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Bevezetés

A jaromspoéras gombdak tdbbségeMaicorales rend tagja, elssorban
novényi és Aallati erediet bomlé szerves anyagokon éfrduld, talajbdl
izolalhatd szaprofita szervezetek. Gyakran vizsgdalodellorganizmusok,
killbnbdd szabdalyzé mechanizmusok, sajatos szexualis foligknavagy a
morfogenezis tanulmanyozasa soran. Gyakorlati fé&egik ipari,
biotechnoldgiai, mefmazdasagi és orvosi terlileten kiemetkedOrvosi
szempontbdl egyes fajok, mint zigomikdzist okoz@anunista patogének
érdemelnek figyelmet.

Napjainkra el8sorban a fejlett orvosi technikdk (pl. csonbdreks
szervétiiltetés, kemoterapia, szteroid kezelés) séma tdbbszorosére
emelkedett az immunszuppreszalt betegek szama, algyopportunista
gombainfekciok szamanak novekedése a O6#égekre  fogékony
immunszupresszalt betegek szamaval parhuzamosareksgk. Ritkan
egészséges immunrendszer mellett i§foetlul megbetegedés, pl. tartds
antibiotikum hasznalat, illetve széveti sérilés t&se A zigomikoézis
kialakulasanak kockazata étorban cukorbetegség (kulénésen az ezzel
Osszefiiggésben fellép ketoacidozis), tovabba fédéshez, vagy orvosi
beavatkozashoz (pl. transzplantacid) kapcsoléddunsnupresszid esetéié n
meg. A jaromspéras gombaférések bar viszonylag ritkdn fordulnalé etle
erésen progressziv és nehezen kezélhellegiik miatt igen veszélyesek. A
zigomikdzisok gyakorisaga folyamatosan é&tefesen emelkedik, valamint e
szervezetek sajatosan nagyfoku rezisztenciat nakkaegtébb gombaellenes
szerrel (pl. azolok) szemben. Zigomikézisok kialdka esetén magas a
mortalitasi rata (75-95%), a terapias |éiségek korlatozottak, ezért rendkivil

fontos a jaromspdras gombak altal kivaltott deésekben szerepet jatszé



virulencia faktorok genetikai hatterének feltarasslyek Uj diagnosztikai és
terapias modszerek kidolgozasat segithetik el

A jaromspéras gombak esetében a gazdaszervez#roldaapveben
két ténye# jarul hozza a zigomikdzis megndvekedett kockazmabgyrészt a
sporacsirazas géatlasanak elmaradasa, masrészemziinndvekedésnek indult
micélium elleni védeker reakcid elégtelensége. Egészséges szervezetben, az
elss fazisban a makrofagok fagocitdzisa és a sporaklabixi elpusztitasa
biztositja a védelmet (ezen kivil, a sporak csadizenérsékelten gatlo hatassal
a normal szérum is rendelkezik). A védekezés mlssmiikaszaban a neutrofil
granulocitak szerepe a dént amelyek kemotaxis révén a ndvékv
gombafonalakhoz jutva és annak felszinén megtapaukidativ citotoxikus
folyamatok révén képesek a hifat karositani, iketfagocitézis nélkil is
elpusztitani. A korabban felsorolt fontosabb koeitazsoportokba tartozo
betegeknél altaldban mindkét védekezési |épés edddgt Az invaziv
gombaferbzésekkel szembeni védekemechanizmusok kozt fontos szerepe
van az oxidativ pusztit6 mechanizmusoknak. A fagéchltal termelt oxidativ
termékek egy iranyitott folyamatban elarasztjgk &dpusztitiagk a
mikroorganizmusokat. A neutrofil sejtek altal teftmehidrogén-peroxid
hatékonyan pusztitia el a gomba hifakat, ugyanaldkora hatas katalazzal
blokkolhaté. Mindezek alapjan a mikrobidlis kata¢dmelést lehetséges
virulenciafaktornak gondoljak, kiilondsen olyan lgetenél, akiknél a neutrofil
sejtek funkcidja karosodott.
A katalazok (EC 1.11.1.6., hidrogén-peroxid oxidiuigdz) a metalloenzimek

egyik leggyakrabban é&fordulé csoportja. Széles korben elterjedtek az
élévilagban Az aerob baktériumoktdl kezdve a magasabhbiferiényekig és

allatokig minden élényben megtaldlhatok. A katalazok a hidrogén-pierox

dizmutacioval tortéh kozombaositését végzik.



Ceélkitiizések

Jelen munka célja a zigomikdzisokbdl leggyakrabizatélt gomba, a
Rhizopus oryzae katalaz génjeinek vizsgalata és az altaluk kodetiérjék
szerkezeti jellemzése. A négy katalazt kédolé geatl( cat2, cat3, catd)
azonositasara és részletes molekularis jellemzédiétee a kodolt fehérjék

szerkezeti modelljének megalkotasara a kovétkenkrét célokatiiztik ki:

1. A R. oryzae oxidativ stresszel szembeni érzékenységének
vizsgalata kilonbd® tenyésztési feltételek mellett, a gomba
eltéré életallapotaiban.

A katalaz gének szekvencia és filogenetikai elemeés

3. A R. oryzae katalaz fehérjék 3D molekulamodelljének
megalkotasa.

4. Az izolalt gének kifejefidésének vizsgalata:

- A kataldz gének transzkripcidjanak elemzése @&loxidativ
viszonyok esetén és a gomba kilorboZAejlodési
allapotaiban kvantitativ PCR (gPCR) analizissel.

- Akatalazok kifeje#désének vizsgalata izoenzim analizissel.

5. R. oryzae és R. microsporus altal kialakitott szisztémas
fert6zések vizsgalata egészséges €s immunszupresszaditi al
modellben.

6. Katalaz delécios torzsek létrehozasa.

Alkalmazott modszerek

DNS és RNS alapu technikak:
- DNS tisztitasa
- RNS tisztitasa, cDNS szintézise
- Polimeraz lancreakcid, val6s iddPCR (qPCR)
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- DNS fragmentumok klénozasa,
- DNS szekvenalas
- Plazmid konstrukciok létrehozasa
- Baktériumok transzformacioja
- Plazmid DNS tisztitasa
Nukleotid és aminosav szekvencia adatok elemzése:
- DNS szekvenciak ellémnzése
- Nukleotid szekvenciak elemzése (BLAST, FASTA)

- Nukleotid szekvencidkb6l szarmaztatott aminosav kwszeciak
meghatarozasa és 6sszehasonlitasa

- Nukleotid és aminosav szekvenciak illesztése

- Aminosav szekvenciak elemzése

- Filogenetikai elemzés
Elektroforetikus technikak:

- Agardéz gélelektroforézis

- Poliakrilamid gélelektroforézis
Fehérje alapu technikak:

- Fehérje aktiviths mérése

- lzoenzim analizis
Fehérjék haromdimenziés szerkezetmodellezése:

- Homoldgia modellezés (MODELLER program csomag)
Allatkisérlet:

- Immunszupresszié

- Infekcio

- Infekcio vizsgalata
Gombak genetikai transzformacioja:

- Protoplasztok képzése

- Integrativ transzformalas polietilén-glikol (PE@&gétségével
Eredmények

. Munkank soran céluliztik ki in vitro kortilmények kdzott szilard és

folyadék tapoldatban a hidrogén-peroxid altal Kivél oxidativ stressR.



oryzae €s R. microsporus novekedésére gyakorolt hatasanak vizsgalatat,

kilonbo®d tenyésztési feltételek mellett a gomba éltéletallapotaiban.

P

csak kis mértékben gatlddott a gomba torzsek nd@lédee Ennél nagyobb
koncentracioban alkalamzott hidrogén-peroxid hatasaR. oryzae tdrzshoz
képest mind minimal (YNB), mind komplett (YEG) R microsporus térzs
bizonyult érzékenyebbnel R. oryzae térzs esetén, YNB tapoldatban 2,5 mM
felett, YEG tapoldatban 5 mM felett teljes noveked@atlas volt
megfigyelheb. Tovabbi kisérleteinkben az oxidativ stressz kasdra 1,5 mM
hidrogén-peroxido koncentraciot hasznaltunk.

. A katalaz gének funkciondlis jellemzésének kezdetéem
rendelkeztiink informacioval a spordk csirazasanaknandkajarol.
Meghatéroztuk a sporak csirdzasanak idBjébryzae uracil auxotrof torzs
esetén, hidrogén-peroxid jelenlétében és hianyabgtimalis korilmények
kozott tortéid tenyésztés esetén a sporangiospora a leoltasidhitsst 4.
Ordban, mig oxidativ stressz hatas alatt a 6. arMeadtett csirazni. Ez a
kisérlet fontos tampontot adott a tovabbi vizsgdtet soran tortéh
mintavételi idpontok meghatérozasaban.

. Catalase Assay Kit segitségével, @ltéfejlédési szakaszokban
megmértik aR. oryzae és a R. microsporus Ossz-katalaz aktivitasanak
valtozasat.

. A R. oryzae genomadatbazisban négy katalaz homoldég szakaszt
taldltunk. Katalazt kédolé géneket mas humanpatoglszé és fonalas
gombéakbdl méar azonositottak, klénoztak és jellemlezA fehérjék aminosav
szekvenciajat mas mikrobakbol szarmazéd katalazokna@sav sorrendjével

0sszehasonlitottuk. Az aminosav szekvencia filotlksieelemzésével térzsfat
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készitettink. AR. oryzae genomadatbazisdban talalhaté kataldz fehérjék
szekvenciai a filogenetikai torzsfa analizis alapg@ KLOTz és munkatarsai
altal 2003-ban készitett katalaz torzsfa hem tawdalmonofunkciondlis
katalazainak 2-es és 3-as kladjaba sorolhatéald lmtl gén a 3-as kladban
foglal helyet, a peroxiszomalis kataldzokkal mutagy hasonldsagot. éat2,
cat3, cat4 gének a monofunkcionalis katalazok 2-es kladjflbazkednek be,
mindharom fehérje a torzsfan egymashoz kdzel hkbgik el.

. A R. oryzae katalazok haromdimenziés molekulamodellezése a mas
élslényektdl meghatarozott katalaz fehérjék haromdimenziés
molekulamodelljének homolégiamodellezése altal salkd meg. Az NCBI
adatbazisdban lévharomdimenziés molekulamodellezett kataldzok éR. a
oryzae kataldzok aminosav sorrendjének illesztése utfotkaangsort alapul
véve ebszor a monomerek molekulaszerkezetének illesztéggeztik el.
Kozismert, hogy a katalazok polimerpkEppen homotetramer formaban
aktivak, monomerenként aktiv centrumukban egy-egwm-bt tartalmazva. A
monomerek illesztését heteroatomok (hem) nélkiiljdntaeteroatomokkal
végeztik, az igy kapott szerkezetet loop modelésinomitottuk. A
Iétrehozott monomereket négy lanchol allé homotetnek folépitésére
hasznaltuk fel, amelyek vizsgalataval megallapdthatlt, hogy a modellezett
katalazok aktiv centruma nagymértékben konzerydtigy kapott modellek
aktiv centruméban egyforman jelen volt az a hisztidmelynek mutéacidjaval

a fehérjék funkcioképtelenné valnak.

. Ezek az eredmények leligé teszik, a teljes katalaz gének izolalasa
utan, olyan mutans katalaz gének létrehozasat, yalned modellezés altal
meghatarozott aminosav cseréjével a leirt kisér@tiilmények kozott
csokkent védekéz képesséf gombatdrzset eredményeznek. Ennek teljes

kisérleti megsisitése sejtes rendszerben nagy mennfifggrje termeltetése,



és kristalyositas utan roétngendiffrankciés szerkezmeghatarozassal
lehetséges.

. Kvantitativ. PCR segitségével megallapitottuk egyegy gén
aktivitasanak valtozasat a f&jlés ebrehaladtaval, oxidativ stressz jelenlétében
és hianyaban. Optimélis korilmények kozott taftéenyésztés soran @atl
gén aktivitas, oxidativ stressz hatasaraat? és cat4 gének aktivitdsa volt
jelens. A sporat ért oxidativ stressz esetématt gén mutatott ételjes
aktivitast.

. Izoenzim analizis altal képet kaptunk arrdl, hogyg@nmba eltés
életallapotaiban valtozas all be a kilonbdkatalazok kifejeéddésének
intenzitdsdban. Vizsgdlatainkban vilagossa valtgyhd1,0, Aaltal keltett
oxidativ stressz hatasaradljes enzimaktivitas ndvekedés kdvetkezik be.

. Allatkisérletek sorarR. oryzae ésR. microsporus fertszoéképességét
vizsgaltuk, egészséges é€s immunszupresszalt edymuekgyarant. Olyan
egérmodell nem taldltunk irodalmi adatot, ahol B. oryzae mikozis
ciklofoszfamiddal indukalt immunszuppresszié esetébkdvetkezett be.
Kisérleteinklsl kiderilt, hogy aR. oryzae immunszupresszalt egyedekben
erteljesebb fedzést képes kivaltani, a mikozi$ fmegjelenési formaja a
rhinocerebrélis zigomikézis, amely gyors lefolyass a feizétt egyedek
90%-o0s elhullasat okozza a ferést kovei 3 napon belllR. microsporus
esetén a fetzés lassabb lefolyasikiéppen a gasztrointesztinalis teruleteket
érinti. A fervzést kovei talélés 50%-os a féizést koved 7,5 nap elteltével.

. A R. oryzae genomadatbéazisban taldlhat6 négy katalaz homolég
szakasz elejére és végére specifikus primereketvezémk, PCR-el
felszaporitottuk, izolaltuk és plazmidba kl6noztuR kataldz enzimek
patogenitasban betoltétt szerepének vizsgalatdhozl @ négy gén esetén

gének elrontasat letiate tevb transzformald vektorokat készitettiink, melyek a



katalaz génekbe inszertalva tartalmaztak a szdiekiztositopyrG marker
gént.

. A patogenitas hatterének és a katalazok viruleacialbetdltott
szerepének vizsgalatdhoz szelekciés és transzfarsnaendszerre van
szilkség. Rendelkezésiinkre alltRa oryzae zigomikozisbdl izolalt, uracil
auxotrof pyrG° mutans torzse, igy nem kellett kilén a transzfaighioz
szikséges mutanst ééllitani. Az altalunk készitett delécids vektorokka

jelenleg transzformacios kisérletek folynak.



Osszefoglalas

Eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1.

In vitro kdrilmények kézott meghataroztuk, hogy 1,5 mM hé&sié
50% korili novekedés gatlas 1ép felRa oryzae és R. microsporus
torzs esetén. Ennél nagyobb hidrogén-peroxid kdraein hatasara a
R. microsporus a R. oryzae torzshtz képest érzékenyebbnek bizonyult
komplett és minimal tapoldatban egyarant.

Meghataroztuk a spoérak csirazasanak dinamikajaiodpoh-peroxid

jelenlétében és hianyaban.

Ossz katalaz aktivitast mértinR. oryzae és R. microsporus

kilbnb6® életallapotaiban, valamint oxidativ stressz hatéasdlett.

Minden esetben R. oryzae katalaz aktivitasa volt nagyobb.

Filogenetikai torzsfat készitettink. Megallapit&ftthogy a CAT1

fehérje a monofunkciondlis kis alegység katalazeds kladjaban, a

peroxiszémalis katalazok kozétt foglal helyetCAT2, CAT3, CAT4

fehérjék a monofunkcionalis nagy alegység katald2ads kladjaba
illeszkednek be, a térzsfan egymashoz kozel.

Katalaz fehérjék szekvenciaelemzése soran beazottokia hem és

Homolégiamodellezést végeztiink:

e« Monomer egységek modellezése soran modellezésiégitia
dolgoztunk ki. A prosztetikus csoport jelenlételampmodellezés
javitotta a modellt. A modell méiségét a modell és a megfélel
templat fehérje szazalékos szerkezet atfedés eeEké
szamszdisitettik.

» Tetramerek modellezésekor tébb lanc egyiittes memisde és a
szimmetria feltétel tovabb javitottdk a modellt. Ealondsen
nagymértékben érvényesiilt hosszl lanca fehérjéekl tancu
templattal valé6 modellezésénél, mintha a tetra@ecdi egymast
igazitanak helyre.

» 1008 egy templaton alapul6 homologiamodellt alkdttmeg
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e Végs tetramer modell tdébb templattal egyidleg, hem
jelenlétében, loopmodellezéssel, szimmetria fdltéte
alkalmazasaval valsult meg.

A konzervalt pozicidju aminosavak a homoldégiamagldien
azonos modon megtalalhaték.

* Az igy kapott modellek aktiv centrumaban megtatéihaz a
kulcsfontossagu hisztidint, amelynek cseréje ahalkatalaz
fehérjék funkcioképtelenné tekikt

7. A homoldgiamodellekkel filogenetikai viszonyokatté@ztunk meg:
a homolégiamodellezéssel kapott katalazok és a |&okp
haromdimenziés szerkezeti hasonlésaga (iterativgctstral_align)
abban az esetben volt a legnagyobb, amikor a térdpla modellezett
fehérje a katalaz térzsfa azonos helyén volt.

8. Kvantitativ PCR segitségével detektaltuk a génednsizkripcios
szintjeinek valtozasat a féflés ebrehaladtaval, oxidativ stressz
meglétében és hianyaban.

9. lzoenzim analizis altal képet kaptunk a gomba &kdetallapotaiban a
katalaz fehérjék enzimatikus aktivitasarol.

10. A R oryzae és R microsporus fertbz6képességét egészséges és

immunszupresszalt egyedekben vizsgaltuk. Egér rmel az
immunszuppressziot ciklofoszfamiddal indukaltuk. R oryzae
fert6zés lefolyasa intenzivebb volt & microsporus fert6zés
lefolydsahoz képest.

11. A katalaz enzimek patogenitasban betoltott szemdpeizsgalatahoz a
gének elrontasat letiaté tewb transzformald vektorokat készitettiink.
A deléciés vektorokkal jelenleg transzformacio®kistek folynak.
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