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Bevezeto

Opportunista patogén élesztogombak

A gombak az egesz vilagon elterjedtek, szamos fajuk megtalalhat6 talajban, vizben,
valamint el6fordulnak névények, melegvérii allatok és az ember szervezetében is. Az ismert
gomba fajok kozil minddssze néhany széz korokozdt ismerink, ezek nagy része
ndvénypatogén és csak kevés faj képes human megbetegedések kivaltasara. A gombak altal
okozott humén megbetegedéseknek négy fajtdja kiilonithetd el: a termdtest elfogyasztasaval
kialakulé micetizmusok; a spérak altal okozott allergias reakciok; a kérnyezetbe kivalasztott
masodlagos anyagcseretermékek (toxinok) altal okozott mikotoxikézisok; valamint a patogén
gombak altal kialakitott betegségek®. A patogén gombék altal okozott, egyre ndvekvd szamban
eléforduléd fertézéseket mikozisoknak nevezzilk, melyek hatterében a szervezetben tdlzottan
elszaporodd gombasejtek allnak?®*4. Az egészséges embereket megfertézni képes fajokat,
melyek leggyakrabban a bér felszinén létrejovo, kutan vagy szuperficidlis betegségeket
okoznak, elsddleges patogéneknek nevezziik!>®. A bért (10-25%), hiivelyt (50-75%) vagy az
emésztérendszert érint6 betegségek jellemz6 tiinetei (emesztési zavarok, hasmenés, hivelyi
gyulladas, hajhullas) nem specifikusak és nem stlyosak®’.

A ritkabban eldéforduld, ugyanakkor magas mortalitdsi ratdval rendelkezd szisztémas
mikozisokat opportunista invaziv patogének okozzék, amelyek virulencidja joval alacsonyabb,
mint az elsddleges patogén gombaknak®’. Az évente eléforduld atlagosan masfél millid
gombafert6zés okozta halaleset 90%-aért az Aspergillus, Candida, Cryptococcus és
Pneumocystis nemzetségek tagjai felelosek. Szisztémas mikdzis csak immunoszuppressziv
kezeléseken atesett vagy immunrendszert érintd betegségekben (pl.: AIDS) szenvedd paciensek
korében fordul eld, amelyet antifungalis szerekkel, antibiotikumokkal kezelnek. A legtobb
cryptococcosis-sal diagnosztizalt beteg példaul hibasan miikodé CD4+ limfocitakkal
rendelkezik; valamint a Candida fajok okozta keringési rendszert érinté megbetegedések az
esetek tobbségében szervtranszplantacidt, mitéteket, invaziv kezelési modokat, hosszan tarto
katéterezést kovetden alakulnak ki’.

Antifungélis szerekb6l igen keves all rendelkezéstinkre (pl.: azolok, griseofulvin,
echinocandin), amelyeknek az egyre gyakoribba valo hasznélata soran folyamatosan alakulnak
ki rezisztens patogén torzsek’. A primer patogének kozé is sorolhatd, szajpenészt okozd
Candida albicans felel6s a legtobb invaziv candidiazis kialakitasaért. Ez a faj az egészséges

emberek emésztérendszerében is megtalalhaté a baktériumok mellett®®. Korabban a faj torzsei



flukonazolra érzékenyek voltak, azonban az antifungélis szer fokozott hasznélata az
opportunista patogén torzsek érzékenységének kiszamithatatlansagat eredményezte®. A
daganatos megbetegedésekkel, neutropéniaval kiizdé paciensek gyakran fert6zodnek meg C.
tropicalis-szal, amely a harmadik legyakrabban izolalt faj a C. albicans mdgott. Szeles
hatasspektrummal rendelkezd antibiotikumok alkalmazasa és hosszu ideig tartd katéterezés
tovabb ndveli a betegség kialakulasanak kockazatat'®t, A C. tropicalis a C. albicans-nal
magasabb virulenciaval, és az 0sszes Candida faj kozétt a legnagyobb mortalitasi rataval
rendelkezik; amely tulajdonsagoknak a hatterében a biofilm-képzés képessége, a proteinaz-
szekrécié és a torzsek dimorfizmusa allhat!®. A C. tropicalis okozta candidiazis a fejlett
orszagokban a negyedik leggyakoribb nosocomialis, keringési rendszert érint6 fertézéssel
kialakulé mikdzis, melynek kezelésére els6sorban amphotericin B-t vagy echinocandint
alkalmaznak!!.

A mikozis diagnozisanak feléllitasa a nem specifikus tiinetek miatt nehézkes, az esetek
szama novekszik az immunrendszert legyengitd allapotok (pl.: cukorbetegség, autoimmun
betegségek) és kezelésik gyakorisaganak novekedésével512, Az antifungalis szerek
alkalmazasanak fokozatos emelkedésével Iétrejott rezisztens patogén torzsek jelentOs
problémat okoznak az egészségiigyben®12, Az echinocandinok bevezetése 6ta forgalomba
kerllt néhany antimikotikum nem elegend6 a probléma megoldasara, valamint az 0j szerek

aktivitas-spektruma is limitalt lehet”2,

Elesztégombak Killer toxinjai

A komplex 6koszisztémakat alkotd mikroorganizmusok, igy az élesztdgombak kozott is
versengés léphet fel, amennyiben azonos él6helyen talalhatd, ugyanazon tapanyagforrasokat
hasznositanak'®!*. Az élesztégombak, mas mikroorganizmusokhoz hasonldan, kornyezetiiket
természetes €s mesterséges korilmények kozott is, gyakran specifikus és nem-specifikus
anyagcsere termékek Kibocsatasaval alakitjdk at, melyek antimikrobialis hatasuak
lehetnek'31516 Az ¢lesztégombak kompetitor fajokra gyakorolt hatasat antagonizmusnak
nevezzilk'®. A nem-specifikus masodlagos anyagcseretermékek kozé tartoznak példaul a kis
molekulasulyu szerves savak, amelyek a kdrnyezet pH-jat csokkentik; valamint a néhany
aminosav  hossz(sagu, nem-riboszomalisan  termelddé  fehérjék™®. A nagyobb
molekulaméretli specifikus vegyiileteknek két csoportja kiilonithetd el: glikolipidek és
(gliko)proteinek; utdbbiak termelésére nem csak élesztdgombak, hanem magasabb rendi

allatok (pl.: eml6ésok) is képesek %, A (gliko)proteinek fungicid vagy fungisztatikus hatassal
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rendelkezd fehérje-természetli molekuldk, amelyeket mas néven mikocineknek, zimocineknek
vagy Killer toxinoknak/killer faktornak neveziink!316,

A véltozatos (20-100 kDa) méretii killer faktorokat termelni képes élesztégomba-torzsek
a killer torzsek®. A killer jelenség nem azonos a killer-like jelenséggel, amely a glikolipid
természetli agensekre jellemz6'1°, A Killer jelenséget Bevan és Makover fedezte fel 1963-ban
a Saccharomyces cerevisiae-ben'’8, Napjainkig tobb mint 100 Ascomycota és 50
Basidiomycota fajnal igazoltak a killer aktivitas meglétét; amelyek legalabb 20 kiilonb6z6
nemzetségbe sorolhatdak®®1° A killer toxinokra a nagyfoku diverzitas jellemzd, akar fajon
belul, torzsek kozott is eltérés mutatkozhat molekuléris méretlk, bioszintézisuk, erési
folyamataik terén; valamint az azokat kddolo strukturgének elhelyezkedésében is
kiilonbozhetnek™>®. Néhany esetben az ezen toxinokat kodold gének a kromoszomakon
taldlhatéak (pl.: S. cerevisiae KHR, KHS toxinok); némelyek viralis eredetli dsRNS
molekuldkon (pl.: S. cerevisiae K1, K2 és K28 toxinok) vagy linearis kettds szalG DNS
plazmidokon (pl.: C. mrakii HMK) kddoltak41®.

A killer toxinok sziik hatasspektrummal rendelkeznek: egyazon fajon belll sem hatnak
minden tdrzsre, tovabba minél tavolabbi rokonsag all fenn a kompetitorok kodzott, annal
kevésbé valdszinli, hogy az adott faj vagy nemzetség tagjai az adott ¢léhelyen hatranyba
keriilnek a killer torzsekkel szemben!®. Ritkan eléfordul, hogy fonalas gombak vagy
baktériumok sejtjeit is elpusztitjak vagy gatoljak a sejteket a ndévekedésben®,

Az élesztégombakat a killer jelenség kapcsan négyféle fenotipus jellemzi: killer (K*R"),
szenzitiv (K'RY), neutrdlis (K'R*) és killer/szenzitiv (K'R)¥>1 A Killer torzsek nem
érzékenyek a sajat maguk altal termelt (gliko)proteinekre, amelyek azonban a kdzeli
rokonsagban &llo fajok toxinra szenzitiv torzseinek pusztulasahoz vezethetnek!1>20,
Amennyiben egy mikocin-termelésre képes torzs egy masik Killer torzs toxinjara érzékenységet
mutat, a sajat masodlagos anyagcsereterméke mas érzékeny torzsekre lesz hatassal'*. Nem
minden élesztégomba termel toxinokat és nem mindegyik érzékeny rajuk: azok a torzsek,
amelyek extracellularis (gliko)proteinek jelenléteben életben maradnak, és nem rendelkeznek
sajat mikocinnel, neutrdlis fenotipustak. Az egyes toxinokra valé érzékenység torzsek, fajok és
nemzetségek szintjén jelentdsen kiilonbozhet; valamint a hatas mértékét a termelddott toxin
mennyisége és az aktivitashoz sziikséges optimalis hdmérséklet- és pH- is befolyasoljal®4,

A Kkiller toxinok megfeleld aktivitasahoz elengedhetetlen a savas pH-tartomany (pH 3-6),
valamint a 40 °C alatti hdmérséklet'®1°, Szamos kisérlet igazolta, hogy a toxinok nagy része
maximalis aktivitasat atlagosan 4 és 5 kozotti pH-n és 15-20 (bizonyos esetekben 20-35) °C-on

torténd inkubacio soran éri el™®1>2, Az optimalis kornyezeti feltételek nemzetségenként,
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fajonkeént, de akar torzsenként is erésen eltérhetnek; de ezek biztositasa nem elegend6 a sikeres
Kisérletek végrehajtasahoz. Az inaktivitasra utalé eredményeket befolyasolhatja a nem-
megfeleld target kivalasztasa, amely, annak ellenére, hogy mas, hasonldé mikocinek gatoljak,
nem feltétleniil mutat érzékenységet a vizsgalt toxinra is'®. A killer és szenzitiv térzsek kivant
kolcsonhatasahoz megfeleld ploiditasra is sziikség van: haploid S. cerevisiae altal termelt K1
toxin példaul nem hatasos diploid sejtek ellen'®. Tovabba a szenzitiv torzseknek az adott
kisérletben alkalmazott sejt-koncentracidja is nagymértékben befolyasolja az elleniik fellépd
killer aktivitds kimutathatdsagat. A toxin aktivitas intenzitasanak vizsgalatahoz a szilard
taptalajok megfelelobbek a tapoldatoknal, mert azokban a fehérjék stabilabbak. Az aktivitds
halotolerans élesztégombak (pl.: Candida, Debaryomyces, Pichia fajok) esetén a tapkdzeg
sotartalmaval is Osszefliggésbe hozhat6. Amennyiben a tenyésztéshez hasznalt taptalajhoz
atlagosan 4-12%-os aranyban NaCl-ot adunk, a toxinok aktivitasa megemelkedik®3.

A killer faktorokat kodolo struktirgénekrdl atirédott preprotoxinbdl protoxin, a
protoxinbdl pedig érett killer toxin képzddik proteolitikus hasitasokkal, szignal peptidazok (pl:
Kex1 és Kex2, S. cerevisiae, C. mrakii) segitségével'*1>16 A fehérjetermészetii killer toxinok
ezutan gyakran N-glikozilacion esnek at. Az érési folyamaton atesett fehérjemolekuldk nagy
része egy, ritkabban két, legfeljebb harom alegységbdl épiil fel, melyek kozott diszulfid-hidak
talalhatoak®>1%1° A toxinok mérete 1,8-150 kDa kozé esik, ugyanakkor ritkan haladja meg a
100 kDa-t - ilyen nagy méretli mikocinokkal egyes Pichia és Kluyveromyces fajok
rendelkeznek!315:19,

A mikocinek a target sejtekbe jutva fejtik ki hatdsukat. Ennek eléréséhez sziikség van a
Kitin-tartalm( sejtfalon valé athatolasra és a sejtmembran elérésére, ami egy receptor-medialt
kétlépéses folyamat keretében valosul meg'®?!. Az elsé fazis gyors iitemii, energiafiiggetlen
folyamat, melynek soran a killer toxin megfelelé funkcioji alegysége a sejtfal valamely
komponenséhez kotddik, ami receptorként szolgal szamara'®!4, A leggyakrabban azonositott
komponensek a R-1,6-D-glikanok vagy R-1,3-D-gliikdnok, a Kkitin, a manndn és a
mannoproteinek!®?!. Ugyan a sejtfal receptorok felismerése, mint elsé 1épés, esszencialis;
Kisérletek igazoltdk, hogy a pozitiv tobblet-toltésii toxinok képesek lehetnek a negativ felszinti
szferoplasztokhoz kapcsolédni®®. A masodik fazis energia-fiiggd, lasst folyamat, amely soran
a toxin a plazmamembranhoz kétddik egy masodlagos receptorhoz vald kapcsolodassalt®!®, Az
elsddleges és masodlagos receptorokhoz vald kotddéshez elengedhetetlen az optimalis pH-
tartomany*318,

A killer toxinok hatasmechanizmusa tobbféle. Bizonyos esetekben mar a sejtfalhoz vald

kotddéskor kifejtik hatdsukat, mig mas toxinok a masodlagos receptorhoz valé kapcsolodasuk
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utan lépnek mitkodésbe: ion-permeabilis pdrust, csatornat hoznak Iétre a membranban, vagy az
intracelluléaris térbe hatolnak, ahol az RNS fragmentaciojat, a DNS és sejtfal-komponensek
szintézisét, vagy a sejtciklust gatolhatjak*>1°2* (1. abra). Példaul a Kluyveromyces lactis éltal
termelt Kkiller toxin a G1 fazisban megallitja a sejtciklust; mig mas toxinok a
sejtfalkomponenseket hidrolizéljdk vagy megakadalyozzdk a B-1,3-glukén szintézisét (W.
saturnus varietas mrakii)®182° A 'S, cerevisiae KT28 toxinja a DNS-szintézist gatolja, a K.
lactis toxinja a tRNS hasitasat végzi el zimocin aktivitasaval’®?. Az Ustilago maydis KP4
viradlisan  kodolt toxinja sejtndvekedést és osztodast gatol a kalcium-felvétel
megakadalyozésaval. A K. siamensis HN12-1 és M. frigida 2E00797 toxinok képesek a
szenzitiv sejtek morfoldgidjanak megvéltoztatasara, a sejtfalon durva felszini képletek
létrehozasaval??.

‘ killer toxins

U cell wall receptor

() membrane receptor

lonsand
b4 ATP leakage

©)

. RNA fragmentation V
W

(©)

1. abra: A killer toxinok hatdsmechanizmusa?®.

A Kkiller toxinok alkalmazasi lehetoségei

A killer torzsek altal termelt toxinok el6ny0s tulajdonsagaik miatt az elmualt hisz évben
a biotechnoldgia szdmos teriiletén felhasznalasra kerlltek. Az élelmiszeriparban mas
mikroorganizmusok elszaporodasdnak megakadalyozdsdra haszndljadk oket, fOképpen
fermentacios folyamatok soran, sor, bor és kenyér eléallitasakor**6. Léteznek mesterségesen
létrehozott S. cerevisiae torzsek, amelyeket erre a célra nemesitettek. A killer toxinok, mint
biokontroll 4gensek felhasznalasa felvalthatja a mesterséges tartositdszerek alkalmazasat.



Mezbgazdasagban torténd alkalmazasuk novénypatogének elleni védekezés formdjaban
valosul meg, melynek sorén killer plazmidokat hasznalnak vektorként fehérje-expresszidra
rekombinans DNS technoldgiaban'4. Az igy létrehozott transzgenikus novények (pl.: kukorica
- U. maydis KP4 toxin) rezisztenssé valtak a megfelel6 korokozok ellen.

A gyOgyaszat terén antibiotikumokra rezisztens human patogén gombék elleni kezelésre
hasznalhatjak ket a jovoben, példaul C. albicans és Cr. neoformans okozta sulyos szisztémas
mikozisok kezelésére®. Azonban a toxinok természetes modon torténd alkalmazasa gyenge
stabilitasuk miatt nehézkes: az emberi testben uralkodd kornyezeti viszonyok (37 °C) gyakran
nem megfeleléek az optimalis aktivitashoz. Polonelli és Morace 1988-ban anti-idiotipikus
antitesteket fejlesztettek ki W. anomalus UCSC 25F (P. anomala PaKT) toxinbol, amelyek
csupan a toxinok aktiv centrumat tartalmaztak'®°. Az egylancu variabilis fragmentumokat fag-
display konyvtarakban taroltak, és igazoltak Killer aktivitasukat - ezeket antibiotikumszer(i
antitesteknek (antibiobody) nevezziik'®. Az antibiobody-kbol szarmazd dekapeptidek a Killer
peptidek (KP), amelyek kis méretilknek koszonhetéen gazdasdgosabban és konnyebben
eldallithatok, mint az antitestek, melyekbdl szarmaznak'61°,

A Killer toxinok felhasznalasa a fajon belli térzs specifikaciora hatékony és gazdasagos

eszkodz lehet. Ez a modszer a biotyping, amelynek eredményes jovot josolnak#1o,

A Debaryomyces hansenii jellemzése és jelentosége

A Debaryomyces nemzetségbe haploid, ivartalanul sarjadzassal szaporod6 fajok
tartoznak. Ivaros szaporodasuk ritkan fordul eld, melyet heterogamia (szomatogémia), néhany
esetben izogamia jellemez. A rovid diploid fazist meidzis, majd aszkuszképzddés koveti®®. Az
aszkuszok 1-4 haploid aszkosporat tartalmaznak®”?2. A nemzetségbe tartozo fajokra nem vagy
alig jellemz6 fermentacio, sejtlégzésiik azonban jelentds. Nem képesek nitrat-asszimilaciora,
ugyanakkor széleskoriien ismertek koenzim-Q9-szintézisiikré122.

A Debaryomyces hansenii (anamorf: C. famata) egy flavonoid-felhalmozasra (pl.:
riboflavin) képes, halotolerans élesztégomba faj, amely a Candida nemzetség CTG kladjaba
tartozik?>242%, Ebben a csoportban a CUG triplet - rendhagyd maddon - szerint kddol leucin
helyett?®, Szamos Candida fajhoz hasonléan az egészséges human mikrobidta része,
ugyanakkor csupan alacsony virulenciaval rendelkezik az opportunista patogénekhez képest,
melyet a Dujon és munkatarsai altal 2004-ben publikalt genom-szekvenciajaban a C. albicans-
éhoz hasonlé virulencia-faktorok ortoldgjainak hianya is alatamaszt?®%. A D. hansenii

genetikai  allomanya tébb nem-virulencia-génnek tobb paraldgjat is tartalmazza
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(kromoszomalis polimorfizmus), mely magyarazatul szolgéal az Ascomycota térzsbe sorolt faj
extremofilitasara, a szélsdséges kornyezeti viszonyokhoz vald alkalmazkodasi képességére?2°.
A faj pulzaltatott mezejii gélelektroforézis (PFGE) vizsgalat alapjan két taxonra oszthato: D.
hansenii var. hansenii és D. hansenii var. fabryi®. Egyes torzsei a C. neoformans-hoz és C.
albicans-hoz hasonldéan opportunista patogének, mig masok Eurdpai Unids engedéllyel
rendelkeznek: szerepelnek a European Food Safety Authority (EFSA) QPS (Qualified
Presumption of Safety) listajan, azaz az élelmiszeripar szamara biztonsagos a
hasznalatuk?®?"? Természetes modon is eléfordulnak tejtermékeken (pl.: sajtok),
gyumolcsokon, flstolt hisokon és egyéb, magas cukortartalmu élelmiszereken; valamint jelen
lehetnek a sorok és borok erjedési folyamatai soran??%’.

Az emlitett fajt legel6szor tengervizbdl izolaltak, azonban optimalis ¢l6helyeit magas
diverzitas jellemzi xero-, halo- és ozmotoleranciaja miatt: alacsony vizaktivitasu kérnyezetben
is el6fordulhat, valamint a taptalaj akar 25% NaCl-, 18% glicerin- és 5% glikdz-tartalmat is
elviseli???*, Kisérletek igazoltak, hogy a taptalaj megfeleld NaCl-, Na*- vagy K*-tartalma
pozitiv hatassal van a telepek novekedésére?®. A D. hansenii novekedéséhez sziikséges
optimalis pH 4-6 kozotti, azonban Kisérletekkel igazoltdk, hogy 3 és 10 kozotti pH-
tartomanyban is képes talélésre, tovabba enyhén alkalikus pH-n is képes életben maradnit’ %%,
Optimalis novekedési homérséklete 20 és 25 °C kozé tehets; de egyes torzsek eletben
maradhatnak 10, 5 és 0 °C alatt is?2. Metabolikus aktivitasa és sotiirési képessége kozott szoros
Osszefligges allithato fel: glicerin termelésére, lebontasara és intracellularis felhalmozéasara is
képes, amelyek koziil az utobbi felelds az intracellularis natriumion-koncentraciora érzékeny
metabolikus folyamatok megfeleld koriilményeinek kialakitasaért?>3L,

A faj élelmiszeripari felhasznalasra kerll flstdlt hasok, sajtok, egyéb feldolgozott
¢lelmiszerek eldéllitdsa sordn, amely folyamat eredményesebbé tételére tovabbi vizsgalatok
folynak®. Mas élesztdgombdkhoz hasonldéan, kiilonbdzd anyagcseretermékek eldallitisaval
jelentdsen befolyasolhatja a késztermékek aromajat, szinét, textirdjat €s izét, amely
tulajdonsaga jovobeni felhasznalasi lehetdségeket hordoz>03?,

Egyes D. hansenii torzsek &ltal termelt immunstimulansok mas élesztégombak altal
termelt poliaminok, kitin és mannan mellett probiotikus hatasuak lehetnek bizonyos allatokra
(pl.: B-glukanok, ujszilott kecske; hal)?®%2. Néhany metabolit emberi alkalmazéasa is
lehetségessé valhat a jovoben, példaul gyulladasi folyamatok csokkentése céljabdl, a citokin-
szekrécio szabalyozasaval®®. A faj biotechnolégiai jelentdsége intenziv lipid- és flavonoid-
bioszintézisében rejlik, valamint az élelmiszeripar szdmara lipazokat, exopeptidazokat termel,

valamint termofil B-glilkozidazokat iizemanyag-alkohol eldallitasara®#3°. Szamos szénforrast
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képes hasznositani, xilozbol xilitolt allit el6*. Bizonyos torzsek peroxiszomalis amin-oxidazaik
segitségével képesek az élelmiszerekkel kapcsolatba keriil6 tobbi mikroba altal, aminosav-
dekarboxilacioval szintetizalt biogén aminok lebontéasara®.

A D. hansenii egyes torzsei 10-20 °C kozott tenyesztve (gliko)proteineket, Killer
toxinokat termelnek, amelyeknek optimalis miik6dési koriilményei 20 °C (25-30 °C) és pH 4-
4,5 tartomany?3*3>3¢_ \annak olyan molekulak, amelyek mar pH 5 felett elveszitik aktivitasukat,
mig masok pH 3-6 tartomanyban stabilak maradnak?’*". A D. hansenii térzsekbél szarmazo,
31,5 kDa nagysagu TEM8 és TEM17 toxinokra példaul a pH 2,5-5,5 kdzotti magas aktivitas
jellemz6®®. Az elsd killer jelenséget mutaté torzset Gunge és munkatarsai azonositottak 1993-
ban, és megfigyelték, hogy a toxin csak NaCl vagy KCI jelenlétében bizonyult aktivnak a
tesztelt torzsekkel szemben®??, Bar a toxinok maximalis aktivitasa 20 °C-on érhetd el, afelett
pedig elvesztik hatasukat; Iéteznek olyan mikocinek, amelyek alacsonyabb (5 °C) és magasabb
(37 °C) hémérsékleten is aktivak maradhatnak?>3%37, A D. hansenii var. fabryi altal termelt
toxin 35 °C-on, a D. hansenii var. hansenii esetén 39 °C-on is aktivitast mutat®*%’. Ez arra utal,
hogy a toxinok felhasznalasa mezdgazdasagi, biotechnologiai jelentdségiik mellett eredményes
lehet huménpatogén élesztdgombak okozta nosocomialis fertdzések elleni védekezésben!’ 18, A
D. hansenii torzsek altal termelt toxinok hatékonysagat C. tropicalis és C. albicans, valamint
egyes Trychophyton fajok ellen kisérlettel igazoltak!’1836 A toxinok hatasat befolyasoljak a
target sejtekben miikodd szignalizaciés utvonalak (pl.: MAPK Hogl)®. Tovabba hatast
gyakorolnak rajuk a multi- és pleiotrépikus drog-rezisztencidban nagy szerepet jatszd
transzporterek, pumpak (MDR, PDR, ABC-transzporter)3°4,

A toxinok termelését nem csak a kdrnyezeti faktorok befolyésoljak, hanem az alkalmazott
taptalaj és annak komponensei is: megfelelé pH és sotartalom mellett a komplex taptalajoknak
elegendd fehérjeforrast kell tartalmaznia®’ 8, A szintetikus taptalajok altalaban nem alkalmasak
toxintermeltetésre®”. DMSO hozzéadasa pozitivan hat a toxinok termelésére, a polietilén-
glikollal és glicerinnel kiegészitett taptalajok nagyobb toxin-stabilitast és emelkedett termelést
biztositanak3>3"38, A szerin-proteaz inhibitor PMSF elésegiti a toxinmennyiség novekedését a
taptalajban a szekretalt fehérjebontd enzimek gatlasaval, azonban egyes D. hansenii torzsek
esetén ez a hatas nem tapasztalhatd. SDS hozzaadasaval a sejtek névekedése és a toxintermelés
gatolhato®’.

Korabbi munkank soran a SZTE Mikrobioldgiai Tanszék torzsgyiijteményében talalhato
Debaryomyces hansenii torzsek killer aktivitasat vizsgaltuk human patogén Candida és
Cryptococcus torzsekre. Ot Killer aktivitast mutatd torzset azonositottunk, ezek a D. hansenii
SZMC 26628, SZMC 26637, SZMC 26720, SZMC 26738, SZMC 26757, melyekre a Candida
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tropicalis és C. glabrata bizonyultak érzékenynek. Megallapitottuk, hogy a killer toxinok
kromoszémalisan kddolt fehérje molekuldk, mert extrakromoszomalis elemek jelenlétét nem
tudtuk kimutatni a térzsekben. A toxinok pedig proteindz K emeésztes hatasara elvesztették
aktivitasukat. A hémérséklet emelésével csokkent, ugyanakkor a NaCl koncentracid
novelésével fokozodott az aktivitas. Kiilonbozdé porusméretii fehérjesziirdk hasznalataval a

toxinok a 10 és 100 kDa kozotti mérettartomanyba estek*!,

11



Célkitiizés

A kutatasi munkank kezdetén célul tiiztiik ki, hogy vizsgaljuk az SZTE TTIK Mikrobiologiai

Tanszék torzsgylijteményében megtalalhatd D. hansenii SZMC 26738 torzs altal termelt

toxintartalmu fermentlé

hatasspektrumat, a vizsgalatba humanpatogén valamint élelmiszerromlast okozo
¢lesztgombaékat is bevonva

hostabilitasat NaCl jelenlétében

hatdsmaddjat (él6csiraszam meghatarozas, aramlasi citométer)

altal okozott morfoldgiai valtozasokat az érzékeny C. tropicalis CBS 94 sejteken
hatasat a C. tropicalis CBS 94 altal képzett biofilmre

fehérje tartalmat (MALDI-TOF analizis)
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Anyagok és modszerek

Felhasznélt anyagok és mikroorganizmusok

Felhasznalt izolatumok

1. tdblazat. A hatasspektrum vizsgalathoz felhasznalt torzsek

Faj
Debaryomyces hansenii
Debaryomyces hansenii

Debaryomyces prosipidis
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida auris
Candida deformans
Candida dubliniensis
Candida glabrata
Candida globosa
Candida krusei
Candida parapsilosis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida tropicalis
Candida zeylanoides
Cryptococcus neoformans
Cryptococcus neoformans
Cutaneotrichosporon curvatus
Lachancea fermentati
Lodderomyces elongisporus
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton tonsurans
Yarrowia galli
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces mellis
Zygosaccharomyces rouxii
Wickerhamomyces anomalus

ATCC: American Type Culture Collection
CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures

IFM: Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University

IFO: Institute for Fermentation, Osaka, Japan

SC: Squibb Institute for Medical Research, New Brunswick, New Jersey, USA

SZMC: Szeged Microbiology Collection
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Torzsszam
SZMC 26738
SZMC 27788
SZMC 26708
ATCC 10231

SC 5314
SZMC 1458
0381
SZMC 26745
CBS 7987
CBS 138
SZMC 26734
CBS 573
CBS 604
CBS 94

SZMC 1366
SZMC 1410
SZMC 9092
SZMC 26714

IFM 5844
IFO 410
SZMC 26710
CBS 707

CBS 1072
ATCC 9533
SZMC 0004
ATCC 28942
SZMC 26730

CBS 4688

CBS 684
CBS 441
SZMC 27782



Tapkozegek
AIM tapoldat

AIM-V® + AIbuMAX® (BSA) (1x) Serum free medium (Gibco)
koncentralt sésavval pH 4-re beallitva.
YPD (éleszt6 kivonat — pepton — gliikdz) tpoldat
1% (m/V) glukoéz
1 % (m/V) pepton
0,5% (M/V) éleszt6 kivonat
PDB (burgonya — gliikéz tapoldat) tapoldat
20% (m/V) burgonya keményité kivonat (VWR)
2% (m/V) glikoz
YPD téptalaj
1% (m/V) gliikdz
1% (m/V) pepton
0,5% (m/V) éleszt6 kivonat
2% (m/V) agar
Metilénkék tartalm YPD téptalaj
1% (m/V) gliikdz
1% (m/V) pepton
0,5% (Mm/V) éleszt6 kivonat
2% (m/V) agar
0,1% (m/V) metilénkék (10 mg/ml)
citrat pufferrrel pH 4-re allitva
Kitin tartalmu taptalaj

1% (m/V) mannit
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0,5% (m/V) KH2PO4
0,2% (m/V) NaNO3

0,1% (m/V) MgSOa4
2% (m/V) agar

0,1 g/l kolloid kitin

Festékek
Kalkofluor Fehér (Sigma-Aldrich, 1 mg/ml)

Propidium-jodid (Sigma-Aldrich, 1 mg/ml)
Kong6 Voros oldat (1 mg/ml desztillalt vizben)
Coomassie Brilians kék festék

0,1% (V/V) Coomassie Brilians kék

10% (V/V) jégecet

50% (V/V) metanol

Pufferek

Mcllvain puffer

A torzsoldat: 0,2 M Na;HPO4 x 2H20 (35,59 g/l)
B torzsoldat: 0,1 M citromsav x H20 (21,01 g/l)

Fehérje futtatdshoz hasznalt 2x loading puffer
500 mM ditiotreitol
50% (V/V) glicerin
0,5% (V/V) bromfenolkék
10% (V/V) Natrium-dodecil-szulfat
250 mM Tris-HCI pH 6,8
NUPAGE MES SDS puffer 20x (Thermo Fisher)
PBS (foszfat pufferelt sdoldat)

1,42 mg/ml NaaHPO4

15



0,24 mg/ml KH2PO4
0,2 mg/ml KCI

8,0 mg/ml NaCl

pH 7,4

XTT (nétrium 3"-[1- (fenilaminokarbonil)- 3,4- tetrazélium]-bis (4-methoxy6-nitro) benzol

szulfonilsav hidréat) oldat
0,5 mg/ml XTT (Invitrogen)
1 UM menadion
PBS pufferben oldva
1 M NaCl oldat
Festékmentesito oldat
10% jégecet
40% metanol

Felhasznalt eszkozok

Zeiss Axioscope 40 mikroszkdp Axiocam Mrc kamera
Beta 2-B LSC plus (Martin Christ) Liofilizal6 készilék
Durapore® Membran Filter, 0,22 um (Millipore)
Heraeus Pico 17 centrifuga (Thermo Scientific)
AMICON Ultra Centrifugasziirék (Merck)

Amnis FlowSight (Luminex)

BIO-RAD Mini-PROTEAN TGX eldre gyartott, 10 zsebes, 12% poliakrilamid tartalmu gél
(Bio-rad)

SpectroStar nano (BMG labtech) spektrofotométer

Zeiss Axioscope 40 mikroszkop és Axiocam Mrc kamera
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Felhasznalt modszerek

Tenyésztési kortlmények

Az élesztbgomba torzseket YPD téptalajra oltva 48 dran at novesztettik. A tenyésztési
homérséklet a Candida, Cryptococcus, Lachancea, Lodderomyces, Trychophyton és Yarrowia
torzsek esetében 30 °C, a Wickerhamomyces és Cutaneotrichosporon torzsek esetében 20 °C,
a Zygosaccharomyces és Debaryomyces torzseknél pedig 25 °C volt.

A tenyeszeteket felhasznalasig 4 °C-on taroltuk.
A toxin-érzékenysegi teszthez a sejteket 3 ml YPD tapoldatban razatva (50 rpm)

novesztettlik 24 éran at, az eldbb felsoroltnak megfelel6 hémérsékleteken.

Toxintartalmu fermentlé eloallitasa

A D. hansenii SZMC 26738 killer térzset 25 °C-on razogépben (50 rpm) ndvesztettiik

48 oran at YPD, illetve PDB tapoldatban, a tenyészeteket centrifugaltuk (5 perc, 10.000 rpm,

szobah6émérséklet) majd a felliluszot 0,22 um pérusméretii sziirén atszirtiik.

Az igy nyert sejtmentes fermentlevet -70 °C-on inkubaltuk egy éjszakan at, majd
liofilizal6 késziilékben a folyadék felét elvontuk a mintakbol. A tdményitett fermentleveket

hasznaltuk a kisérletek soran.

Hatasspektrum vizsgalat

A vizsgalt torzsek 24 O6ras tenyészetét massziv oltassal vittik fel metilénkéket
tartalmazo, pH 4 YPD téptalaj felszinére, majd a felszin beszaradasat kovet6en a killer D.
hansenii torzset a taptalaj fellletére oltottuk, és a csészeket 25 °C-o0s termosztatban inkubaltuk

48 oran at. Ezt kdvetGen vizsgaltuk a megjelend gatlasi zonakat.
2. tablazat: pH 4 Mcllvain puffer készitése 50 ml végtérfogatban
pH A torzsoldat: 0,2 M NazHPO4 B térzsoldat: 0,1 M citromsav
4 19,275 ml 30,725 ml

NaCl hatasa a hostabilitasra

AKiller D. hansenii térzs YPD tapoldatban, illetve 8% natrium-kloridot tartalmaz6 YPD
tapoldatban termelt fermentlevét hokezeltiik 24 oran at 25, illetve 37 °C-on. A C. tropicalis
CBS 94 torzs 24 6ras tenyészetébdl YPD taplemezen massziv oltast készitettiink, majd a kezelés
kezdetétdl szamitva 3, illetve 24 oraval kicsepegtettlik 5 pl-t a fermentlevekb6l. A csészéket 48

oran at 25 °C-on sotétben inkubaltuk.
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Elécsiraszaim meghatirozas

A C. tropicalis CBS 94 torzs 24 6rés YPD tapoldatban nevelt tenyészetébdl a sejteket
centrifugalassal kitlepitettik (5 perc, 5000 rpm), mostuk 1 ml steril desztillalt vizzel, majd a
sejtszamot Biirker-kamraban allapitottuk meg. A kisérlethez 10° darab sejtet oltottunk le 0,5 ml
toxin-tartalmd valamint 0,5 ml 8% néatrium-kloriddal kiegészitett toxint tartalmazé fermentlébe.
Kontrollként 10° sejtet oltottunk 0,5 ml YPD valamint 0,5 ml 8% NaCl-tartalmi YPD

tapoldatba. A mintakat 24 6ran at razatas nélkal inkubaltunk 25 °C-on és 37 °C-on.

Az inkubacios id6 elteltével mintakbol a sejteket Killepitettik (5 perc, 5000 rpm), majd
tizes 1éptékii higitasi sort készitettiink. A higitasi sorok 102, 10% és 10* 1éptékii higitasaibdl 25
pl-t szélesztettiik ki YPD taptalajra 3-3 parhuzamosban. A csészéket 30 °C-on 72 6ran at

inkubaltuk, majd megszamoltuk a telepeket.

A toxin hatdsanak vizsgalata C. tropicalis sejtekre aramlasi citometria alkalmazasaval

A C. tropicalis CBS 94 torzs 24 6ras YPD tapoldatban nevelt tenyészetébdl a sejteket
centrifugalassal killepitettik (5 perc, 5000 rpm), mostuk 1 ml steril desztillalt vizzel, majd a
sejtszamot Biirker-kamraban megszamoltuk. A kisérlethez 10° darab sejtet oltottunk le 1 ml
toxin-tartalma fermentlébe valamint 1 ml YPD tépoldatba (kontroll minta), majd 24 oérat
inkubaltuk a mintakat 25 °C-on.

Az inkubacios id6 elteltével a mintdkat centrifugaltuk (10.000 rpm, 5 perc,
szobahdmérséklet), majd a sejteket desztillalt vizben felszuszpendaltuk. Az YPD tapoldatban
inkubalt sejteket 3 egyenld részre osztottuk. A mintakat ismét centrifugaltuk. Az egyik kontroll
minta sejtjeit 100 ul PBS-ben felszuszpendaltuk és nem festettilk, a masik kontroll sejtjeit 1 ml
70%-o0s etanollal kezeltiik 1 6ran &t, a maradék 2 minta sejtjeit PBS-sel mostuk. A 3 festeni
kivant mintat felvettik 100 pl 5 pg/ml-es propidium-jodid oldatban, és sotétben, 25 °C-os
termosztatban 10 percen at festettik, majd centrifugaltuk a mintakat (10.000 rpm, 5 perc,
szobahdmérséklet) és felvettilk ket 100 pl PBS-ben. Az igy kapott 4 mintdban (festetlen
kontroll, festett kontroll, etanol-kezelt és festett kontroll, toxin-kezelt és festett minta) aramlasi
citométerrel vizsgaltuk 10.000 sejt propidium-jodiddal tortént festodését.

MALDI-TOF analizis

A D. hansenii ket torzse, az SZMC 26738 killer torzs és az SZMC 27788 nem Kkiller
torzs &ltal YPD tapoldatban termelt fermentlevet 50 és 30 kDa-os centrifuga sziirékkel
frakcionaltuk. A két minta 30 és 50 kDa k6z¢é es6 frakcioinak MALDI-TOF analizisét a Szegedi

Biologiai Kutatokdzpont Proteomikai kutatocsoportja vegezte el.
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Sejtfal festese
A C. tropicalis CBS 94 torzs 24 6ras YPD tapoldatban nevelt tenyészetébdl a sejteket

centrifugalassal kitlepitettlik (5 perc, 5000 rpm), mostuk 1 ml steril desztillalt vizzel, majd a
sejtszamot Biirker-kamraban megszamoltuk. A kisérlethez 10° darab sejtet oltottunk le 1-1ml
YPD tépoldatba és a toxin-tartalmu fermentlébe; 5 orat inkubaltuk a mintakat 25 °C-os
termosztatban. A sejteket centrifugaltuk (10.000 rpm, 5 perc, szobahOmérséklet), a feltiluszot
ledntottiik, majd PBS-ben mostuk a sejteket. A csében maradt folyadékban felszuszpendaltuk
a sejteket, ezutdn 5 pg/mi-es Kalkofluor fehér festéket adtunk hozza 1:1 aranyban, és
fluoreszcens mikroszkdpban vizsgéltuk a mintakat (350 nm excitacios és 432 nm emisszios
szirovel). Mintanként 50 kiilonallé festodott sejt fluoreszcenciajat mértilk meg szamszertsitve

FiJi (ImagelJ) szoftver segitségével.

Kitinaz aktivitas vizsgalata

Kolloid kitint tartalmaz6 taplemezre oltottuk a killer D. hansenii torzset és 7 napig

novesztettlik 25 °C-o0s termosztatban.

A 7 napos 25 °C-0s inkubalast kovetden a csészékre 10 ml Kongd Voros oldatot
pipettaztunk, majd ezt kovetden 1 oras inkubacio utan a festékoldatot ledntottiik. Ezutan a
csészékre 10 ml 1 M NaCl oldatot pipettaztunk, amit ismét 1 déra inkubacio kovetett. A NaCl

ledntése utan a csészéket vizzel mostuk és vizualisan detektaltuk az eredményt.

A toxin hatasa C. tropicalis altal képzett biofilmre

C. tropicalis CBS 94 torzs YPD tépoldatban nevelt 24 drés tenyészetébdl 5 x 10* sejt/ml
koncentracidju szuszpenzidt készitettink AIM tapoldatban. A szuszpenziobol 100 pl-t
pipettaztunk két darab 96 lyuku mikrotiterlap zsebeibe. Az egyik mikrotiterlapot 25, mig a
maésikat 37 °C-0s 5% szén-dioxidot tartalmazo6 termosztatba helyeztik és 72 orat inkubaltuk,
hogy a sejtek kitapadjanak a mikrotiterlap felszinére. A kialakult biofilmeket kétszer mostuk
100 pl PBS-sel, majd 24 orén at kezelttk 25, illetve 37 °C-on a kovetkez6 anyagokkal: 100 pl
toxin-tartalmd fermentlé, 100 pl toxin-tartalmua fermentlé 8% NaCl-dal kiegészitve, 100 pl
YPD tapoldat valamint 100 pl YPD tapoldat 8% NaCl-dal kiegészitve. A 24 oras kezelést
kovetéen a mintakat kétszer mostuk 100 pl PBS-sel, majd a biofilmekre 100 pl 0,5 mg/ml XTT
és 1 UM menadion tartalmi PBS oldatot pipettaztunk. A mintakat 2 érara 25 illetve 37 °C-0s
termosztatba helyeztiik. Az inkubacios id6 utan a feliiliszobol 80 pl-ket Uj zsebekbe
pipettaztunk és fotométerrel megmértik az optikai denzitadst 490 nm-en. A vizsgélatokat 5

bioldgiai parhuzamossal végeztik el.
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Denaturalé poliakrilamid gélelektroforézis

A D. hansenii fermentlevébdl haromféle mintat készitettink, 1 pl, 2 pl, illetve 3 pl
mennyiseget AIM tapoldattal egészitettlink ki 10 ul-re. Ezutan 10 pl 2x loading oldatot adtunk
a mintadkhoz. A gél zsebeibe felvittlink 15 pl-t az el6készitett mintakbol, valamint egy zsebbe
5 pl fehérje molekulasuly markert (Invitrogen SeeBlue plus 2 prestained standard (1x))
pipettaztunk, majd 1x NUPAGE MES SDS pufferben megfuttattuk a gélt (kezdetben 5 perc 90
V, ezutan 35 perc 200 V fesziltségen).

Futast kovetden a gélt Coomassie Brilliant Blue festékoldattal festettiik enyhe razatas kdzben
20 percen at, majd festékmentesitd oldattal addig mostuk a gélt, amig a felesleges

festékmennyiség ki nem oldodott beldle.
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Eredmények és ertékelésiik

Hatésspektrum vizsgalat

A vizsgalt humanpatogén ¢és élelmiszerromlast okozo élesztdgombak kozil 7 faj 10
torzse bizonyult szenzitivnek a D. hansenii altal termelt killer toxinra (3. tablazat). Az érzékeny
torzsek kozil a széles gatlasi zonat add, humanpatogén C. tropicalis CBS 94 torzset hasznaltuk
a késobbi vizsgalatok sordn. A killer torzs koriil kialakult gatlasi zona peremén az elpusztult
sejtekben felhalmozddo metilénkék miatt kék gytirti alakult ki (2. &bra), ez alapjan a toxin
porusképzd sajatsagt, mivel a metilénkék az elpusztult sejtekbe diffundal és azokat kéken

megfesti.

2. &bra D. hansenii SZMC 26738 torzs Killer aktivitasa C. tropicalis CBS 94 péazsiton.
A nyil a metilénkékkel festodott elpusztult sejteket jeldli.

A NaCl hatasa a toxin hdstabilitasara

Korabbi vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a toxin hdmérséklet érzékeny (40 °C-
on 60 perc inkubaciot kovetden jelentdsen csokkent az aktivitdsa). Kimutattuk tovabba, hogy

8% natrium-klorid jelenlétében fokozott aktivitassal bir.

Vizsgaltuk, hogy a NaCl jelenléte a toxin hdstabilitdsara hatassal van-e.
Megallapitottuk, hogy a 8% natrium-kloridot tartalmazé fermentlé aktiv maradt 24 6ras a 37
°C-on torténd kokezelés utan is, mig a NaCl-ot nem tartalmazo fermentlé elvesztette aktivitasat.
A 25 °C-on kezelt NaCl-t tartalmazé illetve nem-tartalmaz6 fermentlevek kozel azonos

aktivitast mutattak 24 6ras inkubacio utan.
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3. tdblazat D. hansenii killer aktivitdsa, YPD taptalajon, 48 dran at 25 °C-on végzett
inkubalast kovetoen.

Faj ToOrzsszam gatlasi zona
Debaryomyces prosipidis SZMC 26708 +
Candida albicans ATCC 10231 -
Candida albicans SC 5314 -
Candida albicans SZMC 1458 -
Candida auris 0381 -
Candida deformans SZMC 26745 +
Candida dubliniensis CBS 7987 -
Candida glabrata CBS 138 +
Candida globosa SZMC 26734 +
Candida krusei CBS 573 -
Candida parapsilosis CBS 604 -
Candida tropicalis CBS 94 +++
Candida tropicalis SZMC 1366 A e
Candida tropicalis SZMC 1410 +++
Candida tropicalis SZMC 9092 +++
Candida zeylanoides SZMC 26714 -
Cryptococcus neoformans IFM 5844 -
Cryptococcus neoformans IFO 410 -
Cutaneotrichosporon curvatus SZMC 26710 -
Lachancea fermentati CBS 707 -
Lodderomyces elongisporus CBS 1072 -
Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533 -
Trichophyton mentagrophytes SZMC 0004 -
Trichophyton tonsurans ATCC 28942 -
Yarrowia galli SZMC 26730 +
Zygosaccharomyces bailii CBS 4688 -
Zygosaccharomyces mellis CBS 684 -
Zygosaccharomyces rouxii CBS 441 -
Wickerhamomyces anomalus SZMC 27782 A e

ATCC: American Type Culture Collection, CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, IFM: Research Center
for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University, IFO: Institute for Fermentation, Osaka, Japan,
SC: Squibb Institute for Medical Research, New Brunswick, New Jersey, USA, SZMC: Szeged Microbiology
Collection

-2 nincs gatlas, +: keskeny gétlasi zona, +++: széles gatlasi z6na
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A toxin hatésa a C. tropicalis é16 csiraszamara

A toxin hatését a C. tropicalis él6csiraszamara 8% NaCl-ot tartalmazd, valamint NaCl-
mentes fermentlében is vizsgaltuk 25, illetve 37 °C-on 24 0réas kezelés utan. Kontrollként YPD
tapoldatban, illetve 8% NaCl-tartalmu YPD tapoldatban inkubaltuk a sejteket.

Megaéllapitottuk, hogy a toxint tartalmazé fermentlé szignifikdnsan csokkentette az
¢élécesiraszamot mind 25, mind 37 °C-on (3. abra). Eredményeink azt bizonyitottak, hogy a toxin
hatasat a 8% NaCl szignifikansan novelte mindkét hémérsékleten (3. abra). A csiraszam
jelentdsen csokkent 37 °C-on a 25 °C-hoz képest 8% NaCl tartalmi YPD tapoldat jelenlétében.
(3. &bra) 37 °C-on kevéshé aktiv a toxin, mivel ekkor stabilitasa csdkken. (3. abra)
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3. &bra. A D. hansenii toxin hatésa C. tropicalis CBS 94 élé csiraszamara

A: 25 °C-on tortént 24 6ras inkubacio utan, B: 37 °C-on tortént 24 orés inkubacio
(CFU: colony forming unit, telepképz6 egységek szama, * p<0,05, *** p<0,001,
***% p<0,0001, fiiggetlen mintas t proba)
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A D. hansenii toxin tartalmu fermentlé hatdsa C. tropicalis CBS 94 sejtekre - aramlasi

citometria

Aramlési citometriaval vizsgaltuk, hogy 24 06ras 25 °C-on torténd toxin tartalmu
fermentlében torténd inkubacio utan a C. tropicalis sejtek hany szazaléka pusztul el a kezelés
hatasara. Az elpusztult sejteket propidium-jodidos festéssel kiilonitettiik el az €16 sejtekt6l. Az
eredményekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a toxin cidikus hatdsu, az érzékeny C.
tropicalis CBS 94 torzs sejtjeit elpusztitja, mert a toxin-kezelés utan a sejtek 76,3% fest6dott
propidium-jodiddal, tehat elpusztult, ezzel szemben a kontroll mintaban a sejtek minddssze
2,47% mutatott propidium-jodid festddést, amely a természetes sejthalalozas kdvetkezménye
(4. &bra).
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4. dbra D. hansenii killer toxinnal 24 éran at 25 °C-on kezelt C. tropicalis CBS
94 sejtek aramlasi citometriai elemzése.
A festetlen kontroll minta, B festett kontroll minta, C etanolos kezelés utani minta, D
toxin tartalmd fermentlével kezelt minta. A vizszintes tengely a fényintenzitast, a
fiiggbleges tengely pedig az egyes intenzitasok gyakorisagat jelzi. Az abrakon 1évo
szamok jelzik a populéacioban a festett sejtek aranyat.
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A toxin tisztitasa

A toxin tartalmt fermentlevet kiilonb6z6 pdrusméretit (10, 30, 50 és 100 kDa)
fehérjesziirkon tisztitottuk. A frakciok Killer aktivitasat C. tropicalis CBS 94 pazsiton
teszteltlik. A mintak kdzil csak a 30-50 kD mérettartomanyu fehérje frakcid rendelkezett killer

aktivitassal, a tobbi frakcid esetén nem tudtunk aktivitast kimutatni.

A 30-50 kDa frakciot denaturald poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgaltuk tovabb.

A gélen tobb fehérjesav is detektalhatd volt ebben a tartomanyban.

MALDI-TOF analizis

Annak eldodntésére, hogy a gélelektroforézissel detektalt fehérjék kozul melyik lehet

maga a killer toxin, egy Killer aktivitdst nem mutatd6 D. hansenii torzs (SZMC 27788)
fermentlevének 30-50 kDa frakcidjat is elkészitettik. Mindkét 30-50 kDa frakciot (toxin-
tartalmu illetve toxint nem tartalmazo) elkildtik fehérjeanalizisre a Szegedi Bioldgiai Kdzpont

Proteomikai Kutatocsoportjahoz.

A toxin tartalmd fermentlében tébb olyan fehérjét azonositottak, melyeknek a
sejtfalbontasban van szereplk, igy két kitinaz enzimet, 1 exo- valamint 1 endoglikanazt (4.

tablazat), melyek a toxikus aktivitast nem mutaté fermentlében nem voltak kimutathatok.

4. tdblazat. Toxin-tartalmu D. hansenii fermentlében MALDI-TOF analizissel kimutatott
fehérjék, molekulasulyuk, valamint az éket kodolo gének és a szekvenciahomologok
(Az NCBI adatbazis BLAST szoftverének felhasznalasaval).

Gén fehérje Fehérje szekvenciahomoldgia
molsuly
(Da)
DEHA2F25344g 25593.9 DEHA2F25344p C. albicans RBT4 fehérije,

éleszt6-fonalas atmenetkor
expresszalédik
DEHA2D08426g 48620.4 DEHA2D08426p @ Saccharomyces cerevisiae EXG1
exo-1,3-B-glikanaz
DEHA2C05852g 17320.5 DEHA2C05852p  S. cerevisiae gliikdz transzporter

DEHA2D00924g 57381.2 Kitinaz

DEHA2G05984g 46210.6 Kitinaz

DEHA2G18766g 33752.5 DEHA2G18766p S. cerevisiae BGL2 endo-1,3-3-
glikanaz

DEHA2A14366g 52741.6 DEHA2A14366p C. albicans sejtfal fehérje,

funkcidja a sejtfali glikan
bemutatasa az immunsejteknek
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Kitinaz aktivitas kimutatasa

A MALDI_TOF analizis kitindz enzimek jelenlétét mutatta ki a toxikus aktivitést
mutatd fermentlében, ezért vizsgaltuk a torzs kitindz aktivitasat kolloid kitint tartalmazo
taptalajon. A telep koriil megjelend bontasi zona megjelenése azt bizonyitotta (5. abra), hogy a

torzs valéban rendelkezik kitindz aktivitassal.

5. &bra Killer D. hansenii torzs kitinaz aktivitasa kitin tartalmu taptalajon.

A nyil a telep koruli bontési zonat mutatja.

C. tropicalis sejtek Kalkofluor fehér festése

A toxin-kezelt és nem kezelt C. tropicalis sejteket calcofluor white festékkel festettiik,
mely a sejtfalban 1év6 kitin molekulakhoz kapcsolodik. Azt tapasztaltuk, hogy a toxinnal kezelt
sejtek szignifikansan intenzivebb fluoreszcenciat mutattak a kontrollhoz képest (6. és 7. abra),
melynek az lehet az oka, hogy a toxikus aktivitasi fermentlében taldlhaté enzimek a sejtfal
fellazulasat okoztak, amely miatt a festék molekulak konnyebben tudnak kotédni a mélyebb

rétegekben talalhat6 sejtfalkomponensekhez.
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6. abra Kontroll valamint toxinnal kezelt sejtek Kalkofluor Fehér festés uténi
fluoreszcencidja (**** p<0,0001, fliggetlen mintas t-proba)
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7. abra Kontroll (fels6 sor) és toxinkezelt (als6 sor) C. tropicalis CBS 94 sejtek
fluoreszcens mikroszképos kepe.

Lathato fényben (A, C) valamint Kalkofluor Fehér festés utdn UV-fényben (B, D)
(A méretskala 10 um hosszt reprezental)
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Az érzékeny torzsként hasznalt C. tropicalis képes biofilm képzésre. A biofilmekben
1év6 sejtek igen ellenalloak gomba-ellenes szerekkel szemben, igy elpusztitasuk kihivas elé
allitja a klinikusokat. Munkank soran vizsgaltuk, hogy a D. hansenii toxin-tartalmd fermentlé
képes-e a mar kialakult biofilm bontasara. XTT kromogén szubsztrat alkalmazasaval a
biofilmet alkotd sejtek metabolikus aktivitasa detektalhatd. A metabolikusan aktiv biofilm ¢16
sejtjei redukaljak az XTT szubsztratot, amelynek narancsszinti terméke szinvaltozast okoz, amit
spektrofotométerrel detektalni tudunk. Az igy a kapott abszorbancia-érték aranyos a biofilmben

1év0 sejtek szamaval és metabolikus aktivitasaval.

Eredményeink azt mutattak, hogy a 8% natrium-kloriddal kiegészitett toxint tartalmazo
fermentlé szignifikansan csdkkentette a biofilmet alkot6 sejtek életképességét a kontrollokhoz

és a toxin tartalmu fermentléhez képest mindkét hémérsékleten (8. abra).
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8. dbra Toxin-tartalmua fermentlé és 8% NaCl-dal kiegészitett toxin-tartalmu fermentlé
hatasa C. tropicalis CBS 94 biofilmre 25 (B) és 37 °C-on (A). (* p<0,1, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001, fliggetlen mintas t préba)
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Osszefoglalas

Mikroba ko6zosségek kialakulasaban dontd hatasa van a mikrobdk kozt kialakuld
kolcsonhatdsoknak. A jo antagonista képeségekkel rendelkezd fajok valnak a kozosség
meghatarozd tényez6ivé, dominans képviseldivé. Elesztégombak kozt a  versengés
megnyilvanulhat nem-specifikus, illetve specifikus anyagok termelésével. Specifikus
gatldanyagok a killer toxinok. A killer toxinok fehérje természetli vegyiiletek (fehérjék vagy
glikoproteinek), amelyek a koérnyezetbe jutva gatoljak a szenzitiv torzsek ndvekedesét vagy
elpusztitjak azokat.

Az ismert gombafajok koziil elenyészéen kevés képes human megbetegedést okozni,
am ezek novekvd kozegészségiigyi problémat jelentenek. Ennek egyik oka, hogy a
rendelkezésre allé antifungélis hatdéanyagok szama kevés, és egyre gyakoribb az ezen
anyagokra rezisztens torzsek megjelenése. A természetes eredetii antifungalis szerek irant ezért

egyre nagyobb érdeklddés iranyul.

Munkéank sordn a D. hansenii SZMC 26738 torzs altal termelt killer toxin vizsgalatat
veégeztuk el. Megallapitottuk, hogy a toxin széles hatasspektrumd, a vizsgalt 22 faj kozul 7
bizonyult érzékenynek. Az egyik legmagasabb mortalitasi mikdzist okozd C. tropicalis tobb
torzse is érzékenynek mutatkozott a toxinra, sz€les gatlasi zonat adva a termeld térzs koriil,
ezért vizsgalataink soran ennek a C. tropicalis CBS 94 torzsével dolgoztunk tovabb.
Megallapitottuk, hogy 8% natrium-klorid fokozza a toxin hdstabilitasat, jelenlétében a toxin 37
°C-on 24 6ra mulva is megtartotta az aktivitasat. A toxin cidikus hatasu, az érzékeny sejtek
pusztulaséat okozza, amit az aramlasi citometrids mérés bizonyitott, csokkentette tovabbéa az é16
csiraszdmot, amit a telepképzé egységek toxin-kezelés utani szdmanak csokkenésével

igazoltunk.

Az antifungélis hatassal rendelkezé szerek képesek gatolni a biofilmek felépulését,
ugyanakkor a mar kialakult biofilmekre nincsenek hatassal. A biofilmet alkot6d sejtek is
rezisztenciat mutatnak szamos, a plaktonikus sejtek ellen hatékony vegyilettel szemben.
Ugyanakkor a D. hansenii SZMC 26738 toxin képes a C. tropicalis CBS 94 torzs éltal
kialakitott biofilmet szignifikans mértekben degradalni emberi maghomérsékleten natrium-
klorid jelenlétében. A toxin tisztitdsa soran megallapitottuk, hogy merete a 30-50 kDa
tartomanyba esik, ez a frakcié azonban tobb fehérjesavot is tartalmazott. A toxin-tartalmu
mintab6l MALDI-TOF komparativ analizissel kimutatott fehérjék kozott talaltunk Kitinaz,

valamint exo- és endogliikandz aktivitasu fehérjéket. Ezen enzimek képesek a sejtfal
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fellazitasara, ezt a feltevést tamasztja ald, hogy a toxinnal kezelt sejtek Kalkofluor Fehér festés
soran intenzivebben festddtek a kontrollhoz képest. Elképzelhetd, hogy a sejtfal
fellazitasanak/bontasanak kovetkeztében a toxinnal kezelt sejtek ozmotikusan érzékennyé
véalnak és megfeleld ozmotikus stabilizator hianyaban elpusztulnak. igy valosziniisithetd, hogy
a D. hansenii SZMC 26738 torzs esetén a killer aktivitast nem egy specifikus toxin, hanem egy

sejtfalbont6 enzim okozza.

Ennek bizonyitasara tervezzik a toxin fermentlébdl valo tisztitasat ,valamint a MALDI-
TOF analizissel azonositott, sejtfalbontasban szerepet jatsz6 gének mutécidjat és vizsgalni

ennek hatéséat a killer fenotipusra.
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Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Merber Richard (MR) és Németh Nelli (NN) nyilatkozunk, hogy a 2022-es Bioldgia
TDK tavaszi fordul6jara benydujtott, ,,Egy Ujonnan izolalt Debaryomyces hansenii torzs Killer
aktivitasanak vizsgalata” cimii dolgozatunkban leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok

elvégzésében vettlink részt:

Rész/feladat Felkészités utan onalléan Folyamatos segitséggel
vegeztem a dolgozatomhoz végeztem a dolgozathoz
szlikséges mennyiségben szlikséges mennyiségben
(%) (%)
Torzsek fenntartasa’ 70 (MR) 0
80 (NN)
Fermentlé termeltetése? 50 (MR) 0
50 (NN)
Hatasspektrum vizsgalat® 80 (NN) 20 (NN)
Héstabilitasi vizsgalat* 80 (MR) 20 (MR)
El§ csiraszam meghatarozas® 90 (MR) 0
Aramlasi citometria® 70 (MR) 0
Gélelektroforézis® 60 (NN) 40 (NN)
Méretmeghatéarozas 30 (MR) 0 (MR)
sziirdkkel® 80 (NN) 20 (NN)
Mikroszkopozas/sejtfal 80 (MR) 0
festés® 80 (NN)
biofilmképzés® 60 (MR) 40 (NN)
Abra készités® 50 (MR) 50 (MR)

1 A torzsek fenntartasa soran a tenyészeteket legnagyobb mennyiségben mi tartottuk fenn, esetenként a
témavezetdnk végezte el az atoltasokat.

2 A fermentlevek termeltetését legtobb esetben mi végeztiik, viszont a liofilizalast teljes egészében
témavezetdnk végezte.

3 A hatasspektrum vizsgalatot kizarolag Németh Nelli végezte témavezetoi segitséggel.
4 A vizsgalatot f6leg Merber Richard végezte témavezetdi segitséggel.
5 A feladatot Merber Richéard végezte témavezetd, illetve munkatérs segitségével.

6 A munkat Németh Nelli és Merber Richard végezte kiilonbozé mértékii munkatars és témavezetd segitségével.
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\\\\ Aimidh AL

Merber Richard palyamunkat benyujto Németh Nelli tarsszerz6
hallgatd

A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

&l/\ V
Dr. Pfeiffer Ilona témavezeto,

SZTE TTIK Mikrobioldgiai Tanszék
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