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Bevezetés

A malaria napjaink egyik legjelentdsebb megbetegedése, amely vilagszerte évi
~400.000 haldlos aldozatot kovetel. A betegség koérokozoi az eukaridtak doménjébe
tartozd parazitak, rendkiviil komplex életciklusiik egy vérszivd rovar €és egy gerinces
gazdaszervezet igénybevételével jatszodik le. A gerinces gazdaszervezet véraramaban
végbemend fejlodési szakasz kiemelt jelentdséggel bir, ennek neve intraeritrocita fazis.
aszexualis fejlodési ciklus kovet. A legjelentésebb human parazita, a Plasmodium
falciparum esetén ez a szakasz 48 oranként ismétlodik. A parazitak ennek soran gy(iriibol
trophozoita, végezetiil schizonta formakka fejlédnek, majd a vordsvértestet kirepesztve,
a szdmos Uj utddparazita ) vorosvértestet keres. A fejloddés soran a vordsvértestekben
1évé hemoglobin molekuldk fontos tdpanyagforrasként szolgalnak, azonban a hem
molekulak emésztésére nem képesek a parazitak. Annak érdekében, hogy a szabad hem
negativ hatasait elkeriiljék, kristalyokat képeznek beldliik, 1étrehozva igy a hemozoint,
vagy mas néven maldria pigmentet. A vérben lezajlo fazis jelentdsége abban all, hogy a

beteg ekkor észlel eldszor tiineteket, igy a diagndzis és a kezelés is ekkor lehetséges.

A parazitdk genetikai allomanya igen egyedi jellemvondsokat mutat, és a
Plasmodium nemzetség tagjainak jelentds része azon organizmusok kozé tartozik, melyek
A:T bazispar tartalma rendkiviil magas a G:C parokhoz képest, gyakran elérve 75-85%-
ot. A parazitak genomja magas mutacios gyakorisaggal is jellemezhetd, mely kétségkiviil
kapcsolatban all rendkiviili alkalmazkodoképességiikkel. Jelenleg nincs forgalomban
lévé vakcina a maldria megeldzésére, igy a védekezés és a kezelés is antimaldrids
gyogyszerek révén valdosul meg. Az elsé jelentés malariagyogyszert, a klorokint
széleskorben alkalmaztdk a huszadik szdzad masodik felében, azonban a parazitak
korében gyorsan terjedd rezisztencia révén az ezredforduléra hatdstalannd valt. Az yj
reményt az artemizininek hoztdk meg, melyek a jelenlegi elsddleges kezelési modok

alapjat képezik. Sajnos a csokkend hatds mar most megmutatkozik bizonyos teriileteken.

A parazitdk genom metabolizmusanak, muticidinak ¢és  hibajavito
mechanizmusainak jobb megértése eldsegitheti a rezisztencia elleni harcot, és 1j,
hatékonyabb antimalérids szerek kifejlesztését. A véraramban lezajlé ciklus sordn a
parazitdk igen nagy stressznek vannak kitéve, részben a hem metabolizmusbol, részben

pedig az immunrendszernek valo ciklikus kitettségiikb6l adéddan. Ezen tilmenden
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nagyban tdmaszkodnak az itt elérhetd tapanyagokra, és a gyogyszeres kezelés helyszine
szintén a véraram. A gyogyszerek jelenléte szelekcids nyomast fejt ki a parazitdkra, amely
genetikai mutaciokhoz vezet. Azonban a tobbi, korabban emlitett stresszfaktor eleve
hajlamositd tényezdként hat a genom integritadsara a gyogyszernyomas jelenléte nélkiil is.
Az extrém A:T arany noveli a DNS polimerazok hibalehetdségét, és igen nagy timidin-
igényt is magaval von. Az emldsdkkel szemben a parazitak csak uridin prekurzorokbodl
képesek timidin molekulakat szintetizalni. A polimerazok bizonyos koriilmények kozott
képesek az uridin molekulakat is beépiteni a DNS-be, és a parazitak magas timidin igénye
eleve magasabb uridin szintet is jelent a kiegyenstlyozottabb A:T-G:C aranyu
organizmusokhoz képest. Meg kell jegyezni tovabba azt is, hogy a parazitdk DNS
szintézise magas oxidativ stressz mellett zajlik, amely a hemozoin metabolizmusuk
eredménye. Az oxidativ stressz kedvez a citozin oxidativ dezaminacidjanak, melyet
kovetden uracil molekulak maradnak a DNSben. Jelen dolgozatban leirt munkam egy
része a P. falciparum parazitdk genomi uracil tartalmanak és az emdgott meghuzodo

folyamatok vizsgalatan alapul.

A malaria elleni harc masik fontos eleme a rezisztencia folyamatos monitorozasa
és az 1j, potencialis gyogyszermolekulak tesztelése. Szamos in vitro modszer 1étezik erre
a célra, azonban ezek éltaldban hosszi inkubdacids id6t, bonyolult mintaeldkészitést és
mérést, valamint jelentds szakértelmet igényelnek. A gydgyszerhatékonysag gyors
elemzésére jol ismert igény mutatkozik, mégis, szdmos modszer esetén 48-72 o6ra
inkubacios 1d6 sziikséges a méréshez. A gyorsabb mddszerek nemcsak a csokkentett
munkaigény és gyorsabb eredmények terén hoznanak jelentds valtozast, de kiillondsen
hasznosak lehetnek a gyors hatasmechanizmusu gyogyszerek vizsgalatara, melyek a
parazitak korai fejlodési stadiumai ellen a leghatékonyabbak. Nagy eldny lehet tovabba a
személyes terdpia lehetOsége, amely egyrészt elOnyOs a pacienseknek, masrészt
csokkentené az antimaldrids szerek thlzott hasznalatat és ezaltal a rezisztencia
kialakuldsanak sebességét. Az inkubécios idOt gyakran a parazitdk fejlédését jellemzd
markerek elérhetdsége hatdrozza meg. Szamos moddszer a DNS szintézisének vagy
kiilonféle proteinek termelddésének kdvetésén alapul. A DNS szintézis azonban csak a
vérarambeli ciklus masodik felében kezdddik, és a kovetni kivant proteinek mennyisége

is relative hossza id6 utan éri el a modszerek kimutatasi hatarat.

Kutatocsoportunk kifejlesztett egy 10j eszkozt annak érdekében, hogy jobb

alternativat kinaljunk a jelenleg elérheté modszerekhez képest. A moddszer a parazitdk
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altal termelt kristadlyok egyedi magneses ¢és optikai tulajdonsdgait hasznalja ki.
Termelésiik minden Plasmodium nemzetsége tartozd parazitara jellemzé. A
forgokristalyos malariadiagnosztikai eszk6z (RMOD) elsésorban diagnosztikai célokkal
sziiletett meg, és ezen képességét szamos modon teszteltiik 2. Azonban én ugy véltem,
hogy az RMOD igen igéretes laboratoriumi eszkdzként is. Ebbdl adoddan a disszertacidom
jelentds része ennek vizsgalatardl szol. Mivel a hemozoin termelés a ciklus jelentds része
soran folyamatos, a parazitak fejlédése varhatdan egyetlen cikluson beliil is detektalhato

in vitro, akar rovid inkubécios 1d6t kovetden is.

Az in vivo technikaknak is igen fontos szerepe van a kiilonféle immunologial
folyamatok, a patogenitas, a betegség lefolyasanak vizsgalataban, és az oltdanyagok
fejlesztésében. A ragcsalo modellek vizsgéalatdhoz is sziikség van gyors, érzékeny,
egyszerl és gazdasagos modszerekre, és ugy vélem, az RMOD idedlis alternativa lenne
erre a célra is. Jellemzden négyféle, egereket fert6z6 Plasmodium parazitat hasznalnak a
kutatasban, melyek alapvetd tulajdonsagaikban megegyeznek a tobbi malariaparazitaval,
mégis eléggé valtozatosak ahhoz, hogy a human patogén rokonaik ideéalis modelljei
legyenek. Természetes gazdajukban a parazitdk gyakran szinkronizalt fejlédési sémat
kovetnek, igy egyszerre kezdik és fejezik be ciklusaikat. Ez a ciklusok végén jelentds
hemozoin-felszabadulassal jar. Laboratoriumi kultirak esetén a felszabadulo kristalyok a
kultaraban felhalmozodnak. E16 szervezetkben azonban az immunrendszer hatasaval is
szamolnunk kell. A hemozoint makrofdgok ¢és monocitdk gyljtik 0Ossze, majd
felhalmozodik a majban, 1€pben és csontveldben. Ebbdl adoddan elképzelhetd, hogy az
¢l6 szervezetben zajlé hemozoin termelési és tisztulasi folyamatok jelentds hatdssal
vannak a magneto-optikai mérésekre. Mivel ezek a folyamatok hatarozzak meg a vérben
mérheté hemozoin koncentracidt, a hemozoin-dinamika megértése rendkiviil fontos.
Tekintve az egeret fert6z0 parazitdk valtozatossagat, ezen tulajdonsdgukban is nagy
eltérések lehetnek annak fliggvényében, hogy az adott faj szinkronizaltan fejlodik-e,
mennyire magas az atlagos parazitaszam a fertdzés soran, és milyen multiplikacios rataval
jellemezhetok. Folmeriil tovabba a kérdés, hogy a gyogyszeres kezelés hogyan

befolyasolja a fert6zés és hemozoin dinamika jellemzdit, valamint hogy az RMOD képes-

! Butykai, A. et al. Malaria pigment crystals as magnetic micro-rotors: Key for high sensitivity diagnosis.
Sci. Rep. 3, 1431 (2013).

2 Orban, A. et al. Evaluation of a novel magneto-optical method for the detection of malaria parasites.
PLoS One 9, 1-8 (2014).



e ezeket a valtozasokat kimutatni. Disszertaciom utolso fejezete a font emlitett kérdésekre
kivan valaszt talalni az RMOD modszer egérkisérletek soran torténd tesztelésével.
Osszefoglalva, jelen dolgozatban a malaria elleni kiizdelem harom fontos
alapkutatasi irdnyvonalat vizsgalom. Célom egyfeldl, hogy lehetdleg egy igéretes 10j
eszkozt mutassak be a malaria gyorsabb, egyszeriibb in vitro és in vivo vizsgalatanak
segitésére, valamint kozelebb keriiljek a legveszélyesebb human malariaparazita, a
Plasmodium falciparum genetikai allomanyat érinté, bizonyos mutaciok mogott

meghuzodo folyamatok megértéséhez.



Anyagok és mddszerek

Humdan és egér parazitdk
Az in vitro kisérletekhez a P. falciparum 3D7 és W2 human patogén torzseket az

alabbi koriilmények kozott tartottam fenn: a human vordsvértestekbol (5% hematokrit)
¢s RPMI 1640-Albumax I alapti médiumbdl allo kultarakat 37 °C-on, 5% O, 5% CO2 és
90% N atmoszféran tartottam. A kulturakat mesterségesen szinkronizaltam szorbitol és
Percoll modszerekkel. Az egérkisérletek soran nem letalis, szinkronizalt P. vinckei
lentum; letalis, nem szinkronizalt Pyp230p(-) GFP expresszalo P. yoelii 17X-NL és
letalis, nem szinkronizalt P. berghei ANKA torzseket hasznaltunk. Fert6zési modként
fertdzott vorosvértestek vagy sziinyogbol nyert sporozoita stddiumu parazitak farokvénan
keresztiili injektalasat és szunyogcsipést alkalmaztunk. Minden allatkisérletet az adott

intézmény etikai eldirasainak megfeleléen végeztiink.

A paraziték fejlédésének meghatdrozdsa

A parazitémia meghatarozasa a sztenderd modszerrel, azaz vékony kenetek
optikai mikroszkopids elemzésével vagy pedig éaramlasi citometriaval tortént. A
hemozointartalmat és ezéltal a parazitdk fejlodését az RMOD modszer segitségével

hatdroztam meg.

Az uracil molekuldk kimutatdsa

Két kiilonb6z6 kulturabdl eltérd fejlédési stadiumu parazitakat gytjtéttem, majd
genomi DNS-t izolaltam QuickDNA Miniprep Plus kit segitségével (Zymo Research).
Az uracil molekulak detektalasat egy katalitikusan inaktiv UNG konstrukt segitségével
végeztem, majd egy, a csoportunk altal kifejlesztett dot blot modszerrel vizualizaltam. A
modszer leirasat a Rona et al. (2016) publikacio tartalmazza, érzékenysége megegyezik

a hasonlo céli tomegspektrometiras modszerekével 3.

Gyodgyszerek és gyogyszertesztek

A kisérletek sordan harom jol ismert antimalarids szert alkalmaztam 5
koncentracioban, ezek a klorokin, piperakin ¢és dihidroartemizinin. A kisérleteket
kiilonféle parazitémia szinteken 10 vagy 48 oran keresztiil végeztem. Az IC50 értékeket
meghataroztuk és pLDH, HRP2 és radioizotopos hipoxantin probak irodalomban elérhetd

eredményeivel hasonlitottam Ossze.

3 Rona, G. et al. Detection of uracil within DNA using a sensitive labeling method for in vitro and cellular
applications. Nucleic Acids Res. 44, 1-13 (2016).
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Eredmények

A P. falciparum genomi uracil tartalmdnak vizsgdlata
infraeritrocita ciklusa sordn

A genomi uracil szintjének meghatarozasahoz parazitikat izolaltam gyurd,
trophozita ¢és schizonta fejlédési stadiumokban. Az uracil tartalom uracil/millio bazis
egységben lett meghatdrozva a kutatdcsoportunk altal fejlesztett dot blot mddszer
segitségével. Megallapitottam, hogy gyliri parazitdk esetében az atlagos uraciltartalom
9.6+£2.8, trophozoitdk esetén 6.7+2.4 és schizontdk esetén 7.6+3.8 uracil/millié bazis.
Ezek az értékek kiilonféle vad tipust organizmusokkal és sejtvonalakkal 6sszehasonlitva,
melyek jellemzden 0.1-1, vagy még kevesebb uracil/millié bézis uraciltartalommal

rendelkeznek, jelentésen magasabbak.
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1. Abra — A P. falciparum uracil metabolizmusa (A) Kiilonféle fejlddési stadiumok kromoszomaszam-
valtozasa. (B) A P. falciparum fejlédési stadiumainak genomi uracil tartalma dot blot méréseim alapjan.
(C) A P. falciparum genomi uracil javitasaban feltételezhetGen résztvevd enzimek expresszids szintjei a
kiilonboz6 fejlodési stadiumok soran. Roviditések: uracil-DNS-glikozilaz (UNG); AP-endonukledz 1
(Apnl); DNS polimeraz & (Pold); Flap endonukleaz 1 (FEN1); DNS ligaz 1 (Ligl). FPKM: a génexpresszio

normalizalt becsiilt értéke RNS szekvenalasi adatok alapjan.



A korabban felsorolt, genomi uracilnak kedvezd koriilményeken tilmenden a
DNS hibajavitasi mechanizmusok hidnyossagai is hozzajarulhatnak az emelkedett uracil
szinthez. Osszehasonlitottam az eml8sdkben és Plasmodiumban follelheté uracil-javito
mechanizmusokban, a rovid és a hosszi Baziskivagd Javitasban (BER) résztvevo
enzimeket. A parazitdban szamos, a rovid ttvonalhoz kotédé enzim nem megtalalhato,
mely észrevételemet irodalmi forrdsok is alatdmasztjdk. Ez figyelemre méltd, hiszen
emlOsOk esetén a genomi uracil eltavolitasa a rovid mechanizmus feladata. Megtigyeltem
tovabba, hogy minddssze egy, a genomi uracil kivagasaért felelos uracil-DNS-glikozilaz
van jelen a P. falciparumban. Ezzel szemben szamos, kiilonféle organizmus esetén négy
kiilonb6z6 csalddba tartozé uracil-DNS-glikozilazokbdl allo készlet van jelen, melyek
specifikus szerepkorokkel birnak.

A parazitaban follelhetd, hossza javitd mechanizmus enzimeinek expresszids
szintjét vizsgalva megallapitottam, hogy életciklusfiiggd expresszid jellemzi Oket. Az
eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az uracil javitasa a késoi trophozoita fazis
soran kezdddik (1. Abra). Ezt a feltevés alatamasztja, hogy a parazitak DNS szintézise,
kezdédik. A folyamat egészen a schizonta fazis kozepéig tart, melyet az ujonnan

szintetizalt DNS utddsejtekbe, azaz merozoitakba torténd becsomagolodasa zar le.

Az RMOD modszer alkalmazdsa in vitro
gyogyszerhatékonysdg-vizsgdalatok sordn

A P. falciparum 3D7 t6rzs hemozoin termelését szamos fliggetlen kisérlet soran
elemeztiik, mely alapjan meghatdroztuk az 4ltaldnos hemozoin termelési profiljat.
Megallapitottuk, hogy a kristalyok szintézise kezdete mar a korai gylirli stddium soran

elkezdddik, ami nagyjabol 6-10 ora parazita-életkornak felel meg.

Ez alapjan szamos kisérletet terveztem és végeztem el, melyek sordn harom
antimalarids szert és két parazita tdrzset hasznaltam. Minden gyogyszert teszteltem a P.
falciparum 3D7 torzs segitségével, valamint a klorokin esetében a klorokin-rezisztens P.
falciparum W2 torzset is hasznaltam. A piperakin hatasat révid inkubacios idej
kisérletek soran teszteltem, hirom parazitémia szinten. A klorokin hatasat teljes
intraeritrocita ciklusok, azaz 48 o6rds intervallumok sordn kovettem nyomon, kettd

parazitémia szinten. Az 0j antimalarids szerek koziil a dihidroartemizinint szintén 48 6ran



keresztiil alkalmaztam. Az IC50 értékeket minden mintavételi pontban meghataroztam,

lefedve ezzel a parazitak fejlodésének széles spektrumat.
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2. Abra — A piperakin névekedésgatlo hatasa P. falciparum 3D7 Kultirakon. A Panel:
Novekedési gorbék, melyek az MO jelet abrazoljak az inkubacids id6 fiiggvényében, 1% parazitémia
esetén. A folsé tengely a parazitdk optikai mikroszkoppal meghatarozott korat mutatja. A vilagosbol
sotétbe hajlo szinek a novekvo gydgyszerkoncentraciokat jelolik. Az tires fekete korok a gyogyszermentes
kontroll mintakat jelolik. Minden pont harom biologiai replikatum atlagat mutatja. B Panel: 6, 8 és 10 6ra
inkubacios id6 utan meghatarozott 1C50 értékek 0.1 and 1% parazitémia esetén. A piros ¢és rozsaszin
korok fiiggetlen, 0.1% parazitémian végzett kisérletek, mig a fekete és sziirke korok 1% parazitémian
végzett fliggetlen kisérletek IC50 értékeit mutatjak. A kék sav az irodalomban elérheté IC50 értékek
tartomanyat mutatja. Egy reprezentativ doézis-valasz gorbe lathatd a jobb felsé sarokban, amely az A

panelen bemutatott kisérlet 10 6ras idépontjahoz tartozik.

Az ¢érzékeny torzzsel szemben minden gydgyszer hatdsosnak bizonyult, a
gylugyszerhatds mar 6-10 ora inkubdcios 1dot kovetden lathaté és IC50 értekek
formajaban szamszeriisithetd volt (2. Abra). Eredményeim az irodalomban follelhetd,
jelentdsen hosszabb inkubacids id6 utan nyert IC50 értékekkel dsszehangban allnak. A
rovid inkubacids 1d6 utan szamitott értékek relevanciajat alatamasztja az a megfigyelés,
hogy a teljes intraeritrocita ciklust lefedd IC50 értékek nem mutattak szignifikans
1dofiiggést. A szamos tesztelt parazitémia koziil a legalacsonyabb, azaz 0.01%
parazitémia esetén is mar 6 Ora utan lathatd volt a gyodgyszermentes kontroll minta
novekedése az RMOD modszer segitségével, de az IC50 értékek meghatarozasa nem volt
lehetséges. A 0.1, 0.5 ¢és 1% parazitémiaval rendelkez6 mintdk soran kivalo
érzékenységet mutatott a modszeriink. Bebizonyosodott, hogy az RMOD cikluson beliili
felbontassal is képes kovetni a parazitdk novekedését, igy idedlis eszkoz a

gyogyszerhatékonysagi vizsgalatok elvégzésére.



Az RMOD moddszer alkalmazdsa in vivo hemozoin termelési és
UrUlési folyamatok tanuimdnyozdsdra egerekben

A hemozoin termelés ¢és parazitémia értékek Osszehasonlitasa sordn
megallapitottuk, hogy kozottiik jo korrelacio all fonn, azonban az adott parazitémia
értékez tartozdo MO jelek ~ 1 nagysagrendbeli tartomanyban mozoghatnak. Ez a jelenség
jol magyarazhatd a parazitak bioldgiai sajatossagaival, miszerint a parazitémia egy

intraeritrocita ciklus sordn konstans, de a hemozoin termelése folyamatos.
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3. Abra — A parazitémia és a hemozoin termelés dsszehasonlitasa P. yoelii 17X-NL torzzsel fertézott
egerek esetén. A zO0ld haromszogek az aramlasi citometridaval, a lila négyzetek pedig az optikai
mikroszkdppal megallapitott parazitémia értékeket mutatjak. A magenta kdrok az MO jelet szimbolizaljak.
Az iires szimb6lumok minden esetben az adott modszerrel negativnak mért mintakat mutatjak. A fekete

vonal az RMOD modszer kimutatasi hatarat mutatja.

A hemozoin tartalom ¢€s a parazitémia Osszefiiggésének megfigyelése érdekében
P. yoelii 17X-NL (3. Abra) és P. vinckei lentum nem letélis torzsekkel fertézott egereket
vizsgaltunk kiilonféle diagnosztikai modszerekkel szdmos cikluson keresztiil. Az MO jel
igen jol kovette a parazitémidban lathato valtozasokat, beleértve az intenziv novekedési
és azt kovetd csokkend tendenciat mutatd szakaszokat. Ezen tilmenden a két torzsre
jellemzd multiplikdcios rata kiilonbségek is lathatéak voltak a tobb napon at tartd
kisérletek soran. A P. vinckei és P. vyoelii parazitadkat fert6zott vordsvértestek

injektalasaval juttattuk be. A P. yoelii fertézést mar a masodik intraeritrocita ciklus soran
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kimutatta az RMOD, hasonl6an a mikroszkdpos €s aramlasi citometrias eredményekhez.
A P. vinckei fertézést a mikroszkop és az RMOD egyarant a harmadik ciklusban mutatta
ki. Egy fiiggetlen kisérlet soran a letalis P. berghei ANKA parazitakat szinyogcsipéssel
juttattuk az egerekbe, amivel a természetes fertézési modot kivantuk modellezni. Ezekben
az esetekben mar az elsé vagy masodik ciklusban detektalhaté volt a fert6zés
mikroszkoppal és az RMOD moédszerrel is, mig mindkettd alkalmazott aramlasi
citometrids modszer késobbi detektalast tett csak lehetové.

A gybgyszeres kezelés hatasara csokkenést mutatd parazitémia értékeket szintén
jol kovette az RMOD modszer a hemozoin termelés révén, s6t, a hemozoin tartalom
csokkenése egy ciklussal elobb kimutathaté volt, mint az parazitémia csokkenése. Az MO
jelben bekovetkezett gyors valtozas arra mutat, hogy jelentds mennyiségli hemozoin
szabadult fol és triilt ki a vérarambol mar a gyogyszer adagolasat kovetd elsd ciklus
soran.

Az RMOD moddszer sikeresen kKimutatta a P. vinckei és P. berghei parazitak
hemozoin termelését egy intraeritrocita cikluson beliili felbontéssal, folfedve egy
dinamikusan valtozo, csokkend és ndvekvd jelprofilt, mely tobb, egymast kovetd ciklus
soran is jol megfigyelhetd. A csokkenés oka az, hogy a ciklusok végén felszabaduld
hemozoin kristalyokat az immunrendszer azonnal elkezdi kiiiriteni a vérarambol, és az uj
ciklust kezdd paraziték korai fejlédési stadiumai még nem termelnek elegendd kristalyt
ahhoz, hogy a gyorsan iiriilé szabad hemozoin mennyiségét feliilmuljak.

Az itt 6sszefoglalt eredmények alapjan megallapitom, hogy az RMOD modszer
idealis eszkoz lehet az in vivo egér malaria fert6zések megfigyelésére. A modszer
lehetdvé teszi a fertdzés gyors kimutatasat, lefolyasanak és kezelésének tanulmanyozasat
fliggetlentil a parazitak letalis vagy nem letalis jellegétdl, illetve szinkronizalt vagy nem

szinkronizalt fejlddési sajatossagaitol.
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Tézispontok

1. Megallapitottam, hogy a human patogén Plasmodium falciparum mindharom
intraeritrocita  fejlodési  stadiumanak genomja ~7-10 uracil/millidé  bazis
mennyiségben tartalmazza a hagyomanyosan nem DNS alkoté bazist, az uracilt.
Szamos vad tipusti organizmus atlagos genomi uracil tartalmahoz képest (0.1-1
uracil/milli6 bazis), a P. falciparum genomi uracil szintje szignifikansan magasabb.
1-es Publikacio

2. Megallapitottam, hogy az RMOD moddszer egy igéretes 0j technika antimaldrias
gyogyszerek hatékonysaganak tesztelésére in vitro P.falciparum kulturak esetén. A
modszer mar 6-8 ora inkubacios id6t kovetden lehetdvé teszi relevans félhatasos-
dozis (IC50) értékek meghatarozasat klorokin, piperakin és dihidroartemizinin
kezelés esetén; akar 0.1% parazitémia esetén is. A legtobb hasonld céla modszer 48-
72 6ra inkubacids id6t, gyakran egyéb markerek és szakértelmet igénylo eszkozok
hasznalatat igényli. Az RMOD jelentdsen rovidebb kisérleti id6t, markermentes és
gyors detektalast tesz lehetdvé egyszerii hasznalat mellett is. 2-es Publikacio

3. Megallapitottam, hogy az RMOD mddszer a sztenderd mikroszkdpos modszerhez és
aramlasi citometridhoz hasonld érzékenységgel alkalmas egerek malaria
fertdzésének kimutatdsara és vizsgalatara szdmos cikluson keresztiill mind a nem
letalis, szinkronosan fejlédd P. vinckei lentum és a nem letalis, nem szinkronosan

fejlodo P. yoelii 17X-NL torzsek esetén. 3-as Publikacio

kovetden képest volt kimutatni annak hatasat P. vinckei lentum torzzsel fert6zott
egerek esetén, tovabba egy teljes ciklussal korabban mutatta ki a gyogyszer hatasat,
mint a sztenderd mikroszkoépos modszer. Az emlitett torzsre jellemz6 egy cikluson
beliili hemozoin kinetikat olyan felbontassal és precizitassal hataroztam meg, melyre
tudtommal eddig nem volt példa. 3-as Publikacié

5. Megallapitottam, hogy a vizsgalt in vivo egér modellek esetén a parazitak hemozoin
termelése és az immunrendszer hemozoin-eltavolitd mechanizmusa dinamikus
egyensulyban van. A mért hemozoin mennyiség minden idépontban a jelenlévd
parazitdk altal termelt hemozoin mennyiséget reflektalja, ennél fogva a hemozoin
termelés az in vivo parazita-fejlédés idealis indikatoranak tekinthetd. 3-as és 4-es

Publikacié
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Alkalmazdsi lehetdségek

A P. falciparum esetén megfigyelt, mas organizmusokhoz képest szignifikansan
emelkedett genomi uracilszint hozzéjarulhat a parazitak adaptaciés mechanizmusaihoz.
Erdekes lenne a genomi uracil szintet olyan gyogyszerek mellett vizsgalni, amelyek a
természetes uracil-metabolizmushoz kapcsolddo folyamatokat célozzak, mint példaul a
folat bioszintézis inhibitorok (Sulfadoxin, Pirimethamin). A nyomas hatasara valtozo
mutacios rata vagy nagy gyakorisaggal el6forduld egypontos nukleotid-polimorfizmusok
megjelenése olyan gének vagy folyamatok megismerését teheti lehetévé, amelyek révén
folfedheté a parazitdk emelkedett uracil szintje és rendkiviili, antimalarids szerekkel

szembeni alkalmazkodoképessége kozotti esetleges 0sszefligges.

Megallapitottam, hogy az RMOD modszer kivaldéan alkalmazhaté antimalarids
gyogyszerek hatékonysaganak in vitro tesztelésére, mivel szignifikansan csokkenti a
sziikséges inkubacios 1dot és leegyszerlisiti a kisérleti procedurat, melyek régota fennalld
célok az antimalarids gyogyszerkutatasban. A moddszert érdemes lenne tesztelni 1j
antimalarids szerek vizsgalata, ex vivo kisérletek és fejlodési stadium-specifikus
gyogyszerhatas  vizsgalatok soran. Napjaink élvonalbeli  gyogyszereivel, az
artemizininekkel szembeni rezisztenica komoly fenyegetést jelent, és rezisztencia esetén
a gyliri stadiumt parazitdk egyfajta alvo allapotaval jar. Ennek soran csak minimalis
metabolikus folyamatok zajlanak, nem termelédnek a kiilonféle markerek, mint a DNS,
fehérjék €s hemozoin. Ebbdl adéddan a visszatérd parazitdk kimutatdsa csak ~ 60-70
oraval a gyogyszer elvételét kovetden mutathatok ki a rezisztencia-tesztek soran.
Tekintve, hogy a parazitdk hemozoin termelése mar igen fiatal korban kimutathatonak
bizonyult az RMOD moddszer segitségével, elképzelhetének tartom, hogy a visszatérd

parazitékat el6bb ki tudjuk mutatni, mint a mas markereken alapulé modszerek.

Megallapitottam, hogy az RMOD modszer alkalmas in vivo egér malaria
fertézések gyors kimutatdsara, a kezelési hatékonysag vizsgéalatara €s a fert6zés
lefolyasanak hosszutavu kovetésére fliggetleniil a parazitak letalis vagy nem letalis és
szinkronos vagy nem szinkronos fejlédési jellegétdl. Bebizonyosodott, hogy a hemozoin
in vivo kornyezetben is idealis markere a parazitak novekedésénék. A csoportunk altal
végrehajtott szamos egérkisérlet terepi tesztjeink alapjat képezte. ElsO, extenziv terepi
tesztiinkre Papua Uj-Guinedban keriilt sor, melynek eredményei jelenleg elbirlas alatt

allnak egy nemzetkozi folydiratban.

13



Publikacidk

A tézispontokhoz folhaszndlt publikdcidim:

1. Molnar, P., Marton, L., Izrael, R., Palinkas, H. L. & Vértessy, B. G. Uracil
moieties in Plasmodium falciparum genomic DNA. FEBS Open Bio 8,
1763-1772 (2018). doi: 10.1002/2211-5463.12458. IF: 2.23 1:6 Fl:4.

2. Molnar, P. et al. Rapid and quantitative antimalarial drug efficacy testing
via the magneto-optical detection of hemozoin. Sci. Rep. 10, 14025 (2020).
doi: 10.1038/s41598-020-70860-y. IF: 3.99

3. Pukancsik, M., Molnar P., et al. Highly Sensitive and Rapid
Characterization of the Development of Synchronized Blood Stage Malaria
Parasites Via Magneto-Optical Hemozoin Quantification. Biomolecules 9,
579 (2019). doi: 10.3390/biom9100579. IF: 4.08 1:2

4. Orban, A., Rebelo, M., Molnar, P., et al. Efficient monitoring of the blood-
stage infection in a malaria rodent model by the rotating-crystal magneto-
optical method. Sci. Rep. 6, 23218 (2016). doi: 10.1038/srep23218
IF:3.99 1:12 FI:9

Elbirdlas alatt allé publikaciok:

1. Arndt, L., Koleala, T., Orban, A., Ibam, C., Timinao, L., Lorry, L., Butykai,
A., Karman, P., Molnar, A. P. et al. n.d. “Magneto-Optical Diagnosis of

Symptomatic Malaria in Papua New Guinea.”
doi:10.1101/2020.05.14.20101543 IF: 12.1

Konferencia részvételeim:

2017- Deutsche Physikalische Gesellschaft Spring Meeting; Drezda, Németorszag:
szobeli eloadas
2018 - Grandmaster Early Carreer Workshop, Bécs, Ausztria: szobeli eloadas

2018 - Olah Gyorgy Doktori Iskola PhD konferencia, Budapest, Magyarorszag:
szobeli el6adas

2018 - BioMalPar - Biology and Pathology of the Malaria Parasite, Heidelberg,
Németorszga: poszter prezentacio

2018 - McDonnell Academy 7" International Workshop, Peking, Kina: poszter
prezentacio

2019 - Grandmaster Early Carreer Workshop, Split, Horvatorszag: szébeli el6adas

2019 - Malaria in Melbourne, Melbourne, Victoria, Ausztralia: szobeli eléadas

14



