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Bevezetés

A baktériumok ¢és gombak kozotti interakcioknak tobb tipusa ismert, példaul a szimbidzis, az
antagonizmus ¢és a kompeticid, amelyek mind természetes mind pedig mesterséges
kornyezetben eléfordulnak. Az ¢€l6 szervezetekben megfigyelheté baktérium—gomba
kolcsonhatasok esetében elsdsorban a szimbionta kapcsolatokat emlitik, mint a normal
mikrobiota mikodését €s stabilitasat biztositd jelenségeket. A baktériumok €s a gombak
azonban nem minden esetben ¢lnek harmonikus egyiittélésben. Amennyiben a kdrnyezeti
feltételek megvaltoznak — példaul fert6zés, antibiotikumkezelés vagy mas stresszhatés
kovetkeztében —, a biologiai védekezési mechanizmusok aktivaloddsa révén gyakran
antagonista kolcsonhatdsok alakulnak ki. Ezen antagonista interakciok tanulmanyozasa
nemcsak a mikrobialis kozosségek miikodését meghatdrozd okologiai torvényszertiségek
mélyebb megértését segiti eld, hanem Uj Gtletek és stratégiak kidolgozasat is lehetévé teszi a
fert6zd betegségek megeldzésének ¢és kezelésének tertiletén.

A gomba-baktérium asszocialt megbetegedések komoly terhet ronak az emberi egészségre €s
az egészségiigyi ellatorendszerre, ezért nem meglepd, hogy egyre fokozodik az érdeklédés ezen
kolcsonhatasok részletes vizsgalata irant. A Candida fajokkal Osszefiiggd polimikrobidlis
fertézések eléforduldsardl egyre tobb klinikai tanulméany szamol be. A publikalt adatok alapjan
az invaziv candidiasisban szenvedd betegek esetében az esetek tobb mint 20%-aban
polimikrobialis fertézés all a hattérben. Jol ismert, hogy a Candida fajok gyakran mas
baktériumfajokkal egyiitt kolonizaljak a szervezet kiilonbdzd anatomiai helyeit.

A polimikrobidlis interakcidok az utdbbi években a mikrobiologiai kutatasok egyik kiemelt
teriiletévé valtak. Mivel az antibiotikum- és antifungalis szerek iranti rezisztencia vildgszerte
novekvd problémat jelent, egyre silirgetobbé valt a mikrobialis kdlcsonhatasok pontosabb
feltarasa — kiilonds tekintettel a Candida fajok altal okozott polimikrobidlis fertézések
patogenezisének ¢€s terapids lehetdségeinek megértésére.

Szamos bizonyiték alatamasztja, a bél traktusban taldlhato kommenzalista Candida albicans
kozponti szerepét a szisztémas candidiasis kialakulasaban. A C. albicans 6 virulenciafaktorai
koz¢ tartozik morfoldgiai plaszticitdsa, vagyis az a képessége, hogy élesztd formabol fonalas
alakba tud atalakulni. Az élesztdsejtek a gazdasejtekhez vald tapadast kovetden hifakat
képeznek, amelyek lehetdvé teszik a bél nydlkahartyéjaba torténd behatolast, igy a gomba képes
a mélyebb szdveti rétegekbe jutva invaziv fertézést okozni. Szamos tanulmany kimutatta, hogy
a gasztrointesztinalis traktus normal flordjaban jelen 1évo baktériumok altal termelt metabolitok

képesek gatolni a C. albicans virulencidjat, ezaltal hozzajarulnak a mikrobiota és a bélrendszer
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homeosztazisanak fenntartasahoz. Ezen gombaellenes hatasoknak koszonhetéen az utdbbi
években megnétt az érdeklddés a potencialisan probiotikus fajok irdnt, mint példaul a Bacillus
subtilis. Egyrészt a B. subtilis spordk képesek moduldlni a gazdaszervezet immunvalaszat;
masrészt a baktérium vegetativ forméja enzimeket, antioxidansokat és vitaminokat bocsajt ki,
amelyek tamogatjdk az emésztést. A B. subtilis altal termelt exopoliszacharidok
immunmodulalé hatasa mellett, megeldzhetik az enteralis korokozok altal kivaltott gyulladasos
betegségeket is. Ezenfeliil a B. subtilis tobb torzse antimikrobidlis vegyiileteket képes
kivalasztani, eldsegitve az optimalis mikrobialis egyensuly fenntartasat. Altalanossagban a B.
subtilis hatékony forrdsa a természetes, gombaellenes (koztiik Candida ellenes) hatast
vegyiileteknek.

Ezek koziil a természetes vegyiiletek koziil a surfactin egy B. subtilis eredetli ciklikus
lipoproteid, amely elsésorban a Gram-pozitiv baktériumok ellen mutat aktivitast. Ujabb
kutatasok feltartak, hogy a surfactin hatassal van az élesztégombakra is, ugyanis hatékonyan
csokkenti a C. albicans adhézids képességeit és a gombasejtek hidrofobicitasat. Mindazonaltal
a surfactin hatdsat a C. albicans-ra még nem vizsgaltak kell6 mértékben, és a surfactin altal
kivaltott élettani hatdsok mogotti molekuldris mechanizmusok tovabbra sem tisztazottak.
Annak megértése, hogy a surfactin miként befolyasolja a C. albicans fiziologiai és genetikai
tulajdonsagait, kulcsfontossagu lenne a jovobeli probiotikumok fejlesztése szempontjabol.

A gomba-baktérium kozotti antagonista interakciok szempontjabol az egyik legjobban
tanulmanyozott modell a Pseudomonas aeruginosa €s a C. albicans k6zotti interakcio. Mivel
mindkét mikroba a normal flora tagja lehet, gyakran egylittesen kolonizaljak a gazdaszervezet
kiilonbozé anatdmiai helyeit. Mindkét faj képes biofilm képzésére, ezért gyakran tarsulnak
betiltetett orvosi eszk6z0khoz kothetd invaziv fertdzésekhez. Korabbi tanulmanyok kimutattak,
hogy a gombaellenes hatasért tobbek kozott a P. aeruginosa altal termelt N-(3-oxododekanoil)-
L-homoszerin-lakton (HSL) tehetd feleldssé. A szakirodalmi adatok alapjan a HSL a P.
aeruginosa elsédleges quorum-sensing molekuldja. Ez a jelatvivé molekula kulcsszerepet
jatszik a bakterialis virulenciafaktorok termelésének szabalyozasaban. A Pseudomonas—
Candida interakcid szempontjabol korabban kimutattdk, hogy gatolja a C. albicans
hifaképzodését, csokkenti a biofilmképzddést, valamint apoptdzist indukal a gombasejtekben.
Ezek a C. albicans esetében leirt HSL altal kozvetitett hatdsok nem feltétlentil extrapolelhatok
kozvetleniil a kiilonbdzd non-albicans fajokra, ahogy ez kordbban mas molekuldk vagy
vegyliletek esetén mar bizonyitast nyert.

A non-albicans fajok vonatkozéasaban az egyik legveszélyesebb ¢€s legdinamikusabban terjedd

s
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mar. Gyors terjedése miatt napjainkra komoly globalis kozegészségligyi fenyegetéssé valt. A
tobbi Candida fajtol eltéréen a C. auris rendkiviilli mértékben képes alkalmazkodni a
sz¢lsdséges kornyezeti feltételekhez, és hatékonyan kolonizélja mind az €16, mind az élettelen
felszineket. A C. auris nagyfoku rezisztenciat mutat a legtobb gombaellenes szerrel szemben,
ami hozzdjarul az egészségligyi ellatassal dsszefliggd, nehezen kontrollalhatd C. auris okozta
nozokomialis jarvanyok kialakuldsdhoz.

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a C. auris altal kolonizalt bor felszineken a kommenzalis
Gram-pozitiv fajok dominancidja jelentdsen csokken, mikdzben dontden Gram-negativ
baktériumok, mint példaul a P. aeruginosa, valik meghatdrozova. A megfigyelések ellenére
jelenleg nincs elegendd informécié arra vonatkozdan, hogy a P. aeruginosa, hogyan
befolyésolja-e a C. auris fizioldgiai tulajdonsagait, illetve, hogy a P. aeruginosa éltal termelt
quorum-sensing molekula, a HSL, képes-e kozvetlen kdlcsonhatasba 1épni a C. auris sejtekkel.
Az eddig ismertetett adatok alapjan jelen disszertdcioban atfogod fizioldgiai és molekularis
elemzéseket végeztiink annak vizsgalatara, hogy a kiilonboz6é baktériumfajok altal termelt
szekunder metabolitok és/vagy quorum-sensing molekuldk milyen gombaellenes hatassal
rendelkeznek a két klinikailag meghatarozé Candida fajjal szemben. Kutatdsunk elso
szakaszaban a B. subtilis-b6l szarmaz6 szekunder metabolit, a surfactin gombaellenes
tulajdonsdgait vizsgaltuk C. albicans ellen. Mig a kutatdsunk masodik részében a P.
aeruginosa-bol szérmaz6 quorum-sensing molekula, a HSL C. auris-ra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. Bizunk benne, hogy eredményeink hozzajarulnak uj, innovativ terapias
megkozelitések kidolgozasahoz a Candida fert6zésekkel szemben, valamint ravildgitanak a

Candida nemzetségen beliil eléforduld fajok kozotti fiziologiai és molekularis kiillonbségekre.



Célkitiizés

A szakirodalmi adatok alapjan elmondhato, hogy az egyes baktériumok altal termelt quorum
sensing molekuldk, illetve szekunder metabolitok antifungalis tulajdonsdggal is
rendelkezhetnek, ezaltal képesek gatolni a kornyezetiikben 1évé gombasejtek ndvekedését €s

ezzel egyiitt ezen sejtek ¢letképességét.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve kisérletes munkank célja volt, hogy feltarjuk, a
kiilonboz6 baktériumok altal termelt quorum sensing molekuldk milyen mértékben képesek
gatolni a C. albicans és C. auris altal okozott fertézések kialakuldsat, valamint meghatarozzuk
antifungalis hatasuk lehetséges mechanizmusait.

Kutatdsunk elsé részében a C. albicans esetében vizsgaltuk a potencidlisan probiotikumként
hasznalhatd B. subtilis altal termelt szekunder metabolit, a surfactin hatdsit a gomba
A vizsgalatok masodik részében a C. auris esetében elemeztiik a P. aeruginosa éltal termelt
HSL molekula gatlé hatasat, majd 6sszehasonlitottuk az igy kapott eredményeket a C. albicans

esetében tapasztaltakkal.



Anyagok és modszerek

A kisérletekben hasznalt izolatumok és tenyésztési koriilmények

A kisérletekhez a dél-azsiai (indiai) kladba tartozé C. auris (NCPF 8973) izolatumot és a C.
albicans (SC5314) referencia torzset hasznaltuk. A torzsgyljteményiinkben talalhatd C. auris
izoladtumok az Egyesiilt Kirdlysdg Nemzeti Mikologiai Referencia Laboratoriumébol
szarmaznak, valamint az izolatumok kladszint{i besorolasat Andrew M. Borman és munkatarsai
végeztek a 28S rRNS és/vagy ITS1 régiokra irdnyuld szekvenalasi adatok alapjan (Borman és
mtsai. 2017). Mindkét gombatorzset Sabouraud dextréz agaron tenyésztettilk 37 °C-on (a
taptalaj Osszetétele: pepton 1%, dextroz 4%, agar 1,5%, kloramfenikol 0,4%, pH 5,6 + 0,2;
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

A Candida sejtek novekedésének vizsgalata kiilonb6zo kezelések hatasara

s

alkalmaztunk, amely megfelel a kiilonb6zo B. subtilis torzsek altal termelt fiziologias
mennyiségnek (Al-Ajlani és mtsai. 2007). A HSL-t (Merck, Budapest, Magyarorszag) 50—200
UM koncentracidtartomanyban vizsgaltuk, azaz mind szubfizioldgias (50—-100 pM) mind pedig
fiziologias (200 uM) koncentracidkon, az in vitro, és az in vivo kisérletek esetében (Charlton
¢s mtsai. 2000). Az vizsgalt koncentraciokat a gyarto altal eloirt oldoszerekben készitettiik el:
a surfactint etanolban, a HSL-t dimetil-szulfoxidban (DMSO; VWR, Debrecen, Magyarorszag)
oldottuk fel. A végsd olddszerkoncentracidé <1% (v/v) maradt a vizsgalt metabolit
koncentraciokban. Ezzel biztositottuk, hogy a kisérletek sordn kimutatott gatld hatas kizarolag

a surfactin és a HSL valodi aktivitasdnak legyen tulajdonithato.

A C. albicans ¢és C. auris elétenyésztett kultirakat 5 ml YPD folyékony téptalajban (Yeast
Peptone Dextrose; Merck, Budapest, Magyarorszag) tenyésztettiik 37 °C-on egy ¢jszakan at. A
tenyészeteket ezutan 0,1 optikai stirliségre (ODs40) higitottuk, majd 20 ml-es végtérfogatban
100 ml-es Erlenmeyer-lombikokban, 37 °C-on, 2,3 Hz rdzasi sebességgel inkubaltuk. Négyoras
inkubacidt kovetden a tenyészetekhez surfactint pipettdztunk 128 mg/l végkoncentracioban. A
HSL alapu kisérleteknél 100, illetve 200 uM végkoncentracidban vizsgaltuk a quorum sensing
molekula altal kifejtett hatast. A mikrobidlis ndvekedést a tenyészetek optikai stirliségének
(ODs40), valamint szaraz sejttomeg (DCM) iddbeli valtozasaval kovettik nyomon. Az
intracellularis fémtartalom meghatarozasédhoz, valamint a transzkriptomikai vizsgéalatokhoz a

tenyészeteket 4 oras surfactin- és HSL kezelést kovetden elemeztiik.



A Candida albicans dimorfizmusanak vizsgalata surfactin-kezelés hatasara

A novekedési vizsgalatokkal parhuzamosan megvizsgaltuk a surfactin hatasat a C. albicans
Institute 1640 medium; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tenyésztettiik 8 rekeszes
Permanox targylemezek feliiletén, 37 °C-on (Lab-Tek® Chamber Slide™ System; VWR,
Debrecen, Magyarorszag). A surfactinnal kezelt tenyészeteket 4, 5, 6 és 8 dras inkubacios
végpontokra osztottuk. A kezelést a 0. idépontban, 128 mg/l végkoncentracioval végeztiik. Az
inkubacid befejeztével a kamrdkat steril fizioldgids sooldattal mostuk, a sejtekre 10 pl
immerzids olajat cseppentettiink, és faziskontraszt mikroszkdp segitségével (Zeiss Axioskop 2
MOT, Zeiss Axiocam HRc kameraval) vizsgaltuk a morfoldgiai valtozasokat. A képeket a Zeiss

Axiovision 4.8.2 szoftverrel rogzitettiik.

A Candida sejtek kezdeti adhézigjanak és korai biofilmképzo képességének vizsgalata

HSL kezelést kovetoen

A szesszilis Candida sejtek metabolikus aktivitasanak meghatarozaséhoz a gomba
izolatumokat RPMI-1640 folyékony tapkozegben (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
tenyésztettiik 96 lyuku steril mikrotiterlemezekben (TPP, Trasadingen, Svajc). A C. albicans
és C. auris szuszpenzidkat 1 x 10® CFU/ml koncentraciora allitottuk be, majd 100 pl-nyi mintét
adagoltunk minden lyukba. A lemezeket 37 °C-on inkubéltuk, kiilonb6z6 idépontokig (2, 4, 6
¢és 8 ora). A kezelést a nulladik idépontban végeztiik, illetve 100 és 200 uM HSL koncentraciok
alkalmazaséaval. Az egyes inkubacios végpontokat kovetden a tenyészeteket steril fizioldgids
sooldattal mostuk, majd a tapadé sejtek metabolikus aktivitasat [2,3-bisz(2-metoxi-4-nitro-5-
szulfofenil)-2H-tetraz6lium-5-karboxanilid] assay (XTT assay) segitségével hataroztuk meg
(Georgiou és mtsai. 1992; Hawser 1996). A méréseket 492 nm hulldmhosszon, Multiskan Sky
Microplate spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) végeztik. A
metabolikus aktivitds szdzalékos valtozasat a 492 nm-en mért abszorbanciaértékek alapjan
szamitottuk ki: 100% X (A kutara — A4 nawer) / (A gyogyszermentes kultara — A hawer), ahol ,,4”7 a mért
abszorbancia értéket jeldli. A vizsgalatokat harom, egymastdl fiiggetlen ismétlésben végeztiik

el, és minden id6épontra meghataroztuk az atlag + szoras értékét.

A metabolikus aktivitdson alapuld vizsgalatokat széles latomezdjii fluoreszcens mikroszkdpos

crcr

targylemezek feliiletén, statikus koriilmények kozott, 37 °C-on, 24 6ras inkubacioval vizsgaltuk

(Lab-Tek® Chamber Slide™ System; VWR, Debrecen, Magyarorszag). A HSL-t a
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tenyészetekhez a nulladik idépontban adtuk hozza (100 és 200 uM végkoncentracidban), és a
mintakat 2, 4, 6 és 8 oOras inkubalds utan értékeltiik. Az inkubacié végén a kamrakat steril
festékkel jeloltiik meg (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A festék specifikusan
kotddik a gombasejtfalban talalhaté kitinhez. A festést kdvetden a mintakat tovabbi 30 percig
inkubaltuk 37 °C-on, majd 10 pl immerzids olajat helyeztiink a tdrgylemezre. A morfologiai
valtozasokat Zeiss Axioskop 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal, Zeiss Axiocam HRc

kameraval dokumentaltuk, a képeket a Zeiss Axiovision 4.8.2 szoftverrel készitettiik.

A Candida sejtek intracellularis fémtartalmanak meghatarozasa surfactin- illetve

HSL kezelést kovetoen

A gombasejtek tenyésztését, valamint a surfactin- és HSL kezeléseket a korabban ismertetett
protokollok szerint végeztiik. A kezelést kovetd 4 ordban a tenyészetekbdl centrifugélassal (5
perc, 4000 g, 4 °C) gytjtottik 0ssze a Candida sejteket. Az igy Osszegyljtott sejteket
liofilizéltuk, majd a liofilizalt biomassza intracellularis fémtartalmat — vas (Fe), cink (Zn), réz
(Cu) és mangan (Mn) — induktivan csatolt plazma optikai emisszios spektrometriaval (ICP-
OES; 5110 Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) hataroztuk meg (Jakab és mtsai.
2021; 2024). A mérésekhez a liofilizalt mintakat analitikai mérlegen (Precisa ES 225SM-DR)
pontosan kimértiikk, majd atmoszférikus nedves emésztést végeztiink 3 ml 65%-0s (m/m)
salétromsav (HNOs; Merck, Budapest, Magyarorszag) és 1 ml 30%-os (m/m) hidrogén-peroxid
(H202; Merck, Budapest, Magyarorszag) elegyének felhaszndlasaval. Az emésztett mintakat
veszteségmentesen milanyag centrifugacsovekbe vittiik at, majd 0,1 M, ultratiszta vizzel
készitett HNOs oldattal 12 ml végsé térfogatra higitottuk (Synergy UV; Merck, Budapest,
Magyarorszag). A feldolgozott mintakat az ICP-OES mérésig szobahdmérsékleten taroltuk. Az
intracellularis fémtartalmat DCM-egységekben (mg/kg szaraz sejttomeg, Dry Cell Mass) adtuk

meg, harom parhuzamos mérés alapjan, az eredményeket atlag + szoras forméaban kozolve.

A HSL hatasa a Candida fajok virulenciajara in vivo koriilmények kozott

Az in vivo kisérletek soran BALB/c immunszupresszalt ndstény egereket (21-23 g; Charles
River Laboratories, Wilmington, MA, USA) hasznaltunk a HSL expozicio C. auris
virulencigjara gyakorolt hatasdnak vizsgalatdhoz, a C. albicans-szal kapott eredményekkel
Osszehasonlitva. Az allatokat a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”

eldirasainak megfelelden tartottuk, és a kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi



Allatjoléti Bizottsag jovahagyasaval végeztiik (engedélyszam: 12/2014 DEMAB és 8/2024
DEMARB).

A permanens immunoszuppressziot intraperitonealis ciklofoszfamid adagoldssal értiik el: a
fertdézést megel6z6 4. napon 150 mg/kg, kdzvetleniil a fertézést megeldz6 napon 100 mg/kg,
majd a fertdzést koveto 2. és 5. napon ismét 100-100 mg/kg dézisban adtuk be a ciklofoszfamid
oldatot. A fertdzést intravéndsan, a lateralis farokvénan keresztiil végeztiik, C. auris esetében 8
x 10° CFU/egér, C. albicans esetében 2 x 10* CFU/egér dozis alkalmazasiaval. A HSL
kezeléseket (50, 100 és 200 uM HSL 0,5 ml fiziologias sdoldatban) 24 6raval az oltast kovetden
kezdtiik meg, és 5 egymast kdvetd napon intraperitoneélisan adtuk be a kb. 0,35, 0,70 és 1,40
mg/ttkg-nak megfeleld doézisokat. A kontrollcsoport steril fizioldgias sdoldatot kapott. A
fertdzést kovetd 6. napon az egereket cervikalis diszlokacioval terminaltuk. A boncolas soran
a veséket eltavolitottuk, lemértiik, majd aszeptikus koriilmények kozott homogenizaltuk. A
homogenizatumokbol tizszeres higitasi sorozatot készitettiink, és minden higitasbol 100 pl-t
Sabouraud dextréz szilard taptalajokra (VWR, Debrecen, Magyarorszag) szélesztettiink. A
lemezeket 48 oran at inkubaltuk 37 °C-on (Jakab €és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020). Az
inkubacié utan megszamoltuk a kindt gombatelepeket, ¢és ezek alapjan hataroztuk meg a
vesékben taldlhatd életképes gombasejtek mennyiségét. A modszer kimutatdsi hatara 100
CFU/g szovet volt.

Mind a kezelt, mind a kezeletlen egerek veséit szovettani feldolgozasra kiildtiik a Debreceni
Egyetem Klinikai Kézpont Kenézy Gyula Campusanak Patoldgiai Osztalyara. A formalinban
fixalt, paraffinba agyazott szovetmintdkbol 4 pum vastag metszeteket készitettek, majd
hematoxilin-eozin festést és periddussav—Schiff (PAS) festést alkalmaztak a gombasejtek

kimutatasara.

RNS-izolalas

A novekedési vizsgalatokban leirt mdédon a tenyészetekbdl 4 oras surfactin- illetve HSL
kezelést kovetden, mintankként 20 ml tenyészetbdl centrifugaldssal (5 perc, 4000 g, 4 °C)
gyljtottiik ossze a Candida sejteket. A sejteket haromszor mostuk 4 °C-os steril fiziologias
sooldattal, majd a tovabbi feldolgozasig —70 °C-on taroltuk. A teljes RNS-t liofilizalt sejtekbdl
izolaltuk (CHRIST Alpha 1-2 LDplus liofilizator; Osterode, Németorszdg) a Chomczynski
altal leirt modszer alapjan (Chomczynski 1993), az Eukaryotic Total RNA Nano Kit gyartoi
protokolljat kovetve. Az RNS-mintdk mindségét és mennyiségét a Debreceni Egyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Genomikai Medicina és Bioinformatikai Szolgaltat6

Laboratoriuméban ellendrizték NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific,
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USA) és Agilent 2100 BioAnalyzer késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA).

Ujgeneraciés RNS-szekvenalas (RNS-seq)

A cDNS-konyvtarak elOkészitését, az RNS-mintdk szekvenalasat és az adatelemzést a
Debreceni Egyetem Orvostudomanyi Karanak Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézetében,
a Genomikai Medicina és Bioinformatikai Kézpontban végeztiik.

A konyvtarakat 0,25 pg jo mindségl teljes RNS felhasznélasaval készitettiik el az NEBNext
RNA Sample Preparation Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) segitségével. A
szekvenalas Illumina NextSeq 500 késziilékkel (Illumina, San Diego, CA, USA) tortént, 75 bp
hosszusagu read-ek segitségével. A C. albicans mintak esetében 22,5-31,4 millio, a C. auris
mintdknal 18,6-23,1 millié leolvasast rogzitettiink. A nyers szekvenciaadatok mindségét a
FastQC szoftverrel ellendriztiik (Andrews 2010).

Az illesztéseket a HISAT2 v2.1 és SAMtools programok segitségével végeztiik a C. albicans
SC5314 (GCF_000182965.3) és C. auris B8441 (GCA _002759435.2) referencia-genomokhoz
(NCBI). Az illesztési arany minden mintandl >93% volt. Az adatok feldolgozéasat és
normalizalasat a StrandNGS 4.0 szoftverben végeztiik. A normalizalt transzkripcids értékek
meghatarozasdhoz a DESeq2 algoritmust alkalmaztuk. A differencidlisan expresszalodo
géneket (DEG-eket) t-probaval, Benjamini—Hochberg-féle FDR korrekcidval azonositottuk;
szignifikansnak azokat a géneket tekintettiik, amelyek esetében p < 0,05 és a fold change (FC)
> 1,5 vagy < —1,5 értéket mutatott. A transzkriptomok foékomponens-analizisét (Principal
Component Analysis, PCA) szintén a StrandNGS 4.0 programmal készitettiik el.

Az RNS-szekvenalasi adataink a Gene Expression Omnibus adatbazisban megtalalhatdak
(GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). A surfactin kezelés soran kapott eredményeink a
GEO sorozat GSE199383, mig a HSL kezeléshez kapcsolodd eredményeink a
GSE271513 hozzaférési szam alatt elérhetdek el.

Génkészlet dusulasi elemzés (GSE)

A felil- és alulszabalyozott génekhez kapcsolodd biologiai folyamatokat funkcionélis
génkészlet dusulasi elemzéssel (Gene Set Enrichment, GSE) vizsgaltuk a Candida Genome
Database Gene Ontology Term Finder (http://www.candidagenome.org) ¢és a FungiDB
(https://fungidb.org) adatbéazisok felhasznalasaval. A GO (Gene Ontology), a FunCat
(Functional Catalogue) ¢s a KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) kategoriakat
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a FungiFun2 v2.2.8 szoftver segitségével elemeztiilk. Csak azokat az eredményeket vettiik

figyelembe, ahol a korrigalt p érték kisebb volt, mint 0,05 volt.

Kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz lancreakcio (RT-qPCR)

A surfactin- és HSL kezelés altal kivaltott transzkripcios valtozasok megerdsitésére RT-qPCR-
analizist végeztiink. A vizsgalatokat a Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA) segitségével, a gyarto eldirasai szerint hajtottuk végre. Minden
reakcio 500 ng DNaz-kezelt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) teljes RNS-t, valamint 0,4
uM génspecifikus oligonukleotid primerparokat tartalmazott (az 1. és 2. melléklet). A
reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 10 pl reakcids mix, 1 pl enzimmix, 0.8 pl 10 uM
,Forward” és 0.8 ul 10 uM ,,Reverse” primer, 5 pl templat RNS ¢és 2,4 ul RNaz-mentes vizzel
egészitettiik ki a 20 pl végso térfogat eléréséhez. Minden mintat harom, egymastol fliggetlen
ismétlésben vizsgaltunk. A primerek tervezését az Oligo Explorer (v1.1) és Oligo Analyzer

(v1.0.2) szoftverekkel végeztiik.

A transzkripcids szinteket LightCycler 480 II valos idejii PCR késziilékkel (Roche, Bazel,
Svajc) hataroztuk meg. A relativ transzkripcios értékeket a AACt modszerrel szadmitottuk: AACt
= ACt kezelt minta — ACt kezeletlen minta, ah0l @ ACt = Ct vizsgalt gén — Ct referencia gén, ahol a Ct érték a
PCR ciklus azon pontjat jeloli, amikor a fluoreszcencia atlépi a detekciods kiiszobot. A AACt
novekedése a vizsgalt gén relativ transzkripcidjanak emelkedését jelzi a kezeletlen kontrollhoz
képest. Endogén kontrollként C. albicans esetében a C2 02740C (HPTI) ¢és C1_13700W
(ACT1), mig C. auris esetében a B9JO8 000486 (ACT1) géneket hasznaltuk.

Statisztikai elemzés

A novekedési kisérleteket és az intracellularis fémtartalom-meghatdrozasokat harom
ismétlésben végeztiik; az eredményeket atlag + szérds forméban kozoltik. A kezelt és
kezeletlen mintak kozotti kiilonbségek statisztikai 6sszehasonlitasat parositott Student-féle t-
probaval végeztik (GraphPad Prism 10.0). A kiilonbséget p < 0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak. Az in vivo kisérletek esetében a veseszovet gombaterhelését Kruskal-Wallis-
teszttel és Dunn-féle utoteszttel értékeltiik, szintén p < 0,05 szignifikanciaszinttel.

A géndusulasi vizsgalatok statisztikai elemzéséhez Fisher-féle egzakt probat alkalmaztunk az
R programnyelv (v4.1.1) és a ,,stats” csomag (v3.5.3) segitségével. A kiértékelés soran a +1,5-
nél nagyobb ,,fold change” értéket mutatd, p < 0,05 szignifikanciaszintli géneket tekintettiik

relevansnak. A grafikus megjelenitéseket GraphPad Prism 10.0 szoftverrel készitettiik.
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Eredmények

A surfactin hatasa a Candida albicans novekedésére és morfologiajara

Kisérletes munkank els6 1épésében vizsgaltuk a 128 mg/l-es surfactin kezelés hatasat a C.
albicans novekedésére kiilonb6z0 expozicidés idokben. A gombatenyészeteket 4 oOrés
elétenyésztést kovetden kezeltiik meg surfactin-nal, majd ezt kovetden 1, 2 és 4 6réds expoziciods
1d6t kdvetden hataroztuk meg a tenyészetek novekedését az abszorbancia értékiik és a DCM
valtozasan keresztiil. Az eredmények kiértékelése sordn azt tapasztaltuk, hogy a surfactin
kezelés mar 1 oras inkubaciot kovetden képes volt gatolni a gombasejtek ndvekedését, melyet
mind az abszorbancia (kontroll: 0,96 &+ 0,04, kezelt: 0,75 & 0,02 OD ¢40- nél) (10A abra), mind
a DCM eredmények (kontroll: 0,95 + 0,1 g/, kezelt: 0,6 = 0,15 g/, p <0,01) (10B abra) egyarant
aldtdmasztanak. Tovabba, ez a szignifikdns gatld hatds az altalunk vizsgalt késébbi
idépontokban is még kimutathaté volt (6 o6ra inkubacio; kontroll: 1,5 +0,2 g/, kezelt: 0,7 £ 0,1
g/l DCM, ¢és 8 ora inkubacid; kontroll: 3,2 £ 0,3 g/l és kezelt: 1,0 = 0,2 g/l DCM) (p < 0,01-
0,001).

A morfoldgia vizsgalatok soran a fonalas morfoldgidt mutatd struktarak, vagyis a hifak és
pszeudohifak tipusa €s aranya szignifikdnsan kiilonbozott az €élesztéformakhoz képest, mind a
kezelt mind a kezeletlen tenyészetek esetében. A kiilonb6zé morfoldgiat mutatd gombasejteket
statisztikai/kvantitativ szempontbdl vizsgalva, azt tapasztaltuk, hogy a 4 6rés kezelést kvetden
a hifak (8 oras inkubaciot kovetden a kontroll: 14,33% + 1,53%, a kezelt: 10,33% + 2,08%;
p <0,05) és a pszeudohifdk ardnya szignifikansan alacsonyabb volt a surfactin-nal kezelt
tenyészeteben a kezeletlen kontroll tenyészetekhez viszonyitva (kontroll: 29,66% + 3,06%,

kezelt: 22,67% =+ 3,05%; p < 0,05).

A Candida albicans-ban indukalédo transzkripciés valtozasok surfactin kezelést

kovetoen

Az RNS szevenalassal nyert adatok elemzése kimutatta, hogy a surfactin jelentds mértékben
befolyasolja a C. albicans gének transzkripcidjat, ami jelentds véltozasokat indukal a teljes
transzkriptomban is. A surfactin-nal kezelt C. albicans sejtek teljes transzkripcids profiljanak
elemzése soran 1389 gén transzkripcidja valtozott meg szignifikdnsan a kezeletlen
tenyészetekhez viszonyitva. Ezen gének koziil 773 szignifikansa fel- és 617 szignifikansan alul

szabalyzodott a surfactinnal kezelt mintakban a kezeletlen kontrollokhoz képest.
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A gombasejtekben a surfactin kezelés hatdsara indukaldédé kiilonbozd élettani folyamatok
mogott hazodd molekularis szinti mechanizmusok megismerése érdekében a géneket
funkciojuk alapjan csoportokba rendeztiik. A surfactin kezelés hatasara a legnagyobb valtozas
a transzmembran transzportban részt vevé gének transzkripcidjaban volt megfigyelhetd. A
fokozott transzkripciot mutatd gének koziil a multidrog transzporterek (pl.: MDRI és FLUI),
valamint a szénhidrat transzportban szerepet jatszo géneket (HGT1, HGT10, HGT14, HGTIS,
HXTS5, NAG3, SFC1, GALI102 stb.) azonositottunk. Mindemellett az oxidativ stresszhez kothetd
folyamatokban szerepet jatsz6 gének transzkripcidos mintdzata is szignifikans ndévekedést
mutatott, mint példaul a glutation anyagcseréhez kothetd gének esetében (G1711, GTTI2,
GTTI3, GCS1, GST2, C5_01560C és TTRI) vagy az intracelluléris fémionok koziil a vas, a réz
¢s a cink ionok sejten beliili homeosztdzisaban szerepet jatszo gének esetében. A vas
homesztazisban résztvevd gének koziil elsésorban a vas reduktazokat kodolo gének
transzkripcidja fokozdédott (CFL4, CFLII, CR _07300W, C7 _00430W, FRE7 és FRE9),
tovabba a réz oxidazok (FETY99 és CCC2), a sziderofor transzport (SITI) és a SEFI
transzkripcids faktort kodold gének transzkripcidja is megnovekedett. A réz intracellularis
szabalyozasaban résztvevd gének esetében elsdsorban a MACI transzkripcios faktor,
kiilonb6zé chaperonok ¢és réztranszporterek (CCSI, CTRI ¢és CCC2) transzkripcidja
feliilszabalyozodott, de a cink anyagcserével kapcsolatos gének (CSRI és PRAI -
transzkripcids faktor és sejtfelszini fehérje) esetében is hasonldoan magas transzkripcios
mintdzat volt megfigyelhetd a surfactin kezelést kovetden a kezeletlen tenyészetekhez
viszonyitva.

Ugyanakkor az emlitett fémionok vonatkozasaban csokkent transzkripcidét mutattunk ki a ferri-
permeazok (FTR1 ¢és FTR?2), a hemoglobin hasznositasahoz kapcsolodo gének (HMX1, PGA10
€s CSAI), az AFT?2 transzkripcids faktort kddold gén, valamint a vakuolaris vas (SMF3), réz
(CRP1I) és cink (ZRT1I) transzporterek esetében. A csokkent felszini adhézidval 6sszefiiggd, a
biofilm képzéshez kapcsolddod gének transzkripcids mintdzata szignifikdns valtozast mutatott a
surfactin kezelés hatasara. Az alul szabélyozott géncsoporton beliil kilenc gént azonositottunk,
melyek a biofilm adhéziojaban (EAPI és PGAI), a biofilm érésében (EFGI, ROBI,
CPH2, IFD6, GCAI és ADHY5) ¢és a biofilm diszperzidjaban (NRGI) vesznek részt. (8A—
C éabra). Az rRNS exporttal kapcsolatos gének (RPS3, RPS5, RPS10, RPS15, RPSIS8, RPS194,
RPS21, RPS26A4, RPS28B¢és YSTI) jelentésen alulszabalyozottak voltak, melyek
hozzajarulhatnak a gombasejtek csokkent metabolizmusdhoz. Az RNS-seq ¢s RT-qPCR adatok
az elemzett 15 gén esetében erds korreldciot mutattak (Pearson-féle korrelacios egyiitthato:

0,95).
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A surfactin hatasa a Candida albicans sejtek intracellularis fémtartalmara.

Mivel a surfactin kezelést kdvetden a C. albicans tenyészeteken végzett transzkriptomikai
elemzések soran azt tapasztaltuk, hogy az intracellularis fémionok homeosztazisaban szerepet
jatsz6 gének transzkripciés mintdzataban is jelentds valtozadsok indukalodnak, ezért
transzkriptomikai eredményeink megerdsitése ¢érdekében ICP-OS modszer segitségével
kovetden. A mérési eredményeink jol reprezentdljak, hogy surfactin kezelést kovetden a C.
albicans sejtek vas-, mangéan- ¢és cinktartalma jelentdsen csokkent a kontroll tenyészetekhez
képest (p < 0,05-0,01). A vas esetében a kontroll tenyészetekben mért 127,1 + 18,4 pg/g-hoz
képest a SUR-kezelés hatdsara a koncentracié 70,9 + 8,4 ug/g -re csokkent (p < 0,05). Az
intracelluldris cink koncentraciéban is hasonld tendencia volt megfigyelhetd, miszerint a
kontroll tenyészetekben mért 214,4 + 4,5 pg/g értékek 169,6 + 8,9 pg/g-ra redukalodtak (p <
0,01). Bar ez a tendencia kicsivel alul marad a mangédn esetében, ahol a kiindulési
koncentraciordl, 8,1 £ 0,5 pg/g-rol 5,3 + 1,3 pg/g-re vald csokkenés volt kimutathatd, de ez a
valtozas szintén szignifikdnsnak bizonyult (p < 0,05). Ezzel szemben az
¢lesztésejtek réztartalmaban szignifikans mértékli eltérést nem tapasztaltunk a kezeletlen,
kontroll tenyészetekben mért koncentraciokhoz viszonyitva (kontroll: 3,1 + 0,95 ng/g, kezelt:

2,0£0,25 ng/g) (p > 0,05).

A HSL hatasa a Candida albicans és a Cadida auris novekedésére

crer

HSL kezelést kovetden vizsgaltuk. A HSL-t az el6tenyésztett Candida sejtekhez adva, mar 2
Oras expozicid utan jelentds mértékili novekedésgatlast tapasztaltunk. Ezt a gatlohatést egyrészt
a tenyészetek optikai denzitdsdnak (OD g40) csokkenése, masrészt a DCM értékek alapjan is
megerdsitettilk. 4 C. auris esetében az OD s40- nél mért abszorbanciaértékek a kezeletlen
kontroll mintdknal 1,06 &+ 0,03 volt, mig a 100 uM ¢és 200 uM HSL-lel kezelt sejtek esetében
0,97 £ 0,02 ¢s 0,82 £ 0,01 értékek voltak, ami statisztikai szempontbdl szignifikans csokkenést
jelentett (p <0,001-0,01). Mindemellett a DCM-értékek szintén jelentdsen visszaestek a
kezelés hatasara. A kezeletlen kontroll sejtek esetében 0,26 + 0,02 g/l értéket mértlink, mig a
100 uM és a 200 uM HSL kezeléseket kovetden 0,13 £ 0,02 g/1, illetve 0,09 £+ 0,02 g/1 értékeket
rogzitettiink (p < 0,001). Ezzel szemben a C. albicans esetében csak a 200 uM-os HSL kezelés
valtott ki szignifikdns novekedésgatld hatast 2 o6ras expoziciot kovetden. Az ODegso-en mért

abszorbancia értékek a kezeletlen kontrollnal 1,33 + 0,04, addig a 200 uM-al kezelt mintdkban
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mért abszorbancia 1,24 + 0,03 voltak (p <0,01). A DCM értékek hasonlé tendencidkat mutattak
(kontroll: 0,54 £ 0,03 és 200 uM-al kezelt: 0,46 + 0,02; p <0,01).

A HSL hatasa a Candida albicans és a Candida auris biofilm képzésére

Az abiotikus felszinhez tapadt gombasejtek esetében a HSL kezelés C. auris-nal minden
vizsgalt koncentracidoban gatolta a metabolikus aktivitast, mig C. albicans-nal a hatds mértéke
egyértelmi koncentraciofiiggést mutatott. A kitapadt C. auris sejtek metabolikus aktivitasa 8
oras HSL expoziciot kovetden, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, 100 uM koncentracional
64,8% + 2,5%, mig 200 uM esetén 61,4% + 8,4% volt. Ezzel szemben a C. albicans sejtek
metabolikus aktivitasa 100 uM HSL hatéséara 78,5% =+ 4,3%-ra, mig 200 uM kezelés mellett
55,4% =+ 6,4%-ra csokkent a kontroll értékhez képest. A C. auris és C. albicans sejtek
metabolikus aktivitadsanak 6sszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a C. albicans esetében
a legalacsonyabb metabolikus aktivitds a 6 6ras expozicids idopontban volt mérhetdé: 100 uM
HSL mellett 65,4% + 6,0%, mig 200 uM kezelés esetén 39,3% =+ 2,8% értéket detektaltunk.
Nyolc 6rés kezelést kovetoen a C. albicans sejtek metabolikus aktivitdsaban enyhe novekedést
figyeltiink meg, ugyanakkor a C. auris tenyészetekben a HSL expozici6 hatdsara tovabbra is
gatolt volt a metabolikus aktivitas.

A metabolikus aktivitdsi vizsgalat soran kapott eredményeink Osszhangban alltak a
fluoreszcens mikroszkdpos felvételekkel. A HSL kezelés szignifikdnsan gatolta mind a C.
C. auris tenyészetekrol késziilt felvételek kozott a 8 oOras expoziciot kovetokdon mar
megfigyelhetok voltak nagyobb sejtcsoportosulasok, illetve aggregatumok (kb.: 30-50 sejt).
Erdekes modon a HSL kezelés nem tudta teljes mértékben gatolni a C. albicans dimorfizmusat,
vagyis a csiratomlok, hifak és pszeudohifdk kialakuldsat. Ugyanakkor a fonalas struktirak
rendezett elrendezddése megsziint: morfologidjuk szabalytalannd valt, és kiterjedt, kusza

hifaaggregatumok megjelenése volt megfigyelhetd a 8 6ras HSL kezelést kdvetden.

A HSL hatasa a Candida fajok virulencidjara in vivo koriilmények kozott

A HSL kezelésnek a C. auris és C. albicans virulencidjara gyakorolt hatdsdnak vizsgalatahoz
szisztémasan fert6zott egérmodellt alkalmaztunk. Az egerek veséibdl kimutatott gombasejtek
mennyisége alapjan megallapitottuk, hogy C. albicans esetében egyik HSL-lel kezelt
csoportban sem volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség a kezeletlen kontrollhoz képest. Ezzel

szemben C. auris fert6z¢és esetén figyelemre méltd csokkenést tapasztaltunk az 50 és 100 uM
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vesemintaibol kimutathatd életképes gombasejtek szama szignifikdnsan mérséklodott a
kontrollcsoporthoz viszonyitva.

A hisztopatologiai vizsgalatok eredményei Osszhangban voltak a kvantitativ tenyésztési
adatokkal. A C. auris-szal fert6zott egerek kontrollcsoportjdba tartozod egyedek veséjében
kiterjedt szoveti elvaltozasok voltak megfigyelhetdk, tobb esetben sarjadzo élesztdsejtek
jelenlétével. Mar az 50 uM HSL-lel végzett napi kezelés is jelentdsen csokkentette az
elvaltozasok szamat ¢és a szoveti karosodds mértekét. A C. albicans-szal fertdzott egerek
veseszoveteiben ezzel szemben minden kezelt csoportban tobb, kiterjedt gombas elvaltozast
azonositottunk. Ezekben az elvéltozdsokban ©néllo és sarjadzo élesztdsejtek, valamint

pszeudohifak és hifak egyarant jelen voltak.

A Candida fajok transzkripcios valtozasai HSL kezelést kovetéen

A HSL kezelést kovetden a C. albicans és C. auris sejtekben indukaldédo biologiai folyamatok
hatterében all6 molekularis mechanizmusok feltérképezése érdekében teljes transzkriptom-
elemzést végeztiink. Az elemzések eredményei alapjan a 200 uM HSL kezelés mindkét faj
esetében kiterjedtebb transzkriptom szintli valtozasokat idézett eld, mint a 100 puM
feliil- és alulszabalyozott gének szdma a 100 uM HSL kezelés hataséara 189, illetve 132 volt,
mig 200 uM HSL alkalmazéasakor 354 feliil-, illetve 540 alulszabalyozott gént azonositottunk
a kontrollhoz képest.

Mind a két gombafaj esetében a két kezelt csoport differencidlisan expresszalédd génjeinek
(DEG-ek) 6sszehasonlitdsa soran minddssze minimalis atfedést tapasztaltunk: A C. albicans
vonatkozasaban 44 gén mutatott fokozott transzkripciot, mig 76 gén csokkent transzkripciot
mindkét kezelés esetében. Ezen tulmenden, a C. auris-nal a 200 uM HSL kezelésre adott
valaszként azonositott génkészlet kortilbeliil a differencialodott géndllomany felét tette ki, azaz
45 gén transzkripcidja fokozodott, mig 25 géné csokkent a 100 uM-os kezeléshez viszonyitva.
Miutan a géneket biologiai funkcidjuk alapjan csoportositottuk, azt tapasztaltuk, hogy a C.
albicansban 100 uM HSL kezelés hatdsara elsdsorban a mitotikus sejtciklussal (21 gén), a
szterol-bioszintézissel (8 gén; pl. ERGI, ERG3) és a sejtciklus- illetve morfologiai atmenet
szabalyozasaval (pl. CCNI, GIN4, valamint a protein-kinazt kodolé HSLI) kapcsolatos gének
transzkripcidja csokkent. Ezzel szemben a zsirsav bontasban (8 gén), az RNS-anyagcsere-

folyamatokban (99 gén) ¢és a riboszoma-biogenezisben (73 gén) részt vevl gének
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transzkripcidja fokozodott. Ehhez képest a 200 uM HSL kezelés a vegetativ ndvekedéssel
Osszefiiggd folyamatok transzkripcidjat széles korben lecsokkentette, beleértve a mitotikus
sejtciklust (54 gén), a DNS-replikaciot (32 gén), az RNS-anyagcsere-folyamatokat (139 gén),
a riboszoma-biogenezist (136 gén), a transzlaciot (125 gén), a szterol-bioszintézist (32 gén; pl.
HMGI, IDII, CYB5, ERGI, ERG3, ERG6, ERGY, ERG11, ERGI2, ERGI13) és a zsirsav-
bioszintézist (pl. FENI2, FENI1, FAD3, EHT1, ERG3, SUR2, ERG251, LABS).

Ugyanakkor a gyodgyszertranszportban (33 gén; pl. CDRI, CDR2, az ABC-transzportereket
kodolo SNQ2, valamint a MRRI — multidrug rezisztencia regulator 1 — transzkripcios faktor),
az oxidativ stresszre adott valaszban (17 gén; pl. CIP1,SOD1, SOD2, SOD6, PST1), a glutation-
anyagcserében (16 gén; pl. TTRI, GST2, GPXI) és a zsirsav bontasban (13 gén) részt vevod
gének transzkripcioja fokozddott a 200 uM HSL kezelés hatasara.

A C. auris esetében a feliil- és alulszabalyozott gének szama lényegesen kisebb volt a C.
albicans transzkripcids profiljahoz képest a HSL kezelést kovetden. A C. auris sejtekben a 100
puM HSL kezelés hatdsara minddssze 67 gén mutatott fokozott, mig 111 gén csokkent
transzkripcidt a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (16A ébra). Ugyanakkor a 100 uM és 200
uM HSL kezelések kozott 45 feliil, valamint 25 alulszabélyozott gént azonositottunk, amelyek
transzkripcidja mindkét kezelés esetében megvaltozott (16C &bra). Erdekes médon a C.
albicans és C. auris HSL kezelése soran minddssze egyetlen feliilszabalyozddott gén atfedése
volt kimutathat6 (16D &bra). Az RNS-seq és RT-qPCR adatok az elemzett 8 C. albicans, illetve
11 C. auris gén esetében erds korrelaciot mutattak (Pearson-féle korrelacios egyiitthato: 0,92—
0,95).

Transzkriptomikai eredményeink alapjan a 200 uM HSL kezelés globalis transzkripcios
valtozasokat idézett eld a C. auris sejtekben. A feliilszabalyzott gének olyan bioldgiai
folyamatokhoz kapcsolddtak, mint példaul a transzmembran transzport (34 gén; pl. antifungalis
gyogyszertranszporterek CDR 1, CDR4, valamint a foszfattranszporter PHO84), a peroxiszoma
mikodése (21 gén), a mitokondridlis folyamatok (40 gén), a vas-ion homeosztazis (FTHI,
FRE9, HMX1, tobb feltételezett hemkoto fehérje, RLII, egy ABC-transzporter, ALK?2, valamint
az n-alkan-indukalhat6 citokrém P450 ¢és a CDGI cisztein-dioxygenaz), valamint a
zsirsavlebontas (22 gén).

Ezzel szemben a csokkent transzkripciot mutaté gének kozott szintén jelentds szdmban
szerepeltek a  transzmembran transzportért felelds gének (36 gén), koztik
gyogyszertranszporterek (MLTI, B9J0O8 003832), réz- és cinktranszporterek (CTRI, ZRT2,
B9JO8 003341), valamint a vas-ion homeosztazisban részt vevo gének (FRPI, FTRI, FTPI,

PGA7,B9J08_003002).
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Tovéabba csokkent transzkripciot mutattak a glutation-anyagceseréhez kapcsolodo gének (GCS1,
GLRI, APE2, RNR3), a DNS-replikacidban részt vevé gének (9 gén), az antifungalis
rezisztenciat szabalyozd MRR1, valamint a hosszu szénldnct zsirsavak bioszintéziséért felelds
FAS1 és FAS2 (zsirsav-szintdzokat kodolo) gének.

Mind a 100 pM, mind a 200 uM HSL kezelés esetében megfigyeltiik a B9JO8 001458 (SCFI)
gén transzkripcidjanak csokkenését, amely egy C. auris-specifikus felszini kolonizacios faktort
kodol. Ezzel parhuzamosan fokozodott azoknak a géneknek az transzkripcidja, amelyek a 3-
hidroxipropionaton keresztiil médositott f-oxidacios utvonalhoz kapcsoldodnak (5 gén: POXI-
3, FOX2, CAT2, CRCI, HPDI).

A 100 uM HSL-lel kezelt C. auris transzkriptomikai adatai alapjan a feliilszabalyzott gének
kozott gazdagon képviselték magukat a cinkion-kotéshez kapcsolodo gének (10 gén), koztiik
transzkripcids faktorok (SFUI, CRZ2), feltételezett Zn(II)Cyss tipusu transzkripcids faktorok
(ZCF4,SUT1I), valamint a cinkujjas szabalyoz6 fehérjét kodolo IRF1. Ezzel szemben a 100 pM
HSL kezelés hatasara alulszabalyozott gének kozott a pre-replikativ komplex komponensei
(MCM6, CDC6), valamint a transzlacidohoz (25 gén), a riboszéma-biogenezishez (20 gén), a
szterol bioszintézishez (ERG2, ERGS5, ERG13) ¢és a gybdgyszertranszporthoz (MDRI1, ROAI)

kapcsolodo gének dominaltak.

A Candida fajok intracellularis fémion koncentracidojanak valtozasa HSL kezelést

kovetoen

A HSL expozicio jelentés mértékli transzkripcids valtozasokat idézett elé a C. auris fémion-
homeosztazissal kapcsolatos génjeiben. Ennek megerdsitése érdekében ICP-OES technikat
alkalmazva megvizsgaltuk, hogy a HSL kezelés miként befolydsolja a gombasejtek
intracellularis fémtartalmat. Eredményeink alapjan megallapithaté, hogy mind a 100 pM, mind
a 200 uM HSL kezelés a C. auris esetében mar 4 6ras expoziciot kovetden fiziologiai
valtozasokat indukalt. A kezelések hatdsara az élesztdsejtek vas- és cinktartalma szignifikdnsan
csokkent a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest.

A vas esetében a kontroll tenyészetekben mért 231,6 + 6,7 pug/g értékhez viszonyitva a 100 uM
HSL kezelés hatasara a vas mennyisége 155,0 £ 30,6 pg/g-ra, mig a 200 uM kezelésnél 117,5
+ 12,5 ng/g-ra csokkent (p < 0,05-0,001). Hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd a cinktartalom
esetében is: a kezeletlen sejtekben mért 612,1 + 19,3 ng/g értékhez képest a 100 és 200 uM
HSL-lel kezelt sejtekben a cinktartalom 436,6 + 54,4 ug/g-ra, illetve 326,4 + 27,8 pg/g-ra
csokkent (p <0,05-0,001). Ezzel szemben a HSL kezelés nem befolyasolta szignifikdnsan sem

a réz-, sem a mangantartalmat a kontrollhoz képest. A réztartalom a kontrollmintakban 9,7 +
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0,5 ng/g volt, mig a kezelt sejtekben 11,7 = 1,8 pg/g (100 uM) és 11,6 + 2,3 pg/g (200 uM)
értéket mértiink. A mangantartalom esetében a kontrollértek 29,4 + 0,9 pg/g volt, a HSL
kezelések utan pedig 33,7 + 3,5 pg/g (100 uM) ¢és 29,6 = 1,9 pg/g (200 uM) értékeket
detektaltunk (p > 0,05). A C. albicans esetében sem a 100 uM, sem a 200 uM HSL kezelést
kdvetden — sem 2, sem 4 0ras expozicios id6 utdn — nem mutattunk ki szignifikans valtozast
a fémion homeosztazissal Osszefiiggd gének transzkripciojaban. Ennek megfelelden a C.

albicans mintdkban nem végeztiik el az intracellularis fémionok mennyiségi meghatarozasat.
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Megbeszélés

A kisérleteink kozéppontjaban a gombdk és baktériumok kozotti interakcidk vizsgalata allt,
kiilonos tekintettel azokra a folyamatokra, amelyek soran a baktériumok képesek gétolni a
Candida fajok virulencidjat és mas fizioldgiai tulajdonsagaikat. A baktériumok és a gombak
dinamikus interakcidjat sejt-sejt kolcsonhatasok, a termelddd szekunder metabolitok, valamint
az ugynevezett quorum sensing molekulak egyarant befolyasolhatjdk. Ezen molekuldk
kibocsatasa és érzékelése lehetove teszi szamukra, hogy akér populacio szinten valtoztassak
viselkedésiiket, amennyiben a bioldgiai vagy az élettelen kdrnyezet jelentésen megvaltozna

koriilottiik.

A Candida—baktérium interakciok tobbnyire antagonisztikus jellegliek, amelyeket kifejezett
gombaellenes, virulencia gatld vagy éppen 610 hatas jellemez (Allison és mtsai. 2016). A
huméan kommenzalista gombafajok koziil az egyik legismertebb faj a C. albicans (Lopes ¢€s
Lionakis 2021; Acosta ¢és mtsai. 2024). Szervezetink tobb kiilonbozoé teriiletét,
nyalkahartyafelszinét kolonizélhatja, de talszaporodasa stlyos egészségiligyi problémat
okozhat, ami hatvanyozottan tetten érhetd példaul a gasztrointesztinalis traktus diszbidzisa
soran (Miranda és mtsai. 2009; Alonso-Monge ¢és mtsai. 2021). Szamos tanulmany mutatta ki,
hogy a bélrendszer kolonizécioja és a gombasejtek elszaporodasa lehet a forrasa tilnyomorészt
az invaziv Candida fertézéseknek (Zaborin és mtsai. 2014; Allison és mtsai. 2016; MacAlpine
¢s mtsai. 2023; Acosta és mtsai. 2024; Bays ¢és mtsai. 2024). Ugyanakkor a kutatok azt is
megfigyelték, hogy a probiotikus baktérium fajok vagy az éaltaluk termelt szekunder
metabolitok, példaul kiillonbozd bioszurfaktansok, illetve ezek adjuvansként valé alkalmazasa
képes megakadalyozni a C. albicans tilszaporodasat, amely anyagok révén csokkenthetd a
gombaellenes készitmények tulhasznalata, ezaltal csokkenthetd a rezisztencia kialakulasaban

szerepet jatszo szelekcios nyomds (Ouwehand €s mtsai. 2016).

A legujabb in vitro eredmények alapjan az egyik leghatékonyabb bioszurfaktans a surfactin,
amelyet el6szor a B. subtilis ATCC 21332 torzsbdl irtak le, és amely a korabbi kisérletek
alapjan jelentds antimikrobidlis, tumorellenes és antikoagulans hatassal rendelkezik (Morikawa
¢s mtsai. 2000). A surfactin Candida ellenes aktivitdsat vizsgadld tanulméanyok szdma
korlatozott; ennek ellenére Biniarz és munkatarsai kordbban arrdl szamoltak be, hogy a C.
albicans sejtfelszini hidrofobicitasa és adhézidja a surfactin hatasara akar 20-60%-kal, illetve
80-90%-kal is csokkenhet (Biniarz és mtsai. 2015). Hasonld eredményekrdl szamoltak be

Nelson ¢és munkatarsai is, akik a surfactin hatdsat az adhézi6 és a biofilm-képzés gatlasa
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szempontjabol vizsgaltdk (Nelson és mtsai. 2020). Ugyanakkor a surfactin altal kivaltott,
elézetesen megfigyelt gombaellenes aktivitas részletes fiziologiai €s transzkripcids hattere a

kutatok eldtt mindeddig ismeretlen volt.

A leirt eredményeink alapjan a B. subtilis altal termelt surfactinnak jelentds szerepe van a C.
albicans anyagcseréjének, morfognezisének befolyasolasaban, tovabba jelentds hatassal lehet
azokra a génekre, amelyek a gombaellenes szerekkel szembeni rezisztenciat hatdrozzak meg.
Az eredmények fejezetben leirt szignifikans novekedésgatlas tobb, az anyagcseréhez

kapcsolodo gén altalanos alulszabalyzodéasanak tudhato be.

Erdekes modon a surfactin kezelés jelentdsen fokozta a riboszoma-biogenezissel kapcsolatos
gének transzkripciojat. Jol ismert tény, hogy a riboszoma-biogenezis szorosan Osszefligg a
sejtnovekedéssel €s a sejt osztodassal (Shore és mtsai. 2021). A transzkripcidt kovetéen mind
a kis, mind a nagy pre-riboszomalis alegységeket a citoplazmaba kell exportalni a riboszémak
éréséhez. A gén ontologiai vizsgalataink kimutattdk, hogy a surfactin kezelés szignifikdnsan
fokozza az RNS-anyagcseréhez kapcsolodo gének (0sszesen 220 gén) transzkripciojat, koztiik
a pre-riboszémakkal kapcsolatosakat is; ugyanakkor alulszabalyozza az rRNS-transzport (10
gén), a citoplazmatikus riboszomalis fehérjék (69 gén) és a transzlaciod (128 gén) génjeit. Ezen
transzkriptomikai eredmények arra utalnak, hogy a C. albicans sejtek ndovekedése mérséklddik
a surfactin kezelés hatasara a fehérjeszintézis gatlasaval is Osszefiigghet, az anyagcseréhez

kapcsolddo gének expresszidjanak modosulasa mellett (Shore €s mtsai. 2021).

Szamos ergoszterol-szintézissel (ERGI, ERG3, ERGY9, ERGI0, ERGII) és zsirsav-
anyagcserével (ACCI, FASI, FAS2) kapcsolatos gén szintén alulszabdlyzodott, ami a
citoplazmamembran szerkezetének ¢és fluiditdsanak megvaltozasat valosziniisiti. A surfactin és
fluconazole kozott megfigyelt szinergista kolcsonhatas aldtamasztja ezeket a feltételezett
membranvaltozasokat (Bibi és mtsai. 2021). A biofilmképzés gatlasat illetéen elmondhato,
hogy az EFGI ¢és ECEI gének transzkripcidja is szignifikdnsan alulszabalyzodott, ami
magyarazatot adhat a hifaképzddés és a biofilmképzés gatlasara (Mukherjee és mtsai. 2006;
Cavalheiro és Teixeira 2018). Tovabba a biofilmképzés gatlasa felveti annak a lehetdségét is,
hogy ez a molekula megzavarja a gombak quorum sensing mechanizmusait, vagyis a
gombasejtek kozotti kommunikaciot (Lopez €s mtsai. 2009). Kordbban tobb tanulmany is
részletesen vizsgalta a surfactin esetleges quorum sensing molekula jellemzodit, valamint a
benne rejld sejtek kozotti kommunikécios potencidlt. Egy tanulmany példaul rdmutatott arra,
hogy a surfactin a B. subtilis parakrin jelatviteli kaszkadjaban jelzémolekulaként mikodhet,

ahol szimultan transzkripcids valtozasokat is képes volt eldidézni, amely egy alapvetd ismérve
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a quorum sensing molekuldknak (Lopez és mtsai. 2009). Emellett a surfactin szerepet jatszhat
a B. subtilis és az A. niger kOz0tti sejt-sejt interakcioban is, amelyek soran mind a baktériumban,
mind a gombaban jelentds anyagcsere-valtozasok figyelhetok meg a surfactin expozicid
hatasara (Benoit és mtsai. 2015). Sajat eredményeink arra utalnak, hogy a surfactin jelentds
mértékben befolydsolhatja a farnesol 4ltal medidlt quorum sensing utvonalakat a C. albicans-
ban, mivel a farnesol szintézise zavart szenvedett a DPP2 gént (lipid-pirofoszfatdz enzimet
kodolo gén) érintd surfactin-indukalta alulszabalyzodas kovetkeztében (Nickerson és Atkin
2017). Mindezek mellett a tyrosol termelés szintén zavart szenvedhetett, amit az ADH1 és az
ADHS5 gének csokkent transzkripcioja tdmaszt ald. Mindezek a géntranszkripcios valtozasok
tovabb magyarazhatjdk a biofilmképzés szignifikans gatlasat (Ghosh és mitsai. 2008). A
szeszillis sejtek kozotti kdlesonhatasok tekintetében Liu €s munkatarsai kimutattak, hogy a
surfactin szignifikansan gatolja a quorum sensinghez kapcsolodd jelatviteli utvonalakat,
beleértve a S. aureus biofilmképzését is bizonyitva annak szerepét a fajok kozotti quorum

sensing folyamatok befolyasoldsara (Liu és mtsai. 2019).

A jelen tanulmanyban kapott transzkriptomikai adatok kiemelik, hogy a surfactin kezelés
jelentésen befolydsolta a vasanyagcserével, a réz- és cinktranszporttal kapcsolatos gének
transzkripcidjat, valamint a C. albicans sejtek intracellularis vas-, cink- és mangantartalmat.
Figyelemre méltd, hogy hasonl6 hatasok voltak megfigyelhetok kutatocsoportunk egy korabbi
tanulmanydban, ahol a C. auris esetében vizsgaltuk a farnesol expozicié molekularis és élettani
kovetkezményeit (Jakab és mtsai. 2021). A csokkent vas tartalom valdszintileg a surfactin elleni
altalanos védekezés része, amely célja a vas (II)-ionok 4altal okozott karosodasok
minimalizalasa (Dixon és Stockwell 2014). Kordbbi kutatdsok szerint a megndvekedett szabad
intracelluldris vas tartalom fokozza a reaktiv oxigéngykok képzodését (Bellotti és mtsai. 2022).
A surfactin altal kivaltott csokkent intracellularis cink koncentracid szintje Osszefiiggésbe
kodolja. A cink alapvetd fontossadgl elem az oxidativ stressz elleni védekezésben, mivel a
szuperoxid-dizmutaz szerkezeti komponenseként miikddik; tovabba a ZR72 gén delécioja vagy
alulszabalyzottsaga jelentésen képes csokkenteni a C. albicans virulencigjat, mivel mérsékli
annak kolonizacios képességét, ami szignifikdnsan csokkenti az egérvesékbdl kitenyészett €16
gombasejtszamot (Khemiri és mtsai. 2020). A réz homeosztazis szintén fontos, meghatarozo
tényezdje a C. albicans virulencidjanak. Vizsgalataink sordn a CTRI ¢és a FRE7 gén
transzkripcidja egyarant fokozdodott. Khemiri és munkatarsai kimutattdk, hogy rézdeficiens

koriilmények kozott a C. albicans aktivalja a rézfelvételhez sziikséges fehérjéket, beleértve a
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Ctrl transzportert és a Fre7 ferrireduktazt (Khemiri és mtsai. 2020). Ugyanakkor a CRPI gén
expresszioja csokkent, amely egy P-tipusu ATPazt kodol, és rézkivalaszté pumpaként miikodik
a magas réztartalmi kérnyezetben valo talélés érdekében (Khemiri és mtsai. 2020). A kapott
eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a surfactin képes megkotni a réz ionokat, ezaltal
rézhianyos allapotot tud létrehozni a gomba mikrokdrnyezetében. Egy koradbbi tanulmany
kimutatta, hogy a réz ionok eldszeretettel kotddnek a lipoprotein-bioszurfaktansok, igy a B.
subtilis eredetli surfactin molekuldk amid-nitrogénjeihez (Janek és mtsai. 2019). Bar a
megvaltozott fémion milié predesztinalja indirekten a surfactin altal kivaltott oxidativ stressz
megjelenését, érdemes kiemelni, hogy a surfactin nem okozott megnovekedett reaktiv oxigén
gyok termelést, ugyanakkor a glutation szintje szignifikdnsan megemelkedett a surfactin
expozicio hatdsara. A C. albicans-ban végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy a glutation részt
vesz az ¢leszto—hifa morfologiai dtmenet szabalyozasaban (Pdcsi és mtsai. 2004). Ezek alapjan
a megemelkedett glutation szint a hifaképzddés gatlasaval tarsithat6. Emellett a glutation
tultermelése reduktiv stresszvalaszt valthat ki, ami részben tovabb magyarazhatja a megfigyelt
gatlo hatéast (Pocsi és mtsai. 2004). Feltételezhetd, hogy a surfactin glutationnal konjugalodik a
gombasejtek detoxifikacios folyamatai sordn, igy eldsegitve a surfactin inaktivalasat és
eliminacigjat, és ezzel csokkentve a potencialis sejtkdrosodds mértékét. Fontos megemliteni,
hogy a Mdrl P-glikoproteint kddold gén transzkripcidja szignifikdnsan megnovekedett, ami

e

¢s mtsai. 2003).

Az eldbbiekben leirt Gram-pozitiv baktérium-Candida interakcié mellett a Gram-negativ
baktériumok vonatkozasdban is szamos figyelemre méltd eredmény olvashato6 az irodalomban.
A P. aeruginosa és a C. albicans kdzotti kdlcsonhatés természete és vizsgalata gyakran szolgél
modellként a gomba—Gram-negativ baktériumok kozotti interakciok vizsgalatdhoz, amelyeket

in vitro koriilmények kozott tobbnyire kompetitiv és antagonisztikus jellegiinek irnak le.

Szamos vizsgalat igazolta, hogy a P. aeruginosa a kiilonb6z6 szekretalt molekulaival, kémiai
anyagok segitségével képes gatolni a C. albicans ¢lesztd-hifa morfoldgia valtasat. Tobb kutatas
is arra utal, hogy a Pseudomonas quorum sensing molekuldk (pl.: homoszerin-laktonok)
feleldsek a két mikroorganizmus kozotti jelatviteli kommunikéacioért, és a tapasztalt interakcios
valaszok jelentds részéért (De Sordi és Miihlschlegel 2009; Gibson ¢és mtsai. 2009; Morales €s
mtsai. 2013; Fourie és mtsai. 2016; Grainha ¢és mtsai. 2020; Abd El-Baky és mtsai. 2020;
Miranda és mtsai. 2022; Kahl és mtsai. 2023). Mindazonaltal, ahogy korabban mar tobbszor

emlitettiik a C. albicans alapu kutatdsokbol szarmazod megfigyelések nem extrapolalhatok
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kozvetleniil a Pseudomonas—non-albicans kevert mikroba populdcidk esetén tapasztalt
interakcids viselkedésekre (Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020; Jakab és mtsai. 2021).
Erre a kiilonbségre jo példa a C. auris esete, amely gomba hatékony bor- és nyalkahartya-
kolonizacidos  képességének  koszonhetéen  szdmos  kommenzalis = Gram-negativ
mikroorganizmussal, koztiikk a P. aeruginosa-val is egyiitt €l a biotikus felszineken latszdlag
mindenféle antagonisztikus kovetkezmény nélkiil. Ugyanakkor e klinikailag jelentds
baktérium—gomba interakciorol jelenleg még nagyon kevés informécié all rendelkezésre
(Proctor és mtsai. 2021; Sexton €s mtsai. 2021). Vizsgalataink keretében azt tanulmanyoztuk,
hogy a C. auris miként reagal a P. aeruginosa elsédleges quorum sensing molekuldjara, a HSL-
ra. Korabbi gazkromatografids—tomegspektrometrids elemzések kimutattdk, hogy az érett P.
aeruginosa biofilmekben a HSL koncentracido meghaladhatja a 600 uM-ot (Charlton és mtsai.
2000). Emellett bizonyitott, hogy a 200 uM HSL képes volt gatolni a hifaképzddést C. albicans-
ban, mig 500 uM feletti koncentraciok teljesen megakadalyozzdk a gombasejtek novekedését
(Charlton és mtsai. 2000). Ennek megfelelden a kisérleteinkben a C. auris esetén alkalmazott

50-200 uM kozotti HSL koncentraciok klinikai szempontbdl is relevansnak tekinthetok.

Eredményeink meggy6zden bizonyitjak, hogy a HSL-re adott valaszok jelentds része C. auris
specifikus volt, €és csupan néhany kozos valaszreakcio figyelhetdé meg a C. albicans-szal
Osszehasonlitva. Korabban kimutattdk, hogy a C. albicans-ban a bakterialis quorum sensing
molekulakra adott vélasz foként a 12 szénatomos gerinccel rendelkezd vegyiiletekre
korlatozodik, amelyek szerkezeti hasonlésdgot mutatnak a gomba sajat quorum sensing
molekuléival, példaul a farnesol nevii szeszkviterpén-alkohollal (Shchepin és mtsai. 2003).
Ezért nem meglepd, hogy a C. auris-ban megtigyelt HSL hatdsok ¢€lettani szinten a farnesol

specifikus hatdsaihoz hasonlitottak (Jakab és mtsai. 2021).

A HSL alapt prokaridta—eukaridta kolcsonhatdsokat az elmult két évtizedben széles kdrben
tanulmanyoztdk. Hogan és munkatarsai kimutattak, hogy a HSL nemcsak gatolja a C. albicans
2004). A gombasejtektdl fiiggetleniil kimutattak a HSL-r6l, hogy Ca?**-haztartdsi zavarokat,
mitokondrialis diszfunkcidt és apoptdzist valt ki bizonyos humdan sejttipusokban, tovabba
megbontja a bélhamsejtek integritasat az extracelluldris matrix és a szoros sejtkapcsolatok (tight
junctions) szerkezetének megbomlésa révén. Ezek a hatdsok azonban koncentraciofiiggdk és
sejtvonalspecifikusak (Neely és mtsai. 2018). Mindezek azt bizonyitjak, hogy ennek a P.
aeruginosa altal szekretdlt quorum sensing molekuldnak jelentds hatdsa van az eukaridta

sejteket illetden.
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A transzkriptomikai elemzéseink feltartdk, hogy a HSL mind a C. albicans, mind pedig a C.
auris esetében, koncentraciotol fiiggetleniil, jelentds hatdst gyakorolt tobb, multidrog-
transzporttal kapcsolatos gén expresszidjara. Bandara és munkatarsai kimutattak, hogy a HSL
serkenti a C. albicans multidrog-efflux aktivitasat azaltal, hogy modulédlja olyan gének
transzkripcigjat, mint a CDRI, CDR2 és MDRI, ezéltal befolydsolja a gomba fluconazollal
szembeni érzékenységét is (Bandara és mtsai. 2020). Vizsgalataink soran a C. albicans esetén
megfigyeltiik, hogy a 200 uM HSL mind a CDRI, mind a CDR2 gének feliilszabalyzodasat
eredményezi, €s ezek transzkripcids szintje szignifikansan magasabb volt, mint a 100 uM HSL-
lel kezelt mintadkban. C. auris esetében a CDRI és CDR4 gének expresszidja szintén megnott a
200 uM HSL hatasara, jelentds kiillonbséget mutatva a két koncentracids kezelés kozott.
Korabbi tanulmanyok szintén igazoltdk, hogy a C12-szénatomos vegyiiletek, mint példaul a
farnesol vagy a HSL, az ABC transzporter szupercsalddhoz tartozo -effluxpumpak
feliilszabalyzodasat valthatjak ki mind a C. albicans-ban mind pedig a C. auris-ban, anélkiil,
hogy az multidrog-transzporter gének expresszidja megndvekedne (Sharma és Prasad 2011;
Jakab és mtsai. 2021). A C. albicans-ban a CDRI gén egy ABC-efflux pumpat kodol, amely
kulcsszerepet jatszik az azolokkal szembeni rezisztenciaban. Ennek egy homolog génje C.
auris-ban is azonositasra keriilt. Rybak ¢s munkatarsai kimutattak, hogy e gén delécioja 64—
128-szoros érzékenységnovekedést eredményezhet a rezisztens torzsekben (Rybak és mtsai.
2019). Erdekes modon a 100 uM HSL hatéséra C. auris-ban jelentés mértékben lecsokkent a
ROAI és MDRI ABC-transzporter gének, valamint a MRR1 gén transzkripcioja, amely az azol
tipust gombaellenes szerekkel szembeni rezisztencia egyik kozponti szabalyozoja (Biermann
¢s Hogan 2022). Eredményeink és a fiziologiai adatok egyarant aldtdmasztjak azt a hipotézist,
hogy a HSL potencialis szubsztratja lehet ezeknek a taltermelt transzportfehérjéknek, igy a

gombasejtek a HSL toxikus hatdsai ellen védelmet nyerhetnek (Jakab és mtsai. 2021).

A membran ergoszteroltartalmat illetden a HSL markansabb gatld hatast gyakorolt az
ergoszterol bioszintézisére C. albicans-ban, a C. auris sejtekkel 6sszehasonlitva. A C. albicans
sejtek vizsgalata soran, a HSL kezelés tobb ERG gén esetében is transzkripcios csokkenését
idézett eld, kiilondsen 200 uM HSL esetében, ahol az ERG3, ERG6 és ERGII gének
szignifikdnsan alulszabalyozottak voltak, ami befolyasolhatja a fluconazole iranti
érzékenységet (Bandara és mtsai. 2020). Fontos megjegyezni, hogy Bandara ¢s munkatarsai
kisérleti koriilményei eltértek a jelen vizsgéalatban alkalmazottaktol, ami részben magyarazhatja

az eredmények kozti kiilonbségeket (Bandara és mtsai. 2020).
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C. auris esetében minddssze az ERG2, ERG5 és ERGI3 gének alulszabalyzodasa volt
megfigyelheté 100 uM HSL hatdsara, ami ndvelheti az azolokkal szembeni érzékenységet
(Zamith-Miranda és mtsai. 2019). E harom ERG gén transzkripcidjdnak csokkenése kordbban
kulcsszerepet jatszott az amphotericin B érzékenység fokozodéasaban C. auris esetén, amint azt

Frias-De-Ledn és munkatarsai korabban mar leirtak (Frias-De-Ledn és mtsai. 2020).

Az adhézion alapuld kisérleteink rdmutattak arra, hogy a HSL kezelés szignifikansan
faktort kodolo gén (SCF1) transzkripcidja lecsokkent a HSL kezelést kovetden. Az SCF1 gén
kulcsfontossagu az abiotikus felszinekhez, a bérhoz €s a biofilmhez valo tapadasban C. auris
esetében; transzkripcidjanak csokkenése magyardzatul szolgalhat a HSL-lel kezelt sejtekben
megfigyelt csokkent adhéziora és biofilm-képzddésre (Santana és mtsai. 2023). Mindezek
mellett a C. auris esetében nagy sejtaggregatumok alakultak ki, amelyek hasonlitottak az
amphotericin B vagy az echinocandinok altal kivaltott morfologiai elvaltozasokhoz (Papp ¢és
mtsai. 2021). Az antifungalis szerek altal indukalt aggregaci6 korabbi kutatdsok szerint
sejtszétvalasi defektus eredménye lehet (Pelletier és mtsai. 2024). Pelletier és munkatarsai
(2024) kimutattak, hogy az antifungalis kezelések meggatoljak a sejtek szétvalasat, ami kisebb-
nagyobb sejtcsoportok kialakulasdhoz vezet. Ez a fenotipus fiiggetlen a tenyésztési kornyezetre
adott aggregacios valaszképességtol, amelyet korabban igynevezett aggregacids fenotipusként

azonositottak (Pelletier és mtsai. 2024).

Egy tovabbi lehetséges magyarazat a fentebb leirt aggregativ eredményre, hogy az aggregaciod
bivalens kationok (pl. Ca?*, Mg*") kimeriilése altal indukalt folyamat is lehet. Holmes ¢és
munkatéarsai beszamoltak arr6l, hogy bivalens kationok (Ca?*’, Zn*', Cu?*", Fe*, Mg*")
hozzdaddsa a reakcid kornyezethez azonnali aggregéaciot idézett eld Candida
sejttenyészetekben (Holmes és mtsai. 1992). Ezen megfigyelések arra utalnak, hogy a bivalens

kationok keresztkotései az ellentétes toltésii anionos felszini helyek kozott, valamint a fehérje—

crer

crcr

detektaltuk a sejten beliill, mikdzben iontranszporter pumpédkat kodold gének talzott
transzkripcidja is megfigyelhetd volt, ami valosziniisithetden a bivalens kationok

felszaporodasat eredményezte a tenyésztokozegben.

Bér a C. albicans hifaképzddése nem mutatott jelentds gatlast a megfigyelési idészak soran, a
sejtek morfoldgidja €s elrendezOdése ebben az esetben is szignifikansan eltért a kezeletlen

kontroll sejtekhez képest. Hogan és munkatarsai hasonl6 eredményeket figyeltek meg, ahol a
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HSL éltal kivaltott hatas 6 6ra inkubacid utan volt a leglatvanyosabb (Hogan és mtsai. 2004).
Korabbi vizsgalatok szerint a 100-200 uM HSL koncentraciok teljes mértékben meggatoltak a
HWPI gén expresszidjat, ezaltal akadalyozva a hifaképzodést C. albicans-ban (Hogan és
Sundstrom 2009). Més tanulmanyokban a Pseudomonas tenyészetek feliiluszdjaban talalhatéd
HSL mind a hifaatalakulést, mind a biofilmképzddést gatolta (Hogan és Sundstrom 2009). Egy

atfogo vizsgalat, amelyben vad tipust és 63 mutans torzset hasonlitottak 6ssze vad tipusu és

crcr

crer

A morfologiai valtozasokon tul vizsgaltuk a letapadt sejtek metabolikus aktivitasat is. Az
anyagcsere-folyamatokhoz kapcsolodo gének transzkripcios profiljaiban markans kiilonbségek
voltak kimutathatok a C. albicans és a C. auris kozott a HSL expoziciot kovetden. Kiilonosen
igaz volt ez a zsirsav-oxidacios utvonalak esetében. A C. auris-ban megfigyelt transzkripcids
profil hasonl6 volt a farnesollal kezelt sejtekben tapasztalt valtozasokhoz, ahogy korabban
kutatocsoportunk mar leirta (Jakab €s mtsai. 2021). A zsirsav-oxidacioval kapcsolatos gének
tobb mint 60%-a szignifikansan feliilszabalyzodott HSL kezelés hatasara; ezenkiviil tobb gén
(pl.: FAA21, POTI, POXI-3) esetében is jelentds kiilonbség mutatkozott a 100 és 200 uM
kezelések kozott. Ezzel szemben a C. albicans-ban csupan a gének 20%-a mutatott feliil
szabalyozodast és ezek dontd tobbsége mar a 100 uM HSL kezelés hatasara. Feltételezésiink
szerint a fokozott zsirsavfelhasznalas €s a membranlipidek részleges vagy teljes lebontasa
nagyobb metabolikus fluxust biztosithat, amely sziikséges a membran fluiditdsanak
fenntartdsahoz (Jakab és mtsai. 2021) — kiilondsen az ergoszterol-gének alulszabalyzodasa
esetén. Transzkriptomikai adataink szerint a HSL kezelés szignifikdnsan befolyasolja a f-
oxidacids utvonalat a C. auris sejtekben a 3-hidroxipropionat kdzremiikddésével (Otzen és
mtsai. 2014). Ez a moddositott f-oxidacids folyamat 0j antifungalis célpontként szolgélhat,
mivel a propionil-CoA detoxifikacidja elengedhetetlen a sejtek normalis miikddéséhez. A
propionil-CoA a propionat, illetve egyes aminosavak lebontasa soran keletkezé metabolikus

intermedier (Otzen és mtsai. 2014).

A HSL virulencidara gyakorolt hatasainak tovabbi vizsgalatdhoz immunszupresszalt
egérmodellt alkalmaztunk. Erdekes modon a HSL kezelés nem befolyasolta a C. albicans
virulencigjat in vivo, amint azt a vesékbdl kapott gombaterhelési adatok és a szdvettani
vizsgalatok is megerdsitették. Ezzel szemben C. auris esetében meglepd érzékenységi mintazat
volt megfigyelhetd in vivo. Az alacsonyabb HSL koncentraciok (50-100 uM) szignifikansan

csOkkentették a vesékben kimutathat6 ¢letképes gombasejtek szamat, tovabba a gombas 1¢ziok
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mérete is kisebb és kevésbé kiterjedt volt, mint a kezeletlen kontroll egerek esetében vagy a
magasabb (200 uM) HSL koncentracioval kezelt csoportban. Munkacsoportunk hasonld
eredményeket kapott a farnesol kezelést kovetden C. auris €s C. albicans esetében, ahol a 75
uM farnesol jelentésen csokkentette a vesében mért gombaterhelés mértékét, mig C. albicans
vizsgélata soran a farnesol terdpia nem eredményezett szignifikdns kiilonbséget a kontrollhoz

képest (Nagy és mtsai. 2020).

A vizsgalt fajok és HSL koncentraciok kozott a zsirsav-oxidacios utvonal volt az egyetlen,
amelynél mind az egyes Candida fajok, mind a kezelési koncentraciok kozott szignifikans
kiilonbséget figyeltink meg a gének transzkripcidjaban. Amig C. auris-ban a zsirsav
bontasahoz kapcsolddo gének koziil 27 gén mutatott szignifikans transzkripcios valtozast, addig
a C. albicans esetében 21 gént azonositottunk, ugyanakkor a 100 és 200 uM-os eredmények
tekintetében elmondhato, hogy mind a két gombafaj esetében a magasabb HSL kezelés tobb
mint kétszeresére novelte a zsirsav-katabolizmusaban résztvevd gének kifejezodését.
Kozismert tény, hogy a zsirsav-oxidaciod szorosan dsszefiigg a Candida fajok virulencidjaval,
mivel alapvetd szerepet jatszik az anyagcsere-adapticidban, az energiaellatasban, az

immunrendszer elkeriilésében és a morfogenezisben (Piekarska és mtsai. 2006).

Korabbi tanulmanyok altal publikélt eredmények alapjan, a C. albicans zsirsav-gliikoz
atalakitasi képessége hozzajarulhat a virulencia emelkedéséhez (Piekarska és mtsai. 2006). Més
kutatasok viszont arra utalnak, hogy a P-oxidacion keresztiili zsirsav-metabolizmus C.
albicans-ban nem feltétleniil sziikséges a virulencia fenntartasahoz (Ballou és Wilson 2016;
Gerwien és mtsai. 2018). A gombasejtek anyagcseréjében tapasztalt kiilonbségek mellett a HSL
kezelés szignifikansan csOkkentette a vas- €s cinktartalmat C. auris-ban, ami hozzajarulhatott
a korabban targyalt, f-oxidéacio-alapu virulencia csokkentd hatdshoz az 50 és 100 uM kezelések
esetében (Ballou és Wilson 2016). A vas ¢€s a cink kulcsszerepet toltenek be szdmos humén
patogén gomba, koztiik a Candida fajok virulencidjaban. Ennek a két fémionnak egyensulyi
felborulasa csokkenti a gombasejtek virulencigjat in vivo (Jakab és mtsai. 2021). Erdekes
modon hasonld anyagcsere-valtozasokat €és ionhaztartasi zavarokat figyeltek meg farnesol
kezelés soran is C. auris-ban, amely szintén a csokkent virulenciaval tarsult in vivo (Jakab és
mtsai. 2021). Ezek az eredmények tovabb erdsitik azt a hipotézist, miszerint a 12 szénatomos
gerincet tartalmazé quorum sensing molekuldk — mint a HSL ¢és a farnesol — univerzalis hatast
gyakorolhatnak bizonyos gombaélettani folyamatokra, beleértve a zsirsav-oxidaciot, a

virulenciat, valamint az intracellularis fémion homeosztazis, kiilonosen C. auris esetében.
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Osszegzésként elmondhato, hogy eredményeink 1j megvildgitasba helyezik a quorum sensing
molekulak, illetve szekunder metabolitok, példaul a HSL ¢és a surfactin, szerepét a Candida
fajok patogenitasaban és adaptiv valaszaiban. A vizsgalt mechanizmusok arra utalnak, hogy
ezek a vegyiiletek nem csupan kommunikacios eszkozként, hanem a mikrobidlis 6koszisztéma
finomhangolé szabalyozoelemeiként is miikodnek. Kiemelkedd jelentdségli, hogy a C. auris
esetében megfigyelt ionhéztartdsi zavarok és zsirsav-oxidacids utvonalvaltozasok olyan
sejtélettani és metabolikus adaptacidokra mutatnak ra, amelyek eddig ismeretlenek voltak a C.
auris esetében. Az, hogy ezek a molekulak képesek befolyasolni a gombak virulenciajat,
membranszerkezetét és stresszvalaszait, alapvetden 0j irdnyokat nyithat a probiotikus és
antifungalis kutatasokban. Tovabbi vizsgélatok sziikségesek annak feltardsara, hogy ezek a
molekuléris kolcsonhatasok miként befolyasoljak a gazdaszervezet immunvalaszat, valamint
hogyan lehetne ezeket az interakciokat terapiasan hasznositani. Kiilonosen fontos annak
megértése, hogy a quorum sensing modulacid révén miként lehet célzottan csdkkenteni a
korokozok virulencidjat anélkiil, hogy szelektiv nyomast gyakorolnank példaul olyan jarulékos
fenotipusos valtozasokra, mint az antibiotikum-rezisztencia kialakulasa. Eredményeink tehat
uj perspektivat kindlnak a mikréba—mikroba, mikréba—quorum sensing molekula

kommunikéci6 terapids potencidljanak kiaknazasaban is.
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Osszefoglalas

Az utdbbi években felértékelddott a baktérium—gomba kolcsonhatdsok kutatasa, mivel ezek
alapvetd szerepet jatszanak a mikrobidlis 0koszisztémakban és a fertézések kimenetelében.
Kisérleteinkben a Pseudomonas aeruginosa éltal termelt N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-
lakton és a B. subtilis eredetli surfactin hatasait vizsgéltuk, abbol a szempontbol, hogy ezen
molekuldk miként befolyasolhatjak a Candida fajok (Candida albicans, C. auris) viselkedését,
virulencigjat és anyagcseréjét. A N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-lakton vizsgélata soran
kimutattuk, hogy ez a quorum-sensing molekula jelentdsen modositja a C. auris és a C. albicans
adhézids képesség ¢és a biofilmképzés mértéke, amit tobbek kozott az SCFI gén
alulszabalyzodéasa kisért. C. auris esetében nagy sejtaggregatumok képzdédtek, mig a C.
albicans-ban torz hifastruktirak jelentek meg. Transzkriptomikai elemzések feltartak, hogy a
N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-lakton kiiléndsen a zsirsav-oxidacioval, a
membranstruktaraval és az iontranszporttal kapcsolatos géneket befolyasolja, valamint eltolja
az anyagcserét a [-oxidacios utvonal irdnyaba. Az ergoszterol-szintézist kodold gének
expresszidja lecsokkent, ami a membran fluiditdsanak és a gydgyszerérzékenységnek a

modosulasahoz vezethetett.

Ezzel parhuzamosan a N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-lakton hatdsara a sejtek vas- és
cinktartalma szignifikdnsan csokkent, mig tobb multidrog-efflux pumpa génje (példaul CDRI,
CDR4) up-regulalédott. Allatkisérletekben az alacsony (50—100 uM) N-(3-oxododecanoyl)-L-
homoserine lakton koncentraciok csokkentették a C. auris egérvesékben mért gombaterhelését,
mig C. albicans-ban nem mutatkozott hasonl6 hatds. A B. subtilis altal termelt surfactin szintén
erteljes gombaellenes hatdst mutatott. Ez a ciklikus lipopeptid mar rovid expozicidt kovetden
intracellularis vas-, mangan- és cinkszintje lecsokkent, mig a glutation-szint megemelkedet. A
transzkripcids profil alapjan tobbekkozott lecsokkent az ergoszterol- és zsirsav-bioszintézishez
(ERGI1, ERG3, FASI), valamint a biofilmképzéshez (EFGI, ECEI) kapcsolodd gének
aktivitdsa. A surfactin és a fluconazole egyiittesen szinergista hatast fejtett ki. Mindkét
tanulmany egyarant hangsulyozza, hogy a bakterialis kommunikéciés molekuldk nem pusztan
jelatvivok, hanem komplex sejtszintli szabalyozoként befolyasoljak a gombéak anyagcseréjét és
patogenitasat. E kutatasok ravilagitanak arra, hogy ezen folyamatok célzott befolyasoléasa 1j

lehetdséget kindlhat a Candida infekciok visszaszoritdsaban.
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Koszonetnyilvanitas

A tanulas ¢€s a kutatas néha hatalmas aldozatokkal jarnak nem csak annak, aki az elszenveddje,
hanem mindazoknak, akik kozvetett vagy kozvetlen modon, de részesei ennek a hosszadalmas
¢s faradsagos folyamatnak. A hattérben meghuzddva tamogatdan allnak az ember mellett és
végig kisérik ezen a hosszt uton. Ugy gondolom, hogy ez a folyamat az élet szamos teriiletére
is igaz, igy nem meglepd, ha azt mondom, hogy ez nem volt masképp ezen értekezésem
elkésziilésének ideje alatt sem. Ez alapjan a doktori munkdm sem egy ember teljesitményét

mutatja be, hanem mindazokért, akik segitségiikkel végig kisérték azt.

Mindenekelott témavezetomnek, Dr. Kovacs Renatonak tartozom koszonettel, aki nem csak
szakmailag, de emberileg is mellettem allt az elmult négy év alatt. Megismertette velem jelen
kutatasi témamat €s tanacsaival, biztatdsaval nagyban hozzajarult szakmai elérehaladasomhoz,

fejlédésemhez.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Konya Jozsefnek, aki lehetdvé tette szamomra,
hogy a diagnosztikai munkdm mellett végezhettem a doktori kutatdbmunkamat az Orvosi
Mikrobioldgiai Intézetben. Tovabba koszonettel tartozom Prof. Dr. Majoros Laszlonak, a
mikoldgia laboratorium vezetdjének, hogy befogadast nyertem a ,,gombalabor” kutatasi

tevékenységébe €s szakmai javaslataival segitette munkamat.

Haléaval tartozom a mikoldgia laboratorium valamennyi munkatarsanak a megannyi szakmai
segitségért és tamogatasért, amit az évek soran kaptam toliik. Kiilon koszonettel tartozom Dr.
Jakab Agnesnek, aki szakmai irAnymutatasaival és timogatasaval nagyban hozzajarul kutatasi
munkdm sikereihez. Koszondom Dr. Nagy Fruzsindnak és Dr. Toth Zoltannak, hogy
megismertették velem a mikologia laborban zajlo in vitro kutatasokat és szakmai tanacsokkal
lattak el az évek alatt. Szeretnék koszonetet mondani Forgacs Lajosnak és Balazsi Davidnak az
in vivo kisértetekben valo kozremiikodésiikért és tdmogatasukért. Személy szerint kdszonettel
tartozom még Balla Noéminek és Harmath Andrednak a kozos munkdért és a kutatasi
tevékenységemhez nyujtott segitségiikeért.

Kiilon koszonet illeti Dr. Ragydk Agotat és Dr. Sajtos Zsofiat a Debreceni Egyetem,
Természettudomanyi €s Technologiai Kar, Kémiai Intézet, Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszék két munkatérsat, tovabba a Debreceni Egyetem Alltalanos Orvostudomanyi Kar
Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgéltatd Laboratorium munkatarsait a kutatdsi

munkamhoz nyujtott segitségiikért.
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Koszonetemet szeretném még kifejezni Andrew M. Borman-nak, aki nagylelklien a
rendelkezésiinkre bocsatotta a torzsgyljteménylinkben megtalalhatd Candida auris
izolatumokat, tovabba Kovacs T. Akosnak a Bacillus subtilis-os kisérleteinkhez nyujtott
szakmai segitségéért.

Koszonettel tartozom még az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet minden régi ¢€s jelenlegi
munkatarsanak és egyben kollégaimnak, akik segitették a PhD munkamat és tdmogattak a négy

¢év alatt.

Végezetiil, de nem utolsé sorban halaval tartozom a csalddomnak és a barataimnak, akik
rendithetetleniil mellettem alltak, tdmogattak, biztattak és tiirelemmel, megértéssel fordultak
hozzam a legnehezebb idokben is. Mert a tamogatasuk és szeretetiik nélkiil ez a disszertacio

sem késziilhetett volna el.

Koszondom a tamogatasat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Hivatalnak (NKFIH
FK138462, TKP2021-EGA), valamint a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap altal
finanszirozott Uj Nemzeti Kivalosig Programnak (UNKP-21-5-DE-473). Kosz6nom, hogy a
kutatomunkéank finanszirozadsdhoz hozzéjarult a Komplex Egészségipari Multidiszciplinaris

Kompetencia Kozpontnak (GINOP-2.3.4-15-2020-00008).
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j megallapitasok

A B. subtilis éltal termelt surfactin szignifikdnsan gatolta a C. albicans virulencidjat, az
adhézio, a morfogenezis €s a biofilmképzés szintjén.

A transzkriptom profil alapjan a surfactin hatasara lecsokken az ergoszterol- és zsirsav-
bioszintézishez, valamint a biofilmképzéshez kapcsolodo gének transzkripcioja.

A P. aeruginosa altal termelt HSL molekula jelentésen befolyasolja a C. auris és a C.
szignifikdnsa a gombasejtek virulencidjat.

A transzkriptomikai elemzéseink feltartdk, hogy a HSL kezelés elsdsorban a
membranstruktira integritdsaban, az iontranszporttal ¢és a zsirsav oxidacidval
kapcsolatos gének transzkripciojat modulalja, valamint az anyagcsere folyamatokat a 3-
oxidacio iranyaba tolja.

Az in vivo koriilmények kozott az alacsony HSL koncentraciok képesek voltak gatolni

crcr
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