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Bevezetés

Az invaziv Candida fertézések napjainkban jelentds
egészségligyl problémat jelentenek, kiilonésen a
legyengiilt immunrendszerii egyének szamara, ahol a
kezeletlen, sulyos tiinetekkel jaré esetek végzetes
kimeneteliiek lehetnek. Mig a C. albicans okozza a
szisztémas fertézések tobbségét, az elmult évtizedekben
rohamos novekedés figyelheté meg a nem-albicans
Candida fajok elterjedésénck esetében. E fajok koziil
kiemelkedik a C. parapsilosis, amely szamos
nozokomialis fertozés kialakulasaért felelds,
leggyakrabban a korasziilotteket €s az alacsony sziiletési
sulya ujsziilotteket  érintd  fertdzésekkel hozhato
Osszefiiggésbe, amelyekhez magas halalozasi arany
parosul. Sz¢leskorti kutatas folyik az opportunista gomba
patogén  fertdzésekhez  vezetd 6  folyamatok
feltérképezésére, amelyek leggyakrabban a C. albicans
patogenitasanak meghatarozo tényezodire
Osszpontositanak. Ezzel szemben egyes rizikdcsoportok
¢s foldrajzi terliletek esetében kiemelkedden gyakran és
stlyos tiineteket okozo C. parapsilosis-rol, virulencia
faktorair6l ¢és annak az immunrendszerrel vald
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kolcsonhatdsarol  kevés  informécio  taldlhatdo a
szakirodalomban.

A nehéz- és konnylifém-ionok dontd szerepet jatszanak a
sejtnovekedésben, szamos metalloprotein kofaktoraként
szolgalnak, amelyek nélkiilozhetetleneck a komplex
metabolikus ~ folyamatokban és a  homeosztazis
fenntartasaban. Emiatt ezen eclemek megfeleld
egyensulyanak  fenntartdsa esszencidlis a  sejtek
megfeleld milkddéséhez és szamos élettani folyamat
zavartalan muikodéséhez. Az ilyen fémionok koziil
kiemelt jelent6ségli a cink, amely szamos enzim f6
alkotoeleme,  létfontossaghi  szerepet  jatszik a
velesziiletett és adaptiv immunrendszerben, jelenléte
pedig kiilonb6z6 enzimek és fehérjék miikodéséhez
sziikkséges. A sejtek cink transzportereket alkalmaznak,
hogy a cink ionokat felvegyék kornyezetikbol, vagy
éppen eltavolitsak a sejtekbol a felesleget, igy biztositva
azokoptimalis  miikodését. A  magasabb  rendll
organizmusok ugy védekeznek a korokozok ellen, hogy a
nyomelemek, példdul a cink ionok fehérjékhez kotott
formaban vannak jelen, amelyek igy a legtobb mikroba

szamara  hozzaférhetetlenck. Emiatt a  sikeres



korokozoknak  rendelkezniiik  kell egy  cink
transzportrendszerrel, hogy hozzaférjenek, széllitsak és
felhasznaljak az ily modon kotott cink ionokat. Ezzel
szemben a korokozoknak a cink mérgezo is lehet abban
az esetben, ha a felesleges, vagy nagy mennyiségii cink
ionokat nem képesek intracellularis raktaraikba
szallitani. Mycobacterium tuberculosis-t vagy Candida
glabrata-t fagocitald és eliminaldé makrofagokban a
fagolizoszomaban a gomba szamdéra toxikus szintre
emelkedik a cink ionok koncentracioja, amely a
korokozd pusztuldsdhoz vezet. A gazdaszervezetben
tehat mind a korlatozott mennyiségli cink, mind a
patogének szamara toxikus koncentracié jelenléte cink
védelmi funkciot tolt be, amelyet ,,nutritional immunity”-
nek nevez a szakirodalom.

Kutatocsoportunk célul tiizte ki a C. parapsilosis cink
ion transzportereinek in silico elemzését, a feltételezett
cink 1ion transzporterek géndelécidos mutansainak
létrehozéasat, valamint a mutansok fenotipusos és a
transzporterek funkcionalis jellemzését. Részletesen
vizsgaltuk a CpZRT21 és CpZRC1 cink transzporterek

jelentdségét in vitro egér és human makrofagokkal
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torténd interakcidjuk soran, valamint in vivo viaszmoly

larvak és egerek fertdzése soran.
Alkalmazott modszerek

Kisérletekben felhasznalt sejtek tenyésztése

Eleszté sejtek fenntartdsa és tenyésztése, E. coli sejtek
fenntartdsa és tenyésztése, J774.2 egér és M1 tipusu

human makrofagok tenyésztése

Létrehozott torzsek jellemzése soran alkalmazott

modszerek

Novekedési tesztek kiilonbozo stresszorok jelenlétében,
novekedési tesztek kiilonbozé pH értékii €s cink ion
tartalmu folyadék tapoldatban, cinkoszoma festés, cink

transzporter GFP jelolés

Molekularis technikak
DNS ¢és RNS izolalas ¢élesztd sejtekbdl, cDNS szinzézis,
PCR, gélelektroforézis, RT-qPCR

Fluoreszcens mikroszkopia soran hasznalt technikak




AlexaFluor647 festés, CONA-TRITC sejtfal festés,
DAPI sejtmag festés, Kalkofluor fehér sejtfal festés,

Fluozin3 cink ion festés, Zinquin cinkoszéma festés

In vitro J774.2 és M1 tipusi human makrofag-gomba

vizsgalatok

Fagocitozis  meghatarozdsa,  06lési  hatékonnysag
meghatarozasa, intracellularis cink ion mennyiség
meghatarozasa, C. parapsilosis cink ion mérgezésén
alapuld eliminalasanak vizsgalata

In vivo vizsgalatok soran hasznalt modszerek

Viaszmoly larva fertdzés ¢és a larvak tulélésének

vizgsalata, intravénas fertdzés végrehajtasa
egérmodellben: fertdzeést kovetd ¢ldcsiraszam
meghatarozas



Eredmények

A C. parapsilosis cink homeosztazisiban résztvevo

transzporterek azonositasa

Munkank kezdetén kollaboracios partneriinkkel (Duncan
Wilson,  University of Exeter, Exeter, UK)
kollaboracioban in silico elemeztiik, és
osszehasonlitottuk a C. albicans SC5314 ¢és S. cerevisiae
S288C vad tipusu torzsének genomjait a C. parapsilosis
CLIB 214 vad tipusu torzsével, a C. parapsilosis cink
transzportert kodold génjeinek azonositasa érdekében.
Hat potencidlis cink transzporter kodolé  gént
azonositottunk, amelyek a cink felvételben (Sc/CaZrt2
ortolog: CPAR2 210740, CPAR2 806710,
CPAR2 806720, CaZrt101 ortolég: CPAR2 500170), a
cink detoxifikal6o folyamataiban (Sc/CaZrcl ortolog:
CPAR2 212100) és a vakuolaris cink ion exportban
(ScZrt3 ortolog: CPAR2 212080) potencidlisan szerepet
jatszhatnak. Az in silico analizis soran nem talaltunk
CaPral cinkofor fehérjét kodold génszakaszhoz hasonlot
a C. parapsilosis genomjaban, amely arra enged

kovetkeztetni, hogy ez a faj a C. albicans-tol eltéré



modon veszi fel a gazda altal kotott formaban tartott cink
ionokat.

Az azonositott gének expressziojat kiilonbdzo cink ion
kornyezetben vizsgaltuk. Megallapithattuk, hogy az
azonositott, cinkfelvételben szerepet jatsz6 gének
(CpZRT21, CpZRT22 ¢és CpZRT23, CpZRTI01)
expresszios profilja a C. albicans-ban ismert gének
mintazatdhoz hasonlit, ugyanakkor a feltételezetten cink-
detoxifikdcioban ¢és raktarozasban szerepet jatszo
CpZRC1 egyedi, a vizsgalt fajoktol eltérd expresszids
mintazatot mutatott. A hat potencialis cink transzporter
génjét deletdltuk a genombol, ¢és a mutdnsok
életképességét kiilonbozd homérsékleten tenyésztve
valtozatos stresszkoriilmények (pl. kiilonbozd sejtfal és
membranstresszorok, savas és ligos kémhatas, valamint
konnyli és nehézfémek jelenlétében) kozott vizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy a CpZRT21 gén delécioja alacsony
defektust, valamint a CpZRC1 gén pedig magas cink ion

tartalmt koriilmény kdzott bizonyult esszencialisnak.



A CpZRT21 gén ¢és cink felvétel analizise és

funcionalis vizsgalata in vitro makrofag és in Vvivo

modellekben

A savas kozegben mikodd és cink felvételért felelds
Sc/CaZRT2 génhez a CpZRT21, CpZRT22 és CpZRT23
C. parapsilosis gén is nagymértékii hasonlosagot
mutatott, utdbbi kettd gén egymds paraldgjainak
tekinthetd. Feltételezhetd, hogy ezen gének ilyen
mértékili expanzidja a Pral cinkofér fehérje hidnyanak
albicans esetében ismert) esszencialisnak bizonyult savas
kémhatasu cink ion limitalt kornyezetben, azonban a
fenotipusos vizsgalat soran a CpZRT22 és CpZRT23
gének nem bizonyultak esszencidlisnak. A CpZRT22
vagy CpZRT23 gén elvesztése megnovekedett CpZRT21
expressziot  eredményezett, amely arra  enged
kovetkeztetni, hogy e harom gén expresszidja egymast
kolcsondsen  befolyasold, ugyanazon szabalyozési
folyamat alatt allhat.

In vitro J774.2 egér és human M1-tipusu makrofagokkal

végzett fagocitdzis €s gomba elimindldsra irdnyuld



kisérleteink eredményei szerint a CpZrt21 alacsony
affinitasu plazmamembran cink importer hianya nagyobb
mértékli  talélést biztosit a patogén szamara a
makrofagokkal torténé interakcido soran. Ez azzal
magyarazhat6, hogy a transzporter hidnya részben
megvédheti a gomba sejteket a nagy mennyiségli, a
gomba szamdra toxikus fagolizoszomadlis cink ion
koncentracioval szemben.

In vivo G. mellonella rovar és BALB/c vad tipust egér
modellben végzett kisérleteink soran megallapitottuk,
hogy a C. albicans-ban ismert CaZrt2 jelentds szerepe
ellenére a CpZRT21 gén nem befolydsolja a C.

parapsilosis virulenciajat.

A C. parapsilosis cink detoxifikald rendszerének

részletes jellemzése, valamint CpZrcl vakuolaris cink

transzporter funkcionalis vizsgalata in vitro makrofag

és in vivo modellekben

Munkank soran azonositottuk a S. cerevisiae a C.
albicans cink-méregtelenit6 transzporter ZRC1 ortologot
(CPAR2_212100, CpZRC1) C. parapsilosis-ban. A



CpZRC1 eltavolitasa a gomba életképességének
csokkenéséhez vezetett 5 mM vagy azt meghaladd cink
ion tartalmi kornyezetben, ami alatimasztja a CpZrcl
cink detoxifikald szerepét. Megallapitottuk, hogy a C.
parapsilosis képes intracellularis cink ion raktarak,
cinkoszémak létrehozdsara magas cink ion tartalmi
kozegben, azonban (C. albicans-szal ellentétben) ZRC1
fiiggetlen modon. A CpZRC1 funkciondlis vizsgalata
soran a CpZrcl transzporter vakuolaris membranhoz
torténd lokalizacigjat  allapitottuk meg, amely a
pékéleszté és a Cryptococcus neoformans cink
detoxifikal6 rendszeréhez hasonlit.

J774.2 egér és human M1 tipusi makrofagokkal végzett
in vitro kisérleteink eredménye szerint a CpZRC1 gén
hianya nem befolyasolja a makrofagok fagocit6zisanak
mértékét, azonban a vakuolaris membran lokalizalt cink-
importerrel nem rendelkez6 A/ACpZRCL1 sejtek csokkent
¢letképességét detektaltuk. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy a C. parapsilosis sejteknek a gomba szamara
toxikus cink ion mennyiséggel kell megkiizdeniik a

vizsgalt makrofdgokon beliil.

10



In vivo viaszmoly larvaval végzett kisérleteink soran nem
tapasztaltunk virulencia valtozast a CpZRC1 eltavolitasat
kovetden, azonban vad tipusu egér modell esetében
megallapitottuk, hogy a CpZRC1l gén megnovelt
expresszioja jelentésen megnovelte a C. parapsilosis

sejtek ellenalld képességét a 1épben.

Egér és human makrofagok cink mérgezésen alapulo

C. parapsilosis eliminalé rendszerének jellemzése

A J774.2 és MI tipust humén makrofagokat érintd
fagocitozisra és gomba eliminaciora vonatkozé in vitro
vizsgalataink bebizonyitottdk, hogy a cink felvételért
felelos CpZRT21 gén hidnyaban a gombasejtek fokozott
talélést mutattak a makrofdgokkal valo kolcsonhatés
soran. Ezzel szemben a vakuoldris cink transzporter
CpZrcl hianya a kontroll torzshoz képest megndvekedett
sejtpusztuldst eredményezett mind J774.2, mind Ml
tipust makrofagok jelenlétében. Eredményeink arra
utalnak, hogy a cinkfelvétel (A/ACpZRT21) és a cink
méregtelenités (A/A CpZRC1) hianyos C. parapsilosis

mutansokra irdnyulé  hatasok oka megegyezik.
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Megallapitottuk, = hogy  amikor a  makrofagok
fagocitizaljak a C. parapsilosis sejteket, az immunsejtek
megnovelik a cink ionok mennyiségét, amely a patogén
eliminaciojahoz vezet. Ez a megtfigyelés igaz mind az
egér J774.2, mind a human M1 tipusi makrofagokra.
Megfigyeltiik, hogy a makrofagokon beliili intracellularis
szabad cink ionok mar fél oraval a fertézés utan egyilitt
lokalizalodnak a C. parapsilosis sejtekkel, és ez a
jelenség 4 oras inkubdaci6 utan egyre gyakoribbad valik.
Ezek az eredmények Osszhangban vannak a legujabb
szakirodalmi adatokkal, amely aldtimasztja azt az
elképzelést, hogy a makrofagok képesek ndvelni a
fagolizoszomalis cink szintjét, ezéltal eldsegitve a

koérokozok hatékony eliminaciojat.
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Osszefoglalas

1. Munkank soran in silico azonositottunk hat potencialis
cink transzportert kodold gént C. parapsilosis-ban, majd
ezen gének delécids mutdnsait létrehoztuk  és

jellemeztiik.

2. C. albicans-hoz hasonléan a C. parapsilosis cink ion
felvételét savas kornyezetben kizardlag CpZrt21 cink
transzporter kozvetiti. Ebben a fajban azonban két
tovabbi Zrt2 ortolog is jelen van, amelyek a CpZRT21-
gyel megegyezd szabalyozds ald eshetnek cink ion

limitalt koriilmények kozott.

3. Megallapitottuk, hogy a C. parapsilosis magas cink
tartalmt kornyezeti koriilmények kozott cink raktarakat,
un. cinkoszémakat képez. Azonositottunk egy vakuolum
membranjaban  lokalizalt cink  transzportert C.
parapsilosis-ban, a CpZrcl-et, amely erre a fajra egyedi

modon nélkiilézhetetlen a cink méregtelenitéséhez.

4. FEredményeink alapjan amint a makrofagok

fagocitizaljak a C. parapsilosis sejteket , cink ionok
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halmozddnak fel a fagolizoszomaban, ami hozzéjarulhat

a gombasejtek pusztulasahoz.
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