AZ OPPORTUNISTA HUMANPATOGEN CANDIDA PARAPSILOSIS
PATOMECHANIZMUSANAK MOLEKULARIS SZABALYOZOTTSAGA

DOKTORI ERTEKEZES

TOTH RENATA

TEMAVEZETO:
DR. GACSER ATTILA

EGYETEMI DOCENS

BIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

NTIAR
é?

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES INFORMATIKAI KAR
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK

2016

SZEGED



TARTALOMJEGYZEK

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE .......ooooiiteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et et eneeees e es e es et es s sen e 5
2. BEVEZETES ..ottt ettt ettt ettt ettt et eet et ee e et e et et et en et en e er e 8
3. IRODALMI ATTEKINTES. .....cotiitieeteeeeeeeete e e et e et e et s et se et st en s een et en s s esennn 10
3.1. AZ OPPORTUNISTA GOMBAFERTOZESEK JELENTOSEGE ....ceceivviieeiiiriieessitie e s s svee e e ssreeessenens 10
3.2. A CANDIDA NEMZETSEG: KLINIKAI JELENTOSEG ES ELTERJEDES......coceivitiieeirrieeessireeeessnnns 11
3.3. CANDIDA NEMZETSEG ALTALANOS JELLEMZESE ......000iiiiiiiiieiiiineesiiinessiiesessssrenessssressssnnes 13
3.4. A CANDIDA PARAPSILOSIS SZEREPE A KLINIKUMBAN ....ooiiviiiiieiitieesres s sreeesteessreessbesssnee e 15
3.5. A CANDIDA PARAPSILOSIS ALTALANOS JELLEMZESE ....cccovviieiiitiieessitie e e s sitan e e sssrae e s s snrenesssnnns 16
3.6. VIRULENCIA FAKTOROK ES AZOK SZEREPE A FERTOZES SORAN ......cccovvviiieiiiiieeeiiieneeenns 17
3.6.1. ADHEZIOS KEPESSEG ES ADHEZINEK ....vvvviiiitiiiiiiirieneeiiriieeesitreesessisessessssesssssssssssssnsenss 18
3.6.2. SZEKRETALT HIDROLITIKUS ENZIMEK ES JELENTOSEGUK .....0ceiiiiviieeiirreeeesisreeeessneness 19

3.6.3. AMASODLAGOS MORFOLOGIA VALTAS JELENTOSEGE
3.6.3.1. A masodlagos morfoldgia valtas molekularis mechanizmusai....

Az SPT3 szerepe a morfologia VAILASDAN...............coooiiiiiiiiiic e
3.6.4. KOMPETICIO A GAZDASZERVEZET NYOMELEMEIERT ....cvvviiitviiieiivieeessseesessiveeeesssvenees
3.6.4.1. A patogén gombak vasforras hasznositasi mechanizmusai
A HAPS szerepe a vas homeoSZtAZiShan ................cc.cooeiiiiiiiiiiii e
3.6.5. A BIOFILMKEPZES JELENTOSEGE ....ceviitviiiiitiiiesiitteesssssseessssssesssssssasssssssssssssssssssssssenses
3.6.5.1. A Candida biofilmképzést szabalyozo legfontosabb molekularis faktorok..........ccocevvveririivnrennnne.
3.6.6. FITNESZT KOZVETLENUL BEFOLYASOLO FAKTOROK ...vvvvvireiiiisirireeireeessississseeeeesssnnnns
3.6.6.1. Fitneszt befolyasolo fobb molekularis szabalyozo Gitvonalak............cccccvevnininncnn.
A KEOPS/EKC komplex és a CGl121 szerepe a gomba életképességében ..............
3.7. VIRULENCIA FAKTOROK AZONOSITASA ES VIZSGALATA NAPJAINKBAN
4. CELKITUZESEK ....coooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeteteee ettt ettt et st en st et e es e et eneees s eteseeeans 38
5. ANYAGOK ES MODSZEREK ......ooooititteeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeteeetes sttt eseeeese s esesesessesseeseseans 39
T N 5 N B V-V 0 N B N 0] V4 =) 39
5.2. TENYESZTESHEZ FELHASZNALT OLDATOK, TAPOLDATOK, TAPTALAJOK .....evvvvveeeeeriiinnnnns 40
5.3. KISERLETI MODSZEREK ....0ccceiittieeiitiieesitttesssitteesssbasesssstessssssbesesssstesessstesssssssesesssssesessanns 43
5.3.1. A THP-1 HUMAN MONOCITA SEJTVONAL FERTOZESE C. PARAPSILOSIS SEJTEKKEL ES
(10 1Y N RN ST /0 ) 57N 07N
5.3.2. MOLEKULARIS TECHNIKAK ....coiiiitviiieiteiiesiittesssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesses
5.3.2.1. RINS SZEKVENALAS ....vvviiiiiiieiiiiiiie ettt e e e et e e e e e e s st e e e e e s s e sab b b e e e e e e s seasbabaeeeesesassbeseeeessesabarens
5.3.2.2. Delécios konstrukciok 1étrehozasahoz sziikséges technikak
Total DNS Kivonas €1eszt0 SeJteKDOL ................cocveiiiiiiiiiiiii e
Fuzios KonstruKeio IEtreNOZASA ...............oooovvviiiiiiiiii e e s
Upstream és downstream koriilhatarol6 régiok amplifikalasa
Szelekcidés marker gének amplifiKalasa...............ccooooiiiiii
PCR termEKeK tISZITASA ........cooooviiiiiiiiiiiiee s
FUZIOS PCR ..ottt ettt eee et et s een et ennaanne

Kolénia PCR a helyes beépiilések ellendrzésére
RNS izolalas gombasejtekbdl
c¢DNS szintézis ...........................
Valos idejii (real time) PCR ...

5.3.2.3. Rekonstrualt tdrzsek 1étrehozasahoz sziikséges technikak..........ccocoovvviiiiiiiiii,
Klonozas Gateway ™ (INVItrogen) FeNASZEITEl ............ov.evvevviveeeieeeeereeeesseeeeeseessessees s sesenes
Visszaépiteni kivant gének amplifikalasa
PCR termék tisztitasa polietilén-glikollal (PEG) .........cccocoiiiiiiiiiiiice s
BP klénozasi reakcio
LR klénozasi reakcié

Bakteridlis plazmid iZOIAIASA. .................cccoiiiiiiii e
5.3.3. BAKTERIALIS ES ELESZTO SEJTEK FENNTARTASA, KOMPETENS SEJTEK KESZITESE ES
TRANSZFORMALASA ...ttt bbb 50

5.3.3.1. Bakterialis €s €lesztd sejtek fenntartdsa.........ccovviiiiiiiiiiiii 50

E. coli sejtek fenntartasa és tenyésztése

C. parapsilosis sejtek fenntartasa és tENYESZEESE .............c.eoveieiiiiiiiiriiie e 50

5.3.3.2. Kompetens SEJtEK KESZILESE .......uuiiuiiiiriiiiiitiiie sttt bbb nne s 51



Kompetens E. COli SEJtEK elGALIEASA.............ccevviriiiiiiiiiite et sbe e sresae 51

Kompetens C. parapsilosis sejtek elgallitasa ...... .51
5.3.3.3. Bakterialis és éleszt6 sejtek transzformalasa .. ...51

E. coli sejtek transzformalasa ....................cce..... .51

C. parapsilosis sejtek transzformalasa ...............cccoriiriiiiiiiiiniine e 51
5.3.4. DELECIOS ES REKONSTRUALT TORZSEK KARAKTERIZALASA.....ccocovviiiiiiiniiircieenes 52

5.3.4.1. Altalanos fenotipikus analizishez hasznalt MOASZEIEK .............c.evereererererereereieeieeseseeses s seeen 52
C. parapsilosis delécios torzsek novekedésének vizsgalata kiilonb6zo taptalajokon és tapoldatban ..52
C. parapsilosis delécios torzsek novekedésének vizsgalata kiilonb6zo stressz koriilmények kozott ...53
A létrehozott C. parapsilosis torzsek morfologia valtasanak vizsgalata.... "
A létrehozott C. parapsilosis torzsek biofilmképzésének vizsgalata ................cccovevreiniiinncnnnn, ...53

C. parapsilosis delécios torzsek antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének vizsgalata............ 54
5.3.4.2. Funkcid beazonositas érdekében hasznalt egyéb kisérleti modszerek ..........cocoovviiiiiiciiiiiinincnnn 55

A delécios torzsek novekedésének vizsgalata alternativ szénforrasok jelenlétében, vashianyos
kozegben, egyéb oxidativ stresszor jelenlétében ................ccccoiiiiiiiiiiiiiii 55
Delécios torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata fluoreszcens festési eljarasok alkalmazasaval ....... 55
Funkcié validalas érdekében elvégzett génexpresszios vizsgalatok..............ccoccocoviiiiiiciciiiincnnn 56
5.3.5. IN VIVO VIRULENCIA VIZSGALATOK .....cviviiiiiririiieieisisiesessesre s 57
5.3.6. STATISZTIKAT ANALIZIS ....ccviviieieiieiisie sttt 57
6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK ........ccoooviiiiirieiieeissinsessesssssssessssssssssseens 58

6.1. A C. PARAPSILOSIS FERTOZOKEPESSEGET POTENCIALISAN BEFOLYASOLO GENEK

AZONOSITASA ...ttt 58
6.2. C. PARAPSILOSIS DELECIOS MUTANS TORZSEK LETREHOZASA .....ccccvviiiiiiiiniieie s 59

6.3. A DELECIOS MUTANS KONYVTAR TAGJAINAK SZELES KORU FENOTIPUSOS VIZSGALATA.. 62
6.3.1. ANOVEKEDES VIZSGALATA KOMPLEX TAPKOZEGBEN ES MINIMAL TAPTALAJOKON . 62
6.3.2. A DELECIOS MUTANS TORZSEK VALASZANAK VIZSGALATA KULONBOZO TIPUSU
STRESSZ KORULMENYEK KOZOTT...ccciittieeiiriieesiiteeeessteessssibsessssbssssssbasessssssssssssssssssssssssesins 65
6.3.3. A DELECIOS MUTANS TORZSEK PSZEUDOHIFA KEPZESENEK VIZSGALATA .......ccveeenns 67
6.3.4. A DELECIOS MUTANS TORZSEK BIOFILMKEPZESENEK VIZSGALATA
6.3.5. A DELECIOS MUTANS TORZSEK ERZEKENYSEGENEK VIZSGALATA KULONBOZO TIPUSU

ANTIFUNGALIS SZEREK JELENLETEBEN .....uvvtvtiteeitsisetrereeteessssisessssesesessssssssssesssessssmmssssseeseens 70
6.4. A DELECIOS MUTANS KONYVTAR ATFOGO JELLEMZESET KOVETOEN KIEMELT C.
PARAPSILOSIS MUTANS TORZSEK ES AZOK TOVABBI VIZSGALATAL ... .vvveeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseees 72

6.4.1. A VASFELVETELT SZABALYOZO ES AZ ALTERNATIV SZENFORRAS HASZNOSITASABAN

SZEREPET JATSZO CPAR2_100540 TRANSZKRIPCIOS FAKTOR JELLEMZESE ......cccocvvvverennne.
6.4.1.1. A CPAR2 100540 4/4 delécids torzs sajatossagai az eldzetes vizsgalatok alapjan ..........ccccvveeenene
6.4.1.2. A CPAR2 100540 4/4 mutans torzs névekedése vashianyos kozegekben...........cccevvvevevnnnnn.
6.4.1.3. A vas metabolizmust befolyasolé FRP1 gén expressziojanak vizsgalata induktiv kozegben... "
6.4.1.4. A CPAR2 100540 4/4 mutans torzs novekedésének vizsgalata alternativ szénforras Jelenleteben a7
6.4.1.5. A 1égzési lancban szerepet jatszo CYCL és COX4 gének expresszidjanak vizsgalata induktiv
KOTUIMENYEk KOZOLE ..o
6.4.1.6. A CPAR2_100540 A/4 mutans torzs in vivo virulencia vizsgalata
6.4.1.7. A C. parapsilosis Cpar2_ 100540 transzkripcios faktor vizsgalatabol szarmazd eredmények

OSSZETOGIALASA. ...ttt bbbt are s 80
6.4.2. A MASODLAGOS MORFOLOGIA VALTAS SZABALYOZASAT BEFOLYASOLO
CPAR2_200390 TRANSZKRIPCIOS FAKTOR JELLEMZESE .......cicveivisteiiesinssaeiesseasaeseesseessessens 83

6.4.2.1. A CPAR2 200390 A/4 delécios torzs sajatossagai az elézetes vizsgalatok alapjan ...........coceevveiennn. 83

6.4.2.2. A CPAR2 200390 4/4 mutans torzs sejtfal dsszetételének vizsgalata...........ccccovvviiirnen. ....86

6.4.2.3. A CPAR2 200390 4/4 mutans torzs kitinaz és kitin szintdz expresszidjanak vizsgélata ...... ...87

6.4.2.4. A CPAR2 200390 A/4 mutans torzs in Vivo virulencia vizsgalata ............ccovvevreiiriinirennicneennnns 88

6.4.2.5. A C. parapsilosis Cpar2_ 200390 transzkripcios faktor vizsgalatabol szarmazo eredmények

OSSZEIOGIALASA ...ttt et b e 89
6.4.3. A BIOFILMKEPZES SZABALYOZASABAN RESZTVEVO CPAR2_602840 TRANSZKRIPCIOS
FAKTOR JELLEMZESE ......iuiitiiiitiiiie ittt 92

6.4.3.1. A CPAR2 602840 A4/4 delécids torzs sajatossagai az eldzetes vizsgalatok alapjan ..............ccocoeeeee. 92

6.4.3.2. A CPAR2 602840 4/4 mutans torzs sejtfal dsszetételének vizsgalata kiilonbozo sejtfal festékek

ALKAIMAZASAVAL ... s 94

6.4.3.3. A biofilmképzést meghatarozo transzkripcids regulatorok expresszidjanak vizsgalata a

CPAR2 6028404/A 10TZSDON.......ceviuieiieiieieitt ettt btttk b bt ar et b b an e 95

6.4.3.4. A CPAR2_602840 A/4 mutans torzs in Vivo virulencia vizsgalata ...........cccccevvvvininciciiiinncssnnes 96



6.4.3.5. A C. parapsilosis Cpar2_602840 transzkripcios faktor vizsgalatabol szarmazd eredmények

OSSZEIOGIALASA ...ttt ek h bbb R bR R R bbb ettt n e 97
6.4.4. A HOSZENZITIVITAST BEFOLYASOLO CPARZ2_303700 KINAZ AZONOSITASA .............. 99
6.4.4.1. A CPAR2 303700 A/4 delécids torzs sajatossagai az elézetes vizsgalatok alapjan ..............ccoceeeeene. 99
6.4.4.2. CPAR2_303700 ORF altal meghatarozott fehérje in silico analizise...........ccococerirerirriennicininienne 102
6.4.4.3. A CPAR2 303700 4/4 mutans torzs in Vivo virulencia vizsgalata ............ccccovveriierirnieneiciseninienens 107
6.4.4.4. A C. parapsilosis CPAR2_303700 altal kodolt kinaz vizsgalatabol szarmazo6 eredmények
OSSZETOGIALASA. ...ttt h ettt h bbb e bt E e e bRt e e ke e bt Rt e neeehe e bt aarenre e 108
7o OSSZEFOGLALAS ...ttt ettt e ettt n ettt ettt ee et n et enesreeon 110
8. SUMM A RY oottt et e e et e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 114
9. KOSZONETNYILVANITAS ..ottt e e e et et ene e e eeeeneneneeens 117
10. TRODALOMUIEGYZEK ......cooveooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseaevetetetesesasasasesesesasasesesessesssssseseeessseses 119
11. MELLEKLETEK ....oooivoteeeeeeeeee ettt ettt s e et st s s et en et en st as s seen s s 133
1. SZAMU MELLEKLET: A TANULMANY SORAN ELOALLITOTT C. PARAPSILOSIS HOMOZIGOTA
DELECIOS TORZSEK. 1. .uutttttttteetisiisresetetesssssessesetesesssasesssesssssessssmmssssssssessssmmsrssesesesssnmmsseeseen 133
2. SZAMU MELLEKLET: A TANULMANYBAN FELHASZNALT PRIMEREK LISTAJA. cvvcvvveeiviiinnnen, 135
3. SZAMU MELLEKLET: PELDA A KULONBOZO TiPUSU TAPTALAJOKON TORTENO NOVEKEDESI
VIZSGALATOKRA. 1.t teeetteeteeeeesteae et etesssasaeeaeeesesssassssseeetetesssssabaeeeetesssasatesreeteesssaasrrrreeeees 142

4, SZAMU MELLEKLET: PELDA A KULONBOZO STRESSZOROK JELENLETERE ADOTT VALASZRA -
TULELEST GORBEK . «..vtvttttteetteeeteetteeeestaaeseeetesesssaassseestesssssaasesseetesssssassssseeetesesssanssssseeeeessssnans 143



1. Roviditések jegyzéke

ACE2
AIDS

ALS
ATCC
BCR1
BLAST

BPS

BSA

CBF

cDNS
CGl121
CHS

CHT
ConA-FITC
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EPS
FBS
FLO11
FRE
FRP1
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HAP

HIS1

HIV

HSP

HWP1
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KEOPS/EKC

Activator of CUP1 Expression 2 (CUP1 expresszio aktivator 2)
Acquired Immune Deficiency Syndrome (szerzett immunhianyos
tiinetegylittes)

Agglutinin-Like Sequence (agglutinin-szer( sorozat)

American Type Culture Collection

Biofilm and Cell Wall Regulator 1 (biofilm ¢s sejtfal szabalyozo6 elem)
Basic Local Alignment Search Tool

(Szekvencia-hasonlosag keresé programcsomag)

Bathophenanthroline disulfonate (batofenantrolin-diszulfonat)

Bovine Serum Albumin (borja szérum albumin)

CCAAT-Binding Factor (CCAAT-kot6 faktor)

Complementary DNS (kiegészité DNS)

p53-related kinase (p53-fiiggd kinaz)

Chitin synthase (kitin szintaz)

Chitinase (kitinaz)

Concanavalin A-Fluorescein Isothiocyanate

(konkanavalin A-fluoreszcein-izotiocianat)

Cytochrome-c Oxidase 4 subunit (citokréom oxidaz 4. alegység)
Candida Pseudohyphal regulator 2 (Candida pszeudohifa szabalyozo
faktor 2)
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Calcofluor White Hypersensitive 41 (kalkofluor fehér hiperszenzitiv 41)
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C. albicans zinc-finger protein 1 (C. albicans cink-ujj doménnel
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ATP foszforiboziltranszferaz (hisztidin bioszintézis)

Human Immunodeficiency Virus (emberi immunhiany-eldidézé virus)
Heat Shock Protein (hdsokk fehérje)

Hyphal cell Wall Protein 1 (hifa sejtfal protein 1)

Hygromycin B (higromicin B)

Kinase, Endopeptidase and Other Proteins of small Size / Endopeptidase-
like and Kinase associated to transcribed Chromatin



KF Kalkofluor Fehér

Koff Koffein

KV Kong6 Voros

LB Luria-Bertani medium (Luria-Bertani taptalaj)

LEU2 Izocitrat/izopropil malat dehidrogenaz (leucin bioszintézis)

LIP Lipase (lipaz)

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase (mitogén aktivalta protein kinaz)

MFG1 Morphogenetic regulator of Filamentous Growth 1
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MIC Minimal Inhibitor Concentration (minimalis gatlé koncentracio)

MKC1 MAP Kinase 1 from C. albicans (C. albicans MAP kinaz 1)

MOPS 3-(n-Morpholino) Propanesulfonic Acid (3-3-(N-morfolino)-
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(gliikoz szabalyozta gének represszora)

NTC Nourseothricin
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SAGA Spt-Ada-Gcen-Acetyltransferase (Spt-Ada-Gen-Acetiltranszferaz)
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TBP TATA-Binding Protein (TATA-szekvencia kot fehérje)
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Tamm-Horsfall Protein 1 (Tamm-Horsfall fehérje 1)
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dTMP-Uptake 1 (deoxitimidin 5-monofoszfat felvétel 1)
Unscheduled Meiotic gene Expression 6

(korai meiozis szabalyozo6 gének regulatora)

Vad Tipus

Wheat germ agglutinin-Tetramethyl Rhodamine Iso-Thiocyanate
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Secreted aspartyl proteinase - szekretalt savas proteinaz (fehérje)



2. Bevezetés

Az invaziv gombafert6zések (mikdzisok) napjainkban egyre komolyabb
egészségiigyi problémat jelentenek, amelyek megfeleld kezelés hianyaban akar halallal is
végzddhetnek. Mig az egészséges immunrendszer hatékonyan képes védekezni ezen
fertézésekkel szemben, addig bizonyos paciens csoportok korében, példaul a
transzplantacion atesett, HIV (emberi immunhiany-el6idézé virus) fertézott vagy
rosszindulatd daganatos megbetegedésben szenved6 betegeknél, sériil a természetes
immunrendszer alkotta gat, ami lehetdséget biztosit az opportunista patogén gombak
elszaporodésara.

Az invaziv mikozisok egyik leggyakoribb korokozoi a Candida fajok. A
nemzetségbe tartozd ¢élesztdgombak koziil a Candida albicans a klinikumban
leggyakrabban azonositott faj. Fontos azonban megjegyezni, hogy az ugynevezett ,,nem-
albicans” Candida fajok (NAC) kivaltotta egészségiigyi problémak is egyre nagyobb
szamban fordulnak el6. Ezek koziil kiemelt a Candida parapsilosis jelentdsége, amely
invaziv fertézések esetén szamos foldrajzi régidban a masodik leggyakrabban izolalhato
Candida faj. A C. parapsilosis el6fordulasi gyakorisaga a gyermekek és alacsony sziiletési
stlyt csecsemOk korében kiilondsen gyakori, egyes régiokban még a C. albicans-t is
megeldzi. Veszélyeztetett tovabba valamennyi immunszupresszalt allapota beteg is,
kivaltképpen azok, akiket intenziv osztalyokon kezelnek.

A Dborfelszinr6l gyakran izolalhatdo C. parapsilosis egyik fontos bioldgiai
tulajdonsaga, hogy képes a horizontalis terjedésre. Tovabbi jellegzetességei kozé tartozik,
hogy elbzetes kolonizacio nélkiil is képes invaziv fertézést kivaltani, illetve szamos
1zolatuma rezisztenciat mutat echinocandin tipusu antifungalis szerekkel szemben.

A faj fertdzoképességét annak virulencia faktorai hatarozzak meg, melyek kozé
tartozik példaul a sejtek adhézios képessége, a biofilmképzés, hidrolitikus enzimek
szekrécidja, és a morfoldgia valtas. Emellett erdteljes kompeticiora képes a gazdaval a
szervezetben fellelheté létfontossagii nyomelemekért is. Ezek a virulencia faktorok a
gombafert6zés kiilonbozd stddiumaiban jatszanak szerepet.

Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis klinikai jelentésége az elmult évtizedekben
egyre inkabb nétt, keveset tudunk a faj genetikai folyamatainak hatterér6l, a patogén
virulencia faktorair6l és azok molekularis szabalyozottsagardl, amelyek késébb akar
ujgeneracios antifungalis szerek célpontjai lehetnének. Kiilonb6zé molekularis

vizsgalatokat elsdsorban a C. albicans-szal végeztek, azonban a vizsgalati modszerek
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koziil késObb néhanyat sikeresen adaptaltak C. parapsilosis-ra is. Egy gén szerepének
vizsgalata kiilonb6zé modszerekkel torténhet. Ezek egyike a delécidos mutansok eldallitasa
és azok jellemzése. Ez a mddszer az Un. ,reverz genetikai” megkdzelités, ami ma is
gyakran hasznalatos funkci6 beazonositas céljabol.

Munkank soran ezzel a moédszerrel célunk volt olyan C. parapsilosis gének
vizsgalata, amelyek valamilyen modon Osszefiiggésbe hozhatbak a  gomba
fertézoképességének szabalyozasaval. Ezen gének beazonositasat egy uj, célzott
megkozelitési modszerrel végeztiik el, amit a gazda-patogén kolcsonhatast kovetd teljes
gomba RNS szekvenaldson keresztiil valdsitottunk meg. Az igy beazonositott gének
mellett kivélasztottunk tovabbi olyan szabalyoz6 fakorokat is, amelyekrdl feltételeztiik,
hogy a gomba fertdzoképességét szintén befolydsolhatjdk. Ezt kovetden elvégeztiik az
altalunk 1étrehozott delécios konyvtar tagjainak jellemezését, aminek soran célunk volt
olyan gének beazonositasa, amelyek a C. parapsilosis életképességét, stresszre adott
valaszat, morfogenezisét, biofilmképz6 képességét ¢és antifungalis szerekkel szembeni
érzékenységét befolyasoljak. Munkank sordn részletesen vizsgaltuk tovabba azokat a
delécios torzseket, amelyek a gomba morfologia valtasat, biofilm képzését, nyomelem
felvételét, alternativ szénforrds hasznositasat, sejtfal Osszetételét és életképességét
jelentdsen befolyasoltak, és amelyeknél egyben egyszerre tobb rendellenes fenotipus
megjelenését is detektaltuk. Ezek esetén meghataroztuk az eltavolitott gének pontos
funkcidjat. Igy sikeresen azonositottunk szamos, eddig nem azonositott C. parapsilosis-

specifikus virulenciaval kapcsolatba hozhatd gént.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az opportunista gombafertozések jelentosége

Viladgszerte szdmos megbetegedés hozhatd 0Osszefiiggésbe gombafertdzésekkel.
Ezek lehetnek egy betegség elsédleges korokozoi vagy utalhatnak egy mar meglévo koros
allapot (pl. szerzett immunhianyos tiinetegyiittes (AIDS), daganat) jelenlétére. A gombak
okozta fertézéseket két f6 csoportba sorolhatjuk: felszini - ugymint a bér és kdrom
gombasodasa —, illetve invaziv gombafert6zésekre. Mig az eldbbi fertézések enyhétdl
stilyosig rangsorolhatoak és diagnosztizalasuk, illetve kezelésiik ma mar hatékonyan zajlik,
addig az utobbiak minden esetben sulyos fertézésnek mindsiilnek, kimutatasuk és
terapiajuk rendkiviil koriilményes és kezelés hianyaban akar halallal is végzddhetnek.

Egy korabbi 6sszefoglald tanulmany szerint az invaziv gombafert6zések legalabb
olyan gyakran végzédnek halallal, mint a malaria és a tuberkulozis esetében (Brown, G. D.
és mtsi., 2012). Az egészséges immunrendszer hatékonyan képes védekezni a
gombafert6zésekkel szemben, azonban az immunrendszer koros legyengiilése lehet6séget
adhat kiilonb6z6, tgynevezett opportunista patogének elszaporodasara. Immunhianyos
allapot kialakulhat példaul HIV fert6zés kovetkeztében, szervtranszplantacid utani
immunszupressziv terapidk alkalmazasat kovetOen, sebészeti eljarast kovetéen és
rosszindulat daganat jelenléte esetén is (Maertens és mtsi., 2001; Muskett és mtsi., 2011).

Szamos gombafaj kothetd invaziv fertdzés kialakulasdhoz, melyek megkozelitdleg
90%-a sorolhat6 az Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis vagy Candida nemzetségek
egyikébe (Brown, G. D. és mtsi.,, 2012). Az egyes fajok altal okozott fertézések
gyakorisaga fiigg a foldrajzi elhelyezkedéstdl, a betegek életkoratol, életkoriilményeitl és
a tarsadalmi-gazdasagi koriilményektol.

Az utobbi években szamos modszert fejlesztettek ki a patogén gombafajok
azonositasara annak reményében, hogy az adott fert6zés ellen iranyuld, megfeleld terapids
kezelés idoben megkezdddhessen. Ezek koziil a gyakorlatban is hasznélatos példaul a
MALDI-TOF (,,matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight - matrix segitett
1ézerdeszorpcids ionizacid —repiilési idd), polimeraz lanc reakcié (PCR) és olvadasi gorbe
analizis alapt fajazonosits, radiografidk és gomba antigének vérbdl torténd kimutatdsa
(Brown, G. D. és mtsi., 2012; Decat és mtsi., 2013; Neppelenbroek és mitsi., 2014).
Azonban egyelore ezeknek a modszereknek egyike sem elég hatékony, specifikus,
szenzitiv vagy éppen hozzaférheté minden diagnosztikai laboratorium szamara ahhoz,

hogy az invaziv mikoézisokat kell6 mértékben megeldzziik és visszaszoritsuk (Brown, G. D.
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és mtsi., 2012). A gombafertézések elleni kiizdelmet tovabb neheziti az antibiotikum
rezisztens izolatumok megjelenése, tovabba az a tény, hogy a jelenleg rendelkezésiinkre
allo gombaellenes szereknek viszonylag magas a gazdaszervezetet karosito hatasa, illetve a

kezelésekhez hasznalt gyogyszerek kozott gyakran 1ép fel nemkivanatos keresztreakcio.

3.2. A Candida nemzetség: klinikai jelentoség és elterjedés

A Candida nemzetségbe tartozé fajok az opportunista mikozisok egyik leggyakoribb
korokozo6i, amelyek sokszor tUn. nozokomialis (korhazi kornyezetben kialakulo)
fertozésekért felelések (Pfaller és Diekema 2007). Evente vilagszerte koriilbeliil 400 ezer
1j, Candida okozta véraramfert6zést (candidemia) regisztralnak, amelyek tobbsége a fejlett
orszagokra jellemzé (Brown, G. D. és mtsi.,, 2012). A nemzetségbe tartozé fajok altal
kivaltott invaziv fertézéseken kiviil azonban jelent6s a nyalkahartyat —példaul a szajiiregi
nyalkahartyat (~10 millid) és hiively nyalkahartyat (~70 millid) — érintd fertdzések szama
is (Matee és mitsi., 2000; Sobel 2007).

A Candida fajok a természetes human bor- és bélflora, valamint a szajlireg és
genitaliak normal florajanak is részét képezik. Bizonyos koriilmények kozott azonban a
gazdaszervezet és a mikrobak kozotti egyensuly felbomolhat azaltal, hogy a
gazdaszervezet nem képes kontrollalni a gomba novekedését, ami kommenzalista-patogén
atmenetet eredményez. Erre példa a széles spektruml antibiotikum hasznélat
kovetkeztében torténd lokalis gombafert6zések megjelenése (Amici és mtsi., 1994; Carr és
mtsi., 1998). Ez esetben endogén eredetli gombafert6zésrol beszéliink. Azonban hosszabb
id6n keresztiil torténd korhazi kezelést kovetden, a gombafert6zést okozo Candida fajok
lehetnek exogén eredetiiek is. Potencialis forrasként tekinthetd a korhazakban dolgozd
emberek kezének borfelszine, illetve a nem megfelelé modon sterilizalt implantalt orvosi
eszkozok (Trofa és mtsi., 2008). Ekkor az é€leszté sejtek a véraramba keriilve szisztémas
megbetegedést okozhatnak, ami soran 1étfontossagu belsé szervek gyulladasa alakulhat ki.
Az invaziv kandididzis kovetkezménye lehet példaul a szivbelhartya gyulladasa
(endocarditis), hashartyagyulladds (peritonitis), agyhartyagyulladds (meningitis) és a
csonthartya gyulladdsa (osteomyelitis), melyek kezelés nélkiil halalhoz vezethetnek
(Pfaller és Diekema 2007; Trofa és mitsi., 2008). Candida fajok okozhatnak tovabba iziileti
gyulladast (arthritis), szemgyulladast (endophthalmitis), a kdzép és kiilsé fiil gyulladasat
(otomycosis) és koromfert6zést (onychomycosis) is (Trofa és mtsi., 2008).

Az elmult évtizedek ota a Candida fajok altal okozott egészségiigyi problémak
jelentdsége és szama egyre inkabb ndvekszik. Megjegyzendd, hogy a Candida fajok
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kivaltotta fertézések szama foldrajzi régionként valtozhat (Brown, G. D. és mitsi., 2012).
Mig Eszak-Amerikdban a Candida fajok 4ltal kivaltott nozokomiélis fertézések
gyakorisaga egyre inkabb novekszik, addig Eurdpaban csokkend tendenciat mutat (Yapar
2014). A Candida nemzetségbe tartozd élesztégombak koziil a legtobb fertézés
kialakitasaért a C. albicans tehet6 feleléssé, azonban egyre nagyobb egészségligyi
problémat jelentenck az ugynevezett nem-albicans (NAC) fajok, agymint a C. parapsilosis,
C. glabrata, C. tropicalis és C. krusei altal kivaltott megbetegedések is (Pfaller és Diekema
2007). A NAC fajok elterjedésének legfébb oka feltételezhetben az azol tipusu antifungalis
szerek (pl. flukonazol) széles kort elterjedése és az intravénas katéterek gyakori hasznalata
(YYapar 2014; Ravinder 2015).

A C. tropicalis jellegzetessége, hogy fbleg neutropéniaval, illetve rosszindulata
hematologiai daganattal rendelkez6 betegek korében gyakori. Foldrajzi elterjedését illetéen
Dél-Amerikdban a maésodik leggyakrabban, mig Dél-Kelet Azsidban a vérarambol
leggyakrabban izolalhato Candida fajként ismert (Pfaller és Diekema 2007; Kothavade és
mtsi., 2010). Egy masik NAC faj, a C. krusei regionalis elterjedését tekintve a kelet-
europai régiora (Csehorszag, Szlovakia és Lengyelorszag) jellemzo, és a C. tropicalis-hoz
hasonléan, a vérképzé szervrendszert érintd daganatban szenvedé betegek
veszélyeztetettek leginkabb az altala okozott fertézésekre (Hachem és mtsi., 2008; Pfaller
¢és mtsi., 2008). Egyes tanulmanyok szerint jelenleg a C. glabrata (Malani és mtsi., 2005;
Foster és mtsi., 2007), mig mas tanulmanyok alapjan a C. parapsilosis a masodik
leggyakrabban izolalhato faj invaziv gombafert6zések tekintetében vilagszerte (Trofa és
mtsi., 2008; Hays és mitsi., 2011). Az eld6fordulasi gyakorisag nagymértékben fiigg a
foldrajzi  elhelyezkedést6l, az érintett betegek koratol, valamint a fertdzottek
alapbetegségét6l. Ennek megfeleléen a C. glabrata gyakran izolalhaté észak-amerikai,
illetve bizonyos észak- és kdzép-eurdpai orszagok korhazaiban, tovabba gyakrabban fordul
el az idésebb korosztalyban, valamint a daganattal rendelkezé betegekben (1. abra)
(Pfaller és Diekema 2007; Pfaller és mitsi., 2010; Guinea 2014; Quindos 2014). Ezzel
szemben C. parapsilosis fertézések Dél-Amerikaban, Ausztralidban, valamint Afrika és
Eurdpa egyes mediterran teriiletein (pl. Spanyolorszag) fordulnak eld gyakran (1. 4bra)
(Guinea 2014; Quindos 2014), emellett sokkal gyakrabban izolalhato a 18 év alatti
gyermekek korében, illetve gyakran fertéz csecsemoket és alacsony sziiletési sulyu
ujsziilotteket (Pfaller és mtsi., 2010; Guinea 2014).

Hazankban késziilt 6sszefoglald tanulmanyok alapjan — melyek a Magyarorszagra
jellemzé nemzetkozi adatokra, valamint helyi klinikai adatokra (Szeged, Budapest)

tdmaszkodnak — elmondhatd, hogy az invaziv candididzist okoz6 mikroorganizmusok
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kozil még mindig a C. albicans a leggyakrabban el6forduld faj (Doczi és mitsi., 2012;
Pongracz és mtsi., 2015). Emellett azonban a C. parapsilosis el6fordulasi gyakorisaga
egyre inkabb n6, amely az ujsziilotteket érintd fertézések tekintetében, megkozeliti a C.
albicans el6fordulasat, osszhangban az elobb emlitett globalis trenddel (Déczi és mitsi.,
2012).

Mindezekbdl adoédodan, fokozodd orvosi jelentdségiik miatt a Candida kutatasokra
egyre tobb figyelmet forditanak, ezek koziil is kiemelt figyelmet kapnak az egyre szélesebb
korben elterjedé NAC fajok, tgymint a C. parapsilosis.

@ e /P

Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida tropicalis

Candida dubliniensis

1. abra. A nem-albicans Candida fajok eléfordulasi gyakorisaga vilagszerte.
(Quindos 2014)

3.3. Candida nemzetség altalanos jellemzése

A Candida nemzetség tagjai az Ascomycota torzs, Saccharomycetales rendjének,
Saccharomycetaceae (élesztégombafélék) csaladjaba tartoznak. A nemzetség szamos
fajara jellemzd, hogy az ugynevezett CUG kladba tartozik, azaz a CUG kodon altal
univerzalisan kodolt leucin aminosav helyett szerint kodol (Massey és mtsi., 2003). A
megkdzelitéleg 200 faj koziil szamos izolalhatdo a kornyezetbdl (talaj, felszini vizek),
masok magasabbrendii szervezetekkel (izeltlabuiak, emldsok) folytatnak kommenzalista
¢letmodot (Nguyen és mtsi.,, 2007; Pereira és mitsi., 2013). Ez utobbiak bizonyos
koriilmények kozott okozhatnak opportunista fertézéseket. A csoportban haploid (pl. C.
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glabrata) ¢és diploid (pl. C. albicans) genomi statusszal rendelkezé fajok is talalhatoak,
tobbségiik ivartalanul szaporodik, azonban néhany faj esetében paraszexualis (C. albicans),
¢és ivaros szaporodast (Lodderomyces elongisporus) is megfigyeltek (Bennett és Johnson
2005; Butler és mtsi., 2009; Ene és Bennett 2014).

Az éleszté sejtek megjelenését tekintve kerekek vagy enyhén ovalisak, méretiiket
illetéen pedig a 2-6 pm-es tartomanyba tehetéek. Az altaluk 1étrehozott telepmorfologia
lehet sima, rancos vagy gyirott felszind, fehér vagy enyhén krémszinti (Laffey és Butler
2005).

A Candida nemzetségben tobb dimorf gombafaj is talalhaté. A jelenség a
sejtmorfologia megvaltozasat jelenti, ami bizonyos kornyezeti koriilmények kozott
kovetkezik be (Id. 3.6.3. fejezet). Az opportunista patogén fajok esetében ez a tulajdonsag
egyike a legfontosabb virulenciat befolyasold faktoroknak. A Candida nemzetségbe
tartozo fajok esetén harom kiilonb6z6 megjelenési format kiilonboztetink meg. Ezek az
¢lesztd, a megnyult élesztd (pszeudohifa) és a valodi fonalas (hifa) struktarak (Thompson
¢és mtsi., 2011). A csoport tagjai koziil a C. albicans, C. dubliniensis és egyes tanulmanyok
alapjan a C. tropicalis fajok mindharom formaban eléfordulnak (Thompson és mitsi., 2011).
Ezzel szemben a C. parapsilosis, C. guilliermondii és C. lusitaniae csupan éleszt6 és
pszeudohifa képzésére képesek, mig a C. glabrata tobbnyire csak éleszté formaban fordul
elé (Boisnard és mtsi., 2008; Thompson és mtsi., 2011; Lastauskiene és mtsi., 2015).
Fontos megjegyezni, hogy az éleszté struktira is fontos szerepet jatszik a patogén gombak
virulenciajaban, mivel a bejutast kovetéen az a gomba szisztémas elterjedését segiti eld
(Saville és mtsi., 2003).

A dimorfizmus egyik f6 oka a sejtfallal kapcsolatos szabalyoz6 mechanizmusok
megvaltozasa. A Candida fajok sejtfalara vonatkozo informaciok tobbsége elsésorban a C.
albicans sejtfalanak vizsgalatabol szarmazik. Bar a fajok kozott az egyes komponensek
aranyaiban eltérések lehetnek, a felépités alapja megegyezik. A Candida sejtek sejtfala
vastag, foként poliszacharidokbol all. Két fo réteget kiilonboztetiink meg, egy kompakt
bels6 €s egy lazabb szerkezeti kiilsé réteget (Netea és mtsi., 2008). A belsé réteg alapjat
egy vékony kitin réteg alkotja, amelyre épiil a B-1,3 és B-1,6 gliikan alegységek alkotta,
vastagabb p-gliikkan vaz. Ezek a B-gliikkan alegységek egymashoz és a bazalis kitin réteghez
is kovalensen kotddnek. A kiilsé réteg mannoproteinekbdl all, ami fehérjékkel asszocialt
N- vagy O-kotott manndz polimerben gazdag. Az itt talalhato fehérjék glikozil-foszfatidil-
inozitol (GPI) egységekkel kapcsolodnak a belsé réteg elemeihez (Netea és mtsi., 2008). A
C. albicans sejtfalaban kis mennyiségben lipidek is megtalalhatoak. Fontos megemliteni,
hogy a gomba sejtfal nem egy merev struktara. Mivel a sejt egyes életciklusai és a kiilsd
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kornyezeti tényezok (pl. stressz) egyarant befolydsoljak annak szervezddését, ezért egy
dinamikusan valtozo struktirardl beszélhetiink (Gow és mtsi., 2012).

A rendelkezésiinkre all6 valamennyi adatbazis a C. albicans SC5314 izolatum
genomi szekvencidjat tartalmazza, amelyrdl altalanossagban elmondhato, hogy 8
kromoszoma parral rendelkezik, mérete megkozelitdleg 14 Mb és tobb mint 6000 gén
talalhato benne (Butler és mtsi., 2009). Az utobbi évek egyik attérést okoz6 eredménye
volt szamos mas Candida faj genomszekvenciajanak meghatarozasa, ami 0 tavlatokat

nyitott a nem-albicans Candida fajok vizsgalatara.

3.4. A Candida parapsilosis szerepe a klinikumban

A C. parapsilosis-t Puerto Ricoban Ashford izolalta el6szor (1928) egy hasmenéses beteg
sz€ékletébdl és a Monilia psilosis (mai nevén C. albicans) vélt rokonaként Monilia
parapsilosis-ként nevezte el (Trofa és mtsi., 2008). A gomba 1932-ben kapta meg a C.
parapsilosis nevet (Nosek és mitsi., 2009). A fajt ekkor még nem hoztak Osszefliggésbe
betegségek kialakitasaval. Azonban, miutan 1940-ben, a faj egyik izolatuma egy intravénas
droghasznalé szivbelhartya gyulladasat, majd késébb halalat okozta, a C. parapsilosis-t
patogén gombaként tartjak szamon (Trofa és mtsi., 2008).

A C. parapsilosis az egyik legjelentésebb NAC faj, amely szamos tanulmany
szerint leginkabb a gyermekek és csecsemdk korében fordul eld. A vilag eltérd régioibol
szarmazd beszamolok alapjan elmondhato, hogy az ujsziilotteket érinté Candida fertézések
nagy szazaléka (akar 66%) ezzel a fajjal hozhato osszefiiggésbe (Rodriguez és mtsi., 2006;
Pammi és mtsi., 2013). Korabban, Ballot ¢s munkatarsai Dél-Afrikaban, egy ujsziilott
intenziv osztalyon regisztralt kandididzisok elemzése soran arra a megfigyelésre jutottak,
hogy az esetek 54,2%-at a C. parapsilosis okozta, mig a C. albicans csupan az esetek
27,1%-ban volt izolalhato (Ballot és mtsi., 2013). Egy masik, spanyolorszagi beszamold
szerint, szamos helyi korhaz adatainak elemzése soran kideriilt, hogy a 16 év alatti betegek
korében a Candida fertézések 46,8%-ért volt felelés a C. parapsilosis a C. albicans-szal
szemben (36,5%) (Peman és mtsi., 2011). 2013-ban Pammi és munkatarsai tobb mint 30
kiilonboz6é tanulmany Osszesitéseként azt mutattdk be, hogy az 1jsziilotteket érintd
kandidiazisok 33,4%-at a C. parapsilosis okozta, tovabba azt, hogy kifejezetten az
alacsony sziiletési sullyal vilagrajott ujsziilottek a veszélyeztetettek (Pammi €s mitsi., 2013).
Mindezek mellett a C. parapsilosis az intenziv osztalyokon kezelt, valamennyi legyengiilt
immunstatuszi beteg korében is eléfordul (Silva 2010). Ezen csoportok érintettsége tobbek

kozott annak koszonhetd, hogy a faj izolatumai megtalalhatoak az jsziildtteknek adott

15



magas gliikoz, illetve lipid tartalmi mesterséges tapanyagforrasokban, valamint képes
szamos, nem megfeleléen sterilizalt orvosi eszk6zon biofilmet képezve fennmaradni
(Solomon és mtsi., 1984; Weems és mtsi., 1987; Lupetti és mtsi., 2002; Kojic és Darouiche
2004). Ilyen eszkdzok lehetnek példaul a vénas katéterek, protézisek és egyéb betiltetésre
var6 implantatumok is. A C. parapsilosis klinikai izolatumok tovabbi jellegzetességei kozé
tartozik, hogy a C. albicans-szal ellentétben képesek primer kolonizaci6 nélkiil is invaziv
fert6zést kivaltani, és az echinocandin tipusu antifungalis szerekkel szemben is nagyfoka
rezisztenciat mutatnak (Perlin 2007; Trofa ¢és mitsi., 2008). Mindezen tényezok és a C.
parapsilosis altal okozott fertézések egyre novekvd gyakorisaga hatékony kimutatési és

kezelési modszerek kifejlesztését teszi sziikségessé.

3.5. A Candida parapsilosis altalanos jellemzése

1995-ben megallapitottak, hogy a C. parapsilosis-ként azonositott izolatumok kozott
jelentds mértékli genetikai valtozatossag talalhat6. Az egyes izolatumok nemcsak genetikai
markereikben, hanem a korfolyamat kivaltd képességiikben, illetve az antibiotikumokkal
szembeni érzékenységiikben is drasztikus mértékben kiilonboztek. A beazonositott
izolatumokat harom csoportra osztottak (I., II., és IIl.) (Lin és mitsi., 1995). Ezen
csoportokat, a tovabbi molekularis vizsgalatoknak koszonhet6en, ma harom kiilonboz6
fajként kezelik, melyek a kovetkezoek: Candida sensu stricto (korabban 1. csoport) vagy C.
parapsilosis, C. orthopsilosis (II. csoport) és C. metapsilosis (I11. csoport) (Tavanti és mtsi.,
2005). A klinikumban talalhaté izolatumok dont6 tobbsége C. parapsilosis faj, melyet
eléfordulasi gyakorisaga alapjan a C. orthopsilosis kovet, és végiil a legkevésbé virulens C.
metapsilosis (Gacser és mtsi., 2007a; Bertini és mtsi., 2013; Németh és mtsi., 2013). Az
egyes fajok elkiilonitése terapias és epidemiologiai szempontbol is fontos.

A C. parapsilosis diploid organizmus, amely kizarolag ivartalan médon szaporodik
¢s a CUG klad tagja. Megjelenését tekintve, a sejtek eldfordulhatnak é€leszté formaban
vagy képezhetnek pszeudohifat. Az altala 1étrehozott koloniakra jellemz0 lehet a sima vagy
rancos telepmorfologia, de bizonyos izolatumok esetén megfigyeltek koncentrikus, illetve
gytrott telepeket is (Laffey és Butler 2005). Ez utobbiak esetében a pszeudohifa
megjelenési forma dominal az élesztd struktura felett (Laffey és Butler 2005).

A CDC317 nevil izolatum genomszekvencidja 2009 ota all rendelkezésiinkre,
melynek mérete 13 Mb és kozel 5700 gént tartalmaz (Butler és mitsi., 2009). A C.
parapsilosis genomszekvencia elemzései soran kidertilt, hogy a kozeli rokonnak vélt C.

albicans és C. parapsilosis kozott 1ényegesen kisebb a hasonlosag, mint azt varni lehetett
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(~59%). Ez annak koszonhetd, hogy szamos olyan gén talalhaté a C. parapsilosis
genomjaban, ami nem rendelkezik C. albicans homologgal, illetve magas azon gének
szama is, amelyek csak C. albicans-ban vannak jelen (Nosek és mtsi., 2009). Ezen
eredmények a C. albicans vizsgalataibol nyert informaciok altalanos érvényl hasznositasa

helyett a NAC fajok kiilon-kiilon torténd vizsgalatara hivjak fel a figyelmet.

3.6. Virulencia faktorok és azok szerepe a fert6zés soran

Egy patogén gomba esetén a helyi vagy szisztémas fertdzés kialakitasahoz elengedhetetlen
olyan, ugynevezett virulencia faktorok birtoklasa, amelyek el6segitik a gazda
kolonizaciojat. A kialakulasukrol szolo, egyik legelfogadottabb elmélet szerint ezek a
faktorok a gazdaszervezetben uralkodd, korlatozott kornyezeti koriilményekhez torténd
adaptacio eredményei, amik a gomba talélési esélyeit novelik. A gazdaszervezetbe torténd
bejutast kovetéen szamos olyan transzkripcionalis valtozas kovetkezik be a patogén
organizmusban, amelyek az adott kornyezetben elésegitik a tulélést, az alkalmazkodast és
végiil az abban torténd elszaporodast (Hube 2004). Az egyes szignalizacids utvonalak
aktivalodasa fiigg a fert6zés kiindulasi helyétél (pl. szovet tipusatol), az abban uralkodd
kornyezeti koriilményektdl és a fertézés stadiumatol is (Hube 2004). C. albicans esetében
példaul bizonyos gének expressziojat (pl. PHR1 ¢és PHR2, Id. 3.6.6. fejezet) a
mikrokornyezet kémhatasa szabalyozza, igy hozzajarulva a fertdzés kialakulasahoz (De
Bernardis és mtsi., 1998).

A gombafert6zést illetden 4 6 stadiumot tudunk elkiiloniteni: (1) kolonizaciot, (2)
lokalis felszini fert6zést, (3) mélyre hatolo, lokalis fertézést és végiil (4) az egész
szervezetet érintd, szisztémas fertézést (Naglik és mtsi., 2003). A Candida fajok koziil a C.
albicans virulencia faktorai a leginkabb jellemzettek. Az elmult par évtizedben azonban
intenziv kutatas iranyult a NAC fajok, koztik a C. parapsilosis virulencia faktorainak
vizsgalatara is. A C. parapsilosis virulencia faktorai kozé tartozik példaul az adhézios és
biofilmképzo képesség, a masodlagos morfologia valtas, a kiilonbozo hidrolitikus enzimek
szekrécidja, tovabbd a gomba gazdaval vivott kompeticidja a szervezetben fellelhetd
1étfontossagi nyomelemekért. Az egyes virulencia faktorokat a tovabbiakban részletesen

targyaljuk.
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3.6.1. Adhézios képesség és adhezinek

A Candida fajok virulencia faktorai k6zé tartozik a sejtek adhézids képessége, amely
elésegiti a sejtek egymashoz tapadasat, illetve azok szamos felszinen (epitél sejtek, akril
anyagu felszinek) torténd rogziilését és azt kovetden a biofilm képzését (Panagoda és mtsi.,
2001). Egyes tanulmanyok az adhézios képességet a sejtfelszin hibrofob tulajdonsagaval
hozzak Osszefliggésbe, masok nem talaltak ilyen jellegii korrelaciot (Panagoda és mitsi.,
2001; Raut és mtsi., 2010).

A sejtek adhézios képességét eldsegitik az ugynevezett ALS (agglutininszerii
sorozat) gének altal kodolt sejtfelszini glikoproteinek vagy mas néven adhezinek (Hoyer
2001). C. albicans esetén eddig 8 kiilonboz6 ALS gént irtak le (ALS1-7, ALS9), melyek
koziil kiemelt szereppel az ALS3 éaltal kodolt glikoprotein rendelkezik mind a gombasejtek
kitapadasa, mind pedig azok virulencidja szempontjabol (Liu és Filler 2011). A Hwp1l (hifa
sejtfal protein 1), az Als3-hoz hasonloan, egy hifa-asszocialt adhezin (kifejezetten a
fertdz¢s soran képzett valodi hifdk felszinén expresszalodik) és szintén jelentds szereppel
rendelkezik a fert6zés kialakitasaban (Staab és mitsi., 1999). Adhéziot kovetden a kitapadt
sejtek biofilmet képeznek, amelyhez az Als3 és a Hwpl glikoproteinek is nagymértékben
integrinszeri sejtfelszini fehérjék, proteazok és egyéb sejtfal asszocialt fehérjék is (Zhu és
Filler 2010; Naglik és mtsi., 2011; Mayer és mtsi., 2013).

Bar a C. parapsilosis genomban 6t kiilonboz6é C. albicans ALS ortolog is
megtalalhato, azok virulencidban betoltott szerepérdl keveset tudunk (Rossignol és mtsi.,
2009), emellett az Als proteineket kodold gének szama izolatumonként is valtozik (Pryszcz
¢és mtsi., 2013). Az tjabb kutatasok azonban eldsegitik a C. parapsilosis adhéziot elsegitd
fehérjék pontos szerepének megismerését. Egy friss tanulmany szerint a CPAR2_404800
azonosito alatt szerepld Als kodolo régid elengedhetetlen a sejtek adhézios képességéhez
¢és aktiv szerepet jatszik a gomba virulenciajaban is (Bertini és mtsi., 2016). Egy masik
csoport olyan C. parapsilosis sejtfelszini (tobbek kozott Als) proteinek beazonositasarol
szamol be, amelyek kozvetleniil képesek a gazdaszervezet extracellularis matrix (ECM)
elemeihez kotédni (Kozik és mitsi., 2015). A gomba adhézios képességének vizsgalata
tehat a jovoben is fontos, mivel nagy valdszinliséggel a gazda altal felallitott mechanikai

gat atlépésének els6 1épése lehet.
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3.6.2. Szekretalt hidrolitikus enzimek és jelentéségiik

Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a hidrolitikus enzimek szekrécidja jelentds
mértékben hozzajarul a Candida fajok fertézéképességéhez. Ezek koziil kiemelendd a
savas proteinazok, lipazok ¢és foszfolipazok szerepe, amelyek a gazda szoveteinek
karositasan keresztlil tdpanyaghoz juttatjdk a gombasejteket és védelmet nyujthatnak a
gazdaszervezet védekez6 mechanizmusaival szemben is. Mivel a Candida fajok koziil a
legnagyobb klinikai jelentéséggel a C. albicans rendelkezik, ezért mindezidaig a legtobb
kutatas is ezen faj hidrolitikus enzimeinek vizsgalatara iranyult. A tovabbiakban a C.

albicans és a C. parapsilosis esetén rendelkezésiinkre allo ismereteinket targyaljuk.

Savas proteinazok

A szekretalt savas proteindzok (secreted aspartyl proteinase, Sap) fert6zésben betoltott
szerepérdl szamos tanulmany szolgal bizonyitékokkal. A patogén Candida fajok egyik
sajatossaga, hogy nagy mennyiségben szekretalnak proteinazokat, mig a kevésbé virulens
(pl. C. orthopsilosis, C. metapsilosis) vagy apatogén fajokra (pl. C. kefyr) ez nem jellemz6
(Naglik és mtsi., 2003). Elmondhaté az is, hogy a bor felszinér6él nyert izolatumok
proteolitikus aktivitasa is 1ényegesen alacsonyabb, mint a fert6zésekbdl izolalhato torzseké.
Tehat a patogenitas mértéke és a szekretalt proteindz aktivitas kozott szoros a korrelacio.

C. albicans esetén eddig 10 kiilonboz6 SAP gént irtak le (SAP1-SAP10), melyek
altal kodolt enzimek Osszefiiggésbe hozhatéak invaziv szoveti penetracioval (Naglik és
mtsi., 2003). A Sap-ok élettani jelentdsége, hogy széles korii szubsztratspecifitasuk miatt
szamos extracellularis matrix fehérjét (kollagén, fibronektin, laminin, stb.), valamint
immunologiai szempontbol is fontos antimikrobidlis peptidet (immunoglobulinok,
laktoferrin, komplement rendszer fehérjéi) képesek lebontani, ami elengedhetetlen a gazda
szOveteibe torténd behatolashoz (Naglik és mtsi., 2003). A Sap enzimek aktivitasa tovabba
Osszefiiggésbe hozhatd a gazdaszervezet fehérjéinek alternativ energiaforrasként torténd
hasznositasaval, a gombasejtek adhézids képességének novelésével (feltehetdleg a
gazdasejtek/szovetek felszinének modositasan keresztiil), illetve a gomba sejtfal
integritasaval is (Naglik és mtsi., 2003; Buu és Chen 2013). A C. albicans szekretalt
proteinaz kodold gének koziil kiemelend6 a SAP4 ¢és SAP6 szerepe, amelyek
Osszefliggésbe hozhatoak a gomba lokalis, de kivaltképp szisztémas elterjedésével (Naglik
és mtsi., 2003).

C. parapsilosis esetén 3 SAPP kodolo régiot azonositottak (SAPP1-SAPP3). A

harom gén 4ltal kodolt savas proteindz koziil a Sappl a leginkabb jellemzett. A C.
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parapsilosis SAPP1 gén duplikacidjanak koszonhetéen két kodolo régiot tudunk
elkiiloniteni, a SAPPla-t és SAPP1b-t. A korabban csoportunkban végzett kisérletek
eredményeként elmondhatd, hogy a sapplad/4-sapplbA/4 homozigdta delécids mutans
torzs human periférias vérbdl szarmazé mononuklearis sejtek (PBMC) és azokbol
differencialtatott makrofagok (PBMC-DM) in vitro fertézését kovetden jelentés mértékben
csokkent virulenciat mutatott (Horvath és mtsi., 2012). Igy aldtdmasztasra keriilt a C.

parapsilosis szekretalt proteinazok virulencidban betoltott szerepe is.

Szekretalt foszfolipazok

A C. albicans szekretalt foszfolipazok virulenciaban jatszott szerepét tobb tanulmany is
alatamasztja. Barrett-Bee és munkatarsai megfigyelték, hogy az epitélialis sejtek felszinén
hatékonyabban megtapadni képes C. albicans klinikai izolatumok magas foszfolipaz
aktivitassal rendelkeztek (Barrett-Bee és mitsi., 1985). Egy tovabbi tanulmany igazolta,
hogy a foszfolipazok a gazdasejt karositasaban is részt vesznek (Pugh és Cawson 1977).

A C. parapsilosis esetén azonban a foszfolipaz virulencidban jatszott szerepe
vitathato. Egy korabbi atfogd tanulmany arrdl szamol be, hogy a C. parapsilosis klinikai
izolatumok kozel 50%-anal detektalhato foszfolipaz aktivitas (Ghannoum 2000). Ezzel
szemben masok nem detektaltak enzimaktivitast egyetlen C. parapsilosis izolatum
vizsgalata soran sem (Shimizu és mtsi., 1996; Kantarcioglu és Yucel 2002). fgy az enzim

virulenciaban jatszott szerepe C. parapsilosis-ban tovabbra is kérdéses.

Szekretalt lipazok

A gomba szekretalt lipazainak fert6zésben jatszott szerepe rendkiviil szerteagazo (2. abra).
A szekteralt lipazok egyik legfontosabb szerepe a gazdaszervezet lipid forrasainak bontasa
és ezzel tapanyag biztositdsa a gombasejtek szdmara. Szerepet jatszanak tovabbad a
gombasejtek gazdaszoveteken torténd kitapadasaban, a szovetkarositasban, feltehetéleg a
kompetitiv mikroflora lizisében és hozzajarulnak az immunrendszerrel szembeni
védekezéshez is (Toth, R. és mtsi., 2016). Szamos tanulmany bizonyitja, hogy a gomba
szekretalt lipazai a gazda immunvalaszat sejt, szovet és szervezet szinten egyarant

befolyasoljak.
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2. abra. A gomba szekretalt lipazok virulenciaban betoltott szerepe.
(T6th, R. és mtsi., 2016).

C. albicans esetében 10 kiilonbozé lipaz enzim kodold gént (LIP1-LIP10)
azonositottak (Hube és mitsi,, 2000). Ezek a fertdzést kovetden kiillonbozéképpen
szabalyozddnak és az egyes gének expresszidja fligg a fertézés adott stadiumatol (Stehr és
mtsi., 2004). A gomba virulenciajaban a LIP5 és a LIP8 gének t6ltik be a legjelentdsebb
szerepet (Stehr és mitsi., 2004; Gacser és mtsi., 2007b).

A C. albicans-szal ellentétben, C. parapsilosis-ban csak két lipaz szekrécioért
felelos gén talalhatdo meg. Ezen gének a C. albicans LIP1-el mutattak nagyfoku homologiat
¢s a LIP1 és LIP2 elnevezést kaptak (Neugnot és mtsi., 2002). A LIP1 és LIP2 gének
Saccharomyces cerevisiae-ben és Pichia pastoris-ban torténd expresszaltatasa soran
bizonyitottak, hogy a két gén koziil csak a LIP2 kodol funkcionalis fehérjét (Neugnot és
mtsi., 2002; Brunel és mtsi., 2004). A C. parapsilosis-ban eldallitott lipla/4-lip24/4 -
lipaz szekréciora képtelen - homozigéta delécios torzs alkalmazasaval bizonyitasra keriilt a
szekretalt lipazok virulencidban betdltott szerepe is. Ragesalé és human primer sejtek
alkalmazasakor nagyobb hatékonysagu volt a lipla/4-lip24/4 sejtek eliminalasa és
hatékonyabb gyulladasos immunvalasz jott 1étre, mint a vad tipusu sejtek jelenlétében
(Gacser és mitsi.,, 2007c; Nagy és mtsi.,, 2011; Toth, A. és mtsi., 2014a). Ez alapjan
elmondhat6, hogy a gomba szekretalt lipazai moduldlhatjdk a gazda gyulladasos
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folyamatait (Gacser és mtsi., 2007c; Toth, A. és mtsi., 2014a). Késébb, a fagocitozis egyes
stadiumainak vizsgalata soran bizonyitast nyert, hogy a szekretalt lipazok hidnya
hatékonyabb gombasejt felismerést, makrofag aktivaciot és fagocitozist eredményezett
(Toth, R. és mitsi., 2015).

Korabban bizonyitottuk, hogy mas Candida fajokhoz hasonloan, a C. parapsilosis is
rendelkezik gazdasejten beliili, igynevezett tulélési stratégiakkal (Toth, R. és mtsi., 2014b).
Megjegyzendd, hogy a lipaz deficiens sejtek bekebelezését kovetden korai fago-lizoszoma
aktivacio torténik (Nagy és mitsi., 2011; Toth, A. és mtsi., 2014a). Ez alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a gomba szekretalt lipazai befolyasolhatjak a fagocitozist kdvetd
fago-lizoszoma kolokalizaciot. fgy az extracellularis lipdzok is szerepet jatszhatnak a
gomba intracellularis tuléld stratégiaiban.

Rekonstrualt (mesterségesen eléallitott) human szdvetek lipla/A-lip24/4 sejtekkel
torténd fertdzését kovetden a szovetkarosodds mértéke minimalis volt és a kezelt szovet
nem mutatott hisztopatologiai elvaltozasokat a vad tipusu torzzsel szemben. Tovabba a
lipla/4-lip24/4 sejtek epitél felszinhez torténd kitapadasa is lényegesen rosszabbnak
minésiilt, mint a vad tipust torzs esetén (Gacser és mtsi.,, 2007c). Mindezekkel tehat
bizonyitasra keriilt, hogy a C. parapsilosis extracellularis lipazok szerepet jatszanak a
gazdaszovethez torténd adhézioban és a szovetkarositasban is.

Emellett, az in vivo emlés allatmodellekkel elvégzett kisérletek eredményei
megerdsitették a gomba szekretalt lipazok szisztémas fert6zésben jatszott szerepét is, mivel
a lipla/4a-lip24/4  sejtek esetében csokkent az egyes szervek (pl. maj, vese)
kolonizacidjanak mértéke és gyorsabb volt a gomba eliminacioja, mint a vad tipusu torzsé

(Gacser és mtsi., 2007c; Trofa és mtsi., 2011).

3.6.3. A masodlagos morfologia valtas jelentosége

A morfologiai dimorfizmus jelensége szamos Candida fajra jellemz6, ami a gomba
virulencidjanak egyik legfontosabb meghatarozdja. A masodlagos morfologia valtas f6bb
okai kozé sorolhatd a gazda szérum egyes komponenseinek jelenléte, a megvaltozott
széndioxid tenzi6d, megvaltozott hémérsékleti koriilmények és pH, egyes nyomelemek
hianya, ¢hezés vagy ezek kombinacioja (Brown, A. J. és Gow 1999). A folyamatot szamos
transzkripcids faktor altal szabalyozott komplex mechanizmus sorozat iranyitja.

Korabbi tanulmanyokban bemutattak, hogy a valddi hifa 1étrehozéasara képtelen C.
albicans sejtek jelentds mértékben csokkent virulenciat mutatnak, mig a hiperfilamentalod

fenotipusu gombasejtek virulensebbek (Lo, H. J. és mtsi., 1997; Kadosh és Johnson 2001;
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Carlisle és mtsi., 2009). Kés6bb bizonyitasra keriilt, hogy az éleszté formaban maradt
gombasejtek virulenciajanak csokkenése a masodlagos struktara elvesztése mellett, egyben
az ugynevezett hifa-asszocialt proteinek hidnyanak is koszonheté (Connolly és mtsi., 2013).
Ezzel alatamasztottdk, hogy a morfologia valtdas kovetkeztében szamos, a
fert6zoképességet egyéb modon is befolyasold gén transzkripcidja is megvaltozik, amelyek
a fertézés egyes stadiumait kozvetve vagy kozvetlenill is befolyasolhatjak. Példaul a
kifejezetten hifa-asszocialt Als3 (agglutinin-szer(i sorozat 3), Hwpl (hifa sejtfal protein 1)
és Rbt5 (TUPL1 altal szabalyozott protein) glikoproteinek a sejtek adhézids képességét és a
biofilmképzést is eldsegitik (Staab és mtsi., 1999; Liu és Filler 2011). Emellett, egyes
savas proteinaz kodold gének expresszidja és az éleszté-hifa atalakulas is Osszehangolt
szabalyozas alatt allhat. Naglik és mtsai. (2003) vizsgalataiban példaul az éleszté forméaban
ragadt sejtek csokkent SAP4 és SAP6 expressziot mutattak, mig a hiperfilamentalo
fenotipussal rendelkez6 mutans sejtekben ugyanezen gének expresszidja lényegesen
magasabb volt (Naglik és mtsi., 2003).

A hifa, mint mésodlagos struktira azonban dnmagaban is fontos szereppel bir,
hiszen fizikai-mechanikai aton, Gn. aktiv penetracioval jarul hozza a gazda szoveteinek és
sejtjeinek karositasahoz. Ugyanakkor a gazdasejtekbe torténé bejutas torténhet passziv
moédon is (indukalt endocitozis), tgynevezett invazin fehérjék segitségével, melyhez
szintén hozzajarulhatnak hifa-asszocialt sejtfelszini fehérjék (pl. Als3) (Phan és mitsi.,
2007). Emellett, a hifa fontos szereppel bir a gazdasejtekbdl torténd kijutasban is: C.
albicans sejtek fagocitozisat kovetden azok aktivan képesek valodi hifa képzésre, ami a
fagocita sejt membranjanak lizisét okozza. A makrofagokbdl torténd menekiilés ezenkiviil
exocitozis indukalassal is torténhet, amit éleszté sejtek és hifaképzo sejtek esetén is
megfigyeltek (Bain és mtsi., 2012). Bar a jelenség pontos mechanizmusa nem ismert,
lehetséges, hogy sejtfal-asszocialt fehérjék is részt vesznek az exocitozis indukalasaban.

C. parapsilosis esetében lényegesen kevesebb informacio all rendelkezésiinkre a gomba
korabban bizonyitasra keriilt, hogy a gomba altal képzett pszeudohifdk virulencidban
betoltott szerepe jelentds, ugyanis a képletek nagyobb mértékli gazdasejt és szovet
karositast valtottak ki és ellendllobbaknak is bizonyultak a gazda immunsejtjeivel szemben
(Németh és mtsi., 2013). Egy, a sejt-sejt interakciot részletesebben vizsgald késobbi
tanulmany szerint nincs Osszefliggés a pszeudohifak hossza (<20 pm esetén), sem pedig
azok térbeli elhelyezkedése és a fagocitozis hatékonysaga kozott (Toth, R. és mtsi., 2014b).
Ez azonban ellentmond a C. albicans esetében megfigyeltekkel. Habar C. albicans

esetében sem talaltak Osszefliggést a hifdk hossza (<20 pm esetén) és a fagocitdzis
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hatékonysaga kozott, azonban a makrofagok hifa sejtek irant mutatott affinitasat
befolyasolta azok térbeli elhelyezkedése (Lewis és mtsi., 2012). Megfigyelték azt is, hogy
a nyulvannyal rendelkezd sejtek esetén a makrofagok nagyobb valdszintiséggel
kozelitettek a blasztospora (élesztd) iranyabdl, mint az abbdl eredé hifak iranyabol. A
jelenség magyarazata az €lesztd és valodi hifa struktirdk kiilonbozo sejtfal szerkezetében
allhat (Lewis és mtsi., 2012). A két fajban megfigyeltek alapjan elmondhatd, hogy a
fagocita sejtek a pszeudohifakat és a valodi hifakat masként ismerik fel. A C. parapsilosis
altal képzett pszeudohifak a fagocitozist nagy mértékben nem befolyasoljak (Toth, R. és
mtsi., 2014b), azonban hozzajarulnak a gomba gazdasejt- és szovetkarositd képességéhez,
illetve a biofilm képzéséhez (Laffey és Butler 2005; Németh és mtsi., 2013).

Mindezek alapjan kétségtelen, hogy a masodlagos morfologia valtds jelentds
mértékben hozzajarul a gomba virulencidjahoz, am az, hogy ez mennyiben tulajdonithat6 a
struktira fizikai jelenlétének és mennyiben a morfologia valtassal jaro egyéb tulajdonsagok
— ugymint sejtfelszini proteinek, megvaltozott szignalizacids utvonalak — megvéltozasanak,

tovabbra is kérdéses.

3.6.3.1. A masodlagos morfolégia valtas molekularis mechanizmusai

A legtobb rendelkezésiinkre allo informacio az élesztdgombak morfoldgia valtasardl, a S.
cerevisiae tanulmanyozasabol ered. Ismert, hogy a masodlagos morfologia kialakitasanak
folyamatat tobb szignalizacios utvonal is szabalyozza. Ezek koziil a CAMP-PKA (ciklikus
adenozin monofoszfat-protein kinaz A) és a MAPK (mitogén aktivalta protein kinaz A)
utvonalak éhezés (nitrogén vagy szénforras hiany) kovetkeztében aktivalodnak (Madhani
és mtsi., 1997; Pan és Heitman 2002). S. cerevisiae-ben mindkét szignalizacids ttvonal
egyik legfontosabb downstream eleme a FLO11 (pehelyszerii fenotipust kivaltd gén 11)
gén (Lo, W. S. és Dranginis 1996; Rupp ¢és mtsi., 1999). A gén expresszidja az invaziv és
fonalas novekedést, tovabba a biofilmképzést is szamottevoen befolyasolja (pozitiv
regulator). Ugyanakkor a FLO11 atirodasat szamos transzkripcios €s egyéb faktor
szabalyozza. Ilyenek példaul a Riml101 (multifunkciondlis reguldtor), Flo8 (PKA
aktivacio), Stel2/Tecl (MAPK aktivacio), Mssll (PKA és MAPK aktivacio), Rpd31
hiszton deacetilaz komplex 3 tagja, Mfgl (fonalas novekedés morfologiai szabalyozdja) és
sokan masok (Madhani és Fink 1997; Rupp és mtsi., 1999; Barwell és mtsi., 2005; van
Dyk és mtsi., 2005; Barrales és mtsi., 2008; Ryan és mitsi., 2012). A felsoroltak koziil
szamos gén konzervalt, igy megtalalhato példaul C. albicans-ban is. Ismert, hogy az Mfgl,
Flo8 és Mssl11 faktorok egyiitt végzik a fonalas novekedés szabalyozasat C. albicans-ban
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(Ryan és mtsi., 2012). Az emlitett harom pozitiv regulator barmelyikének hianya
filamentacioban, biofilmképzésben ¢€s invaziv ndvekedésben is bekdvetkezd
rendellenességekhez vezet. Ezek fert6zésben jatszott szerepét igazolja, hogy a mfgla/4
mutans sejtek Galleria mellonella infekcios modellben csokkent virulenciat mutattak
(Ryan és mtsi., 2012).

A morfologia valtast azonban bizonyos negativ regulatorok is szabalyozzak. C.
albicans-ban ezek ko6zé sorolhatd legjelentésebb faktorok példaul az Rfgl (csokkent
fonalas novekedés), Nrgl (gliikoz szabalyozta gének represszora) és Tupl (deoxitimidin
5'-monofoszfat felvétel szabalyozas), melyek - feltehetdleg egyiittmiikodve - represszaljak
a fonalas novekedésért felelos gének kifejez6dését (Braun és Johnson 1997; Braun és mitsi.,
2001; Kadosh és Johnson 2001). Kodolo génjeikben bekovetkezd mutacio esetén a sejtek
indukcid nélkiil is fonalas novekedést, valamint csokkent mérték( virulenciat mutattak. Az
rfgla/4, nrgld/4 és tuplda/A delécids torzseknél tovabba, a megvaltozott morfologian
kiviil, mas, sejtfal-asszocialt gének (ALS3, HWPL, stb.) és sejtosztodast szabalyozo elemek
expresszidjaban is valtozas kovetkezett be (Kadosh és Johnson 2005). Mindezen
folyamatok arra utalnak, hogy a gombasejtek morfologia valtasat egy komplex regulétoros

halézat szabalyozza.

Az SPT3 szerepe a morfologia valtasban

Egy tovabbi, fonalas novekedést szabalyozo faktor az Spt3 (Ty elemek gatloja). Ez a
transzkripcids faktor az tgynevezett SAGA (Spt-Ada-Gen-Acetiltranszferaz), valamint
SAGA-szerii tovabbi komplexek (SLIK és SALSA) tagjat képezi, amelyek tobb, mint 20
alegységekbdl allnak (Dudley és mtsi., 1999; Pray-Grant és mtsi., 2002; Sterner és mtsi.,
2002). A rendkiviil konzervalt SAGA transzkripcidos koaktivator komplex az élesztd
genomban talalhatd gének mintegy 10%-at szabalyozza (Huisinga és Pugh 2004). Szamos
funkcidval rendelkezik, amelyek koziil kiemelendé a hiszton acetil transzferaz aktivitas
(GenS  alegység), telomer fenntartas €s az RNS-polimeraz II fliggd transzkripcid
szabalyozas (Brownell és mtsi., 1996; Bhaumik és Green 2002; Atanassov és mtsi., 2009).
Az evoluciésan szintén konzervalt Spt3 protein bizonyos gének promoterében talalhatd
TATA box elemekhez torténé TBP (TATA-szekvencia koté fehérje) fehérjék kotodését
szabalyozza (Bhaumik és Green 2002). A szabalyozas lehet atirddast indukalo és gatld
hatasu is. A transzkripcios faktor 6nmagaban az éleszté genom génjeinek kortilbeliil 3%-at
szabalyozza (Lee és mitsi., 2000). Az SPT3 delécidja univerzalisan érinti valamennyi

SAGA-szerli komplex TBP toborzoé funkcigjat.
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Korabbi tanulmanyok alapjan S. cereviasiae-ben az Spt3 olyan folyamatok
szabalyozasaban vesz részt, amelyek a sejtek életciklusdnak G1/START atmenetében
torténnek. Ilyen példaul a sporulacio, parosodas (mating), valamint az invaziv és fonalas
novekedés is (Hirschhorn és Winston 1988; Lo, W. S. és Dranginis 1996; Winston és
Sudarsanam 1998).

A Laprade és munkatarsai altal 1étrehozott spt34/4 delécios torzs jellegzetessége,
hogy nem képes masodlagos struktarak létrehozasara, sem pedig invaziv novekedésre. A
torzsnél tovabba novekedési rendellenességet és sima telepmorfologiat figyeltek meg
(Laprade és mtsi., 2002). Bizonyitottak tovabba, hogy az Spt3 a FLO11 gén atirodasat is
jelentés mértékben befolyasolja, ami a fonalszerii ndvekedés elinditasahoz elengedhetetlen
(Id. 3.6.3.1.). C. albicans-ban az SPT3 funkcionalis ortologjanak azonositasara is sor kertilt.
A CaSPT3 S. cerevisiae spt34/4 delécids torzsbe juttatasa teljes mértékben helyreallitotta a
gén hianyaban bekovetkezett rendellenességeket (Laprade és mtsi., 2002). Azonban
meglep6 modon, a gén hianya C. albicans-ban hiperfilamentalé fenotipust okozott. A
sejtek induktiv koriilmények hianyaban is rendkiviili médon megnyult hifakat hoztak 1étre,
amelyek aggregalodva “pehelyszeri” struktirakat képeztek. Emellett a C. albicans spt34/4
delécios torzs esetén gylirdtt telepmorfologiat, novekedési rendellenességet és csokkent
virulenciat is tapasztaltak (Laprade és mtsi., 2002).

Ezek alapjan elmondhatd, hogy az Spt3 jelent6s szereppel rendelkezik a
masodlagos morfologia kialakitdsdban. Bar az SPT3 konzervalt funkcidval rendelkezik, a
két fajban torténd eltavolitasa sordn kapott ellentétes fenotipusok arra utalnak, hogy
szabalyozottsaga ellentétes lehet C. albicans-ban és S. cerevisiae-ben. Emellett C.
albicans-ban az Spt3, az eddig ismert represszorokon (Tupl, Nrgl, Rfgl) kiviil, a fonalas
novekedés egy tovabbi negativ regulatoraként keriilt azonositasra. Mivel S. cerevisiae-ben
a SAGA transzkripcios faktor komplex és igy az Spt3 is a Tupl, Nrgl és Rox1 (Rfgl S.
cerevisiae megfeleldje) faktoroktdl eltéréen, teljesen mas szabalyozé funkcioval
rendelkezik, ezért feltételezhetd, hogy az Spt3 altali morfoldgia szabalyozas fliggetlen az
eddig leirt mechanizmusoktol (Laprade és mtsi., 2002).

3.6.4. Kompeticio a gazdaszervezet nyomelemeiért
Bizonyos nyomelemek — tigymint a vas, réz, cink, mangan, stb. — minden €16 organizmus

szdmara kis mennyiségben ugyan, de esszencialisak a tuléléshez és ndvekedéshez, mivel

szamos fehérje és enzim megfelel6 miikodését biztositjak. Ezen fehérjék altal szabalyozott
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legfontosabb folyamatok kozé tartozik példaul a sejtlégzés, sejt anyagcsere és a DNS
szintézis (Munoz és mtsi., 2009).

Mivel egyes nyomelemek elérhetésége korlatozott és mennyiségiik kevés, ezért egy
fertézés soran folyamatos a patogén gomba ¢és a gazdaszervezet nyomelemekért folytatott
kompeticidja. A gazdaszervezetben egyes nyomelemek (pl. vas) rendszerint nagy affinitasa
fehérjékhez  kotott  allapotban  talalhatbak  meg, ami  korlatozza  bizonyos
mikroorganizmusok szamara azok hozzaférhet6ségét. Azonban egyes gombafajok, tobbek
kozott a C. albicans is, kiilonboz6 stratégiakat fejlesztettek ki, amelyek segitségével a
kotott allapota fémionok szamukra is elérhetévé valhatnak (Almeida és mtsi., 2009).

Mig a réz és mangdn megszerzése €rdekében folytatott stratégidk és az azok
virulenciaban jatszott szerepe kevésbé kutatott, addig az extracellularis térbél torténd cink-
¢és vasfelvétel mechanizmusai mar szamos gombafajban jol ismertek. C. albicans-ban a
gazdaszervezettdl torténd cink megszerzése ugynevezett cinkofor (cink-kotd) fehérjékkel
zajlik (Pral), melyeket a gomba a mikrokdrnyezetébe szekretal (Citiulo és mtsi., 2012). Ezt
kovetden a gombasejtek a sejtfelszinen talalhaté cink transzporterek (Zrtl) segitségével
veszik fel a szallitd fehérjéktél a cink elemeket (Citiulo és mtsi., 2012). A cinkofor
leginkabb a kozeg pH-ja befolyasolja (alkalikus kozeg indukalo hatasa). A PRAL delécioja
nem csupan a gombasejt cink felvételét szabalyozza, hanem a gazdasejtek karosodasanak
mértékét is (Citiulo és mitsi., 2012). Tehat a gomba cink asszimilalo képessége, a fert6zés
bizonyos stadiumaiban, befolyasolhatja annak virulenciajat.

A legtobb kutatds eddig a patogén gombdk azon stratégidinak megismerésére
iranyult, amelyek a gazdatol torténd vasforras megszerzését segitik eld. Ezeket a kovetkezd

fejezetben targyaljuk.

3.6.4.1. A patogén gombak vasforras hasznositasi mechanizmusai

A gazdaszervezetben talalhato vas ionok citotoxikus hatasuk miatt (pl. reaktiv oxigén gyok
képzddésekor katalizator funkcid) szabad forméban nem, csak proteinekhez kotott
allapotban talalhatbak meg (Hiraishi és mtsi., 1991). Ilyen fehérje példaul a ferritin, ami az
intracellularis térben koti meg a vas ionokat. Egy tovabbi vaskotd protein a transzferrin,
amely a vérben keringd vas nyomelemeket koti meg €s szallitja. A legtobb vas ion azonban
a vorosvértestekben talalhatd hemoglobin részét képezi, ahol az az oxigén kotésében és
szallitasaban jatszik szerepet (Munoz és mtsi., 2009). Mivel a vas mint nyomelem a

gazdaszervezetben csak kiilonb6zo proteinekhez kotott allapotban talalhatdé meg, ezért
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annak felszabaditasdhoz a patogén gombak kiilonboz6 stratégiakat fejlesztettek ki
(Almeida és mtsi., 2009).

Ezek egyike a hem-vas felszabadito rendszer, ami a hemoglobinhoz (és egyéb hem-
fehérjékhez) kotott vas ionok felszabaditasat végzi (Moors és mitsi., 1992). Korabban
bizonyitast nyert, hogy a C. albicans rendelkezik hemolitikus aktivitassal (Watanabe és
mtsi., 1999). A hemolizist kovetéen a gomba plazmamembran felszinén talalhaté hem-
receptorok (pl. Rbt5, Csal, Pga7) megkotik a hemoglobint, melyet annak endocitozisa
kovet, majd kiilonboz6 intracellularis enzimek segitségével (pl. Hmxl1p) zajlik a vas
porfirin vazbol torténd felszabaditasa (Santos és mtsi., 2003; Weissman és Kornitzer 2004).

Az extracellularis térbdl torténd vas asszimilacid megvaldsulhat szideroférok
(vaskoto fehérjék) segitségével is. Eddigi ismereteink alapjan a C. albicans sejtek nem
képesek sziderofoérok termelésére, azonban koinfekcié vagy a kozegben eléforduld
mikroflora jelenléte esetén képesek mas fajok vasat tartalmazé szideroforjait megszerezni
(Heymann és mtsi., 2002; Almeida és mtsi., 2009). A jelenséget vas parazitizmusként is
ismerik.

A fentiek mellett vas asszimilacio vas reduktaz rendszer segitségével is torténik
(Almeida ¢és mitsi,, 2009). Ennek soran a patogén a gazda vasraktarozd fehérje
komplexeibdl (pl. transzferrin, ferritin) szerzi meg a nyomelemet. Patogén organizmusok
szamdara a transzferrin hasznosithatobb vasforrasnak bizonyult, mint a rendkiviili moédon
stabil ferritin, amelyb6l csak savas kémhatasu kozegben lehetséges a vas felszabaditasa
(Almeida és mtsi., 2008). A gombasejtek a plazmamembranon talalhaté felszini
vasreduktazok (S. cerevisiae-ben Fre proteinek) segitségével végzik a vas ionok kelatortol
torténd felszabaditasat és az oldhatatlan harom értékli vas ionok (F63+) kétértékli vas
ionokka (oldhaté Fe?") torténd atalakitasat. Az igy felszabaduld vas ionokat multiprotein
komplexek tovabbitjdk az intracellularis térbe. A multiprotein komplexek egyarant
tartalmaznak rézfiiggd vasoxidazokat (Fe?* oxidacioja a kevésbé toxikus Fe**-va) és
permedzokat (Fe®* transzport) is (Almeida és mitsi., 2009). Ez el8bbi esetén megjegyzendd
a réz vasfelvételben jatszott szerepe, mivel a rézfliiggd vasoxidaz mitkodésének hianyaban
a transzferrinbdl torténd vas elvonas sikertelen (Almeida és mtsi., 2008). A vas reduktaz
rendszer az intracellularis vasraktarok mozgositasaban, illetve a szideroforoktol torténd vas
megszerzésében is szerepet jatszik (Yun és mtsi., 2001; Singh és mtsi., 2007).

C. albicans-ban mar szamos S. cerevisiae FRE ortologot azonositottak, melyek
koziil a RBT2 (FRE10), CFL1 (FRE1) és FRP1 (FRE5) funkcidjat meg is hataroztak,
tovabba azonositottdk az FTR1 vas transzportert, amely a gomba virulencidjanak

szabalyozasaban is részt vesz (Hammacott és mtsi., 2000; Ramanan és Wang 2000; Knight
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és mitsi., 2002; Jones és mitsi., 2004; Liang és mtsi., 2009b) . Ugyanakkor egyéb gének —
ugymint a fonalas névekedést befolyasolo TUPL gén, illetve az adhéziot szabalyozo ALS3
gén — altali vas regulacidt is megfigyeltek mar, ami ugyancsak a szabalyozd rendszer
komplexitasara hivja fel a figyelmet (Knight és mtsi., 2002; Almeida és mtsi., 2008).

A vas asszimilacidjat a kornyezet pH-ja is befolyasolja, mivel savas kémhatasu
kozegben jobb a vas ionok hozzaférhetésége. C. albicans-ban a Rim101 (IME2 szabalyozo
elem) pH szenzitiv transzkripcios faktor alkalikus kozegben indukalja szamos gén
expresszidjat, tobbek kozott azokét, melyek a vasfelvétel redukcios Gtvonalaban jatszanak
szerepet (Almeida és mtsi., 2009). Ezen gének kozé tartozik példaul az FRP1 (vas reduktaz
protein 1) is (Liang és mtsi., 2009a). A Rim101 transzkripcios faktor jelentds szereppel
rendelkezik a gomba virulenciajanak kialakitasaban is (Davis és mitsi., 2000). Mindezek
alapjan levonhatdo a kovetkeztetés, miszerint a gazdaszervezetben rendelkezésre allo

vasforrasok jelenléte befolyasolja a C. albicans patogenitasat.

A HAPS szerepe a vas homeosztazisban
C. albicans-ban a Hap5 (hem-aktivald fehérje 5) transzkripciés faktor a CCAAT
szekvencia-koté6 komplex (CBF) tagjaként bizonyitottan szerepet jatszik a gomba
vashaztartasanak szabalyozasaban (Baek és mtsi., 2008). Az evolucionalisan konzervalt
CCAAT szekvenciat tartalmaz6 régiohoz (CCAAT-box) képes kotddni, igy kiilonbozo
folyamatok szabalyozasaban vesz részt (Coustry és mtsi., 1996; Thon és mtsi., 2010). Ezek
kozé tartozik példaul a mitokondrialis 1égzési lanc citokrom fehérjéit (hem-proteinek)
kodolo gének (CYC: citokrom c; COX: citokrom oxidaz) upstream aktivacios régioja
(UAS) is (Buschlen és mtsi., 2003). Tehat a komplex, tobbek kozott, a 1égzési lanc
szabalyozasaban is részt vesz. Ennek meghibasodasa esetén sem a S. cerevisiae, sem pedig
a C. albicans nem képes az alternativ szénforrasok hasznositasara (McNabb és mtsi., 1995;
Johnson és mtsi., 2005).

A Hap5 protein a Hap2 ¢és Hap3 alegységekkel egyiitt a CBF komplex egyik DNS-
koto alegységét képezi, amely a komplex miikddése szempontjabdl esszencialis. S.
cerevisiae-ben a HAP5 mutacidja vagy hidnya esetén a komplex nem képes a DNS-hez
kotddni, és a mutans sejtek életképtelenek példaul alternativ szénforrds jelenlétében
(McNabb ¢és mtsi.,, 1995). A C. albicans hap54/4 mutans torzs esetében alternativ
szénforras alkalmazasakor a mitokondrialis 1égzési lancban szereplé gének expresszidja

(CYC, COX) ¢s a sejtek morfologiaja is megvaltozik (Johnson és mitsi., 2005). Azonban

crer
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sejtek vas homeosztazisa is felborult (Baek és mtsi., 2008). Bizonyitasra keriilt, hogy az
FRP1 vas reduktaz (Id. fentebb) promoter régidja CCAAT motivumokkal rendelkezik,
aminek koszonhetéen az a CBF szabalyozasa alatt all (Baek és mtsi., 2008). Korabbi
tanulmanyok alapjan ismert, hogy az FRP1 expressziojat alkalikus kozegben a Rim101
transzkripcids faktor befolyasolja, azonban a vas reduktaz expressziojat mas regulatorok is
szabalyozhatjadk. A hap54/4 delécios torzs vizsgalatai arra utaltak, hogy az FRP1
expressziojat a CBF komplex aktivan befolyasolja, amihez a Hap5 jelenléte esszencialis.
Ez nem csupan lagos kémhatas jelenlétében kovetkezik be, hanem vaskelator okozta vas
limitalt kdrnyezeti koriilmények kozott is. llyen koriilmények kozott, a Hap5 hianyaban
sulyos novekedési rendellenességet tapasztaltak, ami az FRP1 alacsony expresszios
szintjével hozhatd Osszefliggésbe (Baek és mitsi, 2008). Tehat a CBF a Rim101
szignalizacios utvonaltdl fliggetleniil, egy kritikus faktor a vashianyos kézeghez torténd

adaptacioban.

3.6.5. A biofilmképzés jelentosége

Az invaziv gombafert6zés egyik legfébb modja a nem megfelelden sterilizalt orvosi
eszkozokkel torténd tartds érintkezés. Ezeken az eszkozokon a gomba a megtapadast
kovetden biofilmet képezhet, ami a fert6zés potencialis forrasaként ismert. Patogén
gombafajok nemcsak abiotikus, de biotikus felszineket (pl. nyalkahartya) is aktivan
kolonizalnak (Fanning és Mitchell 2012).

A biofilm felépitését tekintve egy olyan extracellularis matrix, amit élesztdszerli és
hifa- vagy pszedohifaszeri gombasejtek alkotnak, az altaluk termelt extracellularis polimer
anyagokba (EPS) vagy nyalkaba agyazodva (Fanning és Mitchell 2012). A biofilmképzés 3
f6 stadiumra oszthato: (1) az éleszt6 sejtek abiotikus/biotikus felszinen torténd kitapadasa
és kolonizacioja, (2) a Kitapadt sejtek altal bazalis réteg kialakitasa, (3) majd morfogenezist
kovetden hifak és/vagy pszeudohifa sejtek bazalis rétegre telepedése €s az EPS anyagainak
szintézise (Nobile és Mitchell 2006). Az igy létrehozott érett biofilm ezt kovetden
vastagszik, majd bizonyos kornyezeti koriilmények (pl. €hezés) hatasara élesztd sejtek
valnak le rola és kezdik meg 11j felszinek kolonizaciojat (Nobile és Mitchell 2006).

Az érett biofilm kialakitasahoz olyan faktorok jelenléte sziikséges, melyek
eldsegitik a sejtek kiillonbozo felszineken torténd megtapadédsat (adhezinek, invazinok),
egymassal torténé kapcsolodasat  (adhezinek, egyéb sejtfelszini  és  sejt-sejt
kommunikacioban résztvevé jelmolekulak), a morfogenezis indukalasat (szamos

transzkripcids faktor és kindz) és a biofilm EPS elemeinek termelddését is (Nobile és
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Mitchell 2006). Tehat a biofilmképzés egy rendkiviil 6sszetett folyamat, amely szamos
szignalizacios utvonal és szabalyoz6 mechanizmus 6sszehangolt miikodése kovetkeztében
valosul meg. A kapott struktira védelmet biztosit a gazdaszervezet szamos védekezd
mechanizmusaval szemben (gombasejtek limitalt hozzaférhet6sége, oxidativ immunvalasz
kivédése) és szerepet jatszik az antifungalis drogrezisztencia kialakulasaban is (korlatozott
szubsztrat diffazio, efflux pumpak koordinalt upregulacidja) (Mathe és Van Dijck 2013). A
biofilmbe agyazott sejtek metabolikus aktivitasa is 6sszehangolt, ami példaul a szekrécios

mechanizmusok miatt is fontos (Mathe és Van Dijck 2013).

3.6.5.1. A Candida biofilmképzést szabalyozé legfontosabb molekularis faktorok

C. albicans-ban szamos szignalizacids tGtvonal esetén talalhato legalabb egy olyan faktor,
amely hozzajarul a biofilmképzés szabalyozasahoz. Példaul a sejtek anyagcsere folyamatai
koziil az aminosav szintézist szabalyoz6 GCN4, melynek delécioja esetén csokken a
gomba altal képzett biofilm szerves anyag tartalma (Garcia-Sanchez és mtsi., 2004). Egy
masik tanulmany szerint az EPS-be agyazodott sejtek efflux pumpainak szabalyozasat
végz6 gének (CDR1 — Candida drog rezisztencia gén 1, MDR1 — multidrog rezisztencia
gén 1) expresszidjaban is emelkedést figyeltek meg (Mukherjee és mtsi.,, 2003). Ez
hozzajarulhat a biofilm antifungalis szerekkel szembeni rezisztencidjanak kialakuldsahoz.
A matrix drogrezisztencidjanak szabalyozasaban a hésokk protein Hsp90 is bizonyitottan
részt vesz (Robbins és mtsi., 2011; Mayer és mtsi., 2013). Egy friss tanulmany szerint a
gomba egyik szekretdlt savas proteindza (Sap9) is hozzéjarulhat a biofilm kialakitdsahoz
(Dutton ¢és mitsi., 2016). Tehat a gomba biofilmképzésében szamos, egymastol fliggetlen
szabalyozasi mechanizmus vesz részt.

A C. albicans biofilmképzésének legfontosabb regulatorai azonban azon
transzkripcids faktorok koziil keriilnek ki, amelyek a matrix kialakulasanak egyes
stadiumait kozvetleniil szabalyozzak. Ezek koziil kiemelendé a Berl (biofilm és sejtfal
szabalyoz6 elem), Efgl (fonalas novekedést eldsegitd faktor 1), Tecl (transzpozon kontrol
1), Ndt80 (Non-DiTyrosine 80 gén), Robl, Brgl (biofilm regulalé gének) és Ace2 (CUP1
expresszid aktivator 2) szerepe (Ramage és mtsi., 2002; Kelly és mtsi., 2004; Nobile és
Mitchell 2005; Sellam és mitsi., 2010; Nobile és mtsi., 2012). A felsorolt faktorok
barmelyikének hianya esetén a C. albicans rendellenes biofilmképzését figyelték meg.

A Candida fajok altal képzett biofilm Osszetételét és felépitését tekintve rendkiviil
valtozatos. A C. albicans egy siri, foleg élesztd sejtek alkotta bazalis réteget és egy arra

¢épiilé vastag, hifdkban és pszeudohifdkban gazdag, de kevésbé kompakt réteget képez.
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Ezzel szemben a C. parapsilosis altal képzett biofilm jellemz6je, hogy csak élesztd és
pszeudohifa sejteket tartalmaz, illetve a struktira kevésbé komplex, valamint a biomassza
mennyisége is kisebb (Trofa és mtsi., 2008).

A C. parapsilosis biofilmképzésének  hatterében  all6  molekularis
mechanizmusokrol mindezidag féleg Prof. Geraldine Butler-nek és csoportjanak
koszonhetden tudunk. A csoport bebizonyitotta, hogy a C. albicans-hoz hasonléan, a BCR1,
EFGL1 és ACE2 gének a C. parapsilosis biofilmképzését is befolyasoljak (Ding és Butler
2007; Connolly és mtsi., 2013; Holland és mtsi., 2014). C. albicans-ban az Efgl a matrix
képzddésén kiviil a sima-rancos telepmorfologia valtasban is részt vesz, a Berl legtobbszor
bizonyos sejtfelszini fehérjék kifejezddését szabalyozza, az Ace2 pedig a sejtek adhézids
képességét befolyasolja (Nobile és Mitchell 2005; Zordan és mtsi., 2007; Finkel és mtsi.,
2012). Tovabbi vizsgalatok alapjan tobb olyan gén azonositasara is sor keriilt, amelyek a C.
albicans-ban nem, csak a C. parapsilosis-ban jatszhatnak szerepet a biofilmképzésben.
Ezek a CZF1 (C. albicans cink-ujj doménnel rendelkez6 fehérje 1), UMEG6 (korai meiozis
szabalyozé gének regulatora), CPH2 (Candida pszeudohifa szabalyozé faktor 2) és GZF3
(GATA szekvencia k6td cink-ujj doménnel rendelkez6 fehérje 3) transzkripcios faktorok
(Holland és mtsi., 2014). A Czfl a biofilmképzés korai szakaszaban a sejtek adhézios
tulajdonsagainak szabalyozasat végezheti, a Cph2 és Ume6 faktorok a fonalas novekedés
kialakitasaban vehet részt (Holland és mtsi., 2014). Bar C. albicans-ban az NDT80 a
biofilmképzést a fonalas novekedés szabalyozasan keresztiil végzi, C. parapsilosis esetén
ezen faktor szerepe tovabbra is kérdéses. Ez utobbi faj esetén a NDT80 gén delécidja
stlyos mértékii novekedési rendellenességet okozott (Holland és mtsi., 2014).

Mindezekbdl latszik, hogy a C. parapsilosis biofilm-képzés molekularis
mechanizmusainak feltérképezése megkezd6dott, azonban a C. albicans-szal szemben ez

még korant sem teljes.

3.6.6. Fitneszt kozvetleniil befolyasolé faktorok

A patogén Candida fajok ¢letképességét ¢és szaporodasat az befolyasolja, hogy milyen
gyorsan képesek alkalmazkodni a folyamatosan valtozo kornyezethez (pl. pH,
homérséklet), mennyire flexibilisek az anyagcsere folyamataik, milyen hatékonyak a
tapanyagszerz6 mechanizmusaik és a stressz elharitasara specializalodott rendszereik

(Mayer és mtsi., 2013). A C. albicans vizsgalatain keresztiil ma mar szamos olyan tényezot

crer
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Az egyik ilyen fontos tényez6 a gazdaszervezetben uralkodé kornyezeti
kémhatashoz torténé alkalmazkodas, amely — a kiilonboz6 szervektdl fiiggben — a savastol
(pH2) az enyhén lagos (pH8) kornyezethez torténd alkalmazkodast is jelentheti. Mint mar
emlitettiik (Id. 3.6.4.1.), az alacsony mellett a magas kémbhatas is sulyos stresszhatasként
kezelend6, mivel az nagymértékben befolyasolja példaul a nyomelemek felvételét
(Almeida és mtsi., 2009). A kdrnyezeti pH-hoz torténé alkalmazkodasban C. albicans
esetében szamos gén részt vesz, amelyek koziil kiemelten fontos a PHR1 (expresszio lagos
kozegben) és PHR2 (savas kdzegben) szerepe (Saporito-Irwin és mtsi., 1995; Muhlschlegel
¢és Fonzi 1997). A Phrl a szisztémas fert6zés kialakitasaban vesz részt, mig a Phr2 a lokalis
(pl. vaginalis) fertézések kialakulasahoz jarul hozza (De Bernardis és mtsi., 1998). Szintén
részt vesz a kornyezeti pH-hoz toérténd alkalmazkodasban a globalis regulator szereppel
bir6 Rim101 transzkripcios fehérje is (Id. 3.6.4.1.). A C. albicans az aktualis kornyezeti
pH-hoz nem csak alkalmazkodni tud, de annak megvaltoztatasara is képes. Egy korabbi
tanulmany szerint glilkoz hianyaban a sejtek aminosavakat vagy egyéb amino-csoporttal
rendelkezd vegyiileteket metabolizalnak, majd a keletkezd ammoniat kivalasztjak, ami a
kornyezetbe keriilve megvaltoztatja annak pH-jat (Vylkova és mtsi., 2011). Az igy
létrehozott lugosabb kdzeg morfogenezist indukal, amely pedig szoros 0sszefliggésben all
a virulencia szabalyozasaval (Vylkova és mtsi., 2011).

A kornyezeti pH-hoz torténd alkalmazkodason kiviil a gombasejtek anyagcserében
megnyilvanul6 adaptacioja is befolydsolja a gazdaszervezetben torténé fennmaradast. Mig
a vér €s bizonyos szervek gliikoz ellatottsaga magas, addig mas kdérnyezeti koriilmények
(pl. fagocita sejtek belseje) esetén egyéb szénforrasok allnak csupan a patogén
gombasejtek rendelkezésére. Ilyenek az aminosavak, -tejsav, lipidek, foszfolipidek és
proteinek (Mayer és mitsi.,, 2013). Ilyen koriilmények kozott fontosak az alternativ
energiaforrasok hatékony asszimilaciojara specializalodott folyamatok, iigymint glikolizis,
gliikoneogenezis, az ¢hezés kovetkeztében aktivalodo glioxalat ciklus és hasonld
rendszerek jelenléte. Ezek mindegyike fontos szerepet jatszik a gazda kolonizacidjaban és
a virulenciaban is (Lorenz és Fink 2001; Ene és mtsi., 2012). Megfigyelték tovabba, hogy
az alternativ szénforrason torténd ndvekedés eldsegitette a gombasejtek mas kornyezeti
stresszorokkal szembeni rezisztenciajat is, emellett a gomba virulenciaja is novekedett
(Ene és mtsi., 2012).

A folyamatosan valtozé kornyezeti koriilmények kozott, az életbenmaradas mellett
a fertézOképesség megtartasa miatt is esszencialisak a stresszvalaszt szabalyoz6 rendszerek.
Ilyen kornyezeti stressz példaul a magas homérséklet (hésokk), ozmotikus stressz, illetve a

reaktiv oxigén (ROS) és nitrogén gyokdk jelenléte. A gombasejtek a megvaltozott
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hémérséklet ellen hésokk fehérjékkel (Hsp-k) védekeznek, amelyek magas hdmérsékleten
szabalyozzak a proteinek stabilitasat, illetve gatoljak a fehérje aggregatumok képzodését
(Lindquist 1992). A hdsokk proteinek ezenkiviil oxidativ stressz esetén és éhezés
kovetkeztében is aktivalodnak (Mayer és mtsi., 2013). C. albicans-ban 6 f6 Hsp ismert,
amelyek kiilonb6z6 folyamatokban jatszanak szerepet az antifungalis szerekkel szembeni
rezisztencia kialakitasatol a fagocitozist kovetd védekezé mechanizmusokig (Mayer és
mtsi., 2013). Ezek tObbségérdl bizonyitasra keriilt, hogy a gomba virulenciajat is
befolyasoljak (Mayer és mtsi.,, 2013). A magas hémérséklettel szembeni tolerancia
torténhet trehaloz felhalmozassal is, amely mint kémiai “chaperon” (dajkafehérje) végzi a
fehérjék stabilizalasat (Mayer és mtsi., 2013).
Az ozmotikus sokkot kovetd vizveszteség ellensulyozasanak egyik legfontosabb
mechanizmusa C. albicans esetén a sejtek glicerol bioszintézisének felgyorsitasa (Wachtler
és mtsi., 2011).

A gazda altal termelt ROS semlegesitéséhez, a legtobb organizmushoz hasonl6an, a
C. albicans sejtek is szuperoxid dizmutazokat (pl. Sodl) és katalazt alkalmaznak (Ctcl),
mig a reaktiv nitrogén gyokok detoxifikalasdhoz egy flavohemoglobinszerli fehérjét
(Yhbl) hasznalnak (Wysong és mtsi., 1998; Hwang és mtsi., 2002; Hromatka és mitsi.,
2005).

3.6.6.1. Fitneszt befolyasolo f6bb molekularis szabalyozo titvonalak

C. albicans-ban a mikrokornyezetb6l érkezo jelek érzékelése, valamint azok tovabbitasa a
harom f6 mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkad utvonalon keresztiil torténik.
Ezek az Mkcl (MAP kinase from C. albicans — C. albicans MAP kinaz), a Hogl (High
osmolarity glycerol response - magas ozmolaritas ellen fellép6 glicerolos valasz) és a Cekl
(Candida ERK-like kinase - Candida ERK-szerti kinaz) (Monge és mtsi., 2006). Az Mkcl
utvonal oxidativ €s/vagy ozmotikus stressz hatisara aktivalodik, és részt vesz a sejtek
integritdsanak fenntartasaban, a sejtfal képzddésében, a biofilmképzésben és az invaziv
novekedésben is (Monge és mtsi., 2006). A Hogl szignalizacios kaszkad féleg ozmotikus
stressz hatdsara aktivalodik, de ho- és oxidativ stresszre is miikodésbe léphet. Ez a
mechanizmus a masodlagos morfologia valtast és a sejtfal kialakulasat szabalyozza
(Monge és mtsi., 2006). A Cekl altal szabalyozott szignalizaciés mechanizmus pedig a
hostresszre torténd adaptacioban, fonalszerli ndvekedésben és a parosodds (mating)
szabalyozasaban vesz részt (Monge és mitsi., 2006). Erdemes megemliteni, hogy az egyes

utvonalak kozott kommunikacio is megfigyelhetd, illetve, hogy bizonyos jelek egyszerre

34



két vagy esetleg mindharom rendszer altal is feldolgozasra keriilhetnek (Monge és mtsi.,
2006; Mayer ¢és mtsi., 2013). Mindharom mechanizmus esetén az egyes
szignaltranszdukcios Gtvonalakban részt vevd szabalyozo faktorok delécidjakor a gomba
csokkent virulencigjat figyelték meg, ami megerdsiti a stresszvalaszt szabalyozd rendszer

jelentOségét a fertézések soran.

A KEOPS/EKC komplex és a CGl1121 szerepe a gomba életképességében

Mint azt eddig is lathattuk, egy patogén gomba fertézOképességét befolyasold
szignalizacidos mechanizmusok és azok tagjainak legfébb jellemzdéje, hogy pleiotrop
hatassal rendelkeznek. Hasonlo hatas figyelhet6 meg a gomba viabilitasat szabalyozd
komplexek és azok tagjainak esetén is. A KEOPS/EKC komplex egy olyan konzervalt
komplex, amelynek — egy kivételével — minden tagja megtalalhatdo S. cerevisiae-ben,
Drosophila melanogaster-ben és az emberben is (Kisseleva-Romanova és mtsi., 2006). A
komplex Gon7 alegységét azonban kifejezetten csak gombakban sikeriilt kimutatni. A ma
rendelkezésiinkre allo informaciok tobbsége az S. cerevisiae KEOPS/EKC komplex
vizsgalataibol szarmazik.

A KEOPS/EKC komplexet egymastol fiiggetlentil két kutatocsoport fedezte fel.
Downey ¢és munkatarsai a komplexet egy telomer homeosztazist szabalyozd fehérje
csoportként azonositotta (KEOPS - kinaz, endopeptidaz és mas kis méretii fehérjék
komplexe), mig Kisseleva-Romanova és munkatarsai ugyanezt a komplexet transzkripcio
koaktivator szereppel kototte 6ssze (EKC - transzkripcidt szabalyozo endopeptidaz-szerti
fehérjékbol és kinazokbol allo komplex ) (Downey és mtsi., 2006; Kisseleva-Romanova és
mtsi., 2006). A komplex univerzalis transzfer RNS (tRNS) modosito szereppel is
rendelkezik (Srinivasan és mtsi., 2011). A konzervalt fehérje csoport eddig ismert tagjai
kozé tartozik a Kael, Pccl, Bud32 és Cgil21 (utobbi egy p53-fiiggd protein kinaz), illetve
a Gon7 S. cerevisiae-ben (Downey és mitsi., 2006; Kisseleva-Romanova és mtsi., 2006).

A tRNS t6A modositasa soran a Kael mint katalitikus centrum funkcional, a Pccl a
Cgil21 protein pedig a komplex allosztérikus regulatora (Perrochia és mtsi., 2013). A
tRNS Aaltaluk torténd modositasa esszencialis az antikodon hurok stabilizalasahoz, igy a
kodon-antikodon helyes parositasahoz, ami a transzlacio megfelelé miikodéséhez és igy a
normalis sejtciklushoz sziikséges (Perrochia és mtsi.,, 2013). Kisseleva-Romanova és
munkatarsai a KEOPS/EKC komplex barmelyik tagjanak mutacidja esetén stlyos
novekedési rendellenességeket figyeltek meg (Kisseleva-Romanova és mitsi., 2006).
Kivételt képzett a Cgil2l, amelynek hianya elhanyagolhaté volt (Kisseleva-Romanova és
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mtsi., 2006). A komplex telomer fenntartasban vizsgalt szerepe soran hasonlé jelenséget
figyeltek meg, mivel a komplex 3 alegységének delécidjakor csokkent a telomerek hossza,
igy a sejtek generacios ideje is és héérzékeny fenotipus jelent meg (Downey és mitsi.,
2006). A Cgil21 delécidja ezzel szemben tobb termoszenzitiv mutans torzs fenotipusat
menekitette (Downey és mtsi., 2006). Mindezek alapjan a Cgil21 fehérje KEOPS/EKC
komplexben betoltott valodi szerepe tovabbra is kérdéses.

Egy napjainkban megjelent tanulmany szerint, az Aspergillus nidulans
KEOPS/EKC komplex egyik faktoranak (KaeA) mutacidja esetén megvaltozott szamos
metabolikus aktivitast szabalyzo gén transzkripcidja (Dzikowska és mtsi., 2015). Ezek a
gének az aminosav és egyéb szénforras metabolizmus, illetve a sziderofor képzés
szabalyozasaban vesznek részt (Dzikowska és mtsi., 2015). A KaeA mutacidja
kovetkeztében a transzkripcios regulator rcoA expresszidja is megvaltozott, amelynek
ortologja élesztében a morfoldgia valtas egyik globalis regulatora, a TUP1 gén (Dzikowska
és mitsi.,, 2015). Az el6z6 fejezetekben targyaltak alapjan, mindezen metabolikus
folyamatok patogén Candida fajok esetében hozzajarulhatnak azok fertézoképességének
szabalyozasahoz. Eddig a KEOPS/EKC komplex miikddését nem hoztak Osszefliggésbe
patomechanizmusok befolyasolasaval, azonban az A. nidulans-ban megfigyeltek alapjan
feltételezhetd, hogy a komplex egyes tagjai bizonyos fajok fertézOképességét is

befolyasolhatjak.

3.7. Virulencia faktorok azonositasa és vizsgalata napjainkban

Az el6z6 fejezetek alapjan lathato, hogy a patogén gombak altal okozott szisztémas
fert6zés kialakulasahoz szamos virulencia faktor megléte sziikséges, az ezeket szabalyozo
szignalizacios mechanizmusok pedig rendkiviili médon Gsszetettek (3. abra). Szisztémas
kandidiazisok esetén egy-egy fertdzési stddium kialakuldsdhoz gyakran egyszerre tobb
virulencia faktor megléte is sziikséges. A rendszer komplexitasat tovabb noveli az, hogy a
gomba egyes virulencia faktorai egymas kifejezddését is befolydsolhatjak bizonyos
szabalyozd faktorokon - pl. transzkripcios faktorokon, kindzokon - keresztiil. Az igy
felépiilé rendszer elonye, hogy egy szabalyozo faktor kiesése esetén egy masik Iéphet
annak helyére, amely végeredményeként ugyanugy létrejohet az invaziv fertézés. A
rendszer hatranya lehet azonban, hogy bizonyos kulcsfontossagl regulatorok elvesztése
esetén egyszerre tobb - esetenként létfontossagu - folyamat is sériilhet, ami konnyen

vezethet a mikroorganizmus pusztulasahoz.
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3. abra. A szisztémas fert6zés kialakulasahoz vezet6 ut és az azt elésegité C. albicans
virulencia faktorok sematikus abraja. Forras: a szerz6 abraja.

Ezekbdl kovetkezden, intenziven kutatott az olyan potencidlis célpontok keresése ,
melyek késébbi tamadasa elegendd lenne hatékonyabb terapias modszerek kifejlesztésére.
Tobb, ilyen kutatassal foglalkozo laboratdrium tgynevezett high-throughput technologiat
alkalmaz, amelynek segitségével lehet6ség adodik egyszerre tobb gén patogenezisben
jatszott szerepének vizsgalatara (Delrue és mtsi., 2004; Noble és mtsi., 2010; Holland és
mtsi., 2014; Ramo és mtsi., 2014). A virulencia faktorok vizsgalata soran egy adott gén
jellemzésére két f6 lehetoség alkalmazhato. Az egyik modszer a gén “elrontasa”, melyben
a kodolo szekvencia eltavolitasaval 1étrehozott homozigéota delécids torzsek vizsgalataval
az adott gén funkcidjara kovetkeztethetiink (Noble és Johnson 2005; Tang és mtsi., 2015).
A masik lehet6ség a gén altal kodolt termék tultermeltetése, amely soran a fenotipusban
bekovetkez6 valtozasok utalhatnak a kodold régio szerepére (Cabral és mtsi., 2012; Prelich
2012). A létrehozott mutans konyvtarak széles korii vizsgalataval olyan géneket tudunk
beazonositani, amelyek az adott organizmus fert6zoképességét befolyasoljak.

Jelen tanulmany soran egy olyan megkdzelitési modszert valasztottunk, amellyel
célzottan olyan C. parapsilosis gének vizsgalhatoak, amelyek a gazda-patogén
kolcsonhatasban nagy valdszinliséggel részt vehetnek. Az interakciot kovetd teljes RNS
szekvenalas igéretes stratégia lehet a patogén gomba fertdzoképességében szerepet jatszo

gének beazonositasahoz.

37



4. Célkituzeések

Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis kivaltotta gombafertézések klinikai jelentsége
egyre inkabb nd, keveset tudunk a gomba fertdzoképességét meghatarozd faktorokrol és
azok molekularis szabalyozottsagarol. Ezen mechanizmusok meghatarozasa és alapos
vizsgalata a jovOben 1j, hatékonyabb, célzott terapids kezelések alapjat képezheti.

Munkank soran célunk olyan C. parapsilosis gének vizsgalata, amelyek a faj
fert6zOképességét feltételezhetéen befolyasoljak. Ennek érdekében a kovetkezd célok

megvalositasat tlztiik ki:

1) A C. parapsilosis fertézoképességét feltételezhetden befolyasold gének genombol

torténd eltavolitasa, egy deléciés mutans konyvtar 1étrehozésa..

2) A létrehozott delécios konyvtar tagjainak széles korli vizsgalata: a mutans torzsek
¢letképességének, morfogenezisének, stresszre adott valaszanak,
biofilmképzésének és antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének egyenkénti

vizsgalata.
3) A C. parapsilosis-gazda kolcsonhatast kovetden beazonositott - a halmozott

fenotipusos rendellenességekkel rendelkezd - delécids torzsek részletes vizsgalata,

az eltavolitott gének pontos funkcidjanak meghatarozasa.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Alkalmazott torzsek

Alkalmazott Escherichia coli térzsek
E. coli 2T1

Alkalmazott Candida torzsek

CLIB214: C. parapsilosis vad tipusi torzs, szarmazasi hely: Puerto Rico
(PMID:15817776)

CLIB His-Leu- / CPL2H1: C. parapsilosis CLIB214 hisztidin, leucin delécidos mutans
(leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT).

(PMID: 25233198)

Munkénk soran eléallitott torzsek:

CPAR2_100540 4: C. parapsilosis CPL2H1-b6l képzett CPAR2 100540 heterozigdta
delécios mutans torzs (CPAR2_100540 ::LEU2/CPAR2_100540).

CPAR2_100540 4/4: C. parapsilosis ACp100540 torzsbol képzett CPAR2 100540
homozigodta deléciés mutans torzs (CPAR2_100540 ::LEU2/CPAR2_100540::HIS1).
CPAR2_100540 Rek: C. parapsilosis 4/4Cp100540 torzsbdl képzett CPAR2 100540
rekonstrualt mutans torzs (rp10::CPAR2_100540:NAT/RP10).

CPAR2_200390 4: C. parapsilosis CPL2H1-b6l képzett CPAR2 200390 heterozigdta
delécios mutans torzs (CPAR2_200390 ::LEU2/CPAR2_200390).

CPAR2_200390 4/4: C. parapsilosis 4Cp200390 torzsbol képzett CPAR2 200390
homozigota delécios mutans térzs (CPAR2_200390 ::LEU2/CPAR2_200390::HIS1).
CPAR2_200390 Rek: C. parapsilosis 4/4Cp200390 torzsbol képzett CPAR2 200390
rekonstrualt mutans torzs (rp10::CPAR2_200390:NAT/RP10).

CPAR2_303700 4: C. parapsilosis CPL2H1-bdl képzett CPAR2 303700 heterozigdta
delécios mutans torzs (CPAR2_303700 ::LEU2/CPAR2_303700).

CPAR2_303700 A4/4: C. parapsilosis 4Cp303700 torzsbol képzett CPAR2 303700
homozigota delécios mutans toérzs (CPAR2_303700 ::LEU2/CPAR2_303700::HIS1).
CPAR2_303700 Rek: C. parapsilosis 4/4Cp303700 torzsbol képzett CPAR2 303700
rekonstrualt mutans torzs (rpl0::CPAR2_303700:NAT/RP10).
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CPAR2_602840 4: C. parapsilosis CPL2H1-b6l képzett CPAR2 602840 heterozigdta
delécios mutans torzs (CPAR2_602840 ::LEU2/CPAR2_602840).

CPAR2_602840 A/A: C. parapsilosis 4Cp602840 torzsbdl képzett CPAR2 602840
homozigéta delécios mutans térzs (CPAR2_602840 ::LEU2/CPAR2_602840::HIS1).
CPAR2_602840 Rek: C. parapsilosis 4/4Cp602840 torzsbol képzett CPAR2 602840
rekonstrualt mutans torzs (rpl0::CPAR2_602840:NAT/RP10).

A jelen tanulmany soran eldallitott tovabbi C. parapsilosis homozigota deléciés mutans
torzsek listajat, azok genotipusat, valamint az ortologok alapjan feltételezett funkciojat

(felhasznalt adatbazis: www.Candidagenome.org) az 1. szamu melléklet tartalmazza.

5.2. Tenyésztéshez felhasznalt oldatok, tapoldatok, taptalajok

E. coli sejtek alkalmazasa esetén:

LB tapoldat és taptalaj: 0,5% élesztokivonat, 1% tripton és 1% natrium-klorid (NaCl)
tartalmu tapoldat. Taptalaj esetén 2,5% agarral kiegészitve. E. coli torzsek transzformalasat
kovetéen a transzformansok szelekciojahoz 100 pg/ml ampicillinnel (Sigma-Aldrich)

KAN
B

(LB*™PY vagy 50 pg/ml kanamicinnel (Sigma-Alrich) (LB*AY) kiegészitett LB taptalajok

hasznalata.

C. parapsilosis sejtek alkalmazasa esetén:

YPD tapoldat és taptalaj: 0,5% élesztokivonat, 1% pepton ¢és 1% D-gliik6z tartalma
tapoldat, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin (PS) (Sigma-Aldrich) oldattal kiegészitve,
Candida sejtek fenntartasara. Szilard taptalaj esetén kiegészitve tovabbi 2,5% agarral
(VWR Chemicals).

10x PBS oldat (foszfat pufferelt s6oldat): 8% NaCl, 0,2% KCI, 1,44% Na,HPOy,, 0,24%
KH,PO,.

YNB tapoldat és taptalaj aminosavakkal kiegészitve: YNB (éleszté nitrogén alap)
tapoldat a gyartd (Difco) utasitasai alapjan, kiegészitve 100 U/ml PS tapoldattal, tovabba
hisztidin és leucin auxotréfia 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 hozzaadasa. Leucin auxotrofia sziirése
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soran 0,001% hisztidinnel, mig hisztidin auxotrofia sziirésekor 0,005% leucinnal
kiegészitve. Aminosavak egyediili szénforrasként torténd hasznositdsanak vizsgalatdhoz
leucinnal és hisztidinnel egyarant kiegészitve. Taptalaj esetén az oldathoz tovabbi 2,5%

agar hozzaadasa.

YPD tapoldat és taptalaj nourseothricinnel kiegészitve: YPD tapoldat/taptalaj 100
pug/ml nourseothricin-nel (NTC) (WERNER BioAgents) kiegészitve. Taptalaj esetén

tovabbi 2,5% agar hozzdadasa.

YNB/gliikoz tapoldat/taptalaj: YNB tapoldat a gyartdé (Difco) utasitasai alapjan, 100
U/ml PS oldattal, 1% D-gliikoz hozzaadasaval és tovabbi 2,5% agarral kiegészitve.

YNB/gliik6z/FBS taptalaj: YNB tapoldat a gyart6 (Difco) utasitasai alapjan, 100 U/ml PS
oldattal kiegészitve, 1% D-gliikkoz, 10% hdinaktivalt magzati borji szérum (fetal bovine
serum, FBS) (EuroClone) és tovabbi 2,5% agar hozzaadasaval.

YCB/BSA taptalaj: YCB (¢éleszt6 szén alap) a gyarto (Difco) utasitasai alapjan 100 U/ml
PS oldattal, 2% szarvasmarha szérum albuminnal (bovine serum albumin, BSA) (Sigma-

Aldrich) kiegészitve, tovabba 2,5% agar hozzaadasaval.

Eltéré pH-val rendelkez6é YPD tapoldatok/taptalajok:
YPD taptalaj/tapoldat, amely a Mcllvaine pufferek megfelelé aranya keverékével van
kiegészitve. Taptalaj esetén 2,5% agar hozzaadasa, kivéve pH4 taptalaj esetében, ahol 3%

agar hozzaadésa sziikséges.

Mcllvaine torzsoldatok:
0,2 M Nay,HPO, oldat
0,1 M CgHgOy7 (citromsav) oldat

Az 1. tablazat a torzsoldatok 40 ml végtérfogatra szamolt aranyat mutatja be.

1. tablazat. Kiilonb6z6 kémhatasu tapkozegek eldallitasa.

pH4 pH5 pH6 pH7 pHS8
Na,HPO, 7,71 ml 10,30 ml 12,63 ml 16,47 ml 19,45 ml
CeHsO7 12,29 ml 9,70 ml 7,37 ml 3,53 ml 0,55ml
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Stresszorral kiegészitett YPD tapoldatok és taptalajok: YPD tapoldat, amely koffein
(Koff), kongo voros (KV), kalkofluor fehér (KF) sejtfal stresszorok, natrium-lauril-szulfat
(SDS) sejtmembran detergens, hidrogén peroxid (H,O;) oxidativ stresszor vagy higromicin
B (HigB) fehérjeszintézis gatld ellenanyag, hat 1épcsében felére higitott koncentracidinak
egyikét tartalmazza. Az egyes tapoldatokban hasznalt stresszorok kiindulasi koncentracioit
a 2. tablazat tartalmazza. Stresszor tartalmu taptalajok esetében az alkalmazott
koncentraciok a 3. tablazatban talalhatdak meg. Taptalaj esetén az adott stresszor tartalmt

tapoldathoz tovabbi 2,5% agart adtunk.

2. tablazat. Alkalmazott stresszorok és koncentracidik tapoldatok esetében.

Kalkofluor Kongo : Higromicin
SDS Koffein H,0,
fehér voOros B
Alkalmazott | 3,125-100 | 3,125-100 | 0,003- | 1,563-50 | 0,488-15,6 | 0,234-7,5
koncentraciok ug/ml ug/ml 0,1 % mM pg/ml mM

3. tablazat. Alkalmazott stresszorok és koncentracioik taptalajok esetében.

Kalkofluor Kongé . Higromicin
: _ SDS Koffein H,0,
fehér vOros B
10, 20, 30, | 10, 20,30, | 0,25%; | 10 mM; 6 pug/ml;
Alkalmazott 10 mM;
) 40,50,60 | 40,50,60 | 0,125%; | 5mM,; 3 ug/ml;
koncentraciok 5mM
ug/ml ug/ml 0,06% | 25mM 1 pg/ml

DMEM tapoldat (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): DMEM tapoldat a gyarto
(BioWhittaker) utasitasai alapjan 10% hdéinaktivalt FBS-sel és 100 U/ml PS oldattal

kiegészitve.

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute,): RPMI-1640 tapoldat a gyarté (Lonza)
utasitasai alapjan L-glutaminnal, 2% gliikkozzal és 0,165 M 3-3-(N-morfolino)-
propanszulfonsavval (MOPS) kiegészitve.

Tejsav taptalaj: YNB tapoldat a gyartd (Difco) utasitasai alapjan 100 U/ml PS oldattal,
2% tejsavval és 2,5% agarral kiegészitve.
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BPS tapoldat/taptalaj: YPD tapoldat/taptalaj 150 mM batofenantrolin-diszulfonat (BPS,
Sigma-Aldrich) vaskelatorral kiegészitve. Taptalaj esetén tovabbi 2,5% agar hozzaadasa.

BPS/hemin taptalaj: YPD taptalaj 500 mM BPS vaskelatorral és 2 uM hemin, vas

tartalmt porfirinnel (Sigma-Aldrich) kiegészitve.

CdSO, taptalaj: YPD taptalaj 0,005 mM kadmium-szulfattal kiegészitve.

5.3. Kisérleti modszerek

5.3.1. A THP-1 human monocita sejtvonal fertézése C. parapsilosis sejtekkel és gomba
RNS izolalas

A THP-1 (Tamm-Horsfall fehérje 1) human monocita sejtvonal C. parapsilosis sejtekkel
torténd fertdzését Dr. Németh Tibor Mihdly végezte el. A kisérlet sordn 96 mintahely(i
tenyésztbedényben 5x10%100 pl THP-1 gazdasejtet fertéztink Otszords mennyiségli
¢lesztdvel, majd a sejteket 37 °C-on, 5% CO; jelenlétében inkubdltuk. 1 és 6 ora eltelte
utan a sejteket centrifugélassal dsszegytjtottik (1000 rpm, S5 perc), jéghideg 1x PBS
oldattal mostuk, majd 500 pl RNaz-mentes desztillalt vizben szuszpendaltuk. A
gazdasejteket 27G jeli injekcios tii segitségével tartuk fel. A szuszpenziot centrifugaltuk, a
feliluszo 475 pl-ét eltavolitottuk. Ezt kovetden a sejtekbdl torténd RNS izoldlashoz a
Qiagen RNeasy Plant Mini Plus Kit-et hasznaltuk a gyarto utasitasai szerint.

5.3.2. Molekularis technikak
5.3.2.1. RNS szekvenalas

A THP-1 human monocita sejtvonal C. parapsilosis sejtekkel torténd fertézését kovetéen a
gomba transzkriptom analizisét a Prof. Toni Gabaldon altal vezetett kutatocsoport végezte
el. Az RNS szekvenalashoz Illumina platformot hasznaltak kétoldali szekvenalassal.

5.3.2.2. Delécids konstrukciok létrehozasahoz sziikséges technikak

Total DNS kivonas éleszto sejtekbol

A templatként haszndlanddé gomba torzseket egy éjszakan at, 2 ml YPD tapoldatban
novesztettiik. Ezt kovetden a sejteket centrifugalassal 6sszegytijtottiik (5000 rpm, 5 perc).
A sejtpelletre 500 pl lizis puffert (1% SDS, 50 mM EDTA - etiléndiamin-tetraacetat -, 100
mM TRIS - Tris-(hidroximetil) aminometan -, pH8) mértiink és az Eppendorf csovet
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tiveggyonggyel (0,5 mm atmérd) 1 ml-ig toltottik fel, majd vortexeltik (3 perc). A
lizatumokra 275 pl 7 M-os ammoénium-acetatot mértiink, majd 5 perc hésokk kovetkezett
65 °C-on, majd ezt kovetden a sejteket jégen inkubaltuk Gjabb 5 percen keresztiil. Ezutan
500 ul kloroform-izoamilalkoholt adtunk az elegyhez, vortexeltiink és centrifugalas (13000
rpm, 10 perc) utdn a DNS tartalmu felsé vizes fazist Gj Eppendorf csébe pipettaztuk. A
vizes fazishoz 500 pl izopropanolt adtunk, igy a DNS-t jégen tarolva kicsaptuk. Ezt
kovetéen a DNS-t centrifugalassal (13000 rpm, 10 perc) kiiilepitettiik, majd a pelletet 70%-
os etanollal mostuk. A pelletet beszaritas utan 100 pul RNaz tartalma desztillalt vizben
feloldottuk, és végiil ellendrzésként 1 pl térfogatnyi DNS oldatot 0,5pug/ml etidium-
bromiddal kiegészitett 0,8%-o0s agardz gélen futtattunk.

Fuzios konstrukcio létrehozasa

A faziés delécios konstrukciok létrehozasat a célzott gént koriilhatarold upstream és
downstream szomszédos régiok, valamint a szelekciés marker gének egyenkénti
amplifikalasa el6zte meg. Ezt kovetden tortént az egyes fragmentumok osszekapcsolasa
faziés polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével. Az egyes régiok felszaporitasahoz
sziikséges primer parok a konnyebb nyomonkodvethetdség miatt szdmozottak (Id. 6.2.
fejezet, 5/A-B abrak). Az egyes C. parapsilosis delécios torzsek létrehozasahoz hasznalt

primereket a 2. szam® melléklet tartalmazza.

Upstream és downstream koriilhatarolo régiok amplifikalasa

A célzott gént koriilhatarolo régiok felszaporitasahoz DreamTaq DNS polimeraz enzimet
(Thermo Scientific) hasznaltunk. Egy 50 pl végtérfogati reakcidhoz a kovetkezd
komponensek sziikségesek: 1x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,-dal kiegészitve), 0,25-
0,25 uM forward ¢és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP, 20-50 ng genomi DNS mint templat
¢s 1,5 U DreamTag DNS polimeraz. Alkalmazott reakciokoriilmények: 95 °C, 30
masodperc elédenaturacid, majd 29 cikluson at 94 °C, 10 s DNS kettdsszali lanc
denaturécio, 50 °C, 20 s hibridizacio (primer bekdtés) és 72 °C, 20 s polimerizacio (lanc
hosszabbitas), végiil 72 °C 2 perc utdpolimerizacio.

Az amplifikalashoz sziikséges primerek jelolése: Upstream régid esetén “primer 17
(forward primer) és “primer 3” (reverz primer); downstream régio esetén pedig “primer 4”
(forward primer) és “primer 6” (reverz primer). A faziéos PCR-hez sziikséges fizios

szekvenciakat 5° végiikon a “primer 3” és a “primer 4” jelolésti primerek tartalmazzak.
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Szelekciés marker gének amplifikalasa

A szelekciés markerként szolgdldo szekvencidk plazmidbol torténd kinyeréséhez ¢€s
felszaporitasahoz Expand Long Templat polimeraz (Roche) enzimet hasznaltunk. Egy 50
ul végtérfogatu reakciohoz a kovetkezé komponensek sziikségesek: 1x Expand Long
Template puffer (20 mM MgCl,-dal kiegészitve), 0,25-0,25 uM forward és reverz primer,
0,2-0,2 mM dNTP, 20-50 ng plazmid DNS templat és 1 U Expand Long Template
polimeraz. A C. maltosa leucin aminosav hasznositasaért felelés (LEU2 -
izocitrat/izopropil malat dehidrogenaz) kodold régiot a pSN40, mig a C. dubliniensis
hisztidin aminosav hasznositasdhoz sziikséges (HIS1- ATP foszforiboziltranszferaz)
kodolo régiot a pSN52 plazmidbol nyertiik (Holland és mitsi., 2014). Alkalmazott
reakciokoriilmények: 94 °C, 2 perc elddenaturdcid, majd 34 cikluson at 94 °C, 10 s
denaturacio, 45 °C, 30 s hibridizacié (primer bekotés) és 68 °C, 4 perc polimerizacio,
tovabba 68 °C, 7 perc utdpolimerizacio.

Az ehhez sziikséges primerek jelolése: fuzios szekvenciat és egyedi TAG-jeldlést hordozo

primer 5 és fuzids szekvenciat hordozé univerzalis primer 2.

Univerzalis reverz primer 2 és fuzids szekvencia az 5’ végen:

Primer neve Szekvencia (5°-3”)
Univ_Primer_2 ccgcetgetaggegegcecgtgACCAGTGTGATGGATATCTGC

PCR termékek tisztitasa
Az egyes fragmentumok felszaporitasat kovetden azokat a Gel/PCR DNA Fragments

Extraction Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk a gyarto utasitasainak megfelelGen.

Fuziéos PCR

A tisztitott upstream ¢és downstream, valamint marker géneket tartalmazé fragmentumok
Osszekapcsolasat fuziés PCR segitségével végeztiik el, mely reakcidohoz DreamTagq DNS
polimeraz enzimet (Thermo Scientific) hasznaltunk. Egy 50 ul végtérfogat reakciohoz a
kovetkez6 komponensek sziikségesek: 1x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,-dal
kiegészitve), 0,25-0,25 uM forward és reverz primer, 0,2-0,2 mM dNTP, 0,75 pul upstream
¢és 0,75 pl downstream tisztitott PCR termék, valamint 1 pl tisztitott marker (LEU2/HIS1)
fragmentum mint templat ¢és 1,5 U DreamTag DNS polimeraz. Alkalmazott
reakciokoriilmények: 94 °C, 5 perc elddenaturacio, majd 34 cikluson at 94 °C, 30 s
denaturacio, 50 °C, 45 s hibridizacié (primer bekdtés) €s 72 °C, 4,5 perc polimerizacid

(Ianc hosszabbitas), tovabba 72 °C, 10 perc utépolimerizacio.
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Felhasznalt primer par: primer 1 és primer 6. Szekvencia informacio 1d. fentebb.

Kolonia PCR a helyes beépiilések ellenérzésére

A C. parapsilosis transzformansok ellenérzésére hasznalt kolonia PCR-hez DreamTaq
DNS polimeraz enzimet (Thermo Scientific) hasznaltunk. A delécioés kazetta helyes
beépiilését két oldalrol ellendriztiik, melyhez LEU2/HIS1 markerre specifikus és az adott
gént kortilhatarold genomi DNS szakaszokra specifikus primereket alkalmaztunk (Id. 5/E
abra). EQy 25 ul végtérfogatu reakcidhoz a kovetkezd komponensek sziikségesek: 1x
DreamTaq puffer (20 mM MgCl,-dal kiegészitve), 0,25-0,25 uM forward és reverz primer,
0,2-0,2 mM dNTP, 20-50 ng genomi DNS templat és 1,5 U DreamTaq DNS polimeraz.
Alkalmazott reakciokoriilmények: 95 °C, 3 perc elédenaturacid, majd 35 cikluson at 95 °C,
30 s denaturacio, 53 °C, 30 s hibridizacié (primer bekotés) és 72 °C, 1 perc 15 s

polimerizécio (lanc hosszabbités), tovabba 72 °C, 6 perc utdpolimerizacio.

crer

crer

Check 1 primer és univerzalis forward LEU Check 2 / HIS Check 2 primerek.

RNS izolalas gombasejtekbél

Gombasejtekbél torténd RNS izolalashoz az Ambion Ribopure™-Yeast RNS izolalé kit-et
(Thermo Scientific) hasznaltuk a gyarté utasitdsainak megfeleléen. Az izolalt RNS
mennyiségét NanoDrop spektrofotométer (ND-1000 Spectrophotometer, Thermo
Scientific) segitségével hataroztuk meg. A minta DNS szennyezettségét a C. parapsilosis
y-tubulin (TUB4) haztartasi génre tervezett primerek segitségével, valos idejii PCR-rel
ellendriztiik. Ezt kdvetden a megfeleld mennyiségli és mindségii total RNS izolatumokbol

CDNS-t szintetizaltunk.

c¢DNS szintézis

A cDNS szintézishez First strand cDNA synthesis kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk a
gyartd utasitasai szerint. A szintézishez maximum 1 pg total RNS-t hasznaltunk. Egy
reakcio soran 0,5 pl oligo(dT)is és 0,5 pl random primert hasznaltunk fel. Alkalmazott
reakciokoriilmények: 25 °C /5 perc, 42 °C / 60 perc és végiil 70 °C / 5 perc.

Valos ideji (real time) PCR

Génexpresszi6 vizsgalatokhoz SYBR Green qPCR Master Mix kit-et (Thermo Scientific)

alkalmaztunk a gyart6 utasitasai szerint. Egy 20 pl végtérfogati reakcidohoz a kovetkezd
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komponensek sziikségesek: 10 ul SYBR Green Mix, 2 pul 3-3 uM forward és reverz primer,
1 ul 100 ng cDNS. Alkalmazott reakciokoriilmények: 95 °C, 3 perc elédenaturacio, majd
50 cikluson at 95 °C, 10 s és 60 °C, 30 s. A termékek olvadasi gorbéit 65-95 °C-0s
tartomanyban (0,5 °C-os 1épésekkel) rogzitettiik. A relativ expresszios értékek kiszamitasa
a 224Y eljarassal tortént (Livak és Schmittgen 2001) a gyarté altal mellékelt szoftver

segitségével. Bels6 kontrollként a C. parapsilosis a-tubulin (TUB4) gént hasznaltuk.

5.3.2.3. Rekonstrualt torzsek létrehozasahoz sziikséges technikak

A jelen tanulmanyban hasznalt valamennyi rekonstrualt térzsrél elmondhato, hogy az adott
gén egy alléljének genomba torténd visszahelyezése a C. parapsilosis RP10 (riboszoémalis
fehérje 10) 10kuszba tortént. Eddigi ismereteink szerint, az RP10-es 1okusz e célra torténd

felhasznalasa onmagéaban nem befolyasolja a gomba életképességét és fert6zoképességét.

Klonozas Gateway '™ (Invitrogen) rendszerrel

Az adott génre nézve egyik allél homozigota delécids torzsbe juttatdsat az Invitrogen altal
forgalmazott Gateway™ rendszer segitségével végeztikk el. A bejuttatni kivant allélt a
felszaporitast kovet6en eldszor a ,,donor” vektorba juttattuk (BP klonozasi reakcid), majd
az igy kapott ,.entry” vektorbol az RP10 (genomba torténd beépiilés helyét biztositd)
szekvenciajat hordozé ,,destination” vektorba épitettiik (LR klonozasi reakcio) (4. abra). Az
igy létrehozott expresszidos vektorral végeztik el a homozigota delécios torzsek
transzformalasat. A reakciokhoz a gyartd (Invitrogen) 4altal eldallitott ,,donor” és
,,destination” vektorokat hasznaltuk. A ,,destination” vektort a C. parapsilosis genomba
(RP10 régio) torténd beépiilés és a gomba szelekcios marker (nourseothricin rezisztencia
marker (NAT) ) bevitele érdekében korabban modositottuk (Clpl0 vektor). A BP
klénozasi reakcid soran kanamicint, mig az LR klonozasi reakciot kovetden ampicillint
hasznaltunk szelekciés é4gensként. A rendszer sajatossidga, hogy a transzformalas
hatékonysaganak novelése érdekében a két emlitett antibiotikumon kiviil az E.coli-bol
szarmaz6 ccdB gént is tartalmazza szelekcios agensként . A ccdB gén terméke (kolicin
géntermék) gatolja a DNS replikacid6 soran a DNS giraz miikodését, ami a sejtek
pusztulasahoz vezet. Ehhez, a Gateway rendszer hasznalata soran, egy olyan E. coli torzs
alkalmazasa ajanlott (2T1), amely érzékeny a ccdB gén jelenlétére. Igy a transzformalas

hatékonysaga tovabb novelhetd.
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KanR LR Klonaz™ KanR

4. dbra. Gateway ™ rendszer hasznalata C. parapsilosis deléciés torzsek rekonstrusalasahoz.
4/A: A BP klonozasi reakciohoz az attB (attachment ,,B”) régiokkal koriilhatarolt, visszajuttatni
kivant gént tartalmazo PCR terméket és a kanamicin rezisztencia gént, a toxikus ccdB gént és attP
régiokat hordoz6 ,,donor” vektort hasznaltuk. A reakcié eredményeként az attL régiokat tartalmazd
»entry” vektort kaptuk.

4/B: Az LR klonozasi reakciohoz az attL régiokat tartalmazo ,.entry” vektort és az attR régiokat,
ampicillin rezisztencia gént, valamint a toxikus ccdB gént tartalmazo ,,destination” vektort
alkalmaztuk. Eredményként végs6 soron a visszajuttatni kivant gént hordozo expresszios vektort
kaptuk.

AmMpR - ampicillin rezisztenciat kodold gén, KanR - kanamicin rezisztenciat kodolo gén, ccdB -
DNS girazt gatlo aktivitasu fehérjét kodolo gén.
Forras:https://www.embl.de/pepcore/pepcore_services/cloning/cloning_methods/recombination/gateway/

Visszaépiteni kivant gének amplifikalasa

Az egyes gének delécids torzsekbe torténd visszaépitéséhez az 5.3.1.2. pontban leirtak
alapjan DNS-t vontunk ki a vad tipusa C. parapsilosis torzsb6l, majd azt templatként
hasznalva felszaporitottuk az adott gén kodoldo (ORF) szekvencidjat, valamint az ahhoz
tartozd promoter (1 kb upstream régid) és terminator régiot (500 nt downstream régid). A
késébbi “donor” vektorba épités miatt a reakciohoz alkalmazott primerek tgynevezett
attB1 (forward primerhez kapcsolt) és attB2 (reverz primerhez kapcsolt) szekvenciakat is
tartalmaztak.

Az amplifikalashoz Phusion Hot Start Il DNS polimeraz (Thermo Scientific) enzimet
hasznaltunk. Egy 50 ul végtérfogata reakcidhoz a kovetkezd komponensek sziikségesek:
1x Phusion GC puffer (1,5 mM MgCl,-dal kiegészitve), 0,6 U Phusion Hot Start Il
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polimeraz, 0,2-0,2 mM dNTP, 0,25-0,25 uM forward és reverz primer, tovabba 20-50 ng
genomi DNS templat.

PCR termék tisztitasa polietilén-glikollal (PEG)

Az el6zdleg amplifikalt PCR terméket polietilén-glikol segitségével tisztitottuk a ,,donor”
vektorba torténd épités elétt. Ehhez az 50 pl végtérfogati PCR termékhez 100 ul 30% PEG
¢és 30 mM MgCl, kombinacidjat, valamint 150 ul 1x TE puffert (10x-es TE torzsoldatbol
higitva, 10x TE puffer: 100 mM TRIS, 10 mM EDTA, pH7,5) adtunk. A kapott elegyet 5
percig vortexeltiik, ezt kovetéen centrifugaltuk (13000 rpm, 5 perc), majd a pelletet a
klonozasi reakcio 6sszeallitasa elétt 1x TE pufferben oldottuk fel.

BP klonozasi reakcio

A rekombinacids klonozas elsé 1épése soran a kész, tisztitott fragmentet épitettiik be az
ugynevezett ,,donor” vektorba. A rekombindci6é az inszerten talalhaté attB régiok (BI1 és
B2) és a donor vektor attP régioi (P1 és P2) kozott ment végbe. Egy 8 ul végtérfogata
reakciohoz a kovetkezd komponensek sziikségesek: 50 fmol donor vektor (pDONR221),
50 fmol tisztitott inszert, 0,7 pl BP klondz enzim és 1x TE puffer. A reakciot 1 pl proteindz
K hozzaadasaval allitottuk le, majd az elegyet E. coli 2T1 sejtek transzformalasara

hasznaltuk.

LR kl6nozasi reakcio

A rekombindcids klonozas masodik 1épése az inszertet tartalmazo ,.entry” és a ,,destination”
vektor kozott tortént. A rekombinacio az ,.entry,, vektorban taldlhatdo, BP klénozas soran
1étrejott attL régiok (L1 és L2) és a ,,destination” vektor attR régioi (R1 és R2) kézott ment
végbe. Egy 8 ul végtérfogata reakciohoz a kovetkezé komponensek sziikségesek: 25 fmol
inszertet tartalmazo donor vektor, 25 fmol moddositott ,,destination” (CIp10) vektor, 0,7 pl
LR klonaz enzim és 1x TE puffer. A reakciot ismételten 1 ul proteinaz K hozzaadasaval

allitottuk le, majd az eleggyel E. coli 2T1 sejteket transzformaltunk.

Bakterialis plazmid izolalasa

Az E. coli sejtek transzformalasat kovetden azokbodl plazmidot izolaltunk. A transzformans
telepeket megfeleld antibiotikummal ellatott 2 ml LB tapoldatba oltottuk és a sejteket egy
¢jszakan at, 37 °C-on, 200 rpm-mel razatva novesztettik. Masnap a sejteket
Osszegytjtottik (5000 rpm, 5 perc), a pelletet vortex segitségével fellazitottuk, majd a
sejteket 100 pl lizis pufferben (50 mM gliikoz, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH7,5)
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felszuszpendaltuk. Ezt kovetéen 200 ul alkalikus-SDS oldatot (4,4 ml steril desztillalt viz,
100 ul 10 M NaOH, 0,5 ml 20%-0s SDS) és 150 pl 3 M kalium-acetat oldatot adtunk az
elegyhez. A szuszpenzidt ovatosan Osszekevertiik, majd az igy kicsapott kromoszomalis
DNS-t centrifugalassal iilepitettiik (13000 rpm, 10 perc). A feliilaszot uj Eppendorf csdbe
pipettaztuk, majd ahhoz 0,5 ml kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu keverékét adtuk és
ujra centrifugéltuk (13000 rpm, 10 perc). A felsé vizes fazist uj mikrocentrifuga csébe
helyeztiik és 1x térfogatli izopropanol hozzaadasa utan 20 percig -20 °C-on inkubaltuk. A
plazmid DNS-t ezutdn centrifugalassal iilepitettiik (13000 rpm, 10 perc), majd 70%
etanollal mostuk (13000 rpm, 10 perc). Szaritast kovetden 30 pl RNazt (250 pg/ml, Sigma)
tartalmaz6 desztillalt vizben oldottuk vissza a pelletet. Az igy izolalt plazmidok
ellenérzését minden esetben restrikcios emésztéssel végeztiik el. Amennyiben nagy
mennyiségli plazmidra volt sziikkség, a transzformans telepekbdl oltokacsnyi sejtet
megfeleld antibiotikummal ellatott, 100 ml térfogati LB tapoldatba oltottunk, majd a
plazmid izolalast a Plasmid Midi Kit (Geneaid) segitségével a gyartd utasitdsainak

megfelelden végeztiik el.

5.3.3. Bakterialis és éleszté sejtek fenntartasa, kompetens sejtek készitése és
transzformalasa

5.3.3.1. Bakterialis és éleszto sejtek fenntartasa

E. coli sejtek fenntartasa és tenyésztése

Az E. coli 2T1 sejteket LB taptalajon, 4 °C-os hiitdben tartottuk fenn. Transzformalas elott
a sejteket (amennyiben sziikséges, a megfelel6 antibiotikummal kiegészitve) 5 ml LB
tapoldatba oltva egy éjszakan at inkubaltuk (37°C, 200 rpm). Ezt kdvetden a sejteket 50 ml
LB tapoldatba frissen atoltva 0,3-0,4 optikai denzitas (OD) eléréséig novesztettiik.

C. parapsilosis sejtek fenntartasa és tenyésztése

Az ¢lesztd torzseket hiitdben, 4 °C-on tarolva, YPD taptalajon tartottuk fenn és lehetdség
szerint havonta frissitettilk. Az élesztd sejtek eldneveléséhez 2 ml YPD tépoldatot
hasznaltunk, majd azokat 30 °C-on, 200 rpm-mel razatva, egy éjszakan at inkubaltuk.
Rekonstrualt torzsek esetén az YPD tapoldatot 50 pg/ml NTC-vel (Werner BioAgents)

egészitettiik ki. A tovabbiakban az elénevelés koriilményei indukciotol fiiggden valtoztak.
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5.3.3.2. Kompetens sejtek készitése

Kompetens E. coli sejtek eléallitasa

Friss E. coli kompetens sejtek eléallitasahoz E. coli 2T1 sejteket 5 ml LB tapoldatba
oltottunk és egy éjszakan at 37 °C-on, 200 rpm-mel razatva inkubaltunk, majd a sejteket 50
ml LB tapoldatba atoltva 0,3-0,4 OD eléréséig novesztettiik. A sejteket centrifugalassal
Osszegyijtottiik (4000 rpm, 10 perc, 4 °C), majd el6hiitott 1. moso oldattal (80 mM MgCly,
20 mM CacCly) mostuk (4000 rpm, 10 perc, 4 °C). Mosast kdvetden a pelletet jéghideg 100
mM CaCl, tartalmu oldatban vettiik fel. A kapott kompetens sejteket jégen taroltuk, majd
1-2 oran beliil felhasznaltuk.

Kompetens C. parapsilosis sejtek eloallitasa

Kompetens C. parapsilosis sejtek készitéséhez az éleszté sejteket 2 ml YPD tapoldatba
oltottuk, majd 200 rpm-mel razatva, 30 °C-on, egy ¢jszakan at inkubaltuk. Masnap a
kultarat 0,2 OD értékre higitottuk és 30 ml YPD tapoldatban a sejteket 1,0 OD érték
eléréséig novesztettiik. A sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottiik (3000 rpm, 5 perc, 4 °C),
majd 3 ml jéghideg steril desztillalt vizzel mostuk (3000 rpm, 5 perc, 4 °C). Ezutan 1 ml
elohiitott TELIOAC oldattal (100 pl 10x TE puffer, 100 pl 1M litium-acetat, 800 pl
desztillalt viz) mostuk a sejteket, majd centrifugalas utan (13000rpm, 30 s) a pelletet 200l
TELIOAC oldatban vettiik fel. Az igy kapott kompetens sejteket felhasznalasig jégen

taroltuk.

5.3.3.3. Bakterialis és éleszto sejtek transzformalasa

E. coli sejtek transzformalasa

A kompetens E. coli 2T1 sejtekhez hozzamértiik a transzformalanddé DNS-t, majd a
sejteket 25 percen at jégen inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket hésokknak vetettiik ala
(42 °C, 2 perc), majd 800 ul LB tapoldat hozzaadasa utan 37 °C-on regeneraltattuk azokat.

KAN / LBAMP

Ezutan a transzformalt sejteket szelektiv taptalajra (LB ) szélesztettiik és

37 °C-on, egy &jszakan &t inkubaltuk.

C. parapsilosis sejtek transzformalasa

A C. parapsilosis kompetens sejtek 100 pl-¢hez hozzaadtunk 10 pl, a transzformalast
megel6ézéen denaturalt (100 °C, 10 perc) hering sperma DNS-t (Sigma), majd a
transzformalni kivant DNS fragmentumot (5 pg fuzids PCR termék). Az igy kapott elegyet
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30 °C-on, 30 percen at inkubaltuk, majd a sejtekhez 700 ul PLATE oldatot mértiink (800
pl 50% PEG 3350, 100 pl 1 M litium-acetat, 100 pl 10x TE puffer). Ezt kovetden a sejteket
egy éjszakan at, 30 °C-on inkubaltuk. Masnap a hésokkot kovetden (44 °C, 15 perc) a
transzformalt sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottik (13000 rpm, 30 s) és 1 ml YPD
oldattal a pellet felzavarasa nélkiil mostuk (13000 rpm, 30 s). Ezutan a sejteket 2 6ran at,
30 °C-on, 1 ml YPD tapoldatban tovabb ndvesztettiik. Végiil a transzformalt sejteket
centrifugalassal ismét Osszegyiijtottiik (13000 rpm, 30 s) és szelektiv taptalajra (leucin
mentes vagy hisztidin €s leucin mentes minimal taptalaj) szélesztettiik. A csészéket 30 °C-

on, két napon keresztiil inkubaltuk.

5.3.4. Delécios és rekonstrualt torzsek karakterizalasa

5.3.4.1. Altalanos fenotipikus analizishez hasznalt médszerek

C. parapsilosis delécios torzsek novekedésének vizsgalata kiilonbozo taptalajokon és
tapoldatban

Az éleszté sejteket az 5.3.3.1. pontban leirtaknak megfeleléen neveltiik eld. Ezt kovetden a
sejteket 1x PBS pufferrel haromszor mostuk (3000 rpm, 5 perc), majd ugyanezt a puffert
alkalmazva beallitottuk a kivant sejtkoncentraciokat (2x10°, 2x10°, 2x10* és 2x10° sejt/ml)
¢s az egyes higitasokbol 5-5 pl-t csepegtettiink YPD, 1% gliikéz + YNB, YCB + 2% BSA,
illetve 1% gliikoz és 10% hoinaktivalt (58 °C, 30 perc) FBS tartalmi YNB taptalajokra.
Ezutan a csészéket harom kiilonb6z6 hémérsékleten, 20, 30 és 37 °C homérsékleteken, 48
oOran at inkubaltuk.

Az egyes torzsek kiilonbozé kémhatasu kozegekben (pH4-pHS) torténd novekedési
vizsgalatahoz, az 5.2. fejezetben leirtak alapjan elkészitettiik a taptalajokat, majd az
elozoekhez hasonloan beallitottuk a kiillonbozo sejtszamu  higitasokat, amelyekbol
inokulumként 5-5 pl mennyiséget alkalmaztunk. A csészéket 30 és 37 °C-on 48 oran
keresztiil inkubaltuk.

Az egyes torzsek novekedési kinetikajat is meghataroztuk. YPD tapoldatot
alkalmazva beallitottuk a kivant sejtkoncentraciot (5x10° sejt/ml), majd a sejteket 24 vagy
48 mintahelyi tenyésztéedénybe pipettaztuk. A tenyészeteket 24 oran keresztiil 30°C-on
inkubaltuk, mely soran 6ranként monitoroztuk a 600 nm hullamhosszon mérheté optikai
denzitas értéket (SPECTROstar nano microplate reader, BMG labtech). Minden
abszorbancia mérést 200 rpm-en torténd 5 perc folyamatos razatas el6zott meg.
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C. parapsilosis deléciés torzsek novekedésének vizsgalata Kiilonbozé Stressz
koriilmények kozott

Az ¢lesztd sejteket az 5.3.3.1. pontban leirtaknak megfeleléen készitettiik eld, majd
haromszor mostuk 1x PBS pufferrel (3000 rpm, 5 perc) és végiil 1x PBS pufferben
szuszpendaltuk fel. Ezt kovetden tapoldatos vizsgalat esetében YPD oldatot hasznalva
beallitottuk a kivant sejtkoncentraciot (5x10* sejt/ml), majd az igy kapott szuszpenziokbol
95-95 ul-t pipettaztunk 96 lyuku tenyésztéedényekbe. Ezutan hozzaadtuk az 5.2. fejezetben
leirt, tapoldatban hasznalatos sejtfal, oxidativ vagy egyéb stresszorokat, 6 1épcsés felezd
higitasi sort alkalmazva. A kisérletben stresszormentes sejtes kontrollt, illetve sejtmentes
YPD kontrollokat hasznaltunk. A tenyésztdedényeket 18 oran at 30 °C-on inkubaltuk,
majd spektrofotométer (SPECTROstar) segitségével, 600 nm-en mértiik a tenyészet optikai
denzitasat.

A stresszorok jelenlétére adott valasz taptalajon torténd vizsgalatahoz az egyes
taptalajokat az 5.3. fejezetben leirtak szerint allitottuk eld, majd a kivant sejtkoncentraciok
(2x10°%, 2x10°, 2x10* és 2x10° sejt/ml) beallitdsa utan az egyes higitasokbél 5-5 pl-t
csepegtettiink Ki. A csészéket 48 oran at inkubaltuk. Mivel a gazdaszervezetben uralkodo
hémérsékleti viszonyokhoz a 37 °C all kozelebb, ezért az egyes torzseket a
novekedésiikhoz optimalis 30 °C mellett 37 °C-on is elvégeztiik. Abban az esetben, amikor
a magasabb homérsékleten nem kaptunk kiértékelhetd adatot ott a 30 °C-os adatokat
mutatjuk be.

A létrehozott C. parapsilosis torzsek morfologia valtasanak vizsgalata

A gombasejteket az 5.3.3.1. pontban leirtak szerint el6neveltik, majd 1x PBS pufferrel
mostuk haromszor (3000 rpm, 5 perc), ezt kovetden a sejteket 1x PBS pufferben vettiik fel.
Beallitottuk a kivant sejtkoncentraciot (1x10” sejt/ml), amelybél 100 pl-t 10% héinaktivalt
(58 °C, 30 perc) FBS-sel kiegészitett DMEM tapoldathoz adtunk. Ezutin a
tenyésztéedényt 37 °C-on inkubaltuk, majd 1, 24 és 48 ora eltelte utan a sejtek pszeudohifa

képzését Leica fénymikroszkop segitségével monitoroztuk.

A létrehozott C. parapsilosis torzsek biofilmképzésének vizsgalata

Az élesztd sejteket az 5.3.3.1. pontban leirtak szerint neveltiik elé. Egy nappal a kisérlet
megkezdése el6tt 100-100 pl 10% hdinaktivalt FBS oldattal toltottiik fel a 96 lyuka
tenyésztéedényt. Masnap a tenyésztbedényt és az elb6nevelt gombasejteket 1x PBS-sel
haromszor mostuk. Ezt kdvetéen 1x YNB + 0,5% gliik6z tapoldatot hasznalva beallitottuk
a kivant sejtkoncentraciot (1x10 sejt/ml). A gomba sejtszuszpenziobél 100-100 pl-t
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pipettaztunk a 96 lyuku tenyésztéedény egy-egy mintahelyébe, majd tovabbi 100-100 pl 1x
YNB + 0,5% gliikdz oldatot adtunk a mar kimért mennyiségekhez. A tenyésztéedényt
37 °C-on, 48 oran keresztiil inkubaltuk, majd az edény sejteket tartalmazé mintahelyeit 1x
PBS pufferrel kétszer 6vatosan mostuk. Mosast kovetden a kitapadt sejtekre 100-100 pl 1x
MTT (3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolium bromid, SERVA Electrophoresis)
oldatot pipettaztunk. Ezt kdvetden a sejteket 37 °C-on, 5 6ran at inkubaltuk, majd a festék
eltavolitasahoz a sejteket 1x PBS pufferrel haromszor mostuk. Az utols6 mosast kovetéen
1-1 mintahelyhez 200-200 ul DMSO (dimetil-szulfoxid, Sigma-Aldrich) oldatot adtunk,
majd az elegyekbdl 10-15 percet kdvetéen 100-100 pl-t Gj tenyésztbedénybe mértiink és
spektrofotométer (SPECTROstar nano microplate reader) segitségével OD mérést
végeztiink 540 nm-en. A kisérletben legalabb 6t bioldgiai parhuzamost alkalmaztunk,

valamint harom festékmentes, DMSO-t tartalmazé kontrollt.

C. parapsilosis deléciés torzsek antifungalis szerekkel szembeni érzékenységének
vizsgalata

Az egyes antifungalis szerekhez tartoz6 minimalis gatlé koncentracio (MIC) értékeket
mikrodilucios teszt elvégzésével hataroztuk meg, amelyet 96 mintahellyel rendelkezd
tenyésztdedényekben végeztiink el. Az egyes torzsek esetén, a flukonazol és kaszpofungin-
diacetat MIC koncentraciok meghatarozasat a CLSI és az EUCAST altal megadott mdodon
végeztik el. A standard protokollok alapjan a sejtek 50%-os novekedésének gatlasa
minimalis gatlé koncentracionak szamit (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/,
CLSI M27 - A3 protokol). A sejtek eldnevelését az 5.3.3.1. pontban leirtaknak
megfeleléen végeztik, majd azokat 1x PBS-sel haromszor mostuk és RPMI-MOPS
(Lonza) tapoldatot hasznalva allitottuk be a kivant sejtkoncentraciot, amely flukonazol
(Fluka) esetében 3x10* sejt/ml, kaszpofungin-diacetat (Sigma-Aldrich) esetében pedig
3x10° sejt/ml volt.

Flukonazol esetén a torzsoldat 1étrehozasdhoz oldoszerként DMSO-t hasznaltunk,
majd a 128 ug/ml legmagasabb alkalmazott koncentraciobol kiindulva RPMI-MOPS
segitségével 9 1épcsébol allo felezd higitasi sort allitottunk eld. Kaszpofungin-diacetat
esetén a torzsoldat eldallitasahoz oldoszerként steril desztillalt vizet alkalmaztunk, majd a
16 pg/ml kiindulasi koncentraciobol szintén 9 1épcsébol allo felelzé higitasi sort

alkalmaztunk.
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¢hez. A mintdkat 30 °C-on inkubaltuk, majd a sejtek ndvekedését OD mérést végeztiink 24,
illetve 48 ora elteltét kovetéen 620 nm-en.

A Kkisérletben a delécids konyvtar tagjainak érzékenységét a C. parapsilosis CLIB
214 vad tipusu torzs érzékenységéhez vizsonyitottuk. Ezek alapjan abban az esetben
nyilvanitottunk szenzitivnek egy torzset, amennyiben az a vad tipust torzshoz képest az
antifungalis szerrel szemben szenzitivebbnek bizonyult, és rezisztensek ha az adott torzs a
CLIB 214-hez képest kevésbé volt érzékeny a gombaellenes szerrel szemben. A kisérlet
sikerességének megerdsitéséhez a kovetkezd referencia torzseket hasznaltuk: a C.
parapsilosis ATCC (amerikai tipusu sejtkultira gylijtemény) 22019, valamint a C. krusei
ATCC 6258 torzseket, amelyek ICs értékei ismertek.

5.3.4.2. Funkcio beazonositas érdekében hasznalt egyéb Kisérleti modszerek

A delécios torzsek novekedésének vizsgalata alternativ szénforrasok jelenlétében,
vashidnyos kozegben, egyéb oxidativ stresszor jelenlétében

Az éleszt6 sejteket az 5.3.3.1. pontban leirtaknak megfeleléen neveltiik elé, majd 1x PBS
pufferrel haromszor mostuk (3000 rpm, 5 perc), végiil 1x PBS-t alkalmazva beallitottuk a
megfeleld sejtkoncentraciokat (2x10°, 2x10°, 2x10* és 2x10° sejt/ml), amelyekbdl 5-5 pl-t
csepegtettiink a taptalajok felszinére. Az 5.2. fejezetben leirtak alapjan alternativ
szénforrasok hasznositasanak vizsgalatara aminosavval kiegészitett, valamint 2% tejsav
tartalmu taptalajokat alkalmaztunk. Az oxidativ stresszorok hatasanak vizsgalatara 0,005
mM CdSO;, tartalmu taptalajt, a vas metabolizmus vizsgalatara pedig 150 mM BPS, illetve
2 uM heminnel kiegészitett S00 mM BPS tartalmu tapkozegeket készitettiink. Az egyes
torzsek kicsepegtetését kovetden a csészéket 30, illetve 37 °C-on legaldbb 48 oOran at
inkubaltuk.

Delécios torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata fluoreszcens festési eljarasok
alkalmazasaval

CCW festék keverékkel torténo festés menete: A gombasejteket az 5.3.3.1. fejezetben
leirtak szerint készitettiik el6, majd azokat 1x PBS pufferrel haromszor mostuk (3000 rpm,
5 perc). Ezt kdvetden a sejteket 1 ml 4% paraformaldehid oldatban vettiik fel és 30 percen
keresztiil, szobahémérsékleten egyenletesen forgatva inkubaltuk, majd ismételten mostuk
1x PBS pufferrel négyszer egymas utan. Az igy kapott pelletet 0,5 ml 1% BSA oldatban

szuszpendaltuk és 30 percen at szobahdn egyenletesen forgatva inkubaltuk, majd a sejteket
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1x PBS-sel haromszor mostuk, végiil 400 ul 1x PBS-ben szuszpendaltuk fel. A kapott
szuszpenziobol 100 pl-t Gj Eppendorf csébe pipettaztunk, amelyhez 100 ul kalkofluor
fehér (CW, Sigma-Aldrich), konkanavalin A kotott fluoreszeein izotiocianat (ConA-FITC,
Sigma-Aldrich) és buzacsira-agglutinin kapcsolt tetrametil-rodamin-izotiocianat (WGA-
TRITC, Eylaboratories) festék keveréket adtunk és a kapott sejtes elegyet 30 percen
keresztiil folyamatos forgatas mellett, fénytol elzarva, szobahdn inkubaltuk (100 ul
végtérfogata oldat esetén: 8 ul 2,5 mg/ml ConA-FITC, 1 ul 1 mg/ml CW, 1 ul WGA-
TRITC, 90 wl 1% BSA). Az inkubaciés id6 letelte utan a festett sejteket 1x PBS-sel
haromszor mostuk, majd 100 ul 1x PBS oldatban szuszpendaltuk és hasznalatig azokat

jégen taroltuk.

Funkcio validalas érdekében elvégzett génexpresszios vizsgalatok

A génexpresszios vizsgalatokhoz az 5.3.2.2. fejezetben leirtaknak megfeleléen elvégeztiik
a gomba torzsekbdl torténé RNS izolalast és ¢cDNS irast, a real-time PCR-hoz pedig az
ugyanebben a fejezetben megadott paramétereket alkalmaztuk. Az egyes torzsek eseténa
funkcio validalas érdekében elvégzett génexpresszios vizsgdlatokhoz hasznalt indukcios
kozegeket, valamint az effektor géneket az alabbiakban tiintetjiik fel. Az egyes génekhez
tartozo primerek szekvencidjat a 2. szamu melléklet tartalmazza.

A CPAR2_100540 génre nézve mutans torzsek vizsgalatahoz hasznalt (indukcids) kozegek,

és potencialis effektor gének:

Alkalmazott tenyésztési koriilmények Vizsgalt gén expresszioja
YPD, 37 °C FRP1, CYC1, COX4
YPD, pH8, 37 °C FRP1

YPD, 150 mM BPS, 37 °C FRP1

YNB + aminosavak, 37 °C CYC1, COX4

A pHS8 kémhatasu tapkozeggel, 150 mM BPS tartalmt tapoldattal, illetve aminosavakkal
(mint egyediili szénforrassal) torténd génexpresszio indukalas egy éjszakan at zajlott, ezt

megel6zden a sejteket YPD tapoldatban frissen neveltiik eld.

A CPAR2_200390 génre nézve mutans torzsek vizsgalatahoz hasznalt (indukcios) kozegek,

¢és potencialis effektor gének:

Alkalmazott tenyésztési korilmények Vizsgalt gén expresszioja
YPD, 37 °C CHT1-CHT4, CHS1-CHS3, CHS8
DMEM, 10% FBS, 37 °C CHT1-CHT4, CHS1-CHS3, CHS8
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A CPAR2_602840 génre nézve mutans torzsek vizsgalatahoz hasznalt (indukcios) kozegek,

¢és potencialis effektor gének:

Alkalmazott tenyésztési koriilmények Vizsgalt gén expresszidja

YPD, 37 °C ACE2, BCR1, EFG1, CPH2, CFZ1,
GZF3, UME6

1x YNB, 0,5% gliikoz, 37 °C ACE2, BCR1, EFG1, CPH2, CFZ1,
GZF3, UME6

A YNB + gliikk6zzal torténd indukcio két napon keresztiil tortént, hasonléan a gomba

torzsek biofilmképzéséhez hasznalt MTT modszerhez torténd elokésziiletekhez.

5.3.5. In vivo virulencia vizsgalatok

In vivo virulencia vizsgalathoz a nagy viaszmoly (Galleria mellonella) modellorganizmus
larvait alkalmaztuk. Az egyes delécios torzsekkel torténd fertézést megelézéen beallitottuk
az optimalis gomba sejtszamot. Ehhez a CLIB 214 vad tipust torzset hasznaltuk. Az
¢lesztd sejteket az 5.3.3.1. pontban leirtak szerint eldneveltiik. A kisérletet megel6zden a G.
mellonella larvakat 30 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a gombasejteket 1x PBS-
sel haromszor mostuk (3000 rpm, 5 perc), majd 10° sejt/ml sejtszuszpenziot allitottunk el6
¢s abbol 5 1épcsOben tizszeres higitast készitettink. A gombasejtek injektalasahoz
Hamilton pipettat hasznaltunk. Az injektalt G. mellonella larvakat 30 °C-on, 7 napig
inkubaltuk, kozben naponta monitoroztuk a larvak talélését. Az optimalis sejtkoncentracid
megallapitasa utan (5x10° /10 ul) csoportonként 20 db egyedet alkalmazva végeztiik a
larvak fert6zését a vad tipust és a rendelkezésiinkre all6 C. parapsilosis delécios és
rekonstrualt torzsekkel. A kisérlethez kontrollként nem-fert6zott és 1x PBS pufferrel

injektalt larvakat egyarant alkalmaztunk.

5.3.6. Statisztikai analizis
Statisztikai analizist a GraphPad PRISM szoftverrel végeztink. A statisztikai
szignifikanciat parositatlan t-proba analizissel vagy Mantel-Cox (Log-rank) teszt

segitségével (talélési gorbék esetén) allapitottuk meg. Statisztikailag szignifikansnak

itéltlink meg egy kiilonbséget, amennyiben a p <0,05 volt.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. A C. parapsilosis fertozéképességét potencialisan befolyasolé gének azonositasa

Szamos patogén gombafaj rendelkezik tugynevezett virulencia faktorokkal, amelyek
valamilyen modon hozzajarulnak a gomba fertéz6képességéhez, ezaltal szerepet jatszanak a
gazda kolonizaciojaban és adott esetben szisztémas fert6zés kialakitasaban (Casadevall
2007; Karkowska-Kuleta és mtsi., 2009).

azonositasa érdekében elvégeztik a human eredeti monocita sejtvonal (THP-1)
gombasejtekkel torténd fertdzését az 5.3.1. fejezetben leirtak szerint. A fert6zés soran THP-
1 gazdasejteket fertoztiink 6tszoros mennyiségii élesztovel. A sejteket 1 és 6 ora eltelte utan
Osszegyljtottiik, a gombasejtekb6l RNS-t izolaltunk, majd ezt kovetéen Prof. Toni Gabaldon
¢és kutatocsoportja segitségével teljes transzkriptom analizist végeztiink. Az igy kapott
adatok alapjan olyan éleszt6 gének genombol torténd eltavolitasat tiiztiik ki célul, amelyek
expresszidja a gazda-patogén interakciot kdvetden 1 és/vagy 6 6ra mulva jelentés mértékben
megnovekedett, utalva ezzel a virulenciaban jatszott szerepiikre (4. tablazat). Az altalunk
kivalasztott gének tobbsége transzkripcids faktor, illetve protein kinaz kodold gén, amelyek
kiilonboz6 szignalizacios Gtvonalak szabalyozasaban vehetnek részt. A Candida adatbazis
(www.Candidagenome.org) szerint ortologjaik ciklin-fiiggé kinazokat, sejtmorfologiat,
rezisztenciat €s egyéb életképességet, valamint virulenciat meghatarozé faktorokat kddolnak.
A fentebb emlitett listait ezutan olyan génekkel bdovitettik ki, amelyekrdl elézetes
kisérleteink alapjan feltételeztiik, hogy a gomba virulenciajat potencialisan befolyasolhatjak.
Ezek a gomba virulencigjat kiilonb6z6 metabolikus ttvonalak szabalyozasan keresztiil,
illetdleg a gomba sejtfal Osszetételének feltételezett befolyasolasa révén kertiltek
kivalasztasra (4. tablazat). A CPAR2_100460, CPAR2_100470, CPAR2_204840 ¢és
CPAR2_704330 gének ortologjai membran transzporter fehérjéket kodolnak, amelyek
feltehetdleg az MFS (f6 membrantranszport el6segité szupercsalad) csoportba tartoznak. Az
MFS szupercsalad tagjai egyes baktériumokban és gombafajokban 6sszefliggésbe hozhatéak
drog rezisztencia kialakitasaval (Pasrija és mtsi., 2007; Reddy és mtsi., 2012; Shaheen és
mitsi., 2015) biofilmképzéssel, illetve a virulencia szabalyozasaval (Shah és mtsi., 2014; Wu
és mtsi., 2016). A CPAR2_704370 gén ortologja a kiilonbozd tipusu stressz kondiciokra
adott valasz kialakitasaban szerepet jatszo regulator, mig a CPAR2_500360, CPAR2_107240
¢s CPAR2_501400 altal kodolt fehérjék feltételezhetéen a gomba sejtfal bioszintézisével és
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patogén kolcsonhatast kovetéen emelkedett expressziot mutatott, ezért a gént a gazda-
patogén interakcid soran azonositott csoport tagjaihoz soroltuk. Az igy Osszeallitott lista

alapjan kezdtiik meg az egyes gének genombol torténd egyenkénti eltavolitasat.

4. tablazat. A C. parapsilosis fertézéképességét potencialisan befolyasoléo gének
szelektalt listaja.

Emelkedett expresszié gazda-patogén
kolcsonhatas soran

Egyéb virulenciat
feltehetoleg
befolyasolo gének

1 ora inkubacio

6 ora inkubacio

Transzkripcios CPAR2_200040 CPAR2_100460
faktor + Cink ujj CPAR2_802820 CPAR2 100470
motivum CPAR2_400270 CPAR2_ 204840
CPAR2 108410 CPAR2 704330

Transzkripcios CPAR2_401150 CPAR2 704370
faktor CPAR2_104420 CPAR2_500360

CPAR2_302400
CPAR2_200390
CPAR2_202040
CPAR2_100540
CPAR2_602840
CPAR2_602430

CPAR2_200390
CPAR2_202040
CPAR2_100540
CPAR2_602840
CPAR2_602430

CPAR2_107240

CPAR2_503760
CPAR2_602370
CPAR2_800040

Kinaz CPAR2_300080
CPAR2_209520
CPAR2_502720
CPAR2_303700
CPAR2_108840
CPAR2_304080

CPAR2_500180

Egyéb CPAR2_501400

6.2. C. parapsilosis delécios mutans torzsek létrehozasa

Az altalunk azonositott, virulenciat feltételezhetéen befolyasold gének jellemzésére tobb
kiilonb6zé molekularis biologiai stratégia is rendelkezésiinkre all. Ezek egyike az adott gén
alkalmazhatoak, amelyek koziil az egyik a Dr. Suzanne Noble és munkatarsai altal C.
albicans élesztégombara kifejlesztett fuzids PCR technika (Noble és Johnson 2005). A
modszert Prof. Geraldine Butler és munkatarsai adaptaltak C. parapsilosis-ra (Holland ¢és
mtsi., 2014), amelynek miikodési elvét az 5. abra szemlélteti.
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Munkank soran a C. parapsilosis CLIB 214 nevi referencia torzzsel dolgoztunk,
amelynek a hisztidin és leucin aminosavakra nézve kett6s aminosav auxotrof (leu2-/hisl-
vagy CPL2H1) torzsét hasznaltuk a transzformalashoz. A CPL2H1 torzset egy olyan fizios
PCR termékkel transzformaltuk, ami tartalmazta a célzott génre nézve specifikus
koriilhatarolo régidkat, valamint egy kozrefogott szelekcids markert (LEU/HIS). A célzott
felszaporitasat kovetéen (5/B. abra) végeztiik el az egyes szakaszok Osszekapcsolasat (5/C.
abra). Az igy kapott fuziés PCR termékeket felhasznalva transzformaltuk az auxotrofiat
hordozé kompetens CPL2H1 sejteket. A kémiai transzformalas soran a beépiilés alapja a
fuzids konstrukciokon talalhatd upstream és downstream régiok homolog rekombinacidja a
genomban talalhatdo szakaszokkal (5/D. abra). Ezt kovetéen a transzformalt sejteket
hisztidinnel vagy leucinnal kiegészitett szelekcios taptalajra szélesztettiik a felhasznalt
fuzids delécios konstrukcio tipusatol fiiggéen. Mivel a C. parapsilosis genomjat tekintve
diploid, ezért a null mutans torzsek 1étrehozdsdhoz a mésodik allél eltavolitasa is sziikséges.
Az igy kapott heterozigota és homozigota delécids torzsek ellendrzését elsésorban kolonia
PCR segitségével végeztiik el (Id. 5.3.2.2. fejezet), amely soran a delécios konstrukcio (LEU
/ HIS fazioés kazetta) genomba épiilését mindkét iranybol ellendriztiik (5/E. abra). A koldnia
PCR soran pozitivnak mindsitett transzformans torzseket valos idejii (real time) PCR
segitségével is validaltuk.

A fuzios PCR moédszer alkalmazasat tekintve specifikus, gyorsan kivitelezhet6 és
létrehozasat. A modszert alkalmazva sikeresen eldallitottunk 30 kiilonbdzd génre nézve
homozigota deléciés mutans torzset, génenként 2-2 fliggetlen null mutans torzzsel. Az
altalunk ily moédon eldallitott mutans konyvtar tagjait a 6. dbra szemlélteti. Mivel a késébbi
kisérletek soran az egyes génekhez tartozo parhuzamos mutans torzsek hasonld fenotipust
mutattak, igy a tovabbiakban, a konnyebb atlathatosag érdekében, ezek koziil csak az

egyiket tiintetjlik fel.
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5. abra. C. parapsilosis delécios torzsek létrehozasa fiziés PCR-rel eléallitott delécios
konstrukciok segitségével.

A: A célzott gént koriilhatarold upstream (1. és 3. primer) és downstream (4. és 6. primer) régiok
amplifikalasa. A delécios konstrukcio létrehozasahoz sziikséges fuzids szekvenciakat a 3. és 4.
primerek hordozzak. Piros jelolés - upstream régiot és szelekcios markert Osszekotd fuzios
szekvencia, z6ld jel6lés - downstream régiot és markert Osszekotd fuzids szekvencia. B: Szelekcios
marker gének (2. és 5. primer) amplifikalasa. A primer par mindkét tagja hordoz fizios szekvenciat,
illetve az 5. primer egyedi TAG-jel6lést hordoz. C: Fazids konstrukcio eldallitasa (1. és 6. primer).
D: Homolo6g rekombinacioé elvén torténd gén eltavolitds folyamata (VT - Vad tipusu torzs, HET -
heterozigota delécids torzs) E: A konstrukcié helyes beépiilésének ellenérzése kolonia PCR
segitségével (HOM - homozigéta delécios torzs). LEUI, LEU2 - primerek a C. maltosa LEU2

crer

crer

downstream genomi régiokra tervezett primerek.
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6. abra. A létrehozott C. parapsilosis delécios konyvtar tagjai.
A delécids konyvtar null mutans toérzseinek genotipusat az 1. szamua melléklet tablazata tartalmazza.

6.3. A delécios mutans konyvtar tagjainak széles korii fenotipusos vizsgalata

A delécios torzsek eldallitasat kovetden megkezdtik azok jellemzését, amely soran
megvizsgaltuk az egyes torzsek nodvekedési képességét, bizonyos stressz koriilmények
hatasara torténd tulélését, masodlagos morfologia képzését, biofilmképzését, tovabba

antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét.

6.3.1. A novekedés vizsgalata komplex tapkozegben és minimal taptalajokon

A létrehozott delécios mutans konyvtar tagjainak kezdeti tesztelése soran megvizsgaltuk az
egyes torzsek életképességét esetlegesen érinté valtozasokat (pl. sejtlégzés vagy egyéb
metabolikus defekt) érinté esetleges valtozasokat. Kisérleteinkben elséként YPD komplex
tapoldatban teszteltiik a mutdns torzsek novekedését. A novekedési kinetikdt 24 oran
keresztlil inkubalva, orankénti optikai denzitas méréssel spektrofotometridsan hataroztuk
meg. A kapott adatok alapjan négy kiilonb6z6 delécios torzs esetében (CPAR2_200390 4/4,
CPAR2_303700 4/4, CPAR2_501400 4/4 és CPAR2_602840 4/4) tapasztaltunk novekedési
rendellenességet (7. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a gének eddig ismeretlen

modon, kozvetlen befolyassal birnak a gomba életképességére.
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YNB Glu FBS 20C
YNB Glu FBS 30C
YNB Glu FBS 37C

Kin 30C

YPD 20C
YPD 30C
YPD 37C
YCB BSA 20C
YCB BSA 30C
YCB BSA37C
YNB Glu 20C
YNB Glu 30C
YNB Glu 37C
pH8 30C

CPAR2 800040 KO
CPAR2 704370 KO
CPAR2 704330 KO
CPAR2 602820 KO
CPAR2 602430 KO
CPAR2 602370 KO
CPAR2 503760 KO
CPAR2 502720 KO
CPAR?2 500360 KO
CPAR2 500180 KO
CPAR2 401150 KO
CPAR2 400270 KO
CPAR2 304080 KO
Vad tipusu CPAR2 302400 KO
Sulyos novekedési CPAR2 300080 KO

Enyhe novekedési CPAR2 209520 KO
CPAR2 204840 KO

CPAR2 202040 KO
CPAR2 200040 KO
CPAR2 108840 KO
CPAR2 108410 KO
CPAR2 107240 KO
CPAR2 104420 KO
CPAR2 100540 KO
CPAR2 100470 KO
CPAR2 100460 KO
CPAR2 602840 KO
CPAR2 501400 KO
CPAR2 303700 KO
CPAR2 200390 KO

7. abra. A hotérkép egy osszegz6 abra a C. parapsilosis delécids torzsek eltéré kozegekben
torténé novekedésérol.
A létrehozott C. parapsilosis delécios mutans torzsek novekedésének vizsgalata YPD komplex
tapoldatos (Kin: ndvekedési kinetika meghatarozasa) és taptalajos kozegben, valamint
kiilonbozoképpen eldallitott minimal taptalajokon és FBS-sel kiegészitett tapkozegben. Vizsgaltuk
tovabba az egyes torzsek életképességét kiilonb6z6 kémhatasu (pH 4-pH 8) taptalajokon is, melyek
kozil a pH 8 keriilt feltiintetésre.

A CPAR2_ 501400 gén funkcionalis ortologja (CaCWH41l — kalkofluor fehér
hiperszenzitiv fenotipust okozo6 gén) egyike azon C. albicans sejtfal bioszintézisben szerepet
jatsz6 géneknek, amelyek az életképességet is nagy mértékben befolyasoljak (Mora-Montes
¢és mtsi., 2007). Ez magyarazat lehet a CPAR2_501400 4/4 torzs esetén kapott névekedési
rendellenességre. A novekedési defekttel rendelkezd tovabbi 3 torzset a késébbiekben
(6.4.2.,6.4.3. és 6.4.4. alfejezetek) részletesen targyaljuk.

Gombafertézés sordn a gazdaszervezetbe jutott patogén gombasejtek képesek

alkalmazkodni a gazdaszervezetben uralkodd restriktiv koriilményekhez, tgymint az
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alternativ szén- és nitrogén forrasok jelenlétéhez (Barelle és mtsi., 2006; Brown, A. J. és
mtsi., 2014), a megvaltozott hémérsékleti viszonyokhoz (Biswas és mtsi., 2007), a kémhatas
neutralisbol savas vagy lugos iranyban torténd eltolodasahoz (Coutinho 2009; Vylkova és
mtsi., 2011), illetve a szérumban keringd valamennyi antimikrobialis és egyéb fehérje
jelenlétéhez (Gropp és mitsi., 2009; Horvath és mtsi.,, 2012). A talélés és a sikeres
kolonizacié érdekében a gazdaszervezetbe jutott patogénnek alkalmazkodnia kell a fenti
tényezok valtozasahoz.

Ezen koriilmények vizsgalatakor a torzsek életképességét - a komplex YPD tapkozeg
mellett - teszteltik minimal taptalajokon, valamint BSA-bol szarmazoé szén- és
nitrogénforras felhaszndldsa szempontjabol. Vizsgaltuk tovabba a mutans torzsek FBS
(komplex fehérje Osszetételii szérum) bontasi képességét is. A torzsek ndvekedését eltérd
homérsékleteken is megvizsgaltuk. A megvaltozott kémhatasra adott valasz vizsgalatahoz 6t
kiillonboz6 pH-ra (pH 4 — pH 8) beallitott YPD taptalajt alkalmaztunk. A kapott
eredményeket a 7. abran lathat6 hétérkép abrazolja.

Kisérleteink soran az egyes torzsekbdl négy kiilonbozo higitasi koncentraciot
csepegtettiink az egyes csészékre, majd azokat 48 6rdn 4t, meghatdrozott hdmérsékleteken
inkubaltuk. Ezt kovetden az egyes torzsek ndvekedését a referenciaként hasznalt vad tipust
(CLIB 214) torzshoz hasonlitottuk. A taptalajokon torténd novekedést dokumentaltuk,
amelyre példa a 3. szamu melléklet.

Kisérleteinkben 5 delécios torzs esetén figyeltiink meg novekedési rendellenességet a
BSA-bdl szarmazo6 tapanyagforras hasznositdsa soran, tovabbi 7 delécios torzs esetében
dokumentaltunk lasst novekedést YNB + gliikoz tartalmu taptalajos kozegben, illetve 6
torzs esetében tapasztaltunk novekedési rendellenességet FBS szérumbol szarmazo
fehérjékkel kiegészitett tapkdzegben. Lugos kémhatasu taptalaj haszndlata soran tovabbi 3

delécios torzsnél tapasztaltunk jelentds mértékben lelassult novekedést (7. abra).

crer

atmenet esetén 3 (CPAR2_100540 4/4, CPAR2_303700 4/4 és CPAR2_501400 4/4), mig
rancosbol gylirdtt iranyba 2 torzs (CPAR2_200390 4/4 és CPAR2_500180 4/4) esetében
detektaltuk.

Osszefoglalva, az egyes torzsek ndvekedési vizsgalatait kovetden minddsszesen 9
torzsnél (a delécios konyvtar 30%-a) tapasztaltunk valtozast a vad tipust torzshoz képest.
Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az altalunk létrehozott delécids konyvtar eldzetes
vizsgélatai soran szamos olyan gént sikeriilt azonositanunk, amelyek valamilyen mddon

befolyasoljak a gazdaszervezetben uralkodo6 koriilményekhez torténd alkalmazkodast.
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6.3.2. A deléciés mutans torzsek valaszanak vizsgalata kiillonb6z6 tipusu stressz
korillmények kozott

A tovéabbiakban a létrehozott delécids torzsek olyan egyéb stressz koriilményekre adott
valaszait vizsgaltuk, amelyek a gazda-patogén kolcsonhatas kezdetén a gazdaszervezetben is
fennallnak. Bizonyos stresszorok alkalmazisa informacidval szolgalhat a géndeléciot
kovetden megvaltozott egyéb tulajdonsagokrol is, mint példaul a sejtfal Osszetételének
megvaltozasarol, ami szintén befolyasolhatja a gomba virulenciajat.

A gomba gazdaszervezetbe keriilését kovetden elszor a gazda fagocitald sejtjeivel
1ép interakcioba, ahol a fagocita sejtek intracellularis 61ési mechanizmusai révén elsdsorban
oxidativ stressznek van kitéve. Az ezzel szembeni ellenalld képesség Kialakitasa egy
kulcsfontossagu kritérium a sikeres kolonizacio érdekében (Jimenez-Lopez és Lorenz 2013).
Kisérleteink soran az oxidativ stressz jelenlétére adott valasz vizsgalatara elsOsorban
hidrogén-peroxidot alkalmaztunk, majd késobb, a részletesen jellemzett torzseknél
menadiont és kadmium-szufatot hasznaltunk. az intracellularis oxidativ stresszkoriilmények
modellezésére (Jamieson és mitsi., 1996; Olarewaju és mtsi., 2004).

A létrehozott delécios torzsek sejtfalanak vizsgalatara koffeint (Fuchs és Mylonakis
2009), és két sejtfal kitinhez kot6dé anionos festéket, a kalkofluor fehér és a kongd voros
festékeket alkalmaztuk (Ram és Klis 2006). Hasznaltuk tovabba a higromicin B transzlacio
gatlo antibiotikumot, amely a tobbi aminoglikozid tipust antimikrobialis szerrel szemben
onmagaban is alkalmazhat6 kiilonféle sejtfal rendellenességgel (pl. O-mannozilacios, N-
glikozilaciés vagy [-1,6-glikan szintézist érintd defekt) rendelkezd mutans torzsek
azonositasara (Lussier és mtsi, 1997). Az oxidativ és sejtfal stresszorokon kiviil
sejtmembran karositd natrium-lauril-szulfat (SDS) stresszort is alkalmaztunk (Plaine és mtsi.,
2008).

A vizsgalat soran 96 mintahely( tenyésztdedényeket hasznaltunk. Az egyes lyukakba
YPD tapoldatot mértiink, amihez kiilonb6zd koncentraciokban adtuk hozza a stresszorokat.
Az egyes torzsek tulélését 16 ora elteltével vizsgaltuk spektrofotométer segitségével, a
tenyészet optikai denzitasanak mérésén keresztiil (ODggo). Minden torzsnél a sajat stresszor
mentes sejtes kontrollhoz (=100% talélés) viszonyitottuk az egyes stresszorok jelenlétében
torténd tulélést, majd a kisérlet végén a referencia CLIB 214 vad tipusu térzshoz hasonlitva
hataroztuk meg az egyes deléciés mutansok valaszaban bekovetkez6 valtozast (8. abra). Az
igy létrehozott, szazalékos aranyokat abrazold tulélési gorbékrdl talalhatdo egy kiragadott

példa a 4. szamu mellékletben.
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Eredményeink alapjan 9 torzs talélésében detektaltunk eltérést a sejtfal stresszorok
legalabb egyikének jelenlétében, 3 torzs esetében H,O,, tovabbi 3 torzs esetében SDS, 6
torzs esetében pedig higromicin B jelenlétében tapasztaltunk valtozast a vad tipusu torzshoz
viszonyitva (8. abra).

Tehat a delécios konyvtar eltérd tipusu stresszorok jelenlétére adott valaszat
vizsgalva Osszesen 14 (a deléciés konyvtar 47%-a) kiilonboz6é gént talaltunk, amelyek
Osszefliiggésbe hozhatdéak oxidativ, valamint sejtfalat és sejtmembrant karositd stresszel
szembeni tiir6képesség kialakitasaval.

A CPAR2_501400 4/4 delécios torzs jelentés mértékii, eredendd novekedési

rendellenességének koszonhetden a torzsre vonatkozo itt kapott eredmények nem voltak

kiértékelhetdek.
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g % £ & “ e létrehozott C. parapsilosis
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CPAR2 602840 K O
CPAR2 200390 K O
CPAR2 200040 K O
CPARZ2 800040 K O
CPAR2 704370K O
CPAR2 704330 K O
CPAR2 602820K O
CPAR2 602430 K O
CPAR2 602370K O
CPAR2 503760 K O
CPAR2 502720 K O
CPAR2 500360 K O
CPAR2 500180 K O
CPAR2 401150 K O
CPAR2 400270K O
CPAR2 304080K O
CPAR2 303700K O
CPAR2 302400K O
CPAR2 300080 K O
CPAR2 204840K O
CPAR2 202040 K O
CPAR2 108840 K O
CPAR2 108410K O
CPAR2 107240K O
CPAR2 104420 K O
CPAR2 100540 K O
CPAR2 100470K O
CPAR2 100460 K O
CPAR2 209520K O

tulélési képességét osszegzi.

Az torzsek vizsgalata soran
kiilonb6z6 sejtfal stresszorokat
(kalkofluor fehér, kongd voroés,
koffein), az oxidativ stresszor
hidrogén-peroxidot (H,0,), és a
sejtmembran detergens natrium-
(SDS)

alkalmaztuk. Szenzitiv tOrzs: a

lauril-szulfatot

vad tipusu torzshdoz képest
kevésbé érzékeny egy stresszor
jelenlétére, rezisztens torzs: a
vad tipusi torzshoz képest
érzékenyebb egy adott stresszor

jelenlétében.

Rezisztens
Vad tipusu fenotipus

|:| Szenzitiv
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6.3.3. A delécios mutans torzsek pszeudohifa képzésének vizsgalata

A morfologia valtas szamos patogén gombafajnal tekintheté fontos virulencia faktornak. A
Candida nemzetségben az éleszté megjelenési forman kiviil gyakori a valodi hifa, illetve a
lazan 6sszekapcsolddd, megnyult élesztdsejtek lancolata, azaz pszeudohifa képzés jelensége
(Thompson ¢és mtsi., 2011). A C. parapsilosis nem képez valodi hifakat, csupan pszeudohifa
képzésre képes, azonban ez a forma is hozzajarul a gomba mesterséges feliileteken torténd
kitapadasahoz, biofilmképzéséhez, a szovetkarositashoz és a gazda kolonizacidjahoz (Trofa
¢és mtsi., 2008). A morfologia valtashoz sziikséges gének aktivacidjat szamos tényezd
indukalja, amelyek koziil C. albicans esetében az egyik legfontosabb tényez6 a szérum
jelenléte (Ene és mtsi., 2012).

Kisérleteinkben az egyes deléciés mutans torzsek pszeudohifa képzé képességét
szérummal kiegészitett DMEM tapoldatos kozegben 24 és 48 ora elteltét kovetden
vizsgaltuk (9. abra). Referencia torzsként a vad tipusit CLIB 214 toérzset hasznaltuk.
Megallapitottuk, hogy egy torzs esetében (CPAR2_501400 4/4) nem volt detektalhato
pszeudohifa képzés az alkalmazott kozegben, egy masik torzs esetében (CPAR2_800040
A/4) a vad tipusu térzshéz képest hosszu pszeudohifakat detektaltunk, mig egy harmadik
torzs esetében (CPAR2_200390 4/4) extrém hosszt morfologiat figyeltiink meg, ahol a
1étrejott pszeudohifak ugynevezett pehelyszerti struktarakat képezve aggregalodtak (Id.
6.4.2.1. fejezet, 18/A. abra).

A CPAR2_501400 gén C. albicans-ban megtalalhato ortologjanak (CaCWHA41)
delécidja esetén ugyancsak filamentaciot érinté rendellenességeket figyeltek meg (Mora-
Montes és mtsi., 2007). Ez arra utalhat, hogy az altalunk azonositott ORF hasonlo
funkcidval rendelkezd fehérjét kodol, azonban ennek bizonyitasdhoz a jovoben tovabbi
kisérletek sziikségesek. A CPAR2_800040 ORF egyik ortologjanak jellemzése soran sem
figyeltek meg masodlagos morfoldgiat érintd elvaltozasokat, ami a gén egy olyan
tulajdonsagara utalhat, ami csak C. parapsilosis-ban érvényesii. A CPAR2_200390 4/4
delécids torzs esetén kapott fenotipust a késébbiekben a 6.4.2. alfejezetben részletesen
targyaljuk.

Osszegzésként, a deléciés konyvtar pszeudohifa képzésének tesztelése soran
Osszesen 3 olyan gént (a delécios konyvtar 10%-a) azonositottunk be, amelyek befolyasoljak

a masodlagos morfologia kialakitasat.
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Komplex tapoldat Szérummal kiegészitett
YPD DMEM

CLIBVT 214

CPAR2_200390A1A

CPAR2_501400A/A

CPAR2_800040A1A

9. abra. A C. parapsilosis vad tipusi és delécios mutans torzsek pszeudohifa képzése.
Az abran a CPAR2 200390 A/4, CPAR2 501400 4/4 és a CPAR2_800040 A/4 delécids torzsek
megvaltozott masodlagos morfologidja lathatd a CLIB 214 vad tipusu torzshdz vizsonyitva
Meéretskala: 10 pm.

6.3.4. A deléciés mutans torzsek biofilmképzésének vizsgalata

Bizonyos patogén gombafajok biofilm Iétrehozasara is képesek. Ez a virulencia
szempontjabol kiemelt jelent6séggel bir, ugyanis a biofilmbe agyazott gombasejtek
ellenallobbakka valhatnak bizonyos antifungalis szerekkel szemben (pl. flukonazol), valamit
az immunrendszer altali felismerésiik is akadalyozott lehet. Emellett a C. parapsilosis képes
orvosi eszkozokon és implantatumokon (pl. katétereken, beiiltetett szivbillenty(ikon,
protéziseken) biofilmet képezni, ami ugyancsak potencialis veszélyforrasként kezelendd
(O'Toole és mtsi., 2000; Kuhn és mtsi., 2002; Trofa és mtsi., 2008). Jelen kisérleteinkben a
biofilm-matrix  kialakitasat befolyasolé regulatorok utan kutatva vizsgaltuk a

rendelkezésiinkre allo delécios torzsek biofilm képzését.
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Kisérleteink soran a képzett biofilm metabolikus aktivitdsat, ezzel egyiitt annak
Osszetettségét/kompaktsagat vizsgaltuk MTT metabolikus teszt alkalmazasaval (Pires és
mtsi., 2011; Rene és mtsi., 2014). A vizsgalat soran az aktiv metabolizmussal rendelkezd,
letapadt (é16) sejtek sajat oxido-reduktaz enzimeik segitségével bontjak az MTT tetrazolium
festéket, amely soran formazan keletkezik. Az igy kapott terméket DMSO-ban oldva kék
szinll oldatot kaptunk, amelynek optikai denzitasat spektrofotométerrel 570 nm-en mértiik.
A kisérletekben a CLIB 214 vad tipusu torzset hasznaltuk referencia térzsként.

A metabolikus aktivitds mérése alapjan, a vizsgalt delécidos torzsek koziil a
CPAR2_602840 4/4 torzs hatékonyabb biofilmképzést mutatott a vad tipust torzzsel
osszehasonlitva (p=0,07), mig a CPAR2_200390 4/4 (Cp200390KO) és a CPAR2_100540
A/4 (Cpl00540K0O) mutans torzsek a legkevésbé voltak képesek biofilmképzésre (10. abra).
Tehat a delécids konyvtar atfogd jellemzése soran 3 olyan gént (a delécids konyvtar 10%-a)
azonositottunk, amelyek kozvetleniil 6sszefliggésbe hozhatéak a gomba biofilmképzésével.

A CPAR2_100540 4/4 delécios torzs csokkent biofilmképzésében szerepet jatszhat a
torzs nagymértéki novekedési rendellenessége, valamint a pszeudohifak hianya is. A
CPAR2_200390 4/4 ¢s CPAR2_602840 4/4 torzseket a tovabbiakban részletesen a 6.4.2. és
6.4.3. alfejezetekben jellemezziik.

Metabolikus aktivitas vizsgalat

p=0.07

Vad tipusu torzsre normalizalt OD
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10. abra. A delécios konyvtar MTT metabolikus aktivitasanak vizsgalata.
Az éabra a rendelkezésiinkre all6 valamennyi delécids torzs metabolikus aktivitasat mutatja, ami
egyenesen aranyos az egyes torzsek biofilmképz6 képességével. A kisérletben alkalmazott MTT (3-
(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolium bromid) koncentracioja 1 mg/ml. Szignifikancia
mértéke: ****p <0,0001.
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6.3.5. A delécios mutins torzsek érzékenységének vizsgalata Kiilonb6zoé tipusu
antifungalis szerek jelenlétében

Invaziv és felszini gombafertdzések kezelésére két kiilonbozo tipusu antifungalis csalad
tagjait alkalmazzak széles korben, az azol tipusu antimikrobialis szereket, illetve az
echinocandin szarmazékokat (Pfaller és mtsi.,, 2013). Az azol tipusi antifungalis
hatéanyagok koziil a leggyakrabban alkalmazott szer a triazolok k6zé tartozé flukonazol,
amely a lanoszterol ergoszterolla atalakulasat katalizalo 14-o-demetilaz enzimet gatolja Az
ergoszterol a gomba sejtmembran esszencidlis részét képezi, igy flukonazol kezelés hatasara
megvaltozik a sejtmembran ateresztoképessége, ami végiil a gombasejtek pusztulasat
eredményezi. A flukonazol hasznalata széles korben elterjedt, mivel a korabban alkalmazott
polién tipust amphotericin B antimikotikumnal biztonsagosabb. Bar a C. parapsilosis altal
okozott fertézések tobbnyire jol kezelhetdek flukonazollal, eléfordulnak olyan klinikai
izolatumok is, amelyek nem reagéalnak az ilyen jellegli antimikrobialis terapiara (Sarvikivi és
mitsi., 2005; Souza és mitsi., 2015). Az echinocandin tipusu antifungalis szer, a kaszpofungin,
a B-1,3-gliikan szintézisének gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. Ennek kovetkeztében a
gomba sejtfal homeosztazisa felborul, ami a gombasejtek sebezhetéségéhez, majd végiil
azok pusztulasahoz vezet.

C. parapsilosis esetén kifejezetten jelent6s azon korhazi izolatumok szama, amelyek
rezisztensnek bizonyulnak az echinocandin tipusu antifungalis szerekkel szemben ((Perlin
2007; Walker és mtsi., 2010). A tovabbiakban olyan gének azonositasat tiiztiik ki célul,
amelyek valamilyen modon részt vehetnek az ilyen tipusi antimikrobialis szerekkel
szembeni rezisztencia vagy érzékenység kialakitasaban.

Kisérleteink soran mikrodilicidés moddszerrel vizsgéltuk az egyes delécids torzsek
flukonazollal és kaszpofunginnal szemben mutatott érzékenységét. Ezt a sejtek
meghatarozasaval végeztiik el (OD mérés 600nm-en). Ezt kovetden, az egyes torzsek
esetében kapott értékeket a referenciaként szolgalo CLIB 214 vad tipust torzs adataival
hasonlitottuk 6ssze (11. abra).

Kisérleteinkben, 24 ora elteltével 2, mig 48 ora elteltével 1 térzsnél figyeltiink meg
eltérést a kaszpofungin jelenlétére adott valaszban a vad tipusu torzshoz képest. Ezzel
szemben 24 6ra utan 2 torzs, mig 48 6rat kovetden 7 torzs esetén detektaltunk eltérést a
flukonazol jelenlétére adott valaszban a vad tipust térzzsel 6sszehasonlitva.

Osszegezve, a delécios kdnyvtar tagjai koziil minddsszesen 7 olyan gént (a delécios

konyvtar 23%-a) sikeriilt azonositanunk, amelyek az antifungalis szerekkel szemben
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kialakitott valasz létrehozasaban jatszanak szerepet. Mindezen gének a késdbbiekben

tovabbi kutatasok targyat képezhetik.

CAS 24h

CAS 48h

FLU 24h

FLU 48h

CPARZ2 800040 KO
CPAR2 704370 KO
CPAR2 704330 KO
CPAR2 602840 KO
CPAR2 602820 KO
CPAR2 602430 KO
CPAR2 602370 KO
CPAR2 503760 KO
CPAR2 502720 KO
CPAR2 501400 KO
CPARZ2 500360 KO
CPAR2 500180 KO
CPARZ2 401150 KO
CPAR2 400270 KO
CPARZ2 304080 KO
CPAR2 303700 KO
CPAR2 302400 KO
CPAR2 300080 KO
CPAR2 209520 KO
CPAR2 204840 KO
CPAR2 202040 KO
CPAR2 200390 KO
CPAR2 200040 KO
CPAR2 108840 KO
CPARZ2 108410 KO
CPAR2 107240 KO
CPARZ2 104420 KO
CPAR2 100540 KO
CPARZ2 100470 KO
CPAR2 100460 KO
CLIB 214 VT

11. abra. A delécios konyvtar
tagjainak a vad tipusu torzshoz
viszonyitott antifungalis
szerekkel szembeni érzékenysége.

Az antifungalis teszteléshez az azol
tipusu flukonazol, és az
echinokandin tipusu kaszpofungin
drogokat alkalmaztuk. A teszt soran
24 ¢és 48 ora elteltével MIC
értékeket hataroztunk meg. A
kapott adatokat minden delécios
torzs esetében a vad tipusu torzs
MIC  értékeihez  viszonyitottuk.
Abban az esetben nyilvanitottunk
szenzitivnek egy torzset,
amennyiben az a vad tipusu
torzshoz képest az antifunglis
szerrel szemben szenzitivebbnek
bizonyult, és rezisztensek ha az
adott torzs a CLIB 214-hez képest
kevésbé volt érzékeny a
gombaellenes szerrel szemben.

S Szenzitiv

Vad tipusu fenotipus

Rezisztens
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6.4. A delécios mutans konyvtar atfogo jellemzését kovetéen kiemelt C. parapsilosis
mutans torzsek és azok tovabbi vizsgalatai

A delécios mutans konyvtar széles kort jellemzését kdvetden a tovabbiakban olyan muténs
torzsek részletes vizsgalataval foglalkoztunk, amelyeknél egyszerre tobb fenotipusos
rendellenességet taldltunk. Ezek kozé tartoznak a CPAR2_100540, CPARZ2_200390,
CPAR2_602840 ¢s CPAR2_303700 génekre nézve delécios torzsek. Hangstlyozzuk, hogy
ezen gének mindegyike a gazda-patogén interakciot kovetéen emelkedett expressziot
mutatott (Id. 6.1. fejezet). igy a tovabbiakban bemutatott fenotipusok hatterében allo
folyamatok kozvetleniil kothet6k a gazdaszervezetben uralkod6 koriilményekhez torténd
adaptaciohoz. A kovetkez fejezetekben ezen mutans torzsek részletes fenotipikus
analizisének eredményeit targyaljuk az Oket meghataroz6 gének funkcidjanak pontos

azonositasa érdekében.

6.4.1. A vasfelvételt szabalyozo és az alternativ szénforras hasznositasaban szerepet

jatszo Cpar2_100540 transzkripcios faktor jellemzése

6.4.1.1. A CPAR2_100540 4/4 delécios torzs sajatossagai az el6zetes vizsgalatok alapjan

A deléciés konyvtar jellemzése soran a CPAR2_1005404/4 volt az egyik torzs, amelyet a
részletes vizsgalatokba vontunk be. Az eldzetes kisérletek soran a torzs megvaltozott
telepmorfologiat (12/A. abra), alkalikus kozegben fellépd szenzitivitast (12/B. abra),
valamint higromicin B tartalmt tdpkozegben és oxidativ stresszor jelenlétében csokkent
novekedési képességet mutatott (12/C. és 12/D. abrak).

A CPAR2_100540 funkcionalis ortologja C. albicans esetében a HAPS gén, amely a
CCAAT motivum kotd (CBF) komplex tagja. A CBF komplex a légzési lanc bizonyos
elemeinek, illetve a vashaztartasban szerepet jatszo egyes gének szabalyozasaban egyarant
részt vesz (Johnson és mtsi., 2005; Baek és mtsi., 2008). In silico elemzések alapjan
meghataroztuk, hogy a CPAR2_100540 ¢és a C. albicans HAPS altal kodolt fehérje primer
szerkezetét tekintve jelentds mértéki azonossagot mutat (NCBI, Protein Blast - nemzetkozi
biologiai adatbazis, fehérjeszekvencia-hasonlosag keresd programcsomag).

A CPAR2_100540 A4/4 deléciés torzs esetében tapasztalt megvaltozott
megvaltozasa. A rancos és gylrétt telepmorfologiak altalaban tobb fonalasan néve sejt
jelenlétével kothetéek Ossze, mig a sima telepmorfologia az élesztészerli forma

dominanciajat jelentheti (Laffey és Butler 2005). Mivel a masodlagos morfologia valtas
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vizsgalata sordn nem tapasztaltunk eltérést a vad tipusu és homozigota delécios torzsek
pszeudohifa képzésében (6.3.3. alfejezet), ezért feltételezhetd, hogy egyéb tényezdk
allhatnak a jelenség hatterében. A New York-i Albert Einstein Egyetemnél dolgozé
kollaborator csoport kisérletei szerint, tobb kiilonb6z6 koriilmény (komplex és minimal
tapoldatok, valamint eltérd inkubaciés hdémérséklet) vizsgéilata soran is kisebb ¢&s
keskenyebb sejtek voltak megfigyelhetdek a mutans térzs populdcidban, mint a vad tipusu

csoportosulasban (nem mutatott adat). Ez oka lehet a megvaltozott telepmorfologianak.

A B
30°C
YPD - 30°C
CLIB214 VT
Cp100540 4/4
Cp100540 Rek
CLIB214 VT Cpl00540 KO
12. abra. A CPAR2_100540
C mutans torzsek fiziologiai
Higromicin B vizsgalatai.
CLIB214 VT Az abrakon a vad tipust,
.. CPAR2_100540 homozigéta
Cpi00540 44 0C delecios (a4 ¢ a
Cp100540 Rek CPAR2_100540 reintegralt (Rek)
torzsek novekedései lathatoak. A:
Megvaltozott telepmorfologia YPD
taptalajon, 4 napos inkubaciot
D kovetden. B: Alkalikus pH hatésa

YPD Cdso, az egyes torzsek novekedésére 2
nap inkubacié elteltével. C: 3
pg/ml higromicin B-vel kiegészitett
YPD taptalaj hatdsa a gomba

CLIB214 VT

Cpl100540 4/4 37°C

torzsek novekedésére, 2 napos
inkubaciot kovetéen. D: 5 uM
CdSO, oxidativ stresszor hatasa 11
nap elteltével.

Cpl00540 Rek

Korabban a C. albicans HAP5 deléciés mutans toérzs (Cahap54/4) esetében
novekedési rendellenességet figyeltek meg (Johnson és mitsi., 2005). A CPAR2_100540 4/4
torzs fiziologiai vizsgalata soran azonban ezt nem tapasztaltuk, igy elképzelhetd, hogy C.
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parapsilosis-ban a gén delécidja a novekedési rendellenesség helyett csupan a sejtméret és
alak megvaltozasara van hatassal.

Az aminoglikozid tipusti higromicin B jelenlétében bekovetkezd csokkent novekedési
képesség utalhat a sejtfal Osszetételénck megvaltozasara (Lussier és mtsi., 1997),
ugyanakkor a mutans torzs a tobbi sejtfal stresszor jelenlétére nem reagalt. Ezért Ggy
gondoljuk, hogy a higromicin B altal okozott fenotipus valtozast feltehetéleg egyéb
meghibasodas okozhatta. A jelenség részletes elemzése tovabbi kisérleteket igényel.

Az oxidativ stressz jelenlétében fellépd csokkent ellenalloképesség a 1égzési lanc
sériilésének egyik jele lehet (Grant és mtsi.,, 1997). Ebbdl kovetkezGen, a mutans torzs
oxidativ stresszorok (H,O, és CdSO,) jelenlétében mutatott szenzitivitasa utalhat a
géndelécio kovetkeztében sériilt mitokondrialis miikodésre.

Egy korabbi tanulmanybol tudjuk, hogy alkalikus koézegben bizonyos nyomelemek,
igy a vas felvétele is korlatozott (Almeida és mitsi., 2009). Ismert az is, hogy C. albicans-ban
a kornyezet kémhatasanak alkalikus irdnyba torténd megvaltozasa indukalja a vasfelvételben
szerepet jatszo gének atirddasat (Bensen és mtsi., 2004). Emellett a CaHAPS vasfelvételben
jatszott szerepe is igazolt (Baek és mtsi., 2008). Ezek alapjan, a CPAR2_100540 4/4 mutans
sejtek pH 8 kémhatast kozegre torténd érzékenységébdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
CPAR2_100540 gén is befolyasolhatja a gombasejtek vas asszimilald képességét.

A tovabbiakban megkezdtik a CPAR2_100540 gén sejtlégzésben, illetve a

kdrnyezetbdl torténd vasfelvételben torténd szerepének vizsgalatat.

6.4.1.2. A CPAR2_100540 4/4 mutans torzs novekedése vashianyos kozegekben

Mivel a gazda-patogén kolcsonhatas soran folyamatos a gazdaszervezet és a patogén
organizmus kozotti kompeticid a rendelkezésre 4llo6 vasforrdsok felvételéért és
hasznositasaért, ezért a patogén mikroba vasfelvételi képességét virulencia faktorként tartjak
szamon (Almeida ¢és mtsi., 2009). A gazdaszervezet mobilizalhaté vasforrasai ezaltal
befolyasoljak a gombafertdzésekkel szembeni érzékenységet és annak kimenetelét. EQy
korabbi tanulmanyban a gombasejtekkel torténd infekciot megel6zéen a gazdasejtek
vaskelatorokkal, (pl. BPS) torténd kezelése jelentds mértékben csokkentette a kolonizacio
mértékét (Fratti és mtsi., 1998; Almeida és mtsi., 2008), mig a gazdasejtek meglévo
vasforrasainak kibdvitése hatékonyabb gazda karositast tett lehetove.

Mint mar emlitettiik, C. albicans esetében a HAP5 gén altal kodolt protein a CBF
komplex tagjaként bizonyitottan szerepet jatszik a gomba vas homeosztazisanak

szabalyozasaban (Back és mitsi., 2008). Ezen informacid, valamint a delécids torzs ligos
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kémhatas jelenlétében mutatott érzékenysége miatt megvizsgaltuk a CPAR2_100540 4/4
torzs vaslimitalt kdrnyezeti koriilményekre adott valaszat.

Kisérleteinkben vaskelatorral (BPS), illetve vaskelatorral és kotott Fe®*-vel
kiegészitett (BPS + hemin protoporfirin) taptalajokat készitettiink, melyeken vizsgaltuk a
CPAR2_100540 mutans torzsek novekedési képességét. Mivel a sejtek teljes vashianyos
taptalajon (BPS) torténd tenyésztésekor nagymértékben lecsokkent valamennyi torzs
¢letképessége, a tovabbiakban a vashidnyos kozeg szemléltetésére heminnel kiegészitett
BPS tartalmu taptalajokat alkalmaztunk.

Az 13. 4bran jol lathato, hogy a CPAR2_100540 4/4 delécios torzs novekedési
képessége vaslimitalt koriilmény esetén jelentds mértékben csdkkent a vad tipust, illetve
reintegralt torzsekhez viszonyitva. A kapott fenotipus megegyezik a Cahap54/4 delécios
torzs esetében korabban tapasztaltakkal, miszerint a delécids torzs nem képes korlatozott
vastartalmu kozegben fennmaradni (Baek ¢és mtsi., 2008). Elmondhat6é tehat, hogy a
CPAR2_100540 gén, a C. albicans-ban megtalalhato ortologjahoz hasonloan, befolyassal

rendelkezik a gomba vashaztartasanak szabalyozasaban.

YPD BPS + hemin

CLIB214VT
Cpl100540 A/ 30°C

Cpl00540 Rek

13. abra. A CPAR2_100540 mutans torzsek novekedése vaslimitalt kornyezetben.
Az abrakon a vad tipusi, CPAR2_100540 homozigota (4/4) és reintegralt (Rek) torzsek novekedése
lathaté YPD komplex, valamint 500 mM BPS + 2 uM heminnel kiegészitett YPD taptalajokon. A
torzseket 6 napon keresztiil, 30 °C-on inkubaltuk.

6.4.1.3. A vas metabolizmust befolyasolo FRP1 gén expresszidjanak vizsgalata induktiv
kozegben

A CPAR2_100540 deléciés torzs vaslimitalt kornyezeti korilmények kozott fellépd
novekedési rendellenessége miatt megvizsgaltuk a hattérben allo lehetséges szabalyozo
mechanizmust. A kérnyezetben talalhaté, rendszerint kotott allapotban 1évé Fe* ionok,
bioldgiailag kénnyen felveheté Fe?* ionokkd torténé atalakitdsaban szamos vasreduktdz

enzim vesz részt, amelyek egyike az FRP1 gén altal kodolt fehérje is. Egy korabbi
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tanulmany szerint, C. albicans-ban az Frpl egyike a legfontosabb vasreduktazoknak (Liang
és mtsi.,, 2009a). A CaFPR1 expresszidja alkalikus kémhatas kovetkeztében, illetve
vashianyos kornyezetben is megemelkedik. Egy masik tanulmany alapjan a CBF komplex
jelenléte korlatozott vastartalmu kornyezeti koriilmények kozott esszencialis a CaFRP1
expressziojahoz. A komplex Hap5 alegységének hidnyaban vashianyos kdzegben lecsokken
az FRP1 expresszioja (Baek és mtsi., 2008). Kisérleteinkben a CPAR2_100540 4/4 delécids
mutans torzsben fellépé FRP1 expresszios valtozasokat vizsgaltuk, alkalikus kémhatasa (pH
8), illetve vashianyos (BPS) indukcios kozegek alkalmazasaval. Az eredmények azt
mutattak, hogy alkalikus pH-n és vaslimitalt kornyezetben is jelentés mértékben csokkent az
FRP1 expresszio szintje a delécios térzsben (14. abra). Tehat a CPAR2_100540 altal kodolt
fehérje, a CaHap5-hoz hasonldan, részt vesz a vasreduktaz FRP1 szabdlyozdsaban, ezaltal

az alkalikus kémhatashoz és a limitalt vastartalmt kornyezethez térténé alkalmazkodasban.
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14. abra. FRP1 vasreduktaz expresszi6 indukciés kozegekben.
Az abran a vad tipusu, CPAR2_1005404/4 delécios (KO), valamint CPAR2_100540 reintegralt
(Rek) torzsek indukcids kozegekben mért FRP1 relativ génexpresszié szintje lathato. Az alkalikus
kozegben, illetve a 150 mM BPS-sel torténd génexpresszido indukalds egy éjszakan at zajlott.
Szignifikancia mértéke: ****p <0,0001.
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6.4.1.4. A CPAR2_100540 4/4 mutans torzs novekedésének vizsgalata alternativ

szénforras jelenlétében

A CPAR2_100540 4/4 delécios torzs érzékenyen reagalt az oxidativ stresszre, amely alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy a delécid6 mitokondrialis rendellenességet eredményezett (ld.
6.4.1.1. fejezet).

A légzési lancban bekovetkezé rendellenességek soran az egyik leggyakrabban
eléforduld fenotipus az, hogy a mutans sejtek nem képesek az alternativ szénforrasok
hasznositasara (McNabb ¢és mtsi., 1995; Johnson és mtsi., 2005). Mivel a CBF komplex a
vas homeosztazis szabalyozasan kiviil C. albicans esetében bizonyitottan szerepet jatszik az
alternativ szénforrasok, mint példaul a tejsav (laktat) és kiilonb6zé aminosavak
hasznositasaban IS (Johnson ¢és mtsi., 2005), ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk a
CPAR2_100540 4/4 mutans torzs novekedési képességét ezen szénforrasok jelenlétében
(15/A. és 15/B. abrak). Kisérleteinkben a CPAR2_100540 A/4 delécids torzs csokkent
novekedési képességet mutatott mindkét tipust taptalaj hasznalatakor. Ez alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a Cpar2 100540 transzkripcids faktor a vas homeosztazisban jatszott
szerepén kiviil eddig ismeretlen modon részt vesz az alternativ szénforrasok hasznositasban
iS, hasonldoan a CaHap5 fehérjéhez.

A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy az alternativ szénforrasok jelenlétében

bekovetkez6 novekedési rendellenesség hatterében milyen mechanizmus allhat.
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15. abra. A CPAR2_100540 mutans torzsek novekedése alternativ szénforrasok jelenlétében.
Az abrakon a vad tipusa, CPAR2_100540 homozigéta delécids (4/4) és reintegralt (Rek) torzsek
novekedése lathatdé aminosavakkal, mint egyediili szénforras tartalma (A) és 2% tejsav tartalmua (B)
YNB minimal taptalajokon. A térzseket 3 napon keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk.

6.4.1.5. A légzési lancban szerepet jatsz6 CYCl és COX4 gének expresszidojanak

vizsgalata induktiv korillmények kozott

S. cerevisiae és C. albicans esetében egyarant bizonyitott, hogy a CBF faktor befolyassal
rendelkezik tobb, a 1égzési lancban megtalalhaté citokrom fehérjét kodold gén expresszioja
felett (Olesen és Guarente 1990; Johnson és mtsi., 2005). Ezen gének expresszidjaban
bekovetkez6 valtozasok Osszefiiggésbe hozhatdéak az alternativ szénforrasokon torténd
novekedés intenzitasaval. Ezért a CPAR2_100540 4/4 mutans torzsben megvizsgaltuk a
citokréom cl alegységet kodold CYC1 és a citokrom oxidaz fehérje 4-es alegységét kodold

COX4 gének expressziojat az egyediili szénforrasként szolgalé aminosavakkal kiegészitett
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indukcios tapkozegben (16. abra). Kisérleteinkben a CYCLl és a COX4 expresszidja
megemelkedett indukcios koriilmények kozott, tehat a CPAR2_100540 altal kodolt fehérje a
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16. abra. A 1égzési lancban szerepet jatszé6 CYC1 és COX4 gének expresszidja indukcios
kozegben.
Az abra a vad tipusu, CPAR2_100540 A/A delécios (KO), valamint CPAR2_100540 reintegralt (Rek)
torzsek indukcios kozegekben mért CYC1 és COX4 relativ génexpresszios szintjét mutatja. A YNB +
AS-val torténd génexpresszid indukalas egy éjszakan at zajlott, ezt megel6zden a sejteket YPD
tapoldatban frissen neveltiik eld. Szignifikancia mértéke: **p <0,01; ***p <0,001.

6.4.1.6. A CPAR2_100540 4/4 mutans torzs in vivo virulencia vizsgalata

Vizsgalataink soran igazoltuk a CPAR2_100540 gén altal kodolt transzkripcios faktor vas
homeosztazisban és alternativ szénforrdsok hasznositasaban betoltott szerepét. Ezt kovetéen
megvizsgaltuk, hogy a transzkripcids faktor mindezen folyamatok altal befolyassal bir-e a
gomba virulenciajara. Ehhez G. mellonella larvakat hasznaltunk mint in vivo fert6zési
modellrendszert. A larvak immunrendszere struktaralis és funkcionalis hasonldésagot mutat
az emlés természetes immunrendszerrel, éppen ezért a modell kivaldoan alkalmas a gomba
torzsekre adott immunvalasz vizsgalatara (Jacobsen 2014).

A kisérlet soran csoportonként 20-20 egyedet hasznaltunk a gomba szuszpenzidval,
¢s a kontrollként hasznalt PBS pufferrel torténd infekciokhoz. Fertozetlen kontrollként 20
tovabbi larvat alkalmaztunk. Ezt kovetden a csoportok tagjainak talélését 7 napon keresztiil,

napi rendszerességgel monitoroztuk. A G. mellonella larvak talélése alapjan a
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CPAR2_100540 A4/4 deléciés mutans torzs Virulenciajaban jelentds mértékli csokkenést
tapasztaltunk a vad tipusu és rekonstrualt térzsekhez viszonyitva (17. abra). Tehat ebben a
modellorganizmusban a CPAR2_100540 altal kodolt transzkripcids faktor szerepet jatszik a

gomba fertézéképességében is.
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17. abra. Galleria mellonella larva talélési gorbe C. parapsilosis torzsekkel torténé fertozést
kovetéen.
Az abra G. mellonella larvak vad tipusu, CPAR2_100540 4/4 delécios (KO), CPAR2_100540

crcr

szazalékos aranyban megadva. A larvakat fertdzést kovetden napi rendszerességgel, 7 napon
keresztiil monitoroztuk. Szignifikancia mértéke: **p <0,01.

6.4.1.7. A C. parapsilosis Cpar2_100540 transzkripcios faktor vizsgalatabol szarmazé
eredmények osszefoglalasa

A C. parapsilosis CPAR2_100540 génr6l elmondhatjuk, hogy az kozvetleniil a gazda-
patogén kolcsonhatast kovetden keriilt azonositasra. A gén a THP-1 sejtek C. parapsilosis-
szal torténd fertdzését kovetd 1 €s 6 ora utan is emelkedett expressziot mutatott. Ez arra utalt,
hogy a CPAR2_100540 részt vehet a gomba virulencidjanak szabalyozasaban. A gén
legkozelebbi ortologja S. cerevisiae-ben és C. albicans-ban is az tin. HAP5 ORF, az altala
kodolt fehérje pedig az evoluciosan konzervalt CBF komplex egyik esszencialis DNS koto
talalhato CCAAT régiojahoz kotédik (Coustry és mtsai. 1996; Thon és mtsai. 2010) (18/A.

abra). Korabbi tanulmanyok szerint, a Hap5, a 1€gzési lanc szabalyozasan keresztiil, mindkét
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organizmusban részt vesz az alternativ szénforrasok hasznositasaban, illetve C. albicans-ban
mtsi., 2008). C. parapsilosis-ban a CPAR2_100540 deléciojat kovetden kapott fenotipus
profil (oxidativ stresszel szembeni érzékenység, novekedési rendellenesség alkalikus
kozegben) arra utalt, hogy az altalunk azonositott gén ¢és a HAPS5 kozott funkcionalis
hasonlosag lehet. Ennek alatamasztasa érdekében tovabbi kisérleteket is elvégeztiink. Ezek
soran megvizsgaltuk a CPAR2_100540 gén alternativ szénforras hasznositasban és a
vasfelvételben betoltott szerepét.

A mitokondrialis 1égzési lanc sériilésekor bekdvetkezd egyik jellegzetes fenotipus az,
hogy a sejtek nem képesek alternativ szénforrasokat hasznositani (McNabb és mitsi., 1995;
Johnson ¢s mitsi., 2005). Kisérleteink soran megvizsgaltuk tehat a CPAR2_100540 4/4
mutans sejtek életképességét tejsav és aminosav egyediili szénforrast tartalmazo
taptalajokon. A vizsgélatok sordn a mutans torzs ndvekedési rendellenességet mutatott
mindkét kozegben, igy a Cpar2_100540 feltehetéen részt vesz az alternativ szénforrasok
hasznositasaban. A kapott fenotipus, valamint a mar korabban tapasztalt oxidativ stressz-
szel szembeni érzékenység is a 1égzési lanc sériilésére utaltak. Korabbi tanulmanyok
bebizonyitottak, hogy S. cerevisiae-ben és C. albicans-ban a CBF komplex sériilése esetén
megvaltozik a 1égzési lancot alkoto citokrom fehérjék (Cyc és Cox) szabalyozottsaga
(Olesen és Guarente 1990; Johnson és mitsi., 2005). Ezt leginkabb a gliik6ztol eltéré egyéb
szénforrasok jelenlétében tapasztaltak. Azonban mig S. cerevisiae esetén a Hap5 pozitivan,
addig az C. albicans-ban negativan szabalyozza a CYC és COX gének kifejezddését (18/C.
abra) (McNabb és mtsi., 1995; Johnson és mitsi., 2005). Kisérleteink soran megvizsgaltuk,
hogy alternativ szénforrasok jelenlétében a CPAR2_100540 gén szerepe C. parapsilosis
esetében hogyan hozhaté Osszefliggésbe ezen gének expresszidjanak szabalyozasaval.
Eredményként elmondhatjuk, hogy a vizsgalt CYC1l és COX4 gének expresszidja a
Cpar2_100540 hianyaban megemelkedett, ami alapjan negativ szabalyozast feltételezhetiink.
Tehat C. parapsilosis-ban a Cpar2_100540, a C. albicans-ban és S. cerevisiae-ben
megfigyeltekhez hasonloan, az alternativ szénforrasok hasznositadsban vesz részt, mely
feltehetdleg a 1égzési lanc szabalyozasan keresztiil valosul meg.

C. albicans-ban a Hap5 emellett bizonyitottan szerepet jatszik a gomba
vasfelvételében (Baek és mtsi., 2008). A vas nyomelemek felvétele fligg a kornyezet
kémhatasatol (savas kozegben kdnnyebb). Ennek kovetkeztében alkalikus kozegben olyan
gének expresszioja — példaul vas reduktazok (FRP1) — emelkedik meg, melyek ilyen
kornyezeti koriilmények kozott esszencialisak a vas asszimilaciojahoz (Almeida és mitsi.,

2009). A C. albicans HAPS, a CBF komplex jovoltabol, kozvetleniil befolyasolja az egyik
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ilyen vasreduktdz, az FRP1 expresszidjat (pozitiv szabalyozas) ligos kémhatasi ¢és
korlatozott vastartalmu kdzegben is (18/B. abra) (Baek és mtsi., 2008). Hap5 hianyaban az
emlitett kornyezeti koriilmények kozott sulyos novekedési rendellenesség jon 1étre (Baek és
mtsi., 2008). C. parapsilosis esetében a CPAR2_ 100540 gén elvesztésekor hasonld
fenotipust figyeltiink meg, mivel a mutans sejtek vashidnyos és lugos kémhatasu kézegben
is novekedési rendellenességet mutattak. Tovabba, az indukcids kezeléseket kovetden a
delécios torzsben csokkent FRP1 expresszid volt megfigyelhet6. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy C. parapsilosis-ban a CPAR2_100540 gén valdsziniileg részt vesz
a vas homeosztazis befolyasolasaban is.

Mivel az alternativ szénforras hasznositas és a vas nyomelemek (gazda)kornyezetb6l
torténd felvétele is bizonyitottan befolyasolja a gomba fert6zOképességét, igy a
tovabbiakban megvizsgaltuk a CPAR2_100540 4/4 delécios torzs virulenciajat. A
kisérlethez G. mellonella modellorganizmust alkalmaztunk, amelynek eredményeként

elmondhat6, hogy a mutans torzs esetében csokkent virulenciat tapasztaltunk.

A

CBF - CCAAT-koto faktor 18. abra. A CBF komplex és a Hap5
alegység altal szabalyozott
Hap fehérjék: Hap2-Hap5 mechanizmusok.

A: A CBF komplex sematikus abraja
alapjan modositva (Hsu és mtsi., 2011).
B: A CBF komplex vasfelvételben
jatszott szerepe C. albicans-ban.

—— CCAAF—— C: A CBF komplex szerepe a légzési

box . . - ST

lanc szabalyozasaban S. cerevisiae és C.
albicans esetén.

ligos pH,
korlatozott vas
tartalmu kozeg

alternativ
szénforras
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Konkluzioként tehat elmondhatd, hogy az altalunk azonositott C. parapsilosis
CPAR2_100540 az alternativ szénforrasok hasznositasan, valamint a vasfelvétel
szabalyozasan keresztlil befolydsolhatja a gomba virulencidjat. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy a C. parapsilosis-ban azonositott CPAR2_100540 a C. albicans-ban mar

korabban azonositott HAP5 gén funkcionalis ortoldgja lehet.

6.4.2. A masodlagos morfolégia valtas szabalyozasat befolyasolo Cpar2 200390

transzkripcios faktor jellemzése

6.4.2.1. A CPAR2_200390 4/4 delécids torzs sajatossagai az elozetes vizsgalatok alapjan

A delécios mutans konyvtar jellemzését kovetden a CPAR2_200390 A/4 delécids torzs
részletesebb jellemzését is célul tiztiik ki.. Ez a torzs a masodlagos morfoldgia valtast érintd
vizsgalat soran a vad tipushoz képest rendkiviili médon megnytlt pszeudohifakat hozott
létre, amelyek aggregalodva pehelyszerti strukturat képeztek (20/A. abra). A korabbi
eredményeinkben kiemelt jellegzetességek kozé tartozik a delécids mutans sejtek kiillonbozo
kozegekben és homérsékleteken torténd mérsékelt €letképessége is (20 /B és C abrak), a
telepmorfologia megvaltozasa (20 /D abra), illetve a sejtfal stresszor kalkofluor fehér (KF)
jelenlétében mutatkozott rezisztencia (19. abra).

A CPAR2_200390 funkcionalis ortologja C. albicans-ban az SPT3 gén, amely a
SAGA transzkripcios faktor komplex részét képezi. A komplex tobbek kozott a gomba
morfologia valtasanak szabalyozasaban is részt vesz (Laprade és mitsi., 2002). In silico
elemzések alapjan meghataroztuk, hogy a CPAR2_200390 ¢s a C. albicans SPT3 altal
kodolt fehérje primer szerkezetét tekintve nagymértékii hasonlosagot mutat (NCBI protein
Blast).

C. albicans esetén az SPT3 delécios torzs (Caspt34/4) vizsgalatakor hiperfilamentalo
novekedést, jellegzetesen aggregalodo filamentumokat és ndvekedési rendellenességet is
megfigyeltek (Laprade és mitsi., 2002; Koutelou és mtsi., 2010). Emellett a Caspt34/4
mutans torzs gylrott telepmorfologiat mutatott, ami a hiperfilamentalo fenotipussal hozhato
Osszefiiggésbe.

A CPAR2_200390 4/4 delécids torzs vizsgalata soran kapott fenotipusok tobbsége
megegyezik a Caspt34/4 mutans torzs fenotipizalasa soran leirt tulajdonsagokkal. Ebbol
arra kovetkeztethetiink, hogy a CPAR2_200390 4altal kodolt transzkripcids faktor szerepe
megegyezik a C. albicans-ban leirtakkal. A mutans torzs csokkent mértéki
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biofilmképzésének (Id. 6.3.4. fejezet) oka a nagymértékben aggregaldodott pszeudohifa
plakkok jelenléte lehet, melyek akadalyozhatjak az intakt biofilm képzését. Erdemes
megemliteni, hogy egy ujabb tanulmany szerint, a SAGA komplex egy masik tagjanak
(SPT20) delécioja esetén is biofilmképzési rendellenesség volt megfigyelheté (Tan és mtsi.,
2014). Ez arra utalhat, hogy az altalunk azonositott CPAR2_ 200390 gén C. parapsilosis
genombol torténd eltavolitasa esetleg befolyasolhatta a komplex egyéb tagjainak miikodését
is, ami tovabbi magyarazat lehet a delécios torzs csokkent mértékii biofilmképzésére.

A masodlagos morfologia valtast szamos tényezd, kozottik a sejtfal homeosztazist
befolyasold faktorok megvaltozott expresszidja is befolyasolhatja. Ez magyarazatot adhat a
sejtfal stresszor kalkofluor fehérrel szemben mutatott rezisztenciara is. A tovabbiakban a

gén eltavolitasa utani, a sejtfalat potencialisan érint6 valtozasokat vizsgaltuk meg.

30°C
YPD

P4

CLIB214 VT

Cp200390 A/

Cp200390 Rek

10" 100 100 10

19. abra. A CPAR2_200390 mutans torzsek novekedési képessége sejtfal stresszor jelenlétében.
Az abran a vad tipusu, CPAR2_200390 homozigdta delécios (4/4) és a reintegralt (Rek) torzsek
novekedése lathatdo YPD és 60 pg/ml kalkofluor fehér (KF) stresszorral kiegészitett taptalajon,
30 °C-on torténd 2 napos inkubaciot kovetden.
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20. abra. A CPAR2_200390 mutans torzsek elézetes fiziologiai vizsgalatai.
Az abrakon a vad tipusu, CPAR2_200390 homozigota delécios (4/4) és a CPAR2_200390 reintegralt
(Rek) torzsek lathatoak. A: pszeudohifa képzés FBS-sel kiegészitett DMEM tapoldatos kozegben,24
orat kovetden. Méretskala: 50 um. B: Novekedési képesség vizsgalata YPD taptalajon, 2 napot
kdvetden, C: Novekedési kinetika vizsgalata 24 oran keresztiil YPD tapoldatban, D: Megvaltozott
telepmorfologia YPD taptalajon, 2 napos inkubaciot kdvetden.
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6.4.2.2. A CPAR2_200390 4/4 mutans torzs sejtfal osszetételének vizsgalata

Az el6zetes vizsgalatainknal tapasztalt sejtfal stresszorral szembeni rezisztencia okat
cls6sorban a sejtfal Osszetételénck vizsgalatan keresztiil kerestik. A gomba sejtfal
Osszetétele jol monitorozhato az egyes sejtfal komponensekhez ko6tédo kiillonbozo
fluoreszcens festékek alkalmazasaval (Tkacz és mtsi.,, 1971; Rasconi és mtsi., 2009;
Rodrigues és mtsi., 2015) .

A sejtfal egyes komponenseinek egymashoz viszonyitott aranyat a Prof. Leonardo
Nimrichter (Federal University of Rio de Janeiro) altal vezetett csoport segitségével
vizsgaltuk meg. Ehhez a sejtfal felszinén talalhatd mannoproteinekhez kétédni képes CoA-
FITC-t (z61d), a kitinhez kapcsolodd kalkofluor fehér festéket (kék), illetve a sejtfalban
elszortan talalhato kitin oligomerjeihez k6t6dé WGA-TRITC (piros) fluoreszcens festékeket
hasznaltuk (21. abra). Eredményeink alapjan a CPAR2_200390 4/4 delécids térzs magasabb
Ossz-kitin és Kkitin oligomer tartalommal rendelkezik, mint a vad tipust és a rekonstrualt
torzs. Tehat a CPAR2_200390 gén altal kodolt transzkripcids faktor befolydsolja a gomba
sejtfal Osszetételét. A tovabbiakban a sejtfal kitin Osszetételének megvaltozasdnak

hatterében allo lehetséges génexpresszios mechanizmusokat vizsgaltuk.

Kalkofluor fehér
Kalkofluor fehér ConA - FITC Kalkofluor fehér ConA - FITC
Kalkofluor fehér ConA - FITC WGA - TRITC ConA - FITC WGA - TRITC WGA - TRITC WGA - TRITC

C. parapsilosis
CLIB 214 VT

B I I I I I

o . - . - .

21. abra. A CPAR2_200390 mutans torzsek sejtfal dsszetételének vizsgalata.
A vad tipusu, CPAR2_200390 homozigota delécios (KO) és reintegralt (RI) torzsek eltérd
fluoreszcens festékekkel torténd sejtfal festése. Méretarany jelzésére szolgalo vonal mérete: 5 um.

86



6.4.2.3. A CPAR2_200390 4/4 mutans torzs Kitinaz és Kitin szintaz expressziéjanak

vizsgalata

A Cpar2_200390 transzkripciés faktor sejtfal homeosztazisban jatszott szerepének
igazolasat kovetden arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy milyen folyamat allhat a sejtfal
kitin tartalmanak megemelkedése mogott. Ismert, hogy a sejtfal kitin tartalmanak
megvaltozasat kitin szintazok és kitinazok egyarant befolyasoljak (Selvaggini és mitsi.,
2004). C. albicans esetében ¢ folyamathoz 4-4 kiilonb6zé kitinaz (CHT1, CHT2, CHT3 és
CHT4) és kitin szintaz (CHS1, CHS2, CHS3 és CHS8) gén szerepe kothetd, amelyek a
gombasejt életciklusa soran aktivan befolyasoljak annak sejtfal Gsszetételét (Gow és mitsi.,
1994; McCreath és mtsi., 1995; Mio és mtsi., 1996; Munro és mtsi., 2001; Munro és mtsi.,
2003; Selvaggini ¢és mtsi., 2004). C. albicans-ban a fonalas novekedés soran kiemelten
fontos a Cht3 kitinaz aktiv szerepe, mig kitin szintazok esetén a Chs2 létfontossagn
(Selvaggini és mtsi., 2004).

Kisérletiink soran megvizsgaltuk, hogy a CPAR2_200390 4/4 muténs torzs sejtfal
Osszetételének elvaltozasa a gomba kitinaz, illetve kitin szintdz kodoldo gének
expresszidjanak megvaltozasan keresztiil torténik-e. Ehhez komplex YPD, illetve
szérummal kiegészitett DMEM tapkozegeket hasznaltunk. Kisérleteinkben mindkét
tapkozegben jelentés mértékben valtozott az egyes kitindzok, illetve kitin szintdzok
expresszidja (22/A. és 22/B. abrak). Erdemes megjegyezni, hogy a filamentélis forméban
legaktivabb szerepli kitin szintazt és kitinazt kodold gének (CHS2 és CHT3) expresszidja
mindkét tapkozegben lecsokkent. Tehat a CPAR2_200390 altal kodolt transzkripcids faktor
a sejtfal kitin Osszetételének szabalyozasat feltehetdleg a kitindz és kitin szintaz gének

expresszidjanak modositasan keresztiil fejtheti Ki.
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22. abra. A CPAR2_200390 deléciés mutans torzs kitinaz és kitin szintaz expressziéjanak
vizsgalata.
CPAR2_200390 4/4 deléciés mutans torzs kitinazainak (CHT1-CHT4) és kitin szintazainak

(CHS1-CHS3 és CHS8) relativ expresszios adatai, a vad tipusu torzs adataihoz normalizalva. A
sejteket YPD tapkozegben (A), illetve FBS + DMEM tapoldatban (B) egy éjszakan at, 37 °C-on
tenyésztettiik. Szignifikancia mértéke: *p <0,05; **p <0,01; ****p <0,0001.

6.4.2.4. A CPAR2_200390 4/4 mutans torzs in vivo virulencia vizsgalata

A CPAR2_200390 altal kodolt transzkripcioés faktor a gomba ¢Eletképességében,

morfoldgia valtdsdban és a sejtfal osszetétel szabalyozasaban betoltott szerepének igazolasa

utan elvégeztiik a delécios torzs virulencia vizsgalatat is.
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Virulencia vizsgalatainkhoz jelen esetben is G. mellonella larva modellt
alkalmaztunk. A kisérlet soran csoportonként 20-20 egyedet hasznaltunk az egyes torzsekkel
¢s PBS pufferrel (kontroll) torténd infekciokhoz. Az egyes csoportok tagjainak tulélését 7
napon keresztiil kovettiik nyomon. A fertézott G. mellonella larvak talélése alapjan a
CPAR2_200390 4/4 delécios torzs jelentds mértékben csokkent virulenciat mutatott (23.
abra). Tehat a CaSpt3 transzkripciés faktorhoz hasonldan - ebben a modellrendszerben -, a

Cpar2 200390 is részt vesz a gomba fertézoképességének szabalyozasaban.
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23. abra. Galleria mellonella larva talélési gorbe C. parapsilosis torzsekkel torténé fertozést

kovetoen.
Az abra G. mellonella larvak vad tipusu, CPAR2_200390 4/4 delécios (KO), CPAR2_200390

crer

szazalékos ardnyban megadva. Szignifikancia mértéke: ****p <0,0001.

6.4.2.5. A C. parapsilosis Cpar2_200390 transzkripcios faktor vizsgalatabol szarmazé
eredmények osszefoglalasa

A CPAR2_200390 gén szintén a gazda-patogén kolcsonhatast kdvetden keriilt azonositasra,
melynek expresszidja emelkedett az interakciot kovetden vizsgalt 1 és 6 Ora utan is. A
CPAR2_200390 4/4 delécids torzs jellemzése soran kapott fenotipus profil (aggregalodod
hiperfilamentalo sejtek, gylrott telepmorfologia és novekedési rendellenesség) megegyezik
a legkozelebbi ortolog, az SPT3 C. albicans-bol torténd delécioja soran kapott
fenotipusokkal (Laprade és mtsi., 2002).

Az SPT3 az evolucidsan konzervalt SAGA komplex egyik alegysége, amely a

komplex tagjaként szamos gén expresszidjat szabalyozza (Bhaumik és Green 2002). A
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fehérje komplex az élesztd genom génjeinek megkdzelitdleg 10%-at szabalyozza, amely
gének kozil sok a stresszre adott valasz kialakitasaban vesz részt (Huisinga és Pugh 2004).
A komplex TBP proteinek toborzasat végzi bizonyos promoter régiok TATA-elemeihez
(TATA-box) (Huisinga és Pugh 2004) (24/A. abra). Az SPT3 tovabba a fonalas novekedés
egy konzervalt regulatora (Laprade és mtsi., 2002). A gén delécidja S. cerevisiae esetén a
fonalszerli novekedés hianyat, mig C. albicans-ban hiperfilamentaldo fenotipust
eredményezett (Laprade és mtsi., 2002). Tehat az SPT3 S. cerevisiae-ben a fonalas
novekedés pozitiv, mig C. albicans-ban annak negativ regulatoraként ismert (24/B. abra). A
CPAR2_200390 4/4 deléciés torzs altal mutatott fenotipus a C. albicans-ban
megfigyeltekhez hasonlo, melybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a gén C. parapsilosis-ban is
represszalhatja a masodlagos morfologia kialakulasat.

A CPAR2_200390-hez kothet6 egy tovabbi, eddig nem azonositott fenotipus, amely a sejtfal
stresszor kalkofluor fehérrel szembeni rezisztencia. A sejtfal stresszorral szembeni
ellenalloképesség megjelenése megvaltozott sejtfal szerkezetre utalhat. Ezért megvizsgaltuk
a mutans torzs sejtfalanak dsszetételét, ami a vad tipusu sejtekkel szemben rendkiviil gazdag
volt kitinben és kitin oligomerekben. A sejtfal kitin dsszetételét kiilonbozd kitindzok €s kitin
szintazok egyarant befolyasolhatjak (Selvaggini és mtsi., 2004). Ezért a CPAR2_200390 4/4
deléciés mutans torzsben megvizsgaltuk az egyes kitinaz (CHT1-CHT4) és kitin szintaz
(CHS1-CHS3, CHS8) kodolo gének expressziojat is. Vizsgalatainkban valamennyi bevont
gén expresszids profilja megvaltozott a vad tipust torzshoz képest, mind szérummal
kiegészitett, mind pedig YPD tapkozeg hasznalata esetén, ami oka lehet a mutans sejtek
felborult kitin bioszintézisének. A patogén gomba sejtfaldban torténd kitin atrendezddések,
nemcsak a stresszvalasz kialakitisa miatt fontosak, hanem a gazdaszervezetet érint0,
immunmodulalé hatasai miatt is fontosak lehetnek. Igy megvizsgaltuk a CPAR2_200390
A/4 delécids torzs virulenciajat. A G. mellonella modellorgaznimussal elvégzett kisérletek
soran elmondhatjuk, hogy a mutans torzs esetében csokkent virulenciat tapasztaltunk. Ez a
megfigyelés megegyezik a C. albicans-ban korabban tapasztaltakkal, miszerint a Spt34/4

delécios torzs szintén csokkent virulenciat mutatott (Laprade és mtsi., 2002).
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24. abra. A SAGA komplex és
az Spt3 altali szabalyozas.

A: A SAGA  komplex
felépitése. A komplex TBP
fehérjék  toborzasat  végzi
szamos promoter régio TATA-
box elemeihez. Forrés:
(Sterner és Berger 2000)
alapjan modositva.

B: A SAGA  komplex
alegysége, az Spt3 fonalas
novekedésben jatszott szerepe
S. cerevisiae-ben ¢és C.
albicans-ban.

Konkluzioként tehat elmondhatd, hogy az altalunk azonositott C. parapsilosis

CPAR2_200390 feltehetdleg a gomba morfogenezisének és a sejtfal kitin Osszetételének

szabalyozasan keresztiil részt vesz a gomba virulenciajanak szabalyozasaban is. Mindezek

alapjan feltételezhetd, hogy a C. parapsilosis-ban azonositott CPAR2_200390 a C. albicans-

ban korabban azonositott SPT3 gén funkcionalis ortologja lehet. Tovabba a fenti

eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy ez a gén feltehetben a pszeudohifa

novekedés regulatora lehet és nem a valodi hifds novekedésé, mint ahogyan ezt eddig

gondoltdk. Ennek aldtdmasztdsidra tovabbi vizsgalatokat terveziink, fontos azonban

megjegyezni, hogy ez lenne az els6ként azonositott pszeudohifa atalakulast regulalo faktor.
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6.4.3. A biofilmképzés szabalyozasaban résztvevé Cpar2 602840 transzkripcios faktor
jellemzése

6.4.3.1. A CPAR2_602840 4/4 delécids torzs sajatossagai az elozetes vizsgalatok alapjan

A deléciés konyvtar jellemzése soran a CPAR2_6028404/4 torzs a tobbi mutans torzshoz
viszonyitva hatékonyabb biofilm-képzének bizonyult (25/A. 4abra). Emellett a
CPAR2_6028404/4 mutans sejtek kiilonbozd kozegekben és homérsékleteken csdkkent
novekedési képességet mutattak (25 /B abra), valamint rezisztensnek bizonyultak a sejtfal
stresszor kalkofluor fehérrel és kongo vorossel szemben (25 /C abra).

In silico elemzések alapjan a CPAR2_602840 gén legkozelebbi funkcionalis ortologja a S.
cerevisiae TFB4 (NCBI Protein Blast), ami a TFIIH (transzkripcios faktor II H) komplex
esszencialis tagjaként szamos gén transzkripcidjanak szabalyozasaban vesz részt (Warfield
¢és mitsi., 2016). A komplex a nukleotid excizios javitasi folyamatok iranyitasan keresztiil
DNS hibajavit6 funkcioval is rendelkezik (Compe és Egly 2012).

Egy friss tanulmany szerint, S. cerevisiae-ben a TFB4 esszencialis, mivel annak
Mivel a TFIIH transzkripcios faktor komplex DNS javitasi mechanizmusokban vesz részt,
ez magyarazatként szolgalhat a CPAR2_602840 A4/4 delécidos torzs novekedési
rendellenességére. A mutans torzs sejtfal stresszorokkal szembeni ellenalld képességére,
illetve a hatékonyabb biofilmképzésre azonban nem ad valaszt.

A tovéabbiakban az utébbi tulajdonsdgok hatterében all6 mechanizmusok felderitését
tliztlik ki célul. Mivel a muténs torzs €és a vad tipusu torzs pszeudohifa képzése kozott nem
tapasztaltunk kiilonbséget, arra kovetkeztettiink, hogy a hatékonyabb biofilmképzés ¢€s a
sejtfal stresszorok jelenlétére adott valasz hatterében a sejtfal Gsszetételének megvaltozasa
allhat.
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Metabolikus aktivitas vizsgalat
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25. abra. A CPAR2_602840 mutans torzsek eldzetes fiziologiai vizsgalatai.
Az abrdkon a vad tipusu, CPAR2_602840 homozigota delécids (4/4) és reintegralt (Rek) torzsek
lathatéak. A: MTT metabolikus esszé a torzsek biofilmképzésének vizsgalatara. *Szignifikancia
mértéke: *p <0,05. B: Novekedési képesség vizsgalata YPD taptalajon, kiillonb6z6 homérsékleten, 2
napot kovetden. C: Novekedési képesség vizsgalata 40 pg/ml kalkofluor fehér (KF) és 20 pg/ml
kongo voros (KV) sejtfal stresszorral kiegészitett YPD taptalajokon, 2 napot kdvetden.
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6.4.3.2. A CPAR2_602840 4/4 mutans torzs sejtfal 6sszetételének vizsgalata Kiilonb6zo
sejtfal festékek alkalmazasaval

A kalkofluor fehér és kongd vords sejtfal stresszorokkal szembeni rezisztencia okat — a
CPAR2_200390 4/4 delécids torzshoz hasonldoan — elsOsorban a sejtfal Osszetételének
megvaltozasaban kerestiik. Ehhez jelen esetben is a sejtfal felszinén talalhatd
mannoproteinekhez kétddé CoA-FITC-t, a kitinhez kapcsolodd kalkofluor fehér, illetve a
sejtfalban elszortan talalhato Kkitin oligomerekhez kot6dd6 WGA-TRITC fluoreszcens
festékeket alkalmaztuk (26. abra). A fluoreszcens mikroszkopos képek kiértékelése utan a
CPAR2_602840 4/4 mutans torzs esetében nem tapasztaltunk eltérést a sejtfal kitin
Osszetételében, a vad tipusu torzshoz képest. Azonban érdekes modon, a mutdns sejtek
falaban megemelkedett a mannoproteinek mennyisége a vad tipusu torzs sejtfaldhoz
viszonyitva (26. abra).

Ez alapjan a Cpar2_ 602840 transzkripcios faktor befolyassal birhat a gomba sejtfal

Osszetételére.
Kalkofluor fehér
Kalkofluor fehér ConA - FITC WGA - TRITC Kalkofluor fehér ConA - FITC Kalkofluor fehér ConA - FITC
ConA - FITC WGA - TRITC WGA - TRITC WGA - TRITC

C. parapsilosis
CLIB 214 VT

o

0 L
Cp602840 4/4

(@) (

26. abra. A CPAR2_602840 mutans torzsek sejtfal osszetételének vizsgalata.
Az abran a vad tipusu és CPAR2_602840 homozigota (KO) delécios torzs eltérd fluoreszcens
festékekkel torténd sejtfal festése lathatd. Méretarany jelzésére szolgald vonal mérete: 5 um.
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6.4.3.3. A biofilmképzést meghatiarozo transzkripciés regulatorok expressziojanak
vizsgalata a CPAR2 6028404/4 torzsben

Candida fajoknal mar szamos biofilmképzésben szerepet jatszo faktort azonositottak. C.
parapsilosis esetében nyolc ilyen transzkripcios faktort irtak le. Ezek a C. albicans-ban is
megtalalhatd Ace2, Berl, Ndt80 és Efgl, valamint az egyediil C. parapsilosis-ban
funkcionald Cph2, Czfl, Gzf3 és Ume6 faktorok (Holland és mtsi., 2014). A tovabbiakban e
faktorok expresszidjanak szabalyozddasat vizsgaltuk a hiper-biofilm képz6 fenotipust
mutatd CPAR2_6028404/4 delécios torzsben. Kisérleteinkben a mutans térzsnél mind a
nyolc vizsgalt gén expresszidja megemelkedett (27. abra), ami arra enged kovetkeztetni,
hogy a Cpar2 602840 transzkripcios faktor kulcsfontossagi szabalyoz6 molekulaként

funkcionalhat a vizsgalt biofilm képzést befolyasold gének expresszioja felett.
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27. abra. A biofilmképzést szabalyozo gének expresszioja.
Az 4bran relativ expresszios értékek lathatoak, a vad tipusu torzs adataihoz normalizélva, a torzsek 2

crer

mértéke: *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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6.4.3.4. A CPAR2_602840 4/4 mutans torzs in vivo virulencia vizsgalata

A biofilmképzést befolyasold faktorok bizonyitottan részt vesznek a gomba virulenciajanak
szabalyozasaban is (Connolly és mtsi.,, 2013). A CPAR2_602840 gén biofilmképzésben
jatszott szerepének igazolasat kovetden megvizsgaltuk hogy a CPAR2_602840 A/4 mutans
torzsben létrejott fenotipus hogyan befolyasolja a gomba fert6zOképességét. Virulencia
vizsgalatunkhoz jelen esetben is a G. mellonella larva modellt alkalmaztuk. Fert6zést
kovetden a beoltott larvak talélését 7 napon keresztiil napi rendszerességgel ellendriztiik. A
tulélési gorbe adatai alapjan a CPAR2_6028404/4 toérzs mérsékelten csdkkent virulenciaval
rendelkezik (28. abra), tehat G. mellonella modellorganizmusban a CPAR2_602840 altal

kodolt transzkripcids faktor részt vesz a gomba fertdzoképességének szabalyozasaban is.

100
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28. abra. Galleria mellonella larva talélési gorbe C. parapsilosis torzsekkel torténé fertozést
kovetden.
Az abra G. mellonella larvak vad tipust, CPAR2 602840 A/A delécios (KO), reintegralt (Rek)

s

megadva. Szignifikancia mértéke: *p <0,05.
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6.4.3.5. A C. parapsilosis Cpar2_ 602840 transzKkripcios faktor vizsgalatabdl szarmazo
eredmények osszefoglalasa

A CPAR2_602840 gén szintén a gazda-patogén kolcsonhatast kovetden keriilt azonositasra,
melynek expresszidja a kolcsonhatast kovetden vizsgalt 1 és 6 Ora utan is emelkedett szintet
mutatott. A 1étrehozott CPAR2_602840 4/4 delécids torzs jellemzését kdvetden azonositott
fenotipusok a kovetkezOk voltak: ndvekedési rendellenesség az optimalistol eltérd
hémérsékleteken és minimal tapkozegekben, rezisztencia a sejtfal stresszor kalkofluor
fehérrel és kongo vorossel szemben ¢€s hatékonyabb biofilm képzd képesség megjelenése a
vad tipusu torzzsel 6sszehasonlitva.

A CPAR2_602840 legkozelebbi ortologja az altalanos transzkripcios faktor komplex
Il H (TFIIH) egyik esszencialis alegységét kodolo TFB4 gén (29/A. abra). S. cerevisiae
esetén a sejtek Tfb4 hianyaban életképtelenek (Warfield és mtsi., 2016). A komplex szamos
génrdl torténd transzkripciod elinditdsdhoz sziikséges €s DNS hibajavitd folyamatokban is
részt vesz (Compe és Egly 2012; Warfield és mtsi., 2016). Ez magyarazatként szolgalhat a
CPAR2_602840 hiadnyaban, bizonyos koriilmények kozott bekovetkezd, nodvekedési
rendellenességre.

Jelen kisérleteinkben a mutans torzs sejtfal stresszre adott valasza ¢€s hatékonyabb
biofilm képzd képessége mogotti mechanizmusokat vizsgaltuk. Elemeztiik a mutans sejtek
sejtfalanak Osszetételét, melynek megvaltozasa magyarazhatja a sejtfal stresszorok
jelenlétére adott valaszt. Ehhez a sejtfal kiilonb6z6 komponenseihez kotddd fluoreszcens
festékeket alkalmaztunk. A kisérlet eredményeként a CPAR2_602840 A4/4 mutans sejtek
sejtfalaban Iényegesen megemelkedett manndz tartalmat detektaltunk a vad tipusu sejtekkel
szemben. Elképzelhet6, hogy a sejtfal Osszetételének ily modon torténd megvaltozasa
befolyasolhatta bizonyos sejtfal stresszorok, valamint a tovabbi, kitinhez / kitin
oligomerekhez kotddoé fluoreszcens festékek szubsztrat affinitasat. A sejtfal stresszorokkal
szembeni rezisztencia oka lehet maga a biofilmképzés is, mely szintén befolyasolhatta az
egyes sejtek sejtfalanak hozzaférhetoségét.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy milyen mechanizmus allhat a
CPAR2 602840 A/4 mutans torzs hiper-biofilmképzé tulajdonsdga  hatterében,
megvizsgaltuk azon gének expresszidjat (ACE2, EFG1, BCR1, CPH2, CZF1, GZF3, UMES,
NDT80), melyek a C. parapsilosis biofilmképzésében bizonyitottan részt vesznek (Ding és
Butler 2007; Connolly és mitsi., 2013; Holland és mtsi., 2014). A génexpresszios
vizsgalatokat kovetéen azt tapasztaltuk, hogy a mutans toérzsben minden eddig ismert

biofilmképzést befolyasoldé gén 4tirodasa megemelkedett. Ebbol  tehat arra
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kovetkeztethetiink, hogy a Cpar2 602840 egy kulcsfontossagh regulatora a C. parapsilosis
biofilmképzésének (29/B. abra).

Mivel a biofilmképzést befolyasold faktorok bizonyitottan befolyasoljak a gomba
virulenciajat (Connolly és mtsi, 2013) és a patogén gombak sejtfal Osszetételének
megvaltozasa is kihatassal lehet a gazda immunvalaszara, megvizsgaltuk a CPAR2_602840
A/4 delécids torzs fert6zOképességét is, amelyhez G. mellonella modellorganizmust
alkalmaztunk. Kisérleteink eredményeként elmondhatjuk, hogy az itt alkalmazott
modellrendszerben a torzs virulencidja mérsékelten csokkent. Ennek magyarazata lehet,
hogy a biofilmképzés mint virulencia faktor inkdbb a gombafertézés korai stadiumdban
jatszhat fontosabb szerepet. Ezért a késObbiekben olyan modellrendszer hasznélatat

tervezziik, ami a fert6zés korai szakaszanak vizsgalatara alkalmasabb lehet (pl. patkany

katéter modell).
A
TFIIH - Transzkripciés Faktor Il H - komplex 29. abra. A TFIIH komplex és a

Cpar2_602840 feltételezett szerepe.

A: A TFIIH komplex sematikus
abraja (Zhou és mtsi., 2007)

B: Alacsony tapanyag tartalmu
kozegben a Cpar2_ 602840
transzkripcios faktor

biofilmképzésben jatszott
feltételezett szerepe.

alacsony tapanyag-
tartalmu kbzeg

Cpar2_602840 _?
Tfh4/
— ?

2 [ Biofim képzést

[ - szabdlyozo gének

Konkluzidként tehat elmondhat6, hogy a C. parapsilosis-ban altalunk azonositasra
keriilt CPAR2_602840 gén a gomba sejtfal Osszetételének ¢és biofilmképzésének
szabalyozasan keresztiil befolyasolja annak virulencidjat. A CPAR2_602840 esetében itt
meghatarozott funkciok egyediilalloak, mivel mas fajokban ezek egyike sem kothetd az

eddig ismert ortologok funkcidjahoz.
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6.4.4. A hészenzitivitast befolyasolé Cpar2 303700 kinaz azonositasa

6.4.4.1. A CPAR2_303700 4/4 delécios torzs sajatossagai az elozetes vizsgalatok alapjan

A CPAR2 303700 4/4 torzs vizsgalatainkban jelentds mértékii szenzitivitast mutatott
alacsony hoémérséklet (20 °C, 25 °C) jelenlétére  (30/A. abra). A torzs tovabbi
jellegzetességei kozé tartozik annak megvaltozott telepmorfologiaja (30/B. abra), lassu
novekedése (30/C. abra), illetve a sejtmembran karosité SDS-sel (31/A. abra) és az oxidativ
stresszor H,O,-vel szemben fellépd nagyfoku érzé¢kenysége (31/B. abra).

A Candida genom adatbazis alapjan a CPAR2_303700 altal meghatarozott ORF
legk6zelebbi, mar azonositott ortologja, a S. cerevisiae-ben és szamos mas eukariota
organizmusban jelen 1évé CGI121. A Cgil2l fehérje az evolicidosan konzervalt
KEOPS/EKC komplex allosztérikus regulatora (Perrochia és mitsi., 2013), amely fehérje
csoportosulas transzkripcidé koaktivator funkcioval rendelkezik (Kisseleva-Romanova és
mtsi., 2006), de részt vesz a telomer fenntartasban (Downey és mtsi., 2006) és a tRNS
modositasban is (Srinivasan és mtsi., 2011) .

Korabbi tanulmanyok alapjan a KEOPS/EKC komplex szamos alegységének
meghibasodasa novekedési rendellenességhez vezetett, mely esetenként letalis volt
(Kisseleva-Romanova és mtsi., 2006; Srinivasan és mtsi., 2011). Megjegyzendd, hogy a
Cgil21 fehérje funkcidjanak elvesztése esetén nem volt megfigyelheté defektes fenotipus
(Srinivasan és mitsi., 2011), tehat a CGI121 hianya szamottevéen nem befolyasolta a
komplex mikodését. Mas tanulmanyokban leirtdk, hogy az ¢éleszté telomer
meghosszabbitasaban a CDC1-13 gén bizonyitottan részt vesz. A gén delécidja esetén kapott
fenotipus jellegzetessége a héérzékenység, novekedési rendellenesség €s az oxidativ stressz-
szel szembeni nagyfoku érzékenység. Ezt a fenotipust, és emellett egyéb termoszenzitiv
fenotipusokat is, a CGI121 génben bekovetkezé mutacié menekiti (Downey és mitsi., 2006).
Esetiinkben a CPAR2_303700 4/4 mutans torzsben létrejott fenotipusok a S. cerevisiae
cdcl-134/4 mutans torzsnél megfigyeltekhez hasonloak. Tehat mig S. cerevisiae-ben a gén
delécidja a hdszenzitiv fenotipust menekiti, addig C. parapsilosis-ban a gén elvesztése
héérzékenységhez vezet. Ez arra utalhat, hogy a Cpar2_303700 a S. cerevisiae Cgil2l
fehérje szerepével ellentétesen funkciondlhat.

A tovabbiakban a CPAR2_303700 altal kodolt fehérje in silico analizisét végeztiik el
annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, az mennyiben hasonlo a CGI121 altal kodolt

fehérjével.
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30. abra. A CPAR2_303700 mutans torzsek elézetes fizioldgiai vizsgalatai.
Az abrakon a vad tipust, CPAR2_303700 homozigéta delécids (4/4) és a reintegralt (Rek) torzsek
lathatoak. A: Novekedési képesség vizsgalata YPD taptalajon, kiillonb6zé hémérsékleteken, 2 napot
kovetden, a gomba torzseket jelzett koncentraciokban kihigitva. B: Telepmorfologia vizsgalata YPD
taptalajon, 2 napon at torténé 30 °C-os inkubéciot kdvetden. C: Novekedési kinetika abrazolasa a
sejtek YPD tapoldatban, 30 °C-on torténd 24 oras tenyésztésével.
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31. abra. A CPAR2_303700 mutans torzsek elézetes fiziologiai vizsgalatai.
A abrakon a vad tipusu, CPAR2_303700 homozigota delécios (4/4) és reintegralt (Rek) torzsek
lathatéak. A: Novekedési képesség vizsgalata 0,06% SDS-sel kiegészitett YPD taptalajokon, a
torzseket 30 °C-on, 4 napon at novesztve. B: Novekedési képesség vizsgalata 10 mM H,0,-vel
kiegészitett YPD taptalajokon, 37 °C-on, 2 napon at inkubalva, a gomba torzseket jelzett
koncentracidkban kihigitva.
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6.4.4.2. CPAR2_303700 ORF altal meghatarozott fehérje in silico analizise

A jelen fejezetben targyalt in silico adatelemzéseket Chetna Tyagi, bioinformatikus PhD
hallgat6 segitségével végeztiikk el. A S. cerevisiae CGI121 és a CPAR2_ 303700 génekrdl
levezethetd aminosav szekvencia Osszehasonlitasakor 34% azonossagot talaltunk (NCBI
Protein Blast). Két fehérje esetén akkor kovetkeztethetiink funkcido azonossagra, amikor
azok elsddleges szekvenciaja legalabb 30%-ban teljesen megegyezik, illetve ugyanazon
konzervalt doménekkel rendelkeznek (Krieger és mtsi., 2003; Raghava és Barton 2006). A
Cpar2_303700 a CGI121 szupercsalad konzervalt doménjeit tartalmazza az elsddleges
szekvencia adatok alapjan (NCBI konzervalt domén keres6). Mivel az altalunk vizsgalt
szekvenciak kozotti azonossag kozel all a 30%-os hatarértékhez, ezért tovabbi in silico
adatelemzéseket végeztiink. Els6ként Osszehasonlitottuk a két fehérje primer szerkezetei
segitségével prediktalhaté harmadlagos szerkezeteket. Ehhez a ModBase adatbazist (Pieper
¢és mtsi., 2006) hasznaltuk. A rendszer az Gjonnan feltoltott fehérjék térszerkezetét az azokat
alkoto aminosavak fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan képes megjosolni, melyet az
adatbazisdban mar jelen levé fehérjék harmadlagos szerkezetéhez hasonlit. Ezt kdvetden
kivalasztja a legnagyobb valoszinliséggel felvett térszerkezetet. A kapott Cpar2_303700
protein harmadlagos szerkezetet ezt kovet6en Osszehasonlitottuk a S. cerevisiae Cgil2l
térszerkezetével, ami egyben az adatbazis altal ajanlott legjobb taldlatot ado fehérje is volt.
A térszerkezetek egymasra illesztéséhez az UCSF Chimera nevii szoftvert (Pettersen és mtsi.,
2004) alkalmaztuk. Az illesztés alapjan a két aminosav szekvenciat tekintve ismételten 30%
koriili (30,34%) teljes azonossagot kaptunk (32/A. abra). A kapott vizualizalt térszerkezetek
egymasra illesztését kovetden arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a Cpar2 303700 és a S.
cerevisiae Cgil21 fehérjék bar nem mutatnak 100%-os atfedettséget, térszerkezetiik
nagymértékben hasonlit (32/B. abra). A kiilonbségek a masodlagos szerkezeti elemek
mennyiségében torténd eltérésekbdl adddnak, ami alapjan elmondhato, hogy a
CPAR2_303700 altal kodolt fehérje 1 béta-lemezzel, illetve 2 hurok régioval kevesebbel
rendelkezik, mint a S. cerevisiae Cgil21 protein (5. tablazat). Kilonbozo fehérjék
térszerkezetének Osszehasonlitasakor gyakran hasznaljak az un. RMSD (root mean square
deviation - atomok kozotti tavolsagok négyzetes kozepe) értéket, ami a fehérjék azonos
elhelyezkedésli egyes atomjai (leggyakrabban a vazat alkotd alfa szénatomok) kozotti
tavolsagot jelzi (Carugo és Pongor 2001). Minél kisebb az RMSD értéke (altaldban <2 A
(angstrom) ), annal nagyobb a két fehérje szerkezete kozotti hasonlosag. Amennyiben ez az
érték a nullaval egyenld teljes azonossagot feltételezhetiink (Carugo és Pongor 2001). A

Cpar2 303700 ¢és a Cgil21 Gsszehasonlitasa soran a két fehérje azonos értékii szénatomjai
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kozott 0,61 + 0,04 A RMSD értéket (tavolsagot) kaptunk,

szolgal az azok kozotti hasonlosagra.
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32. abra. A Cpar2_303700 és a S. cerevisiae Cgil21 fehérjék szekvencia illesztése és
térszerkezete.
A: Szekvencia illesztés a Cpar2 303700 és a ScCgil21 fehérjék aminosav szekvencidit hasznalva.
Jelolések: Pirossal kiemelt aminosavak - szekvencia azonossag a két elsddleges szekvencia kozott.
Z061d hattér: B-lemez konformacio, sarga hattér: a-hélix szerkezet, piros hattér: hurok régio.

B: Az abran a CPAR2_303700 altal kodolt hipotetikus fehérje prediktalt szerkezete (piros modell),
valamint a S. cerevisiae CGI121 4ltal meghatarozott protein ismert térszerkezete (kék modell) lathatd
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egyenként, illetve a fehérjék egymasra illesztését kovetéen (UCSF Chimera szoftver). Méretskala: 10
angstrom.

5. tablazat. A S. cerevisiae Cgil21 és a C. parapsilosis Cpar2 303700 fehérjék
masodlagos szerkezeti elemei.

o-hélix 9db 9db
B-lemez 5db 4 db
hurok 15db 13 db

S. cerevisiae-ben korabban megfigyelték, hogy a Cgil21 a SAGA komplex egy masik
alegységével, a Bud32 fehérjével szoros kdlcsonhatasban all (Ho és mitsi., 2002; Downey és
mitsi., 2006) (33/A. abra).

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az altalunk azonositott Cpar2 303700 a
Cgil21-hez hasonloan képes-e a Bud32 alegységgel kolcsonhatasba keriilni (33. abra).
Ehhez a HADDOCK szervert (de Vries és mtsi., 2010) hasznaltuk, ami kiilonb6z6
molekulak (fehérje-ligand, fehérje-fehérje) egymassal torténd potencialis érintkezéseinek
modellezését végzi (de Vries és mtsi., 2010). A szerver maximum 200 felveheto
konformacio vizsgalatat végzi és megjosolja a lehetséges kolcsonhatasokat. Az in silico
adatelemzéseket kovetden két f0 paramétert emeltiink ki, amelyek a kiilonb6z6 fehérjek
kozotti kolesonhatds leirdsara alkalmasak. Ezek kozé tartozik a mar korabban emlitett
RMSD érték, illetve a komplex stabilitdsdhoz sziikséges kotddési energia. Fehérje-fehérje
kolesonhatas vizsgalata sordn minél kisebb az RMSD értéke, anndl nagyobb valosziniiséggel
valésul meg interakcid (Carugo ¢és Pongor 2001). Két kiilonbozé fehérje kozotti
kolcsonhatas abban az esetben stabil, ha annak fenntartasahoz minimalis energia sziikséges.
Ezt az energiat kotddési energidnak nevezziik, amely egymassal stabilan kot6dé molekuldk
esetén negativ értékkel jellemezheté (Bronowska 2011). A HADDOCK altal elvégzett in
silico adatelemzések alapjan a Cpar2 303700 és a Bud32 fehérjék vizsgalata soran — a
legnagyobb valdszinliséggel felvett konformacio esetén — szamitott RMSD értéke 0,4 £ 0,2
A, mig a fehérjék kozott kotédési energia értéke -7597,67 kcal/mol volt, amely adatok
szoros interakciora utalnak. A Cpar2 303700 és Bud32 alegységek kozotti kolcsonhatast a
33/B. és a 34. abrak szemléltetik. A két molekula kozotti szoros kapcsolatot a 7 hidrogénhid
kotés jelenléte is alatimasztja (az atomok kozotti tivolsag <3,5 A, 34/A. 4bra), amelyet
szamos hidrofob alegység (8 a Bud32 molekula esetén és tovabbi 9 a Cpar 303700 esetén,
34/B. abra) jelenléte is stabilizal.
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Az igy kapott in silico adatok alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a Cpar2 303700 a S.
cerevisiae-ben azonositott Cgil21 fehérje C. parapsilosis megfeleldje lehet.

33. abra. A C. parapsilosis Cpar2_303700, S. cerevisiae Cgil21 és a S. cerevisiae Bud32 fehérjék
kozotti kolcsonhatas.

Az abran (A) a S. cerevisiae Cgil21 (sarga) és Bud32 (z6ld) fehérjék, illetve (B) a HADDOCK

szerver altal josolt C. parapsilosis Cpar2 303700 (piros) és S. cerevisiae Bud32 (zold) fehérjék

kozotti kolesonhatasok lathatéak. A kolcsonhatds kialakitdsaban szerepet jatszo hidrogénhid

kotéseket kék szinnel abrazoltuk. Méretskala: 10 angstrom.
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34. abra. A C. parapsilosis Cpar2_303700 és a S. cerevisiae Bud32 fehérjék kozotti hidrogénhid
és hidrofob kolcsonhatasok.

A: Az abran a Cpar2 303700 (piros) és Bud32 (z6ld) proteinek aminosavai kozott kialakult

hidrogénhidak (kék) és az azok kozotti tdvolsagok lathatéak. B: A képen a hidrogénhid kotések

kozelében kialakult stabilizalo hidrofob alegységek lathatoak (kék). Méretskala: 10 angstrom.

106



6.4.4.3. A CPAR2_303700 4/4 mutans torzs in vivo virulencia vizsgalata

Bar a Cpar2 303700 fehérje szerkezeti analizisének eredménye Onmagaban nem ad
hez hasonl6 protein, igy szintén a KEOPS/EKC komplex tagja lehet.

Egy uj tanulmany szerint, A. nidulans-ban a KEOPS/EKC komplex egyik tagja tobb
olyan kiilonb6z6 metabolikus utvonal szabalyozasaban is részt vesz (Dzikowska és mtsi.,
2015), amely utvonalak Candida fajokban Osszefiiggésbe hozhatébak a patogenitas
kialakulasaval. Ezért a komplex egyes tagjai bizonyos fajok fertézOképességét is
befolyasolhatjak.

Jelen kisérletiinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a CPAR2_303700 gén
elvesztése 6nmagaban befolyasolja-e a gomba fert6zOképességét. Ehhez, az eddigiekhez
hasonloan, G. mellonella fert6zési modellorganizmust hasznaltunk, csoportonként 20-20
egyedet alkalmazva. A sejtszuszpenziokkal, és PBS-sel beoltott larvak tulélését hét napon
keresztiil napi rendszerességgel monitoroztuk. A tulélési gorbék alapjan a CPAR2_303700
A/4 torzs jelentds mértékben csokkent virulenciaval rendelkezett (35. abra), tehat a
CPAR2_303700 altal kodolt kinaz ebben a modellrendszerben, bar ismeretlen modon, de
befolyasolja a C. parapsilosis fert6zoképességét.

100
80 —‘—‘—\ - PBS
— CLIB214 VT
P -= (Cp303700 KO
S —— (Cp303700 Rek
S
X 40
20- ) ) I
1,
0 L L] T T L] T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
1dé (nap)

rrrrrr

crcr

Szignifikancia mértéke: *p <0,05.
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6.4.4.4. A C. parapsilosis CPAR2_303700 altal kodolt Kkinaz vizsgalatabol szarmazo
eredmények osszefoglalasa

A C. parapsilosis delécios konyvtar létrehozasat kovetden kiemelt negyedik gén a
CPAR2_303700, amelyet szintén a gazda-patogén kolcsonhatast kovetéen azonositottunk. A
THP-1-gomba interakciot kovetd 1 ora elteltével ezen gén esetében is emelkedett
expressziot detektalunk. A CPAR2_303700 gén C. parapsilosis genombdl torténd
eltavolitasa a kovetkezd fobb fenotipusbeli elvaltozasokat eredményezte: érzékenység az
optimalistdl eltéré alacsonyabb homérsékletekre, lassu novekedés, sima telepmorfologia és
oxidativ stressz-szel szembeni szenzitivitas.

A CPAR2_303700 legkozelebbi azonositott és jellemzett ortologja a S. cerevisiae-
ben megtaldlhato CGI121 ORF. A Cgil21 fehérje az evolucidsan szintén konzervalt
KEOPS/EKC komplex egyik alegysége, amely feltehetdleg a komplex allosztérikus
regulatoraként részt vesz transzkripci6 koaktivator funkcidkban, a telomer fenntartasban és a
tRNS modositasban is (Downey ¢és mtsi., 2006; Kisseleva-Romanova és mtsi., 2006;
Srinivasan és mtsi., 2011; Perrochia és mtsi., 2013) (36. abra). A Cgil21 KEOPS/EKC
komplex altal szabalyozott folyamatokban betoltott pontos funkcidja tovabbra is kérdéses,
mivel a fehérje delécidja/mutacioja a tobbi alegységgel szemben nem befolyasolta jelentds
mértékben a gombasejtek életképességét (Srinivasan és mitsi., 2011). A KEOPS/EKC
komplex telomer fenntartdsban jatszott szerepének vizsgalata sordn arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a Cgil21 mutacidja a telomer képzés rendellenességébdl eredd fenotipusokat
menekiti (Downey és mtsi., 2006). Ezen fenotipusok koziil kiemelendd a hészenzitivitas és a
novekedési rendellenesség, de oxidativ stressz-Szel szembeni érzékenységet is megfigyeltek
mar (Downey és mitsi., 2006; Perez-Rivero és mtsi., 2008). Esetiinkben, C. parapsilosis-ban
a CPAR2_303700 delécidja mindezen fenotipusok megjelenését okozta, ami arra utalhat,
hogy a Cpar2_303700 a S. cerevisiae Cgil21 fehérje szerepével ellentétesen funkcionalhat.

Mivel a Cgil21 és Cpar2 303700 kozotti szekvencia azonossag csupan 30% kortili,
ezért tovabbi in silico vizsgalatokat is elvégeztiink, mely soran Osszehasonlitottuk a két
fehérje harmadlagos szerkezetét. Eredményként elmondhatjuk, hogy a fehérjék egymasra
illesztését kdvetden azok térszerkezete kozott nagyfoku hasonlosagot tapasztaltunk, amelyet
a kapott alacsony RMSD érték is alatamasztott. S. cerevisiae-ben a KEOPS/EKC komplex
Cgil21 és a Bud32 alegységei egymassal szoros kolcsonhatasban allnak (Ho és mitsi., 2002;
Downey ¢és mtsi., 2006). Annak érdekében, hogy a Cpar2 303700 és Cgil21 fehérjék
kozotti azonossagot tovabbi bizonyitékokkal is alatamasszuk, in silico megvizsgaltuk, hogy

a Cpar2_303700 képes e a Bud32 alegységgel kolcsonhatasba keriilni. Eredményként
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elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt fehérjék kozott nagy valdszinliséggel 1étrejohet az
interakcid, amelyre az alacsony RMSD érték, illetve a kotodési energia értéke egyarant utal.
Elmondhato tovabba az is, hogy a struktirak egymasra illesztése soran szamos hidrogénhid
kotést és hidrofob kolesonhatast is detektaltunk, amelyek jelenléte szintén alatamasztja a két
szerkezet kozotti interakciot. Mindezen in silico adatelemzések alapjan azt feltételezhetjiik,
hogy a C. parapsilosis-ban azonositott Cpar2_303700 a S. cerevisiae Cgil21 fehérje
funkciondlis ortoldgja lehet. Azonban ennek aldtdmasztasa érdekében a jovOben tovabbi
kisérletek elvégzésére van sziikség, példaul éleszté kéthibrid rendszer alkalmazasaval vagy
immunprecipitacié hasznalataval.

Egy korabbi tanulmany alapjan, A. nidulans-ban a KEOPS/EKC komplex
Osszefiiggésbe hozhatdé szdmos metabolikus utvonal szabalyozéasaval, példaul az aminosav
anyagcserével és egyéb szénforrasok hasznositasaval, tovabba a sziderofor képzéssel és az
rcoA (C. albicans-ban Tupl) globalis transzkripcidos regulator szabalyozasaval is
(Dzikowska és mtsi., 2015). Mindezen utvonalak és a Tupl szabalyozasa C. albicans-ban
Osszefliggésbe hozhatd a patogenitas szabalyozasaval (Lorenz és Fink 2001; Knight és mtsi.,
2002; Almeida ¢és mtsi., 2009), igy feltételeztiik, hogy a komplex egyes tagjai — jelen
esetben a Cgil2l ortologja — bizonyos Candida fajok, mint példaul a C. parapsilosis
fertdzoképességét is befolyasolhatjak. A CPAR2_303700 4/4 delécidos mutans torzs G.
mellonella modellorganizmussal elvégzett virulencia vizsgalatait kdvetden kapott csokkent
virulencia adatai alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gén a C. parapsilosis

fertdzOkeépességét jelentds mértékben befolyasolja.

KEOPS/EKC - komplex

Cgi121: allosztérikus szabalyozé elem 36. abra. A KEOPS/EKC komplex és
alegységei.
Kae1 Cgi121 . .
A KEOPS/EKC komplex sematikus abraja.
N & S. cerevisiae-ben a Cgil21l a KEOPS/EKC
G komplex allosztérikus regulatora (Perrochia
beet S, b ¢és mtsai. 2013).
Bud32

Konkluzioként tehat elmondhaté, hogy az altalunk azonositdsra Kkeriilt
CPAR2_303700 gén feltehetdleg a KEOPS/EKC komplex tagjaként befolyasolja a gomba
virulenciajat. Az altala kodolt protein kindz pontos funkcidjanak meghatarozasahoz azonban
tovabbi kisérletek elvégzésére van sziikség. Tudomasunk szerint, ez az elsé alkalom, hogy a

KEOPS/EKC komplex 0sszefliggésbe hozhatd egy patogén faj fertézoképességével.
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7. Osszefoglalas

Vilagszerte jelentés problémat jelentenek az invaziv gombafertézések okozta
szisztémas megbetegedések, amelyek kezelés nélkiil halallal is végzddhetnek. Az invaziv
fert6zést kivalto fajok koziil kiemeltek a Candida nemzetség tagjai, amelyek az opportunista
mikozisok legnagyobb hanyadat okozzak. A legtobb megbetegedést a C. albicans okozza,
azonban mas, a nemzetségbe tartozo, igynevezett nem-albicans Candida fajok eléfordulasa
is egyre gyakoribb. Ezek koziil az egyik leggyakrabban el6forduld faj a C. parapsilosis,
amely a 18 év alatti gyermekek, illetve ujsziilottek korében fordul elé leginkabb, azonban
gyakran kimutathat6 az intenziv osztalyokon kezelt iddsebb betegeknél is. Ezek f6 oka,
hogy a C. parapsilosis, a C. albicans-szal 6sszehasonlitva, jobban képes szaporodni az
ujsziilotteknek szadnt magas gliikoz ¢€s lipid tartalmu tapoldatokban, tovabba gyakran képez
biofilmet nem megfeleléen sterilizalt orvosi eszkdzokon. Mindezen tényezOk és a faj
echinocandin tipusu antifungélis szerekkel szembeni rezisztencidja indokoljak a C.
parapsilosis fertézoképességének megértéséhez sziikséges alapkutatasokat.

Egy patogén organizmus virulencidjat eldsegité faktorainak vizsgdlatara kiilonbozo
molekularis moddszerek allnak rendelkezésiinkre. A patogenitast befolydsold gének
azonositasa érdekében az egyik leggyakrabban hasznalt stratégia az adott gén genombol
torténd eltavolitasa. Ezt kdvetden a kapott fenotipus alapjan kovetkeztethetiink a kodold
régié funkcidjara. Napjainkban szadmos laboratérium hasznidl olyan molekularis
eszkozrendszert és high-throughput technologiat, amelynek segitségével egyszerre tobb gén
patogenezisben jatszott szerepe vizsgalhato.

Doktori munkam célja egy olyan delécios mutans konyvtar 1étrehozasa volt, amely
célzottan csak olyan géneket tartalmaz, amelyek kozvetleniil Osszefiiggésbe hozhatoak a
gomba fertdzoképességének kialakitasaval. Korabban laboratériumunkban azonositasra
keriiltek olyan gének, melyek emelkedett expressziét mutattak gazda-patogén kolcsonhatast
kovetden. Ezen kodolo régiok mellett kivalasztasra keriiltek olyan tovabbi gének is, amelyek
Osszefiiggésbe hozhatoak a gomba virulencidjaval.

Az igy létrehozott lista alapjan - génenként 2 parhuzamossal - 1étrehoztunk egy 30
génre nézve homozigota delécidos mutans kollekciot, melyet tobbféle szempont alapjan
elemeztiink. Vizsgaltuk a torzsek biofilm képzo képességét, bizonyos antifungalis szerekkel
szembeni érzékenységét, morfologiavaltasat, valamint névekedési és talélési képességeit. Ez
utobbiak esetében a szempontok alapjat olyan kdrnyezeti korilmények képezték, amelyek a
gazdaszervezetben is megtalalhatoak. Tobbek kozott ilyen az alternativ energiaforras,

megvaltozott kémhatast kozeg, megvaltozott hdmérséklet, valamint a kiilonb6zd oxidativ és
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egyéb stressz kondicidk jelenléte. A delécids konyvtar széles kori jellemzését kovetden
szamos olyan gént sikeriilt azonositanunk, amelyek a vizsgalt kondiciok legalabb egyikéhez
torténd adaptacioban részt vehetnek. A torzsek kiilonboz6 kozegekben torténd
novekedésének vizsgalata soran a mutans kollekcid kozel egyharmadanal (30%), mig a
stresszre adott valasz vizsgalatakor a mutans torzsek kozel felénél (47%) talaltunk eltérést a
referenciaként hasznalt vad tipust torzshoz képest. Emellett az antifungalis szerekkel
szembeni érzékenység a vizsgalt mutans torzsek 23%-anal valtozott meg, mig a pszeudohifa
¢s biofilmképzés soran a torzsek 10-10%-a esetén figyeltiink meg elvaltozast a vad tipusu
torzshoz képest.

Szamos azonositott génrdl beigazolodott, hogy pleiotrop hatassal rendelkezik, mivel
azok delécidja egyszerre tobb kiillonbozd, egymastdl fiiggetlen fenotipus létrejottét
eredményezte. Ezek koziil a legtobb fenotipus valtozassal rendelkezé mutans torzseket, az
adott gének funkcidjanak pontos meghatdrozéasa érdekében, tovabbi vizsgalatoknak vetettiik
ald. Megjegyzendd, hogy a kovetkezd 4 kiemelt gén mindegyike kdzvetleniil gazda-patogén
kolcsonhatast kovetden keriilt azonositasra. Az interakcidt kovetéen mindegyik esetében
emelkedett expressziot tapasztaltunk, amely a CPAR2_303700 kivételével a fertézést kovetd
1 és 6 Ora utan is fennallt.

Az invaziv gombafertdzés egyik legfobb utja a nem megfeleléen sterilizalt,
legtobbszor invaziv beavatkozasokhoz alkalmazott orvosi eszkozokkel torténd érintkezés.
Ezeken az eszk6zokon a gomba biofilmet képez, ami a fertdzés leggyakoribb forrasa. Igy a
biofilmképzés fleg a fertdzés kezdeti stadiumaban fontos. Ezt kovetden torténik a gazda
kolonizacidja, amelyben szintén fontos szerepet jatszanak a biofilmképzést szabalyozo
gének. C. parapsilosis-ban mar szamos ilyen gén azonositasra keriilt, azonban a teljes
folyamat még mindig nem ismert. A munkank soran azonositott CPAR2_602840 ORF a
gomba biofilmképzését szintén szabdlyozhatja, mivel hidnyaban a delécids torzs esetén
hatékonyabb biofilmképzést figyelhettiink meg, mint a vad tipusu torzs esetében. Tovabbi
vizsgalataink alapjan kidertilt, hogy valamennyi eddig ismert biofilmképzést szabalyoz6 gén
expresszidja is megvaltozott, ami arra utalt, hogy a CPAR2_602840 a biofilmképzés egy
globalis szabalyoz6 eleme lehet. A gomba biofilmképzésében szerepet jatszik tovabba a
CPAR2_200390 altal kodolt transzkripcios faktor is.

Egy gombafert6zés sordn a gazda szdvetein torténd athatolasban jelentds szerepet
jatszik a gombasejtek morfoldgia valtasa. A fonalszeri novekedési forma jelentds mértékben
hozzdjarul a gazda szoveteinek kérositdsdhoz €és a mélyre hatold szoveti fertdzések
kialakuldsdhoz. A morfologia valtds tovabba eldsegiti a gombasejtek fagocita sejtekbdl

torténd kiszabaduldsat is. A munkank sordn azonositott CPAR2_200390 ORF a fonalszer(i
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novekedés egyik fontos meghatarozdja lehet, mivel hianyaban hiperfilamentald fenotipus
jott létre.

Korhazi kozegben, a fertdzott katéterekkel érintkezd betegek esetében a gomba a
véraramba keriil. A patogén a vérben szabadon hozzéaférheté gliikoz molekulak
hasznositasara képes. Azonban a vérbol szoveti kornyezetbe keriilve csupan alternativ
energiaforrdsok allnak a rendelkezésére. Ezek kozé tartoznak példaul az aminosavak,
proteinek ¢és a lipidek. Ilyen kornyezetben fontos az alternativ energiaforrasok
hasznositasara specializalédott metabolikus Utvonalak aktivacidja. A legtobb ilyen folyamat
energiaigényes, amelyben a mitokondridlis 1€gzési lancnak fontos szerepe lehet. Ezen
utvonalak megvaltoztatasan keresztiil képes a gomba alkalmazkodni a gliikoztol eltérd
szénforrasok hasznositasara. Az Aaltalunk azonositott CPAR2_100540 feltehetdleg ezen
folyamatok egyikében vehet részt, mivel a létrehozott delécids torzs alternativ szénforrasok
hasznositasara képtelen és bizonyos citokrom fehérjék (CYCL és COX4) expresszidjat is
szabalyozza.

Bizonyos nyomelemek, mivel szdmos fehérje és enzim megfeleld mikodését
biztositjak, kis mennyiségben ugyan, de esszencialisak minden él6 organizmus taléléséhez.
Mivel a gazdaszervezetben kevés nyomelem talalhatd és azok elérhet6sége is korlatozott,
ezért a fert6zés soran folyamatos a patogén és a gazdaszervezet ezekért folytatott
kompeticidja. A gazdaban talalhato vas nyomelemek altalaban nagy affinitasu fehérjékhez
kotott allapotban talalhatoak meg. Ennek megszerzése érdekében a patogén gomba
sejtfelszini vasreduktazait hasznalja. Az altalunk azonositott CPAR2_100540 nem csupan a
C. parapsilosis alternativ szénforras hasznositasaban vesz részt, hanem ezen vasreduktazok
egyikét (FRP1) is aktivan szabalyozza, mivel a gén hidnydban, korlatozott vastartalmu
kozegekben, a delécios torzs életképtelen.

Gombafertdzések esetén a gazdaszervezet fagocitald sejtjei receptoraik segitségével
(mintazatfelismer$ receptorok) ismerik fel a patogén gomba sejtfalanak bizonyos elemeit
(patogén asszocidlta molekularis mintazatokat). Ez a kolcsonhatds nagymértékben
meghatdrozza a patogén felismerését és a tovabbiakban az eltavolitas hatékonysagat is. A
gomba sejtfal Osszetétele tehat fontos meghatirozo tényezd a gazda-patogén interakciok
soran. Munkank soran bizonyitottuk, hogy a C. parapsilosis sejtfal Osszetételének
meghatarozasaban a CPAR2_200390 ¢s a CPAR2_602840 ORF is fontos szereppel
rendelkezik, mivel hidnyuk esetén megvaltozik a sejtfal kitin (CPAR2_200390) és manndz
tartalma (CPAR2_602840) is.

Fagocitézist kovetden a gazda els@sorban reaktiv oxigén gyokokkel védekezik a

gombasejtek ellen. Az ezzel szembeni adaptacié elengedhetetlen ahhoz, hogy tartos fert6zés
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j6jjon létre. Eredményeink szerint, az oxidativ stressz-szel szembeni védekezésben a
CPAR2_303700 és a CPAR2_100540 gének is részt vehetnek.

A patogén Candida fajok életképességét és szaporodasat nagymértékben befolyasolja
az, hogy milyen gyorsan képesek alkalmazkodni a gazdaszervezetben uralkodd kornyezeti
korilményekhez, példaul a megvaltozott homérséklethez. A munkank sordn azonositott
gének egyike, a CPAR2_303700 ORF feltehetdleg a megvaltozott hdmérséklethez torténd
alkalmazkodas révén is befolyasolhatja a C. parapsilosis virulenciajat.

Az egyes torzsek G. mellonella alkalmazasaval elvégzett in vivo virulencia
vizsgalatait kovetéen bebizonyitottuk, hogy a CPAR2_100540, CPAR2_200390,
CPAR2_303700 ¢és CPAR2_602840 gének mindegyike szerepet jatszik a gomba
fertdzoképességében.

Megjegyzendd, hogy a jelen dolgozatban kiemelt torzsek esetében tovabbi virulencia
vizsgalatok elvégzésére is sor kertilt, amelyekrdl elmondhatd, hogy a CPAR2_100540 4/4,
CPAR2_200390 4/4, CPAR2_303700 4/4 és CPAR2_602840 4/4 delécids torzsek esetén 8
hetes ndstény BALB/c egerek hasznalata soran is csokkent fertzoképességet tapasztaltunk.
Mivel azonban ezeket az in vivo kisérleteket Dr. Vitor Cabral végezte, az adatok nem

képezik jelen dolgozat targyat.

Osszegzésként a kovetkezo eredmények elérésérél szamolhatunk be:

Jelen tanulmany soran sikeresen létrehoztunk egy 30 génre nézve deléciés mutans
konyvtarat. Ezt kovetoen, a kollekcio kiilonb6zo szempontok szerinti elemzése utan,
szamos olyan C. parapsilosis gént sikeriilt azonositanunk, amely a gomba
biofilmképzését, antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét, életképességét és a
gazdaszervezet niche-jét reprezentalé kornyezethez torténé adaptaciojat valamilyen
modon befolyasolhatja. A kollekcio széles koru vizsgalatat kovetoen meghatarozasra
keriilt 4 olyan gén pontos funkcioja is, amelyek Kkifejezetten a gazda-patogén
kolecsonhatast kovetden aktivalodtak. Ezek kozé tartozik egy vashaztartast és alternativ
szénforras hasznositast szabalyozé gén (CPAR2_100540), egy morfologia valtast és
sejtfal homeosztazist fenntarté gén (CPAR2_200390), egy tovabbi kodolo régio, amely a
gomba biofilmképzését és szintén a sejtfal osszetételt szabalyozza (CPAR2_602840),
illetve egy legféképpen hdéérzékenységet szabalyozo ORF (CPAR2_303700) is.
Mindezek virulenciaban betoltott szerepét is igazoltuk G. mellonella modellorganizmus
alkalmazasaval. A jovoben az altalunk azonositott faktorok ujabb, célzott antifungalis

terapias hatéanyagok alapjat képezhetik.
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8. Summary

Since the end of the last century, the frequency of human disease caused by fungi species
is emerging. Individuals at risk include immunocompromised patients, for example those
having AIDS, malignant tumor or undergone surgical procedures and are under constant
medical care. Fungal infections caused by Candida species are of increasing concern, as
the members of this genus are among the leading causes of opportunistic systemic mycoses.

Invasive candidiasis caused by non-albicans Candida species such as Candida
parapsilosis is of rising concern. Prevalence of this NAC species is dependent on age,
geographical area, and patient history. Horizontal transmission and biofilm formation on
medical devices are the major characteristics of C. parapsilosis that is also frequently
associated with invasive bloodstream infection of children and low birth-weight neonates.
Another unique property of C. parapsilosis clinical isolates is their resistance to
echinocandin-class antifungal drugs. Notable, mortality rate is associated with cases when
patients with invasive candidiasis fail to respond to such antifungal therapeutics. All of
these features increase the urge to investigate the underlying mechanisms and key
regulatory factors that contribute to the virulence of this species.

In order to examine the virulence promoting factors of pathogenic species, a wide
range of molecular tools can be applied. One such strategy is targeted gene deletion from
the genome of fungi. In our previous work, several fungal genes were identified using
RNA-Seq data, that were overexpressed during host-pathogen interaction. Using these
genes we created a list, that we later expanded with additional, previously uncharacterized,
but possibly also virulence related C. parapsilosis ORFs. To investigate their functions, we
generated a knock-out library of 30 members, including genes mainly involved in
regulatory mechanisms, such as kinases and transcriptional factors. Fusion PCR method
was applied to generate gene specific deletion constructions and auxotrophy
complementation was used for the null mutant preparation. All homozygous deletion
mutant strains were tested under a variety of conditions such as growth abilities on
different temperatures and media, along with survival in the presence of various stressors.
Biofilm formation of each of the strains and resistance to antifungal drugs was also
examined.

During the characterization process, approximately one-third of the total mutant
strains showed mild or severe growth defect when grown on different media, and almost
half of the tested strains displayed an altered phenotye under oxidative, cell wall or other
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stress conditions when compared to the wild type. Furthermore, 10% of the collection
showed filamentous growth defect and another 10% displayed a defective biofilm forming
phenotype. Deletion of several of the identified genes lead to multiple disfunctions,
refering to their pleiotropic effect.

Among the tested mutant strains we highlighted four that showed an alarmingly
altered phenotype. It is noteworthy to mention that, in the case of all four genes, we
detected elevated expression directly following host-pathogen interaction.

Null mutant strain of the 'CPAR2 100540’ ORF (functional ortholog of HAP5 in C.
albicans) displayed smooth colony morphology and sensitivity to oxidative stress,
furthermore, growth deficiency on alcalic medium (pH8), under iron limited conditions,
and also in the presence of aminoacids or lactate as alternative carbon sources. Further
examinations lead us to the conclusion, that the Cpar2_100540 transcription factor is
involved in two major procedures. Firstly, the iron uptake mechanism of the fungus, via
the regulation of the ferric reductase gene FRP1, both under iron limited and in alkaline
environmental conditions. Secondly, the alternative carbon source utilization, via the
regulation of the CYC1 and COX4 cytochrome protein encoding genes in the respiratory
chain. Using the Galleria mellonella larvae infection model, the CPAR2_100540 A4/4
mutant strain also showed decreased virulence.

Homozygous deletion strain of 'CPAR2 200390’ ORF (functional ortholog of
SPT3 in C. albicans) appeared to form long, aggregating pseudohyphae rapidly regardless
of the conditions used, displayed crepe colony morphology, growth defect, and also
resistance to the cell wall stressor calcofluor white. Further examinations revealed elevated
chitin content of the cell wall, possibly as the result of altered chitinase (CHT1-4) and
chitin synthase (CHS1-3, CHS8) activities. All of our obtained results suggested that
CPAR2_200390 is involved in the regulation of morphogenesis and is required for the cell
wall homeostasis of C. parapsilosis. According to the G. mellonella infection results,
Cpar2_200390 is also required for virulence.

Deletion of the ‘CPAR2 602840’ ORF (closest characterized ortholog of S.
cerevisiae TFB4) resulted in a hyper-biofilm forming phenotype, growth defect, increased
mannose levels in the cell wall and resistance to the cell wall stressor calcofluor white and
congo red. Later examinations revealed that 8 different C. parapsilosis biofilm promoting
factors are upregulated in the CPAR2_602840 4/4 deletion mutant strain. These
observations lead us to the conlusion that Cpar2_602840 acts as a master regulator of
biofilm formation in this species, and similarly to Cpar2_200390, also contributes to the
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cell wall assembly. Furthermore, infection studies with G. mellonella also suggested the
involvement of Cpar2_602840 in C. parapsilosis virulence.

Elimination of CPAR2_303700 (closest characterized ortholog of S. cerevisiae
CGI121) from the genome of C. parapsilosis lead to temperature and oxidative stress
sensitivity, smooth colony morphology and growth defect. Using G. mellonella larvae, the
null mutant strain also showed attenuated virulence. S. cerevisiae CGI121, as part of the
highly conserved KEOPS/EKC complex, is involved in telomer maintance, tRNA
modification, and also has transriptional co-activator functions. When studying telomer
maintance, strains of S. cerevisiae lacking CGI121 were reported to rescue defective
phenotypes including termosensitivity, oxidative stress sensitivity and growth defects, thus
the opposite of our observations. Our further examinations revealed that Cpar2_303700
and Cgil21 show high resemblance in configuration, suggesting functional similarity
between the two proteins. This may lead us to the conclusion that, either the function of
Cgil21 in C. parapsilosis had a different way of evolution, or its expression is regulated in
a different manner. In order to reveal the exact funcion of Cpar2_303700 in C. parapsilosis
and its virulence, further investigations are required.

Taken together, in this study, we have successfully established a knock-out library for
30 previously selected, potentially virulence related C. parapsilosis genes. During the
general characterization of the generated null mutant strains, we have identified
several ORFs that are involved in the morphogenesis, biofilm forming ability and
antifungal susceptibility of the fungus. Furthermore, several genes are also suggested
to play a role in adaption to a wide range of host niche representative environmental
conditions. Following the large-scale screen, we have revealed the exact function of
four different genes, that showed elevated expression, shortly following host-pathogen
interaction, thus referring to their direct role in C. parapsilosis pathogenesis. We have
identified an iron acquisition regulatory and alternative carbon source utilization
related transcriptional factor encoding gene (CPAR2_100540), a morphogenesis and
cell wall homeostasis regulatory ORF (CPAR2_200390), a key biofilm regulatory
factor coding ORF, that is also recquired for cell wall homeostasis (CPAR2_602840)
and another gene mainly involved in temperature sensory mechanisms
(CPAR2_303700). We also confirmed their roles in the virulence of C. parapsilosis
using G. mellonella modell organism.

In the future, the above identified genes may be potential new targets for a novel class
of drugs during development.
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11. Mellékletek

1. szamu melléklet: A tanulmany soran eléallitott C. parapsilosis homozigota delécios

torzsek.

Torzs név
CPAR2_100460 4/4

Genotipus
leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_100460::LEU2/CPAR2_100460::HIS1

Funkcio

Putativ
oxidaz

polifenol-

CPAR2_100470 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_100470::LEU2/CPAR2_100470::HIS1

Putativ
oxidaz

polifenol-

CPAR2_100540 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_100540::L EU2/CPAR2_100540::HIS1

TF

CPAR2_104420 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_104420::LEU2/CPAR2_104420::HIS1

TF

CPAR2_107240 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_107240::LEU2/CPAR2_107240::HIS1

Glikolipid 2-alfa-
mannoziltranszfer
az

CPAR2_108410 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_108410 ::LEU2/CPAR2_108410::HIS1

TF

CPAR2_108840 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_108840::LEU2/CPAR2_108840::HIS1

Kinaz

CPAR2_200040 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_200040::LEU2/CPAR2_200040::HIS1

TF + Zn domén

CPAR2_200390 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_200390::LEU2/CPAR2_200390::HIS1

TF

CPAR2_202040 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_202040::LEU2/CPAR2_202040::HIS1

TF

CPAR2_204840 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_204840::LEU2/CPAR2_204840 ::HIS1

Putativ  polifenol-
oxidaz

CPAR2_209520 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_209520::LEU2/CPAR2_209520::HIS1

Kinaz

CPAR2_300080 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_300080::LEU2/CPAR2_300080::HIS1

Kinaz

CPAR2_302400 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_302400::LEU2/CPAR2_302400::HIS1

TF

CPAR2_303700 A//

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_303700::LEU2/CPAR2_303700::HIS1

Kinaz

CPAR2_304080 A//

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_304080:LEU2/CPAR2_304080::HIS1

Kinaz

CPAR2_400270 A//

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_400270::LEU2/CPAR2_400270::HIS1

TF + Zn domén

CPAR2_401150 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT,

hisl::FRT/hisl::FRT,

CPAR2_401150::LEU2/CPAR2_401150::HIS1

TF
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Torzs név
CPAR2_500180 4/4

Genotipus

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 500180::LEU2/CPAR2_500180::HIS1

Funkcio
Kinaz

CPAR2_500360 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_500360::LEU2/CPAR2_500360::HIS1

Alfa mannozidaz

CPAR2_501400 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 501400::LEU2/CPAR2_501400::HIS1

Mannozil
oligoszacharid
gliikozidaz

CPAR2_502720 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 502720::LEU2/CPAR2 502720::HIS1

Kinaz

CPAR2_602370 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_602370::LEU2/CPAR2_602370:HIS1

TF + Zn domén

CPAR2_602430 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_602430::LEU2/CPAR2_602430::HIS1

TF

CPAR2_602820 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_602820::LEU2/CPAR2_602820::HIS1

TF + Zn domén

CPAR2_602840 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_602840::LEU2/CPAR2_602840::HIS1

TF

CPAR2_704330 A//

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 704330::LEU2/CPAR2_704330::HIS1

Putativ
oxidaz

polifenol-

CPAR2_704370 4/4

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 704370::LEU2/CPAR2_704370::HIS1

Putativ
oxidaz

polifenol-

CPAR2_800040 A//

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2 800040::LEU2/CPAR2_800040:HIS1

TF + Zn domén
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2. szamu melléklet: A tanulmanyban felhasznalt primerek listaja.

A szovegben feltiintetett, tovabbi C. parapsilosis delécios torzsek eldallitasahoz felhasznalt

primerek listaja:

Marker gének szekvenciajara tervezett univerzalis primerek:

Primer neve

Reverz LEU_Check 1
Forward LEU_Check_2

Reverz HIS_Check 1
Forward HIS_Check 2

Forward primer 1

Primer neve

CPAR2_100540 1
CPAR2 200390 1
CPAR2 303700 1
CPAR2_602840 1
CPAR2_100460_1
CPAR2_100470_1
CPAR2_104420 1
CPAR2_107240 1
CPAR2_108410 1

CPAR2_108840_1
CPAR2_200040_1

CPAR2_202040_1
CPAR2_204840 1
CPAR2_209520_1
CPAR2_300080_1
CPAR2_302400 1
CPAR2_304080_1
CPAR2_400270_1
CPAR2_401150_1
CPAR2_500180_1
CPAR2_500360_1
CPAR2_501400_1
CPAR2_502720 1
CPAR2_503760 1
CPAR2_602370_1
CPAR2_602430 1
CPAR2_602820_1
CPAR2_704330_1
CPAR2_704370 1
CPAR2_800040_1

Reverz primer 3

Szekvencia (5°-3)

GAAGTTGGTGACGCGATTGT
TTCCCCTTCAATGTATGCAA

AAAATCAATGGGCATTCTCG
TGGGAAGCAGACATTCAACA

Szekvencia (5°-3°)
GAATTGACCACAACATATGT
TTTGACATCCCCATCCATTC
CATGCCTGAATTTTGTGCTA
TGGTAACAAGATTTTAAGAA
GCTTCTTGGCCTTGTAATCC
GTAACATTCACTAAATCTAC
ACACAACATATTCGATTGTG
TGGTGTATGGATCGTTATAT
GTACTGGTTACAGCAGTGGA
ATAAAAGCAATTTTATGTGG
TCCTCTTTCTTTCTGTGAAT
TCGTGATTTTTCCATTATCT
TCCACTAAAAAGTTTAATTT
CTAGAAAGAAACAATAAAAA
AAGAGACAATTGGAGAGTAG
CTTACCCAGCATGTTGTTGT
AATTTACACATATATATCCT
CACTTTCGACACAGATGAGA
GATGAATCTTTGTGTCTCGC
TTGGTATTGGTACACTTCAC
ACTTCAGATAAGGAAGCTGA
CCCATATGAGGAAAGTATCT
CTTGGAATGTCTACCCCAAT
TTGGCAAAAACGAGAGAAAG
GATGATGCCAAGTTCTCTTT
CCTAGATCTCTGTTGACGTA
AGGAAGTTGGCCATCTTTTA
GGAGGGGGGGTTCTCATAAG
TTTTGAGGGGGTTTTTTTTA
TCGCTGGCATGATTGTAATG
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Primer neve

CPAR2 100540 3
CPAR2 200390 3
CPAR2_303700_3
CPAR2 602840 3
CPAR2_100460 3
CPAR2_100470_3
CPAR2 104420 3
CPAR2_ 107240 3
CPAR2 108410 3
CPAR2 108840 3
CPAR2_200040_3
CPAR2 202040 3
CPAR2 204840 3
CPAR2 209520 3
CPAR2_ 300080 _3
CPAR2 302400 3
CPAR2_ 304080 3
CPAR2_400270_3
CPAR2 401150 3
CPAR2 500180 3
CPAR2 500360 3
CPAR2 501400 3
CPAR2 502720 3
CPAR2 503760 3
CPAR2 602370 3
CPAR2 602430 3
CPAR2_ 602820 3
CPAR2 704330 3
CPAR2_704370_3
CPAR2_ 800040 3

Forward primer 4

Primer neve:

CPAR2_100540 4
CPAR2 200390 4
CPAR2 303700 4
CPAR2 602840 4
CPAR2 100460 4
CPAR2 100470 4
CPAR2_104420 4
CPAR2_ 107240 4
CPAR2 108410 4
CPAR2 108840 4
CPAR2 200040 4
CPAR2 202040 4
CPAR2 204840 4
CPAR2 209520 4

Szekvencia (5°-3’)
cacggcgegectagcagcggATTCAAATCAAAAGTGTTTA
cacggcgegectagecageggGTCTTTTGGGGTGTGTGATG
cacggcgegectagcageggTTTCAAATGAGGTTATAGCT
cacggcgcegectageageggTTGTGGGGTGGACGTCGTAG
cacggcgcegectagecagcggCGCTACTTGTGATACTGTCA
cacggcgegectagcagcgg TACTATTTATATCAGCTAAT
cacggcgegectagcagcggCTCTTTGATGGTAATTGGTT
cacggcgcegectagcagcggGACTACAAGGGTATAAATCG
cacggcgegectagcagcggACTTTGTAGTCTGTTTCAAA
cacggcgegectagcagcggGTAACCAACCATTTGATGAG
cacggcgegectagecageggCGTTTGGTTCCAAAGGTGAG
cacggcgegectagcagcggAATGTGGTGTATTATATACG
cacggcgegectagcagcggTGAATGTTGAGTTGATAAAA
cacggcgcegectagcagcggGACTATTGTGATGCAGGAAG
cacggcgegectagcagceggTCTTTTTTTTTITTITTITTIGC
cacggcgegectagcagcggTGTGAGAAAGAGAATTTTGG
cacggcgegectageagcggTGTAGTGTGTAGATGATGGT
cacggcgcegectagcagcggGGAGATGGGAAGAGGAGATG
cacggcgegectagcageggCTTCGGTTGGTGGTGATGTG
cacggcgegectagecagcggGATTACTGTGGTAATGGTCA
cacggcgegectagcagcggTGATTATTGTTGGCTGGTTG
cacggcgegectagcagcggGGTTCAATGTACTATTTTGG
cacggcegcegectagecagcggAGTGGACTGAAACAAAAAAG
cacggcgegectagcagcggGATGTCTCGTACTCTTGTGG
cacggcgegectagcagcggeGGTGTATGTCGATGGCGTTT
cacggcgcegectagcageggTGTTGCCGTTGAGGTTTCCT
cacggcgegectagcageggCTTTGTTGGAAGGTGTGAGT
cacggcgegectagcagcggAGTTAGTTGTGTTTGGTTGA
cacggcgegectagcagcggTACAGTTGATGTGACTGCAT
cacggcgegectagcagcggCACTGTCGATGCTTGTTGAT

Szekvencia (5°-3”)
gtcagcggecgcatccctgcGGGAAGTCAGCTGGGAGCGT
gtcagcggeegcatccctgcATGCTCTATCTTTTCTATCC
gtcagcggecgcatccctgcTATAGAATAGTGTACATAAA
gtcagcggecgcatccctgcGGGAGATATTCCTTGAGATG
gtcagcggecgcatccctgcCAAGTGAGAGGAAAGGTTGT
gtcagcggecgcatccctgcCAGTACTGCTTGAAAGAGTG
gtcagcggccgcatccctgc TTCTTAATAACTACAAATTT
gtcagcggecgcatccctgc TTCAAAAAGAAAAAAATAAA
gtcagcggecgcatccctgcAGGTGTATATGTACCTGTTG
gtcagcggecgcatccctgcGACGTTATTGCTAGTTATTG
gtcagcggeegcatccctgc TTTACTTGTTTATATACTTG
gtcagcggeegcatccctgcGTTTGGATAGTTTTCTTCAA
gtcagcggecgcatccctgcAATTTGTATAGTGAAATTTG
gtcagcggeecgcatccctgcATAGATTATTGTATAAAGAA
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CPAR2_300080_4
CPAR2_302400_4
CPAR2_304080_4
CPAR2_400270_4
CPAR2_401150_4
CPAR2_500180_4
CPAR2_500360_4
CPAR2_501400_4
CPAR2_502720_4
CPAR2_503760_4
CPAR2_602370_4
CPAR2_602430_4
CPAR2_602820_4
CPAR2_704330_4
CPAR2_704370_4
CPAR2_800040_4

Reverz primer 6

Primer neve:

CPAR2_100540 6
CPAR2_200390 6
CPAR2_303700_6
CPAR2_602840 6
CPAR2_100460 6
CPAR2 100470 _6
CPAR2 104420 6
CPAR2_107240 6
CPAR2 108410 6
CPAR2 108840 6
CPAR2_200040 6
CPAR2_202040 6
CPAR2_204840 6
CPAR2_209520 6
CPAR2_300080_6
CPAR2_302400 6
CPAR2_304080 6
CPAR2_400270_6
CPAR2_401150 6
CPAR2 500180 6
CPAR2 500360 6
CPAR2 501400 6
CPAR2 502720 6
CPAR2 503760 6
CPAR2_602370 6
CPAR2_602430 6
CPAR2_ 602820 6
CPAR2_704330 6
CPAR2_704370 6
CPAR2_800040 6

gtcagcggecgcatccctgcAGAGTTGTGGGCGCTACCTC
gtcageggccgeatccctgc TGCTGACATAGTAAGTAGAA
gtcagcggcecgcatccctgcGAACAAACCCCTACACCACC
gtcagcggeegeatccctgcACCCGTTGTGTTTCACTATA
gtcagecggeegeateectgc TTGTTGGAGGTGTATGCATA
gtcagcggecgcatccctgcTCCGTTCGTAACCACTCATT
gtcagcggeegeatccctgcATGAAAACTTTGTTGGATTT
gtcagcggecgecatccctgcAGAATGAAAAAAGCTAGACA
gtcagcggecgcatccctgcGGAAGCCAAGAGATAAGAGC
gtcagcggecgeatccctgc TTATATAGATACTACTTAAC
gtcagcggecgeatccctgc TGTATATGGCATACGGGGTA
gtcagcggecgcatccctgcAGGGCCTTAGGTGTAATTAT
gtcageggeegeatccctgcAGTAGGAGAAGGGTTTGTAT
gtcagcggeegeatccctgcGTGTCTAGATTTATAGTATA
gtcagcggecgcatccctgcCGGATGTGTATATCCACATT
gtcagcggeecgeatccctgcATGAAAAAGAGTATAGAAAT

Szekvencia (5°-3°)
GCTTTTGTGTGGTGGCACTA
GCGACAATGAGTTGATTGAT
TTTGACATTTCATCAAAAGA
TGAATGTGTTTGGAAAATGT
ATATCTCGAGGCGATGTAAT
GAAGACTCATTCAGTATGTT
TGGGTCACTAAATACCGCGA
GGAGGAGGATCGTCTATTTC
CACGAGATCCAGATGACTCA
CCGTTGTTCCAGGACCGCGA
ATAGTTGATCTCATTAATCA
TAAGGTGTAGACCCTCTAAC
CGACATATCGCAAAACGATG
CCCTTTGCATCATCTTGTGA
ACATTTCATCAACAACGTTA
AAATTACATATTGGTTCTGC
TCAATGAGGGATGCGACTAG
CAATGGTATGGCTTTTAATG
ACAATGGAATCTCTCGGGAC
ATTGGTGGAATCACAAGAGT
AATGTTGGTTTATTTCGAAT
ATTGCAAGATGATGATGGAC
TATTGCATTAACTGACTTGG
AGAAGAAACCCCCAATGAAA
GGGACCTTTTTCCGTGCAAT
TTGAGATCACAAGGCTTTAA
GATGAAGCAAACATTGTTTT
GCTATCGAGGAAGACAATGG
GCAATAGCAAACAAATGAGC
TGCCGGAACAGTACATGGAG
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Forward primer 5

Primer neve:

CPAR2 100540 5
CPAR2 200390 5
CPAR2 303700 5
CPAR2_ 602840 5
CPAR2_100460 5
CPAR2_ 100470 5
CPAR2_ 104420 5
CPAR2 107240 5
CPAR2 108410 5
CPAR2 108840 5
CPAR2 200040 5
CPAR2 202040 5
CPAR2 204840 5
CPAR2 209520 5
CPAR2_ 300080 5
CPAR2 302400 5
CPAR2 304080 5
CPAR2_ 400270 5
CPAR2 401150 5
CPAR2 500180 5
CPAR2 500360 5
CPAR2 501400 5
CPAR2 502720 5
CPAR2 503760 5
CPAR2_ 602370 5
CPAR2 602430 5
CPAR2_ 602820 5
CPAR2 704330 5
CPAR2 704370 5
CPAR2_ 800040 5

Forward 5°Check primer

Primer neve:

CPAR2 100540 5°Ch
CPAR2 200390 5°Ch
CPAR2 303700 5°Ch
CPAR2 602840 5°Ch
CPAR2_100460 5°Ch
CPAR2_100470 5°Ch
CPAR2_104420 5°Ch
CPAR2_107240 5°Ch
CPAR2_108410 5°Ch
CPAR2_108840 5°Ch
CPAR2_200040 5°Ch

Szekvencia (5°-3’)
gcagggatgcggecgctgacACAGCCGTTTAAGTAGATGGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacCCTTTATGTTAAGTAGGCGGagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgcggccgctgacCAATACGTGGTAAAGGTCGAagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAATCGCAGCCAAGTGAGTGAagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacACAGACTCCCTAAGATGCAGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgcggecgctgacACAGAGCTACAAGGTTTGGAagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAGACTATCTCTAATGACCCGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAGGGTCTACCGACTTCGACTagceteggatccactagtaacg
gcagggatgcggecgctgacATACTCAGGCTGGACAGTCGagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacATAGCGAGCTTGAACACCGCagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggeegetgacCCTGGCAGCGAAGAGATAACagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacCGCTTACTTACATACCGTAGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacCTGTCTCCAGTAGGTCAGATagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacGATTAGCATCGACCACTACGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacATCCCATAGGCACTGGCATGagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacATTCGACTACGACCTGGCATagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacCACAGTCACTCATTAGTCGGagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacTAGAGTACGCACAGCGCATCagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggeegctgacTAGTGATTACCACCAGCGGCagcteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacGGGTAGCACACAATCAGCCAagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacGGTAACAGTCGAGACATATCagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggeegetgacGTACTTAGTCAATTCGTCCCagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacTAAGAGTGGACAACTGCTGAagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggeegctgacTACGTCTGACCATGCGTCTGageteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAATACTCCTTAACTGCGGCGagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAATAGCGTGAAACCGTGGCAagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacAATCGACCGGAACCGTAAGCagceteggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacGGGCCAGCAATAAAGCTCCAagcetcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacGGGCCTCATTTCCGTAACATagctcggatccactagtaacg
gcagggatgeggecgctgacCACGAGGCATAGACGCTAAGagctcggatccactagtaacg

Szekvencia (5°-3°)
GTATGAAAAGTTTCTCCGTG
TTCTACTGGTGGTTGGAAGT
AGAACTTTGCATCGGTTTCA
CTCTGCGGGATCATGAATTA
CTACCCAGCCCCACAAATAA
TTCCCCAATTGATCTATCTG
TGGCCAGAAAGTGATTTGGC
AGAGGTTGTTGAAGTTGCAA
AAAGTTTACAAGGCCGATGC
AAAGGAGACGGAGATGTTAT
TGAATTCAAAAAGCTGTAAC
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CPAR2_202040 5°Ch
CPAR2_204840 5°Ch
CPAR2_209520 5°Ch
CPAR2_300080_5°Ch
CPAR2_302400 5°Ch
CPAR2_304080 5°Ch
CPAR2_400270 5°Ch
CPAR2_401150 5°Ch
CPAR2_500180 5°Ch
CPAR2_500360_5°Ch
CPAR2_501400 5°Ch
CPAR2_502720 5°Ch
CPAR2_503760_5°Ch
CPAR2_602370_5°Ch
CPAR2_602430 5°Ch
CPAR2_602820 5°Ch
CPAR2_704330_5°Ch
CPAR2_704370 5°Ch
CPAR2_800040 5°Ch

Reverz 3’ Check primer

Primer neve:

CPAR2 100540 3°Ch
CPAR2 200390 3°Ch
CPAR2 303700 3°Ch
CPAR2 602840 3°Ch
CPAR2_100460 3°Ch
CPAR2_100470 3°Ch
CPAR2_104420 3°Ch
CPAR2_107240 3°Ch
CPAR2_108410 3°Ch
CPAR2_108840 3°Ch
CPAR2_200040 3°Ch
CPAR2_202040 3°Ch
CPAR2_204840 3°Ch
CPAR2_209520 3°Ch
CPAR2_300080 3°Ch
CPAR2_302400 3°Ch
CPAR2_304080 3°Ch
CPAR2_400270 3°Ch
CPAR2_401150 3°Ch
CPAR2_500180 3°Ch
CPAR2_500360 3°Ch
CPAR2_501400 3°Ch
CPAR2_502720 3°Ch
CPAR2_503760 3°Ch
CPAR2_602370 3°Ch
CPAR2_602430 3°Ch
CPAR2_602820 3°Ch

ACTCTCTACTGATGAATAAA
AGATGATGAAACTCCTGCCA
ACAGTTATTTACAAAACAGG
GGTGAAATCGTACAAGACCG
GTAATTCCGATCACTGACAT
TATACCTCTATTGTTTAATA
ATGACACCAATTCTGTTACC
TCGTCGTCGCCATCATCTCT
ATTCTTGAAGCAGGTATCGT
GACCAAAAAAAATTCACAAT
TCTGATCTAGAAAATCCACT
TTAATTAATCGTTGTGATTA
AATTAGCTCACCAATTGAAG
AACCAAACTATCTCTACTCA
AAATTGACACTCTATGCCAA
ACAAAGCTATGGATTTGTAG
GCCATTCATTGCAAGGAGGA
TTGAGGTTCCGCGTTAATAG
TTCTTTTTCAAAGCTAAATA

3' Check

TAGCAATCAAAAAGGAACAT
GAGATGTGGAATGGTCACAA
ACCGGATGAATCACCAATAA
TTCATGGGTGGTGAAGCATT
CTACCCAGCCCCACAAATAA
TTTGTGTCTAACATCTCCAT
CATTGGATTCGTTACCGACC
AACACACGATGGTACTTTGT
ACAGTGGTATTCAACTGCTC
CACTAGGAGTATTGAAGTTG
GTCCTGGGTTTCATTGATAT
AAGTTTATGTACTTGATTGC
GTTGCTCATACTTTTTCAGG
TCAAAATAAATATACAAAAA
CGCGCAGTAAAGTACGGACA
TTGGGCGAGGAATGGCGAGG
ACTTACACGAGAAGTGACGA
AGGGTACATTAACGTACTTT
CATCACATACTTATGTAAGT
TTGATTTTTTACCCATTGAA
GATCGAGGATTGTAAATCAC
AACAATTTGCTGAATTAAAC
TGACACAATTGAAACATCCT
CGATACGTCGAGAATTCGTT
GTGAACTAAAAAAAAAAGAA
TCATAACTCAGAATAGGTAA
TGTTCCAGTGATTTTGATAA
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CPAR2_704330 3°Ch
CPAR2_704370 3°Ch
CPAR2_800040 3°Ch

Felhasznalt real time primerek listaja:

Primer neve

CP_TUB4 ReTi frw
CP_TUB4 ReTi rev
CPAR2_100540 ReTi frw
CPAR2_100540 ReTi rev
CPAR2_200390 ReTi frw
CPAR2_200390 ReTi rev
CPAR2_303700 ReTi frw
CPAR2_303700 ReTi rev
CPAR2_602840 ReTi frw
CPAR2_602840 ReTi rev

CPAR?2_402880 -FRP1-RT-Fw
CPAR?2_402880 -FRP1-RT-Rev
CPAR2_407500-CYC1- RT-Fw
CPAR?2_407500-CYC1-RT-Rev
CPAR2_207710 -COX4- RT-Fw
CPAR?2_207710 -COX4- RT-Rev

CPAR2_805640-RT-Fw (CHS1)
CPAR2_805640-RT-Rev (CHS1)
CPAR2_701490-RT-Fw (CHS2)
CPAR2_701490-RT-Rev (CHS2)
CPAR2_801800-RT-Fw (CHS3)
CPAR2_801800-RT-Rev (CHS3)
CPAR2_502940-RT-Fw (CHSS8)
CPAR2_502940-RT-Rev (CHSS)
CPAR2_800050-RT-Fw (CHT1)
CPAR2_800050-RT-Rev (CHT1)
CPAR2_502140-RT-Fw (CHT2)
CPAR2_502140-RT-Rev (CHT2)
CPAR2_200660-RT-Fw (CHT3)
CPAR2_200660-RT-Rev (CHT3)
CPAR2_211950-RT-Fw (CHT4)
CPAR2_211950-RT-Rev (CHT4)

CPAR?2_603440 -CPH2- RT-Fw

CPAR?2_603440 -CPH2- RT-Rev
CPAR2_501290 -CZF1- RT -Fw
CPAR?2_501290 -CZF1- RT-Rev
CPAR?2_800210 -GZF3- RT -Fw
CPAR?2_800210 -GZF3- RT-Rev

TGCTGAATCTAACATCAAGT
ATTGTCTAATCATACTGACT
CAATTCTACAACAACTATTG

Szekvencia (5°-3”)
GAACACTTATGCCGAGGACAAC
ACTCTCACCACTGACTCCTTGC
TGATGCAATACTGGCAAGAGAC

TTTGATTCTAGCCAATGGTAGCTG

AGAAAGCAGCCACTATTGCTTC
CCAATGAACGTACTCCTCCCTTG
CCTGATGATGATGCTTCCCAG

GATCCAACAAGACCTCATCTTTCG

ACCGGTGCCATTAGTATGGC
ACTGCTTAGCGCTACTCATGG

AGTTCATACAAGTCGTTGGCGG
CCGTCTAGCCACTTGACACTG
GTACTAAGATGGCTTTCGGTGGT
AAGTTGCTTTGTGCAAGTAGGT
CCGAGGGTAAAGGTACCATGG
GGCTTGTGGTCAAGTTCAGC

TGGTGCAAGTGTATGAGCCT
GAGCGATAATGCAGCCACAG
TGGCATTGTTTAGGTTCCTTGG
AGTTGCATGTTCACTGCGTCT
GAGGGAACGTAGAAGTGCTGA
CTTCTGCCATAGGGACTGGC
GACAAACCCAGACGGGTCTA
TGCCATTCCAGCAACAATCC
GTGGCCACTTCAGCAGTAGC
AGAGACCACCAAGCCAGTTG
GCTGAAACTCTCACCACCAC
GATTTCAGGAGCAGCAGCTG
CCGGTTCCACAACTTCAACT
TGACGCGTTGTGCTTTGTTG
CTCATCGGGGGACAAGCTT
TCTAATTGACGAACACCGCC

AGCTTGAACTTGGTGTCACAAG
CGGCCTCTTTATCGCTATCGT
GCACCGAGTGTGGTCGATTA
CCTTGGGTTTGTTCTTGTGCTC
CAAATGGCACAAGCTCAACGT
TCGATTCCCCAACATCTCGC
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CPAR2_803820 -UMEG6- RT -Fw ACGAGAAGAAGGTTGCTTCCT

CPAR2_803820 -UMEG- RT-Rev CCCGCACGAAGGTCTAACTT
CPAR2_701620-EFG1-RT-Fw CCAATTCAGAACCCGGCAG
CPAR2_701620-EFG1-RT-Rev ACATGTACTCCTCCAACACTAGC
CPAR2_205990-BCR1-RT-Fw GCATAGGTAGTGTGGGGAGC
CPAR2_205990-BCR1-RT-Rev GTGCTCGCAGTAACATTAGCG
CPAR2_204370-ACE2-RT-Fw GAGTAAATGTGCTTGTGGGAAGG
CPAR?2_204370-ACE2-RT-Rev ACCATGCCCTTTACCCCAC

Rekonstrualt torzsek eldallitdsdhoz felhasznalt primerek:

attB1 szekvencia + forward primer

Primer név Szekvencia (57-37)

CPAR?2_100540FP attB1
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTATTTAACCCCAACTCAAAG
CPAR?2_200390FP attB1
GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTTGTCACTTCTGGCCCCCAAG
CPAR2_303700FP attB1
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAAGGTTTCAAAAAAGTTCAG
CPAR?2_602840FP attB1
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGCCCAAAGTAAACGATTCGC

attB2 szekvencia + reverz primer

Primer név Szekvencia (5°-3”)

CPAR2_100540RP attB2
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTGTTTGCTTTTGTGTGGTG
CPAR?2_200390RP attB2
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAAGCTGCAGGCGACAATGAG
CPAR?2_303700RP attB2
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGATGCTAAGTTTGACATTTC
CPAR2_602840RP attB2
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCTAAATTTGAATGTGTTTGG
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3. szamu melléklet: Példa a Kiilonb6z6 tipust taptalajokon torténé novekedési
vizsgalatokra.

YPD YNB + gliikoz YCB + BSA YCB + FBS

CLIB 214VT
Cp300080 /1
Cp300080 /3 20°C

Cp300080 1/1

Cp300080 3/1

CLIB 214 VT
Cp3006so /1
Cp300080/3 30°C

Cp300080 1/1

Cp300080 3/1

CLIB 214 VT
Cp300080 /1
Cp300080 /3 37°C

Cp300080 171

Cp300080 3/1

10* 107 10* 10* 10! 10% 10* 10¢ 10* 10? 10° 10 10! 10? 10° 10¢

pH4 pHS pH6 pH7 pHS

CLIB214 VT
Cp300080 /1
Cp300080 /3

Cp300080 1/1

Cp30008a 3/1

100 10 10 w0 e e e et 1w e e o LLCUN I (L [ 1w e oo
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4. szamu
gorbék.

Tulélés (%)

Tulélés (%)

120

10080+

80+

60+

404

204

melléklet: Példa a kiilonb6z6 stresszorok jelenlétére adott valaszra - talélési

Kalkofluor fehér

CLIB
500360/1
500360/2
500360/2/1
500360/2/2

Fhd

Tualélés (%)

20 40 60 80 100

koncentracié (ug/ml)

Hygromycin B

CLIB
500360/1
500360/2
500360/2/1
500360/2/2

Pt

5 10 15 20
koncentracié (ug/ml)

Koffein

CLIB
500360/1
500360/2
500360/2/1
500360/2/2

10 20 30 40 50
koncentracio (mM)

Talélés (%)

Kongo6 voros

CLIB
-+ 500360/1
- 500360/2
-+ 500360/2/1
- 500360/2/2

80

60 %

Talélés (%)

404

20 40 60 80 100

koncentracié (ug/ml)

SDs

CLIB
500360/1
500360/2
500360/2/1
500360/2/2

fi

%

204

0
0.00

120
100l

Talélés (%)

0.04  0.06 0.08

koncentracio (%)

0.02

0.10

H,0,

CLIB
500360/1
500360/2
500360/2/1
500360/2/2

Fiow

koncentracié (mM)
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