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Roviditések jegyzéke

CDC: Centers for Disease Control and Prevention - Jarvanyiigyi és Betegségmegeldzési
Kozpont

CFU: Colony Forming Unit - telepképz0 egység

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute - Klinikai és Laboratoriumi Standardok

Intézete

CVC: Central Venous Catheter - kdzponti vénas katéter
DCF: 2°,7°-diklor-fluoreszcein

DCM: Dry cell mass - szdraz sejttomeg

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control - Eurdpai Betegségmegel6zési

¢s Jarvanyvédelmi Kozpont

ECMM: European Confederation of Medical Mycology - Orvosi Mikologiai Eurdpai

Konf6deraciod

EPS: Extracellularis Poliszacharid

FICI: Fractional Inhibitory Concentration Index - gatlo koncentracio-hanyad index
FPP: Farnezil-pirofoszfat

ICP-OES: Induktivan csatolt plazma optikai emisszids spektrometria
ICU: Intensive Care Unit - intenziv terapias osztaly

MIC: Minimum Inhibitory Concentration - minimalis gatlé koncentracio
OD: Optikai denzités

PCA: Principal Component Analysis - fokomponens-analizis

PCR: Polymerase Chain Reaction - polimeraz lancreakcio

QSM: Quorum sensing molekulak

QS: Quorum sensing

RIN: RNS integritasi szdm

[~



RT-qPCR: Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction - reverz

transzkripciot kovetd kvantitativ polimeraz lancreakciod

ROS: Reactive Oxygen Species - reaktiv oxigénformak

RNS-Seq: RNS-szekvenalas

SNP: Single Nucleotide Polymorphism - egypontos nukleotid-polimorfizmus
SOD: Szuperoxid dizmutaz

WHO: World Health Organization - Egészségiigyi Vilagszervezet

YPD: Yeast Extract Peptone Dextrose taptalaj
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1. Bevezetés

A gombadk az eukariota ¢élovilag egy valtozatos csoportjat alkotjak, amelynek fajgazdagsadga a mai
napig csak részlegesen feltart. Becslések szerint vildgszerte 2,2-3,8 millid6 gombafaj létezhet,
ugyanakkor ezek koziil minddssze mintegy 300 olyan fajt irtak le, amely képes human megbetegedést
okozni (Hawksworth és mtsai. 2017). A klinikailag relevans gombakorokozok koziil kiemelt
jelentdséggel birnak az opportunista élesztégombak, kiilondsen a Candida nemzetség tagjai, amelyek
a human gombafert6zések egyik leggyakoribb etiologiai agensei (Pendleton és mtsai. 2017).

Az invaziv gombafert6zések jelentésége az elmult évtizedekben folyamatosan nodvekedett, ami
paradox modon részben a modern orvoslds kovetkezménye. Az immunszupressziv terapiak, a
szervtranszplantacid, a hematoldgiai malignitasok kezelése, az intenziv osztdlyos ellatas terjedése,
valamint az invaziv eszkozok (példaul centralis vénas katéterek) széles kort alkalmazéasa egyarant
noveli a fogékony betegpopulécio aranyat. Ezzel parhuzamosan vildgszerte emelkedett az antifungalis
rezisztenciaval 0sszefiiggd esetek szama is. Az antifungalis szerek széles korii és sokszor hosszan tarto
alkalmazasa - nemcsak human gyogyaszatban, hanem a mezdgazdasagban ¢€s allatgyogyaszatban is -
szelekcids nyomast gyakorol a kornyezetben és a gazdaszervezetben jelen 1évé gombapopulaciokra,
elésegitve a rezisztens torzsek kiszelektalodasat és terjedését (Wiederhold és mtsai. 2017). A
rezisztencia terjedése kiilondsen sulyos kovetkezményekkel jar az invaziv candidiasisok esetében,
mivel a késleked6 vagy nem megfelel terapia a mortalitds emelkedésével, a korhazi tartozkodas
meghosszabbodaséaval és az egészségligyi koltségek ndvekedésével tarsul (Wiederhold és mtsai. 2017).
A gombak klinikai jelentdségét tovabb fokozza, hogy a globalis felmelegedés és az antropogén
kornyezeti hatdsok olyan 11j, korabban ritkan észlelt vagy aluldiagnosztizalt korokozok megjelenésével
hozhatok 0Osszefliggésbe, amelyek gyakran csokkent antifungalis érzékenységet és/vagy tobb
gyogyszercsoporttal szembeni rezisztencidt mutatnak (Lockhart és mtsai. 2023) Az utdbbi években a
klinikai gyakorlatban egyre nagyobb figyelmet kaptak az olyan koérokozok, mint a Candida auris, az
azol rezisztens Aspergillus fajok vagy a Lomentospora prolificans, amelyek 1j jarvanyiigyi és terapias
kihivasokat okoznak a klinikumban (Friedman és mtsai. 2019). Erdemes kiemelni, hogy a C.
auris nemcsak multirezisztenciaja miatt jelent fenyegetést, hanem azért is, mert kivételesen jol
adaptalodik a korhazi kornyezethez, hosszl ideig perzisztal a feliileteken, és nozokomialis jarvanyok
kialakitasara képes (Lockhart és mtsai. 2023).

A gombak patogenitasanak egyik alapvetd eleme a fenotipusos és morfologiai plaszticitas. Szamos faj

képes ¢lesztd formabol fonalas vagy pszeudohifas formdba torténd atalakulasra, amely gyakran egytitt
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jar a biofilmképzddéssel. A morfologiai valtas és a biofilmek kialakulasa a virulencia meghatarozo
stressztiirést, és szamottevéen hozzajarulnak az antifungalis szerekkel szembeni rezisztencidhoz (De
Barros és mtsai. 2020).

A biofilmhez k6todo fertdzések kiilonosen nehezen kezelhetok, mivel a biofilm extracellularis matrixa
jelentd bioldgiai folyamatok sériilékenységét. Ennek kovetkeztében a klinikai gyakorlatban gyakran
szlikségessé valik az invaziv eszkozok eltavolitasa, kombinacids kezelések alkalmazasa, illetve a
terapias stratégia akar innovativ modositasa (Ramage és mtsai. 2006; Massey és mtsai. 2023).
Mindezen tényezdk ramutatnak arra, hogy az invaziv candidiasisok ¢és az uUjonnan megjelend
multirezisztens Candida fajok elleni kiizdelemben a jelenlegi terapids repertodr korlatai egyre
nyilvanvalobba valnak. Bar az elmult években tobb igéretes fejlesztés indult, a gombaellenes
gyogyszerek szama tovabbra is korlatozott, és a hatdsmechanizmusok diverzitdsa elmarad a bakterialis
infekciok kezelésében megszokott lehetdségektdl. A legigéretesebb 0j antifungélis szerek kozé
sorolhato az ibrexafungerp, a rezafungin, 0j tipust itrakonazol molekula, valamint a VT-1161, amelyek
részben Uj farmakologiai tulajdonsagokkal, részben kedvezébb alkalmazhatosaggal és egyes,
esetekben szélesebb hatasspektrummal rendelkezhetnek (Massey és mtsai. 2023). Ezzel parhuzamosan
vizsgalat targyat képezik alternativ terapias megkozelitések is, beleértve a meglévo antifungalis szerek
nagy dozisu alkalmazasat, az antifungélis lock terapiat, illetve kiilonb6zé kombindciods stratégiakat,
amelyek célja a szinergizmus kihasznalasa és a biofilmekhez kothetd rezisztencia csokkentése (Li és
mtsai. 2020; Ramage és mtsai. 2012).

A rezisztencia ¢és a biofilmhez kothetd perzisztencia klinikai jelentdsége indokoltta teszi olyan uj
szemléletli beavatkozéasok vizsgalatat is, amelyek nem kizdrolag a gombasejtek novekedésének gatlasat
célozzak, hanem a virulenciafaktorok moduldldsan keresztiil csokkentik a koérokozd megbetegitd
képességét. Ebbe a koncepcioba illeszkedik a quorum sensing jelatvitel, valamint a gombaeredetii
quorum sensing molekuldk (pl.: farnesol, tyrosol) vizsgélata, amelyek tobb Candida fajban képesek
befolyasolni a morfogenezist, a biofilmképzddést €és bizonyos koriilmények kozott az antifungdlis
szerekkel szembeni valaszkészséget. A szuprafizioldgias koncentracidban alkalmazott quorum sensing
molekuldk potencidlisan hozzajarulhatnak a biofilm-asszocialt infekciok kezelésének fejlesztéséhez,
kiilonosen olyan koérokozok esetében, amelyeknél a jelenlegi elsé vonalbeli terapidk hatékonysaga
korlatozott vagy gyors rezisztenciakialakulds veszélye all fenn (Kovacs és mtsai. 2020).
Osszességében az invaziv candidiasisok ndvekvd terhe, a non-albicans fajok eldretdrése, a
multirezisztens korokozok (kiillonosen a C. auris) terjedése, valamint a biofilmhez kapcsolodo terapias

nehézségek egyiittesen indokoljdk 1) antifungalis stratégiak ¢€s alternativ, virulenciat célzo
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megkozelitések részletes vizsgalatat. Jelen disszertacid ennek megfelelden a C. auris alternativ terapias
sajatossagaira, valamint a quorum sensing rendszer €s a kapcsolodd molekulak (farnesol és a tyrosol)
antifungalis potencidljara fokuszal, kiemelve ezen tényezdk lehetséges szerepét a jovObeni terdpids

innovacidkban.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az invaziv candidiasis dltalanos jellemzoi

A gombdk az eukariotdk heterogén csoportjat alkotjdk, és a Fold egyik legelterjedtebb
¢lélénycsoportjai koz¢é tartoznak. Az orvosi gyakorlatban a legegyszeriibb ¢és legpraktikusabb
felosztasuk az élesztdgombak (pl. Candida fajok) és a penészgombak (pl. Aspergillus fajok)
elkiilonitésén alapul. A Candida fajok jellemzéen sarjadzé morfologiaji élesztégombak,
amelyek enyhébb ¢és sulyosabb megbetegedéseket egyarant okozhatnak (Lass-Florl és mtsai.
2024). Az invaziv candidiasis a Candida fajok altal okozott mélyszoveti vagy disszeminalt
fertdzések Osszefoglald elnevezése, amely barmely szervet érinthet, ¢és tobbnyire
immunszupresszalt betegekben fordul eld (Pappas ¢és mtsai. 2018). Az invaziv candidiasis
legstilyosabb formdja a Candida okozta véraramfertzés, azaz a candidemia. Ezek a szisztémas
infekciok kiilondsen gyakoriak intenziv terapias osztalyon kezelt vagy immunhiényos betegek
korében, ahol a Candida fajok a nozokomidlis véraramfert6zések akar 10%-aért is felelések
lehetnek (Buetti és mtsai. 2022).

A recens epidemiologiai adatok alapjan a C. albicans tovabbra is a leggyakoribb faj,
ugyanakkor vilagszerte novekszik a kiilonbozd non-albicans fajok éltal okozott invaziv
fertdzések aranya. Kiilondsen aggasztd a tobb gydgyszercsoporttal szemben is rezisztenciat
mutatd fajok - példaul C. parapsilosis, C. glabrata és C. auris - elOretorése (1. ébra). Az
invaziv candidiasis el6forduldsat €és prevalencidjat szamos tényezd befolyasolja, tobbek kozott
a foldrajzi régi0, az adott orszag egészségiigyi rendszerének sajatossagai, a betegek demografiai
jellemz6i és a kornyezeti tényezOk (Pfaller és mtsai. 2020). Az invaziv candidiasis
diagnosztikdja és kezelése jelentds kihivast jelent, mivel a hagyomanyos diagnosztikai
modszerek nem mindig rendelkeznek kelléen magas érzékenységgel és/vagy specificitassal

(Lass-Florl és mtsai. 2024).
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C. albicans A C. parapsilosis >10%-0s
C. glabrata i ajarol sz616
@ C.parapsilosis A C. auris és C. parapsilosis >10%-0s
i idjardl szolo j
W C. aurisrol sz06 jelentések
Nem dllnak rendelkezésre adatok

@ C. tropicalis
® C. krusei

1. dbra A Candida fajok eloszlasanak foldrajzi valtozékonysdaga és azoknak az orszagoknak a felsorolasa, amelyek a
legnagyobb aggodalomra okot ado fajokat (C. auris, flukonazol rezisztens C. parapsilosis) jelentették (Lass-Florl és mtsai.
2024).

"o

Az egyes Candida fajok fert6zOképességét szamos virulenciafaktor tdmogatja (pl. szekretalt
aszpartil-proteinazok, lipazok), amelyek lehetdvé teszik a belso szervek fert6zését, az invaziot
¢s a disszeminaciot (Talapko és mtsai. 2021). A virulenciafaktorok és a gazdaszervezet
immunvalasza egyiittesen sulyos szervi elégtelenséget valthatnak ki. Neutropénia esetén
a Candida sejtek konnyebben terjedhetnek a szervezetben, ugyanakkor a fert6zés késdbbi
szakaszaban a tilzott neutrofil granulocyta felhalmozodas jelentds szovetkarosodast idézhet
eld, amely nem elsdsorban a korokozo kézvetlen hatdsabol, hanem a talzott immunvélaszbol
ered (Jae-Chen és mtsai. 2015). Az invaziv candidiasis klinikai spektrumanak megértése
kulcsfontossagi a megfeleld diagnosztikai ¢€s terapids megkdzelitések kialakitasahoz. A
diagnoézis feldllitasa jelentds kihivast jelent, mivel gyakran hidnyoznak a specifikus tiinetek,
kiilondsen akkor, ha az invaziv infekcio hatterében nem azonosithaté egyértelmii fert6zési
forras (Pappas és mtsai. 2018). Ez a bizonytalansag kiilonosen ujsziilottek esetében jelent
problémat, akiknél a tiinetek (pl. remegés, csokkent aktivitas, testhdmérséklet-ingadozas és
1égzési nehézség) nem specifikusak (Kilpatrick és mtsai. 2022). A gyors és célzott diagnozis
tovabbra is komoly kihivast jelent, részben azért, mert a klinikai tiinetek nem jellegzetesek,
masrészt pedig azért, mert a Candida fajok az emberi mikrobiom normal részét képezhetik. Ez
megneheziti annak megkiilonbdztetését, hogy kolonizéld, artalmatlan jelenlétrdl vagy valodi
koérokozorol van-e szo (Lass-Florl és mtsai. 2024). Emellett a hagyomanyos diagnosztikai
modszerek gyakran alacsony érzékenységliek és iddigényesek, ami késleltetheti a célzott

terapia megkezdését (Giacobbe és mtsai. 2022).
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Az invaziv candidiasis kiilondsen sulyos kovetkezményekkel jarhat egészségligyi
intézményekben, ahol a haldlozéasi arany elérheti a 30—-40%-ot. A talélék gyakran stlyos
allapotbol gyogyulnak fel, és hossza tavll szovédményekkel szembesiilhetnek, példaul
elhuzodo felépiiléssel, szervkarosodassal (pl. vese- vagy madjelégtelenség), valamint a
disszeminalt fertdzés kovetkeztében kialakuld endocarditisszel (Mazi és mtsai. 2022). Ezek a
maradvanytiinetek jelentésen rontjak az ¢életmindséget (Fukazawa és mtsai. 2019). A talélés
javitasa érdekében elengedhetetlen a hatékony antifungalis stewardship, az egyénre szabott
profilaxis, a célzott kezelés, valamint a rezisztencia alakuldsanak folyamatos nyomon kovetése.
Fontos, hogy az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) altal javasolt alapvetd intézkedések az
mélyebb megértése kulcsfontossagu a kezelés és a jarvanykontroll szempontjabol. Emellett
figyelembe kell venni, hogy az egyes orszagok sajatos kihivasokkal néznek szembe
a Candida infekciok kezelése terén. A helyi epidemioldgiai jellemzdk, az alapbetegségek
megoszlasa €s gyakorisaga (pl. HIV/AIDS), az egészségiigyi rendszer strukturaja, valamint a
rendelkezésre all6 diagnosztikai €s terapias lehetdségek jelent0s hatassal lehetnek ezen

infekciok kimenetelére (Chakrabarti és mtsai. 2023).

2.2. A Candida fajok epidemiologidja

Az invaziv gombafertézések eldfordulasa az elmult évtizedekben jelentésen novekedett, és
a Candida fajok tovéabbra is az invaziv, nozokomidlis gombafertdzések vezetd korokozoi kozé
tartoznak (Pappas €és mtsai. 2018). A candidaemia az intenziv osztalyon kezelt betegek korében
a negyedik leggyakoribb véraramfertdzés, amely egyarant érinti a férfi és néi betegeket;
vilagszerte évente mintegy 700 000 esetet azonositanak (Denning, 2024).

Az irodalmi adatok alapjan legalabb 15-20 kiilonb6z6 Candida faj ismert, amely képes human
fert6zést okozni, azonban az invaziv fertdzések tulnyomo tobbségéért minddssze 5—6 faj
felelds: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei és C. auris. Az egyes
fajok elterjedése és prevalencidja fiigg a foldrajzi régiotdl, a betegpopulacio jellemzditdl és a
klinikai kornyezettdl is (Hoog és mtsai. 2023; Pappas és mtsai. 2018).

Kiilon figyelmet érdemel a 2009-ben Japanban leirt C. auris megjelenése, amely azota
vilagszerte elterjedt, és a korhazi kornyezet egyik kritikus jelentdségli korokozdjava valt. Eddig
tobb mint 40 orszagban dokumentéltak C. auris okozta fertézéseket, amelyekhez 30-60%-os
halalozési arany tarsulhat (Fisher és mtsai. 2023). Kiilonosen aggasztdé az echinocandin-

rezisztens C. auris torzsek szamanak novekedése, mivel az echinocandinok jelenleg elsd
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vonalbeli terdpids szernek szdmitanak az invaziv Candida fertézések, koztiik a C. auris okozta
infekciok kezelésében (Lyman €és mtsai. 2023).

A Candida fertdzésekre valdo fogékonysagot szamos tényezd ndvelheti, tobbek kozott a
diabetes mellitus, az elérehaladott életkor, az elhizodo antibiotikum-terapia, a hemodializis, a
centralis vénas katéter (CVC) jelenléte, az immunszupressziv kezelés, az invaziv
beavatkozdsok, a hosszan tartd korhazi kezelés vagy intenziv osztalyos ellatas, a gépi
1élegeztetés, a parenteralis taplalas, a transzplantacid és a kemoterapia (Lass-Flor]l és mtsai.
jellemzdinek vizsgalatara az Eurdpai Orvosi Mikoldgiai Tarsasag (ECMM) eddig harom
paneuropai, multicentrikus tanulmanyt végzett 1997 ¢€s 2022 kozott (Hoenigl €s mtsai. 2023)

(2. ébra).

A Candida 11T vizsgalatban részt vevo orszagok w 4
A Candida 11 és III vizsgalatban részt vevo orszagok.

Mind a harom vizsgalatban részvevo orszagok. Q

A Candida IT vizsgalatban részt vevo orszagok

2. dbra Az Eurdpai Orvosi Mikolégiai Tdarsasdg (ECMM) hdrom Candida vizsgdlataban részt vevd eurdpai orszdgok
(Wolfgruber és mtsai. 2024).

Az els vizsgalat célja a candidaemia nyugat-eurdpai epidemioldgiai €s mikoldgiai profiljanak
frissitése volt; a tanulményban hét orszag — Ausztria, Németorszdg, Franciaorszag,
Olaszorszag, Spanyolorszag, Svédorszag és az Egyesiilt Kirdlysag — vett részt. A masodik
vizsgalat az invaziv Candida-fertdzések intenziv osztalyos sebészeti betegekre gyakorolt
hatdsat elemezte, immar 14 eurdpai orszag részvételével. A harmadik, legfrissebb vizsgalat 64
intézménybdl szarmazd, 20 eurdpai orszag adatait dolgozta fel, tenyésztéssel igazolt
candidaemids esetek alapjan. A tanulmany kiemelten vizsgélta az irdnyelvbetartas €s a klinikai
kimenetelek kapcsolatat, tovabba az epidemiologiai jellemzdket, a prediszponalo tényezoket,
az antifungalis érzékenységet, az alkalmazott kezeléseket és a korlefolyast (Wolfgruber és

mtsai. 2024).



Az adatok alapjan az elmult évtizedekben eltolédas figyelheté meg aC.
harom ECMM vizsgalat soran folyamatosan csokkent: az elsd vizsgéalatban 56,4%, a Candida
II-ben 54%, mig a Candida III-ban mar csak 46% volt (Hoenigl és mtsai., 2023). Bar a C.
albicans tovabbra is a leggyakrabban izolalt faj, az elmult években, kiilonésen hematologiai
malignitasban szenvedd betegeknél, egyre gyakoribba valt a non-albicans fajok izolalasa, ami
ezeknek a speciesek a ndvekvo klinikai jelentdségére utal (Castanheira és mtsai. 2016).
Mindhdrom ECMM vizsgalat magas haldlozasi ardnyokat mutatott, kiilondsen az iddsebb,
daganatos és intenziv osztalyon kezelt betegek korében. A non-albicans fajok gyakoribb
eléfordulasa, a C. auris terjedése, valamint a rezisztencia ndvekedése komoly fenyegetést
jelenthet a jovObeni candidaemids esetek szempontjabol (Hoenigl és mtsai. 2023).

Az ECMM a jovoben is folytatja az invaziv Candida fertézések nyomon kdvetését. A késziild,
Candida IV elnevezésti multicentrikus vizsgalat mar globalis fokuszl lesz, és kizarélag a non-
albicans Candida fajok altal okozott candidaemids eseteket elemzi. A vilag kiilonb6zo
korhazaibol gyljtott adatok alapjan a kutatds célja az antifungalis rezisztencia €s tolerancia,
valamint ezek klinikai kimenetelekre gyakorolt hatdsanak feltardsa. A vizsgalat az 1j
antifungalis szerek in vitro érzékenységi vizsgalatait is magaban foglalja, és varhatéan mintegy
2000 beteget von be a 2024. 4prilis 1. és 2025. szeptember 30. koz6tti megfigyelési idészakban
(Wolfgruber és mtsai. 2024).

Az 1997 és 2022 kozott lefolytatott harom ECMM-vizsgélat jelentds betekintést nyujtott az
valtoz6 mintazataira, az antifungalis rezisztencia aggasztd novekedésére €s az ezekhez tarsulo
magas halalozési aranyokra (Hoenigl és mtsai. 2023). A rezisztenciaaranyok emelkedése
egyértelmiivé teszi 0j, hatékonyabb antifungalis szerek fejlesztésének sziikségességét.

A fokozo6do rezisztencia mellett egyre gyakrabban jelennek meg ujonnan felbukkand fajok,
példaul a C. auris, amely a feltételezések szerint a klimavaltozas és az emelkedd kornyezeti
hémérséklet kovetkeztében adaptiv eldnyre tehetett szert (Rhodes és mtsai. 2019). Jelenleg
szamos Uj antifungalis szer all klinikai fejlesztés alatt, 4j hatdsmechanizmusokkal és esetenként
nagyobb aktivitdssal a kiilonb6z6é Candida fajokkal szemben. Ezek a készitmények
hozzéjarulhatnak a jelenlegi terapids korlatok lekiizdéséhez, példaul a tartos korhazi kezelés
vagy a gyakori gyogyszeradagolas sziikségességének csokkentéséhez (Rhodes és mtsai. 2019).
Az ijonnan jovahagyott antifungalis szerek (ibrexafungerp, a rezafungin és az oteseconazole)

jelentésen bovitik a rendelkezésre allo terapids lehetOségeket. Emellett igéretes uj



készitmények, példaul a fosmanogepix is klinikai vizsgalatok alatt 4llnak (Hoenigl és mtsai.

2021).

2.3. A Candida auris altalanos jellemzése

A C. auris-t elszor 2009-ben izolaltdk Japanban, egy ndi beteg hallojaratabol (Rhodes és
Fisher, 2019). Azota ez az ¢lesztofaj a klinikai gyakorlat egyik legaggasztobb korokozojava
valt, mivel egyediilall6 moédon képes nagykiterjedésii korhazi jarvanyokat okozni, és jelentds
antifungalis rezisztencidt mutat. A klinikai izolatumok tobb mint 90%-a rezisztens a
fluconazollal szemben; a torzsek 15-30%-a amphotericin B-re, mig az izoldtumok 2—5%-a
echinocandinokra rezisztens (Lockhart és mtsai. 2017). A C. auris el6forduldsat mara
valamennyi kontinensen dokumentéltak (Du és mtsai., 2020) (3. abra). Kiilondsen figyelemre
méltd, hogy a vilag kiilonb6zd régidiban egymastdl genetikailag jol elkiilonithetd kladok
jelentek meg viszonylag rovid idén beliil. Egyes kutatok szerint ez a jelenség Osszefiigghet a

globalis felmelegedés altal kifejtett szelekcids nyomassal is (Casadevall és mtsai. 2021).

3. abra A Candida auris globalis epidemiologiaja 2023 oktoberéig. A vilagoskék az egyszeri C. auris eseteket jeloli, mig a
sotétkék jeldlés azt mutatia, ha egy orszagban tobb C. auris esetet is azonositottak mdr. A sziirke szin jeloli azokat az
orszagokat, ahol a szakirodalomban nem jelent meg C. auris eset. (Silva és mtsai., 2024)

Amint arra a korabbiakban utaltam, a C. auris kifejezetten hajlamos nozokomialis jarvanyok
kialakitasara. Az Egyesiilt Allamokban példdul a CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) 1157 igazolt vagy valosziniisithetd fertdzést, valamint tobb mint 3043 kolonizacids
esetet dokumentalt (de Jong és mtsai. 2021). A COVID-19-vilagjarvany idején tobb dél-
amerikai orszagban is elsd alkalommal jelentettek C. auris jarvanyokat. Fejlettebb orszagokban
a kezdeti, nagyszabasu jarvanyokat kovetden az esetek inkdbb sporadikusan fordulnak eld,
gyakran kisebb klaszterek formajaban (Desoubeaux és mtsai. 2021). Ezzel szemben egyes

alacsony jovedelmii orszdgokban a C. auris altal okozott fertézések az 6sszes Candida fertézés

14



akar 14%-at is kitehetik, és gyermekek esetében az 6todik leggyakoribb véraramfertézést okozo
gombakeént irtdk le (Shuping €s mtsai. 2021).

A teljes genomszekvenalason alapuld vizsgalatok kimutattdk, hogy a C. auris izolatumok
kozotti genetikai eltérések jelentdsek. A foldrajzi kladokat tobb ezer egypontos nukleotid-
polimorfizmus (SNP) valasztja el egymastol. Négy {6 kladot azonositottak — dél-azsiai, kelet-
azsiai, dél-afrikai és dél-amerikai —, amelyek kladon beliill minimalis genetikai diverzitast
mutatnak. Emellett egy potencialis 6tddik, irani izolatumokat tartalmazo kladot is leirtak,
amelyet tobb mint 200 000 SNP kiilonit el a tobbi kladtol (Du és mtsai. 2020).

A C. auris virulencigjat kiilonb6z6 modellekben vizsgaltdk: in vitro rendszerekben, in vivo
egérmodellekben,  gerinctelen  allatokkal  (pl. Caenorhabditis  elegans vagy Galleria
mellonella), valamint ex vivo oralis és borfelszini modellekben (Desoubeaux és mtsai. 2021).
Tobb tanulmany is rdmutatott arra, hogy a kiilonb6z6 C. auris torzsek és kladok virulencigja
eltérd lehet. Carvajal ¢és munkatarsai tobb mint 100 izolatumot vizsgaltak a G.
mellonella modellen, és a mortalitasi adatok alapjan két csoportot kiilonitettek el, egy erdsen
patogén ¢és egy mérsékelten patogén csoportot (Carvajal €s mtsai. 2021). Abe ¢s munkatarsai
immunszuppresszalt egérmodellben azt talaltak, hogy a véraramfertézésekbdl szarmazo torzsek
hatékonyabban kolonizaltdk a gasztrointesztinalis traktust, mint a nem invaziv, példaul
kronikus otitis mediabdl szadrmazd izolatumok (Abe ¢és mtsai. 2020). Hasonldan
mas Candida fajokhoz, a C. auris is képes pszeudohifdk képzésére, fenotipusos atalakulésra,
valamint biofilmképzésre mind abiotikus, mind biotikus felszineken. Ezek a tulajdonsidgok
hozzajarulnak a virulencidhoz, az antifungélis szerekkel szembeni tolerancidhoz ¢és a
rezisztenciahoz, valamint a gazdaszervezetben val6 perzisztencidhoz (Sherry és mtsai. 2017).
Szinte valamennyi C. auris trzs in vitro rezisztens a fluconazollal szemben, és egyes kladok
az egyéb azol tipust szerekkel szemben is emelkedett minimalis gatldo koncentracié (MIC)
értékeket mutatnak, gyakran meghaladva a C. albicans és C. glabrata esetében mért értékeket
(CDC, 2020). A rezisztenciaprofil részben kladfiiggd. Példaul a dél-afrikai izolatumok
fluconazol- és voriconazol iranti MIC értékei 1ényegesen magasabbak, mint a dél-dzsiaiaké
(Székely és mtsai. 2019). Emellett csokkent érzékenységet tapasztaltak amphotericin B-re és
echinocandinokra is, és multirezisztencia is kialakulhat az antifungdalis terdpia soran. A
kozelmultban javasolt klinikai breakpointok alapjan Chowdhary és munkatarsai kimutattak,
hogy az indiai izoldtumok 90%-a fluconazol rezisztens, 8%-a amphotericin B-re, 2%-a
echinocandinokra rezisztens, mig 25%-uk multirezisztens (Chowdhary és mtsai. 2019). Ezen
adatok alapjan az echinocandinokat javasoljak els6 vonalbeli kezelésként invaziv C.

auris fertdzések esetén (CDC, 2020).



Bravo Ruiz és munkatarsai kimutattak, hogy a C. auris jelentés genomi plaszticitassal reagal
kiilonb6zé kornyezeti stresszorokra, ami indokolttd teszi 1) terapids megkdzelitések
kidolgozasat (Bravo Ruiz és mtsai. 2019). Az 0j triazol- és tetrazolszarmazékok igéretes
aktivitast mutatnak az azolrezisztens C. auris torzsekkel szemben, mig az 01j echinocandin, a
rezafungin, hatékonynak bizonyult mind in vitro, mind 4&llatmodellekben. Emellett az
ibrexafungerp és a fosmanogepix szintén hatékonynak bizonyult tobb szerrel szemben a

rezisztens C. auris torzsek ellen (Desoubeaux €s mtsai., 2021).

2.4. A Candida auris rezisztencidja és a hozza tarsulo terdpias problémak

Az elmult évtizedben a C. auris multirezisztens koérokozoként jelent meg, amely elsdsorban az
intenziv osztdlyokon okoz korhdzi jarvanyokat, ¢és vildgszerte jelentds kozegészségiigyi
fenyegetést jelent (Sabino és mtsai. 2020). Optimalis novekedési hdmérséklete 37—40 °C kozé
esik, ahol rendszerint kerek vagy ovalis alakt élesztdsejtként novekszik. Egyes torzsek 42 °C-
on is képesek szaporodni, ami megkiilonbozteti a C. auris-t a C. albicans-tol (Bravo Ruiz és
mtsai. 2020). Stresszhelyzetekben, replikacios zavar vagy magas natrium-klorid-koncentracid
torzsfiiggd modon jelentkeznek. A faj egyik meghatdroz6 tulajdonsdga a kornyezeti
tuléloképesség. Jol novekszik lugos kdzegben, ugyanakkor anaerob kornyezetben nem képes
szaporodni, ami arra utal, hogy nem tekinthetd az emberi bélflora tipikus tagjanak (Fernandes
¢és mtsai. 2022). A legtobb Candida fajjal ellentétben a C. auris gyakran kolonizalja a bort, de
kimutathaté az orriiregben, sebekben, a hugyutakban és a véraramban is, ami jelentdsen
megneheziti a jarvanyok kontrolljat (Horton és mtsai. 2020). H6- €s sotiird képessége hasznos
lehet az azonositds soran, ugyanakkor dnmagaban nem elegendd. A pontos laboratériumi
azonositds nehézsége az egyik legnagyobb kihivas a megeldzés és a jarvanykontroll
szempontjabol (Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018). A C. auris-t a CDC az egyik legsulyosabb
kozegészségiigyi fenyegetésként tartja szamon, és az ECDC (European Centre for Disease
Prevention and Control) is tobb szaz esetet jelentett Europa szerte 2015 ¢és 2017 kozott (Sabino
¢s mtsai. 2020). Egyes orszagokban a 2015-ben megkezdett surveillance 6ta az intenziv
osztalyos betegek mintegy 20%-anal igazoltak kolonizaciot vagy fertézést.

A fertézés kiilonosen sulyos kovetkezményekkel jarhat, ha a boéron torténd kolonizéaciot
kovetden orvosi beavatkozds révén a kérokozo a véraramba jut, majd belsé szerveket (maj,
tiidd, vese, hugyutak) érint. A korhazi kornyezetben valé fennmaradas és a kornyezeti

felszinekrdl, példaul betegdgyakrdl, orvosi eszkdzokrol, fliggdnyodkrdl vagy padldburkolatokrol
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torténd terjedés a fertdzés felszamoléasat rendkiviill megneheziti (Fernandes és mtsai. 2022).
Emellett a C. auris tobb hagyomanyos fertétlenitészerrel szemben is csokkent érzékenységet
mutat (pl. alkoholok, kvaterner ammodniumvegyiiletek), ami tovabbi kihivast jelent az
egészségiigyi intézményekben (Shastri €s mtsai. 2020).

Az antifungalis rezisztencia elsdsorban a gomba genomjéban bekovetkezd valtozasok
kovetkeztében alakul ki, amelyek az adott hatéanyaggal szembeni csokkent érzékenységhez és
a terapias kudarc valoszintiségének novekedéséhez vezetnek (Arastehfar és mtsai. 2020).
Klinikai értelemben rezisztenciardl akkor beszéliink, amikor a megfeleléen alkalmazott
antifungalis kezelés nem eredményez mikrobioldgiai vagy klinikai javulast (Parente-Rocha és
mtsai., 2017).

A kiilonbozé kladok eltér6 mutacidkat hordoznak: az FKSI gén S639P muticidja az
echinocandin rezisztenciaval, mig az ERGI1 gén Y132F mutécidja az azol rezisztencidval
hozhat6 6sszefliggésbe (Chow és mtsai. 2020). A rezisztencia kialakuldsa Osszefiiggést mutat
az antifungalis szerek egyre gyakoribb klinikai és mezdgazdasagi alkalmazasaval. Ruiz-Gaitan
¢s munkatarsai kimutattdk, hogy a candidaemids esetek 32%-aban a betegek kordbban
részesiiltek profilaktikus vagy terapias antifungalis kezelésben (Ruiz-Gaitan és mtsai. 2018).
A biofilmképzés a C. auris egyik legfontosabb virulenciafaktora, amely jelentds védelmet
biztosit az antifungélis szerekkel szemben. Az extracellularis polimerekbdl (EPS) all6 matrix
elsdsorban B-1,3-gliikant, B-1,6-gliikant, mannanokat és fehérjéket tartalmaz. Ez a polimer
rétegeibe. Dominguez ¢s munkatarsai igazoltdk, hogy az EPS lebontésa fokozza a biofilmek
érzékenységét, megerdsitve ennek a struktiranak a kulcsszerepét a rezisztencidban. A
biofilmek gydgyszerrezisztencidjat tovabbi tényezdk is erdsitik, példaul a sejtek lassabb
osztddasa, a neutrofil granulocytak csokkent aktivitdsa és az efflux pumpék tiltermelddése
(Dominguez ¢és mtsai. 2019). Kean ¢és munkatarsai transzkripcios elemzése tobb ABC-
transzporter csaladba tartozé efflux pumpa fokozott expressziojat mutatta ki (Kean és mtsai.
2018).

Az echinocandinok jelenleg elsdként valasztandd szerek az invaziv C. auris fertézések
kezelésében, azonban napi intravénas alkalmazasuk korlatozza a hosszu tava terapiat (Santos
és mtsai. 2018). [géretes 1j molekula az ibrexafungerp (korabban SCY-078), amely szintén a
B-1,3-gliikan-bioszintézist gatolja. Szdmos tanulmany igazolta antifungalis hatékonysagat, igy
potencidlis alternativat jelenthet C. auris ellen (Ghannoum és mtsai. 2020). A rezafungin
szintén erdteljes kladfiiggetlen aktivitdst mutatott tobb izolatummal szemben (Helleberg és

mtsai. 2020). Alternativ terapias stratégiaként az antimikrobidlis peptidek is el6térbe keriiltek.
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A Myr-WRGITKVVKKYV (Myr-B) peptid hatasosnak bizonyult planktonikus C. auris sejtek
¢s biofilmek ellen is (Bugli és mtsai. 2022). Az emberi eredetli katelicidin LL-37 szintén erds
gombaellenes aktivitadst mutat, tobbek kozott oxidativ stressz indukcidja és a sejtfalintegritas
megbontasa révén (Rather €s mtsai. 2022). A nanorészecskék szintén igéretes terapias
megkozelitést jelentenek. Az ezilist-réz—kobalt (Ag—Cu—Co) trimetallikus nanorészecskék
alacsony koncentracioban is hatékonyak voltak C. auris-szal szemben, sejtfalkarosodast és

reaktiv oxigéngyok-képzodést indukalva (Kamli és mtsai. 2021).

2.5. Quorum sensing

A kiilonb6z6 mikrobak az evolucid soran szamos, sejtek kozotti kommunikacidos mechanizmust
fejlesztettek ki, amelyek eldsegitik a populacio kollektiv miikddését. Ezen kommunikacios
stratégidk koziil a quorum sensing (QS) alapi folyamatok a legszélesebb korben
tanulmanyozott formak kozé tartoznak. A quorum sensing egy sejtdenzitason alapuld inger—
valasz rendszer, amelyet kis molekulatomegii, hormonszerli jelzdmolekuldk, tgynevezett
quorum sensing molekuldk (QSM-ek) szabalyoznak. A mikrobidlis populdcid ndvekedése
soran ezek a molekuldk folyamatosan kivalasztodnak és felhalmozodnak a kdrnyezetben.
Amikor koncentracidjuk elér egy kritikus kiiszobértéket, szinkronizalt génexpressziot valtanak
ki, és Osszehangolt sejtvalaszt indukalnak.

A quorum sensing jelenségét el6szor az 1960-as években irtdk le baktériumokban. Azota a
bakterialis quorum sensing szabalyozasat kiterjedten vizsgaltdk, mivel szdmos biologiai
folyamatban jatszik szerepet. Bar a gombdk quorum sensing mechanizmusairdl 1ényegesen
kevesebb informacid 4all rendelkezésre, Lingappa és munkatarsai mar 1969-ben leirtak egy
sejtstiriség-fiiggd filamentacids szabalyozast C. albicans esetében, amely a gombak quorum
sensing szabalyozasanak els6 dokumentalt példajanak tekinthetd.

A 2000-es évek elején Hornby €s munkatarsai azonositottak az elso, szerkezetileg is jellemzett,
gombaeredetli quorum sensing molekulat, a farnesolt, amely kulcsszerepet jatszik a gombakra
jellemz6 ¢€lesztd-hifa atalakulas szabalyozasdban (4. abra). Ezt megelézoen is kozoltek
megtigyeléseket quorum sensing jelenségekrdl Aspergillus €s Penicillium fajokban (Kovacs és
mtsai. 2020). Jelenleg négy f6, gombaeredetli quorum sensing molekuldt emlitenek
leggyakrabban: farnesol, tyrosol, feniletanol ¢és tryptophol; ezek a morfogenezis
szabalyozasaban, az apoptozis indukcidjaban és a virulencia alakuldsaban is szerepet

jatszhatnak (Wongsuk és mtsai. 2016).



Az utdbbi években tobb tanulmany is beszamolt arrél, hogy egyes quorum sensing molekuldk
szuprafiziologias koncentracioban oxidativ stresszt valthatnak ki, ami antifungalis hatassal
tarsulhat. A quorum sensinghez kapcsolddd vizsgalatok talnyomd  tobbsége C.
albicans torzseken tortént, igy eredményeik nem mindig extrapolalhatok maés, non-
albicans fajokra. Ennek ellenére az utobbi idében egyre tobb kutatas foglalkozik a quorum
sensing molekuldk hatasaival non-albicans Candida fajokban is, ami hozzajarul ezen
vegyiiletek antifungalis potencidljdnak pontosabb megértéséhez in vitro és in vivo

kornyezetben egyarant (Kovacs és mtsai. 2020).

Quorum-sensing

Szekunder molekuldk
metabolitok { Tyrosol
/ Farnesol e
Apoptézis / \N
Efflux
pumpak Filamenticio Biofilm képzés
Proliferacio
Farnesol Tyrosol
Eleszté-hifa atalakulas Eleszté-hifa atalakulas
gatlasa indukalisa

4. abra A kiilséleg hozzaadott farnesol és tyrosol szerepe a proliferdacios szakaszban, mely a biofilmképzodésének egy fontos
fazisa (Célia és mtsai. 2020).

2.5.1. Farnesol

NN N NS OH

5. abra A farnesol kémiai szerkezete (PubChem).

A farnesol (3,7,11-trimetil-2,6,10-dodekatrien-1-0l) az els6ként leirt gombaeredetli quorum
sensing molekula (5. 4abra). C. albicans esetében a szterol bioszintetikus utvonal

melléktermékeként keletkezik, mégpedig a farnezil-pirofoszfat (FPP) defoszforilacidja révén.
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Az ergoszterol-bioszintézis gatlasakor a farnesol termelése szignifikdnsan megnd, mivel az
anyagcsere-fluxus megvaltozasa kovetkeztében felhalmozodik az FPP, amely a farnesol
kozvetlen prekurzora (Hornby és mtsai. 2003). Becslések szerint az FPP mintegy 1,6%-a alakul
at farnesolla defoszforilacio utjan.

E reakcidt Saccharomyces cerevisiae-ben a Dppl és Lpp1 foszfatazok katalizaljak. C. albicans-
ban a Dpp3 homoldég enzim tolti be ezt a szerepet; hianya csokkent farnesol termelést
eredményez. Emellett a Dppl és Dpp2 szintén hozzdjarulhatnak a farnesol szintézishez.
Feltételezhetd, hogy ezek a foszfatdzok redunddans modon miikodnek, vagy specifikus
fiziologiai és kdrnyezeti tényezOk hatasara differencialtan vesznek részt a farnesol termelésben.
A farnesol egyik legismertebb biologiai hatdsa az élesztd—hifa morfologiai atmenet
szabalyozasa ¢és a biofilmképzddés gatlasa tobb Candida faj esetében. Ennek megfelelden tobb
kozponti jelatviteli utvonalat is befolydsol (Lindsay és mtsai. 2012). Kozvetleniil gatolja a
cAMP-medialt jelatvitelt, ezaltal gatolja a filamentéaciot, valamint stabilizalja az Nrgl fehérjét,
amely a filamentacio negativ regulatora (Lu €s mtsai. 2014).

Bar a farnesolt el0szor C. albicans-ban irtak le, a molekula mas gombafajokban is gatolja a
filamentaciot és a novekedést, tobbek kozott S. cerevisiae, Aspergillus niger, A. flavus, A.
nidulans, Penicillium expansum, Fusarium graminearum €&s Paracoccidioides
brasiliensis esetében is (Kovacs ¢€s mtsai. 2020). Korabbi vizsgalatok szerint a farnesol
szuprafiziologids koncentracidban (200300 uM) jelentds oxidativ stresszt indukal, mig
fiziologias koncentracioban (30-40 uM) inkabb védohatast fejthet ki a reaktiv oxigén
gyokokkel szemben.

A farnesol emellett immunmodulator tulajdonsagokkal is rendelkezik: serkenti a makrofagok
kemokintermelését és aktivaciojat, fokozza a neutrofil granulocitdk és monocitdk miikodését,
valamint befolyasolja a monocitak dendritikus sejtekké torténd differencidlodasat (Polke és
mtsai. 2018). Tumorsejtekben sejtnovekedésgatlod és apoptozist indukald hatést is leirtak.
Fizioldgids koncentracioban a farnesol nem gyakorol jelentds hatast a mar hifat képzo vagy
biofilmet kialakitdo Candida sejtekre, ugyanakkor szuprafiziologids koncentracidoban
biofilmdegradaciot idézhet el6 (Mehmood és mtsai. 2019). Tobb vizsgélat kimutatta, hogy a
farnesol csokkentheti a Candida sejtek azolrezisztenciajat, amit tobbek kozott a Cdrl efflux
pumpa modulacidja, a reaktiv oxigéngyokok képzdodésének fokozodasa €és a glutation
homeosztazis valtozdsa magyarazhat (Rodrigues ¢s mtsai. 2020). Emellett befolyasolja az
ergoszterol bioszintézisben szerepet jatszd gének expresszidjat is. Dizova és munkatarsai
Candida albicans biofilmekben 200 uM farnesol jelenlétében az ERG20, ERG11(lanoszterol-

l4a-demetilazt kodold gén), mely az ergoszterol-bioszintézis kulcsenzime ¢s ERG9 (szkvalén-
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szintazt kodold gén) gének csokkent expresszidjat mutattdk ki (Dizova és mtsai. 2018). Ez a
koncentracio szuprafizioldgidsnak tekinthetd, mivel fiziologias koriilmények kozott a C.
albicans 4ltal termelt farnesol koncentracigja altalaban 13,7-58,5 uM tartomanyba esik, mig a
legtobb non-albicans Candida faj ennél joval kisebb mennyiséget (0,4—1 M) szekretal. Chen
¢és munkatarsai szerint a CYRI és PDE2 gének szerepet jatszanak az antifungilis
rezisztenciamechanizmusok szabalyozasaban C. albicans biofilmekben; a farnesol ezen gének
expressziojanak modositasan keresztiil csokkentheti a biofilmek rezisztenciajat (Chen és mtsai.
2018). Kombinacios vizsgalatokban a farnesol szinergista kdlcsonhatast mutatott fluconazollal,
amphotericin B-vel és micafunginnal C. albicans biofilmek esetében (Katragkou és mtsai.
2015). Non-albicans Candida fajok vonatkozasdban Nagy és munkatarsai kimutattak, hogy a
farnesol in vitro szignifikdnsan fokozza az echinocandinok ¢és triazolok hatasat C.
auris biofilmek ellen (Nagy és mtsai. 2020). In vivo modellben napi 75 uM farnesol-kezelés
csokkentette a C. auris életképes gombasejtek szamat immunszupresszalt egerek veséiben,
kiilondsen akkor, ha az inokulumot eldzetesen farnesol-expozicionak tették ki. Az antifungélis
hatds részben a fokozott reaktiv oxigéngyok termeléssel és a sejtmembran integritasanak
megvaltozasaval magyarazhatd, mivel a farnesol amfipatikus molekulaként beépiil a
membranba (Nagy ¢€s mtsai. 2020).

A farnesol antibakterialis hatassal is rendelkezik, 6Gnmagaban és antibiotikumokkal kombinalva
egyarant. Kevert biofilmekben befolyasolja példaul a Staphylococcus aureus antibiotikum
valaszat, valamint csokkenti a staphyloxantin termelést, amely a baktérium fontos

virulenciafaktora (Vila és mtsai. 2019).



2.5.2. Tyrosol
OH

OH

6. abra A tyrosol kémiai szerkezete (PubChem).

A tirozinbol szarmazd tyrosol (2-(4-hidroxifenil)-etanol) olyan quorum sensing molekula,
amelyet a C. albicans tobbek kozott tiraminon vagy 4-hidroxifenil-acetaldehiden keresztiil
szintetizal (Alem ¢és mtsai., 2006) (6. abra). C. albicans tenyészetekben a tyrosol az
exponencialis ndvekedési fazis soran folyamatosan felszabadul, és a sejtszam novekedésével
aranyosan halmozodik fel a taipkdzegben. A molekula képes lerdviditeni a csiratomléképzddés
megindulésa eldtti adaptéacios (lag) fazist, €s elOsegiti a csiratomloképzddést, kiilondsen olyan
kornyezetben, amely eleve fonalas novekedést indukal (Alem és mtsai., 2006).

A tyrosol befolyasolja a C. albicans sejtciklusat, a DNS replikdciot és a
kromoszdmaszegregaciot (Chen és mtsai. 2004). Emellett gatolja a neutrofil granulocitdk
oxidativ stresszvalaszat, ami hozzajarulhat a gomba immunelkeriilé6 mechanizmusaihoz
(Bigagli ¢és mtsai. 2017). A biofilmképzddésben is jelentds szerepet jatszik: kiilondsen a
kialakulas korai, 2-6 6ra kozotti szakaszaban serkenti a hifaképzodést, és a biofilmek akar 50%-
kal tobb tyrosolt bocsatanak ki, mint a planktonikus sejtek (Alem és mtsai., 2006).

A non-albicans Candida fajok kozil a tyrosol szerepét C. auris esetében is igazoltak, ahol
eldsegiti a biofilmek képzddését, valamint lehetdvé teszi a ndvekedést éleszto- vagy
pszeudohifa-alakban (Semreen és mitsai., 2019). C. parapsilosis-ban RNS-Seq elemzések
alapjan a tyrosol 261 gén expresszidjat fokozta, mig 181 génét csokkentette (=1,5-szeres
valtozas), ugyanakkor nem befolyasolta a kezdeti adhézios folyamatokat. Emellett
feliilszabalyozta az efflux pumpék génjeit, fokozta az oxidativ stresszvalaszt, mikdzben gatolta
a ndvekedést, a riboszomabiogenezist €s a virulenciat. Metabolikus szinten a tyrosol hatasara
az anyagcsere a glikolizis és az etanol-fermentacio iranyaba tolddott el (Jakab és mtsai. 2019).
A tyrosol toxikus hatasait kiillonb6zé human sejtvonalakon is vizsgaltak: 3—15 mM kozotti
koncentraciokban citotoxicitast figyeltek meg human fibroblasztokon (GN61), hamsejteken (S-

G), nyalmirigy-karcinoma (HSGI1), valamint vastagbél-adenokarcinoma (Caco-2)
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sejtvonalakon (Kovacs €s mtsai. 2020). A tyrosolhoz hasonldan a farnesol citotoxikus hatdsat
1s vizsgaltak kiilonbozé human sejtvonalakon. A rendelkezésre all6 adatok alapjan a farnesol
koncentracio- és sejtvonalfiiggd modon apoptdzist €s sejtndvekedés-gatlast indukalhat,
ugyanakkor egyes sejtvonalakon még magasabb koncentraciok mellett sem figyeltek meg
jelentds toxicitast. Bar kevésbé kutatott, mint a farnesol, néhany tanulmany beszamolt a tyrosol
monoterapias, illetve antifungalis szerekkel (pl. amphotericin B, fluconazol, itrakonazol)
kombinalt alkalmazésardl Candida fajok ellen (Rodrigues és mtsai. 2020). Arias ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy 100-200 pM tyrosol jelentdsen csokkentette a C. albicans és C.
glabrata kétnapos oralis biofilmjeinek metabolikus aktivitasat, ami sejtszamcsokkenéssel is jart
(Arias és mtsai. 2016). Allatmodellekben is igazoltdk a tyrosol hatasat. Jakab és munkatarsai
kimutattdk, hogy napi 15 mM tyrosol kezelés csokkentette az €l60 gombasejtek szamat
immunhidnyos egerekben. A hatadst az ALS6 (adhéziés faktor), valamint a FAD?2
€s FAD3 (virulencidval 6sszefliggd) gének csokkent expresszidja kisérte. A jelenség hatterében
részben az oxidativ stressz fokozodasa, a novekedés és a riboszomabiogenezis gatldsa, valamint
az anyagcsere fermentacio iranyaba torténd eltolddasa allhat (Jakab és mtsai. 2019).

A tyrosol iranti tudomanyos érdeklddés az utobbi években ndvekedett, kiilondsen a fogaszat
tertiletén, ahol potencidlis alternativat jelenthet a Candida fajok altal okozott szajiiregi
fertozések megeldzésében ¢és kezelésében (Costa €s mtsai. 2025). A tyrosol és farnesol
kombindciodja szinergista hatdst mutatott C. glabrata ellen mind planktonikus, mind szesszilis
formaban, ami 1 sz4jhigiéniai készitmények fejlesztésének lehetdségét veti fel (Monteiro és
mtsai. 2017). Ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek az oralis mikrobiom egyensulyara
gyakorolt hatdsok tisztazasara.

A tyrosolt széles korben alkalmazzdk a gyogyszeriparban, mivel szdmos gydgyszer,
taplalékkiegészitd és kozmetikai készitmény fontos 0sszetevdje (Song és mtsai. 2024). Jelentds
intermedier példdul a szalidrozid, az icariside D2 és a hidroxitirozol szintézisében (Liao és
mtsai. 2018; Li és mtsai. 2018). Ipari eldallitasa hdrom f6 modon torténhet: ndvényi kivonassal
(pl. olivabol), kémiai szintézissel, illetve biotechnoldgiai uton, cukrok mikrobidlis
atalakitasaval (Guo és mtsai. 2019). Potencialis quorum sensing gatlo és virulenciacsokkentd
tulajdonsdgai miatt igéretes alternativ antifungalis stratégia lehet, bar molekularis
hatdsmechanizmusainak teljes feltérképezése még tovabbi kutatdsokat igényel (Rodrigues és

mtsai. 2020; Kovacs ¢és mtsai. 2020).



3. Célkitiizések

A jelen munka célja a C. auris gombaeredetii quorum sensing molekulakra (farnesolra és a
tyrosolra) adott molekularis €s €lettani valaszanak atfogo vizsgalata volt. Kutatasunk elsddleges
géntranszkripcids valtozasok kovetkeznek be a C. auris-ban, €s ezek miként jarulnak hozza a

megfigyelt antifungalis, ndvekedésgatlo és virulenciacsokkentd hatasokhoz.

Fo célok:

— a teljes transzkriptom szintli valtozdsok azonositasa farnesol- és tyrosol-expoziciot
kovetoen,

— az oxidativ stresszvalaszban részt vevo gének és enzimaktivitasok elemzése, valamint
az intracellularis mikroelemek (vas, cink, mangéan, réz) koncentracidovaltozdsainak
vizsgalata,

— az anyagcsere kulcsutvonalainak — kiilonosen a zsirsav- és ergoszterol-bioszintézis, [3-
oxidéacio, valamint a nukleinsav-szintézis — transzkripcids szinti médosuldsainak
feltérképezése,

— a virulenciaval, adhézidval, biofilmképzddéssel és gyogyszer-efflux pumpakkal

kapcsolatos gének transzkripcids mintazatanak meghatarozasa



4. Anyagok és modszerek

4.1 A Candida auris izolatum eredete és tenyésztési koriilményei

Vizsgalatainkhoz a kutatocsoportunk 4ltal korabban teljes genomszinten szekvenalt C.
auris izolatumot (NCPF 8973; hozzaférési szam: JANPVY000000000) hasznaltuk, amelyet az
Egyesiilt Kirdlysagban miikodé bristoli Nemzeti Mikologiai Referencialaboratoriumtol
szereztiink be. A torzs a dél-azsiai/indiai kladba tartozik, és nem aggregalddo fenotipust mutat
(Borman ¢és mtsai. 2017). A kisérletek soran alkalmazott izolatumot 20% glicerolt tartalmazo
folyékony Bouillon tapkozegben, —80 °C-on taroltuk. A vizsgéalatok megkezdésekor
a Candida izolatumot YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) taptalajon tenyésztettiik és
tartottuk fenn (1% ¢lesztOkivonat [Alfa Aesar, USA], 2% mikoldgiai pepton [Oxoid, Egyesiilt
Kiralysag], 2% gliik6z [VWR International LLC, Magyarorszag], 2% agar hozzadadasaval vagy
anélkiil, attol fiiggden, hogy szilard vagy folyékony tapkozegrdl beszEliink; pH 5,6).

4.2 A Candida auris novekedésének vizsgalata

A novekedési kisérletekhez a C. auris elétenyészeteket standard YPD folyékony tdpkdzegben
inkubaltuk 30 °C-on, 2,3 Hz razatasi frekvencia mellett, 18 oran keresztiil. Ezt kovetden a
sejtszuszpenziot YPD-vel 0,1 optikai stiriségre (ODs40) higitottuk, amely megkozelitdleg 2,5 +
0,5 x 10° CFU/ml sejtszamnak felel meg. A tenyészeteket ezt kdvetéen 37 °C-on, 2,3 Hz-es
razatas mellett inkubaltuk tovabb.

A tyrosol hatdsdnak vizsgalatdhoz a tenyészeteket 4 6rds eldinkubéciot kovetéen 15 mM

crer

cre

majd ebbdl a térzsoldatbodl kiindulva kalkulaltuk ki a 15 mM-os végkoncentracioval miikodo
kisérleti rendszert. A novekedés valtozasat ezt kovetden dranként kovettiik nyomon az ODsa4o
¢s a CFU/ml értékek meghatarozasaval. Az alkalmazott tyrosol koncentraci6 biztonsdgosnak
tekinthetd, és korabbi vizsgalataink alapjan kiilonb6z6 human sejtvonalak is jol toleraljak
(Jakab és mtsai. 2019). A méréseket hat fliggetlen kisérletben végeztiik; az eredményeket atlag
+ szoras formajaban adtuk meg. A statisztikai elemzést parositott Student-féle t-probaval

végeztik a GraphPad Prism 6.05 szoftver (GraphPad Software, LLC, Boston, USA)
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alkalmazasaval. A tyrosollal kezelt és a kezeletlen kontrollmintak kozotti kiilonbségeket p <
0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

A farnesol transzkripcios vélaszra gyakorolt hatdsdnak vizsgéilata sordn a fenti tenyésztési
protokollt alkalmaztuk kisebb moddositasokkal. Az eldtenyészeteket 5 ml YPD taptalajban
inkubaltuk 30 °C-on, 2,3 Hz-es rdzds mellett 18 oran keresztiil, majd 0,1 ODeswo értékre
higitottuk, ¢és 37 °C-on inkubaltuk tovabb. A 4. ordban a tenyészetekhez 75 uM

végkoncentraciot beallitva adtunk farnesolt. A farnesolt (Merck, Magyarorszag) 3M

cre

cre

ki a 75uM -os végkoncentracidval miikodod kisérleti rendszert. A novekedést az ODe4o €s a
CFU/ml értékek idObeli valtozasanak meghatirozasaval kovettiik nyomon (Nagy €s mitsai.
2020). A kisérleteket szintén hat fliggetlen ismétlésben végeztiik; az adatokat atlag + szorés
formdjaban adtuk meg. A statisztikai kiértékelést itt is parositott Student-féle t-probaval
végeztiik, és a farnesollal kezelt, illetve kontroll sejtek kozotti kiillonbségeket p < 0,05 esetén

tekintettiik szignifikansnak.

4.3 Mikroszkopos vizsgalat a farnesol expoziciot kévetoen

A farnesol altal indukalt morfologiai €s életképességbeli valtozdsokat 75 uM koncentracid
alkalmazaséaval vizsgaltuk 0, 4 és 6 6rds, 37 °C-on torténd inkubacidt kovetden. A 999 pl
adtunk. A fluoreszcensen festett sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd 10 pl
szuszpenziot targylemezre vittliink, és Zeiss Axioskop 2 mot fénymikroszkoppal, Zeiss
Axiocam HRc kameraval vizsgaltuk. A sejt-morfologia értékelését faziskontraszt-technikéaval,
mig az életképtelen sejtek aranyanak meghatarozasat fluoreszcens mikroszkédpiaval végeztiik.
A képek tovabbi elemzését és az elhalt sejtek szazalékos aranyanak kiszamitdsat Imagel
szoftverrel (2.1.0/1.53c verzio; Fiji, ImageJ; Wayne Rasband, National Institutes of Health)

végeztik.

4.4 RNS izolalas

A teljes RNS-t kezeletlen kontroll C. auris sejtekbdl, valamint quorum sensing molekuléval
kezelt tenyészetekbdl izolaltuk harom egymastol fiiggetlen bioldgiai ismétlésben. A kezelések

soran a sejtekhez 75 uM végkoncentracidoban farnesolt, illetve 15 mM végkoncentracioban
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tyrosolt adtunk a kisérleti rendszeriinktdl fliggden. A farnesol- és tyrosol expoziciot kovetéen
a sejteket a kezelés utani 2. oraban gyUjtottiik be centrifugalassal (5 perc, 4 000 g relativ
centrifugalis erén, 4 °C-on). A sejteket harom alkalommal foszfatpufferes sooldattal (PBS)
mostuk, majd —70 °C-on taroltuk a tovabbi feldolgozésig.

Mind a farnesollal, mind a tyrosollal kezelt, illetve a kontroll mintak esetében a sejttomeget
fagyasztva szaritottuk (CHRIST Alpha 1-2 LDplus liofilizator, Osterode, Németorszag). A
teljes RNS izolalasat TRIzol/TRISOL reagens (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
alkalmazasaval végeztilk a Chomczynski (1993) éaltal leirt modszer szerint. A végsd RNS-
koncentraci6 és mindség meghatarozasara a mintdkat Agilent BioAnalyzer késziiléken
elemeztiik az Eukaryotic Total RNA Nano kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
alkalmazasaval, a gyarto protokollja szerint. A konyvtarkészitési 1épésekhez kizardlag azokat a

mintakat haszndltuk fel, amelyek RNS-integritasi szama (RIN) meghaladta a 7 értéket.

4.5 Teljes transzkriptom analizis (RNS-seq)

A transzkriptom adatok meghatarozasdhoz nagy ateresztoképességli mRNS szekvenalast
végeztliink. Az RNS-Seq konyvtarakat teljes RNS-bdl készitettiik a NEBNext Ultra II RNA
Sample Preparation Kit (New England Biolabs, Ipswich, USA) alkalmazisaval a gyartd
utasitdsai szerint. A konyvtarkészitést és a szekvenalast a Debreceni Egyetem Genomikai
Medicina és Bioinformatikai laboratériuma végezte. A szekvenalast Illumina NextSeq500
platformon végeztiik, 75 bazispar hosszusagu single-end olvasatok generalasaval. Mintanként
megkozelitleg 18-22 milli6 read keletkezett. A nyers szekvendldsi readeket a C. auris
referencia genomhoz illesztettiik (genome:

https://fungi.ensembl.org/ candida auris_gca 002759435/Info/Index; features:

http://www.candidagenome.org/download/gff/C _auris_B8441/archive/C_auris B8441 versio

n_s01-mO1-r11 features_with_chromosome_sequences.gff.gz). Az illesztett read-ek aranya

mintanként  90-95%  kozott  valtozott. A normalizalt géntranszkripcios  értékek
meghatarozasdhoz a DESeq algoritmust (StrandNGS szoftver) alkalmaztuk. A kezelt (75 uM
farnesollal vagy 15 mM tyrosollal) és kezeletlen kontroll mintdk kozotti transzkripcios
kiilonbségeket moderalt t-probaval hasonlitottuk 0ssze. A tobbszords tesztelésbol eredd hibak
korrigdlasara a Benjamini—-Hochberg-féle hamis felfedezési ardny (FDR) modszert
alkalmaztuk. A korrigdlt p < 0,05 ¢értéket tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.
Differencialisan atir6do génnek azokat a géneket tekintettiik, amelyek transzkripcioja legalabb

1,5-szeres valtozast mutatott (feliilszabalyzodas esetén FC > 1,5, alulszabéalyzodas esetén FC <
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—1,5). A fold change (FC) értékeket a normalizalt transzkripcids adatokbdl szamitottuk. Az
RNS-Seq vizsgalatokat mindkét kezelés esetében harom egymastol fliggetlen biologiai

ismétlésbol szarmazd mintdkon végeztiik.

4.6 Reverz transzkriptdz-kvantitativ polimeraz lancreakcios (RT-gPCR) vizsgadlatok

Az RNS-Seq eredmények megerdsitésére reverz transzkriptaz-kvantitativ polimeraz lancreakcios
(RT-qPCR) vizsgalatokat végeztink. A tyrosol-kezelés esetében hat feliilszabalyzott, ot
alulszabalyzott, valamint 6t, szignifikans transzkripcios valtozast nem mutato gént valasztottunk ki
tovabbi analizisre. A farnesol-kezelés soran 6t feliilszabalyzott, 6t alulszabalyzott, valamint 6t,
szignifikans transzkripcios valtozast nem mutatd génnek transzkripcids valtozasait validaltuk. A
tyrosol-vizsgélat soran az RT-qPCR reakciokat Xceed qPCR SG 1-step 2x Mix Lo-ROX Kkittel
(Institute of Applied Biotechnologies, Prague, Czech Republic) végeztiik a gyarto utasitasai szerint,
reakcionként 500 ng DNaz kezelten (Merck, Magyarorszag) -elkészitett teljes RNS
felhasznaldsaval. A farnesol-vizsgalat esetében a reakcidkat Luna Universal One-Step RT-qPCR
kittel (New England Biolabs, USA) végeztiik a gyarto protokollja alapjan, reakcionként szintén 500
ng DNaz-kezelt (Sigma, Budapest, Magyarorszag) teljes RNS alkalmazasaval. Az oligonukleotid
primereket az OligoExplorer (version 1.1.) és OligoAnalyzer (version 1.0.2.) szoftverek
segitségével terveztiikk, majd az Integrated DNA Technologies cégtdl szereztiik be. A tyrosol-
kezelés esetében a méréseket LightCycler® 480 II real-time PCR késziiléken (Roche, Switzerland),
mig a farnesol-kezelés soran LightCycler® 96 real-time PCR késziiléken (Roche, Switzerland)
végeztiik. Mindkét vizsgalatban mintdnként hdrom parhuzamos technikai ismétlést alkalmaztunk,
¢s az analizisek harom filiggetlen biologiai ismétlésbdl szarmazod mintadkon torténtek. A relativ
géntranszkripcids szinteket (AACP) az alabbi moddon szamitottuk ki. AACP = ACPkezelt minta—
ACPxezeletlen minta, @hol ACP = CPreferencia gén — CPvizsgilt gén, €s CP az a ciklusszadm, amelynél a minta
atlépi a PCR termék kimutatasat jelz6 fluoreszcencia kiiszobot. A referencia gén az aktint kodolo
housekeeping gén az ACTI (B9J08_000486) volt (1asd 1 és 2. melléklet). A AACP értékeket atlag
+ szoras formdjaban adtuk meg, harom egymastol fiiggetlen bioldgiai ismétlés alapjan. A statisztikai
kiilonbségeket Student-féle t-probaval értékeltiik, és a p < 0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak.
A nullatdl szignifikansan eltéré (pozitiv vagy negativ) AACP értékeket differencialis

génexpresszionak tekintettiik.



4.7 Génontologiai analizis

A szignifikans génontologiai (GO) kategoridk azonositasat a Candida Genome Database Gene
Ontology Term Finder eszkozzel végeztiik

(http://www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder), a ,function”, ,process” ¢és

,»component” GO-kategoridk felhasznaldsaval. Az értékelés soran kizarolag a p < 0,05 értéki
talalatokat vettiik figyelembe. A GO-analizisen tual tovabbi, funkciondlisan rokon

géncsoportokat is 1étrehoztunk a Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org)

adatainak felhasznalasaval, illetve irodalmi forrasok alapjan. Az egyes géncsoportokba
tartozd C. auris gének fel- és le-szabalyozott génhalmazokban torténd dasuldsat Fisher-féle
egzakt probaval vizsgaltuk (p < 0,05). A statisztikai szamitasokat R platform segitségével

végeztiik (www.R-project.org/).

(ii) Virulencidaval 6sszefiiggd gének

A virulencidhoz  kapcsolodd  géncsoport a C.  albicans virulencidgjanak  genetikai
szabalyozasaban szerepet jatszo gének alapjan keriilt 6sszeéllitasra (Mayer és mtsai. (2013);
Hofs és mtsai. (2016); Araujo és mtsai. (2017)), valamint a korabban publikalt génlistak alapjan
(Jakab és mtsai. 2021). A kategoéria magaban foglalta az adhézioval, biofilmképzddéssel,

morfogenezissel és stresszvalasszal 6sszefliggd géneket.

(ii) Anyagcsereutvonalakhoz kapcsolodo gének

Ebbe a csoportba a szénhidrat-, ergoszterol- és zsirsav-anyagcsere biokémiai itvonalaihoz
tartoz0 gének  keriiltek besoroldsra a Candida Pathway Database alapjén:

http://pathway.candidagenome.org/

(iii) Oxidativ stresszhez és antioxidans védekezeshez kapcsolodo gének

A kategoéria tartalmazta a funkciondlisan igazolt vagy feltételezett antioxidans enzimeket
kodolod géneket, beleértve: katalazok (GOID: 4096), szuperoxid-dizmutdzok (GOID: 4784),
glutation- és glutaredoxin-rendszer (GOID: 6749), tioredoxinok (GOID: 8379 ¢s 51920),
peroxidazok (GOID: 4601), valamint az oxidativ stresszvalasz szabdlyozasaban részt vevo

géneket.


http://www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder
http://www.candidagenome.org/
http://www.r-project.org/
http://pathway.candidagenome.org/

(iv) Vasanyagcseréhez kapcsolodo gének

A vasfelvételben és vas-homeosztazisban szerepet jatszd géneket a korabban publikalt génlistak
(Jakab és mtsai. 2021) felhasznalasaval allitottuk 0ssze. Ide tartoztak a reduktiv vasfelvételi

rendszer, sziderofor-transzport €s hemoglobin-hasznositas elemei.

(v) Cink-, mangan- és réz-homeosztazissal kapcsolatos gének

A cink-, mangan- ¢s rézfelvételben, illetve -homeosztazisban szerepet jatsz6 géneket Gerwien
¢s mtsai. (2018), valamint Jakab ¢s mtsai. (2021) munkai alapjan gyljtottiik 6ssze. A kategoria

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

4.8 A Candida auris sejtek mikroelem-tartalmanak vizsgalata farnesol és tyrosol
expoziciot kévetoen

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

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

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

tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.



4.9 Oxidativ stresszhez kothetoé paraméterek mérése

A reaktiv oxigénszdrmazékok (ROS) felszabaduldsdnak és az antioxiddns enzimek
aktivitdsanak meghatarozasahoz az eldtenyészeteket YPD folyékony tapkdzegben 0,1 ODsao
értékre higitottuk, majd 37 °C-on 4 oran keresztiil inkubaltuk. Ezt kdvetden a tapkozeget 15
végeén centrifugalassal gytijtottiik be (5 perc, 4 000 g relativ centrifugalis erd, 4 °C). A reaktiv
oxigénszarmazékok mennyiségi meghatarozasat tyrosollal kezelt és kezeletlen mintakban egy
olyan reakcio segitségével végeztiik, amely soran a 2°,7’-diklér-fluoreszcein-diacetat (Merck,
Magyarorszag) 2’,7’-diklor-fluoreszceinné (DCF) alakul. A keletkez6 DCF mennyisége
A sejtek redukalt és oxidalt glutationtartalmat (GSH ¢és GSSG) az 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobenzoesav) (DTNB; GR assay) alkalmazasdval hatdroztuk meg Jakab és munkatarsai
(2015) moédszere szerint. Az oxidativ stresszparaméterek koziil a szuperoxid-dizmutaz (SOD),
a katalaz, a glutation-reduktdz (GR) ¢és a glutation-peroxiddz (GPx) aktivitdsat szintén a
korabban publikalt modszer alapjan mértiik (Jakab és mtsai. 2015).

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

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



Nem onalloan végzett munkdk

— A tyrosollal kezelt gombasejtek intracellularis fém tartalmanak a meghatarozasat ICP-
OES technikaval végeztikk Ragyak Agotaval kozosen.
— A farnesollal kezelést kovetden a C. auris sejteken az ICP-OES méréseket kozosen

végeztiik Ragyak Agotaval és Sajtos Zsofival végeztiik.



5. Eredmények
5.1 A quorum sensing molekuldk hatasa a Candida auris novekedésére

A Candida auris sejtjeinek novekedését €s patogenitasi tulajdonsagait a kiillonb6z0 quorum sensing
molekuldk, igy a farnesol és a tyrosol jelenlétében vizsgaltuk. A farnesollal végzett kisérletekben
(75 uM, YPD taptalaj) az eldinkubalt sejtekhez torténd hozzaadas utdn markdns novekedésgatlas
volt kimutathatd, amely mar a kezelés utani 2. 6ratdl megjelent. Ezt az abszorbancia értékek (ODs40)
¢és a telepképzd egységek szama (CFU) egyarant megerdsitette. A gatldo hatds mar 2 6rén beliil
szignifikansan érvényesiilt, amelyet a CFU szam csokkenése (kontroll: 5,8 x 107 £ 1,1 x 107
CFU/ml; farnesollal kezelt sejtek: 1,1 x 107 + 0,3 x 10”7 CFU/ml; p <0,001), illetve az optikai
denzitas mérhetd kiilonbsége (kontroll: 1,28 £ 0,04; kezelt: 0,72 + 0,04 ODe40; p <0,001) is
alatamasztott (7. abra A). Tizenkét oras inkubacié utan a kontroll mintdkban 5,5 + 0,2 g/l, mig a
farnesollal kezelt sejtekben mindossze 1,3 + 0,1 g/l volt (p <0,001). Az életképtelen sejtek aranya
3,3% £ 1,2%, 1% + 0%, 1,7% + 0,6%, illetve 3,6% =+ 0,6% volt a 0 Oras, 4 orés, 6 oras kezeletlen,
valamint a 6 6rés farnesol kezelt sejtek (2 oras farnesol expozicio) esetében (8. dbra A-D).

A tyrosollal végzett kezelések (15 mM, YPD téptalaj) szintén szignifikans novekedéscsokkenést
eredményeztek mar 2 6ran beliil, amelyet a CFU szam (kontroll: 5,6 x 107 + 1,2 x 107 CFU/ml;
kezelt: 2,5 x 107 + 0,6 x 107 CFU/ml; p < 0,001) és az abszorbancia adatok (kontroll: 1,25 £ 0,09;
kezelt: 1,06 £+ 0,04 ODe40; p < 0,001) 1gazoltak.

Osszességében elmondhato, hogy mig a farnesol és a tyrosol egyarant gatolta a C. auris ndvekedését
rovid idén beliill. A farnesol viszont markansabb hatast gyakorolt a biomassza-csdkkenésre, ami

potencialis antifungélis jelentdségére utalhat.
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7. abra A farnesol és a tyrosol hatisa a Candida auris novekedésére. A novekedést YPD tapkiozegben az abszorbancia (ODsso)
meérésével kovettiik. A farnesolt 4 ora inkubdcio utan 75 uM, a tyrosolt pedig 15 mM végsd koncentracioban adtuk hozza. Az adatok
atlag + szoras (SD) értékeket mutatnak fiiggetlen kisérletekbdl. A csillaggal jelolt értékek a kontroll és a kezelt kulturdk kézotti

szignifikans kiilonbséget jelzik, amelyet paros Student-féle t-probaval hataroztuk meg.

8. dbra A kezeletlen Candida auris sejtek faziskontraszt- és fluoreszcens mikroszkopos felvételei 0, 4 és 6 oraban (4, B, illetve C),
valamint a 6. oraban a kétoras 75 uM-os farnesol kezelt sejtek képei (D). Az életképtelen sejtek festésére propidium-jodid

fluoreszcens festéket alkalmaztunk (piros jel). Skala: 10 um.



5.2 Transzkriptomikai elemzés farnesol- és tyrosol-kezelés hatdsara

A C. auris farnesol- és tyrosol-kezelésre adott transzkripcids valaszanak részletes vizsgalata soran
a transzkriptomikai elemzést végeztiink, amelyet fokomponens analizissel (PCA) egészitettiik ki
a mintak kozotti hasonlosadgok vizudlis dbrazolasa érdekében. A flkomponens-analizis (PCA) egy
tobbvaltozos statisztikai modszer, amely lehetdvé teszi a mintak kozotti globalis transzkriptomikai
kiilonbségek vizualizalasat és a kezelési csoportok elkiiloniilésének értékelését. Az eredmények
alapjan a farnesollal és tyrosollal kezelt sejtek jol elkiiloniiltek a kezeletlen kontroll mintaktol,
mikdzben az azonos kisérleti feltételekhez tartozo biologiai ismétlések szorosan csoportosultak (9.
abra A ¢és B). Ez azt mutatta, hogy a bioldgiai ismétlések kozott magas szintii korrelacio all fenn,

ugyanakkor a farnesol-expozicié jelentds transzkriptomikai véltozasokat idézett eld.

n Kont I

vRIL . @RI , Kontl.
TYRIL A Kontlil.

FAR I
i
FAR L.

B Kontl.

PC2 (6.96%)
PC1(29,25%)

FAR |
" Kont Il

s Kont Il

PCI(51,1%)

PC1 (87,98%)

9. abra Fékomponens elemzés a transzkriptom-adatokon. A szimbolumok a kezeletlen kontrollt és a 75 uM farnesollal (4) és a 15 mM
tyrosollal (B) kezelt tenyészeteket jelolik. Az adatok harom fiiggetlen kisérletsorozatbol (I-111) szarmaznak. Az A abran a farnesol
kezelést sargaval (FAR I-111.), a kontrollokat (Kont I-11]) jeloltem. A B abran a tyrosol kezelést pirossal (TYR I-111), a kontrollokat

sargaval (Kont I-111) jeléltem. Az elemzést a StrandNGS szoftver alapértelmezett bedllitasaival végeztiik.

RNS-Seq elemzés soran Osszesen 1766 differencidlisan expresszalddd gén azonosithatd a farnesol-
kezelés hatasara, ebbol 447 gén fel-, mig 304 gén leszabalyzodott a kontrollhoz képest (10. dbra A).
Ezzel szemben a tyrosol kezelés 615 differencialisan expresszalodd gént eredményezett ezek koziil

142 fel-, mig 108 leszabalyozott volt (10. 4bra B).
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10. abra A farnesol (A) és tyrosol (B) altal indukalt transzkripcios valtozasok attekintése Candida auris-ban. A
feliilszabalizott (piros) és alulszabalyzott (kék) géneket differencialisan expresszalt géneknek (DEG) tekintettiik (korrigalt p -
érték <0,05), amelyek transzkripcidja legalabb 1,5-szeres mértékben nétt vagy csokkent a farnesol kezelt mintdkhoz képest a

kezeletlenekhez viszonyitva.

A farnesolra érzékeny gének funkciondlis csoportositisat GO elemzéssel végeztik. A
virulencidhoz kapcsolddd, leszabalyozott géncsoportban csokkent a biofilmérésben (RBTI,
HWPI, BCRI, EFGI, DSEI, BRG1, UMEG6, ZAP1, RLM]) és a biofilm disszperzidoban (NRG/,
UME®6) szerepet jatszd gének, valamint a morfogenezishez kapcsolodo gének (EFGI, HWPI,
HGCI, WALI, VRPI) transzkripcidja. Az RBT1 és NRGI gének alulszabalyozodasat RT-qPCR
vizsgalatokkal is megerdsitettilk. Az oxidativ stresszhez kapcsolodo, feliilszabalyzott gének
koz¢ tartoztak a CCP1, SOD1, SOD2, SOD6, GPX1, DOTS, PRX1és AHPI, tovabba a HSP21,
YPDI és HOGI. A katalaz (CATI) fokozott transzkripcidjat szintén RT-qPCR-rel igazoltuk
(13. abra A).
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11. abra Az feliil- és alul szabalyozodott gének farnesol (4) illetve tyrosol (B) kezelés hatasara funkcionalis dusulasi
elemzését a Candida Genome Database Gene Ontology Term Finder platformja segitségével végeztiik el, a funkcio és a
biologiai folyamat génontologiai (GO) kifejezések alapjan. Pirossal a feliil szabalyozodott gének lathatoak, kékkel pedig az
alul szabalyozodott gének. Az értékelés soran kizarolag azokat az eredményeket vettiik figyelembe, amelyek szignifikancia
értéke kisebb volt, mint 0,05. Emellett az egyes funkciondlis géncsoportokhoz tartozo C. auris gének dusulasat szintén
elemeztiik, Fisher-féle egzakt probaval.

A metabolikus utvonalak elemzése soran megallapitottuk, hogy a farnesol gatolta a
glilkoneogenezis kulcsenzimeit kodold PCKI és FBPI gének transzkripcidjat, ugyanakkor
nem befolydsolta a glikolizis és a citratkor génjeinek atirasat. A glioxilatciklus (ACO2, ICLI,
MDHI-3) ¢és a zsirsav-B-oxidacid6 (POXI, ECII, FATI, FAA2l1, POTI) génjei
feliilszabalyozodtak mig az inozitol-1-foszfat-szintazt kodolo INOI expresszidja csokkent.

Az ionhomeosztazishoz kapcsolodo gének — igy a reduktiv vasfelvétel elemei (FRE10, FET31,
SMF12, FTRI), a sziderofortranszportban részt vevo SITI, a hemoglobinhasznositasban
szerepet jatsz6 RBTS, valamint a mangan- (SMFI), réz- (CRPI) és cinkmetabolizmushoz
(CSRI) kotodo gének — a leszabalyozott csoportba tartoztak. A POTI felregulaciojat RT-
gPCR-rel is megerdsitettiik (Jakab és mtsai. 2021). A transzmembran transzporttal 6sszefliggd

gének koziil farnesol kezelés hatdsdra 60 gén atirdsa fokozoddott, koztik ot feltételezett
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gyogyszer transzporter (MDRI, CDRI, CDR4, HOL3, YORI), tobb szénhidrat transzporter
(HGT2, HGTI7, HGTI1Y9, HXT5), aminosav transzporterek, valamint foszfat és szulfat
transzporterek  (PHOS84, PHOS89, GITI, SUL2) (11. abra A). A CDRI,
MDRI és HGT? feliilszabalyzodasat RT-qPCR vizsgalatok is igazoltak (Jakab és mtsai. 2021).
A tyrosol kezelés hatdsara a virulenciaval kapcsolatos gének koziil feliilszabalyozodott az
adhéziot elosegitd ALS4, ALSY, IFF4, a lipazszekréciot kodold LIP4, a biofilmérésben szerepet
jatsz6 RBT1 és XOGI, valamint a morfogenezishez kapcsolodé HYRI. Emellett a
stresszvalaszhoz kotddd HSF1, HSP21, HSP78 és HSP104 transzkripcidja is nétt, mig a BCRI,
NRGI1, WALI és VRPI gének atirasa csokkent.

Metabolikus szinten a tyrosol csokkentette a reduktiv vasfelvételhez (CFL4, FREY, FREI0,
FTRI, FTR2), a hemoglobin felhasznalashoz (RBTS5, HMX1, CSA2) és a zsirsav bioszintézishez
(FASI, FAS2) kapcsolddd gének transzkripcidjat, mikozben a szénhidrat- és ergoszterol
metabolizmus génjeit nem befolyasolta. A DNS replikaciohoz kapcsolodo gének, valamint az
MCM-komplex alegységei csokkent transzkripciot mutattak.

Oxidativ stresszhez kapcsolodoan a kataldzt (CATI), a szuperoxid-diszmutazt (SODI), a
glutation-peroxidazt (GPXI), tovabba a YCP4, CAPI és CIPI géneket feliilszabalyzottnak
talaltuk, mig a SOD4 transzkripcidja csokkent (11. dbra B és 12. abra). E valtozasokat RT-
qPCR vizsgalatok is alatdmasztottak (13. dbra B).

Virulencia gének
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12. abra A tyrosol hatasa a Candida auris kivalasztott génjeinek transzkripciojara. A hotérkép a reprezentativ gének transzkripcios

profiljat mutatja a szinskdla szerint, amely a géntranszkripcio valtozdsait jelzi.
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13. dbra Az RT-qPCR és a transzkriptom szekvendlas (RNS-seq) eredményeinek az dsszehasonlitasa a farnesol kezelést (A) és
a tyrosol kezelést (B) kovetden. Az RNS-seq adatok FC (fold change = relativ valtozas) értékekként keriiltek bemutatasra. A
CP értékek a RT-qPCR sordn a keresztezési ciklusszamot jelélik. Referenciagénként a B9J08 000486 (ACTI- aktint) gént
alkalmaztuk (lasd 1. és 2. melléklet). Az abran a nullatol szignifikansan eltéré AACP-értékeket (p < 0,05, Student-féle t-
proba, n = 3) piros, illetve kék szinnel jeloltiik. A piros pontok a feliilszabdlyozott, mig a kék pontok az alulszabalyozott
géneket jelolik. A két modszer soran kapott eredmények dsszehasonlitasat a Pearson-féle korreldcios egyiitthatoval végeztiik,
melynek értékei 0.87-0.94 kézott voltak.

A farnesol és a tyrosol hatdsainak Osszehasonlitdsa soran megallapitottuk, hogy a farnesol
Iényegesen kifejezettebb transzkriptomikai valtozasokat idézett eld. Farnesol kezelés hatdsara
447 gén feliilszabalyzodott, mig 304 gén leszabalyozodott; ezzel szemben tyrosol kezelés

esetén 142 gén transzkripcidja nott szignifikansan, mig 108 géné csokkent. Jelentds atfedés
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mutatkozott a két kezelés kozott: 66 gén mutatott kdzos feliilszabalyozodast, mig 46 gén
leszabalyozodott. Erdekes modon tobb, a DNS replikaciohoz kapcesolddd gén kizardlag tyrosol
hatasara mutatott csokkent transzkripciot, mig a farnesol kifejezetten fokozta a transzmembran
transzportban, a zsirsav anyagcserében, a zsirsav-f-oxidacioban és a szulfatasszimilacioban

részt vevo gének atirasat (14. abra).

Lizinszintézis az aminoadipinsav utjan (3 gén)
Katalitikus aktivitas (9 gén)

Helyteleniil hajtogatott fehérje kotése (3 gén)
Hidroldz aktivitas, glikozidos kotésekre hato (5 gén)

TYR FARN
Transzmembran transzport (54 gén)
Zsirsav-anyagesere folyamat (22 gén)
Zsirsav béta-oxidacio (8 gén)
Vakuoldris transzporter kisérofehérje komplex (4 gén) Szulfét-asszimildcio (5 gén)

76/62 66/46 381/258

DNS-replikacio (10 gén) Sejtperiféria (33 gén)

DNS-replikécio inicidci6ja (6 gén) RNS-bioszintetikus folyamat szabalyozasa (45 gén)
DNS-szdl meghosszabbitiasa a DNS-replikdcio sordn Transzkripcioszabalyozo aktivitds (30 gén)

(5 gén) DNS-kito transzkripeios faktor aktivitds, RNS-
Sejteiklushoz kapesolodé DNS-replikicio (8 gén) polimerdz II-specifikus (21 gén)

Sejtciklus DNS-replikdcio inicidcidja (3 gén)

Mitotikus DNS-replikédcio (4 gén)

Mitotikus DNS-replikdcio inicidcioja (3 gén)
DNS-javitds (12 gén)

Rekombindeids javitas (6 gén)

Két szalu torés javitdsa homolog rekombindcié Gtjan
(6 gén)

Zsirsav-szintaz komplex (2 gén)

RNS-helikaz aktivitds szabalyozasa (2 gén)
Ferrooxidaz komplex (2 gén)

14. abra A farnesol és tyrosol hatasainak transzkriptomikai ésszehasonlitisa

5.3 A farnesol és tyrosol-expozicio hogyan befolyasolja a Candida auris sejtek oxidativ
stressz folyamatait és fémion-tartalmat.

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

Ezzel szemben a tyrosol kezelés mérsékeltebb, de szintén szignifikdns valtozasokat
eredményezett: az intracellularis vas-, mangan-, cink- és réztartalom 25%, 37%, 34% ¢és 55%-

kal csokkent a kontrollhoz viszonyitva (vas: 155,7 = 17,9 mg/kg vs. 114,3 £ 16,2 mg/kg;



mangan: 69,3 + 4,2 mg/kg vs. 42,6 £ 1,14 mg/kg; cink: 735,4 £ 18,5 mg/kg vs. 516,5 £ 22,1
mg/kg; réz: 259,9 + 16,1 mg/kg vs. 123,5 £ 9,8 mg/kg; p < 0,05-0,001; lasd 2. tablazat).

A tyrosol kezelés szignifikdnsan fokozta a reaktiv oxigénszarmazékok termelddését Candida

auris sejtekben, ami egyiitt jart a f6 antioxidans enzimek (SOD, katalaz és GPx) aktivitdsanak,

valamint a redukalt glutation szintjének emelkedésével, jelezve az oxidativ stressz altal kivaltott

celluléris védekezo valasz aktivalodasat (lasd 3. abra).

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

potencialisan befolyasolhatja a metabolikus folyamatokat ¢és az oxidativ stresszvalaszt.

1. tablazat A farnesol altal Kivaltott valtozasok a Candida auris fémion tartalmaban

Atlag + SD
Fémtartalom/ Sziraz
Kezelé Vas Mangan Cink Réz
ezeles sejttomeg
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
@)
Kezeletlen
0,38+0,08 152,2+21,1 67,9+5,1 787,8+£22,2 274,6+15,7
sejtkultirak
Farnesollal
kezelt 0,09+0,01***  116,0+£10,0° 18,6:1,8%** 245 8+34 4%** 828 8+1(06,4%%*
sejtkultirak

Az adatok harom fliggetlen kisérletbdl szamitott atlag + szoras értékeit mutatjak.

*, RE Rk jelolések a szignifikans kiilonbségeket jelzik (p < 0,05 ; p <0,01; p< 0,001), kétiranyu ANOVA alapjan szamitva, a kezeletlen kontrollhoz és

a farnesollal kezelt tenyészetekhez viszonyitva.



2. tablazat A tyrosol altal kivaltott valtozasok a Candida auris fémion-tartalmaban

Atlag £ SD
Fémtartalom/ Szaraz
Kezelé Vas Mangan Cink Réz
ezeles sejttomeg
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
(g)
Kezeletlen
0,32+0,02 155,7+17,9 69,3+4,2 735,4£18,5 259,9+16,1
sejtkultarak
Tyrosollal
kezelt 0,26+£0,03"  1143+16,2° 42,6+1,14™ 516,5£22,1 123,5£9.8 ™
sejtkutarak

Az adatok harom fiiggetlen kisérletbdl szamitott atlag + szoras értékeit mutatjak.
* ** jelolések a szignifikans kiilonbségeket jelzik (p < 0,05 és p < 0,01), kétiranyt ANOVA alapjan szamitva, a kezeletlen kontrollhoz és a tyrosollal

kezelt tenyészetekhez viszonyitva.

3. tablazat Tyrosol altal indukalt oxidativ stressz valasz Candida auris esetében

Oxidativ stresszhez kotheto Kezeletlen Tyrosollal kezelt
paraméterek sejtkulturak sejtkulturak
DCF [nmol DCF (ODg40)"'] 7,1+£1,9 16,8 + 3,9*
SOD [munit (mg protein)™!] 543+6,1 78,1 £ 14,8 *
Katalaz [kat (kg protein)™'] 0,6 +0,2 1,2+0,35 *
GR [mkat (kg protein)'] 22+0,5 2.8+0,3
GPx [mkat (kg protein)] 0,2 £0,02 0,29 + 0,06 *
GSH [nmol (ODe40) '] 49.8+54 65,1 £4,0*
GSSG [nmol (ODgas0) '] 0,2+ 0,04 0,26 £ 0,04

Az adatok a harom fiiggetlen kisérletbdl szamitott atlag + szoras értékeit mutatjak.
* Jelentds eltéréseket tapasztaltunk (p < 0,05) a paros Student-féle -proba szerint, a kezeletlen kontrollhoz és a tyrosollal kezelt tenyészetekhez

viszonyitva.



6. Diszkusszio

A quorum sensing megzavarasara fokuszald alternativ kezelési stratégidk az utobbi idoben
egyre vonzobb terapids eszkoézzé valtak, kiilondsen a nehezen kezelhetd, multirezisztens
koérokozok ellen, mint példaul a C. auris (Grainha és mtsai. 2018; Fong és mtsai. 2018, Kovacs
¢s mtsai. 2020). Korabbi vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a gombaeredetli quorum sensing
molekuldk kifejezett gombaellenes hatassal birhatnak, illetve a hagyomanyos antifungalis
szerekkel kombinacioban erds adjuvans hatdst fejthetnek ki kiilondsen szuprafiziologias
koncentracioban (Nagy és mtsai. 2020, Nagy és mtsai. 2020/2, Kovécs és mtsai. 2016, Bozo és
mtsai. 2016, Katragkou és mtsai. 2015). Nagy ¢s mtsai. (2020) kimutattdk, hogy a
szuprafiziologias farnesol-expozicio jelentds mértékben csokkenti a C. auris planktonikus
sejtjeinek novekedési iitemét, illetve a biofilmek metabolikus aktivitdsat (Nagy és mitsai.
2020/2). Ezen feliil 75 uM farnesol kezelés szignifikdnsan csokkentette a vesébdl kindtt €16
gombasejtek szdmat immunszupresszalt szisztémasan fertézott egérmodellben (Nagy €s mtsai.
2020/2).

Az RNS-Seq alapu teljes transzkriptom analizis fontos mddszer lehet ezen molekuldk altal
kivaltott antifungalis hatas hatterében all6 mechanizmusok teljes korli megértéséhez. A C.
albicans esetében kimutattdk, hogy a szuprafiziologias koncentracidoban alkalmazott farnesol
tobb gén transzkripcios szintjét is befolyasolja. Cao és mtsai. (2005) beszdmoltak arrdl, hogy
farnesol-expozicié hatasara nétt a TUPI (morfoldgiaval 0Osszefliggd), az FCRI
(gyogyszerrezisztenciaval kapcsolatos), az FTR2 (vastranszporttal kapcsolatos), valamint a
CHT2 és CHT3 (kitinaz) gének expresszidja. Ezzel szemben a CSHI (a sejtfelszin
hidrofobicitasaval Osszefliggd) gén lefelé szabalyozddott farnesol jelenlétében, hasonloan a
HSP70, HSP90 ¢és SSA2 (hosokkfehérjéket kodolo), a PDRI6 (gyogyszerrezisztenciaval
kapcsolatos), tovabbd a CRK és PDE2 (morfoldgiahoz kapcsolodo) génekhez (Rodrigues €s
mtsai. 2020, Cao és mtsai. 2005).

Korabbi vizsgalatok alapjan a farnesol dézisfiiggé modon indukal reaktiv oxigéngyok
termelést C. albicans-ban (Davis-Hanna és mtsai. 2008; Deveau €és mtsai. 2010). Emellett a
farnesol befolyésolja a CAT1, SODI és SOD?2 gének transzkripcidjat, amelyek az oxidativ
stresszvalaszhoz kapcsolédnak C. albicans-ban (Rodrigues ¢és mitsai. 2020). Ezek az
eredmények Osszhangban dallnak Nagy ¢s mtsai. (2020) C. auris-szal kapcsolatos
megfigyeléseivel. Vizsgalatukban tobb, feltételezhetéen oxidativ stresszre reagalo gén (CATI,
GPXI1, SOD1, SOD2 és SOD6) feliilszabalyozodott farnesol-expoziciot kovetden. Figyelemre

méltd, hogy a farnesol fokozta a HOGI transzkripcigjat is, amely a gombdk oxidativ
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stresszvalaszanak kulcseleme, tovabb erOsitve a farnesol altal kivaltott oxidativ stressz
szerepét C. auris-ban (Dantas ¢és mtsai. 2015). Ezt tamasztja ala a DCF szint és a szuperoxid-
diszmutdz aktivitds emelkedése is farnesollal kezelt tenyészetekben (Nagy és mtsai. 2020/2).

Friss transzkriptomikai adatok kimutattdk, hogy a farnesol-kezelés befolyasolta a vas-
homeosztazissal kapcsolatos gének transzkripciojat, valamint a C. auris vas-, cink-, mangan-
és réztartalmat is. A vasfelvételben szerepet jatszé gének alulszabalyzddasa oOsszefliggést
mutatott a farnesolnak kitett sejtekben mért szignifikdnsan csokkent vas-szinttel.
Hasonldképpen, a menadion-néatrium-biszulfit altal kivaltott oxidativ stressz is befolyasolta a
vas-homeosztazis génjeinek transzkripciojat és a C. albicans sejtek vastartalmat (Jakab és
mtsai. 2021). Feltételezhetd, hogy a vas csokkenéséhez kapcsolddd valasz egy altalanos
védekez6 mechanizmus része, amely a farnesol és a menadion altal kivaltott kérosodas
minimalizalasat célozza a kétértékii vasionok altal kdzvetitett oxidativ reakciok mérséklésével.
Korabbi tanulmanyok szerint az emelkedett szabad intracellularis vasszint eldsegiti a reaktiv
oxigén gyokok képzddését, és vasfiiggd sejthaldlt kdzvetit S. cerevisiae-ben (Jakab és mtsai.
2021; Dixon és mtsai. 2014). Hasonlo vasfiiggd oxidativ stressz- €s sejthalal-folyamatokat méas
gombakban is leirtak. Candida albicans-ban példaul a vas-homeosztazis zavara fokozta a ROS-
szintet és csOkkentette a sejtek stressztlirését, kiillondsen antioxidans rendszerek (pl. SOD,
katalaz, glutation) kimertiilése esetén (Chen €s mtsai. 2011). Ez az 6sszefiiggés alatimaszthatja
a jelen vizsgélatban megfigyelt oxidativ stressz és a megvaltozott vashaztartds kozotti
kapcsolatot. A CSRI gén, amely egy, a cink-homeosztazist stabilizalo {6 transzkripcios faktort
kodol, és cinkfliggd védelmet biztosit a sejtek szamara a farnesol-indukalta oxidativ stresszel
szemben, csokkent transzkripcidja Osszefliggbétt a megfigyelt intracelluldris cinkszint
csokkenéssel. A cink esszencialis fém az oxidativ stressz elleni védekezésben, mivel szerkezeti
alkotdeleme a szuperoxid-dizmutdznak, amely kulcsenzim a szuperoxidok semlegesitésében
(Gerwien és mtsai. 2018). A legtobb fémmel ellentétben a mangan magas koncentracioban
inkabb antioxiddnsként viselkedik, mintsem reaktiv oxigén gyokok képzddését eldsegitd
elemként (Gerwien és mtsai. 2018). A farnesol azonban gétolta a SMF'I gén transzkripcidjat,
amely az intracellularis manganszint fenntartasaért felelds az antioxidans védekezés érdekében
(Gerwien és mtsai. 2018). Ezenkiviil a PMR1 gén, amely Ca2+/Mn2+ ATPAaz transzporter, €s a
Golgi ionhomeosztazisdban vesz részt transzkripcidja szintén gatlédott, ami a gombasejtek
virulencidjanak csokkenéséhez vezetett (Bates és mtsai. 2005). Ez 6sszhangban all korabbi
eredményeinkkel, amelyek szerint a napi farnesol kezelés szignifikdnsan csokkentette a C.
auris virulencidjat (Nagy ¢s mtsai. 2020). A CRPI ¢s CCC2 alulszabalyzodasa Osszefiigghetett

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

Erdemes kiemelni, hogy a farnesol-expozicio tobb zsirsav-p-oxidaciéval kapcsolatos gén
(POX1, ECII, FATI, FAA21, POTI) szignifikans feliilszabalyozasat eredményezte. A sériilt
vagy oxidalodott membranlipidek lebontdsa, valamint a zsirsav-metabolizmus fokozddasa
hozzajarulhat a membran lipidosszetételének homeosztazisahoz ¢és a  megfeleld
membranfluiditds fenntartadsahoz (Fradin és mtsai. 2003). Jabra-Rizk és mtsai. (2006), valamint
Rossignol és mtsai. (2007) kimutattak, hogy a farnesol befolyasolja a membran permeabilitasat
non-albicans fajokban, példaul C. dubliniensis és a C. parapsilosis esetében. A fokozott
zsirsav-oxidacids aktivitds magyardzhatja a membranhoz kapcsol6do farnesol-hatast, amely
Osszefliggésbe hozhatd a korabban megfigyelt antifungalis hatassal (Nagy és mtsai. 2020/2).
Az antifungalis hatds tovabbi lehetséges magyarazata az ergoszterol-bioszintézishez
kapcsolodd gének transzkripcidjanak csokkenése, amely megvaltoztatjia a membran
permeabilitasat és fluiditasat (Dizova és mtsai. 2018). Dizova és munkatarsai kimutattak, hogy
200 uM farnesol jelenlétében az ERG20, ERG11 és ERGY9 gének transzkripcidja csokkent C.
albicans-ban (Dizova és mtsai. 2018). Az ERGI1 és ERG9 gének csokkent expresszioja
varhatéan mérsékli az ergoszterol bioszintézisét, amely a gombasejtmembran egyik
legfontosabb strukturadlis komponense. Az ergoszterolszint csokkenése megvaltoztathatja a
membran fluiditasat és permeabilitasat, ami fokozhatja egyes antifungélis szerek intracellularis
felhalmozodasat. Vizsgalatunkban az ERG6 gén expresszidja is csokkent farnesol-expoziciot
csokkent Erg6-szint megerdsitheti a C. auris sejtek fokozott érzékenységét az oxidativ stresszel
szemben (Oliveira és mtsai. 2020; Jensen-Pergakes és mtsai. 1998). Oliveira és mtsai. (2020)
kimutattdk, hogy az ERG6 mutans Cryptococcus neoformans csokkent hoétoleranciat és
fokozott oxidativ stresszérzékenységet, valamint nagyobb antifungalis-érzékenységet mutat,
ami magyarazatot adhat az azolokkal megfigyelt kordbbi szinergista interakciora (Nagy ¢és
mtsai. 2020/2; Oliveira és mtsai. 2020). Tovabba az ERG6 mutans C. neoformans teljesen
avirulens volt gerinctelen allatmodellben, ami magyarazhatja a C. auris csokkent virulenciajat

napi farnesol-kezelés utan (Nagy és mtsai. 2020/2; Oliveira és mtsai. 2020). Az ERG6 mellett
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az INOI gén is down-reguldlodott farnesol expozicié hatasara. Ez a gén az inozitol-1-foszfat-
szintazt kodolja, amely kulcsenzim az inozitol és a foszfatidil-inozitol szintézisében. Az INO1
gén csokkent transzkripcidja mérsékelheti az inozitol- és foszfatidilinozitol-szintézist, ami a
membran lipidosszetételének megvaltozasahoz vezethet. Ez hozzajarulhat a membranfunkciok
modosuléasahoz, €s eldsegitheti az azolokkal megfigyelt szinergista hatast. Ennek megfeleléen
az INOI1 csokkent transzkripcidja tovabb magyarazhatja a farnesol ¢és az azolok kozotti
szinergista hatast C. auris esetében (Nagy ¢és mtsai. 2020/2), mivel az INOI jelentdsen
feliilszabalyozott a rezisztens Candida izoldtumokban (Cao és mtsai. 2005). Az aktiv efflux
pumpdékkal kapcsolatos gének tekintetében a farnesol-expozicid szignifikans transzkripcid
novekedést idézett eld a CDRI, CDR4, MDRI, HOL3 ¢és YORI gének esetében, mig
a SNQ?2 transzkripcios szintje csokkent. Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy ezek a
transzporterek szerepet jatszanak a C. auris gyogyszerrezisztencidjaban (Munoz és mtsai.
2018; Kean ¢és mtsai. 2018). Srivastava ¢és Ahmad azt talaltdk, hogy
a CDRI1, CDR2, MDRI, MDR?2 és SNQO2 gének jelentdsen alulszabalyzodtak a farnesol
jelenlétében (Srivastava és mtsai. 2020). Fontos megjegyezni, hogy mintegy ezerszeres
kiilonbség volt a transzkripcid novekedést kivaltd farnesol koncentracio és a vizsgalatunkban
alkalmazott dézis kozott. Eredményeink mindazonaltal alatdmasztjak azt a hipotézist, hogy
alacsonyabb koncentracioban a farnesol potencialis szubsztratja lehet a feliilszabalyozott
transzportfehérjéknek, lehetévé téve a sejtek szdmara a védelmet a farnesol altal indukalt
oxidativ stresszel szemben.

Vizsgalataink masodik részében a tyrosol hatasat vizsgaltuk és hasonlitottuk 0ssze a farnesolnal
megfigyelt hatdsokkal. Két 6ras expoziciot kovetden a tyrosol szignifikdnsan gatolta a C. auris
sejtek novekedési ilitemét. Hasonld mintazatot kordbban C. parapsilosis esetében is
megfigyeltek, ahol a gatldo hatds a riboszoma-bioszintézissel kapcsolatos gének
alulszabalyzodasaval allt osszefiiggésben (Jakab és mtsai. 2019). Erdekes modon 15 mM
tyrosol-expozicid C. auris esetében nem eredményezett szignifikans valtozast a riboszoma-
bioszintézis gének transzkripcidjdban. Ezzel szemben tobb DNS-replikdcidhoz kapcsolodo gén
alulszabalyzodott, ami magyarazatot adhat a megfigyelt novekedésgatlas molekuléris hatterére.
Hasonl6 ndvekedésgatld hatasrol szamoltak be Cordeiro és mtsai. (2015) 2,5-5,0 mM
koncentraciotartomadnyban mas non-albicans fajok, példaul C. tropicalis és C. glabrata
esetében. Adampour és mtsai. (2022) kimutattak, hogy tyrosollal kezelt planktonikus C.
glabrata sejtekben jelentds karosodas kovetkezett be a sejtfalban, sejtmembranban,
citoplazmaban, sejtmagban és mitokondriumokban. Egyéb gombafajok esetében (Coccidioides

posadasii, Histoplasma capsulatum) a tyrosol csokkentette a sejtmembran ergoszteroltartalmat,
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valamint jelentds permeabilitas fokozddast idézett elé a sejtmembranon (Brilhante és mtsai.
2016). Hasonl6 gatlod hatast figyeltek meg Sporothrix fajok esetében is, mind a fonalas, mind
az €lesztd forma esetében (Brilhante és mtsai. 2020).

A csokkent novekedési litem részben a tyrosol jelenlétében megemelkedett reaktiv oxigén
gyokok szintjével is magyarazhatd. Korabbi tanulményok igazoltak, hogy a gombaeredetli
quorum sensing molekuldk szuprafiziol6gias koncentracidban oxidativ stresszt generalnak.
Emellett kiilonbségek mutatkoznak a farnesol és a tyrosol oxidativ stresszre gyakorolt hatasai
kozott a kiilonb6z6 Candida fajokban (Jakab és mtsai. 2019; Nagy és mtsai. 2020/b). A C. auris
egyedi stresszrezisztencia-profillal rendelkezik més Candida tajokkal 6sszehasonlitva (Day és
mtsai. 2018). Jelen vizsgéalatban a fokozott oxidativ stressz a katalaz, SOD ¢és GPx
aktivitdsanak emelkedésével jart egyiitt. Ugyanakkor az antioxidans védekezéshez kapcsolddo
feliilszabalyozott gének szama lényegesen alacsonyabb volt, mint C. parapsilosis esetében a
tyrosol kezelést kovetden (6 vs. 18 gén) (Jakab és mtsai. 2019). Figyelemre mélt6, hogy a SOD4
szignifikansan alulszabalyzddott. Ez a gén kulcsfontossagu a detoxifikéacids folyamatokban a
C. albicans-ban (Dantas és mtsai. 2015; Jakab és mtsai. 2019; Allert és mtsai. 2022). Ez
magyarazhatja a napi tyrosol-kezelés mellett in vivo megfigyelt csokkent virulenciat (Jakab és
mtsai. 2019). Jelen vizsgalatban a CAT1 gén feliilszabalyozddott C. auris-ban tyrosol-expozicid
hatdsara, hasonloan C. parapsilosis-hoz (Dantas és mtsai. 2015; Jakab és mtsai. 2019). Korabbi
tanulmanyok alapjan erds korrelacio figyelhetd meg a CATI transzkripcios szintje és a
hidrogén-peroxiddal szembeni rezisztencia kozott C. albicans-ban farnesol-expozicid utan, ami
arra utal, hogy a katalaz-indukci6 az oxidativ stresszel szembeni ellenallas novekedésével jar
egyiitt, ¢s a CATI jo6 markernek tekinthetd6 az oxidativ stressz-rezisztencia esetén.
Valoszintisithetd tehat, hogy a tyrosol altal indukalt CATI feliilszabalyozids megel6zd
mechanizmusok aktivalasat jelzi az oxidativ stresszel szemben (Deveau és mtsai. 2010).

Az oxidativ stressz antifungélis hatdsban betdltott szerepét tovabb erdsiti az intracellularis vas,
mangan-, réz- és cinktartalom szignifikans csokkenése, amelyek kulcsszerepet jatszanak az
oxidativ stresszel szembeni védekezésben. A vasfelvételben részt vevo gének (CFL4, FREY,
FREI0, FTRI, FTR2) down-reguléacidja csokkent vastartalmat eredményezett, ami a kétértéki
vasionok kéros hatdsainak mérséklését célzo altalanos védekezési stratégia részét képezheti a
farnesol hatdshoz hasonléan (Dixon és mtsai. 2014). A mangén kulcsfontossagli antioxidans
elem Candida fajokban, mig a csokkent cink- és rézszint akadalyozza a szuperoxid-dizmutaz
megfeleld mikodését (Ballou és Wilson 2016; Gerwien és mtsai. 2018). Emellett a Candida

fajok adaptiv valaszai nagymértékben fiiggenek a cink- és rézkoncentraciotol, kiilondsen a



kommenzalis, kornyezeti €s infekcids allapotok kozotti atmenetek soran (Ballou és Wilson
2016).

A virulencia szempontjabol altalanossagban a kiilonb6z6 virulenciafaktorokat kodold gének
markans down-regulacidja volt megfigyelhet6. Monteiro és mtsai. (2015) beszamoltak arrol,
hogy a tyrosol negativan befolyasolja az adhézidt. Teljes metabolikus aktivitds profil analizis
alapjan a tyrosol-kezelés 22—51%-os csokkenést eredményezett C. albicans esetében (Monteiro
¢és mtsai. 2015). Meglep6 modon jelen vizsgalatban az adhézidban szerepet jatszo gének (4154,
ALS9, IFF4) szignifikansan feliilszabalyozodtak. C. albicans-ban az [FF4 in vitro és in vivo
adhézioban vesz részt; transzkripcios vizsgalatok alapjan expresszidja a biofilm-képzddés késoi
szakaszaban fokozodik (Fox és mtsai. 2015). Az Iff4A null mutans sejtek csokkent adhéziot
mutatnak a biofilm kialakulas korai fazisaban (Kempf és mtsai. 2009; Kean és mtsai. 2018). A
tyrosol kulcsszerepet jatszik a C. albicans morfogenezisében és biofilm-képzddésében; szerepe
azonban C. auris biofilm képzésében még tisztdzasra var (Alem és mtsai. 2006). Ebben a
vizsgalatban a tyrosol-kezelés csak kisebb valtozasokat eredményezett a biofilmhez kapcsolodo
gének expresszidjaban, ¢és az eredmények alapjan inkabb a biofilm késobbi eseményeit
befolyasolhatja. A biofilmképzddést eldsegitd RBTI gén transzkripcidja emelkedett tyrosol-
expozicid hatasara; ugyanakkor regulatoranak, a BCRI transzkripcids faktornak az ortologja
szignifikansan down-reguldlodott, ami eltért a C. parapsilosis-ban megtigyelt valaszreakciotol
(Ding és mtsai. 2007; Jakab és mtsai. 2019). Tovabbi jelentds kiilonbség volt, hogy az NRGI
(a hifafejlédés represszora) down-reguldlodott, ami serkentheti a filamentézus elemek
kialakulasat. Ez egyiitt jart az ALS4 (GPI-horgonyzott adhezin) feliilszabalyozéasaval, amely
pszeudohifdkat mutatd C. auris sejtekben fokozott expressziot mutat (Yue és mtsai. 2018).

Az RNS-Seq analizis kimutatta, hogy két f6 zsirsav-bioszintézishez kapcsolddo gén (FASI,
FAS2) down-regulalodott; ezek csokkent patogenitassal és virulencidval hozhatok
Osszefliggésbe (Begum ¢és mtsai.,, 2022). Korabbi vizsgdlatunkban a tyrosol-kezelés
csokkentette a deltal2-zsirsav-deszaturazt (FAD?2) és az omega-3 zsirsav-deszaturazt (FAD3)
kodolod gének expressziojat C. parapsilosis-ban, ami a faj altalanos fitneszének csokkenését
eredményezte (Jakab és mtsai. 2019). Mindezek alapjan a tyrosol altalanos, zsirsav anyagcserét
befolyasold hatassal rendelkezhet, amely potencialisan kihasznalhat6 1ij, ezen metabolikus
utvonalat célzé antifungalis stratégiak fejlesztésében (DelJarnette és mtsai. 2021).

A disszertacio alapjaul szolgalo kisérletes munka az elsd olyan atfogd vizsgalat, amely a C.
auris transzkripcids profiljanak globalis valtozasait elemezte quorum sensing molekuldk -

crcr

antifungalis hatasmechanizmuséba. A transzkripcids valaszok elemzése ramutatott, hogy
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mindkét molekula jelentdsen fokozza az oxidativ stresszvalaszt szuprafizioldgias
koncentracioban alkalmazva, amely egyiitt jar bizonyos intracellularis mikroelemek (kiilondsen
felborulasaval. Emellett jelentds valtozasok figyelhetOk meg a zsirsav-anyagcsere (kiilondsen
a P-oxidacio), az ergoszterol- €s zsirsav-bioszintézis, a nukleinsav-szintézis, az adhézio,
valamint a gyogyszer-efflux pumpak transzkripcidja terén is. Ezek az eredmények egyiittesen
magyarazatot adhatnak a megfigyelt novekedésgatld és virulenciacsokkentd hatasokra, és
ravildgitanak arra, hogy a quorum sensing molekuldk komplex, tobb tdmadasponton hatd
mechanizmusokon keresztlil fejtik ki antifungdlis aktivitdsukat. A feltart molekularis
Osszefiiggések nemcsak a C. auris stresszadaptacidjanak ¢€s patogenitdsanak mélyebb
megértéséhez jarulnak hozzd, hanem megalapozhatjdk 1j, innovativ terapids stratégiadk

kidolgozasat is ennek a multirezisztens korokozonak a hatékonyabb kezelésére.



7. Uj megallapitasok

- A farnesol szignifikdnsan gatolta a C. auris ndvekedését, amely rovid expozicios id6
utan is kimutathato volt, és a gombasejtek metabolikus aktivitasanak csokkenésével jart.

- A transzkriptomikai elemzés alapjan a farnesol kezelés csokkentette a
biofilmképzddéshez, morfogenezishez ¢és virulencidhoz kapcsolodd  gének
transzkripcidjat, ami a patogenitds mérséklodésére utal.

- A farnesol jelentOs oxidativ stresszvalaszt indukalt C. auris-ban, amelyet antioxidans
enzimekhez és stresszadaptaciohoz kapcsolddd gének fokozott transzkripcidja és az
antioxidans enzimek aktivitadsanak novekedése kisért

- A farnesol  expozici6  jelentésen modositotta a C. auris intracellularis fémion
homeosztazisat, amely a vas, mangan ¢s cinktartalom csokkenésével, valamint a
rézkoncentracié novekedésével jart.

- A tyrosol szintén gatolta a C. auris novekedését,
azonban hatésa elsdsorban a sejtciklushoz és a DNS-replikdciohoz kapcsolodd gének
transzkripcidjanak csokkenésével fiiggbtt Ossze.

- A quorum sensing molekuldk hatasara jelentds valtozdsok figyelheték meg a
lipidanyagcserében: A farnesol fokozta a zsirsav B-oxidacidhoz kapcsolddd gének
transzkripcidjat, mig a tyrosol csokkentette a zsirsav bioszintézishez kothetd gének
transzkripcidjat, ami a sejtmembran szerkezetének és muikodésének atrendezodésére

utal.



8. Osszefoglalas

A Candida auris az elmult évtized egyik legjelentdsebb multirezisztens opportunista
gombakodrokozoja, amely vilagszerte stlyos nozokomialis jarvanyok kialakuldsaért felelos.
Kiemelkedd klinikai jelentdségét multidrog-rezisztencidja, kornyezeti perzisztenciaja,
biofilmképzd képessége, valamint magas mortalitdsi arannyal jard invaziv fertdzései adjak. A
jelenlegi terapias lehetdségek korlatozottak, ezért siirgetd igény mutatkozik 1j, alternativ
antifungalis stratégiak feltardsara. A quorum sensing molekuldk — kiilondsen a farnesol és a
tyrosol — az utdbbi években igéretes, virulenciat befolydsold és potencidlisan antifungélis
hatasu vegytiletekként kertiltek a kutatasok fokuszaba.

Jelen munka célja a C. auris farnesol- és tyrosol-expozicidt kovetd globalis géntranszkripcids
valtozasainak vizsgalata volt. Eredményeink alapjan mind a farnesol, mind a tyrosol jelentds
mértékben fokozta az oxidativ stresszvalaszt, amit az antioxidans enzimek (példdul katalaz,
szuperoxid-diszmutdz, glutation-peroxidaz) aktivitdsanak novekedése, valamint tobb oxidativ
stresszhez kapcsolodd gén feliilszabalyozésa kisért. Ez egyiitt jart a redox-homeosztazis
felborulasaval €s bizonyos intracellularis mikroelemek — kiilénosen a vas, cink és mangan —
koncentraciojanak  csokkenésével, ami hozzdjarulhat a sejtek  sériilékenységének
novekedéséhez. Jelentds valtozasok voltak megfigyelhetdk a lipidanyagcserében is. A farnesol-
expozicio fokozta a B-oxidacidhoz kapcsolodd gének expressziojat, mig mindkét molekula
befolyasolta az ergoszterol- és zsirsav-bioszintézishez kdtddd utvonalakat. Ezek a valtozésok a
sejtmembran Osszetételének és fluiditdsanak modosulasdhoz vezethetnek, ami részben
magyarazatot adhat a megfigyelt novekedésgatld hatasra és az antifungéalis szerekkel szembeni
érzekenység valtozasara. Emellett tyrosol-kezelést kovetden a DNS-replikdcioval és
nukleinsav-szintézissel Osszefliggd gének down-regulacioja volt €szlelhetd, ami molekularis
magyarazatot szolgéltathat a csdkkent proliferacios képességre.

Szédmos, adhézidban és biofilmképzddésben szerepet jatszo gén transzkripcidja mdodosult, ami
arra utal, hogy a quorum sensing molekuldk komplex modon befolyéasoljak a C.
auris patogenitasat. Bizonyos virulenciafaktorok csokkent expresszidja Osszhangban all a
korabban leirt in vivo virulenciacsokkenéssel. Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy
a farnesol ¢és a tyrosol tobb tdmadéasponton, egymassal Osszefiiggd molekularis
mechanizmusokon keresztiil fejtik ki hatasukat C. auris-ban. Az oxidativ stressz indukcidja, a
mikroelem-homeosztazis megvaltozasa, a lipid- ¢és nukleinsav-anyagcsere moddosulasa,
valamint a virulencidval kapcsolatos gének szabalyozasa egyiittesen jarulhat hozza az

antifungalis és virulenciacsokkentd hatasokhoz.
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9. Summary

Candida auris has emerged over the past decade as one of the most significant multidrug-
resistant opportunistic fungal pathogens, responsible for severe nosocomial outbreaks
worldwide. Its outstanding clinical relevance is attributed to its multidrug resistance,
environmental persistence, biofilm-forming capacity, and invasive infections associated with
high mortality rates. Current therapeutic options remain limited; therefore, there is an urgent
need to explore novel and alternative antifungal strategies. In recent years, quorum sensing
molecules—particularly farnesol and tyrosol—have gained increasing attention as promising
virulence-modulating compounds with potential antifungal activity.

The aim of the present study was to investigate the global changes in gene transcription in C.
auris following exposure to farnesol and tyrosol. Our results demonstrated that both molecules
significantly enhanced the oxidative stress response, as evidenced by increased activities of
antioxidant enzymes (such as catalase, superoxide dismutase, and glutathione peroxidase) and
the upregulation of several oxidative stress-related genes. This was accompanied by a
disruption of redox homeostasis and a decrease in the intracellular concentrations of certain
microelements—particularly iron, zinc, and manganese—which may contribute to increased
cellular vulnerability. Significant alterations were also observed in lipid metabolism. Farnesol
exposure upregulated genes associated with [B-oxidation, while both molecules affected
pathways related to ergosterol and fatty acid biosynthesis. These changes may lead to
modifications in cell membrane composition and fluidity, potentially explaining the observed
growth inhibition and altered susceptibility to antifungal agents. In addition, tyrosol treatment
resulted in the downregulation of genes involved in DNA replication and nucleic acid synthesis,
providing a molecular explanation for the reduced proliferative capacity.

The transcription of genes involved in adhesion and biofilm formation was also modulated,
suggesting that quorum sensing molecules influence C. auris pathogenicity in a complex
manner. The reduced expression of certain virulence factors is consistent with previously
reported in vivo decreases in virulence. Overall, our findings indicate that farnesol and tyrosol
exert their effects in C. auris through multiple interconnected molecular mechanisms. The
induction of oxidative stress, alterations in microelement homeostasis, modulation of lipid and
nucleic acid metabolism, and regulation of virulence-associated genes collectively contribute

to their antifungal and virulence-attenuating effects.
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13. Fiiggelék
13.1 Mellékletek

1. melléklet: Az farnesol-os RT-PCR vizsgéalat soran hasznalt primerek. Az endogén

kontrollként alkalmazott gént aldhuzassal jeloltiik.

Gének Forward primer (5’-3°) Reverse primer (5’-3’)
ACT1 (B9JO8_000486) CTTGTTCCCAGGTATTGC CTCGTCGTATTCTTGCTTG
ADH1 (B9J08 004331) CTCGCTGCTCCCATCTTG TCGTCACCACCGTCAATG
CAT1 (B9J08_002298) GTGCCTACGGTGTCTTTG TTGGATGGGTCTCTGATG
CDR1 (B9J08_000164) TTGGAGATGGGTGCTTAC GCTGAAGGTTGATGGATG

MDRI (B9J08_003981)

CGACCAAGACCAACCACATTC

CGTATCCGAACACAAAAAGCG

PFK1 (B9J08_004309) CGCCTACTCTTCTTTGGAC ACGGTGGTGTTTCTCTTTC
RBT1 (B9J08_001458) AGGTAACGGTGGCAAAGGTG AAGGCAGCAGCAAGCAAAG
HGT2 (B9J08 002251) TACCTCCCCAGAACCATC AATAGTGCCCCAAAAGTCC
POT1 (B9J08 001484) CCCTTCCTCCAAACAGTC AATACCAGCAGCCAAACAG
NRG1 (B9J08_005429) GTGCCTTATCAGAACATTGC GCCCAGTGTAGTGAACAGAC
PCD11 (B9J08 002231) TGTTTGTCGGTGATGGTTC TGGCTGGATGTCGTTGTAG
FTR1 (B9J08 002108) ACGGTTCTGTCCTTTCCTAC CTTCTTGCCCTTGATATGG
INO1 (B9J08_002762) TTCCTTGTTGACGCTGGTATC CGACATCCTTTCCCTTCTTG
ERG1 (B9J08_000261) GCATTGTACTCGTTATTCGC ACCCTTCTCGCAGTAGTTG

CCPI1 (B9J08_002366)

ACTGGGTGCCTATGTTCGTAAG

GTTTCATCATCCTGGTATTGCC




2. melléklet: A tyrosol-os RT-PCR vizsgalat soran hasznalt primerek. Az endogén

kontrollként alkalmazott géneket aldhtizassal jeloltiik.

Gének Forward primer (5’-3°) Reverse primer (5’-3’)

ACT1 (B9JO8_000486) CTTGTTCCCAGGTATTGC CTCGTCGTATTCTTGCTTG
SOD4 (B9J08_001292) TTACCACGGCTACGAAAAGG GCACCACCACAGACAAGTTG
CIP1 (B9J08 003024) GTTGGTGTGGATGAAAGC AATCGTGCCTGAGTTGAC
CAT1 (B9J08 002298) GTGCCTACGGTGTCTTTG TTGGATGGGTCTCTGATG
HSP21 (B9J08 003627) GCTTGCTGGAAGAAACACC GACCGCCTTGTCAAAACC
LIP5 (B9J08 004173) GTTGGTGCTGCTTTCTCC AATGCTCACGGTTTCCTC
NRGI1 (B9J08 _005429) GTGCCTTATCAGAACATTGC GCCCAGTGTAGTGAACAGAC
HYR1 (B9J08_004098) GGATTGGCTGCTTCTGTC CCTTCGTTGTTCACTTTGC
RBT1 (B9J08_001458) AGGTAACGGTGGCAAAGGTG AAGGCAGCAGCAAGCAAAG
CDR1 (B9J08 000164) TTGGAGATGGGTGCTTAC GCTGAAGGTTGATGGATG
FTR1 (B9J08 002108) ACGGTTCTGTCCTTTCCTAC CTTCTTGCCCTTGATATGG
PDC11 (B9J08 002231) TGTTTGTCGGTGATGGTTC TGGCTGGATGTCGTTGTAG
ERG1 (B9J08 000261) GCATTGTACTCGTTATTCGC ACCCTTCTCGCAGTAGTTG
PFK1 (B9J08_004309) CGCCTACTCTTCTTTGGAC ACGGTGGTGTTTCTCTTTC
ADH1 (B9J08 004331) CTCGCTGCTCCCATCTTG TCGTCACCACCGTCAATG

FAS1 (B9J08_001296) GAGCAAGGTATGGGTATGGAC GGAGAAAGGAAGGTGTAGGAAG

FAS2 (B9J08_002420) CGTCCACATCCCTCATTG TCCTTAGCGTCGTTATCGG




3. melléklet: Kivalasztott Candida auris gének transzkripcios valtozasai farnesol 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 egylitthato az
RT-gPCR ¢és az RNS-Seq adatok kozatt: 0,95, ami erds pozitiv korrelaciora utal.

Gén azonositoja | Gén neve

Leiras

Farnesollal
kezelt vs. kezeletlen kontroll
RT-qPCR
(AACP; | RNS-Seq (FC; itlag)
dtlag =

B9J08_002298

CATI

Katalaz; oxidativ stressz-, neutrofil- és peroxidrezisztencia; virulenciafaktor; szabalyozza: vas,
ciklopirox, flukonazol, szénforras, pH, Rim101, Ssn6, Hogl, Hap43, Sful, Sefl, farnesol, altalinos
stresszvalasz;

0,93 [£0,26 1,5995841

B9J08_001458

RBTI

Hwpl-hez hasonlo sejtfalfehérje; virulencidhoz sziikséges; prediktalt glikozilacio; flukonazol és Tupl
altal represszalt; farnezol, a-faktor, szérum, hifas novekedés és lugos pH indukalja; Rfgl és Rim101
altal szabalyozott.

-0,68 [+0,21 -2,8771276

B9J08_005429

NRG1

Transzkripcios faktor/represszor; szabalyozza a klamidospora-képzddést, a hifagén-indukciot, a
virulenciat ¢és a stresszvalasz-gének expressziojat; Tupl-fliggd és -fliggetlen szabalyozas; flow-modell
biofilmben indukalt

-2,74 [+0,31 -3,6490498

B9J08_003981

MDRI

Plazmamembran-lokalizalt MDR/MFS multidrog efflux pumpa; preferalt szubsztratja a metotrexat;
tultermelése gyodgyszerrezisztens klinikai izolatumokban flukonazolrezisztenciat okoz; fiatal
biofilmekben represszalt

4,23 |+£0,48 6,2504807

B9J08_000164

CDRI

Az ABC szupercsaladba tartozé multidrogtranszporter; foszfolipideket szallit intracellularisbol
extracelluldris irdnyba; B-Osztradiol, progeszteron, kortikoszteroidok és koleszterin indukaljak

1,03 [£0,23 1,5790383

B9J08_002251

HGT2

Feltételezett MFS gliikoztranszporter; a Candida albicans 20 taga gliikoztranszporter-csaladjanak
tagja; 12 valoszinli membranativeld szegmens; 2% glitkozt tartalmaz6 gazdag médiumban
expresszalodik

3,13 1£0,24 5,159658

B9J08_002108

FTRI

novekedéshez; szabalyozza: vas, amfotericin B, kaszpofungin, ciklopirox, Hoglp, Seflp, Sfulp,
Hap43p; kiegésziti a S. cerevisiae Ftrl vastranszportjat; Hap43p altal represszalt.

-1,79 [+0,18 -4,0177274

B9J08_004309

PFK1

Foszfofruktokinaz a-alegység; aktivalja: fruktdz-2,6-biszfoszfat, AMP; gatolja: ATP; hifas
indukciokor aktivitasa csokken; fagocitozis alatt represszalt; flukonazol és flow-modell biofilm
indukalja

-1,42 (£0,86 -1,3981122

B9J08_002231

PCDI2

Feltételezett piruvat-dekarboxilaz; gomba-specifikus (nincs emberi vagy egér homolog).

-2,98 [+£0,26 -3,9550416

B9J08_004331

ADH1

Alkohol-dehidrogenaz; etanolt acetaldehiddé oxidal; élesztsejt felszinén lokalizalt; immunogén
emberben és egérben; kiegésziti a S. cerevisiae adhl adh2 adh3 mutéanst; flukonazol és farnesol
indukalja

-0,67 |£0,41 -1,582604

B9J08_002762

INOI

Inozitol-1-foszfat-szintdz; emberben antigén; farneszol vagy kaszpofungin represszalja biofilmben;
inositol/kolin szabalyozé elem a gén 5’-regidjaban

-2,95[+0,65 -9,487931

B9J08_001484

POTI

Feltételezett peroxiszomalis 3-oxoacil-CoA tioldz; transzkriptumat Nrgl és Migl szabalyozza;
farneszol indukélja; Hap43 represszalja.

1,7 |+0,57 3,7926216

B9J08_000261

ERGI1

Szkvalén-epoxidaz; szkvalén 2,3(S)-oxidoszkvalénné epoxidalasa; ergoszterol-bioszintézis; allylamin
tipusu antifungalis gyogyszer célpontja; NADH redukalo kofaktor (de S. cerevisiae Ergl NADPH-t
hasznal)

-0,86 [£0,55 -1,7247248




4. melléklet: Kivalasztott Candida auris gének transzkripcios valtozasai tyrosol 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 egytitthat6 az
RT-gPCR ¢és az RNS-Seq adatok kozott: 0,95, ami erds pozitiv korrelaciora utal.

tyrosollal
kezelt vs. kezeletlen kontroll
Gén azonositéja | Gén neve Leiras RT-gPCR
(AACP; atlag + RNS-Seq (FC; atlag)

SzOras)
B9J08 004098 HYRI GPI-hoz kotott hifas sejtfalfehérje 1,65 +0,12 2,88
B9J08 004176 LIP4 Elvalasztott lipaz 1,35 +0,06 1,99
B9JO8 001458 RBTI Hwp1-hez hasonlé sejtfalfehérje 2,02 +0,31 2,76
B9JO8 005429 NRG1 Transzkripcids faktor/represszor -1,34 +0,77 -1,65
B9JO8 003627 | HSP21 Kis h6shock-fehérje 1,24 +0,54 5,03
B9JO8 004309 PFK1 Foszfofruktokindz a-alegység -1,52 +0,94 -1,20
B9JO8 002231 | PDCI1 Piruvat-dekarboxilaz 0,61 +0,37 1,18
B9JO8 004331 ADH1 Alkohol-dehidrogenaz 0,41 +0,33 1,19
B9J08_000261 ERG1 Szkvalén-epoxidaz -0,45 +0,37 -1,08
B9J08_002420 FAS?2 Zsirsav-szintdz a-alegység -0,87 +0,31 -1,67
B9J08_001296 FASI Zsirsav-szintdz B-alegység -0,98 +0,56 -1,56
B9J08 002298 CATI Katalaz 0,94 +0,07 1,50
B9J08_001292 SOD4 Cu-tartalmu szuperoxid-dizmutaz -1,57 +0,39 -3,99
B9JO8 000164 CDRI ABC szupercsaladba tartozé multidrogtranszporter 0,84 +0,74 1,12
B9J08 003024 CIP] Feltételezett oxidoreduktdz 1,55 +0,27 2,49
B9J08_002108 FTRI Magas affinitasu vas-permedz -1,44 +0,14 -2,13
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