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Bevezetés 

BEVEZETÉS

Az Egészségügyi Világszervezet jelentése szerint a fertőző betegségek még mindig 
az egyik leggyakoribb halálokként azonosíthatóak világszerte. Fontos megjegyezni, 
hogy míg a bakteriális vagy a vírus okozta megbetegedések folyamatosan nagy figyel-
met kapnak mind a tudományos, mind a laikus közvélemény részéről, addig a gombák 
által kiváltott fertőzésekről sokkal kevesebbet hallani. Figyelemreméltó, hogy egye-
lőre nem létezik egy globális, gombák által okozott megbetegedéseket összesítő felmé-
rés, így csupán becslésekre tudunk hagyatkozni. Brown és munkatársai által készített 
tanulmány alapján napjainkban az invazív mikózisok közel annyi halálesetet okoznak 
évente, mint a tuberkulózis (1,4 millió) vagy a malária (1,2 millió) [1, 2].

Egyértelmű tehát, hogy a gombák okozta fertőzések komoly egészségügyi problé-
mát jelentenek elsősorban azért, mert igen magas mortalitással járnak, amely meg-
közelítheti a 60–70 %-ot is [3, 4]. Az invazív mikózisok túlnyomó többségét ún. 
opportunista patogén fajok okozzák, amelyek egészséges egyénekben nem váltanak 
ki megbetegedést, az immunrendszer legyengülése esetén azonban gyorsan elter-
jedhetnek a szervezetben. Ezért különösen veszélyeztetettek a hematológiai rendel-
lenességekben (pl.  neutropénia) szenvedők, szerv transzplantáción átesettek, HIV 
fertőzöttek, illetve kemoterápiában vagy immunszuppresszív kezelésben részesülő 
betegek [1, 5]. Az opportunista mikózisok legnagyobb részéért világszerte a Candida 
fajok felelősek.

Noha az invazív candidiasis leggyakoribb okozója a C. albicans, a nem-albicans 
fajok által kiváltott fertőzések éves előfordulási gyakorisága az utóbbi évtizedek-
ben folyamatos növekedést mutat. Az egyik klinikai szempontból legjelentősebb faj 
a C.  parapsilosis, amely világszerte a szisztémás candidiasis esetek mintegy 17 %-át 
okozza [6]. Továbbá, míg a C. albicans által okozott fertőzések száma hasonló gyer-
mekek és felnőttek esetében, a C. parapsilosis fiatalkorúakban, különösen újszülöttek-
ben, sokkal gyakrabban fordul elő [7]. Noha az utóbbi években intenzíven vizsgálják az 
invazív candidiasis patogenezisét, a kórokozók virulencia faktorait, a tanulmányok túl-
nyomó többsége a C. albicans kutatására irányul, míg a C. parapsilosis által okozott fer-
tőzések patomechanizmusának molekuláris hátteréről jelenleg kevés ismeretünk van.

Munkánk során célul tűztük ki, hogy megértsük a C. parapsilosis specifikus pato-
mechanizmusokat, a gomba virulencia faktorait és a gazdaszervezet válaszreakcióinak 
fő komponenseit.
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Célkitűzések

CÉLKITŰZÉSEK

I.  Olyan eljárás kidolgozása, amely lehetővé teszi a C. parapsilosis genetikai manipu-
lációját, célzott génkiütés alkalmazásával. 

II.  In vitro, ex vivo és in vivo modellrendszerek kidolgozása, illetve továbbfejlesztése a 
C. parapsilosis virulenciájának és patomechanizmusainak vizsgálatára.

III.  A fenti eszközrendszerek felhasználásával a szekretált hidrolitikus enzimek (lipá-
zok és proteinázok) szerepének vizsgálata a C. parapsilosis virulenciájában és a 
kiváltott betegség patomechanizmusában.

IV.  A C. parapsilosis által kiváltott immunválasz vizsgálata, egyrészt a C. parapsilosis 
és C. albicans által indukált T helper sejt polarizáció összehasonlítása, másrészt 
az immunológiai felismerésben szerepet játszó receptorok feltérképezése és a fel-
ismerést követő intracelluláris jeltovábbítás elemeinek vizsgálata.
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Eredmények és értékelés

EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉS

Ezen célkitűzések alapján elvégzett vizsgálataink főbb eredményei a következők:

A C. parapsilosis genetikai manipulációjára alkalmas rendszer kidolgozása

Egy hatékonyan működő transzformációs, illetve célzott génkiütésre alkalmas tech-
nika elengedhetetlen feltétele bármilyen olyan vizsgálatnak, amely egy tulajdonság 
molekuláris hátterét kívánja célozni. Különösen igaz ez olyan mikroorganizmusok 
tekintetében, ahol a szexuális ciklus ismeretlen és így a klasszikus genetikai módsze-
rek nem, vagy nagyon korlátozottan alkalmazhatók. Munkánk kezdetén tehát elsőd-
leges célunk egy hatékony, transzformáción alapuló génkiütési technika kidolgozása 
volt. Mindenekelőtt kidolgoztuk a C. parapsilosis elektroporáción alapuló transzformá-
cióját, majd bizonyítottuk, hogy domináns szelekcióra alkalmas génbeviteli módszert 
hoztunk létre. Ezt követően a diploid genomban megvalósítható génkiütéshez szük-
séges rendszert hoztuk létre. Az E. coli SAT1génje, amely sztreptotricin aciltranszfe-
rázt kódol, rezisztenciát biztosít a nourseothricinnel szemben. Ebben az esetben a CTG 
kodonokat CTT kodonokkal helyettesítették. A módosított CaSAT1 szekvenciát sike-
resen expresszáltatták C. albicans-ban, annak ACT1 promóterét és PCK1 terminátorát 
alkalmazva [8]. Egy évvel később, ezen optimalizált szekvenciának egy másik változa-
tát is kidolgozták, ahol a C. albicans ACT1 promóter és URA3 terminátor szekvenciáját 
alkalmazták (caSAT1) [9]. Ugyanezen munka során a caSAT1 marker flipper varián-
sát is kidolgozták, lehetőséget nyitva több gén deléciójához, ugyanabban az organiz-
musban. A módszert sikeresen adaptáltuk és ennek eredményeként lehetővé vált a 
C. parapsilosis célzott genetikai módosítása. (1. ábra)

dc_1146_15

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



 7

Eredmények és értékelés

1. ábra: Helyspecifikus rekombinációt felhasználó ún. „Flipper” rendszer diploid genommal ren-
delkező mikroorganizmusok genetikai manipulációjára. 

A szekretált lipázok szerepének vizsgálata a C. parapsilosis virulenciájában 
és a kiváltott betegség patomechanizmusában

Az elmúlt években a patogén mikroorganizmusok szekretált extracelluláris enzimei 
egyre nagyobb figyelmet kaptak a patogenezisben betöltött valószínűsíthető szerepük 
miatt, illetve mert célpontjai lehetnek a fertőzések kezelésére alkalmazható szinteti-
kus gátlószereknek. Ilyen enzimek például a szekretált proteázok és lipázok [10, 11, 12]. 
Eddigi munkánk alapján már tudjuk, hogy a szekretált lipázok a gazdaszervezetben 
elérhető szabad zsírsavak lipidekből történő felszabadítása mellett számos egyéb funk-
cióval rendelkeznek.

A dolgozatban bemutatott eredményeink és legújabb, még nem publikált adataink is 
arra utalnak, hogy a gomba által termelt szekretált lipázok virulenciában játszott sze-
repe sokrétű, mivel a gazda immunválaszát mind sejt szinten, mind pedig humorális 
szinten befolyásolják, ezáltal lehetőséget biztosítanak a gomba számára a gazdaszervezet 
kolonizációjához [13, 14, 15]. A gazdaszervezetből származó tápanyagok felhasználásán 
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Eredmények és értékelés

kívül, hozzájárulnak még továbbá a gazdaszöveteken történő kitapadásához, a kompe-
titív mikro flóra líziséhez, valamint modulálhatják a gazda gyulladásos folyamatait, ami 
további szövetkárosodáshoz vezethet [13, 14]. 

Mindezidáig Candida albicans-ban 10 különböző extracelluláris lipáz enzim kódoló 
gént azonosítottak [11]. Ezen gének fertőzést követően különbözőképpen szabályo-
zottak, valamint expressziójuk leginkább a fertőzés egy adott stádiumától függ [16].  
Továbbá az egyes gének különböző mértékben járulnak hozzá a gomba virulenciájá-
hoz, melyek közül a LIP5 és LIP8 a leginkább kiemeltek [16, 17].

A C. albicans-szal ellentétben, a C. parapsilosis esetében csupán két lipáz szekréció-
ért felelős gént azonosítottak be. Mivel ezen gének leginkább a C. albicans LIP1-gyel 
mutattak nagymértékű homológiát, ezért ezek a LIP1 és LIP2 elnevezést kapták [18]. 
Ezen gének S. cerevisiae-vel és P. pastoris-szal történő expresszáltatása során bebizo-
nyult, hogy a két gén közül csak a LIP2 kódol funkcionális fehérjét [18, 19]. 

Bár a C. parapsilosis LIP1, LIP2 expressziós vizsgálatai hozzájárultak ismereteink ezen 
területének kibővítéséhez, nem adtak választ a gének virulenciában betöltött szerepé-
nek kérdésére. Később, az általunk bevezetett génmanipulációs technikák segítségével 
sikerült létrehozni az első lipáz deficiens C. parapsilosis deléciós mutáns törzset, mely 
segítségével megkezdődött a szekretált lipázok szerepének vizsgálata a gomba virulen-
ciájában [14]. Itt kell megemlíteni, hogy mivel a C. parapsilosis esetében csak két lipázt 
kódoló gént ismertünk, lehetséges volt egy ún. „lipáz negatív” törzs létrehozása. Ennek 
köszönhetően a gomba eredetű extracelluláris lipázok szerepe vizsgálhatóvá vált a 
gazda-patogén kölcsönhatások során. Így egyfajta modellrendszert is létrehoztunk, ahol 
általános megfigyeléseket tehetünk, ugyanis a C. albicans esetében – ahogyan már emlí-
tettem – 10 lipáz gént azonosítottak, amelyek egyidejű deléciója még ma is komoly kihí-
vás. Már az első vizsgálatok során bizonyosságot nyert, hogy a szekretált lipázoknak 
fontos szerepe van a lipid gazdag tápanyag hasznosításában, biofilm képzésben, továbbá 
a gazda felületén történő kitapadásban, és az immunválasz módosításában is [14]. 

Kidolgoztunk és továbbfejlesztettünk számos, a gazda-patogén kölcsönhatás vizs-
gálatára alkalmas rendszert, többek között egér makrofág sejtvonalakat, humán pri-
mer makrofágokat és dendritikus sejteket felhasználó rendszereket [14, 13, 21]. Mind 
az egér, mind pedig a humán forrásból származó makrofágok nagyobb hatékonyság-
gal pusztították el a lipáz deficiens sejteket a vad típusú gombasejtekhez képest, ezáltal 
bebizonyosodott a mutáns törzs csökkent virulenciája és bizonyításra került a gom-
basejtek szekretált lipázainak virulenciában betöltött szerepe [14, 13, 21]. Humán pri-
mer makrofágok és dendritikus sejtek citokin termelése során magasabb gyulladást 
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Eredmények és értékelés

elősegítő citokin (IL-1β, IL-6, TNF-α) és kemokin (IL-8, COX-2) szintet azonosítot-
tunk, valamint primer makrofágok esetén módosult gyulladásgátló válasz (alacsony 
IL-10) volt mérhető a lipáz negatív törzs jelenlétében. A fenti adatokból arra a követ-
keztetésre jutottunk, hogy a C. parapsilosis által termelt lipázoknak gyulladáscsök-
kentő hatása van, amely kedvező lehet a patogén számára a fertőzés folyamán, mivel a 
hatékony gyulladásos válasz nélkülözhetetlen a patogén eliminációjához. 

Ezzel összefüggésben, humán dendritikus sejtek esetében a fagocitózis hatékony-
sága is megnövekedett a mutáns sejtek jelenlétében, ellenben humán primer makro-
fágok esetén a fagocitózis hatékonyságában nem volt észlelhető szignifikáns különbség 
a lipáz deficiens és vad típusú törzsek között. Azonban a dendritikus sejtekkel egye-
temben a mutáns törzsek esetében korai fago-lizoszóma aktiváció volt megfigyelhető 
[13, 21]. Ezzel igazoltuk a szekretált lipázok támogató szerepét a gomba intracelluláris 
túlélő stratégiájában. 

Rekonstruált humán szövetek C. parapsilosis-szal történő fertőzését követően súlyos 
hisztopatológiai elváltozások voltak megfigyelhetőek, úgymint atrópia, ödéma, és 
hasadékok megjelenése valamennyi szövetrétegben, ezek mellett a gazdasejtek apoptó-
zisa is megfigyelhető volt [22]. Ezzel ellentétben a lipáz negatív C. parapsilosis törzzsel 
történő fertőzés során a szövetkárosodás minimális mértékű volt, és a fertőzött szövet 
jellegét tekintve inkább a kezeletlen kontrolléhoz volt hasonlítható [22]. A sejtek epitél 
felszínhez történő kitapadása is lényegesen rosszabbnak bizonyult, mint a vad típusú 
törzs esetében. A szövetkárosodás laktát-dehidrogenáz (LDH) felszabadulással is mér-
hető, mely során a deficiens törzs esetén minimális LDH volt csupán kimutatható a vad 
típusú törzshöz képest [22]. Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a C. parapsilosis 
szekretált lipázok jelentős szerepet játszanak a gomba szövetekhez történő adhéziójá-
ban és szövetkárosításában.

A rágcsáló vagy humán sejteket felhasználó modellrendszerek alkalmazása számos 
hasznos információt szolgáltatott a lipázok gazda-patogén kölcsönhatások során betöl-
tött szerepéről, azonban a patológiás folyamatok megértéséhez szükség van az össze-
tettebb in vivo fertőzési modellekre is. A C. parapsilosis ellentétben a C. albicans-szal 
nem képes letális fertőzés kiváltására egérmodellben. Így túlélési vizsgálatok ezzel a faj-
jal nem végezhetőek. A különböző szervekből kimutatható gombatelepek száma azon-
ban korrelál a fertőzés súlyosságával, így immunkompetens állatokat felhasználó CFU 
(kolóniaképző egység) meghatározáson alapuló módszert dolgoztunk ki a C. parapsilosis 
fertőzések nyomonkövetésére. Ilyen modellek felhasználásával is alátámasztottuk a szek-
retált lipázok patogenitásban betöltött szerepét [22, 23]. Balb/c egerek vad típusú és lipáz 
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hiányos C. parapsilosis sejtekkel történő intraperitoneális fertőzését követően, a mutáns 
törzs esetén szignifikánsan csökkent a gomba szerv kolonizáló képessége (csökkent 
CFU) mely mind a lépből, veséből és májból egyaránt kimutatható volt, továbbá gyorsabb 
gomba elimináció volt megfigyelhető a vad típusú törzzsel szemben [22]. 

Mivel ismeretes, hogy a C. parapsilosis fertőzések előfordulását tekintve az újszülöttek-
nél, főleg alacsony születési súlyú csecsemők körében a gyakoribb [24, 25], ezért egy olyan 
modellt is kidolgoztunk, ahol ezt a helyzetet kívántuk modellezni. Újszülött patkányok 
intravénás, intraperitoneális, valamint emésztőszervrendszerbe történő C.  parapsilosis 
injektálását követően, a lipáz negatív törzs esetében ismételten alacsonyabbnak bizonyult 
a gomba szervkolonizáló képessége a vad típusú törzzsel szemben [23]. 

Tehát a C. parapsilosis szekretált lipázok virulenciában játszott szerepe, a sejt és szö-
vet szintű interakció vizsgálatok mellett, komplex szervezetek esetén is alátámasztásra 
került (2. ábra).

2. ábra: A C. parapsilosis szekretált lipázainak virulenciában betöltött szerepe a gazda-patogén 
kölcsönhatások során eddigi eredményeink alapján.
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A C. parapsilosis szekretált aszpartil proteináz 1 (Sapp1) 
virulenciában betöltött szerepének vizsgálata

A C. albicans által szekretált aszpartil proteinázok (Sap) virulenciában betöltött sze-
repe régóta tanulmányozott terület [26]. C. albicans-ban végzett vizsgálatok azt iga-
zolták, hogy ebben a fajban a szekretált aszpartil proteinázok virulenciában betöltött 
szerepe igen sokrétű, számos, a gazdaszervezetben megtalálható strukturális és anti-
mikrobiális proteinek bontására képesek, ezáltal elősegítve a mikroba szervezeten 
belüli terjedését [27], [28]. 

C. parapsilosis esetén ebben az időben (2009) Olga Hruskova-Heidingsfeldova és 
munkatársai sikeresen azonosították, tisztították és jellemezték a C. parapsilosis Sapp1 
és Sapp2 fehérjéit [29,30], ám a szekretált aszpartil proteinázok virulenciában betöl-
tött szerepéről információ nem állt rendelkezésre. Az enzimológiai vizsgálatok szerint 
a mikroba fő szekretált aszpartil proteináza a Sapp1 fehérje, amely induktív körülmé-
nyek közt legalább egy nagyságrenddel nagyobb mértékben termelődik, mint a Sapp2 
fehérje, valamint szubsztrát specifitása is sokkal szélesebb [30]. 

Mindezen adatokból kiindulva munkánk kezdeteként célul tűztük ki a C. parapsilosis 
fő szekretált aszpartil proteinázának, a Sapp1 fehérjének virulenciában betöltött sze-
repének vizsgálatát. Előzetes vizsgálataink során felmerült annak a lehetősége, hogy 
a SAPP1 gén két kópiában van jelen a genomban, ezért a rendelkezésünkre álló szek-
vencia adatok felhasználásával elvégeztük a SAPP1 lókusz in silico analízisét. Az ana-
lízis két identikus 2871 bp méretű szekvenciát azonosított egymástól 32 kb távolságra, 
amely szakaszok egy-egy kópiában tartalmazták a SAPP1 gént, így a két kópiát SAPP1a 
és SAPP1b néven különítettük el egymástól. Geraldine Butler és munkatársai 2009 
végén publikálták a C. parapsilosis annotált genomszekvenciáját [31], amely adatok 
megerősítették az in silico vizsgálat helyességét. 

Annak érdekében, hogy a Sapp1 fehérje virulenciában betöltött szerepéről felvilágo-
sítást nyerjünk, a caSAT1 flipper rendszer segítségével elvégeztük a SAPP1a és SAPP1b 
gének delécióját, valamint sikerrel létrehoztunk egy Δ/Δsapp1a-Δ/Δsapp1b dupla deléciós 
törzset is. A SAPP1 gének elvesztését a Sapp1 és Sapp2 fehérjék enzimaktivitásának vizs-
gálatára alkalmas HPLC analízissel igazoltuk. A dupla deléciós törzs esetén sem RNS, 
sem enzim aktivitási szinten nem tudtunk kimutatni SAPP1 génexpressziót, illetve Sapp1 
fehérje aktivitást. Érdekes módon a dupla deléciós törzs esetén a vad típushoz képest 
emelkedett mértékű SAPP2 génexpressziót, valamint enzim aktivitás emelkedést tapasz-
taltunk. Ezen jelenség hátterében valószínűsíthetően egy visszacsatoló mechanizmus 
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állhat, amely működésének eredményeként a Sapp2 fehérje emelkedett termelését vagy 
a már megtermelt enzim aktivitásának fokozódását eredményezte, amely mintegy kom-
penzációs mechanizmusként szolgál a SAPP1 elvesztésére. Ez a jelenség felhívja a figyel-
met arra, hogy akárcsak C. albicans esetén [28], C. parapsilosis-ban a szekretált aszpartil 
proteinázok kifejeződése szintén szigorú szabályozás alatt áll. 

C. albicans esetén régóta tudott, hogy a szekretált aszpartil proteinázok képesek a 
szérumban található számos komplement komponens bontására, ezáltal semlegesítve 
a gazdaszervezet humorális védekezését [32]. Annak kiderítésére, hogy a Sapp1 fehérje 
rendelkezik-e hasonló szereppel, elvégeztük a vad típusú és a különböző Sapp1 mutáns 
törzsek szérumérzékenységének vizsgálatát. Eredményeink azt mutatták, hogy intakt 
humán szérum jelenlétében a vad típusú és a Δ/Δsapp1a és Δ/Δsapp1b törzsek növe-
kedése közt nem mutatkozott különbség, viszont a SAPP1 deléciós mutáns törzs ese-
tén a növekedés mértéke jelentős mértékben visszaesett. Ez az eredmény arra enged 
következtetni, hogy a C. parapsilosis Sapp1 fehérjéjének, hasonlóan a C. albicans Sap 
fehérjékhez, szerepe lehet a szérumban megtalálható komplement komponensek bon-
tásában. A jelenség pontos okának kiderítése további biokémiai vizsgálatokat igé-
nyel tisztított Sapp1 fehérje, valamint tisztított komplement komponensek és egyéb, 
szérumban található antimikrobiális peptidek (pl. defenzinek) bevonásával. 

Egy fertőzés folyamatában a szervezetbe kerülő patogénekkel elsőként makrofágok 
kerülnek kapcsolatba. A felismerést követően egyik legfontosabb celluláris antimik-
robiális folyamat a mikroba fagocitózisa. A primer fagoszóma lizoszómával való fúzi-
ója pH csökkenéssel jár, melynek során megtörténik a patogén eliminációja [33]. Hogy 
ezeket a folyamatokat tanulmányozzuk, primer emberi sejteket használtunk modell-
ként (PBMC és PBMC-DM sejtek). Áramlási citometriás méréseink szerint a vad típus-
hoz képest a SAPP1 deléciós törzsek fagocitózisa jóval eredményesebben valósult meg. 
A  fagocitózis folyamatának részletesebb tanulmányozása érdekében fluoreszcens mik-
roszkópos vizsgálatokat végeztünk PBMC-DM sejtek és vad típusú, valamint SAPP1 
mutáns C.  parapsilosis törzsek felhasználásával. A vad típussal fertőzött mintákhoz 
képest a Sapp1 fehérjét nem termelő mutáns törzzsel fertőzött PBMC-DM sejtek esetén 
emelkedett mértékű fago-lizoszóma fúziót figyeltünk meg. Ismeretes, hogy a fagoszóma 
lizoszómával történő fúziójához számos, a vezikulák felszínén található receptor-ligand 
kötődése szükséges [34]. Az általunk végzett megfigyelés felveti annak a lehetőségét, 
hogy a Sapp1 fehérjének szerepe van a mikroba fagocita sejten belüli túlélésében is.

PBMC és PBMC-DM sejtek alkalmazásával vizsgáltuk a gazdasejtek vad típusú és 
deléciós mutánsokkal szembeni gombaölési képességét. Mind a PBMC, mind az ezekből 
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differenciáltatott primer makrofágok esetén a dupla deléciós mutánsokkal szembeni 
gombaölési képesség szignifikáns emelkedést mutatott. Ezzel párhuzamosan a SAPP1 
deléciós törzs gazdasejtet károsító képessége csökkenést mutatott a vad típusú törzzsel 
összevetve.

Összegezve eredményeink azt mutatják, hogy a Sapp1 fehérje jelentős szereppel bír a 
mikroba virulenciájának kialakításában. Szerepe van a gazda antimikrobiális peptidje-
inek semlegesítésében, a fagocitózis gátlásában, valamint nagymértékben hozzájárul a 
patogén fagocita sejten belüli túléléséhez egyaránt (3. ábra). 

3. ábra: A C. parapsilosis szekretált proteinázainak szerepe a gazda-patogén kölcsönhatások során.
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Humán perifériás vérből izolált mononukleáris sejtek C. parapsilosis és 
C. albicans fertőzésre adott válaszreakciójának összehasonlítása, illetve 
a C. parapsilosis és C. albicans által indukált T helper sejt polarizáció 
összehasonlítása

Az opportunista gombafertőzések következtében kialakuló immunválasz vizsgá-
lata elsősorban a C. albicans okozta megbetegedésekre koncentrál. Kevés informáci-
óval rendelkezünk az ún. „nem-albicans” fajok által kiváltott gazdaválaszról. Ezért 
megvizsgáltuk és összehasonlítottuk a hővel elölt C. parapsilosis és C. albicans által 
indukált pro-inflammatorikus citokin termelést humán perifériás vérből izolált 
mononukleáris sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimulált sej-
tek hasonló mértékű TNFα és IL-6, valamint mintegy 20 %-kal alacsonyabb szintű 
IL-1β termelést mutattak a C. albicans-szal fertőzött sejtekhez képest. A Th sejtes cito-
kinek vizsgálata esetén azonban eredményeink azt mutatták, hogy a C. parapsilosis 48 
óra elteltével szignifikánsan alacsonyabb IFNγ, ugyanakkor magasabb IL-10 terme-
lést indukált mononukleáris sejtekben, mint a C. albicans. Továbbá, a C. parapsilosis 
jelentősen kisebb mértékű IL-17 és IL-22 termelést váltott ki 7 napos stimulációt köve-
tően. Intracelluláris citokin festést követő áramlási citometriás analízissel megerősítet-
tük, hogy a C. parapsilosis-szal stimulált mintákban 7 nap elteltével alacsonyabb volt 
az IL-17 termelő CD4+ Th sejtek aránya. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy míg 
a C. albicans fertőzés Th1/Th17-domináns T–sejt polarizációt indukál, C. parapsilosis 
fertőzés esetén ez az egyensúly Th2/Treg irányba tolódik el. 

A továbbiakban megvizsgáltuk a Dectin-1, TLR4 és TLR2 receptorok szerepét a 
C. parapsilosis és C. albicans által indukált citokin termelésben. A Dectin-1 receptor 
gátlása esetén mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulált mononuk-
leáris sejtek jelentősen csökkent citokin (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-10, IFNγ) termelést 
mutattak, jelezve, hogy ez a receptor mindkét faj felismerésében fontos szerepet játszik. 
Ugyanakkor, míg a TLR4 blokkolása nem volt hatással a mononukleáris sejtek cito-
kin termelésére, eredményeink alapján a TLR2 szerepet játszik az IL-1β és IL-6 induk-
ciójában. Nem tapasztaltunk azonban jelentős különbséget a C. parapsilosis-szal és 
C. albicans-szal stimulált mononukleáris sejtek citokin termelésében a receptor blok-
kolók alkalmazása során (noha a Dectin-1 gátlása esetén a C. parapsilosis-szal stimu-
lált mintákban valamivel nagyobb mértékben csökkent a TNFα, IL-1β, IL-6 és IL-10 
szintje a C. albicans-szal fertőzött sejtekhez viszonyítva), ami arra utal, hogy egyéb 
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receptorok aktivációja lehet felelős a két faj által indukált citokin termelés különbsé-
géért. A potenciális további receptorok szerepének intenzív vizsgálata a C. parapsilosis 
felismerésében jelenleg folyik laboratóriumunkban. 

A MAPK kaszkád mind a TLR-ek, mind a CLR-ek által indított jelátvitelben sze-
repet játszik, az egyes MAP kinázok szerepe a szignalizáció során azonban kevésbé 
tisztázott. Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy mind a három klasszikus MAP 
kináz (p38, ERK, JNK) gátlása jelentősen csökkentette mind a C. parapsilosis-szal, 
mind a C.  albicans-szal stimulált mononukleáris sejtek citokin (TNFα, IL-1β, IL-6, 
IL-10, IFNγ) termelését, jelezve, hogy mindhárom enzim szerepet játszik a két Can-
dida faj felismerését követő jelátvitelben. Továbbá, míg a p38 és ERK inhibíció a 
C.  parapsilosis-szal stimulált minták citokin (TNFα, IL-1β, IL-6) termelését csök-
kentette nagyobb mértékben, a JNK gátlása a C. albicans-szal stimulált minták cito-
kin szekréciójára volt nagyobb hatással. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az 
egyes MAP kinázok citokin indukcióban betöltött szerepe különbözik C. parapsilosis 
és C. albicans stimuláció esetén.       

Összefoglalva tehát megállapíthatjuk, hogy a C. parapsilosis szekretált lipáza-

inak és proteinázainak jelentős szerepe van a gazda-patogén interakciók során. 

Igazoltuk a szekretált mikrobiális hidrolázok jelentőségét a tápanyagforrások biz-

tosításában, a gazdaszervezet sejtjeihez, szöveteihez történő adhézióban. Míg az 

extracelluláris lipázok esetében kimutattuk, hogy képesek csökkenteni a gyulladá-

sos folyamatokat és szerepet játszanak a biofilmképzésben, addig megállapítottuk, 

hogy a szekretált proteinázok képesek a szérum antimikrobiális hatását csök-

kenteni. Mindkét extracelluláris komponens gátolja a dendritikus sejtek és mak-

rofágok fagocita aktivitását, illetve a fago-lizoszóma fúziójának gátlásával azok 

gombaölő képességét. Különbségeket mutattunk ki a C. parapsilosis és a C. albicans 

ellen kialakuló immunválaszban. Míg a C. albicans intenzív pro-inflammatorikus  

Th1/Th17 irányú T-sejt polarizációt indukál, a C. parapsilosis ellen kialakuló 

immunválasz csökkent IL-1β termeléssel és Th2/Treg-domináns, tolerogén irányú 

T-sejt polarizációval jellemezhető. Megállapítottuk továbbá, hogy a C. parapsilosis 

is képes intenzív defenzin termelés indukcióra, amely fontos komponense a gazda-

szervezet immunválaszának (4. ábra).  
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Ugyan számos további vizsgálatra van szükség annak érdekében, hogy részle-

teiben feltárjuk a C. parapsilosis specifikus virulencia faktorokat és gazdaválaszt, 

eddigi munkánk felhívja a figyelmet a különböző Candida fajok megbetegítő képes-

sége mögött húzódó folyamatok hasonlóságaira és alapvető eltéréseire. Eredménye-

ink rávilágítanak a különböző fajok tanulmányozásának fontosságára a Candida 

fertőzések mikrobiológiai és immunológiai hátterének kutatása során. 

4. ábra: A C. parapsilosis virulenciájában és patomechanizmusában szerepet játszó komponensek 
és azok celluláris és humorális hatása. 
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