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Irodalmi áttekintés 

 

A gombás megbetegedések száma világszerte növekvő 

tendenciát mutat, a fertőzések hátterében leggyakrabban azonosított 

patogén fajok a Candida, Aspergillus Pneumocystis vagy 

Cryptococcus nemzetség tagjai, melyek megközelítőleg az esetek 

90%-ért felelősek. Habár, a C. albicans a szisztémás gombás 

fertőzésekkel leggyakrabban összefüggésbe hozható Candida faj, az 

invazív candidiázisok epidemiológiája az utóbbi évtizedekben 

jelentős változáson ment keresztül. A candidaemiás 

megbetegedésekkel összefüggésben megfigyelhető a nem-albicans 

Candida fajok (NAC), gyakori előfordulása és térhódítása. A 

jelenségért feltehetően a megnövekedett antibiotikum és antifungicid 

használat miatt kialakult multidrog rezisztens fajok, és a megváltozott 

klinikai gyakorlat tehetők felelőssé, úgy, mint a sugárterápiás vagy 

egyéb immunszuppresszív kezelések gyakori alkalmazása. 

A C. parapsilosis egy kommenzalista gombafaj a normál 

humán mikrobióta tagja, azonban egyes esetekben képes fertőzések 

kialakítására ezért opportunista patogén fajként tartjuk számon. 

A C. parapsilosis gombafaj által okozott candidaemiás 

esetek leggyakrabban a koraszülött osztályokon fordulnak elő, 

elsősorban alacsony születési súllyal világra jött csecsemőket fertőz, 

de az immunszuppresszált egyének, illetve az intravénás katéterrel és 

egyéb orvosi implantátummal, protézissel ellátott betegek is 

értintettek. A gombafaj számos fertőzést elősegítő tulajdonsággal 

rendelkezik úgy mint: horizontális terjedőképesség, a magasabb 
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tolerancia az echinokandin típusú gombaellenes szerekkel szemben, a 

biofilm képző képessége orvosi eszközök felületén. 

Ezen, specifikus virulencia faktorainak köszönhetően a faj 

képes járványszerű terjedésre és fertőzések kialakítására kórházi 

környezetben. 

A virulencia faktorok azonosítására és génfunkció 

vizsgálatára alkalmazott hagyományos módszer a reverz genetikai 

megközelítés, azaz a gének deléciója a genomból. Napjainkban már 

számos organizmus esetében elérhetőek a deléciós (knock out – KO) 

mutáns törzsekből álló gyűjtemények és az elemzésük során kapott 

eredmények, köztük C. parapsilosis fajban is. Ezzel ellentétes 

megközelítés a fehérje túltermelő vagy overexpressziós (OE) 

módszer, ami számos előnnyel bír a KO technikával szemben. 

A KO és az OE könyvtárak analíziséből származó adatok 

integrálása plusz információkkal szolgálhat. A fenotípusok 

összehasonlítása komplexebb képet adhat az adott gén funkciójáról. 

A faj specifikus genotípus és fenotípus jellegzetességei 

rávilágítanak arra, hogy a C. albicans faj virulenciájával kapcsolatban 

szerzett eddigi ismereteink a legtöbb esetben nem vonatkoztathatók 

közvetlenül a C. parapsilosis gombafajra, és a két faj 

patomechanizmus tekintetében is eltérő jellegeket mutat. 

Szükségszerű tehát a C. parapsilosis fertőzésében szerepet játszó 

faktorainak azonosítása és patomechanizmusának feltárása ahhoz, 

hogy hatékonyan célzott prevenciót és terápiát tudjunk alkalmazni a 

jövőben a C. parapsilosis fertőzések megakadályozására és 

kezelésére. 
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Alkalmazott módszerek 

 

A kísérletekben használt sejtek tenyésztése: C. parapsilosis törzsek 

és E. coli sejtek fenntartása, tenyésztése, kompetens sejtek előállítása 

és transzformálása, J774.2 egér monocita sejtvonal fenntartása. 

 

Molekuláris technikák: DNS és RNS izolálás élesztőből, cDNS 

szintézis, PCR, RT-qPCR, molekuláris klónozás Gateway rendszerrel, 

bakteriális plazmid izolálás, Southern blot analízis, gélelektroforézis, 

áramlási citometria. 

 

Az overexpressziós mutánsok jellemzése során alkalmazott in 

vitro módszerek: Életképesség komplex és minimál táptalajokon és 

tápoldatban, oxidatív, sejtfal és sejtmembrán stresszorok elleni válasz 

vizsgálata, morfológiaváltás képességének vizsgálata (mikroszkópos 

vizsgálat, áramlási citometria), biofilm képzés (MTT metabolikus 

aktivitás mérés), antifungális szerekkel szembeni érzékenység 

tesztelése (mikrodilúciós módszer), sejtfal festés fluoreszcens 

festékekkel (fluoreszcens mikroszkópia), scanning 

elektronmikroszkópia, fagocitózis vizsgálat (áramlási citometria). 

 

Az overexpressziós mutánsok jellemzése során alkalmazott in vivo 

módszerek: virulencia vizsgálatok rovar lárva (Galleria mellonella) 

és kis emlős (Mus musculus) modell rendszerekben. 
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Eredmények 

 

A gének kiválasztása 

A gének kiválasztását egy in vitro ko-inkubációs kísérlet 

előzte meg. THP-1 humán monocita sejtvonal és C. parapsilosis 

interakciója során kerültek meghatározásra a megváltozott gén 

expressziós mintázatot mutató gomba gének. Utóbbiak közül azon 18 

gént választottuk ki, amelyek deléciós mutáns párja már elérhető, 

illetve korábbi tanulmányokban jellemzésre került C. parapsilosis 

gombafajban. További 19 olyan génnel egészítettük ki a kollekciót, 

amelyek ortológjai a szakirodalmi adatok alapján C. albicans, illetve 

S. cerevisiae fajokban virulenciával összefüggésbe hozható 

folyamatokban játszanak szerepet (sejtfal komponens szintézis, 

biofilm képzés, morfológia váltás). 

 

Az OE mutáns törzsek létrehozása és validálása 

A 37 különböző gén termékét túltermelő törzseket a 

Gateway cloning technikával hoztuk létre, majd ellenőriztük a 

konstrukció megfelelő beépülését és működését az egyes 

mutánsokban.  Kolónia PCR segítségével vizsgáltuk az integráció 

helyességét, Southern blot analízis során az esetleges ektopikus 

integrációt zártuk ki. Valós idejű PCR technika segítségével igazoltuk, 

hogy valamennyi törzsben szignifikánsan nagyobb mennyiségben 

keletkezett mRNS átirat a kontroll törzshöz viszonyítva. Az 

overexpresszió mértéke 2,6 és 676-szoros értékek között változott a 

túltermeltetett géntől függően. 
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Az OE mutáns törzsek karakterizálása 

A mutánsok életképességét komplett, valamint minimál 

tápoldatban és táptalajon vizsgáltuk 24 és 48 órás intervallumban. 

Egyetlen esetben sem találtunk eltérő fitnesszel rendelkező mutáns 

törzset a kontroll adatokhoz viszonyítva. 

A mutánsok fitneszét szilárd YNB minimál, valamint 

magzati marha szérummal (FBS) kiegészített táptalajon is 

monitoroztuk. Előbbivel a csökkent tápanyag tartalmú közeghez való 

alkalmazkodás, míg utóbbival a gazdában is jelenlévő komponensek 

bontási/hasznosítási képességét vizsgáltuk.  

A különböző fizikai és kémiai stressz körülmények 

modellezése céljából hőmérséklet stresszvizsgálatot végeztünk YPD 

táptalajon 20, 25, 30, 37 és 40 °C-on, továbbá számos kémiai stresszor 

vegyülettel (pl. sejtfal stresszorok – kongó vörös, kalkofluor fehér, 

koffein; sejtmembrán detergens – SDS; ozmotikus stressz – NaCl, 

glicerin) szemben mutatott érzékenységet vizsgáltunk 30, illetve 37 

°C-on.  

Sem a különböző hőmérsékleti viszonyok között, sem 

pedig a minimál vagy szérummal kiegészített tápközegek alkalmazása 

során sem tapasztaltunk eltérő növekedési képességet a kontroll 

törzshöz képest. 

Kémiai stresszorok jelenlétében a vizsgált 37 mutáns 

vizsgálata során 3 esetében (CPAR2_200040OE, CPAR2_302400OE, 

CPAR2_109520OE) jegyeztünk fel eltérő fenotípust. Csökkent 

életképességet detektáltunk kalkofluor fehér és kongóvörös 

stresszorok jelenlétében a CPAR2_200040OE és CPAR2_302400OE 
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mutánsok esetében. SDS érzékenységet a CPAR2_109520OE és 

CPAR2_302400OE mutánsok tesztelése során, míg csökkent 

növekedést koffein jelenlétében egyedül az utóbbi esetében 

tapasztaltunk. Az eredmények alapján feltételezhető, hogy az említett 

stresszorokra érzékenyebb mutánsok a releváns sejtfal 

komponensekben valamilyen defektussal rendelkeznek. 

Az egyes törzsek adhéziós és biofilm képző képességét 

MTT módszer segítségével vizsgáltuk. A 37 mutánsból 1, a 

CPAR2_302400OE szignifikánsan alacsonyabb metabolikus aktivitást 

mutatott az általunk alkalmazott modell rendszerben, így 

feltételezzük, hogy a génnek szerepe lehet a faj adhéziójának és 

biofilm képzésének szabályozásában. 

Az általunk alkalmazott in vitro gazda-patogén interakció 

vizsgálat során a fagocitózis folyamatának felismerés és felvétel 

fázisaiban történő kölcsönhatást monitoroztuk az egyes mutáns 

törzsek és a J774.2 egér monocita sejtvonal között. A kísérlet során 

összesen 5 mutáns törzs esetében tapasztaltunk szignifikáns eltérést a 

kontrollhoz viszonyítva. Három törzs esetében (CPAR2_108840OE, 

CPAR2_109520OE, CPAR2_200040OE) növekedett, míg kettő 

esetében (CPAR2_406400OE, CPAR2_500180OE) csökkent 

fagocitózis százalékot tapasztaltunk. A nagyobb fagotizós % esetén, a 

makrofágok nagyobb hatékonysággal tudták bekebelezni az adott 

mutáns törzset, mint a kontroll típust. Eredményeink tükrében 

feltételezhetjük, hogy a megfigyelt fagocitózis hatékonyságot érintő 

változások az egyes mutánsok sejtfal elemeinek megváltozása miatt 

történhettek. 
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Az in vivo G. mellonella gazda-patogén interakció vizsgálat 

során a CPAR2_302400OE mutáns esetében nem tapasztaltunk 

melanizációt (lárva immunválasza), továbbá a lárvák elhullása is 

alacsony volt. A többi vizsgált OE törzs esetében rapid melanizációt 

figyeltünk meg, és három mutánssal (CPAR2_107240OE, 

CPAR2_109520OE, CPAR2_602820OE) fertőzött lárva populációnál 

gyorsabb és a 10. nap végére szignifikánsan nagyobb mértékű 

elhullást tapasztaltunk, mint a referencia törzsnél. Az in vivo 

eredmények tükrében feltételezzük, hogy a CPAR2_302400 gén 

túltermelése olyan folyamatokat indukálhat a gombában, aminek 

következtében a lárva számára veszélytelenné válhatnak. 

A további in vivo virulencia vizsgálatokhoz egér 

modellben, a G. mellonella kísérlet eredményei alapján választottuk 

ki a CPAR2_109520OE és CPAR2_302400OE törzseket. A 

CPAR2_109520OE mutáns egyedül az egér agyszövetében 

halmozódott fel nagyobb mértékben, míg a lépben erre kevésbé volt 

képes a kontroll törzshöz viszonyítva. A CPAR2_302400OE gomba 

mind az agy-, mind pedig a veseszövetben, nagyobb számban, míg a 

lép- és a májszövetben alacsonyabb mennyiségben volt jelen a 

kontroll típushoz képest. 

A bemutatott kísérletek során vizsgált virulenciában 

szerepet játszó tulajdonságok mindegyikére hatással lehet, a gomba 

egyes sejtfal alkotóelemeinek minőségi és mennyiségi megváltozása. 

Vizsgáltuk a vad típusú törzshöz képest eltérő fenotípust mutató 

mutánsok bizonyos sejtfal komponenseit. Nem találtunk eltérést a 

kontroll törzshöz viszonyítva. 
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A vizsgált 37 különböző gént overexpresszáló mutáns 

közül 8 esetben találtunk fenotípusbeli eltérést a vad típushoz képest, 

ebből következően 29 mutáns esetében nem volt tapasztalható 

változás. Morfológiaváltás, sejtfal komponens analízis és 

aantifungális szer érzékenység vizsgálatok során nem detektáltunk 

változást. 

Összességében a 8 fenotípusbeli eltérést mutató mutáns 

közül 6 esetben érhető el az adott génre nézve deléciós mutáns. 3 

esetben tudtunk releváns összehasonlítást végezni, mivel ugyanazon 

vagy hasonló tulajdonságban volt fenotípus eltérés a KO könyvtár 

analízis során. A CPAR2_109520OE mutáns és géndeléciós párja 

egyaránt csökkent stressztűrőképességet mutatott membrán stresszor 

jelenlétében. A CPAR2_200040OE törzs esetében csökkent 

életképességet figyeltünk meg sejtfal stresszorok jelenlétében, míg 

deléciós párja korábbi vizsgálatok során ellentétes fenotípust mutatott. 

A CPAR2_302400OE mutáns kevésbé volt képes megtapadni és 

biofilmet képezni az általunk alkalmazott biofilm képző modell 

rendszerben, hasonlóan génkiütött párjához. 
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Összefoglalás 

 

 Munkánk során létrehoztunk egy 37 különböző gén termékét 

túltermelő mutáns könyvtárat. Az egyes mutánsokat jellemeztük 

fókuszálva virulenciában szerepet játszó tulajdonságaikra. 

 

 A következő öt gén – CPAR2_107240OE; CPAR2_108840OE; 

CPAR2_302400OE; CPAR2_406400OE; CPAR2_602820OE  – 

esetében sikerült első alkalommal bizonyítani azok jelentőségét 

a C. parapsilosis faj virulenciájában, feltehetően biofilm képzés 

és gazda-patogén interakció szabályzásában lehet szerepük. 

 

 További három gén – CPAR2_109520OE; CPAR2_200040OE; 

CPAR2_500180OE – esetében pedig megerősítettük azok 

jelentőségét stressztolerancia és gazda-patogén interakció 

szabályzásában. 

 

 Munkánk során először kerültek azonosításra a gén 

overexpressziós konstrukciót alkalmazva, a C. parapsilosis 

virulenciájában szerepet játszó gének funkciói. Eredményeink 

rávilágítottak, hogy a gén overexpressziós megközelítés egy 

hatékony módszer lehet az egyes gének funkciójának 

vizsgálatára. 
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Summary 

 

 In our work, we created a mutant library that overexpresses the 

products of 37 different genes. Each mutant was characterized 

by focusing on its properties involved in virulence. 

 

 In the case of the following five genes – CPAR2_107240OE; 

CPAR2_108840OE; CPAR2_302400OE; CPAR2_406400OE; 

CPAR2_602820OE – have been shown for the first time to be 

important in the virulence of C. parapsilosis, presumably their 

role in the regulation of biofilm formation and host-pathogen 

interaction. 

 

 In the case of the following three genes – CPAR2_109520OE; 

CPAR2_200040OE; CPAR2_500180OE – we confirmed their 

importance in the regulation of stress tolerance and host-

pathogen interaction. 

 

 For the first time in our work, the functions of genes involved in 

the virulence of C. parapsilosis were identified applying the 

gene overexpression method. Our results highlighted that a gene 

overexpression approach may be an effective method to study 

the function of individual genes. 
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