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Bevezetés

Az invaziv candidiasis a Candida genusba tartozd gombaék altal okozott stlyos fertézés. A
betegekbdl leggyakrabban izolalt Candida faj a Candida albicans. Egy 2008 és 2011 kozott
végzett tanulmany szerint 2329 klinikai mintabol 885 (38 %) esetben izolaltak C. albicans-t,
de emellett mas Candida fajok - mint a Candida glabrata vagy a Candida parapsilosis - is
kezdenek elterjedni a korhazi fertézéseket okozo korokozok korében. A C. albicans a
normal human mikrobiom tagja. Egészséges emberek 65 %-aban talalhaté meg ez az
opportunista patogén ugy, hogy nem okoz komoly tiineteket. A kdrnyezeti tényezdk
valtozasaval viszont veszélyes patogén gombaként viselkedik. Ismeretes, hogy a legyengiilt
immunrendszerii betegekben (AIDS, autoimmun betegség, immunszupressziv kezelés) a
candidiasis halalos kimenetelli lehet. Magas a fert6zés rizikofaktora a cukorbetegek, rdkos
betegek, terhes nék, valamint idés emberek kozott, tovabba szteroid és antibiotikum terapia
hasznalata esetén. Mivel a jelenleg hasznalt gombadl6 szerekkel szemben egyre gyakoribb a
rezisztencia, sziikségessé valt olyan 10 hatasponti gyodgyszerek és kombindlt terdpidk
kifejlesztése, amelyekkel hatékonyan szallhatunk szembe a C. albicans fertézésekkel. A
manapsag forgalmazott gyogyszerek jelentés része jelatviteli utvonalakat érint, ezért ugy
gondoljuk, hogy a szignaltranszdukcios terapia hatékony lehet a C. albicans elleni
kiizdelemben is. Az egyik leggyakoribb jelatviteli szignal a fehérjék foszforilaltsagi allapota,
amit a protein foszforilacio és defoszforilacié viszonya hataroz meg. Szamos ismert
gyogyszer célpontjai a foszforilacidt végz6 protein kinazok, amelyek mind egy 6si csaladbol
szarmaznak. Emellett igéretes megkdzelités lehet, hogy a defoszforilacidt végzo foszfatazok
csoportjabol valasztunk gyogyszer célpontot. A protein foszfatazok csaladja sokkal
valtozatosabb, evolucidjuk szertedgazd, és tobb gombaspecifikus képviseldjliket is ismerjiik.
Az egyik ilyen gomba specifikus Ser/Thr foszfatdz a protein foszfatdz Z1, amelyet elséként
a Saccharomyces cerevisiae modellszervezetben irtak le. A C. albicans-ban egyetlen protein
foszfatdz Z gén talalhat6, amit CaPPZl-nek neveztek el, és kimutattak, hogy szamos
fiziologias folyamatban jatszik szerepet. Azt javasoljuk, hogy a gén terméke, a CaPpzl
protein megfeleld antifungalis gydgyszer-célpont lehet a kdvetkezé meggondolasok alapjan:
Ismeretes, hogy a CaPpzl gomba specifikus foszfatdz szerepet jatszik a fertdz6képesség
kialakitasdban. A CaPPZ1l gén delécidja nem pusztitja el a gombat, de lassitja annak
kitapadasat és az azt kovetd ¢leszté-hifa atalakulast. Tehat a foszfataz gatlasa képes
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blokkolni az invaziv hifa forma fejldését, ami Gsszefiiggésben all a virulenciaval. Ugy
tinik, hogy a C. albicans képes kompenzalni a foszfataz hianyat, igy a foszfataz gatlasa csak
viszonylag enyhe kovetkezményekkel jarna, ezért gy gondoljuk, hogy a jelentdsebb hatas
kivaltasara sziikség van egy masik jelatviteli utvonal megzavarasara is. Miutan korabban
kimutattak a CaPpzl szerepét az oxidativ stressz valaszban, azt javasoljuk, hogy a foszfataz
gatlasat enyhe oxidativ kezeléssel kombinalva egy specifikus antifungalis kezelést lehetne
kifejleszteni.

A CaPpzl fiziologias gatloszere a CaCab3 fehérje, ami nagy mérete és tobbiranyu funkcidja
miatt nem tekinthet6 optimalis gyogyszer-alapanyagnak. Ismeretes azonban, hogy a fehérje
konzervalt C-terminalis doménjében talalhato két CaPpzl specifikus szerkezeti elem (az L1-
csavarulat, és a specifikus C-terminalis hélix); valamint a foszfataz egyedi N-terminalis
doménje szabalyozo funkcioval rendelkezik. Tehat a CaPpzl specifikus C- és N-terminalis
szerkezeti elemei lehetdvé teszik kis molekulatomegii CaPpzl specifikus inhibitorok
tervezeéseét.

A fenti érvek alapjan indokolt a CaPpz] foszfataz miikddésének és szabalyozasanak tovabbi
kutatdsa. Mivel a korabbi célzott vizsgéalatok a klasszikus éleszté modellel, a S. cerevisiae-
vel végzett kisérletek logikajat kovették, elképzelhetd, hogy a C. albicans fonalas gombanak
éppen a fert6z6képességgel kapcsolatos funkcidi nem keriiltek felszinre. Ezért munkam
sordn hipotézismentes, globalis proteomikai és transzriptomikai megkozelitéseket
alkalmaztam a foszfatdz 0j célpontjainak megismerésére, valamint eddig még nem ismert
funkcidinak felkutatasara. Kiemelt témam volt a CaPPZ1 gén hidnya és az oxidativ stressz

kombindacidjanak egylittes vizsgalata.



Célkitiuzések

F6 célunk a gomba specifikus CaPpzl foszfatdz 0j funkcidinak feltarasa volt normal,
valamint tercier-butil-hidroperoxid (tBOOH) kezeléssel kivaltott oxidativ stressz
koriilmények kozott. Ezt globalis proteomikai és transzkriptomikai megkdzelitésben
kivantuk vizsgalni. A kisérletekhez rendelkezésiinkre alt a cappzl foszfataz hianyos mutans
(KO) torzs, valamint a QMY23 kontroll (WT) torzs.

El6szor szerettiik volna a mutdcido hosszii tava hatdsat, vagyis a gomba adaptacios
mechanizmusait megismerni. Ezt foszfoproteomikai és proteomikai vizsgalatokkal kivantuk
megvaldsitani, amit egy RT-qPCR alapt transzkriptomikai vizsgalattal kivantunk
kiegésziteni. Az esetlegesen azonositott, eddig még le nem irt 4j fiziologids funkcio(k)
relevancijat kisérletesen is szerettiik volna alatdmasztani.

Masodszor meg kivantuk vizsgalni a vad és KO mutans C. albicans toérzsek reagalasat egy
gyors oxidativ stressz kezelésre. Olyan kisérleti rendszert kivantunk létrehozni, ami
lehet6séget nyujt a foszfatdz hidnyanak, az oxidativ kezelésnek, valamint a kettd
kombinacidjanak Osszehasonlitd elemzésére. Ehhez be kellett allitanunk az optimalis
tenyésztési és kezelési koriilményeket, amelyek mar kimutathato hatassal vannak a gombaéra,
de nem okoznak drasztikus valtozast a sejtek novekedésében, életképességében,
szempontbol, szerettilk volna megismerni mind a két torzs fiziologias viselkedését oxidativ
stressz korlilmények kozott. Az oxidativ stressz hatdsossagat oxidativ enzimek aktivitdsanak
és a sejtek glutation tartalmanak mérésével kivantuk alatamasztani. A fiziologias kisérletek
beallitasat €s az optimalizalast kovetéen két fliggetlen modszerrel kivantuk a
transzkriptomikai vizsgalatokat elvégezni. Elbkisérletként egy DNS chip hibridizacios
vizsgalatot terveztiink, amit egy uj-generacios RNS szekvenalason alapulo f6 kisérlet kovet.
Az igy kapott eredményeket RT-qPCR modszerrel kivantuk alatamasztani.

Mindezen vizsgalatoktdl azt vartuk, hogy a CaPpzl foszfataz ujabb funkcidit ismerhetjiik
fel. A globalis vizsgalatok 10j adatokat szolgaltathatnak a foszfataz hidnya és az oxidativ
stressz kozotti kolesonhatasra. Abban reménykedtiink, hogy eredményeink hozzajarulhatnak
egy specifikus CaPpzl gatlas és egy enyhe oxidativ stressz kombinalasan alapuld 1j

gombaellenes kezelés kidolgozasra.



Anyagok és modszerek

C. albicans sejtek tenyésztése

A kisérletek soran a cappzl foszfatdz hianyos mutans (KO) torzset, valamint a QMY23
kontroll (WT) torzset hasznaltuk. A tenyésztés soran a két nap alatt YPD taptalajon, 37 °C-
on felndvesztett telepekbdl kis kulturakat készitettiink. Az igy felndtt tenyészetekbdl friss
nagy kultirdkat hoztunk létre, amiket azonos optikai denzitds értékre allitottunk be. A
proteomikai vizsgalatokhoz a kultirdkat majdnem log fazis eléréséig tenyésztettiik. A
transzkriptomikai vizsgalatokhoz a kezelés 1 orat vett igénybe, a sejteket tBOOH-val

kezeltiik, melynek végkoncentracidja 0,4 mM volt.

Biofilm képzédés vizsgalata

Az in vitro biofilm képzést kétféle tapoldatban vizsgaltuk, egyrészt a szokasos hidrogén-
karbonatmentes RPMI-1640-ben, masrészt pedig a szelektivebb Spider médiumban.
Meghataroztuk a szaraz biofilm tomeget, valamint a planktonikus/nem kotédott sejtek
tomegét, tovabba végeztink egy kristalyibolya festés. A tenyészetekr6l mikroszkopos
felvételeket is készitettiink egy Olympus BD40 faziskontraszt mikroszkop és a hozza

rogzitett digitalis kamera segitségével, 40x nagyitasban.

Fizioldgias vizsgalatok

A gombasejtek fiziologias allapotat tobb modszerrel is vizsgaltuk. A tBOOH-val kezelt és
kezeletlen KO és WT tenyészetekbdl a sejteket kiszélesztettik YPD taptalajra és masnap
megvizsgaltuk a sejtek koloniaformald képességét. Az eredményeket CFU/ml-ben adtuk
meg. A sejtek életképességét metilénkék festéssel vizsgaltuk meg és faziskontraszt
mikroszkop (Euromex Holland) alatt tettiik lathatova. A sejtek vitalitasat a Fungalight™
CFDA, AM/Propidium Iodide Yeast Vitality Kit segitségével vizsgaltuk meg. A sejteket
Leica SP8 konfokalis mikroszkop alatt vizsgaltuk. A mikroszkopos képek kiértékelését

Novocyte 3000 aramlasi citométerrel (Acea Biosciences, Inc.) vizsgaltuk.



Enzimaktivitas mérések és glutation koncentriciok meghatirozasa

Az enzimaktivitds mérésekhez mechanikai roncsolassal tartuk fel a C. albicans mintékat. A
fehérjetartalmat Bradford-modszerrel hataroztuk meg. A katalaz, szuperoxid dizmutaz,
glutation reduktdz és peroxiddz enzimaktivitdis méréseket fotometrias modszerekkel
végeztik. A mintdk glutation tartalmdnak meghatirozasa soran a sejteket 5 %-0s
szulfoszalicilsavban vettiik fel. Az oxidalt (GSSG) és redukalt (GSH) glutation

koncentraciokat glutation reduktaz-DTNB modszer segitségével mértiik le.

Kétdimenzios elektroforézis és tomegspektrometria

A proteomikai vizsgalatokhoz a KO és WT sejtekbdl fehérjét preparaltunk. A mintdk
fehérjetartalmat Bradford-reagenssel ellendriztiik. A kapott mintakat Ready-Prep 2D
CleanUp Kit (Bio-Rad) segitségével tisztitottuk, majd azonnal felhasznaltuk a kétdimenzios
(2D) elektroforézishez. 3 bioldgiai parhuzamost, vagyis 3 KO és 3 WT mintat vizsgaltunk.
Az elsé dimenzido az izoelektromos fokuszalas volt, amihez IPG (pH 4-7) csikokat
hasznaltunk. A masodik dimenzios elvalasztast 12 %-0s SDS-poliakrilamid gélekben
elektroforézissel végeztiikk. A géleket eldszor ProQ Diamond festékkel festettiik, ezzel tettiik
lathatova a foszfoproteineket. A géleket ezt kovetéen hazilag készitett RuBPS
[Ruthenium(ll) tris(bathophenanthroline disulfonate) tetrasodium salt] fluoreszcens
festékkel is megfestettiik, ami a teljes proteomot detektalja. A géleket Pharox FX Plus
Molecular Imager késziilékkel szkenneltiik.

A gélképeket Delta2D v4.4 (Decodon) szoftverrel analizaltuk. A mintdk kozotti
kiilonbségek tanulmanyozasa harom lépésben tortént: els6ként a ProQ Diamonddal festett
WT ¢és KO géleket analizaltuk, majd a RuBPS-sel festetteket, végezetiii minden foltot
atvetitettiink egy egyesitett gélképre foltkivagas céljabol. Analizalast kovetéen a szoftver
automatikusan kiszamolta a mintak kozotti altalanos normalizalt folttérfogat intenzitas
valtozas értékeit, illetve Student-féle t-teszttel megallapitotta a  kiilonbségek
szignifikanciajat. Azokat a foltokat, amelyek a WT és KO csoportok kozott szignifikans
eltérést (p <0,05) mutattak a normalizalt folttérfogatban, kivagtuk a kevert mintat tartalmazo
gélekb6l és fehérje tartalmukat a kivagott gélben emésztettitk tripszinnel. A gélbél

kidiffundalt triptikus peptideket tartalmazo oldatot leszivtuk és beszaritottuk. A fehérje



azonositast tdomegspektrometriaval végeztiik. A peptideket Easy nLCII (Burker) nanoHPLC
késziilékkel valasztottuk el egymastol. A peptidelegyeket Zorbax 300SB-C18 somentesitd
oszlopra vittiik fel, majd ezt kovetden Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlopon valasztottuk
el. Az analitikai oszloprol elualt peptideket 4000 QTREP (ABSciex) tomegspektrométerrel
vizsgaltuk. Az MS/MS spektrumokat pozitiv ion moédban vettiik fel és az informaciofiiggd
adatgyijt6 modszert (IDA) alkalmaztuk.

A fehérjék azonositasat a ProteinPilot 4.5 szoftver (ABSciex) segitségével végeztiik a kapott
MS/MS spektrumok alapjan. Kérdéses esetekben a szekvencidkat az NCBI nem redundans
protein adatbazisaban a blastp program segitségével ellendriztik. Minden szekvencia

annotalast megerdsitettiink a CGD adatbazisban végzett kétlépéses fiiggetlen adatkereséssel.

RNS izolalas

A C. albicans sejteket liofilizalast kovetéen TriReagensben szuszpendaltuk. Mechanikai
feltards utdn a mintakhoz kloroformot adtunk a fazisok elvalasztasa érdekében, majd

izopropanolt az RNS kicsapasa végett. Az RNS-t nukleazmentes vizben vettiik fel.

RNS szekvenalas

Az RNA-Seq konyvtarakat total RNS-bdl allitottuk eld a ,,TruSeq RNA Sample preparation
Kit” (lllumina) protokollja alapjan. A szekvenalas az Illumina NextSeq500 miiszerrel
tortént. Mintanként hozzavetdlegesen 18-20 millié szekvenciarészletet kaptunk. Ezeket a
read-eket raillesztettiik a referencia genomra (C_albicans_SC5314/ Assembly22 genom
verzio). A genom térképezéshez, valamint az A és B allélok RPKM (Reads Per Kilobase
Million) értékeinek megaddsahoz és a bam fajlok létrehozasahoz a Tophat és Cufflinks
bioinformatikai szoftvereket hasznaltuk. Az egymashoz tartozd6 A és B allélra vonatkozd
RPKM értékeket Gsszevontuk és ezeket hasznaltuk a késobbi (,,downstream”) analizishez,
amelyet az StrandNGS szoftverrel végeztiink. Az adatokat a DESEQI! algoritmussal
normalizaltuk. Az RNS szekvenalas nyers adataibol normalizalast kovetden log,FC (,,fold
change”) értékeket szamoltunk. A szignifikancia megadasdhoz az ANOVA tesztet
alkalmaztuk, amelyet Tukey post hoc teszttel és Benjamini-Hochberg FDR (False Discovery

Rate) teszttel kombinaltunk. A hétérképek (heat map) készitéséhez a Cluster v3.0 és a Java
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TreeView v1.1.6r4 nyilt forraskodu applikaciokat hasznaltuk. A kapott adatokat GO term
analizisnek vetettiik ala, amely soran kiilon vizsgéltuk a feliil- és alulszabalyozott géneket
haromféle megkdzelitésben (funkcio, folyamat, lokalizacio). Csak azokat a géndasulasokat
vettilk értékelhetének, amelyek korrigalt p értéke kisebb volt, mint 0,05. Az RNS
szekvenalast az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. végezte a Debreceni

Egyetem Klinikai Kézpontjaban.

Reverz transzKkripcié és kvantitativ PCR (RT-gPCR)

Minden esetben a teljes RNS preparatumokbol cDNS-t irtunk 4t ugy, hogy az RNS mintakat
eloszor DNaz enzimmel kezeltiik. A kvantitativ PCR soran hasznalt primereket a Primer3
v0.4.0 szoftverrel terveztiik, és az Oligo Analyser v1.0.2 programmal ellendriztiik. A
kvantitativ valos-idejiit PCR-hez a 2x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX (Nucleotest BIO)
Master mixet hasznaltuk. A méréseket a Roche LightCycler® 480 II (Roche) miiszerrel
végeztilk. Az adatokat az ACT1 gén expresszidjdhoz viszonyitottuk. A gének relativ
expresszidjat a vizsgalt mintdkban a AACP modszerrel hataroztuk meg. A p értékeket

Student- féle t-probaval, valamint ANOV A teszttel hataroztuk meg.



Eredmények és kovetkeztetések

A CaPpzl szerepe a proteom és a foszfoproteom vizsgalata alapjan

A foszfoproteomika/proteomika metodikajat arra hasznaltuk fel, hogy feltérképezziik a
CaPpzl hianyanak hosszabb tavii kovetkezményeit a C. albicans-ban. Ezek a vizsgalatok
lehet6vé tették, hogy olyan adaptacios mechanizmusokat tarjunk fel, amelyekkel az
opportunista patogén képes a foszfatdz hianyat kompenzalni. Osszesen 25 fehérjét talaltunk,
aminek mennyisége és/vagy foszforilaltsagi szintje megvaltozott CaPpzl hianyaban. Ezeket
a fehérjéket funkcionalisan 4 nagy csoportba sorolhatjuk: protein szintézis/degradacio,
morfologiai valtozasok, oxidativ stressz valasz, valamint metabolizmus.

A 25 azonositott fehérjébol 14 vesz részt a fehérje szintézis/degradacio folyamataiban.
Ebbé6l 9 kozvetleniil részt vesz a transzlacioban; ezek kozott van 1 transzlacids iniciacios
faktor (Tifl), 3 transzlacios elongacios faktor (Efbl, Eftl és Cef3) és 5 riboszomalis fehérje
komponens (Rpp0, Rps7A, Rpl9B, Rpl20B és Rps0A). Tovabbi 3 chaperon fehérje (Ssa4,
Tsal és Crp3) a szintetizalodd fehérjék feltekeredését biztositja és 2 fehérje (Ubal és
Rad23) a protein degradacioban vesz rész. A transzlaciot érintd proteinek koziil sszesen 7
fehérje szintje csokkent, mig a proteolizist eldsegité Ubal (ubikvitin aktivald enzim) szintje
novekedett CaPpz1 foszfataz hidnyaban. Ez azt sugallja, hogy a foszfataz nélkiil a fehérje
szintézis lelassul. Ezt a megfigyelést tamasztja ala az a tény, hogy S. cerevisiae-ben az
ScPpz1 szintén negativan befolyasolja a transzlaciot. A fehérjék foszforilaltsagi szintje ezzel
szemben sokkal valtozatosabb mintazatot mutatott a CaPPZ1 gén delécidja nyoman. Az
Eft2 (elongacios faktor), Rad23 (DNS repair protein) és az Rpp0 (riboszomalis fehérje)
foszforilacids szintje megnovekedett, mig a Rpl26 (riboszomadlis fehérje) és az Rps7A
(riboszomalis fehérje), a Tifl (elongaciés fator) és az Ubal (ubikvitin aktivald enzim)
fehérje foszforilacioja lecsdkkent. A foszforilacids szint csdkkenése azzal magyarazhato,
hogy a CaPpzl Osszefliggésben van mas regulatorokkal, mint pl. a Sit4 foszfataz, amellyel
ellentétesen hat, illetve a MAP kinazzal, amivel dsszhangban miikodik. A Cef3 (elongacios
faktor) fehérjét két foltban is azonositottuk és mikézben mindkét foltban csokkent fehérje
mennyiséget detektaltunk, az egyik foltban csokkent a fehérje foszforilacioja is. Tehat ebben

az esetben a regulacié nem defoszforilacioval torténik.
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Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy az Eft2 és Rpp0O szubsztratjai lehetnek a
szerepe a fehérje szintézis soran. Az Rpp0 fehérjében szamos kazein kinaz 2 foszforilacios
konszenzus szekvencia motivumot talaltunk. Eleszté ortologjardl kimutattdk, hogy kazein
kinazzal szabalyozhat6, azonban ez a szabalyozas nem esszencialis a transzlacid soran,
inkdbb az ozmoregulacidban van szerepe. Az 25 fehérjébdl felépitett halozat is mutatta azon
feltételezésiinket, miszerint az Eft2 és a Rpp0 direkt célpontjai lehetnek a Ppz1 foszfatdznak.
A halozat kdzponti magja a transzlacidban szerepet jatszo fehérjéket koti Ossze egymassal
tobb ponton és mivel az Eft2 elongicios faktor, mig az RppO riboszomalis fehérje,
mindkett6 fontos csomopontja a héldzatnak, kézenfekvé, hogy a Ppzl ezen két fehérjén
keresztiil szabalyozhatja a fehérje szintézist.

A CaPpzl oxidativ stresszben vald szerepét mar korabban publikaltuk. Ezt alatamasztva
sikeriilt 3 olyan oxidativ stresszel kapcsolatos fehérjét is kimutatnunk, amelyeknek a
mennyisége vagy a foszforilacidja valtozott: Ure2 (glutation peroxidaz), Dugl-szeri (Cys-
Gly metallopeptidaz) és a Tsal (tioreodoxin peroxidaz). Eredményeink arra utalnak, hogy a
foszfataz hianya befolyasolhatja a redukalt és oxidalt glutation aranyat.

A CaPpz1 hianya 5 metabolikus enzimet is befolyasolt. Az Idh1 (izocitrat dehidrogenaz) és
a Tkll (transzketolaz) fehérje mennyisége megnovekedett a KO sejtekben. Az Aipl
(dehidrogenaz), Gukl (guanilat kinaz) és a Ham1 (inozin-trifoszfat pirofoszfataz) fehérjék
foszforilacidja lecsokkent a mutans sejtekben. Mint mar korabban leirtam, ezeket a fehérje
defoszforilacios hatasokat a foszfataz hianyos torzsben a CaPpzl és MAP-kinaz utvonal
kozotti, valamint a CaPpzl és a Sit4 foszfatdzok kozotti kdlesonhatasokkal értelmezhet;jiik.
Végiil azonositottunk 3 proteint, az Adel2 (adenilszuccindt szintdz), a Bmhl (14-3-3
scaffold fehérje) és a Lial-szerii (deoxihipuzin hidroxilaz) fehérjét, amelyek a morfologiai
atalakulasban vesznek részt. Az Adel2 szintje megemelkedett CaPpzl hidnydban, mig a
Bmhl és Lial-szert fehérje szintje lecsokkent. Ezek az adatok jol korrelalnak egy korabban
kozolt biofilm vizsgalat soran kapott eredményekkel, ui. az Adel2 feliilszabalyozott, mig az
Bmhl és a Lial-szer(i fehérje alulszabalyozott a biofilm képzés soran. Tovabba az altalunk
azonositott fehérjék koziil 17-rél adatbazis kutatassal azt talaltuk, hogy szerepiik lehet a
biofilm képzés alatt.

Ezek az adatok arra sarkalltak benniinket, hogy kisérletesen megvizsgaljuk a CaPPZ1

deléci6 hatasat a biofilm képzésben. Azt tapasztaltuk, hogy a szelektiv Spider médiumban a
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KO muténs torzs er8sebb biofilmet képezett. Ez valdsziniileg abbol adodott, hogy a KO
sejtek hifazo képessége alacsonyabb, nagyobb az éleszté sejtek aranya, ami kompaktabb
struktrat hozott 1étre. Tehat bizonyitottuk, hogy a CaPpzl foszfataznak szerepe van a
biofilm képzésben. Ezen 1j funkcid fizioldgiai jelent6ségének kivizsgalasara tovabbi

kisérletekre van sziikség.

A CaPpz1 szerepe a transzkriptom analizis szerint

Ebben a kisérletsorozatban egy rovid tBOOH kezelést alkalmazva vizsgaltuk a gomba gyors
valaszat az oxidativ stressz hatdsra. Tobb modszerrel (novekedés, CFU szamlalas,
mikroszkopia) is alatamasztottuk, hogy a kisérleti koriilményeket megfelelden allitottuk be
tBOOH-val végzett 1 oras kezelés kis mértékben indukalja a gomba hifa képzodését,
csokkenti a sejtek novekedését, de nem 6li meg azokat, annak ellenére, hogy gatolja a
proliferacidjukat. A KO sejtek esetében a tBOOH kezelés fungicid hatédsa igen jelentds, ami
alatdmasztja a foszfatdz és az oxidativ kezelés kozotti kolcsonhatdsra vonatkozo
elképzelésiinket. Ezt a kdlcsOnhatast megerdsitette az antioxidans enzimek aktivitasanak
emelkedése, valamint a redukalt és oxidalt glutation koncentraciok eltolodasa is. Biokémiai
vizsgalataink arra utaltak, hogy a sejtek redoxi statuszat a foszfatiz hianya és az oxidativ
kezelés kiilon-kiilon is befolyasolja, de a két hatds egymast felerdsiti, vagyis szinergizmus
1ép fel koztiik. Fontos megjegyezni azt, hogy a KO torzzsel kapott enzimaktivitas valtozasok
onmagukban is 11j eredménynek szamitanak, mert ramutatnak arra, hogy a CaPpzl hogyan
befolyasolhatja a C. albicans oxidaloszerekkel szembeni érzékenységét.

Egy DNS chip hibridizacios el6kisérlet utin RNS szekvenalassal hataroztuk meg a kezelt és
kezeletlen WT és KO sejtek génexpressziojat. Az elsé eredmények azt mutattak, hogy a
foszfatdz hidnya és az oxidativ stressz kezelés dnmagaban csak kismértékli transzkriptom
valtozast okoz, ezzel szemben a kettd egyiittesen markansan megvaltoztatja a Candida
génexpresszios profiljat.

Az adatokat egy teljes korli gén ontologiai elemzésnek vetettiik ald, hogy megtudjuk,
melyek azok a funkcid, lokalizacido vagy folyamat szempontjabol Osszetartozd gének,
amelyek érintettek a foszfatdz hianyaban és az oxidativ stressz alatt. Az adatok elemzése

alapjan végiil 6t f6 géncsoportot kiilonitettiink el, amelyek a membran transzport, sejtfelszin,
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oxidacio-redukei6, riboszomalis fehérjék és RNS metabolizmus kategoriakkal alltak
kapcsolatban. Az egyes csoportok szigoru ellenérzése utan hotérképeket készitettiink, és a
térképek, valamint az elérheté irodalmi adatok alapjan kivalasztottunk 44 db gént,
amelyeknek az expresszidjat RT-qPCR modszerrel kivantuk megerGsiteni.

A transzport folyamatok esetében bizonyitottuk az ENA2 natriumion transzporter gén
megnovekedett expressziojat KO torzsben. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a KO torzs
jol toleralja a sOkezelést. Ezzel a kisérlettel sikeriilt igazolnunk a foszfatdz sohaztartasban
kifejtett egyik hatasmechanizmusat. Ezen kiviil tobb olyan transzport folyamatban is
kimutattunk a CaPpzl szerepét, amit eddig még nem irtak le. A PHO84 foszfat, a GIT1
glicerofoszfo-inozitol és a HGTL1 gliikoz transzporter gének expresszidja egyarant
novekedett a KO sejtekben. A PHO84 transzkripcids szabalyozasa azért érdekes, mert a
Pho84-r61 kimutattak, hogy a TORC1 (Target of Rapamycin complex 1) potencialis
regulatora, ami a sejtnovekedést szabalyozza. A Gitl altal felvett glicerofoszfo-inozitol a
sejtekben inozitol és foszfat forrasként szolgal. A HGT1-r6l kimutattak, hogy egy nagy
affinitasu  gliikdoz transzporter, amelynek expresszidja megndvekedett kiilonbozo
gyogyszerek jelenlétében. Ebbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a CaPpzl szerepet jatszhat a
gyogyszerrezisztencia kialakitasaban.

A CaPpzl oxidativ stressz valaszban betoltott szerepét jelezték a biokémiai vizsgalatok,
amelyek ravilagitottak arra, hogy a CaPpzl képes a patogén gomba oxidativ allapotat
befolyasolni az oxidoreduktaz enzimek aktivitasanak megvaltoztatasaval. Transzkriptomikai
vizsgalatunk szerint 3 oxidazt kodold gén (CFL2, FET31, SOD4) expresszidja novekedett
meg szignifikdnsan a KO torzsben, tehat ezeknek a géneknek a szabalyozasaban szerepe
lehet a CaPpzl-nek. A CFL2 (oxidoreduktdz) és a FET31 (multiréz oxidaz) oxidazokat
kodolo gének expresszidjanak valtozdsa arra enged kovetkeztetni, hogy a CaPpzl-nek
szerepe lehet a vas transzportban, mivel ezeknek a géneknek a terméke vas reduktdz
aktivitassal rendelkezik. A SOD4 altal kodolt szuperoxid dizmutdz esetében lattuk a
legmarkansabb valtozasokat. Valdszinisithetd, hogy a SOD4 megemelkedett szintje segiti a
mutans sejtek tulélését oxidativ stressz koriilmények kozott. Ez Osszhangban van az
enzimaktivitds mérésekkel, ui. a SOD enzim aktivitdsa megemelkedett a KO sejtekben, tehat
elképzelhetd, hogy a SOD enzim aktivitasait a CaPpzl mar a transzlacid szintjén

befolyasolhatja.
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Tehat a foszfataz hianya befolyasolja a membran transzportot és az oxidacios-redukcios

folyamatokat, ami megmagyarazza a delécidos mutans torzsre jellemz6 fenotipusokat.

Kiilon megvizsgaltuk a tBOOH kezelés hatasat dnmagaban. Ehhez 6sszehasonlitottuk a
kezelt kontroll tdrzs génexpressziojat a kontroll térzsével (WTt vs. WT). Azt talaltuk, hogy
az enyhe oxidativ stressz transzkriptomikai hatasa mérsékelt volt.

Az oxidativ stressz onmagaban négy, az oxidacio-redukcio folyamataban szerepet jatszo gén
expresszidjat novelte meg. Ezek koziil a FET31 és a SOD4 mRNS szintje a kezeletlen KO
sejtekben is megemelkedett, ami arra utal, hogy az oxidativ stressz és a foszfataz hianya
azonos célpontokra iranyul. Ezzel 6sszhangban all, hogy a CFL4 és a SOD3 expresszioja
szintén megemelkedett az oxidativ kezelés hatasara. Eredményeinkbdl levonhato, hogy a vas
transzport szabalyozasa kdzos pont lehet a foszfataz hiany és az oxidativ stressz jelatviteli
utvonalaiban; valamint a SOD enzimek expresszidjanak emelkedése egy ujabb
mechanizmus, ami 0sszekdti a foszfataz hianyat az oxidativ stressz elleni védelemmel.

A transzport folyamatok koziil csak a GAP1 aminosav transzporter és a CDR1 ABC
transzporter gének expresszidja emelkedett tBOOH kezelés hatasara. Ez azt mutatja, hogy
az oxidativ stressz megvaltoztathatja azon transzport folyamatokat, amelyeknek a gomba
védelmi mechanizmusaiban van szerepe.

Osszesen 4 sejtfelszinnel kapcsolatos gént sikeriilt azonositanunk, amelyek expresszidja
lecsokkent oxidativ kezelés hatdsara: CHT3 kitindz, FGR41 adhéziés fehérje, PLB1
foszfolipaz B és a CDC19 piruvat kindz. Ezen gének termékei virulencia faktorként és
sejtfelszini markerként viselkedhetnek.

Az oxidativ kezelés 6nmagaban kis mértékben csokkentette 5 citoszolikus riboszomalis
fehérje kodolo gén expressziojat. Ezek kozott talalhato 3 citoszolikus riboszomalis alegység
(RPL29, RPS3 és RPS8A) valamint a riboszomahoz két6dé RPP1B savi riboszomalis fehérje
génje és a CAML1 transzlacios elongacios faktor génje. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az oxidativ stressz hatasara lecsokkent fehérje szintézis lehet az oka a sejtek alacsony
koloniaformald képességének.

Végiil ) megfigyelésiink az, hogy az RNS metabolizmusban szerepet jatszo gének
expresszidja megndvekedett oxidativ stressz hatasara. 4 gén estében bizonyitottuk az eredeti

megfigyelést, ezek koziil a BUD22 és az NSA2 az rRNS érésben jatszanak szerepet;
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valamint az SPB4 RNS helikaz és a C3_02750W ribonukleaz. Ez egy eddig még nem

vizsgalt oxidativ stressz valasz mechanizmusra hivta fel a figyelmiinket.

A foszfataiz hidnya és a tBOOH kezelés egyiittes hatasanak vizsgélata céljabol
Osszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen KO torzset (KOt vs. KO). Azt talaltuk, hogy a két
kondicié egyiittesen nagymértékii és markans valtozasokat okozott. Azok a gének, amelyre
O6nmagaban is hatott a tBOOH kezelés, még nagyobb mértékben reagaltak, és ezen kiviil
megjelentek olyan gének is, amelyek eddig nem mutattak jelentés transzkripcios valtozast.
A KOt sejtekben 5 transzport folyamatokban érintett gén (HGT1, GAP1, CDR1, TRK1 és
NAG3) expresszidja novekedett meg. A HGT1 génre 6nmagaban hatott a foszfataz hianya,
de a kezeléssel kombinalva ez a hatas feler6sodott. A GAPL és CDR1 gének expresszidja
tBOOH hatasara mar a WT torzsben is megndvekedett, de a mutans genetikai hattérben ez a
véltozas még jelentdsebbé valt. A TRK1 (K* transzporter) és a NAG3 (MFS transzporter)
gének expresszidja csak KOt térzsben emelkedett meg jelentés mértékben. A Trkl és Ppzl
kozotti kolesonhatast mar leirtak, de hogy ez a transzkripcid szintjén is megvaldsulhat, azt
csak az oxidativ stressz koriilményei ko6zott lehetett kimutatni. A Nag3 multidrog
transzporter funkcidja hasonlit a Hgtl transzporterhez. Tehat a KO torzsben két pumpa is
biztosithatja az oxidaloszer eltavolitasat és a tulélést. Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy a CaPpzl-nek az ABC transzporterek modositasa révén szerepe lehet a
gyogyszerrezisztencia kialakitasaban.

Az oxidacios-redukcios folyamatokban szerepet jatszo gének koziil a KO sejtekben a SOD3,
SOD4, CFL4 és az AOX2 érzékenyen reagalt tBOOH kezelésre. Ezek koziil a SOD3, SOD4
és CFL4 a WT torzsben is megnovekedett a tBOOH kezelés hatdsara, azonban ez a
sejtvalasz jelentdsen feler6sodott a PPZ1 hianyos torzsben. Az Aox2 (alternativ oxidédz)
emelkedett expressziojat H,O,-vel és menadianonnal kivaltott oxidativ stressz hatdsdra mar
korabban publikaltadk. Mindezen eredmények bizonyitjak az Aox2 fontossagat oxidativ
stressz alatt, ami arra utal, hogy a fehérje véd6éfunkcidt 1at el.

A sejtfelszini fehérjék alulszabalyozasat oxidativ stressz alatt mar korabban leirtuk. Azt
tapasztaltuk, hogy ezt a hatadst a CaPPZ1 gén delécidja felerdsitette. Az IFF1 (szekretalt
fehérje), a PGK1 (foszfoglicerat kinaz) és a GPM1 (foszfoglicerat mutaz) gének mRNS
szintje csak a kezelt KO sejtekben csokkent jelentds mértékben. A PGK1, GPM1 és a

fentebb emlitett CDC19 gén termékét ,,feketemunkas™ fehérjeként tartjuk szamon, ugyanis
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egyrészt metabolikus enzimként miikddnek a citoszolban, masrészt a sejtek felszinén a
szimbionta folyamatokban vesznek részt. Az utdbbi ismerete fontos lehet egy antifungalis
terapia kifejlesztése szempontjabdl is.

Nagymértékli génexpresszios valtozast tapasztaltunk a kezelt KO torzsben a riboszomalis
gének expresszidjaban. Kétféle mintazatot kaptunk, - ui. a citoszolikus riboszomalis
fehérjéket kodold gének expresszidja lecsokkent, mig a mitokondrialis riboszomalis
fehérjéket kodold gének expresszidja megndvekedett - ezért kettévalasztottuk ezeket a
fehérjéket. A citoszolikus riboszomalis fehérjéket kodold gének koziil 1 riboszomalis nagy
alegység (RPL29), 2 riboszomalis kis alegység (RPS3, RPS8A), az RPP1B savi riboszomalis
fehérje és a CAM1 elongacios faktor esetében a foszfatdz hianya felersitette a tBOOH
kezelés hatasat; a KOt toérzsben az EFT2 (transzlacids elongacios faktor) expresszidja
szignifikansan lecsokkent. A proteomikai vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az Eft2
szubsztratja lehet a CaPpzl-nek, mivel foszforilaltsagi szintje megemelkedett a KO
torzsben, de a foszfatdz hidnyaban génexpresszios szinten nem detektaltunk szignifikans
valtozast. Valdszinii, hogy a CaPpzl elsdsorban poszttranszlacios szinten szabalyozza az
Eft2 fehérjét, de mivel az oxidativ kezelés lecsokkentette az EFT2 gén expressziojat KO
torzsben, lehetséges, hogy az oxidativ stressz alatt transzkripcids szabalyozas is
megvalosulhat.

A mitokondrialis riboszémaval kapcsolatos gének expresszids szintje egységesen
megemelkedett a foszfataz hianyos torzsben. Az MRPL3 (riboszomalis nagy alegység) és
C5_0453W (riboszomalis kis alegység) esetében bizonyitottuk az mRNS szint novekedését
a tBOOH kezelt KO torzsben. A citoszolikus és mitokondridlis riboszoma ellentétes
szabalyozasat a fagocitozis altal kivaltott stressz soran mar korabban felismerték azzal a
magyarazattal, hogy a mitokondridlis riboszoma a gomba tulélése szempontjabol
esszencialis funkcidkat 14t el.

Végiil az RNS metabolizmus génjei egységes modon kisebb vagy nagyobb mértékben
indukalodtak tBOOH kezelés hatasara a KO torzsben. 4 gén (BUD22, NSA2, C3_02750W és
SPB4) expresszidja mar a WT torzsben megndvekedett tBOOH kezelés hatdsara, és ez a
novekedés feler6sodott a foszfataz hianyaban. Emellett a DIM1 rRNS dimetilaz és a pre-
RNS érés szabalyozasaban szerepet jatsz6 ENP1 expresszidja ndvekedett meg a KOt

sejtekben. Mivel a BUD22, NSA2, DIM1 és ENP1 gének a pre-rRNS érésben vesznek részt,
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lehetséges, hogy a mar legyartott preriboszoméak gyorsabban ossze tudnak szerelédni a
rovidtavu stressz alatt, ezaltal segitve a gomba védekezését az oxidativ stressz ellen.

Megfigyeléseink hozzajarulhatnak egy ij gombaellenes terapids eljaras kidolgozasahoz, ui.
fizioldgias kisérleteink szerint a foszfataz hidnyos sejtek oxidativ kezelése nagymértékben
az oxidativ stressz altal indukalt hifanovekedést, ami a virulencia faktorok szintjének
csokkenésével egyiitt csokkentheti a patogén gomba fert6zoképességét. Ekozben a
gombasejtek életképesek maradtak. Ez egy fontos szempont, hiszen a C. albicans a normal
mikrobiom tagja, ezért teljes eltivolitasa a szervezetb8l nem kivanatos, mert utat nyithat az
esetleg sokkal veszélyesebb gombafajok elszaporodésa eldtt. Tehat gy gondoljuk, hogy a
gomba Ppzl specifikus gatlasa és egy enyhe oxidativ stressz egylittes alkalmazasa
kihasznalhaté a felszini gombafert6zések kombinalt kezelésére. A disszertacidomban
bemutatott eredmények megteremtették az altalunk javasolt eljards elvi alapjait, és utat

nyitottak a téma kidolgozasahoz sziikséges tovabbi kutatasok megvaldsitasa eldtt.
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Osszefoglalas

A C. albicans egy opportunista huméan patogén gomba, amely tartalmaz egy gomba
specifikus Ser/Thr protein foszfatazt, a CaPpzl-t. A foszfatdznak szerepe van a kation
homeosztazis fenntartasaban, a sejtfal bioszintézisben, morfoldgiai valtozasokban, oxidativ
stressz valaszban és a gomba virulenciajaban. Munkam soran omikai eszkézokkel kutattam
a CaPpz] tjabb funkcidit normal és oxidativ stressz koriilmények kozott.

Elséként a ppzl delécios mutans (KO) torzs adaptacios mechanizmusait vizsgaltuk
proteomikai modszerekkel, Osszevetve a WT torzzsel. 2D elekroforézis és a gélek festése
utan, Osszesen 25 fehérjét sikeriilt azonositanunk tomegspektrometriaval, amelyek
mennyisége és/vagy foszforilacids szintje jelentdsen megvaltozott a KO sejtekben. A
fehérjék funkcionalis analizisét kovetéen megerdsitettik a CaPpzl szerepét a fehérje
szintézisben, a morfologiai atalakuldsban ¢és az oxidativ stressz valaszban. Emellett
felismertiik és fiiggetlen kisérletekkel igazoltuk a CaPpz1 1j funkcidjat a biofilm képzésben.
Ezt kovetben transzkriptomikai modszerekkel vizsgaltuk a KO és WT torzsek terc-butil-
hidroperoxid (tBOOH) altal kivaltott rovid oxidativ stresszre adott véalaszat. Kimutattuk,
hogy a tBOOH kezelés csokkentette a sejtek novekedését és gatolta a proliferaciot, de nem
befolyasolta 1ényegesen a sejtek életképességét és vitalitasat. Az oxidativ stressz és a
foszfatdz delécid érzékenyen érintette az antioxidans enzimek aktivitasat és a glutation
oxidacios allapotat. A génexpresszios valtozasok detektalasara az RNS szekvenalast
alkalmaztunk. Azt talaltuk, hogy a CaPpzl1 hidnya és az oxidativ stressz 6nmagaban csak kis
vagy kozepes hatassal rendelkezik, de a ketté egylittesen markéns transzkripcids
valtozasokat okoz, ami erds pozitiv interakciora utal. A gének ontoldgiai analizisét kovetéen
44 gént valasztottunk ki tovabbi RT-qPCR vizsgalatra. Bizonyitottuk a CaPpz1 szerepét a
membran transzportban és az oxidacios-redukcids folyamatban. Igazoltuk, hogy oxidativ
stressz alatt csokken a sejtfelszini fehérjéket és a citoszolikus riboszoma fehérjéket kodold
gének expresszidja, mig a transzportban, oxidacio-redukcidban és az RNS metabolizmusban
részt vevd gének expresszidja megemelkedik. Ezek a valtozasok a KO sejtekben
feler6sodtek, tehat a CaPpzl megvédi a gombat az oxidativ stresszel szemben. Alapkutatési
eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a CaPpzl foszfataz specifikus gatlasa
megfeleld oxidativ kezeléssel kombinalva, egy 1j Candida-ellenes terapia alapjaul

szolgalhat.
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