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A Candida parapsilosis virulencidjanak vizsgalata

Az invaziv candidémidk daltalanos egészségiigyi problémat jelentenek vilagszerte, az
opportunista patogén Candida parapsilosis jelenleg a méasodik-harmadik leggyakrabban izolalt
fajok kozé tartozik [1, 2]. A C. parapsilosis elsdsorban az intenziv osztalyok nozokdémialis
fertézéseiért, illetve immunologiailag karosodott paciensek és 1jsziilott csecsemdk gombas
megbetegedéseiért felelds [2-4]. Annak ellenére, hogy az évek sordn fokozatosan emelkedik a
Candida fertdzések esetszama, ¢és ennek kovetkeztében az egészségiigyi ellatds anyagi kiadasai
is egyre noének, meglehetdsen keveset tudunk a gomba virulencia faktorairdl, a betegség
lefolyasardl, illetve a gazda esetleges C. parapsilosis specifikus valaszarél. Fontos megjegyezni,
hogy a sokkal alaposabban tanulmanyozott C. albicans vonatkozasédban végzett kutatdsok ugyan
iranymutatoak lehetnek, azonban nem helyettesitik a C. parapsilosis célzott vizsgalatat. A két faj
bioldgiai jellemzdiben €s az altaluk kivaltott megbetegedés lefolydsdban ugyanis szdmos ¢€s
jelentds eltérés mutatkozik. Az emberi szervezetet mint életteret haszndld opportunista
patogének tulélési stratégiai rendkiviil valtozatosak, igy az elleniik torténd védekezési
mechanizmusok patogén-specifikussdgot mutatnak. A C. parapsilosis tulélési stratégiainak
vizsgalatok bizonyitjak, hogy az alacsony sziiletési sulyu csecsemOk jelentdsen érzékenyebbek a
C. parapsilosis fertdzésekkel szemben, mint a felnéttek [3-6]. A C. parapsilosis eléfordulasi
aranya felnétt candidémidk esetében 12-21% kozott varidl [7], mig ez az arany csecsemOk
esetében akar 42% [4, 8] is lehet. Még ennél is l1ényegesebb azonban, hogy a haldlozési rata
drasztikusan megemelkedik ez utdbbi korcsoportban. Mig a felndtt paciensek esetében a
halalozasi rata 2-8% [9, 10], addig a csecsemOk esetében a C. parapsilosis okozta candidémia
halélozasi rataja a 39%-ot is elérheti [4]. A C. parapsilosis altal kivaltott megbetegedések nagy
része nozokomialis eredetll [2], azaz a fert6zés kiilsé forrasbdl szarmazik, példaul az apolast
végz0 személyzet kezérdl. Ez a jelenség egyedi ¢és eltér a C. albicans fertdzések endogén
eredetétdl. Altaldnossagban a patogén szamos olyan tulajdonsaggal rendelkezik, amely lehetdvé
teszi szamara az emberi szervezetben torténd talélést és szaporodast. Ezeket a tulajdonsagokat
virulencia faktoroknak nevezziik. A gazdaszervezet a virulencia faktorok ellen hato
mechanizmusok mozgositasaval igyekszik elimindlni vagy kordédban tartani a mikroba
szaporodasat. A patogén virulencia faktorainak evolvaloddsa, valamint a gazdaszervezet
patogénspecifikus védekezd mechanizmusainak kialakulasa folyamatos fejlodés alatt all a gazda

¢s a patogén kolcsonhatasai révén [11]. Opportunista patogének esetében, a gazdaszervezet
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védekez6 rendszere alkalmas arra, hogy a mikroba szaporodaséat kontrollalja, a gazda szdmara
karosodast még nem okozd szinten tartsa. Ha ezen egyensulyi helyzet a gazdaszervezet
gyengiilése miatt felborul, az teret enged a patogén koros kolonizécidjanak, egy betegség
kialakulasanak, majd végsdsoron a mikroba teljes szervezetet érintd disszeminacidjanak. A
kolesonhatd rendszerek komponensei, a patogén virulencia faktorai, illetve a gazda védekezd
rendszerének mechanizmusai. Virulencia faktorok lehetnek a morfoldgiai dimorfizmusra vald
képesség (az ¢éleszté formdju novekedésbol a hifa vagy pszeudohifa formaji ndvekedésbe valo
atalakulés), az adhézio képessége, a szovetekbe torténd invazios képesség, szekretalt hidrolitikus
enzimek termelése, az immunrendszer tdmadasa elleni védekezés képessége. A gazdaszervezet
oldalarol az immunvédekezés a felismerést, a fagocita sejtek mozgositasat, valamint citokinek,
illetve egyéb immunmodulalé molekuldk (kemokinek, prosztanoidok, prosztaglandinok stb.)
termelésével a fagocitdzist és végsd soron a patogén eliminéciojat jelenti. A mindkét egyensulyi
helyzetet befolydsold rendszer komplex ¢és kiilondsen a C. parapsilosis vonatkozasaban
felderitetlen. Mindezek alapjan az OTKA PD projekt keretein beliil a C. parapsilosis virulencia
faktorainak szerkezeti és funkciondlis vizsgalatat, a gazda-patogén kolcsonhatds elemzését

tiztuk ki célul.

A palyazat célkitiizéseinek megvaldsitasa:

1. SAPP1a és SAPP1b proteinaz gén Kkiiitése a mutansok jellemzése:

A hidrolitikus enzimek koziil a szekretalt lipazok, foszfolipazok és savas (aszpartil) proteinazok
termelése tolti be a legfontosabb szerepet. A C. albicans tiz szekretalt aszpartil proteinaz (SAP1-
10) génnel rendelkezik, amelyek altal kodolt fehérjék szerepe intenziven tanulmanyozott.
Szerepet jatszanak a szOveti megtapadas folyamatdban, képesek a szdveti integritds
megbontésara, valamint a komplement rendszer fehérjéit is képesek bontani, ezaltal eldsegitik a
fertdzés terjedését. C. parapsilosis esetén harom ortolog aszpartil proteinazt kodold gént irtak le,
ezek a SAPP1, SAPP2, és a SAPP3. Ellentétben a C. albicans-sal, C. parapsilosis esetén ezek a
proteazok kevéssé tanulmanyozottak mind a gazda-patogén kolcsonhatéas tekintetében, mind a
gomba virulencigjadban betoltott szerepiiket illetden. Ezidaig csupan a Sappl valamint a Sapp2
enzimek azok, melyek érése és katalitikus tulajdonsagai ismertek. Mindkét fehérje preproenzim
forméban szintetizalodik, melyeket egy szigndl peptidaz hasit, majd szekrécio el6tt egy jabb
hasitason esnek 4t egy membran kotott fehérje, a Kex-2 altal. Kimutattdk, hogy a két enzim
koziil a szekretalt Sappl mennyisége egy nagysagrenddel nagyobb a Sapp2-vel Osszevetve,
valamint subsztratspecifitdsa €s az enzim aktivitdsa is joval nagyobb.

Munkank soran a C. parapsilosis Sappl virulencidban betoltott szerepét tanulméanyoztuk. Ezen

faktor pontos szerepének megismerése érdekében SAPPI delécids torzseket hoztunk létre.
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Elézetes in silico analizisiink soran egy 2871 bp méretli genomi régiot talaltunk duplikalodott
forméban, egymastol 32 kb tavolsagra, amely régio teljes egészében tartalmazta a SAPPI ORF-
et, igy a két kopiat SAPPla és SAPP1b néven kiilonitettiik el egymastol (1. dbra).

Duplication Duplication
| (2871bp) ] | (2871bp) l
I 1 | 1
| |
SAPP1bORF [ | SAPP1la ORF
(1206bp) 32kb (1206bp)
1. abra

A SAPPla és SAPP1b génkopidk egymashoz viszonyitott helyzete.

A delécios mutansok létrehozdsdhoz C. albicans-ban kifejlesztett, majd C. parapsilosis-ra
optimalizalt caSATI konstrukciot alkalmaztunk. A delécios konstrukcid egy dominans szelekcios
markert, nourseothricin (NAT) rezisztencia markert tartalmaz. A konstrukcid tartalmaz tovabba
egy flippdz gént, egy maltézzal indukalhatd promoter szabalyozasa alatt. A konstrukcio
upstream ¢és downstream vége egy-egy FRT motivumot tartalmaz, amely a flippdz enzim
specifikus hasitohelyei. Hogy a delécios konstrukcid specifikus beépiilését biztositani tudjuk, a
célzott gén upstream és downstream homolog régidit a delécios konstrukcionk két végére

klonoztuk (2. dbra).

HRUP FRT MAL2 FLP caSAT1 FRT HR DOWN

2. abra
A caSATI konstrukcei6 felépitése
HR UP, HR DOWN: upstream és downstream homolog régio, MAL2: Malt6z promoter, FLP: Flippaz gén, caSAT1:

Nourseothricin rezisztencia marker.

Annak érdekében, hogy a rezisztencia markert a genombol eliminaljuk, a sikeres transzformacid
utdn a kapott NAT rezisztens transzformansokat YNB (élesztd nitrogén bazis) tenyészetben
neveltiik 2% maltoz jelenlétében, melynek hatdséara a flippaz gén atirodott és a kazetta két végén
1évé FRT motivumokat elhasitotta, ezaltal kivagva a genombdl a konstrukcidt. A rendszer
ismételt alkalmazasaval sikeresen allitottunk el6 homozigéta SAPPla, SAPPI1b, valamint
homozigdéta SAPP1a/SAPPI1b delécios torzseket. A delécid folyamatat Southern hibridizacid
segitségével kovettiik (3., 4., 5. dbra).
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Genomi DNS Southern blot analizise (Clal — BamH| emésztett): C. p. vad tipus, heterozigdta NAT rezisztens (NATR) SAPP{a mutans:
sappiad FRT-SATI-FRT/SAPPT1a/SAPPTW/SAPPTh, heterozigata NAT szenzitiv (NATS) SAPPTa mutans:
sappia A FRT/SAPPTa/SAPPTHSAPPTH, homozigota NAT rezisztens (NATR) SAPPTamutans: sappfad  FRT/sappia A :FRT-SATT-
FRT/SAPPTH/SAPPTH, homozigata NAT szenzitiv (NATS) SAPPTa mutans: sappia A FRT/sappia A FRT/SAPPTHWSAPPTH.
3. abra
A homozigdta SAPPIa mutans létrehozasanak folyamata. Hibridizacios probaként a S4PPla gén homolog régiojat

hasznaltuk.

EcoRlI EcoRl

i 7 . —

sapplb A/SAPPI/SAPPI1a/SAPPTa NATR
sapplb A/SAPPIR/SAPPI1a/SAPPTa NATS
sapplb A/sappTh A/SAPP1a/SAPPTa NATR
sappib A/sappTh A /SAPP1a/SAPPTa NATS

M SAPP1b SAPPia
A
= 5306bp
—
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- probe
= /4 . —
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FRT SATI1 flipper FRT SAPP1a
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probe
E /e ‘_
‘ L d
FRT SAPP1a
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Genomi DNS Southern blot analizise (EcoRI| emésztett) C.p. vad tipushdl izolalva, heterozigota NAT rezisztens (NATR) SAPP1b muténs: sappTb A FRT-SAT-
FRT/SAPPTWSAPP1a/SAPPTa, heterozigita NAT szenzitiv (NATS) SAPPTh mutans: sappTb A FRT/SAPPTSAPPTa/SAPPTa, homozigita NAT rezisztens (NATR) SAPPTH
mutans: sappTb A FRT/sappih A FRT-SATI-FRT/SAPP1a/SAPPTa, homozigota NAT szenzitly (NATS) SAPPTh mutans: sappih A FRT/sappTh A FRT/SAPP1&/SAPPTa

4. abra
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A homozigdta SAPPIb mutans létrehozasanak folyamata. Hibridizacios probaként a SAPP1b duplikalodott

V4
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Genomi DNS Southern blot analizise (Clal-BamHI emésztett), C. p. vad tipus, homozigota NAT szenzitiv (NATS) SAPPTa mutans: sappfa A FRT/sappia A FRT/SAPPTHSAPPTH, homozigota NAT
szenzitiv (NATS) SAPPTh mutans: sappTh A FRT/sapplb A FRT/SAPP1a/SAPP1a, homozigota SAPPTh mutans, a SAPPTa lokusz specifikus caSATT konstrukcidval transzformalva
sappb A FRT/sapptb A FRT/sappia A FRT-SATI-FRT/SAPPTa (NATR), homozigita SAPPTHh mutans, a SAPPTa lokusz specifikus caSATT konstrukcioval transzfommalva, NAT szenzitiv allapotban
(NATS):sappb A .FRT/sappTh A FRT/sappia A FRT/SAPPTa, homozigata SAPPTH — heterozigita SAPPTa mutans, ismételten a SAPPTa lokusz specifikus caSAT? konstrukcidval transzformalva:
sapp1b A FRT/sappib A FRT/sappia A :FRT/sappia A :FRT-SATT-FRT (NATR), homozigota NAT szenzitiv (NATS) SAPPTh-SAPPTa mutans
sappth A FRT/sapp1b FRT/sappia A :FRT/sappfa A :FRT

5. abra

A kettds homozigéta SAPPIa-SAPP1b muténs létrehozasanak folyamata. Hibridizacios probaként a SAPPla gén

V4

A mutansok sikeres létrehozasa utan in vitro génexpresszios vizsgalatokat hajtottunk végre a vad
tipus, valamint a harom homozigdta mutins torzs bevonasaval. Vizsgalataink soran a C.
parapsilosis harom SAPP génjének (SAPPI, SAPP2, SAPP3) expresszios szintjét mértik
kvantitativ real time PCR segitségével. A torzseket induktiv koriilmények kozott, YCB (yeast
carbon base) és 2% BSA jelenlétében tenyésztettiik 30°C-on. Kontrollként vad tipusa torzset
hasznaltunk, melyet YPD tépoldatban neveltiink, azonos hdmérsékleten. Eredményeink alapjan a
SAPPI gén expresszidja mintegy 50%-o0s csokkenést mutatott a vad tipusu torzshoz képest a
homozigota SAPPla és SAPPIb torzsekben, mig a SAPPla-SAPPIb dupla deléciés mutans
esetén az adott gén expresszidja megsziint. A SAPP2 gén expresszioja ezzel ellentétben a vad
tipusu torzshoz képest a homozigota SAPPla és SAPPIb torzsekben atlagosan 50%-o0s
emelkedést, mig a SAPP1a-SAPP1b dupla deléciés mutans esetén atlagosan Otszords emelkedést
mutatott, tehat ebben a torzsben a SAPP2 gén overexpresszidjaval probalja a mikroba

kompenzélni a SAPPI gén elvesztését. A SAPP3 gén expresszios vizsgalata nem mutatott az
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el6z6 két génhez mérhetd egyértelmi valtozast, am a dupla deléciés mutansban az expresszidja

nagymértékben lecsokkent (6. dbra).

sapp1 génexpresszid sapp2 génexpresszid sapp3 génexpresszio
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C. p. vad tipus, a homozigota sappla 4 /sappla 4, sapplb A fsapp1b A éssappla-b 4 /sappla-b A mutansok in vitro génexpresszios szintjei.
A tbrzseket overnight 1x YCB+2%BSA tapkdzegben, 30°C-on neveltiik, majd a harom szekretalt aszpartil proteaz gén (SAPP1,SAPP2,SAPP3) expresszios szintjeit
mértiik. Vad tipus( torzs YPD-ben nevelve szolgalt kontrollként.

6. abra
A harom szekretalt aszpartil proteinaz gén (SAPP1, SAPP2, SAPP3) expresszios valtozasai vad tipusi, valamint

mutans térzsekben, induktiv koriilmények kozott.

A génexpresszios vizsgalatok mellet fehérje szinten is vizsgaltuk a vad tipusu, valamint a mutans
torzsek Sappl és Sapp2 proteinjeinek termelését. Ennek érdekében a torzseket S50ml YCB+ 2%
BSA kozegben neveltiik. A feliiltszot sejtmentesre szlrtiik, majd 10kDa ultrasziiré (Millipore)
segitségével 2ml térfogatra toményitettilk. Az igy nyert mintdkbol egy fluoreszcens reakciot
mértiink Ossze. Fluoreszcens szubsztratként Dabcyl-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-EDANS
(5mg/ml, DMSO-ban oldva) szolgalt. A szubsztrat specifikus hasitohelyeket tartalmaz, melyeket
a Sapplp és a Sapp2p képes felismerni és hasitani (7. abra).

Sapplp

Dabcvl-Glu-His-Val-Lys-Leu-Val-Glu-EDANS

Sapp2p

7. abra

A Sapplp és Sapp2p specifikus hasitohelyei
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150pul reakcioelegy tipikusan Sul fluoreszcens szubsztratot, valamint 20ul fehérjemintat
tartalmazott, melyet az adott térfogatra 100 mM-os Na-acetat pufferrel egészitettiink ki. Kontroll
reakcioként 20ul tisztitott Sapplp fehérjét tartalmazo reakciot mértiink dssze. A reakciot 37°C-
on overnight inkubaltuk, majd 20% TFA-val (trifluor ecetsav) allitottuk le a reakcidt. A mintdkat
ezutan fluoreszcens detektorral felszerelt HPLC késziilékkel vizsgéltuk (phenomenex prodigy

C18 oszlop) (8. abra). A gerjesztési hullamhossz 360nm, az emisszios hulldimhossz 485nm volt.

SAPP1p SAPP1p SAPP2p Wt SAPPlp  SAPPZp

/

Sapp1p standard sappladisappiad

! ; —
| RV
I F3E R Il

3 8 %

SAPP1p  SAPP2p

sapp1bAfsappibA

17

SAPP2p

sappla-bAlsappta-bA

v
|

/

::::::

Relative amour

amounts of sapp1p and sapp2p
(10x diluted samples)

@sapplp
@sapp2p

‘ A 100000
om0 JU VT sooo0

) pr— b s asharien

Sapplp és Sapp2p fehérjék HPLC vizsgalata. A vad tipust és mutans torzseket YCB+BSA médiumban (30°C o;erniuéht) neveltiik.

8. abra

A két fehérje HPLC analizise alatimasztotta real time-PCR eredményeinket, miszerint a SAPP1
gén elvesztésével a SAPP2 gén expresszios szintje megemelkedik. Korabbi tanulmanyok
megmutattak, hogy a dupla delécidos mutans torzsben megfigyelhetd, Sapplp helyén 1évé csucs
nem a Sapp1p hasitasdnak kovetkezménye.

Génexpresszios ¢s fehérje vizsgalataink utdn munkank tovabbi részében a torzsek gazda-patogén
interakcidit vizsgaltuk.

Vizsgaltuk az egyes torzsek szérumérzékenységét, melyhez 20% humén szérumot alkalmaztunk,
hével inaktival és nem inaktivalt forméban PBS-ben higitva. A vad tipust és mutans térzsekbdl
3x10%/ml sejtszamot alkalmaztunk kiinduldsnak, majd 8, 12, 24 ¢és 48 ora elteltével

meghataroztuk az €16 sejtek szamat, harom parhuzamos mintat alkalmazva (9. abra).
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Serum susceptibility

E B6h
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< @ 24h
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9. abra

Vad tipust és mutans torzsek szérum érzékenységének vizsgalata.

Eredményeink szerint az €16 sejtszam tekintetében jelentds eltérést a kettds delécids mutans torzs
adott nem hdinaktivalt human szérum jelenlétében, amely a komplement rendszer
komponenseinek sejtkarositd hatdsaval hozhato dsszefliggésbe.

Humén periféridlis mononukleéris sejtek (PBMC) és ezekbdl differencialtatott makrofagok
(PBMC-DM) segitségével killing assay-t végeztiink, hogy megéllapithassuk, hogy milyen
hatasfokkal képesek a vad tipusu és mutins torzseket elimindlni. Ehhez ismert szdmu gazda
sejtet fert6ztiink 6tszorés mennyiségli élesztd sejttel, majd 3 éran keresztiil 37°C-on, 5%-o0s CO;
tartalom és 100%-os relativ paratartalom mellet inkubéltuk a tenyészeteket, 3 parhuzamos mintat
hasznalva. Kontrollként a gazda sejtekhez képest 6tszords mennyiségli élesztd sejtet inkubaltunk
a gazda sejteknek megfelel6 médiumban azonos koriilmények kozott, szintén 3 parhuzamos
minta alkalmazasaval. Az inkubécios i1d6 letelte utan a gazda sejteket injekcios tii segitségével
szétroncsoltuk, majd ismert szamu élesztd sejtet YPD csészére szélesztettiink, mintanként 3
parhuzamosban. A kontroll csészén felndtt telepek szamat a gazda sejtekkel egyiitt inkubalt
mintakbodl szarmazd telepek szdmaval 0sszevetve megallapithatd az egyes torzsekkel szembeni
gombadlési hatékonysag. Ezzel parhuzamosan a gazda sejtek gomba altali karosoddsanak
mértékét is mértiikk. Ehhez szintén ismert szaml gazda sejtet (PBMC-DM) fertdztiink 6tszords
mennyiségii élesztd sejttel, majd 37°C-on, 5%-0s CO; tartalom és 100%-os relativ paratartalom
mellet inkubaltuk a tenyészeteket, 3 parhuzamos mintat hasznalva. 24 és 48 ora elteltével
feliiliszot gytjtottiink, majd a feliiluszok laktat-dehidrogenaz (LDH) aktivitasat mértiik.
Kontrollként a gazda sejteknek sziikséges steril médiumot hasznaltunk (RPMI 1640, 10%

hoinaktivalt human szérum, 1% penstrep). A laktat-dehidrogenaz egy intracellularis enzim,
p P g gy
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amely a gazda sejtek pusztuldsakor szabadul ki a sejtbdl, ezaltal a sejtkdrosodas mértékével

korrelal. Ezen kisérletek eredményeit a 10. abra foglalja dssze.

PBMC killing assay PBMC-DM killing assay Relative LDH activity
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10. abra

Killing assay eredmények PBMC és PBMC-DM sejtek (gazda) valamint C. parapsilosis vad tipus és mutans torzsek
(patogén) felhasznalasaval (els6 két diagram). A harmadik diagram a gazda sejtek (PBMC-DM) karosodasanak

meértékét reprezentalja.

PBMC sejteket felhasznalva a killing assay eredményeink jol mutatjak, hogy a kettds delécios
mutans torzs esetén a gazda sejtek joval nagyobb hatasfokkal voltak képesek a patogén
elimindciojara, mint a vad tipusi torzs esetén (wt: atlag 40%-os Olési hatékonysag,
SAPP1a/SAPPIb 061ési hatékonysag: atlag 58%), amely eredmény szignifikansnak tekinthetd (*:
p<0,05). Ugyanezen vizsgalatot PBMC-DM sejtekkel elvégezve azt kaptuk, hogy a gazda sejtek
a vad tipushoz képest mindharom mutans torzset kozel azonos hatékonysaggal voltak képesek
elimindlni (wt: atlag 40%-os, mutans torzsek: atlag 70%-os 06lési hatékonysag). Ez az 6lési
hatékonysag kiilonbség szintén szignifikans (*: p<0,05). Ezzel 6sszhangban 48 6ras inkubaciot
kovetden a gomba altali gazdasejt karositd hatds a mutans sejtek esetén jelentdsen csokkent.

Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk a C. parapsilosis vad tipusénak és SAPPla-SAPPI1b
deléciés mutdns torzsének fagocitodzis szazalékat, dramlasi citometrids vizsgalatokat végeztiink.
Ehhez a vad tipusu és delécios torzset FITC (fikoeritrin) festékkel jeldltiikk, majd a PBMC-DM
sejteket OtszOros mennyiségli gomba sejttel fert6ztiik és 37°C-on 5%-o0s CO, tartalom és 100%-
os relativ paratartalom mellet 3 6ran at inkubaltuk. A tenyésztd well-ekbe letapadt gazda sejteket
tripszines kezelésnek vetettiikk ald, majd CD-14 elleni antitesttel festettiik. Kontrollként nem
fertdzott, jeloletlen makrofdg populacidt, valamint anti CD-14 ellenanyaggal festett
makrofagokat hasznaltunk, amelyeket jeloletlen vad tipust torzzsel fertéztiink. Eredményeink

10%-o0s fagocitozis novekedést mutattak a delécids torzs esetén, a vad tipushoz képest (11. abra).
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FITC- antiCD14- FITC- antiCD14+ Wt FITC+ anti CD14+ sapp1- FITC+ antiCD14+

0.067 246 0.77 10.3 32.2

11. abra

A vad tipust és a dupla delécios torzs tovabbi, fluoreszcens mikroszkopos vizsgalata soran
nagyobb aranyu fago-lizoszoma fuzidt figyeltink meg a mutans torzsben. Fluoreszcens
vizsgalataink sordn az élesztd sejteket még fertézés elétt Calcofluor white festékkel festettiik,
majd hasonldan fertéztik a PBMC-DM gazdasejteket, mint a korabbi kisérletekben. A
Calcofluor white egy sejtfalra specifikus, membran impermeabilis festék, kék fluoreszcenciaval.
Az inkubacids id6 elteltével a co-kulturat lysotracker red festékkel is megfestettiik, amely a
makrofag sejtek lizoszomadira specifikus, piros fluoreszcenciat add festék. Eredményeinket a 12.

abra szemlélteti.

Calcofluor White Lysotracker Red Merge

DIC Calcofluor White Lysotracker Red Merge

12. abra

PBMC-DM sejtek C. parapsilosis vad tipust torzsével és SAPP1a-SAPP1b mutéans torzssel fertézve (Calcofluor
white-Lysotracker red festés). A két fluoreszcens kép egymasra vetitése (Merge) megadja a csak fagoszomaban 1évé
¢és fago-lizoszoma fuzion atesett, fagocitalt sejtek megoszlasat. (-): negativ kolokalizacioé (fagoszoma), (+): pozitiv

kolokalizacio (fagolizoszéma f1zi6).



OTKA PD 73250 A Candida parapsilosis virulenciajanak vizsgalata.
Zarojelentés
Tovabbi terveink kozt szerepel a mutans torzsben megfigyelt emelkedett fagolizoszoma fuzid
pontos okanak tisztdzdsa. Ennek érdekében a korai és kései fagoszomékra ¢és lizoszomakra
specifikus markerek (LAMP-1, EEA-1, Cathepsin-B) meglétének vizsgalata, valamint a Sappl
fehérje fagolizoszoma érésre gyakorolt hatasa adhat vélaszt.
Osszegzésként megallapithatd, hogy a C. parapsilosis Sappl fehérjéje fontos szerepet jatszik a
mikroba virulencidjanak kialakitadsdban. A Sappl fehérjét nem termelé mutans térzs mind a
human szérummal szemben, mind PBMC ¢és PBMC-DM sejtekkel szemben jelentdsen

érzékenyebbnek bizonyult, ugyanakkor a gazda sejtekre gyakorolt sejtkdrositd hatasa csokkent.

2. Egy uj és hatékony RNS interferencian alapulé génmanipulacios technika kidolgozasa C.
parapsilosis-ra.

Az RNS interferencian alapuld géncsillapitas céljara specialis vektort klonoztunk. A rendszer
tesztelés¢hez az URA3 gént valasztottuk, ennek indoka az, hogy az URA auxotrof torzsek
konnyen szelektalhatok FOA alkalmazasaval, igy a rendszer hatékonysaga egyszerlien
tesztelhetd. Kisérleteink elsé évében az URA3 gént kddold szekvenciat sense és antisense
orientdcidban klonoztuk caSatl rezisztenciat hordoz6 vektorba. A két ellenkezd irdnyu
szekvenciat egy 200 bp méretli nem homoldg szakasz valasztja el, amely lehetdvé teszi az RNS
atirodésa soran egy specialis hajtli struktira kialakuldsat. Ez a masodlagos szerkezet képes lehet
indukalni az RNS interferencia mechanizmust, amely lehetévé teheti a specifikus, esetiinkben
URA3 mRNS lebontasat. Az URA3 gén csillapitdsara létrehozott konstrukcidk tesztelését
elvégeztiik. A FOA szelekcié nem eredményezett rezisztens mutansokat, arra utalva, hogy az
esetleges géncsillapitds mértéke nem volt elegendd a taléléshez. A tovabbiakban mads target
géneket valasztottunk. Az altalunk kidolgozott egyszerli lipaz aktivitasi tesztek lehetdségét
kihaszndlva a LIP2 génre siRNS konstrukciét terveztiink. A tervezésnél figyelembe vettiik a
Drinnenberg és mtsi altal 2009 oktoberében a Scince-ben publikalt adatokat, miszerint az siRNS
molekularis mechanizmusa a sarjadz6 éleszték csoportjdban is lehetséges (Saccharomyces
castellii). In silico vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az 0 tipusi RNaselll dicer funkciokat ellatd
fehérjét kodold gének ortologjai a C. parapsilosis-ban is eléfordulnak igy egy castelii-szerli
mechanizmus a C. parapsilosis-ban is lehetségesnek tiinik. Jelenleg egy LIP2 gén csillapitasara
alkalmas konstrukci6 klonozasat végezziik. A transzformalast kdvetden szeretnénk elemezni a

génexpressziot lipaz tesztekkel és qRT-PCR segitségével.

3. Az aszpirin extracellularis lipaz gatlo hatasanak vizsgalata, illetve in vitro Candida
fertozésekre gyakorolt hatasa.

Az acetil szalicil sav gombaellenes hatasat vizsgéltuk az altalunk kifejlesztett és C. parapsilosis-
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ra optimalizalt in vitro szovetfertzéses rendszer segitségével. Kisérletesen igazoltuk, hogy az
aszpirin terapias koncentracidban képes csokkenteni a patogén éltal okozott szovetkarosodast.
Bizonyitottuk, hogy specidlis oliva olajjal, illetve magas lipid tartalma klinikumban alkalmazott
intraperitonealis tapoldattal (intralipid) kiegészitett minimal tapoldatban aszpirin hatdséra a C.
parapsilosis és a C. albicans torzsek jelentOsen alacsonyabb novekedési képességet mutattak.
Eredményeink arra utaltak, hogy az aszpirin vedd hatdsa részben az extracellularis lipdzok
gatlasabol szdrmazhat. Ennek igazolasara tisztitott C. antarctica és C. cylindracea lipadzokat
alkalmaztunk és igazoltuk az aszpirin in vitro lipazgatld tulajdonsagéat. Hatdasmechanizmus
vizsgalatokhoz a C. parapsilosis lipaz 2 szerkezetének szamitogépes modeljét hasznaltuk.
Igazoltuk a lehetséges kolcsonhatdst az enzim szubsztrat kotd helye és az aszpirin kozott.
(Eredményeinket 2009-ben kozoltiik: Microbes Infect. 2009 Dec;11(14-15):1131-9. Epub 2009
Aug 22. Trofa D, Agovino M, Stehr F, Schifer W, Rykunov D, Fiser A, Hamari Z, Nosanchuk
JD, Gacser A. Acetylsalicylic acid (aspirin) reduces damage to reconstituted human tissues

infected with Candida species by inhibiting extracellular fungal lipases.)

4. Emberi dendritikus sejtek in vitro valasza C. parapsilosis vad tipusu és lipaz defficiens
sejtekkel torténo stimulusra.

Korabbi munkéank bebizonyitotta, hogy a Candida éltal szekretalt hidrolitikus enzimek virulencia
faktorok lehetnek. Annak ellenére, hogy a dendritikus sejtek mint a természetes immunités sejtes
elemei, nagyon fontos szerepet toltenek be a gombdék elleni védekezésben, keveset tudunk azok
szerepérol C. parapsilosis fertdzések soran. Ezért célul tiiztiik ki a dendritikus sejtek valaszanak
vizsgalatat in vitro fertézési rendszerekben, illetve a gomba altal termelt lipazok szerepének
vizsgalatat a gazda-patogén interakciok soran. Eredményeink alapjan a monocitdkbol
differenciéltatott érett és éretlen dendritikus sejtek (DC) is képesek voltak opszonizaciod nélkiil
hatékonyan fagocitalni mind a vad tipust mind a lipaz defficiens mutans C. parapsilosis sejteket.
Gombadld képesség vizsgalataink, illetve a fagocita index meghatarozasa soran megallapitottuk,
hogy mind az éretlen, mind az érett DCk hatékonyabban képesek a lipdz defficiens
gombasejteket elimindlni, mint a vad tipus sejtjeit. Mindezek mellett a mutans C. parapsilosis
sejtek magasabb génexpressziot indukdltak a gyulladdsos citokinek génjeiben, amely
megemelkedett citokin koncentracidt eredményezett fehérje szinten is az in vitro fertézést kvetd
24 ¢és 48 oraban. Kimutattuk tehat, hogy a dendritikus sejtek hatékonyan aktivalodnak C.
parapsilosis  fertdzést kovetden ¢és igazoltuk a gomba szekretalt lipdzainak a gazda
immunvalaszat befolyasold hatdsat. (Eredményeinket 2011-ben kozoltik: Nagy I, Filkor K,
Nemeth T, Hamari Z, Vagvolgyi C, Gacser A: In vitro interactions of C. parapsilosis wild type

and lipase deficient mutants with human monocyte derived dendritic cells, BMC Microbiology
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