CANDIDA PARAPSILOSIS SZEKRETALT ASZPARTIL
PROTEINAZOK VIRULENCIABAN BETOLTOTT
SZEREPENEK VIZSGALATA

DOKTORI ERTEKEZES

HORVATH PETER FERENC

TEMAVEZETO:
DR. GACSER ATTILA
TUDOMANYOS FOMUNKATARS

BIOLOGIA DOKTORI ISKOLA

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI ES INFORMATIKAI KAR
MIKROBIOLOGIAI TANSZEK

2014



TARTALOMJEGYZEK

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE ........coooouiiiiiiiiiiniieieeeeie e 4
2. BEVEZETES ..ottt 7
3. IRODALMI ATTEKINTES. ........oooiuiiiiiiiiiineieiinciesseie e 9
3.1. Klinikailag jelentés opportunista human patogén Candida fajok............................ 9
3.2. A Candida parapsilosis altalanos jellemzeése.....................cooooiiiiiiiiiieiiniiiiiieeeeeeen. 10
3.3. Szekretalt aszpartil proteindzok...................ccooooiiiiiiiiiii i 15
3.4. Gén delécios és over-expresszios modszerek Candida fajokban............................ 23
4. CELKITUZESEK ........oooiiiiiiiiiieieietie ettt 32
5. ANYAGOK ES MODSZEREK ...........coovuiiiiiiiiineieiineieiecens s 33
5.1. A munkank soran felhasznalt mikrobak, eléallitott delécios mutans torzsek és
felhasznalt Primerek............cccoooiiiiiiiiiii e e e e 33
5.2. Candida transzformaciohoz és Southern hibridizaciohoz hasznalt reagensek ......36
5.3. Gateway reakciohoz hasznalt reagensek......................oocooiiiiiiiiiniiiiii e, 37
5.7. Tenyésztéshez hasznalt taptalajok, tapoldatok.......................ccccoeeriiiiiiiiinninnnnn, 38
5.8. Tenyésztési KOriilmeEnyekK.............cccvviiiiiiiiiiiiiiiie e e 40
5.9. Primer sejtek iZOIAIASA ..............coooiiiiiiiiiii e 40
5.10. Kompetens sejtek KESZItESe ................oooeviiiiiiiiiiiiiiiiieieeiee e e e 40
5.11. Kompetens sejtek transzformalasa....................cccccoeeiiiiiiiiiiiiiie e 41
5.12. VeKtorok IEtreh0ZAasa ..............cooooviiiiiiiiiiiiiic et e e 43
5.13. Gateway reakCiOkK..............oooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e 44
5.14. Bakterialis plazmid, gomba genomi DNS és gomba RNS tisztitasa .................... 45
5.15. Proteinaz aKtivitas MEIeSe ................oooeviiiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e e e 48
5.16. Virulencia VizsgalatoK.................cccoiiiiiiiiiiiiiii e 49
6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK ........coooiiiiiiiinieeeceeee e 55
6.1. A C. parapsilosis Sapp1 fehérjének, valamint a szekretalt aszpartil proteinazok
altalanos szerepének virulenciaban betoltott vizsgalata............................oooccoeieeiii, 55
6.1.1. A C. parapsilosis SAPPI lokuszanak in silico analizise .................................... 55
6.1.2. A A/Asappla, A/Asapplb és a A/Asappla-A/Asapplb homozigota delécios
MutAnSoK 1Etreh0zasa ... 55

6.1.3. A C. parapsilosis A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 delécios torzs eléallitasa....58
6.1.4. A szekretalt aszpartil proteinaz gének kvantitativ in vitro transzkripciojanak

VIZSGALALA .........ooiiiiiiiiiiice e e e e e e e e e e e e e e ara e e e e e eeeannnes 59
6.1.5. Az extracellularis proteinaz aktivitas vizsgalata..........................ccccoeerinnnn. 61
6.1.6. A Sappl1 és Sapp2 enzimaktivitasok kvantitativ vizsgalata............................ 63
6.1.7. A vad tipusu és a delécios torzsek szérumérzékenységének vizsgalata............ 65
6.1.8. A vad tipusu és mutans torzsek fagocitozisanak vizsgalata............................. 67
6.1.9. A periferialis mononuklearis sejtek (PBMC) és abbdl differencialtatott

makrofagok (PBMC-DM) gombaoélési hatékonysaga.................cccccvviviieeeienniinnnnen. 70
6.1.10. A gazda sejtek karosodasanak meérése ...................ccccoeeevviiiiiiiiieeeeeeeciee, 72
6.1.11. Human PBMC-DM sejtek vad tipusu és Sapp negativ torzsekkel valo

fert6zésre adott IMmMUNVAIASZA................cooiiiiiiiiii 74

6.1.12. Nagy viaszmoly (Galleria mellonella) larvak talélésének in vivo vizsgalata ..75
6.1.13. A C. parapsilosis vad tipusa, A/Asappla-A/Asapp1b és A/Asappla-A/Asapp1b-

A/Asapp?2 torzsek sejtfalosszetételének vizsgalata. ....................ooooeiiiiiiniinnnninnn, 76
6.2. Egy lehetséges overexpresszios rendszer alapjainak kidolgozasa C. parapsilosis-
DAt e e e e e e e 80

6.2.1. C. parapsilosis overexpressziora alkalmas fogado torzsének létrehozasa. ...... 81



6.2.2. Az elkészitett C. parapsilosis fogado torzs GFP transzformacidja .................. 82

6.2.3. Az els6 overexpresszios vektor létrehozasa.....................cooooeeiiiiiiiieennninnne, 83
7. OSSZEFOGLALAS ..ottt 86
7.1. A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinaz 1 (Sapp1) virulenciaban betoltott
SZerepének VIZSGAlata..................cooiiiiiiiiiiii e 87
7.2. A C. parapsilosis ,,Sapp negativ” szekretalt aszpartil proteinazt nem termel6
mutans torzsének virulencia vizsgalata. .......................cccoiiiiiiii e, 89
7.3. C. parapsilosis overexpresszios rendszer alapjainak kidolgozasa. ........................ 92
8. SUMMARY ..ottt et e ettt e ettt e et e e et e e e et e e st e e enbeeesnbeeeenneeas 95
8.1. The role of secreted aspartyl proteinase 1 (Sapp1) in host-pathogen interactions.
......................................................................................................................................... 96
8.2. The general role of C. parapsilosis secreted proteinases in virulence and host-
Pathogen INtEraCtions. .............c.oviiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e eeeeeeeeas 98
8.3. Development of an overexpression strategy for C. parapsilosis............................ 100
9. IRODALOMUIEGYZEK ..........c.cooiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 102
10. KOSZONETNYILVANITAS.......coooiiiiiiiiiieiineee et 113



ACTI
ANOVA
BSA
caFLP
CD
CDC
ConA
CDR1
CFU
CPHI
CpLIP
Cppl
DIG
DTT
EDTA
Efgl
ELISA
FACS
FAS?
FBS
FIT2

FITC
FLP

FRT
GFP
GM-CSF

GPI
GTW
HIV

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Actine 1 — Aktin 1

Analysis of Variance Between Groups — Csoportok kozti variancia analizis
Bovine Serum Albumine — Borji szérum albumin

Candida albicans optimized Flippase — C. albicans-ra optimalizalt flippaz
Cluster of Differentiation

Centers for Disease Control and Prevention

Concavalin A — Konkavalin A

Candida Drug Resistance Gene 1 — Candida drogrezisztencia gén 1
Colony Forming Unit — Koloniaképzd egység

Candida Pseudohyphal Regulator 1 — Candida pszeudohifa regulator 1
Candida parapsilosis Lipase — C. parapsilosis lipaz

Candida Protein Phosphatase — Candida protein foszfataz

Digoxigenine - Digoxigenin

Dithio Threithol — Ditiotreitol

Etylene Diamin Tetra Acetic acid — Etilén-diamin-tetraecetsav

Enhanced filamentous growth — Megndvekedett fonalas novekedés
Enzyme Linked Immunosorbent Assay — Enzimk&tott immunoszorbens proba
Fluoresence Activated Cell Sorter — Fluoreszencia aktivalt sejtszorter
Fatty Acid Synthase type 2 — Kettes tipust zsirsav szintaz

Fetal Bovine Serum — Embrionalis borjuszérum

Fat Storage-Inducing Protein Type 2 — Kettes tipusu zsir tarolast eldsegitd
protein

Ficoerythrine Isothiocyanate — Fikoeritrin izotiocianat

Flippase — Flippaz

FLP Recombination Target — FLP rekombinacios célszekvencia

Green Fluorescent Protein — Zold fluoreszcens protein
Granulocyte-Monocyte Colony Stimulating Factor — Granulocita-monocita
koloniastimulalo faktor

Glycosil Phosphatidil Inositol — Glikozil-foszfatidil-inozitol

Gateway

Human Immunodeficiency Virus — Human immunodeficiencia virus



hph
HPLC

IgA
IgG
IL-1B
IL-6
IMH3
Kex2
LB
LDH
LIP
mdrl

MRSA

NAT

OLE]
PBMC
PBMC-DM

PBS
PE
PGK
PIPES

PS

Ptet
qRT-PCR
RFLP

RNaz
RPI0
Rpm

RPMI

hygromycin B rezisztencia marker

High Performance Liquid Chromatography — Nagyfelbontasu
folyadékkromatografia

Immunglobulin A

Immunglobulin G

Interleukin 18

Interleukin 6

Inosine Monophosphate Dehydrogenase 3 — Inozin-monofoszfat-dehidrogenaz 3

Kexin 2 (Subtilizin-like protease) — Kexin 2 (szubtilizin-szer{i proteinaz)
Luria-Bertani tdpoldat

Lactate Dehydrogenase - Laktat dehidrogenaz

Lipase - Lipaz

Multidrug Efflux Pump 1- Egyes tipust drog efflux pumpa
Methicillin/oxacillin Resistant Staphylococcus aureus — Methicillin/oxacillin
rezisztens Staphylococcus aureus

Nourseothrycine - Nourseothricin

Stearoyl —coenzyme A desaturase 1 — Sztearoil koenzim A deszaturaz 1
Peripherial Blood Mononuclear Cell — Periférialis vér mononukleéris sejt
Peripherial Blood Mononuclear Cell Derived Macrophage - Periféridlis vér
mononuklearis sejtbdl differencialtatott makrofag

Phosphate Buffered Saline - Foszfatpuftfer

Phycoerithrine - Fikoeritrin

Phosphoglycerate Kinase — Foszfoglicerat kinaz
Piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid) — Piperazin-N,N’-bisz(2-
etanszulfonsav)

Penicillin-Streptomycin — Penicillin-sztreptomicin

Promoter of Tetracycline — Tetraciklin promoéter

Quantitative Real Time PCR — Kvantitativ valds ideji PCR

Restriction Fragment Length Polymorphysm — Restrikcios fragmenthossz
polimorfizmus

Ribonukleaz

Ribosomal Protein 10 of the 40S Subunit — 40S alegység riboszomalis protein 10

Rotation per minute — Fordulat per perc

Roswell Park Memorial Institute



Sap Secreted Aspartyl Proteinase — Szekretalt aszpartil proteinaz

Sapcd Secreted Aspartyl Proteinase Candida dubliniensis — C. dubliniensis szekretalt
aszpartil proteinaz

Sapp Secreted Aspartyl Proteinase Candida parapsilosis — C. parapsilosis szekretalt
aszpartil proteinaz

Sapt Secreted Aspartyl Proteinase Candida tropicalis — C. tropicalis szekretalt

aszpartil proteinaz

SATI Streptothrycine Acetyltransferase 1 — Szteptotricin acetiltranszferaz 1

SDS Sodium Dodecyl Sulphate — Natrium-dodecil-szulfat

SOB Super Optimal Broth

SSC Saline-Sodium Citrate buffer — Natrium-klorid — Natrium-citrat puffer

TE Tris-EDTA buffer — Tris-EDTA puffer

TECI TEA/ATTS domain Transcriptional Factor 1 — TEA/ATTS domén transzkripcios
faktor 1

TEF1 Transcription Elongation Factor 1 - Transzkripciéo Elongécios Faktor 1

TEF?2 Transcription Elongation Factor 2 - Transzkripcié Elongacios Faktor 2

TetO Tetracycline Operator — Tetraciklin operator

TetR Tetracycline Resistance transactivator - Tetraciklin rezisztencia transzaktivator

TFA Trifluor Acetic Acid — Trifluor-ecetsav

TNFa Tumor Necrosis Factor oo — Tumor nekrozis faktor o

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane - Tris-(hidroximetil)-aminometan

WGA Wheat Germ Agglutinin — Blizacsira agglutinin

WORI White-Opaque Transcriptional Regulator 1 — White-opaque transzkripcios
regulator 1

WT Wild Type - vadtipus

Yap Yeast Aspartyl Proteinase — élesztd aszpartil proteinaz

YCB Yeast Carbon Base — élesztO szénbazis

YNB Yeast Nitrogen Base — ¢lesztd nitrogénbazis

YPD Yeast extract Peptone Dextrose — élesztokivonat pepton dextroz

Yps Yapsin - Yapszin



2. BEVEZETES

Az elmult harom évtized soran az opportunista humén patogén gombak altal kivaltott
fertdzések szama jelentds mértékben megemelkedett. Bar jelenlegi ismereteink szerint a
kornyezetbdl izolalhatd ismert mikroszkopikus gombak szdma meghaladja a szazezret, mégis
a human megbetegedésekért csupan néhany tiz tehetd feleléssé. A mikodzisok leggyakoribb
okoz61 az Aspergillus nemzetségbe tartozd fonalas gombék (pl. 4. fumigatus), a Cryptococcus
neoformans, valamint a Candida fajok. Ezen mikrobdk 4ltal okozott megbetegedések
valtozatosak lehetnek, bizonyos koriilmények kozott enyhébb lefolydsu, felszini, maés
esetekben sulyosabb, akar halalos kimenetelll szisztémas fertdzések kivaltasara képesek. Bar
szamos Candida faj a normdl, huméan mikrofléra tagja, mégis a nozokomialis, szisztémas
fertdzések egyik leggyakoribb kivaltoi. Felmérések szerint ezen élesztok atlagosan minden
harmadik egészségiigyi dolgozo6 kezén megtalalhatok. A felndtt lakossag korében a szisztémas
kandidiazis kialakuldsaért legnagyobb szazalékban (akar az esetek felében) a Candida
albicans tehetd feleldssé. Kiilondsen veszélyeztetettek az elégtelen immunrendszerrel
rendelkez6, vagy szerv transzplanticion atesett betegek és a HIV fertdzottek. Ujsziilottek
korében, a kandidiazisos esetekért felelés agensek kozott a C. parapsilosis okozta
megbetegedések szama sok esetben a C. albicans altal okozott megbetegedések esetszamat is
felilmulja. Ennek egyik oka lehet, hogy a C. parapsilosis eldzetes kolonizacio nélkiil is képes
megbetegedések kivaltasara, az egészségligyi dolgozok kezérdl, vagy nem steril klinikai
eszkozok segitségével juthat a korhdzban tartozkodo ujsziilottre. A veszélyeztetett célcsoport
kiilonbozdsége a gazda-patogén kdlcsonhatas eltéré mivoltara enged kovetkeztetni.

Mivel a kandidiazis leggyakoribb kivaltoja a C. albicans, ezért kezdetben, mintegy
harom évtizeddel ezeldtt a molekularis és genetikai vizsgalatok ezzel a fajjal kezdddtek meg.
A mikroba virulencidjanak kialakulasdban (mind C. albicans, mind C. parapsilosis esetén)
fontos szerepet jatszik a gazda feliiletén valo megtapadas képessége. Azon fajok, amelyek a
megtapadds utdn biofilm formalasra képesek, joval virulensebbnek bizonyulnak, mint a
biofilm képzésre képtelen fajok. C. albicans esetén jelentds virulencia faktor a hifa képzés
képessége, amely a gazda szoveteibe valo behatolast segitheti el6. Ezzel ellentétben a C.
parapsilosis valodi hifa képzésére nem, csupan pszeudohifa képzésére képes. Mindkét
mikroba esetén a virulencia kialakuldsaban fontos szerep jut a szekretalt hidrolitikus enzimek
termelésének. Ezek koziil legfontosabb szerepiik a szekretalt lipazoknak, szekretalt aszpartil
proteinazoknak ¢€s kisebb mértékben a szekretalt foszfolipdzoknak van. C. albicans-ban —

egészségligyl fontossagandl fogva — ezek a virulencia faktorok széles korben



tanulmanyozottak, ellentétben a C. parapsilosis-sal. A legtobb tanulmdny, amely a C.
albicans virulencia faktorait tanulmanyozta, valamilyen, az adott virulencia faktorra
homozigéta delécidos torzset hasznalt fel. Bar C. albicans esetén szdmos, eredményesen
miikodé géndelécidos moddszert kidolgoztak, addig a géneket tulmikodtetd stratégidk
kidolgozasa jelenleg is folyamatban van. C. parapsilosis esetén a gén delécios stratégiak
szama joval korlatozottabb, mig géneket tulmukodteto stratégia eziddig nem allt rendelkezésre
ezen mikroba esetén. Annak érdekében, hogy a genetikai manipulaciok repertoarjat C.
parapsilosis esetén gazdagitsuk, valamint az egyes gének funkcidjdnak vizsgalatdhoz 1j
moddszert biztositsunk, munkank soran sikeresen kidolgoztunk egy géneket thlmiikddtetd
rendszert, amelynek segitségével azok a mutacidk is tanulmanyozhatova valnak, melyek a gén
delécio soran potencidlisan letalis fenotipustinak bizonyulnak.

Szamos C. albicans-on végzett vizsgalat kimutatta ezen mikroba szekretalt aszpartil
proteinaz izoenzimeinek, mint virulencia faktoroknak a szerepét a gazdaval vald interakcid
soran. C. albicans esetén tiz szekretdlt aszpartil proteindz génbdl alld6 géncsaladot
azonositottak (SAPI-SAP10). Minden SAP gén kifejezO0dése szigoruan szabalyozott. A
kifejez6dés fligg a mikroba életciklusatodl (pl. €lesztdé — hifa dtmenet), az esetleges fertozés
tipusatol, helyétdl és annak eldrehaladott allapotatol. A fertdzés kezdeti stddiumaban a
szekretalt aszpartil proteinazok képesek a gazda szdveti integritdsanak megbontasara, igy
biztositva a mikroba terjedését. Szisztémas kandidiazis kialakulasa soran a szekretalt aszpartil
proteinazok képesek szamos strukturdlis €és immunologiailag fontos fehérje bontasara,
eldsegitve ezzel a mikroba terjedését. A C. albicans Sap izoenzimeinek jelentdségét mutatja,
hogy ezen szekretalt enzimek felhasznaldsaval a kozelmultban megkezdddott egy C. albicans
elleni vakcina kidolgozasa. Ezzel ellentétben C. parapsilosis esetén, bar az ismert szekretalt
aszpartil proteindz izoenzimek enzimologiai jellemzése megtortént, a gazda — patogén
interakcid  soran  betoltott szereplikr6l mindeziddig minimalis ismeretek  alltak
rendelkezésiinkre. A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinazok virulenciaban betoltott
szerepének tanulmanyozasa érdekében munkank soran C. parapsilosis szekretalt aszpartil
proteinaz génekre delécios mutans torzseket hoztunk létre. Az eldallitott delécids mutansok
segitségével lehetdség nyilt a szekretalt aszpartil proteindzok funkcidjanak, valamint
virulenciaban betoltott szerepiik vizsgalatara, mind in vitro, mind in vivo modellrendszerek

segitségével.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Klinikailag jelent6s opportunista human patogén Candida fajok

Az elmult harom évtized soran az opportunista humdn patogén gombak altal kivaltott
invaziv megbetegedések szama nagymértékben megnovekedett, igy 0 antifungalis stratégiak
kidolgozasa, az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia ¢és a gazda — patogén
kolcsonhatasok alaposabb megértése napjainkra egyre siirgetobbé valt (Pfaller és mtsai. 2007).

A normal human mikroflora felépitésében szamos mikroba részt vesz. Sziiletés utan
kialakul a mikrobdk természetes egyensulya. Erre a baktériumok dominancidja jellemz6, de
szamos, az Ascomycota ¢s Basidiomycota csoportba tartozo gombafaj is jelen van (Filippidi
¢s mtsai. 2014). Egészséges egyénekben ezen fajok anélkiil vannak jelen, hogy a
gazdaszervezetben barmilyen korfolyamatot kivaltananak. Opportunista human patogén
gombak altal kivaltott megbetegedések legtobb esetben akkor kovetkeznek be, amikor a gazda
altal adott immunvalasz valamely oknal fogva elégtelen (pl. szerv transzplantacio, HIV
fertézés) és a szervezet képtelen a megfeleld védekezésre, igy ezen mikrobdk fertdzések
kialakitasara képesek. Huméan mikozisok kivaltasaban legnagyobb részben Aspergillus,
Cryptococcus ¢s Candida fajok vesznek részt (Pfaller és mtsai. 2007).

Szamos Candida faj mint a normal, human mikroflora alkot6i vannak jelen a bdr,
valamint a nyalkahartyak felszinén. Az elmult harminc év sordn a Candida fajok altal okozott
megbetegedések egyre novekvd tendenciat mutattak (Pfaller és Diekema 2007). Ezen fajok
felszini €és invaziv szisztémas fertdzéseket egyarant kivalthatnak. Felszini fertdzések soran
foként a korom, bor, valamint az ivarszervek érintettek. Szisztémas fertézés soran a mikroba a
véraramba kertiil, igy a véraram kozvetitésével a belsé szervek megbetegedését is kivalthatja.
Pfaller és Diekema tanulmanya szerint az Egyesiilt Allamokban 100.000 fdre vetitve
atlagosan 29 esetet regisztraltak (Pfaller és Diekema 2007). Tobb tanulmany szerint a felndtt
lakossag korében a kandididzis okozta mortalitasi arany rendkiviil magas, amely az Osszes
kandidémias eset akar 50%-at is megkozelitheti (Pappas €és mtsai. 2003, Moran és mtsai.
2009). A felnott lakossadg korében a kandidiazis kivaltasaért foként a C. albicans felelds, am
az egyeb nem-albicans fajok(C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei) altal
okozott megbetegedések novekvd tendenciat mutatnak az ezredforduld ota (Pfaller és mtsai.
2007, Papon és mtsai. 2013). Kiilonb6z6 korcsoportokat vizsgdlva a kandidémiat kivalto
mikrobak részardnya eltérd. Fiatalabb korcsoportok, elsdsorban csecsemdk, ujsziilottek
korében a C. parapsilosis részaranya kiemelkedéen magas (Trofa €s mtsai. 2008, Chow ¢s

mtsai. 2012).



3.2. A Candida parapsilosis altalanos jellemzése

A mintegy 200 fajt magaba foglald6 CUG klad szamos tagja a kornyezetbdl izolalhato
(Pereira és mtsai. 2013, Pryszcz és mtsai. 2013). Néhany tagjuk biotechnologiai jelentdséggel
is bir (Dias ¢s mtsai. 2000), mig a nemzetség dontd tobbsége magasabb rendi
gazdaszervezettel ¢l kommenzalista kapcsolatban. A kladra jellemzd, hogy az univerzalis
kodhasznalattol eltérden a transzlacid folyamata soran, CUG kodon esetében szerin beépiilése
valosul meg leucin helyett. (1. abra) (Butler és mtsai. 2009).

A C. parapsilosis-t eloszor Ashford izolalta 1928-ban Puerto Rico-ban, egy
hasmenéses beteg székletébdl. Az 0j fajt Monilia parapsilosis-ként irta le, megkiilonboztetve
az akkor mar ismert €s joval nagyobb gyakorisaggal izolalt Monilia psilosis (mai nevén C.

albicans) fajtol (Weems 1992).
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1. 4abra
A C. parapsilosis filogenetikai helyzete (Butler és mtsai. 2009).

A C. parapsilosis diploid organizmus, eziddig csak ivartalan szaporodasi ciklusa
ismert, amely sarjadzassal torténik. Teljes genom szekvencidja 2009-ben valt elérhetdvé
(Butler ¢s mtsai. 2009). A referenciaként hasznalt CDC317 jelii torzs alapjan haploid
genommeérete 13,1 Mb, génjeinek szdma mintegy 5700 (Butler és mtsai. 2009). Korabban a C.
parapsilosis-ként ismert faj harom alcsoportot foglalt magaban (I, II, III), melyek sok
tekintetben eltértek egymastdl. 2005-ben a harom alcsoport bevonasaval elvégzett, tobb
lokuszt magéba foglald szekvencia analizis eredményeként az eddig egységesnek tekintett C.
parapsilosis fajcsoportot harom, egymastol kiilonalldo fajja valasztottak szét. Ezek alapjan

napjainkban az I. csoportot C. parapsilosis, a 11. csoportot C. orthosilosis, mig a IIl. csoportot
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C. metapsilosis-ként tartjaAk szamon (Tavanti és mtsai. 2005). Erdekes médon a C.
parapsilosis mitokondrialis genom strukturajara jellemzd, hogy eltéréen S. cerevisiae, C.
albicans, C. tropicalis fajoktol, ezen faj esetén linedris szerkezetli mitokondridlis genomot
talalunk. A linearis mitokondrium 30 kb nagysagu, szerkezetére jellemzd, hogy végén az
eukariota organizmusok telomer szekvencidjadhoz hasonld ismétlddd struktirat tartalmaz. A
mitokondridlis genom nagymértékben kompakt. A mitokondridlis genomban megtalalhato a
1égzési lanc tagjainak 14 fehérjéje, az ATP szintaz gén, valamint a mitokondrialis riboszomak
kis és nagy alegységének felépitésében részt vevod riboszomalis RNS gének (Kovac és mtsai.
1984, Nosek és mtsai. 1995, Valach és mtsai. 2012).

Az élesztd sejtek kerek vagy ovalis alakot vehetnek fel. Bizonyos koriilmények kozott,
foként citrullin jelenlétében, pszeudohifa képzésre képesek, am valodi hifat nem képeznek
(Kim ¢s mtsai. 2006). Makroszkopos megjelenésére jellemzd, hogy laboratdériumi
koriilmények kozott, komplett taptalajon (YPD, Sabouraud dextroz agar) tenyésztve a telepek
fehér, krémszerli megjelenésiick, a telep felszine torzstdl fiiggden lehet sima, karéjos vagy
gylrott. A mikroba jellemzéen az egészséges human mikrofléra részét képezi, &m a
novényekrol €s a talajbdl izolalhatd formai is ismertek (Pryszcz és mtsai. 2013).

Hasonloéan a C. albicans-hoz, a C. parapsilosis sejtfal szervezOdésére is egy belso,
kompaktabb és egy kiilsd, lazabb réteg a jellemzd. A belso réteg felépitésében kitin, valamint
erre raépiilve B-1,3 glilkan vaz vesz részt. A sejtfal kiilso, lazabb rétege fehérjékkel asszocialt
O ¢és N kotott manndéz polimerbdl épiil fel. A két réteget kovalensen kotott B-1,6-gliikan-
glikofoszfatidilinozitol kapocs rogziti egymashoz (Netea ¢és mtsai. 2008). A sejtfal
komponenseinek mindsége és részaranya nem alland6 az élesztd sejtciklusa alatt, hanem egy
J61 szabalyozott, komplex folyamatnak kdszonhetden dinamikusan valtozik (Gow és mtsai.
2012). Bizonyos koriilmények kozott a citokinézis nem fejezddik be, a lefiiz6dd lednysejt nem
hagyja el az anyasejtet, hanem erdteljesen megnyulik, ezzel pszeudohifa johet 1étre (Buffo és
mtsai. 1984, Mardon és mtsai. 1969).

Szamos regionalis ¢€s nemzetk6zi tanulmény vizsgalta a Candida fajok
mértékben, az 0Osszes eset mintegy 37-70%-aban a C. albicans felelés a szisztémas
kandididzis korképének kivaltasaért (Pfaller és mtsai. 2007). Ezzel szemben, az ezredfordulo
Ota egy ujabb trend figyelhetd meg, miszerint kandidémiéas esetek egyre kisebb részébdl
izolalhatd C. albicans, mig az eddig kisebb jelentdséggel bird ¢és ezidaig keveésbé
tanulmanyozott nem-albicans fajok egyre nagyobb részardnyban okoznak megbetegedéseket.

Ujabb felmérések szerint Eurépa valamint Eszak-Amerika teriiletén a C. albicans altal

11



okozott megbetegedések részaranya mintegy 50%, ezzel szemben a C. glabrata, C.
parapsilosis, C. krusei valamint a C. ftropicalis altal okozott megbetegedések szama
novekszik (Papon és mtsai. 2013, Tortorano és mtsai. 2013). Latin-Amerikaban és Dél-
Afrikdban a nem-albicans fajok altal okozott megbetegedések részaranya még az eldbbieknél
is nagyobb mértékli. Ezeken a teriileteken az izolatumoknak kevesebb, mint a fele bizonyult C.
albicans-nak, mig a nem-albicans fajok koziil f0ként a C. parapsilosis emelkedik ki, amely az
0sszes kandidémias megbetegedés mintegy 25 %-aért volt felelds (Nucci és mtsai. 2013,
Kreusch és Karstaedt 2013). Ezeken a teriileteken a kandidémias esetek mortalitasi ratdja
kiemelkedden magas, mintegy 60-73% kozotti (Kreusch és Karstaedt 2013).

Szamos tanulmany felhivja a figyelmet arra a jelenségre, hogy kiilonbozd
korcsoportokat vizsgalva a kandidémidt kivaltdé mikrobdk részardnya eltérd. Fiatalabb
korcsoportok, elsdésorban csecsemdk, ujsziilottek korében a C. parapsilosis részaranya
kiemelkedden magasnak bizonyul (Trofa és mtsai 2008, Chow ¢és mtsai. 2012). A kiilonbdz6
geografiai terliletekrdl szdrmazd beszamoldk szerint az jsziilotteket érintd C. parapsilosis
altal okozott megbetegedések szama meghaladja a C. albicans éltal okozott megbetegedések
szamat (Pammi ¢és mtsai. 2013, Neu ¢s mtsai. 2009). Szamos, tobb évre kiterjedd felmérés
eredménye szerint jsziilottek korében a candidémidk kialakuldsaért a C. parapsilosis mintegy
30-50%-ban tehetd feleldssé (Trofa és mtsai. 2008, Neu és mtsai. 2009, Chow ¢€s mtsai. 2012)
(2. abra).

8 Candida albicans
Felnétt paciensek W Candida parapsilosis Intenziv osztalyon
W candida tropicaiis kezelt Gjsziilttek
8.9 % 28.9 % il é:anf:iida glabrata és
: l’ gyéb fajok 9,83 %

— =

N 519% l
L—-—-—s,z% M14%

2. abra
Szisztémas kandidiazist kivalto fajok megoszlasa jsziilott és felnétt paciensek korében (Chow és mtsai.
2012 alapjan)

l—‘47,8 %
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Egy tanulmény kimutatta, hogy mig a C. albicans a sziiletés soran kolonizalja az jsziilottet,
addig a C. parapsilosis csupan hetekkel késobb jelenik meg az 0jsziilott mikroflorajadban, ez a
tény arra utal, hogy a C. parapsilosis eldzetes kolonizacid nélkiil is képes fertdzések
kivaltasara (Parm és mtsai. 2011). Szdmos tanulmany felhiva a figyelmet arra, hogy az
alacsony sziiletési sullyal vilagra jott ujsziilottek C. parapsilosis fertdzések szempontjabol
kiilonosen veszélyeztetett csoportot képeznek. Az a tény, hogy ezen mikroba nagy
gyakorisaggal izolalhatd egészségligylr dolgozdk kezérdl, magyaradzatot adhat ezen
megfigyelésre (Trofa és mtsai. 2008, Chow ¢és mtsai. 2012). Rizikofaktorként tartjuk szdmon
a vénas katéterek alkalmazasat, a hosszan tartd antibiotikumos kezelést, sebészeti
beavatkozast, szervatiiltetést, neutropénias allapotot, valamint 0jsziilottek esetén az alacsony
sziiletési stlyt (Almirante és mtsai. 2006).

A szisztémas kandidiazis kialakuldsaban kiemelkedd szerepet jatszik a mikroba
biofilm képz6 képessége, valamint a szekretalt hidrolitikus enzimek termelése. Ujabb
tanulmanyok rédmutatnak, hogy ezen virulencia faktorokon kivill a gomba zsirsav
szintézis€ében szerepet jatszd fehérjék szintén fontos virulencia faktorok (Nguyen és mtsai.
2009, Nguyen ¢és Nosanchuk 2011, Nguyen ¢és mtsai. 2011). A mikrobara jellemz6, hogy
hatékonyan képes megtapadni és biofilmet képezni nem csak a gazdaszervezeten, hanem a
klinikumban hasznalatos egyéb mianyag felszineken egyarant. A megtapadas kezdeti
szakaszaban nagy jelentdséggel birnak a hidrofob felszinek. C. parapsilosis adhézids
képessége akril anyagt feliiletekhez mintegy masfélszer jobb, mig a szajiiregi epitélidlis
sejteken vald megtapadasi képessége 20%-al jobb, 6szzevetve a C. albicans-sal (Panagoda és
mtsai. 2001). A C. parapsilosis altal képzett biofilmek a C. albicans-sal Gsszevetve joval
vékonyabbak, egyszeriibb felépitésiiek. Altalanossagban a pszeudohifak joval nagyobb
gyakorisdggal képeznek biofilmet, mint az élesztd formak (Laffey és Butler 2005). Bar a
mikroba biofilm képzésének molekularis mechanizmusa kevéssé ismert, egy tanulmany
kimutatta, hogy a BCRI transzkripcios faktorra delécidos mutans torzs biofilm képzd
képessége szignifikansan csokkent a vad tipusu torzshoz képest, igy ezen transzkripcios faktor
a biofilm képzés egyik kozponti szabalyozo eleme lehet (Ding és Butler 2007). Tovabba, egy
vizsgalat megallapitotta, hogy bizonyos aminosavak jelenléte elésegiti a biofilm képzést (Kim
¢s mtsai. 2006), valamint a lipdz termelésben deficiens C. parapsilosis torzs biofilm képzési
képessége szintén nagymértékben csokkent (Gacser €s mtsai. 2007¢).

Szamos tanulmany vizsgalta a C. parapsilosis zsirsav szintézisének virulenciaban

betoltott szerepét. Erdekes modon a zsirsav bioszintézis folyamataban részt vevd enzimek

13



szerepet jatszanak a kivaltott immunvalaszban, a biofilm képzésben és hozzdjarulnak a
virulenciahoz in vivo kisérletes egér modellben. A FAS2 (kettes tipusi zsirsav szintetdz)
homozigdta delécids mutans torzs nem volt képes biofilm képzésre €s a gazda effektor sejtjei
nagyobb hatékonysaggal eliminaltdk a gombasejteket (Nguyen és mtsai. 2009). Az OLE]
(sztearolil koenzim A deszaturaz 1) delécids mutans torzs sejtjei nem voltak képesek
pszeudohifa képzésre, valamint ozmotikus ¢és oxidativ stresszre vald érzékenységik is
megndvekedett. Ezen feliil human szérummal szemben szintén szenzitivnek bizonyultak
(Nguyen ¢és Nosanchuk 2011). A FIT2 (kettes tipusu zsir taroldst eldsegité protein)
homozigdta delécids mutans torzse szintén érzékenynek bizonyult ozmotikus stresszre,
valamint csokkent virulencidt mutatott in vivo kisérletes egér modellben (Nguyen €s mtsai.
2011).

A gomba altal szekretalt hidrolitikus enzimek koziil a virulencia kialakitdsdban
kiemelt jelentdséggel birnak a lipazok, és aszpartil proteinazok. A foszfolipazok virulencidban
betoltott szerepe ezzel szemben kisebb jelentdségiinek bizonyul.

A foszfolipazok alapvetd funkcioja a foszfatidil glicerolok észter kotéseinek
hidrolizise. Bar a foszfolipadzok fertézésben betoltott szerepe eziddig keveéssé tanulméanyozott,
az altalanos elképzelés szerint ezen enzimek funkcidja a gazda sejtek membran integritdsanak
megbontasa (Ghannoum 2000, Kantarcioglu és Yucel 2002). C. albicans esetén szamos
tanulmany demonstralta a foszfolipdzok virulencidban betoltott szerepét. Ezen tanulmanyok
szerint a foszfolipdzoknak szerepiik van a virulencia kialakitdsdban egér szisztémas modell
esetén, szerepiikk van az epitélialis sejtekhez valé adhézioban (Barrett-Bee és mtsai. 1985), a
gazda sejtbe vald penetracid sordn (Pugh és Cawson 1977), human epitélidlis sejtek
invazidjaban (Jayatilake ¢és mtsai. 2005), valamint a gazda jelatviteli utvonalainak
modositasaban (Filler és mtsai. 1991). A C. parapsilosis fosztolipazok virulenciaban betoltott
szerepe nem ennyire egyértelmili. Egyes szerzok beszamoltak foszfolipaz aktivitasrol szamos
klinikai eset kapcsan (Ghannoum 2000), ugyanakkor masok nem mutattak ki ilyen jellegli
enzimaktivitast (Kantarcioglu és Yucel 2002). Egy publikidcidé szerzéi csak a szisztémas
fertdzésekbdl szarmazo izolatumok esetén mutattak ki enzimmiikodést (Dagdeviren és mtsai.
2005), mig masok borfelszini izolatumokban detektaltak enzimaktivitast (Fernanado és mtsai.
1999).

A szekretalt lipazok katalizaljak a triacil glicerolok hidrolizisét és szintézisét egyarant.
Jellemz6é rajuk a proteolizissel szembeni rezisztencia, a magas hdstabilitas és szerves
oldoszerekben a magas enantioszelektivitas (Brockerhoff 1974). Altalanossagban elmondhato,

hogy a mikrobidlis extracellularis lipazok szerepe meglehetdsen sokrétii. Elsddleges szerepiik
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a lipidek hidrolizise, igy azok szénforrasként vald hasznositasa. Ezen az alapvetd funkcion
kiviil a szekretalt lipazok szerepet jatszanak a mikroba gazda szdvetein vald megtapadas
folyamatéban, az immunfolyamatok beinditasdban, illetve azok moduldlasaban, valamint
szerepet jatszanak a mikroba védekezésében azaltal, hogy az esetlegesen kompetitorként jelen
levé mikroflora szaporodéasat gatoljak (Schaller és mtsai. 2005, Stehr és mtsai. 2004). C.
albicans esetén tiz szekretdlt lipaz gént azonositottak (L/PI-LIP10) (Hube és mtsai. 2000).
Szisztémas egér modellben a fertdzést kovetd 4 ora elteltével a C. albicans LIPS génje
mutatott nagyfoktl transzkripcids szintet (Stehr és mtsai. 2004).A vad tipust torzsbol
szarmaztatott 4/Alip8 delécids mutans torzzsel elvégezve a kisérletet a vad tipusu torzshoz
képest nagyfoku virulencia csokkenés volt tapasztalhato (Géacser és mtsai. 2007b).

C. parapsilosis-on végzett vizsgalatok két lipaz gént azonositottak (CpLIP1, CpLIP2),
bar csupan a CpLIP2 gén kodol aktiv fehérjét (Brunel és mtsai. 2004). A C. parapsilosis
szekretalt lipazanak virulenciaban betoltott szerepét j61 demonstréalja, miszerint vad tipust C.
parapsilosis torzset alkalmazva humdan szoveten végzett in vitro fertézéses modellben, a
fertdzés soran lipaz inhibitort alkalmazva a szoveti karosodas mértéke szignifikdnsan kisebb
volt, dsszevetve a csak vad tipusu C. parapsilosis torzs altal okozott szoveti kdrosodéssal
(Gacser €s mtsai. 2007¢). Gécser és munkatarsai a homozigéta A/ACpLIP1-A/ACpLIP2 (lipaz
deficiens) C. parapsilosis torzs vizsgalata soran megallapitottdk, hogy a mutans torzs
kevesebb, kevésbé komplex biofilm formalasara képes, mint a vad tipusu torzs, lipid gazdag
tapkozegben a novekedése csokkent mértékii a vad tipusu torzzsel Osszevetve. Ezen feliil
makrofag sejtek joval eredményesebben fagocitaljak €és elimindljak ezen muténs torzs sejtjeit
in vitro fertozéses kisérletek soran, valamint csokkent virulenciat mutatnak in vivo
allatkisérletek soran (Gacser és mtsai. 2007c). A lipaz negativ torzson végzett megfigyelések
rendkiviili fontossaggal birnak, hiszen a C. parapsilosis altal okozott fertézeések kiilondsen
nagy gyakorisaggal fordulnak eld olyan alacsony sziiletési sullyal rendelkez6é Ujsziilottek

korében, akik lipid gazdag taplalasban részesiilnek.

3.3. Szekretalt aszpartil proteinazok

Minden proteinaz alapvetd feladata a peptid kotések hidrolizise, bar a specificitds
tekintetében jelentds kiilonbségek mutathatok ki (Barrett és Rawlings 1991). A proteinazok
csaladja hatasmechanizmusuk alapjan négy tipusra oszthatdak: szerin, cisztein, metallo és
aszpartil proteinazok. Szerin proteindazokra példa a tripszin, kimotripszin €s szubtilizin
alcsaladok, a cisztein proteinazok kozott talaljuk a Streptococcus tajok proteindzait, valamint

a papaint, mig a metalloproteinazok korébe tartoznak a kollagendzok és a mikrovillus
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proteinazok (Barrett 1979). Az aszpartil proteinazok széles korben elterjedtek és szamos
biokémiai reakcio kataliziséért felelosek (Davies 1990). Jol ismert aszpartil proteinazok a
HIV aszpartil proteindza, a human pepszin €s renin.

Eleszt6k korében az aszpartil proteindzok csaladjan beliil két nagyobb csoportjat
kiilonboztetik meg: az elsd csoportba az tgynevezett élesztd aszpartil proteinazok (yeast
aspartyl proteinase/yapsin — Yap/Yps) tartoznak (Krysan és mtsai. 2005), mig a masodik
csoportot a szekretdlt aszpartil proteindzok (secreted aspartyl proteinase — Sap) képezik
(Hruskova-Heidingsfeldova 2008).

A yapszin fehérjék alapvetd funkcidja a sejtfal integritdsdnak megdOrzése, valamint
szerepiik van a sejt-sejt kozotti interakcidkban is. Szintézisiik soran, hasonléan mas aszpartil
proteinazokhoz, a yapszin fehérjék szintén inaktiv zimogénként szintetizdlodnak. A
zimogénen beliil az aktiv centrumot egy proszegmens fedi el. Ez a proszegmens egy sohid
altal stabilizalodik, amely a zimogén propeptidjének lizin és a katalitikus diad aszparaginsav
maradéka kozt talalhatd. Savas kornyezetben az aszparaginsav aminosav protonalodasa a
sohid felbomlasahoz vezet, melynek soran a zimogén aktivalodasa elkezdddik. Az aktivalodas
két 1épésbol all: elsOként a propeptid egy intramolekuldris reakcid sordn hasitdodik, majd
masodik lépésként a proszegmens vagodik le az érett enzimrdl (Gagnon-Arsenault és mtsai.
2006). A yapszin csalad fehérjéi kozott a katalitikus domén a leginkdbb konzervalt régio. Az
aktiv centrumban két aszparaginsav fedezhetd fel, egy erdsen konzervalt szekvencia
motivumon beliil. A kézponti motivum: Xaa-Xaa-Asp-Xbb-Gly-Xbb, ahol az Xaa valamilyen
hidroféb aminosav maradék, az Xbb pedig szerin vagy threonin (Gagnon-Arsenault ¢s mtsai.
2006). Struktirajukat tekintve az aszpartil proteindzok ,.kétkar” enzimek, ahol egy-egy karon,
az aktiv centrum arkaban taldlhatok a katalitikus aszparaginsav maradékok. Tovabbi
jellegzetességiik, hogy ellentétben a szekretalt aszpartil proteindzokkal, a yapszin fehérjék
nagy mértékben glikozilaltak. A glikozilacio fehérjétdl fiiggden lehet O €s N jellegii is (Ash
¢és mtsai. 1995, Komano és Fuller 1995, Lipke és Ovalle 1998). A yapszin fehérjékre jellemz,
hogy C-terminalis végiikon glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) modositas jatszodik le az érés
folyaman, melynek eredményeképpen ezen fehérjek a sejtfalba képesek rogziilni (Gagnon-
Arsenault és mtsai. 2006).

Erdekes médon a CUG kladon kiviil esé C. glabrata esetén, amely filogenetikailag a
Saccharomyces cerevisiae-hez all kozel, mas szekretalt aszpartil proteinazt nem talalunk,
csupan yapszin tipusu fehérjét (Krysan €s mtsai. 2005). C. glabrata esetén tizenegy yapszin
fehérjét kodolo gént taldlunk. Virulenciaban betoltott szerepiikre utal, hogy J774A.1 makrofag

sejtvonallal végzett koinkubacié soran az YPSI és YPS7 gének kivételével az Osszes tobbi
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YPS gén jelentdsen emelkedett transzkripcids szintet mutatott, dsszehasonlitva a kontrollként
alkalmazott, csak a fagocita sejtek tdpkozegében nevelt €leszték YPS génjeihez képest. A
sejtfal integritdsanak fenntartasaban betdltott szerepiikre utal, hogy az yps(1-11)4 delécios
torzs novekedési rataja joval elmaradt a vad tipusu torzs novekedéséhez képest, ozmotikus,
valamint sejtfali stresszorok alkalmazasa esetén. In vivo egérkisérlet soran sikeriilt kimutatni
tovabba, hogy az yps(1-11)4 delécios torzs lényegesen kisebb virulenciaval bir, mint a vad
tipust torzs (Kaur €s mtsai. 2007).

A CUG kladba tartoz6 Candida fajok korében a C. albicans Sap9 ¢€s Sapl10 fehérjéit
azonositottdk, mint yapszin-szeri fehérjéket. Ezen fehérjék, hasonldéan a yapszin tipust
fehérjékhez szintén C-terminalis résziikon egy glikozilfoszfatidilinozitol csoport megkdtésére
képes helyet tartalmaznak. Ezen kiviil, ellentétben a tobbi C. albicans Sap fehérjével ez a két
fehérje gazdagon N glikozilalt, a Sap9 esetén 6t, mig a Sap10 esetén tiz ilyen helyet talalunk
(Albrecht ¢s mtsai. 2006). Ezidaig a CUG kladba tartozo fajok kozil csupan a C. albicans
ezen két fehérjéje, amely bizonyitottan GPI-kotott fehérje, ezaltal a yapsin fehérjékhez
hasonlo szerkezetii (Albrecht és mtsai. 2006).

A CUG kladon beliil a C. albicans-on kiviil szamos mas patogén faj is termel
szekretalt aszpartil proteinazokat. C. albicans esetén tiz (SAPI-SAP10) szekretélt aszpartil
proteinaz gént taldlunk, amely egy géncsaladot alkot (Hube és Naglik 2001). Aminosav
sorrendjiik homologiai alapjan a géncsalad kisebb alcsaladokra oszthatdo [SAPI-3, SAP4-6,
SAP9-10 (a SAP7 ¢és SAPS gének divergensek, nem tartoznak egyetlen alcsalddba sem)]
(Naglik ¢és mtsai. 2003). A klinikailag relevans nem-albicans fajokban is nagy szamban jelen
vannak ezen aszpartil proteinaz gének ortologjai. C. tropcalis esetén négy (SAPTI1-SAPT4), C.
dubliniensis esetén nyolc (SAPCD1-SAPCD4, SAPCD7-SAPCD10), valamint C. parapsilosis
esetén harom (SAPP1-SAPP3) szekretélt aszpartil proteinaz gént taldlunk (Pichova és mtsai.
2001, Zaugg és mtsai. 2001). Fontos megjegyezni, hogy az Osszes klinikailag relevans
Candida faj szekretélt protedzai egységesen az aszpartil proteinazok csaladjaba tartoznak,
szerin, cisztein és metalloproteinazokat nem azonositottak ezen fajokban (Naglik és mtsai.
2003, Hruskova-Heidingsfeldova 2008).

Minden szekretalt aszpartil proteinaz fehérje preproenzimként szintetizalédik a durva
felszinli endoplazmatikus retikulumban. Ezen a helyen a szigndl peptidet egy szignal peptidaz
lehasitja. A proenzim ezutan transzportalodik a Golgi apparatusba, ahol egy membran kotott
Kex2 nevii proteinaz altali hasitassal alakul ki az érett fehérje. C. parapsilosis esetén
kimutattdk, hogy a Sappl fehérje aktivalodasa a Kex2 fehérje nélkiil, autokatalitikusan is

végbemehet (Dostal ¢s mtsai. 2005). Miutan az ¢érett fehérje kialakult, szekretorikus
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vezikuldkba keriil, amely a plazma membranhoz szallitja azt. Itt, amennyiben
glikozilfosztatidilinozitolt kot a fehérje (Sap9, SaplO esetén), ugy az enzim sejtfalhoz
kototten marad, mig, ha ilyen poszttranszlaciés modositas nem torténik, tigy az extracellularis
térbe jut a fehérje (Naglik és mtsai. 2003, Vinterova és mtsai. 2011). Kimutattdk, hogy in
vitro rendszerben a Sap9 és Sapl0 fehérjék képesek a mikroba sajat, sejtfalhoz kotott
fehérjéinek a hasitdsara, melyek mind a biofilm képzésben, mind a mikroba sejtfalanak
szintézisében fontos szerepet jatszanak (Schild €s mtsai. 2011).

C. parapsilosis esetén kimutattak, hogy a Sappl fehérje a sejtfalon torténd athaladas
soran nem kovalens kotésekkel kotddik a sejtfali komponensekhez, valamint sejtfalhoz
asszocialt fehérjékhez. Kimutattdk tovabba, hogy elsOként az érett fehérje aktiv centruma az,
amely athalad a sejtfalon, igy a fehérje mar a sejtfalhoz asszocialtan is funkcioképes
(Vinterova és mtsai. 2011). Candida fajok szekretalt aszpartil proteindz izoenzimek mérete 35
¢s 50 kDa kozott valtozik, C. parapsilosis esetén mind a Sappl, mind a Sapp2 fehérje 37 kDa
tomeglinek adodott. A szekretalt aszpartil proteindz izoenzimek pH optimuna a savas
tartomanyba esik, amely C. albicans esetén pH 2 és pH 7 kozé esik, mig C. parapsilosis
esetén mind a Sappl, mind a Sapp2 izoenzimek pH optimuma 4 koriil talalhaté (Naglik €s
mtsai. 2003, Merkerova és mtsai. 2006).

A C. parapsilosis ezidaig hdrom azonositott szekretalt aszpartil proteinaz szekvencidja
(SAPPI-SAPP3) koziil kettd fehérje (Sappl, Sapp2) termeltetése és biokémiai jellemzése
tortént meg (Dostal €s mtsai. 2005, Merkerova és mtsai. 2006, Hruskova-Heidingsfeldova és
mtsai. 2009). Az el6z6ekben leirtak szerint, ezen két fehérje is pre-pro enzim formdajaban
szintetizalodik. In vitro, induktiv koriilmények kozott (BSA tartalmu tdpkozegben) mindkét
fehérje termelddése €s szekrécidja lezajlik, am a Sappl fehérje legalabb egy nagysagrenddel
nagyobb mennyiségben termeldik, mint a Sapp2 fehérje. Erdekes modon, mig a Sappl
fehérje termelddése csak kiilsé fehérje forras hozzaadéasa soran volt megfigyelhetd, addig a
Sapp2 fehérje termelddése nem induktiv koriilmények kozott is jelen volt (Hruskova-
Heidingsfeldova és mtsai. 2009). Aktivalédasukra ez esetben is igaz, hogy a C. parapsilosis
Kex2 szerin protedz fehérjéje végzi, am a pro-Sappl fehérje analizise soran kidertilt, hogy ez
a fehérje savas koriilmények (pH 3-4) kozott autokatalitikus aktivalodasra is képes. Az
autokatalitikusan aktivalodott Sappl fehérje N-termindlisdin egy aminosavval rovidebbnek
bizonyult a Kex2 altal aktivalodott formahoz képest, am ezen csonkolt fehérje proteolitikus
aktivitasa azonosnak bizonyult a szerin proteaz altal aktivalt fehérjével. Ezzel szemben a
Sapp2 fehérje kizarolag a Kex2 fehérje altali aktivalodasra képes, sem savas kdrnyezetben

autokatalitikusan, sem a Sappl fehérje altali aktivalodasra nem képes (Merkerova és mtsai.

18



2006). A jellemzden egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségli termelddés mellet, szintetikus
peptidek, mint szubsztratok alkalmazéasaval kimutathatd volt, hogy a Sappl fehérje katalitikus
aktivitasa joval nagyobb €s szubsztrat specifitdsa szélesebb korli, mint a Sapp2 fehérjének
(Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai. 2009).

Mara a Sappl és Sapp2 fehérjék kristalyszerkezete és haromdimenzids szerkezete is
elérhetové valt. A Sappl fehérje kristalyszerkezetének analizise soran a fehérje féleg P redds
szerkezetet mutatott, melyen beliil két domén fog kozre egy mélyedést, amely a szubsztrat
befogadasara képes. Minden domén tartalmaz egy katalitikus aszparaginsav helyet, melyek
jellemzéen DTG  (Aszparaginsav-Treonin-Glicin  aminosav  harmas), vagy DSG
(Aszparaginsav-Szerin-Glicin aminosav harmas) motivumok részeként vannak jelen. Az aktiv
centrum harom ,.entrance loop” szerkezetet tartalmaz, amely jellemzéen mas Sap izoenzimek
struktirajanak is része (Dostal €s mtsai. 2009, Abad-Zapatero és mtsai. 1996). Bar a Sappl és
Sapp2 fehérjék aminosav sorrendje nagyfoki homologiat mutat, a strukturalis modellek
Osszehasonlitdsa azonban jelentdés mértékil eltéréseket fedett fel. Sapp2 fehérje esetén egy
négy aminosavnyi inszercid figyelhetd meg a Sappl fehérjéhez képest a 293.-296.
aminosavak esetén, amely egyedi eset aszpartil proteindzok esetén. A négy aminosavnyi
inszercid valtozatos szervezddéseket tesz lehetéveé az enzim szerkezetében, melyek az aktiv
centrumot is érinthetik. Egy arginin inszercidja figyelhet6 meg a Sapp2 esetén a 75.
pozicioban, amely az aktiv centrumot elfedd rész bazisdnal helyezkedik el. Az ily modon
kiboviilt fedd rész és az elébb emlitett négy aminosavnyi inszercio jelenléte nagymértékben
befolyédsolhatja az enzim aktiv centrumanak hozzaférhetdségét (Hruskova-Heidingsfeldova és
mtsai. 2009).

A szekretalt aszpartil proteindzok termelése és Candida fajok virulencidgja kozt
korrelacio fedezhetd fel. A C. albicans, C. tropicails és C. parapsilosis fajok in vitro joval
tobb proteinazt termelnek, mint a klinikailag kevéssé jelentds fajok, példaul a C. kefyr vagy a
C. guillermondii, (Macdonald ¢és Odds 1983, Gacser és mtsai. 2007a). Szdmos Candida faj
genomjaban talalhatunk aszpartil proteindz géneket. Monod €s munkatarsai (1994) a C.
albicans SAP1 génjét, mint jelolt probat alkalmazva EcoRI emésztett C. guillermondii genomi
DNS-¢én végzett RFLP analizise alapjan négy fragmentumot azonositott, habar in vitro BSA
tartalmu tapkozegben proteindz termelés nem volt kimutathatdé (Monod és mtsai. 1994). A
szekretalt aszpartil proteinazok virulencidban betdltott szerepérdl a legtobb informacio C.

albicans-on végzett vizsgalatokbol all rendelkezésiinkre.
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A szekretalt aszpartil proteindzok virulencidban betoltott szerepe C. albicans-ban
régota tanulmanyozott, munkank kezdetén a C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinazok
virulenciaban betoltott szerepérdl minimalis informacié allt rendelkezésiinkre.

Tobb tanulméany is beszdmolt arrdl, hogy C. albicans altal okozott vaginalis
kandidiazisban szenvedd betegekrdl izolalt torzsek proteinaz termelése kétszerese volt, a tiinet
nélkiili C. albicans-t hordozo egyénekrdl izolalt torzsekkel dsszehasonlitva (Agatensi €s mtsai.
1991, De Bernardis ¢s mtsai. 1990). Egy masik tanulmany szerint 21, vaginitiszben szenvedo,
HIV pozitiv, ndi paciensbdl szdrmazo izolatumok négyszer nagyobb mennyiségii Sap fehérjét
termeltek, mint 7 HIV pozitiv, am vaginitiszben nem szenvedd, vagy 31 HIV negativ, de
kandidialis vaginitiszben szenvedd paciensbdl szarmazé izoldtumok (De Bernardis és mtsai.
1999).

A C. albicans faj tiz SAP génje az ¢leszd ¢letciklusatdl, valamint a fert6zés heyétdl és
sulyossagatol fliggben meghatarozott rendben expresszalodik (Hube 1998). Induktiv
koriilmények kozt a SAP2 gén mutatja a legnagyobb mértékii expressziot, mig a SAPI és
SAP3 gének, hasonloan a SAP4-SAP6 alcsaladhoz, az €lesztd — hifa atmenete soran mutatnak
magas szintli expressziot. A SAP7 és SAPS gének jellemzden hdmérséklet altal regulalt gének.
A SAP9 és SAPI0 gének konstitutivan expresszaldodnak csaknem minden kornyezeti viszony
esetén, mind a mikroba ¢€lesztd, mind hifa alakjaban (Naglik és mtsai. 2003). Rekonstrualt
human epitélialis modell esetén Schaller és munkatarsai kimutattak, hogy a fertézés soran a
SAP gének expresszioja szorosan koordinalt (SAPI, SAP3 > SAP6 > SAP2 > SAPS).
Ezesetben a Sap4, Sap5 €s Sap6 termelddése nem okozott széveti karosodast (Schaller és
mtsai. 1999). A Sap2 fehérje a C. albicans altal legnagyobb mennyiségben szekretalt aszpartil
proteinaz. A fehérjérdl kimutattdk, hogy szamos, gazdaszervezet altal termelt antimikrobialis
fehérje bontasara képes. Ezen fehérjek kozt taldljuk a mucint, amely a sz4j nyalkahatya
felszinét védi, valamint a szekretorikus IgA fehérjét (Colina és mtsai. 1996, Ruchel 1986).
Osszevetve mdas tipusi immunglobulinokkal, az IgA jéval rezisztensebb proteolitikus
emésztésekkel szemben, valamint a szekretorikus IgA szamos toxint és enzimet képes
semlegesiteni. A C. albicans Sap2 fehérjéje képes az IgA bontasara, ezaltal eldsegitve a
mikroba bukkalis epitelidlis sejtekhez vald tapadasat, valamint terjedését (Kilian és mtsai.
1988). Morschhauser €s munkatarsai kimutattdk, hogy a C. albicans proteinazok képesek
voltak elbontani egy human endothelidlis sejtvonal mind szolubilis, mind az immobilizalt
extracellularis matrix proteinjeit, amely eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy ezen
fehérjék eldsegitik a C. albicans disszeminéacidjat (Morschhauser és mtsai. 1997). Ezen

talmenden a C. albicans Sap fehérjék, széles szubsztratspecificitasuknak koszonhetéen
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eredményesen bontjak a gazdaszervezet antimikrobialis fehérjéit, mint példaul a laktoferrint,
laktoperoxidazt, katepszin D fehérjét, valamint a komplement rendszer komponenseit (Gropp
¢s mtsai. 2009). Egy tanulmany felhivja a figyelmet a proinflammatorikus interleukin-13
prekurzorabol torténd aktivalodasara, a C. albicans Sap2 hatasara. Ez az eredmény azt mutatja,
hogy a Sap2 fehérjének szerepe van a gyulladdsos valasz kialakuldsdban és fenntartasdban
(Beausejour és mtsai. 1998).

Szamos tanulmany vizsgalta C. albicans esetén a szekretdlt aszpartil proteinazok,
valamint egyéb virulenciafaktorok kozti kapcsolatot. Mar egy korai tanulmany kimutatta,
hogy in vitro rendszerben epitélidlis sejtekhez tapadt ¢lesztd sejtek joval nagyobb proteinaz
termelést mutattak az epitélidlis sejtekhez nem kitapadt élesztd sejtekkel Osszevetve
(Ghannoum ¢és Abu Elteen 1986). C. parapsilosis esetén in vitro human epitélialis modellt
alkalmazva szintén sikeriilt igazolni a SAPP gének nagyobb mértékli expressziojat az
epitélidlis szovethez tapadt €lesztd sejtek esetén (Silva és mtsai. 2009).

Régota tudott, hogy szoros korrelacio all fenn C. albicans esetén a SAP4 és SAP6
gének expresszidja €s a mikroba €lesztd — hifa atmenete kozott (Hube 1998). A SAP4 ¢s SAP6
gének promoter régiojanak analizise soran a Tecl transzkripcidés faktor kotohelyének
konszenzus szekvencidjat fedezték fel [CATTC(A/C)] (Schweizer és mtsai. 2000). A
homozigéta delécios A/Atecl C. albicans mutans torzs esetén kimutattdk, hogy a torzs hifa
képzésre €s a SAP4 ¢és SAP6 gének expresszidjara in vivo egyarant képtelen, amely eredmény
azt tamasztja ala, hogy a hifa képzés valamint a proteinaz termelés k6zott szoros 6sszefliggés
all fenn, azok tutvonalai szorosan kapcsoltak. A kapcsolt tUtvonal koncepcidjat tovabbi
tanulmanyok is alatdmasztottak (Schroppel és mtsai. 2000, Felk ¢s mtsai. 2002). A A/Acppl
(egy mitogén aktivalt protein kindz foszfatdaz) delécids mutans térzs hiperfilamentacids
fenotipust, valamint megnovekedett SAP4 ¢s SAP6 expresszidt mutatott (Schroppel €s mtsai.
2000). Tovabbi bizonyitékul szolgalt, hogy ragcsald szisztémas peritonealis modellt
alkalmazva a A/defgl torzs joval kisebb mértékii hifa képzést ¢s SAP4, SAP6 expresszidt
mutatott, valamint ebbdl kifolydlag joval kevésbé volt képes karositani a parenhimalis
szerveket (Felk és mtsai. 2002). Erdekes modon, a 4/Asap4-A/Asap5-A/Asap6 delécids torzs
esetén szisztémas modellben csokkent invazids képességet tapasztaltak, am ezen toérzs hifa
képzésre képes volt. A SAP5 gén expresszidja nem fliggott a hifa képzéstél, am a két {0
hifaképzéshez sziikséges fehérje jelenléte (Cphl és Efgl) sziikséges volt a SAP5S gén
expresszidjahoz (Staib és mtsai. 2002). Osszességében ezen vizsgalatok azt mutatjik, hogy
nem csak a proteindz termelés €s a hifaképzes szabalyozasa mutat szoros korrelaciot, hanem a

C. albicans hifasejteknek sziikségiik van a proteindz termelésre, annak érdekében, hogy a
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mikroba invazivva valjon in vivo. A C. albicans WO-1 torzse esetén a white — opaque atmenet
vizsgalata kimutatta, hogy ezen atmenet szamos celluléris valtozas eredménye, melyek érintik
a proteindz termelést is (Soll 1992). Ezzel egyidében kimutattdk, hogy mind a WO-1, mind a
C. albicans 3153A jelu torzsek fenotipikus valtozasa €s protedz termelése kozott kapcsolat
van (Morrow ¢s mtsai. 1994, Morrow ¢és mtsai. 1993). Mindkét torzs esetén a SAPI
expresszidja nagymértékli novekedést mutatott a fenotipikus valtads soran, mig a SAP2 gén
aktivalodasat mindkét stadiumban megfigyelték, &m csupan exogén protein hozzaadéasa soran.

Szamos tanulmany vizsgalta a Sap fehérjék altal kivaltott immunglobulin termelést.
Macdonald ¢és Odds voltak az elsék, akik proteindz — specifikus IgG antitest termelését
mutattdk ki szisztémds candidiasis soran (Macdonald ¢és Odds 1980). Szaj-garatiiregi
kandidiazisban szenvedd HIV pozitiv paciensek esetén, emelkedett mennyiségli Sapl, Sap2 €s
Sap6 ellen termel6dott IgA antitest volt detektalhatod, a HIV pozitiv, de kandididzisban nem
szenvedd, valamint a teljesen egészséges kontroll csoportokkal Osszevetve (Drobacheff €s
mtsai. 2001). De Bernardis és munkatarsai ragcsald vaginitisz modell esetén beszamoltak
arrol, hogy a C. albicans Sap2 elleni immunizalas, vagy a fehérje ellen termeltetett
monoklonalis antitest alkalmazisa részben meggatolta a kandidialis vaginitisz kialakulésat
(De Bernardis ¢és mtsai. 1996). Ez volt a legelsd eset, melyben kimutattak az anti-Sap
antitestek védo hatasat.

A C. albicans éltal termelt proteinazok elleni lehetséges védekezés lehet bizonyos
proteinaz inhibitorok hasznélata. Colina ¢s munkatarsai voltak az els6k, akik kimutattak, hogy
a mucin Sap proteindzok altali degradacidja in vivo gatlodik pepstatin jelenlétében (Colina és
mtsai. 1996). Human epitélidlis sejtvonal altal termelt szolubilis, valamint immobilizalt
fehérjek Sap fehérjék altali bontasat in vitro szintén sikeriilt gatolni pepsztatint alkalmazva
(Morschhauser és mtsai. 1997). In vivo egér peritonitisz modellben 1 mg/kg koncentracidban
alkalmazott pepsztatin adagolasa szignifikdnsan csokkentette a 1€p €s hasnyalmirigy szdveti
karosodasat (Kretschmar és mtsai. 1999). Ezzel szemben, in vivo intravénas egér modell
fertézése soran a pepsztatin alkalmazasa nem vatott ki ilyen jellegi védd hatast (Fallon ¢€s
mtsai. 1997), amely arra enged kovetkeztetni, hogy bar a fertdzés kezdeti stadiumaban
pepsztatin alkalmazdsa eredményesen gatolja a mikroba kolonizaciojat, am a mikroba
terjedését meggatolni mar nem képes. Ugyanezen tanulméany, SAP génekre delécios torzsek
alkalmazasaval kideritette, hogy a pepstatin a Sap4, Sap5 és Sap6 fehérjék gatlasa altal fejti ki

a hatasat.
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C. parapsilosis, C. orthopsilosis ¢és C. metapsilosis in vitro rekonstrualt human
epitélidlis szoveti fertézés esetén pepstatin A alkalmazdsa soran szintén kisebb mértéki
szoveti karosodas volt megfigyelhetd (Gacser €s mtsai. 2007a).

A HIV virus altal termelt proteinaz szintén az aszpartil protedzok kozé tartozik, igy a
pepstatin A proteinaz inhibitoron kiviil a HIV proteinazok inhibitorait is vizsgaltak, mint
lehetséges terapias szereket. Négy HIV proteinaz inhibitor (ritonavir, saquinavir, indinavir €s
nelfinavir) vizsgdlata sordn a ritonavir bizonyult a legeredményesebb C. albicans Sap2
protedz inhibitornak (Ki=0,34 pM) (Borg-von Zepelin és mtsai. 1998). A négy proteinaz
inhibitor koziil csak a ritonavir és a saquinavir volt képes gatolni a C. lusitaniae-bol, C.
parapsilosis-bol C. tropicalis-bol ¢és a C. albicans-bol tisztitott Sap protedzok aktivitasat
(Pichova ¢és mtsai. 2001). In vitro rekonstrualt human epitélidlis modellt alkalmazva a
saquinavir képes volt a C. albicans altal okozott szoveti karosodast mérsékelni (Korting ¢€s
mtsai. 1999), mig in vivo patkdny vaginitisz modellt alkalmazva a ritonavir és indinavir a
flukonazollal 6sszevethetd mértéki antifungalis hatas kivaltasara volt képes (Cassone €s mtsai.
1999).

In vivo egér kisérletben a Sap2 alkalmazasa akar intakt, akar denaturalt formaban veédo
hatast valtott ki intraperitonedlis C. albicans fertdzés esetén. Minden esetben megfigyelhetd
volt a szérumban jelenlévd anti-Sap2 antitest, valamint annak passziv transzportja
nagymértékben képes volt csokkenteni a gomba altal vesében okozott gyulladast (Vilanova ¢€s
mtsai. 2004).

Mindezen adatok ramutatnak, hogy a szekretalt aszpartil proteindzok jelentds szerepet
jatszanak a C. albicans virulencidjaban. C. parapsilosis esetén ezen proteinadzok virulenciaban
betoltott szerepe kevéssé ismert. Ennek egyik oka, hogy mig C. albicans esetén a knock-out
¢€s overexpresszidos mutans torzsek létrehozasa régdta megoldott, addig C. parapsilosis esetén

ezen eszkoztar napjainkban is kidolgozas alatt all.

3.4. Gén delécios és over-expresszios modszerek Candida fajokban

A C. albicans és a nem-albicans Candida fajok tobbsége diploid organizmus, melyek
nem rendelkeznek szexualis ciklussal. A diploid jelleg miatt a molekularis genetikai markerek
alkalmazasa hosszl ideig nehézséget jelentett ezen fajok esetében (Papon és mtsai. 2012).
Candida fajok esetén két nagy csoportja alkalmazhat6 a szelekcidt biztositdé geéneknek,
amelyek genetikai modositasok kivitelezését teszik lehetdvé. A két nagy csoport az auxotrofia

markerek, valamint a drog rezisztencia kazettak alkalmazésa.
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Auxotrofia markerek alkalmazasa. Annak érdekében, hogy az auxotrofia markerek
alkalmazasa lehetdvé valjon ¢lesztd fajok esetén, elsdként ezen ¢lesztd fajok auxotrof
torzseinek izolalasa, valamint komplementacidés analizise ¢és metabolikus utvonalainak
feltérképezése tortént meg (Kakar és Magee 1982). Az izolalt auxotrof torzs esetén a az
auxotrofidt komplementalo enzim génjének alkalmazasa hasznalhat6, mint szelekcidés marker.
C. albicans esetén szamos megfigyelés a BWP17 tripla auxotrof (hisl, arg4, ura3) térzshdz
kothetd, amelynél a HISI, ARG4 és URA3 vad tipusi gének, mint szelekcids markerek
alkalmazhatok (Wilson és mtsai. 1999, Samaranayake ¢és Hanes 2011). Az 5-fluoroorotsav
alkalmazasa, amely prototrof torzsekre toxikus hatasu, lehetdséget teremtett az URA3 medialt
transzformacios rendszer (,,URA Blaster” rendszer) kidolgozasara, melynek alkalmazaséaval
szamos, homozigota delécios mutdns torzs létrehozasa és azok fenotipikus jellemzése
lehetségessé¢ valt. Az ,,URA Blaster” konstrukcionak sok valtozatat kidolgoztak. A
transzformalando torzs ezen rendszer esetén a C. albicans uracil auxotrof torzse. Az elsOként
kidolgozott konstrukcidé az URA3 marker upstream ¢s downstream végén a Salmonella
typhimurium-bol szdrmazo hisG direkt ismétlddéseket tartalmazta, amely lehetové tette az
URA3 gén integracid utani spontan rekombinacio utjan torténd kivagodasat. Az S-fluoroororat
alkalmazasaval lehetdvé valt a vad tipust URA3 gén kontraszelekcioja (Noble és Johnson

2007, Fonzi és Irwin 1993) (3. dbra).

1. Elsé transzformacio-
szelekcié Ura-taptalajon

2. Szelekcio 5-
Fluoroorotsav jeleniétében

3. Masodik transzformacio-
szelekcid Urataptalajon

3. dbra
Az ,,URA Blaster” rendszer miikddése. (Fonzi és Irwin 1993 alapjan).
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Egy késobbiekben kidolgozott delécios konstrukcid az URA3 marker gén mellet a C. albicans
SAP2 gén promotere altal szabalyozott caFLP rekombindz gént tartalmazta, amely a
dominans szelekcidos markert alkalmazo nourseothricin kazettdhoz hasonléan prototrof
delécios mutans torzsek létrehozésat tette lehetévé. A konstrukcid hasznalatdval sikeresen
l1étrehoztak a C. albicans A/Acdrl és A/Amdrl homozigota delécios torzseit (Morschhauser és
mtsai. 1999, Staib és mtsai. 2000). Szintén C. albicans-ban homozigota delécidés mutansok
rovid idOn beliili 1étrehozasat tette lehetové egy kettds auxotrofidt komplementald rendszer

alkalmazasa (Noble és Johnson 2007, Noble és Johnson 2005), (4. abra).

1. Elsé allél delécidja

C.d. HIs1

célgén

célgén

2. Masodik allél deléciéja

C.d. HIS1

célgén
X X
C.m. LEU2

4. dbra
C. albicans-ban kidolgozott géndelécios modszer kettds auxotrofia marker (HIS1, LEU?) alkalmazasaval. (Noble
€s Johnson 2005 alapjan).

Ez esetben kiindulasi torzsként egy kettds, hisztidin és leucin auxotrofia markert hordozé C.
albicans 1zolatum szolgal. A célzott gén delécidja soran a két allél kititésével egyidejiileg az
auxotrofia markerek komplementacidja is megtorténik: a hisztidin auxotréfia marker
komplementacioja C. dubliniensis HISI, a leucin auxotrofia marker komplementécioja pedig
C. maltosa LEU2 gén bevitelével torténik. C. parapsilosis esetén szintén hasonld6 metddussal
sikeresen végrehajtottak géndeléciot (Connolly €s mtsai. 2013).

Hygromycin B rezisztencia marker. Az elséként alkalmazott dominans szelekcios
marker, melyet Candida fajokban alkalmaztak a hygromycin B rezisztencia marker (HPH)
volt (Hara és mtsai. 2000). Az alkalmazott bakterialis iph ORF-ben elsdként a kilenc CTG
kodont modositottak CTC kodonnd. A markert elséként C. tropicalis-ban alkalmaztik. Ennek

érdekében a modositott hygromycin B gén expresszidjat a C. tropicalis foszfoglicerat-kinaz
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alkalmazva C. tropicalis-ban 1étrehoztdk a homozigota ura3 delécids mutanst (Hara €s mtsai.
2001). C. albicans esetén a bakterialis hph gén kilenc CTG kodonjat egyéb, leucint kodolo
kodonra modositottdk, valamint a C. albicans kodon felhasznalasi preferencidjanak
megfelelden egyéb modositasokat is végrehajtottak. A modositott szekvenciat a C. albicans
TEF2 promotere ¢s ACTI terminator régioja kozé klonoztak. Az igy kapott konstrukcid
¢s mtsai. 2010). Millerioux és munkatarsai az eredeti, 2001-ben elkészitett HPH marker
segitségével sikeres transzformaciot hajtottak végre C. guillermondii izolatumokon
(Millerioux ¢és mtsai. 2011). A Candida fajok tobbsége bar szenzitivnek bizonyul a
hygromycin B-vel szemben, 4m csupan magas koncentracio (400-1000 pg/ml) esetén (Papon
¢és mtsai. 2012).

Phleomycin/zeocin rezisztencia marker. Ezen rezisztencia marker Candida fajokra
optimalizdlasa ¢és alkalmazasa 2003-ban tortént meg (Tang ¢és mtsai. 2003). A
Streptoalloteichus hindustanus ble génje, amely egy glioxilaz fehérjét kodol, rezisztenciat
biztosit a bleomycin/phleomycin/zeocin antibiotikum csoporttal szemben. Az optimalizalas
soran az 6t CTG kodont ebben az esetben is mads, leucint kodolo tripletekre cserélték. C.
rugosa-ba vald transzformalast kovetéen a marker gént sikeresen expresszaltattak S.
cerevisiae-bol szarmaz6 GALI ¢és TEFI gének promotereinek vagy a C. rugosa LIP3
promoterének segitségével. A Stapylococcus aureus (MRSA) 252 ble génje nem tartalmaz
CTG kodont. Ezen markert alkalmazva Dmytruk €s munkatdrsai sikeres transzformaciot
hajtottak végre C. famata esetén (Dmytruk €s mtsai. 2011). A transzformald konstrukcio a ble
gén mellett a C. famata TEFI génjének promoterét tartalmazta. Bar a Candida fajok
altalanossagban szenzitivnek bizonyulnak a bleomycin/phleomycin/zeocin antibiotikum
csoporttal szemben, mégis nagy szamban fordul elé spontdn rezisztencia kialakulasa ezen
antibiotikum csoporttal szemben (Papon és mtsai. 2012).

Mikofenolsav rezisztencia marker. A C. albicans inozin 5’-monofoszfat
dehidrogenazt kodold IMH3 génjét C. albicans-ban tulmilkddtetve mikofenolsav rezisztenciat
sikeriilt kivaltani (Kohler és mtsai. 1997). A markert eredményesen alkalmaztak, mint riporter
gént C. albicans-ban stadium specifikusan kifejez6dé virulencia faktorok, valamint withe-
opaque fenotipus valtds vizsgalatahoz (Staib és mtsai. 2000, Strauss €és mtsai. 2001).
Helyspecifikus rekombinazzal valdo kombindcioban géndelécio létrehozasahoz is sikeresen

felhasznaltdk a markert (Morschhauser és mtsai. 2005). Az elmult évtized soran ezzel a
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dominans szelekcios markerrel transzformaltak mas Candida fajokat is (Géacser és mtsai. 2005,
Kosa és mtsai. 2007).

Nourseotricin rezisztencia marker. Az E. coli satl génje, amely sztreptotricin
aciltranszferazt kodol, rezisztenciat biztosit a nourseothricinnel szemben. Ebben az esetben a
CTG kodonokat CTT kodonokkal helyettesitették. A moddositott CaSATI szekvenciat
sikeresen expresszaltattak C. albicans-ban, annak ACT! promoterét és PCKI terminatorat
alkalmazva (Roemer és mtsai. 2003). Egy évvel kés6bb, ezen optimalizalt szekvencidnak egy
masik valtozatat is kidolgoztak, ahol a C. albicans ACTI promoter €¢s URA3 terminator
szekvenciajat alkalmaztdk (caSATI) (Reuss €s mtsai. 2004). Ugyanezen munka soran a

crcr

ugyanabban az organizmusban (5. dbra).

P, Mal
X X

1. Elsé transzformacié és
P nourseotricin szelekcio
Mal

2. FLP aktivacija maltdz
tartalmi tapkézegben

3. Mésodik transzformacio és
nourseotricin szelekcid

4. FLP aktivacidja maltéz
tartaimi tapkézegben

5. abra
A caSATI flipper rendszer miikodése (Reuss és mtsai. 2004, Noble és Johnson 2007 alapjan).

A caSATI flipper rendszer esetén a dominans szelekcios marker helyspecifikus rekombinazok
segitségével eliminalhatova valik. A konstrukcid az FLP rekombindz gént tartalmazza, amely
egy indukalhat6 maltéz (MALZ2) promoter szabalyozésa alatt all. A nourseothricin rezisztens
transzformdnsok analizise utdn, maltdéz tartalmu tapkozegben az Flp helyspecifikus

rekombinaz képes az FRT helyeket felismerni, majd ezeknél fogva az idegen DNS-t a
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genombol kivagni, igy egy transzformacids kor utdn Gjra prototrof organizmushoz juthatunk.
Bar C. albicans esetén jo1 mikddo géndelécios eljarasok régota rendelkezésre alltak (Fonzi és
Irwin 1993), C. parapsilosis esetén az elso sikeres gén deléciot tobb, mint tiz évvel késbb a
caSATI flipper rendszer segitségével hajtottak végre (Gacser €s mtsai. 2007c).

Tetraciklin altal regulalt elemek. A tetraciklin altal regulalt TetR/ferO rendszer
eredményes rendszernek bizonyult a génexpresszid kontrollalasdra prokariotdkban és
eukariotdkban egyarant. Eredetileg az E. coli-ban kidolgozott TetR/tetO rendszer két
komponensbdl épiil fel. Az els6 komponens a TetR transzaktivator elem, mig a masodik a
tetO operator régio, amely a tetraciklin rezisztencia gének promoterébdl szarmazik.
Tetraciklin hidnydban a TetR fehérje a tetraciklin operator tetO régiohoz kot, ezaltal
meggatolva a flziondltatott tetraciklin rezisztens gének kifejezddését. Tetraciklin jelenlétében
az antibiotikum a TetR represszorhoz kot €s eldidézi a disszocidcidjat az operator régiorol
(Gossen ¢s mtsai. 1993).

Az els6, Candida fajokra adaptalt, tetraciklin altal regulalt rendszer kidolgozasa 2000-
ben tortént meg (Nakayama és mtsai. 2000). A kidolgozott rendszer ,,TET-OFF” néven vonult
be a koztudatba. A rendszer az E. coli-ban kidolgozott, majd Candida fajokra optimalizalt
TetR elemet tartalmazza, amelyet a Hap4 transzkripcios aktivator transzaktivator doménjével
(tTA), valamint a TR promoterrel fuzionaltattak. A TR promoter élesztd minimal promotert,
valamint a tetraciklin operator régiot (tetO)tartalmazza,. A fhziondltatott transzaktivator elem
(tTA) négy CTG kodonjat ez esetben mas leucint kodold tripletre cserélték. Ebben a
rendszerben, tetraciklin hidnya esetén a tTA transzaktivator a tetO régidhoz kot, amely
lehetové teszi a vizsgalt gén atirodasat. A tetraciklin jelenléte meggatolja a tTA kotddését a
tetO operator régidhoz, igy a vizsgalt gén expresszioja is megsziinik. A rendszer alkalmazasa
eredményesnek bizonyult olyan esszencialis gének tanulmanyozasdhoz, melyek delécidja nem
volt megvalosithatd (Yang €s mtsai. 20006).

A masodik, Candida fajokban alkalmazott, tetraciklin 4ltal regulalt rendszer a ,,TET-
ON” rendszer (Park és Morschhauser 2005). A rendszer egy reverz, tetraciklin altal
szabalyozott transzaktivator elemet (cartTA), ¢és a Ptet promotert tartalmazza. A kodon
modositott cartTA elem a carTetR szekvenciat, valamint a S. cerevisiae Gal4 aktivator
doménjét tartalmazza. A carTetR szekvencia a TetR gén kodon modositdsabol szarmazik,
melynek sordn 6t aminosav cseréjére keriilt sor annak érdekében, hogy a tetraciklin altal
kivaltott hatas ellenkezd legyen (Urlinger €s mtsai. 2000). A Ptet promoter szekvencia a C.

albicans OP4 génjének minimalis promoter szekvencidjat, valamint a fefO operator régiot
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tartalmazza. Ebben a rendszerben az adott célgén kifejezddése tetraciklin addsa soran
indukalhato6.

Gén overexpresszios stratégia. Tekintve, hogy a CUG kladba tartozé fajok tobbsége

diploid, szexualis ciklussal nem rendelkez0 organizmus, egy gén kilitéséhez legalabb két
transzformalasi 1épés sziikséges, igy ez a metddus sok esetben jelentds idét vesz igénybe. Bar
az elmult évtized soran szamos Candida faj heterozigdta és homozigota delécidos mutans
torzse késziilt el, melyek gazdag forrast biztositanak ezen fajok genetikai, sejtbioldgiai €s
virulencia tanulmanyozésa soran (Noble €s Johnson 2007, Gacser és mtsai. 2007¢c), am sok
esetben, fOleg virulencia faktorokat kodolo gének esetén nem egyéni gének, hanem
géncsaladok, vagy tobb kopiaban is eléforduld gének vannak jelen a genomban. A
funkcionalis redundancia miatt egy gén kiiitése nem feltétleniil valt ki mérhetd fenotipikus
valtozast (Chauvel €s mtsai. 2012). S. cerevisiae esetén a knock out €s az overexpresszios
mutans konyvtarak egylittes alkalmazasa 1) szignalizacios utak felderitéséhez vezetett (Jin.
2008). Candida fajokban ezidaig C. albicans-ban hajtottak végre sikeres gén tilmiikodtetést.
Fu és munkatarsai (2008) egy 26 torzsbol allé overexpresszidos kollekciot hoztak létre,
melynek soran a célzott gén elé tetraciklin altal regulalt promotert épitettek. Az elkészitett
overexpresszids mutansok felhasznalasaval GPI-vel kihorgonyzott fehérjék szerepét
tanulmanyoztak, melynek soran az IFF4 gén altal kodolt fehérje szerepét azonositottak, mint
fontos faktort a mikroba megtapadéasa soran (Fu és mtsai. 2008). Sahni és munkatarsai egy
103 transzkripcidés faktort magaba foglald overexpresszids konyvtarat hoztak létre C.
albicans-ban (Sahni ¢s mtsai. 2010). Az overexpresszidos konyvtar 1étrehozasdhoz tetraciklin
indukalhatd promotert alkalmaztak. A promoterrel fuzionaltatott célgént a C. albicans ADH1
lokuszaba integraltak. C. albicans-ban a legjabban kidolgozott overexpresszids stratégia
kidolgozasa sordn egy ujonnan kidolgozott klonozasi stratégiat, a Gateway klonozast
alkalmaztak (Chauvel és mtsai. 2012).
A Gateway klonozas soran, ellentétben a hagyomanyos klonozasi 1épésekkel a vektorba valo
integracio helyspecifikus rekombindcioval torténik. Els6 1épésként a felszaporitott ORF-ek
Lentry” vektorba vald integracidja torténik, majd egy madsodik hasonldo elven alapulod
klonozasi 1épéssel keriil az ORF egy felhasznalasra alkalmas ,,destination” vektorba. Mig az
Lwentry” vektor csupan a kivant ORF klonozasara szolgal, addig a ,,destination” vektor a
tényleges felhasznalast szolgalja, igy felépitése a felhasznalasi teriilettd] fliggden sokféle lehet
(Cabral és mtsai. 2012). Chauvel és munkatarsai két ,,destination” vektort dolgoztak ki C.
albicans overexpresszids torzsek létrehozasdhoz: Clpl10-Ppck;-GTW-TAPtag és Clpl10-Prer
GTW (6. ébra).
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CIp10-P,, -GTW-TAPtag

Clp10-P

er GTW

6. abra
Az overexpresszios stratégianal alkalmazott Clp10-Ppcx;-GTW-TAPtag (A) és Clp10-P7z~GTW (B) destination
vektorok (Chauvel és mtsai. 2012).

Mindkét vektor alapjat a C. albicans-ban hasznalt Clp10 integrativ vektor képezi (Murad és
mtsai. 2000). A Clp10-Ppck;-GTW-TAPtag vektor egy Gateway kazettat tartalmaz, amelytdl
5’ iranyban a C. albicans glikkoneogenezis altal szabalyozott PCKI gén promotere
helyezkedik el. A Gateway kazettat kovetden a vektoron a leolvasasi keretet megtartva a
TAPtag helyezkedik el, amely a talmiikddtetett gén termékének affinitds kromatografias
tisztitasat teszi lehetévé. A Ppck; promoter gliikoz jelenlétében represszalva van, indukcioja
kazein hidrolizisébdl szarmaz6é aminosav keverékkel (kazaminosav) lehetséges. A Clpl0-
Prer-GTW vektor egy tetraciklin indukalhaté promotert tartalmaz. Az overexpresszids
konyvtar létrehozésahoz a szerzOk uracil auxotréf torzset hasznaltak, igy az auxotrdfia
komplementalasahoz mindkét vektor URA3 markert hordoz. Az integraciot a C. albicans
RP10 lokuszaban hajtottak végre (7. abra).

Chauvel ¢és munkatdrsai munkdja soran olyan transzkripcidés faktorok keriiltek
talmikodtetésre, melyek a morfogenezisért és ndvekedési rataért felelnek. Szamos olyan
talmikodtetett gént azonositottak, melyek a morfogenezis szabalyozasaban vesznek részt €s
overexpresszids tOrzseik meghatarozott fenotipust mutattak, ellentétben ezen génekre
homozigoéta delécids parjaikkal. Ez az eredmény jol mutatja, hogy az overexpresszidos mutans
torzsek ¢s megfeleld delécios mutacioval rendelkezd parjaik egyiittes hasznalata

eredményesen hasznalhaté a mikroba regulacios hélozatainak tanulmanyozasahoz.
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1. A tulmiikddtetni kivant gén
PCR amplifikacidja

attB1 v attB2

" [Ceslgen >

pDONR207

2. Az amplifikalt gén pDONR 207
vektorba juttatasa BP kionaz
segitségével

attL1

pDONR207::0RF

célgén

attL2

3. Aklénozott gén C. albicans over-
expresszios vektorba juttatasa LR
klonaz segitségével

CIp10-P, -GTW-TAPtag

Clp10-P,, -ORF- TAPtag

ura3Nurald

4. A klonozott gént tartaimazé C.
l albicans over-expressziés vektor
l RP10 lokuszba torténd integracidja

ura3Nurald

5. Fenotipikus vizsgalatok, fehérje
tisztitas

7. abra
A Gateway rendszer alkalmazasaval 1étrehozott overexpresszios stratégia (Cabral és mtsai. 2012).
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4. CELKITUZESEK

A C. parapsilosis-nak napjainkban egyre nagyobb egészségiigyi jelentoséget
tulajdonitanak. Munkank elsddleges célja ezért az volt, hogy megvizsgiljuk ezen
opportunista human patogén élesztd, szekretalt aszpartil proteinazainak a virulenciaban
betoltott szerepét. Elsosorban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy vajon a szekretalt
aszpartil proteinaz deficiens torzsek fenotipusa és virulenciaja eltér-e a vad tipustol?
Tekintettel arra, hogy C. parapsilosis esetében a genetikai modositasok eszkoztara
korlatozott, céljaink kozott szerepelt, egy erre a fajra optimalizalt kisérleti rendszer

alapjainak kidolgozasa is, amely lehetdvé teszi a vizsgalni kivant gének talmiikodtetését.

Hogy a felmeriilt kérdésekre valaszt kapjunk, az alabbi célokat tiiztiik ki:

(1.) a C. parapsilosis SAPPI génjére delécids mutans torzs 1étrehozasa, majd a létrehozott
mutans torzs gazda-patogén interakciok soran torténd vizsgalata, illetve virulencidjanak

jellemzése;

(2.) a fent emlitett C. parapsilosis SAPPI génjére delécios mutans torzs alkalmazasaval a
SAPP2 gén delécidjanak kivitelezése, majd az igy létrehozott, halmozott deléciot hordozo
ugynevezett ,sapp negativ’ mutans torzs fenotipikus ¢€s virulenciaban bekdvetkezett

valtozasanak jellemzése;

(3.) egy C. albicans-ban j61 miikodé overexpresszids rendszer alapjainak C. parapsilosis-ra

valo adaptaldsa és annak optimalizalasa.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A munkank soran felhasznalt mikrobak, eloallitott delécios mutans torzsek és

felhasznalt primerek

Felhasznalt mikroorganizmusok (1. tablazat):

A tablazat a munkank soran felhasznalt mikroorganizmusokat tartalmazza

Fajnév Azonosité kod Eredet Genotipus
Candida GAl Hamburg Vad tipus
parapsilosis (Németorszag),

human vér
Candida CLIB 214 leu Dublin leu2A::FRT/leu2A::FRT
parapsilosis (frorszag)

(CLIB 214 vad
tipus: Puerto Rico,
Human sz¢klet)

Candida albicans

SC 5314

Princeton
(USA),
human vér

Vad tipus

Escherichia coli

XL1-Blue

Sigma

endAl gyrA96(nalR)
thi-1 recAl relAl lac
gIlnV44 F'[ ::Tnl0
proAB+ laclq
A(lacZ)M15]
hsdR17(rK- mK+)

Escherichia coli

DH5a

Sigma

F- endA1l gInV44 thi-1
recAl relAl gyrA96
deoR nupG
®80dlacZAM15
A(lacZY A-argF)U1609,
hsdR17(rK- mK+), A—-

Escherichia coli

DB3.1

Invitrogen

FgyrA462 endAl
A(srl-recA) mcrB mrr
hsdS20(rg’, mg’)
supE44 aral4 galK2
lacY1 proA2
rpsL20(Sm") xyl5 Aleu
mtl1
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Eloallitott mutans torzsek (2. tablazat):

A tablazat a munkank soran eldallitott C. parapsilosis torzseket tartalmazza

Torzs neve Genotipus

(Roviditve)
Asappla NAT® sapplad::FRT-SAT1-FRT/SAPP1a/SAPP1b/SAPP1b
Asappla NAT® sapplad::FRT/SAPP1a/SAPP1b/SAPPI1b

A/dsappla sapplad::FRT/sapplad::FRT-SATI1-FRT/SAPP1b/SAPP1b

NAT®
A/Asappla NAT® sapplad::FRT/sappla::FRT/SAPP1b/SAPPI1b

Asapplb NAT® sapplbA::FRT-SAT1-FRT/SAPP1b/SAPP1a/SAPPla
Asapplb NAT® sapplbA::FRT/SAPP1b/SAPPla/SAPPla

A/Asapplb sapp1bA::FRT/sapp1bA::FRT-SATI-FRT/SAPP1a/SAPPla

NAT®
A/Asapplb NAT® sapplbA::FRT/sapplb::FRT/SAPP1a/SAPPla
Pp

A/dsappla: sapplad::FRT/sapplad:FRT/sapp1bA::FRT-SATI-FRT/SAPP1b
Asapplb NAT®

A/dsappla: < sapplad::FRT/sapplad::FRT/sapplbA::FRT/SAPPI1b
Asapplb NAT

A/Asapplb: sapplbA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT-SATI-FRT/SAPPla
Asappla NAT®

A/Asapplb: < sapp1bA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT/SAPPla
Asappla NAT

sappl -/- NAT®

sapplbA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT-SATI-FRT

sappl -/- NAT®

sapplbA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT

sappl -/-:sapp2 -

sapplbA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad::FRT/sapplaA::FRT/sapp2A::FR

/- NAT® T-SATI-FRT/sapp2A::FRT-SAT1-FRT
sappl -/-:sapp2 - | sapplbA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT/sapp2A::FR
/- NAT® T/ sapp2A::FRT

CLIB 214 leu- -
Fogado torzs
NAT" *

leu2A::FRT/leu2A::FRT::cprpl0A::FRT-SATI1-FRT-caRP10/cpRP10

CLIB 214 leu- -
Fogado torzs
NAT® *

leu2A::FRT/leu2A::FRT::cprp10A4::FRT-caRP10/cpRPI10

CLIB 214 — GFP

*

leu2A::FRT/leu2A::FRT::cprpl0A::FRT-caRPI10::TDH3p-
caGFP/cpRPI10

*:A létrehozott torzsek a C. parapsilosis CLIB 214 leu- auxotrof torzsébol késziiltek el.
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Munkank soran felhasznalt primerek (3. tablazat):

A tablazat a munkank soran felhasznalt primereket tartalmazza.

Primer neve:

Szekvencia (5°->3):

SAPPla Kpnl

Upstream Forward TTTTTTGGTACCGTCTTCACCCTACCACAAGTGCTATGAG
SAPPIla Xhol

Upstream Reverse TTTTTTCTCGAGGAATTTGTAATTGGTGTTTGTCAGCTTTG
SAPPla Notl

Downstream TTTTTTGCGGCCGCGCTCGTTGGATTATAAACAGTTCAGTTC
Forward

SAPPla Sacl

Downstream TTTTTTGAGCTCGCTTATGTTGTTTATGACTTGGAAGAC
Reverse

SAPPI1b Kpnl

Upstream Forward TTTTTTTTGGTACCGTGACAATGTGTTGAGAAATGCTTATG
SAPP1b Xhol

Upstream Reverse TTTTTTTTCTCGAGATTCGGAACATTGCCTCACTCAC
SAPP1b Notl

Downstream TTTTTTTTGCGGCCGCCGAAGGACCTGAAATTTTAAATGACG
Forward

SAPPI1b Sacl

Downstream TTTTTTTTGAGCTCGAACGGAAGTTTCGATTTAGGCAATAG
Reverse

SAPP2 Kpnl

Upstream Forward TTTTTTGGTACCCCATTCTCATAACCACTTCTTTGGCTG
SAPP2 Xhol TTTTTTCTCGAGAATTGATAGTTGGTGACTTGACATTTAACT
Upstream Reverse C

SAPP2 Notl TTTTTTGCGGCCGCGTGTTGTTATGAGACAAATCTGTAGTGT
Downstream AATTTG

Forward

SAPP?2 Sacl TTTTTTGAGCTCGCAAACCCGATTCTTCTTAGTGCTG
Downstream

Reverse

qTub4 Forward GAACACTTATGCCGAGGACAAC

qTub4 Reverse ACTCTCACCACTGACTCCTTGC

qSAPPI Forward

ACTGGACAACAAATTGCAGATG

qSAPPI Reverse

TAAACTGCTTCATTGCTGGTGT

qSAPP2 Forward

GTCATATGGGGGATTTGCAC
qSAPP2 Reverse

CGCTTTGCTGATGTTACCAG
qSAPP3 Forward

CTGGGTCATTGATGCAAATTC
qSAPP3 Reverse

AGGTTGAGGTGTCTGGATCG
Cp RPI10 Kpnl

Upstream Forward

TTTTTTTTGGTACCAGAGACTTTCTAAAGGAAAGAAAGGAT
TG
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Cp RP10 Xhol

TTTTTTTTCTCGAGAATGATCTTATTTTGTCTGAGGTGAAAT

Upstream Reverse

Cp RP10 Sacl

Downstream TTTTTTTTGAGCTCAAATCAAAAAGACCACTTATGCTCAATC

Forward

Cp RP10 Sacl

Downstream TTTTTTTTGAGCTCTTAAACTGATTCCAAAACAACATCCTTG

Reverse

Ca RP10 Notl

Forward TTTTTTTTGCGGCCGCATATAATCACCAACTCAAGTACAACA
TG

Ca RP10 Notl

Reverse TTTTTTTTGCGGCCGCTTCAGTTATCATTATCCTTAAACAGA

TTC

Cp WORI attB1
Forward

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGATGTCAGCCA
CTAACCTAGCTCCTACTTTAC

Cp WORI attB2
Reverse

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTAGAATCGTTG
ACCATGTAAGGATGTAGG

Cd LEU2 Notl
Forward TTTTTTTTGCGGCCGCAGCTCGGATCCACTAGTAACG
Cd LEU2 Spel
Reverse TTTTTTTTACTAGTACCAGTGTGATGGATATCTGC
Cd LEU2 Sacl GTW
Forward TTTTTTTTGAGCTCGCCGCCAGTGTGCTGGAATTC
Cd LEU2 Spel GTW
Reverse TTTTTTTTACTAGTCCTTACCTACCCATGTCTAGA
gWORI Forward

CTGCCACACCAACAACAGCT
gWORI Reverse

TGCCATTACCGCTTTGCTGC

5.2. Candida transzformaciohoz és Southern hibridizaciohoz hasznalt reagensek

Transzformaciohoz hasznalt oldatok

TB puffer: 10 mM PIPES, 15 mM CaCl, * H,0, 250 mM KCl, 55 mM MnCl, * 7H,0, pH =

6,7

10x TE (Tris-EDTA) puffer: 100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7,5
1x TE (Tris-EDTA) puffer: 10x-es torzsoldatbdl higitva
1x TE + 0,1M litium-acetat puffer (TELIOAC): 1x TE puffer, 0,1 M koncentracioja litium-

acetattal kiegészitve pH 7,5
1 M DTT (Ditiotreitol) oldat: 1 M-os oldat, sterilre szlirve
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YPD-1M Szorbitol oldat: YPD tapoldat (0,5 % ¢€lesztd kivonat, 1 % pepton, 1 % D-glikoz),
1 M szorbit
PLATE oldat: 0,1 M litium-acetat, 1x TE puffer és 80 %, 50 % PEG 3350 tartalmu oldat

Southern hibridizaciohoz hasznalt oldatok:

20x SSC oldat: 0,3 M natrium-citrat és 3 M NaCl tartalmut oldat

Denaturalo oldat: 2 % NaOH és 8,76 % NaCl tartalmu oldat

Neutralizal6 oldat: 0,5 M TRIS (pH 7.5), 8,76 % NaCl ¢és 10° M EDTA

Hibridizaciés puffer: 5x SSC oldat, 0,1 % N-lauril-szarkozin (Sigma), 0,02 % SDS, 1 %
Blocking reagens (Roche)

Mosé oldat (I.): 2x SSC oldat, 0,1 % SDS

20x tomény Moso oldat (I1.): 2x SSC és 2 % SDS

10x tomény 1. Puffer: 1 M maleinsav, 1,5 M NaCl, pH 7,5

2. Puffer: 1% Blocking reagens 1x tomény 1. Pufferben oldva

2. Puffer antitest konjugatummal: 5 ml 2. Puffer 1 pl antitest konjugatummal (Roche)
kiegészitve

3. Puffer: 0,1 M TRIS, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl,

NBT/BCIP szinreagens (Roche)

5.3. Gateway reakciohoz hasznalt reagensek

1x TE puffer (pH 8,0)
BP clonase II (Invitrogen)

LR clonase II (Invitrogen)

5.4. Bakterialis plazmid tisztitashoz és gomba genomi DNS tisztitashoz hasznalt

reagensek

Lizis puffer: 50 mM gliik6éz, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS pH=7.5
Alkalikus SDS: 4,4 ml steril desztillalt viz, 100 ul 10 M NaOH, 0,5 ml 20 % SDS

High salt: 29,4 ¢ kalium-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5 ml steril desztillalt viz
Lizis puffer éleszté genomi DNS tisztitashoz: 1 % SDS, 50 mM EDTA, 100 mM TRIS
pH=28
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7 M-os ammonium — acetat

5.5. Fagocitozis vizsgalathoz alkalmazott reagensek

FITC-puffer: 100 mM NaCl, 50 mM NaHCO;
FACS puffer: 0,5 % FBS 1 x-es PBS-ben

5.6. Scanning elektronmikroszkopiahoz hasznalt reagens

Sorenson-puffer: 0,133 M Na,HPO,, 0,133 M KH,PO, pH =7,5

5.7. Tenyésztéshez hasznalt taptalajok, tapoldatok

YPD taptalaj, tapoldat: 0,5 % ¢lesztd kivonatot, 1 % peptont és 1 % D-gliikoz. Taptalaj
készitéséhez a taplevest 2,5 % agarral egészitettiik ki. A bakterialis kontaminacio elkertilése
érdekében a tapoldathoz ¢s a taptalajhoz, azok megfeleldé homérsékletiire hiilését kdvetden,

1 % penicillin-sztreptomicin (Sigma) oldatot adtunk (YPD-PS).

YPD-NAT taptalaj, tapoldat: A delécios transzformansok elédllitdsa sordn az YPD-PS
tapoldat/taptalaj 100 ml-ét 100 pl mennyiségli, 100 mg/ml koncentraciéji nourzeotricin
(clonNAT, Werner Bioagents) oldattal egészitettiik ki a transzformans telepek szelekcidjanak
érdekében. A dominans szelekcios marker kivagddasa utan az ujonnan NAT szenzitivvé valo

telepeket szubletalis mennyiséget tartalmazé (0,5 ul NAT/ 100 ml YPD) csészén szelektaltuk.

Minimal taptalaj: 0,95 % ¢lesztd nitrogén bazis, 2 % gliikdz, 2,5 % agar, 10 % 10x drop-out

médium.

Drop-out médium (10x tozsoldat): 0,02 % arginin, 0,03 % izoleucin, 0,03 % lizin, 0,02 %
metionin, 0,05 % fenilalanin, 0,2 % treonin, 0,03 % tirozin, 0,02 % uracil, 0,15 % valin, 0,2 %

adenin, 0,2 % triptofan.

LB taptalaj, tapoldat: 0,5 % élesztd kivonat, 1 % tripton és 1 % natrium-klorid. Téptalaj
készités€¢hez a taplevest 2,5 % agarral egészitettiik ki. E. coli XL1-Blue és DH5a torzsek
transzformacioja sordn az LB taptalaj/tapoldat 100 ml-ét 200 pul mennyiségli, S0 mg/ml

koncentracidju ampicillin (Sigma), illetve 200 pl 50 mg/ml koncentracidja kanamicin (Sigma)
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antibiotikummal egészitettiik ki (LB*™"/ LB“H"

). E. coli DB 3.1 torzs transzformacidja soran
az LB téaptalaj/tapoldat 100 ml-ét 200 pl 50 mg/ml koncentracioji kanamicin (Sigma), illetve
200 pl mennyiségli, 50 mg/ml koncentracioji ampicillin (Sigma), valamint 34 pl 34 mg/ml

koncentracioju kloramfenikol (Sigma) oldattal egészitettiik ki (LB*AN"CHE/ LRAMPTCHL)

SOB tapoldat: 2 % tripton, 0,5 % ¢€lesztd kivonat, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM Mg,SO4*7H,0, melynek pH-jat 6,7 értékre allitottuk be 5 M KOH oldattal.

PBMC tapoldat: A huméan mononukledris sejteket 1 % penicillin-szterptomicin oldatot
(Sigma), és 10 % hdinaktivalt human szérumot (Lonza) tartalmazé vagy szérummentes RPMI

1640 tapoldatban (Lonza) tenyésztettiik.

PBMC-DM tapoldat: Primer makrofdgok differencidltatishoz a mononuklearis sejteket 1 %

crcr

stimulalo faktort (GM-CSF, Sigma) tartalmaz6 X-VIVO (Lonza) tapoldatban tenyésztettiik.

YNB-Maltoz tapoldat: A delécios transzformansok 1étrehozdsa soran a dominans szelekcios
nourzeotricin marker kirekombinalédéasara szolgald tapoldat 1x-es toménységli ¢€lesztd
nitrogén bazist (yeast nitrogen base, YNB (Sigma)), valamint 2 % maltozt tartalmazott. A

tapoldatot 1 % penicillin-sztreptomicin oldattal (Sigma) egészitettiik ki.
p

YCB-BSA tapoldat: A szekretalt aszpartil proteindzok termelddését eldsegitd indukcids
tapoldat 1x-es toménységii ¢lesztd-szénbazis (yeast carbon base, YCB (Sigma)), valamint 2 %
borji szérum albumint (bovine serum albumine, BSA (Sigma) tartalmazott, melyet 1 %

penicillin-sztreptomicin oldattal (Sigma) egészitettiink ki.

Proteinaz aktivitas kimutatasara szolgalé taptalaj: A szekretalt savas proteinazok
szemikvantitativ kimutatdsara szolgdlo taptalaj 1x-es toménységli YCB-t, valamint 0,2 %
BSA-t tartalmazott, melyet 2,5 % agarral és a megfeleld homérsékletiire hiilést kdvetden 1 %

penicillin-sztreptomicin oldattal (Sigma) egészitettiink ki.
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5.8. Tenyésztési koriilmények

Candida torzsek fenntartasa: Az ¢élesztd torzseket YPD-PS, valamint YPD-NAT taptalajon
tartottuk fenn, kéthavonta frissitettiik, 2 napig 30 °C-on inkubaltuk, ezt kdvetéen 4 °C-os
hiitében taroltuk. A l1étrehozott térzsek hossza tava tarolasat 20% glicerinnel kiegészitett

YPD-PS illetve YPD-NAT tapoldatban végezziik -80 °C hdmérsékleten.

Candida torzsek tenyésztése: Az ¢lesztdket transzformacios kisérletekhez 100 ml YPD-PS
tapoldatban szaporitottuk fel. A leoltott mikrobdkat 30 °C-on, 200 rpm fordulatszammal egy
¢jszakan at razattuk. Egyéb vizsgalatokhoz a torzseket 2 ml YPD-PS tapoldatban

szaporitottuk fel, szintén 30 °C-on, 200-as fordulatszam mellet egy éjszakan keresztiil razatva.

5.9. Primer sejtek izolalasa

PBMC-k izolalasa és differencialtatasa: A periférids vérbdl szarmazé mononuklearis
sejteket (Peripherial Blood Mononuclear Cells, PBMC) egészséges felndtt donorok vérébol
eloallitott vérkészitménybdl (,,buffy coat”) izolaltuk Ficoll Paque Plus (GE Healthcare)
stiriség gradiens centrifugalassal (175 g, 30 perc, 4 °C). A PBMC frakcidt sszegyiijtottiik,
kétszer PBS-sel mostuk, majd a vorosvértestek eltavolitasa érdekében ACK lizis pufferrel
(150 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs, 0,1 mM Na,EDTA) kezeltiik és ismételten centrifugaltuk
(220 g, 10 perc). A sejteket szérummentes PBMC téapoldatban vettiik fel, majd a felhasznalas
modjatol fiiggden 12, 24 vagy 96 mintahelyes teny€sztdedénybe pipettaztuk oket, és két 6ran
keresztiil inkubaltuk (37 °C, 100 % relativ paratartalom, 5 % CO, tenzid). Ezutan az uszo
sejteket eltavolitottuk, a tenyésztéedény aljadhoz letapadt monocitakat eldmelegitett 1x-es
PBS-sel mostuk, ¢és a mintahelyekbe megfeleld mennyiségii PBMC-DM tapoldatot adtunk. A
sejteket 7 napon keresztiil inkubaltuk (37 °C, 100 % relativ paratartalom, 5 % CO; tenzid) a

tapoldat 2 naponkénti cseréjével.

5.10. Kompetens sejtek készitése

Kompetens E. coli sejtek készitése: Kompetens E. coli sejt készitéséhez egy telepnyi XL1-
Blue/DHS50/DB 3.1 E.coli inokulumot 25 ml, 10 pg/ml tetraciklin tartalmi LB tapoldatba
oltottunk, majd hozzavetblegesen 8 6ran keresztiil 37 °C-on 250 rpm razatassal novesztettiink.

Az igy felndvesztett starter tenyészetbdl 15 ml-t 250 ml SOB tépoldatba atoltottunk, majd 16
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°C-on 175 rpm razatas mellett egy éjszakan keresztiil novesztettilk. Masnap, amennyiben a
kulttra az OD = 0,4 értéket elérte, a kultarat 4 °C-on 5000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A
sejteket 80 ml TB pufferben felszuszpendaltuk, majd 8 % Dimetil-szulfoxidot (DMSO)
(Sigma) adtunk hozza. Az igy elkészitett szuszpenziot 100 pl-es adagokban folyékony

nitrogénben fagyasztottuk, majd felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

Kompetens C. parapsilosis sejtek készitése elektroporaciohoz: Kompetens C. parapsilosis
sejt készitéséhez egy kacsnyi inokulumot 100 ml YPD-PS tapoldatba oltottunk, majd 30 °C-
on 200 rpm razatas mellett egy éjszakan keresztiil novesztettiik. Masnap az ily modon
felndvesztett kultarat 2 darab 50 ml-es Falcon-cs6be szétontve 4 °C-on, 3000 rpm-en 5 percig
centrifugaltuk. A leiilepitett sejteket 50 ml TE pufferben felszuszpendaltuk, ujra
centrifugaltuk, majd kovetkezé lépésben 30 ml Ix TE + 0,1 M litium-acetat (Sigma)
pufferben felszuszpendaltuk, majd 45 percig 30 °C-on 200 rpm mellett rdzattuk. Az
inkubacios 1d6 letelte utan 750 pul 1 M koncentracioji ditiotreitol (DTT) oldatot adtunk a
szuszpenzidhoz, majd tovabbi 15 percig az elobb emlitett koriilmények kozt razattuk a
szuszpenzidt. Az inkubacios 1d6 letelte utan a szuszpenzidt hideg steril desztillalt vizzel 50
ml-re egészitettiik ki és 4 °C-on, 3000 rpm-en 5 percig centrifugaltuk. A sejteket ezutin
kétszer jéghideg steril desztillalt vizzel, majd utolsé 1épésként szintén jéghideg 1 M
koncentracidju szorbitol oldattal mostuk. Az igy elkészitett kompetens sejteket felhasznalasig

jégen taroltuk.

5.11. Kompetens sejtek transzformalasa

Kompetens E. coli sejtek transzformalasa: A -80 °C-on tarolt kompetens sejtekb61 100 pl
szuszpenzidt 10 percig jégen inkubdltunk. 10 perc utian a sejtekhez pipettaztuk a
transzformalni kivant DNS-t, majd tovabbi 25 percig az elegyet jégen taroltuk. Az inkubaciods
id6 utan a sejteket 42 °C-os hésokknak vetettiik ald 2 percig, majd 800 ul LB tapoldatot
pipettaztunk rajuk. A sejteket ezutan 37° C-on 40 percig inkubaltuk, majd szelektiv LB
taptalajra szélesztettiik, a megfeleld antibiotikumokkal kiegészitve.. A csészéket egy éjszakan

keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

C. parapsilosis sejtek transzformalasa - elektroporacio: A ,,Kompetens C. parapsilosis
sejtek készitése” alfejezetben leirt modon eldallitott sejtek 40 pl-€hez 5 pg mennyiségii

transzformald6 DNS-t adtunk, majd 0,2 cm atmérdja, hiitott elektroporald kiivettdba (Bio Rad)
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tettlik, transzformalasig jégen taroltuk. Az elektroporacidé paraméterei: 1,5 kV, 25 uF, 200 Q
voltak. Az elektroporacié utan a sejtekhez 800 pl 1 M szorbitollal kiegészitett YPD-PS
tapoldatot adtunk, majd az elegyet 2 ml, 1 M szorbitollal kiegészitett YPD-PS tépoldatba
pipettaztuk, majd 3 oran keresztiil 30 °C-on inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan a
sejteket centrifugaltuk (4 °C, 3000 rpm, 5 perc), 200 ul 1 M szorbitollal kiegészitett YPD-PS
tapoldatban felszuszpendaltuk, majd YPD-NAT csészére szélesztettilk. A transzformans
telepeket hordozo csészéket 2 napig 30 °C-on inkubaltuk. A transzformalando delécios
konstrukcidk 5 pg mennyiségét 200 ul végtérfogatban Kpnl- Sacl egy éjszakan at tartod kettds
emésztéssel kezeltiik. Ellendrzésként az emésztési elegy 3 pl-ét 0,8 %-os TAE gélben
megfuttattuk, a maradék mennyiséget izopropanol (13000 rpm, 10 perc) és etanol (13000 rpm,

5 perc) segitségével csaptuk ki, majd 5 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltuk fel.

C. parapsilosis sejtek transzformalasa — kémiai transzformalas: A C. parapsilosis sejteket
egy éjszakan at 5 ml mennyiségli YPD tapoldatban, 30 °C-on, egy éjszakan at 200 rpm razatas
mellett ndvesztettiik. Masnap ezen starter kultara 500 pl-ét 30 ml YPD tapoldatba oltottuk at,
majd OD = 1,0 értékig novesztettiik (~4 6ra). A tenyészetet ezutan centrifugaltuk (3000 rpm,
4 °C, 5 perc), majd 3 ml jéghideg desztillalt vizzel mostuk. A szuszpenziot ezutan 1 ml
jéghideg TELOAC pufferben mostuk, majd 200 ul TELIOAC pufferben szuszpendaltuk fel.
A szuszpenzid 100 pl-éhez 10 pl 10 mg/ml koncentracioju hering sperma DNS-t (Sigma)
adtunk (a hering sperma DNS-t 10 perces forraldssal denaturaltuk, majd jégen téaroltuk),
valamint a transzformalé DNS 20 pl-ét adtuk az elegyhez. Az elegyet 30 percen keresztiil 30
°C-on inkubaltuk. Az inkubacids id6 utan 700 pl PLATE oldatot adtunk az elegyhez, majd 30
°C-on egy éjszakan keresztiil inkubaltuk. Masnap az elegyet 44 °C-on 15 percig inkubaltuk,
majd 13000 rpm fordulattal 30 masodpercig centrifugaltuk. 1 ml YPD oldattal mostuk a
sejteket (a pellet felkeverése nélkiil), majd 100 ul YPD tépoldatban szuszpendaltuk fel azokat.
2 oran keresztiil 30 °C-on 200 rpm razatas mellett inkubaltuk, majd minimal taptalajra
szélesztettiik a sejteket, melyeket 30 °C-on 2 napig inkubéltunk. A transzformalni kivant
konstrukcidk 10 pg mennyiségét 200 pl végtérfogatban Stul enzimmel egy éjszakan at tartd
emésztéssel kezeltiik. Ellendrzésként az emésztési elegy 3 pl-ét 0,8 %-os TAE gélben
megfuttattuk, a maradék mennyiséget izopropanol (13000 rpm, 10 perc) és etanol (13000 rpm,
5 perc) segitségével csaptuk ki, majd 20 pl steril desztillalt vizben szuszpendaltuk fel.
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5.12. Vektorok létrehozasa

Delécios konstrukciok létrehozasa: A SAPPla lokusz deléci6janak végrehajtdsahoz a
pSFS2Sappla, a SAPP1b lokusz delécidjanak végrehajtasdhoz a pSFS2Sapplb, mig a SAPP2
lokusz delécidjanak végrehajtdsahoz a pSFS2Sapp2 vektorokat hasznaltuk fel.

A pSFS2Sappla konstrukcio elkészitéséhez 648 bp méretli upstream homolog
szekvenciat, valamint 721 bp méretli downstream homolog szekvenciat szaporitottuk fel a C.
parapsilosis GA1 genomi DNS-ét templatként felhasznalva. Az upstream homolog régid
felszaporitasdhoz a SAPPla Kpnl upstream forward és a SAPPla Xhol upstream reverse,
valamint a downstream homolog régié felszaporitasahoz a SAPPla Notl downstream forward,
¢s a SAPPla Sacl downstream reverse primer parokat hasznaltuk (3. tablazat).

A pSFS2Sapplb konstrukcid elkészitéséhez 614 bp méretli upstream és 386 bp
méretli downstream homolog szekvenciat amplifikaltunk a C. parapsilosis GA1 genomi DNS-
¢t templatként felhasznalva. Az upstream homolog régid felszaporitdsahoz a SAPPI1b Kpnl
upstream forward €s a SAPP1b Xhol upstream reverse, valamint a downstream homolédg régiéd
felszaporitasahoz a SAPP1b Notl downstream forward, és a SAPP1b Sacl downstream reverse
primer parokat hasznaltuk (3. tablazat).

A pSFS2Sapp2 konstrukcio elkészitéséhez 260 bp nagysaglh upstream €s 223 bp
nagysagu downstream homoldg szekvenciat amplifikaltunk a C. parapsilosis GA1 genomi
DNS-ét templatként felhasznalva. Az upstream homolog régio felszaporitdsdhoz a SAPP2
Kpnl upstream forward és a SAPP2 Xhol upstream reverse valamint a downstream homolog
régio felszaporitdsdhoz a SAPP2 Notl downstream forward és a SAPP2 Sacl downstream
reverse primer parokat hasznaltuk (3. tablazat).

Az amplifikacidé utan az upstream homolog régiot valamint az iires pSFS2 vektort
Kpnl — Xhol, a downstream homoldg régidt valamint az iires pSFS2 vektort Notl — Sacl 37
°C-on egy éjszakan at tartd emésztésnek vetettiik ald. Az emésztett fragmentumokat gélbdl

valo visszaizolalast kovetden Kpnl — Xhol, valamint Nofl — Sacl helyekre klonoztuk.

C. parapsilosis fogado torzsének létrehozasahoz hasznalt konstrukcio létrehozasa: A C.
parapsilosis fogadd torzsének létrehozasdhoz a CLIB 214 leu” auxotrof torzset hasznaltuk fel.
Ezen torzs genomi DNS-¢bOl az RP10 lokusz upstream részének 319 bp méretli szakaszat a
Cp RPI10 Kpnl upstream forward és Cp RP10 Xhol upstream reverse primerek segitségével,
valamint ugyanezen lokusz downstream részének 326 bp méretli szakaszat a Cp RP10 Sacl

downstream forward és Cp RPI0 Sacl downstream reverse primerek segitségével
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amplifikaltuk. A C. albicans RP10 lokuszat (770 bp) a Ca RP10 Notl forward és a Ca RP10
Notl reverse primerekkel amplifikaltuk (3. tablazat).

Az amplifikdci6 utdn a fragmentumokat a megfeleld enzimek hasznalataval (C.
parapsilosis RP10 upstream régio esetén: Kpnl és Xhol, C. parapsilosis RP10 downstream
régio esetén: Sacl, C. albicans RP10 1égio esetén: Notl) az lires pSFS2 vektorba klonoztuk.

GFP konstrukcio létrehozasa: A pSN40 vektort alkalmazva a vektorrdl a C. dubliniensis
LEU?2 markerét a Cd LEU2 Notl forward és Cd LEU2 Spel reverse primerek segitségével
amplifikaltuk (3. tablazat). A kapott fragmentumot Notl és Spel enzimekkel emésztettiik,
valamint ugyanezen enzimekkel a Clp10-pTDH3-GFP konstrukci6 URA3 markerét kivagtuk.
Az emésztett, URA3 markert mar nem hordozo Clp10-pTDH3-GFP vektorba a megemésztett
C. dubliniensis LEU2 markert Notl és Spel helyekre klonoztuk.

Gateway destination vektor létrehozasa: A pSN40 vektort alkalmazva a vektorrél a C.
dubliniensis LEU2 markerét a Cd LEU2 Sacl GTW forward és a Cd LEU2 Spel GTW reverse
primerek segitségével amplifikaltuk (3. tablazat), majd a Sacl és Spel enzimekkel emésztettiik.
A pTDH3-GTW vektorbol Sacl és Spel kettdés emésztéssel az URA3 markert kivagtuk, majd
az emésztett vektorba az emésztett LEU2 markert klonoztuk, a Sacl és Spel helyek

felhasznalasaval.

5.13. Gateway reakciok

A gateway reakciohoz alkalmazni kivant WORI open reading frame-t a C. parapsilosis CLIB
214 leu- torzsének genomi DNS-¢€bdl, a Cp WORI attB1 forward és a Cp WORI attB2 reverse
primerparok segitségével szapotitottuk fel. A BP ¢és LR klonaz reakcidokhoz az Invitrogen BP
Clonase II és LR Clonase II kiteket hasznaltuk.

BP klonaz reakcié: Az entry klon létrehozasahoz a felszapotitott ORF ¢s a pDONR 221
vektor segitségével BP reakciot hajtottunk végre. A BP reakcid sordn a felszaporitott ORF
végein megtaldlhato attB1 ¢€s attB2 helyek és a vektoron megtalalhatd attP1 €s attP2 helyek
kozott jatszodik le a rekombinacio, melynek sordn a felszaporitott ORF a vektorba beépiil. A
pDONR 221 vektort, 2 ul 100 ng/ul koncentracioji PCR terméket, 2 ul BP Clonase II reakcio
mixet és 5 ul 1x TE puffert (pH = 8,0) adtunk. A reakciot 25 °C-on egy éjszakan at végeztiik.
Masnap 2 pl Proteinaz K oldatot adtunk az elegyhez, melyet 37 °C-on 10 percig inkubaltuk.
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Az inkubéciés id6 utan az elegyet E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk, majd LB""
csészékre szélesztettiik.

LR Kklonaz reakcio: A BP clonase reakcio altal létrehozott entry klon segitségével LR
reakciot végeztiink el. Az LR reakcid soran az entry klonban megtalalhato attlL.l és attl.2
helyek és a destination vektoron megtaldlhato attR1 és attR2 helyek kozott jatszodik le a
rekombinacid, melynek soran az entry klonba épitett ORF a destination vektorba épiil. Az LR
reakciot szintén 10 pl végtérfogatban mértiik Gssze, az aldbbiak szerint: 1 pl 100 ng/ul
koncentracidja entry klon, 1 ul 100 ng/ul koncentraciojd pTDH3-GTW-LEU2 destination
vektor, 2 pl LR Clonase II reakcio mix és 5 pl 1x TE puffer (pH = 8,0). A reakciot 25 °C-on
overnight végeztiik. Masnap 2 ul Proteinaz K oldatot adtunk az elegyhez, melyet 37 °C-on 10
percig inkubaltuk. Az inkubacids id6 utan az elegyet E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk,
majd LB csészékre szélesztettiik. Mindkét reakcié esetén a  jo klonokat restrikcios

fragment hossz alapjan azonositottuk.

Polimeraz lancreakcié: Valamennyi PCR-t a Roche Expand long template PCR System
polimerase kit-tel végeztiink. Egyetlen 25 ul végtérfogatu reakcido az alabbi komponenseket
tartalmazta: 1x Roche Expand Long Template Buffer 1. (gyarilag 20 mM MgCl-vel), 0,25-
0,25 uM forward és reverse primer, 0,2-0,2 mM dNTPs (Sigma), 20-50 ng genomi DNS
templat és 1 unit Expand Long Template Enzyme Mix. A fenti reakcioelegyet az alabbi
koriilmények kozott inkubaltuk: 3 perc, 95 °C predenaturaciod, majd 35 cikluson keresztiil 1

perc, 94 °C, 0:45 perc 60 °C ¢és 2 perc 68 °C veégiil 7 perc, 68 °C utdpolimerizacio.

5.14. Bakterialis plazmid, gomba genomi DNS és gomba RNS tisztitasa

Bakterialis plazmid tisztitasa: A , Kompetens E. coli sejtek transzformalasa” pontban leirt,
37 °C-on felndvesztett transzformans telepeket 2 ml antibiotikummal kiegészitett LB
tapfolyadékba oltottunk, majd egy éjszakan at 200 rpm-en 37 °C-on razattuk. Az ily médon
felnovesztett teny€szeteket masnap 1,5 ml-es Eppendorf csdbe pipettaztuk, 6000 rpm-en 5
percig llepitettilk. A kiiilepitett sejteket 100 pl lizis pufferben felszuszpendaltuk, majd 5
percig allni hagytuk. Ot perc utan 200 ul alkalikus SDS-t, majd 150 pl high salt oldatot adtunk,
amely utan 15 percig jégen inkubaltuk az elegyet. Ezutan 0,5 ml kloroform-izoamilalkohol
24:1 aranyu elegyét adtuk hozza, 13000 rpm-en 10 percig centrifugaltuk. A felsé fazisban
levé DNS-t izopropanollal (13000 rpm 10 perc), majd 70 %-os etanollal (13000 rpm 5 perc)
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csaptuk ki. A megszaritott plazmid DNS-t 30 ul RNaz tartalmu steril desztillalt vizben
szuszpendaltuk fel. A plazmidok ellendrzése restrikcios emésztési mintazatuk alapjan tortént.

Nagyobb mennyiségli plazmid izoldldsa érdekében a transzformans telepet 100 ml
térfogati megfeleld antibiotikummal kiegészitett LB tapfolyadékba oltottuk, egy éjszakéra
200 rpm-en 37 °C-on razattuk. Masnap a bakterialis plazmid tisztitdsat a Geneaid Plasmid

Midi Kit segitségével, a gyartd utasitasai szerint végeztiik.

Genomi DNS kivonas gombabol: A torzseket 2 ml YPD-PS tapoldatban razattuk (200 rpm)
30 °C-on (C. albicans esetén 37 °C-on) egy éjszakan at. A sejteket 3000 rpm fordulaton 5
percig centrifugaltuk, a feliiluszot eltavolitottuk, majd 500 ul lizis puffert (1 % SDS, 50 mM
EDTA, 100 mM TRIS pH = 8) és 500 pl iiveggyongyot mértiink a mintakra, amelyeket ezutan
3 percen keresztiil vortexeltiik. A mintdkhoz 275 pl 7 M-os ammoénium-acetatot adtunk és 5
percig 65 °C-on inkubaltuk, majd 5 percre jégre helyeztiik Oket. A mintdkat 500 pl kloroform-
izoamilalkohol (24:1) hozzdadasat kovetéen centrifugéaltuk (10 perc 13000 rpm). A felsd,
vizes fazist atpipettaztuk egy masik csébe, amelyhez 500 pl izopropanolt adtunk, és 5 percre -
20 °C-ra helyeztiink. Az oldatot centrifugaltuk (10 perc, 13000 rpm), a feliiluszot
eltavolitottuk, a kitlilepedett csapadékra 70 %-os etanolt mértiink, majd a mintdkat a fenti
paraméterekkel 0jbol centrifugaltuk. A feliiliszo eltavolitdsa utan a mintakat beszaritottuk és
100 pl RN-dzos (Sigma) bidesztillalt vizben vettiik fel. A kivonds sikerességének

ellenérzésére a mintakbol 1-1 pl-t futtattunk meg 0,8 %-os agardz gélen.

Southern hibridizacio: A genomi DNS-t a ,,DNS kivonds gombabdl” fejezetben leirtak
alapjan izolaltuk, és a kovetkezd restirikcids enzimekkel egy éjszakdn at emésztettiik
(Fermentas):Clal — BamHI (SAPPla lokusz delécioja), EcoRl (SAPPI1b és SAPP2 lokusz
delécidja), a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A DNS-t izopropanolal csaptuk ki és 70 %-os
etanollal mostuk (13000 rpm, 10 perc). A mintékat 0,8 % agardz gélen futtattuk DIG-labeled
DNA Molecular Weight Marker VII (Roche) mellett. A fragmenteket filterre (Amersham
Hybond-N (GE Healthcare)) blottoltuk és UV fénnyel kovalensen rogzitettilk. A tovabbi
Iépéseket a Gottschling Lab (Fred Hutchinson Cancer Research Center) Southern-
hibridizacios protokollja szerint vegeztik
(http://1abs.thcrc.org/gottschling/General%20Protocols/southerns.html). A hibridizacioét egy
¢jszakan at végeztilkk 65 °C-on a ,,DIG-dUTP jelolt probak eldallitasa” pontban leirt jelolt
probakkal. Hogy a fragmenteket lathatova tegyiik a filtert Anti-digoxigenin-AP Fab
fragmenttel (Roche) és NBT/BCIP szinreagenssel (Roche) kezeltiik.

46



DIG-dUTP jelolt probak eloallitasa: A DIG-jelolt proba elkészitéséhez DreamTaq DNS
polimeraz kit-et (Fermentas) hasznaltunk a gyarto altal javasolt protokoll szerint. A ANTP
mixet Fermentas ANTP ¢és Digoxigenin-11-dUTP (Roche) felhasznalasaval allitottuk dssze. A
reakciotérfogat 30 ul volt. A PCR program az aldbbi Iépéseket tartalmazta: 3 perc
elédenaturacié 95 °C-on, majd 35 cikluson keresztiil: 45 masodperc, 94 °C-on, 15 masodperc,
60 °C-on, 2 perc, 72 °C-on, végiil utopolimerizacido 7 percig, 72 °C-on. A SAPPla lokusz
detektalasdhoz a lokusz upstream Kpnl forward és Xhol reverse homolog régidinak primer
parjat, a SAPPIb lokusz detektalasahoz a lokusz downstream Nofl forward és Sacl reverse

homolog régidjanak primer parjat, mig a SAPP2 lokusz detektalasahoz a lokusz downstream

crcr

A delécios kazetta eliminalasa a genombol: A helyes integraciot hordozo transzformansokat
1x YNB + 2 % maltdz tartalmu tapoldatba oltottuk, egy éjszakan at 30 °C-on 200 rpm mellett
razattuk. Masnap a sejtkoncentraciot 4000 sejt/ml szamra allitottuk be, majd szubletalis
mennyiséget (0,5 pg/ml) tartalmazd YPD-NAT csészére szélesztettiink 50 pul mennyiséget. A
csészéket 2 napig 30 °C-on inkubaltuk. Az inkubécios id6 letelte utan a kindtt kis telepeket
YPD csészékre gylijtottiik, melyeket hasonlo id6tartamig hasonld hdmérsékleten inkubaltunk.
A kinétt telepeket YPD-NAT csészékre is atoltottuk, majd szintén hasonld paraméterek
mellett inkubaltuk. Az YPD-NAT csészén néni képtelen telepeket Osszegyiijtottiik, majd

Southern hibridizacio segitségével ellendriztiik a delécios kazetta eltiinését a genombol.

RNS kivonas gomba sejtekbol: A szekretalt savas proteinazok transzkripcios vizsgalatdhoz a
vad tipusa és transzformans torzseket 2 ml YPD tapfolyadékban 30 °C-on 200 rpm razatas
mellett, egy éjszakan at tenyésztettiik. Masnap a sejteket kétszer mostuk 1x PBS-ben, majd 2
ml 1x YCB + 2 % BSA tapfolyadékban vettiik fel 6ket. A szuszpenziot szintén 30 °C-on 200
rpm razatas mellett, egy €jszakan at tenyésztettiik. Masnap a gomba RNS kivonasat a Quiagen
RNeasy Plant Mini Plus Kit segitségével végeztiik, a gyartd utasitdsai szerint. A folyamat
soran DNaz kezelést végeztiink 30 percen keresztiil, melyhez Quiagen RNase-Free DNase
Set-et hasznaltunk.

RNS mindség/mennyiség ellendrzés: Az izolalt RNS mennyiségét NanoDrop -, a mindségét

Agilent 2100 Bioanalyzer késziilékek segitségével hataroztuk meg.
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c¢DNS szintézis: A reverz transzkripciohoz Fermentas RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit-et haszndltunk a gyartd utasitdsainak megfelelden. Minden reakcioban 0,5-0,5
pl oligodT és random heaxamer primereket alkalmaztunk. A szintézis soran hozzavetdlegesen
1 pg, vagy ha a koncentracid tal alacsony volt, akkor a maximalis 12 pl RNS templatot

hasznaltuk. A reakcid 1épései: 25 °C, 5 perc majd 42 °C, 60 perc végiil 70 °C, 5 perc.

Valos idejii kvantitativ PCR (QRT-PCR): A reakcidohoz a reverz transzkripcid termékébdl 1
ug mennyiségli templat 10x-es higitasanak 1 pl-ét hasznaltunk. Fermentas Maxima'™ SYBR
Green qPCR Master Mix (2x) kit-tel dolgoztunk. A reakciot 20 pl végtérfogatban végeztiik,
igy a gyartd altal mellékelt protokollban szerepld mennyiségeket is ezzel aranyosan
csOkkentettiik. A reakcidkat Bio-Rad C1000TM Thermal Cycler gépben futtattuk le a
kovetkezd kondiciokkal: 95 °C, 3 perc, majd 50 cikluson keresztiil 95 °C, 10 masodperc majd
60 °C, 30 masodperc. A fluoreszcencia intenzitdsanak mérése minden ciklus végén tortént. Az
utols6 ciklust kovetden a termékek olvadasi gorbéit is megvizsgaltuk 65 - 95 °C-os
tartomanyban 0,5 °C-os lépésekkel. A relativ expresszios értékek kiszdmitdsa a AAC,
eljarassal tortént, amelyhez a berendezés sajat szoftverét hasznéltuk. Valamennyi mintat
harom technikai parhuzamosban mértiink le. Gomba esetén az o-tubulin szolgalt belsd

kontrollként.
5.15. Proteinaz aktivitas mérése

Szekretalt Proteinaz aktivitas detektalasa: A vad tipust €s delécidos mutans torzseket 2 ml
YPD tapoldatban egy éjszakan at 30 °C-on 200 rpm razatas mellett tenyésztettiik. Masnap a
torzseket kétszer steril desztillalt vizzel mostuk, majd a sejtszamot 10*/ml koncentraciéjira
allitottuk be. EbbOl a sejtszuszpenziobol 10 ul térfogatot proteinaz aktivitds kimutatdsara
szolgalo csészére (5.6. fejezet) cseppentettiink, majd beszaritottuk. A csészéket 2 napig 30 °C-
on inkubaltuk, majd amidoblack festékkel festettiilk. A festék mosasadt metanol-ecetsav-viz
3:1:6 arany( elegyével végeztik. A feltisztuldsi zona nagysdgat Image] programmal

analizaltuk.

Sappl és Sapp2 fehérjék aktivitasanak kvantitativ mérése fluoreszcens szubsztrat
felhasznalasaval: A Sappl és Sapp2 fehérjek aktivitasdnak méréséhez a vad tipusu és
delécios torzseket egy éjszakan at 30 °C-on 200 rpm razatas mellett 50 ml 1x YCB + 2% BSA
tapoldatban tenyésztettiik. A tenyészeteket masnap centrifugaltuk (3000 rpm, 5 perc), majd a
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feliiluszot 0,45 um porusméretli Millex HV filter (Millipore) segitségével sterilre szlirtiik. A
feiiluszot ezutdn 2 ml térfogatira toményitettiik (4000 g 30 perc), 10 kDa Amicron Ultra -15
filter segitségével. Az enzimaktivitas detektalasahoz a Dabcyl-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-
EDANS fluoreszcens szubsztratot hasznaltuk fel (5 mg/ml, DMSO-ban oldva) , melyet Olga
Hruskova-Heidingsfeldova csoportja bocsatott rendelkezéstinkre.

A Sappl és Sapp2 fehérjék proteolitikus reakcidja 150 pl végtérfogatban tortént, amely 5 pl
fluoreszcens szubsztrat torzsoldatot, 20 pl koncentralt feliilaszot (kontrollként tisztitott Sappl
fehérjét, 0,05 mg/ml) tartalmazott. A tisztitott Sappl fehérjét szintén Olga Hruskova-
Heidingsfeldova csoportja bocsatotta rendelkezésiinkre. A reakciot 100 mM nétrium-acetat
pufferrel (Ph = 3,75) egészitettiik ki 150 pl-re, majd s6tétben 37 °C-on egy éjszakan at
inkubaltuk. A reakcio leéllitasat 20 pl 20 % trifluor-ecetsavval (TFA) végeztik. A HPLC
analizis koriilményei a kovetkezdek voltak: Phenomenex Prodigy c¢18 250*4.6 5 mikron-os
oszlop, ,,A” eluens: viz+0,1% trifluor ecetsav, ,,B” eluens: acetonitril+0.1% trifluor ecetsav,
aramlasi sebesség: 1ml/perc, oszlop hdmérséklete: 30°C, gerjesztési hullamhossz: 360 nm,

emisszids hullamhossz: 480 nm. A kiértékelést végzd szoftver: Shimadzu CLASS-VP 5.032.

5.16. Virulencia vizsgalatok

Szérumérzékenység vizsgalata: A vad tipusu, valamint a A4sappla, Adsapplb, AAsappla-
AAsapplb valamit a Adsappla-Adsapplb-Adsapp?2 torzseket YPD-PS tapoldatban 30 °C-on,
200 rpm razatas mellett egy éjszakan at tenyésztettilk. Masnap a térzseket 1x PBS-ben mostuk,
majd 5-5 ml 20 % intakt, vagy h6vel inaktivalt (56 °C, 30 perc) human szérum tartalma, 1x
PBS-el kiegészitett tapkdzegbe oltottuk a torzseket, 1,5%10°-es sejtszamban. A torzseket
ezutan 30 °C-on 200 rpm razatas mellett inkubaltuk. 0, 8, 12, 24 és 48 ora utan mintat vettiink
a tenyészetekbdl, melyeket a megfeleld higitas mellett YPD-PS taptalajra szélesztettiink. A
csészéket 2 napig 30 °C-on inkubaltuk, majd CFU meghatarozast végeztiink.

Olési hatasfok meghatarozasa: A PBMC illetve ezekbdl differencialtatott primer makrofag
sejteket 96 mintahelyes tenyésztdedényben fertoztiik C. parapsilosis GA1 vad tipusu valamint
delécios torzsekkel 1:5 ardnyban, harom technikai parhuzamost alkalmazva. A fertzéssel
parhuzamosan fagocitdkat nem, kizadrélag PBMC vagy PBMC-DM tapoldatot tartalmazé
kontroll mintahelyekbe ¢élesztd szuszpenzidt pipettaztunk a fertdzéshez hasznalt
mennyiségben €s térfogatban. A fertézés elétt a human sejteken tadpoldatot cseréltiink, amely

tapoldatot 37 °C-ra eldmelegitettiink. A fert6zéshez hasznalt gomba sejtszdmot szintén a
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humdan sejteknek megfeleld tapoldatban higitottuk, majd 20 ul térfogatban adtuk a gazda
sejtekhez. 3 ora inkubaciot (37 °C, 100 % relativ paratartalom, 5 % CO, tenzio) kovetden a
tenyésztdedényt jégre helyeztikk ¢és minden tovabbi 1€pést jégen  végeztiink,
megakadalyozandd a tovabbi fagocitozist valamint az élesztok tovabbi osztodasat. A
tapoldattal a letapadt gazda illetve gomba sejteket felszuszpendaltuk, majd kétszer 200 pl
jéghideg steril desztillalt vizzel atmostuk a mintahelyeket. A szuszpenzidét mikrocentrifuga
csovekbe gytjtottiik, €s fecskenddre illesztett 27G vagy 29G jeli injekcios tl segitségével
feltartuk a fagocitakat illetve elvalasztottuk az esetleges sarjsejteket. Az élesztd sejtszam
meghatarozasat és az ez alapjan kalkulalt higitdst kovetden a szuszpenziobol 50 pl-t
szélesztettiink YPD-PS taptalajra, amelyeket két napon keresztiil 30 °C-on inkubaltunk. A
telepszamokat meghataroztuk, atlagoltuk €s az alabbi formula felhasznalasaval kiszamitottuk
az eliminalt éleszték szazalékos aranyat: [(Atlag konton - Atlag persses)/Atlag konou] x 100. A
kisérlet soran harom biologiai - (harom mintahely) és hdarom technikai (hdrom csésze/1

mintahely) parhuzamost alkalmaztunk.

Gazda sejtek karosodasanak meghatarozasa: Human PBMC sejtekbdl differencidltatott
primer makrofag sejtek gomba altali karositasat a Citotoxicity Detection Kit (LDH), (Roche)
segitségével végeztiik, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A laktat dehidrogendz az emlds
sejtekben megtalalhat6, intracellularis enzim. A koinkubaci6 sordn felszabaduld enzim
mennyisége ardnyos a gazdasejtek karosodasanak mértékével. A gazda sejteket ebben az
esetben is 1:5 aranyban fertztiik vad tipust, valamint delécios torzsekkel, harom technikai
parhuzamost alkalmazva. Kontrollként nem fert6zott human sejteket, valamint tiszta
makrofag tapoldatot tartalmaz6 mintdkat alkalmaztunk. A human sejtek fert6zését 1 ml
végtérfogatnyi tapoldatban végeztilk, majd 24 és 48 ora inkubaciot (37 °C, 100% relativ
paratartalom, 5% CO, tenzid) kdvetden feiiluszot gyljtottiink, majd a reakciot kovetden, a
tiszta tapoldatot tartalmaz6 mintdkat felhasznalva fotometrids modszerrel meghataroztuk az

egyes torzsekhez tartozo mintak relativ LDH aktivitdsat, a gyartd utasitasainak megfeleléen.

Lizoszoma - fagoszoma kolokalizacios vizsgalat: A lizoszomékat Lysotracker Red (50 nM)
(Invitrogen), az ¢€lesztOket calcofluor white (Sigma) (50 ng/ml) fluoreszcens festékkel tettiik
lathatova. A gombakat egy €jszakan at tenyésztettiik YPD-PS-ben, kétszer mostuk PBS-sel
(3000 rpm, 5 perc), majd 100 ul sejtszuszpenzidt 1 pl calcofluor withe festékkel festettiik 15
percen at szobahdn, fénytdl védve. A szuszpenziot az inkubacios id6 lejartat kdvetden kétszer

mostuk 1xPBS-ben, majd a sejtszamot a kivant koncentracidra allitottuk be. A korongon
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nevelt human makrofag sejteket 6tszords mennyiségl €lesztd sejttel fertdztiik. Az inkubacid
iddtartama ez esetben is 3 ora volt (37 °C, 100 % relativ paratartalom, 5 % CO, tenzio). Az
inkubaciot kovetden a mintahelyekben 1€vo tapoldatot, dvatos PBS-es mosast kdvetden, 1x-es
inkubaciot kdvetden az oldatot eltavolitottuk, a mintdkat kétszer mostuk 1x-es PBS-sel, majd
PBS-ben, atlatszo koromlakk segitségével targylemezre rogzitettiik. A mintdkat Olympus DP-

72 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

Fagocitozis vizsgalat: A primer human makrofagok fagocitdldo képességének analiziséhez
Alexa Fluor 647 karboxilsav, szukcinimidil észter (Life Technologies), illetve fluoreszcein-
izotiocianat (FITC) (Life Technologies) fluoreszcens festekkel jelolt élesztoket hasznaltunk.
Alexa Fluor 647 karboxilsav, szukcinimidil észter alkalmazasa esetén az ¢lesztd sejteket egy
éjszakan at 30 °C-on 200 rpm razatds mellett 2 ml YPD-PS tdpoldatban neveltiik. Masnap a
sejteket kétszer mostuk 1x PBS-ben (3000 rpm 5 perc), majd 500 ul 1x PBS-ben vettiik fel
oket. A szuszpenziohoz 55 pl 1 M-os natrium-karbonatot adtunk (pH = 10), valamint 10 pl
alexa fluor 647 festéket (1 mg/ml, DMSO-ban oldva). 30 percig szobahdn, fénytdl védve
inkubaltuk, majd haromszor 1x PBS-ben mostuk, végiill 200 pl PBS-ben vettiik fel.
Fluoreszcein-izotiocianat alkalmazasa esetén a gombakat egy €éjszakan at tenyésztettiik YPD-
PS-ben, kétszer mostuk PBS-sel (3000 rpm, 5 perc), majd FITC-pufferben vettiik fel,
amelyhez 25 pg/ml végkoncentracioban FITC festéket adtunk. A szuszpenzidt fénytdl
elzartan 200 rpm rézatas mellett inkubaltuk egy ¢jszakan at 30 °C-on. A gombakat 5x mostuk
Ix-es PBS-sel, majd a kivant sejtszamra allitottuk be a szuszpenzid koncentraciojat. Ezeket
primer human makrofagokkal inkubdltuk 12 mintahelyes tenyésztéedényben 120 percig 1:5
gazda:patogén aranyban. Az inkubacios id0 letelte utan a mintahelyeket alaposan mostuk 1x-
es PBS-sel, majd mintahelyenként 500 pl 37 °C-ra elémelegitett TrypLE Express-t (Life
Technologies) mértiink a sejtekre, melyeket 45 percig 37 °C-on inkubaltunk (5% CO,, 100%
relativ paratartalom). Az inkubacidés id6 letelte utdn a sejteket szuszpenzidba vittik, a
technikai parhuzamosokat egybemostuk, majd 2000 rpm fordulaton 5 percig iilepitettiik a
sejteket, melyeket végiil 300 ul FACS pufferben vettiink fel. Az igy elokészitett mintakat

FACSCalibur késziilékkel és a mellékelt kiértékeld szoftverrel elemeztiik.

Enzim kotott immunoszorbens assay (ELISA): Az enzimkotott immunoszorbens assay
méréseket az RnD DuoSet ELISA Kit (RnD) segitségével végeztiik el, a gyartdé utasitdsai

szerint. A citokin (TNFa, IL-6, IL-1B) termelés vizsgalatdhoz a primer human makrofagokat
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1:5 aranyban élesztd sejtekkel fertdztiink, 500 ul végtérfogatban, két technikai parhuzamost
alkalmazva. Az inkubdci6 id6tartama 24 ora volt, amely 1d6 letelte utdn feliiluszokat

gyljtottiink, melyeket felhasznalasig -20 °C-on taroltunk.

5.17. In vivo vizsgalatok

Viaszmoly (Galleria melonella) larvak fertézése: A viaszmoly larvainak fert6zésekor
elsdként az optimalis sejtszamot hataroztuk meg. Ehhez az élesztd sejteket egy éjszakan at 30
°C-on 200 rpm razatas mellett 2 ml YPD-PS tapoldatban neveltiik. Masnap a sejteket kétszer
mostuk 1xPBS-ben, majd a sejtszamot 10° sejt/ml szamira allitottuk be, majd tizszeres
higitasban, 6t IépcsOben higitottuk a szuszpenziot. A sejtek injektaldsahoz 10 pl térfogata
szuszpenzidt alkalmaztunk. A fertézéshez hasznalni kivant optimalis sejtkoncentracio
megallapitasa utan tizes csoportokban fertéztiik a larvakat, a kdvetkezdk szerint: 1x PBS-el
injektalt csoport, vad tipust torzssel fertdzott csoport, valamint a delécios torzssel fertdzott
csoport. A fertdzést kovetden 30 °C-on tartottuk a larvakat, naponta vizsgaltuk a tulélési ratat,

két héten keresztiil.

5.18. Sejtfalosszetétel vizsgalatok

Sejtfali kitin, Kkitin oligomer, B-1,3 gliikin és mannan tartalom meghatarozasa: A
sejtfalban megtalalhatd szénhidrat polimerek és oligomerek meghatarozasahoz a 30°C-on
YPD tapkozegben felnovesztett ¢élesztd sejteket 1x PBS-ben mostuk, majd 2%
paraformaldehidet tartalmazé 1x PBS-ben egy oran keresztiil szobahOn fixaltuk. Az
inkubacids 1d6 utan a sejteket 1% BSA-t tartalmaz6 1x PBS-ben inkubaltuktovabbi egy 6ran
keresztiil, majd 1x PBS-ben mostuk.

A sejtfal B-glikan tartalmanak meghatarozasahoz 10° szamu fixalt sejtet 0,1 mg/ml
koncentraci6éja anilinkék (Arcolor, Sao Paulo, SP, Brazil) festékkel 5 percig szobahdn
festettiik., majd a sejteket 1x PBS-el mostuk. A teljes fluoreszencia meghatarozasat Spectra
Max Gemini XPS spektrofluoriméterrel (Molecular Devices) végeztiik. Gerjesztési
hullamhosszként 400nm-t alkalmaztunk, mig az emissziés hullamhosszt 460nm-en
detektaltuk. Kontrollként festetlen mintat alkalmaztunk.

(Invitrogen, Life techonologies), a sejtfali kitin oligomerek mennyiségének meghatarozasdhoz

50 pg/ml koncentracioji Alexa fluor 594-konjugdlt WGA (Molecular Probes), mig a sejtfal
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a-mannan tartalmanak meghatarozasahoz 100ug/ml koncentracioju fluorescein-izothiocianat
(FITC) konjugalt ConA (Sigma-Aldrich) fluoreszcens festékeket alkalmaztunk. A fixalt sejtek
10° mennyiségét 1ml, a megfelelé fluoreszcens festéket tartalmazé 1x PBS-ben 30 percig
szobahOn inkubaltuk, majd 1x PBS-ben haromszor mostuk (3000rpm, 5 perc). A festett
sejteket Zeiss Observer Z.1 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk, a képeket ZENN 2011
(Zeiss) szoftverrel rogzitettiik. A képek elemzését az analySIS (Soft Image System) és az

ImageJ programokkal végeztiik.

Extracellularis vezikula izolacio: Az YPD tapkozegben felndvesztett tenyészetek feliiliszoit
két 1épésben sejtmentesre centrifugaltuk (1. 1épés: 4000g, 15 perc, 4°C, 2. 1épés: 15.000g, 15
perc, 4°C). A sejtmentes feliliszot 100 kDa-os Amicron ultrasziirén koncentraltuk, majd a
koncentralt feliiliszot ismét két 1épésben centrifugaltuk (1. 1épés: 4000g, 15 perc, 4°C, 2.
1épés: 15.000g, 15 perc, 4°C). Az igy kapott, tisztitott feliiliszot ultracentrifugalasnak vetettiik
ala (100.000g, 60 perc, 4°C). Az igy kapott pelletet 0,1 M Tris-t tartalmazé 1x PBS-el mostuk.
Az extravezikularis glilkoxilomanndn szennyezddés kikiiszobolése érdekében a mintat
cianogén-bromid aktivalt, monoklonalis gliikkoxilomannan kotott Sepharose oszlopon
tisztitottuk. Az atfolyod frakciot 100.000 g-vel 60 percig centrifugaltuk. Az extracellularis
vezikula frakci6 koncentracidjanak meghatirozasait az Amplex Red Sterol Assay Kit

(Molecular Probes, Life Technologies, Grand 6 Island, NY, USA) segitségével végeztiik, a

gyartd utasitasainak megfelelden.

Az extracellularis vezikulak méretének meghatarozasa: Az extracellularis vezikuldk
atmérdjének meghatarozasat 90Plus/BI-MAS Multi Angle Particle Sizing analyzer
(Brookhaven Instruments Corp., Holtsville, NY, USA) berendezéssel hataroztuk meg. A
mérés 25°C-on tortént. Az extracellularis vezikulak méret szerinti megoszlasanak analiziséhez

a non-negatively constrained least squares algoritmust hasznaltuk.

Scanning elektronmikroszkopia: A C. parapsilosis vad tipusu és delécidos mutdns térzseinek
scanning elektronmikroszkopos vizsgalatdhoz 107 sejtet hasznaltunk fel, melyeket poli L-
lizinnel bevont fedélemezen rogzitettiink. A sejteket 1x PBS-ben mostuk, majd a mintakat
2,5 % glutaraldehidet tartalmaz6 Sorenson-pufferben (pH=7,5) egy ¢jszakan at 4 °C-on
fixaltuk. A széritast felszallo alkoholsorral végeztiik: 50% etanol (2x15 perc, jégen), 70%
etanol (2x15 perc jégen), 80% etanol (2x15 perc, jégen), 90% etanol (2x15 perc, jégen), 95%

etanol (2x15 perc, jégen), abszolit etanol (2x15 perc, jégen). A feddlemezeket ezutan terc-
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butil alkohol : abszolut etanol 1:2, 1:1, 2:1 aranyt keverékébe, majd 100%-os terc-butil
alkoholba helyeztiikk 1-1 6rara szobahOmérsékleten. A mintdkat végiil tomény terc-butil
alkoholban 4 °C-on megfagyasztottuk, ¢€s egy ¢éjszakan at liofilizaltuk. Masnap a megfeleld
aluminium hengerekre rogzitettilk a korongokat, majd a sziikséges aranyréteg felvitelét
kovetden (Quorum Technologies SC 7620 ’Mini’) a mintakat JEOL JSM-5310 scanning

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

5.19. Statisztikai analizis

Az adatok kiértékelését ¢és a kiilonbségek szignifikancidjanak kiszamitasit ANOVA ¢és

paratlan T-teszt analizissel, a GrapPad Prism 6 szoftverrel végeztiik. A kiilonbségeket P <

0,05 értékek esetén tekintettiik szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. A C. parapsilosis Sappl fehérjének, valamint a szekretalt aszpartil proteinazok
altalanos szerepének virulenciaban betoltott vizsgalata

szerepét vizsgaltuk, mégis a munka jobb megértésének érdekében jobbnak lattuk a C.
parapsilosis Sappl fehérjének ¢€s a szekretalt aszpartil proteindzok altalanos szerepének

vizsgalatat egy fejezetben targyalni.

6.1.1. A C. parapsilosis SAPPI lokuszanak in silico analizise

Munkank kezdetén a C. parapsilosis f0 szekretalt aszpartil proteindza, a Sappl
virulenciaban betoltott szerepét vizsgaltuk. Az ekkoriban a Sanger intézet C. parapsilosis
»genome  database”  (www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis)  honlapjan
rendelkezésiinkre all6 szekvencia adatok alapjan elvégeztik a SAPPI ORF in silico
analizisét. Az analizis eredményeként sikeresen azonositottunk két, identikus 2871bp méretii
szekvenciarészt, egymastdl 32kb tavolsagra amely egy-egy kopiaban tartalmazta a SAPPI
ORF-et (1206bp). A duplikaldédott szakaszban taldlhaté SAPPI géneket SAPPla és SAPPIb

néven kiilonitettiik el egymastdl (8. abra).

Duplikacié Duplikacié
1 (2871bp) { 1 (2871bp) i
i i I i
—_—_ T //- - ————————
SAPP1b ORF | i SAPPIc ORF
{1206bp) (1206bp)
32kb
8. abra

2871 bp méreili duplikalodott régid, egymastol 32kb tavolsagban, melyek a SAPPI ORF-et tartalmazzak. A két
képiaban jelen 1évé SAPPI gént SAPP1a és SAPP1b néven kiilonitettiik el egymastol.

6.1.2. A A/Asappla, A/Asapplb és a A/Asappla-A/Asapplb homozigota delécios
mutansok létrehozasa

Ahhoz, hogy a Sappl fehérje virulencidban betoltott szerepét vizsgéljuk, a C.
parapsilosis GA1 jeli klinikai izolatumat, mint vad tipust torzset felhasznalva a SAPPI
kifejlesztett, majd C. parapsilosis-ra optimalizalt caSATI flipper rendszer segitségével
eldallitottunk homozigota A/Asappla, A/Asapplb egyszeres és A/Asappla-A/Asapplb dupla

delécids mutans torzseket.
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A A/dsappla homozigdta delécids mutans torzs esetén a pSFS2Sappla konstrukcio
segitségével a SAPPla gén delécidjat hajtottuk végre. A delécids mutans létrehozasa soran
Southern hibridizacidoval kovettiik a gén deléciojanak folyamatat, a SAPPla gén upstream
homolog régidjat, mint hibridizaciés probat felhasznialva. A Southern hibridizéciohoz

alkalmazott Clal-BamHI kettos emésztés lehetové tette a SAPPla és SAPPI1b lokuszok

egyértelmi elkiilonitését (9. abra).
BamHI ki Clal
—
< — e -
' SAPP1b ! SAPPla
M1 2 3 4 5 5118bp lal o robe m
< Em— 2 -
—_— SAPP1b ' SAPPla '
TR pm— 4261bp
— — — cxalllEPe Clal
— e ane <. ik i:@,’) l
Pl | P SAPP1b FRT
2937bp
FRT
Ci'ﬂll Eﬂ’e BamH!
i v SATI flipper
SAPP1b
2097bp
9.abra

A A/Asappla homozigota delécios mutans l1étrehozasa.
M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled (Roche), 1.: C. parapsilosis WT GAL, 2.: sapplad::FRT-
SATI-FRT/SAPP1a/SAPP1b/SAPPIb. 3.: sapplad::FRT /SAPP1a/SAPP1b/SAPPI1b, 4.: sapplaA::FRT/
sapplad::FRT-SAT1-FRT/SAPP1b/SAPP1b, 5.: sapplaA::FRT/ sapplad::FRT/SAPP1b/SAPPIb.

Ahhoz, hogy a SAPP1b lokusz deléciojat végrehajtsuk, a pSFS2SAPP1a vektor alkalmazasa
sikertelennek bizonyult. Ezen probléma athidaldsara a SAPPIb lokusz sikeres deléciojanak
végrehajtasa céljabol egy ezen lokuszra specifikus pSFS2Sapp1b konstrukciot hoztunk létre, a
duplikaldédott région  kiviil esd szekvenciak felhaszndlasaval. Ezen konstrukcio
felhasznalasaval a vad tipust izolatum felhasznaldsaval sikeresen létrehoztuk az organizmus

homozigoéta delécios A/Asapp b mutans torzsét (10. dbra).
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z
1 2 3 4 5 7’ :-:>_
M SAPPl1a
—
—
—
e —
—
< . —
— — e
FRT SAT1 flipper FRT SAPPla
— — — 4186bp
—
EcoRI EcoRI
probe
= I . :-:>_
T >
FRT SAPPla
2467bp
10. abra

A A/Asapp1b homozigota delécios mutans l1étrehozasa.
M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled (Roche), 1.: C. parapsilosis WT GA1, 2.: sapp1bA::FRT-
SATI-FRT/SAPP1b/SAPP1a/SAPPla, 3.: sappl1bA::FRT/SAPP1b/SAPP1a/SAPPla, 4..
sapp1bA::FRT/sapp1bA::FRT-SAT1-FRT/SAPPla/SAPPla, 5.: sapplbA::FRT/ sapp1bA::FRT/SAPPla/SAPP]la.

"o

Az ily modon eldallitott homozigota delécids A/Asapplb mutans torzs segitségével allitottuk
elé a A/dsappla-A/dAsapplb dupla delécids mutdns torzset. Ennek elérése érdekében a
A/Asapp1b delécids torzset jra a pSFS2Sappla konstrukcioval transzformaltuk (11. dbra).

BamHl 9";"“' clai
1

> :-3—
M 1 2 3 4 5 6 7 sAPP1b : SAPPla
Clal Clal
5118bp S noba
< ':-:>—i—'—
=7 T
SAPP1E SAPPl1a
— | — |
T — 4261bp
o f i i S clal cral
a— probe
r—
Sm— — — [ ]
<= ,:-: r r."..ﬁ > 1
SAPP1b FRT
—— —
2937bp
FRT FRT
Clarl probe BamHIl
=5
e ]
e 1
SAPP1bL 5ATI flipper
2097bp Chal Clal
probe
= |
& 7 S~
FRT
P 2937bp
,
11. abra

A homozigoéta delécios A/Asappla-A/Asappl1b dupla delécidés mutans torzs 1étrehozasa.

M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled (Roche), 1.: C. parapsilosis WT GA1, 2.:
sapplad::FRT/sapplad::FRT/SAPP1b/SAPPI1b, 3.: sapp1bA::FRT/sapplbA::FRT/SAPPla/SAPPla, 4..
sapplbA::FRT/sapp1bA::FRT/sappla::FRT-SATI-FRT/SAPPla, 5.:
sapplbA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT/SAPPla, 6.:
sapplbA::FRT/sapp1bA.::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT-SATI-FRT, 7.
sapp1bA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT
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6.1.3. A C. parapsilosis A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 delécios torzs eloallitasa

A C. parapsilosis A/Asappla-A/Asapplb delécids torzs eldallitasa utan, munkank
kovetkezd szakaszaban célunk volt a C. parapsilosis altal szekretalt aszpartil proteindzok
virulencidban betdltott szerepének altalanos jellemzése, igy egy A/Asappla-A/Asapplb-
A/Asapp2 delécios torzs 1étrehozasa. Ez a célkitlizés kiilonosen indokolt annak fényében,
hogy C. albicans esetében a Sap enzimek altalanos, virulenciaban betdltott szerepének
vizsgalata szinte lehetetlen, a nagyszamu szekretélt proteinazt kodolo gén jelenléte miatt. Egy
szekretalt proteindzt nem termeld C. albicans torzs eldallitasdhoz, legkevesebb 20 allél
deléciojat kellene megvaldsitani, amely a jelenleg rendelkezésre 4llo genetikai manipulacids
technikékkal kivitelezhetetlen feladat. C. parapsilosis-ban ezzel szemben csupan 2 szekretalt
proteinazt kodold gén ismert, melyekrdl bizonyitottan funkcidképes fehérjek irodnak at és
szekretalodnak (Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai. 2009) igy ezen gének delécidjaval egy
olyan modell organizmus volt létrehozhatd, amely sz€lesebb értelemben a szekretalt
proteinazok virulencidban ¢€s patogenitasban betoltott szerepének megértéséhez is
hozzajarulhat. Ennek elérése érdekében a SAPP2 gén delécidjat hajtottuk végre a C.
parapsilosis A/Asappla-A/Asapplb delécids torzs hatterén. Erdekes modon mér az elsd
transzformaladsi kor utdn homozigdta A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?  torzset sikertilt
létrehoznunk. A SAPP2 gén delécidjat a vad tipust és a A/Asappla-A/Asapplb valamint a
A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 delécios torzsek felhasznalasaval, a SAPPI upstream €s a
SAPP2 downstream jelolt hibridizacids probak segitségével ellendriztiik (12. és 13. abra).

M 1 2 3
BarHl "Lhe Clal
—_— — T —
e SAPF1D SAPPi1a
—— | 5118bp |
m——
-—
Cial Cial
PRI probe
[
— < ——|C—]
SAPFP1D SAPPfa
M 12610p
Cfalrme cia
FRT I FRT i
I 2937bp I

12. 4bra
A A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? tripla delécios torzs Southern analizise, SAPPI upstream hibridizacios proba
felhasznalasaval, Clal-BamHI kett6s emésztést alkalmazva. M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-
labeled (Roche), 1.: C. parapsilosis WT GAl, 2.: sapp1bA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad.::FRT/sapplaA::FRT,
3.:sapplbA::FRT/sapplbA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT/sapp2A::FRT/sapp24::FRT
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EcoRl EcoRl

M 1 2 3 I“ﬁ
Y sarrz l

5181bp

LL L

FRT

I 3069bp |

13. 4bra
A A/Asappla-A/dsapp1b-A/Asapp? tripla delécios torzs Southern analizise, SAPP2 downstream hibridizacios
proba felhasznalasaval, EcoRI emésztést alkalmazva. M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled
(Roche), 1.: C. parapsilosis WT GA1, 2.: sapp1bA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT/sapplad.:FRT, 3.
sapplbA::FRT/sapp1bA::FRT/sapplad::FRT/sapplad::FRT/sapp2A::FRT/sapp2A::FRT

6.1.4. A szekretalt aszpartil proteinaz gének kvantitativ in vitro
transzKkripcidjanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy az eldallitott delécids mutans tOrzsek szekretdlt aszpartil
proteinaz génjeinek relativ transzkripcids szintjében bekdvetkezett valtozasokat vizsgaljuk,
kvantitativ real-time PCR (qRT-PCR) vizsgalatot végeztiink a vad tipust és delécidos mutans
torzsek bevonasaval. Munkank soran vizsgaltuk a SAPPI és SAPP2 gének transzkripciojaban
bekovetkezett valtozasokat, amely gének bizonyitottan funkcioképes fehérjét kodolnak
(Hruskova-Heidingsfeldova ¢és mtsai. 2009). Vizsgaltuk tovabba a SAPP3 gén
transzkripciojanak valtozasat 1s, amely gén termékét nem sikeriilt azonositani, am
kollaboratorunk, Dr. Olga Hruskova-Heidingsfeldova jelezte, hogy jovObeli tervei kozt
szerepel ezen gén altal kodolt fehérje azonositdsa és jellemzése is(14. és 15. abra). A
transzkripcios valtozasok kovetéséhez a vad tipusu és muténs torzseket proteindz termelést
indukald (1x YCB + 2 % BSA) és nem indukal6 (YPD) médiumban egy éjszakan at, 30 °C-on
tenyésztettiik. A vad tipusu torzs esetén nem induktiv korilmények kozott (YPD) mind a
SAPPI mind a SAPP2 ¢és SAPP3 gének alacsony szintli transzkripcidja megfigyelhetd volt. A
proteinaz termelést indukald6 médiumban tenyésztett vad tipusi minta esetén a SAPPI gén
transzkriptum mennyisége nyolcvanszorosara nétt az YPD médiumban nevelthez képest. A
SAPP2 és SAPP3 gének esetén mintegy tizenotszords indukcid volt megfigyelhetd. A
A/dsappla és A/Asapplb homozigdta delécids mutans torzsek esetén a SAPPI gén
transzkripciojat vizsgalva a vad tipust torzshoz képest 50 %-os csokkenés volt megfigyelhetd

az emlitett gén expresszidjaban, mig a SAPP2 gén expresszids szintjében nem volt valtozas .
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A A/Asappla-A/Asapplb dupla delécids mutans torzs esetén nem volt detektalhatdé SAPPI
génexpresszio, viszont a SAPP2 gén expresszidja szignifikdnsan megemelkedett a vad tipusu
torzshoz képest, ami feltételezhetéen egy visszacsatolo mechanizmus altali kompenzacio a
proteinaz termelésben, melyet a SAPPI gének elvesztése valtott ki. A SAPP3 gén
transzkripcios valtozasat vizsgalva a A/Asapplb, A/Asapplb-Asappla és a A/Asappla-
A/Asapplb torzsek esetén a transzkripeid szintje csaknem nullara esett vissza. Ezen jelenség
magyarazataul szolgdlhat, hogy a SAPPIb lokusz delécidja a duplikaldédott régidjanak
deléciojaval volt kivitelezhetd. A késobbi szekvencia analizis kideritette, hogy a SAPP3
lokusz ezen szakasztdl csupdn mintegy 500 bazispar tavolsagban helyezkedik el, igy a

SAPPI1b delécidja valosziniisithetben a SAPP3 lokusz szabalyozo régidjat is €rintette.
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14. abra
A SAPPI (A), SAPP2 (B) és SAPP3 (C) gének transzkripcids valtozasa in vitro kvantitativ real-time PCR
analizise SAPPI delécidos mutans torzsek esetén. A SAPPI gén expresszidja a A/Asappla, A/Asapplb,
A/Asappla-Asapplb és a A/Asapplb-Asappla delécidos mutansok esetén szignifikans csdkkenést mutatott
(***:P<0,0001), mig a dupla delécios mutans esetén SAPPI génexpresszido nem volt megfigyelhetd. A SAPP2
gén transzkripcios valtozasat vizsgalva a dupla delécids mutans esetén a gén transzkripcios szintje szignifikansan
megemelkedett (***:P<0,0001). A SAPP3 transzkripcidja a A/Asapplb, a A/Asapplb-Asappla és a dupla
delécios mutans torzsek esetén szignifikans csokkenést mutatott (***: P<0,0001).

"o

Hasonléan a SAPPI1 delécios torzsekhez, vizsgaltuk az eldallitottt A/Asappla-A/Asapp1b-
A/Asapp?2 torzs esetén is a SAPP gének transzkripciojdnak valtozasat. A vad tipust torzs
esetén a proteinaz termelést indukdld médiumbdl szarmazdé mintaban mintegy Otvenszeres
SAPPI transzkripcidos novekedést figyeltiink meg, mig a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2
delécios torzs esetén detektalhato SAPPI génexpresszid nem volt megfigyelhetd. A SAPP2
gén transzkripcids valtozédsa esetén a vad tipusu torzsben mintegy tizendtszords ndovekedést
figyeltiink meg, mig a A/dsappla-A/Asapplb-A/4sapp2 delécids torzs esetén detektalhato
SAPP?2 génexpresszid nem volt megfigyelhetd. A SAPP3 gén expresszidja esetén a vad tipust
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torzsben mintegy nyolcszoros relativ transzkripcios szintet figyeltiink meg, mig a 4/4sappla-
A/Asapplb-A/Asapp?2 delécids torzs esetén a SAPP3 gén expresszidja csupan mintegy 10%-a
volt az YPD tapkozegben nevelt vad tipust kontrollhoz képest (15. dbra).
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15. abra
A SAPPI (A), SAPP2 (B) és SAPP3 (C) gének expresszidjanak in vitro kvantitativ real-time PCR analizise. A
vad tipus torzshoz képest a A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzs esetén sem SAPPI, sem SAPP2
génexpresszid nem volt megfigyelhetd, mig a SAPP3 gén expresszidja a vad tipushoz képest szignifikans
csokkenést mutatott (**: P<0,001).

6.1.5. Az extracellularis proteinaz aktivitas vizsgalata

Egy eldzetes tanulmany szerint a C. parapsilosis 16 szekretalt azpartil proteindza a
Sappl fehérje (Hruskova-Heidingsfeldova ¢és mtsai. 2009). Annak érdekében, hogy a
proteinaz aktivitas valtozasat vizsgaljuk, a vad tipusu €s mutans térzsek (dsappla, Asapplb,
A/dsappla, A/Asapplb, A/Asappla-Asapplb, A/Asapplb-Asappla, A/Asappla-A/Asapplb) 5-
5 pul-ét proteindz aktivitds detektalasara alkalmas (1x YCB + 2 % BSA) csészére
csepegtettiink, 10°/ml sejtszamban. A csészéket 30 °C-on 2 napig inkubaltuk, majd
amidoblack festékkel festettiik, végiill mostuk. A mosast kovetéen a feltisztulasi zona
nagysagabol kovetkeztettiink a proteindz aktivitds mértékére (16. abra). Ez esetben a vad
tipusti, valamint a heterozigota Asappla €s Asapplb torzsek proteindz aktivitasa azonosnak
bizonyult, mig a A/4sappla-Asapplb, illetve a A/Asapplb-Asappla és a Sappl fehérjét nem
termeld A/Asappla-A/Asapplb torzs proteinaz aktivitdsa szignifikdns csokkenést mutatott a

vad tipushoz képest.
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Asapp1b Adsappib  Aldsappib-

: Asapp1a

Feltisztulasi zona (mm)
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Asappla Ahsappla Asapp1b Adsapp1b

16. abra
A vad tipusu és SAPPI delécios mutans torzsek extracellularis proteinaz aktivitasainak detektalasa. A
A/Asappla-Asapplb, A/Asapplb-Asappla és a A/Asappla-A/Asapp1b torzs proteinaz aktivitasa szignifikansan
csokkent a vad tipushoz képest (**: P<0,005, ***: P<0,0001).

Hasonloan az elézéekhez, a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2? torzs bevonasaval szintén
elvégeztiik az extracellularis proteinaz termelés vizsgalatat. Ezen torzs mellett a vad tipusq,

valamint a A/Asappla-A/Asapp1b torzseket vontuk be a vizsgalatba (17. abra).

Y .

|

Feltisztulasi zéna {(mm)

AlAsappia-
AlAsappta- Al szgg 1b-
Alhsapplb Alhsapp2

17. abra
A vad tipusu, valamint a A/4sappla-A/Asapp1b és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? torzsek extracellularis
proteinaz termelésének detektalasa. A vad tipusu torzshoz képest a A/Asappla-A/Asapp1b térzs proteaz
termelése szignifikansan csokkent (***: P=0,0007), mig a A/4Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 torzs esetén
detektalhato extracellularis proteinaz aktivitds nem volt kimutathato.

A A/dsappla-A/dAsapplb-A/Asapp?2 torzs esetén ezzel a modszerrel extracellularis proteinaz

termelés nem volt detektalhato.
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6.1.6. A Sappl1 és Sapp2 enzimaktivitasok kvantitativ vizsgalata
Annak érdekében, hogy a termel6édott Sappl €s Sapp2 enzimek aktivitasarol felvilagositast
kapjunk, a vad tipust, valamint a A/4sappla, A/Asapplb és a A/Asappla-A/Asapp1b torzseket
1x YCB + 2 % BSA médiumban 30 °C-on egy éjszakan at novesztettiik, majd a feliiliszot 10
kDa-os ultrasziron koncentraltuk. A DABCYL-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-EDANS
specifikus fluoreszcens szubsztrat segitségével a Sappl ¢és Sapp2 fehérjék aktivitdsanak
mérése fluoreszcens detektorral felszerelt HPLC késziiléken lehetséges. A szubsztraton beliil
a Sappl fehérje a Leu-Val, mig a Sapp2 fehérje a Lys-Leu kotéseket hasitja, a kapott hasitasi
termék a két fehérjére specifikus. A méréshez kontrollként tisztitott Sappl enzimet
hasznaltunk fel. Mind a fluoreszcens szubsztratot, mind a tisztitott Sappl fehérjét Dr. Olga
Hruskova-Heidingsfeldova bocsatotta rendelkezésiinkre. A vizsgdlatok soran a vad tipusu,
valamint a 4/4sappla és A/Asapplb torzsek esetén két csticsot lehetett megfigyelni, amelyek
a Sappl ¢és Sapp2 enzimek miitkodése sordn Iétrejott hasitasi termékekre karakterisztikusak. A
A/dsappla-A/Asapplb dupla delécids muténs torzs esetén csak a Sapp2 enzimre specifikus
csucsot lehetett megfigyelni, valamint egy nem specifikus csucsot, amelynek retencids ideje
nagyon kozeli a Sappl miikddése soran létrehozott termékre jellemzd csucséval (18. abra).
Ezen megfigyelt, nem specifikus cstcs korabbi tanulmanyokban azonositasra keriilt (Dostal €s
mtsai. 2005, Hruskova-Heidingsfeldova ¢és mtsai. 2009). Retencids ideje nagyon kozeli a
Sapp1 fehérjére jellemzd csucséval, &m nem maradék Sappl fehérje aktivitasra utal. Dr. Olga
Hruskova-Heidingsfeldova-val folytatott tovabbi konzultaciok sordn egy eldzetes vizsgalat
szerint a Sapp2 fehérjének két kiilonbozo izoformaja 1étezhet, amely a specificitasra is kihat,
igy az eddig nem specifikusnak gondolt cstcs valosziniisithetden ezen masik Sapp2 izoforma
miikodése altal johetett 1étre ( Olga Hruskova-Heidingsfeldova, nem kozolt adat, személyes
konzultacid). Bar Dr. Olga Hruskova-Heidingsfeldova rendelkezésre bocsatotta az altaluk
tisztitott Sapp2 fehérjét is, melyet kontrollként kivantunk felhasznalni, &m annak hasitasi képe
megegyezett a Sappl fehérje hasitdsi képével, igy a Sapp2 tovabbi felhasznalasatol
eltekintettiink, mivel 0j informaciét nem adott, &m ez az eredmény tovabb erdsiti annak
lehetdségét, hogy a Sapp2 fehérjének két izoformdja Iétezhet, eltérd specifitassal. Ennek
tanulmanyozésa jelenleg is folyik Dr. Olga Hruskova-Heidingsfeldova laboratoriumaban. A
vad tipusu torzzsel 0sszevetve a A/Adsappla torzs esetén a Sappl fehérje aktivitasa mintegy
45%-al esett vissza, mig a A/Asapplb torzs esetén a Sappl fehérje aktivitasanak csokkenése
30%-o0s volt. A dupla delécids mutins torzs esetén nem volt detektalhatdo Sappl altali

hasitasra jellemzd cstcs, amely enzim aktivitdsi szinten is igazolja a delécid meglétét.
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Ugyanezen torzs esetén a Sapp2 fehérje aktivitasdban 50%-0s ndvekedés volt megfigyelhetd,

amely megerdsiti a qRT-PCR vizsgalat altal felfedezett kompenzacids mechanizmus meglétét.
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18. abra

A Sappl és Sapp2 fehérjék aktivitasanak kvantitativ HPLC analizise. A: a tisztitott Sapp! fehérje aktivitasanak

kimutatasa. B: C. parapsilosis vad tipusu torzs feliiluszojanak Sappl és Sapp2 enzimaktivitasa. C: a A/4sappla,

D: a A/Asapplb, E: a A/Asappla- A/Asapplb torzs feliiliszdjanak Sappl és Sapp2 enzimaktivitasa. F: Az egyes

torzsek enzimaktivitasainak 6sszefoglalo diagramja. #: nem Sapp1 specifikus csucs (valészintisithetéen a Sapp2
egyik izoformajanak miikodése kdvetkeztében 1érejovo jel). (**: P<0,005, *:P<0,05).

A vad tipusu, valamint a A/4sappla-A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 torzsek
bevonasaval szintén elvégeztiik a Sappl és Sapp2 fehérjék enzimaktivitdsanak kvantitativ
analizisét. Kontrollkét ebben az esetben is tisztitott Sappl enzimet hasznaltunk (19. dbra). A
A/dsappla-A/Asapplb torzs esetén ebben az esetben is csak a Sapp2 enzimaktivitasra
specifikus cstcsot lehetett megfigyelni. Ezen mutans esetén ujra megfigyelhetd volt a Sapp2
fehérje termelddésének illetve aktivitdsanak szignifikans mértékt emelkedése. A A/Asappla-

A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzs esetén a Sappl fehérjére karakterisztikus csiucsot nem tudtunk
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megfigyelni. A Sapp2 fehérjére karakterisztikus csucs szintén eltlint ezen mutdns esetében.
Olga Hruskova-Heidingsfeldova és kollégai 4ltal azonositott (Dostal és mtsai. 2005,
Hruskova-Heidingsfeldova ¢és mtsai. 2009), valamint a A/4sappla-A/Asapplb térzs esetében
altalunk is megfigyelt nem karakterisztikus csucs a A/dsappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 torzs

esetén szintén eltlint. Ez az eredmény megerdsiti azt, hogy ezen cstucs valdjaban a Sapp2

fehérje masik izoformajanak terméke lehet, amely izoforma eltérd szubsztrat specifitassal

rendelkezik.
A D
: Sapp1
] T
’ L]
A A . . l‘l A
asd it T AT G ————— - —_— i b as et L AATRN
|
B - -
Sapp1| E
© 3000000
: Sapp2 s = x 3 Sappt
= [ " 2 @ Sapp2
E 2000000
) ©
f w
ety WITELH-L LA L L . 2.0 ~g e
- S 1000000- #
c
o L
Sappz ébéb é‘ rﬁQ fq
| &
# & .\fsﬁ N
H | ! & )
¥ &
&*
{
MATEE ST AN f
g
19. abra

A Sappl és Sapp2 fehérjék aktivitasanak kvantitativ HPLC analizise. A: a tisztitott Sapp1 fehérje aktivitasanak
kimutatasa. B: C. parapsilosis vad tipusu torzs feliiluszojanak Sappl és Sapp2 enzimaktivitasa. C: a A/Asappla-
A/Asapp1b torzs Sappl és Sapp2 enzimaktivitasanak kromatogramja. D: A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? tripla

delécios torzs HPLC analizise. A A/Asappla-A/Asapplb torzs esetén a Sapp2 fehérje termeldédésében
szignifikans névekedés figyelheté meg (E) (***: P=0,0002), mig a A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? tripla

delécios torzs esetén sem a Sappl, sem a Sapp2 fehérje aktivitasa nem figyelheté meg. #: valdsziniisithetéen a

Sapp2 fehérje izoformaja altal 1étrehozott cstcs.

6.1.7. A vad tipusu és a delécios torzsek szérumérzékenységének vizsgalata
C. albicans esetén kimutattak, hogy a szekretdlt aszpartil proteinazok képesek szamos, a

huméan szérumban megtalalhaté antimikrobidlis fehérje bontésara, ezaltal elsegitve a
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mikroba terjedését. Ezen mikroorganizmus f0 szekretalt proteindza, a CaSap2 képes az
immunglobulinok, a katepszin D, valamint komplement komponensek bontasara (Hube 1998),
(Gropp ¢és mtsai. 2009). Ezen adatokbol kiindulva munkank soran vizsgaltuk a vad tipusu,
valamint a delécids mutdns torzsek szérumban torténd novekedését, amely altal informéaciot
nyerhettiink arra vonatkozodan, hogy a C. parapsilosis Sapp fehérjéi rendelkeznek-e hasonlo
tulajdonsagokkal. A szérumérzékenység vizsgalathoz a vad tipust és mutans torzseket
3*%10%/ml koncentracioban, 20% intakt, illetve 20% hovel maktivalt szérumot tartalmazo PBS
oldatban 30 °C-on 200 rpm-en razattuk. 0, 8, 12, 24 és 48 ora elteltével YPD csészére
sz¢élesztettik a mintdk 50-50ul-ét, a megfeleld higitast alkalmazva, torzsenként harmon
parhuzamos alkalmazasaval, majd CFU meghatdrozast végeztiink. Mig a hdvel inaktivalt,
20% human szérumot tartalmazo6 kulturak esetén minden térzs hasonldé mértékii novekedésre
volt képes, addig a 20% intakt human szérumot tartalmazé médium esetén a A/Asappla-
A/Asapp1b dupla delécios mutans torzs novekedése mind 24 6ra, mind 48 6ra inkubacié utan
szignifikdns csokkenést mutatott a vad tipusu torzshoz képest. A A/Asappla és A/Asapplb
torzsek és a vad tipust torzs novekedési ratdja kozt nem mutatkozott eltérés (20. dbra). A
dupla delécids mutans torzs csokkent ndvekedési ratdja arra enged kovetkeztetni, hogy a
Sappl fehérjének —hasonléoan a C. albicans Sap2 fehérjéhez- szerepe van a szérumban

talalhaté komplement komponensek és immunfehérjék bontasaban.
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20. abra

A vad tipusu és delécios mutans torzsek szérumérzékenységének vizsgalata. A hével inaktivalt (A) 20% human
szérumot tartalmazé médiumban nem volt a torzsek novekedésében kimutathato kiilonbség, mig a 20% intakt
human szérumot (B) tartalmazo kdzegben a A/Asappla-A/Asapplb torzs ndvekedése szignifikans csokkenést

mutatott (*: P<0,05; **: P<0,005).

Hogy kideritsiik, hogy a Sapp aktivitas teljes elvesztése jar-e tovabbi szérumérzékenység
novekedéssel, a A/dsappla-A/Asapplb-A/Asapp? térzs bevondsaval megismételtiik a

szérumérzeékenység vizsgalatat (21. abra).
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21. abra

A vad tipusu és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 delécids torzs héinaktivalt human szérumban (A) és intakt
human szérumban (B) mért névekedése. A A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzs ndvekedése a vad tipusu
torzshoz képest mind 24 6ra, mind 48 ora utan szignifikans csokkenést mutatott (***: P<0,0001).

A hovel inaktivalt, 20% human szérumban tenyésztett mintdk esetén egyik idépontban sem
figyeltiink meg eltérést a sejtek novekedésében a vad tipust és a delécids mutans torzset
Osszehasonlitva. Az intakt human szérumban tenyésztett mintak esetén, mig a vad tipusu torzs
novekedése a hdvel inaktivalt mintakéhoz volt hasonlo, addig a vad tipushoz képest a Sapp
negativ delécids mutans torzs novekedése 24 ¢és 48 Ords inkubaciot kovetden jelentOs
csokkenést mutatott. El6z6 munkankban, 48 oras inkubaciét kovetden, intakt human
szérumbol szarmazo mintdk esetén a A/Asappla-A/Asapplb mutans torzs vizsgalata soran
szintén hasonlé novekedés gatlast tapasztaltunk (20. abra). A C. parapsilosis 16 szekretalt
aszpartil proteinaza a Sappl, amely, ezen eredmény alapjan a szérumban 1évd proteinek,
valamint komplement komponensek fertdz€s soran torténd bontasaért felelds, ezaltal segitve
eld6 a mikroba gazdaszervezetben torténd terjedését. Tovabba megallapitottuk, hogy a
megmaradé proteindz aktivitas elvesztése nem ndveli a mutans sejtek szérum érzékenységét,
megerdsitve a C. albicans esetében mar bizonyitott feltételezést az egyes proteindz enzimek

egymasto6l eltérd funkciodjarol.

6.1.8. A vad tipusu és mutans torzsek fagocitozisanak vizsgalata
A velesziiletett immunitas f6 effektor sejtjei a monocitakbol differencialédott makrofagok,
melyek elsdként, a fert6zés korai szakaszaban képesek kapcsolatba 1€pni és fagocitdzis utjan
semlegesiteni a behatoldo mikrobakat (Netea ¢s mtsai. 2008). Munkank soran vizsgaltuk a vad
tipusu, valamint delécids mutans térzsek primer human makrofagok (PBMC-DM sejtek) altali
fagocitdzisanak hatékonysagat. A vad tipusu €s mutans torzsek primer human makrofagok
altali fagocitozisanak vizsgalatahoz dramlési citometrids mérést (FACS) alkalmaztunk. A vad

tipusi ¢és A/dsappla, A/Asapplb ¢és A/dsappla-A/Asapplb  torzseket fluoreszcein-
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izotiocianattal (FITC) festettiik, mig a makrofag sejtek jelolése CDI14-fikoeritrin (PE)

antitesttel tortént. Kontrollként jeldletlen, illetve CD14-fikoeritrin (PE) antitesttel jelolt primer

human makrofag sejteket alkalmaztunk. A mérés soran a vad tipust torzshoz képest a

A/Asappla-A/Asapplb dupla delécidos torzs sejtjeit a primer human makrofagok joval
hatékonyabban fagocitaltak ( wt: 35,8% , A/Asappla-A/Asapplb torzs: 52,9%) (22. abra).
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22. abra
A vad tipusu és delécios torzsek fagocitozisanak aramlasi citomertias vizsgalata. A A/4sappla-A/Asapplb torzs
fagocitozisanak szazaléka szignifikansan nagyobbnak bizonyult, mint a vad tipus térzsé (***: P<0,0001).

Fagocitdzis szazalék

"]

WT

AAsappla AAsapplb AAsappila-AAsapplb

A fert6zés elott a vad tipusu €s A/dsappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 mutans torzset Alexa Fluor

647 (Life Technologies) fluoreszcens festékkel festettilk. A fert6zést ebben az esetben is

Otszords mennyiségli ¢lesztd sejttel végeztiik el. Tobb donorbdl szarmazo fagocitdzis adatokat

Osszesitve a vad tipushoz képest a protedz negativ torzzsel végzett koinkubécid esetén

J& 4

szignifikdnsan nagyobb mértékii fagocitozis volt megfigyelhetd (wt: 42%, A/Asappla-
A/Asapp1b-A/Asapp2: 60%) (23. abra).
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23. abra
A vad tipusu és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 torzsek primer human makrofagok (PBMC-DM) altali
fagocitozisa. A A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? torzzsel valo fertézésbol szarmazo minta esetén szignifikansan
emelkedett a fagocitozis mértéke (*: P<0,05).

Az el6z0 munkankban vizsgalt A/dsappla-A/Asapplb fagocitézisa a vad tipust torzzsel
osszevetve mintegy 40%-os emelkedést mutatott. A Sapp negativ torzs fagocitdzisa szintén
40%-al volt magasabb a vad tipusi sejtek bekebelezési hatékonysdganal (wt: 42%,
A/dsappla-A/Asapplb-A/Asapp2: 60%). Mivel tovabbi fagocitozis novekedést a A/Asappla-
A/Asapplb-A/Asapp?2 torzs esetén nem tapasztaltunk, ez szintén arra enged kovetkeztetni,
hogy C. parapsilosis esetén a fagocitozis gatlasaban elsésorban a Sappl jatszik szerepet.
Annak érdekében, hogy a vad tipust és a SAPPI delécids mutans torzsek esetén a
fagocitdzis folyamatat részleteiben tanulmanyozhassuk, fluoreszcens mikroszkopos technikat
is alkalmaztunk, melynek sordn a fagoszomak és lizoszomak kolokalizaciojat vizsgaltuk.
Mivel a A/Adsappla-A/dsapplb ¢és A/dsappla-A/Asapplb-A/dsapp?  delécios  torzsek
gazdasejtek altali fagocitdzisanak mértékében kiilonbséget nem taldltunk és a fagocitozis
gatlasaban a Sappl jatszik szerepet, igy a fago-lizoszoma kolokalizacids vizsgéalatokba a vad
tipust €s a A/Asappla-A/Asapp 1b torzseket vontuk be. A vad tipust és A/Asappla, A/Asapplb
¢s A/Asappla-A/Asapplb torzseket Calcofluor White (Sigma) festettiik. A koinkubacids 1d6
letelte utan a human makrofag sejteket Lysotracker Red (Invitrogen) festékkel festettiik. A
dupla deléciés mutans torzs esetén szignifikdnsan nagyobb mértékii fago-lizoszéma fuzi6 volt
megfigyelhetd a vad tipust torzzsel Osszevetve (4/Asappla-A/Asapplb T1%, wt 30%,
P<0,0001) (24. abra). A A/Asappla és A/Asapplb torzsek esetén a vad tipust torzzsel
Osszevetve nem mutatkozott kiilonbség a fago-lizoszéma f0ziot vizsgélva. Ezen eredmények
azt tamasztjak ald, hogy a Sappl fehérjének fontos szerepe van mind a fagocitdzis

folyamatanak gatlasaban, mind a mar bekebelezett gomba intracelluléris talélése soran.
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Calcofluor White +

Lathato6 fén Calcofl Whit
A y alcofiuor e Lysotracker Red

24. abra
Fago-lizoszoma f0zi6 vizsgalata vad tipusu (A) és A/4sappla-A/Asapplb (B) torzs esetén. Az élesztd sejtek
Calcofluor White-tal, mig a primer human makrofagok Lysotracker Red-del festettek. A A/4sappla-A/Asapplb
torzs esetén nagyobb mértéki fago-lizoszoma f0zid volt megfigyelheto.

6.1.9. A periferialis mononuklearis sejtek (PBMC) és abbol differencialtatott
makrofagok (PBMC-DM) gombaolési hatékonysaga
A makrofagok altali felismerést és fagocitozist kovetden, intracelluldrisan a primer fagoszéma
Ezen 6lési folyamat tanulmanyozdsahoz a SAPPI delécidos mutans torzsek esetén PBMC és
PBMC-DM sejtek felhasznalasaval mértiik a vad tipust és mutans torzsek gazdasejtek altali
gombadlési hatékonysagat. A vad tipust és mutans torzsekkel valé koinkubacid utan a gazda
sejtek elroncsolasat kovetden CFU meghatarozast végeztiink. Mind a PBMC, mind a PBMC-
DM sejtek esetén jelentds mértékli gombadlési hatékonysag volt megtigyelhetd. PBMC sejtek
esetén szignifikansan hatékonyabb volt a A/4sappla-A/Asapp1b dupla delécids mutans torzs
eliminacidéja a vad tipussal Osszehasonlitva (59,69 % vs 31,6%, P<0,0001) (25/A 4abra).
PBMC-DM sejtek esetén a vad tipushoz képest a A/Asappla és A/Asapplb torzsek gazdaseijt
altali eliminacidja is szignifikdnsan magasabbnak bizonyult (4tlagosan 63,5 % -os 0lési
hatékonysag a delécidos mutansok esetén €s 44,9% -os 0lési hatékonysag a vad tipusu torzs

esetén, P<0,001) (25/B ébra).

70



>
w

o o
‘2 60 B
> 9 604
3 S
& 404 &
o @ a0q
© ©
E =} =
7 -
K] 20 @ 204
He) o]
0 0~

WT Adsappia  AAsapp1d AAsappla-dAsapp1d WT Adsappia  AAsapp1b  AAsappT1adAsappid

25. abra
Periferialis mononuklearis sejtek (A) és azokbol differencialtatott makrofagok (B) gombadlési hatékonysaganak
vizsgalata vad tipust, 4/4sappla, A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapplb delécids torzsek esetén. A PBMC sejtek
szignifikdnsan nagyobb mértékben voltak képesek eliminalni a dupla deléciés mutans torzset a vad tipussal
Osszehasonlitva (***: P<0,0001), mig a PBMC-DM sejtek esetén mar a A/Asappla és A/Asapp1b torzsek esetén
is szignifikdnsan nott a gazda sejtek altali gomba eliminacios képesség (*:P<0,05).

Annak kideritése érdekében, hogy proteinaz termelés képességének elvesztése okoz-e tovabbi
virulenca csOkkenést, elvégeztiik a vad tipust és a A/dsappla-A/Asapp1b-A/Asapp? muténs
torzsek PBMC-DM sejtek altali gombadlési hatékonysdganak vizsgalatat. Mind a vad tipusu,
mind a Sapp negativ mutans torzs esetén jelentds mértékii gombadlési hatékonysag volt
megftigyelhetd, am a A/Asappla-A/Asappl1b-A/Asapp2 mutans torzs esetén a gazdasejtek altali
gombadlési hatékonysag szignifikdns emelkedést mutatott (wt: 24%, A/Asappla-A/Asapp1b-
A/Asapp2: 49%) (26. abra).

60+ =

Olési hatékonysag (%)

26. abra
A vad tipusu és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzsek primer human makrofagok altali eliminacidjanak
mértéke. A delécidos mutans torzs eliminaciojanak mértéke szignifikansan emelkedett(**: P<0,01).

Ebben az esetben a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2? mutans torzzsel szembeni gazdasejtek

o

0lési hatékonysaga mintegy kétszerese volt a vad tipusu torzzsel dsszevetve. E16z6 munkank
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soran a PBMC-DM sejtek vad tipussal szembeni 6lés hatékonysaga 44,9% volt, mig a
A/dsappla-A/Asapplb  torzzsel szembeni 6lési hatékonysadg 63,5%-nak adodott, amely
mintegy 1,4-szeres hatékonysadg novekedésnek felel meg (25/B é4bra). Ezen eredmény szerint
a Sapp negativ mutans torzzsel szembeni gombadlési hatékonysag tovabbi ndvekedést
mutatott az el6z0 fejezetben targyalt A/Asappla-A/Asapplb  térzs  gombadlési
hatékonysagahoz képest, amely felveti a Sappl-tdl eltérd szekretalt proteindzok esetleges
sejten beliili tulélésben betoltott szerepének lehetdségét, ennek részletesebb vizsgalata

azonban tovabbi kisérleteket kivan.

6.1.10. A gazda sejtek karosodasanak mérése
Szamos patogén gombafaj esetén kimutattdk, hogy kiilonb6z0 stratégidk allnak rendelkezésre
a mikroba szdmara, amelyekkel sikeresen képesek tilélni a makrofagok altali bekebelezést
(Seider ¢és mtsai. 2010). Ezen tulélési stratégidk sok esetben a gazdasejt pusztuldsdhoz
vezetnek. Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalataink kimutattdk, hogy tobb fago-lizoszoma
képz6dott a A/Asappla-A/Asapp1b delécids mutans torzzsel fertdzott minta esetén, amely arra
enged kovetkeztetni, hogy a Sappl fehérjének szerepe van a mikroba sejten beliili talélésében.
Mindezeket alapul véve megvizsgaltuk a vad tipusi €s mutans torzsek gazdasejt kéarositd
képességét. Ahhoz, hogy a vad tipust és delécidos mutans torzsek gazdasejt karosodasanak
meértekét mérjiik, primer human PBMC-DM sejteket fertdztiink vad tipusu és delécids mutans
torzsekkel. 24 és 48 ora koinkubacio elteltével a feliiliszokbol mért laktat-dehidrogendz
(LDH) aktivitdsanak mértékébdl kovetkeztettiink a gazdasejtek karosodasanak mértékére. 24
oras koinkubacié utan nem volt megfigyelhetd valtozas a vad tipusu, illetve a delécids mutans
torzsekkel fertdzott gazdasejtek kdrosodasanak mértékében. 48 ora koinkubacids idétartam
utan a vad tipussal fertézott gazdasejtek esetén volt megfigyelhetd a legnagyobb mértéki
gazdasejt pusztulds. A A/dsappla és A/Asapplb torzsek esetén a karosodas kisebb mértéki
volt, &m nem szignifikdns mértékben. A A/Asappla-A/Asapplb dupla delécids mutans torzzsel
vald fertdzés esetén a gazdasejtek karosodéasa csokkent mértékiinek bizonyult a vad tipusa

torzshoz képest (27. abra).
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27. abra
A vad tipusu és A/Asappla, A/Asapplb és A/Asappla-A/dAsapplb torzsek gazdaseijt karositd képessége 24 és 48
ora eltelte utan. A A/Asappla-A/Asapp1b torzs gazdaseijt karositod képessége 48 ora elteltével a vad tipushoz
képest szignifikansan kisebbnek bizonyult (***: P<0,0001).

Munkank tovabbi részében vizsgaltuk a vad tipust, valamint a Sapp negativ térzs gazdasejt
karositd képességét is, szintén PBMC-DM sejtek felhasznaldsaval. A vizsgélat soran 24 6ra
koinkubaci6 elteltével a vad tipusu és a A/dsappla-A/Asapplb-A/Asapp2 delécids mutans
torzs altal okozott gazdasejt karosodasanak a mértékében nem mutatkozott kiilonbség. 48 ora

koinkubaci6 esetén, hasonldan az eldzdekben leirtakhoz, a vad tipusu torzs szignifikansan

nagyobb mértékben karositotta a gazdasejteket, mint a delécids mutans torzs (28. abra).
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28. abra

A vad tipusu és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 delécios mutans torzsek gazdasejt karositd képessége. 48 ora
koinkubacié utan a delécios mutans torzs altal okozott karosodas mértéke szignifikansan kisebbnek bizonyult a
vad tipussal dsszevetve (*: P<0,05).
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Az adatokat Osszevetve 24 ora koinkubacidt kovetéen sem a vad tipus, sem a A/Asappla-
A/Asapplb, sem a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 torzsek gazdasejt karositd képességében
nem mutatkozott kiilonbség. 48 ora koinkubacidt kdvetden a vad tipushoz képest mind a
A/dsappla-A/Asapplb, mind a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp? torzsek gazdasejt karositd
keépessége szignifikdnsan kisebb volt, am a két delécios torzset Osszevetve a gazdasejtek
karosodasaban kiilonbség nem mutatkozott. Ez az eredmény azt tdmasztja ald, hogy a C.
parapsilosis szekretalt aszpartil proteindzai kozil a Sappl az, amely gazda sejtjeinek

karositasaban a legjelentdsebb szereppel bir.

6.1.11. Human PBMC-DM sejtek vad tipusa és Sapp negativ torzsekkel valé
fert6zésre adott immunvalasza
C. albicans-ban egy tanulmany vizsgalta kiilonb6z6 rekombinans Sap fehérjék altal kivaltott
proinflammatorikus citokinek termelddésének valtozasat primer monocita sejteken (Pietrella
¢s mtsai. 2010). Ezen tanulményban kimutattak, hogy a Sapl, Sap2 ¢és Sap6 fehérjék
szignifikdnsan megnovelték a monocitdk altal termelt 1L-1B, TNF-a és IL-6 mennyiségét.
Ezen kivill a C. albicans Sap3 fehérjéje szignifikdnsan ndvelte a primer monocitak altal
termelt IL-1B és TNF-o mennyiségét.

Annak kideritésére, hogy C. parapsilosis esetén a szekretalt aszpartil proteindzoknak
van-e¢ valamilyen hasonld immunmoduldlo szerepe, human PBMC-DM sejtek vad tipust €s
Sapp negativ mutans torzsek altali fertézése soran vizsgaltuk a gazdasejtek altal termelt
proinflammatorikus citokinek szintjét. A human gazdasejteket 6tszords mennyiségl €lesztd
sejttel fertdztiik, majd 24 6rés koinfekcid utan enzimk6tétt immunoszorbens assay (ELISA)
modszerrel vizsgaltuk a gyulladasos citokinek termelddésének mennyiségét. A vizsgalat soran
a proinflammatorikus citokinek: IL-1p, IL-6 és TNFa mennyiségi vizsgalatat végeztiik el (29.

abra).
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29. abra

Huméan PBMC-DM sejtek vad tipusu és delécios mutans tdrzzsel valo fert6zése soran termelt
proinflammatorikus citokinjeinek mennyisége.
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Eredményeink azt mutatjak, hogy az IL-1pB, valamint az IL-6 termeldédése, bar a vad
tipusu torzzsel dsszevetve a delécids mutdns torzs esetén csokkenést mutatott, am a csdkkenés
mértéke nem volt szignifikdns mértékli. A TNFa termelddése esetén a vad tipussal, illetve a
delécios mutanssal fertézott mintdk esetén kiilonbséget nem tapasztaltunk. Ezen elézetes
eredmények azt mutatjak, hogy PBMC-DM sejtek esetén a Sapp fehérjéknek a gyulladasos
valasz kialakulasdnak kezdeti szakaszaban lehet immunmodulalé szerepe, &m ez a hatés
elhanyagolhatd. A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteindazainak immunmodulalo
szerepének teljes tisztazasa érdekében a PBMC-DM sejtek mellett mas modellrendszerek (pl.
epitélidlis sejtek, sejtvonalak) jovObeli alkalmazasa, valamint az anti-inflammatorikus

citokinek vizsgalata szintén sziikséges.

6.1.12. Nagy viaszmoly (Galleria mellonella) larvak tialélésének in vivo vizsgalata

A nagy viaszmoly (G. mellonella) larvak jellemzd tulajdonsaga, hogy az adaptiv
immunrendszerre jellemzo6 sejtes elemekkel nem, csupan hemocitdkkal rendelkeznek, melyek
Osi fagocita sejtek, ezaltal az organizmus alkalmas modellrendszert jelentenek a velesziiletett
immunitds in vivo tanulmanyozasara. A nagy viaszmoly tovabba egy egyszerti, konnyen
kezelhetd modellrendszert biztosit, melynek alkalmazédsaval in vivo talélési vizsgalatok
konnyen kivitelezhetdek, akar nagy szamu mikroba torzs alkalmazéasaval (Jacobsen 2014).
Munkéank sordn G. mellonella larvak in vivo tulélését vizsgaltuk. A vizsgélat sordn tiz-tiz
egyedet fertdztiink vad tipusu és A/dsappla-A/Asapplb-A/Asapp2 delécids mutans torzzsel,
kontrollként pedig tiz egyedet PBS pufferrel injektaltunk, majd naponta vizsgaltuk a fert8zott
egyedek tulélését (30. abra).
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G. mellonella larvak in vivo tilélésének vizsgalata
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Bar a vad tipust torzzsel és a delécids mutans torzzsel fert6zott csoportot dsszehasonlitva nem
kaptunk szignifikans kiilonbséget a larvak talélésében, egyetlen idédpontban sem, am ezen
modellszervezet alkalmazdsa csupan mint elOkisérlet volt tovabbi in vivo talélési
kisérletekhez. Tovabbi munkank soran tervezziik mas modellrendszerek alkalmazasat in vivo

talélési vizsgalatokhoz.

6.1.13. A C. parapsilosis vad tipusa, A/Asappla-A/Asapplb és A/Asappla-
A/Asapplb-A/Asapp2 torzsek sejtfalosszetételének vizsgalata.

Prof. Leonardo Nimrichter csoportjaval egyiittmiitkodve, médunk nyilt a vad tipusq, a
A/dsappla-A/dsapplb és A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2  torzsek sejtfalszervezddésének
vizsgalatara. Ezen vizsgalatok sordn fluoreszcens mikroszkopos modszerrel vizsgaltuk a
sejtfal Gsszetevok egyes komponenseinek mennyiségét. Mennyiségi adatokra a fluoreszcencia
intenzitas mértékébdl tudtunk kovetkeztetni. A mannoproteinek mennyiségének vizsgalatdhoz
ConA festéket, a kitin tartalom méréséhez Calcofluor White festéket, valamint az éleszto
osztodasa soran keletkezd szeptumok vizsgalatdhoz WGA fluoreszcens festéket alkalmaztunk

(31. abra).

ConA Calcofluor White Egymasra vetitve

31. abra
A vad tipusu, a A/Asappla-A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzsek sejtfalszervezédésének
fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalata.

A/Asappla-
A/Asapp1b-A/Asapp2

A/Asapp1a-
A/Asapp1b
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a mannoproteinekre specifikus ConA festék és az osztodas
soran képzddd szeptumokra specifikus WGA festék fluoreszencidjadban nem mutatkozott
kiilonbség, addig a vad tipushoz képest a A/Asappla-A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapplb-
A/Asapp2 torzsek esetén a Calcofluor White intenzitdsa jelentdsen csokkent, amely azt
mutatja, hogy a két delécios torzs sejtfalanak kitin tartalma jelentdés mértékben lecsokkent. A
vad tipusu ¢és delécidos mutdns torzsek sejtfalanak gliikdn tartalmdnak meghatérozasahoz
anilinkék festést végeztiink. Erdekes modon a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 torzs esetén a
gliikan tartalom jelent6sen nagyobb volt, mint a vad tipusta és A/Asappla-A/Asapplb torzs
esetén, amely jol demonstrdlja, hogy a szekretdlt aszpartil proteindzok jelentds szerepet

toltenek be a mikroba sejtfal integritasanak fenntartasdban (32. dbra).

ConA Calcofluor White
101 2.0
& o
H 84 b
| = c
k] K
£ __ 61 =
[ Y ]
T G
s~ a4 E
2 2
S 7 3
[V [T
o-
WGA Anilinkék
2.0+ 2.54 *k
w
= £ 201
g s
Ez £ _ 151
£€ %
c < § = 1.0
S o
§ S 05
3 T
('
0.0-
é\ NG Q¥
&
W ¢
-
\‘5 QQ
Q >
o Ng

32. abra
A vad tipusu, a A/Asappla-A/Asapplb és A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzsek sejtfal komponensekre
specifikus festékek fluoreszencia intenzitasai (**: P<0,01, ***: P<0,001).
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Modunk nyilt ezen feliil szintén Prof. Leonardo Nimrichter csoportjanak koszonhetéen
scanning elektronmikroszkopos vizsgalatok elvégzésére a vad tipusa, valamint a 4/4sappla-
A/dsapplb €és A/dsappla-A/Asapplb-A/dAsapp2 torzsek bevondsaval. Eldzetes vizsgalataink
azt mutattak, hogy a mikroba sejtfalan talalhato apro kitliremkedések, un. ,,pimple”-k szama a
A/dsappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 torzs esetén kevesebbnek bizonyult a vad tipusu torzzsel
osszevetve (33. abra). Ezen sejtfali képleteket C. ablicans-ban Anderson €s munkatarsai irtak
le, a mikroorganizmus white-opaque atmenete soran (Anderson ¢és mtsai. 1990). Ezen
képletek létrejotte valosziniileg az eltérd sejtfalszervezddés miatt johet létre, &m kialakulasuk

pontos mechanizmusa ma sem ismeretes.

WT

A/Asapp1a-
A/Asapp1b

A/Asapp1a-
A/Asapp1b-A/Asapp2

33. dbra
A vad tipusu és a A/Asappla-A/Asapp1b, valamint A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp? torzsek scanning
elektronmikroszkopos vizsgalata.

Ezen jelenség egyik lehetséges magyarazata lehet, hogy a vad tipusu térzshoz képest a
delécids mutans torzsek esetén a szekrécio folyamata zavart szenved az eltérd sejtfal
osszetételbdl adodoan. Ennek tisztdzasara elvégeztiik a vad tipust és mutans torzsek vezikula
frakcidinak méret szerinti analizisét (34. dbra), valamint a térzsek sejtmembranjaban talalhato

ergoszterin tartalom meghatarozasat (35. abra).
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34. abra
A vad tipusu, a A/Asappla-A/Asapplb, valamint a A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzsek vezikula analizise.

A torzsek vezikuldinak méret szerinti analizise nem mutatott kiilonbséget a vad tipusu é€s
delécios mutansok kozott. Vizsgaltuk a torzsek membranjaban talalhatd ergoszterin tartalmat,

de szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk (35. dbra).
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3S. abra
A vad tipusu és mutans torzsek ergoszterin tartalma.

Mindezen eredmények arra mutatnak ra, hogy bar egyetlen C. parapsilosis szekretalt aszpartil
proteinaz sem tartalmaz glikozil foszfatidil-inozitol oldallancot, igy a mikroba sejtfaldba
beépiilni kovalens moédon nem képes, mégis jelentds szerepet jatszik a mikorba sejtfalanak
felépitésében. Az eddigi eredmények azt mutatjdk, hogy a szekretalt aszpartil proteindzoknak
nagy szerepilk lehet a gomba sejtfalanak belsd, kompakt rétegének kialakitasaban és
fenntartasaban, mivel ezen proteindzok hidnyaban joval kevesebb mennyiségii kitin és joval
nagyobb mennyiségli glilkan tartalom figyelhetd meg, igy a mutans torzsek sejtfala

valoszintileg joval lazabb szerkezetli, mint a vad tipus sejtfala.
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6.2. Egy lehetséges overexpresszios rendszer alapjainak kidolgozasa C. parapsilosis-ban

A CUG kléadba tartozd Candida fajok tobbsége diploid szervezet, melyek szexualis
ciklussal nem rendelkeznek. A szexudlis ciklus hidnyabol adoddan egy adott gén delécioja
minden modszer esetén két transzformalas soran valosithaté meg, amelynek kivitelezése sok
esetben jelentds 1d6t vehet igénybe. Tobb kopiaban jelen 1évo gének esetén a delécio
folyamata még ennél is tobb 1d6t vesz igénybe. Erre lehet példa az el6z0 fejezetben ismertetett
SAPPI gén delécidja, melynek soran a két kopia deletalasa tobb, mint egy évet vett igénybe
¢a a delécids stratégia sokszori Ujratervezése volt sziikséges. Tovabbi hatranya a géndelécids
eljarasoknak, hogy a deletalt torzs bizonyos esetekben letalis fenotipust mutat, vagy mas
esetekben, ha egy géncsalad egyik génjét deletaljuk, lathato fenotipusos valtozas nem torténik,
mivel az adott géncsaldd tobbi tagja kompenzalni képes az elvesztett gén funkciojat. Ezen
problémak athidalasara nyujthat megoldast egy megbizhatd, j61 miik6dé overexpresszios
stratégia kidolgozasa.

Napjainkra C. parapsilosis esetén szamos, jol alkalmazhaté géndelécios eljaras kertilt
kidolgozasra, am overexpressziés mutans torzsek létrehozasa nem tortént meg. Munkéank
soran célunk volt egy C. albicans-ban j6l miikodo overexpresszios rendszer C. parapsilosis-ra
adaptalasa. Ezen rendszer kidolgozasahoz Cabral ¢s munkatarsainak munkéja adta az alapot
(Cabral és mtsai. 2012). A C. albicans-ban mikodoé rendszer az RP10 (mas néven RPSI)
lokuszt hasznalja, mint genetikailag semleges lokuszt, amelybe a tulmiikodtetni kivant gént
inszertaljak. A talmitkddtetni kivant gén egy megfeleléen erés promoter szabalyozasa alatt all.

Az overexpresszios rendszer ezen kiviil kihasznalja a Gateway (Invitrogen) klonozasi
rendszer specificitasat és gyorsasadgat. Ezen klonozasi rendszer helyspecifikus rekombinaciod
segitségével képes az amplifikalt ORF-eket az adott vektorba inszertdlni. Az elsé klonozasi
Iépés soran az ,.entry clone” létrehozasa torténik meg, az un. BP klonaz enzim segitségével.
Az entry klon létrehozasa utan az adott ORF-et az entry vektorbol a ,,destination vektor”-ba
sziikséges atvinni, szintén egy specifikus rekombindz, az Un. LR klonaz segitségével. A
destination vektor felhasznalastol fiiggden sokféle lehet. Mind a BP, mind az LR klonaz egy
specifikus rekombindz, melyeket a A-fagbol tisztitottak (Hartley és mtsai. 2000).

80



6.2.1. C. parapsilosis overexpressziora alkalmas fogadoé torzsének létrehozasa.
Ahhoz, hogy egy C. albicans-ban jol miikodd overexpresszios rendszert sikerrel adpataljunk

C. parapsilosis-ra, elséként a C. albicans RP10 régiojat integraltuk a C. parapsilosis CLIB

leucin auxotrof torzsébe (36. dbra).
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36. abra

A C. parapsilosis fogado torzsének elballitasa CLIB /eu- hattéren. M: DNA Molecular Weight Marker VII, DIG-
labeled (Roche), 1.: C. parapsilosis CLIB leu- 2.: leu2A::FRT/leu2A::FRT::cprpl0A4.::FRT-SATI-FRT-
caRP10/cpRP10 3.: leu2A::FRT/leu2A::FRT::cprpl0A4::FRT-caRP10/cpRP10

A C. albicans RPI0 régiojanak integraldsahoz a pSFS2 vektort hasznaltuk fel (a vektort
Joachim Morsscauser bocsatotta rendelkezésiinkre). Az iires pSFS2 vektorba ez esetben a C.
parapsilosis RP10 régidjanak upstream részét (319 bp) a vektor Kpnl — Xhol helyére
kloénoztuk. Ugyanezen régido downstream részét (326 bp) a vektor Sacl helyére klonoztuk. A C.
albicans RPI10 régidjat (770 bp) kozvetleniil a vektoron elhelyezkedd caSATI kazetta moge,
Notl helyre klonoztuk be (37. abra).
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37. abra
A C. parapsilosis fogad6 torzséhez felhasznalt konstrukcio

A C. parapsilosis RP10 upstream ¢s downstream régidit felhasznalva a korrekt integracio
lehetségessé valt. A caSATI kazetta eliminacidja utan, a NAT szenzitiv transzformans
heterozigota formaban, a C. parapsilosis RP10 génjének egyik alléljébe integraltan hordozza
a C. albicans RP10 régiojat, ezaltal ezen transzformansnak ez az allélje képes fogadni a C.

albicans-ban is mikddd overexpresszids vektort.

6.2.2. Az elkészitett C. parapsilosis fogadé torzs GFP transzformacioja
A C. parapsilosis fentebb leirt mdodszerrel elkészitett fogadd torzsének teszteléséhez, azaz
annak kideritésé¢hez, hogy a torzs képes-e fogadni az overexpresszios konstrukciokat, egy
azokhoz nagyon hasonld, GFP riporter gént tartalmazo vektort hasznaltunk fel (38.4bra).
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38. abra
A C. parapsilosis fogado torzsének teszteléséhez felhasznalt Clp10- pTDH3-GFP konstrukcio.
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Az eredeti GFP vektort Barelle és munkatarsai alkottak meg (Barelle és mtsai. 2004). A
konstrukcién talalhaté TDH3 promoter egy erds, konstitutiv promoter, amely biztositja a GFP
riporter gén kifejez0dését. A konstrukciora jellemzd, hogy a C. albicans RPI10 régidja egy
mesterségesen beépitett Stul hasitohelyet tartalmaz. Az eredeti vektor URA3 szelekcids
markert tartalmazott, amelyet a szelekcid biztositasa érdekében C. dubliniensis-bdl szarmazo
LEU2 markerre (2266 bp) cseréltiink, amely markert Notl — Spel helyekre klonoztunk.

A vektor szelekcids markerének cseréje utan, annak Spel enzimmel torténd linearizacidjat
kovetden az igy eldkészitett GFP konstrukciot a C. parapsilosis fogadd torzsébe

transzformaltuk (39. abra).

Lathato fény GFP Egymasra vetitett kép

39. abra
A C. parapsilosis fogado torzsének Clp10-pTDH3-GFP-LEU2 konstrukcidval valé transzformansa.

A transzformaciot kovetden a transzformansokat fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk. A
GFP pozitiv transzformansok minden sejtje azonos mdédon expresszalta a GFP proteint. Ez az
eredmény bebizonyitotta, hogy az elkészitett, C. albicans RPI10 gént hordozé fogadd torzs

alkalmas hatteret biztosit overexpresszios mutansok létrehozasahoz.

6.2.3. Az els6 overexpresszios vektor létrehozasa
Overexpresszios vektorok létrehozasdhoz az Invitrogen altal kifejlesztett nagy specificitassal
rendelkezd gateway rendszert kivanjuk alkalmazni. A gateway rendszer el6nye, hogy
ellentétben a klasszikus klonozasi 1épésekkel — restrikcios emésztés, ligalads — ezen rendszer a
kloénozasi 1épéshez helyspecifikus rekombindzokat hasznal, melyek a A-fagbol szarmaznak. A
gateway klonozésra jellemzd, hogy két vektort: egy ,.entry” és egy ,destination” vektort
alkalmaz. Az entry vektor egy klonozo vektor, amely az adott fragment felszaporitasat
szolgalja, mig a destination vektor egy célzott, felhasznalastol fliggden egyedi szekvenciaju

vektor. Az entry vektor létrehozdsa a BP reakcid sordn valosul meg. A klonozni kivant
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fragment két végén talalhato attB1 és attB2 rekombindcios felismerd helyek, valamint az iires
entry vektor attP1 és attP2 felismer6 helyek szolgalnak az iranyitott rekombinaci6 helyéiil. Az
iires entry vektor tartalmazza a ccdB gént, amely egy E. coli DNS giraz inhibitor, ezéltal az
iires vektor toxikus a laborokban hasznalatos E. coli torzsekre. Az elkésziilt, kivant fragmentet
tartalmazo entry vektort ezutan az LR reakcidé soran lehet felhaszndlni. Ezen reakcioban a
felhasznalni kivant fragment destination vektorba torténd rekombinacidja zajlik le.

Munkéank sordn a WORI gén gateway rendszerrel valo klonozasat, illetve esetleges
overexpresszaltatasat kivantuk végrehajtani. A WORI1 gén C. albicans esetén felelds a withe-
opaque atmenetért, az a ¢és a sejteket stabilan opaque fazisban képes tartani (Huang és mtsai.
2006). Ezen gén overexpresszaltatisa érdekében a C. parapsilosis attB1 ¢és attB2
rekombinacids helyeket tartalmazd C. parapsilosis WORI ORF-et a pDONR 221 vektorba
(Invitrogen) klonoztuk. A sikeres klonozast kdvetden LR reakcid soran az ORF-et a pTDH3-
GTW-LEU?2 destination vektorba vittiik at (40. dbra).
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40. abra

A WORI1 ORF-ének gateway klonozasa. A: BP klonaz reakcio, B: LR klonaz reakcio.

Az elkészitett, WORI gént hordozd ,destination” vektorral ezutan elvégeztik a C.

parapsilosis fogadd torzsének transzformacidjat. A beépiilt vektor egy igen erds, konstitutiv
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promotert tartalmaz. A transzformansok WORI génjének transzkripcios szintjét qRT-PCR
segitségével vizsgaltuk (41. abra). A Kvantitativ Real-Time PCR eredmények szerint a
transzformans telepek esetén a vad tipushoz képest a C. parapsilosis WORI expresszids
szintje szignifikdnsan, mintegy tizszeresére emelkedett (**: P<0,01). A kapott eredmény azt
mutatja, hogy az ezen a modon létrehozott fogado torzs képes miikddtetni az integralt gént,

amely a TDH3 konstitutiv promoter szabalyozasa alatt konstitutivan kifejezddik.

15 -

10-

WOR1 transzkripcios szint

$°Q~"

41. abra
A C. parapsilosis fogado torzsének WORI gént hordozo6 overexpresszios transzformansanak génexpresszios
vizsgalata. A transzformansokban a WOR1 gén expresszidja szignifikansan emelkedett (**: P<0,01).

A kapott eredmény jol mutatja, hogy C. parapsilosis esetén mind a létrehozott fogado torzs,
mind az alkalmazott overexpresszios stratégia jol alkalmazhatdé késObbi munkdk soran
overexpresszids mutansok létrehozasdhoz, lehetdséget biztositva ezzel egy adott gén
funkcidjanak alaposabb tanulmanyozasahoz, ezzel egyiitt a gazda-patogén kolcsonhatés

mélyebb megértéséhez.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Candida fajok altal kivaltott megbetegedések az elmult harom évtized soran egyre
novekvd egészségiigyi problémat jelentenek. Bar ezen élesztOk tobbsége a normal, human
mikrofléra része, bizonyos koriilmények kozott a bort, nyalkahartyat, vagy az egész
szervezetet érintd, szisztémas fertézések kivaltasara képesek. Gyakran hozhatok
Osszefliggésbe nozokomidlis fertdzésekkel, igy az elhuzodd koérhazi kezelés, nyilt/égési
sériilések, valamint korasziilott csecsemOk esetén az alacsony sziiletési suly szintén a
rizikofaktorok kozott szerepel. Epidemioldgiai vizsgalatok szerint, bar a felndtt lakossag
korében a kandidiazisos esetek legnagyobb hanyadat a C. albicans okozza, addig ujsziilottek
korében a kandidiazisos korképek kialakuldsaért felelos agensek korében a C. parapsilosis
sok esetben a C. albicans altal kivaltott esetszamot is feliilmtlja. 2005-ben a C. parapsilosis-t,
genetikai varianciaja alapjan hdrom csoportra osztottak: C. parapsilosis, C. orthopsilosis, C.
metapsilosis. A harom faj kozosen a C. parapsilosis sensu lato csoportot alkotja. Bar az
ezredforduld 6ta a nem-albicans fajok (Gjsziilottek korében fOként a C. parapsilosis) altal
okozott megbetegedések aranya ndvekvd tendencidt mutatnak, azok patomechanizmusarol,
virulencia faktorair6l kevés ismeret all rendelkezésiinkre. C. parapsilosis altal kivaltott
fertdzések esetén jelentds szerep jut a mikroba altal szekretalt hidrolitikus enzimeknek, fOként
a lipazoknak és szekretalt aszpartil proteindzoknak. Korabbi tanulméanyok lipaz deficiens C.
parapsilosis torzs esetén jelentds virulencia csOkkenést mutattak ki. Szekretalt aszpartil
proteinazok esetén a C. parapsilosis két {0 proteindzdnak, a Sappl és Sapp2 fehérjéknek
enzimologiai tisztitasa és jellemzése tortént meg. Bar C. parapsilosis esetén napjainkra
szamos géndelécios modszert dolgoztak ki, am C. albicans-al ellentétben overexpresszios
modszer ezen mikroba esetén nem all rendelkezésre. Ezen okokbol kifolydlag munkéank
kezdetén a kovetkezd célkitlizéseket tettiik: célunk volt 1.: a C. parapsilosis 16 szekretalt
aszpartil proteinazanak, a Sappl fehérjének virulencidban betoltott szerepének tisztazasa, 2.: a
C. parapsilosis  szekretalt aszpartil proteindzainak virulenciaban betoltott altalanos
szerepének tisztazasa egy Sapp negativ torzs létrehozasaval, valamint 3.: egy C. parapsilosis-
ra optimalizalt overexpresszios rendszer alapjainak kidolgozasa. Az emlitett célkitiizések

eredményei a kovetkezok.
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7.1. A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinaz 1 (Sappl) virulenciaban
betoltott szerepének vizsgalata.

Munkank kezdetén a C. albicans altal szekretdlt aszpartil proteinazok (Sap)
virulenciadban betoltott szerepe régota tanulmanyozott volt (Hube and Naglik 2001). C.
albicans-ban végzett vizsgéalatok azt mutattak, hogy ezen fajban a szekretalt aszpartil
proteinazok virulencidban betoltott szerepe igen sokrétli, szamos, a gazdaszervezetben
megtalalhato strukturalis és antimikrobidlis proteinek bontasara képesek, ezaltal elosegitve a
mikroba szervezeten beliili terjedését (Hube 1998, Naglik és mtsai. 2003).

C. parapsilosis esetén ebben az idében (2009) Olga Hruskova-Heidingsfeldova ¢€s
munkatarsai sikeresen azonositottdk, tisztitottdk és jellemezték a C. parapsilosis Sappl és
Sapp2 fehérjéit (Dostal és mtsai. 2005, Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai. 2009), &m a
szekretdlt aszpartil proteindzok virulencidban betoltott szerepérél informacid6 nem allt
rendelkezésre. Az enzimologiai vizsgalatok szerint a mikroba f0 szekretalt aszpartil
proteinaza a Sappl fehérje, amely induktiv koriilmények kozt legalabb egy nagysagrenddel
nagyobb mértékben termelddik, mint a Sapp2 fehérje, valamint szubsztrat specifitasa is sokkal
sz¢élesebb (Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai. 2009).

Mindezen adatokbol kiindulva munkank elsé felében célul tiztik ki a C. parapsilosis
f0 szekretalt aszpartil proteinazanak, a Sappl fehérjének virulencidban betoltott szerepét.
Elozetes Southern hibridizacids vizsgalataink soran felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a
SAPPI gén két kopidban van jelen a genomban, ezért a rendelkezésilinkre all6 szekvencia
adatok felhasznalasaval elvégeztik a SAPPI lokusz in silico analizisét. Az analizis két
identikus 2871bp méretli szekvencidt azonositott, egymastdl 32kb tavolsagra, amely szakasz
egy-egy kopiaban tartalmazta a SAPPI gént, igy a két kopidt SAPPla és SAPPIb néven
kiilonitettiink el egymastol. Geraldine Butler és munkatarsai 2009 végén publikaltdk a C.
parapsilosis annotélt genomszekvenciajat (Butler és mtsai. 2009), amely adatok
megerdsitették az in silico vizsgélat helyességét.

Annak érdekében, hogy a Sappl fehérje virulencidban betoltott szerepérdl
felvilagositast nyerjiink, a caSATI flipper rendszer segitségével elvégeztik a SAPPla és
SAPPI1b gének deléciojat, valamint sikerrel létrehoztunk egy A/Asappla-A/Asapplb dupla
delécios torzset is. A SAPPI gének elvesztését RNS ¢&s fehérje szinten egyardnt
megerdsitettilk, qRT-PCR, valamint a Sappl ¢és Sapp2 fehérjék enzimaktivitdsanak
vizsgalatara alkalmas HPLC vizsgalat soran. A dupla delécios torzs esetén sem RNS, sem
enzim aktivitdsi szinten nem tudtunk kimutatni SAPPI génexpressziot, illetve Sappl fehérje

aktivitast. Erdekes modon a dupla delécids torzs esetén a vad tipushoz képest emelkedett
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meérteklt SAPP2 génexpressziot, valamint enzim aktivitds emelkedést tapasztaltunk. Ezen
jelenség hatterében valdszinlisithetden egy visszacsatold mechanizmus 4llhat, amely
mitkodésének eredményeként a Sapp2 fehérje emelkedett termelését vagy a mar megtermelt
enzim aktivitadsanak fokozdodasat eredményezte, amely mintegy kompenzacids mechanizmus
szolgal a Sappl elvesztésére. Ez a jelenség felhivja a figyelmet arra, hogy akarcsak C.
albicans esetén (Naglik és mtsai. 2003), C. parapsilosis-ban a szekretalt aszpartil proteinazok
kifejez0dése szigoru szabalyozas alatt 4ll. Ezen feliil vizsgaltuk a putativ szekvenciakeént
szamon tartott SAPP3 gén transzkripcids valtozasat is. A vad tipus esetén, induktiv
koriilmények kozott tizszeres transzkripcids ndvekedést tapasztaltunk, mig azon mutansok
esetén, melyek A/dsapplb deléciot hordoztak, a SAPP3 gén expresszidja szignifikans
mértékben csokkent. Tovabbi szekvencia analizis vizsgalatok kimutattdk, hogy a SAPP3
csupan minegy 500 bazispar tavolsagban helyezkedik el a SAPPIb lokuszhoz tartozo
duplikaldédott régiotdl. Mivel a SAPPIb lokusz delécidja csupan a duplikdlodott régio
delécidjaval volt kivitelezhetd, igy ezen delécid érinthette a SAPP3 gén szabalyozo régiojat is.

C. albicans esetén régota tudott, hogy a szekretdlt aszpartil proteindzok képesek a
szérumban talalhaté szamos komplement komponens bontéasara, ezaltal semlegesitve a gazda
szervezet humoralis védekezését (Gropp €s mtsai. 2009). Annak kideritésére, hogy a Sappl
fehérje rendelkezik-e hasonld szereppel elvégeztiik a vad tipust €s a kiilonb6z6 Sappl mutans
torzsek szérumérzékenységének vizsgalatat. Eredményeink azt mutattdk, hogy intakt human
szérum jelenlétében a vad tipusu, és a A/dsappla és A/Asapp1b torzsek novekedése kdzt nem
mutatkozott kiilonbség, viszont a SAPPI deléciés mutans térzs esetén a ndovekedés mértéke
jelentés mértékben visszaesett. A kapott eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a C.
szérumban megtalalhaté komplement komponensek bontasdban. A jelenség pontos okdnak
kideritése tovabbi biokémiai vizsgalatokat igényel tisztitott Sappl fehérje, valamint tisztitott
komplement komponensek €s egyéb, szérumban talalhatdé antimikrobidlis peptidek (pl.
defenzinek) bevonasaval.

Egy fertdzés folyamatdban a szervezetbe keriild patogénekkel els6ként makrofagok
keriilnek kapcsolatba. A szervezetbe jutott korokozdk felsziniikon evolucidsan nagy
mértékben konzervalt motivumokat, patogén-asszocidlt molekuldris mintdzatokat (PAMP)
hordoznak, melyeket a makrofag sejtek mintdzatfelismerd receptorokkal (PRR) ismernek fel.
A felismerést kovetden lezajlik a mikroba fagocitdzisa. A primer fagoszoma lizoszoémaval
val6 fuzioja pH csokkenéssel jar, melynek soran megtorténik a patogén eliminacioja (Netea €s

mtsai. 2008). Hogy ezen folyamatokat tanulméanyozzuk, PBMC ¢és PBMC-DM sejtek
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felhasznalasaval in vitro fagocitozis vizsgalatokat végeztiink. A vizsgalathoz a vad tipusu,
valamint a delécids torzseket hasznaltuk fel. Aramlasi citometridas méréseink szerint a vad
tipushoz képest a SAPPI delécios torzsek fagocitozisa joval eredményesebben valdsult meg.
A fagocitdzis folyamatanak részletesebb tanulmanyozasa érdekében fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatokat végeztiink PBMC-DM sejtek és vad tipust, valamint delécids C.
parapsilosis torzsek felhasznéalasaval. A vad tipussal fert6zott mintdkhoz képest a Sappl
fehérjét nem termeld mutans torzzsel fertézott PBMC-DM sejtek esetén emelkedett mértékii
fago-lizoszoma fuziodt figyeltiink meg. Ismeretes, hogy a fagoszéma lizoszomaval torténd
fuziojdhoz szamos, a vezikulak felszinén talalhaté receptor-ligand kotddése sziikséges
(Fernandez-Arenas ¢és mtsai. 2009). Az altalunk végzett megfigyelés felveti annak a
lehetdségét, hogy a Sappl fehérjének szerepe van a mikroba fagocita sejten beliili talélésében
is.

PBMC ¢s PBMC-DM sejtek alkalmazasaval vizsgaltuk a gazda sejtek vad tipust és
delécios mutansokkal szembeni gombadlési képességét. Mind a PBMC, mind az ezekbdl
differencialtatott primer makrofigok esetén a dupla delécidos mutdnsokkal szembeni
gombadlési képesség szignifikdns emelkedést mutatott. Ezzel parhuzamosan a SAPPI
delécios torzs gazdasejtet karositd képessége csokkenést mutatott a vad tipusu torzzsel
osszevetve.

Mindezen eredményeket dsszevetve eredményeink azt mutatjak, hogy a Sappl fehérje
jelentds szereppel bir a mikroba virulenciajanak kialakitdsaban. Szerepe van a gazda
antimikrobialis peptidjeinek semlegesitésében, a fagocitozis gatldsaban, valamint nagy

mértékben hozzajarul a patogén fagocita sejten beliili tulélésében egyarant.

7.2. A C. parapsilosis ,,Sapp negativ” szekretalt aszpartil proteinazt nem termel6
mutans torzsének virulencia vizsgalata.

C. albicans esetén tiz SAP gént azonositottak (SAPI-SAP10), melyek egy géncsaladot
alkotnak (Hube és Naglik 2001). Bar ezen organizmusban a SAP gének szerepe jol
tanulmanyozott, mégis egy teljes mértékben SAP deficiens torzs eldallitdsa a gének nagy
szamabol adodoan nem lehetséges. A C. parapsilosis genomjaban mindosszesen két SAPP
gén van jelen, amelyekrdl bizonyitottan aktiv szekretalt proteindz képzddik, illetve egy
feltételezhetden szekretalt Sapp fehérjét kodolo gént azonositottak, igy ebben a fajban egy
SAPP deficiens torzs eldallitdsa, ezaltal egy olyan modellrendszer kialakitasa, melyben a
szekretalt aszpartil proteindzok virulencidban betdltott altaldnos szerepe tanulmanyozhato,

joval eredményesebben megvalosithatd feladat. Ezen cél elérése érdekében munkdnk mésodik
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felében a Adsappla-AAsapplb torzset kiindulasi torzsként alkalmazva, a caSATI flipper
rendszer segitségével elvégeztiik a SAPP2 gén deléciojat.

A SAPP2 gén delécidjat Southern hibridizdcion kiviill ebben az esetben is
megerdsitettilk mind transzkripcids szinten, mind enzim aktivitasi szinten. A A/Asappla-
A/Asapplb-A/dsapp2  torzs esetén sem SAPPI, sem SAPP2 transzkripcid nem volt
detektalhatd, valamint a SAPP3 gén transzkripcios szintje szignifikans csokkenést mutatott.
Ezen kiviil a A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 torzs esetén nem detektaltuk sem a Sappl, sem
a Sapp2 fehérjékre jellemzd enzimaktivitast. A létrehozott mutans tehat mind expresszids
mind enzimaktivitas tekintetében ,,Sapp negativ’-nak nevezhetd.

Bar el6z6 munkank soran létrehoztunk egy Sappl hidnyos C. parapsilosis torzset,
vizsgélni kivantuk ezen munka keretében, hogy a tovabbi szekretalt aszpartil proteindz
fehérjek elvesztésének van-e tovabbi hatdsa a mikroba human szérumban mért novekedésére.
Intakt humén szérum esetén a A/Asappla-A/Asapp 1b-A/Asapp2 mutéans térzs novekedése bar a
vad tipusu torzshoz képest szignifikans csokkenést mutatott, 6sszevetve az el6z6 munkank
soran mért SAPPI delécios torzs szérumban mutatott novekedéssel, kiilonbség nem volt
megallapithat6. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a Sappl fehérje az, amely hatékonyan
képes semlegesiteni a gazda szervezet antimikrobialis peptidjeit. Ez a megfigyelés
0sszhangban 41l Olga Hruskova-Heidingsfeldova és munkatarsai altal kapott eredményekkel,
miszerint a Sappl fehérje, 6sszehasonlitva a Sapp2 fehérjével nem csak egy nagysagrenddel
nagyobb mennyiségben termelddik, 4m annak szubsztrat specificitasa is joval szélesebb
(Hruskova-Heidingsfeldova és mtsai. 2009)

A gazda — patogén kdlcsonhatas tanulmanyozasa érdekében jelen munka soran szintén
elvégeztik az in vitro makrofagokkal torténd interakcid vizsgalatat. A fagocitozis
folyamaténak tanulmanyozasdhoz aramlasi citometrias modszert alkalmaztunk. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a Sapp negativ A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 torzset joval nagyobb
mértékben fagocitaljak a gazda sejtek, mint a vad tipusu torzset, am Osszevetve ezen delécios
mutanst az el6z6 munkéankban létrehozott SAPPI delécids A/Asappla-A/Asapplb torzzsel a
fagocitozis szazalékaban nem mutatkozik kiilonbség, amely szintén arra utal, hogy a C.
parapsilosis virulencidjadban a szekretdlt aszpartil proteindzok koziil a Sappl tolti be a
legnagyobb szerepet. Pietrella és munkatarsai kimutattak, hogy C. albicans esetén a Sapl,
Sap2 és Sap6 megnoveli a primer monocitak altal termelt IL-1B, TNF-a és IL-6 mennyiségét,
tovabba a Sap3 szintén indukalja az IL-1B és TNF-a termelését (Pietrella és mtsai. 2010)
Hogy kideritsiik, vajon C. parapsilosis esetén a Sapp fehérjéknek van-e hasonld szerepe

ELISA modszerrel mértiik a fertdzés soran termelédd proinflammatorikus citokinek (IL-1f,

90



TNF-a ¢s IL-6) mennyiségét. A vad tipushoz képest szignifikans kiilonbséget nem
tapasztaltunk a Sapp negativ mutans torzzsel fert6zott mintaban, am a Sapp fehérjék citokin
valaszban betoltott szerepének tanulmanyozisaban ez csupan mint egy elzetes vizsgalat
jatszott szerepet. A Sapp fehérjék altal indukalt citokin termelédés vizsgalatanak alaposabb
tanulmanyozasahoz mindenképpen sziikséges vizsgalni az anti-inflammatorikus citokinek
mennyiségét is, valamint célszerli a kisérleti rendszert mas sejtvonalakkal is boviteni.

Vizsgaltuk tovabba a vad tipusu és delécids mutans torzsek PBMC-DM sejtek altali
0lési hatékonysagat. A Sapp negativ halmozottan deléci6s mutans torzs esetén a gazdasejtek
altali gombadlési hatékonysag szignifikdns emelkedést mutatott. Osszevetve az el6z6
munkankban tapasztalt A/Asappla-A/Asapplb torzzsel szembeni 6l€si hatékonysaggal, ebben
az esetben a Sapp negativ torzzsel szembeni eliminacids hatékonysag tovabbi novekedést
mutatott, amely azt bizonyitja, hogy a Sappl mellett tovabbi szekretalt proteindzok is
szereppel birnak a mikroba makrofagon beliili talélésében. Ez a megfigyelés 6sszecseng a C.
albicans-ban mar leirt jelenséggel, miszerint a kiilonb6z6 Sap fehérjék a fert6zes térben és
iddben jol elkiilonithetd fazisaiban jatszanak fontos szerepet. Vizsgaltuk ezen feliil a delécids
torzs gazdasejt karositd képességét is. A Sapp negativ torzs gazdasejtet karositd képessége a
vad tipuséhoz képest szignifikans csokkenést mutatott, &m Osszevetve az el6z6 tanulmanyban
vizsgalt Sappl delécidos mutans torzzsel, a két delécids torzs gazdasejt karositd képessége
eltérést nem mutatott.

Galleria mellonella (Nagy viaszmoly) larvak felhasznédlasaval in vivo talélési
vizsgalatot is elvégeztiink, am a vad tipusa torzzsel fert6zott és a delécids torzzsel fertézott
egyedek tulélése kozott szignifikans eltérést nem tapasztaltunk.

Bar a CUG kladba tartozd Candida fajok esetén yapszin tipust proteineket nem
talalunk (Naglik és mtsai. 2003), mégis C. albicans esetén a Sap9 €s Sap10 fehérjekrol ismert,
hogy glikozil-foszfatidil-inozitol oldallancot hordoznak, ezaltal a sejtfalba beépiilni és a
sejtfal integritasat fenntartani képesek (Schild és mtsai. 2011). C. parapsilosis esetén, bar sem
a Sappl, sem a Sapp2 fehérje nem hordoz ilyen oldallancot, a Sapp1 esetén kimutattak, hogy
a fehérje képes a mikroba sejtfalaban feldtsulni (Vinterova és mtsai. 2011). Ehhez
kapcsoldédoan, egy kollaboracios partneriink, Prof. Olga Hruskova-Heidingsfeldova Sapp3
fehérjével végzett elézetes kutatasi eredményei azt mutatjak, hogy a Sapp3 fehérje ugyancsak
képes a sejtfalban lokalizalodni (nem kozolt adat, személyes megbeszélés). Mindezen adatok
arra utalnak, hogy mind a A/4sappla-A/Asapplb, mind a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2
delécios torzs sejtfal dsszetétele kiilonbozik a vad tipust torzsétdl. Ezen okbol elvégeztiik a

vad tipust, a A/dsappla-A/Asapplb valamint a A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2  delécids
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torzsek sejtfalosszetételének vizsgalatat. A vad tipusu térzshoz képest a két delécios mutans
torzs sejtfalosszetétele jelentds kiilonbségeket mutatott. Mindkét delécids torzs esetén a
sejtfalban talalhato kitin tartalom jelentdsen lecsokkent, mig a gliikan tartalom a A/4sappla-
A/Asapplb-A/Asapp2 torzs esetén tobbszOrdse volt a vad tipust torzsének. Scanning
elektronmikroszkopos vizsgélataink szerint ugyanezen delécios torzs sejtfalanak felszine joval
kevesebb sejtfalkitiiremkedést mutat, mint a vad tipust torzs.

Mindezen adatok alatamasztjdk a C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteindzok
sokrétli szerepét. Bar alapvetd szerepiik a peptidkotések hidrolizise, mégis vizsgalataink
szerint ezen aszpartil proteindzok jelentds szereppel birnak a mikroba virulencidjanak
kialakitdsaban. Szerepilk van a gazda szervezet szérumban talalhatd antimikrobidlis
fehérjéinek bontasdban, a fagocitozis gatldsaban, valamint a mikroba fagocita sejten beliili
bontasaban egyarant. Masik fontos szerepiik, amelyre vizsgalataink fényt deritettek a mikroba
sejtfal Osszetételének szabalyozasaban 4all. A sejtfal Gsszetétel szekretalt aszpartil proteinazok
altali szabalyozasanak pontos mechanizmusa ezid4ig nem ismert, igy ezek tovabbi vizsgalatok

targyat képezhetik a jovoben.

7.3. C. parapsilosis overexpresszios rendszer alapjainak kidolgozasa.

A CUG kladba tartoz6 Candida fajok tobbsége diploid organizmus, melyek szexualis
ciklussal nem rendelkeznek. Bar ezen fajok esetén szamos géndelécidos modszert kidolgoztak
(Noble és Johnson 2005, Gacser és mtsai. 2007c), mégis egy adott gén delécidja sok esetben
(pl. tobb kopiaban jelen 1év0 gének esetén) hosszu id6t vehet igénybe, valamint olyan gének
esetén, melyek egy nagyobb géncsalad tagjai, a 1étrehozott delécidos mutans esetében mérhetd
fenotipikus valtozas sok esetben nem jelentkezik annak kovetkeztében, hogy a géncsalad
tobbi tagja képes atvenni a deletdlt gén szerepét. Ezen problémak &thidaldsara jelenthet
megoldast a célzott gének tulmikodtetése. C. albicans esetén szamos gén overexpresszios
rendszert kidolgoztak (Fu és mtsai. 2008, Jin és mtsai. 2008, Chauvel és mtsai. 2012). C.
parapsilosis esetén gén overexpresszidos rendszer eziddig nem allt rendelkezésre, ezért
munkank ezen szakaszaban célunk volt egy C. parapsilosis-ra optimalizalt overexpresszids
rendszer kidolgozasa. El6zdleg Chauvel és munkatarsai C. albicans-ban kidolgoztak egy jol
miik6dé rendszert, melynek segitségével rovid idOn beliil nagy szamu gén tulmiikodtetése valt
lehetségessé (Chauvel és mtsai. 2012). Ezen rendszer esetén a tilmiikddtetni kivant gént,
amely egy erds, konstitutiv promoter szabalyozéasa alatt all, a C. albicans RPI10 régidjaba

juttatjak be.
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C. parapsilosis-on végzett munkank elsdé lépéseként a C. albicans RPI0 régidjat, a
pSFS2 vektor segitségével a C. parapsilosis CLIB 214 leucin auxotrof torzsének RPI0
régidjaba integraltuk, melynek eredményeként a Iétrehozott torzsben lehetdség nyilik az
hogy az igy létrehozott torzs képes a majdani overexpresszids vektorok mikodtetésére, a
Clp10-caTDH3-GFP vektor leucin auxotrofia markert hordoz6 valtozatat a 1étrehozott fogado
torzs C. albicans RP10 régiojaba integraltuk. Fluoreszcens mikroszkopias vizsgalataink azt
mutattak, hogy a transzformans telepek minden sejtje GFP pozitiv, igy a konstitutiv TDH3
promoter altal muikodtetett gén ezen organizmus esetén is kifejezédik. Ezzel
megbizonyosodhattunk arrol, hogy a C. parapsilosis, hasonldéan a C. albicans-hoz képes a
TDH3 promoter mitkddtetésére, ezaltal a bejuttatott gén kifejezddése lehetségessé valik ezen
fajban is.

Az overexpresszios vektorok révid idon beliili 1étrehozasdhoz az Invitrogen cég altal
kifejlesztett gateway klonozdsi rendszert alkalmaztuk. Ez a klonozasi rendszer a
hagyomanyos klonozéssal ellentétben a A-fagbol tisztitott helyspecifikus rekombinazokat: a
BP ¢és LR klondzokat hasznalja. A helyspecifikus rekombinazok alkalmazasaval elkeriilhetd a
hagyomanyos klonozasi folyamat sordn alkalmazott restrikcids emésztési és ligalasi 1épés. A
gateway rendszer alkalmazasa soran az els6 1épés az igynevezett entry klon létrehozasa. Ezen
folyamat soran a kivant gén tulajdonképpeni klonozé vektorba juttatdsa torténik meg. A
masodik Iépésben zajlik le a destination vektor létrehozasa. Felhasznalastol fliggden a
hanem a képz6dd fehérje kifejeztetésére, tisztitdsara, riporter rendszerek létrehozasarai is
eredményesen lehet hasznalni. Destination vektorként jelen munkaban a pTDH3-GTW-LEU2
vektort hasznaltuk. Az elsd, ilyen modon overexpresszaltatott gén a WORI gén, amelynek C.
albicans béli ortologjardl kimutattdk, hogy a white-opaque atmenetben jatszik fontos szerepet
(Huang ¢s mtsai. 2006). Az elkészitett destination vektor C. albicans RP10 régiojat hordozo C.
vizsgdla a WORI gén expressziojaban bekovetkezett mintegy tizszeres overexpressziot
mutattak. Ez az eredmény j6l mutatja, hogy az alkalmazott rendszer eredményesen
hasznalhatdo C. parapsilosis génektulmukodtetésére, ezaltal Gj utat nyit meg a mikroba
génjeinek tanulmanyozésara. A rendszer elonye, hogy a delécids modszerekkel sszevetve
joval rovidebb id6 alatt létrehozhatok az overexpresszids mutans torzsek, igy rovid idon beliil
nagy szamu gén vizsgalata (akar a C. parapsilosis teljes ORF-om) valik lehetségessé. A

TDH3 promoter egy erds, konstitutiv promoter, amely nem induktiv koriilmények kozott is

93



magas szintli génexpressziot biztosit. Hatranya, hogy ezen promoter alkalmazasaval bizonyos
mutansok letalis fenotipust mutat(hat)nak. Ezen hatrany kikiiszobolése érdekében jovObeli
terveink kozt szerepel a TDH3 promoter cseréje egy mds, indukalhatdé promoterre, amellyel

ezen veszély elharithat6 a rendszer alkalmazasa soran.

Munkank eredményei uj ismeretekkel bovitették a C. parapsilosis szekretalt aszpartil
proteinaz fehérjékkel kapcsolatos ismereteket, valamint sikeresen kidolgoztunk egy uj,
C. parapsilosis-ra optimalizalt overexpresszios rendszer alapjait. A létrehozott delécios
mutansok felhasznalasaval modunk nyilt a SAPP gének regulaciojanak vizsgalatara. In
vitro fert6zéses rendszerben vizsgaltuk a Sappl fehérje virulencidban betoltott
szerepének, tovabba egy Sapp negativ mutans torzs létrehozasaval és felhasznalasaval
tanulmanyozhattuk a szekretalt aszpartil proteinazok virulenciaban betoltott altalanos
szerepét. Kimutattuk, hogy a deléciéos mutansok csokkent virulenciaval rendelkeznek. A
Sapp fehérjék szerepet jatszanak a mikroba humian szérumban valé tulélése soran,
valamint fluoreszcens vizsgalatok soran sikeresen kimutattuk, hogy ezen fehérjék
jelentés szereppel birnak a mikroba human makrofag sejtekben valo talélésében a
fagoszoma — lizoszoma fazié gatlasa altal. A vad tipusi és mutins torzsek
sejtfalosszetétellének analizise kimutatta, hogy a Sapp fehérjéknek jelentdos szerep jut a
mikroba sejtfalinak felépitésében. Munkank soran létrehoztunk egy olyan fogado
torzset, melynek segitségével ezen organizmusban is lehetséges egy overexpresszios
stratégia alkalmazasa, ezaltal egy uj eszkoztarral bovitettiik a C. parapsilosis genetikai

modositasanak lehetdségeit.
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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, under specific circumstances they have the ability to turn themselves into
pathogenic fungi causing superficial, cutaneous or systemic infections. In most cases Candida
species are responsible for nosocomial infections. The major risk factors for opportunistic
fungal infections are the prolonged hospitalization, the extended use of antibiotics, use of
intravenous catheters and the low birth weight in case of premature neonates. According to
recent studies, although the most prevalent species causing invasive candidiasis in adults is C.
albicans, several studies demonstrated, that in special patient groups especially in case of
neonates C. parapsilosis is even outmarks C. albicans. According to the genetic variability of
C. parapsilosis, in 2005 the C. parapsilosis species complex was divided to three different
species: C. parapsilosis, C. orthopsilosis and C. metapsilosis. These three groups form the C.
parapsilosis sensu lato group. Although, in the last two decades candidial infections caused
by non-albicans species show an increasing tendency, little is known about the
pathomechanism and virulence attributes of these species. It has been shown, that secreted
hydrolytic enzymes — especially lipases — play a crucial role in the pathogenicity and
virulence of C. parapsilosis. Previous studies demonstrated, that C. parapsilosis lipase
deficient strain has decreased virulence compared to the wild type in several in vitro and in
vivo infection models. Even the two main secreted aspartyl proteinases of C. parapsilosis
(Sapp1 and Sapp2) are biochemically well characterized, very little is known about the role of
these enzymes during host-pathogen interactions. Although for C. albicans several techniques
are available for genetic manipulation, the numbers of gene deletion methods in C.
parapsilosis are limited and, there is no gene over-expression method available for this
microbe.

The aims of our study were: 1.: to clarify the role of the C. parapsilosis secreted
aspartyl proteinase 1 (Sappl) in host-pathogen interactions, 2.: to generate a “Sapp negative”
secreted aspartyl proteinase deficient strain in C. parapsilosis in order to study the general
role of Sapp proteins in host-pathogen interactions, and finally 3.: to establish an

overexpression strategy optimized for C. parapsilosis.
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8.1. The role of secreted aspartyl proteinase 1 (Sappl) in host-pathogen
interactions.

The role of C. albicans secreted aspartyl proteinases, as virulence factors in host-
pathogen interactions has been extensively investigated (Hube and Naglik 2001). It has been
demonstrated, that C. albicans sap’s are able to degrade several structural and
immunologically important proteins of the host, thus assist the invasion of the microbe.

In contrast, the role of the two main proteinases (Sappl and Sapp2) (Hruskova-
Heidingsfeldova, et al. 2009) of C. parapsilosis in virulence and pathogenesis was not studied
previously. According to the biochemical studies, the major aspartyl proteinase of C.
parapsilosis 1s the Sappl protein, thus we first focused on the investigation of Sappl in host-
pathogen interactions.

The in silico analysis of SAPPI open reading frame using the sequence database of
Sanger institute (www.sanger.ac.uk/sequencing/Candida/parapsilosis) revealed two, identical
2871bp long region in 32kb distance from each other in the C. parapsilosis genome, that
contained the SAPPI ORF. The two copies of the ORF were identified as SAPPla and
SAPPIb. In 2009, Geraldine Butler and her colleagues submitted the annotated genome
sequence of C. parapsilosis, that confirmed the result of our in silico analysis (Butler, et al.
2009).

In order to investigate the role of the SAPP1 genes we applied the deletion constructs
pSFS2Sappla and pSFS2Sapplb and successfully generated SAPPI deletion mutants. Using
the pSFS2Sappla construct a A/Asappla homozygous mutant was generated, while using the
pSFS2Sapplb construct — where we deleted the whole duplicated region - a A/Asapplb
homozygous mutant was generated. Further transformation steps made possible to generate a
double deletion mutant where all SAPPI alleles were eliminated and a A/Asappla-A/Asapplb
mutant strain was also successfully generated.

The loss of SAPPI allels was validated in RNA and in protein level as well.
Quantitative real-time PCR analysis was performed to measure the transcript levels of SAPPI,
SAPP2 and SAPP3 (a putative secreted proteinase like ORF) genes. The wild type strain in
proteinase inducing medium showed 80-fold overexpression of SAPPI while in the
A/Asappla-A/Asapplb double deletion mutant no SAPPI transcription level was detectable.
Interestingly, the SAPP2 expression level was significantly increased in the A/Asappla-
A/Asapp1b mutant in compare to the wild type under inductive conditions. The putative, yet

not characterized gene the SAPP3, showed ten-fold overexpression in wild type yeast in
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induction media. However, under the same conditions the homozygous A/Asapplb strain

displayed almost no SAPP3 expression. To clarify this finding further sequence analyses were
performed. The results indicate a possible deletion of the regulatory region of the SAPP3 gene
that was caused during the generation of the SAPP1b deficient mutant.

To investigate the enzyme activities of Sappl and Sapp2 proteins, quantitative HPLC
measurement was performed using the fluorescent substrate DABCY L-Glu-His-Val-Lys-Leu-
Val-Glu-EDANS. In the wild type strain both specific peaks of Sappl and Sapp2 were
detected. Interestingly, the Sapp2 activity in the A/Asappla-A/Asapplb mutant strain was

significantly increased. Based on the elevated transcript and enzyme activity level of Sapp2
we assume a possible feedback mechanism that monitors the levels of the produced aspartyl
proteinase levels. To prove this hypothesis further investigations are necessary. Importantly
however, these results demonstrate a strict regulation of the proteinase production in C.
parapsilosis. A similar regulatory mechanism has been described in C. albicans previously.
(Naglik, et al. 2003).

It has been shown, that C. albicans Sap proteins are able to degrade the complement
proteins of human serum (Gropp, et al. 2009) and enhance the dissemination of the microbe.
To investigate whether the C. parapsilosis Sappl has similar role, serum susceptibility assay
was performed. The presence of the heat inactivated human serum did not alter the growth
capacity of the wild type nor the mutant cells. In contrast, the intact human serum inhibited

the growth rate of the A/Asappla-A/Asapplb mutant strain in compare to the wild type

significantly. It suggests that C. parapsilosis Sappl is also able to inactivate some of the
defense protein components (complement components, immunoglobulin, defensins etc.) of
the human serum. To adequately clarify this result further biochemical studies are required by
using purified complement components and C. parapsilosis Sappl protein.

Macrophages and other phagocytes play a crucial role in the host innate immune
response. The pattern recognition receptors (PRRs) of macrophages are able to recognize the
evolutionally conserved pathogen associated molecular patterns (PAMPs) of the pathogens.
After the recognition, macrophages are able to phagocytose the invading pathogens.
Following the phagocytosis, as a final step the phago-lysosome fusion takes place, that leads
to the elimination of the ingested pathogen (Netea, et al. 2008).

To study the process of phagocytosis flow cytometry (FACS) and fluorescent
microscopic analysis were performed. The phagocytic capacity of human macrophages

(PBMC-DM) were investigated followed by the co-incubation of wild type and homozygous
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deletion mutant cells. The results showed increased phagocytic capacity of PBMC-DM
infected with the A/Asappla-A/Asapplb mutant strain. To further dissect the process of
engulfment, fluorescent microscopy analysis was performed. Increased phago-lysosome
fusion was observed in macrophages infected with A/Asappla-A/Asapplb mutant strain in

compare to the wild type. These results strongly suggest that Sappl has an important role in
host-pathogen interaction, during the intracellular survival most likely due to the inhibition of
phago-lysosome fusion.

To investigate the final stage of host-pathogen interaction killing assays were
performed. Using PBMC and PBMC-DM cells the killing efficiency was monitored after the
co-incubation of host cells with wild-type and SAPPI homozygous mutant strains. Both the
PBMC, and PBMC-DM showed significantly increased elimination efficiency against the
A/Asappla-A/Asapplb mutant cells. Additionally, the damage of the host cells caused by
A/Asappla-A/Asapplb mutant strain was significantly decreased compared to the damage

caused by the wild-type strain. These results suggest that C. parapsilosis Sappl has an
important role in the maintenance of virulence by inhibiting the intracellular killing efficiency
of host cells and by propagating the intracellular survival.

All these data demonstrate that Sappl is an important virulence factor of C.
parapsilosis. Sappl is able to degrade host defense proteins, inhibits the phagocytosis, phago-

lysosome fusion and promotes the intracellular survival of the pathogen.

8.2. The general role of C. parapsilosis secreted proteinases in virulence and host-
pathogen interactions.

The C. albicans secreted aspartyl proteinase gene family consists of ten SAP genes
(SAP1-SAP10), that are well characterized (Hube and Naglik 2001, Naglik, et al. 2003),
however the generation of a SAP deficient strain in C. albicans due to the high number of
encoding genes is almost impossible. C. parapsilosis has only three SAPP genes (SAPPI-
SAPP3), where SAPPI and SAPP2 are actively transcribed, while SAPP3 is considered as a
pseudogene. For this reason, the generation of a C. parapsilosis SAPP deficient strain is much
feasible. Our second aim was to investigate the general role of C. parapsilosis Sapps during
host-pathogen interactions by generating a SAPP minus strain.

We validated the loss of SAPP2 in transcriptional level by Quantitative Real-Time
PCR in inductive (1x YCB+ 2% BSA) and non inductive (YPD) conditions. In the deletion
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mutant strain neither SAPPI, nor SAPP2 mRNA was detectable. The transcriptional level of
SAPP3 was also significantly decreased.

To measure the activities of Sappl and Sapp2 enzymes the concentrated supernatants
of the wild-type, A/Asappla-A/Asapplb and the A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 strains
were applied. The A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 strain showed no proteinase activity,
which also validated the loss of SAPP1 and SAPP2 genes.

Our previous results suggested, that C. parapsilosis Sappl plays an important role by
digesting the serum proteins. To investigate, whether the loss of Sapp2 has similar effect,
serum susceptibility assay was performed. In intact human serum the growth of the
A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 strain was significantly decreased after 24 and 48 hours of
cultivation. Compared to our previous result, there was no difference between the growth rate
of A/Asappla-A/Asapplb and A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 strains in human serum,
suggesting that only Sappl has the role in the degradation of the host immune proteins of the
human serum.

Similarly, there was no difference in the ratio of phagocytosis by macrophages
between A/Asappla-A/Asapplb and A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp?2 strains. This result
suggests, that Sapp1 has the major role in the inhibition of phagocytosis.

It has been shown, that C. albicans Sapl, Sap2 and Sap6 proteins are able to induce
the secretion of IL-1[3, IL-6, TNF-a and additionally, Sap3 is able to induce the production of
IL-18 and TNF-a (Pietrella, et al. 2010). To investigate whether C. parapsilosis Sapp
proteins can also modulate the host response, the level of pro-inflammatory cytokines (IL-1[3,
IL-6, TNF-a) produced by PBMC-DM were measured. Although, the infection of the

macrophages with A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 cells resulted in a decreased level of IL-
18 and IL-6 production, these differences were not significant in compare to the wild type

infection. Imoprtantly, we still can not exclude the potential immune modulatory role of the C.
parapsilosis Sapps , however this need further investigations, using different cell lines and by
measuring the anti-inflammatory cytokines as well.

The killing efficiency of the human macrophages was also measured after the
coincubation with the Sapp minus deletion strain. We detected a slight increase in the killing

efficiency against A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 cells compared to the A/Asappla-
A/Asapplb mutant, suggesting that Sapp2 could have an additive effect in the intracellular

survival of the microbe.
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To analyse the in vivo effect of the secreted proteinases, a non-conventional animal
model (Galleria mellonella larvae) was applied. The survival of G. mellonella larvae infected
with wild-type and A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 strains were monitored for 14 days after
infection, however no significant differences could be observed between the survivals of the
infected larvae.

Previous studies indicated, that C. albicans Sap9 and Sap10 proteins are GPI anchored
and localized in the fungal cell wall. Additionally, they have an important role in the
maintenance of cell wall integrity of C. albicans (Schild, et al. 2011). Therefore, we analysed
the cell wall composition of wild-type, A/Asappla-A/Asapplb and A/Asappla-A/Asapplb-
A/Asapp? strains. Notably, the chitin content of the cell wall was decreased in both deletion
mutant, while the glucan content of the A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 cells showed
elevated level. Scanning electron microscopy demonstrated that the cell wall surface of the
A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2 strain is smoother, compared to wild-type strain. These
data demonstrate, that C. parapsilosis secreted aspartyl proteinases are not only important
virulence factors, but also play a crucial role in the cell wall maintenance.

In summary, C. parapsilosis secreted aspartyl proteinases are important factors for the
virulence and pathogenesis. They have a major role in the neutralization of immune proteins
of the host, inhibition of phagocytosis and they can promote the intracellular survival of the
pathogen. Additionally, C. parapsilosis secreted aspartyl proteinases may contribute to the

maintenance of the cell wall integrity.

8.3. Development of an overexpression strategy for C. parapsilosis

Members of the CUG clade are constitutively diploid and lack the sexual cycle. For
this reason, in these species, gene deletion process is time intensive and technically
challenging. Furthermore, the gene deletion methods are not suitable to investigate the role of
essential genes. To bypass this problem and to adequately study a function of a gene of
interest, a possible solution is to overexpress the targeted gene. Although in case of C.
albicans many overexpression systems are available (Fu, et al. 2008, Jin, et al. 2008, Chauvel,
et al. 2012), no such strategy is available in C. parapsilosis. Thus, our aim was to develop a
new overexpression system for C. parapsilosis.

First, we generated a C. parapsilosis acceptor strain, that is able to overexpress our

gene of interest. Using the caSATI flipper system, the RPSI0 locus of C. albicans was
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integrated into the locus of the RPSI0 locus of the C. parapsilosis CLIB 214 leucine
auxotrophic strain.

To investigate, that the generated strain is able to overexpress the gene of interest, a
TDH3-GFP containing plasmid was transformed into the acceptor strain. The TDH3 promoter
1s a strong, constitutive promoter, which allows the active transcription of the GFP reporter
gene. Fluorescent microscopic studies revealed, that the transformants are GFP positive,
demonstrating that the acceptor strain is suitable for overexpression.

To generate the vectors for overexpression, the Gateway cloning strategy was applied.

As a proof of principle, we selected the WORI gene for overexpression. The
orthologous of this gene in C. albicans is responsible for white-opaque transition and
regulates sexual cycles. The WORI containing destination vector was transformed to the C.
parapsilosis acceptor strain. After transformation the gene expression level of WORI were
monitored by qRT-PCR and resulted a more than 10 fold overexpression in the transformants.

In summary, we successfully generated an overexpression system for C. parapsilosis,
using the highly efficient Gateway cloning system. This strategy will facilitate the
development of overexpression libraries and will definitely help to understand the molecular
basis of the pathogenesis and virulence of the important human fungal pathogen, C.

parapsilosis.

The results of our work provided new insights in the pathomechanisms of C. parapsilosis,
especially regarding the role of the secreted aspartyl proteinases as virulence factors.
Using the generated SAPP mutant strains we investigated the different functions of C.
parapsilosis secreted proteinases in several in vitro infection models. Our results
demonstrate that SAPPI and also the SAPP deficient C. parapsilosis strain display
decreased virulence. Sapp proteins play an important role in the survival capacity of the
microbe in human serum. Sapps also have a major role in the inhibition of phagocytosis
and facilitate the intracellular survival of the pathogen by the inhibiting the phagosome-
lysosme fusion. The analysis of the cell wall composition suggests that Sapp proteins may
have an important role in the maintenance of the cell wall. Additionally, we successfully
established a new overexpression strategy optimized to C. parapsilosis. This

overexpression method provides a new tool for the genetic modification of C. parapsilosis.
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