EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Egy gomba specifikus protein foszfataz vizsgalata

Tothné Szabo Krisztina

Témavezeto: Dr. Dombradi Viktor Béla

DEBRECENI EGYETEM

MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2020



Tartalomjegyzék

Lo ROVIAIEESEK ... 5
2. BRVEZELES ... 7
3. Irodalmi AtteKINteS .............cooooiiiiiiii 9
3.1 A Candida genus KIinikai JelentGSEZE. .......cveiuviieiieriieiciiese e 9
3.1.1 A Candida genus evoluicioja és Genetikaja ...............cocuvvvuiiiiiiiiiisiiiieiiiesiiee e 9
3.1.2 Candida fertOzeSek..........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
3.1.3 A C. albicans, mint OppOrtUNIStA PALOZEN ...........cocoveceiieiiiiiiriienie e 13
3.1.4 A C. albicans virulencia faktorai ............ccccoceeviviiiiiiiiii 14

3.2 Protein foszforilacio €és defoSzfOrilacio........ooviiiiiiiiiiiiiiic e 19
3.3 A protein fOSZIAtAZOK ......ocvveviiiiiieicie e 21
3.3.1 A foszfatazokrol altaldnosSAZDan .................ccccuoeiviiiiiiiiiiiiiie e 21
3.3.2 A 20mba PPPL fOSZfAtAZOK ............c.ccouiiiiiiiiiiii i 23

3.4 A gomba specifikus protein fOSZfataz Z...........cccoeviiiiiiiiiii e 26
3.4.1 A Ppz foSzfatdz @VOIUCIOJQ .........cccoouieiiiiiiiiii it 27
3.4.2 A Ppz foSzfatdzok SZEFKezZete ...............cccooiiiiiiiiiiiiiieie e 28
3.4.3 A Ppz foszfatdzok SZabAlyOZaASa ...............coocouiioiiiiiiiiiiiii i 31
3.4.4 A Ppz foSzfatdzok fUNKCIOL.............cccoiiiiiiiiii it 32
3.4.4.1 A CaPpzl funkCiOl .....ccveiiiiiiiiiiiiii 35

B CEIKITHZESEK ...ttt 38
5. Anyagok €s mOdszerek.................ccooiiiiiiiiii s 39
5.1 ANYAGOK ...ttt 39
5.1 1 VEOYSZEIEK ...ttt bbbttt bbbt 39
5.1.2 OligONUKIEOTIAOK .........eviiieiieiieieiee et 40
5.1.3 OMAALOK........ociiiiiiic 44

5. 1.4 TAPOIAQLOK ... 44
5.1.5 C. AIDICANS EOVZS@K ...t 44

5.2 MOASZETEK ...ttt 45
5.2.1 Biologiai MOASZErek ...............ccccciiiiiiiiiiiiiii e 45
5.2.1.1 C. albicans sejtek teNYESZIESE........cuvrviiiiriiiiiiieiiiee e 45
5.2.1.2 NOveKedes VIZSZAIALA .......cccviiiiiiiiiiiiciic e 45

5.2.1.3 Biofilm képz8dés vizsgalata............cceriiiiiiiiiiiiiiicie e 45
5.2.1.4 Koloniaképzd képesség meghatarozasa ...........ccevvvvviiiiiiiiciieiine e 46



5.2.1.5 Eletképesség és Vitalitds VIZSZALAta ............c.eveveeeurrreeeereeseseseeiesses s 46

5.2.1.6 Morfoldgiai VIZSZALatoK .........c.coveiiiiiiiiiiiiie e 47
5.2.2 Biokémiai MOASZE K ...........ccccoiiiiiiiiii ittt 48
5.2.2.1 EnZimaKtiVitds METESEK.......ceruiiiiiiiiiiiie ittt 48
5.2.2.2 Glutation koncentraciok meghatarozasa ...........ccccovvrieiiiiiiiiciinee s 48
5.2.2.3 Genomi DNS 1ZOIALASA ........ooviiiiiiiie e 48
5.2.2.4 Polimeraz lancreakcid (PCR) .....ooiviiiiiiiiiie e 49
5.2.3 Proteomikai MOASZETek ..............ccoiviiiiiiiiiiieee e 49
5.2.3.1 Fehérjemintak kinyerése €s tiSZtItaSa ......ccvvvviiveiiiieiiiiie e 49
5.2.3.2 Kétdimenzids elektroforézis.........oovviiiiiiiiiiiiii e 50
5.2.3.3 DENZITOMELNIA .....cveeivieeiieieieee s 51
5.2.3.4 GEIben vald €MESZLES ......ccvueeiiiiiiiiiiieiee ettt 51
5.2.3.5 TomegspeKtrometria (IMS) .......cooveiiiieiieieiieniee e 52
5.2.4 Transzkriptomikai MOASZerek ..................cccoviiiiiiiiiiiii e 53
5.2.4.1 RNS GZOJAIAS ...t 53
5.2.4.2 Az RNS mindségi ellenOrzeEse..........ccovviviiiiiiiiiiiiiiiiiciic e 53
5.2.4.3 DNS chip hibridiZACIO ........cooiviiiiiiiie e 54
5.2.4.4 RNS SZEKVENALAS ....c.vviiiieiii e 54
5.2.4.5 Reverz transzkripcid és kvantitativ PCR (RT-QPCR) .......ccocovviviiiiniiicien 55
5.2.5 Bioinformatik@i MOASZErek ..................ccoooiiiiiiiiiiiiii e 56
5.2.5.1 Altalanos statisztikai SZAMITASOK ..........cevevieereeerireeieesesesessesesse s 56
5.2.5.2 Proteomikai adatok €lemzESe ...........covvvriiiiiiiiieiiie e 56
5.2.5.3 Transzkriptomikai adatok elemzese ...........ocovriiiiiiiiiicn e 57
6. Eredmeények .............ooooiiiiiii e 59
6.1 A CaPpzl foszfataz funkcidinak felderitése proteomikai €s foszfoproteomikai
VIZSZAIATOKKAL. ... s 59
6.1.1 A CaPPZI gén delécidjanak hatasa a fehérje foszforilaciora.................ccccouuunnn. 60
6.1.2 CaPPZI gén deléciojanak hatdsa a fehérje mennyiségre.............cccocuvevvirvirinnnnnnnn. 62
6.1.3 A foszfoproteomikai és proteomikai vizsgalatok egyiittes kiértékelése.................... 62
6.1.4 A CaPPZI gén deléciojanak hatasa a biofilm képzésre .............cc.ccovviiiniininnnnn. 66
6.2 A CaPpz1 foszfatdz funkcidinak felderitése transzkriptom analizissel ................c........ 68
6.2.1 A CaPpzI hianya és az oxidativ stressz fiziologiai hatdsai ................cccccccvvvennnnnn. 69
6.2.2 A DNS chip adatok Kiértékelése .................ccocmviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 74
6.2.3 RNS szekvendalasi adatok Kiértékelése.............ccooouuiiniiiiiiiiiiiiiiniiiieseeiee e 75
6.2.4 Gének ontologiai (GO) €leMZeESe .........ccueuvviiiiiiiiiiiiiii et 78



6.2.5 Génexpresszios valtozasok kvantitativ elemzése hotérképek segitségevel................ 80

6.2.6 RNS szekvenalasi adatok megerdsitése RT-qPCR segitségeével.............ccccuvvennnnn. 84
6.2.7 RNS érés folyamatanak ellendrzése RT-QPCR-T€l........ccooovviiiiiiiiiienie e 91

To IMLEEDESZEIES ... 94
7.1 A CaPpz1 szerepe a proteom és a foszfoproteom vizsgélata alapjan.............cccccevveneen. 94
7.2 A CaPpz1 szerepe a transzkriptom analizis SZerint...........ccccvvvviiieiinieniieniiieieeee 101
7.2.1 A CaPpzl th] fUNKCIOT ..........ccooviiiiiiiiiiii et 104
7.2.1 Az oXTIdAtIV SIFeSSZ VALASZ ..o 106
7.2.3 A CaPpzl szerepe az oxidativ stressz valaszban ................cccccucveiiiiiiiiieiiinnnnnnnn 108

7.3 KONKIUZIOK ... 113
8. OSSZEFOGIANAS ...........coocvviiviecicricieice et 116
S U110 4= PPN PRSPPI 117
10. 1rodalomyegYZEK .............cocuieiiiiiieiece et 118
L1 TArGYSZAVAK ...ttt ettt r e nan e neennne s 138
12. KOSZONetnYilVANIEAS ...........ocoiiiiiiiii e 139
13. PUbliKACIOS LSTA ........oooviiiiiiiiiiii 140
14 FUGERICK ... 142



1. Roviditések

cAMP
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dNTP
DTT
EDTA
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NADPH
NaOH
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oD
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RNA-Seq
rpm
SDS
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etilén-diamin-tetraecetsav

forward scatter area

forward scatter height
glicerofoszfoinozitol

hidrogén-peroxid

immobilizalt pH gradiens

cappzl deléciés mutans torzs
tBOOH-al kezelt cappzl delécidés mutans torzs
fold change érték kettes alapti logaritmusa
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
natrium-hidroxid

nukleazmentes viz

optikai stlirliség (abszorbancia)
foszfat-puffer
fenilmetilszulfonil-fluorid

RNS szekvenalas

fordulat/perc

natrium-dodecilszulfat
Tris-acetat-EDTA
tercier-butil-hidroperoxid
transzkripcids faktor

vad torzs (QMY23)

tBOOH-val kezelt vad torzs (QMY23)
Yeast Extract-Peptone-Dextrose

B-merkaptoetanol



Megjegyzés:

A kémiai elemek, aminosavak, fehérjék, gének, fajok neveit roviditve a nemzetkozi
nomenklatira szerint hasznaltuk (pl. CaPpz1-Candida albicans protein foszfataz Z1 (fehérje)
¢s CaPPZ1-Candida albicans protein foszfataz Z1 (gén)). Kétbetiis roviditéssel jeleztiik, hogy

az adott fehérje vagy gén melyik fajbol szarmazik.



2. Bevezetés

Az invaziv candidiasis a Candida genusba tartoz6 gombak altal okozott sulyos fertézés. A
betegekbdl leggyakrabban izolalt Candida faj a Candida albicans (Poulain, 2015). Egy 2008
¢és 2011 kozott végzett tanulmany szerint 2329 klinikai mintabol 885 (38 %) esetben izolaltak
C. albicans-t, de emellett mas Candida fajok - mint a Candida glabrata vagy a Candida
parapsilosis - is kezdenek elterjedni a korhazi fert6zéseket okozd korokozok korében
(Lockhart és mtsai., 2012). A C. albicans a normal human mikrobiom tagja (Sardi és mtsai.,
2013). Egészséges emberek 65 %-aban talalhato meg ez az opportunista patogén ugy, hogy
nem okoz komoly tiineteket (Odds, 1987). A kornyezeti tényezOk valtozasaval viszont
veszélyes patogén gombaként viselkedik. Ismeretes, hogy a legyengiilt immunrendszeri
betegekben (AIDS, autoimmun betegség, immunszupressziv kezelés) a candidiasis halalos
kimenetelli lehet (Perlroth és mtsai., 2007). Magas a fert6zés rizikofaktora a cukorbetegek,
daganatos megbetegedésekben szenvedodk, terhes ndk, valamint idés emberek kozott, tovabba
szteroid és antibiotikum terdpia hasznalata esetén (Perlroth és mtsai., 2007). Mivel a jelenleg
hasznalt gombaolé szerekkel szemben egyre gyakoribb a rezisztencia, sziikségess¢ valt olyan
Uj hatasponti gyogyszerek ¢és kombindlt terapidk kifejlesztése, amelyekkel hatékonyan
szallhatunk szembe a C. albicans fertézésekkel. A manapsag forgalmazott gyogyszerek
jelentds része jelatviteli ttvonalakat érint, ezért ugy gondoljuk, hogy a szignaltranszdukcios
terapia hatékony lehet a C. albicans elleni kiizdelemben is. Az egyik leggyakoribb jelatviteli
szignal a fehérjék foszforilaltsagi allapota, amit a protein foszforilacid és defoszforilacid
viszonya hataroz meg (Shi, 2009). Szamos ismert gyogyszer célpontjai a foszforilaciot végzo
protein kinazok (Hunter, 2009), amelyek mind egy 6si csaladbdl szarmaznak (Manning és
mtsai., 2002). Emellett igéretes megkozelités lehet, hogy a defoszforilacidt végzo foszfatazok
csoportjabol vélasztunk gyogyszer célpontot. A protein foszfatdzok csalddja sokkal
valtozatosabb (Chen és mtsai.,, 2017), evolucidjuk szertedgazd, €s tobb gombaspecifikus
képviseldjiiket is ismerjiik (Arino és mtsai., 2019). Az egyik ilyen gomba specifikus Ser/Thr
foszfataz a protein foszfataz Z1, amelyet els6ként a Saccharomyces cerevisiae
modellszervezetben irtak le (Posas és mtsai.,, 1992). A C. albicans-ban egyetlen protein
foszfatdz Z gén taldlhatd, amit CaPPZ1l-nek neveztek el (Kovacs és mitsai., 2010), és
kimutattak, hogy szdmos fiziolégias folyamatban jatszik szerepet (Adam és mtsai., 2012). Azt
javasoljuk, hogy a gén terméke, a CaPpzl protein megfeleld antifungilis gyogyszer-célpont

lehet a kovetkezé meggondolasok alapjan:



1. Ismeretes, hogy a CaPpzl gomba specifikus foszfatdz szerepet jatszik a fertdzoképesség
kialakitasaban (Adam és mtsai., 2012). A CaPPZ1 gén delécidja nem pusztitja el a gombat, de
lassitja annak kitapadasat és az azt kovetd éleszt6-hifa atalakulast (Nagy és mtsai., 2014).
Tehat a foszfataz gatlasa képes blokkolni az invaziv hifa forma fejlédését, ami
osszefliggésben all a virulenciaval (Sudbery és mtsai., 2004). Ugy tiinik, hogy a C. albicans
képes kompenzalni a foszfataz hianyat, igy a foszfataz gatlasa csak viszonylag enyhe
kovetkezményekkel jarna, ezért ugy gondoljuk, hogy a jelentdsebb hatds kivaltasara sziikség
van egy masik jelatviteli Gitvonal megzavarasara is. Miutdn kordbban kimutattak a CaPpzl
szerepét az oxidativ stressz valaszban (Leiter és mtsai., 2012) azt javasoljuk, hogy a foszfataz
gatlasat enyhe oxidativ kezeléssel kombindlva egy specifikus antifungalis kezelést lehetne
kifejleszteni.

2. A CaPpzl fiziologias gatloszere a CaCab3 fehérje (Petrényi és mtsai., 2016), ami nagy
mérete és tobbirany funkcidja miatt nem tekintheté optimalis gyogyszer-alapanyagnak.
Ismeretes azonban, hogy a fehérje konzervalt C-terminalis doménjében talalhatd két CaPpzl
specifikus szerkezeti elem (az L1-csavarulat, és a specifikus C-terminalis hélix) (Chen és
mtsai., 2016), valamint a foszfataz egyedi N-terminalis doménje szabalyozé funkcioval
rendelkezik (Szaboé és mtsai., 2019a). Tehat a CaPpz1 specifikus C- és N-terminalis szerkezeti
elemei lehet6vé teszik kis molekula tomegli CaPpz1 specifikus inhibitorok tervezését (Chen
¢s mtsai., 2016).

A fenti érvek alapjan indokolt a CaPpzl foszfataz mitkddésének és szabalyozasanak tovabbi
kutatdsa. Mivel a korabbi célzott vizsgalatok (Adém ¢és mtsai., 2012; Petrényi és mtsai., 2016;
Szabd és mtsai., 2019a) a klasszikus éleszté modellel, a S. cerevisiae-vel végzett kisérletek
logikajat kovették, elképzelhetd, hogy a C. albicans fonalas gombaban éppen a
fertdzoképességgel kapcsolatos funkciok nem keriiltek felszinre. Ezért munkdm soran
hipotézismentes, globalis proteomikai és transzriptomikai megkodzelitéseket alkalmaztam a
foszfataz 1) célpontjainak megismerésére, valamint eddig még nem ismert funkcidinak
felkutatasara. Kiemelt témam volt a CaPPZl gén hidnya és az oxidativ stressz

kombinacidjanak egyiittes vizsgalata.



3. Irodalmi attekintés

3.1 A Candida genus Kklinikai jelentésége

A gombas megbetegedések mara globalis problémava valtak, hiszen nem csak az emberekre
¢s az emldsokre, de szamos mezdgazdasagi novényre, egyes denevérfajokra €s szamos kétéltii
¢lolényre jelentenek veszélyt (Sellam és Whiteway, 2016). A gombafertézések szama egyre
jobban novekedik az emberek korében is, aminek hatterében egyrészt az AIDS
megbetegedések, a daganatos megbetegedések, valamint a szerv transzplantaciok szamanak
novekedése all (Perlroth és mtsai., 2007). Emellett a korhdzi 4polas sordn bekovetkezd
nozokomialis fertézésekért foleg az antibiotikumok széleskdrli hasznalata, valamint az
antifungalis szerekkel szembeni megnovekedett rezisztencia tehetd feleldssé. Ezen gombas

megbetegedések nagy részéért a Candida genus a felelds (Perlroth és mtsai., 2007).

3.1.1 A Candida genus evolucidja és genetikdja

A legfontosabb Candida fajokat Butler és munkatarsai (2009) miive alapjan mutatom be. A
szerzOk Osszehasonlitottak az egyes Candida és Saccharomyces fajok genomjat. Mivel a
Saccharomyces genusba tartozd S. cerevisiae a legismertebb gomba modellszervezet,

legtobbszor ezt hasznaljak dsszehasonlitod vizsgalatokban (1. abra).
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1. abra A Candida és a Saccharomyces fajok filogenetikaja (Butler és mtsai., 2009)

Az abran 6sszevetették a C. albicans SC5314 torzs, a Debaryomyces hansenii tengeri éleszto
¢és szamos Saccharomyces torzs, a C. albicans WO-1 izolatum; a Candida tropicalis és C.
parapsilosis, patogének; a Lodderomyces elongisporus, valamint két haploid patogén, a
Candida guilliermondii és a Candida lusitaniae genom szekvenciait. Az itt felsorolt fajok
sz€les evollcids spektrumot fednek le és nagyban kiillonboznek egymastdl a patogenitas
valamint a szaporodas szempontjabol.

Nyilak mutatjdk a WGD: teljes genom duplikacio, és CTG: specifikus kodon hasznélat
megjelenését. Az utobbi azt jelenti, hogy a CUG kodon leucin helyett szerint kodol. Skala: 0,1
aminosav szubsztitacié/hely (100 aminosavankét 0,1 mutacio). A jelzett elagazasok
valdszinlisége 100%. A *-gal jelolt 4gon levo fajok esetében az egyes gének csoportjai azonos
relativ pozicidban helyezkednek el a genomban, amelyeket szintenikus régidknak hivunk.

A Saccharomyces fajok esetében teljes genom duplikacié tortént, ami jelentdsen megnovelte a
génkészletet. A Candida genusban jelent meg a nem konvencionalis CTG kodon hasznalat
(Butler és mtsai., 2009). A Candida genuson beliil a C. albicans, C. tropicalis, C. dubliniensis
¢és tovabbi két képviseld diploid, mig a C. guilliermondii, D. hansenii és C. lusitaniane
haploid genommal rendelkezik (1. dabra). A C. glabrata nevével ellentétben nem a Candida
genushoz tartozik, hanem a S. cerevisiae-vel van rokonsagban. A CTG- Ser specifikus kodon
hasznalatot mutatdo Candida fajok (pl. C. albicans, Santos és Tuite, 1995) szamos tagja, ha
nem az Osszes aszexualisan szaporodik (Tavanti és mtsai., 2005; Butler és mtsai., 2009),
vagyis a meidzis hianyzik a szaporodasi ciklusukbol. Ebbdl az kdvetkezik, hogy nem lehet
keresztezni Oket és az allélok egymastol fiiggetleniil fejlddnek. Ez megneheziti genetikai
vizsgalatukat, ui. diploid él6lényként sokszor egy gén kilitése mindkét allélon sziikséges a

megfeleld fenotipus elérése érdekében. Az évek soran szamos anyagcsere gént tavolitottak el a
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genombol és hasznaltak fel szelekcidra, mint pl. az URA3 orotidin-5-monofoszfat dekarboxilaz
gént (Fonzi és Irwin, 1993). Azonban ezen gének kiiitése megvaltoztathatja a kromoszémak
szamat (Samaranayake és mtsai., 2011) és befolyasolhatja a virulenciat (Kirsch és Whitney,
1991). Emellett a C. albicans kiilondsen tolerans az aneuploididval szemben (Rustchenko,
2007). Késébb a LEU2 (3-izopropilmalat dehidrogenaz) és HIS1 (ATP-foszforibozil
transzferaz) markerek hasznalata terjedt el, amikor az eredeti C. albicans SC5314 torzsbol
Noble és Johnson génkiiitések céljara 1étrehozta az LEU2 és HIS1 auxotréf SN87 C. albicans
torzset, aminek a genotipusa ura3A-irolA::imm*4URA3-IRO1, hislA/hisla, leu2A/leu24
(Noble ¢és Johnson, 2005). Ez a térzs nem mutatott kariotipus valtozast, a markerek stabilan a
kilitott gén helyén maradtak és nem befolyédsoltdk az eredeti torzs virulencidjat sem.
Munkacsoportunk korabban az SN87-b6l hozta 1étre a ppz1 null mutans torzset, és ezt a sziil6i
torzset hasznalta kontrollként (Adam és mtsai., 2012). Fontos megjegyezni, hogy a LEU2
marker a C. maltosa-bol, mig a HIS1 a C. dubliniensis-b6l szarmazott (Noble és Johnson,
2005). A markergének eltéré eredete azért elényos, mert a heterolog markerek valdszintileg
kizarjdk a markerek kromoszomalis lokuszaval valdé rekombinaciot. Mivel az SN87 két
markerben is kiilonbséget mutatott a ppz1 mutans térzsiinkh6z képest, tijabb kutatasaink soran
a QMY23 kontroll torzset hasznaltuk fel, amely csak a PPZ1 gén jelenlétében kiilonbozik a
ppzl torzstol. Az Alexander Johnson professzor altal szdmunkra megkiildott uj kontroll torzs
genotipusa a kovetkezd: hisla/hisld, leu24::C. dubliniensis HIS1 /leu24::C. maltosa
LEU2,URA3/ura34::imm**, IRO1/irold::imm** (Mitrovich és mtsai,, 2007). Mivel az
altalunk hasznalt C. albicans torzsek mind a SC5314 sziil6i torzsb6l szarmaztak, munkank
soran az SC5314 genom szekvencidjat (Jones és mtsai., 2004; Skrzypek és mitsai., 2017)

tekintettiik torzsgenomnak.

3.1.2 Candida fertozések

A Candida genus kozel 200 fajt tartalmaz, amelyek koziil 20 fajrol bizonyitottak biztosan,
hogy képes fert6zést okozni az emberi szervezetben. Ezek koziil a C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis és Candida krusei felelsek a fert6zések tobbségéért (Lockhart és
mtsai., 2012). Ezek a fajok az egészséges normal flora részei. Jelen vannak a bor felszinén,
sz4jban, torokban, bélben ¢és a vagindban, anélkiil hogy barmilyen komolyabb tiinetet
okoznanak. Azonban koéros elszaporodasuk sulyos, akar €letveszélyes allapothoz vezethet. A
candidiasis kialakulhat a szajban és a torokban, amit Osszefoglald néven szajpenésznek

neveziink vagy a nyeldcsében, amit nyel6csovi candidiasisnak hivunk. A masik leggyakoribb
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fert6zés a vaginat érinti, amit vulvovaginalis candidiasisnak is hivunk. Ez a n6k csaknem 75
%-t érinti (Perlroth és mtsai., 2007). Végiil invaziv candidiasisrol beszélhetiink akkor, amikor
a Candida sejtek bejutnak a véraramba (candidemia) és a fertézés széterjed a szervezetben
(disszeminalt candidiasis) és igy kialakul az egyes szerveket érint6 ,,mély” fert6zés (Pfaller és
mtsai., 2011). Ennek szamos klinikai megnyilvanulasa ismeretes, mint pl. az
agyhartyagyulladas vagy a hashartyagyulladéas. A candidémia 2013 és 2017 kozott évente kb.
25 000 megbetegedést okozott az USA-ban (Tsay és mtsai., 2018). A megbetegedések kb. 20
%-a a csecsemdket, mig kb. 30 %-a a 65 év felettieket érinti, ami mogott valosziniileg az
immunrendszer nem megfeleld allapota all (Benedict és mtsai., 2018). Végezetiil meg kell
emliteni, hogy az invaziv Candida fertézések sokszor halalhoz vezetnek. A korhazi halalozasi
arany a Candida fajtol fliggé modon 20-60 % kozé tehetd. Azonban a betegek altalaban mar
mas betegségben is szenvednek, ezért nehéz megmondani, mekkora a candidémia altal
okozott valds haldlozési arany.

A szisztémas (vérarami) fertdzéseket okozo fajok eloszlasa a kovetkezé a CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) 2019. évi adatbazisa szerint: C. albians (37 %), C. glabrata
(27 %), C. parapsilosis (14 %), C. tropicalis (8 %) ¢és C. krusei (2 %). Ezek koziil a C.
albicans-t a 4. leggyakoribb korokozoként tartjak szamon, amely a nozokomialis fert6zésekért
felelos az USA-ban (Morgan, 2005). Emellett egyre novekedik a 2009-ben azonositott
Candida auris altal okozott fert6zések incidenciaja, ugyanis ez a gombafaj az USA-ban 1 év
alatt (2018) 318 %-os novekedést mutatott a 2015-2017 id6szakban diagnosztizalt
megbetegedések atlagaval szemben. Stlyosbitja a helyzetet, hogy ez a faj multi-rezisztenciat
mutat az antifungalis szerekkel szemben, ui. a klinikai izolatumok 90 %-a min. 1 antifungalis
szerre  rezisztens  (https://www.cdc.gov/drugresistance/pdf/threats-report/candida-auris-

508.pdf).
A Candida fert6zés diagnozisanak felallitisara az egyik legfontosabb modszer a

mikroszkopos vizsgalat, de szerologiai vizsgalatokat is hasznalnak (Gergely, 2003). Az esetek
tobbségében vérmintabol végeznek tenyésztést, de a diagnosztizalasban nincs egy altalanosan
elfogadott modszer (CGD).

Jelenleg a betegek kezelésére a fluconazol és az echinokandinok a legelterjedtebbek, azonban
egyre tobb torzs valik rezisztenssé veliik szemben (Perlin, 2014; Morschhiuser, 2016; Pappas
¢€s mtsai., 2016; Robbins és mtsai., 2017). Ezeknek az antimikotikus szereknek az elsédleges
célpontja a gomba sejtfala és a plazmamembranja. Szdmos antifungalis szer célozza az
ergoszterolt, amely egy fluiditdsért ¢és permeabilitasért felelds lipid a gombasejt

membranjaban. Ezek koziil az azol szarmazékok a legelterjedtebbek, mint pl. a fluconazol
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(Debono és mtsai., 1994). Az azolok a 14-a dimetildaz enzim gatlasan keresztiil gatoljak a
lanoszterol>ergoszterol atalakulast és ezaltal az ergoszterol bioszintézist (Kathiravan és
mtsai.,2012). A poliének, mint a niSztatin és az amfotericin B az ergoszterolhoz kotédve
komplexet képeznek, amely egyértékli ionok ¢€s mas citoplazmatikus komponensek
szivargasahoz vezet (Odds és mtsai., 2003; Walsh és mtsai., 2008; Baginski és Czub, 2009).
Az echinokandinok (anidulafungin, caspofungin és micafungin) az azolokkal és poliénekkel
szemben a sejtfalat tdmadjak (Lockhart és mtsai., 2012). A sejtfalban levd B-1,3 gliikdn
szintéziséért felelds fehérjekomplexet megcélozva gatoljak a gliikkan szintézist (Odds és
mtsai., 2003).

Az antimikotikus szerekkel szembeni rezisztencia szamos mechanizmusnak kdszonhetd, mint
pl. a hatékony gydgyszer koncentracio csokkenése, a gyogyszercélpontok megvaltozasa vagy
tultermelése, valamint metabolikus elkeriilé utak hasznalata (Sanglard, 2016). Az azolokkal
szembeni rezisztencia a kipumpéalé mechanizmusok aktivalasaval, a célmolekula mindségének
vagy mennyiségének megvaltozasaval, valamint a sejtfal Osszetétel valtozasaval allhat
Osszefiiggésben (Scorozoni és mtsai., 2017). Ezeknek a problémaknak az athidalasara
kombindlt terapidk alkalmazasa lehetne a megodds. Egynél tobb gyogyszer hasznalata
fokozhatja a hatékonysagot azaltal, hogy egyszerre tobb célpont ellen is fellépiink, valamint a
két gyogyszer novelheti egymas hatasat (Chen és mtsai., 2014). A tricolsan pl. novelte a
fluconazol hatasat C. albicans ellen (Yu és mtsai., 2011). Tovabba kimutattak, hogy az amfifil
tobramycin szarmazékok (Ci, és Cy4) az azolokkal (pl. fluconazol) kombinalva hatékonyak a
C. albicans torzsekkel szemben (Shrestha és mtsai., 2015). Egy még frissebb kutatas
kimutatta, hogy a flukonazol D-penicillinaminnal kombinalva noveli a C. albicans-sal
fert6zott Galleria mellonella larva talélését, gy, hogy nem csak a planktonikus sejtekre, de a
biofilm sejtjeire is hatott (Li és mtsai., 2019). A fentiekkel 6sszhangban munkam egyik célja

egy C. albicans elleni kombinalt kezelés alapjainak feltarasa volt.

3.1.3 A C. albicans, mint opportunista patogén

A C. albicans az Ascomycota-k torzsébe, Saccharomycetes-ek  osztalyaba,
Saccharomycetales-ek rendjébe, Debaryomycetaceae-k csaladjaba és a Candida genusba
tartoz6 gombafaj. A Candida genus speciesei koziil a C. albicans a legjelentdsebb, hiszen ez
okoz a legtobb esetben opportunista fertdzést. Egészséges személyekben a kolonizacios rata
nagyjabol 50 %-ra tehetd a szajban, 40 %-os a hiivelyi szovetekben és 73 %-0s a

gasztrointesztinalis traktusban, valamint a genitalis traktusban (Odds, 1987). Szdmos tényezd
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elOsegitheti azonban a gomba tulszaporodasat a szervezetben, amit mar korabban részleteztem
(Martins ¢és mtsai., 2014). Egy 2017-es tanulmany szerint a jarobetegek székletmintdinak 59
%-ban detektaltak Candida-t, és ezen mintak 60 %-bol C. albicans-t izolaltak (Barcella és
mtsai., 2017). A korhazi paciensek kozott ez még magasabb ardnyt jelentett: a mintak 67 %-
ban azonositottak Candidat és ezeknek az izolatumoknak a 65 %-aban C. albicans volt jelen.
Mara a candidemia vezetd oka lett az €letet veszélyeztetd szisztémas fert6zéseknek az USA-
ban és ezért az invaziv fajok koziil leggyakrabban a C. albicans a felel6s. A halalozasi rata
magas, kiilondsen abban az esetben, ha a fertdzést késon diagnosztizaljak (Blot és mitsai.,
2002; Brown ¢és mtsai., 2012).

A C. albicans normal koriilmények kozott vékony sejtfallal koriilhatarolt ovalis élesztd sejtek
formajaban taldlhat6. Ezek az élesztésejtek bimbodzéassal szaporodnak. Elkiilonithetiink
pszeudohifa formdakat, amelyek szét nem valt élesztdsejtek, és valddi hifdkat. Emellett
klamidospdrakat is tud képezni, amely a zord kornyezeti tényezdk mellett a talélésiiket segiti
elé (Staib és Morschhduser, 2007). Ha megvaltoznak a kornyezeti tényezdk, a gomba képes
tulszaporodni és kiilonboz6 sulyossagl betegségeket okozni.

A betegség lefolyasa soran 3 jol elkiilonithetd stadiumot irtak le: (i) adhézid, (i) invazid és
(ii1) a gazdasejt karokozasa (Martin és mtsai., 2011; Naglik és mtsai., 2011). A folyamat sordn
gyulladas alakul ki, ami egy jellegzetes valasz a gomba okozta fert6zésekre. A gomba
megtapadasa a gazdasejten fontos 1épése a patogenezisnek, amelyet szamos faktor befolyasol,
koztik GPI-proteinek, melyek a sejt felszinén expresszalodnak. Az invazid folyamata
egyrészt torténhet fagocitotikus sejtek endocitézis indukcidjaval, masrészt aktiv
penetracioval. Végiil a gazdasejt karositasa kozvetleniil torténik; a hifa formék betornek a
szovetekbe €s szamos virulencia faktort szekretalnak, koztiik hidroldzokat €és egyéb karosito
faktorokat szekretalnak, amelyek szintén eldsegitik a tovabbi penetraciot és a hifa ndovekedést

(Wiéchtler és mtsai., 2011).

3.1.4 A C. albicans virulencia faktorai

A C. albicans szamos virulencia faktorral rendelkezik, amelyek kdzé sorolhato tobbek kozott
az ¢élesztd-hifa atalakulas, a gazdasejteket karositd hatas és a biofilm képzés (Mayer és mtsai.,
2013). Az ¢élesztd-hifa (pszeudohifa, valddi hifa) (2. dbra) atalakulds képessége esszencialis a
szoveti invazio kialakitasaban, valamint a biofilm képzésben is (Gow ¢€s mtsai., 2002). Ezt a

gyors morfoldgiai atalakuladst nevezziik dimorfizmusnak.
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2. abra A C. albicans kiilonb6z6é morfologiai formai

Az éleszt6 formak 4-6 um atmérdji, kissé ovalis alak sejtek. A pszeudohifdk olyan bimbozo
sejtek, amelyek még nem valtak el, mig a valodi hifdk tobbsejtes organizmusok. A valddi
hifak sejtjei kozotti szeptumokon porusok talalhatdak, amelyek lehetévé teszik a folyamatos
anyagaramlast (ezek a sejtek mar metabolikusan nem aktivak). A képet faziskontraszt
mikroszkop segitségével készitettiik a QMY23 kontroll torzsrdl. Skala: 50 pm

Szamos szignal kivalthatja a gombak filamentdézus ndvekedését, tobbek kozott a pH, a
hémérséklet megvaltozasa vagy az N-acetilgliikozamin €s a prolin jelenléte. A szervezetben a
gomba fert6zOképességének kialakitasaban elsdésorban a szérum vagy makrofagok altali
¢leszté = hifa morfoldgiai atalakulas jatszik szerepet (Cutler, 1991). A névekedési dinamika,
a sejtek felépitése, a génexpresszid, a sejtfelszini molekuldk és a fertézoképesség mind olyan
tulajdonsag, ami meghatarozza a sejtek morfologiajat, vagyis azt, hogy az ¢€lesztésejteknek
vagy a hifandvekedésnek kedvez-e a kornyezet (Gow ¢€s mtsai., 2011). Szamos kutatas
bizonyitotta, hogy a filamentézus novekedést a kornyezeti tényezdk ¢€s az altaluk kivaltott
szamos szignalutvonal befolyasolja (Huang, 2012). J6 példa erre az éhezésre, vagy a szérum
jelenlétére adott valasz a cAMP-fiiggé PKA tutvonalon keresztiili Efgl (Enhanced
Filamentous Growth) és Flo8 transzkripcids szabalyozas (Huang, 2012). A PKA aktivacioja
az Efgl, valamint a Flo8 foszforilacidjat okozva elinditja az élesztd = hifa atlalakulast, ui.
ezek a foszforilalt TF-k kiilonboz6 hifa specifikus gének aktivalasat végzik (ALS1, HWP1 és
HYR1). Defoszforilalt allapotban mind a Flo8, mind az Efgl gatolja a filamentézus
novekedést. A Hogl MAP kindz utvonal pedig nem csak az ozmotikus stressz, de az oxidativ
stressz altal indukalt valaszban is kulcsszereppel bir (San Hos¢ és mtsai., 1996; Smith ¢€s
mtsai., 2004). Természetesen vannak negativ reguldtorai is a folyamatnak, mint a Tupl
altalanos transzkripcids represszor medialt gatlas (Braun és mtsai., 1997).

A gazdasejtek karositdsaért eldsorban az invaziv hifa formdk a felelések, de szamos

hidrolitikus enzimet is szekretalnak a gombasejtek, amelyek részt vesznek az adhézidban,
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szovetkarositasban, valamint a gazdaszervezet immunrendszerével szembeni védelemben. A
C. albicans altal szekretalt legfontosabb hidrolitikus enzimek az aszpartil proteazok (Sap),
foszfolipazok és a lipdzok (Naglik és mtsai., 2003). Osszesen 10 SAP gént tartalmaz a C.
albicans genomja. Ezeknek szerepiik van az extracellularis matrix proteinek, proteaz inhibitor
fehérjék ¢és antimikrobialis fehérjék lebontdsadban (Naglik ¢és mtsai., 2003). A
foszfolipazoknak eddig négy csoportjat azonositottak (foszfolipdz A-D). A foszfolipadzok
szekretalt lipolitikus enzimek, amelyek csak gombédkban fordulnak elé (Sugiyama és mitsai.,
1999) és a sejtmembran karositdsaban vesznek részt (Schaller és mtsai.,, 2005). Végil
legalabb 10 lipaz kodold gént (LIP) hordoz a C. albicans genomja (Stehr és mtsai., 2000). A
gének kiilonbozoképpen expresszalodnak a szénforrasra vagy fert6zésre adott valaszban
(Hube és mitsai., 2000). A lipazok szerepet jatszanak kiilonbdz6é mono-, di- és trigliceridek
karositasban részt vesz a C. albicans sejtfala is, amely két részre oszthato. A fal bels6 része -
1,3 gliikant és B-1,6 gliikkant, valamint kitint tartalmaz, a kiils6 f6leg mannant, adhezineket és
invazinokat, amelyek a sejtadhézioban jatszanak kulcsszerepet (Gow €s mtsai., 2011).
Végezetiil szeretnék kitérni a C. albicans biofilm képzédésére. A gombak biofilm képzése
eszk6zokon (katéterek, pacemakerek) csakugy, mint a gazdaszervezet szovetein. Emellett
segit a gombaold szerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsdban. A biofilm maga egy vékony
matrix réteg, amelynek B-1,3 gliikdn és egyéb alkotoi képesek megkotni az antifungalis
szereket (Nett és mtsai.,, 2007; Vediyappan és mtsai., 2010). Szintén kimutattdk, hogy a
biofilm metabolikusan inaktiv sejtjei rezisztensek szamos gombadlé szerrel szemben (Mathé
és Van Dijck, 2013; Nobile és Johnson, 2015). A biofilm egy komplex haromdimenzios
szerkezet, amelyet csak élesztd vagy élesztd és hifa formak egyiittes csoportosulasa alkot. Ezt
a sejtcsoportosulast egy extracellularis matrix (ECM) veszi korbe, amely pajzsként védi az
alatta levé mikrobékat (Al-Fattani €s mtsai., 2006).

A biofilm képzés folyamata 4 jol elkiilonithetd 1épésre oszthatd: (1) adhézio, (ii) iniciacio, (iii)
érés és (iv) terjeszkedés (3. dbra). Ez a folyamat normal esetben 24-48 oraba telik (Tsui és

mtsai., 2016).
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3. abra A C. albicans biofilm képzése (Lohse és mtsai., 2018)

a. A biofilm képzésének négy f6 lépése van. Az elsd 1épés az adhéziod, amelyben csak
¢lesztésejtek vesznek részt. Ilyenkor az élesztd sejtek kitapadnak a szilard felszinhez és
biztositjdk a biofilm képzddés folyamatdt. Az inicidcidnak nevezett folyamat soran az
¢lesztosejtek elkezdenek osztddni, de az ijabb élesztd sejtek is a bazalis réteghez kitapadva
maradnak. Ezutan pszeudohifa, majd valddi hifa sejtek jelennek meg. Az érés soran létrejon
az extracellularis matrix. Végiil a biofilm élesztd sejteket bocsat ki, hogy ezaltal uj biofilm
képzd ciklusok kezdddhessenek. Egy érett biofilmréteg vastagsdga akar tobb szaz
mikrométert is elérhet.

b. A C. albicans érett biofilmjének oldal-iranyi mikroszkopos képe konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszkoppal. A festék, amivel lathatova tették a biofilmet, egy concanavalin A-Alexa Fluor
594 konjugatum, ami nem volt képes behatolni a biofilm aljara, igy a bazalis rétegben
talalhato éleszté sejtek alig lathatoéak. Emellett az ECM se lathat6, mivel a festék ehhez nem
kotddott, viszont a hifak szépen festddtek és pirosan fluoreszkaltak.

Az adhézio sordn az ¢lesztd sejtek megtapadnak az adott felszinen és egy alap (bazalis)
réteget hoznak 1étre. A sejtek tapadhatnak €16 és élettelen feliilethez és mas C. albicans
sejtekhez is. Ezt kovetden az éleszto sejtek proliferalodnak, valamint egy résziik megnyulik és
hifava fejlodik, amit filamentozus novekedésnek hivunk. Ez az inicidcid 1épése, amikor a
sejtek morfologiai valtozasokon mennek keresztiil, valamint eldrasztjak a rendelkezésre allo
miuanyag feliiletet (katéterek) vagy a nyalkahartya felszinét. Ebben a 1épésben a gomba
kiilonb6zd enzimeket szekretdl, mint pl. az aszpartil proteinazok (Sap-ok), amelyek segitik a

gombat a szdveti invazidoban (Tsui és mtsai.,, 2016). Az érés sordn a hifa képzddésé és az
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ECM szekréciéé a kulcsszerep. Az ECM fehérjéket, szénhidratokat, nukleinsavakat és
lipideket is tartalmaz. A biofilm ECM 3 {6 poliszacharidb6l all: mannan, -1,3 gliikan és -
1,6 glikan. Ezek koziil a legfontosabb a B-1,3 gliikkan az antifungalis szerekkel szembeni
rezisztencia kialakitasaban. A hifa formak egy scaffold-ot (allvanyszertiséget) hoznak létre,
ami a biofilm stabilitdsat noveli. Fontos megjegyezni, hogy a biofilmen beliil a sejtek képesek
egymassal kommunikalni quorum érzékeléssel (Chong és mtsai., 2018). Quorum érzékelés
alatt azt értjiik, hogy a sejtek nem csak a kdrnyezetiikben, hanem a sajat maguk altal termelt
jelmolekulakat is képesek érzékelni (autokrin szabdlyozas), amely altal a génexpresszid
megvaltozik. Ilyen molekula példaul a farnezol, ami szabalyozhatja a biofilm képzést (Polke
¢s mtsai.,, 2018). Végiil a biofilm terjedése sordn az érett biofilmbdl élesztd sejtek
bocsatdédnak ki, melyek szétszorédva ujabb biofilm ciklusokat indithatnak el. Uppuluri és
mtsai. (2010) kimutattdk, hogy ezek az érett biofilm altal kibocsatott sejtek féleg élesztd
formak, amelyek megnovekedett adhézidos ¢és biofilm képzd képességgel rendelkeznek,
valamint erdteljesebb rezisztenciat mutatnak az azolok irant. Tovabba fert6zoképességiik is
magasabb planktonikus tarsaikkal szemben.

A Dbiofilm képzés szdmos transzkripciés faktor altal szabdlyozott folyamat. Tobb
transzkripcids faktort tartanak szdmon, amelyek kulcsszereppel birnak a biofilm képzddése
soran: Efgl, Berl (Biofilm and Cell wall Regulator TF), Ndt80 (meiozis specifikus TF), Tecl
(TEA/ATTS TF) és Robl (Zn(I1)2Cys6 TF) (Nobile és mtsai., 2012; Fox és mtsai., 2012). Az
Efgl és a Tecl a sejtek morfologiai atalakulasat szabalyozzék, mig a Ndt80 a biofilm
képzésben vesz részt. A Brgl és a Rob1l TF-okat csak a C. albicans-ban és a hozza nagyon
kozel allo fajokban azonositottdk: mindkettd a biofilm érésében vesz részt (Nobile és mtsai.,
2012). Késobb Fox ¢s munkatarsai tovabbi 3 szabdlyozd elemet azonositottak, amelyek
szintén a biofilm érését szabalyozzak: Rfx2, Flo8 és Gal4. Ezek koziil a Gal4 (Zn(I1)2Cys6
TF) és Rfx2 (transzkripcios represszor) negativ reguldtorai a biofilm képzésének (Fox és
mtsai., 2015). Az adhézié folyamataban 29 olyan TF-t azonositottak, amely részt vesz a C.
albicans szilikon feliilethez valo tapadasaban (Finkel és mtsai., 2012). Szamos target gén
ismeretes, amelyet ezek a TF-k szabalyoznak, mint pl. az ALS1 (sejtfelszini adhezin), a TPO4
(gomba specifikus lehetséges spermidin transzporter) vagy a CAN2 (aminosav permeaz). Az
ALS1 gén promoteréhez a Berl, Tecl, Efgl, Ndt80, és Brgl; a TPO4 promoteréhez a Tecl és
Ndt80 TF-ok kotddnek, mig a CAN2 gén exresszidjat az Efgl szabalyozza. Ezen kiviil még
szamos gén ¢és transzkripcios faktor jatszik szerepet a biofilm képzésben, amit nem

részleteznék tovabb (Nobile és mtsai., 2012).
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A C. albicans invaziv elszaporodasat a szervezetben a gazdaszervezet és a patogén asszocialt
faktorok kozotti eltolodassal magyarazzak (Gow és Hube, 2012). Ugy tartjak, hogy az éleszt6
sejtek elszaporoddsa a nyalkahartya felszinén nem képes erds gyulladasos folyamatot
beinditani, de a hifdk bechatolasa a sejtekbe, szovetekbe mar indukalja a gyulladasos
folyamatokat, mint pl. a neutrofilek toborzasat a gyulladasos teriiletre. Ezen folyamatokat a
sejtfal fehérjekomponensei indithatjdk be, és a szénhidraitkomponensek egy ugynevezett
PAMP mintazatot (patogén asszocialt molekularis mintazat) alkotnak, amely kulcsszereppel
bir az immunvalasz beinditasaban és a gyulladasos folyamatok kialakitasaban. Ugy tartjak,
hogy a sejtfal poliszacharid komponenseinek mindegyike részt vesz a C. albicans
immunologiai megbélyegzésében (Netea és mtsai., 2008). Ezeket a PAMP mintazatokat a
PRR receptorok (mintazat felismerd receptor) koziil a TLR (Toll like receptor) receptorokkal,
valamint a CLR (C-tipusu lektin receptor) receptorokkal (mannoz, dektin-1 és -2) rendelkez6
sejtek képesek felismerni, mint pl. a neutrofilek és a makrofigok (Netea és mtsai., 2015).
Emellett NOD-szerti és RIG-I-szeri receptorok is részt vesznek az antifungalis
immunvalaszban (Netea ¢s mtsai., 2015). A C. albicans elleni védekezésben nem csak a
velesziiletett immunitds sejtjei (makrofagok, neutrofil limfocitdk), de az adaptiv
immunvalaszban szerepet jatszo T- és B-limfocitdk is részt vesznek (Netea és mtsai., 2015).
Munkam soran arra kerestem valaszt, hogy a foszfofehérjék defoszforilaciojat katalizalo

foszfatazok egyik gomba specifikus forméja milyen szerepet jatszhat a fenti folyamatokban.

3.2 Protein foszforilacio és defoszforilacio

A protein foszforilacid egy gyakori poszttranszlacidos modositas, amelyet protein kinazok
katalizalnak. A fehérjék foszforilacioja elsésorban a tirozin (Tyr), szerin (Ser) és treonin (Thr)
oldaldncon torténik, de hisztidin (His), lizin (Lys) és arginin (Arg) odallancon is tdrténhet
foszforilacio (Brautigan, 2012). A foszfoproteinek szdmat 13 000-re becsiilik az emberben,
mig ¢élesztében 3000-re tehetd ez a szam (Vlastaridis és mtsai., 2017). Ehhez képest sokkal
nagyobb a becsiilt foszforilacids helyek szdma: emberben 230 000, mig élesztdben 40 000
(Vlastaridis és mtsai., 2017). Egy proteomikai analizis soran 2244 human fehérjében 6600
foszforilacids helyet vizsgaltak és kimutattak, hogy a foszforilalt Ser, Thr és Tyr oldallancok
szazalékos eloszlasa 86,4 %, 11,8 % ¢és 1,8 % (Olsen, 2006). Ebbol azt a kovetkeztetést
vontak le, hogy a Ser a kindzok leggyakoribb célpontja. A kindzok altal katalizalt
foszforilacié soran az ATP gamma-foszfat csoportja helyezédik at a fent emlitett aminosav
oldalldncok egyikére. A defoszforilacionak nevezett folyamatban ezt a foszfatészter kotést

bontjak fel a foszfatazok (4. dbra).
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4. abra Protein foszforilacio és defoszforilacio

A fehérje foszforilaciot a protein kindzok, mig a defoszforilacidt a protein foszfatazok
katalizaljak. A reakci6 reverzibilis. A folyamat sordn az ATP gamma-foszfat csoportja (P)
athelyezddik a target fehérje Ser, Thr vagy Tyr aminosav oldallancéara ugy, hogy foszfatészter
kotést hoz 1étre a hidroxilcsoporttal. A foszfataz ezt a kotést viz hozzaadasaval inorganikus
foszfat (Pi) felszabaditas kdzben hidrolitikusan bontja.

A fehérjék térszerkezetének, miikodésének foszforilacioval és defoszforilacioval torténd
befolyasolasa az egyik fo szabalyoz6 mechanizmus az eukaridta sejtekben (Shi, 2009). A
kindzok és a foszfatazok 4ltal katalizalt folyamatok lehetnek aktivalé vagy inaktivalo
jellegliek a jelatviteli folyamatokban, befolyéasolhatjak receptorok, intracellularis jelatviteli
molekuldk vagy effektor fehérjék mikodését (Hardie, 1990).

A kinazok miikddése biokémiai szempontbol egyszerii, hiszen mind azonos szerkezettel
rendelkezik, és azonos modon katalizdlja a foszfatészter kotés kialakitasat. Ennek evolucios
magyardzata van, ui. a kindzok egy ko6zo0s 6sbdl szarmaznak, mig a foszfatazok tobb
szupercsaladot alkotnak (Manning és mtsai., 2002, Moorhead és mtsai., 2009). A foszfatazok
konvergens evolicid6 soran alakultak ki, ezért szdmos képviseldjik van, melyeket
szubsztratspecifitasuk, katalikus alegységiik elsddleges szerkezete és az altaluk katalizalt reakcio
mechanizmusa alapjan tobb csoportba sorolunk. A foszfatazok altal alkotott diverz csoportot
Osszességeében foszfatdmnak hivjuk. A human foszfatom a SCOP adatbazis alapjan 0sszesen
264 foszfatazt foglal magaba, amely a teljes proteom 1,17 %-at teszi ki (Chen és mtsai.,
2017). Ezzel szemben a human kinom koézel 518 protein kinazt tartalmaz, ami a human
proteom 2,2 %-a (Manning és mtsai., 2002; Heath és mtsai., 2003). Ezek a szamok igazoljék a
fehérje foszforilacio és defoszforilacio jelentdségét. A tovabbiakban a foszfatdzokat mutatom

be részletesebben.
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3.3 A protein foszfatazok
3.3.1 A foszfatazokrol altalanossagban

A protein foszfatdzok hidrolizissel tavolitjak el a foszfat csoportot a fehérjék oldallancairol.
Szamos katalitikus alegységiik ismert, amelyek kiilonféle szabalyoz6 alegységekkel
Osszekapcsolodva sokféle holoenzimet tudnak 1étrehozni (Shi, 2009).

Ha enzimologiai szempontbdl kozelitjiik meg a kérdést, akkor a Ser/Thr specifikus protein
foszfatazokat két nagy csoportra oszthatjuk: 1-es tipust foszfatazok €s 2-es tipusu foszfatazok
(Ingebritsen és Cohen, 1983). Az 1-es tipusu foszfatazok inhibitor-1 fehérjével gatolhatoak,
mig a 2-es tipusu foszfatdzok nem. Az 1-es tipus f6 képviseldje a protein foszfataz 1 (PP1). A
2-es tipusba tartozik a fémiontol fliggetlen protein foszfataz 2A (PP2A), a kalcium ionnal
aktivalhaté protein foszfatdz 2B (PP2B), vagy mds néven a kalcineurin, valamint az
aktivitasahoz magnézium- vagy manganiont igényldé protein foszfatdz 2C (PP2C). Ez a
nevezéktan a klasszikus biokémiai modszerekkel izolalhatd foszfatazok csoportositasat tette
lehetdvé. A katalitikus alegységiik szerkezete alapjan, a mai ismereteink szerint a PP1, PP2A
¢s PP2B a foszfoprotein foszfatazok (PPP) csaladba, mig a PP2C a fémionfiliggd protein
foszfatazok (PPM) csaladba tartozik. Ez a csoportositds nem vette figyelembe a PPP csoport
tobb tagjat (PP4, PP5, PP6, PP7), amelyeket csak a molekularis klonozas modszerével tudtak
kimutatni. Ugyancsak kimaradtak az osztalyozasbol a Homo sapiensben nem talalhato
kiilonleges foszfatazok, amelyeket betiijelzéssel lattak el (pl. PPY, PPZ stb.). Ezeket a
biokémiai modszerekkel nehezen izolalhatd klonozott foszfatazokat 1) tipusu foszfatazoknak
nevezték el (Cohen, 1997).

Az 1d6k folyaman ujabb és ujabb foszfatdz csaladokat fedezek fel és idOszertivé valt az
osztalyozas ujragondolasa. 2017-ben Chen és munkatarsai bevezettek egy 0j modszert, ami a
katalitikus alegységek haromdimenzids szerkezetén alapul. A 264 ismert human foszfataz
kozott 189 olyat taldltak, amelyek enzimaktivitdsat kisérletesen is igazoltdk. Ezeket
haromdimenzids szerkezetiik, vagyis a fehérje feltekeredése alapjan 10 nagy csoportra (fold)
osztottak (Chen és mitsai., 2017). Ez a rendszer jol szemlélteti a foszfatdzok evolucios
diverzitasat, és szélesebb 1atokorben foglalja dssze a jol ismert és az eddig még alig kutatott

foszfatazokat (5. abra).
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5. dbra A human protein foszfatizok csoportositisa 3D szerkezetiik szerint (Chen és
mtsai., 2017)

A protein foszfatdzokat 10 csoportba osztottdk harmadlagos szerkezetiik alapjan. Az adott
csoportok képviseldinek feltekeredését a szerkezeti képek mutatjak egy-egy példan keresztiil.
A CC csaladok egy kozos katalitikus mechanizmuson osztoznak. A képek melletti szam az
adott csoportban talalhato human foszfatazok szamat jelzi.

Az egyes foldok roviditése a kovetkezé: CC1-3: Cisztein-alapt foszfataz 1-3; PPM: fémion
fliggd protein foszfataz; PPPL: foszfoprotein foszfatdz-szeri;, HAD: halogénsav-
dehidrogenaz-szert foszfataz; AP: alkalikus foszfataz; HP: hisztidin foszfataz; PHP: protein
hisztidin foszfataz; RTR1: transzkripcio regulator 1 foszfataz

A héarom hasonl6 nevii fold: CC1, CC2 és CC3 tagjai azonos CXsR katalitikus motivummal,
de eltérd térszerkezettel rendelkeznek, ami konvergens evoluciora utal (Alonso és mtsai.,
2004). Katalitikus mechanizmusuk soran az aktiv Cys oldallanc foszforilalt &tmeneti terméket
alkot (Pannifer és mtsai., 1998). A CC1 fold filogenetikai vizsgéalata kimutatta, hogy a human
protein foszfatazok tobb mint fele ebbe a csoportba tartozik. Ide sorolhatok a protein tirozin
foszfatazok (PTP), a széles specifitasu foszfatazok (DSP) valamint a PTEN (Phosphatase and
tensin homolog: foszfatidil-inozitol-3,4,5-triszfoszfat-3-foszfataz), myotubularin és egyéb
lipid foszfatazok is. A CC2 csalad a kis molekulasulya foszfatazokat, valamint az SSU2-t
(RNA Polymerase Il CTD Phosphatase) foglalja magaba. A CC3 a sejtosztodas egyik fontos
regulatorat, a CDC25 (Cell division cycle 25) foszfatazt tartalmazza. A fémion-fiiggd
foszfatdzok (PPM), valamint a foszfoprotein foszfatdzok (PPPL) olyan Ser/Thr specifikus
foszfatazok, amelyek katalitikus reakciojahoz két fémion altal aktivalt vizmolekuldra van
sziikség. Chen és mtsai., (2017) kiterjesztették a PPPL csaladhoz tartoz6 enzimek korét: a
klasszikus PPP-k mellett ide soroltak a prosztatikus savi foszfatizok (PAP) néhany
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képviselojét is. A kiilonbozd szerkezet ellenére azonos katalitikus mechanizmust koveté PPM
¢s PPPL foszfatdzok a konvergens evolicido egy masik szép péld4jat mutatjak. A tovabbi
Ser/Thr foszfatdz csaladtagok specialis mechanizmussal rendelkeznek. A HAD
foszfatazokban a DxDxT szekvencia-motivum aszpartatjai felelosek az enzim aktivitasért
(Brautigan, 2012), és valoszinlileg egy magnéziumion vesz részt a katalizisben (Shi, 2009). A
hisztidin foszfataz (HP) csaldd tagjaiban a katalizist egy aktiv His oldallanc végzi. Az
alkalikus foszfatdz (AP) csaldd tagjainak katalitikus centruméban két cink-, egy
magnéziumion ¢€s egy aktiv Ser talalhatd, a reakcidé soran foszfo-Ser koztitermék jon Iétre.
Végiil a transzkripcid regulator 1 foszfataz (RTR1) csalad tagjait csak nemrég ismerték fel,
ujszert katalitikus mechanizmusuk részletei még nem ismertek. A protein hisztidin foszfataz
(PHP) fold azért kiilonleges, mert foszfo-His oldallancok defoszforilalasaért felelés. A
katalizis soran a szubsztrat 4 hidrogénkotéssel kacsolodik a His-foszfatdzhoz. A His-53
aktivalja a vizmolekulat, amely nukleofilként miikodik a foszfat szubsztrat tdmadésa sorén,
mig a Lys-21 segit az dtmeneti allapot stabilizalasdban (Gong és mtsai., 2009, Attwood és

mtsai., 2010).

3.3.2 A gomba PPPL foszfatazok

Mivel kutatasaink soran a gombakkal, azon beliil is a C. albicans-al foglalkoztunk, szeretnék
részletesebben kitérni a gombakban megtalalhato foszfatazokra, kiemelve a PPPL csaladot. A
gombak vilagaban a foszfatom lecsokken, pl. a S. cerevisiae modellszervezetben csupan 75
foszfataz talalhaté (Chen €s mtsai., 2017). Ez magyarazhato a teljes proteom csokkenésével,
hiszen az élesztd proteom a human proteom Yi-e, és ha megnézziik a foszfatdzok szambeli
véltozasat, szintén ezt az aranyt kapjuk. Ezzel szemben mi 77 protein foszfatazt
azonositottunk a S. cerevisiae-ben, ui. adatbazis kutatassal megtalaltuk a Sial PAP foszfatazt
¢s az Ldhl foszfatdz domént tartalmaz6 lipazt. A Sial foszfataz nagyon hasonlit a Dcr2-re,
ezért valosziniisithetd, hogy génduplikécioval jott 1étre. Az Ldhl inaktiv foszfataz doménje
regulétor szereppel bir, valosziniileg ezért nem vették figyelembe.

A PPP csaladot vizsgalva a S.cerevisiae modell szervezetben, 12 foszfatazt azonositottak
(Arifio és mtsai., 2019). A PPP csaladban van az 1-es tipusa PP1 (Glc7), valamint a 2-es
tipusi PP2A (Pph21, Pph22) és a PP2B (Cnal, Cna2) foszfataz enzimek. Ezeket 6sszefoglald
néven kanonikus foszfatdzoknak hivjak (Arifio és mtsai.,, 2019). Kordbban ezt nevezték
klasszikus csoportnak (Ingebritsen és Cohen, 1983). Emellett az éleszt tartalmaz PP1-szeri
(Ppz1, Ppz2 és Ppql), és PP2A-szerli (Ppgl, PP4/Pph3, PP6/Sit4 és PP5/Pptl) fehérjéket,
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amiket nem kanonikus foszfatazoknak hivnak. Korabban ezeket nevezték 1j tipustiaknak
(Cohen, 1997). Arifo és mtsai. (2019) azonban nem vették figyelembe a prosztatikus savi
foszfatazokat ebben a csoportban. Emellett Offley és Schmidt 2019-ben szintén vizsgaltdk a
S. cerevisiae PPP csaladot és 6k 13 tagot irtak le, mivel 6k sem vették szamitisba a PAP
csoport tagjait. Mi Chen és munkatarsai (2017) gondolatmenetét kovettiik és ez alapjan
azonositottuk a C. albicans-ban talalhato PPPL foszfatazokat (6. dbra).

A C. albicans-ra iranyuld evoltcios vizsgalataink soran Osszesen 77 protein foszfatazt
talaltunk az opportunista patogénben. Ez megegyezik a S. cerevisiae foszfatomban levo
foszfatazok szdmaval, de a két gombafajban nem azonos a foszfatazok eloszlasa a csoportok
kozott (nem kozolt adat). A C. albicans-ban a szamunkra érdekes PPPL fold Gsszesen 12
foszfatazt foglal magaba (6. dbra). Ezen foszfataizok mindegyike tartalmazza a foszfataz
domént, ami a katalitikus aktivitasért felelés. Ha megnézziik a Candida fajok filogenetikai
fajat, a Sial és Dcr2 PAP prosztatikus savi foszfatazok kiilon agon helyezkednek el. A Dcr2
S. cerevisiae ortologjardl ismert, hogy protein foszfataz aktivitassal rendelkezik (Pathak és
mtsai., 2007), tehat beillesztése a PPPL csaladfaba kisérleti eredményekkel tamaszthato ala. A
SIAL gén a DCR2 duplikacidjaval keletkezett és csak gombakban taldlhaté meg. A Ppn2
kiilon 4gat alkot és nem sorolhatd egyik korabban ismertetett alcsaladba sem. Katalitikus
alegysége csak 18 %-os hasonldsagot mutat a Glc7 katalitikus alegységgel (Offley és
Schmidt, 2019). Tudjuk, hogy a Ppn2 egy PPPL domén tartalmu cinkfliggd polifoszfatdz, de

protein foszfataz aktivitasat eddig nem bizonyitottak (Gerasimatié és Mayer, 2017).
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6. abra A Candida fajok PPPL foszfatazainak csaladfaja

A csaladfa szerkesztése soran 12 Candida faj PPPL foszfatazait vizsgaltuk meg. Ezek a
kovetkezok név és kod szerint: C. albicans SC5314 (Assembly 22) (C1-C7 + C8 CR); C.
albicans WO-1 (CAWG); C. dubliniensis CD36 (Cd36); C. tropicalis MYA-3404 (CTRG);
C. orthopsilosis Co 90-125 (CORT); C. parapsilosis CDC317 (CPAR); L. elongisporus
NRLL YB-4239 (LELG); C. lusitaniae ATCC 42720 (CLUG); C. lusitaniae CBS6936
(OVF); C. guilliermondii ATCC 6260 (PGUG); D. hansenii CBS767 (DEHA); C. glabrata
CBS138 (CAGL). A filogenetikai analizist a Mega 10.1.7 szoftverrel készitettiik. A kékkel
jelolt foszfatdzok csak gombdkban taldlhatdak meg, mig aldhtizéssal jeloltik azokat a
foszfatazokat, amelyeket hagyomanyos értelemben a PPP csaladba sorolnak. Roviditések:
DCR2 (foszfataz DCR2, Dosage-dependent cell cycle regulator 2), SIA1 (prosztatikus savi
foszfataz), PPN2 (vacuolar protein), PPH3 (Ser/Thr specifikus foszfataz), SIT4 (PP1 Ser/Thr
specifikus foszfatdz), PPG1 (PP2A Ser/Thr protein foszfatdz), PPH21 (PP2A Ser/Thr protein
foszfataz), PPT1 (Ser/Thr protein foszfataz T), CMP1 (Ser/Thr specifikus foszfatdz 2B,
kalcineurin), GLC7 (PP1 Ser/Thr protein foszfataz), SAL6 (Ser/Thr specifikus foszfataz PPQ)
¢s PPZ1 (Ser/Thr protein foszfataz Z1).

A csalad legtobbet vizsgalt tagja a Glc7, amely egy tipikus PP1 foszfatdz. A Glc7 fontos
funkcidi rendelkezik, tobbek kozott a sejtciklus szabédlyozdsa, kation homeosztazis
szabalyozéasa és a transzlacioban vald részvétel (Arifio és mtsai., 2019). Hasonléan az
emldsokben megtaldlhatdo PP1 foszfatdzokhoz, a Glc7 funkcioit szdmos szabalyozd alegység
befolyasolja, amelyek megszabjak a szubsztratspecifitast és a sejten beliili lokalizaciot. A

katalitikus domének szekvencia vizsgalatai ramutattak arra, hogy a Glc7-hez szerkezetileg
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kozel all a Ppzl és Sal6 uj tipust foszfataz, ezért ket PP1-szer(i alcsaladtagokként tartjak
szamon (6. abra). A PP2 képvisel6je a C. albicans-ban a Pph21, a PP3-¢ a Cmpl, a PP4
alcsaladé a Pph3, mig a PPS5 alcsaladé a Pptl. Az 0j tipust Ppgl a PP2 alcsaladhoz all kozel
(Offtley és Schmidt, 2019).

A PPPL csoporton beliil négy gomba specifikus foszfataz talalhatd, amit az 6. dbran kékkel
jeloltink. Ezek vizsgdlata azért is elonyds, mert segitségiikkel jobban megérthetjik a
gombakra specifikus folyamatokat (pl. fert6zoképesség, hifandvekedés, szaporodas). A PAP
csaladba tartoz6 Sial-et korabban ismertettem. A Ppgl-rol kimutattak, hogy sziikséges a C.
albicans virulencidjanak kialakitasiban (Noble és mtsai., 2010). Ezt tamasztotta ala egy
késobbi kutatas, ahol egér modellben bizonyitottdk a Ppgl szerepét a filament ndvekedésben,
valamint az invazi6 folyamataban (Albataineh és mtsai., 2014). A Ppql/Sal6 foszfatazrol még
nem sok adat 4ll rendelkezésre. Lehetséges, hogy szerepet jatszik a transzlaciod
szabalyozasaban (Arifo, 2002), de még ismeretlen hogyan, ui. kimutattak, hogy a Sal6 nem
defoszforilalja az eRF1-t (eucaryotic release factor) (Kallmeyer és mtsai., 2006). Nemrégiben
publikaltak szerepét a fémion haztartasban (Schulz és mtsai.,, 2014) és S. cerevisiae-ben
leirtak negativ szabalyozé szerepét a parosodas folyamataban (Shim és Park, 2014), azonban
ennek C. albicans-ban nincs biologiai jelentésége. A Sit4 szerepét bizonyitottak a
sejtciklusban, ui. ez felel a G1/S atmenet megfeleld lefolyasaért (Sutton és mtsai., 1991; Mann
¢s mtsai.,, 1993). Szamos fehérjével hat kolcson, példaul a SAP-okkal (Sit4-asszocialt
fehérjék), amelyekrdl nem tisztazott, hogy hogyan hatnak a Sit4-re (Arifio, 2002). Kimutattak
szerepét a sejtndovekedésben és tapanyag érzékelésben is a Tap42-hez valdo kotddésén
keresztiil (Jian €s Broach, 1999, Beck ¢és mtsai., 1999). Fontos megjegyezni, hogy a Sit4 és a
Ppz1l ellentétes szerepet tolt be a sejtciklus szabalyozasdban. Disszertaciomban az ScPpzl ¢€s
ScPpz2 foszfatazok C. albicans-ban megtalalhat6 egyetlen ortologjaval foglalkozom, ezért a

Ppz foszfatazokat részletesebben ismertetem.

3.4 A gomba specifikus protein foszfataz Z

A protein foszfatdz Z (Ppz) egy gomba specifikus 0j tipustt Ser/Thr protein foszfatdz. A
foszfoprotein foszfatdzokon beliill PP1-szerli foszfatdzként tartjak szamon (Arifio és mtsai.,
2019). Szamos lényeges funkcioval rendelkezik, amit tobb gombafajban is leirtak. A
kovetkezd fejezetben szeretnék kitérni a kiilonb6z6 fajokban azonositott Ppz foszfatazokra,

azok jelentdségére, kiemelve a C. albicans-ban talalhato CaPpzl-ra iranyul6 eredményeket.
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3.4.1 A Ppz foszfataz evolucioja

A protein foszfatdz Z (Ppz) egy Ujszerli tagja a Ser/Thr specifikus protein foszfatdzoknak.
Els6ként S. cerevisiae-ben azonositottak cDNS szinten az SCPPZ1 és ScPPZ2 mRNS-ket (Da
Cruz e Silva és mtsai., 1991). Ezt kdvetden jellemezték az SCPPZ1 gén termékét molekularis
klonozassal (Posas és mtsai., 1992). Egy évvel késobb jellemezték az ScPpz2-t is (Posas ¢és
mtsai., 1993). Filogenetikai analizisiink szerint minden ismert gombafajban megtalalhato

legalabb egy Ppz ortolog (7. abra, 1. Fiiggelék).

A PpzA (4. nidulans)

O Phza (4 Simigatus)

M PZL-1 (N crassa)
CaPpzl (C. albicans)
DhPpzl (D. hansenii)
Ppz1 (8. cerevisiae)
Ppz2 (S. cerevisiae)
Pzhl (8. pombe)

CnPpzl (C. neoformans)

7. abra A protein foszfataz Z fehérje filogenetikdja a gombak vilagaban

Az abra az eddig megszekvenalt gombafajokban megtaldlhato Ppzl foszfatazok aminosav
sorrendjének  filogenetikai  elemzését —mutatja. Az azonos rendszertani  tOrzs
(phylum)/osztaly/rendbe tartozd gombafajokat azonos szinnel jeldltiik. Az egyes fajokbol
szarmazd Ppz fehérjéket az adott szinnel, de mas szimbolummal tiintettiik fel. Ezek a
kovetkezok: Aspergillus nidulans PpzA, Aspergillus fumigatus PhzA (Leiter és mtsai., 2012),
Neurospora crassa Pzll (Szo6r és mtsai., 1998), C. albicans CaPpzl (Kovacs és mitsai.,
2010), Debaryomyces hansenii DhPpz1 (Minhas és mtsai., 2012), Saccharomyces cerevisiae
ScPpzl és ScPpz2 (Posas és mtsai., 1992; Posas és mtsai., 1993), Schizosaccharomyces
pombe Pzh (Balcells és mtsai., 1997) és Cryptococcus neoformans CnPpzl (Zhang és mtsai.,
2019).

A filogenetikai analizist Dr. Miskei Marton készitette.

Az abran a 2018-ban ismert Osszes Ppz foszfatdz aminosav sorrendje alapjan készitett
csaladfa lathato (7. abra, 1. Fiiggelék). E szerint a foszfataz minden vizsgalt gombafajban
megtalalhat6. Az 4bran az Ascomycota rendszertani tdrzs domindl, amelynek 5 csaladjat

alaposan megvizsgaltak, ui. ezek elméleti és gyakorlati szempontbo6l kiilondsen fontosak. A
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szimbolumokkal jelolt dgakhoz tartozd fajok Ppz foszfatizait mar tobb publikdcioban is
jellemezték, amelyeket késObb részletesen is targyalok. Ez az abra azért is fontos, mert az
evoluciés viszonyok ismerete sziikséges a kiillonbozd fajokkal végzett kisérletek
OsszevethetOsége szempontjabol.

A fenti adatokat ugy frissitettiilk, hogy néhany fontos gombafajban a legfrissebb (2019. 09.)
szekvencia adatok alapjan a BLAST program felhasznalasaval végeztiik el a Ppz fehérjék
vizsgalatat. A kovetkezd fajokat vizsgaltuk: Rozella allomycis (Cryptomycota/),
Batrachochytrium dendrobatidis (Chytridiomycota/Chytridiomycetes), Syncephalis fuscata
(Zoopagomycota/Zoopagomycetes), Rhizopus microsporus (Mucoromycota/Mucoromycetes),
S. pombe (Ascomycota/Schizosaccharomycetes), S. cerevisiae
(Ascomycota/Saccharomycetes), C. albicans (Ascomycota/Saccharomycetes), N. crassa
(Ascomycota/Sordariomycetes), A. nidulans (Ascomycota/Eurotiomycetes), Ustilago maydis
(Basidiomycota/Ustilaginomycetes) (zardjelben a rendszertani torzseket (phylum)/osztalyt
tiintettem fel). Azt talaltuk, hogy az altalunk vizsgalt 6sszes gomba fajban megtalalhat6 a Ppz
fehérje. A régebbi és az 1j adatok alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Ppz

foszfatdz fontos lehet a gombak életében.

3.4.2 A Ppz foszfatazok szerkezete

Az Osszes ismert Ppz foszfataz rendelkezik egy nagymértékben konzervalt C-termindlis (C-
ter) katalitikus doménnel és egy sokkal valtozatossabb, rendezetlen N-terminalis (N-ter)
szabalyoz6 doménnel (Arifio €s mtsai., 2019). Ezt a variabilitast mutatja a 8. abra, ahol harom

Ppzl foszfataz szekvencia 6sszehasonlitasa lathato.
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8. dabra A S. cerevisiae ScPpzl, D. hansenii DhPpzl és a C. albicans CaPpzl protein
szekvencia analizise (Szabé és mtsai., 2019a)

A fehérje szekvencidkat az [UPred2 ¢és ANCHOR2 szoftverrel analizéltuk
(https://iupred2a.elte.hu/). A kék vonal jelzi az ANCHOR?2 szoftver altal josolt lehetséges
fehérjekotd régiokat, mig a piros vonal az IUPred2 szoftver segitségével megjosolt
rendezetlenséget mutatja. A szekvencidkat a konzervalt katalitikus domén alapjan igazitottuk
egymas ala, a fliggéleges fekete vonal mutatja az N-ter és C-ter domének hatarat. A zo6ld
savok mutatjak azokat a deléciokat, amelyeket az ScPpz1 esetében Clotet és mtsai. (1996), a
DhPpz1 esetében Minhas és mtsai. (2012) vizsgaltak, mig a CaPpz1 esetében mi deletaltunk
in vitro mutagenézissel (Szabd és mtsai., 2019). A rdzsaszin csillagok egyrészt az N-ter
doménben levé mirisztoilacios hely, masrészt a C-ter doménben talalhato, katalitikus
aktivitasért felelés hely pontmutacidit jelzik, mig a vilagoskék savok a kisérletekben
expresszalt kiilonalldo C-ter doméneket jelzik. A sarga régiot Minhas és munkatarsai (2012)
vizsgaltak pontmutéaciokkal. A kihtizott fekete vonalak a szerkezetileg azonos régiokat kotik
Ossze, mig a szaggatott fekete vonalak az adott C. albicans szekvencianak megfeleld részletet
jelzi az ScPpz1 szekvenciaban.

C. albicans-ban végzett vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a C-ter domén dnmagaban sokkal
aktivabb, mint a teljes hosszisagu fehérje. A teljes hosszisagi CaPpzl1 fehérje is aktiv volt,
habar nem olyan mértékben, mint a C-ter domén. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az N-ter
domén jelenléte gatldo hatasu. Az talaltuk, hogy az N-ter domén Snmagaban katalitikusan
inaktiv volt. Tovabba kimutattuk azt, hogy ez a domén szerepet jatszik egyéb funkcidkban,

mint a sotolerancia vagy koffeinérzékenység. Ebbdl a szempontbdl az N-ter domén 1-16
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aminosavbol allo része a legfontosabb, mivel itt talalhatd a mirisztoilacios hely, ami a
lokalizacioért felelds, tovabba ez a régid befolydsolja a katalitikus aktivitast is (Szabd és
mtsai., 2019a). Eredményeink jol korreldlnak az ScPpzl-el végzett vizsgalatokkal (Clotet és
mtsai., 1996). Viszont a Minhas ¢és munkatarsai (2012) altal kiemelt rovid szakasz
jelentdségét nem tudtuk megerdsiteni C. albicans-ban, ami valdszinlileg a vizsgalt fajok
kozotti jelentds evoluciods tavolsaggal magyarazhato (7. dbra).

Nemrégiben rontgen krisztallografia segitségével meghataroztak a CaPpzl Katalitikus

doménjénck 3D szerkezetét (9. dbra).

9. abra A CaPpzl1 katalitikus doménjének 3D szerkezete (Chen és mtsai., 2016)

Az 4bra a katalitikus domén 3D-s szerkezeti képét demonstralja 2,61 A felbontasban. A Ppzl
katalitikus doménjének modellje 308 aminosavat tartalmaz (ui. az utolsé 6 aminosav-maradék
az elektronsiirliség diagramon nem volt lathat6). A Ppl alegység és a Ppz1 domén kozott az
egyik legfontosabb kiilonbség az N-termindlis régidban rejlik, ahol a PPZ1c A’ hélixe
kiegésziill még egy kanyarulattal, és az A’ hélixet az A hélixszel (L;) 6sszekotd csavarulat
(loop) a PPlo-tol eltér6 konformaciot eredményez. A masodik jelentds eltérést az PPZ1
specifikus hélix kialakuldsa eredményezi. Itt arrdl van szd, hogy a PPZ1 C-terminalis
oldallancai nem olyan rendezetlenek, mint a PP1a-ban, hanem egy 0j a-hélixet alakitanak ki,
ami belesimul a PPZ1 specifikus hélix kotd zsebébe.

A szerkezet alapjan elmondhat6, hogy a C. albicans CaPpzl katalitikus doménje nagyon
hasonlit a protein foszfataz 1 katalitikus alegységéhez (PP1c). A CaPpz1 katalitikus domén ¢és
a human PPla katalitikus alegység szekvencia Osszehasonlitdsa 66 %-0s egyezést mutatott,
mig 100 %-os szekvencia egyezés volt abban a 6 oldallancban, ami a fémionokat koordinalja
a katalitikus centrumban. Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy a Ppz foszfatdzok a PP1
alcsaladbol fejlodtek ki tigy, hogy katalitikus alegységiik fuzionalt egy flexibilis N-terminalis

regulator doménnel.
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Azonban a CaPpzl szamos egyéni szerkezeti elemmel is rendelkezik, mint a PPZ1-specifikus
a-hélix és az Ll1-kanyarulat (9. dbra). Tovabba szamos szabalyozd fehérje kotOhelye
kiilonbozik az egyedi pontmutdcidk miatt. Ezek a kisebb szerkezeti valtozasok képesek
megakadalyozni a PNUTS vagy a Spinophilin regulator fehérjék kotodését. Chen ¢és
munkatarsai azt is kimutattdk, hogy az inhibitor-2 fehérje - a PP1-tipust foszfatazok altalanos
gatloszere - hatasat az N-terminalis domén egy eddig részleteiben nem ismert sztérikus
hatdsnak koszonhetéen megsziinteti (Chen ¢és mtsai., 2016). Tehat a hozza koétddd N-
terminalis domén és a fentebb emlitett egyedi szerkezeti sajatossagok olyan tulajdonsagok,
amik lehetové teszik a Ppz fehérje eltérd szabalyozasat, ami a klasszikus PP1 foszfataztol
eltérd funkcidkat biztosit. Tovabba ezek az eltérések hasznosithatok lehetnek a Ppzl

specifikus inhibitorok tervezése soran.

3.4.3 A Ppz foszfatazok szabalyozadsa

Az ScPpzl foszfataznak két szabalyozd fehérjéje is ismeretes. A ScHal3 fehérje képes
hozzakotddni a ScPpzl katalitikus doménjéhez és gatolni annak aktivitasat (de Nadal ¢és
mtsai., 1998). Tobb bizonyiték is arra mutatott rd, hogy a ScHal3 fehérje tultermeltetése
ugyanolyan hatasu, mint a ScPpzl foszfataz kiiitése (Ferrando és mtsai., 1995, Di Como és
mtsai., 1995; de Nadal és mtsai., 1998). Abrie és munkatéarsai 2015-ben kimutattak, hogy az
ScPpz1 és az ScHal3 1:1 ardnyban kotddnek egymashoz. Az ScHal3 egyik paralégja a Vhs3
protein, funkciojat tekintve hasonld a Hal3-hoz, mivel ugyancsak képes gatolni a ScPpzl
fehérjét (Ruiz és mtsai., 2004). Ismert az ScHal3-nak egy maésik paralog fehérjéje is, az
ScCab3, ami azonban kisebb szekvencia hasonlosdgot mutat vele és gatolni sem képes a Ppzl
miikodését (Ruiz és mtsai., 2009). Erdemes megemliteni, hogy az ScHal3, az ScVhs3 és az
ScCab3 egyarant részt vesz a CoA Dbiosztintézisben, ugyanis heterotrimert képezve
foszfopantotenoil-cisztein-dekarboxilaz enzimaktivitassal rendelkezik (Ruiz és mtsai., 2009).
Ez a fehérjék f6 funkcioja, azonban a ScHal3 és az ScVhs3 tin. moonlighting proteinekként
(,,feketemunkas”) képes kotdédni az ScPpzl fehérje katalitikus alegységéhez, gatolva annak
foszfataz aktivitasat.

A S. pombe-ban is sikeriilt azonositani az ScHal3 ortologjat, az SpHal3-t (Molero és mitsai.,
2013). Ez a fehérje egy Hal3/TS (timidilalt szintaz) fuzios protein. A CoA bioszintézisben
SpHal3 homotrimert alkotva latja el esszencialis funkcigjat. Szintén bizonyitottak

létfontossdgu szerepét TS enzimként a DNS integritds fenntartdsaban. Azonban a foszfataz
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gatlo moonlighting funkcidt csak akkor észlelték, ha a Ppzl C-ter domén 6nmagaban volt
jelen, vagyis a teljes hosszisagh foszfatazt fiziologas koriilmények kdzott nem gatolta.
Erdekes modon a C. neoformans-ban két hasonlé Hal3-szerti fehérjét is azonositottak, a
CnHal3a-t és CnHal3b-t, de ezek egyike sem volt képes in vivo szabalyozni vagy in vitro
gatolni a CnPpzl foszfatazt (Zhang és mtsai., 2019). A Hal3 fehérje moonlighting
funkciojanak elvesztését magyarazhatjuk a S. cerevisiae-tdl vald evolucids tavolsaggal is,
hiszen mind az S. pombe, mind a C. neoformans tavolabb helyezkedik el a Ppz csaladfan,
mint a C. albicans (7. dbra).

Petrényi és munkatarsai (2016) C. albicans-ban azonositottak két lehetséges CaPpzl
regulatort. Az egyik az ScHal3 ortologja, amit CaHal3-nak neveztek el. A masik az ScCab3
ortologja, amit CaCab3-nak neveztek. El0szor tetrad analizissel bizonyitottdk, hogy mindkét
fehérje esszencialis szerepet jatszik a CoA bioszintézisben. Ezt kdvetden igazoltak, hogy in
vitro mindkét fehérje er6sen kotddott a CaPpzl katalitikus doménhez, valamint a teljes
hossztisagu fehérjéhez is. Kimutattdk, hogy az N-ter domén jelenléte csokkenti mindkét
fehérje kotddési hatékonysagat a C-ter doménhez. In vitro foszfataz aktivitasmérések alapjan
mindkét fehérje csokkentette C-ter domén, valamint a teljes hosszusagu Ppz1 aktivitasat is. In
vitro mérések szerint tehat mindkét fehérje lehetséges CaPpz1 gatloszernek tekinthetd. In vivo
fenotipusos vizsgalatok soran, amikor schal3 mutans S. cerevisiae sejtekben expresszaltattak
a CaCab3 vagy CaHal3 fehérjét, csak a CaCab3 volt képes Li*-al és toxikus kationnal
szemben toleranssa tenni a sejteket. Tehat in vivo koriilmények kozott csak a CaCab3
viselkedik Ppz1 regulatorként.

Mindezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fenti fehérjék CoA bioszintézisben
betoltott esszencialis funkcidja evolucidosan megdrzodott. Ezzel szemben a foszfataz gatlasban

betdltott szerepiik nem konzervalodott.

3.4.4 A Ppz foszfatazok funkcioi

El6szor a S. cerevisiae protein foszfataz Z funkcioéit jellemezték, amelynek két paralogjat irtak
le, az ScPpzl1-t és ScPpz2-t (Da Silva e Cruz és mtsai., 1991; Posas €s mtsai., 1992; Posas és
mtsai., 1993). A két izoforma koziil a ScPpzl a dominans, ugyanis mig a SCPPZ1 delécioja
markéns fenotipusos valtozasokat okoz, addig az SCPPZ2 delécidja alig észrevehetd (Arifio és
mtsai.; 2019). Azonban a ScPPZ2 kiiitése a scppzl deléciés mutansban erdsiti annak
fenotipusat. Hughes és munkatarsai 1993-ban publikaltak, hogy a SCPPZ1 mindkét paralogja

szerepet jatszik az ozmotikus stabilitas, ezaltal a sejtméret és integritas fenntartdsaban. Az
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scppzl, scppz2 egyszeres és a Scppzl/scppz2 duplamutans egyarant életképes volt, de a
novekedés késéi log fazisdban valamint a staciondrius fazisdban megnodvekedett a sejtek
mérete, amit az ozmotikus stabilitdst biztositd 1 M szorbitol oldat hozzdadasa részlegesen
helyre tudott hozni. A sejtméret novekedés a dupla mutans esetében stlyosabb volt, ezért
feltételezhetd, hogy a két gén egymas hatasat erdsiti. Koffein jelenlétében az scppzl és a
scppzl/ppz2 mutansok litikus fenotipust mutattak, mig ez nem volt olyan latvanyos a scppz2
torzs esetében. S. cerevisiae-ben a scppzl és scppzl/scppz2 éleszté mutansok toleransak
voltak Li* és Na* ionokkal, szemben a vad tipust torzzsel, ami nem volt képes Li* és Na*
jelenlétében novekedni. A toleranciat részben az ENAL gén megndvekedett expresszidjaval
magyarazzak, ugyanis enal mutans torzsben a scppzl és scppzl/scppz2 delécido nem volt
képes novelni a kation toleranciit. Ez a gén a fo Na'-transzportert kodolja, amin keresztiil a
Ppzl hianya fokozott kation kiaramlast okoz (Posas és mtsai., 1995). Szintén toleransak
voltak a sejtek a megnovekedett K* koncentracioval szemben, aminek hatterében a TRK1 és
TRK2 gén 4ltal kodolt K™ pumpék szabélyozasa 4ll (Yenush és mtsai., 2002). A megvaltozott
K" transzport altal létrehozott csdkkent membranpotencidlhoz kétik a foszfatdz delécios
torzsek megnovekedett érzékenységét olyan toxikus kationokkal szemben, mint a higromicin
B ¢és a spermin (Yenush és mtsai., 2002). Végiil Yenus és munkatarsai (2002) bizonyitottdk a
ScPpzl szerepét a sejtfal bioszintézisben is. Megfigyelték, hogy a foszfataz hianyos torzs
érzékeny volt sejtfalkarositd szerekkel szemben, mint a koffein vagy a Kalkofluor fehér.
Feltételezik, hogy a SCPPZ1,2 gének termékeinek hidnya fokozza a K* bearamlast a sejtekbe,
ami megvaltoztatja a membranpotencialt, ezaltal ozmotikus instabilitast eredményezve. Ezt a
sejtek a megndvekedett Na® és H' ion kidramldssal probaljak kompenzalni, ami az
intracellularis kornyezet alkalizacidjat okozva megvaltoztatja a pH-fliggd génexpressziot. Lee
és munkatarsai (1993) kimutattak, hogy genetikai interakcié van a SCPPZ1,2 és a PKC éltal
regulalt SLT2/MPK1 mitogén aktivalt protein kindz kozott, ami a sejtfal integritasért (CWI)
felelés utvonalat szabalyozza (Levin, 2005). Az slt2 delécios mutans litikus fenotipust
mutatott és ezt a fenotipust tovabb sulyosbitotta a ppz1/2 delécio (Lee és mtsai., 1993), mig az
ScPpzl taltermeltetése az slt2 mutans torzsben csokkentette ezt a litikus fenotipust (de Nadal
¢és mtsai., 1998). Az SlIt2 taltermelése a scppzl hidnyos torzsben pedig megnovelte az Sit2
foszforilacios szintjét. Igazoltak, hogy a scppzl hidnyos torzsben megemelkedett a K* steady-
state szintje, és ezért a gomba érzékeny volt a megndvekedett KCI koncentraciokra. Mivel a
K" a f6 meghatarozdja a turgor nyomasnak, megallapitottak, hogy a SCPPZ1,2 és az MPK1
kozotti kapcsolat a ppzl hianyos torzsekben megemelkedett belsé turgornyomasnak és az

mpkl hianyos torzsekben megfigyelt sejtfal instabilitasnak a kovetkezménye. (Merchan ¢€s

33



mtsai., 2004). Ennek az lehet a magyarazata, hogy a sejtek mérete korlatozott, tehat amikor
magasabba valik az intracellularis K* koncentracid, aktivalédik a Mpkl utvonal a sejtfal
megerdsitése és a sejtek lizisének megeldzése céljabol.

Ezeket a funkcidkat megvizsgaltadk mas gombafajokban is és hasonld eredményeket kaptak. S.
pombe-ban talalhato SpPzh1-r6] bizonyitottak a sohaztartisban betoltdtt szerepét, de ezt a H' -
ATPaz és Trkl pumpan keresztiil torténd transzport szabalyozasaval magyaraztak (Balcells és
mtsai., 1997; Balcells és mtsai., 1998; Balcells és mtsai., 1999). A fenotipusok mogott allo
mechanizmusok valtozatossagat az evolucids tavolsaggal lehet magyarazni (7. dbra). A
SpPzh1 delécidos mutans torzs nem mutatott érzékenységet koffeinnel szemben és az SpPzhl
overexresszidja ppzl mutans torzsekben képes volt komplementalni a hidnyzo foszfatazt
(Balcells és mtsai., 1999).

A N. crassa-ban azonositott NcPzll foszfataz (Sz66r és mtsai., 1998) expresszidja scppzl
hianyos S. cerevisiae torzsben csokkentette a sejtek Li* ion irdnti tolerancijat és képes volt
menekiteni a foszfataz hidnyos torzset koffein jelenlétében. Hasonléan az ScPpzl1 fehérjéhez,
a NcPzlI1 overexpresszidja is képes volt csokkenteni az slt2 hianyos torzs litikus fenotipusat
(Vissi és mtsai., 2001).

A s6 tolerans D. hansenii-ben a DhPPZ1 gén delécidja hasonld fenotipust eredményezett
toxikus kationokkal valamint Li* ionnal végzett vizsgalatok soran, vagyis a foszfataz hianyos
torzs tolerans volt. Ennek hatterében viszont a DhNHAL gén altal kodolt Na'/H™ antiporter
megnovekedett expresszidja all (Minhas és mtsai., 2012). Ebb6l az kovetkezik, hogy még az
evoluciosan kozelebb allo fajok is (S. cerevisiae, D. hansenii) (7. dbra) mas és mas
mechanizmusokat fejlesztettek ki az adott feladatok ellatasara.

Végezetiil vizsgaltak a PpzA (A. nidulans), és a PzhA (A. fumigatus) foszfatazok funkcionalis
szerepét (Leiter és mtsai., 2012). Mindkét fehérje képes volt komplementalni a ScPpzl
foszfatdz hianyat Li* és koffein jelenlétében, scppzl deléciés mutans torzsben, tehat
visszadllitotta a sejtek Li* érzékenységét és koffein tolerancijat, amit a vad torzs ScPpzl
fehérje jelenlétében mutat. Emellett mindkét fehérje taltermelése menekitette az slt2 mutans
torzs litikus fenotipusat. Tovabba a ppza deléciés mutdns torzs lassabb novekedést mutatott
oxidaloészerek (tBOOH, diamid) jelenlétében, vagyis Ppz foszfataznak szerepe van az oxidativ
stressz valaszban. A H,O,-vel végzett vizsgalatok soran csak kis novekedésbeli kiilonbségek
mutatkoztak (Leiter €s mtsai., 2012). Ezzel 6sszhangban késobb igazoltak, hogy a patogén A.
fumigatus-ban a PzhA fehérje részt vesz az oxidativ stressz valaszban (Muszkieta és mtsai.,
2014). Leiter és munkatérsai (2012) nem csak az ScPpzl foszfataznak az oxidativ stressz

valaszban betoltott szerepét bizonyitottak, hanem azt is kimutattadk, hogy a C. albicans
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CaPPZ1 gén delécioja érzékennyé tette a sejteket oxidaloszerekkel szemben, tehat ez a
funkcié gombakban altaldnosan érvényesiil.

A 1. tablazathan szeretném osszefoglalni a ScPpz1 funkcioit és egyben szeretném kiemelni a
CaPpzl foszfatdzzal valdo hasonlosagait. A CaPpzl funkcidit a kovetkezd fejezetben

ismertetem.

1. tablazat Az ScPpzl és CaPpzl foszfataz funkcioi null mutansokkal végzett vizsgalatok
alapjan

Kondicié/folyamat S sgfeaziiiae C.C;%Fi)é;ns Funkcio(k)
Li* tolerans tolerans Ozmotikus stabilitas
Na* tolerans nincs hatés Ozmotikus stabilitas
K" tolerans tolerans Turgor nyomas
Higromicin B tolerans tolerans Membranpotencial
Spermin tolerans tolerans Membranpotencial
Koffein érzékeny érzékeny Sejtfal bioszintézis
Kalkofluor fehér érzékeny érzékeny Sejtfal bioszintézis
Kongévoros érzékeny érzékeny Sejtfal bioszintézis
Terc-butil hidroperoxid érzékeny érzékeny Oxidativ stressz
Diamid érzékeny érzékeny Oxidativ stressz
Hifanovekedés inicidcioja - csdkkent :2;;1;1;‘;)222
Sejtadhézio - késik Invazio
Fert6zoképesség - csokkent Patogenitas

3.4.4.1 A CaPpzl funkcioi

A C. albicans-ban egyetlen protein foszfatiz Z gént azonositottak, amit CaPPZ1-nek
neveztek el (Kovécs és mtsai., 2010). A génnek négy allélja van, ami jelentds szekvencia
polimorfimust mutat és ezek az allélok funkci6 szempontjabdl egyenértékiiek.

2008-ban Hanaoka és munkatarsai kimutattak, hogy a CaPPZ1 gén kiiitése nem okoz letalis
fenotipust. A nem esszencialis funkciok kideritése érdekében 2012-ben munkacsoportunk
kiiitotte a CaPPZ1 gén mindkét alléljat (Adam és mtsai., 2012). Vizsgaltik a CaPpzl szerepét

crer

a sohaztartasban és bizonyitottdk a null mutdns Li* tolerancigjat, valamint K" tolerancidjat;
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ezzel igazoltdk, hogy a CaPpzl hasonléan miikodik, mint a ScPpzl (Posas és mtsai., 1995;
Yenush és mtsai., 2002). Erdekes modon, szemben a S. cerevisiae-ban talalhaté ScPpzl-el, a
cappzl mutans tdrzs nem mutatott kiilonbséget a vad tipust tdrzzsel szemben, Na* ion
jelenlétében. A cappzl mutans sejtek toleransak voltak Higromicin B-vel és sperminnel
szemben, ami a membranpotencial depolarizacidjat okozva csokkenti a toxikus agensek
felvételét, ahogy mar korabban leirtdk (Yenush és mtsai., 2002). A CaPpzl-nek szintén
szerepe van a sejtfal bioszintézisben, ugyanis a cappzl mutans érzékeny volt sejtfalkarosito
szerekkel szemben, mint a koffein, Kalkofluor fehér (CFW) vagy Kongd voros.
Komplementacios kisérletekben bizonyitottak, hogy a CaPpzl expresszidja S. cerevisiae
scppzl mutans torzsekben részlegesen normalizalta a sejtek Li* tolerancidjat, de nem volt
képes a sejtek Na' ionnal szembeni érzékenységét helyredllitani. A CaPpzl expresszidja
menekitette tovabba a scppzl mutans sejteket koffein jelenlétében. Korabban kimutattak,
hogy az slt2 mutans S. cerevisiae torzsek litikus fenotipust mutattak a sejtfalkarosito
agensekkel szemben és az ScPpzl overexpresszidja gyengitette ezt a fenotipust (de Nadal és
mtsai., 1998). A CaPpzl tultermelése szintén képes volt ezt a litikus fenotipust menekiteni
sejtfalkarositd agensek jelenlétében (koffein, CFW), vagyis valoszinli, hogy a CaPpzl is
kolcsonhatdsban van az SLT2/MAP kinazzal. Leiter és munkatarsai (2012) kimutattdk a
CaPpz1 oxidativ stresszben betoltott szerepét, hiszen kiilonb6zé oxidaloszerek (pl. tBOOH)
jelenlétében csokkent a ppzl null mutans torzs novekedése. A tBOOH egy lipidoldékony
szerves hidroperoxid, amely peroxil, alkoxil és szén-kdzpontl szabadgyokoket képez (Davies,
1989). Ezek a szabadgyokok a membranlipidek peroxidaciojat okozzak (Greenly és Davies,
1992), hosszu tavu fiziologias hatasokat kivaltva a gombaban (Emri és mtsai., 1997 és 1999).
Kimutattdk, hogy a tBOOH noveli a lipid peroxidacios folyamat altal létrehozott lipid-
hidroperoxidokat és konjugalt diéneket (Fekete és mtsai., 2007).

A C. albicans vizsgalata lehetéséget nytjtott a Ppz fehérje olyan funkcidinak feltarasara is,
amire S. cerevisiae-ben nincs lehetéség. Ilyen a hifandvekedésben betoltott szerep vagy a
virulencia. A CaPPZ1 gén delécioja csokkentette a gomba csirazasi-képességét (Adam és
mtsai., 2012), valamint csokkentette a hifanovekedést (Nagy és mtsai, 2014). Emellett
kimutattak, hogy a cappzl delécios mutans lassabban tudott kitapadni a tenyésztéedény
feliiletéhez (Nagy és mtsai.,2014). Hanaoka és munkatarsai 2008-ban selyemhernyé modellen
vizsgaltak a torzsek virulencidjat és azt talaltdk, hogy a cappzl deficiens torzs virulencigja
nem mutatott valtozast a vad tipusu torzséhez képest. Ezzel szemben Noble és munkatarsai
(2010) azt talaltdk BALB/c egerekkel végzett vizsgalatok sordn, hogy a ppzl null mutins

torzs fert6zOképessége lecsokkent és a morfologiai atalakulas sebessége is lassult, de nem
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tortént valtozas a proliferacié folyamataban. Ezzel 6sszhangban szintén a BALB/c egereken
torténd vizsgalatok szerint a ppzl mutans torzs kevésbé volt virulens a kontroll torzshoz
képest (Adam és mtsai., 2012). Ennek ellendrzésére munkacsoportunk visszaintegralta a
torzseket létrehozva. A CaPPZ1 gén egyetlen kopidja képes volt visszaallitani a gomba
fertdzoképességét, amivel bizonyitottdk a CaPpzl szerepét a patogén gomba virulencidjanak
kialakitasaban (Adam és mtsai., 2012).

Osszefoglalva, a CaPpzl-nek szerepe van a kation homeosztizis és membranpotencial
fenntartasaban, a sejtfal bioszintézisben, az oxidativ stresszben, a hifanovekedésben, a
sejtadhézioban, valamint a fertdzoképességben. Amellett, hogy szamos fizioldgias funkcidt
tolt be a gomba életében, annak alapjan, hogy csak gombakban talalhaté meg és specifikus
szerkezeti tulajdonsagainak koszonhetden, elképzelhetd, hogy a CaPpzl egy 0j antifungalis

terapia célpontja lehet.
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4. Célkituzések

F6 célunk a gomba specifikus CaPpz1 foszfataz j funkcidinak feltdrasa volt normal valamint
tercier-butil-hidroperoxid (tBOOH) kezeléssel kivaltott oxidativ stressz koriilmények kozott.
Ezt globalis proteomikai és transzkriptomikai megkozelitésben kivantuk vizsgalni. A
kisérletekhez rendelkezésiinkre allt a cappzl foszfataz hianyos mutans (KO) torzs valamint a
QMY 23 kontroll (vad) torzs. Az utdbbi hasznalata azért elonyosebb az eddig hasznalt SN87
szUiléi torzzsel szemben, mert a PPZ1 gén jelenlétét leszamitva a genetikai hattere
megegyezik a KO torzsével.

Eldszor szerettiik volna a mutidcid hossza tdva hatdsat, vagyis a gomba adaptéacios
mechanizmusait megismerni. Ezt foszfoproteomikai és proteomikai vizsgélatokkal kivantuk
megval6sitani, amit egy RT-qPCR alapu transzkriptomikai vizsgalattal kivantunk
kiegésziteni. Az esetlegesen azonositott, eddig még le nem irt 0j fiziologias funkcid(k)
relevancigjat kisérletesen is szerettiik volna alatdmasztani.

Masodszor meg kivantuk vizsgélni a vad és KO mutans C. albicans torzsek reagalasat egy
gyors oxidativ stressz kezelésre. Olyan kisérleti rendszert kivantunk létrehozni, ami
lehetéséget nyhjt a foszfatdz hianyanak, az oxidativ kezelésnek, valamint a kettd
kombindcidjanak Osszehasonlitdé elemzésére. Ehhez be kellett allitanunk az optimalis
tenyésztési és kezelési kortilményeket, amelyek mar kimutathato hatassal vannak a gombara,
de nem okoznak drasztikus valtozast a sejtek névekedésében, életképességében, vitalitasaban
¢s morfologidjaban. Mivel a QMY23 torzset eddig nem jellemezték ebbdl a szempontbol,
szerettiik volna megismerni mind a két torzs fiziologids viselkedését oxidativ stressz
koriilmények kozott. Az oxidativ stressz hatdsossagat oxidativ enzimek aktivitasanak és a
sejtek glutation tartalmanak mérésével kivantuk aldtamasztani. A fiziologias kisérletek
beallitdsait és az optimalizalast kovetden két fliggetlen modszerrel kivantuk a
transzkriptomikai vizsgalatokat elvégezni. El6kisérletként egy DNS chip hibridizacios
vizsgalatot terveztiink, amit egy 0j-generacios RNS szekvenaldson alapulo f6 kisérlet kovet.
Az igy kapott eredményeket RT-qPCR modszerrel kivantuk alatdmasztani.

Mindezen vizsgalatoktol azt vartuk, hogy a CaPpz1 foszfataz Gjabb funkcidit ismerhetjiik fel.
A globalis vizsgalatok 0 adatokat szolgéltathatnak a foszfatdz hianya €s az oxidativ stressz
kozotti kolesonhatasra. Abban reménykedtiink, hogy eredményeink hozzajarulhatnak egy
specifikus CaPpz1 gatlas és egy enyhe oxidativ stressz kombinalasan alapul6 ) gombaellenes

kezelés kidolgozashoz.
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5. Anyagok és modszerek

5.1 Anyagok

5.1.1 Vegyszerek

A kisérletek sordn hasznalt vegyszereket/kiteket a kovetkezd gyartoktol/forgalmazoktol
szereztiik be:

Agilent: Eucaryotic Total RNA Nano Kit, GE Wash Buffer 1 és 2, Zorbax 300SB-C18
somentesitd oszlop, Zorbax 300SB-C18 analitikai oszlop

Bio-Rad: agardz, bromfenolkék, SDS, Ready-Prep™ 2-D Cleanup Kit, IPG sztrip,
ammoOnium-hidrogén-karbonat, jodacetamid

Diagon: mikoldgiai pepton

Gibco: PBS tabletta

Illumina: TruSeq RNA Sample Preparation Kit

Invitrogen by Thermo Fischer Scientific: FungaLight™ CFDA, AM/Propidium lodide Yeast
Vitality Kit

Life Technologies: 1 kb DNS standard, Pro-Q Diamond™

Merck: benzamidin

Molecular Research Center: Tri Reagent

Reanal: B-merkapto-etanol, metilénkék, trinatrium-citrat, natrium-acetat, mangan(Il) klorid,
natrium-dihidrogén-foszfat

Roche: complete EDTA-free proteaz inhibitor koktél

Serva: ServaBlue G

Sigma-Aldrich:  tercier-butil-hidroperoxid  (tovabbiakban =~ tBOOH), = RPMI-1640,
szulfoszalicilsav, acetonitril, MS-tisztasaga viz, leupeptin, PMSF

Thermo Fischer Scientific: dNTP

VWR: gliikkéz, élesztd kivonat, bakterologiai agar, foszforsav, etanol, Tris, nukledzmentes viz
(tovabbiakban NFW), kloroform, izopropil-alkohol, szachar6z, EDTA, ecetsav, GelRed,

hangyasav, abszolut etanol, glicerol

A Kkisérletekben hasznalt enzimeket és egyéb fehérje preparatumokat a megfeleld fejezetben

tintetem fel.
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5.1.2 Oligonukleotidok

A disszertacioban leirt kisérletekhez felhasznalt oligonukleotid primerek a Sigma-Aldrich cégtdl szarmaznak. Ezek részletes leirasat a 2-4.

tablazatokban lathatjuk:

2. tablazat A proteomikai vizsgalatok soran RT-qPCR analizishez hasznalt oligonukleotidok

Gén név Gén ID? Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5’-3°) 'I;(r)ncl): *;5 Tigls)ek
ACT1 C1_13700W |GTTGCTCCAGAAGAACATCC ACCATCACCAGAATCCAAAAC 61,3-61,4 192
ADE12 C1 09640W |TTGGTTGAAGGTGCTAATGC ATGGTTCTTGGAGGAATACCC 62,6-62,8 122
AlP2 C3_03040W |CGGTGACTTCCCATTCTATG ATTTGAGCCTCATCTTGTGC 61,9-61,8 144
BMH1 C1 03220C |CACCAACCCATCCAATCAG AATCAGCAACAGCATCATCG 63,9-63,9 126
C2_07290W |C2_07290W |CGAAGCTCTTGGTGCTCTTG GCTTTTTCTGAGTTTTCCCAGTG 65,1-64,8 138
C5_04300C |C5_04300C |GATATGGTTGCTCCTTTGACTG ATGAAAGGGATGGGAATCTC 60,9-60,1 155
CEF3 C5_01580C |GATCACAATTGGGTCCAAGG AGCAGCGGCAATCTTGTTAC 64,1-64,2 105
CPR3 C2_02320C |TGCTTCAAGGTGGTGATTTTG GGACCAGCATTGGCCATAG 64,8-65,4 139
CYPS C3_06360C |CAATCGCATTGATTGCTTC ACAACCGTGCCAAAGAGAC 61,8-62,8 170
EFB1** C4_04480C |ATGGTACTACTGCCACTCAAGC CAGTGAATGAAGCAATGTGGT 62,1-62,6 102
EFT2** C2_03100W |ACAAGATGGTTGCTTTCACTATTG |TTGGCAGCGGAAATAATACC 63,0-63,5 154
GUK1 C5_03790W |CATCTGCCAATAGACCAATCG TGGTTTTCTGGTGGTGTTTG 64,2-63,4 128
HAM1 C5_03860W |GACTCCTCCTCCTCCTCATC CAATGACTTTAGCAGCAGCTTG 61,8-63,8 148
HSP70 C1_13480W |CATTAGTGGTGCTTATGGTGC ACTTCTTCAACAGTTGGTCCA 61,9-61,2 164
IDH1** C1_09630W |CGTTATTGCTCAAAAGAACTCC CTTGACCAGCACCATCACC 61,5-64,4 125
PPZ1 CR_06420W |TCACAACAACGTCCACAACCA GACAACGGTGAACCTGGC 64,7-64,4 173
RAD23 C2_01850Ww |AACAACCACAACCAGCAGC ATGCGGCTCTTAATGCAGC 63,9-65,3 129
RPL20B C4 01520C |GTTGGTGCTGTTGAAACCATG CTCTGTGTGGTAATGGGAATTTC 65,3-63,3 169
RPL9B C3_02470C |CCCAGAAGGTGTCACTGTTG GCAGCAACGTGTTTTCTGTC 63,3-63,5 165
RPPO C7_00990W |TCCGAAGCTACCTTGTTGAAC GATGGATGATGGGAAGACTTG 63,1-63,3 103
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Gén név Gén ID? Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5°-3°) 'I;g;jl): *;5 T?Bls)ek
RPS7A C3_01490W |TCAAGCTTTCGTTGATTTGG GGTGGTGGAACGAAAACAG 62,7-63,0 129
TIF1 C1_01350C |ACCGCTACCTTTACCATTTCTG ACCACCAATAGAAGCATGGAC 63,0-62,7 165
TKL1 C1_08320W |TTCACCTTCGACCAACAATC GCACCAAATCTGTTCAAACC 62,5-62,0 141
TSAl C3_06180C |AAATTTGCCGAAAAGGATGC TCTGGACAAGGAGTGGTTGG 64,8-65,2 150
UBA1 C3_06500W |CAGGTGAAGAACCATTGAGC GGCAAACTTGACATAATCGC 62,3-62,0 113
URE2 C2_04710C |GGTGAATGTTCATTATGGTCG CTTTCTACAGCACTTGGTACTGG 61,6-61,7 152
YST1* C3_05370C |TGTTATTAGCTGCCAACGTCC CAGCAGCAATGATTCTGGC 62,5-62,0 153
* A primer par intron szekvenciat fog kozre.
**A forward primer exon-intron hataron kotdik a génhez.
*** A Sigma-Aldrich gyartocég altal meghatarozott Tm.
3. tablazat A transzkriptomikai vizsgalatok soran RT-qPCR analizishez hasznalt oligonukleotidok™

Gén név Gén ID Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5’-3’) T(TCI; *- *R Te(lk;ls)ek
ACT1 C1_13700W GTTGCTCCAGAAGAACATCC ACCATCACCAGAATCCAAAAC 61,3-61,4 | 192
AOX2 C1_09150W [TGCCAATCCAAACACTTCAG TGAGGAAACACTGGATGTGG 63,7-63,7 | 123
BUD22 CR_00680W ACCAGAGGATGCCCAAGTAG TATCGTCCACCGGGATAGTC 63,0-63,6 | 122
C3_02750W |C3_02750W TTGATGTCCCCGTTAGAAATG TTACTGGCAATGGTAGCATTC 63,5-61,5 | 127
CAM1 C3_06010W [TGTCTTTATTTGATTAACTTGGCTG AACTCTAGCTTCAGTTGGCAAC 62,0-61,4 | 129
CAT1 C1_06810W [TTTCTCTTTTGGGTGTGGATG GGTGGTGAATTAGGTTCTGC 63,7-61,0 | 164
CDC19 C2_05460W [TCCACCAAACCACGAAATG ACCTGGAGCAATGACTTTGG 64,5-64,0 | 112
CDR1 C3_05220W I AAGATGTCGTCGCAAGATG TCACTTGTATGGGCATCAAAC 61,5-62,4 | 110
CFL2 C4_05780C |GGTGTTGTCGCTACCATTTG CACCATACCCTTGGTCGTC 63,0-62,9 | 157
CFL4 C5_01360W AAACTATCCCCATTGATGTGC CAATTGACAATAGCCCCAATAC 62,5-61,9 | 166
CHT3 CR_10110W CCTCCACAGCACCAACTTC TAACAACTGGGGTTGTCTCG 63,5-62,6 | 111
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Gén név Gén ID Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5°-3”) T(Tclj *_ *R T?k;l;l)ek
DIM1 C1 13730C |ICCGGGTTCAAATCTTCTAATG AAACCCAGTTTCAGTCAAAACAG 62,1-63,1 170
EFT2 C2_03100W ACAAGATGGTTGCTTTCACTATTG TTGGCAGCGGAAATAATACC 63,0-63,5 154
ENA2 C1_00390W GTGCTGGAAATGGTGACTTG CCAAGTCATTGAGGCAAATG 63,2-63,1 110
ENA21 C7_02910W [TGGCAGAAAATGTCGCTC TATCGTCATCGGCACCAC 62,7-63,4 | 168
ENP1 C7_03700C |IATCCCAAGGTGGGAATTTAAG ACCGCCACCATTTTCTTC 62,7-62,5 121
FET31 C6_00480C [TCTCATGTATTGCCGGTGTC AAGAAGAAGATCCTTCATTGACG 63,6-62,4 | 150
FGR41 C1_10400C AGAAAGTCCCGTGGAACAAG ACTGGGGTTGGGGTAGAAG 63,0-62,7 114
GAP1 C5_02790C |GGGGATCATATTTTGGGTTAAC CCCAAATATGCCAAAAAGAAATC 61,9-64,0 118
GAP2 C3_05580C [TTGTACAGTTATGTCCCTTGGG CACCACTAGCCATTGCATAGC 62,5-64,4 | 139
GIT1 C2_06590C ATGTGTGCTGCTTCTCATGG TTAGCAGCTTCACTTGCTGTC 64,0-62,3 131
GPM1 C2_03270W IATCCAGAGCCATCCAAACTG CTTGACCGTAAGCTTCCAAAG 64,0-62,6 149
HGT1 C1_01980W GTGTCACCGTTCCTGCATTATAT AAGGAATTGAGTATTGACCCAAA 63,6-62,3 129
HGT12 C7_00280W [TTGTTGGGCTATTTGTGGTG CACCTTTGAACCCAAGTCG 63,3-63,2 160
HPT1 C2_02740C [TGAAAAGCCAGGTACCCAAG TGCGTAATGCAAAGTGGTTC 63,9-63,6 130
HSP70 C1 1348W |CATTAGTGGTGCTTATGGTGC ACTTCTTCAACAGTTGGTCCA 61,9-61,2 164
IFF11 C3_00600W AATCTCTGTCGCCATTTTGG TCCAAGGCAATACACCCAC 63,9-63,4 | 123
IFM1 C7_02940C IATACACCTGGACACGCTGC CGATGGTTTGAGGCATAACC 63,9-64,1 111
JEN2 C4_04030W [TACTTCTGGGCATTCCATCC GAACGGAAATGTGGAGGAG 63,7-62,1 112
MRPL3 C1_07910C |GGGAGATTATCGGCTCATCC TTTATTGGTTCACCATTTGCAC 64,5-63,3 170
NAG3 C6_04610C |ACACCATTCACCATGACGAC GTTCCAATGGCCCTAACTG 63,5-61,9 117
NSA2 C3_06380W AAGGGTTGGAGAGCCAAAC ATACGTTGGCAAGGCCTC 63,0-62,7 144
OYE23 C6_01510W [TTGGGATTTTTGATGCTTCG TGCAAACCCCACAATAGTACG 64,7-64,5 168
PGK1 C6_00750C | AACGATGCCTTTGGTACTGC GGGTTTTCCAAAGCCTTAGC 63,9-63,6 125
PHO84 C1 11480W GTTTGTTGGGTTTGTTCGTC ATGGCACCGACTTTACCAG 61,8-62,6 148
PLB1 C6_01990W AAAATTAGACAATGGTCGTCCA AGGTATGTTAGCTTCAGTGATAGACAAC |62,1-62,6 127
RPL29 C1_11040W CAGCTCACAACCAAACCAG AAAGCTTTGGCAGTACCATG 62,0-61,7 139
RPL5 C7_01790C IATTTTCGGTGGTCACGTTG GGTCAGCTCTAATGGCTTCG 63,4-63,8 157
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Gén név Gén ID Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5°-3”) T(Tclj *_ *R T?k;l;l)ek
RPP1B C7_03920C |CTCCGTCTCATACGCTGC TTTACCTTCAACGGCTTTGG 62,3-63,7 | 142
RPS3 CR_04810W CAAGGTTATGCTGGTGTTGAAG AAATGGCAATACCTTCTGGAG 63,3-61,8 | 166
RPS8A C2_05610C |[CACAAAAGATCCGCCACTG CCGGTTTCAACTCTCAAAGC 64,3-63,6 | 164
RSM26 C5_04530W CTTGGCATGGACCGATTATC TAGTTTGCTTGGCTGTGTGC 64,1-64,0 | 119
SOD1 C4_02320C TTGAACAAGAATCCGAATCCG GAAATGAGGACCAGCAGAAG 65,9-61,4 | 137
SOD3 C7_00110W [TGCTCAGTATGGGTCTGTTTC ATCCTGATTGGCAGTAGTGAC 61,7-60,6 | 142
SOD4 C2_00660C GGATTGCCTTCAGGTGTTG AGCTGGTGTTTTGGCAGTAG 63,2-61,9 | 133
SPB4 C5_01600C ATCTCTTGCATGGGAGAATTTAC CCTGATCCAGTGACTGCTTC 62,1-62,5 | 159
TRK1 CR_07960C [TGAAGAGCCACAGAGACCAAG TCAGGGTCAATCGACTTCC 64,5-62,8 | 109
* Minden primer azonos médon hibridizal az adott gén A és B alléljahoz.

** A Sigma-Aldrich gyartocég altal meghatarozott Tm.

4. tablazat Az rRNS érés vizsgalatara tervezett RT-qPCR kisérletekben hasznalt oligonukleotidok

stz:ﬂ;z:z Gén név Gén ID Forward (F) primer (5’-3°) Reverz (R) primer (5°-3°) TTOE;R Termék (bp)

1 RDN18 |CR_08770W |CGACTGTTTGGAAGGGATG TGAAACCATGGTAGGCCAC 63,2-63,4 167
2 ITS1 CR_08780W |CGGAAGGATCATTACTGATTTG |[CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT | 62,1-62,0 177
3 ITS2 CR_08800W |CATGCCTGTTTGAGCGTC CCTGATTTGAGGTCAAAGTTTG | 63,2-62,4 191
4 RDN25 |CR_08810W |TCGGTAAGCGTTGGATTG AGCCGCAAAAACCAATTATC 62,3-62,6 160
5 RDN5 CR_08760C TGCGGCCATATCTAGCAG GCACAATAGTTTCGCGTATGG | 62,6-64,1 110
6 RRNS CM_00360W |CCAGCAGTAGCGGTCATACAC |TCTGGAGGACGGGCTATC 64,5-62,9 120
7 RRNL CM_00010W | TGGTCGTCTAGGCTCAACC GAGCCACATGCAACAGATG 62,9-63,1 134

* A Sigma-Aldrich gyartocég altal meghatarozott Tm.
** A szamok a primerek altal kozrefogott régidkat jeloli, amelyre a 25. dbra ad részletes magyarazatot.
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A c¢DNS szintézishez hasznalt Oligo(dT) és random primert a Promega gyartja.

5.1.3 Oldatok

TAE: (40 mM Tris, 20 mM ecetsav, 1 mM EDTA, pH 8,5)
6x DNS mintapuffer: 40 % szacharoz, 0,416 % bromfenolkék, 1 x TAE

5.1.4 Tapoldatok

YPD tapoldat: 1 % ¢éleszt6 kivonat, 2 % mikologiai pepton (Oxoid), 2 % gliikéz, pH = 5,6
YPD taptalaj: YPD tapoldat + 2 % bakterologiai agar

Spider tapoldat: 1 % mannit, 1 % tapleves (,,Nutrient broth”, Merck), 0,2 % K,;HPO,, pH =
7,2

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

Sabouraud tapoldat: 2 % mikologiai pepton (Oxoid), 2 % gliikkoz

5.1.5 C. albicans torzsek

Munkank sorén kétfajta torzzsel dolgoztunk, a ppz1 deléciés mutdnssal (tovabbiakban KO) és
a genetikai hattérrel megegyez6é QMY23 (tovabbiakban WT) kontroll torzzsel.

QMY23 (WT) torzs genotipusa:

hisl4/hisl4, leu24::C. dubliniensis HIS1 /leu24::C. maltosa LEU2,URA3/ura34::imm434,
IRO1/irol4::imm434 (Mitrovich és mtsai., 2007)

A ppzl delécios mutans (KO) torzs genotipusa:

ura3A-irolA::imm*™*URA3-IRO1, hisIA /hislA, leu2A /leu2A, ppzlA:: C. dubliniensis
HIS1/ppz14:: C. maltosa LEU2 (Adam és mtsai., 2012)

Lathato, hogy a KO t6rzsbdl mind a két CaPPZ1 allél ki van {itve, maskiilonben a genetikai

hattere megegyezne a WT torzzsel.
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5.2 Modszerek

5.2.1 Biologiai modszerek

5.2.1.1 C. albicans sejtek tenyésztése

A tenyésztés soran a két nap alatt YPD taptalajon, 37 °C-on felnovesztett telepekbdl 5 ml-es
kultirdkat készitettiink, melyeket 37 °C-on tenyésztettiink 18 oOran 4t razatas nélkil (allo
tenyészet). Az igy feln6tt tenyészetekbdl friss 20 ml-es kultardkat hoztunk 1étre, melyek 640
nm-en mért optikai denzitasat (ODggo) 0,1-re allitottuk be. A proteomikai vizsgalatokhoz
ezeket a kultirakat addig novesztettiik 37 °C-on, 140 rpm razatas mellett, amig a KO torzs el
nem ¢érte az ODgg=0,8 értéket (2. Fiiggelék). A sejteket ezt kovetden centrifugéléssal
Osszegytjtottiik, kétszer mostuk 1x PBS-sel, majd -70 °C-on taroltuk felhasznalasig. A
transzkriptomikai vizsgalatokhoz a sejteket tBOOH-val kezeltiik, melynek végkoncentracioja
0,4 mM volt. A tenyésztés ez el6zéekhez hasonlé modon zajlott, kivéve, hogy az ODg40=0,1
értékre bedllitott kulturdkat ebben az esetben 4 d6ran at tenyésztettiilk, majd a mintdk feléhez
tBOOH-t adtunk. A kezelés 1 orat vett igénybe, igy az 5. orara kezelt (WTt, KOt) és
kezeletlen (WT, KO) mintakkal rendelkeztiink (3. Fiiggelék). Minden kisérletben két-két

technikai parhuzamossal dolgoztunk.

5.2.1.2 Novekedeés vizsgalata

A C. albicans novekedését tBOOH nélkiil illetve jelenlétében, az ODggo értékek mérésével
kovettiik. A sejteket a platd fazis eléréséig novesztettiik (8 ora). Meghataroztunk a kezeléshez
sziikséges optimdlis iddtartamot, amelynek hatidsara a sejtek még nem pusztulnak el, de
novekedésiik jol mérhetd modon lelassul. Eredményeink szerint a kezelés optimalis

id6tartama 1 6ra volt (3. Fiiggelék).

5.2.1.3 Biofilm képzodeés vizsgalata

Az in vitro biofilm képzést kétféle tapoldatban vizsgaltuk, egyrészt Spider médiumban,

masrészt pedig hidrogén-karbonatmentes RPMI-1640-ben. Az RPMI-1640 egy altalanosan

hasznalt tdpoldat, mert biztositja a gombdk egyenletes fonalképzddését. A szelektiv Spider

médiumot szintén gyakran hasznaljak a biofilm vizsgéalatokban (Nobile és mtsai., 2012). A

gombasejtek novesztése kezeletlen 12 lyuku polisztirol tenyésztéedényekben (Multiwell Cell

Culture Plates, VWR) tortént Sabouraud tapoldatban 37 °C-on, 18 6ran at. Masnap mintanként
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2 x 10° éleszté sejtet szuszpendaltunk 2 ml Spider vagy RPMI-1640 tapoldatban, és a
tenyésztéedényeket 24 oOran at inkubaltuk 37 °C-on, 50 rpm rézatas mellett. A szokdsos
mosasi lépéseket kihagytuk, mivel a két torzs kiilonbozé adhézios tulajdonsagokkal
rendelkezik (Nagy és mtsai., 2014), ami befolyasolta volna az eredményeket. Az inkubacio
utan a tapoldatot 6vatosan eltavolitottuk a biofilmrél, majd mostuk kétszer 1 ml 1x PBS-sel.
A tapoldatban levd planktonikus sejteket centrifugalassal gytijtottiik 0ssze. A szdraz biofilm
tomegét, valamint a planktonikus/nem kotédott sejtek tomegét Nobile és mtsai. (2012)
modszere alapjan hataroztuk meg. A tenyészetekrdl mikroszkopos felvételeket is készitettiink
egy Olympus BD40 faziskontraszt mikroszkop €s a hozza rogzitett digitdlis kamera
segitségével, 40x nagyitasban.

A biofilm novekedést egy masik modszerrel is vizsgaltuk. A kristalyibolya festés soran az
inkubaciot 24 lyuka tenyésztéedényekben (Linbro Tissue Culture Multiwell Plates, ICN
Biomedicals) végeztiik a korabbival azonos moédon. A médszer leirasat megtalalhatjuk Jin és
mtsai. (2003) cikkében. Mindkét modszer esetén 2 technikai és 3 biologiai parhuzamos
késziilt. A statisztikai analizis soran Student-féle kétoldalti kétmintas t-probat és a Welch-

tesztet alkalmaztuk.

5.2.1.4 Koloniaképzo képesség meghatarozdsa

Az 5.2.1.1 pont szerint tenyésztett, tBOOH-val kezelt és kezeletlen tenyészetekbdl a 4.
(kezelés elétti) és az 5. (kezelés utani) oraban mintat vettiink. PBS felhasznalasaval 10X
higitasi sorozatot készitettiink. A 10% 10% 10° higitasokbol 120 pl-t pipettaztunk szilard
YPD téptalaj feliiletére, amit aztan eloszlattunk a felszinen a lemezek forgatasaval. Minden
esetben 3 technikai parhuzamost készitettiink. A lemezeket 1 napig inkubaltuk 37°C-on, majd
megszamoltuk a telepeket. Az eredményeket CFU/ml-ben adtuk meg, ami a kovetkezot

modon szamoltunk: koloniaszam x higitasi faktor/minta térfogata ml-ben.

5.2.1.5 Eletképesség és vitalitds vizsgdlata

A sejtek életképességét metilénkék festéssel vizsgaltuk meg (Kwolek-Mirek és Zadrag-Tecza,
2014). Az 5.2.1.1 pont szerint kezelt tenyészetekb6l 1 ml mintat vettiink és a sejteket
centrifugalassal gyljtottiink 6ssze. Mosast kovetden a sejteket 300 ul PBS-ben vettiik fel. 100

crer

%-os trinatrium-citratban oldva). Szobahémérsékleten vald 5 perces inkubalast kovetden, 10
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ul mintat cseppentettiink ki targylemezre és faziskontraszt mikroszkép (Euromex Holland)
alatt vizsgaltuk a festddésiiket. A targylemezrdl random kivalasztott 5 1atdmezdrdl fényképet
készitettiink MicroQ-W PRO kamera segitségével. A harom fliggetlen kisérlet képeit ImageJ
szoftverrel értékeltiik ki. Az eredeti képeket atkonvertaltuk 16 bites sziirkearnyalatos képekké,
¢s a hattérértéket beallitottuk 211 és 232 kézé. Emellett beéllitottuk az objektumok méretét
(30-t61 végtelenig) és az alakzatat (0,2-0,8) (1 a teljes kor alakot jelenti), majd Kizartuk az
értékelésbol a képek széleit. Az igy kivalasztott sejteket és hifdkat manudlisan szamoltuk
meg.

A sejtek vitalitasat a Fungalight™ CFDA, AM/Propidium Iodide Yeast Vitality Kit
segitségével vizsgaltuk meg. A kit alapja a CFDA (5-karboxi-fluoreszcein-diacetat) acetoxi-
metilészter (AM) része, amely segiti a reagenst bejutni a sejtbe. Az intracellularis észterazok a
lipofil blokkolo6 és a diacetat csoportokat lehasitjadk a CFDA AM-r6l, amely igy detektalhato
zold fluoreszcens jelet ad. A propidium-jodid (PI) a halott sejtek membranjan jut at, majd
hozzakotddve a DNS-hez piros fluoreszcens jele alapjan detektalhatd. A kisérletek sordn a
kezelést kovetden, vagyis az 5. 6rdban 3 ml mintat vettiink a tenyészetekbdl, amiket
centrifugalas kovetéen 1 x PBS-sel mostunk. A sejteket 300 ul PBS-ben vettiik fel és 0,3 pl
PI-t (20 mM), valamint 0,6 ul CFDA, AM (0,1 mg/ml) festéket adtunk hozza. Egy rovid
vortexezés utan 30 percig inkubaltuk a mintdkat 37 °C-on. Ezt kdvetden Gjra megkevertiik a
mintakat és 20 pl sejtszuszpenziot cseppentettiink ki a targylemezre. A sejteket Leica SPS8
konfokalis mikroszkop alatt vizsgaltuk. A kiértékelést itt is Image] szoftverrel végeztiik az
el6z6hoz hasonloan, viszont ebben az esetben az intenzitas értékeket mértiik. A hatarértékeket
kiilon allitottuk be a zdld (13) és a piros (26) csatornara a 8-bites képeken, illetve eliminaltuk

a kiugro értékeket. Az analizis ezt kdvetden automatikusan a szoftverrel tortént.

5.2.1.6 Morfologiai vizsgalatok

A morfoldgiai vizsgalatok egy részéhez felhasznaltuk a metilénkeék festéssel kapott
eredményeket (5.2.1.5 fejezet). Ebben az esetben manualisan szamoltuk meg az élesztdsejt/
hifa ardnyt. Emellett &4ramldsi citometriai vizsgdlatokat végeztiink. A mintdkat a
FungaLight™ Kkittel, az 5.2.1.5 pontban leirt protokoll alapjan készitettiik eld. Az analizist a
Novocyte 3000 aramlasi citométerrel (Acea Biosciences, Inc.) végeztiik. Minden minta esetén
500 000 objektumot (eseményt) analizaltunk. Az éleszté/hifa aranyt a FSC-A/FSC-H siirtiség
diagram alapjan a dublett megkiilonboztetési modszer szerint adtuk meg (Bohmer és mtsai.,

2011). Az egyedi (nem hifazo) élesztdsejtek adtak az egysejtes eseményeket, melyek atlosan
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csoportosultak a striiségdiagramon, mig a hifak megnoévekedett FSC-A/FSC-H aranyt
mutattak (4. Fiiggelék).

5.2.2 Biokémiai mddszerek

5.2.2.1 Enzimaktivitas meérések

Az enzimaktivitds mérésekhez mechanikai roncsolassal tartuk fel az 5.2.1.1 pont alapjan
készitett C. albicans mintakat. A sejteket 400 ul PBS-ben vettiik fel, amihez kb. 500 ul cc.
HClI-lel kezelt és holégsterilizalt iveggyongyot (1 mm @, Marienfeld) adtunk. A roncsolas 4x
1 perces maximalis fordulatszamu vortexeléssel (ZX3 VELP) tortént, az egyes 1épések kozott a
mintakat 2 percig jégen hiitottiik. Ezt kovetden centrifugéaldssal elkiilonitettiik a sejttormeléket
a mintaktol és a tiszta feliiluszot azonnal felhasznaltuk. A fehérjetartalmat Bradford
modszerrel hataroztuk meg (Bradford, 1976). A katalaz, szuperoxid dizmutaz, glutation-
reduktdz és peroxiddz enzimaktivitds méréseket a Jakab €s mtsai. (2015) cikkben leirt
fotometrids modszerekkel végeztik el. A szuperoxid-dizmutaz egy egysége az az enzim
mennyiség, amely az enzim nélkiili kontroll mintaban a nitrokék-tetrazolium-klorid (NBT)
oxidacidjanak reakciosebességét 50 %-kal csokkentette (Emri és mtsai., 1999 és Oberley ¢€s

Spitz, 1984). Az enzimaktivitasok meghatidrozasahoz 4 bioldgiai parhuzamos késziilt.

5.2.2.2 Glutation koncentraciok meghatarozasa

A mintak glutation tartalmanak meghatarozasa soran az 5.2.1.1 pont szerint nyert sejteket
PBS-sel vald6 mosas utdn 5 %-os szulfoszalicilsavban vettik fel. Az igy késziilt
sejtszuszpenziokat -20 °C-on taroltuk felhaszndldsig. A négy fiiggetlen kisérlet mintdinak
oxidalt (GSSQG) ¢és redukalt (GSH) glutation koncentracioit glutation reduktaz-DTNB modszer
segitségével mértiik le (Anderson, 1985).

5.2.2.3 Genomi DNS izoldldasa

A Candida torzsek genotipusanak, valamint a disszertacioban hasznalt oligonukleotid
primerek miikodésének bizonyitdsdhoz genomi DNS-t preparaltunk (Lee és mtsai., 1988). A
sejteket eloszor kézi Potter segitségével elroncsoltuk, majd szuszpendaltuk 500 pl kivonod
pufferben (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 2% SDS + frissen hozzaadott 1% B-ME). Ezt

kovetéen 100 pg/ml végkoncentracioban RNaz A enzimet (Serva) adtunk a
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sejtszuszpenzidhoz és fél oran at 37 °C-os vizflirdében inkubaltuk. Ezt kovette a proteinaz K
(Merck) kezelés, amit 100 ug/ml végkoncentracidban adtunk a sejtekhez és ezzel inkubaltuk
50 °C-on 1 6ran at. A fenol-kloroformos kicsapast kétszer végeztikk el, amely soran 1:1
aranyban adtuk a fenol-kloroform elegyet a sejtszuszpenzidhoz. Keverés utan centrifugalassal
elvalasztottuk a vizes fazist a szerves fazistol €s a vizes fazissal dolgoztunk tovabb. A DNS
kicsapasahoz a mintdhoz 2 térfogat abszolit etanolt és NaOH-t adtunk 250 mM
végkoncentracioban. Az elegyet -20 °C-on inkubaltuk 30 percig, majd centrifugélassal
gylijtottiikk 6ssze a kicsapodott DNS-t. A pelletet 70 %-os etanollal mostuk, majd Savant DNA
120 SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher) vakuum centrifugdban szaritottuk be. A

crer

tisztasagat NanoDrop 1000 Spektrofotométerrel (Thermo Scientific) hataroztuk meg.

5.2.2.4 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A genotipusok ellendrzését PCR reakcioval végeztik (5. Fiiggelék) a Mastercycler nexus
gradient (Eppendorf) késziilék segitségével. Tobb esetben is alkalmaztuk a kolonia PCR elvét,
vagyis a gombatelepek egy kis részletét NFW-ben szuszpendaltuk és ezt hasznaltuk
templatként (Petrényi és mtsai., 2016). A reakcidt Phusion polimerdzzal (Phusion Hot Start 11
High-Fidelity PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific) végeztiik a gyartd utasitasai szerint.
Maga a polimeraz egy 2-szeres mester mixben talalhato, ami minden reakcidelegyet (puffer,
dNTP, MgCl,) tartalmaz, igy csak a templatot, primereket és DMSO-t (3 %) kellett hozzaadni
a reakcioelegyhez.

Az RT-qPCR-hez hasznalt oligonukleotidok ellenérzése szintén PCR reakcidval tortént a
fentieckkel azonos moddon. Minden primer par egyetlen savot adott a megfeleld
mérettartomanyban (6-9. Fiiggelék). Az oligonukleotid primerek tulajdonsdgai a 2-4.
tablazatokban talalhatok meg.

5.2.3 Proteomikai modszerek

5.2.3.1 Fehérjemintdk kinyerése és tisztitisa

A proteomikai vizsgalatokhoz az 5.2.1.1 pontban leirt tenyésztéseket kovetéen a gomba
sejtekbdl fehérjét preparaltunk. A 3 fiiggetlen kisérletet végeztiink. A sejteket 1 ml lizis
pufferben (50 mM NaH,PO, (pH = 7,4), 1 mM EDTA, 5 % glicerol, 1 x proteaz inhibitor
koktél, 5 mM benzamidin, 10 nM leupeptin, 1 mM PMSF, 1 mM MnCl,) szuszpendaltuk fel
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¢s 500 pl iiveggyongyot adtunk hozzajuk. A sejtszuszpenzidkat ezt kovetden haromszor
vortexeltiik maximalis fordulatszdmon, mikdzben minden kevertetés kozott 2 percig jégen
hatottiik a mintdkat. A sejttormeléket centrifugélassal eltavolitottuk, majd a feliiluszo
fehérjetartalmat Bradford reagenssel ellendriztiik (Bradford, 1976). 450 pg fehérjére volt
sziikségiink minden egyes minta esetén. A kapott mintékat a gyarto protokollja szerint Ready-
Prep 2-D CleanUp Kit (Bio-Rad) segitségével tisztitottuk. A fehérjék kicsapasa ¢és
centrifugdldsa utan minden pelletet beszaritottunk és feloldottuk 450 pl rehidracids pufferben
(7 M karbamid, 2 M tiokarbamid, 4 m/v % CHAPS, 1 % DTT, 2 v/v % Bio-Lyte és 0,001 %
bromfenolkék). Az igy kapott mintakat azonnal felhasznédltuk a kétdimenzios (2D)
elektroforézishez. Minden kisérleti parhuzamos esetén készitettiink egy-egy kevert csoport is,
amelyek egyenlé mennyiségben tartalmaztak az adott kisérlet KO és WT fehérje mintait.

Ezeket a késobbiekben a foltok kivagasahoz hasznaltuk fel.

5.2.3.2 Kétdimenzios elektroforézis

A 3 biologiai parhuzamost, vagyis a 3 mutans €s 3 kontroll mintat, valamint a kevert mintakat
azonos napon hasznaltuk fel kétdimenzids elektroforézisre. El6szor 450 ul pufferben (7 M
karbamid, 2 M tiokarbamid, 4 m/v % CHAPS, 1 % DTT, 2 viv % Bio-Lyte, 0,001 %
bromfenolkék) oldott mintaval rehidraltuk a 24 cm-es IPG (pH 4-7) csikokat (sztripeket). Ez a
folyamat 20 °C-on egy ¢éjszakan 4t tartott. Az elsé dimenzid az izoelektromos fokuszalas volt,
melyet 3 o6ran keresztiil 300 V-on kezdtiink el, majd 5 ora alatt fokozatosan 3500 V-ra
noveltiik a fesziiltséget, amelyet még 18 6ran keresztiil alkalmaztunk. Ezt kovetéen az IPG
sztripeket 15 percig ekvilibraltuk el6szor 0,6 % DTT-t tartalmaz6 ekvilibralo pufferben (500
mM Tris-HCI (pH = 8,5), 6 M karbamid, 2 % SDS, 20 % glicerol), majd még 15 percig 1,2 %
jodacetamidot (IAA) tartalmazo ekvilibrald oldatban. A masodik dimenzios elvalasztas soran
a sztripeket 12 %-0s SDS-poliakrilamid gélre helyeztiik, amiket agardzzal fedtiink be. Az
Osszes g€l futtatasat egyszerre végeztiik 100 mA aramerdsség mellett 24 oran at a Protean
Plus Dodeca Cell (Bio-Rad) késziilékben, mig a bromfenolkék festék el nem érte a gél aljat. A
géleket eldszor ProQ Diamond festékkel festettiik a gyartd leirdsa szerint, majd vizzel vald
mosast kdvetden a Pharox FX Plus Molecular Imager késziilékkel szkenneltiik a géleket. A
ProQ Diamond festés utan a foszfoproteom valt lathatéva. A szkennelés felbontasa 100 pum
volt. A géleket ezt kdvetden hazilag készitett RuBPS [Ruthenium(ll) tris(bathophenanthroline
disulfonate) tetrasodium salt] fluoreszcens festékkel is megfestettiik, amelyet 20 %-0S

etanolban oldottunk és egy éjszakan at inkubaltunk (Rabilloud és mtsai., 2001). Ez a festék a
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teljes proteomot detektalja. A festést kdveten a géleket 7 % hangyasavat és 10 % metanolt

tartalmazod posztfixald oldatban mostuk és az el6z6hdz hasonldan szkenneltiik.

5.2.3.3 Denzitometria

A beszkennelt gélek képét Delta2D v4.4 (Decodon) szoftverrel analizaltuk. Ahogy korabban
emlitettem, 3 csoportot kiilonitettiink el: a WT (kontroll), KO (ppzl deléciés mutans) és a
kevert csoportot. A mintdk kozotti kiilonbségek tanulmanyozasa harom lépésben tortént:
Els6ként a ProQ Diamonddal festett WT és KO géleket analizaltuk, majd a RuBPS-sel
festetteket, végezetiil minden foltot atvetitettiink az egyesitett gélképekre foltkivagas céljabol.
Az egyes csoportokbol szdrmazd fehérje foltokat illesztettiink, a pontos illesztési mod
protokoll és a ,,group warping strategy” stratégia szerint. Az Osszes gélen levé valamennyi
fehérje foltot tartalmazd egyesitett gélkép létrehozdsdhoz az ,,union” moddot alkalmaztuk.
Minden folthoz rendeltiink egy mennyiségi értéket ugy, hogy az Osszes folt mennyiségét
vettilk 100%-nak, azaz minden folt intenzitasat normalizaltuk az Osszes jelen levé folt
Osszintenzitasara. Az intenzitdsokat normalizalt folt térfogatként (% v) adtuk meg. A szoftver
automatikusan kiszdmolta a mintak kozotti altalanos normalizalt folttérfogat intenzités

valtozas értékeit, illetve Student féle t-teszttel megallapitotta a kiilonbségek szignifikanciajat.

5.2.3.4 Gélben valo emésztés

Azokat a foltokat, amelyek a WT és KO csoportok kozott szignifikans eltérést (p <0,05)
mutattak a normalizalt folttérfogatban, kivagtuk a kevert mintat tartalmazo6 gélekbdl és fehérje
tartalmukat a kivagott gélben emésztettilk. A géldarabokbol eltavolitottuk a festéket 1:1
aranyll 25 mM-os ammonium-bikarbonat (pH 8,5) és 50 % acetonitril segitségével, majd a
diszulfid hidakat 20 mM DTT-vel redukaltuk 1 6ran at 56 °C-on. Ezt kdvetéen alkilalast
végeztliink gy, hogy 55 mM-os [IAA oldatban 45 percig, szobahdmérsékleten, sotétben
inkubaltuk a mintdkat. Végiil egy éjszakan at, 37 °C-on emésztettiik a fehérjét 100 ng
stabilizalt MS tisztasagu tripszinnel (ABSiex). A reakciot masnap tomény hangyasavval
allitottuk le. A gélbdl kidiffundalt triptikus peptideket tartalmazo6 oldatot leszivtuk és vakuum
centrifugaban (Thermo Scientific) beszaritottuk.
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5.2.3.5 Tomegspektrometria (MS)

A fehérje azonositast tomegspektrometriaval végeztiik. Ehhez a peptideket ijra feloldottuk 1
%-0s hangyasavban, majd Easy nLCIl (Burker) nanoHPLC késziilékkel valasztottuk el
egymastol. Az elvalasztashoz 90 percig viz/acetonitriles gradienst alkalmaztunk 300 nl/perces
aramlasi sebességgel. A peptidelegyeket Zorbax 300SB-C18 soémentesité oszlopra (5 mm x
0,3 mm; 5 um részecskeméret) vittiikk fel, majd ezt kovetden Zorbax 300SB-C18 analitikai
oszlopon (150 mm x 75 um; 3,5 um részecskeméret; 300 A pérusméret) vélasztottuk el. A
kromatografidban hasznalt A mozgotazis 0,1 % hangyasavat tartalmazé MS tisztasagi viz
volt, mig a B mozgo6tazis 0,1 % hangyasavat tartalmazo acetonitril. Az elvélasztas sordan a B
mozgofazis aranyat 60 perc alatt 0 %-ro6l 100 %-ra emeltiik és 10 percig 100 %-on tartottuk.
Ezt kovetéen 2 perc alatt 0 %-ra csokkentettik a B mozgofazis szazalékos aranyat és 18
percig 0 %-on tartottuk. Az analitikai oszloprol elualt peptideket 4000 QTREP (ABSciex)
tomegspektrométerrel vizsgaltuk. Az MS/MS spektrumokat pozitiv ion mdodban vettiik fel és
az informaciofiiggd adatgyiijté modszert (IDA) alkalmaztuk. Az elsé szkennelést 400-1700
amu tomegtartomanyban végeztiilk, majd egy nagy felbontdsu tomegpasztazast végeztiink a
két legintenzivebb prekurzor ion t6ltésének megallapitasa céljabol. A fehérjék
meghatarozasahoz iitkdzéssel indukalt disszociacids (CID) spektrumokat vettiink fel a 100-
1900 amu tartomanyban, felerdsitett termék ion modban. Az iitk6zési energia maximuma 85
eV volt 4000 amu/sec szkennelési sebesség mellett. A ciklusidé 5,4 sec volt, az ionforras
hémérséklete 70 °C, a fesziiltség 2800 V, a segédgaz nyomasa 50 psi, mig a szaritogaz
nyomasa 20 psi volt.

A fehérjék azonositasat a ProteinPilot 4.5 szoftver (ABSciex) segitségével végeztiik a kapott
MS/MS spektrumok alapjan. A szoftver az UniProt/Swiss-Prot adatbazist (2015. 07. verzio,
548872 szekvencia) hasznalta és tobb mint 70 biologiai fehérje modositast vett figyelembe.
Egy fehérje azonositasat akkor tekintettiilk megbizhatoénak, ha minimum 2 peptidjét talaltuk
meg legalabb 95%-0s bizonyossaggal, minimum 4 b vagy y iont tartalmazd ionsorozatban.
Ahol nem jartunk sikerrel a ProteinPilot szoftverrel, ott az NCBInr adatbazisra ¢épiild
MASCOT keresést is elvégeztiik. Az analizis soran emésztéenzimként a tripszint adtuk meg.
A kihagyott hasitohely szdmat mindkét keresés esetében maximum 1-re éallitottuk. A
kovetkezd lehetséges modositasokat vettiikk szamitasba: metionin oxidacioja és a cisztein
karbamidometilacidja. Ha egy fehérjét hipotetikus vagy nem C. albicans-ban talalhato

fehérjeként azonositott a szoftver, az NCBI nem redundans protein adatbazisat a blastp

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) program segitségével szlirtiik abbol
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a célbol, hogy a C. albicans SC5314/ATCC MYA-2876 torzsben azonositsuk a kérdéses
peptidszekvenciat. Minden szekvencia annotaldst megerdsitettink a CGD adatbazisban

(www.candidagenome.org) végzett kétlépéses fliggetlen adatkereséssel. Elséként blastp

kutatast végeztiink alapbeallitasokkal (blastn, faj: C. albicans SC5314 Assembly 22, varhato e
érték: 10). Ezt kovetden az elsO szlirésben nem annotalt 13 rovid peptidszekvenciat

manudlisan illesztettiik az egyes fehérje szekvencidkra.

5.2.4 Transzkriptomikai modszerek

5.2.4.1 RNS izoldlas

A -70°C-on tartott C. albicans sejteket 4 6ran keresztiil liofilizaltuk CHRIST Alpha 1-2 LD
plus lyophilizer (Osterode, Germany) liofilizator segitségével. (Meg kell emliteni, hogy a
DNS chip hibridizacids eldkisérlethez késziilt RNS mintak esetében ez a 1épés kimaradt.) A
liofilizalt sejteket ezt kovetéen egy steril fogpiszkald segitségével elporitottuk, majd 1 ml
TriReagensben felszuszpendaltuk. A sejtszuszpenziohoz ~100 ul liveggyongyot adtunk és a
mechanikai  feltards céljabol 3  percig maximdlis fordulatszammal vortexeltiik
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a sejttormeléket centrifugalassal tavolitottuk el (12 500
rpm, 10 perc, 4°C). A tiszta feliiluszot 0 eppendorf csébe pipettdztuk, majd hozzaadtunk 0,2
térfogat kloroformot és 6vatosan fel-ala forgattuk a csoveket. A mintdkat 10 percig inkubaltuk
szobahdmérsékleten, majd lecentrifugaltuk (12 500 rpm, 10 perc, 4°C). A felsd vizes fazist
atpipettaztuk 1j eppendorf cs6be és 1:1 ardnyban izopropanolt adtunk hozza. Keverést
kovetden Ujabb 10 perces inkubdlas kovetkezett, majd a kicsapott RNS-t centrifugalassal
gytjtottik ossze (12 500 rpm, 10 perc, 4°C). A pelletet haromszor mostuk 70%-0s hideg
etanollal, majd steril fiilkében beszaritottuk. Az RNS-t 30 ul NFW-ben vettiik fel és 10 percig
55 °C-os vizfiirdoben inkubaltuk, hogy feloldodjon.

5.2.4.2 Az RNS mindségi ellenorzése

agaroz gélelektroforézissel (Bio-Rad) vagy BioAnalyser-rel (Agilent) ellenériztiik. Az RNS
szekvenalashoz készitett mintdk esetében a BioAnalyser kisérleteket az Eukaryotic Total
RNA Nano Kit-tel végeztiik a gyartd protokollja szerint. Csak azokat a mintakat fogadtuk el
RNS szekvendlasra, amelyek RNS integritas értéke (RNA integrity number, RIN) 7 felett volt.

Az oxidativ stressz kezelések utdn RT-qPCR kisérletekkel megvizsgaltuk a kezelés
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hatékonysagat is (Id.: 5.2.4.5 fejezet). Azon RNS mintakat, amelyek minden kritériumnak
megfeleltek, -70°C-on taroltuk.

5.2.4.3 DNS chip hibridizacio

Szerettiilk volna megtudni, hogy az adott kezelési koriilmények altal kivaltott valtozasok
detektalhatdéak-e a globalis génexpresszid szintjén is, ezért elvégeztiink egy hibridizacios
elokisérletet. Ehhez egy ,,Agilent 60-mer oligonucleotide high density array” —t (GE 4.44K
AMADID 066939 SurePrint microarray slide), azaz DNS chipet terveztiink. A chip felszinen
rogzitett oligonukleotidokat az Agilent eArray szoftvere (tervezé szam: CAS5314L)
segitségével terveztiik meg a C_albicans SC5314/ Assembly21 kodold szekvencia adatbazis
alapjan. Szamitasaink szerint kb 7,4 x genomlefedettséget értiink el egy chip felhasznalasaval.
A cianin-3 (Cy3) jelolt cRNS-ket az ,,Agilent One-Color Labeling” protokoll v6.7 alapjan
készitettiik. Fragmentalt cRNS mintakat (1650 ng, 20 pmol alatti Cy3 specifikus aktivitas/pg
cRNS) vittiink fel az chip feliiletére. A lemezeket 10 rpm-es razatassal 17 o6ran keresztiil
hibridizaltattuk Agilent hibridizacidés kamraban. Ezt kovetéen GE mos6 puffer I-vel, majd GE
moso6 puffer II-vel mostuk szobahdmérsékleten a chipet. A szaritast kovetden azonnal
beszkenneltiik az Agilent DNA Microarray Scanner segitségével a 1x44k array lemezekre
hasznalhat6 ,,one color scan” modban (kiterjesztett dinamikus tartomany; 61 x 21,6 mm
teriilet; 5 um felbontas; zold festékcsatorna; z6ld PMT (photomultiplier tube): magas XDR-
100 % (eXtended Dynamic Range), alacsony XDR-10 %). A hibridizacios kisérletet a
Chromoscience Ltd., Gencsapati, Magyarorszag cég végezte. A prenormalizalt chip adatokat
az Agilent ,,Feature Extraction” szoftverével allitottuk elé az alapértelmezett ,,one-color high
density” protokollal. Ez kdvetden a hattérre korrigaltuk a cég altal rendelkezésiinkre bocsatott
adatokat a ,,normexp-+offset” moddszerrel (Ritchie és mtsai., 2007), végiil elvégeztiink egy
mindségi normalizalast az ismétlédd array teriiletek kozott (Bolstad és mtsai., 2003 és Smyth,

2005).

5.2.4.4 RNS szekvenalas

A DNS chip biztaté eredményeit latva ujgeneracios RNS szekvenalassal (RNA-Seq) egy
nagyszabdsu transzkriptomikai elemzést hajtottunk végre. Az RNA-Seq konyvtarakat total
RNS-bél allitottuk el6 a ,,TruSeq RNA Sample preparation Kit” (Illumina) gyartéi protokollja
alapjan. Roviden, az RNS-t a poli-A farkanal fogva kotottiik ki oligo(dT) konjugalt magneses
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gyongyokhoz, és izolaltuk a poli-A-ban gazdag tiszta mRNS frakciot. Ezt kdvetden az RNS-t
94 °C-on fragmentaltuk. Az egyszalii cDNS szintézisét reverz transzkripcioval végeztik,
random primert hasznalva, amit a masodik szal szintézise kovetett. Miutan megkaptuk a
duplaszali cDNS-t, kdvetkezett az ,,end repair” 1épés (azaz a tompa végek kialakitasa), a 3°-
végek adenildlasa és az adapterek ligalasa. A szekvenalas az Illumina NextSeq500 miszerrel
tortént. A muszer 75 bp hosszusagl szekvenciarészleteket (read) olvasott le harom fliggetlen
bioldgiai parhuzamos WT, WTt, KO, ¢és KOt mintakbol, azaz Osszesen 12 szekvendlast
végeztiink. Mintanként hozzavetdlegesen 18-20 millidé szekvenciarészletet kaptunk. Ezeket a
read-eket raillesztettiik a referencia genomra (C_albicans_SC5314/ Assembly22 genom

verzid, amelyet a www.candidagenome.org oldalrol toltottiink le). A genom térképezéshez,

valamint az A ¢és B allélok RPKM (Reads Per Kilobase Million) értékeinek megadasahoz ¢€s a
bam fajlok létrehozdsdhoz a Tophat és Cufflinks bioinformatikai szoftvereket hasznaltuk. Az
egymashoz tartoz6 A ¢és B allélra vonatkoz6 RPKM értékeket Osszevontuk és ezeket
hasznaltuk a késébbi (,,downstream”) analizishez, amelyet az StrandNGS szoftverrel

(www.strand-ngs.com) végeztiink. Az adatokat a DESEQI algoritmussal normalizaltuk.

Elvégeztiink egy klaszter analizist és egy fokomponens-analizist (Principal Component
Analysis, PCA), hogy megbizonyosodjunk a modszer reprodukalhatosagarol. A hétérképek
(heat map) készitéséhez a Cluster v3.0 és a Java TreeView vl.1.6r4 nyilt forraskodu
applikaciokat hasznaltuk. Az RNS szekvenalast az UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Kft. végezte a Debreceni Egyetem Klinikai Kézpontjaban.

5.2.4.5 Reverz transzkripcio és kvantitativ PCR (RT-QPCR)

Minden esetben a teljes RNS prepardtumokbdl c¢DNS-t irtunk at a kvantitativ PCR
vizsgalatokhoz. Az RNS mintakat elészor DNaz enzimmel (DNase I, RNase-free, Thermo
Scientific) kezeltiik. A kiindulasi RNS tomege 3 pg volt, amit 1 U enzimmel kezeltiink a
gyartd altal ajanlott protokoll szerint. A cDNS szintézishez 2 ug DNaz-kezelt RNS-t
inkubaltunk egyiitt 1 ul oligo(dT) primerrel (Promega) 5 percig 70 °C-on. Meg kell emliteni,
hogy a rRNS érés vizsgalatahoz oligo(dT) helyett random primert hasznaltunk. Az RT reakcid
elegye 11 ul primerrel inkubalt RNS mintat, 5 ul 5x M-MLV reakci6 puffert, 5 pl 2 mM
dNTP-t, 1 ul rekombinans RNasin® ribonukleaz inhibitort (40 U) (Promega), 1,5 ul M-MLV
Reverse Transcriptase-t (300 U) (Promega) és 2,5 ul NFW-t tartalmazott. A reakcidelegyet 1
6ran at inkubaltuk 37 °C-os vizflirdében, majd a cDNS-ket -20 °C-on taroltuk.
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A kvantitativ. PCR soran hasznalt primercket (Id. 5.1.2 fejezet) a Primer3 v0.4.0
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) szoftverrel terveztiik, és az Oligo Analyser v1.0.2

programmal ellendriztiik. A primerek specifitdsarol ~ blastn  programmal

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#) bizonyosodtunk meg. Minden primer part PCR
reakcioval teszteltiink ¢cDNS, valamint gDNS templaton (1d. 5.2.2.4 fejezet). A kvantitativ
valds-idejii PCR-hez a primereket 10 pM-ra higitottuk paronként egy csébe. A lemez (4titude
Framestar® 480/384 with qPCR Adhesive Seal, Nucleotest BIO) egy-egy lyuka 8 pul
reakcidelegyet tartalmazott: 5 pl Master Mixet (2x qPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX,
Nucleotest BIO), 1 ul primer mixet (forward és reverz primer) és 2 ul NFW-t. Ehhez a 8 pl
Roche LightCycler® 480 II (Roche) miszerrel végeztik. Minden minta estében harom
technikai parhuzamossal dolgoztunk. Az adott gének amplikonjainak Tn (olvadasi
hémérséklet) és Cp értékeit (kiiszob ciklus) a gép sajat szoftvere hatarozta meg (LC480
1.5.0.39 szoftver). Az adatok normalizalasat az ACT1 génnel végeztiik el. Voltak kisérletek
arra nézve, hogy egynél tobb normalizal6 gént is hasznaljunk, de az altalunk tesztelt HPT1 és
HSP70 nem felelt meg a kritériumoknak, ugyanis az oxidativ kezelés szignifikansan

megvaltoztatta a két génre vonatkozo nyers Cp értékeket (8. Fiiggelék).

5.2.5 Bioinformatikai modszerek

5.2.5.1 Altalanos statisztikai szamitdsok

A biofilm adatok, novekedési értékek, kolonia szamok, vitalitas és életképesség eredményei,
enzimaktivitasok, valamint a glutation koncentraciok mindegyike hdrom vagy tobb fiiggetlen
kisérlet adataibol szamolt atlagok + SD eértékek. A szignifikanciat Student-féle kétoldalu
kétmintas t-teszttel szamoltuk: * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001 (R core team,
2014). A biofilm képzddés vizsgalatanal a Student-féle kétoldalu kétmintas t-teszt helyett a

Welch tesztet hasznaltuk azokban az esetekben, amikor a varianciak nem voltak azonosak.

5.2.5.2 Proteomikai adatok elemzése

A fehérjék azonositasanak menetét mar az 5.2.3.2 és az 5.2.3.5 fejezetben ismertettem. Az
intenzitasarany valtozasokat (KO/WT) és p értékeket a Delta2D szoftver generalta a Student-
fele t-teszt segitségével. Az intenzitds valtozas értékeket pozitiv és negativ szamokban adta

meg a szoftver annak fliggvényében, hogy az adott valtozas 1-nél nagyobb vagy kisebb
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intenzitasaranyokat jelentett. Az 1-nél kisebb értékeknek a reciprokat vette és negativ eléjellel
latta el, mig az egynél nagyobb szamok valtozatlanok maradtak. A 2D gélek kiértékelésénél
csak azokat a normalizalt fehérje foltokat valasztottuk ki tovabbi analizisre, amelyek

szignifikans (p <0,05) valtozast mutattak. Az eredmények az alabbi linken érhetdk el:

https://figshare.com/account/home#/projects/23773. Emellett potencialis  foszforilacios
helyeket kerestiink a gomba fehérjékben a Motif scan

(http://scansite.mit.edu/motifscan_seq.phtml) programmal, magas és kozepes szigortisagi fok

mellett (Obenauer és mtsai., 2003). Tovabba megnéztiik a C. albicans fehérjék S. cerevisiae

ortologjai kozotti kapcsolatokat/interakciokat a String v11.0 szoftverrel (https://string-db.org),

alapbeallitasok mellett kdzepes szigorasagi fokkal (Szklarczyk és mtsai., 2017).

5.2.5.3 Transzkriptomikai adatok elemzése

Az RNS szekvenalas nyers adataibol normalizalast kovetéen logoFC (,,fold change”) értékeket
szamoltunk. A szignifikancia megadasahoz az ANOVA tesztet alkalmaztuk, amelyet Tukey
post hoc teszttel és Benjamini-Hochberg FDR (False Discovery Rate) teszttel kombinaltunk

(www.strand-ngs.com). Utobbit a tobbszords dsszehasonlitasbol eredd torzulas korrekcidjara

alkalmaztuk. A klaszterezést és a PCA analizist szintén a StrandNGS szoftverrel készitettiik.
Elemzésiink soran csak azokat a szignifikans adatokat vettiik figyelembe, amelyek jelentds
valtozast mutattak, azaz a logoFC abszolut értéke meghaladta az 1-et. A hétérképek (heat
map) készitéséhez a Cluster v3.0 és a Java TreeView v1.1.6r4 nyilt forraskoda applikaciokat
hasznaltuk. Az adatokat ezt kovetben GO term analizisnek vetettik ala

(www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder). A gének ontoldgiai vizsgalata soran

kiilon vizsgaltuk a feliil- és alulszabalyozott géneket haromféle megkozelitésben (funkcio,
folyamat, lokalizacid). Csak azokat a géndusuldsokat vettiik értékelhetonek, amelyek korrigalt
p értéke kisebb volt, mint 0,05.

A gének relativ expresszidjat a vizsgalt mintakban a AACP modszerrel hataroztuk meg. Az 6t
fiiggetlen kisérlet eredményeit atlagoltuk és kiszamitottuk a szorasukat. A 13. Fiiggelékben
talalhato expresszios adatok p értékeit ANOVA teszttel allapitottuk meg, amit Tukey post hoc

teszttel kombinaltunk (www.strand-ngs.com). Erre azért volt sziikség, hogy Osszevethetdek

legyenek az adatok az RNA-Seq eredményével. A 13. Fiiggelékben talalhatd korrelacios
értekeket a Pearson-féle korrelacids koefficiens kiszdmitasaval adtuk meg (R Core Team,
2014). Ezzel szemben a 20-24. abra, valamint a 26. dbra adatainak esetében kétszéli Student-

féle t-eloszlast alkalmazva adtuk meg a p értékeket. Néhany esetben ezek a p értékek nem
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egyeztek meg a 13. Fiiggelék p értékeivel, ezért akkor tekintettiink egy génexpresszios
valtozast biztos adatnak, ha mindkét szamoléssal szignifikans értéket kaptunk. A kiilonbségek
abbol adodhattak, hogy az dbrdkon az egyszerl ,,fold change” értékeket abrazoltuk lineéris

skalan, és ahogy emlitettem, mas volt a statisztikai analizis.
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6. Eredmények

6.1 A CaPpzl foszfataz funkcioinak felderitése proteomikai és
foszfoproteomikai vizsgalatokkal

A proteomikai és foszfoproteomikai vizsgalatok soran a CaPPZ1 gén kiiitésének funkcionalis
kovetkezményeit vizsgaltuk. Ehhez cappzl delécios mutans (KO) és a megfeleld genetikai
hattérrel rendelkezé kontroll (WT) torzsekbdl szarmazd mintakat hasonlitottunk Gssze.
Célunk azoknak az adaptacids mechanizmusoknak a feltdrasa volt, amelyek a foszfataz
hianyat képesek kompenzalni, ezért a sejteket akkor gytijtottiik 6ssze, amikor a KO minta
fényszorasa elérte az ODggo=0,8 értéket (2. Fiiggelék). Ez hozzavetdlegesen 6-6,5 Oras
tenyésztési ido6t jelentett. Kutatasi stratégiankat az 10. dbra szemlélteti. A kisérletek soran
kétdimenzids elektroforézissel elvalasztott KO és WT fehérje mintdkat festettiink meg egy
altalanos fehérje (RuBPS) és egy foszfoprotein specifikus (ProQ Diamond) festékkel (Gauci

¢s mtsai., 2011). Ezaltal 1athatova valt a teljes proteom, valamint a foszfofehérjék csoportja.

[ KO és WT torzs tenyésztése ]

[Foszfoproteomika ] [Génexpresszié }

1. Protein extrakcio és elotisztitas 1. RNS izolalas
2. 2D elektroforézis 2. Dnaiz kezelés
Gélfestés
e AN 3. cDNS szintézis
RuBPS ProQ Diamond
4. qPCR

3. Denzitometria

4. Fehérje gélben valo emésztése

5. Fehérje azonositas tomegspektrometriaval

10. abra A proteomikai és foszfoproteomikai vizsgalatok sémaja

Vizsgalataink soran a KO és a WT torzset hasonlitottuk 0ssze fehérje, foszfofehérje és gén
szinten. Szamozdssal jeloltem az egymast kovetd Iépéseket. A foszfoproteomika ¢€s
proteomika lépései csak a festés tipusdban kiilonboztek egymastol.
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Ezt kovetden a kivalasztott foltokban 1évd fehérjeket tomegspektrometriaval azonositottuk.
Emellett megvizsgaltuk a fehérjekodolo gének relativ expressziojat is annak érdekében, hogy

tisztazzuk a transzkripcid szerepét a proteomikai valtozasokban.

A foszfoproteineket ProQ Diamond festéssel tettiik lathatova a 2D géleken. A gélek
szkennelését kdvetden a foltokat Delta2D szoftver segitségével analizaltuk. A WT csoportot 3
csoportokbol szarmazo 3 gél egymasra helyezése adta az egyesitett Un. ,,fused image” képeket
(11A. dbra), amelyeken Osszesen 473 foltot detektaltunk. A WT torzshoz képest a KO

mintdban 1évé szignifikans valtozast mutatd foltokat megszamoztuk és az abran P betiivel

jeloltiik.
pH=4 pH=7  pH=4 pH=7
b “ = | ' 5
f : : R29
Al ¥ P30 i B { 53 0 R3O RafRF 4 S
| 1/ ’I Y -j. | ik .
| B 5 i allE %:szﬁjf.../‘ G 44 s T » Spore sm i aboas \
SRR ¢ aw -8 4ol 1 YLk s i RS9
TR S5 41 S Re1 *@u‘ 3. 21% 08 Hlnes . hsgx A6
- 2 . ~ - > < 69 RS6 . < “Rs1
a D et ok 3 “R66,
I s & — RIIR6Z 4 S .4 o e Ui
P40 = y | s 4
Pa1 S e/t kp?ﬁ.{” ots, % B Sl “AES R0 r <y SO v
S 1 e S IS K- i ¢ —
| ~ P23 e @ ey Ty i e e \J ‘\‘ R4S
X : P38 > & . 3 i 711 (R
- Stes 8 . - SOVRNEY .
" 913/"#17”;;; . & 3 g RIS S ™ A76 R77 ot
» e . 8o
R e & i S pase - et - o = . -
z P20 Ra3 ol e
pi9 P2 P2t - 4 78 R47 R22 - ®
P13 P12 — % R79 % -
s Pl\? \ /e Rrso! Rag) 1
o Paae ael s psos@
P16 — -~ P4 RI6—
- 5% Lot & 118 e s !
p. 5
‘:,. 3 PN o ‘.. g £,
; . . § o4
| : e & < ?n tport P10 ; Vo oReot o gl ’aoz t R10

11. dbra A ProQ Diamond (A), valamint A RuBPS (B) felhasznalasaval festett gélek
egyesitett képe

A nyilak mutatjdk a KO torzsben a WT torzshoz képest szignifikansan megvaltozott
normalizalt folttérfogath fehérjefoltokat. A folt ID el6tt talalhatd R (RuBPS festés) és P (ProQ
Diamond festés) betlik adjak meg a festési eljarast, a * jelolés pedig azokat a foltokat mutatja,
amelyekben egynél tobb fehérjét is azonositottunk. A félreértés elkeriilése végett az azonos
fehérjét mutatd foltokat azonos szammal lattuk el mindkét gélen.

Fontos megjegyezni, hogy az azonos napokon készitett WT és KO mintdkbol egy kevert
csoportot is készitettiink. A kevert csoportok gélképeit szintén egymasra helyeztiik az analizis
sordn, ¢és a késObbiekben ezekbdl a gélekbdl vagtuk ki a szignifikdns valtozast mutatd

foltokat.
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A 11A. abran 41 folt esetében detektaltunk szignifikans (p <0,05) valtozast a WT és KO
mintak kozott. Ezeket a foltokat kivagtuk a kevert gélekrdl és fehérje tartalmukat LC-MS/MS
alapjan azonositottuk. 27 fehérje foltban taldltunk egyértelmlien azonosithaté peptid
szekvenciat/szekvenciakat. A legtobb alkalommal egy foltban egyetlen C. albicans fehérjét
azonositottunk, viszont 4 fehérje foltban (P9, P15, P25 és P35) 2 vagy tobb fehérjébol
szarmazo polipeptid is jelen volt. Az utobbiakat kizartuk a tovabbi analizisekbdl, mivel nem
volt egyértelmii, melyik fehérje okozta a megfigyelt valtozast. A 12. dbra mutatja be azon

fehérjék elemzését, amelyek két kiilonallo foltban is el6fordultak.

ProQ Diamond festés
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12. abra A Kiilonallo foltokban taldlhaté fehérjék azonositisa és mennyiségiik
meghatarozasa 3-3 parhuzamos minta denzitometralasaval

A WT minta foltjait C1-3, mig a KO mintahoz tartoz6 foltokat M1-3 jelzéssel lattuk el a
festéseket kovetden. A jobb oldalon zargjelben tiintettiik fel a foltokban azonositott fehérjék
nevet.

Mindkét festést kovetden a géleket beszkenneltiik és a 3 fliggetlen mintabol késziilt képen
azonositottuk a foltokat. Az azonos fehérjéket tartalmazo foltokat a 3 szkennelt képen egymas
mellé helyeztiik és denzitometraltuk, majd megadtuk a KO/WT aranyokat. Kimutattuk, hogy
az Rpp0 foszforilacidja novekedett a 20. és 21. foltban is (12A-B. dbra), mig a Lial-szerli
fehérje foszforilacidja mindkét foltban (17. és 18.) csokkent (12C-D. abra). Végezetiil az
Ubal fehérje foszforilacios szintje nétt a 30. foltban, de csokkent a 31. foltban (12E-F. dbra).
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A fenti példakban kozos, hogy az azonos fehérjét tartalmazéd foltok kozott pl eltolodas
figyelheté meg, ami a fehérjék kiilonbozd poszttranszlacids modositasara utal. Ennek
megfelelden az emlitett harom fehérje foszforilaciojat kiilon-kiilon tanulmanyoztuk az egyes
foltokban. A tomegspektrometridval azonositott foszfofehérjék nevét, illetve a foszfataz
delécio hatasara bekovetkezett ProQ Diamond festés intenzitas-valtozasait az 5. tabldzat bal

oldala foglalja 6ssze.

e rer

A CaPPZ1l gén delécioja altal okozott fehérjemennyiség valtozasokat RuBPS festéssel
vizsgaltuk. Ez a festék a posztranszlacids valtozasoktol fiiggetleniil festi meg az Gsszes
fehérjét. Ebben az esetben is egyesitettik a 3 WT és 3 KO mintak gélképeit, amelyeken
Osszesen 519 foltot azonositottunk. Az egyes foltokat megszamoztuk, és R betiivel jeloltiik
(11B. dbra). Ugyeltiink arra, hogy az elz6 kisérletben megjeldlt foszfofehérjék (P sorozat) és
az ezeknek megfeleld, RuBPS festéssel kimutatott foltok (R sorozat) azonos szamot kapjanak.
Osszesen 52 folt esetében mondhattuk el, hogy szignifikans festési intenzitas-valtozas
kovetkezett be a KO mintdban a kontrollhoz képest (11B. dbra). Ezek koziil a tobb mint 1,5-
szeres ,fold change” értéket mutatd foltokat (20 db) kivagtuk a gélrdl és a benniik 1évd
fehérjéket tomegspektrometriai analizissel azonositottuk. Osszesen 15 foltot sikeriilt
jellemezni, amibdl 13-ban egy-egy kiilonalld protein volt, mig az R27-es és R44-es folt
egyarant a Cef3 elongacios faktort tartalmazta. Tehat 14 fehérje sejten beliilli mennyisége
mutatott jelentds, tobb mint 1,5-szeres, valtozast a KO torzsben. Természetesen az adatok
egyértelmli  értelmezése érdekében megvizsgaltuk az Osszes 6.1.1 fejezetben leirt
foszfofehérjét tartalmazé folt fehérje tartalmat is. A tobb foltban eléforduléd fehérjék koziil a
Lial-szerti fehérje mennyisége csokkent, mig az Ubal fehérje mennyisége megnétt a
foszfataz hianyaban, habar mindkét esetben csak az egyik foltban volt szignifikans a valtozas.

Proteomikai eredményeinket az 5. tabldzat jobb oldalan mutatjuk be.

6.1.3 A foszfoproteomikai és proteomikai vizsgalatok egyiittes kiértékelése

A foszfoproteomikai és proteomikai vizsgalatok eredményét, vagyis a 25 azonositott fehérje

foszforilacios és mennyiségi valtozasait az 5. tablazatban foglaltam Gssze.
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5. tablazat A fehérjék foszforilaciojanak és mennyiségének valtozasa a CaPPZl gén
delécio kovetkeztében.

s .1 folt ProQ ch’ilmond RuBPS festés
Fehérje festés
ID . Y . - Y
arany | p érték arany | p érték
1. csoport
Adel? 46 n.d. - 2,60 0,045
Bmh1l 47 n.d. - -1,97 0,006
Efbl 43 n.d. - -2,37 0,002
ldhl 45 n.d. - 2,76 0,017
Ure2 48 n.d. - 1,95 0,0004
2. csoport
. 44 n.d. - -7,08 0,004
Cef3 27 | 238 | 0008 | -363 | 0,020
Cpr3 02 -2,59 0,018 -2,20 0,006
Hsp70/Ssal 32 -3,32 0,024 -1,52 0,042
Rpl20B 10 -4,81 0,019 -2,21 0,021
TkI1 29 1,78 0,045 1,84 0,012
Tsal 16 -2,18 0,028 -2,23 0,002
Ystl 22 -2,79 0,041 -2,35 0,042
3. csoport
Aip2 34 -2,05 0,026 -1,25 0,506
CypS 07 -2,02 | 0,0003 -2,62 0,085
Dugl-szerii 36 1,37 0,008 -1,25 0,506
Eft2 28 2,79 0,008 -1,11 0,695
Guk1l 03 -4,57 0,003 -1,84 0,130
Haml 01 -2,79 0,034 1,34 0,463
Rad23 39 1,95 0,006 -1,24 0,372
Rpl9B 13 -3,23 0,049 -1,69 0,191
RppO* 20 2,56 0,046 1,74 0,149
21 2,63 0,005 -1,08 0,824
Rps7A 04 -2,58 0,047 -4,98 0,123
Tifl 23 -2,05 0,014 1,09 0,765
4. csoport
Lial-szeri* 17 -3,09 0,019 -1,06 0,753
18 -2,32 0,008 -1,59 0,019
Ubal* 30 1,90 0,006 1,59 0,029
31 -2,31 0,037 1,21 0,558

A tablazatban a KO/WT intenzitasarany értékek olvashatdak a hozzéjuk tartozo p értékekkel.
A valtozasok mértékét pozitiv és negativ szamok jelzik. A pozitiv szamok az 1-nél nagyobb
intenzitdsardnyokat jelzik, mig az 1-nél kisebb szamoknak a reciprokat vettiik, és negativ
elojellel lattuk el. A p értékeket Student-féle t-teszttel hatdroztuk meg. A szignifikans (p
<0,05) valtozasokat félkovér betlitipussal emeltiik ki. A fehérjék nevét az UniProt adatbazis
(www.uniprot.org/) alapjan adtuk meg. A *-gal jelolt fehérjéket két kiilonboz6 foltban is
azonositottuk (12. dbra). n.d.: nem detektalhato festodés.
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Az altalunk azonositott fehérjéket 4 csoportra osztottuk. Az elsé csoportba tartoznak azok,
amelyeknek nincs foszforilalt alakjuk, ezeknél a fehérjéknél ugyanis nem detektaltunk ProQ
Diamond festést. Ezzel szemben az Adel2, Idhl és Ure2 protein mennyisége nétt a KO
torzsben, mig a Bmhl ¢és az Efbl szintje csokkent a foszfataz hidnydban. A masodik
csoportba keriiltek azok a fehérjék, amelyek foszfofehérje és fehérje mennyisége is
megvaltozott a foszfataz hianyos torzsben. Itt elmondhato, hogy a Tkll kivételével mindegyik
esetben a fehérje és foszfofehérje szintje lecsokkent a CaPPZ1 delécid kovetkeztében a WT
torzshoz képest. Miutan a foszfofehérje és a fehérje mennyiség valtozasa korilbeliil
megegyezett, az eredmények alapjan csak a fehérje szintje valtozik meg a mutansban a
foszforilacio mértéke gyakorlatilag valtozatlan marad. A harmadik csoport tartalmazza azt a
11 foszfofehérjét, amelyeknek a mennyisége nem valtozott szignifikansan, de a foszforilacios
szintjiik igen. Osszesen 4 fehérje (Dugl-szerli, Eft2, Rad23 és Rpp0) esetében ndvekedett
meg a foszforilacids szint, mig a maradék 7 protein esetében csokkent a foszforilacid a
CaPPZ1 delécido kovetkeztében. Az RppO-t két foltban (20. és 21.) is azonositottuk. A
peptidil-prolil cisz-transz izomeraznak két kiilonb6z6é izoenzimjét is azonositottuk (Cpr3 és
Cyp5), ezek a 2. és 3. csoportba keriiltek. Az utolsd, vagyis negyedik csoportban két fehérje
talalhato, amelyeket két kiilonbozé foltban is kimutattunk. A Lial-szeri protein
foszforilacidja csokkent mindkét foltban. Az ubikvitin-aktivalé enzim egyes alegysége (Ubal)
esettben mar nem volt ilyen egyszeri a helyzet, mert a KO mintdban a foszfoprotein
specifikus festés intenzivebb volt az egyik foltban (P30), mint a masikban (P31). Lehetséges,
hogy ezek a fehérjefoltok az enzim hiperfoszforilalt és alulfoszforilalt formait reprezentaljak,
amit bizonyit a két folt kozotti pl eltolodas is (11A. abra). Végezetiil a két fehérje koziil a
Lial-szerti fehérje mennyisége csokkent, mig az Uba 1 fehérje mennyisége megndtt a
foszfataz hianyaban, habar mindkét esetben csak az egyik foltban azonositott protein esetében
volt szignifikans a valtozas.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a 29 fehérje foltbol 25-ben egyéni fehérjét sikeriilt
azonositottunk, vagyis 4 fehérjét két foltban is megtalaltunk. A 25 fehérjébdl 20 fehérje
foszforilacigja szignifikdnsan megvaltozott a CaPpzl foszfatdz hidnyaban. Meg kell emliteni,
hogy 5 fehérje (Rpp0, Dugl-szerii, Eft2, Rad23 és Tkl1) esetében erds ndovekedést figyeltiink
meg a foszforilacids szintben, ami véarhato volt a KO torzsben. Tovabbi 14 fehérje esetében
csokkent festékfelvételt tapasztaltunk, amely lehetett akdr a foszfataz kozvetett hatasa. A
fehérje mennyiségét illetden a 25 azonositott fehérjébdl 5 esetében detektaltunk szignifikans
mennyis€ég novekedést, mig 9 fehérje esetében szignifikans mennyiség csokkenést (5.

tablazat).
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Tudni szerettiik volna, hogy ezek a valtozasok mibdl adodnak, ezért megvizsgaltuk a fehérjét

kodolo gének expresszigjat a KO és WT torzsben egyarant (6. tabldzat).

6. tablazat A fehérjéket kodolo gének expressziojanak valtozasa CaPPZ1 gén

ere s

o1 L2 . , |Génexpresszio
Fehérje” |Gén név Gén ID

arany | p érték
Adel? ADE12 |C1_09640W | 1,09 | 0,82
Bmhl BMH1 |C1_03220C | -1,07 | 0,44
Efbl EFB1 |C4_04480C | 1,38 | 0,33
ldhl IDH1 |C1_09630W | -1,02 | 0,95
Ure2 URE2 [C2_04710C | -1,28 | 0,36
Cef3* CEF3 |C5_01580C | 1,43 | 0,01
Cpr3 CPR3 |C2_02320C | 1,05 | 0,36
Hsp70/Ssal | HSP70 |C1_13480W | 1,17 | 0,59
Rpl20B |RPL20B |C4_01520C | 1,50 | 0,10
Tkl1 TKL1 |C1_08320W | -1,19 | 0,44
Tsal TSA1 |C3_06180C | 1,14 | 0,23
Ystl YST1 |C3_05370C | 1,79 | 0,06
Aip2 AlP2 |C3_03040W | 1,67 | 0,18
CypS CYP5 |C3_06360C | 1,61 | 0,15
Dugl-szerii - C5_04300C | 1,13 | 0,29
Eft2 EFT2 |C2_03100w | 1,10 | 0,63
Gukl GUK1 |C5_03790W | 1,87 | 0,05
Haml HAM1 |C5_03860W | 1,17 | 0,49
Rad23 RAD23 |C2_01850W | -1,26 | 0,17
Rpl9oB RPLO9B |C3_02470C | 1,32 | 0,10
RppO RPPO |C7_00990W | 1,20 | 0,67
Rps7A RPS7A |C3_01490W | 1,22 | 0,03
Tifl TIF1 |C1_01350C | 1,44 | 0,16
Lial-szert - C2_07290W | 1,54 | 0,10

Ubal UBA1 |C3_06500W | 1,03 | 0,98

A tablazatban a KO/WT intenzitas arany értékek olvashatoéak a hozzajuk tartozo p értékekkel.
Az erdményeket az 5. tdbladzatban leirtak szerint adtuk meg. A fehérjék és a gének neveit,
valamint a gének azonosité kodjat (ID) a ‘www.uniprot.org és a “www.candidagenome.org
adatbazisok alapjan adtuk meg.

Az RT-qPCR kisérletek azt mutattak, hogy két kivételtél (CEF3, RPS7A) eltekintve nem

tortént szignifikdns génexpresszids valtozds a KO tdrzsben a kontrollhoz képest, ezért
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elmondhatjuk, hogy a fehérje mennyiségében bekdvetkezd valtozasok nem magyarazhatok a

génexpresszio valtozasaval.
6.1.4 A CaPPZI gén deléciojanak hatdasa a biofilm képzésre

Elvégeztiik az 5. tabldzatban bemutatott 25 fehérjét kodold gén ontoldgiai elemzését funkcio,
lokalizaci6 és bioldgiai folyamatokban valo részvétel szerint. Azt taldltuk, hogy az altalunk

vizsgalt fehérjék nagy része szerepet jatszik a transzlacioban és a biofilm képzésben (7.

tablazat).

7. tablazat Az altalunk azonositott fehérjéket kodolé gének ontolégiai analizise

GO ID GO term Gé,nek Klaszter gyakorisag p érték
szama (%)

TRANSZLACIO
19538 | Fehérje anyagcsere 15 60 0,0003
5840 | Riboszéma 8 32 1,56e-05
3735 | Riboszoma szerkezeti elemek 5 20 0,0220
6414 | Transzlacié elongéacid 4 16 0,0005

SEJTFELSZIN
9986 | Sejtfelszin 10 40 1,46e-07
62039 | Biofilm matrix 6 24 1,33e-05

A GO term analizist a Candida Genom adatbdzis GO Term Finder
(http://www.candidagenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder) nevii programjaval végeztiik.
Minden terminushoz tartozott egy azonositd szam (GO ID) és egy név (GO term).

A gének transzlacioban vald szerepét bizonyitja a 7. tdbldzatban felsorolt 4 terminus, név
szerint a fehérje anyagcsere, riboszoma, riboszoma szerkezeti elemek és a transzlacid
elongacid. A CaPpzl transzlacidban valo részvételére mar van fellelhetd irodalom, ezért nem
erre fokuszaltunk a tovabbiakban (Aksenova és mtsai., 2007). A PPZ1 biofilm képzésben
betoltott szerepére a sejtfelszinhez kapcsolodd két terminus utal, vagyis a sejtfelszin és a
biofilm matrix. Mivel a CaPpzl1 biofilm képzésben vald kozremiikodése eddig ismeretlen volt,
ugy dontottiink, megvizsgaljuk, mennyiben kiilonbozik a KO torzs biofilm képzése a WT
torzsétdl. Elsoként RPMI-1640 médiumot hasznaltunk, amely lehetové teszi az egyenletes
filamentum képzddést. Vizsgaltuk a biofilm altal képzett szaraz biomassza tomeget, valamint
a biofilm tomegének aranyat a teljes biomassza tomegéhez képest. Azt talaltuk, hogy ebben a
tapoldatban mindkét torzs erds biofilm képzddést mutatott kicsi planktonikus sejtszam
mellett. A total szaraz biomassza tomeg a mutans sejteknél (KO) viszont magasabb volt,

habar a WT torzs biofilm/teljes biomassza aranya csak kissé haladta meg a KO torzsét (8.

66


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

tablazat). Ez nem volt elég meggy6z0, ezért kristalyibolya (CV) festéssel is vizsgaltuk a
torzsek biofilm képzését (8. tablazat), de a vizsgalt torzsek ebben a tesztben sem mutattak

Iényeges valtozast egymashoz képest.

8. tablazat A CaPPZ1 gén delécidjanak hatasa a biofilm képzésre

Biofilm/Total

. , CV festés (OD595)
Biomassza arany

Biomassza tomeg (mg)

RPMI- Spider RPMI- Spider RPMI- Spider

Tapoldat 1640 | tdpoldat | 1640 | tdpoldat | 1640 | thpoldat

Torzs WT | KO | WT | KO | WT | KO | WT | KO | WT | KO | WT | KO

Atlag 6,30 | 7,60 0,30 1,20 0,97 |0,94|0,12 | 0,24 | 0,25 | 0,23 | 0,06 | 0,14

Szoras 1,39 180|0,23|0,52|0,040,05|0,09]|0,15| 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,04

Szignifikancia | p <0,001 | p<0,001 | p=0,042 | p<0,001 | p=0,071 | p<0,001

A tablazatban a WT ¢és KO torzsek kozotti kiillonbségek lathatdak 3-féle megkozelitésben. 3
biologiai parhuzamos minta adatait mutatjuk be, kisérleti Osszeallitasonként 36 technikai
parhuzamos mérést végeztiink. Student-féle 2 mintas t- probaval vagy Welch teszttel adtuk
meg a p ¢értékeket. Welch tesztet akkor alkalmaztunk, amikor a variancidk nem voltak
azonosak.

Ezért kisérleteinket megismételtiik a sokkal szelektivebb Spider médiumban, amely elfogadott
tapoldatnak szamit a biofilm kisérletekben (Nobile és mtsai., 2012). Ebben a tapoldatban
mindkét térzs alacsonyabb biofilm képzddést mutatott. Szemben az RPMI-1640 médiummal
kapott eredményekkel, a KO tdrzs szaraz biomassza tomege sokkal jelentdsebb volt a WT
széaraz biofilm tomegehez képest, ugyanis kozel 4-szeres novekedést figyeltiink meg a mutans
torzsben. A KO sejtek jobb biofilmképzd képességét sikeriilt aldtdmasztani a biofilm/total
biomassza arany vizsgalataval, valamint a CV festéssel is (8. tabldzat), ugyanis a KO sejtek
biofilm mennyisége 2-szer annyi volt a total biomasszaban, mint a WT torzsnek.
Megvizsgaltuk a biofilm képzddést faziskontraszt mikroszkop alatt is, ami igazolta mindkét
torzs biofilm képzését, valamint megmutatta, hogy az RPMI-1640 médiumban a hifa
képzddés sokkal intenzivebb volt, mint a Spider médiumban, ahol sokkal tobb élesztdsejtet
lathattunk. Az abrak értékelésébdl levonhatd, hogy a KO sejtek hifazoképessége alacsonyabb,
tobb volt az élesztdsejt a Spider médiumban, amelyek jobban Gsszetomoriilnek, és ezaltal
erésebb biofilmet képeznek (10. Fiiggelék).

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a proteomikai munkéankkal sikeriilt
alatdmasztani a CaPpzl fehérje transzlacioban kordbban mar leirt funkciojat (Aksenova és
mtsai., 2007), valamint 0j eredményként sikeriilt kimutatnunk a gomba specifikus foszfataz

szerepét a biofilm képzésben.
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6.2 A CaPpzl foszfataz funkcidinak felderitése transzkriptom analizissel

A transzkriptomikai vizsgélatok soran a CaPPZ1 géndelécio, valamint az oxidativ stressz
egylittes hatasat vizsgaltuk KO sejtekben a WT torzshoz képest. Az el6zé fejezetben a KO
kompenzaltak. Ezzel szemben itt egy rovidtava kezelést alkalmazva vizsgdltuk a sejtek
oxidativ stresszre adott gyors valaszat. A stressz hatast 1 6ras tBOOH kezeléssel valtottunk ki.
Célunk egy viszonylag gyenge stressz alkalmazasa volt. Ennek ellenérzésére el0szor
Biokémiai vizsgélatokkal ellendriztiink tobb oxidativ enzimaktivitdst és meghataroztuk a
sejten beliili glutation koncentracidkat. Tobb mddszerrel is alatdmasztottuk, hogy az oxidativ
kisérleti koriilmények nem okoznak drasztikus valtozasokat ezért alkalmasak a mutacio és az
oxidativ stressz egyiittes vizsgalatara. A transzkriptomikai vizsgalatok megvalosithatosagat
egy DNS chip eldkisérlettel igazoltuk, majd RNS szekvenalassal hasonlitottuk ssze a kezelt
(WTt, KOt) és kezeletlen sejteket (WT, KO). Az RNS szekvenalassal kapott eredményeinket
RT-gPCR segitségével erdsitettiik meg. A kutatasi stratégiank a 13. dbran lathato.

[ KO és WT torzs tenyésztése ]

'
tBOOH kezelés
'

(WT WIt KO KOt|

el } .

| Biokémiai vizsgalatok |

[ Fiziologias kisérletek ’ [Transzkriptomika ]

| — " RNS izolalis
nzimaktivitas mérése
Novekedési _ L A l Ny
sebesség Gl"tl‘:t'o’" ko’ncentracmk Chip cDNS konyvtar Dniz kezelés
meghatdrozasa meghatarozasa tervezése és készitése
- . . T szintézise
Eletképesség Vitalitas
vizsgalata vizsgilata 1 '
\ ¢RNS szintézis cDNS szintézis
Prolifericios képesség 1
(CFU) meghatdrozisa )
DNS chip
Metilénkék festés Fungalight ™ festés hibridizaci6 RNS szekvenilis qPCR

13. abra A fiziolégiai és transzkriptomikai vizsgalatok sémaja

Els6ként megvizsgaltuk a foszfataz hidnya és az oxidativ stressz okozta fiziologiai hatast a
WT, WTt, KO ¢és KOt torzsekre. Ezt kdvették a biokémiai vizsgalatok, végiil egy DNS chip
elokisérlet, majd az RNS szekvenalas és az eredmények megerdsitése RT-QPCR-rel.
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6.2.1 A CaPpzI hianya és az oxidativ stressz fiziologiai hatdsai

A CaPPZ1 gén delécioja (Adam és mtsai., 2012 és Nagy és mtsai., 2014) illetve a tBOOH
kezelés (Leiter és mtsai., 2012) okozta fizioldgias valtozdsokat kordbban mar publikaltuk,
azonban ezekben a cikkekben a QMY23 torzset (WT) még nem vizsgaltuk. Mivel a QMY23
genetikai hattere azonos a cappzl knock out torzsével (KO), alkalmasabb a kutatasra, mint a
korabban hasznalt SN87 sziiléi torzs. Ennek az &ll a hatterében, hogy a QMY23 torzs
ugyanazokat a markereket (LEU2, HIS1) hordozza, mint a KO torzs, igy kizarhatjuk annak a
lehetdségét, hogy a valtozasokat a marker gének okozzdk a KO torzsben. A torzsek
genotipusat PCR segitségével minden kisérlet elott ellendriztiikk (5. Fiiggelék). A korabbi
vizsgalatok alapjan a tBOOH-t 0,4 mM végkoncentracioban adtuk a sejtekhez, mivel ebben a
koncentracioban a tBOOH csak kis mértékben csokkentette a sejtek ndvekedési ratajat (Leiter
¢s mtsai., 2012). A kezelés optimalis idétartamat egy eldkisérlet sorozatban hatdroztuk meg
(3. Fiiggelék), és a 4 oras elotenyésztést kovetd 1 oran at végzett tBOOH kezelést talaltuk
optimalisnak. Ebben a megkozelitésben célunk a stressz rovidtava hatasanak vizsgalata volt,
vagyis azt szerettik volna Kimutatni, hogy a gombasejtek milyen mechanizmusokkal
probalnak védekezni az oxidativ stressz ellen. Az oxidativ kezelés (4h vs. Sh tenyésztés)

hatasat a 14. abran lathatjuk.
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14. abra A Candida sejtek novekedésének és tulélésének vizsgalata normal és oxidativ
stressz koriilmények kozott

Az A. dbrarész az optikai denzitds értékeket mutatja, melyet 640 nm-en mértiink (ODg4o), mig
a B. abrarész koloniaképzd egység/ml (CFU/ml) egységben szemlélteti a sejtek talélését. A
mintak feléhez a tenyésztés 4. 6rdjaban adtuk hozza a tBOOH-t, majd az 5. 6éraban gyijtottik
Ossze a sejteket a mérésekhez. A diagramok 4 bioldgiai parhuzamos minta atlagat + SD
értekét mutatjdk. Az eltérések szignifikancidjat Student-féle t-probaval szamoltuk: * = p
<0,05, **=p <0,01, ***=p <0,001.
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A sejtek novekedését normal és oxidativ stressz koriilmények kozott vizsgaltuk a tenyésztés 4.
¢s az 5. orajaban vett mintdkban; egyrészt az optikai denzitds mérésével, ami a sejtek
novekedési ratajat mutatja, masrész a koloniaképzd egység meghatarozasaval, ami a sejtek
tulélését reprezentalja. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban, normal koriilmények kozott a KO
torzs lassabban nétt, mint a WT (Adam és mtsai., 2012 és Nagy és mtsai., 2014), és a tBOOH
kezelés mindkét torzs novekedését csokkentette (Leiter és mtsai., 2012) (14A. abra). A CFU
meghatarozas szerint a foszfatdz hianyanak és az oxidativ kezelésnek markansabb hatasa volt.
A KO sejtek koloniaformalo képessége eleve kisebb volt a WT sejtekhez képest, és a tBOOH
kezelés mindkét torzs tulélését drasztikusan csokkentette (14B. dbra). Ki kell emelni, hogy a
foszfataz hianya és az oxidativ stressz egyiittesen (KOt) nagyobb hatast gyakorolt a sejtek
novekedésre, valamint osztédasi képességére, mint kiilon-kiilon (KO, WTt).

A sejtek talélésének (CFU) vizsgalata soran kapott eredmények arra sarkalltak minket, hogy
megvizsgaljuk annak lehetdségét, hogy a tBOOH elpusztitja-e a sejteket. Ezért a kezelést
kovetden kiilonbozo festési eljarasokkal ellendriztiik a sejtek életképességét és vitalitasat.
Metilénkék festés segitségével lathatova tettiik az €16 (fehér) és holt (kék) sejteket, amelyekrol
faziskontraszt mikroszkopra rogzitett MicroQ-W PRO kamera segitségével felvételeket
készitettiink. A 3 fiiggetlen kisérlet mikroszkopos képeit Imagel szoftveres elemzés
segitségével dolgoztuk fel (kisérleti mintanként legalabb 200 sejtet vizsgaltunk meg), amibol
veégll statisztikai elemzést készitettiink. Azt talaltuk, hogy a kezelés nem befolyasolta
szignifikansan az €16 és holt sejtek aranyat (15A és C. abra). A holt sejtek ardnya egyik
esetben sem érte el a 4 %-ot sem (15C. dbra). A novekedésnél megismert tendencia itt is
érvényesiilt, vagyis a KOt sejtek mutattak nagyobb holt sejt aranyt (3,52 %). A WT (1,28 %)
WTt (1,48 %) és KO (1,48 %) mintakban a holt sejtek mennyisége egymashoz képest sem
valtozott szdmottevden.

A sejtek életerejének, azaz vitalitdsanak meghatarozdsdhoz a zold és a piros intenzitasokat
vizsgaltuk Imagel szoftver segitségével. A zdld szin a sejtek metabolikus aktivitdsat mutatja,
ui. az intracellularis észterdzok ugy modositjdk a CFDA-AM festék molekulat, hogy az
detektalhaté zold fluoreszcens jelet ad. Ezzel szemben a holt sejteket a piros szin
reprezentalta, amit a PI festék DNS-hez valo kotddése produkal. A kiértékelést 3 fiiggetlen
biologia parhuzamos mintasorozattal végeztiik, mintanként 5-5 mikroszkopos kép zdld és
piros intenzitasainak %-os eloszlasait elemezve. Kideriilt, hogy a WT ¢és a KO torzsek kozott
kezelés nélkiil nincs kiilondsebb eltérés, a sejtek 1-1,1 %-a volt holt (15B és C. abra). Ehhez

képest a kezelt KO torzs mar novekedett piros intenzitast mutatott, ugyanis itt 6,3 % volt az
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elpusztul sejtek aranya (15B ¢és C. dbra). Végezetiil a kezelt WT térzsben még ennél is tobb,

13 % volt a holt sejtek aranya az 6sszsejt mennyiséghez képest (15B és C. dbra).
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15. dbra A CaPpz1 hianya és az oxidativ stressz fiziologias hatasa a C. albicans-ban

A.: Az abran egy-egy reprezentativ faziskontraszt mikroszkopos képet lathatunk metilénkék
festést kovetden. A halott sejtek membranintegritasukat elvesztve felvették a kék festéket, mig
az €16k festetlenek maradtak. A skala mérete SO0um.

B.: A gombasejtek életképességét Fungalight™ festéssel vizsgaltunk, amit egy-egy
konfokalis mikroszkopos kép segitségével mutatunk be. A zold fluoreszcencia az ¢€letképes
populaciét mutatja, mig a holt sejtek pirosan festddtek. A skala mérete 25um.

C.: A sziirke kockds oszlopok mutatjak a metilénkék festés utan kapott nem fest6do sejtek
szamat, mig a zold oszlopok a Fungalight™ festéssel kapott zold intenzitas értékeket. Az
eredményeket szazalékosan adtuk meg az Osszsejtszamhoz képest. Az abran 3 biologiai
parhuzamos atlaga + SD értékei lathatok.

D.: A morfologiai valtozasokat egyrészt mikroszkoppal (kockés oszlopok), masrészt aramlési
citométerrel (sima oszlopok) vizsgaltuk. A tiirkiz és sotétzold szinek mutatjdk az élesztd
sejteket, mig a rozsaszin és lila szinek a hifdkat. A szignifikancia jelolések csak az utdbbi
oszlopokra vonatkoznak.

A C ¢és D paneleken a szignifikanciat a Student-féle t-probaval szamoltuk. * = p <0,05, **=p
<0,01, ***=p <0,001

Ha alaposan megnézziik a FungalLight™ festéssel késziilt mikroszkopos képeket, lathato,
hogy legtobb esetben a hifa formak vették fel a propidium-jodidot, tehat részben a
morfologiai valtozas miatt nétt meg a piros szin intenzitdsa a WT és WTt mintakban (15B.

dbra). Kordbban mar leirtuk (Adam és mtsai., 2012 és Nagy és mtsai., 2014), hogy a foszfatiz
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mutacioja gatolta hifa képzddést. Ezért mikroszkdpos és aramlasi citometriai vizsgalatokkal
tanulmanyoztuk a Candida sejtek morfologiat. A 15. dabra D. része mutatja az élesztd-hifa
aranyokat. A morfoldgiai kiértékelésnél a metilénkék festéssel készitett képeket hasznaltuk
fel. Az aramlasi citometrias vizsgalathoz Fungalight™ festékkel festettilk meg a sejteket és
Novocyte 3000 citométerrel analizaltuk azokat (4. Fiiggelék). Mindkét megkozelitésiink azt
mutatta, hogy normal koriilmények kozott a WT sejteknek csak egy kis hanyada (4 %)
hifazott, de az oxidativ kezelés megndvelte ezt az aranyt (7 %). Az irodalmi adatokkal
Osszhangban, a CaPpzl hidnya gatolta a hifa novekedését, ezért nem lattunk szignifikans
morfologiai valtozast sem a KO, sem a KOt mintaban.

Tehat elmondhatd, hogy a 4 oras elétenyésztés utani egy 6rds tBOOH kezelés csokkenti a
sejtek novekedését (14A. dbra). A kezelés nem 6li meg a Candida sejteket (15C. dbra) annak
ellenére, hogy gatolja a proliferacidjukat (14B. dbra) és kis mértékben csokkenti a sejtek
metabolikus aktivitasat (15C. dbra), valamint kismérték(i hifa képzédést indukalt a WT
gombaban. Az oxidativ stressz kezelés fungicid hatdsa a foszfatdz hidnyaban (KOt) kiilondsen
hatékonynak bizonyult. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk vélasztott
koriilmények és torzsek felhasznalhatok a tervezett transzkriptomikai analizisre, ugyanis a
Candida sejtek nem vesztették el az életképességiiket és az anyagcsere folyamataik valamint

morfoldgiajuk csak kis mértékben valtozott meg a kezelés hatasara.

Ahhoz, hogy lassuk, ez a szubletdlis oxidativ kezelés milyen stressz valaszt valt ki a
gombaban, meghataroztuk egyes antioxidans enzimek aktivitasat, illetve a glutation oxidacios
allapotat normal és oxidativ stressz koriilmények kozott. Kordbban mar leirtuk (Leiter és
mtsai. 2012), hogy a CaPpzl szerepet jatszik az oxidativ stressz valaszban, de ennek
enzimatikus vonatkozéasait még nem vizsgaltuk. Azért, hogy a mutacio és a tBOOH kezelés
hatasat megismerjiik, megvizsgaltuk a kataldz, szuperoxid dizmutdz, glutation peroxidaz és

crcr

KO torzsben normal és oxidativ stressz koriilmények kozott (9. tdbldazat).
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9. tablazat A CaPPZ1 géndelécio és a tBOOH kezelés hatasa az oxidativ enzimek
aktivitasara, valamint a glutation koncentraciokra

WT WTt KO KOt
Katalaz 0,5+ 0,07 0,5+ 0,09 1,1+ 0,04 22+0,15
[kat (kg protein)™] A e
Szuperoxid dizmutaz 0,11£0,02 | 0,11+0,02 [0,14+0,0272|0,15+0,02 ¢
[munit (mg protein)™]
Glutation peroxidaz 03+0,04 | 070272 ] 0,6+0,1 %[ 08+0,1 "
[mkat (kg protein)™]
Glutation reduktiz [mkat | 2,5+0,15 | 69+12 2 |53+08 2[99+08"  ©
(kg protein)™] e
Redukalt glutation 435 + 40 548 +25 @ 430 + 35 52544470
(GSH) [nmol (ODsg40)]
Oxidalt glutation (GSSG) | 3,9+ 0,4 179+22 | 84+1,7 2 | 208+72°°
[nmol (ODe40)™] e
GSH/ GSSG 113+ 17 31 472 | 53+137° 28+11°7P

Négy biologiai parhuzamos minta atlagat + SD értékeit mutatjuk be. A szignifikancia
értekeket (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001) Student féle t-teszttel szamoltuk.

# Szignifikéans valtozas a WTt és KO sejtek estében a WT sejtekhez képest.

b Szignifikans valtozas a KOt sejtekben a KO sejtekhez képest.

¢ Szignifikans véltozas a WTt sejtekben a KOt sejtekhez képest.

A kontroll (WT) sejtekhez képest a katalaz aktivitdsa megnovekedett a foszfataz hidnyaban,
valamint a KO torzsben tBOOH kezelése utan. A szuperoxid dizmutaz enzim aktivitasa csak
kissé emelkedett meg az oxidativ stressz, valamint a CaPPZ1 delécié hatasara. A glutation
reduktaz és peroxidaz enzimek esetében mind a tBOOH kezelés, mind a foszfatdz hidnya
novelte az enzimaktivitast. Tehat a WT sejtek kezelése fokozta a glutation metabolizalo
enzimek aktivitasat ¢és ebbdl kifolydlag megvaltoztatta az intracellularis glutation
koncentraciokat. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a kezelés koriilményeit jol
valasztottuk meg, mert a gombasejtek redox rendszere érzékenyen reagalt a tBOOH
jelenlétére. A  génkiiités Onmagaban kisebb mértékben novelte meg a glutation
metabolizmusban részvevd enzimek aktivitasat. Azonban az oxidativ stressz hatasara a KO
sejtekben tapasztaltunk jelentésebb novekedéseket. A foszfatdz hidnydban tapasztalt valtozas
onmagaban 1) eredmény, ¢és a KOt mintdval kapott adatok aldtdmasztjak korabbi
megfigyelésiinket (14. dbra), miszerint a foszfatdz hidnya és az oxidativ stressz egyiittesen
markéansabb valtozasokat hoz létre, mint a két koriilmény kiilon-kiilon, ami egy egymast

erdsit6 kooperaciora utal (9. tablazat).
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A CaPPZ1 géndelécio és az oxidativ stressz fiziologiai hatasait 6sszefoglalva, elmondhato,
hogy a rovidtava tBOOH kezelés kovetkeztében a sejtek egy kevésbé proliferativ allapotba
keriilnek, de élve maradnak. Kis mértékben csokken metabolikus aktivitasuk és modosul a
morfologidjuk, valamint oxidativ véddmechanizmusuk érzékenyen reagél a kezelésre. Ezek
szerint az altalunk bedllitott biologiai rendszerrel el lehetett kezdeni a koltséges

transzkriptomikai vizsgalatokat.

6.2.2 A DNS chip adatok kiértékelése

Az egyes enzimekre vonatkozd kordbban leirt eredményeket szerettiik volna alatamasztani
egy globalis valtozasokat feltérképezd moddszerrel. Ehhez egy DNS chip hibridizacios
elokisérletet végeztiink. A DNS chip nyers adatai (text formatumban) megtalalhatoak a GEO
(Gene Expression Omnibus) honlapjan a GSE134060 hozzaférési szam alatt. A nyers adatok
mellett talalhato egy f4jl, ami tartalmazza a mintdk jellemzdit, az alkalmazott protokollokat,
valamint a normalizalt jelintenzitasokat. A kovetkezd két Venn-diagram szemléletesen

mutatja a DNS chip hibridizacios kisérlet eredményét (16. dbra).

Megnivekedett expresszioju gének Lecsokkent expresszioju gének

KO vs WT
WTtvs WT
KOt vs KO

16. abra A CaPPZ1 mutacio és oxidativ stressz altal Kivaltott génexpresszids valtozasok a
C. albicans-ban a DNS chip hibridizacios adatok alapjan

A két diagramon lathatd a mutacio (KO vs. WT), a tBOOH kezelés (WTt vs. WT), valamint a
kettd egyiittes hatasa (KOt vs. KO) a C. albicans génexpressziojara. A szinek az egyes
Osszehasonlitasokat reprezentaljak a szinskalanak megfelel6 modon. Csak a tobb mint
kétszeres mRNS szintndvekedést, illetve csokkenést mutatd gének szamat mutatjuk be.

A Venn-diagramokon sarga szin jelzi a foszfataz hianyat, a piros szin jelzi a tBOOH kezelés
hatasat, mig a piros a két kondicié altal egyiittesen létrehozott valtozasara hivja fel a
figyelmet. Osszességében elmondhat6, hogy a foszfatdz hidnya 46 gén expresszidjat novelte
¢€s 33 gén expressziojat csokkentette le. A tBOOH kezelés 6nmagédban 288 gén mRNS szintjét

novelte meg, mig 180 gén mRNS szintjét csokkentette le. Ezzel szemben az oxidativ stressz
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¢s a CaPPZ1 delécio egyiittesen 591 gén expressziojanak novekedését és 463 gén
expresszidjanak csokkenését okozta. Ezek az adatok meggydztek minket, hogy a kisérleti
rendszer miikodéképes, hiszen a szamadatokbol lesziirhetjiik (16. abra), hogy a szubletalis
tBOOH koncentraci6 foszfataz hidnyaban jelentds globalis génexpresszio valtozasokhoz vezet
a gombaban. Mivel a DNS chip hibridizaciénak szamos hatranya van, ezért egy érzékenyebb,
dinamikusabban felhasznalhaté modszert valasztottunk a génexpresszids profilok feltarasara.
Meg kell emliteni, hogy a DNS chipet régebbi genomvaltozatra (C_albicans_SC5314/
Assembly?21) terveztiik, ezért egyes jabban annotalt gének nem mutathatok ki rajta. Tovabbi
hatranya a DNS chipnek, hogy pontatlan adatokat szolgaltat a nagyon kis vagy nagyon

nagymértékben kifejez6doé génekrol.

6.2.3 RNS szekvenalasi adatok kiertékelése

Dontd kisérleteinkben a génexpresszioban bekdvetkezd valtozasokat RNS szekvenaldssal
hataroztuk meg. Az RNS szekvendlds egy 0j generdcios szekvendaldsi modszer, amely
megadja egy adott pillanatban az dsszes jelenlevd RNS szekvenciajat és annak mennyiségét a
biologiai mintdban. Az RNS szekvendalasnak nagyobb a dinamikus tartoménya, az adatok
barmikor ujraértékelhetéek, ezért dontdttiink az RNA-Seq modszer mellett. Segitségével
normal és oxidativ stressz koriilmények kozott vizsgaltuk a WT és KO sejtek génexpresszios
mintazatait 3 fliggetlen bioldgiai parhuzamos mintaban. Az RNS szekvenalas nyers adatai
(fastq formatumban) megtalalhatoak a GEO (Gene Expression Omnibus) honlapjan a
GSE134060 hozzaférési szam alatt. A nyers adatok kiegésziiltek egy Excel fajllal, ami
tartalmazza a mintdk adatait, a protokollokat, valamint az adatfeldolgozasi folyamatot
(,,pipeline”-t) €s magat a feldolgozott adatf3;lt.

Az RNA-Seq eredmények reprodukalhatosagat két modszerrel ellendriztiik. Mind a PCA,
mind a klaszterezés bizonyitotta eredményeink helyességét, ugyanis a klaszter analizisnél
lathat6, hogy a bioldgiai parhuzamosok egymas mellé rendezdédtek, egy klasztert alkotnak
(17A. dbra). A foékomponens analizis (PCA) soran szintén egymas mellé keriiltek a
biologiailag parhuzamos mintak, és azok tavolsaga jol tiikrozi a fiziologias méréseink soran
tapasztalt tendencidkat (17B. abra). A nyilak hossza mutatja az eltérések mértékét, amelyet
onmagaban az oxidativ kezelés, a foszfatdz hidnya vagy a kettd egyiittesen hozott 1étre. Az
RNA-Seq modszerrel egy megfeleld globalis génexpresszid analizist végezhetiink el, hiszen

mintanként kb. 20 millié szekvencia részletet (readet) kaptunk. Mivel minden read kb. 75 bp
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hosszusagu, és a C. albicans genom mérete koriilbeliil 15,5 Mb, 40x genom lefedettséget

értiink el.
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17. dabra Az RNS szekvenalasi adatok mindségi ellendrzése klaszter analizissel és
fokomponens analizissel (PCA)

A.: Klaszter analizis. B.: Fékomponens analizis. A szamok az egymastol fliggetlen biologiai
parhuzamosokat jelolik. A szinek az egy kisérleti csoportba tartozé mintékat reprezentaljak. A
B panelen az Gsszetartoz6 mintakat bekarikaztuk, és a koztiik 1évo kiilonbségeket nyilakkal
érzékeltettiik. A nyilak irdnya a kisérletek kiértékelésének logikus menetét mutatja.

A szekvencidk mindsége is megfeleld, ui. 6205 gént sikeriilt azonositanunk, ami a jelenleg
ismert 6620 C. albicans gén 94 szazaléka (CGD adatbazis).

A 18. dbran lathatéak azok a gének, amelyek transzkripcids szintje szignifikans és minimum
kétszeres valtozast mutatott az RNA-Seq modszerével. A PPZ1 delécid 51 gén expressziojat
novelte meg, mig 4 gén expresszidjat csokkentette le. Az oxidativ kezelés onmagaban 132 gén
mRNS szintjét novelte, mig 65 gén mRNS szintjét csokkentette szignifikdnsan. A kettd

egylittesen viszont Osszesen 934 gén expressziojat befolydsolta (533 novekedett és 401

csokkent).
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KOt vs KO

18. abra A CaPPZ1 mutacié és oxidativ stressz altal kivaltott génexpresszids valtozasok a
C. albicans-ban az RNS szekvenalasi adatok alapjan
Az abran talalhato jelolések €s szinkod megegyezik a 16. dbra szovegében leirtakkal.

Lathato tehat, hogy a foszfatdz hianya dnmagaban (KO vs. WT), illetve az oxidativ kezelés
onmagaban (WTt vs. WT) kis vagy kozepes valtozast okozott, de a kettd egyiitt jelentds
mértékben valtoztatta meg a Candida génexpressziés mintazatat. Ezekbdl a szamadatokbol
megallapithato, hogy a CaPPZ1 delécidja és az oxidativ stressz kozott szinergizmus all fenn a
génexpresszid szintjén. Ezek az adatok szépen tiikkrozik fiziologids és biokémiai
eredményeinket (14-15. dbra, 9. tabldzat).

A RNS szekvenalasi adatokat Osszevetettik a DNS chip hibridizaciés adatokkal (11.
Fiiggelek). A legtobb korrelacios koefficienst jo egyezést mutatott a két megkozelités kdzott
(0,65-0,71), kivéve a KO vs. WT oOsszehasonlitds, amely csak 0,04 értéket adott. Ez
valosziniileg abbol adodott, hogy a KO torzsben kevés gén expresszidja valtozott, rdadasul
ezek a valtozasok viszonylag alacsonyak voltak, és ilyen koriilmények kozott a DNS chip
kevésbé megbizhatdo. A 16. és 18. abra Osszehasonlitdsa alapjan is értékelhetjiik a két
transzriptomikai modszerrel nyert adatokat. Az eredmények jol egyeznek, csak egy lényeges
kiilonbség adodott a tBOOH kezelésre reagald gének szamaban.

Megallapithatjuk, hogy RNS szekvenalassal nagyobb genom lefedettséget (40x vs. 7x) értiink
el, viszont kozel azonos szamu gént detektaltunk (6205 vs. 6217 gén), mint a DNS chippel.
Az RNS szekvenalassal vizsgalt 3 bioldgiai minta adatai szignifikéns valtozast mutattak, mig
a DNS chippel csak egy kisérletet végeztiink, ezért nem allt moédunkban az eredmények
statisztikai értékelése. Raadasul a DNS chipet eggyel kordbbi genomverziora terveztiik, és az
RNS szekvenalas kiértékelésére hasznalt 0j genom verzidban (C_albicans_SC5314/
Assembly22) kb. 400 gén annotacidja megvaltozott. A fentiek értelmében a DNS chip
elokisérletiink adatai csak tajékoztato jellegliek, ezért a tovabbiakban csak az RNS

szekvenalas adatait elemeztiik. Erdemes megjegyezni, hogy az uj genom verzio elvileg
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alkalmas lehet a szekvenciak allél szerinti elkiilonitésére is, azonban ezt a lehetOséget

munkank sordn nem hasznaltuk ki.

6.2.4 Gének ontologiai (GO) elemzése

Az RNS szekvenalasi adatokon végrehajtottunk egy teljes kori ontologiai elemzést, vagyis
megvizsgaltuk a tobb mint kétszeres valtozast mutatd géneket molekulédris funkcio,
lokalizacio és biologiai folyamatban vald részvétel szerint. Ezek alapjan az érintett géneket 4
f6 csoportba soroltuk: a membran transzportban szerepet jatszo, a sejtfelszini fehérjéket
kodold, a metabolizmusban valamint a transzlacioban résztvevd gének csoportjara (10.

tablazat).

10. tablazat A jelentds transzKripcios valtozasokat mutaté gének ontologiai elemzése

GOID | GO term 1. sor: feliil/alul szabalyozott gének szama
2. sor: klaszter gyakorisag (%)
3. sor: korrigalt p érték
KO vs. KOt vs. KOt vs. WTt vs.
WT WTt KO WT
MEMBRAN TRANSZPORT
55085 Transzmembran transzport™* 12/0 34/0 22/3 4/1
23,5 12,8
0,00614 0,01683
5215 Transzporter aktivitas* 11/0 35/0 23/3 3/1
21,6 13,2
0,01162 0,00212
16021 A membran integralis 14/0 710 2/4 1/1
komponensei 7,7
0,00091
SEJTFELSZIN
9986 Sejtfelszin* 0/0 0/45 0/58 0/10
19,1 14,5 15,4
4,2e-21 2,38e-21 | 0,00297
5618 Sejtfal* 0/0 0/38 0/50 0/9
16,1 12,5 13,8
2,85e-18 | 1,45e-19 | 0,00320
31012 Extracellularis matrix 0/0 0/17 0/20 0/1
7,2 50
1,95e-07 | 4,74e-06
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GO ID | GOterm 1. sor: feliil/alul szabalyozott gének szdma
2. sor: klaszter gyakorisag (%)
3. sor: korrigélt p érték
KO vs. KOt vs. KOt vs. WTtvs.
WT WTt KO WT
97311 Biofilm matrix 0/0 0/17 0/20 0/1
7,2 5,0
1,95e-07 | 4,74e-06
44403 Szimbionta folyamatok* 0/0 0/15 0/22 0/2
55
0,01879
51701 Gazdaszervezettel valod 0/0 0/11 0/16 0/0
kolcsonhatas 4.7 4.0
0,01453 0,00167
METABOLIZMUS
6520 Aminosavak sejten beliili 0/1 1/0 0/4 0/11
metabolikus folyamatai 16,9
0,00141
1901607 | Alfa aminosav bioszintézis 0/0 13/0 21/0 3/0
3,9
0,03642
55086 Nukleinbazist tartalmazo kis 0/1 0/15 0/24 0/6
molekulak metabolikus 6,0
folyamatai 0,02650
6732 Koenzimek metabolikus 0/0 0/16 0/15 0/0
folyamatai 6,8
0,04756
6733 Oxidoredukcios koenzimek 0/0 0/14 0/15 0/0
metabolikus folyamatai 59 3,7
0,00026 0,04689
16491 Oxidoreduktaz aktivitas * 4/1 43/0 32/8 0/19
16,2 29,2
8,93e-06 2,42e-06
55114 Oxidacios-redukcios 6/0 51/0 62/0 12/2
folyamatok * 19,2 11,6
2,04e-10 0,00131
97384 Ergoszterol bioszintézis 0/0 3/0 2/0 0/7
10,8
1,55e-06
TRANSZLACIO
3735 Riboszéma szerkezeti elemek 0/0 0/71 0/76 0/2
30,1 19,0
8,96e-60 | 5,71e-48
22685 Citoszolikus riboszéma 0/0 0/63 0/70 0/2
26,7 17,5
1,33e-65 | 1,51e-60
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GO ID | GOterm 1. sor: feliil/alul szabalyozott gének szdma
2. sor: klaszter gyakorisag (%)
3. sor: korrigélt p érték
KO vs. KOt vs. KOtvs. | WTtvs.
WT WTt KO WT
15934 Nagy riboszomalis alegység* 0/0 0/42 0/46 0/2
17,8 11,5
7,71e-48 | 2,40e-25
15935 Kis riboszomalis alegység* 0/0 0/22 0/24 0/0
9,3 6,0
8,13e-15 | 7,83e-12
30684 Preriboszoma 0/0 18/25 85/0 24/0
15,9 18,2
3,46e-45 | 4,31e-12
16070 RNS metabolizmus* 0/0 27/0 132/0 34/0
24,8 25,8
3,36e-13 | 0,00792
140098 | RNS modosito katalitikus 0/0 710 41/0 8/0
aktivitas 1,7
0,00037

Az *-gal jelolt csoportokbol hétérképek késziiltek (19. abra).

A foszfataz hianya (KO vs. WT) a membran transzportban valamint a redoxi folyamatokban
résztvevd fehérjekodold géneket befolyasolta a legnagyobb mértékben. Az oxidativ kezelés
onmagaban (WTt vs. WT) a sejtfelszinhez asszocialt gének expresszidjat csokkentette, és ez a
hatas nagymértékben feler6s6dott, ha a mutans sejteket kezeltik tBOOH-val. A
metabolizmusban résztvevd gének esetében szintén észrevehetd a kezelés hatdsa a KO és WT
sejtekre, és a legnagyobb valtozast itt is a foszfatdz hidnyos térzs mutatta az oxidativ kezelést
kovetden. Veégiil a transzlacioval Osszefliggd gének esetében két tendencia kiilonithetd el. A
riboszomalis fehérjéket kodoldo gének expresszidja csokken, mig a RNS metabolizmusban
résztvevl gének expresszidja nd. A tabldzatba a korabbiakban hasznalt 6sszehasonlitasok
mellé bevezettiink egy 0j szempontot (KOt vs. WTt), amely a mutéci6 és az oxidativ stressz
kozotti interakciot/kooperativitast mutatja. Ha ezt is megvizsgaljuk az lathato, hogy szdmos
géncsoport mutat jelentds csokkenést vagy emelkedést, tehat jelentds pozitiv interakcio

mutathato ki a két kondicio kozott.

6.2.5 Génexpresszios valtozasok kvantitativ elemzése hotérképek segitségével

A 10. tablazat alapjat szolgaldé GO term listakat egymassal Osszehasonlitottuk, az adatokat
egyesével fellilvizsgaltuk és sziikség esetén Ujraértékeltiik oly modon, hogy kihagytuk a
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csoportba nem illd eredményeket ¢€s egyesitettik az egymast atfedd csoportokat. A
transzlacioban részvevo géneket (a koradbban leirt okok miatt) szétvalasztottuk, a riboszomalis
folyamatban résztvevd, valamint az RNS érésben szerepet jatszo génekre. Igy a 10.
tablazatban bemutatott 4 f6 csoportbdl 5 csoportot hoztunk Iétre. A manudlisan korrigalt
adatokat hasznaltuk fel a hotérképek elkészitéséhez (19. dbra), amelyeken mar nem csak az
lathat6, hogy hany gén expresszidja valtozott meg szignifikdnsan, hanem az is, hogy ez a
valtozas milyen mértéki.

A membran transzport csoportba tartozé génekbdl késziilt hétérkép is bizonyitja, hogy a
gének legnagyobb részének expresszidja megnovekedett kezeletlen és tBOOH kezelt KO
sejtekben (19A. dbra), vagyis a foszfataz hianya volt a legnagyobb hatassal a transzport
folyamatokra. A sejtfal, sejtfelszin és szimbionta folyamatok génjeinek expresszidja
egyontetiien lecsokkent oxidativ stressz hatasara a WT és KO sejtekben egyarant (19B. abra),
tehat ebben az esetben a tBOOH hatasa volt kiemelkedd. Az oxidéacios-redukcios
folyamatokban résztvevd gének szerteagazo valtozast mutattak (19C. dbra), de 6sszességében
elmondhat6, hogy a foszfatdz hidnya Onmagéaban csak kissé valtoztatott a génexpresszios
szinten, ezzel szemben a kezelés mar szignifikdns valtozdsokhoz vezetett. A legnagyobb
véltozas a tBOOH kezelt foszfatdz hidnyos (KOt) sejtek esetében tortént. A transzlacio
citoszolikus riboszoma alegységek, valamint a riboszoma asszocialt fehérjéket kodold gének
expresszioja egyértelmii csokkenést mutatott a két kondicio egyiittes jelenlétekor (KOt vs.
KO). Ezzel ellentétesen a mitokondridlis riboszoma fehérjéket kodold gének expresszidja
megndvekedett oxidativ stressz alatt (19D. abra). Ehhez hasonléan az RNS metabolizmus ¢és
az rRNS ¢érés folyamataiban szereplé gének expresszidja is megndvekedett tBOOH

jelenlétében, foleg a KO torzsben (19E. dbra).
Osszességében tehat elmondhatd, hogy dnmagaban a foszfataz hidnya kevéssé befolyasolta a

C. albicans génjeinek expresszidjat, de az oxidativ stresszel egyiittesen robosztus valtozasokat

idézett el a génexpresszidban.
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D. Riboszomalis fehérjék E. RNS metabolizmus
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Mitokondriilis riboszéma fehérjék

:

19. dbra A CaPPZ1 delécio és a tBOOH indukalta stressz altal kivaltott génexpresszios
valtozasok

A génexpresszios valtozasok 4-féle dsszehasonlitasban lathatoak. A hoétérképeket 3 bioldgiai
parhuzamos mintdbol szarmaz6 RNS szekvenalasi adatok alapjdn szerkesztettik. A
véltozasok irdnyat és mértékét a kozépen taldlhatdé skala szemlélteti. A megerdsitésre
kivalasztott gének nevét a hotérképek mellett kiilon jeloltiik.
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6.2.6 RNS szekvenalasi adatok megerdsitése RT-QPCR segitsegével

Miutan a géneket a hoétérképek szerint €s az elérhetdé irodalom alapjan analizaltuk és
csoportositottuk, osszeallitottuk a tovabbi analizisre kivalasztott gének listajat. Elsddlegesen a
jelentds valtozast mutatd géneket valasztottuk ki tovabbi megerdsitésre, de fontos szempont
volt az altalunk kimutatott enzimaktivitds valtozas (9. tabldzat) és a rendelkezésiinkre allo
irodalmi adatok relevancidja is. Tobb esetben kerestiink valtozatlan expresszidt mutato,
negativ kontroll gént is a mérések validalasara. A gének kodold szakaszaira specifikus
primereket terveztink (3. tablazat) és RT-qPCR segitségével meghataroztuk a kivalasztott
gének expressziodjat. Azt, hogy az 6nkényes szelekcié milyen mértékben befolyasolta az RNS
szekvenalassal kimutatott tendenciakat, ugy ellendriztiik, hogy az RT-qPCR eredményeket is
PCA analizisnek vetettiikk ala (12. Fiiggelék). Hidba csokkent le a vizsgalt génszam és
valtozott meg a fOkomponensek viszonya, a f6 tendencidk valtozatlanul megmaradtak. Ezen
kivill az analizis igazolta az &t parhuzamos bioldgiai mintabol szadrmazd adatok
Osszetartozasat is. Az ACT1 génre normalizalt relativ génexpresszios értékeket a WT torzshoz
viszonyitva a szokasos modon, oszlopdiagramokon abrazoltam (20-24. abra).

A membran transzporttal kapcsolatban 6sszesen 12 gén expressziojat vizsgaltuk (20. dbra).
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20. abra A membran transzportban szerepet jatszo fehérjéket kédoléo gének relativ

expresszioja

Az abra az ACT1 génre normalizalt génexpresszios értékeket mutatja normal és oxidativ
stressz koriilmények kozott. Minden egyes gén esetében a WT expressziot tekintettiik
vonatkozasi alapként, és a valtozdsokat ehhez viszonyitottuk. Az adatok 5 biologiai
parhuzamos minta atlagai =+ SEM. A p értékeket Student-féle t-probaval hataroztuk meg. * =p
<0,05, **=p <0,01, ***=p <0,001.
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Az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a CaPpzl szerepet jatszik az ozmotikus
szabalyozasban. Ezt a funkciot két transzporter mikodésével hoztak Osszefiiggésbe. Tudjuk,
hogy a cappzl deléciés mutéans torzs tolerans a Na* és Li" ionokkal szemben (Adam és mtsai.,
2012). Ezt a toleranciat részben a mutansban megndvekedett Na* transzporttal magyarazzak,
amiért a C. albicans ENA2 és ENA21 gének lehetnek felelosek. RNS szekvenalas szerint az
ENA2 és ENA21 expresszio megemelkedett a KO torzsben (20. abra), amit szerettiink volna
RT-qPCR-rel megerésiteni. Emellett S. cerevisiae-ben ismeriink egy alternativ utvonalat, ami
a K" transzportért felelés TRK1 és a TRK2 génnel fiigg dssze (Yenush és mtsai., 2002). A C.
albicans-ban egyetlen kalium transzporter talalhatd, amit a TRK1 gén kodol. Mivel a RNA-
Seq adatok nem mutattak valtozast az expresszidjaban, ezt negativ kontrollként vizsgaltuk
RT-qPCR segitségével.

Ezen kiviil megvizsgaltuk az ENA2-h6z hasonld génexpresszids mintdzatot mutatdé géneket
(megndvekedett mRNS szint a KO torzsben), vagyis egy aminosav transzportert (GAP1), a
glicerofoszfoinozitolt (GIT1), egy hexoz (HGT12) és egy foszfat transzportert (PHO84)
koédold gént. A hotérkép (19A. dbra) szerint egy masik klasztert alkotott a két multidrog ABC
transzporter, a CDR1 ¢és NAG3 gén; a Jen2 dikarbonsav transzporter valamint egy madsik
aminosav transzporter, a Gapl. Ebben a klaszterben a NAG3 és a JEN2 esetében egy erds,
mig a GAP1 ¢és a CDR1 esetében egy gyenge kooperacid latszik a géndelécio és tBOOH
kezelés kozott. A HGTL gén altal kodolt gliikkoz transzporter kiesett ebbdl a két klaszterbol,
expresszioja foleg az ENA21 génre emlékeztetett a hotérkép (19A. dbra) alapjan.

Az RT-qPCR adatok azt mutattak, hogy foszfataz hidnyaban (KO) a két natrium transzportert
kodold gén kozil csak az ENA21 relativ expresszios értéke novekedett meg ugy, mint a
glicerofoszfoinozitol (GIT1), glikéz (HGT1) transzporter és a NAG3 ABC transzporter gének
expresszidja. Az oxidativ stressz novelte az expresszidjat az ENA2 és ENA21 transzporternek;
a HGT1-nek; a két aminosav transzporternek (GAP1 és GAP2), a multidrog ABC transzporter
CDR1 ¢és NAG3 géneknek és végezetil a PHOB84 foszfat transzporter kodold génnek.
Végezetiil a KOt mintadkban is emelkedett expressziot tapasztaltunk az ENA21, GAP1, GAP2,
GIT1, CDR1 transzportert kodolé gének esetében. A TRK1 esetében nem tapasztaltunk
szignifikans valtozast sem a KO, sem a WT torzsben, csak egy kisebb emelkedés tortént a KO
torzsben oxidativ kezelés hatasdra. A HGT12 és a JEN2 gének expresszidja nagyon szort a

parhuzamos mintakban, ezért nem tudtunk biztos kovetkeztetéseket levonni.

A sejtfelszini fehérjék csoportjabol 7 gént valasztottunk ki, melyek expresszidja oxidativ

kezelés hatdsara lecsokkent a hétérképek alapjan (19B. dbra). Ezeket két csoportra oszthatjuk:
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vannak, amelyek felszini fehérjéket kodolnak, mint a 6 kitinaz (CHT3), az FGR41 adhezin
szerli fehérjét kodold és egy szekretalt fehérjét kodold gén, az IFF11; valamint vannak,
amelyek csak a szimbionta folyamatokban vesznek részt, mint a foszfoglicerat-mutaz, GPM1
¢s a foszfolipaz B (PLB1) gén terméke. A CHT3, IFF11 és PLB1 gének altal kodolt fehérjék
szekretdlodnak ¢és kiemelkedd szerepiik van a gazdaszervezettel valdé kapcsolat
létrehozasaban. A GPM1 a citoszdlban jelenlevé metabolikus enzim, amely megtalalhatd a
sejtfelszinen is. A PGK1 altal kodolt foszfoglicerat-kindz és a CDC19 altal kodolt piruvat
kinaz viszont mindkét csoportba egyarant beletartozik. A Gpml, Pgkl és Cdcl9 enzimet
moonlighting, vagyis ,,feketemunkas” proteineknek is hivhatjuk, hiszen metabolikus enzimek

1évén, szimbiotikus folyamatokban is szerepet vallalnak a sejtek felszinén.
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21. abra Sejtfelszini fehérjéket kodolo gének relativ expresszidja
Az abran talalhato jelolések és a kiértékelés/abrazolas modja megegyezik a 20. dbra
szovegeében leirtakkal.

Lathato, hogy a foszfatdz hianya nem befolyasolta szignifikdnsan a sejtfelszini fehérjéket
kodolo gének relativ expresszigjat. Tovabba a tBOOH kezelés egységesen lecsokkentette az
MRNS szinteket mind a WT, mind a KO térzsben. Ez az eredmény jol mutatja, hogy a

foszfatdz hianya ndvelte az oxidativ stressz iranti érzékenységet a gombaban.

Szamos metabolikus folyamatot érintett a foszfataz hianya €s/vagy az oxidativ stressz kezelés,

mint példaul az aminosav metabolizmus vagy ergoszterol metabolizmus (1d.: 10. tabldzat). Mi
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féleg az oxidacios-redukcios folyamatokra fokuszaltunk, amely 2 GO alcsoportbdl tevodott
Ossze. Ezek név szerint az oxidoreduktaz aktivitas és oxidacios-redukcids folyamatok. Ebben
a kategéridban végiil 7+2=9 gén expresszidjat vizsgaltuk meg. A gének kivalasztasanal
szerettiink volna minél t6bb folyamatot lefedni (19C. abra). Minden {6 kategdriabdl a jelentds
valtozast mutatd géneket valasztottuk, mint a CFL4 Fe**- redutaz, amely csokkenést mutatott
KOt mintdban; CFL2 oxidoreduktaz és multiréz-oxiddz FET31 gének, melyek erds
csokkenést mutattak a KO torzsben; az Aox2 alternativ oxiddz génje, amely kiilonalld
klaszterként jelentdés valtozast mutatott minden Kkategéridban;, az Oye23 NADPH
dehidrogenaz, valamint a Gev2 glicin dekarboxilaz génje, amelyek expresszios szintje erésen
csokkent a hotérkép alapjan (19C. abra). A SOD izoenzim formék koziil egyediil a SOD2-t
nem valogattuk be, mert ennek az expresszidja nem valtozott az RNA-Seq adatok alapjan. A
SOD1 izoforma szintén nem valtozott, mégis megvizsgaltuk, mert ez a legnagyobb mértékben
expresszalodo izoforma irodalmi adatok alapjan. Az RNA-Seq adatok alapjan a SOD4
expresszidja jelentésen megnovekedett tBOOH kezelés hatasara, mig a SOD3-¢ kisebb
mértékben, de valtozott a SOD2-h6z képest. Mivel a szuperoxid dizmutaz aktivitasat - ami
megemelkedett a foszfataz hianyaban, valamint a kezelt KO torzsben is (9. tdbldzat) - a 4
SOD izoforma hozza létre, szerettiik volna tudni, hogy ezek az izoformak egyenld mértékben
expresszalodnak-e.

A biokémiai tesztek (9. tdbldzat) alapjan a listahoz hozzaadtuk még a CAT1 gént, mivel a
kataldz enzimaktivitdsa megnétt a foszfataz hianyaban, valamint a kezelt KO torzsben. A
CAT1 az RNA-Seq adatok alapjan nem mutatott szignifikdns valtozast, tehat negativ
kontrollként vettiikk figyelembe. Mivel a GPX (glutation peroxiddz) ¢s GPR (glutation
reduktdz) gén altal kodolt enzimek sem mutattak szignifikans eltérést, ezért ezek expressziojat
nem vizsgaltuk meg, novelve a negativ kontrollok szdmat. Igy 6sszesen 11 gént vizsgaltunk
RT-qPCR segitségével (22. abra).

Azt talaltuk, hogy a katalazt kodolo CAT1 gén expresszidja foszfatdz hidnyaban kissé
csokkent. Ebbdl levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a katalaz enzimaktivitasanak valtozasa (9.
tablazat) nem génexpresszids szinten szabdlyozddik. A szuperoxid-dizmutiz egyik
izoenzime, a SOD1 mRNS szintje oxidativ stressz kovetkeztében megemelkedett, de kisebb
mértékben, mint a masik két SOD izoforma, vagyis a SOD3 és SODA4. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az aktivitas létrehozasdban inkabb ezek az izoformék vesznek részt.

A KO mutacié kovetkeztében szignifikans ndvekedést lattunk az oxidoreduktaz CFL2, Fe3*-
redutdz CFL4, multiréz-oxidaz FET31 és a szuperoxid-dizmutdz SOD4 fehérjét kodold gének

expresszidjaban. Ez azt tdmasztja ald, hogy a CaPpzl-nek szerepe van az oxidativ stressz

87



szabalyozasaban. Az alternativ oxidaz, AOX2; a CFL2, CFL4 és a két SOD i1zoforma (SOD3
¢s SOD4), valamint a FET31 expresszioja szintén emelkedett oxidativ kezelés hatasara, foleg
a KO torzsben (22. dbra).

Osszességében elmondhatd, hogy a foszfataz delécidja és az oxidativ kezelés egyiittesen
jelentés mértékben megnovelte az oxidacios-redukcidés folyamatokban részt vevo

fehérjekodolo gének expresszidjat.
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22. abra Oxidacios-redukcios folyamatokban részt vevé fehérjéket kédolo gének relativ
expresszioja

Az é4bran talalhat6 jelolések ¢és a kiértékelés/abrazolas modja megegyezik a 20. dbra
szovegeében leirtakkal.

crer

fehérjék és az RNS metabolizmus csoportjara (19D-E. dbra). El6szor a riboszomalis fehérjék
csoportjara térnék ki. Ebben a csoportban a hétérkép alapjan 2 tendencia kiilonithetd el: mig a
citoszolikus riboszoma asszocidlt gének expresszidja csokken, addig a mitokondridlis
riboszoma asszocialt géneké nd oxidativ stressz kezelés hatasara mindkét torzsben (19D.
abra). Validalasra tobb gént is kivalasztottunk, hogy minden oldalr6l megvizsgaljuk a
transzlacid folyamatat. A 19D. dbran lathatd alcsoportokbol 2-2 képviseldt valasztottunk a
riboszéma kis (RPS3, RPS8A) és nagy alegységgel (RPL5, RPL29) kapcsolatos génekbdl,
valamint 3-3 gént a riboszoma asszocialt fehérje kodold és mitokondrialis riboszéma

asszocialt fehérje kodold génekbdl. A riboszoma kotd fehérjékbdl kivalasztottuk az RPP1B
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savi riboszomalis fehérje kodolo gént és két transzlacids elongacios faktort kodold gént
(CAM1, EFT2). Az Eft2 elongacios faktort mar egy korabbi publikacioban a CaPpzl fehérje
potencialis szubsztratjaként azonositottuk, ezért szerettik volna megvizsgalni szerepét az
oxidativ stresszre adott valaszban (Markus és mtsai., 2017). A mitokondridlis gének esetén az
Mrpl3 a mitokondrialis nagy alegységet, a C5 04530W a mitokondrilalis kis alegységet, mig
az Ifm1 a mitokondrialis iniciacios faktort jelenti. A transzlacioban részvevd gének koziil igy
Osszesen 11 gén mRNS szintjét vizsgaltuk a sejtekben, amik egy egységes génexpressziods

mintazatot mutattak (23. abra).
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23. abra Transzlacioban szerepet jatszo fehérjéket kédolo gének expresszioja
Az abran talalhato jelolések és a kiértékelés/abrazolds modja megegyezik a 20. dbra
szOovegében leirtakkal. Narancssargaval jeleztem a mitokondrialis riboszoma génjeit.

Oxidativ stressz kezelés hatasara a citoszolikus riboszémalis nagy alegység (RPL5, RPL29),
valamint kis alegység (RPS3, RPS8A) fehérjéi, az RPP1 savi riboszomalis fehérje és két
transzlacids elongacios faktor (CAM1, EFT2) génjeinek expresszios szintje lecsokkent a WT
torzsben. Ez a hatds felerdsodott a foszfataz hidnyos (KO) torzsben. Ezzel szemben a
mitokondrialis riboszémalis fehérjéket (MRPL3, C5_04530W és IFM1) kodold sejtmagi
gének expresszidja pedig fokozodott kezelés hatasara. A foszfataz kiiitése nem befolyasolta a
transzlacidban részvevd gének expresszidjat, kivéve a mitokondridlis génekét, amelyeknek
kiss¢ megemelkedett a relativ expresszidja a KO torzsben. Eredményeinkbdl az a
kovetkeztetés vonhat6 le, hogy a foszfatdz hidnya érzékenyebbé tette a sejteket az oxidativ

stresszel szemben.
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Végezetiil megvizsgaltuk az RNS metabolizmus folyamatat, amelyben a hotértkép alapjan
szintén egy egységes tendencia lathatdé (19E. dbra). Validalasra olyan géneket valogattunk
Ossze, amelyek jelentds valtozast mutattak valamint més és mas funkcioval rendelkeznek.
Ezért ebbdl a csoportbol kivalasztottunk két altalanos RNS modosité enzimet, a C3 02750W
ribonukleazt és Spb4 RNS helikazt, az rRNS szintézissel kapcsolatos RRN3 gént, aminek a
terméke transzkripciés faktorként vesz részt a folyamatban, valamint az RNS érés
szabalyozasaban részt vevé Bud22-t és az Nsa2 pre-rRNS komplex komponenst. Tovabba
vizsgaltuk a rRNS processzalasban részt vevo DIM1 rRNS dimetilazt és a pre-rRNS érés-

szabalyozasban részt vevé ENP1 fehérjekddold gént.
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24. abra RNS metabolizmusban szerepet jatszé gének relativ expresszidja

Az abran talalhato jelolések és a kiértékelés/dbrazoldas modja megegyezik a 20. dbra
szovegeben leirtakkal.

Altalanosan elmondhaté, hogy a foszfataz hidnya nem okozott szignifikins véltozast, de
tBOOH-val kezelt WT, valamint KO torzsben megnovekedett az RNS processzalasban
részvevd fehérjekodold gének mRNS szintje (24. dbra). Azonban az SPB4, BUD22 és ENP1
gének esetében kissé megemelkedett a relativ expresszié a CaPPZ1 mutaci6 hatasara is. Ezek
a gének a pre-rRNS érésben vesznek foleg részt. Tehat a mar eldre legyartott preriboszémak
igy Ossze tudnak szerelddni a rovidtavu stressz alatt, segitve ezéltal a gomba védekezését az

oxidativ stressz ellen.
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Annak érdekében, hogy az RT-qPCR adatait korrekt modon 6sszehasonlithassuk a DNS chip
¢s RNS szekvendlds eredményeit, az adatokat egy masfajta statisztikai moddszerrel is
elemeztilk. Az Osszevethetdség kedvéért a valtozasokat kiilonb6zo relaciokban logaritmusos
skala szerint szamitottuk ki (logoFC). A valtozasok szignifikanciajat Anova teszttel hataroztuk
meg, amit Tukey post hoc teszttel kombinaltunk. Megjegyzem, hogy a DNS chip eldkisérlet
¢s az RNA-Seq Kkisérletsorozat eredményeit kordbban ugyanigy kezeltik, és pl. a
hétérképeken feltiintetett Gsszehasonlitasokat (19. dbra) ennek megfelelden végeztiik. gy
tehat készitettiink egy 6sszefoglald tablazatot, amely a 3 transzkriptomikai médszerrel kapott
adatokat 0sszehasonlithatd formaban tartalmazza (13. Fiiggelék). A 20-24. dabrak és a 13.
Fiiggelék azonos tendencidkat mutatnak be, de ezek miatt néhany esetben eltérés adodott a
szignifikancia mértékében az oszlopdiagramokon feltiintetett és a tablazatban megadott
adatok kozott. Az altalunk felallitott szigoru feltételek szerint csak a mindkét statisztika

szerint szignifikans valtozasokat tekintettiik jelentdsnek.

6.2.7 RNS érés folyamatanak ellendrzése RT-QPCR-rel

A 23. és 24. dbra ellentétes tendenciat tiikr6zé eredményei arra sarkalltak minket, hogy meg
vizsgaljuk az rRNS érés folyamatat, ui. a transzlacioban szerepet jatszo fehérjekodolo gének
expresszioja lecsokken oxidativ stressz alatt, mig az RNS metabolizmus génjeinek
expresszidja nagymértékben né. Hogy ez a két tendencia milyen modon all 6sszefliggésben a
riboszémalis RNS komponensek mennyiségével, azt egy, a korabbiaktdl eltérd RT-qPCTR
stratégiaval dontottiik el. A 25. dbra mutatja az rRNS érés folyamatat C. albicans-ban,
amelyet egy kordabbi kozlemény alapjan készitettiink (Pendrak és mtsai.,, 2011). Ezt

hasznaltuk fel a specifikus primerek tervezésehez.
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Citoszolikus riboszomalis gnap: RNAP I1L

RNS-ek: RDNS58 Pr—
| RDN18 ITS1 17182 RDNS

35-338 rRNS 1 3'? \l’ 4 —____!__
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riboszomalis RNS-ek:

RRNS
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25. abra Az rRNS érés sematikus abrazolasa C. albicans-ban

Az rRNS érés folyamatanak ellendrzése soran vizsgaltuk az rDNS elsddleges atiratait,
valamint a mar érett rRNS kis és nagy alegységek expresszios szintjeit. A szamok jelolik a
régiokat, amelyekre specifikus primereket terveztiink.

A sematikus abra mutatja a riboszomalis RNS érésének egyes 1épéseit. Erdekesség, hogy az
5S RNS (RDNb) atirasat az RNS polimeraz III végzi, mig minden mas riboszomalis RNS
atirasaért az RNS polimeraz I felelds. Az érés soran kivagodnak az ITS régiok (internal
transcibed spacer), majd végiil 1étre jonnek az rRNS-ek, melyek a kis €s a nagy alegység
felépiiléseért felelosek. Ezek kimutatdsara 7 specifikus primerpart terveztiink (4. tdblazat, 7.
Fiiggelék).

Kisérleteink sordn RT-qPCR segitségével megvizsgaltuk az rRNS-ek kiilonb6zd érési
szakaszaiban levé formait (26. dbra) annyi kiilonbséggel, hogy ebben az esetben random

primerrel irtuk 4t az RNS mintakat cDNS-¢ és 10 000-szeres higitast alkalmaztunk a qPCR-

nél.
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26. dbra Az rRNS érés funkcionalis vizsgalata RT-qPCR segitségével

Az abra az ACT1 génre normalizalt génexpresszids értékeket mutatja normal és oxidativ
stressz koriilmények kozott, a WT mintahoz viszonyitva. A szamok a 25. abran feltiintetett
régiokat erdsité primer parokat jelolik, a primerek tulajdonsagait a 4. tabldzat tartalmazza. Az
adatok 5 biologiai parhuzamos minta atlagai £+ SEM. A p értékeket Student-féle t-probaval
hataroztuk meg. * = p <0,05, **=p <0,01, ***=p <0,001.

Megallapitottuk, hogy szamottevd valtozas nem torténik a riboszomalis RNS kodold gének
expresszios szintjében sem CaPPZ1 mutacid, sem oxidativ stressz hatasara. Ez aldl kivételt
jelentenek az ITS1, RDN25 és RDNS régiok az rDNS-ben. Az ITS1 régid esetében a WTt
mintdban csokkent le az expresszid jelentds mértékben, ami valdszinlileg a gyors
metabolizmus miatt adodhatott. Az RDN25 mennyisége kismértéki csokkenést, mig az RDNS
mennyisége kismértékli novekedést mutatott a KOt torzsben, de ez nem volt jelends. Ez az
eredmény azt sugallja, hogy a feler6sodott rRNS szintézis és processzalds, valamint a

riboszomak magasabb stabilitdsa egylittesen biztositanak a sejtek szamara egy konstans

riboszéma szamot, legalabbis egy rovidtavu stressz alatt (1 6rds oxidativ stressz kezelés).
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7. Megbeszélés

A CaPpzl egy gomba specifikus protein foszfataz a C. albicans-ban. Korabbi kutatasok
ramutattak arra, hogy szamos fontos funkciét lat el az opportunista gomba életében. Ilyen a
kation homeosztazis és membranpotencial fenntartasaban, tovabba a sejtfal bioszintézisben,
az oxidativ stresszben, a hifandvekedésben, a sejtadhézioban valamint a fertézOképességben
betoltott szerep. A disszertaciomban ismertetett globalis vizsgalatokkal sikeriilt a foszfataz 1j
funkcio6it feltarni, valamint a mar ismert funkciokat mas aspektusba helyezni, ezaltal jobban
megérteni. Munkamat a felvetett probléma ¢és az alkalmazott modszertan szempontjabol két

egymastol 1ényegesen elkiiloniild, de eredményeiben egymast kiegészitd részben értékelem.

7.1 A CaPpz1 szerepe a proteom ¢s a foszfoproteom vizsgalata alapjan

A foszfoproteomika/proteomika metodikajat arra hasznaltuk fel, hogy feltérképezziik a
CaPpzl hianyanak kovetkezményeit a C. albicans-ban. Ezek a vizsgalatok lehetové tették,
hogy olyan adaptaciés mechanizmusokat tarjunk fel, amelyekkel az opportunista patogén
képes a foszfatdz hianyat kompenzalni. Itt a sejteket majdnem a log fazis eléréséig
tenyésztettiik. A sejtekbdl nyert fehérje mintdkat 2D elektroforézissel valasztottuk el és a WT,
valamint a KO torzsek kozotti kiilonbségeket foszfoprotein (ProQ Diamond) és protein
(RuBPS) specifikus festéssel detektaltuk. Végiil a kivalasztott foltokban talalhatd fehérjéket
tomegspektrometriaval azonositottuk. Osszesen 25 fehérjét talaltunk, aminek mennyisége
¢s/vagy foszforilaltsagi szintje megvaltozott CaPpzl hianyaban (5. tabldazat). Ezeket a
fehérjéket a valtozas szempontjabol négy nagy csoportra osztottuk (Id. 6.1.3 fejezet), majd
elvégeztink egy GO term analizist, amely sordn azt talaltuk, hogy a vizsgalt fehérjék
kitiintetett modon a transzlacid folyamataban €s a biofilm képzésben vesznek részt valamilyen
formaban. Végiil az egyes fehérjék funkcidjanak meghatdrozasahoz a CGD adatbazist
hasznaltuk (14. Fiiggelék). Ez alapjan a kdvetkezd négy funkciondlis csoportot hoztuk létre:
protein szintézis/degradacido, morfologiai valtozasok, oxidativ stressz valasz valamint

metabolizmus, majd a valtozasokat Venn-diagramon abrazoltuk (27. dbra).
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RuBPS festett ProQ Diamond festett
fehérjék foszfofehérjék

20
Eft2 1
Rad23 1

Cef3 44 L*

Idh1 4

Fehérje szintézis/lebontis, morfolégia, oxidativ stressz,
metabolizmus

27. abra A CaPpzl hianyaban megvaltozott mennyiségii és/vagy foszforilaltsagu fehérjék
csoportositasa

Az abra KO torzsben megvaltozott mennyiségli, valamint foszforilaltsagi szintli fehérjéket
foglalja 6ssze. A szdmok mutatjak azon fehérjék szdmat, amelyek megfestddtek egyik, masik,
vagy mindkét festékkel. A funkciokat szinkddolassal jeleztem. A fekete (RuBPS) és piros
(ProQ Diamond) nyilak mutatjak a kiilonb6z6 festéssel kimutatott valtozasok iranyat. A *-gal
jelzett fehérjéket két foltban is megtalaltuk, ezek esetében a két azonos szinii nyil az elsé és a
masodik folt intenzitds véltozasanak iranyat mutatjak. A * jel arra utal, hogy moonlighting
»feketemunkas” proteinekrél van szo, vagyis a fehérje f6 funkcidjan kiviil masodlagos
funkciot is betdlthet. A bekarikazott fehérjék kapcsolatba hozhatdk a biofilm képzddéssel.

A 25 azonositott fehérjébdl 14 vesz részt a fehérje szintézis/degradacié folyamataiban. Ebbdl
9 kozvetlenil részt vesz a transzlacidban; ezek kozott van 1 transzlacids iniciacios faktor
(Tifl), 3 transzlacids elongacids faktor (Efbl, Eftl és Cef3) és 5 riboszomalis fehérje
komponens (Rpp0, Rps7A, Rpl9B, Rpl20B és RpsOA). Tovabbi 3 chaperon fehérje (Ssa4,
Tsal és Crp3) a szintetizal6do fehérjék feltekeredését biztositja és 2 fehérje (Ubal és Rad23)
a protein degradacidban vesz rész. Az Ubal enzim az ubikvitinalas elsd 1épését katalizalja, és
kijeldli a fehérjét proteoszoéma altali degradaciora (McGrath és mtsai., 1991). A Rad23 az UV
altal karosodott DNS nukleotid kivagasos javitasi (NER) folyamataban vesz részt (Prakash és
Prakash, 2000), de az ubikvitinhez és a proteoszomahoz kotddve a proteolizist is
befolyasolhatja (14. Fiiggelék). A transzlaciot érintd proteinek koziil 6sszesen 7 fehérje szintje
csokkent, mig a proteolizist eldsegitd Ubal (ubikvitin aktivald enzim) szintje ndvekedett
CaPpzl foszfatdz hidnyaban. Ez azt sugallja, hogy a foszfataz nélkiil a fehérje szintézis

lelassul. Ezt a megfigyelést timasztja ala az a tény, hogy S. cerevisiae-ben az ScPpzl szintén
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negativan befolyasolja a transzlaciot (Aksenova és mitsai.,, 2007). Szeretném felhivni a
figyelmet arra, hogy ppzl delécios mutansban az Efbl transzlaciés faktor mennyisége
lecsokkent, és foszforilaciojat nem tudtuk kimutatni (5. tablazat). Az Efbl ortologjarol, a S.
cerevisiae-ben talalhatdo EF1Ba/Efbl transzlacids elongacios faktorrol leirtak, hogy in vitro
szubsztratja a ScPpzl-nek (de Nadal ¢és mtsai., 2001). Ezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
ez a faktor jelentds lehet a transzlacid sordn, de ugy tlnik, hogy foszforilacios regulacioja
nem 6rz6dott meg a C. albicans-ban.

A fehérjék foszforilaltsagi szintje ezzel szemben sokkal valtozatosabb mintdzatot mutatott a
CaPPZ1 gén delécidja nyoman. Az Eft2 (elongacios faktor), Rad23 (DNS repair protein) és
az Rpp0O (riboszomalis fehérje) foszforilacids szintje megnovekedett, mig a Rpl26
(riboszoémalis fehérje) és az Rps7A (riboszomalis fehérje), a Tifl (elongacids fator) és az
Ubal (ubikvitin aktivalé enzim) fehérje foszforilacidja lecsokkent. A foszforilacios szint
csokkenése azzal magyarazhato, hogy a CaPpzl1 6sszefliggésben van mas regulatorokkal, mint
pl. a Sit4 foszfatazzal, amellyel ellentétesen hat (Clotet és mtsai., 1999), illetve a MAP
kinazzal, amivel 6sszhangban miikodik (Lee és mtsai., 1993). Vagyis, ha a Ppzl aktivitasa
csokken, az noveli a Sit4 foszfatdz aktivitasat és/vagy csokkenti a MAP kindz aktivitasat.
Belathato, hogy mindkét eset a foszforilacios szint csokkenéséhez vezet. A Cef3 (elongacios
faktor) fehérjét két foltban is azonositottuk ¢és mikozben mindkét foltban csokkent
mennyiséget detektaltunk, az egyik foltban csokkent a fehérje foszforilacidja is. A mésodik
folt a foszfofehérjét tartalmazott. Tehat mindkét esetben jelentds fehérje mennyiség csokkenés
tortént, és a reguldci6 nem defoszforilacioval torténik, csak azért latunk gyengébb
foszfoprotein festédést, mert a foszfofehérje mennyisége is csokkent.

Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy az Eft2, Rpp0 és a Rad23 szubsztratjai lehetnek
a CaPpzl-nek, mivel foszforilaltsagi szintjiik megemelkedett a KO mutansban. A transzlacios
Korabban az Eft2-r61 kimutattak, hogy a szordarin tipusu antifugalis szerek célpontja
(Domininguez és mtsai., 1998). Ezek az antifungalis szerek a fehérje szintézis gatlasan
keresztiil fejtik ki a hatasukat (Domininguez és mtsai., 1998). Tovabba kimutattadk, hogy az
Eft2 funkcionalisan megfelel a S. cerevisiae Efb1/Efb2 transzlacids faktoroknak, ugyanis az
CaEft2 termeltetése az S. cerevisiae efbl/efb2 dupla mutansban helyreallitotta a sejtek
novekedését, tehat a CaEft2 expressziojara sziikség van a gombasejtek megfeleld
novekedéséhez (Mendoza és mtsai., 1999). Korabban emlitettem, hogy az Efbl in vitro
szubsztratja a ScPpz1l-nek (de Nadal és mtsai., 2001), tehat elképzelhetd, hogy C. albicans-

ban funkcionalis homologja, az Eft2 hasonl6 reguléacio alatt all.
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Az Rpp0 fehérjében szamos kazein kindz 2 foszforilacidés konszenzus szekvencia motivumot
talaltunk. Eleszté ortologjarol kimutattak, hogy kazein kinazzal szabalyozhaté, azonban ez a
szabalyozas nem esszencialis a transzlacids soran, inkdbb az ozmoregulacidban van szerepe
(Rodriguez ¢és mtsai., 1998). Ezek alapjan valoszintsithetd, hogy a Rpp0 riboszomalis fehérje
a CaPpzl szubsztatja lehet. Mivel a C. albicans Rad23-szeri fehérjét eddig még nem
alatamasztani irodalmi adatokkal.

Erdekességként szeretném megjegyezni, hogy egy friss kozleményben leirtak egy jabb
elongacios faktort, amelyrdl bizonyitottdk, hogy indirekt moédon a ScPpzl célpontja lehet
(Calafi és mtsai.,, 2020). Az ScPpzl overexpresszidja S. cerevisiae-ban toxikus a sejtek
szamara, ugyanis a sejtek novekedést gatolja. Ilyenkor az elF2a elongacios iniciacios faktor
Ser51 oldallancanak foszforilacios szintje megnovekedik. A foszforilaciot minden bizonnyal
a Gen2 kinaz végzi, ugyanis a GCN2 gén delécidja megsziintette az elF2a foszforilaltsagat a
Ppz1-t overexpresszald sejtekben. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a Ppzl defoszforilalja és
aktivalja a Gen2 kindzt, ami a sejtek normadlis transzlacidos mechanizmusat meggétolva
csokkenti a sejtek novekedését (Calafi és mtsai., 2020). A KO torzzsel végzett kisérleteinkben
mi nem talaltunk a C. albicans elF2a vagy Gnc2 ortologok foszforilacigjaban bekdvetkezd
valtozasra utald jelet.

Tehat 6sszességében elmondhatd, hogy a Ppzl protein foszfataz a C. albicans-ban és az S.
cerevisiae-ben is kozrejatszik a transzlacio szabalyozasaban, és feltételezhetd, hogy mindkét
organizmusban transzlaciés faktorokon keresztiil hatnak, azonban ugy tlinik, hogy ezek

foszforilacios regulacidja nem konzervalddott az evolucid soran.

Az 27. abra és a 14. Fiiggelék szerint a CaPpz1 hianya 5 metabolikus enzimet is befolyasolt.
Az Idh1 (izocitrat dehidrogenéaz) és a Tkl1 (transzketolaz) fehérje mennyisége megndvekedett
a KO sejtekben. Az Aipl (dehidrogenaz), Gukl (guanilat kindz) és a Ham1 (inozin-trifoszfat
pirofoszfatdz) fehérjék foszforilacidja lecsokkent a mutans sejtekben. Mint mar korabban
leirtam, ezeket a fehérje defoszforilacids hatdsokat a foszfatdz hidnyos torzsben a CaPpzl és
MAP-kinaz utvonal kozotti (Lee és mtsai., 1993), valamint a Ppz és a Sit4 foszfatazok kozotti
(Clotet és mtsai., 1999) kolcsonhatasokkal értelmezhetjiik. A metabolikus enzimek szerepével
kapcsolatban meg kell emliteni egy 0j hipotézist, ami szerint szamos anyagcsere enzim
,feketemunkas”-ként funkcional. Erre jo példa a patogén gombaban talalhaté bona fide
citoszolikus enzimek, riboszomalis fehérjék és chaperonok, amelyek 0j funkciokat tolthetnek

be a sejtfelszinre valo kihelyezddés utan (Karkowska-Kuleta és Kozik, 2014). Vizsgalataink
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soran mi is talaltunk ilyen ,,feketemunkas™ proteineket. Ezek koziil a Hsp70/Ssal, Tkll és a
Tsal fehérjéket mar kimutattak a Candida sejtek felszinén (Hernaez és mtsai., 2010; Vialas és
mtsai.,2012). Ebbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a sejtfelszini fehérjék Osszetétele
jelentésen megvaltozik a foszfatdz hianyaban az adaptaciés mechanizmusok soran, tehat a

foszfataz szerepet jatszik a sejtfelszini fehérjék 0sszetételének meghatarozasaban.

A CaPpzl1 oxidativ stresszben vald szerepét mar korabban publikaltak (Leiter és mtsai., 2012).
Ezt alatimasztva sikertiilt 3 olyan oxidativ stresszel kapcsolatos fehérjét is kimutatnunk a ppz1l
mutans torzsben, amelyeknek a mennyisége vagy a foszforilacidja valtozott (27. dbra, 5.
tablazat). Az Ure2 glutation peroxidaz aktivitassal rendelkezik, és a Dugl-szerii Cys-Gly
metallopeptidaz is a glutation metabolizmusban jatszik szerepet, ugy, hogy a redukalt
glutationt bontja (Ganguli és mtsai., 2007). Tehat eredményeink arra utalnak, hogy a foszfataz
munkank masodik felében kisérletesen ellendriztik. A Tsal-nek tioreodoxin peroxidaz
aktivitasa van, a H,O, valamint a szerves hidroperoxidok redukalasat végzi, vagyis szerepet
jatszik az oxidativ stressz elleni védelemben. Beszamoltak arrdl is, hogy a Tsal segit a hifa
sejtfalanak megfeleld felépitésében, ezért ,,feketemunkds” proteinként tartjak szdmon (Urban
¢s mtsai., 2005). A Tsal-rél kimutattdk ugyanis, hogy a hifa sejteknek a felszinén, mig az
¢lesztosejteknek a citoplazmajaban és sejtmagjaban talalhatdé meg. A Tsal transzlokacidja a
hifa sejtfalaba valdsziniileg az Efbl-tdl fligg, ami azt sugallja, hogy a cAMP/PKA utvonal
szerepet jatszik a fehérje lokalizdciojaban (Urban és mtsai., 2005). A Tsal szintjének
csokkenése valoszinlileg Osszefiiggésbe hozhatdo az Efbl szintjének csokkenésével (amit
kordbban mar leirtam). Ebbdl az kovetkezik, hogy a foszfatdz hidnya befolyasolja a

sejtfelszini fehérje eloszlast és szerepe lehet a gomba morfoldgiaban is.

A fentiekkel 6sszhangban azonositottunk 3 proteint, az Adel2 (adenilszuccinat szintaz), a
Bmh1 (14-3-3scaffold fehérje) és a Lial-szer(i (deoxihipuzin hidroxilaz) fehérjét, amelyek a
morfologiai atalakulasban vesznek részt (27. dbra). Az Adel2 szintje megemelkedett CaPpz1l
hianyaban, mig a Bmhl ¢és Lial-szerii fehérje szintje lecsokkent (5. tablazat). Ezek az adatok
jol korrelalnak egy korabban kozolt biofilm vizsgélat soran kapott eredményekkel, ui. az
Adel2 feliilszabalyozott, mig az Bmhl ¢és a Lial-szerli fehérje alulszabalyozott a biofilm
képzés soran (Nobile és mtsai.,, 2012). Tovabba az altalunk azonositott fehérjék koziil
korabban 13-r6l bizonyitottdk, hogy az expresszios szintjiik valtozik biofilm képzés alatt

(Nobile és mtsai., 2012).
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Ez a felismerés Osszecseng a GO term analizistinkkel (7. tdbldzat), ami arra utal, hogy a
CaPpzl-nek szerepe lehet a biofilm képzésben. Feltevésiink aldtdmasztasara elvégeztiink egy
sz¢éleskorli adatbazis kutatast (14. Fiiggelék), és azt talaltuk, hogy az altalunk kimutatott 25
fehérjébdl 17 biofilm matrix komponens vagy az adott fehérjét kodold gén transzkripcidja
megvaltozik a biofilm képzés alatt. A Cpr3, CypS, Gukl és Tkll a biofilm matrix felszinén
helyezkednek el (14. Fiiggelék). Az eredményeink szerint a Tkll mennyisége megndvekszik,
mig a Cpr3 szintje csokken foszfatdz hidnyaban, a KO sejtekben. A Cyp5 ¢€s a Gukl szintje
valtozatlan, viszont foszforilaltsagi szintjiik csokken ugyanebben a mutansban (5. tablazat).
Mindezen adatok arra sarkaltak benniinket, hogy kisérletesen megvizsgaljuk a CaPPZ1
delécio hatasat a biofilm képzésben (8. tdblazat). Ennek érdekében Osszehasonlitottuk a
kontroll és a PPZ1 delécids torzs biofilm képzését tobb kondicidoban. Azt tapasztaltuk, hogy a
gazdag RPMI-1640 tapoldatban nem tortént kiilondsebb valtozas a biofilm képzésben. Ezzel
szemben a szelektiv Spider médiumban végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a ppz1l mutans
torzs erOsebb biofilmet képez. Ez abbdl adddott, hogy a KO sejtek hifazdé képessége
alacsonyabb, nagyobb az élesztd sejtek aranya, ami kompaktabb struktarat hozott 1étre (10.
Fiiggelék). Tehét bizonyitottuk, hogy a CaPpzl1 foszfatdznak szerepe van a biofilm képzésben.
Ez egy olyan 1) funkcid, amit eddig még nem irtak le.

Meg kell jegyezni, hogy a kisérletek soran hasznalt taplevesek koziil egyik sem reprezentalja
a szervezetben talalhatd fiziologias koriilményeket, tehat nem lehet egyértelmii fiziologias
kovetkeztetéseket levonni eredménylink fiziologias jelentdségét illetden. Annak eldontésére,
hogy a CaPpzl az ¢l szervezetben is szerepet jatszik-€ a biofilm képzésben, tovabbi

vizsgalatokra van sziikseg.

Proteomikai vizsgalatunk Osszefoglalasaként létrehoztuk az altalunk kimutatott 25 fehérje
interakcios halozatat. Az eredeti cikk (Markus és mtsai., 2017) megirasa idején a C. albicans
proteinek kdlcsOnhatasait még nem ismerték eléggé, ezért S. cerevisiae-ben talalhato ortolog
fehérjek (14. Fiiggelék) segitségével épitettiik fel az interaktomot String szoftver segitségével.
A String szoftver (functional protein association networks) a fehérje interakciok alapjan hoz
létre fehérje halozatot és jelzi az egyes fehérjék kozotti lehetséges/biztos kapcsolatokat. A
tudomany jelenlegi allapota lehetové tette, hogy felépitsiik a C. albicans fehérjék kozotti
kolcsonhatasok haloézatat (28. dbra). Az 0j abra nem csak abban kiilonbozik a korabbitdl,
hogy ebben kozvetleniil a Candida fehérjék szerepelnek, hanem abban is, hogy a vizsgalat
soran nem vettiik figyelembe a gén alapu (kapcsolt 6roklédés, géncsaladok, génfuzid)

kolcsonhatasokat, ui. a C. albicans genetikai adatbazisa tovabbra is meglehetdsen hianyos.
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Ubal

28. abra Az altalunk azonositott C. albicans fehérjék interakcios halézata

Az adott fehérjék részletes leirasa a 14. Fiiggelékben talalhatdo meg. Az interaktomot a String
11.0 verzidju szoftverrel készitettiik. A szines gdmbok mutatjak az interakcios héaldzat egyes
fehérjéit. A vonalak ismert/prediktalt kolcsonhatdsokat reprezentalnak a fehérjék kozott, az
ellendrzott adatbazisok ¢és kisérletesen bizonyitott adatok, valamint a szdvegben vald
egyiittemlités és egyiittes expresszio alapjan. A vonalvastagsag a kapcsolat konfidencia
erdsségét jelzi. Két piros nyil mutatja a CaPpz1 lehetséges szubsztratjait. A téglavords szinnel
bekarikazott fehérjék szerepet jatszanak a biofilm képzésben (14. Fiiggelék).

A haldézat kdzponti magja a transzlacioban szerepet jatszo fehérjéket koti Ossze egymassal
tobb ponton is. A haldzat egyik legfontosabb csomopontja az Efbl transzlacios fakor. Ezen
kiviil a Ppzl két lehetséges szubsztratja, az Eft2 ¢s az Rpp0 is kdzponti szerepet jatszik. Az
abra jol mutatja, hogy a riboszomalis fehérjék kapcsolatban allnak a transzlacids faktorokkal,
¢és kozosen a halozat kozpontjat képezik. A chaperon és a scaffold fehérjék vagy a transzlacios
faktorokhoz, vagy a riboszomalis fehérjékhez csatlakoznak, ami arra utal, hogy ezeknek is a
transzlacioban van szerepiik. A Gukl, Haml és az Adel2 nukleotid metabolizalo
enzimfehérjék egyiitt egy alhalozatot hoznak létre. Altalinossdgban elmondhaté, hogy a
metabolikus enzimek, a morfologiat befolydsold fehérjék, valamint az oxidativ stressz
vélaszban szerepet jatszo fehérjék alacsony konfidencidji kapcsolatokkal rendelkeznek. Ezek
a gyengébb kapcsolatok a mésodlagos ,,feketemunkas” funkciokat mutathatjak, amik példaul
a sejtfelszini mintazat megvaltozasa vagy a biofilm kialakitasa révén kotik Ossze a latszolag
egymastol fiiggetlen proteineket. A CaPpz1 morfologidban betoltott szerepét tiikkrozi a Bmh1-
el valo kozepes erdsségii kapcsolata. Az dbra mutatja azon feltételezésiinket is, miszerint az

Eft2 és a Rpp0 kozvetlen célpontjai lehetnek a Ppzl foszfataznak. Mivel az Eft2 egy

elongacios faktor, mig az Rpp0 egy riboszoémalis fehérje, fontos csomopontjai a haldzatnak,
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kézenfekvd, hogy a Ppzl ezen két fehérjén keresztiil szabalyozhatja a fehérje szintézist. A
Rad23 és Ubal, a protein degradacidban részt vevd két fehérje egymassal kapcsolodik, de
meglehetdsen tavol all a Ppz1-t6l, ami alapjan kétséges, hogy a Rad23 a foszfatdz szubsztratja

lenne.

7.2 A CaPpz1 szerepe a transzkriptom analizis szerint

Ebben a kisérletsorozatban egy rovid tBOOH kezelést alkalmazva vizsgaltuk a gomba gyors
valaszat az oxidativ stressz hatdsra. Tobb moddszerrel (ndvekedés, CFU szamlalas,
mikroszkopia) is aldtdmasztottuk, hogy a kisérleti koriillményeket megfelelden allitottuk be
tBOOH-val végzett 1 oras kezelés kis mértékben indukalja a gomba hifa képzddését,
csokkenti a sejtek novekedését, de nem 06li meg azokat, annak ellenére, hogy gatolja a
proliferacidjukat (14. és 15. dbra). A KO sejtek esetében a tBOOH kezelés fungicid hatasa
igen jelent6s (15. dbra), ami alatamasztja a foszfatdz és az oxidativ kezelés kozotti
kolesonhatdsra vonatkozo elképzelésiinket. Ezt a kolcsonhatast megerdsitette az antioxidans
enzimek aktivitdsdnak emelkedése, valamint a redukalt €s oxidalt glutation koncentraciok
eltolddasa is. Biokémiai vizsgalataink arra utaltak, hogy a sejtek redox statuszat a foszfataz
hidnya és az oxidativ kezelés kiilon-kiilon is befolyasolja, de a két hatds egymast felerdsiti,
vagyis szinergizmus 1ép fel koztik. Fontos megjegyezni azt, hogy a KO torzzsel kapott
enzimaktivitas valtozasok dnmagukban is 0)j eredménynek szdmitanak, mert rdmutatnak arra,
hogy a CaPpzl hogyan befolyasolhatia a C. albicans oxidalo szerekkel szembeni
érzékenységét. A fiziologias €és biokémiai vizsgdlatok eredménye alapjan magabiztosan
kezdhettiik el a nagy koltség és 1d6 igényli transzkriptomikai vizsgalatokat.

Osszesen 3 modszert alkalmaztunk a kezelt és kezeletlen sejtek génexpresszidjanak
meghatarozasara (13. Fiiggelék). A DNS chippel végzett eldkisérlet soran azt tapasztaltuk,
hogy a foszfatdz hianya (KO vs. WT) ¢és a kezelés (WTt vs. WT) 6nmagaban csak kis vagy
kozepes valtozdsokat okozott, viszont a kettd egyiittesen (KOt vs. KO) jelentsen
megvaltoztatta a C. albicans génexpresszidjat (16. abra). Erre a megfigyelésre épitettiik a
nagyszamu mintaval reprodukéalhat6 modon megvaldsitott RNS szekvenalas sorozatot. Ennek
eredményei szintén azt mutattdk, hogy a foszfatdz hianya és az oxidativ stressz kezelés
onmagaban csak kismértékii transzkriptom valtozast okoz, ezzel szemben a kettd egylittesen
markansan megvaltoztatja a Candida génexpresszios profiljat (18. abra). Fontos megjegyezni

azt is, hogy kozel azonos szdml gén megvaltozasat detektaltuk a két modszerrel. A két
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kiilonbozo elven alapuld modszer 6sszhangja jelezte, hogy realis adatokat kaptunk, amelyek
feldolgozasa redlis eredményekre vezet. Az RNA-Seq adatok DNS chip adatokkal vald
Osszevetése utan megallapitottuk, hogy azok jol korreldlnak egymassal, kivéve KO vs. WT
Osszehasonlitast (11. Fiiggelék). Ennek hatterében valdsziniileg az all, hogy a KO térzsben
kevés expresszios valtozast mutatd gént taldltunk, amelyek valtozasa raadasul nem volt
nagymértékii. A kisszadmu adat jelentds szorasa tehat nem tette lehetévé azt, hogy a foszfataz
hidny hatasanak megallapitdsakor a DNS chip adatokra tdmaszkodhassunk. A tobbi
Osszehasonlitasban azonban a DNS chip adatokat tajékoztaté informacioként fel tudtuk
hasznalni. Természetesen az RNA-Seq eredmények sokkal meggydzdébbek, ui. a harom
parhuzamos kisérlet lehetové tette az adatok szigort statisztikai elemzését. Tovabba a genom
lefedettsége joval szélesebb volt, ui. RNS szekvenalassal tobb mint 40x lefedettséget értiink
el, mig DNS chippel csak 7x-t. Ezért kovetkeztetéseinket az RNS szekvendlds adataira
alapoztuk. Ezeket az adatokat szamos altalunk fontosnak itélt gén esetében RT-gPCR
segitségével tamasztottuk ala.

Ha technikai szempontbdl 6sszevetjiik a 3 transzkriptomikai modszert, elmondhatjuk, hogy a
DNS chip hibridizacid volt a leggyengébb, hiszen ezt csak 1-szer végeztiik el, ezt kdvette az
RNA-Seq, ami 3 bioldgiai parhuzamos mintaval késziilt, végiil az RT-qPCR, amit 5-szor
ismételtiink meg. Az RNA-Seq reprodukélhatosagat két modszerrel is ellendriztiik (klaszter
analizis és PCA), amellyel bizonyitottuk az adatok megbizhatosagat (17. dbra). Az RT-gPCR
adatokat is ellendriztiik PCA-val. Annak ellenére, hogy a vizsgalt géneket a jelentds
génexpresszios valtozasok alapjan és nem véletlenszerlien valasztottuk ki, az analizis szerint a
valtozasok tendenciaja megmaradt a szelektalt és szlikitett adatkészletben is (12. Fiiggelék). A
statisztikai szamitasok (ANOVA ¢és t-teszt) szerint az eredmények tobbsége jol
reprodukalhaté volt, de adodott néhany olyan gén is, melynek expresszid-valtozasa tul
variabilis maradt, még akkor is, ha a mérések szamat tovabb noveltiik. Szigort feltételiink
szerint csak azokat a valtozasokat tekintettilk mérvadonak, amelyek mind az RNA-Seq, mind
az RT-qPCR modszerrel szignifikansnak bizonyultak (13. Fiiggelék).

Az adatokat egy teljes korli gén ontologiai elemzésnek vetettiik ald, hogy megtudjuk, melyek
azok a funkcio, lokalizacié vagy folyamat szempontjabol Osszetartozd gének, amelyek
érintettek a foszfatdz hidnyaban és az oxidativ stressz alatt. A GO term analizis utan lathatova
valt, hogy a foszfatdz hianya csak néhany folyamatot érint, mig a tBOOH kezelés szamos
folyamatot megzavar €s a kettd egyiittesen egy markans génexpresszios valtozast hoz létre
(10. tablazat). Az adatokat elemzése alapjan végiil 6t f6 géncsoportot kiilonitettiink el,

amelyek a membran transzport, sejtfelszin, oxidacio-redukcio, riboszomalis fehérjék és RNS

102



metabolizmus kategoriakkal alltak kapcsolatban. Az egyes csoportok szigoru ellendrzése utan
hotérképeket készitettiink, hogy kvantitativ képet alkossunk a génexpresszids valtozasokrol
(19. abra). Miutan a hoétérképeket atnéztiik és Osszevetettiik az elérhetd irodalmi adatokkal,
kivalasztottuk azt a 44 db gént (13. Fiiggelék), amelyeknek expressziojat RT-qPCR
modszerrel kivantuk megerésiteni. A kivalasztas szempontjait a 6.2.6 fejezetben ismertettem.
Az egyes géncsoportok relativ expressziojat a 20-24. abrak mutatjadk. A végsd konkluziok
levondsa érdekében Osszevetettik az RNA-Seq ¢és az RT-qPCR modszerekkel kapott
eredményeket. A kiértékelés soran a 13. Fiiggelék adatait vettiik figyelembe, ui. ebben a
tablazatban a transzkripomikai adatok mindegyikét azonos formatumban (log,FC) és azonos
statisztikai elemzés alapjan egymassal kozvetleniil 6sszevethetd mdodon adtuk meg. A szigori
statisztikai elemzés szerint mérvadonak tekintett valtozasokat Venn-diagramon mutatjuk be
(29. dbra).
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Transzport, Sejtfelszin, Oxidacié-redukcio, , RNS metabolizmus

29. dbra A CaPPZ1 mutacié és oxidativ stressz altal Kivaltott génexpresszios valtozasok
osszefoglalasa

Az é4bra azokat a kivélasztott géneket tartalmazza, amelyek szignifikdns expresszios
valtozasat RNS szekvenalassal és RT-qPCR-el is alatdmasztottuk. A megndvekedett és
lecsokkent génexpressziot kiilon diagramon mutatjuk be és az egyes géncsoportok tagjait
szinkoddal kiilonboztettiik meg. Az Osszehasonlitdsok mutatjadk a mutacié (KO vs. WT), a
tBOOH kezelés (WTt vs. WT), valamint a kettd egyiittes hatasat (KOt vs. KO). A szinkdédok
az adott funkciokat jelzik.

Az altalunk kivalasztott gének koziil 6sszesen 7 gén expresszidjanak valtozasat bizonyitottuk
a foszfatdz hidnyaban. Ezek koziil 4 a transzport folyamatokban vesz részt, mig 3 az oxidacio-
redukci6 folyamataban. A valasztas egyoldali volt abbol a szempontbo6l, hogy egyetlen gén
expresszioja sem csOkkent a mutacid hatasdra. Az oxidativ kezelés 6nmagéaban 19 gén
expresszigjat valtoztatta meg, ebbdl 9 emelkedett, 10 pedig csokkent expresszidt mutatott.
Egyontetiien ndtt a transzport és az RNS metabolizmus gének kifejez6dése; mig csokkent a
sejtfelszini €s a riboszomalis fehérjéket kodold gének expresszidja. Végezetiil a legnagyobb
valtozasokat az oxidativ stressznek kitett KO tdrzsben tapasztaltuk. Sikeriilt 30 génrdl
egyértelmiien bizonyitani az mRNS szintiik valtozasat. Ezek magukba foglaljadk az Osszes

szelektalt funkciondlis kategoriat. Az eredményekbdl levonhatdé kovetkeztetéseket az

alabbiakban részletezem.

7.2.1 A CaPpz1 uj funkcioi

Arra kerestiik a valaszt, hogy milyen folyamatokban vesz rész a CaPpzl foszfataz. Ehhez

Osszehasonlitottuk a foszfataz hianyos torzs génexpresszidjat a kontroll torzsével (KO vs.

104



WT). Az RNA-Seq adatai alapjan azt talaltuk, hogy csak kevés gén expresszidja valtozott
meg a foszfataz delécio kdvetkeztében. Osszesen 55 gén mRNS szintje véltozott meg tobb
mint kétszeresen, amibdl 51 feliil-, mig 4 gén alul-szabalyozodott (18. dbra). A GO term
analizis alapjan az érintett gének foleg a membrantranszport vagy az oxidacios-redukcios
folyamatok csoportjaba sorolhatok.

A transzpor folyamatokat illetden Osszesen 12 gén expresszidjat vizgaltuk RT-qPCR-rel (20.
abra). Irodalmi adatok alapjan azt vartuk, hogy a Na® transzportért felelds gének expresszidja
megvaltozhat a foszfataz hianyos torzsben, ui. ismert, hogy a C. albicans KO térzs jol
toleralja a sokezelést (Adam és. mtsai., 2012) és tudjuk, hogy S. cerevisiae-ben a Ppzl az
Enal natrium transzporter aktivalasan keresztiil szabalyozza a Na® kipumpalasat (Posas és
mtsai., 1995). Az Enal fehérje hasonlé a C. albicans-ban talalhaté Ena2 valamint az Ena21 P-
tipust ATPazok-hoz. Ezzel 6sszhangban egy koradbbi microarray kisérlet soran azt talaltak,
hogy C. albicans SC5314 sejtekben 0,3 M NaCl-dal val6 1 6ras inkubaciot kovetéen mind az
ENA2, mind az ENA21 gén expresszidja indukalodott (Enjalbert és mtsai., 2003). Munkank
soran egyértelmien sikeriilt bizonyitanunk az ENA2 gén megnovekedett expressziojat KO
torzsben (13. Fiiggelek). Ezzel a kisérlettel sikeriilt igazolnunk a foszfatdz so6hdztartasban
kifejtett egyik hatasmechanizmusat. Azt is leirtak, hogy S. cerevisiae-ban a foszfataz a Trkl
kalium transzporteren keresztiil befolyasolja az ozmotikus stabilitast (Yenush és mtsai.,
2005). Eredményeink szerint a foszfatdz hidnya 6nmagaban nem véltoztatta meg a TRK1 gén
expresszigjat, tehat a CaPpzl nem a transzlacid, hanem valdsziniileg a posztranszlacios
modositas szintjén szabalyozza a Trk1 fehérjét Gigy, ahogy azt a S. cerevisiae ortologja is teszi
(Yenush és mtsai., 2005).

Ezen kiviil tobb olyan transzport folyamatban is kimutattunk a CaPpz1 szerepét, amit eddig
még nem irtak le. A PHO84 foszfat, a GIT1 glicerofoszfo-inozitol és a HGT1 glikoz
transzporter kodold gének expresszidja egyarant novekedett a KO Candida sejtekben (13.
fliggelék). A PHOB84 transzkripcids szabalyozasa azért érdekes, mert a Pho84-rél kimutattak,
hogy a TORCL1 (Target of Rapamycin complex 1) potencialis regulatora, ami a sejtndvekedést
szabalyozza (Liu és mtsai.,, 2017). A Gitl altal felvett glicerofoszfoinozitol a sejtekben
inozitol és foszfat forrasként szolgal (Bishop és mtsai., 2011). A Hgtl-rél kimutattdk, hogy
egy nagy affinitasu gliikdz transzporter, amelynek expresszidja megndvekedett kiilonbozo
gyogyszerek jelenlétében, mint a cycloheximide, kléramfenikol (Varma és mtsai., 2000).

Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy szerepet jatszhat a gyogyszerrezisztencia kialakitasaban.
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Eredményeink megerdsitették a CaPpzl szerepét a natrium transzportban ¢s felhivtdk a
figyelmet arra, hogy ez a foszfatdz az eddigi ismereteinken feliil még harom fontos

transzmembran transzport folyamatot is szabalyozhat.

A CaPpzl oxidativ stressz valaszban betoltott szerepét korabban mar leirtdk, de ennek hattere
ismeretlen maradt (Leiter és mtsai., 2012). A biokémiai vizsgalatok ravilagitottak arra, hogy a
CaPpzl képes a patogén gomba oxidativ allapotat befolydsolni az oxidoreduktdz enzimek
aktivitdsanak megvaltoztatasaval (9. tabldzat). Ezt az ) megfigyelést figyelembe vettiikk a
tovabbi vizsgalatok soran. Osszesen 9 gén expresszidjat ellendriztilkk RT-qPCR-rel. Az RNA-
Seq alapjan 3 gén (CFL2, FET31, SOD4) expresszidja novekedett meg szignifikansan a KO
torzsben (19. dbra), amit RT-qPCR-rel is bizonyitottunk, tehat ezeknek a géneknek a
szabalyozasaban szerepe lehet a CaPpzl-nek (13. Fiiggelék). A CFL2 (oxidoreduktaz) és a
FET31 (multiréz oxidaz) oxiddzokat kodold gének expresszidjanak valtozasa arra enged
kovetkeztetni, hogy a CaPpzl-nek szerepe lehet a vas transzportban, mivel ezeknek a
géneknek a terméke vas reduktaz aktivitassal rendelkezik (Murad és mtsai., 2011; Eck ¢és
mtsai., 1999). Az adataink 6sszhangban vannak egy korabbi kézleménnyel, miszerint a fet31
delécios mutans nem volt képes ndvekedni alacsony vaskoncentracido mellett (Eck és mtsai.,
1999). Azt is leirtak, hogy alacsony vaskoncentracid mellett a CFL2 gén expresszidja
megndvekedett (Lan és mtsai., 2004). A SOD4 4altal kodolt szuperoxid dizmutdz esetében
lattuk a legmarkansabb valtozasokat. Valoszinisithetd, hogy a SOD4 megemelkedett szintje
segiti a mutans sejtek tulélését oxidativ stressz koriilmények kozott. Ez dsszhangban van az
enzimaktivitas mérésekkel, ui. a SOD enzim aktivitdsa megemelkedett a KO sejtekben (19.
tablazat), tehat elképzelhetd, hogy a SOD enzim aktivitasdt a CaPpzl mar a transzlacio
szintjén befolyasolhatja. A CAT1 gén expressziojat vizsgalva nem tapasztaltunk emelkedést,
habar a katalaz enzimaktivitasa szignifikansan megnétt a KO sejtekben (19. tdbldazat). A
glutation metabolizmusban részt vevd 2 enzim (glutation peroxiddz €s reduktaz) expresszidja
szintén nem valtozott a KO sejtekben (nem kozolt adat). Ebbdl valdsziniisithetd, hogy a

CaPpz1 poszttranszlacidosan modosithatja ezen enzimeket, ezaltal befolyasolva aktivitasukat.

7.2.1 Az oxidativ stressz valasz

Az enyhe oxidativ stressz transzkriptomikai hatdsa mérsékelt volt. 196 gén expresszids szintje
valtozott meg szignifikdnsan. Ebbdl 132 gén expresszidja megndvekedett, mig 64

expresszioja lecsokkent (18. abra). A GO term analizisiink szamos funkciét mutatott ki, ezek
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koziil a sejtfelszin, oxidoreduktaz aktivitas €és a transzlacio volt a kiemelked6 (10. tdbldzat).

Ezen kiviil néhany gén érintett a transzport folyamatokban és az RNS metabolizmusban is.

Az oxidativ stressz Onmagaban négy gén expresszidjat ndvelte meg. Ezek koziil a FET31 és a
SOD4 mRNS szintje a kezeletlen KO sejtekben is megemelkedett, ami arra utal, hogy az
oxidativ stressz ¢€s a foszfatdz hidnya azonos célpontokra irdnyul. Ezzel 6sszhangban 4ll, hogy
a CFL4 ¢és a SOD3 expresszidja szintén megemelkedett az oxidativ kezelés hatdsara (29.
dbra). Ismeretes, hogy a CFL4 és FET31, valamint foszfataz hianyaban megndvekedett
expresszioju CFL2 is a vas metabolizmusban jatszik szerepet. Korabban leirtak, hogy CFL4
¢s a CFL2 gén expresszidja is indukalddott alacsony vas koncentracié mellett (Lan és mtsai.,
2004). Tehat a vas transzport szabalyozasa kdzos pont lehet a foszfatdz hidny és az oxidativ
stressz jelatviteli Gitvonalaiban. A SOD3 azonos funkciot 1at el, mint a SOD4. Eszerint a SOD
enzimek expresszidjanak emelkedése egy ujabb mechanizmus, ami Osszekdti a foszfatdz

hianyat az oxidativ stressz elleni védelemmel.

A transzport folyamatok koziil csak a GAP1l aminosav transzporter és a CDR1 ABC
transzporter gének expresszidja emelkedett tBOOH kezelés hatasara (WTt vs. WT) (29.
abra). A GAPL1 altal kodolt fehérje szerepet jatszik a kiils6 nitrogénforras biztositasaban és a
morfogenezisben (Kraidlova és mtsai., 2011). A Cdr1 ABC transzporter szamos kémiai anyag
(pl.: fluconazol) kipumpalasat végzi, ezéaltal a gomba kémiai vegyiiletekkel szembeni
rezisztenciajaban van fontos szerepe (Sanglard és mtsai., 1996). Ez azt mutatja, hogy az
oxidativ stressz megvaltoztathatja azon transzport folyamatokat, amelyeknek a gomba

védelmi mechanizmusaiban van szerepe.

Osszesen 4 sejtfelszinnel kapcsolatos gént sikeriilt azonositanunk, amelyek expresszidja
lecsokkent oxidativ kezelés hatasara (29. abra). A Cht3 kitinaz szerepet jatszik a sejtfalban
talalhato kitin atrendezésében (Diinkler és mtsai., 2005). Az Fgr41-nek szerepe lehet a gomba
virulenciajaban és a sejtadhézioban (Chaudhuri €s mtsai., 2011). A foszfolipaz B (PLB1) egy
lipolitikus enzim, amely virulencia faktorként is funkciondlhat (Leidich és mtsai., 1998), mig
a Cdc19 (piruvat kinaz), amellett hogy a glikolizisben jatszik szerepet (Swoboda és mtsai.,
1994), antigén sajatossagokkal bir (Swoboda és mtsai., 1993). Korabban mar leirtak a
sejtfelszinnel asszocialt gének expresszidjanak csokkenését H,O, hatasara (Dantas és mtsai.,

2015). Eredményeink 6sszhangban allnak ezzel a kozleménnyel.
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Altalanossagban elmondhat, hogy az oxidativ kezelés Onmagaban, kis mértékben
csokkentette 5 citoszolikus riboszomalis fehérjét kodoldo gén expressziojat (29. dbra). A
fehérjék kozott talahatdé 3 citoszolikus riboszomalis alegység (RPL29, RPS3 és RPS8A)
valamint a riboszomahoz k&tédé RpplB savi riboszomalis fehérje és a Caml transzlacios
elongacios faktor. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az oxidativ stressz hatasara lecsokkent
fehérje szintézis lehet az oka a sejtek alacsony koloniaformald képességének (14B. dbra).
Korabban vizsgaltak a Candida sejtek makrofag altali bekebelezése utani korai transzkripcios
mtsai., 2004). A publikalt adatok jol egyeznek eredményeinkkel, ui. a fent emlitett 6t génbdl
négyrdl Lorenz és mtsai. is azonos eredményt kaptak. Az RPL29 gén expresszidjanak
csokkenését csak nekiink sikeriilt kimutatni, ami azzal is Osszefliggésbe hozhatd, hogy mi
tobb riboszomalis alegységet vizsgaltunk. Ebbdl az egyezésbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a

crer

bekovetkez6 oxidativ allapot robbandsanak tudhato be.

Egyik 1) megfigyelésiink az, hogy az RNS metabolizmusban szerepet jatsz6 gének
expresszioja megnovekedett oxidativ stressz hatdsara. A hoétérképen feltiintetett 132 gén koziil
30 gén indukalédott tBOOH kezelés utan (19E. dbra). RT-qPCR-rel 4 gén estében
bizonyitottuk az eredeti megfigyelést (29. dbra). A Bud22 a 18S rRNS érésében jatszik
szerepet, mig az Nsa2-t a 66S preriboszoma komponenseként tartjak szamon. Az Spb4 RNS
helikaz a 60S riboszoéma alegységek szintézisében vesz részt és a C3_02750W ribonukleaz II1
doménnel rendelkezik. Korabbi publikdciok arrdl szdmoltak be, hogy az rRNS érésben
résztvevd gének expresszidja csokken a sejtfalat (Boorsma ¢és mtsai.,, 2004) vagy a
sejtmembrant érintd stressz hatdsokra (Bruno €és mtsai., 2006). Mivel eredményeinket harom
egymastol fliggetlen adatsor (DNS chip, RNS-Seq, RT-qPCR) is alatdmasztotta (13.
Fiiggelék) ugy gondoljuk, hogy az altalunk kimutatott Gjszerii stressz valasz reprodukalhato,
vagyis a sejt integritdst érintd stresszel szemben az oxidativ stressz alatt az RNS

metabolizmus felgyorsul.

7.2.3 A CaPpzl szerepe az oxidativ stressz valaszban

A foszfataz hianya és a tBOOH kezelés egyiittesen okozta a legmarkansabb véltozasokat. A
KOt sejtekben ui. 934 gén mRNS szintje valtozott meg a kezeletlen KO sejtekhez képest,
amelybdl 533 felreguldlodott, mig 401 alulszabalyozodott (18. dbra). Azok a gének,
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amelyekre 6nmagaban is hatott a tBOOH kezelés, még nagyobb mértékben reagaltak és ezen
kiviil feljottek olyan gének is, amelyek eddig nem mutattak jelentdst valtozast (29. dabra).

Tehat a foszfataz hianya felerdsitette az oxidativ stressz hatasat.

A KOt sejtekben 5 transzport folyamatokban érintett gén (HGT1, GAP1, CDR1, TRK1 ¢és
NAG3) expresszidja novekedett meg. Ezek kozott van a HGT1 gént, amelyre 6nmagaban
hatott a foszfataz hianya, de a kezeléssel kombinalva ez a hatas feler6s6dott, valamint a GAP1
¢s CDR1 gének, melyek expresszidja tBOOH hatasara mar a WT torzsben is megnovekedett,
de a mutans genetikai hatterében ez a valtozas még jelentOsebbé valt (29. dbra). Ahogy
korabban mar emlitettem, a Gapl-nek szerepe van a kiils6 nitrogénforras biztositasaban ¢és a
morfogenezisben (Kraidlova és mtsai., 2011), mig a Cdrl kémiai anyagok kipumpalasat
végzi, ezaltal a kiilonbozé kémiai vegyliletekkel szembeni rezisztencia kialakitidsaban van
szerepe (Sanglard és mtsai., 1996). A TRK1 (K" transzporter) és a NAG3 (MFS transzporter)
gének expresszidja csak KOt torzsben emelkedett meg jelentés mértékben (29. dbra). A Trkl
¢s Ppzl kozotti kdlesonhatast mar leirtak (Yenush és mtsai., 2005), de hogy ez a transzkripcio
szintjén is megvaldsulhat, azt csak az oxidativ stressz koriilményei kozott lehetett kimutatni.
A Nag3 MSF transzporternek (Major facilitator superfamily) szerepe van az N-
acetilglik6zamin felvételben (Wendland ¢és mtsai., 2009) és egyes kémiai anyagokkal
szembeni rezisztencia kialakitdsaban (Yamada-Okabe és Yamada-Okabe, 2002). Az utdbbi
funkcioban hasonlit a Hgtl gliikéz transzporterhez. Tehat a KO torzsben két pumpa is
biztosithatja az oxidalo szer eltavolitasat és a talélést. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy
a CaPpzl-nek az ABC transzporterek modositasa révén szerepe lehet a gydgyszer rezisztencia

kialakitasaban.

Az oxidacid-redukcid folyamataban szerepet jatszo gének koziil a KO sejtekben a SOD3,
SOD4, CFL4 ¢s az AOX2 érzékenyen reagalt a tBOOH kezelésre (29. dbra). Ezek kozil a
SOD3, SOD4 és CFL4 a WT torzsben is novekedett a tBOOH kezelés hatasara, azonban ez a
sejtvalasz jelentdsen feler6sodott a PPZ1 hianyos torzsben. Emellett erds indukciot
tapasztaltunk az indukalhato alternativ oxidaz (AOX2) génexpressziojaban (13. Fiiggelék). Az
Aox2 oxidaz a NADH oxidaciojat végzi az alternativ 1égzési titvonalon (Huh és Kang, 1991
¢s 2001), és megemelkedett génexpressziojat HyO,-vel és menadianonnal kivaltott oxidativ
stressz hatasara mar korabban publikaltak (Huh és Kang, 2001). A kiilondsen nagymértékil
valtozés (22. abra) aldhtizza az alternativ oxiddz szerepét a mutdnsban kivaltott stressz soran.

A biokémiai mérésekkel minden esetben emelkedett oxidativ enzimaktivitadsokat kaptunk KOt
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sejtekben, ami részben a protektiv oxidazok expressziojanak megndvekedésével

magyarazhato.

A sejtfelszini fehérjék alulszabalyozasat oxidativ stressz alatt mar korabban leirtuk. Azt
tapasztaltuk, hogy ezt a hatast a CaPPZ1 gén delécidja felerdsitette, ui. az altalunk vizsgalt 7
gén mindegyikének lecsokkent az expresszioja. Ezeket két nagy csoportra oszthatjuk: a
felszini fehérjéket kodolo (CHT3, FGR41, IFF11) és a szimbionta folyamatokban résztvevé
(PLB1, GPM1) gének csoportjara. A GO term analizis szerint a CDC19 és a PGK1 gén
mindkét csoportba beilleszthetd (19B. dabra). A foszfataz mutacioja felerdsitette a CHT3
(kitinaz), FGR41 (adhezin-szer(i fehérje), PLB1 (foszfolipaz B) és a CDC19 (piruvat kinaz)
gének expresszidjanak tBOOH kezelés soran megfigyelt csokkenését. Az IFF1 (szekretalt
fehérje), a PGK1 (foszfoglicerat-kinaz) és a GPM1 (foszfoglicerat-mutaz) gének mRNS
szintje viszont csak a kezelt KO sejtekben csokkent jelentds mértékben. A PGK1, GPM1 és a
CDC19 gének termékét ,feketemunkas” fehérjeként tartjuk szamon, ugyanis egyrészt
metabolikus enzimként miikddnek a citoszolban, masrész a sejtek felszinén szimbionta
folyamatokban vesznek részt. A virulenciat felelés gének (PGK1, GPM1, CDC19) oxidativ
stressz altali szupresszéldsa, foleg a foszfatdz hidnyos torzsben, fontos lehet késébb az

antifungalis terapidk kifejlesztése szempontjabdl is.

A hotérkép alapjan nagymértékii génexpresszids valtozast tapasztaltunk a kezelt KO torzsben
a riboszomalis gének expresszidjaban. Mivel kétféle mintazatot kaptunk, ui. a citoszolikus
riboszomalis fehérjéket kodold gének expresszioja lecsokkent, mig a mitokondridlis
riboszomalis fehérjéket kodold gének expresszidja megnovekedett, kettévalasztottuk és kiilon
abrazoltuk a citoszolikus és a mitokondrialis riboszomalis fehérjéket (19D. dbra). A
citoszolikus riboszémalis fehérjéket kodold gének koziil 7 gént vizsgaltunk meg RT-qPCR-el
(29. dbra). Ezek koziil 1 riboszoémalis nagy alegység (RPL29), 2 riboszomalis kis alegység
(RPS3, RPS8A), az RPP1B savi riboszoémalis fehérje és a CAM1 elongacios faktor génje
esetében a foszfatdz hidnya felerdsitette a tBOOH kezelés hatasat; az RPLS (riboszomalis
nagy alegység) esetében nem tapasztaltunk szignifikans valtozast és a KOt tdrzsben az EFT?2
(transzlacios elongacios faktor) expresszidja szignifikansan lecsokkent (13. Fiiggelék). Az
Eft2 szerepet jatszik a gombasejtek novekedésében (Mendoza és mtsai., 1999). A proteomikai
vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az Eft2 szubsztratja lehet a CaPpzl-nek, mivel
foszforilaltsagi szintje megemelkedett a KO torzsben (27. dbra), de a foszfataz hianyaban

génexpresszios szinten nem detektaltunk szignifikans valtozast sem a hossza tava (6.
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tablazat), sem a rovid tava tenyésztés soran (13. Fiiggelék). Tehat valosziniisithet, hogy a
CaPpzl elsdsorban poszttranszlacios szinten szabalyozza az Eft2 fehérjét, de mivel az
oxidativ kezelés lecsokkentette az EFT2 gén expresszidjat KO torzsben, lehetséges, hogy az
oxidativ stressz alatt az Eft2-t mRNS szinten is szabalyozza a CaPpzl.

Azt tapasztaltuk, hogy a mitokondrialis riboszoma kapcsolatos gének szintje egységesen
megemelkedik a KOt toérzsben. Ennek alatamasztasara 3 mitokondrialis riboszoma fehérje
kodold gén expressziojat vizsgaltuk meg (23. dbra). Ebbdl az MRPL3 (riboszoémalis nagy
alegység) ¢és C5 0453W (riboszomalis kis alegység) esetében bizonyitottuk az mRNS szint
novekedését tBOOH kezelt KO torzsben (29. dbra). Az IFM1 (transzlacios iniciacios faktor)
nem mutatott szignifikdns valtozast. A mitokondridlis riboszoma abban kiilonbozik a
citoszolikus riboszomatél, hogy a mitokondriumban talalhatd és a mitokondrialis genom altal
kodolt fehérjék szintézisét végzi. Emellett a mitokondridlis riboszoma prokaridta eredettl,
Osszetétele mds, mint a citoszolikus riboszoméaé (rRNS ¢és fehérje szinten is). Az
Osszetételben, lokalizdcioban és eredetben vald kiilonbségek miatt gondolhatjuk, hogy a
szabalyozasuk is kiilonbozhet. A citoszolikus €s mitokondridlis riboszoma ellentétes
szabalyozasat mar kordbban publikéltdk (Lorenz és mtsai., 2004) azzal a magyardzattal, hogy
a mitokondriélis riboszoma esszencidlis funkciokat 14t el a fagocitdzis altal kivaltott stressz
soran. Mivel a fagocitozis soran a makrofagok belsejében oxidativ allapot alakulhat ki,
valdszinll, hogy ezért novekedik meg a mitokondridlis riboszomalis génexpresszid oxidativ

kezelés hatasara a KO torzsben.

Végiil az RNS metabolizmus génjei egységes modon kisebb vagy nagyobb mértékben
indukalodtak. Osszesen 6 gén expresszidjat vizsgaltuk meg RT-qPCR-el és bizonyitottuk
mind a 6 gén expresszidjanak szignifikdns novekedését KOt torzsben (29. dbra). 4 gén
(BUD22, NSA2, C3_02750W ¢és SPB4) expresszioja megnovekedett tBOOH kezelés hatasara
a WT torzsben, ¢és ez a novekedés feler6sodott a foszfataz hianyaban (29. abra). Emellett a
DIM1 rRNS dimetilaz ¢és a pre-RNS érés szabalyozasaban szerepet jatszo ENP1 gének
expresszidja novekedett meg a KOt sejtekben (29. dbra). A Bud22 a 18S rRNS érésében vesz
részt; mig az Nsa2 a 66S preriboszoma komponense. A Dim1 18S rRNS dimetilazként
szerepet jatszhat az rRNS mddositasban és érésében, mig az ENP1 gén terméke sziikséges a
pre-RNS érésben és a 40S riboszomalis alegység szintézisében. Az Spb4 RNS helikaz a 60S
riboszoéma alegységek szintézisében vesz részt, mig a C3_02750W ribonukleaz III doménnel

rendelkezik. Mivel a BUD22, NSA2, DIM1 és ENP1 gének a pre-rRNS érésben vesznek részt,
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lehetséges, hogy a mar eldre legyartott preriboszomak igy 6ssze tudnak szerelddni a rovidtava
stressz alatt, segitve ezaltal a gomba védekezését az oxidativ stressz ellen.

Mivel a transzlacidoban szerepet jatszo citoszolikus riboszomalis fehérjekodold gének
expresszidja lecsokkent oxidativ stressz alatt, mig az RNS metabolizmus kapcsolt gének
expresszioja megnovekedett, ugy gondoltuk, hogy az 1 oOras oxidativ stressz kezelés alatt
megvaltozhat a kiilonb6zd rRNS fajtdk szintje. Masrészt a transzlacié hidnya miatt
bekovetkezd csokkent fehérjeszint a riboszomék degradacidjahoz vezet. Viszont a
mitokondrialis riboszomakrol ugy véltik, hogy nem valtozik a mennyiségiik, az emelkedett
riboszomalis fehérje szintek miatt. Mindezen okok miatt megvizsgaltuk az RNS érés
folyamatat. Az RNS érés soran tobb lépésen keresztiil jonnek 1étre az rRNS-ek, amelyek
felépitik a riboszoma kis és nagy alegységeit (25. dbra). A folyamat ellendrzése soran
vizsgaltuk az rDNS elsédleges atiratait, tovabbd az atmeneti és az érett citoszolikus és
mitokondrialis rRNS kis és nagy alegységek szintjeit. Azt talaltuk, hogy nem tortént
szamottevd valtozads az rRNS mennyiségekben sem a foszfataz hidnyaban, sem oxidativ
stressz hatasara. Ez alol kivételt jelentettek az ITS1, RDN25 és RDNS régiok az rDNS-ben
(26. dbra), mivel ezek mennyisége megvaltozott. Az ITS1 régid (internal transcibed spacer)
az érés sordn kivagodik, tehdt mennyiségi valtozasa valosziniileg a gyors processzaldsnak
tudhat6é be. Az RDN25 a 258 riboszomalis RNS-t, mig az RDNS5 az 5S riboszoémalis RNS-t
kodolja, amelyek a nagy (60S) riboszomalis alegység komponensei. Ezek véltozasa azonban
kismértéki volt (26. dbra). lIsmeretes, hogy az rRNS-el szorosan kapcsolatban allo
riboszomalis fehérjék stabilak, mig az rRNS-hez atmenetileg kapcsolddo, érési folyamatokban
részt vevo fehérjék hamar lebomlanak (Warner és mtsai., 1972). Az atmenetileg kapcsolodo
fehérjék azonban folyamatosan Ujratermelddnek, ezaltal allando tagjai a sejtmagnak, mig a
permanensen kotddd fehérjék csak atmeneti tagjai a sejtmagi kornyezetnek. Az altalunk
kapott eredmények azt sugalljak, hogy a feler6sodott rRNS szintézis és processzalas, valamint
a riboszomak stabilitdsa egylittesen biztosithatjadk a sejtek szdmara az allandé riboszéma
szdmot, legalabbis egy rovidtavu oxidativ stressz alatt, annak ellenére, hogy a riboszomalis
proteinek mRNS szintje lecsokken oxidativ stressz alatt. Lehetséges, hogy a riboszémalis
RNS azért marad intakt a stressz kezdeti szakaszaban, hogy 1-2 ora elteltével a stressz

megszlinése utan a sejtek minél gyorsabban helyre tudjak allitani a fiziologias koriilményeket.

Osszefoglalva transzkriptomikai eredményeinket, kimutattuk, hogy a szubletilis tBOOH
koncentracioval kivaltott rovid oxidativ stressz csokkentette a sejtek proliferacios képességét,

de nem Olte meg azokat. A tBOOH fungisztatikus hatdsa a foszfatdz hidnyos torzs esetében
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sokkal markansabb volt. Transzkriptomikai vizsgalatainkkal feltartuk, hogy a foszfataz hianya
befolyasolja a membran transzportot és az oxidaciés-redukcidés folyamatokat, ami
megmagyarazza a delécidos mutans torzsre jellemzd fenotipusokat. Ezen kiviil a CaPpzl
foszfataz 0j funkcio6it is azonositottuk a fehérje szintézisben, hiszen a foszfatdz hianyos
torzsben kezelés hatdsara szamos transzlacioban szerepet jatszd gén expresszioja lecsokkent,
mig az RNS metabolizmus kapcsolt gének mRNS szintje megemelkedett. Az oxidativ kezelés
csokkentette a sejtfelszini fehérjéket és a citoszolikus riboszoma fehérjéket kodold gének
expressziojat. Ugyanez a kezelés ellentétesen hatott az altalunk  kivalasztott
oxidoreduktazokra és az RNS metabolizmusra. Ezek a valtozasok egyiittesen hoznak 1étre egy
oxidativ stressz ellenes védelmi vélaszt. Az oxidativ védelem alatt tehat aktivalodnak az
oxidoreduktazok, a RNS érés és feldolgozas felgyorsul, a transzlacidé szupresszalodik, és
csOkken a virulencia. Megfigyeltiik, hogy a foszfataz hidnya és az oxidativ kezelés egylittesen
markansabb valtozasokat hoz 1étre, mint kiilon-kiilon. Ez azt sugallja, hogy szinergizmus 1ép
fel a CaPpzl és az oxidativ agens kozott a patogén gombaban. Ennek hatterében valoszintileg
az allhat, hogy a CaPpz1 és az oxidativ stressz valasz jelatviteli ttjai tobb ponton keresztezik
egymast, ezért befolydsoljdk egymas hatasat. Az altalunk kapott adatokbol azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a CaPpzl védelmi szerepet tolt be az oxidativ stressz soran

a gombaban, mivel a foszfataz hianya érzékenyiti a sejteket az oxidativ stresszre.

7.3 Konkluziok

A hipotézismentes megkozelitéseket abban a reményben vélasztottuk, hogy segitségiikkel a
CaPpzl foszfatdz 0j funkcioit tudjuk felderiteni. A proteomikai és foszfoproteomikai
megkozelitéssel a fehérjék viszonylag kis korét, a jelentds koncentracioban eléfordulo és jol
festddd proteinek ¢és foszfoproteinek képviseldit tudtuk feltérképezni. Nem csoda, hogy
els6sorban a riboszomalis fehérjék és a metabolikus enzimek keriiltek a latokoriinkbe. Az
utdbbiakrol feltételezhetjiik, hogy nem csak a jol ismert anyacsere folyamatokban vesznek
részt, hanem a gomba felszini fehérjemintazatdnak a kialakitasaban is szerepet jatszanak.
Ebben a kisérletsorozatban a ndvekedés linearis szakaszanak vége felé kozelité WT és KO
sejteket hasonlitottuk 0ssze. A szokésos tenyésztési koriilmények kozott a két torzs kozotti
egyetlen Iényeges kiilonbség az, hogy a KO valamivel lassabban novekszik. Mivel az altalunk
vizsgalt 25 fehérje koziil 9 kozvetleniil kapcsolatba hozhatd a transzlaciéo folyamatéaval,
kézenfekvd volt feltételezni azt, hogy a foszfatdz hianyos mutans lasst novekedéséért a

fehérje szintézis kedvezOtlen megvaltozasa felelds. Ez a hipotézis 6sszhangban all két korabbi

113



publikacidval és egy 1j cikkel (Calafi és mtsai., 2020). Proteomikai munkénk a CaPpz1 eddig
még nem vizsgalt ) szerepére is felhivta a figyelmet. GO term analizisiink ¢és adatbazis
kutatdsunk azt mutatta, hogy a vizsgalt 25 fehérje koziil 17 valamilyen médon kapcsolatba
hozhato a biofilm képzddéssel. Ezt a hipotézist kisérletes tton ellendriztiik, és igy igazoltuk a
foszfataz 0j funkciojat. Kisérleteink jellegébol adoddéan nem ismerjiik a megfigyelések mogott
all6 mechanizmusokat, mint ahogy jelenleg nem tudjuk megmondani az eredmények
fiziologiai vagy orvosi jelentdségét sem. Ezeknek a fontos kérdéseknek a felderitésére tovabbi
kisérletes munkara van sziikség.

A proteomikai munkak kiegészitésére elvégeztiink egy kisebb transzkriptomikai analizist is,
ami azonban negativ eredménnyel zarult abbdl a szempontbo6l, hogy a fehérje mennyiségben
észlelt valtozasokat nem tudtuk aldtdmasztani az mRNS szintek hasonlé valtozasaval. Ezek
szerint a CaPpz1 foszfataz feltehetden a transzlacio, a fehérje stabilitas, és minden bizonnyal a
fehérjék poszttranszlacios modositasa révén fejti ki hatasat. Azonban az is elképzelhetd, hogy
a transzkriptom moédosuldsa megeldzte a fehérje szintek modosulasat, de ezt azért nem lattuk,
mert nem a megfeleld idoben vettiink mintat. Raadasul azt tapasztaltuk, hogy a foszfataz
delécigja csak szerény fenotipus valtozdsokat eredményez, viszont stressz koriilmények
kozott a CaPpzl hianya jol detektalhatd és nagyon komoly élettani szereppel bir (lasd:
Irodalmi attekintés). Ezek alapjan egy 0j kisérleti tervet készitettiink.

A transzkriptomikai vizsgdlatokat a tenyésztés exponencidlis szakasza végén végeztiik el
kezeletlen, illetve rovid szubletalis oxidativ stressznek kitett WT és KO C. albicans
mintakkal. Mivel a gomba PPZ foszfatdzok globalis transzkripcids szerepét még nem
vizsgaltdk, ovatosan haladtunk eldre, €s szamos elOkisérlettel ellendriztiik feltételezéslink
helyességét. Gondos €s nagyon iddigényes elOkésziiletiink akkor hozta meg a gylimolcsét,
amikor sikeriilt 1étrehoznunk egy j6 mindségli RNS szekvenalason alapulé adatbazist. Ez az
adathalmaz magaba foglalja gyakorlatilag az Gsszes C. albicans génrél atirddott mRNS
szintjére vonatkozo informacidt négy egymassal jol dsszevethetd kisérleti koriilmény kozott.
Az eredmények elsddleges elemzése jelezte, hogy kiindulasi feltételezésiink helyes volt, ui. a
foszfataz delécidja csak viszonylag kevés gén expresszidjat modositotta jelentds mértékben,
¢s ez a szam ugrasszerlien megemelkedett az oxidaloszerrel torténd kezelés hatdséra.
Technikai okokbol nem tudtuk az adathalmazban rejlé Osszes informaciot kiaknazni, végiil
csak 44 kivalasztott gén alaposabb elemzését mutattam be disszertdiciomban. A nemzetkdzi
tudomanyos kozosség szamara hozzaférhetd adatbazisunk nagy elénye, hogy barmikor ujra
analizalhato, és igy még tovabbi felfedezések alapjat biztosithatja. Korlatozott és dnkényes

vélasztasunk ellenére tobb érdekes eredményt kaptunk a CaPpz1 funkcidit illetden. El8szor is
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sikeriilt igazolnunk, hogy a foszfatdz az ENAZ2 transzporter gén expressziojan keresztiil
szabalyozza a Na-ion effluxot, de ezen kiviil részt vehet a foszfat, a glikoz és a
glicerofoszfoinozitol plazma membranon keresztiili transzportjaban is. Az, hogy a foszfataz
szabalyozhatja a gomba fontos tapanyagainak felvételét, egy 0j kutatasi téma alapja lehet.
Eredményeink arra is raviladgitanak, hogy a CaPpzl az oxidativ enzimek expressziojanak
novelésével modosithatja a Candida oxidativ allapotat és befolyasolhatja a patogén oxidativ
stressz iranti érzékenységét. Az is egy érdekes adalék, hogy a foszfataz a vas redoxi allapotat
¢s felszivodasat szabalyoz6 oxidazok transzkripciojan keresztiil befolydsolhatja egy ujabb
alapvetd tapanyag felvételét. A CaPpzl transzkripcios alapfunkcidinak megismerésén kiviil
munkank mellékterméke a C. albicans oxidativ stressz valaszanak feltérképezése. De ennél
sokkal fontosabb, hogy egyértelmi bizonyitékot talaltunk arra, hogy ezek a
valaszmechanizmusok nagyon feler6sodnek a foszfataz hidnydban. Tehat normalis
koriilmények kozott a CaPpzl egyik feladata a stressz elleni védelem lehet. A stressz
koriilmények kozott szembetiindvé valt a citoszolikus riboszoma komponenseket és a
sejtfelszini proteineket kodold gének alulregulalasa mellett az rRNS processzalas és
metabolizmus, valamint egyes oxidazok génjeinek aktivabb atirasa. Ez arra utal, hogy a
feler6sodott stressz soran a Candida leallitja a transzlaciot, csokkenti a gomba virulenciajat,
elosegiti a riboszomalis pre-RNS formék feldolgozasat, és aktivalja az oxidativ védelmi
mechanizmusait. A megfigyelések hozzajarulhatnak egy 11j gombaellenes terapias eljaras
kidolgozéasdhoz. Fizioldgias kisérleteink szerint a foszfatdz hidnyos gombasejtek oxidativ
foszfatdz delécidja meggatolta az oxidativ stressz altal indukalt hifandvekedést, ami a
virulencia fatorok szintjének csokkenésével egyiitt csokkentheti a patogén gomba
fert6zoképességét. Ekdzben a gombasejtek életképesek maradtak. Ez egy fontos szempont,
hiszen a C. albicans a normal mikrobiom tagja, ezért teljes eltavolitasa a szervezetb6l nem
kivanatos, mert utat nyithat az esetleg sokkal veszélyesebb baktérium- vagy gombafajok
elszaporodasa eldtt. Tehat alapkutatasi eredményeink felvetik annak a lehetdségét, hogy a
CaPpzl foszfataz specifikus gatldsa megfeleld oxidativ kezeléssel kombinalva felhasznéalhato

egy uj Candida-ellenes terdpia kidolgozasara.
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8. Osszefoglalas

A C. albicans egy opportunista human patogén gomba, amely tartalmaz egy gomba specifikus
Ser/Thr protein foszfatazt, a CaPpzl-t. A foszfatdznak szerepe van a kation homeosztazis
fenntartasaban, a sejtfal bioszintézisben, morfoldgiai valtozdsokban, oxidativ stressz
valaszban és a gomba virulencidjaban. Munkam soran omikai eszkdzokkel kutattam a CaPpz1
ujabb funkcioit, normal €és oxidativ stressz koriilmények kozott.

Elséként a ppzl delécios mutans (KO) torzs adaptaciés mechanizmusait vizsgaltuk
proteomikai modszerekkel. 2D elekroforézis utan a fehérje foltokat RUBPS festékkel
azonositottuk és a foszfofehérjéket specifikus ProQ Diamond festékkel tettiik lathatova. A
foltokban 1év6 fehérjéket tdmegspektrometriaval azonositottuk. Osszesen 25 fehérjét sikeriilt
azonositanunk, amelyek mennyisége és/vagy foszforilacios szintje jelentésen megvaltozott a
KO sejtekben. A fehérjék funkcionalis analizisét kovetden megerdsitettilk a CaPpzl szerepét
a fehérje szintézisben, a morfoldgiai atalakulasban és az oxidativ stressz véalaszban. Emellett
felismertiik és fliggetlen kisérletekkel igazoltuk a CaPpz1 1) funkcidjat a biofilm képzésben.
Ezt kovetden transzkriptomikai modszerekkel vizsgaltuk a KO és WT torzsek terc-butil-
hidroperoxid (tBOOH) altal kivaltott rovid oxidativ stresszre adott valaszat. Kimutattuk, hogy
a tBOOH kezelés csokkentette a sejtek novekedését és gatolta a proliferaciot, de nem
befolyasolta lényegesen a sejtek ¢életképességét €s vitalitdsat. A biokémiai vizsgélatok
ramutattak arra, hogy az oxidativ stressz és a foszfatdz delécio is érzékenyen érinti az
antioxidans enzimek aktivitasat és a glutation oxidacios allapotat. Az optimalizalt kezelési
protokoll beéllitdsa utdn a génexpresszios valtozasok detektaldsara elOkisérletként DNS chip
hibridizacidt, majd fo kisérletként RNS szekvendlast alkalmaztunk. Azt talaltuk, hogy a
CaPpz1 hianya és az oxidativ stressz onmagéaban csak kis vagy kozepes hatassal rendelkezik,
de a kettd egyiittesen markans transzkripcios valtozasokat okoz, ami erds pozitiv interakciora
utal. A gének ontologiai analizisét kovetden 44 gént valasztottunk ki tovabbi RT-qPCR
vizsgalatra. Bizonyitottuk a CaPpzl szerepét a membran transzportban és az oxidécios-
redukcios folyamatban. Igazoltuk, hogy oxidativ stressz alatt csokken a sejtfelszini fehérjéket
¢s a citoszolikus riboszomalis fehérjéket kodold gének expresszidja, mig a transzportban,
oxidacio-redukcioban ¢€és az RNS metabolizmusban részt vevd gének expresszidja
megemelkedik. Ezek a valtozdsok a KO sejtekben felerésodtek, tehat a CaPpzl megvédi a
gomba sejteket az oxidativ stresszel szemben. Alapkutatasi eredményeink felvetik annak a
lehetdségét, hogy a CaPpzl foszfatdz specifikus gatlasa megfeleld oxidativ kezeléssel

kombinalva, egy 0uj Candida-ellenes terapia alapjaul szolgalhat.
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9. Summary

C. albicans is an opportunistic human pathogen that contains a novel fungus specific Ser/Thr
protein phosphatase, called CaPpzl. It has several important physiological roles such as the
regulation of cation homeostasis, cell wall biosynthesis, morphological changes, oxidative
stress response, and virulence of the pathogen. In the present study we used modern omics
technologies to investigate its further functions and the consequences of phosphatase deletion
under oxidative stress.

First we analyzed the adaptation mechanisms of deletion mutant by proteomics. After 2D gel
electrophoresis protein spots were stained with RuBPS as well as with Pro-Q Diamond to
visualize the total proteome and the phosphoproteome, respectively. With mass spectrometry
we identified 25 protein whose phosphorylation levels and/or protein levels altered in the ppzl
deletion mutant strain. The functional anlysis of the affected proteins confirmed the
involvement of CaPpzl in protein synthesis, morphology as well as in oxidative stress
response. In addition we revealed and proved a novel role for CaPpz1 in biofilm formation.
Second, we applied transcriptomics to investigate how the ppzl KO and WT strains
responded to a short oxidative stress induced by tert-butyl hydroperoxide (tBOOH). We
demonstrated that tBOOH treatment reduced the growth rate and blocked the division of the
fungal cells without affecting their viability or vitality significantly. Biochemical analysis
showed that upon oxidative stress and/or phosphatase deletion the cells responded by elevated
antioxidant enzyme activities and oxidized glutathione concentration. After establishing the
optimal treatment regime, we carried out a preliminary DNA chip hybridization and a detailed
RNA sequencing study. We found that the lack of CaPpzl or the oxidative treatment alone
have only a small or moderate effect, but together they exhibit robust change in the
transcriptome, that indicates a strong positive interaction. Based on gene ontology enrichment
we selected 44 genes for further RT-gPCR validations. We confirmed the functions of
CaPpzl in transmembrane transport and oxidation-reduction processes. We revealed that the
expression of genes coding for cell surface proteins and cytosolic ribosomal proteins were
downregulated by tBOOH, while the amounts of MRNASs associated with transport processes,
oxidoreductase activity, and RNA processing were upregulated. All of these changes were
enhanced in the KO strain. From these results, we conclude that in C. albicans CaPpz1 plays a
protective role against oxidative damage. Our data suggest that the specific inhibition of this
phosphatase combined with a proper oxidative treatment may be applied as a possible

approach to a topical antifungal therapy.
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14. Fuggelék

HCBG_07215T0 Histoplasma capsulatum G186AR
HCEG_07854T0 Histoplasma capsulatum H88
HCAG_07996T0 Histoplasma capsulatum NAm1
BDBG_09462T0 Blastomyces dermatitidis SLH14081
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PABG_07840T0 Paracoccidioides brasiliensis Pb03
PAAG 08593T0 Paracoccidioides brasiliensis Pb01
PADG 08685T0 Paracoccidioides brasiliensis Ph18
UREG_02332 Uncinocarpus reesii 1704
CISG_02208 Coccidioides immitis RMSCC 3703
CPAG_05470 Coccidioides posadasii RMSCC 3488
CIRG_06114 Coccidioides immitis RMSCC 2394
CIMG_08050 Coccidioides immitis RS
CPSG_05894 Coccidioides C. posadasii Silveira
MCYG_02482T0 Microsporum canis chs113480
MGYG 07476T0 Microsporum gypseum chs18893
TEQG_05916T0 Trichophyton equinum cbs127.97
{est fge1 pm C 50086.1 Aspergillus niger ATCC 1015
tr B6HCN9 PENCW Penicillium chrysogenum ATCC8089
AFLZG 01420 Aspergillus flavus NRRL 3357
— A0090005001522 Aspergillus oryzae ATCC 42149
ATEG_03652 Aspergillus terreus NIH 2624
A ANID_03793 Aspergillus nidulans FGSC A4
ACLA_090560 Aspergillus clavatus NRRL 1
[1Afu2g03950 Aspergillus fumigatus Af293
NFIA 080760 Neosartorya fischeriNRRL 181
PTRG_07121 Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP
LSNOG_OOOM Stagonospora nodorum SN15
BC1G_01244 Botrytis cinerea B05.10
SS1G_02547 Sclerotinia sclerotiorum ATCC18683
CHGG 01042 Chaetomium alobosum CBS 148.51
B NCUO07489 Neurosporacrassa OR74A (NC10)
MGG_00149T0 Magnaporthe grisea 70-15
VDAG_06057T0 Verticillium dahliae vdis 17
FGSG_00852 Fusarium graminearum PH-1
FOXG_00811 Fusarium oxysporum sp. lycopersici 4287
FVEG_00704 Fusarium verticillioides 7600
YALIOE30899g Yarrowia lipolytica CLIB122
CAWG_01946 Candida albicans WO-1

CTRG_00606 Candida tropicalis MYA-3404
CPAG_04768.1 Candida parapsilosis isolate 317
LELG_03078 Lodderomyces elongisporus NRRL YB-4239
CLUG_00630 Candida lusitaniae ATCC42720
PGUG_05574 Candida guilliermondiiATCC6260
DEHAO0E06831g Debaryomyces hansenii CBS767 (Broad database)
DEHA2E06050g Debaryomyces hansenii CBS767 (Genolevures database)
tr Q756D3 Q756D3 ASHGO Ashbya gossypiiATCC10895
_ ZYRO0D13024g Zygosaccharomyces rouxii CBS732
KLTH0G04246g Kluyveromyces thermotolerans CBS6340
SAKL0G05390g Saccharomyces kluyveriCBS3082
Sklu_1550.2 Saccharomyces kluyveriNRRL Y-12651
KLLA0OB01111g Kluyveromyces lactis CLIB210
SCRG_00101 Saccharomyces cerevisiae RM11-1a

Skud_1598.3 Saccharomyces kudriavzevii IFO1802
Smik 2868.5 Saccharomyces mikatae IFO1815
Shay 656.26 Saccharomyces bayanus MCYC623
CAGLOF03223g Candida glabrata CBS138

SCRG_01879 Saccharomyces cerevisiae RM11-1a
Shay 529.13 Saccharomyces bayanus MCYC623
CAGLOH04851g Candida glabrata CBS138
SJAG_04426T0 Schizosaccharomyces japonicus yfs275
4q— SOCG_02360T0 Schlmsaccharomyces onrospolus yfs286

haromy

CC1G_13441T0 Copnnus cinerea Okayama 7 (#130)
~PGTG_12180 Puccinia graminis CRL 75-36-700-3

I RO3G 13891 Rhizopus oryzae RA 99-880

RO3G 00628 Rhizopus oryzae RA 99-880
l_l—h RO3G 12341 Rhizopus oryzae RA 99-880

RO3G 13385 Rhizopus oryzae RA 99-880

1. Fiiggelék. A protein foszfataz Z fehérje filogenetikaja a gombak vilagaban
A filogenetikai fa a 7. abraval egyenértékii. A jobb megértés végett itt a fajneveket feltiintetve

abrazoltuk a fat. Az abran talalhaté jelolések megegyeznek a 7. dbra szdvegében leirtakkal.
Skala: 0,05 aminosav szubsztitacé/hely.
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2. Fiiggelék. C. albicans torzsek tenyésztése a proteomikai vizsgalatokhoz

A kontroll QMY23 (WT) és az ennek megfeleld genetikai hattérrel rendelkezd foszfataz
delécios mutans (KO) torzsek novekedése lathatdo normal koriilmények kozott (1d.: Modszerek
fejezet 5.2.1.1). A sejtek optikai denzitasat 640 nm-en mértilk. Az atlag + SD értékek 5
biologiai parhuzamos mintdbol szdrmaznak. A mutans sejtek lassabban ndvekedtek, igy a
mintavételi pontot a KO torzs novekedése alapjan hataroztuk meg. A sejteket a 0,8-as optikai

denzitas érték elérésekor gylijtottiik dssze.

143




[y
-
=

o
@
o

[
-
[—]

Mintavételi

—
[—]
3
a
-
= pont
w
:..g 0,8 ——WT
E ==—WTt
% 0,6 ——-KO
E —a—-KOt
= 04
(=5
-

0,2

0,0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tenyésztési ido (6ra)

3. Fiiggelék. C. albicans torzsek tenyésztése a transzriptomikai vizsgalatokhoz

A kontroll (WT) ¢és az ennek megfelelé genetikai hattérrel rendelkezd foszfatdz delécios
mutans (KO) torzsek ndvekedése lathatd normal és oxidativ stressz koriilmények kozott (1d.:
tBOOH) a 4. 6raban, a nyillal jelzett ponton adtuk a megfelelé mintdkhoz (KOt és WTt). A
sejtek optikai denzitasat 640 nm-en mértiikk. Az atlag + SD értékek 4 fliggetlen parhuzamos
mintabol szarmaznak. A KO torzs novekedési ratdja alacsonyabb volt a kontroll torzshoz
képest, valamint a kezelés mindkét torzs novekedését visszaszoritotta. A sejteket az 5. 6rdban,
1 6ras oxidativ stressz kezelést kovetden gytijtottiik ossze.
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4. Fiiggelék. C. albicans sejtek morfologiai vizsgalata aramlasi citométerrel normal és
oxidativ stressz koriilmények kozott

Az abran egy-egy reprezentativ plotot lathatunk minden mintdra (WT, WTt, KO, KOt). A
plotokon az FSC-H-t abrazoltuk a FSC-A fluggvényében. Az aramlasi citometrias
vizsgalatokat Fungalight™ festést kovetden végeztik. A festési protokollt a Mddszerek
fejezet 5.2.1.5 pontjaban ismertettem. Segitségével a morfologiai formak (élesztd, hifa)
szazalékos aranyat hataroztuk meg az egyes mintakban. A harmas kvadransban (Q3-3)
rogzitett események adtdk az élesztdsejtes formakat, mig a masik harom kvadrans a hifa
populacidt (Q3-1, Q3-2 és Q3-4). Az események eloszlasat a 4 kvadransban szazalékosan
tiintettiik fel.

145



bp st 1. 2 3 4. 5 6. 7 8. 9. st bp
12000 12000

l ' St. 1 kb DNS létra

J - 1. H,0 (X2-HIS + CaPPZ1-1U primer par)
2000 oy Ly 2000 2. WT (X2-HIS + CaPPZ1-1U primer par)
1650 iy & 1650 3 KO (X2-HIS + CaPPZ1-1U primer pér)
1000 1000 4 H,0 (G1-LEU2 + X2-LEU2 primer par)
pon E - - ! 5. WT(GI-LEU2 + X2-LEU2 primer pir)
500 w— - e 500 6. KO(GI-LEU2 + X2-LEU2 primer par)
‘3‘22 ot - ggg 7. H,0 (CaPPZ1-5U + CaPPZ1-2L primer p4r)
B p— w— 20p 8 WT(CaPPZ1-5U + CaPPZ1-2L primer pir)
gp— = 9. KO (CaPPZ1-5U + CaPPZ1-2L primer pir)

G1-LEU2 I—> X2-LEU2
7 71 738
KO/C(lppz | 5’ nem kodolé régio 3? nem kodolo régié |
CaPPZ1-1U -
T 603 X2-HIS
5’ nem kodolé régio 37 nem kodolo régio |
WI/OMY23 CaPPZ1-5U 1873 22‘93' CaPPZ1-2L
Q | 5" nem kodolo régio 3’ nem kédolo régio |

5. Fiiggelék. A C. albicans torzsek genotipusanak ellenérzése

A torzsek genetikai hatterét minden esetben PCR segitségével ellendriztiik. A kiilonb6zd
primer parok az adott marker génekre (LEU2, HIS1), illetve a CaPPZ1 génre specifikusak
(Adam és mtsai., 2012), amelyek hibridizaciés helyét a sematikus abran nyilak segitségével
jeloltik. A primer parokat ugy terveztiik, hogy az egyik oligonukleotid a PPZ1 gén nem

crer

crer

marker gén, valamint a WT torzsben az intakt PPZ1 gén. A WT trzsnél azért nem kapunk
savot a marker gének esetében, mert az integracidjuk nem a CaPPZ1 génbe tortént. A KO
torzsben minden esetben sikeriilt kimutatni mind a LEU2, mind a HIS1 marker integralodasat
a megfeleld helyre, mig a WT torzsben bizonyitottuk a PPZ1 gén jelenlétét. A DNS létra
savjainak méreteit bazisparban (bp) adtuk meg. A kovetkezd tdblazatban mutatom be a
kisérletben hasznalt oligonukleotidok tulajdonsagait. A primereket Adam és mtsai. (2012)
alapjan terveztiik.

Primer neve | Primer szekvencia (5°-3°) Tm (°C)** | Termék (bp)
G1l-LEU2 ACACAAGGACTGGCACACGCAC 70,3 668
X2-LEU2 CGGTACCGACGTGATCACCTGGTA 71,1

CaPPZ1-1U CGTTGTGTAATGGCTAGGAG 58,2 603
X2-HIS TAAACTGTATATCGGCACCG 58,5

CaPPZ1-5U ATCCTTTAGATAGTGCTGC 51,8 422
CaPPZ1-2L* | TAGATATTTTTGGTCCGTGTG 57,5

* Egy C-t elhagytunk az eredeti (Adam és mtsai., 2012) primer szekvencia 5’-végérol.

** Oligo Analyser 1.0.2 szoftver segitségével szdmitott olvadasi hdmérséklet.
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* A primer par intron szckvenciat fog kozre

1. 14-3-3 protein homolég (BMH1)

2, 408 riboszomilis fehérje SO (YST1) *

3. 408 riboszomalis fehérje S7-A (RPS7A)

4. 60S acidic riboszémalis fehérje PO (RPP0)

5. 60S riboszomalis fehérje L20 (RPL20B)

6. Aktinhoz kapcsolodo fehérje (AIP2)

% Adeniloszukcinit-szintaz (ADE12) St.1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.9.10.11.12. 13.14.15.16. 17.18.19.20.21. 22.23.24. 25.5t.26.5t2

8. ATP-dependent RNA helikaz cIF4A (TIF)

9. Dcoxihipuzin hidroxilaz (C2) 12000

10.  Elongacios faktor 1-béta (EFB1)** ' ~

11.  Elongdciés faktor 2 (EFT2)** 5000

12.  Elongiciés faktor 3 (CEF3) v

13.  Guanilat kiniz (GUK1) g %2%’

14, Heat shock protein SSA1 (HSP70) -

15.  Inozin-trifoszfit-pirofoszfatiz (HAMI) 1000

16.  Izocitrat dehidrogeniz [NAD] alegység (IDH1) ** 1000 - 850

17.  Citoszélikus riboszomalis fehérje L9 (RPL9B) - 650

18.  Peptidil-prolil cis-transz isomeraz (CPR3) - 500

19.  Peptidil-prolil cis-transz isomeraz (CYPS) 400 - 400

20.  Peroxircdoxin (TSA1B) 300 89 - = 300

21.  Protcin URE2 (URE2) i -

32 S ceritiag e o 200 - - & P P == 200
. . cerevisiae Dugl ortolog metallodipeptidaz (DUG1) e “eTe_ " 8" e e e, - 100

23. S cerevisiae Rad23 ortolog (RAD23) 100 we - ® e -

24, Transzketoliaz 1 (TKL1)

25, Ubiquitin-aktivilé enzim E1 1 (UBA1) 1%-0s agardz

26.  Aktin 1 (AKT1)

St.  100bp DNS létra

St2  1kb DNS létra

** A forward primer exon-intron hatiaron kotédik a génen

6. Fiiggelék. A proteomikai
ellendrzése

mérések kiegészitéséhez hasznalt oligonukleotidok

A primer parok PCR-rel vald ellenérzéséhez templatként WT mintabdl szarmazé cDNS-t
hasznaltunk az Anyagok és modszerek 5.2.2.4 pontjaban leirt médon. A 2. tablazat foglalja
Ossze a primer parok és a PCR termékek jellemzdit. Az 6sszes oligonukleotid par megfelelden
miikddott, ugyanis minden esetben egyetlen savot kaptunk a vart méretnél. A St. jelzésti DNS
1étrak sdvméreteit bazisparban (bp) adtuk meg.
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C5_04530W
SPB4
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CAM1
C3_02750W

IFM1
BUD22
ENP1
NSA2
DIM1

EFT2

7. Fiiggelék. A transzkriptomikai vizsgalatok soran validalasra hasznalt
oligonukleotidok ellendrzése

A primer parok PCR-rel val6 ellenérzéséhez templatként WT mintabol szarmazo gDNS-t
hasznaltunk az Anyagok és modszerek 5.2.2.4 pontjaban leirt médon. A primer parokat és a
PCR termékek jellemzdit a 3. tdblazat tartalmazza. Az 6sszes oligonukleotid par megfeleléen
miikodott, ugyanis minden esetben egyetlen savot kaptunk a vart méretnél. A St. jelzésti 1kb
DNS létra sadvméreteit bazisparban (bp) adtuk meg.
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8. Fiiggelék. Az RT-qPCR Kkisérletekhez tervezett normalizalo gének ellendrzése

3 éltalanosan hasznalt normalizal6 gént teszteltiink az altalunk tervezett kisérleti koriilmények
kozott. Az oligonukleotid primerek jellemzése a 3. tdblazatban taldlhat6. A.: Az
oligonukleotid parok PCR-rel valo ellendrzéséhez templatként WT mintabol szarmazo gDNS-
t hasznaltunk. Az Osszes oligonukleotid megfeleléen miikddott, ugyanis minden esetben
egyetlen savot kaptunk a vart méretnél. A St. jelzésti 1kb DNS létra sdvméreteit bazisparban
(bp) adtuk meg. B.-D.: RT-gPCR soran kapott nyers Cp értékeket oszlop diagramon
abrazoltuk abbdl a célbol, hogy lassuk, mennyire valtoznak az abszolut értékek a kiilonb6zo
kisérleti koriilmények kozott. Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztettiink, hogy csak az ACT1
gén alkalmazhatd megbizhatdéan normalizalé génként, ugyanis a HSP70 és a HPT1 gének Cp
értékei tBOOH kezelés hatdsara szignifikansan valtoztak a WTt és/illetve KOt mintdkban. Az
abran 7 fiiggetlen bioldgiai parhuzamos minta atlagai + SD lathato. A p értékeket Student-féle
t-teszttel szamoltuk. *=p <0.05 és ***=p <0.001.
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9. Fiiggelék. Az rRNS érés folyamatanak vizsgalatara tervezett primer parok ellenorzése
és az RT-qPCR mérés soran hasznalt ACT1 normalizal6 gén validalasa

A.: A 20. dbran bemutatott primer parok PCR-rel valo ellendrzéséhez templatként WT
mintabol szarmazo gDNS-t hasznaltunk. Az 6sszes oligonukleotid par megfelelden mitkodott,
ugyanis minden esetben egyetlen savot kaptunk a vart méretnél. Az St. jelzésti 1kb DNS létra
savméreteit bazisparban (bp) adtuk meg. A primer parok és a PCR termékek tulajdonsagait a
4. tabldzat tartalmazza. B.: RT-qPCR segitségével ellendriztiik a random hexamer primerrel
atirt cDNS-en a vonatkozasi alapként valasztott ACT1 normalizdld génként vald
hasznalhatosagat. A 7 biologiai replika nyers Cp értékeinek atlagat + SD lathatjuk az abran.
Megallapithatd, hogy az ACT1 gén ebben az esetben is hasznalhaté volt normalizalasra,
ugyanis sem a foszfatdz hianya, sem a tBOOH kezelés nem befolyasolta a nyers Cp értékeket.
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10. Fiiggelék. A kontroll (WT) és mutans (KO) torzsek altal képzett biofilm morfologiaja
A biofilm képzddésérdl faziskontraszt mikroszkoppal készitettiink felvételeket. Az dbra egy-
egy reprezentativ képen mutatja be a KO és WT torzs biofilm képzddését a kiilonbozo
tapoldatokban. A képek 24 oras 37 °C-os inkubécidt kovetden késziiltek az RPMI-1640 és a
Spider tapoldat esetében is. a.: WT torzs RPMI-1640 tapoldatban, b.: KO térzs RPMI-1640
tapoldatban, c.: WT torzs Spider tapoldatban, d.: KO t6rzs Spider tapoldatban

Mindkét gomba torzs erdteljesen hifazott az RPMI-1640 taplevesben, mig a szelektiv Spider
médiumban mar kevesebb hifa és tobb élesztd sejt (fekete foltok) volt jelen. Az €lesztd sejtek
mennyisége a KO torzsben nagyobb, mint a WT tdrzsben, ami megmagyarazza a KO torzs
erésebb biofilmképz6 hajlamat (8. tdbldzat).
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11. Fiiggelék. Az RNS szekvenalason és DNS chip hibridizacion alapulé génexpresszios
adatok kozotti korrelacio

Az RNS szekvenalas (RNA-Seq) relativ génexpresszios adatainak atlagat hasonlitottuk Ossze
az egy mérésbOl szarmazé DNS chip adatokkal (logoFC értékben kifejezve) négyféle
relacioban. Az RNA-Seq kis valtozast mutatd, -1 és +1 kozotti érétkeit kihagytuk az
analizisbdl. Minden Osszehasonlitdsndl megadtuk a Pearson-féle korrelacids egyiitthatot. A
KO vs. WT 06sszehasonlitast leszamitva, a két fiiggetlen eljarassal nyert adatok jol korrelaltak

egymassal.
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2. komponens (8.75 %)

1. Komponens (65.43 %)

12. Fiiggelék. Az RT-qPCR adatok mindségi ellenérzése fokomponens analizissel (PCA)
A szdmok az egymastol fliggetlen bioldgiai parhuzamosokat jelolik. A szinek az egy kisérleti
csoportba tartozé mintakat reprezentaljak. Az 0sszetartoz6 mintakat bekarikaztuk, és a koztiik
1évé kiilonbségeket nyilakkal érzékeltettiik. A nyilak irdnya a kisérletek kiértékelésének
logikus menetét mutatja, vagyis a nyilak hossza mutatja az eltérések mértékét, amelyet
Onmagaban az oxidativ kezelés, a foszfataz hidnya vagy a kettd egylittesen hozott létre.

Az RT-qPCR adatok PCA analizise soran szintén egymas mellé keriiltek a biologiailag
parhuzamos mintak, és azok tavolsaga jol tiikrozi a fiziologias méréseink, valamint RNA-Seq
soran tapasztalt tendencidkat.
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13. Fiiggelék. A 3 omikai megkozelités eredményeinek osszehasonlitasa génexpresszios (log,FC) szinten

Gén KO vs WT KOt vs WTt KOt vs KO WTtvs WT Funkcio
név Gén ID DNS | RNS RT- DNS RNS RT- DNS RNS RT- DNS RNS RT-
chip® | -Seq® | qPCR® | chip® | -Seq? qPCR® | chip' | -Seq’ qPCR® | chip' | -Seq® | gPCR?

Transzmembran transzport
ENA2 | C1_00390W [ -0,12 | 2,29* | 2,20 ** 2,10 | 0,80 0,29 2,52 |-0,85 0,01 0,30 0,64 1,93 ** Na" transzporter
ENA21 | C7_02910W | 0,12 1,18 1,25* 1,15 1,27 ** 0,10 3,03 0,80 0,53 2,00 0,71 1,68 ** Na" transzporter
PHO84 | C1_11480W | -1,07 | 253* | 1,63* -1,53 | 1,29 0,39 0,78 | -0,81 -0,03 1,24 0,43 1,11 Pi transzporter
TRK1 | CR_07960C | 0,23 |-0,18 | 0,34 -0,20 | 0,21 0,44 0,07 |059* 0,78 * 0,50 0,20 0,68 K" transzporter
GAP1 C5_02790C | 0,53 -0,14 | 0,02 -0,23 | 0,47 0,67 -0,08 | 1,80 *** | 2,19 *** 0,69 1,18* | 1,54 ** Aminosav transzporter
GAP2 C3_05580C | -0,83 | 3,04*| 1,05 2,37 1,71 * 0,33 3,58 |-0,21 0,78 0,38 1,12 1,49 ** Aminosav transzporter
GIT1 C2_06590C | -0,56 | 3,58* | 1,92 ** 0,21 | 215* 1,25 * 0,18 | -1,14 0,21 -0,59 | 0,29 0,87 GPI transzporter
HGT1 | C1_01980W | 0,02 1,12* | 1,71 * 1,71 | 1,84* 1,17 4,40 | 1,82** 3,23 *** 2,71 1,10 3,78 *** | Gliikoz transzporter
HGT12 | C7_00280W | -0,11 | 2,66 * | -0,42 2,08 | 0,97 1,29 2,26 | -1,35* 0,87 0,07 0,34 -0,83 Hex6z transzporter
JEN2 C4_04030W | 0,11 1,23 0,49 501 |[331** |174 598 | 2,24 ** 2,00 1,07 0,16 0,76 Dikarbonsav transzporter
CDR1 C3_05220W | 0,84 -0,42 | 0,30 0,97 1,06 * 0,50 2,94 2,36 *** | 1,93 *** 2,82 0,89* | 1,73** ABC transzporter
NAG3 C6_04610C | 1,82 -0,67 | 1,03* 3,44 3,23 ** 2,54 F** 2,99 3,86 ** 2,35 *** 1,37 -0,03 0,84 MFS transzporter
Sejtfelszin
CHT3 CR_10110wW | -0,35 | -0,45 | -0,09 -1,44 | -3,69** | -2,06 *** | -4,93 | -5,21 *** | -3,84 *** -3,83 | -1,97* | -1,86 *** | Kitinaz
FGR41 | C1_10400C | 0,27 -0,12 | 0,27 -0,43 | -2,60 ** | -1,30 *** | -3,87 | -4,12 *** | -3,19 *** -3,16 | -1,63* | -1,62 *** | Adhezin szerl fehérje
IFF11 | C3_00600W | -0,07 | 0,64 | 0,16 0,33 | -2,04* -0,02 0,20 | -3,84** |-201*** |-020 |-1,16 -1,84 *** | Szekretalt fehérje
CDC19 | C2_05460W | -0,23 | -0,41 | -0,19 -0,98 | -1,99** | -0,8L** [-123 |-2,08** |-132*** |-048 |-050* |-0,70* Piruvat kinz
GPM1 | C2_03270W | -0,17 | -0,63 | -0,21 -0,64 | -2,05** | -1,05* -0,81 | -1,97 *** | -1,41** -0,34 | -0,55* | -0,57 Foszfoglicerat-mutaz
PGK1 | C6_00750C | -0,11 | -0,59 | -0,09 -0,64 | -2,24** | -094** [-0,48 |-1,98** |-1,19*** | 0,05 -0,33 -0,34 Foszfoglicerat kinaz
PLB1 C6_01990wW | -0,56 | -0,11 | -0,19 -1,57 | -2,52* -1,29 -4,65 | -3,88 ** -2,88 *** -3,65 | -146* | -1,78* Foszfolipaz B
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KO vs WT KOt vs WTt KOt vs KO WTtvs WT Funkcio
Gén név Gén ID DNS | RNS RT- DNS RNS RT- DNS RNS RT- DNS RNS RT-
chipt | -Seq® | gPCR® | chip® | -Seq? qPCR® | chip® | -Seq® qPCR? chip® | -Seq® | gPCR®

Oxidacié-redukcio
AOX2 C1_09150W ] 0,82 -2,01 | 1,77 ** -0,51 | 2,66 * 0,77 3,67 6,24 *** | 4,05 *** 4,99 1,57 5,05 *** Alternativ oxidaz
CAT1 C1_06810W ] 0,02 0,69 -0,63 1,89 | -0,52 0,00 3,01 -0,93** 10,92 1,15 0,27 0,29 Katalaz
CFL2 C4_05780C | 2,56 2,57* | 250*** | 1,87 | 2,12** 2,77 *** 10,17 0,11 1,20 ** 0,85 0,57 0,92 * Oxidoreduktaz
CFL4 C5_01360W | 1,96 1,33 2,41 *** | 217 | 2,61 ** 2,59 *** 1146 2,48 ** 2,77 *** 1,24 1,21* | 2,59 *** Fe* -reduktaz
EET31 C6_00480C | 1,20 2,40%* | 228*** | -0,25 | 2,26 ** 1,79 *** 10,61 0,51 0,29 0,34 0,65* | 0,78 ** Multiréz-oxidaz
OYE23 | C6_01510W | 0,04 0,22 0,56 0,96 | 0,14 0,56 -1,26 | -1,70** | -1,14 -2,18 | -163* | -1,14 NADPH-dehidrogenaz
SOD1 C4_02320C ] 0,10 0,21 0,31 0,69 | -0,08 0,41 0,25 0,18 0,73 0,54 0,47* 10,63 Réz és cink-tartalma SOD
SOD3 C7_00110W | -0,23 | -0,01 | -0,04 -0,58 | 0,42 0,26 1,10 1,34 *** | 2 A5 *** 1,45 0,90 * | 2,15 *** Mangan-tartalmia SOD
SOD4 C2_00660C |-0,27 |150* | 1,18*** | 160 | 2,37** 2,67 *** | 152 2,49 *** | 3 gh *** -0,24 1,62* | 2,47 *** Réz-tartalmu SOD
Riboszomalis fehérjék
RPL5 C7_01790C 0,10 -0,33 0,07 -1,01 | -1,58 ** -0,40 -1,91 | -2,25*** | -1,65 -0,80 -1,00* | -1,18 Riboszéma nagy alegység
RPL29 | C1_11040W |-0,14 | 0,11 0,21 -0,92 | -1,19** | -0,30 -1,35 | -2,18 *** | -1 44 *** | -0,57 -0,87 * | -0,93 *** | Riboszéma nagy alegység

C1_07910C ]0,33 0,02 0,76 ** -0,60 | 0,40 0,36 -0,41 | 1,03* 0,58 * 0,52 0,65 0,98 *** Riboszoma nagy alegység
RPS3 CR_04810w | -0,40 | -0,17 | 0,16 -1,18 | -2,04** | -0,62** |-1,72 | -2,75** | -1,76 *** | -0,94 | -0,89* | -0,98 *** | Riboszdma kis alegység
RPS8A | C2_05610C | -0,14 | -0,15 | 0,09 -0,92 | -1,38** | -0,50* -1,41 | -2,08 ** | -1,46 *** | -0,62 -0,85* | -0,88 *** | Riboszoma kis alegység

0,35 0,14 0,45 * -0,39 | 0,49 0,24 -0,55 | 1,08* 0,47 ** 0,52 0,74 0,68 *** Riboszoma kis alegység

RPP1B | C7_03920C | -0,13 | -0,02 | 0,14 -1,09 | -1,56** | -0,57 -1,80 | -2,39 *** | -1,79*** |-0,84 | -0,86* | -1,07*** | Savas riboszomalis fehérje
CAM1 C3_0e6010W | -0,12 |-0,53 | -0,28 -1,05 | -1,34** | -0,36 -1,84 | -1,46*** | -118 *** | -0,92 -0,65* | -1,10 *** | Transzlacio elongacios faktor
EFT2 C2_03100W | -0,12 -0,25 0,11 -0,60 | -1,08 ** -0,38 -0,80 | -1,26 ** -1,29 *** -0,32 -0,43 -0,79 * Esszencialis elongacios faktor

C7_02940C ]-0,16 | 0,25 0,51 -0,48 | 0,56 0,11 -0,12 | 1,16 ** 0,57 0,20 0,85 0,97 ** Ttranszlacids iniciacios faktor
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“Egyetlen kisérlet eredményei
Harom bioldgiai parhuzamos kisérlet atlag és szignifikancia értékei

30t biologiai parhuzamos kisérlet atlag és szignifikancia értékei
A tobb mint kétszeres valtozasokat félkovér bettitipussal szedtiik.
Szin koddal lattuk el a tobb mint kétszeres/szignifikans valtozasok iranyat (kék- alulszabalyozott, piros- feliilszabalyozott).

A narancssargaval jelzett gének a mitokondriumban lokalizalddnak.

na: nincs adat, mivel az adott gén nem volt jelen a DNS-chipen
A szignifikancia értékeket Anova teszttel hataroztuk meg, amit Tukey post hoc teszttel kombinaltunk. (Fontos, hogy a DNS-chip adatokra nem tudtunk

szignifikancidt szadmolni.)
A diszkusszidban lathato 29. dbra a tdblazat adatai alapjan késziilt.
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KO vs WT KOt vs WTt KOt vs KO WTtvs WT Funkcio6
Gén néy Gén ID DN? RNS2 RT-3 DN? RI\ZIS RT-3 DN? RI;IS RT3— DN? RNZS RT3—
chip -Seq” | gPCR chip® | -Seq gPCR chip™ | -Seq gqPCR chip -Seq gPCR

RNS metabolizmus

C3_02750wW 0,67 -0,02 |1,21* 1,40 | 0,87 1,08 * 2,31 3,33 ** 3,60 *** 1,59 2,44 * | 3,73 *** Ribonukledz
DIM1 C1_13730C 0,97 0,39 2,02 * -0,36 | 1,31 ** 2,19 ** 0,38 2,22 *** | 2 47 ** 1,72 1,30 2,29 ** rRNS dimetilaz
SPB4 C5_01600C 0,59 0,37 1,24 ** -0,27 | 1,18 ** 1,37 ** 0,40 2,61 *** | 237 *** 1,26 1,70* | 2,24 *** RNS helikaz
BUD22 | CR_00680W 0,54 0,14 |0,87* -0,65 | 0,93 ** 1,34 *** | -0,06 | 2,18 *** | 2,49 *** 1,14 1,38* | 2,01 *** rRNS érés
ENP1 C7_03700C 0,96 -0,34 | 0,90 * -0,31 | 1,05* 0,41 0,42 2,69 *** | 2 2Q *** 1,69 1,19 2,78 *** pre-rRNS feldolgozas
NSA2 C3_06380W na 0,90 1,97 *** | NA 1,17 * 1,54 ** NA 2,31 *** | 2,00 *** NA 2,04 * | 2,43 *** pre-rRNS komponens
Pearson féle korrelacios koefficiens:
DNS Chip VS RNS-Seq -0,076 0,650 0,700 0,795
DNS chip vs RT-gPCR 0,502 0,620 0,759 0,836
RNS-Seq vs RT-gPCR 0,500 0,891 0,945 0,915



14. Fiiggelék. A proteomikai vizsgalatok soran azonositott fehérjék funkcionalis jellemzése

C. albicans C. albicans fehérje neve? S cerevisiae Molekuliris funkcié™* / Biologiai folymat*
fehérje ortolog
adeniloszukcinat szintetaz enzimaktivitas, 'de novo' AMP
Adel2 Adeniloszukcinat-szintetaz Adel2 bioszintézisben betoltott szerep /feliilszabalyozott expresszid
biofilmben; csokkent expresszié hifaban az ¢lesztd sejtekhez képest
. , foszfoszerinhez val6 kotddés, DNS replikécios origdhoz vald kotodés
Bmh1 14-3-3 fehérje homolég Bmh2 / hifa novekedésben betdltott szerep, csokkent Spider biofilm képzés
. , transzlacioban elongacids faktor aktivitas, guanil-nukleotid cserélé
Efbl Elonggcios faktor 1-béta Efbl faktor aktivitas / csokkent Spider biofilm képzés
. e . ) + Y O ) roe )
Izocitrat-dehidrogendz [NAD] 1 IZO,Cltmt, dehldrf)genag (NAD.. ) aktivitas / hlt:al?an (?lc‘lhato feh?rj eként
ldhl ) . - Idhl talalhato; a fehérje szintje csokken a stacionarius fazisban levo
alegység (mitokondralis) ,
kultarakban
glutation peroxidaz enzimaktivitas, glutation transzferaz
Ure2 URE2 protein Ure2 enzimaktivitas, foszfofehérjék kotése, transzkripeids korepresszor
aktivitas
Cefa Elongécios faktor 3 vef3 tran.szlarc%obar} glongacms faktor aktl\flt.as, ATPa; ’en21makt1V1tas /
stacionarius fazisban magasabb a fehérje mennyisége
Cpr3 Peptidil-prolil cisz-transz izomeréz Cpr3 Peptldlljprolll Ccisz-transz 1zom?ra,z en%lmak"cwltas/ fe’he_rje folding,
apoptotikus folyamatokban valo részvétel, biofilm matrix komponens
chaperon (dajkafehérje), fel nem tekeredett fehérjékhez valo kotddes /
Hsp70/Ssal SSA1 hésokk fehérje Ssa4 farnezol altal alul szabalyozott expresszio biofilmben, Spider
biofilmben indukalt expresszid
RpI20B 60S riboszomalis fehérje 1.20 RpI20B a _rlb_oszoma szerkez’etl eleme / transzlacidban betdltott szerep, Spider
biofilmben represszalt/elnyomott
TI1 Transzketoldz 1 TKIL tran’sgketrolaz C’I’IZIH’l’akt{Vlt-aS/ perrlt(?z-foszfat shunt, / hifaban oldhato
fehérjeként talalhato, biofilm matrix komponens
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¢ alt,"(,:ap 3 C. albicans fehérje neve? S cerev,|5|3ae Molekularis funkcié'?/ Biologiai folymat
fehérje ortolog
tioredoxin peroxidaz enzimaktivitas, fel nem tekeredett fehérjékhez
Tsal TSA1 peroxiredoxin Tsal valo kotédés / oxidativ stresszben sejtes valaszban valo részvétel,
filament6zus ndvekedésben betoltott szerep
Ystl S0 408 riboszomalis fehérje RpsOA rljbogzoma szerkezet} elem / transzlacidoban betdltott szerep, Spider
biofilmben represszalt/elnyomott
Aip2 D-laktét dehidrogenéz DId2 d(?hld’rogenatz en21mak‘E1V1tas, aktinhoz valo kotédés/ csokkent biofilm
képzés folyékony tenyészetben
Cyp5 Peptidil-prolil cisz-transz izomerz Cpr5 P.ept.ldll-prroll.l cisz-transz izomeraz enzimaktivitas/ fehérje folding,
biofilm matrix komponens
metallodipeptiddz enzimaktivitas, omega-peptidaz enzimaktivitas/
Dugl-like DUGL1 Cys-Gly metallodipeptidaz Dugl glutation katabolizmusban valo részvétel, Spider biofilmben
represszalt/elnyomott
Eft2 Elongécios faktor 2 Eft] tran.szlarc%obar} e}ongacms faktor aktnflt.as, GTPa; ’en21makt1V1tas/
stacionarius fazisban magasabb a fehérje mennyisége
Guk1 Guanilat kindz Guk1l guanilat kinaz enzimaktivitas/ biofilm matrix komponens
Ham1l Inozin-trifoszfat pirofoszfataz Haml deoxiribonukleozid-trifoszfat-pirofoszfat hidrolaz enzimaktivitas
karosodott DNS-hez valo kotddés, hozzajarul az amidaz
Rad23 Rad23p Rad23 enzimaktivitashoz, proteoszémahoz valo kotédés, fehérjéhez valo
kotddés, fehérje hidak képzése, ubikvitinhez valo kotodés
riboszoma szerkezetelem / transzlacidban (citoszol) betoltott szerep /
RploB L9 citoszolikus riboszomalis fehérje Rpl9B stacionarius fazisban a fehérje szintje csokken, Spider biofilmben
represszalt/elnyomott
riboszdma szerkezetelem, nagy riboszomalis alegység rRNS-¢hez
Rpp0 PO 60S savas riboszomalis fehérje Rpp0 kotodik / transzlacioban (citoszol) betoltott szerep, Spider biofilmben
represszalt/elnyomott
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fehérje ortolog
Rps7A S7-A 40S riboszomalis fehérje Rps7A rl_boszoma szerkezete’:lem / transzlacidban betdltott szerep, Spider
biofilmben represszalt/elnyomott
TifL eIFAA ATP-fiiggé RNS helikaz Tif2 tran.szlac1.ol.)a,n Iniciacios _fak_tor aktivitas, AT’P-fuggo RNS helikaz
enzimaktivitas / Spider biofilmben represszalt/elnyomott
deoxihipuzin monooxigendz enzimaktivitas / filamentozus
Lial-like Deoxihipuzin hidroxilaz Lial novekedésben betdltott szerep, Spider biofilmben
represszalt/elnyomott
Ubal E1 Ubikvitin-aktivalé enzim Ubal ubikvitin-aktivalo enzimaktivitas/ a fehérje szintje csokken a

stacionarius fazisban levo élesztod kultarakban

A fehérjék és a gének neveit Thttp://www.uniprot.org/, * http://www.candidagenome.org/ és a >http://www.yeastgenome.org/ alapjan adtuk meg.
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