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1. Irodalmi attekintés

1.1. A gombak jelentésége

A gomba, mint kifejezés tobb évszazada megtalalhaté a lexikonokban, de sokdig mégsem volt
altalanos ¢és elfogadott definici6 az ide sorolt organizmusokrol. Tobb, mint 200 évig tartd
tudomanyos vitdk utan kialakult konszenzus szerint a gombakat a ndvényektdl és allatoktol
kiilonalld organizmusnak kell tekinteni. Definicid szerint a gombak olyan eukaridta heterotrof
¢lolények, amelyek sejtfala nem celluldézt, hanem kitint tartalmaz. Kozmopolitdk, vagyis a Fold
szinte barmely ¢élohelyén megtalalhatoak. Rendkiviil fajgazdag csoport. A napjainkig leirt
gombafajok szdma megkdzelitéleg 150.000, de becslések szerint tovabbi 5 milli6 gombafaj var
felfedezésre (Phukhamsakda et al. 2022), (Blackwell 2011). Ez a folyamat az elmult évtizedekben
végbemend technoldgiai fejlédésnek, utgymint a polimerdz lancreakcidé (PCR) széles korl
elterjedésének és a teljes genom szekvenalasnak, koszonhetden nagymértékben felgyorsult. A PCR
az 1990-es évek elején valt elérhetdvé, amelynek alkalmazasdval egy adott gombafaj jelenléte
gyorsan kimutathatéva valt egy komyezeti vagy klinikai mintdban (pl. ¢lesztdgombak) (Tsui et al.
2011),(Wagner et al. 2018). A metagenomikus ujgeneraciés szekvendlds (mNGS) nagyban
hozz4jarult az j gombafajok azonositdsdhoz, tobbek kozott tobb genom egyidejii vizsgalatanak
kdszonhetéen (Diao et al. 2022) A gombdk valtozatos megjelenésiiek, morfologidjuk a szabad
szemmel nem lathat6 ¢€lesztdgombaktol kezdve a penészgombakon at a bonyolultabb termétesttel
rendelkezé gombakig terjed, szaporodasuk torténhet ivartalan modon, vegetativ hifasejtekkel vagy
genetikailag megegyezd sporakkal, illetve ivarosan, meidzis révén Uj genetikai kombinacid

létrehozasara is képesek (Blackwell 2011),(Xu 2020),(Nagy et al. 2017).

A gombdk nagyon fontos szerepet jatszanak lebontd szervezetekként a szerves anyagok
korforgasaban, ¢és ¢élelmiszeripari, biotechnologiai jelentdségiik is nyilvanvaldé. Bizonyos
képviseldik novényi, allati és human korokozoként is ismertek. Egyes fajok parazita életmddot
folytatnak, mint példaul az FEnfomophtora fajok, amelyek levéltetvekkel ¢és legyekkel
asszocialtak.Mésok szimbidzisban élnek mas élélényekkel, ilyenek példaul a nagy mezdgazdasagi
jelentdséggel bird mikorrhiza gombak. A jelenség folyaman fizikai kapcsolat 1étesiil az adott novény
gyokere és a gomba kozott. Ez egyfajta szimbidta kapcsolat, és megtalalhatdé mindenhol a
természetes kormyezetben. A mikorrhiza gombék kulcsfontossagi mikroorganizmusok, amelyek
segitenek a novényeknek szembenézni a kornyezeti stresszel és javitjdk vagy akar helyre is
allithatjak a leromlott dkoszisztémakat (Hodge 2000). A mikorrhiza egyiittélés szamos mas hatassal
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sejtszervecskék térfogatat, és akar fitohormonok is atjuthatnak egyik él6lénybdl a masikba. A



novények kb. 80%-anal jelenik meg gombaval vald szimbiota egyiittélés, bizonyos gomba fajok

esetében akar allattal valo szimbiozis is eléfordulhat. (Hodge 2000) (Strack et al. 2003)

Szamtalan felhaszndlasi modja ismert a gombaknak az ¢€lelmiszeriparban fajtatoél és torzstol
fliggben. Az chetdé gombak mellett vannak, amelyeket kiillonbozo erjesztési folyamatok soran
hasznalnak pl. sorfézésnél vagy kelesztett pékaruk eldallitasanal. Legfontosabb felhasznaldsi
teriileteik kozé tartozik a gyogyszeripar €s a biotechnologiai ipar.. A modern orvoslds egyik fontos
torekvése a rdk elleni kiizdelem, ahol terapids célbol a bioldgiai eredetli termékek is szerepet
kaphatnak. Ezek elsdsorban a mikroorganizmusok, gydgynovények, illetve tengeri él0lények, vagy
a beldliik kinyert esetleg az altaluk eldallitott vegyiiletek. A mikroorganizmusok esetében a gomba
eredetli termékek a klinikai gydgyszerek kb. 50%-at adjak (Shamsaei et al. 2021), (Bennett 1998).
A biotechnologiaban szintén fontos szerepet toltenek be enzimek, vitaminok, poliszacharidok
eloallitasdban. Kivald exoenzim termelésiik okan a gombak jo lebontok, igy a kornyezetvédelmi
biotechnologidban, szennyviztisztitisban ¢és hulladékkezelésben kiemelt jelentdséggel birnak a
baktériumok mellett. A gombak emellett fontos modellszervezetek, a célzott genetikai
modositasokat lehetdvé tevé modszerek és a genomszekvenaldsi eljardsok rohamos fejlodésének
koszonhetéen szamtalan alapvetd citologiai - vagy, fehérje-fehérje  kolcsonhatéssal,
szigndltranszdukcidés  halozattokkal —kapcsolatos  ismeretiink  fiz6dik gombakon végzett
kutatasokhoz. (Buratti et al. 2022), (Adrio and Demain 2003), (Jiang et al. 2013). A gazdasagi, ipari
¢és alapkutatasban betoltott szerepiik mellett bizonyos fajok kiemelt egészségiigyi jelentdséggel
birnak. Evente koriilbeliil 1 milliard embert érint valamilyen gombas fertézés, és emellett
megkdzelitdleg masfélmillio haldleset okozoéi. (J.-Y. Kim 2016) Foldiinkon koriilbeliil 600 olyan
gombafajt irtak le, amely fertdzés kivaltasara képes emberben, és igen valtozatos koérképeket
alakitanak ki. ElsOsorban a boért, kormot, nyalkahartyat érintd fertézésekkel kapcsolatosan
izolalhatok, sulyosabb esetben azonban életveszélyes szisztémas fertézéseket is okozhatnak.
(Mayer, Wilson, and Hube 2013). Ez utobbiak hatterében leggyakrabban Candida, Aspergillus és
Cryptococcus tajok allnak.

1.2. Candida albicans jelentosége és virulencia faktorai
Az mvaziv gombas fert6zések leginkabb kritikus allapota feln6tt- ¢€s gyerekbetegeknél

jelentkeznek, sulyossdguk nagyon valtozatos, egyes esetekben akdr haldlos kimeneteliiek is
lehetnek. A Candida fajok altal okozott invaziv fertdzéseknek kb. 90%-a hat Candida fajnak tudhato
be, amelyek a Candida albicans, a Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida krusei,
Candida tropicalis és az utdbbi id6ben a Candida auris is szintén veszélyes human patogénként

keriilt a listara (Giri and Kindo 2012). A Candida nemzetségre jellemzd, hogy kommenzalistdk, de
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egy résziikk opportunista patogénné valhat, azaz abban az esetben képesek sulyosabb betegséget
kivaltani, ha az egyén immunhidnyos allapotba keriil, immunrendszere legyengiil. A Candida
gombafajok altal okozott megbetegedéseket altalanosan ,,candidiasis”-nak nevezziik (R and Rafiq
2024).

A Candida albicans a candidiasis-bol leggyakrabban izolalt korokozé. Egészséges egyénekben
elsésorban a tdpcsatornat kolonizdlja, de a hugyivarszervek mikrobaflordjanak is része. Az
immunrendszer elégtelensége esetén a kormok alatt és a szajliregben okozhat fertdzést, nok esetében
a vulvovagindlis candidiazis leggyakoribb okozojaként ismert. Az immunrendszer sulyosabb
alulmiikodése esetén a gomba akdr a véraramba is bekeriilhet, ezzel elérhetové valhatnak a
periféridlis szervek is, igy sulyos és életveszélyes allapot, szisztémds candidiasis alakulhat ki (J.
Kim and Sudbery 2011), (Reda et al. 2023).

Egy korokozo szamara nélkiilozhetetlen, hogy képes legyen fennmaradni a gazdaszervezetben,
¢s ki tudja jatszani annak patogén eliminacios folyamatait. Ebben a folyamatban nélkiilézhetetlenek
az un. virulencia faktorok, amelyek a kérokozok olyan molekuldi, enzimei, struktardi, amelyek
hianyaban az életképesség megvaltozasa nélkiil a fertdzoképesség, vagy az immunrendszerrel
szembeni ellenalloképesség csokken. C. albicans esetében ilyen tulajdonsdg a biofilm képzés a
hidrolitikus enzimek szekretalasa és a gazdaban kotott formaban 1€vé cink ionok felvételének
képessége. A sikeres fertdzés kivaltasanak elsé lépéseként meg kell tapadnia a gombanak a
gazdasejtek felszinén. Ebben a gomba kiilonb6zé adhezin fehérjéi jatszanak szerepet, amelyek
harom nagy csaladba sorolhatok: Agglutinin-like sequences (Als), Iff/Hyr ¢s Hwp1 (de Groot et al.
2013). Ezek koziil a legalaposabban kutatott az Als fehérjék csaladja, amely nyolc tagot szamlal. A
gének expressziés mintazata, csakigy mint a fehérjék szerkezete, adhézids képessége kiilonbozo
biotikus és abiotikus szubsztratokon eltérést mutat (Phan et al. 2007), (Hoyer and Cota 2016),
(Lopes and Lionakis 2022). A megtapadast kovetden a gomba sejtek a felszinhez kototten
osztodhatnak, és ahogyan az inyen/fogfelszinen a baktériumok teszik, gy a C. albicans esetében is
megfigyelhetd a biofilm képzés (Fanning and Mitchell 2012). Ez a képesség szintén egy virulencia
faktor, ami létrejohet abiotikus és biotikus feliileteken egyarant. A biofilm egy Oszetett struktira,
megtalalhatok benne ¢élesztd és hifa sejtek egyarant. Ebben a formdban a gomba sejtek
ellenalloképessége mind antimikrobialis szerekkel, mind a gazdaszervezet immunfolyamataival
szemben magasabb, mint planktonikus ndvekedés esetén. A megndvekedett rezisztenciaért felelds
tényezOk a biofilm matrixa, architektirdja, a metabolikus plaszticitds és az alkalmazott antifungalis
szer sejtbol valod eltavolitasaért felelds transzportfehérjék mikodése (Finkel and Mitchell 2011),
(Fanning and Mitchell 2012). A patogén mikroorganizmusoknal, igy a gombdk esetében is fontos
képesség a gazdabol valo alapvetd tdpanyagok asszimildlasa. A C. albicans esetében is fontosak a
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mikroelemek, igy az esszencidlis fémek, mint a cink felvétele elengedhetetlen. Erre a célra a gomba
egy specidlis cinkkotd fehérjét, a pH-szabalyozott antigént (pH Regulated Antigen - Pral) alkalmaz.
A PRAI hidnyaban elégtelen a cinkfelvétel, és a gomba kevésbé ellendlld a gazda szervezet
védekez6 mechanizmusaival szemben (Citiulo et al. 2012).

A C. albicans fertdzoképességét a szamos virulencia faktor mellett a gazda altal jelentett
stresszre adott megfeleld valaszreakcié is segiti, hiszen a valtozé pH, a hdmérséklet, az ozmotikus
nyomas ¢€s egyéb paraméterekben jelentkezd szélséségekhez vald gyors alkalmazkodds a gomba
gazdaban valo talélésének eldfeltétele. Ahhoz, hogy a gomba megfelelden tudjon védekezni ezekkel
szemben, képesnek kell lennie azokat érzékelni, a szignalt tovabbitani, végiil reagalni. Ezen
folyamatokra igen konzervalt jelatviteli utvonalak alakultak ki, amelyek tobbsége MAP (mitogén-
aktivalt protein) kindzokat alkalmaznak. C. albicans-ban harom ilyen utvonalat kiilonboztet meg a
szakirodalom, ezek a Mkcl, Hogl és Cekl MAP kindz utvonalak. Az emberi szervezet pH-ja
testtajanként valtozo, példaul a tdpcsatorna kémhatasa a nagyon savas (pH=2) és az enyhén lugos
(pH=8) kozott valtozik, a vér és a szovetek pH-ja szintén 7 feletti (pH=7,4), igy a patogénnek
ezaltal a patogenitasara is. Mig az alacsony pH gatolja az éleszt6-hifa adtmenetet, addig a semleges
vagy luigos kémhatas eldsegiti azt (Davis 2003), (Biswas, Van Dijck, and Datta 2007). Sok esetben
a gomba ozmotikus vagy szabadgyokok altal okozott stressznek is ki lehet téve. Az ozmotikus
stressz sordn az adott sejt vizet veszit az alacsony vizaktivitasi kornyezetben, ami a sejt
pusztulasahoz is vezethet. A megvaltozott ozmotikus viszonyok hatdsdra a Hogl MAP kinaz
aktivacidja kovetkezik be, amely végiil a glicerin bioszintézisében kozremiikodé enzimek génjeinek
atirasahoz vezet. A sejtekben felhalmozodod glicerin  ozmotikumként — viselkedik, igy
megakadalyozva a tovabbi vizkidramlast (Kiihn and Klipp 2012), (Enjalbert et al. 2006).

A szabadgyokok a gomba esetében sejtkarositd agensként hatnak, akarcsak a magasabb rendiiek
szervezetében. A reaktiv oxigénfajtdk (ROS) semlegesitése a mar emlitett Hogl-t61 fliggd és attol
fiiggetlen Uton is végbemehet, utobbi esetben a Capl transzkripcids faktor halmozdodik fel a
sejtmagban (Znaidi et al. 2009). Ezek hatisara tipikusan a Ctal katalaz vagy a Sodl, Sod5
(szuperoxid-diszmutazok) expresszidja emelkedik meg (Zhang et al. 2000). Virulencidban betoltott
szerepiiket bizonyitja, hogy hidnyukban csdkkent fertdzoképesség tapasztalhatd egér fertdzési
modellben (Wysong et al. 1998), (Hwang et al. 2002).

Kitiintetett figyelem 6vezi a megemelkedett hdmérséklethez vald alkalmazkodas képességének
okozhatjak, ezéltal a sejt pusztulaséhoz vezethetnek. A valaszreakcid soran van egy kdzponti

szabalyozd molekula, a Hsfl transzkripciés faktor, amely a hdmérséklet megemelkedésének
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hatasara foszforilalodik, majd specidlis fehérjék, hdsokk-fehérjék (Heat-shock protein Hsp)
expressziojat idézi eld (Nicholls et al. 2011). Ezek a fehérjék chaperonként mitkddnek, és feladatuk
a tobbi fehérje stabilizaldsa. A hdomérsékletet emelkedését kovetden megakadalyozzak a
gombakban, ezek koziil hat f6 Hsp-t azonositottak C. albicans-ban: Hsp104, Hsp90, Hsp78, Hsp60
¢s két darab Hsp70 fehérjét (Ssal és Ssa2). A legjobban vizsgalt Hsp a Hsp90 a megemelkedett
hémérsékletre adott valaszreakcid negativ visszacsatolasaban vesz részt, de ezen kiviil antibiotikum

rezisztencidval, morfogenezissel és biofilm képzéssel is Osszefliggésbe hozhatdo (Nicholls et al.
2011), (Robbins et al. 2011).

1.3. Candida parapsilosis és a héstressz

A C. albicans mellet egyre gyakrabban hozhatd 6sszefliggésbe human megbetegedéssel a C.
parapsilosis, amelyet eldszor 1928-ban izoldltak Puerto Rico-teriiletén emberi székletmintabol. A
faj felfedezésekor a Monilia parapsilosis nevet kapta a korabban felfedezett Monilia psilosis-szal,
avagy a manapsag C. albicans néven ismert fajjal, mutatott nagyfoku hasonlosdg miatt, és csak
késObb, az 1j nevezéktan bevezetésekor kapta a C. parapsilosis nevet (Jain, Guan, and D’Souza
2018). A C. albicans-szal ellentétben a C. parapsilosis eléfordul a természetben is, ugyanis mig a
C. albicans és a C. tropicalis obligat human patogén, addig a C. parapsilosis izolalhatd egyéb
forrasokbdl is példaul rovarokrdl, hazidllatokrol vagy akar talajbol és tengeri kornyezetbdl is.

(Zupancic¢, Novak Babi¢, and Gunde-Cimerman 2019)

A C. parapsilosis is egy opportunista human patogén, amely alapvetden kommenzalista, de egy
immunhidnyos vagy gyenge immunrendszeri egyénben komoly megbetegedés kivaltasara képes.
Fert6zési gocpont lehet a korhazi kornyezet, és kifejezetten veszélyes az alacsony sziiletési sulyu
kisgyermekekre (Benjamin et al. 2000). A terjedési jellemzOk alapjan szintén eltér a C. parapsilosis
a C. albicans-t0l és C. tropicalis-t0l. C. albicans esetében az ugynevezett vertikalis terjedés valosul
meg, azaz ltalaban anyardl gyermekre terjed a sziiletéskor, majd a gomba kolonizalja az ujsziilottet,
és késObb ez okozhat megbetegedést. Ezzel szemben C. parapsilosis fertdzés alkalmaval a
horizontalis terjedés a jellemzd, vagyis az invaziv fertézés okozodja rendszerint nem egy korabbi
kolonizald -, hanem egy jonnan megjelend torzs, amelyek forrdsa sokszor maga az egészségiigyi
intézmény, orvosi eszkozok vagy akar folyadékok esetleg az egészségiigyi dolgozok keze
(Waggoner-Fountain et al. 1996). A C. parapsilosis éltal okozott nozokomidlis fertézésnek
legfrekventaltabb célcsoportja az alacsony ¢és nagyon alacsony sziiletési sullyal vilagrajott

csecsemdk (Baley et al. 1986).



Hasonldan mas szisztémas fertdzésekhez, a candidaemia legaltalanosabb tiinetei koz¢ tartozik
a laz, amely az alapvetd gyulladdsos immunvalasz velejardja. Az atmenetileg megemelkedett
testhomérséklet csokkentheti a kdrokozok osztodasanak iitemét vagy akéar el is pusztithatja azokat.
A sikeres human patogén mikrobak képesek toleralni a fiziologias - vagy akar a lazas allapot
jelentette megemelkedett testhdmérsékletet is (R and Rafiq 2024). A magasabb homérséklethez valod
alkalmazkodas a Candida fajok esetében is megfigyelhetd. A C. albicans akar 42-48 °C-ot is elvisel,
bar az ¢letképességre utald fizidlogiai paraméter (hifa képzddése) optimuma 37 °-ra tehetd (Saéz,
Traore, and Therizol 1975). A Candida auris esetében a novekedési optimum 37-40 °C kozé esik,
de 42 °C-on is tartosan megorzi €letképességét (Sa€z, Traore, and Therizol 1975). C. parapsilosis
helyzetében ugyanakkor megfigyelhetd, hogy mar a 40 °C is letdlis (Pal et al. 2021). A
gazdaszervezet szempontjabdl tehat a testhomérséklet megemelése sok esetben egy univerzalisan
alkalmazhat6 stratégia, viszont a gazda — patogén koevolucié soran bizonyos mikrobakban olyan
valtozasok torténtek, amelyek segitségével el tudjak keriilni a magasabb homérséklet karos hatasait.
Ennek hatterében a megemelkedett hémérsékletet érzékelni, tovabbitani képes jelatviteli utak és az
altaluk szabalyozott downstream elemek allnak. Ezek vizsgalatanak kézenfekvd eszkozei a

kiilonb6zd delécios és egyéb mutansok létrehozéasa és a mutansok jellemzése.

Laboratériumunk a gazda-patogén kolcsonhatas vizsgélataval foglalkozik. Modelliinkben a C.
parapsilosis human patogén ¢€lesztét alkalmazzuk, és a gombaban a human fagocitdkkal torténd
interakcid hatasara végbemend génexpresszids valtozasokat vizsgaljuk. Kordbban megallapitasra
keriilt, hogy a gazda sejtek jelenlétében szdmos gén expresszidja megvaltozik a gazda sejtek nélkiili
kontroll allapothoz képest. A megemelkedett expresszidt mutatd gének eltavolitdsra keriiltek a
genombol, és a létrehozott delécios mutansok eldzetes jellemzése is megtortént. Ennek soran
sikeriilt azonositani egy mutanst, amely komplett tdptalajon 37 °C-on erdteljes ndvekedési defektust
mutatott a sziiléi torzshoz képest, ugyanakkor 30 °C-on nem volt kiilonbség az ¢letképességiikben.
A hészenzitiv fenotipust a CPAR2 702260 gén ¢és az éltala kodolt fehérje hianya okozta. A 37 °C-
on komplett taptalajon megfigyelt novekedési defektus komplementilhaté volt szorbitol

hozzaadasaval (1. abra).

30 °CYPD 37°CYPD 37 °C YPD-Szorbitol
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1. abra. A CPAR2 702260 delécios mutansok életképessége 30 és 37 °C-on
szorbitol nélkiil és 37 °C-on szorbitol jelenlétében. Cp VT: C. parapsilosis vad



tipus. A szuszpenziokbol 104, 103, 10> és 10! sejtet tartalmazd cseppeket
pipettaztunk a taptalajok felszinére.

In silico analizisiink szerint a fehérje DNS-k6td bZIP doménnel rendelkezik, ¢és a

Saccharomyces cerevisiae MET2S8 génjével ortolog (Skrzypek et al. 2017), (Gasteiger et al. 2003)
(Toth et al. 2018).

14. A Candida parapsilosis 702260-gén rokonsagi viszonya

A S. cerevisiae a legszélesebb korben tanulmanyozott eukaridta organizmus, amely a szamos
sejtbiologiai és biotechnoldgiai kutatdsban kap kozponti szerepet, de mikrobioldgiai és gyakorlati
jelentdsége is kiemelkedd. A S. cerevisiae konnyen tenyészthetd, gyorsan novekszik, €s jol ismert a
fermentacios képességeirdl, ami kiilondsen fontos az élelmiszeriparban, a biotechnoldgidban és a

molekularis bioloégidban (Parapouli et al. 2020).

A pékélesztoben feltart folyamatok résztvevoi sokszor egyéb gombakban vagy akar magasabb
rendi szovetes organizmusok esetén ¢€s megfigyelhetok. Az emlitett MET28 gén altal kodolt fehérje
egy transzkripcios regulator, a szulfat ionok szerves molekulara kapcsolasaban és atalakitasaban
szerepet jatszo enzimek génjeinek atirasaban miikodik kozre. A bioszintézis utvonalba 1épett kén
atomok szamos koztiterméken keresztill végiil cisztein €s metionin aminosavak szintézisében
keriilnek felhasznalasra. Jelenlegi ismereteink szerint a Met28 fehérje két komplexnek lehet része,
ezek a Cbfl-Met4-Met28 és a Metd4-Met28-Met31 (L Kuras, Barbey, and Thomas 1997), (Blaiseau
and Thomas 1998). Ez utébbiban a Met31-et a paralog Met32 helyettesitheti (2. dbra).
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Zolddel azon enzimeket jeloltiilk, amelyek génjeinek atirasa a Met28 fehérje
szabalyozasa alatt allnak (A panel). A Met28 fehérje a Met4-gyel alkot komplexet,
amelyhez a Cbfl vagy a Met31 (vagy ennek paralogja a Met32) kapcsolodik (B
panel). Az dbra Reeves és munkatarsainak publikacidja alapjan késziilt (Reeves et
al. 2018).



Az emlitett komplexekben a Met28 kofaktorként mikddik kozre, és a komplexek
stabilizalasaban jatszik szerepet. A MET28 gén hidnyaban a sejtek képtelenek hasznositani a SO4*

vagy SO3?" ionokat, ugyanakkor a bioszintetikus ut kés6bbi, szerves komponenseivel a fenotipus

menekithetd (Laurent Kuras et al. 2002).

C. albicans-ban a MET28 ortologja orfl19.7046 néven ismert, a pontos funkcidja ismeretlen,
ugyanis deléciés mutdnst soha nem sikeriilt eldallitani, ami a géntermék esszencialis mivoltara

enged kovetkeztetni (Shrivastava et al. 2021).

S. cerevisiae-ben tehat a kén anyagcseréért felel a géntermék, C. albicans-ban esszencialisnak
tlinik, mig korabbi munkank soran a C. parapsilosis-ban hotoleranciaért felelds a fehérje ortologja.
A pékéleszto alapvetden kornyezeti izoldtum a C. parapsilosis és a C. albicans opportunista human
patogének, amelyeknek alkalmazkodniuk kell az emberi fiziologias testhdmérséklet altal jelentette
stresszhez. A fentiek ismeretében tehat kérdésként meriilhet fel, hogy a patogénné valas evolicioja
soran a gazdahoz val6d adaptalodas jegyében hogyan kellett megvaltoznia egy élesztonek, és hogy

ebben a folyamatban vajon a Met28 fehérjére milyen szerepet tolt be (L Kuras, Barbey, and Thomas
1997), (Blaiseau and Thomas 1998).



2. Célkitilizés
Célunk a CPAR2 702260 gén altal kodolt fehérje funkcidjanak jellemzése, kiilonos tekintettel

a homérséklet tolerancidban és a kén anyagcserében betoltott szerepére.
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3. Roviditések jegyzéke

Als:
Capl:
Cekl:
Ctal:
Hogl:

Hsp:

MAP kinase:

MET?28:

Met28:

Mkcl:

mNGS:

PBS:

PCR:

Pral:

ROS:

Agglutinin-like sequences — Agglutinin szerli szekvencidk

Adenylate cyclase-associated protein 1 —Adenilat cikldzzal asszocidlt fehérje
Candida Erk-like kinase — Candida Erk-szert fehérje

Catalase 1 — Katalaz

High osmolarity glycerol 1— Magas ozmolaritasu glicerol 1 (fehérje)

Heat sock protein — HOsokk fehérje

Mitogen-activated protein kinase — Mitogén aktivalt protein kinaz

Metionin 28-as gén

Metionin 28-as fehérje

MAP kinase in Candida - MAP kin4dz Candida-ban

Metagenomic next-generation sequencing - Ujgeneraciés metagenomikai

szekvenalas

Phosphate buffered saline - Foszfattal pufferelt séoldat
Polymerase chain reaction - Polimeraz lancreakcio

pH regulated antigen 1 — pH szabélyozott antigén 1

Reactive oxygen species - Reaktiv oxigén gyokok

Sodl: Superoxide dismutase 1 - Szuperoxid-dizmutdz 1

Sod5s:

VT:

YPD:

YNB:

DO:

Superoxide dismutase 5 — Szuperoxid-dizmutaz 5

vad tipus

Yeast-pepton-glucose — Eleszt6-pepton-gliikoz tapoldat
Yeast-nitrogen.base — Eleszté-nitrogén-bazisu tapoldat

Dropout solution — Amindsav torzsoldat
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt torzsek és genotipusaik
Candida parapsilosis CLIB214 (Butler et al. 2009)
Candida parapsilosis CPAR2 702260 KO: cpar2 702260A/cpar2 7022604
hisl::FRT/HISI
Saccharomyces cerevisiae Y 262 (sziiloi torzs): MATalpha his3-A1 leu2A0 lys2A0 ura340
Saccharomyces cerevisiae Y 199 (izotipus kontroll): MATalpha his3-A1 leu2A0 lys2A40
ura340 his3::KanMX
Saccharomyces cerevisiae Y 656 (met28 delécios torzs): MATalpha his3-Al leu2A0 lys2A40

ura340 met28::KanMX

4.2. Tapoldatok, taptalajok

YPD tapoldat (Yeast-Peptone-Glucose):
1% (m/V) pepton
1% (m/V) gliikoz
0,5% (m/V) ¢lesztd kivonat

YPD téptalaj (Yeast-Peptone-Glucose):
2% (m/V) agarral kiegészitett YPD tapoldat

Y PD-Szorbitol médium
YPD, 1M Szorbitollal kiegészitve

YNB taptalaj (Yeast Nitrogen Base):
0,19% (m/V) YNB
2% (m/V) gliikoz
1,8% (m/V) agar
sterilezést kovetden 10% (V/V) 10x Dropout oldattal kiegészitve
A taptalajokat/tapoldatokat Penicillin-sztreptomicin oldattal egészitettiik ki

100 unit/ml végkoncentracioban a sterilezést kovetden.
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Az alkalmazott Dropout oldat osszetétele 100 ml végtérfogatra:

Arginin 20 mg

Izoleucin 30 mg

Fenilalanin 50 mg

Tirozin 30 mg

Treonin 200 mg

Uracil 20 mg

Valin 150 mg

Adenin 200 mg

Triptofan 200 mg

Hisztidin 200 mg

Leucin 1000 mg

Lizin 30 mg

Metionin -—-
Cisztein —

1 liter végtérfogatban készitettiink Dropout oldatot, amit kiilon autokldvoztunk (Németh et

al. 2021).
Alkalmazott torzsoldatok ¢és koncentracioik szilard taptalaj készitésénél:
Koriilmény Alkalmazott Torzsoldatok
végkoncentraciok koncentracioi
Szorbitol 1M —
Natrium-szulfat 5mM 0,5M
Natrium-szulfit 5 mM 0,5M
Metionin 20 mg/l 200 mg/1
Cisztein 17 mg/l 170 mg/l

4.3. Novekedési teszt szilard taptalajon

A mutansok életképességét kiilonboz6 koriilmények kozott vizsgaltuk taptalajon 30 és 37 °C-
on. A kisérletben a CPAR2 702260 KO torzsek mellett a sziil6i CLIB 214 torzset alkalmaztuk
kontrollnak. A torzseket 1 ml YPD tipoldatban razattuk egy éjszakan at 30 °C-on, majd ebbdl fél
pl-t oltottunk 4t 2 ml friss YPD tapoldatba, és szintén egy éjszakan at razattuk 30 °C-on. A kisérlet
napjan a sejteket Osszegyujtottik (2.500x g, 5 perc), majd kétszer mostuk steril desztillalt vizzel,
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azonos koriilmények kozott. A kiiilepedett sejteket steril desztillalt vizben vettiik fel, majd harom
lépcsds 10x-es higitasi sort készitettiink, ¢és Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a
be, és 4-4 ul-eket cseppentettiink a taptalajok felszinére. A csészéket 2 napon keresztiil inkubaltuk
30 és 37 °C-on, majd fényképezogéppel dokumentiltuk az eredményeket. A kiértékelés soran a

novekedés mértéket vizualisan hasonlitottuk a vad tipuséhoz.

Az alkalmazott koriilményekkel ellatott taptalajok 30 és 37 °C-on:

Taptalaj tipusok Roviditések magyarazata
YPD Yeast Peptone Glucose
YPD-SZ Yeast Peptone Glucose-szorbitol
YNB-DO Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat
YNB-DO-SZ Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-szorbitol
YNB-DO-C Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-cisztein
YNB-DO-C-SZ Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-cisztein-szorbitol
YNB-DO-M Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-metionin
YNB-DO-M-SZ Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-metionin-szorbitol
YNB-DO-C-M Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-cisztein-metionin
YNB-DO-C-M-SZ | Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat-cisztein-metionin-szorbitol
YNB-DO-NaxSOs Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat- Natrium-Szulfit
YNB-DO-Na>SO4 | Yeast Nitrogen Base-Dropout oldat- Natrium-Szulfat

4.4. Novekedési teszt folyadék tenyészetben

crer

ismertetettek szerint végeztiik. A sejtkoncentraciot 8,333x10%/ml-re allitottuk be 1x-es PBS-el. 96
mintahelyes tenyésztéedénybe 2x-es tOménységli, 140 ul tdpoldatot pipettdztunk, majd ehhez
pipettdztunk 60-60 pl-t a sejtszuszpenziokbdl. A sejtmentes kontroll esetén 60 pl steril PBS-t
pipettdztunk a mintahelyekbe. Az alkalmazott tapoldatok kozotti kiilonbséget a cisztein, metionin,
valamint a szorbitol megléte illetve hidnya jelentette. A mintahelyek optikai denzitasat, 48 6ran
keresztiil kovettiik nyomon Synergy HTX mikrotiterlap olvasoval. A mérések fél 6ranként torténtek

600 nm-en. Az inkubacios homérséklet 30 és 37 °C volt.

4.5. Alkalmazott programok
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A nukleotid szekvencidk megjelenitéséhez az A plasmid editor (ApE) v2.0.51 verzidjat, a
képek szerkesztéséhez a GIMP 2.1.18 verzidjat, a ndvekedési gorbék abrazoldsdhoz GraphPad
Prism8 szoftvert hasznaltunk. A novekedési gorbe adatok exportdlasa BioTek Gen5 v3.14

szoftverrel tortént.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A pékéleszto mer28 deléciés mutans jellemzése szilard taptalajon

Elsd 1épésként a pékéleszté met28 delécios torzsének fenotipusat ellendriztiik le az izotipus
kontroll és a sziildi torzzsel vald dsszevetésben YNB-DO taptalajon, amelyet szervetlen (Na2SO4 €s
Na2S03) és szerves (cisztein €s/vagy metionin) kénforrassal egészitettiink ki. A tenyésztést 30 °C-
on végeztiik (3. dbra). A sziiléi torzs és az izogenikus kontroll kozott egyetlen vizsgalt korilmény
kozott sem volt kiilonbség. A mer28 delécids mutans esetében YNB-DO minimal téptalajon,
komolyabb ndvekedési defektus figyelhetd meg a kontroll torzsekhez képest, amely szervetlen
kénforrassal nem volt komplementalhato. A pékélesztd torzsek Na>SOs3 tartalm tdptalajon nagyon
rosszul néttek, ezért ilyen koriilmények kozott 4 napig inkubaltuk a sejteket. Ezzel szemben mindkét
szerves kénforrds képes volt a fenotipus menekitésére. Eredményeink szerint a metionin
jelenlétében a met28 A torzs €s a két kontroll torzs telepméretei kozott nem volt megfigyelhetd
kiilonbség, ami a fenotipus teljes komplementéalasara utal. A YNB-DO taptalajt kizarélag ciszteinnel
kiegészitve azonban csak részleges komplementaciot allapitottunk meg. Mikor a ciszteint és a
metionint egyszerre alkalmaztuk a ndvekedés teljes mértékben komplementilhaté volt.

Eredményeink megegyeztek a szakirodalomban foglaltakkal (Thomas and Surdin-Kerjan 1997).

YNB-DO-Na,SO

Sc sziil6i torzs
Sc izogenikus kont.

Sc met28 A

Sc sziil6i torzs
Sc izogenikus kont.

Sc met28 A

3. abra. A S. cerevisiae met28 delécidos mutans fenotipizdlasa kiilonb6zo
kénforrasok jelenlétében szilard taptalajon. Valamennyi taptalaj alapjat YNB-DO
jelentette, ezt egészitettiik ki Na2SO4-tal, Na2SOs3-tal, ciszteinnel (C), metioninnal
(M) és ezek kombinacidjaval (C-M). A szuszpenziokbdl 104, 103, 102 és 10! sejtet
tartalmaz6 cseppeket pipettaztunk a taptalajok felszinére. A torzseket 30 °C-on
inkubaltuk.
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5.2 Candida parapsilosis CPAR2 702260 A/A mutansok és a S. cerevisiae met28 A

életképességének osszevetése szilard taptalajon

A tovéabbiakban megvizsgaltuk a csoportunk altal korabban Iétrehozott CPAR2 702260
delécios mutdns torzsek novekedését a S. cerevisiae met28 A mutdns torzzsel valod
Osszehasonlitasban. Kontrollként YPD ¢és szorbitollal kiegészitett YPD taptalajon is nyomon
kovettiik az életképességiiket. A két C. parapsilosis mutans azonos genotipusu, egymas bioldgiai
parhuzamosainak tekinthetdk. A csészéket 2 napig 30 °C-on inkubaltuk (4. abra). A met28 4
torzshoz hasonléan a CPAR2 702260 A4/4 mutansok is kisebb méretii egyedi telepeket voltak csak
képesek formalni minimal taptalajon hozzaadott kénforras nélkiil , bar ez a gyengébb novekedés
korantsem volt olyan szembetiind, mint pékélesztd esetében. Ugyanakkor ez a novekedési defektus
sem volt komplementalhatd szervetlen kénforrasokkal. Aminosavakkal kiegészitve a minimal
taptalajt azt tapasztaltuk, hogy amennyiben metionin jelen van (akar cisztein mellett, akar anélkiil),
a delécios mutans C. parapsilosis torzsek novekedési életképessége megkdzeliti a vad tipusét.

Kizardlag ciszteinnel kiegészitve a YNB-DO taptalajt nem volt megfigyelhetd kiilonbség a YNB-
DO koriilményhez képest.

YNB-DO-Na, SO, YNB-DO-Na,SO,

Sc sziil6i torzs

Sc izogenikus kont.

Sc met28 A
Cp VT

CPAR2_702260 A/A 1

CPAR2_702260 A/A 12

YPD-Szorbitol

Sc sziil6i torzs
Sc izogenikus kont.
Sc met28 A b
CpVT

CPAR2_702260 &/A 1

'YELEXK] L XX

CPAR2_702260 A/A12 B

4.abra. S. cerevisiae ¢és C. parapsilosis torzsek nodvekedése kiilonbozo
kénforrasok jelenlétében 30 °C-on. A YNB-DO taptalajt az alabbi
kénforrasokkal egészitettilk ki: Na2SO4, Na2SOs, cisztein (C), metionin (M) és
ezek kombindcigjaval (C-M). Kontrollként YPD ¢és YPD-Szorbitol
kotiilményeket alkalmaztunk. A szuszpenziokbol 104, 103, 10% és 10! sejtet

tartalmaz6 cseppeket pipettaztunk a taptalajok felszinére. A torzseket két napig
inkubaltuk.
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A torzsek életképességének vizsgalatat ezzel parhuzamosan elvégeztiik 37 °C-on is (5. abra).
YNB-DO YNB-DO-Na,SO, YNB-DO-Na, SO,

Sc sziil6i torzs
Scizogenikus kont. |
Sc met28 A

Cp VT

CPAR2_702260 A/A 1

CPAR2_702260 A/A 12

YNB-DO-C YNB-DO-C-M YPD-Szorbitol

Sc sziil6i térzs
Sc izogenikus kont.
Sc met28 A

CpVT @;? w0 ¢

ot

‘ ® W

CPAR2_702260 A/A N

CPAR2_702260 A/A 12

5. abra. S. cerevisiae és C. parapsilosis torzsek novekedése kiilonbozo
kénforrasok jelenlétében 37 °C-on. A YNB-DO taptalajt az alabbi
kénforrasokkal egészitettiik ki: NaxSO4, Na2SOs, cisztein (C), metionin (M) és
ezek kombinacigjaval (C-M). Kontrollként YPD ¢és YPD-Szorbitol
kotiilményeket alkalmaztunk. A szuszpenziokbol 104, 103, 10?2 és 10! sejtet
tartalmazé cseppeket pipettaztunk a taptalajok felszinére. A torzseket 37 °C-on
két napig inkubaltuk.

Eredményeink szerint a met28 A térzs novekedése nem tér el a sziildi torzsétdl komplett
taptalajon, ugyanakkor, mint ahogy azt laboratériumunk kordbbi vizsgélatai kimutattak,
ortologjanak hianya C. parapsilosis-ban erételjes defektust eredményez, amely 1M szorbitol
jelenlétével komplementalhatd. A 30 °C-on YNB-DO, YNB-DO-Na2SO3, YNB-DO-Na2SOs4 és
YNB-DO-C taptalajokon enyhe novekedési defektust mutato CPAR2 702260 A/A toérzsek 37 °C-on
egyaltalin nem mutatnak novekedést két nap tenyésztést kovetden. Mindezek ismeretében érdekes,
hogy a metionin 6nmagaban képes volt kismértékben komplementalni a ndvekedési defektust, és ez

a hatds még kifejezettebb volt, ha a metionin mellett cisztein is jelen volt.

5.3. A szorbitol hatasa a C. parapsilosis torzsek novekedésére 37 °C-on, szilard
taptalajon.

A fenti kisérletek eredményének ismeretében megvizsgaltuk, hogy a szorbitolnak milyen hatasa
van, ha a sejteket 37 °C-on neveljik minimél taptalajon, illetve kiilonbdz6 szerves kénforrasok

jelenlétében (6. abra).
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YNE-DO

CpVvT
CPAR2 70226080411

CPARZ_ 702260 /410

YN8-DOC-S2

YNB-DO-C-M-S2
CcpvT X

CPARZ_T02260 841

CPAR2 T02260 8412

6. abra. Szorbitol hatdsa a C. parapsilosis torzsek novekedésére kiilonbozo
kénforrasok jelenlétében 37 °C-on. A szorbitolt tartalmaz6 vagy nem tartalmazé
YNB-DO taptalajt az aldbbi kénforrasokkal egészitettiik ki: cisztein (C),
metionin (M) és ezek kombinacidjaval (C-M). A szuszpenziokbol 104, 103, 102
és 10! sejtet tartalmazd cseppeket pipettaztunk a taptalajok felszinére. A
torzseket 37 °C-on inkubaltuk két napig.

Megfigyelésiink szerint a szorbitol minden esetben segitette a delécios torzsek ndvekedését,
kivéve, ha a szorbitol mellett a taptalajt kizarolag ciszteinnel egészitettiik ki. A sejtek novekedésére

a metionin, cisztein és szorbitol egylittes jelenléte gyakorolta a legelénydsebb hatast.

5.4. Candida parapsilosis CPAR2 702260 A/4 mutansok novekedésének vizsgalata
folyadéktenyészetben

A novekedés taptalajon torténd vizsgalata latvanyos, de nehezen kvantifikalhatod
eredményekkel szolgal. A novekedési kiilonbségek pontosabb és objektivebb meghatirozasahoz a
torzseket YNB-DO, YNB-DO-C, YNB-DO-M és YNB-DO-C-M ¢és ezek szorbitollal kiegészitett
tapoldataiban neveltiik 37 °C-on, és felvettiik a ndvekedésiik gorbéjét (7. abra).

A CPAR2_702260 A/A1 37 °C B CLIB214 VT 37 °C
i o —0— YNB
_zw® —— YNB-C-M - YNB-C-M —e- YNB-M
0.6+ e~ YNB-M YNB-C
o ~ YNB-5 --M
080'4- ------------ == YNB-S2-M YNB- S YNB-572-C-M
2 ] YNB- --C
—5— YNB-5:-C-M
0.2
! YNB
—~— YNB-C
T T T T T T T IS — 8 YNB-- -C
0.0 T T 1 YNB-
0 8 16 24 32 40 48
1d6 (h) 1d8 (h)

7. abra. C. parapsilosis CLIB214 vad tipust izolatum és CPAR2 702260 4/4 /1
mutans novekedési gbrbéi kiilonbozd tapoldatokban. A sejteket 48 oOrdn at
inkubaltuk 37 °C-on.

Erdekes modon folyadék tenyészetben a delécios mutans valamennyi koriilmény kozott
rosszabbul nétt akkor, ha szorbitol is jelen volt, mint szorbitol hidnyaban (7. abra A).

Megallapitottuk azonban, hogy ez nem a delécids mutansra jellemzd sajatsag, hanem igaz a vad
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tipust sziil6i torzsre is (7. abra B). A deléciés mutans esetén igazoltuk, hogy a cisztein nem képes
komplementéalni a novekedési defektust 37 °C-on akar jelen van szorbitol akar nem, amely egybevag
a szilard taptalajon végzett kisérletek eredményével. Szintén a taptalajon vald tenyésztéssel
egybevagoan a metioninnal vagy ciszteinnel ¢és metioninnal egylittesen kiegészitett minimal
taptalajon a CPAR2 702260 A/A mutans novekedési defektusa komplementalhaté. FErdekes
azonban, hogy mig szorbitol hidnyaban a (metionin, valamint a cisztein €s metionin) ndvekedési
gorbék lefutdsa nagyon hasonldé volt, addig szorbitol jelenlétében a kizardlag metioninnal
kiegészitett YNB-DO médiumban hatékonyabb volt a komplementacid, mint akkor, ha metionin
mellett cisztein is jelen volt a tidpoldatban, amely ellentétes a taptalajon vald tenyésztés

eredményeivel.
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6. Diszkusszio

A mar korabban Iétrehozott C. parapsilosis CPAR2 702260 A/A hészenzitiv torzset munkank
soran részletesen fenotipizaltuk. Megallapitottuk, hogy ortologja a S. cerevisiae MET28 génje,
amely gén altal kodolt fehérje fontos szerepet jatszik a szervetlen kén felvételében ¢és atalakitdsaban
kozremiikodd fehérjék génjének expressziojdnak szabéalyozasdban (Thomas and Surdin-Kerjan
1997) (L Kuras, Barbey, and Thomas 1997) (Blaiseau and Thomas 1998). Valosziniisithetd, hogy a
MET28 ortologja C. albicans-ban (orfl19.7046) esszencialis, mivel két kiilonb6z6 modszer
alkalmazasaval sem sikeriilt deléciés mutans elGallitani (Shrivastava et al. 2021). Erdekesnek
taldltuk azon felismerést, hogy egy emberre minimalisan artalmas élesztOben egy gén a
kénanyagcsere reguldtorat, egy az emberi fiziologidhoz szélsdségesen alkalmazkodott patogén
¢lesztoben (C. albicans) egy feltételezhetden esszencidlis gént, mig a kettd szélsdség kozé sorolhato,
els6sorban az alacsony sziiletési sullyal vildgra jott csecsemOkre nézve veszélyt jelentd, C.
parapsilosis-ban a homérséklet tolerancidban szerepet jatszé fehérjét kodol. Ez a patoevolucios
vetiilet tette indokolttd a C. parapsilosis CPAR2 702260 A/A4 mutans alaposabb fenotipizalasat
kiilonds tekintettel a pékéleszté met28 A4 mutanssal valo dsszevetésben.

Megallapitottuk, hogy a CPAR2 702260 A/A mutans, hasonloan a met28 A mutanshoz, csokkent
novekedést mutat szerves kénforrds hidnyadban minimal taptalajon, amely azonban kevésbé
kifejezett, mint a pékélesztd delécidos mutans esetében. A komplett taptalajon elvégzett novekedési
tesztek alapjan a Met28 fehérje nem vesz részt a pékélesztd hdmérséklet tolerancidjanak
kialakitasaban, ellentétben a C. parapsilosis-ban eléforduld ortologjaval. 30 °C-on szilard taptalajon
mindkét faj esetében a metioninnal ¢és ciszteinnel kiegészitett taptalaj eredményezte a
leghatékonyabb komplementaciot, ennél gyengébb komplementacid volt elérhetd metionin
kizarélagos alkalmazasaval, mig a cisztein egyediill alkalmazisa csak pékéleszté esetében
komplementalta az auxotréfiat, C. parapsilosis esetében nem figyeltink meg ilyen hatast. A
CPAR2 702260 A/4 sejtek €letképessége erdteljesen lecsokkent, amikor a kén tartalmi aminosavak
hidnya magasabb tenyésztési hdmérséklettel parosult. Erdekes modon a cisztein dnmagéban torténd
alkalmazasa egyaltalin nem segitette a CPAR2 702260 A/4 delécidos mutansok ndvekedését,
ugyanakkor metioninnal egylitt alkalmazva nagyobb atmérdjii telepeket eredményezett, mint a
metionin egyediili adagoldsa. Bar a szorbitol alkalmazdsa minimdlisan javitotta a C. parapsilosis
delécios mutansok életképességét, a cisztein negativ hatasat ez sem volt képes kompenzalni.

Erdekes modon folyadék tenyészetben, 37 °C-on a szorbitol valamennyi vizsgélt tipoldatban
hatranyos hatast gyakorolt a sejtek novekedésére, de ez a jelenség nem csak a delécios mutansokra,

hanem a sziil6i CLIB214 izolatumra is igaz volt. Amennyiben szorbitol is jelen volt a kizarolag
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metioninnal kiegészitett tapoldatban gyorsabb osztddast regisztraltunk a CPAR2 702260 A/A torzs
esetében, mint ha a metionin mellett cisztein is jelen lett volna, ami ellentétes a szilard taptalajon
megfigyelt jelenséggel.

Munkank ezen szakaszaban, jelenlegi ismereteink birtokdban az aldbbi moddon tudjuk
értelmezni a megfigyelteket. Eredményeink alapjan kétségtelen, hogy a CPAR2 702260 fehérje
funkcigjat tobb kornyezeti paraméter is befolyasolja, amelyek egy hipotézisbe illesztése nehézkes,
¢€s szamos tovabbi vizsgalatot tesz sziikségessé. Ilyen nyilvanvalod paraméter a hdmérséklet és a kén
anyagcsere defektusa. Ehhez hozzdjarul az a felismerés is, miszerint a cisztein negativ hatasa szilard
taptalajon csak akkor jut érvényre, ha metionin nincsen jelen. A szorbitol szerepe ugyanakkor
nehezen értelmezhetd a tapoldatban és a taptalaj felszinén elvégzett tenyésztések ellentmondésos
eredményeinek ismeretében. A fentiekhezkapcsolodoan megjegyzendd, hogy laboratoriumunkban
tobb kutatas is zajlik a CPAR2 702260 fehérjével kapcsolatosan, és bar azok hangsulyozottan nem
jelen dolgozat részei, de segithetnek megérteni a fehérje funkcigjat. Az egyik projekt a kérdéses
CPAR2 702260 fehérje lokalizaciojanak megfigyelése volt, amelynek eredményei a fehérje
mitokondridlis lokalizaciojara engednek kovetkeztetni. A homérsékleti stressz a membran
stabilitisanak megbomlasaval jar (Niu and Xiang 2018). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
szorbitol, vagy kozvetleniil, mint ozmotikus stabilizator, segithet megdrizni a membran integritasat
magasabb homérsékleten, vagy kozvetve egy olyan szignaltranszdukcids utvonalat (feltételezhetéen
a Hogl-et) indithat be, amely a CPAR2 702260 fehérje hidnyaban is képes biztositani a talélést 37
°C-on. Arra hogy ez miért csak szilard taptalajon jut érvényre, az adhat magyarazatot, hogy mig
szilard taptalajon az élesztok aerob koriilmények kozott vannak, addig folyadék tenyészetben egy
er0sen oxigén limitalt kdrnyezet alakul ki, ahol a szorbitol ezen hatdsa mar nem érvényesiil, vagy
egy masik, er6sebb hatds irja azt feliil, ami tarsulhat a megvaltozott oxigén ellatottsighoz és
alternativ anyagcsere utvonalak aktivalédasahoz. Ez utdbbi egybecseng a fehérje feltételezhetéen
mitokondridlis  lokalizacidjaval, ¢és az anyagcserében bekovetezd esetleges valtozassal.
Feltételezhetd, hogy ehhez a megvaltozott anyagcseréhez kapcsolhatd a cisztein altal kivaltott
novekedésre karos hatds, amit azonban a metionin jelenléte képes feliilirni.

A fenti hipotézis vizsgalatdhoz a kdzeljovoben metabolomikai analizist terveziink elvégezni, és
célunk a fehérje lokalizaciojanak vizsgalata, aerob/anaerob, szorbitol tartalmi/hidnyos, valamint a
fehérje lokalizacidjanak vizsgélata ciszteinnel, ciszteinnel €s metioninnal, illetve csak metioninnal
kiegészitett minimal tapoldatban torténd nevelést kovetden. Tovabba szeretnénk informaciot
szerezni a kiilonbozo koriilmények kozott bekovetkezd transzkripcids valtozasokrdl, ezért RNS
szekvenalast is terveziink a kozeljovOben, ¢és dolgozunk a CPAR2 702260 fehérjével kolesonhatod

fehérjepartnerek azonositasan is.
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott SELMECI MATYAS nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benytjtott A Candida
parapsilosis CPAR2_702260 delécios mutans jellemzése a homérséklet tolerancia
vonatkozasaban.

cimii paltyamunkamban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt":

Részfeladat’ A részvétel mértéke
(otfokozati skalin® jellemezve)

A vizsgélandé gomba torzsek tenyésztése 3

Transzformacios plazmid és a donor DNS létrehozasa 5

Delécids mutans torzsek Iétrehozasa €s eliendrzeése 4

Southern blot hibridizacidval és kolonia PCR segitségével

A vizsgalandé korilmények 1étrehozasa (szilard minimal

taptalajok/YPD alapu taptalajok, folyadék tenyészetes 5

tapoldatok)

A novekedési tesztek elvégzése és kiértékelése 4

Kelt: Szeged, 2025.01.07.

Seeces Uen

Palyamunkat benyujté hallgaté Selmeci Matyas

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

Témavezetd (Dr. Németh Tibor, SZTE TTIK Biologiai

intézet, Biotechnoldgiai és Mikrobiolégiai tanszék)

alairasa

' A kutatasi projekt azon részfeladatait, amelyekben egyaltalan nem vett részt, ne tiintesse fel a listaban.
Az alabbi lista mintaul szolgal, szabadon modosithato, bovitheto.
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