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1. BEVEZETES

A Saccharomyces cerevisiae a leginkabb kutatott ¢élesztok kozé tartozik, és az elmult
¢s molekularis mechanizmusaiba [1]. Az alapkutatasokban betoltott szerepe mellett az emberiség
torténetének egyik legmeghatarozobb organizmusanak tekinthetjiik, korabban a fermentalt italok és
ételek, kés6ébb pedig a biotechnologiaban betoltott szerepe miatt [2,3]. Széleskori felhasznalasa
kovetkeztében a faj tobbezer éves nemesitési folyamaton esett at, igy a genetikai kutatdsok egyik
modell organizmusava valt [4]. A S. cerevisiae volt az els6 eukariota szervezet, melynek teljes
genomjat sikeresen megszekvenaltak [5], a genomikai moddszerek fejlodése kovetkeztében pedig az
els6 eukariotava valt, melynek pangenomjat is kezdjilk megismerni [6]. Filogenomikai szempontbol a
S. cerevisiae nem tekinthet6 egységes fajnak, tobb alkladjat is meg lehet kiilonboztetni, melyek koziil
az egyik legjelentdsebb az élesztd probiotikumok kladja, melyet a
Saccharomyces cerevisiae var. ‘boulardii’ (S. ’boulardii’) altipus torzsei és izolatumai alkotnak.

Az 1950-es évek ota gyartjak és forgalmazzak a S. "boulardii’ élesztégombat, mely valdjaban
a S. cerevisiae faj egyik altipusa, a probiotikumoknal mar megszokott emésztérendszeri panaszok
(antibiotikummal sszefliggd, vagy egyéb eredetli hasmenés) ellen. Ezeken feliil a probiotikus élesztd
a Clostridioides difficile fertézés megel6zése, az irritabilis bélszindroma (IBS) tiineteinek enyhitése,
valamint Helicobacter pylori fert6zés fennallasa esetén is sikerrel akalmazhatd. Az egészségre
gyakorolt kedvezd hatédsait tobb, mint 80 randomizalt klinikai tanulmény tamasztja ala egy 2017-es
Osszefoglaldé metaanalizis alapjan [7], ez a szam pedig azéta is folyamatosan né. Alkalmazasa azonban
ellenjavallt az alapvetéen legyengiilt immunrendszerli betegcsoportok (iddsek, csecsemok,
immunszuppreszids kezelésben részesiilok, HIV fertdzottek) szaméara a fungémia eléforduldsanak
magas kockazata miatt. A Kkontraindikacié ellenére gyakran eléfordul, hogy veszélyeztetett
egészségiigyi allapotban 1év6 paciens részesiil éleszté probiotikumos kezelésben, igy az utdbbi
években megnétt az élesztd probiotikum eredetii fungémids megbetegedések szama [8-11]. A
szakirodalomban esettanulmanyok formajaban szamoltak be az ilyen esetekrél, azonban ezek a
jelentések nagyrészt nem reprezentativak a S. boulardii’ altipus azonositasanak gyakori hianya miatt.
Az altipus-szint{i azonositas elengedhetetlen ahhoz, hogy egyértelmiien 6sszefliggésbe lehessen hozni
egy Saccharomyces fungémiat magaval a probiotikus termékkel. Ezen feliil elhanyagolhat6 azoknak a
tanulmanyoknak a szama is, amik a fert6zés kialakulasanak mechanizmusaival, illetve a probiotikus
¢lesztd virulencia faktoraival foglalkoznak. Jelen dolgozat ezeket a hianyossagokat igyekszik a lehetd
legnagyobb tudomanyos koriiltekintéssel potolni, illetve kiegésziteni.

Az eddigi kutatasok felderitették, hogy a probiotikus éleszté a tobbi S. cerevisiae-hez
hasonléan viszonylag konnyen és megbizhatéan manipulalhaté molekularis genetikai eszkozokkel,
igy igéretes jelolt a probiotikumok, illetve bioterapeutikumok uj generacioja szamara. Varhato, hogy
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ezeknek a molekularis médszereknek a térnyerésével novekedni fog azoknak a kutatasoknak a szdma,
melyek a probiotikumok tovabbfejlesztésével foglalkoznak, egészségiigyi hatasuk fokozasa vagy Uj
kedvezé tulajdonsagok létrehozasa céljabol. Ezeket az ugynevezett “designer” probiotikumokat
viszont mindenképpen sziikséges lesz tesztelni biztonsdgossag szempontjabol is, amihez
nélkiilozhetetlen az altaluk okozott fertézések lefolydsanak és a probiotikumok potencialis virulencia

faktorainak részletes ismerete, melyhez az itt leirt eredmények is nagyban hozzajarulhatnak.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A human mikrobiom és jelentdsége

A human mikrobiom az egyes testtajakon el6fordulé mikroba kozosségeket jelenti. Ezen
mikroorganizmusok szama tilszarnyalja a szomatikus sejtek mennyiségét [12]. Legnagyobb résziik a
gasztrointesztinalis traktusban taldlhaté és szamos fizioldgias folyamatot befolyasolnak, igy nagy
hatassal vannak biologiankra, egészségiinkre. A bélfloranak kritikus szerepe van az immunrendszer
fejlodésében [13]; gatolja a patogén mikroorganizmusok elszaporodasat [14]; befolyasolja a szervezet
funkciokat [17], az idegrendszer jelatviteli folyamatait [18], és a csontsiiriiséget [19]; a napi energia
sziikkségletiink egyik forrasaként is szolgal [20]; valamint részt vesz egyes vitaminok [21],
neurotranszmitterek [22], és egyéb ismeretlen funkciot betdlté vegylilet bioszintézisében. Szerepe van
tovabba az epesavak metabolizmusaban [23]; reakcioba 1ép gyogyszermolekulakkal, illetve modositja
azokat; és exogén toxinok eliminalasaban is részt vesz [24]. A fajosszetétel eltérd a béltraktus egyes
részein, a sziiletés utani fejlodés és az dregedés soran is dinamikusan valtozik, valamint befolyasolja a
kornyezet, és az egyén genetikaja is [25].

Ezeket a funkciokat a mikroorganizmusok olyan enzimatikus utvonalakon keresztiil toltik be,
amelyek a taplalékban megtalalhato szénhidratok és fehérjék lebontasat végzik. Az igy keletkezé Kis
molekulatomegii jelzdmolekulak egyarant lehetnek karos és jotékony hatasuak a szervezetre nézve
[26,27], és befolyasoljak mind a szervezet, mind mas mikrobak génjeinek kifejez6dését. A human
metabolom tobbezer mikrobiom eredetii metabolitot tartalmaz [28]. Tobbek kozott az elagazo lanca
aminosavak (leucin, izoleucin, valin), és a glicin is ide tartoznak, melyek koziil a legutobbi a szervezet
legfontosabb antioxidans vegyiilete, a glutation szintéziséhez sziikséges. Ezen felil nagy
mennyiségben termelédnek kis molekulatomegii szignalizacios molekulak is (metan, hidrogén szulfid)
[27,29], valamint poliaminok, polifenolok és vitaminok (A, B2, Bs, Bs, Bs, Bg, B2, K), amik a
szervezet kromatin modulald enzimeinek aktivitasat, és a kornyezeti stimulusokra adott genetikai
valaszokat szabalyozzak [30]. Mikrobiom eredetii metabolit tovabba az acetil-CoA (acetil donorként
funkciondl a hiszton modositdsokhoz), a szerin és a metionin is (szubsztratok a DNS metildlo és
demetilalo enzimek szamara; [30]. Anaerob koriilmények kozott egyes fajok (tobbek kozott a
Bacteroides, Clostridiaceae, Lactobacillaceae és Bifidobacterium fajok) [31] rovid lanch zsirsavakat
(SCFA) termelnek. Ezek kozé tartozik az acetat, propionat és a butirat, melyek tobbek kozt
szubsztratként szolgalnak a gliilkoneogenezishez és a lipogenezishez is. fgy hozzajarulnak a
testtomeg-novekedéshez, illetve kulcsszerepet jatszanak a nyalkahartya proliferacié és differenciacio
iranyitasaban, valamint integritasanak fenntartasaban [27,32,33]. Tovabba anti-inflammatorikus és

immunmodulacios folyamatokban is részt vesznek [34,35].
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Serdiilékor el6tt az Anaerovorax, Bifidobacterium, nemzetségekhez, illetve ¢és a
Lachnospiraceae csaladhoz tartoz6 fajok vannak tobbségben, ami Osszefiiggésbe hozhaté a Biz és
folsav bioszintézis utvonalak megndvekedett mikodésével. Ez utobbi kiilondsen csecsemdk esetében
kifejezetten jellemz6 [21,36] a feln6tt egyénekkel Osszehasonlitva [37]. Az egészséges felndttek
bélmikrobiomjaban féleg Bacteroidetes és Firmicutes (2021-ben bevezetett nevezetéktanban
Bacteroidota ill. Bacillotes) fajok talalhatoak, de kisebb mértékben Actinobacteria (Actinomycetota),
Proteobacteria (Pseudomonadota) ¢s a Verrucomicrobia (Verrucomicrobiota) képvisel6i is jelen
vannak [38]. Tovabba metanogén archaeonokat (els6dlegesen Methanobrevibacter smithii),
eukariotakat (foleg élesztoket) és fagokat is megfigyelhetiink a normal flora tagjai kozott [39]. A
csecsemoOkéhez képest a felndtt egyének mikrobiomja stabil, de bizonyos fajok és alfajok, valamint
ezek aranyai eltérést mutatnak [21], igy valojaban a mikroba Osszetétel személyenként egyedi. Az
1doseknél a bélflora faj Osszetétele instabil, és kevésbé diverz, igy az idés kor elérésével az
immunkompetencia csokken [40].

A bél mikrobiom 0Osszetételének felborulasa vagy véltozésa kapcsolatba hozhatd bizonyos
betegségek eldfordulasaval, tobbek kozott hozzajarul a bélbetegségek kiilonbozd formainak
kialakulasdhoz. Ide tartozik az IBD két f6 tipusa a Crohn-betegség (CD) és a fekélyes
vastagbélgyulladas (UC) is [41-46]. Elébbiben az anti-Saccharomyces cerevisae antitestek jelenléte
specifikusan jellemz6, amit a CD szerologiai diagnosztizalasakor alkalmaznak [47,48]. Mindkét esetre
az enteralis baktériumok diverzitasanak csokkenése jellemz6 [43,49]. Az irritabilis bélszindroma
(IBS) esetében is megfigyelték a bakteriom, valamint a mikobiom valtozasait [50,51]. Az
antibiotikumok alkalmazasa is képes megvaltoztatni a bélflorat, illetve annak metabolomjat, ami
csokkentheti a szervezet védekezOképességét a toxintermeld Clostridioides difficile ellen, ami az
antibiotikum szedéssel Osszefliggd vastagbélgyulladas okozdja [52]. Tovabba szamos mas koros
allapot kialakuldsaban is szerepe van a bél mikrobiomban bekdvetkezd valtozasoknak. Ide tartoznak
tobbek kozott az atopias asztma [53,54], egyes viselkedészavarok (autizmus spektrum zavar, kronikus
stressz) [55,56], az elhizas [57], a kettes tipusu diabétesz [58], az ateroszklerzis [59], a reumas iziileti
gyulladas [60] , és a szklerozis multiplex [61], valamint befolyasoljak egyes rak ellenes
immunterapiak hatasat [62,63].

A baktériumokon kiviil a mikrobiomban megtaldlhat6 gombak (mikobiom) is fontos szerepet
jatszanak a human szervezet homeosztazisanak fenntartdsidban. A bakteriommal Osszevetve, ami a
teljes mikrobiom t6bb mint 99%-at teszi ki fajszam tekintetében, a human mikobiom kevésbé diverz
[64,65]. A mikobiom fajosszetételére és a fajok szamara vonatkozo adatok azonban nem feltétlentil
pontosak, mivel a szekvenalasi analizisekhez sziikséges eszkoztar nagy része baktériumokra lett
kifejlesztve, igy a gombak esetén a taxonok azonositasa nehézségekbe iitkozik [66]. Tovabba a bél-
mikobiom fajosszetételét szamos faktor befolydsolja (az életkor, a taplalkozas, az immunrendszer

allapota, orvosi kezelések, genetika, a mikrobiom tagjai kozotti interakciok), viszont az, hogy ezek a
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tényezok milyen mértékben befolyasoljak a mikobiomot nagyrészt ismeretlen [67,68]. Végiil pedig
szamolnunk kell azzal is, hogy vannak tiszta tenyészetbe nem veheté gombdk, amik jelenlétét csak
metagenom analizisekkel lehet kimutatni, illetve funkcidjukat nehéz vizsgalni [69], illetve az
¢lelmiszer eredetli gombak, amik csak tranziensen vannak jelen a mikobiomban. A jelenlegi kutatési
eredmények alapjan a csecsemdk nem sokkal sziiletésiik utan kolonizalodnak gombakkal, melyek
foleg a Candida, Saccharomyces, Cladosporium, Cryptococcus, és Malassezia nemzetségekhez
tartoznak [70,71]. Egészséges felnéttek esetében pedig Nash és munkatarsai féleg Saccharomyces
cerevisiae, Malassezia restricta és Candida albicans jelenlétét mutattak ki a székletmintak 96,8%,
88,3% ¢s 80,8%-aban, ami alapjan feltételezhetd, hogy ezek a fajok az egészséges mikobiom
legfontosabb résztvevdi (1. abra) [65]. Azonban megjegyzendd, hogy a pékéleszté részben taplalék-
eredetli, igy a DNS-alapu kimutatast hasznald tanulmanyok talbecsiilhetik a S. cerevisiae
mikobiomban betoltott szerepét [72]. Az embert ténylegesen kolonizalé gombak korlatozott szama
niche-specializaciora, az egyes testtajakon megfigyelhetd specifikus fajosszetétel pedig adaptaciora
utal. Ez egyben bizonyiték lehet egy konzervalt human mikobiom létezésére, mely a hagyomanyos
¢letmodot folytatd 6slakos népekben és a nyugati tipust tarsadalmakban is jelen van [73-75]. A
bakteriom kutatasokkal ellentétben azonban kevés Osszefiiggést talaltak a mikobiom és az egészséges
egyének fiziologias folyamai kozott, ezért a gombak kolonizaciojardl, illetve betegségekkel vald

kapcsolatukrol ismereteink korlatozottak [76—78].

~
Candida spp.
Cladosporium spp.
Cryptococcus spp.
Malassezia spp.
Saccharomyces spp.
Dy Cand/.da a/bicans
< Malassezia restricta
........................ Saccharomyces cerevisiae
Csecsemodk Felnéttek

1. abra Egeszséges csecsemdk ¢s feln6ttek gasztrointesztinalis traktusaban leggyakrabban eléforduld
gomba nemzetséges és fajok. Abrakészité alkalmazas: Biorender (https://biorender.com/)

Jiang és munkatarsai [79] bizonyitottak, hogy a kommenzalista gombak, mint példaul a
C. albicans vagy a S. cerevisiae képesek funkcionalisan helyettesiteni a baktériumokat antibiotikum
kezelést kovetd diszbiozis esetén. Ezen feliil védelmet nyujthatnak a fekélyes vastagbélgyulladas és az

influenza A virus ellen a nyalkahartya sériilések csokkentésével, valamint jelentdsen befolyasolhatjak
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az immunvalaszt. A S. cerevisiae sejtfalaban talalhato kitin aktivalja az adaptiv immunvalaszt azaltal,
hogy noveli tumor nekrézis faktor o (TNF-a) és az interleukin-6 (IL-6) citokinek termelését, valamint
a kozvetlen antimikrobialis aktivitas altal, amit a bakterialis, fungalis, és toll-like receptor (TLR)
ligandok altali stimulacié valt ki [80]. A gombasejtfalban megtalalhatdo B-1,3-gliilkdn esetében is
hasonlé mechanizmust figyeltek meg a C. albicans-nal [81]. A két legfontosabb fehérje, ami részt
vesz a gombas fertézésekkel szembeni védekezésben a Dectin-1 mintazatfelismerd receptor [82,83] és
a CARD9 adaptor fehérje [45,84,85]; az IL-17 és az IL-22 citokinek pedig a gombak elleni
nyalkahartya immunitasban vesznek részt [86—89], és serkentik az epitél sejtek antimikrobialis peptid
(AMP) termelését [90-93]. A baktériumokhoz hasonldéan a gombak is termelnek metabolitokat, amik
befolyasoljak a szervezet homeosztazisat és élettani folyamatait [94]. A S. cerevisiae, S. "boulardii’,
és a C. albicans farnezolt, hosszabb szénlancti alkoholokat, tirozolt és zsirsavakat szekretalnak,
melyek részt vesznek az adhézio, az ¢élesztd-hifa tranzicid, €és a biofilm képzés szabalyozasdban,
segitve a szervezetben a kolonizaciot, az invaziot és a disszeminaciot [95]. Szamos tanulmany egyes
betegségek kialakulasa szempontjabol vizsgalta a mikobiom szerepét, ezek koziil a legfontosabbakat
az alabbiakban részletezem.

Lewis és munkatarsai [96] Crohn-betegségben szenvedd paciensek esetében nem csak a
bakteriom valtozasat figyelték meg, hanem a Candida albicans, Clavispora lusitaniae, Cyberlindnera
jadinii, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae ¢és egyéb gomba fajok mennyisége is
nétt a bélben. Egy masik tanulmanyban a C. tropicalis térnyerését allapitottak meg, valamint pozitiv
korrelaciot irtak le a C. tropicalis és két baktérium, a Serratia marcescens, és az E. coli kozott, ami
arra utal, hogy a CD kialakulasaban egyes fajok kozotti interakcié is kiemelked6 szerepet jatszik [97].
Tovabba az IBD-ben szenvedd betegek esetében a Basidiomycota/Ascomycota arany eltolodasat
figyelték meg, mikozben egyes fajok elszaporodasa (Malassezia sympodialis, C. albicans), illetve a
S. cerevisiae mennyiségének csokkenése volt jellemzé egészséges alanyokkal dsszehasonlitva. Ezen
felil ugyanebben a tanulmanyban azt is megfigyelték, hogy egyes baktériumok ¢és gombak
kolcsonhatasa hozzéjarulhat az IBD kialakuldsahoz, mely egyben megerdsiti a korabbi eredményeket
[46]. A mikobiom modositasa ezek alapjan potencialis kezelési megoldas lehet a gyulladasos
bélbetegségben szenveddknek. Raaddsul tobb eldzetes tanulmdny is beszdmolt egyes gomba
probiotikumok (Saccharomycopsis fibuligera, Saccharomyces ‘boulardii’,
Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3856) el6ny6s hatasairol IBD korképek esetén [82,98,99].
Tovabba a mikobiomban bekévetkez6 valtozasok befolyasoljak a szervezet zsirmetabolizmusat [100],
hozzajarulhatnak a diabétesz [101,102], az érelmeszesedés [103], egyes neurologiai betegségek
[104,105], és az alkoholos majbetegség kialakulasahoz [106], illetve hepatitis B és HIV fertézotteknél
[107], valamint vastagbél rakban szenvedoknél [108] is megfigyelhet6 a mikobiom valtozasa.
Erdemes még megemliteni a bélfermentacios szindromat, melynek soran a bélmikobiom egyes tagjai

(C. albicans, C. glabrata, C. intermedia, C. parapsilosis, K. marxianus, S. cerevisiae) alkoholos
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fermentacid révén a beteg véralkoholszintjének emelkedését okozzdk. Kevéssé ismert, ritka

betegségnek szamit, igy felismerése ¢és diagnosztizalasa nehézségekbe titkozik [109].

2.2 Probiotikumok jelentdsége és klinikai felhasznalasa

Eiseman és munkatarsai az 1950-es évek végén [110] mar sikeresen alkalmaztak a széklet
mikrobiom transzplantaciot (FMT) a C. difficile altal okozott alhartyas vastagbélgyulladas kezelésére.
Eredményeik alapjan azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a vastagbélgyulladast okozd patogének
mennyisége visszaszorithato, illetve csokkenthetdé a bélben a normal floraban megtalalhato
mikroorganizmusokkal. Azéta ez az eljaras egy széleskorben elfogadott kezelési modszer a visszatérd
C. difficile fert6zések és mas mikrobiom eredetli betegségek kezelésére [111]. A csiramentes kisérleti
allatok alkalmazasa szintén egy mérfoldké volt a mikrobiom kutatasok soran [112]. Ezek a munkak
alatdmasztottdk azt, hogy a bél mikrobiom terapids céllal tartésan megvaltoztathatd, ezaltal
megalapoztdk a ma hasznalatos probiotikum készitmények kifejlesztését.

A probiotikumok a legtobbszor olyan baktériumokat (Lactobacillus, Bacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterococcus fajok) tartalmaznak, melyek megtalalhatéak a human gasztrointesztinalis
traktusban [113,114]. Azonban fontos megjegyezni, hogy a probiotikus tulajdonsagok torzs-, illetve
varians-specifikusak lehetnek, azok eltéré genetikai hattere, igy eltéré metabolizmusa és
extracellularis enzimeik eltéré aktivitdsa kovetkeztében. Ezen feliil a probiotikus hatast
befolyasolhatjhak az egyén egyedi tulajdonsagai (immunitas, mikrobiom, diéta stb.) [113], valamint
egyes kutatasok szerint a gasztrointesztinalis traktusban jelen 1év6 patogének is (Helicobacter pylori,
C. difficile, Borrelia spp., Treponema spp., Spirillum spp.) [115].

A szekvenalasi eljarasok koltséghatékonnya valasa és a tenyésztési modszerek fejlodése
lehet6vé tette 0j mikroorganizmusok izolalasat és jellemzését a human mikrobiombdl, melyeket a
jovOben 0j generacids probiotikumként lehetne alkalmazni (pl. Akkermansia muciniphila, Roseburia
intestinalis, Faecalibacterium prausnitzii, valamint az Eubacterium és Bacteroides fajok) [116,117].
Ezek olyan bioaktiv molekulakat termelnek, amiket a bifidobaktériumok vagy a laktobacillusok nem
(butansav, propionsav) [118]. Azonban nem csak baktériumok mutatnak probiotikus hatasokat, hanem
a S. cerevisiae faj egyes torzsei is [98], de ezek koziil is kiemelkedik a S. ‘boulardii’ altipus.

A S. ’boulardii’-t akut és kronikus gasztointesztinalis betegségek (pl. antibiotikum okozta
hasmenés, IBD) esetén hatékonyan lehet alkalmazni kiegészité kezelésként [119,120]. Probiotikus
tulajdonsagait tobb mint 80 randomizalt klinikai vizsgélat igazolja a S. "boulardii’ CNCM |-745 torzs

esetében, amit a Biocodex vallalat gyart 1953 ota [7].
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2.3 A S. ’boulardii’ probiotikum eredete és taxonémiaja

A jelenleg elfogadott allaspont szerint a S. 'boulardii’-t Henri Boulard fedezte fel 1923-ban az
egykori Indokinaban, ahol fermentalasi folyamatokban felhasznalhato éleszté torzsek utan kutatott.
Megfigyelte, hogy azok a helyi lakosok, akik nem kaptak el a kolerat egy specialis, licsi és
mangosztan héjabol készitett teat fogyasztottak. A gyiimolesok héjardl izolalt egy élesztét, amirdl
feltételezte, hogy probiotikus hatasa megakadalyozza a kolera fertdzést, illetve csokkenti a betegség
tiineteit; az éleszt6t pedig S. 'boulardii’-nak nevezte el [7]. A S. 'boulardii’ eredetét azonban nehéz
bizonyitani. A napjainkban megjelend cikkek 1is csak atveszik ezt az eredettorténetet mas
kozleményekbdl, de tobbségiik nem hivatkozik semmilyen korabeli (1920-as évekbeli) irasra, hanem
altalaban valamilyen Osszefoglald, vagy mas tanulmanyt hasznalnak referenciaként. Egy francia
gyogyszergyartd cég az 1950-es években kezdte el forgalmazni a S. "boulardii’-t probiotikumként, és
a termék honlapjan sokszor szerepel utalas Henri Boulard élesztogytijtési tevékenységére, de az
eredeti referencia itt is elmarad. A jelenleg forgalmazott S. 'boulardii’ CNCM 1-745 térzset ez a cég
rakta le torzsgytijteménybe az 1950-es években, de arrdl, hogy a torzset honnan szerezték eredetileg
nincs pontos informéacié. Erdekesség, hogy McCullough és munkatarsai [121] S. ‘boulardii’
probiotikum izolatumok virulenciajat vizsgald kozleményiikben leirjak, hogy az eredeti probiotikus
¢leszt6 még képes volt sporazni. Azonban az altaluk vizsgalt izolatumokra, és a napjainkban
forgalmazott termékre ez mar nem jellemzoé. Jelenleg ezt az élesztét aruljak tobb, mint 80 orszdgban
probiotikumként (Eurépaban, Eszak- és Dél-Amerikaban, a Kozépkeleten és Azsiaban) [122].

A Saccharomyces torzsek taxonomidja egy id6ben vitatott volt [121,123,124]. Az 1950-es
években a S. ’boulardii’-t még kiilon fajként tartottdk szamon, azonban a tipizalasi modszerek
fejlédése ravilagitott arra, hogy inkabb a S. cerevisiae variansava kellene atsorolni. Mikroszatellita
polimorfizmus és retrotranszpozon hibridizaciés analizisek alapjan kideriilt, hogy a S. ’boulardii’-nak
egyedi és specifikus mikroszatellita allélja van, ami kiilonbozik a S. cerevisiae izolatumokétol
[125,126]. Id6vel a torzs besorolasa megvaltozott az S. cerevisiae Hansen Fungal Biodiversity Center
(CBS) 5926-r61 S. "boulardii’-ra (S. cerevisiae var. boulardii) [127]. A torzset a mar fentebb emlitett
francia vallalat a Pasteur Intézet térzsgytijteményébe rakta le Franciaorszagban, S. 'boulardii’ CNCM
[Collection Nationale de Cultures de microorganismes (Pasteur Institute)] 1-745 néven [128]. Az
S. "boulardii’ CNCM 1079 ¢és az S. cerevisiae CNCM [-3856 torzsek hatékonysaganak kideritésére is
végeztek mar klinikai vizsgalatokat, és ezek is megtalalhatoak kereskedelmi forgalomban [129,130].
A S. cerevisiae faj filogenomikaja, globalis diverzitdsa, valamint teljesgenom evolicidja Peter és
munkatarsai [4] eredményei alapjan lett ismeretes, melyben tobb mint 1000 S. cerevisiae genomot
szekvenaltak meg, illetve elemeztek, koztik 24 S. "houlardii’ genomot is. A szekvenalt torzsek nagy
része Hennequin €s munkatarsai [131] torzsgylijteményébdl szarmaztak. Eredményeik nagysagrendi

elorelépést jelentettek Zhu és munkatarsai [132] tanulmanyahoz képest, melyben 132 genom kertilt
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szekvenalasra, 5 probiotikus élesztovel egyiitt. Peter és munkatarsai [4] eredményei mutattak ra arra,
hogy a S. 'boulardii’ genomok a Wine/European éleszt6 kladon beliil alkladot alkotnak, amelyen beliil
egységesen csekély valtozatossag tapasztalhatd. Ezen feliil azt talaltdk, hogy a probiotikus élesztok
kozott nagyon kevés az aneuploid vagy poliploid torzs, és a legtdbbjiik diploid, heterozigota
genommal rendelkezik. Azonban, Iényeges, hogy mindkét kutatocsoport csak Illumina, short-read
alapt szekvenalast végzett, long-read alapu Szekvenalast nem; teljesgenom Osszeallitast pedig csak
Peter és munkatarsai [4]. A szekvenalt genomok mindegyike elérhet6 a ”Sequence Read Archive”-ban
(SRA). A két kutatocsoport altal megszekvenalt 29 probiotikus éleszté genom koziil 4 kereskedelmi
izolatum, 2 gyiimdlesrdl szarmazé izolatum, 23 pedig klinikai izolatum (1 katéterbdl, 7 székletbol, 9
vérbdl szarmazo izolatum). Ot klinikai izolatum esetében ismeretlen, hogy melyik humaén testtajrol

kerult izolalasra.

2.4 A S. ’boulardii’ egyedi genom variacidi és fenotipusa

A S. ’boulardii’ a S. cerevisiae egyes torzseinek kariotipusa hasonlit egymashoz [133-135], de
tobb geno- és fenotipusos vonasban eltérnek. PFGE, RADP-PCR, valamint ITS-RFLP és
mikroszatellita analizisek alapjan tobb tanulmany is kimutatta, hogy a ’S. boulardii’ torzsek
egyértelmiien koriilhatarolhatd klasztert alkotnak a S. cerevisiae fajon belil [125,131,134,136].
Mindezen feliil kozeli filogenetikai rokonsagban vannak a S. cerevisiae borélesztokkel [4], valamint
Ty1/3/4 transzpozonjaik hianyoznak [135,137] a S. cerevisiae-hez képest.

A probiotikus élesztére olyan tulajdonsagok jellemzdek, melyek képessé teszik a human
gasztrointesztinalis traktusban valo tulélésre. A S. ’boulardii’ optimalis szaporodasi homérséklete
37 °C (human testhdmérséklet), de a magasabb (52 °C) hémérsékletet is jol toleralja [136]. Ezen feliil
taléli a gyomorban ¢és a duodenumban talalhatd szélséséges koriilményeket: a gyomorban a pepszin,
¢s az erOsen savas 2-3 pH, a duodenumban pedig az epesavak, a hasnyalmirigy enzimek, és a
gyomorhoz képest jelentdsen magasabb 7,0 pH jelent stresszkoriilményt [138,139]. A S. ‘boulardii
¢letképessége az emésztérendszerben kapszulazassal (zselatinnal burkolt alginat mikrogyongy)
szignifikinsan megnovelheté [140]. Az eddigi kutatasok alapjan a probiotikumos kezelés
megszakitasatol szamitva az éleszté viszonylag gyorsan, 3-5 nap elteltével kiiiriil a szervezetbdl
[141,142]. A S. cerevisiae és a S. ’boulardii’ legfontosabb jellemzdit és kiilonbségeit az 1. tablazat
foglalja Ossze.

Génkopiaszdmok tekintetében is eltérés mutatkozik, mivel a S. ’'boulardii’ esetében harom
kromoszomanal talalhatoak kis kopiaszamu régiok a S. cerevisiae-hez képest. Ezek az 1. kromoszoma
(PRM9, MST28, YAR047C, YARO050W, CUP1, YARO060W, YARO61W), a VII. kromoszéma
(YGLO52W, MST27), és a XII. kromoszoma (ASP3, YLR156W) [143]. A nagyobb koépiaszamban
megtalalhaté gének foleg a fehérjeszintézisben (RPL31A, RPL41A, RPS24B, RPL2B, RSA3) és a
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stressz valaszban (HSP26, SSA3, SED1, HSP42, HSP78, PBS2) jatszanak szerepet [143]. Egy
kozelmultban megjelent tanulmany alapjan az SDH1 és WHI2 gének kopiaszamvaltozasai és
szekvencia eltérései lehetnek a fokozddott ecetsav termelés genetikai okai a probiotikus élesztd
esetében, mely az éleszté antibakterialis tulajdonsagai koz¢é tartozik [144]. Ezeken feliil érdemes még
kiemelni a pszeudohifa képzésben részt vevo gének kopiaszam eltéréseit, valamint egyes FLO gének
(FLO1, FLOS8) esetében eléforduld mutaciokat is [135,143]. Ezek hozzajarulhatnak a S. ‘boulardii
gyorsabb pszeudohifa képzéséhez nitrogén ¢éhezés esetén [143], ugyanakkor gatoljak az élesztd
flokkulacios és adhézids tulajdonsagait [145]. A probiotikus éleszt6 az alternativ szénforrasok koziil a
galaktozt és a palatindzt nem tudja hasznositani. EI6bbit valésziniileg a a PGM2 mutacioja [146],

utdbbit az IMA2, IMA3, IMA4 gének hidnya miatt [135,147].

1. tablazat A S. cerevisiae és a S. ‘boulardii’ 6sszehasonlitasa geno- és fenotipus alapjan [115].

Tulajdonsagok S. cerevisiae S. 'boulardii’
Optimalis szaporodasi hémérséklet 30 °C 37°C

magas hémérséklet (52 °C) 45% talélés 65% talélés

savas pH (pH = 2 cgy ordn nem-—30% talélés igen—75% talélés
Tolerancia eresztill)
lugos pH (pH = 8) igen igen
ey o
epesavak (>0.3% (WAV)) | nem-tdlélés <0,15% (wiv) oM tulg}m; 0,10%
Galaktoz asszimilacio igen nem
Ploiditas haplo1dt_ol pollplo_ld_lg, diploid, res_zben
gyakori aneuploidia aneuploid
Homotallikus/heterotallikus homotallikus homotallikus
Parosodasi tipus 'a' és'd 'a' és 'd’
asporogén, utobbi de
Sporazas Sboroeén S. cerevisiae-vel
p porog termékeny hibrideket tud
képezni
Pszeudohifa képzés normal fokozott
Retrotranszpozonok (Ty elemek) teljes Ty elemek (altalaban) nem telj;zn?éi’ 3ill. 4
Normadl mikrobiom (egér és
L ber) nem nem
Adhézi6 epitélium em ) )

sejtekhez Gnotobiotikus egér ismeretlen igen
Ampicillinnel kezelt emberek ismeretlen igen

2.5 8. ’boulardii’ egészségiigyi hatasai, hataismechanizmusai

2.5.1 Mikrobiom modifikicios és antibakterialis hatasok

McFarland egyik 0&sszefoglald kozleményében [148] négy olyan cikk szerepel, melyekben

onkénteseken vagy betegeken vizsgaltdk a S. ’houlardii’ hatasat a mikrobiomra. Zoppi és munkatarsai
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[149] eredményei alapjan a probiotikum részben visszaallitotta olyan 1éguti fertézésben szenvedd
gyerekek eredeti mikrobiom 0Osszetételét, akik korabban ceftriaxon antibiotikum kezelésben
részesiiltek. Két tanulmanyban olyan betegeknél vizsgaltdk a S. ’boulardii’ hatasat, akiknél a
diszbidzis nem_antibiotikumos kezelés, hanem egyéb ok miatt kovetekezett be. Girard-Pipau és
munkatarsai [150] azt talaltak, hogy az éleszt6 novelte a Gram-pozitiv anaerob baktériumok, valamint
harom SCFA mennyiségét a bélben, Swidsinski és munkatarsai [151] vizsgalatai pedig azt mutattak,
hogy hasmenéses betegek esetében a S. ‘boulardii’ terapia kedvezéen befolyasolta a széklet
mikrobiom Osszetételét. Ezen feliil egy 2022-ben megjelent cikkben a bél mikrobiomban eléforduld
antibiotikum rezisztencia gének el6fordulasat vizsgaltak H. pylori eradikacios kezelésen atesé
betegeknél [152]. Az eredmények azt mutattdk, hogy amennyiben a betegek S. ‘boulardii’
probiotikumot szedtek, szamos antibiotikummal (tetraciklin, linkozamin, valamint B-laktam tipusu
antibiotikumok) szembeni rezisztencia gén mennyisége csokkent a mikrobiomban [152]. Ugy tiinik
tehat, hogy a probiotikus ¢€lesztd pozitivan befolyasolja a diszbiozissal kiizdé betegek mikrobiom
Osszetételét, azonban mindenképpen tobb tanulmanyra lenne sziikség ahhoz, hogy pontosabb képet

kapjunk a S. ‘boulardii’ mikrobiom modifikacios hatasair6l (2. abra).

Antibakterialis hatasok

C. difficile A és B
toxinok hasitasa

adhézio
patogénekhez

mikrobiom
helyredllitasa

‘)_‘
-

T-helper sejtek
eloszlasanak
mddositasa

ecetsav termelés

kefeszegély
enzimek
serkentése

antiinflammatorikus!
citokinek
serkentése

proinflammatorikus
citokinek gatlasa

SCFA szint
helyreallitasa

Immunmodulacio Trofikus hatasok

2. abra Osszefoglalo 4bra a S. 'houlardii’ probiotikum legjelentdsebb egészségiigyi hatasairol.
Abrakészit6 alkalmazas: Biorender (https://biorender.com/)

A probiotikus éleszt6 szamos antimikrobialis molekulat is termel. Tobbek kozott egyes
patogének adhéziojat gatlo fehérjéket termel [153], valamint 54-kDa, 63-kDa és 120-kDa fehérjéket is
szekretal, melyek hatdsamechanizmusaival tobb tanulmany is foglalkozott. Az 54-kDa szerin protedz

inaktivalja a C. difficile A és B toxinjait, illetve gatolja azok kotddését a kefeszegély membranon 1€vo
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receptorhoz, megakadalyozva a toxinok sejtkarositd, gyulladaskelté hatasat [154,155]. A 63-kDa
alkalikus foszfataz az Escherichia coli felszini lipopoliszacharid (LPS) molekulait defoszforilalja,
illetve csokkenti a TNF-a szintjét a szervezetben [156]. A S. 'boulardii’ altal termelt 120-kDa fehérje
a kolera toxin hatasait gatolja egyrészt a CAMP szint csokkentésén (csokkenti a bélepitélium sejtek
klorid szekrécigjat) [157], masrészt a toxin megkotésén keresztiil [158]. Mindezen felill a
S. ’boulardii’ proteazokat termel, melyek hasitjak a Baccillus anthracis toxinjait [159], valamint
egyes torzsei ecetsavat is termelnek, melynek antibakterialis hatasait in vitro kisérletekkel igazoltak
[144] (2. abra).

A S. ’'boulardii’ sejtfalaban olyan fehérjék, illetve mannan oligoszacharidok is talalhatoak,
melyek eldsegitik az éleszté patogén baktériumokhoz [pl. E. coli, Salmonella enterica serovar.
Typhimurium (S. Typhimurium), Salmonella enterica serovar. Typhi (S. Typhi)] valé kotédését, ami

meggatolhatja adhézidjukat az epitéliumhoz [160-163].

2.5.2 Immunmodulacios és trofikus hatasok

A S. ’boulardii’ immunmodulécios és anti-inflammatorikus hatasait tobb tanulmany is aldtdmasztja.
Martins ¢és munkatarsai [163] azt talaltak, hogy S. typhimurium-mal fert6zott egerek esetében a
probiotikus ¢lesztd hatassal volt a gyulladasos folyamatokra: csokkentette az IL-8 citokin, és a MAP
kinazok mennyiségét, valamint az NF-kB szignalizacios utvonal miikodését. Egy masik tanulmanyban
az IgA és specifikus anti-toxin A szintek novekedését irtak le C. difficile A toxinnal kezelt egerek
esetében, melyeket S. "boulardii’ probiotikummal kezeltek [164]. A S. "boulardii’ képes meggatolni a
T-helper sejtek bejutdsat a vastagbélbe IBD esetén, igy a proinflammatorikus citokinek termelddése
limitalt, javitva a betegség tiineteit [165]. Egyes eredmények ramutattak arra is, hogy az éleszt6 a
gasztrointesztinalis traktus kiilonboz6 szakaszain (vékonybél, vastagbél) eltér6 modon képes
befolyasolni az immunrendszer aktivitasat S. Typhimurium fertézés korai fazisiban [162]. A
S. “boulardii’ fentebb emlitett ecetsav termelése stimulalja a regulacids T-sejtek miikodését és gatolja
a IL-8 pro-inflammatorikus citokint, igy az antimikrobialis mellett immunmodulacids hatassal is bir
[144] (2. abra).

A S. ’boulardii’ a szamos kefeszegély-enzim termelédését és tapanyag transzport folyamat
aktivitasat serkenti. Tobbek kozott eldsegiti a laktdz, maltdz és izomaltaz enzimek termelddését,
serkenti a kefeszegély natrium/gliikoz kotranszporter expressziojat és natrium fliggd glitkoz felvételét
[166-173], valamint noveli a spermin, spermidin és putreszcin szintjét patkanyok ¢éhbél
nyalkahartyajaban [168,170] (2. abra).
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2.6 A S. ’boulardii’, mint a fungémia kérokozdja

A koérhazban apolt, kritikus allapoti betegek korében nagy a nozokomialis bakterialis, illetve
gombas fertézések kockazata. Az ilyen betegekre azonban akar a probiotikumok alkalmazésa is
veszélyes lehet, és ez alol a S. “boulardii’ sem kivétel [11,174,175]. Egy nemrég megjelent tanulmany
szerint a probiotikum eredetii véraram-fertézések tobb mint felét (50,6 %) a Saccharomyces élesztok
okozzék vilagszerte (annak ellenére, hogy altalanossagban biztonsdgosnak tekintett, azaz GRAS
mikroorganizmusként tartjuk szamon), mas, bakterialis probiotikum nemzetségek (Lactobacillus,
Bifidobacterium, Bacillus, Pediococcus, Escherichia) okozta fertézések mellett [11]. A legtdbb
esetben a csecsemdket, valamint az immunhianyos, idds, illetve katéterezett betegeket érintik a
probiotikum okozta fert6zések [11]. Az elmult években egyre tobb Saccharomyces fungémiarol sz616
esettanulmany jelent meg [8,10,176,177]. A levegd, kiilonbozo feliiletek, valamint az egészségiigyi
dolgozdk kezének probiotikus ¢€lesztovel torténd kontaminaciojat is 0sszefliggésbe hoztak katéterezett
betegek fungémias fertézéseivel [174]. Mindezeken feliil, a S. ’boulardii’ az egyetlen probiotikus
mikroorganizmus, mely sorozatos, betegrdl betegre terjedd fertézést okozott egy koérhazban [178].
Egy nemrég megjelent retrospektiv tanulmany szerint a S. ’boulardii’ fungémia incidencidja
magasabb volt egy amerikai korhazban, mint a C. albicans okozta fungémiaé (1,7 eset/10 000
betegnap, illetve 1,03 eset/10 000 betegnap), ez a szam pedig a betegek intenziv osztalyra keriilésével
jelentésen nott (0,47 eset/1000 betegnap) [179]. Mivel ezek alapjan a S. ’houlardii’-t potencialis
patogénként tarthatjuk szamon, az egészségligyi kockazatok csokkentése érdekében a probiotikus
(un. nem-Candida albicans élesztéket) azonositottak mar feltorekvé vagy potencialis patogénként és
tobb modszer is kifejlesztésre keriilt, melyekkel megbizhatdéan lehet azonositani ezeket a fajokat, és
amiket akar a klinikai diagnosztikaban is lehet alkalmazni [180,181]. Azonban az éleszt6 patogének
fajon beliili diverzitasa elhanyagolt. A S. cerevisie-t tobb tanulmany is egyenesen potencialis
patogénként tartja szamon [182,183] és szamos kladjaban azonositottak klinikai izolatumokat is [4].
Ennek ellenére a faj ilyen jellegii diverzitasat altalaban nem veszik figyelembe az
esettanulmanyokban, még akkor sem, ha a fert6zés valdsziniileg probiotikus eredetti.

Osszesen 41 olyan publikacié jelent meg a szubtipizalassal foglalkozd publikdcionk
megjelenésig tartd 10 évben 1999-2019 kozott, melyek S. "boulardii’ fertézésrél szamoltak be.
Ezeknek majdnem felében (46%) nem alkalmaztak semmilyen genetikai modszert, hogy
megallapitsak, a fertézéseket élesztdé probiotikum okozta-e vagy sem (3. abra, F1. tablazat). A
genotipizalasi modszert alkalmazd tanulméanyok esetében tobbféle, eltérd felbontassal bird6 modszert
alkalmaztak, a szubtipizaléasi technikak pedig féleg interdelta elemzésen (egy fingerprinting modszer,
mely a Ty transzpozonok végalld ismétlodéseit veszi figyelembe) vagy mikroszatellita analizisen

(nem széleskorben elterjedt modszer) alapultak [126,131,184]. A szubtipizalas altalanos hianya
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akadalyozza a S. 'houlardii’ probiotikumok és a S.cerevisiae faj egészségiigyi kockazatainak

megfeleld értékelését.

izoenzim elektroforézis,

_mitokondrialis DNS kariotipizalas,
‘ tipizélas _.mitokondrialis DNS
; 2% o tipizalas
Ap-pcr FAFLP /.~ 2%
29 2% / kariotipizalas .~ e
fd 29 _-kariotipizalas, ribotipizalas
‘ 5%

MALDI-TOF
_.témegspektrometria
2%

MALDI-TOF tomegspektrometria,

nincs genotipizalasi ~ rep-PCR (Diversilab platform)

modszer 2%

46% “o...._ mikroszatellita tipizalas
2%

... _mitokondrialis DNS
tipizalas, fenotipizalas
. 2%
- mitokondrialis DNS
tipizalas, interdelta

tipizalas
&Y A ‘"““--.‘H\ 5%
L*MS;.; CR . ~._mitokondrialis DNS
L tipizalas, interdelta
\fenotipizalas  iniz414s, mikroszatellita
2% tipizalés, kariotipizélas
. fenotipizalas, ribotipizalas 2%
ribotipizalas 29
5%

retrotranszpozon Southern-blot,
. mikroszatellita, ribotipizalas
2%

3. abra Tipizalasi modszerek alkalmazasanak szazalékos megoszlasa 1999-2019 kozott megjelent
S. "boulardii’ fert6zésekrdl szol6 esettanulmanyokban és publikaciokban (41 db).

2.6.1 A probiotikus élesztd potencialis virulencia faktorai

A S. ’boulardii’ mikozisok fentebb emlitett magas aranya miatt [11] tobb kutatasban is
vizsgaltak a probiotikus €lesztdk patomechanizmusat és virulencia faktorait, gyakran mas, korlatozott
szamu Saccharomyces izolatummal 0Osszehasonlitva. Anoop ¢és munkatarsai [185] patogén
Saccharomyces-ekr6l szolo Osszefoglald cikkiikben arrdl irtak, hogy a S. cerevisiae torzsek
patogenitasanak felmérésekor olyan komplex megkozelités sziikséges, mely soran az immunrendszer,
a gasztrointesztinalis barrier, valamint a S. ’‘houlardii’ epidemioldgidja, virulencia faktorai és
fiziologiaja is vizsgalatra keriil. Igy tobb fenotipus vizsgalatat is javasoljak egyszerre, tobbek kozott a
nagy hémérséklettiirést [186-189], a pszeudohifas [187-189] és invaziv novekedést [187,189,190], az
extracellularis enzimtermelést (proteaz és foszfolipaz aktivitas) [188,189], az emldssejtekhez vald
adhéziot [187,191-193], a velesziiletett immunrendszer aktivalasat (citokintermelés, fagocitdzis)

[192,193], valamint az oxidativ stresszvalaszt [194]. McCullogh és munkatarsai [121], illetve Yafiez
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¢s munkatarsai [192] vizsgalataikban kozepes mértéki virulenciat talaltak a probiotikus élesztonél
egérmodellben.

Mindkét emlitett tanulmany nem kozeli rokon, részben klinikai eredetli élesztéizolatumokhoz
hasonlitotta a S. ’houlardii’-t. Klingberg és munkatarsai [187] nem talaltak olyan specifikus
virulencia faktorokat (az invazivitas, pszeudohifa ndvekedés, az epitéliumhoz val6é adhézié, valamint
az epitélium karositasi képességének vizsgalatat koveten), amik megkiilonboztetnék a klinikai
Saccharomyces izolatumokat a tobbi Saccharomyces izolatumtol, beleértve harom kereskedelmi S.
‘boulardii’ izolatumot. Utdbbiak nem voltak invazivak, pszeudohifa ndvekedést pedig csak kis
nitrogén tartalmu taptalajon mutattak. de Llanos és munkatarsai [195] mar kétféle egérmodellt
hasznaltak, azonban csupan egyetlen kereskedelmi S. ’boulardii’ izolatumot vizsgaltak. A munka
soran magasabb, kdzepes mértékii virulenciat tapasztaltak egy pékéleszto és a S. "boulardii’ esetében
mas Saccharomyces izolatumokkal Gsszehasonlitva. Egy kés6bbi tanulmanyban azt talaltak, hogy a
probiotikus élesztd, mas nem rokon klinikai izolatumokkal egyiitt, nem volt képes athatolni a Caco-2
epitélium modellen in vitro [191]. Llopis és munkatarsai [196] egy kereskedelmi S. ‘boulardii’
izolatumot hasonlitottak Gssze, méas nem rokon, probiotikumban és étrendkiegészitoben megtalalhato
Saccharomyces élesztével egyiitt két virulens, klinikai nem-boulardii izolatummal. Az eredmények
azt mutattak, hogy a S. "boulardii’ torzs képes volt ndni 42 °C-on, és mérsékelt virulenciat mutatott
néhany kisérletben (pszeudohifa ndvekedés, foszfolipaz szekrécid) a tobbi élesztd izolatummal
Osszehasonlitva.

A szamos esettanulmany, Osszefoglald tanulmany és kutatdsi eredmény ellenére, melyek
Osszehasonlitjak a probiotikus ¢lesztok és mas S. cerevisaie izolatumok fenotipusat, rendkiviil ritkak
azok a publikaciok, melyekben betegbdl szarmazo S. ’boulardii’ izoldtumokat hasonlitanak Ossze
magaval a kereskedelemben kaphatd probiotikus ¢lesztovel. Legjobb tudomdasunk szerint eddig
minddsszesen két ilyen tanulmany jelent meg. Pfliegler és munkatarsai [197] egy probiotikum eredetti
klinikai izolatumot hasonlitottak 6ssze egy Magyarorszagon is kaphatd probiotikus éleszt6t tartalmazo
termékkel. Az eredmények azt mutattak, hogy a két izoldtum fenotipusos tulajdonsagai
nagymértékben hasonlitanak, szemben a pékéleszté eredetli klinikai izolatumokkal, melyek
szembetiiné gazdaszervezeten beliili valtozasokon mentek keresztiil. Ezen kiviil Peter és munkatarsai
[4] vizsgaltak a klinikai és kereskedelmi S. ‘houlardii’ izolatumok kozotti eltéréseket.
Tanulméanyukban 24 S. "boulardii’ izoldtumot soroltak fel, melyek egy al-kladot alkotnak az éltaluk
vizsgalt 1011 S. cerevisiae izolatum kozott. Habar tobb koriilmény kozott is vizsgaltak az élesztd
izolatumok szaporodasat, nem tettek Gsszehasonlitast az egy kladon beliili kereskedelmi és klinikai
torzsek fenotipusos tulajdonsagai kozott. igy ezek alapjan nem lehet megéllapitani, hogy a probiotikus
¢lesztd képes-e 11j tulajdonsagokat kialakitani a gazdaszervezetben jelen 1évd szelekcids koriilmények

crer

probiotikus élesztok kladja nagyon kozeli rokon izolatumokat foglal magaban, de ezek genetikailag
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nem teljesen egyeznek meg [4], illetve még a kereskedelemben kaphatd élesztd probiotikumok is
tobb, fenotipusosan eltéré szubklon sejtvonalat tartalmaznak [198]. Ez az allanddan jelen 1évé
genetikai és fenotipusos valtozékonysdg a gazdaszervezeten beliili szelekcidhoz és evolucidohoz

vezethet [vo. [197]], amelyet érdemes lesz a jovében részletesebben tanulmanyozni.

2.6.2 Immunvalasz az invaziv gombas megbetegedések esetén

Az immunrendszer allapota nagy szerepet jatszik a gombas megbetegedések kialakulasaban,
koztik az életveszElyt jelenté fungémia esetében. Emiatt a fungémia kialakulasa kiilondsen az
immunhidnyos pacienseket, korasziilotteket ¢és idoseket veszélyezteti. Emelt kockazatot jelent még
tobbek kozott a beteg siirgdsségi osztalyon torténd elhelyezése, a teljes parenteralis taplalas, valamint
a katéter alkalmazasa is [199]. Az immunrendszer el@szor az immun- [dentritikus sejtek (DC),
makrofagok, polimorfonuklearis leukocitak (PMN), B €s T sejtek] és nem-immun sejteken (epitélium
sejtek, fibroblasztok) egyarant megtalalhatd patogén felismerd receptorokon (PRR) keresztiil ismeri
fel a gomba patogén asszocialt molekularis mintazatait (PAMP) [200]. A gombak sejtfalaban
megtalalhaté leggyakoribb PAMP-ok az a- és B-glikan, az N-, illetve O-kapcsolt és terminalis
mannanok, a foszfolipomannan, a lipoproteinek, az a-mannan, valamint a mannoz [200-204]. A PRR-
k koziil a Toll-szerli receptorok (TLR), az tn. ”nucleotide-binding oligomerization domain” (NOD)-
like receptorok (NLR), és C-tipusu lektin receptorok (CLR) vesznek részt a patogén gombak
felismerésében, illetve elésegitik az antifungalis valasz kialakulasat [200-204].

A PRR-k ¢és PAMP-ok kolcsonhatdsa tobbféle immunvalaszt valt ki (fagociozis, citokinek,
kemokinek ¢és antimikrobialis peptidek termelése). Gyulladasos citokinek termelddnek példaul a
TLR-2 és TLR-4 receptorok, valamint a mannan szarmazékok interakcidja kovetkeztében, melyek
indukaljak az T-sejtek Thl és Treg sejtté érését [205]. Hasonl6 moédon gyulladasos citokinek

termelédnek a dektin-1,2 CLR receptorok, valamint az o-mannanok és a B-gliikanok kolcsonhatasa

mannéz ligandokat felismer6 receptor, mely a TNF-o és IL-10 citokinek termel6dését indukalja [207].
A CARD-9 fehérjének jelentds szerepe van a gombds megbetegedések lefolyasaban, mivel a dektin-
1,2 és MINCLE receptorok is a CARD9-BCL10-MALT1 szignalizacios kaszkadon keresztiil fejtik ki
hatasukat. A fehérje hianya noveli a gombas fertézések kialakulasanak kockazatat [208,209]. A
mannéz receptor (MR) az IL-17 citokin [210,211], a DCSIGN pedig az IL-6 és IL-10 citokinek
termel6dését segiti eld [212,213]. IL-12 és kemokinek jelenlétekor a DC-k a nyirokcsomokba
vandorolnak, ahol az éretlen T-sejteknek prezentaljak az antigéneket, el6segitve a T-sejtek Th- és Tec-
sejtekké differencialodasat [204]. Ezek citokinek termelésén keresztiil fejtik ki effektor funkcioikat. A
Thl- és Thl7-sejtek kemokinek segitségével visszamigralnak a fertézés helyére és aktivaljak a
makrofagokat és PMN-ket [204].
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A velesziiletett immunrendszer is részt vesz az antifungélis valasz kialakitdsaban. A
makrofagok, dendritikus sejtek és a PMN-k képesek fagocitalni a patogén gombat, majd a makrofagok
¢s PMN-k antimikrobialis peptideket, gyulladasos citokineket, és kemokineket termelnek [204]. A
természetes 0losejteket (NK-sejtek) is szamos gombakomponens aktivalja, és citotoxikus molekulak

termelésével kozvetleniil gyakorolnak gatlo hatast a gombakra [204].

2.7 A vas szerepe a human patogének tulélésében

A S. ’boulardii’ fungémiak patomechanizmusa, a virulencia faktorok, melyek segitik a
probiotikus élesztét a véraramban vald fennmaradasban, valamint az, hogy ez az ¢éleszt6 hogyan
kolonizalja szisztémas fertézéskor a szerveket még mindig tisztazatlan és nem kelléen kutatott
tényezok. Fungémia sordn az élesztd szdmara kornyezetet biztositd véraramban jelen 1évo faktorok a
gazdaszervezetben, és az élesztd ezekre adott valaszai fontos szerepet jatszanak a patogenitasban
[214]. Mint minden eukaridta szervezetben, a vas kritikus szerepet jatszik az emberben, és
kofaktorként miikodik az elektrontranszport-lancban, az oxigénszallitisban, a DNS szintézisben és
javitasban, valamint a metalloproteinek felépitésében is részt vesz [215]. Vastulterhelés, illetve a
szabad vas megjelenése esetén azonban toxikus folyamatok indulnak be a szervezetben, mivel a vas a
Fenton-reakcio koveteztében katalizalja a hidroxilgyokok képzodését, ami komoly sejtkarosodast
okoz [216,217]. Ennek megel6zése érdekében a human szervezetben szabalyozé mechanizmusok
fejlodtek ki, melyek csokkentik a szabad vas mennyiségét a vérben, illetve a patogének altal okozott
gyulladasok kornyékén (4. abra).

A vas dontd tobbsége a véraramon beliil az eritrocitdkban 1évé hemoglobin molekuldkban
talalhaté meg, melyek mindegyikéhez négy hem molekula kétddik. Mindegyik eritrocita kortilbeliil
280 milli6 hemoglobin molekulat tartalmaz, igy egy vordsvértestben tobb mint 1 milliard vas atom
talalhato [218]. A hemoglobin elsédleges funkcidjan, a 1égzési gazok szallitasan (oxigén szallitasa a
szovetekhez, szén-dioxid, és szén-monoxid eltavolitasa a szervezetbdl) kiviil szamos egyéb funkciot
lat el: katalizisben [nitrit reduktdz, nitrogén-monoxid (NO) dioxigendz, monooxigenaz,
alkilhidroxiperoxidaz, észteraz, lipoxigenaz], a NO metabolizmusban, a pH szabalyzasaban és a redox
egyensuly fenntartasaban is részt vesz [219]. Az eloregedett hemoglobin molekulakat a makrofagok
bontjak le a retikuloendotelilis rendszerben a hem oxigenaz-1 enzim (HO-1) segitségével. A HO-1
aktivitasa révén szabad vas, szén-monoxid (CO) és biliverdin keletkezik. A vas ezt kovetden
ferroportin csatorndkon keresztiil visszajut a vérbe, ahol transzferrin és ferritin molekulakhoz kotddik.
Tehat még a vorosvértestek eloregedésekor felszabadulo vas is fehérjéhez kototten van jelen a vérben,
megnehezitve a patogén mikroorganizmusok szamdara annak felvételét és hasznositasat.

Egyes patogének mechanizmusokat fejlesztettek ki a vas, illetve vastartalmi hemoglobin és

hem megkotésére, hasznositdsara, akar a vorosvértestek lizalasan, roncsoldsan keresztiil is. Azonban
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az igy felszabadult hemoglobint a haptoglobin, a hemet pedig a hemopexin fehérje koti, ami limitalja
a patogén organizmus szamara a vas elérhet6ségét (4. abra). A vasat pedig nem csak a transzferrin,
hanem mas molekuldk is képesek kotni (ugyan Kisebb affinitassal), mint példaul az albumin, a citrat és
egyes aminosavak [218]. Gyulladas, illetve patogének megjelenése esetén a maj, a neutrofil
granulocitak, valamint a makrofagok hepcidint termelnek, ami csokkenti a szabad vas mennyiségét a
fertézés helyén, egyfajta anyagcsere altal kivaltott immunitasként (angol szakirodalomban
“nutritional immunity”) (3. abra) [218,220,221]. Az IFN-y, TNF-a, IL-1 és IL-6 citokinek pedig a
hepcidintél fliggetlen Gtvonalon akadalyozzak meg a patogének vasfelvételét [222,223]. Mindezen
feliil a nyalkahartya szekrétumaban, valamint a neutrofil granulocitak granulumaiban megtalalhato
egy glikoprotein (laktoferrin), ami nagy affinitassal koti meg a vasat, limitalva a felvehetd vas
mennyiségét a nyalkahartya feliileteken, és a fert6zés helyén (4. abra) [224]. Ezek a folyamatok
egyiittesen egy vashianyos kornyezetet hoznak 1étre a patogén organizmusok kornyezetében (4. abra)

[216].

hemolizis
/\‘ ‘e haptoglobin
N (hemoglobin)
T - hemopexin vaselvonds a véraramban
(hem)
- transzferrin
eritrocita (vas)

................
..................................
uuuuu
.............
...........
......
......
.........
!
w?
‘-
t
aw
a
0
30"
W

F'
mem‘ PN
proinflammatorikus| f O , vaselvonds az enterocitdkban
citokinek N ) ‘ N és a makrofagokban
— b o gt
enterocita makrofag
\j O L — s vaselvonas a gyulladés helyén
. - (,—3?:: - — -
"N\ (sznderokaIlnlllpokalm-z)
neutrofil makrofag
granulocita

4. abra A human szervezet leggyakoribb folyamatai, melyek limitaljdk a szabad vas, illetve a
hemoglobin és hem el6fordulasat a véraramban és a szervezet mas részein patogének megjelenése
esetén. Abrakészité alkalmazas: Biorender (https://biorender.com/)
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2.7.1 A hem-vas hasznositasa az éleszt6 hem oxigenaz-1 (Hmx1) enzime altal

Az elérhetd szabad vas jelenléte kritikus faktor a patogén gombak taléléséhez [216] és a
Saccharomyces fajok, ideértve a probiotikus éleszt6t is, sem kivételek ez aldl. Vashiany esetén az
¢lesztd Aftl/Aft2 transzkripcids faktorai aktivaljak a vas metabolizmus szabalyozasaért felelés olyan
géneket, melyek az extracelluldris vas felvételéért és az intracellularis vas mobilizalasaért felelsek
[225]. Saccharomyces élesztékben az egyik fontos eleme ennek a rendszernek az endoplazmatikus
retikulumhoz (ER) kotott vas ujrahasznositd fehérje, a hem oxigenaz-1 (Hmx1), melyet a HMX1 gén
(YLR205C; XII. kromoszoma jobb karjan) kodol (5. B abra). Hem oxigenaz aktivitasa révén a hem
lebomlésat idézi eld, melynek eredményeképp szén-monoxid, biliverdin és szabad vas keletkezik
[226,227]. A kiilonbozé Candida-fajokban (C. albicans, C. auris, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
parapsilosis) is megtalalhatoé ortologja, és 317 aminosavbol all [226,228-230]. C. albicansban a
HMX1 jelentdsen hozzajarul a gomba patogenitasahoz [231]. Ez kozvetleniil Osszefligghet a
gazdaszervezet hembdl és hemfehérjékbdl, példaul a hemoglobinbdl szarmazo6 vas felhasznalasaval
[231]. Ugyanakkor a kézelmultban kideriilt, hogy a CaHmx1-nek inkabb a hem altal okozott toxicitas
elkeriilésében van szerepe a C. albicans élesztéfajban [232]. A CaHmMXx1 sejten beliili lokalizacioja
még nem tisztazott, valamint a szabad hem és a hemoglobin hem felhasznalasaban szerepet jatszo
egyéb enzimek sincsenek még meghatarozva (5. A abra) [232-234]. A Candida-fajoknal a hemben és
hemoglobinban taldlhaté vas megkotése ¢és felvétele az RbtS, Rbt51/PgalO, Pga7 ¢és Csa2
extracellularis membran fehérjéken (CFEM) keresztiil, a CFEM hem transzfer kaszkad segitségével
torténik [233-235]. Az eddigi genetikai és biokémiai adatok alapjan a hem extrakcioja
extracellularisan torténik a hemoglobinbol, majd a CFEM fehérje kaszkad segitségével az
endocitotikus rendszerbe tovabbitédik. Ennek eredményeként a hem endoszomaba keriil, ahol a vas
felszabadul, és feltehet6en az Smf3 transzporter fehérje altal a citoszolba exportalédik (5. A abra)
[30].

Bar a S. cerevisiae Hmx1 enzimének hem lebonto aktivitasa régéta ismert, funkcidjat még nem
hoztak Osszefliggésbe az élesztd patogenitasaval. Mas S. cerevisiae-hez hasonloan a S. ‘boulardii’ is
hordozza a HMX1 gént, és korabbi vizsgalatunk Szerint a probiotikus élesztben egy extra szerin

aminosavval hosszabb fehérjét kodol az S288c¢ referenciagénhez képest [176].
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5. abra A C. albicans és S. cerevisiae szabad hem és hemoglobin hem felhasznalasanak sematikus
abrazolasa. A) A C. albicans glikozilfoszfatidilinozitol (GPI) kapcsolt CFEM sejtfelszini fehérjékkel
rendelkezik, melyekkel lehetséges az extracellularis hem endocitdzissal torténd felvétele. A CaHmx1
képes a hem lebontdsara azonban a hem vas hasznositidsanak tobb Iépése nem tisztazott még
(kérdojelekkel jelolve)[232—-235]. B) A S. cerevisiae sejtfalan nincsenek hemet ko6té proteinek, igy
nem képes a sejten kiviili szabad hemet, illetve hemoglobin hemet hasznositani [225]. A Hmx1 ebben
az esetben ER-hez kotott, igy csak a sejten beliil talalhato hemet képes lebontani. Abrakészitd
alkalmazas: Biorender (https://biorender.com/)

2.7.2 A S. cerevisiae hemolitikus aktivitasa

A C. albicans feltételezett hemolizin termelése jelentésen hozzajarul a hemoglobin hem
felvételéhez azaltal, hogy a vordsvértestek hemolizisével hemoglobin keriil a véraramba [236-238].
Bar a S. cerevisiae Hmx1 hem lebonté aktivitasa régdta ismert, funkcidjat még nem hoztak
Osszefliggésbe az €lesztd patogenitasaval. A S. cerevisiae-hez hasonldan a S. 'boulardii’ is hordozza a
HMX1 gént [135].

A S. cerevisiae-ben ritka a mikrobiologiai in vitro modszerekkel (véres agaron) kimutathatd
hemolitikus képesség, habar korabbi tanulmanyok szerint az alkohol okozta stressz hidrogén peroxid
¢s litikus lipidek felszabadulasat idézi eld, ami hozzdjarulhat a vordsvértestek karosodasdhoz
agarlemezen is [239,240]. A S. cerevisiae-nek nincsenek hem-koté proteinjei, igy nem képes a hem
vagy a hemoglobin felvételére és a benniik 1év6 vas hasznositasara (5. B abra) [225]. A S. ’boulardii
esetében nem irtak még le hemolitikus aktivitast, azonban fontos megjegyezni, hogy az ezt vizsgald
tanulmanyokban tripton-szoja vagy Columbia agar alapu véresagart hasznaltak, melyek elsddlegesen
baktériumok tenyésztésére alkalmas taptalajok [239,241,242]. llyen taptalaj hasznalata éleszt6knél az
optimalistol eltérd szaporodast és metabolikus aktivitdst okozhat, mely torzithatja a hemolizis
vizsgalatanal kapott eredményeket, ezért hasznalatukat az emlitett tanulmanyokban metodikai hibanak

tartjuk.
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3. CELKITUZES

Munkank 6 célja a S. "boulardii’ probiotikus éleszté fungémia kialakuldsi mechanizmusanak
tanulmanyozasa volt, in vitro és in vivo modellek, valamint a CRISPR/Cas9 genom szerkesztési
modszer alkalmazasaval. A torzsgyljteményiinkben kereskedelmi és klinikai izolatumok
(vérizolatumok is) egyarant rendelkezésiinkre alltak, igy lehetdségiink volt Osszehasonlitasokat

végezni a kiillonboz6 forrasbol szarmazo élesztdk kozott.

Ezt alapul véve az alabbi célkitizéseket fogalmaztuk meg:

1. Egy olyan megbizhatdo diagnosztikai modszer kifejlesztése ¢és optimalizalasa, mellyel
egyértelmiien el lehet kiiloniteni a S. 'boulardii’ probiotikum eredetli klinikai izolatumokat

mas Saccharomyces vagy akar mas éleszt6 fajoktol.

2. A S. 'boulardii kesekedelmi és klinikai izolatumok virulencia faktorainak in vitro (alkalikus
foszfataz termelés, protedz teremelés, hemolitikus aktivitas) és in vivo (Galleria melonella
larva, ¢és immunszuppresszalt BALB/c egér modell) vizsgalata az élesztd fert6zési

képességének felmérése céljabol.

3. A probiotikus élesztéizolatumok genomikai analizise az egyik kereskedelmi torzs long-read
(Oxford Nanopore Technologies; MinlON késziilék) teljesgenom szekvenalasat és

genomjanak Osszeallitasat és annotalasat kovetden.

4. A szakirodalom alapjan a hipotézisiink az volt, hogy az élesztd6 hem oxigenaz génje (HMX1)
virulencia faktor lehet, ami elésegiti az éleszt6 talélését emlés gazdaszervezetben. Terviink a
HMX1 gén szerepének felderitése volt az €lesztd vérben valo talélésében €s virulenciajaban,

CRISPR/Cas9 moédszerrel torténd géndelécion és a delécios torzsek jellemzésén keresztiil.
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4. METODIKAK

4.1 Felhasznalt izolatumok és torzsek, torzsfenntartas

A kisérletekben 14 magyarorszagi S. boulardii izolatumot hasznaltunk fel. Ezek koziil négy
izolatum kereskedelmi (S. ’'boulardii’ CNCM 1-745), tiz izolatum pedig klinikai volt (2. tablazat)
[214]. A kereskedelmi izolatumok két magyarorszagon kaphatd termékbdl keriiltek izolalasra
Tanszékiinkon. Azért, hogy figyelembe vegyiik a klonalis heterogenitast, mindegyik termékbdl két-két
izolatumot vizsgaltunk. A Kklinikai izolatumok a Debreceni és a Szegedi Egyetem Klinikai
Kozpontjanak gyljteményébdl szarmaztak, és eredetiikrdl részletes betegadatok alltak rendelkezésre
(2. tablazat) [214]. A termék helytelen korhazi alkalmazasat (a termék kinyitasa a paciensek kozvetlen
kozelében) nem tartottuk valdsziniinek, igy a kontaminacid esélyét elenyészonek vettiik. A betegek
adatait az EU, az 4llami ¢és a helyi eldirasoknak megfelelden kezeltiik, a Debreceni Regiondlis és
Intézményi Kutatdsetikai Tandcs klinikai vizsgalati etikai jovdhagyasaval (DE RKEB/IKEB 5194-
2019). Hat izolatumbol homozigéta hem oxigenaz-1 (HMX1) delécios mutans torzset hoztunk létre a
CRISPR/Cas9 genom editalasi technologia segitségével, ezeket egyedi torzsazonositoval lattuk el (2.
tablazat). Az izolatumokat és torzseket harom csoportba osztottuk eredetiik alapjan, melyek a
kovetkezOk voltak: kereskedelmi (C; PY0001, PY0002, PY0003, PY0004), mikézist nem okozéd (NM;
DE27020, DE3912, DE42533, DE42807, DE45866, 465/2018, 551/2018, 2251/2018), és mikozist
okoz6 izolatumok (M; DE6507, DE35762). A HMX1 delécids torzseket is hasonloképpen osztottuk
csoportokba: aakereskedelmi (AI0001, AI0003), aamikoézist nem okozd (AIO005, AI0007), és
Aamikodzist okozo (AI0009, Al0011) torzsek (2. tablazat).

Az izolatumok els6 faji identifikidldasa MALDI-TOF eljarassal tortént a Debreceni Egyetem
Orvosi Mikrobiologia Intézetében, illetve a Szegedi Egyetem Klinika koézpontjaban. A
tomegspektrumok Microflex Biotyper-rel lettek eldallitva (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) a
gyartod szabvanyos beallitasait hasznalva. A tomegspektrometriai profilok a flexControl 3.0-s verzioja
szoftverrel (Brucker Daltonics) lettek felvéve, és 2000 és 20 000 Da kozotti tomegtartomanyban
keriiltek elemezésre. Az igy kapott eredmények a Bruker Daltonics adatbazissal vetették Ossze az
Intézet diagnosztai.

Az izolatumokat 30% glicerint tartalmazé YPD tapkozegben taroltuk (VWR Chemicals,
Solon, OH, USA, pH 5,8) —-70°C-on. A torzsfenntartasnal figyelmet forditottunk arra, hogy
minimalizaljuk az atoltdsok szamat azért, hogy megakadalyozzuk a potencidlis geno- és fenotipusos
valtozasok felhalmozodasat a mintakban, mely az ¢éleszt6torzseknél nemrégiben kimutatott és
részletesen vizsgalt klonalis heterogenitas jelensége miatt torténhet [198]. Ezért a kisérleteket mindig

az eredeti, —70 °C-on tarolt izolatumokkal végeztiik két atoltast kovetden, tehat elészor 30 °C-on,
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48 oran keresztiil inkubaltuk az izolatumokat “’Yeast Peptone Dextrose” (YPD) agar taptalajon, majd
ezeket a tenyészeteket hasznaltuk kozvetleniil az adott kisérlethez.

Patogén pozitiv kontrollként a C. albicans SC5314 tipustorzset hasznaltuk egyes patogenitasi
teszteknél, a multiplex PCR modszer negativ kontroljaként pedig a Pichia kudriavzevii
(=Candida krusei) DE22293 izolatumot (Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet
gyljteményébol).
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2. tablazat A felhasznalt S. cerevisiae és S. 'boulardii’ izolatumok, valamint AAHMX1 mutans torzsek.

#sorszam ID AAHMX1 mutans Tipus Formulazas Termék fajosszetétele Beszerzés helye Izolalas ideje Go)x,:;ta’agﬁ
Imi
1 PY0001 AI0001 ke;;;ietifnml szaritott S. ‘boulardii’ Debrecen, Magyarorszag 2015. marc. Franciaorszag
kereskedelmi L , . . ;
2 PY0002 AI0003 oldtum szaritott S. 'boulardii Debrecen, Magyarorszag 2017. nov. Franciaorszag
T
3 PY0003 - keir;zi;etifnml szaritott S ‘boulardii’ + L. rhamnosus Debrecen, Magyarorszag 2017. szept. Csehorszag
T
4 PY0004 - keir;(s)i;etifnml szaritott S. ‘boulardii’ + L. rhamnosus Debrecen, Magyarorszag 2017. nov. Csehorszag
Eletkor a for ol B i :
#sorszam ID AAHMX1 mutans Tipus mintavétel Nem Eges.z S8l iﬂlaPOt Mikézis Mintavétel helye M1f1ta‘./etel Foldrajzi hely
1 s az izolalaskor ideje
idején
5 DE342 - ,klm,lkal 40 Q hiivelygyulladas igen méhszaj 2018. jan. 3. DENKhmka
izolatum Kozpont
klinikai Slyesztetett DE Klinik
6 DE722 - mreat 29 9 veszelyesziete nem méhszdj 2018. jan. 8. A
izolatum terhesség Kozpont
7 DE3912 - ,klm,lkal 85 J tiidégyulladas nem légcso (légesd kaniil) 2018. jan. 31. DENKhmka
izolatum Kozpont
8 DE6507 AI0009 ,khn,lkal 63 J tiidégyulladas igen hemokultara 2017. febr. 18. DE“Khmka
izolatum Kozpont
9 DE10397 - ,khn,lkal 67 d S#Iv es errends,zerl nem légesd (1égeso kaniil) 2018. marc. 14. DE“Khmka
izolatum megbetegedés Kozpont
Kklinikai barachnoidali DE Klinik
10 DE11595 - kal 45 G subarachinoldatis igen hemokulttira 2018. marc. 22. e
izolatum verzes Kozpont
1 DE22293 _ .klm,lkal 36 ¢ akut hasnyah,mrlgy nem ho'rgo (n,u.n’tavet,el az 2015, j6l. 11. DE“Khmka
izolatum gyulladas intubacio soran) Kozpont
klinikai szepszis horgd (mintavétel az DE Klinika
12 DE27020 - izolatum 40 ¢ (bakterialis) nem intubacid soran) 2015. aug. 23. Kozpont
13 DE27290 - Mdinikai 71 g aorta szikiilet nem horgG (mintavétel az 2015, aug. 25, v Klinika
izolatum intubacid soran) Kozpont
Kklinikai DE Klinik
14 DE29607 - ol 61 g tiidérak nem kopet 2015. szept. 16. o
izolatum Kozpont
15 DE35762 AT0011 KMinikai 66 9 légzésielégtelenség  igen hemokulttra 2015.n0v.5.  DE Klinika
izolatum Kozpont
16 DE42533 - Klinikai 2 J folyadék nem torok 2017. dec. 15. DE Klinika
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izolatum homeosztdzis zavar Kozpont
17 DEA42651 - Minikai 59 90% os Egés nem orr 2017. dec.2.  Dr Klinika
izoldtum sériilés Kozpont
linikai DE Klini
18 DE42807 - Klinikal 1 hasmenés nem hitvely 2017. dec. 4. Klinika
izoldtum Kozpont
19 DE43763 B ‘khnrlkal 7 szeps.zrls. nem ho.rgo (rfu.n,tave’fel az 2017, dec. 11. DE"Khmka
izolatum (bakterialis) intubacid soran) Kozpont
20 DEA45866 - Minikai 64 agyi infarktus nem horg (mintavetel az 2017. dec.29.  DE Klinika
izolatum intubdcid soran) Kozpont
Klinikai DE Klinik
21 551/2018 - el 81 paralitikus ileusz nem széklet 2018. jan. 3. A
izolatum Kozpont
Klinikai DE Klinik
22 465/2018 AT0005 mreat 11 amenorrhea nem hitvely 2018. jan. 3. o
izolatum Kozpont
23 2251/2018 AI0007 Minikai 17 fekélyes nem széklet 2018.jan. 8, DF Klinika
izolatum vastagbélgyulladas Kozpont
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4.2 Genetikai moédszerek

4.2.1 DNS izolalas, Multilocus Sequence Typing (MLST)

Az aldbb ismertetett genetikai fingeprinting és MLST vizsgalatokba a Debreceni Egyetem
Klinikai Kozpontjdban izolalt klinikai élesztdizoldtumokat, valamint a kereskedelmi probiotikum
izolatumokat vontuk be. A genomi DNS izolalasa Hanna és Xiao [243] tanulmanya szerint tortént.
Izolalast kdvetden a koncentraciot 100 ng/pl-re allitottuk be minden esetben. A DNS-mintékat 1xTE
pufferben (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA) —20 °C-on taroltuk. A kolonia PCR-hez a DNS-t Ldoke és
munkatarsai [244] eredményei alapjan izolaltuk, és 1xTE-ben taroltuk.

A “Multilocus Sequence Typing” soran négy magi gén [CUPL (teljes), HMX1 (teljes), CCAl
(788 bp fragmentum), NUP116 (427 bp fragmentum)] és az ”Internal Transcribed Spacer” (ITS) régid

szekvenalasat végeztiik el, melyek mindegyike mas-mas kromoszoman helyezkedett el.

Az MLST vizsgilathoz felhasznalt primerek listdja:

CCALf (5-GTGCTTTGGCACACC-3") [245],

CCALr (5-ATTCTTGATCAGTTCCCTGTA-3") [245];

CYTIf (5-CATTTTCATTACACTATATCATCTACTA-3') [245],
CYTIr (5-CAATTCAGTATGCTCTACTAATA-3") [245];
HMXIf (5-GCTTAGTCTAAGGAGGAGCTAT-3') [176],
HMXIr (53-TGCTGTTTTTCCTTCCCTATTC-3") [176];
NUP116f (5'-AAGCAACTGTCACCAACACG-3') [246],
NUP116r (5'-CTTCCCCATCGTTCTTTGAG-3') [246];

ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') [247],

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') [248].

A PCR reakciok soran Pwo polimeraz enzimet (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
alkalmaztunk. PCR protokoll: 94 °C 2 perc, 34% (94 °C 20 mp, 55 °C 50 mp, 68 °C 80 mp), 68 °C 5
percig. Mindegyik reakcidhoz 0,2 mM dNTP-t és 10 pmol primert hasznéltunk, és a reakcidk térfogata
50 wl volt. Az amplifikaciohoz egy Applied Biosystems 2720 (Foster City, CA, USA) tipusu PCR
késziiléket hasznaltunk. A PCR termékeket 1,2 %-os agaroz gélen futtattuk meg, és az elektroforézist
90 V-on 45 percig végeztiik; méretiik vizsgalatahoz UV fényt alkalmaztunk. A PCR termékeket az
[llustra GFX PCR DNS ¢és Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) segitségével
tisztitottuk, és a PCR-hez hasznalt primerekkel két iranybol megszekvenaltuk (Microsynth AG,
Ausztria). A ,read”-eket a Chromas 2.6.5 (Technelysium Pty. Ltd.) hasznalataval ellendriztiik és
szerkesztettiik. A teljes 1TS1-5.8S rDNS-ITS2 szekvenciat ITSx segitségével nyertiik ki a “read”-
ekbdl [249]. A szekvenciak a GenBank adatbazisba keriiltek feltoltésre (F2. tablazat). A filogenetikai
analizishez a szekvencidkat a MUSCLE hasznalataval illesztettilk és MEGA X szofver segitségével

32



konkatenaltuk [250]. A modellszelekciot és a Maximum Likelihood filogramok generalasat szintén a
MEGA X szofverrel végeztik 1000 bootstrap ismétléssel [250]. A dendrogramokat az iTOL
szofverrel [251] vizualizaltuk. Az egyik heterozigdta élesztdizolatumban a haplotipusokat pJET1.2
vektoroba torténd klonozassal kiilonitettiik el a ClonelJet (Thermo Fisher Scientific) segitségével,
melyet a gyarté ajanlasainak megfelelden hasznaltunk, majd ezt kovetden szekvenaltuk a
haplotipusokat. A szekvencia illesztéseket FigShare-ben (doi: 10.6084/m9.figshare.8114258)
helyeztiik el.

4.2.2 PCR-fingerprinting

A “Microsatellite-Primed PCR” (MSP-PCR) reakciokhoz 50 ng genomi DNS-t (gDNS)
hasznaltunk 12,5 ul térfogata reakciokhoz [252]. A (GTG)s primerrel végzett reakciokhoz a kovetkezd
PCR programot hasznaltuk: 95 °C 5 perc, 30% (94 °C 30 mp, 45 °C 30 mp, 72 °C 50 mp), 72 °C 5
perc. Az amplifikiciohoz 1,5 egység GoTaq DNS-polimerazt hasznaltunk GoTaq Green pufferrel €s
2,5 mM MgCl.-dal, 0,2 mM-os dNTP-vel. Mindegyik reakcidhoz 10 pmol primert hasznaltunk. A
reakciokat C1000 Touch tipustt PCR késziilékkel (BioRad, Hercules, CA, USA) végeztiik.

Az interdelta fingerprintinghez a deltal2 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3') és a
delta2 (5'-GTGGATTTTTATTCCAACA-3') primereket [253] hasznaltuk. Minden 25 pl-es
reakcidhoz 50 ng DNS-t és 0,75 egység GoTaq G2 DNS polimerazt (Promega, Madison, WI, USA)
hasznaltunk 2,5 mM MgCl-dal) (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) kiegészitett GoTaq
Green Pufferrel (Promega). Mindegyik primerb6l 12,5 pmol-t hasznaltunk, és 0,2 mM dNTP-t [254].
A reakciokat TProfessional tipusi PCR késziilékkel (Biometra, Gottingen, Németorszag) végeztik. A
PCR protokoll a kévetkez6 volt: 95 °C 5 perc, 30x (94 °C 50 mp, 55 °C 50 mp, 72 °C 50 mp), 72 °C
5 perc.

A PCR-termékeket (5 pul) 1,2%-0s (MSP) vagy 2%-os (interdelta) agaroz gélekre vittiik fel, az
elektroforézist 110 V-on, 75 percig végeztik 1xTris-acetat-EDTA (TAE) pufferben. Minden
elektroforézishez 1 kb DNS-markert (Thermo Fischer Scientific) hasznaltunk. A savokat gy tettiik
lathatova, hogy Gel Red-del (Fremont, CA, USA) festettilk az agardz géleket 20 000x higitasban,
majd transzilluminatort hasznaltunk. Azt igy kapott képeket a http://genomes.urv.es/UPGMA/ cimen
elérhet6 UPGMA algoritmussal elemeztiikk a Dice koefficiens alkalmazasaval. A dendrogramokat

iTOL segitségével vizualizaltuk [251].

4.2.3 Mikroszatellita tipizalas

A mikroszatellita tipizalast az YLR177wf (5°-CTTAAAC AACAGCTCCCAAA-3’) ¢és
YLR177wr (5’-ATGAATCAGCGCATCAGAAAT-3’) primerekkel [255] végeztik az YLR177w
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mikroszatellita  régioban, ¢é a YOR267cf (5’-ATGACTGCAGCAATGAATCG-3’) ¢és
YOR267cr (5'-TCCTCTGTGCTGTTGACTCG-3") [256] primerekkel a HRK1 (YOR267c)
mikroszatellita régioban. A PCR program a kovetkez6é volt: 98 °C 30 mp, 18x (YOR267c) vagy
20x (YLR177w) (98 °C 10 mp, 55 °C 20 mp, 72 °C 15 mp), 72 °C 5 perc. Mindegyik 12,5 ul térfogath
reakciohoz 0,25 egység Phusion polimerazt (Thermo Fischer Scientific), 20 ng gDNS-t, 10 pmol
primert és 0,2 mM dNTP-t hasznaltunk. Azért alkalmaztunk rovid programot és nagy pontossagu
polimerazt, hogy elkeriiljiik a polimeraz templaton vald6 megcsuszasat és egyéb, a mikroszatellita
régiok amplifikaciojakor gyakran felmeriild problémakat. A reakciokat C1000 Touch PCR
késziilékkel hajtottuk végre. A gélelektroforézist GelRed-del festett 3%-0s ”low electroendosmosis”
(LE) TBE agar6z gélen, 110 V-on, 5 oran keresztiil végeztiikk. Minden futtatashoz 5 pl terméket
hasznaltunk. A primerek bekotodési helyeit a S. ’boulardii’ genomon belill és a varhato
termékméreteket az NCBI adatbazis Nucleotide BLAST funkcidjaval hataroztuk meg [135]. A
mikroszatellit alléleket 20 bp-os markerrel (Sigma Aldrich) és a GelAnalyzer szoftverrel (Lazar &
Lazar, http://www.gelanalyzer.com/) hataroztuk meg a PCR termékek méretének és ezaltal a
mikroszatellitiban talalhatd ismétlések szamainak meghatarozasahoz. A mono-, di- és triallélikus
izolatumok jelenléte miatt az ismétlésszamokat a POLYSAT 1.7 csomag segitségével R-ben
hasonlitottuk 6ssze [257], a ploiditas el6zetes feltételezése nélkiil. A paronkénti sszehasonlitasokhoz
Bruvo-féle tavolsagot szamoltunk. A ,minimum spanning network” halozatokat egy R-csomag

(poppr) segitségével vizualizaltuk [258].

4.2.4 Multiplex PCR

A munka soran a probiotikum éleszt6 izolatumok azonositasara alkalmas multiplex PCR
modszert fejlesztettlink ki és hasznaltunk, ami az Eredmények fejezetben részletesen ismertetésre
keriil. R6viden: A modszer az interdelta, két mikroszatellita (YLR177w, YOR267c¢) és kontrollként az
ITS régiot amplifikdld primerparokat kombindlja egyetlen PCR-reakcioban, ami a probiotikus
¢lesztOkre jellegzetes hosszusagi termékeket és savmintazatot eredményez gélelektroforézist
kovetden. A modszer alkalmazasakor az altalunk publikalt protokollt kovettiik [176]. Kontroll
torzsként egy P. kudriavzevii torzset (DE22293) hasznaltunk.
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4.3 Genomikai modszerek

4.3.1 Teljesgenom szekvenalas

A genomikai analizishez 6, a géndelécios kisérletekbe is bevont izolatumot valasztottunk Ki
(PY0001, PY0002, 465/2018, 2251/2018, DE6507, DE35762), illetve korabban szekvenalt, NCBI
SRA-bdl letoltdtt genomokat [4] is felhasznaltunk. A kdnyvtar-elokészitést tagmentalassal végezte a
Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltatdo Laboratériuma a Nextera DNA
Flex Library Prep kittel (Illumina, San Diego, CA, USA), a gyartd eldirdsai szerint. A szekvenalast
150 bp paired-end” read-ekkel végezték Illumina NextSeq 500 rendszerrel, ~50x lefedettséggel.
Tovabba a PY0001 esetében a torzs konyvtarat 400 x lefedettséggel is megszekvenaltattuk egy kiilon
futtatas soran. A nyers Illumina readek az NCBI SRA adatbazisba keriiltek feltoltésre (BioProject
PRINA813763).

4.3.2 Long Read szekvenalas, teljesgenom Gsszeallitas és annotalas a PY0001 izolatumra

A long read szekvenalashoz a PY0001 izolatum genomi DNS-ét a Quick-DNA™ High
Molecular Weight (HMW) MagBead Kittel (Zymo Research, Irvine, CA, USA) izolaltuk a cég
utasitasai szerint, azzal a kiilonbséggel, hogy a sejtek feltarasat nem lizozim, hanem R-Zymolyase
(RNaz A-t tartalmazd zimolidaz; Zymo Research, Irvine, CA, USA) enzimmel végeztik. A
konyvtarkészitést Ligation Sequencing Kittel (SQK-LSK109; Oxford Nanopore, Oxford, UK)
végeztik, majd MinlON késziilékkel, R9.4.1 Flow Cell-en megszekvenaltuk. A kapott .FAST5
szekvenalasi fajlokat felhasznalva Gsszeraktuk a genomot az LRSDAY pipeline segitségével [259]. A
szekvenalast 550x lefedettséggel végeztikk (a S. cerevisiae S288C genomjat figyelembe véve). A
kapott .FASTS5 szekvenalasi fajlokra a ,,basecalling”-ot és az adaptorok trimmelését (,,high accuracy”
modell) a cég altal biztositott MinKNOW szofterrel végeztilk AMD Ryzen 5 processzorral. A pipeline
soran a kapott readeket el6szor szirtiik, valamint a lefedettséget 60x-ra csokkentettiik, az assembly-t
(LRSDAY Canu scriptje alapjan) pedig a long readekkel [LRSDAY Racon (2x) és Medaka (2x)
scriptek alapjan] és a ~400x lefedettségii, Illumina szekvenalasbol szarmazo readekkel [LRSDAY
Pilon (2x) script alapjan] javitottuk (az Gn. ,,polishing” eljarassal). Az LRSDAY pipeline-nal nem
csak osszeillesztettiik a genomot, hanem annotaltuk is az egyes genomalkotokat (gének, centromerek,
transzpozonok, telomerek), ezzel az izolatum génkészletét és Ty-transzpozon-tipusait is felderitettiik.
A .GFF3 annotécios fajlt FigShare-en helyeztiik el. Az Osszeillesztett kromoszomak paronkénti
illesztését a S. cerevisiae S288c referencia genommal a MAFFT 7 szoftverrel végeztikk [260]. Mivel a
genomdsszeallitds a mitokondridlis DNS-t nem illesztette teljesen Ossze, a PY0001 magi genomjat

Peter és munkatarsai [4] CIM nevili probiotikus élesztégenomjanak mitokondrialis szekvenciajaval
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egészitettiik ki, mikor referenciaként hasznaltuk térképezésre. A genomdosszedllitdis az NCBI SRA

adatbazisba kertilt feltoltésre (BioProject PRINA813746).

4.3.3 Térképezés a referencia genomokra

Az Illumina szekvenalasbol, valamint az SRA-bol szarmazo .FASTQ fijlokat fastp
segitségével (https://github.com/OpenGene/fastp) (Chen et al., 2018) “trimmeltiik” és szrtiik, majd a
S. cerevisiae S288C  [Saccharomyces Genome Database (SGD), yeastgenome.org] referencia
genomra, illetve mas Saccharomyces fajok genomjara térképeztiink [261-263] a Kim és munkatarsai
[264] eredményei alapjan elvégzett modositasokat kovetden. A S. ’"boulardii’ éleszté izolatumaink
nem-hibrid természetének megallapitasa utan egy Ujabb térképezési kort alkalmaztunk az altalunk
készitett PY00O1 referenciara. A térképezést a BWA 0.7.17 (http://bio-bwa.sourceforge.net/) [265]
segitségével végeztiik. A rendezett (azaz szortolt) BAM-fajlokat a Samtools 1.7 (http://htslib.org/)
[266] segitségével készitettiik, a duplikatum “readek”-et pedig a Picard-tools 2.23.8 Mark Duplicates
funkcioja (http://broadinstitute.github.io/picard/) segitségével jeloltiik meg.

4.3.4 Lefedettségi elemzés

A lefedettségi elemzéshez a BEDTools 2.30.0-t (https://github.com/arg5x/bedtools2) [267]
hasznaltuk. Mindkét térképezés esetén a kromoszomak egyes régioi lefedettségének kiszamitasdhoz
10 000 bazisos csuszoablakon beliil (5000 bazisonként csusztatva) szamitottunk median lefedettséget,
valamint a teljes kromoszoma median lefedettségét is megallapitottuk. Az igy generalt adatokbol
plotokat (a ploidiat figyelembe véve; lasd lent) készitettiink a potencidlis szegmentalis duplikaciok,

illetve deléciok és aneuploididk meghatarozasahoz.

4.3.5 Varians meghatarozas

A kapott BAM fjjlokat felhasznalva, az INDEL-ek koriili tjraillesztés, Osszevont
variansidentifikalas (,,joint calling”) és sziirés az egyes torzsekre (PY0001, PY0002, 465/2018,
2251/2018, DE6507, DE35762) a GATK 4.1.9.0 (https://software.broadinstitute.org/gatk/)
segitségével tortént [268,269]. Ennek soran azokat a régiokat, melyek a PYO000l-ben egyszerii
’repeat”-ként, centromer régioként, telomer régioként vagy hossz végallo ismétléddésként keriiltek
meghatarozasra, kizartuk az elemzésbdl az annotalas soran kapott .GFF3 f4jl alapjan, melybdl ezen
régiokat egy .BED f4jlba mentettiik és a Haplotype Caller szdmara kihagyandonak jel6ltiink. E16szor a
genom .VCF fajlokat (.g.VCF) generaltuk (HaplotypeCaller parancs), ezutan ”joint calling”-ot
alkalmaztunk (CombineGVCFs ¢és GenotypeGVCF parancsokkal), majd a kapott VCF fajlokban csak
az SNP-ket vagy az INDEL-eket valasztottuk ki (SelectVariants parancs). Az SNP-ket Fay és
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munkatarsai [270] altal hasznalt paraméterek szerint szilirtiik (VariantFiltration parancs): QD <5,0;
QUAL <30,0; SOR>3,0; FS>60,0;, MQ <40,0; MQRankSum <—12,5; ReadPosRankSum <—38,0.
Az INDEL-cket a QD <5,0; QUAL <30,0; FS> 60,0; ReadPosRankSum <—20,0. Ezutan az INDEL-
eket balra igazitottuk (LeftAlignindels parancs). A végsé VCF-fajlokhoz az INDEL-cket és SNP-ket
egyesitettilk (MergeVcfs Picard Tools-ban) és sziirtiik, a nem varians helyeket és szlirk altal kisziirt
pozicidkat pedig eltavolitottuk (SelectVariants parancs). Az igy identifikalt varians helyek figyelembe
vételével a GATK segitségével ,Base Quality Score Recalibration”-t (BQSR) végeztiink
(BaseRecalibrator ¢és ApplyBQSR parancsokkkal). A rekalibralt .BAM fajlokon a fentiek szerint Gjra
elvégeztiik a varidns identifikalas 1épéseit. A kombinalt gVCF fajlokat FigShare-en helyeztiik el
(.https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19322963). A ,joint calling”’-ot a hat szekvenalt torzsiinkre
veégeztik el, valamint egy kiilon ,joint calling”-ot végeztiink egy probiotikum és egy kiilcsoport

éelsztégenom bevonasaval is, a 4.3.6. fejezetben leirtak szerint.

4.3.6 Variansok hatasdnak meghatarozasa proteinkodolo génekre

Az identifikalt varidnsok hatdsdt a proteinkodold génekre a SNPEff 5.1 szoftverrel
(http://pcingola.github.io/SnpEff/) hataroztuk meg, mely meghatarozza, hogy egy-egy varians okoz-e
aminosavcserét, korai terminaciot, illetve egyéb valtozasokat a gén altal kodolt fehérjében [271].
Ehhez az LRSDAY pipeline .GFF3 fajlja és a .FASTA referenciagenom alapjan a SNPEff-ben
adatbazist épitettiink a szoftver utasitasai szerint, ¢és ezzel annotaltuk a .VCF fajlokat. A nagy és
kozepes hatasu varidns poziciokat .CSV fajlba exportaltuk (a heterozigdtasagi adatokkal egyiitt) €s
ezek alapjan Osszehasonlitottuk az izolatumokat. Az annotalt .VCF fajlokat Figshare-be toltottiik fel
(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19322963). Ezen feliil a HMX1 génnel genetikai, valamint fizikai
interakcioban 1év6 géneket is kigyijtottik a SGD-bol (letoltés datuma: 2022.03.29.) [272,273], hogy
az adatokat a hem oxigenaz-1-el dsszefiiggésben tudjuk vizsgalni. Osszesen négy fizikai interakcidoban
¢s 88 genetikai interakcioban résztvevd gént listaztunk ki 12 transzkripcids reguldtorral egyiitt.
Megvizsgaltuk, hogy a HMX1-el kdcsonhatasba 1épd géneket szignifikansan gyakrabban vagy
ritkabban érintenek-e mutaciok, mint mas géneket. Ehhez Fisher-egzakt tesztet alkalmaztunk. A
kozepes vagy nagy hatdsi mutacidok altal érintett gének potencidlis feldisuldsdnak felmérésére
GO Term analizist végeztink a Saccharomyces Genome Database-en (Analizis elvégzése:
2022.03.05.) [56,57].

Azokat a varians helyeket, melyekben a PY0001 Illumina olvasatainak térképezése sajat
referencia genomjara homozigdta eltérést mutatott, genomosszeallitasi hibanak vettiik és toroltik az
adatsorbdl. A heterozigota eltéréseket valos eltérésként kezeltiik. Az érintett génekhez manualisan gén
ontolégia cimszavakat (GO Term) rendeltink, illetve funkcioikat is kigyijtottik a
Saccharomyces Genome Database-bdl.
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4.3.7 Filogenomikai haldzat épitése, Maximum Likelihood filogénia

Annak érdekében, hogy megerdsitsilk a multiplex PCR alapjan kapott eredményeket és az
izolatumok kozeli rokonsagat, filogenomikai analizist végeztiink. Kontroll S. "boulardii’ torzsként a
CIM torzset hasznaltuk, kiilcsoportként pedig az ADD tdrzset (bor/Y-prime amplifikdcios csoport)
[4]. A koz0s genotipizalast és a sziirést a hat izolatumra és az elobb emlitett két torzsre végeztiik el,
hogy megkapjuk a sziirt .VCF fajlokat. Az SNP VCF fajlok alapjan .phylip genotipus matrixokat
hoztunk 1étre vef2phylip (https://github.com/edgardomortiz/vcf2phylip) [274] segitségével, melyek
tartalmaztak a heterozigota IUPAC kodokat. Ezeket az SNP matrixokat a MEGA X szoftverben
.nexus 3 formatumba konvertaltuk, majd a SplitsTreed V4.17.0-ben
(https://software-ab.informatik.uni-tuebingen.de/download/splitstree4/welcome.html) [275]
hasznaltuk arra, hogy Neighbor Net tipust genomhaldzatokat készitsiink korrekcié nélkiili P
tavolsaggal a heterozigdta poziciok kiértékelésekor, ezen poziciok atlagolasaval. Az 1QTree2 szoftver
segitségével [276] a teljes SNP matrixra Maximum Likelihood filogenetikai elemzést végeztiink az
alabbi modon: S. ’boulardii’ kontrollként a CIM nevii torzs genomjat hasznaltuk, kiilcsoportként
pedig a Wine/European: Y-prime-amplification alkladba tartoz6 ADD nevii torzs genomjat Peter és
mtsai. (2018) nyoman, a szekvenalasi fajlokat az SRA-baI toltottiik le. A matrix ezeket a genomokat
is tartalmazta. A matrix-szal a modellkeresést és automatikus modellvalasztast [a ModelFinder alapjan
[277], a matrix jellege miatt ,,ascertainment bias correction” (+ASC) opcidval] kovetéen 1000
ultagyors bootstrap megkozelitéssel [278] végeztik el a Maximum Likelihood elemzést, a kapott

.contree torzsfat pedig az iTOL-on vizualizaltuk [251].

4.3.8 Allél aranyok meghatarozésa és kromoszémaszam analizis

Az egyes torzsekben eléforduld variansok pozicioit és ,,allele depth” (AD) lefedettségi értékeit
.CSV fajlokba exportaltuk a SAMtools/BCFtools 1.10.2
(http://samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml) “query” parancsdnak segitségével, majd allél
frekvencia plotokat készitettiink beldliik. Az allél frekvenciak alapjan hataroztuk meg a kromoszémak
ploidiait [132] azt feltételezve, hogy az allélok eloszlasa diploidok esetében 1:0 vagy 1:1, triploidok
esetében 1:0, 1:2 vagy 2:1, tetraploidok esetében 1:0 1:3, 1:1 vagy 3:1, és igy tovabb. Az allél aranyok
alapjan megallapitott ploidiakat és a kromoszoma kopiaszamvaltozasok (CCNV) eredményeit
Osszevetettik a lefedettségi abrakkal és aranyokkal, hogy kideritsiik, mutatnak-e a torzsek eltérést a
diploid euploid genomtol. Az allél adatokat arra is felhasznaltuk, hogy meghatarozzuk az allélarany
véltozasokat az izoldtumokban a PY0001-hez képest. Ezt kovetden a GATK Haplotype Caller altal
meghatarozott genotipus értékeket exportaltuk a .VCF fajlokbol BCFTools segitségével .csv fajlokba,

¢és ezek alapjan kerestiik meg a legjelentésebb allél arany valtozasokat [pl. heterozigdtasag-vesztés
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(LOH), vagy nyerés (GOH)] az egyes kromoszomak esetében. Jelentésnek azokat a valtozasokat
tekintettiik, melyek sorban 10 egymast kovetd varians helyet érintettek. 20-nal tobb, egymas utén
kovetkezO varians hely esetén 1 pozicioban azonban megengedtiink az LOH/GOH eseménytdl eltérd

allélt. Ezeket a jelentds allélarany-valtozasokat vizualizaltuk.

4.3.9 ORF, mitokondrialis DNS, plazmid és transzpozon kopiaszam analizis

A BEDTools segitségével kiszamoltuk mindegyik PY0001 ORF median lefedettségét. Minden
ORFnél kiszamoltuk az adott ORF és a téle “upstream” és “downstream” elhelyezkeddé 20 ORF
(6sszesen 41 ORF) median lefedettségének medidnjat (kromoszémak els6 €s utols6 20 ORF-ének
esetében az adott kromoszoma elsé és utolsé 41 génjének medidn lefedettségének medidnjat
hasznaltuk). Ezutan kiszamitottuk a kérdéses ORF ¢és a 41 ORF medianjanak aranyat, és a kapott
aranyszamot hasznaltuk a haploid genomra korrigdlt génkopiaszam (CNV) becsléséhez. Ezt az
aranyszamot a kovetkezok szerint kerekitettiik: az 1,5 CNV értékeket 2-nek vettiik, a 0,5 és 1,0 kdzotti
értekeket pedig 1 kopianak szamoltuk (érdemes megjegyezni, hogy a tort génkopiaszdmok nem
irrealisak abban az esetben, ha a CNV ¢értékek haploid genomra vannak korrigalva). Ezutan
térképezést végeztiink a teljes S. cerevisiae pangenom ORF .FASTA gylijtemény [4] referenciaként
valo felhasznalasaval, hogy meghatarozzuk a haploid genomra vonatkoztatott mitokondrium, Ty
transzpozon, rDNS ¢és 2p plazmid képiaszamokat: A relevans gének medidn lefedettségének
kiszamitasahoz a BEDTools-t hasznaltuk. A mitokondridlis és plazmid gének kopiaszamanak
meghatarozasahoz ezeknek a lefedettségeknek a medianjat szamoltuk ki. Ezeknek a genomi
elemeknek a lefedettségét elosztottuk a kromoszomak median lefedettségének medianjaval. Ezt a
hanyadost vettiik a haploid genomra vonatkoztatott kopiaszamnak. A normal térképezéstdl eltéréen az

olyan readeket, amiknek a parja nem térképezddott megtartottuk a BAM fajlokban.

4.4 Fenotipizalasi Kisérletek

4.4.1 Telepmorfolégia, invazivitas és dregedés

A fenotipizalasi, patogenitasi kisérletekbe valamennyi S. ’boulardii’ izolatumunkat bevontuk
(4 kereskedelmi izolatum, 10 klinikai izolatum, melybdl 7 a multiplex PCR vizsgélatokban bemutatott
debreceni izolatum, 3 pedig késdbbiekben bevont, szegedi klinikai izoldtum. A telepmorfologia
vizsgalatat YPD (VWR, 2% gliik6z, 2% pepton, 1% élesztokivonat), SD [’synthetic dextrose™; 2%
gliik6z; 0,17% éleszt6 nitrogén bazis (YNB; aminosavak és ammonium-szulfat nélkiil) (Alpha Aesar-
ThermoFischer, Kandel, Németorszag); 0,5% ammonium-szulfat], SLAD (”synthetic low-ammonium

(50 puM) dextrose”, Osszetétele megegyezik az SD taptalajjal az ammonium-szulfat koncentraciot
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kivéve), és SLG (“synthetic low-glucose” (0.1%), Osszetétele megegyezik az SD taptalajjal a glikoz
koncentraciot kivéve) agar taptalajokon végeztiik (mindegyik taptalaj 2% agart tartalmazott). A
kisérletekhez egy éjszakan keresztiil razatott tenyészeteket hasznaltunk, melyek optikai denzitasat
(ODe0o) 0,1-re allitottuk, majd 10 ul tenyészetet az adott taptalajra cseppentettiink. Jol szell6z6, 90
mm atméréji és 14 mm magas milianyag Petri-csészéket (VWR) hasznaltunk a kisérletekhez. Az
izolatumokat ezt kovetéen 10 napig, 37 °C-on inkubaltuk (agar feliilettel lefelé), majd a telepek
fenotipusat vizualisan értékeltiik ki. Az invazivitas vizsgalatahoz a csészék feliiletét csapvizzel
lemostuk, hogy lathatova valjanak az agar belsejébe belendtt sejtek. A telepek oOregedésének
vizsgalatahoz, az izolatumokat a fentebb leirt moédon GlyYP (2% glicerin, 1% élesztékivonat, 2%
pepton, 2% agar) + 0,1% gliikozt tartalmazé taptalajra oltottuk. A tenyészeteket 37 °C-on, 30 napig

crer

ismérteltiik meg.

4.4.2 Killer” aktivitas és érzékenység

A “killer” toxin termelést és érzékenység felméréséhez kontrollként a K1 (NCYC 232) és K2
(NCYC 738) toxintermeld, és egy toxinra érzékeny borélesztotorzset (NCYC 1006) [279] hasznaltunk
fel. A tesztekhez a S. ’bhoulardii’ izolatumok és “killer” kontroll torzsek folyékony tenyészetébdl
(ODe0o = 0,1) 20 ul-t cseppentettiink YPD taptalajra (+ 0,003 g/l metilénkék, 4,5 pH citrat-foszfat
pufferrel beallitva). A csészéket 2 napig, 25 °C-on inkubaltuk, majd a killer toxinra érzékeny torzs
tenyészetébdl 500 pl-t (sejtstirtiség: 1,0 McFarland érték) szordfej segitségével eloszlattunk. Ezt
kovetden a csészéket tovabbi 2 napig 25 °C-on inkubaltuk. A kisérletet harom ismétlésben végeztiik.
”Killer” pozitiv aktivitast akkor allapitottunk meg amikor a 20 pl-es cseppek koriil a szaporodas

gatlasat jelent6 zona alakult ki, aminek a szélén halott sejtekbdl kialakult sotétkék zona jelent meg.

4.4.3 Petite” teszt

A petite” telepek gyakorisaganak vizsgalatdhoz a S. ’bhoulardii’ izolatumokat folyékony
YPD-ben egy ¢éjszakan keresztiil tenyésztettiik el 25 °C-on. Thoma kamras szamolassal beallitottuk a
sejtszamot, majd koriilbeliil 1000 sejtet szélesztettlink ki mindegyik GlyYP + 0,1% gliikéz taptalajra.
Jol szell6z6, 90 mm atmérdjli és 14 mm magassdgi milanyag Petri-csészéket hasznéltunk. A csészéket
10 napig inkubaltuk 30 °C-on (agar feliilettel lefel¢). A feltételezett “petite” mutdnsokat YPD
taptalajra oltottuk at, majd elétenyésztést kovetden (folyékony YPD, 25 °C), gliik6z mentes GlyYP
taptalajon tenyésztettiik dket. A kisérletet harom ismétlésben végeztiik. A gliikdz mentes taptalajon

életképtelen szubklonok voltak a ”petite” mutansok.
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4.4.4 MAT l6kusz tipizalas és sporazasi teszt

A 1. kromoszoman talalhat6 ’mating type locus”-t a
(5'-AGTCACATCAAGATCGTTTATG-3'), (5'-GCACGGAATATGGGACTACTTCG-3"), és
(5'-ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG-3') primerekkel amplifikaltuk [280]. Mindegyik reakciohoz
(12,5 ul végtérfogat) 0,25 egység GoTaq G2 polimerazt, 20 ng gDNS-t, 10 pmol primert és 0,2 mM
dNTP-t hasznaltunk. A reakciokat C1000 Touch tipusa PCR gépben hajtottuk végre. A
gélelektroforézist 2%-os, 20 000x higitasi GelRed-del festett TBE LE agaroz gélben végeztiik
110 V-on 30 percig, majd UV transzilluminatorral készitettiink gélfotokat, melyeket kiértékeltiink. A
savok alapjan megallapitottuk az izolatumok parosodasi tipusat, illetve a parosodasi tipus
heterozigotasagat. A sporulacios képesség vizsgalatdhoz, az izolatumokat egy €jszakan keresztiil YPD
agar taptalajon tenyésztettiilk, majd kalium-acetatos (KAc) sporaztatd taptalajra (0,05% glikoz, 1%
kalium-acetat, 0,1% ¢lesztokivonat, 2% agar) oltottuk le Oket. A sporazasi szazalékot 5 napos,
szobahOmérsékleten, és 37 °C-on végzett inkubacid utan faziskontraszt mikroszkdppal (400x
nagyitas) allapitottuk meg. Megszamoltuk, hogy 100 sejtbdl hany spérazott, €s az igy kapott szamot

vettiik sporazasi szazaléknak. A sporazasi kisérletet torzsenként haromszor végeztiik el.

4.4.5 Szaporodas magas homérsékleten

A ’spot plate” modszerrel teszteltiik az izolatumok telepeinek névekedési képességét magas
(37-42 °C) hémérsékleten. Az izolatumokat 30 °C-on tenyésztettiik el6 YPD taptalajon, majd vizben
0,5 McFarland sejtszamot allitottunk be, és 5x5 pl-es cseppek forméjaban inokulaltuk a tenyészeteket,
10-szeres higitasi sort alkalmazva. Tehat a cseppek 50 000, 5000, 500, 50 és 5 sejtet tartalmaztak. A
csészéket kiilonbozé hémérsékleteken inkubaltuk 3 napig (37 °C, 39 °C, 42 °C). A 39 °C és 42 °C-0s
inkubaciot kovetden kapott eredményeket a telepek 37 °C-on megfigyelt szaporodashoz hasonlitottuk
minden esetben, és a koOvetkezOk szerint értékeltiik: — nincs; +—: nagyon gyenge; +: gyenge;

++: normalis; +++ erds koloniandvekedés.

4.4.6 Pszeudohifa novekedés és flokkulaciod

A telepmorfologiai és invazivitasi teszteknél (lasd fentebb) kapott telepekbél 10 napos,
37 °C-on végzett inkubalast kdovetden mintat vettiink és megvizsgaltuk a pszeudohifa novekedést. A
mintakat 400-szoros nagyitasban vizsgaltuk fénymikroszkop segitségével, és feljegyeztiikk, ha
pszeudohifa novekedést tapasztaltunk. A flokkulacid vizsgalatdhoz az izolatumokat egy éjszakan at,
37 °C-on, folyékony YPD taptalajban, razas nélkiil tenyésztettiik, hogy megfigyeljiik a flokkulaciot a
tapkozegben. Az epitélium transzmigracios kisérletek soran (lasd késébb) az élesztok morfologiajat
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DMEM (+10% szarvasmarha magzat szérum: FBS, nem amerikai eredetli, sterilre szlrt,
sejttenyésztésre alkalmas, Sigma-Aldrich) taptalajban is rogzitettiik. A kisérleteket hdrom ismétlésben

végeztik.

4.4.7 Extracellularis proteaz aktivitas, foszfolipaz aktivitas, hemolitikus aktivitas

A kisérletek elott az izolatumokat és torzseket ¢€leszté pepton dextroz taptalajon (YPD;
1% élesztokivonat, 2% mikoldgiai pepton, 2% glikoz, 2% agar, pH 5,6) 2 napig szaporitottuk. A
torzseket folyékony YPD tédpkozegben egy éjszakan at, 30 °C-on eldtenyésztettiik, majd foszfattal
pufferolt sdoldatban (PBS) haromszor mostuk. A taptalajokat 5 ul, 5x10* sejtet (proteaz szekrécid és
hemolizis), illetve 5 ul, 2,5x10° sejtet (foszfolipaz szekrécid) tartalmazé sejtszuszpenzidval oltottuk
le. A kisérleteket harom ismétlésben végeztiik. A gombak hemolitikus aktivitasat [281] véres
Sabouraud Dextrose Agar (SDA; 4% glikoz, 1% pepton, 7,5% birkavér, 1,5% agar) taptalajon
kovettiik 37 °C-on, 5% CO2 mellett, 3 napig. A kisérlet soran biztositottuk a csészék jo szell6zését az
alkohol medialt hemolizis elkeriilése érdekében [239]. A hemolitikus zonakat 1 és 2 (o-hemolizis),
valamint 2 és 3 nap (B-hemolizis) inkubacio utan mértiik le tolomérével. A hemolizis indexeket (HI)
ugy szamitottuk ki, hogy a zéna méretét elosztottuk a telep atmérdjével (HI = zonaméret/telepatméro;
HI > 1). A proteaz szekréciot szarvasmarha szérum albumin taptalajon [BSA; 0,02% MgSQOs - 7 H20,
0,25% K>HPOs, 0,5% NaCl, 0,1% ¢élesztokivonat, 2% gliikoz, 0,25% szarvasmarha szérum albumin
(Sigma-Aldrich), 2% agar] kovettiik 37 °C-on, 2 napig. A foszfolipaz szekréciot tojassargas taptalajon
(EY; 4% gliikkoz, 1% pepton, 1,5% agar, 5,85% NaCl, 0,0555% CaClz, 10% v/v tojassargdja emulzio)
vizsgaltuk 37 °C-on, 2 napig. A tojassargdja emulzid6 2:1 ardnyban fizioldgids sooldatot ¢€s
tojassargajat tartalmazott [189]. A mérések nyers adatait FigShare-be
(doi:10.6084/m9.figshare.15145020) toltottiik fel.

4.4.8 Antifungalis szerekkel szembeni érzékenység

A minimalis gatlé koncentraciot (MIC) harom antifungalis szer esetében hataroztuk meg az
Orvosi Mikrobiologiai Intézet segitségével: flukonazol (Molecula Limited, Newcastle Upon Tyne,
UK), amfotericin B (Duchefa Biochemie, Haarlem, The Netherlands), és kaszpofungin (Molcan,
Toronto, Canada). Az izolatumokat bikarbonat mentes RPMI 1640-ben (pH 7,0; Roswell Park
Memorial Institute medium, Sigma-Aldrich), 96-lyuka mikrotiter lemezeken tenyésztettiik a kisérlet
sordn, illetve higitasi sort alkalmaztunk a kiilonbozé antimikotikum koncentraciok hatdsanak
vizsgalatdhoz. A kisérletet haromszor ismételtiik meg. A sejtkoncentraciok, kontroll térzsek és a 24
ora elteltével torténd MIC értékek meghatarozasa a mikrodiliicids antifungalis érzékenységi vizsgalat

referenciamodszere alapjan tortént [282].
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4.5 Human epitélium modell interakciok vizsgalata

4.5.1 §. boulardii’ izolatumok adhézidja Caco-2 human gasztrointesztinalis epitélium modellen

A Caco-2 (vastagbél adenokarcinoma) sejtvonal a "European Collection of Cell Cultures”-t61
(ECACC, No. 86010202) szarmazott. A sejteket (20-30. passzazs) magas gliikoz tartalmu (4,5 g/1)
”Dulbecco's Modified Eagle's Media” (DMEM) tapkozegben tenyésztették a Debreceni Egyetem
Gyogyszertechnologiai Tanszékén, amelyet 3,7 g/l NaHCOzs-al, 10% hével inaktivalt FBS-sel, (nem
USA eredetli, sejttenyésztésre alkalmas, Sigma Aldrich), 1% (v/v) nem esszencialis aminosav oldattal
(Lonza, Basel, Svijc), 100 IU/ml penicillin ¢és 100 pg/ml streptomycin keverékkel (Lonza)
egészitettek ki (sejttenyésztd tapkozeg), az inkubalas pedig 37 °C-on, parasitott inkubatorban, 5% CO»
mellett tortént. A glutamint GlutaMax™.-al (Thermo Fisher) biztositottuk. Az adhézids vizsgalatokhoz
1x10° Caco-2 sejtet oltottunk a sejttenyésztd taptalajba patkanyfarokbol szarmazoé kollagén I-el
elokezelt (egy ¢€jszakan at, 4 °C-os inkubalas; Gibco-Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) iiveg
fed6lemezekre, 24 lyukt sejttenyészté lemezekbe, és 2-3 napig inkubaltuk [283] addig, amig a
feddlemezeken egy folyamatos sejtréteg alakult ki. A sejteket 1x10° élesztésejttel (amik
sz€rummentes sejttenyésztd tapkozegben voltak szuszpendalva) fertdztiik meg harom ismétlésben,
majd 1 6réan at inkubaltuk 37 °C-on, 5% CO2 mellett, majd a meg nem tapadt sejteket haromszor 1 ml
PBS-sel lemostuk. A feddlemezeken 1évo sejteket ezutan 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk, és
“calcofluor white” festékkel festettiik. A megfestett fedélemezeket Olympus BD-40 mikroszkoppal
vizsgaltuk meg, amely 40x faziskontraszt ¢s 40x fluoreszcens objektivvel, valamint lathaté fényii
megvilagitassal, faziskontraszttal, és fluoreszcens megvilagitassal volt felszerelve. Mindegyik
ismétlésnél harom latomezot vizsgaltunk, kiszamitottuk a latdomezo teriiletét, és ezt kovetden
kiszamitottuk a letapadt sejtek szdmat 1 mm?-re vonatkoztatva. Pozitiv kontrollként a Candida
albicans SC5314 tipustorzset hasznaltuk, amelyr6l ismert volt, hogy tapad a Caco-2 epitélium
sejtmodellnez  [283]. A  Kkisérletekb6l  szarmazo  Osszes nyers adatot  FigShare-be
(doi:10.6084/m9.figshare.15145020) toltottiik fel.

4.5.2 Caco-2 human epitélium modell kérositas vizsgalatok

Az izolatumok bélepitélium karositasi képességének felméréséhez 96 iiregli mikrolemezeket
hasznéltunk, melyekbe iiregenként 10* Caco-2 hamsejtet oltottunk, és az élesztékkel vald fertdzés
el6tt 7 napig inkubaltuk a sejteket a fentebb leirt DMEM tapkozegben [284]. Mindegyik lemezen
harom csoportot alakitottunk ki: 18 iiregben csak Caco-2 sejtek voltak, 18 iiregben Caco-2-sejteket
fertéztink ¢€lesztokkel, 18 iiregbe pedig csak élesztosejteket oltottunk le. A fertdzés soran

1 x 10° sejt/ml S. "boulardii’ sejtszuszpenzioval oltottuk le a Caco-2 sejteket, és 24 ordn keresztiil,
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FBS mentes sejttenyészt6 tapkozegben inkubaltuk oket egyiitt, 37 °C-on, 5% CO2 mellett (parasitott
atmoszféra). Az élesztokkel nem fertézott Caco-2 sejtek tapkozegét a tobbi sejt fertdzésekor
frissitettiik. 24 6rés inkubaciot kdvetden mindegyik cellat 1 mg/ml amfotericin B-vel kezeltiink 1 6ran
keresztiil. Ezt kdvetéen az amfotericin B-t eltavolitottuk, a sejteket mostuk, és 0,1 ml, 0,5 mg/ml
koncentracioju 2-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid (PBS-ben oldott MTT s0)
oldattal egészitettiik ki mindegyik iireget. A lemezeket 3 6ran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a festéket
eltavolitottuk, és mindegyik lyukba 0,1 ml izopropanol:1 M hidroklorid (25:1) elegyet adtunk, hogy a
sejtek feloldodjanak. Az liregek abszorbanciajat 570 nm-en és 690 nm-en mértiikk. Minden mérést
Multiskan Go (Thermo Fisher) mikroplate olvasdval végeztiink. Az Gsszes adatkészlet esetében az
A570-A690 kivonast végeztiik el, majd az élesztével fertézott iiregek atlagat is kivontuk a fert6zott
Caco-2 sejteket tartalmazo iiregek értékébdl. A fertdzott — és az elébb leirtak alapjan korrigalt —
Caco-2 sejteket tartalmazé iiregekben a sejtek életképességét a nem fertdzott Caco-2 sejtek atlagos
abszorbancia értékeinek széazalékaban fejeztiik ki, amelyeket sejttenyésztd tapkozegben 24 oOran
keresztiil inkubaltunk. Patogén pozitiv kontrollként a C. albicans SC5314 tipustorzset hasznaltuk. A

kisérletet harom ismétlésben végeztik.

4.5.3 S. ’boulardii’ izolatumok atjutasanak vizsgalata Caco-2 human epitélium modellen

Annak felmérésére, hogy a probiotikus élesztégombak képesek-e atjutni a bélepitéliumon
invitro korilmények kozott, “Transwell (Corning, NY, USA) cell culture” inzertet hasznaltunk
Pérez-Torrado és munkatarsai [191] munkaja alapjan. Ahhoz, hogy polarizalt egyrétegii sejtrétegeket
kapjunk, 6 x 10* azonos passzazs szamu Caco-2 sejtet oltottunk le a “Transwell cell culture”
inzertekbe (polikarbondt membréan; Corning Incorporated, Corning, NY, USA), amiken a pérusok
mérete 8 um, a porusok stiriisége 1 x 10° porus/cm?, és amik teriilete 0,33 cm? volt. Az inzerteket 24
iregli lemezekbe helyeztiik. Az apikalis kompartment térfogatat minden esetben 200 pl-re, a
bazolateralist 1250 pL-re allitottuk be. A Caco-2 monorétegeket 14-21 naposan hasznaltuk a
kisérletekhez, amikor a transzepitelialis elektromos ellenallas (TEER) elérte a 450 Qcm?-t. A fertdzés
eldtt az élesztd torzseket egy éjszakan at 30 °C-on YPD-ben tenyésztettiik, majd PBS-sel mostuk. A
torzseket ezt kovetden sejttenyésztd tapkozegben szuszendaltuk, a sejtszamot 1 x 10° sejt/ml-re
allitottuk, majd az apikalis rekeszt feltoltottiik az élesztOket tartalmazo sejtszuszpenzidval, és 37 °C-
on parasitott helyiségben inkubaltuk, 5% CO> mellett. Pozitiv kontrollként a C. albicans SC5314
torzset hasznaltuk [191]. A kisérlet soran vizsgaltuk azt is, hogy az élesztGsejtek képesek-e atjutni a
Transwell inszerten, ha az nem volt beoltva Caco-2 sejtekkel. A taptalajt az apikalis és a bazolateralis
kompartmentben naponta cseréltiik anélkiil, hogy megzavartuk volna az élesztéréteget. Az alsod
részbdl szarmazo tapkozeg teljes térfogatat 10 000 x g-vel centrifugéltuk, és ddH20-val higitottuk. Ezt

kovetden a mintdkat hemocitométerben vizsgéltuk, és YPD agar taptalajon, 30 °C-on inkubaltuk 3
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napig. Telepszamolast kovetden meghatiroztuk az életképes sejtek mennyiségét (CFU). Minden
torzsnél harom parhuzamos iireget mértiink. A kisérletet az inokuldlast kdvetd 144. ordig végeztik,
amikor a Caco-2 sejtrétegek elkezdtek tonkremenni. Az élesztd torzsek biofilm képzo képességét az
apikalis kompartmentben vizualisan ellendriztiik a friss tdpkdzeg minden napi adagolésakor (konnyen
szuszpendalodnak-e) binokularis mikroszkdppal (20x nagyitas, lathatd fény), valamint egy 2 pl-es

mintat 400x nagyitassal, és lathato fénnyel vizsgaltunk, a pszeudohifa morfoldgia vizsgalatahoz.

4.6 Immunoldégiai vizsgalatok

4.6.1 Human primer sejtek izoldlasa és differencialasa

A Debreceni Regionalis Vérellatdé Kozpontban levett periférias vérmintak mononukledris
sejtjeit (PBMC) Ficoll-Paque (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) stirtiséggradiens centrifugalassal
izolaltak a Debreceni Egyetem Immunologiai Intézetében egészséges donorok heparinizalt, leukocita-
dusitott un. centrifugalasi hatarrétegeib6l (,,buffy coat”). Az izolalas az Orszagos Vérellatdo Szolgalat
igazgatdja, valamint a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Regionalis és
Intézményetikai Bizottsaga (Debrecen, Magyarorszag) irasbeli jévahagyasaval tortént. A monocitakat
a PBMC-kbdl tisztitottak pozitiv szelekcioval anti-CD14-hez konjugalt mikrogyongyokkel (Miltenyi
Biotec, Bergish Gladbach, Németorszag), a gyarto utasitasai szerint. Ezutan a dendritikus sejtek (DC)
differencialodasahoz frissen izolalt monocitdkat oltottunk le 24 lyukt sejttenyészté lemezekre
1x108 sejt/ml koncentracioban, RPMI 1640 tapkozegbe (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Egyesiilt
Allamok), amit 10% hével inaktivalt FBS-sel (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, Egyesiilt
Allamok), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, 100 mg/ml sztreptomicinnel (Sigma-
Aldrich), 80 ng/ml granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktorral (GM-CSF; Gentaur Molecular
Products, London, Egyesiilt Kiralysag) és 50 ng/ml interleukin-4-el (IL-4; PeproTech, Briisszel,
Belgium) egészitettiink ki. A differencialtatast 5 napig végeztiik a DE Immunologiai Intézetében. A 2.
napon azonos mennyiségli GM-CSF-et és IL-4-et adtunk a sejttenyészetekhez. A monocita eredetli
DC-ket (moDC) 5 naposan hasznaltuk a kisérletekhez, amikor mar a sejtek tobb mint 90%-a érett DC
fenotipust mutatott (DC-SIGN/CD209+, CD14-). A donorok allogén CD3+ pan-T sejtjeit PBMC-bdl
izolaltuk anti-CD3 mikrogyongyokkel (Miltenyi Biotec) a gyarto utasitasai szerint, és a moDC-T sejt
kokulttras kisérletekhez hasznaltuk fel az alabb leirtak szerint. Minden sejtet 37 °C-on inkubaltunk
5% COg-t tartalmazo parasitott atmoszféraban. Az immunologiai vizsgalathoz tartoz6 mérések nyers

adatait FigShare-be (doi:10.6084/m9.figshare.15145020) toltottiik fel.
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4.6.2 S. ’boulardii izolatumokkal egyiittinkubalt monocita eredetli dentritikus sejtek (moDC)
fagocitozis vizsgalata, valamint fenotipusos és funkcionalis elemzése

Az élesztdsejteket a kisérletek elott egy éjszakan at folyékony YPD-ben tenyésztettiik 30 °C-
on, 140 rpm fordulatszamon. A sejteket haromszor mostuk PBS-sel, majd PBS-ben szuszpendaltuk, és
1x108 sejt/ml-t 1 mg/ml FITC-cel (fluoreszcein-izotiocianat, Sigma-Aldrich) festettiink meg. A
szuszpenzidt 30 percig sotétben, 37 °C-on, 5% CO: jelenlétében inkubaltuk. Inkubalas utan a
felesleges FITC-t lemostuk az ¢lesztésejtekrdl (kétszeres PBS-es mosas), majd a moDC-ket és az
élesztésejteket 1:5 aranyban (5 x 10° moDC + 2,5 x 10° élesztésejt), komplett RPMI 1640
tapkozegben inkubaltuk egyiitt. Egy oras, 37 °C vagy 4 °C-os (negativ kontroll) inkubalast kovetéen
hideg pufferrel mostuk a DC-ket, hogy leallitsuk a fagocitozist, és a mintakat 100 pl 4%-0s
paraformaldehiddel (PFA, Sigma-Aldrich) fixaltuk. A fagocitozis mérését BD FACS Calibur tipusa
flow citométer késziilékkel (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), az adatok elemzését pedig
a FlowJo Software (Treestar, Ashland, OR, USA) segitségével végeztiik. Feljegyeztiik a fagocitalt
¢lesztdsejteket tartalmazé moDC-k aranyat.

A sejtfelszini fehérjék (CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DQ) expresszidjaban, €s a citokin,
kemokin szekrécidos profilban (IL-6, IL-8, IL-12, IL-1B, TNFa) bekovetkezd valtozasok
meghatarozasahoz moDC-ket festetlen élesztOsejtekkel —inkubaltuk egyiitt 1:3 aranyban
(5 x 10° moDC + 1,5 x 105 élesztésejt) 24 o6ran at, 37 °C-on. Az élesztékkel egyiittinkubalt moDC-k
sejtfelszini fehérje expresszidjat “multicolor” aramlasi citometriaval elemeztiik anti-CD40-FITC,
anti-CD80-FITC, anti-CD86-PE, anti-HLA-DQ-PE, és anti-CD83-PeCy5 fluoreszcensen jeldlt
monoklonalis antitestek, valamint izotipussal egyezé kontroll antitestek (BioLegend, San Diego, CA,
USA) alkalmazasaval. A fluoreszcencia intenzitasat BD FACS Calibur ipust aramlasi citométerrel
(Becton Dickinson) mértiik, az adatok elemzését pedig a FlowJo szoftverrel végeztik. A moDC-k
proba (ELISA) mérték a sejttenyészetek feliiliszojaban az Immunoldgiai Intézetben. A mért
citokinekre vagy kemokinekre specifikus BD OptEIA human ELISA kitet a BD Biosciences-t61 (San
Diego, CA, USA) szereztek be és a gyartd utasitasainak megfeleléen hasznaltak ezeket. Az
abszorbancia méréseket Synergy HT mikrotiterlemez-olvasoval (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT,
USA) végezték 450 nm-s hullamhosszon. Ha a citokin/kemokin mérésekor a fluoreszcencia
elhanyagolhato volt, az eredményt kizartuk az 6sszehasonlitasbol. A kizart donorok pirossal vannak
jelolve a nyers mérési adatkészletben (Figshare doi:10.6084/m9.figshare.15145020). A kisérleteket

haromszor ismételtiik meg.
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4.6.3 S. 'boulardii izolatumokkal egyiittinkubalt moDC-k T-sejt aktivalasi képességének vizsgalata

Az élesztokkel egyiittinkubalt moDC-k T-sejt-aktivalo képességének vizsgalatara enzimhez
kotott immunospot (ELISPOT) probat végeztiink. Az élesztokkel vald kezeléseket kovetden az
moDC-ket sejttenyészté tapkozeggel kétszer mostuk, majd allogén CD3+ pan-T sejtekkel egyiitt
tenyésztettiik 48 lyukl szdvettenyésztd lemezeken, 1:10 ardnyban (1x10° moDC + 1x10° T-sejt),
RPMI 1640 tapkozegben (Sigma-Aldrich), amelyet 10% hdvel inaktivalt FBS-sel (Life Technologies
Corporation), 2 mM L-glutaminnal, 100 U/ml penicillinnel, és 100 mg/ml sztreptomicinnel
(Sigma-Aldrich) egészitettiink ki 1 mg/ml anti-human CD3 mADb (BD Biosciences) jelenlétében. Négy
nap eclteltével a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, és human IFN-y és IL-17 ELISPOT Kkittel
(eBioscience, Bécs, Ausztria) mértik az IFN-y és IL-17 termeld T-sejtek aranyat. A vizsgéalatok
befejezése utdn az ELISPOT lemezeket megszaritottuk, €s a foltokat ImmunoScan analizatorral
(ImmunoSpot 4.0 szoftver; Cellular Technology Ltd., Bonn, Németorszag) olvastuk le. Azokat az
eredményeket, ahol a T-sejt kontrollok magas értékeket mutattak, nem talaltunk aktivaciot, vagy ahol
az ismétlésekre hasznalt lemezlyukak kozott az eredmény talsagosan valtozo volt, kizartuk az
Osszehasonlitasbol. A kizart donorokat pirossal emeltik ki a FigShare-be feltoltott nyers
adatkészletben (doi:10.6084/m9.figshare.15145020, ELISPOT képek is elérhetéek). A kisérleteket

haromszor ismételtiik meg.

4.7 In vivo vizsgalatok

4.7.1 Galleria mellonella (viaszmoly) larva infekcios kisérletek

A kisérletekhez két sarzs larvat rendeltiink (Chameleon-farm, Budapest, Magyarorszag),
melyeket az érkezésiikt6l szamitott 5 napon beliil fertéztiink. Minden torzsnél vagy izolatumnal
2x20 db, utolsé fejlédési stadiumban 1évo larvat hasznaltunk a kisérletekhez, minden esetben 20-20
larvat a két kiilonboz6 sarzsbol. Negativ kontrollként 2x20 db larvat hasznaltunk, melyeket PBS-sel
oltottunk be, valamint 20 db egyedet nem fert6zott kontrollként alkalmaztunk. Patogén pozitiv
kontrollként a C. albicans SC5314 tipustdrzset hasznaltuk. A larvak fertézését [285] 10°
¢lesztOssejttel (egy éjszakan at inkubalt, majd PBS-ben haromszor mosott és szuszpendalt sejtek)
veégeztiik. A kisérletek megkezdése eldtt a larvakat 24 oran at, 30 °C-on éheztettiik, hogy a hdsokk
altali immunaktivaciot elkeriiljiik az oltas eldtt [286]. A beoltas utan a larvak talélését 96 oran
keresztiil kovettiik nyomon, 37 °C-on. Az elpusztult larvakbol visszaizolaltuk az élesztoket. Ennek
soran a larvakat 1 ml PBS-ben homogenizaltuk, és 10 pul homogenizatumot szélesztettiink 100 pg/ml

ampicillinnel kiegészitett YPD taptalajra. Ezeket a csészéket 3 napig 30 °C-on inkubaltuk. A kindtt
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telepek sejtjeinek morfologiai vizsgalatat mikroszkop alatt, ates6 lathatd fénnyel 400x nagyitasban

végeztik.

4.7.2 Immunszuppresszalt BALB/c egér infekcios kisérletek

Az izolatumok virulenciajanak vizsgalatakor az Orvosi Mikrobiologiai Intézet munkatarsaival
mikddtiink egytitt. A kisérletekben BALB/c immunhidanyos ndstény egereket (21-23 g;
Charles River) hasznaltunk. Az allatok fenntartdsa a laboratoriumi allatok gondozasara és
felhasznalasara vonatkozd iranyelvek szerint tortént. A kisérleteket a Debreceni Egyetem
Allatgondozoi Bizottsdga hagyta jova (DEMAB engedély: 12/2014), és a Debreceni Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézetében végeztik. Az immunszuppressziot ciklofoszfamid tobbszori [150
mg/testtomeg kilogramm (ttkg) 4 nappal a fertézés elott, 100 mg/ttkg 1 nappal a fert6zés elott,
valamint 100 mg/ttkg 2 és 5 nappal a fert6zés utan] intraperitonealis beadasaval idéztik el6. Az
allatokat intravénasan fertéztik 0,2 ml fiziologids soéoldatban szuszpendalt, 1-1,5x10" db
¢lesztosejttel az oldalsd farokvénan keresztiil. Torzsenként 7-9 egeret oltottunk, és az inokulumban
1évo sejtszamot Sabouraud dextréz agaron végzett sorozathigitasokkal igazoltuk. A fertézés utan 6
napon keresztiil kovettiik az egerek haldlozasat, majd a még él6 egereket eldiras szerint ledltiik,
veséiket eltavolitottuk ¢és aszeptikusan homogenizaltuk. A homogenizalds utdn fizsdval
sorozathigitdsokat készitettiink, melyeket YPD agarlemezekre szélesztettiik, és a telepeket 2 nap, 37
°C-os inkubacié utan megszdmoltuk, hogy meghatarozzuk a vesékben taldlhato €16 sejtek szamat
[CFU/vesetomeg (g)]. Az egerek fertdzését a vad tipusu izoldtumokkal és a HMX1 delécios mutans

S. ’boulardii’ torzsekkel is elvégeztiik.
4.8 A hem oxigenaz-1 gén (HMX1) funkcidojanak vizsgalata
4.8.1 Plazmidok és konstrukciok a HMX1 gén deléciojahoz

A hem oxigendz-1 gén (HMX1) funkcidjanak vizsgélatara 6 élesztdizolatumot valasztottunk ki.
A kivalasztas soran figyelembe vettiik, az in vivo egérkisérletek eredményeit, valamint mind a harom
csoportbol (kereskedelmi, mikézist okozo, mikézist nem okozd) valasztottunk izolatumot. Ezért
2 kereskedelmi, 2 vérizoldtum és 2 egérben magas letalitdst okozd izolatum (2 kereskedelmi és
4 klinikai izolatum) esetében végeztiik el a génkiiitést. A S. 'boulardii’ izolatumokbdl a homozigota
HMX1 nullmutans torzseket a CRISPR/Cas9 rendszer segitségével hoztuk létre. A génkiiitéshez
sziikséges “’repair’ DNS-t (rDNS) és a Cas9/guide RNS-t (QRNS) expresszalo plazmidot a Benchling
online szofverrel [287] terveztiik meg és a MoClo Yeast Toolkit plazmidjaibol (YTK, Addgene Kit,
Addgene, katalogusszam: 1000000061) allitottuk Ossze [288,289]. A rDNS 0Gsszeallitasat PCR-

reakcioval végeztiik, Dream Taq Green polimeraz (Thermo Fisher Scientific) alkalmazéasaval. A
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rDNS-t ugy terveztiik meg, hogy a teljes HMX1 gén kiiitésre keriiljon, és egy 20 bp hossza inzercios
kazettat (STOP kodonokat kodololé DNS szakasz) tartalmazzon. Az LRSDAY pipeline-nal
Osszedllitott teljesgenom fajlt, valamint a térképezési BAM fajlokat is felhasznaltuk, hogy a
szoftverben megtalalhatd S288c torzshoz képet fennalld kiilonbségeket az esetleges génkiiitési
problémak szempontjabdl elemezziik. A rDNS és a gRNS-szekvencidt tartalmazo oligonukleotidok
tervezésénél Akhmetov ¢és mitsai. [289] eredményeit vettiik figyelembe. A rDNS ¢és gRNS
oligonukleotid szekvencidit a 3. tablazat tartalmazza. A Cas9/gRNS-t expresszald plazmidot Golden
Gate reakcioval allitottuk 6ssze, amelyben harom plazmidot hasznaltunk fel: egy gRNS-t és egy Cas9
fehérjét kodold plazmidot, valamint az ugynevezett Multi-Gene” vektort, amely tartalmazta az
¢lesztok szelekcigjat biztositd nourseothricin rezisztenciért felelés gént. Mindharom plazmidot
Golden Gate reakcioval allitottuk el6 a MoClo Yeast Toolkit-ben talalhato plazmidokbol Akhmetov
¢s munkatarsai [289] és Lee és munkatarsai [288] eredményei alapjan. Az gRNS kazettat tartalmazo
plazmidot a pYTKO003, pYTKO072, PYTKO095 plazmidok és a pYTKO050-sgRNS felhasznalasaval
allitottuk 0ssze, amelyekbdl az utobbit Golden Gate reakcioval allitottuk elé a pYTKO050 plazmidbol
¢s a PCR késziilékkel Osszeallitott gRNS oligobdl. A 22 bp méretii gRNS oligo helyes beépiilését a
pYTKO50 plazmidba Sanger szekvenalassal ellenériztiik (Microsynth AG, Ausztria). A Cas9 fehérjét
kodolo plazmidot a pYTKO002, pYTKO01l, pYTKO036, pYTKO054, pYTK064 ¢s a pYTKO095
plazmidokbo6l raktuk 6ssze Golden Gate reakcidoval. A nourseotricin szelekcidos markert hordozéd
Multi-Gene vektort pYTKO008, pYTKO047, pYTKO073, pYTKO78, pYTKO81 ¢és pYTKO084
plazmidokbdl allitottuk Ossze. A mutansok szelekcidjara 0,1 mg/ml nourseothricin-t (Werner
BioAgents GmbH, Jena, Németorszag) tartalmazé YPD téptalajt haszndltunk. A mutansokat YPD
taptalajon tenyésztettiik tovabb, hogy elveszitsék a plazmidon kodolt antimikotikum rezisztencia gént
(illetve magat a plazmidot), igy a delécids torzsek nem tartalmaztak markert. Valamennyi klonozasi
reakciohoz ultrakompetens E. coli DH5a sejteket hasznaltunk, amelyeket transzformacio utan a
megfeleld antibiotikumokat (ampicillint, kloramfenikolt vagy kanamicint) tartalmaz6 Lysogeny Broth
(LB, Miller) agarlemezeken szelektaltunk. Az ultrakompetens E. coli sejteket az Inoue-féle
modszerrel [290] készitettikk, a transzformaciokat pedig hdsokkal végeztik (42 °C, 30 mp). A
géndelécid sikerességét PCR reakcioval (GoTag G2 Hot Start polimeraz; Promega) ellendriztiik
minden egyes torzsnél. Ennek soran a hasznalt primerparoktol fiiggéen vagy a teljes HMX1 gént
kiséreltik meg amplifikalni, vagy a javitO DNS-kazetta helyes beépiilését hataroztuk meg. Az
ellendrzéshez hasznalt primereket a 3. tablazatban soroltuk fel. A gélelektroforézist 1%-0s, “low

electroendosmosis” agaréz gélen (LE; Promega), 80 V-on végeztik, TAE pufferrel.
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3. tablazat. A géndeléciohoz hasznalt rDNS, gRNS oligonukleotidok és ellendrzé primerek szekvencidi. A rDNS szekvencidkon belill a kisbetiivel jelzett
nukleotidok az inzercids kazettat jelzik. A gRNS szekvencidkban a kisbettivel jelzett nukleotidok az Akhmetov és munkatarsai [289] altal javasolt

modositasokat mutatjak.

rDNS oligonukleotidok:

forward: 5>-ATGGAGGACAGTAGCAATACAATCATACCCTCACCCACTGACGTGGGGGCGCTAGCAAAC actaactaactaagcgtcg—3’
reverse: S’-TTTTGATATTATTTCATGTATATATTATGTTTGTATTTAGACTTTTTTTTTTATACGTTAcgacgcttagttagttagtg—3’

gRNS oligonukleotidok:

forward: 5°— gactt CATCCACGAAAACATACACA-3’
reverse: 5’— aaaCTGTGTATGTTTTCGTGGATGaa-3’

primerek a géndelécio

forward: 5>-TGTTATTGTACCCATAGAGG-3’

ellendrzésére reverse: 5'— AAATATAGTGATGCAACTCG-3’
Ellenorzé primerek a delécios
primerek kazetta helyes forward: 5>~-TGTTATTGTACCCATAGAGG-3’
beépiilésének reverse: 5’— CGACGCTTAGTTAGTTAGTG-3"
ellenorzésére
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4.8.2 Elesztbizolatumok transzformalasa

crer

Az élesztok transzformacidjat Lee és munkatarsai [288] eredményei alapjan végeztik a
kovetkezd modositasokkal: 1) a transzformacio eldtt az élesztdsejteket 20 ml YPD tapkdzegben (1%
¢lesztOkivonat, 2% mikologiai pepton, 2% glikoz, 2% agar, pH 5,6) tenyésztettik; 2) a
transzformacios elegyhez (végtérfogat: 50 ul) a sejteket 33,33 pul 50%-0s PEG-3350-t (Sigma), 1,39
ul forralt (95 °C, 5 perc) lazac spermium DNS-t (Sigma), 5 ul 1 M litium-acetatot-t (pH 7,5), 4,28 ul
steril desztillalt vizet, 200 ng Cas9/gRNS-t expresszald plazmidot, és 1000 ng rDNS-t alkalmaztunk;
3) a transzformacios elegyet 30 °C-on 30 percig inkubaltuk a 42 °C-o0s, 30 perces hésokk elétt; 4) a
nourseotricin rezisztencia szelekcid elott a sejteket centrifugaltuk, YPD-ben szuszpendaltuk, majd
30 °C-on, 220 rpm-en egy éjszakan at inkubaltuk. A transzformansok szelekcidjadhoz 0,1 mg/ml
nourseothricinnel kiegészitett YPD agart hasznaltunk, majd tobb telepet YPD agar taptalajra oltottunk,

hogy eldsegitsiik az antimikotikum szelekciot biztositd plazmid elvesztését.

4.8.3 Vaséhezéssel szembeni tolerancia, hemolitikus aktivitas és in vivo virulencia vizsgalata a HMX1

delécios torzsek esetében

A torzseket YPD-n 24 oran keresztiil eldtenyésztettiik 30 °C-on, majd vizsgaltuk a vaséhezés
hatasat hat probiotikum izolatum és a bel6lik létrehozott HMX1 delécios torzsek telepeinek
novekedésére “’spot plate” assay alkalmazasaval. A vashiany el6idézésére “’synthetic defined” (SD)
agar taptalajt (6,7 g/l YNB aminosavak nélkiil, 2,2% glikoz, 2% agar) 40, 80 és 120 uM
vaskelatképz6 batofenantrolindiszulfonsav-dinatrium-soval (BPS) egészitettiik ki. A BPS nélkiili SD
tapkozeg koriilbelil 68,86 pg/L szabad vasat tartalmazott. A sejtszamot minden esetben 0,5
McFarland-re allitottuk be desztillalt vizben, majd az izolatumokat harom ismétlésben oltottuk le.
Mindegyik ismétlésnél 4x10 pl sejtszuszpenziot oltottunk a taptalajra, amelyek a sejtek 10-szeres
higitasi sorat tartalmaztak (kb. 50 000, 5 000, 500 és 50 sejt). A HMX1 delécids torzsek hemolitikus
aktivitinak meghatarozasat a 4.4.8 pontban leirtak alapjan végeztikk. Az izolatumokat és torzseket
37 °C-on inkubaltuk, és a telepek novekedését 3 nap utan fényképesen dokumentaltuk. Az eredeti
fotok, valamint a statisztikai probak eredményeit Osszefoglalo tablazatok a Figshare-be feltoltott
kiegészit6 fajlban talalhatoak meg (10.6084/m9.figshare.17000254).

A torzsek szaporodasat 50% human szérumban (mint szabad vasat alapvetéen nem tartalmazo
tapkozeg) is vizsgaltuk [291] az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsaival egyiittmiikodve. A
kisérlet soran a vad tipusu és a HMX1 deléciés mutansok novekedési gorbéit hasonlitottuk dssze 5 ml
végtérfogati huméan szérumban [Osszetétel: 50% RPMI-1640 (Sigma Aldrich; R6504), 50% humén
szérum (Sigma Aldrich; H4522)]. A kiindulasi oltéanyag 1x10°—2x10° CFU/ml volt. A
tenyészetekb6l 0, 4, 8, 12, illetve 24 ora elteltével 100 pl térfogati mintakat vettiink, 10x
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sorozathigitast végeztiink, majd SDA lemezekre szélesztettiink, melyeket 35 °C-on 48 o6ran at
inkubaltuk. A kisérletet harom ismétlésben végeztik. A delécidos torzsek virulencidjat

immunszuppresszalt BALB/c egérmodellben vizsgaltuk a 4.8.2 pont szerint.

4.9 Statisztika és adatvizualizacio

Az élesztbizolatum csoportoknal (C: kereskedelmi, M: mikozist okozo, és NM: mikdzist nem
okozo csoportok, valamint a AAC: kereskedelmi, AAM: mikézist okozd, és AANM: mikdzist nem okozd
csoportok), és élesztd torzseknél kapott eredmények Osszehasonlitasahoz a VassartStats
(http://vassarstats.net/), Astatsa (https://astatsa.com/) és Statistics Kingdom
(https://www.statskingdom.com/) online statisztikai alkalmazasokat hasznaltuk. Két adathalmaz
Osszehasonlitasakor két mintas T-probat (egyenld varianciak esetén) vagy Welch-tesztet (nem egyenl6
varianciak esetén) alkalmaztunk, ha az adatsorok normal eloszlast kovettek. Nem normal eloszlas
esetén Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Tobb mint két, normal eloszlasa adatsor
Osszehasonlitahoz ANOVA-t hasznaltunk, majd Tukey HSD teszttel hataroztuk meg, hogy mely
adatsorok térnek el szignifikdnsan a tobbitdl. Tébb mint két, nem normal eloszlasi adatsor esetén
Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk, majd Dunn post-teszttel (Benjamini-Hochberg FDR-rel
korrigalt) hatdroztuk meg az adatsorok kozotti kiilonbségeket. Az immunoldgiai kisérletek esetében
nemcsak az izolatumcsoportok, és a térzsek adatait, hanem a donorok adatait is 6sszehasonlitottuk. Az
egér és larva talélés elemzéséhez Log-rank (Mantel-Cox) tesztet végeztiink, és Kaplan-Meier talélési
gorbével illusztraltuk az eredményeket. A spot plate assay statisztikai értékeléséhez az tigynevezett
“mean gray-value” értékeket az ImageJ szofverrel mértiik meg Petropavlovskiy és munkatarsai [292]
eredményei alapjan. A “mean gray value” az atlagos sziirkeségi értéket jelenti [a sziirke szin
intenzitasat meghatarozo érték egy adott pixelben 0% sziirke (fehér) és 100% sziirke (fekete) kozotti
skalan] egy foto kivalasztott teriiletén beliil. igy az atlagos sziirkeségi érték a kivalasztott 6sszes pixel
szlirkeségi értékének Osszege osztva a pixelek szamaval.

Annak ellenére, hogy a torzsek kdzott nem volt lathato kiilonbség a telepek novekedésében, azt
tapasztaltuk, hogy a kontroll SD csészéknél jelentdsen eltértek a szoftverrel mért értékek (a szamunkra
relevans 2. spot esetében). Emiatt az adatok normalizalasara az SD kontrollcsészék Osszes mért
“gray-value” értékének atlagat alkalmaztuk, a térzsenkénti normalizalas helyett. A spot plate assay
kivagott fotoit nem szerkesztettiik, azok megegyeznek az eredeti fotokkal. Az eredeti fotok, valamint a
statisztikai probak eredményeit Osszefoglalod tablazatok a Figshare-be feltoltott kiegészitd fajlban
talalhatoak meg (10.6084/m9.figshare.17000254). A szignifikans eltéréseket a kovetkezképpen
jeloljik: *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001. Az adatok és eredmények
vizualizalasahoz a Graphpad 9.3.0 szofvert €s a Biorender online alkalmazast (https://biorender.com/)

hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1 Fajidentifikalas és MLST

A DE Orvosi Mikrobiologiai Intézetében 06sszesen 16 élesztdizolatumot azonositottak
MALDI-TOF modszerrel S. cerevisiae-ként, melyek mindegyikét a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpontjaban izolaltdk. Ezek kozil az egyik izolatumrol (DE22293) az ITS analizist kovetden
kideriilt, hogy tévesen azonositottak S. cerevisiae-ként, mert valdjaban ez egy P. kudriavzevii
izolatum volt. Ezért a tovabbi analizisekbdl ezt az izolatumot kizartuk. A felhasznalt térzsek listajaban
emlitett szegedi klinikai izolatumok ehhez a kisérlethez még nem alltak rendelkezésre, igy azokat nem
elemeztiik.

Az ITS région kiviil négy, kiillonb6zé kromoszoman elhelyezkedd, sejtmagban talalhatdé gén
szekvenalasat végeztiik el, és kereskedelmi izoldtumokat is bevontunk a vizsgalatba. Harom izoldtum
esetében a HMX1 gén olvashatatlan volt, vagy csak részben volt olvashato, hat izolatum esetében
pedig az ITS régié volt olvashatatlan az egymastodl eltérd, INDEL-eket tartalmazo allélok miatt (F2.
tablazat). A tobbi izolatumnal mind a négy gén és az ITS régid szekvenalasakor is olvashatod
szekvencidkat kaptunk, melyekben szdmos egynukleotid polimorfizmust (SNP) taldltunk. A
szekvencidkat torzsenként konkatenaltuk (Osszesen 3854 nukleotid), majd filogenetikai analizist
végeztiink, ami alapjan nyolc kladot tudtunk azonositani. Nyolc izolatum a kereskedelmi ¢élesztokkel
egyiitt egy egységes kladot alkotott (6. A abra). Azonban a DE10397 izolatumban heterozigota
SNP-ket talaltunk a CCA1, CYT1, HMX1 és NUP116 gének esetében (az ITS szekvencia olvashatatlan
volt), melyeket vektorba klonozassal elkiilonitettiink. A szekvenalast kovetden kideriilt, hogy ez az
izolatum a probiotikumokkal megegyez6, és 1-7 SNP-ben eltéré haplotipusokat egyarant hordoz. A
kladban talalhatdé maradék hét izolatum (DE6507, DE27020, DE35762, DE3912, DE42533,
DE42807, DE45866) génszekvenciai nem mutattak kiilonbséget a probiotikumokhoz képest, st egy
koz0s heterozigota pozicid is megtalalhaté benniik az ITS1 région beliil (A/G, 121. pozicid). A t6bbi

szekvenalt régié homozigota volt ezeknél a kereskedelmi probiotikumokkal egyez6 izolatumoknal.

5.2 PCR-fingerprinting és mikroszatellita tipizalas

Az MSP-PCR mddszer felbontoképessége alacsony volt, csak két csoportot tudtunk megkiilonboztetni
az izolatumok analizisekor. A kereskedelmi probiotikumok és a fentebb emlitett hét probiotikum
eredetll izolatum egységes volt, de egyuttal megkiilonboztethetetlenek voltak a tobbi izolatumtdl (6. B
abra, F1. abra). Az interdelta fingerprinting modszer kilenc csoportba tudta sorolni az izolatumokat. A
kereskedelmi probiotikumok, valamint a hét potencialisan probiotikum eredetii klinikai izolatum ezzel

a modszerrel is egységes kladott alkotott (6. C abra, F2. abra). A mikroszatellita tipizalas, melyet a
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tobbi mddszertdl eltéréen a Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszéken munkatarsaim
végeztek [Tarsszerzdi eredmény (mikroszatellita tipizalas): Lovaszné Racz Hanna Viktoria,
Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnologiai és Mikrobioldgiai Tanszék], az 0Osszes
probiotikum ¢és klinikai élesztd esetében homozigota allélokat azonositott az YLR177w
(XI1. kromoszoma) esetében, melyben 4-12 db CAG ismétlés volt. A YOR267c mikroszatellita
homo-, di- és trizigbta volt, 11-41 db CAA ismétléssel (F3. tablazat). Az Osszes kereskedelmi
probiotikum és a feltételezhetéen probiotikum eredett klinikai izolatumok egyértelmiien elkiiloniltek
a tobbi izolatumtdl ezzel a modszerrel (6. D 4abra), és mindegyik homozigdta volt a két
mikroszatellitara nézve. Ezen 11 izolatum kozeli rokonsagat erdsiti, hogy egyik sem volt képes

spoérazni a kisérleteink soran (6. E abra).

001 . 01 01, )
PY0001
DE27020 DE11595 DE11595 PY0002
g9 DE10397 DE722 DE42651 .o  PY0003
DE35762 DE10397 DE20607 DE43763 oDE11595 N pyoooa
DE3912 DE3912 DE10397 e DE42651 & | DE27020
DE42533 DE342 DE27290 ° 2 | pE3s7e2
DE42807 DE45866 DE342 £ DE3912
PY0001
DE45866 DE43763 DE722 DE10397 @ peazsaz
DE6507 DE42807 DE43763 PY0002 b DE42807
4| Pvooo1 DE42651 DE42807 PY0003 DES42 DEA45866
PY0002 DE42533 DE3812 PY0004 o ET22 DE6507
PY0003 DE29607 DE45866 DE27020 [DEz7290
PY0004 DE27020 DE42533 DES5762 DE27290 DE29607
L DE42651 DE27290 DE27020 DE3912 " DE11595
DE11595 DE35762 DE35762 DE42533 . 8 DE42651
I DE43763 DE6507 DEB507 DEA42807 pE29607 :g DE43763
1 DE29607 PY0004 PY0004 DE45866 2 | heago
DE342 PY0003 PY0003 DE6507 ® DE722
#DEzngo PY0001 PY0001 DE10397
DE722 PY0002 PY0002

6. abra A kiilonboz6 tipizalasi technikak alapjan kapott eredmények probiotikus ¢és egyéb
Saccharomyces élesztizolatumok esetén. A: Maximum likelihood filogram az 6t konkatenalt gén
szekvenciajanak felhasznalasaval. B: UPGMA dendrogram az MSP-PCR analizis alapjan. C:
UPGMA dendrogram az interdelta analizis alapjan. D: Minimum spanning network a mikroszatellita
allélok hasonlésagairol [Tarsszerzoi eredmény (mikroszatellita tipizalds): Lovaszné Racz Hanna
Viktoria, Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék]. E: az
izolatumok sporazasi képessége

5.3 Uj multiplex PCR protokoll a S. ’boulardii’ azonositasira

A PCR alapt modszerek kombindldsaval létrehoztunk és optimalizaltunk egy torzs szintii
identifikalasra alkalmas, nagy diagnosztikai érték{i, gyorsan elvégezhetd multiplex PCR modszert,
ami nem igényel nagyfoku mintaeldkészitést. Az MLST, MSP-PCR, interdelta és mikroszatellita
tipizalasi eredmények, valamint mas interdelta és mikroszatellita tipizalasrol sz6l6 munkéak alapjan
[126,131,253] kombinaltunk az interdelta, YLR177w, YOR267c, és ITS régiok amplifikalasahoz
sziikséges primereket egyetlen multiplex PCR reakcidban. A primer koncentracidkat optimalizaltuk
annak  érdekében, hogy a  gélelektroforézist kovetden elkeriiljik a  nagymértékii
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intenzitaskiilonbségeket a savok kozott (4. tablazat). A kereskedelmi probiotikumoknal és
probiotikum eredetli klinikai izolatumoknal ez a mddszer egy jol felismerhetd, harom csoportban
elhelyezkedd (600-850 bp, 210-270 bp, és 100-140 bp), 7+1 (<75 bp) savbal alld6 mintazatot adott (7.
A; F3.3; F3.4 abra). A megfelel6 felbontashoz a gélelektroforézis soran 2% TBE agaroz gélt és 100 V
fesziiltséget alkalmaztunk 1 o6ran keresztiil. A tdbbi, nem probiotikum eredetli klinikai izolatumnal
eltéré savmintazatot figyeltlink meg, ami alapjan hét csoportot tudtunk megkiilonboztetni. Ezek a
mintdzatok egyértelmiien elkiiloniiltek a probiotikum ¢és probiotikum eredeti izolatumok
savmintazatatol (7. B abra).

Ezen feliil a kontrollként hasznalt P. kudriavzevii izolatum esetében Saccharomyces specifikus
szekvencia nem volt jelen, ITS sav viszont volt (7. A abra). A modszert tisztitott és telepbdl izolalt
DNS-el, és egy masik enzimmel (DreamTaq; Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) is
leteszteltiik (F3. abra). Dream taq polimeraz alkalmazasaval is alapvet6en ugyanazt az eredményt
kaptuk, mint a GoTaq hasznélatakor. Két sav mérete megvaltozott, valamint a savintenzitasok eltértek
a GoTaq és DreamTaq enzimekkel kapott eredmények Osszehasonlitasakor, de ez nem befolyasolta a
mintazatok kiértékelését. Ezen feliil pedig S. cerevisiae bor, élelmiszer, bioetanol és labor torzset is
vizsgaltunk a multiplex modszerrel. A kapott sdvmintazatok ezeknél a torzseknél nagymértékben
kiilonboztek a probiotikumoknal kapott mintazattol (F4. abra), tehat a modszer megbizhatoan
alkalmazhat6 a S. "boulardii’ altipus azonositasara. A vizsgalt izolatumokat a multiplex PCR alapjan a

S. cerevisae fajba, illetve a S. boulardii’  altipusba  soroltuk (5.  tablazat).
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4. tablazat A kifejlesztett multiplex PCR modszerhez hasznalt primerek, PCR mix és program

012 (5-TCAACAATGGAATCCCAAC-3))

02 (5-GTGGATTTTTATTCCAACA-3)

YLR177wf (5-CTTAAACAACAGCTCCCAAA-3)
YLR177wr (5-ATGAATCAGCGCATCAGAAAT-3)
YOR267cf (5'-ATGACTGCAGCAATGAATCG-3)
YOR267cr (5-TCCTCTGTGCTGTTGACTCG-3')
ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')

ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')

Primerek

PCR mix 50 ul-s reakcidhoz:

1% GoTagq Flexi puffer; 4,0mM MgCly; 0,2mM dNTP; 612, 62, YLR177wf, és YLR177wr primerek (mindegyikbél 20 pmol); YOR267cf,
YOR267cr primerek (mindegyikb6l 10 pmol); ITS1, ITS4 primerek (mindegyikbdl 3 pmol); 2,5 u GoTaq G2 Hot Start polimeraz; 1 ng genomi
DNS (vagy 1 pul kolonia DNS)

PCR mix és program
(GoTaq)

Program: 95 °C 3 p, 25 (95 °C 30 mp, 55 °C 30 mp, 72 °C 1 p), 72°C 5 p

PCR mix 50 ul-s reakciohoz:

1x DreamTaq puffer (MgCl-t tartalmaz); 0,2mM dNTP; 612, 62, YLR177wf, és YLR177wr primerek (mindegyikb6l 20 pmol); YOR267cf,
YOR267cr primerek (mindegyikb6l 10 pmol); ITS1, ITS4 primerek (mindegyikb6l 3 pmol); 1,25 u DreamTaq polimeraz; 1 ng genomi DNS
(vagy 1 pl kolonia DNS)

PCR mix és program
(DreamTaq)

Program: 95 °C for 3 p, 25x (95 °C 30 mp, 50 °C 30 mp, 72 °C 1 p), 72°C 5 p

56



savmeéret A
(bp)
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DE42651 RT *
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DE27290 RT 5
— e DE10397 RT *
I DE342 FGT *
| DE722 FGT ) ¢
DE3912 RT g
DE45866 RT g
DE42807 FGT *
DE42533 GIT 7
DE27020 RT *
DE35762 BS ) ¢
DE6507 BS 7
PY0004 []
PY0003 []
PY0001 i}
PY0002 M|

7. abra Az ) multiplex PCR moédszerrel kapott eredmények. A: gél elektroforézis (1 6ra, 2% TBE,
100 V, 5 ul termék volt futtatva); M: Gene Ruler 1 kb marker (Thermo Fischer Scientific); 1: PY0001;
2: PY0002; 3: PY0003; 4: PY0004; 5: DE6507; 6: DE35762; 7: DE27290; 8: DE27020; 9: DE29607,
10: DE11595; 11: DE42533; 12: DE42651; 13: DE42807; 14: DE43763; 15: DE45866; 16: DE342;
17: 722; 18: DE3912; 19: DE10397; 20. DE22293; 21: negativ kontrol. B: UPGMA dendrogram a
multiplex PCR modszer alapjan; a probiotikum klad tagjait tartalmazé ag pirossal van kiemelve a fan;
teli négyzetek: csak élesztd torzset tartalmazd termék izolatumok; iires négyzetek: élesztd és
baktérium torzset egyarant tartalmazé termék izolatumok; teli csillagok: ndi betegtdl szarmazo
klinikai izoldtumok; iires csillagok: férfi betegtdl szarmazé klinikai izolatumok; BS: vér; FGT: néi
nemi traktus; GIT: gasztrointesztinalis traktus; RT: légzérendszer.
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5. tablazat A multiplex PCR modszer fejlesztése soran felhasznalt torzsek faj/altipus szerinti
besoroldsa. Az izolatumok sorszdmai megegyeznek a 27. abran hasznalt sorszamokkal.

#sorszam ID Tipus Faj/altipus
1 PY0001 kereskedelmi izolatum S. “boulardii’
2 PY0002 kereskedelmi izolatum S. “boulardii’
3 PY0003 kereskedelmi izolatum S. “boulardii’
4 PY0004 kereskedelmi izolatum S. “boulardii’

#sorszam ID Tipus Faj/altipus
5 DE6507 klinikai izolatum S. "boulardii’
6 DE35762 klinikai izolatum S. "boulardii’
7 DE27020 klinikai izolatum S. ’boulardii’
8 DE3912 klinikai izolatum S. “boulardii’
9 DE42533 klinikai izolatum S. “boulardii’
10 DE42807 klinikai izolatum S. “boulardii’
11 DE45866 klinikai izolatum S. “boulardii’
12 465/2018 klinikai izolatum S. “boulardii’
13 551/2018 klinikai izolatum S. “boulardii’
14 2251/2018 klinikai izolatum S. “boulardii’
15 DE342 klinikai izolatum S. cerevisiae
16 DE722 klinikai izolatum S. cerevisiae
17 DE10397 klinikai izolatum S. cerevisiae
18 DE11595 klinikai izolatum S. cerevisiae
19 DE27290 klinikai izolatum S. cerevisiae
20 DE29607 klinikai izolatum S. cerevisiae
21 DE42651 klinikai izolatum S. cerevisiae
22 DE43763 klinikai izolatum S. cerevisiae

5.4 Genomikai eredmények: teljesgenom-osszeallitas és -annotalas

A hossza, illetve rovid szekvenciaolvasatok felhasznalasaval az LRSDAY pipeline
alkalmazasaval 16 nuklearis kromoszomabol, valamint két mitokondrialis kontigbol 4llo,
gyakorlatilag teljes genomot allitottunk 6ssze a PY0001 kereskedelmi izolatum (S. "boulardii’ CNCM
[-745) esetén. A mitokondrialis genomot Peter és munkatarsai [4] genom Osszeillesztéseit
felhasznalva, a CIM nevll S. ‘boulardii’ izolatummal poétoltuk ki, mely a rovid olvasatok alapjan
mindGssze egy SNP-t tartalmazott a PY0001-hez képest. Az alkalmazott pipeline nem kis méreti,
cirkularis genomalkotok Osszerakdsdra volt optimalizalva, igy a 2p plazmid Osszerakasatol
eltekintettiink. Az Osszeallitott genom nagymértékben szinténikus volt a S. cerevisiae S288C
referencia genommal (8. abra), és a teljes genomméret a mitokondriummal egyiitt 11 868 337 bp-nak
adodott, szemben az S288c referencia 12 157 105 nukleotidjaval (6. tablazat). A gének, a telomerikus
régiok, és a centromerek annotdcidja alapjan a két torzs kozotti kiillonbség leginkabb egyes S288c
gének hianyabol, valamint a Ty1-3-4 retrotranszpozonok hianyabol fakad. Ugyanakkor a PY0001
genomja tartalmaz az S288c-ben meg nem 1évé ORF-eket is. Megjegyzendd, hogy a CIM torzs
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mitokondrialis genomja hosszabb, mint az S288c referencia mitokondrialis genomja (87 321 bp,
illetve 85 779 bp).

A gének identifikalasa soran 3 ETS-szekvencia (,.external transcribed spacer”, kiilsé atirt
elvalasztd szekvencia) is tévesen ORF-ként keriilt meghatdrozésra, ezeket a SGD BLAST
szolgaltatdsaval identifikaltuk, majd az annotacios listdbol (.GFF3 fajl) toroltiik. gy minddsszesen
5717 magi proteinkodold gént identifikaltunk a PY0001-ben (6. tablazat). Késobb ezt az dsszeallitott
genomot hasznaltuk referenciaként a HMX1 génkiiitéshez hasznalt hat izolatum genomikai
elemzéséhez.

A nyolc ismert Saccharomyces fajra torténé térképezés alapjan a probiotikus éleszték genomja

nem tartalmazott semmilyen jelentOs introgressziot, igy ezek tovabbi analizisétdl eltekintettiink.

6. tablazat A PY0001 izoldtum Osszedllitott genomjanak jellemzdi: kromoszoémak méretei
(0sszehasonlitva az S288c¢ referenciagenommal), illetve az annotalt fehérjekodold gének szama.

kromoszéoma S288c referencia genom  PYO0001 referencia

l. 230 218 bp, 210 734 bp, 95 gén
. 813 184 bp 793 175 bp, 397 gén
. 316 620 bp 315 973 bp, 159 gén
V. 1531 933 bp 1 510 005 bp, 743 gén
V. 576 874 bp 565 474 bp, 273 gén
VL. 270 161 bp 245 370 bp, 122 gén
VII. 1 090 940 bp 1 058 692 bp, 503 gén
VIII. 562 643 bp 523 461 bp, 271 gén
IX. 439 888 bp 420 152 bp, 208 gén
X. 745 751 bp 730 649 bp, 354 gén
XI. 666 816 bp 668 834 bp, 321 gén
XII. 1078 177 bp 1 051 807 bp, 472 gén
XI111. 924 431 bp 909 758 bp, 450 gén
XIV. 784 333 bp 790 714 bp, 382 gén
XV. 1 091 291 bp 1 054 797 bp, 511 gén
XVI. 948 066 bp 931 421 bp, 456 gén
mMtDNS 85 779 bp 87 321 bp (CIM), 20 gén
2u plazmid nincs nincs osszeallitva
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PY0001

5288c
8. abra Teljesgenom-illesztés az S288c referenciagenom és a PY0001 referenciagenom kozott.

5.5 Fenotipusos Kkiilonbségek a Kkereskedelmi, mikoézist okozo és mikdzist nem okozo
S. ’boulardii’ izolatumok kozott

A probiotikum izolatumok ko6zotti fenotipusos eltérések megallapitasahoz, elészor a
telepmorfologiat vizsgaltuk. Tiz napos inkubaciot kovetden a telepek sima felszintiek és fehérek
voltak az Osszes izolatumnal. Azonban a telepek oregedésének vizsgalatakor eltéré fenotipusok
jelentek meg, a fungémiat okozé izolatumoknal pedig komplex telepmorfologiat figyeltiink meg (F4.
tablazat). A mitokondrialis “petite” mutansok aranya jellemzéen kicsi volt: 0—1,22% kodzott mozgott,
¢s az izolatum csoportok kozo6tt nem volt szignifikans eltérés. EQyik izolatum sem sporazott a vizsgalt
homeérsékleteken (25 °C ¢és 37 °C), de a MAT lokusz tipizalas megerdsitette, hogy mindegyik
izolatum homotallikus (F4. tablazat). Tovabba mindegyik izolatum “non-killer” és szenzitiv volt az 1
és 2 tipusu Killer toxinokra (F4. tablazat) [Tarsszerz6i eredmények (petite-teszt, MAT lokusz tipizalas,
killer teszt): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszék]. A
telepek egyik esetben sem voltak invazivak fiiggetleniil a taptalaj tipusatol vagy az inkubéacid soran
alkalmazott hdmérséklettdl, valamint flokkuldcié sem volt megfigyelhetd, a pszeudohifas ndvekedés
pedig taptalaj fiiggd volt. A spot-plate modszer eredményei alapjan az izolatumok telepeinek
noévekedése azonos volt, 37 °C és 39 °C-on, 42 °C-on viszont a PY0001 és PY0002 izolatumok

esetében a telepek intenzivebb ndvekedést mutattak a tobbi izolatumhoz képest, a 2251/2018 izolatum
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pedig nem mutatott ndvekedést (F5. tablazat). Nyers adatok és statisztikai analizis: Figshare
doi:10.6084/m9.figshare.15145020.

5.6 A Kkereskedelmi, mikozist okozo, és mikozist nem okozo S. ‘boulardii’ izolatumok
extracellularis virulencia faktorai (extracellularis foszfolipaz és aszpartat proteiaz termelés,
hemolitikus aktivitas)

Fenotipusos klaszterezés alapjan két f6 csoportot tudtunk megkiilonboztetni: Az egyikben
kisebb volt a proteaz termelés és a P-hemolizis mértéke, valamint nagyobb volt a foszfolipaz
termelés, a masikban ezek ellenkezdje volt jellemz6 (9. A dbra). Azonban, ha a virulencia faktorokat
kiilon értékeltiik, statisztikailag szignifikans eltéréseket talaltunk az egyes csoportok kozott. A Tukey
HSD teszt alapjan a mikozist nem okozo klinikai izolatumok szignifikansan (p < 0,05) kisebb Prz
(proteaz zona) értékekkel rendelkeztek, mint a kereskedelmi izolatumok, tehat nagyobb volt a proteaz
termelésiik (9. B abra, 7. tablazat). Ugyanezeknél az izolatumoknal a Pz (foszfolipaz zona) értékek
atlaga szignifikansan nagyobb volt (p < 0,01), ami azt jelenti, hogy ennél a csoportnal volt a legkisebb
a lipaz termelés mértéke (9. C abra, 7. tablazat). A csoportok kozott nem volt szignifikans eltérés az
a-hemolizis esetében, de a P-hemolitikus aktivitds a mikézist okozd klinikai izolatumoknal
szignifikansan nagyobb volt (p < 0,01) a kereskedelmi és mikdzist nem okozo izolatumokkal

Osszehasonlitva (9. D abra, 7. tablazat) .
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7. tablazat. Az izolatumcsoportok statisztikai Osszehasonlitasa foszfolipaz és aszpartat protedaz szekrécid, valamint hemolitikus index tekintetében.
Jelolések: C:kereskedelmi izolatumok; M: mikdzist 0kozo izolatumok; NM: mikézist nem okoz6 izolatumok; n.s: a kiilonbség nem szignifikans.

Szekretalt enzimatikus virulencia faktorok Hemolitikus index, 37 °C

Aszpartat proteaz

Foszfolipaz szekrécio, szekrécio a-hemolizis, a-hemolizis, B-hemolizis, B-hemolizis,
Pz érték, 37 °C Prz érték, 37 °C 1. nap 2. nap 2. nap 3. nap
ANOVA p érték <0,0001 0,00577 0,03899 0,36651 0,91412 0,00182
kereskedelmi vs. ns. (p = 0,05) ns. (p>005 C>M(P<005 ns (p>005 ns (p>005 C<M (p<0,01)

mikoézist okozo (Tukey HSD)

kereskedelmi vs. mikozist nem

okozé (Tukey HSD) C<NM((p<0,01) C>NM(p<005) ns(p=>0,05 ns. (p>0,05 n.s.(p>0,05) n.s. (p >0,05)

mikodzist okozo vs. mikdzist nem

okozo (Tukey HSD) M < NM (p <0,01) n.s. (p > 0,05) ns.(p>0,05 ns.(p>0,05) ns. (p>0,05 M>NM (p<0,01)
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9. abra Extracellularis virulencia faktorok Osszehasonlitasa (foszfolipaz ¢és protedz termelés,
hemolizis): A) Az izolatumok fenotipusos klaszterezése és az eredmények “heatmap” abrazolasa. Az
izolatum csoportokat szinkoddal lattuk el. A hemolitikus aktivitashoz a 2. napon (a-hemolizis) és
3. napon (B-hemolizis) mért HI értékeket vettiik figyelembe. B)-D) Box plot abrak a virulencia
faktorokrol izolatumcsoportonként. B) extracellularis proteaz; C) extracellularis lipaz; D) hemolitikus
indexek. A szignifikans kiilonbségeket a kovetkez6képpen jeloltiik: *: p < 0,05; **: p < 0,001.

5.7 Antifungalis szerekkel szembeni érzékenység

Az antifungélis szerekkel szembeni érzékenység tesztelésekor a kereskedelmi izolatumok
nagyobb kaszpofungin MIC értékeket mutattak a mikozist nem okozo izolatumokhoz képest
(F5. tablazat). Az MIC értékek alapjan a mintak két klaszterbe sorolhatoak. Az amfotericin B-nél
kapott értékek 0,125-0,25 pg/mL kozott voltak (a nagyobb érték a PY0003 kivételével az Osszes
izoldtumra igaz volt). A flukonazol esetében az értékek 2—-8 pg/mL kozott valtoztak (az izolatumok
felénél az MIC érték 8 pg/mL volt), mig a kaszpofunginnal kapott értékek 0,25 vagy 0,5 voltak (F5.
tablazat). Nyers adatok ¢és statisztikai analizis: Figshare doi:10.6084/m9.figshare.15145020
[Tarsszerz6i eredmény (érzékenység tesztelése antifungalis szerekre): Dr. Kovacs Renatd, Orvosi
Mikrobiologiai Intézet].
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5.8 Interakcio az epitéliummal (adhézio, karositas, transzmigracio), morfologia

A vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy egyik izoldtum sem tapadt az epitélium modellhez,
valamint az MTT assay egyik esetben sem mutatott 17%-nal nagyobb karosodast a Caco2-sejteken
[Tarsszerz6i eredmény (MTT assay): Dr. Nemes Daniel, Gyogyszertechnologiai Tanszék]
(10. A, B abra). Transzmigraci6 szintén nem volt jellemz6 a S. ‘boulardii’ izolatumokra, a DE3912 és
551/2018 mikdzist nem okozé izoldtumokat kivéve, amik négy, illetve hat nap elteltével atjutottak az
epitéliumon (10. C abra). Biofilm képzés hat nap elteltével sem volt megfigyelhet6. A kisérletekben
DMEM téptalajt hasznaltunk, melyben az izoldtumok éleszté morfologiat mutattak, illetve rovid
pszeudohifakat képeztek. A pozitiv kontrollként hasznalt C. albicans, szemben a probiotikus
¢lesztokkel, adhézidt, karosodast és gyors transzmigraciot (mely hifa névekedéssel is tarsult) is
mutatott ennél a modellnél (10. abra).
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10. abra Interakciok az epitélium modellel: adhézio, karositas, €s transzmigracié. A diagrammokon
az egyes adatpontokat abrazoltuk az izolatumcsoportoknak megfeleld szinkdédokat hasznalva. A
vizszintes vonalak az atlagot mutatjak. A) adhézios assay: a Caco-2 sejtekre letapadt élesztd sejtek
szama mm?-enként; B) karositas: a Caco-2 epitélium modell relativ életképessége (%) az élesztékkel
valo egyiittinkubalast kovetden, MTT-assay alapjan; C) Transwell assay: a felsobdl az alsé
kompartmentbe atjutott 1évo ¢€lesztd sejtek szama (CFU/mL) 144 o6ra elteltével. Kontrollként a
C. albicans SC5314 torzset alkalmaztuk.

5.9 Immunologiai interakciok (MoDC-k fagocitozisanak és sejtfelszini molekuldinak, a
citokin/kemokin szint, valamint a T-sejt aktivacié vizsgalata)

A moDC-k fagocitdzis aktivitasanak vizsgalatakor szignifikans donorfiiggd kiilonbségek nem
voltak (11. A abra), illetve a kereskedelmi és mikozist okozo izolatumok k6zott sem volt szignifikans
kiilonbség a moDC-k fagocitozis aktivitds mérésekor (7. tablazat) (Immunoldgiai Intézet
munkatarsaival kozosen kapott eredmények).

Az élesztokkel valo egyiittinkubalast kdvetden a kovetkezd sejtfelszini molekulak valtozasat

vizsgaltuk a moDC-k felszinén: kostimulacios fehérjék (CD40, CD80, CD86), CD83 érési marker, és
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a HLA-DQ antigén prezentald fehérje (11. B abra). Ebben az esetben is vizsgaltuk a donorfliggd
kiilonbségeket, valamint Gsszehasonlitottuk a kereskedelmi és mikozist okozo izolatumoknal kapott
fluoreszcencia valtozasokat [Immunoldgiai Intézet munkatarsaival (Dr. Pazmandi Kitti,
Dr. Fekete Tiinde) kozosen kapott eredmények]. A HLA-DQ kivételével azt talaltuk, hogy a
kiilonb6z6 donorokbdl szarmazd DC-k eltérden reagaltak az élesztokkel torténd egyiittinkubalasra,
tehat a sejtfelszini molekulak mennyisége nagyban fliggott a donortdl (11. B abra, 8. tablazat). A két
izolatumcsoport Gsszehasonlitasakor nem talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik DC sejtfelszini
marker esetében sem. Meghataroztuk a proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-12, IL-1B3, TNF-a) és
az IL-8 kemokin koncentracid valtozasait is a sejtek feliiliszojaban (11. C abra). A kiilonbozo
donoroktdl szarmazé DC-k kozott szignifikans eltérések voltak, azonban a kereskedelmi és mikozist
okoz6 izolatumcsoportok 6sszehasonlitasakor nem talaltunk szignifikans eltérést (8. tablazat).

A T-sejt aktivacidos és polarizacios tesztek nemcsak szignifikdns donor dependens
kiilonbségeket tartak fel, hanem azt is, hogy a mikézist okozo izolatumok szignifikansan indukaltak
(kétmintas T- proba, p<0,05) az IL-17 termelést a kereskedelmi izolatumokkal &sszehasonlitva
(11. D abra, 8. tablazat). Az  ELISPOT  assay-kr6l  késziilt  fotok a  Figshare-n
(doi:10.6084/m9.figshare.15145020) talalhatoak meg. [TarsszerzOi eredmények (citokinek és T-sejt
aktivacio vizsgalata): Dr. Pazmandi Kitti, Dr. Fekete Tiinde, Immunoldgiai Intézet].

Az immunologiai vizsgalatok alapjan a fenotipusos klaszterezés egyértelmiien
megkiilonboztette a kontroll C. albicans-t a S. ‘boulardii’ izolatumoktol, utobbit pedig két klaszterre
bontotta. A magasabb immun aktivaciot kivaltd klaszterbe két kereskedelmi és a két mikozist okozo

izolatum tartozott (11. E abra).
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8. tablazat Az izolatumcsoportok ¢és donorok statisztikai Osszehasonlitisa a DC és T-sejt aktivacios,
Jelolések: D: donor; n.s.: a kiilonbség nem volt szignifikans.

valamint a DC fagocitdzis vizsgéalatoknal.

Statisztikai proba Fagocitozis CD40 CD80 CD86 CD83 HLA-DQ  IL-6 IL-8 TNFa IL-12 IL-1p IL-17 IFN-y
ANOVA/T-teszt pérték  0,10721  <0,00010 <0,0001  <0,0001  <0,0001 054060 <0,0001  <0,0001  <0,0001 (OTOtYe gg <0,0001  <0,0001 (()llg)-(t)gszt?
D1<D3 D1<D3 DI<D2 _. . ., 51spg D1>D2  D1>D3 D1>D2 D1<D2 D3>D4
(p<0,01) (p<001) (p<0,01) (p<0,05 (p<0,01) (p<001) (p<0,01) (T-test)
D2<D3 Dl1<D4 D1<D3 D1<D3 D2>D3 D1>D3 D1>D4 D1>D4 DI>D4
(p<001) (p<001) (p<001) (p<0,0) (p<0,0) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
_ Donorok - D3>D4 D2<D3 DL<D4 . ., b3<p4 D1>D4 D2>D3 D2>D4 D2> D4
dsszehasonlitasa (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
n.s.
Tukey HSD/T-teszt n.s. (T-teszt)
D2<D4 D2<D3 L, oo D2>D3 D2 > D4
(p<0,01) (p<0,01) (p<0,01) (p<0,01)
D3 > D4 D2 < D4 D2 > D4 D3 < D4
(p<001) (p<0,01) (p<00) (p<0,01)
D3 > D4
(p <0,01) D3>D4
1 *
kereskedelmi vs. T-teszt 0,64298 087434 10000 098422 070758 056780 088993 065003 054811 031408 089588 0:03792" 449350
mikozist 0kozo (C<M)
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11. abra Immunologiai interakciok. A) A moDC-k fagocitdzis aktivitasa a kiilonbozé élesztd
izolatumok esetén. A moDC-k fagocitézis aktivitasat (fluoreszcencia) az élesztével nem fertézott és
4 °C-o0s kontrollal korrigaltuk mindegyik donor esetén. B) Mennyiségi valtozasok az moDC
markerekben. A CDS83 marker esetén a CD83 pozitiv sejtek aranyanak novekedése Kkeriilt
feltiintetésre. C) Citokin/kemokin termelés. A koncentracio valtozasat (pg/mL) abrazoltuk mindegyik
citokin/kemokin esetében. D) T-sejt aktivalas a moDC-k altal. Az ELISPOT assay segitségével
leolvasott foltok szamat abrazoltuk. A)-D) Az oszlopdiagrammok oszlopai az atlagokat mutatjak, a
hibasavok pedig a szorast. Az adatpontok eltérd szinei a kiilonbdzé donorokat jelentik, az oszlopok
szinei pedig az egyes izolatumcsoportokat jelentik. E) Az izolatumok fenotipusos klaszterezése az
immunologiai kdlcsonhatasok alapjan. A klaszterezéshez a donoronkénti atlagokat hasznaltuk fel.

5.10 G. mellonella larva infekciok

A G. mellonella larvamodellt hasznalva Gsszehasonlitottuk a 14 probiotikum izolatum, és az
izolatumcsoportok (kereskedelmi, mikézist nem okozo, mikézist okozd) patogenitasat a PBS és
patogén C. albicans kontrollokkal. A mikozist nem okozd izolatumok szignifikansan alacsonyabb
patogenitast mutattak, mint a mikézist okozd vagy a kereskedelmi izolatumok (12. &bra). Ezen
csoporton beliil az izolatumok kozott két esetben volt statisztikailag jelentds kiilonbség. Minkét ilyen

eset soran az egyik szignifikdnsan eltérd izolatum a mikoézist nem okoz6 2251/2018 volt, melynél
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nagyon jelentds volt a larvatalélés (Nyers adatok ¢és statisztikai analizis: Figshare

doi:10.6084/m9.figshare.15145020).
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12. abra A kereskedelmi, mikdzist nem okozo és mikozist okozo izolatumokkal beoltott Galleria
larvak talélesi gorbéi. A csoportok kozotti kiilonbségek szignifikancia értékeit az abra jobb oldalan
jeloltik a Kaplan-Meier analizis alapjan, n.s. azt jelenti, hogy a kiilonbség nem volt statisztikailag
szignifikans. A beszinezett savok a 95%-os log konfidencia intervallumot mutatjak.

o

5.11 Virulencia és talélés immunszuppresszalt BALB/c egérmodellben

Az egérkisérleteknél a kereskedelmi izolatumok kozott nem volt szignifikans a kiilonbség
(p>0,05) (13. abra, 9. tablazat), a klinikai izolatumokat egymassal Osszehasonlitva viszont
szignifikans kiilonbségeket talaltunk (p <0,01; 13. abra, 9. tablazat). Egyes izolatumok kifejezetten
magas virulenciaval rendelkeztek: 465/2018 (28% talélés), DE45866, DE42533, 2251/2018 (42%
tulélés).

A vesék gombaterhelése nem kiilonb6zott szignifikansan a kereskedelmi izolatumok esetében
(p>0,05), a klinikai izolatumok koéziil viszont a DE27020, DE6507 és a DE35762 izolatumok
esettben a CFU értékek szignifikdnsan [p<0,01 (DE27020); p<0,01 (DE6507);
p <0,01 (DE35762)] alacsonyabbak voltak, mint a 2251/2018 izolatum esetében (14. abra, 9.
tablazat). A kereskedelmi és Kklinikai torzsek nem kiilonboztek statisztikailag szignifikansan
egymastol, azonban az egyes izoldtumcsoportok mar igen. A mikozist nem okozd izolatumok
esetében szignifikansan [p < 0,01 (C); p < 0,001 (M)] nagyobb CFU értékek voltak megfigyelhetéek
a kereskedelmi és mikozist 0koz6 izolatumokhoz képest (14. abra, 9. tablazat) [Tarsszerz6i eredmény

(egérfertézések): Dr. Kovacs Renato, Orvosi Mikrobiologiai Intézet].
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9. tablazat A felhasznalt 14 probiotikum izolatum virulencidjanak és a vesék gombaterhelésének
statisztikai elemzése. A Kruskal-Wallis teszt esetében Bonferroni korrekcidt alkalmaztunk, igy az
'a=0,005 és 2a=0,01667 kiiszobértékeket alkalmaztuk (dbran index szamokkal jelolve), a
szignifikans eredményeket csillaggal (*) jeloltiik. C: kereskedelmi izolatumok; M: mikozist okozd
izolatumok; NM: mikozist nem okozo izolatumok.

Egértulélés Vesék gombaterhelése
Log-rank (Mantel-Cox) Paronkénti ésszehasonlitasok T s
teszt (Kruskal-Wallis teszt) Csoport szintii 6sszehasonlitasok
Cvs. Mvs. kereskedelmi vs.
kereskedelmi klinikai kereskedelmi Klinikai izolatumok NM klinikai
izolatumok  izolatumok izolatumok (Kruskal- (Mann Whitney
Wallis teszt) teszt)
0,5283 **0,0026 0,145206 1%0,001161 2*%0,00009186 0,145708
1%0,003604 2*%0,006384
(DE27020 < 2251/2018) (C>M)
p-értekek 1%0,002555 2%0,005217
(DE6507 <2251/2018) (C <NM)
1%0,001234 2%0,000319
(DE35762 < 2251/2018) (M <NM)
A B
100 100
90 — PY0001 90 = DE27020
- =« PY0002 E = DE6507
80 - =  PY00O3 80 - DE35762
. DE3912
70 . PY0004 70 ~——  DE42807
] ——  DE42533
:; 60 Q BD_: — — Dm
2 - — 465/2018
g 50 8 50‘: ‘ 551/2018
0 )
2 40 32 40 — 2512018
30 30‘5
20 20
10 10—5
0 e e N B m s |
0o 1 2 3 4 5 &
id6 (nap) id6 (nap)

13. abra A S. ‘boulardii’ izoldtumok virulencidja immunszuppresszalt BALB/c egérmodellben.

A) kereskedelmi izolatumok; B) klinikai izolatumok
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14. abra A vesék gombaterhelése a S. ‘boulardii’ kereskedelmi, mikozist okozo és mikozist nem
okozd izoldtumok esetében. A) kereskedelmi izolatumok (kék); B) klinikai izolatumok [mikdzist
okoz6 vérizolatumok (piros), mikdzist nem okozo izolatumok (z61d). A vékony vizszintes vonalak a
kvartiliseket, a vastag vizszintes vonalak az adatok medianjat jelentik.
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5.12 A génkiiitéses kisérletekben vizsgalt probiotikus éleszt6k genomi hatterének
osszehasonlitasa

A filogenomikai dendrogram és SNP-halozat egyardnt megmutatta, hogy a S. ‘boulardii’
izolatumok nagymértékben hasonléak egymashoz, valamint Peter és mtsai. [4] S. ‘boulardii’ CIM
torzséhez (15. abra). Az izolatumok a PY0001 referenciahoz képest nagyjabol 3000 varians poziciot
tartalmaznak a tobb mint 11 millié bp-t kitevé genomban, melyek nagy része heterozigdta SNP volt.
Megjegyzendd, hogy a PY0001 rovid olvasatainak elemzése is mutatott ki SNP-ket a PY0001
referenciara vald térképezéskor, ezek gyakorlatilag minden esetben heterozigoéta pozicidk voltak
(melyek a haploid genomdosszeillesztés hasznalata miatt SNP-kként jelentkeztek a valgjaban diploid
¢lesztd térképezése utan). A két kereskedelmi izoldtum mutatkozott a leghasonlobbnak az izolatumok
koziil (15. B abra) [Tarsszerzoi eredmény (Maximum Likelihood filogénia): Dr. Pfliegler Valter Péter,

Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék].

A

ADD
PY0001
CIM
PY0002
DE35762
2251-2018
B 465-2018
DEB507

0,001

PY0002
"

Pyoont
./

\\n‘( 2251-2018

DE35762

[ ]
465-2018

[ ]
DEBS07

15. abra A szekvenalt genomok rokonsagi viszonyai. A) A teljes genomban identifikalt
polimorfizmus alapjan felallitott Maximum Likelihood dendrogram. Az egyes elagazasok 80%-nal
magasabb bootstrap megkozelités altali tamogatottsaga feltiintetésre keriilt. B) A teljes genom SNP-
ire épitett halozat, mely a heterozigota poziciokat is figyelembe veszi (a két haplotipus korrigalatlan P
tavolsaganak 4tlagolasa altal).

A térképezési fajlokbol 1étrehozott lefedettségi abrak, illetve a kromoszomékra &brazolt
allélaranyok alapjan megallapitottuk, hogy mind a hat izolatum diploid, euploid genommal
rendelkezik, és nem mutatnak szegmentalis duplikaciokat vagy nagy deléciokat (16. abra). Az egyes

PYO0001 referenciaban megtalalhatd gének, illetve a kornyezetikben megtalalhaté gének median
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lefedettsége alapjan meghataroztuk mind a 6 izoldtumban a gének kopiaszamat. Minddssze 10 génben
talaltunk kopiaszam-eltéréseket (1 vagy 2 kopia haploid genomonként), melyek nyolc kiilonb6zo
kromoszoéman helyezkedtek el, és izolatumonként 1-5 ilyen gén volt jelen a genomban (17. abra). A
CNV-ben érintett gének koziil hét kétséges ORF, illetve nem jellemzett gén volt. Emellett a YDL069C
(CBS; mitokondrialis 1égzési lanc III. komplex 0Osszeszerelése), a YLR211C (ATG3S;
makroautofagiaval kapcsolatos gén) és a YPR166C (MRP2; mitokondrialis transzlacioban szerepet
jatsz0) géneknél voltak kopiaszambeli kiilonbségek (17. abra). A HMX1 egykopias gén volt (haploid

genomra nézve) mindegyik €lesztoben.

P P ([ . VoV VI VL IX. X XL XL X0, XIV. XV, XVI. mt

PY0001

PR P R 1 . V. VI VIL VL X X XI. XIl. Xi. - XIv. XV. XVI. mt

PY0002 :

PR R T TR YA VoVLOVIL VI X X XL XL XL XV, XV, | XVimt

465/2018 -

Shoom v VoV VIL VI X X XL XL XL XV, XV. | Xvi.mt

2251/2018 :

PR P A ([ . V.V VIL VL IX. X XL XL X0 XIV. XV, XVI. mt

DE6507 -

Sboom W VOVLOVIL VAL X X XL XL XL XV, XV, XVi.mt

DE35762 .

16. abra Az egyes szekvenalt izolatumok lefedettségi adatai 10 000 bp-0s, 5000 bp-onként cstszo
ablakokkal. Megfigyelheté mind a 16 kromoszoma esetén a diszomia, valamint lathat6 a riboszomalis
DNS repeat-ek altal okozott cstics a XII. kromoszoman. A mitokondrium lefedettsége a magas
kopiaszam miatt magasabb. Az x tengelyen a kromoszémak, az y tengelyen a lefedettségbdl szamitott
kopiaszam lathato.

o1
02

PY0001
PY0002
465/2018
2251/2018
DE6507
DE35762

T o

< o

G0000950
YBR196C.
YER188C
YDLO6S
YDLOOSC
G0021860
G0025660
YLR211C
G003920
YPR166C

17. abra Az izolatumok kozott megfigyelt génkopiaszambeli kiillonbségek. Kopiaszdm-eltérést
mindossze 10 génben, 8 kiillonb6z6 kromoszéman azonositottunk a lefedettségi adatok alapjan, a
képiaszamok 1 és 2 kozott varidltak haploid genomra vonatkoztatva.
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Peter és mtsai. [4] munkaja alapjan a teljes pangenom ORF-gyiijteményre valo térképezésbol
megallapitottuk a sejtenként, haploid genomra kalkulalt mitokondrium, 2u plazmid, rDNS és
transzpozon kopiaszamot. Az izolatumokban 17-25 mitokondrialis genom jelenlétét kalkulaltuk
haploid genomonként, a plazmidszam nagyobb skalan, 31 db és 58 db kozott valtozott. Az rDNS
kopiai a legtobb esetben 60—90 kozé estek. A Ty?2 retrotranszpozonokbol 15-16 kopiat allapitottunk
meg, a Ty5-bdl egységesen 2-t minden izolatumban (18. abra). A 6 izolatum tehat a gének és egyéb

jellemzok kopiaszamat tekintve is nagyfoku hasonldsagot mutatott.

W PYOO01 mPYO002 wm DE6507 DE35762 m465/2018 m2251/2018

81 gp
24 25
16 16 16 16 15 16
I III II 2 2 2 2 2 2
RN | |
mitokondrium  plazmid 5,85

() C C

18. abra A szekvenalt izolatumok kozott tapasztalt haploid genomra vonatkoztatott mitokondrium,
2u plazmid, valamint rDNS-elem és a retrotranszpozon kopiaszam eltérések.

A variansanalizis sordn meghatarozott allélek AD értékei, valamint a szoftver altal identifikalt
genotipusok alapjan abrazoltuk az allél lefedettségi ardnyok valtozasait a kromoszomakon (19. 4bra).
Valamennyi esetben a heterozigbta poziciok csoportosuldsa volt megfigyelhetd elsésorban a 1-VI
kromoszomakon, illetve a X, XII, XIII. kromoszéman. A VIII. és XIV. kromoszomak viszont

gyakorlatilag teljesen homozigdtak voltak.
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L. . VeV v v X X X XX XV. | XV. XV mt

1
6
PY0001 4
02
00 e —
i A W, VOV VL VI K X XL XL XWXV XV XV mt
PY0002
w. COVOVL VIl VL X X XL Xil. Xill. XV, XV XV mt
465/2018
10 I ne o . . eV ML VL L IX, X X. . X Xi. XV XV . XV mt
08 : H H : : H H
06
2251/2018 ..
02
00
R T ) . VOV VIl VL XX R = Xl Xill. XV, XV XVl mt
(Y S— ] i : i ; ]
06 s
DE6s07 ¢ i il
02
00
o kM wmw Ve VL VL VI X X X X XXV, XV XV mt
06 % &
DE35762 . !
02
00

19. abra A szekvendlt izoldtumok egyes kromoszomaszakaszain (x tengely) identifikalt variansok
(INDEL ¢és SNP variansok) AD értékeinek aranya (y tengely). Az egyes pontok a kiilonallo variansok
AD aranyait mutatjak. Jelentds eltérés figyelheté meg az egyes kromoszémék heterozigota
variansainak szamaban.

A genotipus értékek alapjan meghataroztuk, hogy hol vannak a PY0001 izolatumhoz képest
olyan helyek az 5 masik térzs genomjaban, melyek hosszabb LOH vagy GOH eseményekre utalnak.
A megszekvenalt és Osszeallitott PY0001 izolatum heterozigota pozicidi nagyrészt az I-VI (a
IV. kromoszéma esetében csak a kromoszoma bal karjan), X, XII ¢és XIII kromoszoman
csoportosultak (20. dbra). Osszességében nézve a kromoszomakon csekély volt a heterozigota
poziciok aranya €és nagyméretli homozigdta régiok voltak alapvetden jellemzdek a genomra (példaul a
VIII és XTIV kromoszémak majdnem teljesen homozigotak voltak). A tobbi 5 izolatum mindegyikénél
talaltunk GOH, illetve LOH régiokat 7 kiilonb6z6 kromoszoman (20. abra). A PY0002 esetében ez
minddssze egy rovid régiot jelentett, a tobbi négy, klinikai izolatumnal ennél jelentdsen tobb, illetve
hosszabb allélarany-valtozasokat taldltunk (20. dbra). Osszességében a heterozigotasagra vonatkozo
eredmények kiilonboztek a 6 izolatum kozott [Tarsszerz6i eredmény (allélarany-valtozasok

vizsgalata): Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék].
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20. abra Heterozigédta variansok siriisége a kromoszomakon (10 kb-onként) a PY0001 izolatum esetében (fent) és az allélaranyok valtozasai, azaz a

heterozigota régiok nyerése és elvesztése a masik 6t izolatumban (alul).
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Végiil mind a hat szekvenalt torzs esetén meghataroztuk, hogy mely variansok okoznak a
proteinkddolo génekben jelentds valtozasokat (pl. korai stop kodon, stop kodon elvesztése, leolvasasi
keret eltolddasa) homo- vagy heterozigota formaban. A nagy hatasi mutdciok Osszesen 90 gént
érintettek, az Osszes izolatumot figyelembe véve (21. abra, F6. tablazat). A PY0001-ben az érintett
gének azok voltak, amelyek heterozigdota mutacidkat tartalmaztak (megjegyzendd, hogy a
térképezéshez hasznalt referenciagenom a PY0001 sajatja volt, ezért ennél az élesztdgenomnal csak
heterozigdta variansok varhatok). Ebbdl a 90 génbdl 43 nem volt érintett mind a hat izolatumban
egyszerre (21. abra, F6. tablazat), és igy a genetikai hattér kiilonbségeit mutatja. Ezek koziil 6sszesen
30-hoz rendelhetd jol koriilhatarolt funkcid az S288c referencia szekvenciaval vald homologia
alapjan. Az érintett gének koziil a GLT1 és az SLX5 kolcsonhatasba lépnek a HMX1-gyel az
Saccharomyces Genome Database (SGD) alapjan. Az elébbi génben a mutacié minden izolatumban
heterozigdta formaban volt, mig az SLX5 nem volt érintett a PY0001-ben, és homozigdta volt a masik

0t genomban (10. tablazat).

® kereskedelmi @ mikdzist nem okozé @ mikozist okozd

PY0001 . ..
PY0002 ....
465/2018 .. .

25120: 0000 000 000 © & 60
0000

pesso7 OO OO ® O
pessze2 @@ . o0 0000 000

génekszéma 47 33 2 2 2 1 1 1 42417 12 10 9 7 6 3 3 2 1 1 1 1

nagy hatasu kozepes hatasu

21. abra A nagy ¢és koOzepes hatdsu mutdciok altal érintett fehérjekodold gének eloszlasa. Az
izolatumokban érintett gének teljes szdma az abra also részén lathatd, minden genomot az izolatum
tipusanak megfeleld (kereskedelmi, mikozist nem okozod, mikdzist okozd) szinezett kor jeldl.

A génfunkciot befolyasold mutacios hatasok elemzésekor 497 gént azonositottunk (ebbdl 30
kétes ORF volt), melyek mérsékelt mutaciokat (pl. egyetlen aminosav szubsztiticid) tartalmaztak
(F7. tablazat). A nagy hatasi mutaciokhoz hasonléan az azonositott variansok tobbsége minden
izolatumban megtalalhato volt (a PY0001 esetében kizardlag heterozigéta, a tobbi izolatumnal pedig
leggyakrabban heterozigéta forméaban). Osszesen 73 olyan gén volt, ami csak egyes, de nem minden
izolatumban volt érintve (F7. tablazat). A kozepes hatasu mutaciokkal rendelkezd gének kozé tartozik
a CHK1, ESS1, GLT1, IME1, KCH1, LGE1, MXR1, PPR1, SPB4 és CST6, melyek kolcsonhatasba
lépnek a HMX1-gyel az SGD alapjan. A kozepes hatasii mutaciokat tartalmazo gének heterozigota
formaban voltak meg az izolatumok tébbségében de a DE35762 homozig(')ta volt a CHK1, a DE6507

crer
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befolyasolta semmilyen modositd, kdzepes vagy nagy hatasi mutacié a varians annotacid szerint
egyik izolatumban sem.

A HMX1-el kdlesonhatasban 1€v0, nagy, vagy kozepes mutaciok altal érintett 11 gén esetében
a GO Term analizis a sejtmagban talalhato fehérjék feldusulasat (p < 0,05) mutatta ki. Ezen feliil a
HMX1-gyel kolcsonhatasba 1ép6 géneket nem érintik szignifikansan nagyobb vagy kevesebb eséllyel

mutaciok, mint a vele nem kdlcsonhatasban 1évé géneket (Fischer-egzakt teszt, p > 0,05).
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10. tablazat A HMX1-gyel kolcsonhatasban 1évé gének mutécidinak listaja. Az egyes kdlcsonhatasba 1épé génekben 1évé mutaciok mind a hat vizsgalt
genomra.A heterozigota géneket ,.het. z.”’-vel, a homozigota géneket ,,homoz”-vel jeloltiik.

Masodlagos Interakcié Mutacio Pozicié a Mutacio
,g, Gén név Leiras , . kromo- , PY0001 PY 0002 465/2018 2251/2018 DE6507 DE35762
azonosito tipusa hatasa sz6man tipusa

Szerin/treonin kinaz és

YBR274W CHK1 DNS karosodas genetikai kozepes 729 433 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. homoz.
ellendrzépont effektor
peptidilprolil- kdzepes 471176 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
YJRO17C ESS1 cisz/transz-izomeraz genetikai
(PPI4z) kozepes 471 227 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
nagy 156 574 kereteltolodas het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
NAD*-fiigg glutamat o s
YDL171C GLT1 szintdz (GOGAT) genetikai nagy 156 577 kereteltolodas het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
kozepes 160 753 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
kozepes 597 121 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.

a meiozis f6

YJR094C IME1 szabalyozoja, amely genetikai kozepes 597 137 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
csak a meiotikus
ények soran akti )
esemettyeic soran axty kozepes 597 835 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
kozepes 529 412 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
YJR054W KCH1 Kahufn tr,anSZp,mer genetikai kozepes 530 009 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
(K* bearamlas)
kozepes 530 230 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
hiszton H2B kdzepes 441 438 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. homoz. het. z.
YPLO055C LGE1 ubikvitinaciojaban részt genetikai
vevé fehérje kozepes 441 813 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. homoz. het. z.
YER042W MXR1 metlorl?(ii;z;lfomd genetikai kozepes 231971 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
YLR0O14C PPR1 cink-uj ;;T(Itl(s;knpcms genetikai kozepes 158 716 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
az SIx5-SIx8 SUMO-
targetalt Ub ligaz . 1 P
YDLO13W SLX5 (STUbL) komplex genetikai nagy 436 686 kereteltolodas  hianyzik ~ homoz. homoz. homoz. homoz. homoz.
alegysége
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feltételezett kdzepes 121701 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
YFL002C SPB4 ATP-fiiggd RNS genetikai _
helikaz kozepes 122 057 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
alapvet6 leucin cipzar kozepes 264 026 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
(bZIP) transzkripcids
YILO36W CST6 faktf) raz ATF/CREB tranSZkr}pCIOS kozepes 264 770 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
csaladbol, részt vesz a regulator
stressz-valasz
szabalyoz0 halzatban kozepes 264 849 misszensz het. z. het. z. het. z. het. z. het. z. het. z.
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5.13 A HMX1 sikeres, CRISPR/Cas9-rendszeren alapulé delécioja

Az Anyagok és Modszerek fejezetben ismertetett elokésziiletek ¢€s transzformalds utan
telepeket izolaltunk a kisérletbe bevont, transzformalt élesztokbol, majd a HMX1 géndelécio
sikerességét PCR-rel ellendriztiik, mely soran egyrészt a teljes ORF amplifikalasat elvégeztik (a
géndelécio tényének igazolasara) (F5. A abra), masrészt a “repair” DNS kazetta (rDNS) helyes
beépiilését 1is igazoltuk, egy kazettara specifikus primer hasznalatdval (F5. B abra).
Gélelektroforézissel igazoltuk, hogy a HMX1 gén csak a vad tipusu izolatumokban talalhatdo meg, amit
egy 1553 bp méretii sav jelzett. A deléciés mutansok esetében egy sokkal révidebb, 682 bp hosszu sav
volt lathato (F5. A abra). Ennek az az oka, hogy az ellenérzéshez hasznalt primerek a HMX1 ORF-t6l
“upstream” és ,,downstream” helyezkednek el, igy a delécios torzseknél is lesz PCR termék, viszont a
gélelektroforézisnél kapott sav rovidebb mérete jelzi a géndelécio sikerességét. A rDNS beépiilésének
“forward” primer az inzercids kazettatdl —417 bp tavolsagra, a “reverse” primer pedig a kazettdhoz
kotodott). Ennek a primerparnak az alkalmazasakor a vad tipust izolatumok esetében nem jelent meg
sav a gélen, szemben a delécios torzsekkel, amiknél egy 437 bp méretii sav volt lathato (F5. B 4bra).

Tehat, a gélelektroforézis igazolta, hogy a gén kilitése mind a hat izolatumban sikeres volt.

5.14 A HMX1 delécioja csokkentette a S. ‘boulardii’ izolatumok szaporodasi képességét
vashianyos koriilmények kozott

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a HMX1 delécidja zavart okoz a S. cerevisiae
vasmetabolizmusaban [226,227], emiatt vaséhezés esetén a sejtek nem képesek a sejten beliili hem
tartalmi molekuldkat vasforrasként hasznalni [227]. Ezért megvizsgaltuk a delécios mutiansok
szaporodasat vaséhezés kozben. Az alabb ismertetett eredmények a “’spot-plate” masodik, 5x10° db
sejtet tartalmazd telepeire vonatkoznak.

40 uM BPS alkalmazasakor a legtobb mutans torzs telepei (A10001, AIO003, AIO005 és
Al0009) szignifikansan (p < 0,001; p < 0,001; p < 0,05 és p < 0,001; ebben a sorrendben) kisebbek
voltak a vad tipust izolatumokkal Osszehasonlitva (22. A, B abra). Az AI0007 torzs telepei szintén
kisebbek voltak, mint a 2251/2018 izolatumé, azonban ez a kiilonbség nem volt szignifikans
(p>0,05) (22. A, B abra). Erdekes modon az AI0011 deléciés mutans szaporodasa szignifikansan
nagyobb volt, mint a DE35762 vad tipust izolatumé, amibdl szarmazott (22. A, B abra). A mutans
torzsek koziil az AI0001, AI0003, ATI0005 és Al0007 szaporodasa szignifikdnsan (p < 0,01; p < 0,01;
p <0,001; p<0,001) gyengébb volt a vad tipusu izolatumokhoz képest 80 uM BPS hozzaadasa
esetén. A telepek novekedésbeli kiillonbsége nem volt szignifians (p > 0,05) a DE6507 és AI0009
torzsek kozott, de utdbbi novekedése gyengébb volt (22. A, B abra). Az el6z6 koriilményekhez

hasonléan az AI0011 szaporodasa jelentdsen (p < 0,001) nagyobb volt az eredeti térzzsel (DE35762)
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Osszehasonlitva. 120 pM BPS alkalmazasakor a legtobb torzs nem Szaporodott, vagy szaporodasuk
elhanyagolhat6 volt (22. A, B abra). A 465/2018 izolatum kivétel volt, mivel szaporodoképes volt (22.
B éabra). Az ebbdl az izolatumbol szarmazo HMX1 deléciés mutans (AI0005) nem volt képes
szaporodni, igy a telepek novekedése szignifikansan kiilonbozott (p < 0,05) a 465/2018 izolatumétol
(22. A, B abra). Az eredmények alapjan a vaséhezés a delécids torzsek tobbségénél gyengébb
szaporodassal tarsult. Az AIO01l tdrzs esetében ez nem volt igaz, mivel szaporodasi képessége
szignifikansan nagyobb volt, mint a vad tipust DE35762 izolatumé. Ennek oka feltételezhetden az
eltérd genetikai hattér lehet.

Mindezen feliill az izoldtumcsoportokat is 0Osszehasonlitottuk. A vad tipust izolatumok
Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a mikozist nem okozo6 izolatumok jelentGsen jobban ndttek a
kereskedelmi és mikozist okozd csoportokhoz képest, mindegyik BPS koncentracié alkalmazasakor
(40 uM: p < 0.01; 80 uM: p < 0.01; 120 uM: p < 0.05). A AAHMX1 mutans torzseknél szignifikans
(p <0,05; AAC < AANM) kiilonbségeket talaltunk a aakereskedelmi és aamikézist nem okozod
csoportok kozott 40 uM BPS koncentracion. Amikor 80 vagy 120 uM BPS-t hasznaltunk, nem volt
szignifikans eltérés a delécids csoportok kozott. (Nyers eredmények: 10.6084/m9.figshare.17000254)
[293].

A wvad tipusu izoldtum csoportokat 0Osszehasonlitottuk a hozzdjuk tartozd delécios
csoportokkal, és a szaporodasukra ugyanaz volt a jellemzd, mint amikor a torzseket paronként
hasonlitottuk 0ssze: a delécids csoportok szaporoddképessége kisebb volt a vad tipust izolatum
csoportokhoz képest. Szignifikans eltéréseket talaltunk az Osszehasonlitasok sordn az 0Osszes
alkalmazott BPS koncentracion, melyek a kovetkezdk voltak: 40 uM BPS: p < 0,001, C > AAC; p <
0,01, NM > AaNM; 80 uM BPS: p < 0,001, C > aaC; p < 0,01, NM > AANM; ¢és 120 uM BPS: p <
0,05, NM > aAANM. Hasonloképpen, amikor az Gsszes vad tipust izolatumot hasonlitottuk Ossze az
Osszes delécids mutanssal, az utobbi csoport gyengébb szaporodast mutatott, €és ez a kiilonbség 80 uM
(p < 0,001) és 120 uM (p < 0,001) BPS mellett volt szignifikans. Tehat, az izolatum csoportok
Oszehasonlitasa alapjan a HMX1 gén kiiitése a legtobb esetben gyengitette a torzsek szaporodasi
képességét vas€éhezés esetén, habdr ezek a kiilonbségek nem mindig voltak szignifikdnsak (Nyers

eredmények: 10.6084/m9.figshare.17000254) [293].
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22. abra Relativ (kontrolhoz képest) szaporodas vaséhezéskor. A) A sziirke (vad tipust izolatumok)
és csikozott (AAHMX1 mutans torzsek) oszlopok az adatok atlagat mutatjadk (a sorban balrdl a
masodik, 5000 sejtet tartalmazd spot alapjan). Az egyes adatpontokat kékkel (40 uM BPS),
narancssargaval (80 uM BPS) és pirossal (120 uM BPS) jeloltiik, a hibasavok pedig a szorast
mutatjak. A statisztikailag signifikans kiilonbségeket a kdvetkezoképpen jeldltik: *: p < 0,05; **: p <
0,01; ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001. B) Fotok a vaséhezés spot plate assay-rél. Az egyes
oszlopokban a vad tipusi mutansok lathatoak Osszehasonlitva a AAHMX1 muténs torzsekkel
mindegyik alkalmazott BPS koncentracio6 esetén.

A BPS mellett a vad tipusu és HMX1 delécios mutansok szaporodasat 50% RPMI-1640-et és
50% human szérumot tartalmazo folyékony tapkdzegben is Osszevetettilk, amely az élesztd altal
felhasznalhato szabad vasat nem tartalmazott. Szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd a PY0001,
PY0002, 465/2018 ¢s DE35762 izoldtumok szaporodasi képességében, Osszehasonlitva dket a
génkiiitétt mutans parjaikkal (p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05, ill. p < 0,0001; 23. abra) [293]. Erdekes
modon ezen izolatumok ko6ziil haromban (465/2018, 2251/2018 és DE35762) a mutans torzsek
szaporodasa nagyobb volt 24 o6ra elteltével, mig a tobbi esetben a delécids torzs szaporodasi képessége
gyengébb volt. A 2251/2018-as izolatum is gyengébb szaporodast mutatott, viszont a kiilonbség
statisztikailag nem volt szignifikans az AI0007 mutans torzshoz képest. Az Al0009 szaporodasa
minden ismétlésben kisebb volt, mint a DE6507 izolatumé, azonban a kiilonbség nem volt

szignifikans [Tarsszerz6i eredmény (szaporodas vizsgalata szérumban): To6th Zoltan, Orvosi

Mikrobiologiai Intézet].
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23. abra A vad tipusu izolatumok és a HMX1 delécios torzsek ndvekedési gorbéinek dsszehasonlitasa
50% RPMI-1640 és 50% human szérumot tartalmazd tapkozegben. A vad tipust izolatumokhoz
tartozo egyes adatpontokat feketével, mig a knockout mutansok adatait pirossal jeldltiik. Az azonos
ismétlésekhez tartozo adatpontokat vonal koti Ossze. A szignifikans eltéréseket mutatd
Osszehasonlitasokat a kovetkezéképpen jeloltik (*: p<0,05; **. p<0,01; ***: p<0,001;
**x%: p <0,0001).

5.15 A hemolitikus aktivitast nem befolyasolta HMX1 delécioja

A hemolitikus aktivitas mérésével azt kivantuk megvizsgalni, hogy az a- és p-hemolitikus
indexek alapjan elkiilonithet6ek-e, illetve azonosithatoak-e virulens izolatumok, masrészt pedig a
HMX1 gén hianyanak a hemolitikus aktivitdsra gyakorolt hatasat kivantuk felmérni. Amikor a
deléciés mutans torzseket a vad tipusuakkal paronként hasonlitottuk Ossze, akkor a mikozist nem
okoz6 2251/2018 (p < 0,01; 2251/2018 > AI0007; a-hemolizis), a mikozist okozé DE6507 (p < 0,05;
DE6507 < AI0009; a-hemolizis), és a kereskedelmi PY0001 (p < 0,01; PY0001 > AIO001; B-
hemolizis) izolatumok esetében talaltunk szignifikans kiilonbséget a hemolitikus aktivitasban. Igy a

torzsszintli 6sszehasonlitdsok nem tartak fel egyértelmii hatabst, amit a HMX1 hianya okozott volna.
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Az izolatumcsoportok Osszehasonlitasakor sem az o- sem a B-hemolizis értékekben nem volt

szignifikans kiilonbség (24. abra).
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4. abra Hemolitikus indexek. A sziirke (vad tipust izolatumok) és csikozott (AAHMX1 mutans
torzsek) oszlopok az adatok atlagat mutatjdk Az egyes adatpontokat z6lddel (a-hemolizis) és feketével
(B-hemolizis) jeldltiik, a hibasdvok pedig az adatok szérasat mutatjak. A statisztikailag szignifikéns
kiilonbségeket a kovetkezOképpen jeloltik: *: p < 0,05, **:p<0,01; *** p < 0,001;
*xx* p < 0,0001.

516 A HMX1 deléciéja szignifikinsan magasabb gombaterhelést eredményezett
immunszuppresszalt BALB/c egerek veséjében

A vad tipusu izolatumok az egérkisérletek soran eltérd virulenciat mutattak, ami szignifikdns
volt (p <0,0001) (25. A abra, 11. tablazat). A legnagyobb halalozas (28% tulélés) a 465/2018
izolatum esetében volt megfigyelhetd, de a 2251/2018 izolatum is kiemelkedd halalozast (<45%
tulélés) okozott (25. A 4bra). Erdekes modon a HMX1 kiiitése a torzsek kozotti szignifikans
kiilonbséget eltiintette (p > 0,05) (25. B abra, 11. tablazat). A vad tipusu és delécios torzsek paronkénti
Osszehasonlitasakor azt talaltuk, hogy a génkiiités csak két izolatum (PY0001, DE35762) esetében
okozott szignifikans valtozast (mindkét esetben ndvekedést) a virulencidban (25. C, H abra, 11.

tablazat).
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11. tablazat A HMX1 delécios kisérletekhez felhasznalt 6 vad tipusa (WT) izolatum és 6 delécios
torzs virulencidjanak ¢s a vesé¢k gombaterhelésének statisztikai elemzése. Az egértilélés esetében
Long-rank (Mantel-Cox) tesztet, a vesék gombaterhelése esetében pedig Mann Whitney tesztet
(PY0001 vs. Al0001; 465/2018 vs. A10005; 2251/2018 vs. A10007; DE35762 vs. Al0011), valamint
T-tesztet (PY0002 vs. AI0003; DE6507 vs. Al0009) alkalmaztunk. A statisztikailag szignifikans
kiilonbségeket a kovetkezé modon jeloltik: *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; ****:

p < 0,0001.

Izolatumok és torzsek paronkénti 6sszehasonlitasa

PY0001 PY0002 465/2018  2251/2018 DE6507 DE35762
WT AAHMX1 VS. VS. VS. VS. VS. VS.

Al0001  AI0003 Al0005 Al0007 Al0009 Al0011

Egér talélés
[Log-rank ™™ goa45 *00485 >0,9999  0,1487 06177 01218  **0,006
(Mantel-Cox) <0,0001 ’ '
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25. abra Az élesztdvel oltott immunszuppresszalt BALB/s egerek tulélésének Kaplan-Meier analizise.
A) Vad tipusu kereskedelmi és klinikai S. 'boulardii’ izolatumok. B) AAHMX1 mutans S. 'boulardii’
torzsek. C)-H) A vad tipusu és delécios torzsek patogenitasanak paronkénti dsszehasonlitasa.
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A vesékben 1év6 €16 élesztd sejtek szamat [vesék gombaterhelése, CFU/vesetomeg (g)] szintén
meghataroztuk. A statisztikai analizis alapjan a 465/2018 izolatumot kivéve, az Osszes vad tipust
izolatum esetében a CFU értékek szignifikansan kisebbek voltak, mint a delécios mutansok esetében
(26. abra, 11. tablazat). A mutans torzsek koziil az AI0003 torzs esetében voltak a legnagyobbak a
CFU értékek (26. abra) [Tarsszerz6i eredmény (fertézés vad tipust izolatumokkal): Dr. Kovacs
Renato, Orvosi Mikrobiologiai Intézet]. A delécios torzsekkel valo fertézést, illetve az egerek
boncolasat az Orvosi Mikrobiologiai Intézet munkatarsaival (Dr. Kovacs Renatd, Dr. Nagy Fruzsina,

Toth Zoltan, Forgacs Lajos) egyiitt végeztem.
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26. abra Az életképes ¢éleszt6 sejtek mennyisége [CFU/vesetomeg (g)] a vad tipust és HMX1 delécios
¢lesztd torzsekkel oltott immunszuppresszalt BALB/c egerek veséjében. A kisérlet kdzben elpusztult
¢s a kisérlet végén ledlt egerekbdl szdrmazd adatokat egyarant abrazoltuk. A vizszintes, vastagitott
fekete vonalak az adott adatsor medianjat, a vizszintes, vékony fekete vonalak pedig a fels6 és alsd
kvartiliseket mutatjak. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket a kovetkez6 modon abrazoltuk:
*p <0,05; **: p<0,01; ***: p <0,001; ****: p <0,0001.
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6. DISZKUSSZIO

6.1 A S. ’boulardii’ kimutatasa egy uj PCR alapi mo6dszerrel

A PCR alapu fajazonositasi modszerek, valamint a szubtipizalasra hasznalt PCR-fingerprinting
modszerek egyarant alkalmazhatéak az élelmiszer és klinikai mikrobiologidban az iddigényes
diagnosztikai tesztek helyettesitésére vagy kiegészitésére [197]. Az élelmiszer és klinikai izolatumok
fajon beliili diverzitasa az utobbi idében nagy figyelmet kapott. A S. cerevisiae széleskorben hasznalt
mikroba az élelmiszeriparban, azonban opportunista patogénként is szamon tartjak [4,197,294]. A
klinikai mikologiai diagnosztikaban ritkan alkalmaznak szubtipizalasi moédszereket, pedig ez
elofeltétele lenne annak, hogy megértsiik, hogyan és miért okoznak fertézéseket az élesztd tartalmu
probiotikumok.

Az altalunk leirt 0j multiplex PCR modszer alkalmas a fertdzést okozo probiotikum
(S. ’boulardii’) éleszték pontos €és gyors azonositasara, igy akar a mindennapi diagnosztikaban is
alkalmazhato lehet. A kiilonboz6 genotipizalasi modszerek alkalmazasa eltéré eredményekhez
vezethet [252,254,295], ezért a pontosabb eredmény érdekében érdemes az egyes modszerek
kombinalasa egyetlen, multiplex reakcidban. A modszeriinket a Debreceni Egyetem Klinika
Kozpontja izolatum gytijteményének felhasznalasaval optimalizaltuk 6t, S. cerevisiae sejtmagban
megtalalhatd gén szekvenaldsaval, az interdelta régiok elemzésével, MSP fingerprintinggel és
mikroszatellita tipizalassal. Ezek koziil az altalunk publikalt moddszerben az interdelta, két
mikroszatellita, valamint az ITS régiot amplifikaltuk egyetlen multiplex PCR reakcioban. Az
interdelta primerek a Tyl és Ty2 transzpozonok LTR régidira (hosszu terminalis ismétl6dés) nézve
specifikusak. El6bbi transzpozoncsoport hianyzik a probiotikus éleszt6bol irodalmi adatok [135] és
az altalunk végzett genomannotacio alapjan is, ami egyedi savmintazatot eredményez a fingerprinting
soran. A vizsgalatainkban hasznalt mikroszatellita allélok pedig specifikusak a S. 'boulardii’ -ra
[126,131]. Erdemes megjegyezni, hogy az MLST, ami egyébként egy idéigényes modszer, Kis
felbontast és heterozigbta INDEL mutaciok esetén csak korlatozottan alkalmazhat6. A probiotikus
¢lesztOkrdl ismert, hogy bar a MAT lokuszra heterozigotdk, nem képesek spoérdzni, és ez a mi
S. ’boulardii’ izolatumainkra is igaz volt (F4. tablazat).

A multiplex moddszeriink hasznélatdval a probiotikum izoldtumok esetében jellegzetes
savmintazat jelenik meg gélelektroforézist kdvetden, ami gyors vizudlis kiértékelést tesz lehetové
automatizalt gélanalizis pipeline alkalmazasa nélkiil is (7. A abra). A moddszer pedig gyorsan
alkalmazhatd, ha a fertdzést okozd mintakrol mar megallapitasra keriilt, hogy a Saccharomyces
nemzetséghez tartozo éleszték. A MALDI-TOF a legelterjedtebb fajidentifikdcios modszer a klinikai
mikrobiologiai diagnosztikdban. Mivel ehhez a modszerhez is €16 mikroba telepeket hasznédlnak, a mi

multiplex modszeriinket kozvetleniil lehet fajmeghatarozasra, illetve szubtipizalasra alkalmazni a
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MALDI-TOF analizist kovetden egy kolonia PCR, majd egy gélelektroforézis elvégzésével. Ugy
becsiiljiik, hogy a teljes munkafolyamat 3 6ran beliill megvaldsithat6, miutdn a MALDI-TOF eljaras
S. cerevisae-ként azonositotta az adott mintat. A gomba ITS specifikus primerek pozitiv kontrollként
szolgdlnak a multiplex PCR-ben, arra az esetre, ha a mintat el6zéleg hibdsan identifikaltak
Saccharomyces-ként (7. A abra).

Az altalunk optimalizalt multiplex PCR segitségével kimutattuk, hogy probiotikum eredetii
klinikai élesztok gyakran el6fordulnak a S. cerevisiae izolatumok kozott. Ezek az izolatumok
kiilonb6z6 human testtdjakrol és tobb betegb6l szarmaztak: 16 paciensbdl izolalt 16 élesztot
azonositottak (DE342, DE722, DE3912, DE6507, DE10397, DE11595, DE22293, DE27020,
DE27290, DE29607, DE35762, DE42533, DE42651, DE42807, DE43763, DE45866) S. cerevisiae-
ként MALDI-TOF-al a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontjaban az altalunk vizsgalt idészakban,
melyek koziil az egyiket rosszul hatarozta meg a kiértékeld szoftver. A hét probiotikum eredetli
izolatum harom ndi és négy férfi pacienstdl szdrmazott. A paciensek kora jelentdsen eltért, a
csecsemotdl az idéskortig terjedt. A projekt idOtartama alatt mindossze harom fungémia fordult eld,
ebbdl kettd probiotikum eredetli volt, a tobbi probiotikum eredetli izolatum pedig valosziniileg
kolonizalo volt.

A probiotikumok hatasat és biztonsagossagat célzo kutatisok még mindig elmaradnak a
felhasznalasuk mértékétl [11,296]. A mi multiplex PCR modszeriinkkel rovid idén beliil és
egyszertien kiderithetd, hogy egy ¢élesztd fertdzés probiotikum eredetii-e vagy sem. Ez altaldnossagban
véve elOsegitheti az ¢lesztd probiotikumok értékelését biztonsdgossag szempontjabol. A modszer
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a mikozist okozo, illetve nem okozé Saccharomyces
izolatumok jelentds része probiotikum eredetii. Ez a megfigyelés nemcsak a klinikai mikolégusok
szamara lehet jelentds, hanem azon kutatok szamara is, akik korhazban kezelt betegek mikobiomjanak
vizsgalataval, a mikrobialis diszbiozis jelenségével foglalkoznak, vagy éppen a probiotikus élesztok 0]

terapias alkalmazasait, felhasznalasi lehetdségeit kutatjak, illetve fejlesztik.

6.2 A probiotikus éleszté interakcioi a human gazdaszervezettel

A probiotikum eredetli fertdzések el6forduldsdnak ténye arra 0sztonzdtt minket, hogy
megvizsgaljuk a S ‘boulardii” virulencia faktorait és gazda-mikroba interakcioit az Anoop ¢és
munkatarsai [185] altal javasolt komplex moddszertannal. A kisérletekben a Kklasszikus virulencia
faktorokat (foszfolipaz szekrécid, aszpartat protedz szekrécio, és hemolitikus aktivitas), a magas
homérséklet tlirést, az immunaktivaciot, illetve az élesztok Caco-2 epitélium modellel valo
interakcioit (adhézid, Kkarositas, transzmigracié) vizsgaltuk. Ezeken kivill mas fenotipusos
tulajdonsagokat is vizsgaltunk, illetve a G. melonella larva fert6zési modellt és immunszupresszalt

egér fertdzési modellt hasznaltuk a patogenitas in vivo felmérésére. A vizsgalatokhoz 14 izolatumot
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(kereskedelmi ¢és klinikai izolatumokat egyarant) hasznaltunk, ami hasonlé tanulmanyokkal
Osszehasonlitva kiemelkedden soknak szamit. Utdbbiakban 1-2 probiotikum izoldtum vizsgalata a
jellemz6 [121]. A célunk az volt, hogy potencialis adaptaciokat keressiink, mely eldsegitheti a
S. ‘boulardii’ thlélését, virulenciajat, és igy patogén viselkedését az emberi szervezetben. Ennek az
¢lesztének a fenotipusat, interakcidit human epitélium-, illetve immunsejtekkel, patogén
baktériumokkal és élesztokkel, valamint kisérleti allatokkal korabbi tanulmanyokban mar részletesen
vizsgaltak. Ezen feliil tobb tucat esettanulméany sziiletett, amik tgy irnak a probiotikus éleszt6rdl, mint
patogén agensrol. Azonban legjobb tudomésunk szerint eziddig még nem volt olyan tanulmany, ami
nemcsak a probiotikumként forgalmazott torzset jellemzi, hanem Osszehasonlitja azt mas
izolatumokkal, melyek a human szervezetben potencidlisan evolvalodtak (az egyik korabbi tanszéki
munkat leszamitva, melyben egy probiotikum izolatum jellemzésre keriilt [197]). A gombak
fenotipusos tulajdonsagai nem csak a kolonizacios és fertdzési képességet hatarozzak meg, hanem
szelekcid ala is kerlilnek a gazdaszervezet egyes anatoémiai niche-eiben [297,298]. Kevés olyan
kutatast végeztek, amelyben a S. cerevisiae-t ilyen tekintetben vizsgaltak volna [197,299,300].

Az altalunk felhasznalt kereskedelmi és klinikai izolatumok egyetlen geografiai régiobol,
Kelet-Magyarorszagrol szarmaztak. Ezekben a vizsgalatokban a multiplex modszerfejlesztésbe bevont
élesztokon kiviil harom tovabbi, szegedi klinikai izoldtumot is fel tudtunk hasznélni, igy Gsszesen tiz
klinikai és négy kereskedelmi élesztot vizsgaltunk. A torzsek fenntartasanal minimalizaltuk az
atoltasok szamat (a kisérletek el6tt csupan két atoltasra keriilt sor) annak érdekében, hogy elkeriiljiik a
heterogenitas jelen lehet akar egy adott sarzson beliil is (kereskedelmi ¢leszté) [198], mindkét,
Magyarorszagon kaphat6 kereskedelmi probiotikus élesztobdl két szubklon izolatumot hasznaltunk. A
részletes adatok a paciensekrdl és az izolatumokrol lehetdvé tették szdmunkra a mikozist okozo €s
nem okozo izolatumok Osszehasonlitasat. Az eredmények alapjan tett megallapitasokat az alabbi

fejezetekben részletesen kifejtjiik.

6.2.1 Nincs jelentds kiilonbség az in vitro virulencia faktorok termelésében a S. ‘boulardii’
izolatumok csoportjai kozott

A 14 izolatum variabilitast mutatott egyes fenotipusos tulajdonsagokban (F4. tablazat),
valamint az opportunista patogén C. albicans esetében ismert extracellularis virulencia faktorok [301]
esetében is. Az a-hemolizis esetében a kereskedelmi izolatumok az els6é nap elteltével nagyobb
hemolitikus aktivitast mutattak, mint a masik két csoport izolatumai. A mikdzist okozd izolatumok
csak a P-hemolizisben mutattak nagyobb aktivitast a kisérlet 3 napjan. Ezen feliil a kereskedelmi
izolatumok szignifikansan tobb foszfolipazt termeltek, mint a mikozist nem okozo izolatumok, amik
viszont aktivabb extracellularis protedz termelést mutattak (9. abra, 7.tablazat). Az eredmények

alapjan tehat a mikozist okozd izolatumok altaldnossdgban véve nem voltak kiemelkedéek az
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extracellularis virulencia faktorok termelésében annak ellenére, hogy ezeket a tulajdonsagokat
fontosnak tartjak az éleszt6 fert6zések kialakulasakor. Ez igaz volt a tobbi virulenciaval 6szefiiggésbe
hozhat6 tulajdonsagra is, mint példaul a pszeudohifa képzés, valamint a magas hdmérséklet tlirése,
mely utobbi két kereskedelmi izolatumra (PY0001, PY0002) volt jellemz (F5. tablazat). Erdemes
megjegyezni, hogy a 2251/2018 mikozist nem okozé izolatum eltért a tobbi vizsgalt élesztétol: Kicsi

pszeudohifa képzo képesség, és kdzepes termotolerancia jellemezte (27. abra, F5 tablazat).

6.2.2 A S. ‘boulardii’ kiemelkedden rezisztens a flukonazollal szemben

Az antimikotikum rezisztencia vizsgalatok alapjan az izoldtumok tobbsége azonos
érzékenységet mutatott az amfotericin B-vel és a kaszpofunginnal szemben. A Candida fajokra az
amfotericin B CLSI MIC kiiszobérték 1 ug/mL folott van, ami négyszer nagyobb érték, mint a
legnagyobb, amit a mi izolatumainknal mértiink. A kaszpofungin rezisztencia kiiszobértékek a
Candida fajoknal nagymértékben variabilisak, ami megneheziti az Gsszehasonlitast az altalunk mért
értékekkel. A flukonazol esetében a legtobb Candida fajnal >8 pg/mL MIC érték mérésekor
beszélhetiink rezisztenciarol. A mi esetiinkben hét Saccharomyces izolatum érte el ezt a hatarértéket,

melyek kozott mindkét vérizoldtum is szerepelt.

6.2.3 Az ¢lesztd €s bélepitélium sejtek kdzott a kimutathatod kolesonhatas elhanyagolhato

Korabbi tanulmanyokban in vitro Caco-2 epitélium modell segitségével demonstraltak, hogy
sem a kereskedelmi, sem a klinikai S. cerevisiae izolatumok (beleértve egy S. ‘boulardii’ probiotikum
mintat is) nem képesek athatolni a bélepitéliumon 48 ora elteltével [187,191]. Ez 6sszhangban van az
altalunk kapott eredményekkel, mivel még 6 nap elteltével sem tapasztaltuk az éleszto sejtek atjutasat
az alkalmazott epitélium modellen (10. dbra). Két izolatum (DE3912, 551/2018) atjutott ugyan, de
ennek mértéke elenyészden kicsi volt. Egy masik kutatasban azt talaltak, hogy kis mértékben bar, de a
S. cerevisiae képes az epitéliumon vald atjutasra, de itt nem hasznaltak S. ‘boulardii’ izolatumokat
[302]. Fontos megjegyezni, hogy Klingberg és munkatarsai [187] azt figyelték meg, hogy a polarizalt,
egyrétegli Caco-2 sejtrétegek TEER értéke nétt a S. cerevisiae epitéliumra leoltasat kovetéen, ami az
epitélium “barrier” funkcidé megerdsddését jelentheti €s ezt fontos probiotikus tulajdonsagként tartjak
szamon. Azonban ugyanilyen kisérleti koriilmények kozott mi azt talaltuk, hogy a TEER érték
novekedése pusztan az akkumulalédo, nem adherens élesztdsejttomeg miatt torténik, ami egy tapoldat
cserénél konnyen levalik az epitéliumrol. Emiatt a probiotikus élesztOnek valdsziniileg nincs hatasa az
epitélium elhatarolo képességére (10. abra). lzolatumaink nem karositottak az altalunk alkalmazott
epitélium modellt (10. abra). Osszességében tehat, az altalunk tesztelt izolatumok patogén jellegii

interakcioi az epitéliummal elhanyagolhatoak voltak.
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6.2.4 A S. ‘boulardii’ izolatumok hasonld immunaktivizalo hatassal rendelkeznek

Teszteltiik azt is, hogy az élesztok milyen hatassal vannak a differencialt human DC sejtek, és
T-sejtek miikodésére. A vizsgalatba bevont egyes élesztd izolatumok hatasa az immunvalaszra, vagy a
DC-k altali fagocitozis mértéke nem kiilonbozott jelentdsen, Viszont korabbi tanulmanyunkhoz
hasonloan a kiilonbségek sokszor donorfiiggéek voltak [197] (11. abra, 8.tablazat). Az élesztd
probiotikum interakcidi a velesziiletett €s adaptiv immunrendszerrel nemcsak fert6zés esetén lehetnek
fontosak, hanem amiatt is, hogy a probiotikus termékek képesek a gazdaszervezet immunrendszerének
miukodeését elénydsen befolyasolni, moduldlni, ezaltal kifejtve a szervezetre jot€kony hatasukat.
Példaul szamos tanulmany beszamolt mar a S. ‘boulardii’ gyulladascsokkentd hatasardl a
bélrendszerben, amelyet a DC-k funkcidinak modulalasan keresztiil ér el [303—305]. Az élesztok akar
torzsenként eltérd hatast gyakorolhatnak a bélrendszer inflammatorikus vagy proinflammatorikus
valaszaira [197,305,306]. Az éleszt6k immunogenitasa Osszefiigg a torzsek sejtfal-Gsszetételével
[306], azonban az, hogy az immun modulacios képesség hogyan valtozik a kommenzalista-patogén
tranzicid soran még nem teljesen tisztazott a Saccharomyces fajok esetében. Specifikus sejtfal
struktarak, mint példaul a mannanok felismerése szerepet jatszik a karos (pl. C. albicans) és
alapvetéen artalmatlan (pl. S. ‘boulardii’) élesztk megkiilonboztetésében és felismerésében [307].
Hatékony evoluciods stratégia lehet ezek alapjan az, ha egy kommenzalista vagy egy probiotikum torzs
ugy folytat patogén ¢letmddot, hogy kozben megtartja azokat a tulajdonsadgokat, amik alapjan az
immunrendszer “artalmatlan”-ként ismeri fel. Lehetséges, hogy a kutatasunkban hasznalt fungémiat
okoz6 probiotikus izolatumok szamara részben ez teszi lehetévé az életbenmaradast a véraramban. A
tobbi vizsgalt faktorral ellentétben azonban a két miko6zis izolatum a kereskedelmi izolatumokkal
Osszehasonlitva jelentds Th-17 polarizaciot idézett elé, ami nagyobb gyulladasos immunaktivaciot

jelezhet.

6.2.5 Variabilis virulencia in vivo larva és egérmodellben

A legtobb tanulmanyban a probiotikus éleszté virulenciajat nagyrészt in vitro vizsgalatok
alapjan mérik fel, azonban ez a megkozelités pontatlan és félrevezetd lehet [214]. Ezért, hogy
meghatarozzuk a virulencia mértékét az egyes torzsek esetében, rovar és emlds allatmodellt is
alkalmaztunk.

A G. mellonella larva fert6zési kisérletekben meglepé6 modon a kereskedelmi izolatumok
mutattak a legnagyobb patogenitast, nem pedig a klinikai mintak (12. abra). Bar a Galleria larvak
fertdzése altalanosan hasznalt mddszer a patogén gombdk jellemzésekor, vizsgalatainkba a human
szempontbdl sokkal relevansabb emlds modellt is bevontunk, ¢és a 14 S. ’boulardii’

élesztéizolatummal immunszupresszalt egereket is fertéztink. Ennek soran az egerek
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¢letbenmaradasat és az ¢éleszt6k 4altali kolonizacidt is vizsgaltuk a vesék gombaterhelésének
meghatarozasaval. A kereskedelmi izolatumok esetében nagy volt az egerek talélési aranya, a klinikai
izolatumok kozott viszont mar voltak nagy virulenciaval jellemezhetd izolatumok: 465/2018 (28%
tulélés), DE45866, DE42533, 2251/2018 (42% talélés) (13. abra, 9. tablazat). A varakozasokkal
ellentétben tehat nem a vérizolatumok (DE6507, DE35762) mutattak nagy virulenciat egérben, hanem
néhany, a mikozist nem okozé csoportba tartozo izolatum (13. abra).

Mindezek alapjan a larva és egérmodellben kapott eredmények nem adtak hasonld eredményt.
Fontos megjegyezni, hogy a Saccharomyces élesztoket vizsgald tanulmanyokban nem jellemz6 a
larva €s az egérmodell egyiittes alkalmazasa ¢és targyalasa. Nem tudunk olyan publikaciordl, ami a két
in vivo modell egymasnak valdo megfeleltethetdéségét vizsgalta volna Saccharomyces ¢éleszték
esetében, igy egy ilyen, a két allatmodellt 6sszehasonlitd tanulmany mindenképpen hasznos lenne a
késobbiekben. Ennek hianyaban az egérmodell esetében kapott eredményeket sokkal relevansabbnak

tartjuk human szemszogbdl.

6.2.6 A S. ‘boulardii’ fungémia kialakulasanak hatterében valdszinisithetden a betegek egészségiigyi
allapota fontos tényezo

Az egyik legérdekesebb eredményiink az volt, hogy azoknak a probiotikus izolatumoknak,
amik mikézist okoztak, nem volt olyan fenotipusuk, ami eldsegitette volna, hogy aktivan behatoljanak
a vaszkuléris rendszerbe. Igy a véraramba valé behatolds és a Szisztémas fertdzés kialakuldsanak
folyamata még mindig nem teljesen tisztazott. Mindazonaltal korabbi kutatasok tobb mechanizmust is
valoszinlinek tartanak. A probiotikus ¢€leszté a normal ordlis uton kiviil bejuthat levegdbdl is az
emberi szervezetbe [119,174], vagy terjedhet emberr6l emberre [178]. Fungémia kialakulhat katéter
hasznalata [174], szandékos injektalas [308], vagy a gasztrointesztinalis traktus betegsége miatt,
illetve mitéti beavatkozas kovetkeztében kialakult sériiléseken keresztiil [9]. Az immunszuppressziv
kezelések szintén hajlamositanak a gombas fertézésekre, és a fentebb emlitett allapotokkal
kombinalva novelik a fungémia kialakulasanak kockazatat. Igy az éleszté probiotikumok hasznalata
ellenjavallt stlyos egészségiigyi allapotban 1év6 betegek szamdara. Mindezek ellenére sok esetben
mégis részesiilnek olyanok is S. ‘boulardii’ kezelésben, akiknek egészsége stlyosan kompromittalt
[8,10]. Ezeknél a betegeknél a legtobb esetben példaul gasztrointesztinalis diszbidzis esetén
alkalmaznak probiotikus élesztét. Ez tovabbi fertézések melegagya lehet, mivel ilyen esetekben a bél
“barrier” funkcidja is valosziniileg karosodott [309-311]. Az a tény, hogy az ¢élesztét tartalmazd
probiotikus termékek bizonyos esetekben veszélyesek lehetnek, a kozelmultban egyenesen arra
késztetett egy korhazat, hogy eltavolitsa a gyogyszertarabol a S. 'boulardii’ termékeket [177].

A szakirodalomban publikalt kutatasok és a mi eredményeink is arra utalnak, hogy az élesztd
probiotikumok bejutasa a vérbe nem az élesztd sajat virulencia faktorai révén kovetkezik be, hanem a

szervezet aktualis allapotatdl fiigg. gy a probiotikum torzsek talélése és reprodukcidja a véraramban
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¢€s a szervezet mas részein az élesztd mas tulajdonsdgainak, nem a penetracidt eldsegitd virulencia
faktorainak tulajdonithato. Tovabbi kutatasok és lehetdleg tobb, virulenciaban eltérd izolatum lenne
sziikséges ahhoz, hogy feltarjuk a probiotikus élesztok patogénné valasanak molekularis folyamatait
¢s okait. A kutatasunkban vizsgalt kereskedelmi, kommenzalista (mikozist nem okozo) és mikozist
okoz6 izolatumok kozott talalt fenotipusos, illetve virulenciafaktorbeli kiilonbségeket a 27. abran

Osszegeztiik.

Gylijtési adat
Eredet

7 1) @23 @ 5) 6 i @) L1 2 © W 10 12

termék hemokultura légzérendszer gasztrointesztindlis  nGi nemi
traktus ill. széklet traktus

Telepmorfolégia

DOO D 7 DO ® 9D DB

egyszeri koléniamorfoldgia,
nincs invazivitas, egyszer(
szeneszcens koldnia

Altalanos fenotipus
egyszer(i koldniamorfoldgia, nincs invazivitas,

komplex véltozasok koldnia szeneszcencia soran

Termotolerancia

1) 2 DO OO 7 3 9 10 1y 12 43 14
nagyon jelentGs nagy termotolerancia kozepes
termotolerancia termotolerancia

Pszeudohifa képzés
Kolonizalas

D @ @O 13 70 (8) €9 40 @D 12 14
emelkedett pszeudohifa kozepes pszeudohifa képzés alacsony
== képzés pszeudohifa képzés

o Adhézio, karositas, transzmigracio

DD DO D B 9O W 12 VW

epitélium modellhez nincs adhézid, elhanyagolhatd kérositds, elhanyagolhaté vagy
nincs atvandorlas epitélium modellen

Extracellularis virulencia faktorok

5 el ‘
Virulenicis D2 DO® 7 = 9 10 11 12 13 14
dltalaban nagyobb protedztermelés, altaldban kisebb proteaztermelés,
B-hemolizis, altaldban alacsonyabb B-hemolizis, dltaldban magasabb
foszfolipdz-termelés foszfolipaz-termelés

Immun interakciok

DS 7 2 4 5) 6
gyengébb fagocitdzis, erésebb fagocitalas, DC er@sebb fagocitalas, DC aktivalds,
Terapia DC aktivélas aktivélas ergsebb Th17 polarizacid

Antimikotikum érzékenység

11.1

g = DB @ 9 11 BD® ) B 10 12 13 14
E - nagyobb kaszpofungin MIC, véltozé kisebb kaszpofungin MIC, valtozd
- L flukonazol MIC flukonazol MIC

27. abra A S. ’boulardii’ izolatumok klaszterezése a fenotipusos eltérések, virulencia faktorok, az
epitélium modellel és az immunsejtekkel valo kdlcsonhatas, és antimikotikum érzékenység alapjan.
Bal oldal: Egy probiotikum fertézés legfontosabb 1épései, illetve a probiotikus élesztok jellemzoi.
Jobb oldal: az 5. tablazat alapjan szamozott egyes izolatumok (kék: kereskedelmi, piros: mikozist
okozd (vérizolatumok), z6ld: mikoézist nem okozd), kiilonbozd kategdridkba sorolva egyszerii
Osszehasonlitas és fenotipusos klaszterezés alapjan.
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6.3 HMX1 gén potencialis szerepe a probiotikus éleszté patogenitasaban

Szamos publikacié leirja, hogy a probiotikus élesztégombak mikdzist okozhatnak, ami
¢letveszélyes egészségligyi allapotokat idézhet el6 [8,177,179,312]. Azonban sokkal kevesebb adat all
rendelkezésre arrdl, hogy az élesztd genetikai tulajdonsagai hogyan jarulnak hozza az ilyen fert6zések
kialakulasahoz. Igy az egyik célunk az volt, hogy felfedjiik ezeket, elsé korben az éleszté HMX1 gén
funkcidvesztése miatt bekdvetkezd valtozasok vizsgalatdval. A gén mar a multiplex PCR fejlesztési
tanulmanyunk MLST adatai alapjan is invariabilisnak bizonyult a probiotikus élesztéink kozott, a
teljesgenom-osszeallitast kovetden pedig a gén kornyezetét is megvizsgaltuk, lehetévé téve a
CRISPR/Cas9 alapu génkiiités megtervezését. A HMX1 kozponti szerepet tolt be a S. cerevisiae, igy a
S. ’boulardii’ vasmetabolizmusaban is, amikor a sejtek kornyezetében kicsi a hasznosithatd vas
koncentracidja. A vashianyos kornyezet kialakitasa és fenntartasa a patogén mikroorganizmusok koriil
altalanos védekezési stratégia az emberi szervezetben [218,220-224]. A HMX1 gén ilyen
koriilmények kozott fontos szerepet jatszhat az éleszto talélésében a hem lebontasa miatt [226], igy az

volt a hipotézisiink, hogy a HMX1 hozzajarulhat a probiotikus éleszté patogenitasanak kialakitasahoz

crcr

crer

vashianyos koriilmények (szintetikus BPS vaskelatort tartalmazo taptalaj, illetve 50% human szérum)
kozott teszteltiik a torzsek €s izolatumok szaporodasat, és felmértiik a- és B-hemolitikus aktivitasukat
(22, 23, 24. abra). Ezen felil allatkisérleteket végeztiink, hogy meghatarozzuk az éleszt6k

virulenciajat és a talélését immunszuppresszalt egérmodellben (25, 26. abra).

6.3.1 A génkiiitéshez kivalasztott izolatumok genetikai kiilonbségei

Az egyik kereskedelmi izolatum twjonnan Osszeallitott és annotalt genomjat referenciaként
hasznalva megallapitottuk, hogy az izolatumok valoban koézeli rokonok, de egyedi mutaciokat
tartalmaznak, és igy kiillonbozé genetikai hatteret képviselnek. Nagymértékii genomszerkezeti
eltéréseket nem taldltunk, azonban tO6bbszdz mutici6 befolyasolta a fehérjefunkcidkat az
izolatumokban, ¢és nagy méretii heterozigotasag-vesztés is megfigyelhetd volt. A HMX1-gyel
interakcioba 1ép6 gének koziil 11 olyan volt, melyben nagy (két gén) vagy kozepes (tiz gén) hatasu,
fehérjefunkciot is befolyasoldé mutaciok voltak (10. tablazat). Ezen feliil szamos mas génben is
talaltunk hasonl6é mutaciokat (43 génben nagy hatast, 73 génben kozepes hatasti mutaciokat), melyek
azonban nem mindegyik izolatumban voltak megtalalhatdak (21. abra, F6, F7. tablazat). A
mutacidkban érintett gének ez utdbbi, nagyobb csoportja ravilagit arra, hogy a genetikai hattér
mennyire eltéré lehet még a kozeli rokon probiotikus élesztégombak kozott is. Ezek az eredmények

hasonléak a McCullough és munkatarsai altal bemutatott virulencia adatokra [121], akik kimutattak,
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hogy a virulencia (betegségokozd képesség) eltéré lehet ugyanazon termék két kiilonbozo sarzsa
esetében. A genetikai hattér ilyen eltérései magyarazhatjak a vaséhezési és az egérfertdzési kisérletek
eltéré kimenetelét, hasonldéan ahhoz, ahogy egy nemrégiben végzett tanulmany kimutatta, hogy a S.
cerevisiae genetikai hatterének eltérései lényegesen befolyasoljak a funkcidvesztéssel jaro mutaciok
torzseknél [altalanossagban véve csokkentette az adott izolatum fitneszét vaséhezés soran, azonban
egy esetben (DE35762) elonyds mutacionak bizonyult].

Megvizsgaltuk a génkiiitéses kisérletekben vizsgalt probiotikus éleszték egyéb genomi
jellemzoit is (SNP analizis, ploidia, CNV analizis, mitokondrialis DNS, 2u plazmid, rDNS, Ty2 és
Ty5 transzpozonok kopiaszama, LOH és GOH események) (15-20. abra). Az izolatumok egyes
tulajdonsagokban eltértek egymastol, példaul génkopiaszamvaltozas 10 gén esetében fordult elo.

Osszességében, a genomikai analizis soran a klinikai torzsekre, vagy az allatmodellben magas
virulenciat mutato torzsekre specifikusan jellemzd adaptacidkat és eltéréseket nem talaltunk. Az
eredmények szemléltették, hogy bar minden, génkilitésre kivalasztott izolatum kifejezetten kdzeli

rokon S. "boulardii’, mégis eltér6 genetikai hatteret képviselnek.
6.3.2 A vaséhezéssel szembeni tolerancia lehetséges virulencia faktor a S. 'boulardii’ esetében

Az izolatumok és mutans torzsek vaséhezéssel szembeni toleranciaja valtozékony volt a BPS
vaskelatort tartalmazo taptalajon és 50% human szérum, 50% RPMI-1640-t tartalmaz6 folyékony
tapkozegben. A kapott CFU értékek az 50%-os human szérumban az AI0001, AI0003 ¢és AI0009
delécios torzsek esetében Kisebbek voltak, mint a vad tipusu izolatumoknal (bar az AI0009 esetében a
kiilonbség nem volt szignifikans). Erdekes modon az AIO011 torzs szaporodasi képessége
szignifikansan nagyobb volt a DE35762 izolatummal Gsszehasonlitva (23. abra). Ezek az eredmények
nagyon hasonldak voltak a BPS-sel végzett ”spot-plate” kisérlet eredményeihez (22. abra). Az AI0005
¢és AI0007 torzsnél ellentétes eredményeket kaptunk, mivel a “spot-plate” kisérletnél gyengébb,
szérumban viszont erGsebb szaporodast mutattak a 465/2018 ¢és 2251/2018 izolatumokkal
osszehasonlitva. Utobbi esetében nem volt szignifikans a kiilonbség (23. abra).

Ezen feliil szignifikans kiilonbséget talaltunk a harom vizsgalt csoport (kereskedelmi, mikozist
okoz6, mikozist nem okoz6d) kozott a spot-plate kisérlet esetében. A mikdzist nem okozd csoport
mutatta a legmagasabb toleranciat a mésik két csoporttal dsszehasonlitva fliggetleniil attol, hogy ki
volt-¢ iitve a HMX1 vagy sem (22. A, B 4bra). Erdemes megjegyezni, hogy a mikézist nem okozo
csoport tagjai magas egérhalalozast okoztak (13. abra), mikozben a hemolitikus aktivitas alapjan nem
lehetett megkiilonboztetni a torzseket (24. abra) annak ellenére, hogy ez utobbi modszert gyakran
hasznaljak a patogén élesztok virulencidjanak [237,238,314] ¢és  probiotikus  élesztok
biztonsagossaganak felmérésére [241,242,315]. Az eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre

jutottunk, hogy a vaséhezéssel szembeni tolerancia tesztelése jobb modszer lehet a virulencia
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felmérésére, mint a hemolitikus aktivitas agarlemezes tesztelése, mivel utobbi nem volt alkalmas a

virulens, egérben magas halalozast okoz6 izolatumok azonositasara, elkiilonitésére.

6.3.3 A S. ’boulardii’ hem oxigendz-1 (HMX1) gén, mint lehetséges antivirulencia faktor

A vad tipusu torzsek koziil a 465/2018 és a 2251/2018 szignifikansan (p < 0,0001)
csokkentették az egerek tulélését, igy a vizsgalt izolatumok koziil ezek voltak a legvirulensebbek
(25. A abra, 11. tablazat). A PY0001, PY0002 és DE35762 avirulensnek bizonyultak, mig a DE6507
mérsékelt virulenciat mutatott (25. A abra). A feltételezésiink az volt, hogy ha deletaljuk a HMX1 gént
az egerek tulélési szazaléka jelentdsen ndni fog, amiatt, hogy az élesztdsejtek nem lesznek képesek a
sejten beliil talalhatd vas tartalmii hem hasznositasara. Ezzel ellentétben, amikor a HMX1 delécios
torzseket oltottuk az egerekbe, a tulélés valtozasa az adott torzstdl fiiggott (25. B—H abra), annak
ellenére, hogy a torzsek genetikailag nagyon kozeli rokonok (probiotikum eredetii térzsek, melyek
feltételezhetéen csak gazdaszervezeten beliili mikroevolicion mentek keresztiil) [176,197,214]. A
virulencia csokkent az AI0005 és AI0007 torzseknél, de ez a valtozas nem volt szignifikdns az eredeti
vad tipusu torzsekkel (465/2251 és 2251/2018) Osszehasonlitva. Az AI0001, AIO009 és AIO011
virulencidja magasabb volt a vad tipusu torzsekhez képest, viszont az AI0009 esetében ez nem volt
szignifikans. Az AI0003 torzsnél az egerek tulélési szazaléka nem valtozott a vad tipusa PY0002
torzshoz képest (25. C—H abra, 11. tablazat). Azonban a HMX1 elvesztése a CFU értékek szignifikans
novekedését eredményezte a vesék gombaterhelésének felmérésekor a vizsgalatban hasznalt Gsszes
torzs esetében az AI0005 torzs kivételével (26. abra, 11. tablazat). Erdekes médon ennek a torzsnek a
vad tipusu izolatuma okozta a legnagyobb mértékii egérhalalozast (25. A abra). Az adatok alapjan az
is megfigyelhet6 volt, hogy a CFU értékek torzsenként erésen szortak. Ennek ellenére a CFU értékek
¢és a talélési adatok statisztikai Osszehasonlitasa azt az eredményt adta, hogy a HMX1 delécidja
szignifikansan novelte probiotikum torzsek életképes sejtszamat a vesében (25, 26. abra, 11. tablazat).

A virulencia faktorok a gomba patogének olyan tulajdonsagai, amelyek karositjak a
gazdaszervezetet (kozvetleniil, vagy a gazdaszervezet valaszan keresztiil), vagy elésegitik a gomba
szaporodasat és tulélését a fert6zés kozben. Utdbbiakat virulencia determinansoknak is nevezik [316].
Az eredményeink azt mutatjdk, hogy a C. albicans homologjaval ellentétben [231] a
Saccharomyces-ekben 1évé HMX1 nem tekintheté virulencia faktor génnek. A delécids torzsek
megnovekedett fitnesze a fert6zott egerek veséjében arra enged kovetkeztetni, hogy az élesztd hem
oxigenaza potencialis antivirulencia faktornak tekinthetd. Ezt a jelenséget a kozelmultban definialtak
human patogén gombak esetében [316]. Az ilyen gének elvesztése vagy delécidja megnovekedett
virulencidhoz vezet, vagy a gazdaszervezet valaszanak befolyasolasa koveteztében, vagy akar a
gombasejt kompenzalo stresszvalaszai miatt, ami tullkompenzalja a génvesztés karos hatdsat, és fitnesz

novekedéshez vezet a stresszt jelentd kornyezetben, amit a gazda szervezete jelent (28. abra). Az
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esetlinkben fennalld jelenség (a vesék gombaterhelésének ndvekedése) mogott meghiuzodo

folyamatok pontos mechanizmusanak feltarasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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28. abra A HMX1 gén delécidjanak hatasa a probiotikus élesztd in vivo talélésére. Abrakészité
alkalmazas: Biorender (https://biorender.com/)

Az itt bemutatott eredmények az els6 bizonyitékai egy lehetséges antivirulencia gén
jelenlétének a S. 'boulardii’-ban, ami arra utal, hogy nem kizarélag egy virulencia faktor megszerzése,
hanem egy funkcidvesztéssel jar6 mutacid is hozzajarulhat a probiotikus élesztd fittneszének
novekedéséhez emlds gazdaszervezetben. Ehhez hasonlé eredményeket csak a sejtfal Gsszetétel és
nagyobb virulencia (SSD1 gén), valamint a sejtfal Osszetétel és magasabb in vitro immunaktivacio
(MCD4 gén) kontextusaban figyeltek meg korabban a S. cerevisiae esetében [317,318]. Ez felhivja a
figyelmet arra a tényre, hogy egy gén delécidja varatlan adaptiv elonyokkel jarhat, amelyek
potencialisan eldsegitik a patogenitast. A vizsgalataink soran az altalunk alkalmazott emlds
patogenitasi modell esetében ezt a hatast a vesék szignifikdnsan nagyobb gombaterhelése mutatta. Az
in vitro kisérletek, beleértve a szérumos szaporodasi teszteket is, nem mutattak korrelaciot ezzel az
eredménnyel, ravilagitva arra, hogy az emldsmodellek alkalmazidsa mindenképpen javasolt a
Saccharomyces torzsek potencialis patogenitasanak vizsgalatakor. A S. 'boulardii’ probiotikus éleszté
“genetic engineering”-jét és torzsfejlesztését tehat koriiltekintéssel kell végezni szem el6tt tartva azt,
hogy a jovében ezek a fejlesztések egészségiigyi problémak forrasai lehetnek. Ezért er6sen ajanlott az

1j, modositott probiotikus torzsek virulenciajanak tesztelése in vivo allatmodellek alkalmazasaval.
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OSSZEFOGLALAS

A S. ’boulardii’ (S. 'boulardii’ CNCM 1-745) az egyik legkeresettebb probiotikum [113],
melynek tulajdonsagait tobb mint 80 randomizalt klinikai vizsgalatban igazoltak [7]. Vitathatatlan
egészségligyi eldnyei ellenére fennall a fungémia veszélye immunhidnyos vagy stlyosan beteg
pacienseknél, csecsemdk és idosek korében. Az elmult években novekedett az ilyen fert6zéses esetek
szama [8,177,179,319].

A szakirodalom tanulmanyozasa soran felderitettiik, hogy Saccharomyces fungémia esetén
ritkan, mindossze a leirt esetek felénél végeztek tipizalasi modszert annak érdekében, hogy kideritsék
probiotikum eredetli volt-e a fertdzés, és még ezekben az esetekben is az 1ddigényesebb, mddszerek
keriiltek alkalmazasra [176]. A mar 1étezé tipizalasi modszerek (ITS, mikroszatellita és interdelta
analizisek) kombinalasaval egy multiplex PCR moddszert fejlesztettiink ki, amivel rovid idén beliil
(3 ora), megbizhatoan kiderithetd, hogy egy éleszté fertézést a S. "boulardii’ probiotikum okozott-e
vagy sem. Ez eldsegitheti az €lesztd probiotikumok biztonsagossaganak felmeérését, valamint egyszerii
kivitelezhetosége miatt a klinikai diagnosztikdban is alkalmazhat6. Ezen feliil térzsgytjteményiink €s
a multiplex PCR alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a klinikai Saccharomyces izolatumok jelent6s
része probiotikum eredettl.

Analizéltuk az izolatumok fenotipusat, a bélepitélium modellel valo interakcidkat, és az
immunaktivacioban bekdvetkezd valtozasokat 14 S. ’boulardii’ izolatum vonatkozasaban. Az egyes
¢lesztd izolatumoknak kiilonb6z6 fenotipusuk volt, de egyértelmiien nem lehetett kiilonbséget tenni a
kereskedelmi és klinikai vagy a klinikai miko6zist nem okozo €s klinikai mikozist okozd mintdk ko6zott.
Ez azt mutatja, hogy a S.'boulardii’ képes tulélni az emberi gazdaszervezetben hosszabb ideig
anélkiil, hogy olyan tulajdonsagokra tenne szert, amelyeket a kordbbi tanulmanyok a patogenitassal
kapcsoltak ossze. Erdemes még megjegyezni a probiotikum termékek flukonazollal szembeni jelentés
rezisztenciajat.

CRISPR/Cas9 géndelécioval megvizsgaltuk, hogy a HMX1 gén szerepet jatszik-e a probiotikus
¢lesztd patogenitdsanak kialakitdsdban és a vérben vald talélésben. Az adatok alapjan a HMX1 gén
lehet az elsé leirt potencialis antivirulencia gén a S. 'boulardii’-ban. Tehat, nem csak egy
virulenciafaktor kialakulasa, hanem egy funkciovesztéssel jar6 mutacido is hozzajarulhat a
patogenitashoz. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy egy gén delécidja és az ezt kdvetd metabolikus
valtozésok véaratlan adaptacios eldnyoket okozhatnak, amelyek potencidlisan eldsegitik a patogenitast.
Emiatt a S. ‘'boulardii’ probiotikus élesztd “genetic engineering”-jét ¢és torzsfejlesztését
koriiltekintéssel kell végezni, azt is szem el6tt tartva, hogy a jovOben egészségiigyi problémak forrasa
lehet. Ezért a torzsfejlesztésen Aatesett probiotikumok biztonsagossaganak és virulencidjanak

ellendrzése erésen ajanlott, mégpedig in vivo allatmodellek alkalmazasaval.
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SUMMARY

S. ‘boulardii’ (S. ‘boulardii’ CNCM 1-745) is one of the most sought-after probiotics [113], the
properties of which have been demonstrated in more than 80 randomized clinical trials [7]. Despite its
undeniable health benefits, there is a risk of fungemia in immunocompromised or severely ill patients,
infants and the elderly. The number of such infections has increased in recent years [8,177,179,319].

Studying the literature, we revealed that in the case of Saccharomyces fungemia, typing
methods were performed rarely (in only half of the cases) to determine if the infection was of
probiotic origin, and even in these cases, mostly time-consuming methods were used [176].
Combining existing typing methods (ITS, microsatellite, and interdelta analyzes), we developed a
multiplex PCR method that can reliably determine in a short time (within 3 hours) whether or not a
yeast infection was caused by the probiotic S. ‘boulardii’. This may facilitate the assessment of the
safety of yeast probiotics and, due to its simple feasibility, may be used in clinical diagnostics. In
addition, using our strain collection and the multiplex PCR method, we found that a significant
proportion of Saccharomyces clinical isolates are of probiotic origin [176].

The phenotype of the isolates, their interactions with the intestinal epithelial model, and the
changes in immune activation were analyzed for 14 S. ‘boulardii’ isolates. Each yeast isolate had a
different phenotype, but it was not possible to unequivocally distinguish between commercial and
clinical or clinical non-mycosis and clinical mycosis-causing samples. This shows that S. ‘boulardii’
is able to survive in the human host for a longer period of time without acquiring traits that previous
studies have linked to pathogenicity. It is also notable that probiotic products have high resistance to
fluconazole.

We examined the role of the HMX1 gene in the development of pathogenicity and blood
survival of the probiotic yeast by CRISPR/Cas9 gene deletion. Based on the data, the HMX1 gene
may be the first potential antivirulence gene described in S. ‘boulardii’. Thus, not only the
development of a virulence factor but also a loss-of-function mutation may contribute to
pathogenicity. This draws attention to the fact that deletion of a gene and subsequent metabolic
changes can cause unexpected adaptation benefits that potentially promote pathogenicity. For this
reason, the genetic engineering and strain development of the probiotic yeast S. ‘boulardii’ should be
done with caution, keeping in mind that it may be a source of health problems in the future. Therefore,
monitoring the safety and virulence of probiotics that have undergone strain development is strongly

recommended using in vivo animal models.
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FUGGELEK

F1. tablazat Osszefoglald tablazat a S. ’houlardii’ fertézésekrdl szold esettanulmanyokrol és
publikaciokrol, illetve az ezekben alkalmazott szubtipizalé modszerekrol.

Publikalds éve Szubtipizalé médszerek Leirt Klinilai izolitumol |~ eforencia
1999 - 1 M
1999 kariotipizalas, ribotipizalas 2 2)
2000 - 1 ©)
2000 - 1 4)
2000 kariotipizalas, mitokondrialis DNS tipizalas 2 5)
2000 mitokondrialis DNS tipizalas, fenotipizalas 4 (6)
2001 mikroszatellita tipizalas 21 )
2001 izoenzim elektrofor~éz~is', rynitokondriélis DNS 3 ®)

tipizalas
2002 fenotipizalas, ribotipizalas 7 9
2003 - 1 (10)
2003 - 1 (12)
2003 fenotipizalas 3 (12)
2003 kariotipizalas 3 (13)
2003 kariotipizalas, ribotipizalas 2 (14)
2004 - 1 (15)
2004 - 1 (16)
2004 mitokondrialis DNS tipizalas, interdelta tipizalas 19 a7
2005 - 1 (18)
2005 - 1 (19)
2005 MSP-PCR 2 (leirt 4j eset) (20)
2005 retrotranszpozon ?ilitgg:;laggt mikroszatellita, 8 1)
2006 mitokondrialis DNS tipizalas, interdelta tipizalas 1 (22)
2007 - 1 (23)
2008 - 1 (24)
2010 ribotipizalas 1 (25)
2011 - 1 (26)
2012 - 1 (27)
2013 - 1 (28)
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2014 - 1 (29)
2014 ribotipizalas 1 (30)
2016 - 1 (31
2016 WGA (teljesgenom analizis) 3 (32)
MALDI-TOF témegspektrometria, rep-PCR
2017 (Diversilab platform) ! (33)
2017 - 1 (34)
2017 - 1 (35)
2017 FAFLP (fluorescent ampllf_led fragment length 7 (36)
polymorphism)
2017 MALDI-TOF tomegspektrometria 1 37)
2017 AP-PCR (arbitrarily-primed PCR) 2 (38)
mitokondrialis DNS tipizalas, interdelta tipizalas,
2017 mikroszatellita tipizalas, kariotipizalas ! (39)
. L. 21 (legtobb az 5.
2018 WGA (teljesgenom analizis) refernciabol szarmazik) (40)
2019 - 1 (41)
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F2. tablazat A tanulmanyban szekvenalt gének GenBank akcesszios szamai

Térzs azonosité CCA1 CYT1 HMX1 ITS NUP116
PY0001 MK514561 MK514568 MK514575 MK504362 MK514582
PY0002 MK514562 MK514569 MK514576 MK504363 MK514583
PY0003 MK514563 MK514570 MK514577 MK504364 MK514584
PY0004 MK514564 MK514571 MK514578 MK504365 MK514585
DE6507 MK514566 MK514573 MK514581 MK504367 MK514587

DE35762 MK514567 MK514574 MK514580 MK504368 MK514588
DE27290 MK993592 MK993604 MKogagoe | olvashatatlan, i, o506
heterozigota
DE27020 MK514565 MK514572 MK514579 MK504366 MK514586
DE29607 MK993601 MKoo3e13 | Olvashatatlan, | olvashatatlan, | ) q9650
heterozigota heterozigota
DE11595 MK993593 MK993605 MK993627 MK967982 MK993617
DE42533 MK993597 MK993609 MK993631 MK967984 MK993621
részleges,
heterozigota
DE42651 MK993591 MK993603 szekvencia, MK967981 MK993615
GenBankba nem
kertlt feltoltésre
DE42807 MK993598 MK993610 MK993632 MK967986 MK993622
DE43763 MK993590 MK993eo2 | Clvashatatlan, | olvashatatlan, |, g93614
heterozigota heterozigota
DE45866 MK993599 MK993611 MK993633 MK967985 MK993623
DE342 MK993595 MK993607 MKogagog | Olvashatatlan, MK993619
heterozigota
DE722 MK993600 MK993612 MK993634 OﬂvaShat.‘"t',a”’ MK993624
eterozigota
DE3912 MK993596 MK993608 MK993630 MK967983 MK993620
DE10397 MK993594 MK993606 MK 993628 OI!V&Shat?‘“,a”* MK993618
eterozigota

A Multiplex PCR tanulmany egyéb kiegészitd fajljai:

FigShare-be feltoltott szekvencia illesztések:
o A négy gén és az ITS régio konkatenalt alignment-je
o 1 Concatenated alignment.fas
e  Génenkénti illesztések, a DE10397 szétszedett haplotipusaival
o CCAL_alignment_Alleles_phased_out_for_DE10397.fas
o CYT1_alignment_Alleles_phased_out_for_ DE10397.fas
o HMX1_alignment_Alleles_phased_out_for_DE10397.fas
o NUP116_alignment_Alleles_phased_out_for_DE10397.fas
FigShare-be felt61tott dendrogram:
e 1 Concatenated_alignment.nwk

FigShare link: https://doi.org/10.6084/m9.figshare.8114258
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F1. abra MSP-PCR analizissel kapott savmintazatok klinikai és kereskedelmi élesztok esetén. Enzim:
GoTaq G2 polimeraz. A gél elektroforézis soran 6 pl termék kertlt futtatasra, 1,2% TBE agardz gélen,
1 oran keresztiil, 100 V fesziiltség mellett. M: Gene Ruler 1 kb marker; 1: PY0001; 2: PY0002; 3:
PY0003; 4: PY0004; 5: DE6507; 6: DE35762; 7: DE27290; 8: DE27020; 9: DE29607; 10: DE11595;
11: DE42533; 12: DE42651; 13: DE42807; 14: DE43763; 15: DE45866; 16: DE342; 17: 722; 18:
DE3912; 19: DE10397; 20: negativ kontrol.
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F2. abra Az interdelta analizissel kapott savmintazatok klinikai és kereskedelmi éleszték esetén.
Enzim: GoTaq G2 polimeraz. A gél elektroforézis soran 4 pl termék keriilt futtatasra, 2% TBE agaroz
gélen, 1 oOran keresztiil, 100 V fesziiltség mellett. M: Gene Ruler 1 kb marker (Thermo Fischer
Scientific). 1: PY0001; 2: PY0002; 3: PY0003; 4: PY0004; 5: DE6507; 6: DE35762; 7: DE27290; 8:
DE27020; 9: DE29607; 10: DE11595; 11: DE42533; 12: DE42651; 13: DE42807; 14: DE43763; 15:
DE45866; 16: DE342; 17: 722; 18: DE3912; 19: DE10397; 20: negativ kontrol.
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F3. abra Multiplex PCR modszerrel kapott savmintazatok S. 'boulardii’ izolatumok kesetén. A
genomi ¢€s kolonia DNS, ¢és a kiilonb6z0 enzimek alkalmazasakor kapott eredmények
Osszehasonlitdsa. A gél elektroforézis soran 5 ul termék keriilt futtatasra, 2% TBE agar6z gélen, 1,5
oran keresztiil, 100 V fesziiltség mellett. 1-7 minta: GoTaq G2 polimeraz és genomi DNS. 8-14
minta: GoTaq G2 polimeraz és kolonia DNS. 15-21 minta: DreamTaq polimeraz, genomi DNS.
Izolatumok: 1: PY0001; 2: PY0002; 3: PY0003; 4: PY0004; 5: DE27020; 6: DE6507; 7: DE35762;
M: Gene Ruler 1 kb Plus marker (Thermo Fisher Scientific).

savmeéret
(bp)
20 000

1500
1000
700

Mos9- =10, 011 12 =130 44 e S 1681 78018 Sel 9 290821

F4. abra Az 0j Multiplex PCR modszerrel kapott savmintazatok az izolatumok jellemzése soran. A
probiotikum és probiotikum rokon klinikai ¢élesztok savmintazatanak Osszehasonlitasa a kiilonb6z6
eredetli S. cerevisiae torzsekkel és izolatumokkal. Enzim: GoTaq G2 polimeraz. A gél elektroforézis
sordan 5 pl termék kertilt futtatasra, 2% TBE agardz gélen, 1 oran keresztiil, 100 V fesziiltség mellett.
M: Gene Ruler 1 kb Plus marker; 1: PY0001; 2: PY0002; 3: PY0003; 4: PY0004; 5: DE27020;
6: DE6507; 7: DE35762; 8: negative control; 9: 1. Tokaj bor izolatum; 10: 2. Tokaj bor izolatum;
11: 3. Tokaj bor izolatum; 12: 1. kereskedelmi bor starter kultura; 13: 2. kereskedelmi bor starter
kultara; 14: 1. kereskedelmi pékélesztd; 15: 2. kereskedelmi pékélesztd; 16: 3. kereskedelmi
pékéleszt6; 17: 1. bioetanol torzs; 18: S288c labortdrzs; 19: kliniaki izolatum, 1éges6é [197]; 20:
Clavispora lusitaniae izolatum (félreidentifikailva MALDI-TOF-al S. cerevisiae-nek); 21: negativ
kontrol.
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F3. tablazat A mikroszatellita allélek trinukleotid ismétlédései (1: van; 0: nincs), melyeket a
Bruvo-féle tavolsdg kiszamitasara hasznaltunk. Fontos megjegyezni, hogy a YOR267c-ben 1évo
mikroszatellita néhany S. cerevisae torzs esetében CAG ismétlédést is tartalmaz a CAA ismétlédések
mellett (Tarsszerz6i eredmény: Lovaszné Racz Hanna Viktoria, Dr. Pfliegler Valter Péter, Molekularis
Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszék).

PYO0001
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PYO0003
PYO0004
DE27020
DEG6507
DE35762
DE42533
DE42807
DE45866
DE3912
DE10397
DE342
DE722
DE43763
DE29607
DE11595
DE42651
DE27290
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F4. tablazat A S. "boulardii izolatumok altalanos fenotipizaldsa: telepmorfologia, killer aktivitas, sporazasi szazalék, petite-teszt, MAT l0kusz tipizalas

Telepmorfologia Killer aktivitas Sporazas (%) Petite-teszt, AT
Tzoldtumok : . . GlyYP30°C | i s
YPD 37 °C o .. . Killer toxin 1 | Killer toxin 2 | Killer toxin | K-Ac 37 °C | K-Ac 25 °C 10. nap
10. nap (CLIP S 1 210 D (e s GGt érzékenység | érzékenység termelés 10. nap 10. nap
PY0001 sima felszin, fehér | egyszerii: sima felszin, enyhén szektoros, fehér van van nincs 0% 0% 0,29% a/a
. , .| egyszerii: sima felszin, enyhén szektoros, fehér . 0 0 0
PY0002 sima felszin, fehér simple: smooth, slightly sectored, white van van nincs 0% 0% 0% a/a
PY0003 | sima felszin, feher | 0%ttt icskOs felszin, kzepesen szektoros, van van nincs 0% 0% 0,31% a/o
PY0004 | sima felszin, feher | OSS7Ctelt: riieskds fel?ﬁ?érkozepesen szektoros, van van nincs 0% 0% 0,30% ala
Osszetett: riicskos felszin, er6sen szektoros (a
DE6507 sima felszin, fehér | szektorokon beliil nagy szubkolonidk vannak), van van nincs 0% 0% 0,33% ala
fehér
DE35762 sima felszin, fehér osszetett: erosen Tucs kos felszin, szektoros, van van nincs 0% 0% 0,86% a/a
- sargasbarna
DE27020 | sima felszin, fehgr | SEYS7ori: sima felszin, Kzepesen szektoros, van van nincs 0% 0% 0,27% alo
DE3912 | sima felszin, feher | O°S7Ctett eskds felszin, enyhen szekdoros van van nincs 0% 0% 0,31% alo
DE42533 | sima felszin, fehér | OS57Ctett ricskOs felszin, enyhén seelctoros, van van nincs 0% 0% 1,03% ala
DE42807 | sima felszin, fehér | 0597ttt ricskOs felszin, enyhén seelctoros, van van nincs 0% 0% 0,84% alo
DE45866 | sima felszin, foher | OsS7etett: riieskos fefl:}f:rl enyhén szektoros, van van nincs 0% 0% 1,57% ala,
4652018 | sima felszin, feher | OSSzetett: sima felszin, kozepesen szektoros, van van nincs 0% 0% 0,94% alo,
néhany riicskos felszinii telep, fehér
551/2018 | sima felszin, foher | OSS7etett: erdsen riieskos felszin, szektoros, van van nincs 0% 0% 0,39% ala
sargasbarna
2251/2018 sima felszin, fehér | Osszetett: sima felszin, er6sen szektoros, fehér van van nincs 0% 0% 1,11% ala
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F5. tablazat A S. "boulardii izolatumok altalanos fenotipizalasa: termotolerancia, invazivitas agar taptalajon, flokkulacio és pszeudohifa névekedés folyékony

tapkozegben, antimikotikum érzékenység.

Ll e £t Pszeudohifa novekedés folyékony tapkozegben
Termotolerancia Invazitivas agar taptalajon folyékony e oV h.y ny taprozeg Antimikotikum érzékenység
e (tipus és a pszeudohifa eléfordulasa)
Izolatumok
0, [}
YPD | YPD | SLAD | SLG | folyékony | folyékony YPD + DMEMIE‘l)O/"n';BS 37°C | AmfotericinB | Flukonazol | Kaszpofungin
37°C | 39°C | 42°C | 37°C | 39°C | 37°C 37°C | YPD 37°C 10% FBS 37 °C (Caco-2 transznrl)i Acibs MIC értékek MIC értékek | MIC értékek
10. nap | 2. nap | 10. nap | 10. nap 1-3 nap 1. nap assay) g (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
PY0001 +++ ++ + nincs nincs nincs nincs nincs révid, nagy?eSZt révid, nagy?eSZt 0,25 8 0,5
pszeudohifa pszeudohifa
PY0002 +++ ++ + nincs nincs nincs nincs nincs révid, nagyreSZt révid, nagyreszt 0,25 8 0,5
pszeudohifa pszeudohifa
PY0003 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs révid, nagyTeSZt révid, nagyreszt 0,125 4 0,5
pszeudohifa pszeudohifa
PY0004 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rovid, nagyreszt rovid, nagyreszt 0,25 8 0,5
pszeudohifa pszeudohifa
DE6507 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rovid, nagyreszt rovid, nagyreszt 0,25 8 0,25
pszeudohifa pszeudohifa
DE35762 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rovid, nagyreszt rovid, nagyreszt 0,25 8 0,25
pszeudohifa pszeudohifa
i . . . . . rovid, nagyrészt rovid, nagyrészt
DE27020 +++ ++ + nincs nincs nincs nincs nincs pszeudohifa pszeudohifa 0,25 4 0,25
DE3912 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rovid, nagyreszt rovid, nagyreszt 0,25 4 0,25
pszeudohifa pszeudohifa
DE42533 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rO,VId’ n,?gy.reSZt rovid, nagyreszt 0,25 4 0,5
élesztd sejtek pszeudohifa
DE42807 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rO,VId’ n,?gy.reSZt rovid, nagyreszt 0,25 8 0,25
élesztd sejtek pszeudohifa
DE45866 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rO,VId’ n,?gy.reSZt rovid, nagyreszt 0,25 2 0,5
élesztd sejtek pszeudohifa
465/2018 +++ ++ +- nincs nincs nincs nincs nincs rO,VId’ n,?gy.reSZt rovid, nagyreszt 0,25 8 0,25
élesztd sejtek pszeudohifa
rovid, majdnem r6vid nagvrészt
551/2018 | +++ | ++ + | nincs | nincs | nincs | nincs nincs kizérolag élesztd ovid, Nagyres 0,25 4 0,25
. pszeudohifa
sejtek
2251/2018 | +++ ++ - nincs nincs nincs nincs nincs nincs rovid, nagyrészt 0,25 4 0,25

pszeudohifa
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F6. tablazat A nagy hatdsu mutacidk altal érintett gének listdja az egyes izolatumok genomjaiban,
feltiintetve a génekre vonatkozé gén ontoldgia (GO) kifejezéseket.

Izolatumok listaja Erintett gének Gének funkcidjanak hivatalos angol leirasa a Saccharomyces Genome Database szerint
PYOOOZ[’)::SS({;IO;E'Q';%;/ZO18' G0005430 annotdacié sordn nem jellemzett
G0005510 annotdcid soran nem jellemzett
G0005990 annotdcid soran nem jellemzett
G0008480 annotdcid soran nem jellemzett
G0008490 annotdcid soran nem jellemzett
G0008580 annotdcid soran nem jellemzett
G0008590 annotdcid soran nem jellemzett
G0008670 annotacid soran nem jellemzett
G0027120 annotacid soran nem jellemzett
G0028660 annotacid soran nem jellemzett
G0028710 annotacid soran nem jellemzett
G0028750 annotacid soran nem jellemzett
G0028760 annotacid soran nem jellemzett
G0029600 annotdcid soran nem jellemzett
YCLO14W Guanine nucleotide exchange factor (GEF) for Cdc42p
YCLO24W Protein kinase of the bud neck involved in the septin checkpoint
YCRO14C DNA polymerase IV
YDLOO3W Essential alpha-kleisin subunit of the cohesin complex
YDLO0SC Protein of unknown function
YDLO13W Subunit of the SIx5-SIx8 SUMO-targeted Ub ligase (STUbL) complex
YDLO30OW Subunit of the SF3a splicing factor complex
YELO16C Nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase
YJLOO2C Alpha subunit of the oligosaccharyltransferase complex of the ER lumen
YJLOO5W Adenylate cyclase
YJL023C Protein of unknown function
YJLO70C Putative metallo-dependent hydrolase superfamily protein
YJLO71IW Acetylglutamate synthase (glutamate N-acetyltransferase)
YJLO76 W Core subunit of the RENT complex
YJRO50W Member of the NineTeen Complex (NTC)
YJRO53W Subunit of a two-component GTPase-activating protein, Bfalp-Bub2p
YPL105C Protein of unknown function that influences nuclear pore distribution
YPL116W Trichostatin A-insensitive homodimeric histone deacetylase (HDAC)
YPL119C-A Putative protein of unknown function
ongg;;:gg:,z;):zi{;om' YBR132C Plasma membrane regulator of polyamine and carnitine transport
YER083C Subunit of the GET complex
PVOOO;é:;;):SIZI,):::;;ZOlS, YDLO39C Pheromone-regulated protein
YFR0O28C Protein phosphatase required for mitotic exit
PY0001, 2251/2018, DE35762 G0029090 dubious/partial
PY0001, 2251/2018 YOR305W Protein of unknown function
2251/2018 YELO13W Vacuole-specific Myo2p receptor
DE6507 YHR0O80C Sterol-binding protein that localizes to puncta in the cortical ER
YMR127C Histone acetyltransferase (HAT) catalytic subunit of the SAS complex
DE35762 YKR101W Protein involved in silencing at mating-type loci HML and HMR
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Mind a 6 izolatum G0000760 annotdcid soran nem jellemzett

G0002090 annotdcid soran nem jellemzett
G0002480 annotdcid soran nem jellemzett
G0006270 annotdcid soran nem jellemzett
G0008130 annotdcid soran nem jellemzett
G0008160 annotdcid soran nem jellemzett
G0008510 annotdcid soran nem jellemzett
G0016810 annotdcid soran nem jellemzett
G0017310 annotdcid soran nem jellemzett
G0017400 annotdcid soran nem jellemzett
G0029090 annotdcid soran nem jellemzett
G0029890 annotacid soran nem jellemzett
G0031090 annotacid soran nem jellemzett
G0034190 annotacid soran nem jellemzett
G0036200 annotdcid soran nem jellemzett
G0040610 annotacid soran nem jellemzett
G0048920 annotacid soran nem jellemzett

YARO27W Putative integral membrane protein of unknown function
YBR0O58C Ubiquitin-specific protease

YBR148W Protein required for normal prospore membrane formation
YBR260C GTPase-activating protein (RhoGAP) for Rho3p and Rho4p
YCLO49C Protein of unknown function

YCLO51W Protein involved in control of cell wall structure and stress response
YCRO91W Putative serine/threonine protein kinase
YCR100C Protein involved in protein sorting

YCR106 W Putative zinc cluster transcription factor

YCLO49C Protein of unknown function

YDL109C Putative lipase

YDL171C NAD(+)-dependent glutamate synthase (GOGAT)
YER093C Subunit of TORC2 (Tor2p-Lst8p-Avol-Avo2-Tscllp-Bit61p)
YFLO18C Dihydrolipoamide dehydrogenase

YFRO47C Quinolinate phosphoribosyl transferase

YIROO3W Subunit of a complex that associates with actin filaments
YJLO50W RNA duplex-sensing translocase

YJRO40W Voltage-gated chloride channel

YJR131W Alpha-1,2-mannosidase

YJR134C Protein of unknown function

YJR148W Cytosolic branched-chain amino acid (BCAA) aminotransferase
YKROO2W Poly(A) polymerase

YLRO0O6C Cytoplasmic phosphorelay intermediate osmosensor and regulator
YLRO78C v-SNARE (vesicle specific SNAP receptor)
YLR145W Subunit of RNase MRP

YNL113W RNA polymerase subunit AC19

YNL317W Integral subunit of the pre-mRNA CPF complex
YOR032C bHLH protein with similarity to myc-family transcription factors
YORO37W Mitochondrial peripheral inner membrane protein
YOR043W Negative regulator of TORC1 in response to limiting leucine
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F7. tablazat A kozepes hatdsu mutéaciok altal érintett gének listaja az egyes izolatumok genomjaiban,
feltiintetve a génekre vonatkozé gén ontoldgia (GO) kifejezéseket.

Izolatumok listaja Erintett gének Gének funkcidjanak hivatalos angol leirasa a Saccharomyces Genome Database szerint
PY0001, 465/20;5;:;:;/2018’ DE6507, YLROS6W Subunit of the condensin complex
Pyooo1, PYODO;E::?;QZMS' DE6507, YFRO03C Regulatory subunit of the type | protein phosphatase (PP1) Glc7p
YPLO6IW Cytosolic aldehyde dehydrogenase
YPLO64C Component of a complex containing Ceflp
YPLO65W Component of the ESCRT-I complex
YPLO85W COPIl vesicle coat protein required for ER transport vesicle budding
YPL10IW Subunit of hexameric RecA-like ATPase Elp456 Elongator subcomplex
YPL104W Mitochondrial aspartyl-tRNA synthetase
YPL105C Protein of unknown function that influences nuclear pore distribution
YPL106C ATPase component of heat shock protein Hsp90 chaperone complex
YPLI108W Cytoplasmic protein of unknown function
YPL110C Glycerophosphocholine (GroPCho) phosphodiesterase
YPL113C Glyoxylate reductase
Pyooo1, PVOO(I)JZE,;S(;56/22018, DE6507, G0028750 not characterized during annotation
G0028770 not characterized during annotation
YBR0O36C Endoplasmic reticulum membrane protein
YBR0O37C Copper-binding protein of mitochondrial inner membrane
YCR045C Probable subtilisin-family protease
YJLO92W DNA helicase and DNA-dependent ATPase
YJL106W Serine/threonine protein kinase involved in activation of meiosis
YIL111IW Subunit of the cytosolic chaperonin Cct ring complex
YIL115W Nucleosome assembly factor
YJL123C Protein of unknown function that may interact with ribosomes
PY0001, PY0002, 465/2018, 2251/2018, YKRO23W Subunit of ribosome-associated quality control trigger complex (RQT)
DE35762
YKR0O24C Putative ATP-dependent RNA helicase of the DEAD-box family
YPLO83C Subunit of the tRNA splicing endonuclease
YPLO84W Cytoplasmic class E vacuolar protein sorting (VPS) factor
YPLI26W U3 snoRNP protein
YPLI3OW Meiosis-specific prospore protein
YPL133C Transcription factor involved in regulating gluconeogenesis
PY0001, PYOOOZ;):Z:{;OH' 2251/2018, G0004120 not characterized during annotation
YBRO78W GPl-anchored protein involved in efficient glucose uptake
YBR0O81C Subunit of the SAGA transcriptional regulatory complex
YBRO84W Mitochondrial C1-tetrahydrofolate synthase
YBR0O94W Putative tubulin tyrosine ligase associated with P-bodies
YBRO97W Serine/threonine protein kinase involved in vacuolar protein sorting
YBRO98W Subunit of structure-specific Mms4p-Mus81p endonuclease
YBR103W WDA40 repeat-containing subunit of Set3C histone deacetylase complex
YBR115C Alpha aminoadipate reductase
YBR122C Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
YBR136W Genome integrity checkpoint protein and Pl kinase superfamily member
YBR141C Nucleolar S-adenosylmethionine-dependent rRNA methyltransferase
YBR156C Subunit of the conserved chromosomal passenger complex (CPC)
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YBR222C Oxalyl-CoA synthetase
YBR225W Putative protein of unknown function
YBR260C GTPase-activating protein (RhoGAP) for Rho3p and Rhodp
YBR272C Evolutionarily conserved 19S regulatory particle assembly-chaperone
PY0001, PY0002, DE35762 G0049070 not characterized during annotation
PY0001, 2251/2018, DE35762 G0029600 not characterized during annotation
PY0001, PY0002 YOoL016C Calmodulin-dependent protein kinase
YOLO23W Mitochondrial translation initiation factor 2
YOLO25W Protein that negatively regulates the SCF E3-ubiquitin ligase
YoLo36W Protein of unknown function
YOoL040C Protein component of the small (40S) ribosomal subunit
YOL044W Tail-anchored type Il integral peroxisomal membrane protein
PY0001 YDLO14W Histone glutamine methyltransferase
PY0002 G0047510 not characterized during annotation
2251/2018 G0039660 not characterized during annotation
YDR101C Nuclear export factor for the ribosomal pre-60S subunit
YDR513W Cytoplasmic glutaredoxin
DE6507 YGL113W Protein involved in the initiation of DNA replication
YHRO74W Glutamine-dependent NAD(+) synthetase
YKLO62W Stress-responsive transcriptional activator
DE35762 G0029090 not characterized during annotation
YHR098C Component of the Sec23p-Sfb3p heterodimer of the COPII vesicle coat
YILO88C Vacuolar amino acid transporter
YJR111C Peroxisomal matrix protein with naturally active promoter
YKR101W Protein involved in silencing at mating-type loci HML and HMR
YLR383W Subunit of the SMC5-SMC6 complex
YLR398C Ski complex component and putative RNA helicase
YNLO55C Mitochondrial porin (voltage-dependent anion channel)
YOR307C Protein involved in ER-to-Golgi transport
Mind a 6 izolatum G0000750 annotdcid soran nem jellemzett
G0000760 annotdcid soran nem jellemzett
G0000770 annotdcid soran nem jellemzett
G0000800 annotdcid soran nem jellemzett
0001840 annotdcid soran nem jellemzett
60002090 annotdcid soran nem jellemzett
0005430 annotdcid soran nem jellemzett
0005450 annotdcid soran nem jellemzett
0006190 annotdcid soran nem jellemzett
G0006260 annotdcid soran nem jellemzett
60007310 annotdcid soran nem jellemzett
60007670 annotdcid soran nem jellemzett
0008160 annotdcid soran nem jellemzett
0008510 annotdcid soran nem jellemzett
0008670 annotdcid soran nem jellemzett
60020230 annotdcid soran nem jellemzett
60026820 annotdcid soran nem jellemzett
60029590 annotdcid soran nem jellemzett
60029930 annotdcid soran nem jellemzett
60035540 annotdcid soran nem jellemzett
0049200 annotdcid soran nem jellemzett
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annotdcid soran nem jellemzett

G0049350

YALOO7C Member of the p24 family involved in ER to Golgi transport
YALOOSW Integral mitochondrial outer membrane (MOM) protein
YALO10C Subunit of both the ERMES and the SAM complex
YALOI1IW Protein of unknown function

YALO13W Component of the Rpd3L histone deacetylase complex
YALO14C Endosomal SNARE related to mammalian syntaxin 8
YALO18C Protein Involved in spore wall assembly

YALO19W Snf2p family member with ATP-dependent chromatin remodeling activity
YALO21C Component of the CCR4-NOT transcriptional complex
YAROO2W FG-nucleoporin component of central core of the nuclear pore complex
YAROO3W Subunit of the COMPASS (Set1C) complex

YAR0O07C Subunit of heterotrimeric Replication Protein A (RPA)
YAR014C Protein involved in bud-site selection

YAR018C Nonessential serine/threonine protein kinase

YARO27W Putative integral membrane protein of unknown function
YARO42W Protein similar to mammalian oxysterol-binding protein
YBLOO7C Cytoskeletal protein binding protein

YBLOOBW Subunit of the HIR complex

YBLOOSW Atypical protein kinase

YBLO10C Clathrin adaptor (adaptin) accessory protein

YBLO14C Component of the core factor (CF) rDNA transcription factor complex
YBLO17C Type | transmembrane sorting receptor for multiple vacuolar hydrolases
YBLO19W Class Il abasic (AP) endonuclease involved in repair of DNA damage
YBL0O22C ATP-dependent Lon protease

YBL0O23C Protein involved in DNA replication

YBLO24W S-adenosyl-L-methionine-dependent tRNA: m5C-methyltransferase
YBLO32W RNA binding protein involved in asymmetric localization of ASH1 mRNA
YBL0O33C GTP cyclohydrolase Il

YBL0O34C Microtubule plus-end-tracking non-motor protein

YBLO35C B subunit of DNA polymerase alpha-primase complex
YBR0O0O1C Putative neutral trehalase, required for thermotolerance
YBRO15C Alpha-1,2-mannosyltransferase

YBRO20W Galactokinase

YBRO21W Plasma membrane localized uracil permease

YBR023C Chitin synthase Ill

YBRO33W Putative zinc cluster protein, predicted to be a transcription factor
YBRO40W Integral membrane protein required for efficient mating
YBR0O43C Multidrug transporter of the major facilitator superfamily
YBR0O49C RNA polymerase | enhancer binding protein

YBR0O50C Regulatory subunit of the Glc7p type-1 protein phosphatase
YBRO52C Protein of unknown function

YBR0O53C Putative protein of unknown function

YBR0O58C Ubiquitin-specific protease

YBR0O59C Ser/Thr protein kinase

YBR0O65C Pre-mRNA splicing factor

YBRO74W Multi-spanning vacuolar membrane protease

YBR0O79C elF3a subunit of the eukaryotic translation initiation factor 3 (elF3)
YBR0O80OC AAA ATPase and SNARE disassembly chaperone

YBR0O86C Cortical ER protein involved in ER-plasma membrane (PM) tethering
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YBR093C Repressible acid phosphatase
YBR101C Hsp70 (Ssalp) nucleotide exchange factor
YBR102C Exocyst subunit with dual roles in exocytosis and spliceosome assembly
YBR112C General transcriptional co-repressor
YBR138C Cytoplasmic protein of unknown function
YBR140C GTPase-activating protein
YBR148W Protein required for normal prospore membrane formation
YBR150C Protein of unknown function
YBR152W mRNA splicing factor, component of U4/U6.U5 tri-snRNP
YBR153W Diaminohydroxyphoshoribosylaminopyrimidine deaminase
YBR163W Mitochondrial 5'-3' exonuclease and sliding exonuclease
YBR169C Member of Hsp110 subclass of the heat shock protein 70 (HSP70) family
YBR172C GYF domain protein
YBR175W Essential subunit of the COMPASS (Set1C) complex
YBR176 W Ketopantoate hydroxymethyltransferase
YBR180W Putative dityrosine transporter of the major facilitator superfamily
YBR182C MADS-box transcription factor involved in osmotic stress response
YBR186W Hexameric ring ATPase that remodels chromosome axis protein Hoplp
YBR187W Calcium and manganese transporter with higher affinity for Ca2+
YBR196C Glycolytic enzyme phosphoglucose isomerase
YBR196C-A Putative protein of unknown function
YBR199W Glycosyltransferase involved in protein glycosylation
YBR204C Serine hydrolase
YBR207W Putative high affinity iron transporter
YBR208C Urea amidolyase
YBR229C Glucosidase Il catalytic subunit
YBR253W Subunit of the RNA polymerase |l mediator complex
YBR255W Protein of unknown function
YBR267W Cytoplasmic pre-60S factor
YBR270C Subunit of TORC2 membrane-associated complex
YBR271W S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase
YBR274W Serine/threonine kinase and DNA damage checkpoint effector
YBR275C Protein involved in control of DNA replication
YBR280C F-Box protein involved in proteasome-dependent degradation of Aahlp
YBR281C Component of glutamine amidotransferase (GATase Il)
YCLOO4W Phosphatidylglycerolphosphate synthase
YCLO14W Guanine nucleotide exchange factor (GEF) for Cdc42p
YCLO18W Beta-isopropylmalate dehydrogenase (IMDH)
YCLO24W Protein kinase of the bud neck involved in the septin checkpoint
YCLO25C Broad-specificity, low-affinity amino acid permease
YCLO27W Membrane protein localized to the shmoo tip
YCL029C Microtubule-associated protein
YCLO30C Multifunctional enzyme containing phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase
YCLO36W Protein of unknown function
YCLO39W Subunit of GID Complex that binds directly to central component Vid30p
YCLO43C Protein disulfide isomerase
YCLO48W-A Putative protein of unknown function
YCLO52C Component of glycosylphosphatidylinositol-mannosyltransferase |
YCLO54W AdoMet-dependent methyltransferase
YCROO3W Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit
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YCRO11C Putative ATP-dependent permease of the ABC transporter family
YCRO14C DNA polymerase IV

YCRO15C Protein required for cold tolerance

YCRO17C GPI lipid remodelase

YCRO32W Protein homologous to Chediak-Higashi syndrome and Beige proteins
YCR0O42C TFIID subunit (150 kDa)

YCR047C Ribosome biogenesis factor

YCR0O59C Negative regulator of elF2 kinase Gen2p

YCRO65W Forkhead transcription factor

YCRO75C Protein involved in cystine transport

YCRO77C Deadenylation-dependent mRNA-decapping factor
YCRO79W Mitochondrial type 2C protein phosphatase (PP2C)
YCRO83W Mitochondrial thioredoxin

YCRO89W Cell wall adhesin, expressed specifically during mating
YCR092C Mismatch repair protein

YCRO93W Subunit of the CCR4-NOT1 core complex

YCR106W Putative zinc cluster transcription factor

YDLO1OW Cis-Golgi localized monothiol glutaredoxin, binds Fe-S cluster
YDLO15C Enoyl reductase

YDLO19C Member of an oxysterol-binding protein family with seven members
YDLO24C Protein of unknown function

YDLO25C Putative protein kinase, potentially phosphorylated by Cdc28p
YDLO30OW Subunit of the SF3a splicing factor complex

YDLO33C tRNA-specific 2-thiouridylase

YDLO35C Plasma membrane G protein coupled receptor (GPCR)
YDLO36C Mitochondrial tRNA:pseudouridine synthase

YDLO39C Pheromone-regulated protein

YDLO44C Mitochondrial protein that interacts with mitochondrial RNA polymerase
YDL049C Protein with similarity to Kre9p

YDLO52C 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase

YDLO55C GDP-mannose pyrophosphorylase (mannose-1-phosphate guanyltransferase)
YDLO56W Transcription factor

YDLO58W Essential protein involved in vesicle-mediated ER to Golgi transport
YDLO65C Chaperone and import receptor for newly-synthesized class | PMPs
YDLO70W Protein involved in transcription initiation

YDLO73W Scaffold protein in the HKR1 sub-branch of the Hogl1p-signaling pathway
YDLO74C E3 ubiquitin ligase

YDLO86W Putative carboxymethylenebutenolidase

YDLO8IW Protein involved in regulation of mitotic exit

YDLO95W Protein O-mannosyltransferase of the ER membrane
YDL097C Essential, non-ATPase regulatory subunit of the 26S proteasome lid
YDLO98C Component of the U4/U6.U5 snRNP complex

YDLO9SW Cis-golgi localized protein involved in ER to Golgi transport
YDL100C Guanine nucleotide exchange factor for Gpalp

YDL102W Catalytic subunit of DNA polymerase delta

YDL104C Protein involved in threonylcarbamoyl adenosine biosynthesis
YDL106C Homeobox transcription factor

YDL109C Putative lipase

YDL113C Sorting nexin family member

YDL117W SH3-domain protein located in the bud neck and cytokinetic actin ring
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YDL123W Protein of unknown function

YDL124W NADPH-dependent alpha-keto amide reductase

YDL134C Catalytic subunit of protein phosphatase 2A, PP2A
YDL136W Ribosomal 60S subunit protein L35B

YDL138W Plasma membrane high glucose sensor that regulates glucose transport

YDL139C Nonhistone component of centromeric chromatin

YDL140C RNA polymerase Il largest subunit B220

YDL143W Subunit of the cytosolic chaperonin Cct ring complex

YDL145C Alpha subunit of COPI vesicle coatomer complex

YDL149W Transmembrane protein involved in forming Cvt and autophagic vesicles
YDL154W Protein of the MutS family

YDL155W B-type cyclin involved in cell cycle progression

YDL171C NAD(+)-dependent glutamate synthase (GOGAT)

YDL174C Major mitochondrial D-lactate dehydrogenase

YDL186W Putative protein of unknown function

YDL193W Forms dehydrodolichyl diphosphate synthase complex with RER2 or SRT1
YDROO5C Highly conserved negative regulator of RNA polymerase IlI
YDRO06C Protein of unknown function

YDROOSW Transcriptional regulator

YDR390C Subunit of heterodimeric nuclear SUMO activating enzyme E1 with Aoslp
YELOO7W Transcriptional regulator of pseudohyphal growth

YELO11W Glycogen branching enzyme, involved in glycogen accumulation
YEROO4W Protein of unknown function

YEROO7W Microtubule effector required for tubulin heterodimer formation

YERO0O8C Subunit of the exocyst complex

YERO22W Subunit of the RNA polymerase || mediator complex

YER033C Protein of unknown function

YERO34W Protein of unknown function

YER039C Protein of unknown function

YERO40W Transcriptional activator in nitrogen catabolite repression system
YERO41W Holliday junction resolvase

YERO42W Methionine-S-sulfoxide reductase
YER044C-A Meiosis-specific protein involved in forming DSBs

YER045C ATF/CREB family basic leucine zipper (bZIP) transcription factor

YER047C Putative ATPase of the AAA family

YERO50C Mitochondrial ribosomal protein of the small subunit
YERO51W JmjC domain family histone demethylase specific for H3-K36

YER054C Putative regulatory subunit of protein phosphatase Glc7p
YFLOO1IW tRNA:pseudouridine synthase

YFLOO2C Putative ATP-dependent RNA helicase

YFLOO3C Protein involved in meiotic recombination

YFLOI2W Putative protein of unknown function

YFLO13C Subunit of the INO80 chromatin remodeling complex
YFLO17W-A Core Sm protein Sm G

YFLO21W Transcriptional activator of nitrogen catabolite repression genes
YFLO23W Unconventional prefoldin protein involved in translation initiation

YFLO24C Subunit of NuA4, an essential histone H4/H2A acetyltransferase complex

YFLO25C GPl inositol deacylase of the endoplasmic reticulum (ER)

YFLO27C GTPase-activating protein for yeast Rab family members
YFROO2W Linker nucleoporin component of the nuclear pore complex (NPC)
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YFROO5C Conserved zinc-finger domain protein involved in pre-mRNA splicing
YFROO6W Putative X-Pro aminopeptidase
YFRO15C Glycogen synthase
YFRO19W 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase
YFRO22W Alpha-arrestin involved in ubiquitin-dependent endocytosis
YFRO40W Protein required for function of the Sit4p protein phosphatase
YGLOO6W Vacuolar Ca2+ ATPase involved in depleting cytosol of Ca2+ ions
YGLOO8C Plasma membrane P2-type H+-ATPase
YGL009C Isopropylmalate isomerase
YGL013C Transcription factor that regulates the pleiotropic drug response
YGLO14W Member of the PUF protein family
YGLO15C Formin inhibitor
YGLO16W Karyopherin beta
YGL023C Phosphatidylinositol 3-phosphate binding protein
YGL027C Processing alpha glucosidase |
YGL028C Cell wall protein with similarity to glucanases
YGL0O35C Transcription factor involved in glucose repression
YGLO39W Aldehyde reductase
YGRO14W Mucin family member involved in various signaling pathways
YHR211W Lectin-like cell wall protein (flocculin) involved in flocculation
YILOOIW Putative protein of unknown function
YILOO5W ER protein with chaperone and co-chaperone activity
YILOO7C Evolutionarily conserved 19S regulatory particle assembly-chaperone
YILO17C GID Complex subunit, serves as adaptor for regulatory subunit Vid24p
YILOI9W Protein required for pre-rRNA processing
YILO23C Zinc transporter
VILO36W Basic leucine zipper (bZIP) transcription factor from ATF/CREB family involved in stress-responsive regulatory
network
YILO37C Pheromone-regulated protein
YILO38C Component of the CCR4-NOT core complex, involved in mRNA decapping
YILO41W BAR domain protein that localizes to early and late Golgi vesicles
YILO42C Mitochondrial protein kinase
YIRO01C Cytoplasmic RNA-binding protein
YIROO3W Subunit of a complex that associates with actin filaments
YIRO06C Part of actin cytoskeleton-regulatory complex Panlp-Slalp-End3p
YIROO7W Steryl-beta-glucosidase with broad specificity for aglycones
YIRO08C Subunit of DNA primase
YIRO10W Essential component of the outer kinetochore MIND complex
YIRO18W Basic leucine zipper (bZIP) iron-sensing transcription factor
YJLOOIW Beta 1 subunit of the 20S proteasome
YJLoO2C Alpha subunit of the oligosaccharyltransferase complex of the ER lumen
YJLo10C Essential subunit of U3-containing 90S preribosome
YJLO25W Component of the core factor (CF) rDNA transcription factor complex
YJLO27C Putative protein of unknown function
YJLO29C Component of the GARP (Golgi-associated retrograde protein) complex
YJLO42W Microtubule-associated protein involved in microtubule organization
YJLO52W Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), isozyme 1
YJLO54W Component of the mitochondrial TIM22 complex
YJLO56C Zinc-regulated transcription factor
YJILO57C Protein kinase of unknown cellular role
YJLO58C Subunit of TORC2 membrane-associated complex
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YJLO60W Kynurenine aminotransferase

YJLO63C Mitochondrial ribosomal protein of the large subunit

YJLO73W Dnal-like chaperone required for nuclear membrane fusion during mating

YJLO74C Subunit of the multiprotein cohesin complex

YJLO78C GPl-anchored cell wall protein involved in export of sterols

YJLO80OC Essential RNA-binding G protein effector of mating response pathway

YJLO82W Protein required for clearance of inclusion bodies

YJILO83W EH domain-containing protein

YJILO8IW C6 zinc cluster transcriptional activator

YJLO94C Putative K+/H+ antiporter

YJLO95W MAPKKK acting in the protein kinase C signaling pathway

YJLO98W Protein that forms a complex with the Sit4p protein phosphatase

YJLO99W Member of the ChAPs (Chs5p-Arflp-binding proteins) family

YJL1I00W Type Il phosphatidylinositol 4-kinase

YJL102W Mitochondrial elongation factor involved in translational elongation

YIL128C MAP kinase kinase of the HOG signaling pathway

YJL129C Component of the Trk1p-Trk2p potassium transport system

YJL130C Bifunctional carbamoylphosphate synthetase/aspartate transcarbamylase

YJROO2W Component of the SSU processome and 90S preribosome

YJROO5W Beta-adaptin

YJROO8W Protein of unknown function

YJRO13W Glycosylphosphatidylinositol-alpha 1,4 mannosyltransferase |

YJRO16C Dihydroxyacid dehydratase

YJRO17C Peptidylprolyl-cis/trans-isomerase (PPlase)

YJR024C 5'-methylthioribulose-1-phosphate dehydratase

YJRO31C Guanine nucleotide exchange factor for ADP ribosylation factors (ARFs)

YJRO32W Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (cyclophilin)

YJRO33C Subunit of RAVE complex (Ravlp, Rav2p, Skplp)

YJRO35W Protein involved in transcription-coupled nucleotide excision repair

YJRO39W Mitochondrial protein of unknown function

YJRO41C Protein required for normal metabolism of the rRNA primary transcript

YJR043C Third subunit of DNA polymerase delta

YJRO51W Fumarate reductase, catalyzes the reduction of fumarate to succinate

YJRO54W Potassium transporter that mediates K* influx

YJRO61W Protein required for N-glycan mannosylphosphorylation

YJR062C Amidase

YJRO66W PIK-related protein kinase and rapamycin target

YJRO76C Component of the septin ring that is required for cytokinesis

YJRO77C Mitochondrial phosphate carrier

YJRO78W Tryptophan 2,3-dioxygenase or indoleamine 2,3-dioxygenase

YJRO83C Protein of unknown function

YJRO8SW Subunit of chromosomal passenger complex (CPC)

YJR094C Master regulator of meiosis that is active only during meiotic events
YJRO94W-A Ribosomal 60S subunit protein L43B

YJR106 W Protein involved in calcium homeostasis and exit from quiescence

YJRI07W Putative lipase

YJR109C Large subunit of carbamoyl phosphate synthetase

YJR117W Highly conserved zinc metalloprotease

YJR121W Beta subunit of the F1 sector of mitochondrial F1FO ATP synthase

YJR125C Protein containing an N-terminal epsin-like domain
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YJR132W Karyopherin

YJR134C Protein of unknown function

YJR136C Subunit of the ASTRA complex, involved in chromatin remodeling
YJR137C Sulfite reductase beta subunit

YJR138W GTPase-activating protein (GAP) subunit of the Iml1p/SEACIT complex
YJR139C Homoserine dehydrogenase (L-homoserine:NADP oxidoreductase)
YJR149W Putative protein of unknown function

YJR151C Cell wall mannoprotein

YJR152W Allantoate permease

YJR153W Endo-polygalacturonase

YJR154W Putative protein of unknown function

YJR155W Putative aryl-alcohol dehydrogenase

YKROO2W Poly(A) polymerase

YKROO8W Component of the RSC chromatin remodeling complex
YKR0O09C 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase and enoyl-CoA hydratase
YKRO11C Protein of unknown function

YKR018C Protein of unknown function

YKRO19C EH domain-containing protein

YKRO21W Alpha arrestin, substrate of calcineurin

YKR0O22C Essential protein that forms a dimer with Ntrlp

YKR029C Defining member of the SET3 histone deacetylase complex
YKRO54C Cytoplasmic heavy chain dynein

YLLO19C Protein kinase involved in negative regulation of Pollll transcription
YLLO2IW Component of the polarisome

YLR0O02C Subunit of a nuclear complex with Noc2p and pre-replicative complexes
YLROO6C Cytoplasmic phosphorelay intermediate osmosensor and regulator
YLRO14C Zinc finger transcription factor

YLRO15W Subunit of COMPASS (Set1C) complex

YLR0O20C Steryl ester hydrolase

YLRO21W Component of a heterodimeric Poc4p-Irc25p chaperone
YLR0O24C Cytoplasmic ubiquitin-protein ligase (E3)

YLRO27C Cytosolic aspartate aminotransferase involved in nitrogen metabolism
YLRO32W DNA helicase/Ubiquitin ligase

YLR0O39C Protein involved in retrograde transport to the cis-Golgi network
YLRO59C 3'-5' RNA exonuclease

YLRO68W Nucleolar protein required for maturation of 185 rRNA
YLRO69C Mitochondrial elongation factor involved in translational elongation
YLR0O82C Protein of unknown function

YLRO84C Protein required for the maintenance of bud site selection
YLRO87C Protein with structural similarity to lipid transport protein Vps13p
YLR106C Huge dynein-related AAA-type ATPase (midasin)

YLR108C Protein of unknown function

YLR113W Mitogen-activated protein kinase involved in osmoregulation
YLR114C Conserved protein involved in exocytic transport from the Golgi
YLR115W Subunit of the mRNA cleavage and polyadenlylation factor (CPF)
YLR116W Component of commitment complex

YLR119W Component of the ESCRT-I complex

YLR120C Aspartic protease

YLR121C Aspartic protease

YLR126C Putative glutamine amidotransferase

119




YLR129W

Nucleolar protein

YLR131C Transcription factor required for septum destruction after cytokinesis
YLR136C mRNA-binding protein expressed during iron starvation
YLR138W Na+/H+ antiporter

YLR144C Intracellular beta-1,3-endoglucanase

YLR145W Subunit of RNase MRP

YLR146C Spermine synthase

YLR148W Component of CORVET membrane tethering complex
YMLO17W Asn rich cytoplasmic protein that contains RGG motifs
YMLO18C Protein of unknown function

YML043C Component of the core factor (CF) rDNA transcription factor complex
YMLO46W U1 snRNP protein involved in splicing

YMLO59C Serine esterase

YMLO61C DNA helicase, potent G-quadruplex DNA binder/unwinder
YML064C GTPase involved in initiation of Mitotic Exit Network (MEN)
YMLO65W Largest subunit of the origin recognition complex
YMLO68W Protein that modulates the efficiency of translation termination
YMLO71C Component of the conserved oligomeric Golgi complex
YMLO74C Nucleolar peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
YMLO76C Homodimeric Zn2Cys6 zinc finger transcription factor
YML091C Protein subunit of mitochondrial RNase P

YMLO93W Subunit of U3-containing Small Subunit (SSU) processome complex
YML097C Guanine nucleotide exchange factor (GEF) and ubiquitin receptor
YML099C Zinc finger transcription factor involved in arginine-responsive genes
YML102W Subunit of chromatin assembly factor | (CAF-1), with RIf2p and Msilp
YML103C Subunit of the inner ring of the nuclear pore complex (NPC)
YNL108C Protein phosphatase

YNL271C Formin

YNROO6W Endosomal protein that forms a complex with Hselp
YNR0O13C Low-affinity vacuolar phosphate transporter
YMR020W Polyamine oxidase
YMR086W Component of eisosome required for proper eisosome assembly
YMR152W Aldehyde reductase

YOLOOIW Cyclin

YOL0O4W Component of both the Rpd3S and Rpd3L histone deacetylase complexes
YOR005C DNA ligase required for nonhomologous end-joining (NHEJ)
YORO11W Plasma membrane sterol transporter of the ATP-binding cassette family
YOR014W B-type regulatory subunit of protein phosphatase 2A (PP2A)
YORO19W Protein of unknown function

YOR032C bHLH protein with similarity to myc-family transcription factors
YOR038C Subunit of HIR nucleosome assembly complex

YPLOOIW Catalytic subunit of the Hat1p-Hat2p histone acetyltransferase complex
YPLOO4C Eisosome core component

YPLOOSC Component of the Ribosome Quality Control (RQC) complex
YPLO43W Nucleolar protein

YPLO54W Zinc-finger protein of unknown function

YPLO55C Protein involved in histone H2B ubiquitination

YPLO57C Mannosylinositol phosphorylceramide (MIPC) synthase catalytic subunit
YPLO78C Subunit b of the stator stalk of mitochondrial F1FO ATP synthase
YPROO3C Putative sulfate permease
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YPROO5C Cytoplasmic protein involved in halotolerance

YPRO0O6C 2-methylisocitrate lyase of the mitochondrial matrix

YPRO11C Mitochondrial transporter

savméret A
(bp)

6000
3000
1500
1000

500
250

F5. abra A HMX1 gén deléciojanak ellendrzése PCR-rel. A) A teljes HMX1 ORF amplifikalasakor
kapott savok és B) A rDNS aplifikalasakor kapott sdvok a vad tipust izolatumok (1: PYO0001;
2: PY0002; 3: 465/2018; 4: 2251/2018; 5: DE6507; 6: DE35762), és a mutans torzsek (7: AI0001; 8:
AI0003; 9: AI0005; 10: AI0007; 11: AI0009; 12: Al0011) esetében. A 13. minta negativ PCR kontroll
volt (genomi DNS nélkiili PCR reakcid). M: 1 kb DNS 1étra (Thermo Fisher).
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