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I. Roviditesek jegyzéeke

AA: arachidonic acid (arachidonsav)

ALS: agglutinin-like sequence (agglutinin-szer(i szekvencia)

BMDM: bone marrow derived macrophage (csontvelébél szarmazd makrofag)

Bp: base pair (bazispar)

BSA: bovine serum albumin (marha szérum albumin)

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (Amerikai Jarvanyigyi Hivatal )
CLIB214: Candida parapsilosis torzs

DAMP: damage-associated molecular patterns (karosodashoz kapcsolodd molekuléris
mintézat)

DIG: Digoxigenin

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (etilén-diamin-tetraecetsav)
GFP: green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens fehérje)

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (granulocita-makrofag stimulalé
faktor)

HIV: human immundeficiencia-virus

IFI: invasive fungal infection (invaziv gombafert6zés)
IFN-I: Interferon-I

IL: interleukin

J774.2: egér makrofag sejtvonal neve

LIP: Lipase (lipaz)

Mbp: megabazispar

MOI: multiplicity of infection (fert6zési aranyszam)

NAC: Non-albicans Candida (nem albicans Candida faj)
NK: natural killer (természetes 610sejt)

ORF: open reading frame (nyilt leolvasasi keret)

PAMP: pathogen-associated molecular pattern (patogén-asszocialt molekularis mintazat)
PCR: Polymerase chain reaction (polimeraz lancreakci)
PBS: phosphate-buffered saline (foszfattal pufferelt sooldat)
PGEZ2: prosztaglandin E2

PS: penicillin-sztreptomycin



SAP: szekretalt aszpartil proteinaz

SAPP: szekretalt aszpartil proteinaz Candida parapsilosis-ban
SC5314: Candida albicans torzs

SDS: sodium dodecyl sulfate (natrium-dodecil-szulfat)

Th: T-helper (T-segit6)

TGF: tumor growth factor (tumor névekedési faktor)

TLR: Toll-like receptor

TNF: tumor nekrozis faktor

VVC: vulvovaginalis kandidiazis

YPD: élesztkivonat-pepton-D-gliikédz

YPD-PS: élesztékivonat-pepton-D-gliikdz - penicillin - sztreptomicin
ZnT: cink transzporter

ZIP: Zrt2-Irt-like protein (Zrt2-Irt-szerii fehérje)



1. Bevezetés

A nehéz- és konnyli femionok nélkilozhetetlenek a sejtek ndvekedéséhez, szamos
metalloprotein kofaktoraiként szolgalnak, amelyek esszencialisak a komplex anyagcsere
folyamatokban és a szervezet homeosztazisanak fenntartasaban (Waldron és mtsai., 2009).
Ezen elemek jelenlétének vagy hianyanak klinikai jelentdsége van, mivel hozzajarulnak a sejt
megfeleld6 mikodéséhez sziikséges fiziologiai sziikségletek kielégitéséhez. A cink szamos
enzim f6 alkotboeleme, fontos szerepet jatszik mind a velesziletett, mind az adaptiv
immunrendszer muikodésében. Szamos enzim és mas fehérje miikodéséhez sziikséges,
beleértve a szuperoxid-diszmutdzokat, alkohol-dehidrogendzokat és transzkripcids faktorokat
(Eide és mtsai., 2006, Andreini és mtsai., 2009). A sejtek cink transzporterei lehet6vé teszik a
kornyezetiikben 1év6 cink megszerzését és/vagy a felesleges cink eltavolitasat annak
érdekében, hogy a sejtek és szervezet idealis homeosztazisa fennmaradjon. Magasabb rendii
szervezetek szamara a patogénekkel szembeni védekezés egy modja a nyomelemek, mint
példaul a cink ionok kotott formaban tartasa, igy az a legtobb mikroba szdmara nem
hozzaférhet6. Ebbol kifolyolag azoknak a patogéneknek, amelyek mégis képesek novekedni a
gazda szervezeten belll és akér kdrfolyamatot kivéltani, olyan cink transzport rendszerrel kell
rendelkezniuk, amelyek segitségével a kotott allapotd cink ionokhoz hozza tudnak férni.
Maésrészt a cinknek mérgezé hatasa is lehet a korokozokra. Példaul az egér makrofagok
eliminaljdk a Mycobacterium tuberculosis-t ebben a kompartmentben (Botella és mtsai.,
2011). Ezen tulmenden az egér csontvelobodl szarmazd makrofagok (BMDM, bone marrow
derived macrophage) esetében egy IFN-I (Interferon-1) -fiiggé Utvonal Candida glabrata
fertézést kovetden cink-toxicitast eredményezhet a fagolizoszoméaban (Riedelberger és mtsai.,
2020). Osszességében a korokozok mind a limitalt, mind a nagy mennyiségii cinkkel
szembestilnek amikor potencialis gazdaszervezettel talalkoznak, mivel nemcsak az alapvetd
tapanyagok korlatozott hozzaférését kell lekizdeniik, hanem a gazdasejt hatékony
valaszreakciodja esetén a fémionok potencialisan toxikus szintjét is. A gazdaszervezet ezen
védekez6 valaszait ,,nutritional immunity”’-nek nevezi a szakirodalom (Hood és mtsai., 2012).
Az elmult evtizedekben a Candida fajok altal kivaltott betegségek esetszama rohamos
emelkedést mutatott, emiatt a Candida albicans és Candida parapsilosis a gazda-patogén
kolcsonhatas tanulmanyozasanak egyik f6 modelljévé lépett eld. Ezek koziil a C. albicans

cink transzporter rendszerér6l szamos tanulmany érhet6 el a szakirodalomban, ugyanakkor az



els6ésorban csecsemdket veszélyezteté C. parapsilosis cink homeosztazisanak komponenseir6l

kevés ismeretanyag all rendelkezéstinkre.

Munkank soran célul thztik ki a C. parapsilosis cink ion transzportereinek in silico
analizisét, a prediktalt cink ion transzportereket kodold gének deletalasat, valamint a
muténsok fenotipusos és funkciondlis jellemzését. Vizsgaltuk a C. parapsilosis cink
transzporter
deléciés mutansait in vitro egér és human M1 tipusi makrofagok jelenlétében, valamint in
Vivo viaszmoly larva és egér modellekben. Emellett elemeztik
egér és M1 tipusit human eredetli makrofagok cink ion haztartasat a C. parapsilosis-szal

torténd interakcid soran.



I11. Irodalmi attekintés

I11.1. Az immunrendszer és feladata

Foldiink él61ényei szamos védekezési mechanizmust alkalmaznak annak érdekeben, hogy
megvédjék sajat integritasukat az esetleges kiils6, és belsé veszélyekkel szemben. Mig ez a
prokariotaknal kiilonb6z6 enzimrendszereket jelent, magasabb rendiicknél ezt a feladatot egy
komplex, finoman hangolt, humorélis és sejtes komponenseket is magaban foglal6
immunrendszer latja el. A védelem mellett az immunrendszer érzékszervi funkciot is betdlt,
ugyanis képes a gazdaszervezet koril, illetve azon belil talalhatd mikrobioldgiai kérnyezet
érzékelésere, a veszélyest az artalmatlantdl vald elkilonitésre, amely szerint megfeleld
valaszreakciot indit el. Kiilsé idegen ellenséget jelenthet egy magasabb rendli organizmus
szdméra a gomba, baktérium, virus, illetve egysejtii parazita jelenléte. Az immunrendszer altal
érzékelt belsd veszEly jel lehet a karosodott, vagy a mikroorganizmus altal fertdzott szoveti
régio, tovabba sajat, megvaltozott miikodésti rakos természetii sejt. Szervezetiink szamos
mikroorganizmussal €l egyutt, amelyet 6sszefoglalo néven mikrobiomnak nevez a
szakirodalom (Gilbert és mtsai., 2018). Egy egészséges szervezet esetében esszencialis a
mikrobak ezen kozosségének megfeleld mindsége és mennyisége, amelynek szabalyozasa
immunrendszeriink kiemelt feladata. Azonban egyes betegségek esetében vagy orvosi
beavatkozasok soran - immunszuppresszalt allapotban - a human fléra egyes, Gn. opportunista
patogén baktérium, illetve gomba fajai elszaporodhatnak, és igy sulyos megbetegedéseket
okozhatnak. Az ilyen tipust belsd, illetve kiils6 veszélyt a gazdaszervezet a velesziiletett és az
adaptiv immunrendszer humordlis és sejtes komponenseinek kozds mitkddésével érzékeli,
illetve haritja el (Yatim és Lakkis, 2015).

A patogén organizmus a kiilsé kornyezettel kozvetleniil érintkezé feliiletekkel keriil
interakcioba el6szor, amelyek mind fizikai, mind kémiai gatat jelentenek szamara. Fizikai
akadalyt jelent a testhoémérséklet, az epitél sejtek szorosan egymashoz kapcsoldédd szoveti
rétegei, kémiai vedelmi rendszerként a gasztro-intesztinalis traktus valtozé pH értéki
kornyezete, valamint a tpcsatorndban, az orr- és szemvaladékban talalhato mikroba ellenes
enzimek funkcionalnak (Ellison és mtsai.,, 1991). A veszélyforrast jelent6 korokozok
elszaporodasanak gatlasa esszencialis a gazdaszervezet szamara, ezt tovabbi kémiai Gton
els6sorban testfelszinre szekretalodo mikroba ellenes peptidek (pl. defenzinek) végzik (Xu és
mtsai.,2020). Emellett kiemelt jelentdséggel bir az idegen korokozok elleni védelemben a

gazdaszervezet sajat, kiilonboz6 baktériumok és gombak alkotta kdzossége. Ez a mikrobidta
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egészséges allapotban elfoglalja a kdros organizmusok ndvekedéséhez szlikséges feluleteket,
tovabba elhasznaljdk a korokozok fennmaraddsédhoz elengedhetetlen tapanyagokat és
nyomelemeket, valamint egyes tagjai képesek antimikrobidlis peptidek szekretéldsara is
(Tancrede, 1992,G. Wang, 2014). Ha egy patogén organizmus atjut a fent emlitett elsé
védelmi vonalon, akkor a velesziletett immunrendszer egyes elemeivel keril kapcsolatba. A
szervezetben inaktiv allapotban jelen 1évé komplement rendszer kaszkadszerti aktivaldsa,
valamint az immunsejtek altal szekretalt gyulladasi (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, IFN-y) és anti
inflammatorikus (IL-4, IL-10, TGF-B) citokinek és kemokinek medialjak az immunrendszer
sejtes elemeinek véalaszreakcidjat egy patogén organizmus megjelenésekor. A velesziletett
immunrendszer neutrofil granulocitéi, természetes 616sejtjei, dendritikus sejtjei, monocitai és
makrofagjai, valamint az adaptiv immunrendszer kiilonb6z6 T-sejt és B-sejt populacioi
egyuttesen jatszanak szerepet a korokozdk felismerésében, hatékony eliminalasaban,
immunmemoria kialakulasaban, és igy a szervezet optimalis homeosztazisanak

fenntartasaban.

I11.2. Az opportunista patogén gombak egészségiigyi jelentosége

Napjainkig ismert gomba fajok szdma szézezres nagysagrendli, azonban human
patogénkent alig tobb mint 6tszazat ismer a klinikum (Brown és mtsai., 2012). Gombak altal
kivaltott megbetegedések leggyakrabban a bort érintik, az ilyen tipust gombas
megbetegedésekben a Fold népességének korllbelul negyede érintett (Lopes és Lionakis,
2022). A bor keratinban gazdag szoveteinek fertézéséért leggyakrabban dermatofitak, példaul
Trichophyton rubrum, T. interdigitale, T. tonsurans és Microsporum canis felelések (Brown
és mtsai., 2012), tovabba a bér és a nyalkahartya egyik f6 korokozoi kozé tartoznak a
Candida nemzetseg képviseléi (Ameen, 2010, Ameen, 2010). Nyalkahartyaval boritott
feliiletek gombas fert6zésében évente ~ 100 milli6 ember szenved, beleértve vulvovaginalis
megbetegedéseket is, amelyen a legtobb né élete soran legalabb egyszer atesik (Gow és
Netea, 2016, Lopes és Lionakis, 2022). Emellett szamos human patogén gomba faj szervek
kolonizaciojara is képes, amely sulyos, invaziv mikozishoz (IFI-Invasive Fungal Infection)
vezethet (Kohler és mtsai., 2017). A globalis halalozasi arany ilyen megbetegedések
tekintetében meghaladja az évi 1,5 milliét, amely t6bb, mint a malariaban elhunytak, tovabba
kozel egyenértékli a HIV és a tuberkuldzis okozta halalesetek szamaval (X. Wang és mtsai.,
2016, Toth és mtsai., 2019). A gombaellenes szerek fejlesztésének és a gomba-patogén

kolcsonhatds vizsgélatanak iddszerliségét az elmult 30 évben tapasztalt gombafertézések
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magas esetszama, illetve globalis haldlozasi aranya jelenti, amelyekért t6bb, mint 90%-ban
Aspergillus, Cryptococcus és Candida fajok tehetok felel6ssé (Brown és mtsai., 2012). Az
Aspergillus fumigatus okozta aspergillosis becslések szerint évente tébb, mint 200 000
invaziv megbetegedést is jelenthet, amely 30-95 %-os halalozasi arannyal parosul (Brown €s
mtsai., 2012). Kiemelked6éen magas esetszamok ismertek Cryptococcus neoformans és
Cryptococcus gatti fajok altal okozott cryptococcosis esetében, amely tébb, mint egymillié
embert érint, 20-70%-0s halalozasi arannyal (Park és mtsai., 2009, Brown és mtsai., 2012).
Az Aspergillus és a Cryptococcus nemzetség képviseldin tul a Candida fajok szintén jelent6s
szamu, sulyos invaziv gombas fertézések okozoi, a gombafert6zések okozta halalozasok akar
30%-aért is feleldsek lehetnek (Strollo és mtsai., 2017).

Az invaziv gombas fertézések szorosan Osszefliggenek a  gazdaszervezet
immunrendszerének allapotaval ¢és a fertézést okozd gombafajjal. Az egészséges
immunrendszer hatékonyan biztosit védelmet a szisztémas gombafertdzések ellen, azonban az
immunrendszer kérosan legyenglilt allapota lehet6séget biztosithat, igynevezett opportunista
human patogének elszaporodaséra és igy betegségek kialakitasara. Kiemelt rizikdcsoportot
jelentenek a korasziilottek, legyengiilt immunrendszer(i betegek, példaul immunszuppressziv
terapidk alatt allok szervtranszplantacio vagy sebészi beavatkozas alkalmaval, illetve HIV
fertézott vagy daganatos betegek (Muskett és mtsai., 2011, Spellberg, 2011). A gombaés
fertozések a kivaltd fajok sokfélesége (kolonizaltsag és a fertézés mértéke, kialakitott
betegség), valamint a szamos morfologiai megjelenésiik miatt a kiilonb6z6 patogén
gombafajok klinikai tiinetek alapjan nehezen azonosithatdak.

Mikozis esetén lehetdség nyilik az adott faj/fajok diagnosztikai azonositidsara, amely
elsegiti a megfelel6 gombaellenes gyogyszerekkel torténd kezelés megkezdését. A kritikus
allapotu betegek magas halalozasi aranya a késleltetett diagnozis, valamint késén megkezdett
antifungalis kezelés kdvetkezménye lehet (Pathakumari és mtsai., 2020). A jelenlegi
gombaellenes szerek szamos korlattal rendelkeznek: kevés tipusti €és szamu érhetd el a
klinikumban, alacsony hatékonysaggal birnak egyes gombafajok ellen, tovabba karos hatésai
is vannak az emberi szervezetre. Ezen tulmenden a gyogyszereknek a hosszu tavi hasznalata
és helytelen kezelése rezisztens torzsek megjelenéséhez is vezethet (Denning & Bromley,
2015). Szamos, a kozelmultban megjelent tanulmany szerint az IFI-k jelentik a legsulyosabb
globalis fenyegetést a gyogyszerrezisztens gombak, példaul rezisztens Candida auris torzsek
egyre gyakoribb megjelenése miatt (Denning és Bromley, 2015, Lockhart és mtsai., 2017,
Navalkele és mtsai., 2017). Nagy segitséget jelentenének a gombafert6zések megel6zésében
gombaellenes vakcinak. Jelenleg nincs az Amerikai Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti
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Hivatala (FDA, Food and Drug Administration) altal jovahagyott ilyen készitmény, de mar
tobb kutatdcsoport olyan (j gomba elleni vakcinék kifejlesztésén dolgozik, amelyek hosszl
tdvi memoriavélaszt valthatnak ki, kilondsen immunhianyos betegek esetében (Sandini és
mtsai., 2011). Az IFI-k globalis el6fordulasanak és az altaluk okozott halalozasok csokkentése
érdekében Point-of-Care (POC) diagnosztikai eszk6zok, valamint kevesebb mellékhatassal
jaré gombaellenes szerek és hatékony, biztonsdgos gombaellenes oltéanyagok fejlesztése van
folyamatban (Zhang és mtsai., 2021, Gentilotti és mtsai., 2022, Wijnants és mtsai., 2022).

111.3. A humén patogén Candida fajok okozta korképek

A Candida fajok a természetes human flora részét képezik, kommenzalista élesztdgombak,
amelyek Altalaban az emberi gyomor-bél traktusban, a nyalkahartyakon és a boéron
talalhatéak. Opportunista patogének, ugyanis az immunrendszer nem megfeleld mitkddése
esetén jelentenek csak veszélyt. Illyen korilmények kozott, rendszerint széles spektrumu
antibiotikumok hasznalata esetén, felborulhat a gazdaszervezet bakterialis florajanak
egyensulya, mert az immunrendszer nem képes kontrollalni a human gomba fl6ra tagjainak
novekedését, amely igy endogén Candida fertdzéshez vezethet (Amici és mtsai., 1994),
(Marnach és mtsai., 2022). A hosszabb ideig tartdé korhazi ellatas esetén fellépé Candida
fertézés altalaban exogén eredetti, amelynek potencialis forrasa a korhazi dolgozdk kezén,
valamint a nem megfelelden sterilizalt orvosi eszk6zok felszinén jelen levd patogének (R.
Singh és Parija, 2012). A Candida fajok altal kivaltott mikdzisokat a klinikum 6sszefoglald
néven kandidiazisnak nevezi. Felszini fertdzés esetén leggyakrabban a bor eés fliggelékei
érintettek, Candida eredetii kromgyulladas, illetve kdromgombasodas, valamint a csecsemék
korében eléfordulo pelenka dermatitisz a leggyakoribb korkép. Nyélkahartya kandidiazissal
leggyakrabban a szajiireg és az ahhoz kapcsolodo szervek (garat, nyel6csé) hozhatok
Osszefliggésbe, kiemelt rizikocsoportnak szamitanak az ujsziléttek, az AIDS-es betegek,
illetve a miifogsorral vagy fogpotlassal rendelkezOk és az idések (Pappas és mtsai., 2009).
Enyhébb tunetekkel jar6 megbetegedés a vulvovaginalis kandidiazis (VVC, Vulvo Vaginal
Candidiasis). Felmérések szerint a ndk kozel 75 szazaléka esik at élete soran legalabb egyszer
VVC-n, azonban a gyakori eléfordulas ellenére a VVC haldlozasi ardnya elhanyagolhatd
(Pappas és mtsai., 2018). Rendszerint az immunrendszer jelentés alulmiikodése esetén az
arcb6r, valamint a kormok kronikus mukokutan Candida fertézése (CMC, Chronic

Mucocutaneous Candidiasis) a felszini gombas fertézések egyik legveszélyesebb, illetve
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legnehezebben kezelheté megbetegedése (Martins és mtsai., 2014, Sahu és mtsai., 2022).
Candida fert6zés soran, ha a gomba bejut a véraramba kandidémiardl beszéliink, amely
invaziv kandididzis kialakuldsdhoz vezethet. Ez a Candida fajok altal kivaltott fertézések
legstlyosabb formaja, szamos belsé szervre kiterjedhet, szétterjedve szisztémas/disszeminalt
kandidiazis alakul ki. A Candida fert6zés sulyos kdvetkezménye lehet agyhartyagyulladas
(meningitisz), a szivbelhartya gyulladdsa (endokarnitisz),  csonthartyagyulladas
(osteomyelitis), tovabba a 1épet (szplenitisz) vagy a hashartyat (peritonitisz) érinté gyulladas
(Pfaller és Diekema, 2007, Toth és mtsai., 2019). Invaziv kandidiazis tekintetében
legfoképpen a gyenge vagy nem megfelelden mikédé immunrendszerrel rendelkezOk
veszélyeztetettek, tovabba az ilyen tipusu fert6zések magas szazalékban haldlos kimeneteltiek

(Rosati és mtsai., 2020).

I11.4. A human patogén Candida fajok epidemiolégiaja

A fejlett orszagokbdl regisztralt esetek szerint vilagszerte évente tobb, mint 400 ezer
Candida fajhoz kothetd fert6zés azonosithatd, amelyek rendszerint nozokomidlis (korhazi
kornyezetben) jelentkeznek (Pfaller & Diekema, 2007, Brown és mtsai., 2012). A Candida
nemzetség tagjai kdzott a Candida albicans klinikai megjelenése a leggyakoribb mind felnéit,
mind gyermek populécidban, azonban az elmult 20 évben a nem-albicans fajok (NAC, Non
albicans Candida) egyes régiokban meghaladjak a C. albicans incidenciajat (Caggiano és
mtsai., 2017, Harrington és mtsai., 2017, Xiao és mtsai., 2018, Al-Dorzi és mtsai., 2020,). A
klinikumban megjelend NAC fajok kozé elsdsorban a C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C.
auris és a C. parapsilosis tartozik. A nem-albicans Candida fajok megjelenését a legtébb
régidban altalaban olyan tényezok hatdrozzak meg, mint a gombaellenes szerek hasznélati
szokasai és ezzel a gombakban kialakul6 antifungalis rezisztencia mértéke, valamint a
teriiletre jellemzd beteg populaciok kockazati tényezoi.

Pfaller és munkatarsai szerint az Eszak-Amerikan belil felmért régiok 62%-aban a
Candida okozta megbetegedések tobb mint feléért NAC fajok felelosek (Pfaller és mtsai.,
2014). A NAC fajok elterjedésének ndvekedését egy Japanban végzett felmérés is
alatamasztja: a C. albicans okozta kandidémiak aranya a 2003-ban mért 58,2%-r6l, 2014-re
30%-ra csokkent (Kakeya és mtsai., 2018). Ehhez hasonloan Xiao €s munkatarsai is leirtak,
hogy a Candida okozta vérfertézéseknek 58%-a NAC fajoknak tulajdonithato kinai korhazak
adatai szerint (Xiao és mtsai., 2018). A nem-albicans fajok manifesztacidjat tekintve (1. &bra),
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az Egyesult Allamokban és Eszaknyugat-Eurdpaban a masodik leggyakrabban megjelend faj
a C. glabrata, amely altalaban a 60 év feletti egyének és szervatiiltetésben részesiilok kozott
fordul el6 (Castanheira és mtsai., 2016, Pfaller és mtsai., 2011, Cleveland és mtsai., 2015). Az
elmult évtizedben a C. auris altal okozott fertézések globalis fenyegetéssé valtak vilagszerte,
gyors terjedése és szamos antifungalis szerrel szembeni rezisztencidja miatt. 2016-ban az
amerikai Jarvanyugyi Hivatal (Centers for Disease Control and Prevention - CDC) klinikai
riasztast adott ki az egészséglgyi intézményeknek a magas mortalitasi ardnya C. auris
fert6zések nemzetk6zi megjelenésére hivatkozva. 2020. évi tanulmanyok eés a CDC adatai
alapjan a C. auris-t 6 kontinens tobb, mint 40 orszagaban izolaltak, mindemellett a
kdzelmultban szdmos, korhazakhoz kotheté jarvany Kitdrésével is Osszefliggésbe hoztak
(https://www.cdc.gov/candida-auris/hcp/infection-control/index.html, Schelenz és mtsai.,
2016, Biswal és mtsai., 2017, Ruiz-Gaitan és mtsai., 2018, Ruiz-Gaitan és mtsai., 2019).

Tovabbi aggodalomra ad okot az a tény, hogy a legtdbb C. auris klinikai izolatum rezisztens a
fertézések kezelésére hasznalt gombaellenes gyodgyszerek egy vagy akar tobb tipusaval
szemben is (Chowdhary és mtsai., 2014, Lockhart és mtsai., 2017). A C. krusei a legkevésbé
elterjedt az 6t f6 opportunista human patogén Candida faj kozil, leggyakrabban olyan
hematologiai alapbetegségben szenvedd betegeknél fordul eld, akik esetében flukonazol
profilaxist alkalmaztak (Pfaller és mtsai., 2011, Castanheira és mtsai., 2016). Az NAC fajok
korében a C. glabrata incidencidjat meghaladja a latin-amerikai és dél-eurdpai orszagokban,

valamint Indidban és Pakisztanban a C. tropicalis és a leginkabb az Ujszilotteket
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veszélyeztetd C. parapsilosis (Strollo és mtsai., 2017).
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1. dbra. A nem-albicans Candida fajok el6fordulasanak aranya kiilonbozé régiok szerint

(Pappas és mtsai., 2018).

I11.5. A C. parapsilosis klinikai jelentésége

A Candida parapsilosis széles korben elterjedt a természetben, ugyanis gyakori a nem
emberi forrdsd izolatum, példaul a rovarokbol, kiilonb6zé haziallatokrol, a talajbol vagy
tengervizb6l szarmazo torzs (Van Asbeck és mtsai., 2009). Emellett azonban a C. parapsilosis
a human mikrobaflora szerves részét képezi, kommenzalista élesztéként képes kolonizalni az
emberi bért és egyes nyalkahartyaval boritott feliileteket (Bonassoli és mtsai., 2005). Ebbol
kifolyolag a korhazi apolok borfelszine a {6 terjedési vektora ennek a fajnak, amely ebben a
kornyezetben sulyos nozokomidlis mikdzisok kialakuldsahoz vezethet (Levin és mtsai., 1998,
Van Asbeck és mtsai., 2007). Ahogy a legtdbb human patogen faj esetében a Candida
nemzetseégen belll, a C. parapsilosis altal okozott fert6zés is jelent6s kockazatot jelent az
immunhianyos személyek, példaul sebészeti beavatkozason, gyomor vagy bélrendszeri
miitéten atesett betegek vagy HIV fert6zottek korében. Mivel a C. parapsilosis kénnyedén
képes biofilmet képezni szamos orvosi eszkdz feluletén, a katéterrel vagy protézissel
ellatottak is rizikocsoportnak tekinthetok (Ramage és mtsai., 2006). A C. parapsilosis biofilm

képz6 képessége kiemelt szereppel bir a patogén terjedése és tulélése szempontjabol, ugyanis
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megallapitast nyert, hogy a biofilmet alkotd sejtek gombaellenes szerekkel szemben kevéshé
érzékenyek, mint a planktonikus sejtek, ami potencialisan életveszélyes kdvetkezményekhez
vezethet a gazdaszervezetben (Cuéllar-Cruz és mtsai.,, 2012, Németh és mtsai., 2013).
Legnyilvanvalobb rizikdcsoport azonban C. parapsilosis fertézés esetén az ujsziilottek
csoportja, Kivaltképp az alacsony sullyal vildgra jott csecsemék kezelendok kiemelt
kockézattal. Kdérikben ugyanis a C. parapsilosis felelds a Candida fertézések egyharmadaért,
tovabba jelents, 10% feletti haldlozasi arany ismert az Ujsziléttek C. parapsilosis-szal
kapcsolatos szisztémas megbetegedése esetén (Pammi és mtsai., 2013).

Korhazi esetszamat tekintve a C. parapsilosis eléfordulasa foldrajzi régionként jelent6sen
eltérhet (Guinea, 2014). Ez a faj a C. albicans-t kovetve a mésodik leggyakoribb a latin-
amerikai korhazakban, példaul Argentindban, Peruban és Brazilidban, de Venezueldban és
Kolumbidban a C. parapsilosis még a C. albicans okozta fertézések gyakorisagat is
meghaladja (Nucci és mtsai., 2013, Guinea, 2014, Rodriguez és mtsai., 2017). A C.
parapsilosis klinikai eléforduldsa Eurdpaban is régiofiiggd; a dél-eurdpai kdrhdzakban,
példaul Portugdlia, Spanyolorszédg, Olaszorszag és Gordgorszag esetében a masodik
leggyakrabban izolalt Candida faj (Baynes és mtsai., 1986, Faria-Ramos és mtsai., 2014,
Guinea és mtsai., 2014, Tedeschi és mtsai., 2016). Azonban Eurdpa kozéps6 és északi
orszégaiban a harmadik helyen &ll a C. albicans és a C. glabrata mdgoétt (Arendrup és mtsai.,
2011, Chalmers és mtsai., 2011, Ericsson és mtsai., 2013). A C. parapsilosis az észak-
amerikai térségben Kanadéaban a masodik, az Egyesiilt Allamokban a harmadik helyen &ll a
Candida fajok altal kivaltott megbetegedések tekintetében (Ting és mtsai., 2018, Toda és
mtsai., 2019, Pfaller és mtsai., 2019, Tsay és mtsai., 2020). Az azsiai és ausztraliai foldrészen
is kiilonbozd gyakorisaggal azonosithatdo a vérarambol: Kinaban és Japanban a NAC fajok
kozul leggyakoribb, mig Indidban és Ausztraliaban a (C. glabrata-t kovetve) a masodik
leggyakoribb kérokozoja a szisztémas Candida fertézéseknek (Chapman és mtsai., 2017,

Kakeya és mtsai., 2018, Xiao es mtsai., 2020, Rajni és mtsai., 2022).

I11.6. A human patogén C. parapsilosis

111.6.1. A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis a kb. 150 fajt magaba foglalo Candida nemzetségbe tartozik, a
tomlésgombak kozott a Saccharomycotina altérzs Saccharomycetes osztalyan beldl

Saccharomycetales rendbe sorolva (Kéhler és mtsai., 2017). Mivel a C. parapsilosis esetében
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a transzlacié soran a CUG (amely rendszerint leucint kodol) triplet szerin aminosav
beéplilését jelenti, ezért a mikrobat az un. CUG-kladba sorolja a szakirodalom (Kohler és
mtsai., 2017). A C. parapsilosis eredetileg Puerto Rico-ban széklet mintabdl izolalt Monillia
parapsilosis-ként kerllt be a szakirodalomba Ashford 1928-ban megjelent publikacidja
alapjan (Ashford, B. 1928), Candida elnevezést csak 1932-ben kapott (Langeron és Talice
1932). Késébbi vizsgalatok alapjan a C. parapsilosis-ként ismert fajcsoport tagjai mind
virulencidjukban, mind molekularis markereikben jelentds kiillonbséget mutattak, ezért 2005-
ben fajszintli besorolast kaptak (Tavanti és mtsai., 2005). Harom fajt kulonboztet meg ez
alapjan az irodalom: C. orthopsilosis-t, C. metapsilosis-t és C. parapsilosis-t. A C.
parapsilosis ¢lesztdsejtjei ovalis, kerek vagy henger alakuak, a koloniak komplett taptalajon
fehér, vagy sargas sziniiek, sima vagy gyurott feltlettel (Laffey és Butler, 2005, R. Singh és
Parija, 2012)Szamos méas Candida fajjal ellentétben, a C. parapsilosis nem képez valodi
hifékat; csak élesztoként vagy pszeudohifa formakban 1étezik. Az élesztsejtek formdja és a
kolonidk feliilete szorosan 0sszefligg; a gytrdtt feliilettel rendelkezd sejtek csaknem teljesen
pszeudohifa, mig a sima feliiletiick tobbnyire éleszté formajuak (Laffey és Butler, 2005).

A C. parapsilosis CDC317 vad tipust torzs teljes genomszekvenciaja 2009 ota elérhet6 a
Candida nemzetségbe tartozé egyéb fajokéval egyetemben (Butler és mtsai., 2009). A C.
parapsilosis diploid organizmus, teljes genomjanak mérete 13 Mbp. Nyolc kromoszémaparral
rendelkezik 0.9 és 3.0 Mbp kozo6tti mérettartomanyban, kromoszémainak végei 23 nukleotid
hosszusagu tandem ismétlédésben végzodnek, amely a CpTERL telomerdz egy részét kddolja
(Gunisova és mtsai., 2009). Az ebben az izolatumban prediktalt 5837 kddolo régidbdl (ORF,
Open Reading Frame) kozul csak 107-et (1,83%) jellemeztek funkcionalisan (Skrzypek és
mtsai., 2017). A C. parapsilosis genomja erésen konzervalt; a tobbi vizsgalt Candida fajhoz
képest feltlinben alacsony szintli heterozigozitdst mutat, minddssze egyetlen nukleotid
polimorfizmussal (SNP) 15 553 bazisonként, ami tébb mint 70-szer kevesebb, mint a kdzeli
rokon Lodderomyces elongisporus-ban (Butler és mtsai., 2009). A C. parapsilosis kizarolag
ivartalan szaporodasi ciklussal rendelkezik, ugyanis a méas fajokbol ismert MTLa2 l6kusz
funkciojat vesztette, pseudogénként ismert (Logue és mtsai., 2005). Osszességében az ilyen
alacsony genetikai variabilitds, valamint egy hibds ivaros szaporodasi rendszerrel rendelkezd
klon kozelmaltbeli globalis elterjedésére utal (Sai és mtsai., 2011).

A gazdaszervezet és a korokozd kozotti interakcid elsé pontja a sejtfal, igy annak
szerkezete kulcsfontossagu tényezd a gombasejtek észlelésében ¢€s az immunvalasz
kivéltdsdban. Rengeteg informacio all rendelkezésre a C. albicans sejtfal szerkezetér6l, és
hasonld struktarakat figyeltek meg méas Candida fajok sejtfalaval kapcsolatban is (Garcia-
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Rubio és mtsai., 2020). A sejtfal elsésorban harom kulcsfontossagt poliszacharidot tartalmaz:
kitint, glikant és mannant. Ezek a poliszacharidok két rétegben helyezkednek el — a belsé
réteg kitint és B-gliikant tartalmaz, amelyet a kiils6 réteg erésen mannozilalt fehérjéi fednek
be (Garcia-Rubio és mtsai., 2020). A B-gliikan vaz B-1,3-gliikanbdl és rovidebb B-1,6-glikan
oldallancokbol all, amelyeket kovalens keresztkotések kotnek dssze egymassal és a sejtfal
bizonyos komponenseivel (de Assis és mtsai., 2022). A B-1,6-gliikan 6sszekoté molekulaként
miikodik, a kiilsé réteg mannoproteinjeit és a B-1,3-glikan-kitin vazat glikozil-foszfatidil-

inozitol (GPI) horgony segitségével koti dssze.

111.6.2. A C. parapsilosis virulencia faktorali

A humaén patogén organizmusok azon tulajdonségait, amelyekkel képesek kijatszani az
immunrendszer védekez6 mechanizmusait, és igy alkalmazkodni a gazda szervezet niche-
éhez virulencia faktoroknak nevezzik. Mas mikroorganizmusokhoz hasonléan a Candida
fajok is szdmos specifikus és hatékony stratégiat dolgoztak ki, lehetévé téve a korfolyamat
kivaltasdt. Ez a fejezet a C. parapsilosis virulencidjaban szerepet jatsz6 molekuléris

komponenseket foglalja dssze.

111.6.2.1. Sejtadhézid

A C. parapsilosis virulencidja részben annak tulajdonithatd, hogy képes megtapadni az
orvosi eszkozok, példaul polivinil-kloridbdl (PVC), poliuretanbdl vagy szilikonbdl készilt
katéterek és protézisek abiotikus felszinén, valamint a gazdaszervezet nyalkahartyaval boritott
feluletein, igy képesek talélni, valamint korfolyamatokat elinditani (Silva-Dias és mitsai.,
2015). A gomba sejtfaladban talalhaté fehérjék (CpAls, CpHwp, CpHyr) hatékonyan képesek
hozzakotddni a gazdasejtek extracellularis matrixanak fibronektin, vitronektin és laminin
proteinjeihez (Silva-Dias és mtsai., 2015). Butler és munkatarsai a CDC317 jelii torzs
elemzése soran ravilagitottak, hogy a C. parapsilosis 5 kiilonboz6 agglutinin-szerti (Als-
szerli) fehérje génjét kddolja, de virulenciaban betoltott szerepiikre nem szolgaltattak
Kisérletes bizonyitékot (Butler és mtsai., 2009, Pryszcz és mtsai., 2013). Erre 2016-ig kellett
varni, amikor Bertini és munkatarsai megallapitottak, hogy a C. parapsilosis ALS7 génjének
terméke kulcsfontossagl a patogén gazdasejteken vald megtapadasaban, tovabba hianya a

gomba virulenciajanak csokkenésével jart in vivo egérfertézési kisérletben (Bertini és mtsai.,
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2016). Ismert emellett, hogy a glikolizist és glikoneogenezist szabalyozo foszfoglicerat kinaz
(CpPgk) és az enoldz 1 (CpEnol) elengedhetetlenek a C. parapsilosis szilikonbol készilt
anyagok fellletén val6 megtapadasaban (NUfiez-Beltran és mtsai., 2017).

111.6.2.2. Biofilm képzés

A C. parapsilosis mind abiotikus, mind a gazda sejtek felszinén megtapadva megteremtik a
biofilm kialakulasanak lehetdségét, amely polimerek alkotta extracellularis matrixba agyazott
gombasejtek siirti haldzatat jelenti (TOth és mtsai., 2019). A biofilm kialakulas els6 1épése a
sejtek kitapadasa adhéziot eldsegité molekulak segitségével, amelyet egy koztes ndvekedési
fazis kovet, ahol a sejtek ¢leszté formabol pszeudohifa formaba alakulhatnak (Cavalheiro &
Teixeira, 2018). Végso 1épés az érési vagy diszperzids szakasz, amely soran a gomba sejtek
poliszaharidokban, lipidekben és fehérjékben gazdag extracellularis matrixot termelnek, ami
szerkezeti stabilitast biztosit a biofilm szdméra (Chandra és Mukherjee, 2015, Cavalheiro és
Teixeira, 2018). A C. parapsilosis biofilm foként szénhidratokbol, valamint aggregalt élesztd
formaju sejtekbol, illetve pszeudohifakbol all, és bar az &ltala képzett biofilm réteg
vékonyabb, azonban kompaktabb, mint mas, hifa képzésre képes Candida faj esetében (Kuhn
és mtsai., 2002, Silva és mtsai., 2009). Mindemellett a gomba biofilmjének felépitését,
morfologiai jellemzdit €s vastagsagat kiilonb6z0 kornyezeti faktorok befolyasoljak. Ide
tartozik a felszin, a kornyezetének pH értéke, tapanyag- (pl. cukor, lipid stb.) és
oxigénellatottsaga, a folyadékaramlassal jaro nyirderé6 mértéke, tovabba egyéb mikrobak
jelenléte és az ezzel jaré kolcsdnhatasok a biofilm novekedésének helyén (Douglas, 2003,
Chandra & Mukherjee, 2015). A biofilmképz6 képesség szorosan Osszefligg a patogén
virulencigjaval, ugyanis a biofilm rétegen keresztil nehezebben hatolnak at egyes
antimikrobialis/antifungalis szerek, emellett a biofilm rétegben talalhaté béta-glikan
molekulak kepesek megkdtni szamos gombaellenes szert, ezaltal csokken az éleszté sejtek
koral kialakulo drogkoncentracio (Mitchell és mtsai., 2015, Mitchell és mtsai., 2016, Silva és
mtsai., 2017). Emellett ismert, hogy a C. albicans ortolégjaival egyetemben azol tipusu
gombaellenes szer elleni rezisztencia kialakulasaban szerepet jatsz6 gének (CpCDR1,
CpCDR2, CpMDR1) nem jatszanak szerepet a C. parapsilosis biofilmjének kialakulasaban,
azonban amfotericin B-vel, terbinafinnel, flukonazollal, vorikonazollal, ravukonazollal és
posakonazollal szembeni rezisztenciat észleltek szamos C. parapsilosis biofilm esetében
(Mukherjee és mtsai., 2003, Katragkou és mtsai., 2008, Cavalheiro & Teixeira, 2018,

Ghaddar és mtsai., 2020). A C. parapsilosis biofilmjének képzddésében a C. albicans-hoz
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hasonléan az Ace2, Bcrl és Efgl transzkripcios faktorok ortologjai jatszanak szerepet,
azonban egyes gének terméke, példdul CpCZF1, CPUMEG6, CpGZF3 és CpCPH2 csak
specifikusan a C. parapsilosis biofilm képzédésekor jelenik meg (Maguire és mtsai., 2013,
Taéth és mtsai., 2019).

111.6.2.3. Hidrolitikus enzimek szekrécioja

A Candida nemzetség tagjai hidrolitikus enzimeket, példaul aszpartil-proteazokat (SAP)
vagy lipazokat (LIP) és foszfolipazokat szekretdlnak, amelyek segitik a gomba adhézids
& Teixeira, 2018). Aszpartil-proteazaik képesek bontani az immunrendszer egyes fehérje
komponenseit, amely igy eldsegiti a patogén tulélését a gazda szervezetében. A C.
parapsilosis kisebb mértékii SAP termelésre képes, mint a C. albicans, amelynek héatterében
az éllhat, hogy mig C. albicans-ban a SAP-ok egy tiz tagot szamlal6 géncsaladot alkotnak,
addig C. parapsilosis-ban minddssze harom SAP gén Kkerilt azonositasra. Horvath és
munkatarsai megallapitottak tovabba, hogy a harom aszpartil-protedzt kodolé gén (SAPP1-3
kézul a SAPP1 duplikéacion esett at, amelyeket SAPPla és SAPP1b-ként kilonitettek el
(Horvath és mtsai., 2012. D. K. Singh és mtsai., 2019). Ezeknek a géneknek az expresszidja a
vizsgalt C. parapsilosis izolatumok k6zo6tt nagy valtozatossagot mutat: a gazda felszineir6l
(nyalkahartya vagy bor) izolalt torzsek magasabb Sapp szintet mutattak, mint a kornyezeti
izolatumok (Ruchel és mtsai., 1986, Dagdeviren és mtsai., 2005).

A lipazok koze sorolt enzimek a triacilglicerol hidrolizisét katalizaljak. Gécser és
munkatarsai munkéaja alapjan ismert, hogy a C. parapsilosis genomja ketté szekretalt lipazt
kodold gént tartalmaz (CpLIP1 és CpLIP2), amelyek kozul csak utébbi kddol funkcionalisan
aktiv fehérjét (Gacser és mtsai., 2007). Ahogyan a SAP-ok, Ugy a a lipazok és foszfolipazok is
fontos szerepet toltenek be a patogén sikeres invazidjaban, annak biofilm képzésében,
valamint a gombaellenes immunvéalasz mérséklésében (Gacser és mtsai., 2007, Trofa és
mtsai., 2009, Tosun és mtsai., 2013).

111.6.2.4. Zsirsav metabolizmus

A zsirsavak minden él6lény szamara esszencidlisak az életképességhez, alkotoelemei a
sejtmembréannak, illetve az intracellularis sejtszerveknek, a telitett és telitetlen zsirsavak

meghatarozzak a membran rigiditasat, befolyasolnak szamos anyagcsere folyamatot, ugyanis
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makromolekuldk prekurzoraiként szolgalnak. A zsirsavak szintézisehez zsirsav szintetazokra
és elongazokra van sziiksége a gombaknak, ezt a folyamatot C. parapsilosis-ban a CpFAS2
gén terméke modulélja. A zsirsavak kett6s kotéseinek kialakitasat C. albicans-ban az Olel
zsirsav-deszaturdz vegzi, amelynek ortoldgja C. parapsilosis esetében is hasonlé funkciot lat
el (Nguyen és mtsai., 2009). A fenti gének hianyaban a C. parapsilosis sejtek érzékenyebbnek
bizonyultak human szérummal szemben, valamint szignifikansan csokkent virulenciéval
jellemezhet6k mind in vitro, J774.1 egér makrofagok jelenlétében, mind in vivo, egér modell
esetében (Nguyen és mtsai., 2009). A zsirsavak és lipidek szintézise szerepet jatszik a C.
parapsilosis sejten beltli glukdz- és lipidtoxicitas elleni védelmében is. Ismert ugyanis, hogy
a C. parapsilosis lipidcseppeket hoz létre, hogy csokkentse ezeknek a molekuldknak a gomba
szamara toxikus szintli intracellularis felhalmozodasat. Ezt a gomba életképességében
esszencialis folyamatot a CpFAS2, CpOLE1 és CpFIT2 gének terméke végzi, utébbirdl
Nguyen és munkatarsai megallapitottak, hogy kozvetetten befolyasolja a patogén virulenciajat

(Nguyen és Nosanchuk, 2011, Nguyen és mtsai., 2011).

111.6.2.5. Prosztaglandin termelés

A prosztaglandinok az eikozanoidok 20 szénatomos zsirsav metabolitok csaladjaba
tartoznak. A prosztaglandin E2 (PGE2) az arachidonsav (AA) oxigénnel dusitott metabolitja,
¢s egy kétlépéses folyamat soran keletkezik magasabbrendii emlds gazdaszervezetben. A
PGE2 a gazdaszervezet immunvalaszanak egyik fontos szabalyozdja, amely a célsejttol
fiiggben képes gyulladaskelté és gyulladasgatld valaszt is kivaltani (Ricciotti és Fitzgerald,
2011). A PGE2 a négy kiilonb6z6 G-protein-kapcsolt receptor (EP1-EP4) egyikén keresztil
fejti ki hatasat. Patogén gombak korében szamos olyan faj ismert, amelyek képesek
prosztaglandinokat vagy prosztaglandin-szeri molekulékat termelni, amely makromolekulak
csokkentik az immunrendszer gombaellenes mechanizmusait, igy fokozzak a gombak
patogenezisét (Noverr és mtsai., 2001, Noverr és mtsai., 2002, Kecskem és Nosanchuk,
2015). A C. parapsilosis (C. albicans-hoz hasonldan) exogén AA-b6l prosztaglandinok
(CpPge2, CpPgd2, CpPga2, CpPgh2) termelésére képes, amelyek részletes biogenezise még
feltaratlan (Kecskem és Nosanchuk, 2015). A fentebb emlitett zsirsav szintézisben is szerepet
jatsz6 CpOLE2 geén, valamint a C. albicans ortolog FET3 és a pékélesztobdl ismert POX1-3
és POT1 gén terméke a C. parapsilosis esetében egyedi modon vesz részt prosztaglandin
termelésben. Chakraborty és munkatarsai munkdja soran bizonyitast nyert, hogy az

immunrendszer C. parapsilosis-ra adott valaszat és annak mértékét is befolyasoljak: a
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CpFET3 és CpPOT1 gén deléciodja fokozott fagocitozist és 0lési hatékonysagot eredményezett
human PBMC-DM makrofagok esetében, tovabbd hianyukban a gomba sejtek a
makrofagokra Kkifejtett karositd hatasa is szignifikansan csokkent. Emellett in vivo egér
fertézési kisérletekben vizsgalva ezen genek esszencialisnak bizonyultak a vese, illetve Iép

kolonizéciojaban (Chakraborty és mtsai., 2018).

I11.7. Gomba ndvekedést limitalé fém ion felvételi mechanizmusok virulenciaban

betoltott szerepe

A nyomelemek koziil a fémionok, példaul a vas €s a cink esszencidlis minden €16 szervezet
szamara. Ezek a mikrotapanyagok kulcsfontossaglak a sejtek egészséges homeosztazisanak
fenntartdsdhoz, valamint a fehérjék korilbelul egyharmada fémion kofaktort igényel a
miikodéséhez. Az ilyen fémionok sz&mos metabolikus folyamatban nélkuildzhetetlenek,
tovabbd DNS moddositast katalizalé és transzkripciot szabalyozé fehérjék megfeleld
miitkodéséhez is szlikségesek (Waldron és mtsai., 2009, Colvin és mtsai., 2010). Ezek a
nyomelemek patogén gombak esetén is elengedhetetlenek, amelyeket mas éldlényekhez
hasonloan, a kornyezetiikbdl kell megszerezniiik. Emiatt egy patogén gomba szamara
kulcsfontossagu, hogy milyen mértékben képes hasznositani a gazda esszencialis
nyomelemeit, hianyuk a gomba alacsony novekedési képességét és virulencidjanak
csokkenését eredményezheti (Hood és Skaar, 2012). Ez a gazda szamara el6nyos koriilmény,
s6t energiaigényes folyamatok révén szekretalt fémkoté fehérjék (példaul kalprotektin és
kalgranulin C) segitségével koti meg a szabad fémionokat, igy egy nyomelem limitalt
kornyezet alakul ki a gazdaszervezetben. A mikroelemek hozzaférhet6ségének ilyen
korlatozéasa ezért hatékony megoldas a kdrokozok szaporodasanak visszaszoritasara. Ismert
azonban, hogy a cink ionok magas koncentracidja mérgezé is lehet a korokozokra a
gazdaszervezeten belul. Példaul az eger makrofagok képesek Mycobacterium tuberculosis
szamara toxikus szintre emelni a cink koncentraciojat a fagolizoszomaban, és igy hatékonyan
eliminélni a baktériumot (Jacobi és mtsai., 1991). Emellett az egér eredetii csontvelébol
differencialtatott makrofagok (BMDM, Bone Marrow Derived Macrophage) C. glabrata
fertézést kovetéen IFN-I-fliggd modon cink-toxicitdst eredményeznek a makrofagok
fagolizoszomajaban (Riedelberger és mtsai., 2020). Osszességében a korokozok mind cink
limitalt, mind magas cink koncentracidval szembesiilnek a gazdaszervezetben, mivel nem

csak az alapvetd tapanyagok korlatozott hozzaférését kell lekiizdeniiik, hanem az
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immunrendszer egyes effektor sejtjeinek hatékony valaszreakcioja esetén a fémionok
potencidlisan toxikus szintjét is. Ezeket a folyamatokat a szakirodalom @sszefoglald néven
,nutritional immunity” -nek nevezi (Hood és Skaar, 2012).

A gazdaszervezet ezen védelmi vonalanak kijatszasa a mikroba tulélése szempontjabol
nélkildzhetetlen, emiatt a patogén gombaknak szdmos mechanizmussal, transzportrendszerrel
kell rendelkezniiik, amelyek lehet6vé teszik, hogy a gazda altal kialakitott vas - és cink

limitalt, valamint a potencialisan toxikus fémion kdrnyezetben megis fent tudjanak maradni.

111.7.1. Vas ion felvétel

A vas ionok kiilonb6z6 fehérjék példaul laktoferrin és transzferrin altal kotott formaban
vannak jelen magasabbrendii szervezetekben a fémion limitalt kdrnyezet fenntartdsa
érdekében, emiatt a patogén gombafajok kilonféle vas ion felvételi mechanizmusokat
alkalmaznak. A Saccharomyces cerevisiae uUn. vas ion redukcios felvételi rendszerben az
ScFrel és ScFre2 fehérjékkel redukélja az extracellularis kdrnyezetében 1évd vas ionokat,
majd azokat sejtfelszini alacsony- illetve magas affinitasu vas transzporterekkel széllitja a
sejtek citoplazmajaba (Askwith és mtsai., 1996). A pékélesztd az igy redukalt vas ionokat az
ScFtrl membran transzporter segitségével is képes felvenni, tovabba Fe* iont, amelyet az
ScFet3 oxidal (Dancis és mtsai., 1994). A human patogén mikrobak a vas ionokat a redukcids
transzport rendszer mellett igynevezett szekretalt szideroférokkal (fémion kotd fehérjékkel) is
képesek felvenni kornyezetiikb6l (Patel és mtsai., 2018). Ezek a molekuldk kelatorként
funkcionalnak, ugyanis a gazda fehérjéi altal limitalt forméaban 1évd vas ionokat nagyobb
affinitassal képesek megkotni, igy a patogén szamara lehetdvé valik ezen ionok megszerzése
(Skaar, 2010). Ezt kovetéen a sziderofor-vas ion komplexet a mikroba erre specializalt
sejtmembran transzportereivel juttatja az intracellularis terébe. Ismertek olyan mikroba
transzport rendszerek is, amellyel a mas fajok altal szekretalt (heterolog) vas ion kotd fehérjek
felvétele is lehetséges. Escherichia coli a sajat homoldg (példaul enterobaktin és aerobaktin)
vas ion kelatorok mellett egyes gomba eredetii heterolog szideroférokat (pl. ferrikromot) is
képes hasznositani a kornyezetébdl (Ratledge és Dover, 2000). Heterolég vas ion Kkotd
fehérjek felvétele szdmos gombafajnal is ismert (Howard, 1999, Howard, 1999). A S.
cerevisiae ugyan nem termel szideroférokat, azonban alternativ megoldasként mas
organizmusok &ltal szekretalt vas kelatorokat alkalmazhat (Lesuisse és mtsai., 2001). A
Fitlp—Fit3p sejtfal fehérjek tobbféle pl.: ferrioxamin B (FoxB) és ferrikrom (FCH)

szideroforok felvételéhez sziikségesek, tovabba membran kapcsolt transzporterek segitik a
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bakterialis eredetii kelatorok felvételét. Az SCEnblp transzporter az enterobaktint (EB), a
ScArn2p/ScTaflp komplex triacetilfuzarinint és a fuzigént szallit a sejtek intracellularis
terébe (Yun és mtsai., 2000, Lesuisse és mtsai., 2001, Lesuisse és mtsai., 2001). A pékélesztd
Sitlp transzportere ferrioxamin és ferrikrom felvételét medialja, tovabba az ScArnl fehérje
hidroxiamit-tipusu szideroforok felvételéhez elengedhetetlen (Lesuisse és mtsai., 1998, Yun
és mtsai., 2000, Yun és mtsai., 2000).

Annak érdekében, hogy vas ionokhoz jusson a gazdaszervezetbdl, a C. albicans nagy
affinitasu reduktiv rendszert, sziderofér-felvevé rendszert vagy hemoglobin-vas felvevd
rendszert hasznal (Lesuisse és mtsai., 2002, Mukherjee és mtsai., 2014, Ramirez-Zavala és
mtsai., 2022). A reduktiv vas ion felvétel sordn a C. albicans képes hasznositani a ferritin,
illetve transzferrin altal kotott fém ionokat, azonban szdmos human patogén fajjal ellentétben
a laktoferrint nem (Knight és mtsai., 2005, Almeida és mtsai., 2008). A C. albicans Frel
homolég Cfl1, valamint Frel0 homoldg Cfl95 és CaHap5 plazmamembranban lokalizalt
vasreduktazai a vasat oldhat6 vas allapotba redukaljak (Xu et al., 2014b; Yu et al., 2014). A
vas redukcidja soran spontan toxikus szabadgyOkok keletkezhetnek, amelyek kivedése
érdekében multiréz-oxidaz enzim is részt vesz a Fe** ionok ferrooxidaciojaban (Kosman,
2003, Almeida és mtsai., 2009). A vas multiréz-oxidazok altali ferrooxidaciojahoz rézre van
szlikség, amelyet a CaCcc?2 intracellularis réztranszporter szallit, igy lehetévé téve a CaFtrl
vas-permedz - multiréz-oxidaz komplex kialakuldsat és a vas ionok intracellularis térbe
torténd szallitdsat. (Weissman és mtsai., 2002, Ziegler és mtsai., 2011, Mamouei és mtsai.,
2017). A C. albicans nem termel szekretalt szideroférokat. Heymann és mtsai. munkaja soran
bizonyitast nyert, hogy a hidroxamat-tipusi szideroférok felvételéhez elengedhetetlen a
CaSitl és CaArnl proteinek jelenléte, azonban egyéb heteroldg szideroforok felvétele,
példaul ferrikrom és ferrioxamin (a pékélesztovel ellentétben) nem igényeli e két fehérjét
(Heymann és mtsai., 2008). Epitelialis fert6zés esetén fontos szerepet tolt be a CaSitl/CaArnl
medialt vas ion felvétel, ezzel ellentétben a véraramon keresztiil torténd korfolyamat kivaltasa
figgetlen azoktol (Ardon és mtsai., 2001, Heymann és mtsai., 2002, Lan és mtsai., 2004). A
gazdaszervezetben potencidlisan elérheté vas 70%-a hemin és hemoglobin altal kotott
forméaban van jelen, amelyeket a C. albicans hemolitikus aktivitdsa révén hasznosithat
(Manns ¢és mtsai, 1994). A hem fehérjékbdl szarmazo vas felvétele nem a gomba nagy
affinitasu vas felvételi rendszert6l fiigg, hanem tobb membranban talalhaté fehérje (CaRbtb5,
CaPgal0, CaCsa2) kozos mitkodésétol (Weissman és Kornitzer, 2004, Weissman és mtsai.,
2008, Nasser és mtsai., 2016, Kuznets és mtsai., 2014). A CaRbt5, egy GPI-horgonyzott hem-
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receptor, a CaPga7-tel, és a CaCsa2-vel szekretalt hemoforral egyiitt miikodik, hogy a hemet a
sejtfalon keresztil a plazmamembranhoz széllitsa (Kuznets és mtsai., 2014).

C. parapsilosis-ban két vas ion felvételi rendszer ismert. A C. albicans Hap5 vas reduktaz
ortoldgja Toth és munkatarsai munkaja szerint funkcionalisan is hasonlésagot mutat (Toth és
mtsai., 2018). Emellett Chakraborty és munkatarsai bebizonyitottak, hogy a FET3 vas ion és
multiréz-oxidazt kddold gén ortolog parja megtalalhatd C. parapsilosis-ban, és sz&mos egyéb
virulencia faktort befolyasol (Chakraborty és munkatéarsai., 2018). CpFET3 homozigota
delécioés mutans vas ion hianyos koérilmények kozott ndvekedési defektust mutat, tovabba a
CpFet3 esszencialis a gomba pszeudohifa és biofilm képzésében, valamint prosztaglandin

termeléseben (Southall és mtsai., 1990).

111.7.2. Cink ion felvétel és raktarozas

A cink a vas utdn a masodik leggyakrabban el6forduld fém nyomelem az emberben. A
cink fontos szerepet jatszik mind a velesziletett, mind az adaptiv immunrendszer
miikodésében, €s szamos enzim mikodéséhez elengedhetetlen, beleértve a szuperoxid-
diszmutézokat, alkohol-dehidrogenédzokat és transzkripcios faktorokat, valamint az eukaridta
fehérjék (fajtol fiiggden) 5-10%-a rendelkezik cink ion kot6 doménekkel (Zhang és Zheng,
2020). A cink ion koncentracidja a sejten belll szigorian meghatarozott értékek (0,1-0,5 mM)
kozott mozog (Eide, 2006, Zhang és Zheng, 2020). A gazdaszervezet sejtjei az idedlis cink
ion homeosztazis fenntartasaért ZnT-ket (Zinc-Transporter) milkodtetnek. Ezek egyrészt
magas intracellularis cink ion koncentracio esetén az intracellularis térbdl a sejten kivilre
vagy vezikuldkba szallitjak a cink ionokat, masrészt alacsony intracellularis cink ion
koncentraci6 alkalmaval képesek cink ionok felvételére az extracellularis térbdl. Ez utobbi a
ZIP (Zrt2, Irt-like Protein) feladata (Kambe és mtsai., 2021).

S. cerevisiae-ben a Cation Diffusion Facilitator (CDF) csaladba tartozo feherjék (ScZrgl7,
ScMsc2), valamint a Zrtl- és Irtl-like protein (ZIP) csaladba tartoz6 membran cink
transzporterek (ScZrtl, ScZrt2), a vakuolaris cink importer (ScZrcl) és exporter (ScZrt3)
valamint az endoplazmatikus retikulum kapcsolt ScYke4 tartja fent a gomba szaméra
optimalis citoplazmatikus cink ion szintet (Bird és Wilson, 2020). A cink ionok
ScZrgl7? és ScZrcl cink transzportereket kodold gének mind magasabb szinten
expresszalodnak alacsony cink ion tartalma korilmények kozott (Lupetti és mtsai., 2002). A

pékélesztd cink ion felvételében az alacsony affinitasi ScZrtl ¢és ScZrt2 membran
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transzporter vesz részt, azonban amikor a citoszol cink ion koncentracidja visszaall az
optimdlis szintre, a ScZapl aktivitasa géatolt, amely igy negativ visszacsatolason alapuld
szabalyozés alapjan megakadalyozza a cink toxikus szintjének felhalmozddaséat a citoszolban
(Zhao és Eide, 1996, Bird és Wilson, 2020). Magas intracellularis cink ion mennyiség esetén
a magas affinitdsi ScZrcl/ScCotl vakuolaris transzporterek szallitjak az organellumokba a
feleslegesse valt, vagy mar a gomba szamara toxikus mennyiségii cink ionokat (Miyabe és
mtsai., 2001). Azonban, ha a citoplazméban a cink ion koncentracié nem éri el a fiziologias
mennyiseget, a szintén vakuolaris ScZrt3 transzporter tovabbitja a cink ionokat a
vakuolumbol a gomba citoplazmaéja felé (Gaither és Eide, 2001).

A C. albicans esetében az elsédleges felvételi mod a cink ion kelator és transzport
rendszeren keresztiil megy végbe, ahol a korlatozott mennyiségli cink iont egy cinkkotd
fehérje masnéven ,,cinkofor” koti meg (Citiulo és mtsai., 2012). A folyamatot a szekretalt
CaPral (pH regulated antigen 1 - pH-szabalyozott antigén 1) fehérje kozvetiti, amely nagy
affinitssal képes megkodtni a cink ionokat a gazdaszervezetben, és eljuttatni a gomba
CaZrt101 magas affinitasi plazmamembran cink ion transzporterhez. Citiulo és munkatarsai
kimutattak, hogy a C. albicans képes felhasznalni az endotélsejtek citoplazmajabdl szarmazo
cinket a hifa-asszocialt CaPra-CaZrt101 kozds mikodésével (Citiulo és mtsai., 2012). Mig
semleges és ligos kémhatasu kdérnyezetben a Pral-Zrt101 szinergikus cink-felvevé rendszer
biztositia a cink ionok felvételét, addig ez a feladat savas kornyezetben a Zrt2
plazmamembran transzporterre harul (Citiulo és mtsai., 2012). Crawford és munkatarsai
munkaja alapjan elmondhatd, hogy a CaZRT1l expresszioja pH érték fiiggd, és CaZrt2
hidnyaban semleges és lGgos pH tartomanyu kornyezetben biztositja a C. albicans sejtek
ndvekedését. Pékélesztvel ellentétben, a C. albicans Zrcl transzportere nem a vakuoléris
cink importért és raktarozasért felelés, hanem a Golgi apparatusban lokalizalodik, és magas
intracellularis cink ion mennyiség esetén esszencialis, ugyanis apr6 cink ion raktarak, un.
cinkoszdméak létrehozasaban miikodik kozre (Crawford és mtsai., 2018). Ezen cink ion
transzporterek a gomba virulenciajaban is fontos szerepet toltenek be: a CaZRT2 delécioja
csokkenti a vesék gomba altali kolonizacidjat egerekben, tovabba in vivo koriilmények kozott
a CaZrcl altal kozvetitett gyors cink ion kompartmentalizacids folyamat révén képes tarolni
az intracellularisan felhalmozott cink ionokat a cinkoszémakban. Emlitésre méltd, hogy a C.
albicans-ban leirt Pral cink koté fehérje génjének ortolégja nem talalhatd meg C.
parapsilosis-ban, emiatt feltételezhetjik, hogy e faj mas mechanizmus révén tesz szert cink

ionokra a gazda szervezettel torténd kdlcsonhatas soran.
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111.8. A velesziletett immunrendszer és effektor sejtjei gombafertézések soran

A komplementrendszer a velesziiletett immunrendszer egyik legdsibb humoralis
alkotéeleme. Alkotoelemei egymast lancreakcido szertien aktivald faktorok Osszessége,
amelyek a szervezetben inaktiv allapotban vannak jelen. A tobb mint 30 komponensbdl allo
kaszkad elemei kozé sorolhatéak szolubilis proteinek (aktivaldédas sorrendjében: Clr, Cls,
C4, C2, C3, C5, C6, C7, C8 és C9), glikoproteinek, sejtmembran receptorok es szabalyozé
fehérjék. Ezen rendszer patogének jelenlétében aktivalodhat, amely kiemelt jelent6séggel bir
a gyulladasos folyamatok elinditasaban, ugyanis elemei fokozzak az erek ateresztOképességét,
¢s ezaltal tovabbi faktorok és immunsejtek aramlédsat a fert6zés helyszinére. A komplement
kaszkad aktivacioja soran egyes molekuldk (C3b, iC3b és C4b) beboritjak, un. opszonizaljak a
patogént, amely a fagocitak altali bekebelezésiiket segitik eld.

A velesziiletett immunrendszer elsédleges feladata kiilonbséget tenni az idegen, illetve
sajat sejtek, molekulak kozott és veszely jel érzékelése esetén aktivalddni, ezt a szakirodalom
,Danger model” -ként definidlja (Matzinger, 2002). Az immunrendszer ezen sejtjei
alapvetéen jelen vannak a korokozd mentes, egészséges szervezetben. Az idegen
organizmusok felismerése a velesziletett immunrendszer sejtes komponensei esetében
csiravonalban kodolt receptorok az un. PRR-ek (Pattern Recognition Receptors - Mintazat
felismerd receptorok) segitségével torténik. A receptorok a patogénekre jellemzd evolicidosan
konzervalt mintazatokat ismerik fel, amelyeket a szakirodalom PAMP-nak (Pathogen
Associated Molecular Pattern — Patogén-asszocialt molekularis mintazat) nevez. Charles
Janeway 1989-es publikacidja szerint a gomba patogének esetében a sejtfal egyes
alkotéelemei (mannoproteinek, PB-glikanok) ligandként szolgdlnak a PRR-ek szamara,
azonban ligandként kapcsolddhat metilalatlan DNS, RNS vagy fehérje komponens is a
megfeleld receptorhoz (Janeway, 1989.). Az igy létrejott PRR-PAMP kapcsolodas
eredményeként a velesziletett immunrendszer képes felismerni a patogént, és igy elinditani a
megfeleld immunvalaszt. A patogének mintazatfelismerd receptoron keresztiil torténd
felismerését kovetden effektor mechanizmusok Osszetett lancolata aktivalodik, amely a
velesziletett immunrendszer sejtes elemeinek az aktivalédasahoz, és a patogén
eliminalasahoz vezethet. Az immunrendszer effektor sejtjei kdzé tartoznak a neutrofil
granulociték, dendritikus sejtek, természetes 6ldsejtek és makrofagok kiilonb6z6 populacioi
(Netea és mtsai., 2015).
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111.8.1. Neutrofilek

Az emberi vérben legnagyobb szamban a neutrofil granulocitak talalhatok, amelyek
fertézés €s gyulladasi folyamat soran domindns mértékben jelennek meg az adott szoveti
régioban. A neutrofilek rendszerint alacsony mértékben expresszalnak Toll-like receptorokat
(TLR), azonban nagy szamban talalhatok sejtmembrénjuk felszinen fagolitikus receptorok pl.
CR3 (Complement Receptor 3) és Fcy receptorok (Netea és mtsai., 2008). A korokozokat
PAMP alapjan ismerik fel mintazatfelismer6 receptoraikkal, tovabba sulyos szoveti karosodas
esetén un. karosodassal Osszefiiggé molekularis mintakat (DAMP- Damage-Associated
Molecular Patterns) ismernek fel az ezekre specifikus receptorokkal. A DAMP receptorok
képesek aktivalni gyulladasos mediatorok (CXCL1, CXCL2 kemokin) termelését, amelyek G-
protein kapcsolt receptorokhoz (GPCR- G-Protein—Coupled Receptor) kotédnek, és
indukélnak tovabbi folyamatokat (Kolaczkowska és Kubes, 2013). Ezen tilmen6en a DAMP-
ok eés PAMP-ok kozvetlenil aktivalhatjdk a neutrofilek receptorait, hogy fokozzak
immunsejtek toborzéasat (Pittman és Kubes, 2013). A neutrofilek effektor mechanizmusok
széles skalajaval képesek eliminalni a felismert korokozokat, valamint drasztikusan képesek
gatolni gombapatogének szaporodasat. Fradin és munkatarsainak kisérleteibdl ismert, hogy C.
albicans sejtjeiben jelentds génexpresszios valtozasokat indukalnak a neutrofilek, amely a
gomba sejtek hifaképz6dését gatolja (Fradin és mtsai.,, 2005). A granulocitdk ezen
csoportjanak f6 gombaeliminald mechanizmusa a patogén fagocitdzisa, amely a fagoszomak
valamint reaktiv oxigéngyokok (ROS) segitségével valosul meg (Cheng és mtsai., 2012). Az
intracellularis 6lési mechanizmusok mellett a neutrofilek képesek un. extracellularis csapdak
(NET, Neutrophil Extracellular Trap) segitségével limitalni a Candida sejtek ndvekedését
vagy elpusztitani azokat. A NET-ek haloszer(i struktirak, amelyek képesek baktériumokat,
gombakat, protozoonokat es virusokat behaldzni és immobilizalni. Az aktivalt neutrofilek
szekretaljak Oket, és DNS-szalakbol allnak, amelyben az immobilizalt patogének magas

koncentracidju antimikrobialis fehérjéknek vannak kitéve (Urban és mtsai., 2006).

111.8.2. Természetes 6l0sejtek

A természetes 6losejtek (NK, Natural Killer) kiemelt szerepet toltenek be a velesziiletett
immunrendszer gyors és hatékony patogen ellenes vélaszaban. Az NK sejtek altal termelt
perforin hatdsara képesek kozvetlenll eliminalni a korokozét, emellett gyulladdsos
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citokineket és kemokineket termelnek, amelyek tovabb serkentik az immunrendszer
antifungalis folyamatait (Netea és mtsai., 2015). Granulocita-makrofag kolonia stimulald
faktor (GM-CSF, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) szekretalasa elGsegiti
a fertdzés helyére érkez6 neutrofilek, monocita és makrofag populacié tovabbi gombaellenes
folyamatait (Netea és mtsai., 2015). Az NK-sejtek hianyara iranyulo Kiserletek valtozo
eredmeényeket mutattak a Candida-val fert6zott in vivo egermodellek esetében, ugyanis vagy
alacsonyabb mértékii kolonizacids képességet, vagy ellenkezbleg, magasabb kandidizisra
valé hajlamot tapasztaltak (Romani és mtsai., 1993, Whitney és mtsai., 2014). A sulyos,
kombinalt immunhianyos (NK-sejt és limfocita-hianyos) egér modellben vizsgalva megnétt a
C. albicans szisztémas kolonizéltsdgdnak mértéke, amely jelenség az immunkompetens

egércsoportban nem volt jellemz6 (Quintin és mtsai., 2014).

111.8.3. Dendritikus sejtek

Szamos velesziletett és adaptiv gombaellenes immunvalasz elinditasat és szabalyozasat a
dendritikus sejtek (DC, Dendritic Cell) végzik. A csontvel6bdl differencialodd DC-k a
verben, nyirokszervekben és nyalkahartyaval boritott felszineken nagy szamban vannak jelen.
Kiilonbo6zo tipust DC-k ismertek, amelyek tobbféle PRR-rel rendelkeznek, igy novelve az
immunrendszer rugalmassagat, hogy az megfelelden reagalhasson a kiilonféle korokozokra és
veszélyjelekre. A felismerést kovetéen hatékonyan fagocitaljak a korokozokat, majd
antigénprezentalo sejtekként jelentGs szerepiik van az adaptiv immunvalasz kialakitasaban (Y.
Wang, 2015). Szamtalan citokin termelésére képesek, amelyeknek jelenléte esszencialis mind
hatékony antifungélis gyulladasos vélasz, mind specifikus adaptiv T-sejtes immunvélasz
kialakulasa esetén (Romani, 2004). Annak ellenére azonban, hogy képesek fagocitalni
Candida sejteket, kisebb hatékonysaggal eliminaljak azokat, mint egyes makrofag populéaciok
(Netea és mtsai., 2008).

111.8.4. Monocitak és makrofagok

A makrofagokrol ismert, hogy széles korben elterjedtek a limfoid és nem limfoid
szOvetekben az egesz testben. Ez a sejttipus a vérben keringé monocita populaciobol
szarmazik, amelyek folyamatosan véandorolnak a kiilonb6zé szdoveti régiokba, ahol a

kornyezet altal determinalt tipust makrofagokka differencialodnak (Epelman és mtsai., 2014).
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A monocita sejtekbdl differencialodott makrofagok kiemelt szerepet jatszanak a velesziiletett
immunvélasz kivaltdsdban, effektor sejtekként részt vesznek a veszélyt jelentd
mikroorganizmusok felismerésében és elimindlasaban, tovabba kulcsfontossaglak egyes
szoveti régiok fejlédésében és miikodésében mind egészseges, mind patologias korilmények
kozott (Wynn és mtsai.,, 2011, Viola és mtsai., 2019). A szakirodalom a makrofagokat
anatémiai elhelyezkedésiik alapjan alpopulaciok szerint megkulonbozteti: specidlis Un. szoveti
rezidens makrofagokat (TRM- Tissue Resident Macrophage), amelyek a Kupffer-sejtekben
(ma4j), a tiidd6ben (alveolaris makrofagok), intersticialis kotészovetben (hisztiocitak), illetve a
csontokban (oszteoklasztok) talalhatdak. A bélrendszerben is tobb kiilonb6zé tipusu makrofag
talalhat6, amelyek eltéré fenotipussal és funkcidval rendelkeznek, és egyiittmiikodnek az
egészséges bélfléra fenntartdsanak érdekében (Wynn és mtsai., 2013). A masodlagos limfoid
szervekben is kilonallo6 makrofag-populaciok vannak jelen, amelyek egyedi funkciokat latnak
Emellett kiilonb6z6 makrofag-alpopulaciok fokozott mennyiségben vannak jelen bizonyos
immun-privilegizalt régiokban (agyban, szemen és a herékben), ahol kdzponti szerepet
toltenek be a szOvetek atalakulasaban és a szerv homeosztazisban (Wu és Hirschi, 2021).

A makrofagok figyelemre méltéan plasztikus sejtek, amelyek funkciojuk szerint egyik
fenotipusrdl a masikra vélthatnak polarizaciojuk sorén (Sridharan és mtsai., 2019). A
makrofag polarizacio egy olyan folyamat, amelynek sordn a makrofagok adott populécidja
egy specifikus fenotipust és funkciondlis vélaszt ad az egyes szdvetekben eldfordulod
mikrokornyezeti ingerekre és jelekre (Sica és Mantovani, 2012). A lokalis citokin-kérnyezet
determindlja a polarizaciot, ennek megfeleléen a makrofagok szamos osztalyat leirtak
emberben és egerekben, specifikus faktorok termelédése, sejtfelszini markereik expresszidja
¢s biologiai funkcidik alapjan. Két alapvetden kiilonb6z6 funkcioji makrofag szubpopulaciot
kilonboztet meg a szakirodalom: a klasszikusan aktivalt vagy gyulladasos M1 tipusu,

valamint az alternativ modon aktivalt vagy antiinflammatorikus M2 tipusu makrofagokat.

[11.8.4.1. M1 tipusu makrofagok

Az M1 makrofagokat jellemzéen TNF-a, bakterialis lipopoliszacharid (LPS) felismerés
vagy IFN-y jelenléte indukaljak. Az IFN-y, amelyet korabban makrofag-aktivalo faktornak
neveztek, aktivalja a nyugvo makrofagokat, hogy elpusztitsak a fagocitalt mikrobakat példaul
nitrogén-monoxid (NO), reaktiv oxigénfajtak (ROS) és lizoszémalis enzimek szintézisével.

Ezt a folyamatot klasszikus makrofag aktivacionak nevezik, mivel el@szor azonositottak,
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egyben a Thl sejtek aktivalasanak klasszikus utjat is jelenti (Ilvashkiv, 2018). Az M1 tipusu
makrofagok sejtfelszinén magas CD80 és CD86, MHC-II, illetve TLR-4 és TLR-2 jelenléte a
jellemzd. Polarizacidjukat kovetden az M1 makrofagok nagy mennyiségii pro-
inflammatorikus citokineket termelnek és valasztanak ki, mint példaul a TNF-a, IL-1a, IL-1p,
IL-6, IL-12, 1L-23 és ciklooxigendz-2 (COX-2), valamint kis mértékben antiinflammatorikus
IL-10-et (N. Wang és mtsai., 2014). Az M1 tipusi makrofagok részt vesznek patogének
eltavolitasaban a fert6zés soran nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) oxidéaz
rendszer aktivalasaval, tovabba reaktiv oxigéngyokok (ROS), nitrogén-monoxid (NO)
létrehozasaval a korokozok fagocitozisat kovetdéen a fagolizoszOmaban (Nathan és
Cunningham-Bussel, 2013). Emellett szamos tanulmany a kdzelmdltban ravilagitott a
makrofdgok cink ion homeosztazisdnak jelent6ségére egyes patogén organizmusok
eliminalasa vagy ndvekedésik limitalasa esetében. A makrofagok két cink ion mennyiségen
alapulé védelmi stratégiat fejlesztettek ki szdmos mikroba ellen (Subramanian Vignesh &
Deepe, 2016). Histoplasma capsulatum fagocitozisat kovetéen a makrofagok cink ionokat
széllitanak a fagolizoszdmabdl a citoplazmaba, hogy cstkkentsék a cink ionok mennyiséget,
igy limitaljak a gombasejtek cinkhez val6 hozzaférését (Assuncdo és mtsai., 2020). Ezzel
szemben a M. tuberculosis, az E. coli és a Salmonella enterica, valamint C. glabrata
fertzések esetén ismert, hogy egér és M1 polarizalt human makrofagok képesek megnovelni
a fagolizoszémaban talalhaté cink ionok mennyiségét a patogének szdmara toxikus szintre,
amely a mikrobak elpusztitasat eredményezi (Botella és mtsai., 2011, Stocks és mtsai., 2021,
Neyrolles, 2021, Riedelberger és mtsai., 2020). Az M1 makrofagok erételjes antimikrobialis
¢s tumorellenes aktivitdssal rendelkeznek, amelyeknek igy jelentds szovetkdrositd hatasuk
van, valamint csokkentik a szovetek regeneralodasat és a sebgyogyuldst. Az ilyen
szovetkarosoddsok elleni védelem érdekében a kronikus gyulladésos vélaszt a kiilonbozo
tipusu M2 makrofagok populécidinak gyulladasgatlé funkcidja altal vezérelt szabalyozd
mechanizmusok gatoljak (Pal és mtsai., 2016, Chistiakov és mtsai., 2018, Shapouri-
Moghaddam és mtsai., 2018).

111.8.4.2. M2 tipusu makrofagok

Az M2 makrofagok csoportja funkcionalisan diverz populéciét alkot (Chistiakov és mtsai.,
2015). Az adott szdveti régioban érzékelt aktivalo ingertdl fliggéen az M2 makrofagokat a
szakirodalom tovabbi négy kiilonb6zd tipusra osztja: M2a, M2b, M2c és M2d alpopulacidkra
(Chistiakov és mtsai., 2015, Sica & Mantovani, 2012). A makrofagok M?2a alcsoportjanak
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polarizacigjat IL-4, IL-13 és egyes gombapatogének jelenléte indukalhatja, amely tovabbi IL-
10, TGF-B, valamint kiilonb6zé kemokinek (CCL17, CCL18 és CCL2) fokozott termelésé¢hez
vezet. Sejtfelsziniikon CD200R, CD163, CD206 markerek a jellemzdek, és emellett alacsony
mennyiségii CD14 és TLR4 receptorok talalhatok (N. Wang és mtsai., 2014; J. Wu és mtsai.,
2021, Krust eés mtsai., 2011). Az M2a tipusu makrofagok funkciojukat tekintve képesek egyes
korokozok endocitozisara €s eliminalasara, emellett eldsegitik a sejtnovekedést és a szoveti
regeneraciot (Colin és mtsai., 2014). Az M2b tipust makrofagokat egyes immunkomplexek,
TLR-ek jelenléte, valamint IL-1B agonistai indukaljak. Képesek mind pro-(TNF-o) mind
antiinflammatorikus (IL-1p, IL-6 és IL-10) citokinek termelésére, igy az M2b makrofagok
populacidja felelés immunszabalyoz6 funkciokért és gyulladdsos folyamatok indukalasaért
(L. xun Wang és mtsai., 2019). Az M2c alcsoportot gliikokortikoidok és IL-10 jelenléte
indukalja, és erdsen gyulladasgétld hatédst fejt ki az apoptotikus sejtekkel szemben azaltal,
hogy nagy mennyiségii IL-10-et és TGF-B-t szekretdl (Zizzo és mtsai., 2012). Az M2
makrofag negyedik tipusat, az M2d-t TLR agonistak induk&ljak adenozin receptorokon
keresztlil. Az adenozin receptor aktivalasat a pro-inflammatorikus citokinek termelésének
gatlasa, valamint a gyulladasgatlé citokinek (IL-10 magas, IL-12 alacsony) és a vaszkularis
endotelidlis novekedési faktor (VEGF) szekrécidjanak ndvekedéese koveti, amelyek serkentik
az angiogenezist és a tumor progresszidjat (Huang és mtsai., 2018). Proangiogén és
tumorindukalé hatdsuk miatt a szakirodalom az M2d makrofagok populécidjat TAM-nak
(Tumor Associated Macrophage) nevezi (Huang és mtsai., 2018). Az M1 és M2 makrofagok,
sejtfelszini markereit, valamint a citokinek, kemokinek és mas szekretalt faktorok

A makrofagok kiemelt szerepet jatszanak a Candida sejtek PAMP-jainak felismeréseben
nagy mennyiségii sejtfelszini TLR és lektin receptoraikkal (LR), valamint a gombapatogén
eliminalasaban. Jelentdségiik mar 1994-ben igazolast nyert: makrofadg deficiens egerekben
jelentésen megnovekedett C. albicans osztodasi képességet és fokozott szdveti kolonizaciot
detektaltak, amely az allatcsoport magas mortalitési ratajaval tarsult (Qian és mtsai., 1994).
Azonban a C. albicans sejtek a gazdaszervezetben torténd tulélésiik érdekében képesek a
gyulladasos, M1 tipusi makrofagok fenotipusos valtozasat eredményezni. A klasszikusan
gombaellenes M1 makrofagok C. albicans jelenlétében antiinflammatorikus M2 tipusu
makrofagokka differencidlédnak, amely folyamat egyrészt eldsegiti a patogén tulélését,
tovabba szerepe lehet a gombaeliminald tulajdonsaganak csokkentésében (Reales-Calderon és
mtsai., 2014).
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2. abra. Makrofagok alpopulacioi, sejtfelszini markereik, stimulalo, illetve szekretalt
citokinjeik szerint. A kép Biorender (https://www.biorender.com/) online szoftwerrel késziilt.
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1V. Célkitiuzések

A patogén mikroorganizmusok cink ion homeosztazisdnak esszencialis szerepe mind a
mikrobak tulélése, mind a korfolyamatok kialakitdsa esetén tobb tanulmanybol ismert,
azonban a human patogén C. parapsilosis cink ion homeosztazisdban szerepet jatszo
ismeretanyag nem érhet6 el. Ebbdl kifolyolag munkank soran az aldbbi célokat fogalmaztuk

meg:

1. A C. parapsilosis cink ion transzporter kodol6 gének in silico analizise S. cerevisiae, illetve

C. albicans ismert cink transzporterei alapjan.

2. A C. parapsilosis prediktalt cink ion transzporter génjeinek deletaldsa, valamint a mutansok
és genreintegralt torzsek fenotipusos és a gének funkciondlis jellemzése.

3. A delécids mutansok in vitro vizsgalata egér és human M1 tipust makrofagok jelenlétében,

valamint  in  vivo  kisérletek  viaszmoly  larva és  egér  modellekben.

4. Egér és M1 tipust human eredetli makrofagok cink ion haztartasanak vizsgalata C.

parapsilosis-szal torténd interakcio soran.
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V. Anyagok es modszerek

V.1. A kisérletek soran alkalmazott torzsek

V.1.1. Alkalmazott baktérium tdrzsek

A klonozasi kisérletek soran az E. coli 2T1 torzset alkalmaztuk.

V.1.2. Alkalmazott Candida térzsek

A Kisérletek soran felhasznalt Candida torzsek nevét, genotipuséat és a hozza tartozd

referenciat az 1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tdblazat. Felhasznalt Candida torzsek

Torzs neve Eltavolitott gén | Genotipus Leiras Referencia
Laffey és
Butler,

C. parapsilosis CLIB214 Vad tipus Vad tipus 2005.

C. parapsilosis HIS1- CLIB214 hisztidin, Holland és

/LEU2- leu2::FRT/leu2::FRT, leucin auxotr6f deléciés | mtsai.,

(CPL2H1) HIS1/LEU2 his1::FRT/hisl::FRT mutans 2014.

CPL2H1 CdHIS1 és Holland és
C. parapsilosis HIS1- leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT, CmLEU2 génreintegralt | mtsai.,
/LEU2-RI frt::CmLEU2/frt::CdHIS1 prototrof mutans 2014.

C.p. A/A CPAR2 210740

CPAR2_210740

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_210740::HIS1/CPAR2_210740::LEU2

Homozigdta delécios

mutans torzs

Munkank soran

eldallitott

C.p. A/A CPAR2 212080

CPAR2_212080

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_212080::HIS1/CPAR2_212080::LEU2

Homozigbta delécios

mutans torzs

Munkénk soran

eldallitott

C.p. AJA CPAR2 212100

CPAR2_212100

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_212100::HIS1/CPAR2_212100::LEU2

Homozigdta delécios

mutans torzs

Munkank soran

eléallitott

C.p. A/A CPAR2_500170

CPAR2_500170

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_500170::HIS1/CPAR2_500170::LEU2

Homozigbta delécios

mutans torzs

Munkénk soran

eldallitott

C.p. AJA CPAR2_ 806710

CPAR2_806710

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_806710::HIS1/CPAR2_806710::LEU2

Homozigdta delécios

mutans torzs

Munkank soran

eléallitott

C.p. A/A CPAR2_806720

CPAR2_806720

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_806720::HIS1/CPAR2_806720::LEU2

Homozigb6ta delécios

mutans torzs

Munkénk soran

eldallitott

C.p. AJA CPAR2_806710-
806720

CPAR2_806710-
806720

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_806710-806720::HIS1/
CPAR2_806710-806720::LEU2

Homozigdta delécios

mutans torzs

Munkank soran

eldallitott

C. parapsilosis HIS1-
/LEU2-
RI-GFP

HIS1/LEU2

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
frt::CmLEU2/frt::CdHIS1,
CpNEUT5L/cpneut5l::PTDH3-GFP::SAT1

GFP jelolt CPL2H1
CdHIS1 és CmLEU2

génreintegralt prototrof

Munkénk soran

eldallitott
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térzs

C.p. AJA CPAR2_210740-
GFP

CPAR2_210740

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl1::FRT,
CPAR2_210740::HIS1/CPAR2_210740::LEU2,
CpNEUTS5L/cpneut5l::PTDH3-GFP::SAT1

GFP jel6lt homozigéta
delécios

mutans torzs

Munkank soran

eléallitott

C.p. AJA CPAR2_212100-
GFP

CPAR2_212100

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/hisl::FRT,
CPAR2_212100::HIS1/CPAR2_212100::LEU2,
CpNEUTS5L/cpneut5l::PTDH3-GFP::SAT1

GFP jel6lt homozig6ta
delécios

mutans torzs

Munkénk soran

eléallitott

C. parapsilosis
CLIB214_CPAR2_212100-
GFPtag

CPAR2_212100-GFP

CpZRC1-GFP jelolt

vad tipus

Munkénk soran

eléallitott

C.p. A/A
CPAR2_210740_RI

CPAR2_210740

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_210740::HIS1/CPAR2_210740::LEU2,
CpNEUTS5L/cpneut5l::CPAR2_210740

Homozigb6ta delécios
mutans egy kopias
génreintegralt torzse

Munkank soran

eléallitott

C.p. A/A
CPAR2_212100_RI

CPAR2_212100

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_212100::HIS1/CPAR2_212100::LEU2,
CpNEUTS5L/cpneut5l::CPAR2_212100

Homozigdta delécios
mutans egy kopias
génreintegralt torzse

Munkank soran

eloallitott

C.p. A/A
CPAR2_212100_OE_RI

CPAR2_212100

leu2::FRT/leu2::FRT, hisl::FRT/his1::FRT,
CPAR2_212100::HIS1/CPAR2_212100::LEU2,
CpNEUTSL/cpneutsl::PTDH3-CPAR2_212100

Homozigdta delécios
mutans egy
géntaltermeltetett
génreintegralt torzse

Munkank soran

eléallitott

V.1.3. Alkalmazott egér torzsek

Kisérleteink soran 8-12 hetes immunkompetens vad tipusu BALB/c egereket hasznaltunk,
amelyek az HUN-REN SZBK allathazabdl szarmaztak. A kisérleteink soran az allatokat
allando, kontrollalt korilmények kozott (12 ora fény/12 6ra sotét ciklus, 21 °C tartasi
homérséklet, igény szerint hozzaférhetd ivoviz és normal ragesalotap) tartottuk. Az in vivo

kisérletek engedély szama: XV1./3646/2016.

V.2. Taptalajok, tapoldatok és oldatok

YPD-PS (yeast extract-peptone-dextrose) tapoldat/tiptalaj: 0,5% (m/V) élesztékivonat, 1%

(m/V) pepton, 1% (m/V) glikoz tartalmu tapoldat 100 unit/ml penicillin-streptomycin (PS)
antibiotikummal (Sigma-Aldrich), tovabba szilard taptalaj esetén 2% (m/V) agarral

kiegészitve.

YPD-PS tapoldat és taptalaj nourseothricinnel kiegészitve: YPD tapoldat/taptalaj 100 pg/ml

nourseothricin-nel (NTC) (WERNER BioAgents, Jena Bioscience) kiegészitve. Téaptalaj

esetén tovabbi 2,5% (m/V) agar hozzéadésa.
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A fenotipusos vizsgélatok alapjaként a legtobb esetben a fentebb leirt YPD-PS téptalaj
szolgalt, ahol ettdl eltértiink az kiilon emlitésre keriil. Az YPD-PS téptalajt a tovabbiakban
felsorolt stresszorokkal egészitettiik ki. Ahol nincs jelezve, ott a stresszort a sterilezés elétt
adtuk a taptalajhoz. Ahol sterilezés utan adtuk a stresszort a taptalajhoz, ott a stresszort

sziiréssel (Milipore, pérusmeret: 0.22 um) sterilizaltuk.

YPD +1 M NaCl

YPD + 1 M szorbitol

YPD + 30% (V/V) glicerol

YPD + 10 mM H>0>: 30% (V/V) térzsoldatbdl hozzdadva sterilezés utan

YPD + 0,05 mM CdSOg4: 0,1 M 3CdSO4 * 8 H2O (desztillalt vizben oldott) torzsoldatbol

hozzaadva sterilezés utan

YPD + 0,2 mM menadion: 1 M-0s 96%-0s etanolban oldott tdrzsoldatbdl hozzéaadva,

sterilezés utan

-z

(desztillalt vizben oldott) kongovoros torzsoldatbdl hozzaadva, sterilezés utan
YPD + 10/25/50 pg/ml kalkofluor fehér: frissen készitett 100 mg/ml koncentracioju

(desztillalt vizben oldott) kalkofluor fehér térzsoldatbdl hozzaadva, sterilezés utan

YPD + 10 mM koffein: 70 mM-os (desztillalt vizben oldott) torzsoldatbdl hozzaadva,
sterilezés utan

YPD + 0,04% (m/V) SDS

YPD + 4 mM CuClz: 1 M CuCl; (desztillalt vizben oldott) térzsoldatb6l hozzaadva, sterilezés

utén

YPD + 4 mM CuSO4: 1 M CuSOgs (desztillalt vizben oldott) torzsoldatbdl hozzéadva,
sterilezés utan

YPD + 0,25 mM EDTA: 0,5 M-0s EDTA (pH=7,5) oldatbdl

YPD + 150 uM BPS: a taptalaj 1,5% (m/V) agart tartalmazott, sterilezést kovetden 45° -0s

vizfiirddbe helyeztiik, majd 150 uM-o0s végkoncentracioban 0,025 M-os (desztillalt vizben
oldott) BPS torzsoldatot adtunk hozza, és csészedntés elbtt 2 percig allni hagytuk.
YPD + 500 uM BPS + 0,2 uM hemin: a taptalaj 1,5% (m/V) agart tartalmazott, sterilezést

kovetden 45°C-os vizflirddbe helyeztiik, majd 500 uM-0s végkoncentracioban 0,025 M-o0s
(desztillalt vizben oldott) BPS torzsoldat adtunk hozza, és 2 percig allni hagytuk. Ezt
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kovetden 2 uM végkoncentracioban 1 mM-o0s (DMSO-ban oldott) hemin torzsoldatot adtunk
hozza.
YPD (pH 4/5/6/7/8): a kiilonb6zé pH értékli taptalajok elkészitéséhez a taptalaj

komponenseket Mc Ilvaine pufferoldatok (0,2 M Na:HPO4 és 0,1 M Citromsav) megfeleld

aranyu oldataban oldottuk fel.

Szelektiv_Drop Out taptalaj: 0,19% (m/V) YNB, 2% (m/V) glikoéz, 2,5% (m/V) agar,

sterilezést és 50°C ala hilést kdvetden steril 10x-es toménységli Drop Out aminosav oldattal

és sziikség esetén L-Leucin torzsoldattal kiegészitve 2,5 mg/ml végkoncentracidban.

10x-es toménységii Drop Out aminosav oldat (1000 ml-re):

200 mg L-arginin, 300 mg L-izoleucin, 300 mg L-lizin, 200 mg L-metionin, 500 mg L-
fenilalanin, 2000 mg L-treonin, 300 mg L-tirozin, 200 mg uracil, 1500 mg L-valin, 2000 mg
adenin, 2000 mg L-triptofan. Az oldat steril sziir6vel (Milipore, poérusméret: 0.22 pm)

segtitségével sterilezésre.

Alacsony cinktartalmu tapoldat és taptalaj (LZM): A cink transzporter mutans torzsek

ndvekedési tulajdonsdgainak és a cink ionnal szembeni tolerancia jellemzésére alacsony
cinktartalmu taptalajt (LZM) hasznaltunk, amelyet kiilonb6z6 végkoncentraciokban (0,05; 1;
10; 15; 17,5; 20; 22,5; 25; 50 és 100 mM) ZnSOgs-al egeészitettink ki 0,1 vagy 2 M ZnSOg4
torzsoldat felhasznalasaval. Az LZM elkészitéséhez a taptalajt a cink ionok kivételével az
Osszes esszencidlis aminosav, tdpanyag és ion hozzdadasaval hoztuk Ilétre, amelyhez a
Crawford és munkatarsai altal biztositott modositott protokollt kovettik (Crawford és mtsai.,
2018). Az LZM tapoldat pH értéke puffereletlen formaban 7,5 volt. A savas/lligos kémhatas
bedllitdsdhoz citromsavat (1 M) vagy dinatrium-hidrogén-foszfatot (0,2 M) hasznaltunk. A

tapoldat pontos leirasa a fliggelékben (Flggelék 3. tblazat) talalhato.

LB tapoldat és taptalaj: 0,5% (m/V) élesztékivonat, 1% (m/V) tripton és 1% (m/V) natrium-

klorid (NaCl) tartalmu tapoldat, szilard taptalaj esetén 2,5% (m/V) agarral kiegészitve.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): DMEM tapoldat a gyarté (Lonza) utasitasai
alapjan 10% (V/V) héinaktivalt FBS-sel és 100 unit/ml PS oldattal kiegészitve.
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RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) tapoldat (Lonza): RPMI 1640 tapoldat
(Lonza) 100 unit/ml végkoncentracioban PS antibiotikumokkal kiegészitve.

X-VIVO 15 (Chemically Defined, Serum-free Hematopoietic Cell Medium): X-VIVO 15

tapoldat (Lonza) 100 unit/ml végkoncentracidban PS kombinacidjaval kiegészitve, kisérlettol

fiiggben 10 ng/ml granulocita-makrofag stimulalé faktorral (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) kiegészitve.

PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 2 mM
KH2PO4 (pH 7,4).

Lizis puffer: (1 m/V% SDS, 50 mM EDTA, 100 mM TRIS pH 8)

Alkalikus SDS: 0,2 M NaOH, 2% (m/V) SDS

Magas soétartalmd (high salt) oldat: 3 M K-acetat, pH 4

V.3. Torzsek fenntartasa és tenyésztése

V.3.1. E. coli torzsek fenntartasa és tenyésztése

Az E. coli 2T1 torzset LB taptalajon tartottunk fent, felndvesztésiket LB tapoldatban
végeztlik. Az E. coli sejtek transzformalasat kovetden a transzformansok szelekcidjahoz 50
pug/ml ampicillinnel (Sigma-Aldrich) vagy 50 pg/ml kanamicinnel (Sigma-Aldrich)
kiegeszitett LB taptalajokat hasznaltunk.

V.3.2. C. parapsilosis torzsek fenntartasa és tenyésztése

Az 0Osszes torzset a Szegedi Tudomanyegyetem, Biotechnol6giai és Mikrobioldgiai
Tanszéken fenntartott Szeged Mikrobiologiai Gyiijtemény (SZMC) torzsgyiijteményben
taroltuk. A tarolas -80 °C-on tortént. A homozig6ta mutansokat 100 unit/ml PS-nel
kiegészitett Selective Drop Out agar taptalajon tartottuk fenn, amelyeket havonta friss
taptalajra oltottunk at. A heterozigéta mutans torzseket hasonléan tartottuk fenn,
kiegeszitésként L-leucint (2,5 mg/ml) adtunk a taptalajhoz. A C. parapsilosis CLIB 214 vad

tipusu torzset 100 unit/ml PS tartalmu YPD taptalajon neveltik. A génreintegralt és zo6ld
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fluoreszcens fehérjével (Green Fluorescence Protein, GFP) jel6lt torzseket 100 pg/mi
nourseothricinnel kiegészitett YPD téptalajon tartottuk fenn.

A kisérletek el6tt a torzseket 2 ml YPD tapoldatban ndvesztettiik 30 °C-on, egész éjszakan
at razatva (200 fordulat/perc), majd a tenyészet 100 pl-ét 2 ml YPD-PS tapoldatba oltva a
tenyészetet Ujra 30 °C-on egy éjszakan at razatva (200 fordulat/perc) neveltlk a sejtnévekedés
frissitése érdekében. A sejteket ezutdn haromszor 1x PBS-sel mostuk, minden alkalommal
2000 x g fordulatszamon 5 percig centrifugalva gyijtottiik ossze, majd Birker kamréval

meghataroztuk a sejtszamot, és beallitottuk a kisérletekhez sziikséges koncentraciokat.

V.4. C. parapsilosis mutans torzsek eléallitasa

A Kkisérletekhez hasznalt 0sszes torzset az 1. tablazat foglalja 6ssze. A mutans térzsek
eldallitasara hasznalt primereket a Flggelék 1. tablazatdban, a plazmidokat a Flggelék 2.

tablazatban foglaltuk 6ssze.

V.4.1. In silico analizis

A doméneket a http://smart.embl-heidelberg.de honlapon, a géncsalddokat a
http://pfam.xfam.org honlapon elérhetd online szoftverek segitségével azonositottuk. A

miivelet sordan minden beallitast alap értéken hagytunk.

V.4.2. Homozigoéta delécids mutans torzsek létrehozasa

A cink transzporter homozigota mutansokat Holland és munkatérsai altal leirt, majd
modositott protokoll szerint hoztuk Iétre a C. parapsilosis CLIB 214 prototrof torzsbol

eléallitott hisztidin és leucin auxotrof sziil6i torzs felhasznalasaval (Holland és mtsai., 2014).

V.4.3. HIS1 és LEU2 markerek amplifikalasa

A Candida dubliniensis HIS1 és Candida maltosa LEU2 marker géneket az univerzélis
Primer 2 és a specifikus Primer 5-0s oligonukleotidokkal amplifikdltuk Phusion DNS
polimerazzal (Thermo Fisher Scientific) (ez utébbi oligonukleotid minden génre egyedi BAR
kodot tartalmazott), a reakcioban sorrendben a pSN52, illetve pSN40 plazmid szolgélt

templatként (l1asd: Figgelek 2. tablazat).
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Reakcidelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra):

5x GC puffer

1-1 mM dTNP oldat

5 uM Forward primer

5 UM Reverse primer

2 ng/ul plazmid templat
Steril bidesztillalt viz

5 u/ul Phusion polimeraz

A reakcid paraméterei:

4 ul 98 °C, 30 mp

4 ul 98 °C, 10 mp

2 ul 60 °C, 30 mp 35x
2 ul 72 °C, 1:20 perc

1l 72 °C, 2:40 perc

7 ul 10 °C, o0

0,2 ul

HIS1 és LEU2 amplikonokat PEG hozzaadasaval izolaltuk (V.4.7. fejezet) majd horizontalis

gélelektroforézis soran hataroztuk meg a meéretiiket és koncentraciojukat (V.4.6. fejezet).

V.4.4. Upstream és downstream szakaszok amplifikalasa

A genombdl eltavolitani kivant génekt6l upsteam és downstream elhelyezkedd,

hozzavetdlegesen 500 bp méreti fragmenteket amplifikaltunk az adott régiora specifikus 1 és

3 illetve 4 és 6 primerekkel DreamTaqg (Thermo Fischer Scientific) DNS polimerazzal. A

reakciokban C. parapsilosis CLIB 214 jeli vad tipusu torzs genomi DNS-ét hasznaltuk

templatként, amelyet a V.4.8 fejezetben leirtak szerint izolaltunk.

Reakcibelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra):

10x DreamTaq puffer
1-1 mM dTNP oldat
5 uM Forward primer
5 UM Reverse primer
1 ng/pul genomi DNS
Steril bidesztillalt viz

5 u/ul DreamTaq polimeraz

A reakci6 paraméterei:

2 ul 95 °C, 1 perc

4 ul 95°C, 15 mp

1l 54 °C, 20 mp 35x
1l 72 °C, 30 mp

1l 72 °C, 1 perc

11 pl 10 °C, 0

0,2 ul
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V.4.5. Upstream és downstream amplikonok izolalasa

A PCR termékeket agardz gélen ellendriztiik DNS marker mellett a V.4.6. fejezetben
leirtak szerint. Félbevagott és kilyukasztott steril mikrocentrifuga csébe steril sziirfvattat
helyeztiink. Ezt egy masik mikrocentrifuga csébe illesztettiik, majd a vart méretben megjelend
fragmentet a @élb6l steril pengével Ovatosan kivagtuk, és a horgaszvattat tartalmazo
mikrocentrifuga cs6be raktuk, és centrifugaltuk (17000 x g, 10 perc). Az atfolyt oldat
tartalmazta az amplikont, amelyhez 1/10 térfogatnyi 3 M-0s Na-acetatot, majd egységnyi
térfogatnyi izopropanolt adtunk. Az oldatot alaposan dsszeraztuk, és egy éjszakan at -20°-0s
fagyasztdszekrényben taroltuk. Mésnap centrifugaltuk (17000 x g, 10 perc), és a kitlepedett
DNS-t 70% (V/V) -os etanollal mostuk, azonos korilmények kdzott. Az etanolt eltavolitottuk
és a DNS-t hagytuk szobahdmérsékleten megszaradni. Ezt kovetéen a fragmentumot 10 pl
steril bidesztillalt vizben felszuszpendaltuk és agar6z gélen megfuttattuk 1 pl ismert
mennyiségii DNS marker mellett a V.4.6. fejezetben leirtak szerint, majd meghataroztuk az
amplikonok koncentraciojat.

V.4.6. Horizontalis gélelektroforézis

crer

megbecsléséhez 0,8 % (m/V)-os agardéz gélt (0,8 g agardéz/100 ml 1x TAE puffer)
alkalmaztunk. A gél 10 pl/100 ml etidium-bromidot tartamazott. 1 pul amplikonhoz 1 pl 6X-0s
toménységii bromfenolkék festéket és 4 pl steril bidesztillalt vizet adtunk. A gélt az
elvalasztds soran 1x TAE pufferbe és 35-40 percre 90V-os egyenaramu elektromos térbe

helyeztik. Az agar6z gélen UV-fénnyel megviléagitva tettlik lathatova az amplikonokat.

V.4.7. PCR termék tisztitasa polietilén-glikol seqgitségével (PEG)

A PCR reakcidelegyet 4x-esére higitottuk 1x TE (pH 8) pufferrel, majd ehhez ezen térfogat
felének megfeleld mennyiségii 30 % (m/V) PEG 8000 és 30 mM MgCl, oldatét adtuk. 1
percig vortexeltik, majd centrifugaltuk (17000 x g 15 perc). A felulUszét eltavolitottuk, a
kitlepedett fragmentumot 10 pl steril bidesztillalt vizben felszuszpendaltuk és -20 °C-on
taroltuk felhasznalasig.
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V.4.8. Ossz DNS kivonas C. parapsilosis sejtekbél

A genomi DNS izolalasdhoz az adott torzset 2 ml YPD (sziikség esetén nourseothricinnel
kiegészitett) tapoldatban novesztettiik fel 30 °C-on egy éjszaka alatt. A sejteket ezutan
centrifugaldssal gytjtottiikk 6ssze (2000 x g, 5 perc), majd a sejtpelletre 500 pl lizis puffert
mértiink. A mikrocentrifuga csoveket 0,5 mm atmérdjii iiveggyonggyel toltottiik fel 1 ml
térfogatig, majd kétszer 3 percig vortexeltiik a mintdkat (az els6é 3 perc utan megforditva a
csoveket). Az igy kapott homogén lizatumokra 275 pl 7 M-0s ammonium-acetatot mértunk,
majd a mintékat 5 percig 65 °C -on kezeltiik. Ezt kdvetéen 5 percig jégen taroltuk a mintakat,
amelyekhez 500 ul kloroform-izoamilalkohol 24:1 ardnyd keverékét adtuk. A mintékat az
alapos vortexelésiiket kovetéen centrifugaltuk (17000 x g, 10 perc), majd 480 pl-tmértiink at a
fels6, vizes fazisbol egy 1j mikrocentrifuga csdébe. Egyenldé mennyiségli izopropanol
hozzéaadasa utan 20 percig -20 °C-on taroltuk a mintakat a genomi DNS kicsapasa érdekében.
Ezt kovetben centrifugaltuk a mintakat (17000 x g, 10 perc), majd 500 ul 70 % (V/V) -0s
etanollal mostuk a DNS-t. Az Gjabb centrifugalast (17000 x g, 5 perc) kdvetden a feliiltiszot
maradéktalanul leszivtuk, a mintat szaritottuk, majd RNaz tartalma (500 pg/ml) desztillalt
vizben oldottuk fel. A DNS mintak integritasat gélelektroforézissel ellendriztiik a V.4.6.

fejezetben leirtak szerint
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V.4.9 Fuziés PCR

Az izolalt upstream/downstream illetve HIS1/LEU2 fragmentumokat fuziés PCR soran
illesztettik egymashoz. A fuziés PCR-eket Holland és mtsai. altal adaptalt technika alapjan

végeztik (Holland és mtsai., 2014).

Reakcidelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra): A reakci6 paraméterei:

GC puffer (5 X) 4 ul 98 °C, 30 mp

dNTP mix (1-1 mM) 4 ul 98 °C, 10 mp
Forward primer (5 uM) 2 ul 57 °C, 30 mp 35x
Reverse primer (5 uM) 2 ul 72 °C, 2 perc
Upstream fragmentum (20 fmol/pl) 1 pl 72 °C, 4 perc
Downstream fragmentum (20 fmol/ul) 1 pl 10 °C, o

HIS1/LEU2 marker (20 fmol/ul) 1l

Steril bidesztillalt viz 5ul

Phusion polimeraz (5 u/ul) 0,2 ul

Az igy nyert fuzios fragmenteket horizontalis gélelektroforézissel ellendriztik az V.4.6.
fejezetben leirtak szerint. Az amplikonokat PEG hozzaadasaval izolaltuk (V.4.7. fejezet) majd
horizontélis gélelektroforézis soran hataroztuk meg a méretilket és koncentraciojukat (V.4.6.

fejezet).

V.4.10. Kémiai transzformalas

A hetero- és homozig6ta mutansokat Holland és munkatarsai altal leirt protokoll szerint
allitottuk el6 a C. parapsilosis CLIB 214 hisztidin és leucin dupla auxotrof torzs (CPL2H1)
felhasznalasaval (Holland és mtsai., 2014). Minden géndelécios homozigdta mutansbol két
egyedi, egymastol fuggetlen transzformanst valasztottunk ki és hasznaltunk a tovabbi

kisérletekhez.
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V.5. Génrekonstrualt torzsek létrehozasara hasznalt technikak

V.5.1. A visszaépiteni kivant gének amplifikalasa Gateway TM kldnozashoz

CpZRT21 és CpZRC1 gének visszaépitéséhez a vad tipust CLIB 214 C. parapsilosis genomi
DNS-t templatként hasznalva szaporitottuk fel Phusion Hot Start 11 DNS polimerazzal a
CpZRT21 és CpZRC1 ORF (kddolo) régioit, valamint az adott gén 500 bazisparnyi up- illetve
downstream szakaszat. Az amplikonokat PEG hozzéadasaval izolaltuk (V.4.7. fejezet) majd
horizontélis gélelektroforézis soran hataroztuk meg a méretiket és koncentraciojukat (V.4.6.

fejezet).

V.5.2. BP klbnozas

50 fmol donor vektorhoz (pDONR221) 50 fmol tisztitott inszertet adtunk, tovabba 0,7 pl
BP klonaz enzimet, valamint 1x TE (pH 8) puffert 8 pl végtérfogatban, és az elegyet egész
éjszakén at 25 °C-on inkubaltuk. A klonozaési reakcidt 1 pl 50 pg/ml koncentracioju proteinéz
K hozzdadasaval terminaltuk, majd az elegyre kémiai kompetens E. coli 2T1 sejteket
mértink, amelyeket 25 percig jégen inkubaltunk. A szuszpenziét 2 percre 42 °C-0s
vizfiirdébe, majd 2 percre jégre helyeztik, €s a sejteket 1 ml LB tapoldatban regeneraltuk 37
°C-on rézatva egy Oran keresztil. A transzformansokat kanamicinnel kiegészitett LB

taptalajon szelektaltuk egy éjszakan at 37 °C -on t6rténd inkubaciot kovetden.

V.5.3. LR klénozéas

8 ul reakcid 25 fmol inszertet tartalmazo donor vektort, 25 fmol modositott ,,destination”
(pDCpOE-N-N5L) vektort, 0,7 ul LR klonaz enzimet, valamint 1x TE puffert tartalmazott
(Németh és mtsai., 2018). A reakcid 2 oran keresztul 25 °C-on zajlott, és a BP kldénozéshoz
hasonloan, 1 pl proteinaz K-val allitottuk le, majd az eleggyel a korabban leirtak szerint
kémiai kompetens E. coli 2T1 sejteket transzformaltunk. A transzformansokat ampicillin

tartalm0 LB taptalajon szelektaltuk egy éjszakan at 37 °C -on torténd inkubaciot kovetden.

V/.5.4. Bakterialis plazmid izolalasa

A transzformansokat a megfeleld szelekcios antibiotikummal (kanamicin vagy ampicillin)
kiegészitett 2 ml LB tapoldatban ndvesztettiik fel 37 °C-on egy éjszakan at. Masnap a sejteket

centrifugalassal (2000 x g, 5 perc) dsszegytjtottiik, majd a pelletet vortexelve fellazitottuk
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100 pl lizis pufferben (50 mM glilk6z, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH=7,5) homogenizalva.
Ezt kdvetden 200 pl alkalikus SDS oldatot és 150 ul ,,high salt” oldatot adtunk az elegyhez. A
mintékat Ovatosan dsszekevertik, majd a kicsapddott fehérjéket Ulepitettiik (17000 x g, 10
perc). A feliiliszot Gj mikrocentrifuga csobe mértiik at, amelyre azzal megegyezd térfogatu
(470 ul) kloroform-izoamilalkohol 24:1 aranyu keverékéet adtuk, majd azonos kortilmények
kozott centrifugaltuk a mintdkat. A felsd vizes fazist uj mikrocentrifuga cs6be mértiik,
amelyre megegyezd mennyiségii (450 pl) izopropanolt mértiink, majd 20 percig -20 °C-on
inkubaltuk. Ezt kovetben iilepitettiik a kicsapodott DNS-t (17000 x g, 10 perc), majd 70%
(V/V) -os etanollal mostuk (17000 x g, 5 perc), es a pelletet cseppmentesre szaritottuk.
Szaritast kovetden a plazmid DNS-t 30 pl RNazt (250 pg/ml, Sigma) tartalmazo desztillalt
vizben oldottuk fel, amelyet restrikcios emésztéssel ellendriztiink. Amennyiben nagy
mennyiségii plazmid DNS-re volt sziikségiink, 100 ml LB tapoldatban novesztettik fel a
sejteket megfeleld szelekcios nyomas mellett, és a Geneaid Plasmid Midi Kit segitségével

izol&ltuk azt a gyartd altal javasolt protokoll szerint.

V.5.5. CpZRC1 gén funkcionalis helyreallitasa CaTDH3 promoter segitséqgével

A CaTDH3-CpZRC1 fuzios konstrukciot a két fragment kiilon térténd amplifikalasa utan
hoztuk létre, amelyet PEG-gel torténd visszaizolalas utan (V.4.7. fejezet) C. parapsilosis
sejteket transzformaltunk Németh és mtsai. alapjan leirt transzformacios protokoll szerint
(Németh és mtsai., 2021).

V.5.6 GFP jelolt torzsek létrehozasa

A fagocitozisos kisérletekhez GFP-vel jeldlt CLIB 214 RI, A/A Cp ZRT21 és A/IA Cp ZRC1
torzseket hasznaltunk, ahol a CaTDH3 promoterének szabalyozasa alatt allo GFP fazios
konstrukcidt a CoNEUTSL semleges 16kuszba integraltuk Németh és munkatarsai altal leirtak
szerint (Németh és mitsai., 2021). A beépulés sikerességét kolonia PCR-rel, helyes
integracidjat Southern hibridizacioval, a GFP expressziot fluoreszcens mikroszkdp

segitségével ellendriztiik.

45



V.5.7. CpZrcl-GFPtaqg torzsek létrehozasa

A CpZrcl intracellularis lokalizacidjanak meghatarozasara a célgén C-terminalisat jel6ltiik
meg Gly5-GFP konstrukcioval a Lombardi és munkatarsai altal leirt CRISPR-Cas9 alapu
génmadositasi és transzforméacids modszer szerint (Lombardi és mtsai., 2019).

V.6. C. parapsilosis mutans torzsek ellenérzése

V.6.1. Kol6nia PCR

V.6.1.1. Homozigota delécios mutansok ellenorzése

Koldnia PCR sordn a heterozigotak esetében az integréacié upstream régidjat a genomra
specifikus 5 forward check és a kazettara specifikus HIS1 reverse check primerekkel, a
downstream szakaszt pedig a genomra specifikus 3’ reverse check és a kazettara specifikus
HIS1 forward check primerek segitségével ellendriztiik. Homozigotak ellendrzésekor mindkét
allélban talalhaté HIS1 vagy LEU2 kazetta beépulését vizsgaltuk. Mindkét reakcio esetében
egy a szakirodalomban elérhet6 egyszeriisitett DNS kivonasi protokollt kovettiink (Noble és
Johnson, 2005). A genomi DNS-t 50 pl steril bidesztillalt vizben szuszpendaltuk fel. A PCR

paraméterei az alabbiak voltak:

Reakcitelegy Osszetétele

(20ul végtérfogatra): A reakci6 paraméterei:
2 ul DreamTaq puffer (10 X) 95 °C, 1 perc

4 ul dNTP mix (1-1 mM) 95 °C, 15 mp

1 ul 5 forward primer (5 uM) 54 °C, 20 mp 35x
1 ul 3’ reverse primer (5 uM) 72 °C, 3 perc

1 pl Templat genomi DNS 72 °C, 6 perc

11 pl Steril desztillalt viz 10 °C, w

0,15 pl DreamTaq DNS polimeraz
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V.6.1.2. Génrekonstrualt torzsek ellenorzése

A reakciok esetében egy a szakirodalomban elérheté egyszertsitett DNS kivonasi
protokollt kovettink (Noble és Johnson, 2005), az igy kivont genomi DNS-t 50 pul steril
bidesztillalt vizben oldottuk fel és hasznaltuk a reakcié templatjaként:

Reakcidelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra): A reakcid parameterei:
2 ul DreamTaq puffer (10 X) 95 °C, 1 perc

4 Ul ANTP mix (1-1 mM) 95 °C, 15 mp

1 ul 5> CpOEDoChKF (5 pM) 54 °C, 20 mp 35x
1 ul CpNEUTSL_Dodo_check REV (5 uM) 72 °C, 3 perc

1 pl Templat genomi DNS 72 °C, 6 perc

11 pl Steril desztillalt viz 10 °C,

0,15 pl DreamTaq DNS polimeraz

V.6.1.3. GFP jelolt torzsek ellencrzése

A transzformansokbdl a reakcio templatjaként szolgald DNS-t a szakirodalomban elérhet6
egyszertsitett DNS kivonasi protokoll szerint vontuk ki (Noble és Johnson, 2005). Az igy
kivont genomi DNS-t 50 pl steril bidesztillalt vizben oldottuk fel.

Reakcibelegy 0sszetétele

(20l végtérfogatra): A reakcid paraméterei:
2 Ul DreamTagq puffer (10 X) 95 °C, 1 perc

4 pl dNTP mix (1-1 mM) 95°C, 15 mp

1 pl GFP-attB2_REV (5 uM) 54 °C, 20 mp 35x
1 ul CpNEUTSL_Dodo_check REV (5 uM) 72 °C, 3 perc

1 pl Templat genomi DNS 72 °C, 6 perc

11 pl Steril desztillalt viz 10 °C,

0,15 pl DreamTaq DNS polimeraz
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V.6.1.4. CpZRC1-GFPtag torzsek ellenorzése

Az elozéekhez hasonléan a szakirodalomban taldlhatd egyszeriisitett DNS kivonasi
protokollt kovettink (Noble és Johnson, 2005), és az igy kivont genomi DNS-t 50 pl steril
bidesztillalt vizben oldottuk fel és hasznaltuk a PCR reakcio templatjaként.

Reakcidelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra): A reakcid paraméterei:

2 ul DreamTaq puffer (10 X) 95 °C, 1 perc

4 Ul ANTP mix (1-1 mM) 95 °C, 15 mp

1 ul CPAR2 212100 5° forward check primer (5 uM) 54 °C, 20 mp (¢ 35X
1 ul CpNEUTSL_Dodo_check REV (5 uM) 72 °C, 3 perc

1 pl Templat genomi DNS 72 °C, 6 perc

11 pl Steril desztillalt viz 10 °C, »

0,15 pl DreamTaq DNS polimeraz

V.6.2. Southern hibridizacié

Az éleszt6 total DNS izolalast és a Southern hibridizaciot Horvath és mtsai. altal leirtak
szerint végeztik (Horvath és mtsai., 2012). Az eljardst homozigbta mutansok, a
génrekonstrualt, valamint a CpZRC1-GFPtag jelolt torzsek ellenérzésekor hasznaltuk a
markerekre (HIS1/LEU2) a reintegracidhoz hasznalt kazetta downstream részére
(CpNEUT5LDoDo), a Zrcl-GFPtag esetében a GFP-tag-re specifikus digoxigenin (DIG)
jelolt probakat. Az emésztési reakciokhoz ~10 pug genomi DNS-t hasznaltunk, amit Hindlll
vagy Pvull restrikcids enzimekkel emésztettiink. A mintainkat Roche DIG-labeled Molecular

weight marker V11 mellett futtattuk.
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V.6.2.1. DIG jel6lt probak Iétrehozasa

A DIG jel6lt probak létrehozasa 2 ng DNS plazmid eredeti (pSN40 pSN52) vagy gomba
genomi DNS templat felhasznalaséval tortént.

Reakcidelegy 0sszetétele

(20ul végtérfogatra): A reakci6 paraméterei:
2 ul DreamTaq puffer (10 X) 95 °C, 1 perc

4 ul ANTP mix (1-1 mM) 95 °C, 15 mp

1 ul forward primer (5 uM) 52 °C, 30 mp 35X
1 pl reverse primer (5 uM) 68 °C, 1:30 perc

1 pl Templat genomi DNS 72 °C, 6 perc

11 pl Steril desztillalt viz 10 °C, »

0,15 pl DreamTaq DNS polimeraz

V.6.3. Fenotipusos jellemzés

Minden homozigdta mutans ¢letképességét 30 kiilonbozd stressz koriilmény kozott
teszteltik. A torzseket a kordbban emlitett modon készitettiik el8, a kisérletekhez tovabba a
sejtkoncentraciot 104/10%/10%/10* sejt/ 5 ul értékre allitottuk be, majd 5-5 pl sejtszuszpenziot
cseppentettiink a kiilonbozd stresszort tartalmazo taptalajok feliiletére. A torzsek novekedését
30 °C-on 3 nap inkubaciot kovetden vizsgaltuk. A folyadék tapoldatban végzett ndvekedési
teszteket 4x10° sejt/ 200 ul térfogatban, 96 lyukd mikrotiter lemezeken végeztiik, a torzsek

novekedési kinetikajat 600 nm-en mértiik BioTek Synergy HTX spektrofotométerrel.

V.6.4. Génexpresszio vizsgalata

A torzseket YPD tapoldatban tenyésztettik 30 °C-on, razatva (200 fordulat/perc), egy
éjszakan at. Ezutan 4x10° sejtet oltottunk YPD tapoldatba vagy LZM médiumba kiilénbdzo
cink ion mennyiséggel kiegészitve, és a sejteket 24 Oran at szaporitottuk. A sejteket
Osszegylijtottiik és az RNS-t RiboPure ™ RNS Purification Kit (Merc) segitségével izolaltuk
a gyarto altal javasolt protokoll szerint. A reverz transzkripciohoz 500 ng total RNS-t
alkalmaztunk, a reakcidéhoz a RevertAid single strand cDNA szintézis kitet (Merc) hasznaltuk

a gyartd utasitasainak megfeleléen. A valds idejii PCR soran a Flggelék 1. tablazatban
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felsorolt primereket hasznaltuk és a koriilmények a kovetkezok voltak: elédenaturacio 95 °C-
on 3 perc; majd 50 cikluson keresztiil denaturacié 95 °C-on 10 mésodperc; primerbekdtés 60
°C-on 30 masodperc, lancszintézis 65 °C-on 30 mésodperc. A termékek tisztasagat olvadasi
gorbe analizissel ellendriztiik, amelynek soran a fluoreszcencia intenzitasat mértiik az alabbi

program minden Iépésében: 65 °C, 5 masodperc majd 95 °C-ig fél fok emelkedéssel.

A CLIB 214 kontroll A Ct “threshold cycle” (CT) analizis soran a cink transzporter gének
normalizalt Cq értékeit viszonyitottuk a CpTUB4 haztartdsgén expresszidjahoz YPD
tapkozegben. A ZRT2 ortoldgok génexpresszids valtozasait A/Ct analizissel szamitottuk ki, a
cink transzporter gén Cq értékeit a savas LZM tapkozegben 1év6 CpTUB4 expresszios

értékeire normalizaltuk minden torzs esetében.

V.7. Fluoreszcens festés

V.7.1. Zinquin

A C. parapsilosis sejtek intracelluldris cink tartalmanak megjelenitéséhez Zinquin
(Invitrogen™) fluoreszcens festéket hasznéltuk. A V.3.2. fejezetben leirtak alapjan
tenyésztettiik el a sejteket majd 1x107 sejtet 200 pl 1x PBS-be oltottuk, és 25 pM
végkoncentracioju Zinquin-nel festettilk 40 percen keresztiil szobahdémérsékleten, fénytol
veédve. A sejteket ezutdn kétszer mostuk 1xPBS-ben (2000 x g, 5 perc). A Zinquin +
populécidt a Fliggelék 1. dbran lathatd kapuzasi stratégia alkalmazéasaval hataroztuk meg.

V.7.2. AlexaFluor 647

Alexa 647 szukcinimidil észterrel (Invitrogen™) jeldlni kivant C. parapsilosis sejteket a
kisérletet megel6zéen eléndvesztettiik és elokészitettik az V.3.2. fejezetben leirtak alapjan.
100 plix PBS-ben felvett 3x108 sejt/ml szuszpenzidhoz 21 pl 1M-os trinatrium-hidrogén-
karbonatot, majd 4 ul 1 mg/ml tdménységii AlexaFluor 647-et adtunk, amelyet vortexelést
kovetden 40 percig szobahdmérsékleten inkubaltunk. A sejteket ezt kovetden két alkalommal

1x PBS oldatban mostuk (2000 x g, 5 perc), majd 100 ul 1x PBS oldatot adva a pellethez

crcr
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V.7.3. Sejtfalfestés

Az ¢€lesztésejteket az V.3.2. fejezet szerint novesztettiik és készitettiik eld a kisérletekhez.
A sejtfalfestéshez Concanavalin-TRITC (Invitrogen™) festéeket (100 pug/ml koncentracidban)
vagy kalkofluor fehéret (5 png/ml koncentracioban) hasznéltunk, mindkét festék esetében 200
ul végtérfogatban 40 percig tortént a festés szobahdmérsékleten. Az inkubdacios id6 elteltével
1x PBS-sel kétszer mostuk a sejteket (2000 x g, 5 perc), majd el6készitettiik a mintakat

mikroszkopos vizsgalatra.

V.7.4. Sejtmagfestés

Az ¢lesztésejteket az V.3.2. fejezetben leirtak szerint készitettiik el a kisérletekhez. A
sejtmagot 4',6-diamidino-2-phenylindole-lal (DAPI, Invitrogen™) jeldltik (50 pg /ml
koncentracioban) 200 pl végtérfogatban, majd 40 percig inkubaltuk a mintakat
szobahOmérsékleten. Ezt kovetéen 1x PBS pufferrel mostuk a sejteket két alkalommal (2000
X g, 5 perc), majd targylemezre cseppentettink 5 pl térfogati 1x10° sejtet, amelyre

fedélemezt helyeztiink a mikroszkdpos vizsgalat érdekében.

V.7.5. Vakuolumok festése

Az élesztésejteket az V.3.2. fejezet szerint novesztettiik és készitettiik eld a kisérletekhez.
A gombasejtek vakudlumjait FM4-64-gyel (Invitrogen™) (10 pug / ml koncentracidban)
festettik 200 ul végtérfogatban, 40 percig, 30 °C-on, allandé razatds mellett (200
fordulat/perc), fényt6l védve. Ezt kovetden a sejteket kétszer 1x PBS-ben mostuk, majd 5 pl
térfogatll 1x10° sejtet mikroszkopos elemzésre készitettiik elé targylemezre cseppentve és

fed6lemezzel lefedve.

V.7.6. FluoZin-3

Mind a J774.2 egér, mind az M1-tipusd human makrofagok intracellularis szabad cink
ionjait FluoZin-3 (Invitrogen™) cink specifikus fluoreszcens festékkel jel6ltik a kisérletek
soran. A kiilonboz6 C. parapsilosis sejtekkel végzett ko-inkubacios kisérletek soran fél, 1, 2,
3 és 4 oOra elteltével, a gomba sejtek lemosasat kovetéen, 500 pl 1mM FluoZin-3 oldatot

adtunk a 12 vagy 24 lyuku tenyésztéedény mintahelyeiben talalhato makrofagokhoz (J774.2
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sejtek esetében 10° sejt/lyuk, M1 tipusi makrofagok esetében 2x10° sejt/lyuk), majd 40 percig
jégen, fénytdl védve inkubaltuk a mintdkat. Az inkubacios id6 elteltével lemostuk a festéket
1x PBS oldattal, majd 500 pl 1x PBS-ben szobahémérsékleten inkubaltuk a sejteket a
FluoZin-3 festék re-eszterifikdcidja miatt. Az inkubacios id6 elteltével képalkotd aramlasi

citometrias méréshez vagy konfokalis mikroszkopiahoz készitettiik el6 a mintakat.

V.8. J774.2 egér makrofagok fenntartasa

A sejtvonalakat folyékony nitrogénben taroltuk. A Kisérletekhez a J774.2 makrofagokat 10
% (V/V) héinaktivalt borja szérummal és 100 unit/ml PS-nel kiegészitett Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM, Lonza) tapkdzegben tenyésztettiik 37 °C-on, 5 % (V/V)
CO»-ot tartalmazo légtérben, 100 % relativ paratartalom mellett, A tapoldatot 3 naponta és

kozvetleniil a kisérletek el6tt cseréltiik, a sejteket maximum 3 héten at hasznaltuk.

V.9. PBMC sejtek szeparéalasa es fenntartasa

A Szegedi Regionalis Vérellatd Kdzpont biztositott a laboratériumunk szamara egészséges
felndtt donoroktdl szarmazo periférias vérbol szarmazd vérkészitményt mononukledris sejtek
(PBMC) izolalasara. A “buffy coat” vérkészitményekbdl Ficoll gradiens centrifugéldssal
valasztottuk el a PBMC-t tartalmazo frakciot. Ehhez a vérkészitményt 1:2 ardnyban 1x PBS-
sel higitottuk, majd Ficoll Paque Plus™ oldat felszinére rétegeztiik, és centrifugalassal (550 x
g, 30 perc) szobahdmérsékleten kiilonitettiik el a mononuklearis sejteket tartalmazo réteget. A
rétegbOl izolaltuk a sejtfrakciot, jéghideg 1x PBS pufferrel mostuk ket alkalommal (550 x g,
10 perc, 4 °C), majd RPMI 1640 tapoldatba szuszpendaltuk fel a kitlepedett sejteket. 1-1 ml
sejtszuszpenziot adagoltunk 12 lyukl tenyésztéedényekbe, majd 1 o6ra inkubaciot kovetéen
eltavolitottuk a le nem tapadt sejteket szobahémérsékletti, 1x PBS oldattal torténd kétszeri

mosassal. A sejteket kisérleti elrendezéstdl fliggden fenntartottuk, illetve differencialtattuk.
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V.10. M1-tipust human makrofagok differenciéltatésa, karakterizalasa és

aktivalasa

A “buffy coat”-bol frissen izolalt PBMC-ket X-vivo tapoldatban neveltiik 100 unit/ml PS-
el, valamint 10 ng/mL GM-CSF-el kiegészitve. A tapoldatot 2 nap elteltével lecseréltiik, majd
6 nap inkubdaciot kovetden karakterizaltuk a makrofagokat CD68 intracellularis monocita,
CD86 M1 tipusu, valamint CD163 M2 tipusu makrofag specifikus sejtfelszini receptorokhoz
kotddo antitestekkel. Az antitesteket a gyartd (BioLegend) altal javasolt protokoll alapjan
hasznaltuk, az antitesteknek megfeleld izotipus kontrollokat hasznalva. A mintékat képalkoto
aramlasi citométer segitségével analizaltuk. Bizonyos Kisérletek esetében a 6 napos PBMC
jelenlétében inkubéaltuk a sejteket, majd a fent emlitett médon karakterizaltuk, és hasznaltuk
fel a kisérleteink soran.

V.11. Fagocitozis vizsgalat

J774.2 egér vagy M1-tipusi human makrofagok és a kiilonboz6 C. parapsilosis torzsek
kdzotti interakcid vizsgalata soran képalkot6é aramlési citométer segitségével allapitottuk meg
a fagocitozis mértékét. A kisérletet megelézden 10° J774.2 egér makrofag sejtet mértiink ki
24 lyuki tenyésztdéedények mintahelyeibe. M 1-tipusi human makrofagok esetén a szeparalast
¢s differencialast kovetden hataroztuk meg a 12 lyukt tenyésztéedény felszinére kitapadt
sejtek szamat és a sejtszam fliggvényében fertéztiikk azokat C. parapsilosis sejtekkel. A
gombasejteket GFP vagy AlexaFluor 647 fluoreszcens fehérjével/festékkel jeldltik. Mind az
egér, mind a human makrofagok esetében 1:5 gazda: gomba aranyt (MOl — multiplicity of
infection) alkalmaztunk és fél, 1, 2, valamint 3 orén keresztll inkubaltuk a makrofagokat az
¢lesztékkel. Az inkubacids id6 elteltével szobahémérsékletii 1x PBS-sel mostuk a sejteket,
majd a letapadt makrofagokat szobahémérsékletii 1x PBS-sel tavolitottuk el a
tenyésztéedények felszinérdl. A makrofagokat 1x PBS-sel mostuk (550 x g, 5 perc), majd 50
ul térfogatd 1x PBS-ben felszuszpendalva készitettiik el6 az Amnis Flow Sight aramlasi
citometrids méréshez. Az analizist IDEAS kiértékel6 programmal végeztiik, a fagocitalo
populécidt a fertézetlen makrofdgok autofluoreszcencidjahoz mérten allapitottuk meg; az

alacsony (1 vagy 2), illetve magas (3 vagy tobb) gomba sejtet tartalmaz6 makrofag populacio
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elkiilonitésére a program “spotcount” matrixat hasznaltuk. A kapuzési stratégiak

osszefoglalva a Fliggelék 3. abrajan lathatdak.

V.12. Gomba eliminaciés vizsgalatok

A C. parapsilosis torzsek J774.2 makrofagok altali 6lési hatékonysagat két maodszerrel
hataroztuk meg.

Az aramlasi citometrian alapuld gombaeliminacios vizsgalathoz mind a J774.2, mind az
M1 tipust human makrofagok esetén 1:5 fert6zési aranyt alkalmaztunk. El6bbi esetben 24,
utobbi esetben 12 mintahelyes tenyésztéedényben végeztiik a kisérletet. A kontroll mintak
csak ¢élesztosejteket tartalmaztak. 3 vagy 6 Ords inkubacidot kovetden a sejteket
Osszegyjtottiik, és kétszer mostuk FUN1 pufferrel (10 mM NaHEPES, pH 8, 2 m/V %
gliik6z), majd az Osszegytijtott makrofagokat feltartuk 29G-s fecskendén keresztiil torténd
atpréseléssel. Az élesztGsejtek és a makrofagok tormelékének elkiilonitésére a gomba sejtfalra
specifikus kalkofluor fehéret, az €16 sejtek detektalasara FUNI1 festéket hasznaltunk. A
kombinalt festés a kovetkezOképpen tortént: 195 pl sejtszuszpenziot (kb. 5x10° sejt)
tartalmaz6 FUN1 pufferhez 1 pl FUN1 (100 uM) és 4 ul Kalkofluor fehér (2,5 mg/ml)
festéket adtunk. 40 percig s6tétben, szobahdmérsékleten torténd festés utan a sejteket kétszer
mostuk FUNI1 pufferrel és az €16 sejtek szamat aramlasi citométer segitségével hataroztuk
meg. A kontroll mintdk csak gombasejteket tartalmaztak DMEM tapoldatban. A kalkofluor
fehér pozitiv és FUNL pozitiv populéaciokat a Fuggelék 3. abran lathatd kapuzasi stratégiaval
hataroztuk meg.

Az ¢l csiraszam (CFU) alapti gomba eliminacids vizsgalatot standardizalt protokoll
szerint végeztiik, kisebb valtoztatasokkal (Németh és mtsai., 2013). 2x10° J774.2 sejtet 10°
¢lesztosejttel fertdztiink 96 mintahelyes tenyésztdedényben. M1 tipusd human makrofagok
esetében szintén 5x mennyiségii gomba sejteket adtunk a 12 mintahelyes tenyésztéedényben
fenntartott makrofagokhoz. A kontroll mintédk csak Candida sejteket tartalmaztak a fert6zési
szammal megegyezd mennyiségben. Harom vagy hat oraval a fertdzés utdn a sejteket
Osszegyljtottiik, a szuszpenzidt a fentiekben leirtak szerint kezeltik a makrofag sejtek
feltarasa érdekében. A szuszpenzidkat YPD-PS lemezekre szélesztettiik, majd 30 °C-on 3
napig inkubaltuk azokat. A kisérletet 3 bioldgiai és 3 technikai parhuzamosban végeztik. A
makrofagok olési hatékonysagat az alabbi egyenlet szerint hataroztuk meg (Németh és mtsai.,
2013):
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[(Atlag Kontroll — Atlag Fert(’izés) /Atlag Kontroll] x100

V.13. In vivo Galleria mellonella fertozés

G. mellonella talélési kisérleteket a Németh és munkatarsai altal korabban leirtak szerint
végeztik (Németh és mtsai., 2013). A larvékat 10 pl Candida szuszpenzidval fertéztiikk, amely
6x10° élesztésejtet tartalmazott 1x PBS-ben. A fertdzést az utolsd labkezdeményen keresztiil
végeztik 26 G fecskendotii segitségével. Kontrollként a larvdk egy csoportjat PBS-sel
oltottuk be, egy masik csoport pedig kezeletlen maradt. A larvakat 25 °C-on inkubaltuk, a

talélést 14 napon keresztil naponta ellendriztiik.

V.14. In vivo egér fertozés

A kifejlett 8-12 hetes BALB/c him és ndstény egereket az oldalsé farokvénan keresztiil,
intravénasan fertéztiik 100 ul 2x107 Candida sejtet tartalmazo szuszpenzidval. A fertézést
kovetden az egereket naponta monitoroztuk. A fertézési kisérletket 10-10 parhuzamosban

vegeztik.

V.15. CFU meghatarozés az egér modellekben

Az egerek fertdzését kovetd 3. napon kiméletes, CO> tulaltatassal terminaltuk az allatokat,
majd az egerek szerveit eltavolitottuk és tomeglket megmértik. A 1épet, majat, veseket és az
agyat PBS-ben homogenizaltuk. A témény homogenizatumokbol 100-100 pl-t szélesztettik
YPD+PS agar lemezekre, majd 30 °C-on 48 odraig inkubaltuk azokat. A megjelend
gombatelepeket megszamoltuk, majd a szervek kolonizéltsaganak mértékét a szerv tomegére

normalizélva, CFU/g sz6vetként adtuk meg.

V.16. Statisztikai analizis

A statisztikai szignifikanciakat pérositatlan t-tesztekkel vagy Mann-Whitney tesztekkel

hataroztuk meg GraphPad Prism v 8.0 szoftverrel. A nem-paraméteres Mann-Whitney
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teszteket rutinszertien hasznaltuk a génexpresszios adatok Kiértékelése soran (Vengatesan és

mtsai., 2018). Az adatokat p<0,05 érteknél tekintettuk statisztikailag szignifikansnak.

V.17. Alkalmazott programok

Nukleotid szekvencia megjelenitéséhez Ape v10.11. szoftvert, tovabba a Kkisérleti
eredmeények kiértékelése soran GraphPad Prism v 8.0 statisztikai, az ramlési citometrids
mérésekhez IDEAS 2.1.5. programokat hasznaltunk. A doktori értekezésben talalhatdé képek

szerkesztéséhez és 0sszedllitasdhoz Adobe Illustrator 3.0 szoftvert alkalmaztunk.
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V1. Eredmények

VI.1. C. parapsilosis potencidlis cink transzportereinek in silico azonositasa

Munkank kezdetéen in silico azonositottuk a C. parapsilosis feltételezett cink
transzportereit kddolo génszakaszokat (3. abra). Az analizis soran a C. albicans SC5314 és S.
cerevisiae S288C vad tipusu torzsek genomszekvenciait hasonlitottuk éssze a C. parapsilosis
CLIB 214 vad tipusu torzsevel.

Nukleotid elemzés sordn hat C. parapsilosis ortolég gént azonositottunk, amelyek
nagymértéki hasonlosagot mutattak CaZRT101, Sc/CaZRT2, Sc/CaZRC1, és Sc/CaZRT3 méar
ismert cink transzportereket kddolé génekkel. Erdemes megemliteni, hogy a C. albicans-ban
ismert Pral cink ion megkotésére képes Ugynevezett ,,cinkofor” szekretalt fehérjét kodold gén
nem talalhaté meg a C. parapsilosis genomjaban. Azonban azonositottuk a CPAR2_500170
gént, mint CaZRT101 magas affinitdsu cink ion transzporter ortoldgjat, amely membran
transzporter a CaPral fehérjejével kozosen alkot cink ion felvételi rendszert C. albicans-ban.
A mind S. cerevisiae-ben, mind C. albicans-ban ismert Zrt2 alacsony affinitdsi membran
transzporter harom ortoldgjat is azonositottuk C. parapsiolosis esetében, ezek a
CPAR2_210740 (CpZRT21), CPAR2_806710 (CpZRT22) és CPAR2_806720 (CpZRT23)
gének. A felsoroltak kozul a CPAR2_210740 mutat legnagyobb nukleotid hasonlésagot a C.
albicans ZRT2 génjével (87 %), tovabba feltételezheté, hogy a CPAR2 806710 és a
CPAR2_ 806720 gének paralogok, amelyek egy 6si ZRT2 gén megkett6z6désének
eredményei. A CPAR2 212100 jelli génszakasz hasonldésdgot mutat mind a pékélesztd, mind
a C. albicans ZRC1 génjével, amely gén terméke a felsorolt gombak cink detoxifikald
folyamataiban jatszik szerepet: intracellularis cink ion raktarak Ugynevezett cinkoszomak
kialakitasaban vagy vakuolaris cink ion importban. Az Sc/CaZRT3 vakuolaris cink exporter

ortologjat is azonositottuk a C. parapsilosis genomjaban CPAR2 212080 jelii génként.
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3. dbra. A cink homeosztazis vazlata, valamint a transzporterek ortologjainak in silico

predikcidja C. parapsilosis-ban. (A) S. cerevisiae és C. albicans ismert cink transzporterei.
(B) C. parapsilosis in silico prediktalt és géndeléciora kivalasztott cink transzporter génjei.

Az abra Biorender (https://www.biorender.com/) online szoftwerrel késziilt.

V1.2. Potencidlis cink-transzporter gének cink ion-fiiggé expresszidja

A tovabbiakban megvizsgéltuk a prediktélt cink transzporter gének expresszi()s mintazatat

Megallapitottuk, hogy a C. parapsilosis CLIB 214 kontroll torzs életképes az alacsony
(0,05 mM), kdzepes (1 mM) és magas (10 mM) cink ion koncentracidju, savas és neutralis
kémhatasu kornyezetben egyarant (4./A és E abra). Neutralis kémhatas esetén a CpZRT101
mutatta a legmagasabb expresszidt alacsony cink tartalmu kézegben. Kémhatastol fliggetlendl
a gén kifejez6dése fokozatosan csokkent a cink koncentraciojanak novelésével (4/B-D &bra).
A CpZRT21 joval alacsonyabb szinten irodott at, és magasabb expressziét mutat semleges pH
érték mellett, mint savas kdzegben. A CpZRT22 legmagasabb transzkripcidjat alacsony cink
koncentracié és savas kornyezetben mértik, mig paraldgja, a CpZRT23 mutatta a
legmagasabb transzkripciot minden gén kozil kdézepes mennyiségli cink jelenlétében és
semleges kémhatasu kdzegben, ugyanakkor a gén transzkripcidja jelentésen lecsokkentett
savas kémhatasu kornyezetben. Megvizsgéltuk a CpZRC1 és a CpZRT3 gének transzkripciojat

is, amely gének termékei sorrendben a vakuolaris cink importért, illetve exportért felelések.
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Semleges kémhatasu kozegben a CpZRC1 transzkripcidja mérsékelten emelkedett a
megnovekedett cink hatdsara. A CpZRT3, amely mas fajokban vakuoléris cink exportban
jatszik szerepet, nem mutatott jelentds eltérést, kivéve alacsony cink koncentracioju és savas

tapkdzegben, amelybenindukaléddott.
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4. dbra. A C. parapsilosis potencidlis cink transzportereinek génexpresszids valtozasai
semleges (pH 7,5) és savas (pH 4) kémhatasa korulmények kozott. A C. parapsilosis
CLIB 214 sejteket YPD-ben ndvesztettik, majd semleges vagy savas kémhatésu, alacsony
(0,05 mM), kozepes (1 mM) vagy magas (10 mM) koncentraciéju cink ionnal kiegészitett
folyékony LZM-be oltottuk &t és 24 6raig novesztettik. (A, E) C. parapsilosis CLIB 214
kontroll sejtek novekedési kinetikaja kiillonboz6 cink koncentracioju LZM tapoldatokban. (B—
D, F-G) Génexpresszios valtozasok a prediktalt cink transzporter génekben. Az adatokat
harom parhuzamos kisérletbél nyertiik és a CpTUB4 YPD tapkdzegben meghatarozott
expressziojat hasznaltuk kontrollként a AACt elemzés soran. A szignifikancia mertékét Mann-
Whitney test szerint allapitottuk meg, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.

V1.3. Gendelécios és genreintegralt torzsek letrehozasa és jellemzéstik

Annak érdekében, hogy feltérképezzik az azonositott potenciélis cink transzporterek

szerepét a C. parapsilosis cink homeosztazisaban, homozig6ta géndeléciés (KO, Knock Out)

crer

kifejlesztett kettés auxotrofia komplementacion alapuléd rendszerrel hajtottuk végre (Holland
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és mtsai., 2014). Sziil6i torzsként C. parapsilosis CLIB 214 hisztidin és leucin szintéziseért
felelds gén hianyos torzset hasznaltuk, kisérleteink soran kontroll térzsként a C. parapsilosis
CLIB 214 HIS1/LEU2 reintegralt torzset alkalmaztuk. Valamennyi génre nézve két-két
egymastol fliggetlen KO mutanst hoztunk létre.

Mivel novekedési valtozast csak a CpZRT21 es CpZRC1 gén delécidja esetén
tapasztaltunk, ezen genek vizsgalataval foglalkoztunk részletesebben a késébbiekben. A
CpZRT21 és CpZRC1 delécios torzsek esetében génreintegralt torzseket is létrehoztunk. A
génreintegracio érdekében a CpZRT21 és a CpZRC1 ORF-eket a CpNEUTS5L semleges
I6kuszba épitettik egy kopidban a Gateway™ klonozasi mddszerrel, amelyet Németh és
munkatarsai adaptaltak C. parapsilosis-ra (Nemeth és mtsai., 2020). A beépiteni kivant gént
eldszor az Gigynevezett “donor” vektorba juttattuk BP klonozasi technikaval, a rekombinacio a
donor vektorban talalhaté attP (P1 és P2) és az inszerten talalhatd attB régiok (Bl és B2)
kozott ment végbe. Ezt kovette az LR klonalasi Iépés, amely rekombinaciés folyamat az
“entry” vektorban talalhat6 (a BP klonozas soran létrejott) attL (L1 és L2) szekvenciak és a
“destination” vektor attR (R1 és R2) régidi kozott tortént. Az igy létrehozott expresszios
vektort kémiai uton transzformaltuk az adott géndelécios C. parapsilosis torzsekbe, szelekcios
markerként az expresszids vektorban talalhatd nourseothricin rezisztencia markert hasznaltuk.
A CpZRC1 gén Gateway ™ kldnozasi mddszerrel torténd rekonstrualasa nem komplementalta
a CpZRC1 gén elvesztését, ezért a gén funkcionalis helyreallitasanak érdekében az erésebben
kifejez6d6 CaTDH3 promoter szabalyozésa alatt all6 CpZRC1 gént a A/A CpZRC1 mutans
torzsbe kémiai transzforméacioval bejuttattuk Németh és munkatérsai altal leirtak szerint
(Németh és mtsai., 2020).

A létrehozott  torzsek  életképességét  kiilonbozé  hémérsékleten,  valtozatos
stresszkorilmeények kozott (pl: kiilobozo sejtfal és membranstresszorok, savas és 10gos
kémhatds, valamint konnyli és nehézfémek jelenlétében) vizsgaltuk. A mintafelvételi

sorrendet a 5. abra reprezentalja.
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Szuszpenzidk sejtszama (db)
C. albicans kontroll torzs

C. parapsilosis kontroll torzs
Célgén reintegralt torzs/1
Célgén delécios torzs/1

Célgén reintegralt torzs/2 §

Célgén delécids torzs/2

5. dbra. A potenciélis cinktranszporter delécios torzsek szilard taptalajon végzett

fenotipusos jellemzése soran hasznalt mintafelvétel sorrendje.

Altalaban sem a stresszorok jelenléte, sem a kiilonboz6 tenyésztési hémérséklet nem
eredmeényezett a kontrolltol eltér6 fenotipust, Kivételt a CpZRT21 és CpZRC1 gének delécidja
jelentett. Szignifikans novekedés-csokkenést figyeltink meg a CpZRT21 delécios

mutansokban alacsony cink ion koncentracioju és savas kémhatasu kornyezetben, valamint a

=z

= sz

reintegralasa nem komplementalta, ezért egy hatékonyabb, a CaTDH3 promoter szabalyozasa
ala helyezett CpZRC1 konstrukciot alkalmaztunk szintén a CoNEUTSL régidban.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy kizardlag a CpZRT21 delécidja csokkentette a
C. parapsilosis novekedését alacsony cinktartalma, savas kémhatas taptalajon (6. abra).
Megvizsgaltuk mind a C. parapsilosis, mind a C. albicans cink ionokkal szembeni
tolerancidjat LZM agar lemezeken tenyésztve. A vad tipust C. parapsilosis és C. albicans
sejtek novekedése megegyezett 10 mM cink ion jelenlétében, azonban 20 mM cink
koncentracid esetén a C. parapsilosis életképessége csokkenést mutatott, mig a C. albicans
képes volt toleralni ezt a magasabb cink ion koncentraciot is jelentésebb fitnesz csokkenes
nélkal (7. &bra). A C. parapsilosis cink ion toleranciajanak hatara 22,5 mM-nak mutatkozott,
ezt a cink mennyiséget a sejtek mar nem toleraltak, ugyanakkor a C. albicans sejtek, bar
novekedesi tUtemuk csokkent, de életképesek maradtak. Megallapithatjuk tovabba, hogy a
CpZRC1 delécidja nem volt hatassal a C. parapsilosis koloniaképzo6 képességére 1 mM cinket
tartalmazé LZM szilard taptalajokon, azonban 5 mM és annél nagyobb cink koncentracio

teljes ndvekedesgatlast okozott a A/A CpZRC1 muténs esetében.
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Savas (pH=4) Semleges (pH=7.5) Lugos (pH=8)
104 10 102 10 10* 10 10* 10 10* 10° 102 10

SC5314

CLIB 214 RI

A/A CpZRT21N+ZRT21
ANAZRT2IN

A/A CpZRT21/2+ZRT21

A/ACpZRT21/2

10* 10* 10? 10 10* 10° 102 10 10* 10° 102 10

SC5314 :

CLIB 214 RI ‘

A/A CpZRT21/1+ZRT21
ANAZRT21/1

A/A CpZRT21/2+ZRT21

ANACpZRT21/2

6. dbra. A C. parapsilosis A/ACpZRT21 és reintegralt mutansok fenotipusos jellemzése
kiilonb6z6 pH értékii, limitalt mennyiségii cink ion tartalmu kornyezetben. A jellemzést
savas (pH 4), semleges (pH 7,5) és lugos (pH 8) kémhatasu, valamint kiilonb6z6 mennyiségl

cink-szulfattal kiegészitett szilard taptalajokon végeztilk harom biolégiai parhuzamosban.

10* 107 10210

SCs5314

CLIB 214 RI

A/A CpZRCIN+ZRCIOE
AA CpZRCIN

ANA CpZRC1/2+ZRCIOE

AIACpZRCI2

10
[ J
L 4
©
®
©
@

L

ZM+ 1 mM ZnSO, LZM+ 5 mM ZnSO,

LZM+ 10 mM ZnSO, LZM+ 20 mM ZnSO, LZM+ 22.5 mM ZnSO,

7. abra A CpZRC1 mutans tdrzsek ndvekedése magas cink mennyiség jelenlétében,
semleges pH értékii szilard tapkdzegen. A szilard taptalajon végzett fenotipusos vizsgalatok
és a CpZRCl torzsek novekedési valtozésainak reprezentativ képei. A fenotipusos
vizsgalatokat harom bioldgiai parhuzamosban végeztik.
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VI1.4. A A/ACpZRT21 mutansok cink koncentracio és pH fiiggé novekedése

A C. parapsilosis cink importereinek in silico elemzése alapjan (3. abra) ennek a fajnak a
legszembetlinébb jellemzbje a ZRT2 gén expanzidja volt. Ez a transzporter kritikus szereppel
bir a C. albicans novekedésében és a cink savas kdérnyezetben toérténd felvételében. Emiatt
munkak tovabbi részében funkciondlisan jellemeztik a C. parapsilosis CaZRT2 transzporter
ortoldgjat (melyet CpZRT21-nek neveztink el), valamint paralogjait — a CpZRT22-t és a
CpZRT23-at. Minden génre keét-két delécios torzset (A/ACpZRT21, A/ACpZRT22 és
A/ACpZRT23), valamint egy kettés delécios mutanst (A/ACpZRT22-A/ACpZRT23) hoztunk
létre, majd megvizsgaltuk ezek ndvekedését savas, semleges és lugos kornyezetben
kiilonb6z6 cink-szulfat mennyiség jelenlétében.

Folyékony tapkozegben a kontroll torzs, a A/ACpZRT21 és a komplementalt CpZRT21
deléciés mutans alacsony mértékii ndvekedést mutatott cink ion hidnyos LZM-ben, de a
ndvekedésiik fokozodott cink-szulfat hozzaadasaval. Szembetiind, hogy a A/ACpZRT21
mutans csupan meérsékelt ndvekedést mutatott a vad tipushoz képest a 0,05 mM cink-szulfatos
LZM tapkozegben (8/A 4&bra). Kisérleteinket Kkiterjesztettiik azzal, hogy el6szor
elétenyésztettiik a sejteket korlatozott cink ion mennyiség mellett annak érdekében, hogy
kimeritsiik az élesztd sejtek intracelluldris cink tartalékait a novekedési vizsgalatok elott. A
8/B abran lathato, hogy cink el6éheztetés soran egyik torzs sem tudott novekedni a cink
nélkili LZM tapkozegben. A normal ¢és a cink eldéhezett sejtek novekedésének
dsszehasonlitdsa nem kiegészitett LZM-ben arra utal, hogy a C. parapsilosis intracellularis
cink ion raktarakat hasznal. Abban az esetben, amikor a torzsek novekedését cink eloéheztetés
mellett, savas kornyezetben, 0,05 mM cink-szulfat jelenlétében vizsgaltuk, megfigyeltik,
hogy a A/ACpZRT21 muténs sulyos ndvekedési defektust mutat a vad tipusu és génreintegrélt
torzshdz kepest. EImondhaté tehat, hogy a C. albicans Zrt2-h6z hasonléan a CpZrt21 is
letfontossagu szerepet jatszik a cink felvételében savas kozegben, alacsony cink ion
koncentracid esetén (8/A abra), mig a transzporter nélkiilozhet6 a semleges-lugos kémhatas
melletti névekedéshez (6. abra). A tovabbiakban vizsgaltuk a CpZrt21 szerepét pH 5,0 /5,5
/6,0 értékeken alacsony cink ion koncentracio esetén cink eldéheztetéssel vagy anélkiil. A
A/ACpPZRT21 novekedése erdsen lecsokkent pH 5,0 mellett, mérsékeltebb novekedési
defektust mutatott 5,5 pH-n, ugyanakkor a vad-tipusthoz hasonl6é volt pH 6,0 kémhatasu
tapoldatban (8/A és B abra). Megfigyelésiink szerint a cink elééheztetés is hasonlo lefutasu
novekedesi gorbéket eredményezett. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy a pH a savastol a

neutralis szint felé torténd emelésével a Zrt21 cink transzporter egyre kevésbé sziikséges C.
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parapsilosis-ban. A A/ACpZRT22 és a A/ACpZRT23, illetve a A/ACpZRT22-CpZRT23
torzsek egyik esetben sem mutattak novekedési eltérést a kontroll torzshoz képest. A
ndvekedési kinetikaik dsszefoglaldsa a Fliggelék 1. dbrajan lathato.

Cink el6éheztetés nélkiil, LZM+0.05 mM ZnSQs  ——CLIBRI214 —— A/A CpZRT2] —=—ANA CpZRT21+CpZRT21
A LZM LZM+0.05 mM ZnSOs LZM+1 mM ZnSOs4
Savas (pH 4) i Savas (pH 4) w Savas (pH 4)

T T 1 F T T T T 1 T T T T 1
o 10 20 t(h}) 30 40 50 0 10 20 t(h) 30 40 50 0 10 20 t(h) 30 40 50

pH 5

pH 5.5 pH 6

KI! 10 20 tih) 30 4‘0 SIU I“‘ 1ro z‘u t(h) ::u 4‘0 5‘0 [ 1'u zlu tih) J‘D d‘u 5:0
B Cink el6éheztetés, LZM+0.05 mM ZnSO4 ——CLIBRI 214 —— A/A CpZRT21 —=—A/A CpZRT21+CpZRT21
LZM LZM+0.05 mM ZnSOus LZM+1 mM ZnSOs4
10 Savas (pH 4) 0 Savas (pH 4)

10 Savas (pH4)  ~

0.5

et

D ettty eririrdrird riririries

, F T T T ! T T T T !
50 ] 10 20 tih) 30 40 50 0 10 20 tih) 30 40 50

pH 5.5 " pH 6

T T T T J r T T T T ] F T T !
0 10 20 t(h) 30 40 50 0 10 20 t(h) 30 40 50 ] 10 20 t{h) 30 40 50

8. &bra. A C. parapsilosis A/ACpZRT21 mutans fenotipusos jellemzése Kiilonbozo
kemhatésu, limitalt mennyiségii cink iont tartalmazo kérnyezetben. (A) Az abrak a jelzett
torzsek novekedési kinetikajat mutatjak savas (pH 4, pH 5, pH 5,5, pH 6) LZM tapoldatban,
amelyet 0,05 mM cinkkel egészitettink ki cink el6éheztetés nélkil. (B) A cink
elééheztetéshez a torzseket folyékony YPD tapoldatban elbtenyésztettiik, majd 24 orara
folyékony LZM taptalajba oltottuk. Ezt kovetéen a sejteket 1 mM EDTA-val mostuk a
novekedési teszt elétt, majd vizsgaltuk a torzsek ndvekedeset 0,05 mM cink-szulfattal
kiegészitett, savas (pH 4, pH 5, pH 5,5, pH 6) LZM tapoldatban. A ndvekedési gorbék harom
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bioldgiai, valamint harom technikai parhuzamosban elvégzett Kkisérletek eredményeit

mutatjak.

VI1.5. A CpZRT2 gének expresszio kompenzacidja

A C. parapsilosis cinkfelvételi repertodrjdnak 0Osszetettsége és a CpZRT21 savas
kornyezetben vald esszencialis szerepébdl kifolydlag megvizsgaltuk a CpZRT21, CpZRT22 és
CpZRT23 gének delécidjanak hatdsat ezen gének expresszidjara. Ehhez az elemzéshez 0,05
mM cinkkel kiegészitett folyékony LZM tépoldatot (pH 4) valasztottunk. A sejteket YPD
komplett tapoldatban neveltik eld, mivel ez az allapot tette lehetévé az Osszes torzs
novekedését és amelybdl a Zrt21-fliggd cinkfelvétel meglétére kovetkeztettiink (lasd 6. €s 8.
abra).

A CpZRT22 és CpZRT23 gének kuldn-kulon és egyuttes delécidja is a CpZRT21
expresszidjanak novekedését eredményezte (9/A &bra). Ezenkivil a CpZRT21 hianyaban
csokkent CpZRT22, de megemelkedett CpZRT23 expressziot allapitottunk meg. Végil a
CpZRT22 és CpZRT23 expresszidja csokkent mind a A/A CpZRT23, mind a A/A CpZRT22
mutansokban (9/B és C abra). Ezek az adatok a C. parapsilosis-ban a cink import gének

kdzotti szorosan kapcsolt és komplex szabalyozasi kdlcsdnhatasra utalnak.
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9. dbra. A CpZRT2 gének transzkripcidja savas kémhatdsu és alacsony cink
koncentracidju kozegben. (A-C) A vizsgalt gének (CpZRT21, CpZRT22 és CpZRT23)
relativ transzkripcitja, a CpTUB4 héaztartas gén savas és alacsony cinktartalmd kdrnyezetben
mért transzkripcidjara normalizalva (A/Ct analizis szerint). Az adatok harom parhuzamos
kisérlet atlagat mutatjak. A statisztikai elemzéshez Mann—-Whitney tesztet hasznéltunk, *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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V1.6. CpZrcl esszencialis magas cink ion koncentracioju kérnyezetben

A C. parapsilosis CpZRC1 génjének ortologja pékélesztében vakuolaris cink
transzporterként funkcional, amig a C. albicans ZRC1 a vakuolaris cink raktarak, 0.n.
cinkoszomak kialakulasaért felelés. Mind a pékéleszté mind a C. albicans esetében a Zrcl
jelenléte esszencialisnak bizonyult magas cink ion tartalmd kdrnyezetben. Szilard taptalajon
végzett fenotipusos jellemzésink alapjan a CpZRC1 delécidja ndvekedési defektus
eredményezett a C. parapsilosis esetében is (7. abra). A tovabbiakban megvizsgaltuk a
A/ACpZRC1 torzsek életképességét magas cink ion tartalmu folyadék tapoldatban.

Hasonlo eredményeket figyeltink meg a A/ACpZRC1 torzs novekedését tekintve
folyékony tapkozegben, mint szilard taptalajon: a vad tipusu C. parapsilosis 17,5 mM cink-
szulfat koncentraciot toleralt folyékony LZM tapkdzegben, az 5 mM cink-szulfat
koncentracié jelentds novekedésgatlast okozott, valamint a novekedés 20 mM és afeletti
koncentracional elhanyagolhatdo volt (10/A abra). A kisebb mértékii osztodasi képesség
mellett a A/ACpZRC1 sejtek életképessége is csdkkent, amelyet a 24 és 48 éran keresztili, 5
mM, 10 mM és 20 mM koncentrécidju cink-szulfat kezelés utan YPD lemezen megjelent
szignifikansan alacsonyabb telepszamuk tiikr6z (10/B-G &bra). A CaTDH3 promoter
szabalyozédsa ala helyezett A/ACpZRC1+ZRC1OE torzs novekedése és tulélése egyarant
meghaladta a vad tipusd térzsét mind szilard lemezeken, mind nagyobb koncentréacioju
cinkkel (20 mM; 22,5 mM; 25 mM ZnSO;-al) kiegészitett folyékony tdpkozegben (10. abra).
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10. abra. A CpZRC1 gén hianyanak vizsgalata magas cink-szulfat tartalmu folyadék
kornyezetben (A) A A/ACpZRC1 torzsek novekedési kinetikaja kiilonb6z6 cink-szulfat
koncentracidju folyékony LZM tapkozegben. (B—G) A cink tulélési tesztek eredményei. 5, 10
és 20 mM cink-szulfattal torténé kezelést kovetden 24 és 48 oras idépontokban 500 sejtet
szélesztettiink YPD taptalajra, majd a telepek szdma alapjan kovetkeztettiink az életképes
sejtek szdmara. A novekedési teszteket, illetve a cink ion kezelés tulélési teszteket harom
bioldgiai, valamint harom technikai parhuzamosban végeztik el. A statisztikai elemzéeshez
nem parositott t-probakat hasznaltunk, *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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V1.7. C. parapsilosis cinkoszoma formacidjanak vizsgalata

A fenotipusos vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy a CpZRC1 nélkiilozhetetlen a C.
parapsilosis cink detoxifikal6 mechanizmusaiban (7. abra). A szakirodalom szerint a S.
cerevisiae Zrcl egy vakuolaris cink importer, azonban a C. albicans Zrcl a cinkoszoma
(intracellularis cinkraktér) képzédéséért felelés (Simm és mtsai., 2007, Crawford és mtsai.,
2018). Emiatt célul toztiik ki funkcionalisan is jellemezni a CpZrcl transzportert.

Kisérleteink soran Zinquin-t, a cinkoszoma cink festésére szolgald festéket hasznaltuk. A
C. parapsilosis torzseket 10 mM koncentracidju cink-szulfattal kezeltiik 5, 10 és 20 percig. A
cinkkel torténé kezelést kovetden a Zinquin jel intracellularis lokalizacidjat konfokalis
mikroszkdppal hataroztuk meg (11/A &bra). Ezenkivil a Zinquin-pozitiv populéacié szézalékos
ardnyét (11/B &bra), valamint a Zinquin jel intenzitds median értékét (11/C abra) képalkoto6
aramlasi citométerrel hataroztuk meg. Eredmeényeink alapjan megallapithatjuk, hogy a vad
tipusu C. parapsilosis, a A/A CpZRC1 és aA/A CpZRC1 + ZRC1OE torzsek 10 mM cink-
szulfat kezelést kovetden 5-20 perc elteltével egyenld mértékben voltak képesek cinkoszomak

kialakitasara.

A Zn kezelést megel6zéen 20 perc 10 mM Zn kezelés
Zinquin Fehér fény+ Zinquin Heticrfeny = CLIB214 RI -+ A/A CpZRCI

Zinquin Zinquin = \/A CpZRC1+ZRCIOE

1004

CLIB 214 RI

5 10 15 20
t (perc)

AIA CpZRC1

A/A CpZRC1
+ZRC1 OE

11. abra. A C. parapsilosis cinkoszoma kialakitasanak jellemzése. A torzseket folyékony
YPD tapkdzegben tenyésztettiik, majd nagy mennyiségii (10 mM) cinkkel kiegészitett LZM
folyékony taptalajba oltottuk. Zinquin fluoreszcens festéket hasznaltunk az intracellularis
cinkoszomak megjelenitésére. (A) ) A Zinquin-pozitiv sejtek szdzalékos aranya 5, 10, 15 és
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20 perccel a 10 mM-os cink-szulfatkezelés utan. (B (C) A képek a cinkoszomak lokalizacidjat
mutatjak 20 perces 10 mM cink-szulfatkezelést kovetéen. Az &bra a Zinquin intenzitas
median értékét mutatja az élesztd sejtekben 20 perc 10 mM cink-szulfatkezelést kovetéen. A
kisérleteket harom parhuzamosban végeztiik, a B és C abrak képalkotd aramlasi citométerrel
mért eredményeket mutatjak. A statisztikai elemzéshez nem parositott t-probakat hasznaltunk,
p <0,05.

Megvizsgaltuk a hosszan tartd, magas mennyiségii cink ion kezelés cinkoszoma
képzbdésére kifejtett hatasat is. A sejteket 10 vagy 20 mM cink-szulfattal kezeltiik 24 6ran
keresztil, majd Zinquinnel, valamint propidium-jodiddal festettiik a sejteket, utdbbit az
életképességik felmérése érdekében (12/A, és D 4bra). Erdekes modon a A/ACPZRC1 térzs
intenzivebb Zinquin festédést mutatott, mint a kontroll reintegralt torzs sejtjei. Ez ellentétben
all a C. albicans A/AZRC1 sejteknél tapasztaltakkal, amelyek ugyanis csokkent Zinquin
festddést, vagyis kisebb mértékii cinkoszoma képzédést mutatnak (Crawford és mtsai., 2018).
A CpZRC1 hianyaban a 24 és 48 o6ran &t alkalmazott 10 mM-os cinkimpulzus ndvelte a
Zinquin-pozitiv populéciét és a Zinquin jel intenzitasat, de csokkentette az életkeépességet is
(12/A-C, E, F éabra). Korabbi megfigyeléseinkkel 6sszhangban a 20 mM cinkimpulzus
toxikusnak bizonyult a kontroll sejtekre, mig a A/ACpZRC1 + ZRC1OE torzs képes volt
talélni ezt a koncentréciét (12/D abra). Tovabba, a vad tipusu és A/ACpZRC1 mutans torzsben
a Zinquin-pozitiv populacié megndvekedett 20 mM cink-szulfaton a 10 mM-os kdérnyezethez
képest, és ugy tlint, hogy a cinkoszomak kiszivarogtak, ami homogén Zinquin jeleket
eredmeényezett (12/D, E abra). A reintegralt A/ACpZRC1 + ZRC1OE tdrzs csak 10 mM cink
kezelés esetén mutatott a kontrollhoz hasonld fenotipust, 20 mM-nél ugyanis lecsdkkent a

Zinquin-pozitiv populacié mennyisége.
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12. abra. A C. parapsilosis cinkoszoma képzédésének vizsgalata toxikus mennyiségii cink
jelenléteben. A torzseket folyékony YPD tapkozegben tenyésztettiik, majd 10 vagy 20 mM
cinkkel kiegészitett LZM folyékony tapoldatba oltottuk. A cinkoszomék megjelenitése
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érdekében Zinquin fluoreszcens festéket, a sejtek életképességének meghatarozasahoz
propidium-jodidot hasznéltunk. (A, D) Reprezentativ képek a CpZRC1 torzsekr6l 10 mM
jodid festés utan. (B, E) A Zinquin-pozitiv populécié szazalékos aranya toxikus cink kezelést
kovetden a CpZRC1 torzsek esetében (C, F) A toxikus cink ion kezelést koveté Zinquin
fluoreszcens festés median értékei. B, C, E, F diagrammok képalkot6 aramlasi citométer altal
mért eredmeényeket mutatjdk be. A statisztikai elemzéshez nem pérositott t-probékat
hasznaltunk, *p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

V1.8. A CpZrcl intracellularis lokalizacidja

A CpZrcl lokalizaciojanak megjelenitéséhez a CpZrcl fehérje C-terminalisat zold
fluoreszcens fehérjével, GFP-vel faziondltattuk. A létrehozott torzset 1 mM (kdzepes) vagy
10 mM (magas) koncentréacidju cinkkel kiegészitett YPD vagy LZM folyékony tapkdzegbe
oltottuk és 24 Gran &t novesztettiik. Inkubalas utdn ConcanavalinA-TRITC-t és DAPI-t
alkalmaztunk sejtfal- és sejtmagfestésként. Ezenkivil a kalkofluor fehér sejtfalfestéket (kék)
és az FM4-64 vakudlumfestéket (piros) is hasznaltuk a CpZrcl lokalizaciojanak jellemzésére.

Megallapitottuk, hogy a CpZrcl a sejtmagon kivil lokalizalodik, nincs jelen a sejtfalban,
ehelyett az FM4-64 jellel egyutt lokalizalddik a gomba sejtek vakuolumjainak membranjaban.
Igazoltuk tovabba, hogy a cink-kiegészités nem befolyasolta a GFP-vel jeldlt CpZrcl jelet

egyik alkalmazott koncentracioban sem (13. abra).
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B GFP FM4-64 Kalkofluor fehér

13. &bra. A CpZrcl intracellularis lokalizaciojanak vizsgalata. A CLIB 214 ZRC1-GFP-

Kompozit

CLIB 214
ZRCI-GFPtag
+

YPD

CLIB 214
ZRCI-GFPtag
.
LZM+1 mM Zn

CLIB 214
ZRCI-GFPtag
+
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vel jelolt torzseket folyékony YPD tapkdzegben tenyésztettiik, majd 1 mM vagy 10 mM
cinket tartalmazdé folyékony YPD vagy LZM tapoldatba oltottuk. A sejteket 24 oOran at
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inkubaltuk. (A) A sejtfalagt ezutan ConcanavalinA-TRITC (narancssarga), mig a sejtmagokat
DAPI (kek) fluoreszcens festékekkel festettik. (B) Reprezentativ képek a vakudlumok FM4-
64-gyel és a sejtfal kalkofluor fehérrel torténé festésér6l. Az intracellularis CpZrcl
lokalizaciorol reprezentativ képeket konfokalis mikroszkoppal keszitettiink, a Kisérletet két

parhuzamosban végeztik el.

V1.9. In vitro J774.2 egér makrofagok és a C. parapsilosis cink transzporter

mutans torzsek interakciojanak jellemzése: fagocitozis

A makrofagok kulcsszerepet jatszanak a patogén gombak elleni védekezésben, amelyek
cink-éheztetéssel vagy a cink ionok magas koncentraciojaval képesek eliminalni a
patogéneket vagy korlatozni azok novekedését (Botella és mtsai., 2018, Riedelberger és
mtsai., 2020). Ezért megvizsgaltuk a C. parapsilosis cink transzporter mutans torzsek és a
J774.2 egér makrofagok kozotti kolcsonhatast. Eldszor a makrofagok fagocitdzis
hatékonysagat vizsgaltuk 0,5, 1, 2 és 3 éraval a gombafert6zést kovetden képalkotd aramlasi
citometrias analizissel. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk a fagocitdzis pozitiv makrofag
populéciot a megadott idépontok utan a kontroll torzset, valamint a CpZRT21 és CpZRC1
delécios torzseket GFP-vel jeldltik a CpNEUTSL neutrdlis régidba integralva, mig a
génrekonstrualt torzseket Alexafluor 647 szukcinimidil-észterrel (GFP jeldlésik a
CpNEUTSL régidban nem volt lehetséges, mert a génreintegraciot szintén ebben a régidban
vegeztik).

Eredményeink nem mutattak szignifikans kulénbséget a CpZRT21 és aCpZRC1 delécios
mutéansok, valamint a vad tipust térzs makrofagok altali fagocitdzisaban, fuggetlenil a

vizsgalt idépontoktol (14/A és B &bra).
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14. &bra. A CpZRT21 és CpZRC1 gének hidynanak hatdsa J774.2 egér makrofagok
fagocitozisara (A, B). A J774.2 egér makrofagokat a GFP-vel vagy AlexaFluor 647-tel jel6lt
C. parapsilosis torzsekkel egyutt inkubaltuk, majd aramlési citometridval meghataroztuk a
fagocitozis mértéket 0,5, 1, 2 és 3 ora elteltével. A kisérletekhez a MOI = 1:5 makrofag
gomba) aranyt hasznaltuk, az adatokat a vad tipusu térzs gombaeliminacios értékeire
normalizaltuk. A Kkisérleteket legaldbb harom parhuzamosban végeztik. A statisztikai
elemzéshez nem parositott t-probat hasznaltunk, *p <0,05; **p < 0,01.

V1.10. In vitro J774.2 egér makrofagok és a C. parapsilosis cink transzporter

mutans torzsek interakcidjanak jellemzése: 6lési hatékonysag

A J774.2 makrofagok gomba sejt eliminécios hatékonysagat 3 ordval a fert6zés utan FUN1
és kalkofluor fehér festést kovetdéen kepalkotd aramlasi citometrias analizissel (15. &bra),

valamint az é16 Candida sejtek CFU-szamlal&saval hataroztuk meg.
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15. abra. A FUNL1 eés kalkofluor fehér festésen alapuld 6lesi hatékonysagot vizsgalo
kisérleti elrendezés sematikus 6sszefoglalasa. Az Ujonnan fejlesztett és optimalizalt

munkafolyamat részletes leirasa az Anyagok és Modszerek V. 12. pontjaban talalhato.

Mindkét 6lési hatékonysagot vizsgalé mddszer eredményei azt mutattak, hogy a CpZRT21
delécidja a gombak kevéshé hatékony eliminacidjahoz vezetett (16/A és B abra). Ezzel
szemben a CpZRC1 hianyaban a makrofagok hatékonyabban voltak képesek elpusztitani a
gomba sejteket (16/C és D abra). A génrekonstrualt torzsek a vad tipusthoz hasonld

fenotipust mutattak. Mivel a Zrcl elengedhetetlen a cink méregtelenitéséhez, ezek az adatok
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arra utalnak, hogy a J774.2 makrofagok a gomba szamara toxikusan magas koncentracioju

cink mennyiség alkalmazasaval pusztitjak a C. parapsilosis sejteket.
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16. abra. A CpZRT21 és CpZRC1 gének hianyanak hatasa a J774.2 makrofagok o6lési
hatéekonysagara. (A, C) Az élesztosejtek életképességének meghatarozasa képalkotd
aramlési citométerrel kalkofluor fehér és FUNL1 fluoreszcens festést kovetéen. (B, D) J774.2
egér makrofdgok gombadlesi hatékonysdga ¢élécsiraszam meghatarozasaval. A J774.2
makrofagok gombadlési hatékonysagat 3 ora elteltével hataroztuk meg, a fertdzés soran
MOI=1:5 aranyt alkalmaztunk. A CFU alapt gombaeliminacios kisérletet 6, az aramlasi
citométerrel végzett méréseket 3 parhuzamosban végeztik. A statisztikai elemzéshez nem

parositott t-probat hasznaltunk, *p <0,05; **p <0,01.
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VI.11. In vitro M1 tipusd human makrofagok és a C. parapsilosis cink

transzporter mutans torzsek interakciojanak jellemzése: fagocitozis

Kisérleteink soran human eredetli buffy coat vérkészitménybdl izolaltunk PBMC sejteket,
majd Interferon-gamma hozzdaddsaval 6 napig tartd M1 tipusd makrofag iranyd
differencialast kovetden hasznaltuk fel azokat.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a CpZRT21 plazmamembran cink ion
transzporter hianyaban kisebb mértékii a gomba sejtek fagocitozisa (A), tovabbd a CpZrcl
vakuolaris cink importer hianya szintén alacsonyabb mértékli gombafelvételt eredményezett
az M1 tipust human makrofagok esetében 1 és 2 dra elteltével, azonban 3 6ra inkubéacidé utan

nem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget a kontroll sejtek fagocitdzisdhoz képest.
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17. &bra. A CpZRT21 és CpZRC1 hianyanak hatasa az M1 tipusu human makrofagok
fagocitalo képességére. Képalkotd aramlasi citométerrel hataroztuk meg a CpZRT21 (A) és
CpZRC1 (B) delécids és reintegralt torzsek fagocitézisanak mértéket a kontroll térzshoz
képest 1, 2 és 3 ora elteltével. A kisérleteket négy kiilonb6zd donorbol izolalt és
differencialtatott M1 tipustt makrofagokkal végeztiik el, a fertdzési ardny 1 (makrofag): 5
(élesztd) volt. A statisztikai elemzéshez nem parositott t-probat hasznaltunk, *p < 0,05; **p <
0,01.
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V1.12. In vitro M1 tipusd human makrofagok és a C. parapsilosis cink

transzporter mutans térzsek interakciojanak jellemzése: 6lési hatékonysag

A CpZRT21 és CpZRC1 delécidés mutansok fagocitozisanak vizsgalatat kdveten a cink
transzporterek hianydnak hataséat elemeztilk az M1 tipusd humén makrofagok gombadlési
hatékonysagara is.

Eredményeink szerint a J774.2 egér makrofagok gombadlési hatékonysaganak esetében
tapasztaltak az M1 tipusi human makrofagok esetében is megéllapithatdak. A CpZRT21 gén
hidnya nagyobb mérték(i talélést biztosit a C. parapsilosis sejteknek 3 ora inkubaciot
kovetden (18/A abra), tovabba a CpZrcl vakuolaris cink transzporter fontos szerepet jatszik a
C. parapsilosis talélésében M1 tipusd human makrofagok jelenlétében mind 3 éra (18/A abra)

mind 6 6ra (18/B &bra) ko-inkubaciot kovetden.
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18. abra. A CpZRT21 és CpZRC1 delécios mutansok tulélésének vizsgalata M1 tipusu
human makrofagok jelenlétében. Az M1 tipusi makrofagok cink transzporter mutans
gombattrzsek 6lési hatékonysagat képalkotd aramlasi citométerrel hataroztuk meg 3 (A)
illetve 6 oOra (B) inkubaciot kovetden. A mintakban talalhato éleszté sejteket kalkofluor fehér
sejtfalfestékkel jeloltik, a gomba sejtek életképessegének meghatarozasdhoz FUNL1

fluoreszcens festéket hasznaltunk. A kisérleteket harom kiillonb6z6 donorbol szarmazd M1
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tipusu makrofagokkal végeztiik el, statisztikai elemzéshez nem parositott t-probat

hasznéltunk, *p <0,05; **p < 0,01.

V1.13. J774.2 egér makrofagok cink ion toxicitason alapulo6 C. parapsilosis olési

folyamata

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a J774.2 makrofagok intracelluléaris cink ion
lokalizacidjat és mennyiségét, FluoZin3 szabad cink ion specifikus festékkel (zold)
fluoreszcensen jel6ltiik meg a makrofagokat az Alexa 647 (piros) fluoreszcensen jeldlt vad
tipusu C. parapsilosis fertdzést kovetden.

Fél, 1, 2, 3 és 4 oOra koinkubacid elteltével konfokalis mikroszkdp, illetve képalkoto
aramlasi citométer segitségével hataroztuk meg a szabad cink ionok helyét a gomba sejtekhez
képest. Mindkét modszer eredményei szerint a J774.2 egér makrofagok intracellularis cink ion
jele és a fagocitalt C. parapsilosis sejtek id6aranyosan névekvé mértékben kolokalizdlnak
(19/B éabra, 20/B &bra), valamint a C. parapsilosis fert6zés hatasara megnovekszik a szabad

cink ionok mennyisége a makrofagokon beldl (20/C abra).

Zn ion (FluoZin3)+
A Zn ion (FluoZin3) C. parapsilosis (Alexa 647)

Fert6zetlen
M1 makrofigok

Co-lokalizacios

C. parapsilosis
2 ora

C. parapsilosis
4 ora

19. dbra. J774.2 egér makrofagok intracellularis cink ion kolokalizaciéjanak vizsgéalata
C. parapsilosis sejtekkel. A J774.2 egér eredetli makrofagokat 0.5, 1, 2, valamint 4 6ran at
egyltt inkubaltuk az Alexa 647-tel festett vad tipusu CLIB 214 C. parapsilosis sejtekkel
MOI=1:5 aranyban. (A, C) Az inkubaciés id6 leteltével FluoZin3 cink ion specifikus

fluoreszcens festékkel festettik meg a makrofagokat, majd konfokalis mikroszkoppal
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vizsgaltuk a mintadkat. (B) A konfokalis mikroszkoppal készitett képek esetében harom
latotérbol 100-100 véletlenszeriien kivalasztott makrofag megszdmolasaval hataroztuk meg a
cink ionok és fagocitalt gomba sejtek kolokalizaciojat. A makrofagok cink ion és a gomba
sejtek kolokalizaciojat a sarga nyilak jelélik a reprezentativ A, C abrakon. A Kisérletet harom
parhuzamosban végeztik el. A statisztikai elemzéshez nem parositott t-prébat hasznaltunk, *p
<0,05; **p < 0,01.
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20. dbra. J774.2 egér makrofagok intracellularis cink ion kolokalizaciéja C. parapsilosis
sejtekkel: képalkoté aramléasi citométerrel torténé vizsgalat. A Kisérleteket hasonléan
Kiviteleztik, mint a konfokalis mikroszképpal végzett analizist (19. abra). Az inkubacios és
festési 1d6 leteltével a makrofagokat képalkoté aramlasi citométerrel végzett méréshez
készitettiik eld. (A) Reprezentativ képek a cink ion (FluoZin3, z6ld) és C. parapsilosis sejtek
(Alexa 647, piros) kolokalizaciojarol. (B) A kolokalizacids események szézalékos aranya. (C)
A FluoZin3 (cink ionok) fluoreszcens intenzitasdnak a fertdzetlen makrofagok jeléhez
normalizalt median értéke az id6 fiiggvényében. A képalkotd aramlasi citométerrel mért
eredményeket IDEAS kiértékeld program kolokalizacios események megallapitdsara alkalmas
matrixaval ertékeltik ki, valamint a FluoZin3 (cink) fluoreszcens jelének median értékét
definialtuk. A kisérletet harom parhuzamosban végeztiik el, valamint a statisztikai elemzéshez

nem parositott t-probat hasznaltunk, *p <0,05; **p <0,01.

VI1.14. Az M1 tipusd human makrofagok cink ion mergezesen alapulo C.

parapsilosis 6lési mechanizmusa

Hasonldan a J774.2 egér makrofagokon végzet kisérletekhez, a buffy coat

vérkészitménybdl izolalt ¢és differencialtatott M1 tipust makrofagok esetében is
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megvizsgaltuk a makrofagok intracellularis cink ion és a vad tipusu C. parapsilosis sejtek
kolokalizaciojat mind konfokélis mikroszkdp, mind képalkotd &ramlési citométer
segitsegével.

Megallapitottuk, hogy a fertdzési 1d6 eldrehaladtaval a kolokalizaciés események
gyakorisaga megnétt (21/B abra, 22/B abra), valamint egy makrofagon belll akar tobb ilyen
esemény is jellemz6 lehet 4 ora elteltével (21/A, C &bra). Ezzel parhuzamosan a C.
parapsilosis fertézés hatasara az M1 tipusU makrofagok intracelluléris cink ion szintje

szignifikansan megné az inkubacio 2., 3., 4. és 6. drajaban (22/C abra).

Fertdzetlen
M1 makrofégok

21. &bra. M1 tipust human makrofagok intracellularis cink ion és C. parapsilosis sejtek
kolokalizaciojanak konfokalis mikroszkdépos analizise. (A, C) Konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk az M1 tipusu human makrofagok cink ion jelei (FluoZin3, z6ld) és C. parapsilosis
sejtek (Alexa 647, piros) kolokalizacidjanak (sarga nyilak) gyakorisagat 0,5, 1, 2 és 4 ora
elteltével, MOI=1:5 aranyban elvégzett fertdzést kovetden. (B) 3-3 latomezOben
véletlenszeriien kivalasztott 20-20 sejt esetében szamoltuk meg a kolokalizacios eseményeket.
A Kisérletet harom parhuzamosban végeztik el, statisztikai elemzéshez nem parositott t-

prébat hasznaltunk, *p <0,05; **p <0,01.
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22. abra. M1 tipust human makrofagok intracellularis cink ion kolokalizaciéja C.
parapsilosis sejtekkel: analizis &ramlasi citométerrel. A gomba sejteket Alexa-647, a cink
ionokat Fluozin3 fluoreszcens festékkel tettik lathatova. (A) Reprezentativ képek az M1
¢és az éleszté sejtek (Alexa 647) kolokalizacios eseményeinek szazalékos aranya. (C) A
FluoZin3 jel median intenzitasa az inkubacid kiillonbozd iddpontjaiban. Az elemzéshez a
képalkotd aramlési citométer IDEAS kiértékeld programjat hasznaltuk. A kisérleteket 3
parhuzamosban végeztik el, statisztikai elemzéshez nem parositott t-prébat hasznaltunk, *p
<0,05; **p <0,01.

V1.15. C. parapsilosis cink transzportereinek szerepe Galleria mellonella fertézése

soran

A G. mellonella larvak hasonl6  humordlis és cellularis  velesziletett
immunmechanizmusokkal rendelkeznek, mint a magasabbrendii emlds szervezetek. Ebbdl
kifolyGlag ezt a rovart széles korben hasznaljak gerinces fert6zési kisérletek alternativajaként
az eml6s modell hasznalatanak csokkentése érdekében. Roviddel az injekcid beadasa utan a
larvak barnassa valtak a melanizacionak nevezett folyamat kovetkeztében. Ez a rovarok
gyakori és gyors reakcioja barmilyen idegen részecskevel (beleértve a kdrokozokat is)
szemben, melynek soran a hemocitak koriilveszik az idegen részecskét, és tobblépcsds
biokémiai folyamaton keresztiil melanint termelnek. A G. mellonella esetében a melanizécié a
C. parapsilosis injekcié beadasa utan perceken beliil megtorténik. A korabbi kisérleteinkben a
kontrolltol eltéré fenotipust mutaté ZnT-k szerepét megvizsgaltuk G. mellonella fertézési
kisérletben is. A larvakat a kontroll, a A/ACpZRT21 és A/ACpZRC1l delécids és
komplementalt torzsekkel fertéztikk meg, majd a talélési aranyt 14 napon keresztiil kovettitk

nyomon.
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Kiserleteink eredményei alapjan megallapithatd, hogy a G. mellonella rovar modellben

nincs szignifikans kilonbség a larvak talélésében a mutans torzsek és a vad tipusu torzsek
kozott (23. abra).

A
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R ey B —— PBS
01 —— CLIB214RI

-+ AJA CpZRT21/1

50 ™

-+ AJA CpZRT21/2

—— A/ACpZRT21/1+CpZRT21
—— A/A CpZRT21/2+CpZRT21
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0 5 t(nap) 10 15

100+——p—
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—| —— CLIB 214 RI
1 -+ AACpZRCI/1
50 --._.\.—.‘_I P
= 3 =+ AJA CpZRC1/2
1
—— AA CpZRCI1+CpZRCIOE/]

—— A/A CpZRC1+CpZRCIOE/2

Tulélés (%o)

0 T T 1
0 5 t(nap) 10 15

23. dbra. A CpZRT21 és CpZRC1l cink transzporter gének hianyanak hatasa G.
mellonella életképességére. (A, B) In vivo G. mellonella fertdzést végeztiink a larvak 7 napos
akklimatizaciojat kovetéen. A larvakat vad tipusi, CpZRT21 és CpZRC1 mutans torzsekkel
fertdztiik meg, amelyek ¢életképességét 14 napon keresztiil monitoroztuk. Gomba térzsenként
hisz larvat hasznaltunk. A statisztikai elemzéshez Mantel-Cox tesztet végeztink el, *p <0,05;
**p <0,01; ***p <0,001.

V1.16. C. parapsilosis cink transzporterek szerepe vad tipusi BALBc egér in vivo

fertozeést kovetoen

Tovabbi in vivo fert6zési kisérleteket egérmodellel veégeztink. A vad tipusi BALB/c

egerek kiilonb6z6 szerveinek (1€p, vese, maj és az agy) 3 napos gombakolonizacidjat
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vizsgaltuk a CLIB 214 RI, A/ACpZRT21, A/ACpZRC1 delécids és a reintegralt C.
parapsilosis torzsek felhasznalasaval.

A Kkiserletek eredményeként megallapitottuk, hogy a CpZRT21 delécioja, valamint a gén
reintegracioja is novelte a gombakolonizacié mértekét, de kizarolag a 1épben (24/A abra).
Hasonloképpen megallapithatd, hogy mind a CpZRC1 hianya mind talzott expresszidja

megndvelte az az egerek 1épében az élesztd sejtek szamat a vad-tipushoz képest (24/E &bra).
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24. abra. A C. parapsilosis CpZRT21 és CpZRC1 gének virulencidban betoltott
szerepének vizsgalata in vivo egér modellben. Vad tipusa BALB/c egereket fertéztiink az
allatok farokvenajan keresztil kontroll, CpZRT21 (A-D) és CpZRCL1 (E-F) cink transzporter
mutans €s ezek génreintegralt torzseivel. 3 nap inkubdciot kovetden az allatok 1€pébdl,
veséjébol, majabol és agyabol allapitottuk meg a gombakolonizaltsag mértékét YPD taptalajra
torténd szervhomogenizatum szélesztést kovetden. A szervek élesztd kolonizaltsdganak
mértékét CFU/szervtdmeg (g) egységben adtuk meg. Minden torzs esetében 10-10 allatot
hasznaltunk fel 2 parhuzamos Kkisérletben. Statisztikai analizishez Mann-Whitney tesztet
hasznaltunk, *p <0,05; ** p <0,01; ***p <0,001.
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VII. Eredmények ertéekelése

VIIL.1. A C. parapsilosis potencialis cink transzportereinek génexpresszios

jellemzése

A nyomelemek kulcsfontossaglak valamennyi ¢161ény szamara. A gazda szervezetben a
cink ionok, ahogyan egyéb fém ionok is, fehérjékhez kotott formaban fordulnak eld, igy azok
hozzaférhetdsége korlatozott a kérokozok szamdra. Patogén gombak esetében a cink ionok
megszerzése emiatt komoly kihivast jelent, amely folyamatban a mikroba kiilonb6z6 Zip
transzporterei jatszanak Kitlintett szerepet (Eide, 2006). Az in silico vizsgalataink alapjan a C.
parapsilosisban azonositottuk a cink felvételben (Sc/Cazrt2, CaZrt101), a cink detoxifikalo
folyamataiban (Sc/CaZrcl) és a vakuolaris cink ion exportban (ScZrt3) potencialisan szerepet
jatszo transzporterek geénjeit, azonban nem talaltuk meg a CaPral cinkofdr fehérjét kodolo
gén ortolégjat. A CpZRT101 mind szekvenciajaban, mind pedig expresszidjanak
szabalyozasaban jelentds hasonlosagot mutat a C. albicans Zrtl01 nagy affinitasu
plazmamembran importer génjével. Expresszidja semleges kémhatés esetén, mintsem savas
kdrnyezetben dominéans. Hasonl6 funkciot tolt be e két fajtél tavol &llo, &m Ca/CpZRT101
ortoldg Aspergillus fumigatus zrfC transzporter gén altal kddolt fehérje is, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy ez a cink transzporter konzervaltan van jelen az Ascomycota térzsben.
Ezzel 6sszefliggesben érdemes megjegyezni, hogy béar a S. cerevisiae-b6l hianyzik a Zrt101,
az ortologok a legtébb Ascomycota gombéban jelen vannak (Citiulo és mtsai., 2012).

Egy koréabbi tanulméannyal ésszhangban, az altalunk elvégzett in silico analizis szerint sem
talalhaté meg a C. albicans-ban a Zrt101 transzporterrel k6z6sen mitk6dé Pral ortolég génje
a C. parapsilosis genomjaban (Citiulo és mtsai., 2012). Ellentétben harom gén (CpZRT21,
CpZRT22 és CpZRT23) nagy mértékii hasonlosagot mutatott a savas kozegben muikodéd
membranhoz kapcsolt cink ion transzporter Sc/CaZRT2-vel. A szekvencia hasonlosag alapjan
feltételezhetd, hogy a CpZRT22 és a CpZRT23 a konzervalt CaZRT2/CpZRT21 6si
megkettdzodésének eredménye, amit egy késobbi tandem duplikacié kovethetett (Wilson,
2015). A C. parapsilosis igy filogenetikai és evolicios szempontbdl is figyelemre mélto a
PRA1 elvesztése és a ZRT2 gén expanzidja miatt. Ez az éleszt6 az emberi bér gyakori
kolonizél6ja, amely kézeg enyhén savas kémhatasi. Mivel a Pral semleges-ligos, valamint a
Zrt2 savas kémhatasu kornyezetben szilkseéges a cinkfelvételhez, a PRAL gén hianya és a
ZRT2 gének expanziodja 6sszefliggésbe hozhatd a C. parapsilosis kornyezetének pH ertékéhez

ilyen modon torténd alkalmazkodésaval.
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Génexpresszids elemzésiink kimutatta, hogy a CpZRT21 alacsony szinten irodott at savas
és semleges kémhatés esetében. Ez ellentétes a C. albicans ZRT2 génjének (a CpZRT21
ortolog parja) szakirodalomban fellelhetd expressziés mintazataval, amely gén magasabb
mértékben expresszalodik savas, mint semleges-lugos kémhatdsu kornyezetben (ToOth és
mtsai., 2019, Bensen és mtsai., 2004). Mindazonaltal, a CpZRT21 expresszidja csokkent
kdzepes (1 mM) és magas (10 mM) cink koncentrdciéja mind neutralis, mind savas
koérnyezetben, amely génexpresszids mintazat egybevadg egy alacsony affinitdst cink ion
traszporter funkcidjaval és a korabban a CaZRT2 esetében megfigyeltekkel (Bensen és mtsai.,
2004, Citiulo és mtsai., 2012).

CpZRT22 kanonikus, savas kornyezethez adaptalodott cinkfelvétel expresszids profiljat
mutatta, megnovekedett expresszidval alacsony cink koncentracio és alacsony pH-értékek
mellett. Paral6g génparja, a CpZRT23 mutatta a legmagasabb expressziot semleges kémhatasu
tapoldatban és szignifikansan csokkent a tapkozeg pH-janak csokkentésével. Erdekes modon
savas kozegben a CpZRT23 erésebben expresszalodott kdzepes mennyiségi (I mM) cink
jelenlétében, mint alacsony (0,05 mM) vagy magas (10 mM) cink tartalmu kérnyezetben. Ez a
cinkre adott bimodalis mintazat a S. cerevisiae-bdl szarmaz6 alacsony affinitast cinkimporter
ZRT2 miikodéséhez hasonlo (Bird és mtsai., 2004).

Meg kell jegyezni, hogy az 6sszes eddig tanulmanyozott ZRC1 ortoldg fontos szerepet
jatszik a cink méregtelenitésében (Crawford és mtsai., 2018, MacDiarmid és mtsai., 2003,
Cho és mtsai., 2018, Clemens és mtsai., 2002). Alacsony pH értékii kornyezetben a CpZRC1
expresszioja nétt a kornyezetének cink ion szintjének csokkenésével. Bar ez ellentmondonak
tlinik, mas gombak esetében is leirdsra keriilt, és adaptiv mechanizmust jelenthet a sejtek
jovobeli cinksokk elleni védelmére. Az a tény, hogy ezt a jelenséget savas, de nem
semleges/lugos kémhatasu tapoldatban figyeltiik meg, a cink ionok alacsonyabb pH melletti
sokkal nagyobb oldhat6sdga magyarazhatja, amelynek igy bioldgiai hasznosulasa is nagyobb
mértéki lehet (Loboda és Rowinska-Zyrek, 2017).

Osszességében megallapithatd, hogy ezek a filogenetikai és génexpresszids megfigyelések
egyuttesen azt mutatjak, hogy a C. parapsilosis cinkfelvételi mechanizmusa Osszetettebb,

mint a tobbi vizsgalt élesztofajé.

VI1.2. A C. parapsilosis cink felvételi rendszere

Kisérleteink alapjan megallapithatd, hogy cink ion limitalt folyékony tapkdzegben a C.

parapsilosis osztodasi (iteme alacsonyabbnak bizonyult, de helyreéallt a cink ionok pétlasanak
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hatasara. A A/ACpZRT21 csak csekély novekedési defektust mutatott a vad tipusu és
génreintegralt torzshoz képest savas kémhatasi LZM + 0,05 mM cinkkel kiegészitett
kozegben. Ezekhez a novekedési vizsgéalatokhoz a torzsek eldtenyésztése YPD komplett
tapoldatban zajlott, amely koérdlbelul 29 uM cinket tartalmazott (Wehmeier és mtsai., 2020).
Feltételeztiik, hogy a C. parapsilosis gomba sejtek tarolhattak az el6tenyészetbdl szarmazo
cink egy részét, amint azt kordbban a S. cerevisiae esetében kimutattdk (Simm és mtsai.,
2007). Ez alapjan a sejteket el6szor el6tenyésztettiik cink-limitalo korulmények kozott a
novekedési teszteket megeldzden 24 6ran at. A cinkhianyos eldtenyészetbdl szarmazo sejtek
nem tudtak névekedni, amikor cink ion nélkili LZM tapkdzegbe keriltek. Ez azt jelzi, hogy a
C. parapsilosis, akarcsak a S. cerevisiae, képes lehet intracellularis raktarakat létrehozni és
felhasznalni az elraktarozott cink ionokat.

Abban az esetben, amikor cink ion hidnyos elétenyészetbdl szarmazé sejteket hasznaltunk
a novekedési tesztek sordn 0,05 mM cink jelenlétében, a vad tipust és A/ACpZRT21 + ZRT21
reintegralt torzsek normalis mértékben novekedtek, de a A/ACpZRT21 ndvekedése erdsen
gatoltnak bizonyult. Ez arra utal, hogy a CpZrt21 nélkiilozhetetlen a cink ionok felvételéhez
és a C. parapsilosis novekedéséhez, amikor a sejteknek alacsony mennyiségii (0,05 mM) cink
ion all rendelkezésiikre a kdrnyezetiikben, tovabba a megndvelt cink mennyiség (1 mM) nem
tette nélkildzhetetlenné a CpZrt21 transzporter jelenlétét.

A négy azonositott ZnT (CpZRT101, CpZRT21, CpZRT22 és CpZRT23) kozul csak a
CpZRT21 hiadnya eredményezett csokkent ndvekedést C. parapsilosis esetében cink ion
hianyos savas kornyezetben. A CpZRT21, CpZRT22 és CpZRT23 transzkripcidja ebben a
tapkozegben érdekes expresszids mintakat tart fel. A vad tipusu sejtekhez képest a CpZRT22
és CpZRT23 delécidja akar 6nmagaban, akar e két gén delécidjanak kombinéacidban a
CpZRT21 gén expresszidjanak novekedését eredményezte. Az ilyen tipust fokozott
génexpresszio kompenzacio gyakori az azonos mikrotdpanyag-felvételi utvonalért felelds
fehérjeket kodold gének esetén. A CpZRT22 eés a CpZRT23 vonatkozasaban barmelyik
delécioja a masik gén expressziojanak a csokkenését eredményezte. Ez a két gén ugyanabban
a l6kuszban talalhatd, és nem zarhatjuk ki, hogy a kdz6s szabalyozasuk bizonyos zavara lépett
fel az adott gének eltavolitasa miatt. A legérdekesebb megfigyelés az volt, hogy a CpZRT21
delécidja (amely mas kromoszéman talalhato, mint a CpZRT22/23) a CpZRT22 csokkent - és
a CpZRT23 megndvekedett transzkripciojat eredményezte. Bar lehetséges, hogy a
A/ACpZRT21 sejtek altal tapasztalt cink limitalt kdrnyezet hozzajarulhat a CpZRT22 és a
CpZRT23 megfigyelt eltérd szabdlyozasahoz, ugy gondoljuk, hogy ez nem valoszinii, mivel a

CpZRT22 fokozatosan magas expresszids szintet mutatott alacsony cink ion tartalmd
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korilmények kozott savas kdzegben, mig a CpZRT23 expresszidja csak kisebb mértékben
ndvekedett a kontroll génhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CpZRT21,
CpZRT22 és CpZRT23 szerepet jatszik C. parapsilosis-ban a Zrt2 alapl cinkfelvételben,
tovabba egymast kolcsdndsen befolyasold, ugyanazon szabalyozasi folyamat alatt allhatnak.
Ez megmagyarazhatja, hogy sem a CpZRT22 vagy CpZRT23 egyszeri delécidja, sem a kettds
deléciojuk miért nem eredmenyezte a gomba életképessegének elvesztését, mivel a CpZRT21
kompenzalhatja a CpZRT22 és a CpZRT23 hianyat. A jovében ezt a hipotézist tervezziik
megerdsiteni egy A/A CpZRT21/ZRT22/ZRT23 harmas mutans torzs létrehozasaval és

jellemzésével.

VI1.3. A C. parapsilosis cink detoxifikalé rendszere

A gazda szervezetben a mikroorganizmusok potencialisan toxikus cinkszinttel
talalkozhatnak az immunsejtek fagocitozisat kovetden. A legjabb tanulmanyok kimutattak,
hogy a makrofadgok képesek karositani a koérokozokat azaltal, hogy toxikus mennyiségii cink
iont szallitanak a fagolizoszémaba, hogy elpusztitsak vagy korlatozzak a patogének
novekedéset (Botella és mtsai., 2011, Riedelberger és mtsai., 2020). Ezzel parhuzamosan
azonban szamos patogén faj rendelkezik stratégiaval a magas cink ion koncentrécio
csokkentésére, hogy tulélje az ilyen antimikrobialis hatast, amely képességet fontos virulencia
faktornak tekintjik (Botella és mtsai., 2011, Crawford és mtsai., 2018). A S. cerevisiae-vel és
a C. albicans-szal val6 szekvencia hasonloséag alapjan a cink-méregtelenité transzporter Zrcl-
et CPAR2_212100-ként azonositottuk C. parapsilosis-ban.

A CpZRC1 delécidja életkepesség csdkkenesehez vezetett 5 mM vagy azt meghalado cink
ion tartalma koralmények kozott, ami alatdmasztja a CpZrcl cink detoxifikalo szerepéet. A
novekedési defektust, ami miatt a CpZRC1 magasabb mértékii expressziojat a CaTDH3
promoter hasznalataval kellett biztositanunk a A/ACpZRC1 mutans térzsben. A CpZRC1 ily
modon eldidézett emelkedett expresszidja nem csak visszaallitotta a vad tipust fenotipust 5-
10 mM cink tartalmu kdrnyezetben, de 17,5 mM vagy annal nagyobb cink ion koncentracio
esetén, ahol a kontrollként alkalmazott torzs sejtjei mar nem voltak képesek néveledni, a gént
tultermeld gombak talélését is biztositotta. A cink tulélési teszt is alatdmasztotta a CpZrcl
cink méregtelenitd szerepét: a CpZRC1 delécidja a telepek formalddasanak elmaradasat

eredményezte 24 és 48 oran at torténd 5-20 mM cink kezelés utan. A Zrcl két kiilonbozo
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cink-méregtelenitési folyamatot miikodtet S. cerevisiae és C. albicans esetében.
PékélesztOben az ScZrcl felelés a vakuolaris cink transzportért, mig a C. albicans CaZrcl-
fiiggd cinkoszomaképzddéssel védekezik a nagy mennyiségli intracelluldris cink ion ellen
(Crawford és mtsai., 2018, MacDiarmid, 2000). A Zrcl funkcidjanak meghatarozasara C.
parapsilosis-ban cinkoszéma-specifikus fluoreszcens festéket (Zinquin) hasznaltunk. A
toxikus mennyiségi (10 mM) cink-szulfdt kezelés gyors cinkoszoma képzédést
eredmeényezett C. parapsilosis-ban 5-20 perces inkubacié utan, és a A/ACpZRC1 mutans is
képes volt ugyanannyi cinkoszomat képezni, mint a kontroll torzs. A 24 és 48 o6ras 10 mM
cink kezelés toxikusnak bizonyult a A/ACpZRCL1 torzs esetében, ami korrelalt a konfokalis
mikroszképpal és aramlési citométerrel azonos korilmények kozott kimutatott nagy
mennyiségii cinkoszomaval és elpusztult sejtekkel. Erdekes modon mig a 20 mM cinkkezelés
(amely mar toxikus a vad tipusra) nagy mennyiségii cinkoszéma képzddést eredményezett a
vad tipust és A/ACpZRC1 torzsekben, addig a Zinquin jel mennyisége a A/ACpZRC1 +
ZRCI1OE torzsben alacsonyabb szintet mutatott. A C. parapsilosis-ban a cinkoszéma
képzodés tulterheltnek tiint CpZrcl hidnyaban, igy a cinkoszoémak telitettnek bizonyultak cink
ionokkal magas cink szint esetén. Feltételeztiik, hogy a CpZrcl-nek vagy van egy masik
intracellularis cink-méregtelenitési célorganelluma, vagy (a C. albicans-szal ellentétben) a
vaku6lumok membranjan lokalizalodik. A Zrcl C-terminalis megjelolése GFP-vel és a sejtfal,
nukleusz és vakudlum egydttes fluoreszcens festésével a CpZrcl vakuolaris membranhoz val6
lokalizacidjat tartuk fel. Ezért annak ellenére, hogy filogenetikailag szorosabb rokonsagban
all a C. albicans-szal, a C. parapsilosis Zrcl szubcellularis lokalizacidja jobban hasonlit a S.

cerevisiae és a Cryptococcus neoformans-éhoz (Cho és mtsai., 2018, MacDiarmid, 2000).

VIL4. J774.2 egér és M1 tipust humén makrofagok és C. parapsilosis cink

transzporter mutansok in vitro interakcioja

A gazdaszervezet immunvalaszdban kiemelt szerepet toltenek be az esszenciélis
nyomelemek, mint példaul a cink. A cink ionok alacsony mennyiségben, fehérjékhez kotott
forméaban vannak jelen, amelyek felvétele egy patogén organizmus taléléséhez, illetve a
gazdaszervezetben valé megtelepedéséhez elengedhetetlen. Azonban nem csak a cink
alacsony koncentracioja limitdlja a patogének noOvekedesét, hanem a makrofagok
fagolizoszomajaban talalhato cink ionok magas, a gomba szdmara toxikus szintli mennyisége

is (Botella és mtsai., 2011, Riedelberger és mtsai., 2020)
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A gazda sejtek és a C. parapsilosis cink transzporter mutansok interakciéjanak in vitro
vizsgalata soran J774.2 egér, illetve human M1 tipusi makrofagokat hasznaltunk, amelyek
fagocitdzis, illetve gombaeliminalasi mértékét allapitottuk meg. A A/ACpZRT21 és
A/ACpZRC1 torzsek fagocitdzisa a J774.2 sejtek altal minden idépontban hasonl6 volt a vad
tipusu torzséhez, tovabba az M1 tipusi human makrofagok esetében 3 ora elteltével nem
tapasztaltunk kiilonbséget. A A/ACpZRT21 sejteket kisebb, a A/ACpZRC1 sejteket magasabb
mértékben eliminaltdk mind az egér makrofagok 3 dra elteltével, mind a huméan makrofagok 3
illetve 6 6raval a fertdzést kovetden.

Feltételezésiink szerint a A/ACpZRT21 muténst részben megvédheti a gomba sejteket a
toxikus fagolizoszomalis cink ion koncentraciotdl, mivel hianyzik beldle a f6 plazmamembran
cink importer, azonban ezzel egyidejiileg a vakuolaris membran lokalizalt cink-méregtelenitd
rendszerrel nem rendelkez6 A/ACpZRC1 sejtek fokozott pusztulasa arra enged kovetkeztetni,
hogy a C. parapsilosis sejteknek a gomba szamara mérgez6 cink mennyiséggel kell

megkuzdenilk a vizsgalt makrofagokon beldil.

VIL.5. J774.2 egér és az M1 tipusi human makrofagok cink mérgezésen alapuld

C. parapsilosis elleni 6lési mechanizmusa

Az in vitro J774.2 és M1 tipust humén makrofagokkal végzett fagocitdzis és
gombaeliminalasi eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy CpZRT21 gén hidnyéban
nagyobb mértékben élik til a gomba sejtek a makrofagokkal torténd interakciot, mig a
CpZrcl vakuolaris cink transzporter hidnydban a sejtek nagyobb mértékben pusztulnak el,
mint a kontroll torzs mindkét tipust makrofag sejtek jelenlétében. Igy feltételezhetjiik, hogy
cinkfelvételben (A/ACpZRT21) és a cink méregtelenitésében (A/ACpZRC1) hibas C.
parapsilosis mutansok viselkedése hasonld hatast valthatnak ki: ha a makrofagok fagocitaljak
a gombdkat, toxikus mennyiségli cink ion segitségével eliminaljadk azokat. Hipotézisiink
bebizonyitasa érdekeben a fent emlitett mindkét tipusi makrofag sejt intracellularis cink
mennyisegét és lokalizacigjat vizsgaltuk C. parapsilosis fertézést kovetéen. A vad tipusu
CLIB 214 C. parapsilosis sejteket AlexaFluor 647 fluoreszcens festékkel, a makrofagok
intracellularis szabad cink ionjait FluoZin3 cink specifikus préobaval jeloltik meg a
koinkubéciot kovetden. Mind a J774.2 egér, mind az M1 tipust human makrofagok esetében
megallapithatjuk, hogy a makrofagok intracellularis szabad cink ionjai kolokalizalnak a C.

parapsilosis sejtekkel mar fél oraval a fert6zést kovetden, a jelenség 4 ora inkubacios id6 utan
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a leggyakoribb. Eredményeink 0Osszhangban vannak a szakirodalommal, ugyanis tébb
tanulmény aldtamasztotta a kozelmultban, hogy a makrofagok képesek ndvelni a
fagolizoszomalis cink mennyiségét, hogy eldsegitsék a korokozok eliminalasat. M.
tuberculosis és egér csontvel6bdl izolalt BMDM sejtek interakcidja esetén keriilt leirasra
el0szor a jelenség, miszerint a baktériumok fagocitozisat kovetéen a cink ionok
felhalmozddnak a fagolizoszomakban (Botella és mtsai., 2011). Egy kozelmultban végzett
tanulméany azt is feltarta, hogy C. glabrata fert6zés soran szintén az egér csontvel6bdl
szarmazd makrofagok képesek a Candida sejteket a fagolizoszomaban felhalmozddo toxikus
cink ion mennyiséggel elpusztitani (Rindlemeyer és mtsai.,, 2020). Eredményeink és a
szakirodalmi adatok alapjan elmondhat6, hogy C. parapsilosis fagocitozisa soran az J774.2
egér, illetve M1 tipusu human makrofagokban megné a szabad cink ionok mennyisége, amely
a fagocitalt gombasejtek koré lokalizalddik, igy hozzajarulva a patogén eliminaciojahoz

(Botella és mtsai., 2011, Rindlemeyer és mtsai., 2020).

VI1.6. Cink transzporterek szerepe C. parapsilosis virulenciajdban in vivo G.

mellonella és vad tipusu egér modellekben

A G. mellonella viaszmoly larvdk a humordlis és cellularis velesziletett immunvalaszok
modelljeként hasznalhatok. Trevijano-Contador és Zaragoza szerint a viaszmoly larvak
alkalmasak a velesziiletett immunitds gomba fertdzésekre adott valaszanak vizsgalatara
(Trevijano-Contador és Zaragoza, 2019). A G. mellonella larvakat szdmos mutans gomba
torzs virulencia tulajdonsagainak feltarasara, valamint a tdpanyaghiany hatasanak vizsgalatara
hasznéltak C. albicansal torténé fert6zését kovetéen (Desalermos és mtsai., 2015, Banville és
mtsai., 2012).

CpZRT21 és a CpZRC1 delécié gazdaszervezetben Kifejtett hatasainak feltarasa érdekében
viaszmoly larvakat fertéztiink, majd 14 napon keresztul monitoroztuk a tulelésiiket.
Kisérleteink soran nem tapasztaltunk kilonbséget a tulélesi gorbék lefutasaban a vad tipusu C.
parapsilosis, illetve a cink transzporter mutansok kozott, ezért feltételezhetjik, hogy a
CpZrt21 sejtmembranhoz kotott cink transzporter és a CpZrcl vakuolaris membranhoz
lokalizalt cink importer hianya nem befolyasolja a C. parapsilosis virulencidjat ebben a
modellben. Feltételezésiink szerint azonban, magasabb rendii organizmus belsé kornyezetét

realisabban modellezve kiilonb6z6 ion- vagy tapanyaghianyos kérnyezetben nevelt viaszmoly
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larvakkal végzett elemzés feltarhatja a C. parapsilosis ezen cink transzportereinek
virulencidban betoltott szerepét.

Az in vivo rovar modell mellett BALB/c vad tipust egér modellben is megvizsgéltuk a C.
parapsilosis cink transzporter mutans torzsek kolonizacids képessegét az allatok agyaban,
majaban, lépében és veséjében 3 nappal a fertézést kovetdéen. A C. albicans-ban ismert
CaZrt2 és CaZrcl jelentés szerepe ellenére a CpZrt2l és CpZrcl nem jatszik szerepet a
patogén szervkolonizalo képességében (Crawford és mtsai., 2018). Azonban megéllapitottuk,
hogy a CpZRC1 gén talzott expresszidja szignifikansan novelte az élesztd sejtek tulélését az
egerek 1épében. Feltételezéslink szerint, a cink detoxifikalasért felelds CpZrcl cink
transzporter fokozott miikodése jelentdsen megnovelte az ellendlld képességét a C.
parapsilosis sejteknek a 1épben talalhatdo nagy mennyiségii makrofag fagolizoszémalis cink
mérgezésen alapul6 6lési mechanizmuséaval szemben. Ugy gondoljuk, hogy a CpZrt21 és
CpZrcl tovabbi, virulenciaban bet6ltott szerepének feltérkeépezésere akar neutropénias, akar
kalprotectin (cink ion kotesére alkalmas fehérje) hianyos egér modell hasznalataval nyilna

lehetdség.
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VI111. Osszefoglalas

Az invaziv Candida fert6zések napjainkban jelentés egészségiigyi problémat jelentenek,
kiilonosen a legyengiilt immunrendszeri egyének szamara, ahol a kezeletlen, sulyos
tlnetekkel jard esetek végzetes kimeneteliick lehetnek. Mig a C. albicans okozza a szisztémas
fert6zések tobbségét, az elmult évtizedekben rohamos ndvekedés figyelhetdé meg a nem-
albicans Candida fajok elterjedésének esetében (Lamoth et al., 2018). E fajok kozil
kiemelkedik a C. parapsilosis, amely szamos nozokomialis fert6zés kialakulasaért felelGs,
leggyakrabban a korasziilotteket és az alacsony sziiletési sulyu Ujsziilotteket érintd
fertézésekben van jelen, amely esetekban magas hal&lozasi arany ismert (Pammi et al., 2013;
Quindos 2014). Mig szeéleskorti kutatds folyik az opportunista gomba patogén fert6zésekhez
vezetd f6 folyamatok feltérképezésére, a vizsgalatok leggyakrabban a C. albicans
patogenitasdnak meghatarozd tényezdire Osszpontositanak. Ezzel szemben egyes
rizikdcsoportok és foldrajzi teriiletek esetében kiemelkedden gyakran és stlyos tiineteket
okoz6 C. parapsilosis-rol, virulencia faktorair6l és annak az immunrendszerrel vald
kolcsonhatasarol kevés informacio talalhatd a szakirodalomban.

A nehéz- és konnylifém-ionok dontd szerepet jatszanak a sejtndvekedésben, szamos
metalloprotein kofaktoraként szolgalnak, amelyek nélkuldzhetetlenek a komplex metabolikus
folyamatokban és a szervezet homeosztazisdban (Waldron et al., 2009). Ezen elemek
megfelelé egyensulyanak fenntartasa esszencialis, mivel szikséges a sejtek megfeleld
miitkodéséhez és szamos élettani folyamathoz. Az ilyen fémionok koziil kiemelt jelentdségli a
cink, amely szamos enzim f6 alkotoeleme, létfontossagh szerepet jatszik a velesziiletett és
adaptiv immunrendszerben, jelenléte pedig kiilonb6zd enzimek és fehérjék miikodéséhez
szlikséges, beleértve a szuperoxid-diszmutazokat, alkohol-dehidrogenazokat és transzkripcids
faktorokat (Andreini et al., 2009; Eide, 2006). A sejtek cink transzportereket alkalmaznak,
hogy a cinket felszivjak kornyezetiikbdl, vagy eltavolitsak a felesleges cinket, biztositva a
sejtek és a test homeosztdzisdt. A magasabb rendli organizmusok ugy védekeznek a
korokozok ellen, hogy a nyomelemeket, példaul a cink ionokat fehérjékhez kotik, amelyek igy
a legtdbb mikroba szdmara elérhetetlenek lesznek. Emiatt a korokozoknak rendelkezniiik kell
cink transzportrendszerrel, hogy hozzaférjenek, szallitsak és felhasznaljak az ily modon kotott
cink ionokat. Ezzel szemben a korokozoknak a cink mérgezé is lehet abban az esetben, ha a
felesleges, vagy nagy mennyiségii cink ionokat nem képesek intracellularis raktaraikba

széllitani. M. tuberculosis-t vagy C. glabrata-t fagocitalo és eliminalé makrofagokban a
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fagolizoszomaban a gomba szdmara toxikus szintre emelkedik a cink ionok koncentracidja,
amely a kérokoz6 pusztulasahoz vezet (Botella és mtsai., 2011, Riedelberger és mtsai., 2020).
A gazdaszervezetben tehat mind a korlatozott mennyiségii cink, mind a patogének szamara
toxikus koncentracio jelenléte cink védelmi funkciot tolt be, amelyet ,,nutritional immunity”-
nek nevez a szakirodalom (Hood et al., 2012).

Kutatocsoportunk tehat célul tiizte ki a C. parapsilosis cink ion transzportereinek in silico
elemzését, a feltételezett cink ion transzporterek géndeléciés mutansainak létrehozésat,
valamint a mutansok fenotipusos és a transzporterek funkcionalis jellemzését. Részletesen
vizsgaltuk a CpZRT21 és CpZRC1 cink transzporterek jelentéségét in vitro egér és human
makrofagokkal torténd interakciojuk soran, valamint in vivo viaszmoly larvak és egerek
fertézése soran.

Eredményeink az aldbbiak szerint foglalhatéak 6ssze:

1. A C. parapsilosis cink homeosztazisaban résztvevo transzporterek azonositasa

Munkéank kezdetén Duncan Wilson-nal Kkollaboracidban in silico elemeztik és
dsszehasonlitottuk a C. albicans SC5314 és S. cerevisiae S288C vad tipust torzsének
genomjait a C. parapsilosis CLIB 214 vad tipusi toérzsével, a C. parapsilosis cink
transzportert kddold génjeinek azonositasa érdekében. 6 potencidlis cink transzporter kddold
gént azonositottunk, amelyek a cink felvételben (Sc/Cazrt2 ortolég: CPAR2 210740,
CPAR2_806710, CPAR2_806720, CaZrt101 ortolég: CPAR2_500170), a cink detoxifikald
folyamataiban (Sc/CazZrcl ortolog: CPAR2_212100) és a vakuolaris cink ion exportban
(Sczrt3 ortolég: CPAR2_212080) potencialisan szerepet jatszanak. Az in silico analizis soran
nem talaltunk CaPral cinkofdr fehérjét kddold génszakaszhoz hasonlét a C. parapsilosis
genomjaban, amely arra enged kovetkeztetni, hogy ez a faj a tobbi patogéntdl eltéréen mas
maodon mozgosithatja, hasznalja fel és raktarozza a kdrnyezetében talalhaté cink ionokat.
valamint savas vagy neutralis kémhatasu kornyezetben. Altalanossagban megallapithattuk,
hogy az azonositott cink felvetelben szerepet jatszo gének (CpZRT21, CpZRT22 és CpZRT23,
CpZRT101) expresszios profilja a C. albicans-ban ismert gének mintazatdhoz nagymertékben
hasonlit, ugyanakkor a feltételezetten cink-detoxifikacioban és raktarozasban szerepet jatszo
CpZRC1 egyedi, a vizsgalt fajoktol eltér6 expresszidos mintazatot mutatott. Munkank
kovetkezd 1épéseként az azonositott 6 potencidlis cink transzporter gén homozigota delécids

mutansait hoztuk létre, amelyek életképességét kiilonboz6 hémérsékleten tenyésztve

96



valtozatos stresszkorilmények (pl. kilonbozo sejtfal és membranstresszorok, savas és 1Ugos
kémhatas, valamint konnyli és nehézfémek jelenlétében) kozott vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy a CpZRT21 gén delécidja alacsony cink koncentracidju kornyezetben mutatott
novekedesi defektust, valamint a CpZRC1 gén pedig magas cink ion tartalmd kortilmény
kozott bizonyult esszencialisnak.

Osszességében mind az in silico analizis, mind a potencialis cink transzporter gének
expresszidjara irdnyuld Kisérletek eredményei szerint feltételezhettilk, hogy a C. parapsilosis

cinkfelveteli rendszere egyedi és 0sszetettebb, mint az eddig ismert patogéneké.

2. A CpZRT21 gén és cink felvétel analizise és funcionalis vizsgalata in vitro makrofag és

in vivo modellekben

A savas kozegben miikod6 és cink felvételért felelés Sc/CaZRT2 génhez a CpZRT21,
CpZRT22 eés CpZRT23 C. parapsilosis gén is nagymértékii hasonldésagot mutatott, utobbi
kettd gén egymads paraldgjainak tekinthetd. Feltételezhetd, hogy ezen gének ilyen mérték
CpZRT21 (ahogy C. albicans esetében ismert) esszencialisnak bizonyult savas kémhatasu
cink ion limitalt koérnyezetben, azonban fenotipusos vizsgalat soran a CpZRT22 és CpZRT23
gének nem bizonyultak esszencialisnak. Kimutattuk, hogy a CpZRT22 vagy CpZRT23 gén
elvesztése megnovekedett CpZRT21 expressziot eredmenyez, amely arra enged kovetkeztetni,
hogy e 3 gén egymast kdlcsonosen befolyasold, ugyanazon szabalyozasi folyamat alatt allhat.

In vitro J774.2 egér és human M1-tipusu makrofagokkal végzett fagocitézis és gomba
eliminalésra iranyuld kisérleteink eredmenyei szerint megallapitottuk, hogy a CpZRT21 gén
delécigja nagyobb mértekli talélést biztosit a patogén szaméra a makrofagokkal torténd
interakciojuk soran a patogén szamara a makrofagokkal torténd interakciokor. Eredményeink
szerint a A/ACpZRT21 muténst részben megvédheti a gomba sejteket a nagy mennyiségii, a
gomba szdmara toxikus fagolizoszomalis cink ion koncentraciotol, ugyanis hianyzik beldle a
f6 plazmamembran cink importer.

In vivo G. mellonella rovar és BALB/c vad tipust egér modellben végzett Kiserleteink
sordn megéllapitottuk, hogy a C. albicans-ban ismert CaZrt2 jelentés szerepe ellenére a

CpZRT21 gén nem befolyasolja a C. parapsilosis virulenciajat.
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3. A C. parapsilosis cink detoxifikalé rendszerének részletes jellemzése, valamint
CpZrcl vakuolaris cink transzporter funkcionalis vizsgalata in vitro makrofag és in vivo
modellekben

Munkank soran azonositottuk a S. cerevisiae a C. albicans cink-méregtelenit6 transzporter
ZRC1 ortolégot (CPAR2_212100, CpZRC1) C. parapsilosis-ban. A CpZRC1 eltavolitasa a
gomba életképességének csokkenéséhez vezetett 5 mM vagy azt meghalad6 cink-szulfat
tartalmd  kornyezetben, ami alatdmasztja a CpZrcl cink detoxifikdld szerepét.
Megallapitottuk, hogy a C. parapsilosis képes intracellularis cink ion raktarak, cinkoszomak
létrehozasara magas cink ion tartalmd kézegben, azonban (C. albicans-szal ellentétben) ZRC1
fuggetlen modon. A CpZRC1 funkcionalis vizsgalata sorén leirtuk a CpZrcl transzporter
vakuolaris lokalizacidjat, amely a pékéleszté és a Cr. neoformans cink detoxifikald
rendszeréhez hasonlit.

J774.2 egér és human M1 tipusi makrofagokkal végzett in vitro Kisérleteink
eredményeként elmondhatd, hogy a CpZRC1 gén hidnya nem befolyésolja a makrofagok
fagocitozisdnak mertekét, azonban a vakuolaris membran lokalizalt cink-importerrel nem
rendelkez6 A/ACPZRC1 sejtek fokozott pusztulasat detektaltuk. Eredmeényeink alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy a C. parapsilosis sejtek a gomba szamara mérgez6 cink mennyiséggel
kell megkiizdenitlk a vizsgalt makrofagokon beldl.

In vivo viaszmoly larvaval végzett kisérleteink soran nem tapasztaltunk virulencia valtozast
a CpZRC1 eltavolitasat kovetden, azonban vad tipusu egér modell esetében megéllapitottuk,
hogy a CpZRC1 gén fokozott miikodése jelentésen megnovelte az ellenalld képességét a C.
parapsilosis sejteknek a Iépben, amely szerint feltételezhetjiik, hogy e szervben talalhaté nagy
mennyiségii makrofag fagolizoszémalis cink mérgezésen alapuld 6lési mechanizmuséaval

szemben jelentds szereppel birhat a CpZRC1.

4. Egér és human makrofagok cink meérgezésen alapuld C. parapsilosis eliminalo

rendszerének jellemzése

A J774.2 és M1 tipust human makrofagokat érintd fagocitézisra és gomba eliminacidra
vonatkozd in vitro vizsgalataink bebizonyitottak, hogy a cink felvételért felelés CpZRT21 gén
hianyaban a gombasejtek fokozott tulélést mutattak a makrofagokkal valé kdlcsonhatas soran.
Ezzel szemben a vakuolaris cink transzporter CpZrcl hianya a kontroll térzshdz képest
megndvekedett sejtpusztulast eredményezett mind J774.2, mind M1 tipusu makrofagok

jelenlétében. Eredményeink arra utalnak, hogy a cinkfelvétel (A/ACpZRT21) és a cink
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méregtelenités (A/ACpZRC1) hianyos C. parapsilosis mutansokra iranyuld hatasok oka
megegyezik. Megallapitottuk, hogy amikor a makrofagok fagocitizaljak a C. parapsilosis
sejteket, az immunsejtek megndvelik a cink ionok mennyiségét toxikus szintre, amely a
patogén eliminacidjahoz vezet. Ez a megfigyelés igaz mind az egér J774.2, mind a human M1
tipusu makrofagokra. Megfigyeltiik, hogy a makrofagokon belili intracellularis szabad cink
ionok mar fél éraval a fertézés utan egyiitt lokalizalodnak a C. parapsilosis sejtekkel, és ez a
jelenség 4 oOrés inkubécid utdn egyre gyakoribba valik. Ezek az eredmények @sszhangban
vannak a legujabb irodalommal, amely alatdmasztja azt az elképzelést, hogy a makrofagok
képesek novelni a fagolizoszomalis cink szintjét, ezaltal eldsegitve a korokozok hatékony
eliminécidjat.

Munkank els6ként jarul hozza a human patogén C. parapsilosis cink ion
homeosztazisanak funkcionalis elemzéséhez, valamint e gombafaj a cink felvétel és
raktarozasanak makrofagokkal torténd interakcidjanak és virulencidban betoltott
szerepének vizsgalatahoz. Osszefoglalva, C. parapsilosisban azonositottunk ketté cink
transzportert, amelyeket részletesen funkcionalisan jellemeztiink. C. albicans-hoz
hasonléan a C. parapsilosis savas kornyezetben torténé novekedését kizarélag CpZrt21
cink transzporter kozvetiti. Ebben a fajban azonban két tovabbi Zrt2 ortoldg is jelen
van, amelyek a CpZRT21-gyel megegyezo szabalyozas ala eshetnek cink ion limitélt
korialmények kozott. Megallapitottuk, hogy a C. parapsilosis magas cink tartalmu
kornyezeti korulmények kozott cink raktarakat, an. cinkoszémakat képez, bar a C.
albicans-szal ellentétben Zrcl-figgetlen moédon. Azonositottunk egy C. parapsilosis
vakuolarisan lokalizalt cink transzportert, a CpZrcl-et, amely erre a fajra egyedi
mddon nélkulozhetetlen a cink méregtelenitéséhez, és megvédi a C. parapsilosis sejteket
az egér makrofagok altali pusztulastol. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy
amint a C. parapsilosis sejteket a makrofagok fagocitizaljak, cink ionok halmozddnak fel

a fagolizoszdmaban, ami hozzajarulhat a gombasejtek pusztulasahoz.
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IX. Summary

Invasive Candida infections pose a significant health threat today, particularly for
individuals with compromised immune systems, where untreated cases can be fatal. While C.
albicans is the primary cause of systemic infections, but a notable surge in non-albicans
Candida species, such as C. parapsilosis, has been observed in recent decades (Lamoth et al.,
2018). C. parapsilosis, known for causing numerous nosocomial infections, is particularly
prevalent in cases involving premature babies and low-birth-weight newborns, often leading
to high mortality rates (Pammi et al., 2013; Quindos 2014). Despite extensive research on
opportunistic fungal pathogenic infections, focus has predominantly been on understanding
the determinants of C. albicans pathogenicity, leaving a knowledge gap for C. parapsilosis,
especially regarding its virulence factors and interaction with the immune system.

Heavy and light metal ions serving as cofactors for essential metalloproteins, play a critical
role in cell growth and overall body homeostasis (Waldron et al., 2009). Maintaining a proper
balance of these ions is crucial for cellular functionality and various physiological processes.
Zinc in particular is vital, being a key component of many enzymes and playing a crucial role
in both the innate and adaptive immune systems. Cells utilize zinc transporters to regulate
zinc absorption and store, ensuring cellular and the host zinc homeostasis. Host organisms
protect themselves against pathogens by sequestering trace element (like zinc ion) biding
proteins, rendering them inaccessible to most microbes—a phenomenon referred to as
"nutritional immunity" (Hood et al., 2012). Consequently, pathogens must possess efficient
zinc transport systems to access and utilize bound zinc ions. However, zinc can be toxic to
pathogens if they fail to transport excess or substantial amounts of zinc ions to their
intracellular stores. In the phagolysosome of macrophages, the concentration of zinc ions
increases to a level toxic to pathogens, contributing to the elimination of the pathogen.

In light of the abovementioned infromations, our research group aimed to conduct an in
silico analysis of Candida parapsilosis zinc ion transporters, create gene deletion mutants for
putative zinc ion transporters, and characterize the mutants phenotypically and the
transporters functionally. Our investigation specifically focused on the roles of zinc
transporters CpZRT21 and CpZRC1 during interactions with mouse and human macrophages
in vitro, as well as in the infection of Galleria mellonnella larvae and mice in vivo.

Our findings can be summarized as follows:
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1. Identification of zinc transporters in C. parapsilosis

In collaboration with Duncan Wilson, we initiated our investigation by performing in silico
analyses on the genomes of wild-type strains of C. albicans SC5314 and S. cerevisiae S288C,
alongside C. parapsilosis CLIB 214 in order to identify genes responsible for zinc transport in
C. parapsilosis. Six potential zinc transporter-coding genes were identified, playing roles in
zinc uptake (CPAR2_210740, CPAR2_806710, CPAR2_806720, CPAR2_500170), zinc
detoxification (CPAR2_212100), and vacuolar zinc ion export (CPAR2_212080). Notably, no
homologous gene segment encoding the CaPral zincophore protein was found in the C.
parapsilosis genome, suggesting a unique mechanism for zinc mobilization and utilization
compared to other pathogens. We investigated the expression of the identified genes in
environments with different zinc ion concentrations and varying pH levels. The gene
expression profiles of zinc uptake genes (CpZRT21, CpZRT22, CpZRT23, CpZRT101) were
found to be similar to known patterns in C. albicans. However, CpZRC1, implicated in zinc
detoxification and storage, exhibited a distinct expression pattern. This uniqueness hinted at a
potential divergence in zinc-related processes compared to other species.

As the next step, we have created homozygous deletion mutants of the six identified
potential zinc transporter genes. Their viability was assessed under diverse stress conditions,
including different temperatures and exposure to various stressors (e.g., cell wall and
membrane stressors, acidic and alkaline chemicals, and light and heavy metals). Deletion of
the CpZRT21 gene resulted in a growth defect in acidic low zinc concentration environments,
while CpZRC1 was identified as essential in environments with high zinc ion content.

Combining in silico analyses and experimental results, our study suggests that the zinc
uptake system in C. parapsilosis is unique and more intricate compared to known pathogens.
This novel insight enhances our understanding of zinc homeostasis mechanisms in this

species.

2. Analysis and functional characterization of the CpZRT21 gene and the zinc uptake in

in vitro macrophage and in vivo models

The CpZRT21, CpZRT22, and CpZRT23 genes of C. parapsilosis exhibit substantial
similarity to the Sc/CaZRT2 genes, renowned for functioning in an acidic environment and
zinc uptake. CpZRT22 and CpZRT23, sharing a high degree of similarity which can be
regarded as paralogs. This gene expansion is presumed to compensate for the absence of the
zincophore protein Pral. While CpZRT21 is essential in an acidic, zinc-ion-limited setting,
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phenotypic studies reveal that CpZRT22 and CpZRT23 are not essential. Howevery, the loss
of CpZRT22 or CpZRT23 results in increased CpZRT21 expression, indicating potential
shared regulatory mechanisms.

In vitro experiments involving phagocytosis and fungal elimination with mouse J774.2
and human M1-type macrophages demonstrate that CpZRT21 deletion enhances the
pathogen's survival during macrophage interaction. The A/ACpZRT21 mutant exhibits partial
protection against high phagolysosomal zinc ion concentrations, as it lacks the principal
plasma membrane zinc importer. However, in vivo experiments using Galleria mellonella
insects and BALB/c wild-type mice reveal that, unlike the well-established role of CaZrt2 in

C. albicans, CpZRT21 does not impact the virulence of C. parapsilosis.

3. Detailed characterization of the zinc detoxification system in C. parapsilosis and
functional investigation of the vacuolar zinc transporter CpZrcl in in vitro macrophage

and in vivo models

We have identyfied the S. cerevisiae and C. albicans ortholog ZRC1 (CPAR2_212100,
CpZRC1) in C. parapsilosis as a zinc detoxification transporter. We observed a reduction in
fungal viability upon CpZRC1 deletion in environments with 5 mM zinc ions or more which
underlines the zinc detoxifying role of CpZrcl. C. parapsilosis demonstrates the capability to
form intracellular zinc ion stores, termed zincosomes in high zinc ion environments
independent of ZRCL1 (in contrast to C. albicans). Our functional studies confirm the vacuolar
localization of the CpZrcl transporter, resembling the zinc detoxification system in baker's
yeast and Cryptococcus neoformans.

Our in vitro experiments with J774.2 mouse and human M1-type macrophages show that
the absence of the CpZRC1 gene does not impact macrophage phagocytosis but leads to
increased death of A/ACpZRC1 cells lacking a localized zinc importer in the vacuolar
membrane. In vivo experiments using G. mellonella larvae do not reveal changes in virulence
after CpZRC1 removal. However, in a wild-type mouse model, enhanced CpZRC1 function
significantly boosts resistance to C. parapsilosis cells in the spleen. This suggests a
substantial role for CpZRC1 in countering the killing mechanism involving large numbers of

macrophages based on phagolysosomal zinc poisoning.
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4. Characterization of the C. parapsilosis elimination system of murine and human

macrophages based on zinc poisoning

Based on our in vitro investigations of phagocytosis and fungal elimination involving
human macrophages of the J774.2 and M1 type macrophages, we observed distinctive
outcomes when CpZRT21 gene was deleted in C. parapsilosis. Specifically, in the absence of
the CpZRT21 gene responsible for zinc uptake, fungal cells exhibited enhanced survival
during interaction with macrophages. Conversely, the absence of the vacuolar zinc transporter
CpZrcl resulted in increased cell death compared to the control strain in the presence of both
J774.2 and M1 type macrophages.

Our findings suggest a commonality in the effects of C. parapsilosis mutants deficient in
zinc uptake (A/ACpZRT21) and zinc detoxification (A/ACpZRC1). When macrophages
phagocytize the fungi, it appears that the cells are eliminated with the assistance of toxic
levels of zinc ions. This observation observed for both mouse J774.2 and human M1 type
macrophages. Additionally, we noted that intracellular free zinc ions within macrophages co-
localize with C. parapsilosis cells as early as half an hour after infection, with this
phenomenon becoming more pronounced after 4 hours of incubation. These results align with
recent literature supporting the notion that macrophages have the ability to augment
phagolysosomal zinc levels, thereby promoting the effective elimination of pathogens.

Significantly, our study marks the first contribution to the functional analysis of zinc
ion homeostasis in the human pathogen C. parapsilosis. It also delves into the intricate
interplay of zinc uptake and zinc storage with macrophages and their role in virulence.
In summary, our research unveiled two functionally characterized zinc transporters in
C. parapsilosis. While CpZrt21 exclusively mediates C. parapsilosis growth in acidic
environments, two additional Zrt2 orthologs in this species may share regulatory
mechanisms with CpZRT21 under zinc ion-limited conditions. Furthermore, C.
parapsilosis was found to accumulate zinc stores, termed as zincosomes, in environments
with high zinc content independent of Zrcl which is distinct as known from C. albicans.
We identified a vacuolarly localized zinc transporter, CpZrcl, crucial for unique zinc
detoxification in C. parapsilosis that also protecting cells from destruction by murine
macrophages. Our results support the notion that upon phagocytosis of murine and M1
type human macrophages, zinc ions accumulate in the phagolysosome and contributing

to fungal cell death.
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XII. Figgelek

Fuggelék 1. abra. A CpZRT22 és CpZRT23 deléciés mutansok ndvekedésének jellemzése

kiilonb6z6 mennyiségii cink-szulfattal kiegészitett tapkdzegekben.

A 6. abraval megegyez6 kisérleti Osszeallitas: (A) a torzsek ndvekedesi kinetikdja savas (pH 4) és
semleges (pH 7,5) kémhatasu kornyezetben, kiilonb6z6 koncentracioju cink-szulfattal (0,05 mM, 1
mM) kiegészitve, cink el6éheztetéssel vagy anélkil. (B) A panelek a ndvekedés Kinetikajat mutatjak
(0,05 mM) kiegészitett LZM tapkdzegben, pH 5 és pH 7,5 kozotti kémhatas mellett felvett ndvekedési

gorbék. A kisérleteket harom bioldgiai és hdrom technikai parhuzamosban végeztiik.
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Flggelék 2. dbra. Az aramlési citometrias elemzéshez hasznélt kapuzasi stratégidk. (A) Zinquin-
pozitiv, (B) fagocitozis+, (C) kalkofluor fehér+ és FUN1+ populacié meghatarozasa egyetlen sejtet

tartalmazd populacidban. Adatelemzéshez IDEAS szoftvert hasznaltunk.

Flggelék 1. tdbldzat. A tanulmanyban hasznalt oligonukleotidok. A specifikus régiok
nagybetlivel, a fuzios szekvenciak kisbetiivel, a génspecifikus BAR kodok félkovérrel, az attB
1/2 dolt betiivel vannak feltiintetve, az alahtzott régiok pedig restrikcios endonukleaz

felismer6 helyeket jeldlnek.

Primerek géndeléciéhoz Szekvencia (5'-->3") Referencia
Hollgnd és
mtsai.,

Primer 2 ccgctgetaggegegecgtgACCAGTGTGATGGATATCTGC (2014.)

CPAR2_210740 1 CGTCTAGGATGTAATGTGTTTGC Jelen munka

CPAR2_210740 3 cacggcgcegectagcagcggGGTAGTATAATTTTTGATATTGAAGTGCTG Jelen munka

CPAR2_210740 4 gtcagcggecgcatccctgcGATTATGTAACAATAGAATTCAATCACGG Jelen munka

CPAR2_2107405 gcagggatgcggecgctgacATGTTGCGACTACGCGCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG Jelen munka

CPAR2_210740 6 GTGTCGTGATTAGTCGAGCC Jelen munka

CPAR2_210740 5' check TGGCCTTTTATATAGCGACATACC Jelen munka

CPAR2_210740 3' check GTAGAGAAGGGTAGAAATCACAGC Jelen munka

CPAR2_212080 1 AGTCATTTGAAAAAGAAAAAGTTTGCC Jelen munka

CPAR2_212080 3 cacggcgcegectagcagcggGTTGCGTATGAAATAGTGGAGC Jelen munka

CPAR2_212080 4 gtcagcggecgcatccctgcTAAGAAATGTATATAGTAGTCCTATCTATATGTCGC Jelen munka

CPAR2_212080 5 gcagggatgcggecgctgacAAGCGTCTGTCATTCGCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG Jelen munka

CPAR2_212080 6 CTGGTTTTATTCTTGGCTGAACC Jelen munka

CPAR2_212080 5' check TGACAGACTCGATAGTGGTGG Jelen munka

CPAR2_212080 3' check ATCTTCTTTCAAAACTACCGCAAC Jelen munka

CPAR2_212100 1 TGTATACAACGCTAATTCGACAAATC Jelen munka

CPAR2_212100 3 cacggcgcegectagcagcggGATTCCAAAATTTTTATTTGATTTGTAATCGTG Jelen munka

CPAR2_212100 4 gtcagcggecgcatccctgcAGAGAAGATGAAGTTGTAAGGGAAAG Jelen munka

CPAR2_2121005 gcagggatgcggecgctgacAGGGATATGATACGTGCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG Jelen munka

CPAR2_212100 6 CCACAACCATCTGCACCAG Jelen munka

CPAR2_212100 5' check AGGCAACAATTTGTCGTTGC Jelen munka

CPAR2_212100 3' check GAAAGCTACCCAGGTCCAAC Jelen munka

CPAR2_500170 1 GCTGTCCTATGCAAGTGCC Jelen munka

CPAR2_500170 3 cacggcgcegectagcagcggCCTATGAGCTGTGAATCTTGTTTG Jelen munka

CPAR2_500170 4 gtcagcggecgceatccctgcGCGCCTTCATTATGTAGGAGTAC Jelen munka

CPAR2_500170 5 gcagggatgcggecgctgacACGGCTACTATGATCTCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG Jelen munka

CPAR2_500170 6 CCCCTGAACAGTACTCCATG Jelen munka
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CPAR2_500170 5' check

TGTTGGGATCTACATTCAGACC

Jelen munka

CPAR2_500170 3' check

CTTTGCCAATCCGAAATCACC

Jelen munka

CPAR2_806710 1

GCAGTGGATAACTATTTTTGATAGAGG

Jelen munka

CPAR2_806710 3

cacggcgcegectagcagcggGGTTGATGATTGATATAGTAGGCC

Jelen munka

CPAR2_806710 4

gtcagcggccgceatccctgcATTGGAAGAAGAGATATGAAAAGTCC

Jelen munka

CPAR2_806710 5

gcagggatgcggecgctgacATGAGAGCCGGATCGTCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG

Jelen munka

CPAR2_806710 6

GATATGATTAATCAATGGAAAATCCAAGAC

Jelen munka

CPAR2_806710 5' check

TAGCTTGACTACACCACTTGC

Jelen munka

CPAR2_806710 3' check

CCAATCACTTGACAGCCAAG

Jelen munka

CPAR2_806720 1

GCAACCATTTTTCTCCTGCG

Jelen munka

CPAR2_806720 3

cacggcgcegectagcagcggTGGAAGAAGGCTACCAGATG

Jelen munka

CPAR?2_806720 4

gtcagcggecgceatccctgc TGGCAGTGGATAACTATTTTTGATAG

Jelen munka

CPAR2_806720 5

gcagggatgeggecgctgacAGGCGTCGCTTCATGTCCTTAGCTCGGATCCACTAGTAACG

Jelen munka

CPAR2_806720 6

TGGTTGATGATTGATATAGTAGGCC

Jelen munka

CPAR2_806720 5' check

GATGAAACCGATGTGTTTCCAC

Jelen munka

CPAR2_806720 3' check

GGTGGACCTAAACATTTGTTGC

Jelen munka

Holland és
CdHIS1 Southern probe FOR ACCATGGGATATGCTCAAGA mtsai.,
(2014.)

Holland és
CdHIS1 Southern probe REV ATCGGGCAAATGATTGACTA mtsai.,
(2014.)

Holland és
CmLEU2 Southern probe FOR GGTACCGAAATTGTCAATGAAG mtsai.,
(2014.)

Holland és

CmLEU2 Southern probe REV

ATGGTGGGTTATGTTGTAAAGC

mtsai.,
(2014.)

Primerek reintegralashoz

Szekvencia (5'-->3")

CPAR2_217040_FOR_RI

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGTCTGTGATGATGTGAGTGG

Jelen munka

CPAR2_217040_REV_RI

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCAACAATGTAACTGCCAGAG

Jelen munka

CPAR2_212100_FOR_RI

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCACAACCATCTGCACCAG

Jelen munka

CPAR2_212100_REV_RI

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGACGAGTGTGATTTGACAC

Jelen munka

PrTDH3_Xhol_FOR

AAAACTCGAGCACACACATACAGACAATTGCG

Jelen munka

PrTDH3-212100fus_R

gattctaacttctttgttattcat GATTGTAAAGTTTGTTGATGTTAATTGATTTG

Jelen munka

212100-PrTDH3fus_F

ctttacaatt ATGAATAACAAAGAAGTTAGAATCAGTGC

Jelen munka

2121000eBssHII_R

AAAAAGCGCGCGGACTTTATCGAATAATCAGTCGTAGG

Jelen munka

Németh és

CpN5LUpChkF CCTATTTCGCATCATTGCAGTTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDoChkR TGTACCAATCAGGGTTAGTGACC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDo1SouF TACACACAAAATTGGAATCCCATTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDo02SouR ACACAAAAATACATGATTGCGTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
pNRVLDodofusionF gcgctacggatctcgAGCGAAGTAGTCCTCACTGAGG mtsai.,

(2020.)

CpNEUT5LDodoStulEcoRVR

TTTTGATATCAGGCCTGCACTAACACTAACACTGTCACG

Németh és
mtsai.,
(2020.)

126




Primerek GFP jeldléshez

Szekvencia (5'-->3")

Németh és

CpN5LUpChkF CCTATTTCGCATCATTGCAGTTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDoChkR TGTACCAATCAGGGTTAGTGACC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDol1SouF TACACACAAAATTGGAATCCCATTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
CpN5LDo02SouR ACACAAAAATACATGATTGCGTC mtsai.,
(2020.)
Németh és
pNRVLDodofusionF gcgctacggatctcgAGCGAAGTAGTCCTCACTGAGG mtsai.,

(2020.)

CpNEUT5LDodoStulEcoRVR

TTTTGATATCAGGCCTGCACTAACACTAACACTGTCACG

Németh és
mtsai.,
(2020.)

Primerek Real Time PCR-hez

Szekvencia (5'-->3")

CPAR2_210740_RT_forward

CCACGAGACAGATAAGCAGGC

Jelen munka

CPAR2_210740_RT _reverse

GACCTCACGGGTATTGTGAACC

Jelen munka

CPAR2_212080_RT_forward

ACGAAAACGAGACAACGCCA

Jelen munka

CPAR2_212080_RT reverse

CAAGCCGTCTGCACATGGG

Jelen munka

CPAR2_212100_RT _forward

AACCAACGGAAATCTCCAATCCTC

Jelen munka

CPAR2_212100_RT _reverse

GTGGTACTCTCACACTTACTGGC

Jelen munka

CPAR2_500170_RT_forward

GCTCAACGTCAGGTGTATCATGTC

Jelen munka

CPAR2_500170_RT reverse

GGTAGTCGAGGTACATGCCAC

Jelen munka

CPAR2_806710_RT_forward

CGGAGTGATTATCGCTACAGGC

Jelen munka

CPAR2_806710_RT reverse

GCCGTTAATTACGATATGGGAGCC

Jelen munka

CPAR2_806720_RT_forward

AGCCAGAGTCTCATCTGTCCC

Jelen munka

CPAR2_806720_RT _reverse

TCGTAGCTTATAGGTAGCGCC

Jelen munka

Primerek Zrc1-GFPtag-hez

Szekvencia (5'-->3")

CPAR2_212100GFPtag_forward

TGTTTAGTTGATGGATTCACCAATTGTGATACTCAAACATGTC-
ATGGTGGGGGCGGTGGATCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGG

Jelen munka

CPAR2_212100GFPtag_reverse

AAGCTCTATTTCTACTATACACACCCTAGCCATGACTTTCACTTA-
CAACTTCATCTTCTCTTTATTTGTACAATTCATCCATACCATGGG

Jelen munka

CPAR2_212100GFPtag_Top

CCAAAGAGAAGATGAAGTTGTAA

Jelen munka

CPAR2_212100GFPtag_Bot

AACTTACAACTTCATCTTCTCTT

Jelen munka
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Fuggelék 2. tablazat. A munkank soran alkalmazott plazmidok.

Plazmid neve |Leiréas Referencia

pDONR221 Gateway® vektor attP1/2 helyekkel Thermo Fisher Scientific
Plazmid, amely C. maltosa LEU2 szelekcids markert | (Noble és Johnson, 2005),

PSN40 tartalmaz (Holland és mtsai., 2014)
Plazmid, amely C. dubliniensis HIS1 szelekcios (Noble és Johnson, 2005),

PSN52 markert tartalmaz (Holland és mtsai., 2014)
Plazmid, amely a GFP és caNAT1 szekvenciakat (Shen és mtsai., 2005),

pMG2120 tartalmazza (Gerami-Nejad és mtsai.,

2012)

ONRVL- pNR_VI,_ plazmid_, ,amely a caSAT1 , , _
dominans selekcios markert tartalmazza a pSFS2a | (Németh es mtsai., 2020.)

caSAT1 s
plazmidbol

Fuggelék 3. tablazat. A fenotipusos jellemzésre alkalmazott kordlmények és

koncentréaciok!

Korilmények? Hasznalt koncentraciok

pH 4° -

pH 5° -

pH 6° -

pH 73 -

pH 82 -

Glicerin 3% (VIV)

NaCl 1M

Szorbitol 1M

Koffein 10 mM

Kongdvoros 10, 25, 50, 75, 100 pg/mi

Kalkofluor fehér 10, 25, 50 pg/ml

CdSO4 50 nM

H,0, 0.8 M

CuCl, 4 mM

CuSOq4 4 mM

SDS 0.04 % (m/V)

EDTA 250 nM

YCB + BSA 0.67 % (m/V) YCB + 2 % (m/V) BSA

YNB + gliik6z 0.19 % (m/V) YNB + 1 % (m/V) glikoz

Menadion 0.2mM

BPS 150 uM

BPS + hemin 500 uM/0,2 uM

1 YPD taptalajt alkalmaztunk kiindulasi tptalajként (az YCB és YNB alapu taptalajok kivételével).
2A taptalajokat 2%-o0s (m/V) agarral egészitettiik ki szilard taptalajhoz.
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3A taptalajok megfelel kémhatasat Mcllvaine-féle protokol szerint allitottuk be 0,2 M Na2HPO4
¢s 0,1 M citromsav megfeleld aranyu kombinalasaval.

Low Zinc Medium
(LZM, Alacsony cink
tartalmu taptalaj) Crawford és mtsai., (2018.) protoklja szerint

ZnS0s 0.05, 1, 5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 50, 100 mM
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