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Bevezetés

Az opportunista gombafertézések egyik leggyakoribb koérokozoi
vilagszerte a Candida fajok. Jelentds problémat okoznak az altaluk
okozott nozokomialis fertdzések, amelyek leginkabb a legyengiilt
immunrendszerii betegek korében fordulnak el6. Ezen megbetegedések
szama az utobbi évtizedekben egyre inkabb novekszik.

Bar a nemzetséghen a leggyakrabban azonositott faj a Candida
albicans, a Candida parapsilosis altal kivaltott megbetegedések is egyre
nagyobb szamban fordulnak el6. A C. parapsilosis az intenziv
osztalyokon kezelt immunszupresszalt allapotd betegek mellett,
kifejezetten gyakran fordul eld az 0jsziilottek korében is.

A faj jellegzetességei kozé tartozik, hogy horizontalis
terjedésébol adddoan képes biofilmet képezni kiilonboz6 orvosi
eszkozokon, konnyen szaporodik magas lipid és glikéz tartalma
tapanyagforrasokon és izolatumai korében eléfordul az echinocandin
tipusu gombaellenes szerekkel szembeni rezisztencia is.

A Candida nemzetségben a C. albicans fert6z6képessége a
azt meghatarozo faktorokrol és azok szabalyozottsagarol keveset tudunk.

Munkank soran célunk volt olyan C. parapsilosis szabalyozo
gének  beazonositisa, amelyek a gomba fertézOképességét
befolyasolhatjak. Ennek vizsgalatat egy deléciés mutans konyvtar
létrehozasaval és annak tesztelésével terveztiik megvaldsitani. Ez
lehet6vé tette olyan gének beazonositasat, amelyek a gomba

fert6zoképességét valamilyen modon befolyasolhatjak.



Modszerek

Kisérletekben hasznalt sejtek tenyésztése:
Eleszté és E. coli sejtek fenntartasa, tenyésztése, kompetens sejtek

eloallitasa és transzformalasa

Molekularis technikak:
DNS és RNS izolalas éleszt6b6l, cDNS szintézis, PCR, qRT-PCR,
célzott génkiiités éleszt6bol, molekularis klonozas Gateway rendszerrel,

bakterialis plazmid izolalas, gélelektroforézis

Delécios konyvtar jellemzése soran alkalmazott modszerek:

Eletképesség komplex és minimal taptalajokon, oxidativ, sejtfal és
sejtmembran  stresszel szembeni valasz vizsgalata, masodlagos
morfologia valtds szérum jelenlétében (mikroszkopos vizsgalat),
biofilmképzés (MTT metabolikus aktivitdis mérés) és antifungalis

szerekkel szembeni érzékenység tesztelése (mikrodiliicios modszer)

Egyéb mddszerek:
Sejtfal festés fluoreszcens festékekkel — fluoreszcens mikroszkopia
In silico fehérje térszerkezeti analizis

In vivo virulencia vizsgalatok (Galleria mellonella)



Eredmények

A C. parapsilosis fertdzdképességét befolyasold gének azonositdsa és

eqgy delécids konyvtar 1étrehozasa

Munkankat megel6zden laboratoriumunkban egy célzott
megkozelitési modszert alkalmaztunk annak érdekében, hogy a C.
parapsilosis fert6zoképességében részt vevé géneket beazonositsuk.
Ennek soran, a gazda-patogén koélcsonhatast kovetden megvizsgaltuk a
gomba teljes génexpresszios profiljat (RNS szekvenalas). Az itt
megemelkedett expressziot mutatott gének kozil a transzkripcids
faktorokra és protein kindzokra mint a fert6z6képességet szabalyozd
faktorokra Oszpontositottunk. Ezeken kiviil tovabbi olyan géneket is
kivalasztottunk, amelyekr6l szintén feltételeztiik, hogy a gomba
virulenciajat szabalyozhatjak. Ezeknek a vizsgalatat a genombol torténd
eltavolitasukon keresztiil kapott homozigdéta deléciés mutans torzsek
jellemzésével végeztiik el. A gének egyenkénti eltdvolitasat a fuzids
PCR-rel létrehozott  konstrukcidok segitségével, auxotrofia
komplementacioval végeztiik el. igy elballitottunk egy 30 génre nézve

delécios mutans konyvtarat génenként 2-2 fiiggetlen parhuzamossal.

A delécids konyvtar széles korli vizsgalata

A mutans konyvtar jellemzése soran megvizsgaltuk az egyes
torzsek életképességét komplex és kiilonbozoképpen kiegészitett
minimal taptalajos kozegekben. Teszteltiik tovabbd a torzsek valaszat
kiilonbozo6 sejtfal (kongd voros, kalkofluor fehér, koffein, higromicin B),

sejtmembran (SDS) és oxidativ (H,O,) stresszorok jelenlétében és
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megvizsgaltuk az egyes torzsek morfologia valtasdban és biofilm
képzésében bekovetkez6 valtozasokat is. Emellett teszteltiik a torzsek
antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét is.

Eredményeink alapjan a 30 l1étrehozott null mutans koziil 9 torzs
mutatott  csokkent  életképességet, 14  torzs  megvaltozott
ellenalloképességet oxidativ, sejtfal és/vagy sejtmembran stresszor
jelenlétében, és 7 torzsnek valtozott meg az antifungalis szerekkel
szembeni érzékenysége a vad tipusu torzshoz képest. A deléciods
konyvtar 3 tagja esetén valtozott meg azok masodlagos morfologidja,
amelyek koziil 1 kizarélag ¢élesztd, mig tovabbi 2 rendellenesen
megnyult hosszii pszeudohifdkat képzett. A teljes kollekcio biofilm
képzésének vizsgalata soran szintén 3 torzs mutatott megvaltozott
fenotipust, amelyek koziil 2 a legkevésbé, mig 1 sokkal hatékonyabban
volt képes annak képzésére a referencia torzshoz képest. Kisérleteink
alapjan azt tapasztaltuk, hogy az itt beazonositott gének koziil szamos
pleitrop hatassal rendelkezik, mivel azok delécidja egyszerre kett6 vagy
tobb egymastdl fiiggetlen fenotipus 1étrejottét eredményezte.

Osszesitve, a 30 delécios torzs koziil 17 esetében véltozott meg
azok fenotipusa a vad tipushoz képest. Mivel az alkalmazott kondiciok
mindegyike befolyassal rendelkezik a gomba fertézéképessége felett,
ezért elmondhat6é, hogy az itt beazonositott gének legalabb fele
hozzajarul a C. parapsilosis fertdézoképességének kialakitasahoz ¢és

fenntartasahoz.



A deléciés mutans konyvtar atfogd  jellemzése utan kiemelt C.

parapsilosis mutédns torzsek és azok tovabbi vizsgilatai

A tovabbiakban olyan C. parapsilosis gének pontos szerepét
hataroztuk meg, amelyeket a gazda-patogén kolcsonhatast kovetden
azonositottunk be ¢és amelyek eltavolitisa a legtobb rendellenes

fenotipus megjelenését okozta.

A vasfelvételt és az alternativ_szénforrds hasznositisat szabalyozd
Cpar2_100540 transzkripcids faktor
A mutans konyvtar tesztelése soran a CPAR2_1005404/4

delécios torzs jellegzetességei kozé tartozott annak érzékenysége a lugos
kémhatasa kozegre és az oxidativ stresszor jelenlétére. A gén
legkozelebbi ortologja (C. albicans HAPS) bizonyitottan részt vesz az
alternativ ~ szénforrasok  hasznositdsdban és a  vasfelvétel
szabalyozasaban.

A vasfelvétel lugos kozegben és vashianyos kdzegben is vas
reduktazok —pl. az Frpl- segitségével torténik. C. albicans-ban az Frpl
egyik szabalyozdja a HAPS5 gén, amelynek hidnyaban a vas reduktaz
expresszidja jelentdésen lecsokken és a mutans torzs novekedési
rendellenességet mutat bazikus kémhatdsi kozegben és vashidnyos
kozegben is. Kisérleteink soran, a CPAR2_1005404/4 delécios torzs
csokkent novekedési képességet mutatott mindkét tipust kozegben.
Emellett a génexpresszids vizsgalatokat kovetden a delécids torzsben
mindkét kozeg alkalmazasakor csokkent FRP1  expressziot
tapasztaltunk. Tehat az CPAR2_100540 a C. albicans HAP5-hoz

hasonldé modon végezheti a vasfelvétel szabalyozasat.



Azok a torzsek, amelyek nem képesek alternativ szénforrasok
hasznositasara altaldban a 1égzési lancot érintdé valamilyen
rendellenességgel rendelkeznek. S. cerevisiae-ben és C. albicans-ban a
Hap5 a mitokondrialis 1égzési lanc citokrom-c (CYC) és citokrom-c
oxidaz (COX) gének expressziojanak befolyasolasan keresztiil végzi az
alternativ szénforrasok hasznositasanak szabalyozasat. Azonban a két
fajban a szabalyozas ellentétes. Mig S. cerevisiae-ben a hap54/4 mutans
torzsekben az effektor gének expresszidja lecsokken, addig C. albicans-
ban megemelkedik. Kisérleteinkben a CPAR2_1005404/4 mutans torzs
csokkent novekedést mutatott laktat és aminosavak -mint alternativ
szénforrasok- jelenlétében is. Emellett a génexpresszids analiziseket
kovetden pedig megemelkedett CYCL és COX4 expressziot detektaltunk.
Tehat a CPAR2_100540 részt vesz az alternativ szénforrasok
hasznositasaban is, amelyet - a C. albicans HAP5-h6z hasonléan — a
1égzési lanc bizonyos elemeinek szabalyozasan keresztiil végezhet.

A tovabbiakban elvégzett virulencia vizsgalatok alapjan
elmondhat6, hogy a mutans torzs fert6zoképessége lecsokkent, tehat a
CPAR2_100540 gén  sziikéges lehet a C.  parapsilosis

fert6zoképességének kialakitasahoz.

A  maésodlagos morfolégia valtds  szabalyozdsit befolyasold
Cpar2_200390 transzkripcios faktor
A CPAR2 2003904/4 mutans tdorzs jellegzetessége, hogy

rendellenesen megnyult, pehelyszerlien aggregalodd masodlagos
morfologiaval rendelkezett. A gén legkozelebbi ortologja a S.

cerevisiae-ben és C. albicans-ban is leirt SPT3 gén, ami mindkét fajban



a morfologia valtas szabdlyozasat végzi. A szabalyozas eztttal is
ellentétes, mivel a gén eltavolitisa S. cerevisiae-ben kizarolag élesztd
formak jelenlétét, mig C. albicans-ban - tobb egyéb fenotipusos
rendellenesség mellett - hiperfilamentald fenotipust mutatott. A
CPAR2_200390 gén eltavolitasat kovetén kapott fenotipus profil
teljesen megegyezett a C. albicans-ban korabban tapasztalt
fenotipusokkal, tehat a gén az SPT3-hoz hasonloan végezheti a
morfologia valtas szabalyozasat.

A CPAR2 2003904/4 tovabbi vizsgalatai soran sejtfal
stresszorral szembeni rezisztenciat is tapasztaltunk. A mutans torzs
sejtfalanak fluoreszcens festékekkel torténd vizsgalatat kovetden a
mutans sejtekben megemelkedett Ossz-kitin  és  kitin  oligomer
koncentraciot detektaltuk. Mindezek mellett a génexpresszids analizisek
soran a deléciés torzs megvaltozott kitinaz és Kkitin  szintaz
génexpressziot is mutatott, ami alapjan azt feltételeztiik, hogy a térzsben
felborult a kitin bioszintézis.

A tovabbiakban elvégzett fert6zoképességet teszteld vizsgalatok
alapjan ezen mutans torzs virulenciaja is csokkent a referencia torzshoz
képest, tehat az itt beazonositott gén is sziikséges lehet a fert6zés

kialakitasahoz.

A biofilmképzés  szabalyozasaban  résztvevd  Cpar2_ 602840

transzkripcios faktor

A CPAR2_602840 gén legfobb jellegzetessége, hogy annak

eltavolitasakor a mutans torzs esetében hatékonyabb biofilmképzés

kovetkezett be. A gén egyik kozeli ortologjat sem hoztdk eddig



Osszefiiggésbe Dbiofilmképzéssel, tehat az itt beazonositott gén C.
parapsilosis-ban egyediilallo funkcioval birhat. Kisérleteinkben a
mutans torzsben megvizsgaltuk minden ezidaig ismert biofilmképzést
befolyasold gén kifejez6dését, ami eredményeként azt tapasztaltuk, hogy
azok expresszioja jelentdsen megemelkedett. Ez arra utalt, hogy az itt
beazonositott transzkripcios faktor C. parapsilosis-ban a biofilmképzés
egy mester regulatora lehet. Emellett a mutans sejtjek sejtfalanak
vizsgalatakor jelent6sen megemelkedett manndéz tartalmat s
detektaltunk, ami a hiper-biofilm képzd fenotipus egyik eredménye
lehet.

A tovabbiakban a torzs virulencia vizsgalatai soran mérsékelten
csokkent fertézoképességet tapasztaltunk. A jovoben a mutans torzset
egy olyan modellrendszerben teszteljiik majd, ami a biofilm képzés

¢lettani vizsgalatanak valddi modellje: ez a patkany vénas katéter.

A hdszenzitivitast befolyasolé Cpar2 303700 kinaz
A CPAR2 3037004/4 delécios torzs vizsgalatainkban jelentOs

mérték{i  szenzitivitast —mutatott a megvaltozott hdmérsékleti
viszonyokra. Tovabbi jellegzetesség a ndvekedési rendellenesség és
nagyfoki érzékenység az oxidativ stresszor jelenlétére. A gén
legkozelebbi ortologja a S. cerevisiae-ben kordbban leirt CGI121 - a
konzervalt KEOPS/EKC komplex tagja -, ami a telomer fenntartas
szabalyozasaban vesz részt.

Az alacsony szekvencia azonossag miatt azonban elvégeztiik a
Cpar2_ 303700 és a Cgil21 fehérjék in silico térszerkezeti analizisét.

Eredményként a két fehérje harmadlagos szerkezete kozott nagyfoku



hasonldsagot talaltunk. Tovabbi bizonyitékként megvizsgaltuk, hogy a
Cpar2_303700 képes-e kdlcsonhatni a Cgil21 legkdzelebbi kdlcsonhatd
partnerével, a Bud32 fehérjével. Eredményeink alapjan a Cpar2_303700
és a Bud32 kozott, az eredeti konformaciohoz hasonldan, in silico stabil
kolcsonhatas jott 1étre. Tehat az itt beazonositott fehérje és a Cgil21
egymashoz hasonl6 proteinek lehetnek.

A CGI121 delécidja soran pékélesztben olyan fenotipusok
menekitését tapasztaltak, amelyek a telomer defekt kovetkeztében jottek
létre (oxidativ stresszor- és hoészenzitivitas, illetve novekedési defekt).
Vizsgalataink soran a CPAR2 3037004/4 delécidja ugyanezeknek a
fenotipusoknak a megjelenését okozta. Ez alapjan ellentétes szabalyozo
mechanizmusokat feltételezhetiink. Ennek alatdmasztasahoz késobb
tovabbi kisérleteket terveziink.

A tovabbiakban a mutans torzs virulencia vizsgalatai soran
ismételten csokkent fertdzOképességet tapasztaltunk, ami arra utalhat
hogy a Cpar2 303700 sziikséges lehet a gomba fertézéképességéhez.
Ismereteink szerint ez az els6 alkalom, hogy a KEOPS/EKC komplex

Osszefliggésbe hozhato egy patogén faj fertdzoképességével.



Osszefoglalas

1. Munkank eredményeként 1étrehoztunk egy 30 kiilonbozé génre

nézve homozigéta deléciés mutans konyvtarat, génenként 2-2

parhuzamossal.

2. Az egyes torzsek széles korli vizsgalatata sordn a teljes mutans

kollekcid

mintegy 57%-anal tapasztaltunk megvaltozott

fenotipust a vad tipust torzshoz képest, tehat a beazonositott

gének tobb mint fele részt vehet a gomba fertézoképességében.

Ezek koziil a vizsgalt mutans torzsek 30%-a mutatott
csokkent életképességet YPD komplex, és/vagy
kiilonbozoképpen  kiegészitett minimal taptalajos
kozegben,

a delécios konyvtar kozel fele (47%) esetén valtozott
meg az egyes oxidativ, sejtfal ¢és sejtmembran
stresszorok jelenlétére adott valasz,

a mutans kollekcio 10%-nal detektaltunk megvaltozott
masodlagos morfoldgiat,

a vizsgalt torzsek tovabbi 10%-a esetén tapasztaltunk
biofilm képzési rendellenességet,

és vegiil, a torzsek kb. 23%-a mutatott megvaltozott
érzékenységet flukonazollal és / vagy kaszpofungin —

diacetattal szemben a vad tipusu térzshdz viszonyitva.

3. Munkank soran sikeresen beazonositottunk négy olyan C.

parapsilosis szabalyozo faktort kodolé gént, amelyek a gazda-
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patogén kolcsonhatdsban aktivan részt vesznek és a gomba

fert6zoképességét szamottevéen befolyasoljak.

A CPAR2_100540 altal kodolt transzkripcids faktor (TF) a
fert6zés soran feltehetbleg a vasfelvételt befolyasolja egy
vas reduktaz — az FRP1 - szabalyozasan keresztiil, és az
alternativ szénforrasok hasznositasaban is részt vehet,
feltehetden a 1égzési lanc bizonyos elemeinek (CYC, COX
gének) szabalyozasa révén.

A CPAR2_200390 altal meghatarozott TF a gomba
masodlagos morfologia valtdsanak negativ regulatora és
feltehetleg a kitin szintaz és kitinaz kodolo gének
expressziojanak szabalyozasan keresztiil befolyasolja a
sejtfal kitin Osszetételét, igy a gazda altali felismerést is.

A CPAR2_303700 altal meghatarozott protein kinaz a
gomba életképességét befolyasolhatja, aminek feltehetden
szerepe lehet a gazdaszervezetben uralkodd kornyezeti
viszonyokhoz (homérséklet és oxidativ stressz) vald
alkalmazkodasban.

A CPAR2 602840 altal koédolt TF a C. parapsilosis
biofilmképzésének egy mester regulatora lehet, ami
befolyasolja a gomba sejtfal manndz tartalmat, igy annak
immunsejtek altali felismerését is.

A G. mellonella modellorganizmussal elvégzett in vivo
kisérletek alapjan, az itt beazonositott szabalyozo faktorok
mindegyike sziikséges a gomba fert6z6képességének

kialakitasahoz.
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