A BIOAKTIV LIPIDEK ES A ZSIRSAV-BIOSZINTEZIS SZEREPE A
CANDIDA PARAPSILOSIS VIRULENCIAJABAN

DOKTORI ERTEKEZES

GROZER ZSUZSANNA BARBARA

TEMAVEZETOK:

DR. GACSER, ATTILA
TUDOMANYOS FOMUNKATARS

DR. HAMARI ZSUZSANNA
DOCENS

BIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES INFORMATIKAI KAR
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK

SZEGED
2014



Tartalomjegyzék

Tartalomjegyzék

1. ROVIItESEK JEGYZEKE ..........ooiieiiiiiie s 4
20 BRVEZEEES ...t 6
3. Irodalmi AEEKIMEES .............coooiiiiiiiii e 8
3.1. A Candida fajok altalanos jellemzése és egészségiigyi jelentoségiik........................... 8
3.2. A C. parapsilosis altalanos jellemzESse..................cccoevveiierieiiiieesieese e 9
3.3. A C. parapsilosis virulenciafaktorai...........ccoouereiieiiiiiieieese e 11
3.4. De novo zsirsav-bioszintézis élesztoben...................ccoceiiiiiiiiii 14
3.4.1. Zsirsavszintézis €s elongAciO................ccoociiiiiiiiiiii i 15
3.4.2. ZSIrsav deSZAtUraACIO .............ooiviiiiiiiiiii s 16
3.5, OLE @EMEK......ceiiiiiiiiei s 19
3.6. Az extracellularis lipaz aktivitas és a de novo zsirsav-bioszintézis egyiittes szerepe a
C. parapsilosis novekedésében €s virulencidjaban ...............ccccoooiviiiiiniienc e, 20
3.7. Prosztaglandinok és tromboXAnoK ...............ccooiiiiiiiiiiiii e 22
3.8. Gomba prosztaglandinok ... 25
Q. CEIKIUZESEK ..........ooiiiii ettt nn e e e e 27
5. Anyagok €5 MOASZEIekK.............cooiviiiiiiiiiiiii 28
5.1. A kisérletekben hasznalt mikroba torzsek .................ccccooiiiiiiiiiiic 28
5.2. A kisérletekben hasznalt sejtek/sejtvonalak ... 28
5.3. Tenyésztéshez hasznalt tapoldatok/taptalajok................cccooviiiiiiiiiiiiiin i, 29
5.4, Kis€rleti MOASZEIrek ..........cccoiiiiiiiiiiiiiii e 30
5.4.1. Sejtvonalak és éleszto torzsek fenntartasa, tenyésztése, primer sejtek izolalasa ......... 31
5.4.1.1. Candida torzsek fenntartasa és tenyésztése...............cocervrvriiieienenencnennens 31
5.4.1.2. PBMC izolalas és PBMC-DM differencialtatas ...................cccooiiiiniinnnnn 31
5.4.2. Kompetens sejtek KESZITESe .............cooovviiiiiiiiiiiic e 31
5.4.2.1. Kompetens E. coli sejtek KESZItESe .............covvrrirririiiiieniiiiiieieee e 31
5.4.2.2. Kompetens C. parapsilosis sejtek készitése elektroporalashoz....................... 32
5.4.2.3. Kompetens C. parapsilosis sejtek készitése kémiai transzformaciohoz......... 32
5.4.3. Kompetens sejtek transzformalasa ..................cccoooiiiiiii 32
5.4.3.1. Kompetens E. coli sejtek transzformalasa ................cccccoovvvvnininnnnenenc e 32
5.4.3.2. Delécios konstrukciok elokészitése és kompetens C. parapsilosis sejtek
elektroporalassal torténo transzformalasa ... 33
5.4.3.3. Kompetens C. parapsilosis sejtek kémiai transzformalasa ............................. 33
5.4.4. Fermentlevek eléallitasa a Candida torzsek prosztaglandin termelésének
VIZSGAIATANOZ ... 33

5.4.5. A vad tipusu torzs és a Co)OLE2 delécios mutansok eltéro sejtfal- és oxidativ
stresszorokra adott valaszainak vizsgalata .........................ccoo 34
5.4.6. A vad tipusu torzs és a CPOLE?2 deléciéos mutansok pszeudohifa képzésének
VIZSGALALA .......ooiiiiiiiiiecc e 34
5.4.7. Molekularis technikak.................ccoooiiiiiiii 34
5.4.7.1. Bakterialis plazmid tiSZtitasa ...................cooeiiiii i 34
5.4.7.2. Total DNS kivonas gombabol.................cccoooviiiiiiin 35
5.4.7.3. Delécios konstrukciok létrehozasa.................ccocoooieiiiii i 35
5.4.7.4. DIG-dUTP jelolt OLE2 upstream proba eldallitasa ..................cccooeviiinnnn 36
5.4.7.5. SOUthern NIBridizAcio..............ccooviiiiiiiicc s 36
5.4.7.6. Fuzios konstrukciok 1étrehozasa..................cccoceiiiiii 37
5.4.7.7. Fuzios PCR-ek helyes beépiilésének ellenorzése ..................cocoovvviiiiiniinnnns 40
5.4.7.8. RNS kivonas gombabol...............c.cooooiiiiiii 42
5.4.7.9. cDNS SZINEEZIS..........ooiiiiiiiiieiie e 42



Tartalomjegyzék

5.4.7.10. Valés idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR).........cccccooiniiiii 42
5.4.7.11. Microarray VIizsgalat...............c.ccocoviiiiiiiiiiic e 43
5.4.8. In vitro virulencia vVizsgalatok................c.cocoriiiiiiiiiiiiii e 43
5.4.8.1. IN VItr0 fertOZES ..........ooviiiiiiiiiiicc e 43
5.4.8.2. Fagocitozis VIZsAlat..................ccoiiiiiiiii 43
5.4.8.3. Olési hatasfok MeghatAr0ZASA...............cocevevvvveeeeeeiceeeeeees e 44
5.4.8.4. Gazdasejtek karosodasanak meghatarozasa .....................cccoooeviniiniiinn, 44
5.4.8.5. Akridinnarancs/kristalyibolya festés.................cccoovininiiinniniiineeee, 45
5.4.8.6. Enzim-kotott immunoszorbens assay (ELISA) ........ccccoovvvivinieniencee e 45
5.4.9. In vivo virulencia vizsgalatok, viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertozése .... 45
5.4.10. In silico és statisztikai analizis ..................cccocveriiiiiiiinie e 45
5.4.10.1. Microarray adatok KiértéKel€se..................cccverriiiiiieiiiiie i 45
5.4.10.2. Statisztikai analizis..................cccooiiiiii 46
5.4.11. Analitikai MErések .............ocooiiiiiiiiiii s 46
5.4.11.1. Zsirsavak analitikai meghatarozasa...................cccccooiiiiii 46
5.4.11.2. Prosztaglandin-profil és prosztaglandin E, meghatarozas fermentlébél
HPLC-MS MOASZEITEL .........ceoiiiiiiiiiiiiiiiie ettt sb e e et snae e 47
5.4.11.3. Prosztaglandin-profil és prosztaglandin E, meghatarozas fermentléboél
HPLC-FLD MOASZEITEL ..........coiviiiiiiiiiiiie ittt sttt s nbeesnaesteesnneens 49
6. Eredmények €s €rtéKel€siik ................oooviiiiiiiiiiiii e 51
6.1. A CpOLEZ2 gén célzott génkiiitése a CaSAT1 kazetta segitségével............................. 51
6.2. A CpOLEZ2 mutans torzsek fiziologiai vizsgalata .....................ccoooiiiiiiiiiiin, 55
6.2.1. A CpOLEZ2 mutans torzsek novekedési képességének vizsgalata kiilonb6z6
taptalajon és hOMErs€éKIeten .................occoooiiiiiiiiiiic 55
6.2.2. A CpOLE2 mutans torzsek novekedési vizsgalata kiillonb6z6é pH-n ................... 56
6.2.3. A CpOLEZ mutans torzsek FBS bontasi képessége .............cccocevviiiiiiiicinnns 57
6.2.4. A CpOLE2 mutans torzsek pszeudohifa-képzése................c.ccooiriiiiiiiiiinnnns 58
6.2.5. A CpOLE?2 mutans torzs novekedése kiilonbozo stresszorokat tartalmazé
EAPKOZEGDCNM ... s 58
6.3. A CpOLE2 mutans torzsek in vitro és in vivo virulencia vizsgalatai........................ 60
6.3.1. Olési kisérletek human PBMC-DM sejteKKel ...........c.cooccvvvvveeeicceeirceeceece 60
6.3.2. Fagocitozis és 0lés vizsgalata akridinnarancs/kristalyibolya festéssel................ 61

6.3.3. A CpOLE2 mutans torzsek PBMC-DM sejteket karosito hatasanak vizsgalata.... 64
6.3.4. ACpOLE2 mutans torzsek pro- és anti-inflammatorikus citokintermelést

stimulalo hatasanak vizsgalata PBMC és PBMC-DM sejteken.........cccoccevvevviiciiveinenns 65
6.3.5. Viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertézése CoOLE2 homozig6ta mutans
BOTZZSCL.........ooieii e 67
6.4. A C. parapsilosis GA1 és CpOLE?2 delécios torzsek prosztaglandin termelése......... 68
6.5. A CpOLE2 mutans torzs zsirsavprofiljainak meghatarozasa.....................c.ccceeenn. 70
6.6. A prosztaglandin bioszintézisben szerepet jatsz6 gének azonositiasa microarray
ANALIZIS SEGISEGEVEL ........oeviiiiiii i 72

6.7. Microarray adatok validalasa valés ideji kvantitativ PCR (qRT-PCR) segitségével.... 73
6.8. A microarray soran azonositott gének célzott génkiiitése fizios PCR technika

SEGIESCEEVEL .. ..o 73
6.9. A CpUGA3, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsek
fiziologiai VIZSGAlatai ..o 74

6.9.1. A delécios mutans torzsek novekedési vizsgalata kiilonbozo taptalajon és
homérsékleten a COUGAS3 heterozigéta és homozigota mutans torzseken bemutatva .... 74
6.9.2. A mutans torzsek novekedési vizsgalata kiilonboz6 pH-n a CoUGAS heterozigota
és homozigota mutans torzseken bemutatva ...................cooooiiiiiiii 75



Tartalomjegyzék

6.9.3. A mutans torzsek FBS bontasi képessége a COUGAS heterozigdta és homozigota

mutans torzseken bemutatva................ccoooiiiiiii 76
6.9.4. A CpUGAS3, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU?2 deléciés mutans torzsek
novekedése kiillonbozo stresszorokat tartalmazoé tapkozegben................ccccooeeeviiieiiinnns 77
6.10. A CpUGAS3, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsek
virulencia vizsgalatai...............cccooiiiiiiiii 78
6.10.1. A mutans torzsekkel végzett 61ési kisérletek human PBMC-DM sejtek
felhasznAlASAVAl ..o s 79
6.10.2. Fagocitozis vizsgalata aramlasi citometriaval (FACS)...........cccoiiiiiiiiiinenn 80
6.10.3. A CpUGAS3, CPAR2_ 703920, CPAR2 108490 és CpSOU2 deléciés mutans
torzsek PBMC-DM sejteket karosito hatasanak vizsgalata.......................ccccoii 81

6.10.4. A CpUGAS, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans
torzsek pro- és anti-inflammatorikus citokintermelést stimulalé hatasanak vizsgalata

PBMC és PBMC-DM SEJEEKEN ..ottt 81
6.10.5. Viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertézése CoUGA3, CPAR2_703920,

CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsekkel ................cocoooiiiiiiiiiiiiiiiinns 85

6.11. A C. parapsilosis CLIB214 és a CpUGAS3 deléciés mutans prosztaglandin termelése....86
7. OSSZEEOGIANAS ...ttt 89
8. SUIMIMAIY ...t bbbt e b e et e st e e b seenne e 93
9. IrodalomMeGYZEK ...........cocoiiiiiiiiiiie e 96
10. KOSZONetnYilVANILAS ...........ccooiiiiiiiiii e 106



1. Roviditések jegyzéke

AA
AC
ACC
ACK

ACP
AIDS

BC
BCCP
BSA
cDNS
CoA
COX
CT
CUG
Cy3
Cy5
CYP450
DGLA
DH
DHA
DMSO
DTT
ELISA

EPA

ER

FAD
FAS

FBS

FLP

FRT

GC
GM-CSF

HETE
HIV
HPLC

IL
KR
LB
LDH
LIP
LOX

1. Roviditések jegyzéke

Arachidonic Acid (Arachidonsav)

Acetyltransferase (Acetil transzferaz)

Acetyl coenzyme A carboxylase (Acetil-koenzim A karboxilaz)
Ammonium-chloride-potassium (Ammoéniumklorid-
kaliumhidrogénkarbonat)

Acil-carrier protein (Acil-szallito fehérje)

Acquired Immune Deficiency Syndrom (Szerzett immunhianyos
betegség)

Biotin carboxylase (Biotin karboxilaz)

Biotin carboxyl carrier protein (Biotin-karboxil-szallito fehérje)
Bovine Serum Albumin

Complementary DNS

Coenzyme A (Koenzim A)

Cyclooxygenase (Ciklooxigenaz)

Carboxyl transferase (Karboxil transzferaz)
Citozin-uracil-guanin triplet

Cyanine 3

Cyanine 5

Cytochrom P450 (Citokrom P450)

Dihomo-y-linoleic Acid (Dihomo-y-linolénsav)

Dehidratase (Dehidrataz)

Docosahexaenoic Acid (Dokozahexaénsav)

Dimethyl sulfoxide (Dimetil-szulfoxid)

Ditiothreitol

Enzyme-linked immunosorbent assay (Enzim-ko6tott immunoszorbens
modszer)

Eicosapentaenoic Acid (Eikozapentaénsav)

Enoyl reductase (Enoil reduktaz)

Fatty acid desaturase (Zsirsav deszaturaz)

Fatty acid synthase (Zsirsav szintaz)

Fetal bovine serum (Fétalis borju szérum)

Flippase (Flippaz)

FLP recombination target (Flippaz rekombinacios célszekvencia)
Gas chromatography (Gazkromatografia)
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (Granulocita-
makrofag koldnia stimulélo faktor)

Hidroxi-eikozatetraénsav

Human immunodeficiency virus

High pressure liquid chromatography (Magas nyomasu
folyadékkromatografia)

Interleukin

Ketoreduktaz

Luria-Bertani taptalaj

Laktat dehidrogenaz

Lipaz

Lipoxigenaz



1. Roviditések jegyzéke

MUFA
NADPH

NAT
NSAID
PBMC

PBMC-DM

PBS
PCR
PGD,
PGE,
PGF,/Fa,
PGI,
PGT
PLA,

PS
PUFA
GRT-PCR

RPM
SAP
SAPP

SDS
SFA
SOB
Th
TNF
Tx
UFA
YCB
YNB
YPD
YPD/PS

Monounsaturated fatty acid (Egyszeresen telitetlen zsirsav)
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (Nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat)

Nourseothricin

Nem szteroid alapu anti-inflammatorikus drog

Peripheral blood mononuclear cells (Periférias vérbdl szarmazo
mononuklearis sejtek)

Peripheral blood mononuclear cells - derived macrophages (Periférias
vérbdl szarmaz6 mononuklearis sejtekbdl differencialtatott
makrofagok)

Phosphate buffered saline (Foszfat puffer)

Polymerase chain reaction (Polimeraz lancreakcio)
Prosztaglandin D,

Prosztaglandin E,

Prosztaglandin F,/Fy,

Prosztaciklin

Prosztaglandin transzporter

Foszfolipaz A,

Penicillin-Streptomycin (Penicillin-sztreptomicin)
Polyunsaturated fatty acid (Tobbszorosen telitetlen zsirsav)
Quantitative real-time polymerase chain reaction (Kvantitativ valos
idejli polimeraz lancreakcio)

Revolutions per minute (Percenkénti fordulatszam)

Secreted aspartyl proteinase (Szekretalt savas proteinaz)

Secreted aspartyl proteinase in parapsilosis (Szekretalt savas
proteinaz parapsilosis-ban)

Sodium dodecyl sulphate (Natrium-lauril-szulfat)

Saturated fatty acid (Telitett zsirsav)

Super optimal broth (Tapanyagokban gazdag tapoldat)

T-helper (Helper T sejt)

Tumor necrosis factor (Tumor nekrézis faktor)

Tromboxan

Unsaturated fatty acid (Telitetlen zsirsav)

Yeast Carbon Base (Eleszté szénforras)

Yeast Nitrogen Base (Eleszt6 nitrogénforras)

Yeast extract-peptone-dextrose (Elesztkivonat-pepton-D-gliikéz)
Yeast extract-peptone-dextrose/penicillin-streptomycin
(ElesztSkivonat-pepton-D-gliikoz/penicillin-sztreptomicin)



2. Bevezetés
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Az utdbbi évtizedekben szembesiilhettiink a kiilonb6z6 Candida fajok altal okozott
opportunista fertézések megnovekedett szamaval, foként az immunszupresszalt betegek
szamanak vilagszerte torténd novekedése miatt. A nemzetség tagjai koziil a fertézések soran
leggyakrabban izolalt fajok a Candida albicans, a Candida glabrata és a Candida
parapsilosis. Ezen mikrobak egyéb mikroorganizmusokkal egyiitt az eml6s6k természetes
mikrobiota kozosségének részét képezik. A C. parapsilosis nem obligat human patogén,
els6sorban nem human forrasokbol izolaltak, azonban mint human kommenzalista, egyike
azon gombaknak, amelyet az ember bdrfelszinérdl izolalnak. Bizonyos hajlamositod tényezok
megléte esetén sulyos korfolyamatokat valthat ki, elsdsorban elégtelen immunrendszerrel
rendelkezé betegek esetében. A C. parapsilosis katétereken, implantitumokon, valamint
egyéb orvosi eszk0zokon torténd megtapadasat kovetden, biofilmképzés révén képes a
korhazi kornyezetben fennmaradni. Ezen képességének kovetkeztében, a C. albicans-szal
ellentétben, elsGsorban horizontalis terjedés jellemzi. Ismertek bizonyos hajlamositd
tényezOk, amelyek hozzajarulhatnak a C. parapsilosis fert6zések kialakulasahoz. Ilyenck
példaul az extrém magas gliikkdz-, illetve lipidtartalmu oldatok, a beépitett protézisek és egyéb
implantatumok alkalmazasa. igy a legyengiilt immunrendszerii betegek mellett azok tartoznak
a fokozottan veszélyeztetettek korébe, akik valamilyen, legtobbszor a gasztrointesztinalis
rendszert érintd sebészeti beavatkozason estek 4t. A klinikumban ezen fertézések
leggyakoribb jellemzdi a 14z, a szeptikus sokk és a veseelégtelenség, tovabba tumorosodas és
diabetes mellitus is kialakulhat. A leginkabb érintett célcsoportok az ujsziilottek, a

transzplantacion atesettek és az iddsek korébdl keriilnek ki.

Mivel a candidiazisok legfébb okozoja a C. albicans, az elmult 30 évben errdl a fajrol
halmozodott fel a legtobb molekularis és genetikai ismeretanyag a nemzetség tagjai koziil. A
kozelmultban azonban néhany nem-albicans Candida faj genomszekvencidja is
meghatarozasra keriilt, igy lehet6ség nyilt genetikai hatteriik és ezaltal biologiai mitkodésiik
részletesebb megismerésére. Ezen opportunista patogén fajokrol gyiijtétt informaciok
hozzasegitenek az antifungalis terapidk, iranyitott immun-beavatkozasok, illetve a
gombafert6zések diagnosztizalasanak fejlodéséhez. A Candida fert6zések patomechanizmusat
szamos virulenciafaktor hatarozza meg, ezek koziil a legjelent6sebbek a gazdasejteken torténd
megtapadas, a pszeudohifa- és biofilmképzés, valamint a hidrolitikus enzimek szekrécioja.
Annak ellenére, hogy intenziv kutatds folyik a gombdk virulenciafaktorainak

meghatarozasanak érdekében, igen keveset tudunk a virulencia tényezékrdl a C. parapsilosis
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esetében, jollehet ezek a kutatasok alapul szolgalhatnanak a diagnozis, a kezelés és a

lehetséges megeldzés hatékonysaganak noveléséhez.

Munkank soran célul tiiztiik ki a C. parapsilosis egy lehetséges virulenciafaktoranak, a
gomba prosztaglandin termelésének, illetve bioszintézisének vizsgalatat. A prosztaglandinok
20 szénatombol felépiild zsirsav metabolitok, melyek szerepet jatszanak az immunvalasz
szabalyozasaban. Az emlésok arachidonsavbol (AA) Aallitjak eld ciklooxigenazok
segitségével. Annak ellenére, hogy a gombdaknil nem taldlhaté ciklooxigendaz homolodg,
né¢hany patogén faj képes a gazdatdl szarmazd AA-bol prosztaglandin eldallitasara. C.
albicans esetében a zsirsav deszaturdaz homoldg Ole2 enzimet potencialis kulcsfaktorként
azonositottak a prosztaglandin-bioszintézis folyamataban, mivel a gomba altal termelt
prosztaglandin fontos szerepet jatszhat a patogenezisben azéltal, hogy a gazda prosztaglandin-
fiiggd immunvalaszat zavarja. Munkank soran bizonyitottuk, hogy a C. parapsilosis,
hasonléan a C. albicans-hoz, képes prosztaglandin eléallitdsara exogén AA-boOL
Megvizsgaltuk a C. parapsilosis feltételezett zsirsav deszaturaz CpOle2 enzimének
prosztaglandin-bioszintézisben és de noOvo zsirsav-bioszintézisben jatszott szerepét.
Microarray analizis segitségével tovabbi géneket azonositottunk, melyek szerepet jatszhatnak
a prosztaglandin-szintézisben. Elvégeztilk ezen gének iranyitott génkiiitését és a delécids
torzsek vizsgalatat. Eredményeink alapjan a CpUGAS transzkripcios faktort kodold gén
delécidja 1ényegesen alacsonyabb szintli prosztaglandin-termelést eredményezett a vad tipusa

torzshoz képest.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. A Candida fajok altalanos jellemzése és egészségiigyi jelentoségiik

A Candida nemzetség tagjai Ascomycota ¢lesztogombak, melyek tobbsége az
ugynevezett CUG kladba tartozik (Butler és mtsi. 2009). Ezen klad tagjaira jellemz6, hogy az
univerzalis kodhasznalattol eltéréen a fehérjeszintézis soran a CUG bazisharmasbol szerint
szintetizalnak leucin helyett (Miranda és mtsi. 2006, Santos ¢és mtsi. 1997). A Candida fajok
jellemzdéen dimorf megjelenésiiek, harom morfoldgiai tipussal rendelkezhetnek: élesztd,
pszeudohifa, valamint hifa formakkal (Thompson és mtsi. 2011). Az élesztdsejtek kerek vagy
ovalis formajuak, méretiik 3-30 um atmérdjl, és laboratoriumi koriilmények kozott fehér vagy
sargas-fehér, sima vagy rancolt felszinli telepeket formalnak (Coronado-Castellote és
Jimenez-Soriano 2013). A csoport tagjai kozt megtalalhatdbak mind haploid, mind diploid
genommal rendelkezd fajok is. Vegetativ szaporodasuk altaldnosan sarjadzassal torténik.
Habar a csoportba tartozd fajok jellemzOen ivartalanul szaporodnak, néhany faj esetében
szamos molekularis-genetikai bizonyitékot taldltak a szexudlis szaporodéds lehetdségére
(Butler és mtsi. 2009, Bennett 2010). A nemzetség kozel 200 faja kozott talalhatunk
kornyezetbdl izolalhatd (Pereira és mtsi. 2013, Dias és mitsi. 2000), biotechnologiaban
alkalmazhaté (Miyazawa és mtsi. 2013), borkészités soran izolalhato (Bezerra-Bussoli és
mtsi. 2013), valamint magasabbrendii gazdaszervezetekkel kommenzalista kapcsolatban é16

fajokat is (Nguyen és mtsi. 2007).

A gombdk altal okozott megbetegedések epidemiologidja egyre nagyobb jelentdséggel
bir az elmult harom évtizedben, mivel a veszélyeztetett populaciok kore sokkal kiterjedtebb.
Emelkedett az alacsony sziiletési sulyl korasziilottek szama, kitolodott az élettartam, és
novekedett az egyéb immunhidnyos allapotokat el6idézé korfolyamatok, illetve az
egészségligyi beavatkozasok esetszama. Ezen okok kovetkeztében a leginkabb veszélyeztetett
célcsoportok a HIV (Human Immunodeficiency Virus) fert6zott, szervatiiltetett vagy
daganatos betegek (Nucci és Marr 2005, Pfaller és Diekema 2007, Fridkin 2005). McNeil és
munkatarsai megallapitottdk, hogy 1980 ¢és 1997 kozott a mikozisokbol eredd haldlozasok
szama 1557-r61 6534-re emelkedett, mely gombafert6zések kialakulasanak tobbségével
Candida, Aspergillus, valamint Cryptococcus fajok hozhatok 6sszefiiggésbe (McNeil és mtsi.
2001).

Jelenleg a nozokomialis megbetegedések negyedik legfobb okozodiként a Candida
gombakat tartjdk szamon (Pfaller és Diekema 2007). A Candida nemzetség tagjai a
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természetben szamtalan helyen megtaldlhatdak, valamint a normal human mikroflora
altalanos szaprofita alkotoelemei is. Ezek a kommenzalista fajok azonban képesek
opportunista patogénné valni, amennyiben a gazdakornyezet megvaltozik. Bizonyos
hajlamositd tényezok megléte esetén, amelyek elsésorban az immunrendszer helyi vagy
szisztémas elégtelenségébdl adddnak, képesek elszaporodni és fertdzést, tn. candididzist
kialakitani. A fertdzéseket harom fObb csoportba sorolhatjuk: a bdrfelszint érintd
megbetegedések, a nyalkahartya felszineket érintd megbetegedések, valamint legstlyosabb
esetben a véraram fert6zO0dését, amit szisztémas candidémianak neveznek. A bér és
nyalkahartya felszineket érintd korképeket elsésorban AIDS-ben szenvedé betegeknél; a
szajireg, garat, valamint a hiively megbetegedéseit Ujsziilottek és  legyengiilt
immunrendszerrel rendelkez6 felnbttek korében figyeltek meg; mig a candidémia vagy
invaziv candidiazis a rakbetegek, illetve a szervatiiltetésen atesett betegek esetében jellemzo
(Papon ¢és mtsi. 2013). Annak ellenére, hogy a candidiazisokbol még mindig a C. albicans a
leggyakrabban izolalhato faj, a flukonazol széleskorti alkalmazasanak kdszonhetden az un.
nem-albicans fajok fokozatosan nagyobb jelentdséggel birnak (Nucci és Marr 2005).
Foldrajzi elhelyezkedéstol, életkortol és egészségligyi allapottdl fiiggden valtozéd eloszlasban,
de gyakran izolalhatoak C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei és C. parapsilosis (Nucci és Marr
2005, Papon és mtsi. 2013, Messer ¢és mtsi. 2006) torzsek is candidiazisokbol.

3.2. A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis-t Ashford izolalta el6szor, 1928-ban Puerto Ricoban egy
hasmenésben szenvedd beteg székletébdl (Ashford 1928). Maltoz lebontasara képtelen
Monilia fajként irta le, és a Monilia parapsilosis nevet adta neki, hogy megkiilonboztesse a
Monilia psilosis vagy manapsag C. albicans néven ismert fajtol (Trofa és mtsi. 2008, Tavanti
és mtsi. 2005). Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis-t kezdetben nem patogén fajként
tartottdk  szdmon, 1940-ben egy intravénds droghaszndldo haldlos kimenetelli
endokarditiszének okozojaként azonositottak (Trofa és mtsi. 2008). 2005 elott a C.
parapsilosis-t harom csoportba (I, Il, III) osztottdk, azonban a molekularis és genetikai
vizsgalatok olyan mértéki kiilonbségeket mutattak ki a harom csoport kozott, hogy azok
fajszintii besorolast kaptak C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis néven (Tavanti
¢és mtsi. 2005). A C. parapsilosis sensu lato csoport tagjai koziil a leginkabb jellemzett faj a
C. parapsilosis, és a csoporttal kapcsolatba hozhato fertézések 90%-aért is ez a faj tehetd
felel6ssé (Tavanti és mtsi. 2010, Lockhart és mtsi. 2008).
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Mint a Candida nemzetség tagja, a C. parapsilosis is a CUG kladba tartozo, diploid
¢lesztogomba. Szaporodasa kizardlag ivartalanul torténik, mivel szexudlis ciklust ez idaig
nem figyeltek meg naluk (Nosek és mtsi. 2009). Megjelenésiiket tekintve az ovalis vagy kerek
¢lesztésejtek YPD (Yeast extract-peptone-dextrose) taptalajon nevelve, torzstol fiiggden, négy
jol elkiilonithetd telepmorfologiat hozhatnak létre: sima vagy gytrt felszin{i, koncentrikus,
illetve karéjos szélii telepeket, amelyek sziniiket tekintve fehérek vagy krémsziniiek és
fényesek. Ellentétben a C. albicans-szal, a C. parapsilosis sejtek valodi hifak helyett csak

pszeudohifak képzésére képesek, mely strukturak a gytrt felszind, illetve a koncentrikus

s

Az elmult évtizedekben jelentds valtozasok figyelhetk meg a candidiazist kivaltd
fajok aranyaban. Annak ellenére, hogy ezt az ardnyt erdsen befolyasolta a vizsgalt iddszak ¢€s
a foldrajzi lokalizacio, 2000 eldtt egyértelmi volt a C. albicans dominanciaja, mely a
candidémias esetek 37-70%-aért volt felels (Pfaller és mtsi. 2007). Ez az arany azonban az
ezredfordul6 6Ota egyre inkabb a kevésbé ismert és vizsgalt Candida fajok felé tolodik, mint a
C. glabrata, a C. krusei, a C. parapsilosis és a C. tropicalis. Szamos tanulmany szerint
Eurdpa-szerte, valamint Eszak-Amerikdban a C. albicans részaranya 50%-ra szorult vissza
(Almirante és mtsi. 2006, Moran és mtsi. 2009, Nawrot és mtsi. 2013, Tortorano és mitsi.
2013), és még kifejezettebb mértékii csokkenést mutat mas foldrajzi teriileteken, mint Latin-
Amerika, Dél-Afrika ¢és India. Ezeken a teriileteken az egyre nagyobb teret nyer6 nem-
albicans fajok koziil kiemelkedik a C. parapsilosis, amelyet a szisztémas fertézések 20-
26,5%-4abol izolaltak (Xess és mtsi. 2007, Nucci és mtsi. 2013, Kreusch és Karstaedt 2013,
Guinea 2014). Sz¢ls6séges esetekben ez a faj akar meg is haladhatja a C. albicans altal
okozott megbetegedések szamat (Medrano és mtsi. 2006). Az eltérd vizsgalati idétartamokon
¢és foldrajzi elhelyezkedésen tul, a korosztalyok tekintetében is nagy eltérés figyelhetd meg
ezen fajok eloszlasaban. Szamos teriileten az ujszilotteket érintd candidémidkat gyakran (33-
67%) a C. parapsilosis okozza (Pammi és mtsi. 2013, Ballot és mtsi. 2013, Neu és mtsi. 2009,
Moran és mtsi. 2009).

Amellett, hogy a C. parapsilosis a kornyezetbdl is izolalhatd (talajbol, novényekrol,
haziasitott allatokrol, stb.), mint normal human kommenzalistat is szamon tartjak (Trofa és
mtsi. 2008). 1zolalhatok mind a borfelszinrél, mind a gasztrointesztinalis rendszerb6l (Pammi
¢s mtsi. 2013, Laffey és Butler 2005, Trofa és mtsi. 2008), tehat a C. albicans-szal és a C.
tropicalis-szal ellentétben a C. parapsilosis nem obligat human patogén (Weems 1992). Az

elmult 20 évben azonban ez a faj egyre nagyobb jelentdséggel bir a nozokomialis fertézések
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soran, koszonhetden annak, hogy képes horizontalis terjedésre, példaul megtalalhatd a korhazi
dolgozok kézfelszinén (Almirante és mtsi. 2006, Trofa és mtsi. 2008) . Emellett szamos
tanulmany tamasztja ala, hogy a C. parapsilosis sejtek rendkiviil nagy hatékonysaggal
képesek szintetikus felszineken megtapadni, mint pl. intravénas katétereken, protéziseken és
mas korhazi eszk6zokon (Panagoda és mitsi. 2001) és képesek biofilmet képezni (Weems
1992, Trofa és mtsi. 2008, Pammi ¢és mtsi. 2013). Mivel ez a faj nem képes intakt
kiiltakardval, illetve immunrendszerrel rendelkezd egyének fert6zésére, a veszélyeztetett
populaciok az alacsony sziiletési sulyu ujsziilottek, az idés emberek, vagy mas immunhidnyos
allapotban szenvedd betegek (AIDS-ben szenvedd betegek, szervatiiltetettek, valamint
rakbetegek) (van Asbeck és mtsi. 2009, Kreusch és Karstaedt 2013, Pammi és mtsi. 2013, el-
Mohandes és mtsi. 1994).

3.3. A C. parapsilosis virulenciafaktorai

Az invaziv candidiazisok patogenezisét szamos tényezé eldsegiti, melyeket a gomba
virulenciafaktorainak tekintenek. Ezek koziil a legfontosabbak a gazdasejthez valo tapadas, a
biofilmképzési képesség, valamint a hidrolitikus enzimek, mint pl. a proteazok, foszfolipazok
¢és lipazok szekrécidja (Trofa és mtsi. 2008). A C. parapsilosis virulenciafaktorainak és a
gazda-patogén interakcidban betoltott szerepének vizsgalata, a kordbban emlitett
jelenségeknek koszonhetden, egyre nagyobb érdeklddést valt ki. Amellett, hogy a C. albicans
virulenciafaktorai a legjobban jellemzettek, az elmult évtizedben intenziv kutatas iranyult a

nem-albicans fajok, koztiik a C. parapsilosis virulenciafaktorainak vizsgalatara.

A C. parapsilosis kolonizacioja és fertézOképessége fiigg a gomba gazdasejtekhez,
szovetekhez vagy nyélkahartya felszinekhez val6 adhéziés képességétol. A gomba
megtapadasa kiilonbozd orvosi eszkozokon eldsegiti a biofilmképzést, ezaltal a gazda
karositasat. A C. parapsilosis esetében ezen adhézios esemény elsd 1épéseként a sejtfelszini
hidrofobicitast azonositottak (Panagoda és mtsi. 2001, Trofa és mtsi. 2008). Egy
Osszehasonlitd tanulmany szerint a C. parapsilosis 20,6%-kal nagyobb affinitast mutatott
szajiiregi epitél sejtekhez, valamint 143,7%-kal nagyobb adhézios képessége volt az akril-

bevonati eszk6zokhoz a C. albicans-hoz képest (Panagoda és mtsi. 2001).

A Dbiofilmképzés, ami feliilethez kotott extracellularis matrixban 1évo
mikroorganizmus kozosséget jelent, szintén jelentds virulencia faktor (Kuhn és mtsi. 2002b).
Szamos Candida faj esetén a biofilmképzés potencialis virulenciafaktor, mivel elésegiti a

gombaellenes kezelésekkel szembeni ellenalloképességet azaltal, hogy korlatozza a
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hatéanyagok matrixon torténd atjutasat, valamint védi a sejteket a gazda immunvélaszatol
(d'Enfert 2006). C. albicans esetén a biofilm egy vékony, élesztésejteket tartalmazo és egy
felette elhelyezkedd vastag, de sokkal lazabb szerkezetli hifarétegbdl all (Baillie és Douglas
1999), mig a C. parapsilosis torzsek csekélyebb mennyiségili és kevésbé komplex biofilmet
képeznek (Hawser és Douglas 1994, Kuhn és mtsi. 2002a). A biofilmképzést szovethez vagy
orvosi eszk6zhoz vald adhézid elézi meg. Mivel a miianyag feliiletekhez valo adhézids
képességiik igen nagy (Panagoda és mtsi. 2001), mar szamos esetben leirtak a C. parapsilosis
biofilmek el6fordulasat a kiilonbdz6 orvosi eszkdozokon (intravénas katéterek, szivkatéterek,
protézisek) (Ramage és mtsi. 2006). Egyes szerzok a megndvekedett biofilmképzd képességii
C. parapsilosis torzseket 0sszefliggésbe hoztak sorozatos megbetegedésekkel (Kuhn és mtsi.
2004), tovabba tobben leirtak, hogy a biofilmképz6 C. parapsilosis térzsek nagyobb aranyban
izolalhatdak vérmintabol, mint a borfeliiletr6l (Shin és mtsi. 2002, Ruzicka és mtsi. 2007). A
BRC1 gén nélkiilozhetetlen a biofilm képzéséhez, tovabba az is bizonyitott, hogy a C.
parapsilosis lipaz delécidos mutans jelentdsen kevesebb mennyiségii biofilm létrehozasara
képes, valamint csokkent virulenciat mutat szovetkulturak és egerek fertézése esetén (Gacser

és mtsi. 2007c, Ding és Butler 2007).

Az elmult években a patogén mikroorganizmusok szekretdlt extracelluldris enzimei
egyre nagyobb figyelmet kaptak a patogenezisben betdltott valdszintisithetd szerepiik miatt,
tovabba célpontjai lehetnek a fertdzések kezelésére alkalmazhato szintetikus gatloszereknek.
A szekretalt hidrolazok, mint proteazok, foszfolipazok ¢s lipazok fontos virulenciafaktorok,
mivel szovetkarositd hatasuk lehet, a fertdzés soran esszencialis tdpanyagokhoz juttatjak a
sejteket, emellett segitik a gazdaszervezet védelmi mechanizmusainak elharitasat (Schaller és
mtsi. 2005, Trofa és mtsi. 2008).

A Candida nemzetségben leginkabb jellemzett proteazok a szekretalt savas
proteinazok (Secreted aspartyl proteinase-Sap). A Sap-ok extracellularis matrix fehérjéket
(kollagén, laminin és fibronektin) bontanak le, amely fehérjék degradacioja elengedhetetlen a
Emellett szdmos olyan Sap-célfehérjét azonositottak, melyek a gazda immunvalaszanak
szabalyozisdban jatszanak szerepet, ilyenek példaul a nyadlban 1évé laktoferrin,
immunglobulinok, laktoperoxidazok és a komplement rendszer fehérjéi (Pichova és mitsi.
2001). C. albicans-ban a SAP géncsalad tiz (SAP1-SAP10) (Naglik és mtsi. 2003), mig C.
parapsilosis-ban harom (SAPP1-SAPP3) génbdl all (Hruskova-Heidingsfeldova és mitsi.
2009). A C. parapsilosis Sapplp izoenzim biokémiailag jol jellemzett (Pichova és mtsi. 2001,
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Dostal és mtsi. 2005, Fusek és mtsi. 1994), ezzel szemben a SAPP2 génrdl keveset tudunk.
Habar a Sapp2p-t kédoldé SAPP2 gént pszeudogénként tartottdk szamon, a sejtkultiura
feliiliszobol izolalhatd Sap-ok mintegy 20%-at a Sapp2p fehérje teszi ki (Fusek és mitsi.
1993). Csoportunk korabban létrehozott egy C. parapsilosis SAPP1 homozigdta delécids
mutans torzset, majd human periférids vérbél szarmazod mononuklearis sejtek (PBMC) és
azokbol differencialtatott makrofagok (PBMC-DM) in vitro fertézéses modelljének
segitségével bizonyitotta a Sapplp fehérje virulenciaban bet6ltott szerepét (Horvath és mitsi.
2012). A Sap-ok virulenciaban betoltott jelentés szerepe miatt szamos vizsgalat indult Sap
gatloszerek, mint antimikotikus szerek tesztelésére. Két tanulmany szerint a HIV ellen
alkalmazott savas proteaz inhibitor, a Ritonavir gyogyszer csokkenti a Sap-ok aktivitasat
Candida fajokban (Pichova és mtsi. 2001, Asencio és mtsi. 2005). A pepstatin A, ami egy
specifikus savas proteinaz gatloszer, pedig képes mind C. albicans, mind C. parapsilosis
esetében csokkenteni a gombak nyalkahartya feliileteken torténd behatolasanak hatékonysagat
(Schaller és mtsi. 2003, Gacser és mtsi. 2007a). A fentiek alapjan a Sap-ok fontos célpontjai

lehetnek a gyogyszerfejlesztéseknek.

A szekretalt foszfolipazok virulenciaban bet6ltott szerepét C. albicans esetében tobb
tanulmany is alatdmasztja. Szerepiik van az epitél sejtekhez valo adhézidban és a gazdasejtek
karositasaban (Barrett-Bee és mtsi. 1985, Pugh és Cawson 1977). C. parapsilosis esetében
azonban ellentmondasok figyelheték meg a szakirodalomban mind az enzimaktivitas
(Kantarcioglu és Yucel 2002, Ghannoum 2000), mind a kiilonb6z6 izolatumok enzim
termelését illetéen (Fernanado és mtsi. 1999, Dagdeviren és mtsi. 2005), ezzel bizonytalanna

téve a foszfolipazok jelentGségét.

A lipazok katalizaljak mind a triacilglicerolok hidrolizisét, mind azok szintézisét. A
lipazokra jellemz6 a magas hémérsékleten és szerves oldoszerekben valo stabilitas, valamint a
proteolizissel szembeni rezisztencia (Brockerhoff 1974). A mikrobialis extracellularis
lipazoknak szamtalan lehetséges funkcidja ismert, tgymint lipidek lebontdsa tapanyag-
felhalmozas céljabol, gazdasejthez vagy szovethez valdé megtapadas eldsegitése, mas
enzimekkel valo kolcsonhatds és ezaltal megvaltozott szubsztratspecifitas, valamint a gazda-
patogén interakcié modositasa gyulladasos folyamatok beinditasaval (Schaller és mtsi. 2005,
Stehr és mtsi. 2004). C. albicans-ban 10 lipaz gént (LIP1-LIP10) azonositottak (Hube és mtsi.
2000). Egy szisztémas egérfert6zéses modellben csak a LIP8 gén expresszidja emelkedett
egyértelmiien a fert6zés 4. orajaban (Stehr és mtsi. 2004). A LIP8 homozigdta delécids

mutans torzzsel megismételve a kisérletet, Iényeges virulenciacsokkenés volt megfigyelhetd
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(Gacser ¢s mtsi. 2007b). C. parapsilosis-ban két lipaz gént (CpLIP1, CpLIP2) azonositottak,
de csak a CpLIP2 génrdl képzddik aktiv fehérje (Brunel és mtsi. 2004, Neugnot és mitsi.
2002). A CpLIP1-CpLIP2 homozigéta delécidja virulenciacsokkenéshez, vékonyabb ¢és
kevésbé komplex biofilmképzéshez, valamint csokkent ndvekedési képességhez vezet lipid-
gazdag kornyezetben (példaul intravénas tapoldatban) (Trofa és mtsi. 2008). Human
makrofag-szer(i sejtek és rekonstitualt szajiiregi epitélium, valamint egérfertézéses kisérletek
soran a delécios torzs szintén csokkent virulenciat mutatott a vad tipushoz képest (Gacser és
mtsi. 2007c). A C. parapsilosis lipaz génjeinek virulenciaban betoltott szerepét tovabb
erdsitik azok az eredmények, miszerint lipdz inhibitorok alkalmazasa humén rekonstitualt
szovetek fert6zése soran lényegesen csokkentette a szovetek karosodasat (Gacser és mtsi.
2007a). Mindezek alapjan a lipaz gének fontos célpontjai lehetnek az antifungalis szerek

fejlesztéseinek.
3.4. De novo zsirsav-bioszintézis élesztoben

A kordbban emlitett klasszikus virulenciafaktorok mellett szdmos mas folyamat is
befolyasolhatja a C. parapsilosis patomechanizmusat, azonban a virulenciafaktorokhoz
kapcsolddd molekularis mechanizmusok kevésbé ismertek. A lipazoknak példaul
bizonyitottan kiemelkedé szerepe van a virulencidban, azonban csekély ismeretanyaggal
rendelkeziink a lipidmetabolizmus ¢€s a virulencia dsszefiiggésér6l. A sejtorganellumok nagy
tobbsége részt vesz a zsirsav-bioszintézisben, illetve felépitésiik fligg ettdl az esszencialis
folyamattol. Exogén eredetli zsirsavak hianyaban a de novo zsirsav-bioszintézis
elengedhetetlen a sejtek novekedéséhez ¢és a membranokat tartalmazd struktarak
Osszeépiiléséhez. [gy ennek a folyamatnak a részletes feltérképezése fontos
1épése/kiindulopontja lehet a C. parapsilosis-szal kapcsolatos virulencia vizsgalatoknak (Zhao
¢s mtsi. 1996, Nguyen és mtsi. 2009, Gacser ¢s mtsi. 2007b, Gacser ¢s mtsi. 2007¢, Xu és
mtsi. 2009).

A sejtek szamtalan modon képesek felhasznalni a zsirsavakat. Elsoként az acil lancok
hidrofob természetébdl adodoan kettds rétegli membran struktardk johetnek létre, melyekbdl
késébb a sejten beliili kompartmentek képzédnek. Emellett kivalo eszkozei a metabolikus
energidk taroldsanak, mivel a C-C kotésekben 1évo energia B-oxidacié révén hatékonyan
felszabadithatd. A zsirsavak lebontasabol szarmazo acetil-KoA anabolikus épitdelemként

funkcional, vagy belép a citrat ciklusba. Végezetiil specialis zsirsavak biologiailag aktiv
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molekulak eléanyagaiként is szolgalhatnak, mint pl. szignal molekulak (eikozanoidok), illetve

fehérje-modositd molekulak (sejtproliferacio soran) (Tehlivets és mtsi. 2007).

A sejten beliili szabad zsirsavak harom kiilonb6z6 forrdsbol szarmazhatnak: exogén
zsirsavak felvételébdl, endogén lipidek metabolizmusabdl és zsirsavak de novo szintézisébol.
Annak ellenére, hogy a zsirsavszintézisben ¢és elongacidban résztvevd enzimek molekularis
felépitése rendkiviil eltéré pro- és eukariota fajokban, a reakciok biokémidja lényegében

minden tipusu sejt esetében megegyezik (Tehlivets és mtsi. 2007).
3.4.1. Zsirsavszintézis és elongacio

A zsirsavszintézis elsd 1épéseként acetil-KoA karboxilalodik malonil-KoA-t képezve.
Ezt a 1épést az acetil-KoA karboxildz (ACC) enzim végzi, melyet élesztOben az ACC1 és
HFAL gének kodolnak. A reakcié fontos kofaktora a biotin, ami az ACC apoproteinhez az
apoprotein ligaz altal, kovalensen kotott allapotban van jelen. Az apoprotein ligdz enzimet
¢lesztoben a BPL1/ACC2 gén kodolja. Az ACC enzimnek harom f6 alegysége van: a biotin-
karboxil-szallito fehérjedomén, a biotin karboxilaz domén és a karboxil transzferaz domén.
Prokariotakban ezek az alegységek egyedi polipeptidekként expresszalodnak, majd egy
heteromer komplexet alakitanak ki. Az eukariéta ACC azonban mindharom funkciot egyetlen
polipeptid lancon hordozza. Az ACC éltal képzddott malonil-KoA kettds karbon donorként
szolgdl a zsirsav szintaz (FAS) és az elongazok altal katalizalt ciklikus reakciok soran

(Tehlivets és mtsi. 2007).

A telitett zsirsavak szintézise baktériumokban, valamint az eukariotak
mitokondriumaiban és kloroplasztiszaiban kiilonallo gének termékeivel valdsul meg (II-es
tipusu FAS rendszer), ahogyan a fent emlitett prokariota ACC reakcio is. Ellenben az emlds
¢s €lesztd citoplazmatikus zsirsavszintézist végzo fehérje alegységek egy vagy két polipeptid
lanc doménjeként talalhatok meg (l-es tipustt FAS rendszer). Az élesztd citoszolikus zsirsav
szintaz két alegységbdl épiil fel, a Fasl (B-alegység) és Fas2 (a-alegység) alegységekbdl,
amelyek hexamer formaban kapcsolodnak (a6B6). A Fasl-nek acetil transzferaz, enoil
reduktaz, dehidrataz és malonil-palmitoil transzferaz aktivitasa van. A Fas2 acil-szallito
fehérje, 3-ketoreduktaz, 3-ketoszintaz és foszfopantetén transzferaz aktivitassal rendelkezik
(Schweizer ¢és Hofmann 2004, Jenni és mitsi. 2006). Az élesztok mitokondrialis
zsirsavszintézise a ll-es tipusit FAS szintézissel torténik, mely sordn minden enzimatikus
1épést egy-egy kiilondlld polipeptid végez. Az Acpl egy acil-szallito fehérje, mely

prosztetikus foszfopantetén csoportot tartalmaz. A Cem1 egy B-ketoacil-ACP szintaz, az Oarl
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egy 3-oxoacil-ACP reduktaz, a Htd2 egy 3-hidroxiacil-tioészter dehidrataz, az Etrl egy enoil-
ACP reduktaz és végezetil a Ppt2 egy foszfopantetén transzferaz, ami katalizalja a
foszfopantetén prosztetikus csoport apoACP-hez kapcsolddasat (Lynen 1980, Smith 1994,
Smith és mtsi. 2003, Tehlivets és mtsi. 2007, Schweizer és Hofmann 2004). Mind C.
albicans-ban, mind C. parapsilosis-ban a FAS2 génre homozigéta mutans toérzsek szabad,
exogén eredetli telitett zsirsavakat igényeltek a ndvekedésiikhdz, valamint mindkét faj
esetében jelentds virulenciacsokkenés volt megfigyelheté (Nguyen és mtsi. 2009, Zhao és
mtsi. 1997, Zhao és mtsi. 1996). A gomba zsirsavszintézis kulcsfontossagu feladatai és a
human zsirsavszintézist6l vald kiillonbozdsége miatt kivald célpontja lehet az antifungalis

terapiaknak (Nguyen és mtsi. 2009).

A 26 szénatomnal rovidebb zsirsavak esetén a zsirsav elongacid az endoplazmatikus
retikulumban torténik, a mitokondridlis és citoplazmatikus FAS rendszerekhez hasonld
reakciokat kovetve. Ilyen reakcio az acil 1anc kondenzacigja malonil-KoA-va az Accl altal, a
3-ketoacil-KoA redukcigja 3-hidroxiacil-KoA-va, majd annak dehidratacioja enoil-KoA-va,
illetve Ujabb redukcidja egy olyan acil lanccd, amely 2 szénatommal ndvekedett (Toke és

Martin 1996, Dittrich és mtsi. 1998, Tehlivets és mtsi. 2007).
3.4.2. Zsirsav deszaturacio

A de novo zsirsavszintézis telitett zsirsavakat (SFA, Saturated Fatty Acid)
eredményez, amelyekbdl deszaturaz enzimek altal katalizalt reakciokban, egy vagy tobb
telitetlen kettds kotés beépiilésével, egyszeresen (MUFA, Monounsaturated fatty acid) vagy
tobbszorosen telitetlen (PUFA, Polyunsaturated fatty acid) zsirsavak képzddnek (LOS és
Murata 1998). Az SFA-k és UFA-k kozotti egyensuly kritikus tényezé a membranfluiditas
szempontjabol, ami elengedhetetlen a sejt membranrendszereinek normalis funkcidjdhoz és
integritasahoz (Xu és mtsi. 2009). Amennyiben ez az egyensuly felborul, a membranok
biologiai funkcidi sériilnek, tgymint stressztiirés (pl. hétolerancia), membran-kotott enzimek
aktivacidja, szignalizacié, membranfiizio vagy osztddas (Los és Murata 1998, Uemura 2012),
Nguyen és mtsi. 2011b).

A zsirsav deszaturazok a zsirsav lancok két szénatomja kozotti kotést alakitjak at
kettds kotéssé. A zsirsav deszaturdzok néhany baktérium kivételével minden organizmusban
megtalalhatok. Harom tipust zsirsav deszaturazt kiilonboztethetiink meg: acil-KoA, acil-ACP
¢és acil-lipid deszaturaz. Novényekben ¢és cianobaktériumokban féként egy acil-lipid

deszaturaz alakitja ki a telitetlen kotéseket tobbnyire lipid-kotott zsirsavakban (Murata és
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Wada 1995). Az acil-ACP deszaturazokat ndvények plasztiszaiban talalhatjuk meg, ezek az
¢és ACP-hez kotott zsirsavakba épitik be az elsé kettds kotést (Murata és Wada 1995). Az acil-
KoA éllati és gombasejtekben egyarant megtalalhaté deszaturaz, amely koenzim A-hoz kotott
zsirsavakba épit telitetlen kotéseket (Los és Murata 1998). A zsirsav deszaturacié aerob
koriilmények kozott jatszodik le és molekuldris oxigént igényel. A reakcidhoz sziikséges
elektronokat kiilonb6z6 elektrondonorok szolgaltathatjak. Az acil-ACP  deszaturazok,
valamint a cianobaktériumok és novényi plasztiszok acil-lipid deszaturazai esetében
ferredoxin az elektrondonor (McKeon és Stumpf 1982, Wada ¢és mtsi. 1993). Ezzel
ellentétben a ndvényi acil-lipid deszaturazok, amelyek a citoplazmaban helyezkednek el,
valamint az allatok és gombak acil-KOA deszaturazai is citokrom b5-6t hasznalnak
elektrondonorként (Jaworski és Stumpf 1974, Krishnamurthy és mtsi. 2004, Los és Murata

crcr

kotés beépitésére, mint pl. a A9, A12, AS és A6 pozicidokba (Los és Murata 1998).

A legjobban jellemzett deszaturaz a A9-sztearoil-KoA deszaturaz, amely ha nem is az
egyetlen, de a legfébb deszaturdcids enzim, amely egyszeresen telitetlen zsirsavakat hoz 1étre.
A de novo zsirsav-bioszintézis a legtobb organizmusban 16 (palmitinsav, 16:0) és 18
(sztearinsav, 18:0) szénatomos telitett zsirsavakat eredményez. A A9-sztearoil-KoA
az egyszeresen telitetlen palmitolénsavat (16:1) és olajsavat (18:1) (Uemura 2012). Ezt a
Iépést elsoként élesztében irtak le (Bloomfield és Bloch 1960). 1989-ben izolaltak és
jellemezték a Saccharomyces cerevisiae OLE1 gént, amely egy A9 zsirsav deszaturaznak
bizonyult (Stukey és mtsi. 1989). Kés6bb arra is fény deriilt, hogy a S. cerevisiae csak
egyszeresen telitetlen zsirsavak elGallitasara képes (Ratledge 1989), amely felfedezés
alkalmassa tette mas organizmusokbdl szdrmaz6 deszaturacids gének heterolog vizsgalatara
(Uemura 2012). Eleszték koziil szamos olyan faj ismert, amely kétszeresen (linolsav, 18:2)
vagy akar haromszorosan (a-linolénsav, 18:3) telitetlen zsirsavak eldallitasara is képes, erre
talalunk példat a Kluyveromyces lactis, a Pichia pastoris és a C. albicans esetében (Kainou és
mtsi. 2006, Ratledge 1989, Wei és mtsi. 2006, Murayama és mtsi. 2006). Ezekhez a
deszaturacios 1épésekhez a Al12 deszaturaz (Fad2) illetve w3deszaturaz (Fad3) enzimek
sziikségesek. Mas organizmusok képesek tovabbi deszaturacios, esetleg elongacios 1épések
beiktatasaval nem csak tobbszordsen telitetlen zsirsavak, hanem hossza szénlanct telitetlen
zsirsavak eldallitasara. Ezek kozott bioaktiv lipidek is megtalalhatok, mint az arachidonsav

(AA), amely eldanyagként szolgalhat immunmoduldlé leukotriének és prosztaglandinok
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képzéséhez (Huang és mtsi. 2004, Pereira és mtsi. 2003, Warude és mtsi. 2006, Noverr és

mtsi. 2002) A telitetlen zsirsavak bioszintézise az 1. abran lathato.

C16:0 C18:0

(Palmitinsav)  (Sztearinsav)

S. cerevisiae

A12-hidroxilaz

— A9 —
C16:1n-7 C18:1n-9
(Palmitolénsav) (Olajsav)
P A12 —
v LV
n-6 Gtvonal
C16:2n-4
(Palmitolinolénsav) C18:2n-6

(LA, Linolsav)

S. pombe

C18:1-OH
(Ricinolsav)

n-3 utvonal

C18:3n-3

ALA, d-Linolénsav)

€20:3n-6 (GLA, Y-Linolénsav)

(w6-eikozadiénsav)

A8- deszatur&
C20:3n-6

(DGLA, Dihomo-Y-Linolénsav)

C20:4n-6
(ARA, Arachidonsav)

|

/] | \
A9-elongaz ¢ ——  Ab6-deszaturaz —_— J:
C18:3n-6 C18:4n-3

Ab6-elongaz

AS-deszaturaz

AS-elongéz

A4-deszaturaz

Yﬁilongéz

C20:3n-3
(w6-eikozatriénsav)

Azaturéz

(STA, Sztearidonsav)

—

C20:4n-3

(ETA, Eikozatetraénsav)

~ 4

C20:5n-3
(EPA, Eikozapentaénsav)

=

C22:5n-3
(DPA, Dokozapentaénsav)

—

C22:6n-3

(DHA, Dokozahexaénsav)

S. kluyveri

K. lactis

1. abra. UFA-k bioszintézis Utvonalanak vazlata allatokban és alsobbrendli eukaridtakban (Uemura

2012).
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3.5. OLE gének

A deszaturazok izolalasa €s tisztitdsa nehézkes az extrém hidrofobicitasuk ¢és a
membranokhoz valdé kotottségiik miatt. Annak ellenére, hogy a A9 deszaturaz altali
deszaturaciot els6ként S. cerevisiae-ben irtak le, sokaig csak allati A9 deszaturaz enzimeket
sikeriilt homogén allapotban tisztitani (Bloomfield és Bloch 1960, Stukey és mtsi. 1990). A S.
cerevisiae A9 deszaturazt az OLE1 gén kodolja (Stukey és mtsi. 1989, Stukey és mtsi. 1990).
A gén nem esszencialis a pékélesztdben, viszont a delécids mutans a ndvekedéshez exogén

telitetlen zsirsavakat igényel (Stukey és mtsi. 1989).

C. albicans esetében két gént azonositottak, a CaOLE1 és CaOLE2 géneket, melyek
homologok a S. cerevisiae OLE1 génnel (Krishnamurthy és mtsi. 2004). Ezen gének termékei
egymassal 33%-os egyezést mutatnak, mig a S. cerevisiae Olel fehérjével (ScOlelp) a
CaOlelp 57%-0s, a CaOle2p pedig 32%-o0s azonossagot mutat. A zsirsav deszaturazok
filogenetikai viszonyai alapjan a gomba Olel fehérjék kozeli rokonsagban allnak egymassal,
mig a CaOle2 ¢és az Aspergillus fumigatus Olel fehérje messzebb, az emldés deszaturazokkal
kozos agra helyezddik (Krishnamurthy és mtsi. 2004). Krishnamurthy és munkatarsai (2004)
megkisérelték mind a CaOLEL, mind a CaOLE2 génre nézve homozigdta mutans torzsek
eldallitasat. A CaOLE1l gén esetében azonban csak heterozigdta mutans torzs eldallitasara
voltak képesek, nem tudtak ¢letképes homozigota mutansokat 1étrehozni, ami a CaOLEL gén
esszencialis szerepére utalhat C. albicans-ban. Majd létrehoztak egy CaOLEL kondicionalis
mutans torzset, amelyben az OLE1 gén csokkent expressziot mutatott. A kondicionalis mutans
segitségével bizonyitottak, hogy a gomba megfelel6 novekedéséhez és morfogenezis¢hez
elengedhetetlen a vad tipusnal jelenlevé Olelp mennyiség. Ezt szintén alatamasztjak azok a
megfigyelések, miszerint az OLE1 gén kémiai gatloszereinek alkalmazasa csokkent
novekedést, valamint virulenciacsokkenést eredményezett (Xu és mtsi. 2009). A CaOLE2 gén
esetében sikeresen létrehoztdk a homozigdta delécidos mutans torzset, amely a vad tipussal
azonos novekedési képességet mutatott minden vizsgélt taptalajon. Mindkét gén esetében
megvizsgaltak, hogy képesek-e komplementalni a S. cerevisiae OLE1 mutans fenotipusat. A
CaOLE1 gén heterolog expresszidja sikeresen helyreallitotta a vad tipust fenotipust a S.
cerevisiae OLE1 delécios mutans torzsben, bizonyitva, hogy C. albicans-ban az OLE1 gén A9
zsirsav deszaturaz enzimet kodol. A CaOLEZ2 gén heterolég expresszidja képtelen volt
komplementalni a S. cerevisiae OLE1 delécios mutans fenotipusat, amely valdszindisiti, hogy
a CaOLE2 gén terméke nem A9 zsirsav deszaturaz, ugyanakkor a CaOLE2 delécids torzs

zsirsavprofilja az Ole2 fehérje lehetséges deszaturaz funkcigjat feltételezi (Krishnamurthy és
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mtsi. 2004). Habar a CaOLE2 deléciés mutans novekedési képessége a vad tipusu torzsével
megegyezett, csokkent prosztaglandin E2 (PGE2) termelést mutatott (Erb-Downward és
Noverr 2007). A prosztaglandinok fontos virulenciafaktorként jatszhatnak szerepet a gomba

patomechanizmusa soran (Erb-Downward és Noverr 2007, Noverr és mtsi. 2001).

C. parapsilosis esetében szintén két S. cerevisiae OLE1 homologot azonositottak, ezek
a CpOLE1L és CpOLE2 gének. A C. albicans-nal tapasztaltakkal ellentétben a CpOLEL gén
nem esszencialis, azonban a CpOLE1 mutans torzs exogén telitetlen zsirsavakat igényel a
novekedéshez. Nguyen és Nosanchuk (2011) a CpOLE1 gén esszencialis szerepét mutattak ki
magas gliikoz szint okozta glikotoxicitas esetén, mivel az Olelp képes lipidcseppek
képzodését eldsegiteni gliikozbol, valamint a de novo zsirsav-bioszintézisb6l szarmazod
toxikus SFA-kal szemben védi az ¢élesztésejteket. A CpOLEL génre homozigota delécids
mutans torzs csokkent virulenciat mutatott in vitro és in vivo fert6zéses modellekben (Nguyen
¢és mtsi. 2011b). A CpOLE2 gén pontos szerepérdl a szakirodalomban nem all rendelkezésre

informacio.

3.6. Az extracellularis lipaz aktivitas és a de novo zsirsav-bioszintézis egyiittes szerepe a

C. parapsilosis novekedésében és virulenciajaban

A C. parapsilosis novekedésében és virulenciajaban, a C. albicans-hoz hasonlodan,
rendkiviil fontos szerepet jatszik a zsirsavak gliikkozbol torténé de novo szintézise, valamint az
extracellularis lipazok aktivitdsa. A lipdzok nemcsak a tapanyagszerzés céljabol torténd lipid-
emésztési folyamatokban, hanem a fert6zés soran az adhézi6 eldsegitésében, nem-specifikus
hidrolizisben, valamint az immunsejtekre gyakorolt hatasuk révén a gyulladésos folyamatok
beinditasaban is részt vesznek. Exogén zsirsavak hianyaban a de novo zsirsav-bioszintézis
elengedhetetlen a sejtnovekedéshez, valamint a membrannal rendelkezd strukturdk
kialakulasdhoz. Ez a két esszencidlis utvonal azonban szorosan kapcsolodik egymashoz C.
parapsilosis-ban azaltal, hogy barmelyik mechanizmus defektusat képes a masik
komplementalni (Nguyen és mtsi. 2011a).

Nguyen és munkatarsai (2011a) felallitottak egy modellt, melyben dsszekapcsoltak az
extracellularis lipidek emésztését a de novo zsirsavszintézissel (2. abra). Kovetkeztetéseiket
az alapjan vontak le, miszerint a FAS2 és OLE1 delécios torzsek novekedése jelentdsen
csokkent a lipaz inhibitor ebelakton B kezelést kovetden, olajsavat (Tween 80) vagy
palmitinsavat (Tween 40) tartalmazé taptalajokon. Ez alapjan a zsirsav auxotrof mutansok

lipid-gazdag taptalajon vald novekedése nagyban fligg a szekretalt lipazok aktivitasatol.
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Emellett a LIP1-2 deléciés mutans torzs ndvekedését is megvizsgaltdk Tween- (40, 80) -
tartalmu taptalajon a FAS2 inhibitor cerulenin adagolasa mellett, és ebben az esetben is
csokkent novekedést tapasztaltak. Lipaz aktivitds hianyaban ugyanis a de novo
zsirsavszintézis kézremiikodésétol fligg az €lesztosejtek novekedése lipidtartalmu taptalajon.
Vad tipusu sejtek novekedését is vizsgaltak gliikdz- €s lipidtartalmu taptalajon (Tween 80
vagy 40) cerulenin és ebelakton B hozzaadasa mellett. Ebben a gliikkoz- és lipid-gazdag
kornyezetben, ami az emlds gazda szOveti és szérum kornyezet imitacidja, jelentdsen
csokkent a mindkét gatloszerrel kezelt vad tipusu élesztésejtek novekedése, 6sszehasonlitva a

gatloszert nem kapott, vagy csak az egyik gatloszert kapott sejtek novekedésével.

A . - De novo szintézis
Szénforras
Lipidek =
Szekretalt lipazok
B - . De novo szintézis
Szénforras
Lipidek |

Szekretalt lipazok

g . " De novo szintézis ,
Szénforras ,
HRICE Szekretalt lipazok

D - . De novo szintézis |
Szénforras i
Lipidek J

Szekretalt lipazok

2. abra. A zsirsavak elballitasanak sémaja szekretalt lipazok és a de novo zsirsavszintézis
kozremiikodésével szénforras-, illetve lipidtartalmit tapkozegeket felhasznalva (Nguyen és mtsi.

2011a).

Ezen eredmények alapjan bizonyitottak, hogy a két itvonal egyiittes gatlasa hatékony
modszer lehet a gomba elleni védekezésben lipid-gazdag kornyezetben, amilyen az emlds
gazdaszervezete is (Nguyen és mtsi. 2011a). Ravilagitottak ezen két utvonal C. parapsilosis
patomechanizmusaban betoltott esszencialis szerepére, valamint arra, hogy még szamtalan
molekularis mechanizmus, mint példaul a zsirsavakbol képz6d6 bioaktiv lipidek, a

leukotriének és a prosztaglandinok szerepe nem ismert ezekkel kapcsolatban.
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3.7. Prosztaglandinok és tromboxanok

A zsirsavszintézis soran szignalmolekulak is létrejonnek, melyek kihatnak az
immunrendszer miikodésére (Serhan 2005). Az oxilipinek kozé az oxigenalt tobbszordsen
telitetlen zsirsavak és azok metabolitjai tartoznak, melyek kozott kiemelked6 fontossaguak a
husz-szénatomos telitetlen zsirsavakbol 1étrejovo eikozanoidok, mint példaul a leukotriének, a
tromboxanok és a prosztaglandinok. Emlds sejtekben ezek foként dihomo-y-linolénsavbol
(DGLA), eikozapentaénsavbol (EPA), dokozahexaénsavbol (DHA) ¢és arachidonsavbol
szintetizalodnak (Needleman és mtsi. 1986, Haeggstrom és mitsi. 2010, Serhan 2005, Funk
2001). A membranbdl a foszfolipaz A, (PLA,) segitségével felszabaditott AA-at az emlésok
tobb utvonalon is képesek eikozanoidokka alakitani. Ez a szintézis torténhet ciklooxigenazok
(COX), lipoxigenazok (LOX), citokrom P450 (CYP450) kozremiikddésével, valamint nem-
enzimatikus uton is, melyet a 3. abra szemléltet (Murakami és Kudo 2004, Rinaldo-Matthis és
Haeggstrom 2010, Zeldin 2001, Buczynski és mtsi. 2009).

Epoxieikozatrién savak (EET)
Prosztaglandinok (PG) Hidroxieikozatetraén savak (HETE)

Arachidon sav (AA)

Leukotriének (LT)
Hipoxilinek (HX) |zoprosztanok (1ISO)
Lipoxinok (LX) Hidroxieikozatetraén savak (HETE)

Hidroxieikozatetraén savak (HETE)

3. abra. Az AA-bOI torténd eikozanoid-bioszintézis a COX, LOX, CYP450 és nem-enzimatikus (NE)
utvonalak altal (Buczynski és mtsi. 2009).

A LOX enzimek nem-hem tipust dioxigenazok, amelyek egy oxigén molekula
hozzaadéasat katalizaljdk az AA-hoz kiilonbozé poziciokban. Ez a hidroxilaciés vagy
epoxigenizacios 1épés leukotriének, mono-, di- és trihidroperoxi-zsirsavak, valamint lipoxinok

szintézisét eredményezi (Buczynski és mtsi. 2009).
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A CYP450 kiilonbozé enzimek szupercsaladjat foglalja magaba, melyek a neviiket
szénmonoxid kotott formajuk nem szokvanyos abszorbancidja miatt kaptak, aminek a csticsa
450 nm-n¢l van. A CYP450 enzimek szubsztratok széles spektrumanal képesek az oxigén
beépiilését katalizalni (Omura 1999). Az eikozanoid-bioszintézisben résztvevé CYP450
aktivitasat a hidroxilaz €és epoxilaz aktivitasokhoz sorolhatjuk. A LOX-o0khoz hasonldan a
CYP450 is hidroxilalja, illetve epoxigenalja az AA-at, azonban a CYP450 egy hem-vas aktiv
centrummal oxidalja a szubsztratot (Hirao és mtsi. 2005, Schlichting és mtsi. 2000). A
CYP450 a NADPH-t kofaktorként hasznalva AA-bol epoxi-eikozatriénsav, illetve dihidroxi-

eikozatriénsav eldallitasara is képes (Zeldin 2001).

A COX-ok, vagy mas néven prosztaglandin-endoperoxid szintazok, hem-vas aktiv
centrummal rendelkezd enzimek, amelyek két oxigén molekula beépiilését katalizaljak az
AA-ba. Emldsokben két izoforma, a COX-1 és COX-2 ismert, amelyek rendkiviil hasonldak
mind struktirdjukat, mind enzimatikus aktivitasukat tekintve. Transzkripcios regulécidjuk
azonban kiilonboz6, mivel a COX-1 konstitutivan expresszalodik szinte minden sejt tipusban,
a COX-2 kifejez6dése pedig fligg a pro-inflammatorikus transzkripcios faktort6l, az NF-xB-
tol (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Ebbdl kovetkezéen
bioldgiai aktivitasukban is kiilonboznek. A COX-ok két egymast kovetd reakciot katalizalnak.
Els6 lépésként a COX reakcionak nevezett folyamat soran a prosztaglandin-endoperoxid
szintaz segitségével oxidaljak az AA-at egy instabil endoperoxidda, a prosztaglandin G,-vé
(PGGy). Ezt kovetden a peroxidaz reakcid soran egy ujabb instabil endoperoxid képzddik, a
prosztaglandin H, (PGH,). Ezutan tovabbi enzimek (izomerazok, reduktazok, szintazok)
segitségével jonnek létre a biologiailag aktiv prosztanoidok, mint példaul a prosztaglandinok
(PGD,, PGE;, PGF,, PGly) és a tromboxanok (TXA, TXB;) a szintézis helyétol és a
stimulusatol fiiggéen (Funk 2001, Murakami és Kudo 2004, Smith és mtsi. 2000, Buczynski
¢s mtsi. 2009).

Prosztaglandin-szerii molekulak és hidroxi-eikozatetraénsavak (HETE) szintézise,
nem-enzimatikus uton, oxidativ stresszbdl szarmazd szabadgyokok kozremiikodésével,
illetve a szabadgyokok altal katalizalt lipidperoxidacio révén is végbemehet, melynek soran
az AA-bol, a DHA-bd1 és az EPA-bOI un. izoprosztanok jonnek 1étre. Enzimatikus kontroll
hianyaban ezen molekulak szamos sztereoizomere (Osszesen 64 féle) johet létre. A
szabadgyokok altal katalizalt lipidperoxidacid6 révén a LOX és CYP450 utvonalak
termékeként kapott HETE-k képzddnek, valamint 9-HETE is, amelynek nincs beazonosithatd

biologiai aktivitasa, ezért indikatora a nem-enzimatikus lipoxigenaz aktivitasnak. Mind a 9-
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HETE, mind az izoprosztanok felhasznalhatéak az oxidativ stressz in vivo biomarkereiként
(Jahn és mtsi. 2008, Durand és mtsi. 2011, Spiteller 2010, Durand és mtsi. 2009, Buczynski és
mtsi. 2009).

A COX utvonalon képzddott prosztaglandinok thlnyomorészt egy szerves anion-
transzporter polipeptid csaladba tartozo prosztaglandin transzporter (PGT), illetve mas, még
nem azonositott transzporterek segitségével szekretalodnak a sejtekb6l (Schuster 1998,
Schuster 2002). Legalabb 9 prosztaglandin receptor ismert, ezek koziil négy PGE,-t (EP;-
EP,), kettd PGD,-t (DP; és DP,), mig a tobbi PGFy-t PGly-t és TxA,-t (FP, IP és TP
receptorok) kot. Ezen receptorok mindegyike a hét transzmembran doménnel rendelkezd, G
fehérjével kotott receptorok csaladjaba tartozik (Breyer és mtsi. 2001, Narumiya és mitsi.
1999). Széles korben ismert, hogy az aszpirin és mas nem-szteroid alapu anti-inflammatorikus
(NSAID) drogok a COX-okra gyakorolt gatld hatasuk altal csokkentik a prosztaglandin-
szintézist (Haeggstrom és mtsi. 2010, Ricciotti és FitzGerald 2011, Kock és mtsi. 2007). Az
emlOs sejtek altal termelt eikozanoidok kiillonb6zd stimulusok hatasara termelddnek. Ilyen
stimulusok lehetnek fizikai vagy kémiai (citokinek) hatasok, valamint a patogén invazid. A
prosztaglandinoknak szdmos szdvet-specifikus funkcidja lehet, mint gyulladids és laz
indukalasa, ndi reprodukcidé befolyasoldsa, sejtproliferacido szabalyozisa, tumor genezis,
vazodilatacid6 ¢és vérlemezke aggregacid szabalyozéasa, tovabba fajdalom indukalasa
(Langenbach és mtsi. 1995, Morham és mtsi. 1995, Ushikubi és mtsi. 1998, Lim és mitsi.
1997, Rudnick és mtsi. 2001, Williams és mtsi. 1999, Funk 2001). A prosztaciklin (PGl,) a

crer

crer

PGF,, a méh simaizomzatanak 6sszehtizodasaban vesz részt, mig a PGD; a T-helper 2 (Th2)
limfocita kemotaxist segiti eld és a tiidé epitél sejtek allergids reakcidjat valtja ki, ami
asztmahoz vezet (Funk 2001, Hata és Breyer 2004). A PGE, a szervezetben legnagyobb
mennyiségben termel6dd prosztaglandin. Allatokban a legjobban jellemzett és szamtalan
biologiai funkcioval rendelkezik, mint pl. az immunrendszer, a vérnyomas, a gasztro-
intesztinalis integritas és a termékenység szabalyozasa (Ricciotti és FitzGerald 2011). A PGE,
szerepe az immunvalasz szabdlyozasaban rendkiviil jelentds. Egyrészt képes gatolni a Thl-
tipusu immunvalaszt, a fagocitozist és limfocita proliferaciot, masrészt elosegiti a Th2-tipusu
immunvalaszt, az immunglobulin E termelést és a szoveti cozinofiliat (Betz és Fox 1991,

Mcllroy és mtsi. 2006, Sergeeva és mtsi. 1997, Demeure és mtsi. 1997, Kalinski és mtsi.
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1997, Shibata és mtsi. 2005). A korai immunvalasz Th1/Th2 egyensulyanak Th2-es iranyba
torténé eltolodasa Candida fertézések soran a patogén tulélését, illetve elterjedését
eredményezi, ami kronikus betegséget idéz el6 (Louie és mtsi. 1994). A gombafert6zések
soran a megndvekedett prosztaglandin-termelés fontos tényezo lehet a gomba altal okozott

kolonizaci6 elésegitésében és a fert6zések kronikussa valasaban (Noverr és mtsi. 2002).
3.8. Gomba prosztaglandinok

Az eikozanoidok és oxilipinek termelése rendkiviil elterjedt a fonalas gombak, az
¢leszték, valamint az Oomycota-k korében egyarant. Egy tanulmanyban a patogén fajok
eikozanoid termelését vizsgaltdk, ¢és megallapitottak, hogy minden faj termelt mérhetd
mennyiségli COX és LOX terméket endogén modon, illetve exogén AA-bol (Noverr és mtsi.
2002). A fajok kozt szerepeltek dermatofitak (Epidermophyton floccosum, Fusarium
dimerum, Microsporum audouinii, Microsporum canis és Trichophyton rubrum), szubkutan
(Sporothrix schenckii), valamint szisztémas patogének (Absidia corymbifera, Aspergillus
fumigatus, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Penicillium fajok, Rhizopus
fajok és Rhizomucor pusillus). Korabban mar megallapitottak, hogy a patogén élesztd
Cryptococcus neoformans és a C. albicans ugyancsak képes prosztaglandinok termelésére
kisebb mennyiségben de novo, illetve nagyobb mennyiségben exogén AA-bol (Noverr és
mtsi. 2001). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy ezek a patogén gombak képesek a
fert6zés soran a gazdatol szarmazd AA-at felhasznalni a sajat eikozanoidjaik termeléséhez.
Ezek a vegyiiletek legtobbszor mind a gomba fejlédésében, mind annak a gazdaval vald
sejtszintli kommunikacidjaban részt vesznek (Noverr és mtsi. 2003, Kock és mtsi. 2003). A C.
albicans altal termelt eikozanoidok koziil egy keresztreakciot mutatott az emlds PGE,-vel. Ez
a vegyiilet, hasonléan az emlds PGE,-h6z, bioldgiai aktivitast mutat az emlds sejteken in
vitro. Korabban emlitettiik, hogy az emlés PGE; a Thl-tipusu immunvalaszt a Th2-tipust
immunvalasz felé tolja el. A gomba prosztaglandin kereszt-reaktivitasa utalhat a gomba
prosztaglandinok immunmodulalé hatdsara azaltal, hogy a gazda immunrendszerét a
patogenezis eldsegitése iranyaba mozditjak el. Annak ellenére, hogy a gombakban nem
talalhat6 az eml6s ciklooxigenazokkal homolog enzim, annak inhibitorai, mint az aszpirin és a
NSAID drogok, gatoltak a gomba prosztaglandin termelését (Noverr és mtsi. 2001). C.
albicans-ban a zsirsav deszaturaz homolog Ole2 és a ,multicopper” oxidaz homolog Fet3
enzimet azonositottak, mint a gomba prosztaglandin-bioszintézisének kulcs faktorat (Erb-
Downward és Noverr 2007). C. parapsilosis-ban eddig még nem vizsgaltdk sem a

prosztaglandin-szintézis, sem az OLE2 gén szerepét, holott a fenti megallapitasok alapjan a
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prosztaglandin-bioszintézis fontos virulenciafaktor a patogén gombak esetén, valamint

igéretes célpont lehet az antifungalis szerek fejlesztésében.
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4. Célkituzések

A Klasszikus virulenciafaktorokon tul, szamos patogén gomba esetében
bizonyitottak a de novo zsirsav-bioszintézis, tovabba a gombak altal termelt bioaktiv
lipidek virulenciaban betoltott fontos szerepét. Az utébbi évtizedekben a C. parapsilosis
klinikai jelentosége egyre novekszik, azonban igen keveset tudunk a gomba
virulenciafaktorairol. Annak érdekében, hogy a C. parapsilosis egy lehetséges
virulenciafaktorardl, a gomba eredetii bioaktiv lipidek termelésérol szélesebb kori

ismereteket szerezziink, az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

1.) A C. parapsilosis exogén arachidonsavbol torténd prosztaglandin termelésének jellemzése.

2.) A C. parapsilosis-ban azonositott, feltételezett zsirsav deszaturaz CpOLE2 gén célzott
génkiiitése; a CpOLEZ2 génre delécidos mutans torzsek fizioldgiai és virulenciaban betoltott
szerepének jellemzése; a ACpole2/ACpole2 homozigota mutans torzs zsirsavprofiljanak és

prosztaglandin-termelési képességének vizsgalata.

3.) Tovabbi, a C. parapsilosis prosztaglandin-bioszintézisében szerepet jatszo gének
azonositasa arachidonsavas indukcidt kovetd microarray analizis segitségével; az azonositott

gének célzott génkilitése, a mutansok jellemzése.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérletekben hasznalt mikroba torzsek

Escherichia coli XL1-Blue

GAL: Candida parapsilosis GA1, vad tipus (Hamburg, Németorszag) (Gacser ¢s mtsi. 2007¢)
CLIB214: Candida parapsilosis CLIB214, vad tipus (Puerto Rico) (Laffey és Butler 2005)

CLIB His-Leu-: Candida parapsilosis CLIB214 hisztidin, leucin delécios mutans
(Ahis1/Ahis1/Aleu2/Alen2) (Dublin, frorszag)

CpOLELl: Candida parapsilosis GAl-b6l képzett OLE1 2.1-es homozigdta mutans,
(Aolel/Aolel ::FRT)

CpOLEZ2_6/4: Candida parapsilosis GALl-bdl képzett OLE2 heterozigdota mutans
(OLE2/Aole2::FRT)

CpOLE2: Candida parapsilosis GALl-bdl képzett OLE2 homozigéta mutans
(Aole2/Aole2::FRT)

CpUGA3: Candida parapsilosis CLIB214-b61 képzett UGA3 homozigdta mutans
(Auga3/Auga3/Ahis1/Ahis1IAleu2/Aleu2::cdHIS1/cmLEU2)

CpSOU2: Candida parapsilosis CLIB214-b6l képzett SOU2 homozigbta mutans
(Asou2/Asou2/Ahis1/Ahis1IAleu2/Aleu?2::cdHIS1/cmLEU2)

Cp703920: Candida parapsilosis CLIB214-b6l1 képzett CPAR2_703920 homozigdta mutans
(A703920/A703920/Ahis1/Ahis1IAleu2/Aleu?::cdHIS1/cmLEU2)

Cp108490: Candida parapsilosis CLIB214-b61 képzett CPAR2_108490 homozigdta mutans
(A108490/A108490/Ahis1/Ahis1IAleu2/Aleu2::cdHIS1/cmLEU?2)

A marker gének Candida dubliniensis-bél (cdHIS1) és Candida maltosa-bol (cmLEU2)

szarmaznak.
5.2. A kisérletekben hasznalt sejtek/sejtvonalak

PBMC/PBMC-DM: Egészséges felnétt donorok periférias vérébdl izolalt mononuklearis
sejtek (PBMC) és az azokbol differencialtatott makrofagok (PBMC-DM).
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5.3. Tenyésztéshez hasznalt tapoldatok/taptalajok

YPD/PS tapoldat/taptalaj: 0,5% ¢lesztékivonatot, 1% peptont €s 1% D-gliikozt tartalmazo
tapoldat, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin (PS) (Sigma-Aldrich) oldattal kiegészitve.

Téptalaj esetén tovabbi 2,5% agarral kiegészitve.

Transzformalashoz hasznalt tapoldatok/taptalajok: YPD/PS tapoldat 1 M szorbitollal
kiegészitve és YPD/PS tapoldat/taptalaj 50 pg/ml nourseothricin-nel (NAT) (WERNER

BioAgents) kiegészitve. Taptalaj esetén tovabbi 2,5% agarral kiegészitve.

FLP (flippaz) indukcios tapoldat YNB/PS/MAL: Yeast Nitrogen Base (YNB w/o Amino
Acids, Difco) tapoldat 100 U/ml PS oldattal és 2% maltdzzal kiegészitve.

FLP indukciét szelektalo taptalaj YPD/PS/FLPout: YPD/PS taptalaj 3 pg/ml NAT-tal

kiegészitve.
OLE1 tapoldat/taptalaj: YPD/PS tapoldat/taptalaj 1% Tween 80-nal kiegészitve.

YNB tapoldat/taptalaj aminosavakkal kiegészitve: YNB tapoldat 100 U/ml PS oldattal
kiegészitve. Taptalaj esetén tovabbi 2,5% agarral kiegészitve. Hisztidin (HIS) és leucin (LEU)
auxotrofia esetén 0,002% arginin, 0,003% izo-leucin, 0,003% lizin, 0,002% metionin, 0,005%
fenil-alanin, 0,02% treonin, 0,003% tirozin, 0,002% uracil, 0,015% valin, 0,02% alanin és
0,02% triptofan hozzdadasa. HIS prototrofia sziirése esetén 0,005% leucinnal kiegészitve.

LEU prototrofia sziirése esetén 0,001% hisztidinnel kiegészitve.

YNB/FBS taptalaj: YNB tapoldat 100 U/ml PS oldattal, 10% Fetal Bovine Serum-mal (FBS)

(Lonza) és 2,5% agarral kiegészitve.

YCB/BSA taptalaj: Yeast Carbon Base tapoldat (YCB, Difco) a gyarté utasitasai alapjan 100
U/ml PS oldattal, 2% Bovine Serum Albumin-nal (BSA) és 2,5% agarral kiegészitve.

Kiilonb6z6 pH-ju YPD taptalajok: YPD/PS taptalaj Mcllvaine pufferek megfelelé aranyu
keverékében oldva. Mcllvaine pufferek: 0,2 M dinatrium-hidrogén-foszfat (Na,HPO,) oldat
¢s 0,1 M citromsav oldat. A pufferek ardnya a megfelelé pH beallitisdhoz 20 ml
végtérfogatra: pH4: 7,71 ml Na;HPO4 és 12,29 ml citromsav; pH5: 10,3 ml Na;HPO, és 9,7
ml citromsav; pH6: 12,63 ml Na,HPQO, és 7,37 ml citromsav; pH7: 16,47 ml Na,HPO, és
3,53 ml citromsav; pH8: 19,45 ml Na,HPO, és 0,55 ml citromsav.
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Stresszorral kiegészitett YPD tapoldat: Kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott
stresszorokkal kiegészitett YPD/PS tapoldat: koffein (sejtfal stresszor): 1/0,5/0,25/0,125/
0,062 / 0,03 M; SDS (ndtrium-dodecil-szulfat, sejtmembran detergens): 2 /1 1/ 0,5/ 0,25 /
0,125 / 0,062%; hidrogén-peroxid (oxidativ stresszor): 75 [ 50 [ 25 /1 12 | 6 / 3 mM,;
higromicin B antibiotikum (polipeptid szintézis gatlas): 312 [ 156 [ 78 / 39 / 19,5 / 9,75
ug/ml; kongé vérés (sejtfal stresszor, kitin és -1,3-gliikan szintazok gatlasa) 2/1/0,5/ 0,25
/0,125 / 0,065 mg/ml; kalkofluor fehér (fluoreszcens festék) 2/ 1/0,5/0,25/ 0,125 / 0,065

mg/ml

LB tapoldat/taptalaj: 0,5% élesztékivonatot, 1% triptont és 1% natrium-Kloridot (NaCl)
tartalmazoé tapoldat. Taptalaj esetén 2,5% agarral kiegészitve. E. coli térzsek transzformacidja
esetén LB taptalaj/tapoldat 100 ug/ml ampicillin (Sigma-Aldrich) oldattal kiegészitve
(LBAVPy.

SOB tapoldat: 2% triptont, 0,5% éleszt6kivonatot, 10 mM NaCl-t, 2,5 mM kalium-kloridot
(KCI), 10 mM magnézium-kloridot (MgCly), valamint 10 mM magnézium-szulfatot
(Mg2SO4*7H,0) tartalmazé tapoldat, melynek pH-jat 6,7-7,0 érték kozé allitottuk be 5 M
kalium-hidroxid (KOH) oldattal.

PBMC/PBMC-DM tapoldat: RPMI 1640 tapoldat (Lonza) 100 U/ml penicillin-
sztreptomicin oldattal kiegészitve (RPMI/PS). X-VIVO (X-VIVO 15 without phenol red and
gentamycin, Lonza) tapoldat 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal és 4pg/ml granulocita
¢s makrofag kolonia stimulalo faktorral (GM-CSF, Sigma-Aldrich) kiegészitve (X-
VIVO/PS/GM-CSF).

DMEM tapoldat: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, BioWhittaker) tapoldat,
10% héinaktivalt FBS-sel 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal kiegészitve.

10x PBS oldat (Phosphate buffered saline): 8% NacCl, 0,2% KCI, 1,44% Na,HPOQO,, 0,24%
kalium-dihidrogén-foszfat (KH,POy).

Prosztaglandin termeltetéshez hasznalt indukciés tapoldat: 1x PBS oldat 0,015%

arachidonsavval (Sigma) kiegészitve.
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5.4. Kisérleti modszerek
5.4.1. Sejtvonalak és ¢leszto torzsek fenntartasa, tenyésztése, primer sejtek izolalasa

5.4.1.1. Candida torzsek fenntartasa és tenyésztése: Az ¢leszt6 térzseket YPD/PS taptalajon
tartottuk fenn 4°C-os hiit6ben, kéthavonta frissitve a tenyészeteket. Az élesztOket a
felszaporitashoz szilard taptalajrol oltottuk kaccsal 2 ml YPD/PS tapoldatba, majd 30°C-on,
200 rpm fordulatszammal rdzatva egy éjszakan at inkubaltuk. Az élesztoket az
elektroporalassal torténd transzformacios kisérletekhez 100 ml YPD/PS tapoldatban

szaporitottuk fel.

5.4.1.2. PBMC izolalas és PBMC-DM differencialtatas: A periférids vér mononuklearis
sejtieinek izoldlasa egészséges felndtt donorok vérébdl eldallitott ,buffy coat”
veérkészitménybdl tortént, Ficoll Paque Plus (GE Healthcare) stirliséggradiens centrifugalassal
(900 rpm, 30 perc, 20°C). A centrifugalast kovetéen a PBMC frakciokat 3 db 50 ml-es falcon
cs6be gytijtottiik, majd jéghideg 1x PBS-sel 40 ml-ig toltottiik fel. Ujabb centrifugalast (1000
rpm, 10 perc, 4°C) kovetden a pelleteket jéghideg ACK lizis pufferrel (0,8% ammoénium-
klorid, 0,1% kalium-hidrogénkarbonat) Gsszemostuk. Ismét centrifugaltuk (1000 rpm, 10
perc, 4°C), majd jéghideg 1x PBS-ben mostuk a sejteket (1000 rpm, 10 perc, 4°C). A
pelleteket jéghideg RPMI/PS tapoldatban vettiik fel, majd a megfelelé tenyésztdéedényben
inkubéltuk a sejteket két oran keresztiil (37°C, 100% relativ paratartalom, 5% CO, tenzio).
Két ora elteltével a sejteket 37°C-ra elémelegitett 1x PBS-sel mostuk, majd X-VIVO/PS/GM-
CSF tapoldatban 5 napon keresztiil inkubaltuk (37°C, 100% relativ paratartalom, 5% CO;
tenzid). Ez id6 alatt a PBMC-k makrofagokka differencialodtak.

5.4.2. Kompetens sejtek készitése

5.4.2.1. Kompetens E. coli sejtek készitése: Kompetens E. coli sejtek készitéséhez egy telep
XL1-Blue E. coli inokulumot 25 ml LB tépoldatba oltottunk, majd 8 6ran at 37°C-on 250 rpm
razatassal novesztettiink. Az igy felnovesztett induld tenyészetb6l 15 mi-t 250 ml SOB
tapoldatba oltottunk, majd 16°C-on 175 rpm razatds mellett egy éjszakan keresztiil
novesztettilk. Masnap, mikor a tenyészet a 0,4 OD értéket (600 nm-en) elérte, a kultarat két
falcon cs6be ontottiik, majd 4°C-on 5000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk. A sejteket 80 ml
TB pufferben (10 mM PIPES, 15 mM kalcium-klorid, 250 mM KCI, 55 mM mangan-klorid,
pH6,7) felszuszpendaltuk, majd 8% dimetil-szulfoxidot (DMSO, Sigma) adtunk hozza. Az
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igy elkészitett szuszpenziot 100 pl-es adagokban, folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd
felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

5.4.2.2. Kompetens C. parapsilosis sejtek készitése elektroporalashoz: Kompetens C.
parapsilosis sejtek készitéséhez egy oltokacsnyi inokulumot 100 ml YPD/PS tapoldatba
oltottunk, majd 30°C-on 200 rpm razatas mellett egy éjszakan keresztiil nvesztettiik. Masnap
a felnovesztett kultarat 2 do 50 ml-es falcon csébe dntve 4°C-on 3000 rpm-mel 5 percig
centrifugaltuk. A leiilepitett sejteket 50 ml 1x TE pufferben (10x-es TE torzsoldatbol higitva,
10x TE puffer: 100 mM TRIS, 10 mM EDTA, pH7,5) 6sszemostuk 1db 50 ml-es falcon csobe
¢és ismét centrifugaltuk, majd 30 ml 1x TE-t és 0,1 M litium-acetatot (Sigma) tartalmazo
pufferben felszuszpendaltuk és 45 percig 30°C-on 200 rpm mellett razattuk. Az inkubécios
majd tovabbi 15 percig razattuk (30°C, 200 rpm). Az inkubaciés id6 letelte utén a
szuszpenziot jéghideg steril desztillalt vizzel 50 ml-re kiegészitettiik és 4°C-on 3000 rpm-mel
5 percig centrifugaltuk. A sejteket ezutan kétszer jéghideg steril desztillalt vizzel, majd utolsé

(N4

kompetens sejteket felhasznalasig jégen taroltuk.

5.4.2.3. Kompetens C. parapsilosis sejtek készitése kémiai transzformaciéhoz: Kompetens
C. parapsilosis sejtek készitéséhez egy oltokacsnyi inokulumot 5 ml YPD/PS tapoldatba
oltottunk, majd 30°C-on 200 rpm razatas mellett egy éjszakan keresztiil novesztettiik. Masnap
a felnovesztett kultirat 0,2 OD értékre higitottuk 30 ml YPD/PS tapoldatban és tovabbi 4 oran
4t inkubdltuk 30°C-on 200 rpm razatas mellett (=<OD=1,0). A sejteket centrifugilassal
iilepitettiik (3000 rpm, 4°C, 5 perc), majd 3 ml jéghideg vizzel mostuk és ismételten
centrifugilassal iilepitettilk (3000 rpm, 4°C, 5 perc). A sejteket 1 ml jéghideg TELIOAC
oldattal (100 pl 1 M litium-acetat, 100 ul 10x TE puffer, 800 ul desztillalt viz) szuszpendaltuk
fel és atmértiik mikrocentrifuga csévekbe, majd 13000 rpm-el 30 masodpercig centrifugaltuk
Oket. Vegil 200 pl jéghideg TELIOAC oldatban felszuszpendaltuk a sejteket €és a

felhasznalasig jégen taroltuk.
5.4.3. Kompetens sejtek transzformalasa

5.4.3.1. Kompetens E. coli sejtek transzformalasa: 100 pl, -80°C-on tarolt kompetens sejtet
jégen 10 perc alatt kiolvasztottunk, majd a sejtekhez hozzamértiik a transzformalni kivant
DNS-t és tovabbi 25 percig jégen inkubaltuk. Ezutan a sejteket 42°C-on hdsokkoltuk 2 percig,
majd 800 ul LB tapoldat hozzaadasa utan a sejteket 37°C-on 40 percig inkubéltuk. Ezt
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kovetéen LB MP taptalajra szélesztettik a sejteket két kiilonbozé koncentracioban. A

csészéket egy éjszakan keresztiil 37°C-on inkubaltuk.

5.4.3.2. Deléciés Kkonstrukciok elékészitése és kompetens C. parapsilosis sejtek
elektroporalassal torténd transzformalasa: A transzformélandé delécidés konstrukcidok
plazmid preparatumaibol 5pg mennyiséget 200ul végtérfogatban Kpnl-Sacl restrikcios
endonukle4azokkal emésztettiik egy éjszakan at 37°C-on. Az emésztési elegy 1pl-ét 0,8%-0s
TAE gélelektroforézissel ellendriztiik. A fennmaradé mennyiségbdl a DNS-t 1x térfogat
izopropanollal csaptuk ki, majd a DNS-t centrifugalassal iilepitettiik (13000 rpm, 10 perc) és a
pelletet 70% etanollal mostuk (13000 rpm, 5 perc). 5 perc szaritas utin a DNS pelletet Sul
steril desztillalt vizben oldottuk vissza. A kompetens C. parapsilosis sejtek 40 pl
mennyiségéhez hozzaadtunk 5 pg emésztett plazmid DNS-t, majd a szuszpenziét 0,2 cm
résszélességli jéghideg elektroporald kiivettaba (Bio-Rad) tettiik és transzformalasig jégen
taroltuk. Az elektroporacio 1,5 kV, 25 pF és 200 Q paraméterek mellett tortént. Az
elektroporacio utan a sejtekhez 800 pl 1 M szorbitollal kiegészitett YPD/PS tapoldatot adtunk,
majd az elegyet 2 ml 1 M szorbitollal kiegészitett YPD/PS tapoldatba pipettaztuk és 3 oran
keresztiil 30°C-on inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan a sejteket centrifugaltuk (3000
rpm, 5 perc), 200 ul 1 M szorbitollal kiegészitett YPD/PS tapoldatban felszuszpendaltuk,
majd YPD/NAT csészére szélesztettilk. A transzformans telepeket tartalmazo csészéket 2

napig 30°C-on inkubaltuk.

54.3.3. Kompetens C. parapsilosis sejtek kémiai transzformalasa: Kémiai
transzformaciohoz elkészitett kompetens C. parapsilosis sejtek 100 pl-¢hez 10 ul, 10 mg/ml
pg mennyiségli emésztett plazmid DNS-t adtunk, majd dvatos elkeverés utan az elegyet 30
percig 30°C-on inkubéltuk. Ezutan a transzformacioés elegyhez 700 pl frissen készitett PLATE
oldatot (100 pl 1 M litium-acetat, 100 pl 10x TE puffer, 800 ul 50% PEG 3350) adtunk, majd
egy éjszakan at 30°C-on inkubaltuk. Masnap 44°C-on 15 percen keresztiil hésokkoltuk, majd
mikrocentrifuga segitségével iilepitettiik a sejteket (13000 rpm, 30 mp). A feliiluszo 6vatos
eltavolitasa utan a pellet felzavarasa nélkiil 1 ml friss YPD/PS tapoldatot mértiink a sejtekre
és tovabbi 2 o6ran 4t inkubaltuk 30°C-on 200 rpm razatds mellett. Ezutan a sejteket a
megfeleld szelektiv taptalajra szélesztettiik €s a transzformans telepeket tartalmazé csészéket

2-3 napig 30°C-on inkubaltuk.
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5.4.4. Fermentlevek eléallitasa a Candida torzsek prosztaglandin termelésének
vizsgalatahoz: A Candida torzsekbdl egy oltokacsnyi inokulumot 5 ml YPD/PS tapoldatba
oltottunk, majd 30°C-on 200 rpm razatas mellett egy éjszakan keresztiil ndvesztettiik. Masnap
a felndvesztett kultirakbol 2x10° sejtet 100 ml 1x PBS-be (kontroll), illetve 100 ml indukcios
oldatba (1x PBS oldat 0,015% arachidonsavval kiegészitve) tovabboltottuk. 24 6ra indukciot
kovetden a tenyészeteket sejtmentesre sziirtiik, majd a fermentleveket a felhasznalasig 4°C-on

taroltuk.

5.4.5. A vad tipusu torzs és a CpOLE2 deléciés mutiansok eltéré sejtfal- és oxidativ
stresszorokra adott valaszainak vizsgalata: A gombasejteket a 5.4.1.1. pontban leirtaknak
megfelelden szaporitottuk fel, majd 1x PBS-sel torténd kétszeri mosast és centrifugalast (3000
rpm, 5 perc) kovetden YPD/PS-ben allitottuk be a kivant sejtkoncentraciot (6,6x10° sejt/ml).
A vad tipusu és mutans sejteket tartalmazo szuszpenzidkat 96 lyukt mikrotiter lemezre
pipettaztuk (95-95 pul), majd hozzaadtuk a megfelelé koncentracioban kihigitott stresszorokat
(5-5 ul), kontrollként stresszor-mentes YPD/PS tapoldatot hasznalva. A mikrotiter lemezeket
30°C-on 16 6ran at inkubaltuk, majd spektrofotométer segitségével 620 nm-en meghataroztuk

az optikai denzitas értékeket.

5.4.6. A vad tipusu torzs és a CpOLE2 delécios mutansok pszeudohifa képzésének
vizsgalata: A gombasejteket a 5.4.1.1. pontban leirtaknak megfeleléen szaporitottuk fel, majd
1x PBS-sel torténd kétszeri mosast és centrifugalast (3000 rpm, 5 perc) kdvetden 1x PBS-ben
allitottuk be a kivant sejtkoncentraciot (107 sejt/ml), amit DMEM tépoldathoz adtunk. A sejtek
pszeudohifa-képzését a tapoldathoz vald hozzaadasuk utan mikroszkoppal folyamatosan nyomon

kovettiik és 60 perces, 24 és 48 oOras inkubalasokat kovetéen mikroszkdpos felvételt készitettiink.
5.4.7. Molekularis technikak

5.4.7.1. Bakterialis plazmid tisztitasa: Az 5.4.3.1 pontban leirt (Kompetens E. coli sejtek
transzformalésa), 37°C-on felnétt transzformans telepeket 2 ml LBAM tapoldatba oltottuk,
majd egy éjszakan at 200 rpm-mel 37°C-on razattuk. A tenyészeteket méasnap 1,5 ml-es
mikrocentrifuga csovekbe pipettaztuk és 6000 rpm-mel 5 percig iilepitettiik. A kiiilepitett
sejteket 100 pl lizis pufferben (50 mM glikoéz, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH7,5)
felszuszpendaltuk, majd 5 percig allni hagytuk. Ezutan 200 pl alkalikus SDS-t (4,4 ml steril
desztillalt viz, 100 pul 10 M NaOH, 0,5 ml 20% SDS) adtunk hozza, mellyel 6vatosan
Osszeforgattuk, 150 ul 3 M-os kalium-acetat oldatot adtunk hozza. 15 perc jégen torténd

inkubalas utan 0,5 ml kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu elegyet adtunk hozza és
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vortexelés utan 13000 rpm-mel 10 percig centrifugaltuk a mintakat. A felsd, vizes fazisban
levé DNS-t 1x térfogatu izopropanollal csaptuk ki, majd a DNS-t centrifugalassal iilepitettiik
(13000 rpm, 10 perc) és 70% etanollal mostuk (13000 rpm, 5 perc). 5 perc szaritas utan a
DNS pelletet 30 ul RNaz (250 pg/ml, Sigma) tartalmu steril desztillalt vizbe oldottuk vissza.
A plazmidok ellenérzése restrikcios emésztéssel tortént. Nagyobb mennyiségii plazmid
izolalasa érdekében a transzformans telepeket 2 ml LB*MP_ban torténd elétenyésztés utan (16
6ra, 200 rpm, 37°C) 100 ml térfogata LBAMP tapoldatba oltottuk és egy éjszakan at 200 rpm-
mel 37°C-on razattuk. Masnap a bakteridlis plazmid tisztitisat Plasmid Midi Kit (Geneaid)

segitségével, a gyartd utasitdsainak megfelelden végeztiik.

5.4.7.2. Total DNS kivonas gombabdl: A torzseket 2 ml YPD/PS tapoldatban razattuk (200
rpm, 30°C) egy ¢éjszakan at. A sejteket 3000 rpm fordulaton 5 percig centrifugaltuk, majd a
sejtpelletre 500 pl lizis puffert (1% SDS, 50 mM EDTA, 100 mM TRIS, pHS8) és 500 pl-nyi
liveggyongyot mértiink és ezt kovetden 3 percen keresztiil vortexeltiik. A mintdkhoz 275 pl 7
M-o0s ammonium-acetatot adtunk, majd 5 percig 65°C-on, ezt kovetden pedig 5 percig jégen
inkubaltuk. A mintakat 500 pl kloroform-izoamilalkohol (24:1) hozzaadasat kdvetden
centrifugaltuk (13000 rpm, 10 perc), majd a felsé vizes fazist atpipettaztuk egy masik
mikrocentrifuga csébe, amelyhez 500 pl izopropanolt adtunk, és 30 percre -20°C-ra
helyeztiink. Ezutan a mintakat centrifugaltuk (13000 rpm, 10 perc), a feliiliszot eltavolitottuk,
a kitilepedett csapadékra 70%-os etanolt mértiink, majd a mintadkat a fenti paraméterekkel
ujbol centrifugaltuk. A feliiliszo eltdvolitdsa utdn a mintakat beszaritottuk és 100 pl RN-4z
(250 pg/ml, Sigma) tartalmu bidesztillalt vizben vettiik fel. A DNS kivonas sikerességét 1-1

pl minta 0,8%-0s agar6z gélen torténd gélelektroforézisével ellendriztiik.

« ey

a pSFS20le2 és pSFS2UjOle2 vektorokat hasznaltuk. A pSFS20le2 konstrukcid
elkészitéséhez 599 bp nagysagi upstream homoldg Szakaszt, valamint 594 bp nagysagu
downstream homolog szakaszt amplifikaltunk a C. parapsilosis GA1l genomi DNS-ét
templatként haszndlva. A pSFS20le2 konstrukcié esetén az upstream homolog régid
felszaporitasahoz a "CpOLE2 upst Kpnl frw" és a "CpOLE2 upst Xhol rev", mig a
downstream homoldg régio felszaporitasahoz a "CpOLE2 down Notl frw" és a "CpOLE2
down Sacl rev" primer parokat hasznaltuk. A pSFS2UjOle2 konstrukcié esetén csak az
upstream homolog régiot valtoztattuk meg. Ez esetben egy 417 bp hossziisagi upstream
homolodg szakaszt klonoztunk a vektorba a "CpOLE2 Ujupst Kpnl frw" és a "CpOLE2 Ujupst

Xhol rev" primer par segitségével.
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Polimeraz lancreakcié delécids konstrukcié 1étrehozasahoz: A 25 pl végtérfogata reakciod
az alabbi komponenseket tartalmazta: 1X Roche Expand Long Template puffer (gyarilag 20
mM MgCl,-dal), 0,25-0,25 uM forward és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP (Thermo
Scientific), 20-50 ng genomi DNS templat és 1 U Expand Long Template polimeraz. A
reakciokoriilmények az alabbiak voltak: 3 perc 95°C (elédenaturacio), majd 35 cikluson
keresztiil 1 perc 94°C (denaturacio), 45 masodperc 60°C (primer bekotés) és 2 perc 68°C (lanc

hosszabbitas), végiil 7 perc 68°C utdpolimerizacio.

C. parapsilosis GA1 torzsbol torténé génkiiitéshez hasznalt primerek:

Primer neve Szekvencidja (5'—3")

CpOle2 upst Kpnl frw ttttttggtaccGAAAAATGAAGCTAAATCCTCCAAGGGAC
CpOle2 upst Xhol rev ttttttctcgagATAGGAAAAGTAGTTGAAAATGCGCACAC
CpOle2 Ujupst Kpnl frw ttttttggtaccCTATTTACACTAAGCAGCTTCGGCAG

CpOle2 Ujupst Xhol rev ttttttctcgag GGCACACCAATATCTAAACTACCATTG
CpOle2 down Notl frw ttttttgcggccgcGCGTTGTTTCTCATCCATTTGAGGAAATTC
CpOle2 down Sacl rev ttttttgagctcGGTTTATACTCAAATGGATGAATAGTCTTCTG

Az alahuzott rész a restrikcids endonukledzok hasitohelyeit jeloli.

5.4.7.4. DIG-dUTP jelolt OLE2 upstream proba eléallitasa: A DIG-jelolt proba
elkészitéséhez DreamTag DNS polimerazt (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyartd
utasitasainak megfeleléen. A dNTP mix Osszeallitaisa Thermo Scientific dNTP és
Digoxigenin-11-dUTP (Roche) felhasznalasaval tortént. A 25 pl végtérfogati reakcio az
alabbi komponenseket tartalmazta: 1x DreamTaq puffer (gyarilag 20 mM MgCl,-dal), 0,25-
0,25 uM forward és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP (Thermo Scientific), 20-50 ng genomi
DNS templat és 1,25 U DreamTag DNS polimeraz. A PCR program az alabbi 1épéseket
tartalmazta: 3 perc elédenaturacié 94°C-on, majd 35 cikluson keresztiil 15 masodperc 94°C,
15 masodperc 60°C, 80 masodperc 72 °C, végiil utdopolimerizacio 3 perc 72°C-on. Az OLE2
16kusz detektalasat Southern hibridizacidval végeztiik, ahol a DNS proba az upstream régio
DIG-jelolt PCR terméke volt.

5.4.7.5. Southern hibridizacié: Munkank alapjaul a Gacser és munkatarsai (2007c) altal
publikalt modszer szolgalt. Az 5.4.7.2. pont szerint izolalt genomi DNS-t Pvull restrikcios
endonukleazzal (Thermo Scientific) egy ¢éjszakan at emésztettiik a gyartd utasitasainak

megfeleléen. A DNS-t izopropanollal csaptuk ki és 70%-0s etanollal mostuk (13000 rpm, 10
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perc). A mintdkat 0,8%-0S agar6z gélen futtattuk DIG-jel6lt DNA Molecular Weight Marker
VIl (Roche) mellett. A fragmentumokat Amersham Hybond-N (GE Healthcare) filterre
blottoltuk, és UV fénnyel kovalensen rogzitettiik. A hibridizacié egy €jszakan at zajlott 65°C-
on DIG-dUTP jelolt DNS probaval. A DNS szakaszokat Antidigoxigenin-AP Fab
fragmentumokkal (Roche) és NBT/BCIP (Roche) el6hivo oldattal tettiik lathatdva.

5.4.7.6. Fuazios konstrukciok létrehozasa: A C. parapsilosis CLIB214 térzs genomi DNS-ét
templatként hasznalva az adott génre specifikus 1-es forward és 3-as reverz (upstream régio
esetén), valamint 4-es forward és 6-0S reverz (downstream régid esetén) primer parokat
hasznalva amplifikaltuk a gének up- és downstream régioit. A 3-as és 4-es primerek a
homolog szekvenciakon kiviil fizios szekvenciat is tartalmaztak. A cdHIS1 marker gén esetén
a pSN52-es vektort, a cmLEU2 marker gén esetén a pSN40 vektort hasznaltunk az
amplifikacidhoz. A marker gének felszaporitdsdhoz a 2-es univerzalis forward, valamint az 5-
0s reverz primereket hasznaltuk. Az 5-0s reverz primerek a marker génekkel homolog
szekvenciakon kiviil az adott génnek megfeleld S. cerevisiae genombol szarmazd azonositd
szekvenciat, valamint fizids szekvenciat is tartalmaztak. A konstrukciok Osszeépitését az up-
¢s downstream, valamint a marker régiok fizids szekvenciai mentén az 1-es forward és 6-0S
reverz primerek segitségével épitettiik Ossze (4. dabra). A kész konstrukciokkal a C.
parapsilosis CLIB214 Ahisl/Aleu?2 ketts auxotrof torzset transzformaltuk, majd a megfeleld

szelektiv taptalajra szélesztettiik.

1 2 4
— S — —
€« S
3 5 6

4. abra. A fizios konstrukcid 6sszeépitésének elve.

1: upstream forward primer; 2: univerzalis forward primer, 5° végén a "primer_3"-mal homoldg fizios
szekvenciaval (zo6ld); 3: upstream reverz primer, 5’ végén "primer_2"-vel homolog fGzios
szekvenciaval (zold); 4: downstream forward primer, 5’ végén "primer 5"-tel homolog fizids
szekvenciaval (kék); 5: reverz primer az 5’ végén cdHIS1/cmLEU2 markerekkel homoldg
szekvenciaval, kozépso részén a S. cerevisiae genombol szarmazo azonositd szekvenciaval (piros) és

3’ végén a "primer_4"-gyel homolog fuzids szekvenciaval (kék); 6: downstream reverz primer.
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Up- és downstream régiok felszaporitasa: A PCR reakciokat a DreamTaq DNS polimeraz
(Thermo Scientific) segitségével végeztik. Az 50 pl végtérfogati reakci6 az alabbi
komponenseket tartalmazta: 1x DreamTaq puffer (gyarilag 20 mM MgCl,-dal), 0,25-0,25 uM
forward és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP (Thermo Scientific), 20-50 ng genomi DNS
templat és 1,25 U DreamTaq DNS polimeraz. A reakciokoriilmények az alabbiak voltak: 30
masodperc  95°C (elédenaturacio), majd 29 cikluson keresztil 10 masodperc 94°C
(denaturacio), 20 masodperc 50°C (primer bekotés) ¢és 20 masodperc 72°C (lanc

hosszabbitas), végiil 2 perc 72°C utdépolimerizacio.

Marker gének felszaporitisa: A PCR reakciokat az Expand Long Template polimeraz
(Roche) segitségével végeztiik. Az 50 pl végtérfogati reakcidé az alabbi komponenseket
tartalmazta: 1x Expand Long Template puffer (gyarilag 20 mM MgCl,-dal), 0,25-0,25 uM
forward és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP (Thermo Scientific), 20-50 ng plazmid
(pSN40/pSN52) DNS templat és 1 U Expand Long Template polimeraz. A
reakciokoriilmények az alabbiak voltak: 2 perc 94°C elddenaturacié, majd 34 cikluson
keresztiil 10 masodperc 94°C, 30 masodperc 45°C és 4 perc 68°C, végiil 7 perc 68°C

utopolimerizacio.

PCR termékek tisztitasa: A felszaporitott up- és downstream régiokat, valamint a marker
géneket tartalmazo fragmentumokat a Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid)
segitségével tisztitottuk a gyarto utasitdsainak megfelelden. A tisztitott PCR termékeket 30 pl

térfogatban elualtuk.

Fuziés PCR: A fazios PCR reakciokat a DreamTaq DNA Polimeraz (Thermo Scientific)
felhasznalasaval végeztik. Az 50 ul végtérfogati reakcié az alabbi komponenseket
tartalmazta: 1x DreamTaq puffer (gyarilag 20 mM MqgCl,-dal), 0,25-0,25 uM "Primer_1"
forward és "Primer_6" reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP (Thermo Scientific), a tisztitott PCR
termékekbdl 0,75 ul upstream, 0,75 pl downstream, valamint 1 pl marker gént (HIS/LEU)
tartalmaz6 DNS fragmentum és 1,25 U DreamTaqg DNS polimeraz. A reakciokoriilmények az
alabbiak voltak: 5 perc 94°C elddenaturacio, majd 34 cikluson keresztiil 30 masodperc 94°C,
45 méasodperc 50°C és 4,5 perc 72°C, végiil 10 perc 72°C utdpolimerizacio.

38



5. Anyagok és modszerek

C. parapsilosis CLIB214-bél torténé génkiiitéshez hasznalt primerek:

"Primer_1" az adott gén upstream régidjanak felszaporitisahoz hasznalt forward primer:

Primer neve

CpUGA3_1
CPAR2_703920 1
CPAR2_108490_1
CpSou2_1
CpOLEL 1

Szekvenciaja (5'—3")

TACCTAGAAGTATTCACGGA
ACACCGACACGTGCATTTCT
GATCAAGATTGCAATTTAAT
ATCATAAGGTAGATCACGCC
GTCATGAGATCGTCATTCTT

"Primer_3" az adott gén upstream régiojanak felszaporitasihoz haszndlt reverz primer,

amely 5’ végén fuzios szekvencidt tartalmaz:

Primer neve

CpUGA3_3
CPAR2_703920_3
CPAR2_108490 3
CpSOU2_3
CpOLE1_3

Szekvencidja (5'—3")

cacggcgcgectagcagcggCAATTTGGACAAAAACTATC
cacggcgcgectagcagcggGGGTGATGGCTTAGAAGGAT
cacggcgcgectagcagcggCGTCTAACAAAGATATCGGC
cacggcgcegectagecagecggTTTTGTGTGTACTCGAATGT

cacggcgcgectagcagcggTGTGAGATCAGTGTGGGATA

"Primer_4" az adott gén downstream régidjanak felszaporitisihoz haszndlt forward

primer, amely 5’ végeén fuzios szekvencidt tartalmaz:

Primer neve

CpUGA3_4
CPAR2_703920 4
CPAR2_108490 4
CpSOU2_4
CpOLE1_4

Szekvenciaja (5'—3")

gtcagcggcecgcatccctgcCGCTTAGACAGTATATGATA
gtcagcggcecgcatccctgcGCACACCCCTCTTTGTATAT
gtcagcggcecgcatccctgcAGGATGTTTCAAACATCGAC
gtcagcggcecgcatccctgcTACTGTCCCATAGATTACGT
gtcagcggcecgeatccctgcGGAGAACTTTGGCTTGTTTG
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"Primer_6"" az adott gén downstream régidjanak felszaporitisahoz hasznadlt reverz primer:

Primer neve Szekvencidja (5'—3")
CpUGA3 6 CCCAAGTTTTTATCCGATAC
CPAR2 703920 6 GATCCACCTAGTGGAGTTTC
CPAR2 108490 6 TTGTTGGAGTACAAGAAGCA
CpSOU2_6 CAAGTCAAGCACGTTCTTTG
CpOLEl 6 GGGTACCATAAAGTCTATAC

"Primer_5" reverz primer az 5’ végén cdHIS1/cmLEU2 markerekkel homolog szekvencidt,
kozépso részén a S. cerevisiae genombol szarmazo azonosito szekvenciat és 3’ végén a

"primer_4"-gyel homolog fuzios szekvencidt tartalmaz:
Primer neve Szekvencidja (5'—3")

CpUGA3 5 gcagggatgcggecgctgacCGACTATTGTGACATACCTGagctcggatccactagtaacg
CPAR2 703920 5 gcagggatgcggecgetgacGGCTTTCACCGATAGTCTCTagctcggatccactagtaacg
CPAR2_ 108490 5 gcagggatgcggecgctgacATACTGTTACCACGGTGCGGagctcggatccactagtaacy
CpSOU2_5 gcagggatgcggecgetgacGTAACCCGACGTTGTGCAAGagctcggatccactagtaacy
CpOLE1_5 gcagggatgcggecgctgacGAGACACGTAGAGACATCGCagceteggatccactagtaacg

"Primer_2" univerzdlis forward primer az 5° végén a '‘primer_3"-mal homolog fizios

szekvenciat, a 3’ végén a cdHIS1/cmLEU2 markerekkel homolog szekvenciat tartalmaz:
Primer neve Szekvencidja (5'—3")
Primer_2 Univ ccgcetgetaggegegccgtgACCAGTGTGATGGATATCTG

5.4.7.7. Fuziés PCR-ek helyes beépiilésének ellendrzése: A kémiai transzformacio
sikerességét kolonia PCR segitségével ellendriztiik. Az ellendrzés két irdnybdl tortént az adott
génre specifikus "5’Check forward" és a markerekre specifikus "LEU/HIS_Check_1 reverz",
valamint a "LEU/HIS_Check_2 forward" és "3’Check reverz" primerek segitségével (5. abra).
A PCR reakciokat DreamTaq DNS polimerazzal (Thermo Scientific) a korabban leirtak
szerint végeztiik. A reakciokoriilmények az alabbiak voltak: 3 perc 95°C elédenaturacié, majd
35 cikluson keresztiil 30 méasodperc 94°C, 30 masodperc 53°C és 30 masodperc 72°C, végiil 6

perc 72°C utoépolimerizacio.
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5. bra. Fuziok helyes beépiilésének ellenérzése a megfeleld primerekkel.

Kék boksz: a génkiiitést kovetden a genomba rekombinalddott fuzids konstrukcid (homoldg upstream

régio, cmLEU2/cdHIS1 marker gén, S. cerevisiae genombdl szarmazd azonositd szekvenciaval és

homolog downstream régio); 5°Check: ellenérz6 forward primer; 3’Check: ellenérz6 reverz primer;
LEU/HIS_Check_1: a cdHIS1/cmLEU2 markerek 5° szekvenciajaval homolog reverz ellendrzé
primer; LEU/HIS_Check_2: a cdHIS1/cmLEU2 markerek 3’ szekvencigjaval homoldg forward

ellenérz6 primer.

“"Primer_5°Ch" az adott gén kiiitéséhez hasznalt fiizios kazetta beépiilési helyétil upstream

elhelyezkedo szekvencidaval homolog ellenorzo forward primer:

Primer neve

CpUGA3_5°Ch
CPAR2 703920 5°Ch
CPAR2 108490 5°Ch
CpSOU2_5°Ch
CpOLE1_5°Ch

Szekvenciaja (5'—3")

TTGCCAAAAATCACAAAAGG

ACATGATGGCCAACTTTTGG

ACCCCACAAGTCAATAAAAG
GATTACCCAGACAGAGATGA

GATGTCAAACTCCCTTCCTG

"Primer_3’Ch" az adott gén kiiitéséhez haszndlt fuzios kazetta beépiilési helyétol

downstream elhelyezkedd szekvenciaval homolog ellendrzd reverz primer:

Primer neve

CpUGA3_3’°Ch
CPAR2_ 703920 3°Ch
CPAR2_108490 3°Ch
CpSOU2_3°Ch
CpOLE! 3°Ch

Szekvenciaja (5'—3")

TGCAATAGCCTGGATAATAT
GATGGTTTTCTCTTTTGGTG
ACACAATCGAGCTCCTCAAA
AGATGGTTTCTTCAACGCTC
TTGCTGTACCAGAATGACAA
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"Primer_LEU/HIS_Check 1" a cdHIS1/cmLEU2 markerek 5’ szekvencidjaval homolog

reverz ellendrzo primer:

Primer neve Szekvenciaja (5'—3")
LEU Check 1 GAAGTTGGTGACGCGATTGT
HIS Check 1 AAAATCAATGGGCATTCTCG

"Primer_LEU/HIS_Check 2" a cdHIS1/cmLEU2 markerek 3’ szekvencidjiaval homolog

forward ellenorzo primer:

Primer neve Szekvenciaja (5'—3")
LEU Check 2 TTCCCCTTCAATGTATGCAA
HIS Check 2 TGGGAAGCAGACATTCAACA

5.4.7.8. RNS kivonas gombabél: Az RNS kivondshoz RiboPure™ RNA Purification Kit,
Yeast (Ambion) kit-et hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfeleléen. Az izolalt RNS
mennyiségét NanoDrop ND-1000-es spektrofotométer, mig a mindségét Agilent 2100

Bioanalyzer késziilék segitségével hataroztuk meg.

5.4.7.9. cDNS szintézis: A reverz transzkripcidhoz RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyarto utasitasainak megfeleléen. Minden reakcid
0,5-0,5 ul oligo(dT)1g és random hexamer primereket tartalmazott. A szintézis soran
maximum 1 ug RNS templatot hasznaltunk. A reakcid 1épései: 25°C 5 perc, majd 42°C 60
perc ¢és 70°C 5 perc.

5.4.7.10. Valos idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR): A génexpresszids vizsgalathoz Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk a gyart6 utasitasainak
megfelelden. A reakcio 20 pl végtérfogatban zajlott, ezért a gyartd altal mellékelt
protokollban szerepld térfogatokat ennek megfelelden csokkentettiik. A program lépései a
kovetkezok voltak: 95°C 3 perc, majd 50 cikluson keresztiil 95°C 10 mésodperc, majd 60°C
30 mésodperc. A termékek olvadasi gorbéit 65 - 95°C-os tartomanyban (0,5°C-os 1épésekkel)

-A(ACY)

rogzitettiik. A relativ expresszios értékek kiszamitasa a 2 eljarassal tortént, a gyarto altal

mellékelt szoftverrel. Belsé kontrollként az a-tubulin gént hasznaltuk.
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gRT-PCR primerek:

Primer neve Szekvencidja (5'—3")
UGA3 ReTi frw TGCGATGAAGTTAGACCAGT
UGA3 ReTi rev TCCTCCGTAGTCATGGTAGA
CPAR2 703920 ReTi frw GTCATCCCAGGTCTCCTAAG
CPAR2_703920 ReTi rev AATTGAGCAACTCTCACTGG
CPAR2_108490 ReTi frw ATGCTGAACCGAAGAATGTA
CPAR2_108490 ReTi rev AGCGTCTCGTTTCTCCTTAC
SOU2 ReTi frw ACTCCATTGGGTAGAGAAGG
SOU2 ReTi rev CAGTTGTGAAAGTAGCAGCA
gqTub4 ReTi frw GAACACTTATGCCGAGGACAAC
qTub4 ReTi rev ACTCTCACCACTGACTCCTTGC

5.4.7.11. Microarray vizsgalat: A microarray vizsgalatokhoz az RNS kivonast, majd a RNS-
valamint 3 oran at AA-val indukalt vad tipust CLIB214 torzsbol. Az AA-val indukalt
transzkripcidos profil megéllapitdisdhoz 4 bioldgiai parhuzamost alkalmaztunk. Az elsd
kettdben a kezeletlen vad tipus RNS-ét jeloltiik Cyanine 5-tel (Cy5) és az AA-val indukalt
mintabdl tisztitott RNS-t Cyanine 3-mal (Cy3), mig a masik kettd parhuzamosnal a jel6lés
forditva tortént. A cDNS szintézist, jelolést és azok C. parapsilosis ,microarray slide”-hoz
hibridizalasat Prof. Geraldin Butler és munkatarsai végezték Rossignol és mtsi (2007) leirasa

alapjan (Rossignol és mtsi. 2007).
5.4.8. In vitro virulencia vizsgalatok

54.8.1. In vitro fertézés: Az in vitro fertézésekhez 12 vagy 96 mintahelyes
tenyésztbedényeket hasznaltunk. Ezekben 2x10° (/ml) illetve 5x10* (/100 pl) gazdasejtet
fertdztiink Otszoros mennyiségii élesztdsejttel. A PBMC-DM sejteken kozvetleniil a fert6zést
megeldzden tapoldatot cseréltiink. A gombasejteket az 5.4.1.1. pont szerint szaporitottuk fel,
majd 1x PBS-sel torténé kétszeri mosast (3000 rpm, 5 perc) koveten steril 1x PBS-ben

allitottuk be a kivant sejtkoncentraciot.

5.4.8.2. Fagocitézis vizsgalat: A PBMC-DM sejtek fagocitald képességének analiziséhez
Alexa Fluor 647 (karboxilsav-szukcinimidil-észter) festékkel jelolt élesztdsejteket

hasznaltunk. Az élesztsejteket egy éjszakan at 30°C-on 200 rpm razatas mellett 2 ml
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YPD/PS tapoldatban neveltilk. Masnap az élesz6 sejteket kétszer mostuk 1x PBS-ben (3000
rpm, 5 perc), majd 500 pl 1x PBS-ben vettiik fel 6ket. A szuszpenziohoz 55 pl 1M-0s
natrium-karbonatot adtunk (pH10), valamint 10 pl Alexa Fluor 647 festéket (1 mg/ml,
DMSO-ban oldva). 30 percig szobahdmérsékleten, fénytél védve inkubaltuk a mintakat, majd
haromszor mostuk 1x PBS-sel, végiil 200 ul 1x PBS-ben vettiik fel. A gombasejteket 6tszor
Ezeket PBMC-DM sejtekkel inkubaltuk 12 mintahelyes tenyésztéedényekben 120 percig, a
sejtszamokat tekintve 1:5 gazda: patogén ardnyban. Az inkubacios id6 letelte utan a mintakat
1x PBS-sel mostuk, majd mintahelyenként 500 ul 37°C-ra elémelegitett TrypLE Express-t
(Life Technologies) mértiink a sejtekre, melyeket ezutan 45 percig 37°C-on inkubaltunk (5%
CO,, 100% relativ paratartalom). Az inkubécids 1d6 letelte utdn a sejteket szuszpenzidba
vittiikk, a technikai parhuzamosokat egybemostuk, majd a sejteket 2000 rpm fordulaton 5
percig iilepitettiik és 300 ul FACS pufferben (0,5% FBS 1x PBS-ben oldva) felvettiik. Az igy
elokészitett mintdkat FACSCalibur késziilékkel, majd Flowing Software 2.5 kiértékeld

szoftverrel elemeztiik.

5.4.8.3. Olési hatasfok meghatirozasa: A PBMC-DM sejteket 96 mintahelyes
tenyésztéedényben fertéztik C. parapsilosis vad tipusu, valamint delécios torzsekkel 1:5
gazda: patogén aranyban, harom technikai parhuzamost alkalmazva. Kontrollként fagocitakat
nem tartalmazé mintahelyekre X-VIVO tépoldatba helyeztikk az ¢€leszté szuszpenziot a
fertdzéshez hasznéalt mennyiségben ¢és térfogatban. A fertézés elétt a human sejteken
tapoldatot cseréltiink, melyet 37°C-ra elémelegitettiink. A fert6zéshez hasznélt gombasejteket
szintén a human sejteknek megfeleld tapoldatban higitottuk a megfelelé koncentraciora, majd
100 pl térfogatban adtuk a gazdasejtekhez. 3 6ra inkubéciot (37°C, 100% relativ paratartalom,
5% CO; tenzio) kovetden a tenyésztoedényt jégre helyeztiik €s minden tovabbi 1épést jégen
végeztliink, ezzel megakadalyozva a tovabbi fagocitézist, valamint az éleszték tovabbi
osztddasat. A tapoldattal a letapadt gazda, illetve gombasejteket felszuszpendaltuk, majd a
mintahelyeket kétszer atmostuk 200 ul jéghideg steril desztillalt vizzel. A szuszpenziot
mikrocentrifuga csévekbe gytjtottik, majd fecskendore illesztett 27G vagy 29G jelit injekciods
tl segitségével feltartuk a fagocitdkat, illetve elvalasztottuk az esetleges sarjsejteket. Az
¢lesztésejtszam meghatarozasat és az ez alapjan kalkulalt higitast kdvetden a szuszpenziobol
50 ul-t szélesztettiink YPD/PS taptalajra, amelyeket két napon keresztiil 30°C-on inkubaltunk.
A telepszamokat meghataroztuk, a higitasokkal korrigalva atlagoltuk és az alabbi formula

felhasznélasaval kiszamitottuk az eliminalt élesztSk szazalékos aranyat: [(Atlag Kontroll -
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Atlag Fertdzés)/Atlag Kontroll] x100. A kisérlet soran harom biologiai (hdrom mintahely) és

harom technikai (harom csésze/1 mintahely) parhuzamost alkalmaztunk.

5.4.8.4. Gazdasejtek karosodasanak meghatarozasa: Human PBMC-DM sejtek gomba
altali karositasat a Citotoxicity Detection Kit (LDH, Roche) segitségével végeztiik, a gyarto
utasitasainak megfelelden. A gazdasejteket ebben az esetben is 1:5 gazda: patogén aranyban
fertdztiik vad tipust, valamint delécios mutans torzsekkel, harom technikai parhuzamost
alkalmazva. Kontrollként nem fert6zott human sejteket, valamint tiszta X-VIVO tapoldatot
tartalmazd mintdkat alkalmaztunk. A humén sejtek fertdzését a fentiekben leirtaknak
megfelelden 1 ml végtérfogatnyi tapoldatban végeztiik, majd 24 és 48 ora inkubaciot (37°C,
100% relativ paratartalom, 5% CO, tenzid) kovetden feliiluszot gyljtottiink. A reakciot
kovetden a tiszta tapoldatot tartalmazd mintdkat felhaszndlva meghataroztuk az egyes

torzsekhez tartozd mintak relativ LDH aktivitasat.

5.4.8.5. Akridinnarancs/kristalyibolya festés: A festés alapjaul Miliotis altal publikalt
protokoll szolgalt (Miliotis 1991). A PBMC-DM sejteket 12 mintahelyes tenyésztéedényekbe
helyezett korong alakt feddlemezeken tenyésztettiik, differencidltattuk (hozzavetdlegesen 10°
sejt/korong) és fertdztiik 6tszordés mennyiségli gombasejttel. 3 ora elteltével a mintdkat 1x
PBS-sel mostuk, majd 0,01%-os akridinnarancs oldattal festettiik fél percig. Ezt haromszor
kovette 1x PBS-es mosas, majd 0,15 M-os kristalyibolya festést alkalmaztunk fél percig,
amelyet szintén hdromszori 1X PBS-es moséssal tavolitottunk el. A korongokat egy csepp 1x
PBS-ben targylemezre boritottuk ¢és atlatszo koromlakkal —rogzitettik. A festést
szobahémérsékleten, sotétben végeztik. A mintdkat Olympus DP-72 fluoreszcens

mikroszkoppal vizsgaltuk.

5.4.8.6. Enzim-kotott immunoszorbens assay (ELISA): A méréshez PBMC/PBMC-DM
sejteket hasznaltunk, melyeket 1:5 ardnyban ¢élesztosejtekkel fertéztiink 500 pl
végtérfogatban, két technikai parhuzamost alkalmazva. Az inkubaci6 idétartama PBMC sejtek
esetén 24 és 48 oOra, PBMC-DM sejtek esetén pedig 24 ora volt. Ezutan feliiliszokat
gylijtottiink és azokat felhasznalasig -20°C-on taroltuk. Az enzim-kotétt immunoszorbens
assay méréseket a DuoSet ELISA Kit (R&D systems) segitségével végeztiik, a gyartd

utasitasainak megfelelden.

5.4.9. In vivo virulencia vizsgalatok, viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertézése: A
viaszmoly larvéinak fertézésekor elsdként az optimalis fertdzési gombasejtszamot hatiroztuk

meg. Ehhez az élesztésejteket egy éjszakan at 30°C-on 200 rpm razatas mellett 2 ml YPD/PS
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tapoldatban neveltiik. Masnap a sejteket kétszer mostuk 1X PBS-ben, majd a sejtkoncentraciot
10® sejt/ml koncentraciora allitottuk be. Ezt kdvetden tizszeres higitasban, 6t 1épcsdben
higitottuk a szuszpenziot. A sejtek injektalasdhoz 10 pl térfogati Hamilton pipettat
alkalmaztunk. Az optimalis fertézési sejtkoncentracié megallapitasa utan tizes csoportokban
fertdztiik a larvakat a kovetkezOk szerint: szdratlan kontroll (épen hagyott larvak, ez szolgalt
abszolut negativ kontrollként), 1x PBS-sel injektalt csoport, vad tipusu torzzsel fertdzott

csoport, valamint a delécios torzsekkel fertdzott csoportok. A fertdzést kovetéen 30°C-on

rrrrrr

5.4.10. In silico és statisztikai analizis

5.4.10.1. Microarray adatok kiértékelése: A nyers adatok elemzését Prof. Geraldin Butler
¢s munkatarsai végezték Rossignol és mtsi. (2007) és Synnott és mtsi. (2010) leirasainak
megfeleléen (Rossignol és mtsi. 2007, Synnott és mtsi. 2010).

5.4.10.2. Statisztikai analizis: Az adatok kiértékelését, az atlagok, a szorasok és a
kiilonbségek szignifikancidjanak kiszamitasat parositatlan t-proba analizissel a GrapPad Prism

6 szoftverrel végeztiik. A kiilonbségeket p<0,05 értékek esetén tekintettiik szignifikansnak.
5.4.11. Analitikai mérések

5.4.11.1. Zsirsavak analitikai meghatarozasa: A Candida torzsekbdl egy oltokacsnyi
inokulumot 5 ml YPD/PS tapoldatba oltottunk, majd 30°C-on 200 rpm razatis mellett egy
¢jszakan at novesztettilk. Masnap a felndvesztett kultirakbol 2x10° sejtet 100 ml YPD/PS
tapoldatba tovabboltottunk, majd 24 6ran at, 30°C-on 200 rpm razatds mellett novesztettiik.
Masnap a sejteket iilepitettiik, 1x PBS-el mostuk, majd 50 ml-es falcon csévekben
liofilizaltuk. Analitikai mérlegen (Ohaus) 15 ml-es polipropilén csébe (VWR International)
(Sigma) adtunk belsé standardként. Ezt kvetéen 5 ml 5% kalium-hidroxid tartalma metanolos
(VWR International) oldattal szuszpendaltuk a mintakat 1 perces vortexeléssel, majd
fitéblokkban (Cole-Palmer) 70°C-on 1 6ran at inkubaltuk a zsirok elszappanositasa céljabol.
Az elegy pH-jat pH2-re allitottuk tomény sosav (VWR International) hozzaadasaval, majd 4
ml desztillalt vizet és 2 ml kloroformot (VWR International) adtunk az elegyhez. Az extrakciod
és a centrifugdlds utan (4000 rpm, 4°C, 15 perc) a kloroformos fazist gyiijtottiik, majd az
extrakcids 1épést a felso fazissal kétszer megismételtiik 1-1 ml kloroform hozzdadasaval. Az

Osszegyljtott kloroformos fazist nitrogén alatt beparoltuk, majd 4 ml 14% metanolos bor-
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trifluorid (Sigma) oldatot adtunk az elszappanositott mintakhoz és 70°C-on 1,5 6ran at
inkubaltuk. A képz6dott zsirsav-metil-észtereket n-hexannal (VWR International) vontuk ki a
reakcidelegybdl, amelyet nitrogén alatt beparoltunk. Végiil a mintdkat 100 pl hexdnban

oldottuk vissza és mintatarto fiolakba pipettaztuk.

A zsirsavak gizkromatografids vizsgalatat langionizacids detektorral szerelt Agilent
6890N (Agilent Technologies) tipusu gazkromatograffal végeztik. A mérések soran HP-
Innowax (60m*0,25mm*0,5um) (Hewlett-Packard) 4allofazist alkalmaztunk &llando
nyomason (32 psi). Manualisan 1 pl mintat injektaltunk split-splitless injektorba split
iizemmodban 50:1 split ardnnyal. Az injektor hémérséklete 250°C volt. A mérés soran a
hoémérseklet program 50°C-rdl indult, ezt a hdmérsékletet 2 percig tartottuk, majd 20°C/perc
felfiitési sebességgel 200°C-ra flitottiik fel az allofazist. Ezt kovetden 3°C/perc felfiitési
sebességgel 240°C-ra emeltiik a termosztat hdmérsékletét és 50 percig ezen a hémérsékleten
tartottuk. A detektor hdmérséklete 250°C volt a futds soran, a hidrogén aramlasi sebessége 30

ml/perc, a siiritett levegéé 300 ml/perc, a nitrogéné pedig 20 ml/perc volt.

A zsirsav-metil-észter standardokbol (metil-palmitat, Rt=22.4 perc; metil-palmitoleat,
Rt=23,0 perc; metil-heptadekanoat, Rt=24,7 perc; metil-sztearat, Rt=27,5 perc; metil-oleat,
Rt=28,3 perc; metil-linoleat, Rt=29,8 perc; metil-y-linoleat, Rt=31,0 perc; metil-linolenat,
Rt=32,3 perc; és metil-arachidonat Rt=42,1 perc; Sigma-Aldrich, tisztasdg >98%,) a
koncentracid meghatarozashoz kalibracios oldatsorozatot készitettiink 31,25 pg/ml — 32,00
mg/ml koncentracio6 tartomanyban a kiilonallé standard oldatok 6sszemérésével és n-hexannal
torténd higitasdval. A kalibracidos pontokra linedris illesztést alkalmaztunk, amelyek
korrelacidés koefficiensei (>0,99) megfeleltek az altalanos analitikai elvarasoknak. A
gazkromatograf vezérlését és a kiértékelést az Agilent ChemStation szoftver B.01.03

verziojaval végeztik.

5.4.11.2. Prosztaglandin-profil és prosztaglandin E, meghatarozas fermentléb6l HPLC-
MS médszerrel: A C. parapsilosis fermentleveket az 5.4.4. pontban leirtak szerint allitottuk
el6. A fermentlevek prosztaglandin-profiljanak ¢és prosztaglandin E, tartalmanak
meghatarozasdhoz  tomegspektrométerrel  kapcsolt  folyadékkromatografot  (Agilent
Technologies) hasznaltunk. A folyadékkromatograf G1312A binaris pumpabdl, G1379A
gaztalanitobol, G1367A automata mintaadagolobol allt, a detektalast pedig 6410 triple
kvadrupdl tomegspektrométerrel végeztiik. Az elvalasztds YMC Pack ProC18 (150 mm x 2,1
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mm, 5Sum) alléfazison tortént YMC ProCl8 (20mm x 2,1mm, Sum) -el6tétoszlop
alkalmazasaval. A mintakbol 20 pl-t injektaltunk. Az A eluens 0,005% ecetsavat (Biosolve)
tartalmazo HPLC tisztasagl viz volt, amelynek a pH-jat ammonia oldattal (Molar Chemicals)
pH5,7-re allitottuk. A B eluens 0,005% ecetsavat tartalmazo acetonitril/metanol (Biosolve)
(95/5, V/V) elegy volt, amelyhez ugyanannyi ammonia oldatot adtunk (pH5,7), mint az A
eluenshez.

A vizsgalat sordn gradiens eluciot alkalmaztunk 0,3 ml/perc dramlési sebességgel. Az
eluensek kiindulasi koncentracidja 25% B és 75% A volt, majd 10 perc alatt a B aranyat 40%-
ra emeltiik, és 5 percig ezen az értéken tartottuk. Ezt kdvetden 5 perc alatt 50%-ra emeltiik a
B eluens aranyat és 5 percig 50%-on aramoltattuk. Végiil 5 perc alatt visszaallitottuk a
kiindulasi eluens Osszetételre a mozgdfazist és ezen az értéken tartottuk 10 percig. Igy a

futasido 40 perc volt.

A tomegspektrometrias vizsgalatokat negativ ESI ionizaciés modban végeztiik
multiple reaction monitoring (MRM) analizator beallitasok mellett. A mérések soran nitrogén
kollozids gazt alkalmaztunk, melynek a hdmérséklete 325°C, az aramlasi sebessége 12 1/perc,
a nyomas 40 psi volt. A kapillaris fesziiltség 3800 V, a fragmentalas fesziiltsége 110 V volt a
futas sordn. A vizsgalatok soran minden komponens azonositasdra két MRM atmenetet
alkalmaztunk. A prosztaglandinok detektalasara hasznalt prekurzor- és leanyionokat, valamint

a mérés soran alkalmazott iitk6zési energidkat az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. A prosztaglandinok tomegspektrometrias paraméterei

Utkozési
Prekurzor . F

ion Leanyion energia
M)
13,14-dihidro-15-keto-prosztaglandin F 3032 59 -
,14-dihidro-15-keto-prosztaglandin Fy, 353,2 291,2 20
16 Prosstaclandin £ 353,2 309,1 20
B-Prosztaglandin Fy, 353,2 291,2 20
_ 353,2 309,1 20
Prosztaglandin E; 3532 273,3 20
_ 355,5 311,2 20
Prosztaglandin Fy, 355.5 293,2 20
_ 351,3 271,2 15
Prosztaglandin H; 351,3 189,1 15
_ 351,3 271,2 15
Prosztaglandin E; 351,3 315,1 15
Prosztaglandin Fa, 353,2 317,2 20
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Utkozési
Prekurzor oo :
- Leanyion energia
V)
353,2 273,3 20
Prosztaglandin D, ggig i;gi 12
_ 353,2 291,2 20
Prosztaglandin Fyp 353.2 317,2 20
_ , 271,2 2
Prosztaglandin A 222 2 189 2 28
Prosztaglandin J, 2222 igéz ;g
- ! 2 2
Prosztaglandin B, ggg 2 1?: 28

A vizsgalatok sordn a prosztaglandinok azonositasahoz a rendelkezésre allo standard
keverékeket (Prostaglandin HPLC mixture, Cyclopentenone Prostaglandin HPLC mixture,
Prostaglandin Metabolite HPLC mixture és Prosztaglandin Hp; >95%, Cayman Chemical)
injektaltuk és a komponenseket tomegspektrumuk alapjdn azonositottuk és meghataroztuk a
retencios idoket: 13,14-dihidro-15-keto-PGF,, Rt=13,2 perc; 11B-PGF,, Rt=13,7 perc;
PGE;, Rt=14,8 perc; PGF,,, Rt=14,8 perc; PGH,, Rt=15,8 perc; PGE,, Rt=15,9 perc; PGF,,,
Rt=16,3 perc; PGD,, Rt=17,1 perc; PGF,, Rt=19,6 perc; PGA,, Rt=23,2 perc; PGJ,, Rt=23,7
perc és PGB,, Rt=23,9 perc. Ezt kdvetéen a standard oldatok Osszemérésével és higitasaval
kalibracids oldatsorozatot készitettiink 0,5-250,0 ng/ml koncentracié tartomanyban. A
kalibracios pontokra linearis illesztést alkalmaztunk, amelyek esetében a korrelacios
koefficiens (R?) minden esetben nagyobb vagy egyenlé volt, mint 0,99. A HPLC rendszert és
a tomegspektrométert a MassHunter v. B.01.03 Acquisition software-rel vezéreltiik, mig az

adatfeldolgozas a MassHunter v. B.01.04 Qualification és Quantification software-rel tortént.

5.4.11.3. Prosztaglandin-profil és prosztaglandin E, meghatarozas fermentléb6él HPLC-
FLD médszerrel: A C. parapsilosis fermentleveket az 5.4.4. pontban leirtak szerint allitottuk
el6. A fermentlevek szilard fazisu extrakcidja soran Supelco™ Supelclean LC-18, 3 ml SPE
csOvel (Sigma-Aldrich) dolgoztunk. Az oszlop kondicionalasait 3 ml metanollal (VWR
International), majd ugyanennyi desztillalt vizzel végeztiik. A kondicionalas utan 100 ml
mintat vittiink a toltetre, majd a mintafelvitel utdn 3 ml desztillalt vizes mosas kovetkezett. A
toltetet szaritottuk, majd 3 ml n-hexannal (VWR International) kezdtilk meg az eliciot. Az

oszlopot ismét szaritottuk, majd 3 ml 1% metanolt tartalmazo etil-acetattal (VWR
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International) elualtuk a prosztaglandinokat az SPE oszloprol, majd a frakciot nitrogén alatt
szarazra paroltuk 4 ml-es teflon-szeptumos fioldkban. A fioldkba 3-5 mg Kkalium-
hidrogénkarbonatot (Reanal) mértiink be analitikai mérlegen (Ohaus), amelyhez 100 pl
acetonitrilt (VWR International) mértiink. Az elegyhez adtunk tovabbi 50 pl 3 mg/ml-es 3-
bromometil-6,7-dimetoxi-1-metil-1,2-dihidrokinoxalin-2-on (Br-DMEQ, Dojindo)
acetonitriles oldatot és ugyanennyi térfogatban szintén acetonitrilben oldott 0,27 mg/ml-es
koronaéter (Sigma-Aldrich) oldatot. A reakcidelegyet Iégmentesen lezartuk, homogenizaltuk,
majd 50°C-os termosztatban (Cole-Palmer) fénytdl elzartan 20 percig inkubaltuk. A
reakci6idd letelte utan a mintat 200 pl-es mikrofiolaba pipettaztuk.

A meghatirozashoz fluoreszcens detektorral rendelkezd folyadékkromatografot
(Shimadzu) alkalmaztunk. A folyadékkromatograf 2 db LC-20AD pumpabol, DGU-14A
gaztalanitobol, SIL-10AD mintaadagolobol, CTO-10AS oszloptermosztatbol, CBM-20A
vezérloegységbol és egy RF-20A fluoreszcens detektorbol allt.

A prosztaglandinok elvalasztasa Phenomenex Kinetex XB-C18 (100 mm x 4,6 mm,
2,6 um) allofazison tortént. Az A eluens 0,1% ecetsavat tartalmazo6 viz, a B eluens 0,1%
ecetsavat tartalmazd acetonitril volt. A vizsgalat sordn gradiens eltciot alkalmaztunk 1,2
ml/perc aramlasi sebességgel. Az eluensek kiinduldsi Osszetétele 68% A és 32% B volt,
melyet 26 percig tartottunk ezen az értéken, majd 2 perc alatt 36%-ra emeltiik a szerves
eluens tartalmat. 8 perc utan 60%-ra emeltiik 4 perc alatt, majd 5 perc utan 90%-ra emeltiik 2
perc alatt és ezen az értéken tartottuk 5 percig. Végiil 3 perc alatt visszaallitottuk a kiindulasi
allapotra a B eluens ardnyat és a 65 perces futas végéig ezen az értéken tartottuk. A mintakbol
5 pl-t injektaltunk, a fluoreszcens detektalast 370 nm excitacids és 455 nm emisszios

hullamhosszaknal valositottuk meg.

A vizsgalatok soran a prosztaglandinok azonositdsdhoz a rendelkezésre 4ll6 standard
keverékeket és egyedi standardokat (Prostaglandin HPLC mixture, Cyclopentenone
Prostaglandin HPLC mixture, Prostaglandin Metabolite HPLC mixture, Prosztaglandin H,, 8-
iso-Prostaglandin E;; >95%, Cayman Chemical) injektaltuk be és ezeket a komponenseket
hataroztuk meg: 8-1z0-PGE,, Rt=33,5 perc; PGE,, Rt=34,5 perc; PGD,, Rt=37,1 perc; PGA,,
Rt=41,0 perc; PGJ,, Rt=41,1 perc, PGB,, Rt=42,0 perc és 15-deoxy-A'*'*-PGJ,, Rt=465
perc. A standardok el0készitését a mintakhoz hasonloan végeztiik, azzal a kiilonbséggel, hogy
a kalibracio esetében 100 pl standard acetonitrilben oldott prosztaglandin mixet adtunk a
szarmazékképzd reakcidhoz az acetonitril helyett. Ezt kovetéen a standard oldatok

Osszemérésével ¢és higitasaval kalibracios oldatsorozatot készitettiink 1,0-1000,0 ng/ml
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koncentraci6 tartomanyban. A kalibracids pontokra linearis illesztést alkalmaztunk, amelyek

esetében a korrelacios koefficiens (Rz) minden esetben nagyobb vagy egyenld volt, mint 0,99.
A folyadékkromatograf vezérlését ¢és a kiértékelést Shimadzu CLASS-VP 6.14 SP2

verzidjaval végeztiik.

A zsirsavak analitikai meghatarozasat ¢és a prosztaglandin meghatarozasokat

Kecskeméti Anita végezte, ezen eredmények az 6 PhD munkajanak targyat képezik.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. A CpOLEZ2 gén célzott génkiiitése a CaSAT1 kazetta segitségével

A C. parapsilosis-ban azonositott, feltételezett zsirsav deszaturaz virulenciaban
betoltott szerepének vizsgalatahoz terveink kozott szerepelt a CpOLE2 gén célzott génkiiitése,
majd a CpOLE2 génre delécios mutans torzsek fizioldgiai vizsgalata. A CpOLE2 gén célzott
génkiiitéséhez a gén up- és downstream hatarolo régioit a caSAT1 flipper kazettat tartalmazo
pSFS2 vektorba klonoztuk. A caSATL flipper kazetta tartalmazza a C. albicans-adaptalt
nourseothricin (NAT) antibiotikum rezisztencia gént (caSAT1), amely dominans szelekciot
biztosit, illetve az indukalhaté maltéz promoter (MALZ2p) kontrollja alatt allo helyspecifikus
rekombinazt (caFLP). A caSAT1 flipper kazettat két 34 nukleotid hosszisagh, tigynevezett
flippaz rekombinacids célszekvencia (FRT) hatarolja. Ezek az FRT régiok a caFLP
rekombinaz specifikus felismeréhelyei (Reuss és mtsi. 2004, Gacser ¢s mtsi. 2007¢). A pSFS2
vektoron multiklonoz6 helyek hataroljak a caSAT1 flipper kazettat, ami lehet6vé teszi a
kazetta modositasat. Ezekre a klonozo helyekre, a kazetta elé¢ és mogé épitettiik a CpOLEZ2
gén up- és downstream régioit, ezaltal 1étrehozva a CpOLE2 delécios kazettat (6. abra). A
delécios kazettaval a C. parapsilosis GAL jelii klinikai izolatumbol készitett kompetens
sejteket transzformaltuk elektroporalas segitségével. A transzformécid soran a delécids
kazetta az up- és downstream régiok mentén, homolog rekombinacioval, iranyitottan beépiilt a
genomba, ezzel a CpOLE2 gén egyik alléljanak eltavolitasit eredményezve
(CpOLE2/ACpole2:SATI-flipper). A prométer-indukcio hatasara a caFLP rekombinaz gén
kifejezddott és az FRT szekvenciak mentén kivagta a caSAT1 flipper kazettat csak egy 34
nukleotidnyi FRT régiot hagyva maga utan a genomban (ACpOLE2/ACpole2:FRT) (6. abra).
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Kpnl Notl Sacl Xhol
FRT MAL2p caFLP caSAT1 FRT

FRT MAL2p caFLP caSAT1 FRT
B

5'0LE2 TS =" 30LE2

D —————

CpOLE2

FRT MAL2p caFLP caSAT1 FRT

D Em  —

5’OLE2 3’OLE2

Kpnl Sacl

2. 5’OLE2 3°OLE2

CpOLE2

CpOLE2 WT

HEr

HEs

6. abra. A: A caSAT1 flipper kazetta altalanos felépitése, B: A CpOLE2 specifikus delécios kazetta

felépitése, 1: A CpOLE2 delécios kazetta homoldg rekombinacidval torténd beépiilése a genomi OLE2

I6kuszba, 2: A caSAT1 flipper kazetta eliminalasa a genombol,

Roviditések: Kpnl/Notl és Sacl/Xhol: restrikciés endonukleaz hasitohelyek, FRT: flippaz gén

rekombinacids célszekvencia, MAL2p: indukalhatd6 maltdéz promoéter, caFLP: flippaz helyspecifikus
rekombinaz, caSAT1: NAT rezisztencia gén; 5° OLE2 ¢és 3° OLE2: CpOLE2 gén up- és downstream

hatarolo régioi, WT: vad tipusi genomi allapot, ahol a CpOLE2 gén mindkét allélja intakt, HEr: els6é

transzformaciot kovetd heterozigdta rezisztens allapot, ahol a CpOLE2 specifikus delécios kazetta

beépiilt a CpOLE2 16kusz egyik alléljaba; HES: heterozigota szenzitiv allapot.
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Az igy kapott heterozigota szenzitiv mutansokat YPD/PS/FLPout taptalajra
szélesztettiik, amely permissziv koncentracioban tartalmazta a NAT antibiotikumot. Ennek
kovetkeztében mind a NAT rezisztens, mind a NAT szenzitiv sejtek képesek voltak
novekedni, azonban a szenzitiv sejtek joval kisebb telepeket képeztek, mint a rezisztensek (7.
abra).

7. abra. ANAT rezisztens és szenzitiv telepek megkiilonboztetése YPD/PS/FLPout taptalajon.
z0ld nyilak: NAT szenzitiv telepek (Gacser és mtsi. 2007¢)

A CpOLE2 gén masodik alléljanak elimindldsit a genombol egy nagyobb méretii
upstream homoldg szekvenciat tartalmazd delécids kazetta alkalmazasdval végeztiik, a
korabban leirtak szerint. A delécids kazettaban torténd valtoztatast a késdbbi egyszeriibb
detektalas érdekében hajtottuk végre. A delécids kazetta helyes homolog beépiilésének, illetve
az azt kovetd eliminalasat a genombodl Southern-hibridizacid segitségével ellendriztiik. Az

alkalmazott hibridizéacios stratégiat a 8. dbra mutatja be.
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kb

L. 6,7 Pul FRT SATI flipper FRT  Proba ull
5 OLE2 3°OLE2
- 7.1 Pwull FRT SATI flipper FRT Prsba p. o
— — =
5 GjOLE2 A ORED
-
5
3 Pyull FRT  Proba prul
I S'GjOLE2 3 OLE2
T—
2.6 Prul] FRT _ Pisha prat
——e e

5’OLE2? 3°OLE2

1.4 Pyull Pyull — Il

8. abra. Southern hibridizalas Pvull emésztett genomi DNS-ekkel, downstream jelolt proba
alkalmazasaval.

1: DIG-jelolt DNS Molekulastuly marker; 2: GAl vad tipusu torzs (1,4 kb-os hibridizacios
fragmentum); 3: heterozigéta rezisztens mutans CpOLE2/ACpole2:SATI-flipper (6,7 és 1,4 kb-os
hibridizalo fragmentumok); 4: heterozigota szenzitiv mutans CpOLE2/ACpole2:FRT (HES) (2,6 és 1,4
kb-os hibridizal6 fragmentumok); 5: homozigota rezisztens mutans ACpole2/ACpole2:SAT1-flipper
(7,1 kb-os és 2,6 kb-0s hibridizal6 fragmentumok); 6: homozigota szenzitiv mutans
ACpole2/ACpole2:FRT (KO) (3 és 2,6 kb-0s hibridizalé fragmentumok). Az abra jobb oldalan az adott
genomi szituaciot szemléltetd sematikus abra lathat6. Fekete téglalap: CpOLE2 gén up- és
downstream régioi, sziirke téglalap: FRT régio, fekete vonal: downstream jeldlt proba, iires nyil:
caSAT1 flipper kazetta, fekete nyil: CpOLE2 gén.

Sikeresen deletaltuk az CpOLE2 gén mindkét alléljat, igy létrehozva az OLE2
homozigota delécios mutans torzset. Ellentétben a CpOLEL gén deletalasa soran tapasztalt
nehézségekkel (Nguyen és mtsi. 2011b), a CpOLE2 génre heterozigdta és homozigdta
delécios mutans torzsek eldallitdsa soran nem {itkoztiink akadalyokba, ami megfelel a C.

albicans OLE2 gén célzott génkiiitésénél tapasztaltakkal (Krishnamurthy és mtsi. 2004).
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6.2. A CpOLEZ mutans torzsek fiziologiai vizsgalata

A mutans torzsek ¢letképességében tortént valtozasok feltérképezése érdekében
kiilonb6zo vizsgalatokat végeztiink. A novekedési képességet stresszorokkal kiegészitett
taptalajokon és eltér6 homérsékleteken analizaltuk. Emellett vizsgaltuk a mutans torzsek
novekedésének pH fliggését, a torzsek FBS (fetal bovine serum) bontasi képességét, valamint

pszeudohifa-képzését.

6.2.1. A CpOLE2 mutians torzsek novekedési képességének vizsgialata kiilonboz6

taptalajon és homérsékleten

A CpOLE2 muténs torzsekbdl, valamint a GA1 vad tipusu torzsbdl tobb, kiillonbozo
higitast sejtszuszpenziot csepegtettiink YPD, YNB és YCB/BSA taptalajokra, majd ezeket
kiilonboz6é hémérsékleten 2 napig inkubaltuk, ezt kovetden Osszehasonlitottuk a vizsgalt
torzsek novekedési képességét. A novekedési tesztekben alkalmazott taptalajok lehetdvé
tették a minimal taptalajon valo novekedési képesség és a BSA-bdl szarmazd nitrogén és szén
tapanyagként vald felhaszndldsadnak vizsgalatat, az eltérd homérsékleten torténd inkubacid
pedig lehetdvé tette a novekedés homérsékletfiiggd vizsgalatat. A kiilonboz6 hémérsékleten
¢s szénforrason vald novekedési képesség fontos szerepet jatszhat a gazda-patogén
interakciok soran a gazdakornyezethez vald alkalmazkodasban (Rosa e Silva és mtsi. 2008,
Biswas ¢és mtsi. 2007) A 9. abra is jol mutatja, hogy sem a kiillonb6z6 hémérsékleteken, sem a
kiilonb6zd taptalajokon torténd inkubacid nem okozott valtozast a mutans torzsek novekedési,
illetve tapanyag-felhasznélasi képességében a vad tipusu GA1 torzshoz képest. Eredményeink
alapjan a CpOLE2 gén nem jatszik szerepet a gazdakdrnyezetben torténd, megvaltozott

hémérséklethez és szénforrashoz valo alkalmazkodésban.
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9. abra. A GAI vad tipusu, a CpOLE2/ACpole2 heterozigota és a ACpole2/ACpole2 homozigota
mutans torzsek novekedése kiilonboz6 koncentracidkban kicsepegtetve, 20, 30 és 37°C-0s

hémérsékleten, YPD, YNB, valamint YCB/BSA téptalajokon.
6.2.2. A CpOLE2 mutans torzsek novekedési vizsgalata kiilonboz6é pH-n

Minden organizmus szdmdra rendkiviil fontos a megfeleld6 pH homeosztazis
fenntartasa, igy ez a patogén Candida fajok gazdakornyezetben, foként fagolizoszomakban
valo talélésében is szerepet jatszik. A patogén megvaltozott pH-hoz valé alkalmazkodasi
képessége nagyban befolyasolja a virulenciat (De Bernardis és mtsi. 1998, Coutinho 2009).
Mint azt mar C. albicans esetében kimutattak, a gomba aktivan képes a pH neutralizalasara
mind lagos, mind savas kozegben, ezaltal megfeleld6 kornyezetet képes kialakitani a

gazdaszervezetben a fert6zés soran (Vylkova és mtsi. 2011).

Ennek érdekében megvizsgaltuk, hogy torténik-e valtozas a delécidos mutans toérzsek
novekedésében a vad tipusi GA1 torzs novekedéséhez képest kiillonbozé pH-ju tapkdzegek
alkalmazasa esetén. A vizsgalat soran YPD taptalajt alkalmaztunk 6t kiilonbozé pH-ra
beallitva pH4 és pH8 kozotti tartomanyban. Az eredményeket a 10. dbra mutatja be. Ezen
vizsgalat sordn sem taldltunk eltérést a kiillonbozd taptalajokon nevelt vad tipust, valamint
mutans torzsek novekedési képességében. Eredményeink alapjan a CpOLE2 gén nem jatszik

szerepet a C. parapsilosis pH homeosztazisanak fenntartasaban.
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pH4 pH5 pH6
10100 100 100 10} 10° 104 10° 10° 10! 10° 104 100 10 10!
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ACpole2/ACpole2
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CpOLE2/ACpole2

ACpole2/ACpole2

pH7 pHS

10. abra. A GALl vad tipusu, a CpOLE2/ACpole2 heterozigdta és a ACpole2/ACpole2 homozigdta
mutans torzsek novekedése kiillonb6zo koncentraciokban kicsepegtetve kiilonb6zo pH-ju taptalajokon

nevelve.
6.2.3. A CpOLE2 mutans torzsek FBS bontasi képessége

A patogén Candida fajok egyik fontos virulenciafaktora a gazdaszérum
antimikrobialis peptid molekulainak bontasi képessége (Horvath és mtsi. 2012, Gropp és mitsi.
2009). Az FBS egy komplex fehérje dsszetételi szérum, melynek a vizsgalt gombatorzs altali
bontasat a telepek koriil jelentkez6 tGn. feltisztulasi zona jelzi. Az ilyen tipust aktivitas fontos
tényez6 lehet, mivel a patogén véraramba keriilésekor a szérumfehérjék mikrobakarosito
hatasat képes kivédeni. Az FBS bontasi képesség vizsgalatat minimal taptalajon, 3 kiilonbozo
hémérsékletet alkalmazva vizsgaltuk, azonban a mutans torzsek és a vad tipusu térzs FBS
bontasi képességében nem tapasztaltunk eltérést (11. abra). Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy

a CpOLE2 gén nem jatszik szerepet az extracellularis fehérjebontasi folyamatokban.

YNB/FBS

GAl
CpOLE2/ACpole2
ACpole2/ACpole2

20°C

11. abra. A GA1 vad tipust, a CpOLE2/ACpole2 heterozigéta és a ACpole2/ACpole2 homozigota
mutans torzsek FBS bontasi képessége kiilonbdz6 koncentracidkban kicsepegtetve kiilonb6zo

hémérsékleteken.
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6.2.4. A CpOLE2 mutans torzsek pszeudohifa-képzése

A C. parapsilosis sejtek képesek pszeudohifak képzésére, amely elengedhetetlen a
biofilm kialakitasahoz, a mesterséges feliileteken torténd adhéziohoz, valamint a
kolonizaciohoz. C. albicans esetében bizonyitottak, hogy szérum jelenlétében indukalodnak a
hifa- és biofilmképzddéshez sziikséges morfologiai valtozasokat indukald gének (Ene és mitsi.
2012). igy a pszeudohifaképzés fontos virulenciafaktor ezen patogén gombék korében. Ezért
Osszehasonlitottuk a delécios torzseink DMEM tapoldatban torténd pszeudohifaképzési
képességét a GA1 vad tipusu torzsével. Eredményeinket a 12. abran mutatjuk be, ahol lathato,
hogy a CpOLE2 gén eliminalasanak hatdsara nem valtozik meg a gomba pszeudohifaképzo

képessége, tehat az Ole2 nem vesz részt adhézids és biofilmképzési reakciok indukalasaban.

24h 48h

GAl
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CPOLE2/ACpole? ' %@
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ty ): n/
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12. abra. A GA1 vad tipust, a CpOLE2/ACpole2 heterozigdta és a ACpole2/ACpole2 homozigbta
mutans torzsek pszeudohifaképzési képessége fénymikroszkopban vizsgalva 1, 24 és 48 ora elteltével,

fekete vonal: 10pum hosszusagot jelent.

6.25. A CpOLE2 mutins torzs novekedése kiilonbozo stresszorokat tartalmazo

tapkozegben

A gazda-patogén kolcsonhatasok soran a gazdakornyezetben a patogénnek szamos
stresszhatassal szemben kell ellenallnia, ugymint sejtfalkarosito és oxidativ stresszorok

(Jimenez-Lopez és Lorenz 2013, Heilmann és mtsi. 2013). Ezért megvizsgaltuk a CpOLE2
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homozigdéta muténs torzs, valamint a GAIl vad tipusu torzs ndvekedését kiilonbozo

(Heilmann és mtsi. 2013, Calvo és mtsi. 2009), az oxidativ stressz agens hidrogén-peroxid
(Cuellar-Cruz és mtsi. 2008) ¢és a fehérjeszintézis-gatlo higromicin B antibiotikum
jelenlétében (Gonzalez és mtsi. 1978). A vizsgalatokat 96 lyukt mikrotiter lemezen végeztiik
YPD/PS tapoldatban, amelyhez kiilonbdz6 koncentracioban kihigitott stresszorokat adtunk. A

torzsek novekedési képességét 16 oOra elteltével vizsgaltuk a tapkoézeg optikai denzitdsa

alapjan (13. abra).
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13. abra. A ACpole2/ACpole2 homozigota mutans torzs és a GAl vad tipusa torzs ndvekedési

srer

kalkofluor fehér, kongd vorés, higromicin B, SDS, koffein, valamint hidrogén-peroxid jelenlétében 16
ora inkubacid utan.
A 13. 4bran jol lathat6, hogy a két torzs stresszorok altal befolyasolt tulélési képessége

kozott nem tapasztalhato kiilonbség. Elmondhat6, hogy a CpOLE2 gén nem jatszik szerepet

sem a sejtfal, sem pedig az oxidativ stresszorokkal szemben mutatott érzékenységben.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a fiziologiai tulajdonsigait tekintve a CpOLE2
delécios mutans torzs nem mutatott valtozast 6sszehasonlitva a vad tipusu GA1 torzzsel. Ezen

eredmények hasonléak a CaOLE2 gén célzott génkilitése soran tapasztaltakkal, miszerint a
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mutans torzs ndvekedési képességei megegyeztek a vad tipust térzsével minden megvizsgalt

taptalajon (Krishnamurthy és mtsi. 2004).
6.3. A CpOLE2 mutans torzsek in vitro és in vivo virulencia vizsgalatai

C. albicans-ban az OLE2 gént 0Osszefliggésbe hoztak a gomba prosztaglandin
termelésével, amely immunmoduladl6é hatdsa révén fontos szerepet jatszik a gazda-patogén
kolesonhatasok soran. Mivel ezek a gomba prosztaglandinok képesek a gazda immunvalaszat
olyan irdnyba eltolni, hogy az kedvezd legyen a patogénnek a fertézés soran, ezért fontos
virulenciafaktorként tartjak éket szamon (Noverr és mtsi. 2001, Erb-Downward és Noverr
2007). Miutan sikeresen végrehajtottuk a CpOLE2 gén célzott génkiiitését a C. parapsilosis
genomjabol, elvégeztiik a delécidos mutans torzsek fiziologiai vizsgalatait. Mivel a mutans
torzsek ¢letképességében nem taldltunk eltérést a vad tipusat GAl torzshoz képest,

érdekl6désiink arra iranyult a tovabbiakban, hogy a virulenciaban tortént-¢ valtozas.
6.3.1. Olési kisérletek human PBMC-DM sejtekkel

C. parapsilosis esetében korabban mar t6bb, a zsirsavszintézisben és metabolizmusban
szerepet jatszd génrdl is bizonyitottak, hogy hidnyukban jelentdsen csokkent a mutans térzsek
tulélési képessége az 6lési kisérletek soran (Nguyen és mtsi. 2011b, Toth és mtsi. 2014). A
CpOLE1 zsirsav deszaturdz gén hianyaban csokken a telitetlen zsirsavak termelése, ezaltal
megvaltozik a membrandsszetétel, ami 1ényegesen csokkent virulenciat eredményez (Nguyen
¢és mtsi. 2011b). Azaltal, hogy komplementalni képes a zsirsav-bioszintézis hianyossagait, a
lipid metabolizmusért felelds extracellularis lipdz gének hidnya is nagymértékben csokkenti a
C. parapsilosis virulenciajat (Toth és mtsi. 2014). A CpOLE2 deléciés mutans torzsek
virulenciajaban bekovetkezett valtozasok felderitése érdekében egy in vitro fert6zéses modellt
alkalmaztunk, melynek segitségével megvizsgaltuk, hogy a human PBMC-DM sejtek hogyan
képesek eliminidlni a CpOLE2 delécids mutdns torzseket a vad tipusit GAl torzzsel
Osszehasonlitva. A kisérleti elrendezésiinkben ismert szamu makrofag sejtet fertdztiink
OtszOros mennyiségli gombasejttel. A PBMC-DM sejtek 0lési hatasfokat a 14. dbra mutatja
be. Eredményeink alapjan mind a CpOLE2 heterozigota mutans torzset, mind a CpOLE2
homozigota deléciés mutans torzset nagyobb hatékonysaggal eliminaltak a makrofagok, mint
a GA1 vad tipusu torzset, azonban ez a kiilonbség csak a homozigéta deléciés mutans
esetében bizonyult szignifikdnsnak (p<0,05) (14. 4&bra). Igy elmondhatd, hogy a
feltételezhet6en prosztaglandin-bioszintézisben is szerepet jatsz6 CpOLE2 zsirsav deszaturaz

gén hianya csokkenti a mutdns torzsek talélését az Olési kisérletek soran, ami lehet a
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megvaltozott zsirsavisszetétel, illetve a gomba prosztaglandinok hianyanak kovetkezménye

is.

150+
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B GA1 vad tipus
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p<0,05

14. dbra. PBMC-DM sejtek CpOLE2/ACpole2 heterozigdta és ACpole2/ACpole2 homozigdta mutans
torzsekkel szembeni 6lési hatékonysaga a GA1 vad tipusu tdrzshdz viszonyitva.

Az eredményeket minden donor esetében a vad tipusa torzzsel szembeni 61ési hatékonysagra (100%)
normalizaltuk. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortél szarmazo PBMC-DM sejtek

fert6z€séb6l mért eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05
6.3.2. Fagocitozis és 0lés vizsgalata akridinnarancs/Kkristalyibolya festéssel

A PBMC-DM o6lési hatékonysag vizsgalatok eredményeinek megerdsitése érdekében
fagocitdzis és Olési kisérleteket végeztiink akridinnarancs és kristalyibolya festést kovetd
mikroszkopos kisérletek segitségével. Az akridinnarancs egy membran/sejtfal permedbilis,
nukleinsav szelektiv fluoreszcens festék, ami kettds szald DNS-hez kotddve zold fényt
emittal, mig egyszali DNS-hez kotddve pirosat, ezzel megkiilonbdztethetdve teszi az €16 és
elpusztult sejteket (Mirrett 1982). A kristalyibolyat a nem fagocitalt gombak emisszidjanak

kioltasa érdekében alkalmaztuk. A fluoreszcens mikroszkopos képekbdl egy példat a 15. abra

szemléltet.
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15. abra. A: GA1 vad tipusa torzzsel fert6z6tt PBMC-DM sejtek akridinnarancs/kristalyibolya festését
kovetd fluoreszcens felvétel; B: ACpole2/ACpole2 homozigdta mutans térzzsel fert6zott PBMC-DM
sejtek akridinnarancs/kristalyibolya festését kovetd fluoreszcens felvétel.

Piros nyil: elpusztult, fagocitalt gombasejt; z6ld nyil: €16, fagocitalt gombasejt

Atlagosan 1000 makrofagot szamoltunk le torzsenként, valamint 4 kiilonb6z6 donortél
szarmaz6 PBMC-DM sejteken végeztik el a kisérletet. Minden latomezd esetében
megszamoltuk az 0Osszes makrofagot, a fagocitalo6 makrofdgokat, az Osszes fagocitalt
gombasejtet és az elpusztult gombasejtek szamat. A kapott adatok alapjan fagocita indexet
[(fagocitald makrofagok/Gsszes fagocitalt gomba) x 100] (16. abra), fagocita szazalékot
[(fagocitald makrofagok/Gsszes makrofag) x 100] (17. abra), valamint O6lési szazalékot

[(elpusztult gombak/ 6sszes fagocitalt gomba) x 100] (18. abra) szamoltunk.
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16. abra. PBMC-DM sejtek GA1 vad tipusu, CpOLE2/ACpole2 heterozigbta és ACpole2/ACpole2
homozigdta mutans torzsekkel vald fert6zésébol szarmazo fagocita index szazalékos értékek.

Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortél szarmazé PBMC-DM sejtek fert6zésébol mért
eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05

@l GAI vad tipus
CJ CpOLE2/ACpole2
B ACpole2/ACpole2

Fagocita %

p<0,05

Q)
&
o"@

GV'

17. ébra. PBMC-DM sejtek GA1 vad tipusu, CpOLE2/ACpole2 heterozigdta és ACpole2/ACpole2
homozigota mutans torzsekkel vald fert6zésébol szarmazo fagocita szazalék értékek.

Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortdl szarmaz6 PBMC-DM sejtek fert6zEésébol mért

eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05
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18. abra. PBMC-DM sejtek GA1 vad tipusu, CpOLE2/ACpole2 heterozigota és ACpole2/ACpole2
homozigdta mutans torzsekkel vald fert6zésébol szarmazo 6lési hatékonysagok szazalékos értéke.
Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortdl szarmaz6 PBMC-DM sejtek fertdzésébol mért

eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05

Nem tapasztaltunk kiilonbséget a kiilonbozé fertézésekbdl szarmazo fagocita index
értekek kozott, amely érték utal a fagocitaldé makrofagokra jutd Osszes fagocitalt gomba
aranyara. A fagocita szdzalék ¢és Olési hatékonysag értékek esetében azonban mar a
heterozigota mutans térzsnél is lathato a kiilonbség, mig a homozigota mutans esetében ez a
kiilonbség mar szignifikans a vad tipust torzshoz képest (p<0,05). A deléciés mutans torzsek
esetében nagyobb aranyban voltak megfigyelhet6k fagocitdld makrofagok az 6sszes makrofag
szamahoz viszonyitva. Ezenkiviil a fagocital6 makrofdgok nagyobb hatékonysaggal voltak
képesek elpusztitani az altaluk fagocitalt delécios mutans élesztésejteket. Eredményeink a
CpOLE2 mutans torzs csokkent virulencidjara utalnak, mert bar kozel azonos szamu
gombasejtet fagocitaltak a makrofagok mind a vad tipust, mind a mutans sejtekbdl, a mar
fagocitalt sejteket szignifikansan (10-20%) nagyobb hatékonysaggal tudtak eliminalni a
mutans sejtek esetében. Emellett a mutans sejtek jelentésen tobb makrofagot aktivaltak. Ezen

crcr

kisérletei soran tapasztaltakkal (Toth és mtsi. 2014).

6.3.3. A CpOLE2 homozigéta mutans torzs PBMC-DM sejteket karosité hatasanak

vizsgalata

Az in vitro fert6zések soran megvizsgaltuk a kiilonb6zo térzseink PBMC-DM sejteket
karositd hatasat az Un. laktat dehidrogenaz (LDH) teszt alkalmazasaval. Az LDH egy stabil

citoplazmatikus enzim, amely a gazdasejt plazmamembran karosoddsa soran azonnal
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felszabadul a feliiliszoba, ezért az LDH-felszabadulas kolorimetrias mérésével
megallapithatjuk a gazdasejtek karosodasanak mértékét (Decker és Lohmann-Matthes 1988).
A mérések soran a fertézést 6 donortol szarmazé6 PBMC-DM sejteken végeztiik, majd 24,
illetve 48 ora elteltével feliiluszot gyhjtottiink. A sejtmentes feliilliszokban mértiik a relativ

LDH értékeket (19. abra).
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19. dbra. GA1 vad tipust és ACpole2/ACpole2 homozigoéta mutans torzsekkel fert6zétt PBMC-DM
sejtek feliilusz6jabol mért relativ LDH mennyiség %-osan feltiintetve, a GA1 torzsre vonatkoztatva,
24 ¢és 48 o6ra utan.

Az eredményeket minden donor esetében a vad tipusu torzs altali gazdasejt karositd hatasra (100%)
normalizaltuk. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 6 donortol szarmazo PBMC-DM sejteken mért

eredmények. **: szignifikancia, értéke: p<0,005, ns: nem szignifikans.

A mérések alapjan a fert6zés 24. 6rajaban a CpOLEZ2 delécios mutans torzs PBMC-
DM sejteket karosité hatdsa szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a vad tipusu torzshoz
képest. Ezek az eredmények alatamasztjak a fagocitozis kisérletek soran tapasztalt magasabb
fagocita aktivaciot és hatékonyabb gomba eliminalast. A hevesebb reakcido a makrofagok
nagyobb mértékii pusztulasat is eredményezi az interakci6 soran (Lin és mtsi. 2004, Schilling
¢s mtsi. 2013, Miao és mtsi. 2011). Csoportunkban jelenleg is folynak vizsgalatok arra
vonatkozoéan, hogy a C. parapsilosis képes-e programozott sejthalalt indukalni
makrofagokban. El6zetes eredményeink arra utalnak, hogy a C. albicans-hoz hasonloan a C.
parapsilosis is képes piroptozist kivaltani a gazdasejtekben, ami gyulladassal, intenziv citokin
szekrécioval és sejtlizissel jar. Annak megéllapitdsdhoz azonban, hogy a CpOLE2 gén
szerepet jatszhat-e a piroptozis indukcidjaban, még tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Erdekes
modon, 48 ora elteltével mar nem tapasztaltunk kiillonbséget a vad tipust, illetve a CpOLE2
gén hianya a gazdasejtekkel valo interakciot a fertdzés késébbi szakaszaban mar nem

befolyasolja.
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6.3.4. A CpOLE2 mutans torzsek pro- és anti-inflammatorikus -citokintermelést
stimulalo hatasanak vizsgalata PBMC és PBMC-DM sejteken

A patogén hatékony eliminalasahoz a makrofagok fagocitalo és 6lési képességein tul a
pro- ¢és anti-inflammatorikus citokintermelési képessége is elengedhetetlen. A pro-
inflammatorikus TNFa, IL-1B és IL-6 citokineknek szamtalan, az adaptiv immunvalaszt
indukal6 hatdsa ismert, eldsegitve a patogén elleni hatékony védekezést. Ellenben az anti-
inflammatorikus IL-10 citokinnek immunszupresszal6 hatdsa van, ami szintén elengedhetetlen
a gazda hatékony immunvalaszahoz, megelézve a tilzott immunreakciét (Toth és mtsi. 2014,
Netea és mtsi. 2006). A pro- és anti-inflammatorikus citokinek aranya meghataroz6 a gazda
immunvalaszaban, ezért megvizsgaltuk a CpOLE2 deléciés mutans torzsek citokintermelést
stimuldlo hatasait PBMC ¢és PBMC-DM sejteken, 6sszehasonlitva a GA1 vad tipusu torzs altal
kivaltott stimuldcioval. A fertézést kovetden sejtmentes feliiliszokbol ELISA modszer
segitségével mértiik a citokin mennyiségeket. A mért citokin mennyiségeket minden donor
esetében, a vad tipusu torzs altal stimuldlt mennyiségekre (100%) normalizaltuk, ezzel
elkeriilve az eltéré donorok miatt adodoé kiilonbségeket. A PBMC sejtek esetében 5 donoron
végeztik a kisérleteket (20. abra). A PBMC-DM sejtek esetében 4 donor felhasznéldsaval

végeztiik a méréseket (21. abra).
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PBMC-k IL-10 stimulacidja
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20. abra. GAl vad tipusu, CpOLE2/ACpole2 heterozigota és ACpole2/ACpole2 homozigdta mutans

torzsek pro- (TNFa, IL-1f és IL-6) és anti-inflammatorikus (IL-10) citokintermelést stimulalé hatasa

PBMC sejteken.

A mért citokin mennyiségeket minden donor esetében, a vad tipust torzs altal stimulalt mennyiségekre

(100%) normalizaltuk. K: nem indukalt PBMC sejtek. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 5 donortol

szarmaz6 PBMC sejteken mért eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05; **: szignifikancia,

értéke: p<0,005
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PBMC-DM-ek TNF a stimulacioja PBMC-DM-ek IL-1 stimulicioja
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21. abra. GA1 vad tipusu és ACpole2/ACpole2 homozigdta mutans térzsek pro- (TNFa, IL-1f és IL-6)
¢és anti-inflammatorikus (IL-10) citokintermelést stimulalo hatasa PBMC-DM sejteken.

A mért citokin mennyiségeket minden donor esetében, a vad tipust torzs altal stimulalt mennyiségekre
(100%) normalizaltuk. K: nem indukalt PBMC-DM sejtek. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4
donortdl szairmazé PBMC-DM sejteken mért eredmények.

crcr

¢és anti-inflammatorikus citokintermelést indukaltak, Osszehasonlitva a GAl vad tipusu
torzzsel. Ez a megnovekedett indukcidé azonban csak az IL-1f pro-inflammatorikus citokin
esetében bizonyult szignifikansnak. A PBMC-DM sejtekkel végzett kisérletekben hasonlo
valtozast indukalt a CpOLE2 homozigota delécidos mutans torzs a citokintermelésben, azonban

ez a valtozas egyik citokin esetében sem bizonyult szignifikansnak.

A CpOLE2 delécios mutans torzsek tendenciajaban magasabb, de nem szignifikans
pro- és anti-inflammatorikus citokintermelést indukalnak PBMC és PBMC-DM sejteken, mint
a GA1 vad tipusu torzs. Ez a mérsékelt indukcio utalhat a CpOLE2 gén virulencidban betdltott

szerepére. Az IL-1B pro-inflammatorikus citokin szignifikansan (30-40%) emelkedett
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expresszidja alatamasztja, hogy a CpOLEZ2 deléciés mutans tdrzs intenzivebb makrofag
aktivaciot valt ki a fert6zés soran, ami a gombasejtek hatékonyabb eliminaldsat eredményezi

(Netea és mtsi. 2010, Toth és mtsi. 2014).

6.3.5. Viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertézése CpOLE2 homozigota mutans

torzzsel

A Galleria mellonella larva modell segitségével in vivo korilmények kozott
hatékonyan vizsgalhatdé a Candida torzsekre adott immunvalasz. Mivel a larvak
immunrendszere funkcionalis és strukturalis hasonlosdgot mutat az emlésok velesziiletett
immunrendszerével (Jacobsen 2014), megvizsgaltuk, hogy a CpOLE2 delécios mutans torzs
virulenciaja hogyan valtozik a vad tipusu torzshoz képest a larvak fert6zésekor. A kisérleteket
minden torzs esetében 10 larva fertdzésével végeztiik, valamint PBS-sel injektalt és nem

injektalt kontrollokat hasznaltunk. A larvak talélését 10 napon keresztiil, naponta vizsgaltuk

(22. abra).

Galleria mellonella tulélés

100-
- GALI vad tipus

804 - ACpole2/ACpole?2
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22. abra. Galleria mellonella talélés GA1 vad tipusu és ACpole2/ACpole2 homozigbta mutans torzs

fert6zését kovetden a talélési szazalék bemutatasaval.

A Galleria mellonella larvak tlélése alapjan nem talaltunk kiilonbséget a CpOLE2
deléciés mutans torzs és a GAl vad tipusu torzs larvakat karositd hatasaban. Azonban a
modell immunrendszerének miikodése még nem ismert teljes egészében, igy elképzelhetd,
hogy mérsékelt virulencia kiilonbségek kimutatisara nem alkalmas. A tovabbiakban egér

modellben is el kell végezni az in vivo virulencia vizsgalatokat.
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6.4. A C. parapsilosis GA1 és CpOLE?2 delécios torzsek prosztaglandin termelése

Megbizonyosodtunk arr6l, hogy a CpOLE2 delécidos torzsben a fizioldgiai
tulajdonsagokat vizsgald kisérletek alapjan a novekedési képességet tekintve nem tortént
valtozas, azonban a virulenciaja egyértelmiien lecsokkent. Mivel C. albicans-ban az OLE2
gént Osszefliggésbe hoztak a gomba prosztaglandin termelésével, megvizsgaltuk a CpOLE2

mutans torzs prosztaglandin termelését (Erb-Downward és Noverr 2007).

A prosztaglandinok 20 szénatomos bioaktiv lipidek, melyek tobbsége AA-bol
képz6do, ciklopentaton gylriivel rendelkezd6 molekula. Emldsokben tobbnyire minden
szOvetben és szervben megtalalhatoak és szamtalan szabalyozo funkciot latnak el, mint pl. 1laz
¢s gyulladas indukalasa, immunrendszer modulacid, sejtnévekedés/szaporodas iranyitasa
(Haeggstrom és mtsi. 2010, Funk 2001). Szamos patogén gombafaj esetén megfigyelték, hogy
képes az emlds prosztaglandin E,-h6z hasonlod prosztaglandin termelésére. Ezek a gomba
prosztaglandinok a patogén fajok esetében fontos virulenciafaktornak szamitanak, mivel a
gazda immunvalaszat olyan iranyba tolhatjak el a fert6zés soran, hogy az kedvezzen a gomba
kolonizacidjanak (Noverr és mtsi. 2002). C. albicans-ban a CaOLE2 gént Osszefiiggésbe
hoztak a prosztaglandin termeléssel (Erb-Downward és Noverr 2007). C. parapsilosis
esetében még nem vizsgaltak a prosztaglandin-termelési képességet, ezért elvégeztiik a GA1
vad tipust torzs AA-as indukcidt kdvetd prosztaglandin-profiljanak vizsgalatit HPLC-MS
analizis segitségével, ahol kontrollként a prosztaglandin termelé C. albicans SC5314 torzset
hasznéltuk (23. 4bra). Ezt kovetden megvizsgaltuk a CpOLE2 delécids mutins torzs

prosztaglandin E; termelését is és Osszehasonlitottuk a GA1 vad tipusu torzsével (24. abra).
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Ca SC5314 és Cp GAl prosztaglandin
profilja
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23. abra. C. albicans SC5314 és C. parapsilosis GALl prosztaglandin-profilja HPLC-MS analizis

alapjan.
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24. abra. A ACpole2/ACpole2 homozigota delécidos mutans és a GA1 vad tipusu tdrzs prosztaglandin
E, termelés vizsgalata HPLC-MS analizis segitségével.

Az oszlopokon feltiintetett szorasok 3 biologiai és 3 statisztikai parhuzamosbdl szarmaznak.

A prosztaglandin-profilok vizsgalatat kovetden megallapithatd, hogy a C. parapsilosis
a C. albicans-hoz hasonlé mennyiségli gomba prosztaglandin eléallitasara képes exogén AA-
as indukciot kovetéen. A PGE2-n kiviil egyéb prosztaglandinok mellett a PGD2 termelése
volt megfigyelheté mindkét torzs esetében. Tovabba elmondhatd, hogy a CpOLEZ2 delécids
mutans torzs a vad tipusit GA1 torzzsel kozel azonos mennyiségli PGE2 termelésére volt

képes az AA-as indukciot kovetden. Eredményeink alapjan a CpOLE2 gén terméke nem
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szikkséges a C. parapsilosis prosztaglandin termeléséhez, ellentétben a C. albicans-nal

tapasztaltakkal (Erb-Downward és Noverr 2007).
6.5. A CpOLEZ mutans torzs zsirsavprofiljanak meghatarozasa

A prosztaglandin mérési kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy a CpOLE2 gén nem vesz
részt a C. parapsilosis prosztaglandin termelésében. Korabbi vizsgalataink azonban
egyértelmilen bizonyitottdk a CpOLE2 gén virulencidban betdltott szerepét. Annak
megallapitdsara, hogy a megvaltozott virulencia hatterében milyen - a gén terméke altal
szabalyozott - folyamatok allhatnak, alaposan attanulmanyoztuk a C. albicans OLE2 génrél
ezidaig publikalt ismereteket. Ezek alapjan a CaOLE2 gént is a S. cerevisiae A9 deszaturaz
OLEL1 génjével homoldg génnek azonositottak, azonban a CaOLE2 gén terméke nem mutatott
A9 deszaturaz aktivitast, mivel nem tudta komplementalni a S. cerevisiae OLE1 gén hianyat
(Krishnamurthy és mtsi. 2004). Feltételezték azonban, hogy a gén terméke egyéb deszaturaz
aktivitassal rendelkezik, illetve a prosztaglandin-bioszintézisben is szerepe van
(Krishnamurthy ¢és mtsi. 2004, Erb-Downward ¢és Noverr 2007). A de novo zsirsav-
bioszintézis és ezaltal az utvonalban szerepet jatszo gének fontos virulenciafaktorai lehetnek a
C. parapsilosis-nak is. A CpOLE2 delécios mutans torzs de novo zsirsav-bioszintézisben
betoltott szerepének felderitése érdekében gazkromatografias (GC) analizis segitségével
megvizsgaltuk a mutans torzs zsirsavprofiljat és 0sszehasonlitottuk a GA1 vad tipusu torzs

zsirsavprofiljaval (25. abra).
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25. abra. A ACpole2/ACpole2 homozigéta deléciés mutans tdrzs altal termelt palmitinsav (C16:0),
palmitolénsav (C16:1), palmitolinolsav (C16:2 n-4), sztearinsav (C18:0), olajsav (C18:1), linolsav
(C18:2) és a-linolénsav (C18:3) szazalékos aranya, a GA1 vad tipust torzs altal termelt zsirsavakhoz

viszonyitva. A szoras értékeket az oszlopokon tiintettiik fel. *: p<0,05, ****: p<0,00005.
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A zsirsavak mérése alapjan a CpOLE2 delécidos mutans torzs eltérést mutatott a GA1
vad tipusu torzshoz képest, a delécids torzsnél ugyanis az egyszeresen telitetlen palmitolénsav
(Cl16:1) és olajsav (C18:1) feldusulasat figyeltik meg. Ezek az egyszeresen telitetlen
zsirsavak A9 deszaturaz segitségével keletkeznek a telitett palmitinsavbol (C16:0), illetve
sztearinsavbol (C18:0). Tovabbi 1épésként a A12 deszaturdz segitségével, egy tovabbi kettds
kotés beépiilésével képzddik a kétszeresen telitetlen linolsav (C18:2) és palmitolinolsav
(C16:2n-4). Mivel a profil alapjan nagyobb aranyban figyelhetjik meg az egyszeresen
telitetlen zsirsavakat a mutdns torzs esetében, igy feltételezziik, hogy a CpOLE2 gén terméke
nem csak A9 deszaturaz funkciot lat el. A C. albicans OLE2 gén vizsgalatarol egyetlen
tanulmany talalhato a szakirodalomban. Megfigyeléseink Gsszhangban vannak a CaOLE2
génnél tapasztaltakkal, miszerint az nem képes komplementalni a S. cerevisiae A9 deszaturaz

OLEL1 gén hianyat. (Krishnamurthy és mtsi. 2004).

6.6. A prosztaglandin bioszintézisben szerepet jatszé gének azonositisa microarray

analizis segitségével

Mivel a CpOLE2 gén nem jatszik szerepet a C. parapsilosis prosztaglandin
termelésében, ezért a bioszintézisben résztvevd tovabbi gének azonositasa céljabol AA-as
indukciot kovetd microarray analizist végeztink. Az 1 oran & AA-val indukalt és nem
indukalt CLIB214 vad tipusu torzsekbdl total RNS-t izolaltunk, majd miutan meggy6zédtiink
az RNS-ek mindségérdl és mennyiségérdl, reverz transzkripcioval fluoreszcensen jelolt -
Cyanine 5 (Cy5) és Cyanine 3 (Cy3) - cDNS prébdkat hoztunk létre. A kiilonbozd
fluoreszcens festékkel jelolt, indukalt és nem indukalt mintékat dsszekevertiik €s a microarray

lemezhez hibridizaltuk (26. abra).

AA-val kezelt sejtek Kezeletlen sejtek
RNS izolalas
Reverz transzkripcio, jelolés
lDNS|

Piros fluorescens jelslés (cy5) scens je

‘ Mintak dsszekeverése ‘

J Hibridizalas

o

26. abra. Microarray analizishez hasznalt kisérleti elrendezés.
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A hibridizalast kovetéen szkenneltilk a microarray lemezeket, majd feldolgoztuk az
adatokat. Az AA-as indukcié kovetkeztében a teljes genomot reprezentald chip-en csak 5 gén
mutatott megvaltozott expressziot, amelyek azonban szignifikdnsak voltak és minden gén
esetében az expresszid novekedését tapasztaltuk. Azonositottuk a CpUGA3 gént, aminek
ortologjai ,,cink ujj” DNS-kotd domént tartalmazo transzkripcios faktorok (Vandeputte és
mtsi. 2011); a CpSOU2 gént, melynek ortoldgjai sztereo-specifikus karbonil-reduktaz gének
(Janbon és mtsi. 1998); a CpOLEL zsirsav deszaturaz gént (de novo zsirsav-bioszintézis
esszencialis enzime) és tovabbi 2, ismeretlen funkcioju gént. A CPAR2 703920 gén
ortologjai citokrom-c aktivitassal rendelkeznek. A CPAR2 108490 ortologjairdl annyit

tudunk, hogy gomba tipusti vakuélum elhelyezkedést mutatnak.

6.7. Microarray adatok validalasa valos idejii kvantitativ RT-PCR (gRT-PCR)

segitségevel

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk a microarray adatok helyességérdl, valos
idejii kvantitativ RT-PCR-t alkalmaztunk a kezeletlen és az 1 6ran at AA-val kezelt CLIB214

vad tipusu torzson (27. abra).

1h-s AA-as indukciot koveté expressziok
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© £33 CPAR2_703920
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27. abra. A CpUGA3, CPAR2_703920, CPAR2_108490, CpSOU2 és CpOLEl gének relativ
expresszios értékei 1 oras AA-as indukciot kovetéen az 1 oras kezeletlen kontrollhoz (K) viszonyitva.
Az oszlopokon feltiintettiik a szérasokat. *: szignifikancia, értéke: p<0,05; **: szignifikancia, értéke:

p=<0,005.
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A gRT-PCR-rel kapott eredmények minden esetben alatdmasztottdk a microarray
analizis eredményeit, mivel minden gén esetében szignifikans génexpresszidé novekedés volt

tapasztalhatd az AA-as indukci6 hatasara.

6.8. A microarray soran azonositott gének célzott génkiiitése fuziés PCR technika

segitségével

A microarray analizis alapjdn azonositott gének célzott génkilitését fuziés PCR
technika segitségével valdsitottuk meg. A C. albicans-ban Noble és Johnson (2005) altal
kidolgozott technikat C. parapsilosis-ba is adaptaltak. A fazids kazettak 1étrehozasahoz a
gének upstream (5’ flank) és downstream (3’ flank) régioit PCR segitségével, a CLIB 214 vad
tipust torzs total DNS-ét felhasznalva felszaporitottuk. Tovabba az un.: HIS/LEU marker
géneket (CdHISI és cmLEU2) amplifikaltuk a megfelelé plazmid (pSN52 és pSN40) DNS
alkalmazaséaval, az adott génre specifikus jelold szekvencidkat hordozd ¢és univerzalis
primerek segitségével. A fzids konstrukcidkat a felszaporitott flank régiok és valamelyik
marker gén felhasznaldsaval, a megfeleld primerek segitségével PCR reakcidé soran
Osszeépitettiik. Minden gén esetében két fzios konstrukciot készitettiink. A fzios kazettaval
a C. parapsilosis CLIB 214 Ahis1/Ahis1IAleu2/Aleu? dupla auxotrof torzsbol készitett kémiai
kompetens Candida sejteket transzformaltuk. A transzformansokat kolonia PCR segitségével
ellendriztiik. Minden esetben 2 fliggetlen heterozigota (hisztidin auxotrof) és két fiiggetlen
homozigdta mutans torzset allitottunk eld.

A transzformaciok sordn minden gén esetében sikeriilt a heterozigéta mutansok
eléallitasa, valamint a Cp OLE1 gén kivételével a homozigdta delécios torzsek eldallitasa.
Mivel mar kordbban bizonyitottdk a CpOLEl gén esszencidlis voltat, létrehoztak ¢&s
jellemeztek egy CpOLE1l homozigéta delécids mutans torzset ¢s bizonyitottak annak A9
deszaturaz aktivitasat (Nguyen és mtsi. 2011b), a tovabbiakban nem végeztiink ezzel a

torzzsel kisérleteket.

6.9. A CpUGA3, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciéos mutins torzsek

fiziologiai vizsgalatai

Annak érdekében, hogy megtudjuk tortént-e valtozds az eldallitott mutans torzsek
¢letképességében, megvizsgaltuk azok novekedési képességét kiilonbozoé taptalajokon,
stresszorok hatasara és eltéré homérsékleti koriilmények kozott, valamint vizsgaltuk a mutans

torzsek pH fliggését és FBS bontasi képességét. Mivel nem tapasztaltunk eltérést a mutansok
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¢letképességében a kiilonb6zd koriilmények kozott, ezért csak a CpUGA3 mutanson keresztiil

szemléltetem a kisérleti eredményeket.

6.9.1. A deléciés mutans torzsek novekedési vizsgalata kiilonb6z6é taptalajon és

hémérsékleten a COUGAS heterozigota és homozigota mutans torzseken bemutatva

A kiilonb6zd homérséklethez ¢és szénforrdsokhoz vald alkalmazkodas fontos
virulenciafaktor lehet a gazda-patogén interakciok soran. A gazdakornyezethez vald
alkalmazkodasban az eltér6 koriilmények kozotti novekedési képesség fontos szerepet jatszhat
(Rosa e Silva és mtsi. 2008, Biswas és mtsi. 2007). Elvégeztiik a novekedési kisérleteket a
delécios mutans torzsekkel, valamint a CLIB214 vad tipusu térzzsel, ahogyan azt a korabban
bemutatott CpOLE2 mutéans torzs esetén is tettiik. Vizsgaltuk a mutans torzsek kiilonb6zo
hémérsékleten és taptalajon vald novekedési képességét (minimal taptalaj és BSA-t egyediili
nitrogén- és szénforrasként tartalmazo taptalajok), Osszehasonlitva a CLIB214 vad tipusu
torzzsel (28. abra). A CpUGA3 torzson bemutatva az eredményeket, sem a kiilonboz6
hémérsékleteken, sem a kiilonbozo taptalajokon nem tapasztaltunk eltérést a mutans torzsek
novekedési, illetve tdpanyag-felhasznalasi képességében a vad tipusa CLIB214 torzshoz
képest. Eredményeink alapjan elmondhaté, hogy a CpUGA3, CPARZ2_703920,
CPAR2 108490 ¢és CpSOU2 gének nem jatszanak szerepet a gazdakOrnyezetben torténd,

megvaltozott hémérsékleti koriilményekhez és szénforrashoz vald alkalmazkodasban.

104 100 100 10* 10* 10° 10 10! 104 100 100 10°
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CpUGA3/ACpuga3

ACpuga3/ACpuga3
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CpUGA3/ACpuga3 30°C

ACpuga3/ACpuga3
CLIB 214
CpUGA3/ACpuga3

ACpuga3/ACpuga3

37°C

YPD YNB YCB/BSA

28. abra. A CLIB214 vad tipust, CpUGA3/ACpuga3 heterozigota és ACpuga3/ACpuga3 homozigota
mutans torzsek novekedése kiilonb6z6é koncentraciokban kicsepegtetve, 20, 30 és 37°C-on, YPD,
YNB, valamint YCB/BSA téptalajokon.
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6.9.2. A mutans torzsek novekedési vizsgalata kiilonb6zé pH-n a CpUGA3 heterozigéta

és homozigota mutans torzseken bemutatva

Annak érdekében, hogy megtudjuk, hogy a CpUGA3, CPAR2_703920,
CPAR2 108490 ¢és CpSOU2 gének szerepet jatszanak-e a megvaltozott pH-ju kdrnyezethez
valé alkalmazkodasban, megvizsgaltuk a mutans torzsek kiilonb6z6 pH-ja taptalajokon vald
novekedését is, dsszehasonlitva a CLIB214 vad tipusu torzzsel. Az eredményeket szintén a
CpUGA3 torzson mutatom be, mivel ez esetben sem talaltunk eltérést a kiilonbozo
kortiilmények kozott nevelt mutans torzsek és a CLIB214 vad tipusi torzs ndvekedési
képességeiben (29. abra). A vizsgalataink alapjan egyik gén sem vesz részt a kiilonb6z6 pH-ju

tapkozegekhez torténd alkalmazkodasban.

pH4 pHS pH6
104 10° 100 100 104 10° 102 10! 100 108 100 10!

CLIB 214
CpUGA3/ACpuga3
ACpuga3/ACpuga3
CLIB 214
CpUGA3/ACpuga3
ACpuga3/ACpuga3

pH7 pHS

29. abra. A CLIB214 vad tipust, CpUGA3/ACpuga3 heterozigota és ACpuga3/ACpuga3 homozigdta
muténs torzsek novekedése kiillonb6z6 koncentraciokban kicsepegtetve kiilonb6zd pH-ja taptalajokon

nevelve.

6.9.3. A mutans torzsek FBS bontasi képessége a CoOUGA3 heterozigota és homozigéota

mutans torzseken bemutatva

A mutans torzsek FBS bontasi képességét is megvizsgaltuk, annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk, a gének szerepet jatszanak-e a szérumfehérjék bontasdban. A 30. abran
lathato, hogy a CpUGA3 torzs FBS bontasi képességében nem volt tapasztalhatd valtozas,
Osszehasonlitva a vad tipusu torzzsel. Hasonlé eredményt kaptunk a tobbi delécidos mutans
vizsgalatakor is, amibdl megallapithato, hogy a CpUGA3, CPAR2_703920, CPAR2_108490

¢s CpSOU2 gének nem vesznek részt extracelluldris fehérjebontési folyamatokban.
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30. abra. A CLIB214 vad tipust, CpUGA3/ACpuga3 heterozigota és ACpuga3/ACpuga3 homozigota

mutans torzsek FBS bontasi képessége kiilonb6z6 koncentraciokban kicsepegtetve.

6.9.4. A CpUGAS, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsek

novekedése kiilonbozo stresszorokat tartalmazo tapkozegben

Megvizsgaltuk a CpUGA3, CPAR2 703920, CPAR2 108490 és CpSOUZ2 homozigota
mutans torzsek novekedési képességeit kiilonbozo sejtfalkarositd (kalkofluor fehér, kongod
voros, SDS, koffein) (Heilmann és mtsi. 2013, Calvo és mtsi. 2009) és oxidativ stresszorral
(hidrogén-peroxid) (Cuellar-Cruz és mtsi. 2008) kiegészitett tapoldatokban, valamint egy
fehérjeszintézist-gatld antibiotikumot (higromicin B) tartalmazo tapoldatban. A torzsek
novekedési képességét 16 ora elteltével vizsgaltuk a tapkozeg optikai denzitasa alapjan (31.

abra).

Kalkofluor fehér Kongé voros Higromicin B
150 -8~ CLIB 214 vad tipus 200 8- CLIB 214 vad tipus 150 —e- CLIB214 vad tipus
& ACpsou2/ ACpsou2 & ACpsou2/ACpsou2 -@  ACpsou2/ACpsou2
— - ACpuga¥/ACpuga3 — 150 &~ ACpuga3/ACpuga3 _ —&~  ACpuga3/ACpuga3
§ 100: ¥~ A/ACPAR2 703920 é ~¥- A/ACPAR2_703920 ,\: 1004 ® ¥~ A/ACPAR2_703920
32 4 A/ACPAR2 108190 Z w00 we-w—a ¥~ A/ACPAR?_ 108490 3 4 A/ACPAR2_108490
= 2 =
= 50 = S 50
= = s« =
S W e O S B O S e P S B s
R O & FFSES&S
RO & & 0 ‘9§ & o 9
Kalkofluor fehér (mg/ml) Kongé virds (mg/ml) Higromicin B (mg/ml)
SDS Koffein Hidrogén-peroxid
150 —e~ CLIB214 vad tipus 150 -8~ CLIB214 vad tipus 150 -~ CLIB214 vad tipus
& ACpsou2/ACpsou? & ACpsou2 ACpsou2 & ACpsou/ ACpsou2
—A~  ACpuga3/ACpuga3 &~ ACpuga3/ACpuga3 ~&~ ACpuga3/ACpuga3
9 < “PAR2 703921 2 —¥- AACPAR2_703920
§ 1004 = ~¥- A/ACPAR2_703920 é 100 ~¥- A/ACPAR2 703920 5\: 100 % -
» & A/ACPAR2 108490 - 4 A/ACPAR2_108490 S A/ACPAR2_108490
2 2 2
] 3 = 54
= 50 . =t 50 = 50
S A P W RN T T, ST, S S LI T BT T TN 3
& & & e S Y IR
KR o o N
SDS % (VIV) Koffein (mM) Hidrogén-peroxid (mM)

31. abra. A CpUGA3, CPAR2 703920, CPAR2 108490 és CpSOU2 homozigdta delécids mutans

SN

fehér, kongo voros, higromicin B, SDS, koffein, valamint hidrogén-peroxid hatasara 16 ora inkubacio

utan.
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A 31. abran jol lathato, hogy a deléciés mutans torzsek és a CLIB214 vad tipusu torzs
stresszorokkal befolyasolt ndvekedési képességei kozott nem tapasztalhatdo jelentds
kiilonbség. A CpUGA3, CPAR2 703920, CPAR2 108490 és CpSOU2 gének ezek alapjan
nem jatszanak szerepet sem a sejtfalkarositd, sem pedig az oxidativ stressz agensekkel
szemben mutatott tlrOképességben, amely stresszkoriilmények a  gazda-patogén
kolcsonhatasok soran kialakulhatnak a gazdakornyezetben (Jimenez-Lopez és Lorenz 2013,

Heilmann és mtsi. 2013).

Osszességében elmondhatjuk, hogy a fiziolégiai tulajdonsagaikat tekintve, a CpUGA3,
CPAR2 703920, CPAR2 108490 ¢és CpSOU2 delécios mutans torzsek nem mutattak
valtozast a vad tipusu CLIB214 térzshoz képest.

6.10. A CpUGAS, CPAR2_ 703920, CPAR2_108490 és CpSOU?2 deléciéos mutans torzsek

virulencia vizsgalatai

Mivel a microarray vizsgalat soran azonositott génekre deletalt torzsek novekedési
képességében ¢és stressztlird képességében nem talaltunk eltérést a vad tipusu CLIB214
torzshoz képest, megvizsgaltuk, hogy valtozott-e a torzsek in vitro és in vivo virulenciaja a

delécid hatasara.

6.10.1. A mutans torzsekkel végzett olési Kkisérletek human PBMC-DM sejtek

felhasznalasaval

A korabbiakban leirtak szerint, in vitro fert6zés soran vizsgaltuk, hogy a human
PBMC-DM sejtek hogyan képesek elimindlni a CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 ¢és
CPAR2 108490 delécios mutans torzseket a vad tipusu CLIB214 torzzsel dsszehasonlitva. A
kapott értékeket a CLIB214 vad tipusnal kapott adatokra (100%) normalizaltuk, amely

eredményeket a 32. abra mutatja be.
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32. abra. PBMC-DM sejtek CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 és CPAR2 108490 homozigdta
mutans torzsekkel szembeni 6lési hatékonysaga, szazalékosan feltiintetve, a CLIB214 vad tipust
torzshoz viszonyitva.

Az eredményeket minden donor esetében a vad tipusu torzs altali 6lési hatékonysagra (100%)
normalizaltuk. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortol szarmazé PBMC-DM sejteken mért

eredmények. **: szignifikancia, értéke: p<0,005.

Eredményeink alapjan mind a CpUGA3, mind a CpSOU2 deléciés mutans torzset
kisebb hatékonysaggal voltak képesek eliminalni a makrofdgok a CLIB214 torzshoz képest.
Ez a kiilonbség a CpUGA3 mutans torzs esetében szignifikdnsnak bizonyult, amely alapjan
elmondhato, hogy az uga3 transzkripcids faktor hianyaban a C. parapsilosis virulenciaja
fokozodik. Ez a megfigyelés nem feltétleniil ellentétes a C. albicans esetében tapasztaltakkal,
miszerint in vivo egérfertézéses modellben, ahol 10 transzkripcids faktor mutans torzzsel
fertoztek (,,pool” fert6zés) a CaUGA3 delécidos mutans torzs hipo-kolonizacios fenotipust
mutatott (Vandeputte és mtsi. 2011). Ez a fenotipus azonban a tobbi 9 transzkripcios faktor
mutans torzs altal befolyasolt fenotipus. A CPAR2 703920 és CPAR2 108490 mutans
torzsek esetében a PBMC-DM sejtek 6lési hatékonysaga magasabbnak bizonyult a vad tipust

CLIB214 torzshoz képest, azonban ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikdnsnak.
6.10.2. Fagocitozis vizsgalata aramlasi citometriaval (FACS)

A PBMC-DM sejtek 06lési hatékonysagat vizsgald Kkisérletek elvégzése utan
megvizsgaltuk a makrofagok fagocitalo képességét a CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 és
CPAR2 108490 delécios mutans torzsekkel szemben. A kisérletekhez Alexa Fluor 647
festékkel jelolt élesztdsejtekkel fertdztilk a makrofagokat 1:5 gazda: patogén aranyban és 3
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6ra mulva vizsgaltuk a fagocitalo képességet. A nyers adatokat Flowing Software 2.5

kiértékeld szoftverrel elemeztiik. Eredményeinket a 33. abra mutatja be.

Fagocita % aramlasi citometrias analizissel
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33. abra. PBMC-DM sejtek CLIB214 vad tipusu, CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 ¢s
CPAR2 108490 homozigota mutans torzsekkel vald fert6zEésébdl szarmazo fagocita szazalék értékek,
minden esetben a vad tipusra (CL1B214) normalizalva (100%).

Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donort6l szarmazé PBMC-DM sejteken mért eredmények. *:

szignifikancia, értéke: p<0,05; **: szignifikancia, értéke: p<0,005.

Az aramlasi citometrids analizis segitségével mért fagocita szazalék értékek a
CpUGA3 mutans torzs kivételével, minden mutans esetében csekély mértékben, de
szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a CLIB214 vad tipusu torzshoz képest. Ez a
CpSOU2, CPAR2 703920 ¢és CPAR2 108490 delécids torzsek csokkent virulencidjara utal.
A CpUGAS3 mutans esetében nem mutatkozott magasabb fagocita aktivacio, ami megerdsiti az

0lési kisérleteknél tapasztalt kisebb 6lési hatékonysagot.

6.10.3. A CpUGAS, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsek
PBMC-DM sejteket karosit6é hatasanak vizsgalata

Az in vitro fertézések soran megvizsgaltuk a kiilonbozo térzseink PBMC-DM sejteket
kéarositd hatasat. A karositdo hatds mértékének megallapitasat LDH teszttel végeztik. A
mérések soran a fert6zést a korabbiakban leirtak szerint, 6 donortdl szarmazé6 PBMC-DM
sejteken végeztik. A sejtmentes feliiliszokban mértiik a relativ LDH értékeket, majd az
eredményeket a CLIB214 vad tipusu torzsre (100%) normalizaltuk (34. abra).
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34. adbra. CLIB214 vad tipusu és CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 ¢s CPAR2 108490 homozigota
mutans torzsekkel fert6zott PBMC-DM sejtek feliiluszojabol mért relativ LDH mennyiség %-os értéke
a CLIB214 t6rzsre vonatkoztatva, 24 és 48 ora inkubacio6 utan.

Az eredményeket minden donor esetében a vad tipusu torzs altali gazdasejt karositdé hatasra (100%)
normalizltuk. Az oszlopokon feltiintetett szorasok 4 donortdl szairmazé PBMC-DM sejteken mért

eredmények.

Méréseink alapjan 24 ora elteltével nem tapasztaltunk kiilonbséget a delécios torzsek
PBMC-DM sejteket karositd hatdsaban, osszehasonlitva a CLIB214 vad tipusu torzzsel. 48
oras egylitt-inkubalas utan azonban a delécidos mutans torzseink, foként a CpUGA3 és
CpSOU2 mutans torzsek, nagyobb hatékonysaggal karositottadk a makrofag sejteket, mint a

CLIB214 vad tipusu torzs, habar ez a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans.

6.10.4. A CpUGA3, CPAR2_703920, CPAR2_108490 és CpSOU2 deléciéos mutans torzsek
pro- és anti-inflammatorikus citokintermelést stimulalé hatasanak vizsgalata PBMC és
PBMC-DM sejteken

A pro- ¢és anti-inflammatorikus  citokinek ardnya meghataroz6 a gazda
immunvalaszadban, ezért megvizsgaltuk a CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 ¢s
CPAR2 108490 delécios torzsek citokintermelést stimuldlé hatdsit PBMC és PBMC-DM
sejteken, Osszehasonlitva a CLIB214 vad tipusu torzs altali stimuldcidoval. A korabbiakban
leirtak szerint fertoztiik a PBMC és a PBMC-DM sejteket a delécios, valamint a vad tipusu
¢leszté torzsekkel. A sejtmentes feliiluszokbol ELISA segitségével mértik a termelddott
citokinek mennyiségét. Minden donor esetében a vad tipusi torzs altal stimulalt
mennyiségekre (100%) normalizaltuk a kapott eredményeket, elkeriilve ezzel az eltérd
donorok miatt ad6do kiilonbségeket. A PBMC sejtek esetében 5 donoron (35. abra), a PBMC-

DM sejtek esetében pedig 3 donor felhasznalasaval végeztiikk a méréseket (36. abra).
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35. abra. CLIB214 vad tipusu, CpUGAS3, CpSOU2, CPAR2 703920 és CPAR2 108490 homozigota
mutans térzsek pro- (TNFa, IL-1p és IL-6) és anti-inflammatorikus (IL-10) citokintermelést stimulalo
hatasa PBMC sejteken.

A mért citokin mennyiségeket minden donor esetében a vad tipusu torzs altal stimulalt mennyiségekre
(100%) normalizaltuk. K: nem indukalt PBMC sejtek Az oszlopokon feltiintetett szorasok 5 donortol

szarmazé PBMC sejteken mért eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05.
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36. abra. CLIB214 vad tipusu, CpUGAS3, CpSOU2, CPAR2 703920 és CPAR2 108490 homozigota
mutans térzsek pro- (TNFa, IL-1p és IL-6) és anti-inflammatorikus (IL-10) citokintermelést stimulalo
hatasa PBMC-DM sejteken.

A mért citokin mennyiségeket minden donor esetében a vad tipusu torzs altal stimulalt mennyiségekre
(100%) normalizaltuk. K: nem indukalt PBMC-DM sejtek Az oszlopokon feltiintetett szoérasok 3

donortél szarmazé PBMC-DM sejteken mért eredmények. *: szignifikancia, értéke: p<0,05.

A PBMC sejtek stimulaciojat kovetden a delécios mutans torzsek emelkedett pro-
inflammatorikus citokintermelést indukaltak, 6sszehasonlitva a CLIB214 vad tipusu torzzsel.
Ez az emelkedett indukci6é azonban csak a CPAR2 703920 mutans TNFa indukci6 esetében
bizonyult szignifikansnak, ami Osszefliggésbe hozhatd a korabban, a fagocitozis kisérletek
soran tapasztalt nagyobb mértékli makrofag aktivaciéval. A PBMC-DM sejtekkel végzett
kisérletekben a delécids mutans térzsek nem mutattak kifejezett eltérést a citokintermelés
indukalasaban, Osszehasonlitva a CLIB214 vad tipust torzzsel, csak a CPAR2_ 108490
mutans esetében tapasztaltunk Kkismértékii csokkenést az anti-inflammatorikus 1L-10
mennyiségében. A vizsgalatok alapjan az in vitro 6lési és fagocitozis kisérletek soran

megfigyelt delécios fenotipusokkal nem hozhato kapcsolatba a megvaltozott citokintermelés.
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6.10.5. Viaszmoly (Galleria mellonella) larvak fertézése CpUGA3, CPAR2_703920,
CPAR2 108490 és CpSOU2 deléciés mutans torzsekkel

A Galleria mellonella larva modell segitségével in vivo fertézéses modelliinkben is
megvizsgaltuk a CpUGA3, CpSOU2, CPAR2 703920 és CPAR2 108490 delécidos mutans
torzsek virulenciajaban bekovetkez6é valtozasokat. A kisérleteket minden torzs esetében 10
larva fertdzésével végeztiik, valamint PBS-sel injektalt és nem injektalt kontrollokat

hasznaltunk. A larvak talélését 10 napon keresztiil, naponta vizsgaltuk (37. abra).

Galleria mellonella talélés
CPAR2_108490 CPAR2_703920
100+ 100+
—~ CLIB214 vad tipus i -~ CLIB214 vad tipus
80 -®- /ACPAR2_108490 god - s -®- 4/ACPAR2_703920
N N
ev: 60- -ﬂ so_ o
9 2
201 204
0 5 1’0 15 [} 1‘5
Napok
CpSou2 CpUGA3
i -~ CLIB214 vad tipus E ~o- CLIB214 vad tipus
804 | u & ACpsou2/ACpsou? 8o | - -®- ACpuga3/ACpuga3
2 E ' ! 2 E : !
3 " -
= ] p<0,05 = p<0,005
A 3 40
204 204
_______________ -
vD 5 1‘0 15 (] 5 10 15
Napok Napok

37. abra. Galleria mellonella talélés CLIB214 vad tipusa és CpUGA3, CpSOU2, CPAR2_703920,
valamint CPAR2 108490 homozigéta mutans torzzsel vald fert6zést kovetden a talélési szazalék
bemutatasaval. *: szignifikancia, értéke: p<0,05; **: szignifikancia, értéke: p<0,005; ns: nem

szignifikans.

A Galleria mellonella larvak tulélése alapjan nem talaltunk kiilonbséget a
CPAR2_703920, illetve a CPAR2 108490 delécios torzsek és a CLIB214 vad tipust torzs
larvakat karositd hatasaban. A CpUGA3 és CpSOUZ2 mutans torzsek esetében azonban
szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a larvak talélésében a vad tipust torzzsel torténéd
fert6zéshez képest. A CpSOU2 delécidos mutans torzzsel torténd fertdzés hatdsara a larvak

tulélése mar a 3. napon 10%-ra csokkent, mig a vad tipusu torzsnél a 10. napon még mindig
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élt a larvak 20%-a. A CpUGA3 delécidés mutans torzs esetében még drasztikusabb volt a
kiilonbség, mivel ez a torzs a 3. napra elpusztitotta a larvak 100%-at. In vivo kisérleteink
megerésitik az in vitro virulencia vizsgalatok eredményét, miszerint a CpUGA3 mutans torzs

virulensebb fenotipust mutat a vad tipust torzshoz képest.
6.11. A C. parapsilosis CLIB214 és a CoUGAS3 delécios mutans prosztaglandin termelése

Mivel az AA a gomba prosztaglandin prekurzora és jelenlétében prosztaglandinok
termelddését mutattuk ki C. parapsilosis-ban, ezért az AA-as indukciot koveté microarray
analizis soran megvaltozott expressziot mutatd gének termékei feltételezhetéen szerepet
jatszhatnak a prosztaglandin bioszintézisében. Ezért a tovabbiakban elvégeztiik a delécios és a

sziildi torzsek prosztaglandin-termelésének vizsgalatat és dsszehasonlitasat.

Mivel a deléciés mutans torzseinket a CLIB214 torzsben allitottuk elo, ezért
megvizsgaltuk ezen torzs prosztaglandin-profiljat és Osszehasonlitottuk a GAl torzsével
HPLC-FLD analizis segitségével (38. abra).

Cp GALl és Cp CLIB 214 prosztaglandin profilja
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38. abra. GA1 és CLIB214 vad tipusu torzsek prosztaglandin-profilja HPLC-FLD analizissel.

A HPLC-FLD analizis segitségével megbizonyosodtunk arrél, hogy a CLIB214 vad
tipusu torzs ugyan kevesebb mennyiségben, de hasonléan a GAl torzshoz képes a gomba

prosztaglandinok termelésére.
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Mivel a CpUGA3 egy transzkripcios faktort kodol, ezért kiilonosen érdekes volt
szamunkra az, hogy a delécids térzsben milyen prosztaglandin termelddést tapasztalunk. A
CpUGA3 delécios torzs és a CLIB214 vad tipusu torzs prosztaglandin termelésének

Osszehasonlitasat a 39. abra mutatja be.
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39. abra. A CpUGAS homozigdta delécios mutans torzs ¢s a CLIB214 vad tipusu tdrzs prosztaglandin-
profilja HPLC-FLD analizissel.
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40. abra. A GA1 ¢és a CLIB214 vad tipust torzsek és CpUGAS3 homozigoéta delécidos mutans torzs
prosztaglandin-profilja HPLC-FLD analizissel.
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6. Eredmeények és értékelésiik

A prosztaglandin-profilok vizsgalata alapjan megallapithatd, hogy a CLIB214 vad
tipusu torzs a GA1 vad tipusu térzshoz hasonléan képes gomba prosztaglandinok eléallitasara
AA-as indukciot kovetden. Az eredmények alapjan a CpUGA3 gén prosztaglandin-
bioszintézisben betdltott szerepét feltételezhetjiik, mivel a CpUGA3 deléciés mutans torzs
AA-as indukcidt kovetd prosztaglandin-termelése Iényegesen lecsokkent a vad tipusu
torzsekhez viszonyitva (40. abra).

A patogén gombak altal termelt gomba prosztaglandint az eml8s prosztaglandin E-vel
(PGE,) azonos eikozanoidnak talaltak. A PGE,-t ,,Janus” (kétarct) eikozanoidnak is nevezik,
mivel célsejttdl fliggben egyarant részt vesz a pro- és az anti-inflammatorikus reakciok
kialakitasaban is. A gazdaszervezet szempontjabol nézve két fobb hatast kiilonithetiink el.
Egyrészt gatolja az 1-es tipusu helper-T sejtes immunvalaszt, azaz a fagocitozist és a limfocita
proliferaciot; masfel6l pedig indukalja a 2-es tipusti immunvalaszt, azaz az immunglobulin E
(IgE) termelést, valamint a szoveti eozinofilia kialakulasat. Tehat a gomba prosztaglandin a
fertdzés soran a gazda immunvalaszat olyan iranyba tolja el, hogy az mintegy elésegitse a
gomba kolonizacidjat és biztositsa a patogén tartos jelenlétét a gazdaszervezetben (Erb-
Downward és Noverr 2007, Noverr és mtsi. 2001). A CpUGA3 mutans torzsnél tapasztalt
virulencia valtozasok magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel, amelyek jelenleg is folynak
laborunkban. Tovabba a CpSOU2, CPAR2 703920 és CPAR2 108490 delécios torzsek

prosztaglandin termelés vizsgalatai is tovabbi kutats targyat képzi laborunkban.
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7. Osszefoglalas

Mivel egyre névekszik a veszélyeztetett populaciok kore, az elmult 20, 30 évben egyre
nagyobb hangstlyt kapnak a gombak altali megbetegedéseket okozd tényezdkre iranyuld
kutatasok. A korhazi megbetegedések negyedik legfobb okozoiként a Candida gombakat
tartjak szamon. A Candida nemzetség szamos human patogén faja kdziil az opportunista C.
parapsilosis egyre nagyobb jelent6séggel bir a nozokomialis fertézések soran, kdszonhetéen
annak, hogy képes horizontalis terjedésre, kivalo adhézios képességekkel bir, tovabba eldzetes
kolonizacid nélkiil is képes fertdzés kialakitasara. A C. parapsilosis a masodik leggyakrabban
izolalt Candida faj candidiazisok esetében, valamint egyes specialis betegcsoportok esetében
még a C. albicans-nal is nagyobb az el6fordulasa. A C. parapsilosis fertézések kialakulasahoz
hozzajarulhatnak bizonyos rizikofaktorok, mint pl. az extrém magas glikoz-, illetve
lipidtartalmt oldatok alkalmazasa, protézisek és egyéb implantatumok alkalmazasa vagy
sebészeti (legtobbszor a gasztrointesztinalis rendszert érintd) beavatkozasok. A leginkabb

érintett célcsoportok az 0jsziilottek, szervtranszplantaltak és az iddsek.

A Candida fertézések patomechanizmusat szamos virulenciafaktor hatarozza meg,
amelyek koziil a legjelentdsebbek kozé tartoznak a gazdasejteken torténd kitapadas, a
pszeudohifa- és biofilmképzés, valamint a hidrolitikus enzimek szekrécidja. Annak ellenére,
hogy intenziv kutatasok folynak a gombak virulenciafaktorainak meghatarozasa érdekében,
igen keveset tudunk ezekrdl a tényezOkrél a C. parapsilosis esetében, jollehet ezek a
kutatasok alapul szolgalhatnanak a diagnozis, a kezelés és a lehetséges megel6zés
hatékonysaganak novelésében. Annak érdekében, hogy jobban megismerjiik a gazda-patogén
kolcsonhatasban szerepet jatszO mechanizmusokat, célul tiztik ki a C. parapsilosis egy
lehetséges virulenciafaktoranak, a gomba eredetii bioaktiv lipidek bioszintézis ttvonalanak
vizsgalatat. A bioaktiv lipidek egyik csoportja a prosztaglandinok (eikozanoidok,
prosztanoidok), amelyek 20 szénatomos zsirsavakbol szintetizalodo lipid komponensek.
Emlosokben tobbnyire minden szovetben és szervben megtalalhatdak. A szervezetben
autokrin ¢és parakrin mediatorokként vannak jelen, amelyek kozvetleniil az endotéliumra,
vérlemezkékre ¢és hizosejtekre fejtik ki hatasukat. A kozponti idegrendszer jelatvivai,
valamint szerepet jatszanak gyullad4sos folyamatokban és az immunitasban is. Emlésdkben a
prosztaglandinok bioszintézise két 1épésbol all. A folyamat az eikozanoid-bioszintézis
ciklooxigenacidés utvonalan keresztlil zajlik. Elsé Iépésben AA-bdl ciklooxigenazok
jelenlétében (COX-1, COX-2) PGH; keletkezik, ezt kovetéen ezen intermedierbdl a PGE;

szintaz altal katalizalt PGE; szintetizalodik. Annak ellenére, hogy a gombéaknal nem talalhat6
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ciklooxigendz homolog, néhany patogén faj képes a gazdatdl szarmazo AA-bol gomba
prosztaglandin elballitasara. C. albicans esetében a zsirsav deszaturdz ole2 enzimet
potencialis kulcsfaktorként azonositottak a prosztaglandin bioszintetikus folyamatban. A
gomba prosztaglandin fontos szerepet jatszhat a patogenezisben, a gazda prosztaglandin-
fiiggd immunvalaszanak modulalasaval. Mivel C. parapsilosis esetében ezen bioszintetikus
utvonalakat kevéssé tanulmanyoztak, célul tiztik ki: 1.) a C. parapsilosis prosztaglandin
termelésének vizsgalatat; 2.) a CpOLE2 gén de novo zsirsav-, illetve prosztaglandin-
bioszintézisben betoltott szerepének vizsgalatat; 3.) tovabbi, a prosztaglandin-bioszintézisben

szerepet jatszo gének azonositasat és jellemzését.

Munkank soran AA-as indukciot kovetd HPLC analizis segitségével igazoltuk, hogy a
C. parapsilosis sejtek képesek a C. albicans-hoz hasonlé mennyiségili gomba prosztaglandin
eldallitasara. A C. parapsilosis-ban azonositott feltételezett zsirsav deszaturaz (CpOle2)
prosztaglandin-bioszintézisben jatszott szerepének vizsgalata érdekében létrehoztuk a
homozigota OLE2 delécids torzset egy, a Candida fajokra optimalizalt helyspecifikus
rekombinazt alkalmazo6 génkiiitési rendszer ismételt alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a
mutans torzs ndvekedési és stressztlird képessége nem kiilonbozik a vad tipust torzstol,
azonban a delécid csokkent virulenciat okozott. Ezt kovetden HPLC-MS analizis segitségével
megvizsgaltuk a PGE;-h6z hasonld gomba prosztaglandin termelést a vad tipusu és a
CpOLE2 homozigodta delécios torzsben AA-as indukciot kovetden. Az eredmények alapjan a
delécios torzs prosztaglandin-termelése nem kiilonbozik a vad tipusu torzshoz képest, tehat
elmondhat6, hogy a CpOLE2 gén nem sziikséges a C. parapsilosis prosztaglandin-

bioszintézisében.

A de novo zsirsav-bioszintézis és ezaltal az Gtvonalban szerepet jatsz6 gének fontos
virulenciafaktorai lehetnek a C. parapsilosis-nak. A CpOLE2 gént, mint ahogyan a CaOLE2
gént is, a S. cerevisiae A9 deszaturaz OLEL génjével homoldg génnek azonositottak. Annak
érdekében, hogy a CpOLE2 delécids torzs de novo zsirsav-bioszintézisben betdltott szerepét
felfedjiik, gazkromatografias (GC) analizis segitségével megvizsgaltuk a mutdns torzs zsirsav-
profiljat és azt 6sszehasonlitottuk a GA1 vad tipusu torzs zsirsav-profiljaval. Kdszonhetéen a
zsirsav-profilban feldisuld egyszeresen telitetlen zsirsavaknak, a CpOLE2 gén termékének
A12 deszaturaz aktivitasat feltételezhetjiikk. Ezen eredmények egybevagnak a C. albicans-nal
tapasztaltakkal, miszerint CaOLE2 gén terméke nem volt képes komplementalni a S.

cerevisiae A9 deszaturaz gén hianyat, azonban bizonyitottak a deszaturaz aktivitasat.
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Mivel a CpOLE2 génrél bebizonyosodott, hogy nem jatszik szerepet a gomba
prosztaglandin termelésében, célul tiiztiik ki a C. parapsilosis prosztaglandin-szeri molekulak
bioszintetikus utvonalanak felderitését. Ehhez AA-val indukalt és nem indukalt vad tipusu
torzs expresszids mintdzatat hasonlitottuk &ssze microarray analizissel. Osszesen &t gén
esetében tapasztaltunk megvaltozott expressziot. Azonositottuk a CpUGA3 gént, melynek
ortologjai ,,cink ujj” DNS-k6td domént tartalmazo transzkripcids faktorok; a CpSOUZ2 gént,
melynek ortologjai sztereo-specifikus karbonil-reduktazok; a CpOLEL zsirsav deszaturaz gént
(de novo zsirsav-bioszintézis esszencialis enzime) és tovabbi 2, ismeretlen funkcioju gént. A
CPAR2 703920 gén ortologjai citokrom-c aktivitassal rendelkeznek, mig a CPAR2_108490
gén ortologjai gomba tipusi vakuolum elhelyezkedést mutatnak. Az azonositott,
feltételezhetben a prosztaglandin-bioszintézisben szerepet jatsz6 gének funkcionalis
vizsgalata érdekében delécios mutansokat hoztunk 1étre egy, a C. parapsilosis-ra optimalizalt
fuzios PCR technika alkalmazéasaval. Miutan megallapitottuk, hogy a mutins torzsek
novekedési és stressztiird képességiiket tekintve nem kiilonboznek a vad tipust torzstol,
elvégeztik a mutans torzsek virulencia vizsgélatait. A virulencia kisérletek soran a
CPAR2_703920 ¢s a CPAR2_ 108490 delécios torzsek nem mutattak jelentds virulencia
valtozast. Figyelemre méltd azonban, hogy a CpUGA3 és CpSOU2 mutans torzsek az in vitro
Olési kisérletek, valamint az in vivo Galleria mellonella fert6zési kisérletek soran
hipervirulens fenotipust mutattak. A jelenség magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel,

amelyek jelenleg is folynak laborunkban.

Mivel a CpUGA3 egy transzkripcios faktort kodol, ezért kiilonosen érdekes volt
szamunkra az, hogy a delécids torzsben milyen prosztaglandin termelddést tapasztalunk. A
CpUGAS delécios torzs prosztaglandin-termelési képességének a CLIB214 vad tipusu torzzsel
torténd Osszehasonlitdsa soran bizonyitottuk a CpUGA3 deléciés mutans prosztaglandin-
termelésének jelentds - egy nagysagrenddel torténd - csokkenését, amely egyértelmiien arra

utal, hogy a CpUga3 fehérje a prosztaglandin bioszintézis tt egyik regulatora lehet.

Munkank soran bizonyitottuk, hogy a C. parapsilosis sejtek képesek exogén AA-
b6l gomba prosztaglandinok eléallitasara, amelyek fontos virulenciafaktorként
jatszhatnak szerepet a gomba patogenezisében. Megallapitottuk, hogy a CpOLEZ2 gén
nem jatszik szerepet a prosztaglandin-bioszintézisben, ennek ellenére a mutans torzsek
csokkent virulenciat mutattak a vad tipushoz képest. Ezt a virulenciacsokkenést
kivalthatja a gomba de novo zsirsav-bioszintézisében bekovetkezett valtozas, ugyanis a

mutans torzs zsirsav-profiljaban az egyszeresen telitetlen zsirsavak felhalmozédasat
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figyeltiik meg. Ez a tény a CpOLEZ2 gén A12 deszaturaz aktivitasara utal. Tovabbi 5 gént
azonositottunk AA-as indukciot kovetd microarray analizis segitségével, melyeknek
feltételezhetoen szerepiik van a gomba prosztaglandin bioszintézisében. Az 6tbal négy
gén esetében homozigota delécios mutans torzseket hoztunk létre. A mutans torzsek
esetében nem tapasztaltunk jelentés virulencia valtozast. Ennek ellenére a CpUGA3 és
CpSOU2 mutans torzsek esetében az in vitro olési kisérletek, valamint az in vivo Galleria
mellonella talélési kisérletek soran hipervirulens fenotipust mutattunk ki. A CpUGA3
transzkripcios faktor delécios torzs AA-as indukciot kovetd prosztaglandin-termelés
vizsgalata alapjan feltételezziik a CpUGAS3 gén prosztaglandin-bioszintézisben betoltott
szerepét. A CpUGA3 deléciés mutans egy nagysagrenddel kevesebb gomba

prosztaglandin termelésére volt képes a vad tipusa torzsekhez viszonyitva.
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8. Summary

C. parapsilosis is an opportunistic human pathogen that can colonize and cause
disease in immunocompromised patients (with AIDS, organ transplantation etc.) or in
particular patient groups such as neonates or elders. C. parapsilosis is the second most
commonly isolated Candida species from blood cultures, and it even outranks C. albicans in

some European, Asian and South American hospitals.

Despite the increasing clinical prevalence, little is known about the virulence factors
of C. parapsilosis. Thus, in our recent study, we investigated the biosynthetic pathway of
fungal prostaglandins, a putative virulence factor of C. parapsilosis. Prostaglandins are fatty
acid metabolites build up of 20 carbon atoms. Mammalians produce immune response
regulator prostaglandins from arachidonic acid by the contribution of COX1 and COX2
cyclooxygenases. Although fungi do not possess cyclooxygenase homologs, several
pathogenic species are able to produce prostaglandins from host originated arachidonic acids.
In case of C. albicans the fatty acid desaturase homolog Ole2 and the multicopper oxidase
homolog Fet3 enzymes were identified as potential key factors of the prostaglandin
biosynthetic process. Due to the ability of prostaglandins to block Thl-type and promote Th2-
type immune response, fungal prostaglandin E, (PGE,) can shift the host’s immune response
towards promoting the fungi to colonize and carry out chronic inflammation. In our recent
study we investigated the role of the putative A9 fatty acid desaturase CpOle2 in the de novo
fatty acid and prostaglandin biosynthesis of the emerging human pathogen C. parapsilosis.
We generated a homozygous CpOLE2 deletion mutant through repeated application of a
caSATL1 flipper KO cassette. We characterized the pseudohyphae formation, FBS utilization
ability and growth ability on different pH and temperature of the CpOLE2 deletion mutant
compared to that of the wild type strain. The mutant strain was found to show the same
characteristics as the wild type. According to the in vitro virulence assays the CpOLE2
deletion mutant showed slightly reduced virulence compared to the wild type strain. We
characterized the prostaglandin profile of C. parapsilosis with HPLC-MS analysis and
compared to that of C. albicans. We revealed that C. parapsilosis can produce fungal
prostaglandins, similarly to C. albicans, from supplemented arachidonic acid (AA). Wild
type-like PGE; production was detected in CpOLE2 deletion mutant, which indicates that the
CpOLEZ2 gene does not participate in the C. parapsilosis prostaglandin biosynthesis. Overall
fatty acid production study by gas chromatography (GC) highlighted the accumulation of

mono-unsaturated fatty acids in the CpOLE2 deletion mutant, which indicates the Al2-
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desaturase activity of CpOle2. This finding correlates with the results in C. albicans, where
CaOLE2 gene was not able to complement the absence of S. cerevisiae A9-desaturase gene,

but the desaturase activity was confirmed.

In order to identify genes that can participate in the C. parapsilosis prostaglandin
biosynthesis, we carried out a microarray analysis on the wild type strain after AA treatment.
According to the microarray data we found 5 genes that showed upregulation in response to
the AA treatment. Notably, one of the up-regulated genes was the homologue of UGA3, a
putative transcription factor with zinc cluster DNA-binding motif, which has been shown to
be required for utilization of gamma-aminobutyrate (GABA) as a nitrogen source. We also
found SOU2 gene, which has ortologues with stereo-specific carbonyl-reductase activity and
OLE1, the fatty acid desaturase gene as a potential member of the C. parapsilosis specific
prostaglandin biosynthetic pathway. A previous work on CpOLE1 gene proved its essential
role in the de novo fatty acid synthesis of C. parapsilosis. The remaining two genes we have
identified were putative genes, CPAR2_108490 and CPAR2_703920. The latter one has
orthologues with cytochrome-c activity. In order to determine whether these genes participate
in the prostaglandin biosynthetic pathway, we used reverse genetics and knocked out these
genes using the fusion PCR technique. After obtaining mutant strains, we characterized their
FBS utilization ability and growth ability on different pH and temperature. We found no
difference in comparison to that of the wild type strain. We carried out different virulence
assays and found that the deletion mutant strains have slightly different virulence abilities
than the wild type strain. Interestingly, the CpUGA3 and CpSOU2 deletion mutant strains
showed hyper-virulent phenotype in in vitro killing and in vivo Galleria mellonella survival
assays. As the CpUGA3 is a transcription factor gene, it might be the first step of the
prostaglandin biosynthetic pathway, therefore we analyzed the prostaglandin production of
the CpUGAS3 deletion mutant strain by HPLC-FLD and compared it to that of the wild type.
Notably, we found an explicit reduction in the prostaglandin production of the mutant strain,

which suggests the role of the UGAS3 protein in the prostaglandin biosynthetic pathway.

In this recent work we demonstrated that C. parapsilosis produces fungal
prostaglandins, similarly to C. albicans, from the exogenic AA. In order to investigate
this pathway we generated a deletion mutant strain of the CpOLE2, a putative A9 fatty
acid desaturase. We revealed that the CpOLE2 gene does not participate in the fungal
prostaglandin production. On the other hand the fatty acid profile analysis may suggest
a A12-, rather than a A9-desaturase activity of the CpOle2. In order to identify other
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genes that can participate in the prostaglandin biosynthetic pathway, we carried out a
microarray analysis after AA treatment. We identified 5 over-expressed genes, one with
a transcription factor activity (CpUGAS3). In order to determine whether these genes
participate in the prostaglandin biosynthetic pathway, we knocked out these genes using
the fusion PCR technique. By the analysis of the prostaglandin production in the
CpUGA3 deletion mutant, we found a strongly reduced prostaglandin production in
comparison with that of the wild type strain. These results suggest that the CpUGA3
transcription factor plays significant role in the C. parapsilosis prostaglandin

biosynthetic pathway.
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