357WIRRYTLS L9 DTYMWYIICN
C.p. CLIB EeagSYFFLTLSLRDIIIR  [D;34WIRRYTLS Lo3DTYLWYIICN
C.p. CAS™®  |E oSYFFLTLSLRDIIR  |D;;cfBIRRYTLS Lo3DTYLWYIICN
C.p. AND™®  |Eg,oSYFFLTLELRDBIR  [D;;6oBITRRYTLS L703DTYLWYIICN
C.p. MIC™®  |E o SYFFLTLSLRDMIR  |D;3ggWIRRYTLS B,0sDIYLWYIICN

14. abra: A C. parapsilosis Fksl topologiaja a plazmamembranban és az elsddleges
szerkezetében megjelend aminosav valtozasok echinokandin direkt szelekcid utan. (A) C.
parapsilosis Fks1 protein topoldgia modellje és az echinokandin evolvalt torzsekre jellemzd
aminosav szubsztiticiok modellen valé elhelyezkedése. (B) A C. albicans CDC 314, C.
parapsilosis CLIB 214, CASEYO, ANDEVO ¢s MICEVO Fks1 fehérjék HS régioinak egymasra
illesztése aminosav szinten. Kék hattérrel: C. parapsilosis fajcsoportra jellemz6 aminosav

hasznalat, Piros hattérrel: az echinokandin evolvalt torzseknél kimutatott aminosav csere.

6.3. Triazol evolvalt C. parapsilosis torzsek jellemzése
Mivel az azolokkal szemben az ABC-transzporterek tulmiikodésén kiviil is vannak

mas lehetséges mechanizmusai a rezisztencia kialakuldsanak, 1étrehoztunk harom triazol
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evolvalt torzset a harom legfontosabb triazol alkalmazasaval (flukonazol, vorikonazol,
posakonazol). Megvizsgaltuk a torzsek rezisztencia mechanizmusait, valamint a

virulenciaban bekovetkezett valtozasokat.

6.3.1. Triazol evolvalt C. parapsilosis torzsek érzékenysége antifungalis szerekkel
szemben

Meghataroztuk a sziiloi, triazol adaptalt és triazol evolvalt torzsek antifungalis
szerekkel szembeni érzékenységét €s annak érdekében, hogy igazoljuk az evolvalt torzsek
rezisztenciajanak stabilitasat, 6sszehasonlitottuk az adaptalt és a beldliik 1étrehozott evolvalt
torzsek esetén kapott MIC értékeket egymassal, valamint a sziil6i C. parapsilosis CLIB 214
torzsnél kapott MIC értékekkel. A vizsgalat sordan a legfontosabb klinikumban hasznalt
antifungalis szereket alkalmaztuk (amfotericin B, flukonazol, vorikonazol, posakonazol,
itrakonazol, caspofungin, anidulafungin, micafungin). Az antifungalis érzékenységi
kisérletek eredményeit az 5. tablazat foglalja 6ssze.

A flukonazollal és vorikonazollal létrehozott adaptalt és evolvalt torzsekben az
adaptalt és evolvalt torzsek kozott nem volt kiillonbség a MIC értékekben a kiilonb6zo
antifungalis szerekkel szemben. Ezzel szemben a posakonazol adaptalt torzs (POSAPF)
novekedése nagy szorast mutatott flukonazol (4 - >256 pg/ml), vorikonazol (4 - >32 pg/ml)
és itrakonazol (0,5 - 4 pug/ml) jelenlétében, illetve a POSAP? torzs esetén az amfotericin B
(0,5 pg/ml), a posakonazol (2 pg/ml) és az echinokandinok (caspofungin: 2 pg/ml,
anidulafungin: 2 pg/ml, micafungin: 4 pg/ml) megemelkedett MIC értéket mutattak. A
POSEYO torzsben a POSAPP torzsnél tapasztalhatd rezisztens fenotipus stabilizalodott
(MIChiukonazol: >256 pg/ml, MICyorikonazol: >32 pg/ml, MICitrakonazol: >32 pg/ml), mivel a
POSAP? t6rzs esetén tapasztalhatd szoras a MIC értékekben az evolvalt térzsben mar nem
volt tapasztalhatd. Emellett a POSEVO térzs rezisztenciaja posakonazolra (>32 pg/ml) és
echinokandinokra (MICeaspofungin: 4 png/ml, MICanidulafungin: 4 pg/ml, MICmicafungin: 8 pg/ml)
jelentdsen megemelkedett.

A flukonazol adaptalt és evolvalt torzsekben jelentésen megemelkedett a flukonazol
(128 pg/ml), vorikonazol (2 pg/ml) és itrakonazol (0,25 pug/ml) MIC értéke, valamint
kismértékli emelkedés volt tapasztalhatd az amfotericin B MIC értékében (1 pg/ml) a sziil61
C. parapsilosis CLIB 214 torzshoz képest (MICamfotericin B: 0,25 pg/ml, MICtiukonazol: 1 pg/ml,
MICyorikonazot: 0,031 pg/ml, MICitrakonazot: 0,063 pg/ml).
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A vorikonazol jelenlétében létrejott adaptalt és evolvalt torzsek esetében nemcsak a
szilildi torzshoz képest tapasztaltunk jelentdsen magasabb MIC értékeket flukonazol (256
pg/ml) és vorikonazol (8 pg/ml) alkalmazasakor, hanem a FLUAPP ¢s FLUEVO térzseknél is
nagyobb rezisztenciaval rendelkeztek. A flukonazol €és vorikonazol jelenlétében szelektalt
torzsek a posakonazollal 1étrehozott torzzsel ellentétben a caspofunginnal és micafunginnal

szemben enyhén megnovekedett érzékenységet mutattak.

6.3.2. Triazol evolvalt C. parapsilosis abiotikus stressztolerancia vizsgalata
parapsilosis CLIB 214 torzsével szilard taptalajon. A vizsgalat sordn ozmotikusan aktiv
anyagokat (glicerol, NaCl, szorbitol), sejtfalszintézist gatlé anyagokat (koffein, kalkofluor
fehér, kongd vords) és membrankarosité anyagokat (SDS) alkalmaztunk. A torzseket a
stresszorok jelenlétében 30 és 37 °C-on inkubaltuk. A kisérletek eredményeit a 15. abran
foglaltuk ossze.

Glicerol, NaCl és szorbitol jelenlétében a VOREYO és POSEVO torzsek 30 és 37 °C-
on nevelve egyarant ndvekedési defektust mutattak, amely 37 °C-on még kifejezettebb volt.
AFLUEYO t6rzs esetén az ozmotikus stresszorok csak 37 °C-on okoztak csokkent ndvekedési
képességet, 30 °C-on nem tapasztaltunk kiilonbséget a C. parapsilosis CLIB 214 térzshoz
viszonyitva.

A koffein jelenlétében a FLUEYO és VOREVO torzsek ndvekedési képessége jobbnak
bizonyult a sziili torzsnél mind 30, mind 37 °C-on, ellenben a POSEYO torzs esetében a
koffein 30 °C-on erds, 37 °C-on pedig teljes ndvekedésgatlast okozott. A VOREVO és POSEVO
torzsek novekedési képessége enyhe és kozepes csokkenést mutatott 30 €s 37 °C-on 50 pg/ml
kalkofluor fehér mindhdrom triazol evolvalt torzsnél erés novekedésgatlast okozott, amely
100 pg/ml kalkofluor fehér jelenlétében a VOREVO torzs esetében csak 37 °C-on, a POSEYO
torzs esetében pedig 30 és 37 °C-on is teljes ndvekedésgatlasban nyilvanult meg.
Kong6voros jelenlétében 37 °C-on egyik torzs sem volt képes novekedni beleértve a sziiloi
C. parapsilosis CLIB 214 torzset is (15. abra, *), ezért itt csak a 30 °C-on inkubalt torzsek
osszehasonlitasa relevans. A 10 és 25 pg/ml kongovords alkalmazasa csak a VOREVO és
POSEYO  torzsekben okozott enyhe novekedés csokkenést, 50 és 75 upg/ml-es
koncentracidban azonban mindharom triazol evolvalt térzsnél erételjes novekedési defektust

figyeltiink meg.
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A membrankarosité SDS jelenlétében - hasonléan a kongévordshoz - 37 °C-on sem
a sziloi torzs, sem a triazol evolvalt térzsek nem voltak képesek ndvekedni, azonban 30 °C-
on a FLUEVYO t6rzs erételjesebb novekedési képességet mutatott a sziili torzshoz képest, mig

a VOREYO és POSEVO torzseknél teljes novekedésgatlast figyeltiink meg.

Erés Kozepes Enyhe
névekedés|deffektus| deffektus | deffektus | kiilonbség |ndvekedés

Viszonyl. nov. kép. a C. p. CLIB 214-hez

Torzs FLU® VOR®"
Hémérséklet 30°c | 37°C 30°c | 37°C 30°c | 37°C

Ozmotikus stresszorok
Glicerol (8% m/V) [l T |

Glicerol (10% m/V)
Glicerol (12% m/V)
NaCl (1 M)
NaCl (1,5 M)
Szorbitol (1 M)

Sejtfal szintézis zavaré agensek
Koffein (12,5 mM)
Koffein (15 mM)
Koffein (17,5 mM)
Kalkofluor fehér (50 pg/ml)
Kalkofluor fehér (75 ug/mi) |
Kalkofluor fehér (100 ug/ml)
Kongévérds (10 pg/ml)
Kongoévérds (25 pg/ml)
Kongévorés (50 pg/ml)
Kongoévérds (75 ug/ml)

Membran detergensek
SDS (0,02% m/V)
SDS (0,04% m/V)
SDS (0,06% m/V)

15. abra: A triazol evolvalt torzsek (FLUEYC, VOREVO, POSEVO) novekedésének hétérképe

ozmotikus stresszorok, sejtfal felépiilést zavard agensek €s membrankérositd vegyiiletek
jelenlétében 30 és 37 °C-on nevelve a sziildi C. parapsilosis CLIB 214 torzshoz viszonyitva.

A ,,*” a sziil61 torzs ndvekedési hianyat jelzi.

6.3.3. J774.2 makrofag sejtek fagocitozis hatékonysaga triazol evolvalt torzsekkel
szemben

Megvizsgaltuk a sziildi C. parapsilosis CLIB 214 torzzsel €s a triazol evolvalt
torzsekkel szemben mutatott fagocitdzis hatékonysagat J774.2 makrofagszerii sejtek altal
egy elékisérletben. Aramlasi citometrias eljaras segitségével meghataroztuk a J774.2 sejtek
azon hanyadat, amelyek legalabb 1 gombasejtet fagocitaltak, valamint ezen a fagocitozis
pozitiv populacion beliil megallapitottuk azoknak a sejteknek az aranyat, amelyek 1 és 2
gombasejtet vagy pedig 3 és anndl tobb gombasejtet kebeleztek be 2 oraval a J774.2

makrofagok gombaval valo fertdzését kovetden.
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A Fagocita szazalék
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16. abra: A J774.2 makrofagok C. parapsilosis CLIB 214, FLUFYC, VOREYO ¢s POSEVO

Fagocitalé J774.2 részaranya (%

torzsekkel szembeni fagocitdzis hatékonysaga. (A) A J774.2 makrofag-szerli sejtek
populacidjaban a fagocitald sejtek aranya a CLIB 214, FLUEYO, VOREVC ¢&s POSEVO
torzsekkel valo fertozést kovetden. (B) A fagocitalo J774.2 makrofag populacidban az 1-2
gombasejtet fagocitald és a legalabb 3 gombasejtet fagocitalo sejtek aranya a CLIB 214,

FLUEVYO, VOREVO ¢s POSEVO torzsekkel vald fert6zést kovetden.

A C. parapsilosis CLIB 214 sejteket a J774.2 makrofagok 72,7%-a fagocitélta (16. abra, A),
ezen sejtek kozott az 1-2 sejtet fagocitdlo makrofdgok aranya elérte a 40%-ot, mig a
haromnal tobb élesztét fagocitald sejtek aranya 60% koriili volt (16. abra, B). A FLUEVO és
VOREYO torzsek sejtjeit a makrofagszeri sejtek 83 és 84%-a fagocitalta (16. abra, A),

crer
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fagocitaldo J774.2 sejtek ardnya a CLIB 214 esetén tapasztalhaté 60%-rol 72-73%-ra
emelkedett (16. 4bra, B). AFLUEYC és VOREVO torzseknél tapasztalt ndvekedés a fagocitald
sejtek aranyaban és a fagocitdlt gombak szdmanak ardnyaban a POSEVC térzzsel vald
fertdzést kovetden nem volt megfigyelhetd, sot a fagocitald sejtek ardnya 72,7%-r6l 60%-ra
csokkent (16. abra, A). Tovabba a legalabb 3 élesztot fagocitdld makrofagok aranya is
kismértékli csokkenést mutatott (50%) a sziiléi C. parapsilosis CLIB 214 torzzsel vald

fertézéshez viszonyitva (16. abra, B).

6.3.4. In vivo virulencia vizsgalat Galleria mellonella fertozési modellben

Mivel a FLUEYO ¢s VOREVO torzsekkel szemben a makrofagok emelkedett
fagocitozis hatékonysagot mutattak a sziil6i torzshoz képest, megvizsgaltuk in vivo G.
mellonella modellben a C. parapsilosis CLIB 214, FLUEVYC és VOREV® torzsek virulencijat.
A kezeletlen és a PBS-sel kezelt larvak a kisérlet idOtartama alatt nem pusztultak el, ami
alapjan kijelenthetd, hogy a gombasejtekkel fert6zott allatok pusztulasat a gombasejtek
jelenléte okozta. A larvéak talélését 7 napon keresztiil figyeltiik meg, mivel ez volt az az
1d6pont, amikor a C. parapsilosis CLIB 214 torzzsel fertdzott 1arvak mindegyike elpusztult
(17.abra). A monitorozasi id6szak folyaman a larvak pusztuldsa egyenletesnek bizonyult. A
harom kiillonb6z6 gombatorzzsel fertézott allatok talélési gorbéje a 3. napig megegyezett
(55%-o0s pusztulas), azonban a 4. naptdl kezdve a gorbék elvaltak egymastol: a CLIB 214
fert6zott 1arvak tovabbra is 15-20%-os pusztulast mutattak, mig a FLUEVYC t6rzzsel fertézott
larvak napi pusztulasa 5-10%-ra csokkent, a VOREYO torzzsel fertézott allatok koziil pedig

a 3. naptdl kezdve egy sem pusztult el (17. abra).
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17. abra: A sziildi (C. parapsilosis CLIB 214) és triazol evolvalt tdrzsek (FLUEVO,
VOREVYO)) virulencidja in vivo fertézések soran. A sziildi és evolvalt torzsekkel fertézott G.

mellonella larvak tulélésének alakuldsa 7 napos idéintervallumban. * p<0,05; ** p<0,005

6.3.5. Genomszekvenalas és az aminosav szubsztituciok meghatarozasa a triazol
evolvalt torzsek rezisztencia szempontjabol lényeges fehérjéinek elsodleges
szerkezetében

A vad tipusa CLIB 214 és a belle létrehozott triazol evolvalt torzsek (FLUEVC,
VOREYO, POSEVO) genomijat Illumina rendszerrel szekvenaltuk, majd a pontmuticiokat
analizaltuk. Osszehasonlitottuk, hogy a sziil6i torzs genomjahoz képest milyen aminosav
valtozast okoz6 mutaciok alakultak ki az azol evolvalt térzsek genomjaban. Az eléfordulo
aminosav valtozasokat a 6. tablazat foglalja 6ssze.

A FLUEYO ¢s VOREVO torzsekben az MRRI génben egy-egy misszensz mutaciot
talaltunk, amelyek az Mrrl transzkripcios faktorban a FLUEYO torzs esetén A808T
(alanin/threonin) aminosav szubsztiticiot, a VOREYO torzs esetén pedig A394T
aminosavcserét okoztak. Az Mrrl transzkripcios faktor az MDRI gén transzkripcidjanak
pozitiv reguldtora. A POSEVO torzsben nem talaltunk pontmuticiokat az MRRI génben,
ellenben a A>%-deszaturaz enzimet kodold ERG3 gén olyan pontmutaciot tartalmazott, amely
G14T (glicin/threonin) aminosav szubsztiticidt okozott a sziildi térzshdz viszonyitva. Az
Erg3 enzim Iényeges szerepet jatszik az ergoszterol bioszintézisének folyamataban, valamint

az azolok hatdsmechanizmusaban is, mivel ez az enzim hozza létre az azolok altal gatolt
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Ergll funkcidjanak kiesése kovetkeztében azokat a toxikus szterolokat, amelyek
megakadédlyozzak a gombasejtek novekedését és osztodasat azolok jelenlétében. A POSEVO
torzsben az ERG3 gént érintdé mutacion kivil a CaBPHI-gyel homolog génben is
azonositottunk egy pontmuticidt, amely a fehérje szekvencidjaban A1006T aminosav

valtozast okozott.

6. tablazat: Aminosavcserék a C. parapsilosis triazol evolvalt torzsekben (FLUEYO,

VOREYO, POSEVYO) a CLIB 214 torzshoz viszonyitva.

Torzs Gén Ortolog Ortolog funkcio Aminosav
gén szubsztitucio
FLUEYO Mdrl efflux pumpa A808T
CPAR2 807270 | MRRI o
VOREVO transzkripcios aktivatora A394T

A’ szterol-deszaturaz,
CPAR2 105550 ERG3 szerep az ergoszterol G14T

bioszintézisben
P O S EVO

szerep a sejtfal
CPAR2 803350 BPHI szervezddésben, sejten A1006T

beliili fehérjetranszport

6.3.6. Kiilonbségek vizsgalata a vad tipusi CLIB 214 és POSEYO torzsek szterol
osszetételében

Mivel az ergoszterol bioszintézisben szerepet jatsz6 ERG3 gén termékében aminosav
valtozast tapasztaltunk a POSEYO torzs esetén a sziiloi CLIB 214 tdrzshoz viszonyitva,
megvizsgaltuk a két torzs szterol dsszetételét azolokkal torténd kezelés utan (MIC érték felét
jelentd koncentracioban alkalmazva) ¢és kezelés hidnyaban LC-MS segitségével. A
kiilonboz6 szterolszarmazékok aranyat a gérbék alatti teriiletek aranyaval hataroztuk meg.
A kisérlet eredményének Osszefoglalasa a 18. abran lathat6.

Azolokkal torténd kezelés hidnyaban a sziiléi CLIB 214 tdrzsben tilnyomo
mennyiségben ergoszterol képzddott (97,15%), emellett 2,2%-ban tartalmazott ergoszta-
7,22-dienolt, valamint alacsony mennyiségben lanoszterolt és eburikolt (0,37%), illetve
0,28% 140-metil-fekoszterolt (18.abra). Ezzel ellentétben a POSEVO torzs azol-kezelés
nélkiil 54,64%-ban fekoszterolt és episzterolt, 42,24%-ban ergoszta-7,22-dienolt, valamint
kis mennyiségben lanoszterolt ¢és eburikolt (1,2%) és 14a-metil-ergoszta-8,24(28)-dién-

3B,60-diolt (0,94%) tartalmazott (18. abra).
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18. abra: Az ergoszterol bioszintézis Utvonala és az utvonal modosulédsai azol-kezelés ¢és a
bioszintézisben szerepet jatszd enzimek defektusainak hatasara. A tablazatok a C.
parapsilosis CLIB 214 és POSEYO térzsek szterol profiljat tartalmazzak kezelés hidnyaban,

valamint flukonazol, vorikonazol és posakonazol kezelést kovetden.

A vad tipusu CLIB 214 torzs a MIC érték felének megfeleld flukonazol és
vorikonazol kezelés hatisara tovabbra is legnagyobb mennyiségben ergoszterol volt
megfigyelhetd (91,71% és 90,32%). Emellett a flukonazol ¢s vorikonazol kezelt CLIB 214
sejtek 5,65% ¢és 4,1% lanoszterol/eburikolt, valamint 0,93% ¢és 1,93% toxikus 14a-metil-
ergoszta-8,24(28)-dién-33,6a-diolt tartalmaztak (18. abra). A CLIB 214 torzs posakonazol

kezelése esetén az ergoszterol mennyisége jelentdsen lecsokkent, mar csak az dsszes szterol
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mennyiség 58,1%-at tette ki, emellett nagyobb mennyiségben tartalmazott
lanoszterolt/eburikolt (25,88%), kisebb mennyiségben pedig ergoszta-7,22-diolt (4,56%) és
3,44%-ban 14a-metil-ergoszta-8,24(28)-dién-3pB,6a-diolt. A POSEYO torzs esetén sem
kezelés nélkiil, sem egyik triazol jelenlétében nem termelddott ergoszterol a sejtekben,
helyette 14a-metil-fekoszterol keletkezett a legnagyobb mennyiségben (62,12, 76,07 és
74,61% a kiilonbozd kezelések esetén), ezenkiviill nagyobb mennyiségben termelddott
obtuszifoliol/lanoszterol/eburikol  (flukonazol kezelés: 34,67%, vorikonazol-kezelés:
21,91%, posakonazol kezelés: 23,03%) (18. abra). A CLIB 214 tdrzsben az ergoszterol
mennyisége azol-kezelés hatasara a kezeléshez hasznalt, MIC érték felének megfeleld,
alacsony drog koncentracié miatt maradhatott a legnagyobb mennyiségben termel6dd

szterol vegyiilet.
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7. Diszkusszio

Munkank soran a C. parapsilosis olyan antifungalis rezisztencia mechanizmusait
vizsgaltuk, amelyek legnagyobb gyakorisaggal felelések a Candida fajok antifungalis
szerekkel szemben mutatott ellenalloképességért. Tovabba azt, hogy ezek a mechanizmusok
hogyan hatnak a gomba ¢letképességére a fertdzés soran.

Az ABC-transzporterek szerepe az azolokkal szembeni rezisztencidban C. albicans
(Cdrl, Cdr2) ¢és C. glabrata (Cdrl, Cdr2, Snq2) fajok esetén igen lényeges (Chen, és mtsi.
2010; Coleman ¢és Mylonakis 2009; Sanglard, és mtsi. 2009),.Ezzel ellentétben a C.
parapsilosis-ban jelentdségiik kevésbé hangsulyos, mivel a vad tipusu torzs flukonazol
hatasara megallapitott MIC értéke (0,5 pg/ml) mindossze a felére csokkent a CDR1-2 gének
hidnyéaban (0,25 pg/ml). Az ABC-transzporterek kisebb jelent0ségét az is alatdmasztja, hogy
a C. parapsilosis triazol evolvalt torzsekben (FLUEYC, VOREVC POSEVO) a TACI-ben, a
CDR gének transzkripcids aktivatoraban, nem jottek létre funkcidonyeréses mutaciok, mint
ahogy C. albicans TACI génjében 1étrejovo mutaciok erdteljesen megemelik a MIC értéket
flukonazollal szemben (Coste, €s mtsi. 2006; Sasse, €¢s mtsi. 2012). Az MFS-transzporterek
csaladjaba tartoz6 Mdrl fehérjének nagy szerepe lehet a flukonazol és vorikonazol
rezisztenciaban, mivel a FLUEYC és VOREVO torzsek MRRI génjében jott 1étre pontmutacio.
C. parapsilosis-ban erre szakirodalmi adatok is egyértelmiien utalnak (Branco, és mitsi.
2015; Silva, és mtsi. 2011). Azonban teljes transzkriptom analizis vagy valds ideji
kvantitativ PCR sziikséges a megndvekedett MDR1 expresszi6 kimutatasara. A FLUEVO és
VOREVYO torzsek egyarant kereszt-rezisztenciat mutattak flukonazolra és vorikonazolra. Ez
arra utal, hogy a két antifungalis szer szubsztratja az Mdr1 transzporter fehérjének. Tovabba
az a megfigyelés, hogy ebben a torzsekben a MIC érték nem valtozott posakonazollal
szemben arra enged kovetkeztetni, hogy a posakonazolt az Mdrl nem képes kijuttatni a
gombasejtbdl. Ezt az informdciét a szakirodalom szintén alatamasztja (Cannon, és mtsi.
2009; Li, és mtsi. 2004; Silva, és mtsi. 2011). A C. albicans azol-rezisztenciajaban gyakran
szerepe van az ergoszterol bioszintézisben szerepet jatszo gének emelkedett kifejezodésének
(Heilmann, és mtsi. 2010; Silva, és mtsi. 2011), amiaz UPC2 és NDT80 gének altal kodolt
transzkripcids faktorokban bekdvetkezd funkcidonyeréses mutaciok meglétének koszonhetd
(Dunkel, és mtsi. 2008; Sellam, ¢és mtsi. 2009). azonban ezen két transzkripcids faktort
kodolo gének szekvencidjaban nem talaltunk mutaciokat a triazol szelekcio hatasara 1étrejott

torzsekben.
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A POSEYO térzsre jellemzé ERG3 mutacio funkciovesztéses, mivel azol-kezelés
nélkiil a POSEYO és CLIB 214 torzsek szterol profiljat dsszehasonlitva kideriilt, hogy a
POSEYO torzsben nem megy végbe az ergoszterol bioszintézisének egyik végsd 1épése,
amelyet ez az enzim katalizal (1. abra, A). Ebben az esetben ergoszterol egyaltalan nem
keletkezik a POSEYO térzsben, mig a CLIB 214 tdrzsben legnagyobb mennyiségben ez a
végtermék keletkezik legnagyobb mennyiségben (18. abra). Az Erg3 azonban nemcsak az
ergoszterol szintézisében lényeges, hanem ahogy az mar az irodalmi bevezetdben is szoba
keriilt, ez az enzim felelds a toxikus szterol szintéziséért azolokkal torténd gatlas esetén.
Erg3 miikodésének hianyaban vagy elégtelen funkcidjanak kovetkeztében az azolok altali
szintetikus Utvonal gatlasa nem elegendd a gombasejtek novekedésének és osztddasanak
gatlasdhoz. Mivel a posakonazol nem szubsztratja az effluxért felelds pumpafehérjéknek, a
posakonazol rezisztencia mechanizmus a C. parapsilosis-ban az Erg3 hibas miikodésének
kovetkeztében nyilvanul meg. Megfontolva azt, hogy az azolok hatdsmechanizmuséban az
Erg3 miikodése kozponti helyet foglal el, az Erg3 funkcidjanak kiesése keresztrezisztenciat
okozott az altalunk vizsgalt 6sszes azol tipusu szer kozt, s6t még az amfotericin B esetén is
csokkent érzékenységet eredményezett. C. albicans esetén is ismert az Erg3 funkciovesztése
okan kialakul6 altalanos azol-rezisztencia. Ezekben a klinikai izolatumokban az ERG3 és
ERG11génekbben tobb mutaciot is megfigyeltek (Martel, és mtsi. 2010b). Erdekes médon a
C. parapsilosis CLIB 214 torzsben a MIC érték felének megfeleld azol-kezelés hatasara csak
kis mennyiségben termelddott a toxikus 14a-metil-ergoszta-8,24(28)-dién-3f,6a-diol, mig
hasonl6 kezelés hatasara C. albicans vad tipust izolatumaiban ennek a szterolszdrmazéknak
a mennyisége meghaladja az 0sszes szterol mennyiségének negyedét is (Martel, és mtsi.
azol kezelés mellett is megvizsgalni a CLIB 214 és POSEVO torzsek szterol dsszetételét.

A CDRI-2 gének eltavolitasanak hatasara a delécios torzs megnovekedett virulenciat
mutatott mind az in vitro gombaelimindcios kisérletekben, mind pedig az in vivo egér
fert6zési modellben. Az eddig megjelent szakirodalom nem ad kodzvetlen magyarazatot
ennek a jelenségnek a hatterére. C. albicans-ban a Cdrl és Cdr2 proteinek mas, antifungalis
szerek kipumpaldsaban betoltott szereptdl eltérd funkciokkal is rendelkeznek, amelyek
befolyassal lehetnek a gomba életképességére akar fertézés soran is (Prasad és Goffeau
2012). A gombasejtek plazmamembranjaban a kiilonb6z6 foszfolipidek aszimmetrikusan
helyezkednek el a membran kiilsé és belsé oldala kozott: A foszfatidil-etanolamin (PE) és a
foszfatidil-szerin (PS) jellemzden a membran belso rétegében taldlhato, mig a kiilso réteget

foszfatidil-kolin (PC), szfingomielin és glikolipidek alkotjak (Diaz és Schroit 1996). C.
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albicans Cdrl és Cdr2 transzporterei képesek a foszfolipidek beliilrdl kifel¢ torténd
atmozgatasara (floppaz aktivitas) (Egner, és mtsi. 1995; Smriti, és mtsi. 2002) Ez a PS és PE
mennyiségének novekedését eredményezi a plazmamembran kiilsé rétegében, ami jelentds
C. albicans-ban és S. cerevisiae-ben képesek a H' sejtbdl kifelé torténd szallitasara is. Egy
antifungalis peptiddel konjugalt FMDP (N3-(4-metoxi-fumaroil)-L-2,3-diaminopropansav)
molekula a gombasejtbe peptid permeazok segitségével szallitodik, amelyek miikddése erds
korrelaciot mutat a sejten kiviili alacsony pH-val. A bekeriilé peptid-FMDP konjugatum
gatolja a sejtfal szintézisét, ezaltal pedig a sejt ndvekedését és osztodasat (Milewski, és mtsi.
2001). Makrofagok lizoszoémdjaban leirtak tobb kationos antimikrobidalis peptidet, amelyek
képesek a mikroorganizmusok elpusztitasara (Rosenberger, és mtsi. 2004; Scott, és mtsi.
2000). Nem kizéarhat6, hogy ezek a makrofagokban sejten beliil eléforduld peptidek is
képesek bejutni gombasejtekbe a korabban emlitett permedzokon keresztiil, amelyet az
ABC-transzporterek altal befolyasolt H+ gradiens segit eld. Igy elképzelhetd, hogy ilyen
transzporterek hidnydban a modosuld proton koncentracid kiilonbségek a membran két
oldala kozt akadalyozzédk az antimikrobidlis peptidek bejutdsat, azonban ennek
bizonyitasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az azolokkal evolvalt térzsek virulenciaja a FLUEYO és VOREVO torzsek esetében
csokkenést mutatott in vitro fagocitozis hatékonysagi €s in vivo G. mellonella thlélési
kisérletekben egyarant. Ezzel ellentétben a POSEVC torzs elleni in vitro fagocitozis
hatékonysag a sziil6i torzshoz képest csokkenést mutatott, vagyis a makrofagok csekélyebb
mértékben voltak képesek a torzs sejtjeinek fagocitézisara, ami a torzs hatékonyabb
talélésének lehetdségét veti fel fertdzés soran. Azonban a POSEYO torzs technikai okokbol
kifolyban nem szerepelt az in vivo G. mellonella tulélési kisérletben, igy ezeket a
vizsgalatokat erre a torzsre is ki kell terjeszteni, valamint indokolt az in vivo fertdzéses
kisérleteket egér modellben is végrehajtani. Az evolvalt torzsek genomjaban tobb delécio és
duplikacio is 1étrejott a torzsek adaptaloddsa sordn, amelyeknek lehetséges, hogy szerepe
lehet a tapasztalt virulencia csokkenésben, azonban ezeknek a genetikai valtozdsoknak a
szerepe nem tisztazott, kiértékelésiik jelenleg is folyamatban van. Ugyanakkor szerepiiknek
a virulencia csdkkenésében ellentmond, hogy a POSEVO térzs genomjéban is fellelhetéek
voltak duplikéaciok és deléciok, azonban ennek a torzsnek a virulencidja nem csokkent ugy,
mint a FLUEYO és VOREVO torzsek esetében.

A C. albicans Erg3 funkcidvesztése a klinikumban nem gyakori, mivel felboritja a

sejtek szterol Osszetételét. ,Ennek kovetkeztében az ilyen sejtek kevésbé képesek életben
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maradni a fertézés soran (Vincent, és mtsi. 2013). Mindezek ellenére a POSEV© torzsben
bekovetkezd Erg3 csokkent miikddése nem okozta in vitro koriilmények kozott a torzs
virulencigjanak visszaesését. Megjegyzésre érdemes viszont, hogy ebben a torzsben a BPH1
génben is bekovetkezett mutacio, amely felveti annak lehetdségét, hogy az egyébként karos
¢lettani allapotot méas mutaciok létrejotte képes lehet kompenzalni. Ez a jelenség a
baktériumoknal gyakran eldfordul a rezisztenciat okozo, am fitnesz koltséggel jaré mutaciok
esetében (Freihofer, és mtsi. 2016; Handel, és mtsi. 2013).

Az echinokandinokkal evolvalt torzsek rezisztencidjat mindharom torzs esetében az
FKSI muticidja okozta. Erdekes médon azonban a kiilonb6zé echinokandin evolvalt
torzsekben létrejott eltérd aminosav cserék az Fks1 fehérjében mas-mas mértékben okoztak
keresztrezisztenciat a tobbi echinokandinnal, amelyet nem az adott térzs létrehozasanal
hasznaltunk. Igy példaul a MICEVO torzs, amelyre az L703F aminosav szubsztiticid volt
jellemzd, joval alacsonyabb MIC értékkel birt caspofunginra és anidulafunginra, mint a
CASEYO és ANDEVYO térzsek, amelyekben megtalalhatd volt a W1370R aminosav csere. Az
ANDFEVO t6rzs Fks1 fehérjéjében ezenkiviil talalhato volt egy S656P szubsztiticio is, de csak
heterozigota formaban. C. albicans-ban az ezzel egyenértékii aminosav pozicioban létrejovo
S645P/F/Y aminosav cserék felelosek a klinikumban eléforduldé echinokandin-rezisztens
torzsek kozel felének a 1étrejottéért (Perlin 2011)., Esetiinkben ez csak egyetlen torzsben
fordult eld, ott is csak heterozigdta formaban. C. albicans-ban a HS1 régidoban eléforduld
aminosav valtozasok okozzak az esetek 88%-aban és legerdteljesebben az echinokandin-
rezisztens fenotipust (Perlin 2011). Munkénkban az echinokandin evolvalt toérzsekben
ujonnan létrejott homozigdéta aminosav cserék a HS2 és HS3 régiokban voltak
silico elorejelzése, ugyanis az evolvalt torzsekben 1étrejott aminosav valtozasok (L703F,
WI1370R) a fehérje extracellularis és transzmembran szakaszaira térképezddtek. A modell
szerint a fehérje sejten kiviili N- és C- termindlis szakaszokkal rendelkezik, valamint a 6-os
¢és 7-es transzmembran szegmenseket 0sszekotd szakasz is extracellularisan helyezkedik el,
ellentétben a C. albicans és S. cerevisiae Fksl fehérjékkel, amelyekben ez az 6sszekotd
szakasz intracellularisan lokalizalodik (Johnson és Edlind 2012). Az altalunk 1étrehozott
topologia modell érvényességének megerdsitése azonban tovabbi kisérleteket igényel.

C. albicans esetén ismert, hogy a kiilonboz6, a klinikumban eléfordulé rezisztens
izolatumok az Fks1 enzimben talalhat6 aminosav cseréktdl fiiggden csokkent életképességet
mutatnak. Az S645P szubsztitucio példaul az aminosav cserével bird torzsekben a virulencia

drasztikus csokkenésével jar (Anderson 2005; Ben-Ami, és mtsi. 2011). Ez a fitnesz valtozas
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a kiilonboz6 aminosav szubsztitiiciok esetén eltérd mértékii lehet (Ben-Ami és Kontoyiannis
2012). Ezekben a rezisztens izolatumokban a csokkent virulencia elsdsorban a sejtfal kitin
tartalménak a megnovekedésére vezethetd vissza (Ben-Ami, és mtsi. 2011; Da Silva, és mtsi.
2009). Az echinokandin evolvalt térzseink esetén in vivo fertdzési modellben csokkent
patogenitast tapasztaltunk, vagyis az evolvalt torzsekkel torténd fertézés esetén a G.
mellonella larvéak talélése magasabb volt a sziiléi torzzsel valo fertézott larvakéhoz képest.
Tovabba az egér fertézési modellben az allatok szerveiben jelentdésen kevesebb
koloniaképzé egység volt kimutathato az evolvalt torzsekkel vald fertézés utan. C. glabrata
echinokandin-rezisztens izoldtumaiban azonban a virulencidnak ez a csokkenés nem volt
megfigyelhetd. A kisérleti koriilmények kozott G. mellonella modellszervezetben Fks1/Fks2
aminosav szubsztiticiok jelenlétébol adodo rezisztencia esetén a rezisztens torzsek hasonlo

mértékben voltak képesek a viaszmoly larvak elpusztitdsara (Borghi, és mtsi. 2014).

Kutatasaink soran megvizsgaltuk, hogy a Candida fajokban leirt leggyakoribb antifungalis
szerekkel szemben mutatott rezisztencia mechanizmusok milyen mértékben vannak hatassal
a C. parapsilosis azokkal ellenallo képességére. Tovabba dsszefliggést mutattunk ki ezek a
mechanizmusok és a gomba fertdzést kivaltdo képessége kozott. Ez utdbbi az azolokkal
szembeni rezisztencia esetén Ujszerti megkozelitésnek szamit, mivel a rezisztens torzsek
virulenciajat mindeddig egyik Candida fajban sem vizsgaltak. Ezenkiviil kimutattuk, hogy
az echinokandinokkal szembeni rezisztencia a C. parapsilosis-ban a C. albicans-hoz

hasonloan befolyasolja a virulenciat.
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8. Osszefoglalas

A gombdk altal okozott megbetegedések egyre nagyobb jelentdséggel birnak, mivel
szamuk ¢és az altaluk érintett foldrajzi teriiletek mérete is novekszik. Ezek a fertézést
kivaltani képes gombak nagy része opportunista humanpatogén, vagyis egészséges
immunrendszerrel rendelkezd egyénekben nem okoznak kéros folyamatokat, azonban az
immunrendszer barmilyen okbol torténé gyengiilése lehetdséget jelent betegség
kialakulasara. A Candida nemzetség fajai kozt is taldlunk tobb opportunista patogént,
amelyek koziil a C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei és C. tropicalis a
legjelentOsebbek. A felsorolt fajok koziil a C. albicans bir a legnagyobb jelentdséggel,
azonban az utobbi évtizedekben az egyéb nem-albicans Candida fajok okozta
megbetegedések szama is fokozatosan. Ennek hatterében az antifungalis szerek egyre inkébb
elterjedt hasznalata és a kiilonb6z6 Candida fajok eltérd antifungalis érzékenysége allhat. A
C. glabrata mellett a C. parapsilosis az a két masik faj, amely leginkabb teret nyert a C.
albicans okozta megbetegedésekkel szemben. Ennek oka a C. glabrata igen gyakori azol-
rezisztenciaja €s a C. parapsilosis eredendden gyenge echinokandin érzékenysége allhat. A
C. parapsilosis jelentdségét tovabb noveli, hogy a korhazi mikrobidlis fertdzések egyik
leggyakoribb okozdja.

A Candida fajok okozta megbetegedések esetén az alkalmazott antifungalis szerek
csoportjainak szama viszonylag korlatozott. Alapvetden poliéneket (amfotericin B),
triazolokat (flukonazol, vorikonazol, posakonazol) és echinokandinokat (caspofungin,
anidulafungin, micafungin) alkalmaznak a fertézések kezelésére. A poliének a gomba
membranjara jellemzo ergoszterolhoz kdtddnek igy tavolitva el ezt a membrandinamikéban
fontos szterolt, ami végiil a gomba ¢letfolyamatait olyan mértékben érinti, hogy az elpusztul.
A kiilonbozd azolok a gomba ergoszterol bioszintézisét gatoljak olyan modon, hogy a
szintetikus utvonal toxikus szterolok képzddéséhez vezet. Az echinokandinok a gomba
sejtfalanak szintézisét €s ez altal a gomba novekedését és osztodasat akadalyozzak meg. Az
antifungalis terapia hatékonysagat csokkenti, ha a beteg egy rezisztens torzs altal fert6zodik.
A rezisztencia mechanizmusa alapvetéen az adott antifungalis szer csoporttal szemben
jellemzd, igy az adott szer csoportjanak tagjai kozott gyakran okoznak keresztrezisztenciat,
azonban bizonyos mechanizmusok a kiilonb6z6 csoportok kozott is 1étrehozhatjak ezt. A
kiilonb6zé mechanizmusok elsésorban a C. albicans-szal és C. glabrata-val végzett
kutatasokbol ismertek. Ezekben a fajokban az azolokkal szembeni rezisztencia leggyakoribb

oka a kiilonboz6 efflux pumpa fehérjék (ABC-transzporterek, MFS-transzporterek)
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mennyiségi megemelkedése a plazmamembranban. Ezen kiviil eléfordul az is, hogy az
Ergll aminosav sorrendjének megvaltozasa és az Erg3 funkciovesztése kovetkeztében
alakul ki az azol-rezisztencia. A poliének elleni rezisztenciat az ergoszterol bioszintézis
enzimeiben bekovetkezd aminosav sorrendbéli valtozasok okozzak, amelyek mas, az
ergoszteroltol eltérd szterolok létrejottét eredményezik, melyekhez a poliének jelentésen
kisebb hatékonysaggal képesek kapcsolodni. Az echinokandinokkal szembeni
rezisztenciaért az echinokandinok altal gatolt Fks1 fehérjében létrejovd aminosav cserék
tehetdk feleldsse.

Munkénk soran C. parapsilosis-ban vizsgaltuk a kiilonbozé triazolokkal és
echinokandinokkal szembeni rezisztencia mechanizmusok kialakuldsat és a mechanizmusok
a gomba ¢letképességére, valamint virulencidjara gyakorolt hatdsat. Ennek érdekében
létrehoztunk egy CDR1 és CDR?2 kettds delécios C. parapsilosis torzset, harom, a kiilonb6z6
triazolok jelenlétében és harom, az echinokandinok jelenlétében direkt szelekcios eljarassal
létrehozott C. parapsilosis térzset (FLUEYO, VOREVO, POSEVO CASEVO, ANDEVO, MICEY9),
A torzsek létrehozdsa utdn megvizsgaltuk azok érzékenységét antifungalis szerekkel
(amfotericin B, flukonazol, vorikonazol, posakonazol, itrakonazol, caspofungin,
anidulafungin, micafungin) szemben. A CDRI-2 deléciés C. parapsilosis kis mértékben
érzékenyebbé valt flukonazolra és caspofunginra, a kiilonbozd triazol evolvalt torzsek
mindegyike rezisztenssé valt flukonazolra. A FLUFY? ¢és VOREYO  térzsek
keresztrezisztenciat mutattak flukonazollal és vorikonazollal szemben, azonban
posakonazollal és itrakonazollal szemben nem. A POSEVC térzs minden azollal szemben
erdteljes rezisztenciat mutatott és az Osszes azollal szemben ez a torzs birt a legmagasabb
MIC értekekkel. Tovabba az echinokandinokkal szembeni MIC értékek a triazol evolvalt
torzsek koziil a POSEVO esetén erdteljes emelkedést mutattak. A teljes genomszekvenalasbol
nyert adatok arra mutattak ra, hogy a FLUEYO és VOREVO torzsek keresztrezisztencidjat
flukonazolra és vorikonazolra az Mrrl funkcionyeréses mutacidja ko9vetkeztében fellépd
megnodvekedett MDRI expresszi6é okozza, mig az 6sszes azolra vald keresztrezisztenciat a
POSEVYO torzs esetén az Erg3 funkcidvesztése hozta létre ezt. A megfigyelést a CLIB 214 és
POSEYO torzsek szterol dsszetételének Osszehasonlitdsa is aldtdmasztotta. Az azolokkal
szembeni érzékenységi adataink és a kiilonbozd torzsek rezisztencia mechanizmusai
egybevagnak azzal a megfigyeléssel, miszerint a posakonazolt az effluxért felelés pumpa
fehérjék nem képesek kijuttatni a gombasejtekbdl.

A CDRI-2 hianyos C. parapsilosis torzs virulenciaja in vitro és in vivo kisérletek

alapjan is megemelkedett, mig a FLUEYO és VOREVO térzsek virulencija, amelyekben a
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rezisztenciat feltehetben az MDRI tulmikodése okozta, csokkenést mutatott. Ez az
eredmény arra utal, hogy a C. parapsilosis-ban az efflux pumpék tilzott miikodése negativan
befolyasolja a gomba fertézoképességét, mig C. albicans-ra ennek éppen az ellenkezdje
jellemzd. A POSEVO térzs virulencidja in vitro nem mutatott csdkkenést a virulenciaban,
azonban sziikségesnek latjuk tovabbi in vivo kisérletek végrehajtasat is.

Az echinokandin evolvalt torzsek érzékenységi adatai alapjan az adott
echinokandinnal torténd szelekcid meghatarozza az antifungalis szercsoporton beliil az
echinokandinok kozotti keresztrezisztenciat, mivel a CASEYY és ANDFYO torzsek
mindharom echinokandinnal szemben rezisztenssé valtak. Ezzel szemben a MICEYO
torzsben kizarolag micafunginra alakult ki rezisztencia. Az echinokandinokkal torténd direkt
szelekcio nem befolyasolta az érzékenységet mas antifungalis szerekre. Az echinokandin
evolvalt térzsek mindegyikében az Fks1 B-1,3-gliikan szintdz enzimet kédol6 génben tortént
olyan mutécio, amely a fehérje elsddleges szerkezetében idézett eld valtozast a sziildi
torzshoz képest. A kiilonbozd evolvalt torzsekben létrejott aminosav szubsztiticiok
korrelaciot mutattak a torzsekben kialakuld keresztrezisztencia meglétével, mivel a CASEYO
és ANDEYO torzsre jellemzé W1370R aminosav csere nem volt jelen a MICEY© térzsben,
amelyet az L703F jellemzett. Ezek alapjan az Fksl-ben létrejové mutaciok pontos helye
meghatdrozza, hogy az adott mutaciot hordozo térzs mely echinokandinokkal szemben lesz
rezisztens. Az echinokandin evolvalt torzsek virulencidja ¢€s ¢Eletképessége egyarant
csokkenést mutatott mindharom torzs esetében in vivo fertézési modellben, amely
feltehetden a sejtek sejtfalaban 1év belso réteget alkoto kitin és B-1,3-gliikkdn megndvekedett

felszini megjelenésére volt visszavezethetd.

Eredményeink jelentosen bovitik a C.  parapsilosis  antifungalis
rezisztenciajanak Kkialakulasaban szerepet jatszo folyamatokkal kapcsolatos
ismereteinket. Bemutattuk, hogy az egyes antifungalis szerekkel és szercsoportokkal
szemben melyek a fajra jellemz6 legfontosabb mechanizmusok, valamint azt, hogy ezek
milyen befolyassal birnak a gomba virulenciajara és életképességére Kkiillonbo6zo
kornyezeti koriilmények kozott. Tovabba azt, hogy ezek a megvaltozott tulajdonsagok
a gomba mely életfolyamataiban bekovetkezé valtozasokra vezethetok vissza.
Tudomasunk szerint munkank soran el6szor keriilt tanulmanyozasra a rezisztencia ¢és

a virulencia részletes 0sszefiiggéseinek vizsgalata C. parapsilosis-ban.
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9. Summary

Fungal diseases are becoming increasingly important as their numbers and the size
of the affected geographic areas are increasing. Most of these fungi are opportunistic
pathogens, as they do not cause abnormalities in healthy individuals, however as the immune
system become compromised for any reason these organisms are able to develop disease.
Among the genera of the Candida genus there are several opportunistic pathogens, of which
C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei and C. tropicalis are the most significant.
Among the listed species, C. albicans is the most important, but in the last decades, the
number of infections with other non-albicans Candida species has also increased to an
increasing extent at the expense of C. albicans. The most likely reason for this is the
widespread use of antifungal agents and the different antifungal sensitivity of different
Candida species. C. glabrata and C. parapsilosis are the two species that are most gain
relevance at the expense of C. albicans caused diseases, which is most probably due to the
very frequent resistance of C. glabrata to azole type antifungals and the inherently higher
echinocandin MIC values of C. parapsilosis. The importance of C. parapsilosis is further
enhanced by the fact that it is one of the most common cause of nosocomial infections, which
is contributed by the fact that C. parapsilosis is the most commonly isolated yeast from the
hands of hospital workers.

In the case of Candida species, the number of antifungal agents used is relatively
limited, basically polyenes (amphotericin B), triazoles (fluconazole, voriconazole,
posaconazole) and echinocandins (caspofungin, anidulafungin, micafungin) are applied in
treatment of invasive candidiasis. Polyenes bind to ergosterol that is characteristic of the
membrane of the fungus thus removing important steroids from the fungal plasma membrane
which ultimately causes damage in life processes of the fungal cell resulting in cell death.
Different azoles are inhibiting the ergosterol biosynthesis of fungus and hijacking the
biosynthetic pathway to form toxic sterols. Echinocandins inhibit the synthesis of the cell
wall of the fungus and thereby prevent the growth and budding of the fungal cells. The
effectiveness of antifungal therapy is reduced when the patient is infected with a strain
resistant to the applied antifungal agent. The mechanism of resistance is typically
characteristic of the given antifungal agent group, so these mechanisms often cause cross
resistance to the members of the specific group of agents, but certain mechanisms may also
contribute to cross resistance between different groups. The various mechanisms are known

primarily from studies with C. albicans and C. glabrata. The most common cause of
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resistance to azoles in these species is the increase in the amount of efflux pump proteins
(ABC-transporters, MFS-transporters) in the plasma membrane, but changes in the order of
the amino acids of Ergll enzyme and the loss of function of Erg3 also result in azol
resistance. Resistance to polyenes is caused by the amino acid sequence changes in the
different enzymes of ergosterol biosynthesis resulting in the formation of alternative sterols
other than the ergosterol, to which the polyenes can be attached with significantly less
efficacy. Amino acid substitutions in the echinocandin targeted Fks1 enzyme are the most
important cause of echinocandin resistance.

In our study we aimed to investigate the development of resistance mechanisms
against various triazoles and echinocandins in C. parapsilosis and dissect the effect of these
mechanisms on fitness and virulence. Thus, we created a CDRI and CDR2 double deletion
C. parapsilosis strain. C. parapsilosis evolved strains were created in the presence of
different triazoles and in the presence of different echinocandins (FLUEYO, VOREVO,
POSEYO, CASEYO, ANDEVO, MICEYO) by direct selection to the resistant phenotype. After
the strains were developed we determined the susceptibility of the strains to the most
important antifungal agents (amphotericin B, fluconazole, voriconazole, posaconazole,
itraconazole, caspofungin, anidulafungin, micafungin). C. parapsilosis CDRI-2 deletion
mutant became more susceptible to fluconazole and caspofungin, and each triazole evolved
strain became resistant to fluconazole. The FLU®Y® and VOREV® strains showed cross
resistance to fluconazole and voriconazole, but not posaconazole and itraconazole, the
POSEVO strain showed strong resistance to all azoles and additionally we detected the highest
echinocandin MIC values in the case of this strain among the triazol evolved strains. Data
from whole genome sequencing indicate that the cross-resistance of FLUEYY and VOREYO
strains to fluconazole and voriconazole is caused by the increased MDRI expression due to
the gain of function mutation in MRRI, whereas in the case of the POSEYO the Erg3 loss of
the function is responsible for the cross-resistance to all azoles, which is supported by the
data of comparison of the sterol composition of CLIB 214 and POSEYO strains. The
sensitivity data to the azoles and the resistance mechanisms of the different strains coincide
with the observations in literature that posaconazole is not a substrate for efflux-pump
proteins in the fungal cells. The virulence of CDRI-2 deficient C. parapsilosis strain
increased in in vitro and in vivo infection models, while the virulence of FLUFY® and
VOREVO strains was reduced, in which resistance was presumably due to MDRI
overexpression. This finding suggests that in C. parapsilosis the excessive functioning of

efflux pumps negatively influences the fungus ability to survive in the host, whereas in the
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case of C. albicans this phenomenon is exactly the opposite. The POSEVO strain in vitro did
not show decrease in virulence, however we also must consider necessity to include this
strain in further in vivo experiments.

Based on the sensitivity data of the echinocandin evolved strains, selection with a
specific echinocandin determines the cross resistance to echinocandins within the antifungal
agent group as the CASEYC and ANDEVO strains became resistant to all three echinocandins
whereas MICEYO strain was only resistant to micafungin. Direct selection with
echinocandins did not affect sensitivity to other antifungal agents. In each of the
echinocandin evolved strains, mutations in the gene encoding the Fksl [B-1,3-glucan
synthase enzyme resulted in amino acid change in the protein relative to the parent strain
were the cause of echinocandin resistance, but the amino acid substitutions in the various
evolved strains showed correlation with the presence of cross resistance in the strains, since
the substitution of W1370R amino acid residue of CASEYC and ANDEVYO strain was not

CEVO strain which harbored L703F amino acid change. Accordingly, the

presented in the MI
exact location of the mutations in Fks1 in the resistant, mutation bearing strain determines
the resistance to specific echinocandins. Both of virulence and fitness of echinocandin
evolved strains decreased during in vivo infection in the case of all three echinocandin
evolved strains, which may be traced back to the increased exposure of chitin and B-1,3-

glucan forming the inner layer of the fungal cell wall.

Our results significantly increased the knowledge of the mechanisms involved
in the development of C. parapsilosis resistance. It has been shown that with respect to
certain antifungal agents and drug groups which are the most important resistance
mechanisms characteristic to the species and how these mechanisms influence the
virulence and viability of the fungus under different conditions. We also examined how
these changed properties could be traced back to different life processes. To our best
knowledge, we were the first, who studied the detailed correlations between resistance

and virulence in C. parapsilosis.
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