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1. BEVEZETO

1.1. A patogén Candida fajok jelentosége

A gombak eukariota, heterotrof szervezetek, amelyek a Fold miden pontjan jelen vannak,
levegdben, talajokban, vizekben, €10 ¢€s elhalt szervezetekben, nélkiilozhetetlen elemei a
természet korforgasanak azzal, hogy szamos Okoszisztémaban elsddleges lebonto
szervezetekként mitkddnek kdzre 1. Mig 1991-ben a hozzavetdlegesen 70 000 ismert faj alapjan
1,5 milliora tették a Foldiinkon €16 gombafajok szamat, addig napjainkra a 120 000 leirt gomba

faj mellett, joval tobbre, 5,1 milliora becsiilik az orszag fajszamat 23

. Felfedezésiikhoz az elmult
években végbemend tudomdanyos fejlodés, ugymint a gombdk kimutatasat és azonositasat
megkonnyitd kiilonboz6 PCR technologidk ¢és szekvendlasi modszerek, valamint uj
filogenetikai algoritmusok hasznalata nagyban hozzajarult *-°.

A Glomeromycota torzs tagjai novényekkel kialakitott szimbionta kapcsolataik,
arbuszkularis mikorrhizat kialakito képességiik révén jelentések ’. Mas fajok az
¢lelmiszeriparban betoltott szerepilk miatt fontosak, mint a sajtgyartasban hasznalatos
Ascomycota torzsbe tartozo Penicillium roqueforti vagy P. camemberti. Az Ascomycota-k
torzse rendelkezik a legnagyobb fajszammal, az eddig ismert fajok kozel kétharmada, koztiik
szamos  modellorganizmus ~ (Saccharomyces  cerevisiae, Neurospora  crassa,
Schizosaccharomyces pombe) ebbe a csoportba sorolhaté 8. Bizonyos gombafajok a normal
human flora részét képezik, ezeket kommenzalistanak nevezziik. Az Aspergillus nemzettség
bizonyos tagjai, a Candida, Malassezia, Penicillium, Rhodotorula, Saccharomyces fajok, habar
csak nagyon kevés, 0,1 %-at alkotjdk a human mikrobiomnak, szerepiik mégsem
elhanyagolhaté, ugyanis részt vehetnek az immunvalasz kialakitasaban, ¢€s bizonyos
koriilmények kozott betegségeket is kivalthatnak °.

A Foldon el6fordulé gombafajok koziil csupan par szaz képes stlyos betegségeket okozni
emberben, ugyanakkor ezek a fertézések évente tobb mint 1 milliard embert érintenek, és 1,5
milli6 halalos esetért feleldsek °. Az okozott fertdzés tekintetében megkiilonboztetiink
enyhébb, borfelszint, illetve nyalkahartyat érinté betegségeket, ¢és stlyosabb, szervi
megbetegedéseket okozo fertdzéseket 1.

Klinikai szempontbdl az Ascomycota és Basidiomycota torzs tagjai a legjelentésebbek. Az
Aspergillus fajok, elsdsorban az Aspergillus fumigatus, felelések az aspergillosis kialakulasaért,
ami foleg légzOszervi betegségeket jelent 2. A szintén Ascomycota tdrzsbe tartozd
Saccharomycotina altérzs szamos faja extrém kornyezethez adaptalodott, mint pl. a magas

ozmotikus nyomas vagy a magas hémérséklet 3. Ebbe az altorzsbe sorolhatok a candidiasis-t
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okozo6 Candida fajok is, amelyek els6 helyen allnak az invaziv gomba fert6zések tekintetében
14, Az altaluk okozott fertdzések esetszama vilagszerte megndvekedett, mortalitasi ratajuk akar
70 % is lehet bizonyos populaciokban °8, Eddig tobb mint 17 Candida fajt azonositottak
human megbetegedés kivaltdjaként, altalanossagban elmondhatd, hogy a Candida albicans
felelés a legtobb esetért 14, Ez a faj az oralis candidiasis legfébb okozdja (a regisztralt esetek
tobb mint 95%-aért felelds), valamint a legtdbbet izolalt faj vulvovaginalis fertézésekbdl, amely
a nék 75%-at érinti életiik soran legalabb egyszer "8, Fontos azonban hangsulyozni, hogy a
Candida fajok opportunista patogének, a normal human flora tagjai, megtalalhatok a
tapcsatornaban, szajiiregben, borfelszinen €s a nemi szervek kornyékén, egészséges emberben
nem valtanak ki megbetegedést, de legyengiilt szervezetben kéros folyamatokat idézhetnek el
14, Kiilondsen veszélyeztetettek a HIV fertézottek, neutropéniaban szenveddk, de kockézati
tényezOt jelentenek a hosszas antibiotikum terdpidk, a transzplanticios miitétek és mads, a
szervezet fizikai védelmi vonalait megsért6 eljarasok, mint példaul a katéterek hasznalata °.
Ezek a fajok a negyedik leggyakoribb okoz6i a nozokomidlis szisztémas fertézéseknek,
amelyeknek kozel 10%-aért feleldsek 2°. Az elmult évtizedekben tortént vizsgalatok alapjan a
C. albicans mellett n6tt a nem-albicans fajok, ugymint a C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei és C. auris okozta fertézések el6fordulasi gyakorisaga. Ez az 6t faj a C.
albicans-al egyiitt a Candida fertdzések mintegy 90%-aért felelds 14, Koziiliik a C. parapsilosis
altal kivaltott invaziv candidiasis epidemioldgiaja szembe6tld, ugyanis ez a faj gyakrabban
fordul el6 gyermekek, mint a feln6ttek korében, koziilik is elsésorban az alacsony sziiletési
sullyal vilagra jott csecsemokre kiilondsen veszélyes 2. Esetiikben a candidemia 30 %-ért a C.
parapsilosis felelés, mig ez az arany felnottek esetében 10-15% 4. Mindez a 13 év alatti
gyermekek korében 15%-os halalozasi arannyal parosul. A C. parapsilosis nemcsak a
természetben fordul eld, hanem izolalhatdo egészséges emberi borfelszinrdl, sot klinikai
eszk6zokon, kiilonbozd implantdtumokon, katétereken is nagy hatékonysaggal tapad meg, és
képez biofilmet 2223, A faj virulencidjanak és sejtszintli folyamatainak tovabbi vizsgalatat
azonban neheziti, hogy nem 4all rendelkezésiinkre a torzsek, illetve a fehérjék fluoreszcens
jelolését lehetové tévé konstrukciok, mivel a C. albicans-ban alkalmazott fluoreszcens
proteinek (FP) génjeinek C. parapsilosis-szal kompatibilis rendszerbe integralasa még nem

tortént meg.

1.2. AC. albicans és a C. parapsilosis virulencia faktorai
A virulencia a korokozo betegséget okozd képessége, amely fiigg a gazda szervezet

allapotatdl. A mikroorganizmusok azon tulajdonséagait, amelyek alkalmassé teszik dket mas
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szervezetek megtamadasara és azokban betegségek kivaltasara, virulencia faktoroknak
neveziink. A C. albicans szamos virulencia faktorral rendelkezik, amelyek koziil a morfologia
atmenetre valo képességét tartjuk az egyik legfontosabbnak. Ennek az eseménynek a hatterében
a sejt expressziés mintazatanak finoman szabalyozott, sok célgén kifejez6dését érintd
megvaltozasa all, amelyben az Efgl transzkripcids faktor jatszik kozponti szerepet 242,
Bizonyos kornyezeti tényezOk hatasara az élesztd sejtek sejtfalelemeinek szervezddése
megvaltozik, ennek kovetkeztében hifa vagy pszeudohifa alakul ki 2°. A hifik ellenallobbak a
makrofagok 6lési mechanizmusainak, mig az éleszto sejtek feltételezhetden az invazid alatti
terjedésben jatszanak fontos szerepet 2?8, Ezzel szemben jelenlegi ismereteink szerint a C.
parapsilosis kizarolag éleszt6 vagy pszeudohifa alakban fordul el6, valddi hifa képzésére nem
képes 2230, A gazdaban valo kolonizacié feltétele az adhézid, vagyis a mikrobak megtapadasa,
amely biotikus (ordlis-, vaginalis-, gasztrointesztinalis mukoéza) felszineken kiviil érinthet
orvosi eszkozoket is (katéterek, implantitumok) %2, A megtapadast specialis proteinek
(adhezinek) biztositjdk *. Az adhezinek legtbbet vizsgalt csoportja az Als (agglutinin-like
sequence - agglutinin szeri szekvenciak) fehérjék, amelyek C. albicans-ban nyolctaga csaladot
alkotnak (ALS1-ALS7 és ALS9) **. Ezek sejtfelszini glikoproteineket kodolnak, és
glikozilfoszfatidil-inozitol horgonnyal kapcsolédnak a gomba sejtmembranjahoz . Mig az
ALS1-ALS4 altal kodolt adhezinek a csiratomlé és hifa képzésben fontosak, emellett
kozremiikodnek human hamszoveti sejtekhez valo adhézioban (Als2-4), addig az Als5-7 és
Als9 az éleszté sejtek felszinén is megtaldlhatoak 2627, C. parapsilosis-ban is megtalalhatok az
ALS szekvencidk, ugyanakkor szamuk tgy tlinik izolatumonként valtozik. A referencia
CDC317 torzs genomjaban 6t, a laboratoriumban gyakran hasznalt CLIB214 és GAl
torzsekben pedig rendre négy, illetve egy ALS gén lelhetd fel 382°. Ezek koziil a CaALS7
ortologja C. parapsilosis-ban kulcsfontossagt a gazda epithélialis sejtjeihez vald adhézidban,
a gén eltavolitasa a szajiiregi hamszovet tekintetében csokkent adhézios képességet és csokkent
virulenciat eredményezett in vivo egér modellben .

A megtapadast kovetden a C. albicans sejtek osztddasnak indulhatnak (kolonizacid) vagy
behatolhatnak a gazda sejtjeibe, szoveteibe (invazid). A kolonizaldé gombak egyik megjelenési
formaja a mikrobialis biofilm, amely egyedi niche-t teremt az azt alkoté elemeknek *'. A gomba
sejtek osztodasaval a biofilm vastagsaga megnd, benne jelen vannak az élesztd, hifa, €s
pszeudohifa struktardk is, melyek komplexébdl élesztOsejtek szabadulhatnak ki, eldsegitve
ezzel a patogén terjedését *2. Lényeges kiilonbség a C. albicans és C. parapsilosis kozott, hogy
elébbi vastagabb, kompaktabb biofilmet képez, mint utobbi, ugyanakkor egy kdzelmultbeli

tanulmany szerint a C. parapsilosis izolatumok nagyobb hanyada (két harmada) képes biofilmet
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képezni szemben a C. albicans izolatumokkal, amelyek koziil csak minden 6todik volt erre
képes *3** Ezek alapjan tehat gy tinik, hogy ez a tulajdonsag is inkabb izolatum, mintsem
fajfiiggl sajatsag. Az invazio alatt a patogén gomba kiilonbozo hidrolitikus enzimeket szekretal,
amelyek segitéségével nem csak egyszeribben felvehetd szén- €s nitrogénforrasra tehet szert
lipidek vagy fehérjék bontasaval, de a gazdaba valé bejutast is megkonnyithetik. Ezek ugyanis
megbonthatjdk a sejtmembran integritdsat, lebonthatjdk extracellularis matrix elemeit,
karosithatjdk a gazda szoveteit, valamint eldsegithetik a tovabbi adhéziot, biofilm képzést és az
intracellularis talélést. Szekretalt enzimek szempontjabol a C. albicans virulencia faktorai
szamban ¢és diverzitasban is jelentésen meghaladjak a C. parapsilosis-¢éit. A Sap-ok, (secreted
aspatyl proteinase - szekretalt savas proteinaz) virulenciaban betoltott szerepére az a felismerés
vilagot rd, miszerint ezeket az enzimeket a gazda felszini rétegeir6l (bdr, vaginalis ham)
szarmaz6 izolatumok nagyobb valoszinliséggel termelik és szekretaljak, mint azok az
izolatumok, amelyeknek forrasai szisztémas megbetegedések vagy kdrnyezeti mintdk *°. Egyes
Sap-ok képesek bizonyos immunfehérjék (IgE), szerkezeti fehérjék (keratin, kollagén), illetve
anyalban talalhato fehérjék bontasara, ezzel hozzajarulva a gazdaban valo sikeres tiléléshez és
a gombaellenes folyamatok modulalasahoz “6. Mig C. albicans-ban a SAP géncsaladot tiz
(SAP1-SAP10) gén alkotja, C. parapsilosis-ban 6sszesen harom gén keriilt leirasra, amelyek
koziil az egyik duplikicion esett at *’. Ezek szerepe az adhézioban, a fagocitak karositasaban, a
fagocitozis altali 6lés elkeriilésében és a komplement rendszer komponenseinek bontasadban
keriilt tisztazasra “8. A lipazok egy maésik fontos csoportot képviselnek a Candida fajok
patogenitasanak befolyasolasa tekintetében. C. albicans-ban tiz, C. parapsilosis-ban eddig két
ilyen gént azonositottak (CpLIP1 és CpLIP2), amelyek koziil egyediil a CpLIP2 terméke aktiv
¢és virulencidban betoltott szerepét bizonyitja, hogy blokkoladsa csokkent szovetkarosodast
okozott rekonstitualt human epitél modellben, valamint csokkent a gomba biofilm formald

képessége is 495051,

1.3. A Candida fajok genetikai vizsgalata

A Candida fajok altal okozott fert6zések hatékony kezelése tovabbra is nagy kihivas, ezért
szamos kutatds a patogenitdsban szerepet jatszd molekuldris mechanizmusok megértésére
iranyult, kiemelked6 figyelmet forditva a fertézések legnagyobb hanyadat kivalto C. albicans
fajra. A pékélesztd genetikai és molekularis vizsgalatara alkalmas moddszerek jelentds része
nem alkalmazhaté kozvetleniil C. albicans-ban (és egyéb human patogén Candida fajokan)

egyrészt az ivaros folyamatok kis gyakorisdga -, masrészt az univerzalistol -eltérd

kodonhasznalat miatt.
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Ettol fliggetlentil a koztiik 1év6 hasonldésag mégis lehetdvé tette, hogy a S. cerevisiae-re
kidolgozott technikdk koziil néhany adaptalhato legyen C. albicans-ra is °2. A C. albicans
diploid organizmus, egy gén funkcionalis vizsgalatdhoz homozigéta delécidos mutans
létrehozasa sziikséges, mivel a vizsgaland6 gén egy kopiaban vald megléte altalaban képes az
adott funkciot ellatni és nem okoz fenotipusos eltérést a vad tipushoz képest. Az ura-blaster
konstrukcio, amelyet eredetileg S. cerevisiae gének eltavolitasara fejlesztettek ki, az elsd
eljaras, amellyel célzott genetikai modositast lehetett végrehajtani C. albicans—ban 3. Ez a
technika azonban szdmos hatrannyal rendelkezett, mint az iddigényes, all¢lonként egy-egy
transzformalas és a marker eliminalasa, az auxotrof torzs meglétének feltétele (ezzel klinikai
izolatumokban nem alkalmazhaté jellege), valamint az ura3” auxotrof torzs csokkent
virulenciaval jar6 fenotipusa, ami ramutatott egyéb géndelécios modszerek kifejlesztésének
fontossagara °**°. Az auxotrof torzs sziikségességének problémajat az FLP-FRT alapu rendszer
kiisz6bolte ki, amely mind C. albicans-ban, mind C. parapsilosis-ban alkalmazasra keriilt,
azonban a két all¢l kiilon transzformalasi 1épéssel valo eltavolitasanak problémajat nem oldotta
meg, igy az eljards tovabbra is iddigényes maradt °®°’. A harmadik jelentés, genetikai
modositasra alkalmas moddszer a tobbszords auxotrofia komplementacion alapuld technika.
Alkalmazéasanak nagy hatrdnya, hogy sziikség van olyan auxotrof torzsre, amely tobb
bioszintézis ttra nézve is hibas, azonban nagy elérelépést jelentett, hogy mar nincs sziikség
klonozéasi lépésekre, ugyanis fizios PCR-el létrehozhatok a felhasznalt transzformacios
kazettak, de tovabbra is két transzformacios kdrre volt sziikség a két allél eltavolitasahoz %8

Nagy attorést jelentett a genetikai analizisben a CRISPR/Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) mddszer, amelynek felfedezése baktériumok és archedk
immunrendszerének vizsgalatihoz kothetd >°. A rendszer mitkodéséhez sziikség van egy PAM
(Protspacer adjacent motif) szekvenciara a genomi DNS-en, amelynek nukleotidsorrendje a
Cas9 tipusatol fiiggden kiilonbozd lehet. Altalaban a Streptococcus pyogenes Cas9 fehérjéje
hasznalatos, amelynek mindossze két G nukelotidra van sziiksége, az azok el6tt 1évd nukleotid
barmi lehet (NGG), ezért nagyon sok potencialis target szekvencia rendelhetd hozza. Sziikség
van tovabba az Un. single guide RNS-re (sgRNS), amelynek része egy 20 nukleotid hosszusagu
szekvencia, amely az ezzel komplementer régidhoz iranyitja a Cas9 endonukledz enzimet, és
az egy meghatarozott ponton kettds szalu torést hoz 1étre a DNS-en. Ennek eredményeként
kiilonb6z6 hibajavitd mechanizmusok aktivalodnak a sejtben. A DNS javitasa térténhet nem
homolog végek Osszekapcsolodasaval, amely bizonyos gyakorisaggal helyesen is
Osszeillesztheti a két DNS véget, de gyakoribb a pontmutaciok vagy kisebb inszerciok/deléciok

1étrejotte, amelyek frame shift (kereteltoloddsi) mutaciot, és/vagy korai stop kodon(ok)
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1étrejottét idézhetik eld. A masik lehetdség, ha a hiba kijavitdsa homolog rekombinacioval
(HDR - homology-directed repair) torténik. Ehhez sziikség van egy tin. donor DNS (dDNS)
jelenlétére, aminek fontos tulajdonsaga, hogy a torést Ovezd szakaszokkal homologiat
mutasson, valamint tartalmazzon egy meghatarozott mutaciot. igy bekovetkezhet a homolog
rekombinaci6 az adott szakaszok kozott, €s 1étrehozhato a kivant genetikai modositas. Szamos
megkozelités sziiletett az elmult években a Cas9 Candida fajokban torténd expressziojat
illetéen. Az els6, Vyas és mtsi. altal kidolgozott rendszer, azon alapul, hogy a Cas9 és a SgRNS
egy az ENOL lokuszba integralodott konstrukciorol konstitutivan expresszalodik igy l1étrejohet
a célzott DNS hasitas, és dDNS jelenlétében az iranyitott hibajavitas . A Min és mtsi. altal
bemutatott megkdzelités tranziens Cas9 és sgRNS expressziot alkalmaz, mivel ezek a
komponensek kiilon-kiilon egy-egy linedris DNS fragmenten kodoltak, amelyek rovid id6 alatt
lebomlanak a sejtben. A szelekcios marker ebben az esetben a dADNS-en kodolt 1. Lombardi és
mtsi. egy plazmid alapa CRISPR moédszert dolgoztak ki, amely C. parapsilosis vizsgalatara
alkalmas, illetve nagy elénye, hogy iranyitott és halmozott mutaciok létrehozasara is alkalmas,
ellentétben az el6z6 probalkozasokkal, hiszen ebben az esetben a szelekcids nyomas hidnyaban
elveszhet a konstrukcié elemeit hordoz6 plazmid, igy az Gjra szenzitivvé valik az alkalmazott
antibiotikumra 2. Egy ijabb modszer alapjat a fiziés PCR technika adta, amely univerzélis és
a maltdz promoter szabalyozasa alatt allo FLP gént, valamint a szelekcidos marker egyik felét
tartalmaz6 Cas9 fragment plazmid emésztés segitségével hozhatd létre, amely mindig
valtozatlan. Szintén konstans az Un. ,,A” fragment, amely a szelekcidos marker masik felét,
valamint egy promotert hordoz. Az univerzalis ,,B” fragment kodolja az sgRNS szerkezeti
részét és a terminatort. Az sgRNS target szekvencia az amplifikalashoz sziikséges primer-rel
illeszthet6 az amplikonra. Az ,,A” és ,,B” fragment PCR segitségével fizionaltathato, amelynek
eredménye a ,,C” fragment. A transzformalas a dDNS, a ,,C” fragment és a Cas9 fragment
alkalmazasaval valosul meg, amely utobbi ketté in vivo rekombinalodhat, és 1étrejohet a
funkcionalis szelekcios marker. A 1étrejott fragment két végét FRT (Flipase recognition target
- Flipaz felismerési célszekvencia régiok) és a target 16kusz up- €s downstream szekvenciai
hataroljak, amelyek a HIS1 gént célozzak. A kazetta eltavolitdsa maltéz indukciot kovetden
valosulhat meg, ugyanis a Flp fehérje egy helyspecifikus rekombindz, ami az FRT régiok
kozotti rekombinaciot katalizalja 5. A rendszert kutatocsoportunk adaptalta C. parapsilosis-ra

a target régiok és szabalyozo szekvencidk cseréjével (publikacié alatt).
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1.4.  Fluoreszcens jelolés alkalmazasa Candida albicans-ban

A fluoreszcencia egy fizikai jelenség, amelynek sordn egy magasabb frekvenciaju fénnyel
allapotba keriil. Az elektron ebbdl az allapotbdl révid 1d6 alatt visszajut az alapallapotéba,
mikdzben a két energiaszint kozotti kiilonbséget egy (a gerjesztd fényénél) rovidebb
frekvencidjii fény (és hd) formajaban bocsajtja ki %. Napjainkban szadmos fluoreszcens
molekulat alkalmaznak bizonyos biologiai folyamatok vizsgalatakor, pl. sejtek
életképességének meghatarozasahoz, vagy sejtalkotok lathatova tételéhez %%, Ezek kozé a
molekulak k6zé tartoznak a FP-k is, amelyek felfedezése és alkalmazasa nagyban hozzajarult a
sejtszintli folyamatok megfigyeléséhez ¢és megértéséhez. Az elsé fluoreszcens fehérjét
Shimomura és munkatarsai izolaltak 1962-ben az Aequorea victoria nevii meduzabol ®. A gént
harminc évvel késdbb sikeriilt megklonozni, amely megnyitotta az utat a széleskorii
molekularis biolégiai felhasznalasa elétt °. Felhasznalasuk nem csak molekuléris szinten pl.
fehérje-fehérje interakciok vizsgalatat, hanem sejten beliili és sejtek kozotti kolesonhatasok
nyomon kovetését is lehetdvé teszi. Fehérjék vizsgalatakor elengedhetetlen a sejtben vald
lokalizaciojuk pontos ismerete, amely a vizsgalt fehérje fluoreszcens jelolésével
meghatarozhatd. Gének expresszigjanak 1dofliggése vagy valamilyen faktor hatasara
bekovetkez6 valtozasa FP-ket alkalmazo riporter konstrukciok alkalmazéasaval vizsgalhato, és
a fluoreszcencia intenzitasanak meértéke az expresszio intenzitasarol is informacioval szolgalhat
71,72

Bizonyos Candida fajok univerzalistol eltér6 kodonhasznalata miatt gyakran a mas
fajokbol szarmazo fehérjék génjeinek kodon optimalizacidjara van sziikség. Az elsd
fluroeszcens fehérje, amelyet C. albicans-ban alkalmazasra keriilt a GFP (Green fluorescent
protein — zold fluoreszcens fehérje) volt, amelyet a, szekvencia kismértéki megvaltoztatasaval
l1étrehozott, sarga és kék fényt emittaldé YFP (Yellow FP) és CFP (Cyan FP) fehérjék kovettek
374 Ez a technika kiilonboz6 fehérjék megjeldlését tette lehetévé, amelyeknek sejtben valo
elhelyezkedése fluoreszcens mikroszkoppal meghatdrozhato volt. Ezen PCR-alapt génjeldlési
modszer hatékonyabbnak és gyorsabbnak bizonyult fuzios proteinek létrehozasdban, mint a
hagyomanyos klonozasi technika, valamint ezzel elérhetdvé valt a kifejezodés 1dofliggeésének
nyomon kovetése is °. Tovabbi modositasokkal piros szinvaltozati fluoreszcens fehérjét is
létrehoztak, amely az mCherry nevet kapta. A GFP, YFP és mCherry felhasznalasaval végzett
kisérlet szintén a PCR-alapu technika felhasznalasaval torténtek. A megfelelé plazmidrol PCR
segitségével amplifikalhatd az FP-t és szelekcios markert kodold DNS szakasz, amely gombaba

valo transzformalas utan homoldg rekombinacioval beépiil a kivalasztott I6kuszba. Egy fehérje
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lokalizaciojanak vizsgalata ilyen jellegii megkozelitéssel nem csak C. albicans-ban, de C.
parapsilosis-ban is alkalmazasra keriilt . Egy-egy fehérje fluoreszcens jeldlésén kiviil
lehetdség van az adott gomba fluoreszcens jelolésére, ebben az esetben a FP-t kodold gén egy
konstitutiv promoéter utan valo illesztése, ¢és egy megfeleld lokuszba torténd integralasa
sziikséges. Ezt C. albicans-ban Morschhduser és munkatarsai valositottak meg el6szor, kodon
optimalizalt GFP felhasznalasaval, amellyel Ilehetévé valt a patogén fluoreszcens
mikroszkoppal vald nyomonkévetése 7. A gomba tdrzs FP-vel vald jelolésének oriasi elénye a
hagyomanyos fluoreszcens sejtfalfestékekkel szemben, hogy mig a sejtfalfestett élesztok csak
rovid ideig kovethetok nyomon (hiszen a festést kovetden leflizd6 leanysejtek jeldletlenek
maradnak), a FP-t expresszald sejtek genetikailag stabilan hordozzak és expresszaljak a
fluorofort, igy korlatlan szamu sejtosztodast kovetden is vizsgalhatok. Késobb tovabbi FP-k
keriiltek bemutatasra C. albicans-ban, lefedve szinte a szinskala minden spektrumat, és
lehetSvé téve tobb fehérjekompenens egyidejii nyomon kdvethetdségét 8.

A fluoreszcensen jelolt C. albicans sejtek alkalmazasa emlés fagocitakkal torténd
interakcidban hozzdjarult a gazda - patogén kdlcsonhatds alaposabb megértéséhez, idébeli
lefolyasanak jellemzéséhez, a folyamat kvantifikalasahoz "°88!, C. parapsilosis esetén értékes
adatokat szolgaltattak a fagocitdzis mértékérol, intenzitasarol, és részben alkalmazasukkal nyert
igazolast a CpLip2 enzim virulencidban betdltdtt szerepe is 828, Tekintettel arra, hogy egy faj
kiilonboz6 izolatumai kozott 1ényeges fizioldgiai és/vagy virulenciabeli eltérések addodhatnak,
értelmet nyer a kompeticiés megkozelités, vagyis tobb kiillonbozd izoldtum alkalmazasa
ugyanazon kisérleti elrendezésen beliil. Ennek relevancidja kiilondsen az adhézioban és a
makrofagokkal vald kolcsonhatas vizsgalatdban nyilvanvald, ahol tobb kiilonb6z6 torzs teljesen
megegyez0 koriilmények kozott lehet kitéve fagocitdknak vagy versenghet egy adott feliileten
valé minél hatékonyabb megtapadasért. Ez az elrendezés akar kozelebb is allhat a valosaghoz,
kiilonosen egy olyan, a szabadban is el6forduld, faj esetén, mint a C. parapsilosis, hiszen
korhazi koriilmények kozott egy paciens ugyanazon faj tobb kiillonbozd forrasbol szarmazo
torzsével is fertdzodhet. Annak ellenére, hogy a jeloléshez sziikséges eszkdzrendszer elérhetd,

az ilyen jellegti kisérletek ezidaig varattak magukra.

10. oldal



2. CELKITUZES

Munkank célja egy barmely C. parapsilosis izolatum fluoreszcens jelolését lehetévé tevo
CRISPR/Cas9 alapt genommodositasi rendszer kidolgozasa és alkalmazasa, a kapcsolodo
plazmidkészlet 1étrehozasa, valamint a jelolt izolatumok fagocitdzis kisérletekben valo

vizsgalata in vitro, az izolatumok kozotti esetleges kiilonbségek feltarasara.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznalt torzsek és alkalmazott oligonukleotidok

Felhasznalt torzsek és genotipusaik
Escherichia coli 2T1
Candida parapsilosis CLIB214 vad tipus

Candida parapsilosis CDC317 vad tipus

Candida parapsilosis GA1 vad tipus

Candida parapsilosis CL1B214C"P
cpneut5l::Pcatpns-GFP/cpneutbl::Pcatprs-GFP HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis CL1B214mTurquoise2
cpneutsl::PcatpHs-mTurquoise2/cpneutbl::Pcatorz-mTurquoise2 HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis CL1B214¢FP
cpneut5l::Pcatpns-CFP/cpneutbl::Pcatprs-CFP HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis CL1B214ffPronpa
cpneut5l::Pcatpns-ffDronpa/cpneutsl::Pcatons-ffDronpa HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis CL1B214mCherry
cpneutbl::Pcatorz-mCherrycpneutsl::Pcatons-mCherry HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis CL1B214mScarlet
cpneutsl::PcatpoHs-mScarlet/cpneut5l::Pcatonz-mScarlet HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis CL1B214RFP
cpneutbl::PcatoHs-RFP/cpneutsl::Pcatprs-RFP HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis CL1B214YFP

cpneutbl::PcatpHs-Y FP/cpneut5l::Pcatprs-YFP HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis CDC317mTurgioise2
cpneutbl::Pcatprz-mTurquoise2/cpneut5l::Pcatprs-mTurquoise2 HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis CDC317mScarlet
cpneut5l::PcatpHs-mScarlet/cpneut5l::Pcatprs-mScarlet HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis CDC317YFP
cpneutbl::PcatpHs-YFP/cpneut5l::Pcatprs-YFP HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis GA1mTurquoise2
cpneutbl::Pcatprs-mTurquoise2/cpneut5l::Pcatprs-mTurquoise2 HIS1/hisl::FRT

Candida parapsilosis GA1mScarlet
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cpneutsl::PcatpHs-mScarlet/cpneut5l::Pcatonz-mScarlet HIS1/hisl::FRT
Candida parapsilosis GA1YFP
cpneutbl::Pcatprs-YFP /cpneutbl::Pcatons-YFP HIS1/hisl::FRT

Oligonukleotid neve Oligonukleotid szekvenciaja (5° -> 3°)
AHO1096 gacggcacggccacgcgtttaaaccgcc
AHO1097 cccgecaggcegetggggtttaaacaccg
AHO1232 agaatgcctattgacttcaaaggtg

AHO1237 aggtgatgctgaagctattgaag

CaTDH3_Do_Chk_FOR tttcggaattgaaccacgcg

CpN5L_Do_Chk_REV tgtaccaatcagggttagtgacc

CpN5L_Up_Chk_FOR cctatttcgcatcattgcagttc

ffDronpa_Clal_FOR ttttatcgatatgtcagttattaaaccagatatgaaaattaaattaag

ffDronpa_Nhel _REV tttttttgctagcttatttagcttgtcttggtaattctgaatg

gRNA_CpN5L_120 gagttcgattcttatctcgtccactctcgetccacttcggtecgttttagagctagaaatagcaag

mCherry_Clal_FOR ttttatcgatatggtttcaaaaggtgaagatgataatatggc
mCherry_Nhel REV tttttttgctagcttatttatataattcatccataccaccagttgaatg
mScarlet_Clal_FOR ttttatcgatatggtcagtaaaggggaagc
mScarlet_Nhel REV tttttttgctagcettacttatataactcatccattcctceag
mTurquoise2_Clal_FOR ttttatcgatatgtctaaaggtgaagaattattcac
mTurquoise2_Nhel REV tttttttgctagcttatttgtacaattcatccatacctaagg

pTB120 UNIVRev tggacgagataagaatcgaactcatg
RFP_Clal_FOR ttttatcgatatggataacactgaagatgttattaaagaattc
RFP_Nhel REV tttttttgctagcttattgagaaccagagtgtctagcttc

ScURA3 Ter_Chk _REV acccgggaatctcggtcg

FP_CpN5L_dDNA_F aacctcatctcaaggcgc

FP_CpN5L_dDNA R  acacaaaaatacatgattgcgtc

CpN5L_Up_FOR cctaacctcatctcaaggegce

CpN5L_Up_REV ggtcgacgacagatatccgaagtggagcgagagaaaaggc

A félkovérrel szedett szekvencidk restrikcios endonukleazok felismerési helyeit, az
alahuzott szekvencia a sgRNS célszekvencidjat jeloli.
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3.2. Tapoldatok, taptalajok

A médiumokat desztillalt vizzel készitettiik.

DMEM tapoldat: 10% (V/V) FBS (héinaktivalt borji szérum), 100 unit/ml penicllic-
sztreptomicin

LB tapoldat: 1% (m/V) NaCl, 1% (m/V) tripton, 0,5% (m/V) ¢élesztd kivonat.

Szelekcios LB médiumoknal 50 pg/ml végkoncentracioban kanamicint, illetve ampicillint
hasznaltunk.

YPD téapoldat: 1% (m/V) gliik6z, 1% (m/V) pepton, 0,5% (m/V) élesztd kivonat

YPD és DMEM médiumoknal 100 egység/ml végkoncentracidban penicillin-sztreptomicin
antibiotikum tdrzsoldatot adtunk.

YNB - maltéz tapoldat: 0.19% (m/V) YNB (Yeast Nitrogen Base — minimal nitrogén bazis),
2% (m/V) maltoz

Taptalajok esetén a tapoldatot 2% (m/V) agarral egészitettiik ki

3.3. Fragmentek amplifikalasa, és vizualizalasa

A klonozashoz Phusion Hot Start II DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific)
hasznaltunk, az ellen6rzé PCR-ekben DreamTaq DNS polimerazt (Thermo Fisher Scientific)
alkalmaztunk a gyart6 utasitasainak megfelelden. A molekularis munkdkhoz (PCR, emésztés,
plazmid izolalds, fragment feloldasa) steril Lonza ACCUGENE vizet haszndltunk. A
termékeket mindségiik €és koncentracidjuk meghatarozasdhoz (m/V) agardz gélen futtattuk
meg, amely 0,8% m/V agarozt tartalmazott 1x-es TAE puffer-ben (40 mM TRIS, 20 mM
ecetsav, ImM EDTA pH=8) oldva. A gélhez 10 pl/100 ml végkoncentracioban etidium-
bromidot adtunk. 1 pl amplikonhoz 1 pl bromfenolkék festéket és 4 pl ACCUGENE vizet
Fisher Scientific #SM0311) mellett 35-40 percig futtattuk 90V-os egyenaramu elektromos
térben. Az agar6z gélt UV-fénnyel megvilagitva (Cleaver Scientific Clear View UV
transilluminator) tettiik lathatévd a fragmentumokat és Canon EOS1300D digitalis

fényképezdgéppel dokumentaltuk.

3.4. Plazmidkészlet létrehozasa
3.4.1. Plazmid gerinc

A korabban csoportunk altal 1étrehozott pPNRVL-N5L plazmidot EcoRV (Thermo Fisher
Scientific) és Sall (Thermo Fisher Scientific) restrikcios enzimekkel emésztettiik. Az elegyet

egész ¢éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk, és 1/10 térfogatrész 3M Na-acetat, majd 1 térfogatrész
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ul izopropanol hozzdadasa utan 30 percre -20 °C-ra helyeztiik. Ezt kovetéen a DNS-t
tilepitettiik (17.000 x g, 10 perc), majd 700 pul 70%-o0s (V/V) etanollal mostuk és 20 pl steril
ACCUGENE desztillalt vizben vettiik fel. A fragmentet gélr6l Viogen Gel Advanced kit
segitségével izolaltuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. A DNS-t 30 ul steril ACCUGENE

desztillalt vizzel elualtuk. A mintabol négy 1épcsOs kétszeres higitasi sort készitettiink, és

c sy

Csoportunk egy korabban publikalt plazmidjanak (pCpOE-GFP-NAT-N5L) Xhol
(Thermo Fisher Scientific) és ECORV emésztésébdl szarmazd promoéter-GFP-terminator
majd a pPNRVL-N5L plazmidba ligaltuk a 3.4.4. pontban leirtakkal megegyezé modon (A Sall
¢és Xhol hasitasok kompatibilis végeket adnak.) 8. Az igy 1étrejott pPNRVL-N5SL-GFP plazmidot
Clal (Thermo Fisher Scientific) és Nhel (Thermo Fisher Scientific) restrikcios
endonukleazokkal emésztettiik a korabban leirt eljarassal megegyezé modon, ezzel eltavolitva

a GFP ORF-et.

3.4.2. Fluoreszcens fehérjék génjeinek amplifikalasa PCR-el és izolalasa

A fluoreszcens fehérjét kodolo szakaszok amplifikalasahoz az adott FP-hez tartozo Clal
forward €s Nhel reverse primereket hasznaltunk. A reakcio beallitasait és a keletkezett
fragmentek koncentracidinak meghatdrozasat a 3.3. pontban leirtakkal azonos modon végeztiik,
az annealing hémérsékletet 63 °C-ra, polimerizaci6 idétartamat 25 s értékekre allitottuk. Az
egyes fluoreszcens fehérjék amplifikalasanak templatjaul szolgald plazmidok neveit az 1.
tablazat tiinteti fel.

1. tablazat. A fluoreszcens fehérjék génjeinek amplifikalasahoz szolgalo templatok

Fluoreszcens fehérjék Templatul szolgéld plazmid
CFP pMG1683
ffDronpa Clp-10-NAT-ffDronpa
GFP pMG2120
mCherry pMG2343
mScarlet Clp-10-NAT-mScarlet
mTurquoise2 Clp-10-NAT-mTurquoise2
RFP pMG2162
YFP pMG1416

Az amplikonokat 1x-es TE oldattal (10 mM TRIS, ImM EDTA, pH=7,5) négyszeresére
higitottuk, fél térfogatnyi 30% (m/V) PEGs3s0/30 mM MgClI: oldatot adtunk, 1 percig alaposan
vortex-eltiik, majd 15 percig centrifugaltuk (17.000 x g). A feliiliszot dvatosan eltavolitottuk,
majd a kitilepedett DNS-t 30 pl steril vizben vettiik fel.
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3.4.3. Fluoreszcens fehérjék génjeinek emésztése

A fluoreszcens fehérjék génjeit Clal és Nhel restrikcios endonukleazokkal emésztettiik. A
fragmenteket a 3.4.1. pontban leirtakkal megegyezden gélen vald futtatas utan Viogen Gel
Advanced kit segitségével izolaltuk a gyartd utasitasainak megfeleléen, amelyekbdl higitasi

crcr

sort készitettiink és gélelektroforézissel meghataroztuk azok koncentraciojat.

3.4.4. Ligalas

A ligalas 0sszeallitasanal figyelembe vettiik, hogy a plazmid gerinc:inszert ardny 1 : 3
legyen. A reakcidokban Thermo Fisher Scientific T4 DNS ligdz enzimet, illetve T4 DNS ligaz
puffert hasznaltuk a gyartd utasitasainak megfelelden, vagyis az elsé 1épésben csak a plazmid
gerincet (~20 fmol) és az inszertet (~ 60 fmol) mértiik 6ssze a vizzel, a puffert és az enzimet
késébb adtuk az oldathoz.

A mintakban 1év6 sot dializis membran segitségével tavolitottuk el. Desztillalt viz
feliiletére helyeztiik a membrant, amire a ligalasi elegyet vittiik fel, majd 20 perc letelte utan a

soOtalanitott oldatot atmértiik egy mikrocentrifuga csébe.

3.4.5. E. coli elektroporalas és plazmidok izolalasa

LB tapoldatban egész éjszakan at 37 °C-on novesztett E. coli tenyészetb6l 50x higitast
készitettiink 50 ml végtérfogatit LB oldatban, amelyet 37 °C-on ndvesztettiink 3,5 oran
keresztiil. Ezutan a sejteket haromszor mostuk jéghideg steril desztillalt vizzel (10.000 x g, 10
perc), majd 500 pl jéghideg steril desztillalt vizben vettiik fel 6ket. 100-100 pl desztillalt vizben
felvett baktérium sejthez hozzaadtuk a ligalasi elegyet és 5 percre jégre helyeztiik. Ezt kovetden
jégbe hiitott elektroporator kiivettdba mértiik a szuszpenziot, amelyet fém felszinének szérazra
torlése utdn a sines tartoba helyeztiink, hogy az elektroporator rugos fémlapjai érintkezzenek a
kiivetta fém oldalaival. Az elektroporalas utan 950 pl LB tapoldatot mértiink a sejtekre, majd 1
6ra 37°C-on valo razatas utan a sejteket kanamicinnel kiegészitett LB taptalajra szélesztettiik.

Kis mennyiségii plazmid izolalasahoz (miniprep) "High-Speed Plasmid Mini Kit"-et, nagy
mennyiségii plazmid izolalasdhoz Geneaid Midi Kit-et hasznaltunk a gyartd utasitasainak
megfeleléen. A DNS-t rendre 30, illetve 120 pl steril vizzel elualtuk. Miniprep esetén a tomény
plazmidbol, midiprepek esetében a kétszeres higitasi sor 2.-5. elemébdl 1-1 pl-t emésztettiink
meg Pvull enzimmel 37°C-on 2 6ran at. Az emésztett mintak mindségét és mennyiségét 0,8 %

(m/V) agardz gélen torténd futtatassal hataroztuk meg 3.3. fejezetben leirtak alapjan.
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3.5. dDNS-ek létrehozasa

A PCR-ek soran templatként a pNRVL-FP plazmidok midiprep izolatumainak 300-
500x-6s higitasait hasznaltuk FP_CpNSL dDNA forward és reverse primerekkel. A reakcio
beallitasait a 3.3. pontban leirtakkal azonos médon végeztiik, az annealing homérsékletet 60
°C-ra, polimerizacio id6tartamat 1:30 percre allitottuk.

crer

szerint végeztik.

3.6. A, B és C fragmentek amplifikalasa és izolalasa
3.6.1.1. A és B fragmentek amplifikalasa
Az A és B fragmentek amplifikalasahoz rendre a pTB120 és pTB121 plazmidokat

alkalmaztuk templatként. El6bbihez az AHO1096 - pTB120 UNIVREV utobbihoz
gRNA_CpN5L_120 forward - AHO1097 primer parokat hasznaltuk a PCR soran. A reakcid
beallitasait a 3.3. pontban leirtakkal azonos modon végeztilk a gyartd utasitdsainak
megfeleléen, az annealing és a polimerizacié paramétereiben volt kiilonbség. Az A fragment
esetében ezek rendre 62 °C, 30 sec, illetve 72 °C, 45 sec voltak. A B fragment esetén a reakciod
elso 5 ismétlésében az annealing 60 °C, 20 sec, a polimerizaci6 72 °C, 25 sec, mig a fennmarado
30 ismétlésben a két 1épést 6sszevontuk és 72°C, 50 sec-ra allitottuk be az adott értékeket.

A PCR reakcié utan valamennyi fragmentet a 3.4.2. fejezetben leirtak szerint PEG-es
eljarassal izolaltuk, majd az 50 pl vizben vettiik fel. A mintdkbol 2x-es higitasi sort készitettiink

¢s a koncentracidjukat a 3.3. fejezetben ismertetett modszerrel hatdroztuk meg.

3.6.1.2. C fragment létrehozasa

fragment létrehozasdhoz, amelyekbdl 1-1 pl-t alkalmaztunk reakcionként. A reakcid beéllitasait
a 3.3. pontban leirtakkal azonos modon végeztiik. A reakcid két 1épésben zajlott, az elsé 5
ismétlés (annealing 61 °C) a primerek hozzaadéasa nélkiil ment végbe, mig a fennmarad6 30
ismétlés az AHO1232 és AHOI1237 primerek felhasznéladsaval zajlott (annealing 62 °C,
polimerizacid 1:15 perc).

crer

tortént.

3.7. Cas9 plazmid emésztése
A Cas9 enzimet hordoz6 pTB101-es plazmid ellen6rz6 emésztését ECORI (Thermo Fisher

Scientific) enzimmel, mig transzformalashoz valo elokészitését, a Cas9 fragment kivagasat a
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plazmidbol Pmel (Thermo Fisher Scientific) 37 °C-on torténé egész éjszakan tartd emésztéssel
végeztiikk. Az emésztett mintak ellendrzése agardz gélen, a korabban ismertetett modon tortént.

Az emésztések Osszetétele az alabbi volt:

Ellen6rzd emésztés: Cas9 fragment linearizalésa:

1 ul pTB101 plazmid 50 ul 10x-es kék puffer

2 ul EcoRI puffer 4 pl Pmel

0,2 ul EcoRl 15 ul pTB101 plazmid (~10 pg)

, 431 ul ACCUGENE desztillalt viz
17 pl viz

A minta kicsapasa a pNRVL-N5L plazmid emésztésénél leirtak szerint tortént. Kétszeres

crer

........

allitottuk be steril ACCUGENE desztillalt vizzel.

3.8. Kémiai transzformalas

A kémiai transzformalast Németh és mtsi. altal kidolgozott eljaras szerint végeztiik ®. Az
egyes transzformalasokhoz 2000 fmol C fragment izolatumot, 500 fmol emésztett Cas9
fragmentet, 10 pl egyszali hordozoé DNS-t és 2000 fmol izolalt donor DNS-t hasznaltunk. A
sejteket 100 pg/ml NTC tartalmt YPD csészére szélesztettiik, és 3 napig 30°C-on inkbualtuk.

3.9. Kolénia PCR

A szelekcios taptalajon megjelent telepek ellendrzését PCR-rel végeztiik el Holland és
mtsi. altal leirtak szerint . Az upstream validalas soran a CpN5L_Up_Chk_FOR -
SCURA3_Ter_Chk_REV, a downstream validalas soran a CaTDH3 Do _Chk _FOR -
CpN5L_Do_Chk_REV primerparokat alkalmaztuk. A reakcié paramétereit a 3.3. pontban
leirtakkal megegyez6 modon végeztiik, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az annealing
homérséklet 58 °C, polimerizacio idétartama 1 perc volt. A reakcio lejarta utan a termékeket a

3.3. pontban feltiintetett modon 0,8%-o0s (m/V) agardz gélen futtattuk meg.

3.10. A transzformacios kazetta eltavolitasa

crer

YPD csészéken felnétt telepekbdl leoltottunk 200 pl 2% (m/v) maltdz tartalmit YNB oldatba,

amelyeket egész ¢éjszakan at razattunk 30 °C-on. Masnap a sejtkoncentraciot Biirker-kamra
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segitségével hataroztuk meg, majd 2000 sejt/ml-es higitast készitettiink steril desztillalt vizben,

cyey

3.11. Genomi DNS izolalas
A kazettat mar nem tartalmazo telepek genomi DNS izolalasat Horvath és mtsi. altal leirtak
szerint végeztiik 8. A koncentracié és az integritas ellendrzésére a mintakbol 1 pl-t futtatunk

meg a 3.3. pontban leirtakkal megegyezé modon.

3.12. A dDNS célzott beépiilésénék validalasa

3.12.1. DNS izolatumok up-, downstream, illetve a teljes szakasz validalasa

A modositds upstream ¢és downstream végeinek validdlasa a 3.9. fejezetben leirtak
szerint  tortént. A  teljes szakasz validaciojahoz a CpNSL Up Chk FOR -
CpN5L_Do_Chk_REV primerpart alkalmaztuk a reakci6é soran az annealing hémérséklet 60

°C-ra, a polimerizacié idétartamat 3 percre allitottuk.

3.12.2. Southern blot

A dDNS célzott beépiilését Southern blot eljarassal is alatamasztottuk, amit Horvath és
mtsi. altal leirtak szerint végeztiink el 8. Az eljarasban mindharom vad tipusa (C. parapsilosis
CLIB214, CDC317 és GAI) torzset, illetve a torzsek fluoreszcensen jelolt mutdnsait vizsgaltuk,
specifikus proba létrehozasahoz Digoxigenin 11-dUTP-t hasznaltunk gyartd utasitasainak
megfeleléen, valamint a CpNSL Up FOR és CpN5SL Up REV primereket. Az emésztési
reakcio soran ~30 ug genomi DNS-t emésztettiink Xhol restrikciés endonukleazzal. A DNS-t
masnap reggel csaptuk ki a pNRVL-NS5L emésztésnél leirtak szerint. A mintainkat Roche DIG-
labeled Molecular weight marker VII mellett futtattuk.

3.13. Novekedési kinetika

A vad tipust és mutans torzseket steril YPD-be oltottuk le, és 30 °C-on razattuk ket egy
napig, majd a sejtszuszpenziobol 1 pl-t adtunk 2 ml friss YPD tapoldathoz és azonos
koriilmények kozott masnap reggelig neveltiik a sejteket. A sejteket Osszegyiijtottiik, majd
kétszer mostuk steril desztillalt vizzel (2400 x g, 5 perc) A sejtszuszpenziokbol steril desztillalt
vizzel 100x higitast készitettiink és 600nm-en optikai denzitdst mértiink, ami alapjan
ODs00=0,015 koncentraciot allitottunk be egy 96 mintahelyes sejttenyészté edényben. Minden
mintat 3-3 parhuzamosban mértiink le. Kontrollként sterii YPD és DMEM tapoldatot
hasznaltunk. 30 percenként mértilk a mintak optikai denzitasat 600nm-en 48 o6ran keresztiil

BioTek Synergy HTX multi-mode reader mikrotiterlap ovlasoval.
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3.14. Mikroszképos vizsgalatok és makrofagokkal valo asszociacio

A validélt transzformansokat a 3.13. Novekedési kinetika pontban leirtak szerint
novesztettiik fel és mostuk, végiil 100 ul steril desztillalt vizben vettiik fel. A felvételeket Leica
Stellaris konfokalis mikroszkdp segitségével készitettiink.

A fertézéses kisérletekhez a tenyésztéedényhez letapado egér J774.2 makrofag sejtvonal
sejtjeit hasznaltuk. A folyékony nitrogénben tarolt sejteket 37 °C -os vizfiirdében olvasztottuk
ki, majd {lepitettiik (30 X g, 5 perc). A feliilusz6 eltavolitdsa utan a kiiilepedett sejteket a
makrofagok fenntartasahoz és a Kkisérletekhez is hasznalt DMEM tapoldat 1 ml-ében
szuszpendaltuk fel, majd pipettaztuk 7 ml friss tapoldathoz. A kisérletig a sejteket sejttenyésztd
csészékben tartottuk fenn és 37 °C hémérsékleten, 100%-os relativ paratartalom, valamint 5%-
0s (V/V) CO2 mennyiség jelenlétében. A sejtek frissitését 2 naponta végeztiik el. A fertézéses
kisérlet soran IBIDI p-Slide 8 Well ibiTreat 8 mintahelyes sejttenyészté targylemezt
hasznaltunk. A makrofagokat Osszegyljtottiik, és szamukat Biirker-kamra segitségével
hataroztuk meg. A targylemez mintahelyébe 1,5x10° J774.2 makrofag sejtet pipettaztunk 200
ul DMEM tapoldattal. A fluoreszcens fehérjéket expresszald gomba sejtek koncentracidjanak
meghatarozasahoz szintén Biirker-kamrat hasznaltunk, a megfelelé koncentraciokat DMEM
oldattal allitottuk be. A gomba sejteket a J774-ek kimérését kovetéen hat oraval késébb,
torzsenként 3x-os mennyiségben adtuk a makrofagokhoz (4,5x10°), igy a kisérletben 1:9
aranyban alkalmaztuk a makrofag és gomba sejteket. Masfél ora inkubaciot kovetben a
feliiluszot eltavolitottuk, és a sejteket Ovatosan mostuk 1x-es PBS-sel 6tszor, majd a mintakat
Leica Stallaris konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk. Az eredmények két fliggetlen
fertdzéses kisérlet két statisztikai parhuzamosabdl szarmaznak.

A felvételeken kijeldltiink 10 darab 250 um x 250 pum-es négyzetet, ezekben a
négyzetekben megszamoltuk a makrofagok, illetve a makrofagokkal asszocialt gombak szamat.
Asszociacios indexet szamoltunk kiilon-kiilon az egyes C. parapsilosis torzsekre az alabbi

képlet alapjan:

makrofagokkal asszocidlt gombak szdma

Asszociacios index = - — - —
gombaval asszocialt makrofagok szama
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Munkankkal szerettiik volna kiakndzni a CRISPR/Cas9 eljarasban rejlo lehetdségeket, és
kidolgozni egy olyan eszkodzrendszert, amelynek segitségével barmilyen C. parapsilosis
izolatum gyorsan ¢€s hatékonyan jelolheto tobbféle fluoreszcens fehérjével. Ennek megfeleléen
a Cas9 az integracio helyéiil szolgaldé C. parapsilosis NEUT5L (CpNS5L) régioban hoz 1étre
kettdsszala torést. Errdl a régiordl laboratdériumunk kordbbi vizsgalatai megallapitottak, hogy
modositdsa nem valtoztatja meg a gomba alapvetd fiziologiai sajatossagait, ezért idedlis
expresszios konstrukciok elhelyezésére 8. Masrészt 1étrehoztunk egy plazmid szettet, amely a
C. parapsilosis-szal kompatibilis regulator szekvenciakat tartalmazza. Ezek a tetsz6leges (z61d,
kék, piros, sarga) fluoreszcens fényt emittald fehérjék génjeinek expresszidjat szabalyozzak.
Err6l a plazmidrol PCR segitségével amplifikidlhaté az expresszios konstrukcio, amely
célzottan a C. parapsilosis CpNSL lokuszaba épiilhet be. A laboratoriumunkban alkalmazott
rendszer egyesiti a Nguyen és munkatarsai altal C. albicans-ra kidolgozott modularis
CRISPR/Cas9 eljaras egyszerliségét, a Lombardi és kollégai altal C. parapsilosis-ra
kifejlesztett rendszer altal alkalmazott expressziés komponensekkel és az sgRNS-t védo

szekvenciakkal (1. abra).

CpHIS1 sgRNS || sgRNS | HDV
up IPCF’TEF1 --’PCPGAPD"3||CptRNSAM|TARGET Scaffold ribozim

1. Abra: Az altalunk alkalmazott C. parapsilsosis-szal kompatibilis modularis
CRISPR/Cas9 rendszer integrativ kazettajanak sematikus képe. A target
szekvencian kiviil (C. albicans HIS1 helyett C. parapsilosis HIS1, fehér feliratok)
a regulator elemek (piros feliratok) is moddositason estek at és sgRNS védo
szekvenciak is alkalmazasra kertiltek (kék feliratok).

Az in vivo 6sszeéplil6 kazetta igy a C. parapsilosis HIS1 l6kuszba épiil be, ahol a Cas9
expressziojat a CpTEF1 gén endogén promotere és terminatora szabalyozza, mig a sgRNS
kifejez6déséért a C. parapsilosis GAPDH3 promotere és terminatora felelds. A sgRNS
stabilitasanak novelése céljabol a naszcens sgRNS 5° végét a C. parapsilosis alanin szallitasaért
felelés tRNS-e, 3 végét pedig a hepatitisz delta virus ribozim szekvencigja védi. A tRNSAA
endogén RN-4zok, a ribozim sajat katalitikus aktivitidsanak kovetkezményeként hasad le a
szintézist kovetden. A kazetta eltdvolitisat az FRT régiok mentén a maltdéz promoter

szabalyozasa alatt allo flipaz katalizalja.
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4.1. A donor DNS-ek és az azokat hordozé plazmidok létrehozasa

Laboratoriumunk altal korabban Iétrehozott két plazmidot (pN-N5L és pCpOE-GFP-NAT-
N5L) rendre EcoRV/Sall és EcoRV/Xhol restikcids endonukleazokkal emésztettiik. Ezzel
linearizaltuk a fogaddé pN-N5L plazmidot, amely kompatibilis a pCpOE-GFP-NAT-N5L
plazmidrol kihasitott EVORV/Xhol végekkel rendelkez6 Promoter-GFP-Terminator inszerttel.
A plazmid gerinc és az inszert Osszeépitésével hoztuk 1étre a pNRVL-N5L-GFP plazmidot
(2.4bra).

3123) EcoRV Sall (4)

PNRVL-NSL PNRVL-N5L-GFP
3137 bp 5067 bp

ClaI (1015 XhoI (1857)

10007 1500'
PCaTDH3

2. Abra: A dDNS-eket kédolo plazmid, és a léterhozasahoz sziikséges szekvencia
elemek. Az ,,A” panel az EcoRV/Sall emésztett pPNRVL-N5L plazmid (1) és az
EcoRV/Xhol emésztett promoéter-GFP-terminator fragment (2) valamint az ezek
ligalasaval 1étrejott pNRVL-N5L-GFP plazmid emésztési képe (3) lathato. A tovabbi
paneleken a pNRVL-N5L (,,B”) a P-GFP-T fragment (,,C”) és a pNRVL-N5L-GFP
("D”) plazmid sematikus abraja lathato. M: marker 250. 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp.

Ez a plazmid a homolog rekombindcidhoz sziikséges up- és downstream szekvencidk
kozott hordozza a C. albicans TDH3 promotere és a Saccharomyces cerevisiae URA3
termindtora koz¢ illesztett GFP ORF-et. A fluoreszcens fehérjék génjeit kodold plazmidokhoz
kiilfoldi laboratériumok jovoltabol jutottunk 899 A kodon optimalizalt géneket hordozé
plazmidokat E. coli-ba transzformaltuk, majd izolaltuk. Ezeket a plazmidokat hasznaltuk
templatként, hogy a fluoreszcens fehérjéket kodold géneket a C. parapsilosis-szal kompatibilis
expresszios konstrukcioba klonozzuk. Az amplifikdcié sordn a termékek 5’ és 3’ végére rendre

egy-egy Clal és Nhel hely épiilt. A termékeket és a pNRVL-N5L-GFP plazmidot (amely ezen
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enzimek hasitohelyét a GFP ORF 5’ és 3’ végén hordozza) az emlitett enzimekkel emésztettiik,

majd gélrdl izolaltuk vissza (3.abra).

3. Abra: A Clal/Nhel emésztett pNRVL-N5L-GFP plazmid gerinc (A) és az
emlitett enzimekkel emésztett fluoreszcens fehérjék génjének gélképe. B:
mTurquoise2, C: mScarlet, D: YFP, E: CFP, F: mCherry, G: CFP, H: RFP, M: marker
250. 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000

bp.

A fluoreszcens fehérjéket kodolo géneket ligalassal illesztettiik az expressziot szabalyozé
elemek kozé. A 1étrehozott plazmidokon a gének expresszidjat igy a C. albicans TDH3
génjének promotere €s a pékélesztd URA3 génjének termindtora szabdlyozza. A tovabbiakban
ezen plazmidokat hasznaltuk templatként a donor DNS-ek Ilétrehozdsdhoz. A PCR
eredményeként 1étrejové amplikonok a Cas9 altal a cél 1okuszban 1étrehozott torésponttol up-
¢s downstream 1év6 homolog szekvenciakat (N5SL up és down) hordozzak, lehetévé téve a HDR
medialta beépiilést. Az amplifikaciot kovetden a termékeket PEG-es eljarassal izolaltuk, hogy
a primer dimereket eltavolitsuk. Erre azért volt sziikség, mert ezek ugyanigy hordozzak a
rekombinacidhoz sziikséges homoldg szakaszok egy rovid szekvenciajat. Emiatt a kettds szala
torés utan a HDR alapt hibajavitas soran akar ezek is miikodhetnek templatként, és ugyantigy
beépiilhetnek, mint az expresszids konstrukciot hordozd donor DNS. Ennek valosziniisége az
izolalassal jelentdsen csokkenhetd. A kémiai transzformalashoz az izolalt PCR termékeket
hasznaltuk. Ezek integritasat és mennyiségét gélelektroforézis segitségével hataroztuk meg (4.

abra).
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4. Abra: A fluoreszcens fehérjéket kodolé géneket hordozé donor DNS-ek
gélképe. Az amplikonok a fluoreszcens fehérjéket kodold géneket tartalmazzak a
megfeleld regulatoros szekvencidk szabalyozasa ald helyezve. A konstrukcié a két
végén a rekombinaciohoz sziikséges homolog karokat hordozza. A: CFP, B: ffDronpa,
C: GFP, D: mCherry, E: mScarlet, F: mTurquoise2, G: RFP, H: YFP, M: marker 250.
500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp.

4.2. A CRISPR/Cas9 komponenseinek eléallitasa transzformalashoz

Az altalunk alkalmazott rendszerben a transzformalast (a donor DNS-en kiviil) tovabbi két
fragmenttel kell elvégezni. Ezek egyike a plazmid emésztéssel eldallithatd Cas9 fragment,
valamint az ,,A” és ,,B” fragment felhasznalasaval fizios PCR segitségével létrehozhato ,,C”
fragment, amelyek a sejtben egymadssal rekombinalodva épiilnek Ossze. E16bbi az univerzalis
pTB101 plazmid Pmel enzimmel torténd emésztésével hozhato 1étre. A keletkez6 két fragment
koziil az egyik a (gomba transzformalds szempontjabol 1ényegtelen) bakteridlis szelekcids
markert és a replikacios origdt hordozza, a masik pedig a CRISPR/Cas9 rendszer miikodéséhez
sziikséges elemeket. Hogy rendelkezésilinkre alljon a munkankhoz sziikséges mennyiségii
fragment a pTB101 plazmidot hordozo E. coli térzsbél nagy mennyiségii plazmidot izolaltunk,
¢s elvégeztiik annak Pmel emésztését. A pTB101 ellendrzé emésztésének és a Cas9 fragment

kiemésztésének eredményét a 5. dbra mutatja be.
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A (11 544) EcoRI B ECORI M PmeI

EcoRI (786)

10000 bp
C—

EcoRI
(9636)

3000 bp
& —

pTB101
11 562 bp

EcoRI
(8458) Ecoit 1000 bp
(3301) S—

EcoRI (4613)
(4677)

crer

a Cas9 expressziojat biztosit6 CpTEF1 promotert, a kodon optimalizalt Cas9-t kodolo
gént, a C. parapsilosis TEF1 génjének terminatorat, egy maltdz promoter szabalyozasa
alatt all6 FLP gént, valamint a szelekcids marker upstream felét (NTC 1/2). M: marker
250. 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000

bp

A ,,C” fragment egy univerzalis ,,A” fragment ¢s egy specifikus ,,B” fragmentbdl fiizhetd
Ossze. Az ,,A” fragment tehat mindig valtozatlan, a szelekciés marker downstream felét
hordozza (NTC 2/2), valamint a CpGAPDH3 prométerét és a C. parapsilosis tRNAAMA
szekvencigjat. A ,,B” fragmentet kodold plazmid tartalmazza a sgRNS szerkezeti részét,
amelyet egy HDV ribozim kdvet, majd a CpGAPDH3 terminatorat egy FRT régiot végil a
target 10kuszt, azaz a CpHIS1 gén downstream részét. A ,,B” fragment létrehozasa soran
alkalmazott forward primer 3’ vége az sgRNS szerkezeti részére specifikus, a primer kdzépso
része hordozza a hasités helyét kijel616 20 nukleotid hosszsagu target szekvenciat, ezzel tehetd
specifikussa a gombaban kifejez6d6 sgRNS. A primer 5° vége pedig az ,,A” fragment
downstream részével (a CptRNAAM 3 szekvencisjaval) megegyezd nukleotidsorrendd. A
keletkezd termék igy flzionaltathatd az univerzalis ,,A” fragmenttel, és a létrejovo ,,C”
fragmenten a sgRNS a C. parapsilosis GAPDH3 prométerének és terminatoranak szabalyozasa
ala keriil oly modon, hogy az 4tir6dé sgRNS-t a CptRNSAA és a HDV ribozim szekvenciai

crer

transzformalds sordn a Cas9 fragment és dDNS mellett.
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A fragment - 1478 bp B fragment - 825 bp

6. Abra: A transzformalashoz hasznalt ,,A” és ,,B” fragmentek felépitése. Az ,,A”

(,LA” panel), ,,B” (”B” panel) és ,,C” (”C” panel) fragmentek semitikus felépitése

valamint a fragmenteket abarzolo gélfoto (,,D”’). M: marker 250, 500, 750, 1000, 1500,

2000, 2500 és 3000 bp
4.3. Fluoreszcensen jelolt gombak létrehozasa és ellendrzése

Az éltalunk alkalmazott eljaras soran csak akkor johetnek létre rezisztens telepek, ha a

Cas9 fragment és a ,,C” fragment kozott végbemegy az in vivo rekombinacio, és eldall a
funkcionalis rezisztencia gén. Az igy 1étrejott kazetta a CpHIS1 lokuszba integralodik, ahonnan

kifejezddhetnek a rendszer komponensei.

¢

CTCTCGCTCCACTTCGGTCCAGG

A WTallé M
A XTHO NSLUp N5LDo

~

\

dDNS

* OEaliél
7. Abra: A dDNS CpNEUTS5L régioba torténé integraciojanak sematikus abraja.

A C. parapsilosis NEUTS5L lokuszaval (,,A”) megegyez6 szekvenciak foglalnak helyet
a dDNS-ként hasznalt expresszios konstrukcid két végén (,,B”), amely a homolog
rekombinaci6 alapja. A kék mezdben a CpNEUTSL célrégidoban kivalasztott sgRNS
target (fekete) és PAM szekvenciat (piros) tiintettiik fel ("A”). A fekete nyil a kettds
szalu torés helyét jelzi. A”C” panel a régioba integralddott konstrukcidt abrazolja.
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Ennek moddja, hogy a rendszer komponenseinek kifejezddését kovetden a SQRNS a
CpNEUTSL régioba irdnyitja a Cas9 endonukledzt és a meghatdrozott ponton (a PAM
szekvenciatol upstream 1évo 3. és 4. nukleotid kdzott) kettds szalu torést hoz 1étre a DNS-en. A
kettds szalu torés kovetkeztében és megfeleld homoldg szakaszokkal rendelkezé dDNS
jelenlétében a hiba homolog rekombinacioval javitodhat, igy a transzformaléds eredményeként

a fluoreszcens fehérjét kodolo expresszids kazetta beépiilhet a CpNEUTSL régioba. (7.4bra).

A megjelend rezisztens telepekbél DNS-t izolaltunk, és kolonia PCR segitségével
ellendriztiik az integraciot. A konstrukcidé CpNEUTSL régioba valo helyes beépiilését up- (A)
¢s downstream (B) validaléssal, illetve a teljes szakasz (C) validalasaval végeztiik. Ennek

sémajat a 8. dbra mutatja be.

A C-1129 bp

—

WT allél
N5SL Up N5SL Do

C-2935-2994 bp

A-815bp B - 643 bp
B
crpOE ffDronpaOE CLIB214 vad tipus  Negativ kontroll
A B C A B C M A B C A B C

8. Abra: A dDNS CpNEUTSL régiéba valé célzott beépiilés validalasanak
sematikus abraja (”A”) és a termékeket bemutaté gélfoté (”B”). Az integracio
helyességét up- €s downstream régiodkat, illetve a teljes 16kuszt érintd primerparokkal
ellendriztiik.

Az A és B reakciokban alkalmazott primerparok egyik tagja csak a genomra, mig masik
tagja csak a beépiilt konstrukcidra specifikusak. Ennek megfeleléen terméket csak akkor
eredményezhetnek, ha egy templatra képesek kotddni, vagyis a donor DNS beépiilt a cél
lokuszba. Az ellendérzés soran a vad tipusu C. parapsilosis CLIB214 torzset is felhasznaltuk
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kontrollként, a reakcid negativ kontrolljaként templat mentes kondiciot alkalmaztunk. Mivel a
sziildi torzs nem rendelkezik az expresszios konstrukcioval, ezért ezek a reakciok nem adnak
terméket. A C reakcidban csak a genomra specifikus primereket hasznaltuk, ebben az esetben
mind a mutans, mint a szil6i torzs eredményez terméket, ugyanakkor a méretiilk a homolog
szakaszok kozotti régioéval megegyez6 mértékben kiilonbozik, utalva az integraciora. A 8/B.
panel reprezentativ abraja a CFP-t és ffDronpa-t hordoz6 torzs felhasznalasaval késziilt. Mivel
a mutéans torzsekben ez a reakciod csak a nagy méretl (tehat az integracidra utald) terméket
eredményezte (a vad tipusra jellemz0é méretiit nem), ezért a vizsgalt térzsek homozigotak,
vagyis a konstrukciot két kopidban hordozzak. Tekintettel arra, hogy az alkalmazott primerek
nem a FP-ket kodol6 génekre, hanem a konstrukci6 konstans elemeire (promoter €s terminator)
specifikusak, ezért ezek a primerek barmilyen expresszios konstrukci6 validalasara alkalmasak.
A negativ kontrol mintdkban egy esetben sem kaptunk terméket. A PCR validalast kovetden a
kolonidkat maltéz tartalmu tapoldatba oltottuk le, hogy indukaljuk a Flp kifejez6dését, majd
masnap a szuszpenziobol 2ug/ml NTC tartalmu YPD csészére szélesztettiink, amely lehetdveé
teszi a szenzitiv sejtek novekedését is, igy a két nap inkubaciot kovetden megjelend telepek
telepatmérdjiik alapjan két csoportba voltak elkiilonithet6k. A nagy telepek jelentették a
rezisztens klonokat, amelyekben nem kovetkezett be a kazetta kihasadasa, mig a lassabban
oszt6do, tehat kisebb telepeket formald sejtek elvesztették a szelekciés markert. A
CRISPR/Cas9 rendszer elemeinek elvesztését igazolandd, a potencialis szenzitiv telepek koziil
négyet gyljtottiink le, majd ezeket YPD és 100 pg/ml NTC tartalmti YPD csészére is felvittiik.
A valoddi szenzitiv sejtek kizarolag NTC mentes taptalajon voltak képesek novekedni. A NTC
szenzitivitas utal a kazetta elvesztésére, ezaltal az igy létrehozott torzs a fenti rendszerrel
ismételten modosithato.

Ezeket a szenzitiv kldbnokat Southern-blot eljarassal is leellendriztiik az esetleges ektopikus
integraciok kizarasa érdekében (9. abra). Ezt az ellenérzo 1€pést azért a kazetta eltavolitasa utan
végeztiik el, mert fontosnak tartottuk a Cas9 mieldbbi eltavolitdsat a genombdl, az esetleges
off-target hatds minimalizalasa érdekében. A hibridizaciohoz a NEUT5L upstream homolog
kar szekvencigjat jeloltik Digoxigenin-11-dUTP felhasznalasaval végzett PCR soran.
Kontrollként minden esetben a sziiléi torzset hasznaltuk. Az alkalmazott Xhol enzimmel
torténd emésztés a vad tipusu torzs esetében egy 6755 bp-os fragmentet eredményez, mig a
mutans torzsekbOl szarmazd jel esetén a beépiilt konstrukcid6 méretével nagyobb
mérettartomanyba (8578-8620 bp) esé jelet varunk A mutansok esetében azért nem egyféle
méretli a varhatd fragment, mert minimalis kiilonbség adodik az alkalmazott ORF-ek mérete

kozott. Minden génre nézve tudtunk azonositani megfeleléen integralodott torzseket vagyis
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CLIB214 hattéren 6sszesen nyolc (CFP, ffDronpa, GFP, mCherry, mScarlet, mTurquoise2,
RFP és YFP) mutanst hoztunk létre.

A B &
X N ¥ X [5%
Q Q o O .8
» & . A 8 & .
8578-8620 bp FF S HFF S
"- FLFTLEFTIFTELESL
Xhol Xhol “.‘ M (@) (@) Q C.’ Q\ s $ S
OE allél MI T .Ln
PROBA i
6755 bp
Xhol Nhol
WT allél ! !
PROBA

9. Abra. A CLIB214 hattéren létrehozott torzsek Southern blot stratégiajanak

vazlata (”A”) és eredménye (”B”). DIG-jelolt probaként a N5L régio upstream

régidjat alkalmaztuk. M: marker: 8576, 7427, 6016, 4899, 3639 bp
4.4. Fluoreszcens fehérjéket expresszalé6 gombak vizsgalata

Annak megallapitasara, hogy a térzsek valoban ki is fejezik-e a fluoreszcens fehérjéket, a

transzforménsokat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk meg. Megtfigyeléseink alapjan a RFP
¢s CFP intenzitasa igen alacsony, alig volt magasabb, mint a hattér, igy ezek tovabbi hasznalatat
elvetettiik. A fennmarado hat fehérjébol harom olyat (mScarlet, mTurquoise2, YFP) tudtunk
kivalasztani, amelyek egyszerre is alkalmazhatok, anélkiil, hogy az egyes csatornak atfednének
(10. &bra).

10. Abra. A CLIB214 vad tipusi és harom, kiilonb6z6 FP-t expresszal torzsének
fluoreszcens mikroszkopos felvétele. Kék: mTurquoise2, zold: YFP és piros:
mScarlet. Az ,,A” panel a hagyomanyos fénymikroszképos -, a ,,B” az cian, a ,,C” a
z6ld, a ,,D” a piros csatornaban késziilt képeket abrazolja, az ,,E” a harom felvétel
egymasra vetitett képét mutatja.
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A létrehozott mutans torzsek osztodasi képességének vizsgalatahoz novekedési tesztet
végeztiink, a torzsek ndvekedését a vad tipus ndvekedésével hasonlitottuk dssze 37 °C-on.
Vizsgalatunk soran a sejtszuszpenziok optikai denzitasat mértiik 600nm-en 30 percenként 48
oran keresztiil. A méréseket egymastol fiiggetleniil haromszor végeztiik el. A CLIB214 vad

tipusu ¢és kivalasztott mutans torzseinek novekedési litemét a 11. abra mutatja be.

DMEM CLIB214
1.0-
0.8
=] 0.6
O
a
O 0.4 CLIB 214
g CLIB mScarlet™
0.2 CLIB mTurquoise2®
cLiB YFP%E
0.0 I 1 I 1 1 I I
0 6 12 18 24 30 36 42
Inkubacids idé (h)

11. Abra. CLIB214mTurauise2  C| |B214mScarlet &g CLIB214"FP  torzsek
novekedési iitemének osszehasonlitiasa a vad tipusu CLIB214 sziildi torzsével.
A torzseket 10 % (V/V) héinaktivalt borjiszérumot és 100 unt/ml penicillin-
sztreptomycin oldattal kiegészitett DMEM tapoldatban tenyésztettiik 48 6ran at 37
°C-on, 30 perces mintavételezéssel.

Eredményeink alapjan a mutans torzsek novekedési kinetikaja nem tér el szignifikansan
a sziil6i torzsekétdl. Ezt kovetden tovabbi két C. parapsilosis izolatumban is 1étrehoztuk az
mScarlet-t, mTurquoise2-t és YFP-t expresszalo torzseket, és a CLIB214 torzsnél ismertetett
moddon ellendriztiik a mutansokat, novekedési litemiikben nem tapasztaltunk eltérést a sziil6i

1zolatumokhoz képest.

4.5. Kompeticios kisérlet

Az izolatumok eltérd fluoreszcens fényt emittald fehérjével valod jeldlése lehetdve tette
kompeticids fertdzéses kisérletekben valod egyidejii alkalmazasukat J774.2 egér makrofag
sejtvonal jelenlétében in vitro. Kisérletiinkben a C. parapsilosis CLIB214MmTurauoise2 cpC317YFP
és GA1MSet t5r75eit vizsgaltuk (12. abra). A mikroszkopos felvételek elemzésével
lehetdségilink nyilt meghatarozni, hogy a makrofdgok melyik torzzsel milyen mértékben
asszocialodtak (felvett és a fagocita felszinéhez tapadt gomba). Eredményeinket a 13. 4bra

szemlélteti
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12. Abra. C. parapsilosis CLIB214mTurquoise2 CDC317YFP és GA1™ Searlet t5rzseit
bemutaté mikroszkopos felvétel. Az ,,A” panel a hagyomanyos fénymikroszkopos -
, a,,B” az cian, a ,,C” a zold, a ,,D” a piros csatornaban késziilt képeket abrazolja, az
EE” a harom felvétel egymasra vetitett képét mutatja.

A B Makrofagokkal asszocialt gombasejtek
Asszociacios index szazalékos megoszlasa térzsenként
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13. Abra. C. parapsilosis torzsek J774.2 makrofagokkal valé asszociaciéja. Az ,,A” panel

abrazolja az asszociacios indexet (makrofaggal asszocialt gombak atlagos szama), a ,,B”
panel a makrofagokkal asszocialt gombasejtek szazalékos megoszlasat torzsenként.
Eredményeink alapjan az egyes torzsekre kiilon-kiilon kiszamitott asszociacios index-ben
nem mutatkozott szignifikéans kiilonbség, tehat a makrofdgok ugyanolyan aranyban asszocialtak
mind a CLIB214, mind a CDC317, mind a GA1 jelii torzs sejtjeivel. Ezek értékei rendre 2,25
+ 0,2, 2,27 £ 0,17, és 2,43 + 0,2. A makrofagokkal asszocialt gomba sejtek szazalékos
megoszlasat vizsgalva torzsenként, ahol az 6sszes makrofaggal aszocialt gombasejtet vettiik
100%-nak, €s ezen belill vizsgaltuk az egyes torzsek szazalékos aranyat, azt tapasztaltuk, hogy
a vizsgalt gombatdrzsek koziil a CLIB214 és CDC317 torzsek ezen értékei kozel megegyeznek
egymassal (rendre 29,01% + 1,59%, 29,04% + 1,07%), addig a GA1 torzs sejtjei szignifikansan
nagyobb mértékben fordulnak eld makrofagokhoz kototten (41,94% + 1,19%).
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5. OSSZEFOGLALAS

A Candida fajok altal okozott fertézések eléfordulasi gyakorisaganak novekedésével nd
az 1igény a fajok patogenitasaban szerepet jatszo ~molekularis mechanizmusok
tanulmanyozasara. Genetikai és molekularis vizsgalatokra mar szamos modszer 1étezik, mégis
a CRISPR/Cas9 rendszer bizonyult a legoptimalisabbnak, kikiiszobolve szamos hatranyt,
amellyel a kordbbi moddszerek rendelkeztek. Célunk a CRISPR/Cas9 rendszer nyujtotta
lehetdségek felhasznalasa és egy olyan eszkozrendszer kidolgozasa volt, amelynek segitségével
eltéré C. parapsilosis izolatumok hatékonyan jel6lhetok kiillonb6z6 fluoreszcens fehérjékkel,
valamint a jelolt izolatumok fagocitézis kisérletekben valo vizsgalata in vitro, az izolatumok
kozotti esetleges kiilonbségek feltarasara. Kisérletiinkben sikeresen 1étrehoztunk zold
(ffDronpa, GFP), kék (mTurquoise2, CFP), piros (mScarlet, mCherry) és sarga/zold (YFP)
fluoreszcens fehérjék génjeit tartalmazo plazmidokat, amelyekr6l a kivant gént hordozo
expresszios konstrukcié amplifikalhato és az alkalmazott CRISPR/Cas9 rendszert segitségével
a C. parapsilosis NEUTS5L lokuszaba integralhato.

Az expresszids kazetta sikeres beépiilését PCR és Southern blot eljarassal bizonyitottuk a
kazetta célzott beépiilését, amelynek soran igazolast nyert, hogy az eljarassal létrehozott
mutansok a konstrukcidt két kopidban hordozzdk a megcélzott helyen. Eredményeinket
fluoreszcens mikroszkoppal végzett felvételekkel is alatamasztottuk, amelyek bizonyitjak,
hogy a torzsek valoban kifejezik a fluoreszcens fehérjéket. Meghataroztuk az egymassal
kompatibilisen alkalmazhat6 FP-eket, és tovabbi két klinikai izolatumban tovabbi harom-
harom FP-t expresszald mutanst hoztunk létre. Megallapitottuk, hogy a fenti modositas nem
befolyasolja az izolatumok novekedési ratajat. Laboratoriumunkban a gazda — patogén
kolesonhatas vizsgalataban ezek a torzsek hasznos szolgélatot tesznek, ugyanis az izolatumok
eltérd fluoreszcens fényt emitalld fehérjével valo jeldlése lehetdve tette kompeticios fertdzéses
kisérletekben valo egyidejii alkalmazasuk makrofag sejtvonal jelenlétében, ugyanis igy a
Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a CLIB214, CDC317 és GA1 jelli izolatumok koziil
utobbi szignifikansan nagyobb mértékben fordul elé makrofagokkal asszocialtan. Ezek a
kiilonbségekrdl, amely nagy jelentdséggel rendelkezik a koérokozd patomechanizmusainak

tanulmanyozasaban.
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