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1. Roviditések jegyzéke

ALS: Agglutinin-Like Sequence (agglutininszert szekvencia)

AMP: Ampicillin

ANF: Anidulafungin

attB-P-L-R: Attachment siteB-P-L-R (specifikus felismer6 szekvenciak)

BAR: Jelo16 szekvencia (=TAG szekvencia)

Bp: Base pair (bazis par)

BPS: Bathophenanthroline disulfonate (batofenantrolin-diszulfonat)

BSA: Bovine Serum Albumin (borju szérum albumin)

CAF: Caspofungin

ccdB: Citotoxikus fehérjét (kolicin - DNS giraz gatld) kodold gén

cDNS: Complementary DNS (kiegészité DNS)

CDG: Candida Genome Database (Candida Genom Adatbazis)

CFU: Colony forming unit (telepképzd egység)

CRISPR/Cas9: Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeat
ConA-FITC: Concanavalin A—fluorescein isothiocyanate (konkanavalin A—fluoreszcein-
1zotiocianat)

CUG: Cytosine-Uracil-Guanine (citozin-uracil-guanin triplet)

DIG: Digoxigenin

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium (Dulbecco altal mddositott Eagle-féle
médium)

DMSO: Dimetil-szulfoxid

DO: Dropout (aminosav koktél)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)

FBS: Fetal Bovine Serum (0jsziiltt borju szérum)

FLP: flipaz rekombinaz

HI FBS: Heat inactivated Fetal Bovine Serum (héinaktivalt ujsziilétt borji szérum)
HI1V: Human Immunodeficiency Virus (emberi immunhidny-el6idézd virus)
HWPL1: Hyphal cell Wall Protein 1 (hifa sejtfal protein 1)

KAN: Kanamicin A



KF: Kalkofluor fehér

KO: Knock out (kiiités, delécio)

KV: Kongo voros

LB: Luria-Bertani taptalaj

LEU2: Izocitrat/izopropil-malat dehidrogenaz (leucin bioszintézisért felelés gén)
MIC: Minimalis gatld koncentracid

MIF: Micafungin

MOPS: 3-3-(N-morfolino)-propanszulfonsav

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazoéliumbromid

NAC: Non-albicans Candida (nem-albicans Candida faj)

NEUTS5L (N5L): Neutralis intergenikus régio

ODx: Optikai denzités, x-adott hullamhossz (nm)

OE: Overexpression (tultermelés, overexpresszio)

ORF: Open reading frame (nyitott leolvasasi keret)

PAMP: Pathogene Associated Molecular Pattern (patogén asszocialt molekularis mintazat)
PBS: Phosphate Buffered Saline (foszfat pufferelt sdoldat)

PCR: Polymerase Chain Reaction (polimeraz lancreakcid)

PEG: Polyethylene Glycol (polietilén-glikol)

PRR: Pathogene Recognition Receptors (patogén felismer6 receptorok)

PS: Penicillin-Streptomycin (penicillin-sztreptomicin)

gPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction (kvantitativ polimeraz lancreakcio)
RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute tapoldat

RPS1: Ribosomal protein of the small (40S) subunit (kis riboszomalis fehérje alegység)
Sap: Secreted Aspartyl Proteinase (szekretalt savas proteindz fehérje)

SAP: Secreted Aspartyl Proteinase (szekretalt savas proteinazt kodolo gén)

SAPP: Secreted Aspartyl Proteinase in parapsilosis (C. parapsilosis szekretalt savas
proteinazt kodold gén)

SDS: Sodium Dodecyl Sulphate (natrium-lauril-szulfat)

SEM: Scanning electronmicroscope (pasztazo elektronmikroszkop)

TAE: Tris-Acetate—-EDTA (Tris-acetat-EDTA)

TDH3: Triose-phosphate dehydrogenase 3 (tridz foszfat dehidrogenaz 3)



TE: Tris-EDTA

THP-1: Human monocita sejtvonal

TRIS: Tris(hydroxymethyl)aminometheane (Tris-(hidroximetil)-aminometan)

TUB4: Tubulin 4 (gamma-tubulin 4)

VT: Vad tipus

WGA-FITC: Wheat germ agglutinin—fluorescein isothiocyanate (buzacsira agglutinin—
fluoreszcein-izotiocianat)

YNB: Yeast Nitrogen Base (¢élesztd nitrogénforras)

YPD: Yeast—Peptone—D-glucose (¢élesztokivonat—pepton—D-gliik6z)



2. Bevezetés

A nozokomidlis szisztémas gombas fertézések jelentds hanyadaért vilagszerte a
Candida fajok felelések. A nemzetség ezen megbetegedésekkel leggyakrabban
Osszefliggésbe hozhato tagja a Candida albicans, habar az invaziv candidiazisok
epidemiologiaja az elmualt négy évtizedben jelentésen megvaltozott. A gombaés
megbetegedésekkel (candidémia) Osszefiiggésben olyan tendencidk figyelhetok meg
napjainkban, mint példaul a novekvo esetszamok vagy az tn. nem-albicans Candida (NAC)
fajok térhoditasa és a multidrog-rezisztens fajok megjelenése a klinikumban. A NAC fajok,
mint a C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. auris vagy a C. tropicalis altal okozott
fertdzések novekvd tendenciaja ravilagit ezen fajok vizsgalatanak fontossagara. Az emlitett
epidemioldgiai valtozasok hatterében maga a valtozo klinikai gyakorlat allhat, akéar a
daganatos megbetegedések esetén alkalmazott immunszuppresszans kezelések novekvo
gyakorisdgara, akar az antifungalis szerek tlzott haszndlatdra gondolunk.

A C. parapsilosis a normal human mikrobidta kozosség tagja, azonban képes
betegséget okozni alacsony sziiletési sullyal vilagra jott csecsemoOkben, valamint
immunszuppresszalt egyénekben. Képes a horizontalis terjedésre, és a tobbi Candida fajhoz
képest kevésbé érzékeny a gyakran alkalmazott echinokandin tipusti gombaellenes szerekre.
vizsgalatok elvégzését. A C. albicans esetében mar szamos tanulmany beszamolt a faj
fert6zOképességeeért felelds gének és mechanizmusok azonositasardl, mig az egyre nagyobb
kockazatot jelent6 opportunista humanpatogén C. parapsilosis gomba esetében kevés ismeret
all rendelkezésiinkre a patomechmanizmus tekintetében. A Candida Genom Adatbazisban
(Candida Genome Database - CGD) a C. parapsilosis esetében a fehérje kodold géneknek
minddssze 1,35%-at azonositottak, mig a C. albicans esetében a 27,87%-at (Skrzypek és
mtsi., 2017).

A gének szerepének feltardsdhoz altalanosan alkalmazott modszer a kérdéses gének
deletalasa a genombol, majd a mutansok jellemzése. A géndelécios (knocked out - KO)
mutansok 1étrehozasa a C. parapsilosis faj esetében tobbféle modszerrel is megvaldsithato.
A géndelécios torzsek vizsgalata mellett egy masfajta megkdzelitést kindl a vizsgalt gének

folyamatos kifejeztetése, azaz overexpresszidja (overexpression - OE). Ha az OE hatasa a



KO hatasaval ellenkezdleg hat a fenotipusra, az OE vizsgalat megerdsitéleg szolgal az adott
gén funkcigjat tekintve. De az OE hatasanak vizsgalata a delécios fenotipus mellett tovabbi
informaciokkal is szolgalhat a vizsgalt gén szerepérél, kiilondsen, amikor a delécidos mutans
fenotipusa nem tér el a vad tipust kontroll torzstdl, vagy amikor az OE torzs fenotipusa
hasonlé a KO mutanséval. Abban az esetben, amikor egy gén delécioja letalis, az OE
hatasanak vizsgalata kiilonosen hasznos vizsgalati megkozelités, amelyet, ha
Osszekapcsolunk represszalhaté promotert alkalmazo vizsgalatokkal, akkor esszencidlis
bizonyos Candida fajok, a KO fenotipus vizsgalatahoz mindkét allélt deletalni kell, azonban
az OE vizsgalatokhoz az OE konstrukciot elégséges egy kopiaban integralni a genomba. Az
integracio helyét iranyitani is lehet, ha a konstrukcioba homoldg rekombinaciot biztosito
genomi szakaszokat épitiink be.

Szamitasba véve a C. parapsilosis gombafaj sajatsagos tulajdonsagait a Candida
nemzetség viszonylatdban, valamint az OE megkozelités eldnyeit, célunk volt egy OE
mutans C. parapsilosis kollekcio 1étrehozasa és a mutansok fizioldgiajanak és a virulenciaval
Osszefliggésbe hozhatd tulajdonsagainak széleskorti vizsgalata.

Az OE mutans gyljtemény megtervezéséhez megvizsgaltuk, hogy THP-1 human
monocitakkal egyiitt inkubalt C. parapsilosis sejtekben milyen gének transzkripcidja valtozik
meg. A THP-1 sejtek jelenlétében megvaltozott expresszids mintdzatot mutatd gének listajat
kiegészitettiik olyan génekkel is, melyek ortologjai Saccharomyces cerevisiae vagy C.
albicans fajokban a szakirodalmi adatok szerint részt vesznek virulencia asszocialt
folyamatokban vagy tulajdonsagok kialakitasaban, illetve KO mutans parjuk mar elérhet6 C.
parapsilosis géndelécios konyvtarban.

Létrehoztunk egy 37 kiilonbozé gént taltermelé mutans gyiijteményt, amelynek
tagjait kiilonb6z6 molekularis modszerekkel (PCR, qPCR, Southern hibridizacio) validaltuk.
Jellemeztiik @ mutans torzsek életképességét, stressz toleranciajat, morfologiavaltasra valo
képességét, pszeudohifa- és biofilmképzését, valamint antifungalis szerekkel szemben
mutatott érzékenységét. A torzsek kolcsonhatasat a gazdasejtekkel in vivo és in vitro
modellek alkalmazasaval vizsgaltuk. A mutans kollekcid széleskorii vizsgalatat kovetden
Osszevetettiik eredményeinket C. parapsilosis, S. cerevisiae és C. albicans KO, illetve OE

mutans konyvtarak analizise soran kapott szakirodalmi adatokkal. Az 6sszehasonlitas soran



egyes C. parapsilosis gének KO és OE fenotipusa kozel azonosnak mutatkozott az
Osszehasonlitott faj ortologjanak KO ¢és OE fenotipusaval, mig mas gének KO és OE
fenotipusa ellentétesnek vagy ellentmondasosnak mutatkoztak az 6sszehasonlitott ortolog
KO és OE fenotipusaval. A 1étrehozott C. parapsilosis OE mutans kollekci6 karakterizalasa
soran nyolc gén esetében azonositottunk eltérd fenotipust a kontroll térzshoz viszonyitva.

A munkank sordn azonositott gének virulencidban betdltott szerepét elsdként
mutattuk be C. parapsilosis-ban. Eredményeink ravilagitottak, hogy a gén OE vizsgalati

megkozelités egy hatékony modszer a virulencia gének azonositasara és vizsgalatara.
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3. Irodalmi attekintés

3.1. Az egysejtii gombak szerepe az élévilagban

Az egysejtli, ugynevezett élesztégomba fajok a gombak kiralysaganak Ascomycota
vagy Basidiomycota torzsének tagjai kozé tartoznak. Az éleszt6 kifejezés szamos nyelven,
ahogy magyarul is, utal a gomba fermentacios folyamatokban vald részvételére. Ipari és
kisérleti kornyezetben egyarant alkalmazott organizmus a S. cerevisiae, amit gyakran
szinonim elnevezéssel éleszté néven emlegetnek, ennek koszonhetéen a tobbi egysejti
gombafajnak is gyakran tulajdonitanak fermentaciohoz kothetd szerepet. Az egysejtii
¢lesztdgombak altalanos jellemzésiik szerint, sarjadzassal vagy kettéosztodéssal, els6sorban
aszexualis modon szaporod6, foleg egyediilallo sejtekbdl allo telepeket I1étrehozo
mikroorganizmusok. A szexualis reprodukciora képes fajok nem képeznek termétestet
(Kurtzman és mtsi., 2011). Ezen gombafajok fontos szerepet toltenek be az
¢lelmiszeriparban, mezdgazdasagban, biotechnoldgidban, gydgyszeriparban vagy akér
bioldgiai alapkutatasokban. Els6sorban élelmiszeripari felhasznalasukrol ismertek alapvetd
¢lelmiszerek fermentacios folyamataiban, mint példaul a sor, bor, sajt vagy kiilonb6zo
pékaruk eldallitasaban. Szintén fontos, am kevéssé ismert szerepiik van példaul az
lizemanyagként hasznalt etanol eldallitasaban, ipari felhasznalasti enzimek vagy akar kis
molekulastlyt anyagcseretermékek termelésében (Johnson és Echavarri-Erasun, 2011).
Szamos esetben alkalmazzak heterolog expresszios rendszerben a S. cerevisiae-t masik faj
altal termelt fehérjék vagy enzimek termeltetésére. A kornyezetiinkben el6fordulé és ipari
jelentéséggel bird fajok mellett azonban léteznek olyan fajok is, melyek az emberrel

szimbidzisban vagy gazda-parazita kapcsolatban élnek.

3.2. A humanpatogén gombafertézések jelentésége

A becsiilt 1,5-5 millié 1étezé6 gombafaj koziil napjainkig csupan néhany szazat
azonositottak humanpatogén fajként. Ezek koziil is kevés azon gombafajok szama, amelyek
képesek egészséges egyedekben fertézések kialakitasara (Kohler és mtsi., 2014). Ezek a

gombak obligat patogén szervezetek, mig masok opportunista patogén fajok, melyek akar
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szimbidzisban is ¢élhetnek a gazdaval, amig a gazdaszervezet legyengiilése vagy a
gazdaszervezet altal biztositott mikrokornyezet megvaltozasa lehetéséget nem nyit a
patogenezisre (Kohler és mitsi., 2017). A betegek immunrendszerének gyengitésével a
modern gyodgyaszat és a valtozo klinikai gyakorlat paradox médon kedvezé hatassal van ezen
fert6zések kialakulasara (Kohler és mtsi., 2014).

A gombas fertézések leggyakrabban a kiiltakaron és a nyalkahartyan alakulnak ki,
ritkdbban stlyosabb, akar haldlos kimenetelii invaziv fertézéseket is okozhatnak (Brown ¢€s
mtsi., 2012; Gow ¢és Netea, 2016). Statisztikdk szerint az invaziv gombas megbetegedések
altali elhaldlozasok szama kozelit a malaridban, illetve a tuberkuldzisban szenvedd paciensek
esetében tapasztalt letalitds mértékével (Brown és mtsi.,, 2012). A gombas fertézések
hatterében leggyakrabban azonositott patogén fajok a Cryptococcus, Candida, Aspergillus
vagy Pneumocystis nemzetség tagjai, melyek megkozelitdleg az esetek 90%-aért feleldsek
(Brown és mtsi., 2012).

3.3. A Candida nemzetség tagjainak klinikai jelentosége

A Candida nemzetségbe szamos olyan faj tartozik, amely a normal human mikrofléra
tagja. Kommenzalistaként az emberi emésztd szervrendszert, a nyalkahartyaval boritott
felszineket és a bor feliiletét egyarant kolonizalhatjak. Azonban a gazdaszervezet védelmi
rendszerének gyengiilése esetén az opportunista patogén fajok az emberi test szamos pontjan
képesek lokalis vagy szisztémas fertézések (candididzisok) kialakitasara. Az elmult
évtizedekben a candidiazisok gyakorisaga névekvo tendenciat mutat az immunszuppresszios
terapiak alkalmazasanak, valamint a HIV (human immunodeficiency virus, emberi
immunhiany-el6idéz6 virus) fert6zés elterjedésének koszonhetéen. Feltehetéen a gombas
megbetegedések koztudatba keriilése és a diagnosztikai lehetdségek, eszk6zok fejlédése is
hozzajarult a fert6zések hatterében egyre gyakrabban azonositott gombafajok klinikali
statisztikakban vald névekvé megjelenéséhez. A nemzetség legismertebb és legtobbet
vizsgalt faja a C. albicans. Az 1985 és 2004 kozotti idészakban a C. albicans gombaval
kapcsolatban megjelent publikaciok szama tobb mint 334%-os novekedést mutatott (Cooper,

2011). A szamok tiikkrében a C. albicans és egyéb mas Candida fajok kozegészségiigyre
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gyakorolt hatasa egyre nagyobb jelentdséggel bir, amely egyre siirgetébbé teszi
tanulmanyozasukat és megismerésiiket.

A gomba kommenzalista életmddjanak patogénre torténé valtasat szamos koriilmény
befolyasolja, melyek egyike az antimikrobialis szerek gyakori hasznalata. A természetes
mikrobidta kozosség sériilése teret ad akar endogén, akar exogén fajok tulszaporodéasanak,
ezzel eldsegitve a lokalis gombafertézések kialakulasat (Amici és mtsi., 1994; Carr és mtsi.,
1998). Egyes tanulmanyok szerint az egészségiigyi intézményeknek jelentds szerepiik van az
exogén eredeti candididzisok kialakulasdban (Jarvis, 1995). A hosszabb korhazi
tartdzkodasra kényszeriilt betegek korében gyakori a korhazi dolgozok vagy az alkalmazott
orvosi eszk6zok (pl. katéterek), mint vektorok altal torténé megfertéz6dés (Trofa és mitsi.,
2008). A Candida fajok altal okozott megbetegedések leggyakrabban a nyalkahartyat érinto,
példaul szajiiregi vagy hiivelyi fert6zések, amelyek stilyosabb megjelenési formai els6sorban
immunszuppresszalt egyénekben (pl. HIV fert6zott paciensek) jelentkezhetnek (Matee és
mtsi., 2000; Sobel, 2007). A szisztémas, tobb szervet, szovetet érintd invaziv candidiazisok
mind az egészséges, mind pedig az alapbetegséggel vagy hajlamositd tényezdvel (pl. égési
sériilés) rendelkez6 betegekben egyarant magas mortalitassal jarnak. Az invaziv candidiazis
szamos belsé szerv és szovet gyulladasat okozhatja, és olyan korképek kialakulasaért lehet
felelds, mint példaul a szivbelhartya gyulladds (endocarditis), hashartyagyulladés
(peritonitis), agyhartyagyulladas (meningitis), csonthartyagyulladas (osteomyelitis), iziileti
gyulladas (arthritis), szemgyulladas (onychomycosis) (Pfaller és Diekema, 2007; Trofa és
mitsi., 2008).

Habar a Candida nemzetség nozokomialis szisztémas gombas fertdzésekkel
leggyakrabban 0Osszefiiggésbe hozhato tagja a C. albicans, az invaziv candidiazisok
epidemioldgiaja az utobbi évtizedekben jelent6s valtozason ment keresztiil. A candidémias
megbetegedésekkel Osszefiiggésben megfigyelhetd a nem-albicans Candida fajok (NAC),
mint a C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis vagy C. auris gyakori
elé6fordulasa és térhoditasa (Turner és Butler, 2014; Fridkin és mtsi., 2006; Trofa és mtsi.,
2008; Cleveland és mtsi., 2012; Juyal és mtsi., 2013; Yapar, 2014; Zuza-Alves és mtsi., 2017;
Spivak és Hanson, 2018; Krcmery és Barnes, 2002; Clark és mtsi., 2004; Kuhn és mtsi.,
2004; Schelenz és mtsi., 2016). A kiilonb6z6 NAC fajok altal azonositott fertézések szama
foldrajzi régionként valtozo (Brown és mtsi., 2012; Yapar, 2014; Quindos, 2014), és az
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altaluk fert6zott célcsoport sem feltétleniil fed at. A C. glabrata gyakran a masodik helyen
szerepel a C. albicans utan az altala okozott véraramfertézések szamat tekintve, feltehetden
a klinikumban leggyakrabban alkalmazott antifungalis szerekkel szembeni megndvekedett
rezisztenciajanak koszonhetéen (Malani és mtsi., 2005; Foster és mtsi., 2007). A C. glabrata
gyakran azonositott faj szajiiregi és hiivelyi fertézések esetén (Bialkova és Subik, 2006; Kaur
és mtsi., 2005) az észak-amerikai, illetve az észak- és kozép-eurdpai térségben. A C. krusei
gyakorta azonositott faj a candidémias megbetegedések kialakulasanak hatterében
neutropénias paciensek korében (Hachem és mitsi., 2008; Pfaller és mtsi., 2008). A faj ismert
flukonazol rezisztenciajarol és mas hatéanyagokkal szemben mutatott csokkent
érzékenységérdl (Pelletier és mtsi.,, 2005). Foldrajzi elterjedését tekintve jellemzdoen
Csehorszagban, Szlovakiaban és Lengyelorszagban izolalt faj. A C. parapsilosis gombafaj
altal okozott candidémiés esetek leggyakrabban a korasziilott osztalyokon fordulnak eld
(Bendel és mtsi. 2003; Chapman, 2003), és az egyes invaziv gombafertézésekre vonatkozo
statisztikai felmérésekben a faj incidenciaja szorosan koveti a C. albicans fajét (Trofa és
mtsi., 2008). Az intravénas katéterrel és egyéb orvosi implantatummal, protézissel ellatott
betegek korében szintén jelentds a C. parapsilosis altal okozott fert6zések szama. Vilagszerte
elterjedt, Dél-Amerika, Ausztralia, Afrika és Europa egyes térségeiben gyakori faj (Guinea,
2014; Quindos, 2014). A C. tropicalis altal okozott megbetegedések szama fbleg
leukémiaban, neutropéniaban szenvedd betegek és hosszi korhdzi tartdozkodasra itélt
egyének esetében jelentés. Dél-Amerikaban a masodik, mig Délkelet-Azsidban az elsé
helyen szerepel a vérarambdl leggyakrabban izolalhato Candida fajok rangsoraban (Pfaller
¢és Diekema, 2007; Kothavade és mtsi., 2010). A C. auris gombat 2009-ben azonositottak
Kelet-Azsidban mint flukonazol rezisztens fajt, azota tovabbi 5 kontinensen izolaltdk a
candidiazis kiilonb6z6 formaibol, koztiik véraramfert6zésbol is (Spivak és Hanson, 2018).
Korabbi években késziilt magyarorszagi dsszefoglald tanulmanyok szerint hazankban
évente mintegy 1110 candidémias megbetegedést azonositanak (Sinko €és mtsi., 2015). Az
invaziv candidiazist okozo Candida fajok koziil a C. albicans a leggyakrabban izolalt faj
(Doczi és mtsi., 2012; Pongracz és mtsi., 2015), ugyanakkor a nemzetkozi trendekhez
hasonloan a C. parapsilosis altal okozott fertdzések gyakorisaga ujsziilott csecsemdék

korében hazankban is névekvo tendenciat mutat (Doczi és mtsi., 2012).
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3.3.1. Diagnozis felallitasa

A Kklinikai gyakorlatban az egyes fajok meghatarozasa torténhet fajspecifikus
morfologiai bélyegek, illetve biokémiai profil azonositdsan keresztiil klasszikus
mikrobiologiai modszerek alkalmazasaval, tovabba molekularis technikak felhasznalasaval
(Pincus és mtsi., 2007). Morfologiai azonositast tesz lehetové a specifikus képletek (pl.:
klamidiosporak, csiratomlé, fonalas formak) megfigyelése. Az egyes fajok CHROM agar
tapkozegen tenyésztve telepmorfologiai jellegzetességet mutatnak (szin, alak, méret), amely
alapjan elkiilonithetéek egymastol (Jabra-Rizk és mitsi., 2001; Odds és Bernaerts, 1994,
Pfaller és mtsi., 1996). A kereskedelmi forgalomban kaphaté szénhidrat fermentaciot és
hasznositast vizsgalo tesztek, valamint a vérmintabol torténé gomba antigének kimutatasa
szintén alkalmazott modszerek a fajok azonositasara. Molekularis biologiai modszerek
példaul a polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld technikak, a fajspecifikus riboszomalis
rDNS szekvencia meghatarozas (Pincus és mtsi., 2007) vagy az RNS fluoreszcens in situ
hibridizaci6 (Kempf és mtsi., 2005). A diagndzis felallitdsdra napjainkban szamos
molekularis technikan alapulé modszer is elérhet6 a konvencionalis PCR alapi modszereken
tal. A MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry) tomegspektrometria segitségével az egyes izolatumokat eltéré riboszomalis
fehérjedsszetételiik alapjan kiilonitik el. A szamtalan diagnosztikai médszer koziil egyik sem
elég megbizhato vagy hozzaférhet6 a gyakorlatban, ami megneheziti a diagnozis felallitasat

¢és a megfeleld terdpia minél elébbi megkezdését (Brown és mitsi., 2012).

3.3.2. Alkalmazott antifungalis szerek és az elleniik kialakulé rezisztencia

Az invaziv Candida fert6zésekkel szemben leggyakrabban alkalmazott antifungalis
szerek, példaul az echinokandin, az azol és a polién alapu készitmények (Pappas és mitsi.,
2004; Roemer és Krysan, 2014). A megfelel6 antimikotikum kivalasztasat megneheziti a
multidrog-rezisztens fajok megjelenése a klinikumban, valamint a kiilonb6z6 Candida fajok
eltérd tolerancia szintje a kiilonféle szerekkel szemben. Példaul C. glabrata izolatumok
magas toleranciaval rendelkeznek, mind azol, mind pedig echinokandin tipust szerekkel

szemben (Pfaller, 2012), a C. krusei patogén faj pedig csokkent érzékenységet mutat
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flukonazol jelenlétében (Lin és mtsi., 2005). C. parapsilosis esetében emelkedett toleranciat
figyeltek meg echinokandin tipust szerek alkalmazéasa soran, ami a tobbi Candida faj
esetében ritkan megfigyelheto tulajdonsag (Toth és mtsi., 2019). Az echinokandinok ciklikus
lipopeptid molekuldk, melyek gatoljdk a gomba [-1,3-D-gliikan sejtfalkomponensének
halalahoz vezet (Kofla és Ruhnke, 2011; Mukherjee és mtsi.,, 2011). A polién tipusu
antifungalis szerek a gombak sejtfalanak ergoszterol komponenséhez képesek kotddni,
ezaltal negativan befolyasolva a membran normal miikodését (Odds és mtsi., 2003). Az
azolok az ergoszterol bioszintézisének gatlasan keresztiil fejtik ki antifungalis hatasukat,
megvaltoztatva ezzel a gomba sejtfal permeabilitasat és fluiditasat (Odds és mtsi., 2003).
Tovabbi nehézséget okoz, hogy ezek a fajok szelekciés nyomas hatasara szert tehetnek
rezisztenciat okozé mutaciokra, amelyek szamunkra kedvezétleniil befolyasoljak az
antifungalis szerekkel szembeni érzékenységiiket (Park és mtsi., 2005; Beyda és mtsi., 2012;
Papp és mitsi., 2018; Toth és mtsi., 2019). A C. albicans esetén mar ismertek azolokkal
szembeni rezisztencidért felelds mechanizmusok, melyek egyes génekben bekovetkezett
mutacioknak ¢és adott gének tultermelédésének (multidrog transzporterek, ERG11)
koszonhetéek (Park és mtsi.,, 2005; Garcia-Effron és mtsi., 2010). A patogén fajok
génmutaciok révén tjabb ¢és ujabb antifungalis szer elleni rezisztenciat is kialakithatnak

(Pfaller, 2012).

3.4. A Candida nemzetség jellemzése

A Candida nemzetség tagjai az Ascomycota torzs, Saccharomycetales rendjének,
Saccharomycetaceae csaladjaba tartozo élesztdgombak. Fajait izolaltak mar levego, talaj, viz
¢és élelmiszer mintakbol, mig egyes tagjai kommenzalista életmodot folytatnak mas
¢él6lényekkel. Kevés fajszammal ugyan, de egyarant képviseltetik magukat human-, illetve
allatpatogén kategoriaban (Kohler és mtsi., 2014). A tobb szaz (200-300) Candida faj koziil
minddssze néhany az, amely képes betegséget okozni az emberi szervezetben, ezek koziil
csupan 5 faj felelds a fertézések koriilbeliil 90%-aért (Lachance és mtsi., 2011; Turner és

Butler, 2014).
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Szamos egészségiigyi kockazatot jelenté Candida faj az ugynevezett CUG (citozin-
uracil-guanin triplet) klad tagja, ahol a CUG triplet a konvencionalis leucin helyett a szerin
aminosav beépiilését eredményezi (Butler és mtsi., 2009).

A génusz tagjai kozott egyarant talalunk haploid (pl. C. glabrata) és diploid (pl. C.
tropicalis) genommal rendelkez6 fajokat (Cooper, 2011; Turner és Butler, 2014). A genom
mérete néhany faj esetében ismert, 12-16 Mb par, a fehérjét kodolo gének szama pedig 6000
koriili értékre tehetd (Dujon, 2010). Tobbségiik ivartalanul, leflizodéssel vagy mas néven
sarjadzassal szaporodik, de megfigyeltek mar szexualis szaporodasi formakat, példaul a C.
guilliermondii, C. lusitaniae és C. krusei fajok esetében (Turner és Butler, 2014).

A nemzetség képviseldire jellemzd a dimorfizmus, kerekded éleszté és megnyult
fonalas pszeudohifa (pl. C. glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. parapsilosis) vagy
valodi hifa (pl. C. tropicalis, C. dubliniensis, C. albicans) formaban fordulhatnak el6
(Thompson és mtsi., 2011). Az élesztd sejtek mérete 2-6 pum, altalaban ovalis, kerekded
alakuak, telepmorfologidjukat tekintve fehér vagy krémfehér szinli, sima, rancos vagy
gylrott felszind telepeket képeznek, az utdbbi esetben a fonalas formdk dominalnak (Laffey
¢s Butler, 2005). A pszeudohifaképzddés soran az utddsejtek megnytlnak és egyiitt
maradnak, ¢élettanilag azonban fliggetlenek lesznek egymastol, mig a valodi hifak esetében a
megnyult sejteket porusokkal rendelkez6é szeptumok valasztjak el egymastol, amelynek
segitségével az egyes sejtek anyagcesere kapcsolatot képesek 1étesiteni egymassal (Thompson
¢s mtsi., 2011). Néhany fajuk (pl. C. albicans, C. dubliniensis) képes klamidiospora

képzésére, amely egy olyan megvastagodott falu kitartd képlet, ami kedvezodtlen

cres

3.4.1. A C. albicans és virulenciafaktorai

A Candida nemzetség legismertebb ¢és legtobbet kutatott patogén faja a C. albicans.
A faj opportunista patogén organizmus, képes kommenzalista kapcsolat kialakitasara az
emberi fajjal, de ugyanakkor szamos virulenciafaktorral is rendelkezik, ami hozzajarul
patogén mivoltahoz. A C. albicans esetében a morfogenezis, biofilmképzés, specifikus
sejtfalkomponensek ¢és szekretalt hidrolitikus enzimek termelése virulenciafaktorokként

ismeretesek (Calderone és Fonzi, 2001; Navarro-Garcia és mtsi., 2001).
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A C. albicans diploid, valodi ivaros ciklust nem irtak le esetében, azonban
paraszexualis életciklusa ismert, amely lehetové teszi kiillonb6z6 egyedek eltéré genetikai
allomanyanak keveredését.

Mindharom morfologia tipus (€lesztd, pszeudohifa és hifa) képzésére képes és
kedvezdtlen koriilmények esetén kitartosporat, Kklamidiosporat is képezhet. A
morfologiavaltasért felelds kornyezeti tényezok és a fO0 regulator gének korabban
azonositasra kertiltek (Jacobsen és Hube, 2017). A hifaképzésért felel0s kornyezeti tényezok
példaul az alacsony Oz szint, hdmérséklet, CO2 koncentracio és tdpanyag tartalom (Desai és
mtsi., 2015; Lu és mtsi., 2013). Egy 2016-ban azonositott hifaspecifikus gén egyik terméke
a candidalizin fehérje, amely képes lizalni a gazdaszervezet sejtjeit (Moyes és mtsi., 2016).
A candidalizint koédolo gén delécigja kovetkeztében a gomba nem képes roncsolni az
epitélialis sejteket, amely egyiitt jar a virulencia képesség csokkenésével. A hifa alaknak
tovabbi szerepe van a gazda immunsejtjeivel vald interakcidé soran. A gomba képes a
fagoszomak belsejében uralkodo pH érték aktiv szabalyozasara (ammonia transzport utjan),
amelynek alkalikus iranyba torténé eltolodasa indukalja a hifaképzédést (Vylkova és Lorenz,
2014). A gomba piroptozist, gyulladasos sejthalalt idéz el6 a makrofagban, ¢és a fagocita
belsejében novekvd hifa sejtek fizikailag is képesek elpusztitani a makrofagokat, azok
sejtmembranjanak atdéfése révén (Uwamahoro €és mtsi., 2014).

A gombasejtek sejtfala 3 6 rétegb6l épiil fel, melyek a plazmamembrantél az
extracellularis tér felé haladva sorrendben: kitin, $-1,3- és B-1,6-D-gliikan és mannoprotein.
Utobbit a fehérjétdl fliggden N- vagy O-kotott mannoz polimerek alkotjak, amelyek aranya
sejtfalanak kitin és gliikdn rétege kozelebb helyezkedik el a plazmamembranhoz, igy a
mannan réteg altal nagymértékben lefedett (Gow és mitsi., 2007, Mora-Montes és mtsi.,
2011). Az egyes rétegekbe specifikus fehérjék ékelddhetnek, amelyek szamos funkcioval
rendelkeznek a szerkezeti stabilitas biztositdsan kiviil, hiszen szereplik lehet a gomba
alkalmazkodoképességében kiilonb6z0 stresszorok jelenlétében vagy akar a gazda
immunsejtjei altali felismerés elkeriilésében (Brown és mitsi., 2014; Gow és mitsi., 2017;
Serrano-Fujarte és mtsi., 2016). Az adhezinek az un. ALS (agglutininszerii sorozat) gének
altal kodolt sejtfelszini glikoproteinek, melyeknek szerepe van a gomba kitapadéasaban,

ezaltal pedig virulenciajaban (Liu és Filler, 2011). Példaul a HWP1 (hifa sejtfal protein 1)
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gén altal kodolt fehérje egy sejtfelszini mannoprotein komponens, amely a valddi hifak
felszinén jelenik meg a fertézés soran (Staab és mtsi., 1999). Az INT1 gén az emlds
integrinekkel homolog fehérjét kodol C. albicans gombaban, melynek delécidja a patogén
Calderone és Fonzi, 2001). A sejtfal tovabbi egyedi komponensei ugynevezett PAMP
(pathogene associated molecular pattern, patogén asszocialt molekularis mintazat)
molekuldi, mint példaul a B-gliikdn, N-mannan és O-mannan, jelent0s szerepet jatszanak a
patogén gomba gazda altali felismerésében (Netea és mtsi., 2015; Bojang és mtsi., 2021).
Példaul a C. albicans a B-glilkkan molekulak mannoprotein réteg altali elfedésével képes
gatolni a makrofagok fagoszémajanak érési folyamatait, amely normal esetben a gomba
sejtek halalahoz vezetne (Bain és mitsi., 2014).

A C. albicans képes biofilm képzésére, elsésorban orvosi eszk6zok, implantatumok
feliiletén, novelve a korhazi tartozkodasra itélt paciensek fertdzodésének kockazatat. A
biofilmképzésben szerepet jatszo regulator gének és szabalyozo elemek, valamint a
kozremiikodo jelatviteli utvonalak mar ismertek C. albicans-ban. A C. albicans altal képzett
biofilmet élesztd és fonalas sejtek alkotjak, amelyek az altaluk termelt extracellularis matrix
anyagba agyazodnak. Kisérletek soran bebizonyitottak, hogy mindkét sejttipusnak fontos
szerepére (Douglas, 2003). A biofilmképzés elsé 1épése az élesztd sejtek adhézidja a
feliilethez, melyet kovetdéen a sejtek osztodnak és megnytlnak, ami fonalas hifa és
pszeudohifa formak keletkezéséhez vezet (Finkel és Mitchell, 2011). Ezutan kezdédik a
matrix anyag exkrécidja és felhalmozasa, amely védelmet nyujt az antifungalis szerekkel
vagy akar a gazda immunsejtjeivel szemben. A biofilm érési fazisa utan megjelennek a nem
adheziv éleszté sejtek, amelyek tovabbi invaziora képesek. A mar korabban emlitett
hifaképzésért, illetve adhézioért felelés sejtfalkomponens fehérjék (példaul ALS, HWP1)
szintéziséhez kothetd géneknek egyarant szerepe van a biofilmképzésben (Finkel és Mitchell,
2011). Tovabbi szabalyozo fehérjék, transzkripcids faktorok vagy protein kindzok szerepe a
folyamatban szintén bizonyitott.

A szekretalt hidrolitikus enzimek patogenezisben betoltott szerepe jol ismert. Ilyen
enzimek példaul a savas proteinazok, lipazok és foszfolipazok, amelyek termelésével a

patogén a gazda szovetének karositasa révén hatékonyabb invaziora képes. Emellett a
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gazdaszervezet komponenseinek  bontasa soran a  felszabadult  épitéelemek
tapanyagforrasként is hasznosulnak a gomba szamara. A savas proteinazok (secreted aspartyl
proteinase, Sap) C. albicans gombaban betoltott szerepét szamos tanulmany vizsgalta. A
Sap-ok képesek bontani a gazdaszervezet extracellularis matrix fehérjéit, mint példaul a
kollagén, fibronektin és laminin molekulakat, illetve az immunrendszer részét képezd
antimikrobialis fehérje komponenseket, mint az immunglobulinok, laktoferrin ¢s a
komplement rendszer elemei (Naglik és mtsi., 2003). Az egyes SAP gének kiilonb6z6
koriilmények (példaul eltéré pH viszonyok) kozott eltéréen expresszalddnak és olyan
funkciét toltenek be a patogén invazidja soran, mint az endotélium vagyis az elsédleges
védelmi gat attorése vagy a makrofagok altal torténé emésztés megakadalyozasa (Navarro-
Garcia ¢és mtsi., 2001). A foszfolipazok és lipazok fertdzésben betdltott szerepe hasonld a
Sap-ok esetében targyalt szerepkorokhoz. Példaul a PLB1 foszfolipdz enzimet kodold gén
delécidja a C. albicans csokkent invazids képességét okozza (Leidich és mtsi., 1998). A
lipazok szerepe szintén széleskorli, képesek a gazdaszervezet lipid komponenseinek
bontasara és energiaforrasként valdo hasznositasara; a fert6zés sordn részt vesznek a
szovetkarositasban, a szovetekhez vald kitapadasban, tovabba az immunrendszer elleni
védelemben (Téth és mtsi., 2016).

3.4.2. A C. parapsilosis opportunista humanpatogén jellemzése

3.4.2.1. A C. parapsilosis epidemiologiai jelentésége

A candidémias megbetegedésekkel Osszefiiggésben megfigyelhetd a NAC fajok
gyakori azonositasa (Fridkin és mtsi., 2006; Trofa és mtsi., 2008; Cleveland és mtsi., 2012;
Juyal és mtsi., 2013; Yapar, 2014; Kasper és mtsi., 2015; Toth és mtsi., 2019; Zuza-Alves és
mtsi., 2017; Spivak és Hanson, 2018; Krcmery és Barnes, 2002; Clark és mtsi., 2004; Kuhn
¢és mtsi., 2004; Schelenz és mtsi., 2016). Az egyik névekvé esetszamot mutatd NAC faj, a C.
parapsilosis, a normal human mikrobiom tagja, azonban egyes esetekben képes
megbetegiteni a gazdaszervezetet. Ez az opportunista humanpatogén gombafaj gyakran okoz
fertézéseket alacsony sulyu 0jsziilott csecsemodkben, illetve hosszabb korhéazi tartozkodasra

itélt, orvosi katéterrel ellatott betegek korében (Pappas, 2006; Pammi és mtsi., 2013;
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Jayaweera €s Reyes, 2018). Feltehetden a gomba olyan fajspecifikus tulajdonsagai teszik ezt
lehetévé, mint a biofilmképzd képessége orvosi eszkdzok (implantditumok, katéterek)
feliiletén, valamint a parenteralis taplalashoz hasznalt tapoldatokban valé hatékony
szaporodas képessége, vagy akar a horizontalis terjedOképesség a kérhazi dolgozok kezérdl
a paciensekre (Critchley és Douglas, 1985; Weems ¢és mtsi., 1987; Huang és mitsi., 1999;
Lupetti és mtsi., 2002; Paramythiotou és mtsi., 2014; Harrington és mtsi., 2017). A faj
tovabbi Klinikai jelent0ségét bizonyitja, hogy egyes foldrajzi régiokban az altala okozott
invaziv candidiazis a masodik helyen szerepel vagy akar megelézve a C. albicans-t atveszi
az els6 helyet a gyakorisag tekintetében (Bassetti és mtsi., 2006; Toth és mtsi., 2019).

Az 1990-es évek ota rutinszeriien alkalmazott azol tipusu antifungalis terapidknak
koszOonhetden mara kialakultak ezen szerekre rezisztens Candida torzsek, de nem ritka a
multidrog-rezisztens izolatumok megjelenése sem, amikor tovabbi antifungalis szerekkel —
mint echinokandinok vagy poliének — szemben is rezisztenssé valik a gomba (Pfaller és
Diekema, 2004; Moudgal és mtsi., 2005; Van Asbeck és mtsi., 2009; Lewis, 2009; Garcia-
Effron és mtsi., 2010; Chapeland-Leclerc és mitsi., 2010; Cleveland és mtsi., 2015). A C.
parapsilosis faj, a Candida nemzetségben egyediilalléan, csokkent érzékenységet mutat az
elleniik leggyakrabban alkalmazott echinokandin tipusu antifungalis szerekkel szemben
(Meletiadis és mtsi., 2017).

Fentebb emlitett specifikus tulajdonsagainak kdszonhetben a faj képes jarvanyszeri
terjedésre és fert6zések kialakitasara korhazi kornyezetben (Hernandez-Castro és mitsi.,
2010; Pinhati és mtsi., 2016; Qi és mtsi., 2018). Mindezen tényezok siirgetik C. parapsilosis
fajspecifikus hatbanyagok és terapiak fejlesztését.

3.4.2.2. A C. parapsilosis jellemzése és virulenciafaktorai

A C. parapsilosis a normal human mikrobidta tagja, elsdsorban a kiiltakard
kommenzalistaja (Trofa és mtsi.,, 2008). Egy 2018-ban megjelent tanulmanyban az
egészséges emberi borfeliiletet 10 leggyakrabban kolonizald eukaridta faj kozott tartjak
szamon (Byrd és mtsi., 2018).

Az els6 izolatum egy klinikai székletmintabdl szarmazik és Ashford irta le Monilia

parapsilosis néven 1928-ban (Ashford, 1928). 1932-ben Langeron és Talice azonositottak és
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irtak le a jelenleg is hasznalatos C. parapsilosis megnevezéssel (Lachance és mitsi., 2011).
Tovabbi elterjedése, 6koldgiai preferencidja kérdéses, hiszen szdmos, nem human asszocialt
mintatipusban is azonositottak, mint példaul sor és tengerviz, oliva bogy6, ndvénypatogén
gomba feliilete vagy lepkehernyo iiriiléke (Lachance és mtsi., 2011).

sz€lu telepeket képezhet az ¢élesztd és fonalas formdk aranyatdl fiiggéen. Szine a krémfehér
arnyalattol a rézsaszinig valtozhat (Lachance és mtsi., 2011).

A C. parapsilosis és a C. albicans sejtfalanak dsszetétele 1ényeges eltéréseket mutat
a sejtfalkomponensek mennyiségét és eloszlasat illetéen. EIGbbi sejtfala pordzusabb
szerkezeti, kitin és B-1,3-gliikan rétege kitettebb, a mannan kevésbé fedi (Shibata és mtsi.,
1995; Estrada-Mata és mtsi., 2016). A C. parapsilosis sejtfalanak gliikan rétege vastagabb,
mint a C. albicans gombaé, aminek szerepe lehet a sejtfal szerkezetének erdsitésében
(Estrada-Mata és mtsi., 2016). A C. parapsilosis O-ko6tott mannan molekulait az N-kotott
mannanok elfedik, amely szintén hatassal lehet a gazda immunrendszere altali felismerés
hatékonysagaban (Pérez-Garcia és mitsi., 2016). A C. albicans esetében mar emlitett,
sejtfalba ¢kelddott Als, illetve Hwp fehérjéken kiviil atipikus fehérjék szintén megtalalhatdéak
a C. parapsilosis sejtfalaban (Kozik és mtsi., 2015). Ezeknek a fehérjéknek a gazda-patogén
felismerés soran van jelentdségilik, valamint immunogén szerepiik is lehet (Lee és mitsi.,
2014).

A C. parapsilosis dimorf élesztégomba, azonban a C. albicans-szal ellentétben valodi
hifaképzésére nem, de Un. pszeudohifa fonalas forma képzésre képes. A pszeudohifat
megnyult, a sejtosztodas utan egyiitt maradd, nem lefiiz6dé sejtek alkotjak, amelyek 6nalld
anyagcserét folytatnak (Thompson és mtsi., 2011). Kutatdsok szerint, az egyes
komponensek, amelyek felelések a C. albicans és a C. parapsilosis fonalas novekedéséért,
egyarant szerepet jatszanak azok biofilm képzésében, amely nem meglepd, hiszen a két
folyamat szorosan osszefiigg (Laffey és Butler, 2005; Lackey és mtsi., 2013). Erdekes modon
e két faj biofilmképzését eltérd {6 regulator gének szabalyozzak (Nobile és mtsi., 2012;
Holland és mtsi., 2014). A C. parapsilosis altal képzett biofilm eltér a C. albicans-nal
azonositott szerkezettdl, kevésbé komplex és vékonyabb rétegli. Aggregalodott €lesztd €s
pszeudohifa sejtek alkotjak, amelyek nagy mennyiségli extracellularis szénhidrat matrix
anyagba agyazodnak (Silva és mtsi., 2009; Kuhn és mtsi., 2002). Pfaller és munkatarsai
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kiilonb6z6é C. parapsilosis klinikai izolatumok biofilmképzé hatékonysagaban nagy
varianciat tapasztaltak (Pfaller és mtsi., 1995).

C. parapsilosis esetében még nem sikeriilt azonositani a candidalizin toxin
termelésének képességét, és tovabbi in silico vizsgalatok soran sem azonositottak az ortolog
gént (T6th és mtsi., 2019).

A C. albicans-hoz hasonléan a C. parapsilosis is képes hidrolitikus enzimek
nyalkahartyat érinté candidiazisbol szarmazo C. parapsilosis izolatumok esetében gyakoribb
(Toth és mtsi., 2019). A fajban eddig 3 Sap fehérjét kodold gént azonositottak (SAPP1-3).
Egy 2019-ben publikalt tanulmany szerint azonban csak a SAPP1 és SAPP2 gének vannak
lizoszomava érésére, fagocitdzisra, 0lési hatékonysagra és a gazda immunsejtjeinek citokin
termelésére (Singh és mtsi.,, 2019). A szekretalt lipaz termelésére képes izolatumok
fert6zoképessége hatékonyabb volt a nem-termelé delécios torzsekkel Gsszehasonlitva.
Mindezidaig 4 lipaz termelésben szerepet jatszo gént azonositottak C. parapsilosis-ban,
azonban csak kett6 (LIP1 és LIP2) esetében bizonyitott, hogy funkcionalisan aktiv enzimet
kodol és befolyassal van a gomba patogenitasara (Toth és mtsi., 2019). Foszfolipaz termeld
torzsek is el6fordulnak a klinikai izolatumok ko6zott, azonban ezen enzimek hozzajarulasa a
faj virulenciajahoz nem tisztazott (Toth és mtsi., 2019).

A C. parapsilosis is diploid organizmus, genomja megkdozelitéleg 13,1 Mb
(megabazis) €s tobb mint 5700 génnel rendelkezik. A faj legalabb 8 kromoszomaval bir és a
CUG klad tagja (Nosek és mitsi.,, 2009; Butler ¢és mtsi.,, 2009). Ellentétben a legtobb
gombafajjal, linearis mitokondrialis DNS-sel rendelkezik (Nosek és mitsi.,, 1995). A
kiilonb6z6 izolatumok ITS1 szekvencidjanak elemzése alapjan bebizonyosodott, hogy a C.
parapsilosis-ként azonositott izolatumok genetikailag heterogének, ezért Lin és munkatarsai
indokoltnak tartottak azok rendszertani megkiilonboztetését és kiilon csoportokba sorolasat
(I, 11., és III. csoport) (Lin és mtsi., 1995). Majd 2005-ben a genetikailag eltérd II. és II1.
csoport tagjait C. orthopsilosis és C. metapsilosis kettds latin nevezéktannal 1attak el, mig az
elsé csoport megtartotta a C. parapsilosis fajnevet (Tavanti és mtsi., 2005). Az utobbi faj
esetében tapasztalt alacsony szekvencia diverzitas alapjan feltételezik, hogy ez a faj nem

olyan régen (az elmult 1 millio éven beliil) agazhatott el a ’psilosis’ komplexen beliil és
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crer

Ezt a feltételezést tamasztja ala, hogy a C. orthopsilosis és C. metapsilosis fajokat csekély
szamban azonositjak human fert6zések kapcsan, tovabba szamos tanulmany bizonyitotta,
hogy virulenciajuk elmarad a C. parapsilosis virulenciajahoz képest (Gacser és mtsi., 2007;
Németh és mtsi., 2013).

Egy kozel 200 izolatumot vizsgalo kisérlet eredményébdl fény deriilt arra, hogy a faj
izolatumainak genomjaban csupan az egyik parosodasi tipus gén talalhaté meg (Sai és mtsi.,
2011). A C. parapsilosis-t anamorf gombafajnak tekintik, tehat aszexualis moddon
sarjadzassal szaporodik, teleomorf szexualis reproduktiv ciklusa pedig mindezidaig nem
iIsmert.

Egy tanulmany, mely 0sszevetette a C. parapsilosis altal kodolt fehérjék
szekvenciajat a C. albicans altal kodolt fehérjék szekvenciajaval, megallapitotta, hogy a két
faj fehérjéi atlagosan 59%-ban hasonlitanak egymashoz (Nosek és mtsi.,, 2009). Ezen
ismeretek és a faj specifikus genotipus és fenotipus jellegzetességei ravilagitanak arra, hogy
a C. albicans faj virulenciajaval kapcsolatban szerzett eddigi ismereteink a legtobb esetben
nem vonatkoztathatok kozvetleniil a C. parapsilosis gombafajra, és a két faj
patomechanizmus tekintetében is eltérd jellegeket mutat (Logue és mtsi., 2005; Nosek és
mtsi., 2009; Butler és mtsi., 2009; Pryszcz és mtsi., 2013; Papon és mtsi., 2013). Mindezekbdl
kovetkezik, hogy nem csak indokolt, de sziikségszer(i is a C. parapsilosis fertézésében
szerepet jatszo faktorok azonositdsa és patomechanizmusanak feltarasa ahhoz, hogy
hatékony, célzott prevenciot és terapiat tudjunk alkalmazni a jovében a C. parapsilosis

fert6zések megakadalyozasara és kezelésére.

3.5. A gazda-Candida kolcsonhatas és vizsgalata

A patogén gomba 4ltal okozott szisztémas fertézés adhézid, kolonizacio,
biofilmképzes, penetracid €s invazid lépéseken keresztiil valosulhat meg. Egy patogén
organizmusnak képesnek kell lennie arra, hogy letapadjon az adott feliiletre, amit a
késobbiekben kolonizalni fog és amelyen akar biofilmet is képezhet. A patogén

szovetkarositd hatdsa, penetracios-, illetve invazids képessége tovabbi meércéje lehet

24



virulencigjanak, amelyet a mar korabban emlitett virulenciafaktorok (morfologiavaltas,
biofilm, szekretalt enzimek) tdmogatnak.

A penetracidé soran a véraramba jutott korokozo gombasejteket a gazdaszervezet
velesziiletett immunrendszerének elemei ismerik fel. A gazda-patogén interakcio elsé 1épését
a gomba sejtfala, illetve annak alkotoelemei, a mar emlitett PAMP molekulak és a gazdasejt
specifikus sejtfelszini receptorai (PRR, pathogene recognition receptors) kozti
kolcsonhatasok jelentik.

Szamos patogén gomba PAMP molekulait felismer6 PRR molekula ismert, a
legjelentdsebbek példaul a Toll-szerti receptorok (Toll-like receptors, TLRs) és a C-tipusu
lektin receptorok (C-type lectin receptors, CLRs) (Romani, 2011; Drummond és mtsi., 2014).
Ezen receptorok koziil mar ismertek a C. parapsilosis felismerésében résztvevd elemek
(TLR2, TLR4, TLR6, Galectin-3, Dectin-1), melyek defektusa esetén csokken a szervezet
gomba eliminacids képessége és a termelt gyulladasos citokinek mennyisége, ezaltal ndvelve
a fert6z0dés kockazatat, illetve sulyossagat (Bahri és mtsi., 2010; Toth és mtsi., 2017; Linden
és mtsi., 2013a; Linden és mtsi., 2013b; Té6th és mitsi., 2013). Linden és munkatarsai
megallapitottak, hogy a Galectin-3 alacsonyabb mennyiségben van jelen az emberi Gjsziil6tt
koldokzsinor szérumban, mint az egészséges felndtt human szérumban, ami magyarazatul
szolgalhat az 0jsziilottek esetében tapasztalt magasabb C. parapsilosis altali fert6zések
aranyara (Linden és mtsi., 2013b).

A patogén PAMP molekuldinak sikeres felismerése a velesziiletett és az adaptiv
immunrendszer elemeinek mozgositasat és tovabbi effektor mechanizmusok aktivaciojat
vonja maga utan. A patogén eliminalasahoz sziikséges tényezdok példaul a fagocitozis, majd
a fagoszoma és lizoszoma flzidja, a reaktiv oxigén és nitrogén gyokok képzése, citokinek
termelése, valamint antimikrobidlis peptidek termelése. A citokinek fehérvérsejteket
toboroznak és gyulladasos folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. A velesziiletett
immunrendszer antifungalis valaszaban fOszerepet jatszé elemek a neutrofil granulocitak, a
monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek, természetes 6l0sejtek. A neutrofil granulocitak
€s makrofagok képesek fagocitalni a gombasejteket. Az elébbi sejttipus a leghatékonyabb a
Candida sejtek eliminalasaban oxidativ stressz kialakitasa €s enzimek exkrécidja, illetve
neutrofil extracellularis csapdak képzése révén, amelyek képesek lehetnek a nagyméretii

fonalas formak elpusztitasara is (Cheng és mitsi., 2012; Netea és mitsi., 2015). A neutrofil
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sejtpopulaciot érinté betegségben (neutropénia) szenvedd paciensek igy nagyobb eséllyel
szenvednek gombas fertézésben (Salazar és Brown, 2018). A makrofagok alacsonyabb 61ési
hatékonysaggal, de szintén képesek fagocitalni és savas kornyezet létrehozasan keresztiil
lizalni a gombasejteket. Kiemelked6 szerepiik van a kemokin és citokin szekrécidban és
tovabbi immunsejtek toborzasaban. Ezenfeliil az adaptiv immunrendszer gombaellenes
valaszanak kialakitasaban vesznek részt antigének bemutatasa ¢s citokinek termelése révén.
Az adaptiv immunrendszer részét képez6 T-sejtes valasz C. albicans fert6zés hatasara
aktivalodik, azonban gy tiinik, hogy C. parapsilosis jelenlétében nem termelddik megfeleld
mennyiségl citokin, igy ebben az esetben egy eltérd T-sejtes utvonal indukalodik (Toth és
mtsi., 2013).

A patogén Candida gombak szamos mechanizmussal rendelkeznek, hogy
alkalmazkodni tudjanak a gazdaszervezetben uralkod6 koriilményekhez (pH, hdmérséklet,
oxidativ stressz) és elkeriiljék annak antifungalis valaszreakcidjat. A stressztliré képesség
egy jelentds, virulencidban szerepet jatszo6 tulajdonsag. A patogén szdmara mind a savas,
mind pedig a lagos pH értékek sejtkarositd hatastiak lehetnek, tovabba befolyassal lehetnek
a tapanyagok felvételének hatékonysagara (Almeida és mtsi., 2009). C. albicans esetében a
stresszt okozo kémhatas elleni tolerancidban szerepet jatszo kiemelt fontossagl géneket mar
azonositottak. A PHR1 és PHR2 gének lugos, illetve savas kozegben expresszalddnak, és a
fert6zés kialakitasaban is szerepet jatszanak (Saporito-Irwin és mtsi., 1995; Muhlschlegel és
Fonzi, 1997; De Bernardis és mtsi., 1998). A C. albicans képes kornyezete kémhatasat
aktivan szabalyozni (Vylkova és mtsi., 2011). A fagocita sejtek antifungalis valasza soran
termelt reaktiv oxigén gyokok sejtkarositd hatassal vannak a patogénre. Az oxidativ stressz
kivédésére, illetve hatastalanitasara a C. albicans szuperoxid diszmutazokat és katalazokat
képes szekretalni (Wysong és mitsi., 1998), de C. parapsilosis esetén egyes sejtfal
fehérjéknek is szerepe van a védekezésben (Serrano-Fujarte és mtsi., 2016). Szamos patogén
esetében, ahogy C. parapsilosis esetében is, ismert, hogy képesek endocitdzis utan tulélni a
fagocita sejtekben sarjadzas vagy morfologiavaltason keresztiili feliiletndvekedésiik révén
(Toth és mtsi.,, 2014). Tovabba képesek exocitozist indukalni makrofagokban vagy
megakadalyozni a gazdasejtek teljes mitdzisat vagy akar azok apoptdzisat indukalni

hasonloan a C. albicans gombahoz (Téth és mtsi., 2014).
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A gazda-patogén kolcsonhatas vizsgalatara in vitro és in vivo rendszerek is
rendelkezésre allnak. In vitro megkdzelités soran célszer(i a vizsgalni kivant interakcidban
részt vevo vagy annak funkciojahoz legkozelebb allo sejtvonalat vagy sejttipust alkalmazni.
Candida fajok vizsgalatakor felhasznalhaté sejttipusok példaul az epitél sejtek, mivel ezek
alkotjak az elsé véddgatat a fertézésekkel szemben, tovabbad a kiillonbdzé immunsejtek,
amelyek szerepe kulcsfontossagu a patogén eliminalasaban. Népszerti in vivo allatmodellek
a kis emlds ragcesalo, példaul egér vagy patkany rendszerek, de a rovar vagy rovarlarva
modelleket is gyakran alkalmazzak kiilonésen nagy vizsgalandé mintaszam esetén. A

tovabbiakban a kisérleteink soran alkalmazott modellrendszereket mutatjuk be.

3.5.1. J774.2 egér monocita sejtvonal

A monocita sejtek a velesziiletett immunrendszer részét képezd fehérvérsejt
populacidba tartoznak, szovetekbe vald migracidjuk soran makrofagokka vagy dendritikus
sejtekkeé differencidlodhatnak. Szerepiik a korokozok bekebelezése, majd azok antigénjeinek
prezentalasa a T-sejtek felé, illetve citokinek termelése €s az adaptiv immunrendszer tovabbi
aktivacioja.

A J774.2 sejtvonalat a csontszovetet érint rakos megbetegedésbdl (retikulumsejtes
szarkéma) izolaltdk egérbdl, a sejteket makrofag tulajdonsagokkal jellemezték (adhézio,
morfologia, receptor repertoar, lizis) (Ralph és Nakoinz, 1975). A makrofag sejtvonalak jol
bevalt modellrendszerek mind a sejtbiologia, mind pedig az immunoldgia
tudomanyteriileteken, koszonhetéen sokoldalu funkciojuknak, konnyi fenntarthatésaguknak

¢s konnyii genetikai manipulalhatosaguknak (Lam és mtsi., 2009).

3.5.2. Galleria mellonella larva modell

Az utobbi idében egyre novekszik az igény a kisérleti céllal felhasznalt emldsallatok
szamanak csokkentésére és azok helyettesitésére alternativ modell allatokkal, példaul rovar
szervezetekkel. Osszehasonlitdsképpen a rovar rendszerek szamos eldnnyel birnak az emlés
modell allatokkal szemben: 1) erkdlcsi szempontok; 2) konnyebb beszerzés €s fenntartas; 3)

koltséghatékonysag; 4) magasabb kisérleti elemszam (Champion és mtsi., 2016). A Galleria
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mellonella (nagy viaszmoly) larvaja egy népszerti rovar modell. A faj az emlésdkhoz hasonlo
humoralis és sejtes velesziiletett immunvalasz mechanizmusokkal rendelkezik, ezért
sz¢leskorben alkalmazhaté a kisérleti célbdl felhasznalt kis emldsok helyettesitésére.
Mindemellett tigy tiinik, hogy a larvak az emlésok adaptiv immunrendszerének egyes valasz
folyamataihoz hasonl6 védelmi reakciokra is képesek (Fallon és mitsi., 2011).

Roviddel a fertézés utan a larvdk besotétednek a melanizaciéo folyamatanak
kovetkeztében. A melanizacid a sejtes immunvalasz része, mely egy altalanos és gyors
reakcid a rovarok korében, valaszul barmilyen idegen veszélyes anyagra, legyen az patogén
organizmus vagy egyéb rizikofaktor. A hemocita sejtek koriilzarjak az idegen részecskét
(nodulécid), amely egy hatékony valasz lehet a patogének eliminacidjara. A hemocitak
profenoloxidaz enzim termelésére képesek, amelyek az aktivaciojuk utan fenoloxidazza
alakulnak, amely ezutan képes oxidalni a fenolvegyiileteket kinon és melanin vegyiiletekké,

ezzel pedig a hemocita sejtek sotét szinét eredményezik (Pereira és mtsi., 2018).

3.5.3. Egér modell

A magasabbrendli allatmodellek kisérleti célu alkalmazasa elkeriilhetetlen 1
gyogyszerek és terapiak fejlesztésének, illetve betegségek lefolyasanak kutatasa céljabol. A
kiilonb6z6 modellorganizmusok vizsgalata soran nyert informéciok nélkiilozhetetlenek a
tudasbéazisunk gyarapitdsdhoz a tudomdny szdmos teriiletén. Az alkalmazott
modellszervezetek (pl. egér) f6bb jellemzdi €s eldnyei a kis méret és a rovid generacios idd
(Hedges, 2002). Human asszocialt folyamatok kutatasanak modellezése esetén nem
elhanyagolhaté tényez6 a modell é161ény filogenetikai tavolsaga az emberi fajtol. A ndvekvo
szamu genomanalizisbdl szarmazo6 adatok alapjan gy tiinik, hogy az egerek és patkanyok
genetikailag relevansabb modellrendszerek lehetnek, mint kordbban gondoltuk (Hedges,
2002). A Balb/c egértorzs kiilonlegessége, hogy benne spontan kialakulhat a vesék rakos
megbetegedése, ezért gyakran alkalmazott modellrendszer kemo-, immun- és radioterapias
kezelések hatékonysaganak és szovédményeinek tesztelésére (Nishisaka és mitsi., 2001).
Kereskedelmi forgalomban szdmos transzgenikus egértorzs beszerezhetd specifikus és

testreszabott vizsgalatok kivitelezéséhez.
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3.6. Génmodosité modszerek alkalmazasa, mutans konyvtarak elemzése

Patogén fajok vizsgalatakor gyakran alkalmazzak a kiilonboz6 stressz vagy gazda-
patogén interakcid hatasara bekovetkez6 transzkriptom valtozas tanulmanyozasat (Wang és
mtsi., 2009; Hrdlickova ¢és mtsi., 2017; Wang ¢€s mtsi., 2016). A potencialisan érdekes gének
funkcidjanak vizsgéalatdhoz hagyoméanyos mddszer a reverz genetikai megkdzelités, azaz a
vizsgalni kivant gének delécidja a genombodl, majd a mutans torzsek fenotipusanak
megfigyelése. Napjainkban mar szamos organizmus esetében elérhetéek a KO mutans
torzsekbol allo gyiijtemények és az elemzésiik soran kapott eredmények, koztik C.
parapsilosis fajban is (Homann és mitsi., 2009; Noble és mtsi., 2010; Holland és mtsi., 2014;
Téth és mtsi., 2018; Breslow és mtsi., 2008; de Groot és mtsi., 2001). A reverz genetikai
modszer segitségével szamos Vvirulenciaban szerepet jatszo tulajdonsagot azonositottak C.
albicans ¢s C. parapsilosis fajokban egyarant, mint példaul a biofilmképzés, fenotipus és
morfologiavaltas vagy antifungalis rezisztenciaban szerepet jatszo gének, illetve
transzkripcids reguldtorok kapcsolati haldzatai (Homann és mtsi., 2009; Noble és mitsi.,
2010; Holland és mtsi., 2014; To6th és mtsi., 2018). Az egyes gének eltavolitasdnak modszerét
még antifungalis szerek in silico fejlesztésében is felhasznaltak a C. albicans gombaban
(Verma és mtsi., 2020).

Kiilonféle génmutaciok, amelyek adott gén(ek) csokkent vagy megnovekedett
kifejezddését eredményezték, felhivtak a figyelmet a génkifejezddés sztochiometridjanak
fontossagara és szerepére kiilonféle bioldgiai folyamatokban (Prelich, 2012). Tehat nemcsak
a gének hianya vagy csokkent expresszioja, de talzott kifejezodése is eléidézhet zavart és
fenotipus valtozast az adott ¢l6lényben. Az elsé OE kisérletek olyan ¢élesztd gének
azonositasara fokuszaltak, amelyek tiltermelése negativan befolyéasolta bizonyos gyogyszer
hatéanyagok novekedést gatld hatasat (Rine és mtsi., 1983). Az eredmények ravilagitottak a
génkifejezOdést tulhajtd rendszer széles kori alkalmazhatdésagara a komplementacios
kisérleteken tal. A génkitités modszerével ellentétes megkozelités, amikor az adott gént egy
expresszios rendszer segitségével folyamatos vagy szabalyozhaté moédon Kifejeztetnek a
vizsgalt organizmusban. Ez az ugynevezett fehérje tultermeld vagy overexpresszids modszer
szamos elonnyel bir a KO technikaval szemben, €s képes lehet kikiisz6bdlni annak hatranyos

elemeit. Klasszikus megkdozelités szerint az OE modszer segitségével vad tipusu (vt) fehérjék
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tultermelése vizsgalhato vt organizmusban. Ezenfeliil médositott fehérjék mutans hattéren és
ezek kombindcidi szintén elemezhetok a moddszer segitségével (Brunel és mitsi., 2004;
Prelich, 2012). Egy még pontosabb és relevansabb fenotipus feltarasa érdekében egyes
szerzOk javasoljak a vizsgalt fehérje aktivacioért vagy DNS kotésért felelos doménjének
tultermelését a teljes fehérje szekvencia helyett, hogy kizarjak a fehérje gatlasara szolgald
régidk hatasait (Schubert és mtsi., 2011; Schillig és Morschhduser, 2013). Indukalhato6 (ki-
be kapcsolhatd) promoter alkalmazasa esetén az adott gén kifejezddése szabalyozhato, igy
akar a szintetizalodo fehérje karos hatasai is kivédhetok vagy esszencialis gének szerepe
vizsgalhato (Park és Morschhiuser, 2005). Specifikus interakciok és haldzatok, valamint
episztatikus viszonyok is felderitheték egyes fehérjék taltermeltetésével. Az OE technikat
kiilonb6z6 organizmusok esetében alkalmaztak mar atfogé mutans konyvtaranalizis és gének
funkcidjanak vizsgalatahoz is (Rorth €s mtsi., 1998; Palatnik és mtsi., 2003; Chua €s mtsi.,
2006; Sopko ¢és mtsi., 2006; Liu és mitsi., 2007; Schubert és mtsi., 2011; Znaidi €s mtsi.,
2018). A moddszer segitségével szamos patogenitassal Osszefiiggd biologiai folyamatokért -
biofilmképzés, invaziv hifas novekedés, illetve gombaellenes szer érzékenység - felelGs
géneket azonositottak mar C. albicans vagy S. cerevisiae rokon fajokban és egyéb Candida
fajokban egyarant (Cabral és mtsi., 2014; Schillig és Morschhéuser, 2013; Schwarzmiiller és
mitsi., 2014; Sopko és mtsi., 2006; Znaidi és mtsi., 2018; Fu és mtsi., 2008; Chauvel és mtsi.,
2012; Magtanong és mtsi., 2011; Zhu és mtsi., 2001).

A KO megkozelités hatranya, hogy a modszer alkalmazasa nem feltétleniil ad
informativ eredményt, €s esszencidlis gének esetében sem feltétleniil eredményez €letképes
végezni diploid szervezetekben, addig az OE konstrukciot elég egy kopiaban bejuttatni. Az
OE moddszer kiegészitdje lehet a KO konyvtaranaliziseknek, kordbban azonositott funkciok
megerdsitésében vagy akar fo szerepe lehet Uj funkciok génekhez rendelésében is (Prelich,
2012; Sopko és mtsi., 2006; Znaidi és mtsi., 2018; Schillig és Morschhauser, 2013; Rine,
1991; Zordan és mtsi., 2006).
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3.6.1. A C. albicans genetikai modositasanak lehetéségei

crer

megkezdddtek (Kurtz €s mtsi., 1987). A homolog rekombinécion alapul6 integracios eljarast
kovette a génkilités modszerének kifejlesztése az emlitett fajban (Kelly és mtsi., 1987).
Eukaridta organizmusok esetében homozigota delécids torzsek létrehozasahoz az adott gén
mindkét allélrol vald eltavolitasa sziikséges, kiilonb6zo szelekcios elemek vagy az adott
marker Ujra felhasznaldsaval. Megsziilettek tehat az elsé laboratériumi torzsek szamos
aminosavra nézve auxotrof fenotipussal, lehetové téve egyszerre tobb szelekciés marker
alkalmazésat, igy pedig tobb allélon akar tobb gén kilitését ugyanazon mutdnsban (Wilson és
mtsi., 1999). A korai megkozelitések segitségével vad tipust izolatumok genomi modositasa
még nem volt lehetséges a megfeleld szelekcid hidnya miatt. Késdbb az auxotrof fenotipus
modszerek, mint példaul a nourseothricin rezisztenciaért felelos gén (NAT1 - nourseothricin
acetil transzferaz 1), integracidja (Roemer és mtsi., 2003) kombinalva az un. flipaz (FLP)
rekombinaz hajtotta integracios technologiaval (Reuss és mtsi., 2004). Ezen modszer eldnye,
hogy egyetlen szelekcidos markergénnel tobb gén egymast kovetd delécidja megvalosithato,
amit az tesz lehetdvé, hogy szelekciot kovetéen a delécios transzformans torzsekbdl a
szelekcios markergént ki lehet {itni.

Napjainkban egy gyakran hasznalt, sokoldalu, génmoddositasra alkalmas modszer a
CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeat) technika
(Raschmanova és mtsi., 2018; Stovicek és mtsi., 2017). A rendszer alkalmazasaval barmilyen
genommodositas megvaldsithatd (géndelécid, integracid, iranyitott mutacid, promotercsere
sth.). A modszer {6 erénye, hogy diploid él6lények esetében a kettds DNS szal hasitasa
egyszerre mindkét allélon megtorténik egyetlen transzformacio soran, koszénhetéen a Cas9
enzim aktivitasanak. C. albicans fajban elészor Vyas és munkatarsai adaptaltak a technikat
a Cas9 enzimet kodolo szekvencia kodon moddositadsa révén (Vyas és mtsi., 2015). Ez a
konstrukei6 integralodik a genomba és nem is kertil kihasitasra. Manapsag ez a technologia
mar szamos variacioban elérheté a C. albicans gombafaj genomi modositasara, csupan a
kivant valtoztatasokat maga utan hagyva a genomban (Min és mtsi., 2016; Huang és Mitchell,

2017; Nguyen és mtsi., 2017).
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A géndeléciés modositdsok mellett a génkifejezédés tulmikddtetésére valod
torekvések mar az els6 élesztd transzformacids technikdk kifejlesztésével megkezdddtek. A
korai OE-t lehetdvé tevé konstrukciok a sejtben nagy kopiaszamban jelenlevé, nem
integral6do, autoreplikativ plazmidon alapultak (Kurtz és mtsi., 1987; Rose és Broach, 1990).
A C. albicans fajban is megkezdddtek az ilyen iranyu vizsgalatok, 2008-ban elkésziilt egy
26, majd 2010-ben egy 103 gént magaba foglald OE mutans konyvtar, melyek elemzésébol
az adhézidban, biofilmképzésben, filamentaris ndvekedésben, illetve virulencidban szerepet
jatszo gének keriiltek azonositasra (Fu és mtsi., 2008; Sahni és mtsi., 2010; Du és mtsi.,
2012). Komolyabb attorést hozott az OE megkdzelités frontjan az elsé nagyszamu ORF-et
(open reading frame, nyitott leolvasasi keret) tartalmazo OE kollekcido megalkotasa, mely a
(Ribosomal protein of the small (40S) subunit 1 - riboszémalis fehérje alegység) genomi
régioba integraltak és kétféle indukalhaté prométert (TET (tetraciklin) promoter, PCK1

(foszfoenolpiruvat karboxikinaz 1) promoter) alkalmaztak (Chauvel és mtsi., 2012).

3.6.2. A C. parapsilosis genetikai modositasanak lehetdségei

Az els6 1épések a klonozashoz sziikségek elemek (promoterek, terminacios régiok,
szelekcios markergének) adaptalasara C. parapsilosis transzformacidjahoz 2002-ben
kezdddtek, hogy lehetdvé tegyék a faj genetikai modositasat (Nosek és mtsi., 2002; Gécser
és mtsi., 2005; Gacser és mtsi., 2007; Ding és Butler, 2007; Kosa és mtsi., 2007). A Nosek
¢s munkatarsai (2002) altal 1étrehozott konstrukcio hasznalata egy auxotrof mutans torzset
ezutan pedig 2007-ben valt elérhetévé Gacser és munkatarsai munkajanak készonhetéen egy
mikofenolsav rezisztenciat, illetve egy nourseothricin rezisztenciat biztositdo szelekcios
marker gént (CalMH3 és CaSAT1) hordozo rendszer, mely az FLP flipazt felhasznalva
ismételt génkititést tett lehetdvé egy mutans térzson beliil, amely elérhetévé tette homozigota
mutansok létrehozasat csupan egyetlen szelekciés markergén ismételt alkalmazasaval
(Géacser és mtsi., 2005; Gacser és mtsi., 2007).

A genommodositd modszerek C. parapsilosis-ra térténd adaptalasaval parhuzamosan

megtortént a C. parapsilosis genom szekvenalasa és annotalasa. Az els6 teljes genom a C.
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parapsilosis CDC317-es szam torzsbol szarmazik, amely 2009-ben valt elérhetdvé. Néhany
évvel késobb tovabbi harom human, illetve egy kornyezeti izolatumbol szdrmazod torzs
genomszekvenciaja keriilt meghatarozasra és 6sszehasonlitasra, lehetdvé téve ezzel a késobbi
genom- és génszinti fajspecifikus beavatkozasokat és modositasokat (Butler és mtsi., 2009;
Pryszcz és mtsi., 2013; Skrzypek és mtsi., 2017).

2017-ben a C. parapsilosis-ra adaptalva a CRISPR/Cas9 rendszer is elérhetdvé valt.
A modszer autoreplikativ plazmidot alkalmaz, mely segitségével vad tipusu izolatumok
genomja is modosithaté (Lombardi és mtsi., 2017). Az autoreplikativ plazmid a szelekcios

nyomas megsziintetésével tavolithato el.

3.6.2.1. Gateway® klénozasi modszer adaptacioja C. parapsilosis gombafajban

A Gateway® klonozasi modszer C. parapsilosis modellszervezetben valo sikeres
segitségével hagyomanyos restrikcids endonukledzok és ligaz alkalmazésat igényl6 klonozas
helyett klonaz alkalmazasaval, két 1épésben hozhato 1étre a gomba transzformacios vektor
(1. abra). Az els6 klonozasi 1épésben (BP klonozas®) a célgén szekvenciajat integraljuk az
un. Entry vektorba®, mig a masodik klonozas (LR klénozas®) soran a célszekvenciat az
expresszios plazmidba (Gn. Destination vektor®) épitjik. A klonozast helyspecifikus
klonaz/rekombindz végzi, ami Ggy irdnyithatd, hogy az amplifikacidhoz hasznalt primerekbe
beépitjiik a helyspecifikus klonazok/rekombinazok felismeré motivumait (B, P, L és R
attachment site-ok®) amelyek az Entry és Destination vektorokban® is jelen vannak,
vektorba® épitett gén szekvenciajat szekvenalassal mindig ellendrizni kell, ezzel biztositva
azt, hogy akaratlanul létrehozott mutaciok ne keriiljenek a rendszerbe. A célgén
amplifikalasahoz hasznalt reverz primer 5° végére, a stop kodontdl downstream, jel6lo
szekvencia (BAR kod) tervezhetd, ami nem moddositja a fehérje szekvencijat, de lehetdvé

teszi a modositott torzsek kevert mintakban vald azonositasat.
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Expresszios klon

1. abra. Az els6 klonozasi 1épésben (BP klonozas®) a vektorba beépiil a cél szekvencia attL
flanking szekvenciakat hordozva. Ezt a konstrukciot nevezziik Entry klonnak®. A masodik
klonozasi 1épésben (LR klonozas®) az Entry klonbol® atrekombinalddik a célszekvencia a
destination vektorba létrehozva ezzel az expresszios klont, amelyet gomba-transzformaciora
lehet felhasznalni. Az integralodott célszekvencia attB flanking szekvenciat hordoz (Soriano,

2017; attB-P-R-L: attachment B-P-L-R site, felismer6 régiok; ccdB: citotoxikus fehérje gén).

A Németh és munkatarsai altal fejlesztett destination vektor a C. albicans konstitutiv
TDH3 (Tridz-foszfat dehidrogenzaz) promoterét hordozza (Németh és mtsi., 2020). Az
expresszios klont linearizalast kovetden transzformaljak C. parapsilosis recipiens torzsbe,
ahol a linearizalt molekula iranyitottan a CpNEUTSL (N5SL, neutralis intergenikus régio)
konstrukciokat, mert az RPS1 régié diszruptalasat neutralis hatdstinak gondoltak. Id6vel
bebizonyosodott, hogy a régi6 elrontasa mégis befolyassal van a gomba novekedési
képességére. A felismerést kovetéen 1) neutralis régid azonositdsa valt sziikségessé.

Igazoltak, hogy az N5SL 16kusz diszruptalasa nincs hatassal a modositott torzs fitneszére és a
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16kuszba integralt expresszios kazettak stabilan kifejezodnek (Gerami-Nejad és mtsi., 2013;
Németh és mitsi., 2020). Létezik olyan expresszios vektor, mely szelekcids markergénként a
C. maltosa LEU2 génjét hordozza (CmLEU2). Ez esetben a transzformalashoz hasznalt
recipiens C. parapsilosis torzsnek LEU2 gén funkcidvesztésén alapuld leucin auxotrofiaval
kell rendelkeznie. Ilyen torzs a homozigota LEU2 delécidt hordozo CPL2 torzs (Holland és
mtsi., 2014). Létezik azonban olyan expresszios vektor is, mely szelekcidos markergénként a
nourseothricin rezisztenciaért felelés gént (nourseothricin acetil transzferaz 1, NAT1)
hordozza (Németh és mtsi., 2020). Ezen expresszios vektor elénye, hogy vad tipust klinikai
izolatumok kozvetlen genomi moddositasara nyujt lehetdséget (Németh és mtsi., 2020). A
modszer hatranya lehet, hogy megtorténhet a beépitett konstrukcid —spontan
kirekombinalodasa a genombol, melynek eredményeként a vad tipusu allapot visszaall.
Tovabbi hatranyként lehet megemliteni a klonozas iddigényességét és a beépiteni kivant

vektorok nagy mérete miatt tapasztalt transzformacios hatékonysag csokkenést.

3.6.3. KO és OE konyvtaranalizis eredmények dsszehasonlitiasa

A gének szerepének felderitésére a klasszikus deléciés modszer a leggyakrabban
alkalmazott megkozelités, azonban a mar kordbban emlitett specialis esetekben (pl.
esszencialis a gén) nem alkalmazhatdé vagy nem feltétleniil okoz detektalhatd valtozast.
Kiegészitd vagy bizonyos esetekben a célhoz vezetd mddszerként az OE vizsgalat hasznos
modszer lehet. A KO és az OE konyvtarak analizisébdl szarmazo adatok integralasa plusz
informaciokkal szolgalhat az adott gének szerepérél ahhoz képest, amit a csak KO vagy csak
OE konyvtarakbol szarmaz6 adatok nyujtanak.
esetben magyarazhatd egyértelmiien a jelenség hatterében vélt vagy valdés molekularis
mechanizmus megvaltozasaval.

Szamos oka lehet annak, hogy a jegyzett fenotipus egy KO vagy egy OE mutans
esetében nem felel meg a feltételezéseknek, példaul a géndozishatas, génkolcsonhatasok,
illetve redundans gének, transzkriptom atirat valtozasok/poszttranszkripcios modositasok, az
alkalmazott konstrukcié hibas milkodése vagy nem kivanatos mutaciok 1étrejotte

(Yoshikawa és mtsi.,, 2011). Technikai problémakbol is adddhatnak félreértelmezett
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eredmények, példaul a genetikai hattér eltérése (kiilonbozd genetikai hattéren létrehozott
mutanskonyvtarak eredményei eltéroek lehetnek) vagy nem megfeleld kontroll torzsek
alkalmazasa. Az Un. géndozishatds nemcsak az €l6lény genomjadban megtalalhatdo gének
kopiaszamanak fliggvénye, hanem elsdsorban azok atirddasanak szabalyozasdn mulik. Az
alap elgondolas szerint egy adott gén kifejezddésének (mesterséges) serkentése esetén
megndvekedett géntermék mennyiség érhetd el, amely tovabbi gének expresszidjara lehet
hatassal. A géntermékek sztochiometriai egyensulyanak eltolodéasa akar pozitiv, akar negativ
iranyba azonban egyarant okozhat érzékelhetd eltérést a sejt miikodésében (Rine, 1991).
Génkolcsonhatas vizsgalatra kivald példaval szolgalnak az adott génben mar mutaciot
hordozé és mutans fenotipust mutatd torzsek analizise szuppresszor (“elnyomo™) vagy
enhanszer (”serkent6/erdsit6”) géninterakciok felderitésével. Hayles és munkatarsai a
Schizosaccharomyces pombe sejtciklus szabalyozasaban fszerepet jatsz6 CDC2 (catalytic
subunit of DNA polymerase delta 2) génjével kolcsonhato géneket vizsgaltak, mely soran
olyan géneket szelektaltak, melyek taltermelése elnyomta vagy megsziintette 8 mar meglévo
hémérséklet érzékeny CDC2 mutans fenotipust. Sikeresen azonositottak a Sucl (sucrose
utilization 1) protein kinazt, ami kozvetlentil szabalyozza a Cdc2 kinaz mitkkodését (Hayles
és mtsi.,, 1986a). Az eredményeket tovabbi kisérletekkel is aldtdmasztottdk vad tipusu
organizmusban, a SUC1 gén kititésével, illetve tiltermelésével hiba keletkezett a sejtciklus
szabalyozasaban ¢és lefolyasaban (Hayles és mitsi., 1986b). Az enhanszer tipusi gének
jellemzdje, hogy megvaltozott miikddésiik soran nagyobb pozitiv, illetve negativ hatast
képesek elérni a pusztan a két gén megvaltozott/mutans hatdsanak 6sszeadodasaval (additiv
hatas) elérheté kapacitasnal. Erre példa, amikor az enhanszer gén taltermelése letalis egy
masik génmutéciot is hordozé egyedben, mig a vad tipust €él6lényben nem (Kroll és mtsi.,
1996; Measday és Hieter, 2002).

Annak érdekében, hogy értékeljiik és Osszehasonlitsuk a kiilonbdz6 megkozelitéssel
létrehozott OE és KO konyvtaranalizisbdl szarmaz6 adatokat, a kdvetkezd szempontokat
sziikséges figyelembe venni. Prelich ajanlasa szerint az azonos génre nézve OE, illetve KO
mutansok fenotipusanak 6sszehasonlitasa soran a kovetkez6 variaciokat figyelhetjiik meg: 1)
ellentétes fenotipus (-/+; +/-); 2) azonos fenotipus (-/-; +/+; 0/0); 3) normal/valtozatlan,
illetve eltér6 fenotipus (-/0 vagy 0/-; +/0 vagy 0/+) (Prelich, 2012). A mutans fenotipusok
pedig a kovetkezoéek lehetnek: hipermorf, hipomorf, neomorf vagy antimorf (Muller, 1932).
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Hipermorf tulajdonsag, ha egy gén terméke funkcionyeréses vagy hiperaktiv fenotipusban
nyilvanul meg a vad tipusu kifejez6déséhez képest. Ennek szoges ellentéte a hipomorf vagy
funkciovesztéses fenotipus megjelenése, a gén aktivacidjanak csokkenése a normal
allapothoz képest. Antimorf tulajdonsag, amikor egy mutans allél antagonistaként jelenik
meg egy vad tipust géntermék mellett/szemben, csokkentve annak funkcidképességét és
aktivitasat. Neomorfnak tulajdonithatd egy fenotipus, ha az adott géntermék funkcioja
megvaltozik és egy j abnormalis tulajdonsaggal béviil a mutacid hatasara, példaul az enzim
célpontja mas szubsztrat molekula lesz vagy egy akceptor molekula kotohelyének
specificitasa valtozik meg.

Az 0Osszehasonlitasok soran ellentétes fenotipusokat varnank a KO ¢és OE
konstrukciok esetén (ugyanazon génre nézve), s6t mi tobb, gyakran a funkcidvesztéses
fenotipust a KO, mig a funkciodnyeréses tulajdonsdgokat az OE mutdnsoknak tulajdonitjak.
Ezek a megkiilonboztetések azonban az atfogd génfunkcié meghatarozasok esetében a mar
korabban emlitett tényezOk és a valos kisérleti adatok tiikrében Sem ennyire egyértelmiek
(Swanson és mtsi., 1991; Hadwiger és mtsi., 1989; Sopko és mtsi., 2006; Yoshikawa és mtsi.,
2011; Prelich, 2012).

A szakirodalomban mind a harom fentebb emlitett fenotipus kategoriara talalunk
példat. C. albicans fajban a WOR1 (White-opaque regulator) gén kiiitése gatolja a matt fehér
— fényes opalos morfologiavaltast, mig a gén tltermelése indukalja a folyamatot (Zordan és
mtsi., 2006). Csokkent életképesség vagy valtozatlan fenotipus kategoriadk megfigyelése
tultermeltetett gének esetében nem szamit egyedi esetnek (Prelich, 2012). Yoshikawa és
munkatarsai S. cerevisiae élesztoben figyeltek meg 1302 mutans térzset csokkent novekedési
képességgel, 4488 torzset valtozatlan fenotipussal, és minddssze 2 torzs mutatott
funkcidnyeréses tulajdonsagot a vizsgalt 5792 OE mutansbol, amikor a sejtek ndvekedési
képességét vizsgaltak (Yoshikawa és mtsi., 2011). Osszehasonlitisképpen ugyanezen gének
delécios mutans parjainak vizsgalata soran 646 mutans mutatott csokkent novekedést, 4073
mutans esetében nem volt valtozas, mig 8§ esetben talaltak novekedést a fitneszben a vizsgalt
4727 KO torzsben. Egyes C. albicans tanulmanyok soran a kutatok funkcionyeréses
fenotipust OE mutdnsokat nem, csupan redukalt tulajdonsdgokkal rendelkezd torzseket
tudtak azonositani a vad tipust kontroll egyedhez képest (Cabral és mtsi., 2014; Znaidi és

mtsi., 2018). A szakirodalmi adatokat alapul véve tovabbi megfontolandd szempont lehet a
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sejtek energiaigényének figyelembevétele egy adott gén duplikalodasa vagy mesterséges
tultermelése esetén a kisérleti eredmények értékelésekor. Nem meglepd, hogy amikor a
sejtben megemelkedik mind az mRNS atiratok szdma, mind pedig a fehérjeszintézis szintje,
az zavart/hidnyt okozhat a sejt normalis homeosztazisaban/energia ellatasaban és negativ
hatassal lehet annak novekedési képességére/fitneszére fiiggetleniil az adott gén konkrét
funkciojatol. Wagner kutatasai szerint egy 10%-0s emelkedés a fehérjeszintézis
mennyiségében mar extra energiakoltséget/terhet jelent a sejt szamara (Wagner, 2007). Egy
lehetséges virulenciafaktor kifejez6dése nem feltétlen jar biokémiai aktivitassal (vagy annak
valtozasaval) és/vagy konnyen vizsgalhatd/felismerhetd fenotipus valtozassal a patogén

¢letciklusa soran, vagy csupan a fertézés egy bizonyos fazisdban érvényesil, igy

megnehezitve az adott gén funkcidvizsgalatat (Navarro-Garcia és mtsi., 2001).
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4, Célkituzeések

Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis opportunista humanpatogén gomba altal okozott
fert6zések szama évrél-évre novekvo tendenciat mutat, a C. parapsilosis fertézése soran
szerepet jatszo génekrdl kevés ismeret all rendelkezésiinkre szemben a C. albicans-szal.
Szdmos tanulmany bizonyitja, hogy a két faj mind genomi, mind pedig fenotipus szinten
jelentds kiilonbségeket mutat, de egyes eredmények mar arra is ravilagitottak, hogy a C.

parapsilosis a C. albicans-tol eltér6 stratégiat alkalmaz a fert6zés soran.

Az altalanosan alkalmazott géndelécidos modszerrel szemben az TUgynevezett gén
overexpresszios technika szdmos eldénnyel és tovabbi lehetdséggel bir az egyes gének
szerepének feltarasa soran. A laboratoriumunkban kifejlesztett C. parapsilosis-ra
alkalmazhat6 OE rendszer alkalmazasaval (Németh és mitsi., 2020) a C. parapsilosis
virulencidjaban szerepet jatszo, eddig még nem azonositott gének azonositasat és

funkcionalis vizsgalatat tliztiik ki célul az alabbi tervek alapjan:

o Egy valogatott géneket tultermeld mutans kollekcid 1étrehozasa C. parapsilosis

modellrendszerben.

. A taltermeld torzsek validalasa és karakterizalasa fokuszalva a virulenciaban szerepet

jatszo tulajdonséagaikra.

o Sajat eredmények Osszevetése korabbi OE vagy KO mutans konyvtaranalizis soran
nyert adatokkal C. parapsilosis és rokon fajok esetében, valamint az OE modszer

1étjogosultsdganak bizonyitasa gén funkcid azonositasra iranyulo kisérletekben.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Alkalmazott torzsek

A munkank soran hasznalt baktérium és gombatdrzseket az 1. sz. melléklet tartalmazza.

5.2. Tenyésztéshez hasznalt tapkozegek

Tapkozegek az Escherichia coli sejtek tenyésztéséhez és szelekcidjahoz

LB tapoldat (Luria-Bertani taptalaj): 0,5% (m/V) élesztokivonat, 1% (m/V) tripton és 1%
(m/V) natrium-klorid, szilard tapkozeg esetén 2% (m/V) agarral kiegészitve. E. coli 2T1
torzsek esetén a szelekciot 10 pg/mL tetraciklin biztositotta. Transzformalds utian a
transzformansok szelekciojahoz 100 pg/mL ampicillinnel (LB+AMP) (Sigma) vagy 50
pug/mL kanamicin A-val (Sigma) kiegészitett LB tapkozeget (LB+KAN) alkalmaztunk.

Téapkozegek a gombatdrzsek tenyésztéséhez és szelekcidjdhoz

YPD tapkozeg (élesztokivonat—pepton-D-gliikéz): 0,5% (m/V) élesztékivonat, 1% (m/V)
pepton és 1% (m/V) D-gliikdz, 100 U/mL penicillin-sztreptomicin (PS) (ThermoFisher)
oldat. A tapoldatot szilard taptalaj esetén 2% (m/V) agarral egészitettiik ki.

YNB (minimal éleszté nitrogénforras) tapkozeg aminosavakkal kiegészitve: 0,19%
(m/V) YNB (Yeast nitrogen base - éleszt6 nitrogén alap, aminosavak nélkiil) kiegészitve 2%
(m/V) D-gliikézzal, 2% (m/V) agarral, 100 U/mL PS oldattal és 10% (V/V) 10x Dropout
(DO) aminosav oldattal (leucin nélkiil) (Holland €s mtsi., 2014).

Tapoldat a J774.2 egér monocita sejtvonal fenntartasadhoz

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) tapoldat: 10% (V/V) (58 °C-on, 30
percig) hdinaktivalt magzati borju szérum (HI FBS) 100 U/mL PS oldattal kiegészitve.
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Torzsek fenntartasa és taroldsa

E. coli sejtek fenntartasa és tenyésztése

Az E. coli 2T1 sejteket LB taptalajon, 4 °C-on tartottuk fenn.

C. parapsilosis sejtek fenntartasa és tenyésztése

A vad tipust, a reintegralt, a leucin auxotrof és az mCherry©F élesztotorzseket 4 °C-on, YPD
taptalajon tartottuk fenn. A Candida torzsek tarolasa 20% (V/V) glicerint tartalmazé YPD
tapoldatban tortént -80 °C-on. A prototrof OE transzformansok szelektalasdhoz ¢és
tenyésztéséhez YNB minimal téptalajt alkalmaztunk a folyamatos szelekciés nyomas

fenntartasa érdekében. A torzseket havonta frissitettik.

J774.2 egér monocita sejtvonal fenntartasa
Az egér J774.2 monocita sejtvonalat DMEM + 10% (V/V) HI FBS tapoldatban ndvesztettiik,
37 °C-on, 5% (V/V) CO2 tenzié mellett. A konfluens tenyészeteket 2 naponta mostuk és

frissitettiik. A sejtvonalat hosszitavon folyékony nitrogént tartalmazo tartalyban taroltuk.

Fenotipizalas soran alkalmazott tapkdzegek

Kiilonbo6zo pH értékii YPD taptalajok
A taptalajok pH értéke 0,2 M NapHPO4 és 0,1 M citromsav torzsoldatok kiilonb6zd aranyu

keverékével kertilt beallitasra Mcllvaine szerint (1. tablazat).

1. tablazat. Eltérd kémhatast YPD taptalajokhoz sziikséges oldatok 100 mL végtérfogatra

vonatkoztatva.
pH=4 pH=5 pH=6 pH=7 pH=8
0,2 M NapHPO,4 3856 mL | 51,48 mL | 63,16 mL | 82,36 mL | 97,24 mL
0,1 M Citromsav | 61,44 mL | 4852mL | 36,84 mL | 17,64 mL | 2,76 mL

Az alkalmazott stresszorokat és koncentracioikat a 2. tdblazat tartalmazza.




2. tablazat. Alkalmazott stresszorok listdja és mennyisége.

Ozmotikus stressz
3% (VIV) glicerin
1 M NaCl
1 M szorbitol

Oxidativ és fémion stressz
2 mM CuCl,

2 mM CuSQOq

12,5 uM CdSO4

5 mM H,0;

Sejtfalstresszor

10 mM Kkoffein

10, 25, 50 pg/mL kalkofluor fehér (KF)

10, 25, 50, 75, 100 pg/mL kongd vords (KV)
Sejtmembran detergens

0,04% (m/V) SDS*

Fémion megvonas

0,25 mM EDTA**

0,15 mM BPS***
0,5 mM BPS + 2 uM Hemin

*SDS: natrium-dodecil-szulfat

**EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

***BPS: batofenantrolin-diszulfonat

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) tapoldat: RPMI-1640 tapoldat L-
glutaminnal, 2% (m/V) D-gliik6zzal és 0,165 M 3-3-(N-morfolino)-propanszulfonsavval
(MOPS) kiegészitve.

YNB tapoldat és tapkozeg aminosavak nélkiil: 0,67% (m/V) YNB tapoldat, illetve 0,19%

(m/V) YNB 10% (V/V) HI FBS-sel vagy anélkiil, kiegészitve 0,5% (m/V) D-gliikozzal, 100
U/mL PS oldattal és 2% (m/V) agarral szilard tapkozeg esetén.
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5.3. Alkalmazott molekularis technikak

5.3.1. Expresszios konstrukciok létrehozasahoz sziikséges technikak

Total DNS tisztitas gombasejtekbol

A gombatdrzseket 2 mL YPD tépoldatban ndvesztettiik egy éjszakan at, 30 °C-on, 150 rpm
razatds mellett. A sejteket centrifugalassal Osszegytjtottik (2500 g, 5 perc), majd a
sejtpelletre 500 uL lizis puffert (1% (V/V) SDS, 50 mM EDTA, 100 mM TRIS (Tris-
(hidroximetil)-aminometan )pH=8) mértiink. A mikrocentrifuga csovet 1 mL térfogatnyi
tiveggyonggyel (0,5 mm atmérd) toltottikk fel, majd vortexeltiik 3 percen keresztil. A
lizatumokra 270 pL. 7 M-os ammonium-acetatot mértiink és 5 percig 65 °C-on inkubaltuk,
majd ezt kovetden a sejteket jégre helyeztik 5 percre. Ezutan 500 pL kloroform-
izoamilalkoholt (24:1) adtunk az elegyhez, vortexeltiink és centrifugalas (6500 g, 10 perc)
utan a DNS tartalmu felsd vizes fazist j mikrocentrifuga csébe pipettaztuk. A vizes fazishoz
500 pL izopropanolt adtunk, alapos vortexelés utan a mintakat minimum 20 percig -20 °C-
on inkubaltuk. A kicsapddott DNS-t centrifugalassal (6500 g, 10 perc) kitilepitettiik, majd
500 uL 70%-os etanollal mostuk. Ujabb centrifugalds (6500 g, 5 perc) utan a mintakat
beszaritottuk, majd 100 pL (250 ug/mL) RN4z tartalmu desztillalt vizben feloldottuk. A DNS
mindségét és mennyiségét 0,5 pg/mL etidium-bromiddal kiegészitett 0,8%-0s (m/V) agardz
gélen torténd horizontalis gélelektroforézissel ellendriztiik (futtatdé kozeg: 1x TAE puffer
pH=8; 50x TAE torzsoldat: 2 M TRIS, 1 M ecetsav, 50 mM EDTA; fesziiltség: 60-90 V). A

géleket UV fénnyel torténé megvilagitas mellett kameraval dokumentaltuk.

A vizsgalt gének amplifikalasa

A kivélasztott gének amplifikdlasdhoz a 2. sz. mellékletben feltiintetett primereket
hasznaltuk. A primerpar 5° végei az alkalmazott klonozasi eljarashoz sziikséges attBl és
attB2 szekvencidkat hordozzak, mig a reverz primer ezenkiviil egy hisz nukleotid
hosszlisagu egyedi azonositd szekvenciat (BAR kod) is tartalmaz. A PCR-ek soran Phusion
Green Hot Start IT DNS polimerazt (Thermo Scientific) és a C. parapsilosis CLIB214
torzsbol tisztitott genomi DNS templatot alkalmaztuk. Egy 50 pL végtérfogatii reakciohoz a
kovetkez6 komponenseket hasznaltuk fel: 1x Phusion GC puffer (1,5 mM MgClz-dal
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kiegészitve), 1 U Phusion Green Hot Start II DNS polimeraz, 0,2-0,2 mM dNTP, 0,5-0,5 uM
forward és reverz primer, tovabba 20-50 ng genomi DNS templat. A PCR reakcidohoz
hasznalt program a kovetkezd 1épéseket tartalmazta: 98 °C, 30 mp eldédenaturacio; 35
cikluson keresztiil 98 °C, 10 mp denaturacié, 60 °C, 30 mp hibridizacié és 72 °C-on
polimerizacids 1épések kovették egymast. A polimerizacid hosszat az amplikon mérete és a
polimeraz hatékonysaga/sebessége (bp/perc) alapjan szamitottuk ki. A program 72 °C, 5 perc

utopolimerizacioval ért véget.

PCR termék tisztitasa polietilén-glikollal (PEG)

A PCR terméket polietilén-glikol segitségével tisztitottuk az alabbiak szerint. Az 50 pL
végtérfogati PCR terméket 1x TE (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH=7,5) oldattal
négyszeresre higitottuk, majd 100 pL 30% (m/V) PEGsooo/30 mM MgCl: oldatot adtunk
hozza. A kapott elegyet 5 percig vortexeltiik, ezt kovetéen centrifugaltuk (6500 g, 15 perc),
a feliiluszot eltavolitottuk, majd a pelletet 10 uLL 1x TE pufferben oldottuk fel.

Klonozas Gateway™ (Invitrogen) rendszerrel

A taltermeld mutans konyvtar létrehozasdhoz az Invitrogen altal forgalmazott Gateway®
technologiat alkalmaztuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A BP klonozasi® Iépés soran
kanamicint, mig az LR kloénozasi® lépést kdvetden ampicillint hasznaltunk szelekcios
agensként. A felhasznalt Entry és Destination vektorokat® a ccdB gén termékére rezisztens
E. coli DB3.1 torzsben szaporitottuk fel. A BP klonozasi® 1épésben sztochiometrikus
aranyban (50-50 fmol) volt jelen a tisztitott amplikon és a pDONOR221 plazmid. A reakcio
0,75 uL BP klonaz® enzimkeveréket (Invitrogen) tartalmazott és 1x-es TE pufferben zajlott
25 °C-on, egy ¢jszakan keresztiil. A reakciot 1 pL proteinaz K (>600 U/ uL, Invitrogen)
hozzaadasaval allitottuk le (37 °C, 10 perc), majd az elegyet E. coli 2T1 sejtek
transzformalasara hasznaltuk. A transzformansokbol plazmidot preparaltunk (pENTRY®), a
klonozas sikerességérdl a plazmidok restrikcids endonukledzzal kapott hasitasi mintazata
alapjan gy6z6dtiink meg. Az ily moédon ellendrzott Entry plazmidok® nukleotid sorrendjét
NGS (Ujgeneracios szekvenalas) szekvenaldssal hatdroztuk meg és a tovabbiakban azokkal a
preparatumokkal dolgoztunk, amelyek szekvenciaja nem tért el a referenciatol, vagy ha eltért,

akkor az aminosav valtozast nem okozott. Az LR klonozas soran 25 fmol Destination

44



vektort® (pDCpOE-L-N5L) alkalmaztunk azonos anyagmennyiségii Entry vektor®
jelenlétében. A reakcio 1x-es TE pufferben 0,75 uLL LR klonaz® enzimkeverék (Invitrogen)
hozzaadéasaval zajlott. A reakcidelegyet 25 °C-on, 2 6ran keresztiil inkubaltuk, majd 1 pL
proteinaz K (>600 U/uL, Invitrogen) hozzaadasaval (37 °C, 10 perc) inaktivaltuk a klonaz

enzimkeveréket. Az eleggyel E. coli 2T1 sejteket transzformaltunk.

E. coli sejtek transzformalasa

A kompetens sejtek eléallitasahoz E. coli 2T1 sejteket 5 mL LB tapoldatban neveltiink egy
¢jszakan at, 37 °C-on, 150 rpm razatas mellett. A sejteket masnap 50 mL LB tapoldatba
atoltva ODe0o=0,3-0,4 ecléréséig novesztettiikk. A sejteket centrifugalassal 0sszegyiijtottik
(2000 g, 10 perc, 4 °C), majd 4 °C-o0s 1-es oldattal (80 mM MgClz, 20 mM CaCl,) mostuk
(2000 g, 10 perc, 4 °C). Ezt kovetden a pelletet 2 mL jéghideg, 100 mM CaCl; tartalmt
oldatban vettiik fel. A kompetens sejteket jégen taroltuk, majd 1-2 6ran beliil felhasznaltuk.
Az E. coli sejtek transzformalasa soran 100-100 uL kompetens E. coli 2T1 sejthez
hozzamértilk a bejuttatni kivant plazmid DNS-t, majd a sejteket 25 percen at jégen
inkubéltuk. Ezt kovetéen a sejteket 2 percre 42 °C-os vizfiirddbe, majd 2 percre jégre
helyeztiik és 1 mL LB tapoldat hozzaadasa utan 37 °C-on, razatas mellett regeneraltattuk
azokat 1 oran keresztiil. A szuszpenziot centrifugaltuk (2500 g, 5 perc), majd a kiiilepedett
sejteket 100 pL LB tépoldatban szuszpendaltuk fel, szelektiv taptalajra (LB+AMP vagy
LB-+KAN) szélesztettiik, és 37 °C-on, egy éjszakan at inkubaltuk.

Bakterialis plazmid DNS izolalasa

A transzformans E. coli sejteket 2 mL, a megfeleld antibiotikummal kiegészitett, LB
tapoldatba oltottuk, majd egy éjszakan at, 37 °C-on, 150 rpm-mel razatva ndvesztettiik.
Masnap a sejteket centrifugaltuk (2500 g, 5 perc), a feliiluszot eltavolitottuk, a sejteket vortex
segitségével fellazitottuk, majd 100 pL lizis pufferben (50 mM gliikoz, 10 mM EDTA, 25
mM TRIS, pH=7,5) szuszpendaltuk fel. Az elegyhez 200 uL alkalikus SDS oldatot (4,4 mL
steril desztillalt viz, 100 uL 10 M NaOH, 0,5 mL 20% (m/V) SDS) pipettaztunk és dvatosan
Osszekevertiik. Tovabbi 150 uLL High Salt oldatot (33% (m/V) K-acetat, 13% (V/V) jégecet,
1000 mL desztillalt viz, pH=4) adtunk az elegyhez a nagyméretii kromoszémalis DNS

denaturdldsa céljabol. A mintdkat ismét Ovatosan kevertiikk Ossze, majd centrifugalassal
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tilepitettiik (6500 g, 10 perc). A feliiliszo6t (ami tartalmazta az oldott plazmid DNS-t) 1j
mikrocentrifuga csébe pipettaztuk, majd ahhoz 0,5 mL kloroform-izoamilalkohol (24:1)
keverékét adtuk, Osszeraztuk €s ujracentrifugaltuk (6500 g, 10 perc). A felsd vizes fazist
ismét uj mikrocentrifuga cs6be mértiik at és megegyezd térfogati izopropanol hozzaadasa
utan 30 percig -20 °C-on inkubaltuk. A plazmid DNS-t ezutan centrifugalassal {ilepitettiik
(6500 g, 10 perc), majd 70%-os (V/V) etanollal mostuk (6500 g, 10 perc). Szaritast kovetden
a mintat 30 uL RNazt (250 pug/mL) tartalmazé desztillalt vizben oldottuk fel. Az izolalt
plazmidok ellendrzését restrikcidos emésztéssel végeztiik el, majd gélelektroforézis (0,8 %

(m/V) agar6z) segitségével detektaltuk az emésztési mintazatokat.

C. parapsilosis sejtek transzformalasa az expresszios konstrukciokkal

Az LR klonozasi 1épéssel 1étrehozott expresszios vektort Stul restrikcios endonukledzzal
(ThermoFisher) linearizaltuk (1 U enzim/l1 pg plazmid). A reakcioelegyet egy éjszakan
keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. A plazmid DNS kicsapasat azonos térfogatnyi izopropanol
hozzaadasaval hajtottuk végre, majd a mintat 70% (V/V) etanollal mostuk (6500 g, 10 perc).
A mintat beszaritottuk és 10 pL desztillalt vizben vettiik fel a transzformélashoz. Kompetens
C. parapsilosis sejtek készitéséhez az €lesztd sejteket 5 mL YPD tapoldatba oltottuk, majd
150 rpm-mel razatva, 30 °C-on, egy ¢éjszakan at inkubaltuk. Masnap a gombaszuszpenziot
ODs00=0,2 értékre higitottuk és 30 ml YPD tapoldatban a sejteket ODgoo=1,0 érték eléréséig
novesztettiik. A sejteket centrifugalassal dsszegytjtottiik (2000 g, 5 perc, 4 °C), majd 3 mL
jéghideg steril desztillalt vizzel mostuk (2000 g, 5 perc, 4 °C). Ezutan 1 mL hideg TELIOAC
oldattal (100 uL 10x TE puffer, 100 pL. 1 M litium-acetat, 800 puL desztillalt viz) mostuk a
sejteket, majd centrifugalas utan (6500 g, 30 mp) a pelletet 200 pL TELIOAC oldatban vettiik
fel. A kompetens sejteket felhasznalasig jégen taroltuk. 100 uL kompetens C. parapsilosis
sejthez hozzaadtunk 10 pL, a transzformalast megel6zden denaturalt (100 °C, 10 perc, majd
hiités jégen) hering sperma DNS-t (Sigma), majd a transzformalni kivant plazmid DNS-t (3
ug). Az elegyet 30 °C-on, 30 percen at inkubaltuk razatas nélkiil, majd a sejtekhez 700 pL
PLATE oldatot mértiink (560 puL 50% (m/V) PEGasso, 70 uL 1 M litium-acetat, 70 pL 10x
TE puffer). Ezt kovetden a sejteket egy éjszakan at, 30 °C-on inkubaltuk szintén statikus
allapotban. Masnap hésokkot alkalmaztunk (44 °C, 15 perc), majd a transzformalt sejteket
centrifugalassal 0sszegyljtottiik (6500 g, 30 mp) és 1 mL YPD oldattal a kitilepedett sejtek
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felzavarasa nélkiil mostuk (6500 g, 30 mp). Ezutan a sejteket 2 6rdn at, 30 °C-on razatva 1
mL YPD tapoldatban ndvesztettiik. Végiil a sejteket centrifugalassal ismét Gsszegytijtottik
(6500 g, 30 mp), a feliilaszobol 850 pL-t eltavolitottunk, majd a maradék feliiluszoban
felszuszpendalva a sejteket szelektiv taptalajra (YNB minimal + DO oldat leucin nélkiil)

sz¢lesztettiik. A csészéket 30 °C-on, két napon keresztiil inkubaltuk.

5.3.2. A létrehozott OE mutans torzsek validalasa

Kolénia PCR

Az expresszids vektorok beépiilését kolonia PCR segitségével ellendriztiik. A reakcidhoz a
DNS templétot a kovetkezd 1épések soran készitettiik eld. Az adott gombatelepet 80 puL 200
mM-os LiOAc oldatba mostuk bele, majd 70 °C-on, 5 percig, majd jégen 3 percig inkubaltuk.
A DNS-t haromszoros mennyiségii 96% (V/V) etanollal csaptuk ki, majd 3 perc vortexelést
kovetden centrifugaltuk (6500 g, 5 perc). 70% (V/V) etanollal (6500 g, 5 perc) torténd mosast
kovetden a pelletet beszaritottuk és a DNS-t 50 pL desztillalt vizben vettiik fel. Centrifugalast
kovetden (6500 g, 3 perc) a feliiluszo 1 pL-ét hasznaltuk templatként.

Egy 25 uL végtérfogata elegyhez a kovetkez6 komponenseket mértiik 6ssze: 1x DreamTaq
puffer (20 mM MgCl-dal kiegészitve, ThermoFisher), 0,25-0,25 uM forward és reverz
primer, 0,2-0,2 mM dNTP, 1 uL genomi DNS templat és 1,25 U DreamTaq DNS polimeraz
(ThermoFisher). A reakci6 az alabbiak szerint zajlott: 95 °C, 3 perc elddenaturacio, majd 35
polimerizacio, tovabba 72 °C, 6 perc utdpolimerizacid. A DNS mindségét ¢s mennyis€¢gét
0,5 pg/mL etidium-bromiddal kiegészitett 0,8%-os (m/V) agardz gélen torténd horizontélis
gélelektroforézissel ellendriztik az 5.3.1. ,Total DNS tisztitaisa gombasejtekbdl”

alfejezetben részletezett paramétereknek megfelelden.

RNS izolalas

Az OE gombatdrzsekbdl torténd RNS izolalashoz a RiboPure™-Yeast RNS izolalo kit-et
(Ambion) hasznaltuk a gyart6 utasitasait kovetve. Az RNS tisztitds mintanként 3-3
parhuzamos leoltas 1-1-1 aranyt keverékébdl tortént. Az izoladlt RNS mennyiségét

NanoDrop spektrofotométer (ND-1000 Spectrophotometer, ThermoFisher) segitségével
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hataroztuk meg. Az RNS mintdk DNS szennyezettségét tovabbi felhasznalasuk eldtt real-
time PCR modszerrel ellendriztiik a C. parapsilosis B-tubulin (TUB4, CPAR2_500510) génre
specifikus primerek segitségével. Egy 20 uL végtérfogata elegyhez a kovetkezo reagenseket
mértiik 6ssze: 10 uL 2x SYBR Green qPCR Master Mix (ThermoFisher), 2-2 uL 3 uM
forward és reverz TUB4 specifikus primer mix, 1 pL RNS templat és 7 pL desztillalt viz.
Csak azokbol az RNS mintakbol szintetizaltunk cDNS-t (kiegészité DNS), amelyek C; értéke
nagyobb vagy egyenl volt, mint 32.

c¢DNS szintézis

A cDNS szintézishez RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis kit-et (ThermoFisher)
hasznaltunk a gyartd utasitdsai szerint. A szintézishez maximum 1 pg totdl RNS-t
hasznaltunk. Egy reakci6é sordn 0,5 pL oligo (dT)is és 0,5 pL random hexamer primer
keverékét hasznaltuk fel 12,5 puL végtérfogatban és a mintakat 65 °C-on, 5 percen keresztiil
hokezeltiik, majd jégen inkubaltuk. Ezutan az alabbi reagenseket adtuk az elegyhez: 4 uL. 5x
reakcio puffer, 1 uL RiboLock RNaz inhibitor (20 U/uL), 2 uL 10 mM dNTP mix, 0,5 uL
RevertAid M-MuL V (reverz transztkriptaz, 200 U/uL). A reakcioelegyet 25 °C-on 5 percen
at, majd 42 °C-on 60 percen at inkubaltuk. Az enzim inaktivacidja 70 °C-on, 5 percig tortént.

A reakcioelegyet 50x-re higitottuk desztillalt vizben.

Real-time (valés idejii) PCR (RT-qPCR)

Az egyes OE mutansokban az adott gén relativ expresszidjanak vizsgalatdhoz valos idejii
PCR technikat alkalmaztunk. Egy 20 upL végtérfogata reakcidhoz a kovetkezd
komponenseket alkalmaztuk: 10 uL 2x SYBR Green qPCR Master Mix (ThermoFisher), 2-
2 pL 3 puM forward és reverz primer mix, 1 pL 100 ng cDNS. Az alkalmazott
reakciokoriilmények a kdvetkezok voltak: 95 °C, 3 perc elddenaturacio, majd 50 cikluson at
95 °C, 10 mp denaturacié és 60 °C, 30 mp hibridizacio-polimerizacio. A relativ expresszids
értékek kiszamitasa a 2"-AACq eljarassal tortént (Livak és Schmittgen, 2001) a Bio-Rad CFX
Manager szoftver segitségével. Az alkalmazott primerek listajat €s szekvencidjat a 2. sz.

mellékletben tiintettiik fel.
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Southern blot analizis

DIG (digoxigenin) jelolt DNS préoba szintézise Southern blot detektaldshoz

A DIG-jelolt DNS proba szintéziséhez a kolonia PCR esetében feltiintetett mennyiségeket és
reagenseket alkalmaztuk a dANTP mix kivételével. A ANTP mix 0Osszedllitisa dANTP és
Digoxigenin-11-dUTP (Roche) felhasznalasaval tortént (1-1 mM dATP, dCTP, dGTP és
0,65 mM dTTP és 0,35 mM DIG-dUTP). A CpN5LDolSouFor és CpN5LDo2SouRev
primereket és a vad tipust CLIB214 C. parapsilosis torzs genomi DNS-ét hasznaltuk
templatként (2. sz. melléklet) a reakcioban. A reakcio a kovetkezd 1épésekbdl allt:
elédenaturacié 94 °C, 3 perc, majd 35 cikluson keresztiil 94 °C, 15 mp denaturacio, 57 °C, 15

mp hibridizécio, 68 °C, 80 mp polimerizacio, végiil utopolimerizacio 68 °C, 3 perc.

A Southern blot analizis kivitelezését a Gacser és munkatarsai altal publikalt protokoll szerint
végeztiikk (Gacser és mtsi., 2007). A genomi DNS-t a korabban leirtak alapjan izolaltuk és
abbol 10 pg mennyiséget ECORI restrikcios enzimmel (ThermoFisher) 37 °C-on, egy
¢jszakan at emésztettiink. A DNS-t azonos térfogatth izopropanollal csaptuk ki, a
centrifugalassal (6500 g, 10 perc) iilepitett DNS-t 70% (V/V) etanollal mostuk, beszaritottuk
és 15 puL desztillalt vizben oldottuk fel. A DNS fragmentumokat 0,8% (m/V) agardz gélen
torténé horizontalis gélelektroforézissel szeparaltuk (az 5.3.1. ,,Total DNS tisztitas
gombasejtekbodl” alfejezetben részletezett paramétereknek megfeleléen). DNS markerként
DIG-jelolt DNA Molecular Weight Marker VII-et (Roche) alkalmaztunk. A
gélelektroforézist kovetden a DNS fragmentumokat Amersham Hybond-N (GE Healthcare)
filterre blottoltuk kapillaris blot alkalmazasaval egy éjszakan keresztiil, majd 1,5 perc UV
fény kezeléssel kovalensen rogzitettiik a DNS-t a filterre. A hibridizacio szintén egy éjszakan
at zajlott 65 °C-on hibridizacios pufferben forralassal és hirtelen lehiitéssel egyszalusitott
specifikus DIG-dUTP jel6lt proba hozzaadasaval. A DNS szakaszokat Antidigoxigenin-AP
Fab (alkalikus-foszfataz kapcsolt anti-DIG molekulak) fragmentumokkal (Roche) és
NBT/BCIP color (Roche) oldattal tettiik lathatova.
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5.3.3. A létrehozott OE mutans torzsek karakterizalasa

5.3.3.1. Atfogo fenotipus és életképesség vizsgalathoz hasznalt médszerek

Eletképesség vizsgalat folyadéktenyészetben

A tovabbiakban leirasra keriil6 kisérleteket 3 ismétléssel végeztiik, ahol ettdl eltértiink, azt
az adott tesztnél jeleztiik. A kisérleteket az Osszes, jelen munkank soran létrehozott OE
mutans torzzsel elvégeztiik, kivételt képeznek ez aldl a sejtfalkomponens festés, SEM
biofilm analizis, G. mellonella fertézés modell és egér virulencia kisérletek.

A kisérletekhez a gombdkat YPD tapoldatban ndvesztettik 100 U/mL PS oldattal
kiegészitve, razatd termosztitban (150 rpm), 30 °C-on, egy ¢jszakan keresztiil. Az egy
¢jszakas tenyészetbdl 1 pL. gombaszuszpenzidt vittiink 3 mL friss tdpoldatba és hasonld
koriilmények kozott novesztettik még egy éjszakan keresztiil. A tenyészetbol 2 mL
mennyiséget centrifugaltunk (2500 g, 5 perc) és két korben mostuk steril 1x PBS oldattal
(10x PBS oldat (foszfat pufferelt sooldat): 8% (m/V) NaCl, 0,2% (m/V) KCl, 1,44% (m/V)
Na:HPOs, 0,24% (m/V) KH2PO4), majd az adott kisérletnek megfelelé sejtkoncentraciot
allitottuk be szintén steril 1x PBS oldatban, Biirker-kamraval val6 szamolas és higitas tjan.
3 kiilonbozo6 C. parapsilosis torzset alkalmaztunk kontrollként - vt térzs (CLIB214), a kettds
auxotrof reintegralt torzs (CPRI) és a fluoreszcens mCherry fehérjét expresszalé mCherry©F
torzs — a novekedési kinetika, stressz tolerancia és antifungalis érzékenység vizsgalatokban.
A létrehozott OE mutansok ¢€letképességének vizsgalatahoz ndvekedési kinetikajukat YPD,
illetve YNB minimal tapoldatokban monitoroztuk, rdzatas nélkiil 30 °C-on, 24 oran
keresztiil. A mintak ODeoo értékeinek mérését dranként 1 perces razatas (200 rpm) elézte
meg (SpectroStar Nano, BMGLabtech). A kisérletet harom ismétlésben, 3 technikai
parhuzamos mintaval végeztiik 48 Iyuku tenyésztéedényben. A gombaszuszpenziok

kiindulasi koncentracidja 5x10° sejt/mL volt 1 mL végtérfogatban.

Eletképesség vizsgalata kiilonbozé stresszorok jelenlétében szilard taptalajon

Az egyes mutansok fitneszét a 2. tdblazatban feltiintetett stresszorok jelenlétében vizsgaltuk.
A gombaszuszpenziokbol 4 1épcsés 10x-es higitasi sort készitettiink 10°-102 sejt/5 pL
koncentracio tartomdnyban, amelyekbdl 5-5 pL-t pipettaztunk a taptalajok felszinére. A
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hémérsékletnek a torzsek életképességére gyakorolt hatasat YPD taptalajon 20, 25, 30, 37 és
40 °C-on vizsgaltuk. Novekedésiiket YNB minimal taptalajon héinaktivalt FBS-sel
kiegészitve és anélkiil is nyomon kovettiik. Az adott stresszorokkal szembeni toleranciat 30
¢és 37 °C-os homérsékleten is tanulményoztuk. Az inkubacios id6 48 ora volt, kivétel a KV
és KF 50 pg/uL ¢és afeletti koncentracioin, kiilonosen 37° C-on, amikor a kiértékelés

megkonnyitése miatt tovabbi 1-2 napig inkubaltuk a csészéket.

Sejtfalkomponens vizsgalatok fluoreszcens festékek alkalmazasaval

A kivalasztott mutans torzseket a kordbban leirtak szerint készitettiik el6. A centrifugalas
utan a kitilepedett sejteket 0,5 mL 1% (m/V) BSA-t (bovine serum albumin, szarvasmarha
szérum albumin) tartalmazé 1x PBS oldatban szuszpendaltuk fel és 30 percen &t
szobahdmérsékleten razatva inkubaltuk, majd a sejteket 1x PBS-sel mostuk (2500 g, 5 perc),
végiil 400 pL 1x PBS-ben vettiik fel. A szuszpenzidkbol 2x100 plL-nyi mennyiségeket Uj
mikrocentrifuga csdvekbe pipettaztunk, amelyhez 100 pL fluoreszcens 1., illetve 2.
festékoldatot tartalmazo elegyet adtunk. Az elsé festékoldat a kovetkez6 komponenseket
tartalmazta: 0,5 pL 1 mg/mL kalkofluor fehér (KF, Sigma-Aldrich) és 4 uL 2,5 mg/mL
konkanavalin A kotott fluoreszcein-izotiocianat (ConA-FITC, Sigma-Aldrich) 1% (m/V)
BSA tartalmu 1x PBS oldatban. A masodik festékoldat (amit 6nalléan alkalmaztunk a
festékek atfedését elkeriilend6) pedig 0,25 puL 2 mg/mL buzacsira-agglutinin kapcsolt
fluoreszcein-izotiocianatot (WGA-FITC, Sigma-Aldrich) tartalmazott 1% (m/V) BSA
tartalmi 1x PBS oldatban. A festékek hozzaaddsa utan a mintdkat 30 percen keresztiil
folyamatos rdzatds mellett, sotétben, szobahdmérsékleten inkubéltuk. Az inkubécids 1d6
letelte utan a festett sejteket 1x PBS-sel haromszor mostuk, majd 100 pL 1x PBS oldatban
szuszpendaltuk és felhasznalasig jégen taroltuk. A mintdkat tdrgylemezre cseppentettiik és
Zeiss Axio Observer fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Az egyes
fluoreszcens festékek intenzitasat Amnis FlowSight® aramlasi citométer (Luminex)

segitségével detektaltuk. Az adatokat a mellekelt IDEAS 6.0 szoftver segitségével értékeltiik.
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Morfologiavaltas és pszeudohifaképzés vizsgalata

A torzsek morfologidjat elészor fénymikroszkop segitségével vizsgaltuk YPD tapoldatban
torténd tenyésztés utan. A vizsgadlathoz az egyes gombaszuszpenziokat kozvetleniil
targylemezre cseppentettiik.

A mutansok pszeudohifaképzését YPD és DMEM + HI FBS tépoldatokban vizsgaltuk, 37
°C-on, 5% (V/V) COz jelenlétében 24, illetve 48 ora elteltével fénymikroszkop segitségével.
2 nap elteltével Amnis FlowSight® aramlasi citométerrel (Luminex) kvantifikaltuk a
mintakban az élesztd és pszeudohifa sejtek aranyat. Az adatokat a mellékelt IDEAS 6.0

szoftver segitségével értékeltiik.

Biofilmképzés vizsgalata

A biofilmképzés vizsgalatat YNB minimal tapoldatban végeztiik el 37 °C-on, 5% (V/V) CO:
jelenlétében, 48 oras inkubécioval. A kisérletet megel6zé napon a 96 lyuk tenyésztéedény
mintahelyeit 100 pL 10% (V/V) HI FBS oldattal elokezeltik egy éjszakan keresztiil az
emlitett koriilmények kozott. Masnap a mintahelyeket kétszer mostuk 1x PBS oldattal, majd
hozzaadtunk 200 uL 10° sejtet tartalmazé gombaszuszpenziot. Egy adott mutans torzsbdl 8
technikai parhuzamos mintat alkalmaztunk. A 2 napos inkubaci6 lejartaval a tenyésztéedény
mintahelyeit két alkalommal 1x PBS pufferrel mostuk, majd 20 pL 5 mg/mL 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélium bromid (MTT) oldatot pipettaztunk a mintakhoz,
amit 5 oras inkubacio kovetett a mar emlitett koriilmények kozott. A mintakat kétszer mostuk
1x PBS pufferrel, majd 200 uL. DMSO (dimetil-szulfoxid) hozzdadasa utan 10-15 percen
keresztiil tovabb inkubaltuk. Az egyes mintahelyek optikai denzitdsat 540 nm hullamhosszon
detektaltuk spektrofotométer segitségével (SpectroStar Nano, BMGLabtech). Kontrollként

sejtmentes MTT-t és DMSO-t, illetve kizarolag sejteket tartalmazo mintakat alkalmaztunk.

Scanning elektronmikroszképos (SEM) analizis

A kivalasztott C. parapsilosis torzsek biofilmképzési  képességét  pasztazod
elektronmikroszkoppal is megvizsgéaltuk. Ehhez a tenyésztéedény mintahelyeibe steril
szilikon korongot tettiink és ezen a feliileten neveltiik a sejteket a ,,Biofilmképzés vizsgalata”
cimii fejezetben ismertetett tenyésztési koriilmények kozott. A 2 napos inkubécio letelte utan

a szilikon korongokat 6vatosan 1x PBS pufferbe meritettiik, majd a mintakat fixaltuk 2,5%
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(V/V) glutaraldehid és 0,05 M Na-kakodilat (pH=7,2) 1x PBS oldatban egy éjszakéan
keresztiil 4 °C-on. Ezutan a korongokat ismét 6vatosan mostuk 1x PBS pufferbe torténd
(V/V) etanol) viztelenitettilk minden esetben 1,5 oran keresztiil, 4 °C-on. Utolsé 1épésként a
mintakat abszolut etanolban inkubaltuk egy éjszakan keresztiil, 4 °C-on, majd szaritottuk
kritikus pont szaritd segitségével. A mintdkat 12 nm-es rétegben aranybevonattal vontuk be
(Quorum Technologies, Laughton, East Sussex, UK) és JEOL JSM-7100F/LV scanning
elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (JEOL Ltd., Tokid, Japan). A kisérletet Dr. Farkas Attila,

a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont munkatarsanak segitségével végeztiik.

Antifungalis szerekkel szembeni érzékenység vizsgalata

A gombasejtek eldkészitése a korabban leirtak szerint tortént, a sejtkoncentraciokat 3x10*
sejt/mL koncentraciora allitottuk be RPMI-MOPS tapoldatban. 9 1épcsés, felez6 higitasi sort
készitettiink az anidulafungin (ANF), caspofungin (CAF) és micafungin (MIF) gombaellenes
szerekbél RPMI-MOPS tapoldatban, gy, hogy a kezdeti legmagasabb drog koncentracio 8
ug/mL, mig a legalacsonyabb 0,0156 pg/mL legyen. A kisérletet 96 lyuka
tenyésztdedényben végeztik ugy, hogy az egyes mintahelyekben a 200 pL végtérfogata
tapkozeg 3x10° gombasejtet tartalmazott, az adott hatéanyag pedig 4 pg/mL-té1 0,0078
ug/mL-ig terjedé koncentracié tartomanyban volt jelen. A tenyésztéedényeket 30 °C-on,
razatds nélkiil inkubaltuk, és az egyes antifungélis szerekhez tartozd minimalis gatlo
koncentracio (MICsg) értékeket 24 és 48 ora elteltével hataroztuk meg a Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 és M27-S4 protokolljai alapjan (CLSI, 2008;
CLSI, 2012; Papp ¢és mtsi., 2018). A kisérletet egy alkalommal, 3 technikai parhuzamos
mintaval végeztiik minden torzs esetében. A kordbban mar emlitett 3 kontroll térzs mellett
egy tovabbi, ismert érzékenységli C. krusei gombatérzset is bevontunk a kisérletbe. A

novekedési képességet vizualisan detektaltuk.
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5.3.3.2. Gazda-patogén interakcié vizsgalat

In vitro fagocitézis vizsgalat

Az egér J774.2 monocita sejtvonalat DMEM + 10% (V/V) HI FBS tapoldatban novesztettiik
37 °C-on, 5% (V/V) COz2 tenzié mellett. A korabban elénevelt konfluens makrofag sejteket
felmostuk elémelegitett (37 °C) DMEM + 10% (V/V) HI FBS tapoldattal és azokat 15 mL
térfogata Falcon csébe pipettdztuk €s meghataroztuk a sejtkoncentracidot. A makrofag
sejtekbdl 1 mL, 2x10° sejtet tartalmazo mennyiséget pipettaztunk 12 lyuku tenyésztéedények
mintahelyeibe. A festett gombaszuszpenziok elékészitéséig az edényt 37 °C-on, 5% (V/V)
CO2 tenzidn inkubaltuk 1 6ran keresztiil, eldsegitve azok kitapadasat a feliileten.

A gombasejteket a kordbban leirt modon neveltiik fel, a mosasi lépések utan 500 pL 1x PBS-
ben szuszpendaltuk fel a sejteket, amibél 100 pL-nyi mennyiségeket pipettaztunk uj
mikrocentrifuga csovekbe. A szuszpenzidohoz 11 puLL 1 M NaxCOz oldatot és 2 puL
AlexaFluor® 488 fluoreszcens festéket adtunk, az elegyet 1 oOran keresztiil
szobah6mérsékleten, sotétben inkubaltuk. Ezutdn a szuszpenzidt kétszer mostuk 1x PBS
pufferrel (2500 g, 5 perc), végiil 500 uL 1x PBS pufferben vettik fel a sejteket. A
sejtkoncentraciot 107 sejt/mL-re higitottuk DMEM + 10% (V/V) HI FBS tapoldatban.

Az 1 6rés inkubaciod letelte utan a makrofag sejtekrdl eltavolitottuk a feliiluszot, majd 1:5
(makrofag:gomba) ardnyban hozzaadtuk a festett gombaszuszpenziot 1 mL végtérfogatban.
A sejteket 1 oran keresztiil inkubaltuk 37 °C-on, 5% (V/V) COz tenzid mellett, fényt6l védve,
majd a sejteket kétszer mostuk steril 1x PBS-sel, majd a kitapadt sejteket felmostuk 1 mL 1x
PBS pufferrel és centrifugalassal iilepitettiik (1000 g, 5 perc). A sejteket 200 uL. 1x PBS-ben
szuszpendaltuk fel. A kisérlethez gombasejtet nem, csak monocitakat tartalmazo kontrollt
hasznaltunk a sejtek autofluoreszcencidjanak kisziirése céljabol. A gombasejt festés
hatékonysagat 1-1 festett gombaszuszpenzié mérésével ellendriztilk. A gombat fagocitalt
makrofagok aranyat a lemért 6sszmakrofag populaciohoz képest az Amnis FlowSight®
aramlasi citométerrel (Luminex) hataroztuk meg a kontroll mintakra beallitott mérési

paraméterekkel. Az adatokat a mellékelt IDEAS 6.0 szoftver segitségével értékeltiik ki.
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In vivo Galleria mellonella fert6zés modell

A nagy viaszmoly (G. mellonella) larvakat (BioSystems Technology - TruLarv®)
felhasznalasig 4 °C-on taroltuk, a kisérletet megel6z6é ¢éjszakan 30 °C-on inkubaltuk. A
mutans torzseket 2-3 kisérletben teszteltiik torzsenként 20-20 larva fertdézésével. A
gombaszuszpenzidkat az 5.3.3.1. ,Eletképesség vizsgalat folyadéktenyészetben” alfejezben
leirtak szerint készitettiik elé és 5x107 sejt/mL koncentracidra higitottuk 1x PBS pufferben.
A larvakat 10 pL gombaszuszpenzioval (5x10° sejt) injektaltuk Hamilton fecskendd
segitségével, majd 30 °C-on, sététben tartottuk dket €s 10 napon keresztiil kovettiik nyomon
az ¢letképességiiket. Kontrollként kezeletlen, illetve 10 pL 1x PBS pufferrel injektalt

larvakat alkalmaztunk.

In vivo egérfertézés modell

Az egérfertdzési kisérlethez vélasztott mutans torzseket az 5.3.3.1. ,,Eletképesség vizsgalat
folyadéktenyészetben” alfejezben ismertetett mddon neveltik és készitettik eld, a
Mus musculus Balb/c egértorzs 7-8 hetes ndstény példanyait alkalmaztuk (Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpont, Szeged, Magyarorszag, XVI1./2015). Az egereket oldalsé farki véndjukon
keresztiil (i.v.) fertdztiik 100 pL gombaszuszpenzidval (2x107 sejt). Az allatok allapotat
naponta monitoroztuk, majd 3 nap elteltével termindltuk Oket. Agy, maj, 1ép és vese
szerveiket steril koriilmények kozott izolaltuk, lemértiik, majd homogenizaltuk 1x steril PBS
pufferben. A mintakat higitottuk, majd azokbol 50 uL-nyi mennyiségeket YPD taptalajra
sz¢lesztettiink. A Petri-csészéket 2 napon keresztiil, 30 °C-on inkubéltuk. Az 06nallo
telepképzd egységeket (colony forming unit, CFU) leszamoltuk, az eredményeket pedig
CFU/g szovet mértékegységben adtuk meg. A vizsgdlatot 2 kisérletben végeztiik el,

torzsenként 4-5 allat felhasznalasaval.

5.4. Etikai engedély/nyilatkozat

Az allatkisérleteket a Magyarorszagon hatdlyos nemzeti éallatjogi szabalyoknak (1998,
XXVIII; 40/2013), valamint az eurdpai allatjogi szabalyozasnak megfeleléen végeztiik
(2010/63/EU). A vizsgalatokat a Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (MAB) altal jovahagyott
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allatkisérletes engedély hatdlya alatt végeztik (XVI./03521/2011) a Szegedi
Tudomanyegyetem engedélyével (XI1./00455/2011 and XV1./3646/2016).

5.5. Statisztikai elemzés

Az eredmények kiértékelését és statisztikai elemzését a GraphPad Prism 7 nevll szoftver
segitségével végeztiik el. A biofilmképzés és fagocitozis vizsgalatok eredményeinek
értékeléséhez ANOVA (analysis of variance) és Dunnette-féle sokszoros 0sszehasonlitas
tesztet hasznaltunk. A G. mellonella kisérlet soran kapott ttlélési gorbéket Mantel-Cox (Log-
rank) teszt segitségével elemeztilk, mig az egér kisérletekhez Mann-Whitney tesztet
alkalmaztunk. Statisztikailag szignifikans eltérésnek a P<0,05 (*P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001; ****P<0,0001) adatokat tulajdonitottunk.
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6. Eredmények és értékelésiik

6.1. A vizsgalni kivant gének kivalasztasa

A tiltermeltetni kivant géneket egy korabban, a laboratériumunkban elvégzett
transzkriptom analizis eredményei, valamint szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk ki. A
transzkriptom analizis soran Toth és munkatarsai azt vizsgaltdk, hogy a vad tipusu C.
parapsilosis sejtek génexpresszios mintazata hogyan valtozik human monocita sejtvonal
(THP-1) sejtjeivel torténd in vitro ko-inkubacidé soran a gazdasejteket nem tartalmazo
kontroll koriilményhez képest (Toth és mtsi., 2018). A kisérletben megvaltozott expresszids
mintazatot mutatd gének koziil azon 18-at valasztottuk ki, amelyek delécidos mutans parja
korabbi tanulmanyokban mar eldallitasra és jellemzésre keriilt (Holland és mtsi., 2014;
Cillingova és mtsi., 2017; Toth és mitsi., 2018). A fenti gének korét tovabbi 19 olyan génnel
egészitettiik ki, amelyek ortologjai a szakirodalmi adatok alapjan C. albicans, illetve S.
cerevisiae fajokban virulenciaval 6sszefiiggésbe hozhato folyamatokban jatszanak szerepet
(3. sz. melléklet). Az Osszesen 37 kivalasztott gén mas fajokban jellemzett ortoldgjai
valtozatos folyamatokban mitkddnek kozre, vannak koztiik sejtfalkomponens szintézisért,
biofilmképzésért, morfologiavaltasért, illetve antifungalis szer elleni toleranciaért felelds

gének, transzkripciods faktorokat, valamint protein kinazokat kodol6 gének.

6.2. A C. parapsilosis OE mutans torzsek létrehozasa

Az OE torzseket egy Németh és munkatarsai altal C. parapsilosis gombafajra
adaptalt, eredetileg C. albicans-ra kidolgozott Gateway® klonozasi technika segitségével
hoztuk létre (Chauvel és mtsi., 2012; Németh és mtsi., 2020). A kivalasztott géneket egyedi,
20 bp hosszusagu, nem transzlaloddo BAR kod szekvencidkkal lattuk el, amelyek az egyes
mutansok tovabbi, akar kevert mintabdl torténd gyors azonositasat teszik lehetové.

Az amplikonok pDONOR vektorba® klonozasat kovetéen valamennyi pENTRY
vektor® nukleotidsorrendjét meghataroztuk ujgeneracios szekvenalasi eljarassal, és csak

azokat a szekvencidkat klonoztuk expresszios vektorba (pEXPR), amelyek nem vagy
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legfeljebb olyan mutéacidkat hordoztak, amelyek nem érintik a fehérje szekvenciat. A gének

expresszidjat a C. albicans TDH3 konstitutiv promotere biztositotta (2. abra).

Expresszios vektor

7045 bp + ORF

2. abra. Az OE mutansok eldallitdsahoz alkalmazott expresszios vektor sematikus felépitése.
Az attB1 ¢és attB2 régidk a klonozasi 1épések soran hatramaradd szekvenciak. (Az abra
Németh és mtsi. (2020) publikacidja alapjan lett modositva; LEUZ2: leucin bioszintézisért
felelés gén; CpNEUTS5L: C. parapsilosis neutralis intergenikus régio; TAG:
mutansspecifikus jel6l6 szekvencia (BAR szekvencia); ORF: adott gén kodoloszekvenciaja;
attB2-B1: specifikus felismer6 szekvenciak; CaTDH3: C. albicans TDH3 prométer; AmpR:

ampicillin rezisztencia gén; Stul: restrikcids enzim hasitohely).

A linearizalt integracios kazettat a C. parapsilosis CoNEUT5L (CpN5L) vektor
nem befolyasolja a torzsek életképességét €s stressztolerancigjat, valamint a beépitett OE
kazetta zavartalanul ki tud fejezédni (2-4. abra) (Gerami-Nejad és mitsi., 2013; Németh és
mtsi., 2020). Az expresszids vektor szelekcidos markergénként a C. maltosa gomba leucin
aminosav szintézisért felelds génjét (CmLEUZ2) hordozza, amely a transzformaciora hasznalt
recipiens torzs LEU2 delécion alapuld leucin auxotrofiajat komplementalni tudja (Holland
és mtsi.,, 2014). A Southern blot analizis alapjan az OE rendszer a megfelelé helyre

integralodott ektopikus beépiilést nem detektaltunk (3. dbra).
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VT allél

—{CPAR2_303820 CpN5L Up CpN5L Down

OE all¢l

ReTi_FOR

-+
ReTi_REV CpN5LcheckREV

x bp 1171 bp
PCR termék (x+1171 bp)

3. abra. Az OE konstrukci6 sematikus felépitése a CpN5SL régioba torténd integralodasa
utan. A nyilak a specifikus real-time (ReTi FOR és ReTi_REV) és az univerzalis
(CpN5LcheckREV) primereket jelolik, melyeket a kolonia és real-time PCR reakcidokhoz
alkalmaztunk (CPAR2_x: C.parapsilosis gén; CpN5LUp/Do: C.parapsilosis neutralis
intergenikus régié up- és downstream régio; CmLEU2: C. maltosa leucin bioszintézisért
felel6s gén; PcaTDH3: C. albicans TDH3 prométer; CpORF: C.parapsilosis adott gén
koédoloszekvencidja; TAG: mutansspecifikus jelold szekvencia (BAR szekvencia); T:
terminator/terminacios régid). (Az abra Németh és mtsi. (2020) publikacioja alapjan lett

modositva).

6.3. A létrehozott OE C. parapsilosis mutans torzsek validalasa

crer

segitségével ellendriztiik, amelynek soran egy minden konstrukcidra egyedi forward és egy
genomra specifikus univerzalis reverz primert hasznaltunk. A PCR termék mérete minden
mutans esetében egyedi volt, tekintve a beépiilt gének eltéré méretét (3. abra). A mutansokat
Southern blot eljarassal is ellendriztiik, hogy vizsgaljuk az ektopikus integracid
bekovetkezését, amely befolydsolnd a késdbbi vizsgdlatok eredményét. Az integrativ
konstrukcié mindig egy kopiaban épiilt be, ezért a mutans térzsek az érintetlen allélra utalo
(7821 bp) és az integraciot jelzd tovabbi két fragmentummal (5514 és 5255 bp) voltak

jellemezhetdk ECORI enzim hasznalata esetén (4. abra).
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Tovabba megvizsgaltuk, hogy az adott génrdl az elvarasoknak megfelelden nagyobb
mennyiségben keletkezik-e mRNS 4atirat, tehat novekszik-e azok kifejezédése a mutans
gombasejtekben. Ezen kérdés megvalaszolasara valés idejii PCR technikét alkalmaztunk.
cDNS mintakat templatként felhasznalva génspecifikus primerek felhasznalasaval végeztiink
RT-qPCR analizist. Mivel az emlitett primerek a nativ génszekvencidkhoz is kotddnek, ezért
kontrollként a vad tipust torzsbdl kivont cDNS atiratot is alkalmaztunk, amelynek
segitségével az adott gén normal (OE konstrukciotol mentes) kifejez6désérdl is informaciot
kaptunk. Tovéabbi kontrollként a CpTUB4 haztartasi gén szolgalt. A két kontroll

eredményeihez viszonyitva adtuk meg az adott mutanshoz tartozo génexpresszios értéket.

EcoRI 7821 bp EcoRI

VT allél

CpNS5L Down
OE allél —

PAR2 303830

EcoRI 5514bp EcoRI EcoRI 5255bp EcoRI

4. abra. A cél genomi régioba integralt OE kazetta sematikus felépitése kiemelve a Southern
blot analizis lényeges jellemzoéit. A fekete fliggbleges nyilak az ECORI restrikcids enzim
hasitohelyeit mutatjdk az egyes genomi szakaszokon a vad tipusu €s a modositott allélok
esetében. Szintén feltiintettiilk a detektalas soran vart fragmentum méreteket. A rdzsaszin
vizszintes vonalak az alkalmazott DIG-jelolt probak specifikus kotohelyeit mutatjak.
(CPAR2_x: C.parapsilosis gén; CpN5LUp/Do: C.parapsilosis neutralis intergenikus régio
up- és downstream régio; CmLEU2: C. maltosa leucin bioszintézisért felelés gén; PcaTDH3:
C. albicans TDH3 promoter; CpORF: C.parapsilosis adott gén kodoloszekvenciaja; TAG:
mutansspecifikus jelold szekvencia (BAR szekvencia); T: terminator/terminécios régio,
ECoRI: restrikcios enzim hasitohely). (Az abra Németh és mtsi. (2020) publikacioja alapjan

lett modositva).

60



normalizalt expresszio) €s a szorasi adatok.

3. tablazat. Az OE mutans torzsek normalizalt génexpresszios értékei (RNE - relativ

Gén Ortolog RNE* Gén Ortolog RNE*
CPAR2_100460 CpHBT4 122,5+17,7 CPAR2_302400 ScMGT1 424,4+90,5
CPAR2_100470 CpHBT3 18,6+0,9 CPAR2_303240 ScPFAS5 44,728
CPAR2_100540 CaHAP5 7,6+0,9 CPAR2_303730 ScTHR1 66,126
CPAR2_104420 ScLTE1 378,5+£22,1 CPAR2_400270 ScHIT1 31,6+2,3
CPAR2_105250 CaPHO85 44,8+3,5 CPAR2_406400 ScRPA12 41,7+7,3
CPAR2_107020 CaHHF1 118,2+11,0 CPAR2_500180 ScKIN3 675,7+89,3
CPAR2_107240 CaKTR4/MNT4  70,4+12,4 CPAR2_500360 ScAMS1 37,2+2,6
CPAR2_108840 ScSPS1 50,549,6 CPAR2_501400 CaCWH41 90,0+11,2
CPAR2_109520 CaTUP1 19,1+4,5 CPAR2_503290 CaRAD53  218,4+25,9
CPAR2_200040 - 212,2+17,3 CPAR2_503760 SCTMA46  7,3+0,7
CPAR2_200390 CaSPT3 9,0+0,6 CPAR2_602370 ScRAD18  17,3£2,1
CPAR2_201920 ScMNT2 7,3£1,1 CPAR2_602820 CaFCAl 28,4+8,4
CPAR2_204840 CpHBT2 8,9+1,8 CPAR2_602840 ScTFB4 176,7+30,6
CPAR2_205060 CaCDC28 30,6+5,6 CPAR2_700550 ScRSC8 4,5+0,5
CPAR2_208600 CaCPH1 44,5+3,6 CPAR2_703840 ScSLM5 52,5+8,4
CPAR2_209240 CaCDC19/PYK  2,6+0,0 CPAR2_804030 ScGSC2 134,6+29,9
CPAR2_209520 CaMKK2 7,8+1,3 CPAR2_805930 CaTEC1 34,5+6,9
CPAR2_300080 ScADK2 134,8+7,3 CPAR2_806950 ScNOB1 65,7+9,9
CPAR2_301360 CaPMR1 38,9+3,1

*Az adatok a CLIB214 vad tipust torzs értékeire lettek normalizalva. A viszonylagos
transzkripcids értékek egy haztartasi gén (CpTUBA4) szintjéhez lettek viszonyitva. A
kisérletet harom statisztikai parhuzamos mintaval végeztik. Az értékek 2"-AACq
Osszehasonlit6 modszerrel lettek meghatarozva Bio-Rad CFX Manager szoftver
hasznalataval (Livak és Schmittgen, 2001).

Cp: C. parapsilosis; Ca: C. albicans; Sc: Saccharomyces cerevisiae.

6.4. A létrehozott OE C. parapsilosis mutans torzsek karakterizalasa

6.4.1. A mutans torzsek életképességének vizsgalata

A létrehozott mutdns torzseket életképesség vizsgalatoknak vetettiikk ald annak
érdekében, hogy kizarjuk az optimalis — a torzsek tenyésztéséhez és fenntartasahoz
alkalmazott — koriilményeken vad tipustol eltérd fitneszt mutaté mutansokat. A kisérletek
soran harom kontroll térzset alkalmaztunk (CLIB214, CPRI, mCherry®F). A CLIB214 vad
tipusu prototrof izolatumon kiviil a CPRI torzset is alkalmaztuk, amely a leucin auxotrof

laboratériumi térzs (CPL2) C. maltosa LEU2 génjével komplementalt valtozata. Mivel a
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CPL2 torzset alkalmaztuk a mutdnsok 1étrehozésdhoz €s a transzformalas sordan ugyanazon
leucin gén beépiilésére szelektaltunk, igy az ezzel megegyez6 szelekcids markert hordozo
torzset (CPRI) sziikséges kontrollnak itéltilk meg, hogy kizarhassuk a sziil6i torzsben
esetlegesen meglévo vad tipustol eltérd fenotipus valtozasokat. Tovabba fontosnak tartottuk
az OE konstrukcid beépiilésébdl, illetve miikodésébdl, valamint a CpN5SL régid
modositasabol adodo fenotipus varianciak kizarasat, aminek érdekében egy a C. parapsilosis
faj virulencidjanak szempontjabol irrelevansnak vélt fluoreszcens proteint (mCherry)
tultermeld mCherry®F kontroll torzset is bevontunk a kisérletbe.

Els6 korben a mutansok életképességét komplett (YPD), valamint minimal (YNB)
tapoldatban vizsgaltuk 24 o6rds intervallumban. A ndvekedési képesség méréséhez a
szuszpenziok optikai denzitasat mértiik, majd azokat a kontroll térzsekéhez hasonlitottuk. Az
adatok értékelése soran egyetlen esetben sem taldltunk eltérd fitnesszel rendelkezd muténs
torzset a kontroll adatokhoz viszonyitva, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az altalunk
vizsgalt gének kozott feltehetden nincsen olyan funkcidval bird, ami hatéssal lenne a C.
parapsilosis életképességére (4. és 5. sz. melléklet). Az eredmények tiikkrében mind a 37
mutanssal elvégeztiik a tovabbi kisérleteket.

A kontroll torzsek az eddig bemutatott ndvekedési képesség €s stressz vizsgalatok
soran nem mutattak szignifikdns eltérést a novekedésben/stressztolerancidban, ezért a
tovabbi kisérletek esetében mar csak egyetlen kontroll torzset vizsgéaltunk, a vad tipust

CLIB214 torzset.

6.4.1.1. Eletképesség vizsgalat stresszkoriilmények kozott

A patogén gombaknak szamos fizikai és kémiai stresszkoriilményhez kell
alkalmazkodnia a gazdaszervezettel vald interakcié sordn, mint példaul az emelkedett
hémérseklet, kiilonb6z6 kémhatas vagy az oxidativ stressz. Az ezen koriilmények kozott vald
talélés képessége nagyban hozzajarul az adott patogén eredményesebb fert6zési
képességéhez, igy fontos virulencidban szerepet jatszé tulajdonsagnak tekinthetd. Ennek
modellezése céljabol hdmérséklet-stressz vizsgalatot végeztiink YPD téaptalajon 20, 25, 30,
37 és 40 °C-on, tovabba szamos sejtfalstresszor vegyiilettel szemben mutatott érzékenységet

vizsgaltunk stresszorral kiegészitett YPD taptalajon az OE mutansokon és a kontroll
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torzseken (1-2. tablazat). Ez utobbi vizsgalatot parhuzamosan 30, illetve 37 °C-on is
elvégeztiik annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk, hogy az OE mutans hogyan reagal a
sejtfalstresszorok jelenlétében a gazda fiziologias hémérsékleti optimuman, amely mar tal
van a gomba szamara optimalis homérsékleten. A mutans torzsek €letképességét szilard YNB
minimal, valamint magzati marha szérummal (FBS) kiegészitett taptalajon is monitoroztuk.
Elébbivel a csokkent tapanyag tartalmu kdzeghez vald alkalmazkodas, mig utdbbival a
gazdaban is jelenlévo komponensek bontasi/hasznositasi képességét vizsgaltuk. Sem a
kiilonb6zé homérsékleti viszonyok kozott, sem a minimal vagy szérummal kiegészitett
tapkozegek alkalmazdsa sordn nem tapasztaltunk eltéré novekedési képességet a
kontrollokhoz képest (6. sz. melléklet).

A 37 mutansbol harom esetében a 2. tablazatban feltiintetett koffein, kalkofluor fehér,
kongo6voros és SDS stresszorok koziil legalabb egy jelenlétében tapasztaltunk valtozast, mig
a harom kontroll torzs esetében egyetlen alkalommal sem jegyeztiink fel eltéré novekedési
képességet (4. tablazat, 5. abra). Csokkent életképességet detektaltunk kalkofluor fehér és
kongovords stresszorok jelenlétében a CPAR2 200040°F és CPAR2 302400°F mutansok
esetében. SDS érzékenységet a CPAR2 _109520°F és CPAR2_302400°F muténsok tesztelése
soran, mig csokkent novekedést koffein jelenlétében egyediill az utdbbi esetében

tapasztaltunk (4. tdblazat, 5. dbra).

4. tablazat. Eletképesség vizsgalat eredményeit bemutato tablazat.

Koffein KF KF KV KV KV KV KV SDS
Stresszor 10 mM 25 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 75 ug/mL | 100 pg/mL %2 /v;
T (°C)
CPAR2_109520°F
(CpTUPL)

CPAR2_200040°F

CPAR2_302400°F
(CPMGT1)

KF: kalkofluor fehér
KV: kongovoros
Szinkodolas: fekete - nincs novekedés, piros - erds novekedési defektus, narancssarga -

kozepes novekedési defektus, sarga - enyhe novekedési defektus, sziirke - nincs kiilonbség.
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5. abra. A mutans torzsek stressztolerancidja szilard taptalajon. Az é&brdkon a

CPAR2_109520°%, CPAR2_200040°F ¢s CPAR2 302400°F torzsek eltéré novekedési
képessége lathatd a CLIB214 vad tipushoz viszonyitva az alkalmazott stresszorok
jelenlétében. A vizsgalat soran 10°-107 sejt/5 pL-ig terjedd sejtkoncentraciot alkalmaztunk,
10x-es higitasi tagokkal. A KF (50 ug/mL) és a KV (50-100 pg/mL) tartalmu csészéket 3-4

napig inkubaltuk.
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A sejtfal részét képzd PAMP molekuldk fontos szerepet jatszanak a gazda-patogén
lehet a gazdaszervezet immunvalaszanak hatékonysagara. A kalkofluor fehér vegyiilet képes
gatolni a kitin polimerizacidjat, mig a kongdévords egy B-1,3-glilkanhoz k6tddo festék, tehat
mindkét agens képes interakcidba 1épni a gomba sejtfal egyik f6 elemével, igy pedig
negativan befolyasolni és gyengiteni a sejtfal normal felépitését és strukturajat (Levin, 2005;
Ram és Klis, 2006; Sanz és mtsi., 2017). A koffein egy purin analdég molekula, amely
specifikus géneket képes aktivalni a S. cerevisiae gombaban és negativ hatassal bir a sejtfal
biogenezisére. Kuranda és munkatarsai megallapitottak, hogy a koffein aktivalja a gomba
sejtfal integritasaért felelds szignalizacids utvonalat, hasonloan a KF és KV agensekhez,
azonban eltér6 komponenseken keresztiil (Kuranda ¢és mtsi., 2006). Az SDS egy
membrankarositd vegyiilet, emellett pedig negativ hatassal lehet a sejtfal integritdsara, de
akar fehérje denaturaciot és sejtlizist is indukalhat (Igual és mtsi., 1996). Az emlitett
vegyiiletek tehat jol ismert antagonistai egyes gomba sejtfalkomponenseknek, ezért sejtfal
stressztolerancia vizsgéalatok sordn rutinszertien alkalmazzék 6ket. Feltételezhetd, hogy az
emlitett stresszorokra érzékenyebb mutansok a relevans sejtfalkomponensekben valamilyen
defektussal rendelkeznek (de Groot és mtsi., 2001; Ram és Klis, 2006; Téth és mtsi., 2018).

A CPAR2_302400° mutans torzs fitnesze az alkalmazott sejtfal, illetve
membrankarosito vegyliletek mindegyikének hatdsara csokkent (4. tablazat, 5. dbra). A torzs
¢letképességének redukcioja a KF és KV agensek jelenlétében koncentraciofiiggést is
png/mL) novekedési defektust okozott. A KF magas koncentracidoban (50 pg/mL) teljes vagy
erds novekedési gatlast okozott, mig alacsonyabb mennyiségben nem volt hatassal a mutans
életképességére. A CPAR2 302400°F volt az egyetlen, ami defektust mutatott koffein
jelenlétében, de ezenkiviil az SDS stresszorra is érzékenynek bizonyult, ami erdsen
redukalodott novekedési képességben nyilvanult meg. A gén ortologja (SCMGT1) egy DNS
hibajavito metiltranszferaz funkcioval rendelkezé proteint kodol S. cerevisiae-ben (Xiao és
mtsi., 1991).

A CPAR2_200040°F mutans vizsgalata soran enyhe, kozepes és erds mértékii
novekedésbeli csokkenés volt megfigyelhetd KV és KF jelenlétében (4. tablazat, 5. dbra). Az

ortolog funkcidja napjainkig nem ismert. Erdekes modon, ugyanezen gén delécids muténs
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torzse ellenallobbnak bizonyult KF stresszorral szemben a vad tipushoz viszonyitva (To6th és
mtsi., 2018). A KO és OE mutans ellentétes fenotipusabol arra kdvetkeztethetiink, hogy a
génnek szerepe lehet a gomba sejtfal felépitésének szabalyozasaban.

A CPAR2_109520°F torzs egyediil SDS jelenlétére volt érzékeny kozepes mértékben
(4. tablazat, 5. abra). Hasonl6 redukalt novekedést jegyeztek fel ugyanezen gén delécios
parjanak vizsgalata soran C. parapsilosis fajban (Holland és mtsi., 2014). A vizsgalt gén
ortoldgja egy transzkripcios korepresszor fehérjét kodolo gén (CaTUPL), ami képes gatolni

a C. albicans fonalas novekedését (Braun és Johnson, 1997).

6.4.2. Az OE mutans torzsek pszeudohifaképzésének és morfologiajanak vizsgalata

A C. parapsilosis, szemben a C. albicans fajjal, nem képez valodi hifat, azonban az
¢lesztd forman tul az igynevezett pszeudohifa morfologia kialakitasara képes lehet. A kétféle
fonalas forma felépitésében ugyan eltérést mutat, azonban hasonl6d funkciét latnak el. A
morfoldgiavaltds képessége, vagyis az éleszté és fonalas képletek kozotti reverzibilis

atalakulds fontos virulencia tulajdonsaga lehet egy patogén gombénak. A fonalas forma

rrrrr
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méretének novelése révén tovabbi elényre tehet szert a gazda immunsejtjeivel szemben, hogy
elkertilje a sejt altali fagocitozist (Thompson és mtsi., 2011). A morfologiavaltasert felelds
géneket C. albicans fajban géndelécios és génexpresszids vizsgalatok soran részletesen
feltartak, tovabbi kisérletek pedig fényt deritettek arra, hogy ebben a fajban a hifaképzés
szabalyozasa filogenetikailag konzervalt tulajdonsag, ellentétben egyéb vizsgalt Candida
fajokkal (C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. dubliniensis) (Lackey és mtsi.,
2013; O’Connor ¢és mtsi., 2010).

Ismeretes, hogy a morfologiavaltasban szerepet jatszo géneket szamos faktor
indukalhatja, ezek koziil is a legfontosabbak a gazda szérum komponensei C. albicans faj
esetében (Ene és mtsi., 2012). A dimorfizmus vizsgalatok soran YPD, illetve magzati borju
szérummal kiegészitett DMEM tapoldatot alkalmaztunk, mint indukalé kozeget, az

inkubacié pedig 37 °C-on, 5% (V/V) CO2 mellett tortént. A mintakat 24 és 48 ora elteltével
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vizsgaltuk. Elsé 1épésként fénymikroszkdpos megfigyelést végeztiink a szembetiind
morfologiai valtozasok kiszlirése érdekében, majd dramlési citométerrel monitoroztuk az
egyes mutansok pszeudohifa képzésének hatékonysagat. A Kkisérletet egy alkalommal
végeztik el, harom technikai parhuzamos mintaval. Sem a fénymikroszkopos, sem az
aramlési citométerrel végzett kisérletek sordn nem tapasztaltunk fenotipusbeli varianciat a
mutans torzsek €s a vad tipusu torzs 6sszehasonlitdsakor (7. sz. melléklet).

Az altalunk vizsgalt gének koziil kettd esetében talaltak eltérd pszeudohifa formaciot
a KO konyvtar vizsgalata soran (Toth és mtsi., 2018). A CPAR2_501400 géndelécids torzs
esetében pszeudohifaképzés nem volt kimutathaté, mig a CPAR2_200390 delécios torzs
hosszabb fonalakat képzett, amelyek pehelyszeriien egymashoz tapadtak és aggregatumokat
képeztek. A CPAR2_501400 gén ortologjanak vizsgalatakor C. albicans-ban szintén fonalas

forma képzési defektust tapasztaltak a deléciés mutansban (Mora-Montes és mtsi., 2007).

6.4.3. Az OE mutans torzsek biofilmképzésének vizsgalata

A letapadds és a morfologiavaltds képessége eldsegithetik, illetve erdsithetik a
patogén gombafajok biofilmképzését, ezaltal pedig virulencia tulajdonsagait. A C.
parapsilosis képes megtapadni és biofilmet képezni kiilonféle orvosi eszk6zok feliiletén,
ezaltal pedig akar nozokomiadlis szisztémas fertézések kialakitasara is képes lehet (Trofa és
mtsi., 2008). Holland és munkatarsai kutatasai révén fény dertilt arra, hogy a C. albicans és
a C. parapsilosis biofilmképzésében eltérdé gének vesznek részt. Mig a CZF1, UME6G, CPH2
és GZF3 gének a 6 regulatorai a C. parapsilosis biofilmképzésének, addig C. albicans
esetében a BRG1 és a TEC1 gének bizonyultak a folyamat kdzponti szabalyozé elemeinek
(Holland és mtsi., 2014; Nobile és mtsi., 2012). Kuhn és munkatarsai a C. albicans és a C.
parapsilosis biofilmjének Osszehasonlitasa soran megallapitottak, hogy az elobbi faj
komplexebb, t6bb rétegbdl allo biofilmet alkot jelentds mennyiségii hifaképzés mellett, mig
a C. parapsilosis biofilmjét féleg aggregalodott élesztd sejtek alkotjak (Kuhn és mtsi., 2002).

Korabbi transzkriptomikai és KO konyvtaranalizis vizsgdlatok eredményeire
alapozva szerettilk volna a valasztott gének tultermelésének szerepét vizsgalni biofilmet
indukalo koriilmények kozott. Az egyes mutans térzsek biofilmképzd képességét minimal

tapkozegben, 37 °C-on, 5% (V/V) CO; tartalom mellett vizsgaltuk, metabolikus aktivitasuk
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mérésével. A letapadt és életképes sejtek aktiv metabolizmussal rendelkeznek és oxido-
reduktaz enzimjeik segitségével képesek bontani az életképesség monitorozasara alkalmazott
MTT-t, mely reakcid soran formazan csapadék keletkezik. A csapadékot DMSO-ban
oldottuk, majd spektrofotométerrel mértiik az egyes mintahelyek optikai denzitasat 540 nm
hullAmhosszon. A magasabb ODsso érték tobb életképes sejt jelenlétére utalt, amit
hatékonyabb biofilmképzési hatékonysagnak tekintettiink. Kisérleteink sordn a 37 mutans
torzs koziil egy esetében talaltunk eltérd biofilmképzési képességet a vad tipust torzshoz
viszonyitva (8. sz. melléklet). A CPAR2 302400°F szignifikansan alacsonyabb metabolikus
aktivitast mutatott az altalunk alkalmazott modellrendszerben, igy feltételezziik, hogy a
Ennek megallapitdsdra azonban tovabbi génspecifikus tesztek sziikségesek. A delécios
mutans torzs nem mutatott eltérd fenotipust hasonld kisérleti koriilmények kozott C.

parapsilosis gombaban (T6th és mtsi., 2018).
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6. abra. Biofilmképzési hatékonysag vizsgalata. Az egyes OE mutdnsokat tartalmazé
mintahelyek ODs49 értékeit mértiikk spektrofotométer segitségével, amelyeket az értékelés
soran a CLIB214 vad tipusu torzs adataihoz normalizaltunk. A kisérleteket 3 alkalommal
ismételtiik, 8-8 parhuzamos mintaval mind a 37 mutans esetében. Statisztikai analizisként
egyszempontos varianciaanalizist alkalmaztunk (one-way ANOVA, Dunnett proba,
****pP<0,0001).
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6.4.3.1. A CPAR2_302400°F torzs biofilmképzésének szilikon korongon torténé SEM

mikroszkopos vizsgalata

A CPAR2_302400°® mutans volt az egyetlen mutans, amely megvaltozott
biofilmképzési hatékonysagot mutatott az altalunk alkalmazott metabolikai vizsgalat soran.
A Kkontroll CLIB214 torzshoz képest csokkent metabolikus aktivitast, vagyis gyengébb
biofilmképzést tapasztaltunk a mutans esetében. Az eredmények alapjan feltételeztiik, hogy
a mutans egyuttal gyengébb adhézios képességgel rendelkezhet a referencia térzshoz
viszonyitva, ezért ezt az OE torzset tovabbi kisérletbe vontuk be, hogy fényt deritsiink az
altala képzett biofilm természetére. A teszt soran szilikon feliiletet alkalmaztunk, amely az
orvosi katéterek alapanyaga, ezzel jobban modellezve a korhazi kornyezetben valod
megtapadas koriilményeit. Meglepd modon, a kisérlet soran hasonld sejtmennyiséget
tapasztaltunk az OE ¢és a referencia torzs mintdk esetében a korongok feliiletén. Mindkét
minta esetében lathatéak voltak a kezdeti biofilmképzésre utald jelek (Dr. Farkas Attila
szobeli kozlése), mint a poliszacharid molekuldk exkrécidja a sejtek feliiletén, illetve a sejtek

egymashoz és a feliilethez val6 kitapadasa mikrofilamentumokon keresztiil (7. ébra).

bs €. ¥ : P
1’0]1.m 10/9/2020 10pm 10/9/2020
WD 4.0mm 09:39:52 2.00kV LED WD 3.8mm  09:51:23

7. abra. Szilikon korongon torténd biofilmképzés SEM mikroszkopos vizsgalata. A
CLIB214 torzs (A) és a CPAR2 302400°F mutans torzs (B) biofilmképzés vizsgalata soran
késziilt SEM felvételek.
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Egyik esetben sem tapasztaltunk jelentds pszeudohifaképzdédést. Biofilmképzése
soran a sejtek kiilonféle molekuldkat valasztanak ki a kornyezetiikbe, ez a keletkezd matrix
anyag segiti a sejtek letapadasat, védelmi szereppel is rendelkezik a gazda immunsejtjei és
antimikrobialis anyagokkal szemben, valamint tipanyagok felhalmozasaban is szerepet

jatszhat (Blankenship és Mitchell, 2006; Silva és mtsi., 2011).

6.4.4. Az OE mutans torzsek echinokandinokkal szembeni érzékenységének vizsgalata

Az echinokandinok a klinikai gyakorlatban els6dlegesen alkalmazott antifungalis
terapias szerek candidémias megbetegedések kezelésére. A C. parapsilosis izolatumok
altalaban kevésbé érzékenyek ezen tipusii gombaellenes hatdanyagokkal szemben mas
Candida fajokhoz viszonyitva (Pfaller és Diekema, 2007; Papp és mtsi., 2018; Barchiesi és
mtsi., 2006). Egy lehetséges magyarazat a jelenség okara, hogy a C. parapsilosis izolatumok
hajlamosak pontmutéciok felhalmozasara az antifungalis szer rezisztencidban szerepet jatszo
fehérjéket kodold gének bizonyos kritikus régidiban (Toth és mitsi., 2019). Ezek a
pontmutaciok funkcidnyeréses fenotipust alakithatnak ki, igy ndvelve a gomba
echinokandinokkal szembeni ellenalloképességét (Pfaller, 2012; Schillig és Morschhéuser,
2013; Papp és mitsi., 2018). Azonban az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia és a
(hatékonyabb) fert6zOképesség nem feltétleniil allnak Osszefliggésben. Példaként Papp és
munkatarsai mikroevolucios kisérletei szolgalnak, mely sordn szdmos antifungalis szerre
alakitottak ki magas toleranciaval rendelkez6 torzseket szelekcios nyomas gyakorlasa révén,
majd vizsgaltak a mutansok virulencia tulajdonsagait (Papp és mitsi., 2018). Eredményeik
ravilagitottak, hogy a csokkent antifungalis szer érzékenység parhuzamosan egyiitt jart a
fertdzoképesség csokkenésével.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a valasztott gének altal kodolt fehérjék
tultermelésének hatdsat a gomba echinokandin tipust szerekkel szembeni érzékenységére,
meghataroztuk a MIC (minimal inhibitory concenration - legkisebb gatlé koncentracio)
értékeket az anidulafungin, caspofungin és micafungin hatéanyagok esetében. Az OE torzsek
egymassal és az alkalmazott kontroll térzsekkel hasonlo, illetve azonos MIC értékeket
mutattak a vizsgalt antifungalis szerekkel szemben. 48 6ra inkubécié utdn a MICanr értéke

2-4 ng/mL volt a mutansok és a C. parapsilosis kontroll térzsek esetében egyarant, mig a
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MICcar és MICwmir értékek hasonléan 1-2 pg/mL voltak. A C. krusei kontroll torzs
érzékenyebbnek bizonyult mindharom szer esetében (MICanr: 0,125-0,25 ng/mL; MICcar:
0,5 pg/mL; MICwmir: 0,25 nug/mL), amely 6sszhangban van a faj ismert toleranciajaval. A
kisérletet egy alkalommal végeztik harom technikai parhuzamos mintaval. A kapott
eredmények megfelelnek a szakirodalmi adatoknak, tehat egy esetben sem tapasztaltunk
eltérd tirdképességet a vizsgalt hatdéanyagokkal szemben (Cappelletty és Eiselstein-

McKitrick, 2007; Pfaller és mtsi., 2008).

6.4.5. Az OE mutans torzsek J774.2 egér monocita sejtek altali fagocitézisanak

vizsgalata

A fagocitozisra képes sejtek a velesziiletett immunrendszer azon komponensei,
amelyek az els6k kozott veszik fel a harcot a gazdat megfert6z6 korokozokkal szemben. Ezek
a neutrofil granulocitak, monocitak és makrofagok. A makrofagok fontos védelmi vonalat
jelentenek a patogén gombak ellen azaltal, hogy monocitaként a vérarambol kilépve a
fertdz¢és helyére aramlanak, ahol differencidlodédst kovetden megkezdik a gombasejtek
citokineket és kemokineket termelnek és szekretalnak, amelyek az adaptiv immunrendszer
sejtjeit riasztjak és aktivaljak (Shoham és Levitz, 2005; Balish és mtsi., 1993; Brown, 2011;
Qin és mtsi., 2016; Netea és mtsi., 2015). Egy sikeres patogénnek tehat elényére valhat, ha
az emlitett mechanizmusok ellen védelmi valaszreakciot alkalmaz. A velesziiletett
immunrendszer gombainvazid elleni valaszreakcidjanak a kovetkezd 1épései ismertek:
felismerés, felvétel, fagoszoma érés, lizis és 6lés. Ezen 1épések soran a patogén organizmus
szamos mechanizmus Utjan kertilheti el a makrofagok altali endocitozist (Brown, 2011; Hofs
¢és mtsi., 2016; Garcia-Rodas és mtsi., 2011; Ellerbroek és mtsi., 2004).

Annak céljabol, hogy megvizsgaljuk az altalunk létrehozott mutansok interakcidjat
makrofag sejtekkel, in vitro fagocitozis modellrendszert alkalmaztunk. Az egyes
gombatdrzseket fluoreszcensen jeldltiik és kiilon-kiilon inkubaltuk J774.2 egér makrofag
sejtekkel 1 oran keresztiil, 37 °C-on, 5% (V/V) CO2 tenzid6 mellett. A fagocitozis
hatékonysagat aramlasi citométerrel vald6 mérés soran hatdroztuk meg az egyes mutans

torzsek esetében. A fagocitdzis aktivitast %-ban adtuk meg a CLIB214 vad tipust torzs
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értékeire normalizalva, az ismételt kisérletek adatsorainak 6sszehasonlithatésaga érdekében.
A kisérlet sordn Osszesen 5 mutans torzs esetében tapasztaltunk szignifikans eltérést a
makrofag sejtek endocitézis értékeiben a kontrollhoz viszonyitva. Harom torzs esetében
(CPAR2_108840°, CPAR2_109520°F, CPAR2_200040°F) novekedett, mig ketté esetében
(CPAR2_406400°E, CPAR2_500180°F) csdkkent fagocitozis szazalékot tapasztaltunk (8.

abra).
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8. abra. A muténs torzsek fagocitozisanak vizsgalata in vitro J774.2 egér fagocitakkal vald
interakcié sordan. A kisérletet 3 alkalommal ismételtiik. Statisztikai analizisként
egyszempontos varianciaanalizist alkalmaztunk (one-way ANOVA, Dunnett proba,
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Az ScSPS1 gén (a CPAR2_108840 gén ortologja) feltehetden egy szerin/treonin kinaz
fehérjét kodol és a S. cerevisiae sporaképzésének szabalyozasaban lehet szerepe (Percival-
Smith és Segall, 1986). A gén szerepét virulenciahoz kothetd folyamatokban még nem
vizsgaltak, igy ezzel kapcsolatos informacié nem all rendelkezésiinkre. A CPAR2 109520°F
mutans esetében is emelkedett fagocitdzis %-ot tapasztaltunk, vagyis a makrofagok nagyobb
eséllyel tudtak bekebelezni ezt a torzset. Egy korabbi tanulmédnyban vizsgaltdk az ortolog
gén (CaTUP1) szerepét C. albicans virulencia folyamatainak szabalyozasaban, és a gén

delécios mutans tesztelése soran redukalt adhézidt, invazios képességet és sejtkarositast

tapasztaltak oralis laphamsejtekkel valo inkubacié soran (Wichtler és mtsi., 2011). Tovabba

72



a mutans torzs abnormadlis telepmorfologiat és nagyobb mértékli hifaképzést produkalt a
sziil6i torzshoz viszonyitva (Zhao és mtsi., 2002; Braun és Johnson, 1997; Hu és mtsi., 2002;
Noble és Johnson, 2005; Murad és mtsi., 2001). A CPAR2 200040°F mutans esetében
szintén emelkedett fagocitdzis %-ot detektaltunk, igy kijelenthetjiik, hogy a makrofagok
nagyobb hatékonysaggal tudtak fagocitalni ezt a mutans torzset, mint a kontroll tipust. A gén
ortologjanak funkcidja nem ismert, és nincsen informdcionk korabbi J774.2 makrofag
sejtvonallal vald vizsgalatbol szarmazé eredményekrél. A CPAR2 406400°F mutans az
eredmények alapjan nagyobb eséllyel volt képes elkeriilni a makrofagok altali bekebelezést.
Az ortolog gén SCRPA12 az RNS polimeraz 1 enzim alegységét kodolja S. cerevisiae
¢lesztOben (Nogi és mtsi., 1993). Az ortolog fehérje funkcidjat korabban a sejt méretének
szabalyozasahoz kototték C. albicans gombaban (Chaillot és mtsi., 2017). A
CPAR2_500180°F torzset szintén kisebb mértékben voltak csak képesek fagocitalni az egér
monocita sejtek. Az ortolog gén (ScKIN3) altal koédolt fehérje egy nem esszencialis
szerin/treonin kinaz, amelynek szerepe lehet a DNS karosodas indukalta valaszreakcioban
(Jones és Rosamond, 1990; Moura ¢és mtsi., 2010; Pais és mtsi., 2013). A gén tultermelése
csokkent novekedési képességet és abnormalis sejtmorfologiat és sejtciklust eredményezett
S. cerevisiae élesztében (Sopko és mitsi.,, 2006). Tehat a gén taltermelése negativan
befolyasolta az élesztd virulencia tulajdonsagait, mig sajat vizsgalataink soran az ortoldg
konstitutiv kifejezodése C. parapsilosis fajban elényt jelentett a fagocitozis elkeriilésében.
Fontos kihangstlyozni, hogy jelen kisérletben az emlitett folyamatok koziil a
felismerés ¢€s felvétel fazisaiban tortént gazda-patogén interakcid eredményét tudtuk
monitorozni. Az endocitozis folyamatiban az elsé meghatarozo 1€pés a patogén bizonyos
sejtfalkomponenseinek felismerése. A patogén részérdl tehat jo taktika lehet a sejtfal
Eredményeink tiikrében feltételezhetjiik, hogy a megfigyelt fagocitozis hatékonysagot érintd

valtozasok az egyes mutansok sejtfal elemeinek megvaltozasa miatt torténhettek.
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6.4.6. Az OE mutans torzsek virulencia vizsgalata in vivo Galleria mellonella

modellszervezetben

A mutansok virulenciajat a larvak talélési gorbéjének felvételével vizsgaltuk 10 napos
intervallumban. A G. mellonella larva esetében a melanizacio perceken beliil megtortént a
C. parapsilosis fertézés hatdsara, azonban a CPAR2 302400°F mutins esetében nem
tapasztaltuk ezt a reakciot, tovabba a larvak pusztulasa is itt mutatta a legalacsonyabb értéket.
A tobbi vizsgalt OE torzs esetében tapasztaltunk melanizacidt, és harom mutanssal
(CPAR2_107240°E, CPAR2_109520°F, CPAR2_602820°F) fertézott larva populcional
gyorsabb ¢és magasabb szamu elhullést tapasztaltunk, mint a referencia torzsnél (9. dbra). A
tobbi esetben a CLIB214 kontrollhoz hasonld, szignifikans eltérést nem mutato
larvapusztulast jegyeztiink fel. Negativ kontrollként 1x PBS oldattal injektalt allatokat
hasznaltunk, illetve az abszolut életképesség kontrolljaként minden beavatkozastdl mentes
egyedeket is alkalmaztunk, hogy kizarhaté legyen az allatok rossz mindségébdl vagy
magabol a rosszul kivitelezett kezelésbol adodo esetleges halalozas. Utobbi két kontroll
csoportban egyetlen esetben sem tapasztaltunk 10 napnal korabbi elhullést.

A CaKTR4/MNT4 gén (a CPAR2_107240 gén ortologja) altal kodolt fehérje mannozil
transzferazként lett azonositva C. albicans-ban, amelynek szerepe van az N-kotott
Géndelécios vizsgalatok soran fény deriilt ra, hogy a gén része egy 5 tagbol allo MNT (alpha-
1,2-mannosyl transferase) géncsaladnak. A géncsalad tagjai képesek atvenni, illetve
helyettesiteni egymas szerepét (redundans gének), hiszen a szimpla mutansok nem, mig a
tobb génre nézve delécios mutdnsok szamos sejtfalat érintd defektussal rendelkeztek (Mora-
Montes és mtsi., 2010). A CPAR2 109520°F mutans is nagyobb szamban volt képes
elpusztitani a larvakat, tehat hatékonyabb fert6zoképességet mutatott kisérleteink soran. A
mutans az ¢letképesség kisérlet (6.4.2.) soran redukalt novekedést mutatott SDS jelenlétében,
a fagocitdzis vizsgalat (6.4.6.) soran pedig a makrofagok nagyobb hatékonysaggal tudtak
fagocitalni ezt a torzset. A C. albicans géndeléciés mutans ellentétes, vagyis kevésbé
hatékony virulencia tulajdonsaggal rendelkezett in vitro rendszerben vizsgalva (Wachtler és
mtsi., 2011). A CPAR2_602820 ortolog génje (CaFCAL) egy citozin deaminaz fehérjét kodol
(Erbs és mtsi., 1997; Harcus €s mtsi., 2004). Az ortolég gén gazda-patogén interakcidban
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vald részvételérdl és szerepérdl nincs informaciénk. A CPAR2 302400°F mutans 4ltal
fert6zott larvak rendelkeztek a legmagasabb tulélési képességgel, habar szignifikans eltérést
nem mutattak a vad tipushoz képest, benniikk azonban melanizacié sem indukalodott a
fertdzés hatasara. A CPAR2 302400°F mutans torzs fitnesze a korabbi kisérletekben az
alkalmazott sejtfal, illetve membrankarositd vegyiiletek mindegyikének hatasara csokkent,
mint a KF és KV, koffein és SDS, tovabba redukalt biofilmképzési hatékonysagot mutatott.
Az in vivo eredmények tiikrében feltételezziik, hogy a CPAR2_302400 gén taltermelése
olyan folyamatokat indukalhat a gombaban, amelynek kovetkeztében a larva szamara

veszélytelenné valhatnak.

100 ' - Kezeletlen kontroll

| ns —— PBS kontroll
—— CLIB214
—— CPAR2 107240%"

i —— CPAR2 109520

—— CPAR2 302400

I_I_|_|— kokkok - OF
-~ —— CPAR2 602820

Tualélési %

rrrrr

10 napos intervallumban. A kezelést nem kapott és a PBS kontroll mintak gorbéi atfednek,
hiszen egyik esetben sem tortént 10 napnal korabbi pusztulas. A talélési adatok statisztikai
elemzéséhez Mantel-Cox (Log-rank) tesztet alkalmaztunk (****P<0,0001; ns: nem

szignifikans).
6.4.7. A kivalasztott mutans torzsek bizonyos sejtfalkomponenseinek vizsgalata

A Korabbi eredményeket alapul véve Kkivalasztottunk 8 OE torzset
(CPAR2_107240°F, CPAR2_108840°F, CPAR2_109520°F, CPAR2_200040°F,
CPAR2_302400°, CPAR2_406400°, CPAR2_500180°F, CPAR2_602820°F), amelyeken

sejtfalkomponens analizist végeztiink el. A korabbi kisérletek soran vizsgalt, virulencidban
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szerepet jatsz6 tulajdonsagok mindegyikére hatassal lehet, ha csak részben is, a gomba egyes
sejtfal alkotdelemeinek mindségi €s mennyiségi megvaltozasa. Tehat indokoltnak tartottuk a
vad tipusu torzshéz képest eltéré6 fenotipust mutatd6 —mutdnsok bizonyos
sejtfalkomponenseinek vizsgalatat, amelyet az adott molekulara specifikus fluoreszcens
festékkel jeldltiink, majd detektdltunk. A 8 mutans torzs harom kiilonbdzo
sejtfalkomponensének aranyat vizsgaltuk fluoreszcens mikroszkép és aramlési citométer
segitségével. A harom vizsgalt osszetevo a kitin (kalkofluor fehér), az elszortan talalhato
kitin oligomer molekuldi (WGA-FITC) ¢és a sejtfal felszinén taldlhato mannoproteinek
(ConA-FITC) voltak. A kisérletet egy alkalommal végeztiikk. Kisérleteink soran nem
talaltunk eltérést sem a komponensek eloszldsdban, sem pedig mennyiségében a kontroll

torzshoz viszonyitva (9. sz. melléklet).

6.4.8. A CPAR2_109520°F és CPAR2_302400°F mutans torzsek virulencia vizsgalata in

vivo Mus musculus modellrendszerben

A tovabbi in vivo virulencia vizsgalatokhoz a G. mellonella kisérlet eredményei
alapjan valasztottuk ki a CPAR2 109520°F mutans tdrzset, mivel nagymértékben
csokkentette a larvak talélését a vad tipust torzshdz képest. A CPAR2_302400°F torzs ugyan
szignifikans mértékben nem mutatott eltérést a referencia térzshoz viszonyitva, azonban a
legkisebb szamu pusztulast okozta a fert6zott larva populécidban, valamint melanizaciot sem
indukalt, ezért redukalt fertdzoképességli mutansnak tekintettiik €s bevontuk az egérfertdzés
kisérletbe.

Az egereket a fertézés utan 3 nappal tllaltattuk, szerveiket (agy, 1ép, vese, maj)
izolaltuk és meghataroztuk az egyes szervekben akkumulalddott élécsiraszamot (CFU). A
CFU értékek az egyes szervekben eltéréseket mutathatnak, mivel a vizsgalt szervek eltérd
szoveti és keringési felépitéssel rendelkeznek, igy feltételezhetd, hogy az A4llat
immunrendszerének elemei ennek megfelelden kiilonb6z6é mértékben képesek eliminalni az
adott gombat.

A CPAR2_302400°E mutans vizsgalata soran magasabb CFU értékeket tapasztaltunk
az agy ¢és vese szovetekben, mig ez a szam alacsonyabbnak bizonyult a 1ép és maj szovetek

elemzése soran. A CPAR2 109520°F torzs szintén magasabb CFU szintet mutatott az agy
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szOvetben, mig alacsonyabbat a 1€p szovetben. Vese és m4j szovetekben nem tapasztaltunk

szignifikans CFU értékbeli eltérést a CLIB214 torzs adataihoz viszonyitva (10. abra).
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10. abra. Az egyes egérszervekben felhalmozodott gombasejtek szama 3 nappal a fertézést

kovetden. Az abrék a kiilonb6zo szovetekben (agy, 1€p, mdj, vese) meghatarozott CFU

értékeket mutatjdk az adott szdvet 1 g mennyiségére vonatkoztatva. Az allatokat 2x107

gombasejtet tartalmazé szuszpenzidval fertdztik 100 pL végtérfogatban oldalsod farki

vénajukon keresztiil, majd harom nap elteltével terminaltuk dket. A kisérletet 2 ismétlésben

végeztiik, gombatorzsenként 4-5 allat bevonasaval. Az adatok statisztikai kiértékeléséhez

Mann-Whitney probat alkalmaztunk (*P<0,05; **P<0,01; ns: nem szignifikans).
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6.5. A Kkisérleti eredmények dsszefoglalasa és osszevetése szakirodalmi adatokkal

Jelen munkank soran célunk volt egy OE mutans gyljtemény létrehozasa és széles
kor(i karakterizalasa a C. parapsilosis opportunista humanpatogén gomba virulenciaban
szerepet jatsz6 génjei utdn kutatva. Vizsgaltuk a létrehozott, 37 kiillonb6z6 gént
overexpresszald mutans torzs stressztiird, morfologiavaltas és biofilmképzd képességét,
valamint gazda-patogén interakcioban vald részvételét in vitro fagocitozis és in vivo G.
mellonella larva és egérfert6zés modellben. Kisérleteink soran Osszesen 8 mutans torzs
esetében tapasztaltunk eltérd fenotipust az alkalmazott kontroll térzsekhez viszonyitva. A
CPAR2_109520°E és CPAR2_302400°F mutansok egyarant 3-3 kisérletben (stressztiirés, G.
mellonella fert6zés, illetve fagocitozis/biofilmképzés kisérletek), valamint az egérfert6zés
soran mutattak eltérd fenotipust a CLIB214 vad tipusu kontroll torzshéz hasonlitva. A
CPAR2_200040° térzs 2 kisérletben (stressztiird képesség és fagocitozis vizsgalatok), mig
a tovabbi 5 mutans (CPAR2_107240°F - larva fertdzés; CPAR2 108840°F - fagocitozis;
CPAR2_406400°E - fagocitozis; CPAR2_500180°F - fagocitdzis; CPAR2_602820°F - l4rva
fert6zés) 1-1 vizsgalatban mutatott megvaltozott tulajdonsagot a referencia értékhez képest
(11. ébra). A kovetkezd kisérletek értékelése soran nem taldltunk a vad tipustdl kiillonbozo
értékeket: morfologia, morfoldgiavaltds, illetve pszeudohifaképzés, antifungélis szer
érzékenység, sejtfal felépitd elemeinek vizsgalata (11. abra).

Az elmult években az altalunk vizsgalt 37 C. parapsilosis gén kozil Cillingova
munkdssaganak koszonhetden fény deriilt 3 gén funkciodjara (Cillingova és mitsi., 2017). A
CPAR2_100460 (CpHBT4), a CPAR2_100470 (CpHBT3) ¢s a CPAR2_204840 (CpHBT2)
géneket hidroxibenzoat transzporterekként azonositottdk. A CpHBT4 génre delécids mutans
torzs tolerans volt a koffein jelenlétére a taptalajban és megvaltozott érzékenységet mutatott
a caspofungin antimikrobialis szerre, mig sajat kisérleteink soran egyik vizsgalt koriilmény
mellett sem talaltunk eltérd fenotipust a pArhuzamos OE mutans esetében. A tovabbi vizsgalt
gének koziil 18 ortolog gén szerepe ismert S. cerevisiae-ben, valamint 15 ortolog gén szerepe
ismert C. albicans-ban. A CPAR2_200040 gén esetében az ortolégok funkcidja nem ismert

az emlitett gombafajokban (3. sz. melléklet).
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analizis
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képzés

Nem volt valtozas

29 OE mutans

11. abra. A kisérleti eredményeket Osszesité Venn diagramm. Vizsgalataink soran 8 mutans
esetében tapasztaltunk megvaltozott fenotipust a CLIB214 vad tipusu kontrollhoz képest,

mig 29 mutans esetében nem talaltunk eltérd fenotipust.

Annak érdekében, hogy a kapott eredményeket elhelyezziik a szakirodalomban, az
OE mutans gylijtemény elemzése sordn nyert sajat adatainkat Osszevetettilk az altalunk
valasztott génekkel azonos vagy azok ortoldgjanak vizsgalatara iranyuld kordbbi KO (illetve
OE) konyvtéranalizisbdl szdrmazo6 eredményekkel (10. sz. melléklet). Az azonos KO és OE
mutdnsok  fenotipusanak  Osszehasonlitdsakor  haromféle eredményt kaphatunk.
Megfigyelhetlink ellentétes fenotipust a két mutans esetében, ezek lehetnek hipo- vagy
hipermorfak, vagyis az adott tulajdonsag lehet alul vagy feliilreprezentalt (-/+; +/-). Hasonld
fenotipusokat is megfigyelhetlink az adott gén delécidja vagy konstitutiv expresszidja révén
(-/-; +/+; 0/0). A harmadik kategdria amikor az egyik esetben nem tapasztalunk eltérést egy
tulajdonsagban, mig az ellentétes mutansban észlelhetd valtozas, ez akar lehet egy teljesen
1j (neomorf) tulajdonsag megjelenése (-/0 vagy 0/-; +/0 vagy 0/+) (Prelich, 2012). Az

altalunk vizsgalt OE mutansok koziil 18 gén delécios mutans parja érhetd el C. parapsilosis-
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ban, ezek koziil 11 Téth és munkatarsai (2018), 3 Holland és munkatarsai (2014), 3
Cillingova és munkatarsai (2017), illetve 1 To6th és munkatarsai (2018) és Holland és
munkatarsai (2014) munkassagahoz is kapcsolodik, amelyeket az altalunk alkalmazott
modszerekhez hasonloan elemeztek (3. sz. melléklet). Az eredmények 0sszehasonlitasa Toth
és munkatarsai (2018) esetében relevans, mivel az adott KO és OE mutansok azonos
genetikai hattérrel rendelkeztek az alkalmazott kdzos sziil6i torzsnek koszonhetden.

A CPAR2_109520 gént taltermelé mutans torzs volt az egyik, amelyik 4 kisérletben
(stressztiirés, fagocitozis illetve G. mellonella és M. musculus fert6zés kisérletek) is
megvaltozott fenotipussal rendelkezett (10. sz. melléklet). A gén ortologja (CaTUP1) egy
transzkripcios korepresszor funkcioval rendelkez6 fehérjét kodol C. albicans-ban, és gatolja
a gomba fonalas novekedését (Braun és Johnson, 1997). Az éltalunk vizsgalt OE torzs
csokkent novekedési képességet mutatott a stressztolerancia vizsgalatok soran SDS
jelenlétében, a J774.2 makrofagok nagyobb mértékben voltak képesek fagocitalni, rovarlarva
modellben pedig fertézébbnek bizonyult a vad tipust torzsnél. A parallel KO mutéans torzs
szintén érzékeny volt SDS jelenlétére a tapkdzegben (Holland és mtsi., 2014). A C. albicans
TUP1 deléciés mutans abnormalis telepmorfoldgiaval rendelkezett és emelkedett mértékben
képzett fonalas sejteket a referencia torzshoz képest (Braun és Johnson, 1997; Zhao ¢s mtsi.,
2002; Hu és mtsi., 2002; Murad ¢és mtsi., 2001). Egy korabbi tanulmanyban, ahol szintén
vizsgaltak a C. albicans TUP1 gén delécidos mutans virulencidhoz kothetd tulajdonsagait,
csokkent adhézios, invazids és karositd képességet jegyeztek fel oradlis hamsejtekkel valo
interakcid sordn (Wiéchtler és mitsi.,, 2011). Habar sajat kisérleteinket tekintve szintén
csokkent virulenciat figyeltiink meg in vitro gazda-patogén interakcid vizsgalata soran,
azonban a CPAR2_109520°F mutins fertézSképesebb volt in vivo rovarlarva rendszerben
vizsgélva. Szakirodalmi adatokra tdmaszkodva kijelenthetjiik, hogy a makrofagok altali
hatékonyabb endocitdzis jelensége nem egyértelmiien jelenti azt, hogy nagyobb szazalékban
lennének képesek elpusztitani az adott gombat, vagyis nem feltétleniil mondhatjuk ki ilyen
esetekben, hogy az adott patogén alacsonyabb fert6zoképességgel bir. Toth és munkatarsai
in vitro kisérletek soran bizonyitottak, hogy a C. parapsilosis gomba képes tulélni a fagocita
sejtben ¢€s kiszabadulni, vagy akar elkeriilni az endocitézist és a lizist kiilonféle talélési
mechanizmusokon keresztiil, mint példaul a szaporodas, pszeudohifaképzés, hidrolitikus

enzimek termelése és a makrofag sejtek mitozisanak gatlasa (Toth és mtsi., 2014).
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Szintén négy kisérletben (stressztiirés, biofilmképzés illetve G. mellonella és M.
musculus fertdzés kisérletek) megvéltozott fenotipust mutaté mutans a CPAR2_302400°F
torzs volt (11. abra, 10. sz. melléklet). Az ortoloég gén egy DNS-hibajavitdé metiltranszferaz
aktivitassal rendelkezé fehérjét (SCMGTL) kodol S. cerevisiae élesztOben (Sassanfar és
Samson, 1990; Xiao és mitsi., 1991). A homozigéta deléciés mutins jobb novekedést
produkalt kompetitiv fitnesz vizsgalat soran (Breslow és mtsi.,, 2008), biofilmképzési
hatékonysagban viszont nem mutatott eltérést (Scherz és mtsi., 2014). Az SCMGT1-nek
megfeleltetett C. albicans null mutans valtozatlan fenotipussal rendelkezett életképesség
vizsgalatok soran (Noble és mtsi., 2010), mig a C. parapsilosis delécios torzs csokkent
adhézids képességet, de valtozatlan biofilmformaciot mutatott (Toth és mtsi., 2014). A
CPAR2_302400°F torzs volt az egyetlen, amely a kisérleteink soran nem indukalt
melanizaciot G. mellonella larvaban, holott a folyamat fontos szerepet tolt be a rovar idegen
anyagok elleni védelmi valaszreakcidjaban, amelyet meg is figyeltiink a tobbi mutanssal vald
fertdzes soran par perccel kdzvetleniil az injektalas utdn. Ugyan a statisztikai analizis soran
a mutans statisztikailag nem adodott virulensebbnek a vad tipusu térzshéz viszonyitva,
azonban esetében jegyeztiik fel a legkevesebb larvapusztulast. Fagocitozis hatékonysagaban
CPAR2_302400°F mutans fitnesze csdkkent az dsszes tesztelt sejtfal- és membrankérositd
anyag jelenlétében, mint a kalkofluor fehér, kongd vords, SDS és koffein. Ez a muténs torzs
volt az egyetlen, amelynek életképességére hatassal volt a koffein, és az altalunk alkalmazott
metabolikus aktivitas meghatdrozasa alapjan redukalt biofilmképzési hatékonysaggal
rendelkezett. A biofilm segiti a patogén terjedését a gazdaszervezetben, mikdzben védelmet
is nyljt a gombasejtek szamara egyes antimikrobialis dgensekkel szemben, tovabba a gazda
immunsejtjei altali felismerés ellen is védelmet nytjthat. A C. parapsilosis gyakran képez
biofilmet orvosi eszkozok feliiletén, igy ez a tulajdonsag egy fontos és relevans
virulenciafaktora a gombanak (Trofa és mtsi., 2008). Jelen tanulmany az els6, amely
bizonyitotta a CPAR2_302400 gén szerepét a gomba biofilmképzésének szabalyozasaban,
ezaltal pedig Osszefliggésbe hozta a gént a C. parapsilosis faj patogenitasaval.

Tovabbi in vivo modellrendszert alkalmaztunk a valasztott mutans torzsek virulencia
tulajdonsaganak vizsgalatdhoz. Két OE mutdns gombat valasztottunk az egér infekcios

kisérlethez, a G. mellonella larva fert6zés soran virulens és kevésbé virulens fenotipussal
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rendelkezd6 CPAR2 109520°F és CPAR2 302400°F torzseket. A G. mellonella és az
egérfert6zEsbol szdrmazo kisérleti eredmények elemzése soran informaciot nyerhetiink az
egyes mutansok eltérd invazids képességérdl, illetve az egér szervezetében miikddo
gombaeliminacios mechanizmusok hatékonysagarol a kiilonboz6 allati szévetekben. Az in
vivo larva kisérletbdl szarmaz6 adatokra tamaszkodva hasonld eredményt vartunk az
egérfertdzEs soran az egyes mutansokat tekintve, azonban az utobbi esetében a CFU értékek
eltéréek voltak a kiilonb6zé szervek tekintetében, ami megnehezitette az eredmények
fel nagyobb mértékben, mig a 1épben erre kevésbé volt képes. A CPAR2 302400°F gomba
mind az agy-, mind pedig a veseszovetben nagyobb szamban, mig a 1ép- és a majszovetben
alacsonyabb mennyiségben volt jelen. Korabbi 6sszehasonlitd elemzések, amelyek a larva és
egérfert6zésbdl szarmazo adatokat allitottak parhuzamba, hasonlo eredményre jutottak, mint
mi a jelen tanulmanyban, vagyis, hogy a két modellallattal végzett kisérletbél szarmazd
adatok nem minden esetben voltak 6sszhangban egymassal (Brennan és mitsi., 2002; Slater
és mtsi., 2011; Amorim-Vaz és mtsi., 2015). Erdemes szamitasba venni, hogy jelen
tanulmanyban a két modellallattal végzett kisérletek eltérd jellegliek voltak, hiszen a larva
esetében tulélési gorbét hataroztunk meg, mig az egerek esetében meghatarozott inkubacios
1d6 (3 nap) letelte utan a még jo kondicioban 1év6 allatokat tulaltattuk és vizsgaltuk a
szerveiket. Meg kell emliteniink azonban, hogy tulélési gorbe felvételét célzo egér kisérlet
szamos NAC faj, ahogy C. parapsilosis esetében sem megoldhatd, mivel a faj nem okoz
letalis fert6zést egérben (Jacobsen, 2014). A C. albicans TUP1 null mutans (CPAR2_109520
gén ortolog) csokkent virulenciat mutatott szisztémas egérfertdzés soran (Murad és mitsi.,
2001), egy masik tanulmanyban pedig 30 nap utan sem tapasztaltak pusztulast az azonos
mutanssal valo fertdzést kovetden szintén egér modellt alkalmazva (Bendel és mtsi., 2003).
A C. albicans MGT1 (CPAR2_302400 gén ortolog) homozigéta delécios mutans esetében
nem tapasztaltak kontrolltol eltéré fenotipust kompetitiv egérfertézés soran (Noble és mitsi.,
2010). A két Candida faj vizsgalata soran tapasztalt eltér6 eredmények alatimasztjak a C.
parapsilosis gombaval végzett hasonl6 kisérletek fontossagat, és tobbféle modellorganizmus
alkalmazésanak sziikségére hivjak fel a figyelmet.

A CPAR2_107240°F ¢és CPAR2 602820°F mutansok egyarant magasabb o6lési
hatékonysaggal rendelkeztek G. mellonella larvafert6zéses kisérletben (10. sz. melléklet). A
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CaKTR4/MNT4 gént (a CPAR2_107240 gén ortologja) C. albicans fajban azonositottak mint
mannozil transzferazt kodold gént, amelynek szerepe van az N-kotott glikozilacioban és
sejtfal regeneracioban (Mora-Montes ¢és mtsi., 2010). A géndeléciés mutans normalis
novekedési hatékonysagot, morfologiat €s fitneszt mutatott tobb mutanssal végzett un. kevert
egérfertzéses kisérletben (Noble és mtsi., 2010). A 2-3-4 vagy akar 5 CaMNT1-2-3-4-5 gén
kombinéciojara nézve delécids mutansok eltérd sejtfalosszetétellel és megnodvekedett
érzékenységgel rendelkeztek KF és SDS sejtfalkarosité agensekkel szemben, mivel a szimpla
null mutdnsok nem mutattak eltérd fenotipust, igy feltételezhetéen az MNT gének redundéns
funkcioéval birnak a C. albicans gombaban (Mora-Montes és mitsi., 2010). A sejtfal
Osszetételének megvaltozasa egyuttal okozhatja a gomba gazdaval vald interakcidjanak
megvaltozasat is (Mora-Montes és mtsi., 2010). A CPAR2_602820 ortolog génje (CaFCAL)
egy citozin deaminaz fehérjét kodol, az enzim a pirimidin szerkezettel rendelkez6 molekulak
hasitasat végzi (Erbs és mtsi., 1997; Harcus és mtsi., 2004). A gén ortolog funkciojaval
kapcsolatban nem all rendelkezésre gazda-patogén kolcsonhatds vizsgalatbdl szarmazéd
szakirodalmi adat.

A CPAR2_200040°F mutans torzs két kisérletben mutatott eltérd fenotipust a kontroll
torzshoz viszonyitva. A gén taltermelésének koszonhetden a mutans érzékeny volt a KV ¢és
KF sejtfalkarosité agensek jelenlétére, valamint az egér makrofagok nagyobb mértékben
tudtak bekebelezni a gombasejteket. Az ortolog funkcidja mindezidaig nem ismert. Az
azonos delécidés muténs torzs tolerans volt KF jelenlétére, tovabb erdsitve a CPARZ2_200040
gén szerepét a C. parapsilosis gomba sejtfal felépitésének szabalyozasaban (Toth és mitsi.,
2018).

A CPAR2_108840°, CPAR2_406400°F ¢s a CPAR2 500180°F mutansok esetében
egyediil a fagocitozis kisérletek soran tapasztaltunk fenotipusbeli véltozast a vad tipust
torzshoz képest. Az egér makrofagok nagyobb hatékonysaggal fagocitaltdk a
CPAR2_108840°F gombat. Az ScSPS1 gén (a CPAR2_1088840 gén ortologja) feltehetden
egy szerin/treonin kinaz, amelynek szerepe van a S. cerevisiae éleszté sporaképzésében
(Percival-Smith és Segall, 1986). A parhuzamos KO mutans érzékeny volt SDS jelenlétére
C. parapsilosis-ban (T6th és mtsi., 2018), mig az ortoloég delécidos mutans a kontrolltol nem
mutatott eltéré fenotipust C. albicans gombaban (Holland és mtsi., 2014). A gén funkciojat

kordbban nem kototték Ossze virulencidban szerepet jatszd tulajdonsdggal. A
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CPAR2_406400°F mutans vizsgalata soran alacsonyabb fagocitézis szdzalékot jegyeztiink
fel. A gén ortolog altal kddolt fehérje az SCRPA12 az RNS-polimeraz I enzim alegységeként
lett azonositva S. cerevisiae élesztében (Nogi és mtsi., 1993). Chaillot kutatasai révén ismert,
hogy a génnek szerepe van a sejtek méretének fenntartasaban C. albicans-ban (Chaillot és
mtsi., 2017), de funkciojat korabban még nem kototték Ossze virulencia asszocialt
tulajdonsag kialakitasaval. A CPAR2 500180°F gombat kevésbé tudtak fagocitalni a J774.2
egér monocita sejtek, igy ezt a mutans torzset fert6zOképesebbnek gondoljuk a vad tipusu
torzshoz viszonyitva. A gén ortoldgja az SCKIN3, ami egy nem esszencialis szerin/treonin
kinaz proteinként lett azonositva, és feltehetéen szerepet jatszik a DNS karositas altal
indukalt valaszreakcidban/szignaltranszdukcioban S. cerevisiae élesztégombaban (Jones és
Rosamond, 1990; Moura és mtsi., 2010; Pais és mtsi., 2013). A parhuzamos C. parapsilosis
KO mutans érzékenynek bizonyult KV és koffein jelenlétére a tapkozegben (Toth és mitsi.,
2018), mig C. albicans-ban a gén eliminacidja a sejtek méretének novekedését okozta és
csokkentette a caspofunginnal szemben mutatott toleranciat (Sellam és mitsi., 2019;
Blankenship és mtsi., 2010). S. cerevisiae-ben elérhet6 az OE mutans, mely csékkent
novekedési képességet, abnormalis sejtmorfologiat és abnormalis sejtciklust mutatott a
vizsgalatok sordn (Sopko és mtsi., 2006), habar sajat kisérleteink soran nem tapasztaltunk
hasonlé fenotipusos valtozasokat C. parapsilosis-ban. Az altalunk alkalmazott fagocitozis
vizsgéalat soran a makrofag-patogén interakcio felismerés és endocitdzis 1épéseinek
kovetkezményét tudtuk megfigyelni. Elébbi folyamat elsdsorban a patogén specifikus
sejtfalkomponenseinek makrofag altali felismerésén alapul, ebbdl kovetkezden pedig maga
az endocitozis is. Egy sikeres patogén faj tobbféle védelmi stratégiat alkalmazhat a
bekebelezés ¢és sejtlizis elkeriilése érdekében, mint példaul a specifikus felszini
sejtfalkomponensek elrejtése vagy a morfologiavaltas képessége (Brown, 2011).
Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy az eltérd fagocitdzis hatékonysag értékek az
adott OFE mutansok sejtfal Osszetételének referencia torzstdl vald eltérését tiikrozhetik,
amelyet az egyes sejtfalkomponens vizsgalatok soran nem sikeriilt alatamasztani.
Eredményeink részletesebb interpretacidja végett a sajat kisérleteink soran
keletkezett adatokat Osszevetettiik kordbbi génanalizis vizsgalatok eredményeivel. Els6
korben az azonos, vagyis C. parapsilosis faj vizsgalatabol szarmazé adatokat gytjtottiik

0ssze. Az eredmények csak akkor voltak Osszevethetdek, ha a mutansok eldallitaisdhoz
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alkalmazott kiindulasi torzs megegyezett az altalunk is felhasznalt torzzsel, tovabba, ha a
mutansok vizsgalatanal hasznalt kontroll torzsek is megegyeztek, valamint az alkalmazott
kisérleti koriilmények is hasonloak voltak az altalunk hasznalt rendszerekhez. A 8 eltérd
fenotipussal rendelkez6 OE mutéans torzsbol 6 esetében tortént mar korabban géndelécios
vizsgalat (3. és 10. sz. melléklet). A géndelécios és overexpresszids adatok dsszehasonlitasa
soran a CPAR2_200040 gén esetében talaltunk ellentétes fenotipust, amely csokkent
novekedési képességet jelentett KF jelenlétében az OE mutans, mig novekedett KV
rezisztenciat a KO mutans esetében (Toth és mtsi., 2018). Hasonld vagy kézel azonos
fenotipus 2-2 parallel mutans esetében lett feljegyezve. A CPAR2_109520 gén KO és OE
mutédnsai egyarant érzékenyek voltak SDS jelenlétére és redukalt novekedést produkaltak,
mig a CPAR2_302400 gén KO ¢és OE mutansok csokkent adhézids képességet és
biofilmformaciét mutattak (Toth és mtsi., 2018). Tovabbi példaként ennél a kategorianal
emlitjiik meg a CPAR2_500180 gén mutansokat, amelyek hasonld kisérleti koriilmények
kozott egy esetben sem mutattak elvaltozast. Természetesen talaltunk példat olyan esetekre
is, amikor az egyik mutans nem, mig a masik megvaltozott fenotipusos jegyeket mutatott. A
CPARZ2_108840 delécids torzs érzékeny volt az SDS membrankarositd dgens jelenlétére, mig
az OE mutans vizsgalata soran nem tapasztaltunk ilyen valaszreakciot (Toth és mtsi., 2018).
Hasonloan, a CPAR2_602820°F mutans stressztiiré képessége nem tért el a vad tipustol, mig
a delécios mutans enyhe és erds novekedési defektust mutatott minimal taptalajon 30 és 37
°C-on egyarant. Olyankor, amikor csak mas fajokban, példaul S. cerevisiae vagy C. albicans,
elvégzett kisérleti eredmények voltak elérhetdek az adott génnel kapcsolatban, az
Osszehasonlitas nehézkesebb volt.

A kisérleti adatok elemzése és Osszehasonlitdsa soran tovabbi szempontokat is
figyelembe kellett venniink, kiilonosen akkor, amikor egyaltalan nem tapasztaltunk fenotipus
valtozast vagy nem a KO mutansndl jelentkezOvel ellentétes tulajdonsagot detektaltunk.
Ezekben az esetekben felmertiilhet a gyant, hogy az adott gén nem felelds vagy nem egyediil
felelds az adott funkcid ellatdsaért, vagy a taltermelt fehérje szerepe nem tudott
kiteljesedni/érvényre jutni, de természetesen az is lehetséges, hogy az altalunk alkalmazott
modszerekkel nem tudtuk monitorozni az adott tulajdonsagot (Prelich, 2012). Ezenkiviil a
kisérletek soran rosszul kivalasztott kontroll torzsek alkalmazasa is befolyassal lehet a kapott

eredmények téves értékelésére. Ezt a tényezOt kizarando, az életképesség vizsgalatara
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iranyulé tesztekben harom kontrollt is alkalmaztunk. A CLIB214 vad tipusu torzs mellett
kisérletbe vontuk a CPRI torzset, amely a mutansok létrehozasahoz alkalmazott LEU2
deléciods leucin auxotrof torzs LEU2 génnel komplementalt formaja, tovabba az mCherry©F
mutanst. Utébbi az mCherry fluoreszcens fehérjét taltermelé mutans, amelynek
1étrehozasahoz a tobbi mutans esetében is alkalmazott azonos génexpresszids konstrukciot
hasznaltuk. Ezzel a megoldassal nem csak a konstrukcid beépiilésébdl esetlegesen adddod
defektusokat tudtuk kizarni, hanem magéabol a konstitutiv miitkodésbol szarmazokat is,
szemben az olyan kontroll torzsekkel, amelyek csak az iires, mitkédésképtelen vektort
hordozzak (Cabral és mtsi., 2014; Znaidi és mtsi., 2018; Németh és mtsi., 2020). A harom
kontroll torzs vizsgalata soran egy esetben sem fedeztiink fel életképességbeli valtozast az
alkalmazott kisérletek értékelésekor, igy a tovabbi tesztekhez mar csak a CLIB214 tdrzset
valasztottuk.

Munkank soran egy gén overexpresszios konstrukciot alkalmazva gén 6sszehasonlito
vizsgalatokat végeztiink a C. parapsilosis modellorganizmusban. A vizsgalt gének koziil 6t
gén — CPAR2_107240, CPAR2_108840, CPAR2_302400, CPAR2_406400, CPAR2_602820
— esetében sikeriilt els¢ alkalommal bizonyitani azok szerepét a C. parapsilosis faj
virulenciajaban, feltehetéen biofilmképzés és gazda-patogén interakcid szabalyzasaban
vesznek részt. Tovabbi harom gén — CPAR2_109520, CPAR2_200040, CPAR2_500180 —
esetében tudtuk megerdsiteni azok szerepét a C. parapsilosi virulencigjaban. Eredményeink
ravilagitottak arra, hogy a gén overexpresszios megkozelités egy effektiv modszer lehet az
egyre nagyobb veszélyt jelentd humanpatogén C. parapsilosis génjeinek funkcio
vizsgalatara, valamint az OE technika segitségével tovabbi virulenciaban szerepet jatszo

faktorok és utvonalak szerepére dertiilhet fény.
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7. Osszefoglalas

Korhazi statisztikai adatok szerint a nozokomidlis szisztémas gombds fert6zések
jelentds hanyadaért Candida fajok felelosek. A szisztémas candidiazisok gyakorisaga
vilagszinten névekvo tendenciat mutat, amelyhez hozzajarul a nem-albicans Candida fajok
novekvO azonositisa a gombas fertézések hatterében. Az ilyen esetekben az egyik
leggyakrabban izolalt NAC faj a C. parapsilosis, amely annak ellenére, hogy a normal human
kiiltakar6 kommenzalistaja, egyes esetekben képes megbetegiteni a gazdaszervezetet. Az
altala tdmadott célcsoport tagjai lehetnek alacsony sziiletési sulytl csecsemdk, korasziilott
csecsemOk, illetve immunszuppresszalt felndtt/idéskort egyének. A C. albicans fajhoz
viszonyitva a C. parapsilosis gombarol kevés ismeret all rendelkezésiinkre annak
patomechanizmusaval kapcsolatban. A C. parapsilosis specifikus, a C. albicans fajtol eltéré
tulajdonsagai, mint példaul a gyakori biofilmképzés orvosi eszkozok, katéterek feliiletén
vagy az echinocandin tipusu antifungalis szerekkel szembeni csokkent érzékenység, mind
szorgalmazzék a faj virulenciafaktorait célz6 kutatasokat.

A gének szerepének feltardsdhoz altalanosan alkalmazott modszer a kérdéses gének
deletdldsa a genombol, majd a mutansok fenotipusanak jellemzése. Egy masfajta
megkozelitést kinal a vizsgalt gének folyamatos mesterséges overexpresszidja, amelynek
segitségével athidalhatok a KO technika egyes hatranyai, ahogy azt szdmos tanulmany
bizonyitja kiilonféle modellrendszerekben.

Jelen tanulmény célja volt egy overexpresszids mutans gytijtemény létrehozéasa és
széles korii elemzése, a Dr. Németh Tibor altal korabban Iétrehozott C. parapsilosis
specifikus gén OE rendszer segitségével. A kisérletbe olyan géneket vontunk be, amelyek
korabbi vizsgalatok soran eltér6 expresszids mintazatot mutattak gazda-patogén
kolcsonhatast kovetden, ezért feltételeztiik azok szerepét a faj patogenitasdban. Tovabbi
gének keriiltek kivalasztdsra, amelyek ortolog funkcidjuk ismeretében potencidlis
virulenciafaktorok lehetnek.

Munkank soran létrehoztunk egy 37 kiilonb6z6 gént tiltermeld mutans gylijteményt,
amelynek tagjait kiilonb6z6 molekuldris modszerekkel validaltuk. Jellemeztiik a mutans
torzsek életképességét, stressz tolerancidjat, morfologiavaltasra vald képességét,

pszeudohifa- és biofilmképzését, valamint antifungalis szerekkel szembeni érzékenységét. A
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gazdaval valo kolcsonhatas vizsgalatat in vivo és in vitro modellek alkalmazasaval végeztiik
el. Az egyes kisérletek soran a gazdaszervezetben uralkod6 viszonyokat modelleztiik,
amelyhez a patogén fajnak alkalmazkodnia kell a fertézés soran. A kiilonboz6
stresszkoriilményhez vald alkalmazkodas vizsgalata soran 3 esetben talaltunk eltéro,
mégpedig csokkent novekedési képességet a vad tipust torzshoz képest. Egy esetben
tapasztaltunk biofilmképzési defektust a vizsgalt mutansok korében. Gazda-patogén
interakcié modellezésekor a fagocitozis vizsgalatok soran 5 esetben, mig az in vivo viaszmoly
larva infekcios kisérletben 4 mutans esetében detektaltunk eltérd fenotipust a referencia
torzshoz viszonyitva. A 37 mutansbol Osszesen 8 esetben tapasztaltunk a vad tipustol eltérd
fenotipust, ebbdl 3 mutans esetében feltételezhetd, hogy az adott gén tultermelése pleiotrop
hatéassal bir, tehat tobb virulencia tulajdonsagra is befolyassal lehet, mivel a mutansok tobb
kisérletben is megvaltozott fenotipussal rendelkeztek.

A mutans kollekcio széles korti vizsgalatat kovetden Osszevetettiik eredményeinket
korabbi KO, illetve OE mutans konyvtarak analizise soran kapott szakirodalmi adatokkal C.
parapsilosis, S. cerevisiae és C. albicans fajokban egyarant. Els6 korben a valasztott modell
fajra vonatkoz6 adatokat elemeztiik, mely sordn egyarant tapasztaltunk ellentétes és kozel
azonos fenotipust az azonos gén deléciods és taltermeld mutansai esetében. Talaltunk példakat
olyan esetre is, amikor az egyik mutansban megfigyelhet6 volt a fenotipus valtozasa, mig
KO vagy OE paralleljében nem, illetve amikor egyik esetben sem volt eltérd fenotipus.

A létrehozott OE mutans kollekcio karakterizdldsa sordn nyolc mutdns esetében
azonositottunk eltéré fenotipust a kontroll térzshoz viszonyitva. A CPAR2_107240,
CPAR2_108840, CPAR2_302400, CPAR2_406400 ¢s CPAR2_602820 génekhez koradbban
ismeretlen/tj funkciokat tudtunk rendelni, melyek hatassal lehetnek a C. parapsilosis
fertézOképességére a gazda-patogén kolcsonhatds és a biofilmképzés szabalyozasan
keresztiil. Tovabba megerdsitettiik a CPAR2_109520, CPAR2_200040 ¢és CPAR2_500180
gének szerepét a faj patomechanizmusdban. Munkank sordn eldszor kertiltek azonositasra a
C. parapsilosis virulenciajaban szerepet jatszo gének funkcioi a Gateway® fehérje taltermel
konstrukciot alkalmazva. Eredményeink réavilagitottak arra, hogy a gén overexpresszids
megkozelités egy hatékony modszer lehet az egyes gének funkcidjanak vizsgalatra.

Széles korli, mesterségesen overexpresszaltatott gének vizsgalati eredményei C.

albicans és S. cerevisiae rokon fajokban elérhetéek, azonban a C. parapsilosis gombafaj

88



esetében OE mutanskonyvtarak létrehozasara és részletes elemzésére eddig még nem volt
példa. Tudomasunk szerint jelen tanulmany az elsd, amely az opportunista humanpatogén C.

parapsilosis virulenciafaktorait vizsgalta overexpresszios megkozelitést alkalmazva.
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8. Summary

According to hospital statistics, Candida species are responsible for a significant
proportion of nosocomial systemic fungal infections. The incidence of systemic candidiases
is increasing worldwide, contributing to the increasing identification of non-albicans
Candida species in connection with fungal infections. In such cases, one of the most
commonly isolated NAC species is C. parapsilosis, which, despite being a commensal of the
normal human skin, in some cases can infect the host organism. The target group may be low
birth weight newborns or premature infants or immunosuppressed adults/elderly individuals.
Little is known about the fungus C. parapsilosis regarding its pathomechanism compared to
C. albicans. Specific traits of C. parapsilosis other than C. albicans, such as frequent biofilm
formation on the surface of medical devices, catheters, or reduced susceptibility to
echinocandin-type antifungal agents make the study of the virulence factors and molecular
pathomechanism of this species urgent.

A commonly used method to explore genes’ function is to delete the candidate genes
from the genome and then characterize the phenotype of the mutants. The continuous
artificial overexpression of the examined genes offers a different experimental approach,
which can overcome some of the disadvantages of the KO method as demonstrated by several
studies in different model systems.

The aim of the present study was to create and extensively analyze an overexpression
mutant collection using the C. parapsilosis-specific gene overexpression system previously
developed by Dr. Tibor Németh. Genes that showed a different expression pattern after host-
pathogen interaction in previous studies were included in the experiment, so we hypothesized
their role in the pathogenicity. Additional genes have been selected that may be potential
virulence factors based on the reported functions of their orthologs.

In this study, we created a collection of mutants overexpressing 37 different genes,
which were validated by different molecular methods. We characterized the viability, stress
tolerance, ability to switch morphology, pseudohypha and biofilm formation, and antifungal
sensitivity of the mutant strains. Their interaction with the host was performed using in vivo
and in vitro models. In each experiment, we modeled the conditions prevailing in the host

organism to which the pathogenic species must adapt during infection. In the study of
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adaptation to different stress conditions, we found reduced growth ability in 3 cases
compared to the wild-type strain. In one case, we found biofilm formation defect among the
studied mutants. When modeling host-pathogen interaction, altered phenotype was detected
in 5 mutants during the examination of phagocytosis and in 4 mutants in an in vivo wax moth
larval infection experiment compared to the reference strain. Out of the 37 mutants 8 showed
different phenotypes, of which 3 overexpressed genes were presumed to have a pleiotropic
effect, so they may affect several virulence traits of C. parapsilosis, as the mutants had an
altered phenotype in several experiments.

After extensive examination of the mutant collection, we compared our results with
the literature data obtained during the analysis of previous KO and OE mutant libraries in C.
parapsilosis, S. cerevisiae and C. albicans. First, we analyzed data for the chosen model
species, in which we found both opposite and nearly identical phenotypes for the same gene
deletion and overproducing mutants. We also found examples of cases where a change in
phenotype was observed in one of the mutants, but not in a parallel of KO or OE, or when
there was no difference in either case.

During the characterization of the generated OE mutant collection, altered phenotype
was identified for eight mutants compared to the control strain. We assigned previously
unknown functions to the genes CPAR2_ 107240, CPAR2_108840, CPAR2_302400,
CPAR2_406400, and CPAR2_602820 that may affect the virulence traits of C. parapsilosis
through the regulation of host-pathogen interaction and biofilm formation. Furthermore, we
confirmed the role of CPAR2_109520, CPAR2_200040 and CPAR2_500180 genes in the
pathomechanism of the species. For the first time, the functions of genes involved in the
virulence of C. parapsilosis were identified using a gene overexpression method in this study.
Our results highlighted that the gene overexpression approach can be an effective method to
study the function of individual genes.

Test results for a wide range of artificially overexpressed genes are available in C.
albicans or S. cerevisiae, however, OE mutant libraries and their detailed analysis have not
yet been released for the C. parapsilosis fungal species. To our knowledge, the present study
is the first to investigate virulence factors of the opportunistic human pathogen C.

parapsilosis using an overexpression approach.
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multtal rendelkezd, nemzetkozileg is elismert kutatocsoportjanak. Személyében egy olyan
embert ismertem meg, aki mind szakmailag, mind pedig emberileg pozitiv példaként szolgal.

Kiilon koszondm Dr. Németh Tibornak a magas szinvonalu szakmai és gyakorlati
segitséget ¢s utmutatast, ami nélkiill doktori dolgozatom nem késziilhetett volna el.
Mindemellett koszonom példaértékli szakmai aldzatat és hozzaallasat, amit rendiiletleniil
tanusitott az elmult évek soran és ami szamomra is etalonként szolgalt.

Szintén halas vagyok Dr. Toth Renatanak, akihez barmikor fordulhattam segitségért,
¢s aki faradhatatlanul dolgozott a doktori tanulmanyaim sordn kozdolt irdsos anyagok
szinvonalanak emeléséért.

Koszonettel tartozom Dr. Csonka Katalinnak és Dr. Zajta Eriknek az aramlasi
citométerrel végzett kisérletekben és az in vivo egér kisérletekben nyujtott segitségért és
tanacsokért.

Halasan koszonom Dr. Papp Csabanak az 4ramldsi citométerrel végzett
vizsgalatokban, a mikroszkopos kisérletekben és antifungalis tesztekben nytjtott segitségét
¢s tandacsait.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Farkas Attilanak a SEM mikroszkopias felvételek
elkészitésében nyljtott segitségéért.

Szeretném megkdszonni Dr. Joshua D. Nosanchuknak a publikacidban nyujtott
nélkiilozhetetlen segitségét.

Ko6szondm Dr. Nyilasi Ildikonak és Dr. Hamari Zsuzsannanak, hogy elvallaltak

dolgozatom hazi birdlatat és segitettek emelni annak szinvonalat.
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11. Mellékletek

1. szamu melléklet. Az alkalmazott baktérium és gombatorzsek listaja és a munkank soran

1étrehozott overexpresszios hemizigdta C. parapsilosis torzsek genotipusa.

Torzs név Genotipus Leiras

E. coli 2T1 CcdB toxin érzékeny torzs

E. coli DB3.1 CcdB toxin rezisztens torzs

C. parapsilosis torzsek

CLIB214 vt izolatum
leu2:-FRT/leu2::FRT, his1::FRT/his1::FRT, | CAHISL  reintegralt, - leucin

CPL2 N auxotrof torzs (Holland és mtsi.,
frt::CdHIS1

2014)

PRI leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT, CC:)'jo'f’ifizrcsm(ilﬁinge'é?fngg‘.“
frt::CmLEU2/frt::CdHIS1 12’51 4)r z 1
leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,

MCherryoe frt::CdHIS1, mCherry fluoreszcens proteint

y CpNEUT5L/CpNEUTSL: :pECpOE-mCherry- | taltermeld mutans térzs
L-N5L

Munkank soran létrehozott overexpresszids C. parapsilosis torzsek

Torzs név

Genotipus

CPAR2_100460%

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2_100460-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_100470°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt::
PECpOE-CPAR2_100470-L-N5L

CdHIS1,

CPAR2_100540°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2_100540-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_104420°¢

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
PECpOE-CPAR2_104420-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_105250°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECPOE-CPAR2_105250-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_107020°

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
PECpOE-CPAR2_107020-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_107240°¢

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
PECPOE-CPAR2_107240-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_108840°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUT5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2_108840-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_109520°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pPECpOE-CPAR2_109520-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_200040°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2_200040-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_200390°¢

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTSL/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2_200390-L-N5L

:CdHIS1,

CPAR2_201920°F

leu2::FRT/leu2::FRT,

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

hisl::FRT/hisl::FRT, frt:
pECpOE-CPAR2 201920-L-N5L

:CdHIS1,
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CPAR?2_300080° I(?Sﬁléiiéﬂ%ii\]éﬁ%t:pEcsgéibFPRgll?giéag(;B-L-N5L frCArISt,
leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT, frt::CdHIS1,

CPAR2_806950°F

CpNEUTS5L/CpNEUTSL::

pECpOE-CPAR2_806950-L-N5L
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2. szamu melléklet. Az alkalmazott primerek listaja. (A nagybetlik az attB szekvencidkat, a

kis betlik a génspecifikus szakaszokat, mig a félkovér régiok az egyedi BAR szekvencidkat

jelslik.)

A Kivalasztott gének amplifikalasahoz alkalmazott primerek:

Torzs név
CPAR2_100460°¢

CPAR2_100470°F
CPAR2_100540°F
CPAR2_104420°F
CPAR2_1052500F
CPAR2_107020°¢
CPAR2_107240°¢
CPAR2_108840°F
CPAR2_109520°F
CPAR2_200040°F
CPAR2_200390°F
CPAR2_201920°¢
CPAR2_204840°F
CPAR2_205060°F
CPAR2_208600°F
CPAR2_209240°F
CPAR2_209520°F
CPAR2_300080°F
CPAR2_301360°F
CPAR2_302400°¢
CPAR2_303240°F
CPAR2_303730°F
CPAR2_400270°F
CPAR2_406400°F
CPAR2_500180°F
CPAR2_500360°F
CPAR2_501400°F
CPAR2_503290°F
CPAR2_503760°F
CPAR2_602370°F
CPAR2_602820°¢

Forward primerek attB1 szekvenciaval ellatva
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcttcattaacggaggataaaatggtc

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgaaagttcagatttttacgttgcatcgt
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggacacatacgtagagacgaattacata
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggaaaaagaggtttctgtatcagc
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgaccggttcatcatcccagttccaacag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtctggtagaggaaaaggaggaaaagga
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgceccatactcaggaaaagaaagttgceta
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgctgtctaggagagacaataagcaaatt
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtctgtgtacaatcaaagaacccatcaa
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggtatcattttcatgcgaagtttg
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtccaacgatagcaagtacaagtataga
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgattgagaaacttaccaagaatagatct
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgacttcttcaaatacaccctctatagat
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggttgagttatcagattaccaacgacaa
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcatacaacaaatccacaactcaagag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcccactcatccttatettgg
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtccgatgttccattgttcaaag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtgtcaacattttgtggagtttgg
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgagcaatccctatgatatagatccagat
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgaaagtcagcaacagtcctagaaaac
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgaacattgataccttgtcacagatcc
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggcaaagtcatttcaaatcaaagtaccc
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgctctgtcagatatgtagecag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcagtggtaggatctttgatcttttgce
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgagcagtgattatgagecg
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgggatacgaaaatttcaatcatcaacca
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgatatggcgtctttggagcccgttactt
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggaggcgcctcaattcactgaaacgcag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgccaccaaaaaagaagcaac
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcgecgceaaccaccac
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtcttcttcttcttcttcttcttettet
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CPAR2_602840°F
CPAR2_7005500F
CPAR2_703840°F
CPAR2_804030°F
CPAR2_805930°F
CPAR2_806950°F

Torzs név

CPAR2_100460°¢
CPAR2_100470°¢
CPAR2_100540°¢
CPAR2_104420°¢
CPAR2_105250°¢
CPAR2_107020°¢
CPAR2_107240°¢
CPAR2_108840°¢
CPAR2_109520°¢
CPAR2_200040°¢
CPAR2_200390°¢
CPAR2_201920°¢
CPAR2_204840°¢
CPAR2_205060°F
CPAR2_208600°F
CPAR2_209240°¢
CPAR2_209520°¢
CPAR2_300080°¢
CPAR2_301360°F

CPAR2_302400°F

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggatgctatatcagatagagtatttacag
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgtctagtgttgaaccaagtgcac
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgattagagcaatatccgcetggattg
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgagtggctttaaaacacctcattttgat
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatgagttcatacacgcttggtctttcacaa
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTatggctactacaaaacacgtgaaaac

Reverz primerek BAR kad és attB2 szekvenciaval ellatva
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAATCCGGCGGTAGAT
GTtcacttgccactcttagcgtctttgatttg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTCTGGAGTATCGGAT
GTttactttcctttacttgcagctaaatagty
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTGTCAGCAAATCTACC
AAtcactttgatgacttctcctcttctctagg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGATTCGATAAATGACGC
GAttagtcatatgtaaacagaatacaatagttcatc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGATATGATGTAATCCTGC
CGttaatattgatgatcaataataggttgatg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTGTCACCTCAGAGCCG
TGttaacctccgaaaccatacaaggttctacc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTCATCCGGGCGAGTCT
GTctaggttctcttataaacatctttgatttt
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGATCCGCGTCGATGCTC
TTtcatttttcaagagctcgctcgatttcttc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTGTAGCTCCCGCGCTT
GTttaaacctttcttgtccacttccaaattct
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTATATGTGAAGGCATG
GCectattgtataatcaatttcccatcaatgtt
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGTAATCAGAAGCTCGC
ACctaaataagtctagttcgcgttttaaccat
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACCGCTGCGAGGCTTAGA
T Tttattctagtccgacccagatatctccata
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGTCCCGACGCCTAGAT
GTctatctgccatgcectctgetcccaaaattg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCCAGATCATCAATAGGC
ACttaacccatgtttaccgatcgtgaaaagct
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTCACCGTGGTCAGTGT
GTttactccttgcttattctattggttttgga
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGCATACCGAATTGCTA
TAttaagcttgaacaattctgacggtg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTGAGAGTCAGTGCCAG
ATtcactcattcaatttccaaacaacagc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGCCATGCGAACAAGAG
CActacccagttaccaacttttcaacttg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATGAGTCTCTTCCACCGA
TTtcatactccaaaattgtaattattagtagt
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGCCGCATCAAAGAGGCC
AActacaatgcaccatcacttgcaag
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CPAR2_303240°¢
CPAR2_303730°¢
CPAR2_400270°¢
CPAR2_406400°¢
CPAR2_500180°¢
CPAR2_500360°¢
CPAR2_501400°¢
CPAR2_503290°¢
CPAR2_503760°¢
CPAR2_602370°¢
CPAR2_602820°¢
CPAR2_602840°¢
CPAR2_700550°¢
CPAR2_703840°¢
CPAR2_804030°¢
CPAR2_805930°¢

CPAR2_806950°¢

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGTATAGCTCGATATGGC
CGittaccttgattcagtgtttgctacaaag
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGTGATCCATACACATT
CCctacaagtactctacagtggcccc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGACCTCTGCTCATTATG
CTtcaggcttcatctagttccaatactc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATGGCACGGCAGACATT
CCittaattgtttgtcctgaatctgtaaccgca
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTAGAGCAGACGCATTGAC
AGctaatttatacggtattttcgtatttccat
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAAGCTAGGGTCATTTGCT
GTectactttaacaaaattttaaaagtaccaat
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATATCGCCCTGAGGACCT
GTctatatgttttctggcatggtcataatcaa
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGTCTGCTCAAATACACC
AAttacatactttcaataagcagctcttttaa
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCGCAGAAGGCAATGCTA
TAttaggcatgaataactgtctcacca
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGACTTAGTGCATACTG
CTectatcctttagctcccectagcttgtttaac
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGACGTGATTCAGCTCTC
TTttatacacctatatcctcattccaacaatg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATTGGTCACTCTGCACTG
CTtcaactatcaacaactaacctttctgtttg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTATATGCGATCACCGCCG
TGctagccggaccagaattggtattc
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCCGACGTTAGATCACC
TGctacgctttacaaagacctgggg
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGGGCGACTGTGATTCCA
TTctaaaattgcttgatttccaaacttttcaa
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCGTAGTGTCACGGCTT
GTctaataatcactagcataaccttggatata
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTAGCACGGCTGAGCAG
ATttactttttacccttggaggtgtttacata

A létrehozott mutans torzsek validalasahoz alkalmazott primerek:

Torzs név
CPAR2_100460°¢

CPAR2_100470°¢
CPAR2_100540°¢
CPAR2_104420°¢
CPAR2_105250°¢
CPAR2_107020°¢
CPAR2_107240°¢
CPAR2_108840°¢
CPAR2_109520°¢

Real-time forward primerek
ATTGGGAAGTGTGTTTAGTACCAC

TTTGCTTTAGGTCCGCAAGC
TGATGCAATACTGGCAAGAGAC
CAATGATGCAAGGTCCGAAGATG
TACAGATGAGGCCGGAGC
GATTGGCAAGAAGAGGTGGTG
GGGCTCTTACCATAACATGTGTC
TGTTATTGAGTTGGCTACTGGC
GAAGATGGTGTCACTACTGTTGC

Real-time reverz primerek
CCACCGACTGCTAATCCAGG

CCCAAGCAACTAACCGATCAG
TTTGATTCTAGCCAATGGTAGCTG
AGTGGTACGCTTCCTGATTGG
CTCAAATGGTGCTGTACTGGAG
GCGTGTTCAGTATAAGTGACAGC
TGAACTTGTGGCTCAATTCTCC
TGTAATAACCCCGCAATTGTGG
CAAACACGGACTGTGCGATC
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CPAR2_200040°F
CPAR2_200390°F
CPAR2_201920°¢
CPAR2_204840°F
CPAR2_205060°F
CPAR2_208600°F
CPAR2_209240°¢
CPAR2_209520°F
CPAR2_300080°F
CPAR2_301360°F
CPAR2_302400°F
CPAR2_303240°F
CPAR2_303730°F
CPAR2_400270°¢
CPAR2_406400°F
CPAR2_500180°F
CPAR2_500360°F
CPAR2_501400°F
CPAR2_503290°F
CPAR2_503760°F
CPAR2_602370°F
CPAR2_602820°F
CPAR2_602840°F
CPAR2_700550°F
CPAR2_703840°F
CPAR2_804030°F
CPAR2_805930°F
CPAR2_806950°F

AGAAGTTGGGTCAGCATCAGC
AGAAAGCAGCCACTATTGCTTC
ATGATGACGAACCTAGTCGAGG
GGTTACTTGTCGGACAGATTGG
AATCCCACCTCAATCAAATACGG
GGTTTAGGATACGGTTACCCTGTG
TGAAATTCCAGCACCACAAGTG
GGTTGAAGCGAAAACCACCAC
TATGTCCATTTGCCAAGTGGTAG
TATGCCGATAACGGGAGATCG
ACTAAACTTGCTGGGGAAATACG
GGAAATATGGCTCGAGAAAGGAG
TCACGTACGAAGGAAACCTAGC
GTAGCCAGAATGACGGCAAG
TGCACTTATTGTGGTGACTTGC
CCAGTTTGTGATGTCTGGTCTC
ACAAGGTGAGATTAAGTTGCACG
ATCAGCCCATAGACATGGAGAC
CATTGGAACCGATCCCAGATTC
CTCATTGCCACCAGGATTCG
GAAGTCGGGAGGAGAGTACTG
GAGATGTCAGTCTTGGAACATGC
ACCGGTGCCATTAGTATGGC
GAAACCAGTAAAGGCAGTACTGG
ATAGGCACGGTGCCAGATG
CGATCTTGTTAATCCCGTACGC
CGGCAAATATGGACCTTATGATGG
GGAAGGTCAAGAAAGGGATGC

CATGGTCATTGTTGTGAAATGTGG
CCAATGAACGTACTCCTCCCTTG
CCCACCAATTGACAGATAGGC
TAGCCTGGATGGGTAACCC
CATGGCAATGCTTGATTCCTCG
GGCTGATTGACAAAGTAGGGC
AGTTGCACAAATAACTGGCTTGG
CAGGGTATTCCGCAGTCGTAC
AACCAAAGGCTCTCCAGTCAC
TGTGTATAGCCTCACTTAGGGTG
CAACACGATGACAAGGAACGAC
CCGCAAACGGTATAACCAAGAC
CACCGAAGTAGATACAATGCAGC
GGTTCTCTGACTTGTAGCATGC
CGGATTTAGGATAAGTTGCCAGAC
AGTTGTAAATGAGTCTTTGCCTGG
ATCGTTAATCTCCTTGGAGGGG
ATTGACCAAGACTTCAGGGTTG
TTGCAAACATCAGCACGTCC
CCTCTAGTGTAATCTTTGGTGCAC
CATCCAGCGACTCCCTTAGC
CATTGAGCAAGGCGATAACGTAG
ACTGCTTAGCGCTACTCATGG
TATCACCACTACCTTCTGCACG
TCGTTGAGGCTCTGTGCTTC
TTTGACAAAACACGGGGACG
ACCTTGGATATAGCCCTGATTGG
CGTTTACCGCCTCTCTTACG

Forward primerek

Reverz primerek

koléonia PCR

ReTi Forward_CPAR2_XY

NEUTS5L_check_ REVERSE_primer
TGTACCAATCAGGGTTAGTGACC

Southern blot
DIG-jelolt préba

CpN5LDol1SouFor
TACACACAAAATTGGAATCCCATTC

CpN5LDo2SouRev
ACACAAAAATACATGATTGCGT
C
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3. szamu melléklet. A kisérletekhez valasztott gének ortolog funkcidit 6sszesitd tablazat

Téth és mtsi. (2018) eredményei alapjan valasztott gének

Gén név Ortolég név Ortolég funkcié 1. 2.
HAPS5, a CCAAT-kot6
transzkripcios faktor (TF)[Holland és mtsi., 2014
CPAR2_100540 CaHAPS komponense (Johnson és mitsi.,[Toth és mtsi., 2018 nem
2005)
PHOS85, ciklin-fiiggd kinaz
CPAR2_105250 CaPHO85 (Miyakawa, 2000) nem
LTE1, fehérje hasonld funkcidval,
CPAR2 104420 |  ScLTEL |t @ GDPIGTP cseréld faktonyqy o i 2018 nem
- (Shirayama  és  mitsi., 1994;
Geymonat ¢s mtsi., 2009)
SPS1, szerin/treonin kinaz (Percival-|., . . . .
CPAR2_108840 ScSPS1 Smith és Segall, 1986) Toth és mtsi., 2018 igen
CPAR2_200040 - Ismeretlen funkcio Toth és mtsi., 2018 igen
CPAR2 200390 | CaspT3 |12 SCSpi3p fehérje homoldg, TFip oy o i 2018 nem
- (Laprade és mtsi., 2002)
CDC28, ciklin-fiiggd kinaz i
CPAR2_205060 CaCDC28 (Sherlock és mitsi., 1994) nem
CPAR2_208600 CaCPH1  |CPHL, TF (Liu és mtsi., 1994) Holland és mtsi., 2014 nem
CDC19/PYK, piruvat kinaz
CPAR2_209240 | CaCDC19/PYK |(Swoboda és mitsi., 1993; Yan és - nem
mtsi., 2007)
CPAR2 209520 | CaMkk2 [VIKK2, MAP kinaz kinz (Nobile Esip o oo i 2018 nem
- mtsi., 2003)
ADK2, mitokondrialis adenilat kinaz
CPAR2_300080 SCADK?2 (Cooper és Friedberg, 1992; Gu és|Toth és mtsi., 2018 nem
mtsi., 2005)
CPAR2 302400 | ScMGT1  [VCTL, DNS javité metiltranszferdzip o o i 2018 igen
(Xiao és mtsi., 1991)
CPAR? 303240 SCPEAS IVDFAS,. palmitoiltranszferaz (Mitchell i nem
- és mtsi., 2006)
THR1, homoszerin kinaz (Mortimer
CPAR2_303730 ScTHR1 és Hawthorne, 1966; Mannhaupt és - nem
mtsi., 1990)
HIT1, kis nukleolaris RNS fehérje
CPAR2_400270 ScHIT1 Osszeszerelés (Mortimer ¢€s mitsi.,|Toth és mtsi., 2018 nem
1992; Rothé és mtsi., 2014)
CPAR2_406400 SCRPAL2 RPA12, RNS polimeraz | alegység ) igen

(Nogi és mtsi., 1993)
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KIN3, szerin/treonin kindz (Jones és

CPAR2_500180 ScKIN3 Rosamond, 1990) Toth és mtsi., 2018 igen
AMS1, alfa mannoziddz (Yoshihisa

CPAR2_500360 ScAMS1 és Anraku, 1989 és 1990) nem

CPAR2.501400 | Cacwh41 [CWHAL alfa-glikoziddz 1, (Mora-pqy, oo i 2018 nem

— Montes és mtsi., 2007)

CPAR2_ 503290 CaRAD53 RADS3, protein kinaz (Shi és mtsi., ) nem
2007)
TMA46, riboszomalis transzlacid

CPAR2_503760 ScTMA46 (Fleischer és mtsi., 2006) - nem
RAD18, E3 ubikvitin ligaz (Prakash i

CPAR2_602370 | SCRAD18 i\ i 1976 Bailly és misi., 1997) nem

CPAR2 602820 | cCaFcal | CAL citozin deamindz (Erbs €s\poy <o imici 2018 igen
mtsi., 1997)
TFB4, TFIIH komplex alegysége i

CPAR2_602840 ScTFB4 (Feaver és misi., 1997) nem
RSCS8, kromatin ujraszervezd i

CPARZ_700550 SCRSC8 komplex (Cairns és mtsi., 1996) nem
SLM5, mitokondrialis aszparaginil-

CPAR2_703840 ScSLM5S tRNS szintaz (Audhya és mtsi., 2004; - nem
Landrieu és mtsi., 1997)
NOB1, proteaszoma és  40S

CPAR2_806950 ScNOB1 riboszoma alegység Dbiogenezise - nem
(Tone és mtsi., 2000)

Ortolog funkcié alapjan kivalasztott gének

Gén név Ortolég név Ortolég funkci6 1. 2.
HBT4, hidroxibenzoat transzporter| ..... . .

CPAR2_100460 CpHBT4 (Cillingova és mtsi., 2017) Cillingova és mtsi., 2017 nem
HBT3, hidroxibenzoat transzporter| ..... , .

CPAR2_100470 CpHBT3 (Cillingova és mtsi., 2017) Cillingova és mtsi., 2017 nem

CPAR? 107020 CaHHEL HHFl, hiszton fehérje (Doedt és i nem

- mtsi., 2004)
CPAR2_107240 | CaKTRA4/MNT4 KTR4/MNT4, mannozil transzferaz, i igen

(Kruppa és mtsi., 2004)
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TUP1, transzkripcionalis

CPAR2_109520 CaTUP1 korepresszor (Braun és Johnson,[Holland és mitsi., 2014 igen
1997)
CaMNT?2, alfa-1,2-mannozil
CPAR2_201920 CaMNT2 transzferaz (Munro és mtsi., 2005) i nem
HBT2, hidroxibenzoat transzporter| ..... , .
CPAR2_204840 CpHBT2 (Cillingova és mtsi., 2017) Cillingova és mtsi., 2017 nem
CPAR? 301360 CaPMR1 PMRl, Ca2+/Mn2+-ATPaz (Bates és i nem
- mtsi., 2005)
GSC2, 1,3-béta-glikan  szintaz
CPAR2_804030 ScGSC2 katalitikus alegysége (Inoue és mtsi., - nem
1995)
CPAR2_805930 CaTEC1 TEC1, TF (Schweizer és mtsi., 2000)Holland és mtsi., 2014 nem

Ca - C. albicans fajban azonositott funkcidval rendelkez6 gén; Sc - Saccharomyces cerevisiae fajban

azonositott funkcioval rendelkezé gén; TF - transzkripcios faktor; 1. - Az adott C. parapsilosis gén

delécidos mutans torzsét leird és jellemzo tanulmany(ok); 2. - Jelen tanulméanyban detektalhat6 volt

eltér6 fenotipus az adott mutans esetén (igen/nem).

132




4. szamu melléklet. A komplett tapoldatban (YPD) végzett ndvekedési kinetika vizsgalat

eredményeit bemutatd grafikonok (T=30°C, N=3, 8-8 technikai parhuzamos minta).
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5. szamu melléklet. A minimal tapoldatban (YNB) végzett novekedési kinetika vizsgalat

eredményeit bemutatd grafikonok (T=30°C, N=3, 8-8 technikai parhuzamos minta).
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6. szamu melléklet. A minimal taptalajon (YNB magzati borju szérummal kiegészitve és nélkiile) 30

és 37°C-on végzett novekedési vizsgalat eredményeit bemutato reprezentativ abrak.

YNB +0,5% gliikoz YNB +0,5% gliikoz + 10% FBS
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7. szama melléklet. Aramlési citométerrel végzett pszeudohifaképzés vizsgalat. A CLIB214 torzs
(A) és a CPAR2_302400° (B) YPD és DMEM + 10% FBS tapoldatban 48 6ras tenyésztés utdn

detektalt sejtmegoszlasi eredményei. C) A fénymikroszkopos felvételek a haromféle detektalt

sejtalakot abrazoljak: élesztd (yeast), aggregalt/Osszetapadt (aggregated) és fonalas (elongated)

sejtalakok. A kiilonboz6 sejttipusokat méretiik alapjan kiilonitettiik el. Population: adott populacio;

Count: adott populaciohoz tartozo detektalt sejtszam; %Gated: az Gsszsejtszamhoz viszonyitott %-0S
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8. szamu melléklet. Az OE mutansok biofilmképz6 hatékonysaganak vizsgalata. Az OE mutansok
metabolikus aktivitasat MTT reagens segitségével vizsgaltuk a gyartd utasitasait kovetve, majd a mért
ODs4o értékeket a CLIB214 adataira normalizalva tiintettiikk fel. A kisérletet 3 ismétlésben,
kisérletenként 8 parhuzamos mintat alkalmazva végeztiik. A statisztikai analizishez egyszempontos
varianciaanalizist alkalmaztunk (one-way ANOVA, Dunnett's multiple comparisons test,
****p<(0,0001).
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9. szamu melléklet. A kivalasztott mutdns torzsek egyes sejtfalkomponenseinek analizise.

Fluoreszcens mikroszkopos felvételek (A) a vizsgalt sejtfalkomponensekrél — a kitin (kalkofluor

fehér), a kitin oligomer molekuldi (WGA-FITC) és a sejtfal felszinén talalhatdé mannoproteinek
(ConA-FITC) — a CLIB214 és a CPAR2_107240°® mutiansok esetében. A  vizsgalt

sejtfalkomponensek analizise aramlasi citométer segitségével (B) a CLIB214 mutans esetében. A

hisztogramok az egyes festékek atlag fluoreszcencia intenzitasat (,,Mean”) abrazoljak.
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10. szamu melléklet. Sajat és korabbi tanulmanyok eredményeit 6sszesité tablazat. 1. - Parallel KO/OE mutans fenotipus (Cp - C. parapsilosis; Ca - C. albicans; Sc - Saccharomyces
cerevisiae); 2. - OE/KO fenotipus dsszehasonlitas Prelich, 2012 szerint.

Mutans | Ortolég Elérl!et(’)’. c.
.. . Ortolog funkcio parapasilosis KO | Detektalt fenotipus jelen tanulmanyban 1. 2.
torzs nev .
mutans
TR4/MNTA4, mannozil
CPARZO—E CaKTR4/ transzferaz (Kruppa és mtsi., - Fert6z6bb G. mellonella larva modellben | - -
107240 MNT4
2004)
CPAR2_ SPS1, szerin/treonin  kinaz| Toth és mtsi., PRI s .
1088400E ScSPS1 (Percival-Smith és Segall, 1986) 2018 Magas fagocitozis % SDS érzékenység (Cp, KO)
Csokkent stressztiirés (Cp, KO),
TUP1 transzkriocios Csokkent stressztlrés, Abnormalis telepmorfologia és
CPAR2_ caTuP1 | kore r’esszor (Braun és Johﬁson Holland és mtsi., | Magas fagocitozis %, novekedett filamentaris hasonlé fenotipus (-/-)
109520°E 199% ’ 2014 Fert6zébb G. mellonella larva modellben, | ndvekedés, csdkkent invazid in p
Eltéro ferté6zoképesség egér modellben vitro gazda-patogén interakcioban
(Ca, KO)
CPARZ_ ., Toth és mtsi., | Csokkent stressztiirés, : : . . .
2000400 |~ Ismeretlen funkcio 2018 Magas fagocitozis % KV rezisztencia (Cp, KO) ellentétes fenotipus (+/-)
Csokkent stressztiirés,
MGT1, DNS javito i . Csokkent biofilmképzés, jobb novekedés kompeticios . ,
ggﬁggﬁ SCMGT1 | metiltranszferaz (Xiao és mitsi., TOchBSlgltSl" Kevésbé fert6z6 G. mellonella larva fitnesz kisérletben (Sc, KO), l((_c/)_z)el azonos fenotipus
1991) modellben (melanizacié hianya), csokkent adhézio (Cp, KO)
Eltéro fert6zoképesség egér modellben
CPAR2_ RPA12, RNS-polimerdz | i o o . . )
4064000 ScRPA12 alegység (Nogi és misi., 1993) Alacsony fagocitozis % sejtméret szabalyozas (Ca)
KV és koffein érzékenység (Cp,
KO), nagyobb sejtméret és
CPAR2_ ScKIN3 KIN3, szerin/treonin  Kinaz | Toth és mtsi., Alacsony fagocitézis % csokkent caspofungin rezisztencia |
500180°F (Jones és Rosamond, 1990) 2018 Sony Tagoctiozls Yo (Ca, KO), csokkent novekedés
abnormalis sejtmorfologia és
sejtciklus (Sc, OE)
. ., s . enyhe/erds novekedési defektus
CPARZ_ | carcal |FCAL citozin deamindz (Erbs|  Toth és misi, | po o i & mellonella l4rva modellben | minimal taptalajon (30 és 37°C) | -
602820 és mtsi., 1997) 2018 (Cp, KO)
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