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Bevezetés

A leggyakoribb betegségek kialakulasaban szamos endogén és kornyezeti tényezd
jatszik szerepet. A kivalto faktorok hatasara tobb kiillonb6zo gén expresszioja, igy tobb fehérje
mennyisége megvaltozik. Ezek 0sszessége okozza a betegség fenotipusat, ezért nem elegendd
csak egy gént vagy fehérjét vizsgélni, az egész rendszert figyelembe kell venni ahhoz, hogy
megértsiik a betegségek kialakuldsanak folyamatat és hatékony gyogyszereket fejleszthessiink
ki. Dolgozatomban két multifaktorialis borbetegség vizsgalataval foglalkozom: a
vulvovaginalis candidiasissal (VVC) és a pikkelysomorrel. Az eldbbiben in vitro modelleztiik
a betegséget és RNS szekvenalast végeztiink annak érdekében, hogy a gomba virulencia
faktorait azonositani tudjuk. Az utdbbiban microarray meta-analizis és héldzatanalizis
segitségével vizsgaltuk a pikkelysomort. A vizsgalat eredményeként a betegség kialakulasaban
potencialisan fontos fehérjéket azonositottunk és a terapidban feltehetéen hasznalhatd

gyogyszereket talaltunk.

A mikrobiom szerepe az utobbi idében a biomedikalis kutatasok kdzéppontjaba kertilt.
Mind egészséges allapotban, mind betegségek kialakulasaban fontos szerepet tulajdonitanak a
kommenzalis floranak. A Candida albicans (C albicans) egy dimorf gomba. Képes sarjadz6
formaban novekedi, mely nem patogén, a kommenzalis flora tagja és megtalalhatd a béron és a
nyalkahartyak felszinén. Emellett a patogén hifas formajaban betegségeket okoz. A gomba
szamos modon alkalmazkodott az emldsok bdrén és nyalkahartyain 1év6 koriilményekhez.
Barmi, ami ezeket a koriilményeket szamara kedvezdtlenné teszi, a hifas novekedést indukalja.
A hifads forma a sejtekbe penetrdl, azokat elpusztitja. Emellett a sarjadz6 forma képes
fagocitozist indukalni invazin molekulak segitségével. Ebben az esetben a fagoszoman beliil

indukalodik a hifas novekedés, mely a sejtek lizisét okozza.

A gomba két formdjanak elkiilonitésében fontos szerepet jatszik a természetes
immunitas. Molekularis mintazatok felismerésére alkalmas receptorok felismerik a gomba
felszinén 1év6 glikoproteineket. A gomba két formajaban a sejtfal felépitése kiilonboz0, ugyanis
a hifas novekedés kezdetekor a sejtfal is atépiil. A hifas forma kifejezetten immunogén, mig a
sarjadz6 forma kevésbé indukal immunvalaszt. Az adaptiv immunvalasz szerepe a C. albicans-
szal szembeni védekezésben kevésbé tisztazott. Néhany vizsgalat a gombara specifikus
antitestek jelenlétét igazolta a human szérumban. Szdmos vizsgélat alapjan a sejtes

immunvalasz fontosabb szerepet jatszik a gomba elleni védekezésben, mint a humoralis.



Erdekes megjegyezni, hogy mig az adaptiv immunvalasz szerepe bizonyitott a tipcsatorna

candidas fertézéseiben, csak a természetes immunitas szerepét feltételezik VVC-ban.

Hatalmas mennyiségii adat all rendelkezésre a human mikrobiommal kapcsolatban. A
mikrobak  genetikai, genomikai, metagenomikai, epigenomikai, transzkriptomikai,
proteomikai, metabolomikai és evolucids analizise a modern kutatds egyik legfobb eszkozéveé
valt. A nagy ateresztd képességli szekvenalas lehetévé tette teljes genomok, epigenomok,
transzkriptomak és a mikrobak osszetételének vizsgalatat, melynek eredményeként a virulencia

faktorok é€s ezaltal potencialis gyogyszercélpontok hatékonyabb azonositasa valt lehetove.

A pikkelysomor az egyik leginkabb vizsgalt borbetegség. Tobb, mind 39000 talalatot
kapunk a “psoriasis” keres6szora a PubMed adatbazisaban és ez a szam naprol napra novekszik.
A betegek borén hyperkeratotikus, vaskos plakkok lathatok. Leginkabb a konyokok, térdek és
a keresztcsont kornyéke érintett, de a hajas fejb6ron és a teljes borfelilleten megjelenhet a
betegség. Létrejottében genetikai faktorok €s kdrnyezeti tényezdk egyarant szerepet jatszanak.
Eddig Osszesen 36 l0kuszt azonositottak a genomban, mely pikkelysomdrre hajlamosit.
Emellett szamos gydgyszer, a dohdnyzas, a stressz, a bor sériilésének, a streptococcus fert6zés
¢s hormonalis valtozasok szerepét is feltételezik a kialakulasaban. A pikkelysomor egy immun-
medialt betegség, melynek pathomechanizmusaban szamos immunsejt és citokin szerepet
jatszik. Autoimmun hatterét is valoszinisitik, bar konzisztens autoantigént még nem sikerdilt
azonositani. A pikkelysomords betegeknek nagyobb az esélyiik a metabolikus szindroma
kialakulasara €s ez a rizikd novekszik a bdrelvaltozasok sulyossagaval. Mindkét betegség
hatterében immunologiai folyamatok huzddnak, emellett ismertek lokuszok a genomban,
melyek mindkettre hajlamositanak, példaul a CDKALI. A korkép egyik ugyancsak fontos
jellemzdje a keratinocytak tulzott proliferacidja, amely a pikkelyek képzddéséért tehetd

felelOssé.

A betegség kezelésére szamos lehetdség van. A terdpids javallatok fliggenek a betegség
sulyossagatol, a tarsbetegségektdl és a korabbi terdpids anamnézistdl. A kezelés torténhet
helyileg, szisztémasan és UV fénnyel. A helyi kezelések koz¢é tartoznak a szteroid, D3 vitamin,
dithranol, retinoid, vagy calcineurin inhibitor tartalmu externdk, mig a leggyakrabban hasznalt
szisztémas kezelések a methotrexat, calcineurin inhibitorok és a biologiai terapiak. A
kezelésekre eltérd betegek eltéré6 modon reagalnak. Vannak terapia-rezisztens esetek, sot,
eléfordul, hogy a kezelés hatasara az allapot romlasat tapasztaljuk. Ez is azt mutatja, hogy a
pikkelysomor sokkal komplexebb annal, mint amennyit eddig ismeriink rola és elengedhetetlen

a betegség rendszerbiologiai vizsgalata. Ehhez segitséget nydjtanak az Gin. “omics” adatok. Az



adatok bioinformatiokai feldolgozéasa, megfeleld sziirése ¢s normalizalasa viszont fontos ahhoz,
hogy a fals eredményeket elkeriiljik. Egy valid in silico modell megalkotasa csak ezek utan

lehetséges.

A génexpresszid tartés valtozasa felelds kiilonbozé betegségek fenotipusanak
kialakulasaért és fenntartasaért. A DNS microarray egy széles korben hasznalt modszer a
transzkriptoma  vizsgalatira. Ma mar kiilonb6zé splicing varidnsok, nukleotid
polimorfizmusok, fazidés gének és transzkripcios faktorok kotédési helyének vizsgalata is
lehetové valt a modszer tovabbfejlesztésével. A microarray viszonylag olcsé és szamos szoftver
¢s algoritmus all rendelkezésre az adatok feldolgozasara in silico. A moédszer hatranya, hogy 1j
MRNS-ek azonositdsara nem alkalmas, mivel elére meghatarozott szekvencidk jelenlétét
detektalja csak. A pikkelysomorrel kapcesolatban tobb microarray vizsgalat eredménye elérhetd.
Ezek meta-analizise lehetéséget ad arra, hogy a vizsgalatok kozotti kiillonbségeket kisziirjiik és

egy altalanos képet kapjunk a génexpressziorol.

Az 0j generacids szekvenalasos modszerek az 1990-es évek végén jelentek meg. Ezek
segitségével teljes genomok ¢€s transzkriptomak szekvencidja hatarozhatdé meg, de lehetdség
van epigenomikai analizisre és protein-fehérje interakciok azonositasara is. Eleinte a
vizsgalatok koltsége kifejezetten magas volt, de az ar csokkenésével az alapkutatdsban is
lehetdvé valt a hasznalatuk. Az eljarasok a klasszikus lanctermindcin alapuld Sanger
szekvenalasnal nagysagrendekkel gyorsabbak és olcsobbak. A leggyakoribb modszerek a
ligacion (SOLiD) és szintézisen alapuld (Illumina) mddszerek, valamint a piroszekvenalés és
az ion-aram elven alapuld szekvendlas. A vizsgalataink soran mi a SOLiD moddszert
alkalmaztuk. Az emlitett elényok mellett fontos, hogy Gj mRNS-ek azonositésa is lehetséges
RNS szekvenalassal. Ugyanakkor, habar az eljarasok koltsége csokken, még mindig nagyon
draga lehet bioldgiai parhuzamosok alkalmazéasa. Ha ez nem lehetséges, akkor az eredmények

validalasa elengedhetetlen.

A halozatanalizis egy 0j és gyorsan fejlodd teriilet a rendszerbiologian belil. A
génexpresszids adatokat figyelembe véve, sejten beliili halozazok vizsgalataval lehetové valt
kiilonbozé folyamatok komplex jellemzése. Ezek a halézatok génekbdl és/vagy az altaluk
kodolt fehérjékbol épiilnek fel. A haldézatok csomopontjait igynevezett centralitas értékekkel
jellemezziik. Az 0Osszekottetésben 4all6 csomépontok haldzati motivumokat alkotnak,
melyeknek fontos szerepe van a halozat dinamikéjaban. A sejten beliili fehérjéket fontos halozat
részeként vizsgalni. A modern haldzatelmélet leirdsa 6ta rohamos fejlodés tapasztalhato a sejten

beliili halézatok kutatasaban, melyhez szamos in silico mddszer all rendelkezésre. A sejten



beliili szignaltranszdukciés és metabolikus utvonalakat is halozatokként foghatjuk fel. Ezen
utvonalakrél nagy mennyiségli informacid all rendelkezésre online adatbazisokban. Emellett
lehetdségilink van haldzatok épitésére fehérje-fehérje és fehérje-DNS interakcidkat tartalmazo
adatbazisok adatait felhasznalva. A  halozatanalizis egyre fontosabba valik a
gyogyszerKutatasban is. Uj gyogyszercélpontok megfelel pontossag azonositasahoz a sejten
beliili rendszerekrél rendelkezésre 4all6 minden adat integralasa sziikséges. Ehhez a
legkézenfekvobb modszer halézatok létrehozasa, melyek segitségével

gyogyszermellékhatasok, gydgyszerkdlcsonhatasok azonositasa is lehetové valt.

Célkituzések

l. Elsd vizsgalatunkban egy in vitro VVC modell 1étrehozasat terveztiik. Azt feltételeztiik,
hogy a human sejtek jelenlétében névekvo hifak jelentésen kiilonboznek a kontrolltol,
mely human sejtek nélkiil novekszik. Ugyancsak feltételeztiik, hogy a kizarolag sejtek
jelenlétében upregulalédoé gének potencialisan virulencia faktorok lehetnek.

Il. Masodik vizsgalatunkban olyan sejten beliili halozatok alkotasat tliztiik ki célul,
melyeket a 1ézids €s nem 1€zids pikkelysomords bor kozott eltérd expresszidot mutatd
gének (differentially expressed genes — DEG) és/vagy az altaluk kodolt fehérjék
alkotnak. Feltételeztiik, hogy a halozatok megfeleld analizisével a pikkelysomor

kialakuldsdban fontos tényezdket ¢&s potencidlisan hatékony gydgyszereket

azonosithatunk.

Modszerek |

Felhasznalt torzsek és tenyésztési koriilmények

A C. albicans SC5314-es klinikai izolatumat YPD taptalajban tenyésztettitk 30°C-on
standard koriilmények kozott. Az immortalizalt PK E6/E7 human vaginalis epithelialis
sejtvonal (vaginal epithelial cell line - VECL) sejtjeit CO2 termosztatban 37°C-on
szérummentes komplett keratinocyta taptalajban (complete keratinocyte medium - CKM)
tenyésztettiik. 10° db sejtet osztottunk lyukanként 6 lyuki sejttenyészté plate-ekbe és 24 oran
keresztiil inkubaltuk a tenyészeteket szérummentes CKM-ban. 24 oraval a fertdzést
megelézGen a taptalajt antibiotikum-antimikotikum mentes CKM-ra cseréltiik. A sejteket 3:1
aranyban sarjadz¢é 4allapotban 1évé gombaval kezeltiik, majd CO. termosztatban 37°C-on
tenyésztettiik tovabb harom oOrdn keresztiil. A gomba ilyen koriilmények kozott fonalas

formaban novekszik. Hifas kontrollként szérummentes CKM-ban gombat tenyésztettiink



human sejtek nélkiil azonos koriilmények kozott 3 oran keresztiil. Sarjadzé kontrollként a

gombabdl a 0. iddpontban RNS-t izolaltunk.

Virulencia teszt

A C.albicans virulencidjat a human sejtek ¢életképességének impedancia-alapt
mérésével végeztiik. Un. E-plate-ekbe lyukanként 10* VECL sejtet osztottunk. A sejtek a
lyukak aljdhoz tapadtak, majd 3 napig hagytuk éket névekedni. Ezt kovetden a sejteket hxk1A
mutans és vad tipusu (DIC185) C. albicans-szal kezeltiik. Pozitiv kontrollként Triton-X-et
alkalmaztunk, mely a human sejtek azonnali lizisét eredményezte. A 10 percenként mért
impedancia-értékek alapjan un. sejtindexet szamoltunk minden idépontra: (R,, — Rp,)/15, ahol
R, az aktudlis impedancia, Rj, a hattér impedancia (amikor a lyuk csak tdpanyagot tartalmaz).
egyes csoportok kozotti kiilonbségek statisztikai becsléséhez két- és egyutas ANOVA-t
hasznaltunk. A csoportonkénti Gsszehasonlitast kétmintds T probaval végeztiik, a kapott p
értékeket Bonferroni szerint korrigaltuk. Legalabb harom technikai és biologiai parhuzamost

alkalmaztunk kisérleteink soran.

A C. albicans adhéziojanak vizsgalata

A PK E6/E7 VECL sejteket addig tenyészettilk, mig konfluens tenyészeteket nem
kaptunk. Osszesen 10° hxklA mutins vagy vad tipusu (DIC185) sejttel kezeltiik a human
sejteket. A feliiluszot leszivtuk, majd két alkalommal mostuk a tenyészetet 1x PBS-sel. A
sejteket ezt kovetden 3.7%-0S (V/v) paraformaldehiddel rogzitettiik. Az adherens gomba
sejteket fénymikroszkop alatt megszamoltuk 10 véletlenszerien kivalasztott latotérben.
Kiserletiinket 3 alkalommal megismételtiik. Az eredmények statisztikai feldolgozasdhoz

kétmintas T probat alkalmaztunk.

Szekvenadlds, bioinformatikai és statisztikai analizis

A teljes transzkriptoma szekvenaldsat a kordbban publikalt modszerek és ajanlasok
szerint végeztiik. Az eredmények analiziséhez a CLC Genomics Workbench szoftvert
alkalmaztuk. A kapott szekvenciakat szal-specifikusan a C. albicans SC5314 ,,assembly 19”
referencia genomjara illesztettiik. A génexpresszié normalizalasahoz az un. ,,scaling” moszert
hasznaltuk. Az eltéré expresszidt mutatd gének azonositasdhoz az R DEGSeq konyvtéarat

hasznaltuk. Egy gén expressziojat két allapot kozott szignifikdnsan eltéronek tekintettiik,



amennyiben a kapott FDR érték 0.05 alatt volt és legalabb 2-szeresére vagy felére valtozott a

génexpresszio.
Kvantitativ reverz-transzkriptdaz polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

Legalabb 100 ng RNS-b6l komplementer DNS-t (cDNS) szintetizaltunk. A kivalasztott
mRNS szekvencidk relativ mennyiségének meghatarozasdhoz a SybrGreen modszert
alkalmaztuk. Kontrollként cDNS-mentes mintakkal is elvégeztiik a vizsgalatokat. A kontroll és
modell hifas mintdk génexpresszidjat a sarjadzé formahoz viszonyitva, azt 1-nek véve
szamoltuk ki. Két technikai és harom biologiai parhuzamost alkalmaztunk. Az egyes mintak

2744CT mbdszerrel szamoltuk

MRNS-mennyiségét a 18S rRNS mennyiségével normalizalva a
ki. A szignifikdnsan eltéré génexpressziot ANOVA, paronkénti T teszt és Bonferroni korrekciod

alkalmazasaval hataroztuk meg.

Modszerek |1

Microarray meta-analizis

Hat olyan microarray vizsgalatot toltottink le a GEO adatbazisbol, mely
pikkelysomords betegek 1€zids és nem 1ézids mintainak adatait tartalmazza. Minden minta
mindségét megvizsgaltuk az arrayQualityMetrics R konyvtar segitségével és a nem megfeleld
mindséglieket kizartuk a tovabbi analizisb6l. A nyers adatokat az Easy Microarray data
Analysis (EMA) R konyvtarral normalizaltuk. A nem megfeleld mindségli vizsgalatok
kizarasahoz a MetaQC R konyvtarat alkalmaztuk. Az eltérd génexpressziot mutatd géneket a
MetaDE konyvtar segitségével hatdroztuk meg. Azon géneket tekintettiik eltérd
expresszidjunak (DEG), ahol a FDR 0.001-nél kevesebb volt és legalabb masfélszeres vagy

minusz masfélszeres valtozas tortént két allapot kozott.

Fehérje-fehérje, fehérje-DNS és kémiai anyag-DNS hdlozatok |étrehozdsa

A fehérje-fehérje interakciokra (protein-protein interakcio — PPI) vonatkozo adatokat a
STRING 9.0 adatbazisabol nyertiik. Iranyitott és nem iranyitott haldzatokat alkottunk a 1ézids
és nem 1€zi16s mintadk kozott eltérd expressziot mutatd gének (DEG) altal kodolt fehérjékbol.
Csak azokat az interakcidkat hasznaltuk fel, melyek ,,megbizhatosagi” pontszama 900 felett
volt a nem irdnyitott és 800 felett volt az irdnyitott interakciok esetében. A kémiai anyag-fehérje
kolcsonhatasokat a STITCH 3.1. adatbazisbdl nyertiik. A megfeleld interakcidokat a STRING
adatbazisnal hasznaltak szerint valasztottuk ki. A fehérje-DNS interakcids (protein-DNS

interakcios — PDI) haldzatok épitéséhez a DEG-ek altal kodolt transzkripcios faktorokat (TF)



¢s az altaluk regulalt DEG-eket hasznaltuk. Az interakciok forrdsa a CisRED adatbazis volt.
Egy egyesitett halozatot is Ilétrehoztunk, amely fehérje-fehérje ¢és fehérje-DNS
kolcsonhatasokat is tartalmazott. Kontrollként olyan halézatokat alkottunk, melyek nemcsak a

DEG-ek-et és/vagy az altaluk kodolt fehérjéket tartalmazzak.

A halozatok analizise, kozponti csomdopontok és halozati motivumok azonositdsa

A halozatok analizisét és a csomdpontok centralitasainak meghatarozasat a Cytoscape
NetworkAnalyzer alkalmazasaval végeztiik. Ismert, hogy a centralitisok értéke
hatvanyfiiggvény-eloszlast mutat. Az eloszlasra jellemzo elsé és masodik momentumot (atlag
¢s variancia) hasznaltuk a kiugro értékek meghatdrozasahoz, ha az eloszlas y exponense 3-nal
nagyobb volt. Csak az eloszlas els6 momentumat (atlag) hasznaltuk abban az esetben, amikor
az exponens 2 és 3 kozott volt, mivel ilyen esetben a masodik momentum értéke (variancia)
végtelent vesz fel. Egy el6fordulasi valoszinliséggel stlyozott atlag értéket hasznaltuk 2 alatti
exponens értékeknél, mivel ekkor az elsé és masodik momentum is végtelen értéket vesz fel. A
halézati motivumok statisztikai analizis¢éhez a NetMODE alkalmazast hasznaltuk. Az
alkalmazasban kapott p érték megadja azon véletlenszerlien generalt halézatok aranyat,
amelyekben az adott motivum gyakrabban szerepel, mint a vizsgalt halozatban. p <
0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak a motivum megjelenését. Az egyes motivumokat a

Cytoscape NetMatch alkalmazaséaval sziirtiik ki a haldzatokbol.

Eredmények |

A VECL - C. albicans tenyészet, mint in vitro VVC modell

Ahhoz, hogy a C. albicans az epitélsejtecket megfertézze, a sarjadzé forma
epitélsejtekhez tapadasa sziikséges. Vizsgalataink sordan PK E6/E7 VECL sejteket fertdztiink
sarjadz6 C. albicans SC5314 gombaval. A fert6zott kultirat 3 ora elteltével megvizsgaltuk.
Ekkor a gombdk az epitélsejtek felszinchez tapadtak és hifasan novekedtek. Nagyjabdl a
gombafonalak 5 szédzaléka a human sejtekbe penetralt. Az egyszerliség kedvéért ezt az allapotot
a tovabbiakban ,,modell hifa’-ként emlitjiik. Kontrollként sarjadz6 gombaval kezeltiink csak
CKM taptalajt tartalmazo mintékat €s 3 ora elteltével vizsgaltuk dket. Ezekben a mintdkban
ekkorra a gombak jelentds része a plate-ek aljahoz tapadt és hifasan névekedett. A tovabbiakban

ezt a mintat ,,.kontroll hifa”-ként emlitjiik.



A transzkriptoma elsodleges analizise

Annak érdekében, hogy a sarj-hifa atalakulas kezdeti 1épéseit vizsgaljuk, transzkriptoma
analizist végeztiik RNS szekvendlassal. A mintak paronkénti 6sszehasonlitdsa eredményeként
a kontroll hifa és a sarjadz6 forma kozott 1283 eltérd expressziot mutatd gént (DEG) kaptunk.
Erdekes modon a kapott DEG-ek szama majdnem kétszeres, mintegy 2537 a modell hifa és a
sarjadzo forma kozott. A két hifa kozott 1574 DEG-et azonositottunk, valamint 384 olyan gént,
amely mindkét hifaban eltéré expressziot mutat a sarjadz6 formahoz képest, de a két hifa kozott
nincs kiilonbség. Az utobbiakat tekintettiik azon effektor géneknek, melyek aktivalédnak vagy
inaktivalodnak a megvaltozott tenyésztési koriilmények hatasara. 376 olyan DEG-et talaltuk,
melyek mindkét hifaban upregulalodtak, de eltérd expresszidt mutatnak a két forma kozott,
valamint 1205 gén kizardlag a modell hifaban mutatott eltérd expressziot a sarjadzo formahoz
képest. Ezek a gének potencidlisan a virulencidhoz kotottek. QRT-PCR analizist végeztiink
eredményeink validalasdhoz. Kivalasztottunk 22 gént, melyek reprezentaltdk az elobb emlitett
gén-csoportokat. A QRT-PCR analizisiink eredménye teljesen megegyezett az RNS

szekvenalas soran kapott eredményeinkkel.

A transzkriptoma funkciondlis analizise

A kisérleteink soran hasznalt koriilmények a gomba hifas novekedését indukaljak
human sejtek jelenlétében és anélkiil is. Megvizsgaltuk, hogy a hifazast regulald
szignaltranszdukcidés tutvonalak hogyan reagdlnak a megvaltozott koriilményekre.
Eredményeink azt mutattdk, hogy az utvonalakat aktivalo és gatld transzkripcios faktorok
expresszioja egyarant novekedett, mely arra utal, hogy ezek aranya kulcsfontossagu a hifas
novekedés soran. Az N-acetilgliikozamin (GICNAC) a hifas novekedés jol ismert induktora.
Erdekes modon azt talaltuk, hogy az GIcNAc transzporter NGT1 kizarélag human sejtek

jelenlétében upregulalodott.

Ismert, hogy a GIcNAc a C. albicans hifas novekedését indukalja. In vitro
modellinkben megvizsgaltuk a GICNAC katabolizmusaban szerepet jatszo tovabbi gének
expresszigjat is. Mivel az RNS szekvenalds nem szolgaltatott elegendd adatot ezen gének
GIcNAc-deacetilaz (DACT1), hexokinaz-1 (HXK1), GIcNAc-deaminaz (NAG1) expresszidjat
vizsgaltuk a kovetkezé mintdkban: kontroll hifa, modell hifa és kontroll hifa + 10 mM GlcNAc.
Mindhdrom gén expresszidja csokkent a kontroll hifdban a sarjadz6 mintdhoz képest,

ugyanakkor a modell hifdban és a GIcNAc-vel kezelt kontroll mintdban egyarant



upregulalodtak. Az utobbi mintdban bekovetkezett upregulacio valdsziniileg a magas GIcNAc

szint kovetkezménye volt.

Ezt kovetéen a GIcNAc-metabolizmus virulenciaban betoltott szerepét vizsgaltuk.
Annak ismeretében, hogy a naglA és daclA mutansok gliikkdz jelenlétében nem ndnek, egy
hxkIA mutans torzset valasztottunk kisérleteinkhez. Un. RTCA vizsgalatot végeztiink, mely
elektrédokkal detektalt impedancia értékek alapjan valos idejii, kvantitativ adatokat szolgaltat
az €16 sejtek szamarol. VECL sejteket eltéré mennyiségii C. albicans vad (DIC185) vagy hxk1A
mutans gombaval fertéztiink €s az impedanciat 24 oran keresztiil regisztraltuk. A regisztralt
értekek alapjan sejtindexet szamoltunk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a mutans gomba éltal
okozott cytotoxicitas alacsony gomba sejtszam (2000 és 5000) mellett alacsonyabb, mint a vad

tipusnal. Magasabb gomba sejtszamoknal (10000 és 20000) ez a kiilonbség eltiinik.

Szamos publikalt adat igazolja a GIcNAc szerepét a sejtfal felépitésében. Feltételeztiik,
hogy mivel a sejtfalnak és a sejtfal glikozilalt fehérjéinek fontos szerepe van az adhézidban, a
hxk1A muténs torzs csokkent virulencidjat a csokkent adhézios képesség okozza. Az adhézid
vizsgalatat végeztiik, melynek soran konfluens VECL tenyészeteket kezeltiink C. albicans vad
tipustt (DIC185) és hxklA mutéans torzsekkel. Masfél ora elteltével a nem tapado sejteket
lemostuk és a human sejtekhez tapadd gombasejteket megszamoltuk. Eredményeink azt
mutattak, hogy sokkal kevesebb hxk1A mutéans sejt tapadt a human sejtekhez, mint a vad tipus
esetében, mely arra utal, hogy a csokkent virulenciat a csokkent adhézids képesség okozza.
Megemlitendd, hogy veliink parhuzamosan publikaltadk a GIcNAc adhézidban betoltott szerepét
a Staphylococcus aureus esetében.

Eredmények |1

Eltéro expressziot mutato gének detektdalasa miroarray meta-analizissel

Annak érdekében, hogy adatokat nyerjiink a 1ézids és nem 1€zios pikkelysomoros
bérmintak kozotti génexpresszios eltérésekrdl, microarray meta-analizist végeztiink. A
Johnson-Huang és mtsai. altal végzett vizsgalatot az analizis elején kizartuk az
arrayQualityMetrics egyéni mintakra vonatkozo eredményei alapjan. A megmaradt vizsgalatok
mindségét megvizsgaltuk a MetaQC R konyvtarral és mindet megfeleld mindségiinek talaltuk
az analizishez. A DEG-eket a MetaDE konyvtar segitségével azonositottuk: 2307
upregulalodott és 3056 downreguldlodott gént talaltunk a 1ézids mintdkban a nem 1€zids

mintakhoz képest. A DEG-eket hasznaltuk a halézatok megalkotasahoz. A DEG-ek magas
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szama meglepd lehet, de ezt magyarazhatja a génexpresszio-valtozas alacsonyabb kiiszobértéke

(2 és -2 helyett 1.5 és -1.5), valamint a vizsgalatok mintainak eldzetes szlirése.

A halozatok dltaldnos jellemzoi

Iranyitott és nem iranyitott PPI, iranyitott PDI és egyesitett (PPI-ket és PDI-ket egyarant
tartalmazd) haldzatokat alkottunk a DEG-ekbdl és/vagy az altaluk kodolt fehérjékbol. A DEG-
ek alapjan alkotott halézatok atmérdje nagyobb, mig ,,atlagos legrovidebb utvonal” értéke
kisebb volt a kontrollként hasznalt, nemcsak DEG-eket tartalmazo halozatok esetében kapott
értekeknél. Ezt a csomopontok fokozata €s a kodold gének expresszid-valtozasa kozotti
altalanos negativ korrelacido okozhatja. Mivel a 1.5-szeres abszolut expresszidvaltozasnal
kisebb értékeket mutatd géneket kisziirtiik, a maradék csomopontok atlagos fokozata
alacsonyabb, mivel nagyobb expressziovaltozast mutatnak. Emiatt a haldzaton beliili
kapcsolatok mennyisége kisebb, mely magasabb atmér6t és kisebb ,,atlagos legrovidebb

utvonal” értékeket eredményez.

A legfontosabb csomdpontok azonositisa

A DEG-eredetli halézatokban a legfontosabb csomdpontokat a fokozat és a stressz
centralitdsok alapjan azonositottuk. Szamos olyan fehérjét talaltunk, melyeket a
pikkelysomorrel mar kapcsolatba hoztak, de az altalunk azonositott CCNA2, FYN ¢és PIK3R1
fehérje Uj és eddig a betegséggel nem hoztak osszefiiggésbe ket. A PDI halozatok analizise
soran ugyancsak azonositottunk Uj, a betegség kialakulasaban potencialisan fontos
transzkripcids faktorokat, mint példaul az androgén receptor (AR), TFDP1, MECOM és
MEF2A fehérjék.

A halozati motivumok vizsgalata

Megvizsgaltuk a 3 és 4 csomoOpontbdl allo halézati motivumokat a DEG-eredetli és
kontroll hal6zatokban. Talaltunk olyan motivumokat, amelyek csak a DEG-eredetli vagy csak
a kontroll halézatokban dusultak fel szignifikdnsan. Szdmos ilyen motivumot mar vizsgaltak és
jellemeztek korabban biologiai halézatokban. Ilyen példaul a divergencia, konvergencia és a
,bifan” motivum. Egy érdekes eredmény a visszacsatoldsi korok feldusulasa az egyesitett
halozatokban a kiilonallé6 PPI és PDI halozatokhoz képest. Ugyancsak emlitésre méltd egy
olyan motivum feldtsuldsa, mely egy kiilonallé csomdpont altal vezérelt pozitiv visszacsatolasi

korbal 4ll.
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Kozponti alhdlozat azonositisa

A pikkelysomoros betegeknek egy idében 1€zios és nem 1ézios borteriileteik is vannak.
Célunk volt azon csomopontok azonositasa, melyek a betegség ,,mindent vagy semmit” tipusu
megjelenését okozzak és fenntartjak a betegséget. Ehhez a kovetkezoket vettiik figyelembe:
ismert, hogy az autoimmun és autoinflammatoros betegségek kialakulasaban alapvetd szerepe
van a pozitiv visszacsatolasi koroknek; ismert, hogy a f6 csomoépontok sokkal tobb pozitiv
visszacsatolasi kor tagjai, mint negativé; ugyancsak publikaltdk, hogy az egymassal
kapcsolatban 1évd gyorsan és lassan reagalo pozitiv visszacsatolasi korok képesek sok, aprd, a
halézatot ért behatasra (pl. a pikkelysomords beteg borét érd kiillonbozé endogén és exogén
faktorok) egy Uin ,,mindent vagy semmit” tipust valtozast létrehozni. A visszacsatolasi korok
mar emlitett feldasuldsa ugyancsak a pozitiv visszacsatolasi korok potencialis szerepére utal a

pikkelysomords 1€zios borben.

Annak érdekében, hogy a legfontosabb pozitiv visszacsatolasi koroket azonositsuk, egy
olyan haldzatot hoztunk 1étre, mely tartalmazta azokat a fehérjéket és DEG-eket, melyeket a
korabban azonositott magas centralitas értékekkel rendelkezé csomdpontok alkotnak. Ebben a
halézatban az Osszes visszacsatolasi kort azonositottuk, melyek egy nagy alhalézatot alkottak.
Ebben a halézatban minden csomdpont expresszidjanak valtozésa olyan iranyban véltozott,
hogy a halozat aktualis aktivitasat (tehat a 1ézios fenotipust) fenntartsa. Ezt boolean analizissel

is igazoltuk.
Kémiai anyag-fehérje halozatok analizise

A STITCH adatbazis adatai alapjan iranyitott és nem iranyitott kémiai anyag-fehérje
héalozatokat hoztunk 1étre. A kémiai anyagok koziil kisziirtiik a gyogyszereket és a potencidlisan
gyogyszerként hasznalhato anyagokat ¢és fokozat, valamint stressz centralitdas alapjan
rangsoroltuk Oket. A legmagasabb értékekkel rendelkez6 anyagokat a gyogyszerek ATC
csoportositasa alapjan osztalyoztuk. A legmagasabb értékekkel a retinolsav, cholecalciferol,
kotikoszteroidok, methotrexat, sirolimus és tacrolimus rendelkeztek. Ezeket a gyogyszereket
hatékonysagat klinikai vizsgalatok bizonyitjak. Ilyenek az antidiabetikumok, azon beliil is a
thiazolidindionok. A HMG-Koenzim-A gatld simvastatin egy eldzetes vizsgalat alapjan
hatékonynak bizonyult, habar az azonos csoportba tartoz6 atorvastatin esetében nem volt

szignifikans javulas. A tumorellenes methotrexat egy jol ismert gyogyszer a pikkelysomor

crer
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berberint tartalmaz6 Mahonia aquafolium kivonat ATC csoportokba nem klasszifikalhato, de 3

klinikai vizsgalatban a pikkelysomor javulasat eredményezte.

Az azonositott gyogyszerek koziil tobbnek a hatékonysagat pikkelysdmorben in vitro
kisérletek alapjan valosziniisitik. Ilyen példaul a lipidszint-csdkkentd clofibrat, fluvastatin és
pravastatin, az ajabb COX2 gatlok, az N-acetilcisztein, a hiszton-deacetilaz gatlo trichostatin
A, kiilonboz6 arzéntartalmi vegyiiletek, a foszfodiészteraz-gatld rolipram és a polifenol
szerkezet rottlerin. Esetriportok allnak rendelkezésre a clonidin, captopril, losartan, imatinib,
diclofenac, olanzapin, fluoxetin €s chloroquin pikkelysomort indukald hatasarél. Ugyancsak
esetriportok vetik fel a cytarabin, doxorubicin, cisplatin, gefitinib, colchicin, lidokain és nikotin

betegséget javitd hatasat.

Osszegzésiil elmondhatd, hogy az azonositott anyagokbol 34-r8l all rendelkezésre
klinikai vizsgalati eredmény, kisérletes eredmények vetik fel 24 gydgyszer hatékonysagat, mig
a betegséget indukalo vagy javito hatds 21 gydgyszer esetében meriilt fel esetriportok alapjan.
Emellett 98 olyan anyagot azonositottunk, melyeket pikkelysomorrel még nem hoztak

Osszefiiggésbe, de potencialisan hatékonyak lehetnek.

A hatékony gyogyszerek foként a kozponti halozat fehérjéin hatnak

Ezt kovetden megvizsgaltuk annak a 32 gyogyszernek a tamadaspontjait, melyeknek
hatékonysagat klinikai vizsgalatok tamasztjak ala. A tamadaspontokat a rajuk hato hatékony
gyogyszerek szamaval jellemeztiink, majd Osszehasonlitottuk a koézponti halozat fehérjéinek
értékét a tobbi fehérjével. Eredményeink alapjan a kozponti halézaton szignifikdnsan tobb

hatékony gyogyszer fejti ki hatdsat.

Kovetkeztetések

In vitro modellezés vs. biopszids mintak hasznalata

A C. albicans-szal végzett vizsgalatainkban in vitro modellt hasznaltunk. Feltételeztiik,
hogy habar a hifas atalakulas elengedhetetlen a fert6z€s soran, szamos egyeb tényezd sziikséges
a gomba virulenciagjahoz, emiatt a human sejtek jelenlétében ndvekvé gomba Iényegesen
kiilonbozik attdl, melyre csak a megvaltozott fizikai kornyezet hat. Az egyik legnagyobb

kihivés kisérleteinkben a VVC megbizhato in vitro modellezése volt.

A hiivelyvaladék pH-ja nagyjabol 4.5. Ezen a pH-n a C. albicans fonalas novekedése

gatolt, emiatt a kisérleteinkben 8.0 pH-ju koriilményeket alkalmaztunk. A tenyésztéshez
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hasznalt taptalaj 5.6 mM gliikk6zt tartalmazott, mely hasonlit a vagina valadékaban 1évo
koncentracidhoz (5.2 mM - 0.1%). Megjegyzendd, hogy ismert az alacsony (0.1%)
gliikozkoncentracio hifas novekedést indukald hatasa, mely feltételezhetéen egy fontos
aktivatora volt a fonalas novekedésnek in vitro modelliinkben is. Emellett a tenyésztéshez
hasznalt, a human koriilményekkel megegyez6 kornyezeti hémérséklet (37 °C) ugyancsak hifas
novekedést indukdl. Habdr a kisérleteink tervezése soran probaltunk minden tényezot
figyelembe venni, néhanyat nem tudtunk a modellbe illeszteni: a gomba hifas novekedését in
vivo a microbiom t6bbi tagjanak a jelenléte is befolyasolja; emellett a gomba in vivo
koncentracidja sem ismert, emiatt empirikusan meghatarozott szamu gombaval fertoztiik a
humas sejteket; végiil, kisérleteinkben csak egyféle sejttipust hasznaltunk, mig in vivo szamos
egyeb sejttipus is jelen van. Az emlitett hatranyok ellenére ugy gondoltuk, hogy megfeleld
kontrollokat hasznalva modelliinkkel a human-gomba interakcioban lényeges faktorokat

tudunk azonositani.

Tobb microarray vizsgalat all rendelkezésre a pikkelysomorrel kapcsolatban. Ezek a
vizsgalatok biopszids mintdkat haszndltak a génexpresszid meghatarozasdhoz. A biopszids
mintak alkalmasak komplex betegségek vizsgalatara, de vannak olyan tényezOk, melyekre
kiilon gondot kell forditani. Mig az in vitro modellezés esetében a kisérleti koriilmények
standardizalasa relative konnyl, ez a biopszias mintak esetében problémas. Standardizalhatjuk
a betegek életkorat, nemét, a betegségiik stilyossagat vagy az alkalmazott terapiat, de vannak
olyan egyéni tényez6k, melyeket nem tudunk befolyasolni. A microarray meta-analizis egyik
fontos feladata egy olyan altalanos kép alkotésa a génexpressziorol, melyet nem befolydsolnak
kiilsé tényezok. A komplex szovetek analizisében nehézséget jelent tovabba, hogy a sejt-szintii
analizis még nem megoldott. Léteznek in silico modszerek, melyek segitségével sejt-specifikus
exoressziora kovetkeztethetiink, de ezek alacsony felbontastiak és pontatlanok. Egyetlen sejt
RNS szekvendlasdra is van lehetdség, de a sejtek megfeleld szétvalasztasa egyeldre

problematikus és az egész eljaras nagyon magas koltségekkel jar.

Az adatok sziirése és a fontos gének azonositdsa

A két bemutatott vizsgalatunkbol is lathatod volt, hogy a transzkriptoma analizisének
kulcsfontossagli része az adatok sziirése, normalizildsa és a biostatiszika megfeleld
alkalmazasa. Habar az RNS szekvenalas koltsége folyamatosan csokken, még most is gyakran
nagyon sokba keriil legalabb hatrom biologiai parhuzamos adatait kiilon-kiilon feldolgozni.
Mivel a mi célunk olyan folyamatok és fehérjék azonositasa volt, melyek potencidlisan szerepet

jatszanak a C. albicans virulenciajaban, harom bioldgiai parhuzamos minta RNS-ét egylitt
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szekvenaltuk. A kapott eredmények alkalmasak voltak arra, hogy a legfontosabb fehérjéket €s
folyamatokat azonositsuk, €s tovabbi in vitro vizsgalatokkal igazoltuk azok szerepét a gomba
virulencidjaban. Mivel a bioldgiai parhuzamosainkat egyesitettiik, a fontosabb eredményeket
QRT-PCR segitségével validalnunk kellett. Szdmos eltérd expressziot mutatd gént és

folyamatot azonositottunk, de mi a GIcNAc metabolizmusara koncentraltunk.

Egy meta-analizis célja, hogy altalanos kovetkeztetéseket vonjon le anélkiil, hogy
foldrajzi, etnikai, ¢letkorbeli és a vizsgalatok kivitelezésébdl eredd kiillonbségek azt
befolyasolnak. Vizsgalatunk soran az 0sszes rendelkezésre allo6 microarray vizsgalatot szigora
szlirésnek vetettilk ald. Mindegyik vizsgdlatot ugyanazon a chipen végezték és mindegyik
megfelelt a MIAME kovetelményeinek. A sziirés és normalizalas folyamata is ugyanagy tortént
minden vizsgalat esetében. A vizsgalatok mindegyik mintajanak minéségét az
ArrayQualityMetrics R konyvtarral megvizsgaltuk és az alacsony minéségii mintakat kizartuk
az analizisbdl. A teljes vizsgélatot kizartuk a tovabbi analizisbdl, amennyiben azt a MetaQC R
konyvtar eredményei sziikségessé tették. Komplett hal6zatokat szerettiink volna alkotni DEG-
ek felhasznalasaval, igy az expresszidvaltozas kiiszobértékének megvalasztasa kulcsfontossagu
volt, mely altalaban empirikus modon toérténik. Minden génre azonos kiiszobértéket hasznalunk
annak ellenére, hogy a kodolt fehérje funkcidja és a haldzatban betdltott szerepe egyarant
befolyasolja az expresszid valtozasdnak mértékét. Esetlinkben a masfélszeres valtozast
tekintettiik kiiszobértéknek a szokasos kettd helyett azért, hogy potencialisan fontos fehérjék
analizisbdl torténd kizarasat elkertiljik. Megjegyzendd, hogy szamos magas centralitds
értékekkel rendelkezd csomoOpont epxresszidvaltozasa 2 alatt volt, melyet megmagyarazhat a
csomopontok fokozata és expresszidjuk valtozasa kozotti negativ korrelacio. A génexpresszio-
véltozas kiiszobértékének meghatarozasahoz egy olyan modszer lenne idedlis, mely génekre
specifikusan, azok jellemzd expresszios mintdzatait vizsgalva hoz statisztikai alapokon nyugvo

dontést.

PPI halézatainkat a legnagyobb interakcids adatbazis (STRING) adatai alapjan alkottuk
meg, mely nem csupan kisérletesen bizonyitott, hanem nagy pontossagu algoritmusokkal
prediktalt interakciokat is tartalmaz. A PDI halozatunkhoz ugyancsak felhasznaltunk
szamitogépekkel prediktalt, de megbizhato interakciokat. A centralitdsok esetében hasznalt
kiiszobérték meghatarozasa specialis modszereket igényelt, mivel ezek hatvanyfiiggvény
eloszlast mutatnak. Az alkalmazott moddszereinkkel a pikkelysomor kialakuldsdban

potencialisan szerepet jatszé fehérjék és folyamatok azonositasa valt lehetdve.
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A gének kontextusba helyezése

In vitro modelliinkben a C. albicans mikrokdrnyezetének valtozasa szamos
szignaltranszdukcids utvonal indukcidjat eredményezte, melynek eredményeként a gomba
hifasan névekedett a modell és a kontroll koriilmények kozott egyarant. A GICNAc-transzporter
NGT1 viszont csak a modell hifaban indukalddott. A hxklA mutans gomba csokkent
virulenciat mutatott a vad tipushoz képest, melyet csokkent adhézids képessége okozhatott. A
human extracellularis matrix jelentdés mennyiségii GICNAc-t tartalmaz. Egy korabbi kdzlemény
alapjan az extracellularis matrixbol jelentés mennyiségli GICNAc szabadul fel annak
remodellacidja soran, mely a GICNAC katabolizmusaban szerepet jatszo NGT1, HXK1, NAG1
¢s DAC1 géneket indukalhatja.

A C. albicans pathogenesise soran fontos 1épés a gombsejtek epitél és endotélsejtekhez
tapadasa és a sejtekbe torténd penetralasa. Ismert, hogy a GICNAC szintézise elengedhetetlen a
kitin szintéziséhez. A sejtfal belsd rétege kitinbdl épiil fel (B-(1,3)-glukan, p-(1,6)-glukan és
GIcNAc polymere). Ez a réteg rogzit glikozilfokszfatidilinozitol (GPI) horonyon keresztiil
szamos olyan fehérjét, melyek fontos szerepet jatszanak az adhézioban. Ezeket figyelembe véve
hogy a hxklA mutans csokkent adhézids képessége a csokkent kitin szintézisen keresztiil
valosulhat meg. Ezt egy korabbi vizsgalat is alatimasztja, melyben a Nikkomycin Z, a Kitin

szintézis gatloszere a C. albicans csokkent adhézids képességét okozta.

A pikkelysomor kialakulasaban fontos szerepet jatszik a keratinocytak fokozott
proliferacidja, mellyel szamos fehérjét Osszefiiggésbe hoztak. Ezek koziil a legtobb
megtalalhatd volt a legmagasabb centralitds értékekkel rendelkezé fehérjek kozott, de
azonositottunk olyanokat is melyek szerepét eddig a betegségben még nem vizsgaltak (CCNA2,
TFDP1 és MECOM). A pikkelysomor egy immun-eredetli betegség. Szadmos olyan
immunrendszeri fehérjét talaltunk, melyet mar leirtak a pikkelysomorrel kapcsolatban. Az src
kinaz FYN downregulacidja a 1ézios bérben egy kompenzalé mechanizmus lehet, mivel ennek
a fehérjének fontos szerepe van az IFN gamma hatasaban és a TNF-indukalta COX2
expresszioban, mely folyamatok fontosak a pikkelysomor patogenezisében. A kozponti
halozatunk fontos elemei voltak az IL8, CCL2 és az IRF1 fehérjék, melyek szerepe
pikkelysomor kialakulasaban bizonyitott, de gatloszereikkel még nem végeztek klinikai

vizsgalatokat.

A pikkelysomor és a metabolikus szindroma kapcsolata jol ismert. A két betegség

bonyolult Gsszefliggésben all egymassal, melyet tobbek kozott citokinek befolyasolnak.
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Szamos DEG altal kodolt fehérjét kapcsolatba hoztak mindkét betegséggel. Ilyen fehérjék
példaul a PPARG, INS-IGF2, LEP stb. Emellett tobb olyan fehérjét azonositottunk, melyeknek

szerepe lehet a pikkelysomoros betegek inzulin rezisztencidjanak kialakulasaban.

A rendszerbioldgia célja nagy mennyiségl adat alapjan modellek alkotdsa, melyhez
megbizhatd, pontos adatok sziikségesek. Pikkelysomords vizsgalatunkban génexpresszios
adatokat hasznaltunk, a proteinek mennyiségét €s mindségét nem ismertiik. Emellett csak egy
fgy egy pontos differencialegyenletekkel leirt modellt nem tudtunk alkotni. Viszont a halozat-
alapu analizissel képesek voltunk egy olyan alhalézat azonositasara, melynek potencidlis

szerepe lehet a pikkelysomor kialakulasaban és fenntartasaban.

Terapias aspektusok

A STITCH adatbazis alapjan kémiai anyag-fehérje haldzatokat hoztunk 1étre, melyek
segitségével a betegséget befolydsold gydgyszerek azonositdsara torekedtiink. Szdmos olyan
gyogyszer szerepelt fontos csomopontként, melyet mar széles korben haszndlnak a
pikkelysomor kezelésére. Az eredményeink arra utalnak, hogy kiilonb6zd intracelluléris
halézatok egyesitése kémiai anyag-fehérje halozatokkal hatékony mddszer lehet potencialisan
hatékony gyogyszerek azonositdsdban. Megjegyzendd, hogy eredményeink publikdlasa ota az
altalunk hatékonyként prediktalt gyogyszerek egy részének hatékonysagat bizonyitottak
pikkelysomorben.

A rendszerbiologia helye a borgydgydszati kutatdasban

Az utdbbi évtizedekben a technoldgia fejlddésével hatalmas mennyiségli ,,omics”-
jellegti adat valt elérhetévé. Mint azt a C. albicans-szal kapcsolatban végzett vizsgalatunk is
mutatta, in vitro modell és transzkriptoma analizis alkalmazasa alkalmas virulencia faktorok
azonositasara. Ugyanakkor mar publikalt adatok analizisével is jelentds eredményeket
kaphatunk, hiszen amellett, hogy a pikkelysomor patogenezisében fontos 11j fehérjéket tudtunk
azonositani, Uj potencidlis terdpias lehetOségeket is taldltunk. A modern kutatdsban
elengedhetetlenné valt nagy mennyiségli adat elemzése, mellyel konnyebben megérthetiink

komplex betegségeket és igy hatékonyabban kezelhetjiik azokat.
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