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Az Egészséguigyi Vilagszervezet jelentése szerint a fert6z6 betegségek még mindig
az egyik leggyakoribb haldlokként azonosithatéak vilagszerte. Fontos megjegyezni,
hogy mig a bakteridlis vagy a virus okozta megbetegedések folyamatosan nagy figyel-
met kapnak mind a tudomdnyos, mind a laikus kézvélemény részérél, addig a gombak
altal kivéltott fertdzésekrdl sokkal kevesebbet hallani. Figyelemreméltd, hogy egye-
l6re nem létezik egy globalis, gombdk altal okozott megbetegedéseket Gsszesitd felmé-
rés, igy csupan becslésekre tudunk hagyatkozni. Brown és munkatarsai dltal készitett
tanulmany alapjan napjainkban az invaziv mikézisok kozel annyi haldlesetet okoznak
évente, mint a tuberkuloézis (1,4 millié) vagy a malaria (1,2 millid) [1, 2].

Egyértelm tehat, hogy a gombak okozta fert6zések komoly egészségiigyi problé-
mat jelentenek elsdsorban azért, mert igen magas mortalitdssal jarnak, amely meg-
kozelitheti a 60-70%-ot is [3, 4]. Az invaziv mikdzisok tilnyomé tobbségét un.
opportunista patogén fajok okozzdk, amelyek egészséges egyénekben nem véltanak
ki megbetegedést, az immunrendszer legyengiilése esetén azonban gyorsan elter-
jedhetnek a szervezetben. Ezért kiilonosen veszélyeztetettek a hematoldgiai rendel-
lenességekben (pl. neutropénia) szenveddk, szerv transzplanticion datesettek, HIV
fertézottek, illetve kemoterdpidban vagy immunszuppressziv kezelésben részesiils
betegek [1, 5]. Az opportunista mikdzisok legnagyobb részéért vilagszerte a Candida
fajok felelések.

Noha az invaziv candidiasis leggyakoribb okozdja a C. albicans, a nem-albicans
fajok altal kivaltott fert6zések éves el6fordulasi gyakorisaga az utdébbi évtizedek-
ben folyamatos novekedést mutat. Az egyik klinikai szempontbdl legjelentdsebb faj
a C. parapsilosis, amely vilagszerte a szisztémas candidiasis esetek mintegy 17 %-at
okozza [6]. Tovabba, mig a C. albicans altal okozott fert6zések szama hasonlé gyer-
mekek és felnéttek esetében, a C. parapsilosis fiatalkortiakban, kiilonosen ajszilottek-
ben, sokkal gyakrabban fordul el [7]. Noha az utébbi években intenziven vizsgaljak az
invaziv candidiasis patogenezisét, a kdrokozdk virulencia faktorait, a tanulmanyok tul-
nyomo tobbsége a C. albicans kutatasara iranyul, mig a C. parapsilosis altal okozott fer-
t6zések patomechanizmusanak molekuldris hatterérdl jelenleg kevés ismeretiink van.

Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy megértsiik a C. parapsilosis specifikus pato-
mechanizmusokat, a gomba virulencia faktorait és a gazdaszervezet valaszreakcidinak

{6 komponenseit.
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I. Olyan eljaras kidolgozasa, amely lehet6vé teszi a C. parapsilosis genetikai manipu-

lacidjat, célzott génkitités alkalmazdsaval.

II.  Invitro, ex vivo és in vivo modellrendszerek kidolgozdsa, illetve tovabbfejlesztése a

C. parapsilosis virulencidjanak és patomechanizmusainak vizsgalatara.

III. A fenti eszkozrendszerek felhaszndlasaval a szekretalt hidrolitikus enzimek (lipa-
zok és proteindzok) szerepének vizsgalata a C. parapsilosis virulencidjaban és a

kivaltott betegség patomechanizmusaban.

IV. A C. parapsilosis 4ltal kivaltott immunvélasz vizsgalata, egyrészt a C. parapsilosis
és C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacié dsszehasonlitdsa, masrészt
az immunologiai felismerésben szerepet jatszo receptorok feltérképezése és a fel-

ismerést kovetd intracellularis jeltovabbitds elemeinek vizsgalata.
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Ezen célkittizések alapjan elvégzett vizsgalataink f6bb eredményei a kovetkezdk:

A C. parapsilosis genetikai manipulacidjara alkalmas rendszer kidolgozasa

Egy hatékonyan miikodd transzformacios, illetve célzott génkititésre alkalmas tech-
nika elengedhetetlen feltétele barmilyen olyan vizsgdlatnak, amely egy tulajdonsag
molekuldris hatterét kivanja célozni. Kiilondsen igaz ez olyan mikroorganizmusok
tekintetében, ahol a szexudlis ciklus ismeretlen és igy a klasszikus genetikai mddsze-
rek nem, vagy nagyon korlatozottan alkalmazhatok. Munkank kezdetén tehat els6d-
leges célunk egy hatékony, transzformdacién alapuld génkititési technika kidolgozasa
volt. Mindenekel6tt kidolgoztuk a C. parapsilosis elektroporacion alapulé transzforma-
cigjat, majd bizonyitottuk, hogy dominans szelekcidra alkalmas génbeviteli mdodszert
hoztunk létre. Ezt kovetéen a diploid genomban megvaldsithaté génkititéshez sziik-
séges rendszert hoztuk létre. Az E. coli SATIgénje, amely sztreptotricin aciltranszfe-
razt kddol, rezisztenciat biztosit a nourseothricinnel szemben. Ebben az esetben a CTG
kodonokat CTT kodonokkal helyettesitették. A médositott CaSATI szekvenciat sike-
resen expresszaltattak C. albicans-ban, annak ACTI prométerét és PCKI terminatorat
alkalmazva [8]. Egy évvel késGbb, ezen optimalizdlt szekvencianak egy masik véltoza-
tat is kidolgoztdk, ahol a C. albicans ACT1 promoter és URA3 terminator szekvencidjat
alkalmaztak (caSATI) [9]. Ugyanezen munka sordn a caSAT1 marker flipper varian-
sat is kidolgoztak, lehet6séget nyitva tobb gén delécidjahoz, ugyanabban az organiz-
musban. A moddszert sikeresen adaptaltuk és ennek eredményeként lehetévé valt a

C. parapsilosis célzott genetikai modositasa. (1. dbra)
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1. abra: Helyspecifikus rekombinacidt felhasznal6 n. ,,Flipper” rendszer diploid genommal ren-
delkez6 mikroorganizmusok genetikai manipuldcidjara.

A szekretalt lipazok szerepének vizsgalata a C. parapsilosis virulenciajaban
és a kivaltott betegség patomechanizmusaban

Az elmult években a patogén mikroorganizmusok szekretalt extracellularis enzimei
egyre nagyobb figyelmet kaptak a patogenezisben bet6ltott valdszintsithetd szerepiik
miatt, illetve mert célpontjai lehetnek a fertézések kezelésére alkalmazhatd szinteti-
kus gatldszereknek. Ilyen enzimek példaul a szekretdlt protedzok és lipazok [10, 11, 12].
Eddigi munkank alapjan mar tudjuk, hogy a szekretalt lipazok a gazdaszervezetben
elérhet6 szabad zsirsavak lipidekbdl torténd felszabaditdsa mellett szaimos egyéb funk-
ci6val rendelkeznek.

A dolgozatban bemutatott eredményeink és legiijabb, még nem publikalt adataink is
arra utalnak, hogy a gomba dltal termelt szekretalt lipazok virulenciaban jatszott sze-
repe sokrétd, mivel a gazda immunvalaszat mind sejt szinten, mind pedig humoralis
szinten befolyasoljak, ezéltal lehet6séget biztositanak a gomba szamara a gazdaszervezet

kolonizacidjahoz [13, 14, 15]. A gazdaszervezetbdl szarmazé tidpanyagok felhasznalasan




dc_1146_15

EREDMENYEK ES ERTEKELES

kiviil, hozzajarulnak még tovabba a gazdaszoveteken torténd kitapadasahoz, a kompe-
titiv mikroflora liziséhez, valamint modulalhatjak a gazda gyulladdsos folyamatait, ami
tovabbi szovetkarosodashoz vezethet [13, 14].

Mindezidaig Candida albicans-ban 10 kiilonb6z6 extracellularis lipdz enzim kodold
gént azonositottak [11]. Ezen gének fert6zést kovetSen kiilonbozéképpen szabalyo-
zottak, valamint expresszidjuk leginkabb a fertézés egy adott stadiumatdl fiigg [16].
Tovabba az egyes gének kiilonb6zé mértékben jarulnak hozza a gomba virulenciaja-
hoz, melyek koziil a LIP5 és LIP8 a leginkabb kiemeltek [16, 17].

A C. albicans-szal ellentétben, a C. parapsilosis esetében csupan két lipaz szekrécio-
ért felelds gént azonositottak be. Mivel ezen gének leginkabb a C. albicans LIPI-gyel
mutattak nagymértékd homoldgiat, ezért ezek a LIPI és LIP2 elnevezést kaptak [18].
Ezen gének S. cerevisiae-vel és P. pastoris-szal torténé expresszaltatdsa soran bebizo-
nyult, hogy a két gén koziil csak a LIP2 kédol funkciondlis fehérjét [18, 19].

Bar a C. parapsilosis LIP1, LIP2 expresszios vizsgalatai hozzdjarultak ismereteink ezen
tertiletének kibévitéséhez, nem adtak valaszt a gének virulencidban betdltott szerepé-
nek kérdésére. Késébb, az dltalunk bevezetett génmanipulacios technikak segitségével
sikeriilt 1étrehozni az elsé lipaz deficiens C. parapsilosis deléciés mutdns torzset, mely
segitségével megkezd6dott a szekretalt lipazok szerepének vizsgalata a gomba virulen-
cidgjaban [14]. Itt kell megemliteni, hogy mivel a C. parapsilosis esetében csak két lipazt
kodold gént ismertiink, lehetséges volt egy tn. ,lipdz negativ” torzs 1étrehozasa. Ennek
koszonheten a gomba eredetli extracelluldris lipazok szerepe vizsgalhatéva valt a
gazda-patogén kdlcsénhatasok sorén. Igy egyfajta modellrendszert is létrehoztunk, ahol
altalanos megfigyeléseket tehetiink, ugyanis a C. albicans esetében — ahogyan mar emli-
tettem — 10 lipdz gént azonositottak, amelyek egyidejt delécidja még ma is komoly kihi-
vas. Mar az els6 vizsgalatok soran bizonyossagot nyert, hogy a szekretalt lipazoknak
fontos szerepe van a lipid gazdag tdpanyag hasznositasaban, biofilm képzésben, tovabba
a gazda feltiletén torténd kitapadasban, és az immunvélasz moédositasédban is [14].

Kidolgoztunk és tovabbfejlesztettiink szdmos, a gazda-patogén kolcsonhatds vizs-
galatara alkalmas rendszert, tobbek kozott egér makrofag sejtvonalakat, human pri-
mer makrofagokat és dendritikus sejteket felhasznalé rendszereket [14, 13, 21]. Mind
az egér, mind pedig a human forrasbol szarmazé makrofagok nagyobb hatékonysag-
gal pusztitottdk el a lipaz deficiens sejteket a vad tipusu gombasejtekhez képest, ezaltal
bebizonyosodott a mutans torzs csokkent virulencidja és bizonyitésra keriilt a gom-
basejtek szekretalt lipdzainak virulenciaban betoltott szerepe [14, 13, 21]. Human pri-

mer makrofdgok és dendritikus sejtek citokin termelése soran magasabb gyulladast
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el6segité citokin (IL-1p, IL-6, TNF-a) és kemokin (IL-8, COX-2) szintet azonositot-
tunk, valamint primer makrofagok esetén mddosult gyulladasgatlo vélasz (alacsony
IL-10) volt mérheté a lipaz negativ torzs jelenlétében. A fenti adatokbdl arra a kovet-
keztetésre jutottunk, hogy a C. parapsilosis altal termelt lipazoknak gyulladascsok-
kent6 hatdsa van, amely kedvezd lehet a patogén szamara a fertézés folyaméan, mivel a
hatékony gyulladasos valasz nélkiilozhetetlen a patogén eliminaciéjahoz.

Ezzel Osszefiiggésben, human dendritikus sejtek esetében a fagocitdzis hatékony-
saga is megnovekedett a mutans sejtek jelenlétében, ellenben humdén primer makro-
fagok esetén a fagocitozis hatékonysagaban nem volt észlelhetd szignifikdns kiilonbség
a lipaz deficiens és vad tipusu torzsek kozott. Azonban a dendritikus sejtekkel egye-
temben a mutans torzsek esetében korai fago-lizoszoma aktivacié volt megfigyelheté
[13, 21]. Ezzel igazoltuk a szekretalt lipazok tdmogato szerepét a gomba intracellularis
talélo stratégiajaban.

Rekonstrualt humdn szovetek C. parapsilosis-szal torténd fert6zését koveten sulyos
hisztopatoldgiai elvaltozasok voltak megfigyelhet6ek, ugymint atrépia, 6déma, és
hasadékok megjelenése valamennyi szovetrétegben, ezek mellett a gazdasejtek apoptd-
zisa is megfigyelhet6 volt [22]. Ezzel ellentétben a lipaz negativ C. parapsilosis torzzsel
torténd fertézés soran a szévetkarosodds minimalis mértéki volt, és a fertdzott szovet
jellegét tekintve inkabb a kezeletlen kontrolléhoz volt hasonlithaté [22]. A sejtek epitél
felszinhez torténd kitapaddsa is 1ényegesen rosszabbnak bizonyult, mint a vad tipust
torzs esetében. A szovetkarosodas laktat-dehidrogenaz (LDH) felszabaduldssal is mér-
hetd, mely soran a deficiens torzs esetén minimdlis LDH volt csupan kimutathaté a vad
tipusu torzshoz képest [22]. Mindezen eredmények arra utaltak, hogy a C. parapsilosis
szekretalt lipazok jelentSs szerepet jatszanak a gomba szovetekhez torténé adhézioja-
ban és szovetkarositdsaban.

A ragcesalé vagy human sejteket felhasznalé modellrendszerek alkalmazasa szamos
hasznos informdciot szolgaltatott a lipdzok gazda-patogén kolcsonhatasok soran betol-
tott szerepérél, azonban a patologids folyamatok megértéséhez sziikség van az Ossze-
tettebb in vivo fertézési modellekre is. A C. parapsilosis ellentétben a C. albicans-szal
nem képes letalis fert6zés kivéltasara egérmodellben. Igy ttlélési vizsgalatok ezzel a faj-
jal nem végezhetdek. A kiilonboz6 szervekbdl kimutathaté gombatelepek szama azon-
ban korreldl a fert6zés sulyossagaval, igy immunkompetens allatokat felhasznalo CFU
(koléniaképzd egység) meghatarozason alapulé modszert dolgoztunk ki a C. parapsilosis
fertézések nyomonkovetésére. Ilyen modellek felhasznaldsaval is alatimasztottuk a szek-

retalt lipazok patogenitasban betoltott szerepét [22, 23]. Balb/c egerek vad tipust és lipaz
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hianyos C. parapsilosis sejtekkel torténd intraperitonealis fert6zését kovetden, a mutans
torzs esetén szignifikansan csokkent a gomba szerv kolonizald képessége (csokkent
CFU) mely mind a 1épbdl, vesébdl és méjbol egyarant kimutathatd volt, tovabba gyorsabb
gomba eliminacid volt megfigyelheté a vad tipusu torzzsel szemben [22].

Mivel ismeretes, hogy a C. parapsilosis fert6zések el6fordulasat tekintve az Gjsziilottek-
nél, f8leg alacsony sziiletési stlyti csecsemdk korében a gyakoribb [24, 25], ezért egy olyan
modellt is kidolgoztunk, ahol ezt a helyzetet kivaintuk modellezni. Ujsziilétt patkanyok
intravénds, intraperitonedlis, valamint emésztdszervrendszerbe torténd C. parapsilosis
injektalasat kovetden, a lipdz negativ torzs esetében ismételten alacsonyabbnak bizonyult
a gomba szervkolonizal6 képessége a vad tipusu torzzsel szemben [23].

Tehat a C. parapsilosis szekretalt lipazok virulencidban jatszott szerepe, a sejt és sz6-
vet szintd interakcié vizsgdlatok mellett, komplex szervezetek esetén is alatimasztasra
keriilt (2. abra).
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2.4bra: A C. parapsilosis szekretalt lipdzainak virulencidban bet6ltott szerepe a gazda-patogén
kolcsonhatasok soran eddigi eredményeink alapjan.
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A C. parapsilosis szekretalt aszpartil proteinaz 1 (Sappl)
virulenciaban betoltott szerepének vizsgalata

A C. albicans altal szekretalt aszpartil proteinazok (Sap) virulencidban betoltott sze-
repe régota tanulmanyozott teriilet [26]. C. albicans-ban végzett vizsgalatok azt iga-
zoltak, hogy ebben a fajban a szekretalt aszpartil proteinazok virulencidban betoltott
szerepe igen sokrétli, szamos, a gazdaszervezetben megtalalhatd strukturalis és anti-
mikrobidlis proteinek bontasira képesek, ezaltal elésegitve a mikroba szervezeten
beliili terjedését [27], [28].

C. parapsilosis esetén ebben az idében (2009) Olga Hruskova-Heidingsfeldova és
munkatdrsai sikeresen azonositottak, tisztitottak és jellemezték a C. parapsilosis Sappl
és Sapp2 fehérjéit [29,30], 4m a szekretdlt aszpartil proteinazok virulenciaban betdl-
tott szerepérdl informacié nem allt rendelkezésre. Az enzimoldgiai vizsgalatok szerint
a mikroba {6 szekretalt aszpartil proteindza a Sappl fehérje, amely induktiv korillmé-
nyek kozt legalabb egy nagysagrenddel nagyobb mértékben termel6dik, mint a Sapp2
fehérje, valamint szubsztrat specifitasa is sokkal szélesebb [30].

Mindezen adatokbdl kiindulva munkank kezdeteként célul tiiztiik ki a C. parapsilosis
{6 szekretalt aszpartil proteinazanak, a Sappl fehérjének virulenciaban bet6ltott sze-
repének vizsgalatat. El6zetes vizsgalataink sordan felmeriilt annak a lehetésége, hogy
a SAPPI gén két kopiaban van jelen a genomban, ezért a rendelkezéstinkre allé szek-
vencia adatok felhasznaldsaval elvégeztitk a SAPPI 16kusz in silico analizisét. Az ana-
lizis két identikus 2871 bp méretii szekvencidt azonositott egymastol 32 kb tavolsagra,
amely szakaszok egy-egy kopidban tartalmaztdk a SAPPI gént, igy a két kopiat SAPPla
és SAPPIb néven kilonitettiik el egymastol. Geraldine Butler és munkatdrsai 2009
végén publikaltak a C. parapsilosis annotalt genomszekvencidjat [31], amely adatok
megerdsitették az in silico vizsgalat helyességét.

Annak érdekében, hogy a Sappl fehérje virulencidban betoltott szerepérél felvilago-
sitast nyerjiink, a caSATI flipper rendszer segitségével elvégeztiik a SAPPla és SAPP1b
gének delécidjat, valamint sikerrel 1étrehoztunk egy A/Asappla-A/Asapplb dupla delécios
torzset is. A SAPPI gének elvesztését a Sappl és Sapp2 fehérjék enzimaktivitasanak vizs-
gélatara alkalmas HPLC analizissel igazoltuk. A dupla delécids torzs esetén sem RNS,
sem enzim aktivitasi szinten nem tudtunk kimutatni SAPPI génexpressziot, illetve Sappl
fehérje aktivitdst. Erdekes médon a dupla delécids torzs esetén a vad tipushoz képest
emelkedett mértékii SAPP2 génexpressziot, valamint enzim aktivitds emelkedést tapasz-

taltunk. Ezen jelenség hatterében valdszintsithetéen egy visszacsatol6 mechanizmus
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allhat, amely mtikodésének eredményeként a Sapp2 fehérje emelkedett termelését vagy
a mar megtermelt enzim aktivitdsanak fokozoddasat eredményezte, amely mintegy kom-
penzacidés mechanizmusként szolgal a SAPPI elvesztésére. Ez a jelenség felhivja a figyel-
met arra, hogy akarcsak C. albicans esetén [28], C. parapsilosis-ban a szekretalt aszpartil
proteinazok kifejez6dése szintén szigoru szabélyozds alatt all.

C. albicans esetén régota tudott, hogy a szekretalt aszpartil proteinazok képesek a
szérumban taldlhaté szamos komplement komponens bontasara, ezaltal semlegesitve
a gazdaszervezet humoralis védekezését [32]. Annak kideritésére, hogy a Sappl fehérje
rendelkezik-e hasonlo szereppel, elvégeztiik a vad tipusu és a kiilonb6z6 Sappl muténs
torzsek szérumérzékenységének vizsgalatat. Eredményeink azt mutattak, hogy intakt
humdn szérum jelenlétében a vad tipusa és a A/Asappla és A/Asapplb torzsek nove-
kedése kozt nem mutatkozott killonbség, viszont a SAPPI deléciés mutans torzs ese-
tén a novekedés mértéke jelentds mértékben visszaesett. Ez az eredmény arra enged
kovetkeztetni, hogy a C. parapsilosis Sappl fehérjéjének, hasonldan a C. albicans Sap
fehérjékhez, szerepe lehet a szérumban megtaldlhaté komplement komponensek bon-
tasaban. A jelenség pontos okanak kideritése tovdbbi biokémiai vizsgalatokat igé-
nyel tisztitott Sappl fehérje, valamint tisztitott komplement komponensek és egyéb,
szérumban taldlhat6 antimikrobiélis peptidek (pl. defenzinek) bevondsaval.

Egy fertdzés folyamataban a szervezetbe keriil6 patogénekkel els6ként makrofagok
keriilnek kapcsolatba. A felismerést kovetéen egyik legfontosabb cellularis antimik-
robialis folyamat a mikroba fagocitdzisa. A primer fagoszoma lizoszomaval valo fuzi-
6ja pH csokkenéssel jar, melynek soran megtorténik a patogén elimindcidja [33]. Hogy
ezeket a folyamatokat tanulmdnyozzuk, primer emberi sejteket hasznaltunk modell-
ként (PBMC és PBMC-DM sejtek). Aramlasi citometrids méréseink szerint a vad tipus-
hoz képest a SAPPI delécios torzsek fagocitozisa joval eredményesebben valdsult meg.
A fagocitdzis folyamatanak részletesebb tanulmanyozasa érdekében fluoreszcens mik-
roszképos vizsgalatokat végeztiink PBMC-DM sejtek és vad tipust, valamint SAPPI
mutans C. parapsilosis torzsek felhasznalasaval. A vad tipussal fert6z6tt mintakhoz
képest a Sappl fehérjét nem termelé mutans torzzsel fert6z6tt PBMC-DM sejtek esetén
emelkedett mértékii fago-lizoszoma fuziot figyeltiink meg. Ismeretes, hogy a fagoszoma
lizoszémaval torténd fuzidjahoz szamos, a vezikulak felszinén talalhaté receptor-ligand
kotddése sziikséges [34]. Az dltalunk végzett megfigyelés felveti annak a lehetdségét,
hogy a Sappl fehérjének szerepe van a mikroba fagocita sejten beliili tulélésében is.

PBMC és PBMC-DM sejtek alkalmazasaval vizsgaltuk a gazdasejtek vad tipust és
delécidés mutansokkal szembeni gombadlési képességét. Mind a PBMC, mind az ezekbdl
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differencialtatott primer makrofagok esetén a dupla deléciés mutansokkal szembeni

gombadlési képesség szignifikdns emelkedést mutatott. Ezzel parhuzamosan a SAPPI

delécios torzs gazdasejtet kdrosito képessége csokkenést mutatott a vad tipusu torzzsel

osszevetve.

Osszegezve eredményeink azt mutatjék, hogy a Sappl fehérje jelentds szereppel bir a

mikroba virulencidjanak kialakitasaban. Szerepe van a gazda antimikrobidlis peptidje-

inek semlegesitésében, a fagocitozis gatlasiaban, valamint nagymértékben hozzajarul a

patogén fagocita sejten beliili tuléléséhez egyarant (3. abra).

J<=n D
A

C. parapsilosis szekretalt
protedzainak szerepe a
gazda-patogen
kolcsonhatasokban

Védekezés a
szérumfehérjék ellen

Fagocitozis
gitlas

Tulélés a sejten beliil
(fagolizoszoma gatlas)

3.abra: A C. parapsilosis szekretalt proteinazainak szerepe a gazda-patogén kolcsonhatésok soran.
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Human periférias vérbol izolalt mononuklearis sejtek C. parapsilosis és
C. albicans fert6zésre adott valaszreakcidjanak dsszehasonlitasa, illetve
a C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt T helper sejt polarizacio
osszehasonlitasa

Az opportunista gombafertézések kovetkeztében kialakulé immunvalasz vizsga-
lata els6sorban a C. albicans okozta megbetegedésekre koncentral. Kevés informaci-
oval rendelkeziink az Gn. ,nem-albicans” fajok éltal kivaltott gazdavélaszrol. Ezért
megvizsgaltuk és osszehasonlitottuk a hével eldlt C. parapsilosis és C. albicans altal
indukalt pro-inflammatorikus citokin termelést human periférias vérbdl izolalt
mononukledris sejtekben. Azt tapasztaltuk, hogy a C. parapsilosis-szal stimuldlt sej-
tek hasonlé mértéki TNFa és IL-6, valamint mintegy 20 %-kal alacsonyabb szinti
IL-1p termelést mutattak a C. albicans-szal fert6z6tt sejtekhez képest. A Th sejtes cito-
kinek vizsgalata esetén azonban eredményeink azt mutattak, hogy a C. parapsilosis 48
ora elteltével szignifikinsan alacsonyabb IFNy, ugyanakkor magasabb IL-10 terme-
lést indukalt mononuklearis sejtekben, mint a C. albicans. Tovabba, a C. parapsilosis
jelentGsen kisebb mértéki IL-17 és IL-22 termelést valtott ki 7 napos stimulaciot kove-
téen. Intracelluldris citokin festést koveté aramlasi citometrids analizissel megerdsitet-
tiik, hogy a C. parapsilosis-szal stimulalt mintakban 7 nap elteltével alacsonyabb volt
az IL-17 termeld CD4* Th sejtek aranya. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy mig
a C. albicans fert6zés Th1/Th17-dominans T-sejt polarizaciot indukal, C. parapsilosis
fert6zés esetén ez az egyensuly Th2/Treg irdnyba tolodik el.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a Dectin-1, TLR4 és TLR2 receptorok szerepét a
C. parapsilosis és C. albicans altal indukalt citokin termelésben. A Dectin-1 receptor
gatldsa esetén mind a C. parapsilosis-szal, mind a C. albicans-szal stimulalt mononuk-
learis sejtek jelent6sen csokkent citokin (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-10, IFNy) termelést
mutattak, jelezve, hogy ez a receptor mindkét faj felismerésében fontos szerepet jatszik.
Ugyanakkor, mig a TLR4 blokkolasa nem volt hatdssal a mononuklearis sejtek cito-
kin termelésére, eredményeink alapjan a TLR2 szerepet jatszik az IL-1p és IL-6 induk-
ci6jaban. Nem tapasztaltunk azonban jelentés kiilonbséget a C. parapsilosis-szal és
C. albicans-szal stimulalt mononukledris sejtek citokin termelésében a receptor blok-
kolok alkalmazasa sordn (noha a Dectin-1 gatlasa esetén a C. parapsilosis-szal stimu-
lalt mintdkban valamivel nagyobb mértékben cs6kkent a TNFa, IL-1B, IL-6 és IL-10
szintje a C. albicans-szal fert6zott sejtekhez viszonyitva), ami arra utal, hogy egyéb
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receptorok aktivacioja lehet felelos a két faj altal indukalt citokin termelés kiilonbsé-
géért. A potencialis tovabbi receptorok szerepének intenziv vizsgalata a C. parapsilosis
felismerésében jelenleg folyik laboratériumunkban.

A MAPK kaszkdd mind a TLR-ek, mind a CLR-ek altal inditott jelatvitelben sze-
repet jatszik, az egyes MAP kindzok szerepe a szignalizdcié sordn azonban kevésbé
tisztazott. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy mind a hdrom klasszikus MAP
kinaz (p38, ERK, JNK) gatlasa jelentésen csokkentette mind a C. parapsilosis-szal,
mind a C. albicans-szal stimuldlt mononuklearis sejtek citokin (TNFa, IL-1pB, IL-6,
IL-10, IFNy) termelését, jelezve, hogy mindhdrom enzim szerepet jatszik a két Can-
dida faj felismerését kovetd jelatvitelben. Tovabbd, mig a p38 és ERK inhibicié a
C. parapsilosis-szal stimulalt mintak citokin (TNFa, IL-13, IL-6) termelését csok-
kentette nagyobb mértékben, a JNK gatlasa a C. albicans-szal stimulalt minték cito-
kin szekrécidjara volt nagyobb hatassal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
egyes MAP kinazok citokin indukcidoban bet6ltott szerepe kiillonbozik C. parapsilosis

és C. albicans stimulécié esetén.

Osszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy a C. parapsilosis szekretalt lipaza-
inak és proteinazainak jelentGs szerepe van a gazda-patogén interakciok soran.
Igazoltuk a szekretalt mikrobialis hidrolazok jelent6ségét a tapanyagforrasok biz-
tositasaban, a gazdaszervezet sejtjeihez, szoveteihez torténd adhézioban. Mig az
extracellularis lipazok esetében kimutattuk, hogy képesek csokkenteni a gyullada-
sos folyamatokat és szerepet jatszanak a biofilmképzésben, addig megallapitottuk,
hogy a szekretalt proteinazok képesek a szérum antimikrobialis hatasat csok-
kenteni. Mindkét extracellularis komponens gatolja a dendritikus sejtek és mak-
rofagok fagocita aktivitasat, illetve a fago-lizoszoma fuzidjanak gatlasaval azok
gombaolo képességét. Kiilonbségeket mutattunk ki a C. parapsilosis és a C. albicans
ellen kialakul6 immunvalaszban. Mig a C. albicans intenziv pro-inflammatorikus
Th1/Th17 iranyu T-sejt polarizaciét indukal, a C. parapsilosis ellen kialakulo
immunvalasz cs6kkent IL-1p termeléssel és Th2/Treg-dominans, tolerogén iranyu
T-sejt polarizacioval jellemezhet6. Megallapitottuk tovabba, hogy a C. parapsilosis
is képes intenziv defenzin termelés indukcidra, amely fontos komponense a gazda-

szervezet immunvalaszanak (4. abra).
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Ugyan szamos tovabbi vizsgalatra van sziikség annak érdekében, hogy részle-
teiben feltarjuk a C. parapsilosis specifikus virulencia faktorokat és gazdavalaszt,
eddigi munkank felhivja a figyelmet a kiilonb6z6 Candida fajok megbetegit6 képes-
sége mogott huzodo folyamatok hasonldsagaira és alapvet6 eltéréseire. Eredménye-
ink ravilagitanak a kiilonb6z6 fajok tanulmanyozasanak fontossagara a Candida

fert6zések mikrobiologiai és immunologiai hatterének kutatasa soran.
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4.4bra: A C. parapsilosis virulencidjiban és patomechanizmusédban szerepet jétsz6 komponensek
és azok cellularis és humordlis hatdsa.
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