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Irodalmi attekintés

A gombas megbetegedések szama vilagszerte novekvo
tendenciat mutat, a fertézések hatterében leggyakrabban azonositott
patogén fajok a Candida, Aspergillus Pneumocystis vagy
Cryptococcus nemzetség tagjai, melyek megkdzelitleg az esetek
90%-¢ért felelések. Habar, a C. albicans a szisztémas gombas
fert6zésekkel leggyakrabban Osszefliggésbe hozhaté Candida faj, az
invaziv candidiazisok epidemiologidja az utobbi évtizedekben
jelentds  valtozason  ment  keresztil. A candidaemias
megbetegedésekkel Osszefliggésben megfigyelhetd a nem-albicans
Candida fajok (NAC), gyakori el6fordulasa és térhoditasa. A
jelenségért feltehetéen a megndvekedett antibiotikum és antifungicid
hasznalat miatt kialakult multidrog rezisztens fajok, és a megvaltozott
klinikai gyakorlat teheték feleldssé, ugy, mint a sugarterapids vagy
egyéb immunszuppressziv kezelések gyakori alkalmazésa.

A C. parapsilosis egy kommenzalista gombafaj a normal
human mikrobiota tagja, azonban egyes esetekben képes fertézések
kialakitasara ezért opportunista patogén fajként tartjuk szamon.

A C. parapsilosis gombafaj altal okozott candidaemias
esetek leggyakrabban a korasziilott osztalyokon fordulnak eld,
els6sorban alacsony sziiletési sullyal vilagra jott csecsemoket fertdz,
de az immunszuppresszalt egyének, illetve az intravénas katéterrel és
egyéb orvosi implantatummal, protézissel ellatott betegek is
értintettek. A gombafaj szamos fertdzést eldsegitd tulajdonsaggal

rendelkezik gy mint: horizontalis terjedoképesség, a magasabb



tolerancia az echinokandin tipusi gombaellenes szerekkel szemben, a
biofilm képz6 képessége orvosi eszkdzok feliiletén.

Ezen, specifikus virulencia faktorainak kszonhet6en a faj
képes jarvanyszeri terjedésre és fertdzések kialakitasara korhdzi
kornyezetben.

A virulencia faktorok azonositdsara ¢és génfunkcid
vizsgalatara alkalmazott hagyomanyos modszer a reverz genetikai
megkozelités, azaz a gének delécidja a genombol. Napjainkban mar
szamos organizmus esetében elérhetbek a delécios (knock out — KO)
muténs torzsekbdl allo gylijtemények és az elemzésiik soran kapott
eredmények, koztik C. parapsilosis fajban is. Ezzel ellentétes
megkozelités a fehérje taltermelé vagy overexpresszios (OE)
mddszer, ami szamos elénnyel bir a KO technikaval szemben.

A KO ¢és az OE konyvtarak analizisébdl szarmazo adatok
integralasa plusz informaciokkal szolgalhat. A  fenotipusok

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 eltéré jellegeket mutat.
Sziikségszerii tehat a C. parapsilosis fert6zésében szerepet jatszod
faktorainak azonositasa és patomechanizmusanak feltardsa ahhoz,
hogy hatékonyan célzott prevenciot és terapiat tudjunk alkalmazni a
jovében a C. parapsilosis fert6zések megakadalyozisira és

kezelésére.



Alkalmazott modszerek

A Kkisérletekben hasznalt sejtek tenyésztése: C. parapsilosis torzsek
és E. coli sejtek fenntartasa, tenyésztése, kompetens sejtek eléallitasa

és transzformalasa, J774.2 egér monocita sejtvonal fenntartasa.

Molekularis technikak: DNS és RNS izolalas élesztobdl, cDNS
szintézis, PCR, RT-qPCR, molekularis klénozas Gateway rendszerrel,
bakterialis plazmid izolalas, Southern blot analizis, gélelektroforézis,

aramlasi citometria.

Az overexpresszios mutansok jellemzése soran alkalmazott in
vitro médszerek: Eletképesség komplex és minimél taptalajokon és
tapoldatban, oxidativ, sejtfal és sejtmembran stresszorok elleni valasz
vizsgalata, morfologiavaltas képességének vizsgalata (mikroszkopos
vizsgalat, aramlasi citometria), biofilm képzés (MTT metabolikus
aktivitds mérés), antifungalis szerekkel szembeni érzékenység
tesztelése (mikrodilaciés modszer), sejtfal festés fluoreszcens
festékekkel (fluoreszcens mikroszkopia), scanning

elektronmikroszkopia, fagocitdzis vizsgalat (aramlési citometria).

Az overexpresszios mutansok jellemzése soran alkalmazott in vivo
modszerek: virulencia vizsgalatok rovar larva (Galleria mellonella)

és kis emlds (Mus musculus) modell rendszerekben.



Eredmények

A gének kivalasztasa

A gének kivalasztasat egy in vitro ko-inkubacios kisérlet
elézte meg. THP-1 human monocita sejtvonal és C. parapsilosis
interakcidja soran keriiltek meghatdrozasra a megvaltozott gén
expresszids mintazatot mutatd gomba gének. Utdbbiak koziil azon 18
gént valasztottuk ki, amelyek deléciés mutans parja mar elérhetd,
illetve korabbi tanulmanyokban jellemzésre keriilt C. parapsilosis
gombafajban. Tovabbi 19 olyan génnel egészitettiik ki a kollekciot,
amelyek ortoldgjai a szakirodalmi adatok alapjan C. albicans, illetve
S. cerevisiae fajokban virulenciaval Osszefiiggésbe hozhato
folyamatokban jatszanak szerepet (sejtfal komponens szintézis,

biofilm képzés, morfologia valtas).

Az OE mutans torzsek létrehozasa és validalasa

A 37 kiilonbozé gén termékét thltermeld torzseket a
Gateway cloning technikdval hoztuk létre, majd ellenériztiik a
konstrukci6 megfeleld beépiilését és mikodését az egyes
mutansokban. Kolonia PCR segitségével vizsgaltuk az integracid
helyességét, Southern blot analizis soran az esetleges ektopikus
integraciot zartuk ki. Valos idejii PCR technika segitségével igazoltuk,
hogy valamennyi torzsben szignifikansan nagyobb mennyiségben
keletkezett mRNS 4atirat a kontroll térzshoz viszonyitva. Az
overexpresszid mértéke 2,6 és 676-szoros értékek kozott valtozott a

taltermeltetett géntdl fiiggden.



Az OE mutans torzsek karakterizalasa

A mutansok életképességét komplett, valamint minimal
tapoldatban és taptalajon vizsgaltuk 24 és 48 6rds intervallumban.
Egyetlen esetben sem talaltunk eltérd fitnesszel rendelkezé mutdns
torzset a kontroll adatokhoz viszonyitva.

A mutansok fitneszét szilard YNB minimal, valamint
magzati marha szérummal (FBS) kiegészitett taptalajon is
monitoroztuk. El6bbivel a csokkent tapanyag tartalmi kdzeghez vald
alkalmazkodas, mig utobbival a gazdaban is jelenlévé komponensek
bontasi/hasznositasi képességét vizsgaltuk.

A kiilonbozé fizikai és kémiai stressz korlilmények
modellezése céljabol homérséklet stresszvizsgalatot végeztiink YPD
taptalajon 20, 25, 30, 37 és 40 °C-on, tovabba szdmos kémiai stresszor
vegyiilettel (pl. sejtfal stresszorok — kongd voros, kalkofluor fehér,
koffein; sejtmembran detergens — SDS; ozmotikus stressz — NaCl,
glicerin) szemben mutatott érzékenységet vizsgaltunk 30, illetve 37
°C-on.

Sem a kiilonb6zé hémérsékleti viszonyok kozott, sem
pedig a minimal vagy szérummal kiegészitett tapkdzegek alkalmazasa
soran sem tapasztaltunk eltérd novekedési képességet a kontroll
torzshoz képest.

Kémiai stresszorok jelenlétében a vizsgalt 37 mutans
vizsgalata soran 3 esetében (CPAR2 200040°F, CPAR2_302400°F,
CPAR2_109520°F) jegyeztiink fel eltérd fenotipust. Csdkkent
¢életképességet detektaltunk kalkofluor fehér ¢és kongdvords

stresszorok jelenlétében a CPAR2 200040°F és CPAR2 302400°F



muténsok esetében. SDS érzékenységet a CPAR2 109520°F és
CPAR2_302400°F mutansok tesztelése soran, mig csokkent
novekedést koffein jelenlétében egyedill az utdbbi esetében
tapasztaltunk. Az eredmények alapjan feltételezhet6, hogy az emlitett
stresszorokra  érzékenyebb  mutansok a  relevans  sejtfal
komponensekben valamilyen defektussal rendelkeznek.

Az egyes torzsek adhézios és biofilm képzd képességét
MTT moddszer segitségével vizsgaltuk. A 37 mutansbol 1, a
CPAR2_302400°E szignifikansan alacsonyabb metabolikus aktivitast
mutatott az Aaltalunk alkalmazott modell rendszerben, igy
biofilm képzésének szabalyozasaban.

Az altalunk alkalmazott in vitro gazda-patogén interakcio
vizsgalat soran a fagocitdzis folyamatanak felismerés és felvétel
fazisaiban torténd kolcsonhatast monitoroztuk az egyes mutdns
torzsek és a J774.2 egér monocita sejtvonal kozott. A kisérlet soran
Osszesen S5 mutans torzs esetében tapasztaltunk szignifikans eltérést a
kontrollhoz viszonyitva. Hirom térzs esetében (CPAR2 108840°F,
CPAR2_109520°€, CPAR2_200040°F) nodvekedett, mig kettd
esetében  (CPAR2 406400°%, CPAR2_500180°%)  csokkent
fagocitozis szazalékot tapasztaltunk. A nagyobb fagotizos % esetén, a
makrofagok nagyobb hatékonysaggal tudtak bekebelezni az adott
mutdns torzset, mint a kontroll tipust. Eredményeink tiikrében
feltételezhetjiik, hogy a megfigyelt fagocitdzis hatékonysagot érintd
valtozasok az egyes mutansok sejtfal elemeinek megvaltozasa miatt

torténhettek.



Az invivo G. mellonella gazda-patogén interakcid vizsgalat
soran a CPAR2_302400°® mutins esetében nem tapasztaltunk
melanizaciot (larva immunvalasza), tovabba a larvak elhulldsa is
alacsony volt. A tobbi vizsgalt OE tdrzs esetében rapid melanizaciot
figyeltink meg, ¢és harom mutinssal (CPAR2_107240°F,
CPAR2_109520°€, CPAR2_602820°F) fertdzott larva populécional
gyorsabb és a 10. nap végére szignifikdnsan nagyobb mértéki
elhullast tapasztaltunk, mint a referencia toérzsnél. Az in vivo
eredmények tiikrében feltételezziik, hogy a CPAR2_302400 gén
tultermelése olyan folyamatokat indukalhat a gombéaban, aminek
kovetkeztében a larva szamara veszélytelenné valhatnak.

A tovabbi in vivo virulencia vizsgalatokhoz egér
modellben, a G. mellonella kisérlet eredményei alapjan valasztottuk
ki a CPAR2_109520°F ¢s CPAR2_302400°F torzseket. A
CPAR2_109520°F mutans egyedill az egér agyszovetében
halmozaddott fel nagyobb mértékben, mig a 1épben erre kevésbé volt
képes a kontroll tdrzshdz viszonyitva. A CPAR2_302400°F gomba
mind az agy-, mind pedig a veseszovetben, nagyobb szamban, mig a
lép- és a majszdvetben alacsonyabb mennyiségben volt jelen a
kontroll tipushoz képest.

A bemutatott kisérletek soran vizsgalt virulencidban
szerepet jatszd tulajdonsagok mindegyikére hatdssal lehet, a gomba
egyes sejtfal alkotéelemeinek mindségi és mennyiségi megvaltozasa.
Vizsgaltuk a vad tipust torzshoz képest eltérd fenotipust mutatd
mutansok bizonyos sejtfal komponenseit. Nem talaltunk eltérést a

kontroll térzshdz viszonyitva.



A vizsgalt 37 kiilonb6z6 gént overexpresszald mutans
koziil 8 esetben talaltunk fenotipusbeli eltérést a vad tipushoz képest,
ebbdl kovetkezben 29 mutans esetében nem volt tapasztalhatd
valtozas. Morfolégiavaltas, sejtfal komponens analizis ¢és
aantifungalis szer érzékenység vizsgalatok soran nem detektaltunk
valtozast.

Osszességében a 8 fenotipusbeli eltérést mutaté mutins
koziil 6 esetben érhetd el az adott génre nézve deléciés mutans. 3
esetben tudtunk relevans 0sszehasonlitast végezni, mivel ugyanazon
vagy hasonlo tulajdonsagban volt fenotipus eltérés a KO konyvtar
analizis soran. A CPAR2_109520°F mutins és géndelécids parja
egyarant csokkent stressztiir6képességet mutatott membran stresszor
jelenlétében. A CPAR2_200040°% tbrzs esetében csokkent
¢életképességet figyeltiink meg sejtfal stresszorok jelenlétében, mig
delécids parja korabbi vizsgalatok soran ellentétes fenotipust mutatott.
A CPAR2_302400°F mutans kevésbé volt képes megtapadni és
biofilmet képezni az altalunk alkalmazott biofilm képzé modell

rendszerben, hasonléan génkititott parjahoz.



Osszefoglalas

e  Munkank soran létrehoztunk egy 37 kiilonb6zd gén termékét
tultermeld mutans konyvtarat. Az egyes mutansokat jellemeztiik

fokuszalva virulencidban szerepet jatszo tulajdonsagaikra.

o A kdvetkezd 6t gén — CPAR2_107240°F; CPAR2_108840°F;
CPAR2_302400°%; CPAR2_406400°%; CPAR2_602820°F
esetében sikeriilt els6 alkalommal bizonyitani azok jelentéségét
a C. parapsilosis faj virulenciajaban, feltehetéen biofilm képzés

¢és gazda-patogén interakcid szabalyzasaban lehet szerepiik.

e Tovéabbi harom gén — CPAR2_109520°F; CPAR2_200040°F;
CPAR2_500180°% — esetében pedig megerdsitettiik azok
jelentdségét stressztolerancia és gazda-patogén interakcid

szabalyzasaban.

e  Munkank soran elGszor keriiltek azonositasra a gén
overexpresszios konstrukciot alkalmazva, a C. parapsilosis
virulenciajaban szerepet jatszo gének funkcidi. Eredményeink
ravilagitottak, hogy a gén overexpressziés megkozelités egy
hatékony modszer lehet az egyes gének funkcidjanak

vizsgalatara.
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Summary

e Inour 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.

e In the case of the following five genes — CPAR2_107240°F;
CPAR2_108840°%; CPAR2_302400°%; CPAR2_406400CF;
CPAR2_602820°F — 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.

e In the case of the following three genes — CPAR2_109520°F;
CPAR2_200040°%; CPAR2_500180°% — we confirmed their
importance in the regulation of stress tolerance and host-

pathogen interaction.

e  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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