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Irodalmi attekintés

A Candida fajok altal kivaltott fert6zések szama az
elmult harminc év soran latvanyosan megemelkedett. Bar
ezek az ¢lesztok a normdl human flora tagjaiként
ismertek, elégtelen immunvalasz esetén gyakran halélos
kimenetelii szisztémas fertézéseket (candidémia) képesek
kivaltani. A leggyakrabban izolalt kérokozé a Candida
albicans, amely igy az elmult évtizedekben a Candida
fertézések vizsgalatanak szinte egyediili targyat képezte.
Az ezredfordul6t kovetéen az egyéb Un. nem-albicans
fajok térnyerése egyre Kkifejezettebbé valt, amelyek
antibiotikumokkal  szembeni  ellenall6  képessége,
epidemiol6gidja es a gazda sejtekkel valo kdlcsdnhatésa
eltért a C. albicans tulajdonsagaitol. Napjainkban a C.
albicans utan a candidémiabo6l masodik leggyakrabban
izolalt faj a C. parapsilosis, amely bizonyos foldrajzi
tertleteken eléri, s6t szélséséges esetben meg is haladja a
C. albicans esetszamat. Mivel a C. parapsilosis
dominancidja az elmult egy évtizedben jelentkezett, ezért
a fajrol rendelkezésunkre all6 ismeretek igen hianyosak.
Ezen ismeretek bévitése céljabol kidolgoztunk egy in

vitro fertézéses modellt, amely révén tanulmanyozhaté a



gazda és a korokozd kolcsdnhatdsa. Munkank
eredményei a fagocita - C. parapsilosis interakcio
jellemzésével, az abban szerepet jatszoé emlés és gomba
gének azonositasaval, illetve kiilonboz6 C. parapsilosis
izoldtumok teljes genom szekvenciajanak
meghatarozasaval és Osszehasonlitasaval gazdagitjak a

szakirodalmi adatokat.



Alkalmazott moédszerek
A Kkisérletekben hasznalt sejtek tenyésztése és

fert6zés: primer sejtek izolalasa es fenntartasa, fagocita
sejtvonalak  fenntartdsa, ¢lesztok  fenntartasa ¢és
felszaporitéasa, fagociték in vitro fert6zése, fagociték olési
hatékonysaganak vizsgalata

Mikroszkopos technikak: Lysotracker Red/FITC

festés, fluoreszcens konfokalis mikroszkdpia, akridin

narancs/kristdly  ibolya  festés és  fluoreszcens
mikroszkdpia, scanning elektronmikroszkdpia
Molekularis technikak: DNS izolalas éleszt6bol, RNS

izolalas fagocitakbol és éleszt6bol, RNS microarray,
cDNS szintézis, gRT-PCR, &aramlasi citometria, PCR,
gélelektroforézis,  Southern  hibirdiz&cié,  Sanger-
szekvenalas, pulzaltatott teri gélelektroforézis

Szekvendlas és in silico vizsgalatok

(kollaboracidban): teljes genom szekvenalas és kdnyvtar

oOsszeillesztés, SNP-k, rekombinacids események és
struktaralis variansok detektalasa, RNS szekvenalas és
kdnyvtar osszeillesztés, gének prediktalasa,

transzkriptomok 6sszehasonlité elemzése



Elért eredmények
In vitro fertézéses modell kidolgozasa egér makrofagok

és a C. parapsilosis kélcsonhatasanak tanulmanyozasara

A J774.2 makrofagok és a C. parapsilosis GA1 jeli
Klinikai izolatum kolcsOnhatasat aramlasi citométer és
kiilonb6zé  mikroszkopos  technikdk — segitségével
(fluoreszcens, konfokalis fluoreszcens, SEM) kovettik
nyomon. Megéllapitottuk, hogy a fagocitozis a fertdzés
30. percében megkezdddik, és hozzavetdlegesen a
harmadik Orajaban telitési fazist ér el. A fagoszéma-
lizoszoma kolokalizacid és ezzel parhuzamosan az
élesztok eliminacioja a nyolcadik 6raban kdvetkezik be.

A fenti id6pontokban izolalt gazda RNS mintakkal
microarray analizist végeztiink. A két idépontban 115 (3
h) és 511 (8 h) gén expresszidja tért el szignifikansan a
nem fertdzott kontrollétol. Elsésorban sériilésre adott -,
stressz - illetve immunvélaszban szerepet jatsz6 gének
transzkripciés  intenzitdsa emelkedett meg. Az
eredmenyek alatdmasztdsdhoz hat gén (CD83, ILIip,
IL15, TNFoa, TFRSF9 (transzmembran fehérje,
kostimulaciés molekula) és PTGS-2 (prosztaglandin

bioszintézisben szerepet jatszé citoplazmatikus enzim))



expressziojat vizsgaltuk qRT-PCR-rel. A méréseket az
inkubacio 3., 8. és 24. drajaban izolalt mintdkon végeztik
el. A relativ expressziokat aktin belsé kontrollra
normalizaltuk és a nem fert6zott kontrollhoz
288 modszerrel. A qRT-PCR
eredmények korreléltak a microarray analizis adataival.

viszonyitottuk

TNFRSF9  megemelkedett  expresszidja egyéb
Candida torzsekkel (C. albicans, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. krusei, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis, C. tropicalis) torténé indukcidé utan is
kimutathato volt.

Aramlési citometrias mérések igazoltak, hogy C.
parapsilosis stimulalas hatasara nem csak RNS szinten
torténik indukcié, hanem a funkcionalis fehérje
mennyisége is megemelkedik a makrofagok felszinén.

Az emlitett gén relativ. mennyiségét primer
fagocitakban (egér hasiiregi - és huméan PBMC-kbdl
differencialtatott makrofagokon) is megvizsgaltuk a GA1
torzs jelenlétében a kolcsonhatas 3., 6., 12. és 24.
orajaban. Ugy tapasztaltuk, hogy a TNFRSF9 génrél
képz6dd  transzkript = mennyisége  szignifikdnsan

megemelkedik a nem fert6zott kontrollhoz képest.



THP-1 huméan monocitak és a C. parapsilosis sensu lato

csoport tagjainak in vitro kolcsénhatasabél szarmazdé

teljes RNS populécié transzkriptdm analizise

Kisérleteinkben a THP-1 humén monocitakat
kiillonb6z6 C. parapsilosis, C. orthopsilosis és C.
metapsilosis torzsekkel inkubaltuk, majd meghataroztuk
mind a human, mind az élesztdé RNS populaciot. Az
RNA-seq eljaras alkalmasnak bizonyult a gazda és az
élesztd transzriptomot is tartalmaz6 RNS mintak
szimultan analizisére. A szekvenalas soran generalt nagy
mennyiségli adat kiértékelése folyamatban van. A
rendelkezésiinkre allo informaciok a kovetkezok.

A THP-1 és C. parapsilosis CDC317, C.
orthopsilosis MCO 456 és C. metapsilosis PL 429
(harom  filogenetikailag  nagyon  kdzeli  mégis
egészségiigyi vonatkozasukban lényegesen eltérd faj)
kolcsonhatdsanak vonatkozasdban meghataroztuk a
harom élesztd fajban a monocitdk jelenlétére
megemelkedett expresszidt mutatd géneket és fajonkénti
eloszlasukat. Meghataroztuk az ortoldg gének eloszlasat
a harom rokon fajban. Az RNA-seq adatok alapjan tobb,
mint 300 eddig nem ismert transzkriptet azonositottunk



C. parapsilosis-ban. Ugy talaltuk, hogy a C. metapsilosis
(evolucids léptékben) a kozelmdltban teljes genom
duplikacién ment keresztll. Technikai problémak miatt
(@ gomba transzkriptom elfedte a human RNS
populaciot) a fagocitakban bekovetkezd valtozasokrol
jelenleg nincsen informacionk.

A két Klinikai (CDC317 és GAL) és két kornyezeti
(CBS 1954 és CBS 6318) izolatum THP-1 sejtekkel vald
kolcsonhatasanak Osszehasonlitasat az ¢lesztd
transzkriptomok euklidészi tavolsaganak "heatmap"
abrazolasaval végeztikk el. Ez alapjan a két kiilonb6z6
forrasbol szdrmazo izolatumok egyértelmiien
elkuloniltek egymastol, amely a vizsgalt torzsek eltérd
transzkripcids mintazatara utal. A négy torzsben 6sszesen
5.167 transzkriptet azonsitottunk, amelyek kozul 729
expresszidja tért el szignifikdnsan a monocitak
jelenlétében a kontroll allapothoz viszonyitva. Ezek
koziil minden id6pontban meghataroztuk azt a harminc
gént, amely barmely két minta 6sszehasonlitasaban a
legnagyobb mennyiségbeli eltérést mutatja, és ezen
gének alapjan elvégeztik a kiilonb6z6 RNS mintdk

euklidészi tavolsadgainak meghatarozasat. A szamitasok



tobbsége folyamatban van, eredmények az alabbi
Osszehasonlitdsokban  allnak  rendelkezésunkre:  1.)
monocitak nélkili alap expresszio a két klinikai és két
kornyezeti izolatum esetében, 2.) két kornyezeti izolatum
expresszidja a monocita nélkili kontroll és az egy 0Oras
fertdzés vonatkozéasdban ¢€s 3.), 4.) a monocita nélkiili
kontroll és a 3 illetve 12 oras fert6zésbol izolalt két
Klinikai izolatum 6sszehasonlitasaban. A vizsgalt mintak
valamennyi esetben eltérd csoportokba illeszkedtek,
amely az expresszios mintazat eltérésére utal.

A rendelkezesunkre all6 mintakban 6sszesen 118.641
human transzkriptet azonositottunk, amelyek kozul
minddssze 29 mennyisége mutatott szignifikans eltérést a
nem fert6zott kontrollhoz képest. Ezek koziil, az elérhetd
adatbazis szerint, 21 kodol fehérjét. A 29 transzkript
alapjan elkészitettik a mintak euklidészi tavolsagainak
"heatmap"-jét. A csoportok mintizata szerint a
monocitdk kornyezeti és Kklinikai izolatumokra adott

valaszaban kildnbség mutatkozik. (Kézlés alatt)



Klinikai és kornyezeti C. parapsilosis tOrzsek

0sszehasonlitd genomikai analizise

Korabbi munkank soran kiilonb6zé C. parapsilosis
torzsek  eltér6  virulencidjara  ¢és  molekularis
tulajdonsagaira lettiink figyelmesek. Hogy az izolatumok
kozotti  genomi  kilonbségeket — feltérképezzik — két
kornyezeti (CBS 1954 és CBS 6318) és egy Klinikai
izolatum (GAL) teljes genom szekvencidjat hataroztuk
meg, és hasonlitottuk 6ssze a CDC317, szintén klinikai,
referencia genommal. Vizsgéalatainkat a CRG (Barcelona,
Spanyolorszag) Komparativ. genomikai csoportjaval
(Toni Gabaldon és Leszek Pryszcz) kézdsen végeztik.

Az in silico analizis sordn 5.147 SNP-t aznositottunk
a referencia genomhoz viszonyitva, amelyeket a harom
torzsben tapasztalt eloszlasuk szerint csoportositottunk.
Bar ebben a fajban rekombinécidra utal6 nyomok ezidaig
ismeretlenek  voltak, az SNP-k gyakorisaga és
eléfordulasa valamint az ALS gének kornyezd réfidinak
elemzése erre az eseményre utal.

Az 0sszehasonlitas soran 5 duplikaciot (DUP) és 35
deléciot (DEL) azonositottunk. A DUP#5 egy a S.
cerevisiae-ben azonositott ARR3 (arzenit transzporter)



gén ortolégjat érinti. A két Klinikai izolatumban
koépiaszamuk eltéré mivolta (8 és 10) és a géneket Gvezd
régiok analizisének eredménye arra enged kdvetkeztetni,
hogy a két izolatumban a géncsalad expanzidjat eltérd
gének  duplikacioja okozta. Ennek ismeretében
feltételezhetd, hogy a kornyezet — gazda atmenet a faj
torzsfejlodése soran egynél tobbszor kovetkezhetett be.
Ez ellentétes a jelenleg uralkodd nézettel, miszerint a
klinikai C. parapsilosis izolatumok klonalis eredetiiek.

A 35 delécié mérete 17-t61 23.475 bazisparig terjed.
Ezek kozul 31 fehérje kddolo régiét érint, és 18
valosziniisithetéen génfiizidhoz vezetett. Tobbségiik egy
adott torzsre specifikus. Az in silico vizsgalat 6t deléciét
heterozigotikusnak hatarozott meg. A 35-b8l husz
deléciot kisérletes validalasra valasztottunk ki, amelyek
soran PCR és Southern hibridizacios stratégiat
alkalmaztunk Sanger szekvendlassal Kkiegészitve. Ez
utobbi révén definialt nukleotidsorrend segitségével a
deléciok pontos tdréspontjait egyértelmiien meg tudtuk
hatarozni. A haszbdl tiz esetben a szekvenalas sikertelen
volt, valosziniileg a fragmentumok bonyolult méasodlagos

struktarai miatt. A rendelkezésinkre allé informéaciok
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ismeretében az adhézidban szerepet jatsz6 ALS gének
elvesztését okozo deléciokat Ovezd régiok elemzése
szintén rekombinacidés eseményekre utald mintazatot
azonositott. A kivalasztott 20 régio esetében alkalmazott
molekularis eszk6zok 19 esetben igazoltdk és
pontositottak az in silico eredményeket. Ugyanakkor az
Ot feltételezett heterozigotikus régié kozil csak harom

bizonyult valéban annak. (Pryszcz és mtsi, 2013)
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Osszefoglalas

- In vitro fertézéses modellrendszer megalkotasa
emlds fagocitak és Candida sejtek kolcsonhatasanak
tanulmanyozasara

- Az interakci6 nyomon kovetése mikroszkopos
technikékkal.

- Human monocitdk és Candida sejtek
kdlcsonhatasabol izolalt teljes transzkriptomok analizise
RNA-seq modszerrel

- Teljes genom  duplikaci6  kimutatésa C.
metapsilosis-ban

- Tébb mint 300, eddig ismeretlen gén azonositasa C.
parapsilosis-ban

- Rekombinéaciés események nyomaira utald
molekularis mintazatok azonositasa C. parapsilosis-ban.

- Harom C. parapsilosis izolatum teljes genom
szekvencigjanak meghatérozdsa és 6sszehasonlitdsa a
referencia torzsevel

- Az in silico eredmények bizonyitdsa molekularis

eljarasokkal
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