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Irodalmi Attekintés

Az utdbbi évtizedekben szembesiilhettiink a kiilonb6z6 Candida
fajok altal okozott opportunista fertézések megndvekedett szamaval, foként
az immunszupresszalt betegek szamanak vilagszerte torténd novekedése
miatt. A nemzetség tagjai koziil a fertézések sordn leggyakrabban izolalt
fajok a Candida albicans, a Candida glabrata és a Candida parapsilosis.
Ezen mikrobak egyéb mikroorganizmusokkal egyiitt az emldsdk
természetes mikrobiota kozosségének részét képezik. A C. parapsilosis nem
obligdt human patogén, elsésorban nem human forrasokbdl izolaltak,
azonban mint human kommenzalista, egyike azon gombaknak, amelyet az
ember borfelszinérdl izolalnak. Bizonyos hajlamositdo tényezOk megléte
esetén stlyos korfolyamatokat valthat ki, elsdsorban nem megfeleléen
milkdd6é immunrendszerrel rendelkezé betegek esetében. A Klinikumban
ezen fertdzések leggyakoribb jellemz6i a laz, a szeptikus sokk és a
veseelégtelenség, tovabba tumorosodas és diabetes mellitus is kialakulhat.
A leginkabb érintett célcsoportok az ujsziilottek, a transzplanticion
atesettek és az id6sek korébol keriilnek ki. Mivel a candidiazisok legfobb
okozoja a C. albicans, az elmult 30 évben errdl a fajr6l halmozddott fel a
legtobb molekularis és genetikai ismeretanyag a nemzetség tagjai koziil. A
kézelmultban ~ azonban  néhany  nem-albicans  Candida  faj
genomszekvenciaja is meghatarozasra kertilt, igy lehetdség nyilt genetikai
hatteriik és ezaltal biologiai miikodésiik részletesebb megismerésére. Ezen
opportunista patogén fajokrol gyijtott informacidk hozzasegitenck az
antifungalis  terapidk, iranyitott immun-beavatkozasok, illetve a
gombafertézések diagnosztizalasanak fejlédéséhez. A Candida fert6zések
patomechanizmusat szamos virulenciafaktor hatarozza meg, ezek koziil a
legjelentdsebbek a gazdasejteken torténd megtapadas, a pszeudohifa- és
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biofilmképzés, valamint a hidrolitikus enzimek szekrécidja. Annak ellenére,
hogy intenziv kutatds folyik a gombak virulenciafaktorainak
meghatdrozasanak érdekében, igen keveset tudunk a virulencia tényezékrol
a C. parapsilosis esetében, jollehet ezek a kutatasok alapul szolgalhatnanak
a diagnozis, a kezelés és a Ilehetséges megel6zés hatékonysaganak
noveléséhez. Ezen ismeretek bovitése céljabol megkezdtik a C.
parapsilosis egy lehetséges virulencia faktoranak, a prosztaglandin-
bioszintézisnek, illetve a gomba de novo zsirsav-bioszintézisének
vizsgalatat. Munkank eredményei a CpOLE2 gén szerepének mélyebb
megismerésével, tovabba a C. parapsilosis prosztaglandin-bioszintézisében
feltételezhetéen szerepet jatszd gének azonositdsaval gazdagitjak a

szakirodalmi adatokat.



Alkalmazott modszerek

A kisérletekben hasznalt sejtek tenyésztése, fenntartasa,
transzformaldsa és novekedésének vizsgalata: primer sejtek izolalasa és

fenntartasa, éleszt6 és E. coli sejtek fenntartasa és felszaporitasa, élesztd és
E. coli sejtek transzformalasa, élesztd sejtek novekedési vizsgalata,
fagocitdk in vitro fert6zése, fagocitak 6lési hatékonysaganak vizsgalata,

fagocitak pusztulasanak vizsgalata

Molekularis technikdk: PCR, gélelektroforézis, DNS izolalas
éleszt6bbl, plazmid izolalas E. coli-bél, molekularis klonozas, iranyitott
génkilités ¢lesztébdl, Southern hibridizacio, RNS kivonas élesztébol, cDNS

szintézis, qRT-PCR, microarray vizsgalat, aramlasi citometria

Mikroszkdépos technikak: akridinnarancs/kristalyibolya festés és

fluoreszcens mikroszkopia
Fehérjemunkak: enzim-kotott immunoszorbens modszer (ELISA)

In vivo virulencia vizsgalatok: viaszmoly (Galleria mellonella)

larvak fert6zése

Analitikai mérések (kollaboracidban): zsirsavak gazkromatografias
vizsgalata, prosztaglandin-profil és prosztaglandin E, meghatarozas
fermentléb6l HPLC-MS moédszerrel, prosztaglandin-profil és prosztaglandin

E, meghatarozas fermentléb6l HPLC-FLD modszerrel



Elért eredmények

A C. parapsilosis prosztaglandin termelésének vizsgalata:
Arachidonsavas (AA) indukciot kovet6 HPLC-MS analizis segitségével

igazoltuk, hogy a C. parapsilosis sejtek képesek a C. albicans-hoz hasonlo

mennyiségii gomba prosztaglandinok eléallitasara.

A CpOLE2 gén de novo zsirsav-, illetve prosztaglandin-

bioszintézisben bet6ltott szerepének vizsgalata: A C. parapsilosis-ban

azonositott feltételezett zsirsav deszaturaz (CpOle2) prosztaglandin-
bioszintézisben jatszott szerepének vizsgalata érdekében Iétrehoztuk a
homozigota OLE2 delécids torzset, egy a Candida fajokra optimalizalt
helyspecifikus rekombinazt alkalmazé génkiiitési rendszer ismételt
alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a mutans torzs ndvekedési és
stressztlird képessége nem kiilonbozik a vad tipust torzstl, azonban a
deléci6 csokkent virulenciat okozott. Ezt kovetden HPLC-MS analizis
segitségével megvizsgaltuk a PGE,-hdz hasonld gomba prosztaglandin
termelést a vad tipust és a CpOLE2 homozigota delécios torzsben AA-as
indukciot kdvetéen. Az eredmények alapjan a delécids torzs prosztaglandin-
termelése nem kiilonbozik a vad tipust torzshdz képest, tehat elmondhato,
hogy a CpOLE2 gén nem sziikséges a C. parapsilosis prosztaglandin-
bioszintézisében. Annak érdekében, hogy a CpOLE2 delécids térzs de novo
zsirsav-bioszintézisben betoltott szerepét felfedjiik, gazkromatografias (GC)
analizis segitségével megvizsgaltuk a mutans torzs zsirsav-profiljat és azt
Osszehasonlitottuk a GA1 vad tipust torzs zsirsav-profiljaval. Koszonhetéen
a zsirsav-profilban feldiisuld egyszeresen telitetlen zsirsavaknak, a CpOLE2
gén termékének Al12 deszaturdz aktivitdsat feltételezhetjiik. Ezen

eredmények egybevagnak a C. albicans-nal tapasztaltakkal, miszerint a

4



CaOLE2 gén terméke nem volt képes komplementalni a S. cerevisiae A9

deszaturaz gén hianyat, azonban bizonyitottak a deszaturdz aktivitasat.

Tovabbi, a prosztaglandin-bioszintézisben szerepet jatszd gének
azonositasa és jellemzése: Mivel a CpOLE2 génr6l bebizonyosodott, hogy

nem jatszik szerepet a gomba prosztaglandin termelésében, célul tiiztiik ki a
C. parapsilosis prosztaglandin-szerti molekulak bioszintetikus utvonalanak
felderitését. Ehhez AA-val indukalt és nem indukalt vad tipust torzs
expresszios mintazatat hasonlitottuk dssze microarray analizissel. Osszesen
Ot gén esetében tapasztaltunk megvaltozott expresszidt. Azonositottuk a
CpUGAS3 gént, melynek ortologjai ,,cink ujj” DNS-kot6 domént tartalmazo
transzkripciés faktorok; a CpSOU2 gént, melynek ortologjai sztereo-
specifikus karbonil-reduktazok; a CpOLEL zsirsav deszaturaz gént (de novo
zsirsav-bioszintézis esszencialis enzime) €s tovabbi 2, ismeretlen funkcioju
gént. A CPAR2 703920 gén ortologjai citokrom-c  aktivitassal
rendelkeznek, mig a CPAR2 108490 gén ortologjai gomba tipusu
vakudlum elhelyezkedést mutatnak. Az azonositott, feltételezhetéen a
prosztaglandin-bioszintézisben szerepet jatszo gének funkcionalis vizsgalata
érdekében delécios mutansokat hoztunk létre, egy a C. parapsilosis-ra
optimalizalt fuziés PCR technika alkalmazasaval. Miutan megallapitottuk,
hogy a mutans térzsek ndovekedési és stressztiird képességiiket tekintve nem
kiilonbdznek a vad tipusu torzstdl, elvégeztik a mutans torzsek virulencia
vizsgélatait. A virulencia kisérletek soran a CPAR2 703920 és a
CPAR2_108490 delécios torzsek nem mutattak jelentdés virulencia
valtozast. Figyelemre mélté azonban, hogy a CpUGAS és CpSOU2 mutans
torzsek az in vitro 6lési kisérletek, valamint az in vivo Galleria mellonella
fertdzési kisérletek soran hipervirulens fenotipust mutattak. A jelenség

magyarazata tovabbi vizsgalatokat igényel, amelyek jelenleg is folynak
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laborunkban. Mivel a CpUGA3 egy transzkripcios faktort kodol, ezért
kiilondsen érdekes volt szamunkra az, hogy a delécios torzsben milyen
prosztaglandin termel6dést tapasztalunk. A CpUGA3 delécidos torzs
prosztaglandin-termelési képességének a CLIB214 vad tipusa torzzsel
torténd Osszehasonlitdsa soran bizonyitottuk a CpUGA3 delécidés mutans
prosztaglandin-termelésének jelentés - egy nagysagrenddel torténé -
csokkenését, amely egyértelmiien arra utal, hogy a CpUga3 fehérje a

prosztaglandin-bioszintézis ut egyik regulatora lehet.



Osszefoglalas

* A C. parapsilosis sejtek képesek exogén AA-b6l gomba
prosztaglandin eléallitasara

* A C. parapsilosis-ban létrehoztuk a homozigota OLE2 delécids
torzset

* A mutans torzs fiziologiajat tekintve nem mutat eltérést a vad
tipust torzshéz képest, viszont a delécid csokkent virulencia
képességet okozott

* A delécids torzs prosztaglandin termelése nem kiilonbozik a vad
tipust térzshoz képest — a CpOLE2 gén nem jatszik szerepet a C.
parapsilosis prosztaglandin-bioszintézisében

* A CpOLE2 mutans torzs esetében Al2-deszaturaz aktivitast
feltételeziink a megvaltozott zsirsav profil alapjan

*  Microarray analizis segitségével tovabbi 5 gént azonositottunk,
amelyeknek feltételezhetden szerepiik van a gombaprosztaglandin
bioszintézisében, 6tbél négy gén esetében homozigota delécios
mutans torzseket hoztunk Iétre

* A CpUGA3 transzkripcios faktor delécios torzs prosztaglandin
termelés vizsgalata alapjan feltételezzik a CpUGA3 gén
prosztaglandin-bioszintézisben bet6ltétt szerepét

* A mutans torzsek pro- és anti-inflammatorikus citokin termelés
indukalasaban nem tapasztaltunk kiilonbséget a vad tipushoz
képest— a CpUGA3 mutans csokkent prosztaglandin termelésének
virulenciaban betoltott szerepét tovabbi in vivo kisérletekkel kell

alatamasztani
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