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Bevezetés

A jaromsporas gombak koziil egyes fajok, mint zigomikézist okozo
opportunista  patogének  ismertek, melyek  legyengilt  vagy
immunszuppreszalt betegeknél heves lefolyasi és gyakran haldlos
kimenetell fertézéseket okozhatnak. A human és allati zigomikézisok dontd
tobbségét a Rhizopus, Mucor, Absidia és Rhizomucor fajok okozzak.

A zigomikozisok kialakulasanak kockézata els6sorban cukorbetegség
(kiilondsen az ezzel Osszefiiggésben fellépd ketoacidozis), tovabba orvosi
beavatkozashoz kapcsolodd immunszupresszid esetén né meg. A
hematologiai betegségek kovetkeztében kialakuld neutropénia szintén
komoly rizikéfaktora a disszeminalt zigomikozisoknak. Az égési sériilések,
illetve az extrém alultaplaltsdg szintén kockazatot jelent és sajatos
rizikocsoportot képeznek a vaskomplexald hatasu gydgyszerekkel kezelt
dializises betegek.

A jaromspords gombak altal okozott fertézések aranylag ritkak,
azonban a megbetegedések szama folyamatosan és parhuzamosan novekszik
a fejlett orvosi technikdk (szerv- €s csontveld atiiltetés, szteroid kezelés,
kemoterapia) hatasara tobbszorosére emelkedd, a fertézésekre fogékony
cukorbeteg és immunszupresszalt betegek szamaval. A magas mortalitasi
rata (75-95 %) mellett, a diagnosztikai nehézségek ¢és a fertézéseket kivalto
korokozok nagyfoku rezisztencidja a legtobb gombaellenes hatéanyaggal
szemben a fert6zések molekularis hatterének részletesebb vizsgalatara
0sztondznek, tovabba 1 diagnosztikai modszerek és antifungalis terapiak
kidolgozasat siirgetik. Jelenleg a molekularis és szerologiai diagnosztikai
modszerek kidolgozasa még kisérleti stadiumban van, a Ilehetséges
virulencia faktorok azonositisa és 0j terapias célpontok keresése pedig

minddssze néhany éve vette kezdetét.



Az elmult évek felismerése, hogy a zigomikozis kialakuldsanak
kockazata jelentGsen megnd a szérum tartdsan magas vas szintje esetén,
illetve a vasat komplexként megkoté egyes hatéanyagokkal (pl.
deferoxamin) kezelt betegeknél. Klinikai megfigyelések, illetve
allatkisérletek alapjan bebizonyitottak, hogy a jaromsporas gombak
hatékonyan képesek felvenni és hasznositani a deferoxamin altal megkotott
vas ionokat és ez erdteljesen stimulalja novekedésiiket (BOELAERT és mtsi.
1993). A vas megszerzése a gazdaszervezetben az egyik kulcsfontossagii
lépés mind a baktériumok, mind a gombak altal okozott fertézések soran. A
human szérumban a mikroorganizmusok szamara hozzaférheté szabad vas
mennyisége extrém alacsony, mivel annak nagy része a szérum
szallitofehérjéihez kotott. Ennek athidalasara a patogén mikroorganizmusok
kiilonb6z6 mechanizmusokat fejlesztettek ki, melyek segitségével
biztositjak a novekedésiikhdz fontos vas megszerzését. A deferoxamin egy
bakterialis eredetii, hidroxamat tipust sziderofér, amely képes komplexet
képezni a szérumban 1évé vas ionokkal. A vasfelvétel mechanizmusat
radioaktivan jelolt deferoxaminnal vizsgalva arra a megallapitasra jutottak,
hogy a vas, a sejtbe torténd felvétel eldtt, extracellularisan felszabadul a
deferoxaminrdl (DE LOCHT és mitsi. 1994). A vas disszociacidja a
deferoxamin-vas komplexr6l egy reduktiv 1épést tartalmazé energiaigényes
folyamat, a vas atjutdsa a sejtmembranon valosziniisithetben a nagy-
affinitasi  vaspermedz segitségével valosul meg. A kdzelmultban
azonositottak és klonoztik a jaromsporas Rhizopus oryzae nagy-affinitast
vaspermeazt kodold ftrl génjét (FU és mtsi. 2004) és igazoltak, hogy a
vashiany az ftrl gén expressziojat indukalja, mig elegendd vasforras mellett

az ftrl gén nem fejezédik ki. Az eddigi ismeretek a vas metabolizmus

€s a vas felvételében szerepet jatszo transzportfehérjék, kiillondsen a nagy-
affinitast  vastranszport rendszer kozponti szerepét tamasztjadk ala a

jaromsporas gombak altal okozott fertézések kialakulasaban.

Célkitiizések

A jaromspdras gombak patogenitasanak molekularis vizsgalata,
illetve a fertézésben fontos szerepet betdltd virulencia faktorok
tanulmanyozasa lehetdvé teheti olyan célpontok azonositasat, amelyek 0j
terapias €s diagnosztikai modszerek alapjat képezhetik. A jaromsporas
gombafajok megbizhatd, fajszinti azonositasat biztositd moddszerek
kifejlesztése egyrészt a zigomikdzisok epidemiologiajanak jobb megértését
szolgalna, masrészt a fertézést okozod faj pontos megjelolésével, annak
antifungdlis fogékonysaganak ismeretében, segitséget nytljthatna a
fertdzések eredményes kezelésében. A jaromsporas gombak patogenitasanak
vizsgalatdban a legnagyobb hatraltatd tényez6t a genetikai modszerek
korlatozott alkalmazhatosaga jelenti. Ezért a patogenezis és a virulencia
faktorok jellemzéséhez a jelenleginél hatékonyabb transzformacios
rendszerek kidolgozasa is sziikséges.
Mindezeket figyelembe véve munkank soran a kovetkezd célokat
fogalmaztuk meg:

1. A nagy-affinitdsii vaspermeazt kodold ftrl génnel homolog
genetikai elemek azonositasa, klonozdsa ¢és Osszehasonlitasa
jaromsporas gombakban.

2. Az ftrl génre alapozott, gyors és rutinszeriien alkalmazhaté
diagnosztikai modszer kidolgozasa.

3. A patogenitds hatterének vizsgalatahoz sziikséges genetikai

transzformaciot lehetové tevd szelekcidos és transzformacios



rendszerek kidolgozasa, valamint az Agrobacterium tumefaciens
altal kozvetitett transzformacid6 (ATMT) alkalmazhatosaganak
vizsgalata jaromspdras gombakban.

4. Az izolalt ftrl génre alapozott transzformalé vektorok
alkalmazasaval ftrl deléciés mutans torzsek létrehozasa.

Tavlati cél: A nagy-affinitdsi vaspermedz virulencidban betoltott

szerepének vizsgalata.

Alkalmazott modszerek

DNS alapti technikak:
DNS tisztitasa
Polimeraz lancreakci6 (Inverz PCR, SON-PCR, TAIL-PCR)
DNS fragmentumok klénozasa
DNS szekvenalas
Plazmid konstrukciok létrehozasa
Baktériumok transzformacidja
e Plazmid DNS tisztitasa
e  Southern hibridizacié
Nukleotid és aminosav szekvencia adatok elemzése:
e DNS szekvenciak ellendrzése
e Nukleotid szekvencidk analizise, Osszehasonlitasa, a nukleotid
szekvenciakbodl szarmaztatott aminosav szekvenciak megallapitasa
e Nukleotid és aminosav szekvenciak illesztése
e Filogenetikai elemzés
Gombak genetikai transzformacidja:
e Higromicin B rezisztencian alapuld szelekcidos koriilmények
optimalizalasa
Protoplasztok képzése
Integrativ transzformalas polietilén-glikol (PEG) segitségével
Agrobacterium tumefaciens kozvetitett transzformaciod
Monosporangialis telepek eléallitasa
Mutansdusitas
Fluoreszcens mikroszkopia

Eredmények

Nagy-affinitasi vaspermeazt kodolé (ftrl) gének azonositasa és
osszehasonlitasa kiilonb6z6 jaromsporas gombakban (NYILASI és mtsi.
2005b).

Munkank sordn Rhizopus oryzae és Candida albicans ftrl
génszekvencidk alapjan tervezett degeneralt primerek segitségével
felszaporitottuk, klonoztuk és meghataroztuk 5 kiilonbozé nemzetségbe
(Rhizopus, Mucor, Backusella, Rhizomucor és Syncephalastrum) tartozé 26
jaromsporas gomba izolatum ftrl génjének részleges szekvencidjat. A
felszaporitott termékek mérete 585 és 740 bazis kozott valtozott. Az ftrl
nukleotid és az azokbdl szarmaztatott aminosav szekvencia adatokat az
EMBL nukleotid szekvencia adatbazisba kiildtiik el.

Az altalunk meghatarozott nukleotid és az azokbol szarmaztatott
aminosav szekvenciak alapjan filogenetikai elemzést végeztiink. Az altalunk
készitett torzsfak jo egyezést mutattak a 18S és 28S riboszomalis DNS
szekvenciak alapjan készitett torzsfakkal. Az eredmények alapjan
indokoltnak latjuk a jaromsporas gombak jelenlegi, morfologiai
karaktereken alapuld taxonémiai rendszerének feliilvizsgalatat. Igazoltuk a
Rhizopus schipperae, egy Gjonnan leirt termofil faj, és a R. microsporus var.
rhizopodiformis kozeli rokonsagat, egytttal megerésitettiik a R. schipperae
izolatumok kiilon fajként valdé kezelésének sziikségét. Eredményeink

alatamasztjak a R. niveus kiilon fajként torténd kezelésének indokoltsagat is.

Zigomikozisokat el6idézé gombak diagnosztizalasa az ftrl szekvenciak
alapjan (NYILASI és mtsi. 2005¢, NYILASI és mtsi. 2008b).

Kidolgoztunk egy diagnosztikai eljarast, amelynek segitségével



szamos gyakorlati jelentdségli  jaromsporas gomba megbizhatdéan
azonosithatd. A nagy-affinitasu vaspermeazt kodolo ftrl génszekvenciak
Osszehasonlitasakor  olyan  karakterisztikus  szekvencia  részleteket
azonositottunk, amely régiokra tervezett primerekkel fajspecifikus
amplifikacios termékek nyerhetok. Az altalunk kidolgozott modszer
alkalmas a R. oryzae, a R. microsporus var. rhizopodiformis, a R.
microsporus var. oligosporus, a R. schipperae, a R. niveus és a R. stolonifer
torzsek faj szintli elkiilonitésére, mig a Rhizomucor, Syncephalastrum és
Mucor izolatumok nemzetség szintjén azonosithatok.

A vizsgalt fajok elkiilonitését PCR-RFLP alkalmazasaval is
megvalodsitottuk: a degeneralt primerekkel felszaporitott fragmentumok Alul
restrikciés enzimmel torténé emésztése a kiillonbdzo fajok esetében
karakterisztikus RFLP-mintazatot eredményezett. Az ftrl génen alapulod
specifikus PCR-ral nem megkiilonboztetheté Mucor fajok PCR-RFLP
segitségével harom csoportra oszthatok, a R. miehei és R. pusillus fajok
pedig faj szinten elkiilonithet6k. A R. oryzae és a R. stolonifer izolatumok

PCR-RFLP segitségével faj alatti szinten is azonosithatok.

Rhizomucor miehei és Rhizomucor pusillus nagy-affinitasi vaspermeaz
génjének izolalasa és jellemzése (NYILASI és mtsi. 2005d).

R. miehei és R. pusillus fajok esetén az ismert génszakaszra tervezett
specifikus primerek segitségével inverz PCR ¢és SON-PCR modszerekkel
meghataroztuk az ftrl gének teljes szekvenciajat és szekvencia adatokat
nyertiink a gének tovabbi, nem kodolo részeirdl is. A transzport fehérjéket
kodold géneket izolaltuk és jellemeztiik. A felderitett szekvencia R. miehei
esetén 2671 bp, R. pusillus esetén pedig 2253 bp hosszasagh. Az
intronokkal egyiitt a R. miehei ftrl gén 1270 bp, mig a R. pusillus ftrl gén

1280 bp hosszsagt. Mindkét ftrl gén kodolo szakaszanak hossza 1149 bp,
amelyek 382 aminosavbdl allo fehérjéket hataroznak meg. A gének kodold
szekvencidja mellett egy 646 bp (R. miehei) és egy 470 bp (R. pusillus)
hosszusaga promoéter, illetve egy 755 bp (R. miehei) és egy 503 bp (R.
pusillus) hossziisagli terminalis régiot is meghataroztunk. A teljes ftrl
szekvencidkat az EMBL nukleotid szekvencia adatbazisba helyeztiik el.

A R. miehei és a R. pusillus ftrl gének szabalyozo régidiban
megtalalhatd konszenzus szekvenciakat szintén azonositottuk és vizsgaltuk a
gének kodon hasznalatat is. Ez alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy
az ftrl gének nem konstitutivan fejez6dnek ki. Ezt tamasztjéak ala a promoter
régidban azonositott GATA elemek is.

A R. miehei és R. pusillus ftrl gének nukleotid szinten 86 %-ban, mig
aminosav szinten 90 %-ban megegyeztek. Az ftrl génekben 1évé intronok,
illetve a promoter és terminalis régiok kozott nem talaltunk homoldgiat,
azonban az intronok pozicidja a két faj esetén megegyezett. A feltételezett
R. miehei és R. pusillus FTR1 fehérje szekvencidk N-terminalis és k6zéps6
régidja nagyfokii homologiat mutatott mas, nemzetkozi adatbazisokban
megtalalhatd gomba FTRI1 fehérjékkel, mig a C-terminalis régio

varidbilisnak bizonyult.

A patogenitas hatterének vizsgalatihoz sziikséges szelekcids és
transzformacios rendszerek kidolgozasa (NvILASI és mtsi. 2005a, NYILASI és
mtsi. 2008a).

A patogenitas hatterének ¢és a nagy-affinitasi  vaspermeaz
virulenciaban betoltott szerepének vizsgalatdhoz kiilonbozé szelekcids és
transzformacios rendszereket teszteltiink. Kidolgoztunk egy, a jaromsporas

gombaknal alkalmazhaté higromicin B rezisztencian alapuld direkt



szelekcios modszert. A dikloran és bengalvords kombinaciojaval
kiegészitett YEG taptalaj alkalmas volt a higromicin B rezisztens Mucor
transzformansok izolalasara. A bengalvords €s a dikloran nemcsak a telepek
méretét és az aerialis hifak termelését csokkentette, hanem megnovelte a
gomba higromicin B-vel szembeni érzékenységét is.

A higromicin B rezisztencidn alapuld szelekcié alkalmazéséaval
megvaldsitottuk a M. circinelloides Agrobacterium tumefaciens altal
majd a médszert alkalmaztuk mas jaromspords gombakra is (Backusella
lamprospora, R. pusillus).

Az ATMT soran nyert transzformans Mucor izolatumok esetében
PCR analizissel igazoltuk a hph gén jelenlétét a transzformansok genomi
DNS-ében, hibridizacids analizissel pedig igazoltuk, hogy a T-DNS
mindegyik transzformans genomjaba egy kopidban és véletlenszerti helyekre
épiilt be.

A. tumefaciens Ti plazmidjan alapulé vektorkonstrukcidkat hoztunk
létre, amelyekben a transzformalni kivant gének kifejezédését M.
circinelloides gpdl promoter és terminalis régidi biztositottak. A szelekciot
biztositd hph gén mellett a gfp gént is beépitettik a pNYI8 vektorba,
amelynek expresszidja lehetdvé tette a transzformacié direkt bizonyitasat.

Kisérleteink soran a hph és gfp géneket ATMT-vel bejuttattuk a B.
lamprospora genomjaba. PCR analizissel igazoltuk a hph és gfp gének
jelenlétét a transzformansok genomi DNS-ében. A bevitt gének
felszaporitasa kozvetleniil a transzformans izolatumok spéraibol is
lehetséges volt. A higromicin B rezisztens transzformansok altal mutatott

intenziv fluoreszcencia igazolta, hogy a M. circinelloides gpdl gén

szabalyoz6 régioi képesek a bejuttatott heterolog gén transzkripcidjat
biztositani.

A kozeljovoben tervezziik az uracil auxotr6f M. circinelloides A.
tumefaciens kozvetitett transzformalasanak megvaldsitasat is, célunk a
bejuttatott endogén és exogén gének stabilitdsanak vizsgalata, illetve a
transzformaci6 és az integracié utani folyamatok tanulméanyozédsa. A
transzformacios kisérletekhez elkészitettilk az Agrobacterium Ti plazmidjan
alapuld, a M. circinelloides orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilaz (pyrG)
génjét, illetve a pyrG és gfp géneket tartalmazé vektorokat.

Kidolgoztunk egy genetikai transzformaciot lehetové tévo uracil
auxotrofian alapuld szelekcids rendszert is €s 1étrehoztunk egy orotidin-5’-
monofoszfat dekarboxilazt kodold pyrd mutans R. pusillus torzset, melyet az

ftrl gén elrontasahoz hasznaltunk fel.

Az izolalt ftrl génre alapozott transzformalo vektorok elkészitése és ftrl-
delécios mutans R. pusillus torzsek létrehozasa

A transzporter enzim patogenitasban betdltott szerepének
vizsgalatahoz az altalunk azonositott és izolalt ftrl gén szekvencia alapjan a
gén elrontasat lehetévé tevd vektorokat allitottunk eld, melyek az ftrl génbe
inszertalva tartalmaztak a szelekciot biztositd pyrd4 marker gént. A delécios
vektorok alkalmazasdval megvalodsitottuk a R. pusillus  ATMT
transzformacidjat. Az ftrl gén elrontasanak bizonyitasa jelenleg
folyamatban van. Az ftrl™ deléciés mutans R. pusillus térzseket szisztémas
fertézést modellez egér kisérletekben szeretnénk felhasznalni a nagy-

affinitasu vaspermedz virulenciaban betoltott szerepének megallapitasahoz.
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Osszefoglalas

Eredményeink 6sszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy:

1.

10.

Felszaporitottuk, klonoztuk és meghataroztuk 5  kiilonb6z6
nemzetségbe tartozd 26 jaromsporas gomba izolatum ftrl génjének
részleges szekvenciajat.

Az altalunk meghatarozott nukleotid és az azokbdl szarmaztatott
aminosav szekvenciak alapjan tanulmanyoztuk opportunista patogén
gombatdrzsek filogenetikai viszonyait.

A nagy-affinitasi vaspermedzt kodold ftrl nukleotid szekvencidk
alapjan PCR alapti diagnosztikai moddszereket dolgoztunk ki
jaromsporas gombak azonositasara.

R. miehei és R. pusillus fajok esetén inverz PCR és SON-PCR
modszerrel meghataroztuk az ftrl gének teljes szekvenciajat és
szekvencia adatokat nyertink a géneket hatdrold nem kodold
szakaszokrol is.

Kidolgoztunk egy, a jaromspords gombakndl alkalmazhato
higromicin B rezisztencidn alapuld direkt szelekciés moddszert a
transzformansok izolalasara.

A higromicin B rezisztencian alapuld szelekcié alkalmazasaval
megvaldsitottuk a M. circinelloides Agrobacterium tumefaciens altal
majd a modszert mas jaromsporas gombakra is alkalmaztuk (B.
lamprospora, R. pusillus).

PCR ¢és hibridizacios analizissel igazoltuk a bejuttatott gének
jelenlétét a transzformansok genomjaban.

A. tumefaciens Ti plazmidjan alapuld vektorkonstrukcidkat hoztunk
1étre.

Létrehoztunk egy orotidin-5’-monofoszfat dekarboxilazt kodolo pyrd
mutans R. pusillus térzset.

Az izolalt ftrl génre alapozott transzformald vektorokat készitettiink,

ey
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