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1. Bevezetés

Az elmilt néhany évtizedben jelentdsen megemelkedett a gombafertézésekben
szenvedok szama, komoly népegészségiigyi problémat jelentve vilagszerte. Az elsddleges
fontossaghh opportunista korokozok kozott a Candida nemzetség tagjai eldkeld helyet
foglalnak el (1). Klinikai izolatumokbol leggyakrabban a Candida albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei fajokat azonositottdk. Az eurdpai invaziv candidiazis
95%-aért fOként ezek a fajok tehetok feleléssé (1).

A C. albicans osztalya foként opportunista human patogén gombakat foglal magaba,
melyek a természetes human flora részei (2). A gomba és szervezetink kozotti bonyolult
kolcsonhatds  biztositja a mikroorganizmusok szaporodasanak ellendrzését. Kis szamban
megtaldlhatok a szijiregben, a bordn, a Iégzészerv, az emésztérendszer és a genitdlis
nyalkahartydkon is. Betegséget csak az mmmunrendszer nem megfeleld miikddése esetén
okozhatnak, amikor thlzott elszaporodasuk lehetdve valik.

A fertézés fokozottan veszElyeztetett célpontjai az mmmunszuppresszalt betegek:
sugarkezelésen, kemoterdpian, szervatiiltetésen atesett egyének, HIV fertdzottek, ujszilottek,
mmun gyenge 1idds emberek. Cukorbetegség, mellékvese-, pajzsmirigybetegségek, széles
spektrumi antibiotkumok ¢€s egyes kabitoszerek szedése is hajlamositd tényezOként része
lehet annak, hogy az addig human kommenzalista gombak virulencia faktoraik segitségével
képesek legyenek kiilonbozd korfolyamat kialakitdsara a gazdaszervezetben. A kellemetlen
borelvaltozassal  jardo  felszini  fertdzésektdl  (candidiazis, csecsemOknél — szajpenész,
pelenkadermatitisz, néknél wvulvovaginitis) kezdve a véraramba keriilve sutlyos fert6zést,
candidémiat is okozhatnak, melynek életveszElyes szepszis lehet a kovetkezménye. Szdmos
egyéb gyakori betegség korokozoi, Ugymint meningitis, arthritis, otomycosis, onycomycosis
¢s okularis fertdzeések. Biofilm képz6 képességiiknek koszonhetden a nosocomidlis fertdzEések
eloidézEsében is jelentds szerepet jatszanak. Implantdtumokon, katétereken, valamint egyéb
orvosi eszkozokon is képesek kitapadni, komoly problémakat eredményezve a korhaz
ellatasban (2,3.,4).

A Candida fert6zés szamos virulencia faktor kozremikodésével alakul ki, melyeknek
esszencidlis szerepik van a patomechanizmus kialakitdsaban. Nélkkiilik a patogén nem lenne
képes koros kolonizaciora. Ezek koz¢é tartoznak a gazdasejten vald kitapadas (a sejtfal, az
adhézios fehérjék), a biofim képzésben résztvevd faktorok, a gomba ¢éleszté /hifa
morfogenetikai atvaltozasanak képessége, valamint a hidrolitikus enzimek szekrécidja (pl

lipazok és proteazok) (4,5,6,7).



2. Irodalmi attekintés

2.1 Szekretalt lipaz, mint virulencia faktor

A hidrolitikus enzimek (pl. foszfolipazok, protedzok, lipazok) a gazdasejt membran
alkotomak, kiilonfeéle szerves ¢és szervetlen vegyiileteinek atalakitdsara képesek. Peptid- ¢és
észter  kotéseket, foszfolipideket hidrolizilnak, ami a membran destabilizalasat, fizikai
szétesését vonhatja maga utdn. Ezzel az enzimek lehetdvé teszik a mikroorganizmusok
szamara, hogy a gazdasejt makromolekulait tap- és energiaforrasként hasznositsdk, nagyban
megkonnyitve ezzel a gomba szétterjedését a szervezetben.

A lipazok novényekben, dllatokban és mikrobidlis szervezetekben egyarant
természetes biokatalizatorokként vannak jelen. A trigliceridek észter kotésemnek hidrolizisét
végzik, aminek eredményeként zsirsavak és glicerin keletkezik (4).

A C. albicans molekularis vizsgalatai soran a szekretalt lipazok 10 génb6l allo
géncsaladjat azonositottak (LIP1-LIP10) (6,7). Az organizmus diploid természete miatt egy
lipazt nem termeld null mutdns létrehozdsa 20 gén kiiitését jelentené. A jelenleg haszndlatban
1évo delécios eljarasokkal egy ilyen torzs létrehozasa iddigényes, és a halmozhatd génkiiitések
szama is limitdlt, ugyanis a rekombinicids rendszer mikddését biztositd, genomba ékelodd
elemeken keresztil nagyfoki  genomatrendezddést eredményezhetnek, aminek pedig
fenotipikus valtozas lehet a kovetkezménye. Ennek a nehézségnek az athidalisara jelenthet
megoldast az RNS mterferencia (RNSi) alkalmazasa. Annak tesztelésére ¢€s bizonyitasara,
hogy RNS interferenciaval csendesiteni lehet a lipaz virulencia faktort Candida fajokban, a C.
parapsilosis-t hasznalva modellszervezetként kidolgoztunk egy teszt csendesité rendszert,
amely jelen dolgozatban keriil bemutatasra.

C. parapsilosis esetében csak 2 lipaz kodolo gént kiilonitettek el, CpLIP1 és CpLIP2- t
(2,8,9,10). Ezek igen nagyfoku azonossagot mutatnak mar nukleotid (nt) szinten is (65,3% nt
azonossag), amely felveti a funkcionalis azonossag lehetGségét is. Saccharomyces cerevisiae-
ben és Pichia pastoris-ban vald expresszaltataskor azonban csak egyikiik, a CpLip2 bizonyult
aktiv fehérjének, mig CpLipl nem mutatott aktivitast (8). Az egyediili aktiv fehérjét nem
termeld CpLIP2 deletdlt mutidnsok csokkent virulenciat mutattak egér és human makrofag
Killing assay-ekben és in vitro szoveti fertézés kisérletekben (9). Mindezek alapjan a C.
parapsilosis alkalmas modell arra, hogy teszteljik a CpLIP2 gént csendesit6 RNS

mterferencia mikkodésének hatékonysagat.



2.2 RNS interferenciarol altalaban

Az RNS interferencia rovid, duplaszali RNS-molekulak altal kivaltott, konzervalt
molekularis mechanizmus. Génkifejezodésre vald gatld hatasukat Caenorhabditis elegans-ban
fedezték fel (11,12). Két utvonalon keresztil valosulhat meg: transzkripciondlisan (TGS —

transzkripcionalis géncsendesités) ¢s poszttranszkripcionalisan (PTGS -
poszttranszkripcionalis  géncsendesités). NoOvényekben a PTGS a sejtmagban a Cajal-
testekben, valamint a citoplazmaban a P-testekben zajlik, mig allati szervezetekben csak a P-
testekben (13). A sejtmagban az SiRNS-ek a transzkripcid csendesitését inaktiv kromatin
kialakitasaval érik el siRNS 4altal micidlt RITS komplexek 0Osszeszerelodése ¢és aktivitdsa
révén, ami tartds csendesités esetén lokdlis heterokoromatin képzodéshez vezet (14). A
citoplazmdban  jelen 1év0  miRNS-ek  belsd,  poszttranszkripciondlis  regulatorként
funkcionalnak, az siRNS-ek pedig a virusok, transzpozonok, repetitiv elemek elleni védelmet
szolgaljak (15). A folyamat megvalosulasahoz mind si-, mind pedig miRNS esetén kétszala
RNS (dsRNS) ktrejotte, RNaz III, Argonauta (AGO) és az erre szervezddd RISC komplex
sziikséges (15).

A dsRNS biogenezisnek tobbfele modja ismert ¢él6 szervezetekben. Lehetnek a
génekben kodolt miRNS-ek, melyek szekvencidja lehetévé teszi azt, hogy Onmagukban
parosodo ¢és kihurkoloddo masodlagos szerkezetet vegyenek fel (16). Létrejohetnek a génben
kédolt mnverted repeatekbdl, vagy akkor, ha egy RNS fliggd RNS polimerdz (RARP) az
MRNS-r6l elvégzi az ellentétes szal atirasat (16). Eléfordulhat olyan eset is, mikor egy adott
genomi szekvencia atirdsa mindkét wranybol megtorténik, és a keletkezd sense és antisense
szal dsRNS-t formal (16).

Sziikség van egy RNdaz III aktivitdssal rendelkezd fehérjére (Dicer), mely képes a
dsRNS hasitasara. A hasitds eredményeképpen 5° monofoszfait és 3’ végen 2 nt tinyald rész
keletkezik (15). Kiilonbozo szervezetek eltér6 szamu Dicer fehérjével rendelkeznek.
Schizosaccharomyces pombe-nak, C. elegans-nak és az emlésoknek 1, Drosophila
melanogaster-nek 2, Arabidopsis-nak 4 ehhez hasonlé enzime van (17).

Az Argonauta (Ago) fehériék feladata a dsRNS-ek felismerése, megkotése és

csendesitd komplexbe szervezése tobb fehérje kozremikodésével, ami a sejtmagban a RITS
(14), a citoplazmaban a RISC-nek nevezett enzim komplexet jelenti (15). Ezek a komplexek
az Ago felépitésétl fliggden lehetnek hasitd vagy nem hasitd enzim komplexek (15). A
targetdlt mRNS sorsa a RISC-ben 1év0 Argonauta RNS hasitd aktivitisanak meglététdl-,
illetve hidnyatol-, valamint a mRNS ¢és az interferaldé kis RNS kozott fennallo



komplementaritas mértékétdl fligg (15). Teljes komplementaritas €s RNS hasitd képességgel
bird6 Argonauta esetén a targetalt mRNS RISC komplexen torténd elhasitdsa €s ezt kovetden a
mRNS degradicidja bekdvetkezhet (15). Azonban valamelyik feltétel elmaraddsa esetén a
RISC komplex a targetalt mRNS-el egyiitt eljut a riboszomakhoz és a mRNS kifejezodése a
transzlacid gatlasan keresztiil fog megvalosulni (15).

2.3 miRNS biogenezis allatokban:

A MIRNS gének a genomban kodoltak. Atirasukat az RNS polimeraz I enzim végzi,
melynek terméke az elsddleges mRNS (pri-miRNS/primary miRNS), ami 5° 7-metilguanozin
sapkat és 3’ poli(A) farkat visel (18,19). Jellegzetes masodlagos struktirat vesz fel, ami
duplaszali parosodasi szakaszokat és kihurkolodasokat (stem loop) tartalmaz. Ez a pri-
mIRNS transzkript a sejtmagban belép egy mikroprocesszornak nevezett nagy enzim
komplexbe (500-650 kDa), ahol a Drosha (RNaz Il endonukleaz), az esszencialis kofaktor, a
Pasha (2 dsRNS koté doménnel rendelkezd fehérje) kozremikodésével 70 nt hosszi
szakaszokra darabolja, létrechozva ezzel a prekurzor- vagy pre-miRNS-t (18). A pre-miRNS
hordozza az RN4az III hasitas jegyeit, azaz 5’ monofoszfat és 3’ végen 2 nt tilnytld hidroxil
csoportot tartalmaz. A pre-miRNS-ek az Exportin-5 (Ran szllitd receptor csalad tagja,
dsRNS kot6 doménnel) segitségével a magbdl a citoplazmaba szallitbdnak (18). A
citoplazmaban fejez0dik be a miRNS biogenezise, amikor a Dicer (RNaz Il endonukledz) a
70 nt hosszii pre-miRNS-eket 21-23 nt hosszi érett, duplaszali miRNS-ekké darabolja (14).
Ehhez a miRNS-hez ko6tddik az Argonauta, amely koré a P-testekben RISC komplex (RNA-
induced silencing complex) szervezédik (13). Ez tobb olyan fehérjét tartalmaz, melyek a
MIRNS target mRNS felismerését segitik. Helikazok mikodése révén a miRNS duplex és a
RISC is kettéhasad (17). Az 5° végen energetikailag stabilabb szallal (passenger/sense)
kapcsolodd RISC rész degradalodik, mig az 5° végen energetikailag kevésbé stabil szalat
(vezetd/guide/antisense  szilat) hordozd RICS komplex tovabb haladva géncsendesitést
indukal (18).

2.4 RNS interferencia_gombakban:

2.4.1 Fonalas gombak:

Romano ¢és mtsai 1992-ben leirtak egy géncsendesitd jelenséget Neurospora crassa-
ban, amit quellingnek neveztek el (20). Eredetieg homolog ismétlédé szekvenciak altal
kivaltott, a génexpresszi0 reverzibilis inaktivacidjaként irtdk le. Genetikai €s biokémia

vizsgalatok eredményei alapjan feltételezték, hogy a queling az RNS medidlt géncsendesitd



mechanizmus  egy kategoériaja, és azonositottak a C. elegans és Arabidopsis RNS
mterferenciaban  résztvevd  komponensek  homologjait. A folyamat az  allatokban
meghatarozott alapmechanizmushoz hasonloképpen zajlik. A bejuttatott, endogén génnel
homolog szekvencidk kovetkeztében keletkezett hibas, rendellenes RNS-bdél itt is egy RARP, a
Qde-1 készit dsRNS-t, amelyet a Dcl-2 Dicer 21-23 nt hosszi siRNS-ekké hasit. Ezt kovetéen
az Argonauta segitségével, a Qde-2 fehérjével a siRNS-ek RISC komplexbe szervezodnek. A
RISC komplexben a Qde-2 végzi a homolog mRNS hasitasat (20). A gomba ezzel a
folyamattal egyediilallo modon biztositja haploid genomjdnak megorzését.

A N. crassa vegetativ novekedési fazisban haploid, azonban 2 ellentétes parosodasi
tipusi haploid mag taldlkozdsakor atmeneti diploid sejtet, zgotat hoz Iktre. A zigdta
meidzison megy keresztil, mialatt a homolog kromoszomak is parosodnak. Abban az esetben,
ha a két kromoszoma nem teliesen komplementer egymassal, parositatlan DNS szakasz jon
létre, ami kihurkolodik. Ez a kihurkolodd DNS lesz a N. crassa-ban felfedezett masik RNS
fliggd csendesitd folyamat, a meiotikus silencing kivaltoja. A hibas RNS atirasat dsRNS-s¢ a
Sad-1 RARP végzi. A dsRNS-t az Sms-3 Dicer darabolja fel rovid siRNS-ekké, amik a RISC
komplexben 1évé Sms-2 Argonauta-val a mRNS hasitasat idézik el (20, 21, 22).

2.4.2 Sarjadzo gombak:

Az RNSi evoliciésan konzervalt mechanizmusnak bizonyult az alapjan, hogy a
novényekben, dallatokban ¢és gombdkban erdsen konzervalt RdARP, Dicer és Argonauta
fehérjéket azonositottak, mint az interferencia hajtoelemei. 2009-ig bizonytalan volt, hogy
van-e a sarjadzo élesztoékben RNS interferencia mechanizmus, ugyanis annak ellenére, hogy
RARP-t és Argonauta-t kodold géneket azonositottak egyes fajokban (S. castellii,
Kluyveromyces polysporus és C. albicans), és pl. S. castellii-ben kis RNS populacio 1étezését
is igazoltdk (23), Dicer-t sosem talaltak. Amikor S. castellii-ben siRNS (transzpozabilis
elemek, Y’ subtelomerikus ismétlddések) jelenlétében Dicer-szerli aktivitdst mutattak ki,
ratalaltak egy nem-kanonikus felépitésti Dicer-re, amelyrél bebizonyitottak, hogy homodimer
formaban telies Dicer finkciot képes ellatni (23). Erdekes, hogy a molekularis vizsgilatok &
modellszervezeteként ismertté valt sarjadzo élesztében, a S. cerevisiae-ben sem nem-
kanonikus éleszté Dicer-t, sem RARP-t, sem pedig Argonauta géneket nem talaltak és az RNS
interferencia mikkodését sem sikeriitt kimutatni. Amikor a S. castellii Argonauta és nem-
kanonikus Dicer-ét bejuttattak és kifejeztették GFP proteint termeld S. cerevisiae-ben, majd
ecbbe a torzsbe GFP mRNS-t targetalo csendesité konstrukciot is fejeztettek ki, akkor a

kisérlet eredményeképpen a GFP sikeres csendesitését értek el (23). Ez wvolt a kisérletes



bizonyitasa annak, hogy példaul C. albicans-ban, K. polysporus-ban, S. castellii-ben az
Argonauta és a nem-kanonikus Dicer egyiittesen elegendéek az RNSi feladatok elvégzésére,
ami kivald6 modszer lehet géncsendesitd kisérletek elvégzéséhez (23).

Annak ellenére, hogy a fenti attoré ereju kisérletet 2009-ben publikaltak, azdta sem

sziiletett olyan kiadvany, amiben beszamoltak volna sikeres csendesitésrél C. albicans-ban.



3. Célkituzesek

Célunk a C. parapsilosis egyik virulencia faktoranak, a CpLIP2 génnek a csendesitése
egy RNS interferenciat indukald konstrukcié felépitésével ¢és transzformalasaval C.

parapsilosis-ba.
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4. Anyagok és modszerek

4. 1. Felhasznalt torzsek

e Candida parapsilosis GA1- vad tipust torzs
e Escherichia coli XL1-Blue

4. 2. Tapoldatok, taptalajok
4.2.1. LB oldat:

1% NaCl

e 1% Tripton

e 0,5% yeast extract
e szelekcios koriimény esetén 100 pg/ml ampicillin
e (2,5% agar taptalaj esetén)

4.2.2. YPD tapoldat:
e 1% pepton
o 1% glikoz
e 0,5% yeast extract
e 50 pg/ml nourseotrichin (NAT)
e (2,5% agar taptalaj esetén)

4.2.3. YNB tapoldat:

e 1IXYNB
o 2% steril olivaolaj

e 50 pg/ml NAT

4.2.4. Lipaz aktivitas mérésére hasznalt taptalaj:
o 2% agar
e 2% steril olivaolaj
e 5% steril FBS (Fetal Bovine Serum)
e 4 mg/ml 1 M Rhodamin-B oldat

11



e 50 pug/ml NAT

4.3. Plazmid DNS preparalashoz hasznalt oldatok
4.3.1. GET 100 ml-re

e 25ml1MTris pH 5.7 (25 mM)

e 2ml0,5MEDTA pH 8 (10 mM)

e 0,9 g glikoz

4.3.2. Alkalikus SDS 10 ml-re:
e 8,8 ml desztillalt viz
e 2 ml 10%-0s SDS
e 200 ul 10 M NaOH

4.3.3. High Salt oldat 100 ml-re:
e 29,4 gK-acetat
o 28,5 ml desztillalt viz
e 11,5 ml jégecet
e pH4,6

4.4. Agardz gélelektroforézishez hasznalt oldat
e 100 ml 1x TAE

e 0,89agaroz
e 10 pul EtBr (etidium bromid 10 mg/ml oldata)
e 6x loading oldat (Fermentas)

e MassRuler DNS Molecular weight marker Mix (Fermentas)

4.5. Total DNS izolalashoz felhasznalt oldat
4.5.1. Lizis puffer:

e 1% SDS

e 50mM EDTA

e 100 mM Tris (pH 8)

12



4.6 Célzott régiok

4.6.1 CpLIP2 gén célzott S1 régioja:
CATTGCTTTCAATCACTTATCGTTTGGGAAACACTCACTGTTTGCTTGATGGTGGTATTGCT
TATTTCGGTAAATCATTCTTTTCCAGAATTATTAGATATTTCCCTGATGGATGGGATCTTGT
CAACCAAGAACCTATCAAAACCATCTTGCAAGATAATGGATTGGTTTACCAACCAAAGGACT
TGACCCCACAAATTCCATTATTCATCTACCACGGTACCTTGGATGCAATTGTCCCCATTGTC
AACTCAAGAAAGACATTCC

4.6.2 CpLIP2 gén célzott S2 régidja:

ATGGTGTGATTGGGGACTCAAATCTGGTGAATATAATGAAGATTTGACCAATGGACACATTA
CTGAATCAATTGTGGGTGCACCAGCTGCTTTGACTTGGATTATCAATCGTTTCAATGGACAG
CCTCCAGTTGATGGATGTCAACATAATGTGAGAGCTTCAAACTTGGAATATCCAGGAACTCC
ACAATCAATCAAGAATTACTTTGAAGCTGCATTGCACGCAATTTTGGGCTTTGATTTGGGTC

CAGATGTTAAGAGAGATAAGGTTACTTTGGGCGGATTGCTCAAGTTGGAACGTTTTGCTTTT

4.6.3 CpLIP2 gén célzott S3-as régidja:
GATAAGGTTACTTTGGGCGGATTGCTCAAGTTGGAACGTTTTGCTTTTTAGATGATGTAAAA
CATTGCGTTTAGAAATTTGTATCATTATGTACAGAATGTATTATTAGTTTGATTTAGAAGAA
ACCTGTTTTGCAGACAGATG

4.7 PCR reakciék
4.7.1 PCR reakciokhoz hasznalt primerek:

Név: CaRad6i2 Hind frw
Oligonukleotid (43-mer):
5’- AAAAAAAAGCTTGTACGTATAAATATATCAAAATAACCCCTTC -3’

Név: CaRad612 Pst rev
Oligonukleotid (46-mer):
5’- AAAAAACTGCAGCTAAAAAAAAAAAAGAAGTAGTTATATATGTTAG -3’

Név: CpSiLip2 XhoNco S1 frw
Oligonukleotid (45-mer):
5- TTTTTTCTCGAGCCATGGCTTTCAATCACTTATCGTTTGGGAAAC -3’
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Név: CpSiLip2 Hind S1 rev
Oligonukleotid (39-mer):
5- TTTTTTAAGCTTGGAATGTCTTTCTTGAGTTGACAATGG -3’

Név: CpSiLip2 Smal AS1 frw
Oligonukleotid (44-mer):

5- TTTTTTCCCGGGCATTGCTTTCAATCACTTATCGTTTGGGAAAC -3’

Név: CpSiLip2 Pst AS1 rev
Oligonukleotid (39-mer):
5- TTTTTTCTGCAGGGAATGTCTTTCTTGAGTTGACAATGG -3’

Név: CpSiLip2 XhoNco S2 frw
Oligonukleotid (40-mer):
5- TTTTTTCTCGAGCCATGGTGTGATTGGGGACTCAAATCTG -3’

Név: CpSiLip2 Hind S2 rev
Oligonukleotid (41-mer):
5- TTTTTTAAGCTTAAAAGCAAAACGTTCCAACTTGAGCAATC -3’

Név: CpSiLip2 Smal AS2 frw
Oligonukleotid (38-mer):
5- TTTTTTCCCGGGATGGTGTGATTGGGGACTCAAATCTG -3’

Név: CpSiLip2 Pst AS2 rev
Oligonukleotid (41-mer):
5- TTTTTTCTGCAGAAAAGCAAAACGTTCCAACTTGAGCAATC -3’

Név: CpSiLip2 XhoNco S3 fiw
Oligonukleotid (41-mer):

5- TTTTTTCTCGAGCCATGGGGTTACTTTGGGCGGATTGCTC -3’

Név: CpSiLip2 Hind S3 rev
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Oligonukleotid (38-mer):
5- TTTTTTAAGCTTCATCTGTCTGCAAAACAGGTTTCTTC -3’

Név: CpSiLip2 Sma AS3 frw
Oligonukleotid (39-mer):
5- TTTTTTCCCGGGGATAAGGTTACTTTGGGCGGATTGCTC -3’

Név: CpSiLip2 Pst AS3 rev
Oligonukleotid (38-mer):
5- TTTTTTCTGCAGCATCTGTCTGCAAAACAGGTTTCTTC -3°

Név: Cp S2 pAct EV fiw
Oligonukleotid (40-mer):
5-TTTTTTTGATATCCAGTTTCAATTCTCACTCAATTCTCAC -3’

Név: Cp S1S2S3 pAct EV Ncol rev
Oligonukleotid (39-mer):
5- TTTTTTGATATCCCATGGTGTTGAGGTCGAATGTCGAAC -3°

Név: Cp S1S2S3 tGal Sma frw
Oligonukleotid (38-mer):
5-TTTTTTTTCCCGGGACCTTATGTACACTCGCTTAATGTC-3’

Név: Cp S2 tGal Sma rev
Oligonukleotid (33-mer):
5- TTTTTTCCCGGGTTCTTGCCACTTTCGCAACTC -3’

Név: Cp S1 pAct EV Sal fiw
Oligonukleotid (46-mer):

5-TTTTTTTGATATCGTCGACCAGTTTCAATTCTCACTCAATTCTCAC -3’

Név: Cp S1 tGal Sma Sal rev
Oligonukleotid (39-mer):
5- TTTTTTCCCGGGGTCGACTTCTTGCCACTTTCGCAACTC -3’
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Név: Cp S3 pAct EV BamH fiw
Oligonukleotid (46-mer):
5- TTTTTTTGATATCGGATCCCAGTTTCAATTCTCACTCAATTCTCAC -3’

Név: Cp S3 tGal Sma Sacll Xho rev
Oligonukleotid (45-mer):
5- TTTTTTCCCGGGCCGCGGCTCGAGTTCTTGCCACTTTCGCAACTC -3’

Név: ReTi Cp lip2 fiw
Oligonukleotid (22-mer):
5’- GCAAATGGACCACTATCAACAG -3’

Név: ReTi Cp lip2 rev
Oligonukleotid (23-mer):
5’- GAGTAAAAACTTGCTTGGTGCTG -3’

Név: ReTi Cp Tub4 fiw
Oligonukleotid (22-mer):
5’- GAACACTTATGCCGAGGACAAC -3

Név: ReTi Cp Tub4 rev
Oligonukleotid (22-mer):
5’- ACTCTCACCACTGACTCCTTGC -3’

4.7.2 A PCR reakcidelegy dsszetétele S0 pl végtérfogatra:
e 50 pmol/ul forward primer

50 pmol/ul reverse primer

e 100-500 ng templat DNS

e DNS- polimeraz (PfuUltra® II Fusion HS DNA Polymerase - Stratagene)
e puffer

e 1 mM dNTP-mix

o steril deszillalt viz
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4.7.3 A polimeraz lancreakcio soran alkalmazott reakciokoriilmények:
e 95°C, 1 perc denaturacio
e 34 x 94 °C 30 sec denaturacid, 58 °C 15 sec annealing, 45 sec elongici6 (termék
mérettd] fliggben valtozik)

e 72 °C, 7 perc utdopolimerizacio

4.7.4 Az RT-PCR osszetétele 20 pl végtérfogatra:

e 10 pl Maxima SYBR Green/Fluorescein qPCR Master Mix reakcid puffer (2x)
(Fermentas)

e 2l 3-3 umol forward-reverse primer keverékbdl
e 1,5 ul cDNS minta

o 0,5 ulnukledz mentes bidesztillalt viz

4.7.5 Az RT-PCR soran alkalmazott reakciokoriilmények:
e 94 °C, 3 perc denaturicio
e 40x 94 °C 15 sec denaturacio, 60 °C 1 perc annealing ¢s elongacié
e 65 °C 5 sec, utopolimerizacio

e 95 °C, melting point meghatirozasa

4.8 Lipaz aktivitas mérés fluoriméteres modszerrel (FluoStarOptima készilkk BMG
labtech

Reakcioelegy:
e 50mM Tris

e 60 umol 4-metilumbelliferil-oleat
Excitacios filter: 360BP1
Emisszios filter: 460-10

Fotoelektron sokszorozd: 550

4.9 DNS gélelektroforézis

A PCR soran létrejott amplikonok 1-1 pl-ét 0,8%-os, etidium-bromiddal festett agar6z
gélen futtattuk meg Bio-Rad horizontalis gélelektroforézis késziilékkel. A géleket ultraibolya
fennyel megvilagitva vizsgaltuk és fényképeztik le UVP készilekkel
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4.10 A PCR termékek tisztitasa
A PCR termékek tisztitaisit Gel/PCR Fragments Extraction KIT (Geneaid)

crer

segitségével végeztik, a gyartd instrukcioi alapjan. A termékek koncentraciojat DNS

gélelektroforézissel ellendriztiik.

4.11 A vektor defoszforilalasa

Az autoligdlds elkeriilése érdekében a megfeleld restrikcios enzimekkel (Fermentas)
hasitott vektort CIAP-al (alkalikus foszfataz) (Fermentas) eloszor 37°C-on 25 percig, majd
85°C-on 10 percig inkubaltuk. A terméket a Gel/lPCR Fragments Extraction KIT (Geneaid)

felhasznalasaval tisztitottuk meg.

4.12 Tisztitott PCR termékek preparativ_futtatisa és vektorba ligalasuk

A tisztitott PCR-termékeket preparativan emésztettiik, megfuttattuk, majd a megfeleld
méretli DNS-fragmentumot tartalmazd gélrészletet steril szikével kivagtuk. A géldarabkabol a
DNS-t a Gell PCR Fragments Extraction KIT (Geneaid) segitségével izolaltuk vissza. Ezt
kovetéen a tisztitott PCR termékeket pBluescript 1l SK vektorhoz mértik. 65°C, 5 perc
vizflird6t kovetden a mintdkat rogton jégre helyeztik, majd a csovekbe 10x ligdz puffert és
lighz (Fermentas) enzimet pipettdztunk. 20°C-on overnight mkubaltunk. A termékek

crey

4.13 E. coli sejtek transzformalasa

Szuperkompentens E. coli XL1-Blue sejteket jégen kiolvasztottuk. A ligalasi elegyet
(7,5 ul) a kiolvasztott kompetens sejtet tartalmazd Eppendorf csébe pipettaztuk, majd
szuszpendaltuk ¢és 25 percig jégen inkubaltuk. Ezt kovetden 2 perc 42°C-os hdsokkot
alkalmaztunk, majd a mintdkat azonnal jégen hutéttik. 800-800 pl LB oldatot mértink a
mintdkra és 45 percig 37°C-on inkubdltunk. Az inkubécid letelte utdn 50 pl térfogat
transzformanst ampicillnes LB-taptalajra sz€lesztettiink. A maradék sejtet 5000 rpm 5 perces
centrifugalassal ~ Osszegylijtottiik, a feliiliszot kiontottiik. A visszamaradt folyadékban
felszuszpendalt sejteket ampicillines LB-taptalajra szélesztettik. A sejteket egy napig 37°C-
on inkubaltuk.

4.14 Plazmid DNS izolalas: ..M iniPrep-ek” készitése

A transzformalt E. coli XL1-Blue egyedi kolonidk sejtjeit 37°C-on egy éjszakan at
tenyésztettiik 2 ml, ampicillinnel kiegészitett LB tipoldatban. A tenyészetet Eppendorf
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csovekbe mértik és a sejteket 5000 rpm 5 perces centrifugdlassal iilepitettik. A fellazitott
pellethez 100 pl GET oldatot pipettaztunk, majd homogénre vortexeltik. Ezt kovetéen 200 ul
alkalikus SDS-sel feltartuk a sejteket. Az Eppendorf csoveket a folyadék feltisztulasaig
Ovatosan fejjel-lefele mozgatassal elegyitettik. Ezutan 150 pl High Salt oldatot juttattunk a
csovekbe, melyeket ismét fejjel-lefele mozgatassal elegyitettik a '"kromoszomalis" DNS
kicsapodasa kovetkeztében keletkezett fehér csapadék megjelenéséig. 10 perc 13000 rpm-en
végzett centrifugdlds utdn a feliilisz6t ) Eppendorf csovekbe pipettdztuk. 1:1 ardnyban
kloroform-izoamilalkohol (24:1) oldatot adtunk hozzi, melyet Gjabb 10 perc 13000 rpm-es
centrifugalds kovetett. A centrifugdlds utdn a mintdk felsd, vizes fazisat Ujonnan eldkészitett
Eppendorf csovekbe pipettaztuk. A feliliszokhoz megegyez6 mennyiségli izopropanolt
mértliink, amivel a plazmid DNS-t kicsaptuk. Ezt kovetden a mintdkat 1 ordig -20°C-on
inkubaltuk. Az inkubéacios id6 letelte utdn a mintdkat 10 percig szobahdmérsékleten
melegedni  hagytuk, majd 10 perc 13000 rpm-en végzett centrifugalas kovetkezett. Az
izopropanol eltavolitisa utan 70%-0s etanollal mostuk a pelletet, majd 10 percig 13000 rpm-
en centrifigaltunk. Az etanolos mosast kovetden leszivtuk az alkoholt, és a pelletet nyitott
tetdvel szobahOmérsékleten szaritottuk. A besziritott mintdkat 50 pl RN-4z tartalmi
deszillalt vizben (10 pg/ml RN-az) vettik fel, majd a megfeleld restrikcios enzimekkel

torténd 1,5 oras emésztést kovetden, 0,8%-o0s agardz gélen ellendérzd futtatast végeztiink.

4.15 Plazmid DNS izoldlas: ,,MaxiPrep-ek” készitése
A MaxiPrep-ek készitéséhez 100 ml transzformans E. coli XL1-Blue sejtet 37°C-on,

ampicilinnel kiegészitett tapoldatban egy ¢éjszakan at tenyészettik. A plazmid DNS kivonast
Viogene Maxi plazmid tisztitd kit segitségével végeztik. A tenyészetet 50 ml-es falcon
csovekbe osztottuk szét, és 3000 rpm 20 perces centrifugalassal dsszegy(jtottik a sejteket. A
feliiliszot leontottiik, majd a pelletet 4 ml VPI1 pufferrel felszuszpendaltuk, ¢és SS34-es
Sorvall centrifuga cs6ébe oOntottik at. Ezutan 4 ml VP2 puffert pipettaztunk a csdvekbe, az
elegyet Ovatosan Osszekevertiik, és 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. 4 ml VP3 puffert
adtunk a folyadékhoz, &vatosan kevertik, majd 4°C-ra elShiitott Sorvall centrifigiban 13000
rpm mellett 10 percig centrifigaltunk. A feliiliszot steril gézen keresztil az el6zOleg
elokészitett oszlopra (eloszor 3 ml 96%-0s etanollal, majd 10 ml VP1 pufferrel mosott)
mértik. A plazmid preparatum atfolyasat kovetéen az oszlopra kotétt DNS-t 15 ml VPS5
pufferrel mostuk, ezutan pedig egy tiszta 50 ml-es falcon cs6be helyezve az oszlopot 5 ml
VP6 pufferrel elualtuk a DNS-t. A falcon csé tartalmat 1 ml-enként 5 db 2 ml-es Eppendorf
cs6be adagoltuk sz&t, melyekre egyenként 750 upl izopropanolt pipettaztunk a DNS
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kicsapasahoz. A csoveket 30 percig -20°C-on inkubaltuk. A mintdkat ezt kovetéen 10 percig
szobahOmérsékleten melegedni hagytuk, majd 13000 rpm mellett 10 percig centrifigaltuk. A
feliiluszot eltavolitottuk, a pelletet pedig 70%-o0s etanollal mostuk 13000 rpm 10 perces
centrifugalassal, majd a mintakat beszaritottuk. Az 5 Eppendorf cs6ben 1év6 mintat 150 pl
desztillalt vizzel egy csObe gyljtottikk Ossze.

A maxi plazmid preparatumokat ellenérzésként megfeleld restrikcios enzimekkel

torténd emésztést kovetden, 0,8%-os agardz gélen futtattuk meg.

4.16 C. parapsilosis kompetens sejtek készitése

100 ml YPD tapoldatban C. parapsilosis sejteket tenyésztettink 30°C-on egy éjszakan
at. A tenyészetet 2db 50 ml-es falcon csébe adagoltuk. 4°C-ra el6hiitott centrifigaban 3000
rpom mellett 5 perces centrifugalassal a sejteket Osszegyijtottik, majd 50 ml TE oldattal
mostuk. Ujabb 3000 rpm 5 perces centrifugilas utdn a sejt pelletet 30 ml TE-litium-acetat
oldatban vettiik fel, és 45 percig 30°C-on razattuk. Az inkubacios id0 letelte utdn 750 ul 1 M
dithiotreitolt (DTT) mértink a cs6be, majd 30°C-on 15 perces razatas kovetkezett. Ezutan
jéghideg deszillalt vizzel 50 ml-re kiegészitettiik ¢s 4°C-on 3000 rpm 5 percig centrifugaltuk,
majd ismételt centrifugalas mellett jéghideg desztillalt vizzel kétszer mostuk a mmtankat. A
pelletet 30 ml 1 M szorbitol oldatban vettiik fel, majd ismét centrifuigaltuk (3000 rpm, 5 perc,
4°C). A feliiliszot leontottik, €s a visszamaradd folyadékban felszuszpendaltuk a sejteket. A
sejteket felhasznalasig jégen tartottuk.

4.17 Candida sejtek transzformacioja

Eppendorf cs6ben Osszekevertik a 40 pl kompetens C. parapsilosis sejtet a
transzformalni kivant 5 pg -nyi DNS fragmentummal, melyet ezt kovetden azonnal jégre
tettiink, majd 2 cm résméretii elohiitott elektroporator kiivettdba (BioRad) pipettaztunk, és
BioRad elektroporator Sch2 programmal (1,5 KV, 25 microF, 200 ohm) elektromos ivet
hiztunk. Az elektroporacid utan a mintdhoz azonnal 800 ul jéghideg YPD+1 M Sorbitol
tapoldatot adtunk. A sejteket szuszpendaltuk és 5 percig jégen tartottuk. Ezt kovetéen a
kiivettdk tartalmat 2 ml YPD+1 M szorbitol tapoldatot tartalmazd csdvekbe pipettaztuk. A
csoveket 3 oran at, razatas nélkiil 30°C-on inkubaltuk. Az inkubacio letelte utdn 100 pl mintat
NAT-tal kiegészitett YPD taptalajra szélesztettik. A maradékot 5000 rpm 5 perces
centrifugalassal Osszegyijtottik, és a visszamaradé oldatban felszuszpendalt sejteket is
kiszélesztettik. A csészéket 30°C-on inkubaltuk.
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4.18 RNS izolalas
C. parapsilosis transzformans és vad tipusi GAl telepeket 2 ml YPD tapoldatba

oltottuk. A tenyészetet 30°C-on 2 napig razattuk, majd kb. 12 6ran at 10 ml, 2% olivaolajat
tartalmazd 1xYNB tapoldatban indukaltuk (transzformansok esetén a tapoldatot NAT-tal is
kiegészitettiik). A sejteket 30°C, 3000 rpm, 20 perces centrifugalassal Osszegylijtottik. A
feliiiszobol 1 ml-t lipaz aktivitas mérésre felretettiink, a tobbit leontottik. 1x PBS-el torténd
mosas utan a sejtekbdl NucleoSpin RNA Plant izolalo kit (Macherey-Nagel) segitségével
tisztitottunk totdl RNS-t a gyartd eldirasainak megfeleloen, apré6 modositasokkal. A modositas
a kovetkezd volt. Amikor a sejtekhez hozzdadtuk a 400 pl RAI1 (lizis) puffert, akkor kevés 1
mm atmérdji RNaz mentes tiveggyongyot (Sigma) adagoltunk a sejtekhez. Az elegyet 4
percig automata vortexen razattuk a sejtek hatékony feltarasdért. A tovabbiakban a

Macherey—Nagel gyartd altal meghatarozott médon jartunk el

4.19 cDNS iras
A cDNS irds a RevertAid First Strand cDNS Synthesis Kit (Thermo Scientific)

felhasznalasaval, a gyartd utasitasai szerint tortént. A kindulasi reakcidelegybe 200 ng RNS-t
vittiink be. A reverz transzkripcidhoz oligo dT primert hasznaltunk, majd az atirast kovetden a

reakcioelegyet Otszorosére higitottuk, amibdl 1,5 pl-t RT- qPCR reakcioba mértiink.

4.20 RT-PCR

Az mRNS mérést C1000Thermal Cycler és CFX96Real Time System (BioRad)
kombmnalt készilékkel kiviteleztik. 1 c¢DNS mmntabol 3 technikai parhuzamos mintat
készitettink. Méréseinket a A/ACt moddszerrel végeztilkk, ahol a Tub4 gént hasznaltuk belsd

kontrollnak.

4.21 Total DNS kivonas ''plazmid rescue''-hoz

C. parapsilosis transzformans és vad tipusi GAl telepeket 2 ml YPD tapoldatba
oltottunk. A tenyészetet 30°C-on 2 napig novesztettilkk, majd Eppendorf csovekbe adagoltuk,
¢s a sejteket ilepitettik (5000 rpm, 5 perc). A sejtekhez a feliiliszo eltavolitdsa utan 500 pl
lizis puffert pipettaztunk. Az igy kapott szuszpenziot 1 mm atmérdji iiveggyonggyel (Sigma)
1 ml-re egésztettilkk ki. 3 perc vortexelés utan 275 pl 7 M ammoénium-acetatot adtunk hozza,
majd 5 percre 65°C-os vizflirdobe helyeztik. A hékezelést kovetben a mintat 5 percig jégen
inkubaltuk, majd 500 pl kloroformizoamilalkoholt (24:1) mértink az elegyhez, vortexeltiik,
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¢s 13000 rpm mellett 10 percig centrifigaltuk. A fels vizes fazisbol kb. 1 ml-t uj Eppendorf
csébe pipettaztunk, amit azonos térfogati izopropanollal egészitettink ki és 10 percig jégen
inkubaltuk. Centrifugaldas utdn (13000 rpm 10 perc) az alkoholt eltavolitottuk, a pelletet pedig
70% etanollal (500 pl) mostuk. Ujabb centrifugalis utan a kapott pelletet beszarftottuk és 100
ul RN-azt tartalmazo deszillalt vizben (10 pg/ml RNaz) vettik fel. A kivont DNS minta

koncentracidjanak ellenérzésé¢hez 1-1 pl mintat 0,8%-os agar6z gélen futtattunk meg.

4.22 Lipaz aktivitas mérés

4.22.1 Fluoriméteres médszer

100 pl reakcidelegyeket (anyagok és modszerek 4.8 pont) 96 féréhelyes mikrotiter
lapba pipettaztunk, majd az RNS izolalas soran felretett 1 ml fermentléb6l 50 pl-t adtunk a
mintdkhoz. Az elegyet 37°C-on mkubaltuk. A FluoStarOptima késziilékkel végzett méréshez
(BMG labtech) 0 id6pontban ¢és 20 perc milva mintat vettiink.

Bradford reakcid alkalmazisaval lemértik a fermentlevek fehérje koncentracidjat. A
fermentlevek lipaz tartalmara a kovetkezd Osszefliggés alapjan kovetkeztethetiink:

(20 perces érték - 0 perces érték)/ fehérje koncentracio — lipaz aktivitas — lipaz tartalom

4.22.2 Rhodaminos taptalajra oltas

Az RNS izolaldas soran hasznalt transzformans telepeket Rhodamin-B-vel kiegészitett
YNB-olivaolaj taptalajra oltottuk. A taptalajban év0 egyetlen szénforras, az olivaolaj lipaz
altali lebontasa soran glicerin és zsirsavak keletkeznek. A szabad zsirsavak a rhodamin-B-vel
komplexet képeznek, melyet sotétrozsaszin gylirtként detektalhatunk a lipazt termeld telepek

koril

4.23 Statisztikai mérési modszer szignifikancia megallapitidsara

A mérési eredmények kozott fennalld szignifikancia megitélésére Newman-Keuls
tesztet, illetve ANOVA-t hasznaltunk az adatoktol fliggben a "GraphPad Prism version 5.02
for Windows (California, USA)" program alkalmazasaval.
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5. Eredmények és értékelés

5.1 A LIP2 gén csendesitése céljabol 3 Kiilonbozé LIP2 mMRNS szakaszt célzd

konstrukciok megtervezése és elkészitése:

5.1.1. Alapelgondolas ismertetése és a csendesité konstrukciok épitéelemeinek

bemutatasa
Munkank kezdeti Iépéseként megterveztik a LIP2 mRNS 3 kiilonb6zé szakaszat célzo
konstrukciokat (S1Si, S2Si és S3Si). Az S1Si és S2Si a mRNS ORF régijanak két nem

atfedé szakaszat, az S3Si pedig a mMRNS 3'UTR régidjat targetalia. A sense és az antisense
szekvencidk koz¢é egy masodlagos szerkezet felvételét konnyitd szekvencia klonozasat
terveztiik el, amely a C. albicans RAD6 gén masodik intronja volt. Ahhoz, hogy kifejeztessiik
a kettésszali RNS-t formalo konstrukciot, a C. parapsilosis aktin promoéterét és a
galaktoziddz génrdl atirddd 3' termmalis régiot terveztik beépiteni az expresszios kazettakba.

Az 1. abran mutatjuk be azokat az épitdelemeket, amelyekbdl az S1Si, S2Si és S3Si
expresszios kazettakat Osszeallitottuk (2. abra). Bizonyos épitdelemek 5' és 3' végeire olyan
restrikcids endonukledz felismerd motivumokat is beépitettink, ami majd a kozeljovoben
tervezett munkank sordn azt a célt szolgaljadk, hogy az S1Si, S2Si és S3Si konstrukciok
egyetlen transzformalo vektorba &sszekombindlhatdak legyenek.

A
Sall
Sall  MNcol .
EcoRY EcoRY Xho'NcoIHindIll Hindlll Pt Smal Pstl Smal Smal
B
626nt 267 nt 108 nt 267 nt 7780t
B MNcol
EcoRY  |Ecory "1°'Mcol Hindil Hindlll Pstl Smal Pstl Smal  Smal
H ‘EI
626nt 310nt 106 nt 310nt 7780t
c
BamHI Neol o Sacll
EcoRY Ecorv " Neol Hindll Hindlll Psti Smal Pstl smal Xholf g
E B =
g26nt 144 nt 108 nt 144nt 778nt
D Xhol

Hindlll
EcoRY

Pstl
pBluescript |

SK Smal
BamHI
2961bp
Xbal

Sacll
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1. abra: S1Si, S2Si és S3Si expresszios kazettak épité elemei

A: S1Si expresszidos kazettak épité elemei, B: S2Si expresszios kazettak épité elemei, C: S3Si expresszos
kazettak épit elemei. D: pBluescript II SK vektor (pSK) multiklonozd helyének leegyszeriisitett &brazolasa.
Piros: C. parapsilosis aktin gén promoter régidja (pAct); narancssarga: LIP2 mRNS-t targetald sense régiok (S1
és S2 ORF régiot targetal, az S3 pedig a mRNS 3'-UTR régiojat); zold: C. albicans RAD6 gén masodik intronja
(i2R6, késébbiekben R6); citromsarga: LIP2 mRNS-t targetalo antisense régiok (AS1, AS2, AS3); kék: C.
parapsilosis galaktozidaz gén terminalis régi6 (tGal)

MNcol Pstl

EcoRVY - Smal
Sall | Hindlll, Smal o,

BamHl|

Sacll

Ecory Ncol Pstl
Hindlll

Smal

Smal
Xhol

amHl|

2. abra: S1Si, S2Si és S3Si expresszios kazettak terveinek bemutatasa

A: S1Si expresszios kazetta, B: S2Si expresszids kazetta, C: S3Si expresszios kazetta terve

5.1.2. A konstrukcioépités Kivitelezése

Az antisense régiok sense régiokkal valo egy molekuldban valo kifejeztetésére
mverted klonozast alkalmaztunk. A harom konstrukcidé elemeit egymas utan torténé klonozasi
lépéseken keresztiil szereltik Ossze pBluescript Il -SK (pSK) vektorba.

Elészor a C. albicans RAD6 gén masodik intronjat (i2R6) klonoztuk be pSK vektorba
Hindll1-PstI helyre, 1étrehozva ezzel a pSK+R6 részkonstrukciot (3. abra)
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Hindlll Pstl

B

Hindlll Pstl
Xhol Smal

pBluescript 1l
SK

3.abra: A pSK+R6 részkonstrukcio épitésének abrazolasa

Az i2R6 intron pSK HindllI-PstI helyre torténd klonozasaval létrejott a pSK+R6 részkonstrukeid.

Ezt kinduldsi épitdelemként hasznaltuk fel a kovetkezd klonozasi lépésben mind a
harom konstrukcié esetén. A pSK+R6 részkonstrukcioba az S1, S2 és S3, sense épitdelemeket
Xhol-HindIIl klonozassal épitettiik be, Ilétrechozva ezzel a pSK+S1+R6, pSK+S2+R6 és
pSK+S3+R6 részkonstrukciokat, amelyeket kinduldsi épitdelemként hasznaltunk fel az
antisense elemek beépitéséhez (4. abra).

A
Xhol
¥hol Hindlll Findil) Pstl smal Hindlll pey
@ Smal
o - & -
Xhol
Xhol Hindlll indll Psti Hindlll
S2 + / = S2
Xnol
Xnhol Hindll Findil) P Hindlll oy
(Xhol’ smel Sl
s3| + = S3

4. abra: A pSK+S1+R6, pSK+S2+R6 és pSK+S3+R6 részkonstrukciok épitése

A: pSK+S1+R6, B: pSK+S2+R6, C: pSK+S3+R6 részkonstrukciok épitése pSK+R6 részelem, valamint S1, S2,
illetve S3 sense elemek Xhol-HindlII klonozasaval
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Az antisense elemek ugyanazon templatrol lettek felszaporitva, mint a sense elemek,
tehat a sense és az antisense PCR termékek szekvencidja azonos volt. A forward és reverse
primerek 5' végére tervezett restrikcids endonukledz felismerd motivumok altal a sense
szalhoz viszonyitva forditott irdnyt beépiilést értink el a pSK vektorba klonozaskor. Az AS1,
AS2 ¢és AS3 antisense elemeket pSK+SI1+R6, pSK+S2+R6 ¢és pSK+S3+R6
részkonstrukciokba Pstl-Smal helyre klonoztuk, Rtrehozva ezzel a pSK+S1+R6+AS1,
pSK+S2+R6+AS2 ¢és pSK+S3+R6+AS3 részkonstrukciokat (5. abra).

Xholl ‘ED Xhol  Pstl
Smal  Pstl Hindil Hindlll  Smal
+ =
=

B —

Xhol Pstl
Smal Pt Xholl - ("Psti )

Hindi Hindlll  Smal

—I A=

Xholl Xhol _ Pstl
Smal Pstl Hindil Hindlll ~ Smal

B = G

5.abra: A pPSK+S1+R6+AS1, pSK+S2+R6+ AS2 és pSK+S3+R6+ AS3 részkonstrukciok épitésének

tm

e@

|

bemutatasa

A: pSK+S1+R6+AS1, B: pSK+S2+R6+AS2, C: pSK+S3+R6+AS3 részkonstrukciok épitése az AS1 (A), AS2
(B) és AS3 (C) elemek pSK+S1+R6 (A), pSK+S2+R6 (B), pSK+S3+R6 (C) részkonstrukciokba torténd Pstl-
Smal klénozasaval

Ezt kovetéen mind a harom részkonstrukcido részére expresszids kazettat késztettiink a
hozzajuk tervezett pAct (aktin promoéter) és tGal (galaktozidaz termindlis régio) szekvenciak
klonozasaval. Az 1. abraban bemutatott épitdelemeknél latszik, hogy a pAct és tGal elemek
5, illetve 3' wvégeire masodlagos és harmadlagos klonozd motivumokat épitettiink, amelyek
nem a jelenlegi palyamunkdban bemutatott konstrukcioépitésnél jatszanak szerepet, hanem a

kozeljovoben tervezett kombindlt konstrukcioépités céljait szolgaljak.
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A pAct szekvencidkat ECORV klonozassal juttattuk be pSK vektorba, létrehozva a pSK+pAct
részkonstrukciokat (6. abra).

A
Sall Neol Sall Neol

EcorY EcoRV EcorY EcoRY
Smal
+ = [ BamHI

B
Neol Neol
EcoRV EcoRV Smal EcoRY EcoRY
pBluescript I BamH| Smal
* o = BamHI
C

BamHI Ncol BamHI Ncol

EcoRV EcoRY EcoRY EcoRV Smal
+ = - BamHI

6. abra: A pSK+pAct részkonstrukciok épitésének bemutatasa
pSK+pAct részkonstrukciok épitése az A: SI+R6+AS1, B: S2+R6+AS2 és C: S3+R6+AS3  részkonstrukeidk

részére ECORV klonozassal
A pSK+pAct részkonstrukcibkba Ncol-Smal helyre klonoztuk S1+R6+AS1,
S2+R6+AS2 és S3+R6+AS3 részkonstrukciokat (7. dbra), majd a tGal elemeket épitettik be
Smal kloénozassal Smal emésztett defoszforilalt vektorba (8. ébra). A tGal klonozas esetén a
beépiilés orientacidjanak ellendrzését kovetden S1Si (pSK+pAct+S1+R6+AS1+tGal), S2Si
(pPSK+pAct+S2+R6+AS2+tGal) és  S3Si (pSK+pAct+S3+R6+AS3+tGal)  expresszios
kazettdkat hoztunk létre.
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7.4abra: A pSK+pAct+S1+R6+AS1, pSK+pAct+S2+R6+AS2 és pSK+pAct+S3+R6+AS3 részkonstrukceiok
épitésének bemutatasa

A: pSK+pACct+S1+R6+AS1, B: pSK+pACct+S2+R6+AS2, C: pSK+pACt+S3+R6+AS3 részkonstrukciok épitése
A pSK+pACct+S1+R6+AS1 (A), pSK+pACt+S2+R6+AS2 (B) és pSK+pAct+S3+R6+AS3 (C) részkonstrukciok
pAct elembe torténd Ncol- Smal klonozasaval

A
Ncol Pstl MNcol Pstl
Smal EcoRV - EcoRV i Smal
SallSmal Sall | Hindill sg) | Hindll SmaISa”
B
Smal Smal
C
Sacll
MNcol Pstl EcoRy Ncol Pt
SmalXhl mal ECOR\éamHI Hindil Hindill Smal
0
+ BamHI _ amH|

8. abra: Az S1Si, S2Si és S3Si expresszios kazetta épitésének bemutatisa
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A: S1Si, B: S2Si, C: S3Si expresszids konstrukciok épitése a tGal elem pSK+pAct+S1+R6+AS1 (A),
pSK+pAct+S2+R6+AS2 (B) és pSK+pAct+S3+R6+AS3 (C) részkonstrukciokba torténd Smal klonozasaval.

Ezt kovetéen az S1Si, S2Si és S3Si expresszidos kazettakat BamHI klonozassal
atklonoztuk BamHI emésztett defoszforilalt pGiZi vektorba (Hamari és mtsi, kozlés alatt),
amely C. parapsilosis autondm repelikaciés szekvenciat (ARS), és nourseotrichin (NAT)

antibiotikum rezisztenciat biztositd6 CaSAT1 szelekcids marker gént tartalmaz (9. abra).

EcoRV Ncol Pstl Sl
Cco i ma
A Sall Hindlll Smal Sall

BamHI

EcoRY Ncol Pstl

Hindill Smal

Smal

EcoRry Ncol Pstl

Hindlll | Smal Smal
BamHI Xhol

9. abra L: Az S1Si, S2Si és S3Si expresszios kazettak atklonozasanak bemutatasa pGiZi vektorba

A: pGizZi-S1Si, B: pGizZi-S2Si, C: pGiZi-S3Si expresszios konstrukciok épitése az S1Si, S2Si és S3Si
expresszios konstrukciok BamHI klonozasaval pGiZi vektorba.
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9.4bra IL: Az S1Si, S2Si és S3Si expresszios kazettak atklonozasanak bemutatasa pGiZi vektorba

A: pGizZi-S1Si, B: pGizZi-S2Si, C: pGiZi-S3Si expresszios konstrukciok épitése az S1Si, S2Si és S3Si
expresszios konstrukciok BamHI klonozasaval pGiZi vektorba.

5.2. A pGiZi-S1Si, -S2Si és -S3Si konstrukciok, valamint pGiZi vektor bejuttatasa C.

parapsilosis GA1 vad tipusi_torzsbe
A pGiZi-S1Si, -S2Si ¢és -S3Si  konstrukciokbol maxi plazmid preparatumot

készitettink, és a konstrukciokat transzformacioval bejuttattuk C. parapsilosis GAIl torzsbe.
Kontrollként elvégeztik az iires pGiZi vektor transzformalasat is. A transzformaciot kdvetden
YPD+NAT szelekcios taptalajon rezisztens transzformansokat kaptunk. Minden pGiZi-Si
transzformalasbol legalabb 20-20 telepet gytjtottink le YPD "master plate"-ekre. A master
plate-ekrdl a telepeket YNB+olivaolaj+trhodamin-B+NAT taptalajokra is atoltottuk, abbol a
célbol, hogy lehetdségiink legyen szgnifikans LIP2 csendesités esetén a lipaz enzimaktivitas
hianyanak vagy lecsokkenésének az észlelésére (10. abra). A transzformans telepekbdl 2-2
telep esetén "plazmid-rescue™t hajtottunk végre total DNS E. coli XL1-Blue sejtekbe torténd
transzformalasaval. Minden esetben sikeriilt visszanyernink a pGiZi-Si konstrukciokat, amely

bizonyitja, hogy a transzformansok valoban hordozzik az Si-konstrukcidkat.
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10. abra: A pGiZi-S1Si, pGiZi-S2Si és pGiZi-S3Si expresszios konstrukciokat hordozé C.parapsilosis GAl
transzformansok novekedési tesztje YPD+olivaolajtrhodamin-B+NAT taptalajokon

A: pGiZi-S1Si (1-20) és pGiZi-S3Si (21-40) transzformansok novekedési tesztje YPD+olivaolaj+rhodamin -
B+NAT taptalajon, B: pGiZi-S2Si (1-40) transzformansok névekedésitesztje YPD+olivaolaj+rhodamin -
B+NAT taptalajon. A lipaz aktivitas jelenlétére a telepek és az Oket koriilvevo taptalaj er6s rozsaszinre
szinez6dése utal.

5.3. RNS kivonas, cDNS irds és kvantitativ Real-Time PCR (QRT-PCR) végrehajtasa az
Si-konstrukciokat hordozé térzsekbol, valamint az iires pGiZi vektort hordozé Kkontroll

torzsbol

RNS kivonashoz a pGiZi-S1Si, -S2Si és -S3Si konstrukciokat, valamint az tires pGiZi
vektort hordozd ("plazmid-rescue-val') ellendrzott 2-2  transzformanst a LIP2 gén
kifejez0dését biztositd induktiv koriilmények kozott neveltik fel A tenyészetek felét
felretettik lipdz enzimaktivitdis mérés céljabol, a maradékbol pedig RNS kivonast kovetden
CDNS-t irtunk, majd a TUB4 ¢és LIP2 génekre specifikusan qRT-PCR-t végeztink. Minden
minta esetén 3-3 technikai parhuzamos PCR reakciot mértink Ossze. A qRT-PCR analizist a
AIACt modszer alkalmazasaval végeztiik el. Ennek soran az adatokat a TUB4 belsé kontroll
génre normaliziltuk, és az igy nyert adatokat az iires pGiZi-t hordozd kontroll minta
eredményeire vonatkoztattuk. Az eredményeket a 11.A 4bra mutatja. Az S1Si, S2Si és S3Si
konstrukciokat hordozo torzsekben a LIP2-mRNS szintje nem tért el szignifikans mértékben
(p<0,05) az tires pGiZi vektort hordozd vad tipust kontroll torzsben mért szinttdl.
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A LIP2 relativ kifejez6dése
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11. A abra: A pGiZi-S1Si, pGiZi-S2Si, pGiZi-S3Si és iires pGiZi expressziés konstrukciékat hordozé C.
parapsilosis GA1 transzformansok LIP2 gén relativ mRNS szintjének bemutatasa qRT-PCR eredmények
alapjan

Elvégeztik az ires pGiZi-t hordozd vad tipust torzs indukalhatosagat bizonyitd
ellendrz6 qRT-PCR-t is (11. B abra), ahol figyeltik a LIP2 gén kifejez6dését YPD+NAT,
illetve YNB+NAT+olivaolaj tdpoldatokban. Az eredmény alapjan lathattuk, hogy a LIP1 gén

expresszidja olivaolaj jelenlétében erdsen indukalodik.

A LIP2 transzkripci6 indukalhatéséaga olivaolaj jelenlétében

18
16
14
12

10 Bwt ypd

Ewt ynb_oliva

TUB4 -re normalizalt mRNS szintek
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11. B abra: Az iires pGiZi vad tipusu torzs LIP1 és LIP2 indukalhatésagat bizonyité ellenérzé qRT-PCR
eredménye ahol nem induktiv YPD+NAT, illetve indukciés YNB+NAT+olivaolaj tapoldatokban tortént a

torzs tenyésztése

5.4. Lipaz enzimaktivitasok mérése az Si-konstrukciokat Kifejezo és az iires pGiZi

vektort hordozo transzformansokbol

Az RNS izoldldshoz késztett tenyészetekbdl elkiilonitett mintdk fermentlevén lipaz
enzimaktivitdas méréseket hajtottunk  végre 4-metilumbelliferil-oleat  szubsztrattal  végzett
fluoriméteres aktivitisméréssel. A kapott lipdz aktivitdsi eredményeket Bradford reagenssel

mért Osszfehérje mennyiségekre normalizalva a 12. dbra mutatja.

Fermentlevek lip4z aktivitasanak 6sszehasonlitasa

16

14

B wt

B pGizi+S1
pGizi+S2

W pGizi+S3

Unit lipaz/mg protein

*p<0,05

12. 4bra: A pGiZi-S1Si, pGiZi-S2Si, pGiZi-S3Si és iires pGiZi expresszios konstrukciokat hordozo C.
parapsilosis GA1 transzformansok lipaz enzimaktivitasainak mérési eredménye 4-metilumbelliferil-oleat

szubsztrattal végzett fluoriméteres aktivitisméréssel

A mért lipdz aktivitisok eredményei alapjan az S2Si konstrukcidt hordozd torzsben
detektaltunk szignifikans aktivitas csOkkenést (p=0,0498).
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6. Osszefoglalas

Jelen munkankban S1Si, S2Si és S3Si csendesitd konstrukcidkat hoztunk létre a C.
parapsilosis LIP2 génjének csendesitésére. A csendesités célpontja S1Si és S2Si esetén a
LIP2 gén ORF régiojanak 3' vége volt, S3Si esetében pedig a LIP2 mRNS 3'-UTR régidja. A
csendesitd kazettdkat pBluescript II SK vektorba segédklonozasi Iépések sorozatan at
készitettik el, majd az Osszeépitett expresszios Si konstrukciokat pGiZi C. parapsilosis
autonom replikativ vektorba klonoztuk azért, hogy C. parapsilosis GAl vad tipust torzsbe
transzformalhassuk ¢és vizsgalhassuk a csendesités mértékét.

Sikeresen juttattuk be GAIl vad tipusi torzsbe a harom Si expresszios konstrukciot,
valamint kontrollként iires pGiZi vektort. Lipdz aktivitdst detektdld rhodamin-B tartalmi
taptalajon legalabb 20-20 transzformans lpaz aktivitisat monitoroztuk. Minden transzformans
mutatott lipdz aktivitast. Ezt kovetden 2-2 transzformanst kivalasztottunk minden esetben és
"plazmid  rescue™val  bizonyitottuk, hogy a  konstrukciok  extrakromoszomalisan
fennmaradnak a transzformansokban. Az igy ellendrzott 2-2 transzformdns esetén lipdz
indukcios koriiimények kozott feltenyésztett mintdkbol RNS-t vontunk ki, és c¢cDNS iréast
kovetéen qRT-PCR A/ACt moddszerrel a belsd kontroll TUB4 gén alkalmazasaval
megvizsgaltuk az Si transzformansok LIP2 génjének kifejezddését az iires pGiZi vektort
hordozé vad tipusu tOrzs expresszids szintjére vonatkoztatva. A kapott eredmények alapjan
nem tapasztaltunk mRNS szint csokkenést az Si konstrukciokat hordozd torzsekben, ami
azonban nem zarja ki, hogy transzlacio gatlason alapuld csendesités nem jatszodik le. Ezért
kvantitativ modszerrel lipaz aktivitast mértliink az RNS kivonashoz készitett tenyészetek
fermentlevébdl. A harom Si konstrukci6 alkalmazisa esetén csak az S2Si konstrukcid esetén
tapasztaltunk szignifikdns (37%-o0s) enzimaktivitds csokkenést (p=0,0498).

Az S2Si konstrukciot hordozd torzs esetében tapasztalt szignifikdns lipdz aktivitas
csokkenés alapjan, amely nem alt korreldicioban mRNS szint valtozissal, megallapithattuk,
hogy amennyiben van mRNS kifejez0dés csendesités, az nem a mRNS hasitasaval, hanem a
transzlacio gatlasan keresztiil valosulhat meg.

A jovoben tervezzik a jelenség kopiaszam fliggésének vizsgalatat a kisérleti
rendszeriinkben, valamnt tervezzik az S1, S2 és S3Si konstrukciok egy vektorba torténd
beépitését ¢és kombinalt kifejeztetését.
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