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Bevezetés

A gombak az eukariota ¢élovilag egy valtozatos csoportjat alkotjak, amelynek fajgazdagsaga a mai
napig csak részlegesen feltart. Becslések szerint vilagszerte 2,2-3,8 millio gombafaj 1étezhet,
ugyanakkor ezek koziil mindossze mintegy 300 olyan fajt irtak le, amely képes human megbetegedést
okozni (Hawksworth ¢és mtsai. 2017). A klinikailag relevans gombakorokozok koziil kiemelt
jelentdséggel birnak az opportunista élesztégombak, kiilondsen a Candida nemzetség tagjai, amelyek
a human gombafert6zések egyik leggyakoribb etiologiai agensei (Pendleton és mtsai. 2017).

Az invaziv gombafert6zések jelentésége az elmult évtizedekben folyamatosan ndvekedett, ami
paradox modon részben a modern orvoslds kovetkezménye. Az immunszupressziv terapiak, a
szervtranszplantacid, a hematologiai malignitasok kezelése, az intenziv osztdlyos ellatds terjedése,
valamint az invaziv eszk6zok (példaul centralis vénas katéterek) széles korli alkalmazasa egyarant
noveli a fogékony betegpopulécio aranyat. Ezzel parhuzamosan vilagszerte emelkedett az antifungalis
rezisztenciaval 0sszefliggd esetek szama is. Az antifungalis szerek széles kort és sokszor hosszan tarto
alkalmazdsa - nemcsak humén gyogyaszatban, hanem a mezdgazdasagban és allatgyogyaszatban is -
szelekcids nyomast gyakorol a kornyezetben és a gazdaszervezetben jelen 1évé gombapopulacidkra,
eldsegitve a rezisztens tOrzsek kiszelektalodasat €s terjedését (Wiederhold és mtsai. 2017). A
rezisztencia terjedése kiilonosen sulyos kovetkezményekkel jar az invaziv candidiasisok esetében,
mivel a késlekedd vagy nem megfeleld terapia a mortalitds emelkedésével, a korhazi tartdzkodas
meghosszabbodasaval és az egészségiigyi koltségek novekedésével tarsul (Wiederhold és mtsai. 2017).
A gombdk klinikai jelentségét tovabb fokozza, hogy a globalis felmelegedés és az antropogén
kornyezeti hatasok olyan 1j, korabban ritkan észlelt vagy aluldiagnosztizalt korokozok megjelenésével
hozhatok oOsszefliggésbe, amelyek gyakran csokkent antifungalis érzékenységet és/vagy tobb
gyogyszercsoporttal szembeni rezisztencidt mutatnak (Lockhart és mtsai. 2023) Az utobbi években a
klinikai gyakorlatban egyre nagyobb figyelmet kaptak az olyan korokozok, mint a Candida auris, az
azol rezisztens Aspergillus fajok vagy a Lomentospora prolificans, amelyek uj jarvanyligyi és terapias
kihivasokat okoznak a klinikumban (Friedman és mtsai. 2019). Erdemes kiemelni, hogy a C.
auris nemcsak multirezisztencidja miatt jelent fenyegetést, hanem azért is, mert kivételesen jol
adaptalddik a korhazi kornyezethez, hosszu ideig perzisztal a feliileteken, és nozokomidlis jarvanyok
kialakitasara képes (Lockhart és mtsai. 2023).

A gombak patogenitasanak egyik alapvetd eleme a fenotipusos €s morfologiai plaszticitas. Szamos faj
képes ¢élesztd formabol fonalas vagy pszeudohifas formaba torténd atalakulasra, amely gyakran egytitt

jar a biofilmképzddéssel. A morfoldgiai valtas és a biofilmek kialakuldsa a virulencia meghatarozé

crer
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stressztlirést, és szamottevéen hozzajarulnak az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencidhoz (De
Barros és mtsai. 2020).

A biofilmhez ko6todo fertézések kiilondsen nehezen kezelhetok, mivel a biofilm extracellularis matrixa
jelentd biologiai folyamatok sériilékenységét. Ennek kdvetkeztében a klinikai gyakorlatban gyakran
sziikségessé valik az invaziv eszkozok eltavolitdsa, kombinacids kezelések alkalmazasa, illetve a
terapias stratégia akar innovativ modositasa (Ramage ¢és mtsai. 2006; Massey és mtsai. 2023).
Mindezen tényezOk ramutatnak arra, hogy az invaziv candidiasisok €s az Ujonnan megjelend
multirezisztens Candida fajok elleni kiizdelemben a jelenlegi terapias repertoar korlatai egyre
nyilvanvalobba valnak. Bar az elmult években tobb igéretes fejlesztés indult, a gombacellenes
gyogyszerek szama tovabbra is korlatozott, és a hatdsmechanizmusok diverzitadsa elmarad a bakteridlis
infekciok kezelésében megszokott lehetdségektdl. A legigéretesebb Uj antifungalis szerek kozé
sorolhaté az ibrexafungerp, a rezafungin, Gj tipust itrakonazol molekula, valamint a VT-1161, amelyek
részben 1j farmakologiai tulajdonsdgokkal, részben kedvezobb alkalmazhatosaggal és egyes,
esetekben szélesebb hatasspektrummal rendelkezhetnek (Massey és mtsai. 2023). Ezzel parhuzamosan
vizsgalat targyat képezik alternativ terapias megkdozelitések is, beleértve a meglévd antifungalis szerek
nagy dozisu alkalmazasat, az antifungalis lock terapiat, illetve kiilonb6z6 kombindcios stratégiakat,
amelyek célja a szinergizmus kihasznaldsa €s a biofilmekhez kothetd rezisztencia csokkentése (Li és
mtsai. 2020; Ramage és mtsai. 2012).

A rezisztencia €s a biofilmhez kothetd perzisztencia klinikai jelentdsége indokolttd teszi olyan Uj
szemléletli beavatkozasok vizsgalatat is, amelyek nem kizarolag a gombasejtek ndvekedésének gatlasat
célozzak, hanem a virulenciafaktorok moduladldsan keresztiil csokkentik a korokozo megbetegitd
képességét. Ebbe a koncepcidba illeszkedik a quorum sensing jelatvitel, valamint a gombaeredetli
quorum sensing molekulak (pl.: farnesol, tyrosol) vizsgalata, amelyek tobb Candida fajban képesek
befolyasolni a morfogenezist, a biofilmképzddést és bizonyos koriilmények kozott az antifungalis
szerekkel szembeni valaszkészséget. A szuprafiziologias koncentracidban alkalmazott quorum sensing
molekulak potencidlisan hozzajarulhatnak a biofilm-asszociélt infekciok kezelésének fejlesztéséhez,
kiilondsen olyan korokozok esetében, amelyeknél a jelenlegi elsé vonalbeli terapidk hatékonysaga
korlatozott vagy gyors rezisztenciakialakulas veszélye all fenn (Kovacs és mtsai. 2020).
Osszességében az invaziv candidiasisok ndvekvé terhe, a non-albicans fajok eléretorése, a
multirezisztens korokozok (kiilondsen a C. auris) terjedése, valamint a biofilmhez kapcsolddoé terapias
nehézségek egylittesen indokoljak 1j antifungélis stratégidk ¢és alternativ, virulenciat célzo
megkozelitések részletes vizsgalatat. Jelen disszertacio ennek megfeleléen a C. auris alternativ terapias

sajatossagaira, valamint a quorum sensing rendszer €s a kapcsolodd molekulék (farnesol és a tyrosol)
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antifungalis potencidljara fokuszal, kiemelve ezen tényezok lehetséges szerepét a jovObeni terapias

innovaciokban.



Célkitiizés

A jelen munka célja a C. auris gombaeredeti quorum sensing molekulakra (farnesolra és a
tyrosolra) adott molekularis és élettani valaszanak atfog6 vizsgalata volt. Kutatasunk elsédleges
célkitlizése annak feltarasa volt, hogy ezen molekulak expozicidjat kdvetéen milyen globalis

géntranszkripcios valtozasok kovetkeznek be a C. auris-ban, és ezek miként jarulnak hozza a

megfigyelt antifungalis, novekedésgatlod és virulenciacsokkentd hatasokhoz.

Fo célok:

— a teljes transzkriptom szintii valtozasok azonositasa farnesol- és tyrosol-expoziciot
kovetoen,

— az oxidativ stresszvalaszban részt vevl gének és enzimaktivitasok elemzése, valamint
az intracellularis mikroelemek (vas, cink, mangén, réz) koncentraciovaltozasainak
vizsgalata,

— az anyagcsere kulcsutvonalainak — kiilondsen a zsirsav- és ergoszterol-bioszintézis, -
oxidacio, valamint a nukleinsav-szintézis — transzkripcids szintli modosuldsainak
feltérképezése,

— a virulenciaval, adhézioval, biofilmképzddéssel ¢és gyogyszer-efflux pumpakkal

kapcsolatos gének transzkripcids mintazatanak meghatarozasa



Anyagok és médszerek

A Candida auris izolatum eredete és tenyésztési koriillményei

Vizsgalatainkhoz a kutatocsoportunk 4ltal kordbban teljes genomszinten szekvenalt C.
auris izolatumot (NCPF 8973; hozzaférési szam: JANPVY000000000) hasznaltuk, amelyet az
Egyesiilt Kiralysdgban miikodé bristoli Nemzeti Mikologiai Referencialaboratoriumtol
szereztlink be. A torzs a dél-azsiai/indiai kladba tartozik, és nem aggregalddo fenotipust mutat
(Borman és mtsai. 2017). A kisérletek soran alkalmazott izolatumot 20% glicerolt tartalmaz6
folyékony Bouillon tapkozegben, —80 °C-on taroltuk. A vizsgéalatok megkezdésekor
a Candida izolatumot YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) taptalajon tenyésztettiik és
tartottuk fenn (1% ¢lesztokivonat [Alfa Aesar, USA], 2% mikologiai pepton [Oxoid, Egyesiilt
Kiralysag], 2% gliikoz [VWR International LLC, Magyarorszag], 2% agar hozzdadasaval vagy
anélkiil, attol fiiggden, hogy szilard vagy folyékony tdpkozegrdl beszEliink; pH 5,6).

A Candida auris novekedésének vizsgalata

A novekedési kisérletekhez a C. auris elétenyészeteket standard YPD folyékony tapkozegben
inkubaltuk 30 °C-on, 2,3 Hz razatasi frekvencia mellett, 18 6ran keresztiil. Ezt kovetden a
sejtszuszpenziot YPD-vel 0,1 optikai stiriiségre (ODe40) higitottuk, amely megkozelitdleg 2,5 +
0,5 x 10° CFU/ml sejtszdmnak felel meg. A tenyészeteket ezt kovetéen 37 °C-on, 2,3 Hz-es
razatas mellett inkubaltuk tovabb.

A tyrosol hatdsanak vizsgélatahoz a tenyészeteket 4 oOras eldinkubacidt kovetden 15 mM

crer

crer

majd ebbdl a térzsoldatbdl kiindulva kalkulaltuk ki a 15 mM-os végkoncentracioval miikodo
kisérleti rendszert. A novekedés valtozasat ezt kdvetden oranként kovettilk nyomon az ODsao
¢s a CFU/ml értékek meghatarozasaval. Az alkalmazott tyrosol koncentracid biztonsagosnak
tekinthetd, és korabbi vizsgalataink alapjan kiilonb6z6 human sejtvonalak is jol toleraljak
(Jakab és mtsai. 2019). A méréseket hat fiiggetlen kisérletben végeztiik; az eredményeket atlag
+ szoras formdjaban adtuk meg. A statisztikai elemzést parositott Student-féle t-probaval
végeztik a GraphPad Prism 6.05 szoftver (GraphPad Software, LLC, Boston, USA)
alkalmazésaval. A tyrosollal kezelt és a kezeletlen kontrollmintdk kozotti kiilonbségeket p <

0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.



A farnesol transzkripcios valaszra gyakorolt hatdsanak vizsgalata sordn a fenti tenyésztési
protokollt alkalmaztuk kisebb modositasokkal. Az eldtenyészeteket 5 ml YPD téptalajban
inkubaltuk 30 °C-on, 2,3 Hz-es razas mellett 18 oran keresztiil, majd 0,1 ODeswo értékre
higitottuk, ¢és 37 °C-on inkubaltuk tovabb. A 4. oOrdban a tenyészetekhez 75 uM
végkoncentraciot bedllitva adtunk farnesolt. A farnesolt (Merck, Magyarorszag) 3M

c sy

crer

Ki a 75uM -os végkoncentracioval miikodo kisérleti rendszert. A névekedést az ODeso €s a
CFU/ml értékek iddébeli valtozasdnak meghatarozasaval kovettiik nyomon (Nagy és mitsai.
2020). A kisérleteket szintén hat fliggetlen ismétlésben végeztiik; az adatokat atlag + szdras
formajaban adtuk meg. A statisztikai kiértékelést itt is parositott Student-féle t-probaval
végeztiik, és a farnesollal kezelt, illetve kontroll sejtek kozotti kiilonbségeket p < 0,05 esetén

tekintettiik szignifikdnsnak.

Mikroszkopos vizsgalat a farnesol expoziciot kovetéen

A farnesol altal indukalt morfologiai és életképességbeli valtozasokat 75 pM koncentracio
alkalmazaséaval vizsgaltuk 0, 4 és 6 oras, 37 °C-on torténd inkubacidt kovetden. Ezt kovetden
USA) adtunk. A fluoreszcensen festett sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd 10
ul szuszpenziot targylemezre vittiink, és Zeiss Axioskop 2 mot fénymikroszkoppal, Zeiss
Axiocam HRc kameraval vizsgaltuk. A sejt-morfoldgia értékelését faziskontraszt-technikaval,
mig az ¢életképtelen sejtek aranydnak meghatdrozasat fluoreszcens mikroszkdpidval végeztiik.
A képek tovabbi elemzését és az elhalt sejtek szdzalékos ardnyanak kiszamitasat Imagel
szoftverrel (2.1.0/1.53c verzid; Fiji, ImageJ; Wayne Rasband, National Institutes of Health)

végeztiik.

RNS izolalas

A teljes RNS-t kezeletlen kontroll C. auris sejtekbdl, valamint quorum sensing molekulaval
kezelt tenyészetekbdl izolaltuk harom egymastol fliggetlen biologiai ismétlésben. A kezelések
soran a sejtekhez 75 uM végkoncentracioban farnesolt, illetve 15 mM végkoncentracidoban
tyrosolt adtunk a kisérleti rendszeriinktdl fiiggden. A farnesol- €s tyrosol expoziciot kdvetden

a sejteket a kezelés utani 2. 6rdban gyiijtottiikk be centrifugaldssal (5 perc, 4 000 g relativ
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centrifugalis erén, 4 °C-on). A sejteket harom alkalommal foszfatpufferes séoldattal (PBS)
mostuk, majd —70 °C-on taroltuk a tovabbi feldolgozasig.

Mind a farnesollal, mind a tyrosollal kezelt, illetve a kontroll mintdk esetében a sejttomeget
fagyasztva szaritottuk (CHRIST Alpha 1-2 LDplus liofilizator, Osterode, Németorszag). A
teljes RNS izolalasat TRIzol/TRISOL reagens (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
alkalmazéséaval végeztiik. A végsé RNS-koncentracio és -mindség meghatarozasara a mintakat
Agilent BioAnalyzer késziiléken elemeztiik az Eukaryotic Total RNA Nano kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) alkalmazasaval, a gyartd6 protokollja szerint. A
konyvtarkészitési 1épésekhez kizarolag azokat a mintakat hasznaltuk fel, amelyek RNS-
integritasi szama (RIN) meghaladta a 7 értéket.

Teljes transzkriptom analizis (RNS-seq)

A transzkriptom adatok meghatarozasahoz nagy ateresztoképességii mRNS szekvenalast
végeztiink. Az RNS-Seq konyvtarakat teljes RNS-bdl készitettilk a NEBNext Ultra II RNA
Sample Preparation Kit (New England Biolabs, Ipswich, USA) alkalmazisaval a gyarto
utasitasai szerint. A konyvtarkészitést és a szekvenalast a Debreceni Egyetem Genomikai
Medicina és Bioinformatikai laboratoriuma végezte. A szekvendlast Illumina NextSeq500
platformon végeztiik, 75 bazispar hosszusagu single-end olvasatok generalasaval. Mintanként
megkozelitéleg 18-22 millio read keletkezett. A nyers szekvenalasi readeket a C. auris
referencia genomhoz illesztettiik (genome:
https://fungi.ensembl.org/_candida_auris_gca_002759435/Info/Index; features:
http://www.candidagenome.org/download/gff/C_auris_B8441/archive/C_auris_B8441 versio
n_s01-mO01-r11_features_with_chromosome_sequences.gff.gz). Az illesztett read-ek aranya
mintanként  90-95%  kozott  valtozott. A normalizalt géntranszkripcios — értékek
meghatarozasdhoz a DESeq algoritmust (StrandNGS szoftver) alkalmaztuk. A kezelt (75 uM
farnesollal vagy 15 mM tyrosollal) és kezeletlen kontroll mintak kozotti transzkripcios
kiilonbségeket moderalt t-probaval hasonlitottuk 0ssze. A tobbszords tesztelésbol eredd hibak
korrigdlasara a Benjamini—Hochberg-féle hamis felfedezési arany (FDR) modszert
alkalmaztuk. A korrigdlt p < 0,05 érteket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
Differenciélisan atir6d6 génnek azokat a géneket tekintettiik, amelyek transzkripcidja legalabb
1,5-szeres valtozast mutatott (feliilszabalyzdodas esetén FC > 1,5, alulszabalyz6das esetén FC <

—1,5). A fold change (FC) értékeket a normalizalt transzkripcids adatokbdl szamitottuk. Az


https://fungi.ensembl.org/_candida_auris_gca_002759435/Info/Index
http://www.candidagenome.org/download/gff/C_auris_B8441/archive/C_auris_B8441_version_s01-m01-r11_features_with_chromosome_sequences.gff.gz
http://www.candidagenome.org/download/gff/C_auris_B8441/archive/C_auris_B8441_version_s01-m01-r11_features_with_chromosome_sequences.gff.gz

RNS-Seq vizsgalatokat mindkét kezelés esetében harom egymadstol fiiggetlen bioldgiai

ismétlésbol szarmazd mintdkon végeztiik.

Reverz transzkriptaz-kvantitativ polimeraz lancreakcios (RT-qPCR) vizsgalatok

Az RNS-Seq eredmények megerdsitésére reverz transzkriptdz-kvantitativ polimeraz lancreakcios
(RT-gPCR) vizsgalatokat végeztiink. A tyrosol-kezelés esetében hat feliilszabalyzott, ot
alulszabalyzott, valamint 6t, szignifikans transzkripcids valtozast nem mutatd gént valasztottunk ki
tovabbi analizisre. A farnesol-kezelés soran 0t feliilszabalyzott, 6t alulszabalyzott, valamint 6t,
szignifikans transzkripcios valtozast nem mutatd génnek transzkripcios valtozésait validaltuk. A
tyrosol-vizsgalat soran az RT-qPCR reakciokat Xceed gPCR SG 1-step 2x Mix Lo-ROX Kkittel
(Institute of Applied Biotechnologies, Prague, Czech Republic) végeztiik a gyarto utasitasai szerint,
reakcionként 500 ng DNéaz kezelten (Merck, Magyarorszag) elOkészitett teljes RNS
felhasznalasaval. A farnesol-vizsgalat esetében a reakciokat Luna Universal One-Step RT-gPCR
kittel (New England Biolabs, USA) végeztiik a gyarto protokollja alapjan, reakcionként szintén 500
ng DNaz-kezelt (Sigma, Budapest, Magyarorszag) teljes RNS alkalmazasaval. Az oligonukleotid
primereket az OligoExplorer (version 1.1.) és OligoAnalyzer (version 1.0.2.) szoftverek
segitségével terveztiikk, majd az Integrated DNA Technologies cégtdl szereztiik be. A tyrosol-
kezelés esetében a méréseket LightCycler® 480 II real-time PCR késziiléken (Roche, Switzerland),
mig a farnesol-kezelés soran LightCycler® 96 real-time PCR késziiléken (Roche, Switzerland)
végeztiik. Mindkét vizsgalatban mintanként harom parhuzamos technikai ismétlést alkalmaztunk,
¢és az analizisek harom filiggetlen biologiai ismétlésbdl szdrmazd mintdkon torténtek. A relativ
géntranszkripcios szinteket (AACP) az aldbbi modon szémitottuk ki. AACP = ACPkezelt minta—
ACPrezeletien minta, @0l ACP = CPreferencia gén — CPuizsgalt gén, €8 CP az a ciklusszam, amelynél a minta
atlépi a PCR termék kimutatasat jelzé fluoreszcencia kiiszobot. A referencia gén az ACT1
(B9JO8_000486) volt. A AACP értékeket atlag + szords formdjaban adtuk meg, harom egymastol
fiiggetlen bioldgiai ismétlés alapjan. A statisztikai kiilonbségeket Student-féle t-probaval értékeltiik,
és a p < 0,05 értéket tekintettiikk szignifikdnsnak. A nullatol szignifikansan eltérd (pozitiv vagy

negativ) AACP értekeket differencialis génexpresszionak tekintettiik.
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Gén ontologiai analizis

A szignifikans génontoldgiai (GO) kategdriak azonositdsat a Candida Genome Database Gene
Ontology Term Finder eszkozzel végeztik
(http://www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder), a ,function”, ,process” ¢és
»component” GO-kategoridk felhasznalasaval. Az értékelés soran kizarolag a p < 0,05 értéki
talalatokat vettiik figyelembe. A GO-analizisen tul tovabbi, funkcionalisan rokon
géncsoportokat is 1étrehoztunk a Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org)
adatainak felhasznalasaval, illetve irodalmi forrasok alapjan. Az egyes géncsoportokba
tartozo C. auris gének fel- és le-szabalyozott génhalmazokban torténé dusulasat Fisher-féle
egzakt probaval vizsgaltuk (p < 0,05). A statisztikai szamitasokat R platform segitségével

végeztikk (Www.R-project.org/).

(ii) Virulenciaval osszefiiggd gének
A virulencidhoz kapcsolodd  géncsoport a C. albicans virulencidjanak  genetikai

szabalyozasaban szerepet jatszo gének alapjan keriilt Osszedllitasra, valamint a kordbban
publikalt génlistak alapjan. A kategoria magaban foglalta az adhézioval, biofilmképzddéssel,

morfogenezissel és stresszvalasszal 6sszefliggd géneket.

(ii) Anyagcsereutvonalakhoz kapcsolodo gének
Ebbe a csoportba a szénhidrat-, ergoszterol- és zsirsav-anyagcsere biokémiai tvonalaihoz
tartoz0 gének  keriiltek besoroldsra a Candida Pathway Database alapjan:

http://pathway.candidagenome.org/

(iii) Oxidativ stresszhez és antioxidans védekezéshez kapcsolodo gének

A kategoéria tartalmazta a funkcionalisan igazolt vagy feltételezett antioxidans enzimeket
kodolo géneket, beleértve: katalazok (GOID: 4096), szuperoxid-dizmutazok (GOID: 4784),
glutation- és glutaredoxin-rendszer (GOID: 6749), tioredoxinok (GOID: 8379 és 51920),
peroxiddzok (GOID: 4601), valamint az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban részt vevo

géneket.
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(iv) Vasanyagcseréhez kapcsolodo gének
A vasfelvételben és vas-homeosztazisban szerepet jatszo géneket a korabban publikalt génlistak
felhasznalasaval allitottuk Ossze. Ide tartoztak a reduktiv vasfelvételi rendszer, sziderofor-

transzport és hemoglobin-hasznositas elemei.

(v) Cink-, mangdn- és réz-homeosztazissal kapcsolatos gének
A cink-, mangan- és rézfelvételben, illetve -homeosztazisban szerepet jatszo géneket Gerwien
¢és mtsai. (2018), valamint Jakab ¢és mtsai. (2021) munkai alapjan gyiijtottiik 6ssze. A kategoria

tartalmazta a transzportereket, szabalyozo faktorokat és a fémion-anyagcsere kulcsenzimjeit.

A Candida auris sejtek mikroelem-tartalmanak vizsgalata farnesol és tyrosol

expoziciot kovetoen

A C. auris elotenyészeteket a korabban ismertetett modszer szerint tenyésztettiik, majd a
sejteket kiillonbozé koriilmények kozott, tyrosol- vagy farnesol-expoziciot kovetéen 2 oran
keresztiil inkubaltuk. A sejtek begyiijtése centrifugalassal tortént (5 perc, 4 000 g, 4 °C-on). Ezt
kovetden a szaraz sejttomeget (DCM) fagyasztva szaritdssal hataroztuk meg Jakab és
munkatarsai modszere alapjan (Jakab és mtsai. 2021).

A kapott szaraz biomasszabol meghataroztuk a sejten beliili vas-, Cink-, mangan- és réztartalmat
induktivan csatolt plazma optikai emisszios spektrometriaval (ICP-OES; 5110 Agilent
Technologies, USA). A mérést megelézdéen a mintdkat 1égkdri nyoméason végzett savas
feltarasnak vetettiik ala, 3 ml 65%-os salétromsav (HNOs) és 1 ml 30%-os hidrogén-peroxid
(H20-) felhasznalasaval, steril tivegedényekben.

Az elemzéseket harom fiiggetlen bioldgiai ismétlésben végeztiik el. Az eredményeket széraz
sejttomeg-alapu egységekben (mg/kg DCM) fejeztiik ki, és atlag + szérds formajaban adtuk
meg (Jakab és mtsai. 2021). A kezelések hatasara bekovetkezd fémiontartalom valtozasok
statisztikai értékelését Student-féle t-probaval végeztiik. Az eltéréseket p < 0,05 esetén

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
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Oxidativ stresszhez kothetd paraméterek mérése

A reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) felszabaduldsanak ¢s az antioxidans enzimek
aktivitadsanak meghatdrozasahoz az elétenyészeteket YPD folyékony tapkozegben 0,1 ODeao
értékre higitottuk, majd 37 °C-on 4 6ran keresztiil inkubaltuk. Ezt kdvetden a tapkozeget 15
végén centrifugalassal gytijtottiik be (5 perc, 4 000 g relativ centrifugalis erd, 4 °C). A reaktiv
oxigénszarmazékok mennyiségi meghatarozasat tyrosollal kezelt és kezeletlen mintakban egy
olyan reakci6 segitségével végeztiik, amely soran a 2°,7’-diklor-fluoreszcein-diacetat (Merck,
Magyarorszag) 2’°,7°-diklor-fluoreszceinné (DCF) alakul. A keletkez6 DCF mennyisége
A sejtek redukalt és oxidalt glutationtartalmat (GSH ¢és GSSG) az 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoesav) (DTNB; GR assay) alkalmazasaval hatdroztuk meg Jakab és munkatarsai
(2015) modszere szerint. Az oxidativ stresszparaméterek koziil a szuperoxid-dizmutaz (SOD),
a kataldz, a glutation-reduktdz (GR) és a glutation-peroxiddaz (GPx) aktivitdsat szintén a
korabban publikalt modszer alapjan mértiik.

A reaktiv oxigénszarmazékok mennyiségét €s az enzimek aktivitasat harom fliggetlen bioldgiai
ismétlésben hataroztuk meg, az eredményeket atlag + szords forméjadban adtuk meg. A
tyrosollal kezelt és kezeletlen mintdk kozotti kiilonbségek statisztikai értékelését parositott
Student-féle t-probaval végeztiik a GraphPad Prism 6.05 szoftver (GraphPad Software, LLC,

USA) alkalmazasaval. Az eltéréseket p < 0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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Eredmények

A quorum sensing molekulak hatasa a Candida auris novekedésére

A Candida auris sejtjeinek novekedését és patogenitasi tulajdonsagait a kiillonboz6 quorum sensing
molekuldk, igy a farnesol és a tyrosol jelenlétében vizsgaltuk. A farnesollal végzett kisérletekben
(75 uM, YPD taptalaj) az eldinkubalt sejtekhez torténd hozzaadas utan markans novekedésgatlas
volt kimutathato, amely mar a kezelés utani 2. 6ratol megjelent. Ezt az abszorbancia értékek (ODsao)
¢és a telepképzd egységek szama (CFU) egyarant megerdsitette. A gatld hatds mar 2 6ran beliil
szignifikansan érvényesiilt, amelyet a CFU szam csokkenése (kontroll: 5,8 x 107 + 1,1 x 107
CFU/ml; farnesollal kezelt sejtek: 1,1 x 107 = 0,3 x 107 CFU/ml; p <0,001), illetve az optikai
denzitas mérhet6 kiillonbsége (kontroll: 1,28 + 0,04; kezelt: 0,72 £ 0,04 ODeso; p <0,001) is
alatdmasztott. Tizenkét 6rds inkubacid utan a kontroll mintadkban 5,5 + 0,2 g/l, mig a farnesollal
kezelt sejtekben mindossze 1,3 £ 0,1 g/l volt (p <0,001). Az életképtelen sejtek aranya 3,3% + 1,2%,
1% £ 0%, 1,7% + 0,6%, illetve 3,6% =+ 0,6% volt a 0 6ras, 4 oras, 6 6ras kezeletlen, valamint a 6
oras farnesol kezelt sejtek (2 oras farnesol expozicid) esetében.

A tyrosollal végzett kezelések (15 mM, YPD taptalaj) szintén szignifikans novekedéscsokkenést
eredményeztek mar 2 oran beliil, amelyet a CFU szam (kontroll: 5,6 x 107 + 1,2 x 107 CFU/ml;
kezelt: 2,5 x 107 = 0,6 x 107 CFU/ml; p < 0,001) és az abszorbancia adatok (kontroll: 1,25 £ 0,09;
kezelt: 1,06 + 0,04 ODeao; p < 0,001) igazoltak.

Osszességében elmondhaté, hogy mig a farnesol és a tyrosol egyarant gatolta a C. auris novekedését
rovid idon beliil. A farnesol viszont markansabb hatast gyakorolt a biomassza-csokkenésre, ami

potencialis antifungalis jelentdségére utalhat.

Transzkriptomikai elemzés farnesol- és tyrosol-kezelés hatasara

A C. auris farnesol- és tyrosol-kezelésre adott transzkripcios valaszanak részletes vizsgalata
soran a transzkriptomikai elemzést végeztiink, amelyet fOkomponens analizissel (PCA)
egészitettlik ki a mintak kozotti hasonldsagok vizualis dbrazolasa érdekében. A fOkomponens-
analizis (PCA) egy tobbvaltozos statisztikai modszer, amely lehetévé teszi a mintdk kozotti
globalis transzkriptomikai kiilonbségek vizualizalasat és a kezelési csoportok elkiiloniilésének
értékelését. Az eredmények alapjan a farnesollal és tyrosollal kezelt sejtek jol elkiiloniiltek a
kezeletlen kontroll mintaktol, mikézben az azonos kisérleti feltételekhez tartozo biologiai

ismétlések szorosan csoportosultak. Ez azt mutatta, hogy a biologiai ismétlések kozott magas
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szinti korreladci6 all fenn, ugyanakkor a farnesol-expozicid jelentds transzkriptomikai
valtozasokat idézett eld.

RNS-Seq elemzés soran Osszesen 1766 differencidlisan expresszalodd gén azonosithatdo a
farnesol-kezelés hatasara, ebbdl 447 gén fel-, mig 304 gén leszabalyzodott a kontrollhoz képest.
Ezzel szemben a tyrosol kezelés 615 differencialisan expresszalodo gént eredményezett ezek

koziil 142 fel-, mig 108 leszabalyozott volt.

A farnesolra érzékeny gének funkcionalis csoportositdsait GO elemzéssel végeztik. A
virulenciadhoz kapcsolddod, leszabalyozott géncsoportban csokkent a biofilmérésben (RBT1,
HWP1, BCR1, EFG1, DSE1, BRG1, UMEG6, ZAP1, RLM1) és a biofilm disszperzidban (NRG1,
UMEBG) szerepet jatszo gének, valamint a morfogenezishez kapcsolodo gének (EFG1, HWP1,
HGC1, WAL1, VRP1) transzkripcidja. Az RBT1 és NRG1 gének alulszabalyozodasat RT-qPCR
vizsgalatokkal is megerdsitettiik. Az oxidativ stresszhez kapcsolddo, feliilszabalyzott gének kozé
tartoztak a CCP1, SOD1, SOD2, SOD6, GPX1, DOT5, PRX1és AHP1, tovabba a HSP21,
YPD1 és HOGL. A katalaz (CAT1) fokozott transzkripcidjat szintén RT-gPCR-rel igazoltuk.

A metabolikus utvonalak elemzése soran megallapitottuk, hogy a farnesol gatolta a
gliitkoneogenezis kulcsenzimeit kédoldo PCK1 és FBP1 gének transzkripciojat, ugyanakkor nem
befolyasolta a glikolizis és a citratkor génjeinek atirasat. A glioxilatciklus (ACO2, ICL1, MDH1-
3) és a zsirsav-p-oxidaciéo (POX1, ECI1, FAT1, FAA21, POT1) génjei feliilszabalyozodtak mig
az inozitol-1-foszfat-szintazt kodold INO1 expresszioja csokkent.

Az ionhomeosztazishoz kapcsolodd gének — igy a reduktiv vasfelvétel elemei (FRE10, FET31,
SMF12, FTR1), a sziderofortranszportban részt vevd SIT1, a hemoglobinhasznositasban szerepet
jatszo RBT5, valamint a mangan- (SMF1), réz- (CRP1) és cinkmetabolizmushoz (CSR1) k6tédo
megerdsitettiik (Jakab és mtsai. 2021). A transzmembran transzporttal 6sszefiiggd gének koziil
farnesol kezelés hatasara 60 gén atirasa fokozodott, koztiik ot feltételezett

gyogyszer transzporter (MDR1, CDR1, CDR4, HOL3, YORL1), tobb szénhidrat transzporter
(HGT2, HGT17, HGT19, HXT5), aminosav transzporterek, valamint foszfat és szulfat
transzporterek (PHO84, PHO89, GIT1, SUL2). A CDR1, MDR1 és HGT2 feliilszabalyzodasat
RT-qPCR vizsgalatok is igazoltak (Jakab és mtsai. 2021).

A tyrosol kezelés hatdsdra a virulencidval kapcsolatos gének koziil feliilszabalyozodott az
adhéziot elosegitd ALS4, ALS9, IFF4, a lipazszekréciot kodolo LIP4, a biofilmérésben szerepet
jatszo RBT1 és XOG1, valamint a morfogenezishez kapcsolodo HYR1. Emellett a
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stresszvalaszhoz kotéddé HSF1, HSP21, HSP78 ¢s HSP104 transzkripcioja is nétt, mig a BCR1,
NRG1, WAL1 és VRP1 gének atirasa csokkent.

Metabolikus szinten a tyrosol csokkentette a reduktiv vasfelvételhez (CFL4, FRE9, FRE10,
FTR1, FTR2), a hemoglobin felhasznalashoz (RBT5, HMX1, CSA2) és a zsirsav bioszintézishez
(FAS1, FAS2) kapcsolodd gének transzkripciojat, mikozben a szénhidrat- €s ergoszterol
metabolizmus génjeit nem befolyasolta. A DNS replikaciohoz kapcsolodd gének, valamint az
MCM-komplex alegységei csokkent transzkripciot mutattak.

Oxidativ stresszhez kapcsolodoan a katalazt (CAT1), a szuperoxid-diszmutazt (SOD1), a
glutation-peroxidazt (GPX1), tovabba a YCP4, CAPL ¢és CIP1 géneket feliilszabalyzottnak
talaltuk, mig a SOD4 transzkripcidja csokkent (11. abra B és 12. abra). E valtozasokat RT-gPCR
vizsgalatok is alatdmasztottak.

A farnesol és a tyrosol hatdsainak Osszehasonlitasa soran megéllapitottuk, hogy a farnesol
lényegesen kifejezettebb transzkriptomikai valtozasokat idézett eld. Farnesol kezelés hatasara
447 gén feliilszabalyzddott, mig 304 gén leszabalyozddott; ezzel szemben tyrosol kezelés esetén
142 gén transzkripcidja nott szignifikdnsan, mig 108 géné csokkent. Jelentds atfedés mutatkozott
a két kezelés kozott: 66 gén mutatott kozos feliilszabalyozodast, mig 46 gén leszabalyozddott.
Erdekes modon tbb, a DNS replikaciohoz kapcsolodo gén kizarolag tyrosol hatdsara mutatott
csokkent transzkripcidt, mig a farnesol kifejezetten fokozta a transzmembran transzportban, a
zsirsav anyagcserében, a zsirsav-f-oxidacioban és a szulfatasszimilacioban részt vevd gének

atirasat.
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A farnesol és tyrosol-expozicio hogyan befolyasolja a Candida auris sejtek oxidativ

stressz folyamatait és fémion-tartalmat.

A farnesol- és tyrosol-expozicido egyarant jelentés hatast gyakorolt a C. auris sejtek
intracellularis fémiontartalmara, azonban a valtozasok mértéke €s iranya eltérd volt. A farnesol
kezelés hatdsara az intracelluldris vas-, mangan- és cinktartalom szignifikdnsan csokkent a
kezeletlen kontrollsejtekhez képest (—24%, —73% és —69%), mig a réztartalom ezzel szemben
dramai mértékben, 302%-kal emelkedett, ami arra utal, hogy a farnesol alapvetden atrendezi a
sejtek fémion-homeosztazisat (vas: 152,2 £ 21,1 mg/kg vs. 116,0 = 10,0 mg/kg; mangan: 67,9
+ 5,1 mg/kg vs. 18,6 = 1,8 mg/kg; cink: 787,8 + 22,2 mg/kg vs. 245,8 &+ 34,4 mg/kg; réz: 274,6
+ 15,7 mg/kg vs. 828,8 £ 106,4 mg/kg; p < 0,05-0,001).

Ezzel szemben a tyrosol kezelés mérsékeltebb, de szintén szignifikdns valtozasokat
eredményezett: az intracellularis vas-, mangan-, cink- és réztartalom 25%, 37%, 34% és 55%-
kal csokkent a kontrollhoz viszonyitva (vas: 155,7 £ 17,9 mg/kg vs. 114,3 + 16,2 mg/kg;
mangan: 69,3 + 4,2 mg/kg vs. 42,6 £ 1,14 mg/kg; cink: 735,4 £ 18,5 mg/kg vs. 516,5 + 22,1
mg/kg; réz: 259,9 + 16,1 mg/kg vs. 123,5 £ 9,8 mg/kg; p < 0,05-0,001).

Osszességében mindkét kezelés jelentdsen modositotta a sejtek fémion-ellatottsagat, ami

potencialisan befolyasolhatja a metabolikus folyamatokat €és az oxidativ stresszvalaszt.
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Diszkusszio

A quorum sensing megzavarasara fokuszalé alternativ kezelési stratégiak az utobbi idoben
egyre vonzobb terapids eszkozzé valtak, kiilonésen a nehezen kezelhetd, multirezisztens
korokozok ellen, mint példaul a C. auris (Grainha és mtsai. 2018; Fong és mtsai. 2018, Kovacs
¢és mtsai. 2020). Korabbi vizsgalatok arrol szdmoltak be, hogy a gombaeredetli quorum sensing
molekuldk kifejezett gombaellenes hatassal birhatnak, illetve a hagyomanyos antifungalis
szerekkel kombinacidban erds adjuvans hatast fejthetnek ki kiilonosen szuprafizioldgias
koncentracioban (Nagy és mtsai. 2020, Nagy és mtsai. 2020/2, Kovacs és mtsai. 2016, Bozd ¢€s
mtsai. 2016, Katragkou és mtsai. 2015). Nagy és mtsai. (2020) kimutattadk, hogy a
szuprafiziologias farnesol-expozicio jelentés mértékben csokkenti a C. auris planktonikus
sejtjeinek novekedési litemét, illetve a biofilmek metabolikus aktivitdsat (Nagy és mitsai.
2020/2). Ezen feliil 75 uM farnesol kezelés szignifikdnsan csokkentette a vesébdl kindtt €16
gombasejtek szdmat immunszupresszalt szisztémasan fertézott egérmodellben (Nagy és mtsai.
2020/2).

Az RNS-Seq alapu teljes transzkriptom analizis fontos mddszer lehet ezen molekuldk altal
kivaltott antifungalis hatas hatterében all6 mechanizmusok teljes korli megértéséhez. A C.
albicans esetében kimutattak, hogy a szuprafiziologias koncentracioban alkalmazott farnesol
tobb gén transzkripcios szintjét is befolyasolja. Cao és mtsai. (2005) beszamoltak arrdl, hogy
farnesol-expozicio hatdsara nétt a TUPL1 (morfologiaval Osszefiiggé), az FCR1
(gyogyszerrezisztenciaval kapcsolatos), az FTR2 (vastranszporttal kapcsolatos), valamint a
CHT2 ¢és CHT3 (kitindz) gének expresszidja. Ezzel szemben a CSH1 (a sejtfelszin
hidrofobicitasaval 0sszefliggd) gén lefelé szabalyozdodott farnesol jelenlétében, hasonléan a
HSP70, HSP90 és SSA2 (hdsokkfehérjéket kodold), a PDR16 (gydgyszerrezisztenciaval
kapcsolatos), tovabba a CRK1 és PDE2 (morfoldgidhoz kapcsolddo) génekhez (Rodrigues és
mtsai. 2020, Cao és mtsai. 2005).

Korabbi vizsgalatok alapjan a farnesol dozisfiiggdé modon indukal reaktiv oxigéngyok
termelést C. albicans-ban (Davis-Hanna és mtsai. 2008; Deveau és mtsai. 2010). Emellett a
farnesol befolyasolja a CAT1, SOD1 és SOD2 gének transzkripcidjat, amelyek az oxidativ
stresszvalaszhoz kapcsolodnak C. albicans-ban (Rodrigues és mtsai. 2020). Ezek az
eredmények Osszhangban allnak Nagy ¢és mtsai. (2020) C. auris-szal kapcsolatos
megfigyeléseivel. Vizsgalatukban tobb, feltételezhetden oxidativ stresszre reagald gén (CATL,
GPX1, SOD1, SOD2 ¢s SOD6) feliilszabalyozodott farnesol-expoziciot kovetden. Figyelemre

méltd, hogy a farnesol fokozta a HOGLI transzkripciojat is, amely a gombak oxidativ
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stresszvalaszanak kulcseleme, tovabb erdsitve a farnesol altal kivaltott oxidativ stressz
szerepét C. auris-ban (Dantas és mtsai. 2015). Ezt timasztja ala a DCF szint és a szuperoxid-
diszmutaz aktivitas emelkedése is farnesollal kezelt tenyészetekben (Nagy és mtsai. 2020/2).

Friss transzkriptomikai adatok kimutattdk, hogy a farnesol-kezelés befolydsolta a vas-
homeosztazissal kapcsolatos gének transzkripciojat, valamint a C. auris vas-, cink-, mangan-
¢és réztartalmat is. A vasfelvételben szerepet jatszo gének alulszabalyzodasa Osszefiiggést
mutatott a farnesolnak kitett sejtekben mért szignifikansan csokkent vas-szinttel.
Hasonloképpen, a menadion-natrium-biszulfit altal kivaltott oxidativ stressz is befolyasolta a
vas-homeosztazis génjeinek transzkripcidjat és a C. albicans sejtek vastartalmat (Jakab és
mtsai. 2021). Feltételezhet6, hogy a vas csokkenéséhez kapcsolodd valasz egy altalanos
védekezd mechanizmus része, amely a farnesol és a menadion altal kivaltott karosodas
minimalizalasat célozza a kétértékili vasionok altal kozvetitett oxidativ reakciok mérséklésével.
Korabbi tanulmanyok szerint az emelkedett szabad intracellularis vasszint eldsegiti a reaktiv
oxigén gyokok képzodését, és vasfiiggd sejthalalt kozvetit S. cerevisiae-ben (Jakab és mtsai.
2021; Dixon és mtsai. 2014). Hasonlo vasfiiggd oxidativ stressz- és sejthaldl-folyamatokat mas
gombakban is leirtak. Candida albicans-ban példaul a vas-homeosztazis zavara fokozta a ROS-
szintet €s csokkentette a sejtek stressztlirését, kiillondsen antioxiddns rendszerek (pl. SOD,
katalaz, glutation) kimertilése esetén (Chen €s mtsai. 2011). Ez az 6sszefliggés alatamaszthatja
a jelen vizsgalatban megfigyelt oxidativ stressz és a megvaltozott vashaztartds kozotti
kapcsolatot. A CSR1 gén, amely egy, a cink-homeosztazist stabilizalo fo transzkripcios faktort
kodol, és cinkfiiggd védelmet biztosit a sejtek szamara a farnesol-indukalta oxidativ stresszel
szemben, csokkent transzkripcidja Osszefliggott a megfigyelt intracelluldris cinkszint
csokkenéssel. A cink esszencialis fém az oxidativ stressz elleni védekezésben, mivel szerkezeti
alkotdeleme a szuperoxid-dizmutdznak, amely kulcsenzim a szuperoxidok semlegesitésében
(Gerwien és mtsai. 2018). A legtobb fémmel ellentétben a mangdn magas koncentracioban
inkabb antioxidansként viselkedik, mintsem reaktiv oxigén gyokok képzddését eldsegitd
elemként (Gerwien és mtsai. 2018). A farnesol azonban gatolta a SMF1 gén transzkripcidjat,
amely az intracellularis manganszint fenntartasaért felelds az antioxidans védekezés érdekében
(Gerwien és mtsai. 2018). Ezenkiviil a PMR1 gén, amely Ca2+/Mn2+ ATP4az transzporter, és a
Golgi ionhomeosztazisaban vesz részt transzkripcidja szintén gatlddott, ami a gombasejtek
virulencigjanak csokkenéséhez vezetett (Bates és mtsai. 2005). Ez 6sszhangban 4ll korabbi
eredményeinkkel, amelyek szerint a napi farnesol kezelés szignifikansan csokkentette a C.
auris virulenciajat (Nagy és mtsai. 2020). A CRP1 ¢s CCC2 alulszabalyzodasa osszefligghetett

a farnesollal kezelt sejtekben mért jelentésen megnovekedett réztartalommal és a markans
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novekedésgatlassal. A réz szamos sejtes folyamat szabalyozasaban vesz részt a patogén
gombékban. Tulzott mennyiségben a jelenléte a Fenton-reakcion keresztiil reaktiv oxigén
gyokok képzodéséhez vezet, valamint karositja a vas—kén klasztereket, tovabb csdkkentve a
sejtek életképességét (Gerwien és mtsai. 2018; Weissmean és mtsai. 2020; Ding és mtsai. 2014;
Mackie és mtsai. 2016). A farnesolnak kitett sejtekben emelkedett szabad rézszint hozzéjarulhat
a DCF-termeléssel mért fokozott redox-egyensuly-zavarhoz (Gerwien és mtsai. 2018), amelyet
a szuperoxid-dizmutaz specifikus aktivitasanak novekedése kisért (Gerwien és mtsai. 2018).

Erdemes kiemelni, hogy a farnesol-expozicié tobb zsirsav-p-oxidacioval kapcsolatos gén
(POX1, ECI1, FAT1, FAA21, POT1) szignifikans feliilszabalyozasat eredményezte. A sériilt
vagy oxidalodott membranlipidek lebontasa, valamint a zsirsav-metabolizmus fokozodasa
hozzé4jarulhat a membran lipidosszetételének homeosztdziséhoz ¢és a megfeleld
membranfluiditas fenntartasahoz (Fradin és mtsai. 2003). Jabra-Rizk és mtsai. (2006), valamint
Rossignol és mtsai. (2007) kimutattak, hogy a farnesol befolyasolja a membran permeabilitasat
non-albicans fajokban, példaul C. dubliniensis és a C. parapsilosis esetében. A fokozott
zsirsav-oxidéacios aktivitds magyardzhatja a membranhoz kapcsoldédd farnesol-hatast, amely
Osszefliggésbe hozhatd a korabban megfigyelt antifungalis hatassal (Nagy és mtsai. 2020/2).
Az antifungalis hatds tovabbi lehetséges magyardzata az ergoszterol-bioszintézishez
kapcsolddd gének transzkripcidjanak csokkenése, amely megvaltoztatja a membran
permeabilitasat és fluiditasat (Dizova és mtsai. 2018). Dizova és munkatérsai kimutattak, hogy
200 uM farnesol jelenlétében az ERG20, ERG11 és ERGY9 gének transzkripcidja csdokkent C.
albicans-ban (Dizova és mtsai. 2018). Az ERG11 és ERG9 gének csokkent expresszidja
varhatdéan mérsékli az ergoszterol bioszintézisét, amely a gombasejtmembran egyik
legfontosabb strukturalis komponense. Az ergoszterolszint csokkenése megvaltoztathatja a
membran fluiditasat és permeabilitasat, ami fokozhatja egyes antifungalis szerek intracellularis
felhalmozddasat. Vizsgalatunkban az ERG6 gén expresszidja is csokkent farnesol-expoziciot
csokkent Erg6-szint megerdsitheti a C. auris sejtek fokozott érzékenységét az oxidativ stresszel
szemben (Oliveira és mtsai. 2020; Jensen-Pergakes ¢s mtsai. 1998). Oliveira és mtsai. (2020)
kimutattak, hogy az ERG6 mutans Cryptococcus neoformans csokkent hdtoleranciat ¢és
fokozott oxidativ stresszérzékenységet, valamint nagyobb antifungalis-érzékenységet mutat,
ami magyarazatot adhat az azolokkal megfigyelt korabbi szinergista interakciéra (Nagy ¢€s
mtsai. 2020/2; Oliveira és mtsai. 2020). Tovabba az ERG6 mutans C. neoformans teljesen
avirulens volt gerinctelen allatmodellben, ami magyarazhatja a C. auris csokkent virulencidjat

napi farnesol-kezelés utan (Nagy és mtsai. 2020/2; Oliveira és mtsai. 2020). Az ERG6 mellett
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az INO1 gén is down-regulalodott farnesol expozici6 hatdsara. Ez a gén az inozitol-1-foszfat-
szintazt kodolja, amely kulcsenzim az inozitol és a foszfatidil-inozitol szintézisében. Az INO1
gén csokkent transzkripcidja mérsékelheti az inozitol- és foszfatidilinozitol-szintézist, ami a
membran lipiddsszetételének megvaltozasdhoz vezethet. Ez hozzajarulhat a membranfunkcidk
modosulasahoz, és eldsegitheti az azolokkal megfigyelt szinergista hatast. Ennek megfelelden
az INOI1 csokkent transzkripcidja tovabb magyarazhatja a farnesol és az azolok kozotti
szinergista hatdst C. auris esetében (Nagy ¢és mtsai. 2020/2), mivel az INOI jelentésen
feliilszabalyozott a rezisztens Candida izolatumokban (Cao és mtsai. 2005). Az aktiv efflux
pumpékkal kapcsolatos gének tekintetében a farnesol-expozicid szignifikans transzkripcio
novekedést idézett el6 a CDR1, CDR4, MDR1, HOL3 ¢s YORL gének esetében, mig
a SNQ2 transzkripcids szintje csokkent. Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy ezek a
transzporterek szerepet jatszanak a C. auris gyogyszerrezisztenciagjaban (Munoz és mtsai.
2018; Kean ¢és mtsai. 2018). Srivastava ¢és Ahmad azt talaltdk, hogy
a CDR1, CDR2, MDR1, MDR2 ¢s SNQ2 gének jelentésen alulszabalyzodtak a farnesol
jelenlétében (Srivastava és mtsai. 2020). Fontos megjegyezni, hogy mintegy ezerszeres
kiilonbség volt a transzkripcid ndvekedést kivaltod farnesol koncentracio és a vizsgalatunkban
alkalmazott dozis kozott. Eredményeink mindazonaltal alatamasztjdk azt a hipotézist, hogy
alacsonyabb koncentracioban a farnesol potencialis szubsztratja lehet a feliilszabalyozott
transzportfehérjéknek, lehetdvé téve a sejtek szamdra a védelmet a farnesol altal indukalt
oxidativ stresszel szemben.

Vizsgalataink masodik részében a tyrosol hatasat vizsgaltuk €s hasonlitottuk 6ssze a farnesolnal
megfigyelt hatasokkal. Két oras expoziciot kovetden a tyrosol szignifikansan gatolta a C. auris
sejtek novekedési ilitemét. Hasonld mintazatot korabban C. parapsilosis esetében is
megfigyeltek, ahol a gatlo hatds a riboszoma-bioszintézissel kapcsolatos gének
alulszabalyzédasaval allt 6sszefiiggésben (Jakab és mtsai. 2019). Erdekes modon 15 mM
tyrosol-expozicioé C. auris esetében nem eredményezett szignifikdns valtozast a riboszoma-
bioszintézis gének transzkripcidjadban. Ezzel szemben tobb DNS-replikacidhoz kapcsolodo gén
alulszabalyzddott, ami magyarazatot adhat a megfigyelt novekedésgatlas molekularis hatterére.
Hasonldé novekedésgatlo hatdsrol szamoltak be Cordeiro és mtsai. (2015) 2,5-5,0 mM
koncentracidtartomanyban mas non-albicans fajok, példaul C. tropicalis és C. glabrata
esetében. Adampour és mtsai. (2022) kimutattak, hogy tyrosollal kezelt planktonikus C.
glabrata sejtekben jelentds karosodas kovetkezett be a sejtfalban, sejtmembranban,
citoplazmaban, sejtmagban és mitokondriumokban. Egyéb gombafajok esetében (Coccidioides

posadasii, Histoplasma capsulatum) a tyrosol csokkentette a sejtmembran ergoszteroltartalmat,
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valamint jelentds permeabilitas fokozdodast idézett eld a sejtmembranon (Brilhante és mtsai.
2016). Hasonlo gatlo hatast figyeltek meg Sporothrix fajok esetében is, mind a fonalas, mind
az ¢lesztd forma esetében (Brilhante és mtsai. 2020).

A csokkent novekedési iitem részben a tyrosol jelenlétében megemelkedett reaktiv oxigén
gyokok szintjével is magyarazhatd. Korabbi tanulmanyok igazoltdk, hogy a gombaeredetii
quorum sensing molekuldk szuprafiziologias koncentracioban oxidativ stresszt generdlnak.
Emellett kiilonbségek mutatkoznak a farnesol €s a tyrosol oxidativ stresszre gyakorolt hatasai
kozott a kiillonboz6 Candida fajokban (Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020/b). A C. auris
egyedi stresszrezisztencia-profillal rendelkezik mas Candida fajokkal 6sszehasonlitva (Day és
mtsai. 2018). Jelen vizsgalatban a fokozott oxidativ stressz a kataldz, SOD és GPx
aktivitasanak emelkedésével jart egyiitt. Ugyanakkor az antioxidans védekezéshez kapcsolodod
feliilszabalyozott gének szama Iényegesen alacsonyabb volt, mint C. parapsilosis esetében a
tyrosol kezelést kovetden (6 vs. 18 gén) (Jakab és mtsai. 2019). Figyelemre mélto, hogy a SOD4
szignifikansan alulszabalyzodott. Ez a gén kulcsfontossagu a detoxifikacios folyamatokban a
C. albicans-ban (Dantas és mtsai. 2015; Jakab és mtsai. 2019; Allert és mtsai. 2022). Ez
magyarazhatja a napi tyrosol-kezelés mellett in vivo megfigyelt csokkent virulenciat (Jakab és
mtsai. 2019). Jelen vizsgalatban a CAT1 gén feliilszabalyozodott C. auris-ban tyrosol-expozicio
hatasara, hasonloan C. parapsilosis-hoz (Dantas és mtsai. 2015; Jakab és mtsai. 2019). Korabbi
tanulméanyok alapjan erds korrelacio figyelhetd meg a CATL1 transzkripcids szintje és a
hidrogén-peroxiddal szembeni rezisztencia k6z6tt C. albicans-ban farnesol-expozicié utan, ami
arra utal, hogy a katalaz-indukci6 az oxidativ stresszel szembeni ellenallas novekedésével jar
egyltt, és a CAT1l jo markernek tekinthetd az oxidativ stressz-rezisztencia esetén.
Valoszinlisithetd tehat, hogy a tyrosol altal indukalt CAT1 feliilszabalyozas megel6zd
mechanizmusok aktivalasat jelzi az oxidativ stresszel szemben (Deveau és mtsai. 2010).

Az oxidativ stressz antifungalis hatasban betoltott szerepét tovabb erdsiti az intracellularis vas,
mangan-, réz- és cinktartalom szignifikans csokkenése, amelyek kulcsszerepet jatszanak az
oxidativ stresszel szembeni védekezésben. A vasfelvételben részt vevé gének (CFL4, FRED,
FRE10, FTR1, FTR2) down-regulacidja csokkent vastartalmat eredményezett, ami a kétértéki
vasionok kéros hatdsainak mérséklését célzo altalanos védekezési stratégia részét képezheti a
farnesol hatashoz hasonloan (Dixon és mtsai. 2014). A mangan kulcsfontossagi antioxidans
elem Candida fajokban, mig a csokkent cink- és rézszint akadalyozza a szuperoxid-dizmutaz
megfeleld mikodését (Ballou és Wilson 2016; Gerwien és mtsai. 2018). Emellett a Candida

fajok adaptiv valaszai nagymértékben fiiggenek a cink- és rézkoncentraciotol, kiilondsen a
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kommenzalis, kornyezeti és infekcids allapotok kozotti dtmenetek soran (Ballou és Wilson
2016).

A virulencia szempontjabo6l altalanossagban a kiilonboz6 virulenciafaktorokat kodold gének
markans down-regulacidja volt megfigyelhetd. Monteiro és mtsai. (2015) beszamoltak arrol,
hogy a tyrosol negativan befolyasolja az adhéziot. Teljes metabolikus aktivitas profil analizis
alapjan a tyrosol-kezelés 22-51%-os csokkenést eredményezett C. albicans esetében (Monteiro
és mtsai. 2015). Meglepd mddon jelen vizsgalatban az adhézidban szerepet jatszo gének (ALS4,
ALS9, TIFF4) szignifikansan feliilszabalyozodtak. C. albicans-ban az IFF4 in vitro és in vivo
adhézioban vesz részt; transzkripcids vizsgalatok alapjan expresszidja a biofilm-képzodés késoi
szakaszaban fokozodik (Fox és mtsai. 2015). Az Iff4A null mutans sejtek csokkent adhéziot
mutatnak a biofilm kialakulas korai fazisaban (Kempf és mtsai. 2009; Kean és mtsai. 2018). A
tyrosol kulcsszerepet jatszik a C. albicans morfogenezisében és biofilm-képz6désében; szerepe
azonban C. auris biofilm képzésében még tisztazasra var (Alem és mtsai. 2006). Ebben a
vizsgalatban a tyrosol-kezelés csak kisebb valtozasokat eredményezett a biofilmhez kapcsolodo
gének expresszidjaban, és az eredmények alapjan inkdbb a biofilm késdbbi eseményeit
befolyasolhatja. A biofilmképzddést eldsegitd RBT1 gén transzkripcidja emelkedett tyrosol-
expozicio hatasara; ugyanakkor regulatoranak, a BCR1 transzkripcids faktornak az ortoldgja
szignifikansan down-regulalddott, ami eltért a C. parapsilosis-ban megfigyelt valaszreakciotol
(Ding és mtsai. 2007; Jakab és mtsai. 2019). Tovabbi jelentds kiilonbség volt, hogy az NRG1
(a hifafejlédés represszora) down-regulalodott, ami serkentheti a filamentézus elemek
kialakulasat. Ez egyiitt jart az ALS4 (GPI-horgonyzott adhezin) feliilszabalyozasaval, amely
pszeudohifakat mutato C. auris sejtekben fokozott expressziot mutat (Yue és mtsai. 2018).

Az RNS-Seq analizis kimutatta, hogy két f6 zsirsav-bioszintézishez kapcsolddé gén (FASI,
FAS2) down-regulalodott; ezek csokkent patogenitassal és virulenciaval hozhatok
Osszefiiggésbe (Begum ¢és mtsai.,, 2022). Kordbbi vizsgalatunkban a tyrosol-kezelés
csokkentette a deltal2-zsirsav-deszaturazt (FAD2) és az omega-3 zsirsav-deszaturazt (FAD3)
kodolo gének expressziojat C. parapsilosis-ban, ami a faj altalanos fitneszének csokkenését
eredményezte (Jakab és mtsai. 2019). Mindezek alapjan a tyrosol altalanos, zsirsav anyagcserét
befolyasold hatéssal rendelkezhet, amely potencialisan kihasznéalhaté 1j, ezen metabolikus
utvonalat célz6 antifungalis stratégidk fejlesztésében (DelJarnette és mtsai. 2021).

A disszertacio alapjaul szolgald kisérletes munka az elsé olyan atfogd vizsgalat, amely a C.
auris transzkripcios profiljanak globalis valtozasait elemezte quorum sensing molekulak -

crer

antifungalis hatdasmechanizmusaba. A transzkripcidés valaszok elemzése rédmutatott, hogy
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mindkét molekula jelentdsen fokozza az oxidativ stresszvalaszt szuprafizioldgias
koncentracioban alkalmazva, amely egyiitt jar bizonyos intracelluldris mikroelemek (kiilondsen
felborulasaval. Emellett jelentds valtozasok figyelhetok meg a zsirsav-anyagcsere (kiilondsen
a P-oxidacid), az ergoszterol- €s zsirsav-bioszintézis, a nukleinsav-szintézis, az adhézid,
valamint a gyogyszer-efflux pumpak transzkripcioja terén is. Ezek az eredmények egyiittesen
magyarazatot adhatnak a megfigyelt novekedésgatlo és virulenciacsokkentd hatdsokra, és
ravilagitanak arra, hogy a quorum sensing molekuldk komplex, tobb tamadasponton hato
mechanizmusokon keresztiil fejtik ki antifungdlis aktivitasukat. A feltart molekularis
Osszefliggések nemcsak a C. auris stresszadaptacidjanak és patogenitasanak mélyebb
megértéséhez jarulnak hozza, hanem megalapozhatjdk 1j, innovativ terapids stratégidk

kidolgozasat is ennek a multirezisztens koérokozonak a hatékonyabb kezelésére.
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Uj megallapitasok

- A farnesol szignifikansan gatolta a C. auris novekedését, amely rovid expozicids id6
utan is kimutathat6 volt, és a gombasejtek metabolikus aktivitasanak csokkenésével jart.

- A transzkriptomikai elemzés alapjan a farnesol kezelés csokkentette a
biofilmképzodéshez, morfogenezishez ¢s virulencidhoz kapcsolédd — gének
transzkripcidjat, ami a patogenitds mérséklddésére utal.

- A farnesol jelentés oxidativ stresszvalaszt indukalt C. auris-ban, amelyet antioxidans
enzimekhez és stresszadaptacidhoz kapcsolodd gének fokozott transzkripcidja és az
antioxidans enzimek aktivitdsdnak novekedése kisért

- A farnesol  expozicid  jelentdsen modositotta a C. auris intracellularis fémion
homeosztazisat, amely a vas, mangan és cinktartalom csokkenésével, valamint a
rézkoncentracié novekedésével jart.

- A tyrosol szintén gatolta a C. auris novekedését,
azonban hatasa elsésorban a sejtciklushoz és a DNS-replikacidhoz kapcsolodo gének
transzkripcidjanak csokkenésével fliggott Ossze.

- A quorum sensing molekuldk hatasara jelentds valtozasok figyelhetok meg a
lipidanyagcserében: A farnesol fokozta a zsirsav B-oxidacidhoz kapcsolodd gének
transzkripcidjat, mig a tyrosol csokkentette a zsirsav bioszintézishez kothetd gének
transzkripci®jat, ami a sejtmembran szerkezetének és miikodésének atrendezddésére

utal.
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Osszefoglalas

A Candida aurisaz elmult évtized egyik legjelentésebb multirezisztens opportunista
gombakorokozdja, amely vilagszerte sulyos nozokomidlis jarvanyok kialakuldsaért felelds.
Kiemelked6 klinikai jelent6ségét multidrog-rezisztencidja, kornyezeti perzisztencidja,
biofilmképzo képessége, valamint magas mortalitasi arannyal jard invaziv fertézései adjak. A
jelenlegi terapias lehetdségek korlatozottak, ezért siirgetdé igény mutatkozik 1j, alternativ
antifungalis stratégiak feltardsara. A quorum sensing molekuldk — kiilondsen a farnesol és a
tyrosol — az utobbi években igéretes, virulenciat befolyasold és potencialisan antifungalis
hatasu vegyliletekként kertiltek a kutatasok fokuszaba.

Jelen munka célja a C. auris farnesol- és tyrosol-expoziciot kovetd globalis géntranszkripcios
valtozasainak vizsgalata volt. Eredményeink alapjan mind a farnesol, mind a tyrosol jelentds
mértékben fokozta az oxidativ stresszvalaszt, amit az antioxidans enzimek (példaul katalaz,
szuperoxid-diszmutaz, glutation-peroxidaz) aktivitasanak ndvekedése, valamint tobb oxidativ
stresszhez kapcsolddd gén feliilszabalyozasa kisért. Ez egyiitt jart a redox-homeosztazis
felborulasaval és bizonyos intracellularis mikroelemek — kiilondsen a vas, cink és mangan —
koncentraciojanak  csokkenésével, ami hozzdjarulhat a sejtek  sériilekenységének
novekedéséhez. Jelentds valtozasok voltak megfigyelhetdk a lipidanyagceserében is. A farnesol-
expozicid fokozta a B-oxidacidhoz kapcsolodd gének expresszidjat, mig mindkét molekula
befolyésolta az ergoszterol- és zsirsav-bioszintézishez k6tddd utvonalakat. Ezek a valtozasok a
sejtmembran Osszetételének ¢és fluiditdsanak modosulasdhoz vezethetnek, ami részben
magyardzatot adhat a megfigyelt novekedésgatlod hatasra €s az antifungélis szerekkel szembeni
érzékenység valtozasara. Emellett tyrosol-kezelést kovetéen a DNS-replikacioval és
nukleinsav-szintézissel 0sszefliggd gének down-regulacioja volt észlelhetd, ami molekularis
magyarazatot szolgaltathat a csokkent proliferacios képessegre.

Szamos, adhézidban és biofilmképzddésben szerepet jatszd gén transzkripcidja modosult, ami
arra utal, hogy a quorum sensing molekuldk komplex moddon befolyasoljak a C.
auris patogenitasat. Bizonyos virulenciafaktorok csokkent expresszidja Osszhangban all a
korabban leirt in vivo virulenciacsokkenéssel. Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy
a farnesol ¢és a tyrosol tobb tamadasponton, egymassal 0Osszefliggd molekularis
mechanizmusokon keresztiil fejtik ki hatasukat C. auris-ban. Az oxidativ stressz indukcidja, a
mikroelem-homeosztazis megvaltozasa, a lipid- és nukleinsav-anyagcsere modosulasa,
valamint a virulenciaval kapcsolatos gének szabalyozadsa egylittesen jarulhat hozza az

antifungalis és virulenciacsokkent6 hatasokhoz.
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Koszonetnyilvanitas

Ezlton szeretném kifejezni dszinte koszonetemet mindazoknak, akik tAmogatasukkal, szakmai

tanacsaikkal €s biztatasukkal hozzéjarultak disszertacidom elkészitéséhez.

Elsésorban halaval tartozom témavezetdmnek, Dr. Kovacs Renatonak, aki szakmai
utmutatasaval, értékes észrevételeivel és folyamatos tamogatasaval hozzajarult ahhoz, hogy a

dolgozatom a lehetd legjobb formaban elkésziiljon.

Koszonetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Konya Jozsef intézetigazgatonak, aki lehetdvé tette

szdmomra, hogy az Orvosi Mikrobiolédgiai Intézetben végezhessem PhD tanulmanyaimat.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Majoros Laszlonak, a mikologiai laboratérium vezetdjének

iranymutatdsaért és szakmai javaslataiért.

r orr

Szeretném kifejezni halamat Dr. Jakab Agnesnek szakmai tamogatasaért és értékes tanacsaiért.

Utmutatasa és épitd észrevételei nagyban hozzajarultak a kutatas sikeres megvaldsitasahoz.

Koszonettel tartozom Ragyak Agotanak és Sajtos Zséfinak, akikkel kozosen végeztiik a C.
auris sejtek ICP-OES méréseit. Nagyra értékelem a szakmai segitségiiket és az

egylittmikodéstiket a kutatas soran.

Koszonetemet szeretném még kifejezni Andrew M. Borman-nak, aki rendelkezésiinkre
bocsatotta a torzsgyiijteményiinkben megtalalhato Candida auris izolatumokat.

Koszonettel tartozom az Orvosi Mikrobiologiai Intézet valamennyi dolgozojanak a
tdmogatasukért, segitségiikért és a kutatasom soran nyujtott egytittmiikodéstikért.
Koszonetemet szeretném kifejezni az Innovacids és Technolégiai Minisztérium Uj Nemzeti
Kivalosagi Programjanak (UNKP-23-3), a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alap
forrasaibol nyujtott timogatasért, amely lehet6vé tette a kutatdmunka elvégzését.

Végezetiil halas koszonettel tartozom csalddomnak és barataimnak a tiirelmiikért és a
folyamatos biztatasukért. Tamogatasuk és szeretetiik nélkiilozhetetlen hatteret biztositott a

munkam befejezéséhez.
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