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Irodalmi attekintés

A Candida fajok altal kivaltott megbetegedések
az elmult harom évtized soran egyre novekvo
egészségligyi problémat jelentenek. Bar ezen élesztok
tobbsége a normal, human mikroflora része, bizonyos
koriilmények kozott a bort, nyalkahartyat, vagy az egész
szervezetet érintd, szisztémas fertézés kivaltasara
képesek. Epidemiologiai vizsgalatok szerint, a felndtt
lakossag korében a kandididzisos esetek legnagyobb
hanyadat a C. albicans okozza, azonban 1jsziilottek
korében a kandididzisos koérképek kialakulasaért felelds
agensek korében a C. parapsilosis sok esetben a C.
albicans altal kivaltott esetszamot is feliilmulja. Bar az
ezredforduldé ota a nem-albicans fajok (Ujsziilottek
korében foként a C. parapsilosis) altal okozott
megbetegedések aranya novekvo tendenciat mutat, azok
patomechanizmusarol, virulencia faktorair6l kevés
ismeret 4all rendelkezésiinkre. C. parapsilosis altal
kivaltott fertézések esetén jelentds szerep jut a mikroba
altal szekretalt hidrolitikus enzimeknek, foként a

lipazoknak és szekretdlt aszpartil proteindzoknak.



Korabbi tanulmanyok lipaz deficiens C. parapsilosis
torzs esetén jelentds virulencia csokkenést mutattak ki.

Szekretalt aszpartil proteinazok esetén a C.
parapsilosis két 0 proteinazanak, a Sappl és Sapp2
fehérjék enzimologiai tisztitasa és jellemzése tortént meg,
am azok virulencidban betdltott szerepe eddig nem
tisztazott. Tovabba, bar C. parapsilosis esetén napjainkra
szamos géndelécids moddszer elérhetd, azonban C.
albicans-al ellentétben overexpresszids modszer ezen
mikroba esetén nem all rendelkezésre.

Ezen ismeretek bdvitése céljabol munkank
kezdetén a kovetkezd célkitizéseket tettiik: célunk volt
1.: a C. parapsilosis 16 szekretalt aszpartil proteinazanak,
a Sappl fehérjének virulencidban betoltott szerepének
tisztazasa, 2.: a C. parapsilosis  szekretdlt aszpartil
proteindzainak  virulencidban  betoltott  altalanos
szerepének  tisztdzdsa egy Sapp negativ  tOrzs
létrehozasaval, valamint 3.: egy C. parapsilosis-ra
optimalizalt  overexpressziés  rendszer  alapjainak

kidolgozasa.



Alkalmazott modszerek

A kisérletekben hasznalt torzsek eloallitasa, molekularis

technikak: kompetens E. coli és C. parapsilosis torzsek
eléallitasa, kompetens sejtek transzformacidja, PCR,
delécios konstrukciok eldallitdsa, Gateway reakciok,
DNS kivonas, Southern hibridizacid6, RNS kivonas
¢lesztobol, cDNS iras, qRT-PCR, HPLC analizis,
aramlasi citometria, ELISA vizsgalat

Az alkalmazott sejtek tenyésztése, in vitro fertfzéses

kisérletek: primer sejtek izolalasa, differencialtatasa,
fenntartasa, élesztd torzsek fenntartdsa és felszaporitasa,
fagocitdk  in  vitro  fertézése, fagocitdk  Olési
hatékonysaganak  vizsgalata, gazdasejt karosodas
mértékének megallapitasa, ¢lesztd torzsek
szérumérzékenységének vizsgalata

Mikroszkopos technikdk: Calcofluor White festés,

Konkavalin A festés, Wheat Germ Agglutinin festés,
Calcofluor White/lysotracker Red festés, scanning
elektronmikroszkopia

In vivo vizsgalat: Galeria mellonella larvak fertézése, in

vivo tulélésiik vizsgalata



Elért eredmények

A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinaz 1 (Sappl)

virulenciaban bet6ltott szerepének vizsgalata.

Munkank kezdetén a C. albicans altal szekretalt

aszpartil proteindzok (Sap) virulencidban betoltott
szerepe régota tanulmanyozott volt (Hube és Naglik
2001). C. albicans-ban végzett vizsgalatok azt mutattak,
hogy ezen fajban a szekretalt aszpartil proteindzok
virulencidban betoltott szerepe igen sokrétii, szamos, a
gazdaszervezetben  megtaldlhatd  strukturalis  és
antimikrobialis protein bontasara képesek, ezaltal
elésegitve a mikroba szervezeten beliili terjedését (Hube
1998, Naglik és mtsai. 2003).

Ezzel ellentétben, C. parapsilosis esetén a
mikroorganizmus altal szekretalt két aszpartil proteindz
(Sappl, Sapp2) fehérje tisztitasa és biokémiai jellemzése
ugyan megtortént (Hruskova-Heidingsfeldova ¢és mtsai.
2009), am azok virulenciaban betoltott szerepérdl
ismeretek nem 4lltak rendelkezésre. Az enzimologiai
vizsgalatok szerint a mikroba f0 szekretdlt aszpartil
proteinaza a Sappl fehérje, amely induktiv koriilmények

kozt legalabb egy nagysagrenddel nagyobb mértékben



termelddik, mint a Sapp2 fehérje, valamint szubsztrat
specifitasa  is sokkal  szélesebb  (Hruskova-
Heidingsfeldova és mtsai. 2009), igy munkank els6
részében a Sappl fehérje virulencidban betoltott szerepét
vizsgaltuk.

A rendelkezésiinkre 4all6 szekvencia adatok
felhasznalasaval elvégeztik a SAPPI lokusz in silico
analizisét. Az analizis két identikus 2871bp méreti
szekvenciat azonositott, egymastél 32kb tavolsagra,
amely szakasz egy-egy koOpidban tartalmazta a SAPPI
gént, igy a két kopiat SAPPla és SAPPIb néven
kiilonitettlink el egymadastol. Geraldine Butler és
munkatarsai 2009 végén publikaltak a C. parapsilosis
annotalt genomszekvenciajat (Butler és mtsai. 2009),
amely adatok megerdsitették az in silico vizsgalat
helyességét. A caSATI flipper rendszer segitségével
létrehoztuk a C. parapsilosis A/Asappla delécios torzsét,
valamint a SAPPIb gént tartalmazo duplikalodott régid
deléciojaval létrehoztuk a C. parapsilosis A/Asapplb
delécios torzsét is. Ezen kiviil sikerrel 1étrehoztunk egy

A/dsappla-A/Asapplb dupla delécios torzset is.



A SAPPI gének elvesztését RNS és enzim
aktivids szintjén egyarant megerdsitettiilk, qRT-PCR,
valamint HPLC vizsgalatok soran. A dupla delécids torzs
esetén sem RNS, sem enzim aktivitdsi szinten nem
tudtunk kimutatni SAPPI génexpressziot, illetve Sappl
fehérje aktivitast. Erdekes modon a dupla delécids torzs
esetén a vad tipushoz képest emelkedett mértékti SAPP2
génexpressziot, valamint enzim aktivitast tapasztaltunk.
Ezen jelenség hatterében valdszinisithetéen egy
visszacsatold mechanizmus allhat, amely mikddésének
eredményeként a Sapp2 fehérje emelkedett termelését
vagy a mar megtermelt enzim aktivitdsanak fokozdodasat
eredményezte, amely mintegy kompenzacids
mechanizmusként reagadl a  Sappl elvesztésére.
Vizsgaltuk tovabba a putativ szekvenciaként szamon
tartott SAPP3 gén transzkripcios valtozasat is. A vad
tipus esetén, induktiv koriilmények kozott tizszeres
transzkripcidos novekedést tapasztaltunk, mig azon
mutansok esetén, melyek A/4sapplb deléciot hordoztak,
a SAPP3 gén expresszidja szignifikdns mértékben
csokkent. Tovabbi szekvencia analizis vizsgéalatok

kimutattak, hogy a SAPP3 csupan minegy 500 bazispar



tavolsagban helyezkedik el a SAPPI1b lokuszhoz tartozé
duplikalodott régiotdl. Mivel a SAPP1b lokusz delécidja
csupan a duplikdlodott régid  delécidjaval  volt
kivitelezhetd, igy ezen delécio érinthette a SAPP3 gén
szabalyozo régiojat is.

C. albicans esetén régota tudott, hogy a szekretalt
aszpartil proteindzok képesek a szérumban taldlhatod
immunfehérjék bontasara, ezaltal semlegesitve a gazda
szervezet humoralis védekezését (Gropp és mtsai. 2009).
Annak kideritésére, hogy a Sappl fehérje rendelkezik-e
hasonl6 szereppel elvégeztiik a vad tipusu és a kiilonb6z6
Sappl  mutans  torzsek  szérumérzékenységének
vizsgalatat. Intakt huméan szérum jelenlétében a vad
tipusu, és a A/dsappla és A/Asapplb torzsek novekedése
kozott nem mutatkozott kiilonbség, viszont a SAPPI
delécios mutans torzs esetén a novekedés mértéke
jelentés mértékben visszaesett. A kapott eredmény arra
enged kovetkeztetni, hogy a C. parapsilosis Sappl
enzimnek, hasonloan a C. albicans Sap proteinazokhoz
szerepe lehet a szérumban megtalalhaté immunfehérjék

bontasaban.



Egy fert6zés folyamataban a szervezetbe keriild
patogénekkel elsOként kiillonbozd fagocita sejtek
keriilnek kapcsolatba. A szervezetbe jutott koérokozdk
felsziniikon evolicidosan nagy mértékben konzervalt
motivumokat, patogén-asszocialt molekularis
mintazatokat (PAMP) hordoznak, melyeket a makrofag
sejtek mintdzatfelismerd receptorokkal (PRR) ismernek
fel. A felismerést kovetéen lezajlik a mikroba
fagocitozisa. A primer fagoszoma lizoszoOmaval valod
fuzidéja pH csokkenéssel jar, melynek soran megtorténik
a patogén eliminacidja (Netea és mtsai. 2008).

Hogy ezen folyamatokat tanulmanyozzuk, primer
human monocita sejtek (PBMC), illetve human
makrofagok (PBMC-DM) felhasznalasaval in vitro
fagocitozis vizsgalatokat végeztiink. A vizsgéalathoz a vad
tipusu, valamint a delécios torzseket hasznaltuk fel.
Aramlasi citometrids méréseink szerint a vad tipushoz
képest a SAPPI delécios torzsek fagocitdzisa joval
eredményesebben  valdsult meg. A  fagocitozis
folyamatanak részletesebb tanulmanyozasa érdekében
fluoreszcens mikroszkopos vizsgélatokat végeztiink

PBMC-DM sejtek és vad tipusu, valamint delécios C.



parapsilosis torzsek felhasznalasaval. A vad tipussal
fertdzott mintdkhoz képest a Sappl fehérjét nem termeld
mutans torzzsel fertézott PBMC-DM sejtek esetén
emelkedett mértékli fago-lizoszoma fuzidt figyeltiink
meg. Az altalunk végzett megfigyelés felveti annak a
lehetdségét, hogy a Sappl fehérjének szerepe van a
mikroba, fagocita sejten beliili tilélésében is.

PBMC ¢és PBMC-DM sejtek alkalmazasaval
vizsgaltuk a gazda sejtek vad tipusi és delécios
mutansokkal szembeni gombadlési képességét. Mind a
PBMC, mind az ezekbdl differencidltatott primer
makrofagok esetén a dupla delécios mutansokkal
szembeni gombadlési képesség szignifikans emelkedést
mutatott. Ezzel parhuzamosan a SAPPI delécids torzs
gazdasejtet karosito képessége csokkenést mutatott a vad
tipusu torzzsel 9sszevetve.

Mindezen eredményeket 0sszegezve
eredményeink azt mutatjak, hogy a Sappl fehérje
jelentés szereppel bir a mikroba virulencidjanak
kialakitadsaban. Szerepe van a gazda antimikrobidlis

fehérjéinek semlegesitésében, a fagocitozis gatlasaban,



valamint nagy mértékben hozzajarul a patogén fagocita
sejten beliili tulélésében egyarant.

A C. parapsilosis ,Sapp negativ”’ szekretalt aszpartil

proteindzt nem termeld mutans torzsének virulencia

vizsgélata.

C. albicans esetén tiz SAP gént azonositottak
(SAP1-SAP10), melyek egy géncsaladot alkotnak (Hube
¢s Naglik 2001). Bar ezen organizmusban a SAP gének
szerepe jol tanulmanyozott, mégis egy teljes mértékben
SAP deficiens torzs eldallitdsa a gének nagy szamabol
adoddan nem lehetséges. A C. parapsilosis genomjaban
mindosszesen két SAPP gén van jelen, amelyekrdl
bizonyitottan aktiv szekretalt proteindz képzddik, illetve
egy feltételezhetden szekretalt Sapp fehérjét kodolo gént
azonositottak, igy ebben a fajban egy SAPP deficiens
torzs eldallitdsa, ezaltal egy olyan modellrendszer
kialakitdsa, melyben a szekretdlt aszpartil proteinazok
virulencidban betoltott altalanos szerepe
tanulmanyozhato, joval eredményesebben
megvaldsithato feladat.

Ezen cél elérése érdekében a Adsappla-

Adsapplb torzset kiinduldsi torzsként alkalmazva, a
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caSATI Aflipper rendszer segitségével elvégeztik a
SAPP2 gén deléciojat. A SAPP2 gén deléciojat Southern
hibridizacion kiviil ebben az esetben is megerdsitettiik
mind transzkripcidés szinten, mind enzim aktivitdsi
szinten.

A A/Asappla-A/Asapplb-A/Asapp2 torzs esetén
sem SAPPI, sem SAPP2 transzkripci6 nem volt
detektalhatd, valamint a SAPP3 gén transzkripcids szintje
szignifikans csokkenést mutatott. Ezen kivill a
A/dsappla-A/Asapplb-A/dsapp2  torzs  esetén  nem
detektaltuk sem a Sappl, sem a Sapp2 fehérjékre
jellemzd enzimaktivitast. A létrehozott mutdns tehat
mind expresszidés mind enzimaktivitas tekintetében ,,Sapp
negativ”’-nak nevezhetd.

Bar el6z6 munkank soran 1étrehoztunk egy Sappl
hianyos C. parapsilosis torzset, vizsgalni kivantuk ezen
munka keretében, hogy a tovabbi szekretalt aszpartil
proteindz fehérjék elvesztésének van-e tovabbi hatasa a
mikroba human szérumban mért novekedésére. Intakt
human szérum esetén a A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp?2
mutans torzs novekedése bar a vad tipusu torzshoz képest

szignifikans csokkenést mutatott, Osszevetve az el6zd
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munkéank soran mért SAPPI delécids torzs szérumban
mutatott  ndvekedéssel,  kiilonbség nem  volt
megallapithatd. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a
Sappl fehérje az, amely hatékonyan képes semlegesiteni
a gazda szervezet immvalaszban fontos peptidjeit.

A fagocitézis folyamatanak tanulmanyozdsahoz
aramlasi citometrids modszert alkalmaztunk.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a Sapp negativ
A/dsappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 torzset joval nagyobb
mértékben fagocitaljak a gazda sejtek, mint a vad tipusu
torzset, am Osszevetve ezen delécidos mutanst az el6zo
munkédnkban 1étrehozott SAPPI deléciés A/Asappla-
A/dsapplb torzzsel a fagocitozis szazalékdban nem
mutatkozik kiilonbség, amely szintén arra utal, hogy a C.
parapsilosis  virulencidjaban a szekretdlt aszpartil
proteinazok koziil a Sappl tolti be a legnagyobb szerepet.

C. albicans esetén a Sapl, Sap2 ¢és Sap6
megndveli a primer monocitak altal termelt IL-1p, TNF-a
¢s IL-6 mennyiségét, tovabba a Sap3 szintén indukalja az
IL-1B és TNF-a termelését (Pietrella és mtsai. 2010)
Hogy kideritsiik, vajon C. parapsilosis esetén a Sapp

fehérjéknek van-e hasonld szerepe, vizsgaltuk a fertdzés
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soran termelédé proinflammatorikus citokinek (IL-1p,
TNF-a ¢és IL-6) mennyiségét. A vad tipushoz képest
szignifikans kiillonbséget nem tapasztaltunk a Sapp
negativ mutans torzzsel fert6zott mintdban, &m a Sapp
fehérjék citokin  valaszban  betoltott  szerepének
tanulmanyozasaban ez csupan mint egy eldzetes vizsgalat
jatszott szerepet.

Vizsgaltuk tovabba a vad tipusu ¢€s delécios
mutans torzsek PBMC-DM  sejtek  altali  61ési
hatékonysagat. A Sapp negativ halmozottan delécios
mutans torzs esetén a gazdasejtek altali gombadlési
hatékonysdg  szignifikdns  emelkedést  mutatott.
Osszevetve az el6zé munkankban tapasztalt 4/Asappla-
A/dsapplb  torzzsel szembeni 0Olési hatékonysaggal,
ebben az esetben a Sapp negativ torzzsel szembeni
elimindciés hatékonysag tovabbi ndvekedést mutatott,
amely azt bizonyitja, hogy a Sappl mellett tovabbi
szekretalt proteinazok is szereppel birnak a mikroba
makrofagon beliili talélésében. Vizsgaltuk ezen feliil a
delécios torzs gazdasejt karosité képességét is. A Sapp
negativ torzs gazdasejtet karositdé képessége a vad

tipuséhoz képest szignifikans csokkenést mutatott, am
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Osszevetve az el6z0 tanulmanyban vizsgalt Sappl
delécids mutans torzzsel, a két delécios torzs gazdasejt
karositd képessége eltérést nem mutatott.

Galleria mellonella (Nagy viaszmoly) larvak
felhasznalasaval in vivo talélési vizsgalatot végeztiink,
am a vad tipusu torzzsel fertézott és a delécids torzzsel
fert6zott egyedek tulélése kozott szignifikdns eltérést
nem tapasztaltunk.

C. albicans esetén a Sap9 és Sapl0 fehérjékrol
ismert, hogy glikozil-foszfatidil-inozitol oldallancot
hordoznak, ezaltal a sejtfalba beépiilni és a sejtfal
integritasat fenntartani képesek (Schild és mtsai. 2011).
Ezen adatokbol kiindulva elemeztiik a vad tipusu, a
A/Asappla-A/Asapp1b valamint a A/Asappla-A/Asapp 1b-
A/dsapp2  delécios torzsek sejtfalosszetételét. A vad
tipusu torzshoz képest a két delécios mutans torzs
sejtfalosszetétele  jelentds  kiillonbségeket  mutatott.
Mindkét delécids torzs esetén a sejtfalban talalhato kitin
tartalom jelentésen lecsokkent, mig a gliilkan tartalom a
A/Asappla-A/Asapp1b-A/Asapp2 torzs esetén
tobbszorose volt a vad tipusu torzsének. Pasztazod

elektronmikroszkopos vizsgalataink szerint ugyanezen
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delécios torzs sejtfalanak felszine joval kevesebb
sejtfalkitiiremkedést mutat, mint a vad tipust torzs.
Mindezen adatok alatdmasztjak a C. parapsilosis
szekretalt aszpartil proteindzok sokrétii szerepét. Bar
alapvetd szerepiik a peptidkotések hidrolizise, mégis
vizsgalataink szerint ezen aszpartil proteinazok jelentOs
szereppel  birnak a  mikroba  virulencidjanak
kialakitdsaban. Szereplik van a gazda szervezet
szérumfehérjéinek bontasaban, a fagocitdzis gatlasaban,
valamint a mikroba fagocita sejten beliilli bontdsaban
egyarant. Masik fontos szerepiik, amelyre vizsgalataink
fényt deritettek a mikroba sejtfal Osszetételének
szabalyozasaban all. A sejtfal 0Osszetétel szekretalt
aszpartil proteinazok altali szabalyozasdnak pontos
mechanizmusa eziddig nem ismert, igy ezek tovabbi

vizsgalatok targyat képezhetik a jovoben.

15



C. parapsilosis _overexpresszids rendszer alapjainak

kidolgozasa.
A CUG kladba tartozd Candida fajok tobbsége

diploid organizmus, melyek szexudlis ciklussal nem
rendelkeznek. Egy adott gén delécidja sok esetben (pl.
tobb kopiaban jelen 1€v6 gének esetén) hosszi id6t vehet
igénybe. Ezen problémara megoldast jelenthet a célzott
gének tulmiikodtetése. C. parapsilosis esetén gén
overexpresszios rendszer eziddig nem all rendelkezésre,
ezért célunk volt egy C. parapsilosis-ra optimalizalt
overexpresszids rendszer kidolgozéasa. El6zéleg Chauvel
¢s munkatarsai C. albicans-ban kidolgoztak egy jol
mikddo rendszert, melynek segitségével rovid idon beliil
nagy szamu gén tulmikodtetése valt lehetségessé
(Chauvel ¢és mtsai. 2012). Ezen rendszer esetén a
tulmtikodtetni kivant gént, amely egy erds, konstitutiv
promoter szabalyozéasa alatt all, a C. albicans RPI0
régiojaba juttatjak be.

C. parapsilosis-on  végzett munkank elsd
segitségével a C. parapsilosis CLIB 214 leucin auxotrof

torzsének RPI0 régidjaba integraltuk, melynek
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eredményeként a 1étrehozott térzsben lehetdség nyilik az

Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy az
igy létrehozott torzs képes a majdani overexpresszios
vektorok mikodtetésére, a Clpl0-caTDH3-GFP vektor
leucin auxotrofia markert hordozo valtozatét a létrehozott
fogad6 torzs C. albicans RP10 régiojaba integraltuk.
Fluoreszcens mikroszképias vizsgalataink azt mutattak,
hogy a transzformans telepek minden sejtje GFP pozitiv,
igy a konstitutiv TDH3 promoter altal miikodtetett gén
ezen organizmus esetén is  kifejezédik. Ezzel
megbizonyosodhattunk arr6l, hogy a C. parapsilosis,
hasonléan a C. albicans-hoz képes a TDH3 promoter
muikddtetésére, ezaltal a bejuttatott gén kifejezddése
lehetségessé valik ezen fajban is.

Az overexpresszidés vektorok rovid idon beliili
létrehozasahoz a  gateway  klonozasi  rendszert
alkalmaztuk. Az els6, gateway klonozassal eldallitott
overexpresszios vektorunk a WORI gént hordozd
pTDH3-GTW-LEU2 destination vektor. A WORI gén C.
albicans béli ortologjarél kimutattdk, hogy a white-

opaque atmenetben jatszik fontos szerepet (Huang és
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mtsai. 2006). Az elkészitett destination vektor C.
albicans RP10 régidjat hordozd C. parapsilosis torzsbe
qRT-PCR vizsgdla a WORI gén expresszidjaban
bekovetkezett mintegy tizszeres overexpressziot mutattak.

Ez az eredmény j61 mutatja, hogy az alkalmazott
rendszer eredményesen hasznalhaté C. parapsilosis
génektalmiikodtetésére, ezaltal 0j utat nyit meg a
mikroba génjeinek tanulmanyozasara. A rendszer elonye,
hogy a deléciés mddszerekkel dsszevetve joval rovidebb
id0 alatt 1étrehozhatdk az overexpresszidos mutans torzsek,
igy rovid idon beliil nagy szamu gén vizsgalata (akar a C.

parapsilosis teljes ORF-om) valik lehetségessé.
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Osszefoglalas

- Munkank soran eldallitottunk a C. parapsilosis SAPP
génjeire heterozigota és homozigota delécios mutansokat
- Munkank soran megerdsitettik a SAPP gének
elvesztését mind transzkripcios, mind fehérje szinten

- Munkank soran bebizonyitottuk, hogy a Sappl
fehérjének szerepe van a szérumban val6 talélésben

- Munkank soran megallapitottuk, hogy a Sapp
fehérjéknek szereplik van a fagocitozis gatlasaban és a
gazdasejteken beliili tulélésében

- Munkank soran vizsgaltuk a gazdasejtek altal termelt
proinflammatorikus citokinek mennyiségét in vitro
fert6zési rendszerben

- Munkénk soran in vivo fertézési rendszerben vizsgaltuk
a G. mellonella larvak talélését

- Munkéank soran eléallitottunk egy overexpressziora
alkalmas C. parapsilosis fogadd torzset

- Munkank soran elvégeztiik az eldallitott fogadd torzs
GFP konstrukcidval val6 transzformaciojat

- Munkank soran létrehoztunk egy C. parapsilosis gén

overexpressziora alkalmas vektort
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-Munkank soran talmiikodtettik a WORI gént a C.

parapsilosis fogadd torzsében
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