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2. BEVEZETES

Az elmult harom évtizedben ugrasszerlien megemelkedett a Candida fajok altal
kivaltott megbetegedések szdma. Bar ezek a mikrobdk az egészséges normal humén
mikrobaflora tagjai, bizonyos koriilmények kozott felszini vagy gyakran haldlos kimenetelii
szisztémas fertdzéseket képesek kivaltani. Elsésorban az elégtelen immunrendszerrel
rendelkezOk, hosszantartd antibiotikumos kezelésben részesiilok, szervatiltetésen atesettek,
HIV fertézottek, alacsony sziiletési sullyal vildgra jott csecsemdk és az elhuzodo korhazi
kezelésben részesiild idésebb paciensek veszélyeztetettek. A felmérések szerint ezek az
¢lesztdk minden harmadik egészségligyi dolgozd kezén megtaldlhatok, és a nozokomidlis
szisztémas fertdzések negyedik leggyakoribb okozoi.

A candidiazis dominans okozoja a Candida albicans, igy kezdetben, hozzavetblegesen
30 évvel ezeldtt, a molekularis és genetikai vizsgalatok ezzel a fajjal kezdddtek meg. Ebbdl
adoddan a Candida fajokrol rendelkezésiinkre allo ismereteink donté hanyada a fiziologia,
rezisztencia, metabolizmus, gazda - patogén kdlcsonhatas terén ezzel a fajjal kapcsolatosan
halmozoddott fel. Az adekvat antibiotikumos kezelésnek koszonhetéen a C. albicans altal
kivaltott megbetegedések szdma az ezredfordulo ota csokkend tendenciat mutat. Ezzel
parhuzamosan azonban egyéb, korabban kisebb jelentdségiinek tekintett fajok napjainkban
egyre gyakrabban véltanak ki megbetegedést. Ezen un. nem-albicans fajok kozott talaljuk a
C. glabrata-t, C. krusei-t, C. parapsilosis-t és C. tropicalis-t. Kozilik kulénésen a C.
parapsilosis epidemiol6giaja mutat sajatos eloszlast. Szakirodalmi adatok szerint ez a faj
kiemelkedden nagy aranyban valt ki megbetegedést ujsziilottek korében. Az érték az adott
tanulmany elkészitésének ideje és a féldrajzi hely fliggvényében még a C. albicans esetszamat
is meghaladhatja. A veszélyeztetett célcsoport kiilonbozésége a gazda-patogén kolcsdnhatas
eltéré mivoltara enged kovetkeztetni.

Korunkban elérhet technikai repertoar biztositja a gazda — patogén kolcsonhatas
részletes tanulmanyozasanak feltételeit. Az intracellularis festékek, a fluoreszcens - és
elektronmikroszkdpia valamint az 4ramlasi citométer alkalmazasa lehetévé teszik a
kolcsonhatés vizualis nyomon kovetését. A folyamat soran megvaltozd expresszids mintazat
elemzésére gRT-PCR és RNS microarray analizisen kivil a XXI. szdzadban bemutatkozé
RNA-seq eljaras is rendelkezésre all, amely a transzkriptom korabbiaknal joval részletesebb
vizsgalatat teszi lehetdvé. A potencialis virulencia faktorok azonositasanak kézenfekvo
eszkOze a patogén és nem patogén élesztok genomjanak 9sszehasonlitasa. Az ehhez sziikséges

nagy kapacitdsi szekvenadld berendezések és az adatok kiértékeléséhez valamint
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0sszehasonlitdsahoz hasznalatos bioinformatikai eszkdzok szintén az elmult évtizedben lattak
napvilagot.

Annak ellenére, hogy a C. parapsilosis altal kivaltott megbetegedések szdma az
ezredforduld o6ta emelkedik, igen keveset tudni a gomba genetikai hatterérdl, virulencia
faktorairol, a gazdaval vald kolcsonhatas Iépéseir6l, tovabbd a korokozd felismerésében
szerepet jatsz6 molekuldkrol. A felmerilt kérdések megvéalaszolasara egy komplex modellt
dolgoztunk ki, amely lehetéséget biztosit a kdlcsonhatas részletes nyomon kovetésére (a
fagocitozistol a tényleges patogén eliminacioig) illetve a folyamat sordn a gazdaban
bekovetkezd transzkripcids valtozasok jellemzésére. A modell kiterjesztésével felallitott
rendszer alkalmasnak bizonyult mind a gazdaban, mind a korokozdban bekovetkezd
expresszids mintazat jellemzésére. C. albicans-szal folyo kutatasok eredményei egyértelmiivé
tették, hogy a kiilonb6zd izolatumok virulencidja nagy mértékii eltérést mutathat, amely sok
esetben kromoszémalis eltérésekkel asszocialt. Korabbi munkank soran tapasztaltak szerint
virulenciabeli kilonbségek C. parapsilosis torzsek kozott is fennéllnak. Annak vizsgalatara,
hogy ez a jelenség tarsul-e genetikai killonbségekkel, 6sszesen négy C. parapsilosis izolatum
részletes dsszehasonlitd genomikai analizisét végeztik el. Az in silico eszkozokkel feltart
kilonbségeket molekularis mddszerek segitségével (PCR, Sanger szekvenalds, Southern

hibridizacid) kisérletesen is alatdmasztottuk.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az immunrendszer eredete és feladata

Valamennyi ¢él6lény alapvetd célja sajat homeosztazisanak fenntartasa. Az
immunrendszer feladata az organizmus integritasanak megorzése, védelem a kiils6 idegen (és
tagabb értelemben a belsé sajat) ellenségekkel szemben. Egy magasabb rendii szervezet
szamara a kiils6 idegen jelenthet virust, baktériumot, gombat, vagy parazitat. A belsé ellenség
alatt a szeneszcens, esetleg karosodast szenvedett vagy a megvaltozott viselkedésii (rakos
vagy virusfertézott) sajat sejteket értjiik. Altaldnossagban igaz, hogy evoluciésan minél
fejlettebb egy organizmus, annal komplexebb védelmi mechanizmusokat kell mikodtetnie.
Egyszeri védelmi rendszerrel mar a prokariotdk is rendelkeznek. A legismertebb a
baktériumok restrikcidés endonukledzokbodl és metiltranszferazokbdl &ll6 enzimrendszere,
amely a bakteriofagok elleni védekezés eszkoze (Tock és Dryden, 2005). Bizonyos protozoak
és gombak a virusaikkal szembeni védekezésben hatékony RNS-csendesité mechanizmusokat
hasznélnak (Dang és mtsi, 2011; Ullu és mtsi, 2004). Az RNS-interferencia ilyen jellegii
hatasa névény (Silhavy és Burgyan, 2004), féreg (Lu és mtsi, 2005), izeltlabu, (Kemp és mtsi,
2013), s6t magasabb rendli gerinces modellekben is igazolast nyert (Giladi és mtsi, 2003). A
korokozokkal szembeni védelem részét képezhetik kiillonb6z6 szekretalt fehérjék. Ezek kozott
talalunk enzimeket, példaul lizozim, amelyek els6sorban baktériumok eliminalasaban
jatszanak szerepet (Ellison és Giehl, 1991). Mas szekretalt fehérjék nem rendelkeznek
katalitikus aktivitassal. llyenek tobbek kozott az amfipatikus tulajdonségu proteinek, amelyek
a mikrobdk membranjaban képesek porusokat formdlni (Ganz, 2003). A humorélis
immunvalasz rendkivil hatéekony eszkoze a testfolyadékban inaktiv allapotban jelenlévo,
egymast kaszkadszertien aktivald proteazok alkotta komplement rendszer. A folyamat mind
fagocitak kozvetitette, mind azoktol fuggetlen modon szerepet jatszik a kdrokozok
eliminalasaban. El6bbi esetben a kaszkad korai 1épései soran képz6dé fragmentumok az
idegen felszinhez kapcsolddva fagocitozisra jelolik ki a mikrobakat. Fagocitak hianyaban a
folyamat kés6i szakaszaban formalodd Gn. membran kérosito komplex a mikroba
membranjaban porust képezve, az ionhaztartas felboritasival idézi elé annak pusztulasat
(Sarma és Ward, 2011).

A magasabb rendl élolények sajatossaga, hogy egyedfejlodésiik soran bizonyos
sejtjeik apoptdzison mennek keresztil, vagy Kifejlett allapotukban sériilést szenvedhetnek,

amelyek nyoman sejttormelék halmozddhat fel, tovabba egyes sejtek miikodése (példaul
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virusfertézés hatasara) megvaltozhat, kontrollalatlanna valhat, veszélyt jelentve ezzel az
organizmus egészének tovabbi létére. Tobbsejtes &llatokban a homeosztazis biztositasara
specializalt sejtek jelentek meg, amelyek feladata, a sziikségtelenné vagy veszélyesse valt, a
funkcidjukat ellatni mar képtelen, illetve a megvaltozott viselkedésli sejtek eltavolitdsa. A
fenti feladatokat toObbnyire fagocita sejtek latjak el. Egyes szerzok ebbdl a rendszerbdl vezetik
le az immunrendszer 6sibb, velesziiletett (mas néven természetes) aganak sejtes alkotdit
(Gordon, 2004; Rinkevich, 2004). A kiils6, idegen veszélyek ellen is védelmet nyujt6
fagocitak rendkiviil fontos szerepet toltenek be a homeosztazis megdrzésében, hiszen ezek
jelentik a testfolyadékba illetve szdvetekbe jutott kdrokdzok elleni vedekezés legfontosabb
sejtes elemeit. Annak ellenére, hogy jelenlegi ismereteink alapjan a Foldinkon talalhatd
prokarioték fajszdmat a millios, a gombék szdmat a szazezres nagysagrendbe soroljuk (Mora
és mtsi, 2011), az ezek elleni védelemben a fagocitdk minddssze néhany tucat receptora
miikodik kozre. Ez gy lehetséges, hogy ezek a receptorok nem egyes mikroba fajokra
jellemz6é molekula(ka)t, hanem olyan mintazatokat ismernek fel, amelyek a virusok,
baktériumok illetve a gombéak evolucidsan konzervalt egységeit jelentik, példaul a sejtfal
komponensei illetve a virdlis vagy bakterialis 6rokitdanyag. Ezeket a molekulékat patogénhez
kotott molekularis mintadzatoknak (Pathogen Associated Molecular Pattern - PAMP)
nevezzik. Ezeket a motivumokat a fagocitdk a csiravonalban kodolt és a PAMP-okhoz
hasonldéan evoliciosan konzervalt, mintazatfelismerd receptoraikkal (Pattern Recognition
Receptors - PRR) ismerik fel. A receptor-ligand kotédését kovetden egyrészt megkezdodik a
korokozo bekebelezése, a fagocitozis, masrészt olyan szignaltranszdukcids utak aktivalddnak,
amelyek végeredménye bizonyos gének illetve mar jelenlévé fehérjék be- vagy kikapcsolasa,
citokinek szintézise és szekrécidja (Netea és mtsi, 2008). A fagoszoma lizoszéméaval vald
faziojat, a pH csokkenése kiséri, amellyel a mikroba elpusztitasa veszi kezdetét (Haas, 2007).
Erre a fagocitak tobbféle mechanizmust is miikodtetnek. Ismeretesek példaul a multivalens
kationokat kelatolo fehérjék vagy sejtfalbontd enzimek (Arnold és mtsi, 1977; Selsted és
Martinez, 1978). A korokozo eliminalasanak hatékony modszere a NADPH-oxidaz
enzimkomplex altal katalizalt folyamat soran képz6d6 nagy mennyiségii reaktiv és toxikus
oxigén gyok felhalomzddasa a fagolizoszémaban (Grimm és mtsi, 2011). A folyamat végén
visszamarad6 oligopeptidek az evolucidsan fejlettebb allatcsoportoknal egy transzmembran
fehérjéhez a f6 hisztokompatibilitasi komplex 11-h6z (Major Hystocompatibility Complex -
MHC) kotve bemutatasra kerllnek az adaptiv immunrendszer felé (Swain, 1983).

Az immunrendszer adaptiv 4ga az allkapcsos gerinceseknél jelent meg

hozzavet6legesen 450-500 millio évvel ezel6tt, amely a veleszlletett immunitdsra raépulve,
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azzal szoros Osszefiiggésben latja el a feladatat. Az MHC Il - peptid komplexet a CD4+ T
helper sejt felszinén a T-sejt receptor (T-cell receptor - TCR) és a CD4 komplexe ismeri fel,
amely a T helper sejt altali felismeréshez és aktivalédasédhoz vezet (Germain, 1994; Germain
és Margulies, 1993; Kaufman és mtsi, 1984). Ez a lépés esszencialis, de nem elégseges a T-
talélési szignalra is sziikség van. E16bbit az antigén prezentald sejt (Antigen presenting cell -
APC) éltal szekretalt citokinek (IL-4, IL-6, IL-12) utdbbit a két sejt felszinén talalhato
receptor - ligand kapcsolddas valtja ki. Ezek kozul az egyik leginkabb tanulmanyozott az
APC-re jellemzé B7.1(CD80)-B7.2(CD86) és a T-sejt felszinén talalhato CD28 kozotti
kolcsonhatds (Harding és mtsi, 1992; Jenkins és mtsi, 1991). Az aktivalodas és az emlitett
membrankotott fehérjék kapcsolodasa a T-sejtben az IL-2 citokin szekréciojat valtja ki, amely
autokrin madon jarul hozza a T-sejt taléléséhez (Greene és Leonard, 1986; Smith, 1984). A
prezentalt epitop valamint egyéb szolubilis és membrankdtott szignalok (citokinek és
kostimuléaciés molekulak) fliggvényében a T-sejtek kiilonbozé tipust szubpopulaciok (Thi,
Th2, Thl7) iranyaba differencialodhatnak. A Thl-es eés Thl7-es iranyok alapvetden a
baktériumok és gombak elleni védekezés eszkdzei, amely rendre a makrofagok és neutrofil
granulocitdk kozremiikodésére tamaszkodik (Brereton és Blander, 2010; Damsker és mitsi,
2010). A Th2-es vélasz antitesttermeléssel, mukdzus feliletek veédelmével és eozinofilek
mozgositasaval jellemezheté (Romagnani, 2000). A citotoxikus T-sejtek a virusfertézott vagy
megvaltozott miikodésii sajat sejtek eliminacidjaban jatszanak szerepet (Andersen és mitsi,
2006). A B-sejtek részt vesznek az antigén prezentacidban, aktivalédva plazmasejtekkeé
differencialodnak és antitesteket termelnek (Batista és Harwood, 2009).

A T és B sejtek megjelenésével tehat egyrészt lehet6vé valt az immunrendszer
finomhangolasa és kdzponti szabalyozasa, masrészt megjelenhetett az immunoldgiai memoria
(Itano és Jenkins, 2003) (Moser és mtsi, 2006). A limfocitak tobbsége a kdrokozé eltavolitasa
utdn apoptozison megy keresztll, kisebb résziikk azonban a nyirokcsomokba vandorol és
hosszu ¢€letli memoriasejtté¢ alakul, lehetdvé téve a hatékonyabb immunvalaszt a kérokozo
Ujbéli megjelenése esetén (McHeyzer-Williams és McHeyzer-Williams, 2005).

A két alrendszer egymassal szorosan 6sszefuigg. Kozoéttik inkabb mellé-, mintsem ala-
folérendeld viszony all fenn. A két &g egymas mitkodését kiegészitve, erdsitve és szigorian
szabalyozva latja el a feladatat, amelynek célja a szervezet integritasdnak fenntartasa, a kiilsd

¢s belsd parazitakkal szembeni védelem.
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3.2. A Candida nemzetség altalanos jellemzése

A Candida fajok rendszertanilag az Ascomycota élesztok imperfekt csoportjaba
tartoznak, és dont6 tobbségiiket az tin. CUG klad foglalja magaba (Butler és mtsi, 2009)
(Fitzpatrick és mtsi, 2006). Ezek kdzos tulajdonsaga, hogy a fehérjeszintézis sordn a CUG
bazisharmas az univerzalis kodhasznalattol eltéréen nem leucin hanem szerin beépiilését idézi
el6. A hozzavetdlegesen 200 fajt magaban foglald nemzetség szamos képviseldje a
kornyezetbdl izolalhato (Pereira és mtsi, 2013), egyesek biotechnologiai jelentdséggel is
birnak (Dias és mtsi, 2000) (Miyazawa és mtsi, 2013), mig masok magasabb rendii
gazdaszervezetekkel élnek kommenzalista kapcsolatban. Mikroszkdpos morfologiajukra
altalanossagban a 3-6 pm-es atméro és az enyhén vagy erételjesen megnyult forma jellemzo.
Kettéosztodasuk a Saccharomyces cerevisiae-hoz hasonléan sarjadzassal torténik.
Laboratériumi koriilmények kozott, tdptalajon nevelve az élesztd sejtek jellemzden vilagos,
alapvetden fehér esetleg sargas arnyalata, ép vagy gylrott felszinli telepeket formalnak.
Bizonyos fajok jellemz6é tulajdonsaga a dimorfizmus, amelynek hétterében a sejtfallal
kapcsolatos szabalyoz6 mechanizmusok miikodésének megvaltozasa all. A  sejtfal
felépitésérdl a legtobb informaciot a C. albicans-szal kapcsolatos kutatasok szolgaltattak. Ez
esetben a sejtfal egy belsé kompakt és egy kiilsé lazadbb rétegre oszthatd. A belsd réteget
kitin- és egy erre raépiild B-1,3-glikan vaz jellemzi. A sejtfal kiilsé része fehérjékkel
asszocialt O- és N-kotott manndz polimerbdl épiil fel. A két réteget kovalensen kotott B-1,6-
glukan-glikofoszfatidilinozitol "kapocs™ rogziti egymashoz (Netea és mtsi, 2008). A sejtfal
ezen komponenseinek mindsége és részaranya nem allando az élesztd sejtciklusa alatt, hanem
egy jol szabalyozott komplex folyamat eredményeként dinamikusan véaltozik (Gow és mtsi,
2012). Bizonyos koriilmények kozott a citokinézis nem fejezddik be, és a leflizod6 leanysejt
nem hagyja el az anyasejtet, hanem erdteljesen megnyulik, ezzel hifa vagy pszeudohifa johet
létre (Buffo és mtsi, 1984; Mardon és mtsi, 1969; Taschdjian és mtsi, 1960). A csoportban
altalanos az ivartalan szaporodas, haploidok és diploidok egyarant eléfordulnak, néhany faj
esetében az ivaros szaporodas is ismeretes (Bennett és Johnson, 2005). K&szonhetéen a
bioinformatika rohamos fejlédésének napjainkra tobb faj genomjanak teljes
nukleotidsorrendje elérhetd. A C. albicans SC5314-es torzse volt az elsd, amelynek teljes
genom szekvencidja, majd annotélt genomja elérhetévé valt. Ezek alapjan nyolc kromoszéma
part sikertlt elktloniteni, amelyek mérete 1.020-3.165 kb-ig terjed, a teljes haploid genom
14.855 kb-nak adodott (Jones és mtsi, 2004). A genom annotalasa egy évvel késébb, 2005-
ben tortént meg, ennek sordn 6.354 gén kerilt azonositasra (Braun és mtsi, 2005). Az elmult
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években egyéb fajok (C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis) teljes genom szekvencidja is

ismertté valt, megkdnnyitve ezzel a fenti fajokkal folyo vizsgalatokat.

3.3. A Candida fajok egészséguigyi jelentosége

Ismeretes, hogy nem csak baktériumok, hanem bizonyos élesztok is a normal human
mikrobaflora részét képezik. Az Ujsziilottek a sziildcsatorndn vald keresztiilhaladés
alkalmaval keriilhetnek el6szor kontaktusba ezzel a mikrobacsoporttal (Filippidi és mitsi,
2013). Roviddel ezutan kialakul a mikrobak természetes egyensuilya, amely bar alapvet6en a
baktériumok dominancidjaval jellemezhetd, mellettiik bizonyos élesztok is eldfordulhatnak.
Ezek kozott azonosithatok kiilonboz6é Candida fajok, amelyek izolalhatok a szajiiregbdl és a
tapcsatornabol éppugy, mint a genitalidk kornyékérdl vagy az egészséges borfelszinrdl
anélkul, hogy a gazdaban kéros folyamatot valtananak ki. Problémat akkor jelenthetnek, ha
valamilyen oknal fogva az immunvélasz sérll, és a gazdaszervezet képtelen a hatékony
védekezesre. Bar a szakirodalom a nemzetség tekintélyes szamt képviseldje koziil mindossze
15-20 fajt irt le humén patogénként (Pfaller és mtsi, 2007b), egészségiigyi jelentOségiiknél
fogva a rendelkezésiinkre allo ismeretanyag elsésorban ezekkel a fajokkal kapcsolatban
halmozodott fel.

Az elmult harminc évben a Candida fajok egészségiigyi jelentdsége egyre névekvd
tendenciat mutat. A mikrobacsoport fontossagat tdimasztja ala az a felmérés, amelynek szerz6i
az USA egészségiigyi intézményeiben a vizsgalt 21 honapos iddszak alatt a 33.848
nozokomialis fert6zés koziil 3.628-at (10,7%) azonositottak candidiazisként (Hidron és mtsi,
vilag 134 korhazéban apolt betegek bevonasaval 6sszesen tobb mint 200.000 élesztd mintat
Osszesitett. Ezeknek tdInyomo tobbsége (>95%) bizonyult valamilyen Candida fajnak (Pfaller
és mtsi, 2007a). Felszini és invaziv szisztémas fert6zéseket egyarant kivalthatnak. Elébbi
esetben tobbnyire a kérmoket tovabba a szaj- valamint a genitaliak nyalkahartyajat érintd
problémarol van szd. Invaziv fert6zésrél akkor beszéliink, ha a korokozé a veraramba kerdl.
Ismereteink szerint egyediil az Amerikai Egyesiilt Allamokban 100.000 fére vetitve atlagosan
29 esetet regisztralnak évente (Pfaller és Diekema, 2007). Tébb tanulmany egybehangzé
eredménye szerint az invaziv candididzisban (candidemia) szenveddé felnéttekre
meghatarozott mortalitasi rata rendkivil magas, megkdzelitheti az 50%-ot (Casadevall és
Pirofski, 1999; Moran és mtsi, 2009).

Korhazban apolt betegek korében a candidemia kilondsen gyakori. Egy 7,5 éves

periddust felolelé, az USA korhazainak invaziv nozokomidlis eseteit feldolgozo tanulmany
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eredményei szerint a kézel 21.000 monomikrobialis fert6zésbol, 2002-t (9,5 %) azonositottak
candidiazisként (Wisplinghoff és mtsi, 2004). Mas szerzék a Candida fajok még ennél is
magasabb részaranyat, 15%-ot allapitottak meg (Romani és mtsi, 2004). A keringésbe jutott
mikroba szamara a legtobb szovet és szerv elérhetové valik (sziv, hashartya, kozponti
idegrendszer, izuletek, kivalasztd szervrendszer), azokban megtelepedhet, sulyos esetben a
szerv teljes mikodésképtelenségét okozhatja (Trofa és mtsi, 2008; Varghese és Sobel, 2008).
Szamos tanulmany szuletett, amely a fert6zés rizikd faktorait 0sszesiti. Ezek alapjan az
elhuzodd korhazi  kezelésben részesiilé 1dos betegek (katéterek hasznalata), szerv
transzplantacion atesettek, ujsziilottek, foleg az alacsony sziiletési sullyal vilagra jott
csecsemOk, a gyomorszondas taplalasban részestlok, a HIV-fertézottek, a hosszan tartd
antibiotikumos terapiat folytatd-, a kiterjedt borfelszini sériiléseket, elsésorban égéseket,
elszenvedd paciensek veszélyeztetettek (Branski és mtsi, 2009; Launay és mtsi, 1998; Lee és
mtsi, 2013; Muskett és mtsi, 2011).

A mintagyiijtés szisztémas fertézés esetén vérvétellel, bért vagy nyalkahartyat érintd
candidiazis alkalmaval felszini mintavétellel torténik. A klasszikus fajazonositas morfoldgiai
és fizioldgiai tulajdonsagok meghatarozasat jelenti, amely viszonylag alacsony koltséggel
kivitelezhetd, de nagy hatranya, hogy a tesztek elvégzése akar tobb napot is igénybe vehet,
valamint nem mindig szolgaltatnak pontos eredményt. Kivaltasukra kiilonb6z6 molekuléris
modszerek lattak napvilagot. Ezek tdlnyomo tébbsége PCR alapu technika, olvadasi gorbe
analizis, de elérheték szeroldgiai tesztek, MALDI-TOF és ELISA modszerek is (Decat és
mtsi, 2013; Neppelenbroek és mtsi, 2013; Ruhnke és mtsi, 2011). A kdérokoz6 azonositasat
kovetden kezdddhet meg az empirikus Uton korvonalazddott terapia. Ez a bdér vagy a
nyalkahartya felszinét érintd fertézés alkalmaval kiilonféle azol szarmazékok (klotrimazol,
itrakonazol, vorikonazol) illetve amfotericin B hasznalatat jelenti, akar helyileg, akar szajon
keresztul szedve (Pappas és mtsi, 2004). Invaziv candidiazis esetén a kezelés gerincét
intravéndsan  alkalmazott flukonazol jelenti, mely amfotericin B-vel esetleg
echinokandinokkal (alapvetéen kaszpofunginnal) egészitheté ki (Fluckiger és mtsi, 2006;
Pappas és mtsi, 2004).

3.4. A szisztémas candidiazis epidemioldgiaja és a nem-albicans fajok

Bar a szisztémas candididzist kivaltd fajok aranya egyértelmiien fligg a vizsgalt
idOszaktol és a foldrajzi helyzett6l, a 2000 el6tti idészak adatait feldolgozd tanulmanyok
egybehangzéan a C. albicans-nak dominancijat Aallapitottdk meg, amely az 0sszes
candidemia-s eset 37-70%-aért tehet6 felel6ssé (Pfaller és Diekema, 2007). Ugyanakkor
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figyelemre mélt6 az a trend, miszerint az ezredforduld éta egyre kisebb aranyban izolalhato C.
albicans ezekbdl a fert6zésekbdl, és helyét mas, eddig kevésbé ismert és vizsgalt fajok vették
at. Ujabb felmérések szerint Eurdpa tobb orszagaban és Eszak-Amerika teriiletén a C.
albicans részaranya 50%-ra szorult vissza, ezzel parhuzamosan a C. glabrata, a C. krusei, a
C. parapsilosis és a C. tropicalis egyre nagyobb aranyban izolalhatd (Almirante és mitsi,
2006; Moran és mtsi, 2009; Nawrot és mtsi, 2013; Tortorano e€s mtsi, 2013).

Més foldrajzi teruleteken (Latin-Amerika, Dél-Afrika, India) a nem-albicans fajok
térnyerése még kifejezettebb. Az izolatumok kevesebb, mint fele bizonyult C. albicans-nak,
mig a nem-albicans fajok koziil elsdsorban a C. parapsilosis emelkedik ki, amely a
szisztémas fert6zések 20-26,5%-aban volt izolalhaté (Kreusch és Karstaedt, 2013; Nucci és
mtsi, 2013; Xess és mtsi, 2007). Szélséséges esetben az emlitett faj részardnya akar meg is
haladhatja a C. albicans-ét (Medrano és mtsi, 2006).

Egyes tanulmanyok felhivtdk a figyelmet arra a jelenségre, miszerint a kiilénb6z6
korcsoportokat nem azonos részardnyban betegitik az emlitett fajok. Szamos publikécié a C.
parapsilosis dominanciajat emeli ki a fiatalabb korcsoport, elsésorban a csecsemdk korében.
A kiilonb6zd geografiai teriiletekrdl szarmazo beszamolok az Gjsziilotteket érintd candidemia-
kat igen nagy aranyban (33-67%) ezzel a fajjal hozzak dsszefliggésbe (Ballot és mtsi, 2013;
Neu és mtsi, 2009; Pammi és mtsi, 2013; Rodriguez és mtsi, 2006). Moran és munkatarsai
2009-ben megjelent felmérésiikben 1.098 candidemia-ban szenvedé beteg adatainak
felhasznalasaval a kiillonboz6é Candida fajok korcsoportonkénti eloszlasat vizsgaltak.
Eredményeik szerint a feln6ttek korében 43%, a 2-18 évig terjedd korosztaly esetében 38% a
C. albicans részaranya. Ez utobbi korcsoportban a nem-albicans fajok kozll kiemelkedett a
C. parapsilosis (26%) és a C. tropicalis (17%). A 2 évnél fiatalabb betegek korében a C.
parapsilosis részaranya mar 39,2%-nak adodott, amellyel a C. albicans-szal kozdsen az

0sszes eset 90%-aért voltak felelések (Moran és mtsi, 2009).

3.5. A C. parapsilosis altalanos jellemzése

A C. parapsilosis a kordbban emlitetteknek megfelel6en a nem-albicans fajok kdzotti
novekvoé dominanciaja és kiillonosen a gyermekek korében tapasztalt magas el6fordulasa miatt
keriilt az érdekl6dés kozéppontjaba. Fiziologiai és molekularis jellegeit tekintve a korabban
tett megallapitasok altalanossagban erre a fajra is igazak. YPD taptalajon nevelve vilagos
szinli koloniakat formal, amelyek felszine torzstol fliggden lehet sima vagy gyiirt, széle sima
vagy karélyos. Bizonyos korllmeények kozott pszeudohifat képes fejleszteni, valddi hifa
Iétrehozasara azonban nem képes (Kim és mtsi, 2006). Az egészséges human flora tagjaként



3. Irodalmi attekintés 13

ismert, de megtalalhato a kornyezetben is, izolalhaté haziallatokrol, névényekrol, tengervizbol
és talajbol (Fell és Meyer, 1967). Diploid organizmus, csak ivartalan ciklusa ismert, a CUG-
klad tagja, a referencia CDC317 torzs alapjan a haploid genommérete 13,1 Mb, génjeinek
szama hozzavetbélegesen 5.700 (Butler és mtsi, 2009). Kordbban a C. parapsilosis-ként ismert
faj harom alcsoportot foglalt 6ssze (I, I1 és 111 csoport), amelyek bizonyos tulajdonsagaikban,
koztuk a virulencigjukban és molekuléris markereikben, igen nagy eltérést mutattak, ezért
2005-ben az alcsoportok faj szintii besorolast kaptak. Ennek alapjan napjainkban a korébbi I.
csoport C. parapsilosis, a Il. illetve Ill. csoport rendre C. orthopsilosis és C. metapsilosis
néven ismeretes (Tavanti és mtsi, 2005).

A C. parapsilosis sajatos tulajdonsaga, hogy a C. albicans-szal illetve a C. tropicalis-
szal ellentétben elézetes kolonizacid nélkiil is képes invaziv fertdzést kivaltani. Mig az
emlitett két faj elsésorban vertikdlisan altalaban a sziiletéskor keriil az anyardl az 0jsziilottre,
addig a C. parapsilosis jellemzbéen horizontalisan, egészségligyi dolgozok kezérdl, vagy nem
steril klinikai eszkdzok kozvetitésével juthat a kdrhazban tartézkodd betegekre. Fontos
tulajdonsaguk, hogy hatékonyan képesek megtapadni és biofilmet képezni nem csak
természetes felszineken, hanem klinikumban hasznéalatos eszkdz6kon is (Trofa és mtsi, 2008).
A megtapadas kezdeti szakaszaban a hidroféb tulajdonsagu sejtfelszin szerepét sikerlt
tisztdzni (Panagoda és mtsi, 2001). Ugyanezen tanulmany szerz6i megallapitottak, hogy C.
albicans-szal dsszehasonlitva a C. parapsilosis adhézids képessége akril anyagu felszinen
kozel két és félszer, orélis epitél sejtek esetén 20%-kal magasabb (Panagoda és mtsi, 2001).
Ez a jelenség lehet az oka annak, hogy egyes felmérések szerint a C. parapsilosis az apolok
kezérdl a legnagyobb gyakorisiggal izolalhato élesztd (Bonassoli és mtsi, 2005; Saiman és
mtsi, 2001) és sok esetben jelen vannak orvosi eszkdzokon, katétereken valamint protéziseken
(Ramage és mitsi, 2006). A fentiek kdvetkezményeként a korhazi dolgozdk, mint vektorok,
kitlintetett szerepet jatszanak az intenziv osztalyokon &polt paciensek megfertézésében
(Hedderwick és mtsi, 2000). Rizikofaktorként tartjuk szamon a vénas katéterek alkalmazasat,
antibiotikumos - vagy immunszupressziv terapiat, mesterséges taplalast, sebészeti
beavatkozasokat, rosszindulati daganatokat, szervatiiltetést, neutropénids allapotot és
csecsemOk esetén a szélsGségesen alacsony sziiletési sulyt (Almirante és mtsi, 2006). A
kiemelkedé adhézios képesség genetikai hattere C. parapsilosis-ban kevéssé kutatott. Bar a
referencia C. parapsilosis genomban a C. albicans ALS (Agglutinin-like sequences) génjeinek
(amelyek termékei a felszinen vald megtapadasban milkodnek kozre) Ot ortoldgja is
megtalalhatd, ezek virulenciaban betdltott szerepét eddig egyetlen kutatdcsoport sem vizsgélta
(Rossignol és mtsi, 2009).
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A C. albicans-hoz hasonléan a C. parapsilosis is mutat extracellularis enzimaktivitast.
A szekretalt enzimek kozott savas proteinazokat, foszfolipdzokat valamint lipdzokat talalunk.
A szekretalt savas proteinazok proteindzok (Secreted aspartyl proteinase - SAP) szerepére
tobb kisérlet is felhivta a figyelmet. Ismeretes, hogy muk6za modellben az enzimek specifikus
blokkolasaval a kezdeti penetracié elmarad (Gacser és mtsi, 2007a; Schaller és mtsi, 2003b).
C. albicans-ban a SAP géncsaladot 6sszesen tiz (SAP1-10) (Naglik és mtsi, 2003), C.
parapsilosis-ban harom gén alkotja (SAPP1-3) (Hruskova-Heidingsfeldova és mtsi, 2009). C.
parapsilosis-ban a SAPP1 gén duplikécion esett at, tehat dsszesen négy kdpiaban van jelen a
diploid genomban (SAPPla, SAPP1b). Horvath és munkatarsai a Sappl fehérjét fontos
virulencia faktorként azonositottdk, ugyanis in vitro fertézés alkalmaval primer human
PBMC-k (Peripheral blood mononuclear cells) és a beléliik differencialtatott makrofagok a
SAPP1 mutans (d/dsappla-Aldsapplb) élesztéket szignifikdnsan nagyobb aranyban
karositottak, mint a vad tipust sziilé torzs sejtjeit. A kulonbség egyik oka a fagoszoma -
lizoszdma fuzid gatlasa lehet, ugyanis a két kompartment fazioja kozel kétszer gyakoribb volt
a Sappl fehérjét nem expresszald torzzsel fertéz6tt PBMC-kben (Horvath és mtsi, 2012).

Bar a C. albicans szekretalt foszfolipdzainak virulencidban betoltott szerepét tébb
kisérlet eredménye is megerdsiti, peldaul epitél sejtekhez valo adhézioban (Barrett-Bee és
mtsi, 1985), gazda sejt karositdsban (Pugh és Cawson, 1977), a C. parapsilosis-szal
kapcsolatos vizsgalatok nem teszik egyértelmiivé ezen enzimek fontossagat. Egyes szerzok
beszamoltak foszfolipaz aktivitasrol (Ghannoum, 2000), ugyanakkor masok nem tudtak azt
detektalni (Kantarcioglu és Yucel, 2002). Egy publikacido szerzéi csak a szisztémas
izolatumokban mutattak ki enzimmiikodést (Dagdeviren és mtsi, 2005), mig mas szerzok a
borfelszini izolatumok emelkedett foszfolipaz aktivitasat hangsulyoztak (Fernanado és mitsi,
1999).

A szekretalt lipazok szerepe a szénforrasként hasznosithatd lipidek bontasan kivil
megnyilvanulhat sejt - és szbovet adhézioban, mas enzimekkel valo kolcsonhatas nyoman
megvaltozott szubsztratspecificitasban, gyulladasos folyamatok kivaltasaban és a kornyezo
mikrobafléra gatlasaban (Schaller és mtsi, 2005; Stehr és mitsi, 2004). C. albicans-ban
Osszesen 10 szekretalt lipdz gén van jelen. Ezek kdzil szisztémas egér modellben egyediil a
LIP8 expresszidja emelkedett meg (a fertézést kovetd negyedik oraban) (Stehr és mtsi, 2004).
A AlAlip8 mutéans torzzsel megismételve a fert6zést csokkent virulencia volt tapasztalhatd
(Gacser és mtsi, 2007b). A C. parapsilosis-ban ket lipaz szekvencia azonosithato (CpLIP1 és
CpLIP2), amelyek kozil egyediil a CpLIP2 kodol fehérjét (Brunel és mtsi, 2004; Neugnot és
mtsi, 2002). Virulenciaban betoltott szerepét bizonyitja, hogy lipaz blokkol6k alkalmazasaval
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rekonstituadlt human szovetben bekdvetkezd karosodas szignifikansan csokkenthetd volt
(Gacser és mtsi, 2007a). A lipaz gének elvesztése csokkent biofilm formalé képességet
eredmeényezett. In vitro korllmények kozott a makrofagok hatékonyabban fagocitaltak és
eliminaltak a mutans sejteket, amelyek kevésbé voltak virulensek in vivo egér peritonedlis

fert6zéses modellben (Gacser és mtsi, 2007¢).

3.6. A gazda - Candida kélcsonhatas: a patogén oldal
3.6.1. Genom plaszticitas és virulencia

A genom analizisének mérfoldkovét Frederick Sanger 1977-ben publikalt
felfedezése jelentette, amely lehetové tette a néhdny szaz nukleotid hosszasagti DNS
szakaszok pontos szekvencidjanak meghatarozasat (Sanger és mtsi, 1977). Sanger modszere a
teljes genom shotgun (Whole genome shotgun - WGS), a "pairwise end sequencing"”
technikéakkal és az informatika eszkdzeivel kombinalva alkalmasnak bizonyult a prokaridtak
megabazisos nagysagrendbe esd, a Drosophila melanogaster 17 Mb, majd az ember 3 Gb
nagysagu genomjanak meghatarozasaban (Adams és mtsi, 2000; Fleischmann és mtsi, 1995;
Staden, 1979; Venter és mtsi, 2001). Az eljarasnak azonban komoly hatranya volt, hogy a
genom méretének novekedésével a teljes folyamat iddigénye és koltsége aranytalanul
megnott. Ezeket a problémakat a hagyomanyos mddszer finomitdsaval mar nem lehetett
athidalni, ezeért Gjabb eljarasok kerultek kidolgozasra. A szadzadforduldt kbvetd években lattak
napvilagot az Osszefoglald néven kovetkezd generacios szekvenaldsi eljarasokként (Next
generation sequencing - NGS) emlegetett mddszerek. A legismertebbek a Solexa Genome
Analyzer (lllumina), a 454 GSFLX Titanium (Roche Molecular Systems) és a SOLID
(Applied Biosystems) rendszerek (Bennett, 2004; Mardis, 2008; Margulies és mtsi, 2005).
Ezek a technikak mellézik az in vivo klonozast, koltséghatékonyabbak, nagysagrendekkel
gyorsabbak, és robusztus paralel miikkodés jellemzi 6ket. Ez utobbi azt jelenti, hogy ezek a
berendezések legfeljebb néhany tiz, esetleg szaz nukleotid hosszusagu fragmentumokat
képesek leolvasni (szemben a Sanger-szekvenalas 6-800 nukleotidjaval), de ezekbdl egyetlen
futas alkalmaval tobb milliot is képesek kezelni (Liu és mtsi, 2012). Az ilyen nagy kapacitasu
rendszerek kiilondsen hasznos szolgélatot tesznek, ha nagy mennyiségli izolatum genetikai
kadjat kell meghatarozni és dsszehasonlitani. A technoldgia képességeit legjobban az a 2013-
ban megjelent publikacid jelzi, amelynek szerz6i minddssze egyetlen hét alatt kozel 400
¢leszté teljes genom konyvtardt készitettek el (Wilkening és mitsi, 2013). A mddszer az
informatikai hattér segitségével a patogén éleszték egyszeriibb és gyorsabb 0sszehasonlito

genomikai analizisét is lehetové tette. A kiilonboz6 C. albicans torzsek vizsgalata soran a
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genom nagyfokl valtozatossagara (transzlokacid, delécid, duplikacio, inverzid, kromoszoma
kontrakcio/extrakcio) derult fény, amely a gazda kérnyezethez val6 alkalmazkodas eszkoze is
lehet (Forche és mtsi, 2009; Larriba és Calderone, 2008; Magee, 2007; Rustchenko, 2007).
Igazolast nyert, hogy ezek a jelenségek nem csak a gazda jelenlétében, hanem egyéb
stresszhatasok alkalmaval, antifungalis szerek alkalmazéasakor (Selmecki és mitsi, 2006),
hésokk hatasara (Bouchonville és mtsi, 2009), laboratériumi transzformalasok
mellékhatasaként (Selmecki és mtsi, 2005) is bekovetkezhetnek.

Bar a C. albicans genomban megtalalhatok a meiozisban szerepet jatszd fehérjék
génjeinek ortoldgjai (Tzung és mtsi, 2001), teljes szexualis ciklust ezidaig nem sikerdlt
megfigyelni  (Bennett és Johnson, 2005; Magee és Magee, 2004). Sza&mos
modellorganizmusban (Escherichia coli, S. cerevisiae, D. melanogaster) ismert, hogy a
genomban jelenlevé ismétl6dé szekvenciak gyakran szolgalnak kromoszoma atrendezédések
helyszinéll (Bartsch és mitsi, 1997; Kowalczykowski, 2000; Szostak és Wu, 1980). C.
albicans-ban a legnagyobb kiterjedésii ismétlodé szekvenciat tartalmazé nemtelomerikus
régio az un. MRS (Major repeat sequence). Mérete néhany 10 kb-t6l akar 100 kb-ig is
terjedhet (Magee, 2007; Magee és Chibana, 2002) a kilénbség oka a régio felépitésében részt
vevo ismétlddo szekvencidk eltéré szamaban keresend6 (Chibana és mtsi, 1994; lwaguchi és
mtsi, 1992). Tekintettel arra, hogy ezek a régiok egy kivételével valamennyi kromoszéméan
legalabb egy kdpiaban jelen vannak, alapot jelentenek nem homolég kromoszémak kozotti
atrendez6désekhez (Chibana és mitsi, 1994; Chindamporn és mitsi, 1995; Chindamporn és
mtsi, 1998; Iwaguchi és mtsi, 1992). A Kkiterjedt repetitiv szakaszok kozott végbemend
rekombinacios események Uj kromoszémak megjelenését eredményezhetik, amelyek, ha
rendelkeznek centromerrel, akkor az utddsejtekben fenn is maradhatnak. Dokumentalt
jelenség a teljes kromoszéma aneuploidia, amelynek oka egyrészt lehet a replikacio soran
bekovetkez6 hiba, de lehet a paraszexualis ciklus soran végbemend Un. iranyitott kromoszoma
vesztés (Concerted chromosome loss - CCL) kdvetkezménye is. Ennek soran a két, ellentétes
keresztil, hanem az egyes kromoszémak random mddon eliminaldédnak, amig vissza nem all a
kozel diploid &llapot (Forche és mtsi, 2008). A folyamat véletlenszer(i volta miatt sok esetben
fordul elé a diploidtdl eltérd kromoszoma készlet, vagyis létrejohetnek olyan utddsejtek,
amelyekben bizonyos kromoszomak kett6tol eltéré kopiaban (monoszomia, triszomia) vannak
jelen. Ezek az eltérések 1) fenotipikus jegyeket kolcsondzhetnek az élesztOnek. Azon sejtek,
amelyek csak egyetlen kdpidban hordozzak az 6tos kromoszomat rovidebb generacids iddvel

jellemezhet6k, ha L-szorbdz a kizarolagos szénforrds (Janbon és mtsi, 1998). Az SGY-243
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jela flukonazol rezisztens izolatumban a négyes kromoszoma négyrol kettére redukalodasa és
a harmas kromoszdma triszomidja volt kimutathat6é (Perepnikhatka és mtsi, 1999).

A kromoszoma mutéciok mésik tipusa a kromoszdmak szamat nem, csak méretiket és
szervezOdésiiket érinti. Az MRS régidk ebben a folyamatban is Kitlintetett szerepet jatszanak
(Chibana és mtsi, 1994; Chindamporn és mtsi, 1995; Chindamporn és mtsi, 1998; lwaguchi és
mtsi, 1992). Diploid organizmusrol lévén sz6 a genetikai variabilitds egyik megjelenési
formaja a heterozigozitas. Két eltéré allél restriktiv koriilmények kozott életképes
organizmust eredményez, ugyanakkor szelektiv nyomas ala helyezve az egyik allél elvesztése
(Loss of heterozygosity - LOH) szelekcios elényt jelenthet (Coste és mtsi, 2006). A homoldg
szakaszok génfazidt is eredmenyezhetnek. Az adhézidban szerepet jatsz6 ALS1 és ALS5
gének 5' régidi kozotti kdzel 90%-os homoldgia lehetett az oka a kodzottik végbement
rekombinacios eseménynek, amely a két gén fuzidjahoz vezetett, létrehozva ezzel az ALS51
gént (Zhao és mtsi, 2011). A teljes genom szekvenciak analizise szamos géncsalad
azonositasat tette lehet6vé. A duplikalddott genek bizonyos kértlmények kozott (példaul
dozis hatas okan) elényhoz juttathatjdk az organizmust. Két azonos gén meglétekor a
szelekcios nyomas hatasa is lecsokken. Az egyik gén modosulasa (pl.: szubsztrat specificitas,
expresszids mintazat, lokalizacid) kdvetkezmények nélkil bekovetkezhet, hiszen a masik
(valtozatlan) kdpia biztositja az eredeti funkcidt. Egyes szerz6k a heterozigotikus allélekhez
funkciondlis kilonbséget is rendeltek. Az ALS3 gén két allélja (12, illetve 9 repetitiv elemet
tartalmaz a centralis domain-ben) kozul csak a nagyobb delécidja hat negativan az adhézidra
(Oh és mtsi, 2005).

Heterozigozitas jelentkezik abban az esetben is, ha két allél kdzott pusztan egyetlen
nukleotid eltérés mutatkozik (Single nucleotid polymorphism - SNP). C. albicans SC5314
jel torzsében atlagosan 390 nukleotidonként adodik egy nukleotid kiilonbség (Butler és mtsi,
2009; Jones és mitsi, 2004). Az SNP-k eloszlasa nem egyenletes a genomban, bizonyos
régiokban az 4tlagnal gyakrabban, masutt ritkdbban fordulnak eld. Az emlitett torzsben a
harmas kromoszoma péar jobb karjai, a hetes kromoszémapar bal karjai és az R
kromoszomapar teljes egésze majdnem tokéletesen megegyezik (Jones és mtsi, 2004). Az
SNP-k eloszlasa nem csak egy adott torzs genomjaban, hanem populéci6 szinten kiilonb6z6
izolatumok kozott is varial. Erre két C. albicans térzs genomjanak 6sszehasonlitd analizise
deritett fényt, amely t6bb mint 80.000 SNP jelenlétét mutatta ki (Jones és mtsi, 2004). Tobb
tanulmany allapitott meg &sszefliggést antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia
kialakulasa és pontmutaciok megjelenése kozott (Wang és mtsi, 2009a; Warrilow és mitsi,
2012).
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Annak ellenére, hogy a C. albicans részletes komparativ genomikai analizise a fenti érdekes
Osszefiiggések levonasat tette lehetévé, mas Candida fajok részletes 0Osszehasonlitd

vizsgalatat ezidaig egyetlen kutatdcsoport sem végezte el.

3.6.2. Morfoldgia és virulencia

Bizonyos kornyezeti faktorok hatasara az €leszt6 sejtek sejtfalelemeinek szervezédése
megvaltozik, amelynek kdvetkezményeként hifa vagy pszeudohifa alakul ki (Berman és
Sudbery, 2002; Gow és mtsi, 2012). A folyamat tébb transzkripcios faktor altal szigoruan
szabalyozott folyamat (Davis és mtsi, 2000; Zheng és Wang, 2004). A setjfal szintézise az
¢lesztd sejt egy Kkitiintetett pontjara Osszpontosul, apikalis novekedés indul meg. A hifa
sejtfalat ugyanazok a makromolekuladk épitik fel, mint az élesztd sejtét, de a hifa sejtfalban
részaranyuk eltér az élesztore jellemz6t6l. Lényeges hangsulyozni, hogy a szakirodalomban
elérhetd informéciok szerint a hifaképzés joval tobb, mint pusztan egy alternativ megjelenési
forma. A hifa lehet a fagoszémabdl valé menekiilés eszkdze is. J774.2 egér makroféag
sejtvonallal folytatott kisérletek soran megfigyelhet6, hogy az éleszté formaban fagocitalt C.
albicans roviddel a fagocitozist kovetden a makrofagon beliil hifat képes fejleszteni. A
novekvd hifa mechanikus nyomast gyakorol a makrofag sejtmembranjara, amely karosodast
szenved, €s a gazda sejt pusztuldsat okozza (McKenzie és mtsi, 2010). A hifanak és
méginkdbb a megjelenésével parhuzamosan végbemend transzkripcids valtozasok
kovetkezmenyekent szintetizalédd fehérjéknek Kitlintetett szerepe van a virulenciaban. Lo és
munkatarsai véleménye szerint C. albicans-ban a hifa esszencialis virulencia faktor, miutan a
Cphl és Efgl transzkripcids faktorok génjeit nem tartalmaz6 mutdns torzs in vitro
korulmények kdzott képtelen volt hifat képezni, ezzel parhuzamosan avirulensnek bizonyult
szisztémas egér fert6zési modellben (Lo és mtsi, 1997). Kés6bb ezt az allitast egyrészt Riggle
és munkatarsai cafoltdk meg, akik bizonyos in vitro és in vivo kortilmények kdzott is képesek
voltak hifaképzest indukélni a duplamutans toérzsben (Riggle és mtsi, 1999). Masreszt
bebizonyosodott, hogy a szoban forgd transzkripcios faktorok nem Kkizarolagosan a
hifaképzést, hanem egyéb potencidlis virulencia faktorok szintézisét is szabalyozzak, ezért az
avirulencia nem rendelhetd egyértelmiien a hifa képzés elmaradasahoz (Doedt és mtsi, 2004;
Nantel és mtsi, 2002). Napjainkban folyd szamos vizsgalat alapjat éppen ezek a hifa sejtfal
felszinchez kotott, vagy egyéb, a hifa képzddésével parhuzamosan szintetizalodd fehérjék
jelentik. Epitél sejtekkel foly6 kutatasok eredményei szerint ezek jelentés hanyada a gazda
feluleten valé megtapadasban (adhézid), a felszinen valé szaporodasban (kolonizacio),
Kiterjedésben (biofilm képzés) és a tényleges sejt/szovetkarosodasban (invazid) is szerepet
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jatszanak. Az emlitett sejtekkel valo kdlcsonhatas kezdeti szakaszaban a megtapadasban
szerepet jatszé gének megemelkedett expresszidja mutathatd ki, amelyek dontd tobbsége
glikozilfoszfatidil-inozitol horgonnyal rogzul a sejt felszinéhez. Ezek kozil az egyik
legintenzivebben kutatott csoport az ALS gének, amelyek sejtfelszini glikoproteineket
kodolnak (Fu és mtsi, 1998; Gaur és Klotz, 1997; Hoyer és mtsi, 2008; Wilson és Hube,
2010). Napjainkig C. albicans-ban az ALS géncsaldd Osszesen nyolc tagjat azonositottak
(Hoyer és mtsi, 2001). Bar szervezO6désiik és szekvenciajuk is hasonld, bizonyos koriilmények
kozott (élesztdé vagy hifa forma, tapanyag ellatottsdg, novekedési fazis) expresszi0s
mintazatuk kilonbozik (Cheng és mtsi, 2005; Green és mtsi, 2005). A megtapadast kovetéen
a mikrobak a felszinhez rogzilten, vagy annak kdzelében osztddasnak indulhatnak,
bekdvetkezhet a kolonizacid. Ennek egyik megjelenési forméja a mikrobiélis biofilm, amely
kialakulhat abiotikus (katéterek, implantatumok) (Andes és mtsi, 2004) és biotikus (oralis -,
vaginalis -, gasztrointesztindlis mukdza) felszineken egyarant (Kennedy és Volz, 1985;
Rahman és mtsi, 2012). Az igy létrejott mikroba réteg egy kuldnleges, hdromdimenzids
képz6dmény, amely egyedi niche-t teremt az azt alkotd éleszté -, pszeudohifa - és hifa
elemeknek (Andes és mtsi, 2004; Ramage és mtsi, 2004). A C. albicans altal kivaltott szoveti
karosodas folyamatarol epitél sejteket alkalmazdé modellek szolgaltattak informaciot. A
kolcsonhatds tanulmanyozédsa sordn két mechanizmust sikerllt elkiloniteni, amelynek
segitségevel a mikroba képes sejt vagy szoveti kdrosodast kivaltani: a passziv un. indukalt
endocitozist és az aktiv penetraciot (Dalle és mtsi, 2010; Park és mtsi, 2005; Zakikhany és
mtsi, 2007; Zhu és Filler, 2010). Mindkét folyamat el6feltétele az éleszt6 - hifa dtmenettel
asszocialt faktorok expresszidja (Naglik és mtsi, 2011). In vitro epitél modellben az indukalt
endocitozis folyamataban a hifa képzddésével parhuzamosan megjelend Als3 és Ssal (HSP70
hosokk fehérjecsalad tagja) fehérjék szerepét sikerult tisztdzni (Phan és mtsi, 2005; Sun és
mtsi, 2010). Az aktiv penetracié soran szekretalt fehérjék, elsGsorban szekretalt savas
proteinazok fontossdgara derllt feny, miutan pepstatin A (savas proteinazok specifikus
blokkoldja) alkalmazésakor csokkent karosodas volt tapasztalhatd orélis epitél modellben
(Naglik és mtsi, 2008). C. albicans-ban a SAP géncsalad szamos tagjanak expresszidja
emelkedik meg kiilonb6z6 modellrendszerekben (Schaller és mtsi, 2003a). In vivo egér
modellben a SAP4 és SAP5 gének megemelkedett expresszidja nyert igazolast (Staib és mtsi,
2000).



3. Irodalmi attekintés 20

3.7. A gazda - Candida kdlcsénhatas: gazda oldal

A mikrobékkal valé kdlcsonhatasra leggyakrabban kilonb6dz6 intakt felszineket borito
epitél illetve ennek sérlilése esetén a szOvetekben és a vérben talélhat6 fagocitak kozott kerdl
sor. Tekintettel arra, hogy a klinikai szempontbdl relevans Candida fajok a legtobb
testfelszinen megtalalhatok, sejtjeink hosszl idén keresztiil kolcsonhatasban vannak ezekkel
az ¢lesztokkel. A patogén eliminalasanak elsé 1épése annak felismerése. Ez a gazda sejt
mintazat felismerd receptora(i) és a mikroba PAMP elemeinek kapcsolodasaval valosul meg.
A legfontosabb ilyen struktirakat éleszté esetén a sejtfalat alkot6 makromolekuldk, O- vagy
N-ko6tott manndz, mannoproteinek valamint B-glikan jelentik. Az eddigi kutatasok Candida
(els6sorban C. albicans) felismerésében a C-tipusu lektinek, a Toll-like receptorok (TLR)
valamint a NOD-like receptorok (NLR) fontossagéra hivtak fel a figyelmet (Netea és mitsi,
2008). Ezek egy része (példaul TLR2, TLR4 és TLR9) az altaluk elinditott
szignaltranszdukcids dtvonal eredményeként citokinek expressziojat és aktivalddasat
indukaljak. Mas receptorok (példaul: dectin-1, DC-SIGN és a mannoz receptor) fagocitézist is
kdzvetitenek (Cambi és mtsi, 2003; Herre és mtsi, 2004; Romani és mtsi, 2004).

Epitél sejtek. Az epitél sejtek jelentik a mikrobakkal szembeni védekezés elsd
vonalat. Passziv elhatarol6 szerepiik régéta ismert, ugyanakkor ujabb eredmények ramutattak
arra, hogy emellett aktivan i1s kozremlikodnek az immunrendszer szabalyozasaban és a
szervezet integritasanak megbrzésében. Oralis-, intesztinalis- és vaginalis epitél sejtekkel
folytatott in vitro vizsgalatok eredményei szerint a kiilonboz6 epitél sejtek eltér6 modon
reagalnak C. albicans jelenlétére. A Candida sejtek felismerését kovetden az epitél sejtek
2011) kivdl citokinek és kemokinek kozremiikodésével elsdsorban neutrofilek kilépését és
aktivalodasat idézik eld. Ezek fontossagat Weindl és munkatarsai rekonstitualt human epitél
modell alkalmazasaval igazoltak (Weindl és mtsi, 2007).

Neutrofil granulocitak. A neutrofil granulocitak jelentdsége nem meriil ki az epitél
integritasanak megorzésében, az invaziv candidiazis eseten is lényeges szerephez jutnak (van
't Wout és mtsi, 1988). A neutrofilek aktivalasaban és a fertézés helyén valo kilépésben IL6
(Romani és mtsi, 1996; van Enckevort és mtsi, 1999), IL8 (Balish és mtsi, 1999) és TNFa
(Netea és mtsi, 1999) szerepe mellett egyes tanulmanyok az IL17-nek is hasonl6 szerepet
tulajdonitanak (Schwarzenberger és mtsi, 1998; Ye és mtsi, 2001). IL17 vagy IL17 receptor
mutans egerek in vivo kisérletekben mind szisztémas, mind felszini candidiazissal szemben
fogékonyabbaknak bizonyultak, mint a vad tipusd kontroll (Conti és mtsi, 2009; Huang és
mtsi, 2004). Emberben a nyalkahartya felszineket érint candidiazis gyakran elégtelen Th17-
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es valasszal asszocialt (van de Veerdonk és mtsi, 2011). A fert6zés helyére érkezve a
neutrofilek mind extra-, mind intracellularis mechanizmusokkal képesek a patogén
eliminalasara. E16bbi folyamat az Gigynevezett NET-képzddést (Neutrophils extracellular traps
- NET), utébbi a fagoszoma lumenében hidrolitikus enzimek, antimikrobidlis fehérjék,
valamint a NADPH-oxidaz miikodésénck eredményeként keletkez6 rendkiviil reakcidképes
reaktiv oxigén (Reactive oxygen dpecies - ROS) - és nitrogén gyokok (Reactive nitrogen
species - RNS) felhalmozodasat jelenti (Aratani és mtsi, 1999; Urban és mitsi, 2009;
Vazquez-Torres és mtsi, 1996). Ezek egyittesen a létfontossagu makromolekulak
karositasaval pusztitjak el a mikrobat.

Dendritikus sejtek. A dendritikus sejtek professzionalis antigén-prezental6 sejtek,
feltletikdn megtalalhaté manndz receptor és DC-SIGN kozremiikodésével képesek Candida
sejteket fagocitalni (Cambi és mtsi, 2003; Cambi és mtsi, 2008), majd a Candida-specifikus
antigéneket az MHC II molekulakomplexhez kototten prezentalni. D’Ostiani és munkatarsai
gy talaltdk, hogy a C. albicans éleszt6 és hifa forma eltéré jellegli T-sejtes valaszt valt Ki.
El6bbi 1-es tipusu, utébbi 2-es tipusu T-helper valaszt indukal (d'Ostiani és mtsi, 2000). A
periférias vérbol differencialtatott dendritikus sejtek hatékonyan képesek fagocitalni és
eliminalni a C. parapsilosis sejteket. A kdlcsonhatés soran Il1a, IL6, TNFa és IL8 szekrécio
mutathato ki (Nagy és mtsi, 2011).

Monocitak/makrofagok. A vérben keringd monocitdk és a bel6likk differencialodo
szoveti makrofagok a neutrofilekre jellemz6 robosztus fagocitikus képességgel rendelkeznek,
és a dendritkus sejtekhez hasonl6an antigén prezentalasara is képesek. Ennek készonhetéen a
monocitak/makrofagok kulcsszerepet jatszanak a vérbe/szdvetekbe kerilt mikrobak szamanak
kordaban tartasaban a fert6zés korai szakaszaban, illetve hatékonyan képesek kommunikalni
az immunrendszer adaptiv agaval (Ashman és mtsi, 2004; Ashman és Papadimitriou, 1995).
Szisztémas C. albicans fert6zésben betoltott szerepiiket in vivo egér modellen Qian és
munkatarsai igazoltak (Qian és mtsi, 1994). A kodrokozok felismereseben a feliletiikon
megtalalhaté C-tipusu lektinek és TLR-ek széles skalaja miikodik kozre (Netea és mitsi,
2008). Az antitestekkel vagy a komplement elemeivel opszonizalt €lesztd felvételében az Fc
¢és komplement receptorok jatszanak szerepet. Human periférias vérbol izolalt mononukleéris
sejtek C. albicans-ra, antigénjeire illetve mannoprotein struktaraira adott valasza IL1, TNFa,
IL6, IL12, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) IFNy, kemokinek
(1L8, MIP-1/2/4 ), kemokin receptorok (CCR1, 5, 7, CXCR5) megemelkedett expresszidjaval
volt jellemezhet6 (Ausiello és mtsi, 1993; Gauchat és mtsi, 1989; Henderson és Rippin, 1995;
Jeremias és mitsi, 1991; Kim és mitsi, 2005). Az emlitett folyamatokkal parhuzamosan
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megkezdddik a patogén elimindldsa, amelyben a neutrofileknél ismertetettekhez hasonloan
reaktiv oxigén és nitrogén gyokok, enzimek valamint antimikrobidlis fehérjék miikddnek

kdzre (Bogdan és mtsi, 2000).

3.8. A gazda - Candida kolcsénhatas: az interakcio molekularis szintii tanulmanyozasa

Egy mikroba szdmara kulcsfontossdgu az a képesség, hogy sajat miikodését a folyton
valtozo kornyezethez tudja igazitani. A kommenzalistdk szdméra tovabbi nehézséget jelent,
hogy nem csak a korilmények passziv megvaltozasahoz kell alkalmazkodniuk, hanem a
gazda aktiv, célzott védekezési folyamatainak is ellen kell allniuk, hiszen a patogén
alland6 Kkitettség soran ezek az élesztd sejtek folyamatosan, adaptécids lépések sorozatan
mennek keresztiil, amelynek kovetkezményeként még ugyanazon faj kiilonb6z6 sejtjei kozott
is fiziologiai illetve virulenciabeli eltérések jelentkezhetnek (Koga-Ito és mtsi, 2006; Mane és
mtsi, 2012; O'Day és mtsi, 2000). Ez az adaptécid rovidtavon génexpresszios valtozésokkal,
hosszutavon a genom megvaltozasaval valdsulhat meg.

A génexpresszio vizsgalatanak eszkozei tradicid szerint a Northern-blot (Alwine és
mtsi, 1977) illetve a késobb elérhetévé valt a (cDNS szintézist kovetden) kvantitativ valos
idejii polimeraz lancreakcio (quantitative real-time polymerase chain reaction - qRT-PCR)
(Chiang és mtsi, 1996) és az RNS microarray (Schena és mtsi, 1995). Utobbi alkalmazasaval
egy reakcidban egyetlen organizmus teljes expressziés mintazatdnak megvaltozasardl
informécid nyerhetd. Megjelenését kovetden rovidesen széles korben elterjedt, és a gazda-
patogén kolcsonhatas tanulmanyozéasanak is fontos eszkdzévé valt. Technikai okok miatt,
kezdetben csak a gazda sejtek valaszéanak jellemzésére volt hasznalatos, ugyanis problémat
jelentett, hogy a mikroba RNS izoladldsa utdn a minta sok esetben hordozott nagy mennyiségii
gazda RNS szennyezést. Az eljards segitségével kezdetben oldott molekulak (tébbnyire
citokinek) hatasanak vizsgalatara (Alizadeh és mtsi, 1998; Der és mtsi, 1998; Schena eés mtsi,
1996), késobb tenyleges gazda-patogén kolcsonhatas jellemzésére is lehetdség nyilt (Zhu és
mtsi, 1998). A microarray technika C. albicans-szal indukalt THP-1 human monocitaszerti
sejtvonal transzkripcidés mintazatanak jellemzésére is sikerrel volt alkalmazhatd (Barker és
mtsi, 2005). A THP-1 sejtek korabban méar szamos tanulmany alapjaul szolgaltak, igy a
microarray adatok, a nagy mennyiségli 1) informacion feliil, ezen eredmények kiegészitéséiil
is szolgaltak (Ghoneum és mtsi, 2003; Jouault és mtsi, 1994; Suzuki és mtsi, 1998). Kim és

munkatarsai primer human monocitak C. albicans-ra adott valaszat vizsgaltak microarray
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segitségével a fagocitozis soran regulalodd gének részletes idébeli expresszids mintazatanak
rogzitésével (Kim és mtsi, 2005).

Az in vitro fert6zésbol izolalt patogének, eleinte baktériumok, expresszios
mintazatanak microarray analizisére az ezredforduld kornyékén kertlt sor (Belcher és mitsi,
2000; de Saizieu es mtsi, 2000; Ichikawa és mtsi, 2000; Schnappinger és mitsi, 2003).
Roviddel ezutdn a legfontosabb human patogén éleszték (C. albicans, Cryptococcus
neoformans) vizsgalatara szolgélo chip-ek is elérhetévé valtak, igy lehetéség nyilt a gazda
hatasara bekovetkezé transzkripcids valtozasok széleskorti jellemzésére (Fan és mtsi, 2005;
Lorenz és mtsi, 2004).

A technikai hattér fejlédésének kdszonhetéen napjainkban mar nem csak a genom,
hanem a transzkriptom szekvenalasanak (RNA-seq) technikai eszkdzei is biztositottak (Wang
és mtsi, 2009b). Ennek eldnye, hogy barmilyen fajrdl is legyen sz a teljes RNS populéciorol
mennyiségi és mindségi informacid nyerhetd. A vizsgalt gének szamat nem limitalja a chip-en
reprezentélt génpopulécid, és a megannyi splice varians valamint a révid szabalyozé RNS-ek
expresszidjarol is tajékozddhatunk, igy a technika jovoltabdl a kdlcsdnhatas soran végbemend
véltozasokrol minden eddiginél részletesebb adatok nyerhetdk. J6 példa erre az egér mioblaszt
sejtek RNA-seq analizise amely 4.000, kordbban nem ismert transzkriptet azonositott
(Trapnell és mtsi, 2010). Bebizonyosodott, hogy hatékonyan alkalmazhatok a
kolcsonhatasban részt vevo gazda és patogén sejtek szignalizacids/transzkripcids Gtvonalainak
és haldzatainak azonositasara (Amit és mtsi, 2011; Mandlik és mtsi, 2011; Sessions és mtsi,
2013). Szintén hatalmas eldrelépés a microarray analizishez képest, hogy a rendelkezésiinkre
allo bioinformatikai eszkozoknek koszonhetden a gazda és a patogén RNS elkiilonitése
megoldott (Amit és mtsi, 2011). A gyakorlatban ezt Tierney és munkatarsai igazoltak el6szor,
akik kisérletiikben egér csontveldbdl differencialtatott dendritikus sejtek €s C. albicans in
vitro kdlcsonhatasat vizsgaltak (Tierney és mtsi, 2012).

Az alkalmazkodas hosszU tavu eszkozét a genetikai variabilitas, a SNP-k és a
kromoszoémamutaciok, jelentik. Ugyanazon C. albicans tdrzset in vivo (egérbe oltva) és in
vitro (folyadék tenyészet) kortilmények kozott ndvesztve a gazda stressznek kitett élesztok
hosszabb generacios idével és kromoszoma atrendez6déssel voltak jellemezheték (Forche és
mtsi, 2009). Marr és munkatarsai egy csontveld transzplantacion atesett paciensbdl izolalt
flukonazol rezisztens torzsben (FHS) egy hozzavetdlegesen 200 Kb méretli deléciot mutattak
ki. A toréspont kornyezetében 3 gént azonositottak, amelyek egymassal homoldg szekvencia
részletet tartalmaztak (Marr és mtsi, 1998). A genetikai variabilitas szélsGséges esetekben

ennél joval komplexebb jelenségek forrdsa is lehet. Sampaio és munkatarsai flukonazol
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kezelésben részesiilo, visszatéré candididzisban szenvedd pacienst6l szarmazo C. albicans
izolatumok virulencidjat vizsgaltak. A kezelés kezdetén, majd harom hoénappal késobb
begylijtott mintak (rendre 124A ¢és 140A) MLST (Multilocus sequence typing) analizise
igazolta, hogy bar ezek egyetlen tOorzs izolatumainak tekinthetk, a két minta kozott
kromoszomalis kilonbségek mutathatok ki. A két izolatum virulenciajanak ésszehasonlitasa
in vivo egér modell alkalmazéasival tortént. Eredményeik szerint a korabbi izolatum
valamennyi vizsgalt paraméter (tulélés, vese nekrozis, gyulladas id6tartama) szempontjabol
virulensebbnek bizonyult a késébbi izolatumnal. Egér makrofagokkal vald négy 6ras in vitro
inkubalas soran a 124A izolatum 50%-0s makrofag pusztulast valtott ki, mig a 140A izolatum
nem okozott szignifikans karosodast. A 124A izolatum magasabb extracellularis foszfolipaz
aktivitassal volt jellemezhet6, és toleransabbnak bizonyult H,O,-dal valamint ecetsavval
szemben. A szerzék konklizioja szerint a genetikai variabilitds eszkoze lehet egy
folyamatosan valtoz6 immunkompetenciaju gazdahoz vald alkalmazkodasnak (Sampaio és
mtsi, 2010).



4. Célkitiizés 25

4. CELKITUZESEK

Munkank elsodleges célja az egyre novekvo egészségiigyi problémat jelenté
opportunista human patogén élesztéo, a C. parapsilosis emlés fagocitakkal torténd
kolcsdnhatdsanak jellemzése volt. Valaszt kerestiink arra, hogy az emlitett gazda sejtek
fagocitaljak-e az élesztét, és ha igen, mi lesz annak tovabbi sorsa. Célunk volt tovabba a
kblcsonhatds soran az élesztében és a fagocitakban bekovetkezé transzkripcios
valtozdsok nyomon kovetése, és a kivaltott immunvalasz jellemzése. Meg kivantuk
vizsgalni, hogy a két kiilonboz6é niche, vagyis a kornyezeti és a gazda mili6 milyen
genomi szervezodéssel parosul C. parapsilosis-ban, és milyen genetikai elemek

jarulhatnak hozza a kétféle kornyezethez valé alkalmazkodashoz.

Hogy a felmerlt kérdésekre valaszokat adjunk, az alabbi célokat tiiztiik ki:

1. A gazda - C. parapsilosis kolcsonhatds jellemzesére alkalmas in vitro modellrendszer

kidolgozéasa és alkalmazasa.

2. A modell hasznélata gazda-patogén interakcié komplex tanulméanyozasara. Klinikai és
kornyezeti C. parapsilosis izolatumok, mutans térzsek OLE2" (4/4ole2::FRT), LIP™ (4/4lip1-
A/Alip2::FRT) valamint kdzel rokon fajok (C. orthopsilosis és C. metapsilosis) bevonasaval a
kivaltott gazda valasz esetlegesen eltéré jellegének, és a kiilonboz6 torzsek fagocitak
jelenlétében potencidlisan megvaltozott génexpressziés mintazatainak felderitése és

0sszehasonlitasa.

3. Klinikai és kornyezeti C. parapsilosis izolatumok genomi szintii részletes 6sszehasonlito

analizise. Az esetleges kulonbségek és az alkalmazkodas eszkozeinek felderitése.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletekben hasznalt mikrobak

Fainéy Azonosito
! kod
Candida ATCC
albicans 90028
Candida

glabrata CBS 138
Candida CBS 566
guilliermondii

Candida PL 429
metapsilosis

Candld_a _ MCO 456
orhopsilosis

Candida cDC 317
parapsilosis

Candida CBS
parapsilosis 1954
Candida CBS
parapsilosis 6318
Candida GAL
parapsilosis

Candida LIp *
parapsilosis

Candida OLED **
parapsilosis

Candida

tropicalis CBS 94

Szarmazasi ,
Forras
hely
lowa, USA Human vér
n.a. Human széklet
n.a. Human kopet
Sri Lanka Human kopet
Pozsony, na
Szlovékia -
Pozsony, n.a
Szlovakia e
n.a. Klinikum

Olaszorszag Olajfa, termés

Egészséges human

USA bor
Ij|amburg,, Human vér
Németorszag
Horghurutban
n.a.

szenved6 beteg

Hivatkozas
(Espinel-Ingroff
és mtsi, 1992)

(Sato és mtsi,
1994)

(Kurtzman és
Suzuki, 2010)

(Rudek, 1978)

(Lott és mtsi,
1993)

(Lott és mtsi,
1993)

(Kuhn és mtsi,
2004)
(van Rij és
Verona, 1949)

(\Valach és mtsi,
2012)

(Gacser és mitsi,
2005)

(Gacser és mtsi,
2007¢)

(Sato és mtsi,
1994)

*a GA1 jeli torzs szekretalt lipazokra (lipaz-1 és lipaz-2) nézve deficiens, A4/4 lip1- A/A lip2::

FRT genotipusu mutansa

** a GALI jelt torzs A9 sztearil koenzim A zsirsav deszaturaz 2 génre (OLE2) nézve deficiens,

A/4 ole2::FRT genotipust mutansa
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5.2. A kisérletekben hasznalt sejtvonalak

Sejtvonal

Organizmus Forras Tipusa Hivatkozéas
neve
J7r74.2 Mus musculus BA,‘L!.B/C Makrotagszeri | SIGMA-ALDRICH
egértorzs
THP-1 Homo sapiens Akut mieloid Monocitaszerii | SIGMA-ALDRICH

leukémias beteg

5.3. Tenyésztéshez hasznalt tapoldatok, taptalajok
YPD-PS tapoldat/taptalaj: 0,5 m/V% éleszt6 kivonatot, 1 m/V% peptont és 1 m/V%
D-glukozt tartalmaz6 tapoldat, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal kiegészitve.

Téptalaj esetén tovabbi 2,5 m/VV% agarral kiegészitve.

J774.2 tapoldat: BioWhittaker DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
tdpoldat, 10 V/V% hdinaktivalt FBS-sel 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal

kiegészitve.

THP-1 tapoldat: RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 tapoldat, 10 V/V%
héinaktivalt FBS-sel, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal és 0,05 pM B-

Merkaptoetanollal kiegészitve.

PBMC/PBMC-DM tépoldat: RPMI 1640 tapoldat, 10 V/V% héinaktivalt human

szérummal, 100 U/ml penicillin-sztreptomicin oldattal kiegészitve.

5.4. Kisérleti modszerek
5.4.1. Sejtvonalak és éleszto torzsek fenntartasa, tenyésztése, primer sejtek izolalasa
Candida torzsek fenntartasa: Az éleszt6 torzseket YPD-PS taptalajon tartottuk fenn

4 °C-os hiitében, kéthavonta frissitve a tenyészeteket.

Candida torzsek tenyésztése: Az élesztoket a felszaporitdshoz szilard taptalajrol
oltottuk kaccsal 2 ml YPD-PS tapoldatba, majd 30 °C-on, razatéban hozzavetélegesen 200-as

fordulatszammal egy éjszakan at inkubaltuk.
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J774.2 és THP-1 sejtek tenyésztése/fenntartasa: A fagocitak felnevelése a korabban
leirt 6sszetételil, a sejttipusnak megfeleld tapoldatban tortént, 37 °C, 5% CO, tenzi6 és 100%-

os relativ paratartalom mellett.

Egér hasiregi makrofagok izolalasa: Az emlitett sejttipus izolalasa vad tipusd
BALB/C egerekbdl tortént. Az egerek hastiregét 10 ml jéghideg, steril PBS-sel (0,8 m/V%
NaCl, 0,02 m/V% KCI, 0,144 m/V% Na,HPO,, 0,024 m/V% KH,PO,) mostuk &t. Az igy
nyert makrofagokat centrifugalassal (120 g, 10 min) gyijtottik G6ssze. A vordsvértestek
eltavolitasa ACK lizis pufferrel (0,8 m/VV% NH,4CI, 0,1 m/V% KHCO3) vald kezeléssel tortént
(10 min, jégen). Ulepitést kovetden (120 g, 10 min) a sejteket 37 °C-ra melegitett J774.2
tapoldatban szuszpendaltuk fel. A sejteket 12 mintahelyes tenyésztéedényben inkubaltuk a »
J774.2 és THP-1 sejtek tenyésztése/fenntartasa” pontban leirt korilmények kozott, majd
egy oraval késobb a letapadt sejteket elomelegitett PBS-sel mostuk, végiil friss eldmelegitett
J774.2 tapoldattal lattuk el, és azonnal fert6ztiik.

PBMC izolalds és PBMC-DM differencialtatas: A periférias vér mononuklearis
sejtjeinek izolaldsa egészséges felndtt donorok vérébol eldallitott ,buffy coat”
vérkészitménybdl tortént Ficoll Paque Plus (GE Healthcare) siirliség gradiens centrifugalassal
(175 g, 30 min, 4 °C). A PBMC frakcié Osszegytijtését (220 g, 10 min) kovetden az "Egér
hastregi makrofagok izolalasa" pontban leirtak szerint a sejteket ACK lizis pufferrel
kezeltuk, PBMC téapoldatban vettiik fel és 12 mitahelyes tenyésztéedénybe inkubaltuk ket
két oran keresztil (37 °C, 100% relativ paratartalom, 5% CO; tenzi6). A mintahelyeket 1-1 ml
elémelegitett PBS-sel mostuk, majd 1-1 ml PBMC téapoldatban 5 napon keresztul a fent
emlitett kortlmények kozott inkubaltuk a sejteket. Ez id6 alatt a PBMC-k makrofagokkéa

differencialodtak.

5.4.2. Fertozés, fagocitozis és Olési hatasfok meghatarozasa

In vitro fertézés: Az in vitro fert6zésekhez tenyésztd csészéket vagy 6-, 12- 96
mintahelyes tenyésztéedényeket hasznaltunk. Ezekben rendre 3x10° (/8 ml), 5x10° (/2 ml),
2x10° (/1 ml) illetve 5x10* (/100 pl) gazda sejtet fertéztiink dtszords mennyiségii élesztével.
A PBMC-DM sejteken kozvetlenil a fertézést megel6zéen tapoldatot cseréltiink. Az egér
hasiiregi makrofagokat kozvetleniil izolalas utan fertéztilk. A gomba sejteket a korabban
leirtak szerint szaporitottuk fel, majd PBS-sel (2500 g, 3 min) val6 kétszeri mosast kovet6en
steril PBS-ben allitottuk be a kivant sejtkoncentraciot.
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Fagocitozis vizsgalat: A J774.2 makrofagok fagocitald képessegének analiziséhez
Alexa Fluor 647 karboxilsav szukcinimidil észter fluoreszcens festékkel jelolt élesztoket
hasznéltunk a korabban ismertetett protokoll szerint (Nemeth és mtsi, 2013). Ezeket J774.2
fagocitakkal inkubaltuk 12 mintahelyes tenyésztéedényben a kisérlettdl fiiggden 15, 30, 60,
120 és 180 percig. A sejteket PBS-sel valé mosast kovetéen 50 pul FACS pufferben (0,5%
FBS PBS-ben oldva) szuszpendaltuk fel. Az igy el6készitett mintak vizsgalata és elemzése
Amnis FlowSight készulékkel és a mellékelt IDEAS kiértékel6 szoftverrel tortént.

Olési hatasfok meghatarozasa: A THP-1 sejtek fertézése az "In vitro fert6ézés"-
pontban ismertetett médon 96 mintahelyes tenyésztéedényben tortént. Ezzel parhuzamosan a
fagocitékat nem, kiz&rdlag a THP-1 tapoldatot tartalmazo kontroll mintahelyekbe is élesztd
szuszpenziot pipettdztunk a fertézéshez hasznalt mennyiségben és térfogatban. 3, 6 illetve 12
h inkubaciot (37 °C, 100% relativ paratartalom, 5% CO; tenzid) kovetéen a Szuszpenzidt
mikrocentrifuga csdvekbe gyljtottiik, és fecskendore illesztett 27G vagy 29G jeli injekcids ti
segitségevel feltartuk a sejteket A higitott szuszpenziobdl 100 pl-t szélesztettink YPD-PS
taptalajra, amelyeket két napon keresztul 30 °C-on inkubaltunk. A telepszamok ismeretében
az 6lési hatékonysag kiszamitasa az alabbi képlet szerint tortént: [(Atlag konwon - Atlag
Fertézés)/AL1ag kontron] X100.

5.4.3. Mikroszkopos vizsgalatok

Scanning elektronmikroszképia: A 24 mintahelyes tenyésztéedénybe helyezett
korong alakt fed6lemezeken tenyésztett J774.2 sejteket az ""in vitro fertézés™ pontban leirtak
szerint C. parapsilosis GA1 torzzsel fert6ztiik. 1 6raval késébb, PBS-es mosast kovetden a
mintakat fixaltuk 2,5% glutaraldehidet tartalmaz6 Sorenson-pufferben (pH=7,5) egy éjszakan
at 4 °C-on. A szaritast felszallo alkoholsorral végeztik: 50% etanol (2x15 min, jégen), 70%
etanol (2x15 min, jégen), 80% etanol (2x15 min, jégen), 90% etanol (2x15 min, jégen), 95%
etanol (2x15 min, jégen), abszolut etanol (2x15 min, jégen). A fed6lemezeket ezutan terc-
butil alkohol : abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyu keverékébe, majd 100%-os terc-butil
alkoholba helyeztiik 1-1 orara szobahémérsékleten. A mintakat végiil tomény terc-butil
alkoholban 4 °C-on fagyasztottuk, és egy éjszakan at liofilizaltuk. A mintdkat rogzitettik,
majd a sziikséges aranyréteg felvitelét kovetden (Quorum Technologies SC 7620 *Mini’) a

mintakat Hitachi S-4700 scanning elektronmikroszkdp segitségével elemeztik.
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Akridin narancs/kristaly ibolya festés: A festés alapjaul Miliotis altal kdzolt
modszer  szolgalt  (Miliotis, 1991). A J774.2 makrofagokat a "Scanning
elektronmikroszkopia™ pontban ismertetett modon korong alaka feddlemezeken
tenyésztettiik és fertéztiik. 3 illetve 8 draval ezutan a mintak festéséhez 0,01 m/V%-os akridin
narancs oldatot illetve 0,15 M-os kristaly ibolya festéket alkalmaztunk fél-fél percig.
Valamennyi lépést PBS-es mosas kovetett. A korongokat atlatszd kéromlakkal rogzitettik
targylemezen egy csepp PBS-ben. A festést szobahdmérsékleten, sotétben végeztik. A

mintakat Olympus DP-72 fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk.

Lizoszéma - fagoszoma kolokalizacios vizsgalat: A lizoszoméakat Lysotracker Red -,
az ¢élesztéket FITC (Fluoreszcein-izotiocianat) fluoreszcens festékkel tettik lathatova. A
gombakat egy éjszakan at tenyésztettik YPD-PS-ben, kétszer mostuk PBS-sel (2500 g, 3
min), majd FITC-pufferben (100 mM NaCl, 50 mM NaHCO3) vettiik fel, amelyhez 25 pg/ml
végkoncentracioban FITC festéket adtunk. A szuszpenziot fényt6l elzartan, rdzatoban (~ 200
rpm) inkubaltuk egy éjszakan at 30 °C-on, majd 5x mostuk PBS-sel, és fertéztiikk a "Scanning
elektronmikroszkopia'™ pontban emlitett, korongokon nevelt J774.2 makrofagokat. Az
inkubaciot kdvetden a mintahelyekben 1évé tapoldatot, PBS-ben oldott 50 nM koncentrécioju
Lysotracker Red oldatra cseréltiik. Két oraval késobb az oldatot eltavolitottuk, a mintakat
PBS-sel mostuk, majd PBS-ben, atlatsz6 kéromlakk segitségével targylemezre rogzitettik. A

felvételeket Olympus konfokalis LSM mikroszkoppal készitettik.

5.4.4. Molekularis technikak

DNS kivonas gombabdl: A torzseket a "Candida torzsek tenyésztése" pontban
leirtak szerint neveltliik fel. A sejtek feltarasa 500 pl lizis pufferrel (1 m/V% SDS, 50 mM
EDTA, 100 mM TRIS pH=8) és 500 pl tiveggyonggyel, 3 perc vortex razatéssal tortént. A
mintakhoz 275 ul 7 M-0s ammonium-acetatot adtunk, és 5 percig 65 °C-on, majd 5 percig
jégen inkubaltuk o6ket. 500 ul kloroform-izoamilalkohol (24:1) hozzdadasat kovetden a
mintékat centrifugaltuk (16000 g, 10 min). A fels6é fazist egy masik csGbe pipettaztuk,
amelyhez 500 pl izopropanolt adtunk, és 5 percre -20 °C-ra helyeztik. Az oldatot
centrifugaltuk (16000 g, 10 min) a felliliszot eltavolitottuk, a kililepedett csapadékot 70%-0s
etanollal mostuk a fenti paraméterekkel. A feliiliszo eltavolitasa utdn a mintakat szaritottuk,

és 100 ul RN-azos bidesztillalt vizben szuszpendaltuk fel.
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RNS kivonas J774.2 sejtekbél: Az RNS kivonashoz Qiagen RNeasy Plant Mini Plus
Kit-et hasznaltunk a gyarté utasitésai szerint. A folyamat soran DN-az kezelést végeztink 20
percen keresztil, melyhez Qiagen RNase-Free DNase Set-et hasznaltuk.

RNS Kkivonas THP-1 és gomba sejtekbél: Az RNS kivonashoz Qiagen RNeasy Plant
Mini Plus Kit-et hasznéltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen, a kovetkezé modositasokkal.
A gombdkat illetve a fagocitakat 15 ml-es Falcon cs6be gytijtottiik 6ssze, majd Ulepitettik ki
(220 g, 5 min, 4 °C ). A sejteket jeghideg PBS-sel mostuk azonos korulmények kozott. A
szuszpenziot 500 pl steril RN-az mentes desztillalt vizben szuszpendaltuk fel, majd steril
fecskendd (Iml) és injekcios ti (27G vagy 29G) segitségével feltartuk a fagocitakat. A
szuszpenzidt centrifugaltuk (2500 g, 3 min), és a fellluszd 475 pl-ét eltavolitottuk. A
Killepedett sejteket 650 pl RLT feltar6 pufferben szuszpendaltuk fel. Az RNS izolalas

tovabbi lépései a gyartd, gomba sejtekhez javasolt protokollja szerint torténtek.

RNS minéség/mennyiség ellenérzés: Az izolalt RNS mennyiségét NanoDrop ND-
1000-es spektrofotométer, a mindségét Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék segitségével

hataroztuk meg.

Microarray analizis: Az analizishez Whole Mouse Genome 4x44K Oligo
microarray-t hasznaltunk a gyartd utasitasainak megfeleléen. A "RNS kivonas J774.2
sejtekbol’ pontban ismertetett modon izolalt totdl RNS mintdk 1-1 pg-jabol Agilent
QickAmp Labeling Kit felhasznalasaval szintetizaltunk cDNS-t, majd ezt templatként
felhasznélva Cy3 jel6lt cRNS-t szintetizaltunk a protokoll leirdsat kovetve. A jelolt cRNS-t
tisztitottuk (Qiagen RNeasy kit) majd NanoDrop ND-1000 spektrofotométer segitségével
meghataroztuk a festék mennyiségét (>9 pmol/ug cRNS) és a cRNS koncentracidjat. Minden
mintabél 1,65 pg Cy3 jelolt cRNS-t alkalmaztunk a hibridizacids Iépéshez, amelyet 65 °C-on
végeztik 17 oran at. A fluoreszcens szignalok dokumentalasa Agilent Microarray Scanner
segitségével tortént, az adatok kiértékeléséhez a ,,Feature Extraction” program 10.5.1.1
verzidjat és a GeneSpringGX szoftvert hasznaltuk. A szignifikansan megvaltozott expressziot
mutaté gének azonositasara a Database for Annotation, Visualization és Integrated Discovery
(DAVID) Bioinformatic Resources 2007 szoftvert (Huang da és mtsi, 2009) hasznaltuk.

cDNS szintézis: A reverz transzkripciohoz Fermentas RevertAid First Strand cDNA

Synthesis Kit-et hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfeleléen. Minden reakcié 0,5-0,5 pl
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oligo (dT)18 és random heaxamer primereket tartalmazott. A szintézis soran maximum 1 pg,
RNS templatot hasznaltunk. A reakcio lépései: 25 °C, 5 min majd 42 °C, 60 min és 70 °C, 5

min.

Valos idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR): A génexpresszios vizsgalathoz Fermentas
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) Kit-et hasznaltunk a gyartd utasitasainak
megfeleléen. A reakcid 20 pl végtérfogatban zajlott, a gyartd altal mellékelt protokollban
szerepl6 térfogatokat ennek megfeleléen csdkkentettik. A program 1épései a kovetkezok
voltak: 95 °C, 3 min, majd 50 cikluson keresztul 95 °C, 10 sec majd 60 °C, 30 sec. A
termékek olvadési gorbeit 65 - 95 °C-os tartomanyban (0,5 °C-os lépésekkel) rogzitettik. A
relativ expresszi6s értékek kiszamitasa a 2°““Y eljarassal tortént, a gyartd altal mellékelt
szoftverrel. Egér esetén B-aktin, human esetén B-2 mikroglobulin szolgalt belsé kontrollként.

A reakcidkban hasznalt primerek listajat az 1. szamu melléklet tartalmazza.

Tnfrsf9 jelolés és aramlési citometria: a "Candida torzsek tenyésztése" pontban
ismertetett modon felszaporitott élesztoket 5x mostuk PBS-sel, majd 1:5 aranyban fertoztiik a
6 mintahelyes tenyésztéedényben nevelt J774.2 makrofagokat. A sejteket PBS-sel mostuk,
majd 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, és PBS-ben 500x-osra higitott fikoeritrin konjugalt
anti-Tnfrsf9 antitesttel inkubaltuk 1 6ran at, fényt6l védve, szobahOmérsékleten. A sejteket

PBS-sel mostuk és FACScan aramlasi citométerrel analizaltuk.

Polimeraz lancreakcio: Valamennyi PCR-t (ALS gének és delécié validacio)
Fermentas DreamTaq DNA Polymerase Kit-tel végeztiink. Egyetlen 20 ul végtérfogatl
reakcio az alabbi komponenseket tartalmazta: 1x DreamTaq puffer (20 mM MgCl,), 0,25-
0,25 uM forward és reverse primer (Sigma), 0,2-0,2 mM dNTPs (Fermentas), 20-50 ng
genomi DNS templat és 1 unit DreamTag DNA polimeraz. A fenti reakcioelegyet az alabbi
kortalmenyek kozott inkubaltuk: 94 °C, 3 min elédenaturacio, majd 35 cikluson keresztil 94
°C, 15 sec, 56-60 °C, 15 sec és 0:15 - 1:40 min 72 °C végil 72 °C, 3 min utépolimerizacié. A
nagy szamu primerkombinacio és a reakciok soran képzodo fragmentumok kiilonb6z6 méretei
miatt az annealing homérsékleteket és a polimerizacié id6tartamat minden egyes reakciora
optimalizalni kellett. Az ALS gének amplifikaciojahoz és a deléciok igazolasahoz hasznalt
primereket rendre a 2. illetve a 3. szamu melléklet, a PCR-ek koriilmenyeit a 4. szamd

melléklet tartalmazza. A termékek minéségérél, méretiiktol fliggden, 1%, 2% (DEL#16 és
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DEL#17) vagy 3%-os (DEL#18, DEL#19 és DEL#20) agar6z gelen horizontalis

gélelektroforézis segitségével gydzodtiink meg.

PCR amplikonok izolalasa Sanger-szekvenalashoz: PCR termékek izolalasat
Geneaid Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit-tel végeztik agaroz gélbél a gyartéd "Gel

Extraction (Sequencing) Protocol" utasitasainak megfeleléen.

DIG-dUTP jelolt probak eléallitasa: A DIG-jel6lt proba elkészitésehez Fermentas
DreamTaq DNA Polymerase Kit-et hasznaltunk a gyartd altal javasolt protokoll szerint. A
dNTP mix Osszeallitdsa Fermentas dNTP és Digoxigenin-11-dUTP (Roche) felhasznéalasaval
tortént. A komponensek koncentracidja megegyezett a "Polimeraz lancreakcié" pontban
ismertetett korulményekkel. A PCR program az aldbbi [épéseket tartalmazta: 3 min
elédenaturacio 94 °C-on, majd 35 cikluson keresztul 15 sec, 94 °C, 15 sec, 52-57 °C, 1:20
min, 72 °C, végul utépolimerizécié 3 min, 72 °C-on. A felhasznalt primerek szekvenciait és a
PCR-ek annealing hdmérsékleteit a pontos DIG-dUTP mennyiségek feltintetésevel rendre az

5. és 6. szamu melléklet tartalmazza.

Southern hibridizacié: Munkank alapjaul Géacser és munkatarsai altal publikalt
modszer szolgalt (Gacser és mtsi, 2007c). A genomi DNS-t a ,,DNS kivonas gombabol”
pontban leirtak alapjan izolaltuk, és a kovetkezd restirikcios enzimekkel (Fermentas) egy
éjszakan at emésztettilk: Kpnl-Sacl (Delécié-3), EcoRI (Delécio-5), Hindlll (Delécio-6) a
gyartd utasitasainak megfeleléen. A DNS-t izopropanollal csaptuk ki és 70%-o0s etanollal
mostuk (16000 g, 10 min). A mintakat 0,8% agar6z gélen futtattuk DIG-jelolt DNA
Molecular Weight Marker V11 (Roche) mellett. A fragmentumokat Amersham Hybond-N (GE
Healthcare) filterre blottoltuk, és UV fénnyel kovalensen rogzitettik. A hibridizacié egy
éjszakan at zajlott 65 °C-on a ,DIG-dUTP jelolt prébak eléallitasa” pontban leirt
amplikonokkal. A DNS szakaszokat Antidigoxigenin-AP Fab fragmentumokkal (Roche) és
NBT/BCIP (Roche) oldattal tettiik lathatdva

5.4.5. Kariotipizalas
Protoplasztalas: Az agar6z blokkok eldallitasat Schwartz és Cantor altal kidolgozott
modszer alapjan végeztik (Schwartz és Cantor, 1984), a kovetkez6 modositasokkal. A
torzseket 5 ml YPD-PS téapoldatban neveltik (30 °C, ~ 200 rpm), oxigén dus kornyezetben
egy napon keresztil, majd a teljes szuszpenziét friss 5 ml YPS-PS tapoldatra cseréltik, és egy
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Ujabb éjszakan at inkubaltuk az emlitett koriilmények kozott. Az éleszté szuszpenzid 1 ml-ét
kétszer mostuk jéghideg 0,05 M EDTA-val (Sigma) (pH=7,5) (2000 g, 3 min), majd a
kitlepedett sejteket 1 ml frissen elkészitett izotonias pufferben (0,1 M foszfat-citrat pufferben
oldott 0,7 M szorbitol, 0,3 M mannitol, 1 mM EDTA pH=5,8) oldott 1 M-0s Na-
tioglikolatban inkubaltuk (30 °C, 1 h, ~ 200 rpm). Izotonias pufferrel valo mosast kovetéen
(2000 g, 3 min), 5 ml izot6niés pufferben oldott 3 m/V% Helikaz és 0,5 m/\V% NovoZym 234
(Novo BioLabs) enzimeket tartalmazé oldatban inkubaltuk (30 °C, ~ 200 rpm, egy €éjszakan
at).

Agardzba agyazas: A szferoplasztokat izotonias pufferrel val6 mosast (300 g, 5 min)
kovetéen 42 °C-ra melegitett 0,125 M EDTA-ban szuszpendaltuk fel, majd 2%-os alacsony
olvadaspontl agardézzal (Sigma) kevertiink 6ssze, és pipettaztunk ontéformaba. Az agaroz
blokkokat 1 mg/ml Proteindz K-val (Sigma) kiegeszitett 2 ml NDS pufferben (1% N-
laurylsarcosine 0,5M EDTA-ban oldva, pH=9,5) inkubaltuk (50 °C, két nap). Ez id6 alatt az
oldatot egyszer cseréltik. A blokkokat egy éjszakan keresztil 0,5 M EDTA-ban (pH=8)

mostuk 4 °C-on, majd Gjra cserélve hasznalatig ebben az oldatban taroltuk.

Futasi paraméterek: Az éleszté kromoszémakat CHEF eljarassal (Chu és mtsi, 1986)
valasztottuk szét a kovetkez6 beallitasokkal: 0,9%-0s agaréz gél, 60-450 sec switching time,
90 V feszilltség, 168 h futasi id6. Futtatdé kdzegként 0,5x TBE puffert alkalmaztunk (10 °C),
amelyet hozzavet6legesen 42 oranként cseréltiink le. A gél festése 0,1%-0s etidium-bromid

oldatban (30 min), defestése desztillalt vizben (4 °C, egy éjszakan at) tortént.

5.4.6. Genom és RNS szekvenalas, in silico - és statisztikai analizis
Az in silico vizsgalatok (mind a genom, mind az RNS szekvenalas) kollaboracidban
zajlottak Dr. Toni Gabaldén és Leszek Pryszcz kozremilodésével (CRG, Barcelona,
Spanyolorszag). A modszereket egyiittmiik6dé parteneriink bocsatotta rendelkezésunkre,

amelyek részletes leirasat a 7. szamu melléklet tartalmazza.

Genom szekvenalas: A harom torzs (CBS 1954, CBS 6318 és GAL) szekvenciajanak
meghatarozasara a CRG genomikai kdzpontjaban kerdlt sor Illumina GAlIx vagy HiSeq2000

szekvenalo berendezes segitségevel.
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Genom 0sszeillesztés: A miivelet sordn a leolvasasok szuperkontigba illesztéséhez a
SOAPdenovo program 1.05-0s verzidjat (Li és mitsi, 2008) a ,,gap”-ek feltdltéséhez a
SOAPdenovo szoftvercsomag GapCloser alkalmazésat, a szuperkontigok “scaffolod"-okba

rendezéséhez az Oslay szoftver 1.0-as verzidjat hasznaltuk (Richter és mtsi, 2007).

Genom annotécid: A genpredikcidé soran az Augustus szoftver 2.5.5-0s verzidja volt
segitségunkre  (Stanke és mtsi, 2006). A gének annotalasdhoz az alabbi
adatbazisokat/szoftvereket hasznaltuk: MetaPhORs webszerver (Pryszcz és mitsi, 2011),
PFAM (Protein Families Database) adatbazis (Bateman és mtsi, 2004) és a HMMER szoftver
3.0.3-as verzidja (Eddy, 2011).

SNP-k és rekombinacidk detektalasa: A leolvasasok referencia genomra illesztését a
Bowtie2 szoftverrel (Langmead és Salzberg, 2012), az SNP-k és INDEL-ek azonositasat a
GATK program 2.1-13-a verzidjaval (McKenna és mtsi, 2010) a rekombinacié nyomainak
azonositasat a RDP3 szoftver segitségével végeztiik (Martin és mtsi, 2010).

Strukturalis variansok detektaldsa: A struktdralis variansok vizsgalatat a Delly
programcsomaggal végeztiik (Rausch és mtsi, 2012). A duplikaciok és delécidk azonositasa a
gének RPKM értékeinek log, szamértéke alapjan tortent.

RNS szekvendlas — konyvtar osszeallitas: A konytar létrenozasat Parkhomchuk és
munkatérsainak illetve Weissenmayer és munkatarsainak eredményei alapjan végeztiik
(Parkhomchuk és mtsi, 2009) (Weissenmayer és mtsi, 2011). Az RNS szekvenalas
hozzavet6legesen 200 bp hosszasagu fragmentumok felhasznalasaval tortént, a szalspecifikus
konyvtar létrehozasahoz dTTP helyett dUTP tartalmd dNTP mixet alkalmaztunk. A
szekvenalas soran Illumina Genome Analyzer I1x platformot hasznaltunk a gyartd utasitasai

szerint.

»Read-mapping” és expresszios analizis: A leolvasasok minéségi analiziséhez az
Illumina Genome Analysis szoftver 1.4-es verzidjat, referencia genomra illesztéséhez a
TopHat 2.0.6 programot hasznaltuk (Trapnell és mtsi, 2009). Az RNS populécié mennyiségi
meghatarozasa a Flux-capacitor szoftver 1.24-es verzidjaval, az eltéréen regulalodd genek

azonositasa a DESeq programmal tortént.
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Szekvencidk illesztése a toréspontok meghatarozasahoz: A PCR3 fragmentek
szekvencidjanak a referencia CDC317 térzs genomi szekvenciajara valo illesztése a BioEdit
szoftver 7.0.9.0 verzidjaval (Hall, 1999) tortent.

Statisztikai analizis: Az adatok kiértékeléset, az atlagok, a szorasok és a kilonbségek
szignifikancigjanak kiszamitasat parositatlan t-proba analizissel a GrapPad Prism 6 szoftverrel
végeztlk. A kildnbségeket p<0,05 értékek esetén tekintettiik szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. A makrofag valasz vizsgalata in vitro C. parapsilosis fert6zéses modellben
6.1.1. A kélcsonhatas tanulmanyozaséara kidolgozott in vitro modell

Munkank célja a gombak elleni védekezésben szerepet jatszd fagocitak, azon belil is a
makrofagok C. parapsilosis-ra adott valaszanak megismerése és jellemzése volt. Ennek
érdekében egy egységesitett in vitro fert6zéses modellt dolgoztunk ki, amelyben a
makrofagok szerepét a szakirodalomban gyakran hivatkozott J774.2 egér makrofag sejtvonal
sejtjei toltotték be. Ezeket a gazda sejteket a C. parapsilosis GA1 jeli klinikai izolatumaval
stimulaltuk (Gacser és mtsi, 2005). Korabbi tapasztalataink alapjan valamennyi

kisérletiinkben egységnyi makrofagot 6tszords mennyiségii élesztdvel fertdztiink.

6.1.2. J774.2 egér makrofagok és C. parapsilosis kdlcsonhatas kezdeti 1épései

A fagocit6zis kinetikdjat aramlasi citométer segitségével kovettiik nyomon. A
fagocitalo sejtek elkilonitése érdekében, a gomba sejteket Alexa Fluor 647 fluoreszcens
festékkel jeldltik meg. A fagocitozis kinetikajanak jellemzése céljabol a méréseket az
indukcio kiilonboz6é id6pontjaiban (10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h) végeztik el. Az
aramlasi citometria mérések soran a makrofagok mérettartoményéaban a fluoreszcens fényt
emittdlo eseményeket tekintettik fagocitdld makrofagoknak. Mérésink soran minden
idépontban ezen események szamat viszonyitottuk a teljes makrofdg populécié szdmahoz,
ezzel meghatarozva az éleszté sejtekkel asszocialt makrofagok aranyat. Megfigyeléseink
szerint az éleszt sejtek felvétele mar az inkubacio els6 30 percében kimutathat6. A fagocitald
makrofagok részaranya a fertzést kovetd 2. oranal az 50%-ot is meghaladta eés egészen az
inkubacié harmadik 6rajaig emelkedett. Ugy talaltuk, hogy ennél az idSpontnal a folyamat
telitési fazisba lépett, ugyanis 3 orat kovetéen nem tapasztaltunk lényegi emelkedést a

fagocitalo sejtek aranyaban (1. abra).
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1. dbra. A fagocitozis kinetikaja J774.2 egér makrofag sejtek és Alexa Fluor 647 jelolt C.
parapsilosis GALl ¢lesztok kolcsOnhatasdban. A zolddel jeldlt teriletben foglalt
eseménypontok az élesztével asszocidlt makrofagokat jelentik. A szazalékos ertékek ezek
aranyat mutatjéak a teljes makrofag populéciéra vonatkoztatva.

Az éleszté sejtek felvételének nagy felbontasu, optikai vizsgalatat scanning
elektronmikroszkop segitségével végeztiik el. Az inkubacid els6 orajaban fixalt mintakon jol
elkiilonithet6k a fagocitozis kezdeti 1épései: a felismerés/kapcsolodas, az élesztd koriil az

allab képzbédése, majd annak kozel teljes zarodasa (2. abra).

— (I e e (]
10.0kV 15.4mm x4.50k SE(V) 10.0kV 12.4mm x4.00k SE(U)

2. abra. J774.2 egér makrofagok és C. parapsilosis GAL izolatum kdlcsonhatasanak
eseményei egy oOraval a fertdzést kovetden. Az abran a felismerés (A), allab képzdodés (B) és a
fagoszoma zéarddas (C) momentumai lathatok. A fehér nyil egy, a zar6dé fagoszomaban 1évo
¢lesztd sejtet jelol.
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6.1.3. A lizoszomak és a fagoszomak kolokalizacidjanak vizsgélata a fagocitozist

kovetéen

A makrofadg sejteken belul lejatsz6d6 folyamatok vizsgélatara egy kombindlt
fluoreszcens festési eljarast alkalmaztunk. Ennek egyik elemeként az élesztd sejteket FITC
fluoreszcens festékkel jeloltik meg, amely a sejtfalhoz kotddik. Megteleld gerjesztd fény
alkalmazasa esetén a gombak zold fluoreszcens fényt emittalnak. A makrofagok fert6zését
ezekkel a FITC-jelolt gomba sejtekkel végeztiik el. Az inkubacios id6 (3 h és 8 h) leteltét
kovetéen egy ujabb fluoreszcens festéket (Lysotracker Red) alkalmaztunk, amely a sejtek
savas kompartmentjeiben (lizoszoma) protonalédnak és ebben a formajukban (a sziikséges
gerjesztd fénnyel valé megvilagitast kdvetden) piros fluoreszcens fény kibocsatasaval teszik
lathatova a savas lumeni sejtalkotokat. A mintakat konfokalis fluoreszcens mikroszkop
segitségével vizsgaltuk. Elozetes kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy a makrofagokon
kiviil 1évé gombak fluoreszcens szigndljanak kioltasa/elfedése egyrészt sziikségtelen,
masrészt interferdl a FITC/Lysotracker Red festéssel igy ennek alkalmazéaséatol a
késObbiekben eltekintettiink. A felvételeinken jol lathatd, hogy az élesztd sejtek felvételét
kovetden a makrofidgokat intenziv lizoszéma formalodas jellemzi. Az inkubécié harmadik
orajaban ezek a sejtalkotok alig vagy ritkan kolokalizalnak a gomba sejtekkel. Ezzel szemben
a késébbi idépontban (8 h inkubaciot kovetden) a lizoszomak tobbsége fagoszomaval

asszocidlt (3. &bra).

3. abra. Konfokalis fluoreszcens mikroszképos felvétel a J774.2 - C. parapsilosis GAl
kolcsonhatdsrdl FITC/Lysotracker Red festést kovetéen. A fertézés harmadik orajaban (A) az
¢lesztd sejtek fagocitdzisa teljes, de ezek a Lysotracker Red festék révén pirosra fest6do
lizoszomékkal (fekete nyilak) nem mutatnak kolokalizciot. A fertézést kdvetd nyolcadik
oradban (B) ugyanakkor az élesztok és a lizoszémak szorosan asszocialtak egymassal (sarga
nyilak).

6.1.4. A felvett élesztok életképességének nyomon kovetése
Miutan megallapitottuk, hogy a J774.2 sejtek képesek felvenni az élesztéket, és a

folyamatot kovetden a lizoszoméak ¢és a fagoszoméak kolokalizacioja is bekdvetkezik,
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megvizsgaltuk, hogy a makrofagok képesek-e elpusztitani is az élesztéket. A kérdés
megvalaszoldsara az un. akridin narancs/kristaly ibolya festés alkalmazésa mellett dontottiink.
Ez egy konnyen és gyorsan kivitelezheté modszer, amelynek segitségével egyértelmiien
eldonthetd, hogy €16 vagy elpusztult sejtrél van-e sz6. Lényege, hogy a membran permeabilis
akridin narancs fluoreszcens festék, mind az egyes (sSDNS), mind a kettds szalit DNS-hez
(dsDNS) képes kotddni. Egy adott gerjesztdé fényt hasznalva az €16 sejtek dsDNS-éhez
kapcsolodo festék zold, mig az elpusztult sejtekre utaldo ssDNS-sel asszocialt molekula piros
szini fluoreszcens fényt emittal. A kristaly ibolya festék membran impermeabilis, és a
makrofagokon kivul rekedt akridin narancs festett gombaktol szarmazd emittalt fény
kioltasara szolgal. Ennek megfeleléen a mikroszkop latdmezdjében észlelt fluoreszcens fény
csak olyan gombdabol szarmazhat, amely gazda sejteken belll taldlhat6. A szin alapjan
eldonthetd, hogy ¢€l6 vagy elpusztult sejtet latunk. A felvételeket az eldzd kisérletnek
megfeleléen 3 és 8 h inkubaciot kovetden készitettiik. Azt tapasztaltuk, hogy az inkubacio
korai szakaszaban (3 h) az éleszt6 sejtek felvétele megtorténik, a C. parapsilosis sejtek
mindegyike zoldre festddik, vagyis €16 gombakrol beszélhetiink. Ezzel szemben a fert6zés
nyolcadik o6rdjaban készitett felvételen domindlnak a pirosra festddott, tehat elpusztult élesztd

sejtek (4. abra).

4. abra. Fluoreszcens mikroszkéopos felvétel a J774.2 - C. parapsilosis GA1 kélcsonhatasrol
akridin narancs/kristaly ibolya festést kovetden. Az inkubaciot kovetd harmadik ordban (A)
csak zoldre fest6dé (é16) gomba sejtek (zOld nyilak) lathatok a makrofagokban, mig az
inkubacié nyolcadik orajaban (B) domindlnak a piros szinli (elpusztult) éleszték (piros
nyilak).

6.1.5. A kolcsdnhatas nyoman megvaltozott expressziét mutatdé gének azonositasa a
makrofagokban RNS microarray analizis segitségével
Mivel mikroszkoépos megfigyeléseink alapjan ugy talaltuk, hogy a fert6zést kovetd

harmadik és nyolcadik ¢raban kovetkeznek be a kolcsonhatas kritikus eseményei, a



6. Eredmények és értékelésik 41

fagocitozis telitédése valamint a fagoszoméakkal szorosan kolokalizalédd lizoszomék és az
ezzel parosuld 0lés, ezért tigy dontottiink, hogy az emlitett iddpontokban feltérképezziik a
korokozoval szembeni védekezés hatterében Aall6 transzkripcios valtozésokat. Ennek
érdekében RNS-t izolaltunk a nem fert6zott kontroll és az élesztékkel indukalt J774.2
sejtekbdl a fertézés harmadik és nyolcadik orajaban, harom-harom technikai parhuzamosban.
A technikai parhuzamos mintakat egyenlé aranyban Osszekevertilk, amelyekkel RNS
microarray analizist vegeztiink. Az adatok elemzése alapjan ugy talaltuk, hogy a korabbi
idépontban a nem fert6zott kontrollhoz képest 117 gen mutatott szignifikdnsan emelkedett és
38 csokkent expressziot. Nyolc oraval a fertézést kovetden ezek a szamok rendre 273-nak
illetve 239-nek adodtak. Az upreguldlddott gének kozétt immunfolyamatok regulatorait,
gyulladasban/stresszvalaszban szerepet jatsz6 komponenseket, sérilés hatésara indukal6déd
molekulakat, citokineket, kemokineket azonositottunk. Ezek azonositojat a funkcié -, az
analizis szignifikancidjanak - és az adott folyamatban szerepet jatszd, a kontrollhoz képest
szignifikansan megemelkedett expressziot mutaté gének szamanak feltintetésével az 1.
tablazat mutatja be.

1. tablazat. Kivonat a J774.2 makrofagok C. parapsilosis-szal torténé 3 és 8 oras indukcio
utdn megvaltozott expressziot mutatd génjeinek gén ontoldgia analizisének eredményébol.

Fert6zést kovetd harmadik 6raban Fertdzést kovetd nyolcadik 6rdban
Gén ontologia P . Gén ontologia T ,
270N0Sit6 Terminologia p Szam a70N0Sit6 Terminoldgia p Szam
G0:0002376 | immunfolyamat | <0,001 | 17 G0:0006950 stresszvélasz <0,001 | 19
G0:0016265 SEjthﬁ'é' 0,001 12 GO:0009611 Serul/eéslraesgdon < 0,001 14
stimulusra adott

G0:0050896 valasz 001 | 28 GO:0006954 |gyulladasos valasz | < 0,001 | 14

: bioldgiai folyamat GO:0042379 | KEMOKIN TECEPIO |5 551 | g
GO:0065007 | ™" hslyozdsa 0,04 61 kotés ’

G0:0009987 sejtes fo|yamat 0’04 76 G0:0008009 kemokin aktivitas 0,001 9

G0:0032502 | fejlédési folyamat | 0,04 27 G0:0007049 sejtciklus 0,001 | 24

GO:0009605 | KulsOstimulusra | g 55 | 4y

adott valasz
G0:0005125 | citokin aktivitas 0,006 16
G-protein-kapcsolt

G0:0001664 x 0,01 9
receptor kotés

GO:0006952 |  Vedelemben 002 | 18
betdltott szerep
stimulusra adott

G0:0048583 valasz 0,04 2

szabalyozésa
G0:0002376 | immunfolyamat 0,04 19

GO:0050776 | \mmunvalasz 0,06 2
szabalyozésa

G0:0006955 immunvalasz 0,06 19
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Az analizis soran két gén mRNS-ének kirivdan magas relativ mennyiségét allapitottuk
meg. Ezek kozil az egyik a PTGS-2 (Prostaglandin-endoperoxide synthase 2) egy
citoplazmatikus enzim, amely a gazda prosztaglandin bioszintézis utvonalanak indukalhat6
enzime (Smith és mtsi, 2000). A prosztaglandinoknak fontos szerepiik van az immunvalasz
modulalasaban. A molekulacsoport tagjai ugyanis kis modositasokon atesve inflammatorikus
és antiinflammatorikus valasz indukalaséra egyarant képesek (Goodwin, 1991). A
kiemelkedéen magas relativ expressziot mutatdé masik gén egy sejtmembrannal asszociélt
fehérjét kodol. Ezt a gént a szakirodalom szamos néven emliti: TNFRSF9 (Tumor necrosis
factor receptor superfamily 9), ILA (Induced by lymphocyte activation), CD137 és 4-1BB, és
az altala kodolt fehérje T-sejt kostimulacioval hozhatd dsszefliggésbe (Lee és mtsi, 2002).

6.1.6. A microarray adatok alatdmasztasa reverz transzkripcio kapcsolt valos idejii

PCR (gRT-PCR) technikaval

Az analizis nyoman szerzett expresszios adatokat qRT-PCR segitségével tdmasztottuk
ala. Ehhez a hibridizacidhoz hasznalt RNS mintakbdl irt cDNS-t hasznaltuk. Ebben az esetben
minden egyes technikai parhuzamosbol kilon-kilon irtunk cDNS-t, tehat a microarray
analizissel ellentétben itt minden kondiciét harom-harom technikai parhuzamos minta
reprezentalt. Osszesen hat olyan gazda gént vizsgaltunk, amelyek transzkripcidja a microarray
eredményei alapjan mindkét vizsgalt idépontban upregulaciét mutatott. Méréseinkbe bevontuk
a jelentésen megemelkedett expressziot mutatd PTGS-2 és TNFRSF9 gének mellett a CD83-at,
amelyet bar tradicionalisan a dendritikus sejtek markerének tekintiink, ennek ellenére Ujabb
kutatasok eredményei szerint expresszioja aktivalt makrofagokban is megemelkedik (Breloer és
Fleischer, 2008). Vizsgaltuk az IL15 expressziojat, amely in vitro kdrilmények kozott az IL2-
hdz hasonldan T-sejtek valamint természetes 6l0sejtek aktivaciojat és proliferaciojat idézi eld
(Bamford és mtsi, 1994) (Carson és mtsi, 1994), tovabba a klasszikus gyulladasos (Thl-es)
citokinekként ismert Tnfa és az ILIP fehérjék génjeinek (Bradley, 2008) (Dinarello, 1997)
regulaciojat. Az RNS microarray analizis eredményeit illetve a gRT-PCR soran vizsgalt gének
relativ expresszidinak atlagait, szorasait, és a mindenkori kontrolltol val6 eltérés

szignifikanciajat a 2. tablazat foglalja dssze.
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2. tébldzat. A CDS83, ILIB, IL15, PTGS-2, TNFa, TNFRSF9 gazda gének relativ
transzkripcids intenzitdsa a GAl jeli C. parapsilosis-szal torténé indukcié harmadik és
nyolcadik drajadban microarray analizis és qRT-PCR technika segitségével.

MICROARRAY |gRT-PCR3h | qRT-PCR | MICROARRAY | qRT-PCR8h | gRT-PCR

GEN 3h (ATLAG) | SZORAS 8h (ATLAG) | SZORAS
CD83 8,2 4524 +13,76 " 2,8 4,35 +0,831 "
ILIB 2< 3,467 + 1,890 ™ 2,29 2,243 +0,179 ™
IL15 2,31 7,947 +25017 2,59 2,99 +0,294 "
PTGS-2 3,04 6,180 +0,869 ~ 7,4 14,26 + 3,431 ~
TNFa 2< 5,26 +1,642° 2,9 3,28 +0,409
TNFRSF9 8,98 6,697 +4,593 "™ 39,34 7,777 +0,717

A gRT-PCR analizis eredmenyei alapjan két kivételtdl eltekintve (IL15 - 3 h,
TNFRSF9 - 3h) valamennyi vizsgalt gén relativ expresszidja szignifikdnsan eltért a nem
fert6zott kontrollétol. A kétféle modszerrel meghatarozott abszolUt overexpresszios értékek
kozott egyes esetekben Iényeges eltéréseket tapasztaltunk. Bar a jelenség a CD83 gén kapcsan
kiilonosen szembeotld, a két metodus alapjan az expresszid kinetikajaban kilonbség nem
adodik, ugyanis mindkét esetben a CD83 erételjes korai upregulacidja, majd ezt kovetben
csokkend expresszidja allapithatd meg. A metddusok dsszehasonlitdsdban azonos jelenségre
lettink figyelmesek a PTGS-2 gén vizsgalatakor is. Ez esetben az érintett gén magasabb
transzkripcids intenzitasa a késobbi idopontban volt jellemz6. A kivalasztott Thl-es citokin
gének (IL1p és TNFa) kapcsan a két modszer eredményeinek 0Osszehasonlitaésanak gatat
szabott az, hogy a microarray analizis a 3 h-&s mintaban egyik gén esetében sem volt képes
pontos értékek meghatarozasara. Mindossze azt tudtuk megallapitani segitségével, hogy az
emlitett gének mMRNS-einek kontrollhoz viszonyitott relativ mennyiségei 2-nél nagyobbak.
Expressziojuk a gRT-PCR eredmények szerint az indukcio korai idOpontjaban (3 h)
magasabb, a késobbi idépontban (8 h) alacsonyabb ertéket képviselt. Az IL15 és TNFRSF9
gének relativ expresszidinak mértéke el6bbi esetében csak a 8 h-4s, utdbbi esetében csak a 3
h-as mintaban mutatott hasonlésagot a két maodszer eredményei szerint. IL15 kapcsan a
microarray analizis, TNFRSF9 vonatkozasaban a qRT-PCR eredményei alapjan tapasztaltunk

stagnéalast a két gén expresszidjaban.
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6.1.7. A GA1 jelii torzs altal indukalt transzkripcios valtozasok kinetikaja
Tekintettel arra, hogy a kostimulacio, az immunrendszer adaptiv agaval torténé
kommunikécié a koélcsonhatds kés6i idOpontjara jellemz6, a gazda sejtek transzkripcios
mintazatat az interakcio 24. ordjaban is megvizsgaltuk. Az emlitett idépontban nyert RNS-bél
cDNS-t szintetizaltunk, majd ezeknek a mindenkori nem fert6zott kontrollhoz viszonyitott
mennyiségét qRT-PCR eljarés segitségével hataroztuk meg a mar kordbban emlitett gének
vonatkozéaséban. Ennek eredményét valamint a kontrolltol vald eltérés szignifikanciajat a

kolcsdnhatas kiilonb6z6 idépontjaiban az 5. abra foglalja 6ssze.
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5. abra. J774.2 makrofagok CD&3, IL1p, IL15, PTGS-2, TNFo és TNFRSF9 génjeinek
regulacioja C. parapsilosis GA1 (kék oszlopok) torzzsel torténd kdlcsonhatds eredményekent
a fert6zés 3., 8. és 24. érajaban az aktualis idépont nem fert6zott kontrolljadhoz (z6ld oszlop)
viszonyitva. A grafikonokon a nem fert6zott kontrollra vonatkoztatott szignifikancia értékek
kerltek feltuntetésre.

A PTGS-2, TNFa és TNFRSF9 gének mRNS-einek relativ mennyiségei lényegesen
magasabbnak bizonyultak a kolcsonhatas 24. orajaban a korabbi idépontok eredményeinél.
Ezek kodzil kuléndsen a PTGS-2 mutatott kirivoan magas értékeket, amely az 500x-os relativ
expressziot is meghaladta. Az enzim miik6dése soran képz6do6 bioaktiv molekulak vizsgalata,

illetve a C. parapsilosis-nak ezen molekuldk maodositasara gyakorolt hatasanak vizsgalata
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laboratériumunkban egy masik PhD értekezés alapjaul szolgalt. A CD83 mRNS-ének
mennyisége az indukcid 24. drajaban is a 8. dranal tapasztalt szinttel (5x-0s upregulacio) volt
jellemezhetd. Az IL1p relativ expreszidja a vizsgalt idépontokban stagnalast mutatott 2,2 -
tapasztalt erdteljesebb (~ 8x-0S) és egy 8 h-nadl megfigyelt kevésbe kifejezett (~ 3x-0s)

upregulacio volt jellemzd.

6.1.8. A Kklinikai szempontbdl fontos Candida fajok altal indukalt TNFRSF9
expresszio vizsgalata
Miutan gRT-PCR segitségével igazoltuk a microarray adatok TNFSRF9-re vonatkozé
eredményeit, megvizsgaltuk, hogy az emlitett gén megemelkedett expresszidja C. parapsilosis
specifikus vagy a nemzetség barmely masik tagja képes azt kivaltani. Ennek elddntésére
tovabbi hét Candida torzset vontunk be fertézéses vizsgalatainkba, koztik az egészségligyi
szempontbdl legnagyobb jelent6séggel bird fajokkal, ugymint C. albicans, C glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. tropicalis. Hogy a
génexpresszio idobeli valtozasarol is informaciohoz jussunk, az RNS izolalast 6, 12 és 24 oras
indukcio utan is elvégeztiik. Mivel az el6kisérleteink alapjan ugy talaltuk, hogy a C. albicans,
C. krusei és a C. tropicalis a kdlcsdnhatas 24. 6rajara jelentésen karositjak a makrofagokat,
ezért Ugy hataroztunk, hogy az emlitett torzsek esetében az indukcidt hdvel elolt (HE)
gombakkal hajtjuk végre. A TNFRSF9 transzkripcids intenzitdsanak elemzésére qRT-PCR
technikat alkalmaztunk. A nem fert6zo6tt kontrollhoz viszonyitott relativ expresszios ertékek

atlagat, szorasat, és a kontrolltol valo eltérés szignifikancidjat a 6. abra mutatja be.



6. Eredmények és értékelésik 46

J774.2 makrofagok TNFRSF9 expresszidja
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6. abra. J774.2 makrofagok TNFRSF9 expresszidjdnak kinetikaja kiilonbozé Candida
torzsekkel vald fertézést kovetben az indukcid 6., 12., és 24. drajaban a nem fert6zott
kontrollra (z6ld oszlop) normalva. HE: hével elolt

Megallapitottuk, hogy valamennyi alkalmazott Candida torzs képes volt
szignifikdnsan megemelni a TNFRSF9 gén expressziojat az indukcidé 12. és 24. 6rdjaban. Az
elébbi idépontban a C. parapsilosis bizonyult a legmarkansabb inducernek, mig a gén
transzkripcidjaban a legkisebb emelkedést a C. albicans okozta. 24 h-as interakciot kovetéen
a legmagasabb TNFRSF9 expressziot a C. metapsilosis jelenléte valtotta ki, mig a legkisebb
mértékben a C. glabrata fokozta. Az indukcié hatodik 6rajdban C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei és C. tropicalis esetében a nem fertézott kontrollhoz képest
szignifikansan csokkent -, C. metapsilosis és C. parapsilosis esetében szignifikansan
emelkedett expressziot allapitottunk meg. Megfigyelésiink szerint ebben az idépontban két
torzs (C. albicans eés C. orthopsilosis) nem indukalt a kontrolltél szignifikansan eltéré
TNFRSF9 expressziot.

6.1.9. A sejtfelszini Tnfrsf9 fehérje relativ mennyiségének vizsgalata
Annak eldontésére, hogy a transzkripcio intenzitasanak emelkedése parosul-e a
funkcionalis fehérje mennyiségének a sejt felszinén torténé megemelkedésével aramlési
citometrids vizsgalatot végeztiink, amelyhez fluoroférral konjugalt anti-Tnfrsf9 antitestet
hasznaltunk. A jeldlést és a méréseket az inkubacié 0., 12., 24., 36. és 48. drajaban végeztik

el. Ugy talaltuk, hogy a fehérje mennyisége mar az indukci6 korai idészakaban (12 6ranal)
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megemelkedik a 0 o6ras kontrollhoz képest. A fluoreszcencia intenzitasa ezt kovetden tovabb

emelkedik ¢€s a fert6zés 36. orajaban éri el a maximumat (7. abra).
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7. abra. C. parapsilosis GAL torzzsel indukalt J774.2 makrofagok aramlasi citometria
analizise fikoeritrinnel konjugalt anti-Tnfrsf9 antitesttel valo jelolést kovetéen. A bal oldalsd
panel a hisztogramokat a jobb oldalsé az ezen adatokbdl szamitott relativ fluoreszcencia
intenzitasokat abréazolja az interakcié kilonbozé id6pontjaiban a 0 6&ras kontrollra
normalizalva.

6.1.10. C. parapsilosis indukci6 hatasa a TNFRSF9 gén transzkripciojara primer egér

és primer humén sejtekben
A J774.2 sejtvonal valaszanak ismeretében megvizsgaltuk, hogy vajon primer sejtek is
hasonloképpen viselkednek-e. Ennek eldontésére egyrészt vad tipusi BALB/C egerek
hasiiregi makrofagjait, masrészt egészséges felndtt emberek veérébdl izolalt PBMC-kbdl
differencialtatott makrofagokat indukéltuk a C. parapsilosis GAL torzsével, majd a fert6zést
kovetden 3, 6, 12 és 24 oraval RNS-t izolaltunk, amelyet cDNS irast kdvetden qRT-PCR
analizisnek vetettink ald. A nem fert6zott kontrollra vonatkoztatott relativ expresszios
értékeket a szorésokkal és a kontrolltol vald eltérés szignifikanciajanak feltlintetésével a 8.
abra foglalja 6ssze. Megfigyeléseink korrelaltak a korabban tapasztaltakkal, ugyanis a vizsgalt
gén expresszidja primer sejtekben is az inkubacio késébbi idépontjaiban emelkedett meg a

legnagyobb mértékben.
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Egér hasliregi makrofagok Human PBMC-DM
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8. abra. Egeér hasuregi - és human PBMC-kbdl differencialtatott makrofagok transzkripcios
valtozasainak dsszehasonlitasa C. parapsilosis GA1 torzzsel (kék oszlopok) torténd indukciot
kovetden, annak 3., 6., 12. és 24. orajaban. A relativ expressziok és a szignifikancia értékek az
aktualis id6pont nem fertdzott kontrolljara (z6ld oszlop) vonatkoztatva értenddk.

6.1.11. A makrofag valasz vizsgalata in vitro C. parapsilosis fertézéses modellben:
osszefoglalas/értékelés
A makrofag - C. parapsilosis interakcio tanulmanyozaséhoz egy in vitro fert6zési
modellt hoztunk létre. A kolcsonhatas kezdeti 1épéseit aramlasi citometerrel és kiilonbozo
mikroszkopos technikakkal kdvettik nyomon. Megallapitottuk, hogy a modellben alkalmazott
J774.2 egér makrofag sejtvonal sejtjei roviddel a fertézést kovetéen (30 perc) megkezdik az
¢lesztd sejtek felvételét, amely folyamat a fertdzés harmadik oOrdjara éri el a maximumat.
Kimutattuk, hogy a kélcsdnhatas nyolcadik érajaban a fagoszomak és a lizoszomak erételjes
kolokalizaciot mutatnak, amellyel parhuzamosan megfigyelhet6 az éleszté sejtek pusztulasa
is. Ezen események hatterében hizddo molekularis valtozasokrol az emlitett idopontokban
izolalt RNS microarray analizisével tajékozodtunk. Immunfolyamatok regulatorainak,
gyulladasban/stresszvalaszban szerepet jatsz6 komponensek, citokinek, kemokinek, sérilés
hatdsara indukalodé molekuldk megemelkedett expresszidjat allapitottuk meg. Ezek
alatamasztasat qRT-PCR eljaras segitségével végeztiik el. Ennek soran 6sszesen hat gén
aktinra (ACT) normalizalt relativ expresszios értékét hataroztuk meg. Az analizisbe bevontuk
a CD83, IL1p, 1L15, TNFa« illetve tovabbi két, a microarray alapjan kiemelkeddéen magas
expressziét mutatdé gént, a sejtmembrannal asszociélt fehérjét kddold TNFRSF9-et és a
citoplazmatikus enzimet kddol6 PTGS-2-t. Az emlitett gének mMRNS-ének relativ mennyiségét

a kolcsonhatas 24. ordjaban is megvizsgaltuk. Eredmenyeink szerint a gRT-PCR-rel
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meghatarozott értékek korrelalnak a microarray altal szolgaltatott adatokkal. A CD83 fehérje
génjének transzkripcidja erdteljesen megemelkedik az indukcid korai szakaszéban, majd az
id6 elorehaladtaval a transzkript relativ. mennyisége folyamatosan csokken. Ezen
észrevetelink egybevag Barker és munkatarsainak eredményeivel, akik C. albicans-szal
fert6zott THP-1 human fagocitak transzkripciojat vizsgaltak (Barker és mtsi, 2005). lgazoltuk,
hogy a J774.2 makrofagokban az 1L2-re hasonl¢ hatassal rendelkez6 IL15 citokin génjének
expresszidja is tObbszorosére emelkedik az éleszt6 sejtek jelenlétében. Ennek jelent6sége C.
albicans fertézésekben a monocitak szuperoxid gyok képzoédésének indukalasaban nyilvanul
meg (Vazquez és mtsi, 1998). Szerepét mas mikrobak jelenlétében a természetes 6losejtek és
talaltuk, hogy a modelllinkben vizsgalt makrofagokat a Thl-es citokinek (IL1S, TNFa)
megemelkedett expreszidja jellemzi. Mas Candida fajokkal folytatott kutatasokbol ismeretes,
hogy ezek a fehérjék fontos szerepet jatszanak a candidiazis soran kialakulé immunvalaszban
(Netea és mtsi, 2006). Az IL1p relativ mennyiségében stagnalés allapitottunk meg, mig a
TNFa expresszidjanak intenzitasa egyértelmtien a vizsgalt idétartam végén dominalt. Ehhez
hasonlo kinetikaval jellemezheté a makrofagok TNFRSF9 és PTGS-2 vélasza. A Tnfrsf9
fehérjét eldszor T-sejtek felszinén azonositottak. A receptor a ligandjaval torténd kapcsolodas
nyoman kozvetve antiapoptotikus gének expressziojat indukalja (Lee és mtsi, 2002). Ugyanez
a receptor azonban nem csak T-sejtek, hanem monocitak felszinén is megtalalhat6 (Vinay és
Kwon, 2011). Ezekben a sejtekben a TNFRSF9 indukalasa kiilonboz6 citokinek expresszios
mintdzatanak megvaltozasa (IL6, IL8, TNFo megemelkedett, IL10 lecsokkent expresszidja)
mellett (Langstein és mtsi, 1998), M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor)
1999). A receptor expresszidjanak megemelkedése szakirodalmi adatok szerint viralis - vagy
bakterialis fert6zések alkalméval mutathatd ki (Kassu és mtsi, 2009; Lee és mtsi, 2005; Zhou
és mtsi, 2012), Candida fertézésekkel eddig nem hoztak 6sszefiiggébe. A transzkript relativ
mennyisegének novekedése a funkcionalis fehérje sejtfelszini mennyiségének névekedésével
parosul, amely a maximumat az indukcié 36. érajaban éri el. Igazoltuk, hogy a TNFRSF9
megemelkedett expresszidjat nem csak a C. parapsilosis, hanem a makrofagok indukciojara
hasznalt tovabbi hét Candida torzs is kivaltja. Az emlitett génrdl képz6dé mRNS-ek relativ
mennyisege nem csak a modellinkben alkalmazott makrofag sejtvonal sejtjeiben, hanem
primer hasiregi egér - és human PBMC-bdl differencialtatott makrofagokban is egyarant

megemelkedik. A relativ overexpresszié mértéke elmarad ugyan a J774.2 makrofagokétol, de
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egér makrofagok esetén a fert6zés 6., 12. és 24. -, PBMC-DM-ek esetén 6. és 12. orajaban a
mindenkori kontrolltol szignifikansan eltérd értékeket allapitottunk meg.

Az egér makrofagokat alkalmaz6 modelliink alkalmasnak bizonyult az interakcio
lényegi eseményeinek azonositdsara és az ezek hatterében lejatsz0dd génexpresszios
valtozasok jellemzésére. Hatranya azonban, hogy egyrészt (elsésorban a transzkriptom
vizsgalatdnak modszere miatt) alkalmatlan a gomba és az emlés RNS populacié szimultan
analizisére. Méasrészt kisérleteinkben opportunista human patogén gombék hatasat vizsgaltuk
egér modellben, amely ugyan gyakran hasznalt eszkdze a huméanban Kivaltott lehetséges
valasz jellemzésének, mégis egyre tobb szerz6 hivja fel a figyelmet arra, hogy ugyanarra a
stimulusra a két organizmus viselkedése bizonyos esetekben eltéré lehet (Mestas és Hughes,
2004; Seok es mtsi, 2013; Shanks és mtsi, 2009). Ez a felismerés jelenlegi modellrendszertink

koncepcitjanak Ujragondolasat és finomitasat tette sziikségessé.
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6.2. Az in vitro makrofag - Candida kélcsdnhatas komplex analizise
6.2.1. A fertozéses modellrendszer Kiterjesztése: a teljes RNS populdci6 RNA-seq
vizsgalata

Eddigi munkank soran csupan a gazda oldal transzkripcio szintii analizisét végeztik
el, amely értékes informaciok levonasat tette lehetové, de a tényleges gazda - patogén
interakcidnak csupén az egyik oldaldra fokuszalt. A kdlcsdnhatas soran ugyanis nem csak a
fagocitak expresszioja mutat eltérést, hanem a felismerésre, a fagocitozisra és a fagoszémaban
uralkodo viszonyokra vélaszul a patogén bizonyos génjeinek regulacioja is megvaltozik. Ezek
az ujonnan megjelent géntermékek kodlcsdnhathatnak a gazda komponenseivel, amelyek Gjabb
valtozasokat idézhetnek elé a fagocitaban. Belathato tehat, hogy egy fert6zés transzkripciod
szintli analizise soran kizarolag az egyik oldal vizsgdlata nem minden esetben teszi lehetové
az interakcid végkifejletének hatterében hdzodd dinamikus kodlcsonhatasok részletes
felderitéeset. Ezeknek a jelenségeknek, fehérje - fehérje  kdlcsdnhatasoknak,
szignaltranszdukcios esemenyeknek, effektor funkcioknak, szigordan szervezett folyamata
nem meril ki pusztan az egyik oldal masikra adott valaszaban, sokkal inkdbb tekinthetd a
fagocita és az élesztd kozott lejatszodo, az ujonnan megjelend faktorok révén idében valtozo,
molekularis parbeszédnek. Ez a fajta megkozelités, vagyis a kolcsonhatds kiilonb6zo
id6épontjaiban  analizalt  transzkriptom  adatok  alapjdn  azonositott  valtozasok
Osszefiliggd/kolcsonhatd haldzatokba torténd rendezése tjszerii szemléletet és a microarray
analizisnél nagyobb kapacitasu, korszerlibb technika alkalmazasat tette sziikségessé. A
bioinformatikai eszkoztar fejlédésének koszonhetéen az RNA-seq eljarés és az altala generalt
adatok kiértékeléséhez szilkséges szoftveres és hardveres feltételek napjainkra elérhetévé
valtak. A technika alkalmas a gazda — patogén kolcsonhatasbdl izolalt RNS mintak szimultan
analizisére, tehat egyetlen minta tartalmazza mindkét organizmus transzkriptomjat. A kétféle
RNS populécio kulénvalasztasa a genomok ismeretében szoftveresen megoldhatd.

A modszerben rejlé potencial okan a makrofag — Candida kolcsonhatas in vitro
modelljének kiterjesztése mellett dontottiink. Ennek megfeleléen az alkalmazott mddszeren
kivul kisérleti elrendezésiink is médosult, a J774.2 egér makrofagok helyét a THP-1 human
monocitaszer(i sejtek vették at. Ezzel korabbi modelliink mindkét hatranyat kikiiszoboltik, és
kdzelebb kerdltiink ahhoz, hogy megismerjiik az élesztok és a human fagocitak kdlcsonhatésa
soran megvaltozott expressziot mutatd géneket. Munkank kezdetén tobb kérdésre is valaszt
kerestunk. Egyrészt meg kivantuk hatarozni, hogy a fagocitak illetve a C. parapsilosis sensu
lato csoportba tartozO hdrom faj egy-egy reprezentativ képvisel6jének (C. parapsilosis
(CDC317), C. orthopsilosis (MCO 456), C. metapsilosis (PL 429)) kdlcsonhatasa soran
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milyen gének és hogyan regulalodnak a gazdaban és az éleszt6kben. Az emlitett fajok
bevonasat az indokolta, hogy bar filogenetikailag nagyon kozel allnak egyméshoz, mégis
egészségiigyi jelentdségiik kozott szélsGséges kiilonbségek mutatkoznak. Ugy gondoltuk,
hogy ez a sajatos jelenség hozzasegithet benniinket virulencia faktorok és/vagy felismerési
utvonalak/effektor funkciok kozotti kilénbségek hatékonyabb felderitéséhez. Erdekesnek
talaltuk a makrofagok a C. parapsilosis kiilonb6z6 izolatumaira adott valaszanak illetve a C.
parapsilosis kiilonb6z6 izolatumainak a fagocitak jelenlétében megnyilvanuld transzkripcios
valtozasok dsszehasonlitasanak kérdéskorét. Ez utobbi kisérletiinkben a genom szekvenalasi
projektunk keretein bellil vizsgalt torzseket, a két kdrnyezeti izolatumot (CBS 1954 és CBS
6318) tovabba a két Kklinikai torzset (CDC317 és GAL) alkalmaztuk. A fentieken kivil két
delécios torzset is bevontunk kisérleteinkbe, amelyek sziil6torzse a GA1 klinikai izolatum.
Ezek a laboratoriumunkban mar korabban eléallitott, mindkét szekretalt lipaz génre (LIP1 és
LIP2) nézve delécios LIP™ (Gacser és mitsi, 2007c), illetve egy zsirsav deszaturaz génre
(OLE2) nézve deléciés mutans torzs (OLE2"), amely utobbi génrél génrél bebizonyosodott,
hogy C. albicans-ban a prosztaglandin E2 szintézisben jatszik szerepet (Erb-Downward és
Noverr, 2007). Dontésuinkkel egyrészt kdzelebb Iéptiink ahhoz, hogy valaszt taldljunk a
fertdzés soran human fagocitdkban végbemend eseményekre, masrészt az eltérd klinikai
relevanciaval rendelkezd, de filogenetikailag egymashoz nagyon kozel allo fajok illetve
egyazon faj kiilonboz6 (kornyezeti és klinikai) izoldtumainak és a mutans torzsek
alkalmazasaval lehetdségiink nyilik nem csak virulencia faktorok, de a patogénnel szembeni
vedekezésben szerepet jatszo felismerési Gtvonalak, szignaltranszdukcids hal6zatok, effektor
funkciok, az élesztében az eliminacids folyamatokkal szembeni védekezési mechanizmusok
és a patogén evolucio lépéseinek illetve molekularis eszkdzeinek azonositasara is. A vizsgalt
események id6ében valtozo jellege miatt, a transzkriptom analizist a fertézés 0sszesen négy
idépontjaban (1 h, 3 h, 6 h, 12 h) végeztik el. Az RNS mintdk szekvencijanak
meghatarozasat és az igy nyert adatok kiértékelését szoros kollaboracioban végeztik a Centre
for Genomic Regulation (CRG, Barcelona, Spanyolorszag) intézet Komparativ genomikai
csoportjanak vezet6jével Dr. Toni Gabaldon-nal és munkatarsaval Leszek Pryszcz-cel. A
generalt hatalmas mennyiségli informacio értelmezését es elemzését egyelére csak bizonyos
korilmények 6sszehasonlitasaban végeztik el, a tovabbi részletesebb vizsgalatok jelenleg is

zajlanak.
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6.2.2. Genetikai ismeretek bovitése a transzkriptom adatok felhasznalasaval

A transzkriptom analizis nem csak bizonyos faktorok hatdséra megvaltozott
expresszidt mutatdé gének azonositadsara, hanem a genomi szekvencia alapjan meghatérozott
gének korének kiegészitésére is alkalmas. Ez az ismert nukleotidsorrendit RNS-ek genomra
torténd illesztésével lehetséges. A fertézEésbol izolalt, kevert RNS populéaciot tartalmazo
mintadkban azonositott egyedi transzkriptek gazdahoz vagy patogénhez torténé rendelése is
ezzel a modszerrel valdsithatdo meg. Hogy ez kivitelezhetd legyen természetesen a
kolcsonhatasban alkalmazott valamennyi organizmus genomjanak rendelkezéslinkre kell
allnia. Emiatt a C. orthopsilosis és C. metapsilosis esetében el6szor ezek teljes genom
szekvenciajat kellett meghatdroznunk. A transzkriptek genomra torténd illesztése soran C.
parapsilosis-ban tobb mint 300, eddig le nem irt gént azonositottunk. A C. metapsilosis, a
parapsilosis sensu lato csoport masik két tagjahoz képest, kétszeres genommeérete egy

kdzelmaltban lejatszddo teljes genom duplikacidra enged kovetkeztetni (9. abra).
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9. abra. A grafikon a C. parapsilosis sensu lato csoportot alkoté harom faj genom méretét és
pediktalt génjeinek szamat abrézolja. A vilagos kék jeldlés az RNA-seq el6tti, a sotét kék az
az utani allapotokat tlkrézi C. parapsilosis-ban. A C. metapsilosis-szal kapcsolatos
eredmények teljes genom duplikacidra utalnak.

Ez a felismerés patogén evolicids szempontbdl kildndsen érdekessé teszi ezt a fajt. A
genom egeszének megkétszerezdése mindenek el6tt kétszeres mennyiségii géntermék

képzoddését feltételezi. Ennek gyakorlati elényeit pl.: S. cerevisiae kapcsan alapvetéen az ipar
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hasznalja ki, hiszen a fermentdlds sordn a potencialisan kétszeres mennyiségl
enzimmennyiség hatdkonyabba tehet egyes folyamatokat (Querol és Bond, 2009). Az
enzimek megndvekedett mennyisége egy patogén esetében ugyanakkor Gj niche-ek
elfoglalasanak  feltételeit teremtheti meg. Az egyes gentermékek  funkcioja,
szubsztratspecificitasa, expressziés mintdzata megvaltozhat, amelyek a gazda kornyezethez
valo alkalmazkodas eszkozeinek tekinthet6k. A tovabbiakban dsszesen 11 C. metapsilosis
izoldtum teljes genom szekvencidjat hataroztuk meg, és valamennyi esetben négyszeres
kromoszomaszerelvény jelenlétét allapitottuk meg, amely arra utal, hogy a megfigyelt teljes

genom duplikécio nem egyedi eset.

6.2.3. A C. parapsilosis sensu lato csoport génjeinek rokonsagi viszonya

A ko6z0s 0Ossel rendelkez6 homolog szekvencidk tovabbi két csoportra, paralog és
ortolog szekvenciakra oszthatok az alapjan, hogy a kozds Ost6l hogyan divergaltak. A paralog
szekvenciak egyetlen fajon beliili duplikacids eseményt kovetéen divergalnak egymastol, mig
az ortolog régiokat fajszétvalast kovetden a kiillonbozé fajok kdzott értelmezziik (Fitch, 1970).
Az €l6lények és génjeik evolucios kapcsolatanak meghatarozésaval a filogenetika foglalkozik.
A meghatarozott organizmusok teljes génkészletére kiterjedd filogenetikai analizisek
osszességet filomnak nevezzik.

Egyiittmtikodésiink eredményeként a rendelkezésunkre allé6 informaciok (genom,
RNA-seq, domain analizis) alapjan annotalt kddolo6 szekvenciak ismeretében meghataroztuk a
C. parapsilosis sensu lato csoport ortolég génjeinek filomjat. Az ehhez sziikséges
szamitastechnikai hattér a CRG intézetben biztositott, igy az elemzéseket kollaboracios
partnerlink végezte. Ennek nyoman tobb mint 36.000 filogramot generaltunk, amelyeket egy
kdzponti adatbazisban helyeztink el (www.phylomeDB.org). C. parapsiloisis-ban 6.293, C.
orthopsilosis-ban 7.229, C. metapsilosis-ban 12.722 gént azonositottunk (10. abra). A géneket
a fajok kozotti eloszlasuk alapjan csoportositottuk. Az egyes fajokra jellemzé gének szama C.
parapsilosis, C. orthopsilosis, C. metapsilosis sorrendben 763-nak, 1.680-nak és 7.122-nek
adadott. Ugy talaltuk, hogy 6sszesen 4.939 gén van jelen mind a harom éleszté genomjaban.
A kizérolag C. parapsilosis-ra és C. orthopsilosis-ra jellemz6é gének szama 270. Az
6sszehasonlitas soran ezen értékeket C. parapsilosis — C. metapsilosis és C. orthopsilosis — C.
metapsilosis vonatkozasaban rendre 321-nek és 340-nek hataroztuk meg. Az elveszitett genek
szama C. metapsilosis-ban 2.713-nek, C. orthopsilosis-ban és C. parapsilosis-ban (a C.
metapsilosis teljes genom duplikacidjanak figyelembe vételével) rendre 8.206-nak, és 9.142-
nek bizonyult.
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10. abra. A C. parapsilosis sensu lato csoport génjeinek fajok kdzotti eloszlasa a kozos, fajra
jellemzo, és az elveszitett gének szamainak feltiintetésével a C. orthopsilosis példajan.

6.2.4. A C. parapsilosis sensu lato csoport potencidlis virulencia faktorai

A lehetséges virulencia faktorokat els6sorban a nem fert6zott allapothoz képest
megemelkedett expressziot mutatd gének kdzott azonosithatjuk. Az RNA-seq adatok részletes
analizisével megallapitottuk, hogy a fert6zés elsé orajaban C. parapsilosis-ban 373, C.
orthopsilosis-ban 347, C. metapsilosis-ban 391, a harom fajban egyiittesen dsszesen 601 gén
mutat a nem fert6zott kontrollhoz képest szignifikdnsan magasabb expressziot (11. abra). Az
egyedil C. parapsilosis-ban, C. orthopsilosis-ban és C. metapsilosis-ban upregulalédott
gének szdmat rendre 98-nak, 78-nak és 110-nek hataroztuk meg. 195 transzkript relativ
mennyisege emelkedett meg valamennyi vizsgalt élesztOben. A tapasztalt killonbségek oka
lehet egyrészt értelemszeriien az adott transzkriptet kodold gén hidnya vagy az aktivacio
elmaradasa.

Abbol, hogy a C. parapsilosis sensu lato csoport tagjai altal kivaltott megbetegedések
esetszama alapjan (névekvé — csokkend sorrendben) a C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C.
metapsilosis sorrendet allathatjuk fel, feltételezhetjik, hogy a legfontosabb virulencia
faktorokat a C. parapsilosis-ban (és C. orthopsilosis-ban) upregulalodott gének kdzott kell
keresniink. Ez a megkozelités az elézetesen meghatarozott 601 potencialis virulencia faktor

szamat 98-ra (illetve a C. orthopsilosis-szal egyitt harmadéara, 210-re) redukalta.
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110

C. metapsilosis

11. &bra. A C. parapsilosis sensu lato csoport tagjainak THP-1 human monocitakkal val6 1
ords kolcsonhatasa eredményeként szignifikdnsan megemelkedett expressziot mutato
génjeinek szdma és fajonkeénti eloszlésa.

A specifikusan C. parapsilosis-ban valamint kizarélag a C. parapsilosis-ban és C.
orthopsilosis-ban upregulalodd gének metszetébe tartéz6 132 gén kozott 75 kinaz és
transzkripciés faktor transzkriptjét azonositottuk. Laboratériumunkban ezen gének egy
delécids és overexpresszios mutans konyvtar létrehozasanak alapjaul szolgéltak, amely egy
PhD értekezés témajat képezi. Jelenleg 22 deléciés mutéans all rendelkezésiinkre, amelyek
koziil harom a vad tipustol eltéré fenotipussal jellemezheté. A makrofagok C. metapsilosis-ra
és C. orthopsilosis-ra adott valaszanak vizsgalata nehézségekbe (itkdzott. Ugy tapasztaltuk,
hogy a nagy mennyiségli gomba RNS "elfedi" a humén transzkriptomot, igy a fagocitak
expresszidés mintazatanak a C. parapsilosis sensu lato csoporton bellli megvaltozasanak
Osszehasonlitasat egyel6ére nem tudtuk elvégezni. Ez a jelenség az RNS kivonasi protokoll

tovabbi optimalizalasat tette sziikségesse.
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6.2.5. C. parapsilosis torzsek transzkriptomjainak elemzése
Az adatok kiértékelése soran a meghatarozott transzkript szekvenciakat a CDC317
referencia genomhoz illesztettiik. Bizonyos mintdk esetében felmerilt a korabban tapasztalt
probléma, a gazda és az élesztd RNS populacid aranyanak szélsOséges eltolddasa, emiatt
szamos mintat ki kellett hagynunk a kiértékelésbdl. Elsé 1épésként a rendelkezésiinkre alld
teljes élesztd transzkriptomok osszehasonlitasat végeztik el. Ennek soran minden mintat
minden mintaval osszevetettink, és a koztik 1év6 kiilonbségeket egy "heatmap™ abran

foglaltuk 6ssze (12. abra).

Difference high

Difference low
T O AT

CDC317 kontroll-single
OLE2 kontroll-single
LIP kontroll-single
GA1 kontroll-single
CDC317_1h

CBS 6318_1h

CBS 1954_1h

CBS 1954 kontroll
CBS 1954_6h

CBS 6318 kontroll
CBS 6318_6h
CDC317_3h
GA1_3h

OLE2_3h
CDC317_6h
CDC317_12h
LIP_12h

GA1l_12h
OLE2_12h

12. &bra. Az éleszt6 transzkriptomok euklidészi-tavolsagok alapjan szamitott "Heatmap"-je".

Az egyes mintaparok kozotti hasonldsag annal nagyobb minél sttétebb &rnyalatd a

metszéspontjukban talalhaté négyzet. A vildgosabb arnyalat a két tetszéleges transzkriptom
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kozotti  kulonbségre utal. Az egyes mintaparok egyezdségének és kiillonbozoségének
ismeretében azok euklidészi tavolsagait is meghataroztuk, amely alapjan valamennyi mintat
csoportokba rendeztink. Az agrajz abréazolds lényege, hogy minél inkdbb korrelalnak a
kiilonb6z6 mintak expresszids mintdzatai annal kozelebbi csoportba tartoznak. Az aghosszak
a hasonlosag mértékére engednek kdvetkeztetni. A transzkriptdm mintak nukleotid sorrendjét
a ,,pair-end” vagy ,,single-end” eljarassal hataroztuk meg. Egyes mintdk nevében szerepl? ,,-
single” elnevezés ez utobbira utal.

Ugy talaltuk, hogy a fertdzésbdl izolalt és a monocitakkal nem indukalt klinikai C.
parapsilosis torzsek transzkriptomjai hatarozottan elkilonilnek mind egymastol, mind a
kornyezeti izolatumok RNS populaciojatol. Ez aldl minddssze a ,,CDC317_1h” minta jelentett
kivételt, amely els6dleges analizisiink szerint érdekes mddon a kdrnyezeti izoldtumokkal
mutat nagyfokd hasonlésagot. Kontroll koriilmények kozott a  klinikai izolatumok
transzkriptjei koziul a GAL, LIP" és OLE2" mintak szorosan egymas mellé térképezddnek,
amelynek nyilvanvalé oka, hogy a GAl az emlitett két mutins torzs sziil6torzse. Az
aghosszak alapjan a CDC317 klinikai izolatum transzkriptomja fagocitdk nélkuli
kornyezetben a GAL-LIP-OLE2" csoportétol lényegesen eltér. A fert6zésbdl szarmazo
klinikai RNS populdcidk a monocitdkkal valo interkaci6 idOtartaméanak megfelelden
rendezddtek kiilonb6zd csoportokba. A legkésObbi idOpontban (12 h) mind a négy klinikai
torzs dsszehasonlitasat el tudtuk végezni, ezek egyuttesen egyetlen 6nall6 csoportot alkotnak.
Legnagyobb hasonlésagot a ,,GAL1_12h” és ,,OLE2_12h” mintak kozott tapasztaltuk, mig az
emlitett négy minta vonatkozaséban ismét a ,,CDC317_12h” tér el leginkabb a tobbitdl.
Megfigyelésiink szerint az alap expresszié 6sszehasonlitdsdban a GA1 mintdhoz a LIP’, mig a
monocitakkal valé 12 6rés indukcid hatasara az OLE2" térzs transzkriptomja all kozelebb. A
klinikai torzsek az interakcié 1., 3. és 6 oOrajaban izolalt RNS mintai, a mar emlitett okok
miatt, hianyosak, a rendelkezéstinkre all6 adatok alapjan a 3 darab 3 h-as minta (CDC317,
GAl, OLE2) a 6 és 12 h-as mintaktol eltérd, kozos csoportba illeszkedik. Teljes Kinetika
vizsgalatara egyediill a CDC317 torzs esetében nyilt lehetéségiink. Ez alapjan ugy talaltuk,
hogy a kontroll minta esik legtavolabb a monocitakkal indukalt élesztok transzkriptomjatol,
amely arra utal, hogy a fagocitdk jelenléte az alap expresszidtol Iényegesen -eltérd
transzkripcidés mintdzatot eredményez. A kiilonb6z6é idépontokban izolalt RNS populaciok
agrajzon vald eloszlasa arra enged kovetkeztetni, hogy a transzkripcios valtozasok tébbsége
az interakcio els6 orajaban kovetkezik be, hiszen ez a minta mind a kontroll, mind a késébb
izolalt transzkriptomoktol jelentdsen eltér. A 3, 6 és 12 h-& minta, az 1 h-as mintatol

elkiiloniilve, k6zos csoportban foglal helyet. Ezek koziil a két késdbbi idopont (6 és 12 h)
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kozott, a kordbbi Osszehasonlitashoz (1 <« 3, 6, 12 h) képest, joval kisebb kilonbséget
allapitottunk meg.

A Kkornyezeti izolatumok vizsgalatat csak a kontroll, valamint az 1 és 6 h-as
indukcionak kitett éleszték esetében tudtuk eclvégezni. Ezek kozosen a ,,CDC317_1h”
mintaval egyutt egy a tobbi mintatol kilénallé csoportot alkotnak. A kornyezeti izolatumok
esetében a kontroll és indukalt mintak éles elkiiloniilése nem volt megfigyelhetd. S6t az agrajz
topologidja éppen arra enged kovetkeztetni, hogy a Kklinikai és kornyezeti izolatumok
(monocita indukcid nélkuli) alap expresszioja kdzott nagyobb az eltérés, mint a kdrnyezeti
izolatumok RNS populécidi kdzott induktiv és kontroll kérilmények 6sszehasoniltasaban. Ez
mindeképpen érdekes kiilonbség a kétféle forrasbol szdrmazd élesztdk kozott, hiszen a
klinikai izolatumok esetében a monocitak jelenléte igen szembe6tlé hatast gyakorolt az
expressziés mintazatra. A két kornyezeti izoldtum az indukcio elsé orajaban vizsgalt
transzkriptom alapjan azonos csoportba illeszkedik, amely hasonld transzkripcids
valtozasokra utal. Hozzajuk legkozelebb a ,,CDC317_1h” minta helyezkedik el, amely azt
sejteti, hogy az indukcié idétartama nagyobb befolyassal van a mintdk &agrajzon valo
elhelyezkedésére (transzkripcids valtozasokra), mint az éleszt6 klinikai vagy kornyezeti
eredete. Bar tény, hogy ezt a felismerést a ,,GA1l 1h”-as minta hidnyaban nem tudtuk
megerdsiteni. Erdekes, hogy a klinikai mintakkal ellentétben az interakcié késébbi
szakaszdban (6 h) a kornyezeti izoldtumok expressziés mintdzata nem mutat lényeges
kilonbséget az 1 h-nal tapasztalt allapottol. S6t tgy tinik, hogy 6 h indukciot koveten a
kornyezeti izolatumok transzkriptomja nagyobb hasonlésagot mutat az alap expresszidval,
mint az 1 h interakcié utan szintetizal6d6 RNS populécidval.

Az adatok els6dleges 6sszehasonlitdsaval kapott eredmények jol tiikrozik az RNA-seq
eljarasban rejld potencialt. Bar eziddig csak eldzetes vizsgalatokat végeztiink, egyértelmdi,
hogy a moddszer alkalmas nagyszamu, fertézésbdl izolalt RNS minta kiértékelésére és
analizisére. A tovabbiakban a megfigyelt kulonbségek részletesebb elemzéséhez a
mintaszamot  lecsOkkentettiik, és adataink eértelmezését logikai egységet alkotd

mintacsoportokban overexpresszalédd gének vizsgalataval folytattuk.
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6.2.6. A C. parapsilosis két kdrnyezeti és két klinikai izolatumanak transzkripcios
analizise

Az emlitett néz6pontbol az alabbi kérdésekre kerestlink valaszt. Egyrészt az dsszes C.
parapsilosis torzs alap expresszidjanak 6sszehasonlitasaval informalodni kivantunk arrol,
hogy makrofagok nélkiili kornyezetben a kiilonb6z0 térzsek transzkripcids mintazata mutat-e
kilonbséget. Masrészt természetesen szandékunkban &llt megvizsgalni, hogy a fagocitak
jelenléte mely gének transzkripciojat és milyen mértékben befolyasolja, illetve, hogy az
inkubacio elérehaladtaval ez az expresszidos mintazat hogyan valtozik, kulonds tekintettel a
kornyezeti és a Kklinikai izolatumok viselkedésere. Az RNS mintak analizise soran a vizsgalt
¢leszté torzsekben a referencia CDC317 torzsben leirt 5.836 gén 5.832 transzkriptjének
szekvenciait kerestik. Az elemzés 5.167 féle RNS jelenlétét mutatta ki. Ezek kozll
szignifikansan 729 transzkript mennyiségében tapasztaltunk legalabb kétszeres kilonbséget a
monocitak induktiv hatasara.

A kornyezeti és klinikai izolatumok valamint mutans torzsek alap expresszidjanak
Osszehasonlitasat értelemszeriien a monocitdit nem tartalmazd kontroll mintdk analizisével
végeztik el. Az eredményeket a 13. dbran bemutatott ,,heatmap” foglalja dssze. Az elemzés
elsé 1épéseként a bevont hat mintat az 6sszes lehetseéges (6sszesen 15) kombinécidban parba
allitottuk, és minden pér esetében meghatarozuk azokat a géneket, amelyek expresszidjaban
eltérés mutatkozik. Miutan ezek valamennyi mintapar kapcsan rendelkezésunkre alltak, a
géneket Osszesitettiik, és expressziojuk eltérésének nagysaga alapjan csokkend sorrendbe
allitottuk. Ebbdl kivalasztottuk az elsé harminc gént, amellyel az alap expresszids mintazat
dsszehasonlitasat vegeztik. Ezek a gének a ,,heatmap” jobb oldalan kerlltek feltlintetésre. A
szindrnyalatok az adott RNS mennyiségét szimbolizaljdk. A vilagosabb arnyalat kisebb, a
sotétebb nagyobb mennyiségii transzkriptre utal. A bal oldalon talalhaté agrajz a szdban forgo
gének regulacidjanak hasonlosagarol és eltérésérdl hordoz informaciot. Az elemzeés alapjan a
torzsek az izolalas forrasa szerint (klinikai vagy kornyezeti) rendezddnek kiilonalld
csoportokba. A klinikai izoldtumok és a muténs torzsek agrajzanak topologija a korabban
elvégzett analizis (12. abra) eredményeit tikrozik. A mutans torzsek alap expresszidja kozel
azonos a sziil6torzsével, amelyektdl azonban a CDC317 transzkriptdmja lényegesen eltér. A

két kdrnyezeti izolatum alap expresszidjaban, ez utdbbinal kisebb eltérést allapitottunk meg.
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Color key
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CPAR2_402220
CPAR2_106440
CPAR2_406150
CPAR2_205670
CPAR2_302650
CPAR2_804740
CPAR2_204880
CPAR2_201570
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CPAR2_501710
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CPAR2_700380
CPAR2_700450
CPAR2_102000
CPAR2_211560
CPAR2_303530
CPAR2_701420
CPAR2_301610

13. dbra. A CBS 1954 és CBS 6318 kdrnyezeti valamint a CDC317 és GAL klinikai
izolatumok és a két mutans torzs alap expresszidjanak dsszehasonlitidsa a barmely két minta
kdzott legnagyobb expresszidbeli kilénbséget mutaté harminc gén euklidészi-tavolsagainak
meghatarozasaval.

A kornyezeti izoldtumok monocitékra adott valaszat ezidaig a fert6zés els6 orajaban
izolalt RNS populacidkon (8. szaml melléklet) elemeztik az emlitett stratégidval.
Természetesen ennek alapjaul az aktudlis mintdk kozott eltérd expressziot mutatd gének
szolgaltak. Az analizis a teljes transzkriptom populacié bevonasaval elvégzett szamitassal
megegyez0 eredményre vezetett. A két kontroll - és a két indukalt minta egymastol elkiiloniild
csoportokat alkotott. A klinikai izolatumok analizisét a fertézés harmadik (9. szamu

melléklet) és tizenkettedik orajaban (10. szamu melléklet) végeztik el a monocitak nélkili
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kontrollal @sszehasonlitva. Erdekes modon ezekben az esetekben a két kiilonbozd adat
felhasznalaséaval végzett analizis eltérd topologiaju agrajzokat eredményezett. Ezt a jelenséget
az emlitett id6pontokban mind a kontroll, mind az indukalt mintadk kapcsan megfigyeltik. A 3
orés mintak 30 gén alapjan szamitott agrajza szerint a ,,CDC317_3h” - ,,OLE2_3h” mintapar
alkot egy csoportot, amelyektél a ,,GALl 3h” minta kulon el. Ezzel szemben a teljes
transzkriptom analizis alapjan a GA1 - OLE2™ mintapar mutat nagyobb fokd hasonlésagot,
amely csoport mellé a ,,CDC317_3h” minta térképezddik. A négy kontroll esetében mindkét
analizis szerint a ,,CDC317 kontroll-single” minta tér el leginkabb a tobbi haromtoél. Ez
utdbbiak kozott a teljes transzkriptom elemzés szerint a GAL — LIP™ par mutatja a legnagyobb
hasonlosagot (ezek mellé illeszkedik az ,,OLE2 kontroll-single” minta), ugyanakkor a
legnagyobb expresszidbeli eltérést mutaté 30 gén szempontjabdl a két mutans torzs alkot egy
csoportot, amelyek mellé a sziil6torzs térképezddik. A 12 0Ords mintdk esetében a 30
legnagyobb expresszidbeli kulonbséget mutatd gén alapjan elvégzett vizsgalat a kontroll
mintdk korabban nem tapasztalt eloszlasat eredményezte. A ,,CDC317 kontroll-single” ez
esetben is elkulonil a tébbi harom mintatol, amely egybevag az 0sszes kor&bbi analizis
eredményével. Jelen vizsgalat azonban a GA1 - OLE2" mintapar kozott allapitotta meg a
legnagyobb hasonlésagot. A monocitdkkal indukalt mintdk kapcsan is a teljes
transzkriptomtdl eltéré topologiat allapitottunk meg. A 30 gén alapjan az ,,OLE2 12h” -
,GAl 12h” valamint a ,,LIP_12h” - [, CDC317 12h” mintaparok egymastol elkiiloniilé
csoportokat alkotnak. Megfigyeltiik, hogy a két kiilonboz6 idépontban (3, és 12 h) izolalt
transzkriptomok 30 legnagyobb expresszidbeli kiilonbséget mutatd gének alapjan elvégzett
analizise nem csak az indukalt, hanem a kontroll mintak idépontokként eltér6 topologiajat is
eredményezte. A 3 és 12 h indukcidt kovetGen izolalt RNS populacidban 18 transzkript
mindkét elemzésben szerepel, tehat ezek expresszidja tartdsan magas értéket képvisel (a
vizsgalt idépontokban) 12-12 RNS ugyanakkor az adott iddpontra jellemz6. Ez a kiilonbség
szolgalhat a legval6szinlibb magyarazattal a kontroll mintak két agrajzon tapasztalt eltérd
elhelyezkedésére. A vizsgalatok alapjaul szolgald geneket és feltételezett funkcidjukat a 11.

szadmu melléklet tartalmazza.

6.2.7. A fagocitak transzKkripcios valaszanak jellemzése a fert6zés soran
A gazda sejtek esetében Gsszesen 118.641 transzkriptet azonositottunk a kiilonb6z6
mintakban, ezeket a human genomhoz (hg19) illesztettik. Nagyon sok esetben a gomba RNS
elfedte a human RNS populéciot, emiatt ezeket a mintakat ki kellett hagynunk a vizsgéalatbol.

Az eddigieknek megfeleléen az elemzést a rendelkezésiinkre allo transzkriptomok euklidészi-
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tavolsaganak meghatarozasaval és abrazolasaval kezdtuk, amelynek eredményét a 14. abra

foglalja Gssze.
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14. &bra. Az monocita transzkriptdmok euklidészi-tavolsdgok alapjan szamitott

"Heatmap"-je".

Bar, fontos szem el6tt tartani, hogy a vizsgalatot csak kevés szamt minta bevonasaval
allt modunkban elvégezni, ezek alapjan mégis igen szembettls, hogy az élesztvel fertdzott
és nem fert6zott THP-1 sejtek transzkriptomja egymastol hatarozottan elkilonilé csoportokba
illeszkedik. Az agrajz értelmében a fert6zésbdl izolalt monocita RNS populaciok kozott a
legnagyobb kulonbség az alkalmazott élesztok klinikai vagy kornyezeti mivolta alapjan
adodik. Ugy tiinik, hogy a klinikai torzsek (és a mutansok) jelenlétében megnyilvanuld
transzkripcids valtozdsok az indukcid iddtartama alapjan rendezddnek csoportokba. Ezt
termeszetesen a vizsgalatban hasznalt kevés minta miatt egyértelmtien nem jelenthetjik Ki.
Erdekes mddon a(z altalunk vizsgalt kis szamu) fertézéses mintdkban mindosszesen 29 gén
mutatott szignifikansan eltéré expressziét a nem fertdzott kontrollhoz képest. Az emlitett
transzkriptek exonjainak szamat, tényleges vagy feltételezett funkcidjukat a 12. szamu
melléklet tartalmazza. Az internetes adatbazis tanubizonysaga szerint a 29 transzkriptbdl csak
21 transzlalddik, a tobbi 8 RNS-rél viszont nem képzddik fehérje.
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6.2.8. Az in vitro makrofag - Candida kolcsonhatas rendszerelméletii, komplex
analizise: 0sszefoglalas/értekelés

Az expresszios mintdzat analizisenek Ujkori eszkdze, az RNA-seq eljaras, alkalmas
modszernek bizonyult a gazda - patogen kolcsonhatds, minden eddiginél részletesebb
elemzésére. Az RNS izolalasi protokoll megfelel6 optimalizalasaval elérhetd, hogy mind a
gazda, mind pedig a patogén transzkriptom értelmezheté legyen a mindkét oldal RNS-ét
tartalmazd egyetlen mintdban. Kordbbi modelliinket modositottuk, a fagocitakat THP-1
human monocita sejtekre cseréltiik, és kisérleteinkbe bevontuk a C. parapsilosis sensu lato
csoport valamennyi képviseldjét annak érdekében, hogy valaszt kapjunk arra, hogy mi
okozhatja ezeknek a filogenetikailag nagyon kozeli harom fajnak az egymastol gydkeresen
eltéré klinikai jelentéségét. A C. parapsilosis fajt 6sszesen négy vad tipust (két kdrnyezeti és
két klinikai) izolatum és két mutans (LIP" és OLE2") torzs képviselte. Ezzel a kisérleti
elrendezéssel arra a kérdésre kerestlk a valaszt, hogy vajon van-e és ha igen, milyen jellegii
kilénbség a kdrnyezeti és a klinikai izolatumok valamint a mutans torzsek alap expresszioja,
és a fagocitak jelenlétére adott valasza kodzott. A molekularis események id6ben valtozd
jellege miatt az RNS mintazatot a fertézés tobb iddpontjaban is meg kivantuk hatarozni. Ezzel
egyrészt felderithetjiik a fertdzés soran a human monocitdkban végbemend eseményeket, a
kiilonboz6 fajokra/izolatumokra/torzsekre adott gazda valasz esetleges kiilonbozOségét,
masrészt az eltéré izolatumok és a mutans tOrzsek alkalmazasaval virulencia faktorok, a
patogénnel  szembeni  védekezésben  szerepet  jatsz6  felismerési  (tvonalak,
szignaltranszdukcios halozatok, effektor funkciok és a patogénben az eliminacids
folyamatokkal szembeni védekezési mechanizmusok is azonosithatok. A mintak analizisét és
kiértékelését kollaboraciéban végeztik a CRG (Barcelona, Spanyolorszag) Komparativ
genomikai csoportjaval kozésen Dr. Toni Gabaldon és Leszek Pryszcz kézremiikodésével.

Az RNA-seq technika az expresszids mintdzat pontos meghatarozasaval lehetvé teszi
az in silico génjoslasok pontositasat. Ezt kihasznalva elemzeésiink soran C. parapsilosis-ban
tobb mint 300 eddig nem ismert transzkriptet és ezek génjeit azonositottuk. A C. metapsilosis
genom és transzkriptom elemzésével fény deritettiink arra, hogy a faj, evollcids Iéptékben, a
kdzelmaltban teljes genom duplikacids eseményen esett keresztul, amely a patogénné valas
folyamatanak fontos Iépése lehet.

A C. parapsilosis sensu lato csoport egy-egy képvisel6jének in silico 6sszehasonlito
genomikai analizisével meghataroztuk a potencialis génjeinek szamat és azok eloszlasat,

azonositva a fajra jellemz6 -, k9z0s - és elveszitett géneket.
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Ezt a jellegli 6sszehasonlitast elvégeztiik az emlitett harom faj transzkriptom adataival
is. Ennek segitségével 601 olyan transzkriptet azonositottunk, amelyek mennyisége a
monocitakkal indukalt &llapotban legaldbb kétszeresére emelkedik a humaén sejtet nem
tartalmazd kontrollhoz képest. A fajok klinikai relevanciajanak ismeretében a virulencia
faktorok els6sorban a csak C. parapsilosis-ra és C. orthopsilosis-ra jellemz6 210 gén kozott
azonosithatok. A fagocita vélasz 6sszehasonlitdsa nehézségekbe Utkdzott, ugyanis a nagy
mennyiségii gomba RNS elfedte a huméan transzkriptémot, igy a gazda RNS szekvenaléasa
meghidsult.

A monocita - C. parapsilosis sensu stricto transzkriptomok elemzése soran 6sszesen 5.127
féle transzkriptet azonositottunk. Ezek kdzil 729 expresszidja mutatott szignifikans eltérést a
monocitat nem tartalmazé korilményekhez képest. Az adatok Kkiértékelését a teljes
transzkriptom adatok euklidészi-tavolsagainak meghatarozasaval kezdtik. Az analizis szerint
a klinikai torzsek és az eldallitott mutansok, tovabbd a klinikai és a kdrnyezeti mintak
egymastdl fliggetlen csoportokba rendezddtek. Tetszéleges két minta kozotti legnagyobb
expresszidbeli kulonbséget mutatdé 30 Candida gen felhasznalasaval elvégzett analizis
alapjan, mind a "kornyezeti - klinikai izolatum alap expresszio", mind a "kornyezeti izolatum
fertézés (1h) - kontroll", mind pedig a "klinikai izolatum fert6zés (3h, 12h) - kontroll"
egyértelmilen elkiilonithetd egymastol az euklidészi-tavolsagok "heatmap™ elemzése szerint.
A tovabbi 0Osszehasonlité elemzések (vad tipus - mutansok, a klinikai és kornyezeti
izolatumok egyéb idépontokban) jelenleg is folyamatban vannak.

A RNS mintakban 0Osszesen 118.641 human transzkriptet azonositottunk. A
transzkriptomok euklidészi tavolsagainak elemzése megallapitotta, hogy a kornyezeti és
klinikai izolatumok eltérd transzkripciés valtozasokat idéznek eld a fagocitakban. Ugy
talaltuk, hogy minddsszesen 29 transzkript mennyisége tér el szignifikansan a monocitak alap
expresszidjahoz képest, amelyek kozott feltlinden nagy a pszeudogének ardnya. A kiilonb6zd
idépontokban kiilonboz6 torzsek altal indukalt transzkripcids valtozasok Osszehasonlito
analizise folyamatban van.

Ugy tapasztaltuk, hogy az RNA-seq eljarassal valoban lehetséges a human és a gomba
RNS szimultan elemzése, de nagy hangsutlyt kell fektetni a megfeleld aranyokra. Bizonyos
mintak ugyanis az eltolodott gazda - patogén transzkriptdm arany miatt nem szolgaltattak
értelmezhetd adatot, igy ezekben az esetekben ismétlésre, illetve az RNS izolalasi protokoll

finomitasara, optimalizalasara van sziikség.
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6.3. C. parapsilosis izolatumok 6sszehasonlité genomikai analizise

C. albicans-szal kapcsolatos kutatasok ravilagitottak arra, hogy a kiilonb6z6
izolatumok virulencidja kdzott sokszor lényeges eltéréesek mutatkoznak. Ez megnyilvanulhat
példaul in vivo kisérletekben a mortalitasi gorbe eltéré lefutdsaban, in vitro fertézésekben a
fagocitakkal szembeni ellenalld képesség kiillonbozOségében és az egyes virulencia faktorok
expresszidjanak eltéré intenzitasaban (Odds és mtsi, 2000). A tapasztalt virulenciabeli
eltérések sok esetben genetikai kiilonbségekkel hozhatdk 6sszefliggésbe (Sampaio és mitsi,
2010). Annak ellenére, hogy a kiilonb6zé C. albicans izolatumok genomja és virulenciaja
kozotti korrelacio vizsgalata szamos értékes konklazid levonésat tette lehetévé, a nemzetség
egyéb képvisel6i korében hasonld Osszehasonlitdas még nem latott napvilagot. Munkam
harmadik f6 témakoreként a kérdéskor részletes vizsgalatanak céljabol négy C. parapsilosis
izolatum 6sszehasonlitd genomikai analizisét vegeztik el. A vizsgalatba két kornyezeti és két
Klinikai torzset vontunk be. Ezek egy olajfa termésrdl izolalt (CBS 1954), egészséges
borfelszinrdl szarmazé (CBS 6318), a laborunkban altalanosan vad tipusként hasznalt,
vérmintabdl azonositott izoldtumot (GA1) és egy korhazi dolgozd kezérdl izolalt torzset
(CDC317) jelentettek. Ez utobbit egy mississippi-i koérhazban szamos candidiazis-ban
szenvedd paciensbol is kimutathatd volt. A korhazi dolgozd az éleszté vektoraként

miikodhetett kozre (Kuhn és mtsi, 2004).

6.3.1. Kiilonbozé izolatumok virulenciajanak 0Osszehasonlitasa in vitro fertézéses
modellekben
Kordbbi munkénk soran megfigyeltiik, hogy a fent emlitett négy izolatum a
makrofagok gomba eliminacios folyamataival szemben kiilonboz8képpen viselkednek. Alexa
Fluor 647 jelolt éleszték és J774.2 makrofagok harom oras inkubécidja utdn elvégzett
aramlasi citometrias analizis eredményei szerint a teljes makrofag populaciéra vonatkoztatva
a fagocitalo makrofagok aranya széles hatarok kozott varial a négy izolatum esetében. Az
értekek 71,9%-nak (CBS 1954), 53,83%-nak (CBS 6318), 51,8%-nak (CSC317) és 43,39%-
nak (GA1) adddtak (15. abra.).
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15. &bra. A J774.2 makrofagok és Alexa Fluor 647 jel6lt CDC317, CBS 1954, CBS 6318 és
GA1 C. parapsilosis izolatumok kolcsonhatasanak aramlasi citometrias analizise a fert6zés
harmadik 6rdjaban. A jobb felsd kvadrans a legaldbb egy élesztét fagocitalt makrofagokat
Osszesiti. A mezd jobb felsé sarkaban a fagocitdld makrofagok teljes makrofadg populédciora
vonatkoztatott szazalékos értéke van feltlntetve.

A négy torzs sejtjei a THP-1 fagocitak eliminaciés mechanizmusainak is eltér6 modon
voltak képesek ellenallni. Az €16 csiraszamot a fertdzés 3., 6. és 12. 6rdjadban hataroztuk meg
és a relativ értékiiket a makrofagokat nem tartalmaz6 Kkisérleti elrendezések kontroll
értékeihez viszonyitva allapitottuk meg. Az inkubacio korai iddpontjaban (3 h) a gazda sejtek
a CBS 6318 és CDC317 izolatumokat hatékonyabban voltak képesek eliminalni, mint a CBS
1954 és GA1 jelii torzseket. A kolcsdnhatas 6. 0rajaban az 6lés hatékonysaga harom izolatum
(CBS 6318, CDC317, GA1) esetében emelkedik, kozottik szignifikans kilonbség nem
mutathato ki, ugyanakkor érdekes, hogy a CBS 1954-es izolatumra a harom oranal tapasztalt
alacsony értéket allapitottuk meg. Ez a kiilonbség csak a fert6zés 12. érajaban tlint el, amely
id6pontnal a fagocitak valamennyi élesztd torzs sejtjeit atlagosan 10% feletti mertékben
voltak képesek elimindlni. Ennél az id6pontnal a négy torzset jellemzd 6lési hatékonysagok

kozott egyetlen adatsor par kombinacioban sem volt szignifikans a kiilonbség (16. abra)
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16. dbra. A THP-1 sejtek eltéré6 mértékben képesek eliminalni a C. parapsilosis CBS 1954,
CBS 6318, CDC317 és GAL izolatumait. Az abra a fagocitak altal elpusztitott élesztd sejtek
aranyat mutatja be a makrofagot nem tartalmazd korilményekhez képest a koélcsonhatas
harmadik, hatodik és tizenkettedik érajaban. * p< 0,05.

Erdekes, hogy mig a J774.2 makrofigok a CBS 1954 jelii torzset fagocitaljak a
legnagyobb mértékben az aramlasi citométer eredményei alapjan, addig a THP-1 fagocitak
éppen ezt az izolatumot eliminaljak a legkevéshbé. A jelenség legkézenfekvobb magyarazata,
hogy a két kisérletben két kiillonb6z6 tipusu sejtvonal valaszat vizsgaltuk. Elképzelhetd, hogy
a kiilonb6zd forrasbol szarmazo sejtek eltérdé modon viselkednek ugyanazon torzzsel valo
fertézés soran. Az ellentmondas masik magyarazataul egy technikai anomalia szolgalhat. Az
aramlasi citométer ugyanis, ebben a festési eljarasban, nem képes kulonbséget tenni a
fagocitalt és a még csak a makrofag felszinéhez tapadt €lesztok kozott. Lehetséges, hogy a
jobb felsé kvadransban szerepld J774.2 fagocitdk asszocialtak ugyan az élesztd sejtekkel, de
még nem vették fel azokat. Harmadrészt a négy vizsgalt C. parapsilosis torzs kozul éppen a
CBS 1954 jellemezhet6 a legagresszivebb pszeudohifa képzéssel, amely az adhéziot nem, de

a hatékony fagocitozist/eliminalast akadalyozhatja.



6. Eredmények és értékelésik 69

6.3.2 A Kiilonbozo izolatumok molekularis tulajdonsagainak osszehasonlitasa

Kulfoldi kutatocsoportokkal folytatott konzultaciok alkalmaval informaciot szereztiink
arrol, hogy bizonyos esetekben az altalunk referencia vad tipusként hasznalt C. parapsilosis
GAL1 jelt térzsben problémakat jelent az adhézidban C. albicans-ban bizonyitottan szerepet
jatszé (Hoyer és mtsi, 2008) ALS gének deletdlasa. Ennek a géncsalddnak az adatbazisban
elérhetd6 CDC317 referencia genomban Osszesen Ot tagja (CpAG_00368, CpAG_00369,
CpAG_05054, CpAG_05056, CpAG_05314) azonosithatd (Rossignol és mtsi, 2009),
ugyanakkor a mutansok ecléallitisakor hasznalt homoldg szakaszok bizonyos ALS gének
esetében, a GA1 genombdl vald célzott génkilitéskor nem bizonyultak hatdsosnak. Annak
eldontésére, hogy a C. parapsilosis torzsekben az ALS géncsaladnak mely tagjai vannak jelen,
valamennyi ALS génre primerpart terveztiink, amelyek segitségével megallapithatd, hogy az
adott ALS gén megtalalhato-e a genomban vagy sem. A primerparok a PCR soran 570 bp-os
(CpAG_00368) 374 bp-os (CpAG_00369), 865 bp-os (CpAG_05054), 439 bp-os
(CpAG_05056), 762 bp-o0s (CpAG_05314) termékeket eredményeznek. Az altalunk vizsgalt
két torzs (CDC317 és GA1) az emlitett szempont alapjan torténé dsszehasonlitasat a 17. dbra

mutatja be.
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17. dbra. Az ALS gének eloszlasa a CDC317 és GAL izolatumokban. A referencia térzsben
0t, a GAL ben két ALS gen van jelen. M: MassRuler DNA Ladder Mix 80-10.000 bp
(Fermentas).

A négy izolatum Kkariotipizalasat PFGE (Pulsed field gelelectrophoresis) segitségével
végeztik el. Erre a C. metapsilosis-ra altalunk mar korabban kidolgozott és optimalizalt

protoplaszt képzési - és agarOzba Aagyazasi protokollt illetve futtatdsi paramétereket
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alkalmaztuk. Ugy talaltuk, hogy a torzsek kozott a kozepes és rovidebb méretii kromoszomak

mérettartomanyaban kilonbségek mutatkoznak (18. abra).

ttt 1t

18. 4bra. A CBS 1954, CBS 6318, CDC317 és GA1 torzsek kariotipus analizise pulzaltatott
terti gélelektroforézis technika segitségével. Az izolatumok kromoszémai kozott a nyilakkal
jeldlt mérettartomanyokban figyelhetok meg kiillonbségek.

6.3.3. A négy izolatum teljes genom szekvencidja és 6sszehasonlitd elemzése

A rendelkezésuinkre allé virulenciabeli és genetikai kiilonbségek ismeretében a CBS
1954, CBS 6318 és GA1 izolatumok teljes genom szekvenciajanak meghatarozasa és a
referencia CDC317 genomhoz torténd részletes Osszehasonlitasa mellett dontottiink. A
transzkriptom vizsgalathoz hasonldan az emlitett térzsek genom szekvenalasat és kiértékelését
is a CRG Komparativ genomika csoportjaval kozosen végeztiik el. Az élesztokbdl izolalt
genomi DNS-t Spanyolorszagba, a szekvenalast végzé partneriinknek tovabbitottunk. A
szekvencidk meghatarozasan kiviil, azok elemzése €s a referencia CDC317 genomhoz torténd
hasonlitasa is az 6 bioinformatikai kapacitisukat igényelte. Az in silico analizis nyoman
azonositott deléciok kisérletes igazolasara egy molekularis maédszerekre (PCR, Southern
hibridiz&cié, Sanger-szekvenalds) tamaszkodd validacios stratégidt dolgoztunk ki és

alkalmaztunk.
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A leolvasasok szama a harom torzs esetében ~ 36 — 87 millidig terjedt, a szekvenalas
mélysége (vagyis azon leolvasasok atlagos szdma, amely egy adott bazist reprezental) 248 és
510 kozott valtozott. Az adatokat 50 — 61 "scaffold"-ba tudtunk rendezni. A haploid genom
méret mindhdrom izolatum esetében nagyobbnak bizonyult a 13,030 megabazis kiterjedésii
CDC317 referencia genoménal, amelyek eredményeink szerint torzstol fliggden 5665 — 6293
gént kodolnak (3. tablazat).

3. tablazat. A CBS 1954, CBS 6318, CDC317 és GA1 C. parapsilosis izolatumok teljes
genom szekvendlasanak és szekvencidjanak statisztikai adatainak 0sszehasonlitasa a
szekvenalds metddusa, a leolvasasok szama, a genom szekvenalas mélysége, az dsszeillesztett

"scaffold"-ok, a genommeéret, a heterozigotikus régidk valamint a meghatarozott gének
szamanak szempontjabol.

Toérzs Modszer Read-ek szama | Mélység | Scaffold Haploid Heterozigotikus | Gének

(millio) (x) genomméret | Régiok (%) szama
76bp; GAIIX;

CBS 1954 paired @ 300bp 87,51 510 61 13,107 Mb 0,00637 5665
76bp; GAIIX;

CBS 6318 paired @ 300bp 42,45 248 50 13,138 Mb 0,00457 6293
96bp; HiSeq;

GA1l paired @ 600bp 36,51 269 55 13,089 Mb 0,00717 6227

CDC317 Sanger 0,23 12 8 13,030 Mb 0,01576 5836

Mind a négy genomban megtalélhato a két baktérium eredetli gén a prolin racemaz és
a fenazin bioszintézisben szerepet jatszé PhzF gén. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek az
Osszehasonlitdsunkba bevont torzsek elkiiloniilése eldtt valtak az élesztd genom részévé. Az
emlitett gének er6teljesen konzervéltak, csupdn egyetlen nukleotid eltérést (szinonim
mutéciét) sikerilt azonositanunk a GAL térzsben. A négy izolatum kdzott azonositott genomi
eltérések SNP-ken kivil, kromoszéma mutaciokban és ennek folyomanyaként génkdpiaszam

kilénbségekben mutatkoznak meg.

6.3.4. SNP-k és eloszlasuk, a rekombinacios események nyomai
Az Osszehasonlitd analizis els6 1épéseként SNP-k azonositasat tliztiik ki célul. Ezek
megbizhatd detektdlasahoz az Un. ,;read mapping” stratégiat alkalmaztuk. Ennek nyoman
0sszesen 5.147, magas tdmogatottsagi értékii pontmutaciot definialtunk a referencia CDC317
torzshoz képest. Ezekbol a CBS 1954, CBS 6318 és GALl izolatumokban rendre 3.119, 2.972

és 1.361 SNP-t talaltunk, amelyek eloszlasat a 19. abra szemlélteti.
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CBS 1954

19. &bra. A ,,read mapping” stratégiaval azonositott pontmutaciok eloszlasa a CBS 1954,
CBS 6318 és CDC317 izoldtumokban a referencia CDC317 genomhoz képest.

A pontmutaciok siiriisége torzsenként valtozo, ~ 0,1 — 0,25/Kb tartomanyban
helyezkedik el. Ez a GA1 jeli térzsben adodott a legkisebbnek 0,095/Kb értékkel, ami
atlagosan 10.517 nukleotidonkeént jelent egy eltérést. A CBS 1954 és CBS 6318 tdrzsekben
ezek hozzavetblegesen kétszer gyakrabban, rendre atlagosan 4.024 (0,248/Kb) és 4.306
(0,232/Kb) nukleotidonként fordulnak eld. A pontmuticidk eloszlasa a genomokban nem
homogén. Osszesen 176 darab olyan 200 bp-os régidt (variacios forropontot) azonositottunk,
amelyeken belul legalabb harom pontmutacio kozvetlenil egymas mellett helyezkedik el. Az
értékeket izolatumonként kulon-kulon megvizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy CBS 1954
esetében 341 SNP 88 région, CBS 6318 esetében 341 SNP 78 région és GAl esetében 34
SNP 10 region oszlik meg. Egy hdrom SNP-t hordoz6 200 bp-os szakasz el6fordulasi
valosziniisége még a legnagyobb mutacios gyakorisaggal jellemzett CBS 1954 jelii torzsben is
csupan 2x10°-nek adédik (Poisson-eloszlas alapjan kalkulalva). Kiindulva abbél, hogy az
SNP-k kialakulasa véletlenszeri esemény, akkor ebben a térzsben minddssze egyetlen olyan
200 bp kiterjedésti régiot feltételeznénk, amelyet legaldbb harom egymast koveté SNP
jellemez. Ennek ellenére az in silico vizsgalatok soran dsszesen 88 ilyen tulajdonsagu
mutécids forropontot azonositottunk. Ez a felismerés valoszinisiti, hogy a szdban forgd
régiok az altalunk vizsgalt torzsekben tapasztalt nagy aranyt eléfordulasa nem véletlenszera

esemény kovetkezmenye.
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Az anomalia egyik lehetséges magyardzataként rekombinacids folyamatok
szolgalhatnak. A hipotézis igazoldsara bioinformatikai eszkdzok segitségével a jelenség
nyomai utan kutatva elvégeztik az 0sszeillesztett teljes genom szekvenciék analizisét. Ennek
soran a mutacios forrépontok alapjan 6sszesen 20 lehetséges rekombinacids esemeényt
azonositottunk, amelyek 5 kromoszomara terjedtek ki. Ezek kozll rendre 3, 5, 3, 2 és 7
esemény a HE605203, HE605204, HE605206, HE605207 és HE605209 kromoszémakhoz
kothetd. Az elemzés soran fény dertilt arra, hogy a 20 rekombinacids eseménybdl 12 esetében
az érintett DNS szakasz a 176 variacios forropontbol 51-gyel atfedést mutat. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ha nem is Kkizarélagosan, de részben rekombinaciés események

mitkodhettek kozre az emlitett mintazat kialakulasaban.

6.3.5. Kromoszéma mutéaciok: duplikaciok

A kromoszoma mutaciok azonositdsdhoz az altalunk vizsgalt harom torzs
szekvenalédsa soran meghatérozott leolvasasokat térképeztiik a referencia térzs szekvenciajara.
Az elemzés soran szignifikansan alacsony (log.<-0,75) vagy magas (log,>0,75) atfedések és
nem konzisztens leolvasas parok utan kutatva 6sszesen 40 potencialis kromoszéma mutaciét
irtunk le. Ezek josolt méretét, eloszlasat, jellemzdit tovabba a molekularis validaciora
kivalasztott régidkat (lasd késébb) a 13. szamu melléklet dsszesiti.

A kromoszéma mutacidk kisebb hanyada duplikacios eseményeket takar. Ezekbdl 6tot
azonositottunk, amelyek mindegyike fehérje kodolo régiét érint. Ezek kdzil a DUP#4 csak az
eurdpai torzsekre (CBS 1954 és GA1) jellemzd, és érdekessége, hogy az érintett DNS szakasz
hatarold régidi is identikusak, ami arra utal, hogy a mutéacid létrejotte megeldzte a két torzs
szétvalasanak idépontjat. Egynél tobb torzsre jellemzd duplikacidk ezen kiviil is eléfordultak,
de ugy tlinik, hogy azok fliggetlen események kovetkezményei. Ezek koziil az ARR3 gént
érinté6 DUP#5 pusztdn az in silico eredményeink alapjan kilénosen érdekes okfejtéshez
vezetett. Az ARR3 gén egy S. cerevisiae-ben azonositott, sejtmembranhoz kotott arzenit
transzportert kddol, amely ebben a fajban az arzenit ionnal szembeni rezisztenciaert felel
(Maciaszczyk-Dziubinska és mtsi, 2010). Figyelembe véve, hogy az emlitett ion toxikus igy
feltételezhetd, hogy mennyisége a termeszetben magasabb, az emberi szervezetben
alacsonyabb. Ebbo6l adodik, hogy az ARR3-ra hatd szelekciés nyomas alapvetéen a
természetben és nem a gazdaban jelentkezik. A gazda altal biztositott kdrnyezethez
sz¢€ls6ségesen alkalmazkodott C. albicans genomjaban, 52 teljes genom elemzése alapjan,
harom ARR3 gén azonosithatd (Dr. Toni Gabalddn, személyes konzultacio). Ezzel szemben az
altalunk vizsgalt C. parapsilosis izolatumokban az emlitett gén 6-10 kdpidban van jelen. A C.
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parapsilosis tehat, annak ellenére, hogy a C. albicans utan a szisztémas candidiazis masodik
leggyakoribb kivaltdja, még a természetben vald fennmaradashoz sziikséges genetikai
mintézatot is hordozza. A CDC317 és GA1 izolatumokban az emlitett gének kdpiaszdma és a
gének kornyez6 szekvencidinak in silico vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy a két

klinikai torzsben kiilonb6z6 gének duplikacioja vezetett a géncsalad expanzidjahoz.

6.3.6. Kromoszéma mutaciok: deleciok

A kromoszéma mutaciok donté hanyadat (35-6t) deléciok teszik ki, amelyek mérete
17 bp — 23,5 kb-0s méretek kozott valtozik, tobbségik a ~ 2 kb-os tartomanyba esik.
Néhanyuk tobb torzsre is jellemz6, a nagy résziik azonban egy adott izolatumra specifikus.
Bioinformatikai mddszerekkel 6t deléciot heterozigotikusként hataroztunk meg. A deléciok
tobbsége (31) fehérje kodoldo gént érint, és koziiliik 18 valdszinlisithetden génfziohoz
vezetett. Ezek kozott azonositottuk azokat, amelyek az ALS gének torzsenként eltérd
eloszlaséért tehetok feleldssé. Az in silico vizsgalatok a korabban PCR eljéréssal
meghatarozott allapottol eltérd eloszlast tartak fel. Ennek értelmében a referencia genomot az
ALS géncsalad o6t (CpAG_00368, CpAG_00369, CpAG_05054, CpAG_05056,
CpAG_05314), a CBS 1954-at egy (CpAG_00368), a CBS 6318-at harom (CpAG_00368,
CpAG_05054, CpAG_05314), a GAl-et szintén egy (CpAG_05314) tagja jellemez.

Az ALS gének és kornyezé régioik részletes in silico dsszehasonlitasa sordn a
kozelmultban végbemend génkonverziora utald mintazatokra derilt fény. Hogy a feltételezést
bizonyitani tudjuk, 6sszesen kilenc bioinformatikai eljarassal vizsgaltuk meg az ALS gének és
a kornyezd szekvenciaik szervezOdését rekombindcios események nyomai utdn kutatva.
Ennek eredményeként két olyan régiot is azonositottunk, amelyek létrejottében nagy
valodszinliséggel rekombinacios folyamatok jatszottak szerepet (a kilencbdl hét moddszer
tamasztotta ald). Ez 760 bp Kiterjedésben a CpAG_05056 és 280 bp-os szakaszon a
CpAG_00369 géneket érintették. A modszerek tovabbi 6t tovabbi rekombinacios eseményt is
valdsziniisitettek, de ezek tamogatottsaga alacsonyabb (a kilencb6l 4-6 mddszer tdmasztotta
ald). Mindezek ismeretében az ALS géncsalad tagjainak torzsenkénti eloszlasara tehat
nagyfoku valtozatossag jellemz6, tovabba Ujabb bizonyitékaul szolgalnak a C. parpasilosis-
ban végbemend rekombinacids eseményeknek.

Az altalunk vizsgalt izolatumok in silico analizise soran egy delécios esemény
kovetkeztében kialakult génfizidé nyomait is azonositottuk a CBS 1954 jelti torzsben. A ~ 6,8
kb kiterjedésii régio eltiinése (DEL#31) a CpAG_01377 és CpAG_01379 gének "in-frame"
fazidjat eredményezte. Az upstream szakasz egy hifa-regulalt sejtfal fehérje N-terminalis
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domain-jét valamint PT (Prolin-Treonin) ismétlédéseket kodol. A downstream regio

szekvenciaja azonban egyetlen annotalt domain-nel sem mutat hasonl6séagot.

6.3.7. A deléciok kisérletes igazolasa: PCR stratégia

Az in silico eljarasokkal meghatarozott kromoszomalis eltéréseket kiilonb6z6
molekuléris technikédk segitségével szandéekoztunk igazolni. A 35 deléciobdl dsszesen 20-at
vélasztottunk ki Kisérletes igazolasra. Ezeket el6szor méretiik szerint két csoportra osztottuk
az alapjan, hogy nagyobbak vagy kisebbek, mint 1 kb. A nagy méretii régiok (8 darab) teljes
validalasa 4 primert igényelt, amelyeket parokba rendezve 3 PCR-ben alkalmaztunk, mig a
rovidebb deléciékhoz (12 darab) egyetlen primerpart hasznaltunk. Az in silico médszerekkel
azonositott deléciok hatarold szekvencidit a referencia genomra (CDC317) illesztve kijel6ltik
a deléciok upstream és downstream toréspontjait. Mivel az alkalmazott NGS eljarasok
(jelenleg még) nem teszik lehetdvé a toréspontok nukleotid pontossagu azonositdsat, a
primereket a toréspontoktdl legaldbb 50-50 bp tavolsagra kellett terveznink. Stratégiank
pozitiv és negativ igazold PCR-eket alkalmazott. A FW-1 és REV-1 primerekkel dsszemért
PCR1 reakcid a delécio upstream téréspontja koruli régiét amplifikalja. A FW-1 primer a
torésponttél upstream, a REV-1 primer attdl downstream iranyban helyezkedik el. Mivel a
REV-1 primer a két toréspont kozotti régiora specifikus (delécio teriilete), ezért ennek
komplementer régioja a delécids torzsbdl hianyzik, emiatt a PCR1 soran csak a vad tipust
pozitivan a vad tipus, negativan a mutans torzs esetén. A PCR2 elve teljesen analdg a PCR1-
gyel, azzal a kulonbséggel, hogy a PCR-2 a delécié downstream régiojat validalja, emiatt a
primerek szerepe forditott. Ez esetben ugyanis a FOR-2 primer a downstream torésponttol
upstream - (delécié helye), a REV-2 primer pedig a torésponttdl downstream régioval
komplementer. A PCR1-hez hasonléan ez a reakcid is csak vad tipusu templatrol képes
termeket amplifikdlni. A PCR3-ban a FW-1 és REV-2 primereket alkalmaztuk. Ez az
elrendezés biztosan ad fragmentumot egy a delécios torzs templat DNS-et tartalmazo
reakcidban, hiszen mindkét primer a tdréspontokon kiviil elhelyezked6 szakaszra specifikus.
A vad tipusu templatrol vagy nem képzddik fragmentum (ha tilsagosan nagy kiterjedésti a
delécié) vagy ha mégis, akkor az bizonyosan nagyobb, mint a deléciés toérzs PCR3
amplikonja, €s a ketté mérete kozotti kiilonbség a delécid méretével egyenld. A kisebb méretii
deléciok igazolasa soran PCR1 és PCR2 kérilményeket nem, kizarélag a PCR3 konfiguraciot
alkalmaztuk. A négy torzs 3-3 (1-1) reakcidjabol szarmazo fragmentumokat egyetlen agardz

gélen ellendrizve, a mintazat alapjan az in silico eredmények igazolhatdk (20. abra).
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20. abra. Az abra egy 1 kb-nal nagyobb (A) és egy annal kisebb (B) delécio kisérletes
igazol&sat mutatja be. Bal oldalon az in silico azonositott deléciok igazoldsara kidolgozott
PCR stratégia vazlata, jobb oldalon az ennek alkalmazasaval kapott fragmentum mintazat
lathatd. Részletes magyarazat a sz6vegben. M: MassRuler DNA Ladder Mix 80-10.000 bp
(Fermentas).

A tovabbi régidk kisérletes bizonyitasardl készilt gélfotokat a 14. szamu melléklet
tartalmazza. A bioinformatikai vizsgélatok a DEL#18, DEL#19 és DEL#20 régiokat is
heterozigotikusként azonositottdk a CDC317-ben. Ezt a PCR alapu validacié azonban csak a
DEL#19 és DEL#20 esetében tamasztotta ala. A 34 bp kiterjedésii delécio (DEL#18)
valoszintlileg a referencia genom Osszeillesztése soran vétett hibanak kdszonhetd. A DEL#20
esetében igazoltuk a heterozigozitast a referencia torzsben, tovabba egy a kizardlag kdrnyezeti

izolatumokra jellemz6 Kis méretii deléciot is azonositottunk.

6.3.8. A deléciok kisérletes igazolasa: Southern hibridizacio
A heterozigotikus régiok egyértelmii bizonyitasa pusztan ezzel a stratégiaval nem volt
lehetséges, ugyanis ez esetben egyetlen genom hordozza a vad tipusti és a mutans DNS

szakaszt is, igy a PCR3 soran két fragmentum amplifikalodik (21. abra).



6. Eredmények és értékelésik 77

CDC317 CBS 1954 M CBS 6318 GAl
PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3

21. &bra. A gélfotd a GAl-re jellemzé DEL#5 PCR validacidjarol késziilt. A GA1 templatrdl
a PCR1 és PCR2 soran egy-egy a PCR3 alkalmaval két amplikon szintetizalodik. Ennek oka,
hogy ebben a térzsben az érintett régid heterozigotikus, vagyis a vad tipusd és a delécios allél
is jelen van a genomban. M: MassRuler DNA Ladder Mix 80-10.000 bp (Fermentas).

Hogy az in silico eredményeket a Kiterjedt heterozigotikus régiok (DEL#3 — GAL, és
DEL#5 — GA1) esetében is kisérletesen ala tudjuk tdmasztani Southern hibridizacios stratégiat
dolgoztunk ki, amelynek logikajat a GAL tdrzsben azonositott 1640 bp kiterjedésit DEL#5
példaja szemlélteti. Az eljaras lényege, hogy a genomi DNS emésztésére hasznalt restrikcios
endonukleaz olyan fragmentumokat eredményezzen, amelyekkel differencialni lehet a két
allél kozott, és kelloképpen elkiiloniilnek egymastol a gélelektroforézis soran. A fenti
szempontokat figyelembe véve a DEL#5 heterozigotikus régié esetében az EcoRI enzim
bizonyult a legmegfelelébbnek. Mivel a CDC317 referencia genom homolog kromoszomai az
adott régio vonatkozasaban azonosak, ezért ekkor csak egyféle méretli fragmentum
keletkezhet. Ezzel szemben a GAL torzs esetében az egyik allél a vad tipust a méasik azonban
a rovidebb allélt hordozza, tehdt az emésztés eredményeként két eltér6 méretil
fragmentumnak kell létrejonnie. Ezek mérete kozotti kiilonbség értelemszeriien megegyezik a
delécid méretével. A stratégia elvét és a kapott eredményeket a 22. abra mutatja be. A
Southern hibridizacié eredményérdl késziilt teljes méretii felvételt a 15. szamu melléklet

tartalmazza.
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22. &bra. A DEL#5 heterozigotikus régio kisérletes igazolasa Southern hibridizécioval. Bal
oldalon a stratégia vazlata lathaté a vad tipus (WT) és a heterozigotikus torzs (HZY)
vonatkozasaban. A jobb oldali fot6 a heterozigotikus régiét bizonyitd Southern hibridizacio
eredményét abrazolja. M: Roche DIG-labeled DNA Molecular Weight Marker V1.

A DEL#5 heterozigotikus régi6 validalasa az alkalmazott Southern hibridizacio révén
sikerrel jart. A szintén heterozigotikus, GAl-ben detektalt DEL#3 régi6 azonban pontosan a
vad tipust fragmentum mintdzatot eredményezte, amely téves in silico meghatarozast

valoszintsit (15. szamu melléklet).

6.3.9. PCR validalas soran képz6dé aspecifikus termékek

Két esetben (DEL#1 és DEL#6) a gélfotok a vad tipusi mintakban heterozigotikus
allapotot tikroztek, ugyanakkor ezt az in silico vizsgalatok nem jelezték. A DEL#1 a GAL
torzsre, a DEL#6 a CBS 1954, CBS 6318 ¢s GA1 torzsekre jellemzd. Mivel a DEL#1 tul nagy
kiterjedésti (~ 23,5 kb) ezért a vad tipusokra kalkulalt ~ 24,1 kb méretli PCR3 fragmentum
egyetlen torzsnél sem jelent meg, azonban valamennyitiknél amplifikalddott egy, a delécids
torzsre jellemzd méretli termék. Ugyanezt a jelenséget tapasztaltuk a DEL#6 esetében, ahol
mind a 2.308 bp-os vad tipusu, mind pedig a 713 bp-os deleciés amplikon azonosithato volt
(23. &bra).
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CDC317 CBS 1954 M CBS 6318 GAl
PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3 PCR1 PCR2 PCR3

23. &bra. DEL#6 igazolasa PCR-rel, majd az azt kovetd gélelektroforézissel. Az emlitett
régiét harom térzsben azonositottuk, a CBS 1954-ben, CBS 6318-ben és a GAl-ben. Annak
ellenére, hogy ez a deléci6 nem heterozigotikus a CDC317-ben, a PCR3 soran mégis két
fragmentum amplifikalodik. A nagyobbik a vad tipusra -, a rovidebb a delécids torzsre
jellemz6é mérettartomanyba esik. M: MassRuler DNA Ladder Mix 80-10.000 bp (Fermentas).

Ezt biztosan nem aspecifikus primer kotddés okozta, hiszen ezek szekvencidja a BLAST
analizis szerint egyedi. A probléma magyarazatat az emlitett szakaszok toréspont koruli
sajatos régidjanak elemzése adta meg. DEL#1 esetében a két toréspont koruli régié egy 188
nukleotidos szakaszon kdzel 100%-osan identikus, kozottik minddssze 3 nukleotid eltérés
mutatkozik. Ezt a kdzel 200 bp-os régiot a toéréspontok egy 79 nukleotid hosszlsagu az
aktualis torésponttol upstream, és egy 109 nukleotid méretii downstream részre bontjak. A
rendelkezéslinkre all6 informaciok alapjan a jelenség magyarédzatara a 24. adbran bemutatott
hipotézist allitottuk fel. A PCR3-ban hasznalt FW-1 és REV-2 primerek kotédési helyei az
emlitett région kivil helyezkednek el (1). A PCR soran valamelyik primerr6l elindul6 reakcio
nem jut el a szemben 1évé primer kotddési helyéig, hanem megakad a duplikdlodott régid
teruletén (2). Ez a csonka fragmentum a kovetkezé ciklusban a két, kozel azonos DNS
szakasz barmelyikéhez kotodhet, hiszen a szekvencidjuk kozotti eltérés mindossze 3 nukleotid
(3). Statisztikusan az esetek 50%-ban a fragmentum a nem megfeleld régidhoz kotédik. A
ciklus végére a polimerizacio befejezddik, és kiterjed a szemben 1évd primer kotOhelyének
teruletére (4). A kovetkez6 ciklusban ez a termék templatként szolgalhat az Gsszes tovabbi
ciklus soran, feldusitva a delécids fragmentummal megegyez6 méretii amplikont a vad tipusud

templat ellenére (5).
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24. dbra. A DEL#1 és DEL#6 esetében a vad tipusu templatrol képz6do, de a delécios torzsre
jellemzé méretben (is) megjelend PCR3 amplikon magyardzatanak vézlata. Részletes
magyarazat a szévegben.

A DEL#6-ra is igazak a DEL#1-gyel kapcsolatos megallapitdsok, azzal a
kilonbséggel, hogy a homoldg szakasz még Kiterjedtebb (288 bp) minddssze 4 nukleotid
kilonbséggel, amelyet a toréspontok egy 259 nukleotidos upstream és egy 29 nukleotidos
downstream szakaszra bontanak.

Az in silico adatok egyértelmii bizonyitasara, és hogy igazoljuk, hogy valoban nem
heterozigozitas jelensége all fenn, ismételten Southern hibridizaciés kisérletet végeztiink. A
korabban vézolt szempontoknak a DEL#6 esetében a Hindlll felelt meg a legjobban. A
stratégia szerint a vad tipust (CDC317) egyetlen 6.167, mig a tobbi harom torzset egy-egy

4.607 bp-os fragmentum reprezentélja (25. abra). Eredményeink céafoltdk a heterozigotikus

=77
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25. dbra. A DEL#6 kisérletes igazolasa Southern hibridizacioval. Bal oldalon a hibridiz&cios
stratégia vazlatos magyarazata lathatdo a vad tipus (WT) és a delécios torzs(ek) (DEL)
feltlintetésével. A jobb oldalon az in silico eredményeket alatdmasztd Southern hibridizéacié
eredménye kerlt feltlintetésre. M: Roche DIG-labeled DNA Molecular Weight Marker VII.

6.3.10. A delécidk téréspontjainak pontos meghatarozasa
A PCR technika és geélelektroforézis alkalmazésan kivil a delécios torzsek PCR3
amplikonjainak pontos nukleotidsorrendjét is meghataroztuk Sanger eljaras segitségével. Az
igy kapott szekvenciakat a referencia CDC317 genomra illesztettik. A deléciok toréspontjait
igy nukleotid pontossaggal meg tudtuk hatarozni, kiegészitve ezzel az in silico analizis és a

PCR alapu validacio eredményeit (26. abra).

CDC317 referencia
TGGAGATCTGCCATATCTGTCGTATC CTATTTATACTGTGGTAAGGCT
#? TGGAGATCTGCCAT i/r GTGGTAAGGCT
DEL#7 PCR3 GA1 T T

Upstream toréspont Downstream téréspont

26. abra. A deléciok toréspontjainak nukleitod pontossdgu meghatarozasa a PCR3
fragmentumok szekvenciainak ismeretében. Az dbra a GAl-ben azonositott DEL#7 példajat
mutatja be.

A husz, molekularis eszkdzokkel vizsgalt delécid kozul tiz esetében tudtunk a
toréspontokat lefedd méretli szekvencidhoz jutni. A tovabbi tiz régi6 Sanger szekvenaldsa
technikai problémakba {itkdzott, valosziniileg az amplikonok mésodlagos struktardja okozott
problémat. Az elégseges hosszusagu szekvenciak analizise soran valamennyi delécio esetében
a toréspontok koril 8-835 bp kiterjedésti ,.direct repeat”-eket azonositottunk. Ezek a
molekularis nyomok ,,single-strand annealing” (SSA) DNS javitd6 mechanizmusra utalnak,

amely a DNS mindkét szalanak torését kovetden aktivalodik.
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6.3.11. Az ALS gének in silico analizis és PCR alapjan kapott eltéré eloszlasanak
magyarazata
Az ALS gének torzsenkénti eloszlasanak vizsgalatakor PCR segitségével kettd
(CpAG_05056 és CpAG_05314), az in silico analizis soran viszont csak egy (CpAG_05314)
gént mutattunk ki a GA1 jelii torzsben. Az ellentét feloldasara a kovetkez0 magyarazatot
talaltuk. Az ALS gének a referencia genomban a CpAG_05314 Kkivételével egyetlen
kromoszdmaszakaszon helyezkednek el, tandem egymast kovetden. Ezek sorrendiségét és a

kimutatasukra tervezett primerparok hozzavetéleges kotddési helyét a 27. abra mutatja be.

CpAG_00368 CpAG_00369 CpAG_05054 CpAG 05056
CpAG_05314
27. dbra. A C. parapsilosis jelenleg ismert 6t ALS génjének eloszlasanak, méretének és a
primerek kotéhelyének sematikus véazlata a CDC317 referencia genomban. A CpAG_00368,

CpAG_00369, CpAG_05054 és CpAG_05056 gének tandem egymas utan helyezkednek el. A
CpAG_05314 egy ezektdl kiilonbozo régiora illeszkedik.

A GAIl torzsben tandem elhelyezkedé négy ALS gén a legnagyobb (23.475 bp
kiterjedésti régidt érintd) delécidos esemény (DEL#1) révén tint el a GA1l genombdl. Az
upstream toréspont a CpAG_00368 gént6l upstream helyezkedik el. A downstream téréspont
ugyanakkor két (391 bp-os és 3.761 bp-0s) részre hasitja a CpAG_05056 gént. A delécioval
tehat a teljes CpAG_00368, a teljes CpAG_00369, a teljes CpAG_05054 és a CpAG_05056
gén upstream régidja eltiint. Mivel a gén a start kodont és a cisz-szabalyozo6 elemeit veszitette
el, ezért bizonyos, hogy a CpAG_05056 génrdl transzkript nem képzddik, emiatt az in silico
elemzés alapjan tett megallapitds, miszerint mind a négy gén, legalabbis funkcionalis
értelemben, hidnyzik a GA1 genombdl, helytallé. Tekintettel arra, hogy a CpAG_005056-re
downstream tertiletére specifikus, (ami a delécion kivil helyezkedik el,) magyarazatot kapunk
arra, hogy a PCR technikaval végzett analizis soran miért jelenik meg a CpAG_05056

jelenlétére utald fragmentum is a deléciés GA1 templét ellenére (26. abra).
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6.3.12. C. parapsilosis izolatumok 6sszehasonlitd genomikai analizise: 6sszefoglalas/
értekelés

Projektiink keretein beliil négy, kiilonboz6 forrasbol szarmazo C. parapsilosis torzs
0sszehasonlitd genomikai analizisét végeztik el. A sziikséges technikai hattér hianyaban a
bioinformatikai miveleteket a CRG Komparativ genomikai csoportjdval szoros
kollaborécidban, kdzosen végeztik. A vizsgalt torzsek kozil ketté (CBS 1954 és CBS 6318)
,kornyezeti”, kettd (a referencia torzs CDC317 és GA1) pedig klinikai izolatum. Ezek kozott
a torzsek kozott korabbi vizsgalataink soran virulenciabeli és genetikai kulonbségeket
figyeltink meg. Hogy a tapasztalt eltérések részletes molekularis hatterét feltarjuk a CBS
1954, CBS 6318 és GA1 torzsek teljes genom szekvencidjanak meghatarozasa és a CDC317
referencia torzshoz val6 hasonlitasa mellett dontottink.

Az elemzések alapjan 5.147 pontmutéciot, 35 deléciét és 5 duplikacids eseményt
azonositottunk. A pontmutaciok szama és eloszlasa nem egységes a négy torzs kozott,
tovabbd a genomokban olyan régidkat azonositottunk, ahol kiemelten magas aranyban
fordulnak elé. Az in silico analizis szerint ennek egyik oka a multban végbement
rekombinacios események lehetnek. Hasonlo megéllapitasra vezetett az ALS gének kornyez6
régidinak analizise, ezzel két bizonyitokot is szolgaltatva az emlitett folyamatra. Ez a
felismerés példaértékii, ugyanis ebben a fajban rekombinaciora utal6 mintazatot korabban
egyetlen kutatocsoport sem azonositott.

Megallapitottuk, hogy a harmincét, bioinformatikai mddszerekkel meghatarozott
delécié meérete 17-23.475 bp-ig terjed. Ezek legtobbje egyetlen torzsre jellemz6. Kozottik
azonositottuk azokat, amelyek az ALS géncsalad tagjainak eltéré eloszlasaért felelnek a
kiilonboz6 izolatumokban. 31 delécié fehérje kdodold régiot érint, 18 delécio génflziot
eredményezett. A harmincot delécio kozil hdszat kisérletes validaciora valasztottunk Ki,
amelyet molekularis technikékkal (PCR, gélelektroforézis, Sanger szekvenalas és Southern
hibridizacio) hajtottunk vegre. A kidolgozott stratégidk segitségével a 20 régiobol 19-et
egyértelmiien alatamasztottunk PCR-rel, Sanger szekvenalassal, Southern hibridizacioval
vagy ezek kombinacidjaval. Az alkalmazott modszerek az 6t heterozigotikusként
meghatarozott régié (DEL#3, DEL#5, DEL#18, DEL#19 és DEL#20) kdzil harom (DEL#5,
DEL#19 és DEL#20) esetében igazoltak az in silico eredményeket. A referencia tdrzsben
heterozigotikusként azonositott DEL#18 a genom 0sszeillesztése soran vétett hibanak
koszonhetd. A GAl-re jellemz6 heterozigotikus DEL#3 bizonyitasa egyik modszerrel sem jart
sikerrel. Bar a PCR termékek eloszlasaban van kilénbség, a reakcidk soran tobb aspecifikus
fragmentum is képzédik. A DEL#17 a CBS 1954 izolatumra jellemz6, amelynek PCR alapd
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igazolasa sikerrel jart ugyan, de az érintett régiora tervezett primerpar a CBS 6318 esetében a
vart vad tipust amplikon ellenére, semmilyen terméket nem eredményezett. Ennek oka, hogy
ebben a torzshen egy a DEL#17-tel atfedd nagyobb kiterjedésti delécio talalhato. Annak
ellenére, hogy a PCR-ek fragmentum mintazata egy kivételével egyértelmiien alatamasztotta
az in silico eredményeket, a delécios torzsek PCR3 fragmentumainak Sanger szekvenalasa a
20-b6l csupdn 10 esetben szolgaltatott elégséges adatot, valdsziniileg a fragmentumok
bonyolult méasodlagos strukturaja miatt. Ezek elemzése sordn a téréspontok koril azonositott
repetitiv szakaszok megléte ,,single-stranded annealing” DNS javité mechanizmusra utalnak.

Az in silico adatok ilyen jellegii ellendrzése tjkeletli, korabban ilyen részletesen senki
sem tamasztotta ala a bioinformatikai modszerek helyességét. Hogy ennek mégis van
Iétjogosultsdga, azt a DEL#20 esete igazolja. Ennek kapcsan ugyanis egy kizardlag a
kornyezeti izolatumokra jellemz6 kisméretii deléciot azonositottunk. Ez a felismerés
nyomatékositja az in silico eredmények Kisérletes bizonyitasanak fontossagat, tovabba ez a
régio a kozeljovoben indikatoraként szolgalhat a hasonlé analizisek paramétereinek
optimalizaldsdban. A DEL#20 a CPAR2_503240 (CPAG_03508) és CPAR2_503250
(CPAG_03509) gének kozott helyezkedik el. A gének orientacidja ellentétes, és 386 bp
tavolsagra vannak egymastol. A delécio tehat kodold szekvenciat nem érint, de a gének
miitkodésére, a promoéter szekvencidk modositasa miatt, lehet hatasa. S. cerevisiae-ben a
CPAR2_503240 és CPAR2_ 503250 gének ortoldgjai rendre a foszfolipdz D regulacidjaban
szerepet jatszo fehérjét (Kennedy és mtsi, 2011), illetve egy mitokondrialis elhelyezkedésii
K*/H" antiportert kodolnak (Zotova és mtsi, 2010).

A két klinikai izolatumban az ARR3 gének illetve kornyezé régioik kiterjedése, a
analizise alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ARR3 géncsalad expanzidjat
izoldtumonként eltéré gének duplikacidja eredényezte. Ez a felismerés felveti annak a
lehetdségét, hogy a gének jelen eloszlasanak hatterében allo kromoszoma atrendezddések még
a human gazdara keriilés elott végbemehettek, hiszen a gazdaban megsziinik (joval kisebb) az
arzenit transzportot érintd szelekciés nyomas. Ha ez igy van, akkor ebbdl kdvetkezhet, hogy a
C. parapsilosis az evollcié soran egynél tobbszor keriilhetett a természetes kornyezetbdl a
gazdaszervezetre, amely ellentétes a jelenleg uralkod6 nézettel, miszerint a kdérokozé C.
parapsilosis torzsek klonalis eredetiiek.

Az altalunk elvégzett struktaralis genomikai analizis eredmenyei egybevagnak
azokkal a szakirodalmi adatokkal, amelyek alapjan jelenleg a C. parapsilosis a C. albicans-

hoz képest elhelyezhet6 a természetes kornyezetbdl a emberi gazdahoz val6 adaptécid atjan.
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A C. albicans széls6ségesen alkalmazkodott az emberi szervezet altal Dbiztositott
kornyezethez. Ennek a gének szintjén megnyilvanul6 bizonyitéka a SAP, a LIP és az ALS
gének expanzidja, amelyekbdl C. albicans-ban rendre 10, 10 és 8 kdpia van jelen. Ezek kozul
tobb virulencia faktorként kerilt azonositasra (Hoyer és mtsi, 2008; Naglik és mtsi, 2003;
Schaller és mtsi, 2005). A szamos tagot szamlalé géncsaladok mellett az alkalmazkodas
eszkozei tobbek kozott a sejtfal B-glikan elemeinek mannénnal valo elrejtése (McKenzie és
mtsi, 2010), a komplement negativ regulatoraként ismert H-faktor kotése (Meri és mtsi,
2002), a fagoszoéma-lizoszoma fuzid gatlasa (Fernandez-Arenas és mtsi, 2009) és az éleszto-
hifa atmenet jelensége (Lo és mtsi, 1997). A C. parapsilosis-ban az emlitett géncsaladok jelen
vannak, de alacsonyabb kdpiaszdmban. Szekretalt lipazokbol ketté (Gacser és mtsi, 2007¢),
szekretélt savas proteindzokbdl harom talalhaté a genomban (Hruskova-Heidingsfeldova és
mtsi, 2009), amely kozil az egyik (SAP1) duplikacion esett at (Horvath és mtsi, 2012). A két
gén nukleotid sorrendje teljesen azonos, amely arra utal, hogy a duplikaciés esemény a
kdzelmaltban mehetett végbe. Az ALS gének kopiaszdma az &ltalunk vizsgalt torzsekben
izolatumonkeént eltér, egy és 6t kozott valtozik. Munkéank soran C. parapsilosis-ban az arzenit
transzporter gének nagyfoku expanzidjat (6-10) allapitottuk meg, amelyrél feltételezhetjiik,
hogy az arzénben gazdagabb kornyezetben jelent szelekcios elonyt. Az emlitett géncsalad C.
albicans-ban is jelen van, de minddssze harom kdpidban (Dr. Toni Gabaldén, személyes
konzultacio). Erre a jelenségre magyarazatot adhat az, hogy mivel az arzenit ion toxikus, ezért
az emberi szervezetben nagyon alacsony koncentracidban fordul elé, igy az arzenit
transzporter génekre hatd szelekciés nyomas nem (vagy csak nagyon Kkis mértékben)
érvényesiil. Az emberi szervezet altal biztositott kdrnyezethez szélséségesen alkalmazkodott
C. albicans genomija, a virulencidban szerepet jatszd gének (SAP, LIP, ALS) expanzidjaval, és
a magas arzenit tartalmd kornyezethez valé alkalmazkodast biztosit6 ARR3 gének
alacsonyabb kdpiaszamaval parosul. Ezzel szemben a C. parapsilosis genomban (még) nagy
kopiaszdmban megtalalhato az arzenit transzporter génje, de ezzel parhuzamosan azt latjuk,
hogy megkezd6dott a SAPP es LIP gének expanzioja. Ez a jovében folytatodhat, megteremtve
ezzel a szubsztratspecificitds, az idobeli kifejezddés, és ezzel a funkcid megvaltozasanak
lehetdségét, vagyis azt, hogy ezek az enzimek nem csak a tdpanyagok felvételére, hanem az
immunrendszer modulalasara, és a szdvetek, sejtek karositasara is képesek legyenek. A
szakirodalmi adatok és a sajat munkank eredményei tehat kiegészitik egymast, és ezek alapjan
a C. parapsilosis genom feldusulni latszik azokban a faktorokban, amelyek a gazdahoz valo

alkalmazkodas eszkdzéil szolgalhatnak.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Candida fajok altal kivaltott megbetegedések az elmult harom évtizedben egyre
novekvl egészségligyi problémat jelentenek. Béar ezen élesztOk tobbsége az egészséges
normal emberi mikrobafldra tagja, bizonyos koriilmények kozott a bort, nyalkahartyat vagy
akdr az egész szervezetet ¢érintd szisztémas fertézéseket képesek kivaltani. A
szervtranszplantacion atesettek, elhuzodo szteroid kezelésben részesiilok és a HIV fertézottek
jelentik a legveszélyeztetettebb csoportokat. Az elhiz6dd korhéazi tartdézkodas, nyilt/égési
sérilések valamint korasziilott csecsemOk korében az alacsony sziiletési suly szintén a
rizikofaktorok kozott szerepel. Gyakran hozhatok Gsszefiiggésbe nozokomialis fertozésekkel.
Kivalé adhézios tulajdonsaggal jellemezhetSk. Atlagosan minden harmadik egészségiigyi
dolgozd kezén megtalalhatok, és a vérmintakbol negyedik legnagyobb gyakorisaggal izolalt
mikrobaként tartjak ket szdmon. Bar az esetszamok alapjan a legnagyobb jelentéségii faj
jelenleg még mindig a C. albicans (~50%), egyéb, an. nem-albicans fajok (C. parapsilosis, C.
glabrata, C, tropicalis, C. krusei) térnyerése napjainkban egyre inkabb dominal. Ezek kozil
kialondsen a C. parapsilosis emelkedik ki, amely érdekes modon elsésorban 1jsziilotteket
fertéz. Némely tanulmany szerint a C. parapsilosis bizonyos terlleteken és vizsgalt
intervallumokban még a C. albicans esetszamat is meghaladja. A fajt 2005-ben molekularis
kilonbségek alapjan harom csoportra osztottdk, amely a klinikai relevanciajukat is tlkrozi
(csokkend sorrendben): C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis. A harom faj
kozosen a C. parapsilosis sensu lato csoportot alkotja. Novekvd egészségiigyi jelentGsége
ellenére igen keveset tudni a C. parapsilosis patogenezisérl, virulencia faktorairdl, genetikai
hatterérdl a fert6zés soran mutatott viselkedésérdl és a kivaltott gazda valasz jellegérdl. Ennek
okan munkank kezdetén az alabbi célkitiizéseket tettiik: 1.) A gazda - C. parapsilosis
kolcsonhatés jellemzésére alkalmas in vitro modellrendszer kidolgozasa és alkalmazésa.2.) az
ennek soran a gazddban ¢és a gombaban bekovetkezd transzkripcidos valtozasok
tanulmanyozasa, végil 3.) négy C. parapsilosis izolatum 6sszehasonlitd genomikai analizise.

Az emlitett kérdéskorok vizsgalatanak eredményei a kovetkezok.

7.1. In vitro fertézéses modell kidolgozasa eger makrofagok és C. parapsilosis
kolcsonhatasanak tanulmanyozéasara
A J774.2 makrofagok és a C. parapsilosis GA1 jelti klinikai izolatum kdlcsdnhatasat

aramlasi citométer és kiilonb6z6 mikroszkopos technikdk segitségével (fluoreszcens,
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konfokalis fluoreszcens, SEM) kdvettik nyomon. Megallapitottuk, hogy a fagocitozis a
fertdzés 30. percében megkezdddik, és hozzavetdlegesen a harmadik 6rdjaban telitési fazist ér
el. A fagoszoma-lizoszoma kolokalizacié és ezzel parhuzamosan az éleszték eliminacidja a
nyolcadik oraban kovetkezik be.

Tekintettel arra, hogy megfigyelésink szerint az inkubacié harmadik és nyolcadik
orajaban torténnek a kolcsonhatds sarkalatos eseményei, ezért a fenti idépontokban izolalt
gazda RNS mintakkal microarray analizist végeztiink. A két idépontban 115 (3 h) és 511 (8 h)
gén expresszioja tért el szignifikansan a nem fert6zott kontrollétdl. Els6ésorban sériilésre adott
-, stressz - illetve immunvalaszban szerepet jatszo gének transzkripcios intenzitasa emelkedett
meg. Az eredmények alatdmasztdsdhoz hat gén (CD83, ILi1p, 1L15, TNFa, TFRSF9
(transzmembran fehérje, kostimulacios molekula) és PTGS-2 (prosztaglandin bioszintézisben
szerepet jatszo citoplazmatikus enzim)) expresszidjat vizsgaltuk gRT-PCR-rel. A méréseket
az inkubécio 3., 8. és 24. drajaban izolalt mintakon végeztik el. A relativ expressziokat aktin
belsé kontrollra normalizaltuk és a nem fertézott kontrollhoz viszonyitottuk 2744¢Y
maodszerrel. A gRT-PCR eredmények korrelaltak a microarray analizis adataival.

TNFRSF9 megemelkedett expresszidja egyéb Candida torzsekkel (C. albicans, C.
glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. metapsilosis, C. orthopsilosis, C. tropicalis) torténé
indukcio utén is kimutathato volt.

Aramlasi citometrias mérések igazoltak, hogy C. parapsilosis stimulalas hatasara nem
csak RNS szinten torténik indukcid, hanem a funkcionalis fehérje mennyisége is
megemelkedik a makrofagok felszinén.

Az emlitett gén relativ mennyiségét primer fagocitdkban (egér hasuregi - és huméan
PBMC-kbdl differencialtatott makrofagokon) is megvizsgaltuk a GA1 tdrzs jelenlétében a
kélcsonhatas 3., 6., 12. és 24. orajaban. Ugy tapasztaltuk, hogy a TNFRSF9 génrdl képz6dd
transzkript mennyisége szignifikansan megemelkedik a nem fert6zo6tt kontrollhoz képest.

7.2. THP-1 human monociték és a C. parapsilosis sensu lato csoport tagjainak in vitro
kolcsdnhatasabol szarmazo teljes RNS populacié transzkriptém analizise
Kisérleteinkben a THP-1 human monocitakat kiilonb6z6 C. parapsilosis, C.
orthopsilosis és C. metapsilosis torzsekkel inkubaltuk, majd meghataroztuk mind a human,
mind az élesztd RNS populaciot. Az RNA-seq eljaras alkalmasnak bizonyult a gazda és az
¢lesztd transzriptomot is tartalmazé RNS mintdk szimultan analizisére. A szekvenalas soran
generalt nagy mennyiségii adat kiértékelése folyamatban van. A rendelkezésiinkre &lld

informaciok a kovetkezok.
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A THP-1 és C. parapsilosis CDC317, C. orthopsilosis MCO 456 és C. metapsilosis
PL 429 (harom filogenetikailag nagyon kozeli mégis egészségligyi vonatkozasukban
lényegesen eltéré faj) kolcsonhatasanak vonatkozdsaban meghataroztuk a harom élesztd
fajpan a monocitadk jelenlétére megemelkedett expresszidét mutatd géneket és fajonkénti
eloszlasukat. Meghataroztuk az ortoldg genek eloszlasat a harom rokon fajban. Az RNA-seq
adatok alapjan tobb mint 300 eddig nem ismert transzkriptet azonositottunk C. parapsilosis-
ban. Ugy talaltuk, hogy a C. metapsilosis (evolucios léptékben) a kozelmultban teljes genom
duplikacion ment keresztiil. Technikai problémak miatt (a gomba transzkriptdom elfedte a
human RNS populéciot) a fagocitakban bekovetkezé valtozasokrol jelenleg nincsen
informacionk.

A Kkét klinikai (CDC317 és GA1) és két kornyezeti (CBS 1954 és CBS 6318) C.
parapsilosis izolatum THP-1 sejtekkel valo kolcsonhatasanak vizsgalatat a teljes élesztd
transzkriptomok euklidészi tavolsaganak meghatarotasaval és az eredmények "heatmap"
abrazolésaval kezdtik meg. Ez alapjan a két kiilonb6z6 forrasbol szarmazo izolatumok
egyértelmiien elkiiloniilnek egymastol, amely a kivaltott valasz eltérd jellegére utal. A négy
torzsben Osszesen 5.167 transzkriptet azonsitottunk, amelyek kozil 729 expresszioja tért el
szignifikansan a monocitak jelenlétében a kontroll allapothoz viszonyitva. Ezek kdziil minden
idépontban meghataroztuk azt a harminc gént, amely barmely két minta 6sszehasonlitdsaban a
legnagyobb mennyiségbeli eltérést mutatja, és ezen gének alapjan elvégeztiikk a kiilonb6z6
RNS mintak euklidészi tavolsagainak meghatarozasat. A szamitasok tébbsége folyamatban
van, eredmények az alabbi 6sszehasonlitasokban allnak rendelkezésiinkre: 1.) monocitak
nélkili alap expresszio a két Klinikai és két kdrnyezeti izolatum esetében, 2.) két kdrnyezeti
1zolatum expresszidja a monocita nélkiili kontroll és az egy oras fertdzés vonatkozasaban és
3.), 4.) a monocita nélkiili kontroll és a 3 illetve 12 oras fertézésbdl izolalt két klinikali
izolatum Osszehasonlitasaban. A vizsgalt mintak valamennyi esetben eltéré csoportokba
illeszkedtek, amely az expresszios mintazat eltérésere utal.

A rendelkezésiinkre all6 valamennyi mintakban 0©sszesen 118.641 transzkriptet
azonositottunk, amelyek kozul minddssze 29 mutatott szignifikdns eltérést a nem fert6zott
kontrollhoz keépest. Ezek kozil, az elérhetd adatbazis szerint, 21 kodol fehérjet. A 29
transzkript alapjan elkészitettilk a mintak euklidészi tavolsagainak "heatmap"-jét. A csoportok
mintazata szerint a monocitak kornyezeti és klinikai izolatumokra adott valaszaban kilonbseg

mutatkozik.
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7.3. Klinikai és kdrnyezeti C. parapsilosis torzsek dsszehasonlité genomikai analizise

Kordbbi munkank soran kiilonb6z6 C. parapsilosis torzsek eltéré virulenciajara és
molekuléris tulajdonséagaira lettink figyelmesek. Hogy az izoldtumok kozotti genomi
kilonbségeket feltérképezzik két kornyezeti (CBS 1954 és CBS 6318) és egy klinikai
izolatum (GAL) teljes genom szekvencidjat hataroztuk meg, és hasonlitottuk 6ssze a CDC317,
szintén Klinikai, referencia genommal. Vizsgalatainkat a CRG Komparativ genomikai
csoportjaval (Dr. Toni Gabaldon és Leszek Pryszcz) kdzdsen vegeztik.

Az in silico analizis sordn 5.147 SNP-t azonositottunk a referencia genomhoz
viszonyitva, amelyeket a harom torzsben tapasztalt eloszlasuk szerint csoportositottunk. Bar
ebben a fajban rekombinéciéra utal6 nyomok ezidaig ismeretlenek voltak, az SNP-k
gyakorisaga és eléfordulasa erre az eseményre utal.

Az Osszehasonlitas sordn 5 duplikaciot (DUP) és 35 delécidét (DEL) azonositottunk. A
DUP#5 egy a S. cerevisiae-ben azonositott ARR3 (arzenit transzporter) gén ortologjat érinti. A
két Kklinikai izolatumban képiaszdmuk eltéré mivolta (8 és 10) és a géneket 6vezd régiok
analizisének eredménye arra enged kovetkeztetni, hogy a két izolatumban a géncsalad
expanziojat eltéré gének duplikacidja okozta. Ennek ismeretében feltételezheté, hogy a
kornyezet — gazda atmenet a faj torzsfejlédése sordn egynél tobbszor kovetkezhetett be. Ez
ellentétes a jelenleg uralkodd nézettel, miszerint a klinikai C. parapsilosis izolatumok klonalis
eredetiiek.

A 35 delécio mérete 17-t61 23.475 bazisparig terjed. Ezek kozil 31 fehérje kodold
régiot érint, €s 18 valosziniisithetden génfuzidhoz vezetett. A 35-bdl hisz deléciot kisérletes
validalasra valasztottunk ki, amelyek soran PCR és Southern hibridizacios stratégiat
alkalmaztunk Sanger szekvenalassal kiegészitve. Ez utdbbi révén definialt nukleotidsorrend
segitségével a deléciok pontos toréspontjait egyértelmiien meg tudtuk hatarozni. A huszbdl tiz
esetben a szekvenalas sikertelen volt, valdszintileg a fragmentumok bonyolult masodlagos
strukturai miatt. Az ALS gének elvesztését okozd delécidkat 6vez6 régiok elemzése, az SNP-
khez hasonloan, szintén rekombinacids eseményekre utal0 mintazatot azonositott. A
molekularis technikdk huaszbdl 19 esetben igazoltdk és pontositottdk az in silico
eredményeket. Az 6t, bioinformatikai modszerekkel meghatarozott heterozigotikus régid
kozul csak harom jelenlétét tudtuk stratégidinkkal alatdmasztani. A DEL#18 terlletén
molekuléaris modszerekkel azonositottunk egy kizardlag a két kornyezeti izolatumra jellemzo
deléciot, amelyet az in silico analizis nem mutatott ki. Ez a jovében indikator szekvenciaként
szolgélhat az in silico keresési paraméterek optimalizalasdhoz, egyuttal nyomatékositja az in

silico adatok molekularis eszk6zokkel torténé igazolasanak fontossagat.
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Munkank eredményei 1j ismeretekkel bdévitették a C. parapsilosis genom
szervez6dését illetd, valamint az emlés fagocitak és a C. parapsilosis sensu lato csoport
tagjainak in vitro koélcsonhatasadval kapcsolatos eddigi tudasunkat. A feldllitott
rendszerben nyomon kovettik a koélcsonhatas lépéseit és jellemeztik az egér
makrofagok transzkripciés valtozasait. Elséként mutattuk ki, hogy a kostimulacios
folyamatokkal dsszefiiggésbe hozott TNFRSF9 gén termékének mennyisége mind RNS,
mind fehérje szinten megemelkedik Candida fertézések soran. RNA-seq eljaras
segitsegével egyidejilleg vizsgaltuk a human monocitdk és az emlitett élesztok
transzkriptémjaban a fert6zés soran bekovetkezoé valtozasokat. Megallapitottuk, hogy a
C. metapsilosis teljes genom duplikécion esett at. C. parapsilosis-ban tobb mint 300,
eddig ismeretlen gént jelenlétét mutattuk ki, és a fajban elészor rekombinacios
események nyomait azonositottuk. Elvégeztik két-két Kklinikai és kornyezetei C.
parapsilosis izolatum 6sszehasonlité genomikai analizisét. Tudomasunk szerint elséként

az in silico eredményeket molekularis eljarasokkal tAmasztottuk ala.
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8. SUMMARY

During the last three decades candidiasis has become the most commonly diagnosed
yeast related infection worldwide. Although Candida species are members of the normal
human flora, they have the ability to turn into pathogenic state causing superficial, cutaneous
or systemic infections under specific circumstances. Several studies draw attention to the
increasement of the incidence caused by these yeasts among immunocompromised or HIV
infected patients or individuals undergone organ transplantation. Many species of the Candida
genus are reported to cause nosocomial infections, underlining that hospitalized patients,
elderly population getting prolonged medical attendance, infants with low birth weight,
patients with superficial injuries or with antimicrobial or steroid treatment are particularly
endangered. These fungi are known as the fourth most commonly isolated microorganisms
from nosocomial blood infections and it is also established that Candida species can be found
on the hands of every third healthcare workers on average. The annual update of the National
Healthcare Safety Network mentioned 33848 cases of healthcare-associated infections of
which 3628 (10,7%) were Candida species during the examined 21-month period. However
C. albicans is still the major cause of Candidiasis, the relevance of other Candida species like
C. glabrata, C. parapsilosis and C. tropicalis have significantly emerged in this century. Out
of these, the epidemiology of C. parapsilosis shows remarkable differences compared to the
one of C. albicans. C. parapsilosis has a unique biological properties, which makes this yeast
capable of infecting neonates in large numbers. Depending on the geographic area and the
time period of the studies the incidence of C. parapsilosis involving neonates outranks even
C. albicans in some cases. Based on molecular properties the yeast known as C. parapsilosis
got separated into three species called C. parapsilosis, C. orthopsilosis and C. metapsilosis in
2005. Altogether they are known as C. parapsilosis sensu lato group. Although these species
are closely related, they show remarkable differences in their pathogenicity and virulence. Out
of these C. parapsilosis seems to have the highest clinical relevance followed by C.
orthopsilosis and C. metapsilosis. Despite of the emerging clinical relevance of C.
parapsilosis very little is known about its pathogenicity, virulence factors, genetic background
and behaviour during infection. To fill this gap we decided to 1.) create an in vitro model
system to investigate the process of the interaction of C. parapsilosis with mammalian
phagocytes and 2.) examine the transcriptional profile of the host and the pathogen during
infection and finally 3.) reveal genomic differences between various isolates of C.

parapsilosis.
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8.1. Development of an in vitro model system to study the interaction between murine
macrophages and C. parapsilosis

The response of J774.2 murine macrophages given to C. parapsilosis clinical isolate
was observed by flow cytometer, scanning electron microscope, flourescent microscope and
confocal fluorescent microscope. It was established that J774.2 macrophages start to uptake
C. parapsilosis wild-type cells after 30 minutes of incubation. The uptake reaches a plateau-
phase by the third hour. Phagosome-lysosome colocalisation and elimination of the yeasts
occurs by the eighth hour.

Since three and eight hours seemed to be important milestones of the interaction
microarray analysis of the host transcriptome was performed with RNA samples isolated at
these timepoints. Respectively 115 and 511 genes were found to be differently expressed
compared to the non-infected control. Genes taking part mostly in wound healing, stress or
immune response were upregulated. Six genes were choosen to validate the microarray results
by gRT-PCR. The relative expressions of CD83, IL1f, 1L15, TNFa, TNFRSF9 (a gene of
transmembrane protein, a costimulatory molecule) and PTGS-2 (gene of a cytoplasmic
enzyme responsible for prostaglandin biosynthesis) genes were examined in samples from
three different timepoints, 3, 8 and 24 hour. Overexpression data were normalised to the non-
infected controls by using 2*“““ method, actin was used as an internal control. QRT-PCR
validated the microarray results.

The overexpression of the TNFRSF9 gene was examined after stimulation by other
Candida spp (C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis, C. tropicalis) and both of them were able to induce the upregulation of
TNFRSF9.

Flow cytometry analysis established that C. parapsilosis GA1 wild-type was able to
increase the level of the functional protein on the surface of the phagocytes compared to the
control (0 h).

The expression of this specific molecule was also examined in vitro in a model using
mouse peritoneal macrophages and human PMBC derived macrophages after 3, 6, 12 and 24
hours of coincubation with wild-type C. parapsilosis GA1l strain. Both induced the
overexpression of TNFRSF9 in these cells. In mouse macrophages the longer the incubation
time was, the higher the expression occured. In primary human cells however the highest

expression was observed at twelve hours post-infection.
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8.2. Whole transcriptome analysis of the host and the pathogen from in vitro
interactions of THP-1 human monocytic cells with the members of the C. parapsilosis
sensu lato group

Complete transcriptional profiles of samples originated from incubation of THP-1
monocytes with the members of C. parapsilosis sensu lato group (involving clinical,
environmental and mutant strains of C. parapsilosis) in different timepoints were determined
by RNA-seq . This technique seemed to be capable of managing the transcriptome profile of
the host and the yeast simultaneously in a single RNA sample. Applying this novel method
not only the response of phagocytes but the one of the pathogens could also be examined. The
evaluation of the huge data generated is still in progress. Our current results are as follows.

Experiments involving C. parapsilosis CDC317, C. orthopsilosis MCO 456 and C.
metapsilosis PL 429 (three closely related species having highly different clinical relevance)
made possibe to analyse the changes of the yeast transcriptome in the response to the
monocytes. Unfortunately the phagocyte transcriptome was hardly detectable therefore the
changes caused by the fungi in the monocyte could not be examined yet. In silico analysis
determined the distribution of ortolog genes in the three species and the differentially
expressed genes during infection. RNA-seq identified more than 300 previously unknown
genes in C. parapsilosis. It was also established that C. metapsilosis underwent a whole
genome duplication recently.

The interaction of THP-1 with two environmental (CBS 1954 and CBS 6318) and two
clinical (CDC317 and GAl) strains was also examined. Based on the heatmap of the
Euclidean-distances of the samples from this arrangement the clinical and environmental C.
parapsilosis isolates were classified in completely different clusters suggesting notable
differences in the transciptomes. In the four strains a total of 5.167 transcripts were identified.
Out of these 729 transcripts were found to be differentially expressed in the presence of
monocytes. The thirty genes with the highest expression difference were choosen at any given
timepoints to calculate the Euclidean-distances of the samples. This analysis included the
following four layout: 1.) basic expression (without monocytes) of the two clinical versus the
two environmental isolates, 2.) the two environmental strains uninduced versus induced at 1h,
and 3.), 4.) the two clinical isolates uninduced versus induced at 3 h and 12 h. Each two
groups of the four comparison aligned into separate clusters, that means differences in the
expression between the examined groups.

In monocytes 118.641 transcripts were identified, but surprisingly only 29 of them
showed significantly different expression compared to the non-infected control. Out of these
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21 encode protein. The 29 transcripts were used to calculate the Euclidean-distances between
the samples. This analysis revealed differences in the monocyte response given to clinical and

environmental strains.

8.3. Comparative genomic analysis of clinical and environmental isolates of C.
parapsilosis

Our earlier results revealed notable differences between clinical and environmental
isolates of C. parapsilosis regarding to their resistance to phagocytosis and monocyte
elimination mechanisms, the distribution of the members of the ALS (Agglutinin-like
sequences) genefamily, and chromosome arrangements. To map the genomic variation of C.
parapsilosis isolates originated from different sources whole genom sequencing was carried
out involving two environmental (CBS 1954 and CBS 6318) and GA1 clinical isolates, then
comparative genomic analysis was performed including CDC317 strain as a reference. The
project was managed in tight collaboration with Toni Gabaldon PhD and Leszek Pryszcz from
the Comparative Genomics group of CRG (Barcelona, Spain).

In silico analysis identified a total of 5.147 SNPs and determined the distribution of
these in CBS 1954, CBS 6318 and GA1 compared to the CDC317. Although evidence of
recombination has never been described in this species, the frequency and distribution of the
SNPs refers to this molecular event.

The comparison predicted forty chromosomal mutations: five duplications (DUP) and
35 deletions (DEL). The DUP#5 causes the copy number variation of a physiologically
important gene named ARR3, that is an ortholog of the S. cerevisiae ARR3 (arsenite
transporter). This was found to be responsible for arsenite resistance in baker's yeast. The
copy number variation and the flanking sequences of the copies of this gene in clinical
isolates supports the idea that the "environment to host" transition occured more than once
during the phylogeny of this species. This recognition contradict the present point of view that
considers all clinical C. parapsilosis isolates being clonal.

The 35 deletions range from 17 to 23.475 bps. Out of these 31 affected protein coding
regions and 18 seem to led gene fusions. Most of them are specific to one single strain. Five
deletions were found to be heterozygous. Twenty out of the 35 deletions were choosen for
experimental validation. PCR and Southern hybridisation strategies were designed and
applied together with Sanger sequencing. The nucleotide order determined by Sangerseq
made possible to identify the breakpoints of the deletions precisely. In ten out of twenty cases
Sangerseq failed possibly due to secondary structures of the fragments. The analysis of the
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flanking sites of deletions affecting the ALS genes revealed nucleotide patterns referring to
recombination events. Results of molecular techniques verified the in silico findings in 19
cases out of 20 the deletions choosen for experimental validation. Out of the five
heterozygous region only three were confirmed. Molecular techniques identified a deletion
specific for environmental strains, that was not predictided by in silico data. This result
underline the importance of validation and suggests that this region can be used as indicator
sequence to optimize searching algorithms in the future.

Our work provided new data regarding to the genome organisation of the
pathogenic yeast C. parapsilosis sensu lato group and to their in vitro interaction with
mammalian phagocytes. The process of the phagocytosis and the molecular changes of
murine macrophages were examined in response to C. parapsilosis. A costimulatory
molecule (Tnfrsf9) was identified for the first time to be related to Candida infections.
RNA-seq technique was carried out to reveal the transcriptional changes in both the
human monocytes and the pathogens during infection. Genome duplication of C.
metapsilosis was identified. More than 300 new genes were found in C. parapsilosis.
Comparative genomic analysis was performed involving two clinical and two
environmental isolates of C. parapsilosis. Evidences of recombination events were found
first ever in this species. Copy number variation of arsenite transporter challenges the
present dogma considering clinical C. parapsilosis strains being clonal. Molecular
techniques were applied to support the in silico results, that, to our knowledge, was the
first effort has ever been made to validate in silico predictions.
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10. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Vagvolgyi Csabéanak, a
Szegedi Tudoméanyegyetem Természettudomanyi és Informatikai Kar Mikrobioldgiai
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Kdszonet illeti valamennyi kollaborécids partneriinket, igy Prof. Dr. Falus Andréast és
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val6 kozremukodésiikért.

Héalaval tartozom Lele Marianak és Deakné Kulcsar Melindanak a sok technikai
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11. MELLEKLETEK

1. szdm0 melléklet. A valds idejii PCR soran hasznalt primerek.

Primer neve Szekvencigja (5'—3")
HsB2MgB_ReTi_FOR CCGTGTGAACCATGTGACTTTGTC
HsB2MgpB_ReTi_REV GCTGCTTACATGTCTCGATCCC
HsTnfrsf-9_ReTi_FOR TCTGTCGACCCTGGACAAACTG
HsTnfrsf-9_ReTi_REV CTCCTTCGTCCCATTCACAAGC
MmActp_ReTi_FOR ACAGCTTCTTTGCAGCTCCTTCG
MmActp_ReTi_REV ATCGTCATCCATGGCGAACTGGTG
MmCD-83_ReTi_FOR TGGCAACTCTACTGGGCTGTTAC
MmCD-83_ReTi_REV ATGACAGGCATTCGCTCAGCTC
MmIL1B_ReTi_FOR CCTGTGTAATGAAAGACGGCACAC
MmIL1B_ReTi REV ATTGCTTGGGATCCACACTCTCC
MmIL15 ReTi_FOR ATAACCAGCCTACAGGAGGCCAAG
MmIL15 ReTi REV AGATGAGCTGGCTATGGCGATG
MmPTGS-2_ReTi_FOR AGCCAGGCAGCAAATCCTTG
MmPTGS-2_ReTi_REV ACTGGTCAAATCCTGTGCTCATAC
MmTNFo_ReTi FOR AAGATGCTGGGACAGTGACCTG
MmTNFo_ReTi REV AGGCTCCAGTGAATTCGGAAAGC
MmTnfrsf-9_ReTi_FOR CGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

MmTnfrsf-9_ReTi_REV ACCAACCCTTTCTCTTCTGACCTC
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2. szamu melléklet. Az ALS génekre tervezett primerek nevei és szekvenciai.

Primer neve

CpAG_00368_FOR
CpAG_00368_REV

CpAG_00369_FOR
CpAG_00369_REV

CpAG_05054 FOR
CpAG_05054_REV

CpAG_05056_FOR
CpAG_05056_REV

CpAG_05314 FOR
CpAG_05314_REV

Szekvencigja (5'—3")

AGAACAGGAATCTAGTTCGG
TCACTACTTGACGCTGTC

TTCAACAATCGTGTTGTTCC
ATTGATTGTGAGTTGTCACG

ACAGGAAGTTACACTACTACG
GTGCTAGTTTCACTTGATGG

TCGAAGATCGACTCATGC
TGAGTCTGAGTGTGAAGC

CCAAGTTGGATTGCAACC
GTATGTGTTGGTGTAAGCAG



11. Melléklet

3a. szamu melléklet. A deléciok PCR alapu validaldsahoz hasznalt primerek nevei és

szekvenciai.
Primer neve

CpDelReg-1_FOR-1
CpDelReg-1_REV-1
CpDelReg-1_FOR-2
CpDelReg-1_REV-2

CpDelReg-2_FOR-1
CpDelReg-2_REV-1
CpDelReg-2_FOR-2
CpDelReg-2_REV-2

CpDelReg-3_FOR-1
CpDelReg-3_REV-1
CpDelReg-3_FOR-2
CpDelReg-3_REV-2

CpDelReg-4 FOR-1
CpDelReg-4 REV-1
CpDelReg-4 FOR-2
CpDelReg-4 REV-2

CpDelReg-5 FOR-1
CpDelReg-5_REV-1
CpDelReg-5 FOR-2
CpDelReg-5_REV-2

CpDelReg-6_FOR-1
CpDelReg-6_REV-1
CpDelReg-6_FOR-2
CpDelReg-6_REV-2

CpDelReg-7_FOR-1
CpDelReg-7_REV-1
CpDelReg-7_FOR-2
CpDelReg-7_REV-2

CpDelReg-8 FOR-1
CpDelReg-8 REV-1
CpDelReg-8 FOR-2
CpDelReg-8 REV-2

CpDelReg-9 FOR-1
CpDelReg-9_REV-2

CpDelReg-10_FOR-1

CpDelReg-10_REV-2

Szekvencigja (5'—3")

CTTACAACCTTCGTTCAAGC
GTAACCATTTGGACACGTG
GAACCCCTTTAACTCCTAG
GTAATAGCTGAGTGAAGAGC

TAGCTATCGGAGAACTCAC

CATACGTTTGAGGTTAGTGG
ACACTTTGTGCGATATGGTG
ATGTGCTGTTTGCCAGCATC

CCAAGCACTACTACAACTGC
ACATGTTGTGTATGTATGTG
CATGATAGAGACTGCAACC
ATTGTTGGTTGTACGTCTCG

ATCATTGGCGTCTGAGCAG
TGCTGGATGGAGATGGTTG
TGGCTGTGAGAGGATGATCG
ATGGTGTTGATGATGCCTAC

TCGCAATCCGGTGTACCTG
ATCTGCTGTTGCCTCTGC
ACAACAACTGCTGTAGATGTAC
ACAAACGAATCATTCATCG

ATGGGGTATCCAGACATCC
GTTGAAGCAATATCCGATTAGG
TCCGAAGTCTTCGTAGCAC
ATCCCATAACTTACGAGGTC

GAACCATCGTTGGAAGCATC
AACAAGCATGATGACACGATG
AGGTATCTCCGTGAAGTGTC
TGCATGCAACTCTTCTTGC

TGTAAGAGTGCAATAGTTGG
TTCAAATCCACACCCAGGTC
GAACTATCGAAGGCCAACTG
GCTTGAACTCATGCTCAACC

AAGAATACAACTATTTGCCTTGC
ACTGTACTGATTGAGAAGGAC

TGTTGTAGAGGTACCAGATAC
ACAACATCTGCACCTGCAG
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3b. szdmu melléklet. A deléciok PCR alapu validalasahoz hasznalt primerek nevei és

szekvenciai.
Primer neve

CpDelReg-11 FOR-1
CpDelReg-11_REV-2

CpDelReg-12_FOR-1
CpDelReg-12_REV-2

CpDelReg-13 FOR-1
CpDelReg-13_REV-2

CpDelReg-14_FOR-1
CpDelReg-14 REV-2

CpDelReg-15 FOR-1
CpDelReg-15_REV-2

CpDelReg-16_FOR-1
CpDelReg-16_REV-2

CpDelReg-17_FOR-1
CpDelReg-17_REV-2

CpDelReg-18_FOR-1
CpDelReg-18 REV-2

CpDelReg-19 FOR-1
CpDelReg-19 REV-2

CpDelReg-20_FOR-1
CpDelReg-20_REV-2

Szekvencigja (5'—3")

GACGACGATGAAGAGTGTG
CTTGAACCACTGGATCCAC

CAATGTAGGTGCAATTGTAGG
GCAAGATCTAAACGAGATTCG

TGCCAACTACTTCAATTCGAC
GCAAGCACCTAACAACAGC

CCAGCAAGCACAGGTGC
ATGGAGAACCATGATACGATG

GTTGATTGAGTTGAGCTTCAG
GATGGTTAGTGATTACTCTTCG

AAGCCTATCACTGCCAAGCAG
AAGTAACTAAAGACATGTGC

CATGGAAGAATACACTACCAG
CATCTTGAAACACGATTGATGG

CTTGAAGACCCAGTTGAGG
CTACCACCACTTCATCAGG

TGGAATACACTCAGCAACC
TGAGTCCACCAGAGCTTG

TGTTATCCGAGTCAGTCATG
TCCAAGCTCTTCCTTCCAC
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4a. szamu melléklet. A validacios PCR-ek reakciokorilményei. A PCR1 és PCR2
amplikonok csak vad tipust templat esetén értelmezhetok.

Régio/ Termék meéret Annealing homérséklet Elongaciés id6
Reakcidk (bazispar) (°C) (sec)
DEL#1

PCR1 609 56 80
PCR2 595 56 80
PCR3 (WT/A) 24161/686 58 80
DEL#2

PCR1 1250 56 80
PCR2 1045 56 80
PCR3 (WT/A) 12247/674 56 80
DEL#3

PCR1 875 57 80
PCR2 811 57 80
PCR3 (WT/A) 10717/909 57 80
DEL#4

PCR1 1089 56 80
PCR2 516 56 80
PCR3 (WT/A) 3425/578 56 100
DEL#5

PCR1 986 56 80
PCR2 858 56 80
PCR3 (WT/A) 1931/291 56 80
DEL#6

PCR1 965 56 80
PCR2 1090 56 80
PCR3 (WT/A) 2308/713 56 100
DEL#7

PCR1 1020 60 80
PCR2 787 57 80
PCR3 (WT/A) 1932/435 57 80
DEL#8

PCR1 818 60 80
PCR2 902 60 80
PCR3 (WT/A) 1543/275 58 80/30
DEL#9

PCR3 (WT/A) 853/499 58 80
DEL#10

PCR3 (WT/A) 1104/869 58 80
DEL#11

PCR3 (WT/A) 1118/977 58 80
DEL#12

PCR3 (WT/A) 1092/960 58 80
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4b. szadmu melléklet. A validiciés PCR-ek reakcidkorilményei. A PCR1 és PCR2
amplikonok csak vad tipust templat esetén értelmezhetok.

Régid/ Termék méret Annealing hémérséklet Elongacios id6
Reakcidk (bazispar) (°C) (sec)
DEL#13

PCR3 (WT/A) 1220/1115 58 80
DEL#14

PCR3 (WT/A) 1298/1203 58 80
DEL#15

PCR3 (WT/A) 1258/1199 58 80
DEL#16

PCR3 (WT/A) 394/351 58 80
DEL#17

PCR3 (WT/A) 1430/1391 58 80
DEL#18

PCR3 (WT/A) 149/115 58 15
DEL#19

PCR3 (WT/A) 140/122 58 15
DEL#20

PCR3 (WT/A) 118/101 58 15
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5. szamu melléklet. A DIG-dUTP jel6lt Southern hibridizacids probak eléallitasahoz hasznalt
primerek nevei és szekvenciai.

Primer neve Szekvencigja (5'—3")
CpDR3SouDwn_FOR GGACACAACTTCCTCAAGC
CpDR3SouDwn_REV ATGCTTGGATGGATGAGAC
CpDR5SouUp_FOR CATGAATGAGCGTGTTCTGC
CpDR5SouUp_REV GTTGGCTCACACTCAGGTG
CpDR6SouUp_FOR CATTGATTGCGTTAGTGACC

CpDR6SouUp_REV AACTCCCTACGGACTCGATG
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6. szdmU melléklet. A DIG-dUTP jel6lt Southern hibridizacios prébédk méretei és a
szintézisukkor alkalmazott reakciokorilmények. (Egy egység alatt azt a DIG-dUTP
mennyiséget értjuk, amelynek hasznalatat a gyartd egyetlen reakcidban javasolja.)

Régid/ Termék méret Annealing hémérséklet  Elongaciés idé  DIG-dUTP
Reakcid (bazispar) (°C) (sec) (egyséq)
Deléci6 -3 881 52 80 2/3
Deléci6 -5 866 55 80 1

Deléci6 -6 529 57 80 1
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7. szamu melléklet. A szekvendlas és az in silico analizis soran hasznalt modszerek részletes
leirasa.

Genom szekvenalads: A genomi DNS fragmentalasa ultrahangos szonikator
segitségevel tortént, amely ~400-600 bp-os szakaszokat eredményezett. A DNS
fragmentumok tompa véglivé alakitasahoz T4 DNS polimerazt (New England Biolabs) és
Klenow fragmentumot (New England Biolabs) hasznaltunk. A mintakat tisztitast (Qiagen
QIAquick PCR purification kit, a gyartd utasitasai szerint alkalmazva) kovetéen a 3’-
adenilaciohoz dATP-vel és 3’-5’-exo- Klenow fragmentummal (New England Biolabs)
inkubaltuk, majd ismét tisztitottuk (Qiagen MinElute Kit-tel). A fragmentumokhoz a kett6s
szal Illumina ,,pair-end” adaptereket rapid T4 DNA ligdzzal (New England Biolabs)
rogzitettik, majd ezeket egy Ujabb tisztitasi lépés (Qiagen MinElute Kit-tel) soran
feldusitottuk. Ezt kovetéen az adapter kotott fragmentumokat Phusion DNS polimerazzal
(Finnzymes) szelektiven amplifikdltuk egy 18 ciklusos PCR-ben. Az igy létrehozott
konyvtarak mennyiségi analizisét kdvetden a mintdkat [llumina ,,flow cell” platformra vittiik
fel, a koncentracidt egységesen 7-20 pM-ra (Genome Analyzer 1Ix; GA), vagy 1,4-1,75 pM-ra
(HiSeq 2000; HS) allitottuk be. A csoportok 1étrehozasat ,,Illumina cluster station”-ben (GA)
a cBOT-ban (HS) végeztik, rendre 2x 75 (GA) to 2x 100 (HS) cikluson keresztil. Az
eredmények kiértékelését az lllumina CASAVA szoftverével végeztilk a program hasznalati

utasitasainak megfelelden.

Genom 0sszeillesztés: Az Osszeillesztés el6tt valamennyi leolvasas végi részérdl
eltavolitottuk a szekvenalds bizonytalansdgabdl szarmazo, nem egyértelmiien meghatarozott
nukleotidokat, és kizarolag a 10-nél magasabb ,,PHRED quality score”-ral rendelkez6
bazisokkal dolgoztunk tovabb. Azokat a fragmentumokat, amelyeknek legaldbb az egyik
leolvasasuk rovidebb, mint 31 nukleotid, nem hasznaltuk az Osszeillesztés soran. Az igy
definialt ,,pair-end” leolvasasokat a SOAPdenovo program 1.05-0s verzidjaval illesztettiik
szuperkontigokba (Li és mtsi, 2008). A legoptimalisabb illesztésért tobbféle beallitasban is
(31-t61 kettesével 91-es K-mer hosszig haladva, mergeLevel értekét 0 és 3 kozott valtoztatva)
lefuttattuk a programot. Végiil a legeldnyosebb statisztikai értékeket (N50, ,,gap”-ek alacsony
szama, 1 kb-nal hosszabb szuperkontigok) produkalé beéllitdsokkal dolgoztunk tovabb. A
,gap”-eket a SOAPdenovo szoftvercsomag GapCloser alkalmazasaval toltottik fel. A
szuperkontigokat a C. parapsilosis CDC317 referencia genom alapjan az Oslay szoftver 1.0-

as verzidjaval rendeztiik scaffold-okba (Richter és mtsi, 2007).
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Genom annotacio: A géneket az Augustus szoftver 2.5.5-0s verzidjaval prediktaltuk a
referencia C. parapsilosis CDC317 genmodellek alapjan (Stanke és mtsi, 2006). Az igy nyert
adatokat RNS szekvenalasbdl szarmazo eredményekkel tamasztottuk ald. A géneket kétféle
modszerrel annotaltuk. Egyrészt éleszté modellszervezetek (pl.: C. albicans és S. cerevisiae)
ortoldgjait alapul véve a MetaPhORs webszerver altal GO terminoldgiabol josolt lehetséges
funkciok alapjan (Pryszcz és mtsi, 2011), masfel6l a PFAM (Protein Families Database)
adatbazisban (Bateman és mtsi, 2004) elérhet6 fehérje domain-ek alapjan a HMMER szoftver

3.0.3-as verziodjanak segitsegével (Eddy, 2011).

SNP-k és rekombinaciok detektéalasa: A leolvasdsokat Bowtie2 szoftverrel
(Langmead és Salzberg, 2012) illesztettiik a C. parapsilosis CDC317 kromoszémakra “very
sensitive local alignment” beallitas mellett. Az SNP-k és az INDEL-ek (50 bp-nal kisebb
inszercidk és delécidk) azonositasa a GATK program 2.1-13-a verzidjaval tortént (McKenna
és mtsi, 2010). Olyan csoportok utan kutattunk, amelyek 20 bazisparos szakaszon 3 nukleotid
kilénbséget tartalmaznak. Ehhez a program javasolt beallitasait hasznaltuk (QD < 2.0 || MQ <
40 || FS > 60.0 || HaplotypeScore > 13.0 || MQRankSum < -12.5 || ReadPosRankSum < -8.0).
Az azonositott varidnsokat két csoportba osztottuk: homo- és heterozigotikus. Valamennyi
bemutatott analizist a homozigotikus variansok alapjan végeztiik. Azokat a régiokat, amelyek
egy 200 béazisparos szakaszon legalabb hadrom kozvetlenil egymast koveté homozigotikus
mutaciot tartalmaznak mutacios forropontokként definidltuk. Végil rekombinaciora utalo
jelek utan kutatva az RDP3 szoftver segitségével mind a négy C. parapsilosis torzs
osszeillesztett kromoszémait teljes hosszukban atvizsgaltuk (Martin és mtsi, 2010). Ugyanezt

a szoftvert alkalmaztuk az ALS gének kdzotti génkonverziok azonositasahoz is.

Struktaralis variansok detektalasa: A strukturalis varinasokat el6szor a Delly
programcsomaggal azonositottuk (Rausch és mtsi, 2012). Ezzel lehetséges a pair-end/mate-
pair leolvasas tavolsagok illetve orientaciok felderitése, és a duplikacidk, delécidk, inverziok
és transzlokaciok azonositasa. A szoftveres elemzeés revén tévesen azonositott nagy
kiterjedésti deléciok/inszercidk a régiok €s leolvasasok kézzel torténd feliilvizsgalatat tették
szlikségessé. Delécionak/duplikacionak azokat a régiokat tekintettik, amelyek eltérd
lefedettséget mutattak. VValamennyi C. parapsilosis CDC317 génre meghataroztuk az RPKM
értéket ([(illesztett leolvasasok szama/a transzkript kilobazisban mért hossza)/a leolvasasok
teljes szdma millioban kifejezve]). Ez abban az esetben konstansnak tekinthetd, ha

delécid/duplikacio nem azonosithatd. Egy adott régiot duplikacionak tekintettiink egy adott
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torzsben, ha a megfigyelt és a vart RPKM log, értéke nagyobb, mint 0,75 és delécidnak, ha
kisebb mint -0,75. A mddszer nem csak a kromoszoma mutacié azonositasara alkalmas, de a
kopiak szdmarol is felvilagositast ad. Azokat a leolvasasokat, amelyek a hosszuk 90%-anal
kisebb meértékben illeszkednek a referencia szekvenciara Ujbéli elemzésnek vetettlik ala. Az
eljarassal behatarolt régiokat 6vezd szekvenciak sok esetben strukturalis variansoknak
bizonyultak. A szoftveres azonositast kovetden minden egyes régiot kiilon-kulon is

megvizsgaltunk. Ezek kozul huszat kisérletes validaciora vélasztottunk Ki.

RNS szekvenélas — kdnyvtar dsszeéllitds: Az mRNS-eket a totdl RNS populaciobol
oligo dT Dynabead (Invitrogen) segitségével dusitottuk fel, majd hékezeléssel (5 min, 70°C)
cink oldatban (Fragmentation Reagent, Ambion) hozzavetélegesen 200 bazisos
oligonukleotidokra daraboltuk. A folyamatot EDTA tartalmu ,,Stop puffer”-rel allitottuk le
(Ambion). Ezt kovetéen az oldatot random hexamer primerekkel inkubaltuk (5 min, 65°C),
majd cDNS-t szintetizaltunk Invitrogen SuperScript™ II Reverse Transcriptase Kit-tel. A
reakcid kortlményei a kovetkezok voltak: 1 x First Strand Buffer, 10 mM DTT, 500 uM
dNTP mix, 20 Units RNaseOUT és 200 unit enzim. A be nem épllt dNTP-ket G-50 Micro
Columns (GE Healthcare) segitségével tavolitottuk el, a masodik szal szintéziséhez a
kovetkezd reakcidelegyet hasznaltuk: 1x Second Strand Buffer, 300 uM dNTP mix, 2 unit
RNaseH, 50 unit DNS polimeraz | (New England Biolabs), a szalspecifikus konywvtar
létrehozasahoz dTTP helyett dUTP-t tartalmazé dNTP mixet hasznaltunk. A szalspecifikus
kdnyvtar létrehozasat Parkhomchuk és munkatarsai (Parkhomchuk és mtsi, 2009) valamint
Weissenmayer és kollégai altal leirtak alapjan végeztik (Weissenmayer és mtsi, 2011). A
DNS fragmentumokat T4 DNS polimeraz, Klenow DNS polimeraz és T4 polinukleotid kinaz
segitségével alakitottuk tompa végiivé. A 3’ adenilaciot Klenow Exo Fragment segitségével
végeztik. Ezekhez a talnyalé végekhez Illumina adaptereket ligaltunk, amelyek segitségevel
késébb a fragmentumok a szekvenalas kezdetekor az adapterek komplementereit tartalmazo
felszinre (flow cell) kothetok. A szalspecifikus konyvtar létrehozasahoz az uridint tartalmazé
szélat 1 unit Uracil-N-glikozildzzal emésztettik TE pufferben (15 min, 37°C). Az igy
eléallitott, adaptert tartalmazo, egyszalu fragmentumokat PCR segitségével amplifikaltuk 16
cikluson keresztiil a gyartd (Illumina) altal biztositott primerekkel, Phusion Polymerase (New
England Biolabs) enzim felhasznalasaval. A képz6dott fragmentumok minéségérdl 2%-0S
agaroz gél -, mennyiségérdl Qubit Fluorometer (Invitrogen) segitségével gy6zodtiink meg. A
fragmentumokat a protokoll utasitasai szerint vittik fel a ,,flow cell”-re. A szekvenalast

[llumina Genome Analyzer IIx platformon vegeztik 36 cikluson keresztiil a gyartd utasitasai
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szerint, a fragmentumoknak csak az egyik (,single-end”) - vagy mindkét Vvégi

szekvencidjanak (,,pair-end”’) meghatarozasaval.

»Read-mapping” és expresszios analizis: A szekvenalas eredményeként
meghatarozott leolvasasok minéségi analizisét az Illumina Genome Analysis szoftver 1.4-es
verzidjaval végeztik. Az adatcsoportok leolvasésait a TopHat 2.0.6 programmal illesztettilk a
referencia genomra (Trapnell és mtsi, 2009). Azokat a leolvasasokat, amelyek tébb mint egy
régiora illeszkednek, vagy tébb, mint két nukleotid eltérést mutatnak a genomi szekvenciahoz
képest, kihagytuk a tovabbi analizisbdl. Az RNS populacié mennyiségi meghatarozasat Flux-
capacitor 1.24-es verzidjaval végeztik. Az expressziok Osszehasonlitasdt az RNS
mennyiségek normalizalasaval kezdtik. Az eltéréen regulalédod géneket DESeq programmal
azonositottuk. Két minta kozott szignifikdnsan eltérdnek tekintettilk egy adott transzkript

mennyiségét, ha abban legalabb kétszeres kiilonbséget allapitottunk meg (p<0,05).
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8. szamu melléklet. A kornyezeti C. parapsilosis izolatumok monocitaval indukalt és
kontroll korilmények vonatkozasaban meghatarozott harminc legnagyobb expresszios
kiilonbséget mutatd transzkript euklidészi tdvolsdgainak ,heatmap”-je a fertézés elso
orajaban.
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9. szamu melléklet. A Kklinikai C. parapsilosis izolatumok monocitaval indukalt és kontroll
korilmények vonatkozasaban meghatarozott harminc legnagyobb expresszios kiilonbséget
mutat6 transzkript euklidészi tivolsagainak ,,heatmap”-je a fertézés harmadik orajaban.
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10. szama melléklet. A Klinikai C. parapsilosis izoladtumok monocitaval indukalt és kontroll
korilmények vonatkozasaban meghatarozott harminc legnagyobb expresszios kiilonbséget
mutato transzkript euklidészi tavolsagainak ,,heatmap”-je a fert6zés tizenkettedik orajaban.
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11a. szamu melléklet. Az euklidészi tavolsdgok meghatarozasahoz hasznalt Candida
transzkriptek nevei és feltételezett funkcioi.

Név Alternativ Funkcié
név

1. | CPAR2_100850 | CPAG_02012 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cytosol localization

2. | CPAR2_100930 ? ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cytosol localization

3. | CPAR2_101020 | CPAG_02003 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cytosol localization

4. | CPAR2_101680 | CPAG_00481 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have nitric oxide dioxygenase
activity, nitric oxide reductase activity

5. | CPAR2_102000 | CPAG_02577 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in growth of symbiont
in host

6. | CPAR2_103750 | CPAG_00100 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATP binding, adenyl-
nucleotide exchange factor activity, peptide binding activity, role in
cellular response to drug, pathogenesis, protein refolding and
cytosol, nucleus, polysome localization

7. | CPAR2_104450 | CPAG_02817 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ammonium transmembrane
transporter activity, role in ammonium transport, nitrogen utilization
and Golgi apparatus, endoplasmic reticulum, fungal-type vacuole
membrane, mitochondrion, plasma membrane localization

8. | CPAR2_105050 | CPAG_03670 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase activity, enzyme
regulator activity and role in positive regulation of
endodeoxyribonuclease activity, protein import into mitochondrial
matrix, protein refolding, protein unfolding

9. | CPAR2_106400 | CPAG_04882 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have 1,3-beta-D-glucan synthase
activity and role in ascospore wall assembly, cell wall (1->3)-beta-D-
glucan biosynthetic process, cellular response to drug, cytokinesis,
pathogenesis, regulation of cell shape

10. | CPAR2_106940 | CPAG_04938 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATP binding, peptide
binding, unfolded protein binding activity

11. | CPAR2_107020 | CPAG_05580 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in histone H3-K79
methylation, sexual sporulation resulting in formation of a cellular
spore and replication fork protection complex localization

12. | CPAR2_107100 [ CPAG_04954 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in DNA damage
induced protein phosphorylation, DNA repair, negative regulation of
transcription from RNA polymerase Il promoter, protein localization
to kinetochore, signal transduction in response to DNA damage

13. | CPAR2_108230 | CPAG_00929 | ORF, Uncharacterized, Has domain(s) with predicted ion channel
activity, role in ion transport and membrane localization

14. | CPAR2_108240 | CPAG_00229 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have endoplasmic reticulum,
nuclear pore localization

15. | CPAR2_108310 ? ORF, Uncharacterized

16. | CPAR2_108320 | CPAG_00230 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in negative regulation
of ATPase activity, response to stress and plasma membrane
localization

17. | CPAR2_109480 ? ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have structural constituent of
ribosome activity and 90S preribosome, cytosolic small ribosomal
subunit, nucleolus localization (1)

18. | CPAR2_109940 ? OREF, Uncharacterized, Ortholog(s) have mitochondrion localization

19. | CPAR2_200280 | CPAG_01530 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cytosol, hyphal cell wall
localization

20. | CPAR2_201570 [ CPAG_03056 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have structural constituent of
cytoskeleton activity

21. | CPAR2_202600 | CPAG_05638 | ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have sedoheptulose-7-

phosphate:D-glyceraldehyde-3-phosphate glyceronetransferase
activity, role in pentose-phosphate shunt and cell surface, cytosol,
nucleus localization




11. Melléklet

130

11b. szdmu melléklet. Az euklidészi tavolsagok meghatarozasahoz hasznalt Candida
transzkriptek nevei és feltételezett funkcioi.

Név

Alternativ
név

Funkci6

22.

CPAR2_203210

?

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in histone H3-K79
methylation, sexual sporulation resulting in formation of a cellular
spore and nucleus localization

23.

CPAR2_204330

CPAG_05471

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ADP binding, ATP binding,
ATPase activity, coupled, chaperone binding, unfolded protein binding
activity

24.

CPAR2_204360

CPAG_00147

ORF, Uncharacterized, Dihydrolipoyl transsuccinylase; mitochondrial
alpha-ketoglutarate dehydrogenase complex component; catalyzes
oxidative decarboxylation of alpha-ketoglutarate to succinyl-CoA in
the TCA cycle; predicted mitochondrial nucleoid localization

25.

CPAR2_204740

CPAG_04115

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have succinate-CoA ligase (ADP-
forming) activity, role in succinyl-CoA metabolic process and
mitochondrion localization

26.

CPAR2_204880

CPAG_04129

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have glucose-6-phosphate
isomerase activity, role in gluconeogenesis, glycolysis, pentose-
phosphate shunt and cytosol, mitochondrion, plasma membrane
localization

27.

CPAR2_205670

CPAG_04207

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase activity, unfolded
protein binding activity

28.

CPAR2_205940

CPAG_00214

ORF, Uncharacterized, Dihydrolipoamide dehydrogenase; lipoamide
dehydrogenase component (E3) of the pyruvate dehydrogenase and 2-
oxoglutarate dehydrogenase multi-enzyme complexes

29.

CPAR2_207060

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have GDP binding, GTP binding,
translation elongation factor activity, role in tRNA export from
nucleus, translational elongation and cytosol, nucleus localization

30.

CPAR2_207210

CPAG_00042

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have high molecular weight
kininogen binding, phosphopyruvate hydratase activity

31.

CPAR2_207990

CPAG_00709

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have methionine
adenosyltransferase activity, role in S-adenosylmethionine biosynthetic
process, methionine metabolic process and cell surface, cytosol, hyphal
cell wall, nucleus, plasma membrane localization

32.

CPAR2_209770

CPAG_01196

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have membrane

localization

plasma

33.

CPAR2_211420

CPAG_00299

ORF, Uncharacterized, Has domain(s) with predicted DNA binding,
methyltransferase activity, zinc ion binding activity and role in DNA
repair, regulation of transcription, DNA-dependent

34.

CPAR2_211560

CPAG_00553

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase activity, misfolded
protein binding activity

35.

CPAR2_211630

CPAG_00546

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have GTPase activity, drug
binding, translation elongation factor activity, role in cellular response
to drug and cell surface, cytosol, plasma membrane, yeast-form cell
wall localization

36.

CPAR2_212850

CPAG_04533

ORF, Uncharacterized, have membrane

localization

Ortholog(s) plasma

37.

CPAR2_300110

CPAG_00621
CFEMS

ORF, Uncharacterized, Putative membrane protein, member of the
CFEM family

38.

CPAR2_300120

CPAG_00622
CFEM®6

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have heme binding activity, role in
cellular iron ion homeostasis, single-species biofilm formation on
inanimate substrate and anchored to plasma membrane, cell surface,
cellular bud, hyphal cell wall localization

39.

CPAR2_300270

CPAG_00637

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have LSU rRNA binding activity,
role in ribosomal large subunit assembly and 90S preribosome,
cytosol, preribosome, large subunit precursor localization
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11c. szamu melléklet. Az euklidészi tavolsagok meghatarozasahoz hasznalt Candida
transzkriptek nevei és feltételezett funkcioi.

Név

Alternativ
név

Funkci6

40.

CPAR2_300430

CPAG_00408

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have G-protein alpha-subunit
binding, GDP-dissociation inhibitor activity, protein kinase C
binding, ribosome binding, signal transducer activity

41.

CPAR2_300620

CPAG_00390

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ferric-chelate reductase
activity, role in copper ion import, iron ion transport and plasma
membrane localization

42,

CPAR2_301610

CPAG_03949

ORF, Uncharacterized, Ortholog of C. albicans SC5314 :
orf19.7085, C. dubliniensis CD36 : Cd36_ 70560, Candida tenuis
NRRL Y-1498 : cten_CGOB_00180 and Debaryomyces hansenii
CBS767 : DEHA2F13398g

43.

CPAR2_302650

CPAG_00344

ORF, Uncharacterized, Beta subunit of fatty acid synthetase which
catalyzes the synthesis of long-chain saturated fatty acids; has
acetyltransacylase, dehydratase, enoyl reductase, malonyl
transacylase, and palmitoyl transacylase activities

44,

CPAR2_303530

CPAG_03329

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase inhibitor activity,
Hsp70 protein binding, Hsp90 protein binding, mMRNA binding
activity, role in protein folding and cytosol, nucleus localization

45,

CPAR2_304310

CPAG_02186

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have structural constituent of
ribosome activity and cytosolic small ribosomal subunit localization

46.

CPAR2_400470

CPAG_00694

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have L-malate dehydrogenase
activity, mRNA binding activity, role in chronological cell aging,
replicative cell aging, tricarboxylic acid cycle and mitochondrial
matrix localization

47.

CPAR2_400510

CPAG_00690

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have sodium:inorganic
phosphate symporter activity, role in phosphate ion transmembrane
transport and plasma membrane localization

48.

CPAR2_400770

CPAG_03201

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have dextrin alpha-glucosidase
activity, maltose alpha-glucosidase activity, starch alpha-glucosidase
activity, sucrose alpha-glucosidase activity

49,

CPAR2_400790

CPAG_03200

ORF, Uncharacterized, Has domain(s) with predicted substrate-
specific transmembrane transporter activity, transmembrane
transporter activity, transporter activity, role in transmembrane
transport and integral to membrane, membrane localization

50.

CPAR2_400860

CPAG_03194

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have transferase activity,
transferring glycosyl groups activity and role in cell wall chitin
metabolic process, fungal-type cell wall organization

51.

CPAR2_402000

CPAG_04045

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cell surface, hyphal cell
wall, yeast-form cell wall localization

52.

CPAR2_402010

CPAG_04046

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in fungal-type cell wall
organization, pathogenesis and anchored to plasma membrane, cell
surface, extracellular region, hyphal cell wall, yeast-form cell wall
localization

53.

CPAR2_402090

CPAG_04053

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have pyruvate carboxylase
activity, role in gluconeogenesis and cytosol localization

54.

CPAR2_402220

CPAG_04066

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ADP binding, proton-
transporting ATP synthase activity, rotational mechanism, proton-
transporting ATPase activity, rotational mechanism activity and role
in mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport

55.

CPAR2_402910

CPAG_02387

ORF, Uncharacterized, Ortholog of Candida orthopsilosis Co 90-125
: CORT_0E02945

56.

CPAR2_403180

CPAG_00861

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in cellular response to
drug, fungal-type cell wall organization and hyphal cell wall
localization
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11d. szamu melléklet. Az euklidészi tavolsagok meghatarozasahoz hasznalt Candida
transzkriptek nevei és feltételezett funkcioi.

Név

Alternativ
név

Funkci6

57.

CPAR2_403260

CPAG_00854

ORF, Uncharacterized, Ortholog of C. albicans SC5314 :
orf19.2758/PGA38, C. dubliniensis CD36 : Cd36_42320, Candida
tenuis NRRL Y-1498 : cten CGOB_00184 and Debaryomyces
hansenii CBS767 : DEHA2G17930g

58.

CPAR2_404840

CPAG_05060

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have high molecular weight
kininogen binding, ribosome binding, thioredoxin peroxidase
activity, unfolded protein binding activity

59.

CPAR2_405510

CPAG_05125

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in eisosome assembly,
establishment of protein localization to plasma membrane, negative
regulation of protein phosphorylation, protein secretion

60.

CPAR2_406150

CPAG_05187

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in ribosomal large
subunit assembly and cell surface, cytosol, small-subunit processome
localization

61.

CPAR2_407690

CPAG_02465

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have GDP binding, GTP binding,
translation elongation factor activity and role in interaction with host,
tRNA export from nucleus, translational elongation

62.

CPAR2_407890

CPAG_02482

ORF, Uncharacterized, Has domain(s) with predicted RNA binding,
structural constituent of ribosome activity, role in translation and
ribosome localization

63.

CPAR2_501020

CPAG_05350

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have pyruvate decarboxylase
activity

64.

CPAR2_501710

CPAG_05416

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase activity, translation
elongation factor activity, role in translational elongation,
translational termination and cell surface, cytosolic ribosome, plasma
membrane, yeast-form cell wall localization

65.

CPAR2_502940

CPAG_03867

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have chitin synthase activity, role
in cell wall chitin biosynthetic process and cell septum localization

66.

CPAR2_601540

CPAG_00419

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in beta-1,2-
oligomannoside metabolic process

67.

CPAR2_601950

CPAG_02752

ORF, Uncharacterized, Putative alcohol dehydrogenase (NADP+);
role in alcohol metabolism; expression increased in fluconazole and
voriconazole resistant strains

68.

CPAR2_602730

CPAG_00659

ORF, Uncharacterized, Has domain(s) with predicted aspartic-type
endopeptidase activity and role in proteolysis

69.

CPAR2_603440

CPAG_03745

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have double-stranded DNA
binding, sequence-specific DNA binding transcription factor activity

70.

CPAR2_603600

CPAG_03729

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ferroxidase activity, role in
cellular response to drug, ferrous iron import, high-affinity iron ion
transport, prostaglandin biosynthetic process and endoplasmic
reticulum, plasma membrane localization

71.

CPAR2_700380

CPAG_04247

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have peptide binding, unfolded
protein binding activity

72.

CPAR2_700450

CPAG_04254

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have RNA polymerase Il core
promoter proximal region sequence-specific DNA binding
transcription factor activity involved in negative regulation of
transcription, sequence-specific DNA binding activity

73.

CPAR2_700940

CPAG_04301

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have alternative oxidase activity,
role in alternative respiration and mitochondrion, plasma membrane
localization

74.

CPAR2_701420

CPAG_00171

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in reciprocal meiotic
recombination and endoplasmic reticulum, mitochondrion, plasma
membrane localization
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1le. szamu melléklet. Az euklidészi tavolsagok meghatarozasahoz hasznalt Candida
transzkriptek nevei és feltételezett funkcioi.

Név

Alternativ
név

Funkcié

75.

CPAR2_702740

CPAG_04720

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have cyclosporin A binding,
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity and role in ascospore
formation, histone deacetylation, positive regulation of meiosis

76.

CPAR2_703150

CPAG_04681

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have ATPase activity, coupled,
unfolded protein binding activity

77.

CPAR2_800530

CPAG_04396

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have phosphoenolpyruvate
carboxykinase (ATP) activity and cytosol localization

78.

CPAR2_802800

CPAG_00445

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have 5-
methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-
methyltransferase activity, zinc ion binding activity

79.

CPAR2_802980

CPAG_00463

ORF, Uncharacterized

80.

CPAR2_803040

CPAG_02689

ORF, Uncharacterized

81.

CPAR2_803090

CPAG_02685

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in pathogenesis and cell
surface, hyphal cell wall, integral to mitochondrial outer membrane,
plasma membrane localization

82.

CPAR2_803890

CPAG_01823

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have malate synthase activity,
role in glyoxylate cycle and cytosol, peroxisomal matrix localization

83.

CPAR2_804740

CPAG_02066

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have transketolase activity, role
in pentose-phosphate shunt and cell surface, cytosol, nucleus, plasma
membrane, yeast-form cell wall localization

84.

CPAR2_806390

CPAG_01112

ORF, Uncharacterized

85.

CPAR2_807400

CPAG_02861
FAS2

ORF, Verified, Alpha subunit of fatty acid synthetase; catalyzes the
synthesis of long-chain saturated fatty acids; has the acyl-carrier
protein domain and beta-ketoacyl reductase, beta-ketoacyl synthase
and self-pantetheinylation activities

86.

CPAR2_807700

CPAG_00224

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in fatty acid beta-
oxidation and peroxisomal matrix localization

87.

CPAR2_807980

CPAG_01135

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have triose-phosphate isomerase
activity

88.

CPAR2_808120

CPAG_01121

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have role in siderophore transport
and plasma membrane localization

89.

CPAR2_808670

CPAG_02232

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have fibronectin binding,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (NAD+)
(phosphorylating) activity, laminin binding activity

90.

CPAR2_809000

CPAG_02199

ORF, Uncharacterized, Ortholog(s) have protein tag activity and role
in cell morphogenesis, cellular response to heat, filamentous growth
of a population of unicellular organisms, pathogenesis, phenotypic
switching, protein ubiquitination
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14a. szamu melléklet. A Kisérletes validaciora kivalasztott 20 delécié PCR termékeinek
gélfotoja a delécio kiterjedésének és a vart fragmentumok méretének feltiintetésével.

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl -KONT
Pl P2 P3 P1 P2 P3 M P1 P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3

DEL#1
23475 bp delécié GAl-ben
PCR1 - 609 bp, PCR2 - 595, PCR3 - 24161/686 bp

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT

P1 P2 P3 P1L P2 P3 M P1 P2 P3 Pl P2 P3 P1 P2 P3

DEL#3
9808 bp heterozigozitas GA1-ben
PCR1 - 875 bp, PCR2 - 811, PCR3 - 10717/909 bp

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT
P1 P2 P3 P1 P2 P3 M P1L P2 P3 Pl P2 P3 P1 P2 P3

P1 P2 P3 P1 P2 P3 M P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT

DEL#2

11573 bp delécié CBS 1954-ben
PCR1 - 1250 bp, PCR2 - 1045, PCR3 - 12247/674 bp

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT

P1 P2 P3 P1L P2 P3 M Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3

DEL#4
2847 bp delécio CBS 6318-ban
PCR1 - 1089, PCR2 - 516, PCR3 - 3425/578 bp

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT
PL P2 P3 P1 P2 P3 M P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3

DEL#5
1640 bp heterozigozitas GAl-ben
PCR1 - 986 bp, PCR2 - 858 bp, PCR3 - 1931/291 bp

DEL#6

1595 bp deléci6 CBS1954-ben, CBS6318-ban GAl-ben
PCR1 - 965 bp, PCR2 - 1090 bp, PCR3 - 2308/713 bp
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14b. szdmu melléklet. A A Kkisérletes validacidra kivalasztott 20 deléci6 PCR termékeinek
gélfotoja a delécio kiterjedésének és a vart fragmentumok méretének feltiintetésével.

CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT CDC317 CBS 1954 CBS 6318 GAl - KONT
Pl P2 P3 P1 P2 P3 M P1 P2 P3 Pl P2 P3 P1 P2 P3 P1L P2 P3 P1 P2 P3 M Pl P2 P3 P1 P2 P3 Pl P2 P3

DEL#7 DEL#8
1497 bp delécié GAl-ben 1268 delécio GA1l-ben
PCRL1 - 1020 bp, PCR2 - 787 bp, PCR3 - 1932/435 bp  PCR1 - 818 bp, PCR2 - 902 bp, PCR3 - 1543/275 bp

CDC CBS CBS GA1L -K M CDC CBS CBS GA1 -K M CDC CBS CBS GA1 -K M

317 1954 6318 317 1954 6318 317 1954 6318

DEL#9 DEL#10 DEL#11
354 bp delécié GAl-ben 235 bp delécié CBS6318-ban 141 bp deléci6 CBS6318-ban
PCR3 - 853/499 bp PCR3 - 1104/869 bp PCR3 - 1118/977 bp

CDC CBS CBS GA1L -K M CDC CBS CBS GA1 -K M CDC CBS CBS GA1 -K M
317 1954 6318 317 1954 6318 317 1954 6318

DEL#12 DEL#13 DEL#14
132 bp deléciéo CBS1954-ben 105 bp delécié CBS6318-ban 95 bp deléci6 CBS1954-ben
PCR3 - 1092/960 bp PCR3 - 1220/1115 bp PCR3 - 1298/1203 bp
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14c. szamu melléklet. A Kisérletes validaciora kivalasztott 20 deléci6 PCR termékeinek
gélfotoja a delécio kiterjedésének és a vart fragmentumok méretenek feltiintetésével.

CDC CBS CBS GAl -K CDC CBS CBS GAl -K M CDC CBS CBS GA1 -K M
317 1954 6318 317 1954 6318 317 1954 6318
DEL#15 DEL#16 DEL#17
59 bp delécio CBS1954-ban és GAl-ben 43 bp delécié CBS1954-ben 39 bp deléci6 CBS1954-ben
PCR3 - 1258/1199 bp PCR3 - 394/351 bp PCR3 - 1430/1391 bp
CDC CBS CBS GAl -K CDC CBS CBS GA1 -K M CDC CBS CBS GA1 -K M
317 1954 6318 317 1954 6318 317 1954 6318
DEL#18 DEL#19 DEL#20
34 bp heterozigozitds CDC317-ben 18 bp heterozigozitds CDC317-ben 17 bp heterozigozitas CDC317-ben
PCR3 - 149/115 bp PCR3 - 120/122 bp PCR3 - 118/101 bp

M (DEL#1 - DEL#17): Fermentas MassRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use, #SM0403:
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2500, 2000, 1500, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100, 80 bp

M (DEL#18 - DEL#20): Fermentas GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus #SM0321: 3000, 2000,
1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp
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15. szamu melléklet. A Southern hibridizacio eredmeényei, a delécid kiterjedésének és a vart
fragmentumok méretének feltlintetésével.

M CDC GA1l M CDC GAl M CDC CBS CBS GAl
317 317 317 1954 6318
DEL#3 DEL#5 DEL#6
9808 bp heterozigozitds GAl-ben 1640 bp heterozigozitdés GAl-ben 1595 bp delécio
WT: 13228 bp WT: 8161 bp CBS1954-ben, CBS6318-ban és GA1-ben
HZY: 13228 és 3514 bp HZY 8161 és 6513 bp WT: 6167 bp
A: 4617 bp

M: Roche DIG-labeled DNA Molecular Weight Marker V11 0.081 - 8.57 kbp: 8576, 7427, 6106,
4899, 3639, 2799, 1953, 1882, 1515, 1482, 1164, 992, 718, 710, 492, 359, 81 bp



