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3. BEVEZETES

3.1. A Candida genus és Candida parapsilosis jelentésége

Az 1980-as évek Ota a gombakat tartjadk a human megbetegedések egyik f6 okozoinak. Habar az
oppurtunista kordkozd fajok szdma széles spektrumu, a vilagszerte elterjedt mikozisok
kialakulaséért a Candida fajok is feleldsek.

Ezek a korokozok nem obligat, hanem oppurtunista patogének, kommenzalistdk, azaz normal
koriilmények kozott is izoldlhatdéak az emberi szervezetbdl (pl.: borfeliiletrdl, kézrdl), tehat az
egészséges emberi mikrobialis flora részei. Az invaziv illetve szisztémas candidiasis a megfeleld
hajlamosité tényezok, példaul legyengiilt immunrendszer esetén jelentkezik.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 1979 6ta a gombak altal okozott szepszis éves elterjedése
200%-ra nétt. Valdban tobb invaziv (szisztémas) candidiasis keriil felismerésre, mint korabban,
hiszen szaporodik a csokkent védekezOképességli betegek szama. A szerv-  és
csontveldtranszplantaltak, a malignus hematoldgiai betegség miatt agressziv kemoterdpidban
részesiilok, az intenziv osztalyon kezelt, tartds intravaszkularis kaniilt viseldk, a nagy hasi miitéten
atesett betegek, HIV pozitivek korében komoly kihivast jelent a candidiasis és mas mycosisok
fellépte (1).

A leggyakrabban izolalt korokozo, melyet egyben a legvirulensebbnek is tartanak, a Candida
albicans. A felszini fertdzések mellett (candididzis, orofaringeélis candidiazis és vulvovaginitisz), a
C. albicans sulyos egyéb fertdzéseket is képes okozni, mint példaul a candidemia és disszeminalt
candidiazis, melyek magas mortalitassal asszocialtak.

Az 1990-es évektdl a nem-albicans Candida fajok 4altal okozott megbetegedések szdma is
megnovekedett. A C. parapsilosis a masodik leggyakrabban izolalhato faj a gomba fertdzéses
egyének vérkulturajabol. Ez a faj sulyos nozokdémidlis koérokozénak bizonyult, amely érintett
endocarditis, meningitis, iziileti gyulladasok, szemfert6zés, onychomycosis, otomychosis,
vulvovaginitis, és hugyuti fertézésekben (1).

A vilagszerte végzett vizsgalatok kimutattdk, a C. parapsilosis megjelenése a nozokomidlis
fertdzések soran a katéter-asszocialt fert6zésekhez valamint implantadtumokhoz kéthetd. Ellentétben
a C. albicans-szal, amely altal okozott betegségek korai kolonizacio tovabbterjedésébdl alakulnak
ki, a C. parapsilosis képes kolonizacido nélkiil is fertézni, horizontalisan terjedni fert6zott
feliiletekrél, mint pl. egészségiigyben hasznélatos eszkdzokrdl vagy folyadékokbol, illetve

egészségiigyi dolgozok kezérdl, miivégtagokrol és katéterekrdl. Ez a f6 oka annak, hogy a C.



parapsilosis altal okozott invaziv megbetegedések féként immunologiailag legyengiilt személyek
(AIDS-ben szenvedd betegek, leukémids betegek, kemoterapids kezelésben részesiilé paciensek,
stb.), korhazak intenziv osztalyan fekvo betegek — kiilondsen, kozponti vénas katéterrel ellatottak —
¢és alacsony sziiletési sulyu ujsziilottek korében figyelhetok meg.

Tovabba a C. parapsilosis az a faj, amely dominansan invaziv candidiasist okoz korasziilotteknél,

amely gyakran 0jsziilottkori haldlozashoz vezet.
3.1.2. A C. parapsilosis sensu lato csoport felosztasa

A C. parapsilosis-t el6szor Ashford izolalta 1928-ban. Bar kezdetben nem tartottdk patogénnek,
1940-ben, mint koérokozot azonositottdk egy haldlos kimenetelli endocarditis esetén (1). Majd
késObbi restrikcidos fragment polimorfizmussal végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy a C.
parapsilosis izolatumok genetikailag sokkal heterogénebbek, mint mas Candida fajok. 2005-ben
C. parapsilosis-t harom csoportra osztottdk: Candida parapsilosis sensu strictio, Candida
orthopsilosis és C. metapsilosis.

Az izolatumok elkiilonitése a kovetkezd vizsgalatok alapjan tortént: RAPD (randomly amplified
polymorphic DNA), multilokusz enzim elektroforézis, ITS (internal transcribed spacer: az 5, 8S
rRNS-t kodol6 DNS szakasz ¢és kornyéke) szekvencia analizis, morfologia, kiilonbségek a
mitokondrialis DNS szekvencidkban, DNS topoizomeraz II gén szekvencidja, €s oligonukleotid

probak, amiket a C. parapsilosis torzsek azonositasara alkalmaztak (6).

_«u:.u:.E . dubliniensis
100 C. albicans
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&3 —| C. infermedia
5. cerevisiae
7| C. kefyr
an C. rugosa
—-=3| C. hagmuloni
A

1.abra. ITS szekvencia kiilonbségeken alapul¢ filogenetikai fa
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3.1.3. A C. parapsilosis sensu lato csoport evolicidja

A C. parapsilosis kb. egy milli6 éve jelent meg az evolucios id6-skalan. A C. parapsilosis globalis
megoszladsa és a klinikai izolatumok kozotti gyakoribb megjelenése széleskorli geografiai
elterjedésre utal, valdsziniileg jobban képes emberrdl emberre terjedni, vagy jobban alkalmazkodik
az emberi kozosségek kornyezetéhez, mint a C. metapsilosis és C. orthopsilosis.

Mivel a C. orthopsilosis-ban szekvenciadiverzitas figyelheté meg, a C. parapsilosis-ban azonban
nem, Uj hipotézis allithato fel, miszerint a C. orthopsilosis feltételezhetéen a C. parapsilosis elddje
kozott igen ritkan fordul eld, progenitor lehetett, egyiitt fejlédhetett a C. orthopsilosis-szal és C.
parapsilosis-szal, és kevésbé alkalmazkodott a human, vagy emlds niche-ekhez, mint két kozeli

rokona (6).

3.1.4. A C. parapilosis sensu lato csoport eltéro virulencia képessége

Az adatok azt mutatjak, hogy a harom faj kiilonbozik a prelevanciaban, fertézoképességben ¢€s a
gyogyszerérzékenységben. Osszehasonlitva a C. parapsilosis sensu strictio-val a 2 két 0ij faj
magasabb érzékenységet mutat az echinocandin vegyliletek és az amphotericin B szerekkel
szemben, de a fluconazollal ellen alacsonyabb érzékenységet mutatnak. Igy klinikai szempontbol
fontos a megkiilonboztetésiik.

A csoporton beliil a C. parapsilosis sensu strictio a dominans faj, majd koveti a C. orthopsilosis és
a C. metapsilosis, melyek egyiitt kevesebb mint 10%-ban izoldlhatéak az invaziv candidiasis
klinikai mintaiban (1).

Egy kutatas sordn, ahol 2. 128 felszini mikézisra pozitiv személyt vizsgaltak, 214 beteg esetén
izolalhato volta C. parapsilosis csoport. A 214 paciensbdl 16-nal (7,5%) talaltak tobb gombafajt is,
ebbdl 14 esetben (87,5 %) a C. albicans + C. parapsilosis fajokat izolaltdk, majd kisebb
szazalékokban a C. tropicalis + C. parapsilosis, és C. guillirmondii + C. parapsilosis populaciokat.
A 214 vizsgalt személybdl 198 személynél csak egyféle gombafajt izolaltak: 191 (96,5%) fonél C.
parapsilosis sensu strictio, 5 (2,5%) C. metapsilosis, és 2 (1,0%) a C. orthopsilosis volt a fertdzést
kivaltd koérokozo. A kutatds eredményei alapjan a C. metapsilosis és C. orthopsilosis is izolalhatd
volt bor és korom 1ésiokbol, de sokkal kisebb szazalékban, mint a C. parapsilosis sensu strictio.
Ezek az adatok is aldtdmasztjak, hogy feliileti candidiasisban a 2 11j faj kisebb mértékii virulenciaval

rendelkezik (4).



Rekonstrualt human epidermalis €és oralis szOveteken végzett patogenitast vizsgald kisérletek is
alatamasztjak azt a tényt, hogy a Candida parapsilosis sensu lato csoporton beliill a C. metapsilosis
¢és C. orthopsilosis kisebb patogenitést és virulenciat mutat (2).

A csoporton beliil a legnagyobb fertézoképességet a C. parapsilosis mutatja, majd koveti a C.
orthopsilosis, a legkisebb virulenciaval végiil a C. metapsilosis rendelkezik.

Candida fajok patogenezisében szamos virulencia faktor jatszik szerepet, ezek kozil a
leglényegesebbek az adhézid, a biofilm képzés, és kiilonbozd hidrolitikus enzimek szekrécidja —
példaul: szekretalt aszpartil protedzok, foszfolipazok és lipazok.

A biofilm képzés eldsegiti a gomba orvosi miiszereken valé megtapadasat és a gazdaszervezet
karositasat, emellett védi a patogént az antifungélis terdpidk soran a felhaszndalt antifungélis
szerekkel szemben, mivel megakadalyozza az hatéanyag bejutdsat a biofilm mélyebb részeibe.
Mindemellett a biofilm struktira védelmet biztosit a gazdaszervezet immunvalaszaval szemben.
Ezért azok az izolatumok, amelyek képesek a biofilm képzésre sulyosabb gazdakérositd hatassal

rendelkeznek (1).

3.2. A Candida fajok altal kivaltott természetes immunvalasz

Egészséges egyéneknél a természetes immunrendszer képes kiiktatni a szervezetre karos agensek
ezreit, ahogyan patogén gombakat is, hogy védekezzen a fertdzés terjedésével szemben. Azonban,
ha karosodott az immunrendszer (pl.: immmunszupressziv terapidk, rak, AIDS esetében), az
oppurtunista gombak nagyobb valdsziniiséggel okoznak megbetegedéseket. A gombas betegségek
nagyaranyu prelevancidja felhivja a figyelmet arra, hogy fontos megérteni a gomba korokozok és a
gazda kozotti interakciot.

Tudjuk, hogy a fagocita sejtek (neutrofil granulocitdk, monocitadk, mackrofagok és dendritikus
sejtek) kulcsfontossdgi szerepet jatszanak gomba korokozok ellen, ¢€és e sejtek vagy
effektorfunkcidik hidnya nagyfoku érzékenységet eredményez a fertézésekkel szemben. Bar az
utdbbi években nagyban bdviiltek ismereteink az immunrendszer miikddésérdl, még mindig sok
fontos kérdést sziikséges megvalaszolni.

Az elmult évtizedben, nagy eldérelépés tortént a C. albicans indukalt velesziiletett immunrendszer
altali felismerés megértésében. Annak ellenére, hogy a klinikai jelentdsége egyre nd, még mindig
keveset tudunk a C. parapsilosis felismerésérdl €s az adaptiv immunrendszerben kivaltott hatdsarol
(8). A kutatasok eredménye alapjan kiilonbség van a C. parapsilosis és C. albicans kozotti
immunsejtek altali érzékelésben. Ezeknek a kiilonbségeknek a feltdrdsa hozzdjarulhat a

hatékonyabb gombaellenes terapiak kifejlesztéséhez.
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3.2.1. A mintazat felismeroé receptorok (Pattern Recognition Receptors (PRRs)

Csak az elmult évtizedben lett ismeretes, hogy a természetes immunrendszer nem csak specifikusan
felismeri a mikroorganizmusok kiilonb6z6 osztalyait, hanem elinditja és moduléalja a késobbi
adaptiv immunvalaszt. A behatold patogén felismerését €s a gazda valasz aktivacidjat a mintazat
felismerd receptorok (Pattern Recognition Receptors (PRRs))végzik, amelyek érzékeli a konzervalt
patogén asszocialt molekularis mintazatot (Pathogen Associate Molecular Patterns (PAMPs)).

A mintazat felismerd receptorok olyan mikrobialis dsszetevoket ismernek fel, amelyek a mikroba
integritdsdhoz, funkciondlis miikodéséhez és/vagy reprodukcidjdhoz esszencidlisan sziikségesek,
azaz gyors megvaltozasuk nem lehetséges. Ezek a receptorok képesek érzékelni a gomba sejtfal
komponenseket. A mintazat felismerd receptoroknak 4 f6 osztalya van:

1, Toll-like receptorok (TLR) lehetnek sejtmembran-asszocialt (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS és
TLR6) vagy intracellularis (TLR3, TLR7, TLR8 és TLR9) receptorok. Emlésokben 13 TLR-t
azonositottak: emberben TLR1-11-ig, egérben TLR1-9, TLR11-13. A kiilonféle TLR-ek képesek
érzékelni szamos gomba struktarat: TLR2 a foszfolipomannant, TLR4 az O-kapcsolt mannant,
TLR6 a zimozant, TLR9 a gomba DNS-t képes felismerni. A tobbi receptor képes mas korokozd
komponenseket kotni: TLRI1 triacil lipopeptideket, oldott faktorokat, TLR3 dsRNS-t, TLRS5
flagellint, TLR7 ssRNS-t, TLR11 profilin szerli molekuldkat két. A TLR10 ligandja nem
meghatarozott.

2, A C-tipusu lectin receptorok (CLR) féleg membran-kotott formaban vannak jelen és a C.
albicans poliszacharid strukturait ismerik fel: a Dectin 1 a B-glukdnt, amig a makrofag mannoz
receptor (MR) és DC-SIGN a N-kapcsolt mannant érzékelik.

3, A nukleotid-koté oligomerizacids domén (NOD)- szerii receptorok (NLR) és a (4.) retinasav
indukalt gén 1 (RIG1) intracelluléris receptorok, melyeknek ligandjai a bakteridlis peptidoglukan
¢s a viralis nukleinsavak. Nincs tanulmény, amely leirnd, hogy ezek a receptorok szerepet jatszanak
a gombafelismerésben.

A membran kotott receptorok kozos jellemzoje, hogy harom f6 részbdl allnak: egy extracellularis,
variabilis, leucinban gazdag ismétlddésekbdl allo6 (LRR) doménbdl, amely a ligandumok
megkotéséért felelds, egy rovid transzmembran régiobol, valamint egy intracellularis, konzervativ, a
human interleukin 1 receptorral (IL-1R) homolég, Toll/IL-1R (TIR) doménbdl, amely
elengedhetetlen a jelatviteli folyamatok elinditasahoz.

Léteznek mas osztalyba tartoz6 molekulak is, amelyek hasonlé funkcioval rendelkeznek mint a

PRR-ok. Ilyenek példaul a peptidoglukan felismeré proteinek (PGRP-k), melyeknek a
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peptidoglukéan érzékelésben van szerepiik rovar és emlds sejtekben. Habar PGRP-k indukaljak a
defensineket Drosophila melanogaster-ben, az emlds sejtekben betoltott szerepiik még nem teljesen
tisztazott. Létezik még néhany protein, amely képes a bakterialis struktirdk megkotésére, pl.:

pentraxinok és mannéz-koto lectinek (MBL), amelyek szintén a PPR-ekhez tartoznak (8, 9).

3.2.2. A C. albicans indukalt természetes immunrendszer és felismerés

A gomba sejtfal foleg szénhidratpolimerekbdl all, amelyek egy rigid vazat kolcsondznek a
gombasejtnek, védve azt a kornyezettdl. A bels6é réteget [B-glukan ¢és kitin alkotja, amelyet egy
mannanréteg borit. A bels6 komponensek igy csak a hasadéasi hegeknél keriilhetnek a felszinre.
Mindemellett a sejtfal dinamikus strukttra, képes valtozni, igy a gomba morfologiai valtozasokon
mehet 4t. A C. albicans képes az élesztd és a fonalas forma kozott valtasra (,,switching”), ami
hozzéjérul az €lesztd virulencidjahoz (8).

A Toll-like receptorok koziil a TLR2 (mely képes heterodimert alkotni a TLR1 vagy TLR6-tal), a
TLR4 ¢és TLR6-t, a C-tipust lectin receptorok koziil a Dectin 1-et és Dectin 2-t irtdk le, amely
érintett a gomba patogének felismerésében (8, 9, 14).

A makrofagok felszinén a C-tipust lectin mannéz receptor (MR) a C. albicans sejtfalat alkotd
mannant, az a-kapcsolt manndz struktarakat a dendritikus sejtek az MR, TLR4, DC-SIGN, Dectin 2
receptorai kotik.

A C. albicans sejtfala 60 %-ban B-glukdn, ami a mannoprotein réteg alatt taldlhatd, de hasadasi
hegek helyén kikeriilhet a felszinre, és igy érzékelhetd lesz a gazda sejtek szamdra. A B-glukan
kotését a Dectin-1 receptorok a TLR-ek kozdsen végzik.

A fagocitdkon 1évé PPR-ek altal tortént felismerés intracellularis szignalizacids ttvonalakat aktival,
amely szdmos citokin, kemokin, eicosanoid €s mas szolubilis faktorok termeldédéséhez vezet,
melyek egylittesen inicialjadk és szabalyozzak a gyulladdsos vélaszt és az adaptiv immunitas
kialakulasat.

A TLR2, TLR4, TLR6, TLRY az Nf«kB szignalizacios utvonalon keresztiil indukaljak a citokin
produkcidt. Az egyensuly a szigndlok kozott, amit a TLR2 és TLR4 indukal, krucidlis az
immunrendszer reguldlasaban. A TLR4 a gyulladasserkentd citokinek termelését idézi eld, mint
példaul az IFNy, ami a TH1 tipusu immunvélaszt medialja.

A TLR2 gyullasasos citokin serkentd hatdsa gyengébb, mint a TLR4 indukalt, emellett ligandja
kotésekor nem okoz IL-12 és a THI1-tipusu IFNy felszabadulast, ez elémozdithatja a TH2 vagy a
regulator T sejt (Twg) tipusi immunvalaszt. Tanulméanyok leirtdk, hogy a C. albicans

immunszupressziv hatassal lehet a TLR-2 altal indukalt IL-10 felszabaduldson keresztiil, ami a Treg
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sejtek generdlasahoz vezet (9).

A TLR 6 és TLRO citokin indukci6ja kevésbé jelentds. A nem-TLR receptorok koziil a Dectinl és
Dectin2 is érintett a C. albicans altal okozott immunvélaszban. A Dectin 2 koti a gomba hifat és a
TNFa és az IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra) produkciot fokozza. A Dectin 1 szamos citokin és
kemokin felszabaduldst okoz érzékelve a korokozot, ezek: a TNFa, a makrofag indukald
gyulladésos protein 2 (MIP2), a makrofag indukélod gyulladasos protein 1o (MIP1a), a granulocita-
makrofag kolonia stimulal6 faktor (GM-CSF), a granulocita kolonia stimulalé faktor (G-CSF), IL-
10, IL-2, IL-1a, IL-1B, IL-23, és IL-6 (9).

3.2.3. A természetes immunrendszer effektor sejtjei és a C. albicans interakcio

A természetes immunrendszer f0 sejtjei, amelyek érzékelik a behatol6 patogéneket a vérkeringésben
1évé monocitdk €s a neutrofil granulociték, illetve a fertdzott szovetekben talalhatdo makrofagok.

A monocita sejtmembranon szamos TLR és kisebb mennyiségii lectin receptor (LR) expresszalddik.
A makrofagga differencialodds soran megdrzik a TLR-ek expresszidjanak képességét, azonban a
lectin receptorokat nagyobb mennyiségben expresszaljak (8, 9).

A neutrofil granulocitak kisebb szamban expresszalnak TLR-ket, fOleg a fagocitotikus receptorokat,
mint a complement receptor 3 (CR3) és Fcy receptorokat hordozzak. A dendritikus sejteken,
amelyeknek feladatuk az antigén prezentalas, szintén talalhatoak a sejtmembranjukon PRR-ket.
Mintazat-felismerd receptorokkal a felsorolt sejtek mindegyike rendelkezik, és ez meghatarozza a
C. albicans felismerését és az immunvalasz tipusat.

A felismerést a gomba bekebelezése és fagocitozisa koveti. Makrofagok esetében a fagocitdzis az
fagoszoma érését valtja ki. A fagocitalo sejtek szamos oxidativ és nem oxidativ folyamattal képesek
az extracellularis térben 1évd és az internalizalt gombék elpusztitisara. A korokozo eliminaldsara
hasznalt mechanizmusok az acidifikacid, reaktiv oxigéngyokok, reaktiv nitrogén intermedierek,
antimikrobidlis peptidek, hidroldzok termelése. Ezeket szamos citokin és szolubilis mediator
bofolyasolja: képesek a gombaellenes effektor mechanizmusok serkentésére (IFN-y) vagy
elnyomasara (IL-10).

A kiilonbozd fagocitdk eltérd mértékben képesek a korokozdkat elimindlni vagy ndvekedésiiket
korlatozni. A C. albicans esetében a leghatdsosabb effektor sejtek a neutrofilek, ezeket kovetik a

monocitak, makrofagok és a dendritikus sejtek (8, 9).

3.2.4. Citokinek és funkcioik
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A citokinek az immunvélasz valamennyi szakaszédban és mechanizmusaban, valamint a gyulladdsos
folyamatok pathomechanizmusdban jelentds szabalyoz6 szerepet betoltd intracellularis
kommunikécios molekuldk.

A tumornekrozis faktor o (TNFa) az akut gyulladdsos immunvalasz alapvetd medidtora.
Meghataroz6 faktor a gyulladdsos folyamatok és a laz kialakitdsaban (anti-viralis, bakterialis és
parazita-ellenes hatdsa van). Citokinkaszkad elinditdsdban van szerepe. Monocitak, aktivalt
limfocitak, természetes 616 és endothélsejtek termelik. Tovabbi hatdsai a granulocita aktivacid
(adherencia, kemotaxis, degranulacio, oxidativ metabolizmus fokozasa), az endotélsejtek adhézids
molekuladkinak expressziojanak fokozasa segiti a fehérvérsejtek bejutasat és gyors aktivalasat akut
gyulladéas soran, monocitak és endotélsejtek citokin €s kemokin termelését stimulélja, és indukalja
az apoptozist.

Az interleukin 1 (IL-1) legfontosabb bioldgiai hatdsai: az antigénprezentacid soran aktivalja a T
sejteket (IL-2 termelés fokozésa, illetve az IL-2 receptorexpresszid novelése révén) lazkeltd, hat az
idegrendszerre (letargia, anrexia, aluszékonysag kialakulasaért is felelds) , az endotélsejtek adhézios
molekuldinak expresszidjat noveli. Az IL-1 csalad IL-1ra tagja az IL-1 természetes antagonistaja
mely a gyulladasos reakcidk soran az IL-1 patoldgias hatasait csokkenti.

Az interleukin 12 (IL-12) funkcidja a természetes 616 sejtek (NK) stimulacidja, proliferacidja és

crer

.....

differencialas , az akut fazis fehérjék termelését indukcidja, emellett szerepe van a mieloid leukémia
sejtek makrofagokka differencidlodasaban.

Interferon gamma (IFNy) fokozza a monocitak antigénprezentdld és citokintermeld képességét
serkenti a fagocitozist, nitrogénoxid termelést, a patogének intracellularis o6lését, noveli a
természetes 016 sejtek citotoxikus aktivitdsat, stimulalja a neutrofil granulocitdkat, antiviralis
hatdst. Az interleukin 8-at (IL-8) makrofagok termelik és a neutrofil granulocitak aktivalasat,

végzik.
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citokin

Termeld sejt

Target sejt

Elsddleges hatas

IL-1 Monocitak, Makrofagok T sejtek; B sejtek Kostimulacios molekula
Fibroblasztok Endatélialis sejtek Aktivalas (gyulladas)
Epitélialis sejftek Hypothalamus Laz
Endotélialis sejtek Maj Akut fazis reaktansok
Asztrocitak
IL-2 T sejtek; NK sejtek T sejtek MNovekedés
B sejtek Novekedés
Monocitak Aktivacio
IL-3 T sejtek Csontveldi progenitorok MNovekedés és differencialodas
IL-4 T sejtek Naive T sejtek Differencialodas Th2 sejtekké
T sejtek Novekedés
B sejtek Aktivacid és novekedés; |zotipus valtas
IgE
IL-5 T sejtek B sejtek Novekedés és aktivacio
Eosinofil granulocitak
IL-6 T sejtek; Makrofagok; Fibroblasztok T sejtek; B sejtek Kostimulacios molekula
Erett B sejtek Novekedés (emberben)
Maj Akut fazis reaktans
IL-6 family Makrofagok; Epitélialis sejtek; Neutrofil granulocitak Aktivacios és reaktans
IL-10 T sejtek (TH2) Makrofagok APC aktivacio gatlasa
T sejtek Citokin produkdd gatliasa
IL-12 Makrofagok; NK sejtek Naive T sejtek Diffrenciacio Th1 iranyba
IFN-gamma T sejtek; NK sejtek Monocitak Aktivacia
Endatélislis sejtek Aktivacio
Szbveti sejtek MHC | &5 Il expresszid novelése
ITGF-béta T sejtek; Makrofagok T sejtek Aktivacio és novkedés gatiasa
Makrofagok Aktivalas gatlasa
GM-CSF T sejtek; Makrofagok; Endotélialis sejtek, Csontveldi progenitorok Novekedés és differencialodas
Fibrablasztok
TNF-alfa Makrofagok; T sejtek IL-1-hez hasonla IL-1-hez hasonla

2. abra. Citokinek és funkcioik
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4. CELKITUZESEK

Az elmult évtizedben, nagy eldrelépés tortént a C. albicans indukalt velesziiletett immunrendszer
altali felismerés megértésében. Annak ellenére, hogy a klinikai jelentésége egyre nd, még mindig
keveset tudunk a C. parapsilosis felismerésérol és az adaptiv immunrendszerben kivaltott hatasarol.
A C. parapsilosis fajcsoport izolatumait a genetikai heterogenitasuk alapjan 3 fajra osztottak: C.
parapsilosis, C. metapsilosis és C. orthopsilosis.

Ezek a fajok filogenetikailag kozel allnak egymashoz, virulencidjukban mégis kiilonboznek.
Munkank célja a 3 faj altal kivaltott természetes immunitas megfigyelése, mely segithet megérteni a
virulenciaban mutatott kiilonbségeket.

Munkank soran célunk volt:

1. A harom fajjal szemben mutatott fagocitozis €s 0lés hatékonysag vizsgalata egér és human

makrofag sejteken.

2. A természetes immunrendszer felismerésében szerepet jatszo Toll-like (TLR), Dectin 1, és

Dectin 2 receptorok expresszidjanak vizsgalata egér és human makrofagokon.

3. A héarom faj felismerését koveto citokin termelés vizsgélata qPCR és ELISA mddszerrel.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Felhasznalt gombatorzsek

Kisérleteink soran a Candida albicans (SC5314), Candida parapsilosis (GA1l), Candida
orthopsilosis (SZMC 1545), és Candida metapsilosis (SZMC 1548) vad tipusu izoldtumokat

hasznaltuk.

5.2. Oldatok és taptalajok

PBS.pH 7.4

YPD tépoldat

YPD téptalaj

ACK lizis puffer

RPMI/PS tapoldat

RPMI/HS/PS tapoldat

137 mM NaCl
2.7 mM KCI

10 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO4

0,5 % élesztOkivonat
1 % pepton
1 % glikoz

0,5 % élesztOkivonat
1 % pepton

1 % gliikoz

2 % agar

150 mM NH.CI
10 mM KHCO:s
0,1 mM Na,EDTA

RPMI 1640 tapoldat (Lonza)
1 % Penicillin-Streptomycin oldat (Sigma)

RPMI 1640 tapoldat (Lonza)

10 % ho-inaktivalt human szérum (Lonza)
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1 % Penicillin-Streptomycin oldat (Sigma)

DMEM/FBS/PS tapoldat DMEM tépoldat (Lonza)
10 % hoé-inaktivalt FBS (Fetal Bovine Serum, Lonza)

1 % Penicillin-Streptomycin oldat (Sigma)

Akridin narancs festék 0,01 % akridin narancs PBS-ben
Kristalyibolya festék 0,05 % kristalyibolya PBS-ben
FACS puffer 0,5 % FBS (Lonza) PBS-ben

5.3. Candida torzsek tenyésztési korillményei

A felhasznalt Candida torzsek fenntartisa YPD téptalajon tortént havonkénti atoltdssal, az
izolatumokat 4°C-on taroltuk. A kisérleteket megel6zé napon a sziikséges torzsekbdl atoltottunk 3
ml YPD tapoldatot tartalmazo félkémcsovekbe, amelyeket €jszakara 30 °C-os razd inkubatorba

helyeztiink. Masnap a sejteket centrifugalassal 6sszegytijtottiik, kétszer PBS pufferrel mostuk, majd

crer

5.4. Felhasznalt emlés sejtkulturak

J774.2
A BALB/C egérbdl szarmaz6 J774.2 makrofag-szerii sejtvonal fenntartisa DMEM/FBS/PS
tapoldatban tortént 37 °C-os inkubatorban, 5 % CO: és 100 % relativ paratartalom mellett.

Human periférias vérbél izolalt polimorfonuklearis sejtek (PMN

A human friss periférids vérbol szarmazo polimorfonuklearis sejteket izolalast kovetden (I1d. 5.5.)

azonnal felhasznaltuk.

Human periférias vérbél izolalt mononuklearis sejtek (PBMC

A human periférias vérbdl (buffy coat-bdl) nyert mononukledris sejteket izolalast kovetden (1d. 5.6.)

azonnal felhasznaltuk.
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Human periférias vérbdl izolalt monocitakbdl differencidltatott makrofagok (PBMC-DM

A human periférids vérbol (buffy coat-bol) szdrmazod monocitakbodl differencialtatott makrofagokat
RPMI/HS/PS tapoldatban tenyésztettiik 37 °C-os inkubatorban, 5 % CO, és 100 % relativ
paratartalom mellett (1d. 5.7.).

5.5. Polimorfonuklearis sejtek (PMN) izolalasa human periférias vérbal

A polimorfonukledris sejtek izolalashoz EDTA-s vérvételi csovekbe gylijtott friss human periférias
vért hasznaltunk. A PMN sejteket Polymorphprep™ (Axis-Shield) segitségével szeparaltuk a gyartd
altal mellékelt eldirdsoknak megfeleléen, majd rogton felhasznaltuk az 6lési hatékonysag

meghatarozasahoz (1d. 5.15.)

5.6. Mononuklearis sejtek (PBMC) izolalasa human periférias vérbol

A periférids vérbdl szdrmazé mononuklearis sejtek (PBMC) izoldldsa ficoll gradiens
centrifugalassal tortént. Ehhez a vért 1:2 aranyban PBS-sel higitottuk, Ficoll-Paque™ PLUS (GE
Healthcare) oldatra rétegeztiik, majd centrifugéalast kovetden 6sszegytijtottiik a kiilon réteget képezo
mononukledris sejteket. Ezutan az izolalt sejtfrakciot PBS-sel mostuk, majd ACK lizis pufferrel
kezeltiik a vorosvértestek eltivolitisa érdekében. Ujabb, PBS-sel tortént mosast kovetéen a

mononukledris sejteket RPMI/PS tipoldatban vettiik fel, majd Bilirker kamra segitségével

crer

cre

lyuku lemezeken, majd azokat 1,5 oraig inkubaltuk (37 °C, 5 % CO;). Mivel a monocitak
kitapadnak a tenyésztdedény aljahoz, elkiilonithetéek a PBMC frakcioban jelen 1évé egyéb
sejttipusoktol. 1,5 o6ra utan a lemezrdl eltavolitottuk a médiumot és az Usz6 sejteket, a letapadt
monocitdkat PBS-sel mostuk, majd 7 napig RPMI/HS/PS tapoldatban tenyésztettilk a tapoldat

kétnaponkénti cseréjével.

5.8. In vitro fertozési modellek

5.8.1. J774.2 fert6zés
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A J774.2 sejtek stimulacidja soran 3x10° makrofagot fertdztiink Otszords mennyiségli (1,5x10°)
Candida sejtet tartalmazé szuszpenzioval (100 pl) 24 lyukt lemezeken. Kontrollként steril PBS-t
hasznaltunk. A lemezeket a kivant ideig inkubaltuk 37 °C-on, 5 % CO, tartalom mellett, majd

felhasznaltuk RNS izolalashoz (I1d. 5.9.), vagy aramlasi citometrids méréshez (1d. 5.13.).

5.8.2. PMN fertozés

Izolalas utdn a polimorfonukledris sejteket azonnal felhasznaltuk az 6lési  hatékonysag

meghatarozasahoz, (1d. 5.15).

5.8.3. PBMC fertozés

rrrrrrrr

(RPMI/PS tépoldatban) osztottunk szét 96 lyukt kerekalju lemezeken (100 pl /mintahely). Ezutan a
sejtekhez 100-100 pl, 10° sejt/ml koncentracioji Candida szuszpenziot (RPMI/PS tapoldatban)
vagy RPMI/PS tapoldatot (kontroll) adtunk, majd a lemezeket 37 °C-on, 5 % CO- tartalom mellett
inkubaltuk. 24 éraval késobb a feliiluszokat dsszegytijtottiik, majd felhasznalésig (1d. 5.12.) -70 °C-

on taroltuk.

5.8.4. PBMC-DM ferté6zés

A differencidlodott makrofagok szdmanak meghatarozasa utan 6tszords mennyiségli Candida sejtet
tartalmazo szuszpenzidval (100 pl), vagy steril PBS-sel (kontroll) oltottuk be a kultardkat. A
lemezeket a kivant ideig inkubaltuk 37 °C-on, 5 % CO. tartalom mellett, majd felhasznaltuk RNS

izolalashoz (1d. 5.9.), vagy adramlési citometrias méréshez (1d. 5.13.).

5.9. Total RNS izolalas

A kisérletek soran az RNS izolalashoz Total RNS Mini Kit-et (Geneaid) hasznaltunk, a kithez
mellékelt gyartoi utasitdsoknak megfeleléen. A genomi DNS eliminacidjahoz RNase-Free DNase
BioAnalyzer késziilék (Agilent Technologies) segitségével hataroztuk meg. A cDNS-szintézishez

hasznalt RNS mintdk RIN (RNA Integrity Number) értéke minden esetben > 9 volt.
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5.10. ¢cDNS szintézis

A reverz-transzkripciohoz a RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit-et (ThermoScientific)
hasznaltuk a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Az RNS mintakat a koncentraciojuktol fliggden
nukledz mentes vizzel higitottuk, majd minden reakcidban azonos mennyiségli RNS-t hasznaltunk a

c¢DNS szintézishez.

5.11. Kvantitativ valés idejii PCR (qRT-PCR)

A kvantitativ valds idejii PCR (qRT-PCR) soran Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix-et
(Fermentas) hasznaltunk a gyart6i utasitdsoknak megfeleloen. A qRT-PCR-hez 10x higitott cDNS
esetén B-aktin (BA), huméan makrofagok esetében B2-mikroglobulin (B2MG) szolgalt. A méréseket
CFX96™ Real-Time System detektorral felszerelt C1000™ Thermal Cycler késziilék (BIO-RAD)
segitségével végeztiik az alabbi program szerint:

1. elédenaturacio: 3 perc, 95 °C

2. denaturacid: 10 masodperc, 95 °C

3. annealing-elongacio: 30 masodperc, 60 °C

4. melting analizis: 65 °C-r6l 95 °C-ra, 0,5 °C / 5 masodperc

A program a 2-3. 1épéseket 40-szer ismételte.

A eredményeket a AAC; modszer segitségével analizaltuk.

5.12. Az IL-1P koncentraciojanak meghatarozasa a sejtkulturak feliilaszéoiban (ELISA)

crer

(ELSIA) segitségével hataroztuk meg. Ehhez Human IL-1b/IL-1F2 Quantikine® ELISA Kit-et

(R&D Systems) hasznaltunk a gyart6 utasitdsainak megfelelden.

5.13. Aramlasi citometria

5.13.1. Klasszikus aramlasi citometria (Attune® késziilékkel)

A fagocitozis kvantitativ vizsgalatdhoz a human makrofagokat fluoreszcensen jelolt gombaval
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Na,CO; oldatot (1 M, pH 10), majd 2 pl 10 mg/ml koncentraciéji Alexa Fluor® 610-X,
succinimidyl ester festéket (Invitrogen) adtunk. 30 perc utdn a szuszpenzidt négyszer PBS-sel
mostuk, majd bedllitottuk a megfeleld sejtszamot. A human makrofagok fertézéséhez tizszeres
mennyiségli gombat hasznaltunk. 2 6ra inkubécio (37 °C, 5 % CO.) utan a lemezekrdl eltavolitottuk
a tapoldatot, majd a sejteket kétszer PBS-sel mostuk a nem fagocitalt gomba eltavolitasa érdekében.
Ezutan a lemezen TrypLE™ oldatot (Gibco) osztottunk szét (0,5 ml/mintahely), majd 45 perc
inkubéaciot (37 °C, 5 % CO.) kovetden pipettazas segitségével szuszpenzidba vittiik a sejteket.
Centrifugalast kovetéen a mintdkat 1 ml FACS pufferben vettiik fel, majd Attune® Acoustic

Focusing Flow Cytometer késziilék segitségével analizaltuk.

5.13.2. Kvantitativ imaging (FlowSight késziilékkel)

A FlowSight (Amnis) késziilékkel vizsgalt mintdkat hasonléan készitettiik eld, mint a klasszikus
aramlési citometridhoz (ld. 5.13.1.), néhany kiilonbséggel. A Candida sejteket ebben az esetben
piros fluoreszcencidt mutaté Alexa Fluor® 647 carboxylic acid, succinimidyl ester festékkel
(Invitrogen) jeloltiik, és 6tszoros mennyiségli gombat hasznaltunk a makrofagok (human vagy egér)
fert6zéséhez. Tovabba, a J774.2 sejteket nem kezeltiik TrypLE™ oldattal, mivel ezek egyszer(i

pipettazassal is szuszpenzidba vihetok.

5.14. Fluoreszcens mikroszkopia

A fagocitozis, illetve 6lési hatékonysag vizsgalatdhoz a J774.2 makrofdgokat 24 lyukl lemez
mintahelyeiben elhelyezett miianyag feddlemezekre tapasztottuk ki, majd 6tszords mennyiségii
gombaval fertdztiik a sejteket. 3 6ra inkubacio (37 °C, 5 % CO;) utan a miianyag fedélemezekrdl
eltavolitottuk a tipoldatot, majd a kitapadt sejteket kétszer mostuk PBS-sel (a nem fagocitalt
Candida sejtek eltavolitasa érdekében). Ezutdn a feddlemezeket akridin narancsban festettiik 1
percig, majd ismét kétszer mostuk PBS-sel. Ezt kovetéen 30 masodpercig kristaly ibolyaval
festettiik, majd ismét PBS-sel mostuk a lemezeket. Végiil a fedélemezeket a sejteket tartalmazo
oldalukkal lefel¢ liveg targylemezekre fektettiik, és széleiket szintelen koromlakkal légmentesen
lezartuk. A preparatumokat OLYMPUS fluoreszcens mikroszkoppal kiilonbozé nagyitdsok mellett
vizsgaltuk.

5.15. Polimorfonuklearis sejtek 6lési hatékonysaganak meghatarozasa
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A vizsgalat soran 10° gazdasejtet fert6ztink 6tszords mennyiségli Candida sejttel. Kontrollként a
fertdzéshez hasznalt mennyiségii mikrobaval oltottunk be PMN sejteket nem tartalmazé RPMI/PS
tapoldatot. 1 dra inkubaciés id6t kovetden (37 °C, 5 % CO2) a sejteket steril desztillalt vizzel
kezeltiik, majd a szuszpenziot injekcids tiin tobbszor atszivtuk, hogy az Osszetapadt gombasejtek,
valamint a fagocitdk altal bekebelezett, de még €16 sejtek kiszabaduljanak. Az igy kezelt
szuszpenziot megfeleld mértékben higitottuk, majd 3 parhuzamosban YPD taptalajt tartalmazo
csészékre szélesztettiik. 2 nap mulva a megjelend telepeket megszamoltuk.

Az 6l¢és szazalékos hatékonysagat a kovetkezo képlet alapjan szamoltuk ki: az elpusztitott Candida
sejtek szamat (Candida telepek atlagos szdma a kontrollban — Candida telepek éatlagos szama a
gazda sejtekkel ko-kultirdban) elosztottuk az Osszes Candida sejt szdmaval (Candida telepek

atlagos szama a kontrollban), majd szoroztuk 100-zal.
5.16. Statisztikai analizis
A statisztikai szamitdsokat a GraphPad PRISM 5 szoftverrel végeztiikk. Amikor elegendd adat allt

rendelkezésiinkre, a szignifikanciat ANOVA teszttel allapitottuk meg. Statisztikailag akkor
tekintettiik szignifikdnsnak a kiilonbséget, ha p<0,05.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozo C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis

fajok eltéré fagocitozis és 6lés hatékonysag vizsgalata J774.2 egér és human sejtvonalakon

6.1.1. C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozo C. parapsilosis, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis fajok eltéré fagocitozis vizsgalata J774.2 egér makrofagokon akridin narancs

festéssel

Munkak soran célul tiztiik ki a C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozd opportunista patogén
fajok gazda sejtekkel torténd interakciojanak Osszehasonlitasat. A gazda-patogén kolcsonhatasok
vizsgalatahoz széles korben elterjedt modellrendszer a J774.2 egér makrofag szerli sejtvonal. Ezek a
sejtek hatékonyan képesek a Candida sejtek felismerésére, fagocitozisara és azok oOlésére is.
Kutatasunk sordan a kiilonboz0 C. parapsilosis sensu lato csoportba tartoz6 fajok sejtjeinek
makrofag sejtekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. A fagocitozis a természetes immunitashoz tartozo
folyamat, amely jelzésként szolgal szdmunkra, hogy megtortént a gazda altali felismerés.

A megfigyeléshez munkacsoportunkban rutinszerlien hasznalt festési modszert, az Un. akridin
narancsfestésen alapulé modszert alkalmaztunk, mely lehetdvé teszi a fagolizoszoman beliil az é16
¢s degradalt gombasejtek elkiilonitését: az ép kettdsszali DNS molekuldkkal rendelkezd sejteket
z0Oldre, mig a degradalddott vagy egyes szali DNS molekulaval rendelkez6 elpusztult sejteket piros,

narancsvords szintlire festi. A harom faj interakciojat elemeztiik J774.2 makrofagokkal szemben. 3

ora inkubéciot kovetden fluoreszcens mikroszkopids eljarassal vizsgaltuk a fagocitdzis megjelenését

(3. abra).

3. abra. Fagocitalo makrofag sejtek UV gerjeszté fényben, (a) C. metapsilosis fagocitozisa
400x-os nagyitasban, (b, ¢) C. orthopsilosis és C. parapsilosis fertozott makrofag sejtek 100xos
nagyitasban. Az akridin narancsfestés lehetové teszi a zolden fluoreszkalé ép és a pirosan

fluoreszkalo degradalodott sejtek elkiilonitését. A képeket Papp Csaba Gergé biologus Msc
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hallgato készitette.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a makrofag sejtek mindegyike képes volt hatékonyan
fagocitalni mindharom faj sejtjeit. A festési technika alapjan azt is megallapitottuk, hogy
mindharom faj esetében hatékony gombadlési mechanizmusok indulnak be, amelyek kovetkeztében

a gombasejtek pusztulasa figyelhetd meg.

6.1.2. C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozo C. parapsilosis, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis fajok eltéré fagocitozis mérése J774.2 egér makrofiagokon ,,Quantitative

imaging” technika segitségével

A harom gomba faj eltérd fagocitozisanak mértékét egy uj, az un. ,,Quantitative imaging” technika
alkalmazasaval hataroztuk meg. Ez az 0j technika az aramlasi citometria statisztikai erejének és a
fluoreszcens mikroszkopia részletgazdagsaganak hazasitasa, amelynek eredménye, hogy
nagyszamu sejten vizsgalhatjuk a fagocitdzis jelenségét. A technoldgia sordn minden vizsgalt sejtrol
mikroszkdpos felvétel késziil, igy mod van az egyes populaciok vizualizalasara, igy példaul a valodi
fagocitozis illetve a sejtfelszinhez torténd adhézio elkiilonitésére. A 4. abran lathatdé eredmények
elemzését a kovetkezd szempontok szerint hajtottuk végre. Az R1 mezd a sejtméret alapjan
meghatarozhaté makrofag populaciot jelzi. Azokat a sejteket vettiik figyelembe, amelyek teriilete
viszonylag nagy ¢€s a két képzeletbeli tengelylik hanyadosa kozel 1 (ez a két paraméter hatdrozza
meg a nagyméreti egyediilallo sejteket). A makrofdg populacié meghatarozasa utdn a tényleges
fagocitozist mértik. Az R2 mezd a gombat fagocitdlo makrofagokat adja meg. Az eldzetesen
Alexafluor 647 fluoreszcens festékkel jelolt gomba sejteket a 11 csatornan (Chll) mért piros
fluoreszcens jel alapjan detektalhatjuk. Ezzel a technikdval minden sejtrdl késziil mikroszkopos
kép, ami lehetdvé teszi a fagocitdzis manualis ellendrzését.

A statisztikai adatok alapjan meghatarozhaté a tényleges fagocitald sejtek szazalakos aranya.
Megéllapitottuk, hogy a sejtvonal mindharom faj izoldtumait képes bizonyos széazalékban
bekebelezni. A C. parapsilosis-szal inkubalt J774.2 makrofag sejtek esetében az 50,9 %-os ardny
azokat a makrofagokat jelzi, amelyek legalabb egy gomba sejtet fagocitalnak. A C. orthopsilosis
46,5 %-os, a C. metapsilosis 33,5 %-os fagocitozist indukalt a sejteken. Ez az eredmény a
mikroszkopos képek elemzésével is leellendrizhetd, a sejtekrdl késziilt felvételek alapjan is lathato,
hogy a C. metapsilosis fertdzés esetén tobb olyan makrofag is taldlhatd, amely nem mutat
fagocitdzist, nem lathato a sejten beliil az Alexafluor festékkel jelolt gombak piros fluoreszcens jele
(4. abra).
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4. abra.Quantitativ imaging.(a.) C. parapsilosis, (b.)C. metapsilosis,(c.) C. orthopsilosis

indukalt fagocitozis

6.1.3. C. parapsilosis sensu lato csoportba tartozo C. parapsilosis, C. metapsilosis, C.
orthopsilosis fajok eltéré fagocitozis mérése human periférialis vér mononuklearis

sejtekbol (PBMC) differencialtatott makrofagokon aramlasi citometria alkalmazasaval

A J774.2 egér makrofadgokon végzett fagocitozis vizsgalatok Iényeges eredményeket
szolgaltattak, azonban fontosnak tartottuk, hogy a gazda-patogén interakcié teljesebb
megismeréséhez a vizsgalatokat human eredetli sejteken is elvégezziik. A kisérlethez human
periféridlis vér mononukleéris sejtekbdl differencidltatott sejteket haszndltunk. Az aramlési
citometria hasznélata sordn elsd lépésként a makrofag populaciot hataroztuk meg. A miszer
informaciot ad a sejtmintdkban aramlo sejtek nagysagarol és granuldltsagarol, ez alapjan
kijelolhetd a makrofag populaciéo (R1). A mérés soran Alexa 610 fluoreszcens festékkel jelolt
gombdkat haszndltunk. Az eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a C. parapsilosis és C.

orthopsilosis fajok estén kozel azonos a gombat fagocitalo sejtek szdzalékos aranya, ez 33,18 %
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¢és 38,22 %, mig a C. metapsilosis fertézés soran mért arany joval alacsonyabb volt: 20,5 % (5.

abra).
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5. abra. Aramlasi citométerrel mért fagocitozis szazalékos aranya a C. parapsilosis sensu lato
csoporton beliil. Kontroll: K (R2 0,57%), C. parapsilosis: Cp (R2 33,18%), C. orthopsilosis: Co
(R2 38,224%), C. metapsilosis: Co (R2 20,501%)

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a C. parapsilosis sensu lato fajcsoport tagjai altal kivaltott
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fagocitozis jelentdsen eltér egymastol.

A human eredetli sejtekkel folytatott munkank sordn vérbdl szeparaltatott polimorfonukledris
(PMN) sejteket felhasznalva 6lési kisérletet végeztiink a C. parapsilosis csoport fajaival. Az 6lési
hatékonysag vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a harom gombafajt a humédn PMN sejtek
eltérd hatékonysaggal képesek elimindlni. Az 6lési hatékonysag a C. metapsilosis-szal tortént
stimulacional mutatta a legnagyobb 63,44 %-os aranyt, mig a C. parapsilosis és C. orthopsilosis
fajoknal ez az érték joval alacsonyabb volt, 15,50 % és 45,68 % (6.4bra).

Kisérleteink bizonyitottak, hogy a C. parapsilosis sejtek hatékonyabban képesek ellenallni az 616
mechanizmusoknak, mint a C. metapsilosis sejtek. A C. parapsilosis esetében a makrofagok
fagocitdzis hatékonysaga a legnagyobb, de az 6lési hatékonysaguk a legkisebb a harom Candida faj
Osszehasonlitdsdban. A C. metapsilosis esetében viszonylag alacsony fagocita aktivaciot
tapasztaltunk, azonban az 01ési hatékonysag magasabb volt, mint a fajcsoport mas tagjainal (ez igaz
nem csupan PMN sejteknél, hanem primer makrofagok sot dendritikus sejtek esetében is, a

csoportunk mas tagjai altal végzett vizsgalatok alapjan).
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6.abra. A C. parapsilosis sensu lato csoport fajaival szemben mutatott human PMN sejtek olés
hatékonysaga. (Cp) C. parapsilosis 15,50 %, (Cm) C. metapsilosis (63,44%), (Co) C.
orthopsilosis 45,68%

6.2. A C. parapsilosis sensu lato csoport altal kivaltott természetes immunrendszer altal tortént

felismerés vizsgalata J774.2 egér és human makrofag sejtekkel

Munkak soran tovabbi célul tlztik ki a C. parapsilosis sensu lato csoport tagjai altal kivaltott
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természetes immunvalasz, ezen beliil a felismerés folyamatanak vizsgalatat. A fagocitozis és 6lés
hatékonysag kisérletek mutatjak, hogy a természetes immunrendszer képes felismerni a vizsgalt
izolatumokat. A tovabbi kisérleteinkben a felismerésben szerepet jatszd Toll-like és C-tipusu lectin
(Dectin 1, Dectin 2) receptorok mRNS szintjének valtozasat mértiik valds ideji real-time modszert

hasznalva.

6.2.1. Egér Toll-like receptorok mRNS expressziojanak real-time PCR analizise

Els6 1épésben az emlds modell rendszerként szolgalo J774.2 makrofag sejtek Toll-like
receptorainak mRNS expresszid valtozasat néztiik a harom Candida fajjal tortént fertzés hatasara.
A kisérlet adatai harom parhuzamos fert6z€sbdl szarmaznak. A fert6zések inkubacids ideje 12 6ra
volt. Az analizis soran els6ként a kontrol mintdhoz viszonyitott valtozéast figyeltiik, majd
Osszehasonlitottuk a C. parapsilosis, C. metapsilosis €s C. orhopsilosis altal stimulélt receptorok
mRNS szint kiilonbségeit. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az egér TLR receptorok
koziil a TLR1, TLR2, TLR7, TLRY és TLR13-ndl nem taladltunk névekedést mRNS expresszidban
(7. abra).

A tovabbi felismerd receptorok koziil a TLR3, TLR4, TLRS, TLR6 esetében talaltunk
kiilonbségeket. Osszehasonlitva a harom gomba fajt a C. parapsilosis stimulus hataséara talaltunk
novekedést a TLR3 mRNS expresszio szintben. Ugyan ez elmondhaté a TLR4 esetében is. A TLRS
¢s TLR6 mRNS expresszio analizise soran mind a harom gomba faj hatdsara novekedést figyeltiink

meg (p< 0,05). A TLRS8 receptor mRNS szintje a fertdzés utan a kontrolhoz képest csokkent (8.

abra).
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7.abra. J774.2 egér TLR1, TLR2, TLR7, TLR9, TLR13 mRNS expresszio szintje (126ra)
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8. abra. J774.2 egér TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, TLR8 mRNS expresszio szintje (120ra)

6.2.2. Citokinek mRNS expressziojanak real-time analizise J774.2 egér makrofagokon C.

parapsilosis sensu lato csoport 6sszehasonlitasaban

A patogén felismerésben szerepet jatszo receptorok aktivalédasuk soran indukaljadk a citokin
produkciot, igy munkéank sordn néhany citokin gén expresszios vizsgalatat is elvégeztiik. Ezek: az
interleukin 15 (IL-15), interleukin 13 (IL-1f3) és az interleukin 12 (IL-12). Az interleukin 15, egy
fontos fagocita aktivald citokin, amelynek jelentségét tobbek kozott Candida fertdzések sorédn is
kimutattdk, a harom gomba fajjal végzett fertdz€s hatasara expresszids szinten emelkedést mutatott.
Emellett a gyulladéasos citokinek, mint az IL-1 és az IL-12 expresszios szintjében is tapasztaltunk
emelkedést. A teljes citokin profil felallitisdhoz tovabbi vizsgalatokat terveziink. Az 4bran lathato,
hogy a PTGS2 mRNS analizisét is elvégeztiik. Csoportunk egyik érdeklodési teriilete a szekretalt
lipdz enzimek mikddése, ezért kiilondsen érdekes a bioaktiv lipidek bioszontézisében szerepet
jatsz6 PTGS2 gén (ciklo-oxigendz 2 (COX2)). E gén vizsgalatakor a C. parapsilosis ¢és C.

metapsilosis fert6z¢és hatdsara talaltunk kiilonbséget az expresszidban (9. abra).
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9. abra. Az IL-15, IL-1p3, IL-12 citokin gén és a PTGS2 gén expressziés analizise

6.2.3. Human Toll-like és C-tipusu lectin receptorok mRNS expressziojanak real-time PCR

analizise

Fontosnak tartottuk a felismerési folyamatok vizsgalatdt human sejteket alkalmazo
modellrendszerekben is. Az expresszios szint részletesebb vizsgalatdhoz 3 egymastdl fiiggetlen un.
biologiai parhuzamost alkalmazva 3, 8 és 12 6ras fertdzéseket végeztiink human makrofag sejteken.
A kiilonb6z06 inkubacios 1d6 segitségével osszehasonlithatd a makrofag sejtek receptorainak mRNS
expresszidjanak valtozasa az id6 fiiggvényében. Az analizist a TLR2, TLR4, TLR6, valamint a
Dectin 1 és Dectin 2 receptrokkal végeztiik el. A 3 6rds inkubacié soran a kontrolhoz képest a
TLR2 mutatott mRNS szinten ndévekedést, valamint a Dectin 2 receptor differencialtan mutatott
emelkedést a harom gombafaj esetében. A TLR4, TLR6 és Dectin 1 receptor nem mutatott
kiilonbséget. A 8 o6ras inkubaciobdl szarmazé TLR2 adatok ugyanugy emelkedést mutatnak,
emellett a korabban megfigyelt Dectin 2 mRNS mennyiség valtozas ebben az idépontban mar nem
tapasztalhat6. A TLR4, TLR6, Dectin 1 receptorok nem mutatnak eltérést. A 12 oras inkubacio
esetén egyik receptornal sem figyeltiink meg szignifikans valtozast (10. dbra). Az eredményeink
alapjan elmondhatd, hogy 12 6ra elteltével a felismerés folyamata mar megtortént, igy az érzékelést

végzd receptorok mRNS szinten torténd szignifikans valtozasa sem valoszind.
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10. abra. TLR2, TLR4, TLR6, Dectinl, Dectin2 receptorok mRNS szint vizsgalata

6.2.4 Citokinek mRNS expressziojanak real-time analizise human makrofag sejtekben

A humén makrofag sejteken is megvizsgaltuk a citokin profilt mRNS szinten. A citokin
vizsgalatokhoz 12 6rés fert6zEsbol szarmazé mintakkal végeztiik el a méréseket. Megallapitottuk,

hogy az éltalunk vizsgalt harom Candida izolatum mindegyike indukal gyulladasserkentd
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citokineket, mint az IL-1[3, IL-8 és a TNFa, azonban a harom patogén gomba kozott nem tudtunk
mRNS szinten kiilonbséget kimutatni (11. abra). Ez azonban nem jelenti feltétleniil azt, hogy

fehérje szinten nincs kozottiik kiilonbség.
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11. abra.Human makrofag sejtek citokin expressziojanak analizise

6.3. A C. parapsilosis sensu lato csoport altal indukalt IL-1[3 citokin termelés vizsgalata ELISA

modszerrel

A tovabbiakban a human sejtek IL-1[3 citokin termelését vizsgaltuk szendvics ELISA modszerrel. A
méréshez human PBMC sejtek feliiliszojabol szarmazo mintdkat hasznaltunk fel. A 24 o6rés fert6zés
soran jelentsen alacsonyabb mennyiségli gombaval (10°/ 100 ul) stimulaltuk a sejteket. A C.

parapsilosis, C. metapsilosis €s C. ortopsilosis fajok altal indukalt human sejtek altal termelt IL-1

parapsilosis indukalt szekrécidé 200.4 pg/ml, a C. orthopsilosis 146 pg/ml. A C. metapsilosis-rol

elmondhat6, hogy ugyanugy, ahogy a fagocitozist is kisebb mértékben indukalta, a hatdsara
szekretalt IL-1[3 koncentracidja is alacsonyabb, 98.21 pg/ml volt. Vizsgalataink a citokin-profil

felallitasdhoz még most is folynak. Az eredményeinket a 12. dbra mutatja.
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12. abra. IL-1f3 citokin produkcio vizsgalata ELISA médszerrel
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn a gazda-patogén interakcidt vizsgaltuk a Candida parapsilosis sensu lato fajcsoport
tagjait osszehasonlitva. Csoportunk korabbi eredményei alapjan tudjuk, hogy a C. parapsilosis, C.
orthopsilosis és a C. metapsilosis fajok virulencidjaban jelentds eltérések figyelhetok meg. Ez a
harom faj kiilondsen hasznos modellrendszer lehet a patogenitas kialakulasanak vizsgalatara és
segithet megérteni, hogy a kozel rokon fajok hogyan okozhatnak megbetegedéseket, illetve, hogy az
immunrendszer hogyan ismeri fel a filogenetikailag kdzelalld, azonban virulencidjaban kiillonbozo
fajokat.

Vizsgalatainkat J774.2 egér és human sejteken végeztiik el, hogy megfigyeljiik a fagocitozis és 6lés
hatékonysagat a harom fajjal szemben. A fagocitozis kisérletek aramlasi citometridval mért adatai
alapjan megallapitottuk, hogy a harom faj koziil a C. parapsilosis és C. orthopsilosis fajokat kozel
azonos mértékben képesek az egér €s a human sejtek fagocitalni, mig a C. metapsilosis indukalt
fagocitozis a masik két fajhoz képest alacsonyabb értékeket mutatott. A human vérbol izolalt
polimorfonuklearis (PMN) sejteken végzett 6lési hatékonysag elemzése soran azt tapasztaltuk, hogy
a C. parapsilosis jobban ellenallt az 61ési mechanizmusoknak, mig a C. metapsilosis esetén a gazda
mikrobadlési hatékonysdga nagyobb volt. A C. metapsilosis-szal szemben megfigyelt kisebb
mértékli fagocitdzis magyardzataul szolgalhat, hogy ez a faj a C. parapsilosis-hoz és C.
orthopsilosis-hoz képest kevésbé stimuldlja az immunrendszert. A mar bekebelezett C. metapsilosis
sejteket azonban a fagocitdk nagyobb hatékonysaggal képesek eliminalni, ami a gomba gyengébb
ellenalld képességevel lehet Osszefliggésben. Ez a klinikai adatoknak is megfelel, miszerint ez a faj
ritkdn, ezzel szemben a C. orthopsilosis és a C. parapsilosis fajok gyakrabban okoznak
nozokomialis megbetegedéseket. Ennek egyik oka lehet, hogy ez az utdbbi két faj jobban
alkalmazkodott az emberhez, mint élettérhez.

Kutatasunk sordn a gomba korokozok felismerésében szerepet jatszo mintazat-felismerd receptorok
mRNS expresszios valtozadsat mértiik kiilonb6zé idOpontokban valos ideji PCR moddszer
segitségével J774.2 egér ¢s human makrofdgokon. A méréseink sordn a TLR4, TLRS, TLR6
receptoroknal talaltunk valtozast mRNS szinten, illetve a Dectin 2 receptor mRNS expresszidjaban
talaltunk differencialt novekedést. Az mRNS szinten kapott adatok a mindségi valtozasok
kovetésére szolgalnak, trendeket, irdnyvonalakat nyujtanak a tovabbi kutatasokhoz. Miutan a
kiilonbozé felismerd funkcidk elemzését elsd sorban azok kiiktatdsdval lehet vizsgalni,
receptorblokkolokkal torténd kutatasokat terveziink.

A tovabbiakban a harom gombafaj altal indukalt citokin-profilt is vizsgaltuk. Az IL-1p, IL-6, IL-8
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¢és TNF-a gyulladasos citokin gének expressziojat szintén valdsidejii PCR modszerrel mértiik.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy mind a harom gomba indukal gyulladasos citokineket,

azonban a fajok kozott nem tudtunk mRNS szinten kiilonbséget kimutatni. Az enzim-kotott

crer

crer

értékeket mutatott, ezért tovabbi citokinek mérését tervezziik, amely a funkciondlis immunvalasz

monitorozasara szolgalhat.
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10. FUGGELEK

10.1. Kvantitativ valos idejii PCR (qQRT-PCR) mérések soran hasznalt primerek:

Neév Oligonukleotid Min.
mennyis
g
Mm dectinl | ReTi frw 5'- AACCACAAGCCCACAGAATC - 3' 0,025
ReTi rev 5'- TAGTTTGGGATGCCTTGGAG -3' 0,025
Mm dectin?2 | ReTi fiw 5'- CCATGAACCCAATCTTCCAG -3' 0,025
ReTi rev 5'- CCATTTCGAAGGATTCCAGT -3' 0,025
Mm TLR1 ReTi frw 5'- GAAAAAGAAGACCCCGAATCTC -3' 0,025
ReTi rev 5'- GACGGGAAAACAATATGCAGAG -3 0,025
Mm TLR2 ReTi frw 5'- ATGTGATGCTTCTGGGGTGT -3' 0,025
ReTi rev 5'- GAGTCCGGAGGGAATAGAGG -3' 0,025
Mm TLR3 ReTi frw 5'- TTAATTTCCTGAAGGGGCTGT -3' 0,025
ReTi rev 5'- TTCATCTAAGCCGTTGGACTCT -3' 0,025
Mm TLR4 ReTi frw 5'- ATGCACTGAGCTTTAGTGGTTG -3' 0,025
ReTi rev 5'- AGTGTCTCAGGCTGTTTGTTCC -3' 0,025
Mm TLRS ReTi frw 5'- GACAAGGTCTGGAGTTTGGAAC -3 0,025
ReTi rev 5'- TTTGCTGCTGAAGCAGAAGTAG -3' 0,025
Mm TLR6 ReTi frw 5'- CCTGACGAAGCTGACTTTCC -3' 0,025
ReTi rev 5'- CTGGGAGCAGATCCAGTTGT -3' 0,025
Mm TLR7Y ReTi frw 5'- CATCAACCACATACCAAGCATC -3' 0,025
ReTi rev 5'- GATTTCTTCCAGATGGTTCAGC -3' 0,025
Mm TLRS ReTi frw 5'- CAGGAAGACTTCAAAGGACTGG -3' 0,025
ReTi rev 5'- ACCTTGGACAGTTTCCACTCAG -3' 0,025
Mm TLR9 ReTi frw 5'- CAATGCCTTTCAGAACCTAACC -3 0,025
ReTi rev 5'- CTTCTTGCGGTAATTGAAGGAC -3' 0,025
Mm TLR11 | ReTi fiw 5'- AGATTCTTCCCACAACAGCTTC -3' 0,025
ReTi rev 5'- GCATAGCTGTTTTCACACCAGA -3' 0,025
Mm TLR12 | ReTi fiw 5'- TTCCAAGCTATCCTTTCTTGCT -3' 0,025
ReTi rev 5'- CAACTTCCAAGGTCTGTGTCAG -3 0,025
Mm TLR13 | ReTi frw 5'- GGTTGTAACCTGGATGCCTAAG -3' 0,025
ReTi rev 5'- CTGTAGAGATGGCACAAAGCTG -3' 0,025
Mm IL-1b ReTi frw 5'- AACATGCACACGGACACAGACG-3' 0,025
ReTi rev 5'-ATTGCTTGGGATCCACACTCTGC -3' 0,025
MmIL-12b | ReTi friw 5'- ACTGGGACCAGGGCCCTATTATG-3' 0,025
ReTi rev 5'- TACGCAGCCCTGATTGAAGAGC -3' 0,025
MmIL-15 ReTi frw 5’-ATAACCAGCCTACAGGAGGCCAAG-3' [ 0,025
ReTi rev 5’-AGATGAGCTGGCTATGGCGATG-3' 0,025
Mm PTGS2 | ReTi fiw 5’-AGCCAGGCAGCAAATCCTTG-3' 0,025
ReTi rev 5'-ACTGGTCAAATCCTGTGCTCATAC-3' 0,025
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Nev Oligonukleotid Min.
mennyis
g
HS TLRI1 ReTi frw | 5°— GCCACCCTACTGTGAACCTC -3 0,025
ReTirev | 5— ATATAGGCAGGGCATCAAATG — 3° 0,025
HS TLR2 ReTi frw | 5°— GTGTCGGAATGTCACAGGAC -3’ 0,025
ReTirev | 5°— AGGATCAGCAGGAACAGAGC -3’ 0,025
HS TLR3 ReTi frw | 5= ACATCCCTGAGCTGTCAAGC —3° 0,025
ReTirev | 5°— CACTGGGAACCCATGATAGTG - 3’ 0,025
HS TLR4 ReTi frw | 5~ TACCTGGAGTGGGAGGACAG — 3’ 0,025
ReTirev | 5°— CAGGGCTTTTCTGAGTCGTC -3’ 0,025
HS TLRS5 ReTi frw | 5— AGGGCAGGTGCTTATCTGAC — 3’ 0,025
ReTirev | 5~ TACTGGGACAAGGACCCAAC -3’ 0,025
HS_TLR6 ReTi frw | 5°— ATGGGACTTTTCTGGTTGTCTTAG - | 0,025
3’
ReTirev | 5°— AGTTACTGTCTTTCGTCAGCTTTG - | 0,025
3
HS_TLR7 ReTi frw | 5°— TCCTTACCTGGCCACAGATG - 3’ 0,025
ReTirev | 5’— AGATCACACTTTGGCCCTTG — 3’ 0,025
HS TLRS ReTi frw | 5°— TCCTTCAGTCGTCAATGCTG — 3’ 0,025
ReTirev | 5°— GGCGCATAACTCACAGGAAC -3 0,025
HS TLR9 ReTi frw | 5°— GGCTTGGTAGAGGACAGGTG - 3° 0,025
ReTirev | 5°— TCTTTCCACTCCCCTCTCAG -3’ 0,025
HS TLR10 ReTi frw | 5°— CTGTGGCCTTCTGCTGTCTC —3° 0,025
ReTirev | 5°— TGTGCATTGACCTAGCATCC - 3’ 0,025
HS 1L-6 ReTi frw | 5~ TGTGCATTGACCTAGCATCC — 3’ 0,025
ReTi frw | 5°— TGCGCAGCTTTAAGGAGTTC - 3’ 0,025
HS DECTIN1 | ReTifrw | 5°— GCCCACATGATTTGACTCAG -3’ 0,025
ReTirev | 5°— TTTTCTTTCTGCTCCTGAGATG -3 | 0,025
HS_TNFalfa ReTi frw | 5 —-CACAGTGGATGCTGGCAC-3’ 0,025
ReTirev | 5°-GTAGGCCCCCAGTGAGTTCTG-3’ 0,025
HS IL-1b ReTi frw | 5 -TTCCAGGAGAATGACCTGAG-3’ 0,025
ReTirev | 5’-TAAGCCTCGTTATCCCATGT- 3’ 0,025
HS IL-8 ReTi frw | 5 —-GCTCTGTGTGAAGGTGCATG- 3’ 0,025
ReTirev | 5°-GGGTGGAAAGGTTTGGAGT-3’ 0,025
HS I1.-8 ReTi frw | 5 -TTAAGGGTTACCTGGGTTGC- 3’ 0,025
ReTirev | 5°-GGTCTTGGTTCTCAGCTTGG- 3’ 0,025
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