XXXI. OTDK Biolagia szekcio

Candida parapsilosis CDR1-2 drog efflux pumpa duplamutansanak fiziologiai
jellemzése

Papp Csaba Gerg6
Bioldgia MSc szak, II. évfolyam

Szegedi Tudomanyegyetem

Témavezetd: Dr. Gacser Attila

2013, Szeged



TARTALOMJEGYZEK

CBEVEZETO oo, 3
1.1. A Candida genus és a Candida parapsilosis jelent0S€ge. ...cuuuuuerereiiiiieaeeeeeiennnenee... 3
1.2. A Candida parapsilosis eléforduldsai a klinikumban........ceeeeeeeiiiiiieeeeeeieiiiiieeenn... 5

1.3. Candida fajok antibiotikum rezisztencia mechaniZmusSal. . ...eeeeeeeeeeeeiieeeneeeeeeeieennee. 10

CCELKITUZESEK oot 12
ANYAGOK ES MODSZEREK .ottt 13
3] AN YA GOK ettt et e ettt eeeeeeeettte i eeteaeeetttanaaaaaaetenaaetenaaarenanas 13
3.1.1. FelhasZnalt t01ZSEK . . .ceiiiiee ettt e e e ettt teeeaeeeeeeeeeeaaeeeiaaeennaaaes 13
3.1.2. Felhasznalt seitvonalak. ... .oeeeeeiiiiiieieiee ittt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereennaeeeeeeeeeeens 13
3.1.3. Taptalajok €s tapoldatok......oeuueueeeee i e et eeeeeeeeeeeeeiiiaaaaaaaes 13
3.1.4. Candida parapsilosis mutansok létrehozasahoz hasznalt anvagok..................... 14

3.1.5. Gomba elimindciods kisérlet soran felhasznalt anyagok és eszkdzok................. 16

3.1.6. Torzsek novekedeési vizsgalatahoz hasznalt anvagok........ooovveveeeeeeiiiiiiiineeeeee. 16
3.2 MOASZETEK . .. ittt et e ettt eeeeee et et e aaeeaee ettt aaeteaaaeeaaaas 17
3.2.1. Candida parapsilosis CDR1-2 duplamutansok Iétrehozasa soran alkalmazott
INOASZETEK ittt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e eeeeeeeeeeteeeeeeeeeteeeeeeeeeteeeteeeeetereeeeetereeeeereeereeas 17
3.2.2. Torzsek antimikotikum érzékenységének megdllapitdsa.......ceeeeeeeeeeeeennnnnnnnn.... 19

3.2.3. Makrofigok gomba eliminacids hatékonysdganak meghatarozasa ................... 19

3.2.4. Torzseink in vivo talélésének vizsgalata A/J egerek hasznalataval................... 20
3.1.6. Torzsek ndvekedésének vizsgalata a pH, oxidativ és ozmotikus stresszorok
ﬁjggvénvében...: ........................................................................................................... 20
.EREDMENYEK ES MEGVITATASUK eoviiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 21
4.1. Candida parapsilosis CDR1-2 duplamutansok 1étreh0zasa. . ......eeeeeeeeiiiiieeeeeneneneeee. 21

4.2. C. parapsilosis vad tipus ¢s CDR1-2 duplamutans antimikotikum érzékenysége....23
4.3. J774.2 egér eredetii makrofag sejtvonal gombadlési hatékonysaga torzseinkkel

SZEIMDCI. ettt ettt ettt e ettt et e eeeeeeeeeeeeeaann 24
4.3. Torzseink in vivo tilélése A/J €@erekben......ceveeeeveeeiiieiiiiiiiiiiiiiiiieeeieiiiiieeeeenn, 25
4.4. Mutansok novekedése kiilonb6z0 kornyezeti stresszorok jelenlétében.................... 26
L OSSZEFOGLALAS. ..o, 29

JRODALOM i 31

INYILATKOZAT e, 34




1. BEVEZETO
1.1. A Candida genus és a Candida parapsilosis jelentosége

Az 1980-as évek ota a gombdk egyre nagyobb szdmban okoznak emberi
megbetegedéseket. Ez hatvanyozottan igaz az immunrendszerében karosodott és korhazak
intenziv osztalyain fekvé betegekre (1, 2). Evrol-évre egyre tobb gombéak altal okozott
megbetegedés torténik. Ezen megbetegedésekben foként Candida, Aspergillus és
Cryptococcus fajok jatszak a fo szerepet, ezek koziil is a Candida nemzetség tagjai
okoznak kiemelkedéen magas szamii megbetegedést magas halalozasi arannyal.
Figyelemre mélto, hogy a Cryptococcus nemzetség tagjai altal okozott megbetegedések
szdma csak 7,3 eset/millid fo/évvel marad le a Candidak altal okozott megbetegedések
szdmatol, azonban a 12,7%-0s mortalitds meg sem kozeliti a Candida fajok 33,9%-0s
halalozasi aranyat. A Candida nemzetség jelentOségére utal tovabba, hogy a kiilonbdzo
patogén Zygomycotak altal okozott megbetegedések 30%-o0s haldlozasi aranya a Candida
fajok 33,9%-o0s haldlozasi ardnya kozelében van, azonban a 1,7 eset/millio f6/éves
megbetegedési szam elhanyagolhatd a Candidak altal okozott 72,8 eset/millid f6/éves

megbetegedési szamhoz képest (1. tablazat) (2).

Elesztk
Candida fajok 72,8 33,9
Cryptococcus fajok 65,5 12,7
Penész gombak
Aspergillus fajok 12,4 233
Zygomycotak 1,7 30

A kiilonb6zd Candida fajok azonban nem mind okoznak betegségeket ¢és a
megbetegedéseket okozd fajok sem ugyanolyan gyakorisaggal felelések ezekért a
fertozésekért. Néhany évvel ezelott a Candida fertézéssel diagnosztizalt paciensek 70-
80%-abol a C. albicans volt kimutathat6. Az elmult két évtized soran azonban mas nem-
albicans Candida fajok is novekvd mértékben kimutathatdak voltak a Candidaval fertézott
betegekbdl. Ilyen fajok a C. glabrata, C. parapsilosis és C. tropicalis. Ezek koziil a C.
parapsilosis a negyedik (mas felmérések szerint, masodik vagy harmadik) leggyakoribb
okozoja a candididzisos eseteknek a C. albicans mogott. A C. albicans altal okozott

invaziv candidiazisos (IC) esetek részardnya az dsszes IC esetekhez képest 1997-t61 2003-
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ig csokkend tendencidt mutat, mig mas nem-albicans fajok - mint a C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis - részaranya novekszik, ahogy azt az ARTEMIS DISK

Surveillance Program adatai is mutatjak (1, 3) (2. tablazat).

C. albicans 73,3 69,8 68,1 65,4 61,4 62,3
C. glabrata 11 9,7 9,5 11,1 10,7 12
C. tropicalis 4,6 5,3 7,2 7,5 7,4 7,5
C. parapsilosis 4,2 4.9 5,6 6.9 6,6 7,3
C. krusei 1,7 2,2 3,2 2,5 2,6 2,7
C. guilliermondii 0,5 0,8 0,8 0,7 1 0,8
C. lusitaniae 0,5 0,5 0,5 0,6 0,5 0,6
C. kefyr 0,2 0,4 0,5 0,4 0,4 0,5
C. rugosa 0,03 0,03 0,2 0,7 0,6 0,4
C. famata 0,08 0,2 0,5 0,2 0,4 0,3
C. inconspicua 0,08 0,1 0,2 0,3
C. norvegensis 0,08 0,1 0,07 0,1
C. dubliniensis 0,01 0,08 0,1 0,05
C. lipolytica 0,06 0,06 0,06 0,08
C. zeylanoides 0,03 0,08 0,02 0,04
C. pelliculosa 0,06 0,05 0,04
Candida spp.* 3,9 6 3,7 3,3 7,9 4,9
Osszes eset 22533 20998 11698 21804 24680 33002

* eltérd eredménnyel azonositott Candida fajok



A C. parapsilosis nem obligdt human patogén, és nem csak kizarolag emberi
borfeliiletrdl izolalhatd, hanem példaul hazi allatokrol, rovarokrol, talajbol, st még tengeri
kornyezetbdl is. A C. parapsilosis normalis esetben kommenzalista, az egészséges human
mikrobidlis flora része €és kézrdl az egyik legnagyobb gyakorisdggal izolalhaté gomba.

Amig a C. albicans és a C. tropicalis éltal okozott invaziv megbetegedések korai
kolonizacio tovabbterjedésébdl alakulnak ki és e gombak transzmisszidja vertikdlisan
torténik - példaul anyardl gyermekre a sziiletés koriili idészakban -, addig a C.
parapsilosisnak nincs sziiksége korai kolonizalodasra és a transzmisszidja is foként
horizontédlisan torténik fert6zott feliiletekrél, mint pl. egészségligyben hasznalatos
eszk6zokrol vagy folyadékokbol, illetve egészségiigyi dolgozdk kezérdl, miivégtagokrol €s
katéterekrdl. Ez a f0 oka annak, hogy a C. parapsilosis altal okozott invaziv
megbetegedések foéként immunoldgiailag legyengiilt személyek (AIDS-ben szenvedd
betegek, leukémias betegek, kemoterapias kezelésben részesiild paciensek, stb.), kérhazak
intenziv osztalyan fekvd betegek — kiilondsen, kozponti vénas katéterrel ellatottak — és
alacsony sziletési sulyu ujsziilottek korében figyelhetok meg (2). A legfébb vektorok az
egészségiigyil dolgozok, akiknek a kezén nagy gyakorisadggal fordul elé a C. parapsilosis,
mint az egészséges bor normalis mikrobidtija. Tobb tanulmany is rdmutat arra, hogy a C.
parapsilosis az egészségligyben dolgozok kezérdl legnagyobb gyakorisaggal izolalhato
¢lesztdgomba. Egy 2005-ben késziilt publikacié szerint Brazilidban a Pranai Egyetemi
Koérhazban 21 NICU dolgozobol 13 alkalmazott volt pozitiv valamilyen élesztdre, amibdl 7
pozitiv volt C. parapsilosilosista (4). Ezek a kockazati tényezOk okozzdk, hogy a

nosocomialis betegségek jelentds részéért a C. parapsilosis tehetd feleldssé.

1.2. A Candida parapsilosis el6fordulasai a klinikumban

A C. parapsilosis opportunista patogén, ami tobbféle megbetegedésért felelds a
szajpenésztdl kezdve az invaziv betegségekig — mint a fungémia, endocarditis, peritonitis,
meningitis, arthritis — melyek mindegyike eléfordul valamilyen mélyebb beavatkozashoz

¢s mesterséges szervpotlod eszkozok hasznalatahoz kotédden.
Fungémia

A C. parapsilosis egyes felmérések szerint a madasodik leggyakrabban vérbol
izolalhaté Candida taj a C. albicans utan. A C. parapsilosis okozta fungémia szovet

burjanzashoz vezethet, aminek kovetkeztében mélyebben fekvd fertézések alakulhatnak ki



¢s halalozési ratdja 4 és 45% kozott mozoghat. A fungémias megbetegedések kitorése
fertdzott forrasok tobb paciens altali hasznéalatahoz kothetd. Korai tanulmanyok a C.
parapsilosis  fertézéseket fertdzott albumin ¢€s intravascularis vérnyomasmérdk
hasznalatabol eredeztetik. Fontos kockazati tényezd a keresztfertdzés egészségiigyi
dolgozok és a paciensek érintkezése soran, ez az oka a legtdbb kitord nosocomialis

fertézésnek (2) (1. abra).

1. abra: vérbél izolalt Candida fajok % -os megoszlasa

B Candida parapsilosis
B Candida albicans
14,8 B Candida glabrata
B Candida tropicalis

O egyéb Candida fajok

49,8

Endocarditis (szivbelhartya gyulladas)

A gombdk altal okozott endocarditis 1,3-6% &t jelenti az Osszes fert6zés okozta
endocarditisnek. Ezeknek az eseteknek 94,1%-4ért valamilyen Candida faj tehetd
feleldssé, melyek koziil a C. parapsilosis 17%-o0s részaranyaval a masodik leggyakoribb
agens a C. albicans mogott. Jelenleg a leginkdbb hajlamositd tényezdk a C. parapsilosis
okozta endocarditisre jelentoségiik sorrendjében: mesterséges szivbillentyli beiiltetése
(57,4%), intravénds droghasznalat (20%), vénan keresztiili mesterséges taplalas (6,9%),
abdominalis sebészeti beavatkozas (6,9%), immunszupresszaltsdg (6,4%), széles-
spektrumu antibiotikum kezelés (5,6%), és korabbi szivbillentyli betegségek (4,8%) (5) (2.
abra: 1. kép). A sziv szoveteinek legnagyobb gyakorisaggal fert6z6dé része az aorta
félhold alaku billentytii (56,9%) (6) (2. abra: 2. kép), ezt kdveti a bal pitvart a bal kamratol
elvalasztd kéthegyll billentyli vagy mitralis billentyll (29,1%) (6), majd a jobb pitvart a



jobb kamratol elvélaszté haromhegyli billentyli (4,1%) (5) (2. abra: 1. kép), a kamrafala
(2,8%) és a tiid6verdér billentyti (1,4%) (2, 3).

1. kép 2. kép

2. abra: a haromhegyii billentyiit (1. kép) (5) és

az aorta billentytjét (2. kép) (6) érinté C. parapsilosis vegetacioé

Meningitis (agyhartyagyulladas)

A kozponti idegrendszer gombak altali fertézése életveszélyes kockéazatot jelent. A
meningitises megbetegedések kialakitasara szamos gomba képes. A betegség tlinetei kozé
sorolhat6 a fejfajas, a fényérzékenység, a nyakszirti izmok rigiditasa, 1az és delirium.

A Candida fajok kimondottan akut neutrofil meningitist okoznak. T&bb invaziv
candidiasisban elhunyt felndtt beteg boncolasi tanulmanya ramutatott, hogy e betegeknek
csak kevesebb, mint 15%-a volt érintett valamilyen Candida faj éltal okozott meningedlis
megbetegedésben. Masrészrdl, kimutatott, hogy az invaziv candidiasisban elhunyt
csecsemOk 64% érintett volt kozponti idegrendszeri fertézésben. A C. parapsilosis okozta
meningitis nem tul gyakori jelenség: a Candida fajok altal okozott meningitises
megbetegedések 1966 ¢€s 1994 kozt 116 esetben voltak a C. albicansnak tulajdonithatok,
ami az esetek 90,1%-at jelenti, mindaddig a C. parapsilosis okozta meningitis csak 2

esetben fordult eld, ami pedig csak 1,6%-ot jelent (2).



Peritonitis (hashartya gyulladas)

A gombak okozta peritonitises megbetegedések szama igen magas, a haldlozasi
ratdja eléri a 44%-ot. Ezek a megbetegedések 3-10%-ban, olyan pacienseknél fordulnak
eld, akik végsé-stadiumu vesebetegségiik miatt folyamatos ambulans hasiiregi dializisben
(continous ambulatory peritoneal dialysis, tovabbiakban CAPD) részesiilnek (2). A C.
parapsilosis mara uralkodo patogén agensé valt a gombak okozta peritonedlis fertdzések
megtapadjon kiilonboz6 mesterséges feliileteken, mint példdul a miianyag katéterek
feliiletén. Eppen ezért a dializald folyadék magas gliikoz tartalma és a hasiiregi katéter
behelyezése miatt a legelterjedtebb peritonitist okoz6 gomba azoknak a korében, akik
CAPD kezelést kapnak (3). A leglényegesebb hajlamosito tényez6 az, ha a beteg korabban
bakteridlis peritonitisben szenvedett és ezt antibiotikumokkal kezelték, ami feltételezések
szerint a gomba tilndvekedéséhez vezetet. C. parapsilosis fertézésbol eredd peritonitishez
kothetd tiinetek a zavaros dializatum, hasi fajdalom, 14z és bélelzarodas (2).

A C. parapsilosis okozta peritonitis joval gyakrabban okoz komplikacidkat, mint
barmelyik mas peritonitist okozo Candida faj, ugyanis talyogképzédést von maga utan, és
még a hasiiregi katéter eltdvolitdsa utan is hashartya gyulladast okoz (2). A komplikaciok
kockdzata még magasabb, ha a beteg C. parapsilosis okozta hashartya gyulladds mellett
monoterapias flukonazol kezelésben részesiil, mintha a gyulladast mas Candida faj okozna
az elébb emlitett antifungalis kezelés mellett. Ilyen esetekben fokozottan intenziv

szisztémads antifungalis kezelés sziikséges (2, 3).
Arthritis (iziileti gyulladas)

A gombdk az iziileti gyulladasoknak nem gyakori okozo6i, a mégis eléforduld esetek
legtobbjében azonban a Candida genus valamely tagja a kivalto agens. Az esetek tobbsége
az iziilet direkt inokuldcidja miatt kovetkezik be, kivaltképpen idésebb apoltaknal. Ennek
ellenére, ritkdbban az is eléfordul, hogy szétterjedd candidiasis szovédményeként alakul ki
az iziileti gyulladés, ez foként immunszupresszalt egyénekre jellemzd. Sajnos esetiikben a
betegség lefolydsdnak prognozisa rosszabb, mint azon betegekben, ahol az arthritis
kialakulasa direkt inokulacié miatt kovetkezett be.

Az esetek tobbsége olyan iziileti teriileteken detektalhatd, ahol mesterséges iziiletet

helyeztek el vagy ahol valamilyen beavatkozast végeztek iziileti panaszok miatt (2, 7) (3.

abra).



3. abra: MRI-felvétel egy C. parapsilosis
arthritisben szenvedo egyén jobb
térdérol (7)

Endophthalmitis és keratitis (bels6é szem- és szaruhartya-gyulladas)

A C. parapsilosis miatti endophthalmitis foként miitét utani fertézésekbdl adéddan
alakul ki. Bizonyos esetekben cataract eltdvolitas utan, lencse beiiltetését kovetden és
kortikoszteroid tartalm(i szemcsepp hasznalata soran alakul ki edophthalmitis. C.
parapsilosis okozta endophthalmitis az 6todik leggyakoribb gomba okozta edophthalmitis
megbetegedés, a C. parapsilosis a Candiddk okozta endophthalmitises esetek 21%-aért
felelds (2, 3).

Candida fertdzésekben érintett keratitises megbetegedések igen ritkak (3). Tiinete a
szem vOrossége, fényérzékenység, fajdalom, csokkend latasélesség, sargas-fehéres

szivargas és szemszarazsag (2).
Vulvovaginitis (hiivelygyulladas)

A nyalkahartydk C. parapsilosis altali fert6zése elsdsorban a hiivelyre jellemzd. A
Candiddk okozta vaginitisben érintettek 80-90%-a C. albicans éltal fert6zodott személy (2,
3). Annak ellenére, hogy novekvd tendencia figyelhet6 meg a C. parapsilosis okozta

vaginitis esetek szdmaban, ezek szdma jelenleg nem til magas (3). A C. parapsilosis olyan



tiinetekért felelds, mint a viszketés, égetd érzet €s vagindlis folyas, azonban bizonyos

esetekben nem jelentkeznek tiinetek.
Hugyti fert6zések

Candida fajok okozta hugyuti fertézések eléforduldsi gyakorisaga igen valtozo.
Példaul 6281 patogén mikroba tdrzset izolaltak korhazban apoltakbdl az olaszorszagi
Brescidban 2002 ¢és 2005 kozott, azonban ebbdl csak 56 (0,9%) volt valamilyen Candida
faj. Mas tanulményok viszont egészen mas eredményekrdl szamolnak be: a betegek
hagyuti fertdzései kozt 15-20%-os gyakorisaggal fordult elé valamely Candida faj.

Fontos megjegyezni, hogy a hugyutakat érintd fertézések nem okoznak szétterjedd
betegségeket, hanem inkabb az alsobb huigyutakban képeznek koldniat.

A C. parapsilosis igen kis gyakorisdggal okoz hugyuti fertézéseket, az esetek

szamaban a C. albicans, C. tropicalis és a C. pseudotropicalis mogé szorul (2, 3).

1.3. Candida fajok antibiotikum rezisztencia mechanizmusai

Candidiasissal kapcsolatos megbetegedésekben altalanosan alkalmazott kezelési
moddszer azolok (pl.: flukonazol, ketokonazol, itrakonazol, voriconazol), echinokandinok
(pl.: caspofungin), valamint stilyosabb esetekben amphotericin B hasznalata.

Napjainkban egyre altalanosabb jelenség a Candida fajok rezisztencidja a flukonazolra, de
gyakran azonositanak caspofungin €és amphotericin B rezisztens torzseket is human
megbetegedésekbdl.

A kialakul6é drog-rezisztencianak tobb lehetséges mechanizmusa is ismert. Egyik
ilyen az antifungalis szer célpont enzimjének génjében létrejovo pontmutacid, mely révén
az adott enzim csOkkent érzékenységet mutat a droggal szemben. Hasonléan a
célenzimmel kapcsolatos, rezisztencia kialakuldsaért felelés mechanizmus, amikor az adott
fehérje expresszidja olyan mértékben megndvekszik, hogy a gomba sejtbe bejutott
antimikotikum mennyisége nem képes gatolni az enzim miikodését. Ezektol némileg
eltérd, rezisztenciat okoz6 esemény a kiilonbozé efflux pumpak megjelenése a gomba sejt
membranjaban. Ilyen transzporter fehérjék kozé tartoznak az ATP-kotd kazetta (ATP-
binding casette, ABC) motivummal rendelkezd transzmembran fehérjék, valamint a 6
facilitator szupercsalad (major facilitator superfamily, MFS) bizonyos tagjai. Mind az
ABC-transzporterek €s az MFS-transzporterek széles szubsztrat specifitassal rendelkeznek,

igy felelések lehetnek akar multidrog rezisztencia kialakuldsaért is. Az ABC-
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transzporterek mitkddéséhez ATP kotése és hidrolizise sziikséges, az MFS-fehérjék
ellenben nem igényelnek ATP-t szubsztratjaik transzportjahoz. Ezen transzporterek
mikodésének pontos biokémiai mechanizmusa eleddig ismeretlen (8).

Candida albicansban a legfontosabb drog effluxért felelds ABC-transzportereket
koédold candida drog rezisztencia (candida drug resistance, CDR) 1- és 2 géneket tobb
esetben is azonositottdk, mint azol és amphotericin B rezisztencidért felelds géneket.
CaCDR1 és CaCDR2 génekkel homolog géneket nem-Candida albicans Candida (NCAC)
fajokban is azonositottak, példaul a CgCDRI1-2 gének C. glabrataban szintén hozza
jérulnak flukonazol rezisztencia, valamint csokkent echinokandin érzékenység
kialakulasahoz. Candida parapsilosisban a CPAG_ 05103, CPAG 05104 Broad szammal
ellatott gének (tovabbiakban: CpCDRI1 ¢és CpCDR2) tartalmaznak CDR-domaineket.
Azonban amig C. albicansban és C. glabrataban a CDR-transzporterek szerepe jol ismert,
addig C. parapsilosisban a CpCDR1-2 génrdl képzddd transzporterek jelentdsége nem
tisztazott (9, 10).
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2. CELKITUZESEK

A CDR gének szerepe Candida albicansban, C. glabrataban ¢és tobb mas Candida

fajban jol ismert. C. parapsilosis genomjaban is taldlhatok olyan gének, melyek CDR-

domainokat kodolnak, azonban a CDR-transzporterek szerepe joval kevésbé tisztazott C.

parapsilosisban, mint a korabban emlitett fajokban. A C. parapsilosisban a CDR-gének
koziil a CPAG_05103, CPAG 05104 szamlak egymassal szomszédosak és a DNS negativ
szalan talalhatoak, e két gént CpCDRI- és CpCDR2-ként emlitjiik a tovabbiakban.

Munkéank soran célul tuztiuk ki:

1.

2.

3.

4,

CpCDRI és CpCDR2 homozigota duplamutans 1étrehozasat Candida parapsilosis
GAT-es torzsébdl kiindulva.

A 1étrehozott CpCDRI-2 duplamuténs érzékenységének meghatirozéasa flukonazol,
caspofungin és amphotericin B antifungalis szerekre.

J774.2 monocita sejtvonal gombadlési  hatékonysaganak vizsgalata a
duplamutanssal szemben. Valamint a duplamutans taléloképességének ellendrzése
in vivo kisérletben A/J egerek hasznalataval.

A mutans torzs stressz tolerancidjanak elemzése kiilonb6zd oxidativ €s ozmotikus

stresszorok hasznalataval.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

3.1.1. Felhasznalt torzsek

1 tablazat: Hasznalt és altalunk létrehozott C. parapsilosis torzsek

Torzs Genotipus Referencia

WT GAl CpCDRI1-CpCDR2/ CpCDRI-CpCDR?2 11

He® CpCDRI-CpCDR2/Acpedrl-Acpedr2::SAT1-FLIP jelen dolgozat

He® CpCDRI1-CpCDR2/ Acpcdri-Acpedr2::FRT jelen dolgozat

Ko® Acpedr1-Acpedr2/ Acpedri-Acpedr2::SATI-FLIP jelen dolgozat

Ko® Acpedr1-Acpedr2/ Acpedri1-Acpedr2: :FRT jelen dolgozat
3.1.2. Felhasznalt sejtvonalak

J774.2 makrofag sejtvonal

Ezt a ragcsalo sejtvonalat néstény BALB/c gentoipusu egér tumoros sejtcsoportjabol

1zolaltak.

Erdekességiik, hogy életik kés6i

Ezeket az egereket monoklondlis antitestek termeltetésére hasznaljak.

szakaszaban hajlamosak tumorok képzésére

(http://en.wikipedia.org/wiki/BALB/c), az egyik ilyen tumorbdl izolaltdk a szoban forgd

sejtvonalat. Tenyésztésének sajatossaga, hogy szaporitdsa soran a tenyésztdedény aljdhoz

tapad.

3.1.3. Taptalajok és tapoldatok

YPD tapoldat

Osszetéte

1 100 ml YPD-re:
1 g gliikéz (Spektrum 3D)
1 g pepton (Reanal Rt.)
0,5 g élesztd kivonat (Diagnostica MERCK)

1 ml penicillin-sztreptomicin (,,penstrep”) oldat (10000 unit penicillin és 10 mg

sztreptomicin/ ml 0,9 % NaCl-oldatban, Sigma-Aldrich, Németorszag)
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YPD téptalaj
Osszetétel 100 ml YPD-re:
1 g gliikoz (Spektrum 3D)
1 g pepton (Reanal Rt.)
0,5 g élesztd kivonat (Diagnostica MERCK)
2,5 g agar
1 ml penicillin-sztreptomicin (,,penstrep”) oldat (10000 unit penicillin és 10 mg

sztreptomicin/ ml 0,9 % NaCl-oldatban, Sigma-Aldrich, Németorszag)

J774.2 makrofag sejtek tenyésztése: DMEM / FBS / penstrep médiumban.
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Lonza, UK, Cat. N°: BE12-604F)
10 v/v% sterilre sziirt és héinaktivalt FBS (Fetal Bovine Serum, Lonza, UK)

1 v/v% penstrep

3.1.4. Candida parapsilosis mutansok létrehozasahoz hasznalt anyagok

Lizis puffer (totdl DNS izolalas)
1%(w/v) SDS

50 mM EDTA

100 mM Tris (pHS)

TE oldat (transzformalas)
10 mM Tris-HCL

1 mMEDTA

pH 7,5

TE-litium acetat esetén +0,1 M litium acetat

Southern-blot

Denaturald oldat 500 ml-re nézve
10 g NaOH
43,8 g NaCl
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Neutralizacidés oldat 500 ml-re
125 ml 2M Tris (pH7,5)

43,5 g NaCl

1 ml 0,5M EDTA (pHS)

20x SSC oldat 1 I-re szdmolva
88,23 g Na-citrat (0,3 M-os oldat)
175,32 g NaCl (3 M-os oldat)

Hibridizaciés puffer

5x SSC

0,1% N-lauryl-sarcosine
0,02% SDS

1% Blocking reagens

1. mos6 50 ml-re nézve
5 ml 20x SSC
0,5 ml 10% SDS

2. moso6 50 ml-re nézve

2,5 ml 20x-0s2-es moso oldat

10x-es 1-es puffer

0,1 M maleinsav
0,15 M NacCl
pH 7,5

2-es puffer
1% blocking reagens 1x 1. pufferben oldva

3. puffer
0,1 M Tris-HC1

0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
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3.1.5. Gomba eliminacios kisérlet soran felhasznalt anyagok és eszkozok

A J774.2 makrofagok tenyésztéséhez hasznalt tapoldatok: DMEM. (6sszetétel: 1d.
feljebb)
PBS 1 liter 10X-es toménységii oldatra:
80 g NaCl
2 g KCl
14,4 g Na,HPO,
2,4 g KH,PO,

3.1.6. Torzsek novekedési vizsgalatahoz hasznalt anyagok

Novekedés pH-fliggvényében

YPD taptalaj pH8 20 ml (Mcllvaine szerint):

0,2 g gliikoz

0,2 g pepton

0,1 g élesztd kivonat
0,5 g agar

19,45 ml Na,HPO,
0,55 ml citromsav

(200 pl Penstrep)
A tovéabbiakban a Mcllvaine puffer dsszetevdi valtoznak:

pH 7
16,47 ml Na,HPO,

3,53 ml citromsav

pH 6
12,63 ml NazHPO4

7,37 ml citromsav

pH S
10,3 ml NazHPO4

9,70 ml citromsav
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pH4
7,71 ml NazHPO4
12,29 ml citromsav

(+0,5% agar)

Novekedés H,O,/NaCl/KCI jelenlétében

YPD taptalaj 20 ml:

0,2 g gliikkéz

0,2 g pepton

0,1 g élesztd kivonat

0,5 g agar

+ 10 mM H,0O, /20 mM H,0,/ 1,5 M NaCl/2 M NaCl/ 1,5 M KCl/2 M KCI

3.2. Modszerek

3.2.1. Candida parapsilosis CDR1-2 duplamutansok létrehozasa soran alkalmazott
modszerek

Total DNS izolalas

A 2 ml-es tenyészet 5 perces centrifugalasa (5000 rpm) utan kapott pelletet 500 pl
lizis pufferben felszuszpendaljuk, majd az Eppendorf-csovet iiveggyonggyel Iml-ig
feltoltjik. Harom perc automatikus vortexet kdvetOen, az igy kapott szuszpenzidhoz
tovabbi 275 ul 7 M NHs-acetatot adunk, majd a sejtek hokezelése utan (65°C, 5 perc)
azokat 5 percig jégen taroljuk.

A jeges kezelés leteltével 500 pl kloroform-izoamilalkoholt adunk az elegyhez,
vortexeliink, majd centrifugélunk (10 perc, 13000 rpm). Az igy kapott felsé vizes fazist
masik Eppendorfcsdben Osszegylijtjiik, 500 pl izopropanolt adunk hozza ¢s jégen allni
hagyjuk. A jeges kezelés utan 0jabb centrifugalas kovetkezik (10 perc, 13000 rpm), majd
70%-o0s alkohollal mossuk az elegyet. Ennek centrifugalasa utdn a pelletet beszaritjuk,
majd 100 pul RN4azos bidesztillaltvizben felvessziik, és ellendrzésként 1 pl-t 0,8%-o0s agardz

gélen futtatunk.
Transzformalas

C. parapsilosis sejteket 50 ml YPD folyadéktenyészetben 30°C-on overnight

tenyésztiink. Centrifugalassal 6sszegytjtjiik (3000 g, 5 perc) oket, majd TE oldatban 1x
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mossuk. A sejtpelletet 30 ml TE-litium acetat oldatban szuszpendaljuk, és 45 percig 30°C-
on razatjuk. A tenyészethez ezutan 750 ul 1M DTT-t adunk, majd tovabbi 15 percig 30°C-
on razatjuk. Az inkubalas utan steril vizet adunk a tenyészethez, és a szuszpenzid
centrifugaldsa utan a pelletet jéghideg vizzel 2x mossuk. A masodik jéghideg vizes mosas
utan a sejteket 1M-os szorbitol oldattal 1x mossuk, majd a maradék feliiliszoban a sejteket
felszuszpendaljuk, és felhasznalasig jégen tartjuk. Elektroporalds soran 40 ul kompetens
sejtet Eppendorf-csében a transzformalandé DNS fragmentummal 6sszekeveriink (1-5 pg
DNS), majd eldhiitott kiivettdba pipettazunk. (Az elektroporacié paraméterei: 1,5 KV, 25
mikroF, 200 ohm). Az elektroporacio utan a kiivettdkat jégre tessziik, majd a sejtekhez
jéghideg YPD 1M szorbitol tapoldatot adunk. A sejteket jégen allni hagyjuk, majd YPD
IM szorbitolt tartalmazo csOben 3 6ran at 30°C-on inkubaljuk. Az inkubalas utan a sejteket

szelektiv taptalajra szélesztjiik, és 30°C-on inkubaljuk.
Southern-blot

A 4 napos eljarés soran szamunkra lényeges specifikus DNS szakaszokat mutatunk
ki.

Az 1. napon totdl DNS izolalasat kovetden Osszemérjiik a blottoldshoz sziikséges
emésztési reakciot, ami tartalmazza a DNS-t, puffert (Tango puffer, Fermentas), sziikséges
specifikus enzim mennyiségeket, valamint steril desztillalt vizet. Az emésztési reakcio
Osszeallitasa utan 1 napon keresztiil 30°C-on inkubalunk.

A 2. napon az emésztett DNS-t kell kicsapnunk. Izopropanolos kezelés utan az
oldatot centrifugaljuk (10 perc, 13000 rpm). Ezt koveti a 70%-os alkoholos mosas, Gjabb
centrifugalassal (10 perc, 13000 rpm). A pelletet beszaritjuk, steril desztillalt vizben
felvessziik, majd 0,8%-o0s agardz gélen futtatjuk. Futtatds utan a gélt 10 percre etidium-
bromidot tartalmazé edénybe tessziik, majd fotdzast kovetden denaturald oldatba rakjuk es
30 percig razatjuk. A DNS denaturaciot kovetden a gélt 2x 20 percre neutralizacios oldatba
vissziik. A pH visszadllitasa utan blottol6 edényben Osszeallitjuk a blottold piramist. A
kapillaris blottolast overnight végezziik.

A 3. napon, a blottol6 piramis szétszedését kovetden a Hybond N filteren 1évé DNS
fragmentumokat UV-fény segitségével rogzitjiik, majd hibridizacids cs6be tessziik, és
hibridizéacios pufferrel 1 6ran keresztiil 65°C-on hibridizacids siitdben forgatva inkubaljuk.
A jelolt proba hozzidaddsa utan a hibridizacios csovet ismét a hibridizacios siitobe

helyezziik 65°C-ra és egy éjszakan keresztiil inkubaljuk.
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A detektalast a 4. napon kezdjiikk meg. A csOben 1évé jeldlt anyagot ledntjiik, majd a
filtert 2x5 percig az 1. mos6 oldatban szobahdmérsékleten mossuk, amit 2x15 perc 2.
mosot tartalmazo oldatos mosas kdvet 65°C-on. A tobbi 1€épés ismét szobahdmérsékleten
zajlik. A 2. mosodval torténd atmoséas utan 1. és 2. pufferrel torténik az atoblités. Ezeket
kovetden a filterre 2. puffer+ antitest konjugatumot tartalmazé oldatot ontiink, és 30 percen
at siitbben inkubalunk, majd 2x15 percig szobahOmérsékleten siitdben forgatva 1.
pufferben inkubaljuk a filtert. Az 1. puffert 3-ra cseréljiik, és 1 percig forgatjuk, végiil
pedig a filtert zacskdba helyezziik és hozzaadjuk az elézdleg 6sszemért 3. puffer + 200 pl

color substrate keveréket. A filtert sotét helyen taroljuk a detektalhaté jelek megjelenéséig.

3.2.2. Torzsek antimikotikum érzékenységének megallapitasa

A vad tipusu valamint a CDRI-2 mutdns torzsek antibiotikum érzékenységének
megallapitdsa Broth-mikrodilicidos modszerrel tortént a National Committee for Clinical

Laboratory Standards (NCCLS) M27-A harmadik kiaddsu protokolljanak megfeleléen
(16).

3.2.3. Makrofagok gomba eliminacios hatékonysaganak meghatarozasa

A killing vizsgalat soran ismert szamu gazdasejtet fertéziink ismert szamu (5x tobb)
mikrobaval. Kontrollként a fertézéshez hasznalt mennyiségli mikrobaval oltunk be
gazdasejtet nem tartalmazo, a gazdasejt tenyésztéséhez hasznalt tapoldatot. A
makrofagokat tartalmaz6é és a kontroll tenyészetekben ugyanakkora térfogata, és
ugyanolyan tipust tapoldatot hasznalunk.

A gazdasejtek fert6zése utan 3 oOraval a letapadt sejteket sejtkapard segitségével
felkapartuk, majd injekcids tii és fecskendd segitségével a tenyésztdedény mintahelyeiben
1évé tapoldat-sejt szuszpenziot tobbszori atszivassal kezeltiik, hogy az 0sszetapadt gomba
sejtek, valamint a makrofagok altal fagocitalt de még ¢l6 sejtek kiszabaduljanak. Az igy
kezelt szuszpenzidt higitottuk (150 telep/csésze), majd YPD-Penstrep taptalajra
sz¢lesztettik. 2 nap mualva a megjelend telepket megszdmoltuk. Kisérleteinket 3
parhuzamosban végeztiik.

A fagocitozis hatasfokat (szazalékat) a kovetkezd képlet alapjan szadmoltuk ki: a
fagocitalt Candida sejtek szaméat (Candida telepek atlagos szama a kontrollban — Candida
telepek atlagos szama a gazda sejtekkel ko-kultardban) elosztjuk az 6sszes Candida sejtek

szamaval (Candida telepek atlagos szdma a kontrollban).
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3.2.4. Torzseink in vivo talélésének vizsgalata A/J egerek hasznalataval

A kisérlethez 6-8 hetes A/J egereket fertztiink 3X 107 vad tipusa vagy muténs sejttel
100 ul PBS-ben. Az egereket 2-4 nappal a fertdézést kovetden felaldoztuk és a maj, vesék
¢s 1ép homogenizalasabol szarmazd szuszpenzidt YPD tdptalajra  kiszélesztve
meghataroztuk a kiilonb6zd torzseink telepeinek szamat, melybdl a taléloképességre

kovetkeztethettiink.

3.1.6. Torzsek novekedésének vizsgalata a pH, oxidativ és ozmotikus stresszorok
fiiggvényében

A torzseinkbdl 10°, 10, 10°, 10* sejt/ml szuszpenzidkat készitettiink. Majd az igy
kapott szuszpenziokbol 10-10 pl-t cseppentettiink a kiilonb6zé pH-ji és a kiilonbozd

SN

»Anyagok” résznél leirtaknak megfeleléen készitettiink el. A csészék beszaradasa utan a

lemezeket 30°C-on valamint 37°C-on inkubaltuk 48 oran keresztiil.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Candida parapsilosis CDR1-2 duplamutansok létrehozasa

A Cdrlp-t és Cdr2p-t kodolé gének a CPAG 05103, CPAG_05104 egymas mellett
helyezkednek el a genomban, igy egy lépésben megoldhaté a CDRI-2 heterozigota és
homozigoéta duplamutans létrehozéasa. A delécios konstrukeio alapja a pSFS2 plazmid, ami
tartalmazza a targetalt gén upstream és downstream szekvenciajat, valamint a flipper (FLP)
kazettat (4. abra). Ezt a konstrukciot kihasitjuk a plazmidbol, majd elektroporacidval a
gombasejtekbe transzformaljuk, €s NAT rezisztenciara szelektaljuk a transzformansokat (a
flipper kazetta tartalmazza a NAT rezisztencidért felelds CaSATI gént). A
transzformansokat ,,Master Plate”-re gytjtjiik, majd folyadékban tenyésztjiik, totdl DNS-t
izolalunk, restrikcids emésztést végziink és Southern blot hibridizacioval ellendrizziik a
kazetta cél-lokuszba torténd beépiilését, valamint az esetleges ektopikus integraciok
bekovetkeztét. A megfeleld, egykopias lokuszintegraciot hordozo és ektopikus
integracioktdl mentes transzforméansokat maltozt tartalmaz6 minimal tapoldatban 1 napig
tenyésztjiik, igy a maltdéz promoter altal indukalt FLP kazetta kiugrasa lehetové valik. A
folyamatot az FLP helyspecifikus rekombinaz irdnyitja, amely a kazetta részét képezo
FRT (flanking recognition target) szekvencidkat ismeri fel és ezek mentén valositja meg a
rekombinaciot. A tenyésztést kovetOen sejtszamlalds utan 200-200 sejtet szélesztiink
szenzitiv telepek izolalasara. A szenzitiv telepeket ,,Master Plate”-re gytjtjiik, majd
Southern hibridizécioval ellendrizziik a szenzitiv torzsekben az FLP kazetta kiugrasat a
genombol. Mivel a C. parapsilosis genom diploid, az igy létrehozott mutansok csak
heterozigotak, ezért tovabbi transzformalasok, szelektalasok es ellendrzések sziikségesek a

homozigdta mutans létrehozasahoz.
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1. Upstream FRT Maltoz P FLP gén CaSAT1 FRT Downstream I

(NAT)
D —— Upstream ?/ Downstream —

4. abra: Az abran a transzformalo flipper kazetta felépitése lathaté 1. indukalhato

maltoz promaoter, flippaz (FLP) illetve, NAT rezisztenciat meghatarozo gén CaSATI

és FRT szekvenciakkal, 2. valamint azok nélkiil.

A flipper kazetta, a sejtekbe torténd transzformaciot kovetéen, a homolog régiok
segitségével integralodik a gazda sejtek genomjaba. Az igy kapott transzformansokbol a
kazetta a kovetkezdképpen keriil kivagodasra az ugrasztds soran: maltdz jelenlétében a
Flipper kazettdban jelen 1évé maltéz promoter indukéalodik, aminek kovetkeztében a
flippaz enzimet kodold gén aktivalodik, és az FRT szekvenciak hasitasra keriilnek. Ezaltal
a gazdasejt genomjabol a kazetta kirekombinalddik, ellenben az FRT régiok hasitasa soran
megmaradt szekvencia részletek visszamaradnak (fragmentum méretbeli kiilonbségek 1d.

5. abra).
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5. abra: C. parapsilosis wt, CDR1-2 gének helyére beépiilt flipper kazetta, és a CDRI-
2 delécios mutans Scal-es hasitasat koveto fragmentum méreteit mutatja. Zold

négyzet: Downstream jelolt proba

A CDRI-2 gének helyére beépiilt flipper kazettat tartalmazo sejtek genomidlis DNS-
ének Scal-es emésztését kovetden a hdrom emésztési hely koziil az egyik eltlinik, ennek
kovetkeztében jelentdsen nagyobb fragmentum méretet kapunk, mig ugrasztas soran a nem
teljes kirekombinaldédas kovetkeztében genomban maradt FRT miatt valtozik a

fragmentum hossz az eredetihez képest.

4.2. C. parapsilosis vad tipus és CDR1-2 duplamutans antimikotikum érzékenysége

A C. parapsilosis fertdzések kezelése leggyakrabban azol vagy echinokandin tipusu
antimikotikumokkal, bizonyos stlyosabb esetekben amphotericin B-vel torténik. Munkank
soran a mutdns torzsek létrehozdsa utan, eloszor meghataroztuk torzseink MIC (minimal
inhibitory concentration) értékeit flukonazolra, caspofunginra és amphotericin B-re.

Eredményinket a 6. abran talalhato tdblazatokban foglaltam 6ssze.
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Flukonazol (ug/ml) AmphotericinB (pg/ml)

ATCC22019 1 2 ATCC22019 05 05
ATCC6258 16 32 ATCC6258 1 1
WT 05(8) 05(S) WT 025 025

CDR1-2KO 025(S5) 0.25(5) CDR1-2KO 0.25 0.25
CDR1-2 He/S 0.5 (S) 0.5 (5) CDR1-2 He/s 025 0.25

Caspofungin (ug/ml)

ATCC22019 1 4
ATCCEB258 1 1
WT 4 (NS) 4 (NS)
CDR1-2KO 2 (S) 2 (S)

CDR1-2 He/S 4 (NS) 4 (NS)

6. abra: C. parapsilosis vad tipus, heterozigdota mutans és CDRI-2 delécios torzsek,

valamint a referencia torzsek antimikotikum érzékenysége

Az amphotericin B mind a 3 vizsgalt torzsiinkre egyforma mértékben hatott (0,25
ug/ml). Mig a flukonazol €s a caspofungin esetében a vad tipus és a heterozigdta mutans
MIC értékei egyforman 0,5 pg/ml-nek és 4 pg/ml-nek adodtak, e drogokra a delécios
mutans MIC értéke egy higitasi 1épcsOvel alacsonyabb volt, mint a vad tipusnal vagy a
heterozigota mutansnal (0,25 pg/ml, 2 p/ml). Az M27-A protokollhoz mellékelt tablazat
alapjan a caspofungin esetében a vad tipus és a heterozigdta mutans érzé¢kenysége a nem
érzékeny kategoériaba esett (NS-non susceptible), mig a CDRI és CDR2 gének elvesztése a

delécios mutans érzékeny kategéridba sorolasahoz vezet.

4.3. J774.2 egér eredetii makrofag sejtvonal gombaoélési hatékonysaga torzseinkkel
szemben

A gazda-patogén  kolcsonhatdsok  vizsgalatahoz — széleskorben  elterjedt
modellrendszer a J774.2 egér makrofagszerli monolayer. Tovabbi eldnye a

modellrendszernek a sejtek konnyli szaporithatésdga ezéltal a rendszer nagyobb szamu
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izolatum vizsgélatara alkalmas. Munkank sordn célul tiiztiik ki térzseink gazda sejtekkel
torténd interakcidojanak Osszehasonlitasat kiilonOs tekintettel a gomba-6l6 képességre.
Minden torzs esetében 3 egymastol fiiggetlen Un. biolodgiai parhuzamost alkalmazva
végeztiink fertdzési kisérleteket, majd ezutdn minden ko-kultira esetében 3 Un. statisztikai
parhuzamos alkalmazasaval hatdroztuk meg a gomba-61és hatékonysagat. Eredményeinket
a 7. abra foglalja 0ssze.

Megallapitottuk, hogy a sejtvonal mindharom faj izolatumait képes bizonyos
szazalékban elimindlni. Az 6lési hatékonysag C. parapsilosis vad tipus esetében 18-38%
(atlagosan: 26,27%), heterozigdta mutans esetében 8-17% (atlagosan: 11,81%) valamint a
delécios mutans esetében 1-4% (atlagosan: 2,52%). A kiilonb6zo torzsek adatainak atlagait
tekintve megallapitottuk, hogy a J774.2 sejtvonal a harom torzset kiilonb6z6 mértékben
volt képes elimindlni, statisztikailag szignifikans kiilonbségeket allapitottunk meg mind a

harom torzzsel szemben mutatott 6lési hatékonysagban.

J774.2 gombadlési hatékonysaga

p<0,001 :
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7. abra: J774.2 sejtvonal gombadlési hatékonysaga

4.3. Torzseink in vivo tulélése A/J egerekben

Az in vitro fertézések hasznosak, de meger6sitésiikhoz sziikségesek in vivo kisérletek
is. Erre kiillonboz6 egér torzseket hasznalnak. Candida fertézések modellezésére az A/J
egértorzs a legalkalmasabb. Az egerek fertézése torténhet intraperitonedlisan (IP) vagy
intravéndsan (IV), az IV fertdzések elénye, hogy alkalmasabb rendszer szisztémas
fertdzések modellezésére. A fertdzés utan a gomba sejtek elsésorban a majban, a 1épben és

a vesékben halmozddnak fel, igy a fert6zést kdvetd 2. napon a kisérletben résztvevod
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egereket CO,-vel tulaltatjuk az eldbb emlitett szerveikbdl homogenizatumot készitiink és
az igy nyert szuszpenziot YPD csészékre szélesztve a felnovo telepek szadma alapjan,
kovetkeztetiink a torzseink tulélési képességére.

A kapott eredmények Osszefoglalasa a 8. abran lathato.
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8. abra: Eldsejtek szama az egerek kiilonb6zo szerveiben 3 torzsiink esetén a masodik

napon

Az abrardl is kideriil, hogy az egerek majaban mind a 3 torzsiink azonos mértékben
volt képes tulélni. A Iépben és a vesékben a heterozigota és a delécidos mutans torzsek
sejtjeibdl jelentdsen tobb élt tal, mint a vad tipus sejtjeibdl. Erdekes médon a heterozigota
muténs és a delécidos mutans torzsek kozott nem volt kiilonbség az in vivo talélésben a

masodik napon. A negyedik napra az egerek szervezetében nem volt detektalhatd gomba

egyik torzs esetében sem.

4.4. Mutansok novekedése kiilonb6z6 kornyezeti stresszorok jelenlétében

A kornyezet kémhatasa a Candida fajok virulencidjanak egyik meghatarozo faktora.
Mivel ezen patogén gomba fajok az alacsony pH-t preferaljak, ezért tulzottan savas

kornyezetben over-expresszalodnak. Az emberi szervezetben acidézis kialakitasaban
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szerepet jatszhat a tartosan magas vércukor szint, tovabba az alkohol, valamint
kovetkezménye lehet antibiotikumos kezelésnek is.

Vizsgalataink soran ellendriztiik torzseink novekedési képességét 4-8-as pH értéki
YPD téaptalajokon. A 9. abra alapjan is jol lathatd, hogy a vad tipust és a CDRI-2
mutansok egyik pH értékii taptalajon sem mutatnak eltérd fenotipust, tehat a két CDR gén

elvesztése nem befolyasolja a gomba ¢letképességét a pH fliggvényében.

pH4 pH5

10° ] 104 103\ 102 | 101 105 10* | 103 | 102 10!

9. abra: C. parapsilosis vad tipus, CDR1-2 heterozigdta és delécios mutansok

novekedése kiilonbozé pH-ju taptalajon

A gomba sejtek ellen a fagocitdlo sejtek elsésorban oxidativ vegyiiletek fago-
lizoszémaba juttatasaval 1épnek fel. Ennek modellezésére 10 mM valamint 20 mM H,O»-

vel kiegészitett YPD taptalajon vizsgaltuk a torzsek novekedési képességét.
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Ahogy az a 10. ébra alapjan lathat6 a vad tipust €s a CDRI-2 mutansok egyforman
novekedtek a H,O,-t tartalmaz¢ taptalajokon, ez azt jelenti, hogy a CDRI-2 gének
elvesztése nincs jelentds hatdssal az oxidativ stressz toleralasara.

Az ozmotikus stresszel szembeni ellenallosag ellendrzésére YPD téptalajainkat 1,5
M valamint 2 M natrium-kloriddal vagy kalium-kloriddal egészitettiik ki. Lathat6, hogy
sem a NaCl-t, sem a KCI-t tartalmazo taptalajon nem volt kiilonbség torzseink ndvekedései
kozott, tehat a CDRI-2 gének elvesztése nem volt kimutathaté hatdssal az ozmotikus

stresszel szemben mutatott toleranciara.

YPD 10 mM H202 20 mM H202 1,5 M NaCl 2 M Nacl 1,5 M KCl 2 MKCl
105 10%| 103107 | 103 10| 10%|10% | 105 10| 103|102 | 10%|10%| 103102 [105|10%| 103|107

YPD 10 mM H202 20 mM H202 1,5 M Nacl 2 M NacCl 1,5 M KCl 2 MKCl
105 104| 10° 10°( 10| 1031102 | 10°110%] 10°{ 102 | 105 10*| 10°| 107 | 105 10*| 103102 | 10°| 10*| 103|102 [ 105/ 10%] 103|102

WT
37C HE

10. abra: Kiilonb6z6 stresszorok hatasa C. parapsilosis vad tipus, CDR1-2

heterozigota és delécios mutans torzsek novekedésére
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5. OSSZEFOGLALAS

Munkénk sordn sikeresen létrehoztuk C. parapsilosis vad tipusi GA1l torzsébdl
kiindulva a C. parapsilosis CDRI-2 heterozigota és homozigdta mutdnsokat az erre a célra
osszeépitett pSFS2CDR1-2 plazmid konstrukcio segitségével.

Korabbi tanulméanyok arra utaltak, hogy a CDR géneknek jelentds szerep jut mas
Candida fajoknal a drogrezisztencia kialakitasdban, az altal, hogy ATP hidrolizalasaval,
széles szubsztrat specifitassal képesek kiillonbdzd molekulak sejten kiviilre juttatasara. Az
emlitett tanulmanyokban mutattdk ki CDR gének fokozott miikdodését tobb rezisztens
Candida torzsben.

Muténs torzseink flukonazollal és caspofunginnal torténd tesztelése kideritette, hogy
a CDRI-2 gének elvesztése Candida parapsilosisban csokkent MIC-értékeket okoz az
elébb emlitett antimikotikumokkal szemben, hasonlé MIC-érték esést nem tapasztaltunk az
amphotericin B esetében, ahol torzseink azonos mértékben voltak érzékenyek.

Gombaeliminacids kisérleteket is végrehajtottunk J774.2 egér makrofag sejtvonal
hasznalataval in vitro korilmények kozott. Megallapitottuk, hogy a J774.2 sejtek
legerdteljesebben a vad tipusu torzs sejtjeit pusztitottak el, mig ennél kisebb (kortilbeliil
50%) mértékben volt képes a CDRI-2 heterozigdta torzs sejtjeinek dlésére, érdekes modon
a legellenallobb a CDRI-2 homozigota delécids mutans torzs sejtjei voltak, ahol alig volt
megfigyelhetd (atlagosan 1-2%-0s) a J774.2 sejtek gombaeliminécios aktivitasa.

Mutansaink taleld képességét in vivo egérfertdzési kisérletekben A/J egér torzs
igénybevételével. Eredményeink a CDRI-2 heterozigéta ¢és homozigdta mutansoknal
jelentésen nagyobb él6sejt szamot mutattak az allatok veséjében €s 1épében a vad tipushoz
képes, mint az egerek majaban.

Elemeztiik tovabba torzseink stressztlird képességét oxidativ és hiperozmotikus
kornyezetben, melyhez H,O,-dal illetve NaCl-dal ¢s KCl-dal kiegészitett YPD téaptalajt
hasznaltunk, valamint a kiilonb6z6 pH-n valdé novekedési tulajdonsagait. Kisérleteinkbdl
kideriilt, hogy a tdrzseink azonos mértékben voltak képesek ndvekedni a kiilonbozd
taptalajokon.

A J774.2-vel valamint A/J egértorzzsel végzett kisérleteink eredményeinek
hatterében meghtizodé mechanizmus egyeldre ismeretlen, megvalaszoldsara jelenleg is
folynak kisérleteink. Feltételezésiink szerint a gazda patogén 6l0 mechanizmusainak

hatékonyabb kivédése allhat a szokatlan fenotipus mogott. Ennek vizsgalata rendkiviil
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izgalmas kérdésekre adhat valaszt annak tekintetében, hogy a gazda kiilonbozé védelmi
mechanizmusainak milyen tdmadasi pontjai lehetnek. Hipotézisiink szerint a mutansok
membran struktiraja valtozhatott, amely specifikus mikroba 616 folyamatok f6 célpontja
lehet. Ennek vizsgalatara olyan kisérleteket terveziink, ahol specifikusan membranra haté
anyagokkal szembeni érzékenységet vizsgalunk. Tervezziik tovabba a sejtek
transzmisszios elektronmikroszkopos analizisét, illetve egyéb human sejtekkel torténd

interakcidjanak vizsgalatat.
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8. NYILATKOZAT

»Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyamiiben leirt eredményekhez”

Alulirott Papp Csaba Gergd a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

-CDRI-2 gének delécios mutageneziséhez sziikséges miiveleteket ugyis, mint:
-indit6 szekvencidk tervezése
-genomi DNS izolélés
-PCR reakcidk
-Candida parapsilosis GA1 torzs transzformalasa
-transzformansokbol genomi DNS izolalas
-genomi DNS restrikcios emésztése
-Southern hibridizacio
-torzsek MIC értékeinek meghatarozasat flukonazolra, caspofunginra €s amphotericin B-re
-J774.2 makrofagok gomba eliminacidjanak vizsgalatat
-torzseink tulélési képességének vizsgalatat A/J egér torzs hasznalataval

-torzseink érzékenységének meghatarozasat pH, oxidativ és ozmotikus stresszorokra

végeztem el.
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