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Bevezetés

A patogén gombak altal okozott opportunista fertézések
évrol-évre egyre nagyobb egészségiigyi kockazatot jelentenek.
Bar a megbetegedések legnagyobb szama a testfelszint érinti,
ezen teriiletek kolonizacidja jelent6sen megnoveli az invaziv
fertézések kialakulasanak esélyét. A mikroorganizmusok a
véraramba jutva szisztémas fertdzések kialakitasara képesek,
amelyek kezelésére limitalt szamu gomba ellenes szer all
rendelkezésiinkre.

A gombakhoz kothetd végzetes kimenetelii fertézések
meghatarozé hanyadaért a Candida nemzetségbe tartozod
patogének tehetdek felelossé. Bar a nemzetség legjelentésebb
képvisel6jének tovabbra is a Candida albicans tekinthetd, az
utobbi évek epidemioldgiai kutatasai a nem-albicans fajok
izolalhatosaganak novekedésére mutatnak ra. Ilyen feltdrekvo
fajként tartjuk szdmon, az elészor 2009-ben izolalt Candida
auris-t is. Ezen patogén amellett, hogy foként korhazi
kornyezetben terjedve, egy mar eleve legyengiilt
betegpopulaciot veszélyeztet, nagy hatékonysaggal képes
rezisztenciat kialakitani a klinikai gyakorlatban alkalmazott
gomba ellenes szerekkel szemben. Ezen tulajdonsagai miatt a
C. auris altal kivaltott fert6zések mortalitdsi ardnya 30-70%

kozé teheto.



Az ezidaig azonositott C. auris izolatumok mintegy
90%-a mutat rezisztenciat az azolokkal torténd kezelésre, mig
megkozelitdleg 30%-a amfotericin-B és 5%-a echinocandin
rezisztens. A Candida nemzetségen belll a tobb antifungalis
szer csoporttal szemben rezisztens izolatumok aranya is
magasabb az altalanosnal (multi drog rezisztens), mig egyes
torzsek egyik gomba ellenes szer csoporttal végzett terapiara
sem reagalnak, vagyis pan-drog rezisztensnek tekinthetdek. A
terapiaval szemben ellendlld izolatumok magas szdma arra
enged kovetkeztetni, hogy ezen patogén olyan tulajdonsagokkal
rendelkezik melyek az antifungélis szer hatdsmechanizmusatol
fliggetleniil megkdnnyitik a szerzett antifungalis rezisztencia
kialakulasat anélkiil, hogy jelent6s mértékben csdokkentenék a
gombasejtek életképességét.

Munkank soran célunk volt annak vizsgalata, hogy a C.
auris milyen mechanizmusokon keresztiil képes ellenallova
valni az antifungalis terapiara, illetve, hogy a szerzett
rezisztencia milyen tovabbi fenotipust, genotipust, valamint

virulenciat érint6 valtozasokkal hozhato dsszefliggésbe.



Alkalmazott modszerek

Kisérletekben felhasznalt sejtek tenyésztése

Elesztd sejtek fenntartasa és tenyésztése, J774.2 sejtvonal

tenyésztése, in vitro mikroevollcios eljaras

Létrehozott torzsek jellemzése soran alkalmazott

modszerek

Antifungalis  érzékenység meghatarozasa mikrodilucios
modszerrel, novekedési tesztek folyékony tapoldatban,
abiotikus stressztolerancia vizsgalat szilard taptalajon, sejtfal
Osszetétel meghatarozasa fluoreszcens mikroszkopia és
aramlasi  citometria  segitségével, efflux  folyamatok
aktivitasanak vizsgalata fluoreszcens jelolés segitségével, XTT
redukcidos proba a biofilm képzés meghatarozasara, teljes
genom szekvenalas eredményének in silico analizise, in vitro

fagocitozis vizsgalat
Molekularis technikak

DNS és RNS izolalas éleszt6 sejtekbol, cDNS szinzézis, PCR,
gélelektroforézis, RT-qPCR



In vivo vizsgalatok soran hasznalt modszerek

Intravénas fertdzés végrehajtasa egérmodellben, fertdzést

kovetd élocsiraszam meghatarozas
Analitikai modszerek (kollaboraciéban)

Szterol  Osszetétel —meghatdrozds LC-MS  moddszerrel,
metabolomikai vizsgalatok (GC-MS), lipidomikai analizis

(UHPLC-HRMS)



Eredmények

Rezisztens C. auris torzsek létrehozasa

A mindharom antifungalis szer csoporttal szemben
(poliének, azolok, echinocandinok) rezisztens torzseket
mikroevolucios eljarassal hoztuk 1étre. Ehhez két gomba ellenes
szerekre érzékeny C. auris klinikai izolatumok valasztottunk ki
(0381, 0387). Ezen torzseket az egyes antimikotikumok
igy létrehozva a rezisztens sejtek megjelenéséhez sziikséges
szelekcios nyomast. Ezzel a modszerrel a poliének koziil
amfotericin B-re, a triazolok csoportjabol flukonazolra,
posakonazolra és vorikonazolra, valamint az echinocandinok
koz¢é tartozé micafunginra nézve hoztunk létre rezisztens
torzseket. Az elére meghatarozott legmagasabb antifungalis
szer koncentracio elérését kovetden a létrehozott torzseket
szelekcios nyomas nélkiil tenyésztettiik biztositva a rezisztens

fenotipus stabilizalodasat.

Amfotericin B rezisztens torzsek jellemzése

Az amfotericin B jelenlétében szelektalt torzsek
esetében nem alakult ki stabil rezisztencia a 1étrehozasukhoz
felhasznalt antimikotikummal szemben. A 0381 AMB*®° tGrzs

a kiindulési érzékeny izolatumhoz hasonlo érzékenységi profilt
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mutatott, mig a 0387 AMB®® torzs esetén flukonazollal és
vorikonazollal szemben keresztrezisztenciat azonositottunk. Az
utobbi torzs novekedési képessége komplex tapoldatban
elmaradt a kiindulasi izolatumtol, illetve a sejtfal stresszt
indukalo koffeinnel, valamint a membran detergens SDS-el
szemben is novekedett érzékenységet mutatott. A 1étrehozott
torzsek in vivo intravénas egérfertdzési modellben a kiindulasi
klinikai izolatumhoz hasonl6 virulenciat mutattak. Mig a 0381
AMB*®* torzs esetén nem tapasztaltunk szignifikans eltérést,
addig a 0387 AMB*®" kevésbé hatékonyan volt képes a vesék,

illetve a sziv kolonizalasara.

Triazol rezisztens torzsek jellemzése

A triazolok jelenlétében szelektalt torzsek minden
esetben rezisztensé valtak a létrehozasukhoz hasznalt
antifungalis szerrel szemben. Emellett a 0381 FLU®°
keresztrezisztenciat mutatott vorikonazollal szemben, mig a
0381 VOR®" flukonazollal szemben mutatott rezisztenciat. A
0381 POS®* torzs mindharom triazollal szemben elveszitette az
érzékenységét. Hasonld eredményt kaptunk a 0387 FLU®*,
POS® és VOR® torzsek esetében is, azonban ezen torzsek az
echinocandinok csoportjaba tartozo caspofunginnal szemben is
rezisztenciat ~mutattak, ami multi drog rezisztencia

kialakuléasara utal.



A 0387 klinikai izolatumbol 1étrehozott triazol rezisztens
torzsek mindegyike megnovekedett osztodasi ratat mutatott,
azonban a maximalis sejtkoncentraciot alacsonyabb sejtszam
mellett érték el.

A 0381 POS*™ altalanos érzékenységet mutatott mind a
sejtfal karositdo anyagokkal, mind a membran detergensként
alkalmazott SDS-sel szemben is. A membran karositd agensre
a 0387 POS®° és VOR®" torzsek is érzékenyek voltak, illetve
mindharom 0387 klinikai izolatumbol 1étrehozott torzs
egységesen toleranciat mutatott a koffein jelenlétére. A
membran stresszre érzékeny torzsek esetében az ergoszterol
koncentracigjanak csokkenését tapasztaltuk, illetve ezen
torzsek esetében egy korabban még Candida fajokban nem
azonositott szterol szarmazékot, portenszterolt detektaltunk. A
triazolok hatasmechanizmusanak megfeleléen az azolokkal
torténd kezelés hatdsira a membran ergoszterol tartalma
lecsokkent. A 0381 evolvalt torzsek, illetve a 0387 FLU®"
esetében az ergoszerol bioszintézis utvonal alternativ aganak
aktivalodasaval megjelent a toxikus hatassal biro 14-Me-
ergosztadién-diol, valamint ehhez kapcsoltan a korabban a
szintézis tvonalon még nem elhelyezett szterol szarmazékot a
stigmaszeront is azonositottuk.

Az  egyes sejtfal  komponensek  sejtfelszini

megjelenésének vizsgalata tovabba arra utal, hogy a 0387
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POS®™ ¢s VOR®™ esetében a mannan és a B-gliikan mennyisége
novekedett, illetve mindharom torzs esetében szignifikdnsan
megnodvekedett a kitin-oligomerekre specifikus fluoreszcens
jelolés intenzitasa.

Az evolvalt torzsek efflux folyamatainak analizise arra
utal, hogy a 0381 FLU® és VOR®™ esetében foként a Cdrl
transzporter, mig a 0387 traizol evolvalt torzsek esetében az
MEFS transzporterek csoportjaba tartoz6 Mdrl és Tpo3 vehet
részt a sejtek detoxifikacios folyamatiban. A 0381 tdrzsek
esetében feltehetbleg a TACIb génben bekovetkezd
pontmutaciok tehetdek feleldssé a megvaltozott efflux
folyamatokért.

A teljes genom szekvenalas eredménye tovabba
ramutatott, hogy a 0387 triazol evolvalt torzsek egységesen
pontmutéciot hordoznak a cAMP fligg6 protein kindz A (PKA)
szignalizacios utvonal regulatorat kodold BCYI génben. Ezen
torzsek mind biofilm képzé képességiikben, mind rapamicin
érzékenységiikben eltérést mutattak a kiindulasi izolatumhoz
képest, ami arra utal, hogy a BCY! funkcidja C. auris estében
megegyezik a Candida nemzetség tobbi tagja esetében mar
leirtakkal, igy kozvetetten szerepet jatszik az antifungalis
rezisztenciadban. Emellett a 0387 POS® térzsben a szterol
bioszintézis Gtvonal egyik kulcsenzimét kodoldo FRG3 génben

is pontmutaciot azonositottunk.
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A triazol evolvalt torzsekkel elvégzett in vivo vizsgalatok
arra utaltak, hogy a 0381 izolatumbdl 1étrehozott rezisztens
torzsek hatékonyabban képesek a maj és az agy kolonizacidjara,
mig a 0387 triazol evolvalt torzsek esetén egységesen virulencia

csokkenést tapasztaltunk.

Micafungin rezisztens torzsek jellemzése

A 0381 MICA®" t6rzs mindharom vizsgalt echinocandin
tipust szerrel (anidulafungin, caspofungin, micafungin) ellen
rezisztenciat mutatott. A 0387 MICA®® az altalanos
echinocandin rezisztencia mellett, keresztrezisztenciat mutatott
traizolokkal szemben is, illetve az amfotericin B MIC
értékeiben is ndvekedést tapasztaltunk. A kiterjedt rezisztencia
ellenére a 0387 MICA*"° nem mutatott jelentos érzékenységet a
vizsgalt abiotikus stresszorok jelenlétére, mig a 0381 MICA®*®
a sejtfal karosito kalkofluor fehér (KF) és kongd vords (KV)
magasabb koncentracidira érzékenyebb volt a kiindulasi
izolatumnal.

Az aramléasi citometridas mérések alapjan mindkét
micafungin jelenlétében szelektdlt torzsben a mannanok
fokozottabb sejtfelszini jelenlétét tapasztaltuk, mig a B-glikkan
aranya a két torzsben eltéro eldjellel valtozott.

Mind a 0381, mind a 0387 MICA®*™ torzsek genom

analizisének soran pontmutacidét azonositottunk az FKSI



génben, ami az echinocandinok célenzimét, a 1,3-B-D-gliikkan
szintetazt kodolja. Ezen klasszikus echinocandin rezisztencia
mechanizmus mellett szamos tovabbi genom modifikaciot
azonositottunk, melyek kozil a 0387 MICA®™ térzsben
megjelené FERG3 mutacid kothetd kdzvetleniil az antifungalis
rezisztencidhoz. Emellett ebben a térzsben a triazolokhoz
hasonloan aminosav cserét talaltunk a BCY!1 génben, illetve a
PKA utvonal katalitikus funkcidjat ellaté Tpk2-t kodolo
génben.

A széleskori rezisztencia ellenére egyik micafungin
szelektalt torzs esetében sem tapasztaltunk virulencia
csOkkenést intravénas egér modellben. Ugyanakkor a 0381
MICA® szignifikansan hatékonyabban volt képes a vese, az
agy ¢és a sziv kolonizacidjara, mig a 0387 MICA®" estében
magasabb CFU értékeket azonositottunk az agyban és a
szivben. Az agy magas szint{i érintettsége miatt hosszabb tava
fertézés (7 nap, 15 nap és 30 nap) esetén is vizsgaltuk az
evolvalt torzsek kolonizacids képességét. A detektalt CFU
értékek a vizsgalt szervek fokozatos feltisztulasara utaltak,
azonban a 0387 MICAevo torzzsel fertézott kisérleti allatok
esetében a szivben egy stabil perzisztald gombasejt populacio

jelenlétét azonositottuk.
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Osszefoglalas

1.

Mikroevoltucios modszerrel két érzékeny kiindulasi
izolatumbol kiindulva hoztunk létre amfotericin B-re,
flukonazolra, posakonazolra, vorikonazolra és
micafunginra nézve rezisztens torzseket

Jellemeztiik a létrehozott torzsek antifungalis szerekkel
szembeni érzékenységét, altalanos novekedési képességet,
stressztoleranciajat és sejtfal dsszetételét. Osszefiiggéseket
azonositottunk a szerzett antifungalis rezisztencia és a
torzsek éltképessége kozott.

Analizaltuk a triazol evolvalt térzsek szterol Gsszetételét,
melynek soran az ergoszterol bioszintetikus Utvonalon
korabban még el nem helyezett szterol szarmazékok
jelenlétét azonositottuk.

Vizsgaltuk egyes létrehozott torzsek genomikai,
metabolomikai ¢és lipidomikai sajatossdgait. Szdmos az
antifungalis rezisztenciaban kozvetleniil (ERG3, TACIb,
FKS1) vagy kozvetetten (BCYI, TPK2) szerepet jatszo
genomi valtozast talaltunk.

In vivo kisérletek soran bizonyitottuk, hogy C. auris
esetében a rezisztencia kialakuldsa nem minden esetben jar
egyltt fitnesz valtozasra visszavezethetd virulencia

csOkkenéssel.
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