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1. Bevezetés

A Candida albicans egy opportunista patogén gomba, amely fiziologias koriilmények
kozott is megtalalhatd az egészséges emberi szervezetben, azonban immunhianyos
betegekben talszaporodva mycosist okoz. A klinikdkon Candida albicans okozza a
leggyakoribb gombafertézést. A fertézés kialakulasat nagyban befolyasoljak a gomba
morfologiai valtozasai. Kimutattak, hogy a hifa és a pszeudohifa formak kialakulasa elGsegiti
a mycosist. A szisztémas candidiasis kezelésére a fluconazol és/vagy az amphotericin B
kezelés az orvosi gyakorlat, de a terapia gyakran sikertelen mivel az antifungélis szerekkel
szembeni rezisztencia egyre gyakoribb. Ezért sziikséges 0j potencialis terapias célpontok
keresése. A candidiasis kezelés soran nem sziikségszerlien a gomba teljes elimindlasa a cél,
hiszen a candida fiziologias koriilmények kozott is megtalalhatd a szervezetben, és teljes
kipusztitasanak hatdsara mas patogén gombak vagy baktériumok tulszaporoddsa lehet a
valaszreakcio. Ezért indokolt a C. albicans azon jelatviteli Gtvonalainak kutatasa, amelyek
befolyasolasaval megvaltoztathato a sejtek novekedése, osztoddsa vagy morfoldgiai valtozasa.

Ismeretes, hogy a fehérje foszforilacio és defoszforilacio olyan reverzibilis
poszttranszlacios modositasok, amelyek fontos jelatviteli utvonalakat szabalyoznak az
eukariota sejtekben. A fehérjék foszforilacidjat a protein kinazok katalizaljak, mig a fehérjék
defoszforilaciojaért a protein foszfatazok a feleldsek. A protein foszfataz Z (PPZ) egy olyan
Uj tipust szerint/treonin protein foszfataz, amelyet elészor Saccharomyces cerevisiae-ben
irtak le, majd szamos gombafajban, tobbek kozott a C. albicans-ban is kimutattak. Mivel a
PPZ fontos ¢lettani folyamatokban vesz részt és csak a gombaban taldlhaté meg potencialis
célpontja lehet a jelatviteli terapianak.

A C. albicans-ban egyetlen protein foszfatdz Z-t kodolo gén talalhato a CaPPZ1. A
CaPPZ1 gént és termékét a CaPpzl fehérjét munkacsoportunk irta le és jellemezte.
Kimutattuk, hogy a CaPpzl fehérje szerepet jatszik a sOhaztartasban, a membranpotencial
kialakitasban, a sejtfal integritdsban, és az oxidativ stressz-valaszban, és igazoltak, hogy a
hogy a foszfataz gén delécioja csokkent virulenciat okoz. Mivel a C. albicans fertézést
befolyasold egyik tényezd az élesztd-hifa morfologiai &tmenet munkank sordn megvizsgaltuk,
hogy a CaPpzl fehérje hianya hogyan befolyasolja a gomba morfologiajat.

Az ismert PPZ enzimek mindegyikében megtalalhatd egy konzervalt C-termindlis
katalitikus domén ¢és egy valtozatos, rendezetlen szerkezetli N-terminalis domén. A CaPpzl
C-terminalis katalitikus doménjének homoldég modellezéssel készitett és Rtg-diffrakcioval

meghatarozott szerkezetét is ismerjik. Egylittmikodé partnereinkkel igazoltuk, hogy a



CaPpzl katalitikus doménje és a jol ismert protein foszfataz 1 katalitikus alegység (PP1c)
szerkezete nagyon hasonlo, bar vannak olyan szerkezeti elemek is, amelyek a CaPpzl-re
specifikusak. Biokémiai kisérleteink szerint a tipikus PPlc regulator fehérjék nem
befolyasoljak a CaPpzl enzim foszfataz aktivitdsat. A megvaltozott regulacio oka lehet az,
hogy a regulator-koté6 motivumok kritikus aminosav maradékai nem konzervaldodtak, illetve
az, hogy a CaPpzl egyedi szerkezeti elemei, koztiik az eredendden rendezetlen szerkezeti N-
terminalis domén gatoljak a tipikus PP1c kdlcsonhato fehérjék kotodését. Tehat a szerkezeti
¢s biokémiai vizsgalatok kizartak azt a lehetdséget, hogy a PP1c regulatorai fontos szerepet
jatszanak a CaPpzl szabalyozasaban. Ezért fontos a CaPpzl specifikus regulatorok kutatasa a
C. albicans-ban.

Korabban mar leirtak, hogy S. cerevisiae-ben a ScPpzl specialis regulatora a ScHal3
fehérje. Bebizonyitottak, hogy a ScHal3 és egyik paralogja, a ScVhs3 fehérje, képesek gatolni
a ScPpzl foszfataz aktivitasat. Késobb kidertilt, hogy a ScHal3 két homologjaval (ScVhs3 és
ScCab3) kiegésziilve a sarjadzd ¢élesztdben heterotrimert képez ¢és igy létrehozza a
foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz (PPCDC) holoenzimet, ami részt vesz a CoA
bioszintézisben. Tehat a ScHal3 egy olyan ,,moonlighting” fehérje, amely alapvetéen fontos a
CoA szintéziséhez, de masodallasban a ScPpzl foszfataz aktivitasat is szabalyozza.
Bioinformatikai kutatasunk eredményeként C. albicans-ban megtalaltuk a ScHal3 két
ortologjat, amelyeket aminosav szekvenciajuk alapjan CaHal3-nak és CaCab3-nak neveztiink

el. Munkank soran megvizsgaltuk az altalunk azonositott két Candida fehérje funkciogjat.



2. Célkituzések

Els6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a CaPpzl fehérje szerepét a C. albicans
morfoldgiai valtozasaiban. Ehhez rendelkezésiinkre 4lltak a Dr. Addm Csaba munkatarsunk
altal korabban eldallitott homozigdta és heterozigota cappzl delécidos mutans torzsek. Azt
terveztiik, hogy eldkisérletekben klasszikus mikroszkopia segitségével megvizsgaljuk, hogy a
hifa képzésére. Amennyiben jelentds kiilonbségeket talalunk a mutans és a sziiléi torzsek
kozott a morfologiai atmenet kinetikdjanak tanulmanyozasara adoptalni kivantuk az emlés
sejtek vizsgalatdira korabban mar kidolgozott videomikroszkopias eljarasokat, illetve
kiértékelési modszereket.

A CaPpzl fehérje szabalyozasi lehetdségének felderitése érdekében az volt a célunk,
hogy meghatarozzuk az altalunk felismert két ScHal3 ortolog, a CaHal3 és a CaCab3
szerepét. A fiziologids funkciok megallapitasara felhasznélhattuk az Prof. Joaquin Arind €s
munkatarsai altal (Barcelonai Autoném Egyetem, Spanyolorszag) eléallitott S. cerevisiae
mutans torzseket, amelyeket a C. albicans fehérjék overexpresszidjaval kivantunk
komplementalni. Az ¢élesztd mutinsok felhasznalasaval elészor a CaHal3 és a CaCab3
szerepét kivantuk tisztazni az esszencialis PPCDC aktivitas biztositasaban. Ezt a kérdést az
egyébként letalis cab3 illetve hal3/vhs3 mutansok komplementalasat tetrad analizis
segitségével lehet eldonteni.

A CaHal3 és CaCab3 fehérjék foszfataz Z regulacidjaban jatszott szerepét in vitro és
in vivo kisérletekben kivantuk ellendrizni. Ehhez a két fehérjét megfeleld cimkével ellatva
bakterialis, illetve élesztd sejtekben Kkell termeltetni, majd pull down kiséreltek segitségével
tudjuk megvizsgalni kolcsonhatasukat a rekombinans CaPpzl foszfatazzal. Az irodalmi
adatok alapjan arra szamithattunk, hogy a Hal3 ortolégok a foszfataz katalitikus doménjéhez
kotddnek, ezért a fehérje-fehérje kolcsonhatasi vizsgalatokat a rekombinans CaPpzl1-Cter
katalitikus doménnel is el kivantuk végezni. Amennyiben sikeriil igazolni a foszfataz és a
feltételezett regulatorok kozotti fizikai kdlcsonhatast megvizsgalhatjuk a CaHal3 és CaCab3
hatasat az enzim aktivitasara. Végiil meg kivantuk hatdrozni a kolcsonhatas fiziologias
jelentoséget. Ennek érdekében az S. cerevisiae hal3 delécios mutansban kell expresszaltatni a
CaHal3 ¢és CaCab3 fehérjéket, és meg Kkell vizsgalni, hogy kiilonboz6 stressz koriilmények
kozott a Candida fehérjék képesek-e a foszfatdzzal kapcsolatba hozhaté mutans fenotipusok

komplementalasara.



3. Modszerek

3.1 Mikroszképos vizsgalatok

A hifa novekedés vizsgalatara a sziil6i SN87 és a cappzl homozigéta foszfataz
delécios mutans torzsekbdl, illetve a heterozigota mutansokbdl (CaPPZ1-LEU?2 ¢s CaPPZ1-
HIS1) novesztett C. albicans sejteket Olympus BX40 mikroszkop alatt lefotoztuk. A hifak

hosszat az Image J programmal analizaltuk.

3.2 Videomikroszképia

Videomikroszkdpos analizishez a cappzl mutans torzset és a vele teljesen megegyezd
genetikai hattérrel rendelkez6 QMY23 kontroll torzset hasznaltuk. Az ezekbdl nyert
sejtszuszpenzidt RPMI médiumban 37 °C-on, 5% COz jelenlétében 5 oran keresztiil vizsgaltuk
ugy, hogy 5 masodpercenként mikroszkopos képeket készitettiink 4 parhuzamos mintarol az
inkubatorba helyezett 4 Olympus mikroszkoppal. A 4 CCD kameraval rogzitett képsorozat

kiértékelése az egyiittmlik6dd partnereink altalunk készitett software segitségével tortént.

3.3 Eleszt6 novekedési teszt

Munkéank soran Kkiilonboz6 Hal3 homoldog DNS inzertet tartalmazd6 pWS93
plazmidokkal transzformaltunk vad tipust (BY4741) és hal3 mutans S. cerevisiae sejteket. A
transzformansokat SD-Ura taptalajban novesztettiink. A tenyészetekb6l azonos sejtszamu
mintdkat cseppentettiink ki a kontroll és a kiilonbozd koncentracidban stressz hatdsu
anyagokat tartalmazé YPD lemezekre. 48 és 72 ora inkubalasi id6 elteltével a lemezeket

lefényképeztiik.

3.4 Tetrad analizis

A transzformalt S. cerevisiae sejtekbdl 1-1 telepet SD-Ura taptalajban tenyésztettiik
egy €jszakan at, majd az ebbdl vett mintakat INE folyékony taptalajban ndvesztettiink tovabb
tobb napon at 28 °C-on 180 rpm razatas mellett. A sejttenyészetb6l izolalt tetradokat MSM
300 Yeast Dissection Microscope (Singer Instruments) mikroszkop alatt valasztottuk szét. A

tetradok genotipusat tovabbi szelektald lemezeken vald novesztéssel hataroztuk meg.

3.4 DNS klonozas



A C. albicans genomi DNS targetb6l kiindulva CaHALS teljes leolvasasi keretét PCR
segitségével sokszorositottuk fel. A PCR reakcidk soran Phusion és Phire polimeraz
enzimeket és Eppendorf Mastercycler® késziiléket haszniltunk. Inzertek és vektorok
restrikcios hasitdsat Promega gyartmany( enzimekkel végeztik. A megfeleld restrikcios
enzimekkel és foszfataiz kezeléssel elOkészitett inzerteket és vektorokat ligalds utan
baktérium, vagy élesztd sejtekbe transzformaltuk. Kompetens E. coli sejtek CaCl: kezeléssel
készitettiink. A S. cerevisiae sejtek transzformalasat LIAC eldkezelés utan PEG jelenlétében
végeztiik. A szelekcios markerek segitségével szelektalt sejtekbdl izolalt vektor konstruktok

helyességét DNS szekvenalassal ellenériztiik.

3.5 Rekombinans fehérjék termeltetése

Rekombinans fehérjéket BL21 DE3 RIL E. coli sejtekben termeltettilk. A pET28a
plazmiddal transzformalt sejtek tenyésztése kanamycin €s kloramfenikol jelenlétében tortént,
mig a pGEX6p-1 vektor hasznalata esetén ampicillint és kloramfenikolt adtunk a taptalajhoz.
A CaPpzl és CaPpzl1-Cter katalitikus domén expresszidja soran MnClz-dal egészitettiik ki a
taptalajt. A fehérjék expresszidjat minden esetben optimalizaltuk, igy minden fehérjét
kiilonboz6 IPTG koncentracio mellett, kiilonb6z6 hoémérsékleten, és mas-mas ideig

termeltettiink.

3.6 Rekombinans fehérjék tisztitasa affinitas kromatografiaval

A fehérje expresszid utan Osszegyijtott baktérium sejteket feltartuk, majd
centrifugalassal elvalasztottuk a sejttormeléket a szolubilizalt fehérjéktél. A GST-cimkét
hordozé rekombinans fehérjéket Glutation Sepharose 4B gyantan tisztitottuk ,,batch”
technikdval. GST tag nélkiili tiszta fehérjék lehasitdsa a gyantar6l PreScission proteaz
hozzaadasaval tortént. A CaPpzl fehérje bakterialis termeltetésére pET28a vektort hasznaltuk.
A 6 x His cimkével ellatott fehérje tisztitisahoz NIi-NTA gyantat hasznaltunk. A fehérje

crcr

gél elektoforézissel jellemeztiik Laemmli szerint.

3.7 Fehérje-fehérje kolcsonhatasok kimutatasa ,,pull down” médszerrel
Elsokisérleteinkhez GST cimkével ellatott CaPpz1 katalitikus domént (CaPpz1-Cter)
tartalmazé Glutation Sepharose 4B gyantdt hasznaltunk. Ezt folyamatos forgatds mellett
25°C-on 40 percig inkubaltuk a tisztitott CaHal3, CaCab3 és ScCHal3 rekombinans
fehérjékkel. A gyantar6l elualt fehérjéket SDS poliakrilamid gélben elvalasztottuk és
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Coomassie Brilliant Blue festékkel festettiik meg. Ezzel a detektalasi modszerrel csak a
legerésebb kdlcsonhatasok kimutatasara volt mod.

Az ugynevezett reverz ,,pull down” elrendezésben a GST-cimkés lehetséges gatld
fehérjéket kotottiik Glutation Sepharose 4B gyantahoz. A gyantakat 6xHis cimkével ellatott
CaPpzl fehérjével inkubaltuk, majd a gyantarol elualt fehérjéket SDS-poliakrilamid gélben
elvalasztottuk, Hybond ECL membranra vittik at és a foszfatazt anti-His antitest
felhasznalasaval Western blottal detektaltuk. Ez a modszer mar a gyengébb kdlcsonhatasok
detektalasara is lehetdséget adott.

A fehérje-fehérje interakciok megerdsitésére olyan ,,pull down” kisérletet végeztiink,
amelyben a GST-cimkés CaPpzl fehérjét Glutation Sepharose 4B gyantahoz kapcsoltunk, és
ezt S. cerevisiae-ben termeltetett HA-cimkével ellatott kdlcsonhatd fehérjével inkubaltunk. A
cimkézett fehérjéket eldzetesen nem tisztitottuk, hanem a megfeleld ¢élesztd fehérje
kivonatokat hasznaltuk az inkubacid soran. A gyantahoz kapcsolodott fehérjéket elticid utan
SDS gélelektroforézissel elvalasztottuk, és Western blotton anti-HA elleni antitesttel
detektaltuk.

3.10 Protein foszfataz aktivitas mérés

A kiilonbdzd protein foszfatiz Z1 enzimformak aktivitisianak mérésére 32P jeldléssel
ellatott miozin-konnytilanc (3?P-MLC) szubsztratot hasznaltunk. Az &ltalunk bevezetett
érzéken radioaktiv eljarassal 2 mM MnCI: jelenlétében hataroztuk meg a CaPpzl, CaPpzl-

Cter, ScPpz1 és ScPpz1-Cter rekombinans enzimek aktivitasat.



4. Eredmények és megbeszélésiik
4.1 A CaPpzl morfologiai szerepe

A C. albicans-ban talalhatdo CaPPZ1 gén terméke a CaPpzl fehérje morfologiaban
betoltott szerepét két 1épésben vizsgaltuk meg. Eldkisérletinkben a cappzl deléciés mutans
torzset az anyai (SN87) torzzsel hasonlitottuk 0ssze a hifazast serkenté FBS jelenlétében és e
nélkiil. A cappzl homozigdta deléciés mutansban a sejtek hifaképzése szignifikansan
lassabbnak adoédott mindkét kisérleti elrendezésben. A foszfataz egyik alléljanak a kilitése
nem okozott jelentds valtozast, ami azért fontos, mert arra utal, hogy a mutagenézis soran a
Candida genomba beépitett markergének (LEU2 és HIS1) 6nmagukban nem befolyasoljak ezt
a fenotipust. Tehat, a hifa novekedésben mutatott kiilonbség minden valdsziniiség szerint a
CaPpz1 foszfatdz teljes hianyanak tudhato be.

A kezdeti biztatdé eredmények megerdsitése €s kiegészitése érdekében tovabbi
munkankban a cappzl deléciés mutanssal teljesen megegyezd genetikai hatteri QMY23
kontroll torzset hasznaltuk 0Osszehasonlitasi alapként és a fix id6pontos szakaszos
megfigyelés helyett egy videomikroszkopos modszert adaptaltunk a C. albicans morfologiai
atalakulasank jellemzésére. Az altalunk kialakitott rendszerben tobb parhuzamos kisérlet
soran tobb oran at kdvetni figyelni a sejtek hifaképzését. A korrekt kontrol alkalmazasaval és
a folyamat kinetikajanak kovetésével megerdésitettiik azt az eredményeket, miszerint a cappzl
hianya csokkenti hifaképzés sebességét. A videomikroszkopos modszer az eddigi kisérletek
megerdsitésén tal tovabbi informacidval is szolgalt. A hifandvekedés eloszlasa a kontrollban
normal esetben varhatd harang gorbe alaka volt. A CaPPZ1l gén hianyaban a
sebességeloszlasi gorbe nem kovette a normal eloszlast, ami szintén az abnormalis
hifandvekedést tamasztotta ala. Tovabba az altalunk hasznélt videomikroszkdpos maodszerrel
detektalhatova valt a sejtek tenyésztdedényhez torténd letapadasa is. Azt taldltuk, hogy a
cappzl delécids mutans csak lassabban tudott a feliiletre latapadni, mint a kontroll torzs.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egy 1j videomikroszkopos
modszert adaptaltunk a Candida morfologia vizsgalatdhoz, amely segitségével képesek
moddszer alkalmazhatonk bizonyult nem csak a CaPpzl a tanulmanyozasara, hanem mas
mutacidk és adalék anyagok morfoldgiai hatasanak ellemzésére is.

A CaPpzl morfologiai szerepének felismerése azér jelentds, mert a hifaképzés
befolyasolhatja az opportunista patogén fert6z6 képességét. Ezen ismeretek hozzasegithetnek

egy tavlati cél eléréséhez, amely egy olyan jelatviteli terapia lenne amely komolyabb
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mellékhatas nélkiil specifikusan modon gatolna a hifaképzést. Az eredmények azt mutatjak,

hogy a gombaspecifikus protein foszfataz a CaPpz1 egy lehetséges terapias célpont.

4.2 A CaPpzl regulacidja

Korabban mar ismert volt, hogy a S. cerevisiae modell organizmusban talalhato
ScHal3 fehérje a ScPpzl foszfatdz természetes gatldoszere. Bioinformatikai analizissel C.
albicans-ban azonositottunk két ScHal3 ortologot, az orf19.7378 és orf19.3260 jelti eddig
még nem jellemzett gének termékeit. Megallapitottuk, hogy az orf19.7378 terméke a CaHal3
nagyfoku hasonlosagot mutat az ScHal3 foszfataz inhibitorral. A CaHal3 fehérjében
konzervalodott a PPCDC aktivitashoz sziikséges hisztidin aminosav. Filogenetikai analizisiink
szerint a CaHal3 a Hal3 fehérjékkel van rokonsagban. Mindezek alapjan az volt a
munkahipotézisiink, hogy a CaHal3 képes betolteni a ScHal3 szerepét a PPCDC
holoenzimben és ezért nélkiilozhetetlen a CoA bioszintéziséhez, ugyanakkor egy specifikus
CaPpzl regulator fehérje is lehet. Az orf19.3260 terméke a CaCab3 inkabb a ScCab3
fehérjével mutat rokonsagot. Tartalmazza a PPCDC aktivitashoz nélkiilozhetetlen cisztein
aminosavat és az ugynevezett Asn motivumot. A filogenetikai analizis alatamasztotta, hogy a
CaCab3 a Cab3 szerli fehérjék csaladjaba tartozik. Tehat joggal feltételeztiik, hogy a CaCab3,
az ScCab3 fehérjéhez hasonlé modon, egy nélkiilozhetetlen PPCDC alegység, de nem
rendelkezik moonlighting funkcioval, azaz nem tekinthetd CaPpzl regulator fehérjének.
Azonban felfigyeltiink arra is, hogy a CaCab3 fehérje tartalmaz egy extra 30 aminosav
hossztisaghh nem homolodg szekvenciat, amely csak az ScHal3 fehérjében fordul még eld, és

Munkahipotézisiink ellendrzésére biokémiai és molekularis genetikai kisérletekkel
elemeztiik a Hal3 ortolégok funkcidjat. Elséként a Hal3 fehérjék esszencidlis funkcigjat, a
CoA bioszintézisben betoltott szerepliket tanulmanyoztuk. S. cerevisiae modell szervezetben
tetrad analizissel vizsgaltuk a funkcionalis megfeleléseket, és azt tapasztaltuk, hogy a CaHal3
a ScHal3 fehérjével megegyez6 modon funkcioképes PPCDC alegységként viselkedett. A
CaCab3 fehérje pedig csak az ScCab3 fehérje hianyat tudta komplementalni, azaz a CaCab3
az ScCab3 fehérjével megegyez6 modon egy masok funkcioképes PPCDC alegység. Tehat a
CaHal3 és CaCab3 fehérjék CoA bioszintézisben betoltott esszencialis funkcidi a
varakozasnak megfeleld6 moédon megdrzddtek a C. albicans ScHal3 ortologokban.

crer

szerepét, vagyis moonlighting funkcidjat vizsgaltuk. El6szér pull down modszerrel
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tanulmanyoztuk in vitro koriilmények kozott azt, hogy a CaPpzl katalitikus doménjéhez
illetve a teljes hosszusagu CaPpzlfehérjéhez kotddnek-e a C. albicans-bol szarmazé ScHal3
ortologok. Azt tapasztaltuk, hogy a CaPpzl katalitikus doménje erésen koti a CaHal3 és
CaCab3 fehérjéket, és a teljes hosszusagn CaPpzl fehérjéhez is kotédik mindkét ScHal3
ortolog. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak a korabban leirtakkal, miszerint nem csak
az ScHal3 hanem az ScCab3 fehérje is képes kotddni az ScPpzl fehérjéhez. Viszont az
irodalmi adatok szerint a ScCab3 fehérjének nincs foszfataz gatld hatasa.

Miutan tudtuk, hogy mind a két ScHal3 ortolog interakcioba 1ép a CaPpzl
foszfatazzal, a tovabbiakban a protein foszfataz aktivitasra gyakorolt hatasukat vizsgaltuk in
vitro rendszerben. A foszfataz aktivitdas meghatarozasahoz modszertani Ujitasként a
szintetikus pNPP szubsztratot érzékenyebb radioaktiv *?P-MLC20 fehérje szubsztratra
cseréltiik. Ez az érzékeny radioaktiv detektalasi modszer kiilonosen elényds volt abban az
esetben, amikor a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat kivantuk ellenérizni. A vizsgalatok
eredménye szerint, a teljes hosszsagi CaPpz1 és katalitikus doménje is képes defoszforilalni
az MLC20 szubsztratot. Azonban jelentds eltérés talaltunk a két foszfatdz forma specifikus
aktivitasa kozott: a teljes hosszisagl fehérjének sokkal kisebb a specifikus aktivitasa, mint az
N-termindlis domént nem tartalmazo katalitikus doménnek. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy
az N-terminalis domén csokkenti az enzim kotodését a fehérje szubsztrathoz, és ezaltal
negativ regulator szereppel rendelkezik. A CaHal3 és a CaCab3 fehérjék koncentracio-fiiggd
modon gatoltak teljes hosszusagi CaPpzl és a csonkolt, C-terminalis katalitikus domén
protein foszfataz aktivitasat is. Az a tény, hogy in vitro koériilmények k6zott mind a CaHal3
mind pedig a CaCab3 képes volt a foszfataz aktivitast gatolni, ellentmondott az eddigi
irodalmi adatoknak és munkahipotézisiinknek. Ezért megvizsgaltuk, hogy a C. albicans
ScHal3 ortologok, hogyan befolyasoljak az ScPpzl foszfatazt. In vitro foszfataz
aktivitasmérésiink igazolta, hogy az ScPpzl és a C-terminalis katalitikus doménje képes
defoszforilalni az MLC20 szubsztratot. Tovabba a teljes hosszusagu és a csak katalitikus
domént tartalmazo fehérjék specifikus aktivitisa a Candida fehérjékhez hasonldéan alakult,
azaz az ScPpzl1-Cter specifikus aktivitdsa sokkal magasabb volt a teljes hossziisagi ScPpzl-
hez képest. Tehat az egymassal alacsony aminosav szekvencia azonossagot mutatd
rendezetlen N-terminalis domének azonos modon gatld szerepet lathatnak el a kiilonb6zd
eredetli Ppz enzimekben. Nem csak a specifikus aktivitasban volt hasonlosag, hanem a Hal3
ortologok hatasdban is: mind a CaHal3 mind pedig a CaCab3 koncentracido-fiiggd modon
gatolta az ScPpzl és ScPpzl-Cter foszfatazt. Tehat in vitro koriilmények kozott a CaHal3 és a

CaCab3 specifikus foszfataz regulatorként viselkednek.
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Végiil arra voltunk kivancsiak, hogy a ScHal3 ortologok in vivo koriilmények kozott is
foszfataz regulatorként viselkednek-e. Ennek érdekében hal3 deléciés mutans S. cerevisiae
sejtekben expresszaltuk a ScHal3 ortolégokat. Az expresszid hatdsossagat Western blottal
tamasztottuk ala. A hal3 mutansrél ismert volt, hogy érzékeny so stresszel, és toxikus
kationokkal szemben. Az irodalmi adatok szerint az éleszt6 sejtek toleranssa valtak ha ScHal3
fehérjét overexpresszaltak benniik, viszont az ScCab3 fehérje inkabb anti-Hal3 hatast mutatott
ezen agensek jelenlétében. Amikor a CaHal3 fehérjét expresszaltunk a mutans S. cerevisiae
sejtekben a varakozasainkkal ellentétben azt tapasztaltuk, a CaHal3 fehérjének nem volt védo
hatasa so stresszel és toxikus kationokkal szemben. Ezzel szemben a CaCab3 az ScHal3-hoz
hasonloan LiCl-dal és Hygrmycin B-vel szemben tolerdnssa tette a sejteket. A kisérletet
hitelességét kolonia PCR-rel, és limitald kalium koncentracio melletti fenotipusos vizsgalattal
is ellendriztiik, és megallapitottuk, hogy a nem vart eredmény nem kisérleti hiba, hanem
tényleg csak a CaCab3 fehérje viselkedik Ppz regulatorként in vivo koriilmények kozott.

Irodalmi adatok alapjan ismert tény, hogy az ScPpzl-nek kozvetett szerepe van az slt2
MAP kinaz mutans S. cerevisiae sejtekben. Az Slt2 kinaz hianyaban litikus fenotipus
figyelheté meg, amelyet a ScPpz1 hidnya vagy az ScHal3 overexpresszidja tovabb sulyosbit.
A litikus fenotipus konnyen tesztelhetd, ugyanis az slt2 delécios mutans sejtek érzékenyek a
sejtfal karositd agensekre, mint példaul koffeinre. Ezért megvizsgaltuk, hogy a ScHal3
ortologoknak van-e hatasa az slt2 és slt2/hal3 mutans S. cerevisiae sejtekben. Az slt2
mutansokban expresszaltatott CaHal3 az ScCab3-ra jellemz6 anti-Hal3 hatast mutatott, mig a
CaCab3 fehérje a CaHal3-hoz viszonyitva csokkentett koffein toleranciat okozott. Az
slt2/hal3 duplamutans sejtekben végzett kisérlet a tobbi in vivo kisérlethez hasonléan azt
mutattak, hogy a CaHal3 fehérjének nem volt hatasa, vagy az ScCab3-hoz hasonld gyenge
anti-Hal3 hatasa volt, ezzel szemben a CaCab3 fehérje az ScHal3-hoz hasonldan viselkedett,
tehat erdsitette a litikus fenotipust. Tehat egy masik test rendszerben és egy Osszetettebb
genetikai hattérrel rendelkez6 mutansban is azt talaltuk, hogy a CaCab3 a foszfataz fiziologias
regulatora.

Az ScHal3 ortologok esszencialis funkcidjanak vizsgalata azt igazolta, hogy a C.
albicans-ban talalt két, eddig még nem jellemzett, géntermék szerkezeti alapon végzett
azonositasa helyes volt. A CaHal3 hasonlit a ScHal3-hoz és a CaCab3 megfelel az ScCab3-
nak, ugyanis CoA bioszintézisben betoltott esszencialis szerepiik megérz6dott az evolucio
soran, mindketten a PPCDC enzim funkcionalis alegységei.

A varakozasoknak megfeleléen a CaHal3 és a CaCab3 protein képes kotddni mind a

teljes hosszusagh CaPpzl enzimhez, mind pedig annak C-terminalis katalitikus doménjéhez.
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A ScHal3 ortologok erdsebben kotddtek a katalitikus doménhez, mint a teljes hosszisagu
fehérjéhez, ami bizonyitja, hogy ezek a fehérjék az enzim C-terminalis doménjéhez kdtddnek,
mig az N-terminalis domén gatolja a fehérje-fehérje komplex kialakulasat.

In vitro foszfataz aktivitasmérések szerint mind a két ScHal3 ortolog koncentracid
fliggé modon gatolta az CaPpzl és az ScPpzl enzimek és katalitikus doménjeik foszfataz
aktivitasat. Tehat in vitro koriilmények kozott mind a CaHal3 mind pedig a CaCab3
potencialis foszfataz regulatorként viselkedik. Ezzel szemben fiziologias koriilmények kozott,
in vivo vizsgalatok soran varakozasainkkal ellentétben azt kaptuk, hogy a CaHal3 fehérjének
nem volt hatasa, vagy az ScCab3-hoz hasonldéan anti-Hal3 hatassal rendelkezett. Ezzel
szemben a CaCab3 fehérjének az ScHal3 fehérjéhez hasonld hatasa volt a hal3 delécios S.
cerevisiae torzsben so stressz soran, toxikus kationok jelenlétében, illetve a slt2/hal3 S.
cerevisiae duplamutans sejtekben sejtfal karosito koffein jelenlétében.

Ezen eredmények azt mutatjak, hogy az esszencialis funkcid evoliiciésan megdrzdott,
¢s hogy a CaPpzl reguldcioja, mint moonlighting funkci6, ett6l fiiggetlen utat kovetett C.
albicans-ban. Elképzelheté, hogy a bioinformatikai analizis soran talalt 30 aminosav
hosszasagi nem homoldg szakasz, ami megtalalhatd az ScHal3 és CaCab3 fehérjében is,
jelentdséggel bir a foszfataz aktivitas gatlasaban.

A Ppz enzimek rendezetlen szerkezetli N-terminalis doménjének funkcidjat eddig nem
ismertiik, de a bemutatott eredmények azt sugalljak, hogy ennek a doménnek jelentds szerepe
van a protein foszfataz aktivitas és a fehérje-fehérje kdlcsonhatasok szabalyozasaban. Ennek a

feltevésnek az igazolasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek.
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5. Osszefoglalas

A protein foszfatdz Z egy 10j tipust szerint/treonin specifikus protein foszfataz, amely
csak a gombakban mutathat6 ki. Az opportunista patogén Candida albicans-ban egy gén, a
CaPPZ1 koédolja a CaPpzl fehérjét, amely a jol ismert Saccharomyces cerevisiae ScPpzl
ortologjdhoz hasonldan szerepet jatszik a sejtfal integritds ¢és ozmotikus stabilitds
kialakitasaban, a kation homeosztazisban és az oxidativ stresszvalaszban. Munkank soran
tanulmanyoztuk a CaPpz1 tovabbi funkcioit és regulaciés mechanizmusat.

A CaPpzl fehérje szerepét a fonalas gomba hifaképzésben klasszikus mikroszkdpia és
a folyamatos kovetést biztositd videomikroszkopia moddszerével vizsgaltuk. Mind a két
kisérlet azt mutatta, hogy cappzl foszfatdz deléciés mutansban csokken a hifandvekedés
sebessége, valamint a gombasejtek feliileti adhézidja. Tehat sikertilt kimutatnunk a CaPpz1
eddig nem ismert morfologiai szerepét, ami Osszefliggésbe hozhaté a C. albicans
fertdzoképességével.

S. cerevisiae-ben korabban mar leirtadk a ScHal3 fehérjét, mint a ScPpzl foszfataz
inhibitorat. Nemrégiben azt is kimutattdk, hogy a ScHal3 fehérje két paralogjaval (SCVhs3 és
ScCab3) kiegésziilve a heterotrimer foszfopantotenoil-cisztein dekarboxilaz (PPCDC) enzim
alegysége, amely esszencialis szerepet jatszik a CoA bioszintézisben. Bioinformatikai
kereséssel C. albicans-ban két ScHal3 ortologot talaltunk, amelyeket S. cerevisiae
homolégjukkal mutatott szekvencia hasonlésadg alapjan CaHal3 és CaCab3 fehérjéknek
neveztiink. Ezen két fehérje fiziologias szerepét vizsgalva igazoltuk, hogy mindkét ScHal3
ortolog megdrizte esszencidlis funkcidjat, és részt vesz a PPCDC holoenzim felépitésében.
Ezen kiviil rekombinans fehérjékkel végzett in vitro kisérletekkel bizonyitottuk, hogy mindkét
fehérje kotddik a CaPpzl enzimhez és képes annak protein foszfataz aktivitasat gatolni. A
megfelelé S. cerevisiae delécios mutansok komplementalasa alapjan megallapitottuk, hogy a
CaCab3 a ScHal3 fehérjéhez hasonlé feladatokat lat el a foszfataz gatlasdhoz kothetd
vizsgalati koriilmények kozott, ezzel szemben a CaHal3 fehérje hatastalan. Tehat in vivo
korilmények kozott csak a CaCab3 bizonyult hatékony CaPpzl regulator fehérjének.
Eredményeink szerint a CaHal3 és CaCab3 fehérjék PPCDC aktivitdsban betdltott
esszencialis szerepe konzervalodott az evolicid soran, de a CaCab3 masodlagos

foszfatazgatld funkcioja ettdl fiiggetlen uton alakult ki.
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