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1. Roviditések jegyzéke

AMPER: ammoénium-perszulfat

BSA: szarvasmarha szérum albumin
B-ME: B- merkaptoetanol

CaPpz1-Cter: CaPpzl C-terminalis domén
DMSO: dimetil-szulfoxid

DTT: ditiotreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

FBS: fotalis marha szérum

GST: glutation-S-transzferaz

HA: human influenza hemagglutinin
IPTG: izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid
LiAc: litium-acetat

OD: optikai denzitas

PBS: foszfatpufferes s6oldat

PEG: polietilén-glikol

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid
PPZ: protein foszfatdz Z

rpm: percenkénti fordulatszam
ScPpzl-Cter: ScPpzl C-terminalis domén
SDS: natrium-dodecil-szulfat

St: standard

TCA: triklor-ecetsav

TEMED: tetrametil-etiléndiamin

Megjegyzés

A fehérjék, gének, MRNS-ek és mutansok roviditését a Saccharomyces cerevisiae
ndémenklatira szerint végeztiik (protein foszfataz példajan: CaPPZ1-gén vagy mRNS; CaPpz1-
fehérje, és cappzl- géndeléciod). Kétbetiis roviditéssel jeleztiik, hogy mely fajbol szarmazik az
adott fehérje vagy gén, mint példaul: Candida albicans PPZ1 gén, CaPPZ1. A mutans torzsek
megnevezésében csak akkor hasznaltuk a faj nevére utald elétagot, ha az a szakirodalomban

igy szerepel.



2. Bevezetés

A Candida albicans egy opportunista patogén gomba, amely fiziologias koriilmények
kozott is megtalalhato az egészséges emberi szervezetben, de a meggyengiilt immunrendszert
betegekben talszaporodva mycosist okoz. A klinikakon C. albicans okozza a leggyakoribb
gombafertézést. Egy amerikai vizsgalat kimutatta, hogy a C. albicans altal okozott szisztémas
candidiasis az immunhianyos feln6ttekben 49%-0s, gyerekekben 29%-0s halalozasi aranyt
okoz. Ez a mortalitas a legmagasabb a tobbi Candida fajhoz viszonyitva (Pappas és mtsai.,
2003). A szisztémas candidiasis kezelésére a fluconazol és/vagy az amphotericin B kezelés az
orvosi gyakorlat, de a terapia gyakran sikertelen, mivel az antifungalis szerekkel szembeni
rezisztencia egyre gyakoribb (Sanglard, 2002). Ezért sziikséges uj potencialis terapias
célpontok keresése. Tobbek kozott a jelatviteli terapia lehet a megoldas a szisztémas candidiasis
kezelésére, amely soran egy jelatviteli ut befolyasolasaval megvaltoztathatd a sejtek
novekedése, osztodasa vagy morfologiai valtozasa. A candidiasis kezelés soran nem
szlikségszerlien a gomba teljes eliminalasa a cél, hiszen fiziologias koriilmények kozott is
megtalalhat6 a szervezetben, és a gomba teljes kipusztitasanak hatasara mas patogén gombak
tilszaporodasa lehet a valaszreakcio. Ezért indokolt a C. albicans azon jelatviteli Gtvonalainak
kutatidsa, amelyek befolyasolasaval megvaltoztathaté a sejtek ndvekedése, osztddasa vagy

morfologiai valtozasa.

Ismeretes, hogy a fehérje foszforilaci6 ¢és defoszforilacio olyan reverzibilis
poszttranszlacidos modositasok, amelyek fontos jelatviteli utvonalakat szabalyoznak az
eukariota sejtekben. A fehérjék foszforilaciojat a protein kindzok katalizaljak, mig a fehérjék
defoszforilacidjaért a protein foszfatazok a felelések. A protein foszfataz Z (PPZ) egy
gombaspecifikus 0j tipust szerin/treonin protein foszfataz. A PPZ-t elészor Saccharomyces
cerevisiae-ben irtak le (Posas ¢és mtsai., 1992), majd tobb gombafajban is kimutattak és
jellemezték. Mivel a PPZ fontos élettani folyamatokban vesz részt és csak a gombaban talalhato

meg potencialis célpontja lehet a jelatviteli terapianak.

A C. albicans-ban egyetlen protein foszfataz Z-t kodolo gén talalhato, a CaPPZ1. A
CaPPZ1 gént és termékét, a CaPpz1 fehérjét munkacsoportunk irta le és jellemezte (Kovécs és
mtsai., 2010; Adam és mtsai., 2012). A CaPpzl fehérje két f6 részbdl all: egy C-terminalis
globularis szerkezeti katalitikus doménbdl, amely erdsen konzervalddott szakasz, nagy
hasonldsdgot mutat a tobbi gombafajban leirt Ppz fehérjékkel, valamint a protein foszfataz 1

katalitikus alegységével (PP1c), illetve egy N-terminalis rendezetlen szerkezetli doménbdl,



amelynek mérete és szekvenciaja erésen eltéré a kiilonb6z6 Ppz fehérjékben. Kimutattuk, hogy
a CaPpzl fehérje szerepet jatszik a séhaztartasban, membranpotencial kialakitasban, a sejtfal
integritasban, és az oxidativ stresszvalaszban (Adém ¢és mtsai., 2012; Leiter és mtsai., 2012).
Ezeket a funkciokat mar S. cerevisiae-ben is vizsgaltak, és elmondhato, hogy a CaPpzl az S.
cerevisiae Ppzl fehérjéhez hasonlé szerepet tolt be (Adam és mtsai., 2012). Ezek mellett a C.
albicans-ban rendkiviil fontos a virulencia és a hifaképzés vizsgalata. Kimutattak, hogy a
cappzl deléciod csokkent virulenciat okoz (Noble és mtsai., 2010, Adam és mtsai., 2012). Mivel
a C. albicans fert6zést befolyasolo egyik tényez6 az éleszté-hifa morfologiai atmenet (Pukkila-

Worley és mtsai., 2009; Dalle és mtsai., 2010) munkank soran megvizsgaltuk, hogy a CaPpzl

crer

Az ismert PPZ enzimek mindegyikében megtalalhaté egy konzervalt C-terminalis
katalitikus domén és egy valtozatos, rendezetlen szerkezetli N-terminalis domén. A CaPpz1
katalitikus doménjének homolég modellezéssel készitett (Adam és mtsai., 2012) és
rontgendiffrakcioval meghatarozott szerkezetét is ismerjikk (Chen és mtsai., 2016). Chen és
munkatarsai megvizsgaltak a CaPpz1 és a jol ismert PP1c szerkezete kozotti azonossagokat és
bizonyitottak, hogy vannak olyan fehérje motivumok, amelyek a CaPpz1-re specifikusak. A
PP1 fehérjében megtalalhatd inhibitork6td motivumok részben konzervalodtak a CaPpzl
fehérjében, viszont kisérletes mérések soran azt tapasztaltuk, hogy ezen inhibitorok nem
képesek az enzim foszfataz aktivitasat regulalni. A megvaltozott szabalyozas oka lehet az, hogy
a koté motivumok kritikus aminosav maradékai nem konzervalodtak, illetve az, hogy a CaPpz1-
specifikus szerkezeti elemek, valamint az N-terminalis domén gatoljak a tipikus PP1c-vel
kolcsonhato fehérjék kotddeését (Chen €s mtsai., 2016). Tehat a szerkezeti vizsgalatok kizartak
azt a lehetdséget, hogy a PP1c regulatorai fontos szerepet jatszanak a CaPpz1 szabalyozasaban.

Ezért fontos a PPZ-specifikus szabalyozo fehérjék kutatasa a C. albicans-ban.

A Ppz specialis regulatora a Hal3 fehérje, amelyet eldszor S. cerevisiae-ben irtak le (de
Nadal és mtsai., 1998). Bebizonyitottdk, hogy a Hal3 és ortologja, a Vhs3 fehérje képesek
gatolni a Ppz foszfatdz aktivitasat (Ruiz és mtsai., 2004). Késébb kidertilt, hogy a Hal3 két
homologjaval (Vhs3 és Cab3) kiegésziilve a sarjadzo ¢élesztoben heterotrimert képez és részt
vesz a CoA bioszintézisében (Ruiz és mtsai., 2009). Bioinformatikai keresésiink
eredményeként megtalaltuk a Hal3 és Cab3 ortologjait C. albicans-ban.

Munkam soran a C. albicans-ban talalhaté gombaspecifikus protein foszfataz Z

crcr

vizsgaltam.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A Candida albicans jellemzése

A Candida albicans a Saccharomycetaceae csaladba tartozd opportunista patogén
gombafaj. Mint opportunista patogén fiziologias koriillmények kozott is megtalalhat6 az emberi
nyalkahartyan, boron, tiidében és bélrendszerben. Immunhianyos allapotban talszaporodasa
kovetkeztében candidiasist okoz. Els@sorban a béron és a nyalkahartyan elszaporodva okoznak
megbetegedést, de immunhianyos allapotokban szisztémas candidiasis is kialakulhat. Amerikai
klinikdkon a gombafertézésekért legtobb esetben a C. albicans felelés. A Semmelweis
Egyetemen végzett kutatés alapjan tudjuk a 2010 és 2014 kozott vizsgalt candidiasis mintakbol
legtobbszor izolalt faj a C. albicans (63%) volt (Pongracz és mtsai., 2015). Amerikai kutatasok
szerint, a C. albicans altal okozott szisztémas candidiasis immunhianyos felnéttek esetében
49%-os, gyerekeknél pedig 29%-os halalozasi aranyt mutat; ez a mortalitas a legnagyobb a
tobbi Candida fajhoz viszonyitva (Pappas ¢és mtsai., 2003). Magyarorszagi adatok kissé
eltérnek az amerikai adatoktdl, hiszen a vizsgalt candidiasis betegek tobb mint fele 30 napos
mortalitast mutatott, és ezen megbetegedések feléért (50,7%-ért) a C. albicans volt a felelds
(Pongracz és mitsai., 2015). A magyar lakossag 16%-a érintett gombas fert6zésekben, ebbdl
évente 33 ezer életveszélyes megbetegedést regisztralnak (Sinko €s mtsai., 2015). A szisztémas
candidiasis kezelésére az orvosi gyakorlatban fluconazolt és/vagy amphotericin B-t hasznalnak
azonban az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencia egyre gyakoribb (Sanglard, 2002).

A C. albicans morfoldgiai valtozasai, a hifa forma és a pszeudohifa forma megjelenése,
fontosak a szisztémas mikozis kialakulasaban (Pukkila-Worley és mtsai., 2009; Dalle és mtsai.,
2010). A hifa forma jelent6s szerepe miatt kiilondsen fontos a morfologiai valtozasok

megfigyelése és az élesztd-hifa atmenet kialakuldsat befolyasolo tényezok feltérképezése.

3.2 Poszttranszlacios modositasok

Egy sejt miikddése nagyban fiigg a fehérjék expresszidos mintazatatol, de az
expresszalodott fehérjék allapotatdl is, igy az expresszalodott fehérjék poszttranszlacios
modositasai nagyban befolyasoljak a fehérje sejten beliili funkciojat, illetve sejten beliili
elhelyezkedését. A poszttranszlaciés modositasokat aszerint csoportositjak, hogy a fehérjén
bekovetkezd valtozas irreverzibilis vagy reverzibilis. Az irreverzibilis modositasok kozé
tartoznak példaul a protelitikus hasitasok, vagy a prenilacio. A reverzibilis modositasok kézé
tartozik példaul a foszforilacio, az acetilacio, ubikvitinacio, vagy az ADP-ribozilacio.
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Munkank soran figyelmiink egy olyan reverzibilis poszttranszlaciés modositasra
iranyult, amely az eukaridta sejtek egyik {6 regulacios mechanizmusa: a fehérjék foszforilacidja

¢s defoszforilacioja.

3.2.1 Protein foszforilacio és defoszforilacio

A fehérjék foszforilacios/defoszforilacios poszttranszlacios modositasat két kiilonb6zo
enzimcsoport végzi. A fehérjék foszforilacigjat a kinazok, mig a fehérjék defoszforilacigjat a
protein foszfatdzok katalizaljak. Az 1. abran lathatd, hogy a fehérjében a Ser, Thr és Tyr
aminosav maradékok -OH csoportjahoz protein kinaz enzimek kotik a foszfatcsoportot egy
energiaigényes folyamat soran, majd a foszfatcsoport hidrolitikus lehasitasat a protein

foszfatazok végzik.

Al Protein kinaz ADP
G
|
——OH s —ﬁ — 0
(@)

p Protein foszfataz

1. abra. Fehérje foszforilacié és defoszforilacio

A fehérjékhez kapcsolodd foszfatcsoport megvaltoztatja a fehérje toltését ¢és
aktivitasuk révén aktivalhatnak ¢és inaktivalhatnak enzimeket, receptorokat, jelatviteli
utvonalakat, igy miikodésiik a sejt minden életfolyamatara kihat, ilyen példaul a CDC25, amely
a CDKI1 kinaz defoszforilasaval aktivalja az enzimet és indukalja a mitozist (Timofeev éS

mtsai., 2010), vagy az inzulin receptor, amely inzulin kotédése utan autofoszforilacioval



aktivalodik (Gammeltoft és mtsai., 1986). Tehat a fehérje foszforilacio és defoszforilacio az

eukariota sejtek jelatviteli utvonalainak meghatarozo szabalyozoja.

3.3 A protein foszfatazok csoportositasa

A protein foszfatazok szubsztrat specificitas szerint harom nagy csoportba sorolhatok:
szerin/treonin-specifikusak, tirozin-specifikusak, vagy kettés specificitassal rendelkeznek (2.
abra). A foszforilacié és defoszforilacidé az eldbb emlitetteken kiviil mas aminosavakon is
lejatszodhat, mint példaul a hisztidin, aszparaginsav, de munkam soran az alabbi csoportositast

veszem alapul.

DSP PTP

Receptor
-like

Dual
specificity

Tyr l

{ Ser or Ih |

TRENDS in Plant Science

2. abra. Protein foszfatazok csoportositasa szubsztratspecificitasuk szerint (Farkas és
mtsai., 2007)

A tirozin-specifikus protein foszfatazok két nagy csoportjat kiilonboztetjik meg: a
receptor tipusu tirozin foszfatazok és a nem-receptor tipusu tirozin foszfatazok, vagyis nem
transzmembran tipusd protein tirozin foszfatazok csoportjat (Fischer és mtsai., 1991; Tonks,
2013).

A kettds specificitasu protein foszfatazok a szerin/treonin, illetve tirozin oldallancon
1év6 foszfatcsoportot is képesek lehasitani (Guan és mtsai., 1991). A tirozin foszfatazokat négy
csoportba soroljak szekvencia homoldgia alapjan, ahol a cisztein-alapu tirozin foszfataz

csoportba tartoznak a receptor tipusu, a nem-receptor tipusu tirozin foszfatazok és a kettds



specificitasu foszfatazok is (Patterson és mtsai.,, 2009). A tirozin-specifikus protein
foszfatazokhoz sorolhatok a kis molekulatomegii foszfatazok (LMW) is. Egy szarvasmarha
majbol izolalt kis molekulatdmegii protein foszfataz aminosav szekvencidjat és szerkezetét
hataroztak meg el6szor (Camici és mtsai., 1989; Su és mtsai., 1994).

A szerin/treonin specifikus protein foszfatazokat két f6 csoportba soroljak:
foszfoprotein foszfatazok (PPP) és fémion-fiiggé protein foszfatazok (PPM). A PPM
foszfatazok magnézium-fiiggd foszfatazok, f6 képviseldi a PP2C protein foszfatazok (Cohen,
1997). A PPP csaladba tartoznak a PP1, PP2A, PP2B foszfatazok és ezen foszfatazok kozott
atmenetet mutatd 0j tipusu protein foszfatazok. A PPP enzimek két fémiont tartalmaznak az
aktiv centrumukban, és szamos regulator alegységgel alkotnak holoenzim formakat.

Az1j tipust protein foszfatdzokhoz tartozik a szamos ¢l61ényben megtalalhaté PP4, PP5
¢és a PP6. A PP6 homoldgja S. cerevisiae-ben a Sit4 foszfataz, amely szerepet jatszik a sejtciklus
soran a G1/S atmenetben. Az 1j tipust protein foszfatazok kozott talalunk olyanokat is,
amelyeket kizarolag gombakban fordulnak eld, mint a protein foszfataz Q és a protein foszfataz
Z (Cohen, 1997; Dombradi és mtsai., 2002). A tovabbiakban kutatasunk célpontjat, a protein

foszfatdz Z irodalmi hatterét ismertetem.

3.4 A protein foszfataz Z egy gombaspecifikus protein foszfataz

A gombaspecifikus protein foszfataz Z egy 1j tipusu szerint/treonin-specifikus protein
foszfataz, amelyet elséként a S. cerevisiae fajban irtak le. S. cerevisiae-ben két PPZ gén
talalhato: az SCPPZ1 és SCPPZ2 (Da Cruz e Silva és mtsai., 1991; Posas és mtsai., 1992; Posas
¢és mtsai., 1993). S. cerevisiae-n kiviil mar szamos gombafajban leirtak és jellemezték a protein
foszfataz Z-t, ezek a kovetkezok: Neurospora crassa Pzll (Szo6r és mtsai., 1998),
Schizosaccharomyces pombe Phzl (Balcells és mtsai., 1997), Debaryomyces hansenii DhPpz1
(Minhas és mtsai., 2012), Aspergillus fumigatus PhzA, Aspergillus nidulans PpzA (Leiter és
mtsai., 2012) és Candida albicans CaPpz1 (Kovacs és mtsai., 2010; Adam és mtsai., 2012). Az
eddig leirt Ppz fehérjékre jellemzd, hogy C-termindlis katalitikus doménjiik nagymértékben
konzervaldodott, aminosav-sorrend;jiik jelentds azonossagot mutat. Az alabbiakban ismertetem
a kiilonb6z6 gombafajokban talalhatdé PPZ funkcidjanak feltardsara irdnyuld kutatasok

eredményeit.
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3.4.1 A protein foszfataz Z funkcio6i

S. cerevisiae-ben talalhatdo Ppz fehérjék koziil az ScPpzl a dominans izoforma: az
nincs jelentGs hatasa. A tovabbiakban ezért az ScPpz1 fehérje sejtben betdltott szerepérdl ismert
irodalmi adatokat fogom 6sszegezni. Az SCPPZ1 gén delécioja NaCl és LiCl toleranciat okoz,
tehat az ScPpzl fehérje részt vesz a natrium és litium effluxban gy, hogy az ENA1 génen
keresztiil fejti ki hatasat (Posas és mtsai., 1995). Az SCPPZ1 delécio hatasara tapasztalhato
kalium-érzékenység a Trk1,2 transzportereken keresztiil torténé kaliumtranszport valtozasaval
magyarazhaté (Yenush és mtsai., 2002). Ezzel 6sszhangban a ScPpzl szerepet jatszik az
ozmotikus stabilitds kialakitasaban (Hughes és mtsai., 1993) A foszfatdz gén hidnydban a
plazmamembran depolarizacioja csokkenti a toxikus kationok felvételét, igy az ppzl delécios
mutansok toleransak olyan toxikus kationokkal szemben, mint példaul Hygromycin B (Yenush
¢s mtsai., 2002). A mutans ppzl sejtek sejtfalkarositdo anyagokkal szembeni hiperszenzivitasa
1993; Yenush és mtsai., 2002). Az ScPpzl szerepet jatszik az oxidativ stressz valaszban,
ugyanis az ppzl mutacio érzékennyé tette a sejteket olyan oxidaloszerekkel szemben, mint a
tercier-butil-hidroperoxid (tBOOH) és a diamid (Leiter és mtsai., 2012).

Az ScPpz1 fehérje szerepet jatszik a G1/S atmenetben, ahol a Sit4 foszfatazzal ellentétes
funkciot tolt be: az ScPpzl overexpresszidja csokkent novekedést okoz, mert a G1 fazisban
tartja a sejteket (Clotet és mtsai., 1999). Az ppz1/2 dupla mutans sejtek héérzékenyek, akarcsak
az slt2 mitogén aktivalt protein kinaz delécios mutans. Az ppz1/2 mutacio tovabb sulyosbitja
az slt2 mutacié okozta litikus fenotipust (Lee és mtsai., 1993), illetve az ScPpzl fehérje
overexpresszidja csokkenti a litikus fenotipust az slt2 mutansokban (de Nadal és mtsai., 1998).
Az Slt2 taltermeltetése ppzl delécids torzsekben az Slt2 megnovekedett foszforilaltsagi
szintjéhez vezet. Az slt2 és ppzl,2 deléciok hatasara a sejtekben megndvekedett a turgor
nyomas (Merchan és mtsai., 2004). Tehat az ScPpz1 a genetikai kolcsonhatasban all a protein
kindz C/mitogén aktivalt protein kinaz utvonallal. Tovabba kimutattdk, hogy az ScPpzl
szerepet jatszik a transzlacidos elongéacios faktor 1B Ser-86 defoszforildldsdban, azaz
szabalyozza a fehérjeszintézist is (de Nadal és mtsai., 2001).

1997-ben Balcells és munkatarsai irtak le és jellemezték az S. pombe Pzhl fehérjét
(Balcells és mtsai., 1997). A pzhl delécidos mutans natriumion és litiumion toleranciat, illetve
kaliumionnal szemben érzékenységet mutatott, tehat az ScPpz1-hez hasonloan szerepet jatszik

a sohaztartasban (Balcells és mtsai., 1997). Ez azzal magyarazhatd, hogy a H'-ATPaz

11



szabalyozasaban (Balcells és mtsai., 1998) és a Trkl altal medialt natriumion influxban
(Balcells és mtsai., 1999) jatszik szerepet. A Pzhl fehérje overexpresszidja az ppzl delécios
mutansokban helyreallitotta a koffeinnel szembeni érzékenységet, de a pzhl delécios S. pombe
sejtek nem voltak érzékenyek koffeinnel szemben (Balcells és mtsai., 1997).

Neurospora crassa-ban egy protein foszfataz Z gén van, a PZL1 (Sz60r €s mtsai., 1998).
A Pzll fehérjérdl tudjuk, hogy ppzl delécios mutans S. cerevisiae sejtekben helyreallitotta a
koffein és litium ion iranti megvaltozott érzékenységet, tehat komplementalta az ScPpzl
hianyat. A Pzll fehérje az ScPpzl-hez hasonléan csokkentette a litikus fenotipust az slt2
hianymutans S. cerevisiae sejtekben. Az S. pombe pzh1 sejtekben overexpresszalt Pzl1 fehérje
részben helyredllitotta a sotoleranciat ezekben a sejtekben (Vissi és mtsai., 2001).

Minhas ¢és munkatarsai 2012-ben publikaltak a D. hansenii DhPpz1l fehérje funkciojat.
A DhPPZ1 delécioja toleranssa teszi a D. hansenii sejteket toxikus kationokkal és litiumionnal
szemben, igy az ScPpzl-hez hasonldan szerepet jatszik a sotoleranciaban és a
membranpotencial kialakitasban, azonban kideriilt, hogy mas utvonalon, a DhNHAL
transzporteren keresztiil hat. A dhppzl delécidé csokkent novekedést okoz, amely eltér az
ScPpzl delécidjanak hatasatol (Minhas és mtsai., 2012).

Az A. fumigatus PhzA és az A. nidulans PpzA fehérjék tulajdonsagairdl elséként Leiter
¢s munkatarsai publikaltak (Leiter és mtsai.,, 2012). Azt talaltak, hogy mindkét fehérje
overexpresszidja részben helyreallitotta az ppzl és pzhl hianymutansok fenotipusat. Mind a
PhzA, mind pedig a PpzA helyredllitotta az ppzl deléciés torzsben a litiumionnal,
natriumionnal és koffeinnel szembeni toleranciat, illetve mindkét fehérje expresszidja
megsziintette az slt2 mutans sejtekben a litikus fenotipust. S. pombe pzhl delécidos mutansban
expresszalt PzhA és PpzA részben helyreallitotta a kaliumionnal, natriumionnal és a koffeinnel
szemben mutatott toleranciat. Kideriilt az is hogy a PpzA fehérje szerepet jatszik az oxidativ
stressz valaszban, hiszen a ppza delécios torzs lassti novekedést mutat oxidativ stresszt okozo
agensek jelenlétében (Leiter és mtsai., 2012). Ezzel 6sszhangban késébb kimutattak, hogy az
A. fumigatus PhzA fehérje is szerepet jatszik az oxidativ stressz valaszban (Muszkieta és mtsai.,
2014).

3.5 A C. albicans-ban talalhatéo CaPpzl funkcidja

Candida albicans-ban egyetlen PPZ gén talalhat6, a CaPPZ1l, amely jelentds
variabilitdst mutat: négy allélvarianst irtak le, amelyek kozott a kiilonbségeket

inzercidk/deléciok és aminosavceserék okozzak (Kovacs €s mtsai., 2010). Vizsgélataink soran a
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CaPPZ1-3 allélvarianssal dolgoztunk. In vitro foszfataz aktivitas vizsgalatok szerint a
rekombinans CaPpzl fehérje képes volt defoszforilalni a p-nitrofenil-foszfat szubsztratot
(Adam és mtsai., 2012).

A CaPpzl overexpresszioja S. cerevisiae ppz1l mutans sejtekben helyreallitotta a koffein
érzékenységet, részben hatott a litiumion toleranciara, de nem volt hatasa a NaCl okozta
sostresszre. Az slt2 mutansban a CaPpzl overexpresszioja megsziintette a litikus fenotipust, a
sejtfal karositd koffein és Hygromycin B jelenlétében is életképesek voltak a sejtek. A CaPpzl
fehérje overexpresszidja S. pombe pzhl delécidos mutansban részben helyreallitotta a litiumion,
natriumion, kaliumion és koffein szenzitivitast is. A CaPpz1 fehérje mind az S. cerevisiae, mind
pedig az S. pombe sejtekben egy kivétellel (natriumion tolerancia) helyreallitotta az ppz1 illetve
pzhl mutansokban tapasztalhato fenotipusokat, tehat a CaPpz1 csaknem azonos funkciot latott
el, mint az autentikus foszfatazok (Adam és mtsai., 2012).

Egy korabbi tanulmanybol ismert volt, hogy a C. albicans protein foszfataz Z mindkét
alléljanak delécidja nem okoz letalitast (Hanaoka és mtsai., 2008). Ezért munkacsoportunk a
CaPpz1 sejtben betdltott szerepének tovabbi vizsgalata céljabol kititotte a CaPPZ1 gént (Adam
¢s mtsai., 2012). A homozigota cappzl delécidés mutans tolerans volt toxikus kationokkal
szemben (Hygromycin B, congo red), érzékeny volt sejtfalkarosito szerekkel szemben (koffein,
Calcoflour white). Tovabba a delécidos mutans tolerans volt litiumionnal szemben, és érzékeny
volt kaliumion jelenlétében, viszont natriumion okozta stressz hatasara nem volt jelentds
kiilonbség a kontroll és a mutans sejtek novekedése kozott. A cappzl mutdnssal végzett
kisérletek azt mutattdk, hogy a CaPpzl funkcigjat tekintve nagyon hasonléo az ScPpzl
fehérjéhez, kisebb kiilonbség mutatkozott a sohaztartasban szerepet jatsz6 ENAL gén
szabalyozasdban (Adam és mtsai., 2012). Az eredményeket Gsszefoglalva azt mondhatjuk,
hogy a cappzl mutanssal végzett fenotipusos vizsgalatok szerint a CaPPZ1 gén szerepet jatszik
a sejtfal integritdsban, a kation homeosztazisban, a membranpotencial kialakitasaban (Adam és
mtsai., 2012). Tovabbi vizsgalatok igazoltak, hogy az oxidativ stressz valaszban is jelentOs
szerepet tolt be a CaPpzl fehérje, hiszen a cappzl deléciés mutans csokkent novekedést
mutatott az anyai torzshoz képest kiilonb6zd oxidativ stressz agensek jelenlétében (Leiter és
mtsai., 2012).

Az elébbiekben ismertetett vizsgalatok feltartak az S. cerevisiae ScPpzl ¢s a C.
albicans-ban talalhaté CaPpzl fehérjék kozotti funkcionalis hasonlosagokat. A C. albicans
modell organizmussal azonban olyan vizsgalatokra is lehetdség volt, amelyekre a S. cerevisiae
gomba nem volt alkalmas. llyen a CaPpzl virulencidban és a hifaképzésben betoltott

szerepének vizsgalata. Eldkisérletekbdl és egy széles korti szlirGvizsgalatbol tudjuk, hogy a
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CaPpzl szerepet jatszik a gomba virulenciaban (Adam és mtsai., 2012; Noble és mtsai., 2010).
A fonalas gombara jellemz6 az élesztd-hifa atmenet, azaz a hifa forma kialakulasanak
jellemzésével pedig a CaPpzl fehérje morfologiaban betoltott szerepét jelen dolgozatban

ismertetem.

3.6 A CaPpzl fehérje szerkezete és regulacios lehetoségei

A CaPpzl fehérje szerkezetérdl és foszfataz aktivitasardl az elsd informacidkat 2012-
ben publikaltidk Adam és munkatarsai. Ebben a kozleményben homolog modellezéssel josoltak
meg a CaPpz1 katalitikus doménjének 3D szerkezetét. A homolog modell elkészitésében a nyul
vazizom protein foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1c) atomi koordinatait hasznaltak fel. A
Chen és munkatarsai altal 2016-ban k6zolt eredmények ennél alaposabb betekintést adnak a
C-terminalis domén rontgendiffrakcion alapuld 3D szerkezetét. A 3. abran a S. cerevisiae-ben
(z61d szinnel) és a C. albicans-ban (lila szinnel) PP1-szeri gomba fehérjék (Glc7 és Glc7-
szerll), valamint a gombaspecifikus Ppzl és Ppql fehérjék aminosav sorrendjének és a human
PP1c fehérje szekvencidjanak (kék szinnel) sszehasonlitasa lathatd. Szembeting a C. albicans
enzimek (koztik a CaPpzl) Katalitikus doménjeinek a human PP1c-vel valé nagymértéki
azonossaga, valamint a katalitikus domének konzervalodasa a két gombafajban. Ezzel szemben
a rendezetlen szerkezetli N-terminalis domének egymashoz képest kevesebb mint 20%-ban

hasonlitanak (Chen és mtsai., 2016).
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3. abra. C. albicans PP1-szerii fehérjék szekvenciajanak osszehasonlitasa S. cerevisiae és
human protein foszfatazokkal (Chen ¢és mtsai., 2016). Az abra felsd részén a kék szinnel jelolt
Homo sapiens PPla (protein foszfataz 1 o izoformaja) katalitikus alegység aminosav
sorrendjének 0sszehasonlitasa lathato a C. albicans PP1 szert fehérjékkel: GLC7-like, PPZ1 és
PPQL1 (a C-terminalis katalitikus domének lila, a rendezetlen szerkezetii N-terminalis sziirke
szinliek). Az als6 részen talalhat6 a C. albicans PP1-szerii fehérjéinek Gsszehasonlitasa a S.
cerevisiae azonos PPl-szerii fehérjéivel: GLC7, PPZ, és PPQIl (az utobbi C-terminalis
katalitikus domének zold szintiek). Az adott fehérjék kozotti szekvenciaazonossag mértékét a
nyilak melletti %-os érték mutatja.

A 4.A ébra a CaPpzl fehérje szekvenciajat és masodlagos szerkezetét hasonlitja 6ssze
a human PP1c fehérjével. Lila szin jeloli a PP1c alegységével megegyezd szerkezeti elemeket,
amelyek a két fehérje nagyfokt hasonlosagara utalnak. A sarga szin az N- és C terminalis
végeken talalhato, PPZ-re specifikus szakaszokat mutatja, ezeken a legjelentésebbek a
térszerkezeti kiilonbségek. A 4.B abran a domén harmadlagos szerkezetét reprezentalo modell
lathato, amely szerint a CaPpzl felépitése 1ényegében koveti a PP1c szerkezetét, kivéve a

PPZ1-specifikus C-terminalis hélixet és az N-terminalis L1 kanyarulatot.
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4. abra. A CaPpzl szerkezete (Chen és mtsai., 2016). 4.A abra Human PP1 (kék szinnel) és
C. albicans CaPpzl (lila szinnel) fehérjék aminosav szekvenciajanak Osszehasonlitasa. A
téglalapok az a-hélixeket, a nyilak a B-redéket, a vonalak pedig az 6sszeko6td loop-okat jelolik.
Sarga szinnel a CaPpzl fehérjére specifikus loopot és hélixet alkotd aminosavakat jelolték. A
sarga nyilak a CaPpz1-re specifikus hélixben 1év6 hidrofob aminosavakat mutatjak. 4.B abran
a CaPpz1 térszerkezete lathatd. Lila szinnel jel6lték a PP1-gyel azonos szerkezeti részeket, mig
sargaval a kifejezetten CaPpz1 fehérjére specifikus loopot és a-hélixet.

A Brown Egyetemen (PR, USA) dolgozd munkacsoporttal egyiittmiikodésben a CaPpz1
szabalyozasanak lehetOségeit is vizsgaltuk fehérje kolcsonhatasok kimutatasaval és in vitro
foszfataz aktivitasmérés felhasznalasaval. Azt tapasztaltuk, hogy az ismert PP1c regulator
fehérjék nagy része nem kotddott a CaPpzl fehérjéhez. A kisméretli microcisztin-LR képes volt
gatolni a teljes hosszusdgu CaPpzl fehérjét és a C-terminalis katalitikus domént tartalmazé
CaPpz1-Cter csonkolt enzimformat is. Ezzel szemben a nagyméretii inhibitor-2 fehérjének nem
volt hatasa a teljes hosszisagi CaPpzl fehérjére, a katalitikus domént viszont a PP1c-hez
hasonldan gatolta. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a teljes hosszusagu foszfatazban taldlhato
N-terminalis domén elfedheti az inhibitor-2 kot6helyét, igy védi az enzimet a gatld hatas ellen.
A méréssorozatbol arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a klasszikus PP1c gatloszerek nagy
része hatastalan a CaPpzl szabalyozasaban. Az eltérd regulaciot okozhatjadk a PP1-tdl eltérd
szerkezeti elemek, a CaPpzl-re specifikus a-hélix és loop, illetve a CaPpzl N-terminalis

doménje, amely a kotohelyek eltakarasaval védheti a katalitikus domént (Chen és mtsai., 2016).
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3.7 A Ppz regulacioja Hal3 fehérjével

De Nadal és munkatarsai 1998-ban irtak le el6szor a Hal3 fehérjét, mint endogén Ppz
regulatort. A S. cerevisiae-ben talalhato Hal3 fehérjérdl (tovabbiakban ScHal3) tudjuk, hogy az
ScPpzl katalitikus doménjéhez kotddik, és foszfatdz aktivitdsat gatolja (de Nadal és mitsai.,
1998). Az ScHal3 ¢és az ScPpzl fehérjék 1:1 molaranyban kotédnek egymashoz (Abrie és
mtsai., 2015). Az ScHal3 fehérjét harom doménre lehet bontani: N-terminalis domén (NtD),
PPCDC domén (PD domén), és C-terminalis domén (CtD). A Ppzlfehérjéhez valod kotédésben
¢s a foszfataz gatlasaban a PD domén jatszik kulcsszerepet (Abrie és mtsai., 2012).

Az ScHal3 fehérje overexpresszalasa schal3 delécios mutansokban és SCHAL3 gént
tartalmazé vad tipusa torzsben egyarant LiCl-dal és NaCl-dal szembeni toleranciat
eredményezett (Ferrando és mtsai., 1995). Az ScHal3 fehérje tultermeltetése megndvekedett
sejtosztodast okozott sitd mutans sejtekben (Di Como és mtsai., 1995), slt2 mutans sejtekben
pedig fokozta a litikus fenotipust (de Nadal és mtsai.,, 1998). Tehat az ScHal3 fehérje
overexpresszidja és az ScPpz1 hidnya azonos fenotipust eredményez.

Ismeretes, hogy S. cerevisiae-ben harom Hal3 paraldg van: ScHal3, ScVhs3 és ScCab3.
A ScVhs3 az ScHal3-mal 49%-o0s szekvencia azonossagot mutat, funkciojat tekintve is hasonlo
az ScHal3 fehérjéhez, hiszen kotddik az ScPpzl fehérjéhez, és foszfataz aktivitasat is gatolja
(Ruiz ¢és mtsai., 2004). Ez az eredmény Osszhangban van azzal, hogy a Vhs3 a Hal3-bol
keletkezett a gomba genom duplikacidja soran. A harmadik Hal3 homolog, az ScCab3 eltér a
tobbi fehérjétdl azzal, hogy csak kis mértékben, de képes kotddni az ScPpzl fehérjéhez, a
foszfataz aktivitasat viszont nem tudja gatolni (Ruiz és mtsai., 2009).

S. cerevisiae-n kiviil eddig Schizosaccharomyces pombe-ban vizsgaltuk a Hal3
ortologokat. S. pombe-ban csak egy Hal3 ortolog talalhatd, az SpHal3, amelynek kiilonleges
modularis szerkezete van. A fehérje N-terminalis része nagy hasonlésagot mutat az ScHal3
fehérjével, ezzel szemben a fehérje C-terminalis része nagyon hasonlit a timidilat szintaz
enzimhez. Erdekes modon a teljes SpHal3 fehérjének nincs Ppz foszfatazgatlé hatésa, csak a
kiilon termeltetett N-terminalis doménnek. Mivel a fehérje sejten belill proteolizissel nem
processzalodik, nem szabadulhat fel beldle funkcioképes protein foszfataz inhibitor (Molero és
mtsai., 2013).

ScHal3 nagy azonossagot mutat a névény modellben jol jellemzett Arabidobsis thaliana
AtHal3a fehérjével. Az AtHal3a nem, mint protein foszfatdz szabalyoz6, hanem mint

foszfopantotenoil-cisztein dekarboxildz enzim irtak le. Az AtHal3a foszfopantotenoil-cisztein
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dekarboxilaz enzim aktivitasahoz esszencialis aminosavak a konzervalddott hisztidin, cisztein
¢s a PAMX,M motivumban az aszparagin (Kupke, 2001).

A C. albicans CaPpzl foszfatazrol korabban kimutattuk, hogy a p-nitrofenil-foszfat
szubsztratot képes defoszforilalni, és hogy ez a foszfataz aktivitas a S. cerevisiae-b6l szarmazo
ScHal3 fehérjével gatolhato (Adam és mtsai., 2012). A C. albicans genomban két Hal3
ortologot kodold gén talalhatd. Az orfl9.7378 géntermék szekvencidja nagy hasonldsagot
mutat az ScHal3 fehérjével, igy CaHal3-nak neveztiik el (5. abra). Ezzel szemben az orf19.3260
terméke jobban hasonlit az ScCab3 fehérjéhez, ezért a CaCab3 nevet adtuk neki. (5. abra).

CaHal3d O ettt SSGTTGTVATATAAAPPPTTTTATGTGEGNANTD PRLEPQUDGH FHVLLGVCGALSVARVELIV
CaCab3 1 K-LISEPSEQSAIRPLESSQIVOPIKITGTGSANSSRRGELKKENKTIVS SPIGPFVERQOFLEKQDDGKFHILLACTGEVATIKVELIT
ScHal3 B e HVLFGATGSLSVFRKIKEMI
ScCab3 1 NSIVHMPGDFIYFNPKENASKEITAKAAPLSANNSTHR-====-] NEEVITAFTGFRVEFTEFFQREDDRKFHILIGATGEVATIRVELII
AtHal3 1 B==——————=——mme—mm = ee—ms—m === mmm == === e === === =] ENGKRDRQDMEVNTTPRE PRVLLAASGEVAATHFGNLC
CaHal3 65 NELFEIYTPEKISIQVILTHASENFILP-———-—————————=——=——=—=—==———==——=—= ETLSILENIKKVRIWTDIDEWT--====
CaCab3 90 DELEQIFTTSKISIQLVLTKS SSHFLRG=============sssssssssssssss=========== CKIHEDVKIWRDEDEWANFSDAY
ScHal3 20 RRLEEIYGRDRISIQVILTQSATQFFEQRYIKKIIKS SEKINKMSQYESTPATPVIFIPGOCNMALVVELFFPHIQLNTDQDEWD == ===~
Sccab3 85 DRLFRIYGPEKISIQLIVIKPARHFIKG-———————————————————————————————————— LEMSTHVKIWREEDAWV-—————
AtHal3 40 HCF-=-=--TEWAEVRAVVIHSSLHFLDK=========s===sssscsssssssssss========== LELFPQEVILYTDEDEWS—=====
CaHal3 115 ==—=emmmmmmmmmmmmmmmeadd TWKIRSDFVLHIELRRWAD ILVVCEPMTANTLSKITLGICDNLLTNVIEAWNTT - === =~ FPFILLAFAM
CaCab3 141 NSASTIVCSIMGNDGLNVVNKHFFNFPFEKLILHNELRKWAD IMLIAPLSANTLAKIANGIADNLLTSIVRSWCPSTEQOVIKPIIVAEAM
ScHal3 104 —————m—— AWKQRTDEVLHIELRRWAD ILVVAPLTANTLSKIALGLCDNLLTSVIRAWNES —————— YPILLAFPSM
ScCab3 130 ====ccmccccaaa FDAVNENDTSLESLNLI LHHELRKWAD IFLIAPLSANTLANLANG ICNNLLTSVMEDWSFL- =~ == TEFVLIAFAM
AtHal3l 80 --—m—m——m - SWNKIGDEVLHIELRRWADVLVIAPLSANTLGKIAGGLCDNLLTCI IRAWDYT-————-] KPLEVAEAM
CaHal3 177 DSHSYSSSTTKRQLRLIADDMEWIEVLKPSEXKVEGSFGD IGHGGMMDWNE IVNKIVMKLGGY PEVEDEEDEDESKDNIDDSGIVDDDDDD
CacCab3 231 NTFMYTHFITAKQLNIISSPDFGIEVLKFVEKILV-CGDIGMGCMREWAE TVDVLARRVES IKARQFKLLDEEQRLNEEEEEEEEDDDND
ScHal3 166 VSSTFNSMMTHEQLQTIKEEMSWVTVFKESEXVMDINGD IGLGGMMDWNE IVNKIVMHLGGY PKNNEEEDDDEDEEEDDDEEEDTEDKNE
ScCakb3 199 NTFMYINFMTKRHLTSLVODYEFIQVLKFVERKVLI-CGD IGHGGHMRENTD IVEIVRRRINE IRKARDEETGDKEQEQEEQEGADNEDDDD
AtHal3 142 NTLMWNNPFTERHLLSL--DELGITLIPFIKKRLA-CGDYGNGAMAEPSLIYSTVRLFWESQAHQQTGGTS - === m====mm == —— =
CcaHal3 267 DDDDDDDDDDDEEDDDDEEEENEGSDNVEENVRNK ¥ == == === e e e e e e e e e e e s e e — e e e m == — === ———
CcaCab3 320 EEGDDDODDDDDDDODDDDDDDDDDDDDDDDDDDDVEEDNEEED VDD TNKRKLVENNT SNSEELFKKDDDEMIFEITDQEQSEQDDEGEL
ScHal3 256 NNNDDDDDDDDDDDDDDD D DD D DD DD EDEDERE T PG I IDKH )  ~ ~ == === === === m = m e e e m————————————e
ScCab3 288 EDDEEDEEDEEEEEALNETASDESNDEEDEEDEEDVRTEV* —————————= - === === === — - —— - ————————————
REERTT 00 e e e e e e e B B A B e
Calial3 =  =sececssssssscsssssssssssssssss

CaCab3 410 VTNESRTISFVESHRQQKIKIPKETQNLI*

ScHal3 = mmmmmmmmmmmemmmmeeme—me—em—eee

ScCah3 @ sss=s===ss=ssssssss==s========

AtHalld = ——mmmm—mmm—— oo

5. abra. Hal3 ortolégok szekvencia analizise. Az A. thaliana AtHal3 referencia fehérjéhez
hasonlitottuk az S. cerevisiae ScHal3, ScCab3 fehérjék és a C. albicans CaHal3, CaCab3
fehérjék szekvencigjat. Alahuzassal jeloltik az AtHal3 szekvencidjdban esszencialis
aminosavakat és motivumot. Az AtHal3 fehérjében esszencialis hisztidin aminosav mindegyik
Hal3 és Cab3 ortologban megtalalhatd. Az esszencialis cisztein aminosav és az aszparagint
tartalmaz6 PAMNX2M-t motivum csak az ScCab3 és CaCab3 fehérjékben konzervalodott.
Sarga szinnel emeltiik ki azokat az aminosavakat, amelyekrdl mutagenezises vizsgalatokbol
tudjuk, hogy szerepiik van a Ppz regulacioban. Pirossal a konzervalodott, kékkel a részben
konzervalddott aminosavakat jeloltiik.
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Az 5. abran bemutatott szekvencia analizis soran kapott eredményekbdl lathatd, hogy a
referencia A. thaliana AtHal3a fehérjéhez mind a CaHal3, mind pedig a CaCab3 fehérjék
hasonloak. A foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz (PPCDC) aktivitasban esszencialis Cys
aminosav ¢s PAMNX>M motivum az ScCab3-hoz hasonléan megtalalhatd a CaCab3
fehérjében. Az esszencialis His aminosav az ScHal3-hoz hasonléan megtalalhato a CaHal3
fehérjében, az ScCab3 és CaCab3 fehérjében is megtalalhato, de funkcidgjat a kovetkezd
fejezetet mutatja be. Mutagenezis vizsgalatok szerint az ScHal3 fehérjében 9 aminosavnak
sarga szinnel emeltiik ki. A 9 aminosavbol 7 a CaHal3 fehérjében konzervalodott, ezek koziil 2
aminosav talalhatd6 meg a CaCab3 fehérjében. A szekvencia Osszehasonlitds evolucios
hatterének alatamasztasara a 6. abran egy filogenetikai fa lathato, amelyen 5 kiilonb6z6
gombafajbodl szarmazo6 12 Hal3 ortologot és 2 timidilat szintaz ortoldgot hasonlitottunk Gssze.
A csaladfan a CaHal3 fehérje (0rf19.7378) a Hal3-szeri fehérjék csaladjaba tartozik, mig a
CaCab3 (0rf19.3260) a Cab3-szert fehérjék csaladjaba tartozik. Az SpHal3 kiilon csalad tagja,

mivel timidilat szintdz (Cdc21) domént is tartalmaz.

og — KIHal3
72 ZrHal3
94 EScHaIS
4 ScVhs3
B4 CaHal3
YIHal3
YICab3
CaCab3
KiCab3
= ScCab3
7 £ZrCab3

SpHal3
ScCdc21

100
56— CaCdc21

85

93

—
0.2

6. abra. Gomba Hal3 ortoléogok filogenetikai analizise. A filogenetikai fa analizis Neighbor-
Joining moédszerrel késziilt, melyben Osszesen 14 fehérjét - 12 PPCDC alegységet és két
timidilat szintdz fehérjét hasonlitottunk 6ssze. Az alabbi fajok Hal3 szeri fehérjéit vizsgaltuk:
Saccharomyces cerevisiae (ScHal3, ScVhs3, ScCab3, ScCdc21), Candida albicans (CaHal3,
CaCab3, CaCdc21), Schizosaccharomyces pombe (SpHal3), Kluyveromyces lactis (KIHal3,
KICab3), Yarrowia lipolytica (YIHal3, YlCab3) és Zygosaccharomyces rouxi (ZrHal3,
ZrCab3).
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Tehat nem csak az S. cerevisiae Hal3 homologokkal végzett szekvencia 6sszehasonlitas
(5. abra), hanem a filogenetikai fa elemzése (6. abra) is alatdmasztotta, hogy a CaHal3 a CaCab3
megnevezések helyesen tiikkrozik az eddig még nem jellemzett géntermékek elsddleges fehérje
szerkezet alapjan tortént azonositasat. A szerkezetek alapjan feltételezhetd, hogy a CaHal3 a

CaPpz1 inhibitora lehet.

3.7 Hal3 homologok szerepe a CoA bioszintézisében

A CoA bioszintézis 6t f6 1épésbol all, melybdl a harmadik 1épés soran a 4’-
foszfopantopantotenoil-ciszteinbdl foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz enzim segitségével
4’-foszfopantetein képzddik. A CoA bioszintézis ezen 1épése azért érdekes szdmunkra, mert a
foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz enzim (tovabbiakban PPCDC) aktivitasa van az
ScHal3, ScVhs3 és ScCab3 fehérjék altal képzett heterotrimernek (Ruiz és mtsai., 2009). Tehat
az ScHal3, ScVhs3 és ScCab3 heterotrimert képezve részt vesz a CoA bioszintézisben,
ugyanakkor az ScHal3 ¢és ScVhs3 mint moonlighting protein (moonlighting jelentése:
masodallas, mellékfoglalkozas) kotddik az ScPpzl fehérjéhez és gatolja foszfatdz aktivitasat.

Az Arabidobsis thaliana Hal3 fehérjének (tovabbiakban AtHal3a) 3D szerkezete ismert,
igy tudjuk, hogy benne harom AtHal3a alegység egy homotrimert képez (Albert és mtsai.,
2000). A trimer harom aktiv centrumahoz sziikséges hisztidin és cisztein aminosavak két

egymassal érintkezd alegység kiillonbozo szerkezeti elemeibdl szarmaznak (7.A dbra).

A B

Single functional

" active site =
A. thaliana S. cerevisiae

7. abra. PPCDC enzim sematikus abraja. 7.A Az A. thaliana AtHal3a fehérjék altal képzett
homotrimer. 7.B A S. cerevisiae-ben a Hal3 homologok altal alkotott heterotrimer (Ruiz és
mtsai., 2009)
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Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az cab3 homozigota delécio letalis, és a hal3/vhs3
kétszeres homozigota delécid haladlos kimenetelli (Ruiz és mtsai.,, 2004), ami azzal
magyarazhatd, hogy a S. cerevisiae-ben a PPCDC egyetlen aktiv centrumanak kialakitasahoz
egy olyan heterotrimerre van sziikség, amelyben van egy ScCab3, és ehhez kot6dik két ScHal3,
vagy két ScVhs3, vagy egy-egy ScHal3 és ScVhs3 fehérje (7.B abra). A S. cerevisiae Hal3
homologok altal kialakitott PPCDC enzimnek egyetlen aktiv centruma van, amelyet az
esszencidlis ScCab3 cisztein aminosava ¢s az ScHal3 vagy ScVhs3 hisztidin aminosava alakit
Ki. A hisztidin aminosav konzervalddott az ScCab3 fehérjében is, de nem esszencialis a PPCDC
aktivitashoz (Ruiz és mtsai., 2009).

H378

EET D sesces
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_]_h SeVhs3 (679 aa)
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BN T T3 s
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[ | 1) ScCab3 (571 aa)
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T O v 62550
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100aa v J
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8. abra. Hal3 ortolégok sematikus ésszehasonlitasa. A S. cerevisiae Hal3 paralogok (ScHal3,
ScVhs3 és ScCab3), a S. pombe Hal3 ortolog (SpHal3), az A. thaliana Hal3 ortolog (AtHal3a)
¢s a C. albicans két Hal3 ortologja, a CaHal3 és CaCab3 lathato az abran. Kék szinnel az NtD
domént jeloltiik, sarga szinnel a PD domént, rézsaszinnel a savas CtD domént, fehérrel a nem
homolog szakaszokat. Piros szin jeldli az SpHal3 azon szakaszat, amely a timidilat szintazzal
mutat homolégiat. Zardjelben adtuk meg a fehérjéket alkotd6 aminosavak szamat. A PPCDC
aktivitdsban esszencidlis hisztidin aminosavakat kékkel, a nem esszencialis aminosavakat
pirossal, az aktivitasban nélkiilozhetetlen cisztein aminosavakat pedig zdld szinnel jeloltiik.

Az ScHal3 szerkezetének vizsgalatakor nemcsak a ScPpzl regulator funkcidjat

vizsgaltak, hanem a CoA bioszintézisben betoltott szerepét is elemezték (Abrie és mtsai., 2012).
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Megallapitottak, hogy az in vivo és in vitro PPCDC aktivitashoz elengedhetetleniil sziikséges a
centrdlis PD domén. Az N-termindlis NtD domén segiti a ScHal3 fehérjét az ScCab3
alegységhez kapcsolni. A savas C-termindlis CtD doménnek viszont nincs Iényeges szerepe a
fehérje PPCDC aktivitasaban. A 8. abran lathaté az ismert és az altalunk vizsgalni kivant Hal3
ortologok sematikus Osszehasonlitdsa. A 8. abran lathato, hogy CaHal3 nagy hasonlosagot
mutat az ScHal3 fehérjével, rendelkezik NtD és PD doménnel, illetve savas régioval,
megtalalhaté benne az esszencialis hisztidin aminosav, de az ScHal3-ra jellemz6 rovid nem-
homolog szekvencidt nem tartalmazza. A CaCab3 nagy hasonlosdgot mutat az ScCab3
fehérjével, megtalalhato benne az esszencialis cisztein €s a nem esszencialis hisztidin aminosav
IS, és tudjuk, hogy konzervalodott benne az ScCab3-ban is megtalalhatdé Asn motivum. A
CaCab3 fehérjét hosszabb savas régid és hosszabb NtD domén jellemzi, illetve megtalalhato

benne egy rovid nem homolog szakasz, amely az ScHal3 fehérjével mutat hasonldsagot.

A szekvencia analizisekbdl megallapithatjuk, hogy az 0rf19.7378 gén termékét helyesen
neveztiik el CaHal3-nak, hiszen nagy azonossagot mutat az ScHal3 fehérjével, tartalmazza a
PPCDC aktivitashoz nélkulozhetetlen hisztidin aminosavat, és a csaladfa analizis szerint is a
Hal3-szerti fehérjékhez tartozott. fgy feltételezésiink szerint a CaHal3 funkcioképes PPCDC
alegységkeént részt vesz a CoA bioszintézisben, és rendelkezik moonlighting funkcioval, tehat

Ppz regulator is.

Az orf19.3260 szekvenciat CaCAB3 génnek neveztiik el, amelyet a szekvencia analizis
is alatamasztott. A CaCab3 szekvenciaja nagy hasonlosagot mutat az ScCab3 fehérjével, hiszen
a nagyfoku azonossag mellett tartalmazza a PPCDC aktivitashoz sziikséges cisztein aminosavat
€s Asn motivumot. Ezért azt varhatjuk, hogy a CaCab3 az ScCab3 fehérjéhez hasonld funkcidt
lathat el, tehat részt vesz a CoA bioszintézisben, mint PPCDC alegység, de nincs hatdsa a Ppz

foszfataz aktivitasara.
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4. Célkituzések

Elsé célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a CaPpzl fehérje szerepét a C. albicans
morfoldgiai valtozasaiban. Ehhez rendelkezésiinkre alltak a Dr. Addam Csaba munkatarsunk
altal korabban eldallitott homozigdta és heterozigota cappzl delécidos mutans torzsek. Azt
terveztiik, hogy eldkisérletekben klasszikus mikroszkopia segitségével megvizsgaljuk, hogy a
hifa képzésére. Amennyiben jelentds kiilonbségeket talalunk a muténs és a sziil6i torzsek kdzott
a morfologiai atmenet kinetikajanak tanulméanyozéasara adoptalni kivantuk az emlds sejtek
vizsgalatara korabban mar kidolgozott videomikroszkopias eljarasokat, illetve kiértékelési
modszereket.

A CaPpzl fehérje szabalyozasi lehetdségének felderitése érdekében az volt a célunk,
hogy meghatarozzuk az éltalunk felismert két ScHal3 ortolog, a CaHal3 és a CaCab3 szerepét.
A fizioldgias funkciok megallapitasara felhasznalhattuk az Prof. Joaquin Ariné és munkatarsai
altal (Barcelonai Autonom Egyetem, Spanyolorszag) eléallitott S. cerevisiae mutans torzseket,
amelyeket a C. albicans fehérjék overexpresszidjaval kivantunk komplementalni. Az élesztd
mutansok felhaszndlasaval elészor a CaHal3 és a CaCab3 szerepét kivantuk tisztdzni az
esszencialis PPCDC aktivitas biztositasaban. Ezt a kérdést az egyébként letalis cab3 illetve
hal3/vhs3 mutansok komplementalasat tetrad analizis segitségével lehet eldonteni.
vivo kisérletekben kivantuk ellenérizni. Ehhez a két fehérjét megfelelé cimkével ellatva
bakteridlis, illetve ¢élesztd sejtekben kell termeltetni, majd pull down kiséreltek segitségével
tudjuk megvizsgalni kdlcsonhatasukat a rekombinans CaPpz1 foszfatazzal. Az irodalmi adatok
alapjan arra szamithattunk, hogy a Hal3 ortologok a foszfataz katalitikus doménjéhez kétddnek,
ezért a fehérje-fehérje kolcsonhatasi vizsgalatokat a rekombinans CaPpzl1-Cter katalitikus
doménnel is el kivantuk végezni. Amennyiben sikeriil igazolni a foszfatdz és a feltételezett
regulatorok kozotti fizikai kolcsonhatast megvizsgalhatjuk a CaHal3 és CaCab3 hatdsat az
enzim aktivitdsara. Végil meg kivantuk hatarozni a kolcsonhatas fiziologias jelentdséget.
Ennek érdekében az S. cerevisiae hal3 delécios mutansban kell expresszaltatni a CaHal3 és
CaCab3 fehérjéket, és meg kell vizsgalni, hogy kiilonboz6 stressz koriilmények kozott a
Candida fehérjék képesek-e a foszfatdzzal kapcsolatba hozhatdé mutins fenotipusok

komplementalasara.
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5. Anyagok és modszerek
5.1 Anyagok

5.1.1 Vegyszerek

A munkank soran gyakran hasznalt vegyszereket az alabbi gyartoktol/forgalmazoktol
szereztlik be:
Bio-Rad: AMPER, agar6z, SDS, Triton X-100
Clontech Laboratories: LiAc, PEG, 1XTE, ssDNS

Gyogyszertari: ampicillin, kloramfenikol, koffein

Merck: proteinaz K, benzamidin

PAA Laboratories: RPMI, FBS

Reanal: B-ME, MnCly, imidazol, LiCl, KCI

Serva: Ribonuclease A, TEMED

Sigma-Aldrich: Akrilamid, DTT, Hygromicin B, IPTG, kloroform, fenol, PMSF, Protease
inhibitor coctail, kanamycin, tyrosol, farnesol, hygromycin B,

VWR: bacteriological agar, BSA, Bis-akrilamid, Coomassie brilliant blue (R-250), Gel red,

ecetsav, EDTA, etanol, kloroform, glicerin, glicin, metanol, natrium-acetat, tripton, Tris, NacCl,
gliikoz

A listan nem szerepl6 specialis anyagok eredetét a kovetkez6 fejezetekben kiilon jeleztem.

5.1.2 Taptalajok

INE tépleves: 10% natrium-acetat, 1% ¢€lesztokivonat, 0,5% gliikkoz (pH 7.2)
LB tapleves: 1% tripton, 0,5% ¢élesztdkivonat (Himedia) 1% NaCl
Sabouraud tapleves: 1% mycological peptone (Oxoid), 2% gliikkoz

SD-Ura tépleves: 0,67% ¢élesztd alapt nitrogénforras aminosavak nélkiil (Difco), 2% gliiko6z,

1X uracil- mentes torzsoldat [400 mg/l adenin-szulfat, 20 mg/1 L-arginin, 20 mg/l L-hisztidin,
20 mg/l L-lizin, 60 mg/I L-leucin, 20 mg/l L-metionin, 50 mg/l L-fenilalanin, 30 mg/l L-tirozin,
40 mg/l L-triptofan, 150 mg/1 L-valin (Sigma-Aldrich)]

SOC tapleves: 1% tripton, 0,5% éleszt6kivonat (Himedia) 0,085 mM NaCl, 0,25 mM KCI (pH
7,0), 100 mM MgCl.

YPD téapleves: 1% élesztokivonat (Himedia), 2% bacto pepton (Difco), 2% gliikoz (pH 5,8)

24



A hasonlé megnevezésii szilard tapagarok tovabbi 2% Dbacteriological agart (VWR)

tartalmaztak.

5.1.3 Oldatok, pufferek

DNS mintak kivondsa és vizsgalata soran a kovetkezd oldatokat hasznaltuk:
Kivondpuffer: 50 mM Tris, 50 mM EDTA, 2% SDS + frissen 1% B-ME
TAE: 40 mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM EDTA, pH 8,5

6 x DNS mintapuffer: 40% szachardz, 0,416% bromfenolkék, 10 x TAE
TE:10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8

LiAc oldat: 0,1 M LiAc; TEpH 7,5

PEG oldat: 0,1 M LiAc; 40% PEG; TE pH 7,5

Affinitas kromatografia soran haszndalt oldatok

Lizis puffer I. 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 250 mM NacCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM MnCly, 5
mM Imidazol, 1 mM B-ME, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 1x proteaz inhibitor koktél
Lizis puffer II: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerin, 0,1% Triton X-100, 2
mM DTT, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM benzamidin, 1x proteaz inhibitor koktél

Mosé 1. puffer: 25 mM Tris-HCI pH 7.2, 800 mM NaCl, 1 mM MnClz, 20 mM imidazol, 1 mM
B-ME, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 1x proteaz inhibitor koktél

Mosdo I1. puffer: 25 mM Tris-HCI pH 7.2, 200 mM NaCl, 1 mM MnClz, 30 mM imidazol, 1
mM B-ME, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 1x proteaz inhibitor koktél

Eluadlo puffer: 25 mM Tris-HCI pH 7.2, 200 mM NaCl, 1 mM MnClz, 200 mM imidazol, 1 mM
B-ME, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidin, 1x proteaz inhibitor koktél

Prescission puffer: 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 10% glicerin, ImM EDTA, 2 mM
DTT

Poliakrilamid gélelektroforézis és Western blot sordn haszndlt oldatok

5 x SDS mintapuffer: 50% glicerin, 10% SDS, 100 mM DTT, 0,31 M Tris-HCI (pH 6.8), 0,01
% bromfenolkék

SDS gélfesték: (250 ml-re) 1,25 g Coomassie Brillant Blue R-250, 454 ml 1:1:1 aranyt metanol:
steril H20, 46 ml 96 % ecetsav

Also gél puffer: 1,5 M Tris (pH: 8,8), 0,4 % SDS

Felsé gél puffer: 0,5 M Tris, (pH: 6,8), 0,4 % SDS
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Akrilamid — BIS-akrilamid: 30 % akrilamid, 0,8 % bis-akrilamid

10 x Elfo puffer:144,1 g glicin, 30,3 g Tris-HCI, 10 g SDS, 1000 ml H20

Elf6 mosofolyadék: T % ecetsav, 12 % etanol (96 %-0s)

5 x Transzfer puffer:15,5 g Tris-HCI, 72,05 g glicin, 1000 ml H20

TBST: 20 mM Tris-HCI, (pH 7,5), 500 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % Triton-X-100
TM puffer: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,1% B-ME

5.2 Médszerek

5.2.1 E. coli sejtek tenyésztése és vizsgalata

Munkank soran az 1. tdblazatban felsorolt E. coli torzseket hasznaltuk.

1. tablazat. Az altalunk hasznalt E. coli torzsek

torzs genotipus’

DHj5a F endAl ginV44 thil recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20  ¢80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk mk*), A

JM109 el4- (McrA- ) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(rK - mK + ) supE44 relAl
A(lac-proAB) [F' traD36 proAB laclq ZAM15]

BL21 E. coli B F- ompT hsdS(rB - mB - ) decm+ Tetr E. coli gal 1 (DE3) endA Hte [argU
DE3RIL | ileY leuw Camr]

LA térzsek genotipusa az (http://openwetware.org/wiki/E._coli_genotypes#BL21.28DE3.29)
oldalrdl szarmazik.

JM109 torzset Dr. Boratkd Anitatol (Debreceni Egyetem, Orvosi Vegytani Intézet), a
BL21 DE3 RIL torzset Prof. Joaquin Arifio-tol (Barcelonai Autoném Egyetem, Spanyolorszag)
kaptuk. A DH5a torzset a Thermo Fisher Scientific gyartotol szereziik be. Az E. coli torzseket
minden esetben LB taptalajban tenyésztettiik 37°C-on. A DH5a és JM109 torzseknek nincs
sajat antibiotikum rezisztenciajuk. A BL21 DE3 RIL sejtek kloramfenikol rezisztenciat kodold
plazmidot hordoznak, ezért 34 pg/ml végkoncentracioban kloramfenikolt adtunk a
taptalajukhoz. A pGEX-6P-1 ¢és pWS93 plazmidokkal transzformalt sejtek ampicillin
rezisztenciat hordoznak, ezért 100pg/ml-es koncentracidban ampicillint adtunk a
tenyészetekhez. A pET28 plazmid kanamycin rezisztenciat hordoz, ezért 50 pg/ml-es
végkoncentracioban adtunk pET28 plazmidot tartalmazo sejtekhez kanamycint. Egyéjszakas

tenyészethez 1 telepet vagy egy pipettahegynyi torzsoldatot tettiink a megfeleld
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antibiotikummal kiegészitett 5 ml taplevesbe, és 180 rpm razatas mellett ndvesztettiik a sejteket
16 oran at. Fehérje expresszio soran 500 ml LB taplevest antibiotikumokkal kiegészitettiink és

2-3 ml egy¢jszakas tenyészetet tettiink hozza.

5.2.2 Candida albicans sejtek tenyésztése és vizsgalata

Munkank sordn a 2. tablazatban talalhato Candida albicans torzseket hasznaltuk fel. A
kontroll torzset (QMY23) Prof. Alexander Johnson-t61 (Department of Microbiology and
Immunology, University of California-San Francisco), az anyai torzset (SN87) pedig Dr. Susan
Noble-t61 (Department of Microbiology and Immunology, University of California-San
Francisco) kaptuk. A mutans (cappzl) és menekitett torzseket (CaPPZ1-HIS1 és CaPPZ1-
LLEU2) laborunkban 4llitotta el Dr. Adam Csaba és Dr. Kovécs Laszl6.

2. tablazat. A munkank soran felhasznalt C. albicans toérzsek

Torzs Genotipus Hivatkozas

SC5314 | vad tipus Gillum és mtsai. (1984)

SNg? ura3d-irolA::imm**/URA3-IROI, his14 /his14, Noble és  Johnson
leu2A /leu2A (2005)

hisl4/hisl4, leu24::C. dubliniensis HIS1 /leu24::C.
QMY23 | maltosa LEU2,URA3/ura34::imm434,
IRO1/irol4::imm434
ura3A-irolA::imm**URA3-IRO1, his1A /hisiA,
cappzl leu2A /leu2Appz1 A:: C. dubliniensis HIS1/ppz1A4:: Adam és mtsai. (2012)
C. maltosa LEU2

CaPPZ1- | ura34-irold::imm**/URA3-IROL, hisl4 /hisl4,

Mitrovich és  mitsai.
(2007)

Adam és mtsai. (2012)

HIS1 leu24 /leu24ppz1A::HIS1/ppz1A::LEU2::PPZ1
CaPPZ1- | ura34-irol4::imm**/URA3-IRO1, hisl4 /hisl4, )

Adam és mtsai. (2012)
LEU2 leu24 /leu24,ppzlA::LEU2/ppz1A4::HIS1::PPZ1

C. albicans tenyésztés soran a kiillonboz6 torzseket YPD taplevesben novesztettiik 37°C-
on szilard lemezen 1-2 napig, majd egyéjszakas tenyészetet készitettiink 18 oran at razatas

nélkiil (Adam és mtsai., 2012). DNS izollas céljara friss 50 ml-es tenyészetet készitettiink 1-2
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ml egyéjszakas tenyészetbdl kiindulva. Az elegyet 37 °C-on 140 rpm razatas mellett 8 6ran at
novesztettiik. A sejteket PBS (Gibco) oldattal mostuk és -70°C-on taroltuk.

5.2.2.1 Hifa novekedés vizsgalata

A hifa novekedés vizsgalatat az Adam és mtsai. (2012) publikacioban leirtak szerint
végeztiik el. SN87 és cappzl torzsekbdl, illetve a menekitett mutansokbol (CaPPZ1-LEU2 és
CaPPZ1-HIS1) 1-1 telepet 5 ml Sabouraud taplevesben novesztettiink 18-19 6ran at 37 °C-on
razatas nélkil. A felndtt kultirdkbol 25 ml tenyészetet készitettiink Sabouraud taplevessel,
melynek optikai denzitasa ODg20=0,1 volt. A kisérletet 5% FBS jelenlétében is elvégeztiik. Az
elegyet 37°C-on 140 rpm razatas mellett novesztettiik és 60, 90 és 120 perc utan 1-1 ml mintat
vettiink. A mintakat centrifugalassal 6sszegytijtottiik és 1xPBS-sel (Gibco) mostuk, majd 50 ul
1xPBS-ben (Gibco) vettiik fel. A sejteket Olympus BX40 mikroszkop alatt lefotoztuk, majd a
képeket az Image J programmal kiértékeltiik.

5.2.2.2 Morfologiai elemzés time-lapse videomikroszkopiaval

Videomikroszkopos analizishez a QMY23 és cappzl torzseket 37 °C-on (Adam és
mtsai., 2012), novesztettiik. A sejteket elészor szilard Sabouraud tapagarra szélesztettiik, majd
1-1 telepet 5-5 ml Sabouraud folyékony taplevesben novesztettiink 18 6ran keresztiil razatas
nélkiil. A sejteket PBS-sel (Gibco) mostuk, majd 1-2x10° sejtet T-25 flaskdkba tettiik,
amelyekben 10% FBS tartalmaz6 5 ml RPMI oldat volt. Az igy elkészitett sejtszuszpenziot 37
°C-on, 5% COzjelenlétében 5 oran keresztiil tartottuk inkubatorban (SANYO MCO18-AC) (Lo
¢s mtsai.,, 1997). A tenyésztés soran 10 darab mikroszkopos képet készitettink 5
masodpercenként, amelyeket atlagoltunk. Minden megfigyelés 4 parhuzamos mintaval késziilt.
A fotoéfelvétel az inkubatorba helyezett 4 Olympus mikroszkdppal, és a hozzéjuk rogzitett CCD

kameraval tortént. A modszer részletes leirasa a Nagy €s mtsai. (2014) cikkben olvashato.

5.2.3 S. cerevisiae sejtek tenyésztése és vizsgalata

In vitro vizsgalatokban, illetve a kiilonb6z6 Hal3 homologok élesztdben valod
termeltetése sordn a 3. tdblazatban lathato élesztd torzseket hasznaltuk fel.

A S. cerevisiae torzseket Prof. Joaquin Arino-t6l (Barcelonai Autoném Egyetem,
Spanyolorszag) kaptuk. A CCV186 mutanst kollaboracios partneriink készitette tigy, hogy a
BY4741 torzsbol létrehozott hal3 mutans torzsben talalhatd 2.0 kb hossza
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hal3::kanMX4kazettat amplifikalta a Hal3-200-Hal3-3'_term1 primerparral és ezt a szakaszt

transzformalta a JC010 torzsbe.

3. tablazat. Kisérleteink soran hasznalt vagy eldallitott S. cerevisiae torzsek

Torzs Genotipus Hivatkozés
BY4741 MATa his3 4 1 leu2 4 metl54 ura34 Winzeler és mtsai. (1999)
BY4741 MATa his341 leu24 metl54 ura34 _
Winzeler és mtsai. (1999)

ppzl::KanMX4 | ppzl::kanMX4
hal3::KanMX4 | BY4741 hal3::KanMX4 Winzeler és mtsai. (1999)

MATa/a ura3-52 leu2-3,112 his4 trp1-1 can- _
MAR25 Ruiz és mtsai. (2009)

1r, cab3::KanMX4/CAB3

MATa/a ura3-52 leu2-3,112 his4 trpl-1 can- )
AGS4 Ruiz és mtsai. (2004)
1r, hal3::LEU2/HAL3 vhs3::KanMX4/VHS3

MATa PPZ1 PPZ2 HAL3 ura 3-52 leu2-3,

JC010 Vissi és mtsai. (2001)
112 trp1-1 his4 can-1", slt2::LEU2

JA-100 MAT a leu2-3,112 ura3-52 trp1-1 his4 canlr | de Nadal és mtsai. (1998)
(ssd1v)

CCV186 JA-100 slt2::LEUZ2 hal3::KANMX4 Petrényi és mtsai. (2016)

A 3. tablazatban lathato S. cerevisiae torzseket YPD taplevesben 28 °C-on tenyésztettiik. A
kiilonb6z6 torzseket a torzsoldatbol szilard YPD tapagarra oltottuk le. A feln6tt telepeket 5 ml
YPD taplevesbe tettiik, és 180 rpm razatas mellett 18 oran keresztiil ndvesztettilk. A torzsek
pWS93 plazmiddal val6 transzformalasa utan a sejteket SD-Ura tapagaron szelektaltuk 28 °C-
on (Adams és mtsai., 1997).

5.2.3.1 Novekedési teszt

Munkénk soran vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z0 stressz hatasti anyagok hogyan hatnak az
¢lesztOsejtek novekedésére. Kiilonboz6 Hal3 homolog szekvencidt tartalmazdé pWS93
plazmidokkal transzformaltunk vad tipusu (BY4741) és kiilonb6zé mutans (hal3, slt2 és
slt2/hal3 deléciés mutans) S. cerevisiae sejteket. A transzformansokat SD-Ura tapagaron
novesztettiik 28°C-on 2-3 napig, majd 1-1 telepet 5 ml SD-Ura tapagarban novesztettiink 18-19
Oran at 28 °C-on. A tenyészet optikai denzitasat megmértiik 660 nm-en. Minden tenyészetet két

azonos koncentréaciora: ODego=0,005 illetve 0,0005 értékekre higitottunk. Mindkét higitasbol
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3-3 ul-t cseppentettiink ki a kontroll YPD tépagarra és a kiilonb6z6 koncentracidban stressz
hatast anyagokat tartalmazo YPD tapagarra. 48 és 72 ora elteltével a lemezeket lefényképeztiik
(Posas és mtsai., 1995). Az el6bbiekben emlitett transzformansokkal ndvekedési vizsgalatot
végeztiink alacsony és magas kalium-ion koncentracio (1 mM és 50 mM) mellett, hogy
megvizsgaljuk a ScHal3 fehérjék kaliumtranszportban betoltott szerepét (Barreto és mtsai.,
2011). Az eredeti ,kalium-mentes taptalaj” minimalis (15 pM) kaliumiont tartalmazott
(Navarrete és mtsai., 2010), ezt egészitettiik ki 1 mM és 50 mM értékre, és ebben a kdzegben

vizsgaltuk a transzformansok novekedését.

5.2.3.2 Tetrad analizis

Tetrad analizissel lehetdség van haploid sejtek életképességének vizsgalatara. A
transzformalt S. cerevisiae sejtekbol 1-1 telepet SD-Ura taplevesbe oltottunk le és ndvesztettitk
28°C-on 180 rpm razatas mellett 18-19 oran at. A sejteket centrifugalassal Gsszegytijtottiik és
desztillalt vizzel mostuk, majd INE tépleves adtunk a sejtpellethez és ndvesztettiik tobb napon
at 28 °C-on 180 rpm razatas mellett. A sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottiik és desztillalt
vizzel mostuk, majd 6,25 mg zimoliazt tartalmazé 250 pl desztillalt vizben szuszpendaltuk fel
a sejteket. A tetradokat MSM 300 Yeast Dissection Microscope (Singer Instruments)
mikroszkdppal valasztottuk szét. A tetrddok genotipusat tovabbi szelektalo tapagarokon vald

novesztéssel hataroztuk meg (Sherman, 1991).

5.2.4 DNS klonozasa és vizsgalata

5.2.4.1 Genomi DNS preparalas

A CaHAL3 és CaCAB3 leolvasasi keretének felsokszorozasahoz C. albicans genomi
DNS preparatumot allitottunk el6 (Lee és mtsai., 1988). A centrifugéalassal dsszegytijtott SN87
sejteket kézi potterrel eldorzsoltiik, és 500 pl kivond pufferrel felszuszpendaltuk. 100 pg/ml
végkoncentracioban RNaz A-t adtunk a szuszpenzidhoz, és 37 °C-on vizfiirdében inkubaltuk.
Ezutan kovetkezett a proteinaz K kezelés, amelyet 100 pg/ml végkoncentraciéban adtunk a
sejtekhez és 55 °C-on inkubaltuk 1 oran at. Kétszer elvégeztiik a fenol-kloroformos extrakciot,
mely soran 1:1 aranyban adtunk a mintakhoz fenol-kloroformot. Alapos keverés utan
elvalasztottuk a szerves ¢€s vizes fazist. 2 térfogat abszolut etanolt ¢s 250 mM
végkoncentracioban NaCl-ot adtunk a felsd, vizes fazishoz. Az elegyet -20 °C-on tartottuk 30

percig, majd centrifugalassal iilepitettiik a kicsapodott DNS-t. A pelletet 70%-0s etanollal
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mostuk, majd SpeedVac (Savant) vakuum centrifugaban szaritottuk, és 50 ul desztillalt vizben
oldottuk fel. A nukleinsavat tartalmazo mintak koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) késziilékkel hatdroztuk meg. A prepardtumok

tisztasagat agar6z gélelektroforézissel is ellendriztiik.

5.2.4.2 Plazmid DNS preparalas

Plazmid preparalas soran mindig egy¢jszakas baktérium tenyészetbdl indultunk ki. 2x2
ml tenyészetb6l a sejteket 2 percig maximalis fordulaton végzett centrifugalassal
Osszegylujtottiik, és a feliiluszot eltavolitottuk. A tovabbiakban az EZ-10 spin column plasmid
DNA miniprep (Bio Basic) kit leirasa szerint jartunk el
(https://store.biobasic.com/resources/productinfo/Kit%20Brochure%20Complete%20-
v20.pdf).

Munkam soran az aldbbi plazmid vektorokat hasznaltuk:

A pET28a vektor segitségével BL3 DE3 RIL E. coli torzsben termeltettiik a CaPpzl1
fehérjét. A pET28a vektorrol N-terminalis oldalon 6xHis cimkével ellatott fehérjék
termelddnek (9. abra), igy Ni-NTA gyanta segitségével affinitas kromatografiaval tisztithato a
baktériumban expresszalt fehérje. A pET28a-CaPpz1 konstruktot Dr. Adam Csaba készitette
el, a teljes ORF-et az Ndel és Xhol hasitohelyek kozzé klonozta a pET28 vektorban (Adam és
mtsai., 2012).

Xho K158)

Not I{166)

¥ Eag l(166)
-pf_l 28a(+) seq _ Hind I{173)

T7 promoter 370-386 Sal {179)

™~ scripti stz 3 Sac l(1%0)
17 lli;\ni(rlplan start ?9 . EcoR 11192)
His*Tag coding sequence  270-287 BamH I(198)

T7+Tag coding sequence 207-239 ,Bpu1102 I(e0) Nhe I231)

5 / Nde 1(238)
Multiple cloning sites Dra lli(5127) |  —~< Nco 1(296)
(BamH 1- Xho') 158-203 ) J__ Xba I(225)
His+Tag coding sequence  140-157 Bal Ih-tol", y
T7 terminator 26-72 : .1_
lacI coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 3995-4807
f1 origin 1903-5358

W\
The maps for pET-28b(+) and pET-28c(+) \\/ Miu 1(1123)

2 =
/1 \~ (1137
are the same as pET-28a(+) (shown) with Cla l&117) [ g'; “é \" lv", Bd ki
4117) |/
the following exceptions: pET-28b(+) isa Nru ,,malﬁ o' E '| | '.Bs!E 11(1304)
5368bp plasmid: subtract 1bp from each site ‘ ® | ' \
- + a T
beyond BamH I at 198. pET-28c(+) isa Ll' pE(;I:aszggpa)( ) 2| J‘Apa Y1209
5367bp plasmid: subtract 2bp from each site \ N
beyond BamH 1 at 198 \ L{ i
eyond Ban a A EcoS7 1(3772) { EcoR V(1573)
AHpa I(1629)
AlwN 1(3840)
)
BssS I(3307) 9&6‘/ PshA |(1288)
BspLU11 lzssz:'if Bgl 2187)
ap 1(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 loees) / [ & Psp5 11{2230)

Tth111 1(2989) /

9. abra. A pET28a vektor térképe (https://www.staff.ncl.ac.uk/p.dean/pET28.pdf)
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A pGEX-6P-1 vektor alkalmas bakterialis rendszerben fehérje termeltetésre (10. abra). A
termel6dott fehérjék N-terminalis végiitkon GST-cimkével fazinaltak, igy Glutation Sepharose
4B gyanta segitségével, affinitds kromatografiaval lehet tisztitani a fehérjét. A GST-cimke

PreScission protedzzal (GE Healthcare) a tisztitas végén eltavolithato.

PGEX-6P-1
PreScission™ Protease

|Leu Glu Val Leu Phe GIn¥Gly ProlLeu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC CTG GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamHI EcoRl  smal Sall xpol  Noti

Tth11ll
Aatll

pSj10ABam7Stop7

PGEX
~4900 bp

10. abra. pGEX-6P-1 plazmid sematikus abrazolasa
(https://www.gelifesciences.com/gehcls_images/GELS/Related%20Content/Files/131478742
4814/litdoc28962284 20161014223929.pdf)

Munkankhoz Prof. Joaquin Arifio-tol (Barcelonai Autoném Egyetem, Spanyolorszag)
készen kaptuk a pGEX-6P-1-ScPpzl ¢és pGEX-6P-1-ScPpz1-Cter konstruktokat (Garcio-
Gimeno és mtsai., 2003). A CaHAL3, CaCABS teljes leolvasasi keretét, illetve a CaPpzl C-
terminalis doménjét kodold génszakaszt a pGEX-6-P1 vektorba klonoztuk. Az intronmentes
CaHAL3 és CaCAB3 géneket EcoRI és Xhol hasitohellyel, mig a CaPpz1-Cter szekvencidjat
BamHI és Xhol hasitohellyel klonoztuk a pGEX-6P-1 vektorba.

A pWS93 plazmidot S. cerevisiae sejtekben valo fehérje termeléshez hasznaltuk (11. abra).
A plazmidot Prof. Joaquin Arifio-t6l kaptuk. A plazmidrol nagy mennyiségi fehérje termelddik,
amiért az erds ADH1 promoter felelds. A fuzids fehérjék termelddése N-terminalis véghez

kapcsolt HA cimkével torténik (Song és mtsai., 1998).

32



Multiklénozé
hely

'b
Q.v‘
0

11. abra. pWS93 plazmid sematikus térképe Song és mtsai. (1998) munkaja nyoman.

A pWS93 vektort és az SCHALS, illetve SCCAB3 teljes leolvasasi keretét tartalmazo
pWS93 konstruktokat (pWS93-ScHAL3, pWS93-ScCAB3) Prof. Joaquin Arino bocsajtotta
rendelkezésiinkre (Ruiz és mtsai., 2009). A pWS93-CaHAL3 és pWS93-CaCAB3 konstruktok
eldallitasdhoz a pGEX-6P-1-CaHAL3 és pGEX-6P-1-CaCAB3 konstruktokbdl az inzertet
EcoRI ¢s Xhol restrikciés enzimekkel kihasitottuk, majd EcoRI és Sall enzimekkel

megemésztett pWS93 plazmidba ligaltuk.

5.24.3 PCR

Munkank soran a klonozashoz a célnak megfeleléen modositott inzerteket polimeraz
lancreakcioval sokszoroztuk. A 4. tablazatban lathatok a klonozashoz hasznalt PCR primerek
¢s target szekvenciak.

A CaHALS3 teljes leolvasasi keretét Pfu polimerazzal (Fermentas) sokszorositottuk fel a
gyarto leirdsa alapjan. A tovabbi PCR reakciok soran Phusion (Thermo Scientific) és Phire
polimeraz (Thermo Scientific) enzimeket hasznaltam a gyartd utasitasai szerint. A PCR
reakciokat Eppendorf Mastercycler® késziilékben végeztiik el. A PCR termékeket tovabbi
vizsgalatokhoz Amicon (Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices) kittel tisztitottuk a gyarté leirasa

alapjan.
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4, tablazat. Klonozashoz hasznalt primerek

Primer neve Szekvencia, 5°-3° Célszekvencia

Hal3-300 GAAGTCACAGAGTGCTCTTGG hal3::KanMX4
genomi DNS

Hal3-3" terml GTGACATCGATACCTTCACTTAC hal3::KanMX4
genomi DNS

CaHAL3EcoRI | AATTGAATTCATGCCTTCTGATACTCCCAAAG | CaHAL3 ORF
CaHAL3Xhol TCATCTCGAGICATTTATTCTTGACATTCTCTT | CaHAL3 ORF

TAAC
CaCabEcoRl AATAGAATTCATGTCCCAAGATTCTTCAGATC | CaCAB3 ORF
CaCabXhol TTATCTCGAGTCAAATAAGATTTTGAGTTTCT | CaCAB3 ORF
TTAGG
CaPpzlEcoRlI ATAGAATTCATGGGTTCTAATTCA CaPPZ1-3 ORF
CaPpz1Xhol CCTCTCGAGCTITATGTAGATTC CaPPZ1-3 ORF
CaPPZ- AAAGGATCCATAGATATAGATTCATTAATTG | CaPPZ1-3 ORF
CterBamHI ATAAATTA
CaPPZ- TTTACTCGAGCTITATGTAGATTTCTTTC CaPPZ1-3 ORF

CterXhol

A szekvencidkon félkovérrel jeloltiik a START kodonokat, aldhtzassal a STOP kodonokat. A
dolt nukleotidok a restrikcios hasitd helyeket jelolik. A primereket a Sigma-Aldrich-tol
szereztiik be.

A folt tesztek igazoléasara S. cerevisiae sejtekkel kolonia PCR-t végeztiik, amely soran
Taq polimerazt (Fermentas) hasznaltunk a gyarté leirasa alapjan. A vizsgalat soran S. cerevisiae
sejtekkel végzett novekedési teszt utan felndtt telepekbdl egy-egy pipettahegynyi sejtet tettiink
a PCR reakcioba, majd a reakciot Eppendorf Mastercycler® késziilékben végeztiik el a

CaHAL3EcoRI-CaHAL3Xhol és CaCab3EcoRI-CaCab3Xhol primerparokkal (4. tablazat).

5.2.4.4 Restrikcios hasitas

Restrikcios emésztés soran két kiilonbozo gyartd enzimjeit hasznaltuk. Inzert és vektor
klonozashoz vald elokészitését Promega gyartmanyu enzimekkel végeztik. A gyarto altal
javasolt modon Osszeallitottuk a reakciomixet és 2 oran Kkeresztiil 37°C-on inkubaltuk a

reakciot. Az ellendrzd restrikcios hasitast altalaban Fast Digest (Thermo Scientific) enzimekkel
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végeztiink. A gyarté leirasa szerint allitottuk Gssze a reakciokozeget, és 20 percig inkubaltuk

37°C-on. A restrikcios emésztést minden esetben agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

5.2.4.5 Agaroz gélelektroforézis

A nukleinsavak méretének ellendrzésére agardz gélelektroforézist hasznaltunk. 1x TAE
pufferbe oldottunk 0,8% vagy 1% agardzt és tobbszori forraldssal feloldottuk. Az elegyet kéz-
melegre hiitottiik, és Gel Red-et (Biotium) adtunk hozza 20000x higitasban. A megszilardult
gélre felvittik a mintékat, és TAE pufferben 90V-on végeztiik az elektroforézist. Agardz
gélelektroforézis soran minden esetben 1kb-0s DNS standardot hasznaltunk (Invitrogen). Alpha
Innotech FluorChem FC2 Imaging System késziilékkel detektaltuk és rogzitettiik a gélképet. A
0,8%-0s agardz gélen elvalasztott DNS fragmentumokat gélextrakcios kit (Qiagen)

segitségével, a gyarto leirasa alapjan izolaltuk.

5.2.4.6 DNS klonozas

A restrikcids endonukledzokkal emésztett vektorokat alkalikus foszfatdz (Promega)
kezelésnek vetettikk ala, hogy a plazmidok 0jboli Osszezarodasat megakadalyozzuk. A
reakcidelegy Osszeallitasa soran a gyartd utasitasa szerint jartunk el. A megfelel6 restrikcios
enzimekkel és foszfataz kezeléssel eléallitott inzerteket a vektorokkal Promega gyartmanyu
ligazzal kapcsoltuk Ossze a gyartd leirdsa alapjan. A ligdlasi elegyeket, illetve a készen kapott
plazmidokat baktérium- vagy élesztdsejtekbe transzformaltuk.

Kompetens E. coli sejtek készitése soran egyéjszakas elétenyészetbol és LB taplevesbol
friss tenyészetet készitettiink, amelyet 2-3 ordig 37°C-on novesztettiink (ODeso=0,5-0,6). A
sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottiik, és 50 mM-os CaClz-ban szuszpendaltuk, majd jégen
tartottuk (30 perc). Centrifugalassal ismét 6sszegyijtottiik a sejteket, €s 50 mM CaCl, oldatban
vettiik fel. A sejteket szétporcidztuk, és felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

A kompetens E. coli sejthez 10 ul ligalasi elegyet vagy 100 ng tiszta plazmid DNS-t
adtunk és 40 percig jégen tartottuk. Az elegyet 1 perces hdsokknak vetettiik ala (42°C), majd
SOC taplevessel 37°C-on egy oran at 180 rpm razatassal inkubaltuk. Ezutan a megfeleld
antibiotikumot tartalmazo szilard LB tapagarra szélesztettiik az elegyet, és 37 °C-on 18 6ran at
inkubaltuk (Dombradi, 2004).

S. cerevisiae sejtek transzformalasakor egyéjszakas tenyészetbdl 2-3 ml-t 50 ml YPD-
be tettiink és 3 oran keresztiil ndvesztettilk a sejteket. A sejteket centifugalassal gyiijtottiik
ossze, mostuk steril vizzel és LiAc oldattal szuszpendaltuk fel. Majd az alabbi elegyet 28 °C-on
30 percig razattuk: 10 ul ssDNS (10 mg/ml), 2 ul plazmid DNS (100-200 ng), 100 ul LiAc
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oldatban felvett S. cerevisiae sejt, 600 ul PEG oldat. Az elegyhez 70 ul DMSO-t adtunk és 15
perces hosokknak vetettiik ala. A sejteket centrifugalassal 6sszegytjtottiik és TE pufferben (70
ul) oldottuk fel, és SD-Ura szilard taptalajra szélesztettiik. A transzformalt sejtek 2-3 napon
keresztiil 28 °C-on torténd inkubacio utan alkottak telepeket.

A vektor konstruktok ellendrzését DNS szekvenalassal végeztiik el. A szekvenalas soran

a klonozo primereken (4. tablazat) kiviil az 5. tablazatban bemutatott primereket hasznaltuk.

. tablazat. DNS szekvenalashoz hasznalt primerek

Primer neve Szekvencia, 5°-3° Célszekvencia
CaHAL3L1 CAATATGTAACACGGGATCC pGEX6p-1-CaHALS3
CaHAL3U1 GTCAGAAACCGTTCAAGAAG pGEX6p-1-CaHALS3
CaHAL3U2 GAAGTACCAGATGAAGAAGA SpGEX6p-1-CaCAL3
CaCAB3L1607 | TGTTTAGCGGTGATTGGATG pGEX6p-1-CaCAB3
CaCAB3UG00 | GACCAATCATAGTCATGGCA pGEX6p-1-CaCAB3
CaPPZ1 3L* TAAAGCAGCACTATCTAAAGG pGEX6p-1-CaPPZ1
CaPPZ1 5L* GATGACTTGTGAGATGTTG pGEX6p-1-CaPPZ1
CaPPZ1: 3U* | CAGCAACTTCAGAAAATCC pGEX6p-1-CaPPZ1
PGEX-5** GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG pGEX6p-1 plazmidok
PGEX- 3** CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG pGEX6p-1 plazmidok

* Adam ¢és mtsai. (2012) szerint. ** Az UD Genomed Ltd altal biztositott primerek.

A DNS szekvenalast minden esetben az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies
Kft. végezte el a Sanger-féle lancterminalason alapul6 eljarassal. Az eredményt DNA Baser

szoftver segitségével értekeltiink ki.

5.2.5 Fehérjék izolalasa és vizsgalata

5.2.5.1 Rekombinans fehérjék termeltetése

Rekombinans fehérjéket BL21 DE3 RIL E. coli sejtekben termeltettiink. Egyéjszakas
transzformalt baktérium tenyészetbdl 2-3 ml-t 500 ml LB taplevesbe tettiink, amelyet el6zbleg
kiegészitettiink a megfeleld antibiotikumokkal. pET28a plazmiddal transzformalt sejteknél
kanamycin (végkoncentracio: 50 pg/ml) és kloramfenikol (végkoncentracio: 34 pg/ml), mig

pGEX-6P-1 vektor hasznalata esetén ampicillin (végkoncentracié: 100 pg/ml) és kloramfenikol
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(végkoncentraci6d: 34pug/ml) antibiotikumokat adtunk a taptalajhoz. A CaPpz1 és CaPpz1-Cter
expresszidja soran MnClp-dal (végkoncentracio: 0,5 mM) is kiegészitettiik a taptalajt (Adam és
mtsai., 2012). A tenyészeteket ODesoo= 0,6-0,8 koz6tti értékig novesztettik 37 °C-on 180 rpm
razatds mellett. A 6. tablazatban lathato a fehérjék expresszidja soran hasznalt optimalis
hémeérséklet, a termeltetés ideje és az indukcidhoz hasznalt IPTG koncentracid. Az expresszio

utan a sejteket centrifugalassal 6sszegyijtottiik, és -70 °C-on taroltuk.

6. tablazat. Fehérje expresszié koriilményei

Rekombinans Hémérséklet Indukcid IPTG Hivatkozas

fehérje (°C) (6ra) (mM)

GST-CaHal3 25 3 0,6 sajat eljaras
GST-CaCab3 37 3 0,5 sajat eljaras
GST-ScPpzl1 21 18 0,1 Ruiz és mtsai. (2004)
GST-ScPpzl-Cter 21 18 0,1 Ruiz és mtsai. (2004)
GST-CaPpz1 18 3 0,5 sajat eljaras
GST-CaPpz1-Cter 18 18 0,5 sajat eljaras
6xHis-CaPpzl 18 18 0,5 Adam és mtsai. (2012)

5.2.5.2 GST-cimkével ellatott fehérjék tisztitasa affinitas kromatografiaval

A fehérje expresszio utan 6sszegyiijtott sejteket 10 ml lizis pufferben felszuszpendaltuk,
¢és 4x1 perc szonikalassal (Branson Sonifer) feltartuk. A feltart sejteket centrifugaltuk, igy
elvalasztottuk a sejttormeléket a szolubilizalt fehérjéktol. 300 ul Glutation Sepharose 4B (GE
Healthcare) gyantat lizis pufferrel ekvilibraltunk, és hozzaadtuk a szonikalas utani feliiluszot.
Az elegyet 2-3 oran keresztiil 4 °C-on inkubaltuk, majd ,,batch” technikaval mostuk ugy, hogy
az elegyhez hozzaadtunk lizis puffert, osszekevertiik, és centrifugalassal elvalasztottuk a
gyantat és a bakterialis fehérjéket tartalmazo lizis puffert. Ezzel a modszerrel 5-sz6r mostuk a
gyantat lizis pufferrel és 3-szor Triton X-100 nélkiili lizis pufferrel. Munkéank soran vagy GST-
cimke nélkiili tiszta fehérjére volt sziikségiink, vagy a gyantdhoz kotott tiszta rekombinans
fehérjét hasznaltuk. Az utdbbi esetben a tisztitds ezen pontjandl 300 pl eludld pufferben
fagyasztottuk le a gyantat. GST-cimke nélkiili tiszta fehérje eldallitdsa érdekében a gyantdhoz
300 pl eluald puffert és 3ul PreScission proteazt (GE Healthcare) adtunk. Az elegyet 18 6ran
at inkubaltuk 4 °C-on. A lehasitott fehérjét centrifugalassal elvalasztottuk a gyantatol, amit

2x300 pl elualo pufferrel mostunk (Garcia-Gimeno és mtsai., 2003).
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12. abra. Tisztitott fehérjék ellendrzése SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel.

St. PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) fehérje standard 1: GST-CaHal3
Glutation Sepharose 4B gyantan, 2: CaHal3, 3: GST-CaCab3 Glutation Sepharose 4B gyantan,
4: CaCab3, 5: GST-CaPpz1 Glutation Sepharose 4B gyantan, 6: CaPpzl, 7: 6xHis-CaPpzl Ni-
NTA gyantan, 8: 6xHis-CaPpzl, 9: GST-CaPpz1-Cter Glutation Sepharose 4B gyantan, 10:
CaPpz1-Cter, 11: GST Glutation Sepharose 4B gyantan, 12: GST

Minden tisztitasi 1€pés soran mintat vettiink, amelyet spatulahegynyi DTT-vel és 25 ul
SDS mintapufferrel 10 percig féztiink. A mintakat SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk
(Laemmli, 1970), molekulaméret meghatdrozdsahoz pedig PageRuler Prestained Protein
Bradford modszerrel hataroztuk meg (Bradford, 1976). A tisztitott fehérjék €s a gyantan 1évo
fehérjék gélelektroforézis utani képét a 12. abra mutatja.

A SDS-PAGE elvalasztas soran eltért a fehérjék szamitott és mért mérete. A 7.
tablazatban lathatd, hogy a Hal3 ortologok (CaHal3 és CaCab3) detektalhato mérete minden
esetben nagyobb volt a vart méretnél, ami azzal magyarazhat6, hogy a fehérjék rendezetlen
szerkezetliek, igy az elvalasztas soran nem a méretilknek megfeleléen mozognak a gélben. Kis
eltérés figyelhetdé meg a teljes hosszisaghh CaPpzl fehérje esetében is, hiszen az N-terminalis
domén rendezetlen szerkezetli, viszont a kizarolag C-terminalist tartalmazé csonkitott fehérje a
vart méretnél detektalhato, ahogyan a kontrollként alkalmazott GST is. A fehérjepreparatumok
tisztasagat minden esetben denzitometralassal ellendriztiik. A preparatumok bakterialis

fehérjéket és degradatumokat tartalmaztak, amelyek azonban a tervezett kisérleteket nem

befolyasoltak, tehat a preparatumok alkalmasak voltak a tovabbi vizsgalatokra.
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7. tablazat. A vizsgalt fehérjék SDS-PAGE elvalasztas soran vart és mért mérete

Minta szama Szamitott Detektalhato
(lasd 12. abra) Vizsgalt fehcne méret (kDa)* | méret (kDa)*
. GST-CaHal3 Glutation Sepharose 4B 85 96

gyantan
2. CaHal3 59 72
3 GST-CaCab3 Glutation Sepharose 4B 106 129
gyantan
4, CaCab3 80 100
. GST-CaPpzl Glutation Sepharose 4B 80 76
gyantan
6. CaPpz1 54 59
7. 6xHis-CaPpz1l Ni-NTA gyantan 54 59
8. 6xHis-CaPpz1 54 59
o GST-CaPpzl-Cter Glutation Sepharose 62 55
4B gyantan
10. CaPpz1-Cter 36 36
11. GST Glutation Sepharose 4B gyantan 26 29
12. GST 26 29

* A szamitott és mért molekula méretek kozott jelentds kiilonbséget mutatd preparatumokat
vastag betlivel emeltiik ki

5.2.5.3 6xHis cimkével ellatott fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

Munkénk sordn a CaPpz1 fehérje volt az egyediili, amelynek expresszidjahoz a pET28a
vektort hasznaltuk (Ad4m és mtsai., 2012). Az expresszié utdn 6sszegyiijtott sejteket 10 ml lizis
pufferben felszuszpendaltuk, és 3x1 perces szonikalassal feltartuk. Centrifugalassal
elvalasztottuk a sejttormeléket, az oldhatd fehérjéktdl. A szolubilizalt fehérjéket tartalmazo
szonikalas utani feliiliszot 1 ml Ni-NTA gyantaval 1 6rdn keresztiil allando keverés mellett 4
°C-on inkubaltuk, igy kikotottik a 6xHis-CaPpzl fehérjét. A feliiluszo-gyanta keveréket
oszlopra vittiik fel, és el6szor 10 ml moso 1. oldattal, majd 10 ml moso II. oldattal tavolitottuk
el a bakterialis fehérjéket. A 6xHis-CaPpzl fehérjét 5x1 ml elual6 pufferrel elualtuk. Minden

crcr

tisztitasi 1épések utan minden esetben 25 ul mintat vettiink, és spatulahegynyi DTT-vel és 25
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ul 2xSDS mintapufferrel 10 percig féztiikk. A mintdkat SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk
(Laemmli, 1970) PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) standard
jelenlétében. Az igy tisztitott fehérje vizsgalatanak eredményét a 12. dbran lathat6 7. és 8. sav
mutatja. Ni-agardz gyantan a 6xHis-CaPpz1 és a szabad 6xHis-CaPpz1l vart mérete 54 kDa volt,
ezzel szemben 59 kDa méretnél detektaltuk a fehérjét. A kiilonbséget a fehérje N-terminalis
doménjének rendezetlen szerkezete 0kozza, ami megvaltoztatja a fehérje vandorlasi sebességét
a gélben. A fehérjepreparatum tisztasagat denzitometralassal ellendriztiik, €s megallapitottuk,

hogy alkalmas a tovabbi kisérletekre.

5.2.5.4 \Western blot

A fehérje mintat SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk (Laemmli, 1970), majd
nitrocellul6z (GE Healthcare) membranra blottoltuk. A membran szabad kot6helyeit 5% tejport
tartalmaz6 TBST oldattal blokkoltuk. A Kisérletek soran hasznalt antitestek adatai a 8.
tablazatban talalhatok. A vizsgalni kivant fehérje elleni antitesttel a membrant egy éjszakan at
inkubaltuk. A nem specifikusan kot6doé elsddleges antitestet haromszor TBST-vel mosva
tavolitottuk el, majd torma peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel inkubaltuk a
membrant egy oran at. Ezutan a membrant minden esetben hdromszor mostuk TBST oldattal,
majd egyszer TBS oldattal és végiil a jelzett savot ECL reagenssel hivtuk eld. Az antitesteket

minden esetben 5%-0s tejport tartalmazo TBST-ben higitottuk a 8. tablazatban leirtak szerint.

8. tablazat Western blot kisérletek soran hasznalt antitestek

Antitest neve Forras Kataloégusszam | Higitas
Anti-HA antitest Invitrogen 71-5500 1000 x
Anti-His-antitest Qiagen 34660 1000 x

Anti-rabbit-antitest | Sigma-Aldrich | A0545-1ML 5000 x
Anti-mouse-antitest | Sigma-Aldrich | A9044-2ML 3000 x

5.2.6 Fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatasa

Munkank soran ,,pull down™ médszerrel két elrendezésben detektaltuk a fehérje-fehérje
interakciot. Az elsé modszer soran tisztitott fehérjéket hasznaltunk, a masodik kisérletben

pedig, HA-cimkével ellatott fehérjéket expresszalo S. cerevisiae kivonattal dolgoztunk.

5.2.6.1 ..Pull down” baktériumban expresszalt tisztitott rekombinans fehérjékkel
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A Kkisérlet soran tisztitott, GST-cimkével ellatott CaPpzl-Cter fehérjét tartalmazo
Glutation Sepharose 4B gyantat hasznaltunk. 25 pl GST-CaPpzl1-Cter gyantdhoz, 75 pl iires
Glutation Sepharose 4B gyantat adtunk. A gyantaval folyamatos forgatas mellett 25 °C-on 40
percig inkubdltuk a tisztitott CaHal3, CaCab3 ¢s ScHal3 rekombinans fehérjéket. A
reakcidelegyet négyszer 200 ul eluald pufferrel mostuk, majd az 100 ul gyantat eluald
pufferben felvettiink, és pipettahegynyi DTT-vel és 25 pl 5xSDS mintapufferrel 10 percig
foztik. A gyantarol lemosott fehérjéket 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk
(Laemmli, 1970). A molekulaméret meghatarozasahoz minden esetben PageRuler Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific) standardot hasznaltunk. A gélt Coomassie Brilliant Blue
(Sigma-Aldrich) festékkel festettiik meg.

Reverz ,.pull down” soran a lehetséges gatlo fehérjéket kotottik Glutation Sepharose
4B gyantahoz. Negativ kontrollként GST-t tartalmazo gyantat alkalmaztunk. A gyantat 6xHis
cimkével ellatott CaPpz1 fehérjével inkubaltuk, majd mostuk az elézéekben leirt modon. A
gyantahoz kotott fehérjéket SDS-poliakrilamid gélben elvalasztottuk (Laemmli, 1970)
PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) standard mellett, majd Hybond ECL
membranra (GE Healthcare) transzferaltuk a fehérjéket. A membrant 5%-os tejport tartalmazé
TBST oldattal blokkoltuk, majd 5% tejport tartalmazé TBST-ben oldott anti-His antitesttel
inkubaltuk 18 6ran at. Hiromszori TBST-vel valo mosas utan a membrant 5% tejport tartalmazo
TBST-ben oldott, peroxidazzal konjugalt anti-mouse antitesttel inkubaltuk 1 6ran at. Az ECL

reagenssel (ThermoScientific) adott reakciot rontgenfilmen (Kodak) detektaltuk.

5.2.6.2 ..Pull down” élesztében expresszalt rekombinans fehérjékkel

A transzformalt ppzl deléciés mutans S. cerevisiae sejtekben HA-cimkével jelzett
potencialis kolcsonhato fehérjéket termeltettiink (Abrie €s mtsai., 2012). A transzformalt
¢lesztésejtek egyéjszakas tenyészetébdl 2-3 ml-t 50 ml SD-Ura taptalajban novesztettiink
tovabb 8 oran keresztiil 28 °C-on, 180 rpm razatas mellett. A sejteket centrifugalassal
Osszegyljtottiik, és 800 pl lizis pufferben felszuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidét 300 pl
iiveggyongyot tartalmazé mikrocentrifugacsobe tettiik, és 3x1 percig vortexeltiik, kozben 2-2
percig jégen tartottuk. A sejttormeléket centrifugalassal tilepitettiik, és a feliiliszoban maradt
fehérjekivonatot vizsgaltuk tovabb. A fehérje koncentracidét Bradford modszerrel hataroztuk
meg (Bradford, 1976). Az expresszio sikerességét Western blottal ellendriztiik (1asd 21. dbra az
Eredmények fejezetben).

A fehérje-fehérje interakcié kimutatasahoz olyan ,,pull down” kisérletet végeztiink, ahol

a GST-cimkés CaPpzl fehérjét Glutation Sepharose 4B gyantahoz kapcsoltuk, és a megfeleld
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fehérjét expresszalo élesztésejtek kivonataval inkubaltuk. 50 ul tisztitott GST-fazios CaPpzl
fehérjét tartalmazo Glutation Sepharose 4B gyantaval inkubaltunk 150 ug éleszté fehérje
extraktumot 1,5 éran at 4°C-on alland6 keverés mellett. Az elegyet az éleszté fehérje extraktum
készitése soran hasznalt lizis pufferrel mostuk négy alkalommal. A gyantat 100 pl lizis
pufferben vettiik fel, és kristalynyi DTT-vel, valamint 25 ul 5xSDS mintapufferrel 10 percig
foztik. A gyantadhoz kotédott fehérjéket eltcio utdan SDS gélelektroforézissel elvalasztottuk
(Laemmli, 1970) PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) standard mellett. A
fehérjéket Hybond ECL membranra (GE Healthcare) transzferaltuk és 5% tejport tartalmazo
TBST oldattal blokkoltuk, majd 5% tejport tartalmaz6 TBST-ben oldott 1/1000 anti-HA elleni
antitesttel inkubaltuk egy éjszakan at. IXTBST oldattal mostuk haromszor a membrant, majd
5% tejport tartalmazé TBST-ben oldott 1/3000 peroxidaz konjugalt anti-rabbit antitesttel
inkubdltuk 1 oran &t (Abrie és mtsai., 2012). A peroxiddzzal konjugélt antitest és az ECL

reagens kozti fotokémiai reakciot rontgenfilmmel (Kodak) detektaltuk.

5.2.7 Protein foszfataz aktivitas mérés

A protein foszfatdz aktivitas mérésére 3P jeloléssel ellatott miozin-kénnytilanc (32P-
MLC) szubsztratot hasznaltunk (Erdédi és mtsai., 1995). A mérések soran CaPpzl, CaPpzl-
Cter, ScPpzl és ScPpzl-Cter rekombinans enzimek foszfataz aktivitasat 2 mM MnCl
jelenlétében hataroztuk meg 1 pM 3?P-MLC szubsztrattal, a lehetséges gatloszerek jelenlétében
¢és hidnyaban. A 30 pl reakciokozeg a kovetkezé komponenseket tartalmazta: 10 pl tisztitott
rekombinans foszfataz enzim TM pufferben higitva, 10 pl tisztitott rekombinans Hal3 ortolog
fehérje TM pufferben higitva, vagy TM puffer, 10 pl 32P-MLC szubsztrat. A foszfatdz aktivitas
kontroll kisérleteként iires pGEX-6p-1 vagy pET28a plazmidrol expresszalodott és affinitas
kromatografiaval tisztitott fehérjét hasznaltunk. A reakciokdzeget 10 percig 30°C-on
inkubaltuk, majd 200 pl 10%-0s TCA és 200 ul 6 mg/ml BSA segédfehérje hozzaadasaval
allitottuk le. A kicsapodott fehérjét centrifugaléssal iilepitettiik le. A feliiluszo radioaktivitasat
Cserenkov sugarzas alapjan hataroztuk meg Perkin Elmer TriCarb 2800TR késziilékben.
Minden esetben mértiink total radioaktivitast (a szubsztrat radioaktivitasa) és vak értékeket
(hattér radioaktivitas). A cpm-ben (belitésszam egy perc alatt) mérhetd radioaktivitasbol
szamoltuk az MLC20 szubsztratrdl lehasitott foszfat mennyiségét. A specifikus aktivitast
U/mg-ban szamoltuk, amely megadja, hogy 1 mg enzim hany umol szubsztratot alakit at

percenként.
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6. Eredmények

6.1 A CaPPZ1 gén szerepe a hifaképzésben

Szamos kutatas foglalkozik azzal, hogy a mutaciok vagy kémiai anyagok hatasa milyen
morfologiai valtozasokat okoz a sejtek életében. A morfoldgiai valtozasok megfigyelése C.
albicans-ban azért is nagy jelent6ségli, mert a hifaképzése eldsegiti a mycosist (Sudbery és
mtsai., 2004), ezért 1ényeges megfigyelni, hogy mely gének és milyen behatasok serkentik,
illetve gatoljak a hifaképzést.

Munkank soran célunk volt a CaPPZ1 gén hianyaban bekovetkez6 morfologiai
valtozasok megfigyelése. A sejtek morfologiai valtozasanak megfigyelését eldkisérletekben
hagyomanyos mikroszkopiaval, mig a {6 kisérletben videomikroszkopos modszer segitségével
végeztik el.

Elokisérletek soran a cappzl delécids torzset az eredeti anyai torzzsel hasonlitottuk
Ossze. Az SN87 torzset tekintettiik anyai torzsnek, hiszen ezt a torzset hasznaltuk a delécids
mutans 1étrehozasakor. Az SN87 torzs (2. tablazat) HIS1 és LEU2 gén hianyaban hisztidin és
leucin auxotrofiat mutatott. A cappzl delécidés mutans l1étrehozasakor HIS1 és LEU2 marker
géneket inzertaltunk a CaPPZ1 gén két alléljanak helyére. Tehat az anyai torzs (SN87) és a
homozigota cappzl mutans kozotti genetikai kiillonbség nem csupan a CaPPZ1 gént, hanem a
HIS1 és LEU2 géneket is érinette. Ezért az eldkisérletek soran felhasznaltuk a heterozigdta
mutans torzseket is, amelyekbe vagy a HIS1 vagy a LEU2 marker gén helyére visszajuttattuk a
CaPPZ1 gén egy-egy alléljat (2. tablazat). Ezekkel a torzsekkel kivantuk kizarni azt a
lehetdséget, hogy a fenotipusos valtozasokat a marker gének okozzak.

Az elokisérletek és a fO kisérlet nemcsak a hasznalt torzsekben tért el, hanem a modszer
kivitelezésén is. Az elOkisérlet soran a megfigyelés adott iddpontokban vett mintak
mikroszkopos vizsgalatan alapult. Az SN87 kontroll és a delécios mutans torzsek tenyésztése
soran 60, 90 és 120 perc elteltével vettiink mintat. A klasszikus mikroszkopiaval vizsgalt
morfologiai munka eredményét 13. abra mutatja be. A 120 percig 5% FBS-t tartalmazo
taptalajban végzett tenyésztés utan vett mintakbol mikroszkop alatt felvételeket készitettiink
(13.A abra), majd a fotokat Image J program segitségével kiértékeltik. A 13.A abrarészen
bemutatott reprezentativ mikroszkdpos képen lathatd, hogy a kontroll torzs hosszabb hifakat
képez azonos id6 alatt, mint az a torzs, amelybdl a CaPPZ1 gén hianyzik. A mintakban talalhato
sejtek hifahosszat lemértiik, és az eredmények statisztikai értékelését az 13.B abran foglaltunk
Ossze. A kisérletet FBS jelenlétében €s hianyaban is elvégeztiik. Az 13.B dbrarészen jol lathato,
hogy 5% FBS elGsegitette a hifaképzést, és a cappzl hianymutans a kontroll torzshéz képes
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mind FBS jelenlétében, mind pedig hianyaban szignifikansan rovidebb hifat képzett a vizsgalat

teljes id6tartama alatt.
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13. abra. Az SN87 és cappzl torzsek hifa novekedésének osszehasonlito vizsgalata. 13.A
reprezentativ mikroszkopos felvétel az SN87 és cappzl mutans torzs hifa névekedését mutatja
120 perc tenyésztés utan. 13.B Az dbra 5% FBS jelenlétében és hidnyaban képzddott hifak
hosszat mutatja 60, 90 és 120 perc elteltével. A fekete oszlopok az SN87 torzs hifaképzését, a
fehér oszlopok pedig a cappzl mutans torzs hifaképzését abrazoljak. Az abra 50 mérés atlagat
¢s szoOrasat mutatja, a szignifikancia a T-teszt analizis eredménye (**, p < 0.005; ***, p <
0.0005).

A 9. tablazatban lathat6, hogy FBS jelenlétében a vizsgalt torzsek 30, 60 és 90 perc
elteltével milyen hosszu hifat képeztek. A vizsgalat soran a cappzl hianymutanson és a hozza
tartozd kontroll torzson kiviil két heterozigota torzset is vizsgaltunk, amelyek kiilonb6zd
marker gének mellett a CaPPZ1 gén egy-egy alléljat tartalmazzak. Azt talaltuk, hogy a
homozigdta mutans torzs hifaképzése szignifikansan lassabb a kontroll térzséhez viszonyitva.
A heterozigota torzsek (CaPPZ1-LEU2 és CaPPZ1-HIS1) hifaképzése a kontroll torzsével
megegyezO, amely szerint nem valdszini, hogy az egyik vagy a masik marker gén énmagaban

befolyasolna a hifa novekedését.

44



9. tablazat. Hifa novekedés vizsgalata heterozigota és homozigéta cappzl mutans
torzsekben és az SN87 anyai torzsben.

I1dé
Torzs 30 perc 60 perc 90 perc
SN87 23,5+ 3,1 63,3+4,4 96,1+ 3,2
cappz1 6,0+ 2,1 42,6 + 3,6** 95,7+2,5
CaPPZ1-LEUZ2 25,6+6,2 64,0+ 2,1 97,9+1,2
CaPPZ1-HIS1 23,8+5,4 59,2+56 97,217

A tablazat az 5% FBS jelenlétében képzodott hifak hosszat mutatja um-ben megadva, 60, 90 és
120 perc elteltével. A tablazat harom fliggetlen kisérlet soran végzett 50-50 mérés atlagat és
szorasat tartalmazza.

Ezen kezdeti eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CaPpzl géntermék
kozvetlen vagy kozvetett modon, de hatassal van a C. albicans sejtek hifa képzésére.

A munkéank késébbi fazisdban az SN87 torzs helyett a QMY23 torzset hasznaltuk,
amelynek a teljes genetikai hattere megegyezik a cappzl delécios torzsével (kivéve a CaPPZ1
hasznalata mellett a C. albicans sejtek morfologiai valtozasanak megfigyelésére egy Uj
modszert adaptaltunk, amellyel a fiziologiashoz kozeli allapotban folyamatosan tudtuk a
sejteket megfigyelni. Az el6bbiekben leirt eldkisérletektdl vald lényeges eltérés az, hogy a
sejteket nem kell a vizsgalathoz a tenyészté kozegbdl kimozditani. A videomikroszkopos
modszer soran az inkubdtorban torténik a fotddokumentacid, ahol mikroszkoépokhoz
csatlakoztatott kamerak segitségével felvételt készitlink a sejtekrdl. Az igy készitett képekbdl
time-lapse video készithetd, amit mozgas analizald programmal értékeltiink Ki. Informatikai
elemzéssel a sejtek hifandvekedésén kivill a sejtek letapadasarol is informaciot kaphatunk. Az

informatikai kiértékelést Dr. Nagy Gabor €s Grant Hennig, Ph.D. végezte.

Ezen altalunk bevezetett vizsgalati rendszer a valdosaghoz kozeli képet mutat a sejtek
valtozasarol, hiszen nem éri Oket kiilso behatds a megfigyelés alatt. Az Osszehasonlitéds
korrektebb, mert az 6sszehasonlito mérések egymassal parhuzamosan, azonos koriilmények
kozott zajlanak, és az események kvazi folyamatos kovetése révén tobb informaciot kapunk,

ami segit abban, hogy jobban megértsiik a sejtek valaszat a vizsgalt mutaciora.
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Videomikroszkopos modszerrel vizsgaltuk a cappzl delécios torzset a hozza tartozo
kontroll torzzsel (QMY23) oOsszevetve. A videomikroszkopos vizsgalat eredménye
megerdsitette, hogy a cappzl delécidos mutans hifanovekedésének sebessége szignifikansan
elmarad a kontroll torzséhez képest (14.A abra). A 14.B abran lathatd, hogy a CaPPZ1 gén
delécidja miatt a hifaképzés gyakorisag-eloszlasa a kisebb sebességek iranyaba tolodik el és

nem koveti a normal eloszlast.
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14. abra. Hifa novekedés sebességének videomikroszkopos vizsgalata. 14.A dbra. A cappzl
delécio hatdsa a hifanovekedés sebességére a hozza tartozo kontroll torzshéz (QMY23) képest.
Az abran harom mérés atlaga lathatd, a szignifikanciat t teszttel szamoltuk, *p<0.05. 14.B abra
A hifa novekedés sebességének eloszlasa a cappzl mutans és kontroll torzs esetében. 3
parhuzamos mérés atlagat abrazoltuk.

A videomikroszkopos megfigyelés soran olyan plusz informécidkat tudunk meg a
sejtekrol, mely a sejtek adhézidjarol adnak felvilagositast.

A 15. abran lathato sotétsziirke oszlopok azt jelzik, mennyi id6 sziikséges a cappzl
deléciés mutansnak és a kontroll torzsnek az adhézidohoz. A CaPPZ1 gént nem tartalmazé
torzsnek a kontroll torzshoz képest szignifikdnsan tobb 1ddre volt sziiksége, hogy letapadjon. A
fehér oszlopokkal a sejtek adhézid utani hifaképzése¢hez sziikséges 1d6t abrazoltuk. A két

vizsgalt térzs esetében az eltérés nem volt szignifikans.
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15. abra. A sejtek letapadasahoz és a hifa kinovéséhez sziikséges id6 a sejtek iilepedése
utan. A sejteknek a tenyésztéedény felszinéhez valo letapadasahoz sziikséges idejét sotétsziirke
oszlopok jelolik. A fehér oszlopok a hifaképzés megkezdddés¢hez sziikséges 1dot mutatjak a
sejtek letapadasat kovetéen. A cappzl delécio hatasat a megfelel6 genetikai hatter(i kontrollhoz
viszonyitottuk.

Tehat eredményeinket 0sszefoglalva megéllapithatjuk, hogy a cappzl delécios torzs
hifaképzésének sebessége lassabb a kontroll torzshéz képest, és a mutans adhézids képessége
is jelentésen elmarad. Ezen morfologiai kiilonbségek Osszhangba hozhatok azzal a
megfigyeléssel, hogy a CaPPZ1 gén terméke, a CaPpzl1 fehérje szerepet jatszhat a C. albicans

virulenciajaban (Adam és mtsai., 2012).
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6.2 Protein foszfataz Z inhibitorok vizsgalata C albicans-ban

crer

szabalyozasa viszont még nem ismert C. albicans-ban. S. cerevisiae-ben irtak le el6szor a Hal3
fehérjét, mint Ppz gatlot (de Nadal és mtsai., 1998). Az adatbazisok elemzésével C. albicans-
ban két Hal3 ortologot talaltunk. Munkank tovabbi részében ezen Hal3 ortolégok funkcidjat,

esetleges regulator szerepét vizsgaltuk.

6.2.1 Lehetséges protein foszfataz Z inhibitorok azonositasa a C. albicans
genomban

Az irodalmi bevezet6ben Osszegyljtottem mindazt, amit eddig a Hal3 fehérjérdl tudunk.
Viszont szeretném kiemelni, miért kiilonleges a Hal3 fehérje. A S. cerevisiae-ben talalhat6 Hal3
fehérjét tobb oldalrol megvizsgaltak és szamos publikacié foglalkozik a fehérje funkcidjaval,
hiszen ebben a torzsben harom Hal3 homolog talalhato (Hal3, Vhs3 és Cab3), amelyekek egyiitt
heterotrimert képeznek és részt vesznek a CoA bioszintézisben, foszfopantotenoil-cisztein
dekarboxildaz (PPCDC) aktivitasuk révén. Két Hal3 homoldg, a Hal3 és Vhs3 moonlighting
fehérje, tehat a CoA bioszintézisben betdltott szerepén kiviil rendelkezik Ppz gatld funkcioval.
Eddig ez az elsé olyan fehérje, amelyrdl ismert, hogy szerepet jatszik a gombaspecifikus protein
ortologok funkciojat.

C. albicans-ban két Hal3 ortolog talalhato, amelyeket szekvencia analizis utan CaHal3-
ként (0rf19.7378) és CaCab3-ként (0rf19.3260) neveztiink el. A részletes szekvencia analizis
¢s a csaladfa elemzés a 3. fejezetben taldlhatd. Az 6sszehasonlitas sordn a szekvencidkon kiviil
a moonlighting fehérjék kiilonbozd funkcidjdban szerepet jatszo aminosavak és szekvencia
szakaszok 0Osszehasonlitasa is fontos volt. A CaHal3 (orf19.7378) szekvenciaja nagy
azonossagot mutat az ScHal3 fehérjével és a PPCDC alegységben fontos szerepet jatszo
hisztidin aminosavat is tartalmazza, viszont a PPZ1 gatlas soran nagy valoszintiséggel fontos
aminosav szekvencia nem talalhato benne. A CaCab3 (0rf19.3260) fehérje szekvencidja nagy
azonossagot mutat az ScCab3 fehérjével, és a PPCDC trimer kialakuldsa soran esszencialis

hisztidin és cisztein aminosavakat is tartalmazza, viszont egy nem- homolog szekvencia szakasz

crer

48



azonosithatd. A csaladfa analizissel a CaHal3 fehérje a Hal3 fehérjékhez csoportosithatd, mig
a CaCab3 fehérje a Cab3 fehérjékkel mutat nagyobb rokonsagot.

Ezen szekvencia elemzések azt mutattak, hogy a CaHal3 fehérje kisebb eltéréssel a Hal3
fehérjékhez tartozik és a CaCab3 fehérje kisebb eltéréssel a Cab3 fehérjékhez tartozik. igy a
kezdeti hipotézisiink az volt, hogy a CaHal3 funkci6ja az ScHal3-¢hoz hasonlo, a CaCab3 pedig
az ScCab3-hoz hasonld fiziologias szerepet tolt be.

Munkank soran az elébb emlitett két gén terméke volt vizsgalataink célpontja. A
kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt: van-e¢ szerepik a CoA bioszintézisében?
Hozzakotédnek-e a ScHal3 ortologok a CaPpzl fehérjéhez, ha pedig hozzakotédnek, képesek-
e a CaPpzl foszfatdz aktivitasat gatolni? Milyen fenotipusos valaszt valtanak ki a sejtben, és ez
Osszefiiggésbe hozhatd-e a CaPpzl fehérjével? Azaz a ScHal3 homologok S. cerevisiae-ben

leirt ,,moonlighting” funkcidja meg6rz6dott-e az evolaciod soran?

6.2.2 CaHal3 és CaCab3 fehérjék CoA bioszintézisben betoltott szerepének
vizsgalata

Munkank soran vizsgaltuk, hogy a CaHal3 és CaCab3 fehérjéknek van-e szerepe a CoA
bioszintézisben. A részletes szekvencia analizis és a csalddfaanalizis is azt mutatja, hogy a
CaHal3 nagy azonossagot mutat az ScHal3 fehérjével, a CaCab3 az ScCab3 fehérjével mutat
nagy azonossagot, és az ScCab3 fehérjében megtaldlhato6 PPCDC aktivitashoz esszencialis
aminosavakat, motivumokat tartalmazza. A fentiek alapjan feltételeztiik, hogy ezen fehérjék
PPCDC aktivitasban jatszott szerepe konzervalodott.

Ezért molekularis genetikai modszerrel kisérletesen vizsgaltuk a CaCab3 és CaHal3
fehérjék CoA bioszintézisben betoltott szerepét. Ennek érdekében S. cerevisiae heterozigota
cab3 deléciés (MAR25), illetve hal3/vhs3 kettds heterozigota delécids torzsekben (AGS4)
expresszaltuk a Hal3 ortologokat (pWS93 plazmid segitségével), majd a tetrad analizis soran a
haploidok életképességét vizsgaltuk. A cab3 heterozigdta mutans sporaképzése soran négy
sporabol két spora tartalmazta SCCAB3 gént, igy két spora volt életképes, mig a deléciot
tartalmazo két spora életképtelen volt. Ha ebben a torzsben olyan fehérjét termeltettiink, amely
képes komplementalni az ScCab3 hianyat, akkor mind a négy spora életképes volt.

A vhs3/hal3 heterozigota mutansokkal végzett kisérlet soran a tetradok genotipusat
tovabbi szelektald lemezeken valo novesztéssel hataroztuk meg.

Az SCHALS gén egyik alléljat LEUZ2 gént tartalmaz6 kazettaval titotték ki, mig a SCVHS3
gént kanamycin rezisztenciat okozo kazettaval deletaltak (3. tablazat), igy a leucin auxotrofia

hidnya ¢és a kanamycin rezisztencia segitettek a haploidok pontos genotipusanak
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meghatarozasaban. A tovabbi genotipus meghatarozasra azért volt sziikség, mert a Cab3 fehérje
képes aktiv heterotrimer 1étrehozéasara csak ScHal3 vagy ScVhs3 fehérjével is. Tehat kerestiik
azon felnétt telepeket, amelyek sem az SCHAL3, sem az SCVHS3 gént nem tartalmaztak, mégis
életképesek voltak. gy a felnétt telepekbdl egy-egy pipettahegynyit tovabbi szelektald
tapagarra kentiink. A leucinmentes tapagaron felnétt telepek a VHS3 gént tartalmaztak, a
kanamycint tartalmazé tapagaron felnott telepekben HAL3 gén volt, azon telepek, amelyek
leucinmentes, kanamycintartalmu tapagaron is felnéttek, hal3/vhs3 mutansok voltak, és
ezekben a sejtekben menekitette a letalis fenotipust az overexpresszalt fehérje. Vizsgalataink
azt mutattak, hogy a CaHal3 fehérje képes menekiteni a letalis fenotipust a hal3/vhs3

heterozigdta mutans torzsben, ezzel szemben az ScCab3 fehérjének nincs hatésa.

10. tablazat. PPCDC funkcié vizsgalata tetrad analizissel

Plazmidok
Torzsek pWS93 ScHal3 ScCab3 CaHal3 CaCab3
cab3 -(9) -(9) +(9) -(9) +(9)
hal3/vhs3 | - (19) +(17) - (12) + (35) - (24)

Ures pWS93 plazmiddal, illetve ScHAL3, ScCAB3, CaHAL3 és CaCAB3 teljes leolvasasi
keretét tartalmazo pWS93 plazmiddal transzformaltunk S. cerevisiae heterozigota mutans cab3
¢és hal3/vhs3 sejteket. Ezen sejtekkel elvégzett tetrad analizist eredményét mutatja a 10. tablazat
-: a plazmidrol expresszalt fehérje nem képes a letalis fenotipus menekitésére. +: a plazmidrol
expresszalt fehérjemenekitette a letalis fenotipust. Zarojelben a vizsgalt tetradok mennyisége
lathato.

A 10. tablazatban lathato, hogy a cab3 heterozigota delécids torzsben a letalis fenotipust
az ScCab3 fehérjén kiviil a CaCab3 fehérje is tudta menekiteni. A hal3/vhs3 heterozigota
deléciods torzsben az ScHal3 fehérjén kiviil a CaHal3 fehérje is menekiteni tudta a letalis
fenotipust. Tehat a CaCab3 fehérje az ScCab3 hianyat, mig a CaHal3 fehérje az ScHal3 fehérje
hianyat volt képes komplementalni. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a CaCab3 az ScCab3-
mal megegyez6 feladatot lat el, és hasonloképpen, a CaHal3 az ScHal3-mal megegyez6

funkcioval rendelkezik az életfontossagii CoA bioszintézisben.

6.2.3 A C. albicans Hal3 ortolég fehérjéinek szerepe a CaPpz1
regulaciéjaban

S. cerevisiae-ben a ScHal3 és ScVhs3 fehérjék rendelkeznek ScPpz gatlo funkcioval. A Ruiz
¢s munkatarsai altal 2009-ben publikalt eredményekbdl tudjuk, hogy a ScHal3 és ScVhs3
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mellett a ScCab3 is képes kotddni a fehérjéhez, viszont a foszfataz aktivitasat nem tudja gatolni.
Igy a munkank soran vizsgalt CaHal3 és CaCab3 fehérjékrél feltételeztiik, hogy mindkét fehérje
képes kotddni a CaPpz1 fehérjéhez, de foszfataz aktivitasat csak a CaHal3 fehérje tudja gatolni.
Feltételezésiink ellenérzésére in vitro fehérje kolcsonhatasi teszteket és foszfataz aktivitas
méréseket végeztiink, majd megvizsgaltuk a CaHal3 és CaCab3 fehérjék CaPpzl foszfatazzal

Osszefliggésbe hozhatd funkcidit in vivo koriillmények kozott.

6.2.3.1 A Hal3 ortologok és a Ppzl fehérje kozotti interakcio kimutatasa pull down
modszerrel

A fehérje-fehérje kolesonhatasok vizsgalatdhoz eldszor baktériumban expresszalt és
affinitds kromatografiaval tisztitott fehérjéket hasznaltunk. A Glutation Sepharose 4B
gyantdhoz GST-cimkével kikotott CaPpzl C-termindlis katalitikus doménnel inkubaltuk a
tisztitott rekombinans Hal3 homologokat, a CaHal3, CaCab3 és ScHal3 fehérjéket. A gyantat
ezutan tObbszor mostuk, hogy az aspecifikus kotédés lehetoségét kizarjuk. A CaPpzl
katalitikus doménjét és a hozza kotodott fehérjéket poliakrilamid gélen méret szerint
elvalasztottuk, és Coomassie Brilliant Blue festékkel megfestettiik (5.2.6.1. fejezetben leirtak
szerint). A kisérlet 1épéseit a 16.A sematikus abra foglalja 6ssze, a Coomassie Brilliant Blue-
val megfestett gélkép pedig a 16.B abran lathato. A gélképen a molekulatomeg standard utan a
gyantar6l elualt fehérjék és kontrollként a felvitt fehérjék mennyisége lathatd. Kontroll
kisérletben az ScHal3 fehérjével inkubaltuk a GST-CaPpz1-Cter fehérjét tartalmazo gyantat, és
a 62 kDa méretli GST-fuzios foszfatdz domén mellett a gélképen lathatdé a 72 kDa méretii
ScHal3 fehérje is. Tovabbi kisérleteink szerint mind a CaHal3, mind pedig a CaCab3 fehérjék
kolcsonhatasba Iéptek a foszfataz katalitikus doménjével, ugyanis az elualt mintaban a 62 kDa
méretll GST-1Uzios foszfataz domén mellett lathatd a 72 kDa méretit CaHal3, és detektalhato a
85 kDa méretti CaCab3 (16.B abra). Mindharom pozitiv reakci6 azt bizonyitja, hogy a CaPpz1
katalitikus doménjéhez a lehetséges gatlo fehérjék erdsen kotddnek, hiszen egy nem tal

érzékeny fehérjefestési eljarassal is konnyen detektalhatok voltak.
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16. abra. CaHal3 és CaCab3 fehérjék kolcsonhatiasa a CaPpzl-C-terminalis doménnel.
(16.A) Glutation Sepharose 4B gyantahoz kotott GST-CaPpzl-Cter fehérjét inkubaltunk a
tisztitott Hal3 ortologokkal. A gyantahoz kotddott fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen
elvalasztottuk és Coomassie Brilliant Blue gélfestéssel megfestettiik. (16.B) A gélképen lathato,
hogy mind a CaHal3 és a CaCab3, mind pedig az ScHal3 fehérje er6sen kotodott a CaPpzl
katalitikus doménjéhez, amely mar Coomassie festéssel detektalhatd volt. St: molekulatomeg
standard, a molekulaméreteket kDa-ban adtuk meg. A kettés nyil a CaPpzl1-Cter fehérjét jeloli.
Miutan pull down modszerrel detektaltuk, hogy a CaPpzl1-Cter fehérjéhez az ScHal3
fehérjén kiviil a CaHal3 és a CaCab3 fehérje is kotddik, tovabbi vizsgalatainkat a teljes
hosszusagu CaPpz1 fehérjével folytattuk. Azonban miutan a 16. abran bemutatott kisérletet
elvégeztiik a teljes hosszisaghh CaPpz1 fehérjével is, a kis érzékenységii Coomassie Brilliant
Blue festéssel egyik lehetséges gatld fehérje interakcidjat sem tudtuk detektalni. A vizsgalatot
megismételtiik egy érzékenyebb festési eljarassal is, de azt tapasztaltuk, hogy a CaPpzl és a
lehetséges gatlofehérjék kozotti kdlesonhatast még eziistfestéssel sem lehetett kKimutatni.

Ezért tovabbi vizsgalataink sordn a fehérje-fehérje kdlcsonhatast a még érzékenyebb Western

blot technikaval kivantuk detektalni.
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17. abra. CaHal3 és CaCab3 fehérjék kolcsonhatasa a teljes hossziisagu CaPpzl
fehérjével. (17.A) Glutation Sepharose 4B gyantahoz kotott, tisztitott GST-CaHal3 és GST-
CaCab3 fehérjéket inkubaltunk 6xHis-CaPpzl fehérjével. Kontroll kisérletként Glutation
Sepharose 4B gyantahoz kotott GST-t hasznaltunk. A gyantahoz kotott fehérjéket SDS-
poliakrilamid gélen elvalasztottuk, és Western blot technikaval, anti-His antitesttel detektaltuk
a 6xHis-CaPpzl fehérjét. (17.B) A kontroll kisérlet igazolta, hogy a 6xHis-CaPpzl fehérje
kimutathat6 volt anti-6xHis antitesttel. A gyantahoz kotott tisztitott Hal3 ortologokhoz olyan
mennyiségli 6xHis-CaPpzl fehérje kotddott, amely mar detektalhatdo volt Western blot
technikdval. A negativ kontrollként alkalmazott, GST fehérjét tartalmaz6 gyanta nem kotott
értékelheté mennyiségli CaPpz1 fehérjét.

Az eléz6ekben leirt pull down kisérlet stratégiajat ugy modositottuk, hogy a lehetséges
gatld fehérjéket kotottik Glutation Sepharose 4B gyantahoz, és ezekkel a gyantakkal
inkubaltuk a 6xHis-cimkés CaPpz1 fehérjét (17.A abra). A mosaési 1épések utan méret szerint
elvalasztottuk a gyantardl elualt fehérjéket, és Western blot technikaval, anti-His antitesttel
detektaltuk a 6xHis-CaPpz1 fehérjét. Az 55 kDa méretti 6xHis-CaPpz1 fehérje mind a CaHal3,
mind pedig a CaCab3 fehérjéhez kotédott (17.B abra). A Kontroll kisérletben glutation-S-
transzferazt kotottiink Glutation Sepharose 4B gyantahoz majd 6xHis-CaPpzl-gyel inkubaltuk.
A gyantar6l elualt oldatban nem tudtunk CaPpz1 fehérjét kimutatni, tehat a foszfataz nem a

gyantdhoz vagy a cimkéhez, hanem a gyantdn 1év6 rekombinans fehérjékhez kotddott.
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A fenti kisérlet alatamasztasara reverz pull down kisérletet végeztiink ugy, hogy ezuttal
a gyantahoz E. coli-ban expresszalt és tisztitott GST-CaPpz1 fehérjét kotottiink, és élesztOben
(ppz delécios S. cerevisiae mutansban) taltermeltetett, HA-cimkével ellatott Hal3 ortologokkal
inkubdltuk. Az expresszid hatékonysagat a 21. dbra igazolja. A kisérlet lépéseit a 18.A abra
mutatja be. Ebben az elrendezésben a Glutation Sepharose 4B gyantahoz tisztitott rekombinans
GST-CaPpzl fehérjét kotottiink, amelyhez hozzaadtuk a Hal3 ortologokat tartalmazod
¢lesztékivonatokat és inkubaltuk az elegyet. Mosas utan a gyantar6l elualt oldatban Western

blot modszerrel, anti-HA antitesttel detektaltuk a Hal3 ortologokat.

A. Eleszts fehérje kivonat
HA-ScHal3, HA-CaHal3, HA-CaCab3

O

GST-CaPpz1 Gluthation
Sepharose gyantan

Western blot
¥ anti-HA
antitesttel

B.
HA-CaHal3
HA-CaCab3
HA-ScHal3
St (kDa) GST—Caszl
130

18. abra. Reverz pull down kisérlet a CaHal3, illetve CaCab3 és a teljes hosszusagu
CaPpzl1 fehérje kolesonhatasanak megerdésitésére (18.A) S. cerevisiae ppzl delécios mutans
¢lesztOben overexpresszaltunk HA-cimkés Hal3 ortologokat. Ezen élesztokbol készitett
fehérjekivonattal inkubaltuk a tisztitott GST-CaPpzl fehérjét tartalmazd Glutation Sepharose
4B gyantat. A gyantahoz kotédott fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk, és
Western blot technikéaval, anti-HA antitesttel detektaltuk a Hal3 ortolog fehérjéket. (18.B) A
CaPpz1 fehérjével kolcsonhatasba 1épett a CaHal3 és a CaCab3 fehérje, mig a pozitiv kontroll
kisérletben az ScHal3 fehérjével csak gyenge kolcsonhatas volt kimutathatd. A negativ
kontrollként alkalmazott tires pWS93 plazmid esetében nem volt kimutathato kdlcsonhatas. Az
anti-HA antitest minden mintaban azonos erdsségii aspecifikus jelet adott, amelyet nyillal
jeloltiink.
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A reverz pull down kisérlettel sikeriilt megerdsiteni a CaPpz1 teljes hosszusagu fehérje
¢és a Hal3 ortologok kozotti interakciot. A vizsgalat eredményét a 18.B dbrarész mutatja be. A
GST-CaPpz1 fehérjéhez kapcsolodott a 72 kDa mérettel detektalhatdo HA-CaHal3, és a 85 kDa-
0s HA-CaCab3. A HA-ScHal3 fehérjével nagyon gyenge kolcsonhatas volt kimutathatd. A
kontroll kisérlethez Hal3 ortologot nem expresszalo (iires pWS93 plazmiddal transzformalt)
¢lesztokivonatot hasznaltunk, amellyel nem volt kimutathaté kdlcsonhatas. Az anti-HA antitest
minden mintaban azonos erdsségii aspecifikus jelet adott 63 kDa méretnél.

A pull down kisérletek eredményeként elmondhatjuk, hogy a CaPpz1 fehérje katalitikus
doménjéhez és a teljes hosszusagu fehérjéhez is kotddik mind a CaHal3, mind pedig a CaCab3
fehérje. Ezek az eredmények aldtdmasztjak kezdeti hipotézisiinket. Mivel mindkét fehérje
kotodott a CaPpzl fehérjéhez, tovabbi vizsgalataink sordn arra kerestilk a valaszt, hogy a

CaHal3 és CaCab3 fehérjék gatoljak-e a CaPpz1 foszfatdz aktivitasat.

6.2.3.2 Hal3 ortoléogok hatasa a CaPpzl1 in vitro foszfataz aktivitasara

Az irodalmi bevezetésben lathato 5. abra szerint a CaHal3 nagy hasonl6sagot mutat a S.
cerevisiae-ben leirt ScHal3 fehérjével, amelyr6l mar tudjuk, hogy protein foszfataz Z regulalo
hatasa van. Ezzel szemben a CaCab3 az ScCab3 fehérjével mutat nagy hasonlosagot, amelynek
nincs szerepe a Ppz szabalyozasaban. Igy kovetkezé munkahipotézisiink az volt, hogy csak a
CaHal3 fehérje fogja gatolni a CaPpzl foszfataz aktivitasat. A kérdés megvalaszolasa
érdekében in vitro foszfataz aktivitas vizsgalatokat terveztiink.

Az in vitro foszfataz aktivitasmérés soran pulyka z(zabdl tisztitott miozin koénnytilanc
(MLC20) szubsztratot hasznaltunk, amely *2P izotoppal volt jeldlve (3P-MLC20). A korabban
alkalmazott p-nitrofenil-foszfattal torténé mérés alacsony érzékenysége miatt adaptaltuk a
radioaktivan jelzett MLC20 szubsztrattal torténd foszfataz aktivitds mérést protein foszfataz Z-
re. Az éltalunk bevezetett radioaktiv mérés 20-szor érzékenyebb detektalast biztositott.

A 19. abra mutatja be a foszfatdz aktivitds vizsgalatokat. A kisérletek soran
megvizsgaltuk a tisztitott rekombindns CaPpz1-Cter katalitikus domén ¢és a teljes hosszisagu
CaPpzl fehérje foszfatdz aktivitdsat Onmagaban, illetve CaHal3 ¢és CaCab3 fehérjék
jelenlétében. A rekombinans fehérjéket tisztitott formaban ndvekvd koncentracidban adtuk

hozza a foszfataz formakhoz.
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19. abra. CaHal3 és CaCab3 hatiasa a CaPpz1 katalitikus domén és a teljes hossziisaga
CaPpzl in vitro foszfataz aktivitasara. CaPpz1-Cter (19.A) és a teljes hosszisagi CaPpz1
(19.B) fehérjék az 32P-MLC20 szubsztratot defoszforilalték, ezt az alap foszfataz aktivitast
100%-nak tekintettiilk. A diagramon a novekvd koncentracioban hozzaadott CaHal3 (e) ¢és
CaCab3 (o) fehérjék hatdsa lathatd. Az dbra harom-harom parhuzamos mérés atlagat és szorasat
mutatja.

A 19.A abran lathatd, hogy a CaPpzl-Cter fehérje defoszforilalta a 3?P-MLC20
szubsztratot. A foszfataz specifikus aktivitasa 1220 mU/mg volt. A 19.B abrarész azt mutatja,
hogy a teljes hosszusagli CaPpzl fehérje is képes defoszforilalni az 3?P-MLC20 szubsztratot,
azonban az enzim specifikus aktivitasa csak 4,636 mU/mg volt. Tehat a teljes hosszusagu

CaPpzl fehérje foszfataz aktivitasa alacsonyabb, mint az N-termindlis szakaszt nem tartalmazo
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katalitikus doméné. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az N-terminalis befolyasolja a foszfataz
aktivitasat.

A 19. abran lathato, hogy a CaPpz1-Cter és CaPpz1 fehérjék foszfataz aktivitast mind a
CaHal3, mind pedig a CaCab3 fehérjék koncentraciofiiggd moddon gatoljak. Tehat
eredményeink szerint a CaHal3 és a CaCab3 egyarant kotddik a CaPpzl fehérjéhez, és részt

A CaPpzl-Cter domén fél-maximalis gatlasahoz kisebb koncentracid is elég volt a Hal3
homologokbol, mint a teljes hosszasagu fehérje esetében. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az
N-terminalis rendezetlen szerkezetli domén védo funkciot lathat el.

Mivel a CaCab3 gatlo hatasa nem allt 6sszhangban az S. cerevisiae ortologgal kapott
eredményekkel (Ruiz és mtsai., 2009), megvizsgaltuk, hogy a Candida albicans Hal3 paralogok
hogyan hatnak az ScPpzl1 aktivitasara (20. abra).

Az in vitro foszfataz aktivitasmérés kivitelezése megegyezett a CaPpzl fehérjével
végzett vizsgalattal. A teljes hosszisagu ScPpzl1 és a katalitikus domént tartalmazé fehérje, az
ScPpzl-Cter is képes volt defoszforilalni az MLC20 szubsztratot. A fehérjék specifikus
aktivitasa hasonl6 volt a C. albicans fehérjékéhez, ugyanis a katalitikus domén (ScPpz1-Cter)
foszfatdz aktivitdsa magasabb volt (783,3 mU/mg), mint a teljes hossziusagt fehérje aktivitasa
(43,7 mU/mg). Eredményeink szerint tehat mind a C. albicans-ban, mind pedig az S. cerevisiae-
ben a protein foszfataz Z C-terminalis katalitikus doménje magasabb foszfataz aktivitast mutat,
mint a teljes hosszisagl fehérje. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az N-terminalis
szakasznak hatasa van mindkét enzim miikodésére, ami azért érdekes, mert a két fehérje N-
terminalis doménje nem konzervalddott, egymashoz viszonyitott azonossaguk ~17% (Chen és
mtsai., 2016).

A 20. abran lathatd, hogy a CaPpzl foszfatdzhoz hasonléan az ScPpzl katalitikus
doménjét és teljes hosszusagu formajat is koncentraciofiiggé modon gatolta a CaHal3 és
CaCab3. Tehat annak ellenére, hogy a CaCab3 fehérje szekvencidja ¢s PPCDC aktivitasban
az in vitro mérések szerint eltér6. A CaHal3 és CaCab3 funkcidjanak tovabbi vizsgalata

érdekében in vivo kisérleteket terveztiink.
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20. abra. CaHal3 és CaCab3 fehérjék hatasa az ScPpzl foszfataz aktivitasara. Az ScPpz1-
Cter katalitikus domén (20.A) és a teljes hosszusagi ScPpzl (20.B) fehérjék az 32P-MLC20
szubsztratot defoszforilaltak. Az ScPpzl specifikus aktivitasa 43,7 mU/mg, az ScPpz1-C-ter
specifikus aktivitasa pedig 783,3 mU. Ezt a foszfataz aktivitast 100%-ként abrazoltunk. A
diagramon a névekvd koncentracioban hozzaadott CaHal3 (e) és CaCab3 (o) fehérjék hatasa
lathat6. Az dbra harom-harom parhuzamos mérés atlagat és szorasat mutatja.

6.2.3.3 In vivo foszfataz gatld funkciok vizsgalata S. cerevisiae modellben

Az In vitro foszfataz pull down vizsgalatok és az aktivitasmérések azt mutattak, hogy a
CaHal3 ¢és CaCab3 fehérjék kotddnek a CaPpzl teljes hosszusagl fehérjéhez és C-terminalis
katalitikus doménhez is, és foszfataz aktivitasukat is gatoljak. Tovabbi kisérleteink soran in

Vivo rendszerben vizsgaltuk a Hal3 ortologok foszfataz regulacioban betoltott szerepét. Ennek
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érdekében S. cerevisiae modellrendszert hasznaltunk, hiszen elészor ebben a fajban irtak le a
Hal3 homoldgokat, mint specialis Ppz regulatorokat, és a vizsgalatokhoz sziikséges mutansokat
is ebben a gombaban allitottak eld egylittmiikddd partnereink.

C. albicans-bdl szarmazé Hal3 ortologokat pWS93 expresszios vektor segitségével
expresszaltunk kontroll és hal3 mutans S. cerevisiae sejtekben. A pWS93 er6s ADHI1
promotere a HA-cimkés fuzids fehérjék magas szintli konstitutiv expressziojat tette lehetove.
A negativ kontroll kisérletben iires pWS93 plazmiddal transzformalt sejteket hasznaltunk,
pozitiv kontrollként pedig overexpresszaltuk a homoldég ScHal3 és ScCab3 fehérjéket. Az

expresszio mértékét Western blottal ellendriztiik (21. abra).
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21. abra. Hal3 ortolog fehérjék expressziéja S. cerevisiae torzsekben. Ures pWS93
plazmiddal, illetve S. cerevisiae Hal3 és Cab3, C. albicans Hal3 és Cab3 teljes leolvasasi keretét
tartalmazd pWS93 plazmiddal transzformalt S. cerevisiae sejtekb6l készitett fehérje
extraktumot SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottunk, és Western blot modszerrel, anti-HA
antitesttel detektaltuk a termeltetett fehérjéket.

A kiilonbozé pWS93 plazmidokkal transzformalt sejtekbdl fehérjekivonatot
készitettiink és Western blot technikéaval, anti-HA antitesttel detektaltuk a pWS93 plazmidrol
expresszalodo rekombinans fehérjéket. A 21. dbran lathato, hogy az iires pWS93 plazmiddal
transzformalt sejtekbdl nem tudtunk HA-f0zids fehérjét detektalni, a tobbi esetben pedig
megfeleld méretli rekombinans fehérjéket tudtunk kimutatni. Minden esetben megfigyeltiik a
rekombinans fehérjék degradalodasat, ami azzal magyarazhatd, hogy mindegyik Hal3 ortolog
tartalmaz protedz érzékeny rendezetlen szerkezetli fehérje elemeket. Mivel a fehérjék kozel
hasonlé mértékben expresszalodtak, a transzformalt sejtek alkalmasak voltak az 6sszehasonlito
fenotipusos vizsgalatokhoz.

Az elobb jellemzett transzformalt sejtek soval és toxikus kationokkal szembeni

tolerancidjat vizsgaltuk. A 22. abran lathatd, hogy a kiilonb6z6 overexpresszalt fehérjék hogyan
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befolyasoltak a kontroll (BY4741), illetve a hal3 hianymutans sejtek LiCl-dal és Hygromycin
B-vel szembeni toleranciajat. A ndvekedési teszt soran az {ires €s a vizsgalni kivant leolvasasi
kereteket tartalmazo expressziés vektorral transzformalt élesztésejteket tenyésztettiik

stresszhatasu anyagot novekvo koncentracioban tartalmazo szilard tapagaron.

LiCl (mM) Hygromycin B (ug/ml)

YPD 60 100 120

22. abra. CaHal3 és CaCab3 fehérjék tultermeltetésének hatasa S. cerevisiae sejtekben.
Kontroll térzsben és hal3 delécios mutansban overexpresszalt Hal3 ortologok hatasa lathato
novekvd soé stressz (LiCl) és toxikus kation (Hygromycin B) koncentracio mellett. A
stresszhatasu anyagot tartalmazo szilard tapagarra két koncentracioban (ODe20=0,005 ¢és
0,0005; minden szilard tapagaron el6szor a toményebb, majd a 10x higitott transzformansok
lathatok) kicseppentett sejteket 48 ora inkubalas utan fotoztuk le. A reprezentativ abra két
fiiggetlen transzformalas eredményét mutatja be.

100
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ScHAL3
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Irodalmi adatokbol tudjuk, hogy az ScPpz1/2 szerepet jatszik a Na*- ATP-az, ENAL gén
regulaciojaban (Posas és mtsai., 1995), ami in vivo vizsgalatok soran abban nyilvanul meg,
hogy az ScPpz1/2 hidnya natriumion és litiumion toleranciat okoz. Az ScHal3 overexpresszidja
is sotoleranciat (LiCl, NaCl) és toxikus kationokkal szembeni toleranciat eredményez (Ferrando
¢és mtsai., 1995; de Nadal és mtsai., 1998). Ezzel szemben az ScCab3 fehérje overexpresszidja
inkabb ellentétes, anti-Hal3 hatassal van a natriumion és litiumion toleranciara (Ruiz és mtsai.,
2009).

Yenush és munkatarsai (2002-ben) irtak le, hogy az ScHal3 overexpresszioja hogyan
befolyasolja a sejtek toxikus kationokra adott valaszat. Az ScHal3 overexpresszioja toleranssa
teszi a sejteket toxikus kationokkal szemben, amely megegyezik a ppz1/2 delécios sejtek
toxikus kationokra adott valaszdval. Az ScHal3 fehérjének nem csak a sotolerancidban, de a

toxikus kationokkal szemben adott valaszaban is a ScCPpz1 fehérjével ellentétes a hatasa, tehat

in vivo kisérletek bizonyitjak az ScHal3 ScPpz1 regulacioban betoltott szerepét.
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Az irodalmi adatokkal 06sszhangban a hal3 mutansban a ScHal3 fehérje
overexpresszidja LiCl és Hygromycin B toleranciat okoz, ezzel szemben az ScCab3 fehérjének
nincs hatésa a stresszt okozo agensekkel szemben, az {ires plazmiddal transzformalt sejtekhez
hasonl6 novekedést mutatnak az ScCab3 fehérjét overexpresszalo sejtek.

A varakozasokkal ellentétben a CaHal3 taltermeltetése nem okozott LiCl és
Hygromycin B toleranciat, ezzel szemben a CaCab3 overexpresszidja mindkét stressz agens
jelenlétében toleranssa tette a sejteket. Tehat a CaCab3 overexpresszidja képes komplementalni
az ScHal3 hianyat.

A novekedési teszt soran a hipotézisiinkkel ellentétes eredményeket kaptunk, miszerint
nem a CaHal3, hanem a CaCab3 képes az ScHal3 hianyat komplementalni. A mintak
Osszekeverésének kizarasa érdekében sziikségesnek éreztiik a kisérlet alatamasztasat kolonia
PCR-rel. A novekedési teszt utan kozvetleniil a szilard tapagaron felnott telepekbol vett
mintakkal koloénia PCR-t végeztiink a CaHal3 és CaCab3 fehérjéket kodold plazmidok
ellendrzésére. A PCR soran a CaHALS3 szekvencia jelenlétét CaHal3EcoRI és CaHal3Xhol
primerparral ellendriztiik, a CaCAB3 jelenlétét pedig CaCab3EcoRI ¢s CaCab3Xhol
primerparral (4. tablazat). A PCR reakcioelegyekbe 1-1 pipettahegynyit tettiink a telepekb6l. A
reakcio elvégzése utdn agardz gélelektroforézissel méret szerinti elvalasztast végeztiink,
melynek eredménye a 23. abran lathatd. pWS93 plazmid tartalmazta a kiilonb6z6 Hal3
ortologok szekvencidjat. A kolonia PCR soran elészor CaCAB3 szekvenciaira specifikus
primerparral végeztiik el a kisérletet, igy azt vartuk, hogy a CaCAB3 primerparral elvégzett
reakcid utan csak a pWS93-CaCAB3 plazmiddal transzformalt sejteknél kapunk terméket. Majd
elvégeztiik a kisérletet a CaHAL3 primerparral és azt vartuk, hogy csak a pWS93-CaHAL3
plazmiddal transzformalt sejtekbdl tudjuk detektalni a CaHAL3 gén jelenlétét.
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23. abra. Fenotipusos vizsgalat ellendrzése kolonia PCR segitségével. Novekedési vizsgalat
utan a felnétt telepekbdl kolonia PCR-t végeztink CaHAL3-ra és CaCAB3-ra specifikus
primerparokkal. A telepekbdl egy pipettahegynyit kdzvetleniil a PCR reakcidelegyekbe tettiink,
majd a PCR reakcio utan agardz gélelektroforézissel detektaltuk a pWS93-CaCAB3 plazmiddal
transzformalt sejtekbdél a CaCAB3, a pWS93-CaHAL3 plazmiddal transzformalt sejtekbdl
pedig a CaHAL3 szekvenciajat.

A 23. 4bran lathatd, hogy a varakozassal Osszhangban, csak a CaCab3 elnevezésii
telepbdl (pWS93-CaCAB3 plazmiddal transzformalt sejtekbdl) lehetett kimutatni a CaCAB3
szekvenciajat, ahogyan csak a CaHal3 elnevezést telepbdl (pWS93-CaHAL3 plazmiddal
transzformalt sejtekbdl) lehetett kimutatni a CaHAL3 szekvencidjat. Tehat a kisérletek azt
bizonyitjak, hogy a ndvekedési vizsgalatnal kapott nem vart eredményeket nem kivitelezési
hiba, vagy egyszerli 0sszecserélés okozta.

A nem vart eredményeket megerdsitette egy fiiggetlen vizsgalat, a limitalt kaliumion
koncentracidé mellett mért sejtndovekedés is (24. abra). Az irodalmi adatok szerint a hal3 delécios
torzs megnovekedett kalium felvételét a ScHal3 fehérje overexpresszidja tudja helyreallitani,
ezzel szemben az ScCab3 fehérjének negativ hatdsa van. A negativ hatas azzal magyarazhato,
hogy az ScCab3 képes kotddni az ScPpz1 fehérjéhez, igy verseng a Vhs3 fehérjével, amely nem
csak kotddni, hanem gatolni is tudja az ScPpzl1 fehérjét, igy a kalium felvétel még erdsebb az

ScCab3 overexpresszio sordn (Yenush és mtsai., 2002).
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24, abra. CaHal3 és CaCab3 niovekedésre gyakorolt hatasa limital6 kalium koncentracio
mellett. hal3 delécids torzset transzformaltunk iires pWS93 plazmiddal és a Hal3 ortologok
leolvasasi keretét tartalmazé pWS93 plazmidokkal. A sejteket alacsony (1 mM) és magas (50
mM) KCl-ot tartalmaz6 kozegekben tenyésztettiik. 16 6ra novekedés utan sejtdenzitast mériink
¢s meghataroztuk az alacsony/magas kaliumot tartalmazé kdzegben mérhetd aranyszamot. Az
ires plazmiddal transzformdlt sejtekkel kapott adatot 100%-nak vettilk. Az &dbra 9
triplikatumban készitett mérés atlagat és szorasat mutatja be. (A kisérletet Cristina Molero
végezte.)

A 24. abran lathato, hogy az ScHal3 és a CaCab3 fehérjék tultermelése helyreéllitotta a
kaliumfelvételt, igy az ¢€lesztésejtek ellendlltak a magas kalium koncentracionak, mig az
ScCab3 és CaHal3 fehérjék overexpresszioja negativan hatott a sejtek novekedésére. Ezek az
eredmények az el6zé vizsgalathoz hasonldan az mutatjak, hogy az ScHal3 és a CaCab3
overexpresszioja olyan fenotipust mutat séstressz hatdsara, mint a cappzl delécids mutans
sejtek. Ez a fliggetlen kisérleti megkozelités is alatamasztja, hogy in vivo koriilmények kozott
hatéstalan a sarjadz6 élesztd sejtekben.

Tovabbi vizsgalataink sordn olyan mutans sejteket is vizsgaltunk, amelyekben a Ppz
szerepének kozvetett hatasa figyelhetd meg. Ismeretes, hogy az Slt2 kin4z fontos szerepet
jatszik a sejtfalat ér6 stresszvalaszban, és az slt2 hianymutans litikus fenotipust mutat. Az slt2
hidanymutansban a litikus fenotipus erdsddik, ha az SLT2 hianya mellett a SCPPZ1 gén is
hianyzik vagy ScHal3 fehérjét overexpresszaljak. Ekkor még érzékenyebb a sejt a
sejtfalkarositd agensekkel, mint példaul a koffeinnel szemben (de Nadal és mtsai., 1998 és

Posas és mtsai., 1993).

63



Ezért munkank tovabbi részében a C. albicans-ban talalhatdé Hal3 ortologok
overexpresszojanak hatasat vizsgaltuk slt2 mutans sejtekben. A sotolerancia vizsgalatoknal
kapott eredmények ismeretében azt vartuk, hogy a CaCab3 fehérje overexpresszidja az ScHal3
fehérjéhez hasonldan sejtfalkarositd anyaggal szembeni érzékenységet fog mutatni.

Vizsgalataink soran slt2 és slt2/hal3 mutans sejtekben is overexpresszaltuk a Hal3
ortologokat és koffeint tartalmazo tapagaron végeztilk a novekedési tesztet. A 25. abra felsd
felén lathato, hogy az slt2 mutans érzékeny a sejtfalkarositd szerrel szemben, ezt a litikus
fenotipust az ScHal3 overexpresszidja erdsiti, tehat a mutdns még érzékenyebb a sejtfalat
karosito koffein jelenlétére. Az ScCab3 fehérjének az slt2 mutans sejtekben tapasztalhato anti-
Hal3 hatasat mar korabbi vizsgalatok sordn tapasztaltdk. Az ScCab3 fehérjéhez hasonld anti-
Hal3 hatast mutat a CaHal3 fehérje is. A CaCab3 fehérje az ScCab3 és CaHal3 fehérjéhez

képest kis mértékben csokkent koffein toleranciat okoz.

koffein (mM)
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ScHAL3
1 ScCAB3
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CaHAL3
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1%}
ScHAL3
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sit2 hal3

CaHAL3
L CaCAB3

25. abra. CaHal3 és CaCab3 fehérjék hatasa slt2 és slt2/hal3 mutans S. cerevisiae
sejtekben. Ures pWS93 plazmiddal, illetve SCHAL3, SCCAB3, CaHAL3 és CaCAB3 teljes
leolvasasi keretét tartalmazo pWS93 plazmiddal transzformaltunk slt2, illetve slt2/hal3 mutans
S. cerevisiae sejteket. Ezen sejteket kiilonbozé koncentracioban (ODe20=0,005 ¢és 0,0005;
minden szilard tapagaron el6szor a toményebb, majd a 10X higitott transzformansok lathatok)
kicseppentettilk a novekvo koncentracioban koffeint tartalmazé tapagarokra, majd 72 ora
elteltével lefotoztuk. Hasonld eredményt kaptunk minimum két fiiggetlen transzformalasi
sorozat utan. (A slt2/hal3 mutans vizsgalatat Cristina Molero végezte.)

Azért, hogy még érzékenyebben ki tudjuk mutatni a Hal3 ortologok hatéasat, a kisérletet
slt2/hal3 dupla mutanssal folytattuk. Az slt2/hal3 dupla mutans sejtek koffeinnel szemben
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toleransak, hiszen az slt2 hianyaban fellépd litikus fenotipust a hal3 hianya gyengiti, de ha ezen
sejtekben overexpresszaljuk az ScHal3 fehérjét, akkor erés koffein érzé¢kenységet tapasztalunk
(25. abra). Az ScCab3 fehérje overexpresszidja ezen sejtekben lényegében hatastalan. A
CaHal3 fehérje azonos hatasti az ScCab3 fehérjével, mig a CaCab3 overexpresszidja az ScHal3
fehérjéhez hasonldan jelentés koffein szenzitivitast okoz. Ebben az in vivo vizsgalatban is azt

tapasztaltuk, hogy a CaCab3 fehérje az ScHal3 fehérjéhez hasonloan viselkedik.

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a fenotipusos vizsgalatok soran
a C. albicans-bol szarmazo Hal3 ortologok S. cerevisiae-ben vald overexpresszidja soran a
CaHal3 fehérjének nem volt ScHal3 komplemental6 hatasa, ezzel szemben a CaCab3 fehérje
az ScHal3 fehérjéhez hasonl6 hatasu a Ppz regulacioval 6sszefiiggésbe hozhatd stresszhatdsok

alatt. Tehat in vivo koriilmények kozott csak a CaCab3 bizonyult Ppz regulator fehérjének.
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7. Megbeszélés

7.1 A CaPpz1 morfologiai szerepe

Az Uj tipusu szerin/treonin specifikus protein foszfatdz Z csak gombékban talalhato
meg. T6bb gombafajban leirtak és jellemezték. A C. albicans-ban talalhaté protein foszfataz Z-
r6l elmondhatd, hogy csak egyetlen gén, a CaPPZ1 kodolja, amelyet Kovacs és munkatarsai
irtak le 2010-ben. A CaPPZ1 gén termékét, a CaPpzl1 fehérjét Adam és munkatarsai jellemezték
2012-ben. A CaPpzl funkcidjardl tudjuk, hogy a S. cerevisiae ScPpzl fehérjéhez nagyon
hasonl6 feladatot 1at el, ugyanis szerepet jatszik a sejtfal integritas, az ozmotikus stabilitas
kialakitasaban, a kation homeosztazisban és az oxidativ stresszvalaszban (Adém és mtsai.,
2012; Leiter és mtsai., 2012). Ezen kiviil kimutattak, hogy a CaPpz1 hozzajarul az opportunista
patogén gomba virulenciajahoz (Noble és mtsai., 2010, Addam és mtsai., 2012). Mivel a C.
albicans-ban a hifa képzésnek fontos szerepe van a szisztémas mikozis kialakulasaban,

megvizsgaltuk a CaPpz1 fehérje morfologidban betoltott szerepét.

A C. albicans-ban talalhatdo CaPPZ1 gén terméke a CaPpzl fehérje morfologiaban
betoltott szerepét két 1épésben hataroztuk meg. Eldkisérletek soran a cappzl delécidos mutans
torzset az anyai (SN87) torzzsel hasonlitottuk Ossze. Ezen vizsgalatok soran a torzsek hifa
novekedést serkentd FBS jelenlétében €s hidnyaban a hifahossz jelentds eltérést mutatott a két
hifaképzése volt a jellemzd (13. abra). A foszfatdz egyik alléljanak a kiiitése nem okozott
jelentds valtozast (9. tablazat), ami azért fontos, mert arra utal, hogy a mutagenezis soran
hasznalt markergének (a LEU2 és HIS1) nem okoznak jelentds méretbeli valtozast. Tehat a
hifandvekedésben mutatott kiilonbség minden valoszinliség szerint a CaPpzl foszfataz teljes

hidnyéanak tudhat6 be.

A kezdeti biztato eredmények megerdsitése és kiegészitése érdekében tovabbi
munkankban a cappzl deléciés mutanssal teljesen megegyezO genetikai hatteri QMY23
kontroll torzset hasznaltuk 6sszehasonlitasi alapként és a fix idépontos Szakaszos megfigyelés
helyett videomikroszkopos modszert adaptaltunk a C. albicans morfologiai atalakulasank
jellemzésére. Az altalunk kialakitott rendszerben tobb parhuzamos kisérlet sordn tobb oran at
mozgatas nélkiil meg tudtuk figyelni a sejtek hifaképzését. A megfeleld kontroll alkalmazaséaval

¢s a folyamat kinetikdjanak kovetésével megerdsitettiik az eldkisérletek soran kapott
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eredményeket, miszerint a cappzl hianya csokkenti a hifaképzés sebességét (14. abra). A
videomikroszkopos modszer az eddigi kisérletek megerdsitésén tul tovabbi informacidval is
szolgalt. A hifandvekedés kinetikdjat vizsgalva megfigyelheté a hifandvekedés eloszlésa,
amely a kontrollban normal esetben varhat6 harang gorbe alaku volt.. A cappzl gén hianyaban
a sebességeloszlasi gorbe nem kovette a normdl eloszlast, ami szintén az abnormalis
hifandvekedést tdmasztotta ald (14. dbra). Az altalunk hasznalt videomikroszkopos modszerrel
detektalhatova valt a sejtek tenyésztdedényhez torténd letapadasa is. Azt talaltuk, hogy a cappzl

delécios mutans csak lassabban tudott a feliiletre letapadni, mint a kontroll torzs (15. abra).

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy egy 0j videomikroszkopos modszert
adaptaltunk a Candida morfologia vizsgalatahoz, amely segitségével képesek voltunk a sejtek
alkalmazhatonak bizonyult nemcsak a CaPpzl a tanulméanyozéasara, hanem mas mutaciok és

adalékanyagok morfologiai hatdsanak elemzésére is (Nagy és mtsai., 2014).

Ezen vizsgalatok azért is jelentOsek, mert a a hifaképzés befolyasolhatja az opportunista
patogén fertézoképességét (Pukkila-Worley és mtsai., 2009; Dalle és mtsai., 2010). Ezek az
ismeretek hozzasegitenek egy tavlati cél eléréséhez, amely egy olyan jelatviteli terapia lenne,
amely gombaspecifikusan a hifaképzést gatolna. A jové gombaterapiaja opportunista
patogének esetén nem a gomba teljes eliminaldsa, hanem a hifa forma kialakuldsdnak gatlasa
lenne. Az opportunista patogének teljes elimindldsnak veszélye a mikrobiom felborulasa,
ezaltal mas opportunista patogének vagy patogének tilszaporodisa a gazdaszervezetben. Az
eddigi kisérletek azt mutatjak, hogy a gombaspecifikus protein foszfatdz, a CaPpz1 lehetséges
terapias célpont lehet (Chen és mtsai., 2016).

7.2 A CaPpz1 regulacioja Hal3 ortologokkal

A protein foszfataz Z fehérjét mar tobb gombafajban leirtdk. Ezen fehérjék szerkezetérdl
elmondhat6, hogy tartalmaznak egy jol konzervalddott, globularis szerkezeti C-terminalis
katalitikus domént, és egy rendezetlen szerkezetli N-termindlis domént, amelyek egyméssal
csak kismértékli azonossdgot mutatnak. A CaPpzl katalitikus domén szerkezetét Chen és
munkatarsai irtak le 2016-ban. Ez a domén nagyfoku szekvencia azonossagot mutat a PP1c
fehérjével, ezért megvizsgaltak, hogy a PP1c regulator fehérjék kotdhelye konzervalodott-e a

CaPpz1l katalitikus doménjében. A vizsgalat soran a PP1c regulatorok nagy része nem Volt
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hatasos gatloszer. Tehat a CaPpzl szabalyozasa klasszikus foszfataz gatloszerekkel nem
lehetséges. Ezért fontos a CaPpz1-specifikus regulatorok kimutatésa.

S. cerevisiae-ben irtak le eldszor a Hal3 fehérjét, mint az ScPpz1 specifikus regulatorat
(de Nadal és mtsai., 1998). A Hal3 fehérjének harom paraldgja van S. cerevisiae-ben: a Hal3,
Vhs3 és Cab3. A harom fehérje egyiitt heterotrimert képez és részt vesz a CoA bioszintézisben,
a PPCDC enzim alegségeként. Viszont a Hal3 és Vhs3 fehérjéknek moonlighting funkcidja is
ismert, a CoA bioszintézis mellett specifikus Ppz regulator fehérjék. A Cab3 fehérjének nincs
hatasa a Ppz fehérje foszfataz aktivitasara (Ruiz és mtsai., 2009). Munkank soran a C. albicans-
ban talalhaté Hal3 ortologokat vizsgaltuk, mint lehetséges természetes CaPpzl regulator
fehérjéket.

Bioinformatikai analizissel azonositottuk a C. albicans-ban talalhato két Hal3 ortolog
szekvenciajat: a CaHal3 (0rf19.7378) és a CaCab3 (0rf19.3260) fehérjét (lasd. 3.6 fejezet). A
szekvencia analizis soran megallapitottuk, hogy a CaHal3 fehérje szekvencidja nagy
azonossagot mutat az ScHal3 fehérjével. A CaHal3 fehérjében konzervalédott a PPCDC
aktivitashoz sziikséges hisztidin aminosav. A csaladfa analizis szerint a CaHal3 fehérje a Hal3
fehérjékkel van rokonsagban. Mindezek utan az volt a hipotézisiink, hogy a CaHal3 képes
betdlteni a ScHal3 szerepét a CoA bioszintézisben, és specifikus Ppz regulator fehérje is.

A CaCab3 fehérje szekvencidja nagy azonossagot mutat az ScCab3 fehérjével. A
CaCab3 tartalmazza az ScCab3-hhoz hasonléan a PPCDC aktivitdshoz nélkiilozhetetlen
cisztein aminosavat és az Asn motivumot. A filogenetikai fa analizis is alatamasztotta, hogy a
CaCab3 a Cab3-szer fehérjékhez tartozik. A CaCab3 bioinformatikai analizise utan az volt a
hipotézisiink, hogy a CaCab3 az ScCab3 fehérjével azonosan fontos PPCDC alegység, de nem
rendelkezik moonlighting funkcidval, tehat nem Ppz regulator fehérje. Azonban felfigyeltiink
arra is, hogy a CaCab3 fehérje tartalmaz egy extra 30 aminosav hosszisagi nem homolog
szekvenciat, amely csak az ScHal3 fehérjében fordul még eld, és amirdl feltételezhetd, hogy

Munkahipotézisiink ellenérzésére biokémiai és molekularis genetikai kisérletekkel
elemeztiik a Hal3 ortologok funkciojat. Elséként a Hal3 fehérjék esszencialis funkcidjat, a CoA
bioszintézisben betdltott szerepét tanulmanyoztuk. S. cerevisiae modell szervezetben tetrad
analizissel vizsgaltuk a funkcionalis megfeleléseket, és azt tapasztaltuk, hogy a CaHal3 fehérje
az ScHal3 fehérjével megegyez6 modon funkcioképes PPCDC alegységként viselkedett (10.
tablazat). A CaCab3 fehérje csak az ScCab3 fehérje hianyat tudta komplementalni, igy a
CaCab3 az ScCab3 fehérjével megegyezd funkcioképes PPCDC alegység S. cerevisiae
sejtekben (10. tablazat). Tehat a CaHal3 és CaCab3 fehérjék funkcioképes PPCDC alegységek,
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azaz a CoA bioszintézisben betoltott esszencidlis funkcidk a varakozasnak megfeleld modon
megorzodtek a C. albicans Hal3 ortologokban.

Munkéank tovabbi részében a Hal3 ortologok Ppz regulacidban betdltott szerepét, vagyis
moonlighting funkciéjat vizsgaltuk. El6szor pull down modszerrel tanulmanyoztuk in vitro
koriilmények kozott, hogy a CaPpzl Kkatalitikus doménjéhez, illetve a teljes hosszusagi
CaPpzlfehérjéhez kotddnek-e a C. albicans-bdl szarmazo Hal3 ortologok. Azt tapasztaltuk,
hogy a CaPpz1 katalitikus doménjéhez erésen kotddik a CaHal3 és CaCab3 fehérje is (16. abra),
de a teljes hosszusagu CaPpz1 fehérjéhez is kotddik mindkét Hal3 ortolog (17-18. abra). Ezek
az eredmények Osszhangban vannak a S. cerevisiae-ben leirtakkal, miszerint nemcsak az
ScHal3, hanem az ScCab3 fehérje is képes kotddni az ScPpz1 fehérjéhez (Ruiz és mtsai., 2009).
Az ScCab3 fehérjének viszont nincs foszfatazgatld hatasa (Ruiz és mtsai., 2009).

Miutén tudtuk, hogy mind a két Hal3 ortolog interakcioba 1ép a CaPpzl foszfatdzzal, a
tovabbiakban a protein foszfataz aktivitasra gyakorolt hatasukat vizsgaltuk in vitro rendszerben.
A foszfataz aktivitas vizsgalatok soran mddszertani ujitasként a szintetikus pNPP szubsztratot
érzékenyebb radioaktiv 3?P-MLC20 fehérje szubsztratra cseréltiik. Ez az érzékeny radioaktiv
detektalasi moddszer kiilondsen elonyds abban az esetben, amikor fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat kivanunk ellendrizni. A vizsgalatok eredménye szerint a CaPpzl és a
katalitikus domén is képes defoszforilalni az MLC20 szubsztratot. Azonban jelentés eltérés van
a két foszfataz forma specifikus aktivitasa kozott: a teljes hosszsagu fehérjének sokkal kisebb
a specifikus aktivitdsa, mint az N-termindalis domént nem tartalmazé katalitikus doménnek.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az N-terminalis domén csékkenti az enzim szubsztrathoz valo
kotddését, és ezaltal negativ regulator szereppel rendelkezik. A CaHal3 és a CaCab3 fehérjék
koncentraciofiiggd modon gatoltdk a teljes hosszusagti CaPpzl ¢és a C-termindlis domént
tartalmazo fehérje foszfataz aktivitasat is (19. abra). Az a tény, hogy in vitro koriilmények
k6zott mind a CaHal3, mind pedig a CaCab3 képes foszfataz aktivitast gatolni, ellentmondott
az eddigi irodalmi adatoknak és vart hipotézisiinknek. Ezért megvizsgaltuk, hogy ezen C.
albicans Hal3 ortologok hogyan befolyasoljak az ScPpzl foszfatdz aktivitasat. In vitro
foszfataz aktivitas vizsgalatok sordn azt tapasztaltuk, hogy az ScPpzl és a C-termindlis
katalitikus domén képes defoszforildlni az 0j szubsztratot, az MLC20-at. A teljes hosszusagu
és a csak katalitikus domént tartalmazo fehérjék specifikus aktivitasa a Candida fehérjékhez
hasonldan alakult, miszerint az ScPpz1-Cter specifikus aktivitasa sokkal magasabb volt a teljes
hosszusagu ScPpzl-hez képest. Tehat az egymassal csak kismértékben azonos N-terminalis
domének azonos gatld funkciot lathatnak el a kiilonb6z6 eredetii Ppz enzimekben. Nemcsak a

specifikus aktivitasban volt hasonlosag, hanem a Hal3 ortologok hatasaban is: mind a CaHal3,
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mind pedig a CaCab3 koncentraciofiiggd modon gatolta az ScPpzl és ScPpzl-Cter foszfataz
aktivitasat. (20. abra). Tehat in vitro koriilmények kozott a CaHal3 és a CaCab3 specifikus
foszfatdz regulatornak tekinthetd.

Végiil arra voltunk kivancsiak, hogy a ScHal3 ortologok in vivo koriilmények kozott is
foszfataz regulatorként viselkednek-e. Az ppzl delécidés mutansrol ismert volt, hogy tolerans
sostresszel (Posas és mtsai., 1995) és toxikus kationokkal szemben (Ferrando és mtsai., 1995;
de Nadal és mtsai.,, 1998). Az irodalmi adatok szerint az éleszt6 sejtek toleranssa valtak
sostresszre és toxikus kation jelenlétére, ha hal3 delécios mutans S. cerevisiae sejtekben ScHal3
fehérjét overexpresszalnak (Yenush €és mtsai., 2002), viszont az ScCab3 fehérje inkabb anti-
Hal3 hatast mutat ezen stressz agensek jelenlétében (Ruiz és mtsai., 2009). Tehat a Hal3
foszfatazgatld szerepének megfeleléen hasonl6 fenotipus detektalhatdé ScPpzl hidnydban, mint
ScHal3 overexpresszidjakor. Munkank soran hal3 delécios mutans S. cerevisiae sejtekben
expresszaltuk a Hal3 ortologokat. Az expresszio hatdsossagat Western blottal tdmasztottuk ala.
Amikor CaHal3 ¢és CaCab3 fehérjéket expresszaltunk S. cerevisiae sejtekben, a
varakozasainkkal ellentétben azt tapasztaltuk, a CaHal3 fehérjének nem volt hatasa sostresszel
és toxikus kationokkal szemben, ezzel szemben a CaCab3 az ScHal3-hoz hasonldan LiCl-dal
¢s Hygrmycin B-vel szemben toleranssa tette a sejteket (22. abra). A Kisérlet hitelességét tobb
modon Is ellendriztiikk (23. abra: kolonia PCR, 24. abra: sejtnovekedés limitald kalium
koncentraci6 mellett), és megallapitottuk, hogy a nem vart eredmény nem kisérleti hiba, hanem
tényleg csak a CaCab3 fehérje viselkedik Ppz regulatorként in vivo koriilmények kozott.

Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az ScPpz1-nek kozvetett szerepe van az Slt2 kinaz
mutans sejtekben. SLT2 hidnyaban litikus fenotipus figyelheté meg, amelyet az ScPpz1 hianya
vagy az ScHal3 overexpresszidja tovabb sulyosbit. A litikus fenotipus kénnyen tesztelhetd,
ugyanis az slt2 deléciés mutans sejtek érzékenyek a sejtfal karositdo agensekre, mint példaul
koffeinre. Ezért megvizsgaltuk, hogy a ScHal3 ortologoknak van-e hatasa az slt2 és slt2/hal3
mutans S. cerevisiae sejtekben. Az slt2 mutansokban expresszaltatott CaHal3 az ScCab3-ra
jellemz6 anti-Hal3 hatast mutatott, mig a CaCab3 fehérje a CaHal3-hoz képest kisebb koffein
toleranciat okozott (25. abra). Az slt2/schal3 dupla mutans sejtekben végzett kisérlet a tobbi in
vivo kisérlethez hasonldéan azt mutatta, hogy a CaHal3 fehérjének nem volt hatasa, vagy az
ScCab3-hoz hasonld gyenge anti-Hal3 hatasa volt, ezzel szemben a CaCab3 fehérje az ScHal3-
hoz hasonldan viselkedett, tehat erdsitette a litikus fenotipust (25. dbra). Tehat egy masik
genetikai hattérrel rendelkez6 mutansban is azt talaltuk, hogy a CaCab3 a foszfataz fiziologias

regulétora.
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A Candida Hal3 ortologokkal végzett kisérletes munka eredményeképpen elmondhato,
hogy a Hal3 ortologok elnevezése helyesen tortént a bioinformatikai munka alapjan. A CaHal3
¢és a CaCab3 fehérjék CoA bioszintézisben betoltott esszencidlis funkcidja megdrzédott, mind
a CaHal3, mind pedig a CaCab3 funkcionalis PPCDC alegység.

A varakozasokkal megegyezden mind a két Hal3 ortolog képes kotddni mind a CaPpz1
fehérjéhez, mind pedig a fehérje C-termindlis katalitikus doménjéhez. A Hal3 ortologok
erdsebben kotddtek a CaPpz1-Cter-hez, mint a teljes hosszusagu fehérjéhez, ami bizonyitja,
hogy a fehérjék a katalitikus doménhez kotddnek, és hogy az N-terminalis domén gatolja a
fehérje-fehérje komplex kialakulasat.

In vitro foszfataz aktivitismérések szerint mind a két Hal3 ortolog koncentraciofiiggd
moddon gatolta az CaPpzl és az ScPpzl fehérjék és katalitikus doménjeik foszfatdz aktivitasat.
Tehat in vitro koriillmények kozott a CaHal3 és a CaCab3 egyarant foszfataz regulatorként
viselkedik. Ezzel szemben az in vivo vizsgalatok soran varakozasainkkal ellentétben azt kaptuk,
hogy a CaHal3 fehérjének nem volt hatdsa, vagy az ScCab3-hoz hasonlé anti-Hal3 hatéssal
rendelkezett S. cerevisiae sejtekben. Ezzel szemben a CaCab3 fehérjének az ScHal3 fehérjéhez
hasonl6 fenotipusos hatasa volt hal3 delécios S. cerevisiae torzsben sostressz, toxikus kationok
jelenlétében, illetve slt2/hal3 S. cerevisiae duplamutans sejtekben sejtfalkarosité agensek
mellett.

Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az esszencidlis funkcié evoluciésan megdrzodott,
¢s hogy a CaPpzl reguldcidja, mint moonlighting funkcid, ettdl fliggetlen utat kovetett C.
albicans-ban. Elképzelhet6, hogy a bioinformatikai analizis soran talalt 30 aminosav
hosszisagl nem homolog szakasz, ami megtalalhato az ScHal3 és CaCab3 fehérjében is,

jelentdseggel bir a foszfataz aktivitas gatlasdban.

A Ppz enzimek rendezetlen szerkezetli N-terminélis doménjének funkcidjat eddig nem
ismertiik, de a bemutatott eredmények azt sugalljadk, hogy ennek a doménnek jelentds szerepe
van a protein foszfatdz aktivitas és a fehérje-fehérje kolcsonhatasok szabalyozasaban. Ennek a

feltevésnek az igazolasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.
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8. Osszefoglalas

A protein foszfatdz Z egy 0j tipusu szerint/treonin specifikus protein foszfataz, amely
csak a gombakban mutathat6 ki. Az opportunista patogén Candida albicans-ban egy gén, a
CaPPZ1 kodolja a CaPpzl fehérjét, amely a jol ismert Saccharomyces cerevisiae ScPpzl
ortologjahoz hasonléan szerepet jatszik a sejtfal integritdas ¢és ozmotikus stabilitas
kialakitasaban, a kation homeosztazisban és az oxidativ stresszvalaszban. Munkank soran

tanulmanyoztuk a CaPpz1 tovabbi funkcidit és reguldciés mechanizmusat.

A CaPpz1 fehérje szerepét a fonalas gomba hifaképzésben klasszikus mikroszkopia és
a folyamatos kovetést biztositd videomikroszkdpia modszerével vizsgaltuk. Mind a két kisérlet
azt mutatta, hogy cappzl foszfataz delécidés mutansban csokken a hifanovekedés sebessége,
valamint a gombasejtek feliileti adhézidja. Tehat sikeriilt kimutatnunk a CaPpzl eddig nem

ismert morfologiai szerepét, ami Osszefliggésbe hozhatd a C. albicans fertézéképességével.

S. cerevisiae-ben korabban mar leirtak a ScHal3 fehérjét, mint a ScPpzl foszfataz
inhibitorat. Nemrégiben azt is kimutattak, hogy a ScHal3 fehérje két paralogjaval (ScVhs3 és
ScCab3) kiegésziilve a heterotrimer foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz (PPCDC) enzim
alegysége, amely esszencidlis szerepet jatszik a CoA bioszintézisben. Bioinformatikai
kereséssel C. albicans-ban két ScHal3 ortologot talaltunk, amelyeket S. cerevisiae
homologjukkal mutatott szekvencia hasonlésag alapjan CaHal3 és CaCab3 fehérjéknek
neveztiink. Ezen két fehérje fiziologids szerepét vizsgalva igazoltuk, hogy mindkét ScHal3
ortolog megdrizte esszencidlis funkcidjat, és részt vesz a PPCDC holoenzim felépitésében.
Ezen kiviil rekombinans fehérjékkel végzett in vitro kisérletekkel bizonyitottuk, hogy mindkét
fehérje kotddik a CaPpzl enzimhez és képes annak protein foszfataz aktivitasat gatolni. A
megfelelé S. cerevisiae delécios mutansok komplementalasa alapjan megallapitottuk, hogy a
CaCab3 a ScHal3 fehérjéhez hasonlo feladatokat 14t el a foszfataz gatlasdhoz kothetd vizsgélati
koriilmények kozott, ezzel szemben a CaHal3 fehérje hatastalan. Tehat in vivo koriilmények
kozott csak a CaCab3 bizonyult hatékony CaPpzl1 regulédtor fehérjének. Eredményeink szerint
a CaHal3 és CaCab3 fehérjék PPCDC aktivitasban betoltott esszencidlis szerepe konzervalodott
az evolucid soran, de a CaCab3 masodlagos foszfatdzgatlo funkcidja ettdl fliggetlen Gton alakult

ki.
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9. Summary

Protein phosphatase Z is a so called “novel” type Ser/Thr phosphatase that is restricted
to the fungal kingdom. In the opportunistic pathogen Candida albicans there is only one gene
(CaPPZ1) that codes for the CaPpzl protein. The latter, like its better known Saccharomyces
cerevisiae counterpart ScPpzl, is involved in the determination of cell wall integrity,
preservation of osmotic stability, and cation homeostasis as well as in the mechanism of
oxidative stress response. In the present study we investigated its additional roles and the ways
of its regulation.

The function of CaPpz1 in the hypha formation of the filamentous fungus was analyzed
by classical microscopy and by long term videomicroscopy. Both of the methods revealed a
significant delay in the rate of hyphal outgrowth in the cappzl deletion mutant relative to the
control strain. In addition the knockout mutant cell exhibited slower adhesion to solid surfaces.
Thus we identified some novel morphological functions of CaPpz1 that may be related to the
virulence of C. albicans.

The ScHal3 protein was originally described in S. cerevisiae as a specific ScPpzl
inhibitor. Recently, it has been reported that ScHal3 together with its two paralogs (ScVhs3 and
ScCab3) acts as an essential subunit of the heterotrimeric phosphopanthotenoyl cysteine
decarboxylase (PPCDC) enzyme that is required for CoA biosynthesis. In a database search we
found two Hal3 orthologs in C. albicans that we termed CaHal3 and CaCab3 based on their
amino acid sequence similarities to the S. cerevisiae counterparts. In the course of molecular
genetic functional analysis we found that both of the Candida proteins preserved their essential
function as building blocks of the PPCDC enzyme. In addition we demonstrated by in vitro
experiments with recombinant proteins that both CaHal3 and CaCab3 bind to the CaPpzl
enzyme and are able to inhibit its protein phosphatase activity. The complementation of S.
cerevisiae deletion mutants revealed that overexpression of CaCab3 was able to replace ScHal3
in functional tests that are related to phosphatase inhibition. In contrast, the CaHal3 protein
proved to be ineffective under the same conditions. Our in vivo experiments suggest that only
CaCab3 can act as a physiological regulator of CaPpzl. According to our results the essential
functions of the CaHal3 and CaCab3 proteins as PPCDC subunits have been well conserved
but the moonlighting function of CaCab3 as a phosphatase inhibitor evolved separately during

evolution.
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