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1. Bevezetés

1.1. A gombak fébb sajatossagai

Foldiinkon a gombak nagy diverzitast, fajgazdag csoportot alkotnak. Egy 1991-ben
megjelent cikk adatai alapjan az eddig azonositott és a még le nem irt fajok szama koriilbeliil
1,5 milliora becsiilheté [1]. Ez az érték az egyre 1jszeribb fajazonositast el6segitd
molekularis biologiai modszerek megjelenésének koszonhetéen masfél évtized alatt kozel
négyszeresére emelkedett [2]-[4].

A gombdk kozmopolitdk. Leggyakrabban szarazfoldi kornyezetben fordulnak eld, de
fellelhet6k természetes vizekben, és mély oceani tiledékekben is [2]. Ezenkiviil szamos faj
izolalhatoé emberi kornyezetbdl (példaul bélmikrobiombdl, nyalkahartyarol, bérfelszinrdl) is
[5]. A gombak nagyon jol képesek a kiilonbozé kornyezeti feltételekhez alkalmazkodni,
ellendllnak a szélsdséges hdmérsékleti-, vizaktivitasbeli viszonyoknak ¢s a legkiilonfélébb
szénforrasokat is képesek hasznositani. Bar magas diverzitast figyeltek meg a tropusi
régiokban, ahol foként novényekkel kialakitott endofitikus kapcsolatban fordulnak elé nagy
szamban [6], a legnagyobb valtozatossagot a mérsékelt éghajlati teriileteken é16 gombafajok
mutatjak [2]. Meglepben sok gombafaj eléfordulasat figyelték meg szaraz, sivatagos
teriileteken (foként Sonoran-Sivatagban az ¢16 és elhalt novényeken, kaktuszokon) [7], [8], de
kis szamban bizonyos fajok még akar extrém alacsony homérsékleten is képesek fennmaradni
(az Eszaki-Sarkvidéki és Antarktiszi teriileteken) [9]-[11]. A kiilonbozé gomba fajok nagyon
valtozatos szerepet toltenek be a természetben. A fajok tobbsége szaprotrof, azaz képesek az
Osszetett szerves anyagok lebontasara, mint példaul a celluléoz és lignin. Szdmos olyan
gombafaj ismert, amelyek szimbiontaként fontosak és az ¢élélények minden nagyobb
csoportjaval, baktériumokkal, novényekkel és zOld algakkal, valamint allatokkal is
kapcsolatban allnak. Az allatokkal asszocialt gombak sokfélesége kevésbé ismert, mint azon
fajoké, amelyek novényekkel alakitanak ki szoros szimbiotikus kapcsolatot. llyenek a
mikorrhiza gombak, amelyek a novények gyokerével asszocialtak és ezzel a ndvény
hatékonyabb tdpanyagfelvételét (viz, nitrogén, foszfor €s egyéb értékes asvanyi anyagok)
segitik [2], [12]. Ebbbl adodoan mezOgazdasagi és erdészeti munkak soran, példaul az
arbuszkularis mikorrhiza fajok nagyszertien alkalmazhatok a talaj mindségének javitasara, és
a haszonnovényeknél, mint biokontroll agensek jatszhatnak kiemelt szerepet. Egyes fajok (pl.:
Candida tropicalis) a kornyezetvédelemben is felhasznalhatok a szennyviz és az
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alapkutatisban toltenck be kiemelt szerepet, mint modellszervezetek. Elelmiszeripari
szempontbdl is jelentdsek, hiszen azon kiviil, hogy megannyi emberi fogyasztasra alkalmas
gomba létezik, kelesztett/erjesztett élelmiszerek gyartasanal is elengedhetetlenek. [13], [14].
Egészségligyi szempontbol kiemelt jelentdséglick azok a gombafajok, amelyek kiilonféle

human megbetegedéseknek és fert6zéseknek 6 okozoi [15].

1.2. A Candida fajok, mint jelentés opportunista human patogének

A gombak altal okozott human megbetegedések az elmult évtizedekben egyre komolyabb
kihivast jelentenek, ugyanis vilagszerte tobb mint egymilliard megbetegedésért tehetk
feleléssé. A jelenlegi becslések szerint évente kozel 1,6 millié ember hal meg kiilonb6z6
gombafajok  (féleg Cryptococcus-, Candida-, Aspergillus- és Pneumocystis ~ fajok)  altal
okozott invaziv betegségekben. Tovabbi aggodalomra ad okot, hogy szamos patogén faj
(példaul Aspergillus fumigatus, Candida auris) rezisztenciat mutat a kiilonféle gombaellenes
szerekkel szemben [15].

A korokozd gombak jelentds hanyada opportunista patogén, vagyis csak legyengiilt
immunrendszerrel rendelkez6 vagy immunhianyos egyéneket képesek megfertézni. Az
idetartozo fajok kozott szamos olyan ismert, amelyek az emberi szervezetben fellelhet6, és
amig a megfelel6 immunvélasz kontroll alatt tartja a szamukat, addig nem okoznak
megbetegedést. Viszont a gazda immunvalaszanak akar mesterséges (pl. szervatiiltetés miatti
immunszupresszid vagy kemoterdpia) akar betegség (HIV fert6zés, neutropénia) miatti
megvaltozasa vagy elégtelen milkodése esetén ezek a gombak elszaporodhatnak és kiterjedt,
akar az egész szervezetet érintd un. szisztémas fertézést okozhatnak [16]. A human patogén
gombak kozott megkiilonboztetiink enyhe (pl.: Dermatofitak és Malassezia fajok) vagy sulyos
bérfert6zést okozo (pl.: Sporotrix schenkii) és életveszélyes szisztémas fertézésekért felelés
(pl.: Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum és Candida
spp.) fajokat [17].

A jelenlegi adatok alapjan tobb mint 300 Candida faj keriilt azonositasra. E nemzetség
tagjai az Ascommycetes torzs, Saccharomycetales csaladjaba tartoznak. A legtobb jol
tanulmanyozott Candida faj a monofiletikus CUG kladba tartozik, amelyek a CUG kodont
els6sorban szerinnek forditjak le, nem pedig az univerzalis kodonhasznélat szerint leucinnak.
A csoport jellemz6 képvisel6i a f6 human korokozo Candida albicans, Candida parapsilosis
¢s Candida tropicalis [18]. A Candida fajok altal okozott fertézéseket Osszefoglald néven
candidiasis-nak nevezziik. Opportunista patogének, tehat egészséges egyénben nem okoznak
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asszocialtan is kimutathat6. Egyes becslések alapjan a felnétt emberek 70%-a hordoz
valamilyen élesztdgomba fajt a gyomor-bél traktusban, és ezek gyakran Candida fajok [19].
Hajlamosito tényezOk hatasara azonban a bort, nyalkahartyat és a mélyen il szerveket érintd
fert6zéseket valthatnak ki, amelyek barmelyik életkorban eléfordulhatnak. A korokozd
véraramba keriilésekor a fert6zés invazivva valhat, a vérbe jutott gomba sejtek szdmara
barmely belsé szerv elérhetd. A teljes testre kiterjedd Candida fert6zést szisztémas
candidiasis-nak (candidaemia) nevezziik [20]-[22].

A candidiasis-0s esetek talnyomé tobbségéért a Candida albicans tehet felelssé, a
legtobb egyénnél tiinetmentesen, artalmatlan kommenzalista partnerként van jelen a
szervezetben akar az egész életén at, de bizonyos koriilmények kozott (pl.: immunhidnyos
allapotban) sulyos fertézéseket okozhat a gazda szervezetében. A kutatasok soran szdmos
faktort és tulajdonsdgot azonositottak, amelyek hozzdjarulnak a faj virulencidjdhoz. Ezek
koziil az egyik fontos képessége az tin. morfologiai valtas, amely egy reverzibilis folyamat, és
a kornyezeti faktorok megvaltozasanak hatasara jatszodik le. A C. albicans esetében legalabb
hat kiilonb6z6 sejtmorfologiat dokumentaltak a kozelmultban (élesztd, pszeudohifa, hifa,
chlamydospora, GUT-tipusu, az atlatszatlan és a sziirke sejtek) [23], [24]. A C. albicans
fontos virulencia faktorai kozé tartoznak a kiilonb6z6 extracellularis enzimek: protedzok,
lipazok, és foszfolipazok [25], [26]. A szekretalt savas proteinazok (SAP) candidiasis-0S
betegek esetében magas aktivitast mutatnak. Koziiliikk a Sap2 széles szubsztratspecificitassal
rendelkezik, és képes a gazda fehérjéinek, a mucin és az immunglobulin A bontasara is [26].
A Sapl ¢és Sap3 enzimek pedig a gazda immunrendszerének védekezd mechanizmuséaval
szemben nytjtanak védelmet [27]. Ezenkiviil fontos faktorai még az adhezinek
(agglutininszer(i szekvencia (Als) fehérjék) is. Kiemelt jelentdségiiek az Als3 ¢s Hwpl hifa
asszocialt fehérjék, amelyek a gazdasejten valo megtapadashoz és a biofilm képzOédéshez
jarulnak hozza [28]-[30]. A C. albicans fontos képessége, hogy nem csak biotikus (pl.:
nyalkahartya), hanem abiotikus (pl.: katéterek, miifogsor) felszineken is képes biofilmet
képezni. A biofilmre jellemzd, hogy lényegesen ellenallobb az antimikrobidlis terapiaval
szemben, mint a planktonikus sejtek. A C. albicans a virulencia faktorok, és a megvaltozott
koriilményekhez vald gyors és hatékony alkalmazkodés képességének koszonhetden képes
biztositani sajat talélését és a korfolyamat kivaltasat egy fogékony gazda szervezetében [31]—
[33].



1.3. Génmodositasi médszerek és fejlodésiik

Az egyes Candida fajok altal okozott fertézésekrdl késziilt adatok alapjan jol lathato,
hogy a C. albicans a candidiasis leggyakoribb okozoja, amely az egyes régiokban akar az
esetek tobb mint 70%-aért is felelés lehet [19]. A patogén alapvetd molekularis
folyamatainak, virulencia faktorainak €s az antibiotikum rezisztencia hattérmechanizmusainak
megismerése nagymértékben tamaszkodik mutansok létrehozasara, legyen az pontmutaciot
hordoz6 -, géndelécios - vagy géntlltermeltetéses mutins. A genetikai modositasra tett
kezdeti kisérleteket nagyban hatraltatta a C. albicans genom diploid mivolta, az univerzalist6l
eltér6 kodonhasznalat valamint a hatékony és célzott modositasokat biztositd molekularis
eszkoztar hianya [15].

A korai tanulmanyok a génfunkciokat vizsgalva az UV-expozicidora ¢és a kémiai
mutagenezisre tamaszkodtak, amelyek alapja az volt, hogy véletlenszerii mutaciokat valtottak
Ki az organizmusban. A technologia folyamatos fejlédésének kdszonhet6en ezeket mara teljes
egészében kiszoritottdk a célzott génmoddositasi eljarasok, igy az elmult évtizedekben a C.
albicans genetikai modositasara is szamos rendszer keriilt kidolgozasra [19], [34].

A legkorabbi ilyen rendszer az URA Blaster volt, amelynek az alapja egy uracil auxotrof
torzs (CAI4) alkalmazasa [35]. A célzott génkiliités soran alkalmazott kazetta a C. albicans
URA3 génjét tartalmazza, amit a Salmonella enterica Typhimuriom-bol szarmazo hisG
szekvencidk és a target géntdl up- és downstream irdanyba elhelyezkedd homoldg régiok
szegélyeznek. A fragmenttel vald transzformalast kovetden homoldg rekombinacié mehet
végbe, amely soran az auxotréfiat komplementdld szekvencia a célgén egyik alléljanak
helyére épiil be. A heterozigota delécios transzformansok minimal taptalajon szelektalhatok.
A szelekciés markert hatarold hisG szekvencidk képesek spontan rekombinalodni, igy
eltavolitva a szelekcios markert. Az Gjra uracil auxotroffa valt sejteket 5-fluoro orotsavat (5-
FOA) tartalmazo komplett taptalajon lehet detektalni (negativ szelekciés modszer), mert az 5-
FOA az URA3 gén altal kodolt enzim szubsztratja, amely egy toxikus metabolitta alakitja azt.
Ezzel az 5-FOA jelenlétében csak azok a sejtek képesek telepet formalni, amelyek
elvesztették a szelekcids markert. Az igy létrehozott célgénre nézve heterozigota delécids
torzs ismét uracil auxotrof, igy a fenti folyamat megismétlésével a mésodik allél eltdvolitasara
is lehet0ség van. Az eljaras segitségével akar tovabbi gének delécidja is kivitelezhetd. Bar ez
a modszer a C. albicans genetikai elemzésének a fejlesztésének fontos részét képezte, mégis
szdmos hatrannyal rendelkezett. Problémat jelentett, hogy a marker kivdgasa nem irdnyitott
folyamat, és a hatékonysaga alacsony (0,01%). A sikeres kivagas soran pedig egy-egy hisG-

szekvencia marad fenn a célgén helyén, amely felhalmozodva (t6bb gén eltavolitdsanak
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kovetkezményeként) nem kivant génatrendez6dést is okozhat. Emellett az ura3” torzs
virulenciaja és életképessége eltérést mutat a prototrof C. albicans torzshoz képest igy
el6fordult, hogy a delécios mutansokban megfigyelt fenotipus, az auxotrofia kovetkezménye
¢s nem a vizsgalni kivant gén termékéhez rendelheté. Emiatt az igy eldallitott térzsekben
minden esetben sziikséges az uracil auxotrofia komplementéalasa. Tovabba nem hasznélhato
klinikai izolatumokban, emellett a folyamat id6- és munkaigényes [34], [36].

Az URA Blaster modszert késobb felvaltotta annak tovabbfejlesztett valtozata, amelyet
URA Flipper rendszernek neveztek el. Az elsddleges cél itt az integralodott kazetta
eltavolitasanak hatékonysaganak novelése, és a folyamat iranyithatosaganak biztositasa volt
[37]. A rendszerben az URA3 gént a helyspecifikus flipaz (Flp) rekombinaz kodon-
optimalizalt valtozataval illesztették egy transzformacios kazettara. A FLP gén expresszidja
indukalhat6, mivel a C. albicans szekretalt savas proteinaz (SAP) 2 génjének promotere utan
helyezkedik el. A transzformacios kazetta a hisG szekvenciak helyett a 34 nukleotid
hosszisagt un. FRT (Flipase Recognition Target — Flipaz felismerési célszekvencia)
szekvenciakat tartalmaz. Ha a kazetta beilleszkedik a célhelyre, akkor utdna hatékonyan
kivaghato az FLP rekombindz expresszidjanak indukdldsival, amely katalizdlja az FRT
szekvencidk kozotti rekombinaciot. Ennek eredményeként egy rovid FRT szekvencia marad a
célhelyen ¢és az URA3 marker Ujra felhasznalhatova valik. A rendszer tobb nagysagrenddel
emelte a markergén eltavolitasanak valdszintiségét (8-40%). A halmozott mutéciok eldallitasa
viszont tovabbra is problémat jelentett, és tovabbra sem volt lehetdség a klinikai izolatumok
modositasara [38], [39].

Az utdbbi problémara a dominans szelekcios markerek alkalmazasa jelentett megoldast.
Az URA3 markert eldszor a mikofenolsav (MPA) rezisztencia marker gén alkalmazasa
kovette, viszont nehézséget jelentett, hogy a mikofenolsav rezisztens (MPAR)
transzformansok lassi novekedést mutattak, és a hasznalt gén (IMK3) hajlamos volt a
célszekvencia helyett a nativ IMK3 lokusszal rekombinalodni [40], [41]. Ezt késobb a Tn1825
bakterialis transzpozonon kodolt streptothricin-acetil-transzferaz (Satl) vagy a Streptomyces
noursei-bol szarmaz6 nourseothricin-acetil-transzferaz (Natl) valtotta le, amelyek a
nourseothricin (NTC) antibiotikum elleni rezisztenciat biztositottak [42]. Ezen markerek
kombinaldsa a FLP-FRT rendszerrel lehetdvé tette a prototrof klinikai izolatumok célzott
genetikai modositasat. Ebben az esetben a rekombindz expressziojat a MAL2 gén (a C.
albicans-nak a malt6z monoszacharidokra bontasaért felelés enzimet kodold génje) promotere
szabalyozta. A Flp kifejez6dése maltdz tartalmu tapkozegben indukalhato, amely a két FRT

régid mentén a transzformdcids kazetta eltavolitdsat viszi véghez. Alacsony (permissziv)
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koncentracioban a NTC csak akadalyozza a sejtek osztdédasat, (nem sztatikus) igy a NTC
szenzitiv sejtek kisebb méretli telepeket képesek formalni, mint a rezisztens sejtek, ezaltal
konnyen azonosithatok. Ezekben a klonokban a transzformacios kazetta ujra hasznalhaté a
masodik allél eltavolitdsara, a homozigdta mutansok eldallitasdra. Ez a rendszer tehat
alkalmas (NTC szenzitiv) klinikai C. albicans izolatumok genetikai modositasara. A
tovabbiakban a nourseothricin rezisztencia markereket egyéb Candida fajokban is
alkalmaztak, mint példaul Candida parapsilosis, Candida lusitaniae, Candida glabrata és
Candida kefyr [41]. A rendszer nagy elGrelépést jelentett, mégis a hasznalat utin tovabbra is a
genomban maradoé ¢€s felhalmozodo FRT szekvencidk a kromoszoémaék és akar a teljes genom
stabilitasat is befolyasolhattak. Emellett a delécios mutansok eléallitasa tovabbra is
idbigényes folyamat maradt, ugyanis a két allél tovabbra is csak egymds utan volt
modosithatd, a transzformalési 1épések utan mindig sziikség volt a marker gént eltavolitasara,
¢s a transzformacios kazettak létrehozasa klonozast igényelt [36].

Ez utébbi két problémat az auxotrof komplementacion alapuld modszer kifejlesztésével
sikeriilt megoldani. Ehhez a modszerhez olyan C. albicans torzs alkalmazasa volt sziikséges,

- arg”™). Igy kettd auxotréfia

amelyek hisztidin, leucin, és arginin auxotrofok (his”, leu
felhasznalhatd egy adott célgén minden alléljdnak eltavolitasara, a harmadik auxotréfia pedig
a gén egy kopidban torténd visszahelyezésére, vagy egyéb genetikai modositasok elvégzésére
lehet alkalmas. Ennél a rendszernél a delécids kazettak Osszeallitasa nem igényel klonozast,
mivel az auxotrofia markergének kiilon-kiilon plazmidokrol sokszorozhatok fel egyedi up- és
downstream fuzids szekvencidkkal. A kész fuzids termék kozvetleniil felhasznalhato az
auxotrof torzs transzformaldsara. A transzformansokra (megfeleld aminosavval kiegészitett)
minimal taptalajon lehet szelektdlni. A rendszer hatranya, hogy egy gén két alléljanak
eltavolitasahoz még ennél a modszernél is kettd transzformacios kor sziikséges, valamint a
rendszer alkalmazasahoz auxotrof torzset kell alkalmazni [19], [36], [43].

A fentebb emlitett technikak fontos szerepet jatszottak a Candida genetikai elemzésében,
tanulmanyozasaban. Viszont halmozott homozigdta mutaciok gyors, egyszerli 1étrehozasara
barmilyen (akar protordf térzsben) nem voltak alkalmasak. Ezekre a problémékra a CRISPR
(Clustered regular interspaced short palindromic repeats) rendszer kifejlesztése jelentett
megoldast [15], [34]. A rendszert 1987-ben fedezték fel baktériumokban, ahol rovid
palindrom ismétlodd szekvenciakat figyeltek meg. 2005-ben megallapitottak, hogy a CRISPR
rendszer a baktériumok, valamint az archeak szamara, mint adaptiv immunvédelem jatszik
kiemelten fontos szerepet az intakt genom fenntartasaban [44], [45]. A felfedezés utan a

CRISPR alapt rendszer kifejlesztése vezetett egy hatékonyabb, gyorsabb genomszerkesztés
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iranyaba. Els6ként a Candida fajok koziil szintén C. albicans-ra fejlesztették ki, és egy
nagyon hatékony rendszernek bizonyult, amely gyors, pontos genomszerkesztést tesz
lehetové, egyetlen transzformalassal homozigdta mutansok allithatok eld és delécion kiviil
pontmutaciok, integraciok is végrehajthatok, bizonyos valtozataik alkalmazasaval nem
maradnak jarulékos szekvencidk a genomban, és korlatlan szdm mutacio létrehozasa is
kivitelezhet6 a genom stabilitasanak akaratlan megvaltoztatasa nélkiil [45].

A funkciondlis CRISPR/Cas9 komplex egy ribonukleoprotein, mikodéséhez egy a
katalitikus aktivitasért felelés endonukledz (Cas9) és a specificitasért felelés RNS sziikséges.
Baktériumokban az endonukledzhoz két kiilonb6z6 RNS (tractrRNS ¢és cripsrRNS)
kapcsolodik, ugyanakkor a két RNS molekula mesterségesen egyesithetd, ami tovabb
egyszerisiti a rendszer hasznalatat. Ezt az RNS-t single guide RNS-nek (sgRNS) nevezziik.
Az sgRNS feladata a Cas9 iranyitasa a modositani kivant célszekvencidhoz. A sgRNS 5’
végének utolsé 20 nukleotidja jeldli a hasitas helyét, ami a genom barmely pontja lehet, ha a
target szekvenciatol downstream iranyban egy rovid, un. PAM-szekvencia (protospacer
adjacent motif) talalhatd, ami eltéré lehet, az alapjan, hogy mely baktériumfajbol szarmazik a
Cas9. Sok esethen a Streptococcus pyogenes altal kodolt Cas9 hasznalatos, ugyanis ez az
enzim az ,,NGG” PAM szekvenciat ismeri fel, ezért a lehetséges target szekvencidk szama
igen magas. Az sgRNS a target szekvencidjaval komplementer szalhoz iranyitja az enzimet,
amely, a PAM szekvenciatol upstream 3. és 4. nukleotid kozott képes a kettds szala DNS
hasitasara. A kettés szala DNS torés akar végzetes is lehet a sejt szamara, igy ennek
elharitasara kiilonboz6 hibajavitd mechanizmusok alakultak ki az evolicid soran. Az egyik
mechanizmus a nem homoldog végek egyesitése (NHEJ - non-homolgous end joining), ami
akkor kovetkezik be, ha nincsen jelen az érintett DNS szakasszal homoldg szekvencia. Ebben
az esetben a sejt képes a végeket a torés mentén Osszeépiteni. Mivel ennek soran a keletkezd
DNS végekrdl nukleotidok keriilnek eltavolitasra és visszaillesztésre, az esetek egy részében
véletlenszeri (altaldban frameshift, vagy non-sense) mutaciok alakulhatnak ki. A masik
mechanizmus a homolég rekombinacio (HDR — homology directed repair), ahol az els6vel
ellentétben jelen van a sériilt régioval homolog szekvencia (target régioval homolog DNS
fragment: donor DNS (dDNS)), ami biztositja, hogy a hibajavitads a rekombindcié iranyaba
tolodjon el. Ugyanakkor teljes mértékben még igy sem lehet hattérbe szoritani a NHEJ
eseményt, ami akkor is bekovetkezhet, ha van dDNS a sejtben, de mindenképpen egy
iranyitottabb genommaodositast eredményez [45].

Az utébbi években tobb CRISPR alapu rendszer is kidolgozasra keriilt. [44], [45]. C.

albicans-ban a legels6t Vyas és munkatarsai fejlesztették ki, amelynek soran létrehoztak a
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Cas9 kodon optimalizalt verziojat, €s ellattdk az SV40 fag nuklearis lokalizacids szignaljaval,
ezzel biztositva, hogy a Cas9 bejusson a sejtmagba. Az SQRNS atirasat az RNS polimeraz I11
végzi. A konstrukciot az ENO1 lokuszba illesztették be, ahol a Cas9 konstitutivan fejezédhet
Ki. A megcélzott ADE2 gén modositasanak hatasfoka elérte a 60-80%-0t. A rendszer hatranya
a Cas9 és sgRNS folyamatos expresszioja, ami nem kivant hasitasokat eredményezhet, a
célszekvenciaval hasonld régiokban (off-target hatas), ahol NHEJ jatszodhat le, amely
véletlenszeri pontmutaciokat, kis méretii inszerciokat és deléciokat okozhat [46].

Egy masik CRISPR alapu rendszert (tranziens CRISPR rendszer) Min és munkatarsai
dolgoztak ki. Ez a Cas9 és sgRNS tranziens expressziora tamaszkodik két fiiggetlen DNS-
fragmentrél, amelyek nem integralddnak a genomba. Munkajuk bizonyitotta, hogy
géndeléciot létrehozd rekombinacids folyamatokhoz elég a komponensek atmeneti
expresszioja is, ¢és az alkalmazott fragmentek (endogén DN-dzoknak koszonhetden) rovid
idén beliil elimindlodnak a sejtbdl. Ezzel sikeriilt csokkenteni a jarulékos mutacidk
kialakulasanak lehet6ségét [47].

A CRISPR/Cas9 eljarassal elméletileg korlatlan szamu genetikai modositas elvégezhetd,
azonban ezt nehezitheti a szelekcidés markerek alacsony szama. A gyakorlatban a dominans
szelekcos markerek koziil a NTC alkalmazasa terjedt el [46], [47]. Fontos ugyanakkor, hogy
lehetdség legyen a szelekcids marker eltavolitasara a genombdl, hogy az az ismételten NTC
szenzitiv torzsben ujra hasznédlhatdo legyen. Ezt a problémat oldja meg a Nguyen é&s
munkatarsai altal bemutatott modszer [45]. A rendszer emellett modularis, klonozast nem
igényel, mert az sgRNS target szekvencia PCR segitségével illeszthetd a promoter utan. A
transzformalast kovetden a Cas9 és az sgRNS expresszios konstrukciot hordozo fragmentek in
vivo rekombinalddnak, és a funkcionalis kazetta a HIS1 l6kuszba épiil be. A rendszer elemei
kifejezddhetnek, majd a kivant modositast hordozd mutansok validalasat kovetden a kazetta,
az altala hordozott malt6z promoéter utan illesztett FLP gén kifejeztetésével a konstrukciot
ovez6 FRT régiok mentén, eltavolithatd a genombol. A szerzok ezzel a rendszerrel tobb mint

70%-os hatékonysaggal voltak képesek modositani a megcélzott ADE2 gént. [45].

1.3.1. A Candida parapsilosis jelentosége

A C. albicans mellett, az utobbi évtizedekben egyre erbteljesebb az egyéb Candida fajok
térnyerése. Ezek koziil kiillondsen az alacsony sziiletési stillyal vilagra jott csecsemok korében
a C. parapsilosis elofordulasanak gyakorisaiga novekedett meg [48], [49]. Ebben a
korcsoportban (a C. albicans utin) a masodik leggyakrabban izolalt Candida faj

véraramfert6zésekbdl, bar a vizsgalt periddus fliggvényében akar meg is elézheti azt, amit az



egyes europai, azsiai ¢és dél-amerikai korhazakban elvégzett tanulmanyok tamasztanak ala
[50]-[52]. A C. parapsilosis-ra az ovalis, kerek vagy henger alaku sejtek jellemzok. A telepek
lehetnek fehér, krémes, fényes, sima vagy rancos felszintiek. A C. albicans-t6l eltéréen a C.
parapsilosis nem képez valodi hifakat, csak éleszté és pszeudohifa formaban figyelheté meg
[53]. A gomba alakja és a pszeudohifa jelenléte befolyasolhatja a telepek morfoldgiajat: az
¢lesztd forma telepei sima vagy krater, mig a pszeudohifa forma telepei krepp vagy
koncentrikus fenotipust mutatnak [53]. A C. parapsilosis (hasonoldan a C. albicans-hoz), egy
opportunista patogén, human kommenzalista gomba [54]. A faj izolalhaté emberi testtajakrol,
leggyakrabban a kézrél, és korom alol. Megtalalhato ezenkiviil még kiilonbozé haziallatok,
rovarok szervezetében/testfelszinén, illetve talajban és tengeri kornyezetben is [55].
El6fordulasi gyakorisaga vilagszerte ndvekvd tendenciat mutat. A 2003-as Antimikrobidlis
Megfigyelési Program adatai alapjan a véraramfertdzésekbdl és a steril testtdjakrol izolalt
mintak 15,5%-4t (Eszak-Amerikaban), 16,3%-at (Eurdopaban) és 23,4%-at (Latin-
Amerikaban) a C. parapsilosis tette ki (ez C. albicans esetében rendre 51,5%, 47,8% ¢és
36,5% volt) [56]. Figyelemre mélto kiilonbség a C. albicans és a C. parapsilosis kézott, hogy
mig elébbire a vertikalis, addig utobbira a horizontalis terjedés jellemzd. Ebben szerepet
jatszik a C. parapsilosis azon képessége is, hogy korhazi kornyezetben tartéosan fennmarad,
amit a jo adhéziés tulajdonsagainak koszonhetd. Kimutathatd a kiilonbdz6 orvosi eszkdzok
felszinérdl, katétereken €s egyéb orvosi eszk6zokon, de izolalhatd korhazi dolgozok kezérdl
is, ami nagy szerepet jatszik a horizontalis (betegrél-betegre valo) terjedésében [57], [58].

A C. parapsilosis tanulmanyozasara tobb olyan hatékony génmodositasi modszer is
alkalmazasra keriilt, amelyek eredetileg C. albicans modellben kertiiltek kidolgozasra. Az els6
célzott géndelécios mutans létrehozasahoz a korabban emlitett SAT1 Flipper rendszer keriilt
alkalmazésra, majd ezt kovette a tobbszords auxotrofia komplementacion alapuld rendszer,
ami felgyorsitotta a delécios mutansok eldallitasat, viszont klinikai izolatumoknal nem volt
alkalmazhato6 [21], [43], [46], [68]. Ezeknek a modszereknek a hatranyait kikiiszobolve 2017-
ben kertilt kidolgozasra C. parapsilosis-ban a CRISPR/Cas9 rendszer, ami ligalas segitségével
illeszti a sgRNS célszekvenciat a sgRNS scaffold 5° végéhez. A rendszer egy tobb mint 11
kb-os plazmidot (pCptRNA) alkalmaz, amely tartalmazza a Cas9 kodon-optimalizalt
valtozatat, amit a CpTEF1 promoter és terminator szabalyoz. A plazmid a baktériumokban
torténé  szelekciot (AmpR) és replikaciot (ORI) biztositd szekvencidkon kiviil gomba
szelekcios markert (nourseothricin rezisztenciaért felelés gént), és a fennmaradast biztositd
autonom modon replikalédé szekvenciat (ARS7), és egy centromert tartalmaz. A stabilitas
érdekében az sgRNS-t 5° végén a tRNSA, 3° végén hepatitisz delta virus (HDV) ribozim
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védi. A magas kopiaszam érdekében pedig az emlitett konstrukcié expressziojat a
CpGAPDH3 gén regulatoros szekvenciai szabalyozzak. Ebben a megkdzelitésben a plazmid
elvesztése random modon valdsul meg, szelekciod nélkiili tapkdzegben torténd inkubalassal,
amelyet kdvetden a torzs alkalmassa valik ujabb genetikai modositasra. A magas hatékonysag
mellett nagy elénye a rendszernek, hogy barmely NTC érzékeny izolatum génjeinek
szerkesztésére alkalmazhato, egy transzformalas utan is homozigota mutansokat eredményez,
¢s a konstrukcido viszonylag gyors eltavolitisa minimalizdlja a nem kivant mutaciok
megjelenését a genomban [60].

A CRISPR/Cas9 technikaval lehetdséglink van a mutaciok széles korének létrehozasara
(inszercio, delécid vagy pontmuticid) anélkiil, hogy a genomban mas, nem tervezett
valtoztatast IS létrehoznank. Emiatt ez az eljaras egy rendkiviil hasznos eszk6z célzott
genetikai modositasok végrehajtasahoz, és korabban nehezen vagy egyaltalan nem vizsgélhato
folyamatok alapos tanulmanyozéasat teszi lehetové. Egyszerlisége és hatékonyaga mellett
hatalmas elénye, hogy egyetlen izolatumban elméletileg korlatlan szamli mutacid hozhato
létre. A rendszer hasznalhatosagat ugyanakkor korlatozhatja, hogy a mikodése minden
esetben PAM szekvenciak meglétét igényli. Abban az esetben, ha a modositani kivant régid
talsdgosan tavol esik a legkdzelebbi PAM szekvenciatol, a moddositas hatékonysdga
csokkenhet. Ennek a csokkenésnek a mértékérdl azonban nincsen semmilyen informécionk

C. parapsilosis-ban, amely megneheziti a rendszer hossza tava hasznalhatosagat.
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2. Célkitiizés

A célunk a Streptococcus pyogenes Cas9 enzim C. parapsilosis-ban hasznalt kodon
optimalizalt valtozatdnak jellemzése volt, annak tiikrében, hogy a modositani kivant
nukleotidoknak a kettds szalu torésponttol vald tavolsaga, milyen moédon befolyésolja a

modositas hatékonysagat.
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3.1.Tapoldatok, taptalajok

3. Anyagok és modszerek

LB tapoldat (Luria-Bertani tapoldat):
1% (m/V) natrium-klorid
1% (m/V) tripton
0,5% (m/V) ¢élesztd kivonat

LB taptalaj (Luria-Bertani taptalaj):

LB tapoldat 2% (m/V) agarral kiegészitve

YPD tapoldat (Eleszté-pepton-gliikoz tapoldat):
1% (m/V) gliikkéz
1% (m/V) pepton
0,5% (m/V) élesztd kivonat

YPD taptalaj (Eleszté-pepton-gliikoz taptalaj):

YPD tépoldat 2% (m/V) agarral kiegészitve

A tapoldatokhoz és taptalajokhoz hasznalt antibiotikumok és végkoncentracioik:

Penicillin-sztreptomicin oldat 100 unit/ml

Nourseothricin oldat 100 pg/ml

Ampicillin oldat 100 pg/ml

3.2. A hasznalt oligonukleotidok és szekvenciai

Oligonukleotid neve
gRNA_ADE2_Domi3_TOP

gRNA_ADE2_Domi3_BOT
M13_FOR

dDNA_empty_TOP

dDNA_BP+40_TOP

dDNA_BP+27 TOP

Oligonukleotid szekvenciaja (5’— 3°)

ccaATCAAGGGCATTGATTTGCT

aacAGCAAATCAATGCCCTTGAT
GTAAAACGACGGCCAGT

ACTTAATATCTAAACTGTCATCTTAGATGCTccgcaat

caccagcaaagcaaatc

ACTTAATATCTAAACTGTCATCTTAGATGCTccgcaat

caccagcaaagcaaatc

ACTTAATATCAAAACTGTCATCTAAGATGCTccgcaa

tcaccagcaaagcaaatc
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dDNA_BP+16_TOP ACTTAATATCAAAACTGTCATCTTAGATGCTccgtaat

caccagcaaagcaaatc

dDNA_BP+1 _TOP ACTTAATATCAAAACTGTCATCTTAGATGCTCcgcaa
tcaccagcaaagtaaatc

dDNA_empty_BOT CAATAGATTCATAATCAGTGAAGGATCCATCAAC

ATGTTCATCAAGGGCAT T Tgatttgctttgctggtgattgegg

dDNA BP+16 BOT CAATAGATTCATAATCAGTGAAGGATCCATCAAC
ATGTTCATCAAGGGCAT Tgatttgctttgctggtgattacgg

dDNA_BP+1 BOT CAATAGATTCATAATCAGTGAAGGATCCATCAAC
ATGTTCATCAAGGGCAT Tgatttactttgctggtgattgcgg

dDNA_BP-18 BOT CAATAGATTCATAATCAGTGAAGGATCCATCAAC
ATGTTAATCAAGGGCAT Tgatttgctttgctggtgattgcgg

dDNA_BP-30_BOT CAATAGATTCATAATCAGTGAAGGATCAATCAAC
ATGTTCATCAAGGGCAT Tgatttgctttgctggtgattgcgg

dDNA_BP-47_BOT CAATAGATTCTTAATCAGTGAAGGATCCATCAAC
ATGTTCATCAAGGGCATT Tgatttgctttgctggtgattgegg

ADE2_check_FOR GAGCTCTAAGAGAATCACCTTGC
ADE2_stop_check_REV CGTCATATGCCAATGTTCTCG

A gRNS oligonukleotidoknal kis betii jeloli a ragadds (sticky) végeket, ezen keresztiil
ligalhatd Ossze a plazmid gerinc vele komplementer szakaszaival, az oligonukleotidok
fennmaradod szekvenciaja pedig egymas komplementerei. A dDNS-eknél szintén kis betii
jeloli a komplementer szekvencidkat, mig a dolt betlik az egy nukleotidban modositott PAM
szekvenciat jelolik, a félkovér betiikkel jelolt nukleotidok a pontmutaciokat jeldlik, és

alahuzva az igy 1étrehozott korai STOP kodonok elhelyezkedése lathato.

3.3. A Cas9 plazmid eléallitasa

A transzformalashoz hasznalt, sSgRNS-t és Cas9-t hordoz6 pCptRNAAde2Domi3 plazmid
létrehozasat Lombardi és mtsai. altal kidolgozott protokoll szerint végeztik. A
transzformalashoz sziikséges mennyiségii plazmid el6allitasahoz Geneaid Midiprep Kkit-et

crer

EcoRI enzimmel torténd emésztéssel ellendriztik. A sgRNS felismerési szekvencia
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beépiilésérdl PCR segitségével gydzodtiink meg M13 forward és gRNA ADE2 Domi3 BOT

oligonukleotidok felhasznalasaval Lombardi és mtsai. alapjan [60].

3.4. A donor DNS-ek eloallitasa

A donor DNS-ek eléallitasa ’primer extension’ modszer segitségével tortént Phusion
(Thermo Fisher Scientific) DNS polimeraz segitségével a gyartd utasitasainak megfelelden. A
nyolc dDNS 0sszeallitasara hasznalt fels6 (TOP — T) és als6 (BOTTOM - B)

oligonukleotidok a kovetkezdk voltak:

dDNS Oligonukleotid T Oligonukleotid B
Empty EMPTY T EMPTY B
+40 BP+40T EMPTY B
+27 BP+27T EMPTY B
+16 BP+16T BP +16 B
+1 BP+1T BP+1B
-18 EMPTY T BP-18B
-30 EMPTY T BP-30B
-47 EMPTY T BP-47B
PCR elegy: PCR reakci6:
10 pl HF puffer 1. Elédenaturacio: 98°C, 30 s
10 pl ANTP (1-1 mM) 2. Denaturaci6: 98°C, 10 s
1 pl T-primer (100 uM) 3. Annealing: 62°C, 30 s 35X
1 pl B-primer (100 uM) 4. Polimerizacio: 72°C, 5 s
0,5 pl Phusion enzim 5. Utopolimerizacio: 72°C, 5 s
27,5 ul Desztillalt viz 6.12°C

3.5.Gélelektroforézis

A PCR termékeket ¢és az ECORI emésztett pCptRNAAde2Domi3 plazmidot
gélelektroforézis segitségével ellendriztiik. A dDNS-ek megfuttatdsa sordn 2% (m/V) a
plazmid ellendrzéséhez (egyéb PCR termékek és az emésztés tekintetében) 0,8% (m/V)
agaroz gélt hasznaltunk. Futtatopufferként 1x-es TAE (1 mM EDTA, 40 mM TRIS, 20 mM
ecetsav, pH=8) oldatot alkalmaztunk. A gélhez etidium-bromidot adtunk (0.5 pg/ml
végkoncentracioban). A futtatas soran 90-100 V-os fesziiltséget alkalmaztunk. A mintakat

UV-fény megvilagitasa alatt detektaltuk és dokumentaltuk.
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3.6. Candida parapsilosis CLIB214 torzs transzformalasa
A transzformalast Németh és mtsai. altal publikalt protokol alapjan végeztiik el [61].
Transzformalasi elegy tartalma: 50 fmol pCptRNAAde2Domi3 plazmid

10 pul dADNS-t (a 3.4. fejezetben leirt termékbdl)

10 pl (10 mg/ml) egyszalusitott hordozé DNS
A sejteket 100 pg/ml nouresothricin tartalmt YPD taptalajra szélesztettiik, és 3 napig 30 °C-
on, majd 4-5 napig — 8 °C-on inkubaltuk.

3.7. Fragment amplifikalasa és tisztitasa Sanger szekvenalashoz

A megjelent gombatelepekbdl Horvath és mtsai. alapjan genomi DNS-t izolaltunk [62],
majd ezeket templatként hasznilva a mutacidt Ovezd régidt ADE2 check FOR és
ADE2 stop _check REV primerekkel amplifikéltuk. A reakcidban Phusion (Thermo Fisher

Scientific) enzimet alkalmaztunk a gyarté utasitdsainak megfeleléen.

PCR elegy: PCR reakcio:
4 ul HF puffer 1. Elédenaturacio: 98°C 30 s
4 ul ANTP (1-1 mM) 2. Denaturaci6: 98 °C,10 s
2 ul For-primer (5 uM) 3. Annealing: 62 °C, 30 s 35x
2 ul Rev-primer (5 uM) 4. Polimerizacio: 72 °C, 25 s
1 pl templat. 5. Utdpolimerizacio: 72 °C, 25 s
0,2 pl Phusion enzim 6.12°C,

6,8 ul Desztillalt viz

A reakcioelegybdl 1ul-t agardéz gélen ellendriztink a kordbban ismertetett modon. A
reakcidelegy fennmarad6 részét Viogene PCR Advanced clean-up kit PCR tisztitd kit
segitségével izolaltuk a gyartd utasitasainak megfelelden. Az elualashoz 20 pl puffert

hasznaltunk. Az izolalt termékek mennyiségét és mindségét agardz gélen ellendriztiik.

3.8. Alkalmazott programok

Az adatok kiértékeléséhez és a statisztikai analizishez GraphPad Prism 6.01-es verzidjat
hasznaltuk. A plazmidtérképeket SnapGene Viewer 6.0.2-es verzidjaval, az 6sszes tobbi kép
szerkesztéset GIMP 2.8.18-as verzigjaval végeztiik. A szekvencidkat A plasmid editor (ApE)
program 2.0.51-es verzidjaval kezeltik, az illesztésekhez és a kromatogrammok

megjelenitéséhez a BioEdit 7.2.5-0s verzidjat hasznaltuk.
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4. Eredmények és Kkiértékelésiik

Munkéank soran Lombardi és munkatarsai altal kidolgozott CRISPR/Cas9 genetikai
modositasi rendszerét vettiik alapul, hogy célzottan hozzunk 1étre mutaciot C. parapsilosis-
ban [60]. Fontos kiemelni, hogy ennél a rendszernél a rezisztens transzformansok megjelenése
nem jelenti azt, hogy az adott telep sejtjei a tervezett genetikai modositast is hordozzak.
Ebben a megkozelitésben a rezisztencia csak a Cas9-t és a sgRNS-t kodold plazmid
jelenlétérdl arulkodik, abban, hogy a célzott genetikai modositas 1étre is jon, a rendszer magas
hatékonysagara kell tamaszkodunk.

A Cas9 jellemzéséhez a CpADE2 gént modositottuk, amely mas ¢élesztOkben is kedvelt
célpont az Ujonnan kidolgozasra keriilt génmodositdsi rendszerek bemutatdsara és
miikodésének jellemzésére. Ennek oka, hogy az ade2” mutacio egyértelmiien azonosithato
piros szint kolcsondz a telepeknek, mivel a mutacié hatasara a gén altal kodolt enzim
hianyaban annak piros szinii eléanyaga felhalmozodik. Ez a piros ade2” fenotipus csak abban

az esetben nyilvanul meg, ha az ADE2 gén mindkét allélja egyidejiileg szenved mutéciot.

4.1. A donor DNS-ek megtervezése

Vizsgalatunkhoz a CpADE2 génben egy olyan régidt valasztottunk ki, amely az
,Eukaryotic Pathogen CRISPR guide RNA/DNA Design Tool (EuPaGDT)”
(http://grna.ctegd.uga.edu/) értékelése szerint nagy hatékonysaggal targetalhato, és
kornyezetében tobb olyan nukleotid is van, amelyet megvaltoztatva korai STOP kodon
hozhato 1étre. A kivalasztott target (ADE2Domi3) toréspontjatol (mint 0. pozicid) szamitva
ezek a nukleotidok a +40, +27., +16., +1., -18., -30., -47. (rendre upstream és downstream)
pozicidban helyezkednek el. Az alkalmazott dDNS-ek ezeket a nukleotidokat modositjak (1.

abra).

R i LR i O e i S R O B

O T T v 0 v
- 80 90 100 110 120/ 130 140 150 160 170

ADE2 GACTTAATATCAAAACTGTCATCTTAGATGCTCCGCAATCACCAGCCAAGCAAATCAATGCCCTTGATGAACATGTTGATGGATCCTTCACTGATTATGAATCTATT
dDNS Empty =
dDNS +40
dDNS +27
dDNS +16
dDNS +1
dDNS -18
dDNS -30
dDNS -47

1. dbra: Az alkalmazott dDNS-ek és altaluk hordozott pontmutaciok elhelyezkedése a
referencia CpADE2 gén szekvenciajan. A feketével alahtzott triplet (CCA) a PAM
szekvencia reverz komplementje, amelytdl jobbra vildgoskék szinnel alahuzott 20 nukleotid
hosszusagu SgRNS target rész talalhatd. A fekete nyil a Cas9 altal indukalt kettds szalu torés
helyét mutatja. Az illesztés tovabbi sorai a minden dDNS altal hordozott PAM szekvenciat
moédositd nukleotidon kiviil (117. pozicidban 1évé ,,A”) a STOP kodont eredményezd
egyetlen aminosavcserét okozo pontmutaciot kodold dDNS-eket mutatjak be. A piros
alahuzas jeloli azokat a tripleteket, amelyek a po  ntmutaciok hatasara STOP  kodonna
modosulnak.
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A munkank sordn a korai STOP kodonnal az volt a célunk, hogy az ADE2 gén altal
kodolt enzim miukodésképtelen legyen, igy a célzottan bevitt muticiok piros telepeket
eredményezzenek. A piros szini telepek szdmanak a transzformansok teljes szdmara
vonatkoztatott aranyaval meghatarozhat6 a modositas hatékonysaga. A kiilonb6zé dDNS-ek
alkalmazasédval megadhatd, hogy hogyan valtozik a célzott pontmutaciok létrejottének
valdszinlisége a torésponttdl vald tavolsag fliggvényében.

A dDNS-ek a felsorolt nukleotidcseréket biztositdé mutaciokon kiviil a harom nukleotidos
(TGG, vagy reverz komplementje: CCA) PAM szekvenciat is modositjak (1. abra), amelyre
azért volt sziikség, hogy megeldzziik a Cas9 folyamatos hasitasat, amely nem kivant mutaciok
kialakulasat okozhatja, mivel a folyamat soran a dDNS jelenléte atmeneti. fgy, ha a dDNS
nem moédositja a PAM szekvenciat, és a kifejez0dé Cas9 folyamatosan kettds szalu torést idéz
elé a sgRNS altal meghatarozott célhelyen, akkor dDNS hidnyaban csak a NHEJ mehet
végbe, ami akar frameshift vagy non-sense mutaciot is eléidézhet véletlenszeriien, amely az
Ade2 fehérje funkciovesztésével jar, igy a telepek pirosak lesznek. Ezzel eredményeink
torzulhatnak, hiszen a célzott STOP kodont el6idézé pontmutacion kiviill a NHEJ miatti
véletlenszerli események elfedhetik a fenotipus valddi okat. A PAM szekvencia mddositasa
soran a PAM szekvencianal talalhato alanint kodolo tripletet (GCC) gy modositottuk
egyetlen nukleotid cseréjével, hogy az tovabbra is alanint kodoljon (GCA), viszont ezzel a
modositassal eltiintettiik a PAM szekvenciat, igy kizartuk a folyamatos hasitasok lehetdségét

iS. A kontrollként hasznalt Empty dDNS csak ezt a mutaciot tartalmazza.

M +40 +27 +16 +1

E U E U E U E U

200 bp —p
100 bp —p

2. dbra: A dDNS-ek reprezentativ gélképe. A dDNS-eket 2%-os agaroz gélen futtatuk
meg. A dDNS-eket primer extension modszerrel hoztuk 1étre. A reakcio elétti (E) és a
reakcio utani (U) reakcioelegyet is ellendriztiik agar6z gélen. Valamennyi termék 120 bp
méretii. M: marker, mérettartomanya 100 bp-tol 1000 bp-ig terjed.

A dDNS-ek el6allitasat ’primer extension’ modszerrel végeztiik el PCR segitségével
(3.Anyagok ¢és moddszerek — 3.4.dDNS-ek el6allitasa). Ennek soran a két primernek a 3’

végiikon taldlhatd egy kolcsondsen atfedd, komplementer szakasza, amely mentén a PCR

18



soran a két primer kapcsolodik egymashoz és a komplementer szalat kdlcsondsen templatként
hasznélva 1étrejohet a 120 bp hosszi kettésszalu linearis DNS, amelyeket agardéz gélen
ellendriztiink. Minden mintabol futtattunk a reakcion 4t nem esett reakcidelegybdl is a
reakcion atesett elegy mellett, hogy meggy6zddhessink a reakcid eredményességérdl
(2.abra). Nyolc donor DNS-t allitottunk elé ezzel a technikdval, amelyekb6l mindegyik
hordozza a PAM szekvenciat modositd szekvenciat. Ezen kiviil a modositason kiviil hét
dDNS a kiilonb6z6 pozicidkban STOP kodont el6idézd pontmutaciokat is, mig egy dDNS
pedig kontrollként szolgalt (Empty kontroll), ez csak a PAM szekvencia modositasat
tartalmazza. A kontroll dDNS alkalmazasaval ellendrizhettiik azt, hogy milyen mértékben

1dézhet el6 a rendszer hattér mutaciot.

4.2. pCptRNAAde2Domi3 plazmid
A transzformaciohoz sziikséges a Cas9 és az sgRNS, amelyeket egy 11.6 kb-os plazmid

(3. abra A) részeként jutathato be a C. parapsilosis sejtekbe.

B
PCR M EcoRI

W
— Z
000L =~

PCptRNAAde2Domi3

. EETT

3. dbra: A pCptRNAAde2Domi3 plazmid. A plazmid sematikus képe (A) és gélképe, ahol
a PCR terméke (M13 Forward és gRNA_ADE2_Domi3_BOT primereket alkalmazva) és az
EcoRI enzimmel torténd hasitas terméke lathaté (B). A PCR soran 752 bp-0s, az EcoRI
enzimmel végzett emésztés soran 7769, 1908, 1178, 804 bp-os fragmentek keletkeztek.

M: marker: 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp

Ezen a plazmidon a Cas9-t kodolo régiot CpTEFL regulator (promoter és terminator)

szekvenciak hataroljak. Ezen kiviil a plazmidon taldlhaté egy un. autondm moédon replikalédo
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szekvencia is, az ARS7, amely a gombaknal, mint replikacios origd jatszik szerepet, ugyanis
ennek a segitségével tud Onallban megkezdédni a DNS megkett6z6dés a sejtosztddas
folyamata soran. A plazmid utdosejtekbe vald keriilését egy C. parapsilosis centromer
szekvencia biztositja. A plazmidon két kiilonb6z6 szelekcids marker jelenléte sziikséges. Az
egyik egy bakterialis szelekcios marker az ampicilin rezisztencia (AmpR) gén, a masik pedig
egy nourseothricin antibiotikum elleni rezisztenciat biztositd szekvencia, ez a streptothricin-
acetil-transzferazt (Satl) kodold gén. A képzddd sgRNS 5” végét a C. parapsilosis alanin
tRNS-e 3’ végén a HDV ribozim védi. A tRNSA és a gRNS scaffold régiok kozé épitettiik
be az sgRNS felismerési szekvenciajat, amelyhez a Sapl 11S-es tipusu restrikcidés endonuklazt
alkalmaztuk. A IIS endonukleazok felismerési helye nem palindrom, és azon kiviil hasitanak.
A Sapl enzim a felismerési helyétél downstream hasit harom nukleotidnyi 3’ tilnyuld véggel.
A hasités sordn olyan ragadés végeket kapunk a gRNS scaffold és a tRNSAA régidkban, hogy
egy megfeleléen Gsszehibridizalt oligonukleotid parral a ligdlds elvégezhetd anélkiil, hogy
barmilyen mas modositast szenvedne el az adott régio. A ligalasi eleggyel E. coli-t
transzformaltuk, majd ampicillin tartalmu csészére szélesztettik a baktériumokat. A
telepekbdl plazmidot izolaltunk, amelyeket ECORI enzimmel torténd hasitassal és PCR
segitségével ellendriztiink (3. abra B). Ez utdbbira az adott lehetdséget, hogy a ligdlashoz
hasznalt ADE2Domi3 BOT oligonukleotid szembe allithaté a plazmidon taldlhaté M13 FOR
szekvendldo primerrel. A validalt plazmidot nagy mennyiségben felszaporitottuk, ¢&s
kisérleteink soran ezt hasznaltuk.

transzformalashoz 50 fmol plazmidot alkalmaztunk egy reakcioban, ami 385 ng-nak felel
meg. Amennyiben a gomba sejtek felveszik a plazmidot, akkor a plazmidrdl kifejezddik a
Cas9 és az sgRNS, majd az sgRNS a célhelyre vezeti a Cas9 enzimet, ahol ezt kdvetéen
megtorténik a kettds szl hasitas, és dDNS jelenlétében a folyamat a homolog rekombinacios

hibajavité mechanizmus iranyaba tolodik el.

4.3. Transzformansok létrehozasa és az eredmények kiértékelése

A transzformalasokat harom fliggetlen parhuzamosban (felndvesztéssel) végeztiik el. Az
eredmények adekvat kiértékeléséhez két kontrollt alkalmaztunk. Az egyik kontrollndl nem
adtunk semmilyen DNS-t a transzformacios elegyhez. Ezzel a kontrollal spontan kialakulo
NTC rezisztencia gyakorisagardl kivantunk meggy6zddni. Ebben az esetben nem jelentek
meg telepek. A masik (Empty) kontroll tartalmazta a kontroll dDNS-t, amely csak a PAM

szekvenciat modositd nukleotidcserét hordozza. Abban az esetben, ha a javitais HDR révén
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valosul meg, akkor ez a dDNS nem valtozatja meg a telep szinét, mivel a PAM szekvencia
modositdsa nem befolyasolja az érintett kodon altal meghatirozott aminosavat. Ezzel
vizsgaltuk meg, hogy milyen mértékben idéz eld a rendszer hattér mutaciot, vagyis, hogy a
donor DNS jelenléte ellenére, milyen gyakorisaggal jelennek meg mégis piros telepek.
Erdekes modon ez az elrendezés a harom parhuzamos transzformacios korben Osszesen 5
piros telepet eredményezett, ami az 6sszes Empty dDNS alkalmazasakor megjelend telepek

3,6%-at jelentette (4. abra).

4. dabra: Az Empty dDNS alkalmazasaval megjelené transzformansok. Az Empty dDNS
ellenére minden transzformacios korben megjelent legalabb egy piros szinl telep. Ezeket
piros nyilak jelolik.

5. dbra: A +1 dDNS alkamazasaval létrehozott transzformansok. A +1-es dDNS
alkalmazasaval 90% feletti volt a piros telepek Osszes megjelend telepre vonatkoztatott
aranya.
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A piros szinli telepekben bekovetkezett mutaciot hattér mutacionak tekintettiik, és
figyelembe vettiik az eredményeink kiértékelése soran. A Cas9 altali kettdsszalu hasitdshoz
legkozelebb es6 (+1) mutacidt hordozdé dDNS alkalmazdsa eredményezte a legnagyobb
aranyban piros szinii telepek megjelenését (92,9 = 2,7 %) (5. abra). A mddositas helyének a
torésponttol valo tdvolsaganak novelésével a modositas hatékonysaga folyamatosan csokkent,
minimumat a két legtavolabbi SNP helyén érte el 10 £ 4,7 %-ot (-47-es pozicidoban) és 24,7 +
5,8 %-ot (+40-es pozicioban). A torésponttol vald tavolsag novekedésének fliggvényében a
piros telepek Osszes telepszamhoz viszonyitott aranya egy haranggorbére hasonlitd lefutast

eredményezett (6. abra).

A B

Piros telepek szazalékos aranya a Piros telepek szazalékos aranya a
torésponttol valo tavolsag fliggvényében torésponttol valo tavolsag filggvényében

100+

Empty +40 +27  +16 +1 -18 -30 -47 +40 +27 +16 +1 -18 -30 -47

6. dbra: A modositas hatékonysaganak torésponttol szamitott tavolsagtol valo fiiggése. A
kiilonb6z6 pozicidban elhelyezkedd pontmutaciokat hordozé dDNS alkalmazéasaval megjelent
piros telepek abszolut aranya %-ban (A) és az Empty dDNS alkalmazasakor megfigyelt
hattérmutaciok levonasaval (B).

775 bp

-—

M -1 -1 -1 1012 -3 VT -K

7. abra: Az Empty dDNS alkalmazasaval keletkezett piros szinu telepek Sanger
szekvenalasra szant amplifikonjai. VT: vad tipus, -K: negativ kontroll. M: marker: 250,
500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp.
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A tovabbiakban megvizsgaltuk azt az 06t piros telepet, amelyek az Emtpy dDNS
alkalmazasakor jottek 1étre. A klonokat felndvesztettiik, és genomi DNS-t izoladltunk, majd a
mutaciot ovezé primerparral amplifikaltuk a régiot (7. abra). Az amplikonokat Sanger
eljarassal szekvenaltattuk, és a mutansok nukleotid sorrendjét a vad tipusat ADE2 gén

szekvenciajara illesztettiik (8. abra).

TS DA A G A B

| | | | N
- 420 430 440 450 460 4 480 490

ADE2 WT ATCACCAGCCAAGCAAATCAATGCCCTTGATGAAC - ATGTTGATGGATCCTTCACTGATTATGAATCTATTGCCAAA
VD)7 25 N N BES 5 2 S B IS b 6 i i 5 N i 7 e @ 49, S m i o B B e o e L ol B e b NG
ADE2T1  |ov v vowo v n o4 A B e et i e e S e N O e T el B
ADE2TI=].  |ss 55 6 s v wd s o 3t BRI S S S B B R A E S S B 2 BB ARSI ST E eSS T B S Y A B = o RS S S
ADEDIEY: oo dasidas deards Bt T R R TR P AR AR SALEAS ANE RSB Rt ek AT 2 Sl s adme el s .
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8. dbra: Az Empty kontroll dDNS alkalmazasaval létrejott piros telepeik nukleotid
szekvencia analizise. A vad tipusi DNS szekvencian a feketével alahuzott triplet (CCA) a
PAM szekvencia reverz komplementere, amelytdl jobbra vilagoskék szinnel alahtizva 20
nukleotid hosszusagli SJRNS target szekvencia talalhatd. A tovabbi szekvencidk a piros szinli
telepek szekvendldsabol nyert eredmények. A megnevezésnél a romai szamok jelolik a
parhuzamosok szamat (I. II. III), mellette az arab szamok pedig a telepek szamat jelolik (1, 2,
3). A piros csillagok hianyzé nukleotidokat szimbolizalnak.

Azt tapasztaltuk, hogy a nem tervezett modositasok kizardlag a térésponttdl downstream
regiot érintették. Az ot telep koziil egyben (111-2) nem tortént meg a PAM szekvenciat
modositoé nukleotid cseréje. Valodszintsitjiik, hogy ez azért tortént igy, mert a hibajavitas nem
a dDNS-rél tortént, annak, hogy arrol tortént, de késdbb valami miatt mégis megvaltozott
pont ez a nukleotid, kisebb az esélye. Ezen kiviil ebben a torzsben hianyzik a 435. és a 444.
nukleotid. A tovabbi négy esetben a hibajavitas a dDNS-r6l torténhetett, hiszen mindegyik
hordozza a mddositott PAM szekvenciat. Jol lathatd azonban, hogy emellett ezek a klonok
egyéb mutacioval is rendelkeznek. Az I-1-esben a 481., a Il-1-esben a 437., a Ill-1-esben a
478. pozicidban hianyzik egy-egy nukleotid, mig a II1-3-asban a 451. és 452. nukleotid kozé
egy extra citozin épiilt be. Két esetben a felismerési szekvencidban tortént nukleotid kiesés, a
I1-1 mutans esetében egy, a l11-2 esetében pedig kettd ilyen hiba talalhaté. Kiilondsen érdekes
az I-1 és I1I-1 mutans esete, ahol igen messze a torésponttol 50, illetve 47 nukleotidra jelentek
meg ezek az eltérések. Ennek az 6t mutansnak fehérje szinten is megvizsgaltuk a szekvenciait,
ugyanis azaltal, hogy egy vagy tobb nukleotid elveszett, vagy beépiilt kereteltolodas jott létre,

amely elemzésiink szerint korai STOP kodonok megjelenését okozta (9. abra).

vvvvv MR R R A A AR l|vvvl|1t1v|vtv|||vv1||v||vvlllvllv‘ll
- 10 20 30 40 50 60 70

ADE2 WT MDSKTIGIL OLGRMIVEAAHRLNIKTVILDAPQSPAKQINALDE HVDGSFTDYES I \AKLAEKYV I)Il I'VE
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9. dbra: Az Empty kontroll dDNS alkalmazasaval letrejott ot piros telep fehérje
szekvenciajanak analizise. Az els6 sorban a vadtipusu fehérje szekvencia lathatd. A tobbi
szekvencia a mutansokban feltart valtozasokat mutatja, ahol a csillagok a korai STOP
kodonok kialakulasanak helyét jelolik.
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A vad tipusu fehérje szekvencidhoz képest az I-1 esetében az 57. pozicidban tortént az
els6 aminosav eltérés, amely a 69. pozicioban STOP kodon kialakuldsat eredményezte. 11-1
esetében mar az 43. pozicidban eltérést tapasztalunk, ami szintén a 69. pozicioban
eredményezett STOP kodont. Az I11-1-nél az 56. pozicidban bekovetkez6 valtozas azonnal
STOP kodont okozott. Az I11-2 a 43. pozicidban mar eltér a referencia szekvenciatol és a 45.
pozicioban alakult ki a STOP kodon. Az III-3 esetében pedig az 48. pozicidban kezdddik az
eltérés és a STOP kodon az 50. pozicioban jon létre (9. abra). Eredményeink, alapjan tehat
megallapithato, hogy mig a torésponthoz kozelebb es6 modositasok hatékonysaga
kiemelkedden magas, a torésponttél vald tavolsag novelésével a kivant modositas
hatékonysaga jelentésen csokken, bar hatékonysaga még a vizsgalt legnagyobb tavolsag
esetén is kielégitd. Munkank érdeme mindemellett nem meriil ki eme Osszefiiggésnek a
szamszerlsitésében, de felhivja a figyelmet arra, hogy egy ilyen ujszeri technikénak is
megvannak a maga korlatai, amit minden esetben figyelembe kell venniink. Adataink
kiértékelésénél figyelemebe vettiik az Empty dDNS alkalmazasakor tapasztalt hattérmutacio
szazalékos aranyat, és feltételeztliik, hogy a torésponttol vald tavolsdg ndvelésével ennek
mértéke nem valtozik (bar erre vonatkozo méréseket nem végeztiink). Fontos kiemelni, hogy
barmennyire hatékony eljards is a CRISPR/Cas9 rendszer, és nagyban leegyszerlisiti a
mutansok létrehozadsat, sét olyan mutdnsok hozhatok Iétre, amelyek semmilyen mas
modositast nem hordoznak a kivant mutacion kiviil, mégis fontos fenntartasokkal kezelni egy
ilyen szofisztikalt rendszert. Munkank ravilagit arra, hogy kiilondsen pontmutaciok
létrehozasa esetén, mindig érdemes Sanger szekvenalassal (is) ellendrizni a létrehozott

mutansokat, hogy kisziirhetok legyenek a nem kivant, jarulékos mutaciokat hordozé torzsek.
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5. Osszefoglalas

A human patogén gombak ¢és az altaluk okozott megbetegedések egyre fokozottabb
jelentéséggel birnak vilagszerte. Kozottiik is kiemelt jelentdséggel bir a C. albicans, amely
amellett, hogy a normal emberi mikrobiom egyik tagja, képes sulyos, akar halalos kimenetelii
megbetegedéscket és fertézéseket iS okozni. A genetikai moddositasokhoz kapcsolddd
kutatasok ezért kezdetben a C. albicans-hoz, és annak kiilonboz6 hattér folyamatainak,
kiilonboz6 faktorainak megismeréséhez kotddtek. Szamos modszer keriilt Kifejlesztésre,
amelyek hozzajarulhattak a gomba molekularis folyamatainak, a ki{ilonb6z6 virulencia
faktorainak és az antibiotikum rezisztencia hattérmechanizmusainak jobb megismeréséhez.
Ezek a modszerek bar jelentds eldrelépést jelentettek, mégis szamos héatrannyal rendelkeztek
(példéul az alkalmazott sziil6i torzs kivéalasztdsdban, az idébeli hatékonysagban, vagy a nem
kivant mutaciok felhalmozodasaban). Ezeknek a problémaknak a megoldasara a CRISPR
alapu génmoddositasi rendszer bizonyult uttéronek, ugyanis a rendszer egyszeriien
alkalmazhatd, magas hatékonysagii és gyors genomszerkesztést tesz lehetdvé. Emellett
célzottan vihetiink be mutaciot, anélkiil, hogy egyéb jarulékos valtozasok jelennének meg a
genomban.

A Candida fajok koziil a C. albicans mellett a Candida parapsilosis is egyre nagyobb
figyelmet kapott az utobbi években, aminek oka, hogy egyre gyakrabban izolaltak foleg
klinikai kornyezetbdl, mint példaul orvosi eszkozokon, katéterek felszinén, miitéten atesett
betegeknél, korasziilotteknél, és stilyos allapoti betegeknél. De mig a C. albicans-nal szamos
ismeretet gyiijtottek mar a genetikai modositas teriiletén is, addig a C. parapsilosis-rol
kevesebb ismerettel rendelkezhetiink. A CRISPR/Cas9 technikanak koszonhetden
lehet6ségilink van C. parapsilosis-ban is a célzott genetikai modositasokra. Munkank célja az
volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a pontmutaciok létrehozasdnak hatékonysaga hogyan valtozik
a Cas9 altal eldidézett kettds szalu toréstdl vald tavolsag fliggvényében. Ennek érdekében a
konnyen monitorozhatd fenotipust meghatarozo CpADE2 gént céloztuk, és olyan dDNS-eket
terveztlink, amelyek a PAM szekvencia modositasan kiviil, még tovabbi egy olyan mutéciot
hordoznak, amelyek egyetlen nukleotid modositasaval STOP kodont eredményeznek az
emlitett génben. A dDNS-ek a torésponttol szamitott +40, +27., +16., +1., -18., -30., -47.
pozicidban modositjdk a gént, igy meglehetdsen finom felbontassal tudtuk elvégezni a
rendszer jellemzését. A funkcionalis Ade2 enzim hianyaban megjelend piros szinii telepek, az
Osszes telepre vonatkoztatott ardnyaval adhatdé meg a rendszer hatékonysaga. A

transzformansok analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a torésponthoz legkozelebb esé
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modositast hordozé dDNS (+1 dDNS) alkalmazasaval lettek a legmagasabb aranyban (92,9 +
2,7 %) piros szini telepek, mig a torésponttol tavolodva ez fokozatosan csokken egy kozel
haranggorbére emlékeztetd lefutast mutatva. Erdekes modon az Empty kontroll dDNS (amely
csak a PAM szekvenciat modositja a Cas9 altali folyamatos hasitas kikiiszobolése végett)
alkalmazasa esetén is megfigyeltiink piros szinii telepeket, amelyeknek a Sanger-szekvenalas
soran kapott eredményei alapjan megéallapithattuk, hogy kiilonb6z6 hattérmutaciok (nukleotid
kiesés, beépiilés) jatszodtak le. Ezek a valtozasok fehérje szinten aminosav cserét és korai
STOP kodonok kialakulésat eredményezték.

Eredményeink ramutattak, hogy bar a CRISPR/Cas9 alapu rendszer nagy hatékonysaggal
¢s precizitassal mikddik a torésponttdl viszonylag nagyobb tavolsagokban is, mégis érdemes
mindig figyelmet forditani a jarulékos mutaciok esetleges megjelenésére. Ezek alapjan ugy
gondoljuk, hogy kiilondsen pontmutaciok létrehozéasa esetén erdsen javasolt a jeloltek Sanger-
szekvenaldsa, amely 4altal lehetévé valik a nem kivdnatos mutdcidkat hordozo

transzformansok kizarasa.
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