Tudomanyos beszamolo

A palyazat célja a protein foszfataz Z (PPZ), egy uj tipusu gombaspecifikus protein foszfataz
funkciojanak felderitése volt Candida albicans, Aspergillus nidulans és Aspergillus fumigatus
gombafajokban. A vizsgalt kutatési teriileten a kovetkezd eredményeket értiik el:

1. A Candida albicans CaPPZ1 gén polimorfizmusa

A funkcionalis vizsgélatok elvégzése érdekében eldszor klonoztuk a C. albicans-ban
talalhato egyetlen PPZ kodold gént a CaPPZI1-t, valamint az ennek megfelel6 cDNS-t. A
klonok szekvenalasa soran figyeltiink fel a gén nagyfoka polimorfizmuséara. Kordbban mar
ismert volt a diploid C. albicans jellegzetes genetikai variabilitasa, mégis meglepetésként
hatott a CaPPZ1 gén éatlagosnal is nagyobb valtozékonysaga. Kideriilt, hogy a klinikai
vizsgélatokban alkalmazott referenciatdrzsek, valamint a beteganyagbol izolalt torzsek
egyarant erésen polimorfok. Eredményeink szerint a CaPPZ1 génnek legalabb 4 allélje
1étezik, amelyen beliil tovabbi kisebb szekvencia eltérések figyelhetok meg. A gén 3’ nem-
klinikai mintdk genotipizalasara. A DNS szekvendldson alapul6 eljaras mellett RFLP alapu
vizsgalati modszert is bevezettiink. A debreceni beteganyagbdl szarmazoé izolatumokban a
CaPPZ1 5 allél kombindaciojat sikeriilt kimutatnunk (Kovécs és mtsai., 2010). Részben ebbdl a
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Bar az altalunk leirt moddszer alkalmazhaté az orvosi diagnosztikaban, széleskora
bevezetésének két akadalyat latjuk:

a. A gén nagyfoku polimorfizmusa miatt megvan a lehet6ség arra, hogy az altalunk
alkalmazott harom enzim restrikcios hasitasi helye véletlenszeriien megvaltozik, ezért
az RFLP nem minden esetben ad egyértelmii eredményt.

b. A hipervaridbilis DNS szakasz szekvendaldsa elvileg kikezdhetetlen eljards. A
szakirodalom szerint korabban a Candida tdorzsek genotipizaladsra 7 génszakasz
szekvenalasan alapuld6 MLST modszert vezették be, amit a pontositds érdekében
kiegészitettek még egy génszekvencia meghatarozasaval. Az igy kialakitott modszer
kell6 hatékonysaggal jellemzi a lehetséges Candida kladokat, ezért egy ujabb
génszekvencia vizsgalatanak bevezetése a gyakorlatban nem indokolt. Természetesen
az eddig vizsgalt 8 génszekvencia koziil egy (vagy akar kettd is) kihagyhato lenne, ha
az atlagoshoz képest variabilisabb CaPPZ1 szekvenalasat hasznalnank, azonban a mar
elfogadott modszer atalakitasara kicsi az esély.

Annak ellenére, hogy az altalunk kifejlesztett modszer nem valdszinli, hogy a klinikai
gyakorlatban alkalmazast nyer, a beldle levonhatd kovetkeztetések elméleti jelentdséggel
birnak. A foszfatdz katalitikus domént kodolo régioban talalhatd polimorfizmusok hatasat az
enzim aktivitasara in vitro mutagenézissel tanulmanyoztuk. Kimutattuk, hogy a G333E
pontmutacid az enzimaktivitas ndvekedését okozza, a D261N mutacio kismértékli aktivitas
csOkkenést eredményez, mig a C337R csere az enzimaktivitas elvesztésével jart. Korabban azt
mutacid egyiitt fordul eld, de kimutattuk, hogy ez az aktivitasvesztéssel jard kettds mutacio a
természetben csak heterozigdta gombdkban fordulhat eld. Ez az eredmény indirekt uton
bizonyitotta, hogy a CaPPZ1 a C. albicans-ban fontos szerepet jatszik. (Adam és mtsai.,



2012). Az N-terminalis domént kdédold szakasz polimorfizmusanak jelentdségét még nem
vizsgaltuk, ennek analizisét egy ujabb kutatasi tervben szeretnénk megvalositani.

A gombak genotipizaldsdban szerzett mddszertani jartassdgunkat sikeresen kamatoztattuk
baktérium torzsek molekularis genetikai jellemzésére is (Dombradi és mtsai., 2009).

2. A CaPPZ1 gén funkcioi

Eredeti terveink szerint a gén funkcidjanak felderitésére két stratégiat alkalmaztunk: (a)
egyrészt elvégeztilkk a mar koradbban jellemzett S. cerevisiae és S. pombe PPZ mutansok
komplementalasat a heterolog CaPPZ1 gén termeltetésével, (b) masrészt inaktivaltuk a gént
C. albicans-ban. Az utobbi megkozelitést tovabb erdsitettiik azzal, hogy a deléciés mutansba
mutans fenotipust. Mindkét megkozelitésiink arra az eredményre vezetett, hogy a CaPPZ1
részt vesz a gomba sOhdztartdsdnak szabdlyozisaban, a sejtfal bioszintézisben és a
membranpotencidl mddositasdban. Tehat a CaPPZ1 hasonld funkcidkat lat el, mint az
¢lesztdgombadk ortolog foszfatdzai.  Ezen kiviil kimutattuk, hogy a PPZ1 hidnya
lecsokkentette a C. albicans hifazasi sebességét és virulenciajat. Ezek a fonalas gomba forma
kialakulasara, illetve a fertézOképességre jellemz6 adatok az irodalomban 1) megfigyelésnek
tekinthetOk ¢€s felhivjak a figyelmet arra, hogy a gombaspecifikus CaPPZ1 potencialis target
lehet a gombandvekedését gatld fungisztatikus gyodgyszerek kifejlesztése szempontjabol
(Adam és mtsai., 2012).

A hifa novekedés ellendrzésére egy uj videofelvételeken alapuld technikat (Long Time
Scanning, LTS) vezettiink be. A hosszu idétavl vizsgalatok eredményei dsszhangban allnak a
rovidtavra vonatkozé mikroszkopos megfigyeléseinkkel, és felvetik annak a lehet6ségét, hogy
az egérfertdzési kisérletek eldtt in vitro koriilmények kozott kiszlirhetjlik azokat a mutdciokat,
illetve foszfatazgatld szereket, amelyek az allatkisérletekben tovabbi vizsgalatra érdemesek.
Bar a kisérleteket mar elvégeztiik az adatok feldolgozasa még nem fejez8dott be, mivel nem
all rendelkezéslinkre megfeleld szamitogépes kapacitas. Ezért ezeket az eredményeket csak
egy késdbbi iddpontban tudjuk lekdzolni, illetve a modszert egy jabb palyazat kereti kozott
kivanjuk hasznositani.

3. Aspergillus fajok PPZ enzimeinek vizsgélata

A funkcionadlis vizsgalatokat ebben az esetben is megeldzte az A. fumigatus és a A.
nidulans ppzA ¢és phzA gének és cDNS-ek klonozasa és szekvendlasa. A phzA gén és cDNS
szekvenciadk dsszehasonlitasa alapjan egy 0j intront talaltunk, és ezzel korrigaltuk a korabban
elfogadott gén struktirajara vonatkozd elképzeléseket. Ezutan a 2. pontban leirt stratégiat
kovetve S. cerevisiae €s S. pombe mutansok felhasznalasaval bizonyitottuk, hogy a fenti két
foszfatdz miikoddképes, ugyanis az ¢éleszté mutansokbol hidnyzo PPZ gén feladatait képesek
voltak atvenni. Ennek ellenére, amikor elvégeztiik az A. nidulans ppzA gén inaktivalasat, azt
tapasztaltuk, hogy a mutdns nem adta a sétolerancidban, sejtfal integritdsban és membran
potenciaban varhatd eltéréseket, azaz a PPZA gén nem mutatta a kordbban megismert gomba
PPZ foszfatazokra jellemzd funkciokat. A lehetséges technikai hibak kizarasa utan széleskorii
vizsgalatot inditottunk a gén eddig még nem ismert, 0j funkcidjanak felderitésére. Igy jottiink
rd arra, hogy a delécids mutans érzékeny oxidaloszerekkel szemben, azaz felismertiik, hogy az
A. nidulans PPZA gén az oxidativ stressz medialasaban jatszhat szerepet (Leiter és mtsai.,
2012).



4. A protein foszfataz Z 0j funkcidja

Az A. nidulans mutanssal kapott eredmények alapjan felvetddott az a kérdés, hogy PPZ
szerepe az oxidativ stresszben mennyire tekinthetd altalanosnak. Ennek megvalaszolasa
érdekében megvizsgaltuk a C. albicans cappzl, valamint az S. cerevisiae ppzl és ppz2
delécios mutansok oxidativ stressz tlirését is. A két egymastol genetikailag tavol allo fajjal
val6 kisérleteink megerdsitették, hogy a PPZ enzimcsalad tagjai a gombéakban részt vesznek
az oxidativ stressz medidlasaban. Ezzel a PPZ foszfatazok egy altalanos, 0j szerepére hivtuk
fel a figyelmet (Leiter és mtsai., 2012).

5. Az (j tipusu protein foszfatdzok evollcioja

A munkaterviinkben nem szerepelt, ¢s a témédhoz csak lazan kapcsolodik az a
bioinformatikai tanulmanyunk, amelyben azt vizsgaltuk, hogy az 1j tipusu protein foszfatazok
hogyan jottek 1étre az evolicid sordn. A Drosophila genom adatbazisok szekvencia adatainak
vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az I. tipusu Uj protein foszfatdzok a
klasszikus protein foszfatdz 1 (PP1) katalitikus alegységébdl szarmaznak (Miskei és mitsai.,
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gomba PPZ enzim csalad filogenetikai csalad analizisét (Leiter és mtsai., 2012), és elkezdtiik
a csaladtagok strukturalis elemzését. A katalitikus domén homoldég modellezése
alatamasztotta a PPZ 1 katalitikus alegységgel valé hasonlosagot (Addm és mtsai., 2012.) Az
eredendden rendezetlen szerkezetli N-termindlis doménre vonatkozdé analizisink még
folyamatban van és lehetdséget ad egy 11j kutatasi téma felvetésére.
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