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1. Bevezetés

Napjainkban a Candida fertézések szama vilagszerte ndvekszik, a nozokomidlis
fertdzéseket okozd mikroorganizmusok kozil a Candida nemzetség tagjai a negyedik helyet
foglaljak el (Richards ¢és mtsi, 2000). Az Asconycota ¢lesztok Saccharomycetales rendjének
Candida albicans kladja f6ként opportunista human patogén gombékat foglal magaba (Diezmann
¢s mtsi, 2004). A felszini és szisztémas Candida albicans fertdzések szama az elmult évtizedek
soran (Bassetti és mtsi, 2006, Safdar és mtsi, 2002) egyre nd az antibakterialis antibiotikumok
sz¢leskorti alkalmazasa és az immunkomprimalt betegek novekvd szama miatt (Nosek, 2002,
Deak, 2004). Habar a C. albicans a normal human flora tagja, ennek ellenére opportunista
patogénként a gombas fert6zések esetén leggyakrabban izolalhato fajrol beszéliink (Bassetti és
mtsi, 2007), mely legyengiilt immunrendszerrel bird betegek esetén okoz fertdzést,
immunkompetensekben az €lesztd jelenléte joindulata. A felszini fertdzések mellett (candidiazis,
orofaringedlis candididzis és vulvovaginitisz), a C. albicans sulyos fertézéseket képes okozni,
mint példdul a candidemia és disszeminalt candididzis, melyek magas mortalitassal asszocialtak.
A human fertézések 45-60%-aért a C. albicans a felelds, mig Magyarorszagon ez az adat 77-80%
(Déczi és mtsi, 2002).

A mitokondrialis genommal kapcsolatos eddigi eredmények féleg Ascomycota
élesztdgombakhoz kotddnek. Ezen belill a Candida nemzetségbe tartozé fajok mtDNS-e egy igen
intenziven tanulményozott teriilet. A mitokondridlis genom-vizsgalatok szdmos faj genetikai
rokonsagi fokara derithetnek fényt. A C. albicans populacid genetikai diverzitasardl szerzett
informaciok megel6z6 eljardsok kidolgozasaban segithetnek. A tipizalasi modszerek nagy
tobbsége kromoszomalis DNS-en alapul, ilyenek a random amplifikéalt polimorfikus DNS
(RAPD) analizis, az elektoforetikus kariotipizadlds ¢és a multilocus sequence typing. Egy
alternativat jelent az extrakromoszomalis, mitokondridlis DNS analizis, mellyel C. albicans
esetén sikeresen lehet intraspecifikus genetikai variabilitast detektalni. A C. albicans mtDNS
szervezddésére jellemzd a cirkuldris konformacid, mérete a génbankban talalhatdo SC 5314 torzs
esetén 40420 bp (génbank hozzaférési szam: AF285261). Egy meglévé epidemioldgiai

jelentéséggel birdé modszer az EO3 tipizalas, aminek alapja a mitokondridlis DNS duplikalt

crer



Célkitlizések

Munkdm soran klinikai C. albicans izoldtumok polimorfizmusat vizsgaltam ¢&s
hasonlitottam 0Ossze torzsgyljteményes C. albicans torzsekkel. Célul tliztik ki 0j tipizéalasi
modszerek megalapozdsat, majd azok 0Osszehasonlitasat mar meglévé modszerekkel. A
modszerek kidolgozasdhoz céliil tlztik ki az izolatumok mtDNS-ének fizikai és funkcionalis
térképezését, valamint olyan mtDNS régiok meghatirozasat, melyek PCR (polimerdz lanc
reakcid) illetve RFLP (restrikcidos fragmentum hossz polimorfizmus) metddusok alapjait
szolgalhatjak a késObbiekben.

PhD munkam masik felét egy, kiillonb6zé Candida fajok ellen aktiv toxint termeld killer
¢lesztd, a Pichia anomala VKM Y-159 torzs karakterizalasa képezte. Célunk volt a toxintermelés
optimalizdldsa, a toxin(ok) jellemzése, hatdsspektrum, hatasmechanizmus, receptor hely,

biokémiai sajatossagok leirasa.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. A mitokondrium

A mitokondriumok sajat genetikai ¢€s fehérjeszintetizald apparatussal rendelkezd, emellett
azonban jelentds sejtmagi szabalyozéas alatt all6 szemiautonom sejtorganellumok, melyeket a
citoplazmatol kettds membran valaszt el. Szamuk sejttipusonként és fajonként eltérd, atlagosan
1000-2000 darab sejtenként. F6 funkcidjuk az ATP szintézis, igy jelenlétiik esszencialis a
magasabbrendii ¢élélények életmiikddése szempontjabol (Burger és mtsi, 2003, Lang és mitsi,
1999). A mitokondrium kiilsé membranja a matrixot valasztja el a citoplazmatol, mig a belsd
krisztdkat képez, melyek a sejtlégzés utolso 1épcsdjének, az elektrontranszfer lancnak a helyét
képezik (Sherratt, 1991). Ez az aerob folyamat 32 ATP-t general, ellentétben az anaerob
respiracidval, ami csak 2 ATP-t eredményez (Pfeiffer mtsi, 2001). Az elektrontranszport lanc
legtobb komponense magi kodolast.

Az energia-transzdukcioban betdltott esszencidlis szerepe mellett a mitokondrium szamos
mas funkcidért is felelds a sejten beliill. Aktivan részt vesz a sejt ion-homeosztazisanak
fenntartdsaban, az intermedier anyagcsere szabalyozasaban, valamint az apopt6zis folyamataban.
A mitokondrium sajat transzkripcios €s transzlacios apparatussal rendelkezik. A mitokondrialis
genom un. maradvany genom, igy csokevényes voltabol adoddan szamos, a mitokondrialis
funkciokban résztvevo gént sejtmagi DNS kodol, ezaltal a mitokondrialis fehérjék dontd
tobbsége a citoplazmdban termelddik, majd késébb importalédik a mitokondriumba (Burger,
2003; Lang, 1999).

A latszolag mitokondrium nélkiil miikod6 eukariota ¢él6lények is rendelkeznek tn.
hidrogenoszémaval, szarmaztatott mitokondriummal, ami a mitokondrium funkcidjat anaerob

koriilmények kozt is képes betdlteni (Embley és mtsi, 2003).

2. 2. A mitokondriumok eredete

A mitokondriumok eredetére vonatkozd elméletek koziil napjainkban a Gray-féle
endoszimbionita elmélet a legelfogadottabb. A hipotézis szerint ezen organellumok primitiv
anaeob eukariota sejtekkel szimbidzist alkotd aerob baktérium-0sokt6l szarmaznak, melyek
legk6zelebbi ma €16 rokonait az a-proteobaktériumok (pl: Rickettsia prowazekii, Bradyrhizobium
sp., Rhodospirillum sp.) kozott talaljuk meg (Burger és mtsi, 2003). A szimbidzis révén 1étrejott

kozos genombdl a koevolucid soran a sejtmag iranyaba megindult intenziv génaramlas



eredményeképpen alakult ki a redukélt mitokondridlis genom. Az elmélet mellett szol, hogy a
mitokondrialis DNS (mtDNS) hiszton nélkiili, magmembrannal nem hatarolt (bakteridlis tipusu),
a mitokondrialis riboszémak antibiotikum érzékenysége (kloramfenikol, eritromicin) megegyezik
a bakterialis riboszomakéval, valamint, hogy a légzésben szerepet jatszd specidlis enzimek
mitokondriumokban és baktériumokban egyarant megtalalhatok. A hipotézist aldtdmasztja még a

kb. 2 pm-es méret, ami épp egy baktérium méretének felel meg.

2. 3. A mitokondrialis genom

Az organellum genomja funkciondlisan konzervativ, minden ¢éldlényben hasonld
informéaciotartalommal rendelkezik, azonban a genom mérete és strukturdltsiga taxononként
jelentds eltérést mutat (Burger és mtsi, 2003; Lang és mtsi, 1999; Nosek és Tomaska, 2003). Az
AT gazdag mtDNS-en kodolt fehérjék legfeljebb o6tféle mitokondrialis folyamatban vesznek
részt: respiracio és/vagy oxidativ foszforilacid, transzkripcio, transzlacid, RNS érés és protein
import. A standard mitokondrialis génkészlet a kovetkezOkbol all: a citokrom b-t (cyt b), a
citokrom oxidaz (cox) 1-3 alegységét, az ATPaz komplex 6, 8, 9 alegységét illetve a NADH
dehidrogendz 7 alegységét, a kis és nagy riboszomalis RNS (s7rRNS és [rRNS) kodolo gén,
valamint fajtol fliggéen 23-25 transzfer RNS (tRNS) gén. Kimutattdk tovabba szdmos URF
(unassigned reading frame) és ORF (open reading frame) régio jelenlétét is, melyek egy része az
intron mozgasban jatszik szerepet, viszont tObbségiik funkcidja egyeldre ismeretlen (Burger és
mtsi, 2003; Lang ¢és mitsi, 1999; Nosek ¢és Tomaska, 2003). Néhany élesztében a NADH
dehidrogendz gének nem talalhatoak meg, ilyenek a Saccharomyces cerevisiae (Piskur és mitsi,
1998), Schizosaccharomyces pombe, Candida glabrata (Koszul és mtsi, 2003) valamint a
Kluyveromyces lactis (Zivanovic ¢és mtsi, 2005), viszont megtalalhaté a varl/ gén, mely a
riboszomalis alegységek Osszeszereléséért felelds fehérjét kodol. A mitokondriumban a mtDNS
molekulak kis csoportokba (nukleoid vagy kondriolit) rendezddve talalhatdak, ezek mérete és
szdma (akar tobb ezer) a fizioldgids koriilményekhez képest valtozdé (Moraes, 2001). A

nukleoidok a mtDNS és szdmos protein interakcidjabol jonnek létre (Kuroiwa, 1982).

2. 3. 1. A mitokondrialis genom szerkezeti diverzitasa
Az ¢éldlények egyes csoportjaiban hatdrozott kiillonbségeket lehet megfigyelni a

mitokondrialis genom méretében, mely 6-2000 kb kozé eshet. Allatokban 16-19 kb,
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Protozoakban 22-40 kb, magasabbrendii novényekben 150-2000 kb, gombakban pedig 17-100 kb
tartoméanyba esik a mérete. A gombékon beliil az ¢lesztdgombak esetén 17,3 -101,1 kb a jellemzd
mérettartomany. A legnagyobb mtDNS méretet (akar 2500 kb) a tokfélék kozt talaljuk. A
legkisebb genom mérete a parazita Plasmodium fajnak van, amely alig éri el a 6 kb-t és
minddsszesen csak két gént kodol (Burger és mtsi, 2003; Lang ¢és mtsi, 1999). A méretbeli
kiilonbségek szamos folyamat eredményeképpen jottek létre, egy résziiket az AT gazdag
intergénikus régiok méretének €s szervezddésének jelentds kiilonbségei okozzak. Szamos fajban
kiterjedt tandem ismétlddések, hurok-motivumok, kiilonb6z6 hossziasagu (0,1-4 kb) és szamu (0-
30 felett) intronok taladlhatéak (egy extrém példa a Podospora anserina fonalas gomba, mely
mitokondrialis genomjanak 75%-at intronok alkotjak, Cummings és mtsi, 1990; Burger és mtsi,
2003). A Cucurbitaceae csalad egyes tagjaiban a tandem ismétlddések felhalmozédsa okozza a
2500 kb méretet is meghalad6é mitokondrialis DNS-t (Burger és mtsi, 2003). A mobilis genetikai
elemek mitokondridlis és magi DNS kozti cseréjét szekvencia-Gsszehasonlitdsok alapjan
bizonyitottdk, mig a horizontalis géntranszfert tavoli rokon fajok homoldég génjeinek azonos
poziciodban 1év6 hasonlod intronjainak jelenléte alapjan feltételezik. Egyes esetekben megfigyelték
kodolod régiok mitokondridlis genomok kozti transzferét, melynek eredményeként hibrid gének
jottek 1étre (Burger és mtsi, 2003).

A mtDNS-en a gének organizacidja igen valtozatos lehet. Az egyik forma a génfuzio, pl:
két Amoebozoa egysejtiiben a coxl és cox2 gén azonos transzkripcios orientacioban, kdzvetleniil
egymas mellett helyezkedik el, igy folytonos ORF-et alkotnak (Burger és mtsi, 2003, Lang ¢és
mtsi, 1999). Egy masik forma a géntorés. Tetrahymena pyriformis és Chlamydomonas reinhardtii
esetében a mt rRNS génjei akar 8 modulba is torhetnek (Boer és Gray, 1988; Burger és mtsi,
2003; Lang és mtsi, 1999), melyek késobb elkeverednek a genomban, majd 6nall6 transzkripcid
révén egyedi rRNS darabok jonnek Iétre, melyeket bazisparosodas és a komplementer
szekvencia-szakaszok tartanak egyiitt. Két csillos faj (Paramecium aurelia, Tetrahymena
pyriformis) nadl génje két fragmentumra torik, melyek két kiilonb6z6 mRNS-be irddnak at, igy
valdsziniileg két kiilon polipeptid képzddését eredményezik, melyek a transzlaciot kovetden
faziondlnak (Edqvist és mitsi, 2000). Scenedesmus obliquus (Nedelcu ¢és mtsi, 2000)
mitokondrialis citokrom-oxidazanak 2. alegységét feltehetdleg 2 géndarab kodolja, melyek N-
terminalis régidja a mtDNS-ben, C-terminalisa pedig a nuklearis genomban helyezkedik el. A

mitokondrialis genom szokatlan jelenségei kozott meg kell emlitenlink a génrovidiilést is.
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Szdmos nem rokon allatfaj mtDNS-ében talaltak csonka tRNS-t, melynek egy vagy tobb helikalis
karja hidnyzott, példaul tobb allatnal (Boore, 1999) és Protistaknal (Gray és mtsi, 1998) is.

A mtDNS méretének redukcidja a sejtmagba torténd transzfer eredménye. A
mitokondrialis genom méretcsokkenésének egyéb okai lehetnek még az intronvesztés,
intergénikus szakaszok elimindldsa, amely folyamatok olyan mértékiiek is lehetnek, hogy
sz€lsdséges esetekben az egymassal hataros gének kodold szekvenciai at is fedhetnek (Burger és
mtsi, 2003). A nuklearis és mitokondridlis genom sajatsdgait Osszehasonlitva, jelentds
kiilonbségeket tapasztalhatunk. A human mtDNS szorosan Osszerendezett, kis szamu
intergenikus régiot tartalmaz, a sejtmagi gének pedig nagyszamu intront tartalmaznak (Anderson
¢s mtsi, 1981; Lander és mtsi, 2001; Venter és mtsi, 2001). Ezzel szemben élesztdgombak
mtDNS-e joval nagyobb méretii, intronokban valamint intergénikus régiokban sokkal gazdagabb,
nuklearis DNS-iikben viszont a gének szorosan egymas mellett helyezkednek el, a legtobb
esetben intronokat nem tartalmaznak (Foury és mtsi, 1998; Giaever és mtsi, 2002).

Az allati mtDNS kis méretli (15-20 kbp) cirkularis molekula, mely 37 vagy kevesebb
szorosan Osszerendezett gént tartalmaz. A monomer genom mellett gyakori az unicirkuléris dimer
(két genom fej-farok kapcsolodasa) és katenatak (két vagy tobb monomer cirkulum egymasba
kapcsolodva lancszemszertien, Boore, 1999; Clayton, 2000). Szokatlan DNS struktura jellemzi a
kinetoplasztid protozoa-k mt vagy kinetoplaszt DNS-ét (kDNS), mely tobb ezer egymadasba
kapcsolodo cirkulumbol all. A halézat kétféle molekulabol all: minicirkulum (0,5-10 kb, 5x10%-
10° db/halozat) és maxicirkulum (20-40 kbp, 20-50 db/haldzat). A minicirkulumok
szekvenciajanak 10%-a konzervalt, mig a maxicirkulumok szekvenciaja teljesen homogén egy
sejten belill, és a mt struktirgéneket hordozza. A minicirkulumok szerepe a guide RNS-ek
kodolasa, amik az RNS editing-ben jatszanak szerepet.(Simpson, 1987; Chen és mtsi, 1995;
Lukes és mtsi, 2002).

2. 3. 2. Cirkularis vs linearis mitokondrialis genom

A mitokondridlis genomot kezdetben elektronmikroszkdépos  vizsgalatokkal
tanulmanyoztak (Nosek és mtsi, 1998). Ezen modszerrel nyert adatok a mitokondridlis DNS
cirkularis szerkezetét igazoltak. Bar jollehet némely esetben az elektronmikroszkdpos képen
linearis szerkezet tint eld, ezt az eredményt elvetették, a minta el6készitése soran keletkezett

DNS torésnek, miiterméknek gondoltdk. A kilencvenes évekig fdleg ezen mddszerrel
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tanulmanyoztak a mitokondrialis genom szerkezetét, am egyre tobb organizmusnal figyeltek meg
linedris formékat (Tetrahymena pyriformis- Suyama és Miura, 1968; Paramecium aurelia,
Goddard ¢s Cummings, 1975; Chlamydomonas reinhardtii, Ryan és mtsi, 1978; Williopsis
(Hansenula) mrakii, Wésolowski és Fukuhara, 1981; C. parapsilosis, Kovac és mtsi, 1984). A
mtDNS linearis voltat restrikcids térképezéssel, végjeloléssel, exonukledz-emésztéssel, valamint
elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal is igazolhatjuk. A lineédris és cirkularis molekulakat
pulzéltatott mezejii gélelektroforézissel (PFGE) kiilonithetjiik el hatékonyan egymastol (Nosek és
mtsi, 1998). A cirkularis térképezésii mitokondrialis genommal rendelkezé organizmusokban a
cirkularis molekuldk kis aranyban vannak jelen, joéval nagyobb részben kiilonbozd méretil,
polidiszperz linearis molekuldk vannak (Bendich 1993; Backert és mtsi, 1997; Williamson,
2002), melyek altalaban nagyobbak a genom egységnél, és nincsenek specidlis végstruktaraik,
rolling-circle ¢és/vagy rekombinacio-fiiggd replikacios stratégiakkal keletkeznek. A valodi
cirkularis genomok (allatok) Cairns-tipust theta struktiraval replikdlodnak. A valddi linearis
molekulak a kovetkezd kritériumoknak kell megfelelniiik: (i) restrikcidés endonuklazos kezelést
kovetden keletkeznek olyan fragmentumok, melyek csak linearis molekula végére helyezhetdk;
(1) végjelolést és exonukledzos emésztést lehet végrehajtani rajtuk; (iii) specidlis végstruktiraval,
a telomerrel rendelkeznek (Morin és Cech, 1988).

A linearis mtDNS jellemzdje a génsorrend szigoru konzervacidja (még egyedi tRNS
szinten is), mig a cirkularis genom esetén varidbilis a sorrend. Nosek és munkatarsai kimutattak,
hogy a linearis és a cirkuldris mt genom replikdcids mechanizumusa ugyanazokat a protein
komponenseket hasznalja fel (Nosek és mtsi, 1999; Tomaska és mtsi, 2001). Egy faj két kiilon
torzse (pl: Williopsis suaveolens, C. parapsilosis) tartalmazhat linearis és cirkularis mtDNS-t is.
Arra nézve, hogy a linearitds ¢és a termindlis struktirak megléte jelent-e valami elényt, még
folynak kisérletek, de Kosa és munkatarsai 2006-ban leirtak, hogy a C. metapsilosis két torzse
koziil a linedris mtDNS-sel rendelkez0 YPD médiumban talndtte a cirkularis genommal
rendelkezdt. A két konformécid intrakonverzidja valdszintileg relative egyszerli mechanizmusok
utjan kovetkezhet be, egyik lehetdség a mitokondrialis telomerek evolucidja, melyek forditott
terminalis ismétlddésekkel rendelkezé mobilis genetikai elemekbdl (transzpozonok vagy
plazmidok) szdrmazhatnak. Ezek az elemek a cirkuléris vagy polidiszperz linearis mtDNS-be
integralodva linearis genomot hoztak létre (Nosek és mitsi, 2003). A cirkuldrisb6l lineéris
szerkezetlivé vald atmenetet filogenetikailag kozeli fajok esetén is megfigyelhetjiik. Ilyen

jelenség figyelhetd meg a C. albicans klad rokon fajai korében is, ahol C. albicans torzsekben
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cirkularis, C. parapsilosis torzsekben linearis, mig C. orthopsilosis torzsekben cirkularis és
lineéris format is megfigyelhetiink (Nosek és mtsi, 1998, 2003, 2004; Kosa és mtsi, 2006). Egy
masik lehetséges mechanizmus a linearis genom kialakuldsara telomer modulok horizontélis
transzfere. Ilyenek a C. parapsilosis, C. salmanticensis és Pichia philodendri esetén eléfordulod
extragenomikus telomer minicirkulumok (Tomaska és mtsi, 2000), melyek rolling-circle
mechanizmussal replikdlodnak, és egy Osi mitokondrialis genomba rekombindldodva hozhattdk
létre a linearis genomot telomer szekvencidval. Feltételezhetd egy enzim, mely a cirkularis
molekulaban vagy konkatamerekben egy adott régiot felismerve hasit, igy linearis molekulakat
hoz létre végstrukturakkal (Nosek és mtsi, 2003). Linearisbol cirkularis genom a telomer

szekvenciaban bekdvetkezd mutacié folyamén alakulhat ki (Fukuhara és mtsi, 1993).

2. 3. 3. A mitokondrialis végstrukturak tipusai

A linearis mtDNS-nek ugyanugy, mint a magi kromoszoémaknak, meg kell oldaniuk a
végek replikacio soran bekovetkezd rovidiilésének problémajat, illetve a végeket meg kell 6vniuk
a DNazok tdmadésaitol. A mitokondridlis telomer struktirdk tobbféle tipusat irtdk le eddig: (i)
kovalensen kapcsolt egyszalu hairpin az egyik vagy mindkét végen (pl.: Paramaecium aurelia,
Pichia pijperii, W. mrakii; Goddard és Cummings 1975; Pritchard és Cummings 1981; Dinouel
¢s mtsi, 1993); (i1) valtozd szamu tandem repeat egységek (pl: Tetrahymena thermophila, C.
parapsilosis; Morin és Cech 1986, 1988; Nosek és mtsi, 1995), melyek a homolog rekombindcio
kiindulopontjaként, vagy a replikdcid soran az RNS primer kotOhelyéiil szolgalhatnak; (iii)
inverted terminalis repeat-ek, 3’ egyszalu tulnyuld véggel (pl: Chlamydomonas reinhardtii,
Vahrenholz és mtsi, 1993), mely nem engedi a recirkularizaciot; (iv) 5° véghez kovalensen
kapcsolodd termindlis proteinek (pl: linearis mitokondridlis plazmidok; Grillths, 1995); (v)
kovalensen kapcsolt egyszali hairpin az egyik végen, a masikon 5 bp egységek tandem
ismétléddése (Fusarium mitokondrium; Walther és Kennell, 1999); (vi) komplex ismétlédések
tobb tipusa mtDNS-ben (pl: Theileria parva; Shukla és Nene, 1998; Amoebidium parasiticum;
Burger ¢és mtsi, 2003) vagy linearis plazmidokban (pl: mF plazmid Physarum polycephalum-ban;
Takano és mtsi, 1994). (vii) telomerikus loop (t-loop) struktira C. parapsilosis linearis mtDNS

végeken, melyek magi megfelel6jiikhoz hasonloan egyszalu telomer faroknak a kétszali telomer

crcr
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8 bp kozt van, ehhez képest a mitokondridlis telomerek joval hosszabbak, valamint nem
tartalmaznak konszenzus szekvencidkat.

Elesztékben kétféle telomer tipus fordul elé: (i) Williopsis és Pichia fajok esetén
terminalis inverted repeat-ek, kovalensen kotott egyszalu hairpinnel (Dinouél és mtsi, 1993); (ii)
Candida parapsilosis, C. salmanticensis €s Pichia philodendra esetén (Nosek és mtsi, 1995) a
termindlis inverted repeat-ek hosszi repetitiv egységek tandem sora, 5’ talnyuld véggel
(Rycovska és mtsi, 2004; Nosek és mtsi, 1995; 2002; 2005). A C. parapsilosis-ban 2D gél
elektroforézis segitségével kiilonallo, cirkularis, szuperspiralizalt DNS darabokat fedeztek fel,
melyek mérete n*0,75 kb-nak addodott, amik DNaz I-gyel relaxalhatoak. A folyamat sordn a
telomer ismétlddések visszahurkoldodva egy un. t-loop-ot alkotnak, amelyek aztan lefliz6dnek
(Tomaska és mtsi, 2002). A replikacidjuk ezek utan a rolling circle mechanizmus szerint torténik,
ami altal a megszintetizalédott konkatemerek az utdd mtDNS-hez képesek kapcsolodni. Az
inkomplett repetitiv egységeket tartalmaz6 formdk nem képesek az 5’ véget fenntartani, igy a
replikacio soran elvesznek és/vagy csak transzkripciora hasznalodnak el. Csak a tandem repeat-
eket tartalmazo formak replikacid kompetensek. A nagy repeat egységeket tartalmazé magi
telomerek a (ii) tipusu €lesztd mitokondrialis telomerekhez hasonlitanak, és mivel azok telomeraz
fliggd mechanizmussal replikdlodnak, igy felmeriil ennek a lehetdsége a mitokondrium esetén is.
C parapsilosis-ban irtak le az elsé mitokondrialis telomer ko6td fehérjét is (mtTBP), amely fehérje

a mtDNS 5’ talnyul6 végéhez képes kapcsolddni. A fehérjét egy magi gén, az MTP1 gén kodolja.

2. 4. Mitokondrialis intronok vizsgalata

Az ¢lesztd mitokondridlis genomok komparativ analizisének egy részét a mitokondrialis
motivumok alapjan térténd csoportositasa. Az éleszté mitokondridlis intronok az I. és II. tipusu
intronok koz¢ tartoznak (GI és GII), melyek ribozimok és mobilis genetikai elemek. Az 1. tipusa
intronok sajat splicing-jukat katalizaljdk, guanozin inicialt transzészterifikacios 1épések
folyamédn. Homing endonukledz géneket tartalmaznak, melynek segitségével egy gén
introntartalmu alléljébdl az intronmentesbe vandorolhatnak, ez a folyamat a homing. Szekvencia
szinten kevéssé homoldgok, de masodlagos és harmadlagos strukturajuk konzervalt. Méretiik
200-3000 nt kozé eshet. Open reading frame-t (ORF) a core struktiran kiviili loop-on
tartalmazhatnak, melyek endonukledzszerti fehérjéket kodolnak. Self-splicing (6nkivagdodas) van,

de eléfordulnak olyan I. tipust intronok is, melyek a splicing-hoz segitd fehérjét igényelnek, ami
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magi vagy sajat kodolasu maturdz. Az 1. tipusl intronokat konzervalt aminosav motivomuk
jelenléte alapjan négy csaladba soroljak: 1. His-Cys box, 2. LAGLI-DADG, 3. GIY-YIG, 4.
HNH csalddok. A 900-2500 nt méretd II. tipusu intronok splicingja kétlépesds
transzészterifikacioval torténik hasonléan a magi mRNS intronokéhoz. A II. tipusi intronok
reverz transzkriptdz, maturdz ¢és endonukledz aktivitdsu fehérjéket kodolhatnak, terjedésiik
retrohominggal vagy retrotranszpozicioval torténhet. Self-splicing ritkdn van, de lasst és kiilsd,
segitd fehérjét igényel, mely magi vagy intron kodolt. A masodlagos struktira konzervalt, egy
kozponti korrél 6 dupla hélix (I.-VI.) agazik el. ORF-t a IV. doménben tartalmazhatnak. Az
intronszerzésnek két tipusa létezik: homing (ugyanabba a génbe kertil vissza (GI: endonukleazos
homing, GII: retrohoming)), illetve transzpozici6. A GII intronok reverz splicingban vehetnek
részt. Az intronvesztés elég ritka esemény, de exon konverziot okozhat, ha a kivagddoé intron az

exonbdl is eltavolit egy részletet (Michell és Perfect, 1995; Kennel és mtsi, 1993).

2. 5. A mitokondrialis genom vizsgalatok gyakorlati
vonatkozasai

A kiilonbozo6 ¢€lesztd fajok mitokondrialis DNS vizsgélatat tobb tényezd is indokolja. A
komparativ genomika 1 alapelveket vethet fel a genom dinamikéban; a komplett genom
szekvenciak tovabbi funkcionalis tanulmanyokhoz szolgaltathatnak alapot; a gombak, koztik a
klinikai mintakban [évé patogén fajok molekularis diagnosztikdjdhoz, evolucid bioldgiai
vizsgélatokhoz szolgdl alapot; a patogén gombak mitokondridlis genomja pedig terapias
alkalmazasok célpontja lehet. A patogén gombak egy része linedris genommal rendelkezik,
melynek replikacidjaval interferald drogok kifejlesztése egy alternativ lehetdség a human patogén
gombakkal szembeni terdpidban. A linearis molekuldk telomerjei molekuldris markerek lehetnek
PCR alapu diagnosztikdban. A telomeraz-negativ humén tumorsejtekben telomer cirkulum
dependens utvonal mikddik a telomer fenntartasban, igy a mitokondrialis DNS vizsgalatok annak
modellezésére is alkalmasak (Regev ¢és mtsi, 1998). A linearis mt genomok egyedi modell
rendszert jelenthetnek a linearis kromoszomak evolucids vizsgalataban, ugyanis a magi és
mitokondridlis telomerek felépitése igen hasonld: tandem egységek (magi: 6 bp, mt: C.
parapsilosis-nal 738 bp hosszuak), tlnyulo vég (magi: 3°, mt: 5°), t-loop-ok és telomer proteinek
jelenléte. A magi telomerek fenntartdsaban a telomeraz vesz részt, alternativ utvonal(ak) és t-

cirkulumok mellett, mig a mitokondriumban telomerazt eddig nem tudtak kimutatni. A vég-
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replikdcios problémaéra megoldast jelentd mechanizmusok paralellek az eukariota sejtmagban
lejatszodo alternativ, telomeraz fliggetlen utvonalakkal. A mt-alis telomerek replikacidjanak

vizsgalata fényt derithet a korai eukaridtdkban a linearis kromoszomak eredetére.

2. 6. A Candida albicans klad

Az Ascomycota torzson beliil harom osztalyt kiilonboztethetiink meg: Euascomycetes
(fonalas gombak), Hemiascomycetes (élesztogombak), és Archiascomycetes. A Hemiascomycetes
osztalyba tartoz6 Saccharomycetales rendbe tartoznak opportunista humén patogének (Candida
albicans), novénypatogének valamint vizzel és rothadd vegetacioval asszocialt kozmopolita
¢lesztOk. Az ebbe a rendbe tartozo fajok altalanos jellemzodi a kdvetkezok: (i) nincs vagy csak
kezdetleges hifa, (ii) hasadassal vagy sarjadzassal szaporod6 vegetativ sejtek, (iii) a sejtfalban
nincs kitin, és (iv) egyediil vagy lancban képz6dd aszkuszok (Kirk és mtsi, 2001). Diezmann és
munkatarsai 2004-ben filogenetikai vizsgalatokat végezve hat magi gén szekvenciajat alapul véve
harom nagy csoportot kiilonitettek el a Saccharomycetales renden beliil (1. dbra). Az elsé klad
féleg Candida fajokat tartalmaz, a masodik a Metschnikowiaceae csaladot foglalja magaba, mint
monofiletikus csoportot, valamint a Debaryomyces nemzetség harom fajat, és a Candida
guilliermondii-t. A harmadik klad kizarolagosan a Saccharomycetaceae csalad tagjait foglalja
magaba (Diezmann és mtsi, 2004).

Ezen felosztas szerint az opportunista human patogén gombak nagy tobbsége az elsd
kladba keriilt. Fiziologidsan a normél human flora alkot6i, hamfeliileteken jelentds szamban
talalunk C. albicans és C. parapsilosis fajokat egyarant. Virulencidjuk a jo megtapadasi és
pszeudohifa képzési képességiikkel, valamint specifikus virulencia faktorok termelésével
magyarazhato. Ilyen virulencia faktorok példaul a kiilonféle lipazok, proteazok és egyéb, a
megtapadast segitd faktorok. Megbetegedést leggyakrabban a C. albicans okoz, de a C.
parapsilosis szintén gyakori korokoz6 (Lockhart és mtsi, 2008). Az C. albicans kladba human
patogén fajok mellett apatogének is talalhatéak: Candida maltosa és Lodderomyces elongisporus

(mely a C. parapsilosis teleomorf alakja).
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35y Candida albicans CBS 1905
Candida albicans CBS 562
Candida dubliniensis

Candida maltosa
Candida tropicalis

Candida viswanathii Clade 1

s Candida parapsilosis genotype 1

Candida parapsilosis CBS 604
Candida parapsilosis genotype II
Candida parapsilosis genotype TIT

Lodderomyces elongisporus

21 Candida guilliermondii MMRL 1635

= —2% Candida guilliermondii MMRL 1636
Pichia guilliermondii

Candida guilliermondii MMRL 1759
Candida intermedia
Clavispora lusitaniae

Clavispora opuntiae Clade 2

Metschnikowia pulcherrima

Candida zeylanoides
Pichia norvegensis

18
17N Debaryomyces carsonii
15 o
1 \E Debaryomyces etchellsii
Debaryomyces hansenii

Candida castellii
Candida glabrata
Saccharomyces cerevisiae

s

Eremothecium gossypii
Saccharomyces kluyveri
Kluyveromyces lactis

Clade 3

Kluyveromyces marxianus

Candida norvegica
Pichia jadinii

Issatchenkia orientalis
Pichia membranifaciens
Pichia fermentans
\—— A4——— Yarrowia lipolytica

Stephanoascus ciferrii

Schizosaccharomyces pombe

Neurospora crassa

—— 0,05 substitutions/site

1. abra: A Hemiascomycetes osztaly feltételezett filogenetikai kapcsolatai, Maximum
likelihood analizissel 6 magi gén (ACT1, EF2, RPB1, RPB2, 18S rDNA és 26S rDNA)
szekvencidjara nézve (Diezmann és mtsi, 2004)

Egy jelenleg is folyd nemzetkozi project a C. albicans klad tagjainak taxondmiai
kapcsolatait és a mitokondrialis genom evolucidjat vette vizsgalat ald, mely soran a kladban
talalhato élesztdgombak teljes mitokondrialis genom szekvenalasa, azok komparativ analizise

torténik.

2. 6. 1. Candida maltosa

A C. maltosa levegOben, talajban és torkolati vizekben, kiilondsen szénhidrogénekben
gazdag ¢lohelyeken eldforduld imperfekt, apatogén élesztégomba, ami a szénhidrogéneket,
zsirsavakat és szénhidratokat is képes metabolizalni (Spencer és mtsi, 2002). A legismertebb
szénhidrogén-asszimilalo fajok kozé a C. maltosa-n kivil a Yarrowia lipolytica valamint a
Candida tropicalis tartoznak. A C. maltosa més szénhidrogén-asszimilalo élesztoktdl eltérden a
C6-9 n-alkanokat, a C10-16 folyékony alkanokat, a C19-32 szilard n-alkdnokat valamint a C40

n-alkanokat is metabolizalja. A C. maltosa képes oxidalni policiklikus aromas szénhidrogéneket
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(PAH) is. A fajt a biotechnoldgia szdmos teriiletén hasznaljak fel: (i) SCP (single cell protein)
termelés; (ii) hidrofil intermedierek (pl: zsiralkoholok, zsirsavak ¢és dikarboxilsavak) termelése az
alkdn oxidativ utvonalban (Umemura ¢és mtsi, 1990); (iii) enzimjei biokatalizatorok (P450s,
NADPH-P450 reduktaz, citokrom b5, FAOD, SOD, kataldz, Avetisova, 1991); (iv) heteroldg
protein termeltetés lehetséges gazdaja; (v) mukonsav termeltetés catechol-bol (Gomi ¢és
Horiguchi, 1988); (vi) D-aminosavak termeltetése (Uemura, 1985; Uemura és mtsi, 1988); (vii)
dohény ¢és uborka rezisztencidjanak promotéaldsa virdlis (dohdnymozaik virus) és bakteridlis
(Pseudomonas syringae pv lachrimans) patogénekkel szemben, mannanok és szarmazékaik
bejuttatasaval a novény intercellularis terébe (Kovalenko és mtsi, 1992). A C. maltosa, C. utilis
és Y. (C.) lipolytica apatogének, habar néhdny torzs potencialis patogén lehet, illetve az élesztd
SCP-vel (single cell protein) dolgozoknal-hasznaloknal allergias reakciok léphetnek fel. Ezek
kivaltdé okai a SCP termékben jelenlévO paratlan szénatomszami zsirsavak, de nagyobb
rizikofaktort jelentenek a nyers paraffinokban 1évo toxikus komponensek, amik az élesztd sejtben

akkumlal6dnak.

2.6. 2. C. parapsilosis

A C. parapsilosis egészséges egyénekben kommenzalistaként megtalalhato €élesztégomba,
de kérosodott immunrendszerii egyénekben fertézéseket képes kivaltani (Cassone és mtsi, 1995;
Weems, 1992). A C. parapsilosis az egyik legfontosabb non-C. albicans human patogén, mely a
nozokomialis fungémidk 30%-¢ért felelds. Gyakran asszocialt a kovetkezdkkel: szeptikus artritisz,
peritonitisz, vaginitisz, illetve bdr- és korominfekciok. Endokardiélis szovetekhez valo szelektiv
affinitisa miatt jelentésége az endokarditiszek esetén is egyre né. Ujsziilottek esetén a halalos
kimenetelii candidiasis-ok 6 kivaltd oka.
specialis termindlis struktaraval (Nosek és mtsi, 1998), mely 738 bp egységek tandem sorabol 4ll,
5’ talnyald véggel (Nosek és mtsi, 1995). Megfigyelték telomerikus minicirkulumok és 5’ végi
telomer koté protein jelenlétét, ami véd az enzimatikus degradéaciotol (Nosek €s mtsi, 1999;
Tomaska ¢és mtsi, 1997, 2001). DNS-DNS reasszociacios vizsgalatok, RFLP ¢és izoenzim profil
vizsgélatokat kovetden a C. parapsilosis 1., 11. és III. csoportjat harom kiilon fajra osztottak: C.
parapsilosis, C. orthopsilosis és C. metapsilosis (Lin és mtsi, 1995; Roy és Meyer, 1998, Tavanti

¢s mtsi, 2005). A C. parapsilosis fajon beliil a kiilonb6zd izoldtumok mtDNS restrikcids enzim
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vizsgalata (Hindlll, EcoRV, Pvull és Kpnl) azonos mintdzatot mutat az eddigi vizsgalatok
alapjan (Camougrand és mtsi, 1988; Su és Meyer, 1989, 1991).

2.6. 3. C. albicans

Az elmult évtizedekben a gombas fertézések szama jelentdsen megnétt. A koérokozok
koziil a legnagyobb jelentdséggel a kommenzalista C. albicans bir, mely a normal human flora
tagja, de immunkomprimalt betegekben opportunista patogénként viselkedik (Pfaller és Diekema,
2007; Wisplinghoff és mtsi, 2003). A fertdzések nagy része nozokomialis megbetegedés, ezért a
prevencios stratégiak kidolgozasa is egyre siirgetobb feladat. A klinikai C. albicans i1zolatumok
szubtipizaldsa epidemioldgiailag tobb szempontbdl fontos: a fertézések kialakulasanak és a
virulens torzseknek a felismerése valamint a fert6zések forrasdnak meghatarozasa (Dalle és mtsi,
2000; Eloy és mtsi, 2006; Stephan és mtsi, 2002).

A C. albicans egy diploid, imperfekt, dimorf élesztdgomba, mely melegvéri allatok, igy
emberek kommenzalistajakét ordlis ¢és vagindlis nydlkahdrtya felszineken ¢és az
emésztérendszerben kolonizal. A C. albicans fertdzések (candidiasis) egészséges egyénekben
ritkan fordulnak eld. A candidiasis-nak tobb fajtija van: felszini (oralis és vaginalis) és ,,mélyen
fekve” (Candida okozta myocarditis és akut disszeminalt Candida septicaemia). Jellemz6
korképiik pl: a csecsemdk pelenka dermatitisze, a szajpenész, az orofaringedlis candidiasis. Ezen
kiviil a gomba megjelenhet a vérben (candidaemia), vagy a vizeletben (candiduria). Legsulyosabb
formajaban 1¢ziok is képzddhetnek, amely ham és kotészoveti elhalasokkal jar. Az elmult két
évtizedben kiilonb6zé okok miatt (immunoszuppresszans kezelések, hossza idejii katéterezés,
széles-spektruml antibiotikum kezelés) a Candida fertézések szama dramaian megndtt (Molero
¢s mtsi, 1998).

A C. albicans imperfekt, de a genom szekvendlast kovetden szexudlis rekombinécid
megvalosulasara utald bizonyitékot talaltak, ugyanis azonositottak egy lokuszt (MTL), mely
hasonlit a Saccharomyces cerevisiae mating-type (MAT) lokuszara (Hull és Johnson, 1999).
Habar a C. albicans konstitutiven diploidnak bizonyul, a parosodasi folyamatokhoz sziikséges
DNS-kotd  proteineket, feromonokat, ¢és feromon-receptorokat kodold genetikai hattérrel
rendelkezik (Tavanti és mtsi, 2003). Populacidégenetikai tanulményokbol kideriilt, hogy ez a
patogén gomba nagyrészt klonalis (Pujol és mtsi, 1993, 1997; Graser ¢és mtsi, 1996; Lott és mtsi,
1999; Anderson és mtsi, 2001; Tavanti és mtsi, 2004). A kutatasok azt mutatjdk, hogy a mating

egy ritka esemény, a megfigyelt rekombindciok a homolog kromoszomak kozotti mitotikus

20



rekombindciok vagy paraszexudlis események kovetkezményei, mintsem valodi szexudlis
reprodukcioé (Odds és mtsi, 2007). Egy masik hipotézis szerint a mating gyakran el6fordulhat, de

csak kozel rokon torzsek esetén (Soll €s Pujol, 2003).

2.6.3. 1. C. albicans tipizalasi modszerek
Az elmult évtizedekben szdmos molekularis tipizalasi modszert dolgoztak ki C. albicans

izolatumok epidemioldgiai vizsgéalatdra, de azok reprodukélhatdosdganak és standardizalasanak
hidnya korldtozza alkalmazisukat. Nagy eloérelépést jelentett a torzsek differencidlasdban a
multilocus sequence typing (MLST) kidolgozasa, amelyet eredetileg 1998-ban Maiden ¢és
munkatarsai fejlesztettek ki Neisseria meningitidis-re, de hasznalatat azdta egyéb baktérium
torzsekre (Dingle és mtsi, 2001; Enright mtsi, 2000, 2001; Nallapareddy mtsi, 2002), manapsag
pedig mar C. albicans-ra is kiterjesztették (Bougnoux és mtsi, 2002; Tavanti és mtsi, 2003,

http://calbicans.mlst.net/). Az MLST egy jo eszkoznek bizonyult a C. albicans izolatumok

epidemiologiai €s populacio genetikai vizsgalataihoz.

A klinikai C. albicans izolatumok differencialasara tobb modszer is 1étezik, melyek kdzott
a PCR alapi modszerek nagyszamban fordulnak eld, ilyenek példaul a mikroszatellit
hosszpolimorfizmus (microsatellite length polymorphism—MLP, Garcia-Hermoso és mtsi, 2007)
¢s a fentebb mar emlitett multilocus sequence typing (MLST, Odds és mtsi, 2007, Pfaller és
Diekema, 2007, Reiss ¢és mitsi, 2000, Yeo és Wong, 2002), melyek sejtmagi DNS szintli
kiilonbségeket tarnak fel.

A C. albicans torzseket kiilonboz6 klonalis vonalakba lehet szétosztani, ezek meglétét
korabbi, egymastol fiiggetlen vizsgalatokkal bizonyitottdk: Ca3 fingerprinting, RAPD (random
amplification of polymorphic DNA) ¢és multilocus enzim elektroforézis (MLEE). MLEE-vel
harom csoportot kiilonitettek el: I, II és III. klad (Eszak-Amerika), amit Ca3 fingerprinting
modszerrel kiterjesztettek még tovabbi kettd csoporttal: SA (South-Africa) és E (Europe) (Pujol
¢és mtsi, 2005; Blignaut és mtsi, 2002; Soll és Pujol, 2003). A Ca3 proba a C. albicans genomban
szétszorva elhelyezkedd repeat elemek szekvencidjat tartalmazza, melyben mikroevolucids
valtozasok, inszerciok illetve deléciok kovetkezhetnek be (Pujol és mtsi, 1999). Napjainkban a
multilocus sequence typing (MLST) modszer is igazolta az 6t csoport meglétét (Tavanti és mtsi,
2005; Odds és mtsi, 2007) és tovabbi alcsoportok 1étét is felvetette. Mivel a populacié genetikai
vizsgélatok nem vették figyelembe az alcsoportokat, igy feltételezhetd, hogy a rekombinacid

kladok kozott ugyan ritka, de azon beliil gyakori lehet (Pujol és mitsi, 2005). Az MLST
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vizsgalatok (Bougnoux és mtsi, 2004; Tavanti és mtsi, 2005; Odds és mtsi, 2007) hat vagy hét
alapulnak. A minden lokusznal leirt genotipusok kombindcidja jellemzi a diploid szekvencia
tipust (DST) minden torzsre. Az MLST reprodukalhatdé adatokat eredményez, amellyel
kiilonbséget lehet tenni a torzsek kozott. Az MLST-t sikeresen alkalmazzak klinikai C. albicans

crer

izolatumok  (http://calbicans.mlst.net/) epidemioldgidjanak vizsgdlatira, illetve kiilonb6zd

6kologiai niche-ekrdl szarmazo izolatumok diverzitdsanak tanulményozésara.

2.6.3. 2. EO3 régio vizsgalat
A fent emlitett modszerek mellett alternativat jelent a mtDNS eredetii faj specifikus DNS

fragmentum, az EO3 régid vizsgalata, mely az SC5314 torzs mtDNS-ének egy duplikalt
régidjaban, 9071 nt-9954 nt kozott helyezkedik el (Shaw és mtsi, 1989; Wills és mtsi, 1985). Ez a
régi6d polimorfizmust mutat, harom kiilonb6z0 hossziisagi fragmentum (L, M, S) forméjaban
fordul elé (Miyakawa és mtsi, 1992, Miyakawa és mtsi, 1993, Miyakawa és Mabuchi, 1994).
Miyakawa és Ozowa 2009-ben restrikcios analizissel fényt deritettek a polimorfizmus okara,
melyet két, kb. 50 bp hosszusaga DNS fragmentum (A és B szegmens) jelenléte vagy hianya
okoz. Ezen jelenség miatt az EO3 régid vizsgalata epidemiolodgiai szempontbol igen fontossa
valhat. Miyakawa és Ozowa 2009-ben négy tipust kiilonitettek el: az L tartalmazza az A és B
szegmenst is, a méretben egyez6 MI és MII koziil - Bg/Il restrikcidos hosszpolimorfizmus
modszerrel vizsgalva — az MI csak az A-t, az MII csak a B-t, mig az S tipus egyiket sem
tartalmazza. A vizsgalatok kimutattdk, hogy mind a Bg/Il hasitohelyeket, mind az A és B
szegmenst ugyanazok az inverted repeat (IR) szekvencidk veszik koril: 5°-[CCACCCGA]-(A
vagy B szegmens)-[TCGGGTGG]-3’, illetve 5’-[CCACCCGA]-GATCAGAGATC-
[TCGGGTGG]-3’, az alahuzott nukleotidok a Bg/II felismerdhelyét jelentik. Ezen inverted repeat
szekvencidk az EO3 région belil nemcsak a fent emlitett helyeken fordulnak eld, hanem
mozaikszerlien eloszolva a teljes régioban megtalalhatdak, igy feltételezhetden nagy szerepet
jatszanak a polimorfizmus kialakulasaban. Mindezen tények miatt az EO3 régié vizsgalata egy
alternativ eszkdz lehet a klinikai C. albicans izolatumok elkiilonitésében, epidemioldgiai

jelentdsége egyre nd.
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2.7. Killer jelenség

2. 7. 1. El6fordulas, okologiai szerep

Minden biologiai tarsulason (biocOnozison) beliil az élettérért ill. a tapanyagokért
folytatott kiizdelem (kompeticid) fontos szerepet jatszik annak eldontésében, hogy mely
organizmusok sikeresek, melyek képesek benépesiteni az adott kornyezetet. Antagonista
kolcsonhatds soran a mikrobdk extracelluldris termékiikkel oly mddon véltoztatjdk meg a
kornyezetiiket, hogy az kevésbé, vagy egyaltalan ne feleljen meg mas organizmusok szdmara. Ez
lehet nem specifikus (szerves sav vagy alkohol) vegyiilet, de ismertek specifikusabb hatast
extracellularis termékek is. Ilyenek a régota ismert fungicid vagy fungisztatikus hatasu,
fehérjetermészetti killer toxinok (Golubev és Boekhout, 1995), illetve a nemrég leirt fungicid
hatast extracellularis glikolipidek (Spencer és mitsi, 1979, Golubev, 2001, 2004), melyekben
cellobioz kapcsolodik gliikozil kotéssel telitett zsirsavakhoz (C16, C18). Ezt az antagonisztikus
kolesonhatast élesztdgombéakban killer-jelenségnek nevezziik (Golubev és mtsi, 1997).

A természetben a killer jelenséget kiillonbozd életkdzosségekben vizsgaltak (Ganter és
Stammer, 1992). A gylimolcsok az alacsony pH és magas cukorkoncentracid miatt fontos
¢lohelyeknek szamitanak, a roluk izolalt élesztOk negyede killer térzs. Sok ¢€lesztd endofita,
potencialis biokontroll agensként valé felhasznaldsukat aldtdmasztja a jo kompeticios képesség,
sejtfaldegradalo enzimek, antifungalis metabolitok termelése, és a gazda rezisztencidjanak illetve
a mikoparazitizmusnak az indukéldsa (El-Tarabily és Sivasithamparam, 2006).

A killer fenotipus szerepe valdsziniileg a tarsulds Osszetételének fenntartasa, az idegen,
invaziv torzsek elleni védelem (Starmer és mtsi, 1987). A killer jelenség gyakrabban fordul el
kiilonboz6 €l6helyekrdl szarmazo élesztok kozott, mint az egy helyen €16k kozott. Egy bizonyos
foku, a rezisztencidhoz vezetd adaptacio varhaté el limitalt szelektiv nyomason, az azonos helyen
¢s id6ben €16 kozosségekben. A fogékony sejtek denzitdsa sokkal alacsonyabb egy killer torzs
jelenlétében, mint egy nem-killerében. Adott ¢16helyrdl szarmazo termeldk toxinjara altalaban a
nem arrdl a teriiletrél szarmaz6d élesztok mutatnak érzékenységet. Az élesztdgomba-kdzosség
Osszetételét a killer fenotipuson kiviil meghatarozza pl. az adott novény és az élesztégomba kozti

interferencia, kompeticio és mutualizmus.
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2. 7. 2. Altalanos jellemzés
Az ismert antifungalis glikolipidek hatdsspektruma széleskorli (Cheng és mtsi, 2003);

mind Ascomycota, mind Basidiomycota élesztok ellen, valamint fonalasgombakkal szemben is
aktivak. Hatasukra a sejtmembran permeabilitisa megvaltozik, elveszti integritasat, végiil
bekovetkezik a sejthaldl. A sejtmembran karosodasanak hatterében valoszinilileg az all, hogy a
cellobiolipidek (Cryptococcus humicola, Putckov ¢és mtsi, 2002) képesek a membran
lipidmatrixdba épiilni. Ezt erdsiti az a megfigyelés is, miszerint a cellobiolipidekre valo
érzékenységet elsdsorban a membran lipiddsszetétele (szterol tartalom) hatdrozza meg (Avis és
Belanger, 2002). A killer toxinok, vagy mikocinek gombak altal termelt oligopeptidek, proteinek
vagy glikoproteinek, amelyek kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatas nélkiil képesek elpusztitani mas,
altalaban azonos vagy rokon fajba tartozo, érzé¢keny gombatdrzseket. Méretiik 5 és 190 kDa
kozott mozog, altalaban héérzékenyek ¢€s sziik, savas pH-tartomanyban aktivak (Buzzini és mtsi,
2007). Az élesztdgombak kétféle toxint termelhetnek: mikocinnak azt a toxint nevezziik, ami
csak a termeld kozeli rokonaira hat, mikrocinnek azt, amelyik szélesebb hatasspektrumi
(Golubev ¢és mtsi, 1997). A mikocinek glikoproteinek, altalaban 10-20 kDa nagysaguak (kivétel
pl: Pichia anomala - 80 kDa), proteazokra valamint magas hémérsékletre érzékenyek. A
baktericinekkel analég mikrocinek oligopeptidek, kb. 1 kDa méretiiek, proteazokra rezisztensek
¢s nem érzékenyek a magas hdmérsékletre.

A gombasejt alakjat, annak integritdsait a gomba sejtfal determindlja, ami fdleg
szénhidratokbol, illetve kotott vagy szabad fehérjékbol all. A f6 sejtalkotd a B-1,3-D-gliikan
(50%), mely néhany B-1,6-D-gliikan oldallancot (5%) (Fleet, 1991), valamint mannoproteineket
tartalmaz. A B-1,6-D-gliikdn 15%-ban fordul eld, ami 14%-ban tartalmaz B-1,3-D-gliikdn
oldallancokat. Mindezek mellett igen kis mennyiségben (0,6-9%) kitin fordul el6, ami a
sarjadzési zoénakban koncentralodik (Kollar és mtsi, 1995). A sejtfelszini poliszacharidok
receptorként betoltott szerepe széleskorben elfogadott, ezen kiviil a receptorok sejt
interakcidkban betoltott szerepe is ismert (Hutchins és Bussey 1983).

Az érzékeny sejtek felismerése, illetve a sejt belsejébe jutas kétlépcsds, receptormedialt
hatdsmechanizmussal valdsul meg. Az elsé 1épésben a toxin specifikusan kot a szenzitiv sejt
falanak valamely komponenséhez. A killer toxinok elsddleges receptora valtozatos, Hansenula
mrakii LKB 169 torzs (Kasahara és mtsi, 1994), S. cerevisiae K1 ¢és K2 toxin (Hutchins és
Bussey, 1983), Hanseniaspora uvarum (Radler és mtsi, 1990) és Pichia membranifaciens killer

toxin (Santos és mtsi, 2000) esetén a B-1,6-D-gliikéan, S. cerevisiae K28 (Schmitt és Radler, 1987)
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és Zygosaccharomyces bailii toxin (Schmitt éa Neuhausen, 1994, Weiler és Schmitt, 2003) esetén
mannoproteinek, mig Kluyveromyces lactis toxin (Takita és Castilho-Valavicius, 1993) esetén
kitin az elsddleges receptor. Ezt kdvetden a toxin aktiv alegysége a citoplazmamembranhoz jut,
ahol kolcsonhatasba keriil egy masodlagos receptorral. A sejtfalhoz torténd kotddés gyors,
energiat nem igényld, mig a sejtmembranhoz vald kapcsolodas lassabb, energiabefektetéssel jarod
folyamat (Bussey és mtsi, 1990; Magliani és mtsi, 1997; Schmitt és Breinig, 2002). A kotédés
erdsen pH-fiiggd, mely magyardzhatja a toxinok sziik pH-optimumat.

A kiilonbozé killer toxinok igen eltéré hatasmechanizmussal rendelkeznek. A legtobb
ismert killer toxin a plazmamembrant tamadja. A S. cerevisiae K1 toxinja a TOK1 csatornat
aktivalja (Ahmed ¢és mtsi, 1999, Sesti ¢s mtsi, 2001), a K2 ndveli a permeabilitdst az ionok
szamdra, mig a Pichia kluyveri toxinja a membranba épiilve ionateresztd csatornat képez (Kagan,
1983). A sejtmembran dezorganizaldsan kiviil a toxinok gatolhatjdk a sejtfal bioszintézisét
(Takasuka ¢és mtsi, 1995), indukalhatjak a sejtciklus ledllasat a G1/S-fazisban, valamint
gatolhatjdk a DNS-szintézis (Schmitt és mtsi, 1996). A K. lactis altal termelt toxin esetében
megallapitottak, hogy a G1 stop hatterében specidlisan modositott tRNS-molekulak hasitasa all
(Jablonowski és Schaffrath, 2001, 2007). A Pichia acaciae PaT toxinjanak DNS-karositd hatasa
programozott sejthalalt indukal az érzékeny sejtekben (Klassen €s mtsi, 2007). Az utobbi két
toxin 11, parosodast és szaporodast gatlo hatdsat is leirtdk (Klassen és mtsi, 2006).

A killer fenotipussal rendelkezd torzsek immunisak sajat toxinjukra, mas toxinokra
viszont érzékenyek lehetnek. Léteznek ugynevezett neutrdlis torzsek, melyek ugyan nem
termelnek toxint, de nem is érzékenyek rd. A rezisztencia és immunitds oka két eltérd
mechanizmus lehet, melyek kozott kiilonbséget kell tenni. Ez a kétféle érzéketlenség eltérd mind
mechanizmusaban, mind taxondmiai jelentdségében. A reziszens torzsek a killer proteinek
abszorpciojahoz nélkiilozhetelen specifikus sejtfal-receptorokat nem tartalmazzék (taxon kapcsolt
tulajdonsag). Az immunitds hatterében a killer proteinek kompetitiv inhibitorai allnak, melyek
szaturaljak a membran receptorokat (klon kapcsolt tulajdonsag). A neutralis torzsek a mycocin
szintézis genetikai hatterével rendelkeznek, de azt csak inaktiv formédban termelik, vagy nem

szekretalodik ki a toxin, igy immunisak ra (Golubev, 2006).

2. 7. 3. Genetikai hattér

A Kkiller toxin termelése lehet kromoszomalis DNS (S. cerevisiae, P. anomala), dsSRNS

virus (S. cerevisiae), vagy linearis DNS plazmid (Kluyveromyces lactis, Gunge ¢és mtsi, 1981)
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altal szabalyozott. Mind a mikocin, mind a mikrocin termelés a legtobb bazidiomikotdban ugy
tlinik, hogy magi gén altal szabalyozott, mivel a plazmid-eliminalé dgensek altal nem csokkent a
killer aktivitas, illetve plazmid vagy virus jelenlétét nem sikeriilt kimutatni. A killer élesztok

70%-aban azonban dsRNS kodolja a killer fenotipust.

2.7.3. 1. dsRNS viruson kodolt killer rendszerek

Az ¢élesztdgombak szamos képviseldjének a sejtjeiben talaltak mar kettdsszali dsRNS
elemeket, amelyek a sejt citoplazmajaban helyezkednek el kapszid fehérje 4ltal burkoltan. Ezeket
az elemeket nem nevezhetjiik valodi virusoknak, hiszen nem ismert a sejten kiviili életciklusuk,
hivatalos elnevezésiik ezért virusszeri partikulum (virus-like particle, VLP, Wickner, 1996).
Oroklédésiik citoplazmatikus, nem-mendeli szabalyokon alapul. Terjedésiik sejt-sejt kontaktus
vagy ivaros sporak utjan (Zygosaccharomyces) torténik. Jelenlétiik legtobb esetben a gazda sejt
killer aktivitasat okozza. A killer aktivitassal rendelkez0 sejt altal termelt toxin elpusztitja a rokon
vagy azonos fajba tartozd, és a toxinra érzékeny sejteket. A killer toxinok 4altalaban
glikoproteinek, hatdsmechanizmusuk kétféle lehet: a sejtmembranon porusokat képezve
ionszivargéast okoznak, vagy a sejtciklus ledllitdsaval idéznek eld sejthalalt. Léteznek olyan
¢élesztégomba torzsek is, melyekben a dsRNS elemek jelenléte nem okoz fenotipikus valtozast,
azaz kriptikus a dsRNS funkcioja, pl: Dipodascus magnusii, Phaffia rhodozyma (Johnson, 2003),
Candida curvata, Wickerhamia fluorescens, és Yarrowia lipolytica (Groves €s mtsi, 1983). A
legtobb esetben azonban ezen elemek megléte egyiittjar a killer fenotipussal: S. cerevisiae
(Wickner, 1996), Trichosporon pullulans (Golubev és mtsi, 2002), Cryptococcus hungaricus
(Pfeiffer és mitsi, 1998), Cystofilobasidium bisporidii (Karamysheva és mtsi, 1991),
Cystofilobasidium infirmominiatum (Golubev ¢és mtsi, 2003), H. wuvarum valamint Z. bailii
(Weiler és Schmitt, 2003).

A Kkiller fenotipus jelenségét eldszor 1963-ban S. cerevisiae esetében irta le Bevan és
Makower. A killer torzsek sejtjeiben 2 kiilonb6zé méretii dsSRNS elem talalhato, amelyek kiilon
kapszidaltak egyforma nagysagu, 39 nm-es izometrikus patikulumokba. A kisebb dsRNS-t
tartalmazé partikulum az M (szatellit) virus, mig a nagyobb az L-A (helper) virus (Totiviridae),
amely sziikséges az M virus replikaciojahoz és enkapszidalodasdhoz. Az M virusnak haromféle
tipusa ismert: M1, M2 ¢és M28, ezek egymassal inkompatibilisek, azaz egy sejt csak az egyik
tipust tartalmazza. Ezek a dsRNS-ek kodoljak a K1(19 kD), K2 (21,5 kD) és a K28 (21,5 kD)

killer toxinokat, illetve azok prekurzorait, a preprotoxint (o, f3 és egy centralis y domén, Golubev
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¢és mtsi, 2003; Marquina és mtsi, 2002), ami kiilénb6zé posztranszlacios modifikdciokon megy
keresziil. Az érett toxinban az a ¢és 3 alegységek diszulfid hidakkal kapcsolodnak. A K1 és K2
toxinok hatasmddja megegyezik, a sejtfalban 1évé B-1,6-D-gliikdnhoz kapcsolédnak (ez 1épés
pH-fiiggd, kis affinitasu, de gyors). A masodik (nagy affinitast, lasst €s energiaigényes) 1épés a
sejtmembran receptorokhoz vald kotddés. Csak azok a sejtfal receptorok mitkddnek, amelyek a
sejtmembran kozelében talalhatok (ndvekedési zona). A receptorhoz vald kotddéshez mindkét
alegység sziikséges. Az o alegység 2 hidroféb doménje altal porusokat hoz Iétre a
sejtmembranon, elsd sorban Na és K ion kidramlast okoz, ami sejthaldlhoz vezet. A K28 toxin
receptorai a sejtfalban 1évé mannoproteinek. A sejtciklust a korai S fazisban allitja le, a sarj nem
valik le az anyasejtr6l, a magi DNS-t bezarja az anyasejtbe. A sajat toxinnal szembeni
immunitasért a toxin prekurzora felelds. Az o és a y alegységek sziikségesek az immunitas
annak toxikus aktivitasat, de a receptorral vald kolcsonhatidst nem, igy az éretlen toxin
lemaszkirozza a membranreceptorokat (Zhu ¢és mtsi, 1993). A KRE gének mutéicidja is
rezisztencidhoz vezet, mivel ezek a gének a receptorok szintézisében jatszanak szerepet
(Marquina és mtsi, 2002).

A S. cerevisiae mellett az ozmotolerans Z. bailii is egy jol tanulméanyozott killer élesztd
(Magliani és mtsi, 1997). A 412-es torzs citoplazmajaban két dsRNS talalhato: ZbV-L és ZbV-M.
A kisebb dsRNS egy 10 kDa nagysagli, monomer toxint (zygocin) kédol, ami az immunitasért
nem felelds. A pH 5 felett és magas hdmérsékleten inaktiv zygocin az érzékeny sejtek sejtfalaban
1évé mannoproteinekhez kapcsolddik és a plazmamembrant depolarizalja, igy elveszik a sejt
integritdsa. A zygocinnak széles a hatasspektruma, kiilonbozé huméan- és novénypatogén éleszto-
¢s fonalas gombak ellen jol hasznalhaté antifungélis szerként. A H. uvarum szintén két dsRNS-t
hordoz (HuV-L és HuV-M). A toxin hatékonyan gatolja a glilkdn bioszintézist Schmitt és
Neuhausen, 1994).

2.7. 3. 2. Linearis DNS plazmidok altal kodolt killer tulajdonsag
Az élesztdgombak linedris DNS plazmidjai (Pfeiffer és mtsi, 2002) a sejtek

citoplazmajaban helyezkednek el. Tobbségiikben kriptikusak, de a K. lactis (Schmitt és Breinig,
2002), a P. acaciae (Worsham ¢€s Bolen, 1990, Bolen és mtsi, 1994) ¢s a P. inositovora (Ligon ¢€s
mtsi, 1989, Hayman ¢és Bolen, 1991) esetében a sejtek killer aktivitasat okozzak. A K. lactis két
plazmidot tartalmaz: pGKL1 (8,8 kb) és a pGKL2 (13,4 kb). Mindkettd végén terminal inverted
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repeat (TIR) szekvencia taldlhatd, melyhez terminalis protein kapcsolddik, amin a replikacid
iniciaciodja torténik. A transzkripciot a plazmidon kodolt RNS polimeraz végzi, ami a gének eldtti
"upstream consensus" szekvencidkhoz (UCS) kapcsolddik. A kisebb plazmid 4 ORF-et tartalmaz:
az ORF1 a DNS polimerazt, az ORF2 ¢és 4 a killer toxin alegységének a prekurzorait kodolja, mig
az ORF3 az immunitasban jatszik szerepet. A nagyobb plazmid 10 ORF-et hordoz, melyek DNS
és RNS polimerazt, helikazt valamint egy terminalis régiot felismerd fehérjét kodolnak. A széles
hatasspektrumu toxin 3 alegységes: az o és a 3 prekurzor egy ORF-rdl irodik at, hidrofob szignal
szekvenciat tartalmazva. A prekurzorrél az ER-ban szignal szekvencia hasitodik le, az a alegység
glikozilalodik, majd a Golgi apparatusban egy kex2-szerli protedz hasitasara alakulnak ki az érett
alegységek. A y alegység egy masik ORF-r6l irodik at és szintén érésifolyamaton megy keresztiil,
amihez sziikséges a masik két alegység. Az a-nak kitindz aktivitdsa van, a f-nak a hidroféb
doménjei sziikségesek a membranon valo atjutashoz, mig a y a sejtciklust allitja le a G1-S fazis
hataran.

A P. acaciae is két plazmidot tartalmaz: pPacl-1 (13,6 kb) és a pPac1-2 (6,8 kb), amelyek
homolégiat mutatnak a K. lactis plazmidjaival (Bolen és mtsi, 1994). A toxin 3 alegységes, széles
hatasspektrumu, hatdsmechanizmusa azonos a K. lactis-éval (Schmitt és Breinig, 2002). A P.
inositovora 3 plazmidot (18 kb, 13 kb és 10 kb) tartalmaz. A killer fenotipussal a pPinl-1 és a
pPinl-3 kapcsolt, a pPinl1-2 nem. Az immunitds nem kapcsolatos a plazmidokkal, valoszinilileg

kromoszéman kodolt.

2. 7. 3. 3. Nuklearis gének altal kodolt killer tulajdonsag

A S. cerevisiae esetében a dsRNS viruson kodolt killer toxinok mellett két tovabbi toxint
is leirtak. A KHR (killer of heat resistant) ¢s KHS (killer of heat susceptible) killer toxinok
kromoszéman kodoltak, a IX. kromoszoma bal, illetve az V. kromoszoéma jobb karjan (Goto és
mtsi, 1990). Az érett toxinok egy fehérje lancbol allnak, 20 illetve 75 kD nagysdguak. A
Williopsis és Pichia fajok legtobb képviseldje altal kodolt killer toxin szintén magi gén altal
kodolt, killer spektrumuk rendkiviil széles: a S. cerevisiae-t6l a C. albicans-ig terjed antifungalis
hatasuk. Egy torzs tobbféle toxint is termelhet (Golubev és mtsi, 1995). A Pichia és Williopsis
killer toxinok a B-1,3-D-gliikan szintézist gatoljak, ami a f6 poliszacharid polimer a sejtfalban,
szerepe a sejtmorfoldgia és ozmotikus integritas fenntartasa (Buzzini és mtsi, 2004).

A W. mrakii két toxint termel: HM-1 és K-500. A HM-1 egy nem glikozilalt polipeptid,
aminek magas a hé (10-100°C) és pH (pH 2-11) stabilitasa. E tulajdonsagokért a sok diszulfid

kotés felelds, ami az aktivitast is meghatarozza. A HM-1 a B-1,3-gliikan szintézissel interferal,
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igy a sejtfalat ozmotikusan torékennyé vagy defektessé teszi és litikus sejthalalt okoz. Az intakt,
¢ép sejteket 0li meg, a protoplasztot nem. A K-500 killer toxin egy savas polipeptid (1,8-5 kDa),
magas homérsékleten és 4°C-nal alacsonyabb homérsékleten inaktivalodik. Nagymértékii
Candida ellenes hatasa van (Kimura és mtsi, 1993, Hodgson és mtsi, 1995).

A P. kluyveri killer toxinja savas glikoprotein, ami ioncsatornakat képez a megtamadott
sejtfalban. Ez K™ és ATP szivargast okoz, a sejten beliili pH-t csokkenti, az aminosav felvétel
pedig gatlodik (Pintar és Starmer, 2003). A halotolerans P. farinosa KK1 torzs egy olyan toxint
termel (SMK: salt-mediated toxin) ami maximalis killer aktivitdsait 2 M NaCl mellett mutatja
(Suzuki és Nikkuni, 1994). A toxin két alegységbdl all, melyek diszulfidkotéssel szorosan
kapcsolodnak, savas pH-n és 6 M urea melett is, pH 6 felett azonban az alegységek disszocialnak.
A P. anomala élesztégomba killer térzsei nem rokon mikrobak ellen széles hataspektrummal
rendelkeznek: éleszték (C. albicans), hypomycetak, baktériumok ellen egyarant aktiv toxint

termelhetnek.

2. 7. 4. Pichia anomala

A Pichia (Hansenula) anomala egy aszkomikota, heterotallikus sarjadzo élesztdgomba,
mely kedvezbtlen koriilmények kozott pszeudohifakat képez. Altalanosan elfogadott, hogy
természetes kornyezetében diploid forméban van jelen. Szadmos helyrdl izolaltdk mar:
gyiimolcsok és zoldségek (Kurtzman, 1998), szemes gabonafélék (Lacey €s Magan, 1991),
kukorica silok (Kitamoto és mtsi, 1999), illetve magas cukortartalmu ¢lelmiszerek (Lanciotti és
mtsi, 1998; Tokuoka és mtsi, 1985). Nem-Saccharomyces tipusu borélesztoként is leirtdk mar a
fermentacio korai és kozépsO szakaszaban (Mingorance-Cazorla és mtsi, 2003; Rojas €s mtsi,
szerepet jatszik (Sujaya és mtsi, 2004). Ezek mellett a P. anomala egy igen fontos és hatékony
biokontroll agens, melyet sikerrel alkalmaznak kiilonb6zd fonalas gomba infekciok ellen, amik
zart raktari szemestakarmanyokat (Druvefors és mtsi, 2002; Petersson és Schniirer, 1998), almat
(Jijakli és Lepoivre, 1998) vagy szOl6t (Masih ¢és mtsi, 2000) fertoznek meg. Alacsony
vizaktivitds és alacsony pH melletti novekedési képessége miatt magas cukortartalmi
¢lelmiszerek romlasat idézheti elé (Lanciotti és mtsi, 1998; Tokuoka és mtsi, 1985), illetve

silokban a pH-t képes novelni a tejsav felemésztésével (Jonsson €s Pahlow, 1984). Policiklikus

crer
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A P. anomala egy ,biosafety level 1” organizmus, az egészséges egyénekre nem jelent
veszélyt (de Hoog, 1996). A szakirodalomban nincsenek adatok veszélyes mikotoxinok vagy
allergén sporak képzésérol. Fertdzéseket rakos betegek esetén irtak le, fokozottan a gyerekek
illetve korasziilottek €s a sebészeti intenziv osztalyon fekvo egyedek veszélyeztetettek (Aragao €s
mtsi, 2001; Chakrabarti és mtsi, 2001; Kalenic €s mtsi, 2001; Thuler és mtsi, 1997). A leirt esetek
egyike sem volt halalos kimenetelii, ennek ellenére a P. anomala-ra egy ndvekvo jelentéséggel
bird patogénként kell tekinteniink a stlyosan immunkomprimalt egyének esetében (Hazen, 1995).

A P. anomala WC 65 torzse altal termelt toxin joval nagyobb (83 kDa), mint legtobb,
eddig ismert €lesztd altal termelt glikoprotein (86% protein, 14% szénhidrat). Nagyon kevés 83
kDa-nal nagyobb toxint termeld torzsrdl tudunk, ilyen példaul a K. lactis toxinja, ami harom
alegységbdl all (A: 99 kDa; B: 30 kDa; Y: 27,5 kDa, Stark és mtsi 1986, 1990), és a H. anomala
halofil toxinja (kb. 300 kDa, Kagiyama és mtsi, 1988). Egy adott éleszt6 tobbféle toxint termeld
képességének lehetdségét leirtdk mar korabban (Polonelli 1985 és mtsi; Sawant és mtsi, 1988), de
lehetdsége. A WC65 torzs killer toxinjanak receptora a pB-1,6-D-gliikan. A széles hatdsspektrum,
illetve foéleg a C. albicans elleni killer hatds a P. anomala kemoterapids alkalmazasanak
lehetdségét veti fel (Sawant és mtsi, 1989). Két masik, jol jellemzett P. anomala toxin a NCYC
432 ¢és K torzsének glikoprotein toxinja (panomycocin), melyek exo-8-1,3-gliikandz aktivitassal
birnak, N-terminalis aminosav szekvencidjuk megegyezik, méretiik 47, illetve 45,7 kDa (Izgii és
mtsi, 2006). Ezen toxinok pH 3-5,5 tartomanyban és 37°C-ig nagy stabilitastiak. A Pichia fajok
toxinjairdl altalanossagban elmondhat6, hogy monomerek, habar egy nemrégiben leirt toxin, a
halotolerans P. farinosa élesztd toxinja heterodimer (Kashiwagi és mtsi, 1997). Az YF07b torzs
egy tenger vizbdl izolalt P. anomala torzs, toxinja 47,0 kDa méretli, hdmérsékleti optimuma
40°C. A fehérje igen stabil, aktivitdsa megmarad 60°C-ig is, termostabilitisa (Wang és mitsi,
2007) joval jobb a ,,szarazfoldi” Pichia fajok toxinjainal. A YF07b toxin pH 3-5 kozott stabil
(optimum pH 4,5), magasabb pH-n elveszti aktivitasat (Izgii és mtsi, 2005; Santos és mtsi, 2000),
ebben a tekintetben azonos a ,,szarazfoldi” toxinokkal. A P. anomala ATCC 96603 torzs altal
termelt UP25F toxin egy széles hatasspektrumu glikoprotein, nuklearis gének kodoljak. A toxin
sejtfalreceptorok a C. albicans-on elsOsorban a csirdzo sejteken €és germinacios tubusokon
vannak, tehat a toxin a fiatal sejtek ellen aktivabb. A toxin jol hasznalhatdo AIDS-ben szenvedd,
tiidégyulladasos betegek tiidejében széles korben eléforduld Preumocystis carinii ellen is

(Cailliez és mtsi, 1994, Seguy ¢és mtsi, 1998).
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2. 7. 5. Killer toxinok alkalmazasi lehet6ségei

2.7.5. 1. Ipari hasznositasa: élelmiszeripar és fermentacios folyamatok
Killer torzseket az élelmiszeriparban a fermentacids folyamatok starter kultarainak

szelektalasara hasznalnak. A fermentéacios folyamatok 88%-aban killer élesztdgombak jelenlétét
figyelték meg, talstlyuk a fermentacios szakaszban és a sziiretelési periddusban figyelhetd meg.
A s0r- és borgyartds soran a spontdn fermentaciot régebben a gyiimodlesben illetve a mustban
természetesen eldforduld élesztdgombak (Kloeckera, Metschnikowia, Hanseniaspora) végezték,
de ma mar a megkivant genetikai jellemzoékkel bird S. cerevisiae-t, illetve killer torzseket
hasznalnak starter kultiraként (Young és mtsi, 1981). A genetikailag manipulalt torzsek fontos
borkészitd jellemzokkel (pl.: magas fermentéacids rata, etanol termelés, SO, rezisztencia, B-1,4-
endogliikanaz termelés, flokkuacié és kedvezé aroma) rendelkeznek, ezenkiviil jo antagonista
tulajdonsaguak ¢és szelekcios eldnnyel rendelkeznek a bor és a sor mindségét karosan befolyasold,
fertdz6 torzsekkel (Candida, Pichia) szemben (Magliani és mtsi, 1997). A killer élesztok
starterként vald hasznalata fontos lehet még az ijra fermentaciotol, illetve a filmképzdodéstdl valo
védelemben is (Heard és Fleet, 1987).

Az élelmiszer-romlas komoly problémat jelent, hiszen az étel élvezeti romlasan keresztiil
gazdasagi karokat, és sulyos egészségiigyi gondokat valthat ki. A tejtermékekbdl izolalhato
leggyakoribb fajok kozé tartoznak a Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia,
Rhodotorula, Saccharomyces és Yarrowia nemzetség fajai (Fleet, 1992; Jakobsen és Narvhus,
1996; Pitt és Hocking, 1997; Viljoen, 2001). Stratford 2006-ban tobb élelmiszer-romlast okoz6
fajt foglaltak Ossze: alacsony pH-ju ételekben Z. bailii és Issatchenkia orientalis; borokban
Dekkera bruxellensis, P. anomala és P. membranifaciens, sorben Dekkera anomala; sajtokban Y.
lipolytica; magas so €s cukor tartalmu ételekben Debaryomyces hansenii és Zygosacharomyces
spp. fajok. Az élelmiszerek tartositdsaban is hasznalnak biokontroll agensként killer élesztoket
(Palpacelli és mtsi, 1991, Pfeiffer és mtsi, 2002, 2004; Petersson és Schniirer, 1995). Az ételek
¢lettartamdnak novelésére €s a karos mikrobak elszaporodasa elleni védelemre rutinszeriien
alkalmaznak kiilonb6zé antimikrobialis anyagokat (szorbat ¢€s benzoat szarmazékok,
Papadimitriou és mtsi, 2007, Mollapour és Piper, 2001), azonban szdmos olyan ¢élesztot irtak mar

le, ami rezisztens ezekre a kémiai anyagokra (Hazan és mtsi, 2004). A rezisztensek ellen nyujt
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egy jo alternativat a killer toxinok alkalmazasa, amikkel neutralizalni lehet a nem kivanatos

mikrobakat (Michalcakova és mtsi, 1993).

2.7.5. 2. A killer toxinok, mint potencialis antifungalis szerek

A nagy mennyiségli antibiotikum hasznédlat a humén gomba fertézések nagy mértékii
novekedését idézte eld az elmult években. A fogékony mikroorganizmusok hagyomanyos
antibiotikumokkal szemben fellépd rezisztencidja miatt egyre nagyobb szerepet kapnak a killer
toxinok a kisérleti gombainfekciok kezelésében (Schmitt €s Breinig, 2002). Ehhez azonban
viszonylag nagy mennyiségben, koncentralt és tiszta formaban kellene eléallitani 6ket. A nem-
Saccharomyces élesztOk altal termelt killer toxinok széles hatasspektrummal rendelkeznek, igy
kiilonb6zé human-, allat- és novénypatogén gombdak ellen jol hasznalhatok lehetnek. A
természetes antibiotikumok alacsony molekulastulyu anyagok, amelyeket baktériumok, gombak
termelnek. A killer toxinok nem toxikusak magasabbrendii eukariota sejtekre, ugyanis a toxinok
receptorai csak ¢€lesztd- és magasabbrendii gombakban fordulnak eld, emlésokben nem, igy az
emberi szervezetre nézve nem artalmasak. Mivel e toxinok tobbségének csak sziik pH-és
hémérséklettartomanyban van aktivitasa, ezért nem alkalmasak oralis és intravénds adagolasra,
de felszini mikozisok ellen jol hasznalhatok. Problémdt jelenthet, hogy a molekuldk nagy
méretiik miatt immunvalaszt valthatnak ki igy a jovoben fontos feladat lenne szintetikus
szarmazékok készitése is. A Z. bailii (Magliani és mtsi, 1997) altal termelt zygocin példaul jol
hasznalhato C. albicans, C. krusei, C. glabrata €és Sporothrix schenckii human- illetve a

Fusarium oxisporum fitopatogén gombak ellen.

2.7. 5. 3. Killer toxin expresszio transzgénikus novényekben
Szamos kisérlet van jelenleg is folyamatban olyan transzgénikus névények eldallitasara,

melyek ndvény-patogén gombdk elleni toxikus fehérjét termelnek. A toxintermelésért felelds
gének integraldsa és expresszaltatasa a kukoricaban rezisztenciat kolcsondz a ndovénynek a
novénypatogén fajokkal (pl. Ustilago maydis) szemben. Az U. maydis egy toxinjat, a KP4-et
kelvirag mozaik virus promoter altal kontrollalt, viralis toxin cDNS-t tartalmazé transzgénikus
dohanynovénnyel sikeriilt expresszaltatni. Mar egy kis darabka dohéanylevél is elegendd toxint
termelt ahhoz, hogy hatékonyan elpusztitsa a KP4-re érzékeny gombdék sejtjeit (Koltin és mtsi,

1980, Steinlauf és mtsi, 1988, Finkler és mtsi, 1992, Pfeiffer és mtsi, 2002, 2004).
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2.7.5. 4. Heterolog proteinszekrécio
Heterolog proteinek expresszidjat és tisztitasat altalaban prokariota rendszerekben (pl. E.

coli vagy Bacillus subtilis) végzik. Eukariota fehérjék tervezése esetén a bakterialis rendszer
azonban gyakran nem elég hatékony, mivel nem képes olyan, tobb 1épéses, poszttranszlacids
modifik4ciokat véghezvinni, mint a fehérje N-glikolizalasa, foszforilacio, vagy az acetilacio.
Elesztdgombak megfelelé gazdasejteknek bizonyultak heterolog eukariota fehérjék termeltetésére
¢s tisztitdsara. A problémat mindossze az jelenti, hogy az idegen fehérjék nagy része a sejten
beliil maradt, a szekretalt fehérjéknek ugyanis rendelkeznie kell egy hidrofob N-termindlis
szignal szekvenciaval, ami a fehérjét a szekretorikus tutra iranyitja. Nemrégiben kimutattdk, hogy
a S. cerevisiae M28 virusabol szarmazdé szigndl szekvencia hatékonyan mikodik
Schizosaccharomyces pombe sejtekben, ezaltal a preprotoxin alapt vektorok megfeleld eszkozok
lehetnek heterolog fehérjék hatékony szekretaltatdsara élesztdgombakban (Pfeiffer és mtsi, 2002,
2004; Petersson €s Schniirer, 1995).

2.7.5. 5. Torzsazonositas Killer toxin érzékenység alapjan

A killer toxinok hatds spektruma igen kiilonb6z0d, sokszor az egy fajhoz tartozé torzsek
kiilonboz6 érzékenységet mutatnak ugyanazzal a toxinnal szemben. Gombatdrzsek biotipizalasa
killer szenzitivitas mintazat (KSP) alapjan olcsébb, konnyebben kivitelezhetdé megoldast jelent
(Boekhout, 1997, Lopes ¢és mtsi, 2006), mint az altalanosan hasznalt molekularis modszerek, pl.
mtDNS-RFLP, PFGE vagy a kiilonb6z6 PCR-alapu technikak (Corte és mtsi, 2005), a modszer
azonban nehezen standardizalhatd, a gatlasi zonak meghatarozasa erésen szubjektiv lehet, foleg
kis mértéki gatlas esetén. Tovabba taxondmiai eszkOzként szolgalhat a basidiomyceta

¢lesztdgombak rendszerezésében (Pfeiffer és mtsi, 2002).
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3. Anyagok és modszerek
3. 1. Felhasznalt térzsek

3. 1. 1. Candida albicans torzsek

Torzsgytijteményes torzsek:

C. albicans SC5314

C. albicans WO-1

C. albicans 1006

C. albicans ATCC 90028

C. albicans CBS 562

C. albicans ATCC 10231

C. albicans ATCC 14051

C. albicans ATCC 14053

C. albicans ATCC 16053

C. albicans ATCC 28517

C. albicans ATCC 44829

C. albicans ATCC 90028

C. albicans ATCC 64385

C. albicans NEQUAS 4661

C. albicans CBS 2695, Puerto Rico (Pur)
C. albicans CBS 2706, Argentina (Arg)

C. albicans CBS 2712, China (Chn)

C. albicans CBS 5736, Republic of South Africa (Rsa)
C. albicans CBS 6589, United Kingdom (UK)
C. albicans CBS 6910, New Zealand (Nzl)
C. albicans CBS 8838, USA

C. albicans CBS 9120, Japan (Jpn)

C. albicans ATCC 90028, USA

C. albicans ATCC 10231, n.a.

C. albicans ATCC 10261, Brasil (Bra)

Klinikai izolatumok: lasd 1. tablazat

3. 1. 2. Candida parapsilosis/orthopsilosis/metapsilosis torzsek

Klinikai izolatumok
C. parapsilosis 1181/1
C. parapsilosis 3929
C. parapsilosis 5068/1
C. parapsilosis 5308
C. parapsilosis 5311
C. parapsilosis 5312
C. parapsilosis 6791



C. parapsilosis 11881
C. parapsilosis 25329
C. parapsilosis BP3

C. parapsilosis BP42

C. parapsilosis BP46

C. parapsilosis BP54

C. parapsilosis BP63

C. parapsilosis BP73

C. parapsilosis BP90

C. parapsilosis BP93

C. parapsilosis BP94

C. parapsilosis BP101
C. parapsilosis BP113
C. parapsilosis BP39

C. parapsilosis BP59

C. parapsilosis BP75

C. metapsilosis BP57

C. metapsilosis 12821
C. orthopsilosis MC0488
C. parapsilosis CBS604

3. 1. 3. Intron analizishez felhasznalt torzsek

C. albicans SC 5314

C. dubliniensis CD 36

C. orthopsilosis MCO 456

C. orthopsilosis MCO 471

C. metapsilosis MCO 488

C. metapsilosis PL 48

C. parapsilosis CLIB 214

C. parapsilosis SR 23

C. neerlandica NRRL Y-27057
C. viswanathii CBS 4024

C. maltosa CBS 5611

C. tropicalis MY A-3404

C. sojae CBS 7871
Lodderomyces elongisporus CBS 2605
Debaryomyces hansenii CBS 767

3. 1. 4. Toxin kisérletekhez hasznalt torzsek

Lasd 2. tablazat

3. 1. 5. Baktérium transzformaciohoz hasznalt torzsek

Escherichia coli XL-1 Blue
Escherichia coli JM 109



3. 2. Alkalmazott taptalajok és tapoldatok

3. 2. 1. Tenyésztéshez és torzs fenntartasra hasznalt taptalajok,
tapoldatok

YM (malatas taptalaj) 3% malatakivonat
0,5% élesztOkivonat
1% gliikoz
(3% agar)
YPD 0,5% ¢lesztokivonat
1% pepton
1% gliikoz
(3% agar)
VMM 0,5% (NH4)2SO4
0,1% KH,PO4
0,05% MgSO4
1% gliikoz
0,1% Wickerham-féle vitaminoldat
Wickerham-féle vitamintorzsoldat (100 ml-re)
0,2 mg folsav
0,2 mg biotin
40,0 mg Ca-pantotenat
200,0 mg inozitol
40,0 mg niacin
20,0 mg p-aminobenzoesav
40,0 mg piridoxin.HCI
40,0 mg aneurin.HCI
20,0 mg riboflavin

3. 2. 2. Toxintermelés korulményeinek optimalizalasara hasznalt
tapoldatok

YM4, YPD4, VMM4: YM, YPD, VMM taptalaj pH 4-re bedllitva citrat-foszfat pufferrel
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3. 2. 3. Transzformaciohoz hasznalt taptalajok, tapoldatok
LB tapoldat 1% NaCl

1% trypton
0,5% élesztOkivonat

LB™™ taptalaj: LB tapoldat, 2% agar, 100 ug/ml ampicillinnel kiegészitve

3. 3. Egyéb felhasznalt oldatok, reagensek

3. 3. 1. Mitokondrialis DNS izolalasahoz hasznalt anyagok
ETS-1 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

5 mM Na-EDTA

0,44 M szachar6z
ETS-2 10 mM Tris-HCI (pH 8)

100 mM Na-EDTA

0,44 M szacharo6z
MTS 20 mM Tris-HCI
0,44 M szachar6z
5 mM MgCl,
DNa4z (Sigma)
LETS puffer 0,1 M LiCl

10 mM Na-EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 8)

0,5% Natrium dodecil szulfat (SDS)
Lizis puffer 15 ml 0,2 M Tris (pH 8)

1,7 ml 0,1M EDTA

0,34 g N-laurylsarcosine (Sigma)
CsCl (Reanal)
bisBenzimid (Sigma)
paraffinolaj
TE pufter (10 mM Tris (pH7)-1 mM EDTA)

dializis membran
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3. 3. 2. Total DNS izolalasahoz hasznalt anyagok
Hagyoményos moddszer (Leach et al., 1986)

LETS puffer
uveggyongy
fenol-kloroform-izoamil-alkohol 25:24:1 aranyu elegye (PCI):
kloroform-izoamil-alkohol 24:1 aranyt elegye (CI)
abszolut etanol/ izopropanol
70% alkohol
RNaz
Alternativ médszer
Lizis puffer (SET) 1% (w/v) SDS
50 mM EDTA
100 mM Tris (pH 8)
7 M ammonium-acetat (pH 7)
Izolalas kittel: MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit Epicentre®
Biotechnologies, Madison, WI, USA)

3. 3. 3. Plazmid DNS izolalasahoz hasznalt anyagok
Lizis puffer (GET) gliikoz (50 mM)
EDTA (10 mM, pH 8)
Tris-HCI (25 mM, pH 7,5)
1 mg/ml lizozim (Reanal)
Alkalikus SDS 0,5 ml 10% SDS
0,1 ml 10 mM NaOH

4,4 ml steril desztillalt viz

,,High salt” 3 M Na-acetat/ 3 M K-acetat (pH 4,5
jégecettel beallitva)

TE puffer 10 mM Tris (pH7)
1 mM EDTA

3. 3. 4. DNS konyvtar konstrukciohoz hasznalt anyagok

DNS nebulizacio (fizikai torés)
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BioNebulizator (S. J. Surzycki, Department of Biology, Institute for Molecular
and Cellular Biology, Indiana University)
25 % glicerol
abszolut etanol, 3 M Na-acetat
End-repair  ANTP mix

Klenow enzim

Klenow puffer

T7 DNS polimeraz
Foszforilacio6 T4 DNS ligaz puffer

T4 polinukleotid kinaz
Ligalas T4 DNS ligaz

T4 DNS ligaz puffer

3. 3. 5. Nukleinsav gélelektroforéziséhez hasznalt oldatok:

TBE puffer 0,089 M Tris-HCI (pH 8)
0,089 M boérsav
0,02 M Na-EDTA

TAE puffer 0,4 M Tris-acetat (pH 8)
0,02 M EDTA

Agaro6z gél TBE/TAE puffer

0,8 vagy 1,5% agar6z (Reanal)
I pg/ml etidium-bromid (Sigma)
Loading puffer 40% szachar6z
0,25 M bromfenolkék
0,2 M EDTA
Molekulasuly marker A-pUC Mix (Fermentas)
1 kb DNA ladder (Fermentas)

3. 3. 6. Fehérje analizishez hasznalt anyagok

3. 3. 6. 1. Fehérje tisztitashoz és koncentralashoz hasznalt sziirok
Microcon YM-10, YM-30 (MILLIPORE, Bedford, MA, USA)

Ultrafree-MC 50 kDa, 100 kDa (MILLIPORE, Bedford, MA, USA)
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nitrocelluloz filter, porusatmérd 0,45pm (MILLIPORE)

3. 3. 6. 2. Fehérje koncentralashoz hasznalt anyagok
100% triklor-ecetsav (TCA)

aceton

etanol

3. 3. 6. 3. SDS PAGE-hez hasznalt oldatok:
G¢l: NuPAGE Bis-Tris HCI1 4-12% gréadiens koncentracidju

poliakrilamid gél

Futtato puffer: NuPAGE MOPS SDS puffer (20x)

1 M MOPS (3-(N-morpholino) propan szulfonsav)

1 M Tris (Trisz-(hidroxi-metil)-amino-metan)

69,3 mM SDS (natrium dodecil szulfat)

20,5 mM EDTA (etiléndiamin-tetraecetsav dinatrium sdja)
Mintael6készitd puffer: NuPAGE LDS mintafelvivo puffer (4x) 10 ml

4,0 g glicerin

0,682 g Tris

0,666 g Tris-HCl

0,8 g LDS (litium dodecil szulfat)

6 mg EDTA

0,75 ml 1%-o0s Serva BlueG250 oldat

0,25 ml 1%-o0s Fenol voros oldat

Molekulastly-marker: SeeBlue Plus2 (Invitrogen)

G¢él festésére hasznalt oldat (250 ml): 62,5 mg (0,025%) Coomassie Brillant Blue

R250 (Reanal)
100 ml (40%) metanol
17,5 ml (7%) ecetsav
G¢l mosasahoz hasznalt oldatok (destaining):
1. moso6 (250 ml): 100 ml (40%) metanol
17,5 ml (7%) ecetsav
2. moso6 (250 ml) 12,5 ml (5%) metanol
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17,5 ml (7%) ecetsav

3. 3. 6. 4. Eziist festéshez hasznalt anyagok
2 ora fixalas: 50% etanol, 0,05% formaldehid, 12 % ecetsav

3x20 perc 20% etanolos mosas

2 perc szenzitizalas: 0,02% Na-tioszulfat

2x1 perc deszt.vizes mosas

20 perc eziist festés (AgNO;)

1 perc deszt.vizes mosas

elohivas developing oldatban (2-5 perc): 6% Na-karbonat, 0,0004% Na-tioszulfat,
0,05% formaldehid

leallitas ecetsavval

3. 3. 6. 5. Nativ gélelektroforézishez hasznalt anyagok
1. Elektrodpuffer torzsoldat (10x): 1 l-re: 28,8 g glicin + 6 g Tris (pH 8,3)

2. Szeparalogél puffer térzsoldat: 1 I-re: 366 g Tris (pH 8,9)
3. Gyjtégél puffer torzsoldat: 1 I-re: 45,4 g Tris (pH 6,8)
4. Szeparaldgél torzsoldat: 100 ml-re: 39 g akrilamid + 1 g bis-akrilamid (60°C-on
melegitve, majd atszlirve)
5. Gyujtogél torzsoldat: 100 ml-re: 38 g akrilamid + 2 g bis-akrilamid (60°C-on
melegitve, majd atsziirve)
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin, Reanal, Magyarorszag, Budapest)
PER (ammonium-perszulfat/ ammonium peroxodiszulfat, UCB S. A., Belgium)
Mintapuffer: 30 % glicerol
0,01 % bromfenolkék

3. 3. 6. 6. Oszlopkromatografiahoz hasznalt anyagok
CM Sepharose (Sigma)

epoxi-aktivalt sepharose 6B agar6z (Sigma)
pusztulan

1 M etanolamin
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0,1 M NaOH

0,1 M NaHCOspH 8 + 0,5 M NaCl
0,1 M acetat puffer pH 4 + 0,1M NaCl
2 M urea (pH 4)+1,5 M NaCl

7,5% tritonX-100 (pH 4)+1,5 M NaCl

3.3. 6. 7. Aramlasi citometriahoz hasznalt anyagok

3. 3.

3. 3.

Hanks puffer 0,137 M NaCl
5,4 mM KCI
0,25 mM Na,HPO,
0,44 mM KH,PO4
1.3 mM CacCl,
1,0 mM MgSOy4
4,2 mM NaHCO;
propidium jodid (PI, 1 mg/ml)
DAPI

7. Protoplaszt képzéshez szlikséges anyagok
Elokezelo oldat 10 mM Tris-5 mM EDTA (pH 9)

0,1% B-merkaptoetanol
Enzim oldat 0,7 M KCI
2% csigaenzim

0,01% NovoZym

8. Kariotipizalashoz (PFGE) hasznalt oldatok
,»Low melting” agar6z125 mM EDTA

1% ,,Jow melting” agaréz (LKB Produkter AB, Sweden)
NDS 0,5M EDTA

10 mM Tris (pH 9,5)

1% Na-lauryl-sarcosin

20 mg/ml proteinaz K (Sigma)
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3. 3.

Futtato puffer 0,5x TBE
Gél 0,5% TBE, 1% agar6z PFGE-hez (Sigma)
Molekulastly marker: A DNS Eco47111/Eco911 (Fermentas)

9. Enzimek

RN4z (10 mg/ml) (Sigma)
DNaz (Sigma)

S1 nukledz (Sigma)

T4 DNS ligaz (Fermentas)

T4 polinukleotid kinaz (Sigma)
Taq polimeraz (Zenon Bio Ltd)

3.3.9. 1. Restrikcios endonukleazok (Fermentas)

3. 3.

Bglll 5-A’GATCT-3’
BsuRI (Haelll) 5°-GG CC-3
EcoRI 5°-G'AATTC-3’
EcoRV 5°-GAT ATC-3’
HindIll 5-A"AGCTT-3’
Hinfl 5-G ANTC-3’
Hhal (Hin61) 5’-GC GC-3’
Pstl 5’-CTGCA'G-3’
Pvull 5-CAG CTG-3’

10. DNS jeldléshez hasznalt anyagok

Klenow enzim (Roche)

Hexanukleotid keverék (Roche)

dNTP keverék (Roche)

Jelolés leallitas és DNS kicsapas: 0,2 M Na-EDTA (pH 8,0)
4 M LiCl

abszolut etanol
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3. 3. 11. Southern-blot
Denaturaciés oldat 15 M NaCl (87,7 g/l)

0,5 M NaOH (20 g/l)
Neutralizaciés oldat 1,5 M NaCl (87,7 g/l)
0,5 M Tris-HCI, pH 7,5 (78,8 g/1) 250 ml 2 M Tris-HCV/ 11
2 ml 0,5M EDTA (pH 8)
20x SSC 0,3 M trinatrium-citrat (pH 7)
3 M NaCl
Hybond N filter (Amersham Biosciences, NJ, USA)
Whatman 3M szlirépapir

3. 3. 12. DNS hibridizacidohoz hasznalt oldatok, reagensek
1. puffer: 0,1 M maleinsav (pH 7,5)

0,15 M NaCl
2. puffer: 1% blocking reagens 1. pufferben oldva
3. puffer: 0,1 M Tris-HCI (pH 9,5)

0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
Szinreakcid oldata: 45 ul NBT-oldat
35 wl X-foszfat oldat
10 ml 3. puffer
10x SSC: 0,15 M Na-citrat (pH 7,0)

1,5 M NaCl
Standard hibridizacios puffer:5x SSC
0,1% Na-lauryl-sarcosin
1% blocking reagens
0,02% SDS
Mosooldatok: 1. oldat: 2x SSC, 1% SDS
2. oldat: 0,1x SSC, 0,1% SDS

3. 3. 13. Ligalashoz hasznalt reagensek
T4 DNS ligaz (Fermentas)



T4 DNS ligaz puffer (Fermentas)

3. 3. 14. Transzformaciohoz hasznalt anyagok
TCM puffer

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
10 mM CaCl,
10 mM MgCl,
X-gal torzsoldat (Sigma)
25 pg/ml X-gal DMSO-ban oldva
IPTG torzsoldat (Sigma)
25 pg/ml IPTG steril desztillalt vizben oldva

3. 3. 15. Elektroporalashoz hasznalt anyagok
SOC medium 0,5 % élesztokivonat

2 % pepton

20 mM gliikoz
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,

3. 3. 16. PCR reakciohoz szukséges reagensek, primerek

Reagensek
dNTP mix (ATP, TTP, GTP, CTP) (Sigma)
25 mM MgCl, (Zenon Bio)
10 x Taq polimeraz puffer (Zenon Bio)
Taq polimeraz (Zenon Bio)

Felhasznalt primerek (5°-3")

canalnad1 frw GGCTATCGCTATGACTCG
canalnad1 rev TAGAGATGAGGTGAGACAGG
canalnad2 frw GGGTGGACTCTGACGCATAG




canalnad2 rev AACCCATCTAATAGAGTTGG
canalnad4 frw CCTTATCTTAGCAGGTGTATC
canalnad4 rev AGGTGGTGGGTGGCTAGTAC

canalnad5 frw

TAGCCGGTGCTGAATCAGCTATCGG

canalnad5 rev

ACCTAGACCAAATCTAGGGGACTTG

CAR (rns) frw GTGCCAGCAGTAGCGGTCATAC
CAR (rns) rev AGTCGTATTACACCTGTAGCCC
canalrnl frw GTAGAAAGGAGTAACCGATCTAAGC

canalrnl rev

GCAAGTACTATTTCACTGAGCTCCC

canalatp6 frw

AGGTAAGTGCGGGCCTGGAATGGTC

canalatp6 rev

CTATGTCTGGCCTTTCTTAATCCCC

canalcob frw

TGCTAATGGTGCCTCATTCTTCTTC

canalcob rev

TAGGGTTACTAACGGAGAAACCTCC

canal cox1 frw GGTTAGTGCTATGGTAGC

canpa cox1 frw GATTAGTGCTATGGTTGC

cox1 rev CCTGAATGTGCACTAATTG

cox2 frw GATTAGACGTGCCAACACC

cox2 revi GATGTGAGTATCAACAGGTAC
cox2 rev2 CGACCAGGTGTAGCATC

cox2 frwM ATGATAAGATTAGACGTGCCAACACC
cox2 rev2M GTTAAGACGACCAGGTGTAGCATC
CAPVUA (cox3) frw | CGGATCGGGTGTAGTGGAGG
CAPVUA (cox3) rev | CGTGGACTTAACCAAGGA
CAPvuB (cox3) frw | GGAGATCATACTTTAGCAG
CAPvuB (cox3) rev | GGGTGTAGTGGAGGTTTATC

canal FZRV frw

TTTCGCACTAATCACTCATCAATAGCACAG

canal FZRV rev

TCAAGTACCTAAATGGATAGTTACAGGCTCTTC
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3. 4. Alkalmazott modszerek

3. 4. 1. Tenyésztési korulmenyek
Az ¢lesztOsejteket tenyésztés céljabol YPD tépoldatban razattuk (200 rpm) kiillonb6z6

hémérsékleteken: C. albicans esetén 37°C, C. parapsilosis, C. maltosa és C. guilliermondii

esetén esetén 30°C, C. norvegica és Pichia anomala esetén 20°C homérsékleten.

3. 4. 2. Total DNS izolalas

Leach ¢és munkatéarsai (1986) altal kidolgozott modszert kissé moddositva a razatott
tenyészetbdl 1,5 ml-t centrifugaltunk, majd a sejteket 600 pl LETS pufferrel és 0,5 mm atmérdji
ivegyongyokkel vortexelve tartuk fel. A sejtek feltarasa utdn PCI-vel fehérje- mentesitettiink, a
maradék fenol nyomokat CI hozzdadasaval tavolitottuk el. A vizes fazisbol a DNS-t kétszeres
térfogat abszolut etanollal vagy azonos menyiségli izopropanollal csaptuk ki, a kitilepitett DNS
pelletet 70 %-os etanollal mostuk, szaritottuk és TE pufferben vagy bidesztillalt vizben oldottuk
fel.

Alternativ médszerként a sejteket 500 pl lizis pufferben (SET) szuszpendaltuk fel, majd
0,5 mm atmérdji tiveggyongyokkel 2 percig vortexeltiik, ezutan 275 pul 7M ammonium-acetatot
adtunk a mintakhoz, és 65°C-on inkubaltuk 5 percig. Jégen hiitést kovetden 500 pl kloroform-
izoamilalkohollal fehérjementesitettiink, a DNS-t pedig egyenld térfogat izopropanollal csaptuk
ki. A DNS-t 100 pl bidesztillalt vizben vettiik fel, és RNaz kezeltiik 30 percig 37°C-on.

Total DNS izolalas masik modjaként a MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit-et
(Epicentre® Biotechnologies, USA) hasznaltuk, a gyart6 utasitisai szerint. A DNS pelletet 50 pl
bidesztillalt vizben oldottuk fel és RNaz kezelésnek vetettiik ala (100 pg/ml) 30 percig 37 °C-on.
A DNS-mintékat felhasznéalasukig -20 °C taroltuk.

3. 4. 3. Mitokondrialis DNS izolalasa (Laday és mtsi, 2001)

A kivalasztott torzs razatott eldtenyészetébol (24 oras, YPD-ben eldnevelt) 10 ml-t
oltottunk at 750-800 ml YPD tépoldatba, amit &jszakan at tenyésztettiink. A sejteket 3000 rpm-el
4°C-on 10 percig centrifugaltuk (Heracus Multifuge 3 S-R). A kiiilepedett sejteket ETS-1
oldattal fellazitottuk, majd Bead Beater (Biospec. Products, USA) segitségével, négyszer 30

masodperces (0,5 mm-es liveggyongyds) kevertetéssel tartuk fel, 1-1 perces sziineteket tartva,
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mindvégig hiitott koriilmények kozott. A nem feltart sejteket és sejttormelékeket ismételt (4°C,
3000 rpm, 15 perc) centrifugalassal tavolitottuk el a homogenizatumbol. A mitokondriumokat 30
perces 15000 rpm-es 4°C-on torténd centrifugalassal (Sorvall RC-5B) gytijtottiik 6ssze, majd 10
ml 0,2 mg/ml DNazt tartalmazé6 MTS oldatban szuszpendaltuk fel. A DNaz kezelést 4°C-on 1
oran at végeztiik a szennyezd magi DNS eltavolitasa céljabol. A DNaz aktivitast blokkoltuk 20
ml ETS-2 oldat hozzdadasaval. Végiil a mitokondriumokat 18500 rpm fordulatszamon 15 perces
centrifugaléssal iilepitettiik ki. A pelletet 2 ml LETS pufferben szuszpendaltuk fel, majd 20
percig, 65°C-on lizaltuk a mitokondriumokat. Hiitést kdvetéen egyenld térfogatnyi PCI oldattal
fehérje-mentesitettiik, majd centrifugaltuk a mintékat (8000 rpm 10 perc, Heraeus Biofuge Pico).
Ezt a 1épést a felso, vizes fazis tisztulasaig ismételtilk. A DNS-t abszolut etanollal csaptuk ki,
tized térfogat 3 M Na-acetattal kis6zva. A DNS pelletet TE pufferben vagy bidesztillalt vizben
vettiik fel, és 30 percig 37°C-on RN-azzal (10 ug/ml) kezeltiik.

Tisztabb és nagyobb mennyiségli mtDNS izolalas céljabol a mitokondriumokat 4 ml lizis
pufferben szuszpendaltuk fel és 15 percig 65°C-on inkubaltuk. A hiitést és a sejtmaradvanyok
centrifugélast (12000 rpm, 15 perc, 4°C) kdvetden 3,9 ml feliiluszot pipettaztunk 4 g CsCl porra.
Centrifugalds utdn az oldatot ultracentrifuga csébe pipettdztuk, aminek az aljara 100 pl
bisbenzimidet (10 mg/ml) mértiink. A csoveket paraffinolajjal 1égmentesen toltottiikk fel, majd
15°C-on 50000 rpm-mel 20 6raig centrifugaltuk (Sorvall Ultra Pro 80). A nagyobb GC tartalmu
magi DNS a CsCl gradiensen lentebb fog elhelyezkedni, mint a nagyobb AT tartalmu
mitokondrialis genom. A mtDNS-t UV (ultraibolya) fény alatt detektalva injekcids tlivel szivtuk
le, majd 3-4 napig 4°C-on folyamatos kevertetéssel TE pufferben dializaltuk.

3. 4. 4. Agaroz geélelektroforézis

A nukleinsavak elvalasztasara agardz gélelektroforézist alkalmaztunk, a DNS mintdhoz
»loading” puffert (6x koncentracid) adva. Az agardz gélt 70 V fesziiltségen futtatuk a megfeleld
pufferben (TAE vagy TBE).

3. 4. 5. mtDNS RFLP total DNS-bdI

A mtDNS-RFLP analizis sordn a total DNS kivonatot GC tartalma felismerdhellyel
rendelkezé enzimekkel, Haelll-mal és Hhal-gyel emésztettik egy ¢éjszakdn 4t a gyartd

(Fermentas) utasitdsai szerint, 100 pl térfogatban 25 pul DNS mintdval. A DNS-t ezutan kétszeres
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térfogatt alkohollal kicsaptuk, kiiilepitettiik majd beszaritottuk. A mintat 20 pl TE-ben vettiik fel,
majd 1%-os TAE-gélen elektroforézissel elvéalasztottuk a fragmentumokat. A sévokat UV
(ultraibolya) fény alatt detektaltuk etidium-bromidos (1 wg/ml) festés utan.

3. 4. 6. Izolalt mtDNS enzimes kezelése

Annak megallapitasara, hogy a C. albicans mtDNS-e néhany restrikcids enzimre nézve
mekkora méretli fragmentumokat tartalmaz, Bglll, EcoRV ¢és EcoRI enzimekkel hasitast
végeztiink. A DNS-t 10 egység restrikcios endonukleazzal 37°C-os termosztatban inkubaltuk 1
oran keresztiil a gyartd cég altal javasolt pufferekben. Ezt kovetéen a fragmentumokat a
mintdkhoz adott loading puffer hozzdadéasaval 0,8% TAE gélen 70 V fesziiltségen valasztottuk el
egymastol. A kapott fragmentumok méretének meghatarozasat GelBase/GelBlot Pro GelAnalysis

Software-rel (Ultra Violet Product Ltd.) végeztiik el.

3. 4. 7. Restrikcids térképek készitése Hamari és mtsi (1999)
alapjan

Az izolalt mtDNS-t 4 és B enzimmel emésztettiik. A fragmentumok gélbdl torténd
visszaizolalasat kovetéen B és A enzimekkel reciprok emésztést hajtottunk végre. Az 4 és B
emésztés soran kapott fragmentumok sorrendjének meghatarozasahoz az agar6z gél egyik
oldalara felvittiikk az izolalt 4 fragmentumok B enzimmel emésztett mintéit, a masik oldaléra az
izolalt B fragmentumok A4-vel emésztett mintait, a gél kozepére pedig az izolalt mtDNS A-val
illetve B-vel emésztett és A/B-vel kettdsemésztett mintait kontrollként. Az elektroforézis soran
kiilonbozé iddpontokban regisztraltuk a futast. A izolalt mtDNS kettOsemésztett mintajaban a
gélen szerepld Osszes fragmentumnak jelen kell lennie, amik a reciprok emésztett mintakban
szintén megtaldlhatoak. Ilyen modon a reciprok emésztés sordn kapott fragmentumokat
vizualisan Ossze lehet olvasni. A fragmentumok méretének meghatarozasa sziikséges a fizikai
térkép megalkotasdhoz. Alternativ moddszerként az A enzimmel torténd emésztés utani
fragmentumokat pBluescript SK vektorba klonoztuk, majd 4/B kettdsemésztést végeztiink, a B
enzimmel valo hasitas utdni fragmentumokkal hasonloképpen jartunk el. A tovabbiakban a

vizualis 6sszeolvasas a fentivel megegyezd mddon tortént.
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3. 4. 8. Protoplaszt készités (Kucsera és Ferenczy, 1986)

Egy napos razatott tenyészetés utan a kiiilepitett sejteket 5 ml eldkezeld oldatban vettiik
fel, amihez 50 pl B-merkaptoetanolt adtunk, és 20 percig inkubaltunk szobahdn. Centrifugalast
kovetden a sejteket protoplasztképzdé enzim oldatban inkubaltuk 30 percig. A kezelést kovetden
a protoplasztokat 0,7 M KCl-dal mostuk az enzim eltdvolitdsa céljabol, majd végiil 50 mM

EDTA, 10 mM Tris (pH 7,5) oldatban vettiik fel.

3. 4. 9. Pulzaltatott mezeji gélelektroforézis (PFGE)

Klinikai C. albicans izolatumokbdl protoplasztokat allitottunk eld, amiket 125 mM EDTA
oldatban (pH 7,5) felolvasztott 1% low melting agardzzal Osszekeverve agardz blokkot
készitettiink, majd a megszilardult agar6z blokkokra NDS-t pipettaztunk €s 50 pl proteinaz K-t
(20 mg/ul) adtunk hozza. Harom napig 37°C-on inkubaltuk a blokkokat, naponta cserélve rajtuk a
proteindz K tartalmi NDS-t (McCluskey és mtsai, 1990). Az elkésziilt agar6z blokkokat 0,5 M
EDTA-10 mM Tris oldatban 4°C-on taroltuk. A kromoszémalis DNS-t CHEF-DR™ II (Bio-Rad)
apparatusban szeparaltuk 0,5x TBE pufferben 1% agaréz gélben 12°C-on. Az elektroforézis
koriilményei a kovetkezok voltak: 120 mp 24 h-ig és 240 mp 36 h-ig 150 V fesziiltségen (Lupetti
és mtsai, 1995). A gélt EtBr-dal festettiik, defestettiik desztillalt vizben és UV fény alatt

vizsgaltuk.

3.4.10. Southern blot

A Southern blot soran az agaroz gélelektroforézissel elvalaszott DNS molekulakat szilard
hordozora, Hybond N filterre vittiik. A DNS molekulak elvalasztasa utan a gélt UV (ultraviola)
fénnyel exponaltuk 5-10 percig, hogy a DNS-t kisebb darabokra torve noveljiik a blottolas
hatékonysagat. Ezt kdvetden a gélt denaturaciés oldatban razattuk 30 percig a DNS denaturalasa
céljabol, amit 2x20 perc razatas kovetett neutralizacidés oldatban, a pH visszaallitdsa miatt, ezt
kovette a blottold piramis Osszeallitdsa. A gélre Hybond N filtert, 2 réteg Whatman 3M
szir6papirt, 7-8 cm vastag papirtorolkozoréteget, és kb. 500 g sulyt helyeztiink. A gél ala tett
Whatman 3M papircsikot 20xSSC oldatba meritve, a kapillaritas transzfert alkalmazva a DNS
molekuldk a gélbdl atjutnak a Hybond N filterre. A blottoléast egy éjszakan at végeztiik, ami utan
a filtert 2xSSC oldatban mostuk (a 20xSSC kikristalyosodéasa ellen). A filtert 3 perces UV

expozicid utan hibridizéacios kisérletekhez hasznaltuk fel.
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3.4.11. DNS izolalas gélbdl

Az izolélni kivant DNS-t TAE gélen futtatuk meg preparativ mennyiségben. A gélbdl
UV fény alatt szikével vagtuk ki a megfeleld fragmentumot, ligyelve arra, hogy minél rovidebb
ideig tegyiik ki a DNS-t UV expozicionak. A gélblokkot aprd darabokra felszeleteltik a
hatékonyabb izolalas céljabol, majd a gélextrakcids kit utasitdsai szerint jartunk el. Egy kittet
kivaltd, alternativ modszer soran az apréra feldarabolt géldarabokat egy toltéssel nem rendelkezo
vattagolyot tartalmazé félbevagott, alul lyukas Eppendorf-csébe tettiik, majd a centrifugélast kis
fordulatszdmmal kezdve és fokozatosan elérve a 10-12000 rpm-et 10 percig centrifugaltuk. Ezt
kovetden az alsd csObe Osszegylilt DNS oldatot tized térfogat 3M Na-acetattal kiséztuk, illetve
kétszeres mennyiségii abszolut etanollal csaptuk ki. A beszaritott DNS-t bidesztillalt vizben

vettiik fel. A kivont DNS-t tovabbi felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3. 4. 12. DNS jeldlés digoxigeninnel

A génekre irt specifikus primerekkel felszaporitott PCR termékeket gélbdl
visszaizolaltuk, majd ellenérz6é futtatas utdn a DNS-t 10 percig tartdé forrd vizfiirdon torténd
hokezeléssel denaturdltuk. A forraldst azonnali jégen hités kovette. 20 pl végtérfogatban
Osszemértiik a DNS jeloléséhez vald reakcio elegyet DIG-Chem-Link Labeling and Detection
Set (Roche) instrukcioi alapjan:

x ul jelolt, denaturalt DNS (kb. 1 ng)
2 ul hexanukleotid mix

2 ul ANTP mix

1 ul Klenow enzim

A jeldlés soran az egyszalu DNS-hez hibridizalnak a random oligonukleotidok, ezeknek
a 3’-OH végét haszndlja a Klenow enzim primerként, €s szintetizalja meg a komplementer szalat
a DIG (digoxigenin) jelolt dUTP-t tartalmazo dNTP mixet felhasznalva. A jelolést egy éjszakan
at 37°C-on inkubaltuk, majd a reakciot leallitottuk 2 ul 0,2 M EDTA, 2,5 ul 4 M LiCl és 75 ul
abszolut etanol hozzaadasaval. A kicsapas 30 percig -70°C-on tortént, ezt kovetéen a
centrifugalassal (15 perc, 13000 rpm) visszanyert DNS pelletet 50 ul TE pufferben vettiik fel.

crer

5x (5 lépcsds) higitasi sort készitettiink mind a sajat, mind a gyari kontroll mintdkbdl. A higitasi
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sor minden tagjabdl 1 ul-t vittiink fel HYBOND N+ filterre. Majd a kdvetkezé mosasi 1épéseket
végeztiik:
. 5 perc, 1. pufferben (washing buffer, 100 m1/100 cm?), szobahémérséklet (25°C)
. 30 perc, 2. pufferben (blocking solution, 100 ml/100 cm?), szobahémérséklet
(25°C)
. 30 perc, 2. pufferben oldott antidioxigenin-antitest kotott alkalikus foszfataz
(anti-DIG-AP, végkoncentracio: 75 mU/ml, 20 ml/100 cm?)
. 2x 15 perc 1. pufferben (100 m1/100 cm?), szobahémérséklet (25°C)
. 5 perc 3. pufferben (detection buffer, 20 m1/100 cm?), szobahémérséklet (25°C)
A szinreakcid soran zacskoba helyezett filterre kolorimetrids szubsztratot (NBT/X-
foszfat) tartalmzo 3. puffert adtunk (10 ml/100 cm?), egyenletesen eloszlattuk a festéket, majd

sOtétben inkubaltunk. Az eredményt kolorimetriasan (kék elszinezddés) detektaltuk.

3. 4. 13. DNS hibridizacio

Az el6hibridizaciot 60-65°C-on 1 oran keresztiill végeztiik standard hibridizacios
pufferben (20 ml/100 cm?). A hibridizaciét ugyanezen a hémérsékleten végeztiik egy éjszakan at
2,5 ml (2,5 ml/100 cm?) 20 ng/ml jelSlt anyagot tartalmazo hibridizacios oldatban.

Ezt kdvetden a poszthibridizacidos mosast végeztiik:
2 x 5 perc 1. mosoéoldat (50 ml/100 cm?), szobahémérsékleten (25°C)
2 x 15 perc 2. moséoldat (50 ml/100 cm?), 60-65°C-on.

Majd az el6zobleg leirt mosasi modszereknek megfelelden jartunk el.

3. 4. 14. Kompetens sejtek készitése
E. coli XL-1 Blue torzset LB tapoldatban OD 0,4-ig tenyésztettiink. Centrifugaban (4°C,

15 perc, 3500 rpm) kiiilepitettiik a baktériumsejteket, majd jéghideg 100 mM CacCl, oldatban
felszuszpendaltuk és 10 perc inkubéacid utan ismét centrifugaltuk dket. Az ismételten kiiilepedett
sejteket 5 ml 100 mM CaCl,-ban fellazitottuk, és 1 érat 4°C-on kezeltiik. A kompetens sejtekhez
15% végkoncentracioban steril glicerint adtunk, majd Eppendorf-csévekbe 200 ul-t adagolva -
70°C-on taroltuk.
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3. 4. 15. Elektrokompetens sejtek készitése
E. coli XL-1 Blue torzset LB tapoldatban OD 0,7-0,8-ig tenyésztettiink. Centrifugaban

(4°C, 15 perc, 3500 rpm) kitilepitett baktériumsejteket egyre csokkené mennyiségii, jéghideg 10
% glicerol oldatban mosogattuk 3-4-szer, a végén pedig 400 pl-ben vettiik fel a sejteket, és 40 pl-
ket adagoltunk szét.

3. 4. 16. Ligalas, transzformacio

A ligalashoz a reakcid elegyet 15 ul végtérfogatban mértiikk 0ssze és egy ¢jszakan at
16°C-on inkubaltuk.
Reakcio elegy: 1 pl T4 DNS ligaz (Fermentas)
1,5 pl T4 DNS ligaz puffer (Fermentas)
11,5 ul EcoRI emésztett DNS
I wl EcoRI-emésztett pBluescript SK vektor
A jégen felolvasztott (kb. 15 perc) kompetens sejteket valamint 100 pl TCM puffert a
ligalasi elegyre mértiink. Az elegyet 25 percig jégen inkubaltuk, majd 3 percig 37°C-on
hésokkot alkalmaztunk, végiil 10 percig szobahdmérsékleten kezeltik. Ezutan IPTG, X-Gal
valamint ampicillin tartalmu LB taptalajra kiszélesztettiik a sejteket, és egy éjszakan at, 37°C-s

termosztatban tenyésztettiik dket.

3. 4. 17. Plazmid preparalas E. coli-bol

Kék-fehér szinszelekciot alkalmazva a fehér szinli, azaz inszertet is tartalmazo
transzformans telepeket atoltottuk ampicillin tartalma LB tapoldatba, amelyben egyenletes
razatas (200 rpm, 37°C) mellett ismét egy ¢éjszakan at novekedtek. A sejteket 6000 rpm-el 7
percig centrifugaltuk, majd 100 pl GET pufferben szuszpendaltuk fel oket. 5 perces
szobahdmérsékleten torténd kezelés utan alkalikus SDS-t (200 ul), majd ,,high salt” oldatot (150
ul) adtunk az elegyhez és 15-20 percig jégen kicsaptuk a nuklearis DNS-t. Ezutan az elegyet 1:1
aranyban PCI oldattal kezeltiik. Centrifugalast (8000 rpm 10 perc) kdvetéen a feliiliszobol
abszolut etanollal kicsaptuk a plazmid DNS-t (-70°C, 30 perc), a DNS pelletet 70%-os
alkoholban mostuk ¢és a vakuumszaritoban vald beszaritast kdvetden bidesztillalt vizben
feloldottuk. 30 percig 37°C-on RNaz kezelést végeztiink. A plazmid DNS-t az adott enzimmel

torténd emésztés utan 0,8% TAE gélen futtattuk meg.
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3. 4. 18. Polimeraz lancreakci6 (PCR)

A reakci6 elegy a kovetkezd mennyiségeket tartalmazta az egyes komponensekbdl: 2,5
ul ANTP mix (10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP, Sigma), 2,5 ul MgCl, (Zenon-Bio Ltd.,
Szeged, Hungary) 2,5 pl Taq polimeraz puffer (Zenon-Bio), 0,25 ul Taq polimeraz (Zenon-Bio),
1-1 pl (20 pmol) primer (forward, reverse), 14,25 pl bidesztillalt viz, 1 pl 25x higitott total DNS.
A reakcidelegyre 30 pl 4svanyi olajat mértiink a minta parolgasanak megakadéalyozasara.

A reakciot PTC-100™ Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.)
késziilékben végeztiik, melyet a kovetkez0 paraméterekre allitottunk be:
1. 94°C, 2 perc (denaturalas)
2. 94°C, 30 masodperc (denaturalas)
3. Tm-5°C, 30 masodperc (annealing)
4.72°C, 1 perc/kb (elongacio)
5. Ciklusszam (2-4. 1épések): 35
6. 72°C, 5 perc (utopolimerizacio)
7.4°C, 20 6ra
A DNS-fragmentumokat 0,8 ill. 1,5% agar6z gélen valasztottuk el standard modszerek

hasznalataval (Sambrook és Fritsch, 1989).

3.4.19. DNS-szekvenalas

A PCR-termékeket elektroforézissel valasztottuk el, majd a DNS fragmentumokat
GenElute™ PCR-tisztito kittel (Sigma-Aldrich) tisztitottuk. A szekvenalast ABI 373A DNS
szekvenald berendezésen (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA) végezték a Szegedi

Biologiai Kozpontban.

3. 4. 20. DNS konyvtar konstrukcio

Random szekvenalashoz DNS konyvtarat hoztunk Iétre. Ehhez a DNS-t fizikailag tortiik,
nebulizaltuk (Okpodu és mtsai, 1994), egy erre a célra gyartott BioNebulizatorban. Egyszerre kb.

crer

nyomason allandé hiités mellett. Ez koriilbeliil 1,5 kb-os fragmentumokat eredményezett. A
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Osszetort DNS-t tartalmazo6 oldatot EtOH/3M Na-acetattal precipitaltuk, és bidesztillalt vizben
vettlik fel. A torés soran tobbnyire ragados végek jonnek létre, ezért a ligalds hatékonysdganak
novelése céljabol a végeket feltdltottik Klenow enzimmel és T7 DNS polimerdzzal. Agardz
gélen visszaizolaltuk a 1,5 kb-os tartomanyba esé DNS molekuldkat, amiknek a végét
foszforilaltuk. A foszforilalt fragmentumokat Smal-emésztett, defoszforilalt végli pUCI19-es
vektorba (az autoligalast elkeriilendd) ligaltuk, majd a sdmentesitett ligaitumot elektrokompetens
E. coli-ba juttatuk be BioRad Gene Pulser apparatust hasznalva a kovetkezd koriilmények
mellett: fesziiltség: 1,8 kV, ellenallas: 200 Q, kapacitas: 25uF. A pulzus addsa utan azonnal 1 ml
SOC médiumot adtunk a sejtekhez, amiket 45-60 percig 37°C-on inkubaltunk, mieldtt

ampicillines LB taptalajra szélesztettiik dket.

3. 4. 21. Intron analizis
Az intron analizis sordn a Candida kladba tartoz6 fajok koziil a Felhasznalt

mikroorganizmusok-ban leirt torzseket vizsgaltuk meg. A szekvencidkat Vector NTI software-rel
vizsgaltuk, szekvencia dsszehasonlitast ClustalX programmal végeztiink. Open reading frame-ket

az NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programjaval kerestiink, a nukleinsav

szekvencidk alapjan a fehérjére leforditast a http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/

honlapon végeztiik el, a kapott fehérje szekvencidkat pedig a Motif Scan (http://myhits.isb-

sib.ch/cgi-bin/motif scan) honlapjan futtattuk le motivumok keresése céljabol, az intronok

tipusanak megallapitasara.

3. 4. 22. Pichia anomala killer toxin vizsgalata

3. 4. 22. 1. Toxintartalmu fermentlé elgallitasa
A Pichia anomala torzset pH 4-es YM4 tapoldatban 25°C-on 3 napig tenyésztettiik, a

fermentlevet (komplett fermentlé) sterilre szirtiik Millipore membranon (0,45 um), a sejteket
pedig szintén pH 4-es vitaminos minimal médiumba (VMM4) oltottuk at, amiben ugyanolyan
koriilmények kozott razattuk fél napig, hogy a sejtekben felhalmozodott és még nem szekretalt

toxint kinyerjiikk. A VMM-es fermentlevet szintén sterilre sziirtiik.
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3. 4.22. 2. Erzékeny torzsek tenyésztése
Az érzékeny torzseket egy napig 20 (C. norvegica) illetve 30°C-on (C. guilliermondii)

razatva tenyésztettiik YPD tépoldatban (200 rpm).

3. 4. 22. 3. Eleszt6-élesztogomba antagonizmus vizsgalata

A komplett, illetve a minimal fermentleveket és/vagy a sejteket antagonizmus vizsgalatra
hasznaltuk. Az érzékeny sejtek tenyészetébl kb. 10° sejt/ml tdménységii szuszpenziot
készitettiink, mellyel YM4-es taptalajra masszivan oltottunk. Szdradas utan a feliiletre
cseppentettiik a termeld sejteket illetve a taptalajba furt lyukakba pipettaztuk a fermentlevet (150

ul). A gatlasi zona detektalasa 20°C-on, 24 illetve 48 d6ras inkubacio6 utan tortént.

3. 4. 22. 4. Toxin stabilitasanak vizsgalata

3. 4. 22. 4. 1. Homérséklet-optimum meghatarozasa

A hdémérséklet-optimum meghatarozasa érdekében a termeltetett aktiv fermentleveket 20,

25, 30, 37 és 40°C-on inkubaltuk egy ¢jszakan at, majd aktivitdsukat biotesztben mértiik.

3.4.22. 4. 2. pH-optimum meghatarozdsa
A pH-optimum meghatirozasahoz YM taptalaj pH-jat 3, 4, 5, 6, ill. 7-re allitottuk citrat-

foszfat pufferrel, majd ezeket hasznaltuk a fent leirt bioteszthez.

3.4.22. 4. 3. Enzimes kezelés

A toxint tartalmazo fermentleveket egy éjszakan at inkubaltuk 20°C-on kiilonb6zo
protedzok — Proteinaz K (Sigma-Aldrich, P-2308), Pronaz E (Merck KGaA, 1.07433) — 10 mg

ml™ koncentracidju jelenlétében.

3. 4. 22. 5. Elécsiraszam meghatirozas

3.4.22. 5. 1. Cseszés modszer

Az érzékeny torzsek tenyészetébdl 5x10° sejttel oltottunk be 1 ml P. anomala
fermentlevet és 2 valamint 24 oraig, 25°C-on inkubaltuk a mintakat. A mintavételi idopontokban

a 10*/ml-re higitott mintabol 50 pl-t szélesztettink YPD taptalajra és 48 oras, 30°C-os inkubécio
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utan meghataroztuk az €ldcsiraszamot. A telepképzd egységeket szamolva dsszehasonlitottuk a

sejtek talélési aranyat.

3. 4.22. 5. 1. Aramldsi citometrids mérések

Az érzékeny torzsekkel 5x10°/ml sejtkoncentracioban oltottunk be 2 ml intakt és
héinaktivalt (30 perc 100°C-on) Pichia fermentlevet, majd 25°C-on (C. norvegica) vagy 30°C-on
(C. guilliermondii) inkubéltuk Sket 2, 12 és 24 6raig. Mintavételkor a kiiilepitett sejteket (5x10°)
propidium jodidot adtunk (PI). Néhany perces inkubacidt kovetden a sejtek életképességét
aramlési citometrids modszerrel vizsgéaltuk (CyFlow Space Flow Cytometer, Partec). Mivel a
festék membran impermedbilis, csak a halott sejtekbe képes bejutni, azaz az €l sejtek PI
negativok, mig a halottak PI pozitivok. Az excitalas 488/+-16 nm-es 1ézerrel, mig a detektalas
682BP/+-22 nm-es band pass filterrel tortént. Mivel szdmos toxin esetében leirtak a DNS-
szintézisét ill. a sejtciklust gatld hatast, megvizsgaltuk, hogy a GN és N toxinnak van-e hasonlo
hatasa. Ehhez toxinkezelt, ill. kezeletlen sejtek DNS-tartalmat mértiik egy membran permeabilis
DNS festékkel (DAPI). Az excitalas hulldmhossza 375/+-16 nm volt, a fluroreszcencia
detektalasa 455BP/+-16 nm-es band pass filterrel tortént. A G1 illetve az S fazisban 1év0 sejtek a

fluoreszcencia intenzitdsuknak megfelelden kiilon csucsként jelennek meg.

3. 4. 22. 6. Sejtfalkomponens affinitas vizsgalat

A kiilonboz6 sejtfalkomponensekbdl (kitin, mannan, laminarin, pusztulan) 5 mg-ot mértiink 0,5
ml toxint tartalmazé fermentlébe és 20°C-on, 24 o6raig inkubaltuk a mintédkat. Ezt kovetden az
érzékeny sejteket YPD taptalajra masszivan oltottuk, a sejtfalkomponenseket tartalmazé toxint a
taptalajba furt lyukakba pipettaztuk (150 pl). A gatlasi zonat 24 orés, 20°C-os inkubéci6d utdn
detektaltuk.

3.4.22.7. Toxinok protoplasztokra gyakorolt hatasa

A toxinok sejtfalra gyakorolt hatdsat izoozmotikus kozegben is vizsgaltuk. Ha a toxin a
sejtfalat tdmadja, ez a kornyezet megvédené a képzddo szfero- ill. protoplasztokat a pusztulastol.
10° érzékeny sejtet 1 M KC, illetve 1 M szorbitol jelenlétében kezeltiink aktiv toxinnal 24 6ran

keresztiil, majd aramlasi citometrias méréssel (PI) vizsgaltuk a protoplasztok viabilitasat.
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3. 4. 22. 8. Toxin azonositasa, tisztitasa

3.4.22. 8. 1. Toxin méretének meghatarozdsa
A toxin méretét Ultrafree-MC (Millipore) membransziirOk segitségével becsiiltiik meg. A

mintakat 30, 50, és 100 kDa-os szlirdkon centrifugaltuk a gyartd utasitdsai szerint. Ezutdn a
szirén fennmarado és athalad6 frakciokat kiegészitettiik eredeti térfogatra, majd aktivitasukat

biotesztben mértik.

3.4.22. 8. 2. Feherje koncentralasi eljarasok

A fermentlevek betdményitésére tobb modszert is alkalmaztunk. Az elsé a fagyasztva
szaritas (liofilezés) volt, melynek sordan a lefagyasztott fermentlevet liofilizalé berendezésben
vakuum alatt részlegesen viztelenitettiink. A modszer sordn a fermentlé megtartja aktivitasat. A
masik modszer a triklorecetsavas (TCA) kicsapés, melynek soran a fermentlevet négyszeres
térfogatu triklorecetsavval csaptuk ki -20°C-on egy ¢éjszakan at, majd a 10 percig 15000 rpm-mel
lecentrifugalt fehérje pelletet kétszer mostuk acetonnal, végiil a beszaritott pelletet 100 mM Tris-
HCl-ban vettilk fel. A TCA-val kicsapott fehérje aktivitds vizsgalatra nem alkalmas, mert
inaktivalodik. Etanollal kicsapott fermentlé esetén biologialig aktiv mintat sikeriilt eléallitani.
Fehérje sziiréket (Millipore) alkalmazva nemcsak kiillonbozé méretli fehérjéket tudtunk
frakcionalni, hanem a szlir@ ateresztoképességénél nagyobb méretli fehérjéket be is tudtuk
koncentralni, majd az oszlopot megforditva és lencentrifugalva visszanyertiik a koncentraldédott

fermentlevet.

3.4.22. 8. 3. SDS gélelektroforézis

A vizsgalando fermentleveket betoményitést kovetden 70°C-on 10 percig inkubaltuk 5 pl
LDS minta felvivépuffer jelenlétében, majd 5 percre jégre raktuk. Ezutan NuPAGE BisTris (4-
12%) gradiens gélen valasztottuk el a fehérjéket NuPAGE MOPS SDS puffer jelenlétében. A
gélelektroforézis paraméterei: fesziiltség: 200 V, kezdeti aramerdsség: 110-115 mA, végsod
aramerdsség: 60-70 mA, futasi idé: =50 perc. A géleket Coomassie Brillant Blue festékkel
festettiik egy ¢jszakan 4t, vagy eziist festést alkalmaztunk, melynek joval nagyobb az

érzékenysége.

3.4.22. 8. 4. Nativ gélelektroforézis (Kevei és mtsi, 1999)
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A poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE) soran bifunkciondlis N,N‘-metilénbisz-
akrilamiddal keresztkotott akrilamid polimerek altal 1étrehozott gélben futtatjuk a fehérje
mintdinkat. A polimerizacié szabadgyokdk jelenlétében zajlik le, melyet altaldban ammonium
perszulfat (APS) szolgaltat, és TEMED (N,N,N,N‘-tetrametiletiléndiamin) stabilizdl a
lancreakcid soran. A gél porusméretét a polimerek hossza, és a keresztkotések szama hatarozza
aranyanak megvalasztasaval befolyasoljuk. A nativ gélelektroforézist poliakrilamid gélen
végeztiik, 3%-0s gylijto- (stacking) és 7,5%-o0s szeparalogélekkel. Az elvalasztas rovid eléfuttatas
utdn (15 perc, 200 V) allando fesziiltség mellett tortént BioRad PROTEAN®II xi Cell
késziilékben (Davis, 1964; Vagvolgyi, 1996). A gylijtdgél eltdvolitisa utdn a szepardlogélt az
SDS-PAGE modszernél leirt modon festettiik, illetve defestettiik.

3.4.22. 8. 5. loncserés kromatogrdfia (IEC, Bonnerjera és mtsi, 1986)

A kiilonb6zd kromatografidk koziil a leggyakrabban hasznalt modszer a toltéssel
rendelkezé biomolekuldk szepardldsdra az ioncserés kromatografia. A kromatografids oszlopok
tobbfélék lehetnek: a Sephadex oszlopok dextran alaptiak, a Sepharose oszlopok
(Diethylaminoethyl (DEAE), Carboxymethyl (CM) Sepharose) agaroz alaptiak, de vannak
keresztkotott celluloz alaptiak is (DEAE Sephacel). A Sephadex megfelel egy alap batch
kromatografidnak egy fehérje tisztitdsa soran egy crude mintabol (pl: fermentlé), ami kiilonb6zd
szennyez6 anyagokat (lipidek, sok, stb.) tartalmaz. A moddszer alkalmas a nem kivanatos anyagok
elszeparaldsan kiviil koncentralasra is, igy a tisztitas iniciacids 1€pésének tokéletesen megfelel. A
tovabbi tisztitdst anion- (DEAE Sepharose) vagy kationcseréld (CM Sepharose) oszlopon
végeztiik. A fehérjék toltése fiigg a pH-tol, egy fehérjének az izoelektromos pontjan (pl) nincs
toltése, alatta pozitiv, ekkor kationcseréld, felette negativ, ekkor anioncseréld oszlopot
hasznalunk. Elsé Iépésben az ioncseréldt ekvilibraltuk adott pH-ju citrat-foszfat pufferrel.
Masodik IépcsOben a minta felvitele és adszorpcidja tortént meg. A nem kotott anyagokat kezdd
pufferrel mostuk le. A harmadik Iépcsében a megkotott molekuldkat eludltuk le az ioncseréldrdl
névekvo sokoncentracié (0,05 M; 0,5 M; 1 M NaCl) segitségével. A szedett frakciok aktivitasat
agar diffiziés modszerrel vizsgéaltuk, majd TCA kicsapast kovetéen SDS-PAGE utan

vizualizaltuk az aktiv frakciokban jelenlévd fehérjéket.

3.4.22. 8. 6. Affinitas kromatogrdfia (Hutchins és Bussey, 1983)
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0,7 g epoxi-aktivalt sepharose 6B agarozt 2 ml steril desztillalt vizben vettiink fel, majd
G3-as szinteriiveg-szliron 300 ml steril desztillalt vizzel mostuk. 55 mg pusztulant 4 ml 0,1 M
NaOH-ban oldottunk fel. A sepharose-t és a pusztulant tartalmazé oldatokat dsszkevertiik, majd
45°C-on 2 napig lassan razattuk. A fennmaradé aktiv csoportokat 1 M etanolaminnal gatoltuk le
50°C-on 25 ml-ben egy ¢éjszakan at. A felesleges ligandokat eltavolitando, a gélt haromszor
mostuk felvaltva 100-100 ml 0,1 M NaOH-dal, desztillalt vizzel, 0,1 M NaHCO; pH 8 + 0,5 M
NaCl-dal, majd 0,1 M acetat puffer pH 4 + 0,1 M NaCl-dal. A pusztulannal kapcsolt sepharose
6B gélt oszlopba toltottiilk, majd 20 ml 0,1 M citrat-fosztat pufferrel (pH 4,2) ekvilibraltuk az
oszloptoltetet. 10-15 ml fermentlevet keringettiik az oszlopon 2 6ran at perisztaltikus pumpéval.
0,1 M citrat-foszfat pufferrel (pH 4,2) torténd mosast kdvetden névekvd pH-ju (pH 4,2-4,4-4,6-
4,8-5,0) 1,5 M NaCl-dal kiegészitett citrat-foszfat pufferrel elualtunk, amit 2 M urea (pH 4) + 1,5
M NaCl-dal és 7,5% tritonX-100 (pH 4)+1,5 M NaCl-dal torténd elualas kovetett. A frakciok

aktivitasat lyuktesztben ellendriztiik.

3.4.22. 7. 7. Toxint nem termel6 mutansok elodllitasa UV mutagenezissel
Pichia anomala egynapos tenyészetébdl 10° sejtet UV-fénnyel besugéaroztunk 40 illetve

60 masodperces dézisokban, majd 50-50 pl-t szélesztettiink YPD taptalajra 3 parhuzamosban. A
csészéket 20°C-on inkubaltuk 5 napon keresztiil. A taléld telepeket atreplikaztuk érzékeny
torzsekkel masszivan oltott YPD4 téptalajra. A gatlasi zonat ki nem alakité telepeket tisztitottuk

¢s atoltasokkal ellendriztiik stabilitasukat, majd fermentlevet allitottunk el beldliik.
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4. Eredmények és értékelésuk

4. 1. Candida albicans klinikai izolatumok vizsgalata

Magyarorszagon a Candida fertdzések 80%-ért a Candida albicans felelds (Ddczi és mtsi,
2002). Ujabb vizsgalatok szerint 2003-ban a Candida fertézések 48,7%-aért e faj volt felelds
(Messer és mtsi, 2006), mig néhany régioban (Ausztria: Presterl és mitsi, 2007; Norvégia:
Sandven és mtsi, 2006) 60-70%-os az eldforduldsuk.

A 2004-2005-6s években egy debreceni korhazban 103 Candida izolatumot gyiijtottek be,
amibdl 44 (42,7%) bizonyult C. albicans-nak, morfoldgiai és fiziologiai kritériumok alapjan
(Barnett és mtsi, 2000). Az eredményeket egy C. albicans specifikus primerparral (Luo és
Mitchell, 2002) torténd PCR teszt is alatamésztotta. Az izoldtumokat az 1. tablazatban foglaltuk
Ossze, ahol feltiintettlik az eredetiiket, valamint a mintdt szolgaltatd betegek nem- ¢&s

életkoreloszlasat.

4. 1. 1. C. albicans klinikai izolatumok mtDNS polimorfizmus
vizsgalata

A 44 C. albicans izolatumbol totdl DNS-t izolaltunk, melyeket felhasznalva a torzsek
mtDNS-RFLP mintdzatat vizsgaltuk. A total DNS-t négy nukleotid felismerdhelyes enzimekkel,
Haelll-mal, Hhal-gyel és Hinfl-gyel emésztve a magas GC-tartalmt nuklearis DNS kis méretii
fragmentumokra hasad, ami a futtatas soran kifut a gélbdl, mig az AT-gazdag mtDNS mintazata
elotérbe kertil. Futtatast kovetden a Haelll emésztés esetén azonos mintazatot tapasztaltunk,
Hin6l emésztés esetén kettd, mig Hinfl emésztés soran négy RFLP mintdzatot tudtunk
elkiiloniteni (2. abra), ez alapjan négy csopotra osztottuk fel az izolatumokat. A legtdbb
izolatumot, szamszerint 23-at, tartalmazo csoportot 1. tipusként jeldljiik, a II. és IIL. tipus
megkozelitéleg azonos szamu izolatumot foglal magéaban, 11-et illetve 9-et, mig a IV. csoportot

minddssze 1 izolatum képviseli (1. tablazat).
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1. tablazat: Candida albicans klinikai izolatumok

Torzsszam Eredet MtDNS tipus Nem Eletkor (év)
C. albicans 1900 hemokultira | férfi 55
C. albicans 3666 hemokultira L. férfi 47
C. albicans 4044 hemokultira I. férfi 21
C. albicans 7111 hemokultira L. né 53
C. albicans 7113 hemokultira I. nod 53
C. albicans 9076 hemokultira L. né 75
C. albicans 10477 hemokultira I. férfi 77
C. albicans 10483 hemokultira L. férfi 82
C. albicans 10485 hemokultara I. férfi 77
C. albicans 10598 hemokultira L. férfi 58
C. albicans 10920 hemokultira I. nod 44
C. albicans 10922 hemokultara L. né 44
C. albicans 10923 hemokultara I. no 44
C. albicans 10926 hemokultira L. férfi 82
C. albicans 10928 hemokultira I. férfi 82
C. albicans 10930 hemokultira L. férfi 82
C. albicans 11272 hemokultira I. nod 26
C. albicans 12171 vizelet L. né 66
C. albicans 13092 hemokultira I. férfi 3
C. albicans 13115 hemokultara L. férfi 81
C. albicans 17349 hemokultira I. férfi 35
C. albicans 21186 hemokultira L. férfi 50
C. albicans 23745 hemokultira L. noé 71
C. albicans 8818 hemokultira II. né 41
C. albicans 9054 hemokultira II. nod 2
C. albicans 9132 hemokultara II. né 2
C. albicans 9188 hemokultira II. nod 2
C. albicans 9341 hemokultara II. né 2
C. albicans 9522 hemokultira II. nod 2
C. albicans 16053 hemokultira II. né 1
C. albicans 17905 hemokultira II. nod 31
C. albicans 19368 hemokultira II. né 31
C. albicans 19370 hemokultara II. né 31
C. albicans 19372 hemokultira I1. né 31
C. albicans 4780 hemokultara I1I. né 41
C. albicans 4782 hemokultira I1I. noé 41
C. albicans 5796 hemokultura 1. férfi 10 honap
C. albicans 8812 hemokultira I1I. férfi 42
C. albicans 19175 hemokultara I1I. né 58
C. albicans 19179 hemokultira I1I. noé 58
C. albicans 19321 hemokultara I1I. né 58
C. albicans 19627 hemokultira I1I. férfi 34
C. albicans 19888 hemokultira I11. né 58
C. albicans 17471 hemokultira IV. férfi 73
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2. abra: C. albicans izolatumok Haelll, Hin6l és Hinfl-emésztett total DNS-e. Jelzések: M:
A-pUC Mix; 1: 104775 2: 10483; 3: 10598; 4: 10922; 5: 10923; 6: 10930; 7: 9132; 8: 16053; 9:
17905; 10: 19368; 11: 193705 12: 19372; 13: 4780; 14: 4782; 15: 5796; 16: 8812; 17: 19888;
18: 17471

A csoportok 1étezésének bizonyitasara az L.-IL-III. csoportok esetén kettd-kettd
torzsbdl, illetve az egyediili, IV. csoportot képezd i1zolatumbol mitokondridlis DNS-t izolaltunk.
A génbankban talalhato C. albicans SC5314 torzs (Anderson és mtsi, 2001, génbank hozzaférési
szam: AF285261) mtDNS-ének szekvencidjat felhaszndlva olyan restrikcidos enzimeket
valasztottunk ki, melyek szdmos, de nem tul sok hasitéhellyel rendelkeznek az altalunk
kontrollként hasznalt SC5314 torzsnél. Elsoként Pvull-vel emésztettiik meg a mtDNS-eket,
aminek 6 hasitohelye taldlhatdé meg a SC5314 torzs mtDNS-én. A reprezentans torzsek (I.:
10930; II.: 9132; III.: 5796; IV.: 17471) azonos mintazatot mutattak, minden tipusban 6
fragmentum figyelheté meg, melyek kozott eltérés nincs, minddssze a 2, egyforma méretl

legkisebb fragmentum (amely a repetitiv régio része) méretében figyelheté meg egy koriilbeliil
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50 bp eltérés az L., II. és IV. tipusok esetén a III. tipushoz viszonyitva, melyek mérete igy
kortilbeliil 100 bp-ral kisebb a kontrollhoz képest. (3/a. abra).

Ezt kovetéen frekventaltabban hasité enzimeket valasztottunk ki, ezek a Bg/II és
EcoRV. Mind a két restrikcios enzimmel jol elkiiloniilé mintdzatot kaptunk (3/b. abra). Ez
megerdsitette a négy tipus 1étezését. A fragmentumok méretének meghatarozasa utan a III.
tipusba tartoz6 torzs (5796) emésztési képe azonosnak bizonyult a génbankban talalhatdo SC5314
torzs in silico emésztésével, mely torzs mtDNS mérete 40420 bp. A Pvull emésztési kép alapjan
elmondhatjuk, hogy a klinikai izolatumok mérete koriilbeliil 40 kb.

Bglll EcoRV
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3. abra: C. albicans izolatumok mtDNS RFLP mintazata.
3/a: Pvull-emésztett mtDNS profil
3/b. A négy tipus mtDNS-ének BgllII- és EcoRV-emésztési képe
M: A-pUC Mix; II1.: 5796; I1.: 9132; L.: 10930; IV.: 17471.

Vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a restrikcids fragmentum hossz polimorfizmus
hasznos eszkdznek bizonyult a C. albicans kiillonboz0 torzseinek a biotipizalasara. Total DNS-t
Hinfl restrikcids enzimmel emésztve differencidlni lehet a C. albicans patogén torzseit, ugyanez
igaz izolalt mtDNS Bgl/lI és EcoRV enzimekkel torténdé emésztésére.

A legkisebb méretli Pvull-es fragmentum méretében tapasztalt valtozds okéanak
meghatarozasara primereket terveztiink a koérnyezo régiora (8909-10486 nt): CAPvuA frw (5'-
CGG ATC GGG TGT AGT GGA GG -3') és CAPvuA rev (5'- CGT GGA CTT AAC CAA GGA
-3"). Az 5796 (III) és 9132 (II) torzs templat DNS-érdl atirt PCR termékeket megszekvenaltattuk.
A szekvencia adatok alapjan egy 55 bp deléciot detektaltunk a II. tipusban a III. tipushoz képest,
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a cox3 gént megelezd intergénikus régioban. Ez a Pvull fragmentum tartalmazza a mar korabban
leirt EO3 régiot (Miyakawa és mtsi, 1992, 1994), mely egy C. albicans fajspecifikus DNS
polimorfizmust mutat, aminek oka két rovid, kb. 50 nt méretii szegmens (A és B) megléte vagy
hidnya. Miyakawa €s munkatarsai 2008-ben négy tipus meglétét irtak le: az L tartalmazza az A és
B szegmenst is, az MI csak az A-t, az MII csak a B-t, mig az S tipus egyiket sem, ezt RFLP
analizissel is alatamasztottdk Bg/II hasitasi mintdzat alapjan. Az EO3 régiot, illetve magukat a
szegmenseket és a Bgl/ll hasitohelyeket is inverted repeat (IR) szekvencidk oOvezik, amik a
szekvencia polimorfizmus generalasban jatszanak nagy valoszinliséggel szerepet. Mindezek a
tények aladtamasztjak az EO3 tipizalas epidemiologiai hasznossagat. Az altalunk amplifikalt régio
hasitasi képe (4/A. abra) alapjan elkészitettiik Miyakawa és munkatdrsai altal leirt EO3 régiora
vetitve az L, MI, MII, S tipusok, valamint az altalunk vizsgalt reprezentans torzsek sematikus
RFLP képét (4/B. abra) Bglll enzimet felhasznélva. A klinikai izolatumok négy 6 tipusat sikertilt
beazonositani a Miyakawa ¢és munkatdrsai altal 1étrehozott csoportokba: az 5796 (IIl) az L, a
9132 (II) és 10930 (I) az MII, mig a 17471 (IV) MI csoportba tartozik (4/B. ébra). Az ) C.
albicans tipustorzs, a CBS 562 az MII csoport mintazatat mutatja. Az altalunk vizsgalt C.
albicans populacié egyik tagja sem mutatott azonos képet az S tipussal. Szekvencia adatok
alapjan a 9132 és 10930 torzs ezen régidja az A szegmenst (génbank szam: 5796 torzs GU395655
¢s GU395657, 9132 torzs GU395656 ¢és GU395658), a 17471 torzs pedig a B szegmenst

tartalmazza, épp forditva, mint ahogy azt az RFLP képiik alapjan torténd besorolasuk kovetelné.
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9132 -1
10930 - |
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3000 bp

2000 bp
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300 bp

— — — 250 bp
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4. abra: C. albicans izolatumok EO3 régidojanak vizsgalata
4/A: Klinikai izolatumok legkisebb Pvull-es mtDNS fragmentumanak PCR-RFLP képe
Bglll enzimmel hasitva
4/B: EO3 régi6o PCR-RFLP vizsgalata a leirt tipusok mellett a klinikai izolatumok 4/A
képébol szamitott fragmentum méretekkel

4.1. 2. C. albicans klinikai izolatumok fizikai térképézése
Elkészitettlik az altalunk elkiilonitett négy tipus egy-egy reprezentans torzs (I.: 10930; I1.:

9132; II1.: 5796; IV.: 17471) mitokondrialis DNS-ének fizikai térképét EcoRI-EcoRV enzimeket
felhasznalva. Mivel a négy tipus EcoRI emésztési képe azonos mintdzatot mutatott (6
fragmentum), ezeket a fragmentumokat pBluescript SK vektorba klonoztuk. A tisztitott
plazmidokat EcoRI-EcoRV kettds emésztettiik és mértiik a kapott fragmentumok méretét. Mivel
a III. tipusba tartozd 5796 torzs EcoRV és Bglll emésztési képe megegyezik a génbankban
talalhaté SC5314 torzs in silico emésztésével, ezért annak fizikai térképét vettiik (5. abra) alapul

a tobbi tipus vizsgalatdhoz.
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EI2 EI3 EI5 EI6 El4 =1 EI2
9854 8059 4766 338 5726 11677 9854
I-11-11-1V tipus/EcoRI
I. tipus (10930)/EcoRV
6200 2363 4420 2640 £ 6953 3876 § < &2 4740 E § g 282 6200
I cC g
[ | | Ll T T Ty | Il. tipus (9132)/EcoRV
6200 2363 4420 2640 £ 3528 3425 3876 2598 &R 2425 83 E g5 282 6200
(Il ] [ ]I F| [ 1] | I1l. tipus (5796)/EcoRV
8302 2363 6586 Be 3528 3425 3B/76 g Gac 2425 2321 T B 8§ 8302
R b T
IR | [ T | [ lx ! IV. tipus (17471)/EcoRV
6200 2363 4420 2640 £ 6953 3876 9Ee 2426 2821 T @ 2827 6200

5. abra: A négy tipusba tartozé C. albicans torzs mtDNS-ének EcoRI-EcoRYV fizikai
térképe. Az abran pirossal jeloltiik a SC 5314-es mtDNShez viszonyitott valtozasok helyét.
A kapcsos zardjel a FZRV régiot jelzi.

A tipusoknal tapasztalt hasitohely-eltéréseket a térképeken pirossal jeloltiik, ahol EcoRV
hasitohely jott 1étre azt piros vonallal, ahol hasitohely tiint el azt piros kereszttel. A meglévd
klénokat T3, illetve T7 iranybdl megszekvenaltattuk (génbank hozzaférési szamok: GU395659,
GU395660, GU395661, GU395662, GU395663, GU395664, GU395665, GU395666 ¢és
GU395667), és azt tapasztaltuk, hogy a hasitohelyekben tortént valtozasokért a felismerdhelyben
bekovetkezett pontmutaciok a feleldsek (pl.: GAT/ATC helyett GGT/ATC, azaz A—G tranzicid).

4. 1. 3. C. albicans klinikai izolatumok differencialasa
Az eddigi vizsgélatok sordn csak a tipusok egy-egy reprezentans torzsével dolgoztunk. A

tobbi klinikai izolatum helyes besorolasanak igazoldsara a térképeket alapul véve kivalasztottunk
egy olyan régiot, amely mind a négy tipusban eltérést mutat. Ez a régido az EcoRI 1.-es
fragmentumon talalhat6, tartalmazza a srRNS gén végszekvencidjat, intergénikus szekvenciat és a
teljes nad4l gént (28321 bp-29888 bp). Az SC 5314-es torzs szekvencidja alapjan a régio koré
primer-part terveztiink, amikkel a 44 izolatum total DNS-érdl felszaporitottuk az adott szakaszt
(FZRV régi6: 1551 bp). Ezt kovetden a PCR termékeket EcoRV-tel emésztve vizsgaltuk a
torzsek PCR-RFLP képét (6. abra). Az Osszes izolatum a besorolasdnak megfeleld mintazatot
mutatta (I. nincs hasitohely - 1551 bp; II. két hasitohely - 920 bp, 403 bp, 228 bp; III. egy
hasitohely - 1323 bp, 228 bp; IV. egy hasitohely - 1323 bp, 228 bp). A IV. tipusba csak egy
izolatum (17471) tartozik, amely e régi6 PCR-RFLP alapjan nem kiilonbozik a III. tipustol.
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6. abra: C. albicans izolatumok FZRYV régiojanak PCR-RFLP képe

Tovabbi mtNDS RFLP tipusok elkiilonitésére kiillonbozé foldrajzi helyekrdl szarmazo,
torzsgyljteményes C. albicans izolatumokat vizsgaltunk meg ennek a régionak a PCR-RFLP
képére nézve. Eredményeink alapjan az SC 5314 torzs a IlII. tipusnak megfelel6 mintazatot adott,
a C. albicans 1j tipustorzse, a CBS 562 valamint az ATCC 10231 a II. tipusba tartozik. A PCR
RFLP kép EcoRV enzimet hasznalva nem elkiiloniilé a III.-IV. csoportok esetén, de a PCR
terméket Bg/ll-vel emésztve a III. tipus eltérének bizonyul a IV. tipustol. A magyar izolatumok
kozotti leggyakoribb 1. tipust csak a kinai izoldtum képviseli, a dél-amerikai, egyestlt
kiralysagbeli, 0j-zélandi izolatumok a II. tipusba, az észak-amerikai és japan izoldtumok a III.
tipusba tartoznak. A dél-afrikai izolatum PCR RFLP mintdzata EcoRV enzimet hasznalva nem
sorolhatd be a négy csoport egyikébe sem, de Bgl/ll-vel a III. tipussal hasonld képet kapunk. A
legritkabb IV. tipusnak az altalunk vizsgalt izolatumok egyike sem feleltethetd meg (7. abra).
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7/A. abra: Torzsgylijteményes C. albicans torzsek PCR-RFLP képe a reprezentans klinikai
izolatumok mellett, EcoRV enzimmel emésztve
7/B. abra: mtDNS tipusok PCR RFLP képe a FZRYV régiora EcoRV enzimmel emésztve
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az altalunk kivalasztott FZRV régi6 vizsgalata
PCR-RFLP mddszerrel jo tipizalasi €s csoportositasi modszernek bizonyul a mar 1étez6 EO3

tipizalas mellett.

4.1. 4. A mtDNS tipusok parcialis géntérképének elkészitése
A génbankban megtaladlhatdo C. albicans SC5314-es torzsének génjeihez irt specifikus

primerekkel homolog génprobakat allitottunk eld, a kovetkezd génekre nézve: coxl, cox2, cox3,
cob, nadl, nad2, nad4, nad5 és atp6. A négy tipus EcoRl, EcoRI-EcoRV és EcoRV emésztett
izolalt mtDNS fragmentumjait tartalmazé gélrdl atblottolt filterekkel hibridizacios kisérleteket
végeztiink el, melyek soran az SC 5314-es torzzsel megegyezd génsorrendet allapitottunk meg

mind a négy tipusban (8. ébra).

EI2 EI3 EI5 ElI6 El4 EN EI2
9854 8059 4766 338 5726 11677 9854
rnl cox2 _nadi cox3a atgg_’atgs cox1 nad2 nad3 cob SrRNS nag«tl.‘_’ nad4 cox3b ECORI
nad6 atp6 nad5
EcoRV
8302 2363 6586 22 3528 3425 3876 Q 3 BE 2425 2321 E § S 8 8302

8. abra: Az SC 5314-es torzs mtDNS géntérképe
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Vizsgalataink azt mutatjdk, hogy a mtDNS polimorfizmusért a hasitohelyekben
bekovetkezett pontmutaciok, illetve kisebb delécidk-inszerciok a felelések, melyek a

génsorrendet nem befolyasoljak. Rekombinacios eseményeket nem tudtunk kimutatni.

4. 1. 5. Pulzalé mezeji gélelektroforézis (PFGE)
A Klinikai C. albicans izolatumok L., IL., II1. tipusanak 2-2 t6rzsébél (L: 3666, 10477; IL.:

9054, 17905; II1.: 4780, 19627), illetve a IV. tipus egyediili torzsébol (17471) protoplasztokat
allitottunk elé, melyekbdl agaroz gél blokkba agyazott kromoszémalis DNS prepardtumot
készitettiink. A kromoszomalis DNS-t CHEF-DR™ II késziilékben szeparaltuk (9/A. abra).

A — = _ = 2 B
= =
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9/A. abra: C. albicans reprezentans torzseinek elektroforetikus kariotipus mintazata
9/B. abra: A reprezentans klinikai C. albicans torzsek, illetve a 1006, WO-1 és SC5314
torzsgyiljteményes torzsek kariotipusanak sematikus képe (snc-supernumerary
chromosome=szamfeletti kromoszéma)

A mtDNS mintadzat alapjan elkiilonitett négy tipus elektroforetikus kariotipus képe az I.,
III. és IV. tipus esetén megegyezik a C. albicans 1006 torzsével, mig a II. tipus egy plusz
kromoszdéma savot tartalmaz (9/B. dbra), ami 3. és 4. kromoszoéma kozott helyezkedik el (1.8 Mb
¢és 1.7 Mb). A C. albicans WO-1 torzse szintén hordoz egy extra kromoszomat a 1006 torzshoz
képest, de annak mérete (1,65 Mb) kiilonbozik a II. tipusnal megfigyelttdl. A C. albicans fizikai

térképének weblap cime: http://albicansmap.ahc.umn.edu/.
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4. 2. C. parapsilosis klinikai izolatumok vizsgalata
A C. albicans mellett human vonatkozasat tekintve az egyik legnagyobb jelentdséggel

bird patogén élesztégomba, a filogenetikailag azonos kladba tartozd C. parapsilosis, ami
embernél leggyakrabban bér- és korommegbetegedéseket okoz. A C. parapsilosis csoport 3 fajt
foglal magéban: C. parapsilosis (1. szubtipus), C. orthopsilosis (11. szubtipus) és C. metapsilosis
(ITI. szubtipus). A szakirodalom (Su és Meyer, 1989, 1991; Roy és Meyer, 1998) kiilonb6z6 C.
parapsilosis-izolatumokkal kapcsolatban mitokondrialis DNS polimorfizmust irt le. Kisérleteink
soran 23 klinikai izolatum RFLP képét vizsgaltunk meg, melyek a debreceni egyetemrdl
szarmaztak. Eredményeink eltértek a korabban a szakirodalomban ko6zolt adatoktdl, minden

izolatum esetében azonos RFLP mintéazatot kaptunk (10. &bra).

C. p. 118111
C. P 5068/1
C. p. 118111
C. p. 5068/1

. B A-pUC-Mix

N |

R L adl

ERSIE QT Al A-pUC-Mix

e 11 e

10. abra: C. parapsilosis izolatumok RFLP mintazata Hinfl, Hin6l és Haelll enzimekre
nézve

A kordbban leirt eltér6 RFLP mintazatok oka az akkor még C. parapsilosis
szubtipusokként leirt, ma mar kiilon fajként kezelt C. metapsilosis és C. orthopsilosis fajoknak a
C. parapsilosis sensu stricto-t0] elkiiloniild RFLP képe, mely konzervalt restrikcios fragmentum

profilt mutat (Kosa és mtsi, 2006).
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4. 3. Candida maltosa CBS 5611 térzs mtDNS restrikcios

elemzése, térképezése
Egy nemzetkozi projekt a C. albicans kladba (Diezmann és mtsi, 2004) tartozo6 fajok (C.

albicans, C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilos, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. sojae,
C. maltosa) taxondmiai kapcsolatainak €s a mitokondridlis genom eredetének vizsgalatara
iranyul. Ehhez az ebbe a kladba tartoz6 fajok mtDNS-ének szekvencia-szintli ismerete sziikséges.
Munkam soran a klad egyik apatogén, imperfekt, szénhidrogén-asszimilalo fajanak, a C. maltosa
mtDNS-ének vizsgalatat végeztem el. Els6 1épésben elkészitettiik a mtDNS EcoRV-Pstl, illetve
HindllI-Pstl restrikcids térképét (11. abra).

EcoRV-Pstl (V-P)

19-25 kb 2500 4400 925 3925 3950 1500 6300 2350 2820
Vi ‘ V6 | v3 ‘VQ |- Vab ’- Véda |- v8 [ V2 | v7 | V5 ‘
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11. abra: C. maltosa EcoRV-Pstl, valamint HindllI-Pst] restrikcios térképe

A pozsonyi Comenius Egyetem Biokémiai Tanszékével kooperacidban megtortént a C.
maltosa mtDNS-ének szekvencia szintli meghatarozasa. Az izolalt mtDNS-t mechanikusan
tortiik, a fragmentumokat vektorba ligaltuk, majd random szekvenalasat végeztiik, T3, illetve T7
szekvenald primerekkel. A szekvencidkat szamitdégépes szoftver segitségével rendeztiik Ossze
atfedo régiok alapjan, az elkészitett restrikcios térképek segitségével. A fennmaradé ,,szekvencia-
rések” (gap-ek) feltoltése primer walking technikaval tortént. A C. maltosa CBS 5611 torzs
genom a standard mitokondrialis génkészletet hordozza: atp6-8-9, cox1-2-3, cob, nadl-2-3-4-4L-
5-6, SSUrRNS, LSUrRNS, illetve 26 db tRNS. A gének koziil 3-ban talalhat6 2-2 intron: a coxl,
cob és rnl. A mitokondridlis genom két repeat régidt tartalmaz: direkt szalon a 12859-27237 bp

szakasz, illetve a komplementer szalon a 40937-55315 bp szakasz, melyek kodold régiot nem
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tartalmaznak. Ezen repeat régiok, illetve az intronok jelenléte is hozzdjarul a viszonylagosan

nagy genom mérethez.

4. 4. Mitokondrialis intronok vizsgalata

Az intronok vizsgélata alapul szolgalhat tovabbi tipizalasi mddszerek kidolgozasahoz,
hiszen azok megléte, illetve hidnya és kiilonb6zé méretiik lehetévé teszi az dket Gvezd exon
szekvencidkra irt primerek segitségével fajspecifikus PCR termékek eldallitasat. A C. albicans
klad 14 vizsgalt torzse és a kiilcsoportként hasznalt D. hanseniaspora kozil csak a L.
elongisporus bizonyult intron mentesnek (1. melléklet). Az intronok szama és azok mérete nincs
korrelacidban a teljes mitokondrialis genom mérettel. Négy gén, nevezetesen a cox1, cob, rnl és a
nad5 génje tartalmaz intront, amelyek tobbsége 1. tipusu intron, II. tipus csak négy esetben volt
jelen. Az intron-inszercioknal taldlhatd jellegzetes szekvenciarészletek (Langkjaer, 2003)
Osszefoglalo tablazata az 5. mellékletben talalhato.

A nad5 gén csak a C. neerlandica és C. viswanathii torzsekben tartalmaz intront (2.
melléklet), a kovetkeztetett aminosav szekvencia alapjan a CnNS5.I1 intron LAGLI-DADG
motivumot tartalmaz, mig a CvN5.I1 ORF-je nem mutat jellegzetes motivumot, de
nukleotidszekvencia szinten mutatott homologia alapjan feltételezhetd a kozos eredet.

Az rnl génben (2. melléklet) intront tartalmazo torzsek: C. neerlandica, C. maltosa, C.
parapsilosis, C. albicans és C. dubliniensis. A kovetkezd intronokban nem talalhaté konzervalt
motivum: CmaLSU.I1, Cpcrig214LSU.I1, CpsrosLSU.I1, CaLSU.I1 és CdLSU.I1. A CnLSU.I1,
CmaLSU.12, Cpcrig214L.SU.I2 és Cpsr23LL.SU.I2 nem tartalmaz ORF-t, mig az ORF-et tartalmaz6
CalLSU.I2 és CdLSU.I2 motivum-mentes. A Cpcrg214aLSU.I1 és CpsrosLSU.I1 valamint a
Cpcrig21aLSUI2 és CpsrasLSU.I2 100% szekvencia homoldgiat mutat. A Saccharomyces
cerevisiae jOl ismert ® intronjaval nem talaltunk homologiat.

A cob gén (3. melléklet) esetén a C. sojae és C. tropicalis intron-mentes, a tobbi térzs
esetén két konzervativ pozicidt azonositottunk intron inszercid eldnyben részesitett helyeként. Az
els6 a 131. és 132. amindsav kozotti, ahol a C. albicans (CaCOB.I1), C. metapsilosis
(CmenmcoassCOBLI1, CmeprasCOB.I1), C. parapsilosis (Cpcris214COB.I1, Cpsr23COB.IT), C.
maltosa (CmaCOBL.I1) ¢és D. hansenii (DhCOB.I1) tartalmaz GIY-YIG motivumot mutato
intront, illetve a C. neerlandica (CnCOB.I1) motivum-nélkiilit. A masodik pozicioban LAGLI-
DADG motivumot mutatd intronok taldlhatoak C. orthopsilosis (ComcosssCOB.IL,
Conmco471COBLIL), C. parapsilosis (CpcrLis21aCOB.12, Cpsr23COB.12) és D. hansenii (DhCOB.12)
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esetén, mig C. albicans (CaCOB.I12) esetén nincs ORF, C. dubliniensis-ben (CdCOBL.I1) 1évében
pedig motivum nélkiili az ORF. A C. neerlandica cob génje ezen kiviil két intront tartalmaz: a
motivum nélkiilli CnCOB.I2 és a LAGLI-DADG motivumot mutat6 CnCOB.I3. C. maltosa
masodik intronja (CmaCOB.12) motivum-mentes, D. hansenii harmadik intronja (DhACOB.I3)
LAGLI-DADG motivumot mutat. C. viswanathii egyediili intronja (CvCOB.I1) II. tipustu intron,
reverz transzkriptazszerli motivumot mutat.

L. elongisporus ¢és a C. metapsilosis torzsek nem tartalmaznak intront a cox1 génben (4.
melléklet). Az intronok eléforduldsa kiilonb6z6 pozicidkban figyelheté meg, de az azonos
pozicioban eléforduld intronok ugyanabba a csoportba tartoznak és azonos amindsav-motivumot
mutatnak. A C. albicans és C. dubliniensis torzsek harom intront (CaCIL.I1, CaCIL.12, CaCl.I3,
CdCLI1, CdCLI2, CdCILI3) tartalmaznak azonos pozicidban, azonos LAGLI-DADG
motivummal. A szekvencia homologia az azonos pozicidoban 1évé intronok esetén a kovetkezd:
83,6% (CaCLI1-CdCLIl), 85% (CaClI2-CdCL.12) ¢és 81% (CaClI3-CdCL.13). D. hansenii
harom intronja (DACLI1, DhCLI2, DhCILI3) szintén LAGLI-DADG motivumt. Az elsé és
harmadik intron inszercids pontja megegyezik a C. albicans és C. dubliniensis els6 €s harmadik
(CtCI.I1) els6 intronjai LAGLI-DADG motivumot mutatnak ¢€s inszercids pontjuk egybeesik a
CaClIl, CdCILI1 és DhCLI1 intronokkal, habar jelentds szekvenciahomologiat nem lehet
tapasztalni. C. neerlandica (CnCL12) és C. tropicalis (CtCLI2) masodik valamint C. sojae
(CsCLI1) és C. maltosa (CmaClLIl) els6é intronja a DhCIL.I2-vel azonos poziciéban talalhato,
LAGLI-DADG motivummal. C. maltosa €s C. sojae tartalmaz egy masodik intront (CmaCI.I1 és
CsCLI12) is egyedi pozicioban. A CmaClIl nem tartalmaz ORF-t, mig a CsCLI2 II. tipust
intronnak bizonyult, mivel maturdzt koédol. A C. parapsilosis térzsek harom intronnal
rendelkeznek (CpcLig214CLI1, CpcrLis214CLI2, Cpcrig21aCLI3, CpsrasCLI1, CpsrasCLI2  és
Cpsr23CLI3). A CpcrLis214CLIT €és CpsrasCLIT 100% szekvenciahomoldgiat mutatd I1. tipusa
intronok (reverz transzkriptazt kodolnak). A CpCIL.12 and CpCLI3 I. tipusu intronok LAGLI-
DADG motivummal, a szekvenciahomologia a Cpcrip214CLI2 és CpsrazCLI2 esetén 100%, mig
CpcLis214CLI3 €és CpsrasCLI3 esetén 99.9%. A C. orthopsilosis MCO471 egy intront
(Comcoa71CLIT) tartalmaz LAGLI-DADG motivummal a CpCIL.I3 intronnal azonos poziciéban
(szekvenciahomologidja: 89%). A C. orthopsilosis MCO471 egy tovabbbi intront
(Comco471CLI2) tartalmaz, ami 95%-0s homologiat mutat a C. orthopsilosis MCO456 torzs

egyediili intronjaval (Comco4s6CIL.I1). Ezek az intronok nem tartalmaznak ORF-t.
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A C. albicans és C. parapsilosis elkiilonitésére a coxl génre primer part terveziink,
melynek forward tagja ,,degeneralt” szekvencidju C. albicans-ra és C. parapsilosis-ra, reverz
tagja viszont specifikus kiilon-kiilon a két fajra nézve. Ezen primerek alkalmazasaval el tudjuk
kiiloniteni a C. albicans-t és a C. parapsilosis-t: C. albicans esetén egy 1542 bp-os, mig C.
parapsilosis esetén egy 3269 bp terméket kapunk, aminek az oka az eltérd introntartalom. A C.
parapsilosis csoport tagjait is el lehet kiiloniteni ezzel a primer parral, ugyanis a C. metapsilosis
¢és C. orthopsilosis klinikai izolatumokban a termék mérete minddssze 400 bp koriilinek
bizonyult, aminek az oka, hogy az adott pozicidban a C. parapsilosis-ban meglévd intron
ezekben a fajokban hianyzik.

Két, cob génre irt primer par (comp cobfrwA: 5’-CGTTACCTGTAATACCTAATGGG-3’,
comp cobrevA: 5’-GTTTACGGACAAATGTCTCACTGAGG-3’; comp cobfrwB: 5’-
CCTCAGTGAGACATTTGTCCGTAAAC-3’, comp cobrevB: 5’-GCGTGATGTTAATGCTGGTTG-3’)
segitségével a C. orthopsilosis és C. metapsilosis 1s elkiilonithetd egymastol. C. parapsilosis
esetén 1410-1408 bp (A) vagy 1596-1664 bp (B), C. metapsilosis esetén 196 bp (A) vagy 1605
bp (B), mig C. orthopsilosis esetén 1389 bp (A) vagy 181 bp (B) terméket kapunk.

4.5. Pichia anomala VKM Y-159 torzs altal termelt killer toxin
Jellemzeése

Biologiai tarsulasokban az ¢ldlények az élettér benépesitéséért ill. tdpanyagokhoz valod
hozzajutasért folytatott kompeticid soran kiillonbozé eszkozoket fejlesztettek ki a versenytarsak
elpusztitdsara. Ilyen eszk6zok lehetnek a gombak specifikus ill. nem specifikus hatast
extracellularis toxinjai vagy enzimei. El6bbiek k6zé tartoznak az altaldban a termeld torzzsel
kozeli rokonsagban allo fajokat pusztitd killer toxinok. Néhany esetben a killer toxin szélesebb
hatasspektrumu, nem-rokon fajok esetében is aktiv. Ezek kozt vannak human patogén
¢lesztdgombak ellen is hatasos toxinok (Polonelli és mtsi, 1986).

Munkank soran egy killer toxint termel6 Pichia anomala torzs (VKM Y-159) toxinjanak
jellemzését végeztiik el. A P. anomala az aszkuszos gombakok beliil a Saccharomycetes oszaly
Saccharomycetales rendjének Saccharomycetaceae csalddjaba tartozo élesztdgomba, melynek
toxintermel6 torzseirdl a szakirodalomban is olvashatunk (Sawant €s mtsi, 1988; Izgl €s mitsi,

2006).
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4. 5. 1. Hatasspektrum-vizsgalat

Egy-egy toxin specificitdsa, hatdsspektruma meghatarozo6 tulajdonsaga az adott toxinnak.
Kutatasaink soran az altalunk vizsgalt P. anomala torzs killer toxinjat kiilonb6zo élesztégomba
torzsek ellen teszteltiik, a torzsek toxinnal szembeni érzékenységét a 2. tablazatban foglaltuk
0ssze. A toxin a kiilonbozé Candida fajok ellen eltérd antagonista hatast: C. norvegica, C.
tropicalis és C. guilliermondii esetén a gatlasi zona széles, ezek a fajok bizonyultak a
legérzékenyebbnek. C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. inconspicua, C. lypolitica, C.
viswanathii kevésbé bizonyult érzékenynek a toxinnal szemben, de még mindig jelentds
novekedés gatlas figyelhetd meg ezeknél a fajokndl. A C. albicans mellett a masik, komoly
problémat jelentd humdanpatogén gomba, a C. parapsilosis ellen nem bizonyult antagonista
tulajdonsagunak az altalunk vizsgalt P. anomala torzs, egy debreceni korhazbol szamazo klinikai
C. parapsilosis izolatumokkal szemben nincs novekedés gatlas, torzsgyljteményes torzsekkel (C.
parapsilosis CLIB214 és SR23) szemben is csak minimalis mértékli. Ezzel szemben a C.
parapsilosis teleomorf alakjanak tartott L. elongisporus mind a 8, tanszékiinkdn meglévd
izoldtumaval szemben jO anatagonista hatdsinak bizonyult. Bor- ¢és sorromlast okozo
Brettanomyces és Dekkera fajok ellen nem tapasztaltunk jelentds gatlo hatast. Az érzékenységet
YM4 vagy YPD4 taptalajon vizsgaltuk, agar diffiziés modszerrel. A tovabbi kisérleteket a

legjobb gatlasi eredményeket ad6 fajok, a C. norvegica és C. guillermondii ellenében végeztiik el.

4. 5. 2. A termeltetés optimalis korulményeinek meghatarozasa
A szakirodalombol ismeretes, hogy a toxinok igen kis mennyiségben, altaldban 0,001-2

ng/ml koncentracioban szekretdlodnak a fermentlébe (Sawant, 1989; Buzzini, 2004), ezért
els6ként meghataroztuk a termelddéshez sziikséges optimalis feltételeket.

A termeléshez a 4-es pH és 20°C bizonyult a legmegfelelébbnek. A tapoldat dsszetétele
befolyésolja a toxintermelést, a komplett tapoldatban (2xYD4, 2xYPD4, YM4) val6 tenyésztés
soran kaptuk a legnagyobb aktivitasi fermentlevet, minimal tapoldatban térténd (VMM, YNB)
tenyésztéskor joval kisebb aktivitast tapasztaltunk. Hasonld jelenséget mas toxin, példaul a
Pichia anomala K5 tipusu toxinja esetében is tapasztaltak korabban (Izgii, 2004). A jelenséget az
¢lesztokivonatban megtalalhatd B-D-glilkanok hianyaval magyaraztak, melyek indukalhatjak a
toxin termel6dését. Harom napos komplett tdpoldatban tenyésztést kovetden a sejteket minimal
tapoldatva atoltva a fermentlé¢ aktivnak bizonyult kiilonb6z6 Candida fajok ellen, ebben az

esetben a sejtekben akkumulalodott €s még nem szekretalt toxinokat bocsajtjak ki a sejtek. A
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2. tablazat. Pichia anomala toxinok gatlé aktivitasa kiilonb6z6 élesztogombak ellen

Vizsgilt torzsek GN toxin gatlas mértéke N toxin gatlds mértéke
(mm) (mm)

Brettanomyces custersianus CBS 4805 - -
Cryptococcus neoformans CBS 132 - -

Candida alai NRRL Y-27739 5,0 2,5
Candida albicans ATCC 10231 1,5 -
Candida albicans CBS 14051 2,5 -
Candida albicans ATCC 38247 4 -
Candida albicans CBS 562 2,75 -
Candida albicans SC 5314 0,5 -
Candida albicans klinikai izolatum 3666 (I) 2,0 -
Candida albicans Klinikai izolatum 10930 (I) 2,0 -
Candida albicans klinikai izolatum 9054 (II) 2,0 -
Candida albicans klinikai izolatum 17905 (1) 2,0 -
Candida albicans klinikai izolatum 4780 (IIT) 2,0 -
Candida albicans klinikai izolatum 5796 (III) 2,0 -
Candida albicans klinikai izolatum 17471 (IV) 2,0 -
C. albicans CBS 2695 (Pur) 1,5 -
C. albicans CBS 2706 (Arg) 4,0 -
C. albicans CBS 2712 (Chn) 2,5 -
C. albicans CBS 5736 (Rsa) 1,5 -
C. albicans CBS 6589 (UK) 1,5 -
C. albicans CBS 6910 (Nzl) 1,5 -
C. albicans CBS 8838 (USA) 0,5 -
C. albicans CBS 9120 (Jpn) 2,0 -
C. albicans NEQUAS 4661 2,5 -
Candida dubliniensis CBS 7987 5,0 -
Candida frijolensis NRRL Y-48060 2,5 -
Candida glabrata CBS 138 2,5 -
Candida guilliermondii CBS 566 3,0 -
Candida inconspicua CBS 990 2,0 -
Candida jiufengensis CBS 10486 2,0 -
Candida pseudojiufengensis CBS 10847 0,5 -
Candida krusei CBS 573 - -
Candida lipolytica CBS 6124 4,0 -
Candida lusitaniae CBS 6936 - -
Candida maltosa CBS 5611 5,0 -
Candida metapsilosis MCO 488 - -
Candida neerlandica NRRL Y-27057 - -

Candida norvegica CBS 4239 5,0 1,5
Candida oxicetoniae CBS 10844 - -
Candida orthopsilosis MCO 456 - -
Candida parapsilosis klinikai izolatumok - -
Candida parapsilosis CBS 2152 - -
Candida parapsilosis CLIB 214 - -
Candida parapsilosis SR 23 - -
Candida pulcherrima CBS 5833 - -
Candida rugosa CBS 613 - -
Candida sojae CBS 7871 - -
Candida subhasii CBS 10753 5,5 -

Candida tropicalis 24043 3,0 1,0
Candida tropicalis CBS 94 5,0 -
Candida viswanathii CBS 4024 3,0 -
Candida zeylanoides CBS 4909 - -
Dekkera bruxellensis CBS 73 - -
Kluyveromyces lactis - -
Lodderomyces elongisporus CBS 2605 2,0 -
Zygosaccharomyces sp. - -




legnagyobb mennyiséget YM4 tapoldatban torténd tenyésztéssel nyertiink, 72 o6ra
inkubalés utan. 2xYPD4 tapoldatban tenyésztve valamivel kisebb aktivitdsu fermentlevet sikertilt
termeltetni. A sejteket komplettbdl vitaminos minimalba atoltva is jelentds aktivitas észlelhetd,
mig a két minimal tapoldat koziil a YNB-s fermentlé nagyobb aktivitdst mutat, mint a VMM
fermentlé. A toxin tisztitdsa minimal tapoldatbol egyszeriibb lenne, mint a sok, nagy mennyiségl
fehérjemolekulat is tartalmazd komplett tdpoldatokbol.

Biologiai aktivitasat a fermentlé csak a novekvo sejtek korai stacioner fazisaban nyerte el.
Ez a jelenség Osszevetve azzal, hogy a toxin legerdteljesebben a fiatal, logaritmikus fazisban 1évo
érzékeny sejteket pusztitja, arra utalhat, hogy a természetben a killer-fenotipus szerepe a mar
elfoglalt ¢éldhelyek védelme az Ujonnan érkezd, invaziv torzsek ellen. Mindemellett a késoi
stacioner fazisban mar nem tudtunk aktivitast kimutatni. Ennek oka lehet egyrészt a tdpoldat pH-
janak eltolédasa semleges ill. Ilugos irdnyba, masrészt az oOregedd sejtek erdso6do

proteaztermelése. Mindkét folyamat a toxin inaktivalédasahoz ill. degradalédasdhoz vezet.

4. 5. 3. Toxin biokémiai természetének meghatarozasa

4. 5. 3. 1. Toxin aktivitasanak pH- és homérsékletoptimuma

Mivel a legtobb ismert toxin csupan viszonylag sziik, savas pH-tartomanyban aktiv
(Woods, 1968; Young, 1978), megvizsgaltuk, hogy a P. anomala torzs toxinjanak pH-optimuma
mennyiben felel meg ennek a megfigyelésnek. C. norvegica ellen a toxin aktivitasa pH
fiiggetlennek bizonyult a savas tartomanyban (pH 2-pH 6), mig C. guilliermondii ellenében csak
pH 3-4 tartomanyban tapasztaltunk aktivitast (12. abra). Ez a kett0sség arra utalt szamunkra,
hogy nemcsak egy, de kétféle toxint is termel a VKM Y-159 torzs, egy csak és kizardlag C.
norvegia elleneset (késdbb N toxin), illetve egy, tobbféle Candida faj (tobbek kozott C.
guilliermondii) ellen hatdsosat (kés6bb GN toxin). A tovabbiakban ezt a két fajt hasznaltuk fel a
toxinok jellemzése soran.

Az altalunk vizsgalt toxinok hasonléan a tobbi killer toxinhoz savas pH-n aktivak.
Neutralis ill. lagos kornyezetben valdszinisithetdéen a toxin konformdaciovaltozasa miatt
irreverzibilisen inaktivalodik, mivel ha a toxint tartalmazd fermentlé pH-jat citrat-foszfat
pufferrel 7-es vagy annal lugosabb pH-ra allitjuk, majd vissza 4-esre, a toxin nem nyeri vissza
aktivitasat. Mas toxinok esetén feltételezték, hogy az alacsony pH az érzékeny sejtek faldhoz

valo kotddéskor jatszik szerepet (Golubev, 2006).
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12. abra: C. norvegica (A) és C. guilliermondii (B) novekedésének gatlasa kiillonb6z6 pH-ju
taptalajokon

13. abra: Hostabilitasi és fehérjebonto enzimekkel szembeni stabilitas vizsgalat
C. guilliermondii - 1.: kontroll YM fermentlé; 2.: proteinaz K kezelt VMM
fermentlé; 3.: pronaz E kezelt VMM fermentlé; 4.: régi VMM fermentlé; 5.: 100° C-os
inkubacio; 6.: 42° C-os kezelés; 7.: kontroll VMM fermentlé
C. norvegica - 1: kontroll YM fermentlé, 2: 37° C-on kezelt fermentlé, 3: 50° C-on kezelt
fermentlé, 4: 100° C inkubacio, 5: proteinaz K kezelés

A toxin héstabilitasanak vizsgélatdhoz P. anomala fermentlevet kiilonb6z6 hémérsékleten

(37°C, 50°C, 100°C) inkubaltuk, majd aktivitasat lyuktesztben vizsgaltuk (13. dbra). A toxin
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stabilnak bizonyult kiilonb6zé hdmérsékleten torténd inkubalasokat kdvetden, sét, C. norvegica

elleni aktivitasat tobb honapig megtartotta 4°C-on.

4. 5. 3. 2. Enzimes kezelés hatasa a toxin aktivitasara

A toxinok fehérjetermészetének tisztdzasa érdekében kiilonb6z6 proteinbontd enzimekkel
(proteinaz K, pronaz E) inkubdlva vizsgaltuk, hogy csokken-e az aktivitds? A toxin viszonylag
ellenallonak bizonyult proteindz K és pronaz E hatasara is (13. 4bra). Ezen eredmények utan
felmeriilt annak lehetésége, hogy a toxin nem fehérje, hanem a szakirodalomban mar néhany
esetben leirtakhoz hasonloan lipid természetii. Ezért a mintékat lipaz (Sigma) kezelésnek vetettiik
ala (14. abra). A lipaz kezelést kiillonb6z6 idétartamokig végeztiik 37°C-on, pufferelés nélkiil, a
pH 4-es fermentlével, illetve a gyartd utasitidsa szerint pH 7,5-es értéken, a fermentleviinket a

kezelés idejére az adott értékre lugositva, majd a kezelés letelte utan visszasavanyitva pH 4-re.

guilliermondii

TN

14. abra: A Kkiller aktivitas valtozasa lipaz kezelés utan
1: kontroll N és GN toxin; 2: 1h 37°C-os lipaz (7,5 mg/ml) kezelés; 3: 3h 37°C-os lipaz (7,5
mg/ml) kezelés; 4: kontroll pufferelve 1h-ig 37°C-on; 5: 1h 37°C-os lipaz (7,5 mg/ml) kezelés
pufferelve; 6: 3h 37°C-os lipaz (7,5 mg/ml) kezelés pufferelve

A C. norvegica ellenes toxin (N toxin) pufferelés nélkiill 1 6ra, majd 3 6ra mulva
csokkend aktivitast mutatott, pufferelve a puffereletlen kontrollhoz mérhetd aktivitds mar 1 orat
kovetden megsziint (14. abra). A C. norvegica és C. guilliermondii ellenes GN toxin pufferelés
nélkiil még 3 6ra mulva is azonos aktivitdst mutatott a kontrollal, mig a pufferelés 6Gnmagéban is
aktivitasvesztéshez vezetett. Az idGtartamot 5 oOrara megemelve nem tapasztaltunk aktivitas

csokkenést egyik toxin esetében sem, a 37°C-os inkubalas utani aktivitds 0sszemérhetd volt a
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lipdz kezelt minta aktivitdsaval. A GN toxin pufferelés utan elveszti aktivitasat, az N toxin
aktivitdsa pufferelve ugyan csokken lipaz kezelés nélkiil is, de ugyanolyan idejli lipaz kezelés

hatasara elveszik (15. abra).

15. abra: A Kkiller aktivitas valtozasa lipaz kezelés utan
K: kontroll N és GN toxin; 1: 37°C-os inkubalas 5 h-ig; 2: 37°C-os inkubalas 5 h-ig
15 mg/ml lipazzal; 3: 37°C-os inkubalas 5 h-ig pufferelve; 4: 37°C-os inkubalas 1 h-ig 15
mg/ml lipazzal, pufferelve

A toxin kémiai természetére iranyul6 kisérletiink eredményeként elmondhatjuk, hogy a P.
anomala GN toxinja valoszinisithetden fehérje természetii. A magasabb homérsékletnek és
fehérjebontd enzimeknek ellenallo tulajdonsaga egy kis méretii peptidet josol. Az N toxin esetén

felmertil a lipid természet lehetdsége.

4. 5. 4. A toxin hatasmechanizmusanak vizsgalata

A toxin hatdsmoédjat éldcsiraszam meghatarozasos modszerrel vizsgaltuk. Eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt toxin cidikus, a toxinnal kezelt sejteknek 34%-a
pusztult el 2 6réds inkubacio elteltével, 24 oras inkubacid utan az elpusztult sejtek aranya 87%-ra
nétt. 5x10° sejt 12 6ras, toxinnal egyiitt torténd inkubéaciojat kovetden 500 sejtbdl atlagban 0,66
(C. norvegica) illetve 2,66 (C. guilliermondii) volt a telepképzd egységek (CFU) szdma. Hokezelt
(30 perc 100°C-on) killer toxin esetén a CFU szama 500 sejtbdl C. guilliermondii esetén atlagban
122,3, mig C. norvegica esetén egy alatti ez az érték.

Pontosabb eredmények érdekében aramlasi citometrids méréseket is végeztiink,
propidium jodiddal (PI) torténd festést kovetden a sejtek életképességének vizsgalatara (3.

tablazat). Az €16 sejtek PI negativok, a halott sejtek pedig PI pozitivok.
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3. tablazat: Toxinnal inkubalt C. guilliermondii és C. norvegia sejtek életképesség vizsgalata
aramlasi citometrias modszerrel

12 6ras mintak PI- (%) | PI+ (%)

C. guilliermondii kontroll 86,24 13,76
C. guilliermondii + 100°C kezelt N toxin (pH 7) 83,76 16,24
C. guilliermondii + N toxin (pH 7) 76,08 23,92

C. guilliermondii + 100°C kezelt GN toxin 62,9 37,1
C. guilliermondii + GN toxin 27,56 72,44

C. norvegica kontroll 95,46 4,54

C. norvegica + 100°C kezelt N toxin (pH7) 12,46 87,54
C. norvegica + N toxin (pH7) 12,15 87,85

C. norvegica + 100°C kezeltGN toxin 14,58 85,42

C. norvegica + GN toxin 498 95,02

A vizsgalatokat kdvetden elmondhatjuk, hogy a 100°C-os kezelés, valamint a pH eltolasa 7-
es értékre is inaktivalja a GN toxint, az N toxin azonban aktiv marad ezen koriilmények mellett, igy az N
toxint kiilon tudjuk vizsgalni C. norvegica ellen. A GN toxin 12 orat kovetden a C. guilliermondii sejtek
majdnem 73%-4t Olte el. Az N toxin a C. norvegica sejtek 85-87%-at, mig a GN toxin azok 95%-
at pusztitja el.

Sejtciklus vizsgélat soran DAPI-val vizsgaltuk a GI illetve az S fazisban 1évd sejtek
aranyat. Elmondhatjuk, hogy egyik toxin sem a sejtciklust gatolja, hiszen az dramlasi citometrids
mérések soran a kontroll és toxinkezelt sejtek esetén is két csticsot kaptunk, ami megfelel a G1 és

S fazisban 1évo sejteknek.

4. 5. 5. Sejtfalkomponens affinitas vizsgalat
A szakirodalomban eddig ismert Pichia fajok killer toxinjainak receptora, ellentétben a S.

cerevisiae K1 toxinjaval nem a $-1,6 D-gliikkdn (pusztulan), hanem a $-1,3 D-gliikdn, ami a 6

poliszacharid a sejtfalban. Vizsgéalatunk sordn a toxin affinitdsat vizsgéltuk kiilonb6zo

crer

érzékeny sejteken vizsgaltuk a gatld hatast (16. abra).
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C. norvegica C. guilliermondii

16. abra: NGT toxin affinitasa kiilonb6z6 sejtfalkomponensekhez
NGT: kontroll GN toxin, L: laminarin, K: kitin, Pu: pusztulan (-1,6 D-gliikan), M:
mannan; Pa és BD: -1,3 D-gliikan

A Kkisérletek soran a GN toxin (mely C. guilliermondii és C. norvegica ellen is aktiv)
aktivitdsa mannan, laminarin és kitin jelenlétében nem csokkent, a toxin pusztuldnnal valo
inkubécidja soran tapasztaltunk csupan gatlasi zona csokkenést C. guilliermondii ellen, mig C.
norvegica ellen egyik esetben sem tortént aktivitds csokkenés, azaz elmondhatjuk, hogy
ellentétben a legtobb Pichia faj toxinjaval, ebben az esetben nem a (3-1,3 D-gliikkdn, hanem a f3-
1,6 D-gliilkdn a toxin receptora a sejtfalban. A csak C. norvegica ellenes toxint egy- illetve
kétértéki ionok ellen vizsgalva megallapithatjuk, hogy ennek a toxinnak az érzékeny sejtekhez
torténd kapcsolodasa ionos kolesonhatason alapszik, hiszen mar 50 mM MgCl,. illetve 500 mM
feletti NaCl koncentracio gatld hatdssal van az aktivitasra, azaz elsdsorban a kétértékli ionokkal
val6 kolcsonhatas jatszik szerepet a toxin megkdtésekor (17. abra). A GN toxin esetén az egy-
illetve a kétértékli ionoknak sincs gatlo aktivitdsa, még 2 M koncentracidoban sem.

Vizsgaltuk a toxinok hatasat az érzékeny torzsek protoplasztjai ellen is. A GN toxinnak a
C. guilliermondii protoplasztok ellen nincs aktivitasa, amely a sejtfali receptor meglétét timasztja
alad. Az N toxinnak a C. norvegica protoplasztok ellen megvan a gatlo hatasa, ami megerdsiti az

N toxin ionos kolcsonhatason alapuld kotddését.
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C. norvegica + nortox

17. abra: Az N toxin affinitasa kiillonb6zo sejtfalkomponensekhez, illetve kiilonb6z6
koncentracioju sok mellett
Nt: kontroll N toxin, L: laminarin, K: kitin, Pu: pusztulan (f-1,6 D-gliikan), M: mannan;
Pa és BD: $-1,3 D-gliikan
K: kontroll N toxin; 50-100-250-500-1000-1500-2000 mM MgCl,-dal és NaCl-dal inkubalt
toxin

4. 5. 6. A killer aktivitas genetikai hatterének vizsgalata

Az élesztogombak Kkiller toxinjai altaldban dsRNS virusokon vagy DNS plazmidokon
kodoltak, de néhany esetben eléfordul, hogy kromoszomalis gének determinaljak a fenotipust.
Munkam soran kerestilk extrakromoszoémalis elemek jelenlétét a P. anomala sejtekben. A
plazmid és virus izolalasi kisérletek eredménytelensége utan PFGE technikaval vizsgaltuk az
esetleges plazmidok jelenlétét, de sem DNS plazmidot sem dsRNS virusokat nem tudtunk
kimutatni a sejtekb6l (18. abra). Hasonléan az eddig vizsgalt killer fenotipusu P. anomala

torzsekhez, esetiinkben is kromoszomalis gén felelds a toxin termelésért.
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18. abra: A pulzaltatott mezeju gélelektroforézis
M: A DNS Ecod47II1/Eco911, 1: mtDNS frakcio, 2: protoplasztok, 3: intakt sejtek

4. 5. 7. Fehérje analizis

Az elbzetes vizsgalatok arra utaltak, hogy az altalunk vizsgalt P. anomala torzs nem egy
tipust toxint termel. A fermentleveket kiilonbozd ateresztoképességii sziirdkon atszlirve azt
tapasztaltuk, hogy a C. norvegica ellen aktiv toxin, még a 10 kDa sziiron is atjut. Ez a toxin
ugyanakkor mar hatastalan a tobbi Candida fajjal szemben.

A kiilonb6z06 porust fehérjesziirokon megszirt, minimal tapoldatban utotenyésztett Pichia
fermentlevének aktivititasat vizsgaltuk C. guilliermondii ellenében (19. abra). Azt tapasztaltuk,
hogy a 10 kDa alatti frakcionak nincs aktivitasa, mig a sziir6n fennmarado frakcionak a sziliretlen,
kontroll fermentlével azonos mértékli gatlo hatasa van. Az 50, illetve a 100 kDa alatti frakcioknal
nem tudtunk kimutatni aktivitidst, de a 100 kDa sziiron fennmaradt fermentlénél a kontrollal
majdnem azonos méretli gatlasi zonat detektaltunk, igy a C. guillermondii ellenes toxin méretét

100 kDa felettinek josoltuk meg.
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Candida
guillermondii

19. abra: Sziirt P. anomala fermentlevek aktivitas vizsgalata C. guilliermondii ellenében
K: Pichia fermentlé (pH 4); 1: 10 kDa sziirén atfolyo; 2: 10 kDa sziirén fennmaradé; 3: 50
kDa sziirén atfolyé; 4: 50 kDa sziliron fennmaradd; 5: 100 kDa sziir6n fennmaradé; 6: 100

kDa sziiron atfolyo frakcio

Komplett (YM) és minimal (VMM) tapoldatban tenyésztett Pichia sejtek kiilonbdzo kora
fermentleveit 100 kDa és 50 kDa sziirén is ateresztve vizsgaltuk az aktivitasokat (20. abra).
Szlrés utan a 100 kDa feletti frakcional is megfigyeltiink gatld hatast. A kontroll fermentlével
egybehangz6 eredményeket kaptunk egy 1 héttel fiatalabb minténal is. A minimdlos fermentlénél
a szlretlennel majdnem megegyezd aktivitast kaptunk a 100 kDa feletti frakcional, mig az
atfolyo frakcionak nem volt aktivitasa. Ezzel szemben a komplett fermentlénél a 100 kDa alatti
frakcionak is volt aktivitasa. Ennek magyarazata lehet, hogy a P. anomala sejteknek van egy 100
kDa feletti, illetve egy 100 kDa alatti toxinja is, ami hatasos C. guilliermondii ellen: komplett
tapoldatban torténd tenyésztés soran az Osszes 100 kDa alatti toxin molekuldt kibocsajtjak
magukbol a 100 kDa felettick mellett, igy a komplett fermentlé 100 kDa feletti és alatti
frakciojanak is van aktivitasa. Komplett tipoldatbol minimélba atoltva a sejteket, azok mar csak a
benniik akkumlélodott, 100 kDa feletti toxin molekuldkat szekretdljak ki, igy itt csak a
fennmarado frakcionak van gatld hatdsa. Egy mésik magyaréazat lehet, hogy a C. guilliermondii
atjut az als6 frakcioba, annak ellenére, hogy a sztird 100 kDa ateresztoképességii. Az 50 kDa

alatti frakci6 aktivitasat se a komplett, se a minimal fermentlé esetén nem tudtuk kimutatni.
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20. abra: 080616-i (1-4) és 080623-i (5-8), minimal (VMM) és komplett (YM)
fermentlevek sziirését koveto aktivitas vizsgalat.
1, 5: sziiretlen fermentlé; 2, 6: 100 kDa feletti frakcié; 3, 7: 100 kDa alatti frakcio; 4,
8: 50 kDa alatti frakcio

A toxinok pontosabb méretének meghatarozasa céljabol a fermentleveket SDS PAGE
modszerrel vizsgaltuk a tovabbiakban. Eredeti toménységli és liofilizalassal betoményitett
fermentleveket megfuttattva sokkal jobban detektalhatd fehérje savokat kaptunk a betdményitett
mintak esetén. A minimdl fermentlé a fehérjék futtatdsa céljabol alkalmasabbnak tlinik, hiszen a
komplett fermentlével szemben kevesebb, a vizualis detektalast nehezitd anyagot (tobbféle,
nagytomegi fehérjemolekula) tartalmaz.

Kiilonb6zo 1dds, TCA kicsapott fermentleveket megfuttatva tobb savot detektaltunk (21.
abra), ezek kozott vannak olyan fehérjesavok, melyek tobb, kiillonboz6 idejii fermentlé esetén is
kimutathatoak: egy 14-17 kDa kozotti, egy 28-38 kDa kozotti, egy 38-49 kDa kozotti, egy 62
kDa feletti, illetve egy 98 kDa-os marker savval kozel egyvonalban futo fehérje sav. A megel6z6
eredményeink alapjan a 98 kDa méretli fehérje egy lehetséges jeloltnek tiint a P. anomala altal
termelt toxinok kozil a C. guilliermondii-C. norvegica ellenes GN toxin szerepére. A kozel 100
kDa-os méret magyarazatot adhat arra a korabbi kisérletiinkre is, mely soran a C. guilliermondii
ellenes P. anomala fermentlevet 100 kDa ateresztoképességii szlir6n atengedve, mind a 100 kDa
feletti, mind az azalatti frakcionak volt aktivitasa, abban az esetben, ha a 100 kDa sziironek van
egy kismértékii hibalehetdsége, mely sordn nemcsak a 100 kDa-ndl nagyobb fehérjéket fogja

meg.
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21. abra: Kiilonb6z6 fermentlevek TCA kicsapas utani SDS PAGE képe.

M: SeeBlue Plus2 molekulasuly marker, 1: sziiretlen VMM fermentlé; 2: sziirt VMM
fermentlé, 100 kDa feletti frakcid; 3: sziirt VMM fermentlé, 100 kDa alatti frakcio; 4:
sziiretlen YM fermentlé (080410); 5: sziirt YM fermentlé, 100 kDa feletti frakcio; 6: sziirt
YM fermentlé, 100 kDa alatti frakcio; 7: sziiretlen YM fermentlé (080623); 8: sziirt YM
fermentlé, 100 kDa feletti frakcio; 9: sziirt YM fermentlé, 100 kDa alatti frakcio. Nyilak:
lehetséges toxin fehérje molekulak.

A tovabbiakban a fermentlevet oszlopkromatografidas modszerekkel probaltuk tisztitani. A
Sephadex oszlop megfelel egy alap batch kromatografianak egy fehérje tisztitasa soran egy crude
mintabol (pl: fermentlé). A modszer alkalmas a nem kivanatos anyagok elszeparaldsan kiviil
koncentralasra is, igy a tisztitas iniciacids lépésének tokéletesen megfelel. A tisztitast kovetd SDS
PAGE kép (22. abra) alapjan ki tudtuk zarni a nagyobb méretii toxinok lehetdségét, hiszen az
ezeket a méretli fehérjéket tartalmazo frakcidknak nem volt aktivitdsa. Az aktivitassal rendelkez6
frakciok ugyan tartalmaztdk a 38-49 kDa mérettartomanyba esé fehérjét, de ez megtalalhatod a
nem aktiv frakcidkban is, igy ezt is ki tudtuk zarni a tovabbi vizsgalatokbol. Az aktiv frakcidok 6

¢és 14 kDa kozott tobb savot tartalmaznak, ezek egyike egy lehetséges jelolt lehet, mint a keresett
GN toxin.
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22. abra: Komplett fermentlé Sephadex oszlopon torténé tisztitasat kovetéen a kiilonb6zo
frakciok SDS PAGE képe
nortox: C. norvegica ellenes toxin TCA Kicsapast kovetoen, YM: kontroll, sziiretlen
komplett fermentlé, No. 50, No. 25: frakciok aktivitas nélkiil; No. 38, No. 44: frakciok
aktivitassal

A tovabbiakban az aktiv frakciok tisztitasat anion (DEAE Sepharose), majd kationcseréld

(CM Sepharose) oszlopon végeztiik. A kezdd pH-nak legalabb 1 egységgel a pl felett kell lennie

egy anioncseré¢ld esetén, mig kationcsere esetén 1 egységgel alatta, hogy a megfeleld kotodés

megtorténjen. A Sephadex oszlopon megtisztitott fermentlevet elészor anioncserélé oszlopon

folyattuk at pH 4,6-os vivo és elualo puffereket (Mcllvain citrat-foszfat puffer) hasznalva, arra

szdmitva, hogy a toxinunk izolelektromos pontjaval nem esik egybe a pufferek pH-ja, illetve a

toxint még olyan pH értéken tartva, hogy annak aktivitdsa nem veszik el. Mintafelvitelt kovetden

novekvd sokoncentraciokkal elualtunk (0 M-0,05 M-0,5 M-1 M), a szedett frakciokat pedig agar-

diffuzios modszer alapjan teszteltiik, a frakcidk dializisét kovetden. Az altalunk keresett toxin a

mintafelvitel soran atfolyt az oszlopon, aminek oka a toxin izoelektromos pontjahoz tal kozeli pH

megvalasztasa volt, de feltételezhetden a folyamat sordn egyéb, szennyezd anyagoktol tovabb
tisztulhatott a fermentleviink.

Az anioncserélé oszlopon atfolyatott fermentlevet a tovabbiakban CM Sepharose

kationcseréld oszlopon tisztitottuk joval a vélt izoelektromos pont alatti pH-ju pufferekkel, 2,5-6s

értéken. Ezen a pH-n torténd kromatografias tisztitds soran szedett frakciok egyikének sem volt

aktivitasa. A szedett frakciok pH-jat visszaallitva pH 4,6-ra, sem volt aktivitas észlelhetd, azaz a
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pH 2,5 érték irreverzibilisen inaktivalta a keresett toxint. A kationcserét pH 3,5-en megismételve
nem jutottunk kdzelebb az GN toxin pontosabb méretének meghatarozasdhoz. Agardiffuzios
tesztet kovetden a 4-es és 5-0s frakciok bizonyultak aktivnak. SDS PAGE utdn nem kaptunk
olyan diszkrét savot, amely a nem aktiv frakciokbol hidnyzik (23. é&bra). A 38-49 kDa
tartomanyban egy kevésbé jol koriilhatarolhatd (az abran nyillal jeldlt) savot lehet detektélni,
azonban egy, az ebbe a tartomanyba esd fehérjét korabban mar kizartunk. Mindezek ellenére nem
lehet kizarni, hogy ebben a mérettartomanyban csak egy fehérjét latunk az SDS PAGE képen.

Elmondhatjuk, hogy az GN toxin méretérél pontosabb adatot nem tudtunk meg, ehhez tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.

6. frakcié
B 5. frakcio
4. frakcié
3. frakcioé
2. frakcio
1. frakcié
0. frakcié

188 kDa
98 kDa

62 kDa
49 kDa

38 kDa
28 kDa

17 kDa
14kDa .

3 kDa

23. abra: VMM fermentlé pH 3,5-en torténo kationcseréje utani frakciok: 0: mintafelvitel;
1: 0 M NaCl-os pufferel mosas; 2: 0,05 M NaCl-os pufferrel mosas; 3: 0,5 M NaCl-os
pufferrel mosas; 4: 1 M NaCl-os pufferrel mosas; 5-6: 0 M NaCl-os pufferrel regeneralas

Az eldzbéekben leirt kisérletek nem egyértelmi, kis hatékonysagi eredményeit kovetden
specifikusabb modszerrel probalkoztunk a toxin tisztitdsara. Mivel a GN toxin sejtfali receptora
valdsziniileg a pusztulan (B-1,6-gliikdn), igy ezt a kotddést kihasznalva, affinitdskromatografias
modszerrel probaltuk meg a toxin tisztitasat. Epoxi-aktivalt Sepharose 6B matrixhoz pusztulant
kotottiink ligandként, majd NaCl-os, ureds és TritonX-100-as mosassal probaltuk a toxint elualni.
Egyre novekvé pH-ju 1,5 M NaCl-dal kiegészitett pufferrel sem sikeriilt eludlni, viszont 2 M
uraval kiegészitett pufferrel kapott frakcioknal gatlast figyeltiink meg. Toményités utan SDS-
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gélelektroforézissel azonban nem sikeriilt olyan savot elvalasztani, amit a korabbiakban nem
zarunk ki: 38-49 kDa kozotti és 62-98 kDa kozotti savok (24. abra).
A B

188 kDa

“Crguilliermondii

23. abra: P. anomala GN toxin affinitaskromatografia aktiv frakcionak vizsgalata csészés
(A) és SDS PAGE (B) médszerrel.

A: K: YM fermentlé; 1: citrat-foszfat puffer pHS + 1,5M NaCl eluens elsé frakcio; 2:
masodik frakcié; 3: harmadik frakcio; 4: negyedik frakcio; 5: 2M urea pH4 + 1,5M NaCl
eluens elso frakcio; 6: masodik frakcio; 7: harmadik frakcio; 8: negyedik frakcio; U: 2M

urea kontroll
B: M: SeeBluePlus2; 1: urea 3.frakcid; 2: urea 2.frakcio; 3: urea 1.frakcio; 4: pH 4,8 moso;
5: pH 4,2 mosé; 6: atfolyo

Mivel az el6z6 modszerekkel nem sikeriilt pontos adatot nyerni a GN toxin méretérol,
ezért UV mutagenezissel nem termeld mutans P. anomala torzseket allitottunk eld, majd azok
fermentleveinek SDS PAGE képét hasonlitottuk G6ssze a vad tipusi P. anomala torzsével,

azonban nem sikeriilt kimutatni olyan fehérjesavot, ami a vad tipushoz képest a mutansokban

eltint volna.
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5. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben a Candida fertbézések, ezen beliil a C. albicans infekcidok szadma
egyre ndvekvl szdmot mutat, aminek oka az egyre szélesebb korli antibiotikum hasznalat és az
immunszuppresszalt betegek emelkedd szama. E miatt egyre silirgetébb kiilonbdzé megeldzési
stratégidk kidolgozasa, amihez fontos ujabb ¢és Ujabb molekuldris tipizalasi modszerek
megalkotasa. A mar meglévé modszerek tobbsége kromoszémalis markereken (mikroszatellit
hossz polimorfizmus (microsatellite length polymorphism=MLP), Ca3 fingerprinting, RAPD
(random amplification of polymorphic DNA), multilocus sequence typing (MLST)) illetve enzim
polimorfizmuson (multilocus enzim elektroforézis (MLEE)) alapul. A fent emlitett modszerek
kiegészitéseként lehetdség van extrakromoszomalis elemek, példaul mitokondridlis DNS alapu
technikak kidolgozasara. Munkank célja volt extrakromoszomalis alaptt metddus kidolgozasa.

A 2004-2005-ben egy debreceni korhdzban 103 Candida izolatumot gytjtottek, amibol 44
eset (42,7%) bizonyult C. albicans-nak. Megvizsgaltunk ezen izolatumok mtDNS
polimorfizmusat. Totdl DNS-t négy felismerdhelyti restrikcids enzimekkel emésztve vizsgaltuk a
mtDNS RFLP mintéazatat: Haelll - azonos mintazat, Hin6I - kettd tipus, Hinfl - négy tipus. A
legtdbb izolatumot, szdm szerint 23-at tartalmaz6 csoportot 1. tipusként jeloljiik, a II. és III. tipus
megkozelitdleg azonos szamu izolatumot foglal magaban, 11-et illetve 9-et, mig a IV. csoportot
mindossze 1 izolatum képviseli.

A mtDNS RFLP tipusok egy-egy képviseldjének izolalt mtDNS-ét frekventaltan hasitd
enzimekkel (Bg/ll és EcoRV) emésztettiik, mindkét restrikcidos enzimmel jol elkiiloniild
mintazatot kaptunk mind a négy tipus esetén. A III. tipus emésztési képe és a kapott
fragmentumok mérete azonosnak bizonyult a génbankban talalhaté SC 5314 torzs in silico
emésztésével, mely torzs mtDNS mérete 40420 bp. Ezt kovetden a mtDNS RFLP tipusok
képviseldinek izolalt mtDNS-ét szamos, nem tal sok, hasitohellyel rendelkezd enzimmel
emésztettiik. Pvull-vel torténd emésztés utan az egyes tipusok (I.: 10930; II.: 9132; III.: 5796;
IV.: 17471) azonos mintazatot mutattak. Minden tipusban 6 fragmentum figyelhetd meg, melyek
Osszmérete kb. 40 kb. A legkisebb dupla fragmentum (amely a repetitiv régio része) méretében
agaroz gélelektroforézis soran ~50 bp eltérés figyelheté meg az 1., II. és IV. tipusok esetén a III.
tipushoz viszonyitva. A legkisebb Pvull-es fragmentum koré primereket terveztiink, majd az
adott régid nukleotid szekvenciajat meghataroztuk: az 5796 (I1I) és 9132 (II), és 17471 (IV) torzs
esetén egy 55 bp delécidt detektaltunk a cox3 gént megeldzd intergénikus régioban. Ez a Pvull

fragmentum tartalmazza a mar korabban leirt EO3 régiot (Miyakawa 1992, 1994), mely egy C.
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albicans fajspecifikus DNS régid, hossz- és Bg/ll restrikcios hely-polimorfizmust mutat, aminek
oka két 50 nt szegmens (A és B) megléte vagy hianya. Miyakawa és munkatarsai 2008-ben négy
tipus meglétét irtdk le: az L tartalmazza az A és B szegmenst is, az MI csak az A-t, az MII csak a
B-t, mig az S tipus egyiket sem. Az altalunk vizsgalt klinikai izolatumok négy tipusat sikeriilt
beazonositani a Miyakawa és munkatarsai altal 1étrehozott csoportokba: az 5796 (Ill) az L, a
9132 (II) és 10930 (I) az MII, mig a 17471 (IV) MI csoportba tartozik. Az altalunk vizsgalt
klinikai C. albicans populacid egyik tagja sem mutatott azonos képet az S tipussal. Szekvencia
adatok alapjan a 9132 és 10930 torzs ezen régidja az A szegmenst, a 17471 torzs pedig a B
szegmenst tartalmazza, épp forditva, mint ahogy azt az RFLP képiik alapjan torténd besorolasuk
kovetelné.

Elkészitettiik a négy mtDNS RFLP tipus (I.: 10930; II.: 9132; III.: 5796; IV.: 17471)
fizikai térképét EcoRI-EcoRV enzimeket felhasznalva. Mivel a III. tipusba tartozd 5796 torzs
EcoRV ¢és Bglll emésztési képe megegyezik a génbankban taldlhato SC5314 torzs in silico
emésztésével, ezért annak térképét vettilk alapul a tovabbiakban. Szekvencia adatok alapjan
elmondhatjuk, hogy a tipusokban bekovetkezett EcoRV hasitohely keletkezésekért ¢és
megsziinésekért pontmutaciok (pl.: GAT/ATC helyett GGT/ATC, azaz A—G tranzicid)
felelosek. Elkészitettiik a tipusok parcidlis funkciondlis térképét is, és megallapitottuk, hogy a
génsorrend nem valtozott a génbankban taldlhaté SC 5314 torzshoz képest.

A térképeket alapul véve kivalasztottunk egy olyan régiot, amely EcoRV hasitasi
mintdzata eltér a négy tipusban: az FZRV régid az EcoRI 1. fragmentumon talalhato, tartalmazza
a s¥TRNS gén végszekvencidjat, intergénikus szekvenciat €s a teljes nad4l gént (28321 bp—29888
bp). Az SC5314-es torzs szekvencidja alapjan a régido (FZRV) koré primer-part terveztiink, és
vizsgaltuk a 44 izoldtum PCR-RFLP képét EcoRV enzimet hasznalva. Az dsszes izolatum a total
DNS RFLP besorolasanak megfelel6 mintdzatot mutatta (I. nincs hasitohely-1551 bp; II. két
hasitoéhely-920 bp, 403 bp, 228 bp; III. egy hasitohely-1323 bp, 228 bp; IV. egy hasitohely-1323
bp, 228 bp). A 1V. tipusba csak egy izolatum (17471) tartozik, melynek PCR-RFLP képe EcoRV-
0t hasznalva nem, Bg/II-t alkalmazva azonban eltérd a III. tipus mintazatatol. Kiilonb6zd f6ldrajzi
helyekrdl szarmazo, torzsgytjteményes C. albicans izolatumokat vizsgaltuk meg az FZRV régio
PCR-RFLP képére nézve. Az Osszes izolatum besorolhatd volt az altalunk létrehozott mtDNS
RFLP tipusok valamelyikébe. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az FZRV régio6

vizsgélata PCR-RFLP modszerrel jo tipizalasi és csoportositasi metddusnak bizonyul mind hazai,
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mind kiilfoldi C. albicans izolatumok kozott, és egy alternativat nyjthat a mar leirt EO3 régio
vizsgalata mellett.

Megvizsgaltuk a mtDNS mintdzat alapjan elkiilonitett négy tipus elektroforetikus
kariotipusat is, ami az I., III. és I'V. tipus esetén megegyezik a C. albicans 1006 torzsével, mig a
II. tipus egy plusz kromoszoma savot tartalmaz, ami 3. és 4. kromoszoma kozott helyezkedik el
(1.8 Mb ¢és 1.7 Mb). A C. albicans WO-1 tdrzse szintén hordoz egy extra kromoszémat a 1006
torzshoz képest, de annak mérete (1,65 Mb) kiilonbozik a II. tipusnal megfigyelttol.

Kisérleteink soran a C. albicans kladba tartoz6é masik fontos opportunista human patogén
faj, a C. parapsilosis kiilonb6zo izolatumainak mtDNS polimorfizmusat is vizsgaltuk. A
debreceni egyetemrdl szarmazd 23 klinikai izolatum esetén azonos RFLP mintazatot kaptunk,
mely megegyezik az irodalomban publikalt adatokkal.

A C. albicans kladba tartoz6 fajok taxonoémiai kapcsolatainak és a mitokondrialis genom
eredetének vizsgalatara irdnyuld nemzetkdzi projekt részeként a klad egyik apatogén, imperfekt,
szénhidrogén-asszimilalo fajanak, a C. maltosa mtDNS-ének vizsgalatat végeztiikk el. EcoRV-
Pstl, illetve HindllI-Pstl restrikcios térképezést kovetden a pozsonyi Comenius Egyetem
Biokémiai Tanszékével kooperacioban a teljes mt genomot megszekvenaltattuk. A CBS 5611
genom a standard mt génkészletet hordozza: atp6-8-9, cox1, cox2, cox3, cob, nadl-2-3-4-4L-5-6,
rns, rnl, illetve 26 db tRNS. A gének koziil 3-ban talalhatd 2-2 intron: a cox1, cob és rnl. A mt
genom két repeat régiot tartalmaz: direkt szalon a 12859-27237 bp, illetve a komplementer szalon
a 40937-55315 bp szakasz, melyek kodolo régiot nem tartalmaznak. A repeat régiok, illetve az
intronok jelenléte is hozzajarul a nagy genom mérethez.

Biologiai tarsulasokban az ¢ldlények az élettér benépesitéséért ill. tdpanyagokhoz valod
hozzajutasért folytatott kompeticié soran kiillonbozé eszkozoket fejlesztettek ki, az antagonista
fajok elpusztitasara. Ilyen eszkoz lehet az altalaban a termeld torzzsel kozeli rokonsagban 4allo
gombakat pusztito killer toxintermelés. Munkdm soran egy P. anomala térzs (VKM Y-159) killer
toxinjanak a jellemzését végeztik el. Az altalunk vizsgdlt P. anomala torzs killer toxinjat
kiilonb6zé Candida torzsek ellen teszteltiik. A toxin kiilonb6zé human patogén Candida fajok
ellen jo antagonista tulajdonsagunak bizonyult (pl: C. norvegica, C. tropicalis, C. guilliermondii,
C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. inconspicua, C. lypolitica, C. viswanathii). Vannak
azonban olyan Candida fajok, amik ellen nincs gatld hatés, igy a toxin alkalmas lehet kiilonb6z6

Candida fajok tipizalasara.
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Meghataroztuk a toxintermelés optimalis koriilményeit: 4-es pH-ju komplett tdpoldatban
(YM4, YPD4) 20°C-on vald tenyésztés bizonyult a legmegfelelébbnek. C. norvegica ellen a
toxin aktivitaisa pH filiggetlennek bizonyult a savas tartomanyban (pH 2-pH 6), mig C.
guilliermondii ellenében csak pH 3-4 tartomanyban tapasztaltunk aktivitast, magasabb pH-n az
aktivitas elveszett. Kisérleteinket kovetéen elmondhatjuk, hogy a P. anomala VKM Y-159 torzs
kétféle toxint termel: egy csak és kizarolagosan C. norvegica ellenes N toxint, illetve egy C.
norvegica mellett szdmos egyéb Candida faj ellen aktiv GN toxint. Mindkét toxin stabilnak
bizonyult kiilonb6zé hémérsékleten torténd inkubaldst kovetéen és viszonylag ellenallonak
bizonyult proteindz K ¢és pronaz E hatasara is. Ezen eredmények utan felmeriilt annak lehetdsége,
hogy a toxin nem fehérje, hanem lipid természetli. A toxin kémiai természetére irdnyuld
kisérleteink alapjan azonban a P. anomala GN toxinjardl nem lehet eldonteni, hogy lipid
természetli-e vagy sem, mig a 10 kDa-nal kisebb N toxin esetén felmeriil ennek lehetdsége. A
toxin hatasmodjat €ldcsiraszdm meghatarozasos modszerrel vizsgaltuk. A vizsgalt toxinok
cidikus hatasuak, ezt csészés kisérlettel és aramlési citometrids vizsgalatokkal is igazoltuk Az
aramlas citometrids vizsgéalatok eredményei azt mutattadk, hogy egyik toxin sem a sejtciklust
gatolja. Sejtfalkomponens affinitas vizsgalatok alapjan elmondhatjuk, hogy a GN toxin sejtfal
receptora a 3-1,6 D-gliikdn. A csak C. norvegica ellenes toxin egy- illetve kétértékii ionokkal
inkubalva gatolhatd, azaz a toxinnak az érzékeny sejtekhez torténd kapcsolodésa altalanos ionos
kolcsonhatason alapszik. Ezeket az eredményeket a protoplasztokon végzett vizsgéalatok is
alatamasztottak. Fehérje analizis sordn a GN toxin méretérdl pontos adatot nem tudtunk meg,
vagy a 6-14 kDa mérettartomanyban detektalhaté tobb fehérje egyike, vagy a 38-49 kDa
mérettartomanyba esik. Oszlopkromatografias tisztitast kovetden nem zarhatjuk ki, hogy a toxin
mérete a 62-98 kDa. UV mutagenezissel eldallitott nem termelé mutansok extracelluldris fehérje
mintazata nem kiiloniil el a vad tipusétol, igy nem tudtuk a toxint azonositani SDS PAGE
modszerrel. P. anomala sejtekben extrakromoszomalis elemeket keresve PFGE technikdval nem
tudtunk kimutatni se plazmidot, se virust, azaz elmondhatjuk a killer fenotipus kromoszémahoz

kapcsolt.
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6. Summary

Infections caused by Candida species are widespread throughout the world. C. albicans is
the most important species encountered as a cause of both superficial and systemic infections. C.
albicans has been found to be responsible for about 45-60% of human infections, with one of the
highest rate (77-80%) observed in Hungary. Clinical manifestations of C. albicans include
superficial infections such as cutaneous candidiasis, oropharyngeal candidiasis, and
vulvovaginitis that are frequent but usually benign in immunocompetent hosts. They are able to
cause severe infections including candidemia and disseminated candidiasis.

Information on the genetic diversity of C. albicans population is important in order to
adapt prevention policies. Several typing techniques, including isoenzyme analysis, restriction
fragment length polymorphism (RFLP) analysis, random amplified polymorphic DNA (RAPD)
analysis, electrophoretic karyotyping and multilocus sequence typing (MLST) have been used for
characterising C. albicans populations. Analysis of the mitochondrial DNA (mtDNA) of C.
albicans has also been used successfully to detect intraspecific genetic variability. An existing
mtDNA based typing method is the EO3 typing: the EO3 region (within the duplicated region in
its stem-and-loop structure) exhibits a DNA-size polymorphism, yielding three fragment length
types: L, M, and S. This polymorphism is due to the presence (or absence) of two small
nucleotide sequences of about 50 bp (designated A and B) within the EO3 region: type L contains
both A and B, type MI contains A alone, type MII contains B alone and type S possesses neither
A nor B. The nucleotide segments A and B were encompassed by characteristic nucleotide
sequence with a common inverted repeat structure. EO3 typing has epidemiological usefulness as
an alternative tool for species-specific detection of C. albicans.

The occurrence and genetic variability of Candida albicans isolates in a Hungarian
hospital was examined. Among the 103 Candida isolates, 44 (42.7%) proved to be C. albicans.
The mitochondrial DNA profiles of these isolates were analysed. Total DNA purified from the
strains were cut with restriction enzymes, which have plenty of recognition sites on nuclear
DNA, and less on mitochondrial DNA (Haelll, Hin6l and Hinfl). No variability was detected in
the RFLP pattern of the mitochondrial DNA by using Haelll. Hin61-cleavage gave two, while the
digestion with Hinfl resulted in four different patterns. The majority of the strains (23) were
found to belong to the group labelled as type I. MtDNA types II and III include 11 and 9 strains,
respectively, while type IV was exhibited only by a single isolate. The variability was also

studied using isolated mtDNAs of selected isolates. The restriction enzymes were selected on the
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basis of the frequency of their recognition sites. Bg/Il and EcoRV have a numerous recognition
sites on the mtDNA of C. albicans. Both of these enzymes gave distinct pattern on each type,
supporting the results originated from total DNA digestion. Determining of the fragments’ size
we observed that the fragments of type III are identical to the fragments, after in silico digestion,
of the mtDNA of the C. albicans strain SC5314, with mtDNA size of 40420 bp.

The Pvull cleavage gave almost identical RFLP pattern in each type; only an appr. 50 bp
difference could be detected in the molecular weight of the smallest double Pvull fragments
(position itself inside the repetitive region of the mtDNA). Primers were designed on this region,
the fragment was amplified and sequenced. Results revealed a 55 bp deletion in Type 1., II. and
IV. comparing to Type III, in the upstream (intergenic) sequence of cox3 gene. This Pvull
fragment contains the aforementioned EO3 region. We could manage to group our clinical
isolates into the types Miyakawa and co-workers established: no. 5796 isolate (Type III.) belongs
to L, no. 9132 (Type II.) and no. 10930 (Type I.) belongs to MII, while no. 17471 (Type 1V.) is
MI. Neither of the examined isolates represent type S. Sequencing revealed that the strain 9132
and 10930 lack the segment B, while strain 17471 lacks segment A, which contradicts with the
RFLP profile of the region.

We generated the EcoRI-EcoRV physical maps of the mtDNAs of the four types (I:
10930, II: 9132, III: 5796, 1V: 17471). The EcoRI pattern of the mtDNAs seemed identical (6
fragments in each type), whereas the EcoRV pattern is distinctive. In silico, we generated the
EcoRI-EcoRV map of C. albicans strain SC5314 found in the database. This strain is identical to
Type III, hence we use it as a basic map. The differences in the organization are due to point
mutations (e.g. GAT/ATC-GGT/ATC), which led to the distinctive EcoRV patterns. Partial
genetic map was also constructed with the following hybridization probes: cox1, cox2, cox3, cob,
nadl, nad2, nad4, nad5 and atp6. The hybridizations explored the same gene order in the four
types, as in SC 5314 strain.

In order to analyze all the 44 clinical isolates, we chose a region, which differ in the four
types corresponding to the EcoRV sites. The chosen FZRV region is involved in the largest
EcoRI fragment, containing the end sequence of s¥RNA, an intergenic sequence and the whole
nad4l gene (28321 bp—29888 bp). We designed primers to this region (FZRV) to amplify it. The
PCR product (1551 bp) was digested with EcoRV. Type I contain no EcoRV site within this
region (1551 bp), Type II. carries two EcoRV sites (920bp, 403 bp, 228 bp), while Type III and
Type IV possess the same one EcoRV site (1323 bp, 228 bp), but Type IV could be differentiated
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from Type III by Bg/Il digestion. We examined the PCR-RFLP pattern of the FZRV region of
several geographically distinct C. albicans isolates. The survey of PCR RFLP pattern of the
region we chose to differentiate among clinical isolates is a good alternative epidemiological tool,
beside the abovementioned EO3 region analysis.

The electrophoretic karyotypes of strains belonging to the different mtDNA types were
analyzed. One additional chromosomal DNA band was detected in type II strains compared to the
C. albicans 1006 strain. This band located between chromosomes number 3 and 4 (1.8 Mb and
1.7 Mb). Another well characterized C. albicans strain, WO-1 also carries an extra chromosome
compared to strain 1006, however, the size of that chromosome (1.65 Mb) is different from that
observed in mtDNA type II isolates (The Candida albicans physical map  site;

http://albicansmap.ahc.umn.edu/).

The yeast C. parapsilosis is an opportunistic human pathogen frequently associated with
nosocomial disease in neonates and patients with diminished immunity. Contrary to C. albicans,
C. parapsilosis has linear mitochondrial DNA with tandem repeats at the termini. Earlier study
demonstrated the very stable RFLP pattern of the mtDNA within group I isolates of C.
parapsilosis. Our survey on 23 Hungarian clinical isolates confirmed these results.

An international project was established to study the taxonomic relationship and the
evolution of the mitochondrial genome in the C. albicans clade. In the frame of this project, we
carried out the whole mt genome sequencing of the mtDNA of C. maltosa. At first, we generated
the EcoRV-Pstl restriction map. We made random sequencing after physical breaking
(nebulization) of the mtDNA. The sequences were aligned by software generating contigs by
overlapping regions of the sequences. The remaining gaps were filled by primer walking
technique. The size of the CBS 5611 mtDNA is 62949 base pairs and it is circular. It has the
standard set of genes: atp6-8-9, cox1, cox2, cox3, cob, nadl-2-3-4-4L-5-6, rns, rnl and 26 tRNA.
Three of the genes (cox1, cob and rnl) contain 2-2 introns. The genome contains two repeat
regions: one is on the direct strand (12859-27237 nt); the other is on the complement strand
(40937-55315 nt).

In every biocoenosis, competition for nutrients and space is one of the major factors that
determine which organisms succeed and become established. Killer yeasts produce proteinaceous
antimicrobial compounds (killer phenomenon), these are called mycocins. These are antifungal
proteins whose activity is directed against organisms which are taxonomically related to mycocin

producers. Some of the killer yeasts have antagonistic effect on human pathogen yeast species.
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The toxin of the mycocinogenic yeast, P. anomala VKM Y-159 was characterized. We tested the
inhibitory effect on several yeast strains: some human pathogen yeast are inhibited (C. norvegica,
C. tropicalis,C. guilliermondii, C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C. inconspicua, C.
lypolitica and C. viswanathii), while others seemed to be resistant to the toxin. Therefore, the
killer sensitivity pattern of this toxin can be a typing tool for discriminating several Candida
species.

One of the most important conditions for toxin production is the pH of the culture
medium. As a rule, mycocins are most active at pH 4-5. The optimal incubation temperature is
15-20°C for assaying of mycocinogenic activity. We propose, that this strain has two different
toxins, one (N toxin) has inhibitory effect only against C. norvegica, the other (GN toxin) has
broader spectrum. Killer activity is only expressed under acidic conditions: the anti-C. norvegica
N toxin has activity at pH values between 2 and 6, while the GN toxin is active only on pH values
3 and 4. The toxins showed high stability up to 50°C. The toxins are stable against proteinase K
and pronase E, suggesting that the toxins are either a small oligpeptide or a lipid. The lipidic
nature can not been ruled out in the case of N toxin, which is smaller than 10 kDa. The cytocidic
or cytostatic effect was investigated on C. guilliermondii and C. norvegica by means of plate
assays and flow cytometric measures. The toxins have cidic activity, and neither of them arrest
the cell cycle.

Several principal cell wall components can be involved in the binding of a killer toxin. In
the case of GN toxin B-1,6 D-glucan (pustulane) is the receptor of the toxin, contrary to the most
Pichia sp. toxin, while N toxin binds through general ionic interactions, especially via bivalent
(e.g. Mg®") cations. To determine the size of the toxins, SDS PAGE method was used. The exact
size of GN toxin was not yet defined, however it is either one of the detected proteins between 6-
14 kDa, or it is a protein between 38-49 kDa. Chromatography experiments can not rule out the
possible size of 62-98 kDa. The extracellular protein pattern of non killer mutants does not differ
from the the pattern of the wild type.

The genetic base of the killer toxin was examined. Neither plasmid nor viral elements was
found using PFGE technique. Mycocin production is presumed to be determined by nuclear

genes, as in most Pichia species.
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9. Mellékletek

sének mérete (bp)

faj cob coxl | nad$ rnl
C. albicans SC5314 2809 + | 6153 + | 1659 - | 3131 +
C. dubliniensis CD36 1481+ | 6186+ | 1656 - | 3113 +
C. orthopsilosis MCO456 2348 + | 1826 + | 1665 - | 2799 -
C. orthopsilosis MCO471 2348 + | 3145+ | 1665 - | 2843 -
C. metapsilosis MCO488 2579 + | 1596 - | 1668 - | 2571 -
C. metapsilosis PL48 2579 + | 1596 - | 1668- | 2571 -
C. parapsilosis CLIB214 3783 + | 7386 + | 1668 - | 3211 +
C. parapsilosis SR23 3785+ | 7386 + | 1668 - | 3211 +
C. neerlandica NRRL Y-27057 2993 + | 4031 + | 2865 + | 3066 +
C. viswanathii CBS4024 3685+ | 4477 + | 2029 + | 3208 +
C. maltosa CBS5611 3388 + | 4334+ | 1656 - | 4250 +
C. tropicalis MY A-3404 1194 - | 4764 + | 1683- | 2480 -
C. sojae CBS7871 1164 - | 5059 + | 1698 - | 2638 -
Lodderomyces elongisporus CBS2605 | 1158 - | 1593 - | 1677 - | 2644 -
Debaryomyces hansenii CBS767 5602 + | 5319+ | 1779 - | 2362 -

1. melléklet: Candida albicans kladba tartozo torzsek cob, cox1, nad5 és rnl génjeinek mérete és intronok jelenléte (+: van
intron; -: nincs intron)
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Faj

nad5 intronok

faj

rnl intronok

C. albicans SC5314

C. albicans SC5314

I1 (nincs motivum) és 12 (nincs motivum)

C. dubliniensis CD36

C. dubliniensis CD36

[1 (nincs motivum) €s 12 (nincs motivum)

C. orthopsilosis MCO456

C. orthopsilosis MCO456

C. orthopsilosis MCO471

C. orthopsilosis MCO471

C. metapsilosis MCO488

C. metapsilosis MCO488

C. metapsilosis PL48

C. metapsilosis PL48

C. parapsilosis CLIB214

C. parapsilosis CLIB214

I1 (nincs motivum) és 12 (nincs ORF)

C. parapsilosis SR23

C. parapsilosis SR23

I1 (nincs motivum) és 12 (nincs ORF)

C. neerlandica NRRL Y-27057

1’ (LAGLI2, IENR1)

C. neerlandica NRRL Y-27057

I (nincs ORF)

C. viswanathii CBS4024

I'' (nincs motivum)

C. viswanathii CBS4024

I1 (nincs motivum) és 12 (nincs motivum)

C. maltosa CBS5611

C. maltosa CBS5611

I1 (nincs motivum) és 12 (nincs ORF)

C. tropicalis MY A-3404

C. tropicalis MY A-3404

C. sojae CBS7871

C. sojae CBS7871

L. elongisporus CBS2605

L. elongisporus CBS2605

D. hansenii CBS767

D. hansenii CBS767

2. melléklet: Candida albicans kladba tartozo torzsek nadS és rnl génjeiben talalhato intronok. Felso indexben az intront
koveto exon reading frame-je (0, +1, +2), zardéjelben az intronban talalhaté motivum. Roviditések a 2., 3., 4. mellékletben:
LAGLI1, LAGLI2: LAGLI-DADG endonukleaz csalad (I. tipusu intron), GIY-YIG: GIY-YIG katalitikus domén (I tipusu

intron), HNHc: HNH endonukleaz csalad, GIIM: II tipusu intron, maturaz-specifikus domén, RT-G2: reverz transzkriptaz II.
tipusu intron eredettel, RT-nLTR like: non-LTR (long terminal repeat) retrotranszpozicio és non-LTR retrovirus reverz
transzkriptaz II. tipusu eredettel; intron maturaz 2: II. tipusu intron maturaz, IENRI1: intron kédolt nukleaz repeat

motivummal
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cob intronok

faj 1. pozicid (131.as) | 2. pozicid (143. as) | 3. poziciO (164. as) | 4. pozicid (165.as) | 5. pozicid (228.as) | 6. pozicid (252. as)
C. albicans SC5314 11° (GIY-YIG) | 12" (IzlinCS ORF) 0 0 0 0
s
C. dubliniensis CD36 0 ! (,nlncs 0
motivum)
C. orthopsilosis MCO456 0 [ (LAGLI2) 0 0 0 0
C. orthopsilosis MCO471 0 12 (LAGLI2) 0 0 0 0
C. metapsilosis MCO488 [ (GIY-YIG) 0 0 0 0 0
C. metapsilosis PL48 I (GIY-YIG) 0 0 0 0 0
C. parapsilosis CLIB214 | 11" (GIY-YIG) 12° (LAGLI2) 0 0 0 0
C. parapsilosis SR23 11 ((I}IY-YIG) 2 (LAGLI2) i 0 0 0 0
C. neerlandica NRRL Y- I1"™" (nincs 12" (nincs +2
27057 motivum) 0 motivum) 0 0 137 (LAGLID)
C. viswanathii CBS4024 0 0 0 0 I'' (RT-G2) 0
9 12" (nincs
C. maltosa CBS5611 11" (GIY-YIG) 0 0 , 0 0
motivum)
C. tropicalis MY A-3404 - - - - - -
C. sojae CBS7871 - - - - - -
L. elongisporus CBS2605 - - - - - -
D. hansenii CBS767 11° (GIY-YIG) 127 (LAGLI2) | 13" (LAGLII) 0 0 0

3. melléklet: Candida albicans kladba tartozoé torzsek cob génjében talalhato6 intronok. Fels6 indexben az intront koveté exon
reading frame-je (0, +1, +2), zarojelben az intronban talalhaté motivum. Tovabbi jelzéseket lasd a 2. mellékletben
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cox1 intronok

fai 1. pozicio 2. pozicio 3. pozicio 4. pozicid 5. pozicid 6. pozicio 7. pozicio 8. pozicid 9. pozicid 10. pozicio 11. pozicio
. (81. as) (131. as) (237. as) (239. as) (242. as) (246. as) (291. as) (355. as) (371. as) (373. as) (381. as)
C. albicans 0 n+ 0 ! 0 0 0 0 13° 0 0
SCs314 (LAGLII) (LAGLII) (LAGLII)
C. dubliniensis 11° n? 13’
CD36 0 (LAGLII) 0 (LAGLII) 0 0 0 0 (LAGLII) 0 0
C. orthopsilosis I'? (nincs
MCO456 0 0 0 0 0 0 0 ORF) 0 0 0
C. orthopsilosis 11° 12°! (nincs
MCO471 0 0 0 0 0 0 (LAGLII) ORF) 0 0 0
C. metapsilosis ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
MCO488
C. metapsilosis
PL48 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
o 11° (RT-G2 0 0
C. parapsilosis 2 12 13
RT-nLTR like, 0 0 0 0 0 0 0 0
CLIB214 GIIM, HNHe) (LAGLII) (LAGLII)
o 11° (RT-G2 0 0
C. parapsilosis . 12 13
RT-nLTR like, 0 0 0 0 0 0 0 0
SR23 GIIM, HNHc) (LAGLII) (LAGLII)
C. neerlandica I 12*" (nincs 137
NRRL Y-27057 0 (LAGLI1) 0 0 ORF) (LAGLII) 0 0 0 0 0
C. viswanathii 11° 12" (nincs 3"
CBS4024 0 (LAGLII) 0 0 0 motivum) (LAGLII) 0 0 0 0
C. maltosa mn 12*? (nincs
CBS5611 0 0 0 0 (LAGLII) 0 0 0 0 ORF) 0
C. tropicalis 11 12 13
MYA-3404 0 (LAGLII) 0 0 (LAGLI1) 0 (LAGLII) 0 0 0 0
+1
C. sojae 0 0 0 0 i 0 0 0 0 0 invon maturse
CBS7871 (LAGLII) 2, HNHc)
L. elongisporus ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
CBS2605
D. hansenii n* 12° 13°
CBS767 0 (LAGLII) 0 0 (LAGLI1) 0 0 0 (LAGLII) 0 0

4

4. melléklet: Candida albicans kladba tartozo torzsek cox1 génjében talalhato6 intronok. Fels6 indexben az intront koveté exon
reading frame-je (0, +1, +2), zarojelben az intronban talalhaté motivum. Tovabbi jelzéseket lasd a 2. mellékletben
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Intronok

upstream exon utolso

intron 5' végi

intron 3' végi

nukleotidja szekvencia szekvencia
Group I1 GUGCG... ...AY
CvCOB.I1 TTGCGCCG... ... TAGTTCAAT
CpsrosCLIL TTACGACG... ...ATCTCTAGT
CsCLI1 GGTGCGCC... ...CTATTTTCA
Group I ...G
CnN5S.I1
CvyNS5.I1
CmaLSU.I1
CmaLSU.I2
CnLSU.I1

Cpcripaia, srosLSU.I1

Cpcripaia, srosLSU.I2

CaCOB.I1

CaCOB.I12

CdCOB.I1

DhCOBL.I1

DhCOB.I12

DhCOB.I3

CmaCOBL.I1

CmaCOB.12

Cmenicoass. pLasCOB.I1

CnCOB.I1

CnCOB.I2

CnCOB.I3

Conmcoass, mcoa71 COB.IT

Cpcrig214COB.IT

Cpcrigois sr23COB.I2

CaCl.I1

CaClL.I2

CaClLI3

CdClLI1

CdCL12

CdClL.I3

DhCII1

DhCII2

DhCI.I3

CmaCl.11

CmaCl.12

CnCLI1

CnCLI2

CnCILI3

Conmcoa71, Mco4s6CLI1

COMCO47 1 CILI2

Cpcripia, sroaCLI2

Cpcripaia. sra3CLI3

CsCLI1

CtCLI1

CtCLI2

CtCLI3

CvCLI1

CvClLI2

CvCIL.I3

| e e e ey o ey Y Y] oY o] Y] Y] Y [o] Y (O] Y o] Y O] Y ] Y ] P Y Y OS] Y Y Y Y Y Y Gy Y

N[Nl [} =] [} (=] [=] (=[] =l [ =\ [~ LA [N [~ Y=Y [ ¥l o =Y [ 1= [ 1= F [ [ o Y Y Y [ Y [ Y Y o Y P

5. melléklet: Candida albicans Kkl

adba tartozo torzsek mitokondrialis intronjainak
jellegzetes szekvencia adatai. (Y= C vagy T)
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