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Roviditések jegyzéke

AHL = N-acil-homoserin-laktonok

CDC = Centers for Disease Control and Prevention, Jarvanyligyi és Betegségmegel6zési
Kozpont

CFU = ,,Colony Forming Unit”

CFW = Calcofluor White fluoreszcens festek

DCM = széraz sejttomeg

DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s tapfolyadék

DMSO = dimetil-szulfoxid

ECDC = European Centre for Disease Prevention and Control, Europai Betegségmegel6zési és
Jarvanyvédelmi K6zpont

ECM = extracellularis matrix

FPPL=, ,Fungal Priority Pathogens List”

GSE = Génkészlet-dusulasi elemzés

HIV/AIDS = human immundeficiencia-virus/ Acquired Immune Deficiency Syndrome szerzett
immunhidnyos tlinetegylittes

HSL = N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-lakton

IC = invaziv candidiasis

ICP-OES = Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy, induktiv csatolasu
plazma atomemisszios spektrometria, vagy mas néven induktiv csatoldsu plazma optikai
emisszios spektrometria

MALDI-TOF =, Martix-assisted laser desorption/ionization time of flight”

PCA = Principal Component Analysis, transzkriptomok fékomponens-analizisePHE = Public
Health England, Angliai K6zegészségligyi Hivatal

RNA-seq = tijgeneracios RNS-szekvenalas

RPMI-1640 = Roswell Park Memorial Institute 1640 tapfolyadék

RT-gPCR = kvantitativ reverz transzkripcios polimeraz lancreakcid

SUR = surfactin

WHO = World Health Organization, Egészségiigyi Viladgszervezet

XTT = 2,3-bisz-(2-metoxi-4-nitro-5-szulfofenil)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid

YPD = Elesztékivonat—pepton—dextroz folyékony téptalaj



1. Bevezetés

A baktériumok ¢és gombak kozotti interakcioknak tobb tipusa ismert, példaul a szimbidzis, az
antagonizmus ¢és a kompeticid, amelyek mind természetes mind pedig mesterséges
kornyezetben eldfordulnak (Zhang és mtsai. 2025). Az €16 szervezetekben megfigyelhetd
baktérium—gomba kdlcsonhatasok esetében elsdsorban a szimbionta kapcsolatokat emlitik,
mint a normal mikrobiota mitkodését és stabilitasat biztositd jelenségeket (Zhang €s mtsai.
2022). A szimbidzis kolcsondsen elényds kapcsolat, amelyben a baktériumok és a gombak
funkcionalisan kiegészitik egymast az erdforrasok megosztasa révén. Ez a kdolcsOnhatés
kulcsszerepet jatszik a mikrobidlis 6koszisztéma egyensulydnak fenntartdsaban, a mikrobidlis
novekedés eldsegitésében és a gazdaszervezet egészségének tamogatasaban (Allison és mtsai.

2016).

A probiotikus megkdzelités — vagyis a hasznos mikroorganizmusok célzott bejuttatasa a
gazdaszervezetbe — ezen szimbionta kapcsolatok elényeit kihasznalva képes szabdlyozni a
mikrobiota egyensulyat. Szdmos vizsgalat igazolta, hogy ez a stratégia hatékony alternativat
jelenthet a hagyoményos gombaellenes terapidkkal szemben (Allison €s mtsai. 2016; Zhang ¢és
mtsai. 2022; Elshaghabee és mtsai. 2017). A baktériumok és a gombak azonban nem minden
esetben ¢lnek harmonikus egyiittélésben. Amennyiben a kdrnyezeti feltételek megvaltoznak —
példaul fertézés, antibiotikumkezelés vagy mas stresszhatds kovetkeztében —, a biologiai
védekezési mechanizmusok aktivalodasa révén gyakran antagonista kolcsonhatasok alakulnak
ki (Allison ¢és mtsai. 2016). Ezen antagonista interakciok tanulmanyozasa nemcsak a
mikrobidlis kozosségek miikodését meghatarozd Okologiai torvényszeriiségek mélyebb
megértését segiti eld, hanem 1) otletek és stratégidk kidolgozasat is lehetdvé teszi a fert6zo

betegségek megeldzésének és kezelésének tertiletén (Zhang és mtsai. 2025).

A gomba—baktérium asszocialt megbetegedések komoly terhet ronak az emberi egészségre és
az egészségiigyi ellatorendszerre, ezért nem meglepd, hogy egyre fokozodik az érdeklddés ezen
kolcsonhatasok részletes vizsgalata irant (Allison és mtsai. 2016). A Candida fajokkal
Osszefliggd polimikrobialis fertézések eldfordulasarol egyre tobb klinikai tanulméany szamol be
(Kahl és mtsai. 2023). A publikalt adatok alapjan tobb vizsgalat is arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy az invaziv candidiasisban szenvedd betegek korében az esetek tobb mint 20%-aban
polimikrobidlis fertézés all a hattérben. Jol ismert, hogy a Candida fajok gyakran mas
baktériumfajokkal egyiitt kolonizaljak a szervezet kiilonbozé anatomiai helyeit (Allison és

mtsai. 2016; Alonso-Monge ¢és mtsai. 2021; Lopes és Lionakis 2021; Bays és mtsai. 2024).



A polimikrobidlis interakcidok az utdbbi években a mikrobiologiai kutatasok egyik kiemelt
teriiletévé valtak (Santus és mtsai. 2021). Mivel az antibiotikum- és antifungalis szerek iranti
rezisztencia vilagszerte novekvo problémat jelent, egyre siirgetobbé valt a mikrobialis
kolcsonhatasok pontosabb feltarasa — kiilonds tekintettel a Candida fajok altal okozott

polimikrobialis fertézések patogenezisének ¢€s terapias lehetdségeinek megértésére.

Szdmos bizonyiték alatamasztja, a béltraktusban talalhatdé kommenzalista Candida albicans
kdzponti szerepét a szisztémas candidiasis kialakuldsaban (Miranda és mtsai. 2009; Allison és
mtsai. 2016; Alonso-Monge ¢és mtsai. 2021; Bays ¢és mtsai. 2024). A C. albicans 6
virulenciafaktorai koz¢ tartozik morfologiai plaszticitdsa, vagyis az a képessége, hogy ¢€lesztd
formabol fonalas alakba tud atalakulni. Az élesztésejtek a gazdasejtekhez vald tapadast
kovetden hifakat képeznek, amelyek lehetdvé teszik a bél nyalkahartyajaba torténd behatolast,
igy a gomba képes a mélyebb szoveti rétegekbe jutva invaziv fertézést okozni (Lopes ¢és
Lionakis 2021). Szamos tanulméany kimutatta, hogy a gasztrointesztinalis traktus normal
flordjaban jelen 1évo baktériumok altal termelt metabolitok képesek gatolni a C. albicans
virulenciajat, ezaltal hozzajarulnak a mikrobiota és a bélrendszer homeosztazisanak
fenntartasahoz (Allison és mtsai. 2016; Delago és mtsai. 2021; Zhang ¢s mtsai. 2022). Ezen
gombaellenes hatdsoknak kdszonhetéen az utdbbi években megnétt az érdeklodés a
potencialisan probiotikus fajok irant, mint példaul a Bacillus subtilis (Elshaghabee ¢és mtsai.
2017). Egyrészt a B. subtilis sporak képesek moduldlni a gazdaszervezet immunvalaszat;
masrészt a baktérium vegetativ formaja enzimeket, antioxidansokat és vitaminokat bocsajt ki,
amelyek tamogatjdk az emésztést (Jones ¢és mtsai. 2014). A B. subtilis altal termelt
exopoliszacharidok immunmodulél6 hatasa mellett, megeldzhetik az enteralis korokozok altal
kivaltott gyulladasos betegségeket is (Jones ¢s Knight 2012). Ezenfeliil a B. subtilis tobb torzse
antimikrobidlis vegytileteket képes kivalasztani, elésegitve az optimalis mikrobidlis egyensuly
fenntartdsat (Su és mtsai. 2020; Arnaouteli és mtsai. 2021; Kiesewalter és mtsai. 2021).
Altalanossagban a B. subtilis hatékony forrasa a természetes, gombaellenes (koztiik Candida

ellenes) hatast vegyiileteknek (Devi és mtsai. 2019).

Ezek koziil a természetes vegyliletek koziil a surfactin egy B. subtilis eredetli ciklikus
lipopeptid, amely elsésorban a Gram-pozitiv baktériumok ellen mutat aktivitast (Su és mtsai.
2020; Arnaouteli és mtsai. 2021; Kiesewalter ¢s mtsai. 2021). Korabbi tanulmanyok kimutattak,
hogy egerekben a szdjon 4t bevitt, LD50 (Lethal Dose, 50%; magyarul: haldlos dézis, 50%)
adagja meghaladta az 5000 mg/kg-ot, és altalaban az akut toxicitds teljes hidnya volt

megfigyelheté (Georgiou és mtsai. 1992). Ujabb kutatasok feltartdk, hogy a surfactin hatassal
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van az ¢lesztdgombakra is, ugyanis hatékonyan csokkenti a C. albicans adhézids képességeit
¢s a gombasejtek hidrofobicitasat (Ceresa és mtsai. 2016; Nelson és mtsai. 2020; Janek és mtsai.
2020; Suchodolski és mtsai. 2020). Mindazonaltal a surfactin hatasat a C. albicans-ra még nem
vizsgaltak kello6 mértékben, €és a surfactin altal kivaltott €lettani hatdsok mogotti molekularis
mechanizmusok tovabbra sem tisztazottak. Annak megértése, hogy a surfactin miként
befolyasolja a C. albicans fizioldgiai és genetikai tulajdonsagait, kulcsfontossagu lenne a

jovobeli probiotikumok fejlesztése szempontjabol.

A gomba-baktérium kozotti antagonista interakciok szempontjabol az egyik legjobban
tanulmanyozott modell a Pseudomonas aeruginosa és a C. albicans kozotti interakcié (Grainha
¢s mtsai. 2020). Mivel mindkét mikroba a normal fléra tagja lehet, gyakran egyiittesen
kolonizaljak a gazdaszervezet kiilonb6zd anatomiai helyeit. Mindkét faj képes biofilm
képzésére, ezért gyakran tarsulnak betiltetett orvosi eszkozokhoz kothetd invaziv fertézésekhez
(Grainha és mtsai. 2020; Kahl és mtsai. 2023). Korabbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a
gombaellenes hatasért tobbek kozott a P. aeruginosa altal termelt N-(3-oxododekanoil)-L-
homoszerin-lakton (HSL) tehetd feleldssé. A szakirodalmi adatok alapjan a HSL a P.
aeruginosa elsédleges quorum sensing molekuldja. Ez a jelatvivé molekula kulcsszerepet
jatszik a bakterialis virulenciafaktorok termelésének szabalyozasdban. A Pseudomonas—
Candida interakci6 szempontjabol korabban kimutattdk, hogy gatolja a C. albicans
hifaképzddését, csokkenti a biofilmképzddést, valamint apoptozist indukal a gombasejtekben
(Fourie ¢és mtsai. 2016; Miranda és mtsai. 2022). Ezek a C. albicans esetében leirt HSL altal
kozvetitettt hatdsok nem feltétlentil extrapolalhatok kozvetleniil a kiilonb6z6 non-albicans
fajokra, ahogy ez koradbban mas molekulédk vagy vegyiiletek esetén mar bizonyitast nyert (Jakab

¢s mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020; Jakab és mtsai. 2021).

A non-albicans fajok vonatkozasaban az egyik legveszélyesebb és legdinamikusabban terjedd
mar (Du és mtsai. 2020). Gyors terjedése miatt napjainkra komoly globalis kozegészségiigyi
fenyegetéssé valt (Lionakis és Chowdhary 2024). A tobbi Candida fajtol eltéréen a C. auris
rendkiviili mértékben képes alkalmazkodni a szélsdséges kornyezeti feltételekhez, ¢és
hatékonyan kolonizdlja mind az ¢l6, mind az élettelen felszineket (Oliva és mtsai. 2023;
Lionakis és Chowdhary 2024). A C. auris nagyfoku rezisztenciat mutat a legtobb gombaellenes
szerrel szemben, ami hozzajarul az egészségiigyi ellatassal 6sszefliggd, nehezen kontrollalhato
C. auris okozta nozokomialis jarvanyok kialakuldsdhoz (Zamith-Miranda és mtsai. 2019; Oliva

¢s mtsai. 2023; Kilbas és mtsai. 2025).



Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a C. auris éltal kolonizalt borfelszineken a kommenzalis
Gram-pozitiv fajok dominancidja jelentésen csokken, mikdzben dontéen Gram-negativ
baktériumok, mint példaul a P. aeruginosa, valik meghatarozova (Proctor és mtsai. 2021; Tharp
¢és mtsai. 2023). A megfigyelések ellenére jelenleg nincs elegendd informdacio arra
vonatkozoan, hogy a P. aeruginosa, hogyan befolyésolja a C. auris fizioldgiai tulajdonségait,
illetve, hogy a P. aeruginosa altal termelt quorum sensing molekula, a HSL, képes-e kozvetlen

kolcsonhatasba 1épni a C. auris sejtekkel.

Az eddig ismertetett adatok alapjan jelen disszertacioban atfogoé fizioldgiai és molekularis
elemzéseket végeztliink annak vizsgalatara, hogy a kiilonb6z0 baktériumfajok altal termelt
szekunder metabolitok és/vagy quorum sensing molekuldk milyen gombaellenes hatassal
rendelkeznek a két klinikailag meghataroz6 Candida fajjal szemben. Kutatdsunk elsd
szakaszaban a B. subtilis-bol szarmazd szekunder metabolit, a surfactin gombaellenes
tulajdonsagait vizsgaltuk C. albicans ellen. Mig a kutatdsunk masodik részében a P.
aeruginosa-bol szarmazd quorum sensing molekula, a HSL C. auris-ra gyakorolt hatdsat
vizsgéltuk. Bizunk benne, hogy eredményeink hozzajarulnak 1j, innovativ terdpids
megkozelitések kidolgozasahoz a Candida fertézésekkel szemben, valamint ravildgitanak a

Candida nemzetségen beliil eléforduld fajok kozotti fizioldgiai €s molekuléris kiilonbségekre.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Candida fertozések epidemiologiai jellemzoi

Az elmult évtizedekben az orvostudomany teriiletén tapasztalt jelentds fejlédés eredményeként
az atlagos varhato élettartam jelentdsen megnovekedett (Hodgson és mtsai. 2020; Pinho és
mtsai. 2024). A malignus daganatos megbetegedések ¢és a HIV/AIDS (Human
Immunodeficiencia  Virus/Szerzett Immunhidnyos Tiinetegyiittes) elleni korszerii
antiretroviralis terépia, az intenziv osztalyokon alkalmazott kezelések robbandsszerii fejlodése,
valamint az egyre modernebb transzplantacids technikak eredményeként szamos, korabban
halélos kimenetelii korkép kezelhetdvé valt hozzajarulva a mortalitasi adatok csokkenéséhez és
a varhatd élettartam meghosszabbodasahoz (Yapar 2014; Youngs és Arnold 2021). A
mortalitdsi €s morbiditasi adatok csOkkenése 1) kihivasokat is generalt, kiilondsen az
opportunista fert6zések prevencioja és kezelése terén. Az intenziv osztdlyos ellatds, az
onkologiai kezelések, valamint a transzplantacids medicina azon teriiletek koz¢ tartoznak, ahol
a bakterialis és gombas fertdzések megeldzésére iranyuld profilaktikus stratégiak koézponti
szerepet tOltenek be az immunszupresszalt betegek védelmében (Pinho ¢és mtsai. 2024).
Ugyanakkor a széles spektrumu antibiotikumok fokozott alkalmazasa hozzéjarult a kiilonféle
opportunista infekcidk, elsésorban a gombas fertézések prevalencidjanak és incidenciajanak a

novekedéséhez kiilondsen a sulyos immunhianyban kiizd6 betegek korében (Yapar 2014).

Vilagszerte megkozelitleg 1,7 milliard ember szenved kiilonféle gombdk altal okozott
fertdzésben, amelyek tilnyoméd tobbsége a boron €s a nyalkahértya felszineken okoznak
elvaltozasokat, ugyanakkor nem elhanyagolhaté ezen eukariota mikrobdk szerepe az
¢letveszélyes invaziv fertdzések kialakitasaban sem (Quindos 2014; Du és mtsai. 2020; Lass-
Flor]l és mtsai. 2024). Az 1980-as évek elejétdl kezdddden a gombak egyre jelentdsebb
morbiditasi ratajuk is alatdmaszt (World Health Organization 2022; Pinho ¢és mtsai. 2024). A
Candida nemzetséghez tartozo6 fajok tovabbra is a leggyakrabban izolalt invaziv gombafajok
vilagszerte az Aspergillus és a Mucor nemzetség tagjait megelézve (Zhang és mtsai. 2022;

Pinho és mtsai. 2024).

Béar a Candida fajok 4&ltal okozott invaziv fertézések vonatkozasaban a candidemia a
leggyakoribb klinikai kép (Barantsevich és Barantsevich 2022), ezen speciesek klinikai
megjelenése rendkiviil széles spektrumot olel fel, az enyhe, lokélis bor- és nyalkahartya-

fertézésektdl egészen a sulyos, invaziv formakig, mint példaul a szisztémas candidiasis.
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Utobbirol akkor beszéliink, ha a gomba eléri a véraramot, mas sterilnek tekinthetd anatomiai
helyet fertdz vagy mélyebb szoveti struktirakba hatol be (Bays és mtsai. 2024; Lass-F16rl és
mtsai. 2024). Szamos Candida faj a kommenzalista ¢élesztogombak kozé tartozik, amelyek a
kornyezetben ¢€és az emberi szervezetben egyarant el6fordulnak, példaul a bor, a
(Pappas és mtsai. 2018). Ezen élesztdgombék patogénné vald atalakulésa, illetve az invaziv
fertézések kialakulasa rendszerint akkor kovetkezik be, amikor a gazdaszervezet
immunrendszere karosodik, vagy a normal flora egyensulya felborul, ami a Candida fajok
tulszaporoddsahoz vezet az adott anatomiai régidban (Pappas és mtsai. 2018; Lass-F1orl és

mtsai. 2024).

Jelenleg tobb mint 150 Candida fajt ismeriink, ugyanakkor ezek ko6ziil mindossze koriilbeliil
15-20 faj képes emberi megbetegedést okozni (Yapar 2014; Pappas és mtsai. 2018). Bar az
egyes fajok prevalencidja és incidencidja idében és foldrajzi régiotol fliggden is valtozhat, az
elmult 20-30 év adatai alapjan a Candida fertézések 90-95%-at 6¢ faj okozza: C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis €s a C. krusei (Pappas és mtsai. 2018; Barantsevich és
Barantsevich 2022; Pinho és mtsai. 2024; Lass-F16r] és mtsai. 2024). Mindezek mellett ki kell
emelni, hogy egyes foldrajzi régiokban a C. auris prevalencidja dramaian megnovekedett az

elmult 10-15 évben (1. abra) (Lass-F1orl és mtsai. 2024).

A Candida nemzetség tagjainak eléforduldsa €s prevalenciaja jelentds foldrajzi eltéréseket
mutat (1. abra). Ezen kiilonbségek hatterében szdmos tényezd allhat, tobbek kozott az egyes
foldrajzi teriiletek egészségligyi ellatérendszereinek sajatossagai, a betegek demografiai
jellemzdi, valamint a kornyezeti tényezok (Lass-Florl és mtsai. 2024). Az elmult évtizedek
eredményei alapjan tovabbra is a C. albicans a leggyakoribb invaziv fertdzéseket okozo
Candida faj mind a felnétt, mind a gyermek populdcidban (Pinho és mtsai.,, 2024).
Mindazonaltal ki kell emelni, hogy az elmult 25 év soran a C. albicans el6fordulasanak
gyakorisadga csokkend tendenciat mutat, amellyel parhuzamosan vilagszerte megndvekedett a
non-albicans Candida fajok altal okozott fertézések aranya (1. dbra) (Pappas és mtsai. 2018;

Lass-Florl és mtsai. 2024).
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1. abra: A Candida fajok elterjedésének foldrajzi eloszlasa. (Lass-Florl és mtsai. 2024)

A masodik leggyakrabban izolalt faj foldrajzi teriilettdl fiiggéen a C. glabrata, amely
elsdsorban a 70 év feletti egyének, valamint a szervatiiltetésen atesett betegek korében fordul
el a leggyakrabban. Ennek kovetkeztében a C. glabrata fertézések aranya né az eléregedd
populacioval bird, fejlett régiokban (Egyesiilt Allamokban, Ausztralidban és Eszak-
Eurdpaban), de a prevalencia és incidencia orszadgon beliil, régionként is valtozé lehet (Oliva
¢és mtsai. 2023). A C. glabrata altal okozott invaziv candidiasis jelentds klinikai problémat
jelent, koriilbeliil 40-60%-0s morbiditasi €s mortalitasi arannyal, amely részben az azol alapu
antifungalis szerekkel szembeni csokkent érzékenységére vezethetd vissza. (Hassan és mtsai.

2021; Bays és mtsai. 2024)

Az elébbiekkel ellentétben a C. parapsilosis és a C. tropicalis fertézések gyakrabban fordulnak
el ujsziilottek és csecsemOk esetében, kiillondsen Latin-Amerikdban, Dé¢l-Afrikaban és a
Kozel-Keleten (Bays és mtsai. 2024; Lass-Florl és mtsai. 2024; Keighley ¢és mitsai.
2024). Mindkét faj jelentds szerepet jatszik a katéter-asszocialt candidiasis kialakuldsaban.
Mig a C. parapsilosis-t a kozponti vénas katéterrel rendelkezd betegek korében izolaljak
gyakrabban, addig a C. tropicalis elsOsorban a gasztrointesztinalis traktust és a bort kolonizalja,
mig kiilondsen a lélegeztetett betegek esetén a légutakban is megjelenhet, igy a kérokozd
gyakran képez biofilmet a lélegeztetdcsdvek €s tubusok feliiletén (Wang és mtsai. 2021;
Asogan és mtsai. 2024).
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Az 6t leggyakoribb Candida spp. kozil a C. krusei a legritkdbban izolalt faj, a candidemias
esetek kevesebb, mint 2%-4ban figyelheté meg. A C. krusei okozta fungemia prediszponald
tényezoi koze tartozik a parenteralis taplalas, a fluconazole profilaxis alkalmazasa, a kozponti
vénas katéter jelenléte, valamint a rosszindulati hematologiai daganatos megbetegedések

(Yadav és mtsai. 2012; Gomez-Gaviria és Mora-Montes 2020).

Napjainkban a candidemia egyik legriasztobb €s legnagyobb kozegészségiigyi kihivast jelentd
korokozoja a C. auris, amely az Egészségiligyi Vilagszervezet (World Health Organization,
WHO) altal 6sszedllitott ,,Fungal Priority Pathogens List” (WHO FPPL) alapjan a kritikus
prioritasi csoportba tartozik (World Health Organization 2022; Oliva és mtsai. 2023; Bays ¢€s
mtsai. 2024; Lionakis és Chowdhary 2024). A C. auris szamos jellegzetes tulajdonsaggal bir,
amelyek hozzajarulnak kiemelt patogenitdsahoz: egyrészt magas mortalitdssal jard
fertézOképessége, masrészt a multi -, illetve panrezisztens izolatumok magas aranya. Klinikai
relevanciajat tovabb arnyalja, hogy a C. auris kiemelkedd jarvanykeltd képességgel bir a
nozokomialis kornyezetben (Yadav ¢és mtsai. 2012; Oliva és mtsai. 2023; Lionakis és

Chowdhary 2024).

2.1.1 A Candida albicans Kklinikai relevanciaja

A C. albicans az emberi populdcié jelentés részében kommenzalista mikroorganizmusként
tiinetmentesen kolonizalja a szajlireget, a gasztrointesztindlis- valamint a genitalis traktust. A
gazdaszervezet barrierintegritasanak sériilése vagy immunvalaszanak zavara esetén a gomba
képes attorni az epitéliumon, és a mélyebb anatémiai régiokba keriilve fertdzést idézhet eld
(Lopes ¢és Lionakis 2021; Lass-Florl és mtsai. 2024). A C. albicans altal okozott, orvosi
szempontbol jelentds fertézések két f6 csoportba sorolhatok: a nyalkahartya-fert6zések és az

invaziv fert6zések (Lopes €és Lionakis 2021; Bays €és mtsai. 2024).

Klinikai kép szempontjabol a C. albicans altal érintett nyalkahartyafelszinek kozé tartozik a
hiively (vulvovaginalis candidiasis), a szajlireg (oropharyngealis candidiasis), a nyeldcso
(oesophagealis candidiasis), valamint ritkdbban a koroméagyak (onychomycosis). A bor
candidiasis ritkan fordul eld, €s elsdsorban bizonyos velesziiletett immunhianyos allapotokban
szenvedd betegek esetében figyelhetd6 meg. A nyalkahartya candidiasis — kiilonosen
vulvovagindlis candidiasis formajdban — ¢ép immunrendszeri egyénekben is megjelenhet,
ugyanakkor immunhianyos allapotok esetén a nyalkahartyafertézések gyakorisaga, sulyossaga,

valamint a kitjulds kockazata szignifikdnsan megnd (Lopes és Lionakis 2021).
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Az invaziv candidiasis steril testteriileteket érint, példaul a véraramot, de érintheti a kdzponti
idegrendszert, a majat, a Iépet, a szivet és a veséket is (Lopes €s Lionakis, 2021). Az invaziv
candidiasis sulyos fertdzés, amelyet leggyakrabban a C. albicans okoz, és szepszis forméjaban
manifesztalodhat, tobb szervet érintd diszfunkcidval és szeptikus sokkal tarsulva. A C. albicans
az intenziv osztalyokon eléfordulé gombdas eredetii szepszisek tobb mint 50%-ért felelds, a
fertdzéshez tarsuld haldlozasi arany pedig 40—70% kozé tehetd (Oliva és mtsai. 2023; Acosta
¢s mtsai. 2024). A C. albicans altal okozott invaziv candidiasis magas morbiditasanak és
mortalitdsanak kialakulasdban tobb kockazati tényezd jatszik szerepet, ideértve a betegek
demografiai jellemzdit (nem, életkor) és alapbetegségeit. Emellett noveli a kockazatot a
beiiltetett, tartosan hasznalt orvosi eszkozok (példaul katéterek, protézisek, implantatumok)
alkalmazasa, a gyors és megbizhat6 diagnosztikai tesztek hianya, valamint a széles spektrumu
antibiotikumok gyakori hasznélata, amelyek egylittesen késleltethetik a megfeleld kezelés

megkezdését (Yapar 2014; Parambath és mtsai. 2024; Acosta és mtsai. 2024).

Egyre nagyobb aggodalomra ad okot a C. albicans antifungalis szerekkel szembeni egyre
inkabb novekvo rezisztencidja, amely jelentds hatassal van a terapids stratégiak kialakitasara.
Bar a C. albicans azolok iranti rezisztenciaja tovabbra is ritkanak tekinthetd (6-10%), egyre
tobb tanulmany szamol be az azolokkal szembeni érzékenység csokkenésérdl a klinikai
izolatumok esetében, ami a rezisztens torzsek ardnyanak fokozatos novekedésére utal
vilagszerte (Oliva és mtsai. 2023; Kilbas és mtsai. 2025; Parambath és mtsai. 2024). Jelenleg a
candidemia és az invaziv fertdzések tekintetében az echinocandinok jelentik az elsédlegesen
valasztand6 antifungalis stratégiat. Ugyanakkor az utdbbi években egyre gyakrabban
azonositanak echinocandin rezisztens C. albicans izolatumokat is, kiilonésen a korabban
antifungalis kezelésben részesiilt, valamint Candida okozta oesophagitisben szenvedd betegek

korében (Parambath és mtsai. 2024; Kilbas és mtsai. 2025).

A C. albicans magas mortalitdsi aranyahoz jelentésen hozzajarul kivalé biofilmképzd
képessége (Lopes ¢és Lionakis 2021; Ponde ¢és mtsai. 2021). A biofilmek szorosan
0sszekapcsolodo sejtekbdl allo, komplex szerkezetli mikrobialis kozosségek, amelyek biotikus
(példaul nyalkahartyak) és abiotikus (példaul orvosi implantditumok) felszineken egyarant
kialakulhatnak. A biofilmmé szervezddott C. albicans sejtek magasfokt ellendlloképességet
mutatnak a hagyomanyos antifungalis terapiakkal szemben, részben a biofilm extracellularis
matrixa, részben a biofilmben €10 sejtek eltéré metabolikus mintdzatai miatt. Ezenkiviil a C.
albicans gyakran mas mikroorganizmusokkal, elsdsorban baktériumokkal, kooperativ médon

képez kevert biofilmeket, amelyek tovabb novelik a biofilm-asszocialt fertdzés patogenitasat
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¢s megnehezitik a kezelést (Lopes és Lionakis 2021). Ennek kovetkeztében a biofilmmel
Osszefiiggd fertdzések jelentds klinikai kihivast jelentenek, kiilondsen az immunszupresszalt

betegek esetében (Ponde és mtsai. 2021).

Az elmult évtizedekben a legtobb korhdz jelentds és progressziv valtozasrol szamolt be az
Parambath és mtsai. 2024). A legtobb orszagos becslés szerint az invaziv candidiasis éves
eléfordulasi aranya koriilbeliil 2- 10 eset 100,000 lakosra vetitve. Az elmult 6t évben C.
albicans invaziv fertézésekre vonatkozo6 tényleges epidemiologiai adatok alapjan, a C. albicans
altal okozott fertdzések ardnya folyamatos csdkkenést mutat mind a gyermek-, mind a
feln6ttpopulaciokban, ahogy azt a kordbbiakban mar kihangstlyoztuk (Parambath és mitsai.

2024).

2.1.2. A Candida auris (Candidozyma auris) klinikai relevanciaja

A C. auris a Candida nemzetség egyik ujonnan azonositott tagja, amelyet 2009-ben izolaltak
eldszor Japanban, egy ottani beteg kiils6 hallojaratabol. Az elmult évtized soran a C. auris éltal
okozott fertézések globalis fenyegetéssé valtak, els6sorban a korokozo hirtelen megjelenése,
gyors terjedése és tobbféle gyogyszerrel szembeni szerzett rezisztencidja miatt (Spivak és

Hanson 2018; Du és mtsai. 2020; Lionakis ¢s Chowdhary 2024).

Egy korabbi retrospektiv vizsgalat sordn megéllapitottdk, hogy a legkorabbi C. auris
izolatumot Dél-Koredban azonositottdk, amelyet 1996-ban tévesen C. haemulonii fajként
hataroztak meg. Bar a C. auris okozta fertézések kezdetben ritkanak szémitottak, 2009-re
nemcsak Uj fajként tortént a hivatalos azonositasa, hanem egyre tobb beszamolo latott
napvilagot a C. auris éltal okozott invaziv fertdzésekrdl, valamint korhazi jarvanykitorésekrol
Azsia és Dél-Afrika egyes régi6ibol (Spivak és Hanson 2018; Chakrabarti és Sood 2021; Bays
¢s mtsai. 2024).

A 2010-es évek elején a C. auris négy genetikailag kiilonallo kladja jelent meg Dél-Azsiaban
(I. klad), Kelet-Azsiaban (II. klad), Dél-Afrikaban (III. klad) és Dél-Amerikaban (IV. klad).
Ezek az egymastdl fliggetleniil kialakult kladok az emberi mobilitas és migracio kdvetkeztében
rovid id6n beliil mas orszagokba is eljutottak, olyannyira, hogy 2013-ban a C. auris megjelent
Eurépaban és az Egyesiilt Allamokban is, majd az elkovetkezé években a vilag csaknem 60-70
orszagabol azonositottdk (Du ¢és mtsai. 2020; Chakrabarti és Sood 2021). A probléma
fontossagat hangsulyozza, hogy 2016-t6l kezdédden a Jarvanyligyi €s Betegségmegel6zési

Kozpont (Centers for Disease Control and Prevention, CDC), az Europai Betegségmegeldzési
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¢s Jarvanyvédelmi Kozpont (European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC),
valamint az Angliai Kozegészségligyi Hivatal (Public Health England, PHE) tobb riasztast
adott ki annak érdekében, hogy tdjékoztassdk az egészségiigyi ellatorendszerben dolgozokat
a C. auris altal jelentett Ujonnan kialakuld egészségiigyi kockazatrol és veszélyekrol
(Parambath és mtsai. 2024). Emellett kotelezové tették a C. auris fertézések jelentését a helyi,
allami vagy nemzeti egészségligyi hatosagok felé (Spivak és mtsai. 2018).

A C. auris napjainkra globalis kdzegészségiigyi fenyegetéssé valt, kiillonosen az egészségiigyi
intézményekben, ahol jelentds jarvanyok kialakitdsara képes, elsdsorban Indiaban, Dél-
Eurdpaban, az Egyesiilt Kiralysagban, Brazilidban és az Egyesiilt Allamokban. Ennek
kovetkeztében a WHO altal nemrégiben kozzétett gombakorokozok prioritasi listajan a C. auris
a négy kritikus jelent6ségli gombakorokozd egyikeként keriilt besorolasra, elsdsorban a
jarvanykitorések gyakorisdga, valamint a korokozo multirezisztens jellege miatt (2. abra)

(World Health Organization 2022; Bays és mtsai. 2024; Parambath és mtsai. 2024).

Kritikus prioritasu csoport Magas prioritast csoport Kézepes prioritast csoport

®,  Cryptococcus .,_ Nakaseomyces glabrata Scedosporium spp.
‘ neoformans {Candida glabrata) ﬁ?
Candida auris .’,f: Histoplasma spp. M. Lomentospora
prolificans
Pl
@' Aspergillus fumigatus J Eumycetoma causative N H :: Coccidioides spp.
\\ agents -_:ila_-
." Candida albicans ;k Mucorales éf \ Pichia kudriavzeveii
; ' (Candida krusei)
PX - ., -
/};{?} Fusarium spp. b Cryptococcus gattii
‘. Candida tropicalis ¥ t. Talaromyces marneffei
=X
g Candida parapsilosis = #  Pneumocystis jirovecii
#

* % Paracoccidioides spp.

2. abra: A WHO altal dsszeallitott prioritast élvezé gombas korokozok listaja (World Health Organization 2022)

A nemzetkozi adatok alapjan a C. auris izoldtumok 70-90%-a rezisztens a fluconazollal
szemben, mig az amphotericin B-vel, illetve az echinocandinokkal szembeni rezisztencia
mértéke foldrajzi régionként jelentds eltérést mutat. EIObbi esetben 20-30%, mig az utobbi
esetben 2-5% a rezisztens izolatumok aranya (Parambath és mtsai. 2024). A gombaellenes
szerek mindhdrom f6 csoportjaval szembeni rezisztencidt mutatd ugynevezett panrezisztens

izolatumokat elsésorban Dél-Azsiaban és az Egyesiilt Allamokban irtak le (Oliva és mtsai.
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2023; Bays és mtsai. 2024). Multirezisztens tulajdonsaga kovetkeztében a C. auris a legtobb
fert6tlenitoszerrel szemben is ellendllo, ami lehetévé teszi szdmara, hogy hosszi ideig
perzisztaljon mind a betegek ¢és az egészségiigyl dolgozdk borén, mind pedig a korhézi
kornyezetben megtaldlhatdo abiotikus feliileteken, eldsegitve ezzel a jarvanykitorések
kialakuldsat az egészségiigyi intézményekben (Oliva és mtsai. 2023; Lionakis ¢s Chowdhary
2024). A C. auris emberr6l emberre torténd terjedésének Ilehetdsége miatta fertdzés
megeldzésére  iranyuld intézkedések kulcsfontossagliak a nozokomidlis terjedés

megakadalyozasaban (Kohlenberg és mtsai. 2022; Oliva és mtsai. 2023; Bays és mtsai. 2024).

Napjainkban tovéabbra is jelentds kiilonbségek figyelhetok meg a C. auris altal okozott
amely feltehetéen a szigorubb korhazi higiéniai protokolloknak, valamint a nozokomidlis
atvitel hat¢kony megel6zésének kdszonhetd. Ezzel szemben més orszagokban — mint példaul
az Egyesiilt Allamokban, Spanyolorszagban, Olaszorszagban vagy Gorogorszagban —
sziikségallapotot hirdettek a tobb gyogyszerrel szemben rezisztens korokozé okozta, nehezen
kontrollalhatd jarvanykitorések, valamint a megnovekedett egészségiigyi koltségek

kovetkeztében (Kohlenberg €s mtsai. 2022; Bays és mtsai. 2024).

2.2. A polimikrobialis fertozések ¢és Kklinikailag relevans Candida-baktérium

interakciok

A Candida biofilmek, kiilondsen a C. albicans szesszilis kozdsségek, jelentds egészségiigyi
problémat jelentenek a hagyomanyos kezelési stratégiak sikertelensége miatt. Az elmult két
évtizedben szamos tanulmany sziiletett a kevert mikrobidlis infekciok ¢és ezzel egylitt a
mikrobialis biofilmek klinikai jelentdségével kapcsolatban, kiilonds tekintettel a Candida
nemzetség tagjainak biofilmképzd képességére, baktériumokkal szembeni szinergista vagy
kompetitiv kolcsonhatasaira, valamint ezen kdlcsonhatasok révén a kiilonb6z6 antimikrobialis
molekuldkkal szembeni fokozott ellenallasra (Ramage és mtsai. 2014; O’Donnell és mtsai.
2015; Dixon ¢és Hall 2015; Allison és mtsai. 2016; Gaspar és mtsai. 2025). Az elmult
évtizedben egyre tobb tanulmany szdmolt be arrol, hogy a C. albicans és egyes non-albicans
fajok — beleértve a C. auris-t — gyakran fordulnak el6 polimikrobidlis kornyezetben, ahol mas
gombakkal, baktériumokkal (mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ mikrébakkal), valamint
virusokkal egyiitt alkot heterogén planktonikus vagy éppen szesszilis populacidkat (O’Donnell
¢s mtsai. 2015; Allison és mtsai. 2016; Forster és mtsai. 2016; Dhamgaye és mtsai. 2016;

Tabassum ¢és mtsai. 2023).
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A polimikrobidlis biofilmképzddést szamos emberi betegséggel hoztdk 0Osszefliggésbe,
beleértve a szdjiiregi fertdzéseket, a kozépfiilgyulladast, a kronikus tiidé infekciokat, az égési
sebek fertdzéseit, a hugyuti fertézéseket, valamint az orvostechnikai eszk6z6khoz kapcsolddo
infekciokat (Tabassum és mtsai. 2023). Az egyik legrészletesebben tanulmanyozott gomba-
baktérium interakci6 a C. albicans €s az oralis Streptococcus-ok kozotti interakciok (Ponde és
mtsai. 2021). A szajiireg lagy és kemény szdvetei egyedi anatomiai sajatossagokat kinalnak az
egyes Candida fajok megtelepedéséhez. A C. albicans elsdsorban a szajnyalkahartyat
kolonizélja, ugyanakkor a fogfelszin koriili rések is preferalt helyei a gomba, illetve a gomba-
baktérium kevert fogéaszati biofilmek (plakkok) kialakulasanak (Santus €s mtsai. 2021). Tébb
kutatas vizsgalta a C. albicans és a fertdézést eldsegitd oralis Streptococcus fajok kozotti
kolcsonhatasokat (Forster és mtsai. 2016; Santus €s mtsai. 2021; Tabassum és mtsai. 2023;
Matias Regis ¢s mtsai. 2025). A sejt-sejt adhézio a fajok kozotti kélcsonhatasok kozvetitésének
egyik legfontosabb tényezdje. A S. gordonii, egy szajiiregi kommenzalista, nem patogén
baktérium, amely fontos szerepet jatszhat a foglepedék kialakuldsdban (Kashyap és mtsai.
2024). A S. gordonii sejtfalfehérjék kozvetitésével képes kotddni a C. albicans sejtekhez, ami
fokozza a hifak fejlodését, ezaltal eldsegitve a korai polimikrobialis biofilmképzodést (Kashyap
¢s mtsai. 2024). A S. mutans, mint f6 cariogén (fogszuvasodast okozo) baktérium, a C. albicans
¢lesztd- és hifasejtjeinek sejtfelszinén taldlhatdé mannanokhoz képes kotddni (3. abra). A
baktérium 4altal termelt extracellularis poliszacharidok, valamint a C. albicans biofilmje
egyiittesen egy kiterjedt haromdimenziés extracellularis matrix (ECM) kialakuldsat
eredményezik, amely megfeleld kdrnyezetet biztosit tovabbi patogén mikroorganizmusok
megtelepedéséhez (Ponde és mtsai. 2021; Santus és mtsai. 2021). Fontos tényezdje ezen
interakcidnak, hogy a S. mutans képes a szacharozt gliikozra €s fruktdzra bontani, ahol a gliikozt
a C. albicans szénforrasként hasznositja. Emellett az S. mutans és a C. albicans biofilmjeiben
szénhidrat-anyagcsere-termékként laktat, formiat és fumarat keletkezik, amelyek elésegitik
mindkét faj novekedését ¢és alkalmazkoddsadt a savas kornyezethez. A C. albicans
oxigénfelhasznalasa révén szigoruan anaerob koriilményeket alakit ki a biofilmen beliil,
elosegitve ezzel a Veillonella, Prevotella, Leptotrichia és Fusobacterium nemzetségekbe
tartoz6 obligat anaerob baktériumok elszaporodasat (Kashyap ¢s mtsai. 2024). Ennek
kovetkeztében a C. albicans kommenzalista ndvekedése a szdjliregben hozzéjarulhat szdmos
patogén mikroorganizmus elszaporodasahoz, és lokalisan mikrobidlis diszbidzist idézhet eld

(Kashyap ¢és mtsai. 2024).
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3. abra: A Candida albicans (C. albicans) és a Streptococcus mutans (S. mutans) interakcioja polimikrobialis

biofilmben (Matias Regis és mtsai. 2025)

A borfelszini sériilések jelentdségét gyakran aldbecsiilik, holott a fizikai barrier integritasanak
megvaltozasa eldsegitheti kiillonb6z6 korokozok kolonizacidjat, ezaltal akadalyozva a bor
regeneracids folyamatait (Mace és mtsai. 2024). A C. albicans és a Staphylococcus aureus az
emberi bor mikrobiotajanak gyakori komponensei, ugyanakkor jelentds szerepet jatszanak
korhazi véraramfertdzések, katéterrel Osszefliggd fertézések ¢és ¢€gési  sebfertdzések
kialakulasaban (Allison ¢és mtsai. 2016; Mace és mtsai. 2024). A S. aureus nagy affinitast mutat
a C. albicans hifaihoz, ezaltal eldsegitve a biofilmképzddést (4. abra). Tekintettel arra, hogy a
C. albicans hifai képesek attorni a szovetek kozotti hatarvonalakat, ez lehetdséget biztosit a S.

aureus szadmara a véraramba valo bejutasra (Peters és mtsai. 2010; Schlecht és mtsai. 2015).

4. abra: A Candida albicans (sdrga) és a Staphylococcus aureus (z6ld) interakciéja polimikrobialis biofilmben

(Peters és mtsai. 2010)

A transzkriptomikai elemzések kimutattdk, hogy a S. aureus virulenciafaktorainak
transzkripcidja a C. albicans jelenlétében fokozodnak, beleértve a gamma-hemolizint, a
koagulazt, az enterotoxinokat és a hemolizinek termelését (Hu és mtsai. 2021; Mace ¢és mtsai.

2024). Mindezek mellett a C. albicans esetében az ergoszterol bioszintézishez, valamint a
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gyogyszertranszport transzmembran utvonalaihoz kapcsolodd gének aktivitdsa fokozodik
(Mace ¢és mtsai. 2024). A S. aureus—C. albicans egyiittes tenyésztése fokozta az L-laktat-
dehidrogenaz 1 aktivitast, amely védi a baktériumot a gazdaszervezet stresszvalaszaival
szemben. Tovabba a C. albicans adhezinek eldsegitik a S. aureus terjedését a

gazdaszervezetben (Peters és mtsai. 2010; Mace ¢és mtsai. 2024).

A ndi genitalis traktus, kiilonosen a hiively nyalkahartydjanak normal floraja, valamint a
mikroorganizmusok kozotti kolcsonhatdsok kiemelten fontos szerepet jatszanak a lokalis
homeosztazis fenntartdsaban (MacAlpine ¢s mtsai. 2021; Yocheva és mtsai. 2024). Egészséges
nék hiivelyi traktusdban a Lactobacillus fajok alkotjdk a dominans mikrobiota komponenst,
amelyek tobbféle védekezé mechanizmus révén gatoljak a korokozod fajok kolonizaciodjat,
ezaltal megeldzve a bakteridlis vagindzis, az aerob vaginitis vagy a vulvovaginalis candidiasis
kialakulasat (Vazquez-Munoz és mtsai. 2021). Szdmos tanulmany szamolt be a Lactobacillus
spp. tagjainak Candida ellenes tulajdonsagairdl, tobbek kozott a tapanyag- €s adhézios
kompeticiorol, kitindz szekréciojarol, valamint a tejsavtermelésrdl, amely hozzajarul a savas
pH fenntartasdhoz, ezéltal csokkentve a C. albicans novekedését és hifaképzddését, valamint
gatolva a biofilm kialakuldsat (5. dbra) (MacAlpine €s mtsai. 2021; Rodriguez-Arias és mtsai.
2022; Eichelberger és mtsai. 2023; Yocheva ¢és mtsai. 2024). In vitro vizsgélatok alapjan a L.
crispatus szignifikansan gatolja a Candida hifak képzodését és a biofilm ndvekedését (Zangl
¢s mtsai. 2019; Eichelberger és mtsai. 2023). Ezekkel a megfigyelésekkel dsszhangban az L.
crispatus dominansabb az egészséges egyének hiivelyi mikrobiotdjaban, mig az L. iners
gyakrabban fordul el6 vulvovaginalis candidiasisban szenvedd betegeknél (Zangl et al., 2019;
Eichelberger et al. 2023). A magas 6sztrogénszint fokozhatja a C. albicans virulenciajat azaltal,
hogy gombasejtfelszini valtozasokat idéznek eld, amely képes gatolni a komplementrendszer

miikodését (Rodriguez-Arias és mtsai. 2022; Eichelberger és mtsai. 2023).
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5. abra: Lactobacillus spp. és a C. albicans interakcidja (Yocheva és mtsai. 2024)

Ismereteink szerint a C. albicans relative ritkdn fordul eld léguti fertdzést okozo
mikroorganizmusként. Ennek ellenére szdmos léguti klinikai mintabdl izolaljak, amely
esetekben legtobbszor bakterialis fertdzések kiséré komponenseként van jelen, beleértve a
1€legeztetdgéppel Osszefliggd fertézéseket, a tiidogyulladast, valamint a P. aeruginosa altal
okozott cisztas fibrozist (Harriott €s Noverr 2011; Grainha és mtsai. 2020; de Oliveira Pereira
és mtsai. 2023). A P. aeruginosa a C. albicans hifaival val6 fizikai kapcsolat révén képes kevert
biofilmek kialakitasara (6. abra). A biofilm kialakulasat kovetden a P. aeruginosa altal termelt
virulenciafaktorok, valamint a quorum sensing molekuldk (pl.: HSL) révén elpusztitja a C.
albicans hifait, és gatolja a gomba ¢€leszto-hifa atalakulést (Grainha és mtsai. 2020; Ponde ¢és
mtsai. 2021). A C. albicans védekez0 mechanizmusai koz¢ tartozik, hogy élesztd formaban
képes fennmaradni, ezaltal elkeriilve a P. aeruginosa éltal okozott gatlohatast (Ponde €s mtsai.,
2021). Emellett a gomba altal termelt quorum sensing molekula, a farnesol, csokkenti a P.
aeruginosa kinolon termelését €¢s mozgasat, amelyek kulcsfontossagl tényezok a baktérium
virulencidja szempontjabol (Holcombe és mtsai. 2010; Eichelberger és mtsai. 2023). A C.
albicans anyagcseréje soran képes etanolt termelni, amely modosithatja a P. aeruginosa
etanoltermelésre is serkentheti a C. albicans-t (Fourie és mtsai. 2016; Grainha és mtsai. 2020).
Emellett a kutatok feltételezik, hogy a vasért €s az oxigénért folytatott versengés soran a P.
aeruginosa nagyobb affinitassal képes megkotni ezen molekuldkat, ami szintén hozzajarulhat

a megfigyelt antagonista interakcidhoz (Fourie és mtsai. 2016).
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6. abra: A Candida albicans (CA) és a Pseudomonas aeruginosa (PA) interakcioja polimikrobialis biofilmben

(Grainha ¢és mtsai. 2020)

2.3. Surfactin

A Bacillus subtilis az egyik legjobban tanulmanyozott Gram-pozitiv, fakultativ aerob
baktérium. Gyakran alkalmazzak alapkutatasokban és biotechnoldgiai folyamatokban, mint
modellszervezetet. Szamos bioaktiv vegylilet szintézisére képes, amelyek kozil a
legjelentdsebbek a surfactin, fengycin €s iturin nevii szekretalt molekuldk (Ongena és Jacques

2008; Rahman ¢s mtsai. 2021).

A surfactin egy ciklikus lipopeptid, amelyet a nem riboszomalis peptid szintetdzok
szintetizalnak, majd ezt kovetden az extracellularis térbe jutva fejti ki hatasat. A surfactin
szintézisében szerepet jatszo orias bioszintetikus génklasztereket a Bacillus nemzetség szamos
képviseldjében azonositottak, mint példaul a B. subtilis, B. atrophaeus, B. spizizenii, B.
amyloliquefaciens és B. velezensis (Qiao és mtsai. 2024). A surfactin kémiai szerkezetét
tekintve tartalmaz egy hidrofil peptid részt és egy lipofil zsirsavlancot. Peptid komponense hét
aminosavbol all, amelyek egy kiralis kozponti szekvenciaba rendezddnek és egy 13-15
szénatombol allo B-hidroxi-zsirsavval ciklizalva lakton szerkezetet alkotnak (7. abra) (Tank és
Pandya 2022; Alara és Alara 2024). A kiilonb6z6 Bacillus fajok altal termelt surfactin
homolégok egyedi aminosav kombinacidjukban, a zsirsavlanc hosszaban és ritkabban a
szerkezeti konforméciojukban kiillonboznek egymastol (Thérien és mtsai. 2020; Markelova ¢és
Chumak 2025). A surfactin a hidrofil peptid részének és a lipofil zsirsavlancnak koszonhetéen
amfifil tulajdonsaggal rendelkezik, ami kivételes bioszurfaktans aktivitdsokhoz és valtozatos
biologiai tulajdonsagokhoz vezet (Markelova és Chumak 2025). A molekula képes csokkenteni
a viz feliileti fesziiltségét, és magas ho- és s6 koncentracioval szembeni stabilitassal
rendelkezik. Emellett széles spektrumu antibakterialis, gombaellenes és virusellenes hatassal
bir, tovabba gyulladasgatlo, rakellenes, valamint trombolitikus és hemolitikus tulajdonsagokat

is tulajdonitanak neki (Johnson és mtsai. 2021; Gilliard és mtsai. 2022).
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7. abra: A surfactin szerkezete. A szurfaktinok amfipatikus, ciklikus lipopeptidek, amelyek heptapeptidekbdl és B-hidroxi
zsirsavakbol épiilnek fel. A peptidlanc karboxilvégzédése észterkotéssel kapesolodik a zsirsav hidroxilcsoportjahoz, mig a 3-
hidroxi-13-metil-tetradekansav amidké&téssel kapesolodik a heptapeptid egység N-terminalis aminocsoportjgdhoz. A molekula
tartalmaz egy kiralis sorrendii heptapeptidet (L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp—-D-Leu-L-Leu), amely egy hidroxi-
zsirsavhoz kapcsolodik laktongytirtin keresztiil. (Tank és Pandya 2022)

A surfactin mikrobaellenes aktivitasa elsdsorban a baktériumok és gombdk membranjainak
lipidkomponenseivel, valamint a virusok lipidburkaval val6 kdlcsonhatasbol ered, amely végso
membrannal valé kolcsonhatdsa nagyban fligg a molekula koncentraciojatol. Magas
koncentracioban alkalmazva a surfactin molekulak stabil micellakat alkotva képesek porusokat
¢s csatorndkat képezni a membranban.  Ezek jelenléte megvaltoztatia a membran
permeabilitasat, melynek koszonhetden létfontossagl ionok szabadulnak ki a sejtbdl és a
membranon beliili és kiviili ozmotikus nyomdas kiegyensulyozatlanna valik, amely végiil a
mikroorganizmusok pusztuldsahoz vezet (Markelova ¢és Chumak 2025). A surfactin
antimikrobidlis hatasanak mas célpontjai is lehetnek a sejtekben, példdul RNS-hez, DNS-hez
vagy fehérjékhez kotddhet, ezaltal megzavarva a mikrobidlis metabolizmust és a mikroba

fejlodését (Hoste és mtsai. 2024; Markelova és Chumak 2025).

crer

a Dbiofilmellenes aktivitdssal hoztdk Osszefiiggésbe. A  Propionibacterium acnes
baktérium esetében a sejtmembran integritdsanak megvaltozasa akkor kovetkezik be, amikor a
surfactin hosszu zsirsav lanca beépiil a foszfolipid kettdsrétegbe, ami a folyékony foszfolipid
fazis szolubilizalasahoz ¢és porusok kialakulasdhoz vezet (8. abra) (Markelova és Chumak
2025). Ugyanakkor a surfactin képes csokkenteni a kétfazisi rendszerek feliileti fesziiltségét is

(Rahman ¢és mtsai. 2021). Szajliregi baktériumokkal szemben a surfactin hatékonyan gatolja a
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bakterialis sejtek adhéziojat €s biofilmképzodését, kiillondsen a Streptococcus spp. tagjaival
szemben. A surfactin membranba torténd integralddasa megvaltoztatja a bakterialis sejtfelszin
hidrofobicitasat, aminek kovetkeztében a baktériumok nem képesek megtapadni a szilard
feltileteken. Emellett a surfactin a biofilmet alkoté6 matrixpoliszacharidok termelddésének
visszaszoritasaval, valamint a biofilm kialakuldsdhoz sziikséges gének expresszidjanak
gatlasan keresztiil fejti ki biofilmellenes hatasat (Yamasaki és mtsai. 2020; Johnson és mtsai.
2021). Mindezek mellet a surfactin adhéziogatlo hatassal is rendelkezik az abiotikus feliileteken
kialakul6 biofilmekkel szemben. Anionos tulajdonsaganak koszonhetden a surfactin molekulak
abszorbealddnak a polisztirol tartalmt felilletekbe ¢és a molekuldk kozott fellépd
elektrosztatikus kolcsonhatas révén gatolja az olyan patogén fajok biofilm képzddését, mint a

S. aureus vagy az Escherichia coli (Meena €s mtsai., 2015).
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8. abra: A surfactinok (SUR) biolégiai aktivitasanak sematikus abraja: (a ) SUR permeabilizal6 hatasa, mely

hemolitikus vagy antibakterialis hatassal hozhat6 6sszefliggésbe. (b ) valamint detergens hatas és a porusképzddés az SUR

hemolitikus és antibakterialis hatasaval fligg 6ssze (Gilliard és mtsai. 2022).

Gombak esetében megfigyelték, hogy a surfactin magas koncentracidoban, a baktériumokhoz
hasonloan, poérusokat képez a gombasejtek membranjaban, mig alacsony koncentraciéban
apoptézist indukal (8. abra). A Fusarium és Trichoderma nemzetség tagjaiban a surfactin képes
kotédni a gombasejtek mitokondrialis membranjaban lokalizalodé ATPéazhoz, és csokkenti
annak aktivitdsat. A csokkent ATPaz aktivitdst kovetden citokrom C szabadul fel a
mitokondriumbdl, amely a kaszpdz-9-cel és kaszpaz-8-cal val6 kdlesonhatasa révén apoptozist

valt ki a gombasejtekben (Johnson és mtsai. 2021; Markelova és Chumak 2025).
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A lipopeptidek koziil a Bacillus spp. éltal termelt surfactin esetében rendkiviil erds antiviralis
tulajdonsdgot is megfigyeltek. A surfactin képes inaktivalni a burkos DNS- és RNS-virusok
sz¢les skalajat, beleértve a hepatitis virusokat, a humén coronavirus 229E-t, a MERS-virust és
a SARS-CoV-otis (Hoste és mtsai. 2024). Az allattenyésztésben ismert fert6z0 gastroenteritis
virus és a jarvanyos sertéshasmenés virus esetében kimutattadk, hogy a surfactin beépiilése a
virusburok lipidrétegébe eldsegiti annak dezorganizaciojat (8. 4abra). A membran
destabilizacidja csokkentette a virusok gazdasejt-membranokkal wvalo fhzidjanak
valoszinliségét, ezaltal gatolva a sejtek burkos virusok altali fert6z6dését (Yuan és mtsai. 2018;
Gilliard és mtsai. 2022). A SARS-CoV-2 virus esetében figyelték meg, hogy a surfactin
hatékonyan kotddhet a virus RNS-fliggé RNS polimerazéhoz (nspl2 enzim) valamint a
tiiskéket alkotd glikoproteinhez (S protein), amely révén gatolja a virus replikacidjat és a
virionok kotddését a gazdasejt receptoraihoz (Hoste €s mtsai. 2024; Markelova és Chumak

2025).

2.4. Az N- acil-homoszerin-lakton

A P. aeruginosa egy Gram-negativ opportunista patogén baktérium, amely szdmos kdrnyezeti
niche-ben képes fennmaradni, és sulyos fertdzéseket okozhat az immunszupresszalt
gazdaszervezetekben (Grainha és mtsai. 2020; Pachaiappan ¢és mtsai. 2022). A baktérium
patogenitasanak, masodlagos anyagcsere-folyamatainak €s biofilmképzd képességének egyik
kozponti tényezdje a quorum sensing rendszere, amely tobbek kozott N-acil-homoserin-
laktonok (AHL-ek) szignalmolekuldin alapulé jelatvitelen nyugszik (Pachaiappan és mtsai.

2022).

A tudomany jelenlegi allasa szerint a P. aeruginosa tobb, egymastol eltérd quorum sensing
rendszert alkalmaz virulenciafaktorainak aktivalasahoz, amelyek hierarchikus moddon
kapcsolatban allnak egymassal (Grainha ¢és mtsai. 2020). A P. aeruginosa esetében ezidaig
négy quorum sensing rendszert azonositottak: a Las, az Rhl, a kinolon-alapt ,,Pseudomonas
quinolone signal”, valamint a nemrégiben felfedezett 2-(2-hidroxi-fenil)-tiazol-4-karbaldehid-
fliggd rendszer (Lin és Cheng 2019; Grainha és mtsai. 2020; Pachaiappan és mtsai. 2022). A
hierarchia csucsan a Lasl/LasR rendszer helyezkedik el, amelynek specifikus

szignalmolekuldja a HSL (Delago és mtsai. 2021).

A P. aeruginosa Lasl/LasR- és Rhll/RhIR-rendszerei két, kémiailag eltérd szerkezetli AHL
molekula révén aktivalodnak. A Las-rendszer {6 szignalmolekuldja a HSL, mig a Rhl-rendszer

az N-butanoyl-L-homoserin-lakton (C4-HSL) érzékelésére képes (9. dbra) (Smith és mitsai.
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2002; Grainha és mtsai. 2020). Mindkét molekula a LuxI/LuxR-tipusu rendszerekhez homolog
komponenseken keresztiil fejti ki hatdsat, ahol a Lasl és Rhll enzimek feleldsek az AHL-ek
szintéziséért, mig a LasR és RhIR molekulék a receptorfehérjék (Pachaiappan és mtsai. 2022).
Miutan a LasR és RhIR megkototte a ra specifikus szignal molekulajat, homodimerizalodik és

transzkripcids faktor aktivitdsa révén aktivalnak célgéneket (Lin és Cheng 2019).
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9. abra: AHL molekulak a Pseudomonas aeruginosa-ban. AHL: acil-homoserin-lakton; 1: N-3-oxo-dodekanoil-

homoserin-lakton (HSL); 2: N-butanoil-L-homoserin-lakton (C4-HSL). (Shah és mtsai. 2019)

A két AHL molekula koziil a legatfogdbban tanulmanyozott a HSL, amely nemcsak a baktérium
sajat virulenciafaktorainak génexpresszidjat szabalyozza, hanem mas mikroorganizmusok
ramutattak, hogy a HSL képes interakcioba 1épni kommenzalista ¢és patogén

mikroorganizmusokkal egyarant (Cendra és Torrents 2021; Delago és mtsai. 2021).

A HSL tobbféle hatast képes kivaltani kiilonb6zd baktériumfajokban, beleértve a ndvekedést,
a biofilmképzést, a motilitast és a virulenciafaktorok szabalyozasat (Pachaiappan és mtsai.
2022). Kimutattak példaul, hogy a S. aureus érzékenyen reagdl a HSL jelenlétére. A molekula
hatasara a S. aureus novekedése és biofilmképzd képessége csokken, tovabba gatlodik a
hemolizin- és proteazszintézis, mikdozben az antibiotikumokkal szembeni érzékenysége nd

(Qazi és mtsai. 2006). Az emlitett gatldo hatasok hatékonysagahoz hozzdjarul a P. aeruginosa
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azon tulajdonsaga is, hogy litikus aktivitasti enzimeinek termelésével képes eliminélni az S.
aureus sejteket. Ezen mechanizmusok Osszessége arra utal, hogy a P. aeruginosa
antagonisztikus modon befolyasolja az S. aureus virulenciajat a gazdaszervezeten beliil (Cendra

¢és Torrents 2021; Al-Wrafy és mtsai. 2023).

Hasonl6 hatasokat figyeltek meg a C. albicans esetében is, amelyet gyakran izolalnak P.
aeruginosa-val egylitt €gési sebekbdl, illetve cisztas fibrozisban szenvedd betegek tiidejébol
(Kahl és mtsai. 2023). A HSL gatlo hatast gyakorol a C. albicans morfogenezisére, mégpedig
a fonalas formak novekedésében szerepet jatsz6 cAMP—PKA jelatviteli Gtvonal gatlasan
keresztiil (Al-Wrafy és mtsai. 2023). A fonalas alak gatlasa kovetkeztében a C. albicans
virulencidja jelentdsen csokken, ami arra utal, hogy a P. aeruginosa quorum sensing molekuléi
kozvetleniil képesek befolyasolni mas, a gazdaszervezetben jelen 1évé mikroorganizmusok
patogenitasat (Cendra és Torrents 2021). Mindezek mellett ugy tlinik, hogy a HSL
koncentraciofiiggd modon képes eldidézni a C. albicans fluconazollal szembeni rezisztenciajat
(Bandara ¢és mtsai. 2020). Ez a hatds a gomba ergoszterol bioszintézisének befolydsolasaval, a
multidrog-efflux pumpak aktivitdsdnak serkentésével ¢és az oxidativ stresszvalasz
csOkkentésével valosul meg (Al-Wrafy és mtsai. 2023). Szakirodalmi adatok azt mutatjak,
hogy a C. albicans-hoz hasonldé mechanizmusok indukéalddnak az Aspergillus fumigatus-ban és
a Saccharomyces cerevisiae-ben HSL jelenlétében. A HSL a sporulacioban, a konidium

crer

képzését, ezaltal csokkentve patogenitasukat (Dixon és Hall 2015; Delago és mtsai. 2021).

Erdekes médon a HSL hatasa nem korlatozodik kizarolag patogén organizmusokra. A human
bélrendszer normal florahoz tartoz6 baktériumai koziil tobb is érzékenyen reagal erre a
szignalmolekulara (Lu és mtsai. 2017; Cendra és Torrents 2021). A Lactobacillus tajok példaul
fokozott stresszvalaszt mutattak a HSL jelenlétében, amely magadban foglalta egyes
virulenciafaktorok tultermelését, valamint az anyagcseretitvonalak fokozott aktivalasat, és
ennek kovetkeztében a biofilmképzd képesség novekedését. Mindez arra utal, hogy ez a
potencialisan modosithatja a gazdaszervezet mikrobiota sszetételét (Valdéz és mtsai. 2005;

Spangler és mtsai. 2019; Miranda és mtsai. 2022).

Az AHL molekuldk fajok kozotti interakciojanak vizsgalata soran megfigyelték, hogy egyes
Gram-negativ baktériumok — példaul az Escherichia spp., Klebsiella spp., Legionella spp.,
Salmonella spp. és Shigella nemzetségek tagjai — nem rendelkeznek AHL-szintetaz enzimmel,

ugyanakkor jelen lehet benniik egy LuxR-csaladba tartozo receptor, az tigynevezett SdiA
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(Kimura és mtsai. 2009; Lu és mtsai. 2017; Coquant és mtsai. 2020). Ez a receptor képes més
mikroorganizmusok altal termelt autoinduktor molekulak megkotésére. Az SdiA-val kozvetitett
jelatviteli mechanizmus révén a HSL hatdssal van ezen patogének ndvekedésére ¢és
biofilmképzd képességére, tovabba gatolja a fajok kozotti géntranszfert is (Kimura és mtsai.

2009; Lu és mtsai. 2017).

Ezen eredmények klinikai szempontbdl is jelentdsek, mivel a polimikrobidlis fertdzések soran
a P. aeruginosa quorum sensing rendszere kozvetett mdédon képes mas mikroorganizmusok
fert6zOképességét modositani, ezaltal befolyasolva a betegség lefolyasat €s kimenetelét (Peters
¢s mtsai. 2012; Cendra és Torrents 2021). Ennek figyelembevétele 0 terapias megkozelitéseket
kinalhat, példaul olyan kombinalt kezelési stratégiak kidolgozasat, amelyek nemcsak a célzott
patogén mikroorganizmust tdmadjak, hanem képesek befolydsolni a quorum sensing

utvonalakon keresztiil zajlo mikrobak kozotti interakcidkat is.
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3. Célkitiizés

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

ezzel egyiitt ezen sejtek ¢letképességét.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve kisérletes munkank célja volt, hogy feltarjuk, a
kiilonboz6 baktériumok altal termelt quorum sensing molekuldk milyen mértékben képesek
gatolni a C. albicans és C. auris altal okozott fertézések kialakuldsat, valamint meghatarozzuk
antifungalis hatdsuk lehetséges mechanizmusait. Kutatdsunk elsé részében a C. albicans
esetében vizsgaltuk a potencidlisan probiotikumként hasznalhatd B. subtilis altal termelt
virulencidjara. A vizsgéalatok masodik részében a C. auris esetében elemeztiik a P. aeruginosa
altal termelt HSL molekula gatl6 hatasat, majd dsszehasonlitottuk az igy kapott eredményeket

a C. albicans esetében tapasztaltakkal.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A kisérletekben hasznalt izolatumok és tenyésztési koriilmények

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

4.2. A Candida sejtek novekedésének vizsgalata kiilonb6z6 kezelések hatasara

s

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

a surfactin és a HSL valodi aktivitasdnak legyen tulajdonithato.

A novekedési vizsgalatok sordn a C. albicans és a C. auris eldtenyésztett kulturdkat 5 ml YPD
folyékony taptalajban (Yeast Peptone Dextrose; Merck, Budapest, Magyarorszag)
tenyésztettiik 37 °C-on egy ¢éjszakan at. A tenyészeteket ezutan 0,1 optikai stirtiségre (ODea40)
higitottuk, majd 20 ml-es végtérfogatban 100 ml-es Erlenmeyer-lombikokban, 37 °C-on, 2,3
Hz razasi sebességgel inkubaltuk. Négyoras inkubéciot kdvetden a tenyészetekhez surfactint
pipettaztunk 128 mg/l végkoncentracioban. A HSL alapu kisérleteknél 100, illetve 200 uM
végkoncentracioban vizsgaltuk a quorum sensing molekula 4ltal kifejtett hatast. A mikrobialis
novekedést a tenyészetek optikai slirliségének (ODe4o), valamint szarazsejttomeg (DCM)

iddbeli valtozasaval kovettiik nyomon (Jakab €s mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020).
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Az intracellularis fémtartalom meghatarozasahoz, valamint a transzkriptomikai vizsgalatokhoz

a tenyészeteket 4 oras surfactin- és HSL kezelést kovetden elemeztiik.

4.3. A Candida albicans dimorfizmusanak vizsgalata surfactin-kezelés hatasara

A novekedési vizsgalatokkal parhuzamosan megvizsgaltuk a surfactin hatasat a C. albicans
Institute 1640 medium; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tenyésztettiik 8 rekeszes
Permanox targylemezek feliiletén, 37 °C-on (Lab-Tek® Chamber Slide™ System; VWR,
Debrecen, Magyarorszag) (Ceresa és mtsai. 2016). A surfactinnal kezelt tenyészeteket 4, 5, 6
¢s 8 orés inkubécids végpontokra osztottuk. A kezelést a 0. iddpontban, 128 mg/l
végkoncentracioval végeztiik. Az inkubaci6 befejeztével a kamrakat steril fiziologias sdoldattal
mostuk, a sejtekre 10 pl immerzids olajat cseppentettiink, és faziskontraszt mikroszkop
segitségével (Zeiss Axioskop 2 MOT, Zeiss Axiocam HRc kameraval) vizsgaltuk a morfologiai

valtozasokat. A képeket a Zeiss Axiovision 4.8.2 szoftverrel rogzitettiik (Jakab és mtsai. 2021).

4.4. Candida sejtek kezdeti adhéziojanak és korai biofilmképzé képességének

vizsgalata HSL kezelést kovetoen

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

el, és minden id6épontra meghataroztuk az atlag + szoras értékét.
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A metabolikus aktivitdson alapuld vizsgalatokat széles latomezdjii fluoreszcens mikroszkdpos
targylemezek feliiletén, statikus koriilmények kozott, 37 °C-on, 24 6ras inkubacioval vizsgaltuk
(Lab-Tek® Chamber Slide™ System; VWR, Debrecen, Magyarorszag) (Papp €s mtsai. 2021).
A HSL-t a tenyészetekhez a nulladik idOpontban adtuk hozzd (100 és 200 uM
végkoncentracioban), és a mintakat 2, 4, 6 és 8 oras inkubalas utan értékeltiikk. Az inkubacid
végén a kamrékat steril fiziologias sooldattal mostuk, majd a sejteket 20 pl, 3 mg/ml
MA, USA) (Papp ¢és mtsai. 2021; Baniya 2022). A festék specifikusan kotédik a
gombasejtfalban taldlhaté kitinhez (Lynch és Gibson 1987). A festést kovetden a mintakat
tovabbi 30 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd 10 pl immerzids olajat helyeztiink a targylemezre.
A morfologiai valtozasokat Zeiss Axioskop 2 MOT fluoreszcens mikroszkoppal, Zeiss
Axiocam HRc kameraval dokumentaltuk, a képeket a Zeiss Axiovision 4.8.2 szoftverrel

készitettiik.

4.5. A Candida sejtek intracellularis fémtartalmanak meghatarozasa surfactin- illetve

HSL kezelést kovetoen

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

+ sz6ras formaban kozolve (Jakab €és mtsai. 2021; 2024).
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4.6. A HSL hatasa a Candida fajok virulenciajara in vivo koriilmények kozott

Az in vivo kisérletek soran BALB/c immunszupresszalt ndstény egereket (21-23 g; Charles
River Laboratories, Wilmington, MA, USA) hasznaltunk a HSL expozici6 C. auris
virulencidjara gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz, a C. albicans-szal kapott eredményekkel
Osszehasonlitva. Az allatokat a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
eldirasainak megfelelden tartottuk, ¢és a kisérleteket a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatjoléti Bizottsag jovahagyasaval végeztiik (engedélyszam: 12/2014 DEMAB és 8/2024
DEMARB).

A permanens immunoszuppressziot intraperitonedlis ciklofoszfamid adagoléssal értiik el: a
fertdzést megel6z6 4. napon 150 mg/kg, kdzvetleniil a fertézést megeldz6 napon 100 mg/kg,
majd a fertézést kovetd 2. és 5. napon ismét 100—100 mg/kg ddzisban adtuk be a ciklofoszfamid
oldatot (Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020). A fert6zést intravéndsan, a lateralis
farokvénan keresztiil végeztiik, C. auris esetében 8 x 10 CFU/egér, C. albicans esetében 2 x
10* CFU/egér dozis alkalmazasival (Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020). A HSL
kezeléseket (50, 100 és 200 uM HSL 0,5 ml fiziologias sdoldatban) 24 6raval az oltast kovetden
kezdtiik meg, és 5 egymast kdvetd napon intraperitoneélisan adtuk be a kb. 0,35, 0,70 és 1,40
mg/ttkg-nak megfelelé dozisokat. A kontrollcsoport steril fiziologids sooldatot kapott. Noha a
HSL nagy koncentracioban sejtvonal-specifikus apoptézist valthat ki, az altalunk alkalmazott
dozisok mellett toxikus hatas nem volt megfigyelhetd. A fertézést kovetd 6. napon az egereket
cervikalis diszlokacioval terminaltuk. A boncolés soran a veséket eltavolitottuk, lemértiik, majd
aszeptikus koriilmények kozott homogenizaltuk. A homogenizatumokbdl tizszeres higitasi
sorozatot készitettiink, és minden higitasbol 100 pl-t Sabouraud dextroz szilard taptalajokra
(VWR, Debrecen, Magyarorszag) szélesztettiink. A lemezeket 48 oran at inkubaltuk 37 °C-on
(Jakab ¢és mtsai. 2019; Nagy ¢és mtsai. 2020). Az inkubdcié utdn megszamoltuk a kin6tt
gombatelepeket, és ezek alapjan hataroztuk meg a vesékben talalhato életképes gombasejtek

mennyiségét. A modszer kimutatéasi hatara 100 CFU/g szovet volt.

Mind a kezelt, mind a kezeletlen egerek veséit szovettani feldolgozasra kiildtiik a Debreceni
Egyetem Klinikai Kézpont Kenézy Gyula Campusanak Patoldgiai Osztalyara. A formalinban
fixalt, paraffinba agyazott szovetmintakbol 4 pm vastag metszeteket készitettek, majd
Hematoxilin-Eozin festést és Perjodsav—Schiff (PAS) festést alkalmaztak a gombasejtek
kimutatdsara (Pupim és mtsai. 2017; Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020).
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4.7. RNS-izolalas

A novekedési vizsgalatokban leirt modon a tenyészetekbdl 4 oras surfactin- illetve HSL
kezelést kovetden, mintankként 20 ml tenyészetbdl centrifugalassal (5 perc, 4000 g, 4 °C)
gyljtottiik 6ssze a Candida sejteket. A sejteket haromszor mostuk 4 °C-os steril fiziologias
sooldattal, majd a tovabbi feldolgozasig —70 °C-on taroltuk. A teljes RNS-t liofilizalt sejtekbdl
izolaltuk (CHRIST Alpha 1-2 LDplus liofilizator; Osterode, Németorszag) a Chomczynski
altal leirt modszer alapjan (Chomczynski 1993), az Eukaryotic Total RNA Nano Kit gyartoi

protokolljat kdvetve.

Az RNS-mintak mindségét és mennyiségét a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Genomikai Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratoriuméaban ellendrizték
NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, USA) és Agilent 2100
BioAnalyzer késziilékkel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.8. Ujgeneracios RNS-szekvenalas (RNS-seq)

A cDNS-konyvtarak elOkészitését, az RNS-mintdk szekvenalasat és az adatelemzést a
Debreceni Egyetem Orvostudomanyi Karanak Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézetében,
a Genomikai Medicina és Bioinformatikai Kozpontban végeztiik a Jakab ¢és munkatarsai altal

leirt eljaras alapjan (Jakab és mtsai. 2024).

A konyvtarakat 0,25 pg jo mindségi teljes RNS felhasznélasaval készitettiik el az NEBNext
RNA Sample Preparation Kit (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) segitségével. A
szekvenalas Illumina NextSeq 500 késziilékkel (Illumina, San Diego, CA, USA) tortént, 75 bp
hosszusagu read-ek segitségével. A C. albicans mintak esetében 22,5-31,4 millio, a C. auris
mintdknal 18,6-23,1 milli6 leolvasast rogzitettiink. A nyers szekvenciaadatok mindségét a

FastQC szoftverrel ellendriztiik (Andrews 2010).

Az illesztéseket a HISAT2 v2.1 és SAMtools programok segitségével végeztiik a C. albicans
SC5314 (GCF_000182965.3) ¢és C. auris B8441 (GCA_002759435.2) referencia-genomokhoz
(NCBI). Az illesztési arany minden mintandl >93% volt. Az adatok feldolgozésat és
normalizalasat a StrandNGS 4.0 szoftverben végeztiik. A normalizalt transzkripcids értékek
meghatarozasahoz a DESeq2 algoritmust alkalmaztuk. A kiilonb6z6é mértékben expresszalodo
géneket (DEG-eket) t-probaval, Benjamini—Hochberg-féle FDR korrekcioval azonositottuk.
Szignifikansnak azokat a géneket tekintettiik, amelyek esetében p < 0,05 és a fold change (FC)
> 1,5 vagy < —1,5 értéket mutatott. A transzkriptomok fékomponens-analizisét (Principal

Component Analysis, PCA) szintén a StrandNGS 4.0 programmal készitettiik el.
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Az RNS-szekvenaldsi adataink a Gene Expression Omnibus adatbazisban megtaldlhatdak
(GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). A surfactin kezelés soran kapott eredményeink a
GEO sorozat GSE199383, mig a HSL kezeléshez kapcsolodd eredményeink a
GSE271513 hozzaférési szam alatt elérhetdek el.

4.9. Génkészlet dusulasi elemzés (GSE)

A felil- és alulszabalyozott génekhez kapcsolodd biologiai folyamatokat funkcionélis
génkészlet dusuldsi elemzéssel (Gene Set Enrichment, GSE) vizsgaltuk a Candida Genome
Database Gene Ontology Term Finder (http://www.candidagenome.org) ¢és a FungiDB
(https://fungidb.org) adatbazisok felhasznalasaval. A GO (Gene Ontology) (Harris és mtsai.
2004), FunCat (Functional Catalogue) (Ruepp és mtsai. 2004) és KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) (Kanehisa és Goto 2000) kategoridkat a FungiFun2 v2.2.8 szoftver
segitségével elemeztiik (Priebe és mtsai. 2015). Csak azokat az eredményeket vettiik

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

4.10. Kvantitativ reverz transzKkripcios polimeraz lancreakcié (RT-qPCR)

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

(v1.0.2) szoftverekkel végeztiik.

A transzkripcios szinteket Light Cycler 480 II valos idejii PCR késziilékkel (Roche, Bazel,
Svéjc) hataroztuk meg. A relativ transzkripcios értékeket a AACt mddszerrel szamitottuk: AACt
= ACt kezelt minta — ACt kezeletlen minta, ah0l @ ACt = Ct vizsgalt gén — Ct referencia gén, ahol a Ct érték a
PCR ciklus azon pontjat jeldli, amikor a fluoreszcencia atlépi a detekcids kiiszobot. A AACt
novekedése a vizsgalt gén relativ transzkripcidjanak emelkedését jelzi a kezeletlen kontrollhoz
képest. Endogén kontrollként C. albicans esetében a C2 02740C (HPTI) és C1_13700W
(ACTI), mig C. auris esetében a B9JO8 000486 (ACT1) géneket hasznaltuk. A vizsgalt gének

34



listajat az Mellékletek pontban szerepld tablazatok tartalmazzak, kiilon a surfactin- (1. melléklet

¢és 3. melléklet) és kiilon a HSL (2. melléklet és 4. melléklet) kezelésekhez rendelten.

4.11. Statisztikai elemzés

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

teszttel és Dunn-féle utoteszttel értékeltiik, szintén p < 0,05 szignifikanciaszinttel.

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

relevansnak. A grafikus megjelenitéseket GraphPad Prism 10.0 szoftverrel készitettiik.
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5. Nem onalloan végzett munkak

— A surfactinnal kezelt gombasejtek intracellularis fém tartalmanak a meghatarozasat

ICP-OES technikaval végeztiik Ragydk Agotaval és Sajtos Zsofiaval kozosen.

— A HSL kezelést kovetéen a C. albicans és a C. auris sejteken az ICP-OES méréseket

kozosen végeztiik Ragyik Agotaval.

— Az in vivo kisérleteinknél bemutatott hisztopatoldgiai vizsgéalatokat Forgéacs Lajossal

kozdsen végeztiik.
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6. Eredmények

6.1. A surfactin hatasa a Candida albicans novekedésére és morfologiajara

Kisérletes munkank els6 1épésében vizsgaltuk a 128 mg/l-es surfactin kezelés hatasat a C.
albicans novekedésére kiilonb6zo expozicidés idokben. A gombatenyészeteket 4 Orés
elétenyésztést kovetden kezeltiik meg surfactinnal, majd ezt kdvetden 1, 2 és 4 6rads expoziciods
1d6t kovetden hataroztuk meg a tenyészetek novekedését az abszorbancia értékiik és a DCM
valtozasan keresztiil. Az eredmények kiértékelése sordn azt tapasztaltuk, hogy a surfactin
kezelés mar 1 6ras inkubaciot kovetden képes volt gatolni a gombasejtek ndvekedését, melyet
mind az abszorbancia (kontroll: 0,96 &+ 0,04, kezelt: 0,75 &+ 0,02 OD e40- nél) (10A abra), mind
a DCM eredmények (kontroll: 0,95 + 0,1 g/, kezelt: 0,6 = 0,15 g/, p <0,01) (10B abra) egyarant
aldtdmasztanak. Tovabba, ez a szignifikdns gatld hatds az altalunk vizsgalt késébbi
idépontokban is még kimutathaté volt (6 o6ra inkubécio; kontroll: 1,5 +0,2 g/, kezelt: 0,7 £ 0,1
g/l DCM, ¢és 8 ora inkubacid; kontroll: 3,2 £ 0,3 g/l és kezelt: 1,0 = 0,2 g/l DCM) (p < 0,01-
0,001).

A morfoldgia vizsgalatok soran a fonalas morfoldgidt mutatd struktarak, vagyis a hifak és
pszeudohifak tipusa €s aranya szignifikdnsan kiilonbozott az €élesztéformakhoz képest, mind a
kezelt mind a kezeletlen tenyészetek esetében. A kiilonb6zé morfoldgiat mutatd gombasejteket
statisztikai/kvantitativ szempontbdl vizsgalva, azt tapasztaltuk, hogy a 4 6rés kezelést kvetden
a hifak (8 oras inkubaciot kovetden a kontroll: 14,33% + 1,53%, a kezelt: 10,33% + 2,08%;
p <0,05) és a pszeudohifdk ardnya szignifikansan alacsonyabb volt a surfactin-nal kezelt
tenyészetekben a kezeletlen kontroll tenyészetekhez viszonyitva (kontroll: 29,66% + 3,06%,
kezelt: 22,67% =+ 3,05%; p < 0,05) (10C abra).
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10. abra: A surfactin hatasa a Candida albicans novekedésére és morfologiajara. 4 C. albicans ndvekedésében
bekovetkezd valtozasokat az abszorbancia (OD e40) (A) és a szaraz sejttdmeg (DCM) (B) mérésével vizsgaltuk. Az adatok
harom fliggetlen kisérletbdl szamitott atlagértékeket és szorast (SD) jelolnek, ahol a csillagok a kontroll- és a surfactinnal kezelt
tenyészetek kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik (atlag = SD; ** p < 0,01, *** p <0,001). Tipikus morfoldgiai
formak figyelhetok meg a kezeletlen és a 125 mg/l surfactin-nal kezelt (SUR) C. albicans tenyészetekben 4, 5, 6 és 8 ora
elteltével (C). 4 oras inkubaciot kovetden kezeltiik meg a tenyészeteket 125 mg/1 surfactinnal (SUR).

6.2. A Candida albicans-ban indukal6dé transzKkripcios valtozasok surfactin kezelést

kovetoen

Az RNS szevenaldssal nyert adatok elemzése kimutatta, hogy a surfactin jelentés mértékben
befolyasolja a C. albicans gének transzkripciojat, ami jelentds valtozasokat indukal a teljes
transzkriptomban is. A surfactin-nal kezelt C. albicans sejtek teljes transzkripcios profiljanak
elemzése sordn 1389 gén transzkripcidja valtozott meg szignifikdnsan a kezeletlen
tenyészetekhez viszonyitva. Ezen gének koziil 773 szignifikansa feliil- és 617 szignifikansan
alul szabalyozddott a surfactinnal kezelt mintdkban a kezeletlen kontrollokhoz képest (11A—-C
abra).

A gombasejtekben a surfactin kezelés hatdsara indukaldédo kiilonb6zo é€lettani folyamatok
mogott hazododd molekularis szinti mechanizmusok megismerése érdekében a géneket
funkcidjuk alapjan csoportokba rendeztiik. A surfactin kezelés hatasara a legnagyobb valtozas
a transzmembran transzportban részt vevé gének transzkripcidjaban volt megfigyelhetd. A

fokozott transzkripciot mutatd gének koziil multidrog transzportereket (pl.: MDRI és FLUI),
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valamint a szénhidrat transzportban szerepet jatszo géneket (HGT1, HGT10, HGT14, HGTIS,
HXTS5, NAG3, SFCI, GALI02 stb.) azonositottunk (11A—C). Ugyanakkor a surfaktin
befolyasolta a fehérjék szintézisében szerepet jatszo gének transzkripcidjat is. A kezelés
hatdsara szignifikdnsan megnétt az RNS- anyagcseréhez (220 gén) valamint a riboszéma-
biogenezishez (201 gén) kothetd gének transzkripcids mintdzata. Mindemellett az oxidativ
stresszhez kothetd folyamatokban szerepet jatszo gének transzkripcids mintazata is szignifikans
novekedést mutatott, mint példaul a glutation anyagcseréhez kothetd gének esetében (G711,
GTTI12, GTTI3, GCSI, GST2, C5_01560C és TTRI) vagy az intracellularis fémionok koziil a
vas, a réz ¢és a cink ionok sejten beliili homeosztazisdban szerepet jatszo gének esetében. A vas
homeosztazisban résztvevd gének koziil elsésorban a vas reduktazokat kodold gének
transzkripcidja fokozoddott (CFL4, CFL11, CR 07300W, C7 _00430W, FRE7 és FREY),
tovabba a réz oxidazok (FET99 ¢és CCC2), a sziderofor transzport (SIT1) és a SEF1
transzkripcids faktort kodold gének transzkripcidja is megnovekedett. A réz intracellularis
szabalyozasaban résztvevd gének esetében elsdsorban a MACI transzkripcios faktor,
kiilonb6zé chaperonok ¢és réztranszporterek (CCSI, CTRI ¢és CCC2) transzkripcidja
feliilszabalyozodott, de a cink anyagcserével kapcsolatos gének (CSRI és PRAI —
transzkripcids faktor és sejtfelszini fehérje) esetében is hasonléan magas transzkripcids
mintdzat volt megfigyelhetd a surfactin kezelést kovetden a kezeletlen tenyészetekhez

viszonyitva.

Ugyanakkor az emlitett fémionok vonatkozasaban csokkent transzkripciot mutattunk ki a ferri-
permeazok (FTRI ¢és FTR?2), a hemoglobin hasznositasahoz kapcsolodo gének (HMX1, PGA10
€s CSAI), az AFT?2 transzkripcids faktort kddold gén, valamint a vakuolaris vas (SMF3), réz
(CRPI) ¢és cink (ZRT1) transzporterek esetében. A csokkent felszini adhézidval 6sszefiiggd, a
biofilm képzéshez kapcsolddd gének transzkripcids mintdzata szignifikans valtozast mutatott a
surfactin kezelés hatasara. Az alulszabalyozott géncsoporton beliil kilenc gént azonositottunk,
melyek a biofilm adhéziojaban (EAPI és PGAI), a biofilm érésében (EFGI, ROBI,
CPH2, IFD6, GCAI és ADHS5) és a biofilm diszperzidjadban (NRGI) vesznek részt (8A—
C éabra). Az rRNS exporttal kapcsolatos gének (RPS3, RPS5, RPS10, RPS15, RPSIS8, RPS194,
RPS21, RPS26A, RPS28B és YSTI) és a transzlacio (128 gén; pl. RPS21, RPS42, RPL10, COll,
TEF2, MIRI, FGR41, SAM2, DPP2, HHFI) jelentésen alulszabalyozottak voltak, melyek
hozzajarulhatnak a gombasejtek csokkent metabolizmusahoz. Az RNS-seq és RT-qPCR adatok
az elemzett 15 gén esetében erds korrelaciot mutattak (Pearson-féle korrelacids egyiitthato:

0,95) (12. 4bra).
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11. abra: A  surfactin  kezelés altal Kkivaltott transzkripciés valtozasok a C.  albicans-ban.
A feliilszabalyozott (piros) és alulszabalyozott (kék) gének koziil azokat tekintettiik differencidltan expresszalodd géneknek
(korrigalt p érték < 0,05), amelyek expresszdja tobb mint 1,5-szeres ndovekedést vagy csokkenést mutattak a kezeletlen
tenyészetekhez viszonyitva (surfactin kezelt kontra kezeletlen mintak). A: A gén-dusulasi elemzéseket dsszefoglald abra, ahol
a feliilszabalyozott (piros ,,FEL”) és alulszabalyozott (kék ,,LE”) gének lathatok, illetve az alattuk félkovérrel szereplé szamok
mutatjak, a szignifikansan expresszalodott gének szamat. B-C: A surfactin kezelés kovetéen C. albicans-ban feliilszabalyozott
(B) és az alulszabalyozott (C) géncsoportok dusulasi vizsgalat eredménye lathatd, az egyes csoportokhoz tartozé gének
szamaval. D: A hétérkép a reprezentativ gének transzkripcids profiljat mutatja be a szinskala alapjan, amely a transzkripcio
véltozasait jelzi. A félkovérrel szedett gén nevek jel6lik azokat a géneket, amelyeket RT-qPCR-rel valo elemzésre valasztottunk

ki (1. melléklet).
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12. abra: RNS-seq és RT-qPCR eredményeinek dsszehasonlitasa. Az RNS-seq adatok FC (fold change = relativ valtozas)
értékekként keriiltek bemutatasra. A relativ transzkripcios szinteket a kovetkezd képlet szerint szamoltuk ki: AACP =
ACPkontroll — ACPkezelt, ahol: ACPkezelt = CPvizsgalt gén — CPreferencia gén (surfactinnal kezelt tenyészetbdl mérve),
ACPkontroll = CPvizsgalt gén — CPreferencia gén (kontroll mintabdl mérve). A CP értékek a RT-qPCR soran a keresztezési
ciklusszamot jelolik. Referenciagénként a HPT1 gént alkalmaztuk. A AACP értékeket, amelyek szignifikansan eltértek nullatol
(p <0,05, Student-féle t-proba, n = 3), és ezaltal feliil- vagy alulszabalyozott génekre utaltak, piros és kék szinnel jeldltik. A
két modszer soran kapott eredmények Osszehasonlitisara a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd meghatdrozasaval tortént,

melynek értéke 0.95 volt.

6.3. A surfactin hatasa a Candida albicans sejtek intracellularis fémtartalmara.

Mivel a surfactin kezelést kovetéen a C. albicans tenyészeteken végzett transzkriptomikai
elemzések soran azt tapasztaltuk, hogy az intracellularis fémionok homeosztazisaban szerepet
jatsz6 gének transzkripciés mintdzataban is jelentds valtozadsok indukalodnak, ezért
transzkriptomikai eredményeink megerdsitése ¢érdekében ICP-OS modszer segitségével
meghataroztuk a gombasejtek intracellularis fémion koncentracidjat 4 6ras surfactin kezelést
kovetden. A mérési eredményeink jol reprezentdljak, hogy surfactin kezelést kovetden a C.
albicans sejtek vas-, mangédn- ¢és cinktartalma jelentdsen csokkent a kontroll tenyészetekhez
képest (p < 0,05-0,01; 2. tablazat). A vas esetében a kontroll tenyészetekben mért 127,1 + 18,4
ng/g-hoz képest a SUR-kezelés hatasara a koncentracié 70,9 + 8,4 pug/g -re csokkent (p < 0,05;
2. tablazat). Az intracelluldris cink koncentracioban is hasonl6 tendencia volt megfigyelhetd,
miszerint a kontroll tenyészetekben mért 214,4 + 4,5 pg/g értékek 169,6 + 8,9 pg/g-ra
redukalodtak (p < 0,01; 1. tablazat). Bar ez a tendencia kicsivel alul marad a mangan esetében,
ahol a kiindulasi koncentraciordl, 8,1 + 0,5 pg/g-r6l 5,3 £ 1,3 nug/g-re vald csokkenés volt
kimutathat6, de ez a valtozas szintén szignifikansnak bizonyult (p < 0,05; 1. tablazat). Ezzel
szemben az élesztdsejtek réztartalméaban szignifikans mértékli eltérést nem tapasztaltunk a
kezeletlen, kontroll tenyészetekben mért koncentracidkhoz viszonyitva (kontroll: 3,1 + 0,95

ng/g, kezelt: 2,0 + 0,25 pg/g) (p > 0,05; 1. tablazat).
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Atlag + széras

Ton koncentracio/ kezelés
Vas (Fe) Mangan (Mn) Cink (Zn) Réz (Cu)

(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Kezeletlen gombasejtek 127,1 £184 8,1+0,5 214,4+4,5 2,0+£0,25

Surfactin-nal kezelt

. 70,9 + 8,4* 53+1,3* 169,6 +8,9™ 3,1£0,95
gombasejtek

1. tablazat: Surfactin altal Kkivaltott vas-, mangan-, cink- és réz ionok intracellularis koncentraciéjanak
valtozasa Candida albicans-ban 4 6ras expoziciot kovetéen. A tablazat 3 egymastol fliggetlen, de ugyanazon modszerrel
késziilt kisérletbdl szarmazd eredmények atlagat + szorasat mutatja be, ahol a csillagok a kontroll- és a surfactinnal kezelt

tenyészetek kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik. (atlag + SD; * p < 0,05, **p <0,01).

6.4. A HSL hatasa a Candida albicans és a Cadida auris novekedésére

HSL kezelést kovetden vizsgaltuk (13. abra). A HSL-t az eldtenyésztett Candida sejtekhez
adva, mar 2 Oras expozicid utdn jelentés mértékii novekedésgatlast tapasztaltunk. Ezt a
gatlohatast egyrészt a tenyészetek optikai denzitasdnak (OD s40) csokkenése, masrészt a DCM
értékek alapjan is megerdsitettiik. 4 C. auris esetében az OD e40- nél mért abszorbanciaértékek a
kezeletlen kontroll mintaknal 1,06 + 0,03 volt, mig a 100 uM és 200 uM HSL-lel kezelt sejtek
esetében 0,97 £ 0,02 és 0,82 + 0,01 értékek voltak, ami statisztikai szempontbo6l szignifikans
csOkkenést jelentett (p <0,001-0,01) (13A. &bra). Mindemellett a DCM-értékek szintén
jelentdsen visszaestek a kezelés hatasara. A kezeletlen kontroll sejtek esetében 0,26 + 0,02 g/1
értéket mértiink, mig a 100 uM ¢és a 200 pM HSL kezeléseket kovetden 0,13 + 0,02 g/l, illetve
0,09 + 0,02 g/l értekeket rogzitettiink (p < 0,001). Ezzel szemben a C. albicans esetében csak a
200 uM-os HSL kezelés valtott ki szignifikans novekedésgatld hatast 2 oOras expoziciot
kovetden. Az ODeso-en mért abszorbancia értékek a kezeletlen kontrollnal 1,33 + 0,04, addig
a 200 pM-al kezelt mintdkban mért abszorbancia 1,24 + 0,03 voltak (p <0,01) (13B abra). A
DCM értékek hasonlo tendenciakat mutattak (kontroll: 0,54 + 0,03 és 200 uM-al kezelt: 0,46 +
0,02; p<0,01).
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13. abra: A 100 és 200 pnM-os HSL expozicio gatolja a Candida auris (A) és Candida albicans (B) novekedését kiilonb6zo
idépontokban. A sejtndvekedés valtozasat az abszorbancia (ODe40) mérésével kovettiik nyomon. A 4 6ras inkubaciot kdvetden
HSL-t adtunk a tenyészetekhez 100 és 200 uM végsé koncentracioban. Az egyes idépontokban feltiintetett értékek az
izolatumok metabolikus aktivitasanak atlagat + szorasat (SD) mutatjak, harom egymastol fiiggetlen kisérlet izolatumaibol. A
csillagok a kontroll- és a HSL-lel kezelt tenyészetek kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik (***p < 0,001; **p <
0,01).

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

Az abiotikus felszinhez tapadt gombasejtek esetében a HSL kezelés C. auris-nal minden
vizsgalt koncentracidban gatolta a metabolikus aktivitast, mig C. albicans-nal a hatds mértéke
egyértelmil koncentraciofiiggést mutatott (14A—B abra). A kitapadt C. auris sejtek metabolikus
aktivitdsa 8 oras HSL expoziciot kovetden, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva, 100 uM
koncentracional 64,8% =+ 2,5%, mig 200 uM esetén 61,4% + 8,4% volt. Ezzel szemben a C.
albicans sejtek metabolikus aktivitdsa 100 uM HSL hatasara 78,5% =+ 4,3%-ra, mig 200 uM
kezelés mellett 55,4% + 6,4%-ra csokkent a kontroll értékhez képest (10A—B abra). A C. auris
¢és C. albicans sejtek metabolikus aktivitasdnak 0sszehasonlitasa soran megallapitottuk, hogy a
C. albicans esetében a legalacsonyabb metabolikus aktivitas a 6 oras expozicids idépontban
volt mérhetd: 100 uM HSL mellett 65,4% + 6,0%, mig 200 uM kezelés esetén 39,3% + 2,8%
érteket detektaltunk. Nyolc o6ras kezelést kovetden a C. albicans sejtek metabolikus
aktivitdsaban enyhe novekedést figyeltiink meg, ugyanakkor a C. auris tenyészetekben a HSL
expozicio hatasara tovabbra is gatolt volt a metabolikus aktivitas.

A metabolikus aktivitdsi vizsgalat soran kapott eredményeink Osszhangban alltak a
fluoreszcens mikroszkopos felvételekkel. A képeken jol lathato, hogy a HSL kezelés

crer
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kontroll tenyészetekhez képest. A C. auris tenyészetekrdl késziilt felvételek kozott a 8 oras
expoziciot kovetdkon mar megfigyelhetdk voltak nagyobb sejtcsoportosuldsok, illetve
aggregatumok (kb.: 30-50 sejt) (14A abra). Erdekes modon a HSL kezelés nem tudta teljes
mértékben gatolni a C. albicans dimorfizmusat, vagyis a csiratomlok, hifdk és pszeudohifak
kialakulasat. Ugyanakkor a fonalas struktirdk rendezett elrendezddése megsziint:
morfologiajuk szabalytalanna valt, és kiterjedt, kusza hifaaggregatumok megjelenése volt

megfigyelhetd a 8 6ras HSLkezelést kovetden (14B abra).
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14. abra: A metabolikus aktivitas idébeli valtozasa az adhézié soran, kiilonb6z6 HSL koncentraciéok (100 és 200 pM)
jelenlétében. Candida auris (A) és Candida albicans (B) esetében. A vonaldiagramokon a relativ metabolikus aktivitas értékei
(%) keriilnek bemutatasra, ahol a kontroll sejteknél mért aktivitas minden idépontban 100%-nak feleltetheté meg. Az egyes
iddpontokban feltiintetett értékek az izolatumok metabolikus aktivitdsanak atlagat + szorasat (SD) mutatjak, harom egymastol
fiiggetlen kisérlet izolatumaibol. A fluorescensz mikroszkopos felvételeken Calcofluor fehér festékkel megfestett C. auris (A)

¢és C. albicans (B) sejtek lathatoak 2, 4, 6 és 8 6ras HSL-val torténd inkubaciot kovetden (40x nagyitas).
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6.6. A HSL hatasa a Candida fajok virulenciajara in vivo koriilmények kozott

A HSL kezelésnek a C. auris és C. albicans virulenciajara gyakorolt hatdsanak vizsgalatdhoz
szisztémasan fertdzott egérmodellt alkalmaztunk. Az egerek veséibdl kimutatott gombasejtek
mennyisége alapjan megaéllapitottuk, hogy C. albicans esetében egyik HSL-lel kezelt
csoportban sem volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség a kezeletlen kontrollhoz képest. Ezzel
szemben C. auris fertézés esetén figyelemre méltd csdkkenést tapasztaltunk az 50 és 100 uM
koncentracioji HSL kezelések hatasara. A kezelések kovetkeztében az egerek homogenizalt
vesemintdibol kimutathatd életképes gombasejtek szdma szignifikdnsan mérséklédott a

kontrollcsoporthoz viszonyitva (15A-B ébra).

A B
108
_‘Iu‘ R P =
] U 4T
&H}’ ?‘D
) Ll -E
:g 108 e T ‘-9 108 S s .t
et —t . LB L, —ttas ==
:; %, _— Ay faza® g ,—.i;'g___.! R L34 LR T
L s : . . w . i :
z . 0 T 3, .
- L a
& 0t 3 g < o
=y L T
=1 - P o
oo H s 10°*
L N 3

i I
» v

10! 101

Kontroll 50 uM 100 pM 200pM Kontroll 50 UM 100 pm 200 uM

Kontroll ) Kontroll

15. abra: A Candida auris (A) és Candida albicans (B) vesében mért fertdzottség szisztémasan fert6zott egérmodellben.
A diagram a BALB/c egerek vese szovetjeibdl meghatarozott gombaterhelés atlagat + szorasat (SD) mutatjak. A CFU értékek
kozotti szignifikans kiilonbségeket a kezeletlen kontrollcsoporthoz viszonyitva hataroztuk meg. A csillagok a kontroll- és a
HSL-lel kezelt tenyészetek kozotti statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelzik (**p < 0,001). A szisztémas candidiasisban
szenvedd egerek vese szovetjeiben a kezeletlen és a HSL kezelést kovetd hisztoldgiai elvaltozasokat, a gombasejteket
Perjodsav—Schiff (PAS) festéssel vizsgaltuk (100x nagyitas). A szovettani képeken a fekete nyilak a gombak altal 1étrehozott,
nagyobb sejtagregatumokat jelolik.
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A hisztopatologiai vizsgalatok eredményei Osszhangban voltak a kvantitativ tenyésztési
adatokkal (15.A-B abra). A C. auris-szal fertézott egerek kontrollcsoportjaba tartozo egyedek
ves¢jében kiterjedt szoveti elvaltozasok voltak megfigyelhetok, tobb esetben sarjadzo
¢lesztosejtek jelenlétével. Mar az 50 uM HSL-lel végzett napi kezelés is jelentdsen csokkentette
az elvéltozasok szamat és a szdveti karosodas mértékét. A C. albicans-szal fert6zott egerek
veseszoveteiben ezzel szemben minden kezelt csoportban tobb, kiterjedt gombas elvaltozast
azonositottunk. Ezekben az elvaltozdsokban ©nallé és sarjadzd é€lesztdsejtek, valamint

pszeudohifak és hifak egyarant jelen voltak.

6.7. A Candida fajok transzkripcios valtozasai HSL kezelést kovetoen

A HSL kezelést kovetden a C. albicans és C. auris sejtekben indukaldédo biologiai folyamatok
hatterében all6 molekularis mechanizmusok feltérképezése érdekében teljes transzkriptom-
elemzést végeztiink. Az elemzések eredményei alapjan a 200 pM HSL kezelés mindkét faj
esetében kiterjedtebb transzkriptom szintli véltozasokat idézett eld, mint a 100 puM
feliil- és alulszabalyozott gének szdma a 100 uM HSL kezelés hatasara 189, illetve 132 volt,
mig 200 uM HSL alkalmazasakor 354 feliil-, illetve 540 alulszabalyozott gént azonositottunk
a kontrollhoz képest (16A é4bra).

Mind a két gombafaj esetében a két kezelt csoport differencidlisan expresszalodo génjeinek
(DEG-ek) 0sszehasonlitdsa soran minddssze minimalis atfedést tapasztaltunk: A C. albicans
vonatkozasdban 44 gén mutatott fokozott transzkripcidt, mig 76 gén csdkkent transzkripciot
mindkét kezelés esetében. Ezen tulmenden, a C. auris-nal a 200 uM HSL kezelésre adott
valaszként azonositott génkészlet koriilbeliil a differencialodott génallomany felét tette ki, azaz
45 gén transzkripcidja fokozodott, mig 25 géné csokkent a 100 uM-os kezeléshez viszonyitva

(16B abra).
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16. abra: A Candida albicans és Candida auris feliil- és alulszabalyozott génjeinek szima. Az A-val jeldlt oszlopdiagram
a feliilszabalyozott (piros) és az alulszabalyozott (kék) gének szamat mutatja. Csak azok a differencialtan kifejez6d6é gének
(DEG-ek; korrigalt p érték <0,05) szerepelnek, amelyek transzkripcidja tobb mint 1,5-szeres novekedést vagy csokkenést
mutatott (FC > 1,5, illetve FC <—1,5). A B-D jel6lésti abrak a feliil- és alulszabalyozott gének Venn-diagrammjat mutatjak a
HSL-vel kezelt C. albicans (B) és C. auris (C) torzsekben, valamint a feliil és alulszabalyozott gének atfedését a C. albicans
¢és C. auris 100 és 200 uM HSL kezelésre adott valaszai soran (D). A feliil és alulszabalyozott gének szama is feltiintetésre

keriiltek.

Miutan a géneket biologiai funkciojuk alapjan csoportositottuk, azt tapasztaltuk, hogy a C.
albicansban 100 uM HSL kezelés hatdsara elsdsorban a mitotikus sejtciklussal (21 gén), a
szterol-bioszintézissel (8 gén; pl. ERGI, ERG3) ¢és a sejtciklus- illetve morfologiai atmenet
szabalyozasaval (pl. CCN1, GIN4, valamint a protein-kindzt kédoldé HSL1) kapcsolatos gének

transzkripcidja csokkent. Ezzel szemben a zsirsav bontdsban (8 gén), az RNS-anyagcsere-
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folyamatokban (99 gén) és a riboszoma-biogenezisben (73 gén) részt vevd gének
transzkripcidja fokozodott. Ehhez képest a 200 uM HSL kezelés a vegetativ ndvekedéssel
Osszefliggd folyamatok transzkripcidjat széles korben lecsdkkentette, beleértve a mitotikus
sejtciklust (54 gén), a DNS-replikaciot (32 gén), az RNS-anyagcsere-folyamatokat (139 gén),
a riboszéma-biogenezist (136 gén), a transzlaciot (125 gén), a szterol-bioszintézist (32 gén; pl.
HMGI, IDII, CYBS5, ERGI, ERG3, ERG6, ERGY, ERG11, ERGI2, ERGI13) és a zsirsav-
bioszintézist (pl. FEN12, FENI, FAD3, EHTI1, ERG3, SUR2, ERG251, LABS).

Ugyanakkor a gyogyszertranszportban (33 gén; pl. CDRI, CDR2, az ABC-transzportereket
koédolo SNQ2, valamint a MRRI — multidrug rezisztencia reguldtor 1 — transzkripcios faktor),
az oxidativ stresszre adott valaszban (17 gén; pl. CIP1,SOD1, SOD2, SOD6, PST1), a glutation-
anyagcserében (16 gén; pl. TTR1, GST2, GPXI) és a zsirsav bontadsban (13 gén) részt vevo
gének transzkripcioja fokozddott a 200 uM HSL kezelés hatasara (2. tablazat).

A feliil- és alulszabalyozott gének szima (korrigalt p értékkel)

Szignifikdns gének csoportositisa

Candida albicans

Candida auris

100 uM HSL vs
Kontroll

200 uM HSL vs
Kontroll

100 uM HSL vs
Kontroll

200 uM HSL vs
Kontroll

Transzmembran transzport

46 (0.012)°

15 (0.016)°

34 (0.0005)°

36 (2.1x10710y°

Gyogyszer transzport

33(0.0001)°

Glutation anyagcsere

16 (1.73x10%

5 (0.02)°

Oxidativ stressz valasz

17 (0.016)°

Peroxiszoma

11 (1.4x10710¢

21 (7.8x1072y

Mitotikus sejtciklus folyamata

21 (3.3x10°%)

54 (1.17x10°)

DNS- replikacio 32 (2.34x107) 9 (0.006)°
RNS képzddés folyamata 99 (6.1x1022)° 139 (0.005)°
Riboszéma szintézise 73 (1.0x107'8)° 136 (3.6x107!1ye 20 (2.8x10)°
Transzlacid/ fehérjeszintézis 125 (2.7x1075)° 25 (4.5x10717y°
Mitokondrium 40 (0.03)°
Vas ion transzmembran transzportja 2 (0.012)¢ 3 (0.028)¢ 2 (0.022)°
Cink ion transzmembran transzportja 2 (0.005)°
Vas ion megkotése 5(0.003)° 7 (0.008)¢
Cink ion megkotése 10 (0.001)°
Zsirsav bioszintézis 8 (0.01)° 5(0.013)¢
Zsirsavbontas 8 (0.0024)° 13 (0.008)° 5(0.001)° 22 (6.9x1012)°
Szterol szintézise 8(0.033)° 32 (3.54x10°7y 3(0.031)°

2. tablazat: A szignifikans transzkripciét mutaté gének mikrobiolégiai funkciéjuk szerinti csoportositas ugynevezett
géndusitasi elemzést kovetoen (gene enrichment analysis). Az egyes jel6lések értelmezése: a: A félkovér szamok azokat a
feliil- (piros) vagy alulszabalyozott (kék) géneket jelolik, amelyek azon gépcsoportokhoz tartoznak, ahol a dusulas

szignifikansnak bizonyult; a p-értékek a zardjelben szerepelnek. A feliil- és alulszabalyozott géneket differencialtan
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expresszalodo génekként hataroztuk meg (DEG-ek). b: A kivalasztott szignifikans génontoldgiai (GO) kifejezéseket (p < 0,05)
a Candida Genome Database veboldalon talalhato Gene Ontology Term Finder programmal azonositottuk. c: A FungiDB

platformot az alapbeallitasokkal hasznaltuk a feliil- és alulszabalyozott géncsoportok jellemzésére.

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

0,95) (17. 4bra).
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Osszehasonlitasa) Osszehasonlitasa)
100 pM HSL kezelt C.auris vs. kezeletlen C.auris: 0.92 100 pM HSL Kkezelt C. albicans vs. kezeletlen C. albicans: 0.93
200 pM HSL Kkezelt C. auris vs. kezeletlen C. auris: 0.93 200 pM HSL Kkezelt C. albicans vs. kezeletlen C. albicans: 0.95

100 pM HSL Kkezelt C. auris vs. 200 pM HSL kezeletlen C. auris: 100 pM HSL kezelt C. albicans vs. 200 pM HSL kezeletlen C.
0.94 albicans: 0.91

17. abra: Az RT-qPCR és a teljes transzkriptom szekvenalas (RNS-seq) eredményeinek az 6sszehasonlitasa. Az RNS-
seq adatok FC (fold change = relativ valtozas) értékekként keriiltek bemutatasra. A relativ transzkripcios szinteket a kovetkezd
képlet szerint szamoltuk ki: AACP = ACPkontroll — ACPkezelt, ahol: ACPkezelt = CPvizsgalt gén — CPreferencia gén (HSL
kezelt tenyészetbol mérve), ACPkontroll = CPvizsgalt gén — CPreferencia gén (kontroll mintabol mérve). A CP értékek a RT-
qPCR soran a keresztezési ciklusszamot jelolik. Referenciagénként a C. albicans C1_13700W (ACTI), mig a C. auris esetében
a B9J08 000486 (ACT1) géneket alkalmaztuk. Az abran azok a AACP értékek keriiltek abrazolasra, amelyek szignifikansan
eltértek nullatél (p <0,05, Student-féle t-proba, n = 3), és a kiilonbdzd elemzésekhez tartozd értékeket kiilonb6zo szinnel
jeloltiik. A két modszer soran kapott eredmények Osszehasonlitasara a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd meghatarozasaval

tortént, melynek értékei 0.92-0.95 kozott voltak.
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Transzkriptomikai eredményeink alapjan a 200 uM HSL kezelés globalis transzkripcios
valtozasokat idézett eld6 a C. auris sejtekben. A feliilszabalyzott gének olyan bioldgiai
folyamatokhoz kapcsolddtak, mint példaul a transzmembran transzport (34 gén; pl. antifungalis
gyogyszertranszporterek CDR 1, CDR4, valamint a foszfattranszporter PHO84), a peroxiszoma
mikodése (21 gén), a mitokondridlis folyamatok (40 gén), a vas-ion homeosztazis (FTHI,
FRE9, HMX1, tobb feltételezett hemkoto fehérje, RLII, egy ABC-transzporter, ALK?2, valamint
az n-alkan-indukalhat6 citokrom P450 ¢és a CDGI cisztein-dioxygenaz), valamint a

zsirsavlebontas (22 gén) (2. tablazat).

Ezzel szemben a csokkent transzkripciot mutatd gének kozott szintén jelentds szamban
szerepeltek a  transzmembran transzportért felelds gének (36 gén), koztik
gyogyszertranszporterek (MLT1, B9J08 003832), réz- és cinktranszporterek (CTRI, ZRT2,
B9JO8 003341), valamint a vas-ion homeosztazisban részt vevo gének (FRPI, FTRI, FTPI,
PGA7,B9J08 003002).

Tovabba csokkent transzkripciot mutattak a glutation-anyagcseréhez kapcsolddo gének (GCS1,
GLRI, APE2, RNR3), a DNS-replikacioban részt vevd gének (9 gén), az antifungalis
rezisztenciat szabalyozd MRR1, valamint a hossz szénlanc zsirsavak bioszintéziséért felelos

FAS1 és FAS?2 (zsirsav-szintazokat kodold) gének (2. tdblazat).

Mind a 100 pM, mind a 200 uM HSL kezelés esetében megfigyeltiik a B9JO8 001458 (SCFI)
gén transzkripciojanak csokkenését, amely egy C. auris-specifikus felszini kolonizacios faktort
kodol. Ezzel parhuzamosan fokozodott azoknak a géneknek az transzkripcidja, amelyek a 3-
hidroxipropionaton keresztiil modositott B-oxidéacids utvonalhoz kapcsolodnak (5 gén: POXI-

3, FOX2, CAT2, CRC1, HPDI).

A 100 uM HSL-lel kezelt C. auris transzkriptomikai adatai alapjan a feliilszabalyzott gének
kozott gazdagon képviselték magukat a cinkion-kotéshez kapesolodo gének (10 gén), koztik
transzkripcids faktorok (SFUI, CRZ2), feltételezett Zn(II)Cyss tipusu transzkripcids faktorok
(ZCF4,SUTI), valamint a cinkujjas szabalyozé fehérjét kodolo IRF'1. Ezzel szemben a 100 uM
HSL kezelés hatasara alulszabalyozott gének kozott a pre-replikativ komplex komponensei
(MCM6, CDC6), valamint a transzlacidhoz (25 gén), a riboszoma-biogenezishez (20 gén), a
szterol bioszintézishez (ERG2, ERGS5, ERG13) ¢és a gybdgyszertranszporthoz (MDRI1, ROAI)
kapcsolodo gének dominaltak (2. tablazat).
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6.8. A Candida fajok intracellularis fémion koncentracidjanak valtozasa HSL kezelést

kovetoen

A HSL expozicio jelentés mértékli transzkripcids valtozasokat idézett elé a C. auris fémion-
homeosztazissal kapcsolatos génjeiben. Ennek megerdsitése érdekében ICP-OES technikat
alkalmazva megvizsgaltuk, hogy a HSL kezelés miként befolyasolja a gombasejtek
intracellularis fémtartalméat. Eredményeink alapjan megallapithato, hogy mind a 100 uM, mind
a 200 pM HSL kezelés a C. auris esetében mar 4 ords expozicidt kovetden fiziologiai
valtozasokat indukalt. A kezelések hatasara az élesztOsejtek vas- €s cinktartalma szignifikansan

csokkent a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest (3. tablazat).

A vas esetében a kontroll tenyészetekben mért 231,6 + 6,7 pug/g értékhez viszonyitva a 100 uM
HSL kezelés hatdsara a vas mennyisége 155,0 = 30,6 pg/g-ra, mig a 200 uM kezelésnél 117,5
+ 12,5 pg/g-ra csokkent (p < 0,05-0,001; 3. tablazat). Hasonlo tendencia volt megfigyelhet6 a
cinktartalom esetében is: a kezeletlen sejtekben mért 612,1 + 19,3 pg/g értékhez képest a 100
¢s 200 uM HSL-lel kezelt sejtekben a cinktartalom 436,6 + 54,4 pg/g-ra, illetve 326,4 + 27,8
ng/g-ra csokkent (p < 0,05-0,001; 3. tablazat). Ezzel szemben a HSL kezelés nem befolyasolta
szignifikdnsan sem a réz-, sem a mangantartalmat a kontrollhoz képest. A réztartalom a
kontrollmintakban 9,7 + 0,5 pg/g volt, mig a kezelt sejtekben 11,7 = 1,8 ng/g (100 uM) és 11,6
+ 2,3 ng/g (200 uM) értéket mértiink. A mangantartalom esetében a kontrollérték 29,4 + 0,9
ng/g volt, a HSL kezelések utan pedig 33,7 + 3,5 pg/g (100 uM) és 29,6 + 1,9 ng/g (200 uM)
értékeket detektaltunk (p > 0,05; 3. tdblazat). A C. albicans esetében sem a 100 uM, sem a 200
uM HSL kezelést kovetden — sem 2, sem 4 6ras expozicios 1d6 utdn — nem mutattunk ki
szignifikans valtozast a fémion homeosztazissal 0sszefliggd gének transzkripcidjaban. Ennek
megfelelden a C. albicans mintakban nem végeztiik el az intracellularis fémionok mennyiségi

meghatarozasat.

Atlag + széras

LA E U SO G b Vas (Fe) Zink (Zn)  Réz(Cu) Mangin (Mn)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
Kontroll 231,6+6,7 | 612,1£193  97+05  294%009
100 M HSL 1550+30,6°  436,6+544" 11,718  337£35
200 pM HSL 117,5+12,5""  3264+27,8™  11,6+23 29,619

3. tablazat: A Candida auris sejtek intracellularis vas- (Fe), cink- (Zn), mangan- (Mn) és réztartalmanak (Cu)
mennyisége 4 oras, 100 és 200 pM HSL kezelést kovetéen. A tablazat 3 egymastol fiiggetlen, de ugyanazon modszerrel

késziilt kisérletb8l szarmazo eredmények atlagat mutatja be (atlag = SD; * p < 0,05, **p < 0,01, ™ p < 0,001).
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7. Megbeszélés

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

koriilottiik.

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

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

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

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

kutatok eldtt mindeddig ismeretlen volt.

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

kapcsolodo gén altalanos alulszabalyzodéasanak tudhato be.

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

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

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

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

sensing folyamatok befolyasoldsara (Liu és mtsai. 2019).

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

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

crer

¢s mtsai. 2003).

Az eldbbiekben leirt Gram-pozitiv baktérium-Candida interakcié mellett a Gram-negativ
baktériumok vonatkozasdban is szamos figyelemre méltd eredmény olvashat6 az irodalomban.
A P. aeruginosa és a C. albicans kdzotti kdlcsonhatés természete és vizsgalata gyakran szolgél
modellként a gomba—Gram-negativ baktériumok kozotti interakciok vizsgalatdhoz, amelyeket

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

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

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

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

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

specifikus hatdsaihoz hasonlitottak (Jakab és mtsai. 2021).

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

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

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

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

az eredmények kozti kiilonbségeket (Bandara és mtsai. 2020).

57



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

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

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

azonositottak (Pelletier és mtsai. 2024).

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

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

crer

crcr

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

felszaporodasat eredményezte a tenyésztokozegben.

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

kontroll sejtekhez képest. Hogan és munkatarsai hasonl6é eredményeket figyeltek meg, ahol a
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HSL éltal kivaltott hatas 6 6ra inkubacid utan volt a leglatvanyosabb (Hogan és mtsai. 2004).
Korabbi vizsgalatok szerint a 100-200 uM HSL koncentraciok teljes mértékben meggatoltak a
HWPI gén expresszidjat, ezaltal akadalyozva a hifaképzddést C. albicans-ban (Hogan és
Sundstrom 2009). Més tanulmanyokban a Pseudomonas tenyészetek feliiluszdjaban talalhatéd
HSL mind a hifaatalakulést, mind a biofilmképzddést gatolta (Hogan és Sundstrom 2009). Egy

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

crcr

crer

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

intermedier (Otzen és mtsai. 2014).

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

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

képest (Nagy és mtsai. 2020).

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

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

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

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

kommunikéci6 terapids potencidljanak kiaknazasaban is.
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8. Osszefoglalas

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

modosulasahoz vezethetett.

Ezzel parhuzamosan a N-(3-oxododekanoil)-L-homoszerin-lakton hatdsara a sejtek vas- és
cinktartalma szignifikdnsan csokkent, mig tobb multidrog-efflux pumpa génje (példaul CDRI,
CDR4) feliilszabalyozodott.  Allatkisérletekben az alacsony (50-100 uM) N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lakton koncentracidok csokkentették a C. auris egérvesékben
mért gombaterhelését, mig C. albicans-ban nem mutatkozott hasonl6 hatas. A B. subtilis altal
termelt surfactin szintén erételjes gombaellenes hatast mutatott. Ez a ciklikus lipopeptid mar
biofilmképzést. A sejtek intracellularis vas-, mangan- és cinkszintje lecsokkent, mig a
glutation-szint megemelkedett. A transzkripcids profil alapjan tobbek kézott lecsokkent az
ergoszterol- €s zsirsav-bioszintézishez (ERGI, ERG3, FASI), valamint a biofilmképzéshez
(EFG1, ECEI) kapcsolodo gének aktivitasa. A surfactin €s a fluconazole egyiittesen szinergista
hatést fejtett ki. Eredményeink hangsulyozzédk, hogy a bakterialis kommunikéacios molekuldk
nem pusztan jelatvivok, hanem komplex sejtszintli szabalyozoként befolyasoljak a gombak
anyagcseréjét €s patogenitasat. E kutatasok ravildgitanak arra, hogy ezen folyamatok célzott

befolyasolasa 1) lehetdséget kinalhat a Candida infekcidk visszaszoritasaban.
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9. Summary

In recent years, the study of bacterial-fungal interactions have gained increasing importance,
as these relationships play a pivotal role in microbial ecosystem dynamics and infection
outcomes. We investigated the effects of Pseudomonas aeruginosa-derived N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactone and Bacillus subtilis-derived surfactin, focusing on how
these molecules influence the virulence, and metabolism of Candida species (Candida albicans

and C. auris).

During the analysis of N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone, we showed that this
quorum sensing molecule alters the growth, adhesion, and gene transcription of C. auris and C.
albicans cells. The treatment led to a decrease in adhesion capacity and biofilm formation,
accompanied by the downregulation of the SCFI gene. In C. auris, cell aggregates were
observed, whereas C. albicans exhibited distorted hyphal structures. Transcriptomic analyses
revealed that N-(3-oxododecanoyl)-L-homoserine lactone particularly affects genes related to
fatty acid oxidation, membrane structure, and ion transport, shifting the metabolism toward the
B-oxidation pathway. The expression of ergosterol biosynthesis genes decreased, potentially
altering membrane fluidity and antifungal susceptibility. Simultaneously, exposure to N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactone significantly reduced intracellular iron and zinc levels,
while several multidrug efflux pump genes (e.g., CDRI, CDR4) were upregulated. In vivo
experiments showed that low concentrations (50-100 pM) of N-(3-oxododecanoyl)-L-
homoserine lactone reduced fungal burden in the kidneys of C. auris-infected mice. The
Bacillus subtilis-derived surfactin also exhibited strong antifungal activity. This cyclic
lipopeptide inhibited C. albicans growth, adhesion, hyphal development, and biofilm formation
even after short exposure. Intracellular concentrations of iron, manganese, and zinc decreased,
while glutathione levels increased, indicating an enhanced antioxidant response.
Transcriptomic profiling revealed the downregulation of genes involved in ergosterol and fatty
acid biosynthesis (ERGI, ERG3, FASI), as well as in biofilm formation (EFGI, ECEI).
Moreover, surfactin acted synergistically with fluconazole, enhancing antifungal efficacy. Our
studies emphasize that bacterial communication molecules are not merely signalling mediators
but function as complex regulators that profoundly influence fungal metabolism and
pathogenicity. These findings highlight that targeted modulation of such microbial interactions
offers promising new avenues for mitigating Candida infections and developing innovative

antifungal strategies.
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10. Uj megallapitasok

— A B. subtilis altal termelt surfactin szignifikansan gatolta a C. albicans virulenciajat, az
adhézio, a morfogenezis €s a biofilmképzés szintjén.

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

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

— A transzkriptomikai elemzéseink feltartdk, hogy a HSL kezelés elsOsorban a
membranstruktira integritasaban, az iontranszporttal és a zsirsav oxidacidval kapcsolatos
gének transzkripcidjat moduldlja, valamint az anyagcsere folyamatokat a B-oxidéacio
iranyéba tolja.

— In vivo koriilmények kozott az alacsony HSL koncentraciok képesek voltak gatolni a C.

crcr
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13. Koszonetnyilvanitas

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

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

Mindenekelott témavezetomnek, Dr. Kovacs Renatonak tartozom koszonettel, aki nem csak
szakmailag, de emberileg is mellettem allt az elmult négy év alatt. Megismertette velem jelen
kutatasi témamat €s tanacsaival, biztatdsaval nagyban hozz4jarult szakmai elérehaladasomhoz,

fejlédésemhez.

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

tevékenységébe €s szakmai javaslataival segitette munkamat.

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

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

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

Koszonettel tartozom még az Orvosi Mikrobiologia Intézet minden régi és jelenlegi
munkatarsanak és egyben kollégadimnak, akik segitették a PhD munkamat és tdmogattak a négy

¢év alatt.

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

sem késziilhetett volna el.

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

Kompetencia Kozpontnak (GINOP-2.3.4-15-2020-00008).
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14. Fiiggelék

14.1. Mellékletek

1. melléklet: Az surfactin-os RT-PCR vizsgalat soran hasznalt primerek. Az endogén kontrollként

alkalmazott gént aldhuzassal jeloltiik.

C2 02740C HPTI

5"-CCACCAGCACAAAAGCAAAC-3" és 5'-GCAGTAACCACCCAAGCAATC-3’
CR_09120C TUBI

5'-CAAAGGGAGGAGAAGAAGG-3’ és 5'-CAAAGAGTGGGTGAAAAGG-3’
C6_01990W  PLBI

5'-AAAATTAGACAATGGTCGTCCA-3" és 5'-AGGTATGTTAGCTTCAGTGATAGACAAC-3’
C7_04230W NRG!I

5"-GTATGCTGCTCCTCCTTATCC-3" és 5'-CTTCTTGGGTCTTTGCTTTG-3’
CR_00200W PCKI

5-GTTGTTGACGCTTATGCTG-3" és 5'-ACCTTTAGTGTGGATGTTGG-3’
C1_03380W | TPS2

5'-AACCACACTCCCGTTTTG-3’ és 5'-TGCTACACCCACAGAATCC-3’

C1_08590C @ ERGI

5"-CAGACAAGGGAGAAAGGTTTTG-3’ és 5'-GGAACTGGCTTCACTGGATTAG-3"
C3_04830C  FA4S2

5"-TGGGTGCTGGTAGACAAG-3" és 5'-GCTGCTCCTGATGACAAG-3’

C3_01930W @ PXP2

5"-CGGTTCCTTTGGTATGAC-3" és S'-TGTGAGTGGCAGAATGAG-3’

C2_08050C @ SITI

5’-GCTGTCAACGAATCACAATC-3" és 5"-TCCCATCAAACACATACCAC-3’
CR_07290W FRE7

5’-GCCCCTATGGAGAATCTACTC-3" és S"-TTTTGCGTAGCCTGTGTAAC-3"
C6_00790C | CTRI

5’-TCGGGTATGGCTATGGAAG-3" és 5-TTTGACGGGTGGTGATTG-3’

C1_01980W HGTI

5"-GTGTCACCGTTCCTGCATTATAT-3" és 5'-AAGGAATTGAGTATTGACCCAAA-3’
C3_05220W CDRI

5’-GTCGCTGGTGAAGGTTTG-3’ és 5'-AAGTGCTGATGGTTGATGG-3’

C6_03170C MDRI
5"-TGCCCATCCAGAAGAAG-3" és 5'-ACCATCCCAAGTGACAAC-3’
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2. melléklet: Az HSL-os RT-PCR vizsgalat soran hasznalt primereck. Az endogén kontrollként

alkalmazott géneket alahuzassal jeloltiik.

C. auris gének:

B9J08 000486 @ ACTI

5"-CTTGTTCCCAGGTATTGC-3" és 5'-CTCGTCGTATTCTTGCTTG-3"
B9J08_000261 @ ERGI!

5"-GCATTGTACTCGTTATTCGC-3" és 5'-ACCCTTCTCGCAGTAGTTG-3’
B9J08_002108 @ FTRI

5"-ACGGTTCTGTCCTTTCCTAC-3" és 5'-CTTCTTGCCCTTGATATGG-3’
B9J08_000164  CDRI

5’-TTGGAGATGGGTGCTTAC-3" és 5'-GCTGAAGGTTGATGGATG-3"
B9J08_002420 @ FAS2

5"-CGTCCACATCCCTCATTG-3" és 5'-TCCTTAGCGTCGTTATCGG-3’
B9J08_001458 | SCF1

5’-AGGTAACGGTGGCAAAGGTG-3" és 5'-AAGGCAGCAGCAAGCAAAG-3’
B9J08_001484  POTI

5"-CCCTTCCTCCAAACAGTC-3" és S'-AATACCAGCAGCCAAACAG-3’
B9J08_003981 | MDRI

5’-CGACCAAGACCAACCACATTC-3’ és 5'-CGTATCCGAACACAAAAAGCG-3’
B9J08_001292 | SOD4

5’-TTACCACGGCTACGAAAAGG-3’ és 5'-GCACCACCACAGACAAGTTG-3’
B9J08_004309 @ PFKI

5’-CGCCTACTCTTCTTTGGAC-3" é5s 5'-ACGGTGGTGTTTCTCTTTC-3"
B9J08_002298  CATI

5’-GTGCCTACGGTGTCTTTG-3" és 5'-TTGGATGGGTCTCTGATG-3"

C. albicans gének:

C1 13700W ACTI

5"-GTTGCTCCAGAAGAACATCC-3" és 5'-ACCATCACCAGAATCCAAAAC-3’
C1_08590C ERGI

5"-CAGACAAGGGAGAAAGGTTTTG-3’ és 5'-GGAACTGGCTTCACTGGATTAG-3’
C1_14130W FTRI

5"-TAGTCCAGCCACCTCTTTC-3" és 5"~ AACCAGCAGCAATCAAGTAC-3’
C3_05220W CDRI

5’-GTCGCTGGTGAAGGTTTG-3’ és 5'-AAGTGCTGATGGTTGATGG-3’
C4_02320C SOD1

5"-TTGAACAAGAATCCGAATCCG-3" és 5'-GAAATGAGGACCAGCAGAAG-3’
C6_03170C MDRI

5"-TGCCCATCCAGAAGAAG-3" és 5"~ ACCATCCCAAGTGACAAC-3’
C3_04830C FAS2

5"-TGGGTGCTGGTAGACAAG-3" és 5'-GCTGCTCCTGATGACAAG-3’
CR_00200W PCKI

5-GTTGTTGACGCTTATGCTG-3" és 5'-ACCTTTAGTGTGGATGTTGG-3’
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3.melléklet: Kivalasztott Candida albicans gének transzKkripcids valtozasai surfactin kezelés

hatasara. A tablazat tartalmazza a vizsgalt géneket, azok csoportjat, valamint az RT-qPCR és RNS-Seq

eredményeket. A tablazatban pirossal kiemelt értékek a feliilszabalyozott géneket, mig a kék értékek az

alulszabalyozott géneket jelolik. A Pearson-féle korrelacios egyiitthatd az RT-qPCR és az RNS-Seq

adatok kozott: 0,95, ami erés pozitiv korrelaciora utal.

Gén
azonositdja

CR_09120C

C6_01990W
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Foszfolipaz B; gazdasejt-
penetracio, virulencia; fluconazol-
rezisztens torzsekben indukalt
Transzkripcios represszor;
hifaképzddés, stresszvalasz
szabalyozasa
Foszfoenolpiruvat-karboxikinaz;
biofilm-modellben indukalt
Trehaloz-6-foszfat foszfataz;
héérzékeny mutans; lehetséges
gyogyszercélpont
Szkvalén epoxidaz; antifungélis
célgén; biofilmben indukalodik
Zsirsav-szintaz alfa alegysége; egér
modellben sziikséges a
virulencidhoz
feltételezett Acil-CoA oxidaz;
makrofagfert6zés soran indukalt

Ferrikromsziderofor-transzporter;

srer

sziikséges
Réz-fiiggd kuprik reduktaz;
makrofag-interakcid soran indukalt
Réztranszporter; alacsony
rézszinten indukalt; biofilmben
aktivalt
Nagy affinitasu gliikoztranszporter;
szérum-adaptacio soran termelddik
ABC transzporter; hormonszint
szabalyozza; biofilmben indukalt
MDR efflux pumpa; fluconazol
rezisztencia; biofilmben indukalt
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Surfactinnal
kezelt vs. kezeletlen
kontroll
RT-qPCR RNS-

(AACP; Seq
atlag + (FC;
SZOras) atlag)
0,60+ 0,5 0,03
-2,31+ 0,32 -4,96
-0,82+ 0,1 -2,08
-1,78+ 0.16 -3,19
-1,20+ 0,16 -3,57
-1,26+ 0,17 -2,99
-1,10+ 0,03 -2,03
0,48+0,21 1,04
1,66+ 0,1 3,02
2,09+ 0,18 4,69
1,92+ 0,25 2,94
1,53+ 0,15 1,43
-0,63+ 0,07 -1,47
1,37+ 0,17 2,37
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